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芸薹属作物 EST2SNP的发掘与分析

李雪姣 1 ,张 　耿 2 ,顾爱侠 1 ,轩淑欣 1 ,王彦华 1 ,赵建军 1

(1河北农业大学园艺学院 ,保定 071000; 2浙江大学农业与生物技术学院作物所 ,杭州 310029)

　　摘要 :芸薹属作物是十字花科中重要的蔬菜和油用作物 ,经济价值和食用价值比较高。本研究通过生物信息学手段 ,从 3

个芸薹属物种 EST序列中获得了大量的 SNP和 Indel资源 ,对 SNP与 EST的数量及拼接结果之间的关系、SNP碱基置换的偏

好性、Indel碱基数量与发生频率之间的关系进行了分析。分析结果对深入研究芸薹属基因组特点具有一定的参考价值 ,为进

一步通过试验验证预测的 SNP位点、开发该作物高通量 SNP分子标记奠定了基础。
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　　Abstract:A s one of vegetable and oil crop s in Cruciferae, genus B rassica has highly econom ic and edible val2
ues. In this research a number of SNPs and indels were obtained from EST sequences of three B rassica species by

bioinformatic tools. The relationship between spelling results and the number of SNP and EST, p reference of nucleo2
tide rep lacement, and the relationship between amount and frequency of nucleotides were further analyzed. The re2
sults will be useful to gain insight into the characteristics of B rassica genome. The information obtained in the p res2
ent study is of great importance to test SNP polymorphism experimentally and to develop high throughout SNP mo2
lecular markers in B rassica.
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　　单核苷酸多态性 ( Single nucleotide polymor2
phism s, SNP)是目前基因组中数量最丰富的 DNA多

态性类型 [ 1 ]。 SNP提供了一种重要的分子标记资

源 ,可以用于遗传作图、图位克隆、QTL定位以及确

定个体间遗传距离等 ,并且很快成为农业研究中所

选择的标记 ,尤其是用于高通量的分子标记辅助育

种 [ 2 ]。此外 , SNP低突变率的特性 ,使其可以作为

研究复杂遗传性状以及基因组进化的工具 [ 3 ]。但

是 ,作为主要的分子标记类型之一 ,前期的测序成本

是 SNP相关标记开发的主要限制因素。利用已有

的序列数据 ,结合生物信息学方法 ,进行 SNP位点

的查找 ,再利用试验加以验证 ,可以有效降低 SNP

开发的成本 [ 4 ]。

序列表达标签 ( Exp ressed sequence tags, EST)

是识别转录区域多态性的重要资源。公共数据库平

台中的 DNA序列信息 , EST数据增长速度最快 , EST

数据内在的冗余性使其成为潜在的 SNP位点探测

资源 [ 5 ]。而且 , EST序列中的 SNP资源极其丰富。

例如 :在人类基因组中 ,预测每 113kb就有一个多态

性位点 [ 6 ]
; 在栽培番茄中 ,每 7kb 就有一个 SNP

位点 [ 7 ]。

因此 ,在未获得全基因组序列的动植物物种中 ,

发掘 EST2SNP位点就成为一项很有意义的工作 [ 8 ]。

因为 EST2SNP的优势在于可以评估等位基因频率 ,

分析目标性状和标记的关联性 ,与串联重复序列标

记相比更加稳定。近年来 ,发掘高通量 EST2SNP位
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点的技术发展迅速 [ 9211 ]。目前已有多种方法和软件

有效分析 EST序列的聚类、拼接、SNP的探测以及

数据的储存、分析和可视化等步骤 ,并已应用到多个

物种中 [ 12218 ]。

芸薹属 (B rassica )是十字花科中经济价值最大

的一个属 ,包含了油料作物、蔬菜、饲料以及调味品

作物等。芸薹属作物包括 3个基本的二倍体种 :白

菜型油菜 B. rapa (AA, n = 10 )、甘蓝 B. oleracea

(CC, n = 9)、黑芥 B. n ig ra (BB, n = 8) ,以及 3个复

合种 :甘蓝型油菜 B. napus (AACC, n = 19)、芥菜 B.

