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摘要：［目的］全面了解滇东南特有濒危植物长梗杜鹃转录组 ＳＳＲ位点的分布及序列特征，为长梗杜鹃的保护和合
理开发利用提供遗传学资料，为同属植物及近缘种 ＳＳＲ标记的开发及遗传研究提供便利。［方法］利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｈｉｓｅｑ４０００高通量测序平台对长梗杜鹃叶片进行转录组测序，再通过ＭＩＳＡ软件对测序所得Ｕｎｉｇｅｎｅｓ进行ＳＳＲ位点
的发掘和分析。［结果］发现含ＳＳＲ的序列１７３５４条，共得到２３１９２个ＳＳＲ，出现频率为３１．３０％，平均每３ｋｂ出现
１个ＳＳＲ。二碱基和三碱基重复为长梗杜鹃ＳＳＲ主要重复单元类型，分别占ＳＳＲ总数的６９．２５％和１５．０７％，１８７种
重复基元中，所占比例最高的是（ＡＧ／ＣＴ）ｎ（６２．０１％），其次是（Ａ／Ｔ）ｎ（１２．３４％）、（ＡＣ／ＧＴ）ｎ（４．５２％）和（ＡＡＧ／
ＣＴＴ）ｎ（４．２３％）。在ＳＳＲ和ＣＤＳ的交集基因中，共发现１５９０８个ＳＳＲ位点，其中２７９２个位于编码区，出现频率为
０．０７６ＳＳＲ／ｋｂ，而非编码区为０．３４４ＳＳＲ／ｋｂ，在基因编码区中出现频率最高的是三碱基重复（１３５６，４８．５７％）。在
不同长度重复单元中，二碱基重复ＳＳＲ长度变异程度最高，其次是单碱基重复。长梗杜鹃 ＳＳＲ的频率和长度呈显
著负相关（Ｐ＜０．０１），相关系数为－０．５６６。［结论］长梗杜鹃转录组ＳＳＲ位点的出现频率高、分布密度大、基元类型
丰富、重复次数较高、长片段较多，具有较高的多态性潜能，用于遗传分析的潜力很大，能满足该物种的保护遗传学

研究。
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ｐｈｉｓｍ

　　杜鹃花是杜鹃花科（Ｅｒｉｃａｃｅａｅ）杜鹃属（Ｒｈｏｄｏ
ｄｅｎｄｒｏｎ）植物的总称，是“世界三大园艺植物”和“中
国十大天然名花”之一。我国具有最丰富的资源蕴

藏量，为世界杜鹃花育种做出了巨大贡献。近百年

来，国外培育出了数以千计的杜鹃花新品种，既改变

了国外园林的风貌，又使杜鹃花形成了一种世界性

园艺产业［１］。而我国杜鹃花引种驯化工作起步较

晚，育种工作断断续续，所育品种较少［２］。目前，国

际上杜鹃花的花色育种趋势为纯色花，特别是纯正、

明亮的黄色和恬静的蓝色等更显珍贵［３］；同时，周年

供应鲜花对于杜鹃花生产具有重要意义［４］。因此，

选择观赏性高、抗逆性强、花期长等优良种质作为杂

交育种的亲本材料尤为重要，其中长梗杜鹃（Ｒｈｏｄｏ
ｄｅｎｄｒｏｎｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍＬｅｉＣａｉ＆Ｙ．Ｐ．Ｍａ）就是众
多野生资源中难能可贵的育种材料。

长梗杜鹃系杜鹃属、杜鹃亚属（Ｓｕｂｇ．Ｒｈｏｄｏｄｅｎ
ｄｒｏｎ）、越桔杜鹃组（Ｓｅｃｔ．Ｖｉｒｅｙａ）、类越桔杜鹃亚组
（Ｓｕｂｓｅｃｔ．Ｐｓｅｕｄｏｖｉｒｅｙａ）常绿植物。花冠颜色为明亮
的纯黄色，无任何斑点。更令人称奇的是，其花期

１１月下旬至翌年的２月上旬，时值春节且长达３个
月之久［５］。由于人类活动使得生境破坏日益严重，

该种分布范围已非常狭窄，仅分布于滇东南海拔

１１８３ １３１６ｍ左右的石灰岩山上。为了保护以及
合理开发利用这一珍稀杜鹃种类，本课题组目前正

在开展针对该稀有濒危种的引种驯化及保护生物学

研究。

遗传多样性是生物多样性最基本的组成部分，

也是保护生物学研究的核心目标。近年来，基于微

卫星（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｏｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ）标记的
杜鹃属植物遗传多样性和遗传结构研究已有一些报

