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摘要    探究横带髭鲷(Hapalogenys analis)的种质资源情况以及群体的遗传多样性和遗传结构, 对

于其增养殖实践尤为重要。微卫星分子标记在研究物种种质情况及遗传信息方面有很大优势。采用

基因组 survey测序方法开发横带髭鲷微卫星位点, 结果表明, 横带髭鲷基因组大小为 543 Mb; 微卫

星位点丰富, 共检测到 280 378个完美型微卫星位点, 相对丰度为 415.17个/Mb。二核苷酸重复是最

丰富的微卫星类型(56.05%), 其次为单核苷酸(29.20%)、三核苷酸(10.28%)、四核苷酸(2.99%)、五核

苷酸(1.03%)、六核苷酸(0.45%)重复, 短序列重复类型占 95.53%。重复单元中 A/T, TG/CA为优势重

复单元, 分别占总微卫星位点数的 22.37%和 21.98%; 10 次重复和 6 次重复的微卫星位点数量最多, 

占横带髭鲷基因组微卫星总数的 14.60%和 12.46%。利用筛选出的 20对多态性微卫星位点扩增一个

供试群体进行群体遗传学检测。结果表明, 各位点等位基因数从 5到 13不等, 均值为 8.75个; 平均

观测杂合度(Ho)和期望杂合度(He)分别为 0.808和 0.863; 多态信息含量(PIC)均值为 0.826, 且均大于

0.5。经 Bonferroni 校正后有 5 个位点显著偏离哈迪–温伯格平衡(P<0.001); 有 4 个位点存在无效等

位基因。研究结果中的微卫星位点可用于今后横带髭鲷遗传育种和群体遗传学的研究。 
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横 带 髭 鲷 (Hapalogenys analis) 属 于 鲈 形 目

(Perciformes) 、 石 鲈 科 (Pomadasyidae) 、 髭 鲷 属

(Hapalogenys), 俗称“十六枚”, 系浅海中下层岩礁性

鱼类, 在我国沿海均有分布, 是极具发展潜力的增养

殖品种, 也是名贵的海水观赏鱼类(赵盛龙等, 2016)。

作为重要的海水经济鱼类, 其野生资源匮乏, 渔获量

不大 , 在市场上供不应求 , 近年来已经开始人工养

殖。关于横带髭鲷的基础研究已有一些报道, 包括生

理生化(史海东等, 2004)、基础生物学(许文军等, 2002; 

姚海富等, 2006; 张涛等, 2020; 平洪领等, 2021)、遗

传学(喻子牛等, 1994, 1995; 王世锋等, 2008; 徐田军

等, 2010)等方面的研究。迄今尚未见组学方面的研究

报道 , 这极大地制约了后续横带髭鲷的繁养和保护

工作。因此, 为了更好地开展横带髭鲷的增养殖研究, 

探究其种质资源情况以及群体的遗传多样性和遗传

结构尤为重要。 

微卫星分子标记在研究物种种质情况及遗传信

息方面有很大优势, 因微卫星 DNA 具有高度多态性

与共显性、数量丰富且易于检测的特点(Tautz, 1989; 

Madesis et al, 2013), 已被广泛应用到遗传多样性检

测(Cheng et al, 2015)和遗传种质鉴定(Lü et al, 2013)

等多个领域。横带髭鲷微卫星标记开发未见有相关研



3期 刘  焘等: 基于基因组 survey的横带髭鲷(Hapalogenys analis)微卫星位点筛选与特征分析 849 

 

