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摘要：［目的］基于转录组数据开发适用于桤木属树种的ＳＳＲ标记，揭示其在转录组序列中的分布类型及特征，为桤
木属树种分子标记辅助育种提供有利工具。［方法］利用ＭｉｃｒｏＳＡｔｅｌｌｉｔｅ（ＭＩＳＡ）软件对所有转录组序列进行ＳＳＲｓ搜
索，并对ＳＳＲ位点的数量、分布特征进行统计分析。设计１００对ＳＳＲ引物，采用琼脂糖凝胶电泳和毛细管电泳分离
检测方法对３种不同倍性桤木属植物（１２份材料）进行遗传多样性检测，确定引物多态性及通用性。［结果］８５７６９
条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列中发现８６７８个ＳＳＲ位点，分布在８２９８条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中发生频率为９．６７％，转录组序列中平均每
１４．０４ｋｂ长度就有一个ＳＳＲ位点分布。其中，二核苷酸重复类型数量最多，占６５．８７％。根据转录组Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列，
利用Ｐｒｉｍｅｒ３软件共设计出４５３１对符合要求的引物，挑选出的１００对ＳＳＲ引物中，获得１８对多态性高、稳定性好
的ＳＳＲ引物。［结论］本研究可扩增出多态性位点的引物重复单元以二、三核苷酸重复为主。基于桤木属转录组序
列的ＳＳＲ标记开发是可行的，开发的引物为桤木属遗传多样性分析、分子育种、遗传图谱构建和功能基因的挖掘提
供了丰富的候选分子标记。
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桤木属（ＡｌｎｕｓＭｉｌｌ．）为桦木科（Ｂｅｔｕｌａｃｅａｅ）植
物，主要分布于北半球寒温带、温带和亚热带地区，

美洲最南达秘鲁。自２０世纪８０年代桤木属树种在
工业生产上的发现与应用，该属树种在生态、经济及

遗传改良等方面的价值引起研究人员的极大关

注［１－２］。桤木属树种根系发达，可固沙保土，大多数

树种含根瘤，能固定空气中游离的氮素，增加土壤肥

力［３］。通过近几十年来的不断努力，研究者们在桤

木属树种形态学、细胞学和生理生化等研究中投入

了大量的精力，积累了宝贵的成果［４－６］。随着分子

生物学的发展，对桤木属树种的研究热点逐渐转入

分子水平，ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ、ＩＳＳＲ等现代分子生物学手
段为桤木属遗传多样性、种质创新和品种改良等研

究带来很大便利［７－９］。

简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ），
又称微卫星，是广泛存在于真核生物和部分原核生

物基因组中的１ ６个核苷酸串联重复单元［１０－１１］。

相对于其它标记，ＳＳＲ标记具有多态性高、重复性
高、共显性、覆盖面积广等优点，在 ＤＮＡ指纹图谱的
构建、遗传多样性分析、基因定位、分子标记辅助育

种等方面得到广泛应用［１２－１３］。传统微卫星标记开

发以基因文库构建法（包括 ＳＳＲ富集文库）为主，其
实验过程繁杂、费时费力、效率较低（Ｚａｎｅ等，
２００２）［１４］。随着高通量测序技术的快速发展和测序
成本的降低，利用新一代高通量测序技术对植物进

行转录组测序，并产生丰富的转录组数据，其中包含

了大量的 ＳＳＲ序列［１５］。通过转录组信息开发 ＳＳＲ
标记的方法已广泛应用于非模式植物的研究，在南

方红豆杉（Ｔａｘｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｐｉｌｇｅｒ）Ｒｅｈｄ．ｖａｒ．ｍａｉｒｅｉ
（ＬｅｍｅｅｅｔＬｅｖｌ．）ＣｈｅｎｇｅｔＬ．Ｋ．Ｆｕ）［１６］、杜仲（Ｅｕ
ｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓＯｌｉｖｅｒ）［１７］、蜡 梅 （Ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓ
ｐｒａｅｃｏｘ（Ｌｉｎｎ．）Ｌｉｎｋ）［１８］、红松 （Ｐｉｎｕｓｋｏｒａｉｅｎｓｉｓ
Ｓｉｅｂ．ｅｔＺｕｃｃ．）［１９］等多年生木本植物中均有报道。
关于桤木属植物 ＳＳＲ标记，Ｄｒａｎａｒｏｖá等［２０］开发了

