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银杏转录组数据中 ＥＳＴ－ＳＳＲ位点的生物信息学分析
秦姣姣，杨玉琦，胡晓艳，杜淑辉

（山西农业大学林学院，山西太谷０３０８００）

　　摘要：银杏（ＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａＬ．）是雌雄异株植物，其植株价值因性别不同而异。银杏转录组数据中ＥＳＴ－ＳＳＲ位点
的生物信息学分析将为银杏遗传学研究开展提供重要的理论与方法支持。首先通过高通量测序技术获得银杏大、小

孢子叶球转录组数据，然后开展数据拼接组装与ＥＳＴ－ＳＳＲ位点挖掘及相应的生物信息学分析。转录组数据处理及
拼接组装后共获得１０８３０７条 ｕｎｉｇｅｎｅｓ，然后利用 ＭＩＳＡ软件发掘银杏转录组数据中的 ＳＳＲ位点，最终从８１７８条
ｕｎｉｇｅｎｅｓ中检索出９６６８个ＳＳＲ位点。其中，单核苷酸重复的数量最多，有５６６３个；其次是二核苷酸和三核苷酸，重
复数量分别为２４７１、１４３８个；四核苷酸至六核苷酸重复的数量相对较少，共有９６个。银杏转录组ＥＳＴ－ＳＳＲ位点共
包含１４７种重复基元。在单核苷酸重复中，Ａ和Ｔ是优势重复基元类型，分别有２８０８、２６８５个；在二核苷酸重复基元
中，ＡＴ与ＴＡ数量较多，分别为４６９、３８３个，所占比例为３４．４８％。此外，设计得到６８０９对银杏ＥＳＴ－ＳＳＲ位点特异引
物。银杏转录组ＥＳＴ－ＳＳＲ位点的发掘将为银杏遗传图谱构建、遗传性状分析、幼年期性别鉴定方法的建立等提供有
力的理论与方法支持。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｓｈｈｘｙ＠１６３．ｃｏｍ。

　　微卫星序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）是指
由１～６个核苷酸为重复单位组成的串联重复序列，
如Ｔｎ、（ＡＧ）ｎ、（ＡＴＧ）ｎ、（ＡＴＧＣ）ｎ等，在真核生物基

因组中随机分布。不同物种间 ＳＳＲ位点的分布差
异较大，主要表现在基序类型、重复长度以及在染

色体上的分布情况等，从而反映出物种间高水平的

等位基因多样性。虽然不同物种间 ＳＳＲ位点的差
异性较大，但是 ＳＳＲ位点两端的序列比较保守，因
此可以根据 ＳＳＲ位点两端的保守序列设计特异性
引物以获得其长度多态性，即 ＳＳＲ分子标记。ＳＳＲ
分子标记技术除了具有操作简单、易检测、共显性、

稳定性好等优点外，还具有特异性强、等位基因变

异多、受选择压力小等特点［１］。开发 ＳＳＲ分子标记
的传统方法所需费用高、工作量大，并且成功获得

阳性克隆和多态性引物的概率偏低［２］。当前，高通
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量测序技术发展迅速，测序成本显著降低，为 ＳＳＲ
分子标记开发提供了一种全新的方法。转录组测

序（ＲＮＡ－Ｓｅｑ）可以全面快速地获得某一特定组织
或器官在特定状态下几乎所有的转录组信息，也可

以根据测序结果开发特异 ＥＳＴ－ＳＳＲ分子标记［３］。

目 前，ＲＮＡ － Ｓｅｑ 技 术 已 在 刺 梨 （Ｒｏｓａ
ｒｏｘｂｕｎｇｈｉｉ）［４］、鱼腥草（Ｈｏｕｔｔｕｙｎｉａｃｏｒｄａｔａ）［５］、杜仲
（Ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓ）［６］等多种植物上开发出ＥＳＴ－
ＳＳＲ分子标记，并应用于多领域遗传分析。

