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　　摘要：对罗氏沼虾肝胰腺组织转录组测序获得的３３４５０条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，进行简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，
简称ＳＳＲ）检测与分析。结果共检测出１５３５６个ＳＳＲ位点，分布在１２９３０条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ上，发生频率为３８．６５％，平均距
离为１．９１ｋｂ。其中，优势重复基序为单核苷酸、二核苷酸、三核苷酸。ＳＳＲ序列重复长度主要为１２～１６ｂｐ和１８ｂｐ，
占罗氏沼虾总ＳＳＲ的８６．３３％。单核苷酸重复基序中多数为Ａ／Ｔ，二核苷酸重复基序以 ＧＡ／ＴＣ、ＡＧ／ＣＴ及 ＡＴ／ＴＡ为
主，三核苷酸重复基序主要为ＡＡＴ／ＴＴＡ、ＡＡＧ／ＴＴＣ、ＡＴＴ／ＴＡＡ、ＣＣＴ／ＧＧＡ、ＣＴＣ／ＧＡＧ和 ＣＴＴ／ＧＡＡ。最后，对 ＳＳＲ所在
的Ｕｎｉｇｅｎｅ进行了ＫＯＧ分类注释。通过对罗氏沼虾转录组ＳＳＲ位点信息分析，获得多态性较为丰富的 ＳＳＲ位点，具
有极大的开发价值，可为罗氏沼虾遗传多样性的分析、遗传图谱的构建及分子标记辅助育种提供有效工具。
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　　罗氏沼虾别称马来西亚大虾，隶属节肢动物门、甲壳纲、
十足目、长臂虾科、沼虾属。原产于南亚、东南亚以及大洋洲

北部等地区，生活在淡水或咸淡水水域，自然栖息于受潮汐影

响的河口区，是一种较大型的热带经济虾类［１］，具有生长快、

肉质营养成分好以及养殖周期短等优点，素有“淡水虾王”之

称［２］。然而，随着集约化养殖的快速发展，一些严重的疾病

已在罗氏沼虾中流行，包括由新型病原———螺原体引起的

２０１０年罗氏沼虾螺原体病，引发大规模的死亡，给水产养殖
业造成重大经济损失。这些水产动物病害在带来巨大经济效

益损失的同时，也严重制约了罗氏沼虾产业的可持续发

展［３］。因此，及时开展罗氏沼虾的抗病研究是极为重要的。

微卫星标记是目前最常用的分子标记之一。由于与其他

分子标记相比，它具有保守性高、多态性丰富、在基因组中分

布广泛等特点［３］，近年来，在动物遗传连锁图谱的构建、种质

鉴定、遗传多样性分析以及分子标记辅助育种等领域被广泛

应用。目前在水生动物的相关研究中，研究者已经对牙鲆、二

长棘鲷、兴国红鲤、中国明对虾等品种进行了转录组测序，并

基于测序结果对所得数据进行了深入分析［４－７］。因此，开展

罗氏沼虾转录组简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称
ＳＳＲ）的研究具有重要的理论和现实意义。本研究通过对罗
氏沼虾转录组测序，筛选出 ＳＳＲ位点，对其进行数量分析和
多态性评价等，从而为罗氏沼虾基因克隆、遗传图谱构建、遗

传多样性分析以及为罗氏沼虾病害防治和选育种工作等提供

基础数据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
罗氏沼虾：购于江苏省南京市仙林农贸市场，个体质量在

２０～２５ｇ，共计１００尾，用 ＰＣＲ方法检测螺原体，结果均呈阴
性，在２６～２８℃水温条件下养殖备用。螺原体ＭＲ－１００８：分
离于江苏省高邮市自然发病的罗氏沼虾，在Ｒ２液体培养基中
于３０℃孵育４８ｈ，待其生长到最具有侵染能力的对数期备用。
１．２　总ＲＮＡ提取

采用ＴＲＩｚｏｌ提取法提取罗氏沼虾肝胰腺组织总ＲＮＡ，提
取产物用１５ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳进行质检。质检合格的样
品保存在干冰中送往联川生物公司进行测序。

１．３　ＲＮＡ测序及组装
经ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２０００／２５００进行测序，在健康罗氏沼虾

