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基于微单体型分子标记的草鱼亲子鉴定方法

夏    雷1, 2    石米娟1, 3    张婉婷1, 3    段    攸1, 2    程莹寅1, 3    吴    南1, 3    夏晓勤1, 2, 3

(1. 中国科学院水生生物研究所, 武汉 430072; 2. 中国科学院科学院大学, 北京 100149;
3. 中国科学院种子创新研究院, 北京 100101)

摘要: 研究选择一种新型分子标记——微单体型用于亲子鉴定, 构建了高效的标记筛选和亲子鉴定流程, 并以

草鱼(Ctenopharyngodon idellus) 为例评估了该亲子鉴定方法的效果。结果表明, 利用基因组重测序数据能够

准确完成微单体型标记的分型, 效果和适应性明显优于传统的基于群体遗传学推断的分型; 通过信息熵的大

小能够高效筛选微单体型标记组合, 3个和5个微单体型标记的亲子鉴定结果与微卫星序列(SSR)鉴定结果的

一致性分别达到97.08%和99.42%。研究表明使用微单体型分子标记可以快速而准确地完成鱼类的亲子鉴定

工作。
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鱼类育种技术是水产养殖业可持续发展的重

要保障, 目前已有大量的遗传育种手段应用于鱼

类育种
[1]
。在各类经济鱼类的选育过程中, 所得到

的子代群体往往数量庞大, 为了保证饲养环境条

件的一致而将多个家系群体同池混养, 后期重建

亲本与子代之间的对应关系时, 需要使用亲子鉴

定技术
[2]
。

在通常情况下, 亲子鉴定主要根据孟德尔遗传

定律, 以分子标记作为依据来判断具体的子代与亲

代之间是否存在亲子关系。目前亲子鉴定主要采

用微卫星(Simple Sequence Repeat, SSR)和单核苷

酸多态性(Single Nucleotide Polymorphism, SNP)这
两种分子标记, 其中SNP在人类亲子鉴定中应用较多

[3],
而SSR主要应用于水产养殖育种

[2, 4—6]
。SSR具有

信息含量高、多态性好的优点
[7], 但标记本身的筛

选过程比较繁琐, 而且后续的亲子鉴定实验也较多

地依赖于人力劳动, 样本量较大时, 耗时长, 效率低;
相比之下, SNP标记则具有不易发生变异和易于分

析的优点 ,  但其多态性较低
[ 8 ] ,  需要使用较多的

SNP标记才可达到与SSR标记同等的效果。理论上

SSR标记可以直接从测序数据与参考基因组比对

后所得的插入缺失(INDEL)区域中进行筛选而获

得
[9, 10], 但直接获得SSR的方法都受限于reads长度

及碱基滑移方式, 对于重复次数相近或超过reads长
度的SSR无法进行有效分型

[10], 因此主要还是依靠

传统的实验手段来检测。单个SNP位点的分型也

可以通过多种测序技术获得, 2011年Davey等[11]
对

这些技术进行了总结, 包括重测序技术和RAD-seq
(Restriction-site-associated DNA sequencing)等简化

基因组测序技术, 其中重测序技术可以获得全基因

组范围内的SNP位点, 而简化基因组测序技术只能

获得部分SNP位点, 但相较而言其成本较低。在水

产动物的遗传育种研究中, SSR分子标记主要用于

亲子鉴定
[12—14]

和群体遗传多样性分析
[15]
等工作, SNP

分子标记则主要应用于遗传连锁图谱构建
[ 1 6 ]

和

GWAS分析
[17]
。

2013年Kidd等[18]
结合上述两种分子标记的优

点, 提出了微单体型(Microhaplotype, MH)的概念,
这是指长度在200 bp以内、可连锁遗传的SNP组
合。作为一种分子标记, MH多态性高并且能够稳
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定遗传, 已应用于法医行业
[18—20]

、人类群体分析
[21, 22]

及祖先推断
[23, 24]

等。2018年, Garciafernandez等[25]

