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　 　 摘要:为了解华仁杏微卫星(ＳＳＲ)分布规律ꎬ开发 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物ꎬ为华仁杏种质资源评价与辅助育种提供有效的鉴定标

记ꎮ 本研究采用生物信息学方法对华仁杏幼果转录组 ＳＳＲ 位点的数量、频率、分布特征进行了统计分析ꎻ利用转录组数据进

行了 ＳＳＲ 引物的筛选和开发ꎬ并利用开发出的引物对华仁杏 ２９ 个无性系进行了多态位点检测和鉴定ꎮ 结果表明:华仁杏幼

果 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 的分布频率为 １９􀆰 ２１％ ꎬ重复单元的重复次数分布在 ５ ~ ２４ 次之间ꎬ优势重复基序为单核苷酸、２ 核苷酸、３ 核苷

酸ꎬ分别占总 ＳＳＲ 的 １９􀆰 ８１％ 、４６􀆰 ４７％ 、３２􀆰 ４９％ ꎮ 参试的 １３９ 对引物中有 ３９ 对引物可扩增出目标序列ꎬ其中 ２４ 对引物可检测

出多态性位点ꎬ占参试引物总数的 １７􀆰 ２７％ ꎮ ２４ 对引物在 ２９ 个华仁杏无性系中共检测出了 １７０ 个等位基因位点ꎬ多态性信息

含量(ＰＩＣ)介于 ０􀆰 ３３ ~ ０􀆰 ８７ 之间ꎬ平均为 ０􀆰 ６４ꎬ其中高多态性引物 １９ 条ꎬ占多态性引物比例的 ７９􀆰 ２％ ꎮ 本研究对华仁杏转录

组 ＳＳＲ 信息进行了分析ꎬ并开发出了 １９ 对高多态性 ＳＳＲ 引物ꎬ５ 对中多态性引物ꎬ为华仁杏种质资源评价及分子标记辅助育

种提供了基础ꎮ
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　 　 华仁杏(Ａｒｍｅｎｉａｃａ ｃａｔｈａｙａｎａ Ｄ. Ｌ. Ｆｕ ｅｔ ａｌ. )是
２０１０ 年发现的杏属新种[１￣３]ꎬ主要分布在河北省张

家口市的逐鹿、宣化、蔚县等地ꎮ 该种特点主要是仁

大、饱满、壳薄、出仁率高ꎬ是仁用杏的主要栽培类

型ꎬ同时华仁杏能够在土壤含水量 ４％ ~ ５％的区域

正常生长结实ꎬ是我国三北地区少有的生态经济型

树种ꎻ具有较高的经济价值和开发利用前景[４]ꎮ 随

着仁用杏良种培育和种质资源开发利用的不断加

深ꎬ针对华仁杏的资源评价和育种工作也在不断的

受到重视ꎬ但由于基因组信息研究的缺乏ꎬ人们对其

遗传信息了解仍较少ꎬ目前人们所使用的分子标记

多为近缘物种筛选而来ꎬ并且很多标记开发精度有

限ꎬ导致在使用时针对性或重复性较差ꎬ难以满足资

源评价和育种工作的需求ꎮ
分子标记是以核苷酸序列变异为基础的遗传标

记ꎬ是反映生物个体或种群间基因组中某种差异的

特异性 ＤＮＡ 片段ꎮ 通过对这些片段的检测ꎬ可直

接反映基因组间的遗传差异[５￣７]ꎮ 微卫星(ＳＳＲ)是
由 １ ~ ６ 个核苷酸为基本单位组成的串联重复序列ꎬ
于 １９７４ 年首次发现于寄居蟹的基因组ꎬ并于 １９８６
年用于人的指纹分析ꎮ 目前ꎬ微卫星标记已成为使

