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　　摘要：为了简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ）和单核苷酸多态性标记（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＳＮＰ）开发等研究，以李府贡枣不同处理枣果实的转录组序列为基础，分析了转录组数据中 ＳＳＲ和 ＳＮＰ位点的分布。
结果表明：转录组数据共获得了２２６４８８条ｃｏｎｔｉｇ序列，其中有４２５７０条ｕｎｉｇｅｎｅ在数据库中得到注释。利用鉴定简单
重复序列的软件（ＭＩｃｒｏＳＡｔｅｌｌｉｔｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｏｏｌ，ＭＩＳＡ）进行ＳＳＲ位点的搜索，共得到１８０１６个ＳＳＲ位点，ＳＳＲ位点的
出现频率为０．４３个／ｋｂ。ＳＳＲ位点共包含１６４种重复基元，其中以 Ａ／Ｔ类型为主的单核苷酸重复所占的比例最高
（６９４２个，３８．４４％），其次是ＡＧ／ＣＴ类型为主的二核苷酸重复（６１１３个，３３．８５％）和以ＡＡＧ／ＣＴＴ为主的三核苷酸重
复（４２４２个，２３．４９％），四核苷酸重复、五核苷酸重复和六核苷酸重复基本相同。在转录组得到的 ｕｎｉｇｅｎｅ中共发现
ＳＮＰ位点１６３３６０个，发生频率为１／２５４ｂｐ，６种单核普酸变异中以Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ类型的Ａ／Ｇ和Ｃ／Ｔ发生频率最高，分别
为总数的３０．８０％和３０．４９％；其他４种Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ类型的 ＳＮＰ为 Ｃ／Ｇ、Ｇ／Ｔ、Ａ／Ｃ和 Ａ／Ｔ，分别占到总数的９．８３％、
９７８％、９．７８％和９．３２％。其中Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ类型显著高于 Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ类型，在转换类型中 Ａ／Ｇ和 Ｃ／Ｔ发生频率基本
一致，但以Ａ／Ｇ发生频率略高。
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　　枣（ＺｉｚｉｐｈｕｓｊｕｊｕｂａＭｉｌｌ．）具有重要的经济价值和生态价
值，在我国栽培历史悠久，是许多省份和地区重要的经济林树

种，枣产业成为当地的支柱产业之一。我国枣种质资源丰富、

品种繁多，近年来国内外学者利用简单重复序列间扩增

（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）［１－２］、扩增片段长度多态
性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）［３］等分子标
记技术在枣的品种分类、鉴别以及遗传多样性方面开展了相

关研究工作。

简单重复序列是由１～６个碱基组成的简单串联重复序
列，普遍存在于真核生物基因组［４］，ＳＳＲ按来源可分为有基因
组ＳＳＲ和转录组来源的 ＳＳＲ［５］，与基因组 ＳＳＲ相比，转录组
来源的ＳＳＲ无须构建基因组文库等工作。ＳＳＲ标记具有影响
转录、基因调节、蛋白质功能以及基因组构［６－７］，被认为是遗

传学研究中最理想的分子标记手段之一［８］，同时转录组来源

的ＳＳＲ反映了基因组的编码区域，直接获得物种基因表达信
息，因此 ＥＳＴ－ＳＳＲ多态性可能与基因功能直接相关［９］。与

常规的 ＡＦＬＰ、随机扩增多态性 ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍＤＮＡ，ＲＡＰＤ）、ＩＳＳＲ等分子标记相比，ＳＳＲ标记
具有数量丰富、分布广泛、共显性遗传、多态性丰富等特点，由

于枣ＳＳＲ标记开发较晚，目前ＳＳＲ标记已被应用于枣指纹图
谱构建、亲缘关系、遗传多样性分析等研究领域［１０－１１］。ＳＮＰ
标记是指基因组ＤＮＡ序列中由于单个核普酸替换或较短片
段的插入缺失所引起的多态性，以其分布广泛、稳定性强等优

