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摘要    对均一化转录组测序获得的 47604 个曼氏无针乌贼的微卫星序列进行分析, 结果表明, 乌

贼转录组中微卫星位点丰富, 每 1402nt 的 EST 中就有一段不小于 12nt 长度的微卫星序列。单碱基

重复是 EST微卫星序列的主要形式(38.69%), 其次依次为三碱基(31.14%)、二碱基(26.35%)、四碱基

(3.29%)、五碱基(0.38%)、六碱基(0.14%)重复, 短序列类型占微卫星总量的 96.18%。同碱基类型的

微卫星序列组成又存在差异 , AC(54.51%)和 AG(31.22%)是最常见的二碱基重复序列 ; 而

AGC(16.37%)和 AAC(14.06%)是最常见的三碱基重复序列。通过引物设计和体系优化, 共筛选到了

24对多态性微卫星位点, 对来自福建漳州海域的 35只野生曼氏无针乌贼(Sepiella japonica)个体进行

群体遗传学检测, 结果表明, 每个位点检测到的等位基因数 3—10 个不等(均值 5.9 个); 平均杂合度

观测值(Ho)和期望值(He)分别为 0.518 和 0.681。除 2 个位点外所有位点的多态信息含量(PIC)都大于

0.5。Hardy-Weinberg平衡检测表明, 仅 4个位点有显著偏离(P<0.05), 未检测到连锁不平衡现象。这

表明转录组高通量测序技术适于乌贼微卫星位点的开发, 获得的 SSR标记可用于今后乌贼资源遗传

评估和科学有效管理过程。 
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曼氏无针乌贼(Sepiella japonica)属软体动物门、

头足纲、十腕目、乌贼科、无针乌贼属种类, 是我国

重要的海洋渔业资源之一, 20世纪 70年代, 我国曼氏

无针乌贼年产量曾达 6 万多吨, 是我国著名的“四大

海产”之一(董正之, 1988)。但自 20世纪 80年代以来, 

由于过渡捕捞或海域环境的破坏 , 其资源量严重衰

退, 几近枯竭的边缘(Lü et al, 2016)。为了恢复我国曼

氏无针乌贼的渔业资源和产量 , 近年来我国陆续攻

克了其规模化苗种繁育和养殖技术 , 人工养殖已在

国内沿海省份悄然兴起 , 而其人工增殖放流更是在

国内得到迅猛开展 , 并取得显著成效 (Jiang et al, 

2014; Yan et al, 2016)。然而, 为更好地开展曼氏无针

乌贼的繁养及增殖养护工作 , 迫切需要对其现有种

群的种质状况和遗传组成进行精确的了解。 

微卫星标记技术是研究物种种质状况和遗传组

成的重要方法 , 由于其高度多态性和共显性等优势

而被广泛运用于物种的群体遗传结构 (An et al, 

2014)、种质状况评估(Lü et al, 2013)及遗传改良研究

中(Fuji et al, 2007)。近年来, 有关曼氏无针乌贼微卫

星标记的开发已有少量相关报道(Wu et al, 2010; Guo 
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et al, 2013), 但仍需要开发出更多的微卫星标记用于