和螺原体感染罗氏沼虾的肝胰腺组织中得到总 ｍＲＮＡ原始
数据（ｒａｗｒｅａｄｓ）分别为 ５３０７０６１２、６１２４４５０４条，对 ｒａｗ
ｒｅａｄｓ进 行 过 滤 得 到 有 效 数 据 （ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ）分 别 为
５２７５７００４、６０７１９７２８条（表 １）。将得到的有效数据使用
Ｔｒｉｎｉｔｙ软件进行拼接，最终得到３３４５０条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ（总长度
２９３２７．２２５ｋｂ）对应４３４０５个转录本，长度在２００～２０００ｂｐ
之间的超过８５％，符合基因转录本的长度规律（表２）。

表１　测序数据预处理结果

罗氏沼虾

类别

原始数据

（条）

有效数据

（条）

Ｑ２０
（％）

Ｑ３０
（％）

ＧＣ
（％）

健康 ５３０７０６１２ ５２７５７００４ ９６．８６ ８９．６６ ４６．０２
螺原体感染 ６１２４４５０４ ６０７１９７２８ ９７．０５ ９０．２９ ４３．１７

　　注：Ｑ２０和Ｑ３０分别代表碱基被测错的概率 Ｐ为１％和１‰，其计

算公式为Ｑ＝ －１０ｌｇＰ。ＧＣ为Ｇ和Ｃ的数量总和占总碱基数量的百
分比，用于检测有无ＡＴ、ＧＣ分离现象。

１．４　ＳＳＲ标记筛选
　　ＳＳＲ检测是以组装出来的 Ｕｎｉｇｅｎｅ作为参考序列，使用
ＭＩＳＡ软件批量识别和定位所有ＳＳＲ，然后对罗氏沼虾转录组
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表２　拼接结果统计

类别
总碱基数

（ｂｐ）
预测数

（条）

平均ＧＣ含量
（％）

Ｎ５０
（ｂｐ）

不同长度Ｕｎｉｇｅｎｅｓ或转录本的数量（个）与占比
２００～５００ｂｐ ５００～１０００ｂｐ １０００～２０００ｂｐ ≥２０００ｂｐ

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ ２９３２７２２５ ３３４５０ ３９．８０ １５４７ １７５６０（５２．５０％） ６９２０（２０．６９％） ５３６７（１６．０４％） ３６０３（１０．７７％）
转录本 ４３７１０２６４ ４３４０５ ４０．４１ １７８２ ２０４１５（４７．０３％） ９３３９（２１．５２％） ７７４３（１７．８４％） ５９０８（１３．６１％）

　　注：Ｎ５０表示将Ｕｎｉｇｅｎｅｓ从长到短排序，依次累加Ｕｎｉｇｅｎｅｓ碱基数后，Ｕｎｉｇｅｎｅｓ总碱基数５０％的Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的长度，转录本同。

ＳＳＲ数据进行分类统计分析。

２　结果与分析

２．１　罗氏沼虾转录组中ＳＳＲ位点的数量与分布
对组装所得的３３４５０条ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列进行比对筛选，结

果发现１５３５６个ＳＳＲ位点，分布在１２９３０条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ上，发
生频率（含有 ＳＳＲ的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ条数占总 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ条数的比
例）为３８．６５％，其中１０５０４条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列只含有单个ＳＳＲ
位点，２４２６条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列含有２个或２个以上的 ＳＳＲ位
点。由表３可知，罗氏沼虾的ＳＳＲ序列平均距离为１．９１ｋｂ，
总长度为２３０８２０ｂｐ，平均长度为１５ｂｐ。
　　罗氏沼虾转录组中各种ＳＳＲ出现频率差异较大，各类型
出现的频率不同，主要为单核苷酸、二核苷酸、三核苷酸重复

（图１）。单核苷酸重复的 ＳＳＲ数量最多，其分布频率为
１７７０％，占罗氏沼虾总ＳＳＲ的３８．５６％，其次为二核苷酸重

表３　ＳＳＲ在罗氏沼虾转录组中出现的频率

重复类型
ＳＳＲ位点数
（个）

频率

（％）
平均距离

（ｋｂ）
总长度

（ｂｐ）
平均长度

（ｂｐ）

单核苷酸 ５９２２ １７．７０ ５．５３ ８３２６０ １４
二核苷酸 ５５２８ １６．５３ ５．３１ ８１１９２ １５
三核苷酸 ３５８１ １０．７１ ８．１９ ５９７３３ １７
四核苷酸 １７６ ０．５３ １６６．６３ ３６５６ ２１
五核苷酸 ８０ ０．２４ ３６６．６０ １４８５ ２０
六核苷酸 ６９ ０．２１ ４２５．０３ １４９４ ２６
总计 １５３５６ ３８．６５ １．９１ ２３０８２０ １５

