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摘要：达氏鲟（Acipenser dabryanus）是我国特有的珍稀鱼类，主要分布在长江上游干支流。由于人类

活动的影响，其种群数量急剧下降，被列为国家Ⅰ级重点保护动物、IUCN红色名录极危（CR）物种。

本研究针对当前达氏鲟群体的濒危现状，应用微卫星标记开展达氏鲟保护遗传学研究。通过高通量测

序成功筛选出 25 个微卫星位点，采用 18 尾野生个体和 30 尾人工繁殖个体对其多样性进行了检验，结

果表明，25 个位点共检测出 181 个等位基因，每个位点的等位基因数（A）为 4 ~ 11（平均值 7.2），观

测杂合度（HO）为 0.160 ~ 1.000（平均值 0.744），期望杂合度（HE）为 0.346 ~ 0.875（平均值 0.727）。

所有位点均不偏离“Hardy-Weinberg”平衡（P > 0.05），各位点间也无连锁不平衡现象。除了其中一个

位点以外，所有位点的多态信息含量（PIC）均大于 0.5，其多态性较好。本次筛选的微卫星位点将有

助于达氏鲟资源保护和群体遗传研究。 

关键词：达氏鲟；微卫星；多态性；高通量测序 

中图分类号：Q953    文献标识码：A    文章编号：0250-3263（2017）03-449-09 

Development of Microsatellite Loci for Dabry′s Sturgeon (Acipenser 

dabryanus) Using High-Throughput Sequencing 

LI Wei①  LI Jiu-Xuan①  JING Hui-Fang①  LEI Yi①  SONG Zhao-Bin①②* 

① Sichuan Key Laboratory of Conservation Biology on Endangered Wildlife, College of Life Sciences, Sichuan University, Chengdu  610064; 

② Key Laboratory of Bio-Resources and Eco-Environment of Ministry of Education, College of Life Sciences, Sichuan University, 

Chengdu  610064, China 

 

Abstract: Dabry′s Sturgeon (Acipenser dabryanus) is an endemic freshwater fish in the mainstream of upper 

reaches of the Yangtze River and its tributaries in western China. Due to anthropogenic factors, the natural 

populations of Dabry′s Sturgeon have been declining sharply in the past decades. Consequently, the species 

was listed as a first class protected animal by the Chinese government. And it was also listed as critical 

endangered in the IUCN Red List. In order to obtain the information on genetic diversity of Dabry′s Sturgeon, 

twenty-five tetranucleotide microsatellite loci were developed from the genomic DNA using the 
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high-throughput sequencing. The polymorphism of microsatellites was tested using 18 wild individuals and 

30 artificially propagated individuals. A total of 181 alleles were found in 25 microsatellites. The number of 

alleles per locus (A) ranged from 4 to 11 (mean = 7.2). And the observed heterozygosities (HO) and expected 

heterozygosities (HE) ranged from 0.160 to 1.000 (mean = 0.744) and 0.346 to 0.875 (mean = 0.727), 

respectively. No loci significantly deviated from the Hardy-Weinberg equilibrium (P > 0.05) and there was no 

significant linkage disequilibrium found between pairs of loci. All of the microsatellite markers, except one, 

showed polymorphism information content (PIC) values above 0.5 (Table 1). These polymorphic 

microsatellite loci described here will facilitate further studies on the population genetic management and 

conservation of Dabry′s sturgeon. In this article, Table 1 shows the information of polymorphic microsatellite 

markers isolated from Dabry′s Sturgeon. 

Key words: Dabry′s Sturgeon, Acipenser dabryanus; Microsatellites; Polymorphism; High-throughput 

sequencing 

 

达氏鲟（Acipenser dabryanus）隶属于鲟形

目（Acipenseriformes）鲟科（Acipenseridae）

鲟属，是我国特有的珍稀濒危鱼类，主要分布

在长江中上游干支流，具有重要的物种价值和

科研价值（丁瑞华 1994，Zhuang et al. 1997）。

由于过度捕捞、水体污染、水利工程兴建（Zhu 

et al. 2008），以及其自身生活周期长、性成熟

晚等原因，达氏鲟天然资源已极为稀少，1989

年被列为国家Ⅰ级重点保护动物（Wei et al. 