其种质和遗传组成的评估 , 同时以往的研究均以

DNA建库和探针杂交富集法进行微卫星的筛选(Zane 

et al, 2002), 但该方法不仅费时、费力, 而且需要预

先对物种的基因组信息有较好的了解 (Wang et al, 

2012)。近年来, 基于二代高通量测序的出现为快速、

高效的进行微卫星的开发提供了可能(Csencsics et al, 

2010), 该技术可通过一次高通量的测序产生海量的

微卫星序列 , 因而被广泛运用于许多非模式动植物

的微卫星开发中(Yu et al, 2011; Zhu et al, 2012)。特别

是转录组高通量测序技术, 由于成本低, 微卫星序列

检出率高, 因而被广泛运用于包括鱼类(Teacher et al, 

2012)、虾蟹类(Ma et al, 2014)、贝类(Patnaik et al, 

2016)等水生生物的微卫星标记开发中, 目前采用高

通量测序进行乌贼等头足类动物的微卫星标记开发

还未见相关报道 , 本研究拟采用转录组测序技术从

海量的 EST 序列中筛选微卫星序列, 分析其序列组

成和特征 , 开发多态性较强的微卫星位点用于其种

群遗传变异分析 , 相关研究成果将为今后我国曼氏

无针乌贼资源科学合理保护和开发奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

用于转录组 de novo高通量测序分析的曼氏无针

乌贼(Sepiella japonica)鲜活样品取自浙江省海洋水

产研究所西闪养殖基地。活体解剖后取肌肉、肝脏、

鳃、脑、性腺等组织, 迅速放入液氮中冷冻保存备用。

用于多态微卫星位点分离与鉴定及群体遗传多态度检

测的曼氏无针乌贼样本取自福建漳州海域的自然群体, 

共计 35只, 取肌肉组织用 70%的酒精保存备用。 

1.2  方法 

1.2.1  转录组 EST 微卫星序列获取    曼氏无针乌

贼组织 RNA的提取、cDNA文库的构建参照 Teacher

等(2012)的方法进行。构建好的 cDNA 文库在 CBot

上进行簇生成反应(TruSeq PE Cluster Kit V3-cBot-HS, 

Illumina)后, 采用 Illumina Hiseq 2000高通量测序平

台(TruSeq SBS KIT-HS V3, Illumina) 进行双末端测

序, 由深圳华大基因科技有限公司完成。获得的 clean 

reads 进行 De novo 序列拼接和组装, 采用 MISA 软

件对拼接得到的序列进行微卫星的搜索, SSR位点确

认设置条件为单碱基类型重复至少 12次, 2碱基类型

重复至少 6 次, 3、4碱基类型重复至少 5次, 6碱基以

上类型重复至少 4次。对转录组EST微卫星的类型, 各

微卫星类型比例及序列特征等进行分析和统计。 

1.2.2  多态微卫星位点分离与鉴定    选取二、三碱

基重复单元为主的微卫星序列, 采用 primer3 设计微

卫星引物 , 引物合成由上海英俊生物技术有限公司

完成。微卫星位点分离时 DNA的提取采用传统的酚、

氯仿抽提法; PCR 扩增采用 25μL 的反应体系, 内含

50ng基因组 DNA, 1×buffer (Promega, USA), 2mmol/L 

MgCl2, 0.2mmol/L dNTPs, 0.2μmol/L各引物和 1U Taq

酶(Promega, USA)。反应程序条件为 94℃预变性 5min;  

