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基于全长转录组信息的枸杞 SSR 标记开发
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摘要：枸杞是茄科枸杞属的重要经济植物，广泛分布于我国西北地区，环境适应性强。本研究分析了枸杞基因组中 SSR
的分布特征，并基于宁杞 1 号全长转录组开发 SSR 分子标记，对 28 个枸杞种质进行遗传多样性分析和亲缘关系分析。用

MISA 软件搜索全长转录组中 SSR 位点，设计并筛选多态性好的 SSR 引物，对 206 对引物经过毛细管电泳筛选后最终选出

23 对引物对 28 个不同分布区的枸杞种质进行遗传多样性分析，遗传相似系数用非加权组平均法（UPGMA）聚类。23 对引

物共扩增得到 240 个等位基因，每个位点的等位基因数范围为 4~17，Shannon 信息指数范围为 1.177~2.487，期望杂合度和观

测杂合度的范围分别为 0.635~0.909 和 0.250~0.964，PIC 的范围是 0.580~0.902。遗传距离聚类分析显示 28 份枸杞种质在遗

传相似系数为 0.71 时被分为 4 类，宁夏枸杞为Ⅰ类，中国枸杞为Ⅱ类，黑果枸杞为Ⅲ类，Ⅳ类中只有中国枸杞种的枸杞岛种质。

利用全长转录组序列可以高质量实现枸杞 SSR 标记开发，新开发的 23 对引物后续可用于枸杞种质遗传多样性分析和分子标

记辅助育种工作。
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Abstract：Lycium is an important economic genus belonging to solanaceae. It is widely distributed in 
Northwest China and highly adaptable to the environment. In this study，SSR markers were developed based on 
the full-length transcriptome of Lycium variety Ningqi 1，followed by genotyping of 28 Lycium germplasm using 
a subset of polymorphic SSR markers. SSR loci were in silico identified using MISA software and subjected 
for primer pickup. Twenty-three SSR markers selected from 206 pairs of primers were used for genotyping and 
analyzing the genetic diversity of Lycium barbarum germplasm from 28 different distribution regions. Genetic 
coefficients were clustered by unweighted group average（UPGMA）method. A total of 240 alleles were amplified 
using 23 SSR markers with 4 to 17 alleles at each locus. Shannon information ranges from 1.177 to 2.487.The 
expected and observed heterozygosity ranged from 0.635 to 0.909 and 0.250 to 0.964，respectively，PIC ranged 
from 0.58 to 0.902. The genetic distance clustering analysis suggested four groups in 28 Lycium germplasm
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（similarity coefficient=0.71）. The Lycium barbarum L. belonged to group Ⅰ，the Lycium chinense Mill. belonged 
to group Ⅱ，the Lycium ruthenicum Murr. belonged to group Ⅲ，in group IV there were only Chinese wolfberry 
island germplasm which belonged to. Lycium chinense Mill..The total length transcriptomic sequence of Ningqi 1  
could be used to develop SSR markers. Collectively，the full-length transcriptome sequences of Lycium are of 
interest to develop SSR markers，and these newly-developed SSR markers can be used for genetic diversity 
analysis of Lycium germplasm and molecular marker assisted breeding.

Key words： Lycium；full-length transcriptome；SSR markers；germplasm identification；evaluation of 
genetic diversity

枸杞是茄科（Solanaceae）茄族（Solaneae）枸

杞亚族（Lyciinae）枸杞属（Lycium）落叶小乔木或

落叶灌木的统称［1］，是茄科中具有重要经济价值的

属［2］。枸杞在我国分布广泛，环境适应性极强［3］，具

有免疫调节、抗肿瘤［4］、保护生殖健康［5］、抗抑郁［6］

和抗疲劳等功能［7］。中国是世界上枸杞生产大国，

近年来全国枸杞种植面积已达 133333.333 hm2，干

果总产量 32 万吨以上，均居世界第一。《中国植物

志》记载中国枸杞属野生分布有 7 种 3 变种，包括

宁夏枸杞（Lycium barbarum L.）及其变种黄果枸杞

（Lycium barbarum var. auranticarpum K. F. Ching）、中
国枸杞（Lycium chinense Mill.）及其变种北方枸杞

（Lycium chinense var. potaninii（Pojark.）A. M. Lu）、

截萼枸杞（Lycium truncatum Y. C. Wang）、新疆枸

杞（Lycium dasystemum Pojark.）及其变种红枝枸杞

（Lycium dasystemum var. rubricaulium A. M. Lu）、黑果

枸杞（Lycium ruthenicum Murr.）、柱筒枸杞（Lycium 
cylindricum Kuang et A. M. Lu）、云 南 枸 杞（Lycium 
yunnanense Kuang et A. M. Lu）等。根据果实颜色又

