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摘要    本研究基于毛蚶(Scapharca subcrenata)的转录组数据，利用 MISA 软件对其中的微卫星位

点进行挖掘。从 35 555 条 unigene 中共获得 3987 个 SSR，SSR 出现频率达 11.21%。SSR 重复类型

主要以二核苷酸重复为主(58.06%)，其次为三核苷酸重复(19.04%)。共有 182 种重复基元，不同类

型 SSR 的重复基元分布特征不同，其中，二核苷酸重复基元中 AC/GT 类型比例最高，为 45.70%。

毛蚶转录组中 SSR 重复次数主要集中在 5~7 次，SSR 长度主要集中在 12~29 bp，多态性均在中等

以上。利用筛选出的 14 对 SSR 引物在山东潍坊毛蚶野生群体中进行遗传多样性分析，结果显示，

平均有效等位基因数(Na)、平均观测杂合度(Ho)、平均期望杂合度(He)和多态性信息含量(PIC)分别

为 15.4、0.682、0.852 和 0.817，从 PIC 值来看，本研究开发的 14 个微卫星标记均属高多态性标记

(PIC≥0.5)。此外，有 7 个位点显著偏离哈迪–温伯格平衡(Hardy-Weinberg equilibrium, HWE) 

(P<0.05)。结果表明，基于毛蚶转录组数据开发微卫星标记是切实可行的，研究结果丰富了毛蚶的

分子标记数量，对毛蚶的种群遗传学分析、遗传图谱构建及分子辅助育种等研究具有重要意义。 

关键词    毛蚶；转录组；SSR；遗传多样性 
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毛蚶(Scapharca kagoshimensis)俗称毛蛤、麻蛤、

麻蚶等(王如才等, 2008)，属广温广盐性经济贝类。

毛蚶广泛分布于中国、日本、朝鲜沿岸，在中国以莱

州湾、渤海湾、辽东湾、海州湾等浅海区资源尤为丰

富(王庆志等, 2015)。对毛蚶的研究主要集中在形态

学(陈蓉等, 2009; 宋菲菲等, 2012)、苗种繁育(翟林香

等 , 2010; 马云聪等 , 2008)及养殖技术 (王庆志等 , 

2015)等，关于群体遗传学的研究较少(赵文等, 2011; 

田吉腾等, 2016)。进入 20 世纪 80 年代，受生境破坏

及过度捕捞等因素的影响，毛蚶自然资源逐年减少，

产量大幅度下降，已远远不能满足市场需求，毛蚶自

然种群的遗传评估和资源恢复工作也亟待进行。 

微卫星分子标记具有分布范围广、呈共显性遗

传、多态性高和重复性好等特点，在群体遗传多样性

分析、种质资源评价、遗传图谱构建等研究中有明显

优势(Nikolic et al, 2009; Bao et al, 2016; Kewwuwan 
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et al, 2016)。微卫星的开发方法主要有直接文库筛选

