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黄姑鱼转录组 ＳＳＲ 的开发与验证
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［摘要］ 利用 ＭＩＳＡ 软件对黄姑鱼转录组测序数据进行分析， 共检索到微卫星 （ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ，
ＳＳＲ） 位点 １２ ２５４ 个， 其中单碱基、 二碱基、 三碱基重复分别约占 ４２􀆰 ７０％ 、 ３２􀆰 １１％ 、 ２３􀆰 ４４％ ， 四碱基、
五碱基、 六碱基重复仅分别约占 １􀆰 ６０％ 、 ０􀆰 ０９％ 、 ０􀆰 ０６％ 。 随机选出 ８０ 个二至六碱基重复来设计 ＰＣＲ 引

物， 有 ３８ 对引物通过扩增可获得目的条带。 利用南海海区野生黄姑鱼样本对其中的 １８ 个具有多态性的

ＳＳＲ 位点进行扩增效果验证和评价， 结果显示： １８ 个 ＳＳＲ 的平均等位基因数为 ７􀆰 ６７， 平均有效等位基因数

为 ４􀆰 ５７１， 平均观测杂合度为 ０􀆰 ３９８４， 平均期望杂合度为 ０􀆰 ７５１８， 平均多态信息含量为 ０􀆰 ６７９９， 其中有 １５
个位点表现出高多态性 （多态信息含量 ＞ ０􀆰 ５）。 与传统方法相比较， 利用转录组测序数据开发微卫星标记

更加省时、 高效。
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０　 引言
黄姑鱼 （Ｎｉｂｅａ ａｌｂｉｆｌｏｒａ Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ） 属鲈形目 （Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ） 石首鱼科 （ Ｓｃｉａｅｎｉｄａｅ） 黄姑鱼属

（Ｎｉｂｅａ） ， 主要分布于我国沿海、 朝鲜半岛及日本南部沿海， 是我国近海一种重要的经济鱼类［１ － ２］。
我国在 ２０ 世纪 ８０ 年代中叶就有黄姑鱼人工育苗成功的报道［３ － ４］， 其养殖特性虽与大黄鱼相近， 但其

成活率偏低， 使其养殖业发展缓慢。 由于刺激隐核虫感染引发的白点病成为养殖大黄鱼的严重疫病，
而黄姑鱼不易受刺激隐核虫感染， 从而使黄姑鱼的养殖受到重视。 近年来， 由于过度捕捞使黄姑鱼的

野生资源量逐年减少， 导致市场价格不断上升。 开展黄姑鱼的育种技术研究， 培育黄姑鱼优良品系，
对于发展黄姑鱼的养殖具有重要意义。

微卫星标记 （ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ， ＳＳＲ） 因其具有多态性高、 含量丰富和共显性遗传等优点，
已广泛用于群体遗传学［５ － ６］、 亲缘关系鉴定［７ － ８］、 遗传图谱构建和 ＱＴＬ 分析［９ － １０］等研究领域。 然而，
对于黄姑鱼微卫星标记的开发迄今还只有零星的报道［１１ － １３］， 可用的标记还很少。 过去， 微卫星标记

的批量开发主要依靠构建微卫星富集文库， 其程序复杂、 成本高、 效率低。 近年来， 随着 ＤＮＡ 高通

量测序技术的发展， 利用其开发微卫星标记更加省时、 省力、 高效、 廉价， 因而微卫星标记被广泛应

用［１４ － １６］。 因此， 本研究拟采用转录组测序方法， 开发黄姑鱼的微卫星标记， 以期为黄姑鱼的遗传育

种研究提供更多可用的分子标记。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

用于转录组测序的样品 （２０ 尾） 于 ２０１４ 年 １２ 月采自宁德市三都澳海域黄姑鱼养殖网箱， 其中：
稚鱼， 全长约 ２􀆰 ５ ｃｍ， ５ 尾； 幼鱼， 全长约 ６ ｃｍ 的 ５ 尾， 全长约 ２２ ｃｍ 的 ６ 尾； 成鱼， 全长约 ３５
ｃｍ， 雌雄各 ２ 尾。 稚鱼剪取尾部， 幼鱼和成鱼取部分鳍条、 肝脏、 肾脏、 脾、 皮肤、 鳔、 心脏、 脑、
肌肉、 头肾、 性腺等器官， 保存于液氮中备用。

