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黄口荔枝螺转录组数据的微卫星标记开发与分析 
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摘要: 以黄口荔枝螺转录组测序所得到的拼接序列为基础, 利用 MISA 软件进行微卫星分析, 利用

Primer5.0 设计引物 160 对。结果显示, 83 对引物能够成功扩增, 引物在黄口荔枝螺渔山列岛群体多态

性检测中发现, 37 个 SSR 位点能够表现出多态性, 一共获得了 129 个等位基因, 各位点等位基因数为

2~5 个, 平均每个位点等位基因数为 3.49 个, 观测杂合度 Ho, 期望杂合度 He, 多态信息含量 PIC 范围

分别介于 0.000~0.800、0.146~0.645、0.139~0.573 之间, 有 9 个表现为高度多态, 20 个表现为中度多态, 

8 个表现为低度多态。实验结果进行 Hardy-Weinberg 平衡检测后, 利用 Bonferroni correction 法进行校

正, 有 29 个位点显著偏离, 结果表明渔山列岛黄口荔枝螺群体总体遗传多样性水平较低。  
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黄口荔枝螺(Thais luteostoma)隶属软体动物门

骨螺科、荔枝螺属, 被称为“黄螺”, 是一种生活在潮

间带低潮区, 水深为 20 m的岩礁或者砾石之间的广

温、广盐性软体动物[1]。主要分布在我国南北沿海岸

地区, 以一些行动迟缓的小型腹足类, 以及牡蛎、藤

壶和苔藓虫等双壳贝类为食; 黄口荔枝螺的壳具有

药用价值 , 并且肉质又十分鲜美 , 是一种具有较高

经济价值的贝类[2]。不过近年来, 由于沿海渔民滥采

捕捞以及海洋污染不断加剧, 加之螺种资源又得不

到有效保护, 导致黄口荔枝螺在许多沿海地区已经

销声匿迹。目前, 关于黄口荔枝螺的研究报道主要集

中在毒性、营养成分、性畸变、齿舌、群体遗传结

构等方面[3-7], 而关于黄口荔枝螺微卫星分子标记的

研究尚未见报道。 

微卫星标记又被称为简单重复序列(simple se-

quence repeat, SSR), 具有多态性丰富、共显性遗传、

重复性好和操作分析简单等优点, 已被广泛应用于

种群遗传多样性评价、遗传连锁图谱构建、分子标

记辅助育种等各个领域[8]。目前在海洋贝类中, SSR

标记已在太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)[9-10]、栉孔扇

贝(Chlamys farreri)[11-12]、文蛤(Meretrixmeretrix)[13-15]、缢

蛏 (Sinonovacula constricta)[16] 、 泥 蚶 (Tegillarca 

granosa)[17]中等得到开发和分析。本研究在黄口荔枝

螺转录组文库的基础上, 分析 SSR 位点的信息, 并

设计 SSR 引物, 为黄口荔枝螺遗传多样性分析、种

群鉴定以及种质资源保护提供较为有力的工具。 

1  材料和方法 

1.1  实验样品采集与 DNA 的提取 

实验样品为野生群体, 采自浙江宁波渔山列岛

(28°53.3′N, 122°16.5′E), 采样结束, 活体直接运回实

验室 , 对所取样本进行测量 , 得到样本平均壳高为

23.06 mm, 平均壳宽 16.98mm, 随机取其中 30枚个

体进行解剖, 取其腹足保存在–20℃冰箱中备用。采

用酚-氯仿法提取基因组 DNA, 用 1%琼脂糖凝胶电

泳检测 DNA 的质量, 紫外分光光度计检测 DNA 的

纯度与浓度, 调节 DNA 浓度最终为 100 ng/μL, 用于

之后实验 PCR扩增。 

1.2  微卫星序列的来源及引物设计与合成 

根据黄口荔枝螺转录组测序得到的 EST序列(测

序全部由北京百迈克公司完成), 利用 MISA 软件进

行 SSR 分析, 设置条件为二碱基重复数至少为 6 次, 

三碱基重复数至少为 5次, 四碱基重复数至少为 4次, 
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五碱基和六碱基重复数至少为 3 次。利用软件