１７对具有多态性的ＳＳＲ引物；Ｌｅｐａｉｓ等［２１］采用焦磷

酸测序法开发１２对多态性的ＳＳＲ引物，但桤木属树

种为多倍性木本植物，具有复杂和丰富的遗传背景，

这些引物还难以满足研究需要。为此，本研究利用

高通量测序技术成功获得不同倍性桤木属树种混合

样本的转录组数据，并对这些数据进行了系统分析，

最终找到了适用于桤木属树种 ＳＳＲ标记研究的引
物，为进行桤木属树种遗传多样性分析、分子标记辅

助育种等提供丰富的候选标记。

１　材料与方法
１．１　试验材料

转录组测序样本采自中国林业科学研究院亚热

带林业研究所试验大棚欧洲桤木（Ａ．ｇｌｕｔｉｎｏｓａ（Ｌ．）
Ｇａｅｒｔｎ．，２ｎ＝２８）、四川桤木（Ａ．ｃｒｅｍａｓｔｏｇｙｍｅＢｕｒｋ．，
２ｎ＝５６）、硬桤木（Ａ．ｆｉｒｍａＳｉｅｂ．ｅｔＺｕｃｃ．，２ｎ＝１１２）
的幼嫩新叶，液氮速冻后送华大基因公司（北京）进行

转录组测序，共包含８５７６９条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ。
ＳＳＲ引物筛选所用的１２份不同倍性桤木属植

物样品于２０１５年７月取自中国林业科学研究院亚
热带林业研究所试验大棚（表１）。样品取健壮、无
病虫害的当年生嫩叶，液氮速冻后保存于 －８０℃冰
箱中备用。

表１　引物筛选试验材料

树种 倍性 数量 编号 引种地区 引种年份

欧洲桤木 ２８ ４
ＡＧＬ２０１００５、ＡＧＬ２０１０１１、
ＡＧＬ２０１０２６、ＡＧＬ２０１０４７

捷克 ２０１０

四川桤木 ５６ ４
ＡＣＲ２０１００７、ＡＣＲ２０１０１５、
ＡＣＲ２０１０２５、ＡＣＲ２０１０３３

中国 ２０１０

硬桤木 １１２ ４
ＡＦＩ２０１２０３、ＡＦＩ２０１２０９、
ＡＦＩ２０１２１８、ＡＦＩ２０１２２１

日本 ２０１２

１．２试验方法
１．２．１　ＲＮＡ提取和转录组测序　采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提
取桤木属植物材料总 ＲＮＡ，０．８％琼脂糖凝胶电泳
检测ＤＮＡ纯度和完整性，ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微量分
光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）检测其浓度。利用 Ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）吸附纯化 ｍＲＮＡ，将 ｍＲＮＡ打断成短片段
（Ｔｈｅｒｍｏｍｉｘｅｒ），以打断后的ｍＲＮＡ为模板合成第一
链ｃＤＮＡ，然后配制二链合成反应体系合成二链 ｃＤ
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ＮＡ，并使用试剂盒纯化回收、粘性末端修复，获 ｃＤ
ＮＡ文库；在双链ｃＤＮＡ片段的３′末端加上碱基“Ａ”
并连接接头，并进行片段大小选择，最后进行 ＰＣＲ
扩增得到测序文库，利用ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＲｅａｌＴｉｍｅ
ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ和 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ对构建好的
测序文库进行质检，质检合格后，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉＳｅｑＴＭ２０００测序仪对构建的文库进行测序。
１．２．２　ＳＳＲ位点的鉴别及 ＳＳＲ引物设计　对桤木
属转录组序列的８５７６９条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ利用 ＳＳＲ软件
ＭｉｃｒｏＳＡｔｅｌｌｉｔｅ（ＭＩＳＡ）查找 ＳＳＲ位点，查找标准：核
苷酸的最小重复次数为５次，并且 ＳＳＲ位点侧翼序
列长度≥５０ｂｐ。

用Ｐｒｉｍｅｒ３软件进行引物设计和评价。设计引
物时设置的主要参数为：ＧＣ含量４０％ ７０％，退火
温度５５ ６５℃，引物长１８ ２８ｂｐ，预期扩增产物
长度８０ ３００ｂｐ，且无二级结构和二聚体。引物命
名为ＡＲ加序号，如ＡＲ１。
１．２．３　ＳＳＲ引物筛选　采用鼎国生物公司植物基
因组提取试剂盒提取基因组 ＤＮＡ，用１％的琼脂糖
凝胶电泳检测ＤＮＡ的质量，Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００测定ＤＡＮ
浓度，稀释至２５ｎｇ·μＬ－１，－２０℃保存备用。

