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　　摘要：通过ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２５００高通量测序平台，利用ＲＮＡ－Ｓｅｑ技术对青杞１号品种整体转录活动进行检测，并
对得到的序列采用生物信息学手段进行拼接后查找 ＳＳＲ，然后与基因组 ＳＳＲ进行比较。结果显示，转录组共获得
５４１１个重复单元长度为２～６碱基的微卫星重复序列，２碱基重复的微卫星最为丰富，共２６６６个，占４９．２７％，其中
ＡＧ／ＣＴ基序的重复数量最多；３碱基重复类型有２６０９个，占重复序列总数的４８．２２％；４碱基重复１１８个，５碱基重复
１０个，６碱基重复８个，分别占重复序列总数的２．１８％、０．１８％、０．１５％。而基因组共获得１４７３３个重复单元为２～６
碱基的微卫星重复序列，３碱基重复的微卫星最为丰富，共９７９９个，占６６．５１％，其中ＧＴＴ／ＣＡＡ基序的数量最多。青
杞１号转录组ＳＳＲ与基因ＳＳＲ在重复序列分布上存在显著差异。
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作者简介：虞　杭（１９９４—），男，浙江义乌人，硕士研究生，主要从事
森林培育方面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：５１３８５９９６５＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：王占林，研究员，主要从事森林培育和林木育种方面的研

究。Ｅ－ｍａｉｌ：１７３５１０５７２０＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　枸杞（Ｌｙｃｉｕｍｂａｒｂａｒｕｍ）属于茄科（Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ）枸杞属 （ＬｙｃｉｕｍＬ．）落叶灌木，是重要的药用资源，其果、叶、根等均
能被利用，在中药配方中有重要地位［１－２］。枸杞的营养含量

非常丰富，富含蛋白质、维生素和多种氨基酸，还有类胡萝卜

素以及钙、铁、锌、硒等对人体有益的元素，有很高的药用价值

和保健效果。枸杞不仅有美容养生和抗衰老的功效，还具有

抗癌、降血糖、降血脂以及护眼等功能［３－７］。

转录组是指某个物种或细胞在某一条件下所有转录产物

的集合。ＲＮＡ－Ｓｅｑ技术能够在单核苷酸水平对特定物种的
整体转录活动进行检测，以提供最全面的转录组信息［８－１２］。

同样，ＲＮＡ－Ｓｅｑ技术的应用也非常普遍，利用此技术鉴定油
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菜（ＢｒａｓｓｉｃａｃａｍｐｅｓｔｒｉｓＬ．）叶片干旱胁迫应答相关基因，从转录
组水平揭示油菜适应干旱胁迫环境的分子机制［１３］；在果树学

中通过追踪柑橘（ＣｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔａＢｌａｎｃｏ）、葡萄（Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ
Ｌ．）、香蕉（ＭｕｓａｎａｎａＬｏｕｒ．）等１０个常见果树的ＲＮＡ－Ｓｅｑ实
例，研究具体应用进展［１４］；在地道药材形成机制研究以及改善

牦牛基因结构信息上也起到了至关重要的作用［１５］。

简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称ＳＳＲ）又称微
卫星，是核苷酸串联重复单元（１～６个核苷酸），在真核及原
核生物基因组中都有分布，ＳＳＲ标记可分为表达序列标签
ＳＳＲ（ＥＳＴ－ＳＳＲ）和基因组 ＳＳＲ［１６－２２］。此标记技术具有高多
态性、高重复性和较广的覆盖面等特点，目前在构建植物的遗

传图谱、分析遗传多态性上有较普遍的应用，对遗传多样性评

价和种质鉴定也起到了很大的帮助［１７，２３－２５］。ＥＳＴ－ＳＳＲ是在
已有ＥＳＴ序列的基础上，用电子筛选鉴别 ＳＳＲ，再用 ＰＣＲ检
测，避免了ＳＳＲ引物开发过程中的克隆和测序步骤，很好地
利用了现有数据，节约了开发成本［２６］。

本研究对枸杞转录组进行测序，通过对不同基因序列长

度类型微卫星的统计与分析，了解枸杞转录组 ＳＳＲ的特征及
组成，并将其与基因组 ＳＳＲ进行分析比较，从而进一步了解
枸杞基因组ＳＳＲ和转录组ＳＳＲ在分布特征上的变化规律。

