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摘  要 

后基因组时代背景下测序技术的不断提升推动了水产中模式生物和非模式生物基因组的研究，其中基于

IIB型限制性内切酶进行大规模SNP标记开发及分型的2B-RAD测序技术广泛应用在水产动物的群体进化

和遗传结构功能分析。本文综述了2B-RAD测序技术发展历程及其在水产动物种群遗传学分析、进化分

析、重要性状关联等研究领域的应用，以期为水产动物分子辅助育种及种质资源保护的研究工作提供参

考依据。 
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Abstract 
In post-genomic era, a constant improvement in sequencing technology enhanced the study on 
genome in aquatic model and non-model organisms. 2B-RAD, a sequencing technology for devel-
oping large-scale molecular markers and genotyping based on type IIB restriction enzymes, is 
widely used in the population evolution and genetic structure function analysis of aquatic animals. 
This paper summarizes the basic work principle and application of 2B-RAD in the research fields 
of aquatic population genetic analysis, evolutionary analysis, importance traits and so on to pro-
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vide a referential basis for the research of molecular marker-assisted breeding and germplasm 
conservation. 
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1. 引言 

随着水产品在膳食结构中比重的增加，水产养殖业在全球粮食和营养安全中的作用与日俱增[1]。近

年来，我国水产养殖产业总产值稳定增长的同时也面临着种质资源退化、生物多样性迅速下降、疾病感

染率不断攀升等问题，通过对生产等优良性状进行遗传改良的选择育种技术是推进水产养殖业绿色发展

和促进产业转型升级的关键，而基因组工具可在有限的资源下加速和优化选择育种的进程[2]。 
测序技术是基因组研究的主要制约点，基于测序技术进行基因分型可广泛应用于分子辅助育种及性

状关联解析，其中 2B-RAD 技术是对等长的标签进行测序分型的 RAD 技术，具有准确率高、建库快捷

简便和成本易控等优点，尤其适用于遗传背景不清晰的非模式水生生物的分子标记开发[3]。本文综述了

2B-RAD 测序技术发展历程、技术原理及其在水产动物种群遗传学分析、进化分析、重要性状关联分析

等研究领域的应用，以期为水产动物分子辅助育种及种质资源保护的研究工作提供参考依据。 

2. 2B-RAD 测序技术的发展及原理 

近四十多年来，测序技术经历了飞速发展的一、二、三代技术革新(见图 1)。1977 年 Sanger 和 Coulson
的双脱氧链终止法以及 Maxam 和 Gilbert 的化学降解法的问世打开了基因组测序大门，并真正踏入了基

因组学时代。一代测序具有准确性高(~0.1%ER)、读长较长(约 1 kb)等优势，但其通量低、价格昂贵阻碍

了一代测序的大规模应用[4] [5]。测序技术经过不断地改进革新，二代测序 Roche 454 焦磷酸测序、Illumina 
Solexa 合成测序、ABI SOLiD 连接法测序等技术的诞生推动组学研究进入了高通量测序时代，在大规模

平行测序的同时提高了灵敏度、降低了测序成本，是当前市面上主流的测序技术[6]。三代测序以单分子

测序为主要特点，DNA 分子测序过程中免除了 PCR 扩增，以单分子荧光测序和纳米孔测序技术为主，

在二代测序的基础上大大增加了测序长度(约 10 kb [7])，自此测序技术进入了新的里程碑。2007 年 Miller
等提出了简化基因组测序(Reduced-Representation Genome Sequencing, RRGS)，是在二代测序的基础上对

