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摘　 要: 枫香是广西重要的乡土树种之一ꎬ具有较高的用材、观赏及药用价值ꎮ 为验证枫香 ＳＳＲ 引物的实

际应用效果ꎬ该研究基于转录组测序技术ꎬ检测枫香 ＳＳＲ 位点并设计引物ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增和聚丙烯酰胺凝

胶电泳筛选出具有较高多态性的枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物ꎬ并对 １ 个枫香天然群体进行遗传多样性分析ꎮ 结果表

明:(１)共发掘到 ２３ ７７７ 个 ＳＳＲ 位点ꎬ单核苷酸重复类型 ＳＳＲ 位点占总位点比例最高(４６.５４％)ꎬ在重复次

数上 ５~ １２ 次之间的 ＳＳＲ 位点占比最高(７２.３６％)ꎮ (２)共开发出 ２６２ 对 ＳＳＲ 引物ꎬ有效扩增率为 ５３.１％ꎬ最
终筛选出扩增稳定、条带清晰的引物 １８ 对ꎮ (３)多态性检测结果显示所有位点均具有多态性ꎬ天然群体遗

传多样性结果显示该天然群体中等位基因数量(Ｎａ)、有效等位基因数量(Ｎｅ)、Ｓｈｏｎｎｏｎ 信息指数( Ｉ)、观测

杂合度(Ｈｏ)变化范围分别为 ２ ~ ４、１.１１２ ８ ~ ２.６０９ ６、０.２０８ ９ ~ １.１１２ ７ 和 ０.２７５ ９ ~ １.０００ ０ꎬ平均值分别为

２.３３３ ３、１.９５７ ４、０.７０８ ５ 和 ０.７２２ ６ꎮ 综上认为ꎬ枫香中占优势的 ＳＳＲ 位点重复类型和重复基序与其他物种

基本相同ꎬ所开发的 １８ 对枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物可以满足开展枫香群体遗传学研究的需要ꎮ 该研究结果为后

续枫香种群遗传多样性研究提供了丰富的标记引物ꎬ对该树种的保护、开发和利用具有重要意义ꎮ
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　 　 枫 香 ( Ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒ ｆｏｒｍｏｓａｎａ) 是 金 缕 梅 科

(Ｈａｍａｍｅｌｉｄａｃｅａｅ)枫香树属( Ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒ Ｌ.)的彩

叶落叶乔木ꎬ主要分布于秦岭淮河一线以南ꎬ广西

全境都有分布ꎮ 叶片春夏呈青绿色ꎬ秋季呈深红

色ꎬ具有较高的观赏价值ꎮ 枫香作为我国传统的

药用植物ꎬ其树皮可用于通经活络ꎬ果子对于消化

不良等病症有明显的作用ꎬ叶片有清热解毒的功

效ꎬ更是广西壮族“三月三”传统节日中制作五色

米饭不可或缺的重要材料ꎮ 此外ꎬ枫香具有较高

的用材价值ꎬ可用于制作家具或建材ꎻ还具有维护

地力的重要价值(范绍斌等ꎬ２０２１)ꎬ其适应力强、
耐贫瘠ꎬ对于一些有毒气体如 Ｃｌ２、ＳＯ２有较强的抗

性(赖玖鑫ꎬ２０２０)ꎬ常作为生态结构、林种结构调

整的重要树种ꎬ具有较高的研究价值ꎮ
近年来ꎬ转录组测序(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)技术被广泛应

用到分子生物学领域ꎬ逐渐成为分子生物学研究

中最常用的技术(易浪波等ꎬ２０１７)ꎬ基于转录组测

序技术能够快速有效地获得基因序列ꎬ并从整体

上揭示特定阶段物种基因功能及结构(刘佳奇等ꎬ
２０２０)ꎻ通过对转录组测序数据进行挖掘分析ꎬ可
以得到 ＳＳＲ 位点分布特征ꎬ从而为后期 ＳＳＲ 引物

的筛选和设计提供数据参考(叶鹏等ꎬ２０１９)ꎮ 简

单重复序列( ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓꎬＳＳＲ)又称为

微卫星 ＤＮＡꎬ指由 １ ~ ６ 个核苷酸为重复单元串联

组成的长达几十个核苷酸的重复序列ꎮ ＳＳＲ 在真

核生物整个基因组内都有存在ꎬ具有数量丰富、多
态性高、重复性好、特异性强的优点ꎬ被广泛应用

于物种遗传多样性分析、遗传连锁图谱的构建(张
利达和唐克轩ꎬ２０１０)、基因定位和分子标记辅助

育种等研究(杨雄等ꎬ２０２１)ꎬ被视为检测群体遗传

多样性和群体间遗传分化最有效标记之一ꎮ 按其

来源可分为基因组 ＳＳＲ (Ｇ￣ＳＳＲ) 和基于表达序列

标签 ( ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔａｇꎬ ＥＳＴ) 的 ＳＳＲ 两类ꎮ
其中ꎬＧ￣ＳＳＲ 标记基于基因组序列ꎬ其开发过程繁

琐复杂、成本高、效率低ꎻ而 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记基于表

达序列标签ꎬ除具有 Ｇ￣ＳＳＲ 标记的优点外ꎬ还具有

序列保守性较高、在植物同属不同物种间有较好

通用性的优点(王丹丹和杨东霞ꎬ２０１７)ꎮ
枫香作为我国重要的乡土树种ꎬ国内主要开

展了生理性质分析(尹国平等ꎬ２０２１)、人工林培育

(韦理电等ꎬ２０１６)及新品种(王建军等ꎬ２０１５)认

定等研究ꎮ 然而ꎬ在枫香群体遗传学方面的相关

研究报道较少ꎬ其原因主要是缺乏足够的分子标

记ꎬ以往对枫香遗传多样性的研究主要采用显性

分子标记ꎬ如黄敏等(２０２１)探索了最适的枫香叶

片 ＤＮＡ 的提取方法ꎬ最优 ＩＳＳＲ 引物和最佳 ＩＳＳＲ￣
ＰＣＲ 扩增反应体系ꎻ毕则鑫等(２０１０)通过 ＩＳＳＲ 分

子标记技术分析了枫香自然群体遗传多样性ꎻ李
芳芳(２０１５)优化了 ＤＮＡ 提取及 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应

