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牡丹 ＥＳＴ 序列中的微卫星分析
贾 小 平，史 国 安，孔 祥 生，范 丙 友，张 　 龙

（河南科技大学 农学院，河南 洛阳４７１００３）

　　摘　要：ＮＣＢＩ的ｄｂＥＳＴ数据库中２　２０４条牡丹ＥＳＴ序列经过预处理获得２　０４８个高质量的
序列，经拼接，获得３１８个Ｃｏｎｔｉｇｓ和６３６个Ｓｉｎｇｌｅｔｓ。其中１４２条拼接序列共检测出１６７个微卫
星（简单序列重复，ＳＳＲ），平均１．１８个ＳＳＲ／Ｃｏｎｔｉｇ或Ｓｉｎｇｌｅｔ。这些微卫星从二至四核苷酸重复
都有出现，二、三核苷酸重复类型占多数（９７．６１％），其中二核苷酸重复为４６．７１％，三核苷酸重复
为５０．９０％。二核苷酸重复类型中出现最多的是ＡＧ／ＴＣ和ＧＡ／ＣＴ，分別占ＳＳＲ总数的２０．３６％
和１６．７７％，三核苷酸重复类型以ＡＧＡ／ＴＣＴ、ＧＡＴ／ＡＴＣ最多，分别占总ＳＳＲ的５．４０％。最后对
含有微卫星的Ｃｏｎｔｉｇｓ和Ｓｉｎｇｌｅｔｓ进行基因注释、功能分类。
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　　 !微卫星也称简单序列重复（Ｓｉｍｐｌｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ），广泛存在于真核生物基因组中，因其具
有含量丰富、多态性高、技术简单、共显性等优点，目前
已广泛应用于植物群体遗传多样性研究、遗传图谱构
建、亲缘关系鉴定及ＱＴＬ定位。目前公共数据库存贮
的大量的ＥＳＴ序列为开发植物微卫星标记提供了有
利条件，相比传统构建基因组文库的开发方法，利用数
据库开发微卫星标记不仅省去测序所需大量费用，还
加快了开发速度。目前已经在许多植物中开发了大量
的ＥＳＴ－ＳＳＲ标记，并且成功用于遗传图谱构建、比较
基因组学研究及遗传多样性研究［１－５］。
牡丹（Ｐａｅｏｎｉａ　ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ　Ａｎｄｒ．）属芍药科芍药

属多年生木本落叶灌木。我国作为牡丹的起源地，具
有丰富的遗传资源，被称为世界牡丹王国。牡丹具有
很高的观赏价值，自古以来就被我国人民当作富贵、吉
祥的象征而倍受推崇。此外牡丹的花还可以用来提取
香精，根皮还可以加工成中药丹皮，有清热、活血等功
能，可以说牡丹在我国是最受欢迎的花卉之一。近十
多年来一些分子标记如ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ已经开始用于
牡丹亲缘关系鉴定、遗传多样性研究、品种鉴定、杂交
种的快速鉴定［６－１１］。但是以上分子标记存在不同程度
的局限性，ＲＡＰＤ虽然操作简单，但是稳定性差，易受
环境影响；ＡＦＬＰ标记多态性水平高，但是操作要求
高，需要酶切、接头连接等复杂步骤，应用范围受到限
制。因此开发稳定、可靠、简单方便的微卫星标记，无
论对牡丹基础研究的发展，还是对牡丹野生资源的多

