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　　摘要：利用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序技术，对中华基因组文库进行测序，查找基因组微卫星（ＳＳＲ）位点并分析其组
成，共检测到２４９１６７个ＳＳＲ位点，１～６核苷酸重复ＳＳＲ均存在，其中二核苷酸重复ＳＳＲ数量最多（５３．５９％），其次为
单核苷酸重复ＳＳＲ（３４．１９％），其他数量由多到少依次为三核苷酸、四核苷酸、五核苷酸和六核苷酸重复。随机选择
５０个ＳＳＲ位点利用８份中华ＤＮＡ样品进行验证，有４１个位点能检测到扩增产物，其中２８个位点扩增产物带型
清晰且具多态性，利用上述多态性ＳＳＲ标准检测泰州地区中华多态性。结果表明，有２１个ＳＳＲ标记扩增产物稳
定，每个位点观测到等位基因３～１３个，观测杂合度、期望杂合度分别为０．３０６７～０．９１４５、０．３８４５～０．９５２１，多态性
信息含量为０．３１７３～０．９１０５，各位点间不存在连锁不平衡现象。说明利用 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序技术开发中华
ＳＳＲ标记效率高，开发的标记适用中华资源评估。
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　　鱼是一种常见的淡水小型鲤科鱼类，在欧洲和亚洲
地区分布广泛，全世界鱼有近４０个种［１］。繁殖期时，雌

鱼利用生殖管突将卵产到背角无齿蚌（Ａｎｏｄｏｎｔａ
ｗｏｏｄｉａｎａ）等淡水蚌的鳃中，同时雄将精子射到蚌体内，
鱼胚胎在蚌鳃瓣发育成熟后游出蚌体，由于其特殊的繁

殖习性，一直以来，鱼被当作共同进化研究理想材

料［２－３］。而中华（Ｒｈｏｄｅｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ）是我国特有鱼类，
是长江、珠江等支流水体中常见鱼类之一，由于其资源丰富、

色彩鲜艳、体型优美，还被用作观赏鱼类进行开发［４］。近年

来，由于水体污染、水利设施建设，中华生存环境遭到破

坏，中华野生种群数量不断下降，一些水体中华正逐

渐消失［５］，为此对中华的保护迫在眉睫。

利用分子标记技术分析水产动物遗传多样性可以为其资

源保护和利用提供理论指导。微卫星（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ）亦称简
单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ），因其在基因组中
分布广泛、多态性丰富、ＰＣＲ扩增重复性好和呈共显性遗传
的优点，已广泛应用于水生动物群体遗传结构分析、遗传图谱

构建及分子标记辅助育种等研究［６－８］，成为当前常用分子标

记之一。然而，每种生物的ＳＳＲ标记在首次使用时须先进行
分离和ＰＣＲ扩增验证，传统通过构建富集文库方法分离 ＳＳＲ
标记须要经过建库、杂交、分离、测序等步骤，试验操作繁琐、

效率低［９］。利用高通量测序开发ＳＳＲ标记具有操作简单、效
率高等特点［１０－１２］。本研究利用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序技术对中
华基因组进行测序开发ＳＳＲ标记，通过试验验证首次获
得中华２１个多态性 ＳＳＲ标记，为中华遗传种质资
源保护和利用提供研究基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
中华为笔者所在项目组２０１５年３—６月从泰州地区

河道内收集经驯化中华。试验时取活中华的背部和

尾柄部肌肉置于１００％乙醇中低温保存，共采３０尾。
１．２　基因组ＤＮＡ提取与检测

采用苯酚／三氯甲烷抽提和乙醇沉淀的方法分别提取中
华基因组ＤＮＡ，用０．８％琼脂糖电泳检测 ＤＮＡ完整性，
用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微量分光光度计检测ＤＮＡ浓度和纯度，
要求ＤＮＡ电泳主带２１ｋｂ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ在１．８０～２．００ｎｍ，
ＤＮＡ样品检测符合要求后置于－８０℃超低温冰箱保存待用。

取１尾经检测符合要求中华基因组ＤＮＡ（约１０μｇ）
送上海美吉生物医药科技有限公司进行基因组扫描。

１．３　基因组扫描与拼接
根据 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序试验流程构建 １个 ３５０ｂｐ

ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑＰＥ文库，利用ＭｉＳｅｑ测序仪完成测序工作。利
用生物信息统计学方法对原始测序数据（ｒｅａｄｓ）进行质控。
去除原始测序数据中的接头（ａｄａｐｔｅｒ）序列；去除原始测序数
据的５′端含有非Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ碱基；修剪测序质量值＜Ｑ２０的原
始测序数据末端；去除含 Ｎ的比例达到１０％的原始测序数
据；舍弃质量修剪后长度＜２５ｂｐ的小片段，经过上述剪切获
得高质量的测序片段。

