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紫芽六堡茶转录组 ＳＳＲ位点序列分析
梁燕妮，黄银霞，魏诗琴，陈秋雨

（梧州学院，广西梧州５４３００２）

　　摘要：以广西梧州紫芽六堡茶为研究对象，运用ＭＩＳＡ软件对转录组测序获得的１６５５７０条ｕｎｉｇｅｎｅ序列（总长度
为２４０１７７２３３ｂｐ），进行ＳＳＲ位点搜索。使用Ｅｘｃｅｌ软件对ＳＳＲ位点的出现频率、基元类型、基元组成、平均距离等进
行处理分析。结果表明，共在１００５８条ｕｎｉｇｅｎｅ中找到符合条件的ＳＳＲ位点１１４８２个，出现频率为６．９３％，平均距离
为２０．９２ｋｂ，平均长度为２０．８０ｂｐ。紫芽六堡茶转录组ＳＳＲ中，双碱基重复是主要的重复类型，占总ＳＳＲ的１９０３％，
ＧＡ／ＴＣ、ＧＡＡ／ＴＴＣ、ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ、ＡＡＡＡＧ／ＣＴＴＴＴ分别是双碱基、三碱基、四碱基、五碱基的优势重复单元。序列长度
大于２０ｂｐ的ＳＳＲ位点数占总ＳＳＲ的４４．０５％，其中长度为２４ｂｐ的ＳＳＲ位点数最多，占ＳＳＲ总数的１６．０１％。说明紫
芽六堡茶转录组ＳＳＲ种类丰富、可用性高、多态性高。通过对ＳＳＲ位点的分布特征和序列特征进行分析，可为后续六
堡茶的进化、品种鉴定、分子育种等研究提供依据。
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　　六堡茶因其原产于广西壮族自治区梧州苍梧
县六堡镇而得名，为广西特色优质的历史名茶，并

以其“红、浓、陈、醇”的特性闻名于世。六堡茶的制

作以六堡镇的群体种茶树为原料，六堡群体种茶树

为灌木型中小叶种，树势开展，分枝密。从芽色分，

以青苗茶为主，占６０％，紫芽茶占２０％，茶树红紫色
芽叶是一种特异茶叶资源，紫芽六堡茶树由于富含

花青素成为当前茶树新品种开发利用的热点及研

究的重点。

简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称
ＳＳＲ）别称微卫星ＤＮＡ，以１～６个碱基为核心序列，
具有多态性高、重复性好、稳定性高等特点［１］，随着

现代分子技术的发展，ＳＳＲ技术已广泛应用于植物
分子辅助育种、种质资源遗传多样性、绘制遗传图

谱等方面的研究中。毛娟等利用 ３０对茶树核心
ＳＳＲ引物，对３个代表性的野生和栽培大理茶居群
进行遗传分析［２］。陈春林等从紫娟茶树转录组

４６０４１条单基因簇（ｕｎｉｇｅｎｅ）中筛选出５７９７６个ＳＳＲ
位点，并对ＳＳＲ序列的分布特征进行了分析，筛选出
４４对高质量引物［３］。班秋艳等对陕西及临近８个省
份１１８份茶树资源利用表达序列标签（ＥＳＴ）－ＳＳＲ
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分子标记进行了遗传多样性分析［４］。但目前尚未

见针对紫芽六堡茶 ＳＳＲ位点的分析报告。本研究
基于转录组测序，首次对紫芽六堡茶转录组 ＳＳＲ位
点的分布及其序列特征进行分析，以期为今后紫芽

六堡茶品种选育、功能基因标记等提供基础依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
所用鲜茶叶于２０２１年６月采自广西壮族自治

区梧州六堡镇四柳村群体种六堡茶。分别采摘１芽
１叶的紫芽、绿芽六堡茶叶片，用离心管装好，迅速
放入液氮中保存。每个样品３次重复。将采集的样
品委托深圳华大基因股份有限公司进行转录组