银杏（ＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａＬ．）为银杏科银杏属落叶乔
木，雌雄异株，有“金色活化石”之称，具有良好的观

赏特性与药用价值［７］。银杏种子含有银杏酸等多

种生理药理活性物质［８］，但银杏种子成熟后外种皮

有恶臭［９］，易污染环境，故在园林绿化上宜使用雄

株。银杏采果园的建设与园林绿化中的资源配置

都要求将雌雄株区分开来，然而银杏实生苗在定植

后需１５～２０年才开花，继而才能肉眼分辨出雌雄，
这显然不能满足早期定植时对雌雄性别区分的要

求。形态特征鉴别法简单易行，但仍处于定性阶

段，缺乏准确的定量标准；同工酶法及染色体核型

分析法均可靠，但难以应用于大规模实践；分子标

记法及特异蛋白方面的研究更为准确，但需更高的

科技支撑［１０］。因此，开发快捷、有效和可靠的银杏

雌雄株早期性别鉴定方法，对银杏的资源配置及实

际应用具有重要意义。利用雌雄特异的 ＥＳＴ－ＳＳＲ
标记位点，已经成功地开发出一种早期鉴别杜仲性

别的方法［１１］。寻找在银杏雌雄株中存在的与性别

相关联的特异 ＥＳＴ－ＳＳＲ标记位点，或许可以成为
快速准确地鉴别银杏性别的方法，为制定科学合理

的配置应用方案提供有力的技术支持。

本研究通过 ＲＮＡ－Ｓｅｑ技术对银杏大、小孢子
叶球进行转录组测序，对测序数据进行拼接组装后

获得ｕｎｉｇｅｎｅｓ，再对ｕｎｉｇｅｎｅｓ中包含的ＥＳＴ－ＳＳＲ位
点进行分析，明确银杏转录组 ＥＳＴ－ＳＳＲ位点的组
成和分布特征，为后续银杏遗传分析及早期性别鉴

定方法的建立等研究提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　银杏来源与总ＲＮＡ提取
银杏采自山东农业大学林学院银杏种质资源

圃，选取来自于同一家系的银杏２５年生雌雄实生苗
各５株，于２０１５年３月取初开的银杏大孢子叶球
（雌花）和小孢子叶球（雄花）各 １０个作为试验材

料。每棵树采集２个样本，每５个样本作为１个生
物学重复，共设置２个生物学重复。所采样品用液
氮速冻后保存于 －８０℃冰箱备用。使用改良的
ＣＴＡＢ法［１２］抽取银杏总 ＲＮＡ，利用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００
和琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ质量和完整性。当
总ＲＮＡ的浓度大于４００ｎｇ／μＬ、２８Ｓ／１８Ｓ＞１．８时，
表明所提取的ＲＮＡ符合转录组测序的要求。
１．２　转录组测序及序列拼接组装

利用ＮＥＢＮｅｘｔＵｌｔｒａＴＭＲＮＡＬｉｂｒａｒｙＰｒｅｐＫｉｔｆｏｒ
Ｉｌｌｕｍｉｎａ（ＮＥＢ，ＵＳＡ）构建 ｃＤＮＡ文库，然后利用
ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２５００测序平台对构建的 ｃＤＮＡ文库
进行双末端测序。对测序得到的原始序列进行去

接头、去低质量读段和去重复等处理后，使用软件

Ｔｒｉｎｉｔｙ［１３］进行 ｄｅｎｏｖｏ组装，最终得到尽可能长的
ｕｎｉｇｅｎｅｓ。
１．３　银杏转录组ＥＳＴ－ＳＳＲ位点挖掘

利用ＭＩＳＡ软件［１４］对银杏转录组ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列
进行ＥＳＴ－ＳＳＲ位点搜索，搜索标准如表１所示。

