
植物遗传资源学报 ２０１８，１９（１）：１４３⁃１４９
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ＤＯＩ：１０． １３４３０ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｊｐｇｒ． ２０１８． ０１． ０１６

新疆沙冬青基因组调查测序与基因组大小预测

王　 雪，周佳熠，孙会改，禹瑞敏，高　 飞，周宜君
（中央民族大学生命与环境科学学院，北京 １０００８１）

收稿日期：２０１７⁃０４⁃２１　 　 修回日期：２０１７⁃０６⁃２８　 　 网络出版日期：２０１７⁃１２⁃２６
ＵＲＬ：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ １１． ４９９６． Ｓ． ２０１７１２２６． １５１４． ０２４． ｈｔｍｌ
基金项目：国家自然科学基金项目（３１３７０３５６，３１６７０３３５，３１７７０３６３）；北京市大学生创新训练计划（ＢＥＩＪ２０１７１１００１０）
第一作者研究方向为生物化学与分子生物学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｗａｎｇｘｕｅ＠ ｍｕｃ． ｅｄｕ． ｃｎ
通信作者：高飞，研究方向为生物化学与分子生物学。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｇａｏｆｅｉ＠ ｍｕｃ． ｅｄｕ． ｃｎ

　 　 摘要：新疆沙冬青是中国荒漠地区代表性常绿阔叶植物，属于第三纪孑遗植物。 其极强的逆境耐受性受到了研究者的广

泛关注，但由于缺乏基因组序列，分子生物学研究水平进展缓慢。 本研究对新疆沙冬青进行了基因组调查测序，共得到 ６５ Ｇｂ
大小的双端测序数据。 结合基于 Ｋ⁃ｍｅｒ 分析和流式细胞分析的方法，预测基因组大小、杂合率和 ＧＣ 含量等特征，估计基因组

大小为 ７７０ ～ ７８７ Ｍｂ。 测序数据拼接构建得到 ｃｏｎｔｉｇｓ 的 Ｎ５０ 为 ６８４ ｂｐ，总读长为 ０ ５３８ Ｇｂ；进一步组装后 ｓｃａｆｆｏｌｄｓ 的 Ｎ５０ 为

１２ ０９ ｋｂ，总读长为 ０ ６０２ Ｇｂ。 对拼接数据进行 ＳＳＲ 分子标记预测，共得到 １５１８５８ 个 ＳＳＲ，其中二核苷酸重复单元比例最高

为 ５６ ３９％ ，在二核苷酸重复单元中，ＡＴ ／ ＴＡ 组成形式占多数。 本研究首次报道了荒漠植物新疆沙冬青的基因组特征，为后续

基因组学研究提供参考。
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ｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ． ）Ｃｈｅｎｇ ｆ． ），又名小沙冬青、矮沙冬青、
矮黄花木，源于第三纪，属于豆科（Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ）沙

冬青属（Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ Ｓ． Ｈ． Ｃｈｅｎｇ），是中亚温带

荒漠区仅有的两种常绿阔叶灌木之一。 其自然分布

区域狭窄，仅分布于我国的新疆昆仑山和西天山的

结合部，克孜勒苏柯尔克孜自治州的乌恰县境内，少
量还延伸到苏联［１］。 新疆沙冬青起源于古地中海

热带地区，是地中海退缩、气候旱化过程中幸存的第

三纪豆科孑遗植物，对于研究中亚地区古地理、古气

候的变化，以及古植物区系的变迁，均具有相当重要

的科学价值［２］。 新疆沙冬青适应性非常强，能够耐

受⁃３０ ～ ５０ ℃的温度条件、干旱胁迫、盐胁迫、风沙

侵蚀，保持着正常的生长发育过程和生物、生态学特

性［３⁃４］，在维护荒漠地区脆弱的生态系统中起着重

要作用，也是用于干旱地区绿化观赏和防风固沙的

优秀材料。 乌恰县本地的克尔柯孜族人民还将其入

药，它的枝叶味苦，含多种生物碱，可供药用，具有祛

风湿、活血散痕的效用；还可作杀虫剂和燃料［５］。
同时它的根系发达，可在海拔 １８００ ～ ２６００ ｍ 石质坡

地、溪流冲刷沟边及石砾质的河漫滩上生存，逆境耐

受性很强，是我国荒漠地区特有的资源植物，也是研

究植物逆境调控机制的极佳材料。
对于缺乏基因组数据的非模式资源植物来说，

基因组特征的研究是分子机理研究和植物基因资源

开发的前提。 人类基因组测序计划完成后高通量测

序技术飞速发展，利用基于 ＮＧＳ 的基因组调查测序

（ＧＳＳ，ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｕｒｖｅｙ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）成为获得未知基