测序。

１．２　ＳＳＲ位点搜索
针对 Ｒａｗ数据，本试验采用 ＳＯＡＰｎｕｋｅ软件［５］

进行数据的过滤与质控，将包含接头污染的读长

（ｒｅａｄｓ）、未知碱基 Ｎ含量大于５％的 ｒｅａｄｓ以及质
量值低于１０的碱基含量大于２０％的 ｒｅａｄｓ去除，以
获得高质量序列。使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ对干净读序（ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ）进行组装，然后使用Ｔｇｉｃｌ对转录本进行聚类
去冗余得到ｕｎｉｇｅｎｅ。使用ＭＩＳＡ（ｈｔｔｐ：／／ｐｇｒｃ．ｉｐｋ－
ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ．ｄｅ／ｍｉｓａ）对获得的 ｕｎｉｇｅｎｅ进行 ＳＳＲ位
点搜索，搜索标准为单碱基重复次数１２次以上，双
碱基重复次数６次以上，三碱基和四碱基重复次数
５次以上，五碱基和六碱基重复次数４次以上；２个
ＳＳＲ之间的间隔碱基数 ＞１００ｂｐ，ＳＳＲ位点距离两
端侧翼序列 ＞１５０ｂｐ。使用 Ｐｒｉｍｅｒ３对检测到的
ＳＳＲ进行引物设计。
１．３　数据分析

所得数据使用 Ｅｘｃｅｌ软件进行处理分析，包括
ＳＳＲ位点的出现频率、基元类型、基元组成、平均距
离等。其中，ＳＳＲ位点出现频率是搜索到的 ＳＳＲ总
数与ｕｎｉｇｅｎｅ序列总数的比值；ＳＳＲ位点的平均距离
是搜索到的 ＳＳＲ总数与总 ｕｎｉｇｅｎｅ长度之比，根据
这些数据所反映出的特征可以对 ＳＳＲ位点的分布
特征和序列特征进行分析。

２　结果与分析

２．１　紫芽六堡茶转录组中ＳＳＲ位点的分布特征
通过对紫芽六堡茶叶片进行转录组测序，共获

得去冗余的 ｕｎｉｇｅｎｅ序列 １６５５７０条，总长度为
２４０１７７２３３ｂｐ，其中Ｇ＋Ｃ占４１．４９％。利用软件

ＳＳＲＦｉｎｄｅｒ对这些序列数据进行搜索，共在 １００５８
条 ｕｎｉｇｅｎｅ中 找 到 符 合 条 件 的 ＳＳＲ，总 长 为
２３８８３３ｂｐ，ＳＳＲ位点发生的频率为６．０４％，其中，
８８６７条ｕｎｉｇｅｎｅ含单个 ＳＳＲ位点，１１９１条 ｕｎｉｇｅｎｅ
序列含有１个以上的 ＳＳＲ位点。共检出 １１４８２个
ＳＳＲ位点，出现的频率为６．９３％。ＳＳＲ分布的平均
距离为 ２０．９２ｋｂ，即平均每 ２０．９２ｋｂ就出现１个
ＳＳＲ（表１）。

表１　转录组各ＳＳＲ位点的分布特征

位点特征指标 搜索结果

ｕｉｎｉｇｅｎｅ序列总数（条） １６５５７０

序列总长度（ｂｐ） ２４０１７７２３３

ＳＳＲ位点总数（个） １１４８２

包含ＳＳＲ位点的序列数（条） ８８６７

含１个以上ＳＳＲ位点的序列数（条） １１９１

ＳＳＲ发生频率（％） ６．０４

ＳＳＲ出现频率（％） ６．９３

Ｇ＋Ｃ的含量 （％） ４１．４９

２．２　紫芽六堡茶转录组ＳＳＲ的基元类型
紫芽六堡茶转录组中具有较为丰富的 ＳＳＲ碱

基类型（表 ２）。其中重复率最高的为双碱基，占
ＳＳＲ位点总数的５５．０１％，其次为三碱基、六碱基，
分别占２８．６４％、８．２２％，其他的重复碱基类型所占
比例较低（图１）。各重复碱基类型的出现频率存在
一定差异。主要集中在双碱基和三碱基重复上，占