道。吴富勤［６］利用１４个 ＳＳＲ标记分析了极小种群
野生植物大树杜鹃（Ｒ．ｐｒｏｔｉｓｔｕｍｖａｒ．ｇｉｇａｎｔｅｕｍＦｏｒ
ｒｅｓｔｅｔＴａｇｇｃｈａｍｂｅｎｉａｉｎ）２个残存居群的遗传结构、

遗传多样性和历史动态；Ｗａｎｇ等［７］利用８个ＳＳＲ位
点评估了当地居民采食花朵对大白花杜鹃（Ｒ．ｄｅｃｏ
ｒｕｍＦｒａｎｃｈ．）的遗传影响。但目前杜鹃花中可利用
的ＳＳＲ标记较少，限制了其在杜鹃花种质资源评价
中的应用。鉴于此，本研究利用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ４０００
最新高通量测序平台，对长梗杜鹃叶片进行转录组

测序和组装，从获得的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列中检测 ＳＳＲ位
点，并对其序列特征、组成和变异规律开展分析，以

期为后续长梗杜鹃大批量 ＥＳＴＳＳＲ标记开发，进而
进行遗传多样性和遗传结构分析，以及长梗杜鹃的

保护和合理开发利用提供遗传学资料。同时，也丰

富了杜鹃属植物的 ＥＳＴ数据库，为同属植物及近缘
种ＳＳＲ标记的开发及遗传研究提供便利。

１　材料与方法

１．１　供试材料
采自云南省麻栗坡县，海拔高度约１２７０ｍ。于

２０１６年１０月采集长梗杜鹃植株的幼嫩叶片，立即置
于液氮中，带回实验室于

!

８０℃冰箱中保存备用。
１．２　转录组测序

用“试剂盒提取法”对所采集的材料进行 ＲＮＡ
提取，送华大基因有限公司（ＢＧＩ）进行高通量测序。
测序完成后先对原始数据进行过滤，然后使用Ｔｒｉｎｉ
ｔｙ对过滤后的 ｒｅａｄｓ进行 ｄｅｎｏｖｏ组装，最后使用
Ｔｇｉｃｌ进行聚类去冗余得到最终的Ｕｎｉｇｅｎｅｓ。
１．３　ＳＳＲ位点的搜索与分析

利用Ｐｅｒｌ操作平台下的ＭＩＳＡ软件（ｍｉｓａｍｉｃｒｏ
ｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｏｏｌ，ＭＩＳＡ，ｈｔｔｐ：／／ｐｇｒｃ．ｉｐｋ
ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ．ｄｅ／ｍｉｓａ／）搜索长梗杜鹃 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中潜
在的１ ６ｂｐ的ＳＳＲ位点，参数设置为：单碱基、二
碱基、三碱基、四碱基、五碱基、六碱基的最短重复分

别为１２、６、５、５、４、４，复合 ＳＳＲ两个位点间最大间隔
碱基数为１００。采用 Ｅｘｃｅｌ软件统计长梗杜鹃 ＳＳＲ

４３５
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位点的数量、出现频率、分布的平均距离、重复单元

类型和比例、重复单元碱基组成以及序列长度变异，

并结合ＳＳＲ和ＣＤＳ的位置信息判断ＳＳＲ的落点，全
面了解其转录组ＳＳＲ的序列特征。

２　结果与分析
２．１　长梗杜鹃转录组测序组装结果及统计

测序获得５８．３０Ｍｂ的 ＲａｗＲｅａｄｓ，过滤后得到
４４．８５Ｍｂ的ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ，总碱基数为６．７３Ｇｂ，Ｑ２０
（质量值大于２０的碱基数目占总碱基数目的比例）
为９８．２２％，所得序列的数量及质量均较高。对
ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ进行组装得到 ９４９０６个转录本（Ｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｓ），其长度主要分布在２００ ２０００ｂｐ之间，占
转录本总数的８９．８５％。将这些转录本进一步聚类
去冗余得到７４０９２条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，其中聚类（ｃｌｕｓｔｅｒｓ）
的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ为 ５１５０５条，单独（ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓ）的 Ｕｎｉ
ｇｅｎｅｓ为２２５８７条；ＧＣ（碱基）含量为４３．２０％，长度
在１ｋｂ以上的有 ２３８７９条，占 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ总数的
３２．２３％（表１）。