因组信息的最佳选择。 豆科植物中许多重要经济作

物，包括大豆、绿豆、苜蓿、鹰嘴豆等均已完成了全基

因组测序［６⁃８］，但对于荒漠地区资源植物的新疆沙

冬青的基因组研究还未见报道。 植物基因组包含了

编码生物性状的全部遗传信息，研究基因组的特征

是全面了解基因组信息的基础。 基因组大小是指生

物单倍体中的 ＤＮＡ 含量，是基因组多样性的基本参

数，具有物种特异性。 杂合率和 ＧＣ 含量等参数在

基因组后续的拼接组装过程中，直接影响了拼接的

准确性。 本研究利用流式细胞分析和基于Ｋ⁃ｍｅｒ 分
析的方法，预测了新疆沙冬青的基因组特征，包含基

因组大小、杂合率和 ＧＣ 含量等参数，这些数据的获

得完善了对于新疆沙冬青基因组的认识，并促进了

优秀基因资源的挖掘、新疆沙冬青进化过程的分析

以及沙冬青属特异性逆境调控机制的揭示。
此外，开发 ＤＮＡ 分子标记是构建基因图谱，筛选

重要基因和数量性状位点 ＱＴＬｓ 资源的有效途径。 相

比于 ＲＦＬＰ、ＡＦＬＰ 和 ＲＡＰＤ 等分子标记，简单重复序

列（ＳＳＲ，ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ）分子标记具有突变率

高、稳定性好且特异性强等优势，是目前最常用的分

子标记［９］。 ＳＳＲ 分子标记在基因组中分布广泛，在不

同物种间具有高度的多态性，因此在研究植物的进化

关系中有重要作用。 本研究对新疆沙冬青的 ＳＳＲ 序

列进行了筛选和类型统计，为进一步开发全基因水平

的 ＳＳＲ 分子标记，开展功能基因组研究奠定了基础。

１　 材料与方法

１ １　 试验材料

新疆沙冬青的种子采自新疆维吾尔自治区乌恰

县，其种皮坚硬，经由 ６５％的浓硫酸处理 ２０ ｍｉｎ 后，
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萌发并种植于中央民族大学生命与环境科学学院植

物培养室中生长备用。 玉米品种郑 ５８ 的种子取自

中国农业科学院生物技术研究所，经双氧水消毒 １０
ｍｉｎ 后浸泡在饱和硫酸钙溶液中，待到萌芽后转入

实验室土壤环境中生长备用。
１ ２　 试验方法

１ ２ １　 流式细胞分析 　 采用美国 ＢＤ 公司生产的

ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪进行基因组大小检测，并使

用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ 软件捕捉荧光信号数据，使用ＭｏｄＦｉｔ 软
件分析结果。

测定操作程序：取植株新鲜叶片 １ ｇ，在 ２ ｍＬ 细

胞裂解液中用锋利的刀片切碎、过滤、收集滤液，
１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后，弃上清，收集细胞沉淀。
将玉米和新疆沙冬青样品分别进行细胞核提取后，
混匀用 ＰＩ（Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，碘化丙啶）染液对细胞

核 ＤＮＡ 进行荧光标记，在避光染色 ２０ ｍｉｎ 后，用流

式细胞仪进行待测样品基因组大小鉴定。
用已知基因组大小的植物材料作为对照，将对

照材料横坐标固定，然后与待测样混匀后进行检测，
根据峰的位置并参考对照样品的基因组大小判断待

测样基因组大小。
１ ２ ２　 Ｋ⁃ｍｅｒ 分析 　 采用改良 ＣＴＡＢ 法提取新疆

沙冬青新鲜叶片的基因组 ＤＮＡ，将样品随机打断为

３５０ ｂｐ 的插入片段，构建测序 ＤＮＡ 文库，利用 Ｉｌｌｕ⁃
ｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ Ｘｔｅｎ ＰＥ １５０ 平台进行高通量双末端