点已被广泛应用于的遗传分析领域，ＳＮＰｓ标记在苹果、西瓜、
柑橘、葡萄、柿等作物中得到了开发和利用［１２－１３］。目前，在枣

中开发了一些基因组 ＳＳＲ［１４］和转录组 ＳＳＲ标记［１５］，分别在

基因组和转录组水平上分析了枣微卫星的特点；而枣 ＳＮＰ研
究处于标记发现阶段，研究报道较少。

本研究利用转录组测序技术对李府贡枣不同处理果实进

行转录组测序和数据组装，通过分析其特征为ＳＳＲ和ＳＮＰ标
记的开发和利用提供生物信息学基础，同时为枣遗传结构和

遗传分化以及构建遗传图谱奠定基础，也将为其功能基因的

开发利用、比较基因组学的研究等提供依据。

１　材料与方法

１．１　研究材料
材料取自安徽省农业科学院园艺研究所枣种质资源

圃，２０１６年选取树龄５年，处于盛果期的李府贡枣为试材，
当枣果实进入白熟期后进行灌水处理，分别设置 ＺＪ（未灌
水）、ＺＪ１（灌水后８ｈ）、ＺＪ２（灌水后３０ｈ）、ＺＪ３（开裂）等４个
处理，处理后分别采集果实表皮各 ２份，液氮冷冻后在
－８０℃ 保存。
１．２　总ＲＮＡ的提取
　　采用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取枣果实总核糖核苷酸（ＲＮＡ），提取
后用琼脂糖凝胶电泳检测，然后利用安捷伦２１００芯片生物分
析仪（Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ）检测提取的 ＲＮＡ是否达到转
录组测序（ＲＮＡ－Ｓｅｑ）的试验标准。
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１．３　转录组测序及数据组装
提取的枣果皮总 ＲＮＡ经脱氧核糖核酸酶Ⅰ（ＤＮａｓｅⅠ）

处理后，用带有多聚胸腺嘧啶［Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）］的磁珠富集真核
生物信使核糖核酸（ｍｅｓｓｅｎｇｅｒＲＮＡ，ｍＲＮＡ）。然后加入打断
试剂将ｍＲＮＡ打断成短片段，并以打断后的ｍＲＮＡ为模板用
六碱基随机引物（ｒａｎｄｏｍｈｅｘａｍｅｒｓ）合成１链互补脱氧核糖核
酸（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ｃＤＮＡ），加入缓冲液、
三磷酸碱基脱氧核苷酸（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｓ，
ｄＮＴＰｓ）和ＤＮＡ聚合酶Ⅰ（ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅠ）合成 ｃＤＮＡ第
２链，经试剂盒纯化回收、黏性末端修复、３′末端加上碱基“Ａ”
和连接测序接头，再将得到的片段进行大小选择后ＰＣＲ扩增
富集。构建好的文库经 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ和美国应用
生物系统公司的实时荧光定量 ＰＣＲ仪（ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ
Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ）质检合格后使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序平台
进行测序。转录组测序工作由深圳市恒创基因科技有限公司

完成。对４份枣果皮样品测序得到的原始数据过滤掉里面含
有带接头的、低质量的测序序列（ｒｅａｄ）得到干净序列（ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ）。利用转录组Ｔｒｉｎｉｔｙ组装软件对所有样品的干净序列
进行混合拼接成转录本序列，取每条基因中最长的转录本为

基因组数据库，得到的基因组数据库数据库用于后续分析。

１．４　ＳＳＲ和ＳＮＰ分析方法
ＳＳＲ位点搜索主要是利用ＭＩＳＡ软件（ｈｔｔｐ：／／ｐｇｒｃ．ｉｐｋ－

ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ．ｄｅ／ｍｉｓａ／）搜索得到基因组数据库，其参数设置：
单碱基、二碱基、三碱基、四碱基、五碱基、六碱基的最短重复

次数分别为１２、６、５、５、４、４。
ＳＮＰ位点的搜索通过 Ｓａｍｔｏｏｌ和 Ｐｉｃａｒｄ－ｔｏｏｌｓ等工具对

比对结果进行染色体坐标排序、去掉重复的序列等处理，最后

通过变异检测软件 ＵＡＴＫ３进行单核苷酸多态性标记调用
（ＳＮＰｃａｌｌｉｎｇ），并对原始结果进行过滤。

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡ质量检测
提取的总ＲＮＡ样品先进行电泳检测，结果如图１所示，

２８Ｓ和１８Ｓ条带明亮，无杂质。

　　Ａｌｉｇｅｎｔ２１００检测总 ＲＮＡ样品质量，ＲＮＡ完整值（ＲＮＡ
ｉｎｔｅｇｒｉｔｙｎｕｍｂｅｒ，ＲＩＮ）都在７．０～８．０之间，总 ＲＮＡ的浓度和
总量等指标均已达到测序要求，可用于后续转录组测序等试