表１　长梗杜鹃转录组组装测序结果
Ｔａｂｌｅ１　Ａｓｓｅｍｂｌｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｏｆ

Ｒ．ｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍ

长度范围

Ｌｅｎｇｔｈｒａｎｇｅ
／ｂｐ

转录本

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ

比例

Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ
／％

无冗余的

Ｃｏｎｔｉｇ
Ｕｎｉｇｅｎｅｓ

比例

Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ
／％

２００ １０００ 　６７８５１ ７１．４９％ ５０２１３ ６７．７７％
１０００ ２０００ １７４２３ １８．３６％ １４８９２ ２０．１０％
２０００ ３０００ ６４４５ ６．７９％ ５９３６ ８．０１％
≥３０００ ３１８７ ３．３６％ ３０５１ ４．１２％
总数

Ｔｏｔａｌ／个
９４９０６ ７４０９２

总长

Ｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
８２０７８１１３ ６９５０５２２５

Ｎ５０长度
Ｎ５０ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

１４７０ １６１６

平均长度

Ｍｅａｎｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
８６４ ９３８

２．２　长梗杜鹃转录组中ＳＳＲ位点的分布丰度与距离
利用Ｐｅｒｌ操作平台下的 ＭＩＳＡ软件对长梗杜鹃

转录组所得７４０９２条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中１ ６ｂｐ的 ＳＳＲ
进行查找，共搜索到２３１９２个ＳＳＲ位点，包含２８２６
个复合型ＳＳＲ，分布于１７３５４条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ上，其中４
４０２条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ含有２个或 ２个以上的 ＳＳＲ，部分
ＳＳＲ信息见表２。

表２　长梗杜鹃转录组ＳＳＲ数据库的部分结果
Ｔａｂｌｅ２　ＰａｒｔｉａｌｒｅｓｕｌｔｏｆＳＳＲｄａｔａｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｏｆ

Ｒ．ｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍ

Ｇｅｎｅ＿ＩＤ
重复类型

Ｒｅｐｅａｔｔｙｐｅ
重复单元

Ｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆ

ＳＳＲ长度
Ｌｅｎｇｔｈｏｆ
ＳＳＲ／ｂｐ

〗ＣＬ１０．Ｃｏｎｔｉｇ４ 单碱基 Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ （Ａ）１３ １３
ＣＬ２．Ｃｏｎｔｉｇ２ 二碱基 Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ （ＴＣ）１０ ２０
ＣＬ４．Ｃｏｎｔｉｇ１ 三碱基 Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ （ＧＡＧ）５ １５
ＣＬ７６１．Ｃｏｎｔｉｇ４ 四碱基 Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ （ＣＡＡＡ）５ ２０
ＣＬ７３２９．Ｃｏｎｔｉｇ１ 五碱基 Ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ （ＧＧＡＴＡ）５ ２５
ＣＬ３５４０．Ｃｏｎｔｉｇ３ 六碱基 Ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ （ＡＴＡＡＴＣ）４ ２４

ＣＬ３６４６．Ｃｏｎｔｉｇ２
复合模式

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｐａｔｔｅｒｎ
（ＧＡＣ）５
（ＧＡＧ）６

３３

序列组装去冗余后总长度为６９５０５２２５ｂｐ（表
１），ＳＳＲ的发生频率（含 ＳＳＲ位点的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ数与
总Ｕｎｉｇｅｎｅｓ之比）为２３．４２％，包含ＳＳＲ的一致序列
出现频率（检出的ＳＳＲ个数与总 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列数之
比）为３１．３０％。ＳＳＲ的分布密度为０．３３４ＳＳＲ／ｋｂ，
平均每３ｋｂ出现１个ＳＳＲ位点；搜索到的ＳＳＲ序列
总长度为５４３．３２２ｋｂ（０．７８％），说明在长梗杜鹃转
录组中ＳＳＲ序列小于整个转录组序列的百分之一
（表３）。
２．３　长梗杜鹃转录组中ＳＳＲ位点的重复单元类型

在长梗杜鹃转录组 ＳＳＲ数据库中，以二碱基为
重复单元的ＳＳＲ含量最多，占总数的６９．２５％，其次
是三碱基和单碱基，分别占１５．０７％和１２．４５％。而
四、五、六碱基重复单元所占比例均较低且依次递增

