
第４２卷 第４期

２０２１年 　７月

水 生 态 学 杂 志

JournalofHydroecology
Vol．４２,No．４
Jul．　２０２１

DOI:１０．１５９２８/j．１６７４ ３０７５．２０１９１１０７０２７５

　　收稿日期:２０１９ １１ ０７　　修回日期:２０２０ １２ ２１
基金项目:国 家 重 点 研 发 计 划 项 目 (No．２０１９YFD０９００６０３);

财政部 和 农 业 农 村 部 国 家 现 代 农 业 产 业 技 术 体 系 专 项 资 金

(CARS ４６);院级基本科研业务经费(２０２０TD５７).

作者简介:李学梅,１９８５年生,女,副研究员,主要从事水产健康

养殖研究.EＧmail:lanqian１９８５＠１６３．com
通信作者:朱永久.EＧmail:zhuyj＠yfi．ac．cn

基于转录组测序的圆口铜鱼微卫星标记筛选

李学梅,吴兴兵,杨德国,朱永久

(中国水产科学研究院长江水产研究所,农业农村部淡水生物多样性保护重点实验室,湖北 武汉　４３０２２３)

摘要:分析圆口铜鱼(Coreiusguichenoti)的遗传多样性,可为其人工繁殖家系鉴别、分子标记辅助育种及长江上

游珍稀特有鱼类的种质资源保护提供理论依据和技术支撑.以室内循环水养殖的圆口铜鱼为研究对象,提取其

肝脏 RNA,通过IlluminaHiSeqTM２０００高通量测序平台进行转录组测序,利用 MISA软件对测序获得的unigene
进行微卫星(SSR)位点挖掘和特征分析,设计SSR位点引物并进行验证.结果显示,圆口铜鱼转录组测序共获得

８０６８８条 unigene,通过查找获得３４１５５个SSR位点,分布在２５９４７条序列上,发生率为３２．２％.圆口铜鱼SSR
中主要重复单元类型为单碱基和二碱基,其中 A/T和 AC/GT为优势单碱基和二碱基重复单元,占总SSR数量

的５７．２％和１９．７％.SSR重复数在５~６０次,其中有４０．３％的SSR序列集中在１１~１５次;SSR序列长度变化显

著,单碱基至六碱基重复类型的总体长度在１１~１０１bp,其中１２~３５bp序列长度占７８．８％.随机选取５０个

SSR位点合成引物对９尾圆口铜鱼样本进行PCR 扩增验证,可稳定扩增出目的条带的有４０对引物,其中１６对

具有多态性,证明了通过转录组测序开发圆口铜鱼SSR标记的可行性.
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　　 圆口 铜 鱼 (Coreiusguichenoti)隶 属 鲤 形 目

(Cypriniformes)、鮈 亚 科 (Gobioninae)、铜 鱼 属

(Coreius),主要分布在长江上游水域,是当地重要

的经济鱼类和主要捕捞对象,也是长江上游珍稀特

有鱼类保护区指标性物种(丁瑞华,１９９４).近年来,
随着水电开发和过度捕捞对生态环境的影响,圆口

铜鱼产卵场遭到破坏、洄游通道被阻断,其种群资源

量急剧下降,物种生存面临巨大威胁,２０１６年被列

入极危(CR)等级(蒋志刚等,２０１６).因此,加强圆

口铜鱼种群资源保护和恢复工作已极为迫切(陈桂

来和张薪,２０１１).目前,增殖放流被认为是水生生

物资源保护和水域生态保护的主要途径,也是保护

珍稀濒危鱼类的有效措施之一(李继龙等,２００９;姜
亚洲等,２０１４).