样性评估、核心种质库的构建与保护、牡丹ＱＴＬ定位
及标记辅助育种等应用研究方面的推动都具有重要意

义。该研究从公共数据库中下载的２　２０４条牡丹ＥＳＴ
序列中搜索微卫星，并且对其分布规律、所代表基因的
功能进行初步分析和预测，为开发牡丹ＥＳＴ－ＳＳＲ标记
奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
从 ＧｅｎＢａｎｋ／ｄｂＥＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｅｎｔｒｅｚ）下载的２　２０４条牡丹ＥＳＴ序列为研究材料。
１．２　试验方法
１．２．１　ＥＳＴ序列的预处理　利用ＳＥＱＴＲＩＭ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｓｃｂｉ．ｕｍａ．ｅｓ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｓｅｑｔｒｉｍ／ｓｅｑｔｒｉｍ＿ｆｏｒｍ．ｃｇｉ）
在线分析软件对所有ＥＳＴ序列进行预处理，去除载体
序列、接头序列、多聚腺苷酸、串联体及小于１００ｂｐ的
低质量序列。
１．２．２　ＥＳＴ序列的聚类与拼接　利用ＣＡＰ３（ｈｔｔｐ：／／
ｄｅｅｐｃ２．ｐｓｉ．ｉａｓｔａｔｅ．ｅｄｕ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｃａｐ＿ｐｍ．ｐｌ）在线软件对
预处理获得的高质量ＥＳＴ进行序列聚类与拼接，以便
获得更长的一致性序列。
１．２．３　微卫星序列搜索　用ＳＳＲＩＴ（ｈｔｔｐ：／／ａｃｏｒｎ．
ｃｓｈｌ．ｏｒｇ／ｄｂ／ｓｅａｒｃｈｅｓ／ｓｓｒｔｏｏｌ）微卫星搜索工具搜索拼
接序列中的微卫星，所设条件：二、三核苷酸重复不少
于５次，四至六核苷酸重复不少于４次，对搜索到的微
卫星统计各种重复类型出现的频率。
１．２．４　基因注释及功能分类　用ＢＬＡＳＴＸ或ＢＬＡＳＴＮ
（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进行基因功
能注释含微卫星的Ｃｏｎｔｉｇｓ和Ｓｉｎｇｌｅｔｓ，若Ｅ值≤１Ｅ－
１０，则认为查询一致序列与已知基因具有同源性，用
ＧＥＮＥＯＮＴＯＬＯＧＹ（ＧＯ）（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅ－ｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ．
ｏｒｇ／）进行功能分类。
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２　结果与分析
２．１　牡丹ＥＳＴ序列的预处理及聚类拼接
首先对２　２０４条牡丹ＥＳＴ原始序列数据进行预处

理，使用的ＳＥＱＴＲＩＭ软件可以同时去除载体污染、接
头序列、多聚腺苷酸、串联体及低质量序列。处理后获
得了２　０４８条高质量的ＥＳＴ序列，接着对这些高质量
的ＥＳＴ序列进行聚类与拼接，获得了３１８个Ｃｏｎｔｉｇｓ
和６３６个Ｓｉｎｇｌｅｔｓ。
２．２　微卫星序列的搜索
经过拼接后获得的３１８个 Ｃｏｎｔｉｇｓ和６３６个

Ｓｉｎｇｌｅｔｓ用微卫星搜索软件查询所包含的微卫星序列，
共计有１４２个Ｃｏｎｔｉｇｓ和Ｓｉｎｇｌｅｔｓ含有微卫星，所占比
例为１４．９％（１４２／９５４）。从１４２个一致性序列共发现
１６７个ＳＳＲ，平均１．１８个ＳＳＲ／Ｃｏｎｔｉｇ或Ｓｉｎｇｌｅｔ。对这
些ＳＳＲ进行分析表明，二至四核苷酸重复单元都有出
现，二、三核苷酸重复类型占多数（９７．６１％），其中二核
苷酸重复为４６．７１％，三核苷酸重复为５０．９０％，四核
苷酸重复类型所占比例较小，为２．３９％，没有发现五、
六核苷酸重复类型（表１）。
二核苷酸重复类型中出现最多的是 ＧＡ／ＴＣ和