可分为红果枸杞、黄果枸杞和黑果枸杞。我国枸杞

人工栽培品种是由自然变异选择的突变单株［8］，通

过无性扦插扩大繁殖［9］。多年的驯化和品种选育

栽培已经引起枸杞遗传多样性的明显下降［10］，枸杞

品种选育主要采用群体选优方式，使得核心骨干亲

本反复利用，品种间形态差异变小。目前枸杞种苗

市场上品系区分多依靠经验丰富的鉴定人员根据表

型特征进行区分，准确性和稳定性不能保证，常因品

系不纯和分辨错误引起纠纷，引入高效准确的分子

标记鉴定方法迫在眉睫。近年 SSR 标记在枸杞属

中的应用已经逐步展开，如尹跃等［11］以 16 个枸杞

品种为材料，利用 SSR 标记构建枸杞分子身份证；

李重等［12］用 10 对引物准确、高效鉴定出宁夏枸杞

的 7 个栽培品种；任重等［13］使用黑果枸杞转录组开

发 20 对引物在 30 份枸杞材料中共扩增得到 121 条 
条带，对枸杞的遗传多样性进行分析与评价。近年

来 SSR 引物开发主要集中在黑果枸杞，已发表的红

果枸杞 SSR 引物覆盖种质不全，不能满足现有需

求，随着测序技术发展，利用全长转录组可以更高效

的开发 SSR 引物。

简单重复序列标记（SSR，simple sequence repeat）
是一种基于串联重复序列两侧的保守序列设计引

物，分析扩增产物长度多态性的分子标记［14］。该

标记重复性好、多态性丰富、通用性高［15-17］，近年

来广泛应用于植物种质资源鉴定、遗传多样性分析

和指纹图谱构建等领域［18］。基因组中庞大数量的

SSR 存在于编码区、非编码区和调控区［19］。基于

转录组数据开发的 SSR，更偏重于基因编码区域，

其 SSR 多态性与性状的连锁将更加可靠［20］。基于

PacBio 平台的全长转录组测序方面的研究近年来

成为基因组学领域中的重要研究方向之一［21］。全

长转录组测序技术在植物的研究中已得到广泛的应 
用［22］，与传统 RNA-seq 相比，全长转录组平均读长

可达到 2500~3000 bp，可构建较高质量的参考序列文

库，获得具有更高可信度的差异表达分析和数据发

掘结果［23］，可获取更加准确的 SSR 位点信息［24-25］。

为建立全面准确的枸杞 SSR 信息，本研究基

于宁杞 1 号全长转录组测序结果，获得一批高质量

SSR 位点标记，同时选取分布区和生境差异大，果

实颜色为红色、黑色和黄色的 28 个枸杞种质资源，

进行亲缘关系分析；使用宁夏枸杞基因组数据将引

物精确定位于染色体上，对以宁杞系列的果用红果

枸杞为代表的宁夏枸杞、天精系列和广东系列的叶

用红果枸杞为代表的中国枸杞和黑果枸杞等多个枸

杞种质资源进行遗传分析，探讨了本研究结果在枸

杞属植物中的研究价值，为枸杞属植物的亲缘关系

和枸杞种质资源的品种鉴定提供参考。

1　材料与方法

1.1　试验材料

选取 3 株无病虫害的宁杞 1 号无性系组培苗
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的根、茎、叶进行混样后送交北京百迈克公司，用