酶切片段进行生物信息学分析进而实现基因高通量分型的一种技术。此技术可以降低物种基因组复杂度，

实施过程简便，不过分依赖参考基因组，在基因组学和进化学中被大量应用。常见的 RRGS 有低覆盖度

分形测序(GBS 和 MSG [8])、简化代表库测序(RRLs [9]以及 CROPS [10])和限制性酶切位点关联 DNA 测

序(RAD-seq [11])等，其中 RAD-seq 技术发展迅速并衍生出 mbRAD、2B-RAD、ezRAD、ddRAD、nextRAD
等。 

2B-RAD 测序技术于 2012 年由 Wang [12]提出并被广泛应用于水产动物基因组测序。2b-RAD 测序技

术特别之处在于选用 llB 型限制性内切酶，如 BsaXI、Alf Ⅰ和 Bae Ⅰ，能够迅速识别 DNA 双链的 6 个特

异性碱基对，对靠近识别位点的上、下游基因组 DNA 序列进行酶切，其切割位点位于识别位点的左右两
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侧。酶切后可产生３′端带有 3 个碱基突变的等长标签，随后通过黏性末端的匹配使标签和接头连接，经

PCR 扩增富集后进行高通量测序，通过生物信息学分析实现全基因组范围高通量 SNP 筛查和分型分析(见
图 2) [12]。相较于传统测序，2B-RAD 技术具有样品要求低、标签分布均匀、测序深度均一、标签密度

灵活可控和分型准确性高等优势，主要表现在：1) 测序样本的 DNA 起始含量可低至 1 ng，即使降解的

DNA 模板仍可成功建库测序；2) 酶切位点为全基因组覆盖，标签除着丝粒位置外呈均匀性分布；3) 其
酶切片段均保持在等长的 32~36 bp 间，扩增效率和测序深度较一致；4) 可通过内切酶和选择性接头控制

标签密度及测序深度；5) 无参物种的基因分型算法基于混合泊松分布模型的全基因组 de novo SNP 分型

新算法(iML)，准确率较国际主流算法提高了 20%。目前，2B-RAD 广泛应用于遗传图谱构建、群体分析

和全基因组关联分析等研究方向。 
 

 
Figure 1. Evolution of sequencing technology 
图 1. 测序技术演变历程 

 

 
Figure 2. 2B-RAD technology flow chart 
图 2. 2B-RAD 技术流程图 
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3. 2B-RAD 技术在水产动物研究中的应用 

3.1. 2B-RAD 技术在水产动物遗传图谱构建及 QTL 基因定位中的应用 

遗传图谱的构建和数量性状定位(QTL)是分子标记辅助选育(MAS)和遗传改良的重要手段，其根据

DNA 片段多态性在群体中的分离情况将基因和分子标记在染色体上线性排列或定位。随着高通量测序的

发展 2B-RAD 技术实现了 QTL 快速大批量精准定位，是否有参照基因组已不在是阻碍水产动物测序的门

槛。 
据不完全统计，目前已有乌鲫、鳢、克氏原螯虾、中国对虾、栉孔扇贝、刺参、鲫鱼和花鲈等使用

2B-RAD 技术构建高密度遗传图谱。Liu 等[13]通过 2B-RAD 技术获得了共计 8487 个 SNP 标记、基因组

覆盖率达 98.8%的鲫(Carassius auratus)高密度遗传连锁图谱，在 5 个连锁群上检测到与 2 个月体重相关

的 QTL8 个，并在 QTL 区间内鉴定了候选的生长相关基因；刘等[14]通过 2B-RAD 技术绘制了包含 3151
个 SNP、平均标记间隔为 0.87 cM 的乌鳢(Channa argus)高密度遗传连锁图谱，发现了 14 个与体重和体

长相关的 QTL，并发现了一个潜在的候选生长相关基因 SATB homeobox 2 (satb2)和一个性别鉴定的主位

点； Guo 等[15]利用 2B-RAD 测序技术构建了克氏原螯虾(Procambarus clarkii)全同胞家族的连锁图谱，

共计 4878 个 SNP 标记分属于 94 个连锁群，其中在 9 个连锁群中发现了 28 个与生长相关的 QTL，一个

潜在的性别决定位点位于 LG20；Meng 等[16]通过 2B-RAD 技术绘制了中国对虾(Penaeus chinensis)的第

一张高分辨率遗传图谱，图谱总长度 5257.81 cM，共含 12884 个标记，平均标记间隔为 0.41 cM，对体型、

性别和抗病等 29 个性状进行了的 QTL 定位和关联分析获得了 87 个显著 QTL；Jiao 等[17]利用 2B-RAD
技术构建的栉孔扇贝(Chlamys farreri)遗传图谱的分辨率可达 0.41 cM，其中共鉴定到 7458 个多态性标记、