究, 截至目前, GenBank 登录的横带髭鲷微卫星序列

为 0 条, 其数量严重不足, 亟需开发横带髭鲷微卫星

多态性标记。在过去的研究中, 微卫星标记的筛选开

发主要依靠构建微卫星富集文库, 其操作复杂、成本

高且效率低, 不够便利(Zane et al, 2002)。近年来, 随

着高通量测序技术的日渐成熟 , 动植物微卫星标记

的批量开发拥有了基因组水平的全新开发策略

(Csencsics et al, 2010; Capobianchi et al, 2013)。基因

组 survey 测序为非模式生物基因组范围内微卫星位

点的检测提供了技术支持 , 同时也提供了生物体基

因组基础信息, 包括其基因组大小、杂合度水平和重

复率等信息的评估。目前, 由于基因组中含有大量的

微卫星序列且检出率高 , 基于该测序方法开发微卫

星位点已经在多种水生生物(Lu et al, 2017; Chen et al, 

2020; Xu et al, 2020)中得到应用。 

本研究旨在使用基因组 survey 技术评估横带髭

鲷基因组大小 , 解析基因组范围内微卫星序列的组

成和分布特征 , 从中筛选开发具有多态性的微卫星

位点 , 并利用一个供试群体检测所开发的微卫星位

点的适用性。新开发的微卫星位点可应用于今后横带

髭鲷遗传育种和群体遗传学的研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

用于基因组 survey 测序的 1 尾横带髭鲷样品采

自浙江舟山海域。用于多态性微卫星位点分离与鉴定

及群体遗传多态度检测的横带髭鲷供试群体为采自

浙江舟山海域的野生群体, 共 32 尾。将肌肉等组织

液氮速冻, 放置于–80 °C超低温冰箱中冷冻保存。 

1.2  基因组 DNA提取和 survey测序 

使用常规的酚-氯仿方法抽提基因组 DNA, 总

DNA经过 RNase A处理获得高纯度、无 RNA污染的

DNA。利用超微量分光光度计测定基因组 DNA, 由

D260/D280和浓度(ng/μL)判定 DNA 的纯度和浓度。构

建 350 bp 基因组 survey 测序文库, 采用 Illumina 

HiSeq 2000高通量测序仪进行双末端测序, 由武汉古

奥基因科技有限公司完成。 

1.3  微卫星序列的获取 

将测序所得 clean data进行基因组 de nove组装并

获得拼接序列, 使用微卫星识别工具MISA软件(Beier 

et al, 2017)搜索微卫星位点, 筛选参数设置为: 筛选

单核苷酸(mononucleotide)、二核苷酸(dinucleotide)、

三核苷酸(trinucleotide)、四核苷酸(tetranucleotide)、

五核苷酸(pentanucleotide)和六核苷酸(hexanucleotide)

的微卫星位点, 对应的最低重复次数分别为 10次、6

次、5次、5次、5次和 5次, 侧翼长度≥10 bp, 两个

微卫星序列间的间隔大于 12 bp。参考 Weber(1990)

评价微卫星的标准 , 将所有微卫星位点区分为三种

类型: 完美型、非完美型和复合型。 

1.4  多态性微卫星位点分析 

基于微卫星位点所在序列, 采用 Primer3 v2.37

软件(Koressaar et al, 2007; Untergasser et al, 2012; 

Kõressaar et al, 2018)设计微卫星引物, 参数设置为默

认值。从设计出的引物中随机挑选 150对合成, 以横带

髭鲷基因组 DNA为模板进行 PCR扩增。引物合成由上

海生工生物公司完成。PCR扩增反应体系为 25 μL, 包

括: 1 μL模板 DNA(50 ng), 2.5 μL 10*buffer, 2 μL dNTPs, 

正反引物各 1 μL (10 μmol/L), 17.5 μL ddH2O, 0.15 μL 

Easy Taq DNA聚合酶(TaKaRa, 北京)。PCR扩增程序

设置为: 94 °C预变性 5 min、94 °C变性 30 s、最佳退

火温度退火 30 s、72 °C延伸 30 s、共 32个循环, 最后

72 °C延伸 10 min。所有引物均进行了最佳退火温度的

筛选, 退火温度梯度设为 52~60 °C。PCR扩增产物通过

8%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染法检测。 

1.5  数据分析与统计 

测序所得原始数据经质控, 过滤低质量数据后, 

保留 clean data使用 Jellyfish v2.01 (Marçais et al, 2011)