总ＳＳＲ的８３．６５％。其中，双碱基重复类型出现频
率最高，为３．８１％，出现频率最低的是单碱基重复，
仅为 ０．１１％。从分布情况看，转录组中平均每
２０９２ｋｂ就出现１个 ＳＳＲ，不同重复类型间平均分
布距离存在差别。其中，单碱基重复的平均分布距

离最长，为１２６４．０９ｋｂ；其次是四碱基重复，平均分
布距离为８３９．７８ｋｂ；双碱基重复的平均距离最短，
为３８．０３ｋｂ。紫芽六堡茶转录组 ＳＳＲ位点的序列
总长度为２３８８３３ｂｐ，平均长度为２０．８０ｂｐ。
２．３　紫芽六堡茶转录组ＳＳＲ重复基元分析

紫芽六堡茶转录组 ＳＳＲ重复基元的序列特征
详见表３。由单碱基到六碱基重复基元种类数分别
为 ２、６、３０、４８、１２１、４６０种，共６６７种。各碱基重复
基元的数量分布不均衡，其中，单碱基重复基元数

量最多的是 Ａ／Ｔ，共 １８６个，占 ＳＳＲ总位点数的
１６２％，占单碱基重复基元总数的 ９７．８９％。双碱
基重复基元中，数量最多的类型是ＧＡ／ＴＣ，共 ２１８５
个，占ＳＳＲ总位点数的１９．０３％，占双碱基重复基元
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表２　紫芽六堡茶转录组ＳＳＲ位点不同基元类型的分布状况

重复碱基类型
ＳＳＲ位点数量
（个）

总长度

（ｂｐ）
平均长度

（ｂｐ）
各类型比例

（％）
频率

（％）
平均距离

（ｋｂ）

单碱基重复 １９０ ２９３４ １５．４４ １．６５ ０．１１ １２６４．０９

双碱基重复 ６３１６ １２９３１８ ２０．４７ ５５．０１ ３．８１ ３８．０３

三碱基重复 ３２８９ ６４６４４ １９．６５ ２８．６４ １．９９ ７３．０２

四碱基重复 ２８６ ６２６０ ２１．８９ ２．４９ ０．１７ ８３９．７８

五碱基重复 ４５７ １００７５ ２２．０５ ３．９８ ０．２８ ５２５．５５

六碱基重复 ９４４ ２５６０２ ２７．１２ ８．２２ ０．５７ ２５４．４３

总计 １１４８２ ２３８８３３ ２０．８０ １００．００ ６．９３ ２０．９２

总数的３５．４５％；其次是ＡＧ／ＣＴ，共２１６５个，占ＳＳＲ
总位点数的 １８．８６％，占双碱基重复基元总数的
３４２８％。三碱基重复基元中，数量最多的类型是
ＧＡＡ／ＴＴＣ，共３４５个，占ＳＳＲ总位点数的３．００％，占
三碱基重复基元总数的 １０．４９％；其次是 ＡＧＡ／
ＴＣＴ，共２８８个，占 ＳＳＲ总位点数的２．５１％，占三碱
基重复基元总数的８．７６％。四碱基重复基元中，数
量最多的类型是ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ，共５５个，占ＳＳＲ总位
点数的０．４８％，占四碱基重复基元总数的 １９２３％。

表３　ＳＳＲ位点重复的基元序列特征

重复类型
ＳＳＲ位点
数量（个）

基元种类

（种）

重复基元数量最多的

碱基组成

重复类型最多

的碱基数量（个）

重复类型最多的

占总ＳＳＲ比例（％）

单碱基重复 １９０ ２ Ａ／Ｔ １８６ １．６２

双碱基重复 ６３１６ ６ ＧＡ／ＴＣ、ＡＧ／ＣＴ ２１８５ １９．０３

三碱基重复 ３２８９ ３０ ＧＡＡ／ＴＴＣ、ＡＧＡ／ＴＣＴ ３４５ ３．００

四碱基重复 ２８６ ４８ ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ、ＴＡＡＡ／ＴＴＴＡ ５５ ０．４８