对剪切后的数据使用错误校正（ＥｒｒｏｒＣｏｒｒｅｃｔｉｏｎ），去除低
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频率的测序错误；后对校正后的数据进行连接（ｍｅｒｇｅ），基于
重叠（ｏｖｅｒｌａｐ）关系将剪切后的原始测序数据连接到一起；最
后用专业组装软件ＧＳｄｅＮｏｖｏＡｓｓｅｍｂｌｅｒｖ２．８对连接好的数
据进行拼接获得重叠群序列（Ｃｏｎｔｉｇｓ）。
１．４　ＳＳＲ位点分析

利 用 ＳＳＲ 位 点 查 找 软 件 ＭＩＳＡ（ＭＩｃｒｏＳＡｔｅｌｌｉｔｅ
ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＴｏｏｌ）在组装的重叠群序列中查找ＳＳＲ位点。参
数设置：重复单元为１～６个碱基分别要求重复１０、６、５、５、５、
５次及以上。查找到的 ＳＳＲ序列记录下重复序列单位（如
ＡＧ、ＡＡＧ）、重复次数和该位点重叠群序列号。

查找到的 ＳＳＲ用 ｐｒｉｍｅｒ３（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｉｍｇｅｎｅ．ｃｏｍ／
ｐｒｉｍｅｒ３）软件设计 ＳＳＲ位点扩增引物，引物长度１８～２７ｂｐ、
ＧＣ含量５０％ ～８０％，正反引物相差不超过２０％，退火温度
（Ｔｍ）值控制５７～６３℃，正反引物 Ｔｍ值相差不超过１℃，扩
增片段大小为１００～３００ｂｐ。
１．５　ＳＳＲＰＣＲ验证

从不同重叠群序列中选择设计好引物的 ＳＳＲ位点 ５０
个，要求ＳＳＲ重复单元为２个或２个以上核苷酸，ＳＳＲ引物由
生工生物工程（上海）股份有限公司合成。先用８个中华
基因组 ＤＮＡ样品进行 ＰＣＲ扩增、ＰＡＧＥ电泳，检测选择
ＳＳＲ标记扩增效果；选择扩增条带清晰、多态性好的ＳＳＲ标记
检测泰州地区中华遗传多样性。

ＰＣＲ反应体积 １０μＬ，其中 ＤＮＡ模板（约 ５０ｎｇ／μＬ）
１μＬ，２×ＴａｐＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（上海旭飞生物科技有限公司）
５μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．５μＬ，去离子水 ３μＬ。
ＰＣＲ反应程序为：９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４０ｓ，退火
１ｍｉｎ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保
存。ＰＣＲ产物利用１２％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行检
测，银染法显色、定影，照相机拍照保存［１３］。

参考ＤＮＡＭａｒｋｅｒ标记（ＤＬ５００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，ＴａＫａＲａ），根
据中华每个个体在检测 ＳＳＲ位点电泳条带的位置确定
每个个体的基因型。利用 ＣＯＮＶＥＲＴ１．３．１软件［１４］将中华

各位点基因型进行转换。每个检测 ＳＳＲ位点等位基因数
（Ｎ）、观测杂合度（ＨＯ）和期望杂合度（ＨＥ）由 Ｐｏｐｇｅｎｅ１．３２
分析；用ＰＩＣＣａｌｅ０．６计算多态信息含量（ＰＩＣ）；哈迪 －温伯
格平衡（Ｈａｒｄｙ－ｗｅｉｎｂｅｒｇｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ，ＨＷＥ）和连锁不平衡情
况由Ｐｏｐｇｅｎｅ４．２检验。

２　结果与分析

２．１　基因组扫描与组装
通过对中华３５０ｂｐＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑＰＥ文库高通量测

序获得原始测序数据 １５１４１８１３１个 ×２条，碱基数
４５．４３Ｇｂ，对获得原始测序数据每个位点碱基进行分析，结果
获得的ｒｅａｄｓ序列第１０位点后，各位点 ＡＴＧＣ４种碱基波动
较小，几乎呈一直线，Ｎ的比例非常低，说明建库均匀，测序结
果好，可用于后续分析。

通过对原始ｒｅａｄｓ质量剪切，获得高质量序列４３．３８Ｇｂ。
利用序列拼接软件对剪切后数据进行组装（表１），共获得重
叠群序列 ４１６９９７个，片段累计长度 ５．１７Ｇｂ，ＧＣ含量为
３７．８１％；组装的重叠群序列中片段长段 ＞１ｋｂ有 ２０３４１１
个，占４８．７８％；Ｎ５０和Ｎ９０分别为１８５２、１１３９ｂｐ，说明中华