用于微卫星标记筛选的黄姑鱼样品为 ２０１５ 年 ４ 月采自中国南海海区的南海野生群体 （ＳＯＹＤ） 和

东海海区的东海野生群体 （ＥＡＹＤ）， 以及 ２０１５ 年 ５ 月采自福建宁德的本实验室与宁德市金铃水产科

技有限公司联合选育的 Ｆ４ 代黄姑鱼群体 （ＸＹＹＤ）。 用于微卫星标记多态性验证的样品为 ＳＯＹＤ 群体

的黄姑鱼。 以上样品皆剪取部分胸鳍， 固定于 ９５％ （体积分数） 的乙醇中， － ２０ ℃保存备用。
１􀆰 ２　 黄姑鱼总 ＲＮＡ 的提取和转录组测序

用常规 Ｔｒｉｚｏｌ 提取法 （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司） 分别提取黄姑鱼稚鱼、 幼鱼、 成鱼各组织的总 ＲＮＡ。
用全波长酶标仪 （Ｔｈｅｒｍｏ） 测定总 ＲＮＡ 质量浓度和 ＯＤ２６０ ／ ２８０， 并用 １％ （质量分数） 琼脂糖凝胶电

泳检测其完整性。
对满足测序要求的各组织的总 ＲＮＡ 进行等量混合， 取混合后的样品 ３０μｇ 送至北京贝瑞和康生物

技术有限公司进行转录组测序。 根据所测得的转录组序列数据， 经拼接后， 利用 ＭＩＳＡ 软件检索全部

非冗余 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中的 ＳＳＲ 位点， 对于非混合型 ＳＳＲ 位点， 设定二碱基、 三碱基、 四碱基、 五碱基、
六碱基的重复次数至少为 ６、 ５、 ５、 ５、 ５， 设定单碱基重复微卫星序列的最小重复值为 １０。
１􀆰 ３　 黄姑鱼基因组 ＤＮＡ 的提取与检测

使用 “细胞 ／组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒” （上海捷瑞， ＧＫ０１２２） 提取 ＤＮＡ， 用 １％琼脂糖凝胶

电泳检测其完整性， 用全波长酶标仪测定 ＯＤ２６０与 ＯＤ２８０以确定 ＤＮＡ 的质量好坏， 并将 ＤＮＡ 质量浓度

调至 ３０ ｎｇ ／ μＬ， － ２０ ℃保存备用。
１􀆰 ４　 微卫星位点的初步筛选

分析转录组测序数据， 从预测出的微卫星标记中选用碱基重复次数多的位点进行引物设计。 设计

原则： １） 引物序列距离核心序列大约 ５０ 个碱基； ２） 引物长度在 １５ ～ ３０ ｂｐ 之间， 目标片段大小为

１００ ～ ３００ ｂｐ； ３） ＣＧ 含量在 ４０％ ～ ６０％之间， 引物序列的退火温度在 ５０ ～ ６５ ℃之间； ４） 引物自身

·２４２·
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及引物之间不应存在互补序列。 共设计引物 ８０ 对， 引物由深圳华大基因科技服务有限公司合成。
１􀆰 ５　 ＰＣＲ 及多态性微卫星标记的筛选

１０ μＬ ＰＣＲ 反应体系中包括： 模板 ＤＮＡ １μＬ （３０ ｎｇ ／ μＬ）， １０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ （含 Ｍｇ２ ＋ ） １ μＬ，
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ ０􀆰 ２ μＬ， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 引物对各 ０􀆰 ２ μＬ， ５ Ｕ ／ μＬ Ｔａｑ 酶 ０􀆰 １ μＬ， 超纯水 ７􀆰 ３ μＬ。
ＰＣＲ 反应程序： ９４ ℃ ５ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ， 退火温度 ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， 循环 ３０ 次； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ； ４ ℃
保存。 用 １％琼脂糖凝胶电泳检测引物扩增效果并进行退火温度的优化。 采用 Ｑｓｅｐ１００ 全自动核酸蛋

白分析系统 （Ｂｉｏｐｔｉｃ） 对 ＰＣＲ 扩增产物进行分析， 筛选具有多态性的微卫星标记。
１􀆰 ６　 统计分析
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transcriptome of yellow drum
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图 2 微卫星引物YD-54、YD-13、YD-25 在
三个 SOYD 个体上扩增的电泳图

