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摘要    黑棘鲷(Acanthopagrus schlegelii)是广泛分布于西北太平洋的暖温性中下层经济鱼类, 也是

我国沿海重要的海洋捕捞鱼类和增养殖对象。然而, 目前有关黑棘鲷的微卫星标记研究报道较少, 难

以对其种质资源状况作出精确评估。本研究采用 SLAF-seq 技术测序共获得 22489 个二至六碱基重

复的黑棘鲷微卫星序列, 短重复序列(二、三碱基)占总微卫星序列的 90.8%, 长重复序列(四至六碱基)占

有 9.2%。经过 157对随机合成引物的多态性筛选, 开发出 49个高多态性的黑棘鲷微卫星标记, 其中

短重复序列位点有 25个, 长重复序列位点有 24个。每个位点的等位基因数(Na)为 2—20(均值为 8.3), 

观测杂合度(Ho)和期望杂合度(He)分别为 0.097—0.938 和 0.122—0.922(均值分别为 0.663 和 0.701), 

多态信息含量(PIC)为 0.118—0.897(均值为 0.655)。经 Bonferroni 校正后, 有 47 个位点符合哈迪-温

伯格平衡(HWE), 各位点间未检测到连锁不平衡现象, 仅 2 个位点偏离 HWE。结果表明, 所开发的

大部分微卫星标记具有高多态性, 蕴含的遗传信息含量较为丰富, 能够为黑棘鲷的种群遗传资源评

估提供数量充足、类型多样的有效分子标记。跨物种扩增结果显示, 有 43个黑棘鲷微卫星标记可在

9 种鲷科鱼类中成功扩增 , 其中 28 个标记在太平洋棘鲷 (Acanthopagrus pacificus)、黄鳍棘鲷

(Acanthopagrus latus)和澳洲棘鲷(Acanthopagrus australis)中具有较好的通用性 , 2 个标记在平鲷

(Rhabdosargus sarba)、蓝点赤鲷(Pagrus caeruleostictus)、真赤鲷(Pagrus major)、二长棘犁齿鲷

(Evynnis cardinalis)及黄牙鲷(Dentex hypselosomus)中具有通用性。这些通用性标记可为阐明鲷科属、

种间的系统进化关系和棘鲷属鱼类的群体遗传学分析提供新的标记来源和研究角度。 
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黑棘鲷(Acanthopagrus schlegelii)是鲷科鱼类最

为重要的经济种类之一 , 广泛分布于西北太平洋的

暖温性中下层水域 , 我国南北沿海均产 (刘静等 , 

2016)。黑棘鲷生长迅速、适应能力强, 肉质鲜美、外

形美观, 具有较高的食用价值和观赏价值, 是我国重

要的海洋捕捞鱼类和增养殖对象(杨慧荣等, 2006)。

由于过度捕捞、渔业环境恶化以及人工养殖等原因, 

黑棘鲷野生群体资源急剧衰减 , 其养殖群体的种质

资源状况也不容乐观(许思思, 2011)。为了恢复黑棘鲷

资源、增加补充群体数量, 我国沿海各地纷纷开展了

大规模的黑棘鲷增殖放流活动(沈新强等, 2007; 梁君

等, 2010)。这些措施对黑棘鲷的渔业资源恢复起到了

积极作用 , 但也可能产生养殖群体与自然群体种质

混杂和种群遗传多样性水平下降等不利方面(施晓峰

等, 2015; 曹艳, 2016), 加大了对其种质资源评估与

分析的复杂性。因此, 必须采用更加精确的评估方法

和开发高灵敏度的分子标记 , 才能有效评估增殖放

流对野生群体遗传特征的影响 , 以精确评价增殖放
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流成效和潜在的生态遗传风险。 