表１　银杏转录组ＥＳＴ－ＳＳＲ位点的搜索标准

重复类型
最少重复次数

（次）

单核苷酸重复 １０

二核苷酸重复 ６

三核苷酸重复 ５

四核苷酸重复 ５

五核苷酸重复 ５

六核苷酸重复 ６

１．４　银杏转录组ＥＳＴ－ＳＳＲ位点引物设计
利用Ｐｒｉｍｅｒ３．０进行银杏转录组 ＥＳＴ－ＳＳＲ位

点引物设计，软件参数设置采用默认值，针对检索

到的每一个ＥＳＴ－ＳＳＲ位点同时设计３对特异引物
供后期试验选择。

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ质量检测结果
经Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００和琼脂糖凝胶电泳检测后发

现，总ＲＮＡ浓度为８４５．７ｎｇ／μＬ，２８Ｓ／１８Ｓ为２．０１，
表明本研究提取的银杏总ＲＮＡ样品质量高，能够满
足后续转录组测序的要求。

２．２　原始序列组装结果
银杏转录组测序原始数据经组装拼接后共得

到１０８３０７条 ｕｎｉｇｅｎｅｓ，这些 ｕｎｉｇｅｎｅｓ的总长度为
８６２１２３７２ｂｐ，平均长度为７９６ｂｐ。序列长度大于
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１０００ｂｐ的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ有２３６２４条，占全部 ｕｎｉｇｅｎｅｓ
的２１．８１％（图１）。
２．３　银杏ＥＳＴ－ＳＳＲ位点数量分布特征

如表２所示，银杏转录组 ｕｎｉｇｅｎｅｓ序列经检索
后，共发现 ８１７８条 ｕｎｉｇｅｎｅｓ含有 ９６６８个 ＥＳＴ－
ＳＳＲ位点，占总 ｕｎｉｇｅｎｅｓ数量的７．５５％。从银杏转
录组ｕｎｉｇｅｎｅｓ中共检索到６种核苷酸重复类型，出
现数量最多的是单核苷酸重复，占总 ＥＳＴ－ＳＳＲ位
点数量的 ５８．５７％，其次是二核苷酸重复，占
２５．５５％，数量最少的是五核苷酸重复，仅占
０．１４％。

表２　银杏转录组ＥＳＴ－ＳＳＲ位点的数量与分布

重复类型
ＳＳＲ位点数分布（个）

５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ ＞１８
ＳＳＲ数量
（个）

百分比

（％）
发生频率

（％）

单核苷酸重复 — — — — — ２７３０１２６０ ６６９ ３７２ ２０４ １３２ ７８ ４９ ４８ １２１ ５６６３ ５８．５７ ５．２３
二核苷酸重复 — ８１３ ４８１ ４３７ ３５６ ２７１ １０８ ５ — — — — — — — ２４７１ ２５．５５ ２．２８
三核苷酸重复 ９２６ ３４３ １４７ ２０ — １ — — １ — — — — — — １４３８ １４．８７ １．３３
四核苷酸重复 ６１ ７ １ — — — — — — — — — — — — ６９ ０．７１ ０．０６
五核苷酸重复 １２ — — １ — — — — — — — — — — — １３ ０．１４ ０．０１
六核苷酸重复 — ８ ４ １ １ — — — — — — — — — — １４ ０．１６ ０．０１

总计 ９９９１１７１６３３ ４５９ ３５７ ３００２１３６８ ６７４ ３７３ ２０４ １３２ ７８ ４９ ４８ １２１ ９６６８ １００．００ ８．９２

２．４　银杏ＥＳＴ－ＳＳＲ重复基元的分布特征
如图２所示，在９６６８个银杏 ＥＳＴ－ＳＳＲ位点

中，共有１４７种重复基元出现，其中单核苷酸、二核
苷酸、三核苷酸、四核苷酸、五核苷酸及六核苷酸重

复基元的种类分别有４、１２、６０、４４、１３、１４种。单核
苷酸重复基元中，Ａ和Ｔ是优势重复基元类型，分别
有２８０８、２６８５个，占单核苷酸重复的９７．００％；二
核苷酸重复基元中，出现次数最多的是 ＡＴ，有４６９
个，占二核苷酸重复的１８．９８％，其次是 ＴＡ，有３８３
个，占１５．５０％；三核苷酸重复基元中，出现频率最
高的为ＧＡＡ，占三核苷酸重复的４．７９％；四核苷酸、
五核苷酸和六核苷酸重复基元类型数量最少，占总