Fig.2 The PCR amplification results using SSR
primer sets YD - 54, YD -13 and YD - 25
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图 3 YD-13,YD-14,YD-52 和 YD-56 位点在
混合 DNA 中的扩增情况

Fig.3 The PCR product of SSR loci YD-13,YD-14,
YD-52,YD-56 in mixed DNA
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碱基 Nucleotide

每个微卫星位点扩增的等位基因按其迁移率的不同， 从小到大依次定义为 Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 ……。 根

据各微卫星位点在每个样品中的电泳结果确定每个样品各微卫星位点的基因型。 通过 ＰＯＰＧＥＮＥ ３􀆰 ２
软件计算各微卫星位点的等位基因数 （Ｎａ）、 有效等位基因数 （Ｎｅ）、 观测杂合度 （Ｈｏ）、 期望杂合

度 （Ｈｅ）， 并进行哈迪 － 温伯格平衡 （Ｈａｒｄｙ⁃
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ Ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ， ＨＷＥ） ［１７］ 检测； 采用 ＰＩＣ
＿ ＣＡＬＣ ０􀆰 ６ 软件 （中国水产科学研究院黄海水

产研究所） 计算各微卫星位点的多态信息含量

（Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｃｏｎｔｅｎｔ， ＰＩＣ） ［１８］， 按

照参考文献 ［１９］ 的标准， 当某位点 ＰＩＣ ＞ ０􀆰 ５
时， 则该位点为高多态性位点。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 黄姑鱼转录组微卫星分析

对序列组装和拼接后共得到 ３１ １８３ 条 Ｕｎｉ⁃
ｇｅｎｅｓ （非冗余独立基因）， 在 ８５４１ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
中共检索到 １２ ２５４ 个 ＳＳＲ 位点， 其中单碱基重

复出现的次数最多， 约占 ４２􀆰 ７０％ ， 其次是二碱

基重 复 和 三 碱 基 重 复， 各 约 占 ３２􀆰 １１％ 和

２３􀆰 ４４％ ； 四碱基、 五碱基和六碱基重复分别仅

占 １􀆰 ６０％ 、 ０􀆰 ０９％和 ０􀆰 ０６％ （见图 １）。
２􀆰 ２　 微卫星标记位点的开发

从二至六碱基重复、 并且两端各具有 ５０ｂｐ
侧翼序列的微卫星位点中， 随机选 ８０ 个进行引

物设计， 合成 ＰＣＲ 引物后进行 ＰＣＲ 扩增。 有 ３８
对引物成功扩增出稳定条带 （见图 ２）， 有 ７ 对

扩增产物片段与预期产物片段大小不符， 另有

３５ 对引物未扩增成功或扩增产物出现明显杂带。
２􀆰 ３　 微卫星标记多态性筛选与检测

等量混合中国东海海区野生黄姑鱼 （５ 尾）、
南海海区野生黄姑鱼 （５ 尾） 及福建宁德三都澳

养殖黄姑鱼 （５ 尾） 的 ＤＮＡ， 采用 Ｑｓｅｐ１００ 全自

动核酸蛋白分析系统 （Ｂｉｏｐｔｉｃ） 对 ８０ 对引物的

ＰＣＲ 扩增产物进行分析， 筛选出条带较多的位

点 １８ 个 （见图 ３）。

·３４２·
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用 ３０ 尾采自南海海域的野生黄姑鱼对 １８ 个能够扩增出稳定条带的位点进行多态性检测， 结果发

现 １８ 个位点都具有多态性 （见表 １）。

表 １　 １８ 个黄姑鱼微卫星位点的多态信息

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １８ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ Ｎ． ａｌｂｉｆｌｏｒａ

