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曼氏无针乌贼转录组微卫星特征分析* 

管  奥  毋玉婷  陈  宇  孙  扬  祁鹏志  郭宝英① 
(浙江海洋大学海洋科学与技术学院  国家海洋设施养殖工程技术研究中心  舟山  316022) 

摘要    本研究基于高通量测序获得的曼氏无针乌贼(Sepiella japonica)转录组数据，采用 MISA 

(MIcroSAtellite)软件对其简单序列重复(Simple sequence repeat, SSR)位点进行了高通量发掘。组装并

去冗余后，得到 127575 个 Unigene，序列拼接的总长度为 103104058 bp。对 Unigene 序列进行 SSR

分析，共得到 62124 个 SSR(完整型 SSR 36813 个)，分布在 50626 条 Unigene 序列当中，SSR 出现

频率为 48.70%，平均 16.6 kb 出现 1 个 SSR。微卫星序列主要以二碱基重复类型为主(31227, 50.27%)，

其次为三碱基重复(16230, 26.13%)。共发现 122 种碱基重复基元，在所有重复基元中(AT/AT)n 占的

比例最高为 23.33%，其次为(AAAG/CTTT)n (17.42%)。曼氏无针乌贼 SSR(完整型)的平均长度为

25.87 bp，微卫星主要为重复长度大于 20 bp 的长序列，长度大于 20 bp 的微卫星序列占总数的 51%。

本研究发现，曼氏无针乌贼微卫星出现的频率和其长度呈极显著负相关(P<0.01)，相关系数为

–0.594。该研究结果为开发高度多态性微卫星引物进行曼氏无针乌贼亲缘关系鉴定、种群遗传多样

性和增殖放流效果评估等研究奠定了基础。 

关键词    曼氏无针乌贼；微卫星；转录组；高通量测序；重复基元 
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曼氏无针乌贼(Sepiella japonica)属软体动物门

(Mollusca)、头足纲(Cephalopoda)、十腕目(Decapoda)、

乌贼科(Sepiidae)、无针乌贼属(Sepiella)，和大黄鱼

(Pseudosciaena crocea)、小黄鱼(P. polyactis)、带鱼

(Trichiurus haumela)并称为我国东海“四大海产”，是

我国重要的海洋渔业资源。曼氏无针乌贼地理分布范

围较广，朝鲜西南海岸、日本濑户内海沿岸、俄罗斯

远东海和我国沿海及其邻近海域都有分布(常抗美等, 

2008)。其肉味鲜美，蛋白质含量高，营养丰富，具

有很高的经济和药用价值。以曼氏无针乌贼及其性腺

为原材料的产品主要有“墨鱼干”、“乌鱼蛋”等(董正之, 

1988)。 

由于过度捕捞、生境破坏等原因，资源受到严重

损害，20 世纪中后期开始，曼氏无针乌贼资源已无

法形成渔汛，自然海域已很难见到野生的曼氏无针乌

贼。因此，为了保护曼氏无针乌贼资源，恢复资源量，
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人工培育乌贼种苗进行增殖放流的工作已经陆续开

