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基于转录组测序的棘胸蛙SSR和SNP分子标记开发

魏朝宇，谢永广，魏秀英，罗华辉，陈敦学*

（贵州大学动物科学学院/高原山地动物遗传育种与繁殖教育部重点实验室/贵州大学渔业资源与环境研究中心，贵州贵阳 550025）

摘要：【目的】基于转录组开发SSR和SNP分子标记用于评价棘胸蛙（Quasipaa spinosa）遗传多样性，为其种质资

源的创新利用提供理论支撑。【方法】采用TRIzol试剂盒提取棘胸蛙肝脏、肌肉和肾脏组织总RNA，构建cDNA文库后

利用Illumina HiSeq 2500测序平台进行高通量测序，通过MISA对棘胸蛙转录组测序数据进行SSR检索，并以SAM-

tools和VarScan v.2.2.7进行SNP查找。【结果】棘胸蛙转录组测序共获得93887条非冗余基因（Unigenes），序列总长度达

91352712 bp，且所有转录组Q30均超过95.00%。在93887条Unigenes中发现33019个SSRs，其中21966条Unigenes含有

SSR，6688条Unigenes含有超过1个SSR；以单核苷酸重复型SSR数最多，达25788个，且出现频率最高（27.47%）。SSR

的平均长度以四核苷酸重复型最长，达35.47 bp；棘胸蛙SSR以（A/T）n为绝对优势重复基元，占总SSR的65.51%，然后

依次为（C/G）n、（AT/AT）n、（AC/GT）n、（AG/CT）n、（AAT/ATT）n、（AGG/CCT）n，分别占总SSR的12.59%、5.66%、5.55%、

3.31%、1.55%和1.30%。在33019个SSRs中，核苷酸重复次数主要集中在5~25次，占总SSR的99.91%，且大部分SSR位

于非编码区，仅有1633个SSRs位于编码区；长度≥12 bp的SSR共计17244个，占总SSR的58.53%。挑选120对SSR引物

进行引物有效性验证，发现有57对引物扩增出单一条带，且条带大小与预期结果一致。对棘胸蛙转录组序列进行

SNP检索，共发现87634个SNPs，其中，56300个SNPs属于转换位点、31334个SNPs属于颠换位点，转化/颠换比达1.80，

碱基的转换频率明显高于颠换频率。【结论】利用高通量转录组测序开发棘胸蛙SSR和SNP分子标记是一种切实可行

的方法，能开发出通用性较高、数量较多、覆盖性较广的分子标记。棘胸蛙具有中度偏高的遗传多样性，可作为种质

材料进一步开发利用。
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SSR and SNP molecular marker development based on
Quasipaa spinosa transcriptome sequencing
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（College of Animal Science，Guizhou University/Key Laboratory of Animal Genetics and Breeding and Reproduction of

Plateau and Mountain Animals/Research Center of Fishery Resources and Environment，Guizhou University，

Guiyang，Guizhou 550025，China）

Abstract：【Objective】To investigate the characteristics of SSR and SNP locus based on the transcriptome for evalua-
ting the genetic diversity of Quasipaa spinosa，so as to provide appropriate molecular markers for the innovative ways of
germplasm resource application.【Method】Total RNA was extracted from liver，muscle and kidney tissues of Q. spinosa
to build a TRlzol kit. cDNA library and then the library was high-throughput sequenced by the Illumina HiSeq 2500 se-
quencing platform. Microsatellite searching software MISA was used to screen and analyze microsatellite（SSR）in the Q.
spinosa transcriptome while the software SAMtools and VarScan v. 2.2.7 were used for searching SNP loci.【Result】
93887 non-redundant unigenes with a total sequence length of 91352712 bp were obtained from the transcriptome sequenc-
ing of Q. spinosa，and all transcriptome Q30 were over 95.00%. Among the 93887 unigenes，33019 potential SSR mark-
ers were identified and 21966 unigenes contained SSR loci. In additional，a total of 6688 unigenes had more than one
SSR locus. The dinucleotide was the highest at 25788 and the frequency of occurrence frequency was the highest at
27.47%. The average length of SSR was 35.47 bp.（A/T）n was the absolutely dominant repeat motif of Q. spinosa SSR，
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0 引言

