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　　摘要：通过对棉花转录组进行测序获得的 ５７６９５条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，利用 ＭＩＳＡ软件进行搜索，得出简单重复序列
（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称ＳＳＲ）的分布情况，共挖掘检索得到１８８６个ＳＳＲ位点，ＳＳＲ的出现频率为３．２７％。所有
ＳＳＲ位点分布于１７５９条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ上，发生频率为３．０５％，平均每２０．８ｋｂ会出现１个 ＳＳＲ位点。有１１７条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
含有１个以上ＳＳＲ位点，含有复合型 ＳＳＲ的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ数目为５６条，其中三核苷酸基元类型分布最多，ＳＳＲ数量为
１５８２个，占挖掘出总ＳＳＲ数量的８３．８８％，而单、二、四、五、六核苷酸重复类型所占的比例较小。最后通过Ｐｒｉｍｅｒ３程
序进行ＳＳＲ引物设计，得到部分引物序列，可用于棉花遗传多样性分析、分子标记辅助育种以及种质资源的保存等。
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　　微卫星ＤＮＡ，即简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简
称ＳＳＲ），通常构成其重复基元的核苷酸个数为１～６个，特点
是长度长达几十个核苷酸，为串联重复序列。单一序列的保

守性较强，在基因组中，微卫星侧翼序列就有此特性。因此首

先通过克隆相应的微卫星侧翼 ＤＮＡ片段，对其数目进行扩
增，然后对扩增ＤＮＡ进行全部测序，再对微卫星的侧翼序列
引物进行人工合成，最终实现通过 ＰＣＲ扩增微卫星的目的。
自分子领域发展以来，人们最常用的分子标记技术主要有随

机扩增多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）、扩增片段长度多态性（ＡＦＬＰ）、
序列标签位点（ＳＴＳ）、限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）、单核
苷酸多态性（ＳＮＰ）、ＳＳＲ等［１－６］。与其他分子标记相比，ＳＳＲ
标记具有其独特的优点，（１）ＳＳＲ标记的操作非常简便，无需
消耗大量试验器材即可进行，整个过程消耗的时间较其他几

种分子标记短，且对于多态性而言，ＳＳＲ标记所发掘出的多态
性较高；（２）ＳＳＲ标记所开发的位点具有多等位基因的特性，
且在分子水平上，其提供的信息量较高；（３）ＳＳＲ标记识别出
的基因位点呈共显性，在整个基因组有着均匀分布，且整个过

程无放射、辐射危险。ＳＳＲ标记适用于 ＤＮＡ指纹图谱的构
建［７］、基因定位［８］和遗传多样性分析［９］等方面。高度变异是

微卫星中重复基元的显著特性，微卫星数目可呈现出整倍性

变异，并且重复基元序列中的序列有可能不完全相同，因而造

成多个位点的多态性。

目前关于棉花全基因组 ＳＳＲ分子标记开发的研究报道
较少，随着棉花品种数量的逐渐增多，田间表型农艺性状鉴定

方法已难以满足快速并准确鉴定品种、质量、亲缘关系等的需

求。本研究以陆地棉洞Ａ转录组的测序结果为试验材料，对

全转录组ＳＳＲ位点进行挖掘，利用生物信息学技能和 ＭＩＳＡ
软件，发掘基于陆地棉洞 Ａ基因型的 ＳＳＲ分子标记数据，在
ＲＮＡ水平上分析棉花ＳＳＲ的特点及规律，以期为在分子水平
上研究棉花种质资源、鉴定亲缘关系及进行分子辅助育种奠

定基础。

１　材料与方法

１．１　棉花转录组数据来源
２０１４年８月，以陆地棉洞 Ａ不育和可育花药为材料，委

托深圳华大基因科技有限公司进行转录组测序，获得的全基

因序列共包含５７６９５条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，以此为材料进行ＳＳＲ位点
的挖掘。