验（表１）。

表１　样品ＲＮＡ检测指标

处理
浓度

（ｍｇ／Ｌ）
总量

（μｇ）
Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２３０ｎｍ

Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ

２８Ｓ／１８ＳＲＩＮ

ＺＪ ４０５ １８．２ ０．６ １．８ １．０ ７．０
ＺＪ１ ５１０ ２４．５ ０．３ １．８ １．１ ８．０
ＺＪ２ ４３０ ２４．１ ０．６ １．９ １．２ ７．６
ＺＪ３ ３８０ １９．０ ０．２ １．８ １．０ ７．８

２．２　转录组数据组装结果及统计
枣果实转录组测序共获得４１４７１７６０条干净序列，对干

净序列进行组装拼接获得２２６４８８条拼接序列。拼接序列长
度范围主要分布在２００～２０００ｂｐ之间，其中以２００～３００ｂｐ
序列数量居多，约占总拼接序列的６１．７０％，大于２０００ｂｐ的
序列约占总拼接序列的４．６４％（表２）。

表２　李府贡枣转录组测序组装结果

长度范围

（ｂｐ）
拼接序列数量

（条）

所占比例

（％）

２００～＜３００ １３９７４１ ６１．７０
３００～＜５００ ２６６８１ １１．７８
５００～＜１０００ ２４５５５ １０．８４
１０００～２０００ ２５００４ １１．０４
＞２０００ １０５０７ ４．６４
总数（个） ２２６４８８
总长度（ｂｐ） １１６７２６２１８
Ｎ５０长度（ｂｐ） １１７７
平均长度（ｂｐ） ５１５

　　组装拼接获得４２５７０条基因组数据库，序列长度主要分
布在 ３００～３０００ｂｐ范围内，平均长度为 ９７４ｂｐ。３００～
２０００ｂｐ序列数量最多，占全部基因组数据库序列的
８７３９％；２０００～３０００ｂｐ的基因组数据库序列有３６５１条，
占全部基因组数据库序列的８．５８％；≥３０００ｂｐ的基因组数
据库序列有１７１９条，占４．０４％（表３）。

表３　李府贡枣转录组基因组数据库长度统计情况

长度范围　
（ｂｐ）　

基因组数据库数量

（条）

所占比例

（％）

３００～＜４００ １６３４０ ３８．３８
４００～＜６００ ４９１９ １１．５６
６００～＜８００ ３３０８ ７．７７
８００～＜１０００ ２７１５ ６．３８
１０００～＜１２００ ２４０２ ５．６４
１２００～＜１４００ ２２６７ ５．３３
１４００～＜１６００ ２０８１ ４．８９
１６００～＜１８００ １７４２ ４．０９
１８００～＜２０００ １４２６ ３．３５
２０００～＜２２００ １１５４ ２．７１
２２００～＜２４００ ８８８ ２．０９
２４００～＜２６００ ６８６ １．６１
２６００～＜２８００ ５０８ １．１９
２８００～＜３０００ ４１５ ０．９７
≥３０００ １７１９ ４．０４
总数（条） ４２５７０
总长度（ｂｐ） ４１４４７０８３
Ｎ５０长度（ｂｐ） １６３１
平均长度（ｂｐ） ９７４
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２．３　微卫星特征分析
２．３．１　微卫星数量及分布特点　在转录组的４２５７０条基因
组数据库序列中发现１８０１６个ＳＳＲ位点，其中包含１４４２个
混合型ＳＳＲ和１３０３３个完整型 ＳＳＲ位点，完整型 ＳＳＲ占总
ＳＳＲ位点的７２．３％，包含２个及以上ＳＳＲ位点的基因组数据
库共有３７６２条。ＳＳＲ位点的出现频率为０．４３个／ｋｂ，即每
２．３ｋｂ就出现１个ＳＳＲ位点。

ＳＳＲ位点共包含１６４种重复基元，单核苷酸至六核苷酸
分别有２、４、１０、１９、３２、９７种。其中ＳＳＲ重复基元的重复次数
均在４～３５次，重复４～１０次的 ＳＳＲ位点共有１０６０６个，占
总ＳＳＲ的５８．８７％，主要为二核苷酸和三核苷酸；重复１１～１６
次的ＳＳＲ位点有３７８０个，占２０．９８％，主要为单核苷酸和二
核苷酸；重复１７～２０、２１～３５次的 ＳＳＲ位点基本为单核苷酸
（表４）。

