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摘要：［目的］本研究通过对蒙古沙棘“向阳”品种的转录组序列进行ＳＳＲ引物开发，为沙棘亲本分析、遗传多样性和
遗传育种等研究提供支持。［方法］利用已测得的转录组序列进行分析和筛选，整理具有 ＳＳＲ位点的序列，进行引
物设计，随机挑选１７９条引物进行验证。［结果］得到具有ＳＳＲ位点的ＥＳＴ序列１７３８３条，其中，单核苷酸、二核苷
酸和三核苷酸重复基元分别占６２．７７％、２１．８２％和１３．７７％；二核苷酸重复基元类型以ＡＴ和ＡＧ为主，三核苷酸重
复基元类型以ＡＡＧ、ＡＴＣ和ＡＴＡ为主。９２９１条序列设计出扩增ＥＳＴＳＳＲ位点的引物，随机合成的１７９对引物中，
１４２对扩增成功，选取其中９２个位点的扩增产物上机检测，４０个ＳＳＲ位点（４３．４８％）呈现多态。对扩增稳定且峰图

清晰的１７个多态位点的进一步分析，得到蒙古沙棘天然群体在各位点的观测杂合度（ＨＯ）为０．０８３ ０．８７５，期望
杂合度（ＨＥ）为０．１８０ ０．７５０。［结论］本研究开发出的ＥＳＴＳＳＲ标记，为后期进行沙棘属植物遗传多样性分析、遗
传图谱构建及分子育种等研究提供了重要支持。
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　　微卫星又称为简单序列重复（ＳＳＲ），短串联重
复（ＳＴＲ），是以１ ６个碱基为重复单位组成的短串
联重复ＤＮＡ序列［１］。微卫星分子标记是基于 ＰＣＲ
技术发展起来的一种分子遗传标记技术，具有重复

性好、共显性遗传、多态性位点含量高、实验操作简

单、检测方法简便、对ＤＮＡ质量要求不高等优点［２］。

在亲本分析，基因图谱构建，确立遗传和进化关系，

遗传多样性分析等研究中得到了广泛的应用［３］。微

卫星依据其来源分为两类：基因组微卫星（Ｇｅｎｏｍｉｃ
ＳＳＲ）和表达序列标签微卫星（ＳＳＲ，ＥＳＴＳＳＲ）［４］。

ＥＳＴＳＳＲ是基于 ＥＳＴ序列开发的 ＳＳＲ，相对于 Ｇｅ
ｎｏｍｉｃＳＳＲ引物开发过程简单，成本低，在物种间通
用性较强［５］。随着基因组的发展，ＥＳＴ序列的数目
在公共数据库内迅速增长（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
Ｎｉｈ．ｇｏｖ），为ＳＳＲ标记提供了一个庞大的资源［２，６］。

沙棘属（Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ）属于胡颓子科（Ｅｌａｅａｇｎａｃｅ
ａｅ），是多年生落叶灌木、小乔木或乔木，风媒传粉，
雌雄异株，具有固氮作用，适应性极强，主要分布于

中欧和中亚地区［７］。依据 Ｓｕｎ等［７］和 Ｂａｒｔｉｓｈ等［８］

学者的系统分类，分为７个种和８个亚种。沙棘是
集生态效益、经济效益和社会效益为一体的多用途

树种，因其果实富含Ｖｃ和沙棘油，枝叶含高蛋白，根
系有根瘤等特点备受瞩目［９］。近些年，随着ＤＮＡ分
子标记技术的不断发展与完善，针对沙棘遗传多样

性、亲缘关系和品种鉴定等的研究得到进展［１０］，如

利用ＲＦＬＰ、ＩＴＳ、ｃｐＤＮＡ等分子标记对沙棘进行了研
究［７－８，１１］，但利用ＳＳＲ分子标记对沙棘的研究较少，
同时目前开发可用的沙棘 ＳＳＲ引物较少，仅有孙燕
琳等［１２］利用葡萄 ＳＳＲ引物筛选适用于沙棘的 ＳＳＲ
引物，Ｗａｎｇ等［１３］利用磁珠富集法开发的９对 ＳＳＲ
引物和Ｊａｉｎ等［１４］利用ＥＳＴ开发的１１对ＥＳＴＳＳＲ引
物。为了丰富沙棘的 ＳＳＲ分子标记，本研究通过对
向阳沙棘转录组序列进行分析，开发出大量 ＥＳＴ
ＳＳＲ标记，为沙棘亲本分析、遗传多样性、遗传育种
等研究提供支持。