PacBio RS 系统（Pacific Biosciences，美国）进行全

长转录组测序和分析，组装出转录本信息。用于引

物筛选和遗传多样性分析的 28 份枸杞种质，均来自

宁夏农林科学院国家枸杞工程技术研究中心枸杞

种质资源圃（表 1）。其中 23 份果实红色、3 份果实

黑色、2 份果实黄色，17 份是审定和生产中推广的

品种，11 份为野生资源。2020 年 7 月每份种质随

机选择 6 株无性繁殖个体分别取幼嫩且无病虫害

叶片，将叶片置于冻存管中迅速放入液氮中速冻，

样品保存于 -80 ℃超低温冰箱中，后续进行 DNA 
提取。

表 1　28 个供试枸杞种质材料
Table 1　Information of 28 Lycium germplasm materials 

序号

No.
材料名称

Material name
果实颜色

Fruit color

认审定编号

Identification and  
approval number

序号

No.
材料名称

Material name
果实颜色

Fruit color

认审定编号

Identification and  
approval number

1 宁杞菜 1 号 红色 科技成果宁科成登字 2002022 15 大麻叶 红色 —

2 宁杞 1 号 红色 科技成果宁科成登字 1987 16 天精 5 号 红色 —

3 宁杞 2 号 红色 科技成果宁科成登字 1987 17 天精 8 号 红色 —

4 宁杞 3 号 红色 良种审定宁 S-SC-LB-001-2010 18 中科绿川 1 号 红色  国 S-SV-LB-022-2011 

5 宁杞 4 号 红色 良种审定宁 S-SC-LB-001-2005 19 黑果 1 号 黑色 —

6 宁杞 5 号 红色 良种审定宁 S-SC-LB-001-2009 20 黑果 5 号 黑色 —

7 宁杞 6 号 红色 良种审定宁 S-SC-LB-008-2010 21 黑果 7 号 黑色 —

8 宁杞 7 号 红色 良种审定宁 S-SC-LB-009-2010 22 大叶子黄 黄色 —

9 宁杞 8 号 红色 良种审定宁 S-SC-LB-001-2015 23 5 号黄 黄色 —

10 宁杞 9 号 红色 良种审定国 S-SV-LB-017-2015 24 广东圆叶 红色 —

11 宁杞 10 号 红色 良种审定宁 R-SC-LB-001-2017 25 广东尖叶 红色 —

12 宁农杞 9 号 红色 良种审定宁 S-SC-LB-001-2014 26 广东无性系 红色 —

13 天精 3 号 红色 — 27 枸杞岛野生资源 红色 —

14 精杞 4 号 红色 良种审定新 -S-SC-LB-018-2014 28 q3-6 红色 —

— ：无认审定编号的种质资源

— ：Germplasm resources without approval number

1.2　DNA 提取

使用高效植物基因组 DNA 提取试剂盒（DP350） 
（天根生化科技（北京）有限公司，德国）和多糖多

酚植物基因组 DNA 提取试剂盒（DP360）（天根生

化科技（北京）有限公司，德国）提取 28 份种质基

因组总 DNA。用 Nanodrop 2000（赛默飞，美国）检

测 DNA 样品的纯度和浓度，用 1% 琼脂糖凝胶电泳

检测 DNA 质量。

1.3　SSR 引物设计

宁杞 1 号全长转录组测序结果共获得 41739 个

全长 CDS 序列，利用基于 perl 语言脚本 MISA 插

件（MIcroSAtellite identification tool）［26］对转录本

序列分析，得到 12737 个 SSR 信息。利用 Primer 
PREMIER5.0（Premier 公司，加拿大）设计出 206 对

引物进行合成，上游引物 5′ 端添加 M13 接头通用

引物序列（TGTAAAACGACGGCCAGT），荧光引

物由北京睿博兴科生物技术有限公司合成。

1.4　PCR 扩增及毛细管电泳分析

PCR 反应体系为 2×TSINGKE Master Mix（Blue）
（擎科生物科技有限公司，北京）7.5 μL，DNA1.5 μL
（25 ng/μL），上游引物 0.06 μL（10 μmol/L），下游引

物 0.24 μL（10 μmol/L），ddH2O 5.4 μL，M13F 上

游引物序列结合的荧光标记物 0.3 μL（10 μmol/L）。
荧光标记物根据预测片段长度添加，片段长度小于 
134 bp 用 FAM 荧光染料标记，片段长度介于 134 ~ 
154 bp 之间用 HEX 荧光染料标记，片段长度介

于 155~240 bp 之间用 TAMRA 荧光染料标记，片

段长度大于 240 bp 用 ROX 荧光染料标记。PCR
扩增程序是预变性 95 ℃ 5 min；变性：94 ℃ 30 s， 
53 ~ 60 ℃（退火温度由下游引物温度确定）30 s，延
伸：72 ℃ 30 s，30 次循环；变性：94 ℃ 30 s，退火：53 ℃  
30 s，延伸：72 ℃ 30 s，10 次循环；72 ℃再延伸 10 min。
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利用北京睿博兴科生物技术有限公司的毛细管

电泳仪 ABI3730XL DNA Analyzer（赛默飞，美国）

对 PCR 扩增产物进行检测，得到 FASTA 文件格式

的毛细管电泳原始数据。

1.5　数据统计与分析

用 GeneMakerV2.2.0 软件对毛细管电泳获得的

SSR 片段长度进行整理分析，对每对引物在枸杞种

质中的等位位点信息进行统计。使用 TBtools 软件［27］ 

将引物定位于染色体上。使用 GeneAlex 6.5 软件［28］ 

分析平均等位基因数（Na，number of average allele）、
有效等位基因数（Ne，number of effective allele）、
Shannon 信 息 指 数（I，shannon′s diversity index）、
观测杂合度（Ho，observed heterozygosity）和期望