（Ｐａｉｒｅｄ⁃Ｅｎｄ）测序，得到的测序结果进行过滤，去除

低质量 ｒｅａｄｓ，后通过基于 Ｋ⁃ｍｅｒ 分析的方法进行基

因组特征预测，包括基因组大小和杂合率等。 选取

Ｋ 值为 １７ 进行预测分析，即对测序数据进行 １７ ｎｔ
的连续分割，假设 Ｋ⁃ｍｅｒ 的深度频率服从泊松分布，
且从 ｒｅａｄｓ 中逐碱基取出的所有 Ｋ⁃ｍｅｒ 能够遍历整

个基因组，即可从所有测序数据中统计 Ｋ⁃ｍｅｒ 频数

分布，计算获得 Ｋ⁃ｍｅｒ 深度估计值，作 Ｋ⁃ｍｅｒ 分布曲

线。 用公式基因组大小 ＝ Ｋ⁃ｍｅｒ 总数 ／ Ｋ⁃ｍｅｒ 期望深

度估计基因组大小，并可通过曲线的拖尾现象进行

基因组重复序列的估计。
利用软件 ｇｅｎｏｍｅｓｃｏｐｅ 进行基因组杂合率的

分析，利用参考基因组中特异区域的杂合 Ｋ⁃ｍｅｒ
数和纯合 Ｋ⁃ｍｅｒ 数、重复序列的 Ｋ⁃ｍｅｒ 覆盖度等负

二项因素的综合模型来描绘 Ｋ⁃ｍｅｒ 分布曲线，通
过杂合峰值和纯合峰值比例来确定基因组的杂

合率。
１ ２ ３　 基因组组装拼接　 利用 ｓｏａｐｄｅｎｏｖｏ 对高通

量测序数据进行拼接，为寻找合适的 Ｋ⁃ｍｅｒ 取值，首

先设定 Ｋ 值为 ３０、４０ 和 ４５ 后进行数据拼接测试，选
取拼接结果 Ｎ５０ 长度适宜的 ４０ 作为 Ｋ⁃ｍｅｒ 值。 去

除 ｒｅａｄｓ 小于 １００ ｂｐ 的低质量测序序列，将过滤后

的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 构建 ｃｏｎｔｉｇ 并进一步拼接组装为 ｓｃａｆ⁃
ｆｏｌｄ，获得含有 Ｎ 的初级基因组序列。
１ ２ ４　 ＳＳＲ 分析 　 利用 Ｐｅｒｌ 语言脚本 ＭＩＳＡ 进行