1997），同时也被列入 IUCN红色名录极危（CR）

物种（IUCN 2016）。为保护达氏鲟野生资源，

国家提出了一系列保护措施，包括禁止捕捞、

设立保护区和开展人工增殖放流等。其中，人

工增殖放流是目前达氏鲟资源保护和种群恢复

的主要措施之一。由于亲鱼数量极少，在进行

苗种培育时，极易造成近亲繁殖而导致苗种遗

传质量的下降。为保障达氏鲟苗种种质的纯正

性，有必要通过分子方法对其进行遗传多样性

等调查。 

微卫星因其具有共显性、高度遗传多态性、

等位基因分型难度低等突出优点，是遗传多样

性分析最合适的分子标记。而高多态性的微卫

星位点也已成为种群遗传学研究的普遍选择

（Selkoe et al. 2006，Witzenberger et al. 2011），

并在遗传分析、亲子鉴定等方面有着重要的作

用（Abbas et al. 2010，An et al. 2013）。目前，

达氏鲟的微卫星已有报道（Zeng et al. 2013，

Zhang et al. 2013，Que et al. 2014），但部分位

点仅有等位基因数（number of alleles，A）、期

望杂合度（expected heterozygosities，HE）和

Shannon-Wiener 指数等计算，并未评估多态性

信息含量（polymorphism information content，

PIC）和检验“Hardy-Weinberg”平衡（Zhang et 

al. 2013，Que et al. 2014）。同时，已报道的位

点多以二碱基重复为主（Zhang et al. 2013，Que 

et al. 2014），而遗传分析中人们往往更倾向于

使用四碱基重复的微卫星以减少二碱基微卫星

在 PCR中出现滑带（stutter）等问题（Ellegren 

et al. 2004，张小芳等 2012）。虽然学者 Zeng 等

（2013）筛选了 8 个四碱基重复的位点，但其

中有 6 个位点偏离“Hardy-Weinberg”平衡，

这将影响其在达氏鲟种群遗传学等相关分析中

的使用。因此，迫切需要筛选出更多优良的微

卫星位点用于达氏鲟保护遗传学和种质资源管

理等研究。 

随着测序技术的不断发展，应用高通量测

序（high-throughput sequencing）进行微卫星位

点筛选也越来越广泛（岳桂东等 2012，Zhu et 

al. 2013，Ritchie et al. 2016）。本次研究也采用

高通量测序进行微卫星位点的筛选，为达氏鲟

种质资源保护和群体遗传学研究提供科学依

据。 
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1 材料与方法 

1.1  样本的采集 

实验所用达氏鲟组织样本分别采自于宜宾

珍稀水陆生动物研究所（野生个体 18 尾），金

沙江溪洛渡向家坝水电站珍稀特有鱼类增殖放

流站（人工繁殖个体 30 尾），中华鲟研究所（野

生个体 1 尾），长江水产研究所（野生个体 1

尾），剪取部分胸鳍或腹鳍鳍条置于无水酒精

中，带回实验室﹣20℃冰箱保存。其中，中华

鲟研究所和长江水产研究所各 1 尾野生个体样

本在本次实验中仅用于高通量测序，并未涉及

后续实验。 

1.2  基因组 DNA的提取与高通量测序 

基因组 DNA 的提取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]。采用混合测序的方法，将样本按照

一定规律混合后进行检测，可充分利用新一代

测序仪的测序性能，从而大大降低成本，提高

检测效率和灵敏性。本次实验根据达氏鲟性别

及其数量分别建立 3 个 DNA 混合池，其中，

宜宾珍稀水陆生动物研究 6 尾雌鱼和 7尾雌鱼

的 DNA分别组成 2个 DNA 混合池，而中华鲟

研究所和长江水产研究所各 1 尾雄鱼以及宜宾

珍稀水陆生动物研究 5 尾雄鱼的 DNA 共同组

成另一个 DNA 混合池。然后将所有的 DNA混

合池送至北京诺禾致源生物信息科技有限公

司，使用 HiSeq 2500高通量测序仪（Illumina，

USA）对达氏鲟基因组 DNA 进行随机测序。 

1.3  引物设计与筛选 

使用微卫星查找软件 MSDB 2.4.2（Du et al. 