复，其分布频率为１６．５３％，占罗氏沼虾总ＳＳＲ的３６．００％，三
核苷酸重复的 ＳＳＲ分布频率为１０．７１％，占罗氏沼虾总 ＳＳＲ
的２３．３２％。四核苷酸、五核苷酸、六核苷酸重复类型的 ＳＳＲ
类型较少，分布频率分别为０．５３％、０．２４％、０．２１％，分别占
罗氏沼虾总ＳＳＲ的１．１５％、０．５２％、０．４５％。

　　由表４可知，罗氏沼虾 ＳＳＲ重复次数为５、６、７、１２次的
ＳＳＲ位点较多，分别为２２４５、４５４０、１６４７、１７９６个，分别占罗
氏沼虾总 ＳＳＲ的１４．６２％、２９．５６％、１０．７３％、１１．７０％，其次
为重复８、１３、１４次的ＳＳＲ位点，分别为９３８、１２１６、９２５个，分
别占总ＳＳＲ的６．１１％、７．９２％、６．０２％，重复次数≥１６次的
ＳＳＲ位点相对较少，总共为１２７７个，占总ＳＳＲ的８．３２％。
２．２　罗氏沼虾转录组中ＳＳＲ的特点
　　罗氏沼虾转录组中共搜索到 ５１２种不同序列类型的
ＳＳＲ，其中单核苷酸、二核苷酸、三核苷酸、四核苷酸、五核苷
酸和六核苷酸重复序列类型分别有４０、６６、２０１、８９、６０、５６种。
单核苷酸中出现的重复类型多为 Ａ／Ｔ，分别占罗氏沼虾总
ＳＳＲ的３９．３３％，Ｃ／Ｇ类型单核苷酸序列的 ＳＳＲ非常少。在
二核苷酸重复中主要以ＧＡ／ＴＣ、ＡＧ／ＣＴ和ＡＴ／ＴＡ为主，分别
为１１８４、１５０１、１３００个，分别占二核苷酸重复 ＳＳＲ的
２１４２％、２７．１５％、２３．５２％，分别占罗氏沼虾总 ＳＳＲ的
７７１％、９．７７％、８．４７％。三核苷酸重复在罗氏沼虾总ＳＳＲ中
的占比较大，其重复类型见表５。各种三核苷酸重复类型出
现的数量差别较大，其中 ＡＡＴ／ＴＴＡ出现的数量最多，为２１６
个，出现频率为０．６５％，占罗氏沼虾总ＳＳＲ的１．４１％；其次为

ＡＡＧ／ＴＴＣ、ＡＴＴ／ＴＡＡ、ＣＣＴ／ＧＧＡ、ＣＴＣ／ＧＡＧ、ＣＴＴ／ＧＡＡ，分别
为２０４、１８７、１９７、１９１、２１５个，分别占罗氏沼虾总 ＳＳＲ的
１３３％、１．２２％、１．２８％、１．２４％、１．４０％；其中 ＣＧＧ／ＧＣＣ出
现的数量最少，仅为８个，占罗氏沼虾总ＳＳＲ的０．０５％。
２．３　罗氏沼虾转录组ＳＳＲ多态性评价