基因组的 ＳＳＲ 分析，找到基因组序列中的所有微卫

星重复序列，统计 ＳＳＲ 的类型、数量、长度及在 ｓｃａｆ⁃
ｆｏｌｄ 的位置、起止位点等特征。 在运行 ＭＩＳＡ 之前需

要对寻找的微卫星重复单元进行参数自定义设定，
编辑 ｍｉｓａ． ｉｎｉ 文件，参数设定如下：单核苷酸单元的

重复数≥１６，二核苷酸单元的重复数≥６，三核苷酸

单元和四核苷酸单元重复数≥５，五核苷酸单元的重

复数≥４，六核苷酸单元的重复数≥３。

２　 结果与分析

２ １　 流式细胞分析预测基因组大小

将新疆沙冬青叶片样品的细胞核进行 ＰＩ 染色

后，采用流式细胞仪获取荧光信号，荧光染料 ＰＩ 能

够均匀地嵌入 ＤＮＡ 双链中，且其嵌入量与 ＤＮＡ 含

量成正比，因此可以通过荧光信号强度对样品中的

ＤＮＡ 进行相对定量。 对玉米和新疆沙冬青基因组

进行单独检测，发现玉米基因组大小测定峰（图 １）
与新疆沙冬青基因组大小测定峰（图 １）并无重叠，
表明两种混合样品的区分度高，不会出现荧光信号

混淆现象，也表明利用玉米品种郑 ５８ 作为内标基因

组计算新疆沙冬青基因组大小是可行的。
对玉米和新疆沙冬青混合样品的 ＰＩ 发射荧光

强度进行测定分析可知，玉米 ７８ ７５％ 的细胞处于

Ｇ１ 期，Ｇ２ 期细胞占 ６ ５３％ （图 ２），新疆沙冬青

７６ ５３％的细胞为 Ｇ１ 期，７ ８１％ 的细胞处于 Ｇ２ 期

（图 ２）。 已知玉米基因组大小为 ２ ３ Ｇｂ，根据流式

细胞检测结果比较玉米和新疆沙冬青样品 Ｇ１ 期细

胞荧光强度的倍数关系，可计算出新疆沙冬青的基

因组大小为 ７７０ Ｍｂ。
２ ２　 测序数据的统计

采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 高通量测序平台对新疆沙

冬青进行基因组调查测序，过滤掉低质量数据后，共
得到 ６５ Ｇｂ 大小的双端测序数据（表 １）。 其中经高

通量测序后共得到 ６８ Ｇｂ 的测序数据，去除低质量

测序序列、接头污染序列等低质量数据后，得到去冗

余的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 共占到原始测序数据的 ９７ ７％ ，后
利用这 ６５ Ｇｂ 的高质量数据进行新疆沙冬青基因组

的初步组装和分析。
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Ａ：玉米样品结果；Ｂ：新疆沙冬青样品结果

横坐标是 ＤＮＡ 染料 ＰＩ 收到波长为 ４８８ ｎｍ 的激光激发后所放出的荧光强度，即通过线性关系可检测细胞中 ＤＮＡ 含量；纵坐标为细胞数，下同

Ａ：Ｍａｚｉｅ ｓａｍｐｌｅ，Ｂ：Ａ． ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ（Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ． ）Ｃｈｅｎｇ ｆ． ｓａｍｐｌｅ
Ｔｈｅ ａｂｓｃｉｓｓａ ｉｓ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｅｍｉｔｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＤＮＡ ｄｙｅ ＰＩ ａｔ ｔｈｅ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ４８８ ｎｍ ａｆｔｅｒ ｌａｓｅｒ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ，

ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ＤＮＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ，ｔｈｅ ｏｒｄｉｎａｔｅ ｉｓ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ，ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

图 １　 玉米样品郑 ５８ 和新疆沙冬青样品流式细胞分析结果

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ Ｃ⁃ｖａｌｕｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍａｚｉｅ Ｚｈｅｎｇ ５８ ａｎｄ Ａ． ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ（Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ． ）Ｃｈｅｎｇ ｆ． ｓａｍｐｌｅ

红色为待测样新疆沙冬青；黄色为标样玉米

Ｉｎ ｒｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ Ａ． ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ（Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ． ）Ｃｈｅｎｇ ｆ． ，
ｉｎ ｙｅｌｌｏｗ ａｓ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅ ｍａｉｚｅ

图 ２　 玉米和新疆沙冬青混合样品流式细胞分析结果

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ Ｃ⁃ｖａｌｕｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ
ｏｆ Ａ． ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ（Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ． ）Ｃｈｅｎｇ ｆ． ａｎｄ ｍａｉｚｅ

２ ３　 Ｋ⁃ｍｅｒ 分析预测基因组大小和杂合率

将全部的 ６５ Ｇｂ 测序数据利用 ｊｅｌｌｙｆｉｓｈ 进行

Ｋ⁃ｍｅｒ 分析，Ｋ 值取 １７，得到结果如图 ３。 可见在深

度为 ５２ 时分布曲线有一峰值，对应横坐标即为

Ｋ⁃ｍｅｒ 的期望深度。 统计可知 Ｋ⁃ｍｅｒ 总数为 ３９ ９９
Ｇｂ，可以利用公式：基因组大小 ＝ Ｋ⁃ｍｅｒ 总数 ／ Ｋ⁃ｍｅｒ
期望深度，从而估算基因组大小为 ７８７ Ｍｂ。 此结果