juncea (AABB, n = 18 )、埃塞俄比亚芥 B. carina ta

(BBCC, n = 17)。甘蓝型油菜、白菜型油菜和甘蓝

在我国栽培面积大 ,经济价值和食用价值高 [ 19 ]。白

菜型油菜和甘蓝还包含了多种蔬菜 ,且这些蔬菜富

含纤维、维他命 C等有益健康的物质 [ 20 ]。此外 ,芸

薹属作物与模式植物拟南芥同属于十字花科 ,是比

较基因组学研究中很有价值的材料体系。因此 ,针

对芸薹属作物进行 EST2SNP的挖掘与分析 ,无论是

在分子育种还是基因组进化研究方面 ,均有较高的

参考价值。

1　材料与方法

111　EST序列的获得

芸薹属的 EST序列从美国国立生物技术信息

中心 (NCB I, The National Center for B iotechnology In2
formation)的 GenBank数据库 [ 21 ]的 FTP站点 ( ftp: / /

ftp. ncbi. nih. gov/genbank / )获得 ,版本号为 16910。

从中获得了甘蓝型油菜、白菜型油菜和甘蓝相关的

EST序列。

112　EST序列的聚类和拼接

参考 PlantGDB ( http: / /www. p lantgdb. org / )拼

接 PUT ( PlantGDB 2assembled Unique Transcrip ts)序

列 [ 22 ]的方法 ,对 EST序列进行聚类和拼接处理。为

了保证 SNP位点预测的准确性 ,必须对 EST序列进

行处理 ,使用 Vmatch ( http: / /www. vmatch. de / )软

件 ,将 EST序列与克隆载体、细菌以及重复元件数

据库 (表 1)进行比较 ,剔除被污染的序列以及冗余

的重复元件。使用 PaCE
[ 23 ]对过滤后的序列进行初

步的聚类 ,再使用 CAP3[ 24 ]完成序列的聚类和拼接

工作 ,要求序列相似度大于 95% ,长度超过 100bp。

表 1　用于 EST序列分析的数据库资源

Table 1　The da taba se resource for ana lysis of EST sequences

类型 Database type 名称 Name 下载地址 URL

克隆载体序列 UniVec ftp: / / ftp. ncbi. nih. gov/pub /UniVec /

大肠杆菌基因组序列 E. coli genome sequence ftp: / / ftp. ncbi. nih. gov/genbank /genomes/Bacteria /

植物重复元件数据库 Plant Repeat Databases ftp: / / ftp. p lantbiology. m su. edu /pub /data /TIGR_Plant_Repeats/

113　SNP和 Indel资源的发掘

利用 Q ualitySN P软件包 [ 25 ]进行芸薹属 EST2
SN P的发掘 ,选择 Q ualitySN P软件包的原因是由

于该软件无需序列的质量信息 ,并且对多倍体有

很好的支持。从 CA P3拼接结果中 ,选择包含 4

条及 4条以上 EST序列的 con tig用于 SN P和 In2
del的发掘 ,核心命令为“Q ualitySN P 2 30 0175

018 012 015 2”,结合软件包其他程序 ,将结果导

入到 M ySQL ( http: / /www. m ysq l. com / ) 数据库

中 ,对软件包内提供的 PH P ( http: / /www. php.

net / )代码进行修改 ,建立 SN P检索系统供他人

使用。并使用自行编写的 PERL程序脚本 ,对结

果进行整理归纳和分析。

2　结果与分析

211　EST拼接结果

NCB I的 EST数据库中 ,甘蓝型油菜 EST序列

数量最多 ,为 567177条 ,而甘蓝 EST序列数量很少 ,

只有 26692条 (表 2)。

聚类和拼接的分析结果表明 ,甘蓝型油菜、白菜

型油菜和甘蓝中用于拼接的 EST数目 ,分别为

364964 ( 64135% )、107615 ( 58184% ) 和 19882

( 74148% ) , 其 中 分 别 有 30154%、29159% 和

58109%的 EST序列所组成 contig规模少于 4条。

可以看出 ,对于 EST2SNP位点的检测 ,需要大量冗

余的 EST序列作为基础 ,如果 EST数量较少 ,得到

的结果则不甚理想。
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表 2　芸薹属 EST2SNP和 EST2InD el发掘概况