为突破圆口铜鱼的人工繁殖技术难关并建立人

工种群,已开展了多方面的研究,主要包括生殖与发

育(张贤芳等,２００５)、生理生化(孙宝柱等,２０１０)、
种群生物学(杨志,２００９;周灿等,２０１０)、人工驯养

(朱挺兵等,２０１５a)、应激缓解(赵建华,２０１４;朱挺

兵等,２０１５b)、食性(刘飞等,２０１２)等.本项目组

已于２０１４年突破了圆口铜鱼人工繁殖技术难关,并
建立了循坏水养殖系统与人工繁育技术体系.因

此,建立分子辅助育种技术,对循环水系统的圆口铜

鱼亲本种质进行鉴定,既可避免近亲繁殖,提高育种

效率,同时也可以长期保存那些具有优良性状的种

质资源.
微卫星(Simplesequencerepeats,SSR)是用于

物种进化、群体遗传变异和遗传多样性分析及种间

关系鉴定等方面研究的主要分子标记技术之一(陈
亮,２０１７;林婷婷,２０１７).廖小林(２００６)首次通过

构建基因组富集文库分离了圆口铜鱼多态性微卫星

标记;之后,多位学者通过传统方法筛选微卫星标

记,并分析了长江宜宾江段、金沙江观音岩段野外圆

口铜鱼群体(徐树英等,２００７;王伟等,２０１５)及其

人工繁殖家系群体的遗传多样性(何勇凤等,２０１９);
但尚未见通过高通量测序技术分析圆口铜鱼转录组

SSR位点分布及特征的报道.本研究利用圆口铜

鱼转录组测序数据筛选SSR 序列,分析其碱基重复

类型与序列分布特征,设计SSR引物并筛选其多态

性位点,旨在为圆口铜鱼遗传多样性分析和人工繁

殖家系鉴别等提供技术支撑,也为这一珍稀特有鱼

类的种质资源保护提供更多基础资料.



１　材料与方法

１．１　实验材料

２０１７年９月,在中国水产科学院长江水产研究

所循环水养殖系统养殖桶里随机捞取３尾圆口铜鱼

亲本,平均体重(５２４．２０±２０．８０)g;３尾圆口铜鱼子

代,平均体重(１９．３０±０．１２)g;亲本为已成熟的后备

亲鱼,子代为２０１６年６月人工繁殖获得.将鱼麻醉

后,在低温条件下解剖,取肝脏液氮速冻后,８０℃
保存备用.

１．２　RNA提取和转录组测序

将肝脏样本置于液氮预冷的研钵中,边加液氮

边研磨至粉末状,混合后使用RNAPurificationReＧ
agent(Invitrogen)试剂盒对肝脏组织总 RNA 进行

抽提,１％琼脂糖电泳检测总 RNA 的完整性,通过

Nanodrop２０００核酸检测仪检测总 RNA 的浓度和

纯度.样品检测合格后,以总 RNA 为模板,使用

TruseqTM RNAsampleprepKit(Illumina)试剂盒

构建cDNA 文库,然后进行转录组测序,由明科生

物技术(杭州)有限公司完成.

１．３　转录组拼接组装

原始数据需过滤以控制序列的质量.过滤原则

如下:(１)去除reads中的接头序列,去除由于接头

自连等原因导致没有插入片段的reads;(２)将序列

末端(３′端)质量较低(＜２０)的碱基修剪掉,如剩余

序列中仍然有质量值小于１０的碱基,则将整条序列

剔除,否则保留;(３)去除含 N 超过１０％的reads;
(４)舍弃去adapter及质量修剪后长度小于７０bp的

序列,同时计算Q２０和Q３０含量及重复序列水平,后
续分析均在清洁数据基础上进行.所获得的数据利

用 Trinity软件进行拼接组装.

１．４　SSR分析方法和引物设计

SSR位点搜索主要是通过 MISA 软件 (htＧ
tp://pgrc．ipkgatersleben．de/misa/)进行,搜索转

录组组装后unigene数据中的潜在SSR位点,软件

中参数设置为单碱基、二碱基、三碱基、四碱基、五碱

基、六碱基的最短重复次数分别为１１、６、５、５、５、６.
利用 Primer３．０软件设计SSR位点的相关引物,在
数据库中随机选取５０对引物对圆口铜鱼基因组

DNA 样品(９尾)进行序列分析,引物合成由明科生

物技术(杭州)有限公司完成.

１．５　PCR扩增和产物检测

PCR 反 应 为 ３０μL 体 系:２× HOTSTART
PCR Mix１５μL,２５mM Mg２＋２．０μL,１０μmol/L

上游引物０．５μL,１０μmol/L下游引物０．５μL,模
板 DNA２．０μL,加无菌水补足至３０μL.