法(战爱斌等, 2008)、磁珠富集法(宋丹丹等, 2019)、

数据库检索法(魏大为等, 2015)、种间转移扩增法(Liu 

et al, 2007)等。目前，毛蚶已开发出部分微卫星标记，

如 Feng 等(2009)利用磁珠富集法筛选了 14 对毛蚶微

卫星引物，陈辰(2015)利用同样的方法获得 41 对多态

性较好的微卫星引物。另外，Li 等(2012)通过在魁蚶

(Scapharca broughtonii)中构建 cDNA 文库，得到了

25 条在魁蚶和毛蚶中均通用的 EST-SSR 引物。Dong

等(2012)利用泥蚶(Tegillarca granosa)的转录组数据，

开发了 62 个 EST-SSR 引物，在毛蚶中的通用率为

25.81%。但毛蚶微卫星标记的数量还远不能满足其遗

传分析需求，需要开发更多可利用的微卫星标记。近

年来，利用转录组测序平台开发 SSR 分子标记已经

得到越来越多的应用，其相比于传统方法，具有通量

大、周期短、成本低且直接与某些功能基因相关联的

优点(于爱清等, 2019)。 

本研究基于毛蚶鳃组织的转录组数据，对其中的

SSR 位点进行搜索，分析其分布特征及组成类型；并

利用所筛选的引物在潍坊毛蚶野生群体中进行了遗

传多样性分析，旨在为毛蚶微卫星分子标记的开发提

供更为有效的方法，为毛蚶种群遗传学分析、遗传图

谱构建及分子标记辅助育种提供有力工具。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料及转录组测序 

实验所需毛蚶样品于 2017 年 10 月采自天津滨海

新区大神堂海域，壳长为(26.19±1.46) mm，活体重为

(20.01±2.89) g。选取活力好的毛蚶 3 只，取其鳃组织，

构建高 通量 转录组 测序 文库， 并利 用 Illumina 

HiSeq4000 测序平台(杭州联川生物技术股份有限公

司)进行测序，共获得 93.57 Gb 的数据量，原始测序

数据经 Trinity 软件(http://trinityrnaseq.sourceforge.net/)

组装并去除冗余后，获得了平均长度为 621.23 bp 的

unigene 35 555 条。 

1.2  微卫星标记筛选和引物设计 

微卫星序列的识别和定位使用 MISA 软件进行，

MISA 搜索参数设置如下：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的最少重复

次数分别为 12、6、5、5、4 和 4，复合 SSR 两个位

点间最大间隔碱基数设置为 100，结合 Primer 3 软件

批量设计引物。主要参数设置：引物长度为 18~27 bp，

PCR 扩增产物在 100~280 bp 之间，57℃≤退火温度

(Tm)≤63℃，20%≤GC 含量≤80%。同时，利用 NCBI

数据库中的 Primer-BLAST 对结果进行进一步验证，

主要参数设置： Self complementarity<6， Self´ 3 

complementarity <3，且上下游引物 Tm 值差值不高于

2℃。引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.3  微卫星多态性分析 

使用海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒(天

根生化科技(北京)有限公司)进行毛蚶肌肉组织 DNA

的提取，委托生工生物工程(上海)股份有限公司合成

荧光引物，对毛蚶潍坊群体的 30 个个体进行 STR 检

测 (3730XL 测序分析仪，美国 ABI 公司 )，利用

GeneMapper 3.2 软件对结果进行基因分型。 

等位基因数(Na)、期望杂合度(He)和观测杂合度

(Ho) 用 Microsatellite Analyser (MSA) 软 件 计 算

(Dieringer et al, 2003)。多态信息含量(polymorphism 

information content, PIC)用 PIC-CALC 0.6 软件计算。

利用 Genepop 4.2 软件进行哈迪–温伯格平衡(Hardy- 

Weinberg equilibrium, HWE)分析(http://genepop.curtin. 