用最为广泛的分子标记之一ꎬ以其多态性高、等位基

因辨别明确、重复性好、共显性遗传、检测手段简单

快速等优点被广泛应用于遗传多样性研究、遗传图

谱构建及种质鉴定等领域[８￣９]ꎮ
根据来源的不同ꎬ微卫星可分为基因组微卫星

(Ｇｅｎｏｍｉｃ￣ＳＳＲ)和表达序列标签微卫星(ＥＳＴ￣ＳＳＲ)
两大类ꎮ 基因组微卫星的开发是基于基因组序列ꎬ
通过文库构建、文库重复序列杂交筛选、阳性克隆测

序等一系列步骤而成ꎬ 开发过程复杂ꎬ 成本较

高[１０￣１２]ꎮ 表达序列标签微卫星是基于基因转录区

中含有微卫星的序列开发而来ꎻ由于转录组测序和

公共数据库可以为表达序列标签微卫星的开发提供

大量的可利用资源ꎬＥＳＴ￣ＳＳＲ 开发相对具有较低的

成本和较高的效率[１３￣１６]ꎮ 本研究以华仁杏幼果转

录组测序数据为基础ꎬ对华仁杏 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 的分布规

律和特点进行了分析ꎬ对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物进行了批量

设计和开发ꎬ并使用毛细管荧光电泳对开发引物进

行了验证和分析ꎬ为华仁杏遗传评价标记的开发和

资源评价提供了基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

转录组测序样本来源于 ７ 年生华仁杏品种中仁

１ 号ꎬ授粉后 ３０ｄ 正常生长幼果ꎮ 测序时每株树采

集 ４ 个幼果ꎬ共对 ３ 株树的幼果进行了取样ꎬＲＮＡ￣
Ｓｅｑ 转录组测序试验委托联川生物技术有限公司进

行ꎮ 测序结果组装采用 Ｄｅ Ｎｏｖｏ 的方法[１７]ꎬ组装后

共得到 ２５６９２ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ作为微卫星标记开发的基

础数据ꎮ ＳＳＲ 分子标记扩增试验及位点检测分析所

用的样本来自华仁杏品种(优 １、丰仁、迟梆子、国
仁、８０Ｄ０５、一窝峰、薄香甜、Ｂ１、Ｂ３、Ｂ５、Ｂ６、超仁、
９８０３、 ７９７１３ ) 及 无 性 系 ( １１Ｈ１７、 １１Ｌ２３、 １１Ｘ０１、
１１Ｙ０９、１１Ｚ０２、１１Ｚ１２、１１Ｚ１５、７￣６、７￣７、１１￣１、１１￣６、
１４￣１、１５￣７、１９￣１７、２３￣５)ꎮ
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样本 ＤＮＡ 提取　 每个品种或无性系取 １ ~
２ 片嫩叶ꎬ采用 ＴＩＡＮＧＥＮ 试剂盒 ＤＰ３０５ 对叶片进行

ＤＮＡ 提取ꎬ采用琼脂糖凝胶电泳和 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 检测提

取的 ＤＮＡ 浓度和质量ꎬＤＮＡ 提取后 － ２０ ℃ 保存

备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 转录组微卫星位点的鉴别和引物设计　 以

转录组测序数据为基础ꎬ采用 ＭＩＳＡ 软件进行微卫

星位点查找ꎬ查找标准为 ２、３、４、５、６ 核苷酸的最小

重复次数分别为 ６ 次、５ 次、５ 次、５ 次、５ 次ꎮ 用

Ｐｒｉｍｅｒ３ 软件进行引物批量设计ꎮ 设计标准为:微卫

星位点侧翼序列长度≥５０ ｂｐꎻ ＰＣＲ 产物大小在

１００ ~ ３５０ ｂｐꎻ引物长度在 １８ ~ ２６ ｂｐꎻ引物 Ｔｍ 在

５５ ~ ７０ ℃之间ꎻ上下游引物的 Ｔｍ≤２ ℃ꎻＧＣ 含量

在 ４０％ ~ ６０％ 之间ꎮ 引物设计过程中尽量避免错

配和引物二聚体的出现ꎬ引物设计完成后在数据库

中对引物进行 Ｂｌａｓｔ 验证ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 引物筛选与 ＰＣＲ 扩增　 经过评估和筛选ꎬ
最终合成 １３９ 条引物用于 ＰＣＲ 扩增ꎬ微卫星位点