展。从 21 世纪初起，本团队对曼氏无针乌贼做了大

量研究工作，如繁殖习性及产卵场修复(吴常文等 , 

2010)、胚胎发育与人工育苗技术(常抗美等, 2009)等，

并已解决人工繁育和养殖难题，在 2006~2016 年期

间，本团队每年均在曼氏无针乌贼的主要栖息地浙江

东极等海域投放百万头(颗)幼乌贼和乌贼卵。在放流

海域已可见曼氏无针乌贼资源恢复迹象(董智勇等 , 

2010; 史会来等, 2015)，但放流曼氏无针乌贼主要以

卵的形式放流，所以传统的物理、化学等标记方法不

完全适用，因此，至今仍不能有效评估增殖放流效果。 

微卫星(Microsatellite)又称简单重复序列(Simple 

sequence repeat, SSR)，是真核生物基因组中的高度重

复序列，是由几个核苷酸组成的串联重复序列，其长

度一般较短(何平, 1998)。在众多分子标记中，微卫

星 DNA(Microsatellite DNA)标记位点数目巨大且随

机分布于整个基因组中，呈共显性遗传，易于检测且

重复稳定，在亲代和子代之间遵从孟德尔遗传，因而

成为水产养殖业中遗传多样性和亲缘关系研究的重

要分子标记(陈睿毅等, 2013)。目前，微卫星标记已经

应用于头足纲中的欧洲横纹乌贼(Sepia officinalis)和真蛸

(Octopus vulgaris)的遗传多样性研究，及欧洲乌贼

(Loligo vulgaris)的遗传结构研究(Pérez-Losada et al, 

2002; Moreira et al, 2011; Garoia et al, 2004)。微卫星

标记对样本的非损伤性对于一些濒危珍稀物种而言

更是不二选择，国内外已有将微卫星标记应用于渔业

资源增殖放流效果评价的研究(Sekino et al, 2003; 成为

为等, 2014)。近年来，利用磁珠富集法和 FIASCO 法

构建微卫星富集文库法，开发出多对曼氏无针乌贼微

卫星标记，并利用开发标记对群体多态性进行了分析

(Wu et al, 2010; 吴璋等, 2011; Guo et al, 2013; 张川

等, 2014)，之后鲜见关于曼氏无针乌贼微卫星标记开

发的报道。 

为进一步开发可用的微卫星标记资源，本研究利

用曼氏无针乌贼高通量转录组数据，获得 127575 条

Unigene 序列。利用计算机软件进行微卫星位点的搜

索，并分析微卫星序列的特征、分布和组成等信息，

为后续筛选大量的微卫星遗传标记提供基础数据。  

1  材料与方法 

1.1  实验材料及数据来源 

曼氏无针乌贼视腺转录组数据(未发表)来自本

实验室，组装并去冗余后得到 127575 个 Unigene 序

列，总长度 103104058 bp。 

1.2  简单重复序列(SSR)的分析搜索 

为检测曼氏无针乌贼转录组中 SSR 位点，利用

Perl 语言操作平台下的 MISA 软件(MISA- MIcroSAtellite  

identification tool, MISA)(Lu et al, 2013)搜索 Unigene 

中的 SSR 位点，搜索参数分别设置为：二核苷酸、

三核苷酸、四核苷酸、五核苷酸、六核苷酸的最少重

复次数分别为 6、5、5、4、4。复合 SSR 2 个位点间

最大间隔碱基数为(Maximal number of bases interrupting 

two SSRs in a compound microsatellite) 100。 

1.3  数据分析 

将 Perl语言操作平台下的 MISA软件生成的结果

MISA 文件和 STATISTICS 文件导入 Excel，利用高级

筛选功能对结果进行细化和汇总分析，分析 SSR 类

型、数目、序列长度、出现频率和分布情况。用 SSR

出现频率及分布的平均距离、重复类型、基元组成等，

分析曼氏无针乌贼转录组 SSR 的分布特征，其中， 

SSR 出现频率=搜索到的 SSR 数量/总 Unigene

序列数量； 

SSR发生频率=含SSR的Unigene数/Unigene总数； 

SSR 分布的平均距离=总 Unigene 长度/搜索到的

SSR 数量。 

利用 SPSS 软件计算微卫星出现频率与序列长度

的皮尔逊(Pearson)相关系数。显著性检验的水平定义

为 P≤0.05，差异显著；P≤0.01，差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  转录组序列中 SSR 的数量和分布特点 

对 127575 条 Unigene 序列进行 SSR 检测，共得

到 62124 个 SSR(完整型 SSR 36813 个)，分布在 50626

条 Unigene 序列当中。SSR 发生频率 (含 SSR 的

Unigene数/Unigene总数)为 39.68%，SSR出现频率(检

出 SSR 位点数/Unigene 总数) 48.70%，平均每 16.6 kb

含有 1 个 SSR 位点。其中，25548 条 Unigene 含有     

1 个以上 SSR 位点，复合型 SSR 数目为 22001 个。

经对曼氏无针乌贼转录组中不同碱基完整型 SSR 进

行分析，部分 SSR 信息见表 1。 

2.2  转录组序列中 SSR 重复基元的分布 

在 62124 个曼氏无针乌贼微卫星的所有碱基重

复类型中，二碱基重复 SSR 含量最多，约占总数的

50.27%，其次为三碱基重复 SSR(26.13%)、四碱基重

复 SSR(22.37%)，五碱基和六碱基重复 SSR 所占比例

最少(表 2)。研究发现，曼氏无针乌贼微卫星中共有 
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表 1  曼氏无针乌贼转录组中微卫星数据库的部分结果 
Tab.1  SSR database of S. japonica transcriptome 