体系的方法等ꎮ 相比较而言ꎬＳＳＲ 分子标记可揭

示的遗传信息相对较高ꎬ明显优于其他传统分子

标记(刘粉粉等ꎬ２０２１)ꎬ而当前关于枫香 ＳＳＲ 引物

开发的报道相对较少ꎮ 前人的研究主要采用磁珠

富集法(顾辛韵ꎬ２０１６)和从 ＮＣＢＩ 获取数据的方法

８２３ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



(孙荣喜ꎬ２０１７)来开发枫香 ＳＳＲ 引物ꎬ这两个方法

都存在获得位点信息较少、开发引物难度大、开发

数量较少的问题ꎬ由此使得当前枫香 ＳＳＲ 引物数

量还不足以支撑更深入地进行枫香群体遗传学

研究ꎮ
本研究以河池市 ７ 个县(区)及贵州荔波县

为区域ꎬ依托转录组测序技术获得丰富且全面的

枫香 ＳＳＲ 位点信息ꎬ进行枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物的筛

选和设计ꎬ随后采用 ＰＣＲ 扩增及聚丙烯酰胺凝胶

电泳的方法筛选出多态性好、扩增稳定的枫香

ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物ꎬ并通过对野生群体的遗传多样性

分析以验证引物的应用效果ꎮ 本研究拟讨论以

下问题:(１)枫香 ＳＳＲ 位点的具体分布及主要的

序列特征ꎻ( ２) 枫香 ＳＳＲ 引物的开发效率ꎬ以及

影响开发效率的原因ꎻ( ３)开发出的枫香 ＳＳＲ 引

物多态性情况及在枫香遗传多样性分析当中的

应用效果ꎮ 以期为今后枫香分子标记辅助育种、
功能基因标记等提供基础依据ꎬ为枫香群体遗传

学及遗传育种提供可靠研究工具ꎬ为进一步开展

广西境内枫香种质资源遗传多样性评价等提供

参考ꎬ为枫香育种材料遗传多样性及亲缘关系分

析奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

从广西河池市环江县随机选择 １ 个枫香天然群

体ꎬ采集其新鲜的红、黄、绿 ３ 种颜色的叶片分别装

入 ５０ ｍＬ 离心管ꎬ并放入液氮中冷冻封存ꎬ交由北京

诺禾致源生物信息科技有限公司进行转录组测序ꎮ
经查阅文献并实地考察ꎬ从广西河池市 ７ 个县(区)
及贵州荔波县各选择 １ 个枫香天然群体随机采集 １
个枫香样本(Ａ１－Ａ８)用作引物的初步筛选ꎬ另在 ８
个天然群体中各采集 ２~４ 个枫香样本(各采样单株

之间相距>５０ ｍ)ꎬ共计 ２４ 个枫香样本(Ｂ１－Ｂ２４)用
作引物的复筛及多态性检测材料ꎬ从而保证实验材

料能够覆盖该试验区更多天然群体及个体ꎻ此外ꎬ
在河池市环江县另选择 １ 个枫香天然群体采集 ３０
个样本(Ｃ１－Ｃ３０)用作遗传多样性分析的实验材

料ꎮ 材料具体来源如表 １ 所示ꎮ
１.２ 枫香转录组测序

主要从以下方面对测序过程进行把控ꎮ (１)样
品质量检测:琼脂糖凝胶电泳分析 ＲＮＡ 降解程度以

表 １　 枫香实验材料来源地

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ Ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒ ｆｏｒｍｏｓａｎａ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

编号
Ｎｏ.

材料来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌ

经度和纬度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ ａｎｄ

ｌａｔｉｔｕｄｅ

Ａ１ꎬＢ１－Ｂ４ 广西河池南丹县
Ｎａｎｄａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｃｈｉꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１０７°２０′５６″ Ｅ、
２５°２３′３８″ Ｎ

Ａ２ꎬＢ５－Ｂ６ 广西河池天峨县
Ｔｉａｎ’ｅ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｃｈｉꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１０７°１１′３０″ Ｅ、
２５°０８′０６″ Ｎ

Ａ３ꎬＢ７－Ｂ８ 广西河池凤山县
Ｆｅｎｇｓｈａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｃｈｉꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１０６°５４′４４″ Ｅ、
２４°３１′５６″ Ｎ

Ａ４ꎬＢ９－Ｂ１０ 广西河池东兰县
Ｄｏｎｇｌａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｃｈｉꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１０７°２９′１０″ Ｅ、
２４°２７′３８″ Ｎ

Ａ５ꎬＢ１１－Ｂ１４ 广西河池金城江区
Ｊｉｎｃｈｅｎｇｊｉａｎｇ Ｄｉｓｔｒｉｃｔꎬ Ｈｅｃｈｉꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１０８°３３′３６″ Ｅ、
２４°３４′５８″ Ｎ

Ａ６ꎬＢ１５－Ｂ１８ 广西河池环江县
Ｈｕａｎｊｉａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｃｈｉꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１０８°３３′３１″ Ｅ、
２５°１７′１６″ Ｎ

Ａ７ꎬＢ１９－Ｂ２１
广西河池宜州区
Ｙｉｚｈｏｕ Ｄｉｓｔｒｉｃｔꎬ
Ｈｅｃｈｉꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１０８°４５′５２″ Ｅ、
２４°３４′１７″ Ｎ

Ａ８ꎬＢ２２－Ｂ２４ 贵州荔波县
Ｌｉｂｏ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｇｕｉｚｈｏｕ

１０８°０７′５５″ Ｅ、
２５°１５′２５″ Ｎ

Ｃ１－Ｃ３０ 广西河池环江县
Ｈｕａｎｊｉａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｃｈｉꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１０８°３３′０２″ Ｅ、
２５°１８′４１″ Ｎ