杂合度（He，expected heterozygosity）。多态性信

息 量（PIC，polymorphism information content） 使

用 Cervus3.0 软件进行计算。使用 NTsys pc2.10e
软件计算遗传相似系数，并用非加权算术平均值聚

类 法（UPGMA，unweighted pair-group method with 
arithmetic means）对遗传系数进行聚类分析，绘制

28 个枸杞种质亲缘关系树状图。

2　结果与分析

2.1　枸杞全长转录组和基因组 SSR 位点数量及类型

对去冗余后的宁杞 1 号转录本序列利用 perl
语言中 MISA 插件检索和分析 SSR，筛选 500 bp

以上的转录本，25681 条序列检索后发现 8810 条

序列包含 12737 个 SSR 位点。宁杞 1 号全长转

录组拥有丰富的 SSR 类型，共检测出 6 种类型的

SSR：单核苷酸（Mono nucleotide）、双核苷酸（Di 
nucleotide）、三核苷酸（Tri nucleotide）、四核苷酸

（Tetra nucleotide）、五核苷酸（Penta nucleotide）和

六核苷酸（Hexa nucleotide）。6 种类型虽均有出现，

但是单核苷酸、双核苷酸和三核苷酸占所有重复类

型的 99.03%。单核苷酸重复数量最多有 7946 个，

占全部重复类型的 62.39%；双核苷酸和三核苷酸

重复分别有 2116 个和 2551 个，占全部重复类型的

16.61% 和 20.03%；四核苷酸、五核苷酸和六核苷酸

重复数量较少，占比均不超过 1%（表 2）。
宁杞 1 号是宁夏枸杞种植物，宁夏枸杞基因组［2］

于 2021 年正式发布，宁夏枸杞完整 12 条染色体由

宁杞 1 号单倍体采用单倍体测序的方式获得。对

GCA 格式的宁夏枸杞基因组用 MISA 插件对基因

组 SSR 进行检索和分析，共检测出 6 种类型的 SSR
共 715647 个，其中单核苷酸、双核苷酸和三核苷酸

占所有重复类型的 98.97%，四核苷酸、五核苷酸和

六核苷酸重复数量最少，占比均不超过 1%（表 2）。
全长转录组和基因组中单核苷酸重复 SSR 的比例

相近，全长转录组中双核苷酸重复的比例比基因组

中双核苷酸重复低 10.90%，全长转录组中 SSR 三

核苷酸以上重复的比例比基因组 SSR 高 11.07%。

表 2　不同重复基序的 SSR 位点在宁杞 1 号全长转录组和宁夏枸杞基因组中的分布
Table 2　Distribution of SSR sites with different repeat motifs in Ningqi 1 transcriptome and Lycium barbarum genome

重复类型

Repeat type

宁杞 1 号全长转录组

Ningqi 1 transcriptome
宁夏枸杞基因组

Lycium barbarum genome

SSR 数量

Number of SSR
占总 SSR 比例（%）

Proportion in total SSR
SSR 数量

Number of SSR
占总 SSR 比例（%）

Proportion in total SSR

单核苷酸 SSR Mono nucleotide 7946 62.39 447315 62.50

双核苷酸 SSR Di nucleotide 2116 16.61 196847 27.51

三核苷酸 SSR Tri nucleotide 2551 20.03 64095 8.96

四核苷酸 SSR Tetra nucleotide 77 0.60 4414 0.62

五核苷酸 SSR Penta nucleotide 17 0.13 1939 0.27

六核苷酸 SSR Hexa nucleotide 30 0.24 1037 0.14

总计 Total 12737 100 715647 100

2.2　枸杞全长转录组和基因组 SSR 基序重复类型

和频率特征

宁杞 1 号全长转录组 SSR 核苷酸序列类型以单

核苷酸 A/T 出现频率最高，重复 7604 个，占 SSR 位

点总数的 59.70%；在双核苷酸重复中，AG/CT 重复

1251 次占 SSR 位点总数的 9.82%；在三核苷酸重复

中 AAG/CTT 是最主要的重复基元，共有 692 次重

复，占 SSR 位点总数的 5.43%；以上 3 种重复基元类

型是宁杞 1 号全长转录组 SSR 重复基元的最主要类

型，占全部 SSR 位点的 74.95%。四核苷酸中 AAAG/
CTTT 重复有 28 个，占总 SSR 位点的 0.22%；五、六

核苷酸基元种类所占比例较小（表 3）。
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表 3　宁杞 1 号全长转录组和宁夏枸杞基因组 SSR 重复基元类型及数量
Table 3　Type and number of SSR repeat units in full-length transcriptome of Ningqi 1 and Lycium barbarum genome

重复类型

Repeat type

宁杞 1 号全长转录组 Ningqi 1 transcriptome 宁夏枸杞基因组 Lycium barbarum genome

基元种类数

Number of 
motif type

重复基元

Pepeat motif
数目 

Number
比例（%）

Percentage

基元种类数

Number of 
motif type

重复基元

Pepeat motif
数目 

Number
比例（%）

Percentage

单核苷酸

Mono nucleotide
2 A/T 7604 59.70 2 A/T 391082 54.65

C/G 342 2.69 C/G 56233 7.86

双核苷酸 
Di nucleotide

3 AC/GT 402 3.16 4 AT/AT 144105 20.14

AG/CT 1251 9.82 AC/GT 29996 4.19

AT/AT 463 3.64 AG/CT 22237 3.11

CG/CG 509 0.07

三核苷酸 
Tri nucleotide

10 AAC/GTT 473 3.71 10 AAC/GTT 22139 3.09

AAG/CTT 692 5.43 AAT/ATT 20731 2.90

AAT/ATT 289 2.27 ATC/ATG 8250 1.15

其他类型 1097 8.61 其他类型 12975 1.81

四核苷酸 
Tetra nucleotide

11 AAAC/GTTT 13 0.10 26 ACAT/ATGT 1509 0.21

AAAG/CTTT 28 0.22 AAAT/ATTT 1406 0.20

AAAT/ATTT 17 0.13 AAAG/CTTT 690 0.10

其他类型 19 0.15 其他类型 809 0.11

五核苷酸 
Penta nucleotide

10 AAAAC/GTTTT 2 0.02 61 ATATC/ATATG 855 0.12

AAAAG/CTTTT 3 0.02 AATTC/AATTG 293 0.04

AAATC/ATTTG 1 0.01 AAAAT/ATTTT 153 0.02

其他类型 11 0.09 其他类型 638 0.09

六核苷酸 
Hexa nucleotide

20 AAAAAG/CTTTTT 1 0.01 117 ACATAT/ATATGT 303 0.04

AAACAC/GTGTTT 1 0.01 AATATG/ATATTC 59 0.01

AAAGAG/CTCTTT 1 0.01 AAGCCG/CGGCTT 37 0.01

其他类型 27 0.21 其他类型 638 0.09

比例是每个重复基元数目除以重复基元总数计算得来

The proportion is calculated by the ratio of the number of each repeat motif to the total number of repeat motif

