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　 　 摘要:本研究旨在开发皂荚 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 分子标记ꎬ为今后皂荚种质资源评价与分析提供基础ꎮ 首先通过对已公布的皂荚转

录组数据进行拼接得到 ４１００３ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓꎬ总长度 ７０. ４ Ｍｂꎬ平均长度 １７１６ ｂｐꎬＮ５０ 为 ２５３３ ｂｐꎮ 进一步在 ７００９ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中

检测到 ８４９４ 个 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 位点ꎬ其中 １２００ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 含有 ２ 个及以上的 ＳＳＲ 位点ꎬ复合型 ＳＳＲｓ 有 ３６９ 个ꎮ 针对所有 ＥＳＴ￣ＳＳＲ
位点设计得到 ６４９４ 条特异性引物ꎬ随机挑选 ６０ 个位点进行试验验证与分析ꎬ其中 ４４ 对引物可扩增出特异性片段ꎬ１７ 对具有

多态性ꎬＰＩＣ 值范围为 ０. １９５ ~ ０. ７４２ꎬ均值为 ０. ５０１ꎬ且大部分多态性位点位于 ＵＴＲ 区域ꎮ 通过对皂荚近缘种进行跨种 ＰＣＲ 扩

增试验ꎬ结果显示在开发的 ４４ 对有效引物中ꎬ９ 个近缘种美国皂荚、日本皂荚、绒毛皂荚、滇皂荚、华南皂荚、小果皂荚、野皂

荚、肥皂荚和美国肥皂荚分别有 ３２、３１、２３、２４、７、４０、２５、１８ 和 １８ 对引物可获得有效扩增片段ꎬ说明 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记在皂荚近缘

种之间具有良好的通用性ꎮ 研究表明利用转录组数据挖掘的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 位点具有扩增稳定、多态性良好、近缘种间通用等优

点ꎬ是林木物种开发分子标记的有效途径之一ꎮ
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　 １ 期 邢俊连等:皂荚 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 分子标记开发与分析评价

ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓꎬｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｓｔｅａｄｙ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬｈｉｇｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｔｒａｎｓｆｅｒａｂｉｌｉｔｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｇｌｅｄｉｔｓｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌａｍ. ꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎻ ＥＳＴ￣ＳＳＲꎻ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎻ ｔｒａｎｓｆｅｒａｂｉｌｉｔｙ

皂荚(Ｇｌｅｄｉｔｓｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌａｍ. )为豆科皂荚属植

物(２ｎ ＝ ２８)ꎬ具有悠久的栽培历史ꎬ是一种多用途

生态经济型乡土树种ꎬ广泛应用于园林绿化、生态造

林ꎮ 同时因荚果富含皂甙ꎬ具有发泡性和去污能力

成为洗涤化妆品的天然原料ꎬ且皂刺含有丰富黄酮

类、甾类等化学成分而成为医药的重要来源[１]ꎮ 皂

荚适应性极强ꎬ在石灰质、盐碱地甚至黏土砂土均能

正常生长ꎮ 皂荚在我国分布广泛ꎬ北起河北、山西ꎬ
南达福建、广东、广西ꎬ西至陕西、宁夏、甘肃、四川、
贵州、云南ꎬ东及山东、江苏、浙江等省(区) [２]ꎮ

目前关于皂荚的研究主要集中在育苗栽培技

术、有效化学成分分析与利用[１]、 种源试验分

析[３￣４]ꎮ 分子标记的缺乏限制了皂荚种质资源分子

鉴定和遗传多样性研究ꎬ影响了皂荚种质资源保存

策略的制定ꎮ 随着分子生物学的兴起ꎬ分子标记手

段已被应用于植物分类、系统进化、品种鉴定和遗传

多样性分析等研究[５]ꎮ 常见的分子标记有 ＲＡＰＤ、
ＡＦＬＰ、ＩＳＳＲ、ＳＳＲ、ＳＮＰ 等ꎬ而 ＳＳＲ 分子标记与其他标

记相比具有共显性、信息量高、覆盖广、易操作、多态

性高等优点ꎬ而被广泛应用[６￣７]ꎮ
ＳＳＲ(ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ)由 １ ~ ６ 个核苷酸

串联重复单元组成ꎬ是广布于真核生物和原核生物

基因组中的遗传标记ꎮ 传统的利用基因数据开发

ＳＳＲ 分子标记具有开发成本高、试验步骤繁琐、开
发位点数量少等缺点ꎮ 近年来ꎬ随着测序成本降

低ꎬ转录组测序已经成为分子生物学研究的重要

方法之一[８] ꎬ越来越多的转录组数据被上传至公

共数据库ꎮ 在海量的转录组数据中蕴藏着大量的

遗传信息ꎬ但并未被充分利用ꎬ仍有待科研人员深

度挖掘ꎮ 此外ꎬ生物信息学的快速发展为转录组

信息挖掘提供了技术保障ꎬ利用生物信息学方法

对林木树种进行 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记开发的研究报道也

越来越多[９￣１１] ꎮ
本研究利用 ＮＣＢＩ 中公布的皂荚转录组数据ꎬ

对其进行二次挖掘ꎬ进行 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 开发与引物筛

选ꎬ找到适用于皂荚 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记研究的引物ꎬ并
证明其在日本皂荚和美国皂荚中的通用性ꎬ将为以