１．２　棉花转录组ＳＳＲ位点检索
利用ＳＳＲ位点挖掘软件 ＭＩＳＡ对陆地棉洞 Ａ花药的

５７６９５条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ进行ＳＳＲ位点挖掘，共挖掘出６种不同类
别的ＳＳＲ，分别是单、二、三、四、五、六核苷酸ＳＳＲ。
１．３　ＳＳＲ引物挖掘

利用ＭＩＳＡ软件进行 ＳＳＲ位点挖掘之前首先将单、二、
三、四、五、六核苷酸重复次数的操作参数分别设置为

≥１２ｂｐ、≥６ｂｐ、≥５ｂｐ、≥５ｂｐ、≥４ｂｐ、≥４ｂｐ；其次对长度
条件参数进行设置，当２个微卫星可以组合为１个复合微卫
星时，这２个微卫星之间的距离必须小于１００ｂｐ。
１．４　引物设计
　　通过Ｐｒｉｍｅｒ３程序进行ＳＳＲ引物设计。

２　结果与分析

２．１　棉花转录组序列中ＳＳＲ位点的数量
通过 ＭＩＳＡ软件对棉花转录组获得的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ进行挖

掘，从表１可以看出，共挖掘出１８８６个 ＳＳＲ位点，ＳＳＲ出现
频率（搜索出的ＳＳＲ数量与搜索序列总数的比值）为３．２７％。
所有ＳＳＲ位点分布于１７５９条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ上，发生频率（搜索出
的含有ＳＳＲ序列的数量与搜索序列总数的比值）为３．０５％，
平均每２０．８ｋｂ会出现１个 ＳＳＲ位点（搜索出的序列总长度
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与ＳＳＲ总数量的比值）。其中含有 １个以上 ＳＳＲ位点的
Ｕｎｉｇｅｎｅｓ数量较少，有１１７条；含复合型 ＳＳＲ的序列数更少，
为５６条。

表１　棉花转录组中ＳＳＲ分析结果

项目 数量

搜索序列总数（条） ５７６９５
搜索序列总长度（ｂｐ） ３９３１２４３２
ＳＳＲ位点总数（个） １８８６
含ＳＳＲ位点的序列数（条） １７５９
含１个以上ＳＳＲ位点的序列数（条） １１７
含复合型ＳＳＲ的序列数（条） ５６
ＳＳＲ出现频率（％） ３．２７
ＳＳＲ发生频率（％） ３．０５
平均距离（ｋｂ） ２０．８

２．２　棉花转录组ＳＳＲ基元频率特征及引物设计
由表２可知，棉花转录组的 ＳＳＲ种类较为丰富，本研究

共挖掘到８６种重复的 ＳＳＲ类型，且各重复类型之间的数量
差别较大，分布极其不平衡。棉花转录组中三核苷酸 ＳＳＲ重
复基元类型的分布最多，ＳＳＲ重复基元数量为１５８２个，占挖
掘出总ＳＳＲ数量的８３．８８％；ＳＳＲ位点数范围为１～３９３个，
最多的为ＡＡＧ／ＣＴＴ，其次是 ＡＴＣ／ＡＴＧ，数量为 ３２５个，ＡＧＣ／
ＣＴＧ的数量为２１６个，ＡＣＣ／ＧＧＴ数量为２０９个。单、二、四、
五、六核苷酸重复类型所占的比例较小，ＳＳＲ重复基元数量分
别为６６、９２、１５、１１、１２０个，总比例之和为１６．１２％。在棉花转
录组Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中，重复基元类型最多的是六核苷酸，为６１种；
其次是三核苷酸重复类型，有１０种。从图１可以看出，在三
核苷酸重复基元类型中，ＡＡＧ／ＣＴＴ的 ＳＳＲ位点数量最多，为
３９３个，占总ＳＳＲ位点数量的２０．８４％，发生频率为０．６８％；
其次是 ＡＴＣ／ＡＴＧ，占总 ＳＳＲ位点数量的 １７．２３％；再次是
ＡＧＣ／ＣＴＧ，占１１．４５％；ＡＣＣ／ＧＧＴ较少，占１１０８％；其他三核
苷酸重复基元类型占总ＳＳＲ位点的２３２８％。单、二、四、五、
六核苷酸重复类型数量分别为２、４、３、６种，共占重复类型总
数的１７．４４％。通过对棉花转录组５７６９５条序列进行ＳＳＲ位
点搜索，共搜索得到１８８６个ＳＳＲ位点，利用Ｐｒｉｍｅｒ３引物设
计程序所得出的部分ＳＳＲ位点特异引物见表３。
２．３　棉花转录组序列中ＳＳＲ基元重复次数分布

