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　　摘要：以西藏大花红景天为研究对象，用ＭＩＳＡ软件筛选转录组测序获得的４８７９０条ｕｎｉｇｅｎｅ，开发ＥＳＴ－ＳＳＲ（表
达序列标签－微卫星序列）并对其通用性进行分析，以期为红景天属物种的遗传多样性研究和分子标记辅助育种奠
定基础。结果表明，共检测出１０７６１个ＳＳＲ位点，分布于８９７３条 ｕｎｉｇｅｎｅ中，分布频率为２２．０６％，平均分布距离为
４．７２５ｋｂ。优势重复基序以单核苷酸、二核苷酸、三核苷酸为主，其中单核苷酸重复单元以基序Ａ／Ｔ为主，共７１６７个，
二核苷酸重复单元以ＡＧ／ＣＴ为主，共１００８个。随机合成２８０对引物，其中２４８对表现出有效扩增，５４对具有多态
性。此外，ＳＳＲ引物在长鞭红景天、狭叶红景天、菊叶红景天、圣地红景天、柴胡红景天、高山红景天中具有较高的通用
性，扩增效率分别为７５．０％、７３．７５％、７２．５％、６２．５％、７０．０％、７２．５％。
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　　红景天是双子叶蔷薇目（Ｒｏｓａｌｅｓ）景天科
（Ｃｒａｓｓｕｌａｃｅａｅ）红景天属（ＲｈｏｄｉｏｌａＬ．）植物，因其根
或根茎的浸出液为红色而得名［１］。全世界红景天

属植物共有９０多种，其中我国占有主要的种质资源
有７０多种，主要分布在海拔（３５００～５０００ｍ）较高
的山区，包括青藏高原及其毗邻带、横断山脉、天山

山脉等［２－４］。其中以西藏占有的种类最多，为 ３２
种；四川次之，为２２种；新疆为１４种。红景天常被
称作“高原人参”或“雪山仙草”应用于传统中医和

藏医种，已经有数千年的历史。目前主要药用种为

蔷薇红景天（Ｒ．ｒｏｓｅａ）、大花红景天（Ｒ．ｃｒｅｎｕｌａｔａ）、
菊叶红景天（Ｒ．ｓａｃｈａｌｉｎｅｎｓｉｓ）、圣地红景天（Ｒ．
ｓａｃｒａ）、齿叶红景天（Ｒ．ｓｅｒｒａｔａ）、高山红景天（Ｒ．
ｃｒｅｔｉｎｉｉ）和长鞭红景天（Ｒ．ｆａｓｔｉｇｉａｔａ）等［５－７］。现代

药理学研究发现，红景天根部含有４０多种活性物质
如红景天苷、没食子酸、苷原酪醇及其衍生物等，具

有抗氧化、抗缺氧、抗辐射、抗衰老、抗疲劳、提高机

体免疫力等作用。其中以大花红景天的活性物质

含量最高、药效最好、使用最为广泛。因此《中华人

民共和国药典》２０１５版中唯一指定的入药种为大花
红景天［８］。

基于多聚酶链式反应（ＰＣＲ）的分子标记技术
具有多态性好、遗传性高、稳定性强、简单迅速的特

点，已逐渐成为研究植物物种遗传多样性的有力工

具［９］。其中简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，
简称ＳＳＲ）也称微卫星，能够均匀、随机地分布于植
物基因组 ＤＮＡ中，具有数量丰富、稳定性高和简单
便捷等优点［１０－１２］。２０１３年，Ｙｏｕ等筛选分离了柴
胡红景天的 １７对多态性引物以扩增微卫星位点
（ＣＣＧ）６、（ＡＡＧ）８、（ＡＧＧ）６、（ＣＴ）１３、（ＡＧＣ）６、
（ＡＣ）１０和（ＡＴＣ）６，并将其成功应用于大花红景天、
长鞭红景天和圣地红景天［１３］。雷淑芸等基于高通

量测序技术对唐古特红景天全基因组的 ＳＳＲ位点
进行了分析，为红景天属植物 ＳＳＲ标记的开发奠定
了一定基础［１４］。然而，目前对红景天基因组ＳＳＲ的
研究依然较少，特别是关于主要入药种大花红景天

的ＳＳＲ位点尚无报道。
本研究基于大花红景天茎／叶混样转录组测序

（ＲＮＡ－Ｓｅｑ）所获得的数据，利用 ＭＩＳＡ软件对 ＳＳＲ
标记进行搜索，分析其分布与组成特征，并对其扩

增效率和通用性进行了初步评价，以期为红景天

属植物的分类与鉴定、亲缘关系和遗传多样性研

究、种质资源利用和分子标记辅助育种提供理论

基础。
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１　材料与方法

１．１　材料
本研究用于引物筛选和通用性分析的所有植

物材料均为野生种，于２０１５年７月１５日至７月２２
日采自中国西藏地区。４个地理居群的大花红景天
（Ｒｈｏｄｉｏｌａｃｒｅｎｕａｌｔａ）分别采集于拉萨市米拉山
（ＲｃＭＬ）海拔 ４８６８．４ｍ处、山南地区浪卡子县
（ＲｃＬＫ）海拔５２３７．２ｍ处、林芝市色季拉山（ＲｃＳＪ）
海拔 ４６８８ｍ处、那曲地区嘉黎县（ＲｃＪＬ）海拔
４４９９ｍ处。其他６种红景天属材料分别为长鞭红
景天 （Ｒｈｏｄｉｏｌａ ｆａｓｔｉｇｉａｔａ，Ｒｆａ）、柴 胡 红 景 天
（Ｒｈｏｄｉｏｌａｂｕｐｌｅｕｒｏｉｄｅｓ，Ｒｂｕ）、圣地红景天（Ｒｈｏｄｉｏｌａ
ｓａｃｒａ，Ｒｓａ）、菊叶红景天（Ｒｈｏｄｉｏｌａｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｉｆｏｌｉａ，
Ｒｃｈ）、狭叶红景天（Ｒｈｏｄｉｏｌａｋｉｒｉｌｏｗｉｉ，Ｒｋｉ）和高山红
景天（Ｒｈｏｄｉｏｌａｃｒｅｔｉｎｉｉ，Ｒｃｒ）。将上述材料的叶片用
无菌水洗净并擦干后，再用液氮速冻，于 －８０℃保
存备用。