94℃变性 1min, 50—65℃退火 1min, 72℃延伸 1min, 

35 个循环 ; 72℃延伸 10min, 各引物退火条件在

50—65℃范围内进行优化。利用 10 个个体进行多态

性标记的检测 , PCR 产物采用毛细管电泳检测 , 用

Genemapper 3.5 (Applied Biosystem)分析产物长度。 

1.2.3  群体遗传多态度检测与统计    采用筛选出

的多态性微卫星引物对采自福建漳州天然海域的 35

只曼氏无针乌贼进行 SSR扩增, 产物经电泳、分型后, 

采用 ARLEQUIN3.5.1.3 (Excoffier et al, 2010)软件统

计位点等位基因数(NA)、观测杂合度(Ho)、预期杂合

度(He)、多态信息含量(PIC)等遗传变异参数。采用

CERVUS3.0.3 (Marshall et al, 1998)和 GENEPOP 

4.0.10 (Raymond et al, 1995)检测各位点等位基因分

布是否符合 Hardy-Weinberg 平衡(HWE)及各位点是

否存在连锁不平衡。 

2  结果 

2.1  曼氏无针乌贼转录组 EST中微卫星的序列特征 

采用 Illumina 测序和 De novo 拼接后共获得了

85674个 Unigene, 总长 66760294nt, 共搜索到 47604

个微卫星序列, 平均每 1402nt的 EST序列中就含有 1

个至少 12nt的微卫星序列, 微卫星分布相当丰富。对

微卫星的组成类型和数量进行分析, 结果表明: 单碱

基重复是曼氏无针乌贼转录组 EST 最主要的微卫星

类型 (38.69%); 其次为三碱基 (31.14%)和二碱基

(26.35%)重复类型, 上述三种短序列重复类型占微卫

星总量的 96.18%。而长序列类型微卫星相对占比很

低, 四碱基(3.29%)、五碱基(0.38%)、六碱基(0.14%)

的重复类型总和只占微卫星总量的 3.82%, 如图 1 所

示。各碱基类型的微卫星中, 不同序列组成的微卫星

数量迥异。如图 2所示, 二碱基类型中, AC(54.51%)

和 AG(31.22%)是最常见的二碱基重复形式, 两者在

二碱基类型中的占比达 85.73%; 而 CG(0.10%)的重

复形式最少, 较低频率的 GC类型可能与胞嘧啶易甲 
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图 1  曼氏无针乌贼转录组 EST中 1-6碱基类型微卫星的

组成 
Fig.1  The percentages of mono-, di-, tri-, tetra-, quad-, penta-, 

and hexa-nucleotide repeats in SSR motif sequences in S. 
japonica transcriptome EST 

 
基化 ,  使其因脱氨基作用而变成胸腺嘧啶有关

(Schorderet et al, 1992)。而三碱基类型中各碱基组成 

形式差异相对较小, AGC(16.37%)和 AAC(14.06%)是

最常见的三碱基重复形式 , 其次为 ATC(13.72%)、

ACC(13.07%)、AAT(10.67%)、ACT(10.27%)、AGG 

(9.62%)、AAG(9.52%),而 ACG(1.99%)和 CCG(0.72%)

类型则最少。 

各碱基类型的微卫星在重复次数变异上也存在

巨大差别。如表 1所示, 二碱基类型中重复次数变异

6—11 次不等, 而三碱基类型的重复次数变异范围为

5—8 次; 四碱基和五碱基类型的重复次数仅 5—6 次

和 4—5 次; 六碱基类型中未发现有重复次数的变异, 

均为重复 4次, 表明各碱基类型随着碱基数的增加存

在的变异也逐渐减少。同时, 转录组中微卫星均以最

低重复数的序列最多, 如在二碱基类型中, 最低重复

数 6 的微卫星数量最多 , 占所有二碱基类型的

35.04%。三碱基类型中, 最低重复数 5的微卫星数量

最多, 占所有三碱基类型的 53.85%。随着重复数的增

加, 相应微卫星的数量逐级减少。 

 

图 2  曼氏无针乌贼转录组 EST中二、三碱基类型微卫星的序列组成情况 
Fig.2  Observed counts of identified microsatellite loci for different repeat sequence motifs of di- and trinucleotide repeats in S. 

japonica transcriptome EST 
 

2.2  曼氏无针乌贼多态微卫星位点的分离及多态性

分析 

共筛选了 121对二、三碱基类型为主的微卫星引

物, 仅 65 对引物能稳定扩增出清晰、可辨的微卫星

条带, 其中具多态位点的微卫星数达 24 对。采用 24

对微卫星多态位点对采自福建漳州海域的 35 只曼氏

无针乌贼个体进行遗传变异和多态性检测 , 结果如

表 2所示: 24对引物共扩增得到 142个等位基因, 每

个位点的等位基因数(Na)3—10 不等, 平均 5.92 个等

位基因。杂合度观测值(Ho)在 0.030—0.857 之间, 均

值为 0.518, 杂合度预期值(He)在 0.420—0.826 之间, 

均值为 0.681。多态信息含量(PIC)在 0.3863—0.8728

之间。除位点 CL2235-2 (PIC=0.3863)、CL899(0.4009)