ＳＳＲ位点的多态性是由基元重复次数的变化所决定的，
通过棉花ＳＳＲ位点重复次数分布统计结果（图２）可以得出，
棉花转录组基元随着重复次数的增加，其数量和比例逐渐减

少。棉花转录组ＳＳＲ中基元重复次数主要集中在４～７次，
占总数的９４．９１％，其中重复８～１０次的 ＳＳＲ位点数量为２８
个，占总数的１．４８％；重复１１～１４次数的 ＳＳＲ位点为６１个
（３．２３％），重复１５～１７次的ＳＳＲ位点有７个（０．３７％），其中
重复１６次的ＳＳＲ位点有０个。重复次数多于２０次为较高重
复次数，棉花转录组中没有重复次数高于１７次的 ＳＳＲ位点，
即无高重复次数的ＳＳＲ位点，低重复次数（重复１～１０次）与
一般重复次数（重复１１～２０次）的ＳＳＲ位点较多。

３　讨论

本研究利用棉花花药的转录组序列数据，从５７６９５条序
列中成功挖掘检索出１８８６个ＳＳＲ位点，棉花转录组序列中

表２　ＳＳＲ重复基元类型及数量

重复类型
类型数量

（种）
重复基元类型

重复基元

数量（个）

发生频率

（％）
比例

（％）
单核苷酸 ２ Ａ／Ｔ ６１ ０．０１ ３．２３４

Ｃ／Ｇ ５ ０．００ ０．２６５
二核苷酸 ４ ＡＣ／ＧＴ ５５ ０．０９ ２．９１６

ＡＧ／ＣＴ ３３ ０．０３ １．７５０
ＡＴ／ＡＴ ３ ０．００ ０．１５９
ＣＧ／ＣＧ １ ０．００ ０．０５３

三核苷酸 １０ ＡＡＧ／ＣＴＴ ３９３ ０．６８ ２０．８３８
ＡＴＣ／ＡＴＧ ３２５ ０．５６ １７．２３２
ＡＧＣ／ＣＴＧ ２１６ ０．３７ １１．４５３
ＡＣＣ／ＧＧＴ ２０９ ０．３６ １１．０８２
其他类型 ４３９ ０．７５ ２３．２７７

四核苷酸 ３ ＡＡＡＧ／ＣＴＴＴ １１ ０．０１ ０．５８３
ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ ３ ０．００ ０．１５９
ＡＣＡＴ／ＡＴＧＴ １ ０．００ ０．０５３

五核苷酸 ６ ＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴ ４ ０．００ ０．２１２
ＡＡＡＡＧ／ＣＴＴＴＴ ２ ０．００ ０．１０６
ＡＡＧＡＧ／ＣＴＣＴＴ ２ ０．００ ０．１０６
ＡＡＡＡＣ／ＧＴＴＴＴ １ ０．００ ０．０５３
其他类型 ２ ０．００ ０．１０６

