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摘　要：根据铜藻转录组测序数据来进行微卫星标记的发掘，共获得２８００个微卫星位点。二碱基重复出现
的次数最多，占３２．８２％，其次是三碱基重复，占２５．２１％；在所有重复单元类型中，ＡＣ／ＧＴ出现频率最高，占
９．１８％；重复序列的长度则主要集中在１２～２０ｂｐ，占７２．７９％；重复次数主要集中在５～１０次，占７４．１４％。随
机选取７４对引物进行验证，最终获得１８个具有多态性的微卫星标记。对３１株铜藻个体进行检测和评价，共
扩增得到４３个等位基因，每个位点平均等位基因数为２．３９，平均有效等位基因数为１．９１，平均观测杂合度
（Ｈｏ）为０．３１８，平均期望杂合度（Ｈｅ）为０．４４９，平均多态信息含量（ＰＩＣ）为０．３６５，在１８个位点中有１１个显著
偏离ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡（Ｐ＜０．０５）。开发的微卫星标记为后续铜藻多样性、起源和迁移等遗传学问题研究
提供了有力支撑。
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中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　铜藻（Ｓａｒｇａｓｓｕｍ ｈｏｒｎｅｒｉ）隶属于褐藻门
（Ｐｈａｅｏｐｈｙｔａ），墨角藻目（Ｆｕｃａｌｅｓ），马尾藻科
（Ｓａｒｇａｓｓａｃｅａｅ Ｋｕｅｔｚｉｎｇ）， 马 尾 藻 属

（Ｓａｒｇａｓｓｕｍ）［１］，属暖温性大型海藻，广泛分布于
太平洋西北部［２］。近年来，有关铜藻的研究主要

集中在繁殖生物学、增养殖及生态修复等领域，

而关于铜藻种群遗传结构和遗传多样性的研究

相对较少［３］，且相关研究主要集中在线粒体基

因、叶绿体基因以及ＩＳＳＲ和ＳＲＡＰ等显性标记技
术方面［４７］。由于线粒体、叶绿体基因的变异水

平低于核序列，无法有效检测地理位置或者亲缘

关系较近的种群之间的遗传差异［８］，而显性分子

标记在检测杂合等位基因时存在很大的局限性，

故亟需开发适合研究铜藻遗传多样性和种群结

构的共显性分子标记。

微卫星（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ）标记，
因其在基因组中含量丰富、分布广泛，多态性高，

呈共显性遗传等特点，被广泛用于构建遗传图

谱、分析亲缘关系和种群结构等方面［９１０］。有关

铜藻微卫星标记开发的研究虽然也有报道［８，１１］，

但受限于开发手段，目前可供使用的标记相对较

少，这在很大程度上限制了微卫星标记在铜藻研

究中的应用。近年来，高通量测序技术发展迅

速，已被广泛用于微卫星标记的开发［１２１４］。因

此，采用转录组测序方法开发铜藻的微卫星标

记，为铜藻的群体遗传学研究提供更多可用的分

子标记。

１　材料与方法

１．１　实验材料及转录组测序
转录组测序所需铜藻样品于２０１２年４月采

自浙江省南麂岛马祖岙（２７°２８′Ｎ，１２１°０３′Ｅ），从
中选取１株送至苏州众信生物技术有限公司进
行ＲＮＡ提取和４５４高通量测序。

ＳＳＲ扩增所需的铜藻样品为浙江省海洋水产
养殖研究所人工养殖铜藻，随机取１０株用于检
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测ＳＳＲ引物的有效性，另取３１株进行 ＳＳＲ遗传
多样性的检测和评价。

１．２　微卫星位点的搜索
转录组数据经处理拼接后得到 ２８６０８个

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，利用 ＭＩＳＡ（Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｔｏｏｌ）（ｈｔｔｐ：／／ｐｇｒｃ．ｉｐｋｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ．ｄｅ／ｍｉｓａ／）软件
在Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中搜索ＳＳＲ位点，对于非混合型 ＳＳＲ
位点，检测标准为：单碱基、二碱基、三碱基、四碱

基、五碱基、六碱基的重复次数不小于１０、６、５、５、
５、５；间隔小于 １００ｂｐ的 ＳＳＲ被定义为混合型
ＳＳＲ。
１．３　微卫星引物设计

选取两端侧翼序列不少于５０ｂｐ的二至五碱
基重复单元的ＳＳＲ序列，采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０
软件设计引物。引物设计的主要参数为：引物长

度１５～３０ｂｐ；退火温度５０～６０℃；ＰＣＲ产物长
度１００～３２０ｂｐ；ＧＣ含量４０％～６０％。从中随机
选出７４对引物，由英潍捷基（上海）贸易有限公
司合成。

１．４　样品ＤＮＡ的提取
使用“ＤＮ１４植物基因组 ＤＮＡ快速提取试剂

盒”（北京艾德莱生物科技有限公司，ＤＮ１４０１）按
照操作说明提取铜藻基因组 ＤＮＡ经１％琼脂糖
凝胶电泳检测其完整性后，利用全波长酶标仪

（Ｖａｒｉａｎ５０ＢｉｏＵＶＶｉｓＳｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ）测定
ＯＤ２６０与 ＯＤ２８０以确定 ＤＮＡ的质量与浓度，将
ＤＮＡ浓度调至３０ｎｇ／μＬ，－２０℃保存备用。
１．５　ＰＣＲ扩增及多态性位点的筛选