edu.au/)，并对 P 值进行 Bonferroni 校正。 

2  结果与分析 

2.1  毛蚶转录组中 SSR 的数量和分布特点 

对毛蚶转录组中序列总长度 22 087 807 bp 的

35 555 条 unigene 序列进行 SSR 检测，共得到 3987

个 SSR (完美型 SSR 为 3074 个)，分布在 3162 条

unigene 序列当中。SSR 发生频率(含 SSR 的 unigene

数/unigene 总数)为 8.89%，SSR 出现频率(检出 SSR 位

点数/unigene 总数)为 11.21%，平均每 5.54 kb 含有 1 个

SSR 位点(总 unigene 长度/搜索到的 SSR 数量)。其中，

612 条 unigene 含有 1 个以上 SSR 位点，以复合微卫

星形式出现的 SSR 数目为 913 个。  

2.2  毛蚶转录组中 SSR 的重复基元类型和频率特征 

从毛蚶转录组中筛查到的 3987 个 SSR 位点中，

二核苷酸重复 SSR 出现频率最高，为 2315 个，占总

数的 58.06%；其次是三核苷酸重复 SSR (759 个，

19.04%)和单核苷酸重复 SSR (696 个，17.46%)；四

核苷酸、五核苷酸和六核苷酸重复 SSR 所占比例最

少，分别占总数的 4.01%、1.15%和 0.28%。 

3987 个 SSR 共有 182 种重复基元类型，根据碱

基互补配对原则和阅读起始碱基顺序的差异 (栾生

等, 2007)，对每种长度类型的重复基元进行同类兼

并后，单、二、三、四、五、六核苷酸重复基元类

型分别为 2、4、10、18、17 和 8 种(表 1)。单核苷 
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表 1  毛蚶转录组 SSR 主要重复基元类型及分布比例 
Tab.1  The type and percentage of main repeat motif of SSR in transcriptome of S. kagoshimensis 

重复类型 
Type of SSR 

重复基元 
Repeat motif 

数量 
Number 

所占比例
Ratio/%

重复类型 
Repeat type

重复基元 
Repeat motif 

数量 
Number 

所占比例
Ratio/% 

A/T 582 83.62 AAC/GTT 119 15.68 单核苷酸
Mononucleotide C/G 114 16.38 ACC/GGT 54 7.11 

AC/GT 1058 45.70 AAG/CTT 39 5.14 

AG/CT 766 33.09 AGC/CTG 39 5.14 

AT/AT 480 20.73 AGG/CCT 29 3.82 

二核苷酸
Binucleotide 

CG/CG 11 0.48 ACG/CGT 23 3.03 

AAT/ATT 264 34.78 ACT/AGT 12 1.58 三核苷酸
Trinucleotide ATC/ATG 171 22.53 

三核苷酸
Trinucleotide

CCG/CGG 9 1.19 

 

酸重复中出现最多的基元类型是 A/T，占单核苷酸

重复的比例为是 83.62%。二核苷酸重复中出现较多

的是 AC/GT 和 AG/CT 类型，占二核苷酸重复的比

例分别为 45.70%和 33.09%，AAT/ATT 基元在三核

苷酸重复中出现的频率最高，占三核苷酸重复的

34.78%。 

2.3  毛蚶转录组中 SSR 长度及重复次数分布 

本研究中，毛蚶转录组中 SSR(完美型)长度在

12~84 bp 之间，其中，长度在 12~19 bp 之间的 SSR

占比最大，为 SSR 总数的 61.06%。其次为长度 20~ 

29 bp 的 SSR，占总数的 22.38%。长度≥50 bp 的 SSR

仅占总数的 2.64%。SSR 的长度分布规律见图 1。 

毛蚶转录组中不同类型 SSR 的重复次数分布见

表 2。由表 2 可知，SSR 单核苷酸重复次数主要集中

在 12~14 次，二核苷酸重复次数主要集中在 6~8 次，

三核苷酸和四核苷酸重复次数主要集中在 5~6 次，五

核苷酸和六核苷酸重复次数主要为 4 次。总的来看，

重复 6 次的 SSR 占比最高，为 778 个(19.51%)，其次

为重复 5 次和 7 次，分别为 488 个(12.24%)和 423 个

(10.61%)。重复次数≥15 次的 SSR 位点共有 803 个，

占总 SSR 个数的 20.14%。 

 
 

图 1  毛蚶转录组中的 SSR 长度分布 
Fig.1  Length distribution of SSRs in  

transcriptome of S. kagoshimensis 
 

2.4  毛蚶 SSR 引物设计及群体遗传多样性分析 

除部分微卫星序列侧翼序列过短或者本身结构

不适合设计引物以外，使用 Primer 3 软件对其中含有

SSR 的 3162 条序列进行引物设计，最后从 60 对引物

中筛选出扩增稳定、多态性较高的 14 对引物(表 3)。

利用这 14 对引物对毛蚶潍坊野生群体的 30 个个体进

行遗传多样性分析。等位基因数(Na)、观测杂合度

(Ho)、期望杂合度(He)、多态信息含量(PIC)和哈迪–

温伯格平衡检验(PHWE)等参数详见表 4。 
 

表 2  毛蚶转录组中不同类型 SSR 重复次数分布 
Tab.2  Repeat number of SSR in transcriptome of S. kagoshimensis 