及 是 否 有 污 染ꎻ Ｎａｎｏｄｒｏｐ 检 测 ＲＮＡ 的 纯 度

(ＯＤ２６０ / ２８０ 比值)ꎻＱｕｂｉｔ 对 ＲＮＡ 浓度进行精确

定量ꎻＡｇｉｌｅｎｔ ２１００ 精确检测 ＲＮＡ 的完整性ꎬ从而

保证 ＲＮＡ 的完整性和总量ꎮ (２)使用 Ｏｌｉｇｏ( ｄＴ)
磁珠富集的方法构建全长转录组文库:在 ＰＣＲ 扩

增富集合成 ｃＤＮＡ 时ꎬ通过循环优化确定 ＰＣＲ 的

最佳条件ꎬ从而保证文库构建质量ꎻ经检验合格

后ꎬ根据文库的有效浓度及数据产出需求运用

ＰａｃＢｉｏ Ｓｅｑｕｅｌ 平台进行测序ꎬ从而保证最终得到

的 ＳＳＲ 位点信息有效可靠ꎮ
１.３ 枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记开发

对转录组测序挖掘到的枫香转录组中 ＳＳＲ 位

点进行筛选ꎬ筛选的标准是序列长度单位范围为

１６ ~ ２８ ｂｐꎬ２ 个碱基单元的重复次数大于 ９ 次ꎬ３ ~
６ 个碱基单元的重复次数为 ５ 次或大于 ５ 次ꎬ单碱

基单元排除在外ꎬ上、下游引物退火温度差不超过

３ ℃等ꎬ将符合条件的枫香转录组开发设计 ＳＳＲ 引

物ꎬ交由广州艾基生物有限公司进行引物合成ꎮ
１.４ 枫香基因组 ＤＮＡ 提取

使用快捷型基因组 ＤＮＡ 提取系统提取枫香

ＤＮＡ(王茜等ꎬ２０１３)ꎬ用分光光度计对提取后的

９２３２ 期 李辉等: 基于转录组测序的枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物开发及有效性评价



ＤＮＡ 进行纯度与浓度检测ꎬＯＤ２６０ / ２８０ 比值应为

１.７ ~ １.９ꎮ 随后ꎬ通过 １％琼脂糖电泳检验 ＤＮＡ 质

量ꎬ将符合要求的模板 ＤＮＡ 稀释到 ５０ ｎｇ􀅰μＬ￣１ꎬ
放置于－２０ ℃冰箱中备用ꎮ
１.５ ＰＣＲ 扩增

ＰＣＲ 扩增反应总体积为 １０ μＬꎬ其中包含 ２
μＬ ＤＮＡ(５０ ｎｇ􀅰μＬ￣１)ꎬ１ μＬ ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ( １０ ×)ꎬ
０.２ μＬ ｄＮＴＰｓꎬ上下游引物各 ０. ２５、０. ０７ μＬ Ｔａｑ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ( ５ Ｕ􀅰μＬ￣１ )ꎬ以及 ６. ２３ μＬ 的

ｄｄＨ２Ｏꎬ该扩增反应在 ＰＣＲ 仪上完成ꎮ ＳＳＲ￣ＰＣＲ
扩增的程序:９４ ℃ 预变 ４ ｍｉｎꎬ９４ ℃ 变性 １５ ｓꎬ５５
℃复变性 １５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ７２ ℃延

伸 ２０ ｍｉｎꎬ１２ ℃保存ꎮ
１.６ 引物有效性及多态性检测

将 ＰＣＲ 扩增后的产物通过 ８％聚丙烯酰胺凝

胶电泳进行分离ꎮ 实验步骤:使用移液枪吸取 １.２
μＬ 的滴加了溴酚蓝指示剂的扩增引物点在聚丙

烯酰 胺 胶 板 上ꎬ凝 胶 首 尾 点 １ μＬ ５０ ~ ５００ ｂｐ
Ｍａｒｋｅｒꎬ在 ２４０ Ｖ 恒压下电泳ꎬ通过溴酚蓝指示剂

调整电泳时间ꎻ电泳结束后ꎬ将凝胶使用 ｄｄＨ２Ｏ 清

洗 ２ 次ꎬ放入固定液中震荡 １０ ｍｉｎꎬ随后取出凝胶

放入超纯水中震荡清洗 ２ ~ ３ 次ꎬ每次 ２ ｍｉｎꎻ清洗

后ꎬ将胶板放入银染液中进行银染ꎬ震荡 ７ ｍｉｎꎬ银
染后再次放入蒸馏水中震荡清洗 ２ ~ ３ 次ꎬ每次 ２
ｍｉｎꎻ将清洗后的凝胶放入显影液中震荡ꎬ直至胶

板上出现清晰条带为止ꎻ用 ｄｄＨ２Ｏ 清洗凝胶 ２ 次

后读条带ꎬ并拍照保存ꎮ
１.７ 数据统计分析

人工进行条带判读ꎬ通过是否扩增出有效条

带判断引物有效性ꎮ 对具有有效性的引物ꎬ其不

同扩增产物按条带长度从大到小用 Ａ、Ｂ、Ｃ􀆺􀆺进

行编号ꎬ汇总后通过 Ｐｏｐｇｅｎｅ ３２ 软件计算以下参

数:( １) 观测等位基因数目 ( ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｌｌｅｌｅｓꎬＮａ)ꎻ ( ２) 有 效 等 位 基 因 数 目 ( ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓꎬ Ｎｅ) ( Ｈａｒｔｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８９ )ꎻ ( ３ )
Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数( Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘꎬＩ)
(Ｓｈａｎｎｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９４９)ꎻ(４)观测杂合度( ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙꎬＨｏ )ꎻ ( ５ ) 期 望 杂 合 度 ( ｅｘｐｅｃｔｅｄ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙꎬＨｅ) ( Ｎｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９７３)ꎮ 通过 ＰＩＣ￣
ＣＡＬＣ 软 件 计 算 ＰＩＣ ( ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ)值( Ｂｏｔｓｔｅｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８０)ꎮ ＰＩＣ 值指多态

信息含量ꎬ是判断 ＳＳＲ 引物多态性的重要指标ꎬ当
ＰＩＣ≤０.２５ 时ꎬ该位点为低度多态性位点ꎻ当 ０.２５<

ＰＩＣ<０.５ 时ꎬ该位点为中度多态性位点ꎻ当 ＰＩＣ≥
０.５ 时ꎬ该位点为高度多态性位点ꎮ 计算 ＰＩＣ 值所

用到的公式(杨国忠等ꎬ２００４)如下:

ＰＩＣ ＝ １－􀰐
ｎ

ｉ＝ １
Ｐ２

ｉ －􀰐
ｎ－１

ｉ＝ １
􀰐２Ｐ２

ｉ Ｐ２
ｊ

式中:ＰＩＣ 指多态信息含量ꎻＰ ｉ和 Ｐ ｊ分别表示

第 ｉ 个和第 ｊ 个等位基因频率ꎻｎ 表示等位基因数ꎮ
引物的有效扩增率指能够有效扩增的引物数

量与引物总数量的比值ꎮ 引物的多态性比率指具

有能够有效扩增且多态性的引物数量与引物总数

量的比值ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 枫香转录组中 ＳＳＲ 位点的分布特点

通过枫香转录组测序共挖掘到 ２３ ７７７ 个枫香

ＳＳＲ 位点ꎬ平均每 ３.１３ ｋｂ 存在 １ 个 ＳＳＲ 位点ꎮ 通

过统计发现ꎬ枫香转录组中 ＳＳＲ 主要有单核苷酸

及二到六个核苷酸等 ６ 个简单重复单元类型ꎮ 此

外ꎬ还有少量复杂重复类型(表 ２)ꎬ其中单核苷酸

类型占 ＳＳＲ 位点总数的 ４６.５４％ꎬ二核苷酸重复类

型占 ＳＳＲ 位点总数的 ３３.１０％ꎬ三、四、五、六核苷

酸类型分别占 ＳＳＲ 位点总数的 １７. ８０％、１. １７％、
０.４９％、０.８８％ꎮ 单核苷酸类型中ꎬ出现频率最高

的是 Ｔ / Ａ(６６.８１％)ꎬ其次是 Ａ / Ｔ(２４.９９％)ꎻ二核

苷酸类型中ꎬ出现频率最高的是 ＣＴ / ＡＧ(２４.７％)ꎬ
较之稍少的是 ＴＣ / ＧＡ(２３. ７２％)ꎻ三核苷酸类型

中ꎬ出现最多的是 ＣＡＧ / ＣＴＧ(６. １７％)ꎬ次之的是

ＧＡＡ / ＴＴＣ (５.０８％)ꎻ四核苷酸类型中ꎬ出现最多的

是 ＴＴＴＡ / ＴＡＡＡ ( １７. ２％)ꎻ 五 核 苷 酸 类 型 中ꎬ
ＣＴＴＴＴ / ＡＡＡＡＧ(８.６２％)出现频率最高ꎻ六核苷酸

类 型 中ꎬ 出 现 最 多 的 是 ＡＣＣＡＧＣ / ＧＣＴＧＧＴ
(４.７２％)ꎮ可见ꎬ枫香 ＳＳＲ 位点以单核苷酸、二核

苷酸为主ꎬ共占 ＳＳＲ 位点总数的 ７９.６４％ꎬ适用于

设计引物的三到六核苷酸重复类型位点总数仅占

位点总数的 １９.４６％ꎬ限制了在此基础上开发枫香

ＳＳＲ 引物的数量ꎮ
由表 ３ 可知ꎬＳＳＲ 重复次数在 ５ ~ ７８ 次之间ꎬ

主要集中在 ５ ~ ２４ 次之间ꎮ 其中ꎬ重复次数数量在

ＳＳＲ 总位点数量中占比最多的是 ５ ~ ８ 次ꎬ共有

８ ７８７个ꎬ占 ＳＳＲ 位点总数的 ３６.９６％ꎻ排在第二位

的是 ９ ~ １２ 次重复ꎬ共有 ８ ４１７ 个ꎬ占 ＳＳＲ 位点总

数的 ３５.４０％ꎻ 重复次数在 １３ ~ １６ 次、 １７ ~ ２０ 次和

０３３ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 ２　 枫香转录组中 ＳＳＲ 重复单元的分布特征
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳＳＲ ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ

Ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒ ｆｏｒｍｏｓａｎａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

核苷酸重复类型
Ｔｙｐｅ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｒｅｐｅａｔ

ＳＳＲ
数量
Ｎｏ. ｏｆ
ＳＳＲ

比例
Ｐｅｒｃｅｎ￣
ｔａｇｅ
(％)

主要重复基元 (数目)
Ｍａｉｎ ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ (Ｎｏ.)

单核苷酸
Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

１１ ０６７ ５４ Ｔ / Ａ (７ ３９４)
Ａ / Ｔ (２ ７６６)

二核苷酸
Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

７ ８７１ １０ ＣＴ / ＡＧ (１ ９４４)
ＴＣ / ＧＡ (１ ８６７)
ＡＧ / ＣＴ (１ １６２)

三核苷酸
Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

４ ２３２ ８０ ＣＡＧ / ＣＴＧ (２６１)
ＧＡＡ / ＴＴＣ (２１５)
ＴＣＴ / ＡＧＡ (１７６)
ＧＣＡ / ＴＧＣ (１７５)

四核苷酸
Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

２７９ １７ ＴＴＴＡ / ＴＡＡＡ (４８)
ＡＴＴＴ / ＡＡＡＴ (２７)

五核苷酸
Ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

１１６ ４９ ＣＴＴＴＴ / ＡＡＡＡＧ (１０)
ＴＴＣＴＧ / ＣＡＧＡＡ (９)
ＴＣＴＣＴ / ＡＧＡＧＡ (９)

六核苷酸
Ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

２１２ ８８ ＡＣＣＡＧＣ / ＧＣＴＧＧＴ(１０)
ＡＴＧＧＧＴ / ＡＣＣＣＡＴ (９)
ＴＣＧＣＴＣ / ＧＡＧＣＧＡ(９)

总数 Ｔｏｔａｌ ２３ ７７７

表 ３　 ＳＳＲ 重复次数
Ｔａｂｌｅ ３　 ＳＳＲ ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｓ

重复
次数
Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ
ｔｉｍｅｓ

５~８次
５－８
ｔｉｍｅｓ

９~１２次
９－１２
ｔｉｍｅｓ

１３~１６次
１３－１６
ｔｉｍｅｓ

１７~２０次
１７－２０
ｔｉｍｅｓ

２１~２４次
２１－２４
ｔｉｍｅｓ

>２４次
>２４
ｔｉｍｅｓ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

８ ７８７ ８ ４１７ ３ ９３４ １ ８３０ ５９８ ２１０

比例
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ (％)

９６ ４０ ５５ ７０ ５２ ８９

２１~２４ 次的 ＳＳＲ 位点数量分别为 ３ ９３４ 个(１６.５５％)、
１ ８３０ 个(７.７０％)和 ５９８ 个(２.５２％)ꎻ重复次数大于

２４ 次的最少ꎬ共有 ２１１ 个ꎬ仅占 ＳＳＲ 位点总数的

０.８９％ꎮ 在所有的重复次数当中ꎬ１０ 次重复所占比

例最大ꎬ有 ３ ５７０ 个ꎬ占 ＳＳＲ 位点总数的１５.０１％ꎻ稍
次之的是 ６ 次重复ꎬ共有 ３ ２２０ 个ꎬ占 ＳＳＲ 位点总数

的 １３.５４％ꎮ ＳＳＲ 位点的多态性由 ＤＮＡ 复制过程中

的滑动错配产生ꎬＳＳＲ 的重复次数越多ꎬ该位点的多

态性往往越高ꎬ枫香 ＳＳＲ 重复次数以 ５ ~ ８ 次为主ꎬ
基本满足设计开发 ＳＳＲ 引物的要求ꎮ
２.２ 枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物有效性筛选

如表 ４ 所示ꎬ用 ８ 个枫香样本(Ａ１－Ａ８)ＤＮＡ 对

２６２ 对引物进行简捷有效地初次筛选ꎬ有 １３９ 对引

物能够有效扩增ꎬ有效扩增率为 ５３.１％ꎬ所设计的不

同核苷酸重复类型的引物有效扩增率基本相同ꎮ
因此认为ꎬ本研究所设计合成的各核苷酸重复类型

引物在枫香群体具有一定的适用性ꎮ

表 ４　 枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物扩增结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＥＳＴ￣ＳＳＲ

ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ Ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒ ｆｏｒｍｏｓａｎａ

ＳＳＲ 核心类型
Ｔｙｐｅ ｏｆ ＳＳＲ ｃｏｒｅ

引物对数目
Ｎｏ. ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ

ｐａｉｒｓ

有效引物数目
Ｎｏ. ｏｆ

ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

二核苷酸
Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

１０ ５ (５０.０％)

三核苷酸
Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

１４６ ７８ (５３.４％)

四核苷酸
Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

７６ ４０ (５３.６％)

五核苷酸
Ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

３０ １６ (５３.３％)

总计 Ｔｏｔａｌ ２６２ １３９ (５３.１％)

２.３ 枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物多态性分析结果

在筛选出的 １３９ 对有效性引物中ꎬ能够扩增

出多态性条带的引物有 ４１ 对ꎬ多态性比率为

１５.６４％ꎬ说明枫香 ＳＳＲ 序列的保守性相对较强ꎮ
选取其中 １８ 对扩增稳定、条带清晰、有多态性的

引物(表 ５)ꎬ对抽取的 ２４ 个样本(Ｂ１－Ｂ２４) ＤＮＡ
进行多态性检测ꎬ并用 Ｐｏｐｇｅｎｅ ３２ 软件进行分析ꎮ

多态性分析结果显示ꎬ１８ 个位点的观测等位

基因数量(Ｎａ)介于 ２ ~ ５ 之间ꎬ平均值为 ３ꎻＰＩＣ 值

介于 ０. ３０ ~ ０. ７２ 之间ꎬ其中 １０ 个位点的 ＰＩＣ >
０.５０ꎬ具有高度多态性ꎬ其余 ８ 个位点的 ＰＩＣ >
０.２５ꎬ具有中度多态性ꎬ不存在低多态性位点ꎮ 所

筛选出的 １８ 对枫香 ＳＳＲ 引物具有较高的多态性ꎮ
２.４ 枫香天然群体 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 遗传分析有效性评价

用这 １８ 对引物对一个枫香天然群体的 ３０ 个

样本(Ｃ１－Ｃ３０)ＤＮＡ 进行遗传多样性分析ꎬ扩增结

果(表 ６)显示ꎬ１８ 个位点共扩增出 ４２ 个等位基因

数ꎬ观测等位基因数介于 ２ ~ ４ 之间ꎬ平均值为 ２.
３３３ ３ꎻ有效等位基因数(Ｎｅ)介于 １.１１２ ８ ~ ２.６０９ ６
之间ꎬ平均值为 １.９５７ ４ꎻＳｈａｎｎｏｎ 多样性指数( Ｉ)
介于 ０.２０８ ９ ~ １.１１２ ７ 之间ꎬ平均值为 ０.７０８ ５ꎻ观
测杂合度(Ｈｏ)介于 ０.２７５ ９ ~ １.０００ ０ 之间ꎬ平均值

为 ０.７２２ ６ꎻ期望杂合度(Ｈｅ)介于 ０.３７０ ６ ~ ０.８９６ ８
之间ꎬ平均值为 ０.５２２ ８ꎮ 这表明所开发的 １８ 对

ＳＳＲ 引物可用于枫香群体遗传多样性评价ꎮ

１３３２ 期 李辉等: 基于转录组测序的枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物开发及有效性评价



Ｂ１－Ｂ２４. ２４ 个枫香个体ꎻ Ｍ. ５００ ｂｐ ｌａｄｄｅｒ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎮ
Ｂ１－Ｂ２４. ２４ Ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒ ｆｏｒｍｏｓａｎａ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓꎻ Ｍ. ５００ ｂｐ ｌａｄｄｅｒ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ.

图 １　 ２４ 份枫香材料扩增结果 (ＬＦ２２９)
Ｆｉｇ. １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ２４ Ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒ ｆｏｒｍｏｓａｎａ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ (ＬＦ２２９)

表 ５　 １８ 对 ＳＳＲ 引物多态性信息

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｏｆ
１８ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物编号
Ｐｒｉｍｅｒ Ｎｏ.