主要分布在 ２ ~ ５ 个核苷酸重复单元ꎮ ＰＣＲ 反应

体系为 ２０ μＬꎬ其中 ２ × Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬꎻ
１０ μｍｏｌ / Ｌ 的正反向引物各 ０􀆰 ５ μＬꎻｄｄＨ２Ｏ ８ μＬꎻ
５０ ｎｇ / μＬ 的 ＤＮＡ 模板 １ μＬꎮ 扩增程序为 ９５ ℃预

变性 ５ ｍｉｎꎻ然后进行 ３３ 个循环ꎬ每个循环包括

９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓ(退火温度因不同

引物而异)ꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎻ最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ
ＰＣＲ 产物首先用 ２％ 琼脂糖凝胶电泳进行初步检

测ꎬ舍去没有条带的或扩增效果不好的引物ꎬ然后

将引物进行荧光标记后用毛细管电泳进行多态性

筛选ꎬ并进行多态性分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 数据分析　 每对引物作为 １ 对等位基因位

点ꎬ统计等位基因数量并利用 Ｐｏｗｅｒ Ｍａｒｋｅｒ Ｖ３. ２５
软件[１８]计算引物多态性信息量(ＰＩＣ)ꎬ使用 ＰＯＰ￣
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ＧＥＮＥ３２ 软件计算群体有效等位基因数、Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ
信息指数、观测杂合度、期望杂合度、Ｎｅｉ’ ｓ 期望杂

合度等多样性指数ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 微卫星位点的数量与分布

从华仁杏幼果的 ２５６９２ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 序列中共发

现了 ４９３７ 个微卫星位点ꎮ 微卫星序列的发生频率

为 １９􀆰 ２１％ ꎬ平均每 ２８􀆰 ８ ｋｂ 出现一个微卫星ꎮ 幼果

转录组中微卫星的重复基元长度介于 １ ~ ５ 个核苷

酸重复类型ꎬ主要以 ２、３ 核苷酸重复类型为主ꎬ占总

量的 ７８􀆰 ９６％ (表 １)ꎮ
华仁杏幼果转录组微卫星重复基元的重复次数

分布在 ５ ~ ２４ 次之间ꎬ其中 ５ ~ １２ 次重复的次数最

多ꎬ占总重复次数的 ９５􀆰 ０％ ꎮ 各重复基元的数量随

着重复次数的增加均呈现下降趋势ꎬ单核苷酸重复

１０ 次以上的位点有 ５４２ 个ꎬ占单核苷酸重复的

５５􀆰 ４％ ꎻ２ 核苷酸重复 １０ 次以上的位点有 １９５ 个ꎬ
占 ２ 核苷酸重复的 ８􀆰 ５％ ꎻ３ 核苷酸最多重复次数为

８ 次ꎬ４ 核苷酸和 ５ 核苷酸最多重复次数分别为 ６ 次

和 ５ 次(表 １)ꎮ

表 １　 华仁杏幼果转录组微卫星类型、数量及分布频率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｔｙｐｅｓꎬｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａｓｅｔ ｉｎ ｙｏｕｎｇ
ｆｒｕｉｔ ｏｆ Ｈｕａｒｅｎ ａｐｒｉｃｏｔ