以每个目标基因中的所有SNP位点作为一个单体

型(Haplotype)分子标记, 即长片段的连锁遗传的

SNP组合, 应用于鲷(Sparus aurata)的亲子鉴定。另

外微单体型分子标记也曾用于分析墨绿平鲉(Se-
bastes atrovirens)的亲缘关系

[26], 然而迄今没有应用

于鱼类亲子鉴定。

目前获取微单体型或单体型分型的方法主要

有两种: 第一种方法是根据所获得的各个SNP位点,
用群体遗传学的手段进行单体型推断; 第二种方法

是直接用个体基因组的测序数据的单体型组装。

用群体遗传学推断方法的常用软件HaploView[27]
、

PHASE[28]
、SHAPEIT[29]

和Beagle[30]
等, 它们对群体

大小的依赖性较强, 对于大样本群体可以获得较准

确的分型结果
[31]

。然而, 在鱼类的遗传育种中亲本

数量通常较小
[4, 15, 32], 难以获得适用于此方法的足

够数量样品, 不容易做到准确分型。基于序列组装

的软件主要有HapCUT2[33]
、ReFHap[34]

以及FLfind-
er[35]

等, 目前仅用于单体型的推断与分型, 而未应

用于微单体型的分析。这种方法不受样本数量限

制, 仅对测序深度敏感, 测序深度不足时无法获得

准确的分型结果
[36], 但随着高通量测序成本的迅速

下降, 测序深度已不再构成瓶颈问题。

本研究在基于个体测序数据的单体型组装的

基础上, 开发了一套基于微单体型分子标记的亲子

鉴定流程, 其核心为微单体型标记的获取、分型与

筛选, 所需要样本更少且准确率高, 适用于已有参

考基因组的二倍体水产动物。为评估新方法的效

果, 我们以一个草鱼群体的全基因组重测序数据为

例, 以其亲子鉴定结果与SSR鉴定结果的一致性为

主要指标对新方法加以验证和评估。

1    材料与方法

1.1    基于个体序列组装的微单体型获取与亲子鉴

定流程

我们通过个体单体型组装软件获取微单体型,
整个亲子鉴定流程主要分为三个步骤(图 1): 第一

步是获取亲本微单体型。通过与参考基因组进行

比对, 获取每个亲本个体的所有SNP位点, 依据测

序结果使用HapCUT2软件进行亲本个体的单体型

组装, 从中选取微单体型区域, 将所有个体的区域

集合起来, 获取在该基因片段上的微单体型区域。

按照划分好的微单体型区域, 对每个个体进行微单

体型组装及分型。然后对子代进行微单体型的分

型。对于上面从亲本中得到所有微单体型区域, 为

每个子代个体进行微单体型组装。将该区域上子

代与亲本的全部分型结果形成列表, 依据各分型的

索引构建每个个体在该微单体型下的分型结果。

最后根据全部子代分型结果, 用CERVUS 3.0软件
[37]