由图２可知，罗氏沼虾ＳＳＲ重复长度分布中重复长度最
小为１２ｂｐ，最大为２５ｂｐ，平均长度为１５ｂｐ。其中重复长度
主要为１２～１６ｂｐ及１８ｂｐ，占罗氏沼虾总ＳＳＲ的８６．３３％，其
次是重复长度为１７ｂｐ及２０～２２ｂｐ，占罗氏沼虾总 ＳＳＲ的
１１．９１％，重复长度在１９ｂｐ和≥２３ｂｐ的 ＳＳＲ位点数相对较
少，分别仅占罗氏沼虾总 ＳＳＲ的０．７９％、０．９６％。根据该结
果，可推测该研究中Ⅱ型ＳＳＲ（长度为１２～＜２０ｂｐ）的比例为
８９．０７％，具有中等多态性，有较高的潜在可用性。而具有高
度多态性的Ⅰ型ＳＳＲ（长度≥２０ｂｐ）则较少。
２．４　含ＳＳＲ位点Ｕｎｉｇｅｎｅ的功能注释
　　利用软件对成功筛查到的 ＳＳＲ位点所在的 １２９３０条
Ｕｎｉｇｅｎｅ序列进行功能注释。通过 Ｂｌａｓｔ比对，有 ４１０个
Ｕｎｉｇｅｎｅ被注释到ＮＣＢＩＮｒ数据库的已知序列，并呈现较高的
相似性和同源性，但有９６．８３％的Ｕｎｉｇｅｎｅ未得到任何注释。
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表４　罗氏沼虾ＳＳＲ重复次数分布

重复类型

（次）

位点数（个）

单核苷酸重复 二核苷酸重复 三核苷酸重复 四核苷酸重复 五核苷酸重复 六核苷酸重复

４ ０ ０ ０ ０ ７５ ６９
５ ０ ０ ２０９２ １４８ ５ ０
６ ０ ３５１４ ９９８ ２８ ０ ０
７ ０ １１９５ ４５２ ０ ０ ０
８ ０ ８９９ ３９ ０ ０ ０
９ ０ ７１６ ０ ０ ０ ０
１０ ０ ５１７ ０ ０ ０ ０
１１ ０ １８７ ０ ０ ０ ０
１２ １７９２ ４ ０ ０ ０ ０
１３ １２１６ ０ ０ ０ ０ ０
１４ ９２５ ０ ０ ０ ０ ０
１５ ７１２ ０ ０ ０ ０ ０
１６ ４８３ ０ ０ ０ ０ ０
１７ ２９９ ０ ０ ０ ０ ０
１８ ２２１ ０ ０ ０ ０ ０
１９ １２１ ０ ０ ０ ０ ０
２０ １０３ ０ ０ ０ ０ ０
２１ ２４ ０ ０ ０ ０ ０
２２ ２３ ０ ０ ０ ０ ０
２３ ３ ０ ０ ０ ０ ０
总和 ５９２２ ５５２８ ３５８１ １７６ ８０ ６９

　　将１５３５６条ＳＳＲ位点所在的１２９３０条 Ｕｎｉｇｅｎｅ序列注
释到ＫＯＧ数据库中进行相关基因功能的预测和分类。结果
显示其中的２７５条Ｕｎｉｇｅｎｅ（２．１３％）能够在ＫＯＧ找到相应的
注释信息，根据其功能可以被分为２２类（图３），并对其进行
数量统计。从分析结果可以看出，这２７５条被注释的Ｕｎｉｇｅｎｅ
功能种类较为全面，涉及大多数的生命活动过程或功能。

“一般功能预测”是最大的一个分类，包含５７条 Ｕｎｉｇｅｎｅ。其
次是“信号转导机制”“翻译后修饰，蛋白质周转，分子伴侣”

和“ＲＮＡ加工和修饰”，分别包含 ３４、２６和 １９条 Ｕｎｉｇｅｎｅ。
“核结构”这个分类中包含的Ｕｎｉｇｅｎｅ数最少，仅有１条。

３　讨论

　　本研究通过 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２０００／２５００高通量测序平台对
罗氏沼虾肝胰腺组织转录组测序，从大量组装所得转录组

Ｕｎｉｇｅｎｅ序列中筛选获得１５３５６个ＳＳＲ位点。相对于传统微
卫星标记的筛选方式，此方法筛选效率较高，工作量相对较

小，适合大范围开拓ＳＳＲ标记位点［７］。

ＳＳＲ在整个基因组的不同位点都有分布，多态信息含量
（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ，简称ＰＩＣ）起衡量基因位点