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增　红景天叶片基因组
的提取采用改良的十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）
法［１５］。用１％琼脂糖凝胶电泳和可见分光光度计
ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００检测样品 ＤＮＡ的质量，保证所有
ＤＮＡ样品的浓度在 ３００～５００ｎｇ／μＬ之间，Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２３０ｎｍ和 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均在 １．８～２．２之间，且无
ＲＮＡ污染。将各ＤＮＡ样品稀释到浓度为５０ｎｇ／μＬ
后于－２０℃保存备用。

ＰＣＲ扩增反应体系为 ２５μＬ，包括 ２×ＵＴａｑ
ＰＣＲ Ｍｉｘ（Ｚｏｍａｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ）
１２．５μＬ、上下游引物各 １μＬ、模板 ＤＮＡ１μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９４℃ ２ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３３个循环；７２℃５ｍｉｎ，
４℃保存。扩增产物用 １％琼脂糖凝胶进行电泳
检测。

１．２．２　转录组数据来源　以海拔４８６８．４、５２３７．２ｍ
处的大花红景天（ＲｃＭＬ、ＲｃＬＫ）为材料，用 ＣＴＡＢ法
分别提取叶片、茎的总 ＲＮＡ，等量混匀后，分别标记
为Ｒｃ４８００、Ｒｃ５２００后备用［１６］。转录组测序由上海

欧易生物医学科技有限公司完成，使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉＳｅｑＴＭ２５００测序仪完成。将测序得到的 ｒｅａｄｓ用
Ｔｒｉｎｉｔｙ（ｖｅｓｉｏｎ：ｔｒｉｎｉｔｙｒｎａｓｅｑ＿ｒ２０１３１１１０）软件 ｐａｉｒｅｄ－
ｅｎｄ的拼接方法得到Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ序列，并用 ＴＧＩＣＬ软
件延伸得到Ｕｎｉｇｅｎｅ［１７－１８］。

１．２．３　转录组 ＳＳＲ检测和引物设计　用软件
ＭＩＳＡ（ｈｔｔｐ：／／ｐｇｒｃ．ｉｐｋ－ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ．ｄｅ／ｍｉｓａ／）对转
录组拼接ｕｎｉｇｅｎｅ的ＳＳＲ位点进行搜索。搜索标准
如下：重复单元长度为１～６ｂｐ时，单核苷酸重复次
数≥１０次，二核苷酸重复次数≥６次，三、四、五、六
核苷酸重复次数≥５次。

用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ３软件对具有 ＳＳＲ位点的
ｕｎｉｇｅｎｅ序列设计引物。设计原则如下：引物序列长
度为１８～２５ｂｐ，扩增产物大小为８０～３００ｂｐ，ＧＣ含
量为４０％～６５％，退火温度为５５～６５℃且上、下游
引物的退火温度相差不大于２℃，避免出现错配、引
物二聚体和发卡结构。从设计好的引物中随机选择

２８０对送至生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

２　结果与分析

２．１　大花红景天转录组测序、ｕｎｉｇｅｎｅ组装与注释
通过Ｉｌｌｕｍｉｎｅ测序平台共得到８１１０５５８０ｒａｗ

ｒｅａｄｓ（原始读序），通过对 ｒａｗｒｅａｄｓ进行质量监控，
过滤低质量的 ｒｅａｄｓ后，Ｒｃ５２００获得４０５８４０６０个
ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ（有效读序），Ｒｃ４８００获得４０５２１５２０个
ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ。用ｄｅｎｏｖｏ拼接技术将有 ｏｖｅｒｌａｐ（重叠
区）的 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ连接成 １个更长的序列，使用
Ｔｒｉｎｉｔｙ（ｖｅｓｉｏｎ：ｔｒｉｎｉｔｙｒｎａｓｅｑ＿ｒ２０１３１１１０）软件的
ｐａｉｒｅｄ－ｅｎｄ方法不断延伸然后拼接成 ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ（转
录本序列），通过ＴＧＩＣＬ软件聚类、去掉冗余序列，最
终得到１套ｕｎｉｇｅｎｅ（单基因序列）（图１）。本研究共
得到４８７９０条ｕｎｉｇｅｎｅ，总长度为５０８５１０４５ｂｐ，平均
大小为１０４２．２４ｂｐ，其中最长的为１５５０５ｂｐ，最短
的为３０１ｂｐ。
　　基于 ＢＬＡＳＴ对 ｄｅｎｏｖｏ拼接的 ｕｎｉｇｅｎｅ进行功
能注释和分类，通过ＢＬＡＳＴｘ将ｕｎｉｇｅｎｅ序列分别与
ＮＲ、ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ和 ＫＯＧ库进行比对，取 ｅ＜１×
１０－５的注释，选择与 ｕｎｉｇｅｎｅ相似性最高的蛋白，将
其功能作为该 ｕｎｉｇｅｎｅ蛋白功能的注释信息。５个
数据库注释统计结果如下：ＮＲ注释到 ３１０２４条
（６３５９％），ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ 注 释 到 ２３ ７７０ 条
（４８７２％），ＫＯＧ注释到 １９７９２条（４０．５７％），
ＫＥＧＧ注释到 ７７７３条（１５．９３％），ＧＯ注释到
２０６６０条（４２．３４％）。