Primer5.0 完成引物设计, 设计了 160 对引物, 引物

设计标准为 : 引物长度在 18~24 bp, GC%含量在

40%~60%, 上下游引物 Tm 相差≤2℃, 引物 5′和 3′

端距微卫星片段的起始位置和结束位置的长度不小

于 15 bp, 产物长度 100~300 bp。设计的引物由上海

生工合成(表 1) 。 

 
表 1  SSR 分析统计表 
Tab.1  SSR analysis statistics 

SSR的类型 样本 SSR的类型 样本

包含 SSR的序列数目 4573 三碱基重复 1254

包含 1个以上 SSR的

序列数目 
2109 四碱基重复 SSR 169

以复合物形式存在的

SSR数目 
791 五碱基重复 12

单碱基重复 4373 1-5 碱基型 SSR总数 8202

双碱基重复 2394   

  

1.3  黄口荔枝螺微卫星的筛选及 PCR 扩增 

随机取 8个黄口荔枝螺个体的 DNA混成一个基

因池, 稀释到最终浓度为 100 ng/μL, 在 Eppendorf 

梯度 PCR 仪上进行微卫星引物的初步筛选及反应体

系优化。PCR反应体系包括: 10×Buffer 2 μL, dNTPs 

1.6 μL, Primer F(10 mmol/L)0.5 μL, Primer R 
(10 mmol/L) 0.5 μL, r Taq (TaKaRa)0.2 μL, DNA 1.0 μL, 加

蒸馏水至 20 μL。PCR 程序为 : 95℃预变性 5min, 

95℃变性 40 s, Tm(根据不同引物而定)退火45 s, 72℃延

伸 45 s, 共 30个循环, 72℃延伸 7min, 4℃保存。PCR

产物用 8%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测, 电泳时

间为 3~4 h, 缓冲液为 1×TBE, 电压为 180V, EB染色, 

凝胶成像系统(Bio-rad)拍照 , 最后根据电泳图结果

来确定不同引物的 Tm。 

1.4  黄口荔枝螺微卫星位点分析 

利用筛选出有扩增条带的引物对渔山列岛黄口

荔枝螺 30 个个体进行微卫星标记多态性检测, 群体

扩增结果统计时, 将每个位点所有条带按照片段从

小到大依次命名为 A, B, C, …, 即为等位基因, 并按

照每个个体的带型统计出基因型 , 使用软件

CERVUS 3.0计算等位基因数(Na)、期望杂合度(He)、

观测杂合度(Ho)和多态信息含量(PIC); 用GENEPOP

在线软件计算 Hardy-Weinberg 平衡, 用 Bonferroni 

correction对结果进行校正。 

2  结果 

2.1  转录组微卫星的分析 

利用 MISA 软件, 将拼接后得到的黄口荔枝螺

序列进行微卫星标记分析, 结果见表 1。 

2.2  黄口荔枝螺微卫星位点的筛选结果 

从初筛的 160对引物中, 83对引物能够获得清晰

条带; 在黄口荔枝螺群体进行多态性检测, 其中 37

条引物的扩增产物具有多态性, 多态率为 44.6%, 图

1为部分引物在群体中扩增的条带。在 37对引物中, 

最多的为三碱基重复类型, 达到 22对, 占 59.6%; 其

次是四碱基重复类型, 有 12对, 占 32.4%; 最少的为

二碱基重复类型, 只有 3对。 

 

图 1  TL33位点在黄口荔枝螺渔山列岛群体部分个体中扩增的电泳图谱 

Fig.1  Amplified allete of loci TL33 in partial Yushan Island population of Thais luteostoma 
 

