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基于转录组数据的凡纳滨对虾微卫星标记开发 
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摘要: 对虾遗传多样性和育种研究需要大量的分子标记。作者利用凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)

转录组测序数据, 采用 MISA 软件进行微卫星序列挖掘, 共获得 14 767 条微卫星序列。统计发现在凡

纳滨对虾中微卫星出现的频率为 16.76%; 在所有的微卫星序列中, 2碱基微卫星最多, 占 59.53%; 其次

是 3 碱基微卫星, 占 35.78%。随机选取其中 74 条序列设计引物, 通过 DNA 混池扩增和分型的方法进

行微卫星标记的开发, PCR 扩增的显示有 54 对(72.97%)能扩增出清晰的目的条带, 进一步分型的结果

显示 27 条(36.49%)微卫星显示出多态性, 从这些多态性的微卫星位点中选择 11 个位点在“科海 1 号”

种质库材料中进行个体分型, 结果显示在该群体中微卫星标记的等位基因数目为 2~11 个不等, 期望杂

合度值为 0.256~0.858, 观察杂合度为 0.213~0.875, 多态性信息含量为 0.221~0.830, 在 11 个位点中有 4

个位点显著偏离 HWE (P<0.05)。本研究结果为后续使用微卫星标记进行对虾遗传学研究, 促进对虾的

遗传选育和种质资源保护提供了重要基础。  
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)又称南美白

对虾, 因其具有生长速度快、抗病能力强、饵料蛋白需

求低等突出的养殖特性, 成为中国和世界上最主要的

养殖对虾种类, 占虾类总产量的 85%。然而, 病害频发

和种质退化给对虾养殖造成了巨大经济损失, 通过遗

传改良提高对虾的种质, 培育生长快速、抗性能力强的

优良品种对于对虾养殖业的稳定发展显得尤为迫切。 

在传统的遗传选育基础上, 利用分子标记研究

选育种群的遗传多样性、辅助亲本选择能够有效地

提高选育效率, 尤其是对于如抗病性状等难以进行

表型测定的性状。微卫星(又称简单重复序列, Simple 

Sequence Repeats, SSR)多态性高、稳定性好, 且为共

显性标记, 是一种理想的分子标记。目前, 微卫星标

记技术已被广泛用于遗传图谱构建、家系鉴定、品

种纯度检测以及目标性状基因定位等研究领域[1-4]。

凡纳滨对虾微卫星标记在 1996 年即有报道[5], 最早

批量开发微卫星标记的是Meehan等, 他们通过构建

基因组 DNA文库, 使用探针筛选的方法共得到含有

573个微卫星的 173条序列, 据此设计了 136对微卫

星引物并用于后续的连锁图谱构建[6-7]、家系鉴定[8]

等多方面工作。随着测序技术的发展, NCBI 上凡纳

滨对虾的测序数据显著增多, 利用已有的测序数据, 

特别是大量的 EST 数据, 采用生物信息学方法进行

微卫星发掘成为研究热点, 很多的 EST-SSR 位点被

发现和验证[3, 9-10]。目前已发表的凡纳滨对虾微卫星标

记约有 600 多个, 然而对于具有如此重要经济价值的

物种, 这样少的微卫星标记显然是不相称的。可用遗

传标记的缺乏是影响对虾选育的重要原因之一[11]。 

近年来 , 通过高通量测序 , 很多物种获得了海

量的序列数据, 从这些序列中发掘微卫星标记成为

一种更高效的手段[12-15]。本研究利用已公布的凡纳

滨对虾高通量转录组测序数据库, 通过 de novo组装

的方法构建出凡纳滨对虾转录组参考序列, 运用生

物信息学方法分析凡纳滨对虾转录组 unigenes 中的

SSR 标记, 并验证了开发出的 SSR 标记的多态性, 

这些微卫星位点和开发出的分子标记为后续对虾遗
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传研究提供了很好的基础。 

1  材料与方法 

1.1  数据来源 

转录组数据来源为包括 5 个不同胚胎和幼体发

育时期的凡纳滨对虾转录组测序数据(NCBI 数据库: 

SRR1460493, SRR1460494, SRR1460495, SRR1460504, 
SRR1460505)[16], 测序平台为 HiSeq 2000 (Illumina, 

USA), 共获得 263 300 374 条经过过滤处理的序列, 

总数据量为29.2 Gb。使用Trinity软件(http: //trinityrnaseq. 