重复类型

Ｒｅｐｅａｔ ｔｙｐｅ

重复次数 Ｒｅｐｅａｔ ｔｉｍｅｓ

５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ ≥１２

总计

Ｔｏｔａｌ
百分比(％ )
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

单核苷酸

Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
４３６ １７７ １１８ ２４７ ９７８ １９􀆰 ８１

２ 核苷酸

Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
５９３ ３６３ ３６１ ３８０ ４０２ １７９ １６ ０ ２２９４ ４６􀆰 ４７

３ 核苷酸

Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
８８４ ４１１ ２７３ ３６ ０ ０ ０ ０ ０ １６０４ ３２􀆰 ４９

４ 核苷酸

Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
３３ １８ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ５１ １􀆰 ０３

５ 核苷酸

Ｆｉｖｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ
１０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １０ ０􀆰 ２０

总计

Ｔｏｔａｌ
９２７ １０２２ ６３６ ３９７ ３８０ ８３８ ３５６ １３４ ２４７ ４９３７

百分比(％ )
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

１８􀆰 ７８ ２０􀆰 ７０ １２􀆰 ８８ ８􀆰 ０４ ７􀆰 ７０ １６􀆰 ９７ ７􀆰 ２１ ２􀆰 ７１ ５􀆰 ００

２􀆰 ２　 微卫星类型及分布特点

微卫星出现频率上ꎬ各类型出现次数具有较大

差别ꎬ单碱基重复中 Ａ / Ｔ 碱基重复位点出现频率较

多ꎬ占单碱基重复位点的 ９８􀆰 ４７％ ꎮ ２ 碱基重复中

ＡＧ / ＣＴ 碱基重复位点出现频率最多ꎬ占 ２ 碱基重复

的 ４８􀆰 ７８％ ꎻＣＧ、ＧＣ 碱基重复位点出现频率较少ꎬ仅
各有 １ 个重复位点ꎮ ３ 核苷酸重复中 ＧＡＡ / ＴＴＣ 碱

基重 复 位 点 出 现 频 率 较 多ꎬ 占 ３ 碱 基 重 复 的

１１􀆰 ５３％ ꎻＧＴＡ、ＡＣＴ / ＡＧＴ 等碱基重复位点出现较

少ꎬ仅出现 １ ~ ２ 次(图 １)ꎮ

２􀆰 ３　 微卫星引物的筛选与验证

通过引物批量设计ꎬ共设计出 ４１４０ 对符合条件

的微卫星引物ꎬ从中挑选出 １３９ 对具有较高微卫星

重复次数的引物进行进一步的试验验证ꎬ结果表明ꎬ
参试的 １３９ 对引物中ꎬ有 ６１ 对引物可扩增出琼脂糖

凝胶电泳条带(图 ２)ꎬ进一步用毛细管电泳检测表

明ꎬ３９ 对引物可扩增出目的条带(图 ３)ꎬ其中有 ２４
对引物可检测出多态性位点(表 ２)ꎬ多态性位点占

引物总数的 １７􀆰 ２７％ ꎮ
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图 １　 微卫星类型及分布特点

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ

图 ２　 引物筛选过程中部分引物的琼脂糖凝胶电泳图(以品种丰仁为模版)
Ｆｉｇ. ２　 Ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｔ ｏｆ ＰＣＲ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｎｅｗｌｙ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ(Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｅｔｙ Ｆｅｎｇｒｅｎ)

Ａ 引物 ２１１２ 的多态性条带　 Ｂ 引物 ４４５２ 的多态性条带

Ａ ｐｒｉｍｅｒ ２１１２ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｂａｎｄ　 Ｂ ｐｒｉｍｅｒ ４４５２ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｂａｎｄｓ

图 ３　 不同引物在不同样本中的毛细管电泳条带

Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｂａｎｄｓ
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表 ２　 多态性引物信息表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物编号

Ｐｒｉｍｅｒ ｎｕｍｂｅｒ
重复类型

Ｒｅｐｅａｔ ｔｙｐｅｓ
正向引物(５′￣３′)

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ(５′￣３′)
反向引物(５′￣３′)

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５′￣３′)