根据 ＫＯＧ功能分类的结果，其中大部分
ｕｎｉｇｅｎｅ注释到 Ｒ（即一般性功能预测），其数量为
７２２８个，３６６５条 ｕｎｉｇｅｎｅ注释到 Ｏ（即次生代谢产
物的合成、转运和代谢），２９４２条ｕｎｉｇｅｎｅ注释到Ｔ
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（即信号转导机制），此外Ｋ（转录）、Ａ（ＲＮＡ的加工
和修饰）、Ｊ（翻译、核糖体结构和生物合成）、Ｕ（胞质
运输、分泌和囊泡运输）、Ｇ（碳水化合物转运与代
谢）、Ｃ（能源的产生与转化）、Ｉ（脂质转运与代谢）、
Ｅ（氨基酸转运与代谢）也均在１０００条 ｕｎｉｇｅｎｅ以
上。ＧＯ功能分类可以在基因的分子功能、细胞成
分、参与的生物过程３个方面对其进行分类。对所

获得的ｕｎｉｇｅｎｅ基因进行ＧＯ分类，结果显示在分子
功能中，ｂｉｎｄｉｎｇ、ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ（结合、催化活性）
类最多；在细胞成分中，ｃｅｌｌ、ｃｅｌｌｐａｒｔ（细胞、细胞成
分）最多，分别为１５８３０、１５７９２条；在生物过程中，
ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ、ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ（细胞过程、代谢过
程）最多，分别为１４１１６、１２０５７条（图２）。

２．２　大花红景天转录组ＳＳＲ位点的分布
用软件ＭＩＳＡ对４８７９０条 ｕｎｉｇｅｎｅ的 ＳＳＲ位点

进行搜索，结果显示，符合条件的 ＳＳＲ共有１０７６１
个，分布频率（总 ＳＳＲ位点数／总 ｕｎｉｇｅｎｅ数）为
２２０６％，平均分布距离（总 ｕｎｉｇｅｎｅ长度／总 ＳＳＲ位
点数）为 ４．７２５ｋｂ。含有 ＳＳＲ位点的 ｕｎｉｇｅｎｅ为
８９７３条，发生频率（含有 ＳＳＲ位点的 ｕｎｉｇｅｎｅ／总
ｕｎｉｇｅｎｅ数）为１８．３９％。其中有１５１２条ｕｎｉｇｅｎｅ含
有２个及以上 ＳＳＲ位点，４４９条 ｕｎｉｇｅｎｅ含有复合
ＳＳＲ位点。ＳＳＲ位点的序列总长度为１６５９０ｂｐ。

由表１可以看出，大花红景天转录组 ＳＳＲ的类
型较为丰富，单核苷酸、多核苷酸重复类型均有分

布，但是不同类型的比例差异显著。主要为单核苷

酸重复类型，为 ７２０７个，占总 ＳＳＲ位点数的
６６９７％，平均分布距离为５．６２２ｋｂ。其次为二核苷
酸、三核苷酸重复类型，分别含有１４６８、１９６０个位
点，分别占ＳＳＲ位点数的１３．６４％、１８．２１％，平均分
布距离分别为２７．６０３、２０．６７４ｋｂ；四、五、六核苷酸
重复类型较少，均不多于８０个位点，分别为８０、２９、
１７个。
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表１　ＳＳＲ基序类型分布

ＳＳＲ类型 基序类型

数（个）
基序类型

出现次

数（次）

占总ＳＳＲ重复
基序的比例（％）

单核苷酸 ２ Ａ／Ｔ ７１６７ ６６．６０

Ｃ／Ｇ ４０ ０．３７

二核苷酸 ４ ＡＣ／ＧＴ １９３ １．７９

ＡＧ／ＣＴ １００８ ９．３７

ＡＴ／ＡＴ ２６６ ２．４７

ＣＧ／ＣＧ １ ０．０１

三核苷酸 １０ ＡＡＣ／ＧＴＴ ２２５ ２．０９

ＡＡＧ／ＣＴＴ ４２７ ３．９７

ＡＣＣ／ＧＧＴ １９４ １．８０

ＡＧＣ／ＣＴＧ ３１５ ２．９３

ＡＧＧ／ＣＣＴ ２７１ ２．５２

ＡＴＣ／ＡＴＧ ３２３ ３．００

其他 ２０５ １．９１

四核苷酸 ２３ ＡＡＡＧ／ＣＴＴＴ １２ ０．１１

ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ １０ ０．０９

ＡＡＴＣ／ＡＴＴＧ ７ ０．０７

ＡＣＴＣ／ＡＧＴＧ ７ ０．０７

ＡＴＣＣ／ＡＴＧＧ ８ ０．０７

其他 ３６ ０．３３

五核苷酸 ＡＡＡＣＴ／ＡＧＴＴＴ ２ ０．０２

ＡＧＡＧＧ／ＣＣＴＣＴ ２ ０．０２

其他 ２５ ０．２３

六核苷酸 ＡＣＡＧＣＣ／ＣＴＧＴＧＧ ２ ０．０２

其他 １５ ０．１４

２．３　大花红景天转录组 ＳＳＲ基序重复类型和频率
特征

对大花红景天转录组 ＳＳＲ基序类型进行分析
显示，共有８２种重复基序，单、二、三、四、五、六核苷
酸重复各有２、４、１０、２３、２７、１６种；重复次数主要为
５～２４次，不同重复次数的ＳＳＲ位点数目不同，主要
为５、１０、１１次重复类型（图３）。

　　由表１可以看出，大花红景天转录组不同 ＳＳＲ
基序出现的频率相差较大，以单、二、三核苷酸重复

基序为主要类型，占总 ＳＳＲ位点的９８．８３％。其中
以基序Ａ／Ｔ最多，为７１６７个，其次为ＡＧ／ＣＴ（１００８
个）。单核苷酸重复基序主要为 Ａ／Ｔ，重复次数集
中在１０～１４次，而Ｇ／Ｃ较少，仅有４０个，且重复次
数主要为 １０～１３次。二核苷酸重复基序主要为
ＡＧ／ＣＴ，其次为 ＡＴ／ＡＴ（２６６个）和 ＡＣ／ＧＴ（１９３
个），ＣＧ／ＣＧ仅含有 １个，主要重复次数为 ５～１１
次。三核苷酸重复基序中 ＡＡＧ／ＣＴＴ最多，为 ４２７
个，其次为ＡＴＣ／ＡＴＧ（３２３个）、ＡＧＣ／ＣＴＧ（３１５个）、
ＡＧＧ／ＣＣＴ（２７１个）、ＡＡＣ／ＧＴＴ（２２５个）、ＡＣＣ／ＧＧＴ
（１９４个），其余４种均未超过１００个，主要重复次数
为５～７次。四、五、六核苷酸重复类型虽然最多，但
是数量较少，除 ＡＡＡＧ／ＣＴＴＴ、ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ类型分
别为１２、１０个外，其他６６种类型均低于１０个。
２．４　大花红景天ＳＳＲ引物的开发和通用性检测