Table 2　The survey of EST2SNP and EST2InD el in B rass ica

甘蓝型油菜 B. napus 白菜型油菜 B. rapa 甘蓝 B. olereacea

EST总量 Total EST 567177 182890 26692

用于拼接的 EST数量 A ssembled EST 364964 107615 19882

Contig数量 Contig number 44381 16726 2956

包含 4条或以上序列的 Contig size≥4 18836 6619 667

包含潜在 SNP位点的 Candidate SNP contig 3261 2276 100

SNP总数 Total SNP 20830 10111 847

Indel总数 Total indel 1337 847 70

212　EST2SNP位点分析

EST2SNP位点的分析结果表明 (表 2) ,甘蓝型

油菜 SNP总数最多 ( 20830个 ) ,是白菜型油菜的

2106倍 ,是甘蓝的 24159倍。

对 SNP发掘效率与 contig规模 ( contig包含

EST数量 )之间的关系进行了分析 ,在包含 4条及

4条以上 EST序列的 contig中 ,包含潜在 SNP位点

的 contig比例为 :甘蓝型油菜 17131% ,白菜型油

菜 34139% ,甘蓝 14199%。包含潜在 SNP的 con2
tig中 ,平均每个 contig拥有的 SNP位点数目为 :甘

蓝型 油 菜 6139 个 , 白 菜 型 油 菜 4144 个 , 甘

蓝 8147个。

图 1　SNP位点与 con tig规模之间的关系

F ig. 1　The rela tion sh ip between SNP productiv ity and con tig size

甘蓝的 EST序列很少 ,导致随机误差增大。

从甘蓝型油菜和白菜型油菜的统计数据可清楚看

出 ,随着 contig规模的增大 (所包含 EST数目的增

加 ) ,包含潜在 SNP的 contig所占比例显著上升

(图 1A ) , contig包含的 SNP数量也大幅增加 (图

1B )。但是 ,在超过 20条以上 EST序列的 contig

中 ,所包含的 SNP数量与 contig规模并不相称。推

测原因是由于 EST为单向测序 ,包含有测序产生

的错误 ,对序列联配和 SNP位点的查找有影响作

用。当 contig包含 EST序列数量过多时 ,这种误差

的积累极大地干扰了 SNP位点的查找 ,导致 SNP

数量降低。

213　碱基置换类型分析

针对 SNP的碱基置换类型进行了统计分析 (表

3)。可以看出 ,芸薹属 3个物种的碱基置换存在明

显且一致的偏好性 , C /T和 A /G置换是最主要的两

种类型 ,占到总量的一半左右。3种芸薹属作物的

G/C置换类型最少 ,小于总量的 10%。

214　插入 /缺失分析

除了分析 SNP位点 ,还对插入 /缺失 ( Indel: in2
sertion /deletion)进行了统计 (表 4)。可以看出 , In2
del的数量与 Indel碱基数成反比。但是 ,甘蓝型油

菜的 6、9碱基 Indel以及白菜型油菜的 3、6碱基

Indel比例与整体趋势相反 ,可能是由于 3 /6 /9是

密码子的整数倍 ,该类型的 Indel对基因编码蛋白

影响相对较小 ,更容易在进化选择的过程中被保

留下来。另外 ,芸薹属 EST序列的单碱基 Indel也

存在一致的偏好性。甘蓝型油菜单碱基 Indel中 ,

有 306个 ( 38101% )是 A , 280个 ( 34178% )是 T;

白菜型油菜中分别有 190个 ( 34148% ) A 和 171

个 ( 31103% ) T; 甘蓝的单碱基 Indel没有明显

的规律。
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表 3　SNP碱基置换类型统计

Table 3　Nucleotide substitution frequenc ies of SNP

SNP类型

SNP type

甘蓝型油菜 B. napus 甘蓝 B. olereacea 白菜型油菜 B. rapa

数目

Amount

比例 ( % )

Proportion

数目

Amount

比例 ( % )

Proportion

数目

Amount

比例 ( % )