表４　不同ＳＳＲ重复基元的频率

重复次数
ＳＳＲ位点数（个）

单核苷酸 二核苷酸 三核苷酸 四核苷酸 五核苷酸 六核苷酸

４～１０ ０ ５６５５ ４２３３ ２１９ ２４２ ２５７
１１～１６ ３３１６ ４５８ ５ ０ ０ １
１７～２０ ３０４０ ０ ３ ０ ０ ０
２１～３５ ５８６ ０ １ ０ ０ ０

　　在微卫星中，单核苷酸重复（６９４２个，３８．５３％）最多，其
次是二核苷酸重复（６１１３个，３３．９３％）和三核苷酸重复
（４２４２个，２３．５５％），四核苷酸重复、五核苷酸重复和六核苷
酸重复基本相同（２１９、２４２、２５８个）（图２）。

２．３．２　微卫星不同优势重复单元碱基的特征分析　ＳＳＲ位
点共包含１６４种重复基元，单核苷酸至六核苷酸分别有２、４、
１０、１９、３２、９７种。通过对枣不同类型ＳＳＲ重复单元数量的变
化的统计得出频率最高的４类基序，依次为 Ａ／Ｔ（６８７１个，
３８．１４％）、ＡＧ／ＣＴ（３７１３个，２０．６１％）、ＡＴ／ＡＴ（１９９８个，
１１０９％）和ＡＡＧ／ＣＴＴ（１４６２个，８．１２％）。

在２种单核苷酸重复微卫星中，以Ａ／Ｔ为最主要的重复
单元，共有６８７１个，占９８．９８％，而Ｃ／Ｇ只占１．０２％。

二核苷酸重复类型有 ４种（ＡＣ／ＧＴ、ＡＧ／ＣＴ、ＡＴ／ＡＴ和
ＣＧ／ＣＧ），其中 ＡＧ／ＣＴ重复的数量最多，共有３７１３个，占二
核苷酸重复微卫星总数的 ６０．７４％；其次是 ＡＴ／ＡＴ（１９９８
个），占３２．６８％；再次是 ＡＣ／ＧＴ（３９６个），占６．４８％；而 ＣＧ／
ＣＧ只有６个，占０．１０％（图３）。
　　三核苷酸重复类型有１０种，ＡＡＧ／ＣＴＴ重复的数量最多，
共有１４６２个，占４．４６％；其次是 ＡＡＴ／ＡＴＴ（６４５个）、ＡＣＣ／
ＧＧＴ（５２１个）、ＡＴＣ／ＡＴＧ（４７７个）；再次是 ＡＡＣ／ＧＴＴ（３６０
个）、ＡＧＧ／ＣＣＴ（２９８个）、ＡＧＣ／ＣＴＧ（２８３个），其他重复类型
则相对较少。

在１９种四核苷酸重复类型中，以 ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ重复数量
最多，共 １１３个，占四核苷酸 ＳＳＲ总数的 ５１．６０％；其次为
ＡＡＡＧ／ＣＴＴＴ，有２７个，占１２．３３％。五核苷酸重复类型有３２
种，ＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴ重复数量最多，有１０４个，占４２．９８％。六

核苷酸重复类型有９７种，共２５８个，但每种重复类型数量都
较少。

通过对枣果实转录组微卫星数量分析可知，单核苷酸重

复次数主要集中在１２～２０次，且随着重复次数增加呈递减趋
势，未发现重复２４次以上的单核苷酸微卫星序列。二核苷酸
微卫星重复次数集中在６～１１次；三核苷酸微卫星重复次数
集中在５～８次；四核苷酸微卫星重复次数集中在５～６次；而
五核苷酸微卫星和六核苷酸微卫星重复次数最少，为 ４～
５次。
２．３．３　微卫星长度分布　微卫星长度也存在极显著变异，长
度变化范围为１２～２４８ｂｐ，平均长度为２１ｂｐ。以重复长度为
１０～２０ｂｐ的短序列最多，占 ８０．１２％；其次为长度在 ２１～
２９ｂｐ的序列，占总数的１２．１８％；长度大于５０ｂｐ的长序列占
微卫星总数的４．３６％（图４）。
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２．４　ＳＮＰ位点的特征分析
在转录组得到的基因组数据库中共发现 ＳＮＰ位点１６３