2196 个共显性标记和 4646 个显性标记，几乎覆盖了 99.5%的全基因组，QTL 映射和关联分析揭示了 2
个生长相关 QTL 和 1 个潜在的性别决定区；田等[18]利用 2B-RAD 方法构建了共含 7839 个标记的刺参

(Apostichopus japonicus)高密度遗传图谱，其基因组覆盖率为 99.57%，在此基础上捕获了一个与生长相关

的 QTL 并在此区域识别出了细胞增殖的重要调控因子视网膜母细胞瘤结合蛋白 5 (retinoblastoma-binding 
protein 5, RbBP5)；Liu 等[19]对含 333 个 F1 代个体的全同胞家族的花鲈(Lateolabrax maculatus)进行了

2B-RAD 测序和分析，构建了第一个花鲈高密度遗传连锁图谱，共含 6883 个 SNP，平均标记间隔为 0.33 
cM，分别检测到 13 个和 11 个与体重和体长相关的 QTL，并识别到了相应的候选基因。综上，现今通过

2B-RAD 测序绘制遗传图谱和进行 QTL 基因定位的水产动物主要集中在我国仍处于遗传改良初级阶段的

淡海水养殖经济品种，2B-RAD 技术的出现打破了无参物种遗传图谱的壁垒，为进一步解析水产动物复

杂的遗传机制奠定了基础。 

3.2. 2B-RAD 技术在水产动物种群遗传和进化分析中的应用 

中小尺度的水产动物通常具有群体数量大、遗传背景复杂和高频基因流等特点，其在种群遗传分析

和进化研究中具有一定的挑战和争议性。高灵敏度、低成本和不依赖参考基因组等特点使 2B-RAD 技术

在获取水生动物大量变异信息方面具有显著优势，其在获得成百上千分子 markers 的同时能够研究不受

平衡群体限制的种群遗传结构、多样性和物种形成机制等问题。 
在种质资源遗传多样性研究中，Pecoraro 等[20]对大西洋、印度和太平洋的黄鳍金枪鱼(Thunnus al-

bacares)进行遗传结构评估，首次证明了 2b-RAD 基因分型技术在高基因流物种群体遗传多样性和分化研

究中的有效性；季等[21]对我国贵州省水田养殖的金背鲤(Cyprinus carpio var. Jinbei)进行 2B-RAD 测序发

现 5 个群体的遗传多样性指标均呈低多样性，为今后金背鲤的保护和养殖提供可靠的基础数据；王等[22]
采用 2B-RAD 技术对浙江省三门湾海域的白姑鱼(Pennahia argentata)、中华栉孔虾虎鱼(Ctenotrypauchen 
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chinensis)以及龙头鱼(Harpadon nehereus)3 种优势鱼种的种质资源进行了评估，发现遗传总体上呈低多样

性，需进一步加强种质保护和恢复；Vera 等[23]利用 2b-RAD 基因分型技术对欧洲大西洋东北海岸的食

用贝(Cerastoderma edule)进行了环境变量下的遗传结构分析，分别发现了与海洋温度和盐度呈相关性的

742 个和 36 个与分歧和平衡选择相关的 snp 位点，为食用贝类的管理、保护策略和繁育河床的建立提供

了参考。在基因流的系统地理学研究中，Blanco 等[24]在比较北大西洋浮游动物桡足类(Centropages)的种

群结构差异时，证实强基因流下浮游动物连通性采用 2B-RAD 技术进行分析更具优势；Galaska 等[25] [26]
通过 2B-RAD 技术对南极海蛇尾(Ophionotus Victoria)进行分析发现在罗斯海到威德尔海东部的区域划分