表３　长梗杜鹃转录组ＳＳＲ各重复类型的分布特征
Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｏｆｖａｒｉｏｕｓＳＳＲｒｅｐｅａｔｔｙｐｅｓｉｎＲ．ｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

重复类型

Ｒｅｐｅａｔｔｙｐｅ
ＳＳＲ数量

ＮｕｍｂｅｒｏｆＳＳＲ
所占比例

Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ／％
出现频率

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％
平均距离

Ｍｅａｎｄｉｓｔａｎｃｅ／ｋｂ

分布密度

Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｄｅｎｓｉｔｙ
／（个．Ｍｂ－１）

平均长度

Ｍｅａｎｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

单碱基 ２８８８ １２．４５ ３．９０ ２４．０７ ４１．５５ １４．６７
二碱基 １６０６０ ６９．２５ ２１．６８ ４．３３ ２３０．９５ ２２．９９
三碱基 ３４９６ １５．０７ ４．７２ １９．８８ ５０．３０ １７．８３
四碱基 １５４ ０．６６ ０．２１ ４５１．３３ ２．２２ ２１．６３
五碱基 ２８５ １．２３ ０．３８ ２４３．８８ ４．１０ ２１．３２
六碱基 ３０９ １．３３ ０．４２ ２２４．９４ ４．４５ ２８．８９
小计 ｔｏｔａｌ ２３１９２ １００ ３１．３ ３．００ ３３３．３３ ２１．２３

５３５
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（表３）。相应地不同重复单元的 ＳＳＲ含量、出现频
率、分布密度以及分布的平均距离变化也很大。其

中，ＳＳＲ含量、出现频率、分布密度的变化规律一致，
依次为：二碱基 ＞三碱基 ＞单碱基 ＞六碱基 ＞五碱
基＞四碱基；与之对应的平均距离以四碱基最高，为
４５１．３３ｋｂ；以二碱基最低，为４．３３ｋｂ，且二者的差
异达１０４倍，即该转录组序列中每出现１０４个二碱
基重复类型才出现１个四碱基重复类型的ＳＳＲ。
２．４　长梗杜鹃转录组中ＳＳＲ重复基元碱基组成

考虑碱基互补作用，在长梗杜鹃转录组２３１９２个
ＳＳＲ中共发现１８７种重复基元，其中单、二、三、四、五、

六碱基重复分别有２、４、１０、２２、５６和９３种，不同碱基
的重复基元所占比例差异较大（图１）。单碱基重复
类型中以Ａ／Ｔ为主要重复基元，占该类型的９９．０７％；
二碱基重复类型中各基元所占比例依次为：ＡＧ／ＣＴ
（８９．５５％）＞ＡＣ／ＧＴ（６．５３％）＞ＡＴ／ＡＴ（３．６４％）＞
ＣＧ／ＣＧ（０．２７％）；三碱基重复类型中ＡＡＧ／ＣＴＴ最多
（２８．０９％），其次是 ＡＧＧ／ＣＣＴ（１３．２７％）、ＡＣＣ／ＧＧＴ
（１３．２７％）；ＡＡＡＧ／ＣＴＴＴ（１６．８８％）、ＡＡＡＡＧ／ＣＴＴＴＴ
（１２．６３％）和ＡＧＡＧＧＧ／ＣＣＣＴＣＴ（１２．９４％）分别为四、
五、六碱基重复类型的优势重复基元，且分别有５、２０、
４１种基元里只有１个ＳＳＲ。

注：ｏｔｈｅｒｓ表示未列出的其余基元的统称

Ｎｏｔｅ：ｏｔｈｅｒｓ：Ｔｈｅｒｅｓｔｏｆａｌｌｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆｓｎｏｔｆｏｒｂｅｉｎｇｌｉｓｔｅｄｉｎｔｈｅｂａｒ

图１　长梗杜鹃转录组ＳＳＲ不同重复类型各基元的比例

Ｆｉｇ．１　ＭｏｔｉｆｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆｅａｃｈｔｙｐｅｓｏｆｒｅｐｅａｔｉｎＲ．ｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
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　　整体来看，在长梗杜鹃转录组中最丰富的 ＳＳＲ
类型是二碱基重复，其次是三碱基重复，最主要的优