六核苷酸 ６１ 所有类型 １２０ ０．２０ ６．３６３
合计　　 ８６ １８８６ ３．０５ １００

ＳＳＲ位 点 的 总 发 生 频 率 为 ３．０５％，通 过 对 比 杜 仲
（２．９０％）［１０］、南方红豆杉（２．０７％）［１１］可以发现，棉花转录组
序列 中 ＳＳＲ 位 点 的 发 生 频 率 略 高，但 略 低 于 红 松
（４．２４％）［１２］，且明显低于樱桃（１５．６２％）［１３］。棉花转录组
ＳＳＲ标记重复次数最多的是三核苷酸重复基元类型，高级基
元重复次数较为微小，且跨度大，可为基元的重复次数与ＳＳＲ
标记的多态性呈正相关提供依据［１４］。三核苷酸中的 ＡＡＧ／
ＣＴＴ基元的丰度最高，这与海甘蓝三核苷酸为丰度最高的基
元［１５］一致，即棉花转录组 ＳＳＲ中三核苷酸 ＳＳＲ在理论上具
备更高的多态性，可作为潜在的ＳＳＲ重复基序进行有关的引
物挖掘及开发。由此推测，通过利用棉花转录组得到的 ＳＳＲ
引物，同样可以用来进行棉花的遗传多样性分析、分子标记辅

助育种以及种质资源的保存等。
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表３　部分ＳＳＲ重复类型及引物序列