后利用 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 分子标记进行皂荚遗传多样性分

析、皂荚属亲缘关系鉴定、遗传图谱构建及功能基因

挖掘等提供有效的分析方法和手段ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料与 ＤＮＡ 提取

选取来源于 ６ 个不同地点的 １２ 份皂荚叶片(每
地点 ２ 份)作为分析材料ꎬ对引物进行有效性筛选

和多态性分析ꎬ另选取皂荚 ９ 个近缘种叶片材料ꎬ利
用筛选出的有效引物进行引物通用性检测(表 １)ꎮ

表 １　 用于引物开发与检测引物通用性的试验材料

Ｔａｂｌｅ１　 Ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ａｎｄ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｂｉｌｉｔｙ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ

编号

Ｎｏ􀆰
种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ
采集地

Ｓｏｕｒｃｅ

１ 皂荚 Ｇ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌａｍ. 　 北京植物园 Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｂｏｔａｎ￣
ｉｃａｌ Ｇａｒｄｅｎ

２ 皂荚 Ｇ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌａｍ. 　 山东枣庄 ＺａｏｚｈｕａｎｇꎬＳｈａｎ￣
ｄｏｎｇ

３ 皂荚 Ｇ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌａｍ. 　 山东费县 Ｆｅｉｘｉａｎꎬ Ｓｈａｎ￣
ｄｏｎｇ

４ 皂荚 Ｇ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌａｍ. 　 湖北宜昌 ＹｉｃｈａｎｇꎬＨｕｂｅｉ
５ 皂荚 Ｇ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌａｍ. 　 湖南城步 ＣｈｅｎｇｂｕꎬＨｕｎａｎ
６ 皂荚 Ｇ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌａｍ. 　 陕西蓝田 ＬａｎｔｉａｎꎬＳｈａｎｘｉ

７ 美国皂荚 Ｇ. ｔｒｉａｃａｎｔｈｏｓ 　 山东枣庄 ＺａｏｚｈｕａｎｇꎬＳｈａｎ￣
ｄｏｎｇ

８ 日本皂荚 Ｇ. ｊａｐｏｎｉｃａ Ｍｉｑ. 　 北京植物园 Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｂｏｔａｎ￣
ｉｃａｌ Ｇａｒｄｅｎ

９ 绒毛皂荚 Ｇ. ｊａｐｏｎｉｃａ ｖａｒ.
ｖｅｌｕｔｉｎａ Ｌ. Ｃ. Ｌｉ

　 武汉植物园 Ｗｕｈａｎ Ｂｏｔａｎ￣
ｉｃａｌ Ｇａｒｄｅｎ

１０ 滇皂荚 Ｇ. ｊａｐｏｎｉｃａ ｖａｒ.
ｄｅｌａｖａｙｉ(Ｆｒａｍｃｈ. )Ｌ. Ｃ. Ｌｉ

　 昆明植物园 Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｂｏ￣
ｔａｎｉｃａｌ Ｇａｒｄｅｎ

１１ 华南皂荚 Ｇ. ｆｅｒａ( Ｌｏｕｒ. )
Ｍｅｒｒ.

　 广州起义烈士陵园 Ｇｕａｎ￣
ｇｚｈｏｕ Ｉｎｓｕｒｒｅｃｔｉｏｎａｌ Ｍａｒｔｙｒ
Ｃｅｍｅｔｅｒｙ Ｐａｒｋ

１２ 小果皂荚 Ｇ. ａｕｓｔｒａｌｉｓ
Ｈ. ｅｍｓｌ.

　 华南植物园 Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ
Ｂｏｔａｎｉｃａｌ Ｇａｒｄｅｎ

１３

１４

１５

野皂荚 Ｇ. ｍｉｃｒｏｐｈｙｌｌａ
Ｄ. Ａ. Ｇｏｒｄｏｎ ｅｘ Ｙ. Ｔ. Ｌｅｅ
肥皂荚 Ｇｙｍｎｏｃｌａｄｕｓ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｂａｉｌｌ.
美国肥皂荚 Ｇｙｍｎｏｃｌａｄｕｓ
ｄｉｏｉｕｓ(Ｌ. )Ｋ. Ｋｏｃｈ

　 北京植物园 Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｂｏｔａｎｉ￣
ｃａｌ Ｇａｒｄｅｎ
　 武汉植物园 Ｗｕｈａｎ Ｂｏｔａｎｉ￣
ｃａｌ Ｇａｒｄｅｎ
　 北京林业大学 Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｆｏｒ￣
ｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ

所用材料的 ＤＮＡ 均采用天根生物公司(北京)新
型植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒按照说明书进行提取ꎬ
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并采用多功能酶标仪(ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉ３ꎬ上海)检测所提

ＤＮＡ 浓度和 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０值ꎬ检测结果在１􀆰 ６ ~１􀆰 ９之间