表１　中华基因组组装情况一览表

统计指标 数值

总重叠群序列数量（个） ４１６９９７
碱基数量（Ｇｂ） ５．１７
长度超过１ｋｂ重叠群序列数（个） ２０３４１１
长度超过１ｋｂ重叠群序列碱基数（Ｇｂ） ０．３９
最大长度（ｂｐ） １６６７６
Ｎ５０（ｂｐ） １８５２
Ｎ９０（ｂｐ） １１３９
ＧＣ含量（％） ３７．８１

基因组组装质量好。

２．２　ＳＳＲ位点分析
从组装的序列中共检测到２４９１６７个 ＳＳＲ位点，其中二

核苷酸重复 ＳＳＲ最多，有 １３３５２８个，占总 ＳＳＲ数量的
５３５９％；其次为单核苷酸重复ＳＳＲ，有８５１９８个；其他数量由
多到少依次为三核苷酸、四核苷酸、五核苷酸和六核苷酸重复

ＳＳＲ，分别为１７６５２、１１４３６、１１２４、２２９个（表２）。随着重复
单元重复次数增加，ＳＳＲ数量逐渐减少（图１）。

表２　中华基因组中不同类型ＳＳＲ统计

重复单元 ＳＳＲ数量（个） 占比（％）
一核苷酸 ８５１９８ ３４．１９
二核苷酸 １３３５２８ ５３．５９
三核苷酸 １７６５２ ７．０８
四核苷酸 １１４３６ ４．５９
五核苷酸 １１２４ ０．４５
六核苷酸 ２２９ ０．０９
合计 ２４９１６７ １００．００

　　由表 ２可知，二核苷酸重复 ＳＳＲ占总 ＳＳＲ数量达到
５３．５９％，说明二核苷酸重复ＳＳＲ是中华主要 ＳＳＲ类型。
在ＳＳＲ分析过程中，考虑到碱基互补配对，将同类重复兼并
为一种重复，二核苷酸重复 ＳＳＲ有 ＡＣ／ＣＡ／ＴＧ／ＧＴ、ＡＧ／ＧＡ／
ＴＣ／ＣＴ、ＡＴ／ＴＡ、ＧＣ／ＣＧ４种重复类型。由图２可知，二核苷
酸重复 ＳＳＲ４种类型重复 ＳＳＲ数量相差较大，重复序列为
ＡＣ／ＣＡ／ＴＧ／ＧＴＳＳＲ有８０９６４个，比例达到６０．６３％；重复类
型为ＧＣ／ＣＧＳＳＲ仅有４２３个，比例仅为０．３２％；重复类型为
ＡＧ／ＧＡ／ＴＣ／ＣＴ和 ＡＴ／ＴＡ的 ＳＳＲ数量较为接近，分别有
２９５８７个（２２．１６％）和２２５５４个（１６．８９％）。
２．３　中华ＳＳＲ评价

在查找的ＳＳＲ位点中有２１２１０９个位点设计出符合条件
的ＰＣＲ引物，占总位点数的８５．１３％。随机合成的５０对ＰＣＲ
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引物扩增验证结果中有９对引物未能检测出扩增产物；４１对
引物检测出扩增产物，其中，在８份 ＤＮＡ样品中扩增产物带
型复杂或无多态性的引物有１３对，其余２８对引物扩增产物
带型清晰、无（或少量）杂带、具多态性。

２．４　中华群体遗传多样性分析
采用“２．３”中多态性丰富、扩增条带清晰的２８对ＳＳＲ引

物检测分析中华泰州野生群体遗传多样性，２８对引物中
有２１对引物扩增效果稳定、产物带型清楚，其 ＳＳＲ特征见表
３。２１个ＳＳＲ位点中每个位点观测到等位基因３～１３个；观
测杂合度和期望杂合度分别为 ０．３０６７～０．９１４５和
０．３８４５～０．９５２１；多态性信息含量为０．３１７３～０．９１０５；分
析得到 Ｒｓ４、Ｒｓ９和 Ｒｓ３６３个位点存在无效等位基因；经
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正后，除 Ｒｓ４、Ｒｓ４３、Ｒｓ４４３个位点外，其余位点
等位基因频率符合 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡；连锁不平衡检测
表明，各位点间不存在连锁不平衡现象。

３　讨论与结论

ＳＳＲ是由１～６个核苷酸为重复单元组成的 ＤＮＡ序列，
在真核生物基因组中广泛存在［１５］，有了生物基因组信息就可

以分析基因组ＳＳＲ特征。随着基因组学研究技术进步，世界
上许多重要经济鱼类基因组序列图谱已经绘制。我国鲤科鱼

类资源丰富，２０１４年和２０１５年我国研究人员先后完成了鲤
鱼（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）［１６］和草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ）［１７］基
因组测序工作，其中鲤鱼基因组为 １６．９Ｇｂ，雌草鱼基因组
０．９Ｇｂ、雄草鱼１．０７Ｇｂ。２０１６年Ｙａｎｇ等完成了滇池金线

!

（Ｓ．ｇｒａｈａｍｉ）、犀角金线
!