ＥＳＴ－ＳＳＲ位点数量的１．０１％。
２．５　银杏转录组ＥＳＴ－ＳＳＲ位点引物设计

如表３所示，采用 Ｐｒｉｍｅｒ３．０软件对本研究检
索到的银杏 ＥＳＴ－ＳＳＲ位点进行特异引物设计，共
得到６８０９对特异引物，成功率为７０．４３％。在设计
成功的６８０９对引物中，扩增产物为单核苷酸重复
的最多，有４０１２个，占５８．９２％；其次为二核苷酸和
三核苷酸重复基元，分别有２４１３、１０９５个，分别占
３５．４４％、１６．０８％。另外，ＰＣＲ产物为复合型重复
（含有 １个以上重复基元类型）的有 ９２１个，占
１３．５３％。

２．６　银杏转录组ＥＳＴ－ＳＳＲ位点的可用性评价
多态性是判定分子标记可用性的重要参考指

标之一，对于 ＳＳＲ分子标记来说，长度是影响其多
态性高低的一个重要因素。研究表明，当 ＳＳＲ长度
大于２０ｂｐ时，此位点具有高度多态性，当长度在
１２～２０ｂｐ之间，此位点具有中等水平的多态性，而
长度小于１２ｂｐ的 ＳＳＲ位点多态性较低［１５］。因此

本研究中对银杏转录组 ＥＳＴ－ＳＳＲ位点进行搜索
时，筛选标准为单核苷酸重复至少１０次，二核苷酸
重复至少６次，而三核苷酸至六核苷酸的重复次数
要大于５次。经统计，银杏转录组 ＥＳＴ－ＳＳＲ位点
的长度集中分布在１２～４５ｂｐ之间，其中长度大于
２０ｂｐ的 ＥＳＴ－ＳＳＲ位点共有 ７３４个，占总 ＥＳＴ－
ＳＳＲ位点的 ７．５９％；长度在 １２～２０ｂｐ之间的
ＥＳＴ－ＳＳＲ位点有 ４９４４个，占总数的 ５１．１４％。
Ｚｈａｎｇ等研究发现，高级重复基元类型 ＳＳＲ位点的
多态性要低于低级重复基元类型［１６］。在本研究中

检索到的银杏转录组ＥＳＴ－ＳＳＲ位点主要是低级重
复基元类型 ＳＳＲ位点，如单核苷酸、二核苷酸、三核
苷酸重复所占比例高达 ８４．２８％，对银杏转录组
ＥＳＴ－ＳＳＲ位点长度进行统计分析时发现，长度大
于２０ｂｐ的７３４个ＥＳＴ－ＳＳＲ位点中，单核苷酸、二
核苷酸重复基元类型有４７１个，占比达到６４．１７％，
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表３　ＰＣＲ扩增产物中包含重复基元类型

重复类型
数量

（个）

比例

（％）

简单重复：单核苷酸重复 ４０１２ ５８．９２
二核苷酸重复 ２４１３ ３５．４４
三核苷酸重复 １０９５ １６．０８
四核苷酸重复 ３４ ０．５０
五核苷酸重复 １０ ０．１５
六核苷酸重复 １０ ０．１５