的 －２０ ℃保存备用ꎬ检测不合格的重新提取ꎮ
１􀆰 ２　 转录组数据来源

皂荚转录组数据来源于 ＮＣＢＩ 公共数据库 ＳＲＡ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｓｒａꎬＳＲＸ ３６５１３１)ꎬ
该转录组数据是基于皂荚的嫩芽、嫩叶、花蕾和枝刺

的全转录组ꎬ使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２０００ 进行高通量

测序ꎬ原始测序短序列 ( ｒｅａｄｓ) 压缩文件大小为

５ Ｇｂ[１２]ꎮ 首先通过 Ｓｒａｔｏｏｌｋｉｔ 软件将 ＳＲＡ 文件转化

成 ｆａｓｔｑ 数据ꎬ进一步通过数据过滤去掉低质量和长

度短于 ５０ ｂｐ 的序列ꎮ
１􀆰 ３　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 搜索与引物设计

皂荚转录组数据采用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件进行拼接[１３]ꎬ
拼接命令参数为 Ｔｒｉｎｉｔｙ. ｐｌ ￣￣ｓｅｑＴｙｐｅ ｆｑ ￣￣ＪＭ ５０Ｇ ￣￣
ｌｅｆｔ ＳＲＸ３６５１３１＿１. ｆｑ ￣￣ｒｉｇｈｔ ＳＲＸ３６５１３１＿２. ｆｑ ￣￣ｏｕｔ￣
ｐｕｔ ＧＳ＿ｕｎｉｇｅｎｅｓ ￣￣ＣＰＵ ４８ ￣￣ｊａｃｃａｒｄ＿ｃｌｉｐ ￣￣ｉｎｃｈｗｏｒｍ＿
ｃｐｕ ４８ ￣￣ｂｆｌｙＣＰＵ ４８ꎬ 使 用 Ｃａｐ３ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｅｑ. ｃｓ.
ｉａｓｔａｔｅ. ｅｄｕ / ｃａｐ３. ｈｔｍｌ ) 进 行 进 一 步 组 装 获 得

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 库ꎬＣａｐ３ 采用的参数为软件默认ꎮ 对皂荚

的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 库利用 ＭＩＳＡ 程序使用默认参数进行

ＳＳＲ 位点搜索ꎬ基因编码结构采用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件包中

的 Ｔｒａｎｓｄｅｃｏｄｅｒ 进行检测ꎬ参数为 ＴｒａｎｓＤｅｃｏｄｅｒ ￣ｔ
ＧＳ＿ｕｎｉｇｅｎｅｓ. ｆａ ￣ｍ ３０ ￣￣ＣＰＵ １６ꎮ

调用 Ｐｒｉｍｅｒ ３􀆰 ０ 引物批量设计程序对含有 ＳＳＲ
位点的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 序列设计引物ꎬ设置 ＳＳＲ 位点侧翼

序列长度≥５０ ｂｐꎮ 引物设计的主要参数标准为:
(１)退火温度(Ｔｍ)在 ５７ ~ ６３ ℃ꎬ最佳 ６０ ℃ꎬ上下

游引物 Ｔｍ 相差≤５ ℃ꎻ(２) ＰＣＲ 扩增产物大小在

１００ ~ ３００ ｂｐꎬ以 １５０ ｂｐ 为最佳长度ꎬ引物长度在

１８ ~ ２３ ｂｐꎬ以 ２０ ｂｐ 为最合适ꎻ (３ ) ＧＣ 含量在

４０％ ~６０％ ꎬ最佳值为 ５０％ ꎬ且避免复合型 ＳＳＲ、引
物二聚体和二级结构出现ꎮ
１􀆰 ４　 ＰＣＲ 扩增体系与 ＳＳＲ 引物筛选

随机选择基序长度为 ２ ~ ６ ｂｐ 的 ６０ 对引物ꎬ由
北京美吉桑格生物公司合成ꎬ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
(１０ ｍＭ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ ｐＨ ８􀆰 ３ꎻ５０ ｍＭ ＭｇＣｌ２ꎬ２５０ μΜ
Ｄｎｔｐ ｅａｃｈꎬＴａｑ 酶 ０􀆰 ５ Ｕ / μＬ)购自北京艾德莱生物

公司ꎮ ＰＣＲ 选用 ２０ μＬ 体系:ＤＮＡ(２０ ｎｇ / μＬ)２ μＬꎬ
灭菌去离子水 ７ μＬꎬ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ １０ μＬꎬ正
反引物各 ０􀆰 ５ μＬ(相当于 ５ ｐｍｏｌ)ꎮ ＰＣＲ 扩增均采用

Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ 模式:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ
６３ ℃退火 ４５ ｓ(每个循环降低１ ℃)ꎬ７２ ℃延伸 ４５ ｓꎬ
１０ 个循环ꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸

４５ ｓꎬ２０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ 所得扩增产物用

６％非变性聚丙烯酰氨凝胶进行检测ꎬ１７０ Ｖ 电压电泳

１００ ｍｉｎꎬ银染显色ꎮ 选择扩增条带清晰ꎬ具有多态性

位点的引物ꎬ进而合成 ＦＡＭ 荧光引物ꎬ对 １２ 份皂荚

ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ用毛细管电泳仪 ＡＢＩ ３７３０ＸＬ 对

产物进行毛细管电泳ꎬ采用 Ｇｅｎｅｍａｒｋｅｒ ２􀆰 ２􀆰 ０ 软件进

行数据整理分析ꎬ用Ｐｏｐｇｅｎｅ３２计算等位基因频率和

Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数ꎬ用 ＰＩＣ￣ｃａｌｃ ０􀆰 ６ 计算多态性信息

量(ＰＩＣ)ꎮ 利用从皂荚筛选出的有效引物对日本皂

荚和美国皂荚进行扩增ꎬ并用聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测引物的通用性ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＳＳＲ 在转录组中的分布特点

通过文件转化共得到 ８􀆰 ２ Ｇｂ 的 ｆａｓｔｑ 格式的 ｒｅａｄｓ
数据ꎬ过滤去掉低质量和长度短于 ５０ ｂｐ 的序列ꎬ获得

５􀆰 ６ Ｇｂ 的数据ꎮ 拼接共获得 ４１００３ 条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ(ｈｔｔｐ:/ /
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ􀆰 ｃａｆ. ａｃ. ｃｎ / ｒｅｓｏｕｒｃｅ / ＧＳ＿ｕｎｉｇｅｎｅｓ. ｚｉｐ)ꎬ总
覆盖长度 ７０􀆰 ４ Ｍｂꎬ序列平均长度 １７１６ ｂｐꎬＮ５０ 值为

２５３３ ｂｐꎬ表明拼接结果的可靠性ꎬ同时对拼接得到的

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 进行了功能注释(ｈｔｔｐ:/ / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｃａｆ.
ａｃ. ｃｎ / ｒｅｓｏｕｒｃｅ / ｆｕｎｃｔｉｏｎ＿ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ. ｄｅｓｃ. ｘｌｓ)ꎮ 对其进

行 ＳＳＲ 位点搜索ꎬ在其中的 ７００９ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 中检测到

８４９４ 个 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 位点ꎬＳＳＲ 分布频率(ＳＳＲ 数量与总

Ｕｎｉｇｅｎｅ 数量之比)为 ２０􀆰 ７％ꎬ平均 ８ ｋｂ 长度就有一个

ＳＳＲ 位点ꎮ １２００ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 序列中含有 ２ 个及以上的

ＳＳＲ 位点ꎬ发生频率为 ２􀆰 ９３％ ꎬ其中复合型 ＳＳＲｓ 有

３６９ 个ꎮ
２􀆰 ２　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 类型及特征

从皂荚 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 核苷酸基序类型来看ꎬ８４９４
个 ＳＳＲ 位点共包含 ６５１ 种重复单元ꎬ１ ~ ６ 核苷酸

重复分别有 ４、１０、５９、６７、１９４ 和 ３１７ 种ꎮ ＥＳＴ￣ＳＳＲ
主要重复类型为单核苷酸重复和二核苷酸重复ꎬ
分别占总量的 ３０􀆰 ３％ 和 ２４􀆰 ０％ ꎬ其次为三核苷

酸ꎬ占总数的 １８􀆰 １％ ꎬ四核苷酸重复次数最少ꎬ只
占 ５􀆰 ５％ (表 ２)ꎮ

从 ＳＳＲ 重复频率来看ꎬ单核苷酸主要分布在

１２ ~ １５次ꎬ其中以 Ａ / Ｔ 重复最多ꎬ占单核苷酸总数

的 ９７􀆰 １％ ꎻ二核苷酸主要分布在 ７ ~ １１ 次ꎬ以 ＡＧ /
ＣＴ 为主ꎬ占二核苷酸总数的 ６９􀆰 ５％ ꎻ三核苷酸

９８􀆰 ７％分布在 ５ ~ ８ 次ꎬ以 ＡＡＧ / ＣＴＴ 最多ꎬ占三核

苷酸的 ２８􀆰 ５４％ ꎻ四核苷酸 ９９􀆰 ６％ 分布在 ４ ~ ５ 次ꎬ
其中 ＡＡＡＧ / ＣＴＴＴ 和 ＡＡＡＴ / ＡＴＴＴ 最多ꎬ占其基序

类型的 ２３􀆰 ４％和 ３９􀆰 ７％ ꎻ五、六核苷酸几乎分布在
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表 ２　 皂荚转录组 ＳＳＲ 重复单元的分布特征

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳＳＲ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ Ｇ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