【研究意义】分子标记开发是基因组学与分子

生物学应用于生产实践的重要手段，筛选出合适的

分子标记进行遗传多样性分析或良种选育能有效推

动种质资源开发与创新利用（Gao et al.，2012），目前

使用的分子标记主要有微卫星（SSR）分子标记、表

达序列标签（EST）分子标记及单核苷酸多态性

（SNP）分子标记等。SSR又称简单重复序列，主要由

高突变的核心序列和保守的侧翼序列组成，具有数

量多、分布广泛且均匀、杂合率高、重复性好且数据

易统计等优点（Wang et al.，2015）。SNP包含转换

（C/T和G/A）和颠换（C/G、C/A、T/A和T/G）2种类型，

具有高密度、可扩展性和全基因组分布的特征

（Trick et al.，2009），尤其是编码区的SNP位点可能

对蛋白功能和基因表达产生极大影响，已广泛应用

于动物遗传育种（Garrido-Cardenas et al.，2018）。因

此，开发大量分子标记对物种种质资源保护与创新

利用起到积极的推动作用。【前人研究进展】随着转

录组测序技术的逐渐成熟及其成本的不断降低，利

用高通量测序一次性获得大量的SSR和SNP位点已

成为现实。在水产动物研究中，Gao等（2012）通过

转录组测序同时筛选获得团头鲂（Megalobrama am-

blycephala）的SSR和SNP位点；Li等（2015）通过高通

量测序挖掘出大鳞副泥鳅（Paramisgurnus dabryan-

us）的15106个潜在SSR位点；Zhao等（2019）通过比

较野生和人工养殖白鲈（Morone chrysops）转录组数

据，获得13872个潜在SSR位点，并最终筛选得到57个

差异位点；Yáñez等（2020）通过基因组开发出尼罗罗

非鱼（Oreochromis niloticus）的5000个高质量SNP位

点，并利用SNP位点对尼罗罗非鱼进行群体分类。

此外，许多水产动物的SSR和SNP位点均通过高通量

测序技术被批量开发，如虾夷扇贝（Patinopecten yes-

soensis）（倪守胜等，2018）、宽体金线蛭（Whitmania

pigra Whitman）（熊良伟等，2018）、红鳍东方鲀

（Takifugu rubripes）（Pandey et al.，2018）、翘嘴鳜

（Siniperca chuatsi）（孙海林等，2019）、波纹唇鱼

（Cheilinus undulatus）（刘洪涛等，2020）、中华绒螯蟹

（Eriocheir sinensis）（徐杰杰等，2021）及石斑鱼（Epi-

nephelus tukula）（Hsu et al.，2021）等。至今，已发现

的两栖类大概有7200种，具有较高的基因复杂性

（Mable et al.，2011），且两栖类研究主要集中在热带

爪蟾（Silurana tropicalis）（Hellsten et al.，2010）和非

洲爪蟾（Xenopus laevis）（Borodinsky，2017）。显然，

这2种模式生物无法代表所有两栖类动物，因此迫切

需要丰富两栖类基因组序列，为两栖类的资源保护与

创新利用提供数据支撑（Savage et al.，2014）。【本研

究切入点】棘胸蛙（Quasipaa spinosa）隶属于脊索动

物门（Phylum Chordata）两栖纲（Amphibia）蛙科（Ra-

nidae）蛙属（Rana），为大型食用蛙类，主要分布在我

国贵州及江西等地区（Hu et al.，2017），以及少量分

布在越南，具有高蛋白、低脂肪和高不饱和脂肪酸的

特点。从20世纪80年代起我国开始对棘胸蛙进行人

工养殖（Chan et al.，2014），但由于养殖过程中相互

引种，导致目前很多养殖场养殖的棘胸蛙并非纯种

（Ye et al.，2013），因此亟待对棘胸蛙遗传背景进行

摸底研究，为其人工选种和资源多样性分析提供参

考依据。【拟解决的关键问题】利用转录组数据筛选

SSR和SNP位点，分析其核苷酸重复类型及序列分布

特征，并利用所筛选的SSR引物在5个棘胸蛙养殖群

体中进行SSR位点验证，开发相关分子标记用于评

价棘胸蛙遗传多样性，为其种质资源的创新利用提

供理论支撑。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

供试棘胸蛙由贵州省遵义市播州区洪关苗乡

石蛙养殖专业合作社提供，共9尾，不存在引种行为，

accounting for 65.51% of the total SSRs，followed by（C/G）n，（AT/AT）n，（AC/GT）n，（AG/CT）n，（AAT/ATT）n，and
accounting for 12.59%，5.66%，5.55%、3.31%，1.55% and 1.30% of the total SSRs，respectively. Among the 33019
potential SSR markers，the times of repetition was mainly between 5-25 times，accounting for 99.91% of the all SSRs. In
additional，only 1633 located in the coding area. 17244 SSR loci whose length≥12 bp accounted for 58.53% of the total
SSR loci. 120 pairs of SSR primers were selected to verify the validity of the primers and 57 pairs of primers amplified a
single band，and the band size was as expected. 87634 SNPs were identified（56300 transitions and 31334 transversions）
from mapping sequencing reads to assembled unigenes，the transition/ transversion ratio was approximately1.80 and the
frequency of base transition is higher than that of transversion.【Conclusion】High-throughput transcriptome sequencing is
a feasible method to develop SSR and SNP molecular markers，which can develop molecular markers with universality，
large number and wide coverage. Q. spinosa has a moderately high genetic diversity，so it can be used as germplasm mate-
rials for further development and utilization.

Key words：Quasipaa spinosa；SSR molecular marker；SNP molecular marker；distribution characteristics；tran-
scriptome sequencing

Foundation items：Guizhou Science and Technology Plan Program（QKHZC〔2019〕2344）
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通过形态鉴定为纯种棘胸蛙。经MS-222麻醉后进

