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　　摘要：以转录组测序数据为基础，利用ＭＩＳＡ软件对简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称 ＳＳＲ）进行检测及
分析，分析怀菊转录组中的ＳＳＲ位点信息，并设计ＳＳＲ引物，为后期ＳＳＲ标记的开发和物种遗传多样性检测等提供参
考。结果表明，共检测到８５５３个ＳＳＲ位点，它们分布在 ７３６９条Ｕｎｉｇｅｎｅ中，出现频率为２．８３％，ＳＳＲ位点的发生频
率为２．４４％；其中单核苷酸重复基序最多、其次为三核苷酸重复基序。怀菊转录组基序长度主要集中于 １２～１９ｂｐ，
多具有中等多态性。对ＳＳＲ序列设计引物，共得到２５６６２对引物可供今后使用。总之，怀菊ＳＳＲ位点类型丰富，具有
良好的多态性潜力及可开发性。

　　关键词：怀菊；ＳＳＲ；位点信息；转录组

　　中图分类号：Ｓ５６７．２３＋９．０１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２０）１１－００５７－０４

收稿日期：２０１９－０９－２０

基金项目：２０１６年度中央引导地方科技发展专项资金“河南道地大

宗药材种质评价及集约化种植与示范”。

作者简介：邢　冰（１９９５—），女，河南郑州人，硕士研究生，主要从事

药用植物研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉｎｇｂｉｎｇｙｗｚ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：董诚明，教授，主要从事药用植物研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｃｍ３７１

＠ｈａｃｔｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　怀菊为菊科植物菊（Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ
Ｒａｍａｔ．）的干燥头状花序［１］，栽培及药用历史悠久，

研究表明，经过长期的自然环境改变和人工干预，

怀菊种质可能发生了变异与分化，品质下降［２］。目

前关于怀菊的研究主要集中于人工栽培、组织培

养、质量评价等方面，对于其种质资源和分子标记

辅助育种的研究尚少［３－６］。因此，对于怀菊品种鉴

别及遗传多样性的研究具有重要意义。

简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称
ＳＳＲ）是指由１～６个核苷酸为重复单位组成的简
单串联重复序列。简单重复序列能反映出物种间

高度的等位基因多样性，不同物种的重复次数、基
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序类型、长度等差异很大，由此开发的 ＳＳＲ分子标
记技术具有操作简便、稳定性好、多态性高等优

点，已经在品种纯度鉴定、基因功能研究、遗传多

样性分析等方面有广泛的应用［７－８］。转录组测序

技术可开发大量的 ＳＳＲ标记，且速度快、成本较
低［９］，能够克服传统 ＳＳＲ分子标记技术的弊端。
本研究基于高通量测序结果，获得大量怀菊转录

组序列信息，并对转录组数据中的 ＳＳＲ位点进行
检测，分析其分布及结构特点，以期为怀菊种质资

源鉴定、遗传多样性分析及遗传图谱构建等提供

基础。

１　材料与方法

１．１　材料
本试验中的转录组测序样本怀菊来源于河

南省焦作市温县，种植于河南中医药大学药用植

物园温室，采集后于河南中医药大学组织培养实

验室进行离体培养得到怀菊愈伤组织、芽丛、

幼苗。

１．２　方法
１．２．１　样品检测、文库构建与测序　将样品送至北
京百迈客生物科技有限公司提取 ｍＲＮＡ，分别采用
Ｎａｎｏｄｒｏｐ、Ｑｕｂｉｔ２．０、Ａｇｌｉｅｎｔ２１００方法检测 ＲＮＡ样
品的纯度、浓度和完整性等，检测合格后，进行文库

构建，分别使用 Ｑｕｂｉｔ２．０和 Ａｇｌｉｅｎｔ２１００方法对文
库的浓度和插入片段大小进行检测，使用 Ｑ－ＰＣＲ
方法对文库的有效浓度进行准确定量，以保证文库

质量。库检合格后，利用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ ２０００高
通量测序平台对其进行转录组测序。

１．２．２　怀菊转录组 ＳＳＲ的筛选　采用 ＭＩＳＡ软件
对组装出来的 Ｕｎｉｇｅｎｅ序列进行 ＳＳＲ检测、筛选。
各重复次数搜索标准如下：单核苷酸、二核苷酸、三

核苷酸、四核苷酸、五核苷酸、六核苷酸重复次数至

少分别为１０、６、５、５、５、５次。对不同 ＳＳＲ类型在基
因转录本的密度分布进行统计。同时筛选被间

隔≤１００ｂｐ碱基间隔的复合型ＳＳＲ。
１．２．３　怀菊 ＳＳＲ引物设计　使用 Ｐｒｉｍｅｒ３．０
（２３５版，默认参数）软件进行 ＳＳＲ引物设计，并
针对预测到的每一个 ＳＳＲ位点分别设计３组引物
供后期试验选择。主要的引物参数设置：退火温度