表 １　 ＧＳＳ 数据量统计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃ ｏｆ ＧＳＳ

统计项

Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｉｔｅｍ
数据量

Ｄａｔａ

Ｒａｗ ｒｅａｄｓ 数 Ｒａｗ ｒｅａｄｓ ｎｕｍｂｅｒ ４９２１１２３０８

Ｒａｗ ｂａｓｅｓ 数 Ｒａｗ ｂａｓｅｓ ｎｕｍｂｅｒ ７１２３３０１１７００

Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 数 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ ｎｕｍｂｅｒ ４８０７９７４８２

Ｃｌｅａｎ ｂａｓｅｓ 数 Ｃｌｅａｎ ｂａｓｅｓ ｎｕｍｂｅｒ ６９６５４９８８４５０

Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 占比（％ ）Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ ｒａｔｅ ９７ ７０

低质量 ｒｅａｄｓ 占比（％ ）Ｌｏｗ⁃ｑｕａｌｉｔｙ ｒｅａｄｓ ｒａｔｅ １ ７５

接头污染 ｒｅａｄｓ 占比（％ ）Ａｄａｐｔｅｒ ｐｏｌｌｕｔｅｄ ｒｅａｄｓ ｒａｔｅ ０ ５５

含 Ｎ 比例大于 ５％ ｒｅａｄｓ 占比（％ ） Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｎ ｒｅａｄｓ
ｒａｔｅ ＞ ５％

０

图 ３　 Ｋ⁃ｍｅｒ 分布曲线

Ｆｉｇ ３　 Ｋ⁃ｍｅｒ（Ｋ ＝１７）ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ
ｓｉｚｅ ｏｆ Ａ． ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ（Ｍａｘｉｍ． ｅｘ Ｋｏｍ． ）Ｃｈｅｎｇ ｆ．
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与流式细胞分析预测出来的基因组大小结果基本一

致，说明新疆沙冬青的基因组大约为 ７７０ ～ ７８７ Ｍｂ，
基因组调查测序深度约可达 ８４ ４ × 。 通过 Ｇｅｎｏｍｅ⁃
ｓｃｏｐｅ 软件对测序数据的分析，得到新疆沙冬青的基

因组杂合率为 ０ ０８４４％ ，重复序列含量为 ６２ ３６％ ，
杂合率很低，数据拼接难度较小。
２ ４　 基因组测序的组装和拼接

采用 Ｓｏａｐ ｄｅｎｏｖｏ 软件对所有测序的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ
进行 ｄｅｎｏｖｏ 拼接组装，选择 Ｋ⁃ｍｅｒ 值为 ４０ 得到最

优的拼接效果，即 Ｎ５０ 值最恰当（Ｎ５０ 为将 ｒｅａｄｓ 按

照从长到短排列后依次相加，当为总长度一半时最

后加上的 ｒｅａｄｓ 长度）。 组装结果如下表 ２ 所示，构
建得到 ｃｏｎｔｉｇｓ 的 Ｎ５０ 为 ６８４ ｂｐ，总读长为 ０ ５３８
Ｇｂ；进一步组装后 ｓｃａｆｆｏｌｄ 的 Ｎ５０ 为 １２ ０９ ｋｂ，总读

长为 ０ ６０２ Ｇｂ。 新疆沙冬青基因组高通量测序数

据经过拼接组装后共得到 ６１７ Ｍｂ 数据，与预测到的

基因组大小 ７７０ Ｍｂ 相差小，拼接能够覆盖 ７８ ４０％ ～
８０ １３％的基因组，表明数据组装效果较好。

新疆沙冬青基因组中 ＧＣ 含量为 ３６ ５１％，与拟南

芥中 ＧＣ 含量（３５ ９７％）最为接近。 与苹果、百脉根、苜
蓿等 ＧＣ 平均含量低于 ３０％的植物相比 ＧＣ 含量较高，
同时其值也低于与水稻、玉米、高粱、短柄草等的 ＧＣ 平