２３ (ＧＴ)１２ ＣＧＣＣＧＣＴＡＡＧＣＡＡＧＴＡＧＡＧＡ ＧＧＧＡＡＧＣＡＴＡＧＡＣＧＧＴＧＡＧＡ

６７０ (ＧＴＴＴＣ)５ ＣＴＣＴＧＣＧＧＧＡＡＴＣＣＡＴＴＡＡＡ ＴＴＴＧＴＣＣＴＴＴＴＣＡＡＣＴＣＣＣＧ

６８２ (ＧＴＴＴＴ)５ ＣＧＡＡＡＧＧＴＣＴＧＡＧＡＡＧＴＣＧＧ ＡＣＡＧＣＴＣＣＣＧＴＧＡＡＧＡＡＡＡＡ

９４４ (ＴＣＴ)６ ＣＣＧＴＴＴＴＣＣＧＡＧＴＣＡＣＡＡＡＴ ＣＣＴＣＡＣＣＴＣＴＣＴＣＡＡＡＡＣＧＣ

９６８ (ＧＡＧ)６ ＴＴＧＡＴＣＡＡＧＣＴＧＴＴＣＡＡＧＣＧ ＡＡＡＧＧＴＣＡＧＣＡＧＴＣＣＧＡＡＧＡ

１０１３ (ＴＧＡ)７ ＣＴＣＧＡＡＣＴＣＴＴＴＡＣＣＴＧＣＣＧ ＴＣＡＴＣＡＣＧＴＴＧＡＡＧＣＡＣＴＣＣ

１１５９ (ＣＡＧ)７ ＣＴＴＧＣＧＡＴＧＡＡＡＡＡＣＣＣＡＡＴ ＴＡＧＧＣＧＣＡＧＣＴＧＡＴＧＡＴＡＴＧ

１２０１ (ＣＴＴ)７ ＡＣＣＣＡＧＡＡＡＣＣＧＴＧＴＣＡＡＡＧ ＣＡＣＴＴＣＴＣＴＡＣＣＧＧＡＧＧＣＴＧ

１２１７ (ＴＧＧ)７ ＣＡＴＣＣＡＡＧＣＡＡＴＴＧＡＡＣＧＴＧ ＣＡＧＡＡＧＣＡＴＣＣＣＡＡＧＧＡＧＡＧ

１６２４ (ＡＧ)９ ＴＡＴＧＣＴＴＴＧＣＴＴＧＣＴＴＧＧＴＧ ＡＧＧＧＴＴＡＡＧＡＧＧＡＡＧＧＣＣＡＡ

１９３９ (ＴＣ)９ ＴＡＡＴＣＣＣＣＧＣＣＴＣＴＡＡＴＣＣＴ ＧＣＣＴＴＧＡＧＧＴＴＴＴＧＣＴＴＣＴＧ

２０３９ (ＡＡＧ)７ ＡＡＧＴＧＧＴＣＧＡＡＧＡＧＡＧＣＧＡＡ ＴＧＴＡＡＧＧＧＴＣＣＣＡＧＡＣＣＴＴＧ

２１０５ (ＡＧ)１０ ＣＣＧＧＡＡＴＴＧＴＣＴＣＴＣＡＣＡＣＡ ＴＴＧＣＴＣＡＡＧＧＡＧＧＡＡＧＴＧＣＴ

２１１２ (ＡＣ)１１ ＴＧＣＣＴＴＴＣＣＴＴＴＣＡＴＣＣＡＴＣ ＣＣＴＧＴＣＡＡＡＧＡＡＧＧＣＣＡＣＡＴ

２６７５ (ＡＧ)１０ ＡＴＴＧＴＴＧＣＡＧＡＡＡＣＴＴＧＣＣＣ ＧＴＧＣＡＧＣＡＣＣＧＡＣＴＣＴＴＧＴＡ

２９０３ (ＴＣＴ)７ ＧＣＡＧＴＡＡＴＴＡＴＣＣＧＣＡＡＧＣＣ ＴＣＴＣＣＡＡＴＧＧＣＣＴＣＡＧＴＡＣＣ

２９４１ (ＣＡＴ)７ ＣＣＣＴＡＣＧＡＴＣＣＴＴＣＣＴＣＣＴＣ ＧＧＧＴＡＧＡＧＡＡＡＡＧＧＧＴＴＧＧＣ