微卫星标记(Microsatellites), 一般由 2—6 个碱

基为核心单位组成的短串联排列 , 广泛存在于真核

生物核基因中。微卫星标记不但具有多态性丰富且等

位基因条带易识别等优点(鲁双庆等, 2003), 而且又

可克服 RAPD、RFLP 等分子标记易混淆大小相同但

来自不同位点的等位基因的缺点(郭宝英等 , 2007), 

在家系亲权分析、家系鉴别及系谱认证、个体／家系

溯源等方面显示出显著的优势和应用价值(李伟亚等, 

2012; 刘永新等, 2015), 已成为目前物种增殖放流效

果评估的最常用分析工具(Gonzalez et al, 2009; Wang 

et al, 2016)。以往的微卫星标记开发主要采用基于传

统的富集文库法(Enriched Genomic Library), 不但费

时费力、成本高昂, 而且开发效率较低, 通常一次只

能筛选出几十个至几百个位点 , 难以在短时间内一

次性即可开发出大批量的高多态性微卫星标记(孙波

等, 2009; Grover et al, 2016)。近年来, 随着高通量测

序平台的快速发展和广泛应用 , 通过 SLAF-seq 

(Specific-Locus Amplified Fragment Sequencing)技术

可以在短时间内获取遍布于物种基因组 DNA 中海量

序列信息(Sun et al, 2013), 进而依据其序列开发出特异

的分子标记 , 可筛选出大量高多态性的分子标记。

SLAF-seq 技术在保障有效标记数量和质量的同时, 还

能大幅度降低测序成本, 是一种高效、低成本的分子标

记开发方法(张浩冉等, 2017)。目前 SLAF-seq技术已成

功用于多种动物的微卫星标记开发, 如沼泽山雀(Parus 

palustris) (万冬梅等 , 2016)、沙带鱼(Lepturacanthus 

savala) (张浩冉等, 2018)、带鱼(Trichiurus japonicus) (张

浩冉等, 2019) 鲹、蓝圆 (Decapterus maruadsi) (翟云等, 

2018; Niu et al, 2018)等。 

目前 , 有关黑棘鲷的微卫星标记开发已有一些

报道, 如 Jeong等(2003, 2007)通过构建基因组酶切片

段文库共开发了 8个二碱基重复标记, Liu等(2007)基

于 6 种鲷科近缘种微卫星位点的跨物种扩增筛选出

16 个适用于黑棘鲷的二碱基重复标记 , 罗新惠

(2010)、徐亘博(2010)、Yang等(2015)、Mao等(2016)

各自采用磁珠富集法(FIASCO)共开发了 73个二、三

碱基重复标记。然而, 这些开发研究都是采用传统的

富集文库法 , 所开发的微卫星标记类型均为短重复

序列(二、三碱基), 缺乏长重复序列(四至六碱基)类型

标记。可见, 已开展的黑棘鲷微卫星标记开发研究其

方法较为陈旧、标记类型单一, 还难以满足黑棘鲷增

殖放流遗传效果评估所需的大批量且多样化的微卫

星标记。为此 , 本研究采用基于高通量测序平台的

SLAF-seq技术来筛选黑棘鲷基因组DNA中的微卫星

位点, 以开发出高多态性、多样化的微卫星标记, 并

在 9 种鲷科鱼类中进行微卫星标记的跨物种扩增检

测 , 以期为黑棘鲷的种群遗传资源分析提供数量丰

富、类型多样的分子标记和有效的技术支撑, 也为其

近缘种的系统进化和群体遗传学研究提供新的分析

手段和研究角度。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料和基因组 DNA提取 

实验所用的 32尾野生黑棘鲷于 2014年 3月采集

于湛江市遂溪县江洪和广东雷州珍稀海洋生物国家

级自然保护区近岸。取鱼体背部肌肉后浸泡在 95%的

酒精溶液中, 并保存于–20°C 条件下。采用蛋白酶-

苯酚氯仿法提取样品基因组 DNA (Sambrook et al, 

2001)。 

1.2  SLAF-seq测序和微卫星引物合成 

选取一份基因组 DNA 质量较好的肌肉样送至北

京百迈客生物科技有限公司进行 SLAF-seq 测序, 以

获得黑棘鲷全基因组范围内的微卫星序列。利用生物

信息学方法确定酶切方案, 在酶切片段 SLAF标签 3'

端加 A处理基础上, 进行连接 Dual-index测序接头、

PCR 増扩 、混样、切胶以及文库质检等步骤的处理(张

浩冉等 , 2019), 最后上机 (Illumina HiSeq 2500, 

Illumina Inc., San Diego, CA)对样品进行“全基因组随

机测序 ”。随后 , 通过微卫星识别软件 MISA 

(http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/misa.html/)对二碱

基重复次数 6次以上、三至六碱基重复次数 5次以上

的微卫星位点进行搜集与统计, 并进行分类整理。为

了获得具有较好的重复性和稳定性的微卫星标记 , 

按照如下标准挑选测序公司给出的微卫星引物: (1) 

PCR产物预计长度在 180—300bp; (2) 引物在距离微

卫星重复序列上下游 10bp 以外; (3) 引物长度在 17

—23bp, 上、下游引物间长度差异应该<4bp; (4) 引物

对GC含为 45%—60%, 退火温度为 50—65°C; (5) 短

重复序列的微卫星核心序列重复次数≥8, 长重复序

列的微卫星核心序列重复次数≥5。在满足这些条件下

随机挑选 157 个二至六碱基的微卫星位点引物送至生

工生物工程(上海)股份有限公司进行引物序列合成。 

1.3  PCR反应及微卫星多态性引物筛选 

采用 4个黑棘鲷基因组 DNA对合成的 157对微

卫星引物进行初步筛选 , 以获得可扩增出具有多态
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性片段的微卫星引物。PCR 反应的试剂配比体系