Unigene 编号 
Unigene ID 

SSR 类型 
SSR type 

SSR 序列 
SSR sequence

SSR 长度
SSR size 

SSR 开始位置 
Start site 

SSR 结束位置 
End site 

Unigene49115_All Trinucleotide (TTA)29 87 693 779 

CL4450.Contig3_All Hexnucleotide (AAAAAG)9 54 1798 1851 

CL18.Contig1_All Trinucleotide (AAC)5 15 532 546 

CL3698.Contig1_All Tetranucleotide (AAAC)5 20 216 235 

CL758.Contig1_All Tetranucleotide (AACA)5 20 254 273 

CL3494.Contig1_All Pentanucleotide (AAAAG)4 20 193 212 

CL427.Contig4_All Dinucleotide (AC)11 22 1902 1923 

CL1025.Contig7_All Dinucleotide (AG)11 22 2798 2819 

 
表 2  曼氏无针乌贼转录中不同微卫星重复基元(motif)出现的频率 

Tab.2  Occurrence frequency of different microsatellites motifs of S. japonica transcriptome 

重复基元类型 
Repeat type 

类型数量 
Number of type 

频率 
Frequency (%)

最多重复基元 
Maximum repeat motif

基元数量 
Number of motif 

比例 
Proportion(%)

二核苷酸 Binucleotide 31227 50.27 AT/AT 14494 46.41 

三核苷酸 Trinucleotide 16230 26.13 AAT/ATT 4314 26.58 

四核苷酸 Tetranucleotide 13899 22.37 AAAG/CTTT 10823 77.87 

五核苷酸 Pentanucleotide 603 0.97 AAAAG/CTTTT 197 32.67 

六核苷酸 Hexnucleotide 165 0.27 AAAAAG/CTTTTT 34 20.61 

 
122 种重复基元(motif)。其中，二、三、四、五和六

碱基重复基元中在各自重复类型出现频率最多的分

别是(AT/AT)n、(AAT/ATT)n、(AAAG/CTTT)n、(AAAAG/ 

CTTTT)n 和(AAAAAG/CTTTTT)n。它们在各自重复

基元类型中的比例分别是 46.41%、26.58%、77.87%、

32.67%和 20.61%。 

在曼氏无针乌贼微卫星序列 122 种碱基重复模

式中，二、三、四、五及六碱基重复基元分别有 4、

10、28、45 和 35 种。从每种重复基元在总 SSR(62124)

所占的比例来看，所占比例最高的是(AT/AT)n (23.33%)，

其次为(AAAG/CTTT)n (17.42%)、(AC/GT)n (16.30%)、

(AG/CT)n (10.61%)、 (AAT/ATT)n (6.94%)和 (AAG/ 

CTT)n (6.46%)等。不同类型重复基元 SSRs 占总 SSR

的比例分布见图 1。 
 

 
 

图 1  基于重复基元(motif)类型的微卫星分布(考虑到碱基互补作用) 
Fig.1  Microsatellites distribution on different repeat motifs (considering sequence complementary) 

“其他”表示频率小于 0.50%的重复基元类型 
“Other motifs” denoted the repeat motifs with frequency below 0.50% 
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2.3  微卫星的长度分布 

曼氏无针乌贼转录组中所发现的 36813 个完整

型微卫星中，微卫星长度存在极显著变异，片段长度

从 12~147 bp 不等，平均长度为 25.87 bp。曼氏无针

乌贼微卫星序列中，主要是重复长度大于 20 bp 的长

重复序列，长度在 20 bp 以上的有 18774 条，达到微

卫星(完整型)总数的 51%；而重复长度小于 20 bp 的

短重复序列仅占微卫星(完整型)总数的 49%，其中，

长度在 12~15 bp 的数量略多，长度在 16~20 bp 之间

的次之(图 2)。此外，片段长度在 20 bp 以上的低级重

复基元(二、三核苷酸重复基元)占 20 bp 以上 SSR(完

整型)总数的 36.78%，共计 13539条。本研究利用 SPSS

软件进行 Pearson 相关性分析表明，曼氏无针乌贼微

卫星的出现频率和微卫星的长度呈极显著负相关(P< 

0.01)，相关系数为–0.594。 

曼氏无针乌贼转录组中微卫星数量与片段长度

的分布关系如图 3 所示。从图 3 可以看出，曼氏无针

乌贼 SSR 数量随着重复次数的增加呈明显下降趋

势。二碱基重复随重复次数的增加，SSR 数量开始

直线下降，当重复次数从 10 次增加到 11 次时，曼

氏无针乌贼 SSR 数量陡然增加，之后继续下降，速

率趋于平缓。三碱基重复 SSR 数量则一直随重复次

数增加而减少。当二碱基重复次数达到 11 次、三碱

基重复次数达到 9 次、其他碱基重复次数达到 12 次

时，SSR 的下降速率降低趋于平缓，下降速率较为

稳定。 
 

 
 