进行亲子鉴定。

1.2    微单体型区域(Microhaplotype region, MR)
的划分

用HapCUT2软件处理亲本的重测序数据, 获取

每个亲本个体的MR, 即一个单体型的首尾SNP位
点在参考基因组上的位置。集中所有亲本个体的

MR, 合并任何在位置上有重叠的MR, 构成一个序

列较长的、信息量更高的MR总库。

接下来将总库中的每一个MR逐一与各亲本的

MR进行比较。由于总库MR是合并所有亲本中相

重叠MR所得, 那么, 每一个总库MR必然不短于单

个亲本中与之有重叠的MR, 如果其非重叠区域(超
出的部分)在该亲本序列中也存在杂合的SNP位点,
那么这个MR将按重叠与非重叠区域拆分成两个区

域, 仅保留至少有2个SNP位点的区域作为新的MR,
这样可增加后续分析结果的准确性。最终所得的

MR总库将用于后续分型研究。

1.3    微单体型分型及分析方法

依据MR总库可对各亲本进行微单体型的分

型, 即针对总库中的每个MR确定各亲本的具体微

单体型序列。二倍体亲本在每个MR最多只可能有

2种微单体型, 这可以根据HapCUT2的分型结果筛

选, 也可以参考该亲本与参考基因组比对所得的

VCF文件来确定。如果由于测序错误或数据量不

足, 无法明确地鉴定某MR的1—2种微单体型序列,
则舍弃该MR。剩下的各有效MR中所得到微单体

型序列都可仅保留各SNP位点的碱基, 然后计算各

获取目的片段上全部SNP位点

HapCUT2软件单体型分型

微单体型区域划分

微单体型分型

微单体型分型(HapCUT2)、
对标记可行性鉴定

使用过滤后的标记
结合亲本进行分型

亲本微单体型的获取

子代微单体型分型

CERVUS亲子鉴定

 
图 1   微单体型获取和亲子鉴定流程

Fig. 1   Pipeline for microhaplotype genotyping and paternity
testing
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MR在亲本群体中的信息熵, 公式如下:

H = ¡
nX

i=1
pilog2 pi

式中, n表示该MR中微单体型序列的种类数, pi表示

第i种微单体型在亲本群体中出现的频率, H表示该

MR在亲本群体中的信息熵。

使用与亲本微单体型分型的方法, 也可以在每

个子代中获得各MR的微单体型序列, 用于后续的

亲子鉴定工作。

1.4    基于群体遗传学方法的单体型分子标记获取

与分析

传统上单体型标记是通过群体遗传学分析推

断而获得的, 因此本研究也使用此方法进行了单体

型分子标记的分型。分析过程比较简单: 首先通过

SHAPEIT软件将每个基因构建一个单体型, 再依据

各分型出现顺序标注每个个体的分型情况。

1.5    使用SSR标记进行亲子鉴定的方法

我们从草鱼参考基因组
[36]

中筛选部分短序列

重复片段作为候选SSR标记, 并设计引物对2尾父

本(1#和M10)和3尾母本(2#, F13和F40)进行扩增,
扩增程序为95℃预变性10min, 95℃变性45s, 55℃
退火45s, 72℃延伸1min, 循环30次, 72℃延伸10min,
4℃保存。使用ABI 3730对各标记的扩增产物进行

毛细管凝胶电泳, 以条带大小为分型依据判断其多

态性。最终选取5个多态性高的SSR标记进行亲子

鉴定, SSR标记的相关信息见表 1。171尾子代个体

也同样进行目标SSR标记扩增及分型, 然后进行亲

子鉴定分析。

1.6    组装微单体型标记使用的数据及其处理方法

我们以草鱼基因组重测序数据(尚未发表)进行

了微单体型组装 ,  数据来自上述五尾亲本及其

171尾子代个体, 其中亲本测序深度为30X, 子代测

序深度为15X, 并且评估了微单体型标记应用于亲

子鉴定的结果与SSR鉴定结果的一致性。重测序

数据经过了质量分析(FastQC)、与参考基因组的比

对(BWA[38])等步骤, 最后利用SAMtools[39]
和GATK

4.0[40]
软件获取各样本的SNP位点, 作为SNP信息集。

考虑到子代个体数并不多, 我们仅选择了15个
富含SNP的基因, 即adamts20(ADAM metallopepti-
dase with thrombospondin type 1 motif 20)、brca2
(breast cancer 2)、dlc1(deleted in liver cancer 1)、
gbp(guanylate binding protein)、lgals9(galectin 9)、
lrp5(LDL receptor related protein 5)、meis2b(meis
homeobox 2)、mrps23(mitochondrial ribosomal pro-
tein S23)、msi2(musashi RNA binding protein 2)、
nos2b(nitric oxide synthase 2)、prtga(protogenin
A)、rpz4(rapunzel 4)、snx14(sorting nexin 14)、thsd4
(thrombospondin type 1 domain containing 4)和
zmym4(zinc finger MYM-type containing 4), 以代表