为地理上不同的居群，对传统上认为的强洋流的扩散造成“大量开放种群”的想法提出了质疑，而在对

南极峰(APF)两侧 Astrotoma agassizii Lyman 的研究发现其同时存在基因交流和分化的证据，指出南极峰

是一个强大但不完全的屏障；Vera 等[5]在法国布列塔尼北部和南部确定了两个主要的食用贝(Cerastoderma 
edule)遗传群体，并发现其幼体扩散障碍与威桑岛海岸线有关。在系统发生与进化研究中，Dahms 等[27]
通过 2B-RAD 技术对 15 个亚得里亚海棘鱼(Gasterosteus aculeatus)种群和 19 个太平洋、大西洋和里海种

群进行了遗传分化和平行性研究，结果发现亚得里亚海种群分化程度高、遗传多样性和连通性都较低，

指出其可能与地中海的棘鱼灭绝后亚得里亚海种群持续遗传变异有关；崔[28]使用 2B-RAD 技术对中国、

澳大利亚和日本的黄条鰤(yellowtail kingfish)进行群体遗传结构、主成分(PCA)和系统进化分析，发现中国

与日本的群体聚为一支且存在较高的基因交流，而澳大利亚的群体与其它两个群体亲缘关系较远。 
综上，2B-RAD 技术在群体进化和遗传分析中的应用主要是对同一地理分布的同一物种的不同个体、

同一地理分布的不同亚种或品系、不同地理的分布群体等研究对象的遗传差异进行比较分析，从而在分

子层面上阐释相关遗传进化机制。 

3.3. 2B-RAD 技术在水产动物全基因组关联重要性状中的应用 

通过分子标记从基因组水平上关联重要性状是选择育种的一种新策略。2B-RAD 测序技术获得的海

量单核苷酸多态性(SNP)可以覆盖全基因组范围，通过全基因组关联分析(GWAS)可发现与复杂性状相关

联的位点，从而进一步鉴定相关性状的主效基因。目前 2B-RAD 技术已广泛应用于水产动物的性别二态

性、生长、抗病等领域。 

3.3.1. 性别鉴定 
水产动物的性别具有高度的可塑性和复杂性，2B-RAD 技术可对无参和有参的雌雄群体进行性别特

异分子标记筛选。 
通过对雌雄各 10 尾以上的样本进行 2B-RAD 测序可直接筛选性别特异的 tags 和 SNPs。2B-RAD 测

序所筛选到的Tags通常为32~36 bp大小的片段，Wei等[29]应用2b-RAD方法在海参(Apostichopusjaponicus)
中鉴定了两个雄性特异的 tags，两个 tags 之间相隔 313 bp 的雄性特异性片段可映射至雄性基因组 scaffold 
MRZV01000576.1 上；Liu 等[30]基于 2B-RAD 和基因组重测序技术在鳙鱼(Hypophthalmichthys nobilis)中
筛选验证得到一个雄性特异性 tag 并通过染色体步移得到 8661 bp 的雄性特异片段，根据雄性特异性片段

设计的三个性别特异性引物不仅可准确鉴定出鳙鱼(Hypophthalmichthys nobilis) F1 代和后代的性别，而且

同样适用于鲢(Hypophthalmichthys molitrix)的性别鉴定；Wang 等[19]通过 2B-RAD 技术在兰州鲇(Silurus 
lanzhouensis)中发现 41 个雄性特异的候选 tags，且所有雄性特异的 tags 都匹配到了该雄性参考基因组的