图 2  曼氏无针乌贼转录组中微卫星的长度分布 
Fig.2  Length distribution of microsatellites in S. japonica transcriptome 

 

 
 

图 3  曼氏无针乌贼转录组中 SSR 数量随重复次数的变化 
Fig.3  Variation of repeat times on number of microsatellites in S. japonica transcriptome 

“其他”表示四、五、六碱基重复 SSR 的总和 
“Others” denoted the total of Tetra-, Penta-, and Hex- nucleotides repeats 
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3  讨论 

本研究基于对曼氏无针乌贼转录组进行测序所

得数据，使用 MISA 软件对 127575 个 Unigene 进行

微卫星特征分析，共发现 62124 个微卫星位点，分布

在 50626 条 Unigene 序列中。SSR 的发生频率(含 SSR

的Unigene数/Unigene总数)为39.68%，平均间隔16.6 kb 

出现 1 个 SSR 序列。不同物种间微卫星的出现频率

不同且差异较大，曼氏无针乌贼视腺组织转录组中微

卫星位点出现频率达到 48.70%，远大于茶树花

(Camellia sinensis)(16.66%) 、 野 三 七 (Panax 

vietnamensis var. fuscidiscus)(16.82%)、油松 (Pinus 

tabulaeformis)(2.23%)(王丽鸳等 , 2014; 李翠婷等 , 

2014; 安 俊 等 , 2016) 等 植 物 ； 沟 眶 象 (Eucryp- 

torrhynchus chinensis) (10.36%) 、 粘 虫 (Mythimna 

separate) (1.93%)、小胸鳖甲(Microdera punctipennis) 

(7.94%)等昆虫动物(武政梅等, 2016; 胡艳华等, 2015; 

库 尔 班 · 吐 松 等 , 2017) 和 中 华 鳖 (Pelodiscus 

sinensis)(22.3%) 、 诸 氏 鲻 虾 虎 鱼 (Mugilogobius 

chulae)(12.97%)、黄姑鱼(Nibea albiflora Richardson) 

(39.30%)等水生生物(Wang et al, 2013; 蔡磊等, 2015; 

龚诗琦等, 2016)。与其他软体动物，如马氏珠母贝

(Pinctada martensii)(13.34%) 、 缢 蛏 (Sinonovacula 

constricta)(8.89%)、虾夷扇贝(Mizuhopecten yessoensis) 