sourceforge.net/)对这些经过过滤处理的序列进行混

合拼接形成参考序列。 

1.2  微卫星位点的批量发掘和引物设计 

微卫星序列的定位和识别使用MISA软件(http: // 

pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/)进行, 由于转录组中存

在 polyA和 polyT, 因此使用转录组进行 SSR发掘时

不考虑单碱基重复, MISA参数设置如下: 2-6、3-5、

4-5、5-5、6-5, 复合微卫星标记的最大长度为 100 bp。

MISA 网站同时提供了用于批量转换微卫星两侧序

列的 Perl脚本 p3_in.pl和 p3_out.pl, 利用这两个脚本

将 MISA结果转换成 Primer 3程序可以识别的格式, 

在本地运行 Primer 3批量设计引物。 

1.3  混池方法筛选多态性微卫星位点 

从凡纳滨对虾“科海 1号”核心种质库中取 32尾, 

体长 13~14 cm, 体质量 30~35 g。采用海洋生物基因

组提起试剂盒(Tiangen)提取DNA, 提取的DNA使用

Nanodrop 2000(Thermo Scientific, USA)测量 DNA浓

度后稀释至 100 ng/μL, 每 8个个体的DNA等量混合, 

构建 4个 DNA混池。 

在批量设计的引物中随机选取 74 条 , 采用

TP-M13方法[17]对 4个混池的对虾基因组 DNA进行

微卫星分型 , 为了避免非特异性扩增 , 扩增并分型

在单个个体中同时进行。PCR 扩增上述样品混池和

单个个体 DNA, PCR反应在 20 μL体系中进行, 体系

如下: 模板 DNA(100 ng/μL)2μL, 10× Buffer 2 μL, 

dNTP 0.4 μL, MgCl2 1.2 μL, 正向引物 0.1 μL, 反向

引物 0.4 μL, M13 引物 0.2 μL, Taq(2.5 U/μL)0.25 μL, 

超纯水 13.35 μL。PCR反应程序如下: 94  4 min, ℃ 然

后运行 94  30℃  s, 50~60 30℃  s, 72  30℃  s 38个循环; 

接着运行 94  45℃  s, 45  45s, 72  45℃ ℃  s 12个循环; 

最后 72  5℃  min, 4 ℃终止, PCR扩增产物避光保存。 

将上述 PCR产物使用超纯水稀释 20倍, 之后配

置上机样品缓冲液, 缓冲液由 HiDi 甲酰胺和 ROX 

500 标准品(Applied Biosystems, USA)组成, 两者比

例为 9.85︰0.15。取稀释后的 PCR产物 1 μL与 9 μL

的上机缓冲液混合, 95℃变性 2 min, 立刻置于冰上

以阻止 DNA的复性。然后将加入上机缓冲液后的样

品在 3130xl(Applied Biosystems, USA)进行测序仪分

型。分型结果使用 GENEMARKER v1.91(SoftGenetics, 

USA)读取分型数据, 根据分型结果获得每个微卫星

位点的多态性。 

1.4  个体微卫星分型研究微卫星等位基因

频率  

在凡纳滨对虾“科海 1号”种质库的 32个个体中

研究微卫星标记的多态性分布, 同时验证混池筛选

的微卫星的准确性, 所采用的分型方法同上。获得微

卫星分型数据后, 使用 PopGen32 软件计算群体的

等位基因数、观测杂合度和期望杂合度, 利用 Cervus 

3.0软件计算位点的多态信息含量(PIC)。利用GENEPOP 

4.2软件进行 Hardy-Weinberg平衡分析 (http: //genepop. 

curtin.edu.au/)。 

2  结果与分析 

2.1  转录组 SSR 位点开发 

凡纳滨对虾的 5 个转录组 de novo 组装共获得

66 815 条非冗余基因, 利用该数据共发掘 SSR 位点

14 767个, 这些 SSR位点分布于 11 195条基因片段

中, 其中以复合微卫星形式存在的有 1 844个, 微卫

星的发生频率(含有 SSR的非冗余基因数量与总非冗

余基因数量的比值)为 16.76%(表 1)。在所发掘的微

卫星中, 2碱基微卫星最多, 占 59.53%, 其次是 3碱

基微卫星, 占 35.78%(图 1)。 

 
表 1  凡纳滨对虾转录组 SSR 发掘位点统计 
Tab. 1  Characteristics of SSR developed in the tran-

scriptome of L. vannamei 

检测的序列总数(条) 66 815 

检测的序列总长度(bp) 68 615 776 

鉴定出的 SSR位点数目(个) 14 767 

包含 SSR的序列数目(条) 11 195 

SSR/包含超过 1个 SSR的序列数目(条) 2 503 

复合结构的 SSR数目(个) 1 844 

 