一个支架上；此外，在乌苏里拟鲿(Pseudobagrus ussuriensis) [31]、光棘球海胆(Mesocentrotus nudus)和大

刺鳅(Mastacembelus armatus)中利用 2B-RAD 测序所筛选出的 Tags 亦得到了验证。在性别特异 SNP 位点

的筛选中，Shi 等[32]通过 2B-RAD 技术在拟穴青蟹(Scylla paramamosain)中获得了 20 个性别特异的 SNPs
位点，其中 10 个 SNPs 同位于一个 285bp 片段上且呈现出雌性杂合、雄性纯合的状态，此外分别有 9 个
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和 4 个 SNPs 在紫螯青蟹(Scylla tranquebarica)和锯缘青蟹(Scylla serrata)中的性别特异性也得到了验证；

Zhou 等[33]在丝尾鳠(Mystus wyckioide)发现了一个雄性异配型 SNP 位点并在野生种群和育种种群的基因

组中通过基因组调研分析和 PCR 扩增进行了验证；Han [34]在虾夷马粪海胆(Strongylocentrotus interme-
dius )中发现了一个位于雄性特异表达基因 spata4 上的 SNP，对 spata4 进行 RNA 干扰会导致雄性精巢分

化相关的基因下调。Guo 等[15]对克氏原螯虾(Procambarus clarkii)进行 QTL 分析发现有 31 个 SNPs 定位

于与性别相关的 LG20 上，其中 28 个 SNPs 呈雌性杂合子状态。 
基于 2B-RAD 筛选出性别特异 tags 和 SNPs，可结合碱裂解法提基因组和 PCR 扩增等技术建立快速、

低成本且可靠的性别鉴定方法。性别特异分子标记的筛选为定向性控育种奠定了基础，尤其为具有性别

二态性的养殖水产品打开了提高经济效益的新思路。 

3.3.2. 生长性状 
生长是水产养殖业最重要的经济性状之一，全基因组关联研究(GWAS)使与重要性状相关联的 SNPs

和基因得以识别，而 2B-RAD 技术为产生 GWAS 所需全基因组 SNP 数据提供了一种简化且成本较低的

测序方法。 
体重、体长、体高、体宽通常作为 2B-RAD 技术基因分型的生长性能指标。在淡水养殖品种中，全

基因组关联研究主要聚焦于大宗淡水鱼，Huang 等[35]在草鱼(Ctenopharyngodon idellus) 中鉴定了 7 个与

体重相关的 QTLs、9 个与体长相关的 QTL 和 5 个与体高相关的 QTLs；Fu 等[36]在鳙(Hypophthalmichthys 
nobilis)中鉴定了与生长相关性状的1个全基因组显著QTL和37个潜在QTLs；Su等[37]在黄河鲤(Cyprinus 
carpio Linnaeus)中发现了 18 个与生长参数相关的 QTLs，并指出 3 月龄的体长和 3、8 月龄的体重受多基

因效应控制，而 8 月龄的身体尺寸则受主效应因子上的一些位点影响，IGF2 基因作为唯一的重叠的 QTL
在控制体长、体高和体宽方面具有显著作用，此外，在黄河鲤衍生品种新隆鲤(Cyprinus carpio Linnaeus)
中发现了在不同生长阶段没有重叠的 39 个生长相关的 SNPs，这些 SNPs 相关的基因分别属于免疫反应、

应激反应、神经发生、胆固醇代谢和发育以及细胞增殖和分化相关的功能类别，亦揭示了驱动新龙鲤早

期生长和后期生长的机制不同[38]；Liu 等[39]在 2 月龄鲫( Carassius auratus) 中发现了 8 个与体重相关的

QTLs，并鉴定出了 EGF-like、TGF-β等潜在的生长相关的候选因子。在广盐性的养殖品种中，Wang [21]
在南美白对虾(Litopenaeus vannamei)中发现了位于 LvSRC 中数个错义突变与体重密切相关；Liu 等[19]
在花鲈(Lateolabrax maculatus)中鉴定了 13 个体重相关的 QTLs 和 11 个体长相关的 QTLs，并于 QTLs 中
鉴定到了与肌肉形成和骨骼生长相关的 fgfr4基因。在海产品中，Tian等[18]对刺参(Apostichopus japonicus)
进行 QTL 定位和关联分析时捕获到一个与生长相关的位于 LG 5 区域的 QTL，并在此区域鉴定到了一个