重复次数 Repeat number 重复类型 
Type of SSR 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 ≥15

单核苷酸 Mononucleotide – – – – – – – – 189 105 114 288

二核苷酸 Binucleotide – – 591 337 233 132 109 176 126 63 59 489

三核苷酸 Trinucleotide – 411 147 78 47 14 8 12 8 9 4 21

四核苷酸 Tetranucleotide – 72 38 8 11 6 3 5 5 3 4 5

五核苷酸 Pentanucleotide 34 5 2 – 3 – 1 – 1 – – 0

六核苷酸 Hexanucleotide 11 – –           0

总和 Total 45 488 778 423 294 152 121 193 329 180 181 803
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表 3  毛蚶 14 对 SSR 引物信息 
Tab.3  Information of SSR primers in S. kagoshimensis 

位点 
Locus 

重复基元 
Repeat motif 

引物序列 
Primer sequences (5′~3′) 

产物平均长度 
Mean product size /bp 

退火温度 

Tm /℃ 

F: ATTCGGCACACTTTTGAGGT MH09 (AT)7 
R: CCAATTTGGCAAGTGCTTTT 

174 60 

F: ACAATGCCAAGGAAGAATCG MH17 (TGA)6 
R: CGGCTCATCAGCATACTCAA 

272 60 

F: CGTCTTTTTGTGAAGATCCTTG BE02 (GA)12 
R: ACGAAAATCCAAAAGAGCGA 

258 56 

F: TTGCCGAGAAGGTTTGTTTT BE04 (ATA)7 
R: GCCCTACCTTGGAGTCGTAA 

213 58 

F: TGTAGTGCAAGGTGGAGCTG BE10 (GGA)6 
R: TGTCCAGTGCCATATCCAGA 

254 61 

F: GGTACAGTGTGGGCCAAAAG BE16 (GT)12 
R: GAGTGGGGATGTTGGAGTGA 

286 59 

F: CACGCTGTTTTCACCTTTTG BE18 (TTC)6 
R: GAATCTGTCAATCGGTCGGT 

267 61 

F: GGTTAATGACGCACACATGC RC02 (AC)12 
R: CTTTCAATGACCACTGGCAA 

232 57 

F: TTGCTGCCAGTGTGTGTGTA RC06 (TG)12 
R: ACCAGTGAAAACCACCAAGC 

247 60 

F: AACACAATGCCCTACTTGGC RC15 (TAT)7 
R: AACACCCAACAAACCTCAGAA 

194 60 

F: TGGTGACTGCTTACTTGGGA RC20 (AG)12 
R: AGCGAAACGCTAAAAGCAAA 

274 58 

F: TTTATATGTGGCGGTCAGCA KT05 (AC)12 
R: GATGGGCTATCCAGATGTCCT 

159 60 

F: TGCGTCAACAACAAAAGGAG KT09 (CAA)6 
R: GGTACATTTCCAGCATTCCG 

164 60 

F: CAGTACCAAAGACGGCCATT KT10 (TGA)6 
R: TGAGGTACTTGGTTGGTCCAG 

237 60 

 

表 4  基于 14 个 SSR 位点的潍坊毛蚶群体遗传多样性分析 
Tab.4   Genetic diversity of Weifang population in S. kagoshimensis at 14 SSR loci 