五碱基重复 ４５７ １２１ ＡＡＡＡＧ／ＣＴＴＴＴ、ＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴ ４８ ０．４２

六碱基重复 ９４４ ４６０ ＡＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴＴ、ＣＡＡＡＡＡ／ＴＴＴＴＴＧ、ＧＡＴＧＡＡ／ＴＴＣＡＴＣ ２２ ０．１９

总计 １１４８２ ６６７ ２８４１ ２４．７４

五碱基重复基元中，数量最多的类型是 ＡＡＡＡＧ／
ＣＴＴＴＴ，共４８个，占ＳＳＲ总位点数的０４２％，占五碱
基重复基元总数的１０．５０％。六碱基重复基元中，
数量 最 多 的 类 型 分 别 是 ＡＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴＴ、
ＣＡＡＡＡＡ／ＴＴＴＴＴＧ、ＧＡＴＧＡＡ／ＴＴＣＡＴＣ，各有 ２２个，
各占ＳＳＲ总位点数的０．１９％，各占六碱基重复基元
总数的２．３３％。转录组中不同 ＳＳＲ重复基元类型
的比例详见图２。
２．４　紫芽六堡茶转录组中各基元的重复次数

ＳＳＲ的多态性受重复碱基序列长度的影响，而
重复碱基序列长度由 ＳＳＲ重复次数决定［５－６］。通

过对紫芽六堡茶转录组中不同基元类型 ＳＳＲ位点
重复出现次数的统计（表４）可知，６种基元重复次
数主要集中在４～１２次，重复出现４～１２次的 ＳＳＲ

位点数共计９９４１个，占总 ＳＳＲ位点数的８６．５８％。
其中，重复出现６次和５次的ＳＳＲ位点数最多，分别
占总 ＳＳＲ位点数的 １６．６３％（１９１０个）、１５．８９％
（１８２５个）；其次为重复 ７次和 ８次的，分别占总
ＳＳＲ位点数的 １０．５３％（１２０９个）、９．８０％（１１２５
个）。统计发现，在重复出现６次的 ＳＳＲ位点中，双
碱基最多（１０６２个），其次是三碱基（６７３个），五碱
基最少（仅２０个）。重复出现５次的 ＳＳＲ位点中，
三碱基最多（１３７５个），四碱基、五碱基、六碱基的
数量差别不大。ＳＳＲ位点重复次数在１２次以上的
基元占总ＳＳＲ位点数的１３．４２％。不同基元类型不
同重复次数的 ＳＳＲ位点数分布情况见图３。从图３
可以看出，随着重复次数的增多，ＳＳＲ位点的数量逐
渐下降。
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表４　不同基元类型不同重复次数的ＳＳＲ位点数量