势重复基元分别是（ＡＧ／ＣＴ）ｎ、（Ａ／Ｔ）ｎ、（ＡＣ／ＧＴ）ｎ
及（ＡＡＧ／ＣＴＴ）ｎ，分别占总 ＳＳＲ数量的 ６２．０１％、
１２．３４％、４．５２％和４．２３％。此外，还发现了４４个在
植物转录组中不常见的ＣＧ／ＣＧ基元，以及２４０个在
双子叶植物中很少见的ＣＣＧ／ＣＧＧ基元。
２．５　长梗杜鹃转录组中 ＳＳＲ在编码区中的分布
特征

　　 对ＳＳＲ和ＣＤＳ（编码区）的交集基因进行检测，
共发现１５９０８个ＳＳＲ位点，其中仅有２７９２个位点
存在于编码区，位于非编码区的位点达到 １２５５５
个，另有５６１个位点跨越了蛋白编码区和非编码区。
编码区ＳＳＲ的出现频率（编码区中检出的 ＳＳＲ个数
与ＣＤＳ总长度之比）为０．０７６ＳＳＲ／ｋｂ，而在非编码
区中为０．３４４ＳＳＲ／ｋｂ，这说明非编码区 ＳＳＲ出现频
率大约是编码区的４．５倍。在基因编码区２７９２个
位点中，所占比例最高的是三碱基重复（１３５６，
４８．５７％），其次是二碱基重复（８０８，２８．９４％）和单
碱基重复 （２７５，９．８５％），此外还发现 （２２５，
８．０６％）个复合型 ＳＳＲ。非编码区则是二碱基重复
最多（８３０６，６６．１６％），其次是单碱基重复（１２８３，
１０．２２％）。
２．６　长梗杜鹃转录组中ＳＳＲ基元重复次数

ＳＳＲ重复次数的不同会导致重复片段长度发生
变异，进而影响其多态性。长梗杜鹃转录组中 ＳＳＲ
各重复类型的重复次数分布范围较广，波动于４
１１７次，且多集中于４ ２５次（图２）。

图２　长梗杜鹃转录组ＳＳＲ各重复类型不同重复次数分布频率

Ｆｉｇ．２　Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｖａｒｉｏｕｓｒｅｐｅａｔｔｙｐｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｒｅｐｅａｔｓｉｎＲ．ｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

其中，单、二、三、四、五、六碱基分别重复１２
１１７、６ ５０、５ ２２、５ １０、４ ８和４ １５次，且表
现为随着重复次数以及碱基数量的增加，ＳＳＲ出现
的频率降低，仅当二碱基重复从１０次增加到１１次
时，ＳＳＲ数量出现了较大增加的情况。重复基元以
重复６次的频率最高，共有ＳＳＲ３６３０个，占 ＳＳＲ总
数的１５．６５％，其次是 ７次（２５８７，１１．１５％）、５次
（２１７６，９．３８％）、８次（２１４４，９．２４％），２５次以上的
ＳＳＲ仅有３４０个，占总 ＳＳＲ的 １．４７％。总体来看，
ＳＳＲ的重复次数以４ １０次较多，占５９．１２％，１１
２０次的占３５．９７％，而重复次数在２０次以上的不足
５％，表现为ＳＳＲ数量随着重复次数的增加呈明显下
降的趋势（图３）。

图３　长梗杜鹃转录组ＳＳＲ重复次数分布频率

Ｆｉｇ．３　ＦｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｒｅｐｅａｔｎｕｍｂｅｒｏｆＳＳＲｉｎＲ．

ｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

２．７　长梗杜鹃转录组中ＳＳＲ序列长度分布及变异
情况

　　长梗杜鹃转录组中ＳＳＲ序列的长度存在显著变
异，长度由１２ １１７ｂｐ不等，平均长度为２１．２３ｂｐ，
通过正态性检验，其偏度（Ｓｋ）和峰度（Ｋｕ）均大于
零，不符合正态分布；单碱基重复长度变化范围最大

（１２ １１７ｂｐ），其中以Ａ／Ｔ基元长度变化范围最大
（１２ １１７ｂｐ），其次是 ＡＧ／ＣＴ（１２ １００ｂｐ）。单
碱基、二碱基、三碱基、四碱基、五碱基和六碱基的平