整个基因组来评估我们方法的效果, 这样就大大减

少了计算量。从这15个基因中SNP的密度分布可

以看出, 在这些基因中确实存在一些SNP较为集中

的片段(图 2)。微单体型由连锁遗传的SNP位点组

合构成且这些SNP位点通常距离较近, 因此这些分

布较为集中的SNP可以组合成潜在的微单体型。

1.7    亲子鉴定标记组合(Paternity Test Marker Com-
binations, PTMC)筛选

为了获得PTMC, 我们首先依据亲本性别构建

全部可能的亲本对, 为降低连锁遗传带来的影响,
随后依次挑选若干来源于不同基因的标记, 依据亲

本的分型情况, 可得到每一个亲本对的后代在这些

标记中的所有可能的分型组合。若存在某两个亲

本对的子代分型有重合的情况, 则认为所选的标记

组合无法进行亲子鉴定; 反之, 若所有亲本对的子

代分型均唯一, 则认为所选标记组合可以用于亲子

鉴定, 并作为可用的亲子鉴定标记组合(PTMC)输
出。通过此步骤可以得到所有可能的PTMC, 从中

选用平均信息熵最高的一套PTMC用于亲子鉴定可

以提高结果的准确性。

基因组重组可能在子代中产生异于亲本的分

型类型, 从而妨碍亲子鉴定。适当增加冗余标记可

以应对这种分型矛盾。冗余标记的选择可以采用

表 1   用于亲子鉴定的SSR标记信息

Tab. 1   Information of the SSRs used for the paternity test

标记ID
Marker ID

PCR引物PCR primer
(5′—3′)

重复片段
Repeat motif

信息熵
Informative

index
G5010 CATTTTACTGCTTGC

CTCAC
AGAAG 2.4464

CCCTTCCTTTCGCAT
AGA

G5011 AAGCCACCAACCTC
TACGA

TTCTC 2.6464

TAACAGGGATGGGA
TGAAAT

G5012 GATGACATGGGGGT
GAGTAA

AGAGA 2.7219

CAGAAAGGTAGTAA
ACAACGAAA

G5020 CAACCCTGTTTCTGT
CCTGT

AAAGG 2.4464

GCAAGCAACTGTCA
ACCTG

G5024 ATTCCTTCCGAAATC
AGTG

GAGAA 2.1710

AGAGGGAGAAAGAT
AAGACCA

注: 信息熵计算方法与1.3中一致
Note: The informative index is calculated in the same way as 1.3
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一种简单的策略, 即从与所有已选用标记位于不同

基因(或染色体)上的标记中, 选择信息熵最高的一

个。重复该过程则可以选择多个冗余标记。

2    结果

2.1    基于个体序列组装的微单体型获取

我们亲本重测序数据对15个基因区域进行了

微单体型的组装, 统计了每个基因上微单体型区域

和SNP位点的数量, 以及第一个SNP位点到最后一

个SNP位点之间的距离(表 2), 并计算信息熵作为评

价微单体型区域信息量的标准。总体而言, 大部分

微单体型区域的信息熵的值介于1和2之间(图 3A),
但其分布范围在各基因之中有较大的变化(图 3B),
并且信息熵值也随SNP数量的增长而呈上升趋势

(图 3C)。
2.2    用单个基因的MR进行的亲子鉴定

亲子鉴定使用的软件为CERVUS 3.0[37], 参数

为默认值。

由于亲本的测序深度高于子代, 有些从亲本上

鉴定的MR序列在子代中没有被覆盖, 只有在所有

子代中出现的MR才是有效MR。我们首先尝试将

一个基因上的全部有效MR作为一套标记进行亲子

鉴定, 其结果与用SSR鉴定结果的一致性见表 2。
不同基因的鉴定能力差异很大, 其中adamts20、
brca2、prtga和snx14鉴定的结果与SSR分析的一致

性较高(>95%), 而gbp、lrp5、meis2b和mrps23的一

致性较低(<50%)。亲子鉴定的效果与基因中微单

体型标记的数量或信息熵之和存在一定的关系, 但
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Fig. 2    Distribution of SNPs in 15 genes
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并非简单的线性关系(R2=0.2302)。对于我们所测