ＰＣＲ反应体系为２０μＬ，包括：模板ＤＮＡ（３０
ｎｇ／μＬ）１μＬ，Ｔａｑ酶（５Ｕ／μＬ）０．１μＬ，１０ ×
ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）２μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（２．５
ｍｍｏｌ／μＬｅａｃｈ）１．６μＬ，引物对（１０μｍｏｌ／Ｌ）各
０．４μＬ，超纯水１４．５μＬ。ＰＣＲ反应程序：９５℃
预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，退火温度７２℃延
伸３０ｓ，４０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；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８％非变性聚丙烯酰胺凝
胶电泳对 ＰＣＲ产物进行分析，ＤｕＧｒｅｅｎ（ｂｒｉｄｇｅｎ）
染色，拍照（ＢｉｏＲａｄＵｎｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄⅡ），筛选具
有多态性的微卫星标记。由生工生物工程（上

海）股份有限公司和英潍捷基（上海）贸易有限公

司对 ＰＣＲ产物进行测序，通过 ＭＥＧＡ７．０和
ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０软件对序列进行比对分析。
１．６　数据分析

将电泳图上清晰的条带按其迁移率的不同，

用大写字母Ａ、Ｂ、Ｃ、……从小到大进行记录。运
用Ｐｏｐｇｅｎｅ３．２软件计算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ｗｅｉｎｂｅｒｇｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ，ＨＷＥ）检测［１５］；采用

Ｃｅｒｖｕｓ３．０．７软件计算各微卫星位点的多态信息
含量（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ，ＰＩＣ），按
照ＢＯＴＳＴＥＩＮ等［１６］的标准，当某位点 ＰＩＣ＞０．５
时，该位点属于高多态性位点。

２　结果与分析

２．１　铜藻转录组中微卫星的分布特征
铜藻转录组测序结果经组装和拼接共得到

２８６０８条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ（总长为１０７５８１１７ｂｐ），从中
检索到 ２８００个 ＳＳＲ位点，分布在 ２５９７条
Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中，发生频率为 ９．０８％（含有 ＳＳＲ的
Ｕｎｉｇｅｎｅｓ占总 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的百分比），其中含有 １
个和含有２个及２个以上 ＳＳＲ的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ分别
有 ２４１０条和 １８７条，包含有复合型 ＳＳＲ的
Ｕｎｉｇｅｎｅｓ共 ２４４条。ＳＳＲ的分布率为 ９．７９％
（ＳＳＲ的总个数占总Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的百分比），铜藻转
录组中平均每３．８４ｋｂ中就有一个 ＳＳＲ位点（表
１）。
　　在铜藻转录组中出现次数最多的 ＳＳＲ是二
碱基重复，约占３２．８２％；其次是三碱基重复和单
碱基重复，各约占２５．２１％和２１．６４％；四碱基、五
碱基和六碱基重复分别仅占 ５．７９％、４．５４％和
１．１４％，见表１。１９４６个ＳＳＲ（不计算单碱基的４
种类型和复合型ＳＳＲ）中共包含２０１种重复单元，
二、三、四、五、六碱基重复单元的类型分别有８、
３０、５７、８１、２５种。在各碱基类型的微卫星中，不
同序列组成的 ＳＳＲ数量迥异。二碱基类型中出
现频率最高的是 ＡＣ／ＧＴ，有２５７个，占所有 ＳＳＲ
分子的９．１８％，ＧＣ／ＧＣ出现的频率最低，仅３个。
三碱基类型中出现频率最高的是 ＣＡＧ／ＣＴＧ，有
１４３个（５．１１％），其次为 ＧＣＡ／ＴＧＣ（２．４６％）和
ＡＧＣ／ＧＣＴ（２．４３％），见表２。

３４５
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表１　铜藻转录组中ＳＳＲ重复单元的分布特征
Ｔａｂ．１　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＳＳＲｒｅｐｅａｔｕｎｉｔｓｉｎＳａｒｇａｓｓｕｍｈｏｒｎｅｒｉｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

重复类型

Ｔｙｐｅｏｆｒｅｐｅａｔ
数量

Ｎｕｍｂｅｒ
比例

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％
分布率

Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％
平均距离

Ａｖｅｒａｇｅｄｉｓｔａｎｃｅ／ｋｂ
复合型ＳＳＲＣｏｍｐｏｕｎｄＳＳＲ ２４８ ８．８６ ０．８７ ４３．３８
单碱基重复 Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ６０６ ２１．６４ ２．１２ １７．７５
二碱基重复 Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ９１９ ３２．８２ ３．２１ １１．７１
三碱基重复Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ７０６ ２５．２１ ２．４７ １５．２４
四碱基重复Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １６２ ５．７９ ０．５７ ６６．４１
五碱基重复Ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １２７ ４．５４ ０．４４ ８４．７１
六碱基重复Ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ３２ １．１４ ０．１１ ３３６．１９

合计Ｔｏｔａｌ ２８００ １００ ９．７９ ３．８４
注：“比例”表示不同重复类型的ＳＳＲ个数／ＳＳＲ总个数；“分布率”表示ＳＳＲ的个数占总Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的百分比；“平均距离”表示Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的
总长／ＳＳＲ数量
Ｎｏｔｅｓ：“Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ”ｍｅａｎｓｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＳＳＲｒｅｐｅａｔｕｎｉｔｓｉｎｔｈｅｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｏｆＳＳＲｓ；“Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ”ｍｅａｎｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＳＳＲｓａｓ
ａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔｏｔａｌＵｎｉｇｅｎｅｓ；“Ａｖｅｒａｇｅｄｉｓｔａｎｃｅ”ｍｅａｎｓｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈｏｆＵｎｉｇｅｎｅｓ／ＳＳＲｎｕｍｂｅｒ