(20µL)和扩增反应程序见张浩冉等 (2018)报道的方

法。扩增产物采用 8%聚丙烯酰胺凝胶电泳(160V, 60

—70min)、1%硝酸银染液染色 3—5min, 显色后观察

拍照。每对微卫星引物能扩增出 2条或 2条以上的具

有特异性等位基因条带的统计为多态性引物。 

1.4  微卫星荧光引物合成和等位基因分型检测 

参考 Schuelke(2000)的 M13标记法, 对筛选出的

多态性微卫星引物进行荧光修饰 , 即在每条正向引

物的 5′端加上一段 M13 序列 (5′-AGGGTTTTCCC 

AGTCACG-3′或 5′-GAGCGGATAACAATTTCACAC- 

3′), 同时合成一条具有同样序列的 M13 通用引物, 

在其 5'端分别标记 FAM或 HEX荧光基团, 引物修饰

和合成由上海捷瑞生物工程有限公司完成。在三引物

PCR扩增体系条件下(Schuelke, 2000), 采用梯度 PCR 

(52—62°C)重新摸索每对荧光修饰引物的最适退火

温度, 再用 32个黑棘鲷基因组 DNA进行微卫星标记

多态性的 PCR扩增。PCR反应总体系为 20µL, 三引

物 PCR 反应的试剂配比和扩增反应程序参照张浩冉

等(2018)的研究报道, 各对引物的 PCR反应退火温度

见表 1。扩增产物经凝胶电泳和染色后, 选择扩增特

异性强、产量高的 PCR 产物送至武汉天一辉远生物

科技有限公司进行微卫星等位基因的分型检测。 

1.5  微卫星标记通用性检测 

采用黄鳍棘鲷 (Acanthopagrus latus)(n=6, 湛江

近岸)、太平洋棘鲷(Acanthopagrus pacificus)(n=4, 湛

江近岸)、澳洲棘鲷(Acanthopagrus australis)(n=2, 湛

江近岸)、台湾棘鲷(Acanthopagrus taiwanensis)(n=1, 

台湾近岸)、平鲷(Rhabdosargus sarba)(n=6)、蓝点赤

鲷(Pagrus caeruleostictus)(n=2, 北海近岸)、真赤鲷

(Pagrus major)(n=6, 湛江近岸 )、二长棘犁齿鲷

(Evynnis cardinalis)(n=7, 湛江近岸)和黄牙鲷(Dentex 

hypselosomus)(n=5, 湛江近岸)等 9种鲷鱼科鱼类进行

黑棘鲷微卫星标记的跨物种扩增 , 以检测开发的微

卫星标记在其近缘种中的通用性。微卫星标记跨物种

的 PCR扩增体系、反应程序及电泳条件同 1.4。扩增

结果出现 1条或 1条以上的特异性等位基因条带的微

卫星标记即为具有通用性位点。 

1.6  数据分析 

各位点的遗传多样性参数, 如等位基因数(Na)、

观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)、多态信息含量(PIC)

等由 Cervus 3.0.7软件计算(Kalinowski et al, 2007)。

采用 GenePop 4.3 检测各位点的哈迪-温伯格平衡以

及位点间的连锁不平衡现象(Rousset, 2008)。各位点

的无效等位基因频率(Fua)(Brookfeld-1 算法)和近交

系数(Fis)分别由 MicroChecker v.2.2.3和 FSTAT 2.9.3

软件分析(Goudet, 2001; Van Oosterhout et al, 2004)。 

2  结果与分析 

经 SLAF-seq 简化基因组深度水平测序后, 获得

黑棘鲷基因组 DNA 3.47 M reads读长, 平均 GC含量

为 41.24%, 其中大部分的碱基(75.4%)能满足测序质

量要求(测序质量值 Q≥30)。测序数据过滤后, 获得

137358 个 SLAF 标签 , 标签长度选择范围为

415—514bp, 平均测序深度为 11.38×。采用微卫星识

别 软 件 MISA (http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/ 

misa.html/)对所得序列进行微卫星位点筛选, 共识别

出 38797 个 微 卫 星 位 点 。 其 中 单 碱 基 重 复

(Mono-nucleotide)有 16308个(占总位点的 42.03%, 下

同), 二碱基重复(Di-nucleotide)有 16901 个(43.56%), 

三 碱 基 重 复 (Tri-nucleotide) 和 四 碱 基 重 复

(Tetra-nucleotide)分别有 3526 个(9.08%)和 1717 个

(4.42%), 五碱基重复(Penta-nucleotide)和六碱基重复

(Hexa-nucleotide)分别仅有 303 个 (0.78%)和 42 个

(0.11%)。 

在随机挑选的 157 个二至六碱基重复微卫星位

点中, 经 4 个黑棘鲷基因组 DNA 的 PCR 扩增检测, 

筛选出 57个(36.3%)位点具有多态性。这些多态性引

物经 5′端添加 M13尾巴修饰后, 有 49个位点在随后

的 PCR 反应中能稳定扩增出清晰的等位基因条带, 

包括 13 个二碱基、12 个三碱基、6 个四碱基、9 个

五碱基和 9个六碱基重复位点, 其引物序列信息已上

传至 GenBank, 登录号为 MG892346—MG892394。 

49 个微卫星位点在 32 个黑棘鲷基因组 DNA 中

共扩增出 407个等位基因, Na在 2 (AS-5)和 20 (AS-4)