试的数据, 当基因中标记数或信息熵之和低于10时,
亲子鉴定的效果与之有正相关性, 但之后即达到饱

和, 与SSR分析的一致性维持很高(图 4)。
2.3    MR组合的选择与亲子鉴定

如果不考虑基因重组, 根据5个亲本所有标记

的实际分型情况, 理论上仅需3个标记就能分辨出

它们之间任何子代的亲本, 而这样的3标记组合总

共有189个。从中选择平均信息熵最高的一组作为

标记进行亲子鉴定, 结果在171个子代中, 与SSR鉴
定结果不同的个体仅5个, 一致率达到97.08%。再

逐次增加第1个和第2个冗余标记后, 不一致个体减

少为2个和1个, 一致的比率进一步提高到98.83%和

99.42%(表 3)。
2.4    基于群体遗传推断的单体型分型结果

除了使用单个个体的测序数据进行微单体型

组装的方法外, 还可以利用群体遗传学的方法进行

单体型推断, 从而获取微单体型分型。为了比较这

两种方法在亲子鉴定上的区别, 我们使用SHAPEIT
软件获取了上述176尾个体在15个基因上的单体型

分型情况。通过比较发现, 当某个基因中SNP数量

过多时, 个体分型种类十分复杂, 不能用于亲子鉴

定, 因此我们选择SNP数量较少的基因msi2尝试进

行单体型分型。在5尾二倍体亲本中 ,  该基因的

SNP总共出现了10种分型, 也就是说, 在5个亲本中

出现了10个不同的等位基因类型。在正常情况下,

如果不考虑重组以及各种偏差, 任何两个亲本得到

的后代都应该是这10个等位基因的组合, 可以被明

确地鉴定其等位基因来自哪两个亲本。然而, 通过

群体遗传学推断, 在171尾子代中共检出42种分型,
出现了34种亲本并不存在的分型, 并且有一个母本

(2#)的两种分型还不包含在其中。

3    讨论

3.1    标记获取方法

目前标记的获取主要有三种策略: (1)从已经报

道的多态性标记位点中获得
[32, 41]; (2)选取适当数量

(通常小于100尾)的个体数据用于测试标记多态

性
[12, 42, 43]; (3)使用全部亲本子代组成的群体进行标

记筛选
[25, 44]

。本研究所采用的方法为第二种, 并且

考虑到重组和变异的频率不可能很高, 子代的绝大

部分标记均与其亲本一致, 因此我们用于获取标记

的个体为全体亲本, 不包括子代个体。在鱼类育种

研究中, 通常是很有限的亲本产生大量的子代。在

亲子鉴定过程中, 我们只需要通过数量有限的亲本

获取少量标记, 即可从大量的子代中获取出必要的

信息, 这种做法具有快速和低成本的优点, 非常有

利于大规模的亲子鉴定。

3.2    单体型/微单体型标记的分型方法比较

本研究比较了基于群体遗传推断的方法和基

于个体序列组装的方法。前者使用的算法大多为

EM算法或其他概率算法, 核心为参数优化, 从理论

表 2    各基因上的SNP位点与微单体型区域的数量以及亲子鉴定准确率

Tab. 2    SNP loci and MR in each gene and the accuracy of paternity testing

基因
Gene

长度
Length

(bp)

SNP数
Number of

SNPs
MR总数Total

number of MRs
有效MR数Effective

number of MRs
与用SSR鉴定结果的一致率

Consistency with SSR’s results (%)
可鉴定子代占比Ratio of
detectable offspring (%)

adamts
20 51075 188 32 18 99.40 97.08

brca2 16330 167 23 12 98.14 94.15

dlc1 21420 46 9 4 58.08 97.66

gbp 16058 35 6 3 29.46 75.44

lgals9 5112 14 1 0 — —

lrp5 18312 89 13 4 38.57 81.87

meis2b 16360 43 9 2 63.75 46.78

mrps23 4348 28 4 1 12.77 54.97

msi2 2859 13 2 0 — —

nos2b 11347 48 9 6 91.61 90.64

prtga 25714 158 25 16 99.41 99.42

rpz4 1138 18 1 0 — —

snx14 45146 192 38 26 97.14 61.40

thsd4 7511 30 5 0 — —
zmym4 12827 59 7 2 65.09 98.83

注: 其中“—”表示由于标记信息不足以完成亲子鉴定
Note: “—” indicates the failure to perform the paternity testing due to insufficient information
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本身而言, 需要大样本量来进行推断, 对于样本量