复合型重复 ９２１ １３．５３

表明这部分银杏转录组ＥＳＴ－ＳＳＲ位点具有高度多
态性潜能，有很好的利用潜质。

３　讨论与结论

ＳＳＲ位点广泛分布于真核生物基因组中，据统
计，真核生物基因组中每隔１０～５０ｋｂ就存在１个

ＳＳＲ位点，在植物基因组中，平均每２３．３ｋｂ就有１
个ＳＳＲ位点［１７］。目前，转录组学研究涉及的物种越

来越广泛，尤其是基因组序列还未公布的物种，产

生了大量的转录组测序数据，对于这些数据的深度

挖掘成为目前研究的热点。本研究通过 ＲＮＡ－Ｓｅｑ
技术对银杏大、小孢子叶球进行了转录组测序，经

过拼接组装后得到１０８３０７条ｕｎｉｇｅｎｅｓ，检索后得到
符合条件的 ＥＳＴ－ＳＳＲ位点９６６８个，出现频率为
８．９２％，其出现频率明显高于鱼腥草［５］、云南松［１８］

等物种，低于刺梨［４］等物种。造成不同物种间

ＥＳＴ－ＳＳＲ位点出现频率差异的原因可能是物种间
ＳＳＲ位点组成及分布的差异性。银杏转录组中
ＥＳＴ－ＳＳＲ位点种类与数量均比较丰富，可为银杏
ＳＳＲ分子标记的开发提供重要的参考。
　　不同物种之间ＥＳＴ－ＳＳＲ位点主要重复类型同
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样有所差异。很多植物的ＥＳＴ－ＳＳＲ位点主要以二
核苷酸、三核苷酸重复基元类型为主，比如云南

松［１８］。本研究发现，银杏转录组 ＥＳＴ－ＳＳＲ位点重
复基元类型主要以单核苷酸重复为主，占全部 ＳＳＲ
位点的 ５８．５７％，其次是二核苷酸重复，这与红
松［１９］、白皮松［２０］等相似，但与云南松［１８］、鱼腥

草［５］、刺梨［４］等物种有差异，这些物种ＥＳＴ－ＳＳＲ位
点的主要重复基元是三核苷酸重复。ＳＳＲ位点基序
类型中普遍存在Ａ／Ｔ优势，而Ｇ／Ｃ重复基序类型出
现频率较低，在多数植物中很难发现。导致上述现

象的可能原因是打破 Ａ／Ｔ碱基对之间氢键所需的
能量要低于 Ｇ／Ｃ碱基对，基因组中 Ａ／Ｔ的波动较
Ｇ／Ｃ容易［２１］。但也有观点认为，基因组甲基化使 Ｃ
转化为 Ｔ，同时３′末端 ｐｏｌｙＡ序列插入形成富含 Ａ
的原始ＳＳＲ位点，导致重复基序中 Ａ／Ｔ优势的出
现［２２］。本研究发现，银杏转录组 ＥＳＴ－ＳＳＲ位点重
复基序类型中单核苷酸重复基元类型出现最多的

是Ａ与Ｔ，两者构成的ＳＳＲ位点占总ＳＳＲ位点数量
的５６．８２％。其次，二核苷酸重复基元类型中，ＡＴ
和ＴＡ重复基序类型出现次数同样很高，所占 ＳＳＲ
位点比例分别为４．８５％、３．９６％，表现出较明显的
Ａ／Ｔ优势。而Ｇ／Ｃ在所有重复基元类型中的出现
频率较低，由Ｃ和Ｇ组成的单核苷酸重复基元共１９
个，占总ＳＳＲ位点的０．１６％，二核苷酸重复中ＧＣ和
ＣＧ所占的比例仅分别为０．０１％、０．００３７％。银杏
转录组 ＥＳＴ－ＳＳＲ位点不仅出现频率高、平均分布
频率广，且类型丰富，具有较高的多态性潜能和可

用性。本研究积累了大量银杏ＥＳＴ－ＳＳＲ位点并明
确了其基本特征，可为开发银杏 ＳＳＲ分子标记奠定
重要的理论基础。本研究的开展对于加快银杏功

能基因资源的开发利用，建立银杏种质资源评价和

改良机制、快速准确的苗期性别鉴定方法等具有重

要的意义。
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