挑选重复单元重复数较高的１００对引物由生工
生物技术公司（上海）合成以用于扩增，２×ＴａｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自ＴＡＫＡＲＡ生物公司（大连）。ＰＣＲ反
应体系为２０μＬ：ＤＮＡ模板２５ｎｇ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓ
ｔｅｒＭｉｘ９μＬ，上下游引物浓度０．４μｍｏｌ·Ｌ－１，去离
子水补足２０μＬ。ＰＣＲ反应在 ＴａｋａｒａＰＣＲＴｈｅｒｍａｌ
ＣｙｃｌｅｒＤｉｃｅＴｏｕｃｈ上进行扩增：９４℃预变性４ｍｉｎ；再
进行３５个循环，每个循环包括９４℃变性３０ｓ，６０℃
复性３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ；最后７０℃延伸１０ｍｉｎ。
ＰＣＲ扩增产物首先用２％的琼脂糖凝胶电泳检测有
无特异性条带，有特异性条带的再用Ｑｓｅｐ１００ＴＭ进行
毛细管电泳分离检测和片段大小的测定。

１．２．４　数据分析　对 ＳＳＲ检测结果进行峰图及等
位基因的读取，然后采用 Ｃｅｒｖｕｓ３．０．７软件［２２］计算

多态信息含量（ＰＩＣ）。利用 ＴＡＳＳＥＬ２．１软件［２３］衡

量ＳＳＲ标记两两间的连锁不平衡水平。利用ＧｅｎＡ
ｌＥｘ６．５０２软件［２４］进行遗传多样性分析；分别计算等

位基因数（Ｎａ）、有效等位基因数（Ｎｅ）、固定指数
（Ｆｉｓ），并进行哈迪温伯格平衡检测。ＧｅｎＡｌＥｘ
６．５０２软件计算群体间的 Ｎｅｉ’ｓ遗传相似系数和遗
传距离，并利用ＮＴＳＹＳｐｃ２．０软件［２５］绘制基于ＵＰ
ＧＭＡ法的树状聚类图。

２　结果与分析
２．１　ＳＳＲ位点的分布特点

在桤木属转录组８５７６９条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列中发
现８６７８个ＳＳＲ位点，分布在８２９８条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中，
发生频率（含有 ＳＳＲ的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ数量与总 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
数量之比）为９．６７％。其中有６９７１条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序
列中只含１个 ＳＳＲ位点，含２个及２个以上 ＳＳＲ位
点的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列有 １３２７条，ＳＳＲ的分布频率
（ＳＳＲ的个数与总 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的数量比）为１０．１３％，
桤木属转录组序列中平均１４．０４ｋｂ就能发现一个
ＳＳＲ位点（表２）。

桤木属转录组中ＳＳＲ的主要重复类型是二核苷
酸重复，占ＳＳＲ总数的６５．８７％；其次是三核苷酸重
复，占ＳＳＲ总数的２８．３６％；四、五、六核苷酸重复类
型的数量很少，总计５．７７％（图１）。重复序列长度
１２ １７ｂｐ的最多，占６０．９９％；其次是长度１８ ２４
ｂｐ的序列重复，占３８．５５％；大于４０ｂｐ的重复序列
仅０．０２％（图２）。ＳＳＲ重复单元的重复次数分布在
５ １３次之间，其中 ６次重复的最多，有 ２３９３个
ＳＳＲ，占 ２８．７４％；其次为 ７和 ５次重复，分别有
１５７３、１４９８个ＳＳＲ，分别占１８．８９％和１７．９９％；１２
次以上重复的仅有１３个ＳＳＲ，占０．１５％（图３）。

图１　ＳＳＲ不同重复单元

２．２　ＳＳＲ分布特征
８６７８个 ＳＳＲ位点共包含１４９种重复单元，二、

三、四、五、六核苷酸重复各有１２、６３、４８、１１、１５种。
出现频率最高的重复类型是 ＡＧ／ＣＴ，占总 ＳＳＲ位点
的５３．６３％；其次是 ＡＡＧ／ＣＴＴ和 ＡＴ／ＡＴ，分别占总
数ＳＳＲ位点的１１．５０％和８．５７％。在二核苷酸重复
中，ＡＧ／ＣＴ出现的次数最多，占二核苷酸 ＳＳＲ位点
的８１．４２％；在三核苷酸重复中，ＡＡＧ／ＣＴＴ出现的次
数最多，占三核苷酸ＳＳＲ位点的４０．５５％；同时在二
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表２　桤木转录组中ＳＳＲ重复单元的分布特征