均长度分别为１４．６７、２２．９９、１７．８３、２１．６３、２１．３２和
２８．８９ｂｐ（表３），且各碱基重复类型均表现为随着重
复片段长度的增加，ＳＳＲ出现的频率降低，即各碱基
重复区段片段长度与其对应的ＳＳＲ数量成相反的变
化趋势。从全部碱基来看，１２ｂｐ长的ＳＳＲ在长梗杜
鹃转录组中所占比例最高，为１４．４６％，其次是１５ｂｐ
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（１０．５６％）、１４ｂｐ（１０．４８％）和１８ｂｐ（９．５３％），其
中长度≥２０ｂｐ的ＳＳＲ位点有７６９８个，占ＳＳＲ总数
的４２．９０％（图４）。

图４　长梗杜鹃转录组中ＳＳＲ的长度分布

Ｆｉｇ．４　ＬｅｎｇｔｈｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＳＳＲｉｎＲ．ｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

进一步对长梗杜鹃不同长度重复单元ＳＳＲ的长
度变异情况进行分析，分别描述了各碱基重复不同

长度ＳＳＲ在饼图中的占比，图中各扇区对应不同长
度的ＳＳＲ，频率≤１％的ＳＳＲ合并在同一黑色扇区内
（图５）。从图中可知，二碱基重复 ＳＳＲ的长度变异
程度最高，有４０种不同 ＳＳＲ变化长度；其次是单碱
基，有２８种；三碱基、六碱基、四碱基重复 ＳＳＲ长度
变异程度依次降低，五碱基最低，仅４种变化长度。
长梗杜鹃转录组 ＳＳＲ的序列长度与其出现频率的
Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析表明二者在０．０１水平（双侧）上
显著负相关，相关系数为－０．５６６。

３　讨论
本研究通过长梗杜鹃叶片转录组测序，组装、聚

类去冗余后获得７４０９２条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，利用 Ｐｅｒｌ操作
平台下的ＭＩＳＡ软件共搜索到２３１９２个 ＳＳＲ位点，
包含ＳＳＲ的一致序列出现频率为３１．３０％，分布密
度为０．３３４ＳＳＲ／ｋｂ，平均每 ３ｋｂ出现 １个 ＳＳＲ位
点。与大多数双子叶植物如杜仲（Ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌ
ｍｏｉｄｅｓＯｌｉｖｅｒ）［８］（０．０３８ＳＳＲ／ｋｂ）、碧桃（Ｐｒｕｎｕｓｐｅｒ
ｓｉｃａｃｖ．ｄｕｐｌｅｘＲｅｈｄ．）［９］（０．２８７ＳＳＲ／ｋｂ）和短丝木
犀（ＯｓｍａｎｔｈｕｓｓｅｒｒｕｌａｔｕｓＲｅｈｄ．）［１０］（０．１８３ＳＳＲ／ｋｂ）
的ＥＳＴＳＳＲ相比，长梗杜鹃转录组中 ＳＳＲ的分布密
度较高；但低于高粱（Ｓｏｒｇｈｕｍｂｉｃｏｌｏｒ（Ｌ．）Ｍｏｅｎｃｈ）
（０．６４６ＳＳＲ／ｋｂ）、水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）（０．７３９

ＳＳＲ／ｋｂ）等单子叶植物［１１］，这可能是二者的进化因

素不同使得双子叶植物的ＳＳＲ分布偏低［１２］，另外出

现这种差异也可能与物种间 ＳＳＲ的分布、含有 ＳＳＲ
基因的表达丰度、搜索的序列来源、搜索软件的选择

以及搜索的标准等不一致有关。总体而言，长梗杜

鹃转录组中ＳＳＲ数量比较丰富。
在获得的长梗杜鹃转录组所有 ＳＳＲ中，二碱基

重复为最主要重复类型，占所有 ＳＳＲ的６９．５２％，其
次是三碱基重复，占 １５．０７％，这与许多物种以二、
三碱基重复类型居多一致［１３－１５］。袁阳阳等［１６］在芇

菜（Ｎｙｍｐｈｏｉｄｅｓｐｅｌｔａｔａ（Ｇｍｅｌ．）Ｏ．Ｋｕｎｔｚｅ）转录组发
现的１２３１９个ＥＳＴＳＳＲ位点中，二碱基和三碱基重
复单元是主导类型，分别占总 ＳＳＲ的 ５７．３１％和
３０．８７％；李美芹等［１７］从ＮＣＢＩ公共数据库现有杜鹃
花相关ＥＳＴ中获得的４３５个 ＳＳＲ序列也以二、三碱
基重复为主。一般认为，低级重复单元的大量存在