重复碱基类型
不同重复出现次数的ＳＳＲ位点的数量（个）

４次 ５次 ６次 ７次 ８次 ９次 １０次 １１次 １２次 １２次以上

单碱基重复 ４５ ２９

双碱基重复 １０６２ ７２１ ６８５ ５８８ ６５９ ６１３ ６６４ ２８４

三碱基重复 １３７５ ６７３ ４２８ ４２１ １１５ １０１ ５９ ４５ ２８

四碱基重复 １８６ ７８ １２ ７ ３ ０ ０ ０ ０

五碱基重复 ３０７ １２２ ２０ ７ １ ０ ０ ０ ０ ０

六碱基重复 ６６８ １４２ ７７ ４１ １１ ３ １ １ ０ ０

总计 ９７５ １８２５ １９１０ １２０９ １１２５ ７０９ ７６１ ６７３ ７５４ １５４１

占总ＳＳＲ位点数的比例（％） ８．４９ １５．８９ １６．６３ １０．５３ ９．８０ ６．１７ ６．６３ ５．８６ ６．５７ １３．４２

２．５　紫芽六堡茶转录组ＳＳＲ重复片段的长度分布
紫芽六堡茶转录组 ＳＳＲ重复片段的长度分布

情况见图４。ＳＳＲ序列长度变化在１２～７０ｂｐ之间，
平均长度为２０．８０ｂｐ。其中长度为２４ｂｐ的ＳＳＲ位
点数最多，共有１８３８个，占 ＳＳＲ总数的１６．０１％。
长度在１２～２０ｂｐ的 ＳＳＲ有６４２４个，占 ＳＳＲ总数
的５５．９５％；＞２０ｂｐ的 ＳＳＲ有５０５８个，占 ＳＳＲ总
数的 ４４．０５％。双碱基中最常见的长度是 １２ｂｐ

（１０２１个，９．２４％），长度变化幅度最大，最小为
１２ｂｐ最长为７０ｂｐ。三碱基中最多的长度为１５ｂｐ
（１３７５个，１１．９８％）。四碱基、五碱基均以２０ｂｐ为
主，分别有１８６（１．６２％）、３０７（２．６７％）个。六碱基
中长度以２４ｂｐ（６６８个，５．８２％）数量最多。

３　讨论与结论

通过对紫芽六堡茶进行转录组测序，共获得
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１６５５７０条ｕｎｉｇｅｎｅ序列，总长度为２４０１７７２３３ｂｐ，共
搜索到１１４８２个 ＳＳＲ位点，出现频率为６．９３％，略
低于杨华等报道的茶树转录组中 ＳＳＲ位点出现频
率（９．６４％）［７］，但高于南方红豆杉［８］（２．０７％）、杜
仲［９］（２．９０％）、短丝木樨［１０］（４．６４％）、银杏［１１］

（５９５％）、马 尾 松［１２］ （３．４５％）、云 南 松［１３］

（３０７％）、甘薯［１４］（４．４％）等植物。紫芽六堡茶转
录组ＳＳＲ分布的平均距离为２０．９２ｋｂ，分布水平高
于云南松［１３］（２９．００ｋｂ）、杜仲［９］（２６．３１ｋｂ）、藤
茶［１５］（３１．６９ｋｂ）等植物。与其他已报道的茶树比
较（表５）可知，紫芽六堡茶的 ＳＳＲ位点出现频率和
平均距离与其他茶树存在较大差异，这可能与本研

表５　不同茶树品种ＳＳＲ位点信息比较

品种
出现频率

（％）
平均距离

（ｋｂ）
平均长度

（ｂｐ） 主要重复类型

龙井４３ ９．６４ ３．６８ １６．００ 双碱基重复

舒茶早 ３７．１９ ２．８５ １６．００ 双碱基重复

四球茶 ２３．７９ ２．０７ ９．５３ 双碱基重复

紫芽六堡茶 ６．９３ ２０．９２ ２０．８０ 双碱基重复

究中搜索 ＳＳＲ的算法不一致、数据处理方法不同、
以及进化程度不同等因素有关。总体来说，紫芽六

堡茶转录组中 ＳＳＲ位点的种类和数量还是较为丰
富的，可为今后分子育种提供依据。

　　大多数研究表明，植物 ＳＳＲ重复基元以双碱基
与三碱基重复为主。本研究发现紫芽六堡茶转录

组ＳＳＲ重复基元以双碱基重复最多，占ＳＳＲ位点总
数的５５．０１％，其次为三碱基重复，占ＳＳＲ位点总数
的２８．６４％，这与陈春林等报道的茶树 ＳＳＲ优势重
复类型［３，７，１６－１９］一致。银杏［１１］、猕猴桃［２０］、杏树和