2013）找出四碱基且重复次数 6次以上的序列，

根据微卫星 DNA 侧翼序列，利用在线引物设

计软件 Primer 3.0（http://bioinfo.ut.ee/primer3/）

进行引物设计。以 18个野生个体（宜宾珍稀水

陆生动物研究所）的基因组 DNA和 30个人工

繁殖子代个体（金沙江溪洛渡向家坝水电站珍

稀特有鱼类增殖放流站）的基因组 DNA 为模

板，进行 PCR扩增实验。保留能够产生高度特 

异性扩增片段的引物，并对引物的“退火温

度”进行优化。选取多态性较好的引物进行正

向链 5′端的（FAM、TAMRA、HEX）荧光标

记，对达氏鲟 48个基因组DNA进行PCR扩增。

PCR 反应体系为：模板 DNA 0.5 μl（30 ng/μl），

正反向引物各 0.5 μl（10 pmol/μl），0.2 μl Taq 

DNA 聚合酶（5 U/μl）（Takara，Japan），2.5 μl 

10 × PCR buffer（Takara，Japan），1.5 μl Mg
2+

（25 μmol/μl）（Takara，Japan），1 μl dNTPs 

（2.5 μmol/μl）（Takara，Japan），18.3 μl ddH2O，

共 25 μl 体系。PCR 反应程序为：94℃变性 

5 min，94℃变性 30 s，55 ~ 65℃退火 40 s（表

1），72℃延伸 1 min，重复 35个循环；72℃充

分延伸 10 min。PCR 扩增产物经 1.0%琼脂糖凝

胶电泳进行检测，选取条带清晰且单一的产物

直接送样，使用 ABI PRISM 377测序仪对扩增

片段进行测定，并使用 Genotyper 2.5 软件进行

微卫星等位基因分型。 

1.4  数据分析 

微卫星基因分型结果显示，达氏鲟每个位

点的等位基因数最多达到 4 个，表明可以按照

四倍体进行分析，并对分型结果进行读数与统

计。以假定的同源四倍体模型为基础的

AUTOTET软件（Thrall et al. 2000）分别计算

等位基因数（A）、观测杂合度（ observed 

heterozygosities，HO）及期望杂合度（HE）。使

用软件 LD4X（Julier 2009）进行连锁不平衡检

测，并对多态信息含量（PIC）使用 PIC_CALC 

0.6软件进行计算。 

2  结果 

2.1  高通量测序及微卫星分布规律统计结果 

对达氏鲟进行基因组随机高通量测序，过

滤掉接头、低质量序列后，共获得有效数据 

35 Gbp。数据经拼接组装后，通过软件搜索获

得侧翼序列超过 250 bp 的微卫星序列共 758

条，其中四碱基微卫星序列 228 条，占搜索序

列的 30%；四碱基且重复超过 6次的微卫星序

列 189条，占四碱基微卫星序列的 83%。 
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进一步对达氏鲟基因组微卫星分布规律进

行统计分析，以单碱基重复的微卫星丰富度最

高，多达 41 024个，占微卫星总数的 49%；其

次是四碱基重复的微卫星为 16 205个，占微卫

星总数的 19.4%；二碱基重复类型为 15 152个，

占微卫星总数的 18.1%；三碱基重复类型占微

卫星总数的 10.5%，五碱基和六碱基重复类型

占微卫星总数的 3%。由此可见，除单碱基微

卫星以外四碱基微卫星丰度最高。 

2.2  微卫星位点筛选与多态性评价 

本次实验筛选得到的四碱基微卫星序列总

数是 228 条，其中四碱基且重复次数超过 6次

的微卫星序列共 189条，经过筛选后设计出 100

对引物，最后筛选出 25 个多态性位点。实验采

用 48 个达氏鲟个体对筛选位点进行检测。在

25个多态性位点中共检测出 181个等位基因，

每个位点产生的等位基因数（A）从 4至 11个

不等，平均等位基因数为 7.2。观测杂合度（HO）

范围是 0.160 ~ 1.000，其平均值为 0.744。期望

杂合度（HE）范围是 0.346 ~ 0.875，平均值为

0.727。所有位点均不偏离“Hardy-Weinberg”