均含量，这些植物的ＧＣ 平均含量高于４０％，因此，与多

数基因组数据已释放的植物相比属于３０％ ～４７％这个

中间范围［１０］。 而研究表明过高（ ＞ ６５％ ）或者过低

（ ＜ ２５％ ）的 ＧＣ 含量会造成高通量测序时的测序偏

差错误，甚至影响拼接数据的准确性［１１］。
２ ５　 新疆沙冬青的 ＳＳＲ 序列分析

利用 ＭＩＳＡ 脚本在新疆沙冬青的基因组中共找

表 ２　 新疆沙冬青基因组 ｄｅ ｎｏｖｏ 拼接结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

统计量

Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｉｔｅｍ
重叠群

Ｃｏｎｔｉｇｓ
拼接群

Ｓｃａｆｆｏｌｄｓ

序列数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ １６６２２５０ ３５６１３７

总长度（ｂｐ）Ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ５７７９９８６９８ ６４６６７６０８４

Ｎ５０ 长度（ｂｐ）Ｎ５０ ｌｅｎｇｔｈ ６８４ １２３８１

Ｎ９０ 长度（ｂｐ）Ｎ９０ ｌｅｎｇｔｈ １３１ ９９５

大于 ５００ ｂｐ 序列数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
≥５００ ｂｐ

２２７１２２ １１１１５３

大于 １ ｋｂ 序列数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
≥１ ｋｂ

１１４９９８ ８０２３１

大于 １０ ｋｂ 序列数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
≥１０ ｋｂ

１３４ １６９７５

拼接群中重叠群数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｎｔｉｇｓ
ｉｎ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ

１４４１５７３ —

ＡＣＧＴ 总占比（％ ）Ｔｏｔａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＡＣＧＴ — ９５ ６４

ＣＧ 含量（％ ）ＣＧ ｃｏｎｔｅｎｔ — ３６ ５１

到 １５１８５８ 个 ＳＳＲ，将得到的分析结果按照重复单元

的核苷酸数量进行分类统计：单核苷酸 ＳＳＲ 有

２０７１８ 个， 占总数的 １３ ６４％ ； 二核苷酸 ＳＳＲ 有

８５６３０ 个， 占总数的 ５６ ３９％ ； 三核苷酸 ＳＳＲ 有

２７１８４ 个，占总数的 １７ ９０％ ；四核苷酸 ＳＳＲ、五核苷

酸 ＳＳＲ 和六核苷酸 ＳＳＲ 分别占总数的 ２ ０４％ 、
２ ２４％ 、７ ７９％ 。 可知，二核苷酸重复是新疆沙冬青

基因组中出现的主要形式，同时四核苷酸重复占比

率最小。 在二核苷酸重复单元中，多数为 ＡＴ ／ ＡＴ，
占核苷酸重复总数的 ３９ ８４％ ，而 ＣＧ ／ ＧＣ 仅占总数

的 ０ ０４％ 。 在含有单核苷酸重复单元 ＳＳＲ 中，以
Ａ ／ Ｔ 的重复组成为主（表 ３）。

表 ３　 新疆沙冬青中 ＳＳＲ 统计结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ ｔｙｐｅｓ ｄｅｔｅａｃｔｅｄ ｉｎ Ａ． ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＳＳＲ 重复单元

ＳＳＲ ｒｅｐｅａｔ ｔｙｐｅ
ＳＳＲ 数量

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＳＳＲ
重复单元的比例（％ ）
Ｒａｔｅ ｏｆ ｒｅｐｅａｔ ｔｙｐｅ

ＳＳＲ 重复单元

ＳＳＲ ｒｅｐｅａｔ ｔｙｐｅ
ＳＳＲ 数量

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＳＳＲ
重复单元的比例（％）
Ｒａｔｅ ｏｆ ｒｅｐｅａｔ ｔｙｐｅ

单核苷酸 Ａ ／ Ｔ １８６８３ １２ ３０ ＡＴＣ ／ ＡＴＧ １７４４ １ １５
Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ Ｃ ／ Ｇ ２０３５ １ ３４ ＣＣＧ ／ ＣＧＧ １３６ ０ ０９
二核苷酸 ＡＣ ／ ＧＴ ７８４８ ５ １７ 四核苷酸 ＡＡＡＣ ／ ＧＴＴＴ ８９ ０ ０６
Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ＡＧ ／ ＣＴ １７２１８ １１ ３４ Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ＡＡＡＧ ／ ＣＴＴＴ ３１２ ０ ２１