重复

类型
数量

频率／
％

平均距

离／ｋｂ
平均长

度／ｂｐ
主要重复单元

二核

苷酸
５７１６６．６７ １．４２ １５ ＡＣ／ＧＴ，ＡＧ／ＣＴ，ＡＴ／ＡＴ，ＣＧ／ＣＧ

三核

苷酸
２４６１２．８７ ２．２４ １１

ＡＡＣ／ＧＴＴ，ＡＡＧ／ＣＴＴ，ＡＡＴ／ＡＴＴ，
ＡＣＣ／ＧＧＴ，ＡＣＧ／ＣＧＴ，ＡＣＴ／ＡＧＴ，
ＡＧＣ／ＣＴＧ，ＡＧＧ／ＣＣＴ，ＡＴＣ／ＡＴＧ，
ＣＣＧ／ＣＧＧ

四核

苷酸
１１７ ０．１４ ３０．７１ １０

ＡＡＡＣ／ＧＴＴＴ，ＡＡＡＧ／ＣＴＴＴ，ＡＡＡＴ／
ＡＴＴＴ，ＡＡＣＣ／ＧＧＴＴ，ＡＡＧＣ／ＣＴＴＧ，
ＡＡＧＧ／ＣＣＴＴ，ＡＡＴＣ／ＡＴＴＧ，ＡＡＴＧ／
ＡＴＴＣ，ＡＡＴＴ／ＡＡＴＴ，ＡＣＡＧ／ＣＴＧＴ，
ＡＣＡＴ／ＡＴＧＴ，ＡＣＧＣ／ＣＧＴＧ，ＡＣＴＣ／
ＡＧＴＧ，ＡＧＡＴ／ＡＴＣＴ，ＡＧＣＣ／ＣＴＧＧ，
ＡＧＣＧ／ＣＧＣＴ，ＡＧＣＴ／ＡＧＣＴ，ＡＧＧＣ／
ＣＣＴＧ，ＡＧＧＧ／ＣＣＣＴ，ＡＴＣＣ／ＡＴＧＧ，
ＡＴＣＧ／ＡＴＣＧ

五核

苷酸
１８０ ０．２１ １９．９６ １１

ＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴ，ＡＡＡＣＴ／ＡＧＴＴＴ，
ＡＡＡＧＧ／ＣＣＴＴＴ，ＡＡＡＴＣ／ＡＴＴＴＧ，
ＡＡＣＴＣ／ＡＧＴＴＧ，ＡＡＡＡＣ／ＧＴＴＴＴ，
ＡＡＧＣＴ／ＡＧＣＴＴ，ＡＡＧＴＧ／ＡＣＴＴＣ，
ＡＣＣＴＣ／ＡＧＧＴＧ，ＡＣＴＧＧ／ＡＧＴＣＣ，
ＡＧＣＣＣ／ＣＴＧＧＧ

六核

苷酸
２０４ ０．２４ １５．８７ １２

ＡＡＣＧＣＣ／ＣＧＴＴＧＧ，ＡＡＴＣＣＧ／ＡＴ
ＴＣＧＧ，ＡＡＴＧＧＣ／ＡＴＴＧＣＣ， ＡＡＴ
ＴＣＣ／ＡＡＴＴＧＧ，ＡＣＡＴＡＴ／ＡＴＡＴＧＴ，
ＡＣＣＡＣＴ／ＡＧＴＧＧＴ，ＡＣＣＧＡＧ／ＣＧ
ＧＴＣＴ，ＡＣＣＧＧＣ／ＣＣＧＧＴＧ，ＡＧＣ
ＣＣＧ／ＣＧＧＧＣＴ， ＡＧＣＣＧＣ／ＣＧ
ＧＣＴＧ， ＡＧＣＣＴＧ／ＡＧＧＣＴＣ， ＡＧ
ＧＡＴＧ／ＡＴＣＣＴＣ， ＡＧＧＣＧＣ／ＣＣＴ
ＧＣＧ，ＡＴＣＡＴＧ／ＡＴＣＡＴＧ