引物序列 (５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

重复
基元
Ｒｅｐｅａｔ
ｍｏｔｉｆ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

(℃ )

ＬＦ５３ Ｆ:
Ｒ:

ＡＧＧＡＡＣＣＣＡＡＴＴＴＧＡＣＣＣＣＴ
ＣＣＡＣＣＣＡＣＣＡＡＴＧＣＴＣＡＧＡＴ

(ＴＧＧ) ６ ６０.０

ＬＦ７６ Ｆ:
Ｒ:

ＣＡＧＣＡＣＴＴＣＣＡＴＡＡＡＧＣＣＧＣ
ＧＴＴＣＴＧＡＣＧＣＣＴＴＣＴＧＧＴＧＡ

(ＣＣＡＴ) ５ ６０.０

ＬＦ８９ Ｆ:
Ｒ:

ＴＧＡＡＡＴＴＴＴＧＣＧＴＧＧＧＣＴＧＧ
ＡＣＡＡＧＴＧＧＧＣＴＣＡＡＡＴＧＡＧＴ

(ＧＧＣＴ) ５ ５７.３

ＬＦ１０８ Ｆ:
Ｒ:

ＧＣＡＡＴＡＧＣＣＧＴＴＣＣＣＴＴＴＧＣ
ＣＡＣＧＧＴＣＴＣＡＣＴＧＣＣＴＧＡＴＴ

(ＴＴＣＴ) ５ ６０.０

ＬＦ１１１ Ｆ:
Ｒ:

ＣＧＧＡＧＣＴＣＧＴＧＡＴＴＴＣＡＧＧＴ
ＡＧＡＡＣＣＧＧＴＴＣＣＴＣＧＴＡＡＣＡ

(ＴＴＴＣ) ５ ６０.６

ＬＦ１１２ Ｆ:
Ｒ:

ＡＴＣＡＧＴＧＴＧＴＡＧＧＣＣＧＡＡＣＣ
ＡＧＣＣＡＡＴＣＡＣＣＡＣＡＣＡＣＣＡＡ

(ＴＴＴＧ)５ ５８.６

ＬＦ１２８ Ｆ:
Ｒ:

ＣＡＣＡＣＣＡＣＴＣＣＡＣＴＣＣＧＡＴＣ
ＡＴＧＴＴＧＡＧＧＧＡＧＣＧＡＡＧＧＴＧ

(ＣＣＡ) ７ ６０.０

ＬＦ１２９ Ｆ:
Ｒ:

ＧＴＡＴＧＡＴＣＧＣＣＣＴＣＣＣＡＣＴＧ
ＡＣＡＧＡＡＧＣＴＧＡＧＧＴＴＧＡＧＧＣ

(ＣＣＧ) ７ ６０.０

ＬＦ１７１ Ｆ:
Ｒ:

ＡＣＴＣＡＣＡＣＴＣＣＣＡＣＡＣＴＣＣＡ
ＡＡＡＣＴＣＧＡＡＧＡＣＣＣＡＧＣＧＡＧ

(ＣＣＴ) ８ ６０.０

ＬＦ１７７ Ｆ:
Ｒ:

ＣＣＡＣＴＧＣＣＴＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴ
ＣＴＴＣＡＣＣＴＧＧＡＡＧＴＧＧＧＴＣＧ

(ＧＡＡＧ) ６ ６０.０

ＬＦ１８８ Ｆ:
Ｒ:

ＴＴＣＴＧＴＧＡＣＴＧＧＧＣＡＡＴＧＧＧ
ＣＧＡＧＴＣＣＴＣＡＣＡＴＴＣＣＡＣＧＴ

(ＴＡＡ) ８ ５９.８

ＬＦ１９０ Ｆ:
Ｒ:

ＴＧＧＴＧＣＣＴＴＣＴＴＧＧＡＣＣＴＴＴ
ＣＡＣＡＡＣＡＡＡＣＧＡＧＧＡＡＧＣＣＧ

(ＴＡＴＴ) ６ ６０.０

ＬＦ２０６ Ｆ:
Ｒ:

ＣＡＡＡＴＧＣＧＡＡＴＧＡＧＣＧＧＧＡＧ
ＧＧＧＣＡＡＡＡＧＧＧＡＣＡＧＧＡＴＧＴ

(ＡＡＡＧＧ) ５ ６０.０

ＬＦ２２４ Ｆ:
Ｒ:

ＡＣＡＧＧＣＴＧＴＧＧＧＡＴＴＡＧＣＡＣ
ＧＴＣＧＴＣＡＧＡＧＴＧＧＣＣＡＧＡＡＡ

(ＧＡＡＧＧ) ５ ６０.０

ＬＦ２２９ Ｆ:
Ｒ:

ＧＣＴＡＣＣＧＴＴＧＣＣＴＣＣＴＴＣＡＴ
ＴＧＧＴＣＴＴＧＧＡＧＣＡＧＡＴＧＡＣＧ

(ＴＴＴＣＣ) ５ ５９.８

ＬＦ２４２ Ｆ:
Ｒ:

ＴＣＴＣＡＴＣＧＣＡＣＴＣＣＴＡＧＧＧＴ
ＧＴＧＡＧＴＧＧＡＧＡＧＧＧＧＧＡＧＡＴ

(ＧＡＡ) ９ ６０.０

ＬＦ２４５ Ｆ:
Ｒ:

ＧＴＧＣＴＧＧＡＴＣＴＣＴＧＧＣＡＣＡＡ
ＧＡＣＣＡＡＴＧＴＡＴＣＣＣＧＧＧＧＡＣ

(ＧＣＡ) ９ ５９.９

ＬＦ２４７ Ｆ:
Ｒ:

ＧＧＡＡＧＴＡＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣＧＧＣ
ＧＡＡＡＣＴＣＣＧＡＡＴＴＣＧＡＣＧＣＧ