ＡＴ ／ ＡＴ ６０４９７ ３９ ８４ ＡＡＡＴ ／ ＡＴＴＴ １１７０ ０ ７７
ＣＧ ／ ＣＧ ６７ ０ ０４ ＡＡＣＴ ／ ＡＧＴＴ １５３ ０ １０

三核苷酸 ＡＡＣ ／ ＧＴＴ ２２１４ １ ４６ ＡＡＧＧ ／ ＣＣＴＴ ７４ ０ ０５
Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ＡＡＧ ／ ＣＴＴ ５０４８ ３ ３２ ＡＡＴＣ ／ ＡＴＴＧ ２５ ０ ０２

ＡＡＴ ／ ＡＴＴ １３１７６ ８ ６８ ＡＡＴＧ ／ ＡＴＴＣ １０８ ０ ０７
ＡＣＣ ／ ＧＧＴ １８０４ １ １９ ＡＡＴＴ ／ ＡＡＴＴ ２４９ ０ １６
ＡＣＧ ／ ＣＧＴ ８５ ０ ０６ ＡＣＡＴ ／ ＡＴＧＴ ３４３ ０ ２３
ＡＣＴ ／ ＡＧＴ ４６１ ０ ３０ ＡＣＴＣ ／ ＡＧＴＧ ６４ ０ ０４
ＡＧＣ ／ ＣＴＧ ４８６ ０ ３２ ＡＧＡＴ ／ ＡＴＣＴ ２４６ ０ １６
ＡＧＧ ／ ＣＣＴ ２０３０ １ ３４ ＡＴＣＣ ／ ＡＴＧＧ ２８ ０ ０２
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３　 讨论