之间, 平均值为 8.3(表 1)。Ho在 0.097 (AS4-2)和 0.938 

(AS3-12)之间, He在 0.122 (AS2-10)和 0.922 (AS4-3)

之间, 平均值分别为 0.663和 0.701。PIC分析显示, 49

个位点的 PIC平均值为 0.6545, 除 AS2-10、AS3-5、

AS3-9、AS3-10、AS4-2、AS4-4、AS5-5、AS5-10、

AS6-5等 9个位点的 PIC值小于 0.5外, 其余 40个位

点的 PIC 值均大于 0.5, 显示出较高的多态性。经

Bonferroni校正后(校正 P<0.0011), 有 47个位点均符

合哈迪-温伯格平衡, 且各位点间未检测到连锁不平

衡现象, 仅 2个位点(AS4-3, AS4-6)偏离合哈迪-温伯

格平衡。 
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表 2  43 个黑棘鲷微卫星标记在 9 种鲷科鱼类中的跨物种扩增 
Tab.2  Cross-species amplifications of the 43 A. schlegelii microsatellite markers in nine sparid species  

位点 
黄鳍棘鲷

(n=6) 
澳洲棘鲷

(n=2) 
太平洋棘鲷

(n=4) 

台湾棘

鲷(n=1)
平鲷 
(n=6) 

蓝点赤鲷 
(n=2) 

真赤鲷 
(n=6) 

二长棘犁

齿鲷(n=7) 
黄牙鲷 
(n=5) 

AS2-1 +(9) +(4) +(7) - - - - - - 

AS2-2 +(10) +(2) +(6) - - - - - - 

AS2-3 +(12) +(4) +(8) - - - - - - 

AS2-4 - +(2) +(7) - +(8) +(2) +(6) - - 

AS2-9 +(7) +(3) +(5) - - - - - - 

AS2-10 +(6) +(2) +(1) - - - - - - 

AS2-11 +(7) - +(7) - +(5) - - - - 

AS2-12 +(10) +(2) - - - - - - - 

AS2-13 +(8) +(2) +(4) - - - - - - 

AS3-1 +(6) +(3) +(4) - - - - - - 

AS3-2 +(9) +(3) +(4) - - - - - +(7) 

AS3-3 - +(3) - - +(9) - - - - 

AS3-5 +(6) +(2) +(5) - +(7) +(2) +(10) +(7) +(7) 

AS3-6 +(9) +(2) +(4)  +(9) - - - - 

AS3-7 +(9) +(4) - - - +(4) +(6) +(14) +(10) 

AS3-8 - - +(3) - +(3) +(5) +(5) +(3) - 

AS3-9 +(10) +(2) - - - - - - - 

AS3-10 +(8) +(2) +(4) - +(6) - - - - 

AS3-11 +(11) +(2) +(7) - +(6) +(2) - +(7) +(5) 

AS3-12 +(12) +(4) +(8) - +(12) +(4) +(12) +(12) +(10) 

AS3-14 +(7) +(2) +(5) - - - - - - 

AS3-15 +(7) +(2) +(6) - - - - - - 

AS4-2 +(11) +(4) +(8) - - - - - - 

AS4-3 +(9) +(3) - - - - - - - 

AS4-4 +(6) +(4) +(8) - +(11) - - - - 

AS4-5 +(6) +(2) +(4) - +(4) - +(6) - - 

AS4-6 +(6) +(4) - - - - - - - 

AS4-7 +(6) +(3) +(5) - +(6) - - - - 

AS5-2 +(7) +(2) +(7) - +(6) +(5) - +(6) +(4) 

AS5-4 +(11) +(2) - - - - - - - 

AS5-5 +(6) +(2) +(4) - - - - - - 

AS5-7 +(6) +(3) +(5) - +(6) - - - - 

AS5-8 +(10) +(2) +(6) - - - - - - 

AS5-9 +(4) +(2) +(4) - - - - - - 

AS5-10 +(6) +(2) - - - - - - - 

AS5-12 +(12) +(4) +(2) - - - - - - 

AS6-1 +(3) +(2) - - - - - - - 

AS6-2 +(6) +(2) +(8) - - - - - - 

AS6-4 +(9) +(4) +(7) - - - - - - 

AS6-5 - - +(4) - - - - - - 

AS6-6 +(8) +(3) - - - - - - - 

AS6-7 +(12) - +(4) - - - - - - 

AS6-8 +(6) +(3) +(4) - - - - - - 

AL% 90% 90% 76.7% 0% 32.6% 16.2% 13.9% 13.9% 13.9% 

注: n: 样品数; +: 可扩增; -: 不可扩增; AL%: 可扩增率; 括号内代表等位基因数 
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跨物种扩增结果表明, 有 43 个黑棘鲷微卫星标