基于含有ＳＳＲ位点的ｕｎｉｇｅｎｅ序列，利用Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ３软件设计引物，每条 ｕｎｉｇｅｎｅ产生３对引
物。共得到 １８６９６对符合条件的引物，分别位于
６２３２条 ｕｎｉｇｅｎｅ上。随机挑选２８０对引物，包括单
核苷酸（１２５对）、二核苷酸（３２对）、三核苷酸（４８
对）、四核苷酸（５１对）、五核苷酸（１４对）、六核苷酸
（９对）。以４个地理居群的大花红景天 ＤＮＡ为模
板对上述引物进行扩增，共２４６对引物能够扩增出
与预期产物大小一致的特异性条带，有效扩增率为

８７．８６％。不同ＳＳＲ重复类型引物的扩增成功率分
别为８９．６％、９０．６３％、７９．１７％、９４．１２％、７８．５７％、
８８．８９％。此外５４／２４６对引物在不同产地大花红景
天中的扩增产物具有多态性，占有效引物的

２１９５％。共扩增得到１６７条电泳条带，其中多态性
片段为９５条，平均每对引物产生的多态性片段为
１．７６条（图４）。
　　为了进一步验证大花红景天转录组 ＳＳＲ引物
是否对其他种具有通用性，在２４６对引物中随机选
择８０对引物，以 ６种红景天（Ｒｆａ、Ｒｂｕ、Ｒｋｉ、Ｒｃｒ、
Ｒｓａ、Ｒｃｈ）的ＤＮＡ为模板进行扩增。结果显示，大花
红景天转录组 ＳＳＲ引物对长鞭红景天、狭叶红景
天、菊叶红景天、圣地红景天、柴胡红景天和高山红

景天的 ＰＣＲ扩增成功率较高，分别为 ７５％、
７３７５％、７２．５％、６２．５％、７０．０％、７２．５％。用筛选
到的５４对大花红景天ＳＳＲ多态性引物（表２）对２０
个样品，包括４个产地（ＲｃＭＬ、ＲｃＬＫ、ＲｃＪＬ、ＲｃＬＺ）
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的大花红景天和６种红景天进行ＰＣＲ扩增，每个样
品包含２个重复。结果显示，４５／５４对 ＳＳＲ引物在
１０个样本中均能够扩增出清晰明亮的多态性产物
条带。基于扩增产物多态性信息，利用 ＮｔＳＹＳ２．１
软件构建上述样品的遗传进化树，结果显示，红景