宁夏枸杞基因组 SSR 核苷酸序列类型中单核苷

酸 A/T 重复占 SSR 位点总数的 54.65%，共有 391082
次；在双核苷酸重复中，AT/AT 重复 144105 次， 
占 SSR 位点总数的 20.14%；在三核苷酸重复中

AAC/GTT 有 22139 次 重 复，占 SSR 位 点 总 数 的

3.09%；以上 3 种重复基元类型是宁夏枸杞基因组

SSR 重复基元的最主要类型，占全部 SSR 位点的

77.88%。四核苷酸中 ACAT/ATGT 重复有 1509 个， 
占总 SSR 位点的 0.21%，五、六核苷酸基元种类所

占比例较小（表 3）。
2.3　枸杞 SSR 引物筛选及种质区分

通过全长转录组分析，利用 PREMIER5.0 生

成 206 对不同重复基元的引物。根据形态学差异、

果实颜色差异、种植用途和分布范围，选择宁杞菜

1 号、宁杞 10 号、天精 3 号、中科绿川 1 号、精杞 
4 号、广东尖叶、大叶子黄和黑果 1 号 8 个种质用

206 对引物进行 PCR 扩增，扩增产物用毛细管电泳

检测，选择峰值差异大的 27 对引物。用筛选出的 
27 对引物对 28 个枸杞种质 DNA 进行 PCR 扩增，最

终筛选出多态性好的 23 对引物进行后续试验分析

（表 4）。23 对引物中包括 1 对双核苷酸引物、1 对

四核苷酸引物、1 对六核苷酸引物和 20 对三核苷酸 
引物。

本研究使用 TBtools 软件的 BLAST 功能，根据

Score 和 E-value 数值，将试验中开发的 23 对引物精

确定位于染色体上。结果显示，23 对引物覆盖了除

Lbchr01、Lbchr09 和 Lbchr11 外的 9 条染色体，占全

部染色体的 75%（表 4）。其中 Lbchr03 和 Lbchr04
两条染色体上分别定位了 5 对 SSR 引物，Lbchr06 染

色体上定位了 4 对 SSR 引物，Lbchr02、Lbchr08 和

Lbchr12 染色体上定位了 2 对 SSR 引物，Lbchr05、
Lbchr07 和 Lbchr10 分别定位 1 对 SSR 引物。
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表 4　基于 28 份枸杞种质开发的 23 个多态性 SSR 标记的信息
Table 4　Information of 23 polymorphic SSR markers based on 28 Lycium germplasms