多态性的作用，通常ＰＩＣ能反映某个群体的遗传变异程度、位
点多样性等［８］。另外 ＳＳＲ片段长度也是判断其多态性的重
要依据［９］。从转录组数据筛选得到的ＳＳＲ中，重复序列长度
在１２ｂｐ以上的 ＳＳＲ标记位点数占总 ＳＳＲ数的７６．９５％，多
态性较丰富，基于该研究结果能够进行有针对性的引物设计。

在数量性状位点（ＱＴＬ）定位研究及遗传连锁图谱的构建中，
ＳＳＲ多态性越高，所建立的图谱越精密和精确，基因的定位越
精准［１０－１１］。

　　随着微卫星辅助育种技术的广泛应用，通过遗传操作培
养出罗氏沼虾抗病品种，是虾病控制中一个值得选择的方法。

已有的研究表明，疾病发生时群体内会有显著的变异，通过微

卫星等标记对发病动物中死亡群体和存活群体的遗传变异进

行研究，有望获得与抗病性状相连锁的标记，进而对抗病基因

进行标记和定位以培育出具有持久抗病能力的优良品种［１２］。

本研究对罗氏沼虾 ＳＳＲ的分布特征进行分析，不仅在
ＲＮＡ水平上体现了罗氏沼虾ＳＳＲ的分布特点和规律，而且也
为开发罗氏沼虾功能基因奠定了ＳＳＲ分子标记基础，同时也
为罗氏沼虾ＱＴＬ定位、基因克隆、遗传结构分析及其他遗传
学研究提供了有效的分子标记。

—８５— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第２２期



表５　三核苷酸ＳＳＲ不同重复单元的比例

重复单元
数量

（个）

频率

（％）
占比

（％）

ＡＡＣ／ＴＴＧ ６９ ０．２１ ０．４５
ＡＡＧ／ＴＴＣ ２０４ ０．６１ １．３３
ＡＡＴ／ＴＴＡ ２１６ ０．６５ １．４１
ＡＣＡ／ＴＧＴ ７１ ０．２１ ０．４６
ＡＣＣ／ＴＧＧ ９７ ０．２９ ０．６３
ＡＣＧ／ＴＧＣ ９２ ０．２８ ０．６０
ＡＣＴ／ＴＧＡ １２６ ０．３８ ０．８２
ＡＧＡ／ＴＣＴ １５６ ０．４７ １．０２
ＡＧＣ／ＴＣＧ ９６ ０．２９ ０．６３
ＡＧＴ／ＴＣＡ １６０ ０．４８ １．０４
ＡＧＧ／ＴＣＣ １５２ ０．４５ ０．９９
ＡＴＡ／ＴＡＴ １６７ ０．５０ １．０９
ＡＴＣ／ＴＡＧ ８６ ０．２６ ０．５６
ＡＴＧ／ＴＡＣ １４３ ０．４３ ０．９３
ＡＴＴ／ＴＡＡ １８７ ０．５６ １．２２
ＣＡＡ／ＧＴＴ ６８ ０．２０ ０．４４
ＣＡＣ／ＧＴＧ ９１ ０．２７ ０．５９
ＣＡＧ／ＧＴＣ １３５ ０．４０ ０．８８
ＣＡＴ／ＧＴＡ ９６ ０．２９ ０．６３
ＣＣＡ／ＧＧＴ ９２ ０．２８ ０．６０
ＣＣＧ／ＧＧＣ ２４ ０．０７ ０．１６
ＣＣＴ／ＧＧＡ １９７ ０．５９ １．２８
ＣＧＡ／ＧＣＴ ８７ ０．２６ ０．５７
ＣＧＣ／ＧＣＧ ２８ ０．０８ ０．１８
ＣＧＧ／ＧＣＣ ８ ０．０２ ０．０５
ＣＧＴ／ＧＣＡ ８７ ０．２６ ０．５７
ＣＴＡ／ＧＡＴ １１４ ０．３４ ０．７４
ＣＴＣ／ＧＡＧ １９１ ０．５７ １．３３
ＣＴＧ／ＧＡＣ １２６ ０．３８ ０．８２
ＣＴＴ／ＧＡＡ ２１５ ０．６４ １．４０

　　注：频率为含有ＳＳＲ的Ｕｎｉｇｅｎｅｓ数与总Ｕｎｉｇｅｎｅｓ数之比；占比为
该重复基元ＳＳＲ占总ＳＳＲ的比例。
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