和 GenomeScopev1.0 软件(Vurture et al, 2017)进行

K-mer 分析, 以评估基因组大小、杂合率以及重复序

列信息。横带髭鲷基因组草图通过使用 SOAPdenovo 

v2.2.10软件(Luo et al, 2015)基于 de Bruijin算法组装

获得。基因组大小估算公式为: 基因组大小 G=K-mer

数量/峰值深度(Marçais et al, 2011)。 

微卫星序列特征分析与统计 : 使用 Excel 

Microsatelite Toolkit (Shaibi et al, 2008)计算等位基因

数(Na)、观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)以及多态性

信息含量(PIC)等遗传参数; 使用 Micro-Checker (Van 

Oosterhout et al, 2004)检验无效等位基因; Genepop v4.0 

(Rousset, 2008)对位点进行哈迪-温伯格平衡检测。 

2  结果 

2.1  横带髭鲷基因组组装与基因组大小预测 

基因组 survey 测序共获得 clean data83.02 G。

Q20、Q30和GC含量分别为 97.54%、93.1%和 43.65%, 

测序深度约 158×。对过滤后的高质量数据随机抽取

10 000对 Reads数据, 进行 NT库比对, 前 80%的物
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种成功比对到横带髭鲷的近缘物种 DNA 上, 证明该

文库数据中不含有明显的外源污染。碱基频率分布检

查无 AT、GC分离现象。拼接共获得 Contigs总长度

644 630 724 bp, 组装后获得 Scaffolds总长度 675 336 

059 bp, Scaffolds N50长度为 1 589 bp (表 1)。K-mer

值设为 17进行分析, 17-mer深度为 114, 对应 K-mer

数量为 64 483 008 615, 预估横带髭鲷基因组大小约

为 543 Mb。分析显示横带髭鲷基因组杂合率为 0.45%, 

重复率为 26.78%。综上表明, 横带髭鲷基因组文库测

序质量正常, 可用于后续信息分析。 

表 1  横带髭鲷基因组拼接结果 
Tab.1  The result of genome assembly of H. analis 

类别 总长度/bp 序列总数 ≥2 kb 最大长度/bp N50/bp GC含量/% 

Contigs 644 630 724 1 645 244 37 450 19 715 682 42.8 

Scaffolds 675 336 059 1 115 882 59 651 137 823 1 589 40.9 

 
2.2  微卫星序列特征分析 

在横带髭鲷基因组组装获得的 Scaffolds 数据中

共检测到 280 378个完美型微卫星位点。微卫星出现

频率为 25.13%, 微卫星序列相对丰度为 415.17个/Mb, 

即平均每 2.4 Kb 出现一个微卫星位点。微卫星总长

度为 5 824 206 bp, 平均长度为 20.77 bp。对微卫星的

组成类型和数量进行分析, 结果表明: 二核苷酸重复

是横带髭鲷基因组最丰富的微卫星类型 , 占比

56.05%; 其次为单核苷酸重复与三核苷酸重复, 分别

占比 29.20%和 10.28%, 上述三种重复类型占微卫星

总量的 95.53%。而其余重复类型占比很低, 四核苷酸

(2.99%)、五核苷酸 (1.03%)、六核苷酸(0.45%)这三

种重复仅占微卫星总量的 4.47% (表 2)。 

横带髭鲷基因组 survey 测序共检测到重复单元

1 253 种, 五、六核苷酸重复单元种类最丰富, 分别为

484 和 515 种。在单核苷酸重复中 A/T 为优势重复单

元, 达到了 62 714个, 占全部微卫星位点数的 22.37%; 

二核苷酸以 TG/CA 为主 , 占全部微卫星位点数的

21.98%; 三核苷酸重复中占比较高的重复单元有

AAT/ATT; 四核苷酸重复中出现频率较高的是 AATG/ 

CATT; 五核苷酸重复以 ATCTT/AAGAT 为主, 六核苷

酸重复中 CCTAAC/GTTAGG重复单元数量较多(表 3)。 

表 2  横带髭鲷基因组中微卫星位点的分布特征 
Tab.2  Distribution pattern of microsatellite loci in H. analis genome 

重复类型 数量 比例/% 相对丰度/(个/Mb) 平均长度/bp 总长度/bp 平均距离/(kb/个) 

单核苷酸 81 867 29.20 121.22 12.37 1 012 772 8.25 

二核苷酸 157 144 56.05 232.69 24.24 3 808 858 4.30 

三核苷酸 28 828 10.28 42.69 20.96 604 320 23.42 

四核苷酸 8 378 2.99 12.41 29.55 247 624 80.61 

五核苷酸 2 886 1.03 4.27 32.79 94 640 234.00 

六核苷酸 1 275 0.45 1.89 43.91 55 992 529.67 

总计 280 378 100.00 415.17 20.77 5 824 206 2.40 

表 3  横带髭鲷基因组微卫星中优势和劣势重复单元类型 
Tab.3  Dominant and disadvantaged repeat unit types in H. analis genome microsatellites 