行解剖处理，取其肝脏、肌肉和肾脏3个组织，按3尾

一组进行随机组合和混样，共计9个样品，液氮保存

备用。

1. 2 RNA提取与cDNA文库构建

采用TRIzol试剂盒提取组织总RNA，利用Nano-

Drop 2000进行RNA浓度和纯度检测，1.5%琼脂糖凝

胶电泳进行完整性检测，Agilent 2100测定RIN值。

通过带有Oligo（dT）的磁珠从总RNA中分离出mRNA，

加入Fragmentation Buffer将mRNA随机断裂成短片

段后，以mRNA为模板利用随机引物反转合成cDNA

第一链，在此基础上再合成cDNA第二链，形成稳定

的双链结构；随后加ploy（A）尾巴并连接Adaptor，对

连接Adapter的产物进行纯化和片段分选，进行PCR

扩增，纯化得到最终的cDNA文库。cDNA文库质量

检测合格后，委托上海美吉生物医药科技有限公司

利用Illumina HiSeq 2500测序平台进行高通量测序。

1. 3 数据分析

利用MISA（https：//webblast. ipk-gatersleben.de/

misa/）进行SSR检索，设SSR的筛选条件为单核苷酸

重复次数≥10，二核苷酸重复次数≥6，三、四、五、六核

苷酸重复次数≥5。参照Li和Dewey（2011）的方法，

利用SAMtools和VarScan v.2.2.7进行SNP查找。

2 结果与分析

2. 1 棘胸蛙转录组测序及SSR检索结果

通过对棘胸蛙肝脏、肌肉和肾脏组织进行转录

组测序，并进行序列拼接和组装，共获得93887条非

冗余基因（Unigenes），序列总长度达91352712 bp，且

所有转录组Q30均超过95.00%，即获得较好的测

序结果。在获得的93887条Unigenes中最长序列达

50351 bp，N50为1434 bp，平均长度为973 bp。在

93887条Unigenes中共发现33019个SSRs，其中21966

条Unigenes含有SSR，6688条Unigenes含有超过1个

SSR，3560条Unigenes含有复杂的SSR（表1）。

2. 2 棘胸蛙SSR重复类型分析结果

将检索获得的33019个SSRs按重复类型进行分

类，可分为单核苷酸重复、二核苷酸重复、三核苷酸

重复、四核苷酸重复、五核苷酸重复和六核苷酸重复

6种类型，其中以单核苷酸重复型SSR数最多，达

25788个，且出现频率最高（27.47%），然后依次是二核

苷酸重复~六核苷酸重复型SSR，出现频率分别为

5.12%、2.16%、0.40%、0.02%和0.01%（表2）。SSR的

平均长度以四核苷酸重复型最长，达35.47 bp，然后

依次为六核苷酸重复型（33.00 bp）、五核苷酸重复型

（25.83 bp）、二核苷酸重复型（18.57 bp）、三核苷酸

重复型（17.41 bp）和单核苷酸重复型（12.19 bp）。

在所有的SSR中共发现60种重复基元类别，以

四核苷酸重复基元最多，达28种，然后依次为五核苷

酸重复基元11种、三核苷酸重复基元10种、六核苷酸

重复基元5种、二核苷酸重复基元4种、单核苷酸重复

基元2种（图1）。在四核苷酸重复的28个基元类别

中，数量和分布特征差异明显，SSR的优势重复基

元为AGAT/ATCT，占四核苷酸重复基元的27.28%