３６０个，发生频率为１／２５４ｂｐ，即每２５４ｂｐ就会有１个ＳＮＰ位
点出现，其中转换１００１２２个，颠换６３２３８个。６种单核苷酸
变异中以转换类型的Ａ／Ｇ和Ｃ／Ｔ发生频率最高，分别为总数
的３０．８０％和 ３０．４９％；其他 ４种颠换类型的 ＳＮＰ为 Ｃ／Ｇ、
Ｇ／Ｔ、Ａ／Ｃ和Ａ／Ｔ，分别占到总数的９．８３％、９．７８％、９．７８％和
９３２％。其中转换类型显著高于颠换类型，在转换类型中
Ａ／Ｇ和Ｃ／Ｔ发生频率基本一致，但以Ａ／Ｇ发生频率略高。

３　结论与讨论

在李府贡枣转录组的４２５７０条基因组数据库序列中发
现１８０１６个ＳＳＲ，其中包含１４４２个混合型ＳＳＲ和１３０３３个
完整型ＳＳＲ位点，ＳＳＲ位点的出现频率为０．４３个／ｋｂ，比桃
（０．３１）、枣（０．３６）出现频率［１５－１６］低，与柿 ＳＳＲ位点出现频
率［１３］相同，表明本研究中李府贡枣 ＳＳＲ标记的数量极其丰
富，有望在ＳＳＲ引物开发、遗传多样性等领域得到广泛应用。

本研究通过转录组获得的微卫星中单核苷酸重复最多，

占３８．４４％；其次是二核苷酸重复（３３．８５％）和三核苷酸重复
（２３．４９％），四核苷酸重复、五核苷酸重复和六核苷酸重复基
本相同，与前人关于枣转录组微卫星特征基本相同，但本研究

获得２５８个六核苷酸重复类型。基因组序列的微卫星特征与
转录组微卫星序列相比，六碱基重复微卫星出现的频率明显

高于其他类型，枣转录组比基因组低级基元频率高，而高级基

元比基因组的低，与前人研究［１４－１５］基本一致。

ＳＳＲ位点共包含１６４种重复基元，单核苷酸至六核苷酸
分别有２、４、１０、１９、３２、９７种。其中ＳＳＲ重复基元的重复次数
均在４～３５次，重复４～１０次的 ＳＳＲ位点共有１０６０６个，占
总ＳＳＲ的５８．８７％，主要为二核苷酸和三核苷酸；重复１１～１６
次的ＳＳＲ位点有３７８０个，占２０．９８％，主要为单核苷酸和二
核苷酸；重复１７～２０次和２１～３５次的 ＳＳＲ位点基本为单核
苷酸。ＳＳＲ长度变化范围为１０～２４８ｂｐ，平均长度为 ２１ｂｐ，
以重复长度为１０～２０ｂｐ的短序列最多，占８０．０７％。

通过对本研究结果分析可知，单核苷酸重复微卫星为枣

最优势微卫星，所占比例最多，而且单核苷酸微卫星重复单元

次数的变化明显高于其他重复类型，其次是二核苷酸微卫星，

说明单核苷酸在整个枣转录组中变异最为活跃。此外，ＳＳＲ
序列以重复长度为１０～２０ｂｐ的短序列最多，此类 ＳＳＲ位点
拥有高度多态性。ＳＳＲ的长度和重复次数是影响分子标记多
态性的重要因素［１７］，说明转录组获得的ＳＳＲ位点可为枣遗传
多样性和亲缘关系等研究有重要的价值。

单核苷酸多态性在植物基因组中广泛存在［１８－１９］。本研

究中共发现ＳＮＰ位点１６３３６０个，发生频率为１／２５４ｂｐ，与柿
发生频率［１３］基本一致，但与水稻和玉米等作物相比发生频率

低。所获 得 的 ＳＮＰ位 点 中 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ类 型 显 著 高 于
Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ类型。６种单核普酸变异中以 Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ类型的
Ａ／Ｇ和Ｃ／Ｔ发生频率最高。转录组来源的 ＳＳＲ、ＳＮＰ多位于
基因组的编码区域，可直接获得物种基因表达信息，可能与基

因功能直接相关，转录组测序结果为ＳＳＲ和 ＳＮＰ标记的开发
和利用提供生物信息学基础，同时为枣遗传结构和遗传分化

以及构建遗传图谱奠定基础，也将为其功能基因的开发利用、

比较基因组学、分子辅助育种等研究提供依据。
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