１　材料与方法
１．１　植物材料及ＤＮＡ提取

本研究中涉及转录组测序的沙棘品种“向阳”

（Ｈ．ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓｓｕｂｓｐ．ｍｏｎｇｏｌｉｃａａｌＸｉａｎｇｙａｎｇ）是俄
罗斯专家通过天然蒙古沙棘选育所得。随机选取采

自新疆青河县莫齐克村的天然种群蒙古沙棘中的

１６个个体，采用植物全基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（北
京天根生物公司）从其叶片中提取总 ＤＮＡ，用于引
物筛选和多样性检测。

１．２　ＥＳＴ序列来源、ＳＳＲ检测及ＳＳＲ引物设计
１．２．１　ＥＳＴ序列来源　沙棘 ＥＳＴ序列来源于本实
验室对“向阳”品种的转录组测序所得。收集向阳

沙棘新鲜根、茎、叶提取ＲＮＡ，构建ｃＤＮＡ文库，再利
用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２０００测序平台 （ＩｌｌｕｍｉｎａＩｎｃ）进行
高通量测序，最后用 Ｔｒｉｎｉｔｙ［１５］软件将测序序列拼接
成无冗余的独立基因集，即由 ＥＳＴ序列组成的一个
转录组。该实验由北京诺禾致源生物信息科技有限

公司完成。所得转录组序列已提交到 ＮＣＢＩ数据
库，序列号为ＳＲＰ０６７７８５。
１．２．２　ＥＳＴＳＳＲ位点统计和引物设计　利用软件
ＭＩＳＡ（ｈｔｔｐ：／／ｐｇｒｃ．ｉｐｋｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ．ｄｅ／ｍｉｓａ／ｍｉｓａ．ｈｔ
ｍｌ）检测转录组序列中简单重复序列，确定 ＳＳＲ位
点。ＳＳＲ的搜索标准为：单、二、三、四、五和六核苷
酸的最少重复次数分别为１０、６、５、５、５、５，同时搜索
复合ＳＳＲ。对不同ＳＳＲ类型在转录组中的密度分布
进行统计。

根据 ＳＳＲ位点两端的保守区域，利用 Ｐｒｉｍｅｒ
３［１６］设计引物用于 ＳＳＲ位点扩增。具体参数如下：
引物长度为２０ ２８ｂｐ，最适长度为２４ｂｐ；（Ｇ＋Ｃ）
含量为４０％ ６５％，最适为５０％。随机挑选１７９对
预期扩增产物为１００ ３００ｂｐ、重复单元为二或者
三核苷酸的ＳＳＲ引物，交由上海生工生物工程技术
服务有限公司合成。

１．３　ＥＳＴＳＳＲ位点ＰＣＲ扩增和筛选
以８个蒙古沙棘个体的 ＤＮＡ为模板，用上述

１７９对引物进行 ＰＣＲ扩增筛选。ＰＣＲ反应体系为
１０μＬ：去离子水 ３．６μＬ，２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（艾德莱）５
μＬ；１０μｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｆ和Ｒ端引物各０．２μＬ，模板
ＤＮＡ１μＬ（约５０ １００ｎｇ）。ＰＣＲ反应在 ＡＢＩＳｙｓ
ｔｅｍ９７００（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）上
进行，具体程序如下：９４℃预变性４ｍｉｎ，３０个循环

０７
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的９４℃变性３０ｓ，５５℃复性３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，最
后７２℃延伸１０ｍｉｎ。利用１．２％的琼脂糖凝胶对
ＰＣＲ产物进行检测。