（表2），而AACT/AGTT、AAGT/ACTT、AATC/ATTG、

AATT/AATT、ACCG/CGGT、ACCT/AGGT、ACGG/

CCGT和AGCT/AGCT等重复基元仅出现1次；五核

苷酸和六核苷酸重复的基元分布较均匀，单核苷酸

重复中则以A/T为优势重复基元，占单核苷酸重复

基元的83.88%；二核苷酸重复基元中除CG/CG仅重

复出现9次外，其余3种基元分布较均匀［AC/GT

（1834次），AG/CT（1094次），AT/AT（1870次）］，以

AC/GT为优势重复基元（38.15%）；三核苷酸重复基

元分布相对不均衡，以AAT/ATT为优势重复基元

（25.23%），共重复出现512次，然后依次是AGG/CCT

类目 Category
搜索Unigenes总数（条）
Total number of unigenes examined
搜索Unigenes总长度（bp）
Total length of unigenes examined
SSR总数（个）
Total number of identified SSRs
含SSR的Unigenes数目（条）
Number of unigenes containing SSR sites
含超过1个SSR的Unigenes数目（条）
Number of unigenes containing more than 1 SSR locus
含复合型SSR的Unigenes数目（条）
Number of SSRs present in compound formation

数量 Quantity
93887

91352712

33019

21966

6688

3560

重复类型 Repeat type
单核苷酸 Mononucleotide
二核苷酸 Dinucleotide
三核苷酸 Trinucleotide
四核苷酸 Tetranucleotide
五核苷酸 Pentanucleotid
六核苷酸 Hexanucleotide

SSR数量 Number of SSR
25788
4807
2029
371
18
6

平均长度（bp）Average length
12.19
18.57
17.41
35.47
25.83
33.00

出现频率（%）Frequency
27.47
5.12
2.16
0.40
0.02
0.01

优势重复基元 Dominant repeat motif
A/T（83.88%）

AC/GT（38.15%）
AAT/ATT（25.23%）

AGAT/ATCT（27.49%）
ACCAG/CTGGT（27.28%）

AAGGGG/CCCCTT（33.33%）

表 1 棘胸蛙转录组中的SSR检索结果
Table 1 SSR search result of Q. spinosa transcriptome

表 2 棘胸蛙SSR重复类型及优势重复基元的组成分析结果
Table 2 Composition analysis results of SSR repeat motif types and dominant repeat motif of Q. spinosa
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（429次）、ATC/ATG（276次）、AGC/CTG（268次）、