暗示着该物种进化水平较高，而高级重复单元出现

频率高的物种具有较短的进化时间或较低的变异频

率［１８，１９］。长梗杜鹃中单、二和三碱基重复类型共占

总ＳＳＲ的９６．７７％，可能预示着其具有较高的变异
频率或较长的进化历史，这或许在一定程度上支持

了方瑞征和闵天禄［２０］所得结论，杜鹃属植物起源于

距今约６７００万年至１３７００万年中生代的白垩纪，
具有悠久的进化历史。相比较而言，４ ６ｂｐ重复
类型较少，且随着重复单元碱基数的增加，ＳＳＲ出现
频率、ＳＳＲ含量以及分布密度随之升高，即六碱基
ＳＳＲ类 型 较 多。在 云 南 松 （Ｐｉｎｕｓｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ
Ｆｒａｎｃｈ．）［２１］转录组 ＳＳＲ分布特征研究中，也表现为
六碱基较四、五碱基多。这可能与密码子以三碱基

为一个单元有关，造成了三碱基位移［２２］。

ＳＳＲ分布在不同物种间存在较大差异，且物种
本身碱基组成也是选择的结果。在长梗杜鹃单碱基

重复类型中，Ａ／Ｔ基元占绝大多数，四、五、六碱基中
ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ、ＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴ和 ＡＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴＴ
基元含量也相对较高，表现出一定的 Ａ／Ｔ优势，这
可能与碱基所含的能量有关［２３］。但是主要重复类

型二、三碱基的优势重复基元是 ＡＧ／ＣＴ和 ＡＡＧ／
ＣＴＴ，分别占ＳＳＲ总数的６２．０１％和４．２３％，与蜡梅
（Ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓｐｒａｅｃｏｘ（Ｌｉｎｎ．）Ｌｉｎｋ）［２４］、碧桃［９］、

短丝木犀［１０］等植物转录组 ＳＳＲ分布的研究结果一
致。在三碱基重复中，ＡＡＧ／ＣＴＴ、ＡＧＧ／ＣＣＴ和
ＡＣＣ／ＧＧＴ基元所占比例最高，与王书珍等［２５］报道

的杜鹃花ＥＳＴＳＳＲ序列三碱基中的优势基元 ＡＡＧ、
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注：饼图每一扇区对应不同长度的ＳＳＲ标注于所占比例上部括号内，若对应长度ＳＳＲ频率≤１％，则一起合并在黑色扇区内。

Ｎｏｔｅ：ＳＳＲｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｎｇｔｈｓａｒｅｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｉｎｓｅｐａｒａｔｅｓｌｉｃｅｓ．Ｉｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ≤１％，ｓｌｉｃｅｓｗｅｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｆｏｒ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ（ｂｌａｃｋｓｌｉｃｅｓ）．

图５　长梗杜鹃转录组不同长度重复单元ＳＳＲ长度变异情况

Ｆｉｇ．５　ＬｅｎｇｔｈｄｉｖｅｒｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳＳＲｉｎＲ．ｌｏｎｇｉｐｅｄｉｃｅｌｌａｔｕｍｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

ＡＣＣ、ＡＧＡ比较相似，许玉兰等［１４］对多数物种的统

计也表明三碱基中 ＡＡＧ、ＡＧＣ和 ＡＧＧ较多，这些较
多的重复基元可能在 ＥＳＴ序列中较为普遍，也可能
是优势的蛋白或 ＤＮＡ家族［２６］。此外，长梗杜鹃中

还发现了４４个在植物转录组二碱基重复中比较罕
见的ＣＧ／ＣＧ和２４０个在双子叶植物中分布较少的

ＣＣＧ／ＣＧＧ重复基元，其含量远高于大多数植物，如
甘蓝（ＢｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａＬ．）［２７］（１个ＣＧ）、蜡梅［２４］（６
个ＣＧ）、杜仲［８］（１个 ＣＧ）和短丝木犀［１２］（１３个
ＣＧ、４３个 ＣＣＧ）等，较多的 ＣＧ和 ＣＣＧ重复基元可
能与某些特定的功能相关，如抗逆性、转录调控和信

号转导等［２８］。也进一步证明所得长梗杜鹃转录组
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ＳＳＲ具有较高的特异性。
许多研究表明三碱基重复ＳＳＲ是目前为止基因