合计 ８６７８ － － － －

均值 － ２．０３ １４．０４ １２ －

图２　ＳＳＲ重复长度分布

核苷酸重复中还发现了少量的 ＣＧ重复，占二核苷
酸ＳＳＲ位点的０．１７％（图１）。

图４表明，ＳＳＲ数量随着重复次数增加呈明显
下降趋势，而且碱基重复次数越少，ＳＳＲ数量下降的
速率就越快。单核苷酸重复次数达到２３次、二核苷
酸重复次数达到１３次、三核苷酸重复次数达到１１

图３　ＳＳＲ重复次数分布

次、其它碱基重复次数达到９次时，ＳＳＲ的下降速率
降低，进入平台期。

其它：表示四、五、六碱基重复ＳＳＲ的总和

图４　桤木转录组中ＳＳＲ数量随重复次数的变化曲线

２．３　ＳＳＲ引物的有效性检测
对含 ＳＳＲ位点的转录组序列进行引物设计，挑

选１００对符合筛选条件的引物进行合成，ＳＳＲ位点
包括２ ６核苷酸重复单元。选用３种不同倍性的
桤木属植物（１２份材料）基因组为模板进行引物筛
选。１００对引物中有３９对引物扩增出特异性条带，

扩增效率３９％；其中有２对引物扩增片段与预期的
扩增产物片段大小不符，剩余３７对引物中有１８对
引物的扩增产物具有多态性，占设计引物总数

１８％，１８对 ＳＳＲ引物的信息及遗传参数见表 ３、表
４。利用Ｒ２评价ＳＳＲ位点的连锁不平衡（ＬＤ）情况，
结果显示大部分ＳＳＲ位点间不存在连锁，处于完全
独立的状态（Ｒ２＜０．３），但也发现部分位点间（ＡＲ５
与ＡＲ６２、ＡＲ７６）具有ＬＤ水平（Ｒ２≥０．３）的，但不显
著。引物ＡＲ５、ＡＲ８、ＡＲ３６和 ＡＲ４１在１２份材料之
间的扩增效果见图６，４对引物的目的片段长度分
别在１４５ １７０、１３０ １５７、１０２ ２２０、１１０ １３０ｂｐ
之间。通过聚类分析，１８对引物将１２个不同桤木

８７８



第６期 饶龙兵，等：基于桤木属转录组测序的ＳＳＲ分子标记的开发

材料按物种水平分别聚在一起（图７），这与形态学
分类相符合，说明这１８对ＳＳＲ引物可以用于桤木属

植物遗传多样性分析和亲缘关系研究中，基于桤木

转录组序列的ＳＳＲ标记开发是可行的。

表３　１８对ＳＳＲ引物信息

引物编号 重复单元 引物序列（５’－３’） 退火温度／℃ 预期片段大小／ｂｐ 片段范围／ｂｐ

ＡＲ５ （ＡＴ）８ Ｆ：ＴＴＴＧＴＧＧＡＧＡＴＧＴＧＴＡＣＧＴＧＡＡＧ ６０ １４７ １４５ １７０
Ｒ：ＴＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＡＧＧＡＴＡＡＡＡＣＣＡ

ＡＲ８ （ＴＣ）８ Ｆ：ＣＴＴＴＴＡＡＧＣＴＣＣＡＡＡＴＣＣＴＴＴＣＣ ６０ １３５ １３０ １５７
Ｒ：ＧＴＣＡＧＡＴＣＣＡＴＴＣＡＧＧＡＡＧＴＧＡＧ

ＡＲ１２ （ＡＴＣ）８ Ｆ：ＧＡＡＡＣＡＡＴＣＴＣＴＡＧＡＡＴＴＣＣＣＧＣ ６０ １１３ １００ １３７
Ｒ：ＧＡＴＧＡＴＣＴＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡ

ＡＲ３２ （ＡＴＧ）７ Ｆ：ＣＡＴＣＡＡＡＡＴＡＴＡＡＴＧＣＧＧＧＧＴＴ ６０ １６０ １４５ １６８
Ｒ：ＣＡＡＧＴＧＣＴＴＴＧＧＣＴＣＡＧＴＡＧＡＡＴ

ＡＲ３６ （ＴＡ）１０ Ｆ：ＡＧＴＴＣＴＡＧＣＡＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＡＴＴ ６０ １４４ １０２ ２２０
Ｒ：ＴＧＴＣＣＴＴＣＣＣＡＧＣＡＴＴＡＣＡＴＡＡＧ