筛选出能够扩增出目标片段的引物后，利用１６
个蒙古沙棘个体进行多态性检测。为节约成本，采

用通用Ｍ１３引物标记荧光的方法［１７］进行 ＰＣＲ扩增
和检测。ＰＣＲ反应体系 ２０μＬ：去离子水１３．５μＬ，
１０×ＰＣＲ缓冲液 ２μＬ，２．５ｍｎｏｌ·ＬｄＮＴＰ１．６μＬ，
１０μｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｍ１３荧光引物０．８μＬ，１０μｍｏｌ·
Ｌ－１的Ｆ和Ｒ端引物分别为０．８μＬ和０．２μＬ，５Ｕ
·μＬ－１ＬｒＴａｑＤＮＡ聚合酶（大连宝生物）０．１μＬ，模
板ＤＮＡ１μＬ（约５０ １００ｎｇ）。ＰＣＲ反应在 ＡＢＩ
Ｓｙｓｔｅｍ９７００ＰＣＲ扩增仪 （ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）上进行，反应条件为：９４℃预变性 ４
ｍｉｎ，３０个循环的９４℃变性３０ｓ，５６℃复性３０ｓ，７２
℃延伸４５ｓ，另加８个循环的９４℃变性３０ｓ，５３℃
复性３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。
将４种带有不同荧光标记（Ｆａｍ，Ｈｅｘ，Ｒｏｘ和 Ｔａｍ
ｒａ，上海生工）的ＰＣＲ产物各０．３μＬ与９．０μＬ的甲
酰胺，０．５μＬ的Ｌｉｚ５００混合后９４℃变性５ｍｉｎ，变性
产物在ＡＢＩ３１３０测序仪上进行毛细管电泳，最后利
用ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒｖｅｒｓｉｏｎ４．０（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）分析电泳结果得到基因型数据。
１．４　沙棘ＥＳＴＳＳＲ多态性分析

从筛选出具有多态性（等位基因数≥２）的引物

中，进一步筛选在蒙古沙棘个体中扩增成功率高、且

上机检测峰图明晰的 ＥＳＴＳＳＲ位点。利用 ＧＥＮＡ
ＬＥＸ６软件计算每个位点在这１６个沙棘个体中的
等位基因数量、观测杂合度（Ｈｏ）和期望杂合度
（ＨＥ）。

２　结果与分析
２．１　沙棘ＥＳＲＳＳＲ重复类型及频率

对沙棘转录组中的 ＥＳＴ序列去冗余后共收集
１７３８３条具有 ＳＳＲ位点的序列，其中包括复合 ＳＳＲ
类型序列８２８条，因其特殊性不计入ＳＳＲ类型分析。
在非复合的ＳＳＲ类型中，单核苷酸重复类型数量最
多，所占比例达到６２．７７％（１０３９２）；其次是二核苷
酸和三核苷酸重复类型，所占比例分别为２１．８２％
（３６１３）和１３．７７％（２２７９）。四核苷酸、五核苷酸、
六核苷酸重复类型较少，分别仅占 １．４５％（２４０）、
０．０９％（１５）、０．１０％（１６）。

在所检测到的３６１３个二核苷酸重复 ＥＳＴＳＳＲ
中，ＡＴ和 ＡＧ两种类型的重复基元出现的次数较
多，分别为１８１４个（５０．２１％）和１５２１（４２．１０％）
（图１ａ）。在检测到的 ２２７９个三核苷酸重复中，
ＡＡＧ为优势类型，共７８３个（３４．３６％），ＡＴＣ和ＡＴＡ
两种类型次之，分别为 ４００个（１７．５５％）和 ３９５个
（１７．３３％）（图１ｂ）。

图１　沙棘ＥＳＲＳＳＲ二核苷酸（ａ）和三核苷酸（ｂ）重复基元类型及其数量

Ｆｉｇ．１　Ｏｂｓｅｒｖｅｄｃｏｕｎｔｓｏｆｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｐｅａｔｓｅｑｕｅｎｃｅｍｏｔｉｆｓｏｆ（ａ）ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄ

（ｂ）ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｒｅｐｅａｔｓｆｒｏｍｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＨｉｐｐｏｐｈａｅ

　　
２２　ＥＳＲＳＳＲ的引物设计与筛选

利用Ｐｒｉｍｅｒ３．０为９２９１条 ＥＳＴ序列设计了适
宜的 ＳＳＲ扩增引物，剩余的８０９２条序列没能得到

合适的引物。从设计的引物中随机挑选１７９对二核
苷酸、三核苷酸重复的ＥＳＴＳＳＲ引物进行ＰＣＲ扩增
检测，发现１４２个位点能够在预期片段大小的位置
扩增出清晰的条带，扩增效率为７９．３３％。
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选择９２个位点的引物进一步结合 Ｍ１３荧光引
物扩增１６个蒙古沙棘个体，并在 ＡＢＩ３１３０测序仪
上检测各位点扩增产物（图３），发现４０个位点在这
些个体的扩增产物中找到２个以上的等位基因（表
１），即呈现出多态，多态位点比率为４３．４８％。从这
４０个多态位点中，挑选出１７个扩增效果稳定、且峰
图清晰的 ＥＳＴＳＳＲ位点，其在所分析的天然蒙古沙

棘种群中的等位基因个数为２ ６个不等，观测杂
合度（ＨＯ）为０．０８３ ０．８７５，期望杂合度（ＨＥ）在
０．１８０ ０．７５０；分析得到该蒙古沙棘种群各位点平
均期望观测杂合度为 ０．４８８，平均期望杂合度为
０５１４。这１７个位点的引物序列信息、扩增结果及
多态性等见表１。

表１　沙棘１７个多态ＥＳＴＳＳＲ位点的引物信息
Ｔａｂｌｅ１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ１７ＨｉｐｐｏｐｈａｅＥＳＴＳＳＲｌｏｃｉｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｔｅｓｔｅｄｗｉｔｈ１６ｓａｍｐｌｅ

引物编号

Ｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓ
引物序列（５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）
重复基元

Ｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆ

退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ／℃

等位基因数量

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ａｌｌｅｌｅｓ

等位基因大小

Ａｌｌｅｌｅｓｉｚｅ
ｒａｎｇｅ／ｂｐ

观测杂合度

（ＨＯ）Ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

期望杂合度

（ＨＥ）Ｅｘｐｅｃｔｅｄ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

Ｈｓ００８ Ｆ：ＡＣＴＣＡＴＧＣＣＣＡＴＣＡＣＣＴＴＴＴ （ＡＴ）６ ５５ ３ ２３８ ２４２ ０．４６７ ０．５８０
Ｒ：ＧＣＴＣＧＴＴＧＣＣＡＣＴＧＴＴＡＣＡＡ

Ｈｓ０３２ Ｆ：ＧＣＡＧＴＣＣＧＧＡＣＡＧＴＣＡＧＡＡＡ （ＧＴＴ）７ ５５ ２ ２６８ ２７４ ０．８００ ０．４９８
Ｒ：ＣＣＡＡＡＧＣＡＡＡＡＣＣＡＣＧＣＡＧＡ

Ｈｓ０４７ Ｆ：ＧＴＧＣＡＡＡＡＡＣＣＡＧＧＡＧＴＧＣＣ （ＴＡＧ）６ ５５ ２ １８４ １８８ ０．６００ ０．４９１
Ｒ：ＴＡＣＡＡＣＣＣＴＧＣＴＡＣＣＣＣＣＡＴ

ＨＳ０９７ Ｆ：ＣＡＧＣＣＧＣＣＣＴＣＴＧＡＣＴＡＡＡＡ （ＡＴ）６ ５５ ４ ２８０ ２９４ ０．０８３ ０．７３３
Ｒ：ＧＣＴＴＣＧＡＧＧＡＡＧＡＡＴＴＡＣＡＧＧＧＡ

Ｈｓ１００ Ｆ：ＣＴＴＧＧＣＴＧＣＣＣＡＴＣＴＣＧＡＴＴ （ＴＡ）８ ５５ ６ ２５９ ２７４ ０．８７５ ０．６７２
Ｒ：ＡＣＧＡＡＴＡＡＡＣＣＣＣＡＧＡＡＣＡＧＴ

Ｈｓ１１１ Ｆ：ＡＣＡＡＣＴＣＡＧＴＣＣＧＴＡＣＡＴＡＴＧＧＴ （ＡＧ）９ ５５ ４ １６３ １７７ ０．８１８ ０．６４９
Ｒ：ＧＣＧＧＣＴＧＧＡＡＴＣＡＴＣＴＴＧＧＡ

Ｈｓ１４６ Ｆ：ＡＣＡＡＧＣＧＴＧＴＧＡＧＧＡＴＴＣＴＴ （ＣＴＡ）５ ５５ ２ １４２ １４６ ０．５００ ０．４９２
Ｒ：ＣＧＡＴＧＡＧＡＧＧＣＣＧＧＣＡＴＡＴＴ

Ｈｓ１４９ Ｆ：ＡＣＡＴＴＣＣＣＣＴＴＴＣＡＣＡＧＡＣＣＣ （ＴＡＴ）６ ５５ ２ １３８ １４２ ０．６３６ ０．４８３
Ｒ：ＣＣＡＧＴＴＧＧＧＡＴＴＴＴＣＴＴＧＴＴＴＧＡＧＴ

Ｈｓ１７７ Ｆ：ＴＧＣＧＴＣＴＴＧＡＴＴＴＧＧＣＡＣＴＴＣ （ＡＣ）８ ５５ ２ ２７１ ２７３ ０．２８６ ０．５００
Ｒ：ＡＣＴＣＣＡＧＧＧＴＴＣＴＣＡＡＡＧＧＡ

Ｈｓ１９２ Ｆ：ＴＣＧＣＴＴＣＡＡＡＡＧＧＧＡＡＣＡＡＣＡ （ＡＴ）７ ５５ ４ ２５１ ２６５ ０．５００ ０．４６９
Ｒ：ＧＣＡＣＡＣＡＴＡＡＣＡＣＣＣＧＣＴＴＣ

Ｈｓ１９５ Ｆ：ＴＣＣＴＣＣＴＧＡＣＴＧＴＣＴＣＧＡＣＣ （ＴＡ）７ ５５ ２ ２４７ ２４９ ０．２００ ０．１８０
Ｒ：ＣＣＣＴＡＧＴＧＡＡＧＣＴＣＡＧＴＴＴＴＧＣ

Ｈｓ２２７ Ｆ：ＣＣＴＴＡＧＣＡＴＣＡＣＣＡＡＡＧＣＧＣ （ＡＣＡ）６ ５５ ２ １６０ １６８ ０．２７３ ０．２３６
Ｒ：ＣＣＴＴＧＴＧＴＧＣＡＣＡＴＴＴＣＴＧＣＡ

Ｈｓ２７８ Ｆ：ＣＧＣＡＧＣＡＧＧＴＴＧＡＣＡＧＡＣＴＡ （ＣＴ）９ ５５ ４ １７０ １７６ ０．５００ ０．４５１
Ｒ：ＴＣＡＡＡＣＡＡＣＧＣＡＣＴＴＴＧＧＧＣ

Ｈｓ２８２ Ｆ：ＴＧＴＣＴＴＧＣＴＡＣＴＣＣＴＣＣＴＧＣ （ＣＡ）８ ５５ ３ ２６９ ２７３ ０．５５６ ０．５９３
Ｒ：ＡＣＡＧＣＧＴＧＴＴＡＧＧＡＡＡＧＴＴＧＣ

Ｈｓ２８４ Ｆ：ＣＣＣＡＴＣＴＴＧＣＣＴＣＡＴＧＣＴＧＴ （ＡＴ）８ ５５ ５ ２６９ ２８５ ０．６６７ ０．７５０
Ｒ：ＡＣＣＡＣＡＡＧＴＣＡＣＧＧＡＡＡＴＣＣＴ

Ｈｓ２９６ Ｆ：ＴＧＡＡＣＧＣＴＣＡＴＧＡＴＣＡＡＡＡＣＧＴ （ＴＧＡ）５ ５５ ３ ２２５ ２３４ ０．４００ ０．５１５
Ｒ：ＣＡＧＣＴＧＧＴＧＧＡＡＧＴＴＧＡＧＧＴ

Ｈｓ２９７ Ｆ：ＴＣＡＴＧＣＴＣＡＣＴＴＣＣＧＴＴＧＣＴ （ＣＡＣ）６ ５５ ２ １５６ １６２ ０．１３３ ０．４４４
Ｒ：ＡＧＧＡＴＴＧＡＧＣＧＧＣＧＴＧＴＴＡＡ

平均 Ｍｅａｎ ３ ０．４８８ ０．５１４

　　