(ＧＣＧ) ９ ６０.０

３　 讨论与结论

３.１ 枫香转录组 ＳＳＲ 位点分布特征

ＳＳＲ 标记具有在植物种间通用性的优点ꎬ同属

植物中移植已有标记进行开发 ＳＳＲ 的研究已不少

见(杨世鹏等ꎬ ２０１８)ꎬ而目前可用的枫香 ＳＳＲ 引

物较少ꎬ仅报道的有顾辛韵(２０１６)采用磁珠富集

法开发的 １０ 对引物及孙荣喜(２０１７)通过 ＮＣＢＩ 数
据库信息开发了 １１ 对引物ꎮ 磁珠富集法主要是

通过构建微卫星富集文库ꎬ经阳性克隆、筛选、测
序最终得到 ＳＳＲ 位点信息ꎬ这两个方法在一定程

度上提高了 ＳＳＲ 引物开发效率ꎬ但操作过程繁琐

且需要构建和筛选基因组文库ꎬ开发难度较大ꎬ获
得的 ＳＳＲ 位点信息有限ꎻ通过 ＮＣＢＩ 数据库开发

ＳＳＲ 引物的方法使得研究者可以从中获得有效信

息ꎬ节省了时间和成本ꎬ但当前数据库中的枫香序

列数据有限ꎬ能获得的 ＳＳＲ 位点信息较少且无法

对枫香 ＳＳＲ 位点信息分布特征进行详细描述ꎮ 随

着高通量测序技术的发展ꎬＲＮＡ￣ｓｅｑ 测序的成本正

逐渐降低ꎬ基于转录组数据开发 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 分子标

记ꎬ目前已成为基因发掘及分子标记开发的重要

技术手段ꎮ 本研究首次通过转录组测序技术获得

了相对较多且较全面的枫香 ＳＳＲ 位点信息ꎮ 本研

究发现ꎬ作为第三纪的孑遗植物ꎬ枫香转录组中 ＳＳＲ
基元重复类型较为丰富ꎬ包含了 ６ 种核苷酸重复的

所有类型ꎬ 高比例的单核苷酸重复序列(４６.５４％)

２３３ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 ６　 １８ 个位点的遗传多样性
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ １８ ｌｏｃｉ

位点
Ｌｏｃｕｓ

等位基因数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｌｌｅｌｅｓ
(Ｎａ)

有效等位基因数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅｓ
(Ｎｅ)

Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数
Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ
( Ｉ)

Ｎｅｉ’ ｓ 基因
多样性指数
Ｎｅｉ’ ｓ ｇｅｎｅ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ
(Ｈ)

观测杂合度
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ

ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ
(Ｈｏ)

期望杂合度
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ

ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ
(Ｈｅ)

ＬＦ５３ ２ １.９９７ ６ ０.６９２ ６ ０.４９９ ４ ０.８６２ １ ０.４９１ ８

ＬＦ７６ ３ ２.１６６ ４ ０.９１４ １ ０.５３８ ４ ０.８８０ ０ ０.４５０ ６

ＬＦ８９ ４ ２.６０９ ６ １.１１２ ７ ０.６１６ ８ ０.８００ ０ ０.３７０ ６

ＬＦ１０８ ２ １.７７３ ８ ０.６２７ ９ ０.４３６ ２ ０.７１４ ３ ０.５５５ ８

ＬＦ１１１ ３ ２.１７９ ４ ０.８９４ ３ ０.５４１ ２ ０.５５５ ６ ０.４４８ ６

ＬＦ１１２ ３ ２.４５３ ７ ０.９６７ ４ ０.５９２ ５ ０.７３０ ８ ０.３９５ ９

ＬＦ１２８ ２ １.９８９ ８ ０.６９０ ６ ０.４９７ ４ ０.９２８ ６ ０.４９３ ５

ＬＦ１２９ ２ １.１１２ ８ ０.２０８ ９ ０.１０１ ４ ０.９６４ ３ ０.８９６ ８

ＬＦ１７１ ３ ２.１７９ ４ ０.８７８ ９ ０.５４１ ２ ０.５９２ ６ ０.４４８ ６

ＬＦ１７７ ２ １.９９６ ８ ０.６９２ ３ ０.４９９ ２ ０.６８０ ０ ０.４９０ ６

ＬＦ１８８ ２ １.９９０ ５ ０.６９０ ８ ０.４９７ ６ ０.２７５ ９ ０.４９３ ６

ＬＦ１９０ ２ １.９９７ ５ ０.６９２ ５ ０.４９９ ４ ０.３９２ ９ ０.４９１ ６

ＬＦ２０６ ２ １.９９７ ３ ０.６９２ ５ ０.４９９ ３ ０.９２５ ９ ０.４９１ ３

ＬＦ２２４ ２ １.３３７ ６ ０.４１９ ５ ０.２５２ ４ ０.７７７ ８ ０.７４２ ８

ＬＦ２２９ ２ １.９９７ ３ ０.６９２ ５ ０.４９９ ３ ０.４０７ ４ ０.４９１ ３

ＬＦ２４２ ２ １.９７５ ６ ０.６８７ ０ ０.４９３ ８ １.０００ ０ ０.４９６ ９

ＬＦ２４５ ２ １.９９７ ３ ０.６９２ ５ ０.４９９ ３ ０.７７７ ８ ０.４９１ ３

ＬＦ２４７ ２ １.４８０ ２ ０.５０５ ５ ０.３２４ ４ ０.７４０ ７ ０.６６９ ５

平均值 Ｍｅａｎ ２.３３３ ３ １.９５７ ４ ０.７０８ ５ ０.４６８ ３ ０.７２２ ６ ０.５２２ ８

是枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 的重要分布特征ꎬ其重复基元分

布类型与大花四照花(Ｃｏｒｎｕｓ ｆｌｏｒｉｄａ) (刘佳奇等ꎬ
２０２０ ) 和 黄 枝 油 杉 ( Ｋｅｔｅｌｅｅｒｉａ ｄａｖｉｄｉａｎａ ｖａｒ.
ｃａｌｃａｒｅａ)相似(石远婷等ꎬ２０２１)ꎮ 从整体来看ꎬ枫
香转录组中 ＳＳＲ 位点的数量和种类较为丰富ꎬ为
枫香 ＳＳＲ 引物开发及后续研究提供了重要基础ꎮ
３.２ 枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 位点开发效率