ＡＧ／ＣＴ，分別占ＳＳＲ总数的２０．３６％和１６．７７％，其余
的二核苷酸类型依次是 ＡＴ／ＴＡ（４．２％）、ＣＡ／ＴＧ
（３．６％）、ＡＣ／ＧＴ（１．８％），没有发现 ＧＣ／ＣＧ重复类
型。三核苷酸重复类型共发现２２种，以ＡＧＡ／ＴＣＴ、
ＧＡＴ／ＡＴＣ 最多，分别占总ＳＳＲ的５．４％，其次是
ＧＧＴ／ＡＣＣ，占ＳＳＲ总数的４．８０％，再往后是 ＡＡＧ／
ＣＴＴ、ＴＧＧ／ＣＣＡ，各占ＳＳＲ总数的４．２％，出现频率最
低的包括 ＡＡＴ／ＴＡＡ、ＣＡＣ／ＧＴＧ、ＡＧＴ／ＡＣＴ、ＣＡＡ／
ＴＴＧ、ＡＣＡ／ＴＧＴ、ＡＣＧ／ＣＧＴ，各占ＳＳＲ总数的０．６％
（图１－Ａ，图１－Ｂ）。四核苷酸重复类型只获得４个：
ＡＴＧＴ、ＧＴＡＣ、ＧＴＡＴ、ＡＡＡＧ。

　　表１ 不同重复单元分布特点

重复单元 各类重复单元数目 占总ＳＳＲ百分数／％ 各种重复单元丰度

二核苷酸 ７８　 ４６．７１　 １ＳＳＲ／８．６０ｋｂ

三核苷酸 ８５　 ５０．９０　 １ＳＳＲ／７．８９ｋｂ

四核苷酸 ４　 ２．３９　 １ＳＳＲ／１６７．７３ｋｂ

总数 １６７

图１　二、三核苷酸重复类型分布特点
注：Ａ：二核苷酸重复类型分布，Ｂ：三核苷酸重复类型分布。

２．３　含有微卫星的拼接序列基因注释及功能分类
对含有微卫星的１４２条 Ｃｏｎｔｉｇｓ或Ｓｉｎｇｌｅｔｓ用

ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴＸ、ＢＬＡＳＴＮ程序进行功能预测，有１９
个序列在数据库中找不到显著同源的基因，剩余１２３
条序列都能找到相应的同源基因。这些同源基因多数
来源于葡萄和蓖麻（５６％），且其中有相当比例同源基
因功能尚未阐明（３４％），而功能确定的同源基因中以
核糖体蛋白和核酸结合蛋白居多，占３４％（表２）。

　　表２ 利用ＢＬＡＳＴＸ和ＢＬＡＳＴＮ推测的基因功能
牡丹ＥＳＴ拼接序列 推定基因 基因登陆号 来源生物 Ｅ值

Ｃｏｎｔｉｇ２ 金属硫蛋白类似蛋白 ＡＣＵ１４２４５．１ 大豆 ７ｅ－１９
Ｃｏｎｔｉｇ９ 钙调蛋白 Ｐ９３０８７．３ 辣椒 ６ｅ－７９
Ｃｏｎｔｉｇ１７ 功能未知蛋白 ＸＰ＿００２２７２６６０．１ 葡萄 ６ｅ－１２８
Ｃｏｎｔｉｇ２２ 功能未知蛋白 ＸＰ＿００２２６３５６０．１ 葡萄 ４ｅ－５４
Ｃｏｎｔｉｇ５０ 水分胁迫诱导蛋白 ＡＹ５７１３３３．１ 甘蓝 ６ｅ－２７
Ｃｏｎｔｉｇ６３　 ６０ｓ核糖体蛋白 ＡＤＥ４２９７２．１ 栀子 ２ｅ－９４
Ｃｏｎｔｉｇ９４ ＮＡＤＨ脱氢酶基因 ＸＰ＿００２５１２７１０．１ 蓖麻 ４ｅ－３７
Ｃｏｎｔｉｇ９５ 真核翻译起始因子 Ｐ２４９２２．１ 烟草 １ｅ－８０