桃树［２１］等植物也是以双碱基重复为主。而玉米、水

稻、小麦等禾谷类作物则以三碱基重复为主［２２］。经

统计，紫芽六堡茶单碱基的优势重复基元为Ａ／Ｔ，与
已报道的大多茶树单碱基优势重复基元一致；双碱

基的优势重复基元为ＧＡ／ＴＣ，而已报道的茶树中则
多以ＡＧ／ＣＴ为主；三碱基的优势重复基元为 ＧＡＡ／
ＴＴＣ，与龙井 ４３一致；四碱基的优势重复基元为
ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ，与龙井４３、舒茶早、云抗１０号、紫鹃等
茶树一致；五碱基的优势重复基元为 ＡＡＡＡＴ／
ＡＴＴＴＴ，与舒茶早、云抗１０号一致；六碱基的优势重
复基元为 ＡＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴＴ，与云抗１０号一致（表
６）。表明基于转录组测序得到的 ＳＳＲ位点中可能
普遍大量存在这类重复基元，推测可能是某些特定

的ＤＮＡ家族或者辅助合成某些优势蛋白［２３］。此

外，在搜索到的紫芽六堡茶 ＳＳＲ位点中还发现了在
高等植物转录组中较为少见的ＣＧ／ＧＣ重复基元１１
个，以及在双子叶植物中不常见的 ＣＣＧ／ＣＧＧ重复
基元４５个，这些位点可能与一些特定的生理功能，
如抗逆性、信号传导、代谢调控等有关，表明紫芽六

堡茶的ＳＳＲ位点具有一定的特异性。

表６　不同茶树品种ＳＳＲ位点重复基元序列最多的碱基组成

品种
ＳＳＲ位点重复基元序列最多的碱基组成

双碱基重复 三碱基重复 四碱基重复 五碱基重复 六碱基重复

龙井４３ ＡＧ／ＣＴ ＧＡＡ／ＴＴＣ ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ ＡＡＡＡＧ／ＣＴＴＴＴ ＡＡＡＡＡＧ

舒茶早 ＡＧ／ＣＴ ＡＡＧ／ＣＴＴ ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ ＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴ ＡＡＣＣＣＴ／ＡＧＧＧＴＴ

云抗１０号 ＴＣ／ＣＴ ＡＡＴ／ＴＴＡ ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ ＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴ ＡＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴＴ

四球茶 ＡＧ／ＣＴ ＡＣＣ／ＧＧＴ ＡＡＡＣ／ＧＴＴＴ ＡＡＡＡＣ／ＧＴＴＴＴ ＡＣＣＧＣＣ

紫鹃 ＡＧ／ＣＴ ＡＡＧ／ＣＴＴ ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ ＡＧＡＴＧ／ＡＴＣＴＣ ＣＧＣＣＡＴ／ＧＣＧＧＴＡ

紫芽六堡茶 ＧＡ／ＴＣ ＧＡＡ／ＴＴＣ ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ ＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴ ＡＡＡＡＡＴ／ＡＴＴＴＴＴ

　　有研究认为，ＳＳＲ的多态性与 ＳＳＲ基元重复次
数及序列长度密切相关。一般认为重复次数越多，

长度越长，多态性越高，当重复次数 ＞１２次时，多态
位点含量高，紫芽六堡茶基元重复次数在１２次以上

的占１３．４２％。当ＳＳＲ长度在１２～２０ｂｐ之间时，多
态性表现一般；当ＳＳＲ长度 ＞２０ｂｐ时，则具有较高
的多态性。紫芽六堡茶转录组的 ＳＳＲ平均长度为
２０．８０ｂｐ，其中序列长度＞２０ｂｐ的占４４．０５％，高于
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四球茶（３３．２２％）、龙井４３（１９．７７％）以及舒茶早
（８．６５％）。表明紫芽六堡茶转录组 ＳＳＲ具有很高
多态性和利用价值。

综上所述，本研究结果表明，紫芽六堡茶的ＳＳＲ
种类丰富、可用性高、多态性高。可为进一步开发

紫芽六堡茶功能基因 ＳＳＲ分子标记奠定基础，对六
堡茶种质资源的保护及茶树特定性状的辅助选育、

基因组学的研究等方面都具有重要的意义。
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［７］杨　华，陈　琪，韦朝领，等．茶树转录组中 ＳＳＲ位点的信息分
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