外, 所有位点的 PIC 值都大于 0.5, 显示了较高的多

态性。二、三碱基类型微卫星相比, 二碱基微卫星标

记的多态性无论是位点等位基因数(Na)、杂合度(He)、

多态信息含量(PIC)等参数都明显比三碱基高, 并且

在 He和 PIC上的差异达到显著(P<0.05)。不同重复次

数的微卫星相比 , 重复次数越高的微卫星其多态性

也越高 , 但仅在位点等位基因数(Na)差异上达到显 
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表 1  曼氏无针乌贼转录组 EST 中各种微卫星类型的重

复数变异 
Tab.1  The repeating number of di-, tri-, quad-, penta-, and 
hexa-nucleotide repeats in SSR motif sequences in S. japonica 

transcriptome EST 

重复数 二碱基 三碱基 四碱基 五碱基 六碱基

4 0 0 0 85 33 

5 0 3948 713 4 0 

6 2174 1934 61 0 0 

7 1292 1281 0 0 0 

8 921 169 0 0 0 

9 866 0 0 0 0 

10 665 0 0 0 0 

11 278 0 0 0 0 

12 8 0 0 0 0 

总数 6204 7332 774 89 33 

     
著水平(P<0.05), 如表 3所示。经检测, 有 4个位点明

显偏离 Hardy-Weinberg 平衡(P<0.05); 经连锁不平衡

检测 , 所有位点均未检测到明点的连锁不平衡现象

(P>0.05)。 

3  讨论 

从本研究的结果可以看出 , 基于转录组的高通

量测序是非常快速、高效的海洋头足类微卫星分离方

法。本研究之前, 仅有约 25 对曼氏无针乌贼的微卫

星标记被成功开发(Wu et al, 2010; Guo et al, 2013), 

而利用 de novo转录组高通量测序技术, 我们共获得

了 85674个 Ungene, 基因序列总长 66760294nt, 共搜

索到 47604 个微卫星序列, 平均每 1402nt 的 EST 就

有一个不少于 12nt 的微卫星序列。大部分序列都含

有完整的适于微卫星引物设计的两翼序列 , 并可用

于今后的微卫星标记大规模开发中 , 这些微卫星序

列几乎是之前采用 DNA 建库和探针杂交富集法获得

的微卫星序列的上千倍。这也许就是为什么近年来高

通量测序技术越来越多地被用于微卫星标记开发之

中的原因。 

除快速、高效之外, 高通量测序技术还提供了传

统方法无法提供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、设计引物, 更快速地筛选高多态性的微卫星

标记提供了良好的基础。如由研究结果可知, 一、二、

三碱基是最主要基因组微卫星碱基类型, 四、五、六

碱基则相对稀少; 呈现出随着碱基数量的增加, 微卫

星数量逐步减少的现象 , 这与已知的许多真核生物

的基因组微卫星组成情况类似(Chistiakov et al, 2006; 