AAG/CTT（182次）、ACC/GGT（169次）、AAC/GTT

（78次）、CCG/CGG（74次）和ACT/AGT（34次），重复

次数最少的基元为ACG/CGT，仅出现7次。整体而

言，棘胸蛙SSR以（A/T）n为绝对优势重复基元，占

总 SSR的65.51%，然后依次为（C / G）n、（AT / AT）n、

（AC/GT）n、（AG/CT）n、（AAT/ATT）n、（AGG/CCT）n，

分别占总SSR的12.59%、5.66%、5.55%、3.31%、1.55%

和1.30%。

2. 3 棘胸蛙SSR位点在Unigenes中的分布特征

将33019个SSRs在93887条Unigenes中进行搜索

及比对分析，结果（图2）发现大部分SSR均位于不确

定区域（19075个），其次位于3'端（6719个）和5'端

（2032个），在编码区仅发现1633个SSRs。在1633个

SSRs中，以单核苷酸基重复和三核苷酸重复为主，

分别为679和630个；在编码区还出现部分复合型

SSR（135个）。

2. 4 棘胸蛙SSR重复次数分布情况

SSR重复次数与重复片段长度也存在一定的分

布特征，经统计发现棘胸蛙SSR的核苷酸重复次数

分布范围主要在5~75次，跨度较大，其中重复次数集

中在5~25次的SSR占总SSR的99.91%，其重复次数

的具体分布情况见表3。

2. 5 棘胸蛙SSR长度分布情况

棘胸蛙转录组中SSR长度统计结果显示，所有

SSR总长度为 569846 bp，占转录组序列全长的

0.62%。棘胸蛙SSR长度存在明显差异，长度最短的

为10 bp，最长的≥100 bp。整体来看，SSR长度主要

集中在10~14 bp（占68.07%），且SSR的数量随着序

列长度的增加急剧下降，分布在15~19 bp、20~29 bp、

30~49 bp、10~100 bp、>100 bp的SSR分别为4723个

（占16.03%）、1950个（占6.62%）、1226个（占4.16%）和

1287个（占4.37%），只有2.28%的SSR长度超过100

bp（图3）。棘胸蛙SSR长度在20 bp以上的仅有5133

个，占总SSR的17.42%；而长度介于12~20 bp的SSR

为12111个，占总SSR的41.11%；长度≥20 bp的位点共

计17244个，占总SSR的58.53%，说明棘胸蛙具有中

度偏高的片段长度多态性。

图 1 棘胸蛙SSR主要碱基重复类型中各重复基元的分布情况
Fig.1 Repeat motif distribution in main bases of SSR in Q. spinosa

A：单核苷酸重复型和二核苷酸重复型；B三核苷酸重复型；C：四核苷酸重复型；D：五核苷酸重复型和六核苷酸重复型
A：Mononucleotide and dinucleotide；B：Trinucleotide；C：Tetranucleotide；D：Pentanucleotide and hexanucleotide

D

A
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C

重复类型 Repeat type
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图 2 棘胸蛙SSR位点在Unigenes中的分布特征
Fig.2 Distribution characteristics of SSR loci of Q. spinosa in

the unigenes
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单核苷酸重复型
Mononucleotide