最多重复单元 最少重复单元 
重复类型 种类 

单元类型 位点数量 比例/% 单元类型 位点数量 比例/% 

单核苷酸 2 A/T 62 714 22.37 C/G 19 153 6.83 

二核苷酸 8 TG/CA 61 641 21.98 GC/CG 164 0.06 

三核苷酸 30 AAT/ATT 2 725 0.97 ACG/CGT 22  

四核苷酸 214 AATG/CATT 577 0.20    

五核苷酸 484 ATCTT/AAGAT 328 0.12    

六核苷酸 515 CCTAAC/GTTAGG 131 0.04    
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各核苷酸类型的微卫星在重复次数变异上也存

在巨大差别。如图 1所示, 10次重复和 6次重复的微

卫星位点数量最多 , 分别占横带髭鲷基因组微卫星

总数的 14.60%和 12.46%。从重复次数与对应微卫星

位点数量变化趋势看 , 低重复次数的微卫星序列数

量较多, 高重复次数的微卫星序列数量较少。随着重

复次数的增多 , 核苷酸重复类型的位点数在重复次

数为 6 时达到第一次峰值, 重复次数为 10 时达到第

二次峰值, 后呈递减趋势。 

2.3  横带髭鲷多态微卫星位点分离及多态性分析 

本研究共筛选 150 对微卫星引物, 其中有 84 对

可稳定扩增出清晰明亮的条带 , 具有多态性的微卫

星标记共 20 对, 包括 14 个二核苷酸重复、3 个三核

苷酸重复和 3个四核苷酸重复位点。图 2展示供试群

体在 HDZD-46位点的扩增结果。20个微卫星位点共

检测到等位基因 175 个, 各位点等位基因数从 5~13

不等, 平均等位基因数为 8.75 个, 观测杂合度(Ho)范

围为 0.500~0.917, 平均值为 0.808; 期望杂合度(He)

范围为 0.719~0.918, 平均值为 0.863; 多态信息含量

(PIC)在 0.660~0.890 之间 , 平均值为 0.826。经

Bonferroni校正后有 5个位点(HDZD-16、HDZD-66、

HDZD-68、HDZD-117 和 HDZD-119)显著偏离哈迪-

温伯格平衡。有 4 个位点(HDZD-16、HDZD-68、

HDZD-117和 HDZD-119)存在无效等位基因(表 4)。 

 

图 1  横带髭鲷基因组微卫星重复次数频率分布 
Fig.1  Frequency distribution of genome microsatellite repeats in H. analis  

 

图 2  横带髭鲷在 HDZD-46位点的聚丙烯酰胺电泳图谱 
Fig.2  Polyacrylamide gel electrophoresis at HDZD-46 in H. analis 

表 4  横带髭鲷 20 对微卫星多态位点特征 
Tab.4  Characterization of 20 pairs of polymorphic loci in microsatellite of H. analis 

位点 核心序列 引物序列(5′-3′) 
最适退火温度

/°C 
片段区间

/bp 

等位

基因数

观测 

杂合度 

期望 

杂合度 

多态信

息含量

哈迪- 

温伯格平衡

HDZD-2 (AC)6 
F: CCACCGCATCATTTATTCCT 
R: CTTCGGAGATGGATGAGAGC

59.4 270~278 7 0.542 0.859 0.822 0.005 

HDZD-16 (CT)9 
F: TTGTCTACGAGCGTCCTGTG 
R: GGGTGGAGACAGATGAAAGC

52.5 231~233 9 0.917 0.882 0.848 0.000* 

HDZD-42 (CT)12 
F: GCGACTTCAGCAGCAATATG 
R: TGTAAATGCTGGTGCGAGAG

56.9 188~201 8 0.625 0.849 0.809 0.002 

HDZD-43 (TA)6 
F: CACAGCTGACGCTAAACCAC
R: CCATCTCTCCACTCCTCTCG 

56.9 176~279 5 0.500 0.719 0.660 0.033 

HDZD-46 (TGTA)5 
F: AAATGAACGGGAGACACGAG
R: GTGTTTCTTGAGCCTCTGGC 

55.1 145~229 7 0.542 0.812 0.766 0.003 
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续表 