记可在 1 种或 1 种以上鲷科鱼类中有效扩增(表 2)。

其中 AS3-5 和 AS3-12 可在 8 种鲷科鱼类中扩增, 

AS3-11和 AS5-2可在 7种鲷科鱼类中扩增, AS3-7可

在 6 种鲷科鱼类中扩增, AS2-4、AS3-8、AS4-5 等 3

个位点可在 5个物种中扩增, AS3-2、AS3-6、AS3-10、

AS4-4、AS4-7、AS5-7等 6个位点可在 4个物种中扩

增, AS2-1、AS2-2、AS2-3、AS2-9、AS2-10、AS2-11、

AS2-13、AS3-1、AS3-14、AS3-15、AS4-2、AS5-5、

AS5-8、AS5-9、AS5-12、AS6-2、AS6-4、AS6-8 等

18个位点在 3个物种中扩增, AS2-12、AS3-3、AS3-9、

AS4-3、AS4-6、AS5-4、AS5-10、AS6-1、AS6-6、

AS6-7等 10个位点在 2个物种中扩增, AS6-5位点仅

在 1个物种中扩增。 

在跨物种扩增成功率方面, 43个黑棘鲷微卫星标

记在黄鳍棘鲷、澳洲棘鲷、太平洋棘鲷等 3种棘鲷属

鱼类中有较高的扩增成功率, 分别为 90% (39 个位

点)、90% (39个位点)和 67.7% (33个位点); 在平鲷中

的扩增成功率次之, 为 32.6% (14个位点); 而在蓝点

赤鲷、真赤鲷、二长棘犁齿鲷和黄牙鲷的扩增成功率

相对较低, 仅有 13.9% (6 个位点)至 16.2% (7 个位

点)。值得一提的是, 49个标记在台湾棘鲷中的跨物种

扩增均失败。在标记通用性方面, 有 28 个黑棘鲷微

卫星标记(AS2-1, AS2-2, AS2-3, AS2-9, AS2-10, AS2-13, 

AS3-1, AS3-2, AS3-5, AS3-6, AS3-10, AS3-11, AS3-12, 
AS3-14, AS3-15, AS34-2, AS4-4, AS4-5, AS4-7, AS5-2, 
AS5-5, AS5-7, AS5-8, AS5-9, AS5-12, AS6-2, AS6-4, 
AS6-8)可在黄鳍棘鲷、澳洲棘鲷、太平洋棘鲷中成

功扩增, 而只有 2 个标记(AS3-5 和 AS3-12)可在平

鲷、蓝点赤鲷、真赤鲷、二长棘犁齿鲷及黄牙鲷中

成功扩增。 

3  讨论 

3.1  SLAF-seq 技术在黑棘鲷微卫星标记开发中的

可行性 

Jeong等(2003, 2007)通过构建基因组酶切片段文

库用探针从文库中筛选出微卫星位点, 两次仅开发 8

个二碱基重复的黑棘鲷微卫星标记; Yang等(2015)采

用 FIASCO 法筛选出 42 个黑棘鲷的二碱基重复微卫

星序列, 并开发出 13个标记; 罗新惠(2010)、徐亘博

(2010)、Mao 等(2016)也基于 FIASCO 法分别从黑棘

鲷微卫星富集文库中随机筛选出 101 个、60 个、71

个微卫星序列, 而后分别开发出 30 个、22 个、8 个

二、三碱基重复的微卫星标记。本研究采用 SLAF-seq

技术识别出 22489 个二至六碱基重复的黑棘鲷微卫

星位点, 其中短重复序列(二、三碱基)有 20427个, 占

总微卫星序列的 90.8%; 而长重复序列(四至六碱基)