３ １　 基因组大小的预测方法

基于检测手段的基因组大小预测方法有很多，
包含孚尔根光密度测量法、脉冲场凝胶电泳、实时荧

光定量 ＰＣＲ 技术、流式细胞分析等。 自 １９８３ 年

Ｄ． Ｗ． Ｇａｌｂｒａｉｔｈ等［１２］ 利用流式细胞术测定植物的

ＤＮＡ Ｃ 值以来，流式细胞分析已经成为测定植物基

因组大小的标准方法。 随着高通量测序技术 ＮＧＳ
的高速发展，研究者们探索未知物种基因组的步伐

加快，需要更加便捷高效的方法来探索基因组特征。
而基于 Ｋ⁃ｍｅｒ 分析的生物信息学预测基因组特征方

法的出现，对于探索未知物种的基因组具有很大帮

助。 这种方法已在许多物种中成功应用，包括玉

米［１３］、刺梨［１４］、龙须菜、栽培黄瓜、蜡果杨梅等，发
现利用基于 Ｋ⁃ｍｅｒ 分析预测基因组特征的方法与传

统的基因组大小鉴定方法的预测结果基本一致。 本

试验所获得的流式细胞分析结果为 ７７０ Ｍｂ，同时基

于Ｋ⁃ｍｅｒ 分析的结果为 ７８７ Ｍｂ，表明这两种方法结

果一致可信，可适用于新疆沙冬青等非模式植物的

基因组大小预测。
３ ２　 基因组大小与豆科植物的比较

基因组大小是指生物单倍体中 ＤＮＡ 的总含量，
是植物最基本最重要的生物多样性参数。 在每个物

种中细胞的染色体数和 ＤＮＡ 含量即 Ｃ 值是固定的，
可用于评估生物体的生物学特征，是比较和进化基

因组学研究的基础，在物种的鉴定、分类和进化等方

面有重要意义［１５］。
对所有的陆生植物的基因组大小进行统计，研

究者们发现不同物种的基因组大小相差很大。 在被

子植物中已知最小基因组的植物为螺旋狸藻［１６］，基
因组大小为 ６３ Ｍｂ，而百合科的四倍体贝母［１７］ 有最

大基因组为 １２７ Ｇｂ，两者相差约为 ２０００ 倍。 新疆

沙冬青所属的豆科植物的基因组大小被报道为

４７２ ～ １１００ Ｍｂ，目前豆科的百脉根基因组最小。 本

试验的研究材料新疆沙冬青基因组大小大约为 ７７０
Ｍｂ，与鹰嘴豆的数据较接近［１８］。 研究基因组大小

对了解生物的性状特征、生理规律具有重要意义。
新疆沙冬青基因组大小测定的完成，为研究豆科植

物基因组大小变化规律提供了参考依据。
据研究基因组大小的变化与基因组中基因数目

的变化关联不大，而是由于物种间反转录子类序列

和非编码序列的大小变化导致的。 这些非编码区域

的变化包括内含子大小、转座因子的拷贝数、ＳＳＲ 数

和假基因数等，据报道在苹果与梨的基因组比较研

究中发现影响基因组大小不同的主要因素是转座子

类重复序列的变化，而两个物种中编码序列相似度

很高，不是基因组大小的影响因素［１９］。 本试验共鉴

定到新疆沙冬青中的 ＳＳＲ 含量为 １５１８５８ 个，且以二

核苷酸重复单元为主，而刺梨中鉴定到 ＳＳＲ 有

１６７８５９ 个，且以单核苷酸重复单元为主，但两种植

物的基因组大小却相差 １ ８８ 倍，推测基因组大小变

化与 ＳＳＲ 的类型组成关系更密切。
３ ３　 基因组杂合率

参考测序数据的杂合度有利于寻找合适的基因

组拼接方法，根据杂合度大小通常将基因组划分为

微杂合基因组（０ ５％≤杂合率 ＜ ０ ８％ ）、高杂合基

因组（杂合率≥０ ８％ ）以及高重复基因组（重复序

列比例≥５０％ ） ［２０］，杂合率过高会影响拼接质量。
本试验中预测到的基因组杂合率为 ０ ０８４４％ ，杂合

率较低，适用于 ＷＧＳ 拼接策略。 新疆沙冬青测序数

据经组装拼接后为 ６１７ Ｍｂ，依据基因组大小预测结

果，拼接覆盖率可以达到 ７８ ４０％ ～ ８０ １３％ 。 新疆

沙冬青基因组的杂合程度低，可能与其作为第三纪

孑遗植物的种群大小和分布地区有关。 由于生长坏

境极端恶劣，地理区域与其他亲缘物种的隔离效应，
导致了新疆沙冬青种群小，结构简单，仅分布于我国

新疆乌恰县境内，分布地区狭窄。 种群内及种群间

基因交流程度低，造成了基因资源的稳定性，表明新

疆沙冬青的基因资源较为古老珍贵，并有极强的环

境适应能力，是进一步筛选优秀基因资源，研究植物

抗逆机制的重要植物材料。
３ ４　 ＳＳＲ 标记特征

ＳＳＲ 简单重复序列作为以 ＰＣＲ 为基础的分子标

记，具有成本低廉、特异性强的优点，广泛应用于基因

定位、遗传作图、品种鉴定及辅助育种等方面［２１］。 对

于非模式植物新疆沙冬青 ＳＳＲ 标记的开发，有利于

全面地了解基因组结构，研究重要基因功能。 本试

验中发现新疆沙冬青中 ＳＳＲ 主要以二核苷酸重复

单元 为 主， 其 次 为 单 核 苷 酸 和 三 核 苷 酸。 Ｒ．
Ｃｈａｋｒａｂｏｒｔｙ 等［２２］学者在人类基因组序列的突变频

率研究中发现二核苷酸重复单元的 ＳＳＲ 突变率最

高。 因此新疆沙冬青中检测到的丰富且突变率高的

二核苷酸 ＳＳＲ 是发展基因组分子标记的重要资源，
利于建立非模式植物基因组全面的 ＳＳＲ 标记系统。

本研究首次报道了荒漠代表植物新疆沙冬青的

基因组基本特征，而豆科作为在被子植物中仅次于

菊科及兰科的第三大科，分布于全世界，其中许多代
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表性种属包括大豆、国槐、紫荆等均已经得到了深入

的研究，并广泛应用于日常生活中。 随着研究者们

将目光转向环境恶劣地区的资源植物，新疆沙冬青

的独特适应机制则引起了研究者们的兴趣，但目前

关于基因组分子水平的特征研究未见报道。 本试验

中共拼接得到 ６１７ Ｍｂ 基因组序列并鉴定到 １５１８５８
个 ＳＳＲ 分子标记，对新疆沙冬青的基因组特征有了

初步的探索，是进一步构建高密度遗传图谱以及研

究逆境条件下新疆沙冬青特殊调控机制的基础。
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