2.2  微卫星标记验证 

从转录组选择的 74 对微卫星引物, 在“科海 1 
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图 1  通过转录组数据挖掘的微卫星重复单元类型和分布 

Fig. 1  Distribution and frequency of different SSR repeat 
motifs identified from the transcriptome of L. vannamei 

号”DNA 混池中进行 PCR 扩增, 结果显示能够成功

扩增的引物有 54对, 占设计所选序列的 72.97%。经

过微卫星分型后有 27对(36.49%)显示出多态性(表 2), 

多态性位点的等位基因数从 2~8不等, 以 2和 3等位

基因的居多, 少量微卫星标记含有 7~8个等位基因。

将这些发掘的标记与已公布的微卫星标记进行

BLAST 比对, 未发现有共同的部分, 因此这些标记

为新发现的凡纳滨对虾微卫星标记。 

2.3  多态性微卫星的种群分析 

选择 11 对具有多态性的转录组微卫星引物, 在

“科海 1 号”种质库中进行分型。结果显示, 这 11 个

微卫星引物共包含 65 个等位基因, 每个位点检测到

的等位基因 2~11 个不等(表 3)。遗传多态性分析显

示, 这 11 个标记在“科海 1 号”种群中的期望杂合度

值从 0.256 到 0.858 不等, 观察杂合度从 0.213 到

0.875 不等, 多态性信息含量在 0.221~0.830, 在 11

个位点中 7 个位点符合 Hardy-Weinberg 平衡, 有 4

个位点(LvU15501、LvC905、LvC2235、LvU27836)

显著偏离 HWE (P<0.05)。 

 
表 2  从凡纳滨对虾转录组中挖掘的具有多态性的微卫星位点 
Tab. 2  Polymorphic SSR loci developed from transcriptome of L. vannamei 

微卫星位点 引物序列(5′-3′) 退火温度(℃) 重复单元 序列长度(bp) 等位基因数

LvC1035 GAATCAGGGAATGAGGACGA 60 (acacct)14 176~207 2 

 GGCGAGAGTACTCGGATGTT     

LvC1624 ATCGGCGACTCATGGTGTA 60 (ttta)5 126~134 3 

 AGACGCGAGGCTAACTTCAG     

LvC1031 GAATCAGGGAATGAGGACGA 60 (gag)7 131~140 4 

 GGCGAGAGTACTCGGATGTT     

LvC1876 CTCCTCCACCCACGACAG 60 (tcg)7 120~135 6 

 TCGTTGAGCGATGAGGACTA     

LvC3042 AAATCGCCCCCAGAACTC 60 (cagctc)8 91~103 3 

 CGGTAGCAGAGGTGATTGGA     

LvC2006 TGGAGATTTCGGAACCTTTG 60 (gat)7 108~114 4 

 CTGCTGGAGCACCAAAATCT     

LvC2197 TCCTCTTCTTCTAAACCGTCTTC 59 (ctt)7 137~149 4 

 AACGCTCACATCATGGGAAT     

LvC3550 GGACCCTCGCCTTACCAC 60 (aca)7 114~122 2 

 TCAGTTGATGGGCTCCTCTT     

LvC2814 AGTGAGGAGGTTCCAGCAGA 60 (tgg)7 116~129 3 

 CTGTCTCATGGGCCAAAAGT     

LvC3977 TGCAGCAGGGTCAACTTATG 60 (gca)7 139~148 2 

 TGGTTCGGCCATAACCATAG     

LvC3004 CGAGCTCCTTGTCCTCATTC 60 (gtc)7 122~131 2 

 GGACGACGACCTCATATCCA     
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续表   