基序长度

(ｂｐ)Ｍｏｔｉｆ
ｌｅｎｇｔｈ

总计

Ｔｏｔａｌ
占总数百分

比(％ )Ｒａｔｉｏ
主要 ＳＳＲ 单元

Ｍａｉｎ ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ

１ ２５７５ ３０􀆰 ３ Ａ / Ｔ、Ｃ / Ｇ

２ ２０３７ ２４􀆰 ０ ＡＧ / ＣＴ、ＡＣ / ＧＴ、ＡＴ / ＡＴꎬ

３ １５３８ １８􀆰 １ ＡＡＧ/ ＣＴＴ、ＡＧＣ/ ＣＴＧ、ＡＡＴ /
ＡＴＴ、ＡＧＧ/ ＣＣＴ

４ ４６６ ５􀆰 ５ ＡＡＡＧ/ ＣＴＴＴ、
ＡＡＡＴ / ＡＴＴＴＴ、ＡＣＡＴ / ＡＴＧＴ

５ ９７６ １１􀆰 ５ ＡＡＡＡＧ / ＣＴＴＴＴ、 ＡＡＡＡＴ /
ＡＴＴＴＴ、ＡＡＡＡＣ / ＧＴＴＴＴ

６ ９０２ １０􀆰 ６ ＡＡＡＡＡＧ / ＣＴＴＴＴＴ、
ＡＡＡＡＡＣ / ＧＴＴＴＴＴ、
ＡＡＡＡＡＴ / ＡＴＴＴＴＴ

总计 Ｔｏｔａｌ ８４９４ １００

３ ~ ４ 次ꎬ 以 ３ 次 重 复 最 多ꎬ 五 核 苷 酸 主 要 有

ＡＡＡＡＧ / ＣＴＴＴＴ、ＡＡＡＡＴ / ＡＴＴＴＴ、ＡＡＡＡＣ / ＧＴＴＴＴꎬ分
别占其基序类型的 ２８􀆰 ３％、１８􀆰 ６％和 ６􀆰 ２７％ꎬ六核苷

酸 ＡＡＡＡＡＧ / ＣＴＴＴＴＴ、ＡＡＡＡＡＣ / ＧＴＴＴＴＴ、ＡＡＡＡＡＴ /
ＡＴＴＴＴＴ 最多ꎬ合计占六核苷酸总数的 ２５􀆰 ６％ (表 ２ꎬ
图 １)ꎮ

图 １　 ＳＳＲ 重复单元及重复次数的分布

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＲ ｍｏｔｉｆｓ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔ ｎｕｍｂｅｒ

皂荚转录组 ＳＳＲ 序列平均长度为 １６􀆰 １９ ｂｐꎬ
一、二、三、四、五、六核苷酸重复的平均长度分别为

１３􀆰 ６４ ｂｐ、１７􀆰 ９０ ｂｐ、１６􀆰 ９０ ｂｐ、１６􀆰 ９３ ｂｐ、１５􀆰 ８５ ｂｐ、
１８􀆰 ８８ ｂｐꎮ 其中分布在 １２ ~ １５ ｂｐ 的最多ꎬ占总数的

５３􀆰 ５％ ꎬ１６ ~ １９ ｂｐ 占 ２８􀆰 ３％ ꎬ２０ ~ ２３ ｂｐ 占 ９􀆰 １％ ꎬ
２４ ~ ２７ ｂｐ 占 ３􀆰 ６％ ꎬ２８ ~ ３１ ｂｐ 占 １􀆰 ２％ ꎬ３２ ｂｐ 以上

占 ４􀆰 ３％ (图 ２)ꎮ

图 ２　 ＳＳＲ 重复长度分布

Ｆｉｇ. ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳＳＲ ｒｅｐｅａｔ ｌｅｎｇｔｈ

２􀆰 ３　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物的有效性、多态性及通用性

检测

对 ７００９ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 的 ８４９４ 个 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 位点

进行引物设计ꎬ得到了 ６４９４ 对 ＳＳＲ 引物ꎮ 随机选

择合成 ６０ 对引物ꎬ以 １２ 份皂荚材料为 ＤＮＡ 模板ꎬ
共有 ４４ 对引物可扩增出目的特异性条带ꎬ有效扩

增率为 ７３􀆰 ３％ ꎮ 其中 １７ 对引物的扩增产物具有

多态性ꎬ占有效引物的 ３８􀆰 ６％ ꎮ 根据对 １７ 对引物

扩增位点所在基因位点的分析发现ꎬ６ 个位点位于

３′非编码区(３′￣ＵＴＲꎬ３′￣Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ)ꎬ８ 个

位点位于 ５′非编码区(５′￣ＵＴＲꎬ ５′￣Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅ￣
ｇｉｏｎ)ꎬ３ 个 位 于 编 码 区 ( ＣＤＳꎬ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)
(表３)ꎮ

毛细管电泳结果显示ꎬ１２ 个样本在 １７ 个 ＳＳＲ
位点检测到 ６０ 个等位基因ꎬ平均每对引物检测到

３􀆰 ５３ 个等位基因ꎬ多态性信息量(ＰＩＣ)为 ０􀆰 １９５ ~
０􀆰 ７４２ꎬ平均为 ０􀆰 ５０１ꎬ其中 ＰＩＣ 是衡量基因遗传变

异程度的指标[１４]ꎬ根据 Ｄ􀆰 Ｂｏｔｓｔｅｉｎ 等[１４]对多态性水

平的定义ꎬ在开发出的 １７ 个标记中有 １０ 个标记为

高度多态性位点(ＰＩＣ > ０􀆰 ５)ꎬ６ 个标记为中度多态

位点(０􀆰 ２５ < ＰＩＣ < ０􀆰 ５)ꎬ１ 个标记为低度多态位点

(０ < ＰＩＣ < ０􀆰 ２５)(表 ４)ꎮ 图 ３ 为多态性引物 ＧＳ￣３０
分别扩增 ６ 个不同地点皂荚模板 ＤＮＡ 的毛细管电

泳图ꎮ
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表 ３　 １７ 对 ＳＳＲ 引物信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １７ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