平衡（P > 0.05）。PIC值均介于 0.332 ~ 0.867，

平均为 0.697。除了位点 AD74 的 PIC 值仅为

0.332，其余位点的 PIC 值均大于 0.5。连锁不

平衡检测结果也表明，所有标记对间均不存在

连锁不平衡现象。 

3  讨论 

较短重复单位的微卫星序列（如单碱基、

二碱基）扩增时易出现滑带等问题，产生干扰

带；而较长重复单位的微卫星序列（如五碱基

及以上）扩增时效率相对较低（黄如欣等 

2002）。四碱基微卫星在基因分型时效果较好

（黄杰等 2012）。此外，本次高通量测序统计

结果显示，四碱基重复的微卫星位点所占比例

较高。可见，四碱基微卫星在达氏鲟位点筛选

中具有优势。 

核心部分碱基重复数目的不同是微卫星多

态性的基础，微卫星的多态性水平可用多态信

息含量值（PIC）衡量（闵金金等 2013）。PIC

值是等位基因频率和数目变化的函数，能较好

地衡量片段的多态性，并反映出某个遗传标记

所含的遗传信息容量。根据 Botstein等（1980）

提出的衡量基因变异程度高低的多态信息含量

指标可见，本研究中的 25个微卫星位点的 PIC

值均介于 0.332 ~ 0.867，平均为 0.697，除了位

点 AD74 的 PIC值仅为 0.332，其余位点的 PIC

值均大于 0.5。表明这 25 个微卫星位点均具有

多态性，而其中 24个位点具有高度多态性，能

确切地提供遗传信息。然而，目前已报到的位

点并未对其 PIC 值进行评估（Zeng et al. 2013，

Zhang et al. 2013，Que et al. 2014），这也使达

氏鲟在群体遗传研究中受到较大的限制，而本

次筛选出的 25个微卫星位点可弥补这些缺陷。 

杂合度是度量群体变异的一个最适参数。

平均杂合度的大小可近似反映出群体遗传结构

变异程度的高低（罗明等 2012）。本研究得出

的期望杂合度（HE）为 0.346 ~ 0.867，平均为

0.696。Que等（2014）报道的位点中，其平均

期望杂合度为 0.609；Zhang 等（2013）报道的

位点中，其平均期望杂合度为 0.676，本研究获

得的微卫星位点的期望杂合度略高于已报道位

点的平均期望杂合度。 

目前，达氏鲟野生资源已极为稀少，较少

的亲本也容易遭受年龄老化、疾病和意外死亡

等威胁。有文献曾对比不同时间段（1958 ~ 

1959，1980 ~ 1981，1998 ~ 1999）的达氏鲟 DNA

指纹图谱（DNA fingerprinting），发现其群体遗

传多样性水平呈下降趋势（Wan et al. 2003）。

那么现阶段达氏鲟群体遗传多样性如何？还在

继续下降吗？亲代与子代的遗传结构又如何？

目前有关达氏鲟亲代与子代微卫星位点的报道

甚少，本次实验筛选的位点在达氏鲟 18个野生

个体（宜宾珍稀水陆生动物研究所）和 30个人

工繁殖子代个体（金沙江溪洛渡向家坝水电站

珍稀特有鱼类增殖放流站）中扩增效果均较好，

是适用于达氏鲟亲代与子代遗传多样性评价的

高多态性位点。学者 Zeng 等（2013）共扩增



·456· 动物学杂志 Chinese Journal of Zoology 52 卷 

 

30尾个体，Zhang等（2013）共扩增 24尾个体，

Que等（2014）仅扩增 22尾个体，均为宜宾珍

稀水陆生动物研究所提供的达氏鲟个体。 

现如今，除宜宾珍稀水陆生动物研究所、

中华鲟研究所、长江水产研究所储备有少量的

野生达氏鲟亲本外，其余均为人工繁殖饲养的

子一代和子二代。为有效保护达氏鲟，应进一

步加强其产卵场等重要栖息地的调查和保护，

并选择部分人工繁殖饲养的性成熟个体放流到

天然水域，以增加其野生资源量及重建野外繁

殖种群。此次筛选出的微卫星位点将适用于达

氏鲟保护工作中必要的种群遗传多样性分析，

以及放流个体的跟踪监测等工作。 

参  考  文  献 

Abbas K, Zhou X, Li Y, et al. 2010. Microsatellite diversity and 

population genetic structure of yellowcheek, Elopichthys 

bambusa (Cyprinidae) in the Yangtze River. Biochemical 

Systematics and Ecology, 38(4): 806–812. 

An H S, Lee J W, Hong S W. 2013. Population genetic structure of 

the Korean Pacific abalone Haliotis diversicolor supertexta 

inferred from microsatellite marker analysis. Biochemical 

Systematics and Ecology, 48(2): 76–84. 

Botstein D, White R L, Skolnick M, et al. 1980. Construction of a 

genetic linkage map in man using restriction fragment length 

polymorphisms. American Journal of Human Genetics, 32(3): 

314–331. 

Du L M, Li Y Z, Zhang X Y, et al. 2013. MSDB: a user-friendly 

program for reporting distribution and building databases of 

microsatellites from genome sequences. Journal of Heredity, 

104(1): 154–157. 

Ellegren H. 2004. Microsatellites: simple sequences with complex 

evolution. Nature Reviews Genetics, 5(6): 435–445. 