Zhu et al, 2012), 这就提示我们在曼氏无针乌贼微卫

星标记规模化开发时, 二、三碱基的微卫星类型可能

是最主要的筛选对象。同时二、三碱基的微卫星类型

相比, 二碱基微卫星的重复次数从 6—12共 7种类型, 

而三碱基微卫星的重复次数仅 5—8 共 4 种类型, 二

碱基比三碱基微卫星具有更多的变异类型 , 暗示二

碱基也可能比三碱基微卫星标记具有更高的多态性, 

而该结果也得到了后续实验结果的证实 , 二碱基微

卫星无论在 He和 PIC 上都显著高于三碱基(P<0.05), 

这也提示为了更有效地筛选多态性微卫星标记 , 二

碱基类型将是首选的筛选对象。另外, 不同重复次数

的微卫星相比 , 重复次数越高的微卫星其多态性也

越高, 如图 2所示。该结果与前人在哺乳动物包括人

类中的研究结果相似(Kelkar et al, 2008), 这也告诉

我们, 在曼氏无针乌贼的微卫星开发中, 选择重复次

数高的微卫星将是提高微卫星多态性的有效方法。 

本研究共筛选出 24 对多态性的微卫星位点, 并

用于检测来自福建漳州的曼氏无针乌贼自然群体的

遗传多态性。结果表明, 漳州曼氏无针乌贼自然群体

仍存在较高的遗传多样性。24 个位点的等位基因数

(NA)3—10 不等, 平均 5.92 个等位基因。杂合度观测

值 (Ho)在 0.030—0.857 之间 , 杂合度预期值 (He)在

0.420—0.826 之间, 多态信息含量(PIC)在 0.3863— 

0.8728 之间。该结果与 Guo 等(2013)以 DNA 测序为

基础的生物素磁珠法开发的微卫星标记多态性大致

相当, 而略低于 Wu 等(2010)以尼龙膜杂交法开发的

微卫星标记的多态性。但应该指出的是 Guo等(2013)

研究的群体是福建宁德的自然群体 , 与本研究的福

建漳州自然群体所处海区接近, 而 Wu 等(2010)研究

的群体为广东湛江群体。该结果说明, 采用转录组测

序技术获得的微卫星多态性也可与 DNA 测序获得的

微卫星多态性相当 , 而与过去认为的编码区域的微

卫星多态性一般较非编码区域的微卫星多态性低的

看法相异(Mochmann et al, 2004; Pearson et al, 2005), 

而与Kelkar等(2008)哺乳动物如人与大猩猩中的结果

类似。因此该结果再一次说明转录组测序技术是一种

高效快捷的微卫星标记开发方法。经检测 24 个微卫

星位点无明显的连锁不平衡现象(P>0.05), 仅 4 个显

著偏离 Hardy-Weinberg 平衡(P<0.05), 这些新开发的

多态性微卫星位点可为今后曼氏无针乌贼渔业资源

的科学管理和保护提供有力的遗传学评估手段。 
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表 2  曼氏无针乌贼 24 对微卫星多态位点特征 
Tab.2  Characteristics of 24 microsatellite loci developed for S. japonica 