2.3  黄口荔枝螺遗传多样性分析 

37个微卫星位点在黄口荔枝螺 30个个体中进行

扩增, 共获得 129 个等位基因。EST-SSRs 的等位基

因数介于 2~5, 平均等位基因数为 3.49, TL02、TL06、

TL08、TL13、TL16、TL18、TL19、TL35 位 

点都获得 5个等位基因, 等位基因数最多, 而 TL03、

TL05、TL12、TL17、TL27、TL28、TL30、TL34位

点都只得到 2个等位基因, 等位基因数最少; PIC值

是衡量群体变异程度的重要参数[18]。24 个多态位点

的 PIC值介于 0.139~0.573, 平均值为 0.344, 观测杂

合 度 与 期 望 杂 合 度 分 别 介 于 0.000~0.800 和

0.146~0.645, 平均值为 0.228和 0.393(见表 2)。 
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筛选出来的黄口荔枝螺微卫星位点经 Hardy- 

Weinberg平衡检验, Bonferroni correction法校正后发

现除 TL04、TL07、TL17、TL18、TL22、TL24、TL29、

TL30 之外(P>0.05/30), 其余位点均有不同程度的偏

离 Hardy-Weinberg平衡。 

3  讨论 

黄口荔枝螺转录组中 SSR出现频率不仅比较高, 

而且密度大, 类型也较为丰富。转录组测序共获得

114832条 unigene 序列, 在 7412 条 unigene中发现

8202个 SSR位点, 发生频率为 6.45%。转录组中 SSR

以一核苷酸、二核苷酸和三核苷酸重复为主, 占 SSR

总数 97.79%, 四、五核苷酸相对少, 只占 2.21%(表

1)。多态性筛选中, 统计得到以 GCA 为核心序列的

位点有 3 个, 以 GCT 为核心序列的位点有 3 个, 三

碱基重复序列具有相对高的多态性, 一共得到 78 个

等位基因, 占 60.5%(表 2), 这也为后续黄口荔枝螺

重复序列筛选以及进一步了解其基因组特性提供了

参考。随着不断深入分析黄口荔枝螺转录组平台数

据, 将有更多与个体生长功能基因相关的微卫星位

点会被发掘出来, 这在其他水产动物中已有报道。张

曼等[19]l 利用 19 个微卫星位点分析虾夷扇贝群体的

遗传结构并筛选了与虾夷扇贝生长相关的标记; 吴

滟等[20] 采用 30 个微卫星标记分析同池养殖的长江

水系中华绒螯蟹群体, 筛选出生长性状(体重、体长

和体宽)相关的分子标记。在将来随着黄口荔枝螺微

卫星位点的不断开发, 可以为黄口荔枝螺个体生长

功能基因筛选奠定必要的基础。 

多态性信息含量(PIC) 和杂合度是 2 个重要遗

传参数, 是衡量群体遗传结构变异程度高低的一种

标准, 其值高低是群体内个体遗传变异程度的反应, 

数值高, 则代表遗传变异大, 具有高的遗传信息, 反

之则遗传变异小, 遗传多样性较差[21]。渔山列岛黄口

荔枝螺在群体遗传多样性分析中有 9 对为高度多态

性基因座 (PIC＞0.5), 20 对为中度多态性基因座

(0.25<PIC<0.5), 说明本实验所开发的微卫星位点在

渔山列岛黄口荔枝螺遗传多样性研究中提供较为有

效的遗传信息。利用微卫星技术所得到荔枝螺各位

点的平均观测杂合度为 0.228, 明显低于安俊庭[22]利

用微卫星标记筛选脉红螺野生群体所得到的平均观

测杂合度(平均值为 0.645), 说明渔山列岛黄口荔枝

螺野生群体相对于其他螺群来说遗传多样性水平较

低。牛东红等[23]利用 8个微卫星位点对浙江和福建 8

个缢蛏群体的遗传多样性进行分析, 得到缢蛏群体

的平均期望杂合度在 0.806~0.875; 束靖等[24]利用 7

个微卫星位点对皱纹盘鲍 5 个养殖群体与 4 个野生

群体的遗传结构进行分析, 得到养殖群体和野生群

体的期望杂合度介于 0.754~0.787和 0.821~0.866。实

验所得到渔山列岛黄口荔枝螺群体的平均期望杂合

度为 0.393, 这说明渔山列岛黄口荔枝螺群体的遗传

变异水平不是很高, 可能是由于渔山列岛是具有生

态隔离特征的岛屿型海洋生态系统, 其生态系统具

有自身脆弱性。由 Hardy-Weinberg平衡定律可知, 当

群体处于平衡状态时, 各个群体中的等位基因分布

频率会处于相对稳定状态, 观测杂合度和期望杂合

度之间没有明显差异。统计分析渔山列岛黄口荔枝

螺群体中的平衡检验概率 P值, 78.4%的群体位点组

合未偏离 Hardy-Weinberg 平衡, 部分位点偏离平衡, 

可能是由于渔山列岛黄口荔枝螺群体受到不同程度

的人为干扰、近交、存在无效等位基因而引起稀有

等位基因丢失而造成杂合子缺失, 也或许是由群体

内自然选择而引起的。 

目前, 黄口荔枝螺微卫星标记尚未开发。本文首

次在黄口荔枝螺上利用转录组测序数据批量筛选