微卫星位点
Locus 

重复基元 
Repeat motif 

等位基因数 
Na 

观测杂合度 
Ho 

期望杂合度 
He 

多态信息含量
PIC 

哈-温平衡检验 
PHWE 

MH09 (AT)7 11 0.967 0.805 0.767 0.019 1 
MH17 (TGA)6 6 0.533 0.771 0.719 0.009 9 
BE02 (GA)12 19 0.933 0.942 0.921 0.294 7 
BE04 (ATA)7 19 0.567 0.869 0.843  0.000 0* 
BE10 (GGA)6 9 0.500 0.780 0.735  0.000 0* 
BE16 (GT)12 25 0.759 0.962 0.943  0.000 0* 
BE18 (TTC)6 23 0.733 0.953 0.933  0.003 2* 
RC02 (AC)12 26 0.793 0.953 0.933 0.010 0 
RC06 (TG)12 17 0.577 0.930 0.905  0.000 0* 
RC15 (TAT)7 4 0.567 0.623 0.549 0.249 8 
RC20 (AG)12 19 0.900 0.938 0.917 0.287 1 
KT05 (AC)12 21 0.733 0.925 0.904  0.000 0* 
KT09 (CAA)6 8 0.600 0.669 0.600 0.129 0 
KT10 (TGA)6 9 0.379 0.802 0.769  0.000 0* 

平均 Mean   15.4 0.682 0.852 0.817 – 

*表示 Bonferroni 校正后显著偏离哈迪-温伯格平衡(P<0.05) 
* means significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium after Bonferroni correction (P<0.05) 
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14 个微卫星位点总共检测到 216 个等位基因，

每个位点的等位基因个数从 4 个到 26 个不等，平均

等位基因数为 15.4 个。Ho 为 0.379~0.967，平均值 

为 0.682；He 为 0.623~0.962，平均值为 0.852，PIC

为 0.817。经 Bonferroni 校正后发现，14 个位点中有

7 个偏离哈迪–温伯格平衡。 

3  讨论 

3.1  毛蚶转录组 SSR 类型和分布规律 

近年来，越来越多的贝类中报道了利用转录组数

据开发微卫星的方法，在墨西哥湾扇贝(Argopecten 

irradians concentricus)的转录组测序数据中，SSR 的

出现频率为 10%(谭杰等, 2018)，马氏珠母贝(Pinctada 

martensii)的 SSR 出现频率为 13.34% (王忠良等 , 

2015)，泥东风螺(Babylonia lutosa)的 SSR 出现频率为

13.62% (熊钢等, 2020)。本研究中，毛蚶转录组中 SSR

的出现频率为 11.21%，和上述报道相似，但低于扁

玉螺(Neverita didyma)的 86.53% (卢玮筱等, 2018)。在

其他水生动物中，转录组中 SSR 出现频率差异较大，

如牙鲆 (Paralichthys olivaceus)为 43.24% (李超等 , 

2015)，大口黑鲈 (Micropterus salmoides)为 11.30%  

(黄勇等, 2019)，金乌贼(Sepia esculenta)为 90.66%  

(张金勇等, 2020)，曼氏针乌贼(Sepiella japonica)为

48.70%( 管奥等 , 2018) ，凡纳滨对虾 (Litopenaeus 

vannamei)为 22.1% (杨铭等, 2017)。在 SSR 检索标准

一致的情况下，SSR 出现频率主要与物种差异、转录

组结构及测序数据大小有关。 

除单核苷酸重复外，大多数贝类如墨西哥湾扇

贝、马氏珠母贝、泥东风螺及菲律宾蛤仔(Ruditapes 

philippinarum)(谭杰等, 2018; 王忠良等, 2015; 熊钢

等, 2020; 闫路路, 2015)等转录组中 SSR 均以二核苷

酸重复为主，本研究中毛蚶转录组中 SSR 也以二核

苷酸重复为主，和上述研究结论一致。多数鱼类，如

牙鲆、刀鲚(Coilia ectenes)、密斑刺鲀(Diodon hystrix) 

(李超等, 2015; 于爱清等, 2019; 马军等, 2020)以及

虾 类 ， 如 凡 纳 滨 对 虾 、 红 螯 螯 虾 (Cherax 

quadricarinatus) (杨铭等, 2017; 李喜莲等, 2020)等，

转录组中的 SSR 类型分布也符合这一规律。 

本研究中二核苷酸重复基元类型以 AC/GT 最

多，占二核苷酸重复的 45.70%，这与合浦珠母贝

(Pinctada fucata)、泥东风螺的研究结果一致(曲妮妮, 

2008; 熊钢等, 2020)。目前，大多数鱼类的研究结果

也 验 证 了 这 一 结 论 ， 如 牙 鲆 、 刀 鲚 、 团 头 鲂

(Megalobrama amblycephala)和 鱼(Miichthys miiuy)