编号 ＳＳＲ类型 引物序列

（５′→３′）

ＭＨ０１ （ＣＣＴ）５ ＧＧＴＧＣＴＴＡＣＡＴＴＣＧＧＡＧＣＣＴＧＡＡＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＧ
ＭＨ０５ （ＴＣＴ）５ ＡＣＧＣＡＣＴＴＧＴＡＧＣＡＧＣＴＧＡＴＣＣＧＡＧＴＣＡＴＧＣＣＡＧＴＣＡＣＡＡ
ＭＨ１０ （ＡＧＡ）５ ＧＡＧＴＴＧＧＡＧＧＡＡＴＣＣＡＧＧＡＡＣＡＧＴＧＧＣＣＴＧＧＧＡＣＴＣＣＡＡＡＴＣ
ＭＨ１３ （ＴＧＡＴＧＧ）４ ＧＣＴＴＡＡＴＴＡＡＧＡＣＧＴＧＧＣＡＡＧＣＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＡＣ
ＭＨ１４ （ＣＣＡＴＣＡ）４ ＧＣＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＡＣＧＣＴＴＡＡＴＴＡＡＧＡＣＧＴＧＧＣＡ
ＭＨ１６ （ＴＴＣ）５ ＴＣＣＴＣＣＴＴＴＧＡＡＣＣＴＧＣＴＧＡＣＣＡＣＴＣＡＴＧＴＧＡＴＴＴＣＴＧＣＣＧＡ
ＭＨ２２ （ＡＴＧＧＡＡ）４ ＴＧＧＴＧＧＡＧＧＴＣＧＡＧＧＴＧＡＡＴＣＣＴＴＣＴＴＴＧＣＣＧＴＣＴＣＣＴＣＣ
ＭＨ２４ （ＡＴＧＧＡＡ）４ ＴＧＧＴＧＧＡＧＧＴＣＧＡＧＧＴＧＡＡＴＣＣＴＴＣＴＴＴＧＣＣＧＴＣＴＣＣＴＣＣ
ＭＨ３２ （ＣＡＣ）５ ＴＧＴＴＧＴＴＴＧＧＣＡＴＧＧＣＴＧＴＴＧＧＡＡＴＧＧＣＴＧＣＣＡＡＡＴＴＣＧＡ
ＭＨ３４ （ＴＧＧ）５ ＴＧＴＴＧＴＴＴＧＧＣＡＴＧＧＣＴＧＴＴＧＧＡＡＴＧＧＣＴＧＣＣＡＡＡＴＴＣＧＡ
ＭＨ４６ （ＧＧＣ）５ ＧＴＴＣＣＡＧＣＣＡＡＧＣＣＡＡＡＣＧＣＴＡＡＣＣＣＴＧＧＡＡＴＣＣＧＴＴＴＧＣ
ＭＨ５３ （ＴＴＴＧＧＴ）５ ＴＴＧＣＣＣＴＴＣＡＣＣＧＣＡＣＴＴＴＡＧＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＣＴＴＴＴＧＧＣＧ
ＭＨ５５ （ＧＴＴ）５ ＡＡＴＣＴＣＣＴＣＧＣＣＡＣＣＧＡＴＴＣＧＧＧＣＡＴＧＡＧＴＴＴＴＣＧＴＴＧＣＡ
ＭＨ５６ （ＴＴＴＧＧＴ）５ ＴＧＴＣＴＣＣＡＡＣＴＣＴＧＣＧＴＴＣＣＧＧＧＣＡＴＧＡＧＴＴＴＴＣＧＴＴＧＣＡ
ＭＨ６２ （ＧＧＴ）５ ＡＣＣＴＧＣＡＧＴＴＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＧＴＧＣＣＣＧＡＴＧＴＴＧＣＡＡＡＴＧＴ
ＭＨ６５ （ＴＴＣ）５ ＴＧＡＣＧＴＴＧＣＧＣＴＴＣＴＣＴＴＣＴＣＴＧＡＡＣＣＴＧＣＡＴＴＴＣＣＣＣＣＴ
ＭＨ７２ （ＴＡＡ）５ ＡＴＣＡＣＴＴＣＣＣＴＴＴＧＣＣＴＣＣＧＧＣＣＣＡＴＧＴＧＣＣＡＡＡＣＴＧＡＴＧ
ＭＨ７７ （ＡＧＡ）６ ＣＴＧＣＡＧＣＴＡＴＧＧＡＧＧＴＡＧＣＣＣＴＴＧＧＧＡＡＧＣＴＣＧＧＣＴＡＣＡＡ