编号

Ｎｏ􀆰
上游引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ
下游引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ
位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ
ＳＳＲ 类型

ＳＳＲ ｍｏｔｉｆ
预期大小(ｂｐ)
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｓｉｚｅ

ＧＳ￣１ ＣＴＧＧＴＧＡＣＡＡＧＣＡＣＧＣＴＡＡＡ ＡＧＧＧＡＧＡＡＴＧＧＴＴＡＴＴＧＧＧＧ ３′￣ＵＴＲ (ＣＴ)１０ ２９２

ＧＳ￣３ ＴＧＴＧＧＣＧＴＣＧＴＴＴＧＡＴＣＴＡＣ ＣＴＡＴＧＧＣＴＣＣＣＡＧＡＣＡＣＣＡＴ ３′￣ＵＴＲ (ＧＴＴ)５ ２４９

ＧＳ￣５ ＣＡＧＣＡＡＡＧＣＴＣＡＴＣＡＣＣＡＡＡ ＣＴＣＣＣＧＡＡＴＣＣＴＧＡＡＡＣＡＡＡ ３′￣ＵＴＲ (ＴＴＴＣ)４ ２８５

ＧＳ￣８ ＴＧＧＧＧＧＡＴＧＴＴＴＡＴＴＴＴＧＧＡ ＧＡＡＧＣＡＴＴＧＡＡＧＡＣＡＡＣＧＣＡ ５′￣ＵＴＲ (ＴＴＴＧＧ)３ １３７

ＧＳ￣９ ＣＡＡＣＡＣＡＴＧＣＡＧＧＣＴＴＡＴＧＧ ＴＧＴＡＣＡＧＣＡＧＧＴＴＧＧＡＧＣＴＧ ＣＤＳ (ＣＣＴＣＡＡ)３ ２０２

ＧＳ￣１６ ＧＣＧＡＧＡＣＣＣＡＧＴＣＴＣＴＣＡＡＣ ＣＣＡＣＡＡＡＧＣＡＡＡＣＡＧＣＡＡＡＡ ５′￣ＵＴＲ (ＴＣ)１０ ２５６

ＧＳ￣１８ ＡＧＣＴＣＣＡＣＡＴＧＡＣＴＣＴＴＧＧＣ ＧＧＡＡＧＣＣＣＡＡＴＧＡＡＧＡＡＡＣＡ ３′￣ＵＴＲ (ＡＴ)１０ １５１

ＧＳ￣２８ ＴＧＣＡＡＣＧＧＣＡＧＧＡＴＡＣＡＴＡＡ ＴＴＴＧＡＴＴＧＧＴＣＴＣＧＴＣＣＣＴＣ ＣＤＳ (ＡＴＣ)７ １２０

ＧＳ￣２９ ＣＧＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧＣＴＣＴＴＧ ＣＣＴＴＣＧＴＣＧＴＣＴＴＣＴＴＣＧＴＣ ５′￣ＵＴＲ (ＧＡＡ)７ ２５３

ＧＳ￣３０ ＧＴＡＴＧＣＣＣＡＴＡＣＣＣＣＴＴＣＣＴ ＴＧＡＡＧＣＴＧＡＡＧＣＡＧＡＡＧＣＡＡ ５′￣ＵＴＲ (ＴＴＣ)８ ２３１

ＧＳ￣３１ ＧＧＴＣＡＧＣＴＴＴＴＧＡＡＣＡＡＣＣＣ ＣＴＧＴＣＴＣＴＧＡＡＧＡＣＡＴＴＴＧＴＴＧＣ ５′￣ＵＴＲ (ＡＡＡＧ)５ １７１

ＧＳ￣３４ ＴＣＡＴＣＧＣＡＧＣＴＡＴＴＣＧＴＴＴＧ ＡＧＴＡＧＡＧＧＧＣＴＧＡＧＧＡＡＧＣＣ ３′￣ＵＴＲ (ＣＴＴＣ)４ １８６

ＧＳ￣３６ ＡＡＴＧＴＧＡＡＣＣＴＴＣＧＧＣＴＣＡＧ ＣＣＣＴＴＡＡＡＣＣＣＡＧＴＴＧＣＡＧＡ ５′￣ＵＴＲ (ＡＧＡＴ)４ ２０３

ＧＳ￣３７ ＧＡＡＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＴＡＴＣＡＡＡ ＧＡＡＧＧＧＧＣＡＡＡＴＴＴＧＴＣＡＡＧ ３′￣ＵＴＲ (ＡＡＡＴ)５ ２８１

ＧＳ￣３８ ＡＴＣＴＴＡＧＴＧＧＣＣＧＴＧＴＴＴＧＧ ＡＣＧＣＡＴＴＧＴＣＡＧＧＴＴＴＴＴＣＣ ５′￣ＵＴＲ (ＣＣＴＴ)５ １３８

ＧＳ￣４０ ＧＧＧＡＡＡＧＴＧＣＣＡＴＴＡＡＣＣＣＴ ＴＡＴＧＣＡＣＡＣＴＧＡＡＧＡＡＧＧＣＧ ５′￣ＵＴＲ (ＡＴＴＴ)５ ２５９

ＧＳ￣５３ ＧＧＧＡＡＣＧＡＴＧＴＴＧＡＧＧＡＡＡＡ ＴＣＣＣＴＧＴＴＧＡＣＣＴＴＡＧＴＧＣＣ ＣＤＳ (ＴＧＡＡＧＡ)４ ２７７

表 ４　 ＳＳＲ 引物的扩增产物及多态性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ＳＳＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