１　材料与方法

１．１　供试材料
２０１５年春天在青海省林业科学研究所枸杞种质资源圃，

采集青杞１号的新梢顶端刚长出的幼叶作为试验材料，采集
叶片后立即放入液氮罐冷冻并带回实验室，保存于－８０℃冰
箱中。

１．２　ＲＮＡ提取
采用植物总 ＲＮＡ提取试剂盒（北京天根生化科技有限

公司）提取总ＲＮＡ，按照试剂盒要求进行操作。
１．３　构建文库及上机测序

用带有 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的磁珠富集 ｍＲＮＡ，然后加入
ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ将 ｍＲＮＡ打断成短片段，以 ｍＲＮＡ为模
板，用６碱基随机引物合成第１链 ｃＤＮＡ，然后加入缓冲液、
ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅠ、ＲＮａｓｅＨ合成第２链 ｃＤＮＡ，再用
ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ纯化双链ｃＤＮＡ。将处理后的ｃＤＮＡ先进行
末端修复、加Ａ尾并连接测序接头，再用ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ进
行选择。最后进行 ＰＣＲ扩增，并用 ＡＭＰｕｒｅＸＰｂｅａｄｓ纯化产
物，得到最终的文库。把不同文库按照有效浓度及目标下机

数据量的需求ｐｏｏｌｉｎｇ后进行ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ测序。
１．４　分析方法

利用Ｍｉｓａ软件对测序结果进行ＳＳＲ查找，从较短的表达
序列标签中挖掘ＳＳＲ标记位点，识别ＳＳＲ的重复单元并找寻
其侧翼序列，并对数据进行整理分析［２７］。其中参数设定为：

１～６碱基重复最短的重复数，依次为１０、６、５、５、５、５个重复。

２　结果与分析

２．１　枸杞转录组与基因组微卫星丰度及分布密度分析
在本次测序结果中，对枸杞转录组多碱基重复的微卫星

进行统计。２碱基重复单元和３碱基重复单元的ＳＳＲ含量最
多，分别占ＳＳＲ统计总数的４９．２７％、４８．２２％，之后依次是４

碱基重复（２．１８％）、５碱基重复（０．１８％）、６碱基重复
（０１５％）。含有６６种不同重复碱基组成的２碱基重复微卫
星，还有由不同重复碱基组成的３碱基、４碱基、５碱基、６碱基
重复微卫星，分别有１８８、５９、９、８种。通过对测得的低覆盖度
的枸杞转录组的序列进行微卫星查找，从总长为７５３９８０４６ｂｐ
的 １１１９２１个重叠中共查找出５４１１个ＳＳＲ；而基因组中ＳＳＲ
含量最多的是 ３碱基重复单元，约占 ＳＳＲ统计总数的
６６５１％。对测得基因组的序列进行微卫星查找，从总长为
２６０１６３７５７ｂｐ的 ８８０３１５个重叠中共查找出 １４７３３个
ＳＳＲ［２８］。利用微卫星密度公式计算得，转录组平均每
１３９３４．２ｂｐ出现１个 ＳＳＲ，而基因组平均每１７６５８．６ｂｐ出
现１个ＳＳＲ［２８］。
２．２　枸杞转录组与基因组微卫星优势重复单元类型碱基
构成

由图１可知，转录组中在６６种２碱基重复单元中，ＡＧ／
ＣＴ基序的数量最多，共１２８５个，占４８．２０％，其次是 ＡＴ／ＡＴ
共８４５个，占３１．７０％；ＡＣ／ＧＴ共５３１个，占１９．９２％；ＣＧ／ＣＧ
共５个，占０．１９％。

　　由图２可知，在１８８种３碱基重复单元中，ＡＡＣ／ＧＴＴ基
序的数量最多，共６９０个，占２６．４４％，其次是 ＡＡＧ／ＣＴＴ，共
６７５个，占 ２５．８７％；ＡＴＣ／ＡＴＧ共 ３４５个，占 １３．２２％；ＡＡＴ／
ＡＴＴ共３４０个，占１３．０３％；ＡＣＣ／ＧＧＴ共１８５个，占７．１０％；
其余３碱基重复单元数量均较少。