repeat type

9410
5391
3548
2196
1548
1051
685
483
343
225
190
153
99
116
70
26
201
37
10
4
2

二核苷酸重复型
Dinucleotide

repeat type

1839
943
542
270
196
172
184
56
63
66
53
60
36
42
47
45
32
33
27
12
83
6

三核苷酸重复型
Trinucleotide

repeat type
1188
448
220
105
18
15
5
5
3
8
3
3
1
2
1
1
0
0
1
1

四核苷酸重复型
Tetranucleotide

repeat type
124
93
18
15
19
9
7
10
10
12
8
12
6
8
6
7
3
0
4

五核苷酸重复型
Pentanucleotide

repeat type
13
4
2

六核苷酸重复型
Hexanucleotide

repeat type
2
2
0
1

表 3 棘胸蛙SSR重复次数分布情况
Table 3 Distribution of SSR repeat in Q. spinosa

图 3 棘胸蛙SSR长度分布情况
Fig.3 Length distribution of SSR in Q. spinosa

2. 6 棘胸蛙SSR的初步验证结果

按去除单核苷酸重复和复杂重复类型的原则，

选择SSR两端序列长度≥50 bp的序列进行引物设

计，随机挑选序列并设计500对SSR引物，挑选其中

的120对SSR引物进行引物有效性验证。以5个棘胸

蛙养殖群体的基因组DNA为模板进行PCR扩增和引

物筛选，发现120对SSR引物中共有57对引物扩增出

单一条带，且条带大小与预期结果一致。表4为部分

SSR引物在棘胸蛙个体中的扩增多态性。

2. 7 棘胸蛙转录组中SNP的特征分析结果

对棘胸蛙转录组序列进行SNP检索，共发现

87634个SNPs（图4），发生频率为1042 bp序列会出现

1个SNP。在搜索获得的87634个SNPs中，有56300个

SNPs属于转换位点、31334个SNPs属于颠换位点，转

换/颠换比达1.80。以A/G转换的发生频率最高，占

SNP总数的32.26%，其次是C/T转换，占SNP总数的

31.98%，其余4种颠换类型（A/T、A/C、T/G和C/G）分

别占SNP总数的8.1%、8.84%、8.40%和10.39%。2种

高变异类型（A/G和C/T）均属于转换类型，而剩下的

不确定区域 Uncertain area
3'端 3' end
5'端 5' end
复合型SSR Composite SSR
单核苷酸 Mononucleotide

二核苷酸 Dinucleotide
三核苷酸 Trinucleotide
四核苷酸 Tetranucleotide
五核苷酸 Pentanucleotid
六核苷酸 Hexanucleotide

10~14 15~19 20~29 30~49 50~100 >100
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4种颠换类型所占比例均低于15.00%，即碱基的转换

频率明显高于颠换频率。

3 讨论

3. 1 测序深度与筛选方法对SSR特征分析的影响

随着测序技术的成熟及其成本的降低，越来越

多研究通过高通量测序获得水产动物的SSR位点

（Zhang et al.，2014；Li et al.，2015；Pandey et al.，

2018），但测序深度对SSR的开发具有重要影响。

Pandey等（2018）通过红鳍东方鲀的全基因组序列开

发出139057个潜在SSRs，但孙赛红（2014）通过EST

序列查找仅发现27914个SSRs；梁霞等（2021）通过

鲤鱼（Cyprinus carpio）全基因组测序共获得837004

个完整SSRs，而岳华梅等（2016）通过转录组测序仅

获得13652个SSRs；迟天舒（2020）对东北林蛙的基

因组测序发现792550个潜在SSRs，而在转录组序列

中仅发现30830个潜在SSRs，在同属于两栖类的四

川湍蛙和棘腹蛙研究上也存在类似现象（Xia et al.，

2018）。可见，SSR的开发与测序深度密切相关。本

研究通过对棘胸蛙肌肉、肝脏和肾脏3个组织的9个

样品进行转录组测序，所得序列总长度达91352712

bp，且所有转录组Q30均超过 95.00%，筛选获得

33019个SSRs，具有较好的测序深度，说明基于转录

组测序开发获得的SSR具有较好的覆盖性和可信

度。此外，SSR分析设置重复参数不一样，也会影响

到SSR的开发。熊良伟等（2018）进行宽体金线蛭

SSR位点开发时设置为单核苷酸重复≥13，二核苷酸

重复≥6；孙海林等（2019）进行翘嘴鳜SSR开发时设

单核苷酸重复≥13次，二核苷酸重复≥7次；而李超等

（2015）在开发牙鲆（Paralichthys olivaceus）SSR位

点、倪守胜等（2018）开发虾夷扇贝SSR位点时并未

统计单核苷酸重复。不同的统计方法必然导致最终

统计的SSR数量有所差异。本研究则按照默认设为

单核苷酸重复≥次数10，二核苷酸重复次数≥6。

3. 2 棘胸蛙SSR的重复类型与分布特征

不同物种的SSR在分布和丰度上存在明显差异

（黄杰等，2012）。本研究中，棘胸蛙以单核苷酸重复

为主，达25788个，出现频率为27.47%，且以A/T为主

（83.88%），但由于单核苷酸重复存在一些poly（A）或

假基因，而导致统计结果出现偏差，故在讨论中暂不

考虑单核苷酸重复。已有研究证实，SSR数量随着

重复长度的增加而减少（李清莹等，2019），进化较高

的物种通常存在较多的低级重复单元（Harr and

Schlötterer，2000；刘洪涛等，2020）。在棘胸蛙中（不

考虑单核苷酸）以二核苷酸重复为主（4807个），占除

去单核苷酸重复后所有SSR的66.48%。其次为三核

苷酸重复，四核苷酸重复、五核苷酸重复和六核苷酸

重复出现的次数较少。在中国大鲵（Andrias davidia-

2802628274
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上游引物序列
Forward primer sequence