虽在比例上不占优势(9.2%), 但在数量上仍较可观 , 

有 2062 个。可见, 本研究所获得的微卫星序列不但

数量庞大, 而且类型丰富, 可为黑棘鲷的微卫星标记

开发提供充足的遗传物质来源和较多的选择余地 , 

位点筛选效率较之传统方法筛选微卫星序列提高了

成百上千倍。在随机挑选的 157个位点中最终成功开

发出 49 个多态性的黑棘鲷微卫星标记, 包括 5 种不

同碱基重复的位点 , 一次性所开发的标记数量和类

型也较之以往的开发方法更加丰富和多样化 , 开发

效率高且操作简便。 

本研究基于 SLAF-seq技术获得的 24个黑棘鲷四

至六碱基微卫星标记完全不同于已开发的 81 个二、

三碱基重复微卫星标记(Jeong et al, 2003, 2007; 罗新

惠, 2010; 徐亘博, 2010; Yang et al, 2015; Mao et al, 

2016)。在 PCR 过程中, 这些长重复序列的微卫星新

标记被认为比短重复序列标记更加稳定 , 出现因影

子带而干扰基因分型检测的概率更低(Restrepo et al, 

2015)。长重复序列的微卫星位点被认为是更加精确、

可靠的一类微卫星分子标记(Wu et al, 2016)。本研究

的这些长重复序列的微卫星标记可为黑棘鲷相关遗

传资源研究提供新的、高分辨力的分子标记和有力分

析工具。此外, SLAF-seq技术还提供了传统开发方法

难以获取的微卫星基因组序列特征 , 而这些微卫星

基因组序列信息可为更有效地筛选微卫星目标序列

和高多态性标记以及引物设计提供数据基础(吕振明

等, 2017), 为开发不同类型的微卫星标记提供了遗传

物质来源保障。 

3.2  黑棘鲷微卫星标记的多态性和哈迪-温伯格平衡

偏离 

本研究的 49 个微卫星位点在黑棘鲷群体中共检

测到 407 个等位基因, 位点的平均 Na 为 8.3, 低于

Jeong等(2003, 2007)和Yang等(2015)所报道的黑棘鲷

二碱基重复微卫星位点的平均 Na(分别为 10.0—13.5

和 10.15)。这可能与本研究含有较多的三至六碱基重

复位点(36 个, 占总位点的 69.7%)有关, 因为二碱基

重复位点通常比多碱基重复位点具有更高的遗传变

异(Castoe et al, 2012)。然而, 本研究的平均 Na明显高

于罗新惠(2010)和 Mao等(2016)所报道的黑棘鲷二、

三碱基重复位点的平均 Na(分别为 5.43和 3.625)。根

据 Botstein 等(1980)提出的以多态信息含量 PIC 来衡
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量基因变异程度的高低, 即分为高度(PIC>0.5)、中度

(0.25<PIC<0.5)、低度(PIC<0.25)多态性基因位点。在

本研究的 49 个微卫星标记中, 除 9 个标记的 PIC 值

小于 0.5外, 其余 40个标记的 PIC值均大于 0.5。上

述结果表明 , 本研究的大部分微卫星位点具有高多

态性, 所蕴含的遗传信息含量较为丰富, 在黑棘鲷种

群遗传资源研究中具有较高的应用价值 , 能够为黑

棘鲷的遗传多样性评估与遗传结构分析提供有力的

技术支持。 

基因杂合度又称基因多样性 , 是反映群体在多

个基因上的遗传变异及群体遗传多样性的丰富度。杂

合度越高, 表明该群体的遗传变异越复杂, 是衡量群

体遗传变异的一个最适参数(Nei, 1978)。本研究的群

体 Ho为 0.097—0.938(平均值为 0.663), 低于 Jeong等

(2007)与 Yang 等(2015)分析的黑棘鲷群体平均 Ho(分

别为 0.844—0.854 和 0.786), 但高于罗新惠(2010)和

Mao等(2016)报道的黑棘鲷群体平均 Ho(分别为 0.549

和 0.629)以及 DeWoody 等(2000)统计 32 种鱼类微卫

星标记的平均 Ho(0.63), 表明所分析的黑棘鲷群体仍

处于较高的遗传变异水平 , 这可能与其是野生群体

有关。研究表明, 养殖群体常因奠基者效应(Founder 

effects)、随机遗传漂变(Random genetic drift)、人工

选育(Artificial breeding)和自然选择(Natural selection)等

相互作用导致其遗传多样性下降 (Mjølnerød et al, 

1997; Norris et al, 1999), 这 在 斜 带 石 斑 鱼

(Epinephelus coioides)和大黄鱼(Larimichthys crocea)