(3.69%)(王忠良等 , 2015; 刘博等 , 2012; 李云峰等 , 

2010)等相比，本研究 SSR 出现频率也较高，说明曼

氏无针乌贼视腺组织转录组 SSR 数量非常丰富。分

析其中的原因，一方面，搜索 SSR 位点时，不同的

搜索软件、搜索参数的设置和序列数据量大小等都可

能对研究结果产生影响。不同物种的物种特异性可能

是最根本的原因(黄海燕等, 2013)。 

本研究发现，曼氏无针乌贼微卫星序列的重复类

型中，二碱基重复类型的数量最高，约占总数的

50.27%；三碱基重复类型的数量次之，约占总数的

26.13%。这与草鱼(Ctenopharyngodon idellus)、红鳍

东方鲀(Takifugu rubripes)等以二碱基重复为主的水

生生物相同(李偲等, 2011; 崔建洲等, 2006)。也有水

生生物，如翘嘴鳜(Siniperca chuatsi)、缢蛏等以三碱

基重复为主(袁文成等, 2015; 刘博等, 2012)。造成以

上差异的原因除了物种特异性的差异之外，与搜索

SSR 软件的不同和搜索 SSR 参数的设置也有很大关

系(Wei et al, 2011)。 

SSR 分子标记多态性的高低是判断其潜在利用

价值的重要依据，而其长度大小是决定标记多态性高

低的关键(李珊等, 2010)。当 SSR 长度≥20 bp 时，多

态性较高；当 12<SSR 长度<20 bp 时，SSR 呈中度多

态性；当 SSR 长度<12 bp 时，SSR 呈低多态性 

(Temnykh et al, 2001)。本研究在 SSR 筛选设置参数

时，已将长度在 12 bp 以下的 SSR 序列筛除，发现曼

氏无针乌贼转录组中完整型 SSR 长度在 12~147 个碱

基之间，平均长度为 25.87 个碱基。在 36813 个完整

型 SSR 中，片段长度在 12~20 bp 之间的 SSR 有 18039

条(占 SSR 总数的 49%)，具有中等多态性；而片段长

度≥20 bp 的 SSR 有 18774 条(占 SSR 总数的 51%)，

此类 SSR 具高度多态性。此外，研究发现，片段长

度在 20 bp 以上的低级重复基元(二、三核苷酸重复基

元)占 20 bp 以上 SSR 总数的 36.78%，比例较大，共

计 13539 条。由此可见，曼氏无针乌贼转录组来源的

SSR 具有较高的多态性潜能，在开发曼氏无针乌贼微

卫星分子标记研究方面将具有较高的利用价值(杨华

等, 2011; Dreisigacker et al, 2004)。利用 SPSS 软件进

行 Pearson 相关性分析，发现曼氏无针乌贼微卫星出

现频率和其长度呈极显著负相关(P<0.01)，相关系数

为–0.594。模拟分析研究得出，微卫星重复单位长度

与选择压力相关，经受的选择压力越小，重复次数越

多；经受的压力越大，重复次数越少(Samadi et al, 

1998)。郭文久(2004)分析了 29 个真核生物基因组微

卫星真实统计数据，计算发现，二者相关系数

r=–0.304007852，概率值 P=1.31967×10‒28，小于 0.01，

验证了 Samadi 等(1998)的结果。发现重复 motif 长度

越长，重复次数越少，说明不仅在曼氏无针乌贼基因

组微卫星序列中，微卫星序列会随着重复 motif 长度

的增加，重复次数显著减少，在大部分真核生物基因

组微卫星序列中也是如此。 

4  结论 

本研究利用高通量测序技术首次对曼氏无针乌

贼视腺组织转录组进行测序，对 Unigene 序列进行

SSR 检索，共查找到 62124 个 SSR (36813 个完整型

SSR)位点，分布在 50626 条 Unigene 序列中。SSR 重

复类型主要以二碱基重复为主，其次为三碱基和四碱

基重复。曼氏无针乌贼 SSR 序列中，主要为重复片

段长度大于 20 bp 的长序列微卫星，占微卫星总数(完

整型)的 51%，呈现较高的多态性。近年来，由于二

代测序技术的迅速发展，使得大批量的测序成为可

能，推动基因组学和生物信息学研究的不断深入，而

借助高通量测序技术有关转录组微卫星方面的研究

也逐渐兴起。微卫星分子标记技术的应用越来越广

泛，但关于曼氏无针乌贼转录组微卫星的研究仍很
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少。本研究通过对曼氏无针乌贼视腺组织转录组数据

进行微卫星位点的搜索，并分析 SSR 特征，研究表

明，利用转录组数据发掘 SSR 是高效可行的。研究

结果为开发高多态性微卫星引物来进行曼氏无针乌

贼亲缘鉴定、放流效果评估、种群遗传结构、种群遗

传多样性等研究奠定了基础。 
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Deep Sequence-Based Transcriptome Analysis of Microsatellites in  
the Cuttlefish (Sepiella japonica) 
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(National Engineering Research Center of Marine Facilities Aquaculture, School of Marine Science and Technology, 
 Zhejiang Ocean University, Zhoushan  316022) 

Abstract    According to the transcriptome database of Sepiella japonica, the microsatellites have been 

explored at a high-throughput scale using a MIcroSAtellite identification tool. In total, 127575 unigenes 

were obtained after assembly and removal of redundant sequences. The total length of unigenes after 

sequence splicing was 103104058 bp. The microsatellites in the unigenes were analyzed, and a total of 

62124 simple sequence repeats (SSR) (complete SSR, 36813) was identified in 50626 unigenes, 

accounting for 48.70% of the total unigenes, with one SSR per 16.6 kb. In addition, the microsatellite 

sequences mainly composed of dinucleotide repeats (31227, 50.27%), followed by trinucleotide repeats 

(16230, 26.13%). Furthermore, 122 types of repeat motifs were classified in all SSR motifs, (AT/AT)n was 

the most frequent repeat motif (23.33%), followed by (AAAG/CTTT)n (17.42%). The average length of 

microsatellites (complete SSR) was 25.87 bp, while that of the microsatellites over 20 bp was 51%. There 

was a significant negative correlation (P<0.01) between the frequency of microsatellites and the length, 

the correlation coefficient was ‒0.594. The results of the present study lay a foundation for the 

development of highly polymorphic microsatellite primers to identify parentage relationship and 

population genetic diversity, and to evaluate the effect of enhancement and release of S. japonica. 

Key words    Sepiella japonica; Microsatellite; Transcriptome; High-throughput sequencing; Repeat 

motif 
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