微卫星位点 引物序列(5′-3′) 退火温度(℃) 重复单元 序列长度(bp) 等位基因数

LvC4800 GCCTCGTCGAATCTTCTAGC 60 (gtca)5 109~117 2 

 CACAACCTCATGGTGACTGC     

LvC4959 CTGGTCTGACTTTGGCTTCG 60 (ctgg)5 94~102 2 

 AGACAGCTGCCTTACGCTCT     

LvC5147 GGAGATGAGTAACCCGCACT 60 (gtg)7 112~121 2 

 CTCTTCCCCAACCTCCTCAT     

LvU15501 CCCTTGCACCATATCTGAGG 60 (ttgc)10 183~203 5 

 GCCTGCTCTGTGGAATTTCT     

LvC966 CGGACTTGATGCTCGTCTCT 60 (gcc)7 133~166 3 

 CCGTCAGGAACTCGTAGAGG     

LvC905 ACATCATCGACATCGAGCAG 55 (gac)9 279~315 6 

 GTCATCGTCCTCCTCGTCAT     

LvC1661 CCTGAGCCCAATAGCCTCTA 60 (cga)7 114~126 4 

 TGCCGGTTCTGAAGGAGTAG     

LvU16123 AGCAGAGGCACCACCAAC 60 (cag)7 104~121 5 

 GTCGACTTCACCACGCTGT     

LvC3954 GCTCAAGTACCGCAAAGACC 60 (acg)7 144~147 2 

 TCCTTGGAATCAGGCTCAAC     

LvC753 GCCGATTTTAGTCTCGAACG 60 (acaa)5 137~154 2 

 TTGACCTGTAGGAGTTTCCTGA     

LvU15623 TGTTCCACAGTTTCCTCGTCT 60 (agc)7 141~150 3 

 TGCTCCCTAGGTACAGGTCTTG     

LvU3848 CCACTGGCAAATGCAAAGAT 60 (gag)7 110~119 3 

 TGGCTTCCCTTGTCTTGTCT     

LvC3299 ACCAGACCTTCACCGAAATG 55 Compound 345~357 4 

 AAGGAAAGAAGGGGAAGTGC     

LvC2235 TGTTGGCTACAAGTGCAGAAA 58 Compound 289~311 8 

 ACGATTCTGTGTCGCAAAAA     

LvU27836 GGGGCCCATTTCTGTTTATT 55 (cat)7 243~270 7 

 GTCAGTTTCGCTATCCCAGC     

LvC96 AAGTGATCACAGGAGGCGAG 58 Compound 202~208 2 

 CGGTGCAGGTTCTCCCTAT     

 
表 3  从转录组中发掘的 11 个多态性位点的遗传多样性信息 
Tab. 3  Characteristics of 11 highly polymorphic SSR markers developed from transcriptome sequences 

微卫星位点 等位基因数目(个) 观测杂合度 期望杂合度 多态信息含量 哈-温平衡检验 注册号 

LvC1624 4 0.688 0.673 0.596 0.870 4 KU530162 

LvC1876 6 0.781 0.770 0.723 0.649 2 KU530163 

LvC2006 4 0.781 0.670 0.596 0.710 4 KU530164 

LvC2197 4 0.594 0.712 0.647 0.418 3 KU530165 

LvU15501 5 0.875 0.787 0.737 0.002 0* KU530166 

LvC905 9 0.721 0.699 0.651 0.006 0* KU530167 

LvU16123 6 0.719 0.709 0.664 0.142 7 KU530168 

LvC3299 5 0.533 0.621 0.562 0.430 0 KU530169 

LvC2235 11 0.625 0.845 0.817 0.003 0* KU530170 

LvU27836 9 0.405 0.858 0.830 0.000 0* KU530171 

LvC96 2 0.213 0.256 0.221 0.251 0 KU530172 

注: “*”. 显著偏离哈-温平衡(P<0.05) 
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3  讨论 