天属植物的种间遗传多态性显著高于种内。由此

可见，不同地理居群的大花红景天明显聚为１支，狭
叶红景天、菊叶红景天和圣地红景天明显聚为１支，
柴胡红景天、长鞭红景天和高山聚为１支（图５）。

表２　５４对多态性ＳＳＲ引物的序列信息

基因序列 ＳＳＲ类型
上游引物 下游引物

序列（５′→３′） Ｔｍ值（℃） 序列（５′→３′） Ｔｍ值（℃）
产物大小

（ｂｐ）

ｃｏｍｐ１０５８９ （Ａ）１１ ＧＴＴＣＴＣＣＣＣＴＣＴＣＣＡＴＣＴＣＣ ６０．０ ＴＣＡＴＣＣＴＣＣＴＣＣＡＣＧＴＣＴＴＣ ６０．２ ２６１

ｃｏｍｐ１６７８５（Ｔ）１０＋（ＴＧ）６ ＴＧＣＧＡＴＧＡＡＡＡＴＧＧＡＧＡＴＴＧ ５９．６ ＡＡＧＣＣＣＴＴＡＡＣＡＧＡＧＣＡＣＧＡ ６０．０ ２４６

ｃｏｍｐ１９３８５ （Ｔ）１１ ＡＧＴＧＴＴＴＴＧＣＴＧＧＣＡＧＴＴＧＡ ５９．５ ＡＣＴＡＡＡＴＴＣＣＣＡＡＧＧＣＣＣＡＴ ６０．０ １５６

ｃｏｍｐ２０６３６ （Ａ）１０ ＡＡＣＡＡＣＡＡＧＣＣＡＧＧＧＴＡＴＣＧ ６０．０ ＴＧＴＴＴＣＧＣＡＡＣＡＡＣＴＣＧＡＴＧ ６０．８ ２５２

ｃｏｍｐ２１７１５ （ＴＣＡ）５ ＴＴＧＣＴＣＡＴＣＣＡＡＣＣＴＣＡＴＣＡ ６０．２ ＧＡＧＡＡＧＡＡＧＣＧＴＣＡＴＣＡＧＣＣ ６０．１ １５４

ｃｏｍｐ２１８４２ （ＴＴＡＴ）５ ＣＡＧＣＡＴＴＴＴＴＧＴＧＧＣＡＣＡＴＣ ６０．１ ＣＴＡＣＡＧＡＧＴＧＣＧＧＡＣＴＧＣＡＡ ６０．２ １４３

ｃｏｍｐ２２７２ （ＧＴ）６ ＴＴＧＣＴＣＣＴＴＴＴＧＧＡＴＣＴＴＧＧ ６０．２ ＡＡＣＣＣＴＧＴＴＴＧＧＡＴＧＴＴＧＧＡ ６０．２ ２４１

ｃｏｍｐ２３１８９ （Ｔ）１０ ＧＴＴＴＣＧＴＧＴＣＧＴＧＡＧＡＴＧＧＡ ５９．７ ＣＡＴＣＡＣＡＡＴＣＡＡＣＣＧＡＣＣＡＧ ６０．０ ２４５

ｃｏｍｐ２４１１９ （Ｔ）１１ ＴＧＡＣＣＡＧＣＧＣＡＴＣＴＡＣＴＧＴＴ ５９．５ ＧＣＡＴＣＴＧＡＴＡＣＴＣＧＡＣＧＣＡＡ ６０．０ ２５３

ｃｏｍｐ２４７５４ （Ｔ）１３ ＣＡＣＴＧＴＴＧＣＣＧＴＧＴＧＡＧＴＣＴ ６０．０ ＣＡＡＡＣＣＣＡＡＣＣＡＣＡＴＣＴＣＣＴ ６０．０ ２０４

ｃｏｍｐ２５３８５ （ＧＡＧＴ）５ ＡＣＡＡＧＡＧＣＡＴＣＡＴＣＡＡＣＣＣＣ ６０．０ ＣＣＡＡＡＴＣＡＡＡＴＴＡＡＣＴＣＣＣＣＡ ５８．８ ２０５

ｃｏｍｐ２６１ （ＣＡＴ）５ ＣＣＣＴＡＣＡＧＡＡＣＴＴＴＣＣＡＣＧＧ ５９．６ ＴＧＡＡＡＧＡＧＡＴＧＡＧＧＧＡＣＧＣＴ ６０．０ １４９

ｃｏｍｐ２６８２８ （ＴＣＡ）６ ＧＧＡＴＡＴＧＧＣＴＡＣＡＧＴＧＧＣＧＴ ６０．０ ＣＧＡＡＡＡＣＴＴＴＣＧＣＡＡＡＧＧＡＧ ６０．０ ２４８

ｃｏｍｐ２７８０３ （Ｔ）１４ ＧＡＡＡＡＡＧＡＴＧＧＡＧＣＧＡＣＡＧＣ ６０．０ ＡＣＡＧＡＣＡＴＣＣＣＣＡＣＣＡＣＡＡＴ ６０．１ ２４６

ｃｏｍｐ２９１７５ （Ａ）１０ ＡＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＣＡＧＧＡＧＧＣ ６０．１ ＡＧＴＴＧＣＴＧＣＧＴＣＡＣＴＣＴＣＡＡ ６０．０ ２４８

ｃｏｍｐ２９４２０ （ＡＧＡ）５ ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＣＡＡＧＡＡＧＡＡＧ ６０．０ ＣＣＣＴＣＴＣＣＧＴＴＣＴＣＧＴＴＴＴＴ ６０．６ １７８
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表２（续）