　　由图３可知，５９种４碱基重复单元中，重复类型数量最
大的基序为 ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ，共３５个，占２９．６６％，其次主要是
ＡＡＡＧ／ＣＴＴＴ共３４个，占２８．８１％；ＡＡＡＣ／ＧＴＴＴ共２０个，占
１６．９５％。
　　由图４可知，５碱基重复单元中，ＡＡＡＡＧ／ＣＴＴＴＴ共２个，
占２０％，其余均为１个，各占１０％。
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　　由图５可知，６碱基重复单元中的基序均为１个，各占
１２．５０％。

　　综合分析，转录组中２碱基重复数量最多，其次是３碱基
重复，其中２碱基重复的优势序列为 ＡＧ／ＣＴ、ＡＴ／ＡＴ，而６碱
基重复丰度最低。

基因组中，在２碱基重复微卫星中ＡＴ／ＴＡ基序重复的数
量最多，共１８０６个，占４４．７％；在６１种３碱基重复单元中，
ＧＴＴ／ＣＡＡ基序的数量最多，共 ２７４４个，占 ２８．０％，其次是
ＡＣＡ共７３８个，占 ７．５％；ＡＴＣ共 ７０９个，占 ７．２％；ＡＡＣ共
４８３个，占４．９％；ＡＴＧ共４２７个，占４．４％；其余３碱基重复
单元数量均较少［２８］。

综合分析，基因组中３碱基重复数量最多，２碱基重复数
量仅次于３碱基重复，其中３碱基重复的优势序列为 ＧＴＴ／
ＣＡＡ、ＡＣＡ、ＡＴＣ；同样６碱基重复丰度最低。

经计算得，枸杞转录组 ＳＳＲ的平均长度为１６．１９ｂｐ，最

长为６２ｂｐ，最短为１２ｂｐ，其中主要以１２～１８ｂｐ的微卫星为
主，占总数的 ８１．７６％，长度 ＞１８ｂｐ的微卫星仅占总数的
１８．２４％。枸杞基因组 ＳＳＲ的平均长度为１３．８１ｂｐ，最长为
３６ｂｐ，最短为１２ｂｐ。其中主要以１２～１４ｂｐ的微卫星为主，
占总数的 ６４．８０％。长度 ＞１４ｂｐ的微卫星仅占总数的
３５．２０％［２８］。

３　结论与讨论

经测序分析，转录组中在总长为７５３９８０４６ｂｐ的有效读
长中发现有５４１１个微卫星分布，平均每１３９３４．２ｂｐ出现１
个微卫星；基因组中在总长为２６０１６３７５７ｂｐ的有效读长中
发现有１４７３３个微卫星分布，平均每１７６５８．６ｂｐ出现１个
微卫星［２８］。转录组 ＳＳＲ和基因组 ＳＳＲ的分布存在明显差
异，转录组２碱基重复数量最多，而基因组中则是３碱基最丰
富（表１）。并利用ＳＳＲ密度计算公式Ｄ＝Ｎ／Ｌ算出密度。式
中：Ｌ代表重叠群总长（Ｍｂ）；Ｎ代表各重复微卫星数量（个）；
Ｄ代表不同重复微卫星密度（个／Ｍｂ）。

表１　转录组与基因组不同长度重复单元微卫星
所占比例及分布密度比较

重复类型
ＳＳＲ数量 所占比例（％） 密度（个／Ｍｂ）

转录组 基因组 转录组 基因组 转录组 基因组

２碱基重复 ２６６６ ４０４２ ４９．３ ２７．４ ３５．４ １５．５
３碱基重复 ２６０９ ９７９９ ４８．２ ６６．５ ３４．６ ３７．７
４碱基重复 １１８ ５１９ ２．２ ３．５ １．６ ２．０
５碱基重复 １０ ２８１ ０．２ １．９１．３×１０－７ １．１
６碱基重复 ８ ９２ ０．１ ０．６１．１×１０－７ ０．４
总数　　　 ５４１１ １４７３３ １００ １００ ７１．６ ５６．６