本研究所设计的 ２６２ 对枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物有

效扩增率为 ５３. １％ꎬ祁雅等 ( ２００４) 和魏利斌等

(２００８)研究指出的ꎬ所设计 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物的有效

扩增率应在 ６０％ ~ ９０％之间ꎮ 本研究有效扩增率

较低的原因可能有以下三方面:第一ꎬ三至六碱基

重复类型的 ＳＳＲ 位点占比较低(总计 １９.４６％)ꎬ使
得可供筛选的 ＳＳＲ 位点总量偏少ꎻ第二ꎬ部分引物

设计不合理ꎬ实验中所用引物均根据二代测序结

果所得ꎬ二代测序在拼接过程中可能会存在一些

错误ꎬ因而导致有效扩增率相对较低ꎻ第三ꎬ开发

的枫香 ＳＳＲ 引物多态性比率较低(１５. ６４％)ꎮ 主

要是由于 ＳＳＲ 的潜在多态性会随着 ＳＳＲ 基元重复

次数的增多而增加(刘佳奇等ꎬ２０２０)ꎬ而枫香主要

基元重复次数为 ５ ~ １２ 次ꎬ并且主要基元以短重复

类型为主ꎬ该 ＳＳＲ 位点特征限制了枫香 ＳＳＲ 的潜

在多态性ꎮ 内在原因主要是转录组 ＳＳＲ 位点来自

序列相对保守的基因编码区ꎬ其多态性位点一般

位于功能序列的微卫星重复片段上ꎬ从而导致转

录组 ＳＳＲ 多态性较低(杨世鹏等ꎬ ２０１８)ꎮ
３.３ 枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物多态性及群体遗传分析有

效性评价

衡量 ＳＳＲ 引物可用性及多态性丰富度可以采

用多态信息含量(ＰＩＣ)、观测等位基因数(Ｎａ)及

有效等位基因数(Ｎｅ)等参数ꎮ 在多态信息含量指

数方面ꎬ孙荣喜(２０１７)开发的 １４ 对枫香 ＳＳＲ 引物

中包括 ６ 个高度多态性位点、４ 个中度多态性位

点、４ 个低度多态性位点ꎮ 与前两者的研究相比ꎬ
本研究开发的 １８ 对枫香 ＳＳＲ 引物中ꎬ１０ 对为高度

多态性位点ꎬ８ 对为中度多态性位点ꎬ多态信息含

量较高ꎮ 在等位基因数方面ꎬ孙荣喜(２０１７)在全

国范围内开展的中国枫香树遗传多样性及谱系地

３３３２ 期 李辉等: 基于转录组测序的枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物开发及有效性评价



理研究中开发的 １４ 对枫香 ＳＳＲ 引物ꎬ其观测等位

基因数平均值为 ３.２５８ ０ꎬ有效等位基因数平均值

为 １.８４８ ０ꎻ顾辛韵(２０１６)在千岛湖地区开展的片

断化生境对枫香遗传多样性影响的研究中开发的

１０ 对 ＳＳＲ 引物ꎬ观测等位基因数均值为 ４.６ꎬ有效

等位基因数平均值为 ２.１３０ ０ꎮ 本研究所开发 １８
对 ＳＳＲ 引物在环江群体中检测到的观测等位基因

数平均值为 ２.３３３ ３ꎬ低于前两者ꎬ其原因是观测等

位基因数在很大程度上依赖于抽取的样本大小ꎬ
本研究采样范围及数量较前两者偏小ꎻ有效等位

基因数平均值(１.９５７ ４)ꎬ与前两者研究相近ꎬ而有

效等位基因数比杂合体频率和纯合体频率更好地

度量群体遗传变异地增加ꎬ说明该环江群体遗传

多样性较为丰富ꎮ 上述讨论说明本研究所开发的

ＳＳＲ 引物同样能够很好地反映出枫香群体遗传变

异情况ꎬ可适用于枫香遗传多样性研究ꎮ
引物开发的目的是得到多态信息含量高的

ＳＳＲ 分子标记ꎮ 由于前人研究中采用常规 ＳＳＲ 分

子标记开发技术获得的枫香序列有限ꎬ因此开发

的枫香 ＳＳＲ 引物数量较少、多态信息含量不高ꎮ
本研究首次通过转录组测序技术对枫香 ＳＳＲ 位点

信息进行了较为全面的发掘ꎬ可高效地获得枫香

某一发育时期细胞全部转录本信息ꎬ并克服了步

骤繁琐、时间和人力成本高的问题ꎮ 因此ꎬ自主设

计枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物ꎬ并对其有效性及多态性进

行验证ꎬ得到了 １８ 对尚未开发的多态信息含量较

高的枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物ꎬ有效性评价结果显示这

１８ 对枫香 ＳＳＲ 引物均可用于后续枫香的遗传多样

性分析和种质资源保护的研究中ꎬ在前人研究基

础上拓展了当前枫香 ＳＳＲ 引物的数量和种类ꎮ 由

群体验证结果可知ꎬ不同的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 分子标记在

群体表达上存在一定的差异ꎬ说明不同位点所在

基因的进化速率存在差异ꎬ多态性较低的 ＳＳＲ 位

点多位于保守基因上(刘佳奇等ꎬ２０２０)ꎮ 通过转

录组测序技术开发的枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物除用于遗

传多样性分析外ꎬ一方面可通过其位点特征回溯

所在基因的固定或进化情况ꎬ以探究群体遗传分

化问题ꎻ另一方面结合转录组信息可开展位点所

在序列基因功能性研究ꎮ 既可用于构建优良表型

关联的特异 ＳＳＲ 标记ꎬ又可为后续深入开展枫香

叶色变化分子机理、枫香药用活性成分的合成等

研究提供一定的帮助ꎬ对枫香种质资源的开发、保
存和利用具有重要的指导意义ꎮ

综上所述ꎬ本研究基于转录组测序技术获得

了较为全面的枫香 ＳＳＲ 位点信息ꎬ成功开发出 １８
对枫香 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物ꎬ对枫香中高度多态性 ＳＳＲ
引物的数量提供了必要的补充ꎬ为解决当前枫香

中高多态性 ＳＳＲ 引物数量和种类不足以支撑更深

入地进行枫香遗传多样性研究的问题提供了帮

助ꎬ为枫香群体遗传学、分子辅助育种等研究提供

了更多、更好的研究工具ꎮ
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