基因序列 ＳＳＲ类型
上游引物 下游引物

序列（５′→３′） Ｔｍ值（℃） 序列（５′→３′） Ｔｍ值（℃）
产物大小

（ｂｐ）

ｃｏｍｐ３０９４９ （Ｔ）１０ ＴＴＴＴＣＧＡＣＣＴＴＴＣＡＴＴＧＧＣＴ ６０．０ ＣＡＡＴＣＡＣＡＴＴＴＴＣＡＴＴＧＧＣＧ ６０．０ １４４

ｃｏｍｐ３１４９９ （ＧＧＡ）５ ＡＧＧＧＴＴＴＴＧＧＡＡＡＣＡＡＴＧＧＣ ６１．１ ＧＧＧＧＴＧＧＡＡＴＡＴＣＣＧＡＴＴＣＴ ６０．０ １２７

ｃｏｍｐ３３２６５ （Ａ）１１ ＴＴＧＣＴＡＣＡＣＡＴＡＣＡＣＧＧＧＧＡ ６０．０ ＴＣＡＧＧＧＣＡＡＣＡＡＧＴＧＴＴＴＴＣＴ ６０．０ ２４９

ｃｏｍｐ３３６１２ （ＴＡ）７ ＴＧＡＣＧＡＡＴＧＴＧＣＡＴＡＡＣＣＡＧＡ ６０．１ ＴＧＡＧＡＧＡＡＡＡＣＡＡＧＣＡＧＧＣＡ ６０．０ １６９

ｃｏｍｐ３４５２９ （ＣＣＴ）５ ＴＣＴＧＣＡＡＣＡＡＴＧＧＣＧＴＴＴＴＡ ６０．３ ＧＴＣＧＧＡＴＣＡＴＴＣＡＣＧＴＣＣＴＴ ５９．９ １４９

ｃｏｍｐ３４９２６ （Ｔ）１６ ＣＧＣＡＣＡＣＡＣＴＴＡＣＧＡＧＡＧＧＡ ６０．０ ＧＣＡＴＴＧＡＡＴＡＡＡＡＡＴＧＧＧＣＡ ５８．５ １７９

ｃｏｍｐ３６０３７ （ＴＣＧ）５ ＣＴＧＴＣＴＣＡＣＡＣＡＡＴＧＧＣＴＣＧ ６０．５ ＴＴＣＡＧＧＣＡＡＣＴＴＴＧＧＡＧＣＴＴ ６０．０ ２７９

ｃｏｍｐ３６３２０ （Ｇ）１２ ＴＣＡＧＧＴＡＧＧＣＡＡＧＡＡＧＧＧＡＡ ５９．８ ＣＣＧＣＣＴＴＴＧＴＣＴＣＣＡＴＴＡＡＡ ６０．１ ２２４

ｃｏｍｐ３７５０８ （Ｔ）１０ ＡＴＴＧＧＡＣＴＧＧＡＣＴＴＧＴＴＧＣＣ ６０．０ ＣＧＧＧＡＴＡＣＣＣＡＴＴＣＡＣＡＴＴＣ ６０．０ ２７０

ｃｏｍｐ３８３０８ （ＴＣ）６ ＡＴＣＴＡＣＴＣＣＧＣＧＴＣＡＣＡＴＣＣ ６０．１ ＣＡＡＡＧＣＣＡＡＣＴＣＣＴＣＴＡＣＣＧ ５９．９ ２４１

ｃｏｍｐ３９９０７ （ＧＡＡ）６ ＡＧＧＡＴＧＡＣＡＡＧＡＡＴＣＧＧＴＧＣ ６０．１ ＣＣＣＣＴＴＴＡＧＴＣＣＧＡＣＣＴＴＴＴ ５９．５ １９５

ｃｏｍｐ４０１１６ （ＴＣＡ）５ ＡＴＣＧＣＡＧＧＡＡＴＧＣＣＡＴＡＣＴＣ ６０．１ ＴＣＣＣＴＡＡＣＡＡＣＣＣＣＡＴＧＡＡＡ ６０．２ ２１７

ｃｏｍｐ４０４７５ （Ｔ）１３ ＣＴＧＡＣＴＣＡＡＧＧＡＧＴＧＡＧＣＣＣ ６０．０ ＡＴＧＧＴＧＧＣＡＡＴＣＴＡＴＣＧＡＧＣ ６０．１ ２６９

ｃｏｍｐ４０６２９ （Ａ）１２ ＴＧＡＣＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＧＡＣＣＴＡ ６０．０ ＴＴＧＧＣＴＣＴＣＡＣＧＣＴＣＡＡＡＴＡ ５９．６ ２７７

ｃｏｍｐ４０９９１ （ＣＴ）６ ＣＴＣＣＣＡＡＡＡＣＣＡＡＡＧＴＣＣＡＡ ５９．９ ＧＴＡＧＡＧＡＧＧＣＧＧＴＧＧＡＧＡＴＧ ５９．８ １７５

ｃｏｍｐ４１３５２ （Ｃ）１２ ＡＡＧＧＧＣＣＴＣＧＡＴＴＣＡＴＣＴＴＴ ６０．０ ＴＡＣＡＧＴＧＧＧＴＧＡＴＧＣＧＴＧＡＴ ６０．０ ２１８

ｃｏｍｐ４１４５８ （ＣＣＡＡ）５ ＡＧＧＴＧＧＧＣＴＴＧＡＣＡＡＣＡＧＡＣ ６０．２ ＡＡＴＴＡＴＧＣＧＴＣＡＡＴＣＣＣＧＡＧ ５９．９ １８７

ｃｏｍｐ４１７３６ （Ａ）１１ ＴＧＧＡＴＡＴＴＴＧＣＡＣＣＡＣＣＴＧＡ ６０．０ ＣＣＡＴＣＧＴＧＴＣＡＣＴＴＴＴＣＣＣＴ ６０．０ ２７６

ｃｏｍｐ４２６７１ （ＴＴＧ）５ ＣＴＴＣＴＧＧＡＴＡＧＧＣＧＴＣＴＴＣＧ ６０．０ ＣＡＧＧＡＡＣＴＧＴＣＣＡＡＴＣＣＧＴＴ ６０．０ ２２２

ｃｏｍｐ４２８３７ （Ｔ）１０ ＣＡＴＣＡＣＴＧＣＴＴＣＡＡＡＧＣＣＡＡ ６０．０ ＴＴＧＧＣＴＡＴＣＡＣＡＡＴＣＣＴＣＣＣ ５９．９ ２７６

ｃｏｍｐ４３０１１ （ＣＴ）６ ＴＣＣＧＡＴＴＣＧＴＴＴＧＡＴＧＴＴＣＡ ６０．０ ＣＴＣＡＡＴＣＴＣＣＡＴＣＣＣＣＴＣＡＡ ６０．０ ２０７

ｃｏｍｐ４３２４８ （ＧＴ）１０ ＴＣＧＡＡＣＡＡＣＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＧ ６０．０ ＴＴＴＣＡＣＡＡＧＧＧＡＣＧＣＴＴＴＴＴ ５９．７ ２０６