表２　铜藻转录组中ＳＳＲ重复单元的类型
Ｔａｂ．２　ＴｙｐｅｓｏｆＳＳＲｒｅｐｅａｔｕｎｉｔｓｉｎ
Ｓａｒｇａｓｓｕｍｈｏｒｎｅｒｉｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

重复

类型

Ｔｙｐｅｏｆ
ｒｅｐｅａｔ

不同类型重复

单元的数量

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｍｏｔｉｆｔｙｐｅｓ

主要重复

单元

Ｍａｉｎｒｅｐｅａｔ
ｕｎｉｔｓ

二碱基重复

Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ８ ＡＣ／ＧＴ，ＣＡ／ＴＧ，ＡＴ／ＡＴ

三碱基重复

Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ３０ ＣＡＧ／ＣＴＧ，ＧＣＡ／ＴＧＣ，ＡＧＣ／ＧＣＴ

四碱基重复

Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ５７ ＴＣＡＡ／ＴＴＧＡ，ＣＡＴＣ／ＧＡＴＧ，
ＡＴＡＣ／ＧＴＡＴ

五碱基重复

Ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ８１ ＡＴＴＧＡ／ＴＣＡＡＴ

六碱基重复

Ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ２５ ＴＣＴＣＴＴ／ＡＡＧＡＧＡ

合计 Ｔｏｔａｌ ２０１

　　铜藻转录组中 ＳＳＲ的序列长度从 １０～３０９
个碱基不等，平均长度为２０．９８ｂｐ。复合型ＳＳＲ、
单碱基、二碱基、三碱基、四碱基、五碱基、六碱基

重复的平均长度分别为６３．４０、１１．５０、１６．１２、
１７．８９、２３．９８、２７．７６和３７．３１ｂｐ。重复序列长度
范围在１２～２０ｂｐ的最多，占７２．７９％，重复长度
在２１～４０ｂｐ的占２１．４６％，大于４０ｂｐ的最少，
仅占５．７５％（图１）。ＳＳＲ重复单元的重复次数
在５～３８次之间（不计算复合型 ＳＳＲ）。重复次
数在 ５～１０次的有 ２０７６个，占 ＳＳＲ总数的
７４．１４％；１１～２０次的有 ４６１个，占总数的
１６．４６％；２１～３０次和大于３０次的分别为１３个
和２个，占０．４６％和０．０７％。见图２。
２．２　微卫星标记位点的开发

根据转录组测序结果，从两端各具有５０ｂｐ

侧翼序列的微卫星位点中，随机设计出７４对引
物，对１０株铜藻样本进行 ＰＣＲ扩增，经８％非变
性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，筛选出１８个具有
多态性的 ＳＳＲ位点，其中，５个为二核苷酸重复
型，７个为三核苷酸重复型，６个为五核苷酸重复
型，详见表３。ＰＣＲ产物经测序后与目的片段比
对分析，确定扩增产物均含有目的序列（图３）。

图１　ＳＳＲ重复序列长度的分布情况
Ｆｉｇ．１　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｌｅｎｇｔｈｏｆＳＳＲ

ｒｅｐｅａｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

图２　ＳＳＲ重复单元的重复次数分布情况
Ｆｉｇ．２　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｓｏｆＳＳＲｒｅｐｅａｔｕｎｉｔ
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表３　１８个铜藻微卫星位点概要
Ｔａｂ．３　Ｓｕｍｍａｒｙｏｆ１８ＳＳＲｌｏｃｉｉｎＳａｒｇａｓｓｕｍｈｏｒｎｅｒｉ

微卫星位点

ＳＳＲＬｏｃｕｓ
引物序列５′－３′

Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ５′－３′
重复片段

Ｒｅｐｅａｔ
退火温度

Ｔｍ／℃

片段大小

ＬｅｎｇｔｈｏｆＤＮＡ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓａｍｐｌｉｆｉｅｄ／ｂｐ

ＳｈＳＳＲ２
Ｆ：ＣＡＣＴＣＣＡＴＣＣＡＡＡＴＣＣＴＧＡ
Ｒ：ＡＣＴＣＴＧＣＣＡＴＴＧＴＧＡＧＣＴＡＣＴ

（ＣＣＴＡＧ）５ ５５ １８９～１９３

ＳｈＳＳＲ８
Ｆ：ＧＡＧＣＡＴＴＴＴＣＧＣＴＴＴＧＴＡＧＧ
Ｒ：ＣＡＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＡＣＡＡＡＡＴＡ

（ＧＴＣ）５ ５５ １６０～１７１

ＳｈＳＳＲ１２
Ｆ：ＡＧＴＧＧＴＧＧＧＡＴＡＴＴＡＣＴＧＴＣＧ
Ｒ：ＣＣＡＡＣＣＴＣＡＡＴＴＴＧＴＴＴＴＧＣ

（ＴＧＧＴＡ）５ ５５ １５６～１６５

ＳｈＳＳＲ１３
Ｆ：ＧＴＣＣＡＧＧＣＴＴＣＴＡＴＧＡＴＧＴＴＧ
Ｒ：ＴＡＡＡＡＧＧＧＡＴＧＧＧＡＴＧＡＧＧ

（ＴＣＴＧＡ）７ ５５ １９６～２０５

ＳｈＳＳＲ１５
Ｆ：ＴＣＡＴＧＴＡＣＴＣＧＴＧＧＣＴＴＧＧ
Ｒ：ＣＧＧＴＡＧＣＡＧＴＧＧＣＴＡＧＡＴＴＣ

（ＴＧＣ）５ ５５ １７５～１８５

ＳｈＳＳＲ２９
Ｆ：ＣＧＡＴＡＣＧＡＴＧＣＧＡＴＧＣＴＡＣ
Ｒ：ＣＴＣＴＴＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＴＧＴＣＴＴ

（ＡＣＣＣＴ）５ ５５ １３３～１５０

ＳｈＳＳＲ３２
Ｆ：ＣＡＡＴＡＡＡＡＣＡＴＧＣＣＴＣＣＡＡＣ
Ｒ：ＡＣＡＣＴＧＡＣＴＡＧＣＣＣＣＴＴＣＧ

（ＡＧＣ）８ ５５ ２２０～２３５

ＳｈＳＳＲ３５
Ｆ：ＴＡＡＡＴＧＧＡＧＡＡＴＣＡＧＣＧＡＣＣ
Ｒ：ＣＧＣＴＧＴＣＡＡＣＡＡＡＣＴＴＴＣＧ

（ＣＣＣＡＴ）６ ５５ １８０～１９０

ＳｈＳＳＲ４１
Ｆ：ＣＡＧＧＣＡＴＣＡＣＴＴＧＡＣＡＧＣ
Ｒ：ＣＧＴＧＡＡＣＡＧＡＧＧＴＧＧＡＧＡＣ

（ＡＴＧＣＴ）５ ５３ ２５０～２６０

ＳｈＳＳＲ４５
Ｆ：ＡＣＴＧＡＣＣＡＴＣＧＣＡＧＡＣＣＡ
Ｒ：ＡＡＡＧＴＧＣＣＣＡＡＴＣＡＡＡＣＧ

（ＣＴＡ）８ ５４ １７５～１８５

ＳｈＳＳＲ４６
Ｆ：ＣＣＴＧＡＣＡＧＡＣＧＣＡＧＣＡＴＡ
Ｒ：ＴＧＣＧＧＧＡＴＣＴＧＡＧＴＧＴＴＣ

（ＡＣ）１２ ５４ ２０５～２１０

ＳｈＳＳＲ４７
Ｆ：ＴＴＧＡＴＧＧＴＧＧＡＧＡＣＴＴＴＧＧ
Ｒ：ＣＧＴＧＡＴＴＣＧＣＴＡＣＡＴＡＣＡＧＧ

（ＧＣＴ）６ ５４ １３４～１４０

ＳｈＳＳＲ４９
Ｆ：ＧＧＣＧＴＡＡＣＣＣＴＧＴＡＡＣＣＴ
Ｒ：ＴＧＡＴＡＣＴＣＡＣＴＣＧＴＧＣＴＴＴＧ

（ＣＡ）１０ ５２ ３０５～３１０

ＳｈＳＳＲ５０
Ｆ：ＡＡＡＡＧＴＧＣＣＧＡＡＴＧＧＴＴＣ
Ｒ：ＧＣＧＴＣＧＴＧＧＡＴＧＴＡＴＧＴＧ

（ＴＣ）１２ ５３ ２２５～２３０

ＳｈＳＳＲ６２
Ｆ：ＧＴＴＣＣＴＧＧＣＧＴＧＣＧＧＴＴＴＡ
Ｒ：ＡＧＡＡＴＣＧＧＧＡＣＴＣＧＧＴＧＧＧ

（ＡＡＴ）５ ５９ １２６～１３６

ＳｈＳＳＲ６４
Ｆ：ＣＧＡＴＣＣＣＴＴＣＣＣＡＡＣＣＡＴ

Ｒ：ＧＴＧＣＧＴＧＴＡＴＣＴＡＣＴＴＧＡＧＴＧＴＣＴ
（ＣＣＴ）６ ５９ １９７～２０１

ＳｈＳＳＲ６５
Ｆ：ＧＣＧＡＧＡＣＡＧＧＧＴＴＡＴＴＧＡ
Ｒ：ＡＣＡＴＣＴＴＧＧＧＡＧＧＡＡＧＣＡ

（ＴＧ）１５ ５３ １５５～１６０

ＳｈＳＳＲ７４
Ｆ：ＣＴＡＣＧＣＴＴＡＣＡＣＴＡＴＧＧＴＴＴＣ
Ｒ：ＣＴＧＡＣＣＡＣＡＡＧＣＡＧＧＡＴＴ

（ＴＧ）１２ ５０ ２２０～２３２

ＴＳＳＲ４９表示目的序列；ＰＣＲＳＳＲ４９表示ＰＣＲ扩增产物；“”表示该列碱基相同

ＴＳＳＲ４９ｍｅａｎｓｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓ；ＰＣＲＳＳＲ４９ｍｅａｎｓＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ；“”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｐｏｓｉｔｉｏｎｓｗｈｉｃｈｈａｖｅｆｕｌｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄｂａｓｅ

图３　ＳｈＳＳＲ４９位点的ＰＣＲ扩增产物与目的序列比对图
Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓａｎｄｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＳｈＳＳＲ４９
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２．３　微卫星标记多态性的检测和评价
用１８对引物对３１株铜藻样本进行多态性检