PCR反应程序为:９５℃ 预变性３min,９５℃变

性３０s,Tm 退火３０s(退火温度视情况而定),７２℃
延伸３０s,进行４０个循环;７２℃延伸１０min,４℃保

存.通过８％的非变性聚丙烯酰胺凝胶对 PCR 产

物进行电泳,采用银染法显色定影,测序个体间存在

重复差异即为多态性SSR.

２　结果

２．１　转录组测序与统计

通过对圆口铜鱼亲本和子代肝脏样品的转录组

测序,发现各样品在测序质控后均获得超过６．００G
数据(表１).各样品Q３０的碱基质量值比例均大于

９４􀆰５５％,GC含量区间为４５．８３％~４８．１３％,说明测

序数据的数量和质量较高.经进一步组装后,共获

得８０６８８条 unigene,N５０为６８３bp,平均长度为

６９４．８bp,unigene长度分布主要集中４０１~６００bp,
占总unigene的４３．５６％,随着序列长度的增加,uniＧ
gene总体呈逐步递减趋势.

表１　圆口铜鱼转录组的测序组装结果

Tab．１　Statisticsforthedenovoassembledunigenes
ofC．guichenotitranscriptome

长度与数量 拼接序列数/条 占比/％

１~４００bp ２２３３６ ２７．７
４０１~６００bp ３５１４６ ４３．６
６０１~１０００bp １２３８１ １５．３
１００１~２０００bp ７３３１ ９．１

＞２０００bp ３４９４ ４．３
单基因总数/条 ８０６８８
平均长度/条 ６９４．８
N５０长度/bp ６８３

２．２　转录SSR位点数量和分布

通过 MISA 软件对圆口铜鱼转录组测序获得

的８０６８８条unigene的SSR位点进行查找,共获得

３４１５５个SSR位点,分布在２５９４７条序列上,发生

频率与出现频率分别为３２．２％和４２．３％,包含了复

合型SSR位点３２１９个和含有１个以上SSR位点

６１５３个(表２).
分析搜索到的SSR位点数据,共获得６种主要

的SSR 重 复 类 型,其 中 单 碱 基 重 复 基 元 占 比 为

５８􀆰０％,其次是二碱基重复基元,占总数３２．５％,三、
四、五和六碱基重复基元数量占比依次减少,分别为

６．３％、２．７％、０．４％和０．１％.可见不同SSR重复类

型的数量和分布特征变化明显.
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表２　圆口铜鱼转录组SSR各重复类型分布

Tab．２　DistributionofSSRrepeattypesin
C．guichenotitranscriptome

重复类型 SSR数量/个 占比/％ ≥２０bp的数量

单碱基 １９８１１ ５８．０ ４１７９
二碱基 １１１０８ ３２．５ ４５５８
三碱基 ２１６０ ６．３ １３１１
四碱基 ９０９ ２．７ ９０９
五碱基 １３７ ０．４ １３７
六碱基 ３０ ０．１ ３０
总计 ３４１５５ １００ １１１２４

２．３　转录SSR重复基元碱基组成

根据碱基互补原则,经统计分析,圆口铜鱼转录

组中发掘的３４１５５个SSR中共有１０１种重复基元

类型,６种核苷酸重复基元的种类数量分别为２、４、

１０、２６、３７和２２种,SSR 主要重复类型中各重复基

元占比见图１.其中,单碱基重复单元中,A/T类型

最多(１９５２８),占总数９８．６％,AC/GT为二碱基的

主要类型,占６０．６％,AAT/ATT 为三碱的主要类

型,占３９．１％,四碱基的主要类型为 AAAT/ATTT
和 AGAT/ATCT,分 别 占 １８􀆰５％ 和 １８􀆰０％;

AATAT/ATATT 为 五 碱 基 的 主 要 类 型,占

２１􀆰２％;六碱基重复类型均只有１个SSR.
进一步分析不同碱基类型的优势重复基元在总

SSR中的分布特征,共发现５种类型的优势重复单

元,分 别 为 A/T、AC/GT、AG/CT、AT/AT 和

AAT/ATT,分别占圆口铜鱼转录组总SSR数量的

５７．２％、１９．７％、７．４％、５．３％和２．５％(图２).