SSR位点, 筛选出清晰扩增条带的微卫星位点 83个, 

其中 37个呈现出不同程度多态性。近些年利用转录

组数据获得含有微卫星的序列, 对海洋双壳贝类遗

传多样性分析已有报道, 如 An等[25]利用 454测序系

统筛选出 22个厚壳贻贝( Mytilus coruscus) SSR位点

并对其进行多态性分析; 闫路路等[26]利用转录组测

序筛选出 40个蛤仔(Ruditapes philippenarum)微卫星

标记。利用黄口荔枝螺转录组数据平台不仅可以提

供大量 EST( expressed sequence tags) 数据, 而且直

接与功能基因密切相关。基于转录组 SSR 的分子标

记不但具有如基因组 SSR 和 EST-SSR 等分子标记

的特点, 而且还具有所得的数据丰富以及通用性好

等优点[27]。相对于利用基因组 SSR和 EST-SSR开发

分子标记 , 由于转录组测序起步时间较晚 , 目前利

用转录组序列开发 SSR 标记的研究相对来说较少。

已经有研究表明, 转录组 SSR 开发所得到分子标记

多态性与扩增效果较好, 用来进行分子标记的开发

比较合适[28]。同时, 由于近些年转录组发展十分迅猛, 

未来将是开发分子标记的一种重要方法。 

本实验以渔山列岛黄口荔枝螺为研究对象, 运

用 SSR 分析可知渔山列岛黄口荔枝螺种群遗传多样

性水平较低, 下一步的工作我们将扩大黄口荔枝螺
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育苗的规模 , 利用放流等人工方法 , 为渔山列岛黄

口荔枝螺及其他海洋生物的合理利用与保护提供可

靠保证。  
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Abstract: Thais luteostoma is one of the most important marine shellfish species, which widely inhabits throughout 

the southern and northern coastal areas in China. In this paper, we developed a series of microsatellite markers us-

ing a transcriptome-based sequencing to provide a foundation for genetic research on Thais luteostoma. We se-

quenced a large number of ESTs and screened 160 potential microsatellites of nucleotide repeats using MISA soft-

ware. We successfully obtained clear reproducible bands for 83 microsatellite loci. These were amplified in 30 wild 

individuals sampled from Yushan Island, Ningbo, Zhejiang province. 37 SSR loci were polymorphic (number of 

alleles per locus ranged from 2 to 5, with an average of 3.49). The observed heterozygosity ranged from 0.000 to 

0.800, while the expected heterozygosity varied from 0.146 to 0.645. Polymorphic information content ranged from 

0.139 to 0.573, and 29 SSR loci deviated from Hardy-Weinberg equilibrium. Among these, 9 loci had a PIC of <0.5, 

so were classified as highly polymorphic, additional 20 loci were moderately polymorphic with PICs ranging from 

0.25 to 0.5. The PIC of 8 loci was <0.25, indicating that these were classified as low polymorphic loci. The results 

show that the genetic diversity of Thais luteostoma is low in Yushan Island. 
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