引物名称

Primer name
引物序列（5′-3′）

Primer sequence（5′-3′）
重复基元

SSR motif

退火温

度（℃）

Annealing 
temperature

预测大小

（bp）
Expected size

染色体定位

Chromosome 
localization

参照品种序号

Reference No.of  variety 

LBSSR1474 F：CACTCTCAGCAGTCACAGCA
R：TGGTGCAGCAGTCCAACAAT

（CAG）8 55 212 Lbchr04 7、11、19、20、21、24、25

LBSSR21443 F：ACGTCACCATGGAAGCTGAA
R：AGGCAGGAGAAATGGTGGTT

（CAC）8 55 141 Lbchr03 22、28

LBSSR1690 F：AATGATGGCCGTGATGTGGT
R：TTCTTCACCAGCCAGACGTC

（GAA）8 57 264 Lbchr06 2、9、18、20、22、24、26、28

LBSSR1156 F：ACACGGTATGACTTGCTGCA
R：AGCACCTGAAGAAGAAGCCC

（AAG）6 57 177 Lbchr03 13、17、28

LBSSR1866 F：GCCATGCTCCTCACTTTCCT
R：CCCAGGTGCAGCAATCAGTA

（TTC）15 57 250 Lbchr03 9、10、11、25、26、27

LBSSR29 F：TTCAACCCCATCGTCGATCC
R：ATCATCATCCTCACCACCGC

（ATA）6 57 268 Lbchr06 1、7、9、11、12、13、18

LBSSR7914 F：GGGAAGAAATGGTGGCTCGA
R：TTGTTGATCGGGAGGAACGG

（TCT）13 57 264 Lbchr06 9、10、18、19、20、21

LBSSR7735 F：CGGAAGTGAAAAGGCCATGC
R：GCTTACCGCGGACATGAACT

（TAC）7 57 280 Lbchr10 13、22、25

LBSSR40 F：CCCGAACCCGCCGTAATAAT
R：GACGACGACACCATAGCTGA

（GAT）11 57 241 Lbchr08 13、25

LBSSR20799 F：CACCACCATGACTTCTCCTCC
R：TTGACCATAAAGCCCTCCCC

（AAC）9 57 262 Lbchr04 7、9、18

LBSSR1895 F：AGGAAGGCATAGAACAAGCAGA
R：GGAGCTGACCCGAATATCCG

（AAG）14 59 208 Lbchr05 1、3、7、9、10、12、14、22、
24、25、27

LBSSR501 F：AGTAGCCCTCAAACCCTCTCT
R：GATCGATCTTGGTCCGGGTC

（CAA）5 59 186 Lbchr07 9、26、27

LBSSR0076 F：ACAATCAAAGCTTGGAATAGCTC
R：CGTCGCTAAATTGCTCATAACT

（AAG）22 53 152 Lbchr08 1、2、3、7、10、11、12、14、
15、18、19、22、24、25、28

LBSSR0297 F：TGCTGCAGAGAACAACATTAGG
R：TTCTTATCTCCCATTCAATCCAGT

（AG）11 54 131 Lbchr12 6、13、19、20、21、22、23、
26、28

LBSSR0338 F：AAGATTTGGGGAAGACGACG
R：CATGGCAGCATATTAGCGAAG

（GAA）13 56 129 Lbchr03 2、3、6、7、8、10、11、14、
15、18、20、21、22、23

LBSSR0277 F：AGGAAATTCGTCCAAACAAGAC
R：TGGTATCAGAAGCCGATCATAG

（ATT）14 56 141 Lbchr06 1、2、4、7、10、14、18、22、26

LBSSR0543 F：GTCAGGTCTGCGTACACTCTACC
R：GGCCTCAGAAATCTCTTTATCAG

（GTT）12 56 146 Lbchr02 1、7、10、12、13、18、19、
20、22、25、27

LBSSR0010 F：CGAGAGGCTACCAGACACTAGG
R：TCTCCAATATGTTGTACTCCGCT

（TTTC）11 56 141 Lbchr12 7、12、13、14、18、19、21、
22、24、25、27

LBSSR0421 F：ATCCACCCCCATACATACTCATC
R：GTTGCAACTAAAGGAGTTGTCCA

（TTC）13 56 146 Lbchr04 9、10、11、12、14、18、22、25

LBSSR0426 F：TAGGGAACCTGATATATGCGG
R：CGCCACACCATTCTATCTCTG

（TTG）11 57 144 Lbchr04 3、11、12

LBSSR0270 F：AGGAGTCAGGTCTGCGTACACT
R：CGAGGTATTTACTCCAGTTGGTG

（GTT）14 57 143 Lbchr02 1、3、4、5、10、17、18、19、
21、24、26

LBSSR0512 F：CCCATACATACTCATCACCTCTGC
R：GTTGTCCAAACAACACACAGTGC

（TTC）13 57 124 Lbchr04 1、2、9、11、12、14、18、22、
25、26

LBSSR0363 F：GTAGTAACCACGCCGATTGC
R：CTGAGGTGGATACACTACGCG

（GCCTGT）12 60 157 Lbchr03 7、10、12、14、22

F：上游引物；R：下游引物；括号内字母为重复基元序列，括号外数字表示软件预测重复基元的重复次数；品种序号同表 1；下同

F：Forward primer；R：Reverse primer；The letters in the brackets are the sequence of SSR motif，and the numbers outside the brackets indicate the 
repetition times of SSR motif predicted by the software；The serial number of the variety is the same as that in Table 1；The same as below
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使用 GeneMakerV2.2.0 软件对毛细管电泳获得

的 SSR 片段长度（图 1）进行整理后获得每对引物能

够区分的对应参照品种。其中有 7 对引物可以区分

10 个以上的种质，其中 LBSSR0076 可以区分 15 个种

质，LBSSR0338 可以区分 14 个种质，LBSSR1895、
LBSSR0543、LBSSR0010 和 LBSSR0270 可 以 区 分

11 个种质；有 9 对引物可以鉴定 5~9 个种质；7 对引

物可以鉴定 3 个以下的种质。

扩增片段长度（bp）Size of amplified fragments

图 1　引物 LBSSR29 在 6 个枸杞种质中检测到的等位变异
Fig.1　Different alleles detected in 6 Lycium germplasm by primer LBSSR29

2.4　SSR 遗传多样性分析

 统计各枸杞种质 6 个单株 23 对 SSR 引物的

扩增片段大小（图 1）并对毛细管电泳结果取整，

取整后 28 份种质得到 240 个等位基因（表 5），每
个位点的平均等位基因数范围为 4~17，均值为 10。
Shannon 信息指数最大值为 2.487，最小值为 1.177，
均值为 1.876。期望杂合度和观测杂合度的范围分

别为 0.635~0.909 和 0.250~0.964，均值分别为 0.795
和 0.575。多态信息量的范围是 0.586~0.902，对 
23 个位点均表现为高多态（PIC>0.5），平均多态信