位点 核心序列 引物序列(5′-3′) 
最适退火温度

/°C 
片段区间

/bp 

等位

基因数

观测 

杂合度 

期望 

杂合度 

多态信

息含量

哈迪- 

温伯格平衡

HDZD-47 (GT)20 
F: GGCTCTACAGGCCTCTTCCT 
R: TCTGACAGCATTGGCAGTTC

55.1 194~223 10 0.958 0.893 0.862 0.081 

HDZD-53 (GT)16 
F: AATTCATGCAGAAGGGATGC 
R: CCATCATGAGACCAATGTGC

53.5 225~261 10 0.958 0.901 0.871 0.433 

HDZD-66 (TG)10 
F: CCGCCATTTAACACCTGTCT 
R: TACTCCTTGTCCGTGCTGTG 

53.5 204~213 8 0.875 0.866 0.829 0.000* 

HDZD-68 (AC)14 
F: ACTACTGCTGGCCATTTGCT 
R: CTCTGCACCAAGACGTGTGT

53.5 226~245 11 0.875 0.918 0.890 0.000* 

HDZD-79 (AC)12 
F: AACGTGCAGACACAGAAACG
R: CGAGGGTTTGGATTATGCAG

55.1 142~180 10 0.750 0.871 0.837 0.006 

HDZD-87 (AC)21 
F: ATTATGTCCAGGTTGCAGGC 
R: GCAACGATACTGCTCCCTTC 

55.1 247~260 9 0.958 0.858 0.823 0.016 

HDZD-102 (GT)17 
F: ATCCTGAGAATCCCAAGCCT 
R: GGCCATCTCCTAATCCCAGT 

55.1 200~260 7 0.833 0.850 0.809 0.176 

HDZD-103 (TCTG)7 
F: GGAGGGAAAGAGTGGAGGTC
R: CAGCGCTTCCTATGGAGAAC

58.4 240~269 9 0.833 0.885 0.853 0.354 

HDZD-104 (TTG)7 
F: TTGCAAAGTGACGGAGACTG
R: GGGAGAGAGAGTGATGCTGG

55.1 168~257 6 0.917 0.803 0.754 0.003 

HDZD-106 (TG)27 
F: TCTCGAGATGTTTGCCCTCT 
R: CACGCCTACACAAGCAGATG

59.4 268~275 11 0.917 0.895 0.865 0.015 

HDZD-109 (GT)12 
F: TGCTGGCAGTGTCTCAGAGT
R: ACTGACAGTCATGCAGTGGG

55.1 243~273 8 0.833 0.873 0.838 0.011 

HDZD-116 (AAC)5 
F: CTATAGCCTGCTCCACTGCC 
R: CTCCTCGGAGTTTGAGTTGC

58.4 244~266 9 0.917 0.859 0.823 0.018 

HDZD-117 (AC)19 
F: ACTACCTGGTCAGGTGGCAG
R: TTAGTGGGCTTGGTGTCCTC 

58.4 212~264 9 0.792 0.878 0.844 0.000* 

HDZD-119 (TATC)5 
F: AACTGCAGGATGTTCTTGGG 
R: CTCGTCCTTGCATCAGGAAT 

56.9 267~271 9 0.875 0.889 0.861 0.000* 

HDZD-135 (AAT)8 
F: CCATTGATGGGAGGTGAATC 
R: TGTATTTCTGCTGGTGGCTG 

56.9 156~182 13 0.750 0.897 0.868 0.003 

注: *经 Bonferroni校正显著偏离哈迪-温伯格平衡(P<0.001) 

 