位点
Ｌｏｃｕｓ

重复基序
Ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ５′ － ３′

片段大小
Ｓｉｚｅ ｒａｎｇｅ

／ ｂｐ

Ｔｍ
／ ℃

Ｎａ Ｎｅ Ｈｏ Ｈｅ ＰＩＣ

ＹＤ － ３３ ＧＴ Ｆ：ＡＧＡＧＴＣＡＡＧＡＧＴＴＡＣＡＧＴＧＣＴＧＴ
Ｒ：ＣＴＴＧＧＡＧＴＴＧＧＧＡＧＡＧＡＧＡＴＣ １６０ ～ １７０ ５８ ８ ４． ８３ ０． ６００ ０． ８０６ ０． ７６３

ＹＤ － ３８ ＣＴＴ Ｆ：ＧＣＡＴＣＴＧＴＴＧＧＣＴＴＴＧＡＧＧ
Ｒ：ＣＡＧＣＡＡＴＧＴＴＡＡＧＡＣＧＧＡＧＴＴ １８８ ～ ２３１ ５９ ５ ２． ７６ ０． ０３３ ０． ６４８ ０． ５６６

ＹＤ － ４３ ＴＧ Ｆ：ＧＡＧＣＴＣＣＣＡＴＴＴＣＣＴＧＴＣＴＧ
Ｒ：ＣＣＡＴＡＴＣＧＡＣＡＡＧＡＣＣＡＴＣＣ ２２１ ～ ２５３ ６０ １０ ７． １２ ０． ４６７ ０． ８７４ ０． ８４４

ＹＤ － ５４ ＴＧＡＡ Ｆ：ＡＣＣＴＣＣＣＣＴＴＴＣＡＧＡＣＴＧ
Ｒ：ＣＴＡＣＡＴＴＧＧＣＡＣＧＣＡＴＴＡ ２０９ ～ ２３７ ５８ １１ ８． ７８ ０． １００ ０． ９０１ ０． ８７５

ＹＤ － ４６ ＣＧＡ Ｆ：ＴＡＴＡＧＴＣＡＡＧＴＣＴＧＣＧＣＧＧ
Ｒ：ＣＡＣＴＧＴＣＧＣＴＴＧＧＴＣＴＧＣ １９４ ～ ２３３ ５９ ９ ５． ３１ ０． ２００ ０． ８２５ ０． ７９２

ＹＤ － ５７ ＴＣＣ Ｆ：ＣＣＴＧＴＣＴＧＴＣＴＴＣＴＣＣＡＣＴＣ
Ｒ：ＡＧＧＴＴＴＡＡＧＧＣＣＧＡＴＣＧＴ ３１０ ～ ２９８ ５７ ９ ３． ５９ ０． ３７９ ０． ７３３ ０． ６８７

ＹＤ － ２５ ＴＣ Ｆ：ＴＴＣＡＣＣＣＴＣＴＡＣＴＧＣＡＴＧＡＧ
Ｒ：ＣＣＣＡＣＣＴＣＡＧＣＴＴＣＴＴＣＴＣ ２５７ ～ ２９１ ６０ １５ １０． １３ ０． ６９０ ０． ９１７ ０． ８９３

ＹＤ － ２４ ＴＣＣＧＧ Ｆ：ＴＴＧＡＡＣＧＴＴＧＡＣＡＣＴＡＡＡＴＣＣＡＣ
Ｒ：ＧＴＣＴＣＣＧＴＣＡＣＣＴＣＧＣＴＧ １６０ ～ １８５ ６０ ７ ２． ８９ ０． ５００ ０． ８９８ ０． ５９７

ＹＤ － ２６ ＣＡＧＧＴ Ｆ：ＣＣＡＡＣＧＴＧＴＴＣＣＡＡＡＡＴＧＴＣＡＧ
Ｒ：ＣＡＡＧＡＴＧＡＧＡＣＡＧＡＧＣＣＡＣＣＧ １４０ ～ １７５ ６２ ４ ３． １８ ０． ２３３ ０． ６９７ ０． ６２４

ＹＤ － １４ ＡＣ Ｆ：ＴＡＧＣＡＴＣＴＣＣＡＡＣＡＣＣＡＡＡＴ
Ｒ：ＡＡＣＴＡＣＴＣＣＧＡＴＡＴＣＴＧＣＣＡ ２１７ ～ ２３３ ５７ ７ ５． １３ ０． ６３３ ０． ８１８ ０． ７７８

ＹＤ － １３ ＴＡ Ｆ：ＴＣＴＡＴＣＡＡＴＣＣＡＣＡＧＴＧＴＧ
Ｒ：ＣＧＡＧＧＡＡＧＡＣＧＴＴＴＧＡＡＡ ２１８ ～ ２５９ ５７ ８ ４． ８５ ０． ８２８ ０． ８０７ ０． ７６８

ＹＤ － ５２ ＡＧＧＡ Ｆ：ＣＣＡＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＴＣＡＡＣ
Ｒ：ＡＧＧＡＣＡＣＣＡＧＴＧＡＧＡＧＡＧＣ ２０６ ～ ２１４ ５７ ２ １． ３０ ０． １３３ ０． ２３５ ０． ２０４