息含量（PIC）为 0.771。综上所述，本次试验选择

的引物多态性较好。

如图2所示，28个枸杞种质的遗传相似系数在

0.42~0.92 之间，平均为 0.69（图 2）。本试验选取的宁

杞系列种质间遗传相似系数在 0.73~0.92 之间，说明宁

杞系列种质间的亲缘关系较近。宁夏枸杞现有推广

种植品种大都基于大麻叶茨园选出，因此宁杞系列品

系与大麻叶的遗传相似系数均在 0.78 以上。3 个黑果

枸杞间的遗传相似系数在 0.79~0.83 之间，亲缘关系较

近，可能是相近地区收集的野生种质。通过遗传系数

对 28 份枸杞种质进行 UPGMA 聚类分析（图 3），在遗

传相似系数 0.71时，28份种质可以聚为 4类。
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表 5　23 对 SSR 标记在 28 份枸杞种质资源中遗传多样性
Table 5　Genetic diversity of 23 pairs of SSR markers in 28 Lycium germplasm

引物名称

Primer name
平均等位基因数

Na
有效等位基因数

Ne
Shannon 信息指数

I
观测杂合度

Ho
期望杂合度

He
多态性信息量 

PIC

LBSSR1474 9 4.052 1.700 0.464 0.753 0.721

LBSSR21443 8 3.701 1.518 0.333 0.730 0.685

LBSSR1690 9 3.748 1.683 0.407 0.733 0.709

LBSSR1156 8 4.153 1.718 0.280 0.759 0.734

LBSSR1866 9 4.709 1.742 0.750 0.788 0.757

LBSSR29 11 3.654 1.754 0.259 0.726 0.706

LBSSR7914 9 4.600 1.745 0.609 0.783 0.751

LBSSR7735 7 4.181 1.594 0.393 0.761 0.725

LBSSR40 4 2.736 1.177 0.250 0.635 0.586

LBSSR20799 10 5.807 1.939 0.714 0.828 0.806

LBSSR1895 14 7.193 2.242 0.571 0.861 0.847

LBSSR501 7 5.302 1.801 0.462 0.811 0.787

LBSSR0076 9 7.024 2.041 0.708 0.858 0.841

LBSSR0297 8 5.829 1.887 0.607 0.828 0.806

LBSSR0338 14 10.965 2.487 0.679 0.909 0.902

LBSSR0277 17 7.439 2.414 0.667 0.866 0.856

LBSSR0543 12 4.429 1.868 0.607 0.774 0.749

LBSSR0010 11 4.960 1.894 0.520 0.798 0.773

LBSSR0421 14 6.938 2.221 0.893 0.856 0.841

LBSSR0426 8 3.488 1.492 0.741 0.713 0.670

LBSSR0270 12 5.586 2.072 0.630 0.821 0.805

LBSSR0512 12 8.615 2.276 0.964 0.884 0.873

LBSSR0363 8 5.600 1.883 0.714 0.821 0.800

平均值 Average 10 5.422 1.876 0.575 0.795 0.771

图 2　28 种枸杞种质遗传相似系数
Fig.2　Genetic coefficients of 28 Lycium germplasm
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遗传相似系数 Genetic coefficient

图 3　28 种枸杞种质遗传距离 UPGMA 聚类分析
Fig.3　UPGMA cluster analysis of genetic distance of 28 Lycium germplasm

Ⅰ类是宁夏枸杞种及其杂交种，此类中主要是果用

红果枸杞，且多为种植面积较多的品种或良种。Ⅱ

类是中国枸杞种，包括天精系列和广东枸杞种的叶

用红果枸杞，叶片大且薄容易感染白粉病。Ⅲ类中

仅有黑果枸杞种，3 个黑果枸杞种质叶片形态有较

为明显的差异。Ⅳ类中只有中国枸杞种的枸杞岛种

质，遗传相似度热图中枸杞岛种质与其他种质的相

似程度均较低。28 份枸杞种质间的遗传相似系数

和遗传距离的聚类分析，可为将来枸杞杂交育种选

择亲本搭配提供理论依据。

3　讨论

全长转录组测序（Iso-Seq，isoform sequencing）
技术又称单分子实时测序技术，是基于 PacBio 平台

进行的三代全长转录本测序［29］，具有超长读长、无

需模板扩增等特点［22，30-31］，与传统 RNA-seq 相比，

全长转录本测序可构建较高质量的参考序列文库，

并获得更高可信度的差异表达分析［23］。本研究利

用该技术平台对宁杞 1 号 3 株无性系根、茎、叶进行

混样后进行了全长转录本测序，测序后获得 Circular 
consensus（CCS）640797 条，校正与去冗余分析后

得到 22849 条高质量转录本序列。共发现有 12737
个 SSR 序列，说明 SSR 序列在枸杞基因组中广泛

分布，这与枸杞全基因组分析结果相同［2］。与单核

苷酸和双核苷酸重复的 SSR 标记相比，三核苷酸到

六核苷酸的 SSR 标记更容易检测到等位基因长度

的差异。本研究 23 对 SSR 引物中双核苷酸以上的

SSR 标记共有 22 个，三核苷酸重复的 SSR 标记共

有 20 对占 86.96%，且多态性远高于现有枸杞属 SSR
引物。全长转录组 SSR 位点信息与基因组相比，单

核苷酸、双核苷酸和三核苷酸占比均为 90% 以上，

而四核苷酸、五核苷酸和六核苷酸重复数量较少，

占比均不超过 1%。在三核苷酸重复中，全长转录

组 SSR 以 AAG/CTT 为最主要的重复基元，占 SSR
位点总数的 5.43%；而宁夏枸杞基因组 SSR 则以 
22139 次重复的 AAC/GTT 为最多重复基元；三核苷