（Ｓ．ｒｈｉｎｏｃｅｒｏｕｓ）和安水金线
!

（Ｓ．
ａｎｓｈｕｉｅｎｓｉｓ）基因组序列研究工作，获得３种金线

!

基因组序

列分别为１．７５、１．７３、１．６８Ｇｂ［１８］。本试验利用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ
测序技术对中华基因组进行扫描，获得高质量基因组序

列４３．３８Ｇｂ，组装后的ｃｏｎｔｉｇｓ序列长度达到５．１７Ｇｂ。参考
草鱼、金线

!

和鲤鱼基因组大小，本次中华基因组测序深

度大，基因组覆盖率高，组装后的 ｃｏｎｔｉｇｓ序列特征能代表基
因组特征，因此本次开发的微卫星标记能反映中华基因

组ＳＳＲ标记特征。
从查找到中华ＳＳＲ位点来看，中华 ＳＳＲ种类较

丰富，基因组中１～６核苷酸的重复 ＳＳＲ均存在，其中二核苷
酸重复ＳＳＲ占主导地位，占ＳＳＲ总数的５３．５９％，其次是单核
苷酸重复ＳＳＲ，占 ＳＳＲ总数的３４．１９％，而３～６核苷酸重复
ＳＳＲ含量较低，均不超过８．００％。进一步分析发现，二核苷

酸重复的４种类型 ＳＳＲ标记数量相差较大，ＡＣ／ＣＡ／ＴＧ／ＧＴ
重复序列ＳＳＲ占二核苷酸标记６０．６３％，ＧＣ／ＣＧ重复序列仅
占０．３２％，ＡＧ／ＧＡ／ＴＣ／ＣＴ和 ＡＴ／ＴＡ重复序列 ＳＳＲ分别占
２２．１６％和１６．８９％。说明在中华基因组中以二核苷酸
重复ＳＳＲ标记为主，ＡＣ／ＣＡ／ＴＧ／ＧＴ重复序列ＳＳＲ数量丰富，
而 ＧＣ／ＣＧ 重 复 序 列 ＳＳＲ 少 见。在 裸 体 异 鳔 鳅
（Ｘｅｎｏｐｈｙｓｏｇｏｂｉｏｎｕｄｉｃｏｒｐａ）ＳＳＲ特征分析中发现，二碱基重复
ＳＳＲ占总ＳＳＲ比例高达８３．１５％，ＡＣ／ＣＡ／ＴＧ／ＧＴ重复占二碱
基重复ＳＳＲ４９．３６％，仅发现４个核心序列为 ＧＣ／ＣＧ的重复
类型［１１］；中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）基因组扫描分析结果
表明，二碱基重复ＳＳＲ占总 ＳＳＲ比例最高，达到５８．５４％，二
碱基重复 ＳＳＲ中 ＡＣ／ＣＡ／ＴＧ／ＧＴ重复类型为 ６７．５５％，
ＧＣ／ＣＧ重复类型不到０．０１％［１０］。裸体异鳔鳅 和中华绒螯

蟹ＳＳＲ特征与中华 ＳＳＲ特征相似，说明 ＡＣ／ＣＡ／ＴＧ／ＧＴ
重复ＳＳＲ在水产动物基因组中分布较多，ＧＣ／ＣＧ重复ＳＳＲ较
少。

在高通量测序技术广泛应用之前，富集法成为开发 ＳＳＲ
标记最常用的方法。鲁翠云等采用磁珠富集法结合放射性同

位素杂交法得到 ＳＳＲ序列 ３２５个，合成引物 １４５对，有
４４．６２％ ＳＳＲ位点可以设计引物［１９］；郭宝英等采用生物素标

记的（ＣＡ）１２探针从黑斑原鎣（Ｇｌｙｐｔｏｓｔｅｒｎｕｍｍａｃｕｌａｔｕｍ）基因
组富集库中筛选 ＳＳＲ标记，结果 １２４个含 ＳＳＲ序列中有５９
条可以设计引物，比例为 ４７．５８％［２０］。本研究利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｍｉｓｅｑ测序技术开发中华 ＳＳＲ标记，从基因组中查找到
各种类型重复 ＳＳＲ位点 ２４９１６７个，由于组装序列长，
８５．１３％ ＳＳＲ位点可以设计出引物，ＰＣＲ扩增试验中合成的
５０对引物中仅９对引物未能得到扩增产物。由此可以看出，
利用高通量测序技术开发ＳＳＲ标记不仅数量大，而且拼接后
序列长，可设计ＰＣＲ引物的ＳＳＲ位点比例高。
２１个多态性ＳＳＲ检测泰州地区中华群体结果显示，