ＡＲ３７ （ＧＡ）１０ Ｆ：ＴＣＡＧＣＴＴＴＧＧＡＣＡＧＡＧＡＡＡＧＡＡＴ ６０ １３８ １３０ １７４
Ｒ：ＡＣＡＡＧＧＣＡＧＴＡＧＡＴＴＣＡＡＣＡＴＧＧ

ＡＲ４１ （ＡＣＡ）７ Ｆ：ＣＡＣＣＴＧＧＧＴＴＣＴＡＴＧＴＧＴＡＴＧＧＴ ６０ １１８ １１０ １３０
Ｒ：ＴＴＡＡＡＣＣＣＴＴＧＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＴＡ

ＡＲ６２ （ＣＣＴ）７ Ｆ：ＣＡＧＴＴＧＧＴＣＴＡＣＣＴＣＴＧＧＡＧＴＴＧ ６０ １４２ １２８ ３００
Ｒ：ＴＣＧＧＡＡＡＡＧＡＴＡＣＡＧＣＴＡＡＧＣＡＣ

ＡＲ６６ （ＴＣＡ）７ Ｆ：ＴＴＴＣＴＣＴＧＡＴＧＣＡＡＡＣＡＣＴＣＴＣＡ ６０ １５８ １４５ ２７７
Ｒ：ＡＣＡＡＡＴＴＡＧＴＣＣＡＡＧＴＴＧＣＴＣＣＡ

ＡＲ６８ （ＡＴＣＣ）５ Ｆ：ＡＣＣＣＴＴＡＴＴＴＴＣＣＣＡＴＣＡＡＣＡＡＴ ６０ １５１ １４３ １５８
Ｒ：ＣＧＣＧＡＴＡＡＴＧＧＡＡＡＧＡＴＴＧＡＴＡＧ

ＡＲ７３ （ＴＡＴＧ）５ Ｆ：ＣＡＧＡＴＴＧＴＧＡＡＡＡＴＧＡＴＴＧＴＧＧＡ ６０ １１４ １１０ １４２
Ｒ：ＣＧＡＡＣＣＣＴＴＴＣＴＣＴＴＣＴＡＣＣＴＴＣ

ＡＲ７５ （ＣＣＡＧ）６ Ｆ：ＡＴＡＡＧＧＡＧＡＴＧＴＧＴＣＧＴＣＡＴＧＣＴ ６０ １５５ １５０ １７２
Ｒ：ＡＴＴＴＡＣＡＣＴＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡＡＧＧＡ

ＡＲ７６ （ＣＣＴＣ）６ Ｆ：ＡＡＧＡＣＡＣＡＴＴＴＧＧＴＴＴＴＧＧＡＡＧＡ ６０ １１０ １０４ １２０
Ｒ：ＣＣＣＡＡＡＧＴＴＴＣＴＧＣＴＣＡＣＴＣＴＴＡ

ＡＲ７７ （ＴＣ）９ Ｆ：ＴＣＴＣＴＣＡＧＧＣＡＡＧＣＡＴＣＴＣＴＡＴＣ ６０ １４５ １４５ １７６
Ｒ：ＡＣＴＴＡＧＣＣＧＴＴＧＧＴＡＴＣＴＴＣＴＣＣ

ＡＲ８０ （ＴＡ）９ Ｆ：ＣＧＣＡＡＡＴＣＴＴＡＡＡＧＧＡＣＡＴＧＡＣＴ ６０ １５６ １５０ １８８
Ｒ：ＧＣＴＧＡＧＧＣＴＴＣＧＡＴＴＡＴＴＡＧＧＡ

ＡＲ８１ （ＧＡ）９ Ｆ：ＡＡＣＴＣＧＣＡＣＡＣＡＧＡＧＡＡＡＧＡＡＡＧ ６０ １２７ １２７ １４１
Ｒ：ＡＴＣＴＴＣＣＴＣＴＣＣＴＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴ

ＡＲ８３ （ＴＡ）９ Ｆ：ＡＧＡＡＧＣＴＴＧＴＡＡＣＡＣＧＴＣＣＴＣＡＧ ６０ １５０ １４９ １６４
Ｒ：ＴＧＡＣＣＧＧＡＧＴＧＴＧＴＡＡＣＴＴＴＴＣＴ

ＡＲ９８ （ＡＧ）９ Ｆ：ＧＧＧＴＴＴＣＴＧＣＴＴＴＡＧＧＴＣＴＣＴＣＴ ６０ １２１ １２０ １３２
Ｒ：ＴＴＴＡＧＣＴＴＣＣＡＧＴＴＣＣＡＧＡＣＴＴＧ

３　讨论
随着高通量测序技术的发展，测序数据几乎涵

盖了特定组织或时期的所有转录本，特别是那些缺

乏基因组信息的物种，基于转录组建立的 ＳＳＲ标记
是根据基因本身的差异，具有操作简便、经济、信息

量大的优势，得到了广泛的应用［２６］。桤木属转录组

序列中ＳＳＲ位点出现的频率为９．６７％，高于杜仲的

２．９％［１７］、南方红豆杉的２．０７％［１６］，但显著低于柑

橘（ＣｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔｅＢｌａｎｃｏ）２１．７４％［２７］、萝卜（Ｒａｐｈａ
ｎｕｓｓａｔｉｖｕｓＬ．）２３．７９％［２８］。目前，在大多数植物中，

ＳＳＲ类型以二、三核苷酸重复为主，但不同的物种间
优势重复单元类型也存在很大差异［２９］，刺梨（Ｒｏｓａ
ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉＴｒａｔｔ）［３０］、桑树（ＭｏｒｕｓａｌｂａＬ．）［３１］等以
三核苷酸重复为最广泛的重复单元，桤木属转录组

主要重复类型为二、三核苷酸重复，占 ＳＳＲ总数的

９７８
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表４　１８对ＳＳＲ引物在１２份材料中的遗传多样性参数

引物编号
等位基因

数（Ｎａ）
有效等位

基因数（Ｎｅ）
多态信息

含量（ＰＩＣ）
固定指数

（Ｆｉｓ）
ＡＲ５ ７ ２．６１８ ０．５８９ ０．２９４
ＡＲ８ｎｓ １２ ８．４７１ ０．８７１ ０．１２３
ＡＲ１２ｎｓ １１ ５．８７８ ０．８１４ －０．２５７
ＡＲ３２ ６ ４．２５５ ０．７２８ －０．１０８
ＡＲ３６ｎｓ １１ ７．５７９ ０．８５５ ０．５００
ＡＲ３７ｎｓ ８ ６．７３７ ０．８３５ ０．２４４
ＡＲ４１ｎｓ １０ ７．７８４ ０．８５８ －０．２４７
ＡＲ６２ ６ ４．０００ ０．７１９ １．０００
ＡＲ６６ １１ ９．０００ ０．８７９ ０．７６５
ＡＲ６８ ９ ４．９６６ ０．７７４ ０．７２４
ＡＲ７３ｎｓ ６ ３．２３６ ０．６５９ －０．０２１
ＡＲ７５ ７ ５．３３３ ０．７９１ －０．１０３
ＡＲ７６ｎｓ ６ ３．６００ ０．６７７ －０．０２６
ＡＲ７７ｎｓ １０ ８．４７１ ０．８７０ －０．３１５
ＡＲ８０ １２ ９．２９０ ０．８８３ ０．１８８
ＡＲ８１ｎｓ ２ １．６００ ０．３０５ １．０００
ＡＲ８３ ８ ４．７２１ ０．７６４ ０．５６４
ＡＲ９８ｎｓ ３ ２．６６７ ０．５５５ １．０００

６５．８７％和２８．３６％，四、五、六核苷酸重复类型的数
量很少，总计５．７３％。在二核苷酸重复单元中 ＡＧ／
ＣＴ占总 ＳＳＲ位点 ５３．６３％，这与报道的红掌（Ａｎ
ｔｈｕｒｉｕｍａｎｄｒａｅａｎｕｍＬｉｎｄｅｎ）、刺梨（Ｒｏｓａｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ
Ｔｒａｔｔ）等多数植物相同［３０－３２］。另外，ＣＧ／ＣＧ重复单
元在桤木属转录组ＳＳＲ中检测到了１０个，这个重复
单元在二核苷酸重复中是十分罕见的，其它报道如

腊梅［１８］中检测到６次，甘蓝（ＢｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａＬ．）和
杜仲中都仅检测到１次［１７，３３］，表现出了明显的偏倚