ＭＨ８０ （ＧＴＧ）６ ＣＴＧＣＡＧＣＴＡＴＧＧＡＧＧＴＡＧＣＣＣＴＴＧＧＧＡＡＧＣＴＣＧＧＣＴＡＣＡＡ
ＭＨ９７ （ＣＡＧＣＣＴ）６ ＴＣＧＡＧＧＴＣＡＡＣＣＡＡＡＧＡＧＧＣＣＧＧＴＴＧＣＴＴＴＧＧＡＡＡＣＣＴＧＧ
ＭＨ９８ （ＣＡＧＣＣＴ）７ ＴＣＧＡＧＧＴＣＡＡＣＣＡＡＡＧＡＧＧＣＣＧＧＴＴＧＣＴＴＴＧＧＡＡＡＣＣＴＧＧ
ＭＨ１０６ （ＧＣＴＧＧＡ）４ ＴＣＡＣＡＴＣＣＴＣＣＧＣＡＡＡＣＴＣＣＧＣＧＧＧＴＣＴＴＡＧＧＧＡＡＴＧＡＧＧ
ＭＨ１１０ （ＴＣＴ）５ ＴＣＡＣＡＴＣＣＴＣＣＧＣＡＡＡＣＴＣＣＧＣＧＧＧＴＣＴＴＡＧＧＧＡＡＴＧＡＧＧ
ＭＨ１２２ （ＧＧＡＧＡＡ）４ ＧＡＡＧＡＣＣＴＴＣＣＡＣＡＧＣＣＴＧＣＧＴＴＡＡＴＣＧＧＧＧＡＴＧＣＴＡＧＴＴＧＣ
ＭＨ１２９ （ＴＣＣＡＴＣ）４ ＡＣＣＣＣＴＴＴＣＴＴＣＣＡＴＣＴＣＣＡＣＴＧＡＡＡＴＣＴＴＣＧＣＡＧＧＣＴＧＣ
ＭＨ１３５ （ＡＡＴＧＡＧ）６ ＧＣＡＡＧＡＧＡＴＣＣＣＧＴＡＣＴＣＣＧＴＣＡＧＣＡＧＧＣＡＡＴＧＧＡＣＧＡＴＴ
ＭＨ１５１ （ＧＣＧ）６ ＧＡＴＣＴＴＣＣＡＴＣＣＣＡＣＣＴＣＣＡＣＴＴＧＧＴＡＧＣＣＣＴＴＧＴＧＡＴＧＣＡ
ＭＨ１５５ （ＣＡＡ）５ ＧＧＧＣＡＡＴＴＧＣＧＴＴＴＴＣＡＡＡＣＣＧＣＡＣＧＧＡＧＣＴＴＴＴＣＧＴＴＧＴＴ
ＭＨ１５９ （ＡＧＡＡＡ）４ ＡＡＡＡＧＣＣＧＡＡＴＧＧＡＡＡＡＣＧＣＴＴＴＣＴＧＣＣＣＴＣＡＴＣＣＴＣＴＣＣＣ
ＭＨ１６１ （ＣＴＴ）７ ＴＧＡＣＴＣＣＡＴＣＴＴＣＣＴＡＡＣＡＧＣＴＧＧＡＡＧＡＡＧＣＣＧＡＣＡＴＧＡＡＣＧ
ＭＨ１６６ （ＡＧＧＣＧＧ）４ ＧＧＴＴＣＡＣＣＣＡＧＣＧＧＡＧＴＡＴＣＧＧＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＣＣＡＡＡＧＧＴ
ＭＨ１６８ （ＧＡ）７ ＡＣＴＣＣＡＧＴＣＣＣＡＡＡＧＴＧＡＣＧＡＣＧＣＴＣＴＴＧＣＴＴＧＴＣＴＴＣＣＡ
ＭＨ１７１ （ＴＣ）６ ＧＴＴＣＴＡＣＴＣＧＣＴＣＴＣＴＣＧＣＣＧＡＣＧＧＧＡＡＡＧＧＡＡＧＣＡＣＴＣＡ
ＭＨ１７３ （ＴＣ）８ ＣＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＣＴＧＴＴＴＣＡＡＡＣＧＴＡＡＣＡＧＡＡＣＡＧＣＡＧＧＧＴ
ＭＨ１７７ （ＣＴＧ）７ ＧＴＧＣＣＡＴＴＣＣＣＡＴＣＣＴＴＣＣＡＡＡＣＴＣＴＧＴＧＣＡＧＡＴＣＣＣＧＴＣ
ＭＨ１８８ （ＡＧ）６ ＧＣＧＡＧＣＧＧＡＡＴＴＡＴＣＧＧＡＧＡＣＴＴＧＣＡＧＣＡＧＣＴＴＴＧＣＴＴＧＡ
ＭＨ９７ （ＣＡＧＣＣＴ）６ ＴＣＧＡＧＧＴＣＡＡＣＣＡＡＡＧＡＧＧＣＣＧＧＴＴＧＣＴＴＴＧＧＡＡＡＣＣＴＧＧ
ＭＨ９８ （ＣＡＧＣＣＴ）７ ＴＣＧＡＧＧＴＣＡＡＣＣＡＡＡＧＡＧＧＣＣＧＧＴＴＧＣＴＴＴＧＧＡＡＡＣＣＴＧＧ