每个ＳＳＲ位点存在等位基因３～１３个，平均７个，ＰＩＣ平均值
超过０．５０００，达到０．６５５３，绝大多数标记（２１个标记中的１８
个）符合Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡，且各位点间不存在连锁不平
衡现象。上述结果表明，本研究开发２１个多态性 ＳＳＲ标记
适用于我国中华野生资源评估和遗传多样性分析。
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表３　中华２１个多态性微卫星位点的基本信息和遗传多亲性参数

位点
引物序列

（５′→３′）
重复序列

产物范围

（ｂｐ）
样本数

（个）

等位基

因数（个）

退火温度

（℃） ＰＩＣ ＨＯ ＨＥ ＨＷＥＰ

Ｒｓ１ Ｆ：ＴＣＧＣＡＴＴＧＴＴＧＣＴＣＣＴＡＣＴＧ
Ｒ：ＡＡＣＴＧＧＴＣＣＣＡＣＣＴＴＧＡＣＡＧ

［ＴＧ］６ １７４～１９４ ３０ ７ ６０ ０．７８６３ ０．８６５７ ０．７９６８ ０．０７１

Ｒｓ４ Ｆ：ＡＴＡＴＴＣＡＧＧＧＣＣＡＡＡＡＴＣＣＣ
Ｒ：ＡＴＣＡＡＣＡＡＣＴＴＡＣＣＡＧＧＣＣＧ

［ＴＣ］１１ １０４～１２６ ３０ ９ ５９ ０．８２３４ ０．５９６５ ０．８７４１ ０．０００

Ｒｓ６ Ｆ：ＴＴＴＴＧＣＡＡＧＣＡＧＴＡＴＧＡＣＧＣ
Ｒ：ＴＣＴＧＴＴＣＴＧＣＣＧＴＴＣＴＧＴＴＧ

［ＴＡＡ］１０ １５０～１７４ ３０ ６ ６０ ０．５６７４ ０．５４１１ ０．６１０１ ０．１７０

Ｒｓ９ Ｆ：ＧＡＡＧＣＴＣＣＴＧＣＡＧＡＣＡＡＡＣＣ
Ｒ：ＴＣＡＡＣＴＴＴＴＧＧＣＴＣＡＧＣＣＴＴ

［ＴＣ］７ １５５～１８３ ３０ １１ ６０ ０．８３７８ ０．５４５３ ０．７９８７ ０．２８１

Ｒｓ１０ Ｆ：ＧＣＴＴＣＴＧＡＡＧＧＴＧＣＣＴＧＡＡＣＲ：ＧＡＡＧＴＴＣＣＡＧＡＧＧＣＴＧＴＴＧＣ
［ＣＴＣ］５ １０１～１２１ ３０ ４ ６０ ０．３９１５ ０．３８９４ ０．５６７９ ０．３４１

Ｒｓ１１ Ｆ：ＧＡＴＧＣＡＴＧＴＡＡＣＣＡＡＣＡＣＧＣＲ：ＣＡＧＣＣＡＴＴＴＴＣＴＡＡＧＧＣＴＧＣ
［ＣＡ］９ １６６～２０２ ３０ １２ ５９ ０．８７２９ ０．９１４５ ０．９５２１ ０．００９

Ｒｓ１５ Ｆ：ＣＧＧＣＣＣＴＧＴＣＴＡＡＣＴＣＴＣＴＧ
Ｒ：ＡＧＡＧＣＧＣＧＡＧＡＡＡＡＣＡＣＡＴＴ

［ＡＴＴ］８ １１８～１３９ ３０ ６ ６０ ０．４８２１ ０．４９８７ ０．６３２１ ０．１７６

Ｒｓ１８ Ｆ：ＧＣＡＧＡＧＡＡＡＣＡＣＣＴＴＣＡＧＧＣＲ：ＣＣＡＧＡＣＣＧＣＴＧＡＡＣＴＣＴＡＧＧ
［ＧＡ］９ １４８～１６８ ３０ ４ ６０ ０．５６８２ ０．４８５１ ０．６２３３ ０．３２４

Ｒｓ１９ Ｆ：ＡＧＴＴＴＴＧＣＡＣＣＡＡＧＴＣＣＡＣＣ
Ｒ：ＴＡＡＴＡＧＣＣＧＧＣＴＣＴＧＣＡＴＣＴ

［ＧＣ］６ １５１～１６５ ３０ ４ ６０ ０．５６７２ ０．７８４７ ０．６２１１ ０．１４８

Ｒｓ２３ Ｆ：ＴＴＧＣＴＣＴＴＣＣＡＴＧＡＧＣＡＣＡＣ
Ｒ：ＡＧＣＣＣＧＡＡＣＴＧＡＡＧＡＧＴＧＡＡ

［ＴＴＣＴ］８ １７０～２０２ ３０ ４ ６０ ０．３１７３ ０．３５６７ ０．３８４５ ０．０１０

Ｒｓ２５ Ｆ：ＡＣＡＧＧＣＴＴＴＧＡＣＡＴＴＴＴＧＧＧ
Ｒ：ＴＴＣＡＧＧＡＡＴＣＡＴＧＧＧＡＧＧＡＧ