３　讨论
３．１　沙棘ＥＳＴＳＳＲ特性分析

本研究通过对具有 ＳＳＲ位点的１７３８３条 ＥＳＴ

序列的分析发现，在沙棘转录组序列中，单核苷酸重

复类型的ＳＳＲ最多，其次是二核苷酸重复类型和三
核苷酸重复；四核苷酸，五核苷酸和六核苷酸重复类

型的总和不到１．７％。由于单核苷酸的特殊性，大
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多数研究不将其作为ＳＳＲ的研究对象［１８］。因此，忽

略单核苷酸重复不计，沙棘的 ＥＳＴＳＳＲ位点以二核
苷酸和三核苷酸重复类型为主，这与目前大多数植

物的研究一致［１９］。先前研究表明，二核苷酸重复在

许多种的基因组中是常见类型，但是在编码区出现

的频率低于非编码区，编码区常见的重复类型为三

核苷酸。这可能是因为编码区的序列为密码子序

列，随着三核苷酸的增加或减少会改变阅读框架［６］，

但是不会引起移码突变［２０］，而本研究中，二核苷酸

重复类型所占比例高于三核苷酸重复类型，不同于

胡杨ＥＳＴＳＳＲ的研究［２０］。这可能是由于不同研究

搜索ＳＳＲ的标准（ＳＳＲ重复类型、次数、长度等）不
同造成的差异［１９］。

在沙棘二核苷酸重复基元的 ＥＳＴＳＳＲ位点中，
ＡＴ和 ＡＧ是出现次数最多的两种类型，分别占
５０２１％和４２．１０％；在三核苷酸重复基元中，ＡＡＧ
为优势重复类型，占３４．３６％，ＡＴＣ与ＡＴＡ基元所占
比例之和将近３５％。沙棘的重复基元的主要类型
与白桦、银杏、杨树、北美鹅掌楸、火炬树、蒙古栎等

木本植物基本相同［２］，与水稻、高粱、玉米等作物存

在差异，不同物种之间重复基元存在的差异可能与

各研究所用ＥＳＴ来源及数目不同，也可能与物种转
录组的特异性等有关［２１］。

３．２　沙棘ＥＳＴＳＳＲ引物扩增效果及多态性
本研究设计的ＥＳＴＳＳＲ引物在天然蒙古沙棘种

群中扩增效率较高，达到 ７９．３３％。剩余引物无法
扩增的原因可能是：基因组ＤＮＡ存在许多内含子片
段，ＳＳＲ位点所设计的一端或两端引物的位置刚好
位于内含子或者外显子剪切点，致使引物在基因组

中找不到结合位点［１９］。另外，在引物的初筛过程中

统一采用５５℃退火进行ＰＣＲ，这也可能造成最适退
火温度低的引物无法成功扩增。

判断ＳＳＲ分子标记可用性的主要依据是其多态
性，本研究通过对天然蒙古沙棘种群的１６个个体分
析，发现 ４０对具有多态性的引物，多态比率为
４３４８％，低于胡杨（Ｐ．ｅｕｐｈｒａｔｉｃａＯｌｉｖ．，５２．５％）［２０］

和 中 华 猕 猴 桃 （Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｐｌａｎｃｈ．，
８１．２５％）［２２］，高 于 银 杏 （Ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ Ｌｉｎｎ．，
３１．９％）［２３］。对１７个扩增稳定且上机峰图明细的
位点进一步分析，得到来自新疆的天然蒙古沙棘种

群遗传多样性处于中等水平（ＨＯ ＝０．４８８，ＨＥ＝
０．５１４）。由于沙棘为雌雄异株，所以沙棘种群的遗
传多样性相对较高，不同位点多样性水平差别较大，

但是这些位点的平均多样性水平仍高于Ｗａｎｇ等［１３］

利用磁珠法开发的基因组ＳＳＲ所估算的中国沙棘亚
种的多样性。这说明利用编码区的ＳＳＲ位点估计的
遗传多样性水平不一定低于基因组ＳＳＲ位点。

４　结论
本研究利用 ＥＳＴ序列成功开发了４０对具有多

态性的沙棘引物。利用蒙古沙棘的１６个样品对２
种开发的引物进行多态性水平的检验和多态性相关

分析，发现利用序列数据开发的引物多样性高且多

态性信息含量相对比较丰富，可为沙棘属植物进行

遗传多样性分析、遗传图谱构建系统发育分析和分

子育种等多个方面的研究提供有力的支持
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