　　注：括号内表示ＳＳＲ基元；括号外数字表示重复次数。

构建［Ｊ］．西北农林科技大学学报（自然科学版），２０１７，４５（１０）：
７－１４．

［３］曹雯梅，刘述忠，杨青华，等．ＳＴＳ标记鉴定河南历史主推小麦品
种春化光周期基因及与品种冬春性的相关性［Ｊ］．分子植物育
种，２０１６，１４（１）：１１７－１２４．

［４］王　婵，赵　泓，张丽英，等．大葱细胞质雄性不育系及保持系线
粒体基因组 ＲＦＬＰ分析［Ｊ］．农业生物技术学报，２０１５，２３（７）：
８８８－８９３．

［５］匡　猛，王延琴，周大云，等．基于单拷贝ＳＮＰ标记的棉花杂交种
纯度高通量检测技术［Ｊ］．棉花学报，２０１６，２８（３）：２２７－２３３．

［６］ＦａｎＣＪ，ＬｉｕＱＹ，ＺｅｎｇＢＳ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔ（ＳＳＲ）ｍａｒｋｅｒｓａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｉｎｂｌａｃｋｗｏｏｄ
（Ａｃａｃｉａｍｅｌａｎｏｘｙｌｏｎ）ｃｌｏｎｅｓｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＳｉｌｖａｅＧｅｎｅｔｉｃａ，２０１６，６５
（１）：４９－５４．
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［７］宋海斌，崔喜波，马鸿艳，等．基于 ＳＳＲ标记的甜瓜品种（系）
ＤＮＡ指纹图谱库的构建［Ｊ］．中国农业科学，２０１２，４５（１３）：
２６７６－２６８９．　

［８］叶卫军，杨　勇，周　斌，等．分子标记在绿豆遗传连锁图谱构建
和基因定位研究中的应用［Ｊ］．植物遗传资源学报，２０１７，１８
（６）：１１９３－１２０３．

［９］周丽霞，吴　翼，肖　勇．基于 ＳＳＲ分子标记的油棕遗传多样性
分析［Ｊ］．南方农业学报，２０１７，４８（２）：２１６－２２１．

［１０］黄海燕，杜红岩，乌云塔娜，等．基于杜仲转录组序列的 ＳＳＲ分
子标记的开发［Ｊ］．林业科学，２０１３，４９（５）：１７６－１８１．

［１１］李炎林，杨星星，张家银，等．南方红豆杉转录组 ＳＳＲ挖掘及分

子标记的研究［Ｊ］．园艺学报，２０１４，４１（４）：７３５－７４５．
［１２］张　振，张含国，莫　迟，等．红松转录组ＳＳＲ分析及ＥＳＴ－ＳＳＲ

标记开发［Ｊ］．林业科学，２０１５，５１（８）：１１４－１２０．
［１３］宗　宇，王　月，朱友银，等．基于中国樱桃转录组的 ＳＳＲ分子

标记开发与鉴定［Ｊ］．园艺学报，２０１６，４３（８）：１５６６－１５７６．
［１４］ＧａｏＬＦ，ＴａｎｇＪＦ，ＬｉＨＷ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｉｎ

ｍａｊｏｒｃｒｏｐｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｐｐｒｏａｃｈｅｓ
［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｒｅｅｄｉｎｇ，２００３，１２（３）：２４５－２６１．

［１５］戚维聪，程计华，黄邦全，等．基于海甘蓝 ＲＮＡ－Ｓｅｑ序列开发
ＥＳＴ－ＳＳＲ分子标记［Ｊ］．江苏农业学报，２０１４，３０（５）：９９７－
１００２．　

司振书，殷国政，路建彪，等．Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ双重ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的建立［Ｊ］．江苏农业科学，２０１９，４７（７）：３５－３７．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１９．０７．００９

Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ双重 ＲＴ－ＰＣＲ检测方法的建立
司振书，殷国政，路建彪，李玉保
（聊城大学农学院，山东聊城２５２０００）

　　摘要：为Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ进行快速、准确鉴定与诊断，根据Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒的ＨＡ、ＮＡ基因各设计１对引物，
建立了一种对２个表面基因同时进行扩增的双重ＲＴ－ＰＣＲ检测方法。ＨＡ、ＮＡ基因预期扩增的目的片段长度分别为
７００、４２３ｂｐ。通过对Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒不同稀释度的尿囊液进行检测，证实病毒尿囊液的最低检出量为１×１０４．２５