酸 SSR 标记可对枸杞种质进行很好的鉴别。

本研究用 23 对引物共扩增得到 240 个等位基

因，分布在全部枸杞基因组 9 条染色体上，基因组覆

盖率达 75%，每个位点的等位基因数范围为 4~17，
均值为 10。高于甘晓燕等［32］每对引物平均产生

5.6 条扩增带和樊云芳等［33］检测到的 78 个等位基

因。PIC 可代表 SSR 位点的变异程度，是评估 SSR
标记鉴别能力的重要指标［34］。Botsein 等［35］提出

PIC > 0.5 时，该位点表现为高度基因座位变异。本

研究 PIC 的范围是 0.580~0.902，均值为 0.771，高
于之前研究者们获得的枸杞 SSR 标记 PIC 平均值

（分别是 0.450、0. 487 和 0. 391）［32-33，36］。

植物遗传多样性研究是植物种质资源保护及开

发利用的基础。SSR 标记可以有效地揭示林木的
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遗传多样性［37］，结合相关分析、聚类分析等数量遗

传分析手段，可以对不同亲缘物种进行分类［38］。通

常杂交亲本间的遗传差异会影响子代的杂种优势，

对优良种质的遗传多样性评价可以对亲本选配、后

代遗传变异程度及杂种优势水平预测提供指导［39］。

28 种枸杞种质遗传距离聚类分析中Ⅰ类聚类结果

包含了全部宁杞系列种质，与 Chen 等［40］和樊云芳 
等［33］的结果基本一致，这一类别均为宁夏枸杞及

其杂交子代。这类中宁杞 1 号、宁杞 2 号、宁杞 3
号、宁杞 4 号、宁杞 5 号、宁杞 7 号、宁杞 10 号均

来自宁夏产区的农家种及其子代，宁杞 6 号、宁杞 
8 号和宁农杞 9 号是来自于内蒙古自治区的农

家种，值得注意的是作为杂交品种的宁杞菜 1 号

（Lycium barbarum×L. chinense）和杂交品系 q3-6
（Lycium chinense var. potaninii×L. barbarum）在聚

类分析中与宁夏枸杞更为接近。Ⅱ类包括天精系

列和广东系列种质，叶形与其他类相比叶面积大且

柔软，叶片厚度较薄、枝条柔软呈匍匐型，这类型枸

杞主要作为叶用枸杞［41］，且均为中国枸杞（Lycium 
chinense）。天精 3 号、天精 5 号和天精 8 号均由河

北科技师范学院选育［42-43］；作为传统叶用的宁杞菜

1 号和宁杞 9 号［44］与宁杞系列的亲缘关系更为相

近。黑果 1 号、黑果 7 号和黑果 5 号为Ⅲ类，这类均

为黑果枸杞（Lycium ruthenicum），与任重等［45］和黄

兴发［46］等的发现黑果枸杞与红果枸杞的亲缘关系

较远相同。由图 3 可知，Ⅳ类中仅有的枸杞岛种质

与Ⅱ类中的天精 8 号、广东圆叶、广东尖叶和广东无

性系亲缘更为相近，与Ⅰ类中的宁杞系列亲缘关系

较远，且该种质为中国枸杞。本研究所用的两种黄

果枸杞，5 号黄被分为Ⅰ类，而大叶子黄被分为Ⅱ类，

从形态学观察可发现 5 号黄与宁杞系列表型相近，

大叶子黄与广东系列种质形态更为相近，极有可能

是这两类的变种，可作为研究红果枸杞果实颜色差

异的材料，说明果实黄色的变异性状在宁夏枸杞和

中国枸杞中均有产生。枸杞新品种大多是通过杂交

的方式进行选育，将杂交后获得的种子培育成实生

苗无性繁殖后进行测定，最终筛选出优良品种。杂

交的亲本材料遗传背景窄、亲缘关系近，会影响杂交

子代之间的遗传基础使杂交优势不突出。因此本研

究对了解枸杞种质的遗传基础、杂交亲本组合选配

以及优新品种选育具有重要指导意义。

本研究通过对宁杞 1 号全长转录组数据设计

206 对 SSR 引物，最终筛选出 23 对更高多态性的

SSR 引物并定位于染色体上，建立了基于毛细管电

泳技术的 28 个枸杞种质 SSR 分子标记鉴定体系。

此外基于样本特异的表型特征，结合相应的基因注

释，对于枸杞种质资源的保存和利用提供重要指导。

通过 28 份枸杞种质遗传多样性分析，结果显示宁杞

系列品种的遗传相似度较高，与天精系列品种和广

东系列种质从表型到遗传系数均差异较大。本研究

发现枸杞岛种质与宁杞系列种质和中国枸杞种质遗

传相似系数均较低，可作为丰富宁杞系列种质遗传

多样性的候选种质资源。
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