3  讨论 

高通量测序的发展为横带髭鲷这样的非模式生

物的遗传学研究提供了很大的便利 , 基于基因组筛

选微卫星位点逐渐成为开发微卫星位点的重要手段

之一。本研究首次对横带髭鲷基因组进行 survey测序, 

K-mer 分析结果预测横带髭鲷的基因组大小为 543 

Mb。截至目前统计, 鲀硬骨鱼类中红鳍东方 (Takifugu 

rubripes)的基因组最小, 为 322.5 Mb (Aparicio et al, 

2002); 基 因 组 最 大 的 为 非 洲 肺 鱼 (Protopterus 

annectens)达到了 40 G (Wang et al, 2021)。而大部分

鱼类的基因组大小均小于 1 G, 如半滑舌鳎

(Cynoglossus semilaevis) 477 Mb (Chen et al, 2014)、

大黄鱼(Larimichthys crocea) 728 Mb (Wu et al, 2014)、

鱚中国  (Sillago sinica) 534 Mb (Xu et al, 2018)和罗

非鱼(Oreochromis niloticus) 815 Mb (Brawand et al, 

2014)等。而基因组大小的增加与简单重复序列的数

量增加有关(Hancock, 1996), 横带髭鲷基因组小于 1 

G, 与大部分鱼类无太大差异, 推测其简单重复序列

的数量应该与基因组大小相近的物种无明显差异。除

基因组大小外 , 本研究组装得到的其他横带髭鲷基

因组草图信息, 如 GC含量、Scaffolds长度等也为以

后的基因组方面的深入研究奠定了基础。 

利用 de novo基因组高通量测序技术, 组装得到

Scaffolds数据中共检测到 280 378个完美型微卫星位

点, 低于在斑尾刺虾虎鱼(Acanthogobius ommaturus)

鱚和多鳞 (Sillago sihama)中检测到微卫星位点的数量

(Chen et al, 2020; Qiu et al, 2020), 分别为 349 138个

和 630 028 个; 其出现频率为 25.13%, 低于龙头鱼

(Harpadon nehereus) (40.47%), 相对丰度为 415.17个

/Mb, 低于龙头鱼(753.12/Mb) (黄新芯等, 2021), 高

鲉于褐菖 (Sebastiscus marmoratus) (314.6/Mb) (Xu et 

al, 2018)。其中, 龙头鱼(1 315 Mb) (Yang et al, 2021)、

斑尾刺虾虎鱼(928.01 Mb) 鲉和褐菖 (800 Mb)的基因

组大于横带髭鲷, 鱚多鳞 (522.6 Mb)的基因组小于横

带髭鲷, 有学者认为, 基因组越大其微卫星的大小或
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者相对丰度也随之增大(Crollius et al, 2000; Schlötterer 

et al, 2000), 但经过对比, 我们认为这样的推论欠妥。

横带髭鲷微卫星组成类型结果分析表明, 随着核苷酸

数量增多, 微卫星数量呈递减现象。其中二核苷酸重

复最为丰富 , 这与真核生物中二核苷酸重复类型的

微卫星最为常见的普遍规律一致(罗文永等 , 2003); 