的养殖群体中表现尤为明显(Wang et al, 2011, 2012)。

在南海北部 , 黑棘鲷种群长期遭受高强度的捕捞压

力 , 其资源急剧衰减 (赵爽等 , 2010; 施晓峰等 , 

2015)。然而, 所检测的黑棘鲷群体遗传多样性仍较为

丰富 , 意味着该群体具有较强的进化潜力和适应环

境变化的能力(Koljonen et al, 2002; 蒙子宁等, 2003), 

也提示该群体适用于补充黑棘鲷的繁育群体 , 可为

其人工选育提供所需的遗传变异(Wang et al, 2012)。 

哈迪-温伯格遗传平衡(HWE)是指在理想状态下, 

各等位基因的频率和基因型频率在代际遗传中是稳

定不变的, 即保持着基因平衡状态。HWE 检测是群

体内基因频率和基因型频率是否保持平衡的重要检

验标准 (Schaid et al, 2006)。本研究显示 , 经

Bonferroni校正后有 2个位点(AS4-3和AS4-6)显著偏

离 HWE, 显示出杂合子缺失现象。诸多因素如无效

等位基因(Null alleles)、华伦德效应(Wahlund effect)、

近亲杂交(Inbreeding)、人为干扰(Human disturbance)、

自然选择 (Natural selection)和种群退化 (Population 

degradation)等皆有可能引起微卫星位点偏离 HWE 

(Pemberton et al, 1995; Yu et al, 2002)。本研究的

AS4-3 和 AS4-6 位点均显示出较高的近交系数(分别

为 0.442 和 0.454)和无效等位基因频率(分别为 0.203

和 0.209), 提示群体中存在的近交和无效等位基因频

率是导致这两个位点偏离 HWE的主要原因。由于本

研究样品来自同一采样时间的同一海域 , 可排除华

伦德效应 (样品中存在亚群体 )导致检测群体偏离

HWE。此外, 多年来的过度捕捞和近海环境变化无疑

对黑棘鲷的资源衰退及种群生物学退化产生了显著

的影响(赵爽等, 2010; 许思思, 2011), 同时近年来的

大量增殖放流活动亦加大了不同地区、不同种群的黑

棘鲷个体基因交流 , 对黑棘鲷种群遗传特性的影响

也不容忽视(施晓峰等, 2015)。因此, 还难以排除自然

选择和种群退化这两个因素可能造成AS4-3和AS4-6

位点偏离 HWE。 

Chapuis 等(2007)提出根据无效等位基因频率可

将微卫星标记划分为三类 : 低频 (Fua<0.05)、中频

(0.05≤Fua<0.2)及高频(Fua≥0.2)无效等位基因的标

记。本研究的 49 个微卫星位点出现的无效等位基因

频率为–0.167—0.209。其中, 低频率无效等位基因共

有 20个位点(占总位点的 40.8%, 下同; Fua<0.05), 这

20 个位点亦显示出高度多态性(PIC>0.5), 除 AS2-10

外, 其余 19个位点的观测杂合度也相对较高(0.449—

0.897), 表明这类具有高多态性、高杂合度、低频无

效等位基因的微卫星位点可作为黑棘鲷遗传资源研

究的可靠分子标记和优先选用标记。中频无效等位基

因共有 27 个位点(55%, 0.05≤Fua<0.2), 该类型位点

可能会造成群体遗传多样降低并导致群体间遗传距

离和遗传分化指数过高(Chapuis et al, 2007), 因此, 

这 27 个位点在后续的黑棘鲷群体遗传分析运用中需

持谨慎态度。第三种类型为高频无效等位基因的位点, 

包括 AS4-3和 AS4-6 (Fua≥0.2), 且这两个位点显著

偏离 HWE, 表明这两个位点不适用于黑棘鲷后续的

遗传学研究。 

3.3  黑棘鲷微卫星标记在鲷科鱼类中的通用性 

Primmer 等(1996)提出微卫星 DNA 标记的跨物

种扩增通用性反映了检测物种间的遗传分化程度 , 

二者呈负相关性。即微卫星标记跨物种扩增成功率随

物种间的遗传距离增加而降低(Carreras-Carbonell et 

al, 2008; Wu et al, 2016; Zhang et al, 2016)。中国鲷科

鱼类线粒体 COI 基因序列的系统进化研究表明, 棘
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鲷属先与平鲷属(Rhabdosargus)聚为一支(银灰体色