ＹＤ － ４１ ＡＧＡ Ｆ：ＴＣＡＣＧＴＴＧＡＧＧＡＴＡＧＡＧＡＧＡＧ
Ｒ：ＧＴＡＧＡＧＧＴＧＣＧＣＴＧＴＧＡＴ １８８ ～ ２０６ ５５ ４ ２． ２４ ０． ０００ ０． ５６４ ０． ４８３

ＹＤ － ６０ ＧＴＡＴ Ｆ：ＣＡＧＴＴＧＡＣＣＡＴＡＡＴＧＡＣＴＣＡＣ
Ｒ：ＧＧＡＣＡＧＧＴＧＣＴＴＧＣＡＴ １６０ ～ ２０４ ５４ ７ ４． ０５ ０． ３００ ０． ７６５ ０． ７１１

ＹＤ － ５６ ＡＣＴ Ｆ：ＣＧＡＣＴＴＴＧＴＧＴＡＣＧＴＧＧＡＧ
Ｒ：ＣＡＴＴＧＴＧＧＣＴＧＴＧＧＴＡＧＴＴ ２０１ ～ ２１３ ５７ ５ １． ５９ ０． ６２５ ０． ３７５ ０． ３４７

ＹＤ － １０ ＣＡＧＣＣＧ Ｆ：ＧＣＧＧＧＡＧＴＴＴＧＧＴＧＡＡＧＧＴＴ
Ｒ：ＡＡＧＴＧＣＴＧＴＴＧＡＧＧＴＧＴＴＴＧＴＧＡＴ ２０７ ～ ２３１ ５９ ８ ５． ３７ ０． ５６７ ０． ８２８ ０． ７８７

ＹＤ － ２３ ＧＧＡＴ Ｆ：ＴＴＡＣＡＡＣＡＧＣＴＣＡＴＴＡＣＣＡＧ
Ｒ：ＧＴＣＣＴＣＣＴＣＴＴＣＴＣＴＣＴＴＴＣ １７０ ～ ２０６ ５７ ９ ４． ６４ ０． ７３３ ０． ７９８ ０． ７５６

ＹＤ － ３１ ＡＣ Ｆ：ＧＴＴＡＧＡＧＡＣＡＣＴＧＣＴＴＣＣＴＧＴ
Ｒ：ＣＣＴＡＡＡＧＡＣＡＴＣＣＡＧＣＣＴＧ １４７ ～ １７９ ６２ ９ ４． ５６ ０． ４１３ ０． ７９７ ０． ７６３

平均 Ｍｅａｎ ７． ７ ４． ５７１ ０． ３９８４ ０． ７５１８ ０． ６７９９

从 １８ 个位点共检测到等位基因 １３８ 个， 各位点等位基因数 （Ｎａ） 介于 ２ ～ １５ 之间， 平均 ７􀆰 ６７ 个；
有效等位基因 （Ｎｅ） 介于 １􀆰 ３０ ～１０􀆰 １３ 之间， 平均 ４􀆰 ５７１ 个； 各位点观测杂合度 （Ｈｏ） 在 ０􀆰 ０００ ～０􀆰 ８２８
之间， 平均为 ０􀆰 ３９８４； 期望杂合度 （Ｈｅ） 介于 ０􀆰 ２３５ ～ ０􀆰 ９１７ 之间， 平均为 ０􀆰 ７５１８； 平均多态信息含

·４４２·



　 第 ４ 期 龚诗琦， 等： 黄姑鱼转录组 ＳＳＲ 的开发与验证

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

量 ＰＩＣ ＝ ０􀆰 ６７９９， 其中高多态性位点 （ＰＩＣ ＞ ０􀆰 ５） １５ 个， 中多态位点 （０􀆰 ５ ＞ ＰＩＣ ＞ ０􀆰 ２５） ２ 个， 低多

态位点 （ＰＩＣ ＜ ０􀆰 ２５） １ 个； 除位点 ＹＤ －３３、 ＹＤ －１３ 处于 Ｈａｒｄｙ － Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡， 位点 ＹＤ －５２ 显著