ｃｏｍｐ４３７２２ （ＴＧ）６ ＧＴＴＴＴＧＡＡＡＴＴＧＧＣＧＡＴＧＣＴ ６０．１ ＡＧＡＴＧＧＡＴＧＴＣＣＴＧＴＴＴＣＧＧ ５９．９ ２４０

ｃｏｍｐ４３９８９ （Ｔ）１４ ＡＣＧＣＧＴＴＴＧＣＴＴＡＣＴＴＣＧＡＴ ６０．０ ＡＴＣＡＣＣＴＴＣＴＧＧＧＧＧＡＣＴＣＴ ５９．９ ２７１

ｃｏｍｐ４４７６３ （Ａ）１６ ＡＴＣＴＧＡＡＣＣＡＡＣＣＧＣＡＡＡＡＣ ６０．０ ＣＴＧＡＡＴＴＣＡＡＡＡＴＣＣＧＣＣＡＴ ５９．９ ２０１

ｃｏｍｐ４５８３３ （ＡＴＣＣＣＡ）６ ＣＣＧＡＡＧＡＣＧＡＧＴＴＡＧＣＧＡＡＧ ６０．１ ＡＣＣＡＧＣＧＴＧＴＧＡＧＡＧＧＡＣＴＴ ５９．９ ２０６

ｃｏｍｐ４５９５４ （ＡＴＣＣ）５ ＴＣＴＧＧＧＡＡＡＧＧＧＧＡＧＣＴＴＡＴ ６０．０ ＧＣＣＡＣＴＡＧＡＣＡＴＣＴＣＴＣＣＧＣ ６０．０ ２５６

ｃｏｍｐ４６０２２ （Ｃ）１１ ＣＣＴＴＴＴＣＧＧＧＴＣＧＴＣＡＧＴＡＡ ６０．１ ＴＴＧＡＣＴＴＴＡＧＣＣＧＣＣＡＴＴＴＴ ５９．７ ２５１

ｃｏｍｐ４６４３７ （ＴＣＴ）５ ＴＴＣＣＴＧＧＡＴＧＴＴＡＣＣＴＧＧＣＴ ５９．６ ＧＡＧＡＧＡＡＧＡＧＡＴＧＴＴＧＧＣＧＧ ６０．０ ２０８

ｃｏｍｐ４７８３９ （ＧＴＧ）６ ＴＣＡＣＣＣＡＧＣＴＴＣＴＧＣＴＧＡＴＡ ５９．５ ＡＧＡＧＡＧＣＣＣＡＴＣＴＧＣＣＴＡＣＡ ６０．０ ２６８

ｃｏｍｐ４８０８４ （ＣＴＣ）５ ＴＧＴＣＴＣＡＣＴＣＣＡＣＣＡＴＴＣＣＡ ６０．１ ＣＡＣＧＣＡＡＴＣＧＡＡＡＴＣＣＴＴＴＴ ６０．１ ２４８

ｃｏｍｐ５６８８９ （Ａ）１０ ＧＧＧＴＧＣＡＡＴＡＧＧＧＴＡＡＧＣＡＡ ６０．０ ＣＣＣＣＣＡＧＡＡＡＡＴＧＡＡＧＴＣＡＡ ５９．９ ２４５

ｃｏｍｐ５７１０１ （Ａ）１０ ＴＣＴＡＴＡＡＣＣＡＧＣＡＧＧＧＴＣＧＧ ６０．１ ＣＣＧＡＴＧＴＣＧＴＧＡＡＴＧＡＣＴＴＧ ６０．１ ２０２

ｃｏｍｐ５７３１６ （Ｇ）１１ ＡＧＣＡＡＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧＧＧＧ ５９．８ ＴＴＣＧＡＴＡＡＧＣＡＡＣＴＣＧＧＧＡＣ ６０．２ ２７９

ｃｏｍｐ５８０９１ （ＧＡ）７ ＴＡＣＡＧＡＡＴＴＴＧＧＧＴＧＴＧＧＣＡ ６０．０ ＣＧＡＡＡＴＣＣＡＧＴＧＧＴＣＡＧＧＴＴ ６０．０ １９２

ｃｏｍｐ６０５３０ （Ａ）１４ ＧＣＣＣＴＧＧＧＴＧＡＣＡＡＧＡＴＡＡＡ ５９．９ ＴＴＴＡＴＡＴＧＧＡＧＧＴＧＡＧＧＣＧＧ ５９．９ ２６５

ｃｏｍｐ６７１８ （Ｔ）１０ ＡＡＣＡＣＴＧＴＣＡＣＴＧＧＣＣＴＴＣＣ ６０．２ ＴＧＧＴＧＴＧＡＧＣＡＣＣＡＧＡＣＴＴＧ ６０．９ １２４

ｃｏｍｐ８１９１ （ＴＣ）８ ＧＡＣＣＡＧＣＧＣＴＡＣＣＴＧＡＴＣＴＣ ６０．０ ＣＧＡＴＴＣＴＣＡＣＣＣＡＣＣＴＴＣＣ ６０．５ ２３９

３　讨论与结论

近年来，随着红景天药用价值和保健价值的逐

渐开发，人们对其需求量也与日俱增。然而由于缺

少人工栽培技术，对红景天种质资源的掠夺和破坏

十分严重，从而引起多个物种资源数量急剧下降，

极大破坏了冻原植被带的高寒草甸生态系统［１９］。

此外，红景天属植物多分布于海拔较高的山区，因

生长环境恶劣，常伴有低温、低氧、强紫外等特点，

使得对其采集和研究均十分困难［２０－２２］。本研究对
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２种海拔地区的大花红景天进行转录组测序，基于
测序结果分析ＳＳＲ分子标记的类型与分布情况，并
对ＳＳＲ引物的有效性和通用性进行评估，为进一步
开展红景天属植物遗传多样性分析、物种鉴定、遗

传图谱构建、分子标记辅助育种和功能基因的发掘

提供坚实的理论基础。

根据表达序列标签（ＥＳＴ）开发ＳＳＲ分子标记具
有简单、便捷等特点，特别对于尚无参考基因组序

列的非模式植物而言，利用转录组测序技术可以获

得大量基因序列，为开发该物种的 ＳＳＲ分子标记提
供有力的基础［２３］。目前已对多个物种的 ＳＳＲ位点
进行 了 比 较 详 尽 的 研 究，如 黑 绿 豆 （Ｖｉｇｎａ
ｍｕｎｇｏ）［２４］、花生（Ａｒａｃｈｉｓｈｙｐｏｇａｅａ）［２５］、绿豆（Ｖｉｇｎａ
ｒａｄｉａｔｅ）［２６］、赤小豆 （Ｖｉｇｎａｕｍｂｅｌｌａｔａ）［２７］、豇豆
（Ｖｉｇｎａ ｕｎｇｕｉｃｕｌａｔａ）［２８］、 洋 麻 （Ｈｉｂｉｓｃｕｓ
ｃａｎｎａｂｉｎｕｓ）［２９］、开心果 （Ｐｉｓｔａｃｉａｖｅｒａ）［３０］、白桦
（Ｂｅｔｕｌａｐｌａｔｙｐｈｙｌｌａ）［３１］、苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａ）［３２］和
刺梨（Ｒｏｓａｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ）［３３］等。本研究通过对转录组
组装的 ｕｎｉｇｅｎｅ序列 ＳＳＲ位点进行搜索，共得到
１０７６１个ＳＳＲ，分布频率为２２．０６％，平均分布距离
为４．７２５ｋｂ，与已报道的万寿菊（Ｔａｇｅｔｅｓｅｒｅｃｔａ）［３４］、
柑橘 （Ｃｉｔｒｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓｏｓｂｅｃｋ）［３５］、萝卜 （Ｒａｐｈａｎｕｓ
ｓａｔｉｖｕｓ）［３６］等相似。不同物种的 ＳＳＲ重复类型十分
不同，如大花红景天 ＳＳＲ重复基序类型以单核苷
酸、二核苷酸和三核苷酸重复类型最多，占总位点