位点 重复序列 引物序列(5′—3′) Ta(℃) Na (范围) Ho He PHWE PIC GenBank登录号

CL168 (AAC)6 
F: ACAATCAACGGCTGTAAAGTCA 
R: GACTATGGTTTGGATTTGGCAT 

55 3(172-178) 0.647 0.599 0.633 0.5219 KU306816 

CL218 (TA)6 
F: CCTGGTTCACAACAACATTTTC 
R: CAAAGACAGGACACGACCAATA 

55 5(194-208) 0.030 0.757 0.000* 0.7128 KU306820 

CL2235-2 (CAC)5 
F: CGAGATTCTGTACAAGGCTC 
R: GGAATTGTGGCAGAAAGACT 

58 5(201-216) 0.382 0.620 0.908 0.3863 KU306831 

CL227 (TTC)5 
F:  TGTCATTTCTGATTCGTCATCC 
R: GATCCAGCAACAATGGACTTG 

55 5(211-229) 0.686 0.620 0.765 0.5656 KU306817 

CL259 (CT)7 
F: CTGTGTTTGAGCACGAATTAGG 
R: CAACAGGTAGGTCTTGTGCAAC 

55 7(193-207) 0.771 0.826 0.8025 0.8189 KU306827 

CL2635 (TG)8 
F: TAGACTTGTATGGGTGGGTG 
R: TAAATCCACTGCCTGCTTTC 

61 6(202-220) 0.143 0.591 0.000* 0.5217 KU306829 

CL334 (AC)6 
F: CTCACTGGCACTTCTTGTCTTA 
R: ATGTACTTAGAGGAGGAAACGTATG

55 4(198-208) 0.857 0.693 0.069 0.6317 KU306821 

CL3354 
(CTG)5… 

(TGC)5 
F: CCTCGGCTTCTGATGAAAAT 
R: AGCCTTACTTCTGCAACATG 

55 6(213-228) 0.485 0.699 0.071 0.6550 KU306828 

CL402 (CTG)6 
F: CATGGGTGACAGAGGACATAAA 
R: GGCACGAACAGAACATGAAAT 

55 5(218-230) 0.571 0.602 0.813 0.5450 KU306818 

CL416 (GT)11 
F: CTCACGTACCAAGACTCCATACC 
R: TTGCACCAGAATCAAATGAGAG 

55 8(162-182) 0.486 0.767 0.000* 0.7347 KU306822 

CL5062-1 (TGT)7 
F: GGTGGTGAGCTAACATGTTT 
R: CAACGGAATATTGCCGAAGA 

55 6(174-189) 0.457 0.579 0.169 0.5448 KU306832 

CL5062-2 
(ATG)6… 
(TGC)5 

F: GCATCCCTTTGTCTGTCTTT 
R: GTCAATTCGGTGGCCTATAC 

52 5(203-215) 0.500 0.626 0.050 0.5848 KU306832 

CL529 (GA)6 
F: ATAGAACGTGGTGGGAGAGAAA 
R:  TCCTTTTGTGTGTTTGTGGTTC 

56 7(192-214) 0.429 0.660 0.643 0.6004 KU306819 

CL662-2 (GTA)6 
F: GCTGTTTAGGAGTAGCACTG 
R: CGGCTACTCATCAAAGACTG 

55 7(194-212) 0.543 0.722 0.242 0.6782 KU306830 

CL885 (GA)8 
F: CCTTGTACAACTGCCACATT 
R: CAGCTGCCCAAAATATCTGT 

55 8(196-214) 0.514 0.579 0.246 0.5574 KU306825 

CL899 (AAT)6 
F: ATCCAAGTCTTCTGCCTGAT 
R: CCATGTAACGATTCTCCCAC 

55 6(188-203) 0.382 0.420 0.112 0.4009 KU306824 

CL904 (AT)8 
F: TCTAGGCCTGTGGTTAATGT 
R: TGATCGTTACTTGATGGCAG 

55 8(222-236) 0.486 0.752 0.058 0.7136 KU306823 

CL933 (CCT)6 
F: CTGGGACGGGCAAATAAATT 
R: GTCTGAGGTTAGAGTCTGCT 

60 8(182-206) 0.600 0.702 0.051 0.6658 KU306826 

CL38 ACC*5 F: CAAATTCCTCTGCATTGGGA 55 4(154-163) 0.571 0.689 0.089 0.6371 KX839253 

  R: GAGTAAAGAAGGCAGGGTTG        

CL1360 CT*8 F: TCTCTCCCACACCAATATCC 55 10(190-208) 0.314 0.884 0.000* 0.8728 KX839254 

  R: GTTACCGTTCTGATGTCTGG        

CL327 TA*6 F: ACAGCATCTTCTGGTAAGCCAT 58 5(156-164) 0.571 0.749 0.111 0.7050 KX839255 

  R: TAGTCCTGTCACCACAGTTATGC        

CL710 CTC*5 F: GGTCGTTATCCATTTGGTCATT 55 5(184-198) 0.857 0.738 0.085 0.6945 KX839256 

  R:AAAGAAGAAGGAGAGGAGGAGG        

CL7421 CA*7…CA*7 
F:TACACGTCCTAGAGAGCCTA 
R: TAATACCGCCTCACTCTCTC 

55 4(180-186) 0.543 0.729 0.061 0.6793 KX839257 

CL357 GGT*5 F: CGTTCCTCATGTCTTCCTCTTC 55 5(186-208) 0.600 0.743 0.058 0.6971 KX839258 

  R: AAGCAACTGGAATTGGCTCTTA        

注: Na为位点等位基因数; Ho为杂合度观测值; He为杂合度预期值；PHWE为 Hardy-Weinberg平衡显著性 P值; PIC为多态信息含量; Ta为
PCR退火温度; *代表显著偏离 Hardy-Weinberg平衡的位点 
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表 3  不同碱基数和重复次数对微卫星多态性的影响 
Tab.3  The influence of repeat motif and repeat number on the polymorphic level of microsatellite markers 