（Ｔｍ）在 ５７～６３℃，上、下游引物 Ｔｍ 值相差小于
５℃；扩增产物大小为 １００～２８０ｂｐ，引物长度为
１０～２７ｂｐ；ＧＣ含量小于６０％。

２　结果与分析

２．１　怀菊转录组测序结果
怀菊高通量测序后总计产出 ８３．６７ＧＢ数据，

干净读序经 Ｔｒｉｎｉｔｙ组装后最终获得 ３０２３７９条
Ｕｎｉｇｅｎｅ，过滤后发现，质量不低于 ３０的碱基比例
（Ｑ３０，测序错误率 ＜１％）为９０．９２％，表明测序结
果良好，可对获得的数据进行进一步分析。

２．２　怀菊ＳＳＲ数量与分布
采用ＭＩＳＡ软件对Ｕｎｉｇｅｎｅ进行ＳＳＲ检测，共检

出 ８５５３个ＳＳＲ位点，它们分布在７３６９条Ｕｎｉｇｅｎｅ
中，其中有 ４４７７条 Ｕｎｉｇｅｎｅ含单个 ＳＳＲ位点，有
２５５３条Ｕｎｉｇｅｎｅ含２个及２个以上ＳＳＲ位点。ＳＳＲ
发生频率为 ２．４４％，出现频率为 ２．８３％，平均每
１０ｋｂ有１．２７个ＳＳＲ位点（表１）。

表１　怀菊转录组中ＳＳＲ搜索结果

项目 数量

搜索序列总数（条） ３０２３７９

搜索序列总长度（ｂｐ） １６４７７３３０１

ＳＳＲ总数（个） ８５５３

ＳＳＲ发生频率（％） ２．４４

ＳＳＲ出现频率（％） ２．８３

１０ｋｂ含ＳＳＲ数目（条） １．２７

含ＳＳＲ位点的序列数目（个） ７３６９

含有超过１个ＳＳＲ位点的序列数目（条） ２５５３

含复合型ＳＳＲ的序列数目（条） ３３９

２．３　怀菊转录组中ＳＳＲ基元类型和比例
对ＳＳＲ类型进行统计发现，二核苷酸至六核苷

酸重复类型均有出现，不同核苷酸基序种类及重复

次数差异明显。在考虑到碱基互补配对原则的情

况下，单核苷酸重复单元有４种，占６０．７７％，多数
重复次数为 １０～２２次，主要为 Ａ／Ｔ基序重复，而
Ｃ／Ｇ基序出现频率较低；二核苷酸重复单元有 １２
种，占１４．４０％，多数重复次数为６～１０次，重复次
数最多的基序是ＴＧ，其次是ＴＡ；三核苷酸重复单元
有６３种，占１９．１７％，多数重复次数为５～７次，重
复次数最多的基序为 ＴＧＡ，其次是 ＡＴＣ；四核苷酸
重复单元有４８种，占０．８３％，重复次数最多的基序
为ＴＡＡＡ，其次是 ＴＴＡＴ；五、六核苷酸重复单元分别
有９、３种，分别占０．１１％、０．０４％，重复次数最多的基
序分别是ＧＧＧＧＡ与ＴＴＧＡＴＡ（表２）。
２．４　怀菊ＳＳＲ基元长度分布及其多态性

怀菊ＳＳＲ基元长度区间为１０～１９１ｂｐ。本研
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表２　怀菊转录组ＳＳＲ重复基元序列特征

重复基元类型
数量

（个）

占比

（％）
重复基序种类数

（种）

数量最多重复

基元类型

数量最多基元的

重复次数（次）

单核苷酸 ５１９８ ６０．７７ ４ Ｔ ２２

二核苷酸 １２３２ １４．４０ １２ ＴＧ １０

三核苷酸 １６４０ １９．１７ ６３ ＴＧＡ ７

四核苷酸 ７１ ０．８３ ４８ ＴＡＡＡ ５

五核苷酸 ９ ０．１１ ９ ＧＧＧＧＡ ６

六核苷酸 ３ ０．０４ ３ ＴＴＧＡＴＡ ６

究筛选出的怀菊 ＳＳＲ长度均≥１０ｂｐ，其中 １２～
１９ｂｐ的ＳＳＲ有４２７９个（占比为５０．０３％），具有中
等多态性；而≥２０ｂｐ的 ＳＳＲ有 ６２１个（占比为
７２６％），具有较高的多态性。此外，研究发现，高
级基元ＳＳＲ的多态性普遍比低级基元的低［１０］。本