３７６２ (ＧＡ)９ ＡＧＴＧＡＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＧＴＴ ＧＴＧＣＴＴＧＧＡＣＴＧＣＴＣＡＴＴＣＡ

３８３７ (ＧＡ)１０ ＡＴＣＧＣＣＡＡＣＴＴＣＴＴＣＣＧＴＡＧ ＡＡＡＴＧＡＣＣＡＡＣＡＧＣＡＣＣＴＣＣ

２９２０ (ＣＧＣ)７ ＣＣＴＴＣＴＴＣＴＴＣＧＣＣＡＴＣＡＴＣ ＡＴＴＴＣＧＡＡＡＡＧＧＧＴＣＧＧＡＣＴ

４４５２ (ＧＣＴ)７ ＧＧＴＴＣＴＡＧＴＴＴＧＧＣＧＴＴＧＧＡ ＧＣＴＧＧＡＧＧＴＣＣＴＧＧＡＧＴＧＴＡ

４６１８ (ＡＧ)９ ＡＧＡＧＣＧＡＴＣＧＧＴＴＡＧＴＡＡＧＣＡ ＡＴＣＴＧＧＣＧＧＡＴＧＡＧＴＧＡＡＡＣ

５９２ (ＧＡＡ)６ ＧＡＡＴＣＴＧＧＣＧＡＴＧＡＴＴＴＧＧＴ ＴＴＣＡＴＣＣＴＣＧＡＴＡＴＣＣＣＡＧＣ

１５９４ (ＣＧＧ)７ ＴＣＣＡＧＧＡＣＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡ ＡＧＴＣＡＧＣＧＡＣＡＴＣＴＣＡＣＡＣＧ

２􀆰 ４　 微卫星多态性检验

以 ２９ 个华仁杏品种和无性系为试验材料ꎬ对开

发引物的质量进行毛细管荧光电泳检验ꎬ结果表明引

物的多态性信息含量介于 ０􀆰 ３３ ~０􀆰 ８７ 之间ꎻＰＩＣ 是衡

量遗传变异程度的指标ꎬ根据 Ｄ. Ｂｏｔｓｔｅｉｎ 对多态性水

平的定义ꎬ开发出的 ２４ 个标记中ꎬ有 １９ 个标记为高

度多态性位点(０􀆰 ５≤ＰＩＣ)ꎬ占多态性引物比例的

７９􀆰 ２％ꎬ５ 个标记为中度多态性位点(０􀆰 ２５ < ＰＩＣ <
０􀆰 ５)ꎮ ２４ 条微卫星引物在 ２９ 个样本中共检测到 １７０
个等位基因ꎬ平均每对引物检测到 ７􀆰 １ 个等位基因ꎮ
２９ 个样本有效等位基因数、Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ 信息指数、观
测杂合度、期望杂合度、Ｎｅｉ’ ｓ 期望杂合度分别为:
２􀆰 ７、１􀆰 ０６、０􀆰 ４６、０􀆰 ５８、０􀆰 ５７ꎮ 表明开发引物具有较高