［ＣＡ］８ １７９～２０５ ３０ ９ ６０ ０．８３１７ ０．８１０５ ０．７１７６ ０．２１７

Ｒｓ３１ Ｆ：ＡＣＧＡＡＣＣＡＡＴＣＣＧＣＴＡＡＣＡＣＲ：ＣＣＧＣＴＴＡＣＡＧＴＣＡＧＣＡＴＴＧＡ
［ＴＴＡ］１６ １４２～１７５ ３０ ６ ６０ ０．５９７１ ０．７９５２ ０．６３３１ ０．１８９

Ｒｓ３３ Ｆ：ＡＧＣＡＴＧＣＴＴＴＴＣＡＴＣＣＡＴＣＣ
Ｒ：ＴＣＴＧＣＴＴＡＧＧＣＣＧＡＧＡＣＡＴＴ

［ＧＴ］６ １８４～１９８ ３０ ７ ６０ ０．３３１７ ０．３０６７ ０．４８２１ ０．１７５

Ｒｓ３６ Ｆ：ＴＧＡＣＣＴＴＣＡＧＣＴＧＴＣＴＧＧＴＧ
Ｒ：ＧＧＴＡＣＧＧＴＧＡＴＣＴＧＧＣＡＡＧＴ

［ＡＴ］１３ １０２～１３８ ３０ １３ ６０ ０．９１０５ ０．６８１０ ０．８７５４ ０．４４３

Ｒｓ３８ Ｆ：ＣＣＡＴＧＧＣＣＴＣＧＴＴＡＴＧＴＣＴＴ
Ｒ：ＣＧＴＧＧＣＡＣＧＡＡＣＡＴＡＡＡＣＡＣ

［ＡＧＡＴ］１５ ８４～１０４ ３０ ３ ６０ ０．６２７６ ０．８０００ ０．５４００ ０．２１７

Ｒｓ４２ Ｆ：ＧＣＡＡＧＣＡＡＴＧＣＴＧＴＴＴＴＧＡＡＲ：ＧＣＴＣＣＣＴＧＴＧＴＣＴＣＴＴＣＣＴＧ
［ＣＴ］８ １００～１３２ ３０ ７ ６０ ０．８０１４ ０．７９８１ ０．８２１４ ０．０９５

Ｒｓ４３ Ｆ：ＣＴＧＴＧＣＴＣＴＣＴＴＣＣＴＧＧＡＣＣ
Ｒ：ＧＣＧＴＡＴＧＧＴＧＡＧＧＡＡＣＡＣＣＴ

［ＣＡＧ］５ １３６～１５４ ３０ ４ ６０ ０．７７１９ ０．９０６２ ０．６７４０ ０．０００

Ｒｓ４４ Ｆ：ＧＣＴＧＴＧＧＴＴＧＧＧＴＣＴＴＴＣＡＴ
Ｒ：ＣＣＴＴＣＡＧＡＴＴＣＣＣＡＧＡＴＣＣＡ

［ＧＴ］６ １８９～２１７ ３０ ８ ６０ ０．５９２７ ０．５１３２ ０．７２４６ ０．０００

Ｒｓ４６ Ｆ：ＡＧＧＣＡＧＧＧＧＴＴＣＡＡＧＧＴＡＣＴＲ：ＧＣＴＡＡＧＣＣＡＧＧＡＴＴＧＡＣＡＧＣ
［ＴＡ］６ １５０～１９６ ３０ １１ ６０ ０．８８１３ ０．７９６３ ０．８２１７ ０．１４１

Ｒｓ４９Ｆ：ＧＧＡＣＣＧＧＡＴＡＡＧＡＧＣＡＴＧＡＡＲ：ＣＡＧＣＣＴＴＡＡＧＣＡＴＧＧＧＡＧＡＧ
［ＡＧ］１３ １２２～１５２ ３０ ７ ６０ ０．６１７０ ０．４６５７ ０．５１４８ ０．０１７

Ｒｓ５０ Ｆ：ＣＡＣＴＣＡＧＣＡＡＴＴＴＧＧＣＡＡＧＡＲ：ＧＣＡＣＴＣＴＣＧＡＡＣＧＴＣＡＣＡＡＡ
［ＴＧ］１３ １５１～１７３ ３０ ６ ６０ ０．５８４１ ０．６５７８ ０．５９１０ ０．１５２

　　注：“ＨＷＥＰ”表示“哈迪－温伯格”平衡显著性检验Ｐ值；“”表示等位基因频率显著背离“哈迪－温伯格”平衡位点。

［６］ＣｈｉｓｔｉａｋｏｖＤＡ，ＨｅｌｌｅｍａｎｓＢ，ＶｏｌｃｋａｅｒｔＦＭ．Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓａｎｄ
ｔｈｅｉｒｇｅｎｏｍｉｃｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ：ａ
ｒｅｖｉｅｗｗｉｔｈｓｐｅｃｉａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｔｏｆｉｓｈｇｅｎｅｔｉｃｓ［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，２００６，
２５５：１－２９．