研究中，低级基元单核苷酸、二核苷酸和三核苷酸

共占总ＳＳＲ的９４３４％，而在长度≥２０ｂｐ的ＳＳＲ中
共有１３８个，占长度≥２０ｂｐ的所有ＳＳＲ的２２．２２％，
表明大部分怀菊转录组 ＳＳＲ具有高多态性潜能
（图１）。　
２．５　怀菊ＳＳＲ引物设计

为了筛选出可在试验中应用的怀菊 ＳＳＲ，使用
Ｐｒｉｍｅｒ３．０软件对含有ＳＳＲ位点且ＳＳＲ上下游序列

均不小于１５０ｂｐ的ｕｎｉｇｅｎｅ进行引物设计。结果根
据ＳＳＲ位点信息，批量设计了２５６６２对引物（部分
引物见表３）。

表３　怀菊ＳＳＲ引物序列

ＳＳＲ类型 ＳＳＲ序列 上游引物（５′→３′） 下游引物（５′→３′）
扩增产物长度

（ｂｐ）

单核苷酸重复 （Ｔ）１３ ＣＧＣＴＣＣＡＧＡＴＣＴＣＡＡＧＴＣＡＡ ＧＡＣＡＡＡＡＧＧＡＡＴＧＣＡＧＧＡＡＡＡ ２６８

（Ａ）１２ ＴＣＡＡＴＣＴＴＴＴＧＣＴＴＴＣＧＣＣＴ ＣＡＣＡＡＴＧＡＡＡＴＧＣＡＧＣＡＡＣＡ ２０８

（Ａ）１０ ＴＧＡＴＧＡＡＡＧＣＡＣＡＡＧＴＧＧＧＡ ＡＧＧＡＧＡＡＧＴＧＣＧＡＴＴＣＣＴＧＡ １７５

（Ｔ）１２ ＧＡＧＴＴＣＣＡＡＣＧＧＣＴＧＧＴＴＴＡ ＣＴＣＣＣＧＴＧＴＧＣＴＧＡＴＴＴＡＡＧ ２８０

二核苷酸重复 （ＴＧ）８ ＣＡＡＧＧＧＣＣＡＣＡＡＴＧＴＴＣＡＴＡ ＣＴＴＧＧＣＴＴＴＣＴＧＣＴＴＧＡＡＧＧ １２４

（ＣＴ）６ ＡＴＧＴＴＧＧＧＧＡＴＧＴＴＧＡＴＧＧＴ ＣＡＧＧＴＡＡＧＣＡＧＧＣＣＧＴＡＧＡＧ ２７２

（ＧＴ）７ ＧＣＡＡＧＡＣＣＴＴＧＡＧＧＡＴＧＡＧＧ ＡＧＴＴＧＧＴＣＴＣＣＴＡＣＣＴＣＧＣＣ ２３０

（ＡＴ）６ ＴＧＴＧＣＧＡＣＴＧＡＡＴＧＴＧＴＧＡＡ ＴＣＣＣＡＣＣＴＡＡＡＣＣＧＡＡＴＡＡＣＡ ２０５

三核苷酸重复 （ＴＧＣ）６ ＣＧＣＣＧＡＣＧＴＧＴＡＧＣＡＧＡＣ ＣＣＧＣＡＧＡＧＡＡＧＣＡＧＡＡＧＣ １２５

（ＴＧＴ）６ ＧＣＣＴＣＣＴＧＴＡＧＡＧＧＡＣＡＣＣＡ ＣＴＴＣＴＧＣＡＡＣＣＧＣＴＡＣＡＴＣＡ ２２９

（ＧＣＡ）６ ＧＡＧＣＡＣＡＣＣＡＡＣＧＡＣＣＡＡＧ ＧＴＡＧＣＧＣＧＡＧＣＴＧＴＡＧＣＣ ２７３

（ＴＧＡ）６ ＴＴＧＧＧＡＡＧＡＡＴＣＣＧＡＴＧＡＡＧ ＣＴＣＴＧＧＴＴＣＣＧＡＧＴＣＴＣＣＡＧ ２６８

四核苷酸重复 （ＴＡＡＡ）５ ＴＴＧＧＴＧＴＴＡＴＡＡＣＴＴＴＴＣＣＴＣＡＡＡ ＣＣＡＴＴＴＧＴＴＧＣＴＴＧＴＴＴＴＴＣＡ ２７１

（ＴＴＡＴ）５ ＡＡＡＣＴＣＣＡＡＡＡＧＧＣＡＡＡＴＴＴＣＡ ＣＣＴＧＣＡＡＡＡＣＴＣＡＣＡＡＧＣＡＡ １３５

（ＴＧＴＴ）５ ＴＴＴＣＴＴＧＣＣＴＴＴＧＧＴＴＧＡＧＡＡ ＡＡＧＣＧＡＡＣＧＣＣＡＣＡＡＣＴＡＣＴ １３０

五核苷酸重复 （ＧＧＣＣＧ）５ ＧＣＣＡＣＧＡＧＧＡＣＴＧＧＧＡＴＡＣ ＧＧＧＧＡＡＴＴＣＧＡＧＧＡＧＧＴＡＡＡ ２８０

（ＣＴＡＡＡ）５ ＴＧＴＣＡＴＣＴＴＴＴＧＣＴＧＧＣＡＴＣ ＡＡＡＧＣＡＡＣＡＧＣＡＧＧＧＴＣＡＣＴ １６８