数的９８．８３％，且 Ａ／Ｔ重复１０次的最多，为 ２８９９
个，占总位点的２６．９３％，这一结果与绿豆的ＳＳＲ分
布相似［２６］。ＡＣＧ／ＡＧＴ、ＣＧ／ＣＧ重复基序比例最少，
与刺梨的结果一致［３３］。

在随机合成的２８０对引物中，有２４９对引物可

以在４个地理居群的大花红景天中成功扩增，比例
较高，为８７．８６％，且筛选到５４对多态性引物。说
明大花红景天的种内遗传变异较小。此外，随机挑

选的８０对引物对６种红景天植物扩增成功率均在
６０％以上，说明利用转录组数据开发的大花红景天
ＳＳＲ具有较高的通用性，为其他红景天种材料提供
了较为丰富的 ＳＳＲ信息来源。通过对多态性扩增
产物构建进化树可以观察到红景天属植物的种内

遗传变异明显小于种间，且圣地红景天与菊叶红景

天明显聚为一支，长鞭红景天与柴胡红景天聚类关

系较近，这与笔者所在实验室前期基于ＤＮＡ条形码
（ＩＴＳ）所获得红景天属植物聚类结果［３７］一致。说明

ＳＳＲ分子标记技术可以作为区分红景天属植物类群
的重要手段。
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—７４—江苏农业科学　２０２１年第４９卷第１１期



张二豪，张　杰．ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术应用于绿僵菌［Ｊ］．江苏农业科学，２０２１，４９（１１）：４８－５３．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２１．１１．００８

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术应用于绿僵菌
张二豪１，张　杰２

（１．西藏农牧学院食品科学学院，西藏林芝８６００００；２．周口师范学院生命科学与农学学院，河南周口 ４６６００１）

　　摘要：近年来的研究显示，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统是强有力的基因编辑新技术。以蝗绿僵菌为试验对象，以同源重组
敲除系统为对照，研究ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统敲除蝗绿僵菌的基因ｉｓｐ４核苷酸序列。阐明了ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９载体构建的方
法，比较了ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９和Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ敲除技术的异同，最后通过ＰＣＲ和突变菌株的表型验证了ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
能够应用于绿僵菌。结果表明，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在昆虫病原真菌绿僵菌中是有效的基因编辑技术。
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　　分子遗传修饰和基因工程技术需要精确地改
变基因组的核苷酸序列。随着基因修饰新技术的

不断发展，某些基因可被敲除或被降低表达水

平［１］，这些技术为基因功能的研究提供了便捷的途

径。基因编辑就是对细胞基因组中目的基因的核

苷酸序列甚至是单个核苷酸进行替换、切除，增加

或者是插入外源的ＤＮＡ序列，使之产生可遗传的改
变，进而研究其功能的手段［２］。绿僵菌的研究已有

１３５年的历史［３］，它作为一个昆虫病原真菌的模式

丝状真菌，常常用来研究真核细胞的生物学过程、

基因的相关表型和侵染昆虫致病的过程。

为了更好地研究病原真菌的基因特征，多种基

因操作技术已经在绿僵菌研究中应用［４］。以位点

为靶向的ＤＮＡ内切酶是基因编辑技术中强有力的
方法之一［５］。这些内切酶能在基因组范围内与靶

向序列直接结合，进而使 ＤＮＡ双链断裂，断裂的
ＤＮＡ被修复过程中产生 ＤＮＡ序列的修饰。开发这
些工具酶的起始方向集中在同源内切酶、锌指内切

酶和转录激活内切酶类［６－７］。与传统突变体材料的

获得方法相比，基因编辑技术能定向改变基因的组

成和结构，具有高效、可控和定向操作的优点［８－９］。

在目标基因ＤＮＡ产生双链断裂［１０］的基础上进行基

因编辑是传统基因编辑技术的共同之处，但是各种

基因编辑技术的原理及作用方式并不相同。

同源内切酶利用单一结构域识别和切割双链

ＤＮＡ［１１］的基因编辑技术具有一定的局限性。
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９是新一代的识别和绑定特异 ＤＮＡ序
列为导向的基因编辑技术［１２］。Ｇｅｎｅｒｏｓｏ等首次报
道，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ作为特异的短间隔序列，成簇存在
于大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）基因组内的特殊短重
复序列之中［１３］。随后的研究表明，ＣＲＩＳＰＲ位点在
细菌和古细菌的基因组中分别占４０％和９０％，这些
位点具有适应性的免疫功能［１４］。在 ２０１２年，
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｙｏｇｅｎｅｓ）中，
通过锚定 ｃｒＲＮＡ５′端的 ２０ｎｔ核苷酸序列行使功
能［１５］。经过优化的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统编码序列在
哺乳动物细胞中可以高度激活［１６－１７］。在实际操作

时，在ｓｇＲＮＡ上５′端设计的２０ｎｔ核苷酸序列能够
与目标基因完全互补，即可达到基因编辑的作

用［１８］。基因编辑技术 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在高等真核生
物上已经成功应用［１９－２０］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的基
因编辑过程实质上是非同源末端重组（ｎｏｎ－
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｅｎｄｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＨＥＪ）修复和同源末端重组
修复（ｈｏｍｏｌｏｇｙ－ｄｉｒｅｃｔｅｄｒｅｐａｉｒ，ＨＤＲ）过程［２１］。与

传统基因编辑技术相比，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统最大的
优点是易形成基因序列倍增，这些倍增区域在

ｓｇＲＮＡ的锚定下很容易突变［２２］。如果２个 ｓｇＲＮＡ
位于基因组侧的两翼，它们中间区域的基因组会被

删除或发生颠倒［２３－２４］。通过双 ｓｇＲＮＡ可以进行基
因组序列置换［２５］。
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