的质量和实用性ꎬ可用于华仁杏遗传资源的评价ꎮ

３　 讨论

遗传资源是良种选育的原始材料ꎬ是国家的重

要战略资源ꎬ也是遗传多样性和物种多样性的基础ꎻ

因此ꎬ对遗传资源的评价、鉴定也显得尤为重要ꎮ 分

子标记是形态学标记的重要补充ꎬ特别是对生长周

期长、杂合度高、野生资源丰富的林木树种ꎬ分子标

记在性状早期鉴定及稳定性方面具有较大优势ꎮ 通

过人们长期的探索和试验ꎬ在众多的分子标记中ꎬ
ＳＳＲ 分子标记以其方便、快速、高效等特点ꎬ成为了

人们进行遗传资源评价的重要标记ꎮ 但由于 ＳＳＲ
分子标记引物具有较强的物种特异性ꎬ针对性强并

且稳定、多态的 ＳＳＲ 引物的开发一直是限制其应用

的障碍ꎮ 随着测序技术的快速发展ꎬ大量的转录组

数据为 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 的开发提供了丰富的可利用资源

和广阔的开发前景[１９￣２０]ꎮ 分析发现ꎬ华仁杏幼果转

录组中 ＳＳＲ 重复类型以 ２ 核苷酸较多ꎬ其次是 ３ 核

苷酸ꎮ 对于以重复次数为多态性基础的分子标记来

说ꎬ重复次数的增加相应的也增加了多态性的概率ꎬ
这说明华仁杏转录组数据较适合 ＳＳＲ 分子标记的

开发ꎻ与其他树种对比发现ꎬ这一重复类型与皂

荚[２１]、杜仲[２２]、蜡梅[２３]、桤木[２４]等阔叶树种的分布

１９９
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类型相一致ꎻ而与红松[２５]、杉木[２６]、红豆杉[２７] 等针

叶树种分布类型不一致ꎬ这可能与不同树种表达程

度、进化水平或突变频率等因素的差异有关ꎮ ２ 核苷

酸及 ３ 核苷酸重复类型以 ＡＧ / ＣＴ 和 ＧＡＡ / ＴＴＣ 最多ꎬ
这一结果也与杜仲、皂荚、蜡梅等研究结果相似ꎬ这说

明这几种碱基组合在植物体内的突变几率较高ꎮ
通过对转录组序列的分析ꎬ本研究共设计出了

４１４０ 对符合引物开发条件的 ＳＳＲ 候选引物ꎬ为进一

步对所开发引物的质量及开发效率进行检验ꎬ利用

毛细管荧光电泳对其中 １３９ 对 ＳＳＲ 重复次数相对

较多的引物进行了试验验证ꎬ结果表明ꎬ从筛选并合

成出的 １３９ 对引物中共开发出了 ２４ 对多态性引物ꎬ
其中 １９ 对为高多态性引物ꎬ５ 对为中等多态性引

物ꎬ与其他树种相比ꎬ利用华仁杏转录组数据开发引

物具有较高的效率[２３￣２７]ꎮ 通过对 ２９ 个华仁杏品种

和无性系的多样性分析表明ꎬ２４ 对引物可检测出

１７０ 个微卫星位点ꎬ平均每对引物检测到 ７􀆰 １ 个位

点ꎬ说明开发引物具有较高的变异位点检测能力ꎬ在
种质鉴定方面具有较高的分辨率ꎮ 进一步多样性分

析表明ꎬ２９ 个华仁杏品种和无性系有效等位基因

数、Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ 信息指数、观测杂合度、期望杂合度、
Ｎｅｉ’ ｓ 期望杂合度分别为:２􀆰 ７、１􀆰 ０６、０􀆰 ４６、０􀆰 ５８、
０􀆰 ５７ꎮ 多样性检测结果与使用其他引物对华仁杏多

样性检测的结果相似[２８￣２９]ꎬ说明该批引物在多样性

评价方面具有较好的实用性ꎬ可进行遗传多样性评

价ꎮ 通过分析表明ꎬ利用转录组数据进行 ＳＳＲ 引物

开发的效率和质量均较高ꎬ可用于华仁杏遗传资源

评价、种质鉴定及分子标记辅助育种ꎮ
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