图１　圆口铜鱼转录组SSR主要重复类型中各重复基元占比

Fig．１　RepetitiveelementarydistributionforeachSSRrepeattypeinC．guichenotitranscriptome

图２　圆口铜鱼转录组SSR中各优势重复基元占比

Fig．２　Dominantrepetitiveelementarydistribution
ofSSRinC．guichenotitranscriptome

２．４　转录SSR重复次数和重复长度分布

圆口铜鱼转录组中SSR重复单元的重复次数

在５~６０次;其中,１１~１５次为主要重复次数,共有

１３７６６个SSR位点,占总重复单元的４０．３％,５~１０
次的占２９．５％,１６~２０次的占１６．２％,２０次以上的

占１４．０％(图３ a).
圆口铜鱼转录组 SSR 序列长度变化显著,从单

碱基至六碱基重复类型的总体长度在１１~１０１bp,
序列长度主要分布在１１~３５bp;其中,１１bp的

SSR 占 总 SSR 数 量 比 例 为 ９．９％,１２bp 的 占

１３􀆰５％,１３~１５bp的占 ２２．７％,１６~２０bp的占
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２２􀆰３％,２１~３５bp的占２０．３％,≥３５bp的SSR比

例较低,仅１１．４％(图３ b).

２．５　多态性SSRs标记序列信息

基于SSR 位点两端的保守单拷贝序列,通过

Primer３．０软件对圆口铜鱼转录组中的SSR 位点

进行引物设计,共得到１９８６４对 SSR引物.随机

选择５０对引物,对SSR位点的多态性进行验证,有

４０对引物在检测样品中均能扩增出清晰条带,其中

１６对引物的扩增产物具有多态性,部分多态性条带

如图４所示.具有多态性的１６对SSR引物信息及

部分验证结果见表３.相关的SSR引物信息已上传

GenBank,序列号为 MN９０５０２８ MN９０５０４３.

图３　圆口铜鱼转录组中SSR重复次数(a)和重复长度(b)占比

Fig．３　Distributionofrepeatnumber(a)andlength(b)ofSSRinC．guichenotitranscriptome

图４　部分SSR引物扩增的带谱

Fig．４　Sequencebandsamplifiedbypartialmicrosatelliteprimers

３　讨论

高通量测序技术的快速发展,加快了 DNA 分

子标记的开发.传统的SSR分子标记筛选一般包

括建立、富集、基因组文库测序等步骤,但费时费力

(袁文成等,２０１５).相比较而言,基于转录组测序

的SSR开发技术具有快捷、自动化、开发效率高等

优点.近年来,基于转录组测序获得SSR序列并开

展其遗传多样性的相关研究已在多种鱼类中进行报

道(Xiaoetal,２０１５;岳华梅等,２０１６).因生境破

坏、过度捕捞等原因,圆口铜鱼资源量急剧下降且已

被列入极危(CR)等级(蒋志刚等,２０１６),亟需高效

的分子标记手段来保护其遗传资源.
３．１　圆口铜鱼SSR位点发生频率及种间比较

本研究中,圆口铜鱼转录组中SSR位点的发生

频率 (３２．２％)高 于 已 报 道 的 翘 嘴 鳜 (Siniperca
chuatsi)(２７．５１％)(袁文成等,２０１５)、斑点叉尾鮰

(Ictaluruspunctatus)(１１．２０％)(Serapionetal,

２００４)、鲫 (Carassiusauratus)(８．１３％)(杨 曦,

２０１２)等,说明其转录组中SSR相对比较丰富.发

生频率的高低一方面可能是物种间的差异造成,另
外也可能是由 MISA 软件在分析过程中的参数设

置不同而引起的差异,如单碱基重复的筛选标准上,
本研究设定为≥１１次,而袁文成等(２０１５)研究翘嘴

鳜时设定为≥１６次.