IUCN, 2016. The IUCN Red List of Threatened Species. Version 

2016.1: Acipenser dabryanus. [DB/OL]. [2016-10-20]. 

http://www.iucnredlist.org/apps/redlist/details/231/0. 

Julier B. 2009. A program to test linkage disequilibrium between loci 

in autotetraploid species. Molecular Ecology Resources, 9(3): 

746–768. 

Que Y F, Xu D M, Shao K, et al. 2014. Identification and 

characterization of seventeen novel microsatellite markers for 

the tetraploid fish Dabry′s sturgeon (Acipenser dabryanus). 

Journal of Genetics, 93(2): 1–4. 

Ritchie H, Jamieson A J, Piertney S B. 2016. Isolation and 

characterization of microsatellite DNA markers in the deep-sea 

amphipod Paralicella tenuipes by Illumina MiSeq sequencing. 

Journal of Heredity, 107:367–371. 

Selkoe K A, Toonen R J. 2006. Microsatellites for ecologists: a 

practical guide to using and evaluating microsatellite markers. 

Ecology Letters, 9(5): 615–629. 

Thrall P H, Young A. 2000. AUTOTET: a program for analysis of 

autotetraploid genotypic data. Journal of Heredity, 91(4): 

348–349. 

Wan Q H, Fang S G, Li Y N. 2003. The loss of genetic diversity in 

Dabry′s sturgeon (Acipenser dabryanus, Duméril) as revealed by 

DNA fingerprinting. Aquatic Conservation Marine & Freshwater 

Ecosystems, 13(3): 225–231. 

Wei Q W, Ke F E, Zhang J M, et al. 1997. Biology, fisheries, and 

conservation of sturgeons and paddlefish in China. 

Environmental Biology of Fishes, 48(1): 241–255. 

Witzenberger K A, Hochkirch A. 2011. Ex situ conservation genetics: 

A review of molecular studies on the genetic consequences of 

captive breeding programmes for endangered animal species. 

Biodiversity and Conservation, 20(9): 1843–1861. 

Zeng Q, Ye H, Ludwing A, et al. 2013. Microsatellite development 

for the endangered Yangtze sturgeon (Acipenser dabryanus 

Duméril, 1896) using 454 sequencing. Journal of Applied 

Ichthyology, 29(6): 427–514. 

Zhang S H, Luo H, Du H, et al. 2013. Isolation and characterization 

of twenty-six microsatellite loci for the tetraploid fish Dabry′s 

sturgeon (Acipenser dabryanus). Conservation Genetics 

Resources, 5(2): 409–412. 

Zhuang P, Ke F, Wei Q, et al. 1997. Biology and life history of 

Dabry′s sturgeon, Acipenser dabryanus, in the Yangtze River. 

Environmental Biology of Fishes, 48(1): 257–264. 

Zhu D, Chang J. 2008. Annual variations of biotic integrity in the 

upper Yangtze River using an adapted index of biotic integrity 

(IBI). Ecological Indicators, 8(5): 564–572. 

http://www.iucnredlist.org/apps/redlist/details/231/0


3 期 李薇等：基于高通量测序的达氏鲟微卫星标记筛选 ·457· 

 

Zhu Y, Stephens R M, Meltzer P S, et al. 2013. SRAdb: query and use 

public next-generation sequencing data from within R. BMC 

Bioinformatics, 14(2): 1–4. 

丁瑞华. 1994. 四川鱼类志. 成都: 四川科技出版社. 

黄杰, 杜联明, 李玉芝, 等. 2012. 红原鸡全基因组中微卫星分布

规律研究. 四川动物, 31(3): 358–363. 

黄如欣, 游攀, 周娟娟. 2002. 福建汉族群体 15 个 STR 基因座频

率分布. 中国法医学杂志, 17(4): 235–236. 

罗明, 白志毅, 李应森, 等. 2011. 三角帆蚌微卫星位点筛选及多

态性分析. 淡水渔业, 42(1): 80–84. 

闵金金, 张加勇, 郑荣泉, 等. 2013. 跨种扩增筛选大鳄龟微卫星

标记及遗传多样性分析. 动物学杂志, 48(6): 926–932. 

岳桂东, 高强, 罗龙海, 等. 2012. 高通量测序技术在动植物研究

领域中的应用. 中国科学: 生命科学, 42(2): 107–124. 

张小芳, 杨淑慧, 马跃, 等. 2012. 微卫星复杂结构对分型的影响: 

以熊 UamD116 和 UamB1 为例. 现代生物医学进展, 12(20): 

3812–3816.

 