重要的细胞增殖调节因子 RbBP5；Jiao 等[17]在栉孔扇贝(Chlamys farreri)中发现了两个与生长相关的

QTLs，并从 LG3 上的 QTL 区域中鉴定到一个与脊椎动物生长激素的产生密切相关的基因 PROP1；Chen
等[40]在海蜇(Rhopilema esculentum)中发现了 27 个与伞径和体重等性状相关的候选基因，且定位在 LG 14
和 LG 15 的 QTL 区域中，其中 RE13670 基因可能在控制海蜇生长中起重要作用。 

3.3.3. 抗病性状 
病害直接威胁着水产动物的健康及生产，通过人工选择增强宿主对感染性病原体抵抗力(宿主避免被

感染或患病的能力)和耐力(被感染的宿主在感染后生存的能力)的遗传疾病控制策略逐渐兴起，面对复杂

的宿主防御机制，2B-RAD 测序技术为 SNP 与抗病性的关联分析提供了一种可行性高的研究模式。 
在寄生虫感染方面，Aslam等[41]通过2B-RAD研究金头鲷(Sparus aurata)鳃寄生的单殖吸虫(Sparicotyle 

chrysophrii )病时发现，宿主的生产性状，如体重和特定生长率与寄生虫数量之间具有良好的遗传相关性，

宿主对鳃单殖吸虫(Sparicotyle chrysophrii )抗性的遗传力虽低但显著，其 17 号连锁群(LG)具有一个抗性相关
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联的 SNP 位点；Saura 等[42]基于 2B-RAD 技术分析大菱鲆(Scophthalmus maximus)对盾纤虫病(Philasterides 
dicentrarchi)的抵抗力和耐受力，发现这两个性状均存在遗传多样性，其中抗性和耐受性的遗传率分别为

0.26 和 0.12，而复合性状抗逆性的遗传率为 0.15，并在 LG19 上发现了一个含免疫反应和防御机制相关

基因的抗逆性候选 QTL 区域。在细菌性疾病方面，Aslam 等[43]对进行发光杆菌(Photobacterium damselae 
subsp. piscicida) (Phdp)攻毒感染的 177 个金头鲷(Sparus aurata)全同胞家族进行 2B-RAD 基因分型，发现

Phdp 抗性具有中等遗传力，并发现了一个包含 11 个 SNPs 的 QTLs 位于 LG17 上。可见，结合 2b-RAD
基因分型技术和攻毒感染实验可有效捕获抗病相关的遗传变异，其预测精度明显高于使用谱系信息获得

的准确性。 

4. 小结 

本文从遗传图谱构建、QTL 定位、种群遗传和进化分析以及全基因组关联重要性状等方面论述了当

前水产动物基于 2b-RAD 测序技术的研究进展。与传统测序技术相比 2B-RAD 测序技术秉持“小而精”

优势开发出更合理高效的数据集，易于进行基因组全覆盖功能分析，减缓了传统测序的冗余性，实现多

物种基因分型和基因解密。2B-RAD 测序技术的应用可缓解种质资源退化、提高物种多样性、增加育种

遗传优势，对推进水产养殖业绿色发展和稳定增长提供有力帮助。 
随着基因组研究重心由揭示结构转向全基因组功能研究，测序技术和水产动物的融合使水产行业展

现出众多应用潜力，基因组研究的不断深入使水产模式生物和非模式生物性别决定机制等重要性状逐渐

攻破，QTL 基因定位与基因编辑技术协同发展也为高质量定向遗传育种和种质资源保护建立了桥梁。 
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