［７］熊良伟，李　真，马克异，等．利用微卫星 ＤＮＡ分子标记分析中
华绒螯蟹养殖群体遗传分化［Ｊ］．农业生物技术学报，２０１２，２０
（１２）：１４４１－１４４８．

［８］ＱｉｕＧＦ，ＸｉｏｎｇＬＷ，ＬｉｕＺＱ，ｅｔａｌ．Ａｆｉｒｓｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ－
ｂａｓｅｄｌｉｎｋａｇｅｍａｐｏｆｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅｍｉｔｔｅｎｃｒａｂＥｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓａｎｄ
ｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｔｒａｉｔｌｏｃｉ（ＱＴＬ）ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．

Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，２０１６，４５１：２２３－２３１．
［９］ＺａｎｅＬ，ＢａｒｇｅｌｌｏｎｉＬ，ＰａｔａｒｎｅｌｌｏＴ．Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｃｏｌｏｇｙ，２００２，１１（１）：１－１６．

［１０］ＸｉｏｎｇＬＷ，ＷａｎｇＱ，ＱｉｕＧ Ｆ．Ｌａｒｇｅ－Ｓｃａｌｅｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆ
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｆｒｏｍ Ｃｈｉｎｅｓｅｍｉｔｔｅｎｃｒａｂｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓｖｉａａ
ｓｏｌｅｘａｇｅｎｏｍｉｃｓｕｒｖｅｙ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１２，１３（１２）：１６３３３－１６３４５．

［１１］曾晓芸，杨宗英，田辉伍，等．基于 Ｍｉ－Ｓｅｑ高通量测序分析裸
体异鳔鳅鈟微卫星组成［Ｊ］．淡水渔业，２０１５，４５（１）：３－７．

［１２］ＬｉＹ，ＺｈａｏＨ，ＰｅｎｇＺ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ２１
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　　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓｆｏｒａ ｎｅｗ ｌａｂｅｏｎｉｎｅ ｆｉｓｈ

（ＰａｒａｑｉａｎｌａｂｅｏｌｉｎｅａｔｕｓＺｈａｏｅｔａｌ．２０１４）ｕｓｉｎｇｉｌｌｕｍｉｎａｐａｉｒｅｄ－
ｅｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄＩｃｈｔｈｙｏｌｏｇｙ，２０１６，３２（１）：
１２６－１２８．　

［１３］曲鲁江，李显耀，杜志强，等．微卫星 ＰＣＲ产物变性与非变性
ＰＡＧＥ－银染检测方法的比较［Ｊ］．遗传，２００４，２６（４）：５２２－５２４．

［１４］ＧｌａｕｂｉｔｚＪＣ．ＣＯＮＶＥＲＴ：ａｕｓｅｒ－ｆｒｉｅｎｄｌｙｐｒｏｇｒａｍｔｏｒｅｆｏｒｍａｔ
ｄｉｐｌｏｉｄｇｅｎｏｔｙｐｉｃｄａｔａｆｏｒｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃｓｏｆｔｗａｒｅ
ｐａｃｋａｇｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｃｏｌｏｇｙＮｏｔｅｓ，２００４，４（２）：３０９－３１０．　

［１５］ＴóｔｈＧ，ＧáｓｐáｒｉＺ，ＪｕｒｋａＪ．Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ
ｇｅｎｏｍｅｓ：ｓｕｒｖｅｙａｎｄａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＧｅｎｏｍｅＲｅｓｅａｒｃｈ，２０００，１０（７）：
９６７－９８１．

［１６］ＸｕＰ，ＺｈａｎｇＸＦ，ＷａｎｇＸＭ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｇｅｎｅｔｉｃ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｔｈｅｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ，Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＧｅｎｅｔｉｃｓ，
２０１４，４６（１１）：１２１２－１２１９．

［１７］ＷａｎｇＹＰ，ＬｕＹ，ＺｈａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｄｒａｆｔｇｅｎｏｍｅｏｆｔｈｅｇｒａｓｓｃａｒｐ
（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ）ｐｒｏｖｉｄｅｓｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｉｔｓｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｎｄ
ｖｅｇｅｔａｒｉａｎａｄａｐｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＧｅｎｅｔｉｃｓ，２０１５，４７（６）：６２５－６３１．