偏离 Ｈａｒｄｙ － Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡外 （０􀆰 ０１ ＜ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ， 其余位点皆极显著偏离 Ｈａｒｄｙ － Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡 （Ｐ
＜ ０􀆰 ０１） 。 图 ４ 为 ＹＤ －２６ 和 ＹＤ －４１ 位点在野生群体 ＳＯＹＤ 中的扩增情况。

YD-26

YD-41

201 bp

160 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

图 4 YD-26、YD-41 位点在野生群体 SOYD 中的扩增情况

Fig.4 The PCR product of SSR loci YD-26 and YD-41 in SOYD population

３　 讨论
传统的文库构建方法需经过构建初始小片段基因组文库、 限制性内切酶酶切与连接、 选择性杂

交、 ＳＳＲ 文库构建等步骤［２０］， 整个过程繁琐又耗时长， 且每次只能开发固定重复序列 （对应于杂交

使用的探针） 的微卫星。 与传统 ＳＳＲ 标记开发技术相比， 利用转录组测序数据可以在短时间内批量

开发出 ＳＳＲ 标记。 近年来， 利用转录组测序数据来开发水产养殖生物 ＳＳＲ 标记的相关研究报道越来

越多。 Ｘｉｅ 等［２１］对坛紫菜 （Ｐｙｒｏｐｉａ ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ） 进行转录组测序， 设计高质量引物 ８２４ 个， 随机挑选

１００ 对引物在 ６ 个坛紫菜品系中进行基因组扫描， 有 ８７ 对引物成功扩增。 张群英等［２２］ 采用中华鳖

（Ｐｅｌｏｄｉｓｃｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ） 转录组测序开发了 １５ 对多态性位点 ＥＳＴ － ＳＳＲ 引物， 并利用其对中华鳖进行遗

传多样性和生长性状相关性分析。 李彩娟［２３］ 通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序平台对大鳞副泥鳅

（Ｐａｒａｍｉｓｇｕｒｎｕｓ ｄａｂｒｙａｎｕｓ） 进行转录组测序， 得到核心序列大于 １２ ｂｐ 的 ＳＳＲ 标记 １５ １０６ 个， 并用

从中筛选得到 ３８ 个多态性的位点。 本研究通过分析转录组测序数据， 共获得微卫星位点 １２ ２５４ 个，
后续步骤只需进行 ＰＣＲ 扩增及多态性筛选即可， 工作量小且效率较高。 并且， 本研究是基于多组织

多阶段 ＲＮＡ 样本得出的转录组数据， 包含有更全面的遗传信息， 可为今后的遗传多样性研究提高准

确性。 因而， 利用转录组测序数据开发 ＳＳＲ 标记具有广阔的前景。
在本研究中， 黄姑鱼转录组微卫星扩增效率为 ４７􀆰 ５％ ， 那些未能扩增出产物或扩增产物片段与

预期产物片段大小不符的引物， 可能是由于所设计的引物序列位于两个外显子上， 或者基因组对应序

列含有内含子而不具备 ＳＳＲ 序列特征［２４］。
目前， 已经报道的黄姑鱼微卫星标记数目还不多， 部分来自传统法开发的微卫星标记， 还有部分

来自其他石首鱼科的跨种扩增［１１ － １３，２５］， 尚未见到通过转录组测序数据大量开发黄姑鱼微卫星标记的

报道。 本文首次利用转录组数据开发黄姑鱼的微卫星标记， 得到 ３８ 个能够扩出清晰条带的位点。 并

将其中具有多态性的 １８ 个位点用于南海海域野生黄姑鱼群体遗传多样性分析， 得到平均等位基因数

为 ７􀆰 ６７， 平均有效等位基因数为 ４􀆰 ５７１， 平均观测杂合度为 ０􀆰 ３９８４， 平均期望杂合度为 ０􀆰 ７５１８， 平

均多态信息含量 ０􀆰 ６７９９， 并有 １５ 个位点表现出高多态性。 这 １５ 个具有高多态性的位点今后可直接应

用在黄姑鱼群体遗传多样性分析、 种质资源分析、 遗传图谱构建和 ＱＴＬ 定位等方面的研究。
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