较少而SNP位点较多的群体分型结果不准确
[31]

。

依据孟德尔分离定律与自由组合定律, 理论上绝大

多数子代的分型应与其对应的亲本相一致, 然而在

本研究中该方法的分型结果与亲本的实际分型情

况相差很大, 因此我们没有使用这些分型数据进行

亲子鉴定。出现这样亲子分型差异较大的情况, 说
明对于这种方法来说, 包含171尾子代个体的群体

样本量依然太小, 导致进行概率计算时无法获得准

确的估计, 从而产生了错误的分型结果。可见使用

群体遗传学方法进行单体型分型对于样本数据量

有很高的要求, 在应用中有明显的局限性。

相比之下, 利用测序数据直接进行单体型或微

单体型组装的方法不仅更为准确地从亲本中得到

表 3   所选用的MR标记与171尾子代个体的亲子鉴定

Tab. 3   MR markers adopted and paternity test results of 171
offspring

标记数量
Number of

markers
标记名字
Marker ID

预测一致的子代数
Number of offspring

consistent with
prediction

一致率
Ratio of

consistency
(%)

3 prtga_14, gbp_2,
brca2_1 166 97.08

4
prtga_14, gbp_2,
brca2_1,
adamts20_2

169 98.83

5
prtga_14, gbp_2,
brca2_1,
adamts20_2,
snx14_5

170 99.42
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图 3   基于个体序列组装的微单体型分析结果

Fig. 3   Analysis of the microhaplotypes assembled using the
sequence data of individuals
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图 4   亲子鉴定一致性与MH标记数量(A)和各基因有效标记信

息熵之和(B)的关系

Fig. 4   Consistency between the SSRs used in the paternity test
and MH marker numbers (A) or the sum of the informative
indexes of the markers within each gene (B)
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了各个标记的多种分型, 也能从子代中找到这些分

型, 从而顺利完成亲子鉴定过程。这种方法的主要

劣势在于易受到单个位点测序深度和测序错误的

影响
[36]