测（图４），１８对引物共扩增得到４３个等位基因：
每个位点的等位基因数（Ｎａ）为２～４不等，平均
２．３９个；有效等位基因数（Ｎｅ）为１．１０～３．２５，平
均１．９１个；观测杂合度（Ｈｏ）为０．０３２～０．７１０，均
值为０．３１８；期望杂合度（Ｈｅ）为０．０９４～０．７０４，
均值为 ０．４４９；多态信息含量（ＰＩＣ）为 ０．０８８～
０．６４１，平均 ０．３６５，其中，高多态性位点（ＰＩＣ＞
０．５）２个，中多态性位点（０．２５＜ＰＩＣ＜０．５）１３
个，低多态位点（ＰＩＣ＜０．２５）３个。经检测，有１１
个位点显著偏离 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡 （Ｐ＜
０．０５）。见表４。

８％聚丙烯凝胶电泳；Ｍ：ＴａＫａＲａ５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ

８％ ＰＡＧＥ，Ｍ；ＴａＫａＲａ５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ

图４　ＳｈＳＳＲ８、ＳｈＳＳＲ６２位点在３１株铜藻
样品中的扩增情况

Ｆｉｇ．４　ＳｅｑｕｅｎｃｅｂａｎｄｓｏｆＳＳＲｌｏｃｉＳｈＳＳＲ８ａｎｄＳｈＳＳＲ６２

表４　铜藻的１８个多态性位点的遗传多样性信息
Ｔａｂ．４　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ１８ＳＳＲｌｏｃｉｉｎＳａｒｇａｓｓｕｍｈｏｒｎｅｒｉ

微卫星位点

ＳＳＲＬｏｃｕｓ
等位基因

Ｎａ
有效等位基因

Ｎｅ
观测杂合度

Ｈｏ
期望杂合度

Ｈｅ
多态信息含量

ＰＩＣ
哈迪温伯格平衡

ＨＷＥ

ＳｈＳＳＲ２ ２ １．５０ ０．２２６ ０．３３７ ０．２４９ ０．０５７６
ＳｈＳＳＲ８ ２ １．９３ ０．３５５ ０．４８９ ０．３６５ ０．１１９７
ＳｈＳＳＲ１２ ２ １．８４ ０．７１０ ０．４６５ ０．３５３ ０．００２９

ＳｈＳＳＲ１３ ４ ３．２５ ０．１９４ ０．７０４ ０．６４１ ０．００００

ＳｈＳＳＲ１５ ２ １．５０ ０．０９７ ０．３３７ ０．２７７ ０．００００

ＳｈＳＳＲ２９ ３ ２．１８ ０．６７７ ０．５５０ ０．４７６ ０．２６８２
ＳｈＳＳＲ３２ ３ １．７７ ０．２２６ ０．４４２ ０．３９３ ０．０００３

ＳｈＳＳＲ３５ ３ ２．０３ ０．３２３ ０．５１６ ０．４４３ ０．０１２５

ＳｈＳＳＲ４１ ３ ２．８２ ０．４１９ ０．６５６ ０．５７３ ０．００００

ＳｈＳＳＲ４５ ２ １．１０ ０．０３２ ０．０９４ ０．０８８ ０．００００

ＳｈＳＳＲ４６ ２ ２．００ ０．３８７ ０．５０８ ０．３７５ ０．１７８９
ＳｈＳＳＲ４７ ２ １．５０ ０．２９０ ０．３３７ ０．２７７ ０．４２６２
ＳｈＳＳＲ４９ ２ ２．００ ０．２５８ ０．５０８ ０．３７５ ０．００５４

ＳｈＳＳＲ５０ ３ １．９８ ０．３２３ ０．５０３ ０．４２１ ０．００００

ＳｈＳＳＲ６２ ２ １．９７ ０．３５５ ０．５００ ０．３７１ ０．１００６
ＳｈＳＳＲ６４ ２ １．１７ ０．０３２ ０．１５１ ０．１３７ ０．００００

ＳｈＳＳＲ６５ ２ １．９９ ０．２９０ ０．５０６ ０．３７４ ０．０１５８

ＳｈＳＳＲ７４ ２ １．９２ ０．５３３ ０．４８８ ０．３８７ ０．６０５５
注：“”表示显著偏离ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：“”ｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｅｖｉａｔｉｏｎｓｆｒｏｍＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ（Ｐ＜０．０５）

３　讨论

３．１　转录组测序技术在开发微卫星标记中的
应用

微卫星标记以其含量丰富、多态性高、在基

因组中均匀分布以及呈共显性遗传等特性成为

基因组研究的理想标记类型［９］。虽然新一代分

子标记 ＳＮＰ、Ｉｎｄｅｌ等的出现使其关注度有所降
低，但是，在所有的标记类型中，微卫星标记的杂

合度最高，是信息含量最高的遗传标记，这个特

性使其成为个体认证中使用的唯一标记系统，以

及其他许多方面应用的必选标记［９，１７］。传统的微

卫星标记开发方法需要构建小片段微卫星富集

文库［１８２１］，整个过程繁琐且耗时长、成本高。近

年来，利用转录组测序数据来开发水产生物微卫

星标记的相关研究和报道越来越多［２２２４］，这在很

大程度上提高了微卫星标记开发的效率。目前，

有关铜藻微卫星的研究工作还处于起步阶段，

ＳＨＡＮ等［１１］和 ＫＵＢＯ等［８］通过构建微卫星富集

文库分别筛选出了８对和１０对微卫星标记用于
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铜藻遗传学研究，本文则首次报道了利用转录组