单核苷酸重复数量仅次于二核苷酸重复 , 但是单核

苷酸重复作为分子标记的用途不大 , 一般在设计引

物时不纳入考虑范围; 其余核苷酸重复数量相对较

少。此外, 核苷酸重复类型的数量占比与物种进化水

平有紧密的联系 , 低级重复类型数量多表明物种进

化水平高 , 高级重复类型占比大则表明物种具较短

的进化时间或者变异频率低(Harr et al, 2000; Li et al, 

2017; Lei et al, 2021)。在横带髭鲷的微卫星组成中, 

一、二、三核苷酸重复类型占比达微卫星总量的

95.53%, 我们认为这可能是由于横带髭鲷的进化历

程长造成的。这提示我们在大批量开发微卫星时 , 

二、三核苷酸重复类型应当是主要的筛选对象, 这些

类型的微卫星位点具较高的分子标记开发潜力。 

在横带髭鲷基因组中 , 所有微卫星位点中共有

1 253 种重复单元, 随着核苷酸数量增多, 各类型的

重复单元种类呈递增趋势, 但其数量呈递减趋势。单

核苷酸重复中 A/T 含量丰富, C/G 较少; 二核苷酸重

复中 TG/CA 含量较多, GC/CG 含量较少; 三核苷酸

重复中 ACG/CGT含量极少。三种重复类型中 GC含

量均为少数, 这一特点是由于脊椎动物基因组中 GC

碱基重复较为罕见, 可能与基因组中 CpG 岛甲基化, 

胞苷酸 C 易通过脱氨基作用转变为胸腺嘧啶 T 有关

(Schorderet et al, 1992)。此外, 在比较各重复单元的

重复次数时, 我们发现重复次数为 6 时, 微卫星数量

达到第一次峰值; 重复次数为 10 时的微卫星数量最

多, 达到第二次峰值, 在第二次峰值过后, 微卫星位

点数量随着碱基重复单元的重复次数的增加而减少。

这一结果不符合大多数真核生物微卫星数目随碱基

重复单元的重复次数增加呈指数下降趋势的一般规

律。结合重复单元与重复次数, 在横带髭鲷微卫星位

点开发中 , 优先选择优势重复单元与重复次数较高

的微卫星是提高微卫星多态性有效的方法 , 这在筛

选多态性微卫星位点的结果中也得到了印证。 

本研究共筛选出 20 对具多态性的微卫星位点, 

并应用于供试群体遗传多样性检测。对于微卫星多态

性的评价通常根据 Botstein等(1980)提出的标准进行, 

即当 PIC>0.5 时, 位点为高度多态; 当 0.25<PIC<0.5

时, 位点为中度多态; 当 PIC<0.25时, 位点为低度多

态。据此, 本研究中的 20 个微卫星位点均呈现出较

高的多态性。杂合度同样是反映物种遗传多样性水平

的重要指标, 当杂合度介于 0.5~0.8 之间时, 可认为

供试群体具有较高的遗传多样性。本研究中的 20 个

微卫星位点平均期望杂合度与观测杂合度均达到了

0.8, 说明供试群体杂合性高, 遗传多样性高。检测 20

个微卫星位点中有 5 个位点显著偏离哈迪-温伯格平

衡, 其中有 4 个位点检测到无效等位基因, 推测无效

等位基因存在可能是导致偏离哈迪-温伯格平衡的重

要原因。但微卫星位点扩增出现无效等位基因是不能

通过一个群体的遗传分析得以解决的 , 还需通过家

系分析来确认, 以获取更精确的微卫星位点信息(宋

忠魁等, 2013)。 

4  结论 

本研究首次使用基因组 survey 测序方法构建了

横带髭鲷的基因组草图, 评估了基因组大小, 并在基

因组范围内识别开发了 20 对具有较高多态性的微卫

星位点。研究结果可用于今后横带髭鲷群体遗传学和

遗传育种的研究。 
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ISOLATION AND ANALYSIS OF HAPALOGENYS ANALIS MICROSATELLITES BY 
GENOME SURVEY 

LIU Tao1,  CHEN Bing-Jie2,  SHI Hui-Lai3,  PING Hong-Ling3,  ZHANG Tao3,  QU Yin-Quan1,  GAO 
Tian-Xiang1 

(1. Fishery College, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, China; 2. Cheung Kong School of Journalism and Communication, 
Shantou University, Shantou 515063, China; 3. Zhejiang Province Key Laboratory of Mariculture and Enhancement, Zhejiang Marine 

Fisheries Research Institute, Zhoushan 316021, China) 

Abstract    It is important to explore the germplasm resources, genetic diversity, and genetic structure of Hapalogenys 

analis for its breeding research. Microsatellite molecular markers have great advantages in studying germplasm and genetic 

information of species. Genome survey sequencing was used to develop microsatellite loci. The results show that the 

genome size of H. analis was 543 Mb. A total of 280 378 perfect microsatellite loci with a relative abundance of 415.17 per 

Mb were detected. The dinucleotide motif was the most abundant microsatellite type (56.05%), followed by mono- 

(29.20%), tri- (10.28%), tetra- (2.99%), penta- (1.03%), and hexanucleotide repeats (0.45%). The short sequence repeats 

accounted for 95.53%. A/T and TG/CA were the dominant repeat units, accounting for 22.37% and 21.98% of the total 

number of microsatellite loci, respectively. Among those microsatellite motifs, the copy number of repeat dominated by 10 

and 6, accounting for 14.60% and 12.46%, respectively. In addition, 20 polymorphic microsatellites were isolated to 

amplify a sampling population. The results show that the number of alleles per locus ranged from 5 to 13 and the mean 

allelic richness was 8.75, the mean observed heterozygositiy (Ho) was 0.808, and the expected heterozygosity (He) was 

0.863. The mean polymorphic information content (PIC) was 0.826, and all of them were above 0.5. After the Bonferroni 

correction, five loci were deviated significantly from the Hardy-Weinberg equilibrium (P<0.001). And four loci were 

involved in PCR amplification of null alleles. The microsatellite loci of genome will be applied in the future study of 

genetic breeding and population genetics in this species. 

Key words    Hapalogenys analis;  genome survey;  microsatellites 

 