３．２　圆口铜鱼的碱基重复类型及种间差异

圆口铜鱼转录组 SSR 主要重复类型以单碱基

和二碱基重复为主,与已报道的银鲳(PampusarＧ
genteus)(刘磊等,２０１６)、波纹唇鱼(CheilinusunＧ
dulatus)(刘洪涛等,２０２０)等结果相似,但已报道

的多数鱼以二碱基和三碱基重复单元为主导类型

(Serapionetal,２００４;杨 曦,２０１２;袁 文 成 等,

２０１５),说明圆口铜鱼的进化历程可能较长或者变异

频率较高.有学者认为SSR中低等重复单元的数

量越多,则表明该物种的进化水平越高(DreisigackＧ
eretal,２００４).圆口铜鱼转录组SSR单碱基重复
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表３　１６对多态性SSR引物信息

Tab．３　Informationon１６pairsofpolymorphicSSRprimers

位点 重复序列 引物序列(５′ ３′) 退火温度/℃ 产物/bp

DN４１１７３ (T)１５
F:AGAAGCAACTCCCTGTGACG
R:GGTTGAGTAGCGATGACCCA

６０ １３０

DN４１１７４ (A)２５
F:TGAAACGGATGTGCTGCTGA
R:TGGAAGTTTTATTTACATTCTTTGCTG

６０ １５３

DN１５１５４ (T)１３
F:TGGAGTCTATGTGGTTGAGCT
R:TTTACATAGAGCGGGTGGCC

６０ ２６３

DN１５１３１ (T)１５
F:GCGCGTCATGGATTGTCATG
R:ACCGACAAACCCGTTCGTAA

６５ ２０９

DN１５１９０ (T)２０
F:GTGCAGCGTTTCCAAGACAA
R:GCAGTCTGCACATTTTTGGC

６５ ２２５

DN１５１４３ (A)１４
F:AGCCTGTCTTTCACCTCTGC
R:GGAGCTGCAGTGACCTCATC

６０ １９１

DN９８４６３ (A)１２
F:TCGGCTTAATGTTTTTCTCAGAACC
R:ACAGACGCTGTACAGACACT

６０ ２７９

DN９８４７５ ２ (T)１１
F:TGCTTTGTCAATGGAGGAGAGA
R:GAGTTTGTCGTTGCCAATACGA

６０ ２７５

DN９８４７５ ３ (T)１１
F:TGACAGTAGTGTTCGTGCCC
R:GCAAGCAGCAATGTAGGGC

６０ １０７

DN９８４７５ ５ (T)１５
F:ACCCATGTGTCCTCATAAACCC
R:TACCCCTGAGACCCTTCTGG

６５ １１６

DN９８４８８ １ (TAA)５
F:AACGCGACAACTGCTTGTTC
R:CTGCCGTTGTGAATCCAACG

６０ ２０９

DN９８４５４ (T)１８
F:CGCTTACTTGAGGAGGCTCC
R:CCCCACCTACTACCCCATGA

６０ １９１

DN９８４５９ (AT)８
F:CCTCACTGGCCTTTGTTTTGG
R:GACCCATAGAGGAGAGGGCA

６５ ２７０

DN９８４４６ (T)１８
F:GTGGCTCATTTCCCCCTCTC
R:CCCACAATGCAAAGCTCTCG

６５ ２４２

DN９８４５３ ２ (CAT)９
F:TCCAGTTATCCTTTGCCGAAAC
R:AGGCATGTTACTCGCACACA

６０ １４６

DN９８４１８ (A)２２
F:AGTTCGAGTCCTGGCTTGTG
R:AAAATCATGTTAAAATGCAAGTATGA

６０ １５０

类型中以 A/T 类型为主,二碱基重复中以 AC/GT
为主,这与团头鲂(Megalobramaamblycephala)和
斑点叉尾鮰的单碱基和二碱基优势重复单元相似

(Serapionetal,２００４);但因受物种的种间差异影

响,其他碱基类型优势重复单元的种间差异较大.