种类), 而赤鲷属(Pagrus)、犁齿鲷属(Evynnis)、四长

棘鲷属(Argyrops)及牙鲷属(Dentex)聚为另一支(红体

色种类)(陈咏霞等, 2015)。在本研究中, 黑棘鲷微卫

星标记在同属的黄鳍棘鲷、澳洲棘鲷和太平洋棘鲷中

的跨物种扩增成功率较高(76.7%—90.0%), 在平鲷中

次之(32.6%), 而在蓝点赤鲷、真赤鲷、二长棘犁齿鲷

及黄牙鲷中的成功率较低(13.9%—16.2%)。本研究的

微卫星标记跨物种扩增结果与线粒体 COI 基因序列

分析结果相一致, 进一步证实了 Primmer 等(1996)的

研究观点 , 从核基因角度支持了中国鲷科鱼类可按

体色分为两类群的系统进化研究结论 (陈咏霞等 , 

2015)。 

蓝点赤鲷是最近报道的一个中国鱼类新纪录 , 

目前仅见于北部湾北部海域(Chen et al, 2015); 澳洲

棘鲷原记录仅分布于澳大利亚东岸, 20世纪九十年后

才报道该物种在台湾和琉球群岛近岸有少量分布(沈

世杰, 1993); 台湾棘鲷是仅分布在台湾南部海域的一

个鲷科鱼类新种(Iwatsuki et al, 2006)。由于这三个物

种的分布范围比较局限, 且分类鉴定存在困难, 导致

本研究所能获取的这三个物种的个体数均少于微卫

星标记跨物种扩增每个物种个体数需≥3的要求。虽

然, 本研究的澳洲棘鲷和蓝点赤鲷的个体数较少(均

为 2个), 但其基因组DNA均可稳定扩增出目的条带, 

同时本研究的跨物种扩增并未涉及微卫星标记的遗

传多样性参数的估算。因此, 这两个物种有限个体的

跨物种扩增结果的统计学争议或是误差并不突出 , 

其实验结果较为可信。值得提出的是, 开发标记在台

湾棘鲷中未能检测出具有通用性的微卫星位点 , 这

很可能是因为本研究的台湾棘鲷仅有 1 个个体的基

因组 DNA 质量不佳, 难以扩增出清晰的微卫星条带

所致的。此外, 本研究有 28 个微卫星标记在棘鲷属

(除台湾棘鲷)中具有较好的通用性, 可适用于该属鱼

类的分子系统进化和种群遗传学研究。但只有 3个标

记可在蓝点赤鲷、真赤鲷、二长棘犁齿鲷及黄牙鲷中

有效扩增 , 还难以为这些物种提供数量充足且具有

丰富遗传信息的分子标记。因此, 今后有必要单独开

发这些物种的特有微卫星标记。 

4  结论 

本研究基于 SLAF-seq 技术首次在黑棘鲷的基因

组 DNA 中识别出数量庞大的微卫星位点, 并成功开

发出 49 个多态性较高的黑棘鲷微卫星标记, 包括 25

个短重复序列微卫星位点和 24 个全新的长重复序列

微卫星位点, 其中 47个符合HWE的位点可作为今后

黑棘鲷种质资源评估和群体遗传分析的有效分子标

记和新的分析工具。这种快速、高效的开发方法也为

鲷科其他鱼类的微卫星标记开发提供了可靠参考和

经验借鉴。同时, 28个在棘鲷属中具有通用性的黑棘

鲷微卫星标记亦可为该属鱼类的分子系统进化研究

提供新的分子标记来源和分析角度。 
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DEVELOPMENT OF MICROSATELLITE MARKERS FOR ACANTHOPAGRUS 
SCHLEGELII BASED ON SLAF-SEQ TECHNOLOGY AND GENERALITY IN THE 

FAMILY SPARIDAE 

WU Ren-Xie,  XIAO Yao,  NIU Su-Fang,  ZHAI Yun,  ZHANG Hao-Ran,  CHEN Wei-Yong,  LI Xiao 
(College of Fisheries, Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524088, China) 

Abstract    The black porgy (Acanthopagrus schlegelii) (Perciformes: Sparidae) is a meso-demersal warm-water fish 

and widely distributed in the western Pacific coastal waters. It has become an important target species of mariculture in 

China. However, studies on the microsatellite markers of A. schlegelii are scarce. To make an accurate assessment of its 

current germplasm resources, based on specific-locus amplified fragment sequencing (SLAF-seq) technology, we identified 

22 489 di- to hexanucleotide repeats microsatellites from the genomic DNA of A. schlegelii. The shorter repeats motifs 

(2—3 mers) accounted for 90.8%, while the longer repeat motifs (4—6 mers) for 9.2% of the total microsatellite sequences. 

Finally, 49 high polymorphic microsatellite markers were developed from 157 pairs of randomly synthesized primers, 

among which 25 are shorter repeats motifs loci and the other 24 are longer repeat motifs loci. The allele number per locus 

ranges from 2 to 20 (mean 8.3), and the observation and expected heterozygosity varies from 0.097 to 0.938 (mean 0.663), 

and 0.122 to 0.922 (mean 0.701), respectively. The polymorphism information content (PIC) ranges from 0.118 to 0.897 

(mean 0.655). Only two microsatellite loci are deviated from the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) after the Bonferroni 

correction, while the other 47 loci are consistent with HWE and no linkage disequilibrium was detected among these 47 

loci. The results show that most of the microsatellite markers are highly polymorphic, and contained abundant genetic 

information. These polymorphic microsatellite markers provide abundant and various effective molecular markers to assess 

the population genetic resources. In addition, as shown in cross-species amplification, 43 microsatellite markers could be 

successfully amplified in nine species of family Sparidae. Among them, 28 are transferable in Acanthopagrus pacificus, 

Acanthopagrus latus, and Acanthopagrus australis; 2 are transferable in Rhabdosargus sarba, Pagrus caeruleostictus, 

Pagrus major, Evynnis cardinalis, and Dentex hypselosomus. The transferable markers provide new analytical tools for 

elucidating phylogenetic relationships among species and genus of the family Sparidae, and for understanding the 

population genetic of Acanthopagrus species in the future. 

Key words    Acanthopagrus schlegelii;  SLAF-seq technology;  microsatellite markers;  cross-species amplification 