微卫星标记由于其较高的遗传多样性, 一直是

研究人员开发的重点。虽然新一代分子标记 SNP、

Indel 等的出现使其关注度有所降低, 但是微卫星标

记具有多态性高, 相对于 SNP 标记多为 2 态性的特

征, 微卫星标记在进行种群遗传关系分析方面具有

更大用处。研究人员分析了微卫星标记和 SNP 标记

在进行亲缘关系鉴定方面的功效, 发现 SNP 标记具

有很高的品种与群体特异性, 同一品种不同的群体

之间也存在差异, 而中等密度的微卫星标记在种群

关系上的作用比 SNP 效果更好[18], 因此微卫星标记

仍然有很大的应用空间。 

具有多态性的 SSR 位点才可能开发为微卫星标

记。本研究利用已经获得的高通量测序转录组序列, 

采用生物信息学方法从测序拼接的数据中发掘 SSR

位点 , 并进行批量的引物设计 , 通过混池法对微卫

星标记的多态性进行分析, 最终获得 27 个新的多态

性微卫星标记, 并在一个育种群体中分析了 11 个微

卫星标记的等位基因数、等位基因频率和多态性信

息含量等。从 11个微卫星标记在育种群体的分型结

果看, 91%(10/11)的位点平均多态信息含量分别为都

在 0.5 以上, 根据 Botstein 等[19]提出的衡量标准, 当

PIC>0.5 时, 意味着该位点为高度多态位点, 说明本

研究开发的标记的多态性较高, 同时也说明了育种

群体虽然经过多代的选育, 仍然具有较为丰富的遗

传多样性。基因杂合度是衡量群体遗传变异水平的

理想参数, 除了位点 LvC96 外, 其他 10 个位点的观

测杂合度和期望杂合度均较高, 也从一个侧面说明

了对虾作为一种人工驯化程度较低的物种, 个体的

杂合度仍然较高。 

在进行个体分型的 11 个位点中, 有 4 个(36%)

位点显著偏离哈-温平衡(P<0.05)。在已报道的水产

动物微卫星挖掘的文章中, 偏离哈-温平衡的标记出现

较为普遍, 在菲律宾蛤仔(Rudi tapes philippinarum)和

拟穴青蟹(Scylla paramamosain)的微卫星发掘中, 发现

有 84%和 75%的标记显著偏离哈-温平衡[20-21], 该现象

的原因可能是由于海洋动物的遗传变异度较高, 因

此在微卫星标记的引物位置在不同个体中可能会存

在 SNP、Indel 等变异, 使其中的等位基因无法扩增

出来 , 产生无效等位基因 , 导致分型结果显著偏离

哈-温平衡。在本研究中, 所用的实验材料取自育种

群体, 由于在育种过程中是按照育种目的进行的家

系构建 , 亲本之间的交配并不是随机的 , 这也可能

是导致有些标记偏离哈-温平衡的原因之一。 

凡纳滨对虾基因组复杂, 重复序列所占比例很

高, 其中串联重复序列至少占基因组序列的 18.59%

左右[22]。在本文的研究中, 生物信息学方法预测的微

卫星数目明显高于其他物种, 可见无论在转录组中

还是基因组中, 对虾微卫星的发生频率均较高。相对

于基因组序列, 从转录组中发掘的 SSR 数量较少, 

这与转录组序列为功能基因有关, 在编码区较少有

重复序列的出现, 转录组中重复序列多出现在 UTR

区域。转录组中开发微卫星的效率较低, 这与扩增产

物可能跨较大内含子或者引物位于内含子外显子结

合处造成扩增失败所致, 这也决定了在扩增转录组

中的微卫星序列时一般会选择扩增片段较小的引

物。然而由于转录组开发的微卫星来源于基因的调

控区或编码区, 可以直接、准确地标记功能基因, 所

以更真实地反映该物种的遗传多样性。 

本研究表明从高通量测序数据中筛选对虾微卫星

是一种高效可行的方法, 研究结果大大增加了凡纳滨

对虾可用的微卫星标记, 对于凡纳滨对虾的遗传学研

究、分子标记选育以及种质资源保护都具有重要意义。 
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Abstract: The Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei, is one of the most economically important marine 

aquaculture species in China, as well as the world. A large number of molecular markers are required for the studies 

of genetic diversity and breeding in shrimp. In the present investigation, 14 767 SSRs were detected in L. vannamei 

unigenes derived from transcriptome sequencing. Among these, dinucleotide SSRs were the most abundant motif 

(59.53%), followed by trinucleotide (35.78%) SSRs. A total of 74 primer pairs were designed and validated using 

DNA pools. 54 pairs (72.97%) were amplified with clear band, and 27 pairs (36.49%) were found to be polymorphic. 

The genetic diversity was analyzed using 11 highly polymorphic SSR markers in the breeding population of “Kehai 

No.1, ” a selected new variety of L. vannamei. Consequently, the allele number of these microsatellites ranged from 

2 to 11. Expected heterozygosity and observed heterozygosity ranged from 0.256 to 0.858 and 0.213 to 0.875, re-

spectively. The polymorphic information varied from 0.221 to 0.830. Four loci deviated significantly from 

Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) (P < 0.05). The large number of genetic markers developed in the present 

study would be highly beneficial to the researches to understand genetic diversity, selective breeding, and germ-

plasm conservation in shrimp. 
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