［１８］ＹａｎｇＪＸ，ＣｈｅｎＸＬ，ＢａｉＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｉｎｏｃｙｃｌｏｃｈｅｉｌｕｓｃａｖｅｆｉｓｈ
ｇｅｎｏｍｅｐｒｏｖｉｄｅｓｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｃａｖｅａｄａｐｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢＭＣＢｉｏｌｏｇｙ，
２０１６，１４（１）：１－１３．

［１９］鲁翠云，毛瑞鑫，李　鸥，等．鲤鱼三，四核苷酸重复微卫星座位
的筛选及特征分析［Ｊ］．农业生物技术学报，２００９，１７（６）：
９７９－９８７．　

［２０］郭宝英，谢从新，祁鹏志，等．黑斑原 微卫星ＤＮＡ富集文库构
建与鉴定［Ｊ］．水生生物学报，２０１１，３５（６）：９０８－９１２．

王建国，熊良伟，陶桂庆，等．不同体质量宽体金线蛭对饵料螺的摄食规律及生长特性［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（１８）：１６８－１７１．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．１８．０４２

不同体质量宽体金线蛭对饵料螺

的摄食规律及生长特性

王建国１，熊良伟１，陶桂庆２，王　权１，牛　超１，宋欣芮１，杨　林３，侯　君４

（１．江苏农牧科技职业学院水产科技系，江苏泰州２２５３００；２．江苏省靖江市农业委员会水产技术指导站，江苏泰州 ２１４５００；
３．江苏省泰州市万利水产养殖有限公司，江苏泰州２２５３００；４．江苏省靖江市明星水蛭科技有限公司，江苏泰州 ２１４５００）

　　摘要：将体质量为０．０２～６．００ｇ的宽体金线蛭分别单独放入圆柱形的饲养杯中，投喂０．０２～３．００ｇ的方形环棱
螺，连续观测其摄食螺蛳的特征和生长规律。结果显示，摄食时对螺蛳大小表现出一定的选择性，体质量越大，对螺蛳

大小的选择范围越大，但会优先摄食较小的个体。摄食量会随着体质量增加而增加，但摄食率逐渐减少，约０．０２ｇ的
幼苗摄食量达到其质量的８倍以上，约０．５０ｇ的苗种摄食量和其质量相当，１．００ｇ以上时摄食量约为其质量的２３％。
摄食螺蛳后，增质量率和饵料系数呈现出随苗体质量增大逐渐变小的规律，约０．０２ｇ的幼苗增质量率为（６９．７０±
３７．５０）％，２．００ｇ以上平均增质量率为（２５．３０±１３．３０）％；约０．０２ｇ的幼苗饵料系数为１０．９４±３．３９、０．１０～３．００ｇ
为２．８０±２．０９，３．００ｇ以上组为１．２０±０．８３。结果表明，宽体金线蛭苗种对质量较小的幼螺具有选择性偏好，初期幼
苗摄食量大，投饵量要达到体质量的１１倍以上才能满足需要。
　　关键词：宽体金线蛭；螺蛳；摄食；生长；特征；生长规律；增质量率；饵料系数
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生动物增养殖研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｊ．ｇ．ｗａｎｇ＠１６３．ｃｏｍ。
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　　宽体金线蛭（ＷｈｉｔｍａｎｉａｐｉｇｒａＷｈｉｔｍａｎ）别称蚂蟥、水蛭，
为环节动物门蛭纲颚蛭目水蛭科［１］。宽体金线蛭被腌渍或

吊晒干后制成中药产品［２］，具有抗凝血作用，对淤血、高血

压、冠心病和肿瘤等疾病有较好疗效［３］，还被用于制作化妆

品、保健品。水蛭产品的市场供应主要来源于野外捕捞，因需

求量较大，资源逐渐减少，价格逐渐上涨，我国有部分地区开

始进行了人工养殖［４］。

　　宽体金线蛭繁殖和养殖有较多研究，饵料是动物养殖的

基础，宽体金线蛭人工养殖主要投喂活体螺类［５］。王宣朋等

比较了宽体金线蛭仔蛭饵料发现，投喂轮虫和圆田螺组的仔

蛭生长速度最快、存活率最高，投喂蛋黄组的仔蛭存活率最

低、生长速度最慢［６］。林小清等比较了螺蛳、河蚌和原生动

物单独投喂以及螺蛳和原生动物混合投喂，发现螺蛳是宽体

金线蛭的主要饵料［７］。宽体金线蛭苗种对饵料螺类的摄食

规律，如摄食螺类规格、摄食量、饵料系数等均未见报道。因

此，本研究旨在弄清宽体金线蛭不同阶段苗种摄食时对饵料

螺类个体大小的选择、摄食量、增质量率、饵料系数等摄食规

律及生长规律，为宽体金线蛭人工养殖提供理论基础参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验用宽体金线蛭为江苏省泰州地区野外河道和池塘采

集的亲本［体质量（２１．３２±３．５５）ｇ］所产卵茧孵化所得的苗
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