Proportion

C /T 6702 32117 59 28150 3714 36173

A /G 5246 25118 38 18136 2297 22172

A /C 2248 10179 30 14149 1039 10128

G/T 2260 10185 32 15146 1020 10109

A /T 2329 11118 26 12156 1111 10199

G/C 2045 9182 22 10163 930 9120

总数 Total 20830 207 10111

表 4　 Indel类型统计

Table 4　Survey of indel inB rass ica EST da ta

Indel碱基数

Indel size

甘蓝型油菜 B. napus 白菜型油菜 B. rapa 甘蓝 B. olereacea

数目

Amount

比例 ( % )

Proportion

数目

Amount

比例 ( % )

Proportion

数目

Amount

比例 ( % )

Proportion

1 805 60121 551 65105 55 78157

2 202 15111 104 12128 8 11143

3 172 12186 119 14105 5 7114

4 47 3152 22 2160 2 2186

5 35 2162 7 0183

6 37 2177 24 2183

7 9 0167 6 0171

8 5 0137 5 0159

9 13 1161 4 0147

10 1 0107

11 4 0130 3 0135

12 4 0130 2 0124

16 2 0115

18 1 0107

总数 Total 1337 847 70

3　讨论

SNP是分子遗传分析所选择的高通量分子标记

类型之一 , SNP标记的开发需要高额的投入以及大

量的时间。但是如果以大量的冗余 EST序列为基

础 ,结合生物信息学手段 , EST2SNP就成为一种非常

廉价和高效的方法 [ 26228 ]。当然 , EST2SNP的发掘也

受到很多因素的限制 ,比如 EST序列单向测序导致

的低质量 ,进而导致 SNP位点预测查找错误 ; EST

序列的来源对 SNP位点的查找也有很大的影响 ;水

平同源基因也对 SNP的预测有一定影响。但是 ,可

以通过方法的改进 ,进行更准确和高效的 EST2SNP

挖掘。

通过 EST总量可以看出 ,人们对芸薹属几个物

种的关注度存在巨大差异 ,作为世界主要油料作物

的甘蓝型油菜 ,受到的关注度最高、相关投入最大、

获得的 EST序列数量也最多。而甘蓝有关基因和

基因组研究的投入则相对较少、获得的 EST序列数

量很少 ,但从另一个角度来说 ,甘蓝基因组相关研究

的发展空间更大。而且 ,每个物种的 EST大部分集

中在少数的栽培类型中 ,如白菜型油菜主要是大白

菜 (B. rapa subsp. pek inensis)的 EST数据 ,针对每个

物种的不同栽培型开发 EST序列更有必要。

为了保证 SNP位点的准确性 ,满足 SNP位点查

找的 contig必须是包含 4条以上 (含 4条 )的 EST序

列 ,这势必会有大量的 EST序列被舍弃。但是 ,当
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EST序列相对较少的时候 ,会有大量的 EST序列无

法被利用 ,例如甘蓝利用 19882条序列拼接了 2956

个 contig,但是其中 77144%的 contig和 58109%的

EST序列无法用于 SNP位点的查找。当 EST数目

积累到一定程度后 ,利用率大大增加。

SNP位点发掘的同时 ,还进行了 EST2Indel资源

的挖掘。由于 Indel突变对基因编码蛋白的影响大

于 SNP突变 ,所以相对 SNP位点数量而言 , Indel数

目较少 ,但是仍获得了可观的数目 ,并且这些 Indel

具有转化为分子标记的潜力 ,对于遗传变异、基因功

能等方面的研究 ,也有较高的参考价值。此外 ,碱基

数为 3 /6 /9的 Indel所占比例偏高的特性 ,与 Batley

等 [ 4 ]以及 Bhattramakki等 [ 29 ]的发现相似 ,他们还发

现了 12和 15碱基 Indel所占比例高的现象。出现

该现象的原因可能是由于这些类型的 Indel对基因

编码蛋白影响相对较小 ,更容易在进化选择的过程

中被保留下来。

对芸薹属的几个有代表的物种甘蓝型油菜、白

菜型油菜以及甘蓝进行了 EST2SNP位点以及 Indel

的查找 ,发掘出了大量的 SNP位点和 Indel,并对其

变异规律进行了初步的分析。这些资源对更加深入

地研究芸薹属植物的基因组特点具有一定的参考

价值。
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