ｇｉ｜２２５９０３３３０ 功能未知蛋白 ＸＰ＿００２３１５４６０．１ 杨毛果 ２ｅ－５２
ｇｉ｜２２５９０３２０３ 核酸结合蛋白 ＸＰ＿００２５１８８１１．１ 蓖麻 ４ｅ－５２
ｇｉ｜２２５９０３１９４ 新生多肽相关复合物 ＮＰ＿１７７４６６．１ 拟南芥 ５ｅ－６３
ｇｉ｜２２５９０３１７４ 功能未知蛋白 ＸＰ＿００２５１６９３６．１ 蓖麻 ８ｅ－１７
ｇｉ｜２２５９０３１３１ 膜联蛋 ＸＰ＿００２５２７０３６．１ 蓖麻 ３ｅ－４２
ｇｉ｜２２５９０３０９７ 腺苷酸－活化蛋白激酶 ＸＰ＿００２５１１１９４．１ 蓖麻 ２ｅ－８２
ｇｉ｜２２５９０３０５２ 功能未知蛋白 ＸＰ＿００２２７２１３８．１ 葡萄 ３ｅ－６４

　　对１２３条拼接后的序列进行基因功能分类，根据
基因参与的生物过程共分为１３类：蛋白质合成、非生
物胁迫应答、代谢、细胞生长分化、运输体、细胞结构、
能量、胞内转运、转录、蛋白质定向储存、蛋白质降解、
疾病／防卫、信号传导。１２３条序列中有６８条能够明确

划分对应的类群，余下的５５条序列则未能划分到１３
个类群中。在１３个类群中包含基因最多的类群是蛋
白质合成相关基因，有１９个，其次是非生物胁迫应答
基因，有１１个，再往下是细胞生长分化相关基因，有８
个，而蛋白质定向相关基因和能量产生相关基因及疾
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病防卫相关基因则较少，每个类群只有１～２个。该研
究中未能按功能进行分类的序列达到５５个，将近一
半，说明牡丹ＥＳＴ序列中有很多基因为新基因，对应
的功能目前在已测序的拟南芥、水稻等植物中还没有
被揭示出来，这些基因如果被克隆并弄清功能将拓宽
人们对植物基因的认识水平（图２）。

图２　拼接序列所代表基因的功能分类

３　讨论与结论
该研究对牡丹ＥＳＴ序列微卫星分布规律进行了

统计，从微卫星的分布密度来说，牡丹ＥＳＴ序列微卫
星分布密度要低于油菜（ＩＳＳＲ／４．３４ｋｂ）［２］、花生（ＩＳＳＲ／
６．８ｋｂ）［４］、橡胶（ＩＳＳＲ／３．９３ｋｂ）［５］等植物。而从不同
重复类型出现频率来说，三核苷酸重复出现频率略高
于二核苷酸重复，与甘蔗、葡萄、柑橘、甜瓜分布特点一
致［１２－１４］；而在橡胶、茶树、猕猴桃、杏树中则是二核苷酸
重复占了主导［１５－１７］。在牡丹中三核苷酸类型优势重复
单元为ＡＧＡ／ＴＣＴ、ＧＡＴ／ＡＴＣ两类，而多数已报道的
双子叶植物中以ＡＡＧ／ＴＴＣ重复为主；牡丹二核苷酸
类型优势重复单元为ＧＡ／ＴＣ和ＡＧ／ＣＴ两类，与报道
的多数植物情况相一致。该研究共发现牡丹二核苷酸
基序５种，三核苷酸基序１３种，低于橡胶（二核苷酸基
序６种、三核苷酸基序２６种），但高于花生（二核苷酸
基序３种、三核苷酸基序１０种），四核苷酸基序有４
种，而橡胶、花生获得的四核苷酸基序有５种，该研究
没有发现五、六核苷酸基序类型。由于不同研究收集

的ＥＳＴ数量不同，因此分析结果可能存在一定差异，
要弄清这种差异是物种之间本来存在的还是由于研究

材料数目不同造成的，还需要在掌握更广泛的数据基
础上做进一步研究。
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