。在本研究中, 子代测序深度为15X, 在某些

SNP位点上测序深度不足, 导致无法获取某些微单

体型的分型。不过, 在实际应用中这也不会成为一

个问题, 因为在经通过亲本的测序数据选定标记之

后, 只需要在子代中扩增这些微单体型标记, 直接

测序即可得到其准确的分型, 而不需要进行高成本

的基因组重测序与序列组装。此外, 目前靶向捕获

基因组联合二代测序技术已经得到了广泛应用
[45],

同样可以用于在大量的子代群体中测序少量的标

记序列。很显然, 在高通量测序技术已经普及的背

景下, 基于序列组装的方法更加适合于鱼类亲子鉴

定的工作。

3.3    MH在亲子鉴定中的应用

本研究比较了用MH与SSR进行亲子鉴定的结

果, 并未得到完全的一致, 可能有两方面的原因。

首先, 某些个体测序深度不足, 导致无法分型, 这已

在上文进行讨论。其次, 各标记多态性不同, 导致

亲本区分度不同。从图 2和表 2来看, 一致率低的

基因往往只有极少或根本不存在SNP密集分布区

域, 导致这些基因的绝大多数MH分型种类也较少,
大量亲本为纯合子, 对各亲本的区分度不足, 而目

前常用的CERVUS 3.0软件倾向于选择纯合子亲本

作为亲子鉴定的输出结果
[46], 因此, 对于这类基因,

MH亲子鉴定得到的亲本往往是纯合子, 而与真实

亲本对可能有较大误差, 最终影响亲子鉴定结果的

准确性。相反, 一致率高的基因大多存在若干SNP
分布密集的区域且有效MR数较多, 即使单个基因

近似连锁遗传, SNP密集的MH具有高多态性, 使得

此基因MH标记总信息熵高, 可弥补其他MH区分度

低的缺陷, 从而保留较高亲本区分度。此外, 在这

些MH上亲本大多为杂合子, 因此可以极大提升亲

子鉴定效果, 最终亲子鉴定一致率较高(图 4B)。最

后, MH标记内部也可能存在的重组问题, 虽然这种

可能性很小, 但一旦发生, 子代分型结果便无法与

其真实亲本对完全对应, 从而导致亲子鉴定结果出

现误差, 这种情况在SSR标记中也存在。为尽可能

减少上述因素的影响, 本研究使用了高多态的分子

标记及冗余标记, 其中高多态的分子标记用于提升

标记区分度, 冗余标记用于矫正测序深度和重组带

来的分型误差, 最终亲子鉴定一致率得到了提升

(表 3)。
MH标记应用于亲子鉴定的优势在于此类标记

易于获取、分型及筛选, 如果结合靶向测序就能够

以极低的成本高效而准确地完成子代的分型与亲

子鉴定; 其劣势则在于鉴定能力严重依赖于MH标

记的多态性, 而且使用全基因组重测序数据分析时,
有些标记可能会受局部测序偏低的影响, 此外, 标
记内重组也影响亲子鉴定效果。因此, 我们的方法

首先根据亲本序列对目标区域的SNP密度进行评

估, 筛选出高多态性的MH分子标记, 从而提升所用

标记的分辨能力; 加入冗余标记则可以尽可能地减

少测序深度低和标记内重组带来的影响; 如果对目

标基因或片段进行靶向测序, 就能够完全排除局部

测序深度低的干扰。

3.4    前景展望

虽然本研究的范例中仅从15个基因序列里筛

选了亲子鉴定的标记, 但对于有参考基因组的物种,
该方法完全可以在全基因组范围内进行微单体型

标记的获取与分型。通过计算这些微单体型信息

熵值以筛选信息熵最高的微单体型标记, 提升标记

的多态性和分辨能力, 可以用于个体鉴定、亲子鉴

定, 以及更广泛的亲缘关系鉴定, 甚至还可将其应

用于经济性状的关联分析中, 作为全基因组选择育

种的分子标记。
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A METHOD FOR PATERNITY TESTING OF GRASS CARP
(CTENOPHARYNGODON IDELLUS) USING

MICROHAPLOTYPES

XIA Lei1, 2, SHI Mi-Juan1, 3, ZHANG Wan-Ting1, 3, DUAN You1, 2, CHENG Ying-Yin1, 3,
WU Nan1, 3 and XIA Xiao-Qin1, 2, 3

(1. Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China; 2. University of Chinese Academy of Sciences,
Beijing 100049, China; 3. The Innovative Academy of Seed Design, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China)

Abstract: Paternity testing is a technique of great importance in the genetic breeding of aquatic animals. Currently, the
most frequently used type of biomarker in paternity tests is microsatellites (SSRs). However, weaknesses of SSRs lie in
the complicated and labor-intensive genotyping process, which leads to low efficiency when such analyses are per-
formed on a large scale. In this study, a new type of molecular biomarker, microhaplotypes (MH), was introduced for
paternity testing. For the purpose of marker screening and paternity testing, a more efficient pipeline was constructed
and evaluated with data from a grass carp population. The results showed that the genotypes of the MHs can be accu-
rately obtained from genome resequencing data with clearly improved efficiency and compatibility over conventional
genotyping methods based on population genetics. It is feasible to screen highly efficient MH combinations using the
informative index. The consistency with the paternity test results obtained using SSRs reached 97.08% or 99.42% when
3 or 5 MHs were used, respectively. This research suggests that MHs can be used for the rapid and accurate paternity
testing of fishes.

Key words: Microhaplotype; Paternity test; Grass carp; High-throughput sequencing
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