编码区中发现最多的 ＳＳＲ类型［２９，３０］。长梗杜鹃也

不例外，结合ＳＳＲ和 ＣＤＳ的位置信息，对 ＳＳＲ的分
布区间进行统计，发现长梗杜鹃转录组 ＳＳＲ序列主
要分布在非编码区，编码区 ＳＳＲ出现频率仅为非编
码区的１１／５０，且编码区中三碱基 ＳＳＲ显著富集，占
总检测量的４８．５７％，而非编码区以二碱基重复较
多。这可能是密码子选择作用的结果，由于三碱基

重复单元重复次数的变化对基因读码框和表达产物

的影响较小，从而使其在编码区的容受性优于其他

类型。这一现象也说明三碱基重复ＳＳＲ富集是基因
编码区 ＳＳＲ在基因组中得以保存的重要机制［３１］。

Ｒｅｄｄｙ等［３２］报道了人类基因组研究已经发现三碱基

重复ＳＳＲ与某些疾病的发生相关；将长梗杜鹃转录
组测序所得全部 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ映射到 ＫＥＧＧ代谢库，发
现了１７６条与人类疾病相关的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，这是否与
基因编码区富集的三碱基重复有关，对长梗杜鹃的

生长发育又有什么意义仍有待进一步研究。

ＳＳＲ位点多态性主要原因是基元重复数和碱基
数不同而形成的序列长度多态性［３３］，一般重复次数

越多，变异性越大，其多态性潜力越高。长梗杜鹃

ＳＳＲ重复次数波动于４ １１７次，以４ １０次重复
较多，其次是１１ ２０次；其中单碱基因容易发生错
配不考虑在内，其余的碱基重复类型重复次数也集

中于４ ３６次，甚至有高达５０次的。从片段长度
来看，当ＳＳＲ长度≥２０ｂｐ时多态性较高，在１２ ２０
ｂｐ之间多态性中等，＜１２ｂｐ时多态性极低［３４］，本研

究在筛选过程中已经将 ＜１２ｂｐ的低多态 ＳＳＲ过滤
掉，最终发现长梗杜鹃ＳＳＲ序列长度变化范围是１２
１１７ｂｐ之间，平均长度为２１．２３ｂｐ，其中≥２０ｂｐ

的高多态重复序列占 ４２．９０％，其比例高于云南
松［２１］（１４．７６％）、碧桃［９］（１２．１３％）、短丝木犀［１０］

（１３．４７％）等大多数植物，由此推测长梗杜鹃转录
组挖掘出的２３１９２个 ＳＳＲ位点大部分具有高多态
性潜能。通过ＳＰＳＳ软件对 ＳＳＲ发生频率与重复片
段长度进行Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析，发现二者显著负相
关，相关系数为－０．５６６。在长梗杜鹃不同长度重复
单元ＳＳＲ长度变异分析中，二碱基重复 ＳＳＲ长度变
异程度较高，有４０种不同 ＳＳＲ变化长度，即二碱基
类型获得或失去重复基元的活跃程度较高；其次是

单碱基（２８种），而五碱基最低（仅４种），且各重复
类型均表现为ＳＳＲ长度越长，出现的频率越低。表

明由短重复单元组成的ＳＳＲ比由长重复单元组成的
ＳＳＲ可能具有更丰富的多态性。

４　结论
本研究通过Ｐｅｒｌ操作平台下的 ＭＩＳＡ软件对长

梗杜鹃转录组中 ＳＳＲ序列进行查找，共搜索到 ２３
１９２个ＳＳＲ位点，对其分布频率、重复单元类型、重
复基元碱基组成、在编码区中的分布特征、重复次数

和序列长度分布及变异情况进行分析，得出大多数

位点具有高多态性潜能，用于遗传分析的潜力很大，

为长梗杜鹃ＳＳＲ分子标记的大规模开发提供了重要
的信息资源和数据保障。尤其是分布于编码区的序

列，可能与某一特定功能相关联，有助于长梗杜鹃功

能性ＳＳＲ标记的开发，进而为该物种遗传多样性和
遗传结构、遗传资源分类和进化以及分子标记辅助

育种等方面的研究奠定基础。加之，ＥＳＴＳＳＲ具有
较高的转移性，进一步开发的 ＳＳＲ标记有望用于杜
鹃属植物及其它亲缘关系较近物种的研究中。
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［２０］方瑞征，闵天禄．杜鹃属植物区系的研究［Ｊ］．云南植物研究，
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