ＳＳＲ 引物

ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ
等位基因数量

Ｏｖｅｒａｌｌ ａｌｌｅｌｅ ｎｕｍｂｅｒ
等位基因频率

Ｏｖｅｒａｌｌ ａｌｌｅｌｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数

Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ( Ｉ)
多态性信息量

ＰＩＣ

ＧＳ￣１ ４ ０􀆰 ０４２ ~ ０􀆰 ５００ １􀆰 １３７ ０􀆰 ５７３

ＧＳ￣３ ２ ０􀆰 ２５０ ~ ０􀆰 ７５０ ０􀆰 ５６２ ０􀆰 ３０５

ＧＳ￣５ ２ ０􀆰 ３７５ ~ ０􀆰 ６２５ ０􀆰 ６６２ ０􀆰 ３５９

ＧＳ￣８ ４ ０􀆰 ０８３ ~ ０􀆰 ４５８ １􀆰 １９１ ０􀆰 ５９５

ＧＳ￣９ ４ ０􀆰 ０４２ ~ ０􀆰 ７５０ ０􀆰 ８１５ ０􀆰 ３８６

ＧＳ￣１６ ５ ０􀆰 ０８３ ~ ０􀆰 ３７５ １􀆰 ４５５ ０􀆰 ６９７

ＧＳ￣１８ ６ ０􀆰 ０４２ ~ ０􀆰 ２９２ １􀆰 ５９６ ０􀆰 ７４２

ＧＳ￣２８ ４ ０􀆰 ０４２ ~ ０􀆰 ４５８ １􀆰 １７６ ０􀆰 ５９７

ＧＳ￣２９ ４ ０􀆰 ０４２ ~ ０􀆰 ５４２ １􀆰 ０３８ ０􀆰 ５１５

ＧＳ￣３０ ４ ０􀆰 １２５ ~ ０􀆰 ４１７ １􀆰 ２９８ ０􀆰 ６５４

ＧＳ￣３１ ４ ０􀆰 ２０８ ~ ０􀆰 ２９２ １􀆰 ３７９ ０􀆰 ６９９

ＧＳ￣３４ ２ ０􀆰 ４１７ ~ ０􀆰 ５８３ ０􀆰 ６７９ ０􀆰 ３６８

ＧＳ￣３６ ２ ０􀆰 ３７５ ~ ０􀆰 ６２５ ０􀆰 ６６２ ０􀆰 ３５９

ＧＳ￣３７ ３ ０􀆰 ０４２ ~ ０􀆰 ６２５ ０􀆰 ７９２ ０􀆰 ４０８

ＧＳ￣３８ ４ ０􀆰 ０４２ ~ ０􀆰 ５８３ １􀆰 ０７２ ０􀆰 ５３５

ＧＳ￣４０ ４ ０􀆰 ０４２ ~ ０􀆰 ５８３ １􀆰 ０５３ ０􀆰 ５２３

ＧＳ￣５３ ２ ０􀆰 １２５ ~ ０􀆰 ８７５ ０􀆰 ３７７ ０􀆰 １９５

平均 Ｍｅａｎ ３􀆰 ５３ ０􀆰 ９９７ ０􀆰 ５０１
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图 ３　 ６ 个样本在 ＧＳ￣３０ ＳＳＲ 位点的基因型

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ６ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ Ｎｏ􀆰 ＧＳ￣３０ ＳＳＲ ｌｏｃｕｓ

利用在皂荚植物中开发的 ４４ 对有效引物对其近

缘种进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ聚丙烯酰氨凝胶电泳结果显示ꎬ
分别有 ３２、３１、２３、２４、７、４０、２５、１８ 和 １８ 对引物可在美

国皂荚、日本皂荚、绒毛皂荚、滇皂荚、华南皂荚、小果

皂荚、野皂荚、肥皂荚和美国肥皂荚上扩增出清晰目

的条带ꎬ引物的转化率分别达到 ７２􀆰 ７％、７０􀆰 ５％、

５２􀆰 ３％、 ５４􀆰 ５％、 １５􀆰 ９％、 ９０􀆰 ９％、 ５６􀆰 ８％、 ４０􀆰 ９％ 和

４０􀆰 ９％ꎮ 其中小果皂荚转化率最高ꎬ高达 ９０􀆰 ９％ꎬ华
南皂荚转化率最低ꎬ只有 １５􀆰 ９％ꎮ 图 ４ 为有效引物

Ｇ￣１３、Ｇ￣２６ 和 Ｇ￣２７ 分别扩增美国皂荚、日本皂荚、绒
毛皂荚、滇皂荚、华南皂荚、小果皂荚、野皂荚、肥皂荚

和美国肥皂荚的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳图ꎮ

图 ４　 ３ 对引物对皂荚近缘种通用性检测图

Ｆｉｇ. ４　 Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｒａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ３ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ Ｇ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｓ

３　 讨论

研究表明ꎬＥＳＴ￣ＳＳＲ 重复基序类型及比例依树种

不同有所差异ꎬ除单核苷酸外ꎬ最常见的重复基序类

型是 二 核 苷 酸 和 三 核 苷 酸ꎬ 如 杜 仲 ( Ｅｕｃｏｍｍｉａ
ｕｌｍｏｉｄｅｓ Ｏｌｉｖ. ) [１５]、 木 麻 黄 ( Ｃａｓｕａｒｉｎａ ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ
Ｌ. ) [１６]、橡胶树(Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ(Ｗｉｌｌｄ. ｅｘ Ａ. Ｊｕｓｓ. )
Ｍｕ　􀅰􀅰 ｌｌ. Ａｒｇ. ) [１０]、 腊 梅 ( Ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓ ｐｒａｅｃｏｘ ( Ｌ. )
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Ｌｉｎｋ) [１７]、柠条锦鸡儿(Ｃａｒａｇａｎａ ｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉ ｋｏｍ. ) [１８]

等以二核苷酸重复基序为最多ꎬ而云南松(Ｐｉｎｕｓ ｙｕｎ￣
ｎａｎｅｎｓｉｓ Ｆｒａｎｃｈ. ) [１９]、杉木(Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ
(Ｌａｍｂ. )Ｈｏｏｋ. ) [２０]、红松(Ｐｉｎｕｓ ｋｏｒａｉｅｎｓｉｓ Ｓｉｅｂｏｌｄ ＆
Ｚｕｃｃ. ) [２１]、 喜 马 拉 雅 红 豆 杉 ( Ｔａｘｕｓ ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａ
Ｚｕｃｃ. ) [２２]等以三核苷酸重复基序为最多ꎬ这两种核

苷酸重复的多态性普遍高于其他重复基序类型[１４￣１５]ꎮ
本研究发现ꎬ除单核苷酸重复基序外ꎬ皂荚最多

的重复基序类型是二核苷酸ꎬ其次是三核苷酸ꎮ 这

种不同树种间重复基序数量的差异可能与基序的基

因表达程度、进化水平或者突变频率等因素的差异

有关[１９ꎬ２３]ꎮ 皂荚转录组的二核苷酸重复基序和三

核苷酸重复基序分别以 ＡＧ / ＴＣ 和 ＡＡＧ / ＣＴＴ 分布

最多ꎬ这一结果与杜仲[１５]、橡胶树[１０]、腊梅[１７]、杉
木[２０]和柠条锦鸡儿[１８]的研究结果相似ꎮ 另外ꎬＣＧ /
ＧＣ 在二核苷酸重复基序中十分罕见ꎬ在南方红豆

杉[２２]、杜仲[１５] 和甘蓝[２４] 中也仅检测到一次ꎬ而本

研究在皂荚转录组中也没有检测到这个重复基序ꎬ
这些发现都为引物设计提供了重要依据ꎮ

本研究对多态性信息量分析结果显示ꎬ所开发

的皂荚 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记具有高度多态性ꎬ表明这些标

记可以用于皂荚种质资源遗传多样性评价及相关研

究ꎮ 对 １７ 个基因位点的分析显示ꎬ大部分位点位于

３′￣ＵＴＲ 和 ５′￣ＵＴＲ 区域ꎬ少量位于 ＣＤＳ 区域ꎬ由于

ＵＴＲ 区域相对 ＣＤＳ 区域具有更大的遗传变异性ꎬ在
种内个体间具有更好的多态性ꎬ也证明了多态性引

物的可靠性ꎮ 在木豆(Ｃａｊａｎｕｓ ｃａｊａｎ(Ｌ. )Ｈｕｔｈ) ＳＳＲ
研究中也发现ꎬ具有多态性的 ＳＳＲ 中ꎬ分布在 ３′￣
ＵＴＲ 区域的数量比 ５′￣ＵＴＲ 区域的数量多ꎬ二者数

量均多于 ＣＤＳ 区域[２５]ꎮ 因此ꎬ在设计引物时ꎬ可根

据需要针对性选择合适区域来开发ꎮ
本研究结果显示ꎬ利用皂荚转录组开发的 ＥＳＴ￣

ＳＳＲ 在皂荚属内种间转移率高达 ９０􀆰 ９％ ꎬ除华南皂

荚外ꎬ均超过 ５０％ ꎬ在肥皂荚属植物肥皂荚和美国

肥皂荚中转移率也高达 ４０􀆰 ９％ ꎮ 这说明利用皂荚

转录组开发的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 在其近缘种间具有很高的

通用性ꎬ可为皂荚种质亲缘关系鉴定和皂荚属种间

的系统进化提供新途径ꎮ 很多物种也证实基于转录

组开发的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记能够在近缘种间通用[２６￣２７]ꎬ
在缺乏转录组数据时ꎬ可以利用 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记的通

用性ꎬ开发其近缘种的 ＥＳＴ￣ＳＳＲꎮ
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