转录组中的二核苷酸重复类型中，AC/GT 重复基元

分别占 75.25%、71.89%、65.39%和 68.2% (李超等, 

2015; 于爱清等 , 2019; 曾聪等 , 2013; 车荣波等 , 

2015)。Toth 等(2000)对多个真核生物基因组的研究结

果表明，脊椎动物和节肢动物基因组中二核苷酸的类

型多以 AC/GT 为主。与上述研究不同，战爱斌等(2008)

和李宏俊等(2009)通过富集文库法得到的栉孔扇贝

(Chlamys farreri)和海湾扇贝(Argopecten irradians)基

因组中 AG/CT 重复基元的比例远高于 AC/GT。不同

贝类中重复单元类型占比不同的现象，除了 SSR 筛

选方法不同外，还可能与不同编码基因的碱基组成偏

好及体内甲基化酶活性有关(曾聪等, 2013)。  

3.2  毛蚶转录组 SSR 的长度和重复次数 

SSR 标记多态性的高低是判断其物种可用性的

重要依据。根据 Temnykh 等(2001)的研究，SSR 的长

度大小是影响其多态性高低的关键因素，当 SSR 长

度≥20 bp 时，呈高度多态性，12 bp≤长度≤20 bp

时，呈中等多态性；前者更容易发生变异，原因是在

较长的模板上滑动错配发生的几率更高(毛俐慧等 , 

2018)。本研究在设置筛选参数时，已剔除了长度在

12 bp 以下的 SSR 序列，12~19 bp 和长度≥20 bp 的

序列分别占 SSR 总数量的 66.23%和 33.77%，在此基

础上设计引物，保证了引物具有较高的多态性。 

本研究筛选出的 14 对多态性较好的 SSR 引物

中，二核苷酸重复主要为 6 次，三核苷酸重复主要为

7 次，随着重复次数的增加，各类型 SSR 的数量均逐

渐降低。重复次数范围和 SSR 数量变化规律和大多

数同类研究一致。相比之下，陈辰(2015)和 Feng 等

(2009)用磁珠富集方法开发的毛蚶 SSR 中，高重复序

列所占比例较大，其二核苷酸重复次数一般集中在

13~27 次。造成这种差异的原因，一方面是由于转录

组中开发的 SSR 重复次数往往要低于基因组中的

SSR (Xia et al, 2018)，另一方面是磁珠富集的杂交洗

脱等程序能够将大部分低重复序列除去(孙效文等 , 

2005)。Schlötterer 等(2000)认为，重复次数与 SSR 位

点突变率存在一定程度正相关。虽然本研究从转录组

中开发的 SSR 重复次数相对较低，但从毛蚶群体遗

传学分析的结果来看，依然显示了较高的多态性。 

3.3  潍坊毛蚶群体遗传多样性分析 

本研究对基于转录组数据得到的微卫星引物进

行筛选，并在潍坊毛蚶野生群体中进行了遗传多样性

分析，其平均等位基因数(Na)、观测杂合度(Ho)和期

望杂合度(He)分别为 15.4、0.682 和 0.852，与陈辰(2015) 
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(Na：15.2；Ho：0.719；He：0.856)的研究结果类似，

相比 Feng 等(2009)(Na：21.64；Ho：0.798；He：0.931)

多态性略低。14 个微卫星位点的 PIC 值范围为

0.549~0.943，平均值为 0.817。根据 Botstein 等(1980)