３．３　重复次数是影响SSR位点多态性的重要因素

Thao等(２０１３)研究认为,当SSR 重复次数高

于１２次以上时,多态位点的比例较高.圆口铜鱼转

录组SSR重复次数集中在１１~１５次(４０．３％),说
明其转录组SSR具有较高的多态性潜能;另外,片
段长度多态性也是影响SSR多态性的另一个主要

因素,有研究指出,长度大于或等于２０bp的 SSR
多态性较高,１２~２０bp的SSR多态性中等,而长度

在１２bp以下SSR多态性极低(Xiaoetal,２０１５).
本研究中,圆口铜鱼SSR长度１２bp以上的序列占

９０．１％,而大于２０bp以上的仅占３１．７％(图３ b),
再次说明了圆口铜鱼转录组SSR具有较高的多态

性,可进行后续的分子标记研究.

３．４　转录测序用于圆口铜鱼SSR标记具有可行性

通过软件对圆口铜鱼转录组中的SSR 位点进

行引物设计,共得到 １９８６４ 对SSR 引物.随机选

取５０对引物对９尾圆口铜鱼样本基因组 DNA 进

行验证,共有４０对引物能够扩增出目的片段,其中

１６对引物检测出具有多态性的SSR 位点,说明初

步开发的１６对引物可用于圆口铜鱼的群体遗传背

景分析;同时,本研究也证实了通过转录组测序技术

开发圆口铜鱼SSR标记的可行性.
综上所述,圆口铜鱼转录组中SSR 位点发生频

率较高(３２．２％),重复单元类型丰富,重复次数集中

在１１~１５次,９０％以上的序列长度大于１２bp,说明

圆口铜鱼转录组中SSR具有较高的特异性和多态

性潜能,PCR 扩增也验证其具有多态性.该结果为

圆口铜鱼进一步遗传多样性分析、人工繁殖家系鉴

别及珍稀特有鱼类的种质资源保护提供技术支撑.
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DevelopmentofMicrosatelliteMarkersforCoreiusguichenoti
BasedonTranscriptomeSequencing

LIXueＧmei,WUXingＧbing,YANGDeＧguo,ZHUYongＧjiu

(KeyLaboratoryofFreshwaterBiodiversityConservation,MinistryofAgriculture
ofChinaYangtzeRiverFisheriesResearchInstitute,ChineseAcademy

ofFisherySciences,Wuhan　４３０２２３,P．R．China)

Abstract:Largemouthbronzegudgeon(Coreiusguichenoti)belongstoCoreius,GobioninaeandCypriniＧ
formes．Asanindicatorspeciesofrareandendemicfish,C．guichenotiisprimarilydistributedintheupper
reachesoftheYangtzeRiver．Inthisstudy,RNAwasextractedfromtheliverofC．guichenoticulturedin
anindoorrecirculatingaquaculturesystem,andtranscriptomesequencingwasconductedusingtheIllumiＧ
naHiSeqTM２０００sequencingplatform．Thesimplesequencerepeats(SSR)lociwereextractedandanalyzed
byMISAandthenSSRlociprimersweredesigned,testedandverified．Atotalof８０６８８unigeneswereobＧ
tainedfromthetranscriptomesequencingofC．guichenotiand３４１５５SSRlociwereobtained,distributed
in２５９４７unigenesatafrequencyof３２．２％．MononucleotidesanddinucleotidesweretheprimaryrepeatuＧ
nitsandA/TandAC/GTwerethedominantrepeatunitswithproportionsof５７．２％and１９．７％ofthetoＧ
talSSR．ThenumberofSSRrepeatsrangedfrom５ ６０,with１１ １５repeatsaccountingfor４０．３％．The
lengthofSSRsequencechangedsignificantlyandrangedfrom１１ １０１bp,withlengthsof１２ ３５bpacＧ
countingfor７８．８％．FiftySSRlociprimerswererandomlyselectedandvalidatedinnineC．guichenoti
samples．Mostoftheprimers(４０)amplifiedwellandyieldedclearandreadableproducts,and１６primers
werepolymorphic,provingthatSSR markersofC．guichenoticouldbedevelopedbytranscriptomeseＧ
quencing．Theresultsprovideatheoreticalbasisandtechnicalguidanceforanalyzinggeneticdiversityand
molecularmarkerＧassistedbreedingofC．guichenoti．
Keywords:Coreiusguichenoti;transcriptomesequencing;microsatellitemarkers
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