ＥＩＤ５０／１００μＬ。采用该方法对Ｈ１～Ｈ１５和Ｎ１～Ｎ９等亚型流感病毒及新城疫病毒等进行检测，结果只有 Ｈ９Ｎ２亚型

ＡＩＶ出现２个特异性目的条带，与其他常见禽病病原无交叉反应；用建立的双重 ＲＴ－ＰＣＲ和病毒分离２种方法同时
对送检样品进行检测，结果２种方法的符合率达９９．７７％，说明该检测方法特异性强、敏感性较高，在临床诊断和流行
病学调查方面具有较好的应用前景。

　　关键词：禽流感病毒；Ｈ９Ｎ２亚型；双重ＲＴ－ＰＣＲ；检测方法
　　中图分类号：Ｓ８５２．６５＋７　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）０７－００３５－０３
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基金项目：聊城大学博士启动基金（编号：３１８０５１３１０）；聊城大学实验
技术研究基金（编号：ＬＤＳＹ２０１４０４６）。

作者简介：司振书（１９７１—），女，山东冠县人，博士，副教授，主要从事
动物病毒学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｃｋｓｚｓ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：李玉保，博士，教授，主要从事家禽疫病防控研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｙｕｂａｏ＠ｌｃｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒为中低致病力毒株，分布广泛，司
振书等对山东省鸡群进行了Ｈ９亚型ＡＩＶ的感染情况进行了
调查，疑似流感病鸡病料 ＲＴ－ＰＣＲ阳性率为８．４１％［１］。该

病毒能造成鸡群的免疫抑制，如果与其他病原协同感染则可

引起禽类严重发病，如与金黄色葡萄球菌混合感染可引起肉

鸡发病，死亡率达６％［２］。２０１３年，我国发生了Ｈ７Ｎ９感染人
事件，６个内部基因全部来自于 Ｈ９Ｎ２ＡＩＶ［３－４］，１９９９年来发
生了多次 Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ感染人的事件［５］，给人类健康带来

威胁。禽流感病毒有多种检测方法，包括血凝（ＨＡ）、血凝抑
制（ＨＩ）试验，神经氨酸酶抑制（ＮＩ）试验，琼脂扩散试验
（ＡＧＰ），酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ），病毒的中和试验（ＮＴ），
免疫荧光抗体技术（ＩＦＡ）和 ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＲＴ－ＰＣＲ等。司振书
等建立了针对Ｈ９亚型ＡＩＶ的ＲＴ－ＰＣＲ检测方法［６］，包红梅

等建立了一步法ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，具有较好地特异性和敏
感性［７］，但以上方法没有对 ＮＡ基因进行扩增，不能确定 ＮＡ
亚型。司振书等对 Ｈ９Ｎ２亚型禽流感病毒的 ＨＡ、ＮＡ基因分
别进行扩增，操作较麻烦且多耗试验材料［８］。传统的血清学

方法则需要多种亚型的血清和抗原，费时费力。根据 Ｈ９Ｎ２
亚型禽流感病毒的ＨＡ基因和ＮＡ基因各设计１对引物，初步
建立了一种针对Ｈ９Ｎ２亚型ＡＩＶ的双重ＲＴ－ＰＣＲ检测方法，
该方法特异性强、敏感性较高。该试验于２０１２年在中国农业
大学动物流感研究室完成。

１　材料与方法

１．１　毒株
Ｈ９Ｎ２亚型 ＡＩＶ标准参考毒株、Ｈ１～Ｈ１５亚型 ＡＩＶ、

Ｎ１－Ｎ９亚型ＡＩＶ、鸡新城疫病毒、传染性支气管炎病毒、传
染性法氏囊炎病毒、传染性喉气管炎病毒、马立克氏病病毒

及鸡痘病毒等毒株，由中国农业大学动物流感研究室保存

并提供。

１．２　引物的设计、合成与筛选
针对ＨＡ、ＮＡ基因的保守区序列分别设计特异性引物，用

Ｏｌｉｇｏ４．０软件分析上下游引物是否匹配，将分析合格的引物
送至生工生物工程（上海）股份有限公司北京合成部合成。
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