5'-CTGGCGTTCTTCTTTCACTT-3'
5'-TGAAAAGTAGCCACCCTCCG-3'

5'-GTCAGTAACACGGTCAAGGAA-3'
5'-CTTAGATGAGTTGTGGCTGTG-3'
5'-AGCACCAAGACAGGTCCAAA-3'
5'-GTCATCGCAACCTCCTCCAT-3'

5'-CCTCCTCACCATCTTGTCTTG-3'
5'-AGTATGTGCTGCTGCCTTGG-3'
5'-ATTTTATTTGGGTTCGGAGGC-3'
5'-TGATGCCGTTGGTGTCGTCT-3'
5'-CCCATAGAGCCTTGACAGCG-3'
5'-GGGAACGCTCACTGTCTGTC-3'
5'-TGTTCTCACTCTGCTGGTCC-3'
5'-CCTAACTGGGTTGCTCACTG-3'
5'-CTTCCATCAGCCTTTTGTCG-3'
5'-TGCGTGCCTGTAAAGATGCC-3'

下游引物序列
Reverse primer sequence

5'-CATCTGCCATCCTCCAACTC-3'
5'-CCGCTGCCTCTTTACTTACTG-3'
5'-TTGAGGATTTTGGAAGTTGG-3'
5'-TAATGAACCCCAGAAGCAAT-3'
5'-GGTGTCGTTTGTCTCCAGTCT-3'
5'-CCACCCCTTGACACCTGAAA-3'
5'-CCTGCTCTTTATTGCCCCAT-3'
5'-ATTATCCTCCCTCCTTGCTG-3'

5'-GTCGGTAAAGTTCGGGGATT-3'
5'-TCGTTCCTGCTAAGCCATCC-3'

5'-GGGGCATAGAGGACGAAGTG-3'
5'-TTCATACCAGCAATGGACTAAG-3'
5'-GCCACTGAACAATGGAAAAG-3'
5'-GGTCAGATTCCTGTCCCCAT-3'

5'-AGAGGAGGAAGGACAATGGG-3'
5'-GTTCTCAACTGGTGGGTCGT-3'

SSR类型
SSR motif
（TA）23

（CA）21

（GT）16

（AC）33

（TG）18

（TCT）14

（ATA）10

（TAA）13

（GAT）8

（GGCA）7

（AGGC）6

（TCTA）6

（ACAT）6

（AGGA）16

（GTGTG）5

（CACCC）5

长度（bp）
Length

210
315
391
203
281
231
264
318
206
242
203
217
174
179
267
330

表 4 部分SSR引物在棘胸蛙个体中的扩增多态性
Table 4 Amplified polymorphism of some SSR primers in individual Q. spinosa

图 4 棘胸蛙转录组中SNP的类型及其数量
Fig.4 Types，numbers and distribution of SNPs in Q. spinosa

transcriptome
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nus）的研究中也是以单核苷酸重复为主，然后依次为