碱基数 Na Ho He PIC 

二碱基 6.55 0.47 0.73a 0.69a 

三碱基 5.38 0.56 0.64b 0.58b 

重复数 Na Ho He PIC 

5次 5.00a 0.60 0.68 0.61 

6次 5.50b 0.51 0.65 0.60 

7次以上 7.13c 0.46 0.71 0.68 

注: Na为位点等位基因数; Ho为杂合度观测值; He为杂合度预期值; PIC为多态信息含量; 表中同列数值右上角字母不同的代表有显著性差

异(P<0.05)  

 

4  结论 

本研究的结果表明 , 基于转录组的高通量测序

技术是海洋头足类微卫星标记高效开发的理想方法。

与传统的 DNA 建库和探针杂交富集法开发微卫星标

记相比, 其不仅快速、高效, 而且开发的微卫星多态

性也与传统方法相当。本研究筛选出的 24 对多态性

微卫星位点可用于今后乌贼资源遗传评估和科学有

效管理过程。 
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ISOLATION AND ANALYSIS ON EST MICROSATELLITES OF SEPIELLA JAPONICA 
BY DE NOVO HIGH-THROUGHPUT TRANSCRIPTOME SEQUENCING 

LÜ Zhen-Ming1,  HOU Long1,  GONG Li1,  LIU Li-Qin1,  CHEN Yong-Jiu1,  GUO Bao-Ying1,   
DONG Ying-Hui2,  WU Chang-Wen1 

(1. National and Provincial Joint Laboratory of Exploration and Utilization of Marine Aquatic Genetic Resources, Zhejiang Ocean 
University, Zhoushan 316022, China; 2. Zhejiang Key Laboratory of Aquatic Germplasm Resources, Zhejiang Wanli University, Ningbo 

315100, China) 

Abstract    A total of 47604 microsatellite sequences from Sepiella japonica transcriptome was obtained and analyzed 

by next-generation sequencing. The results show that there were abundant SSR sequences in transcriptome of S. japonica 

and, in average, 1402nt EST sequence would contain a SSR in length of no less than 12 nucleotides. The mono-nucleotides 

SSR is the main type of microsatellites (38.69%), followed by tri-nucleotide (31.14%), di-nucleotide (26.35%), 

quad-nucleotide (3.29%), penta-nucleotide (0.38%), and hexa-nucleotide (0.14%) microsatellites. The shorter repeats 

accounted for 96.18% of the total quantity of the microsatellite sequences. Among di-nucleotide repeats, AC (54.51%) and 

AG (31.22%) were most common, while among tri- nucleotide repeats, AGC (16.37%) and AAC (14.06%) were most 

frequent. Twenty-four polymorphic microsatellites were isolated and tested in 35 cuttlefish individuals collected from a 

natural population in Zhangzhou sea area, Fujian province. The results show that the number of alleles per locus ranged 

from 3 to 10 and the mean allelic richness was 5.9; the mean observed heterozygosities (Ho) and expected heterozygosities 

(He) were 0.518 and 0.681, respectively. The polymorphic information content (PIC) values of all loci, except for two, were 

above 0.5. A Hardy-Weinberg equilibrium test revealed significant deviation in 4 of the 24 microsatellite loci after 

sequential Bonferroni corrections (P<0.05). Linkage disequilibrium was not observed between any pair of loci, indicating 

that the markers were independent. Therefore, this microsatellite isolation method is cost and time effective in comparison 

to traditional approaches. The SSR markers isolated will be useful in future’s genetic evaluation process of this species, 

which is essential for a sound management of cuttlefish fishery resources. 

Key words    Sepiella japonica;  transcriptome;  EST sequence;  microsatellites 
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