的标准，PIC≥0.5、0.25≤PIC<0.5 和 PIC<0.25 分别

代表高度多态性、中度多态性和低度多态性。从结果

来看，本研究开发的 14 个微卫星标记均属高多态性，

能够提供丰富的遗传信息，在毛蚶种群遗传学研究、

遗传图谱构建及家系分析鉴定中具有较高的实用性。

另外，本研究采集的样本为山东潍坊野生群体，也说

明目前群体依然保持着较高的遗传多样性。 

经 Bonferroni 校正后发现，14 个微卫星位点中有

7 个显著偏离哈迪–温伯格平衡(P＜0.05)，微卫星位

点偏离哈迪–温伯格平衡的现象在相关报道中并不少

见，如在菲律宾蛤仔(闫路路, 2015)、青蛤(方军等, 

2020)、里式拟石磺(Paraoncidium reevesii)(吴欣等 , 

2016)和熊本牡蛎 (Crassostrea sikamea)(黄飘逸等 , 

2020)的群体遗传学研究中，微卫星位点偏离哈迪–温

伯格的比例分别为 75%、70.37%、35.71%和 20%。

一般来说，群体偏离平衡的原因主要是近交或存在无

效等位基因而导致的纯合子过剩或取样样本量过小。

其中，微卫星标记中存在无效等位基因是一个较为普

遍的现象，尤其是在海洋贝类中(Reece et al, 2004)。

本研究采集的群体为野生群体，从平均等位基因数、

杂合度等遗传参数来看，均体现出较高的多态性，故

推测微卫星中无效等位基因的存在或样本量较小是

造成偏离哈迪–温伯格平衡的主要原因。 

本研究结果表明，利用高通量转录组测序筛选

毛蚶微卫星是一种高效可行的方法。研究结果增加

了毛蚶的可用微卫星标记，对毛蚶的种群遗传学分

析、遗传图谱构建及分子标记辅助育种都具有重要的

意义。 
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Development and Evaluation of SSR Markers Based on  
Transcriptome Sequencing in Scapharca kagoshimensis 

CHEN Limei1, LI Li2, SHI Xuwei1, QIN Yiming1, LIU Lihua1, GUO Yongjun1① 
(1. Tianjin Key Laboratory of Aqua-Ecology and Aquaculture, College of Fishery Science, Tianjin Agricultural University,  

Tianjin  300384, China; 2. Marine Biology Institute of Shandong Province, Qingdao, Shandong  266104, China) 

Abstract    Scapharca kagoshimensis is a marine shellfish of great economic value. In recent decades, 

populations of S. kagoshimensis have declined due to environmental destruction and overfishing. To 

enhance our understanding of the genetic diversity and population-level genetic structure of 

S. kagoshimensis, microsatellite loci were detected based on the transcriptome data of S. kagoshimensis 

using MISA software. A total of 3987 Single Sequence Repeats (SSRs) were identified from 35,555 

unigenes and the frequency of their occurrence was 11.21%. The main types of repeats were dinucleotides 

and trinucleotides, which accounted for 58.06% and 19.04%, respectively. A total of 182 types of repeat 

motifs were classified in all SSRs, and AC/GT was the most abundant among dinucleotide repeats 

(45.70%). The repeat numbers of SSRs primarily ranged between five and seven, and the number of SSRs 

gradually decreased as repeat number increased．Motif length was predominantly between 12 and 29 bp, 

and the SSR polymorphism level was above moderate. Among the 60 designed primer pairs, 14 pairs 

proved to be polymorphic microsatellite markers and were amplified in 30 wild individuals sampled from 

Weifang in Shandong Province. The results showed that the average number of alleles (Na), average 

observed heterozygosity (Ho), average expected heterozygosity (He), and polymorphism information 

content (PIC) were 15.4, 0.682, 0.852, and 0.817, respectively. All 14 loci were highly polymorphic (PIC

≥0.5). After Bonferroni correction, seven of the 14 loci deviated significantly from the Hardy-Weinberg 

equilibrium (P<0.05). These results indicate that it is feasible to develop microsatellite markers based on 

the S. kagoshimensis transcriptome. The polymorphic microsatellite loci obtained in this study will 

facilitate further studies on population genetic management, genetic mapping, and molecular assisted 

breeding of S. kagoshimensis. 
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