　　枸杞转录组平均每１３９３４．２ｂｐ出现１个微卫星，分布密
度为７１．６个／Ｍｂ。２碱基重复数量最多，占总数的４９．３％，
其次３碱基重复数量与２碱基相近，占４８．２％，其余重复所
占比例均较少。２碱基重复单元中，基序数量从多到少分别
为ＡＧ／ＣＴ、ＡＴ／ＡＴ、ＡＣ／ＧＴ；３碱基重复单元中分别为 ＡＡＣ／
ＧＴＴ、ＡＡＧ／ＣＴＴ、ＡＴＣ／ＡＴＧ等。与转录组相比，基因组平均
１７６５８．６ｂｐ出现１个微卫星，分布密度为５６．６个／Ｍｂ，小于
转录组分布密度。基因组中３碱基重复最为普遍，所占比例
较大，为６６．５％，其次是２碱基重复，为２７．４％，２、３碱基重复
数量差距较大，其余重复所占比例均较小。２碱基重复单元
中，基序数量较多的分别为ＡＴ／ＴＡ、ＧＴ／ＴＡ、ＡＣ／ＣＡ；３碱基重
复单元中分别为ＧＴＴ／ＣＡＡ、ＡＣＡ、ＡＴＣ等。转录组 ＳＳＲ与基
因组ＳＳＲ分布特征差异较大，转录组中 ２碱基重复数量最
多，而基因组中则是３碱基重复数量最多，基因组基序数量与
种类也与转录组存在显著差异。

同为茄科植物的辣椒（ＣａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｕｍＬ．），从转录组
ＳＳＲ上看，不考虑单碱基重复，２、３碱基重复分别占１９．１６％、
２３．１８％，碱基重复数量相近，其余重复占很小比例。２碱基
重复单元中以ＡＧ／ＣＴ基序数量最多，占５８．０２％；３碱基重复
单元中以ＡＡＣ／ＧＴＴ基序数量最多，占２７．８％［２９］。辣椒基因

组ＳＳＲ基序中２、３碱基重复分别占２２．５９％、２９．０１％，ＡＴ／
ＡＴ、ＡＡＴ／ＡＴＴ分别是２碱基和３碱基重复单元中数量最多的
基序。由此可见辣椒转录组 ＳＳＲ与基因组 ＳＳＲ分布特征较
为类似，２、３碱基的重复数量都较为接近，且３碱基重复略多
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于２碱基重复［３０］。

茄科的另一物种马铃薯（ＳｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍＬ．）与上述２
种植物的ＳＳＲ分布特征又有不同。马铃薯转录组 ＳＳＲ，以宁
薯４号为例，ＳＳＲ重复类型从２核苷酸重复到９核苷酸重复
均有，其中３碱基重复为主要的重复类型，占５８．２％，其次是
６碱基重复和２碱基重复，分别占１２．８％、１０．７％，３碱基重
复单元中ＧＡＡ／ＴＴＣ基序出现的次数最多，占７％［３１］。在基

因组ＳＳＲ中，单碱基重复、２碱基重复、３碱基重复这３种重
复类型占总 ＳＳＲ位点的 ９４．１６％，而 ４～６碱基重复占
１．２４％［３２］。可见马铃薯转录组 ＳＳＲ与基因组 ＳＳＲ无论是重
复的碱基类型还是主要重复类型都存在较大差异。

有研究发现，单碱基重复和２碱基重复类型的 ＳＳＲ大多
位于非编码区，而有部分３碱基重复类型位于编码区，在试验
中发现，基因组ＳＳＲ中，３碱基重复类型要明显多于２碱基重
复类型。简化基因组测序是通过对基因组特定区域进行测序

来反映部分基因组序列结构信息的测序技术，而表达序列标

签（ＥＳＴ）中ＳＳＲ结构及分布广，不仅可以存在于内含子，也存
在于编码区、非编码区和调控区，数量庞大的 ＳＳＲ在基因组
中分布均匀，可代表整个基因组。可见在转录组 ＳＳＲ中２、３
碱基重复所占比例较大，而且重复数量相近。

根据本次试验结果分析表明，枸杞转录组 ＳＳＲ与基因组
ＳＳＲ分布在主要碱基重复类型上和主要的基序数量上都存在
较显著差异，基因组序列能够帮助转录组注释数据，而转录组

数据也可对校正基因组注释信息和发现新基因起到帮助，可

为研究枸杞性状及多态性提供参考依据。
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