性。桤木属转录组ＳＳＲｓ出现的频率较低，但重复单
元的类型较为丰富，平均分布距离１４．０４ｋｂ，出现频
率为２．０３％。

在合成的１００对引物中有２对引物扩增片段与
预期产物片段大小不符，显著大于预期产物片段长

度，这可能与扩增片段中插入内含子有关，属于无效

扩增［３４］。合成的 １００对 ＳＳＲ引物的扩增效率为
３９％，部分引物扩增失败的原因可能与引物位置或

ＳＳＲ位点排列：黑色对角线上方的每个像素格使用右侧色差代码表征成对位点间 Ｒ２值大小，黑色对角线下方为成对位点间 ＬＤ的支持率

图５　１８个ＳＳＲ位点间ＬＤ分布
者质量有关。不同物种，检测出多态性 ＳＳＲ引物的
差异较大，本研究中３９对引物中１８对具有多态性，
占可扩增引物 ４６．１５％，这个比例低于刺梨
５２．１７％［２６］、三七（ＰａｎａｘｐｓｅｕｄｏｇｉｎｓｅｎｇＷａｌｌ．ｖａｒ．
ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ（Ｂｕｒｋｉｌｌ）ＨｏｏｅｔＴｓｅｎｇ）５０％［１１］，但高于

杜仲４４．４４％［１７］和南方红豆杉３８．７１％［１６］。本研究

检测的１８对具有多态性的引物重复单元多为二、三

核苷酸重复，进一步验证了低级单元 ＳＳＲ的多态性
普遍高于高级单元的推断［３５］，因此，在设计 ＳＳＲ引
物时应侧重含低级重复单元的序列。前人在桦木科

植物ＳＳＲ通用性方面作了研究，Ｄｒａｎａｒｏｖá等［２０］根

据桦木属（ＢｅｔｕｌａＬ．）、桤木属和榛属（ＣｏｒｙｌｕｓＬ．）的
ＳＳＲ序列设计的２３个 ＳＳＲ引物在欧洲桤木和灰桤
木（Ａ．ｉｎｃａｎａ（Ｌ．）Ｍｏｅｎｅｈ）中的扩增效率分别为

０８８
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图６　引物ＡＲ５、ＡＲ８、ＡＲ３６和ＡＲ４１在１２份桤木材料间的多态性

图７　１２份桤木材料的ＵＰＧＭＡ聚类

３７．７８％和 ３９．１３％。本研究检测的 １８对 ＳＳＲ引
物，在欧洲桤木、四川桤木和硬桤木中的扩增效率分

别为１００％、８８．８９％和８８．８９％。植物 ＳＳＲ侧翼序
列的保守程度决定着 ＳＳＲ的通用率，说明所选取的
桤木属ＳＳＲ侧翼序列的保守性较好。

第二代高通量测序技术显著提高了ＳＳＲ开发效
率和通量，但如何进一步提高多态性ＳＳＲ位点鉴别、
筛选效率是面临的又一挑战。可根据研究材料、研

究目的以及所需位点数量的不同，灵活运用重复单

元长度判断法［３６］和电子预测法［３７］，借助多重 ＰＣＲ
技术［３８］进一步提高多态性位点检测效率，降低试验

成本。随着第三代测序技术的发展与应用，能有效

解决大规模微卫星标记开发中的难题，不需要经过

ＰＣＲ扩增，实现对每一条ＤＮＡ分子的单独测序会使
ＳＳＲ标记开发、功能基因定位更为便捷与准确。同
时，高精度的多样本平行测序使大规模多态性位点

电子检测成为可能，真正实现多态性位点选择的规

模化和高效化［３６］。

４　结论
本研究以３种不同倍性桤木属树种转录组序列

信息进行桤木属 ＳＳＲ标记的开发，共搜索出８６７８
个ＳＳＲ位点，分布在８２９８条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中，ＳＳＲ检出
率为９．６７％，重复单元中二核苷酸重复数量最多
（６５．８７％），其次为三核苷酸（２８．３６％）。随机挑选
１００对ＳＳＲ引物进行扩增筛选，扩增效率３９％，进一
步筛选得到 １８对多态性、通用性均较强的 ＳＳＲ引
物。本研究表明利用转录组数据开发桤木属树种

ＳＳＲ标记是可行的，开发的引物为桤木属树种遗传
多样性分析、分子标记辅助育种和育种群体的建立

等提供了丰富的候选标记。
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