二核苷酸重复和三核苷酸重复（Huang et al.，2017），

且出现随SSR长度增加其数量减少的现象，可能与序

列的稳定性和进化压力有关（Jo et al.，2021）。在大鳞

副泥鳅（Li et al.，2015）、银鲳（Pampus argenteus）

（刘磊等，2016）、兴国红鲤（C. carpio var）（岳华梅

等，2016）及波纹唇鱼（刘洪涛等，2020）等鱼类中也

发现类似的现象，但存在种属差异性（马秋月等，

2013），在同为两栖类的中国小鲵（Hynobius chinensis）

中则以三核苷酸重复出现频率最高（Che et al.，2014），

且水产动物中广泛存在类似现象（Zhang et al.，2008；

Bai et al.，2009；倪守胜等，2018）。

进一步分析棘胸蛙SSR的优势重复基元，发现

二核苷酸重复中以AC/GT为优势重复基元，而GC/

CG重复的SSR较少，仅重复出现9次。中国大鲵的

SSR研究发现，也是以GT/AC重复基元为主（Huang

et al.，2017），类似结果在其他水生动物中也有发现，

包括牙鲆（李超等，2015）、银鲳（刘磊等，2016）及中

华绒螯蟹（徐杰杰等，2021）等，但在中国大鲵

（Huang et al.，2017）、波纹唇鱼（刘洪涛等，2020）和

日本沼虾（Macrobrachium nipponense）（赵燕等，

2020）中未发现GC/CG重复基元。究其原因可能是

C≡G间氢键较稳固，在DNA复制过程中不易产生滑

移，因此SSR位点较少（Zhao et al.，2011）。此外，

SSR在基因序列中的分布特征存在不均一性，分布在

基因编码区的较少（Rhode and Roodt - Wilding，

2011），而开发位于编码区的SSR位点对开展SSR跨

种通用性研究具有重要意义（Wang et al.，2007）。在

本研究中，在编码区仅发现1633个SSRs（占4.95%），

且主要以单核苷酸重复和三核苷酸重复为主，位于

编码区的三核苷酸重复SSR对基因转录翻译的影响

较小，不仅保证其遗传的稳定性，还能增加变异和

进化效率。类似结果在其他鱼类中也有发现，波纹

唇鱼中仅有1773个SSRs位于编码区，占7.9%（刘

洪涛等，2020）；在黑鲷（Acanthopagrus schlegelii）和

真鲷（Pagrus major）中SSR在编码区的发生频率也

较较低，仅为8.5%和7.8%（曹广勇等，2019）。

3. 3 棘胸蛙的遗传多态性

SSR和SNP均是检验物种多态性的重要分子标

记，而影响SSR多态性的重要因素为核苷酸重复序

列长度，多态性较高的SSR长度一般≥20 bp，多态性

中等的SSR长度一般在12~20 bp（杨芩等，2021）。

棘胸蛙的SSR长度主要集中在12~14 bp，其中SSR长

度大于12 bp的序列有17244 bp，占总SSR的58.53%，

即棘胸蛙具有中度偏高的多态性，与Zheng等（2009）

通过线粒体序列（12S和16S）进行棘胸蛙多态性分析

的结果存在差异；Yu等（2016）通过10个SSR位点和

线粒体CYTB序列也证明棘胸蛙具有较高的遗传多

样性。这可能是由于本研究选用的棘胸蛙养殖群体

经过多年自繁自养后，近亲繁殖较严重，其资源退

化、遗传多样性有所降低所致。

基于SNP进行多态性分析，发现棘胸蛙转录组

中的转化/颠换比达1.80，类似结果在不少鱼类中也

有发现。波纹唇鱼中的转化/颠换比为1.95（刘洪涛

等，2020），石斑鱼中的转化/颠换比达2.52（Hsu et al.，

2021），可能与不同物种生物在进化过程中承受的选

择压力不同有关（Zhang et al.，2018）。此外，棘胸蛙

转录组中SNP的出现频率远高于SSR，说明单核苷酸

变异可能更易发生（刘洪涛等，2020）。2种高变异类

型（A/G和C/T）均属于转换类型，C/T含量高可能是

由于胞嘧啶（C）易发生脱氨基作用转变成胸腺嘧啶

（T），引起C/T变异发生频率高，而A/G含量高与快速

生长相关（Tsai et al.，2015；Hsu et al.，2021）。

4 结论

利用高通量转录组测序开发棘胸蛙SSR和SNP

分子标记是一种切实可行的方法，能开发出通用性

较高、数量较多、覆盖性较广的分子标记。棘胸蛙具

有中度偏高的遗传多样性，可作为种质材料进一步

开发利用。
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