数据开发铜藻的微卫星标记，筛选出了１８对具
有多态性的微卫星标记，这些标记将被用于后续

的铜藻群体遗传学分析。

３．２　基于铜藻转录组测序的微卫星标记特征
通常，大多数 ＳＳＲ存在于基因组 ＤＮＡ中，转

录组中只有少量的ＳＳＲ存在，一些研究表明在植
物ＥＳＴ序列中，ＳＳＲ位点所占的比例为 ７％ ～
１０％［２４］。在铜藻转录组的２８６０８条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中
发现２５９７条中含有２８００个 ＳＳＲ位点，分布率
为９．７９％，与植物ＥＳＴ序列中的情况相似。铜藻
转录组中平均每３．８ｋｂ中就有１个ＳＳＲ位点，海
带（Ｓａｃｃｈａｒｉｎａｊａｐｏｎｉｃａ）每 ４．６ｋｂ［２４］而坛紫菜
（Ｐｙｒｏｐｉａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ）每５．８ｋｂ［２２］才有１个ＳＳＲ
位点，因此铜藻的 ＳＳＲ分布比海带和坛紫菜都
密。其中：二碱基重复数量最多，约占３２．８２％，
ＡＣ／ＧＴ是出现频率最多的类型，其次是三碱基重
复２５．２１％；四碱基、五碱基和六碱基重复相对较
少。这与同属褐藻门的瓦氏马尾藻（Ｓａｒｇａｓｓｕｍ
ｖａｃｈｅｌｌｉａｎｕｍ）［２５］的微卫星情况相近，但是在大型
海藻中，多数研究显示三碱基序列是最主要的重

复 单 元，如 海 带［２４］、条 斑 紫 菜 （Ｐｏｒｐｈｙｒａ
ｙｅｚｏｅｎｓｉｓ）［２６］、坛 紫 菜［２２］ 和 裙 带 菜 （Ｕｎｄａｒｉａ
ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ）［２７］。这些差异可能由 ＳＳＲ在藻类中
的物种特异性引起，也可能是受基因组结构组

成、数据库大小、数据分析工具和 ＳＳＲ筛选参数
设计等影响［２８２９］。

铜藻转录组ＳＳＲ的重复次数主要集中在５～
１０次（７４．１４％），因此 ＳＳＲ的长度较短，１２～２０
ｂｐ之间的最多（７２．７９％），与条斑紫菜［３０］和龙须

菜（Ｇｒａｃｉｌａｒｉｏｐｓｉｓｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓ）［３１］中的研究结果
相符。ＳＩＡ等［３２］认为具有较大重复次数和长度

的ＳＳＲ位点通常表现出较高的突变率，所以重复
次数较少的铜藻转录组 ＳＳＲ可能表现出较低的
多样性［３１］。

３．３　本研究中铜藻群体的种群遗传学特征
群体的遗传多样性主要表现在等位基因数、

杂合度和多态信息含量等３个方面［３３］。有效等

位基因数反映了同一位点等位基因之间的相互

作用。本研究所获得铜藻平均等位基因数为

２．３９，小于野生铜藻群体的 ３．５～１３．５（ＳＨＡＮ
等［１１］和 ＫＵＢＯ等［８］），但是大于瓦氏马尾藻的

２．１［３４］，说明铜藻的养殖群体存在等位基因缺失

现象，推测是因为人工选择育种、近交等因素丢

失了某些遗传多样性［３５］。另外，不同的检测方法

可能也是造成等位基因数差异的原因之一。杂

合度又被称为基因多样度，是群体杂合程度的度

量单位，平均杂合度越高，群体的遗传一致性就

越低，其遗传多样性就越高［３５］。本研究得到的铜

藻群体的观测杂合度和期望杂合度分别为０．３１８
和０．４４９，低于 ＫＵＢＯ等［８］在野生铜藻群体中测

得的 Ｈｏ（０．５０８）和 Ｈｅ（０．６１６），说明铜藻养殖群
体的遗传多样性较低。

多态信息含量（ＰＩＣ）被认为是衡量变异程度
的指标：当 ＰＩＣ＞０．５时，该位点具有较高多态
性；当ＰＩＣ＜０．２５时，该位点表现为低多态性［３５］。

本实验共获得１８个具有多态性的微卫星位点，
包括２个高多态性位点（ＰＩＣ＞０．５）、１３个中多态
性位点（０．５＞ＰＩＣ＞０．２５）和 ３个低多态位点
（ＰＩＣ＜０．２５），表明铜藻养殖群体的遗传多态性
处于中度多态性水平，其中 ＳｈＳＳＲ１３和 ＳｈＳＳＲ４１
这两个高多态性位点可以提供较多的遗传信息。

１８个位点中有 １１个位点显著偏离 Ｈａｒｄｙ
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡（Ｐ＜０．０５），该现象可能是由于在
不同个体中存在 ＳＮＰ、Ｉｎｄｅｌ等变异，其中的等位
基因无法扩增出来，产生无效等位基因而造

成［２３］。

综上所述，从转录组测序数据中筛选铜藻微

卫星标记是一种高效可行的方法，研究结果增加

了铜藻可用的微卫星标记，对于铜藻的种群结构

和遗传多样性研究具有重要意义。后续将继续

发掘和公布更多的多态性 ＳＳＲ引物，并对我国沿
海主要铜藻种群和漂浮铜藻进行相关的分析和

研究。
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［１７］　ＹＡＮＧＸＨ，ＸＵＹＢ，ＳＨＡＨＴ，ｅｔａｌ．ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳＳＲｓ

ａｎｄＳＮＰｓｉｎａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｅｄｎｅｓｓｉｎｍａｉｚｅ［Ｊ］．

Ｇｅｎｅｔｉｃａ，２０１１，１３９（８）：１０４５１０５４．

［１８］　ＯＳＴＲＡＮＤＥＲＥＡ，ＪＯＮＧＰＭ，ＲＩＮＥＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ｏｆｓｍａｌｌｉｎｓｅｒｔｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｉｅｓｈｉｇｈｌｙｅｎｒｉｃｈｅｄｆｏｒ

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｒｅｐｅａｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅ

ＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆ

Ａｍｅｒｉｃａ，１９９２，８９（８）：３４１９３４２３．

［１９］　ＬＹＡＬＬＪＥＷ，ＢＲＯＷＮＧＭ，ＦＵＲＬＯＮＧＲＡ，ｅｔａｌ．Ａ

ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｃｒｅａｔｉｎｇｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｌａｓｍｉｄｌｉｂｒａｒｉｅｓ

ｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎｃｌｏｎｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｒｅｐｅａｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｄｉｒｅｃｔｌｙｆｒｏｍｆｌｏｗｓｏｒｔｅｄｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１９９３，２１（１９）：４６４１４６４２．

［２０］　ＫＩＪＡＳＪＭＨ，ＦＯＷＬＥＲＪＣＳ，ＧＡＲＢＥＴＴＣＡ，ｅｔａｌ．

Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｆｒｏｍｔｈｅｃｉｔｒｕｓｇｅｎｏｍｅｕｓｉｎｇ

ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｏｕｎｄｔｏｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ

ｃｏａｔｅｄｍａｇｎｅｔｉｃｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，１９９４，１６

（４）：６５６６６０，６６２．

［２１］　ＺＡＮＥＬ，ＢＡＲＧＥＬＬＯＮＩＬ，ＰＡＴＡＲＮＥＬＬＯＴ．Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒ

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｓｏｌａｔｉｏｎ：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｃｏｌｏｇｙ，

２００２，１１（１）：１１６．

［２２］　ＸＩＥＣＴ，ＬＩＢ，ＸＵＹ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｌｏｂａｌ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｆｏｒ Ｐｙｒｏｐｉａ ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ （Ｂａｎｇｉａｌｅｓ，

Ｒｈｏｄｏｐｈｙｔａ）ａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＢＭＣ

Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，２０１３，１４：１０７．

［２３］　杨铭，于洋，张晓军，等．基于转录组数据的凡纳滨对虾

微卫星标记开发［Ｊ］．海洋科学，２０１７，４１（２）：９６１０２．

ＹＡＮＧＭ，ＹＵＹ，ＺＨＡＮＧＸＪ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓｆｒｏｍ ｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ

Ｐａｃｉｆｉｃｗｈｉｔｅｓｈｒｉｍｐ（Ｌｉｔｏｐｅｎａｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）［Ｊ］．Ｍａｒｉｎｅ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１７，４１（２）：９６１０２．

［２４］　ＺＨＡＮＧＪ，ＬＩＵＴ，ＲＵＩＦＰ．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＥＳＴＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ

ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｏｆＳａｃｃｈａｒｉｎａｊａｐｏｎｉｃａａｎｄｔｈｅｉｒ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＡｐｐｌｉｅｄＰｈｙｃｏｌｏｇｙ，２０１８，３０（３）：２１０１２１０９．

［２５］　杨旭，毕燕会，周志刚．瓦氏马尾藻微卫星分子标记的筛

选［Ｊ］．海洋渔业，２０１４，３６（５）：４３１４３６．

ＹＡＮＧＸ，ＢＩＹＨ，ＺＨＯＵＺＧ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ

ｍａｒｋｅｒｓｉｎＳａｒｇａｓｓｕｍｖａｃｈｅｌｌｉａｎｕｍ［Ｊ］．ＭａｒｉｎｅＦｉｓｈｅｒｉｅｓ，

２０１４，３６（５）：４３１４３６．

［２６］　刘必谦，曾庆国，骆其君，等．条斑紫菜（Ｐｏｒｐｈｙｒａｙｅｚｏｅｎｓｉｓ）

ｄｂＥＳＴ中筛选微卫星位点及引物种间转移扩增［Ｊ］．海洋

与湖沼，２００５，３６（３）：２４８２５４．

ＬＩＵＢＱ，ＺＥＮＧ Ｑ Ｇ，ＬＵＯ Ｑ Ｊ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆ

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉｆｒｏｍｄｂＥＳＴｏｆａｌｇａｅＰｏｒｐｈｙｒａｙｅｚｏｅｎｓｉｓａｎｄ

ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓ ｔｒａｎｓｆｅｒ［Ｊ］．

８４５



４期 刘　颖，等：基于转录组数据的铜藻微卫星标记开发与验证

ＯｃｅａｎｏｌｏｇｉａｅｔＬｉｍｎｏｌｏｇｉａＳｉｎｉｃａ，２００５，３６（３）：２４８２５４．

［２７］　ＳＨＡＮＴＦ，ＰＡＮＧＳＪ，ＷＡＮＧＸＭ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆ

ｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｆａｒｍｅｄａｎｄｗｉｌｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

ｏｆＵｎｄａｒｉａｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ（Ｐｈａｅｏｐｈｙｃｅａｅ）ｉｎａｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ

ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｆａｒｍｉｎｇｒｅｇｉｏｎｏｆＣｈｉｎａｂｙｕｓｉｎｇｎｅｗｌｙｄｅｖｅｌｏｐｅｄ

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄＰｈｙｃｏｌｏｇｙ，

２０１８，３０（４）：２７０７２７１４．

［２８］　Ｔ?ＴＨＧ，Ｇ?ＳＰ?ＲＩＺ，ＪＵＲＫＡＪ．Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｇｅｎｏｍｅｓ：ｓｕｒｖｅｙａｎｄａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｏｍｅ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０００，１０（７）：９６７９８１．

［２９］　ＶＡＲＳＨＮＥＹＲＫ，ＧＲＡＮＥＲＡ，ＳＯＲＲＥＬＬＳＭＥ．Ｇｅｎｉｃ

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓｉｎｐｌａｎｔｓ：ｆｅａｔｕｒｅｓａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００５，２３（１）：４８５５．

［３０］　ＹＡＮＧＨ，ＭＡＯＹＸ，ＫＯＮＧＦＮ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇｏｆｔｈｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｏｆＰｏｒｐｈｙｒａｙｅｚｏｅｎｓｉｓｗｉｔｈＳｏｌｅｘａｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＳｃｉｅｎｃｅＢｕｌｌｅｔｉｎ，２０１１，５６（２０）：

２１１９２１３０．

［３１］　ＨＵＹＹ，ＳＵＩＺＨ，ＺＨＯＵＷ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｇｅｎｏｍｉｃ

ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｍａｒｋｅｒｓａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆＧｒａｃｉｌａｒｉｏｐｓｉｓｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓ（Ｒｈｏｄｏｐｈｙｔａ）［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＡｐｐｌｉｅｄＰｈｙｃｏｌｏｇｙ，２０１８，３０（１）：７０７７１６．

［３２］　ＳＩＡＥＡ，ＫＯＫＯＳＫＡＲＪ，ＤＯＭＩＮＳＫＡＭ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ

ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｙｅａｓｔ：ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｎｒｅｐｅａｔｕｎｉｔｓｉｚｅａｎｄＤＮＡ

ｍｉｓｍａｔｃｈｒｅｐａｉｒｇｅｎｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄＣｅｌｌｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，

１９９７，１７（５）：２８５１２８５８．

［３３］　ＳＥＮＡＮＡＮＷ，ＫＡＰＵＳＣＩＮＳＫＩＡＲ，ＮＡＮＡＫＯＲＮＵ，ｅｔａｌ．

Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｍｐａｃｔｓ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄ ｃａｔｆｉｓｈ ｆａｒｍｉｎｇ （Ｃｌａｒｉａｓ

ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ×Ｃ．ｇａｒｉｅｐｉｎｕｓ）ｏｎｎａｔｉｖｅｃａｔｆｉｓｈｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

ｉｎｃｅｎｔｒａｌＴｈａｉｌａｎｄ［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，２００４，２３５（１／４）：

１６７１８４．

［３４］　ＢＩＹＨ，ＹＡＮＧＸ，ＳＵＮＺ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆ１２ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓｉｎ Ｓａｒｇａｓｓｕｍ

ｖａｃｈｅｌｌｉａｎｕｍ［Ｊ］．ＣｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎＧｅｎｅｔｉｃｓＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，２０１５，７

（１）：２０３２０５．

［３５］　李青．重要海水养殖鱼类星斑川鲽（Ｐｌａｔｉｃｈｔｈｙｓｓｔｅｌｌａｔｕｓ）

微卫星开发及遗传多样性研究［Ｄ］．济南：山东大学，

２０１６．

ＬＩＱ．Ｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｔｈｅｉｍｐｏｒｔａｎｔｍａｒｉｃｕｌｔｕｒａｌｆｉｓｈ，Ｐｌａｔｉｃｈｔｈｙｓ

ｓｔｅｌｌａｔｕｓ［Ｄ］．Ｊｉｎａｎ：ＳｈａｎｄｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１６．

ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳＳＲｂａｓｅｄｏｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｏｆＳａｒｇａｓｓｕｍ
ｈｏｒｎｅｒｉ

ＬＩＵＹｉｎｇ１，２，ＺＨＡＮＧ Ｐｅｎｇ１，２，ＷＡＮＧ Ｔｉｅｇａｎ１，２，ＺＨＡＮＧ Ｍｉｎ１，２，ＲＥＮ Ｐｅｎｇ１，２，ＺＨＯＮＧ Ｃｈｅｎｈｕｉ３，
ＨＵＣｈｅｎｇｒｕｉ１，２

（１．ＺｈｅｊｉａｎｇＭａｒｉｃｕｌｔｕｒｅＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｗｅｎｚｈｏｕ　３２５００５，Ｚｈｅｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ；２．ＺｈｅｊｉａｎｇＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥｘｐｌｏｉｔａｔｉｏｎ
ａｎｄＰｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＣｏａｓｔａｌＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ，Ｗｅｎｚｈｏｕ　３２５００５，Ｚｈｅｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ；３．ＦｉｓｈｅｒｉｅｓＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＦｕｊｉａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，
Ｘｉａｍｅｎ　３６１０００，Ｆｕｊｉａｎ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＳＳＲｓｗｅｒｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙｕｓｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｄａｔａ．Ａｔｏｔａｌｏｆ２８００ＳＳＲｌｏｃｉｗｅｒｅ
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