六核苷酸重复 （ＴＴＧＡＴＡ）６ ＧＡＡＡＴＴＡＡＴＧＧＣＴＧＧＧＡＧＣＡ ＡＧＧＣＡＡＡＣＡＡＡＣＣＡＴＣＣＡＡＣ ２７４

（ＡＡＣＣＴＧ）５ ＡＡＧＧＧＧＴＣＣＡＡＡＡＧＴＧＡＴＣＣ ＡＴＡＣＴＣＣＴＧＡＴＧＣＣＣＧＴＣＡＣ ２７０

　　注：表中括号内内容表示重复单元；括号外数字表示重复次数。
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３　讨论与结论

近年来，通过转录组测序技术开发分子标记已

成为一种主要的方式。Ｈａｎ等基于转录组测序结果
对野菊花ＳＳＲ分子标记进行开发，并对其遗传分化
等方面开展系统研究［１１］。Ｋｏｂｅｉｓｓｉ等使用 ＳＳＲ标
记评估菊花遗传多样性，以利于种质资源保护和遗

传育种［１２］。张运兴等利用 ＭＩＳＡ软件对 ＳＳＲ位点
进行搜索，并开发系列引物，为菊花种质资源和遗

传多样性分析提供依据［１３］。从本研究的结果来看，

首先进行全基因组测序，再分析 ＳＳＲ信息，不仅可
以得到更多的信息，准确性也大大提高。然而，由

于不同品种的菊花之间基因组差异巨大，仅参考菊

花基因组序列，并不能系统地对怀菊进行分析。本

研究针对怀菊基因组进行初步组装，并进行 ＳＳＲ分
析及引物设计，这有利于怀菊的种质鉴定，同时也

对怀菊的遗传分析具有重要意义。

怀菊转录组测序后共获得３０２３７９条 Ｕｎｉｇｅｎｅ，
利用ＭＩＳＡ软件进行搜索，共发现８５５３个 ＳＳＲ位
点，其中以单核苷酸和三核苷酸重复为主，占 ＳＳＲ
总数的７９．９４％。张运兴等的研究表明，菊花中以
三核苷酸重复类型出现频率最高［１３］，而本研究发

现，怀菊中的单核苷酸最多，可能是由于不同植物

ＳＳＲ的主导重复基元类型有所不同［１４－１５］，范三红等

认为，可能是由于这种重复基元编码相应蛋白质的

出现率较高［１６］。同时，样品、测序技术的不同，研究

中检测及评价方法的不同，也可能会造成同类型物

种的ＳＳＲ信息出现一定的差异。本研究发现，Ａ／Ｔ、
ＴＧＡ／ＡＴＣ分别是怀菊中单核苷酸和三核苷酸 ＳＳＲ
类型的优势重复基元。有研究表明，单核苷酸中Ａ／
Ｔ重复的数量居多，而双子叶植物中三核苷酸主要
重复类型是 ＡＡＧ／ＣＴＴ［１７］。张华丽等的研究表明，
在万寿菊三核苷酸 ＳＳＲ类型中出现次数最多的重
复基元是ＡＴＣ／ＡＴＧ［１８］。初步分析这一差异可能与
怀菊的ＳＳＲ特性和物种的差异有关。ＳＳＲ长度是
影响其多态性高低的重要因素［１９］，本研究发现，怀

菊中长度大于１２ｂｐ的 ＳＳＲ共有４９００个，占总数
的５７．２９％，具有中等以上的多态性，可以重点利用
这类ＳＳＲ进行怀菊分子标记的开发及遗传多样性
等方面的研究。

　　综上所述，通过检测怀菊转录组序列中 ＳＳＲ信
息，得到数量多、可用性强的ＳＳＲ位点，对于加速怀
菊ＳＳＲ标记的开发、种质鉴定及遗传性状分析等研

究具有重要意义。
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