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大麻状罗布麻的全基因组分析和 SSR 标记开发
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摘要：大麻状罗布麻是重要的经济和生态作物，由于基因组数据匮乏和分子标记少而限制其遗传研究工作的开展。本

研究利用 Illumina 测序平台对大麻状罗布麻的基因组大小进行测定，通过生物信息学方法对其基因组杂合度和重复序列等

基本信息进行预估，并做了基因组的初步组装，在此基础上对其基因组序列进行了 SSR 查找。研究结果表明，总测序量为

31.94 Gb，测序质量正常（Q20≥90%，Q30≥85%），与 NCBI 核苷酸数据库（NT）比对显示样本不存在外源污染；K-mer 分析

（K=17）结果显示，大麻状罗布麻基因组大小为 239.02 Mbp，杂合率为 0.56%，重复序列占全基因组比例为 36.72%，初步预估

大麻状罗布麻基因组为复杂基因组；采用 K-mer=41 进行基因组初步组装，共获得 273336 条 contigs，N50 为 3838 bp，总长为

222723253 bp，进一步将 contigs 进行连接、延长，组装得到 224587 条 scaffolds，N50 为 6421 bp，总长为 226378236 bp；此外，

对基因组数据进行 SSR 分子遗传标记分析，共鉴定出 117511 个 SSR，不同类型核苷酸重复差异较大，单核苷酸重复最多，六

核苷酸重复最少。该研究为后续全基因组 de novo 测序及组装策略提供依据。
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Abstract：Apocynum cannabinum L. is an important economic and ecological crop.Genetic studies on this crop 
remains largely behind due to the un-availability of genome reference and limited amount of molecular markers.In 
this study，we performed a whole genome sequencing of A.cannabinum L. by sequencing technology （Illumina），and 
analyzed the ratios of heterogeneity and repetitive elements，followed by exploration of SSR markers.A total of 31.94 
Gb high-quality sequences （Q20 ≥ 90 and Q30 ≥ 85%） have been generated.By searches with NCBI nucleotide 
database （NT），no exogenous contamination in the sample was detected.De novo assembly and K-mer analysis 
revealed a genome size of 239.02 Mbp，with 0.56% heterozygosity and 36.72% of repetitive sequences.273336 contigs 
with a N50 of 3838 bp in length have been detected，and the total length was 222723253 bp.224587 scaffolds were 
further assembled，with a N50 of 6421 bp in length，and the total length was 226378236 bp.By predicting for the simple 
sequence repeats （SSR），117511 have been detected potentially for exploring SSR markers.Of all SSR categories，

the mononucleotide and hexanucleotide repeat units formed the largest and the least categories，respectively.Thus，this work 
generated a sequence dataset that might be useful source for future de novo assembling of A.cannabinum L. genome.
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罗布麻（Apocynum venetum L.）是一种抗逆性极

强的生态经济型植物，属于夹竹桃科（Apocynaceae）

罗布麻属（Apocynum L.）多年生宿根草本［1］。国

内从 20 世纪 50 年代董正钧［2］先生发现并命名罗

布麻开始，就对罗布麻的多种经济价值［3］进行了

研究，尤其在纤维的纺织利用方面［4］。据北美植物

志记载［5］，罗布麻属有 20 多种植物，但中国只有 1
种，即罗布麻（A.venetum L.）。为了丰富罗布麻属植

物遗传资源，充分利用其生态和经济价值，在国家林

业局“948”项目的支持下，实验室于 2004 年自美国

引进了大麻状罗布麻（Apocynum cannabinum L.）并

栽培成功，初步研究证明，大麻状罗布麻比罗布麻耐

旱性更强，茎秆更粗直、分叉更少、叶片更大［6-7］。大

麻状罗布麻（A.cannabinum L.），又名加拿大麻、印第

安麻，多产自北美温带和亚热带地区，除了传统的纤

维用［8］以外，因含有强心苷、树脂、挥发油、橡胶、鞣

质和淀粉等物质，美洲土著民族医学中，用其根做药

用，治疗心脏病和腹腔积液等病症［9-10］。因大麻状

罗布麻具有很强的适应性，往往成为演替的早期物

种［11-12］。

近年来，生物信息学的发展日新月异，随着二代

高通量测序技术的飞速发展以及三代单分子测序技

术的成熟，测序成本降低，时间缩短。2000 年，采用传

统的 Sanger 法顺利完成拟南芥（Arabidopsis thaliana 
（L.）Heynh.）基因组全序列测定，这是人类首次全部

破译出高等植物的全基因组序列。2002 年，完成了

水稻（Oryza sativa L.）全基因组序列解析［13］，第一次

可以从基因组水平上对植物的生长、发育、进化、起源

等问题进行研究，同时加快了功能基因的挖掘和植

物改良的速度，也为其他植物的基因组测序研究奠

定了基础。目前，植物基因组学与生物信息学已经

进入快速发展阶段。至 2018 年 3 月，已完成向日葵

（Helianthus annuus L.）［14］、紫芝（Ganoderma sinense 
Zhao.Hsu & Zhang）［15］、丹参（Salvia miltiorrhiza Bunge）

［16］和杜仲（Eucommia ulmoides  Oliv.）［17］等 193 种植物

的基因组测序工作。通过从基因组水平分析植物的

生长、发育等问题，不仅加深了我们对植物的认识，

同时也加快了植物新基因的发现与植物品种的改

良。开展大麻状罗布麻全基因组测序工作，将能够

从分子水平揭示其抗逆性机理，并为科学合理利用

其经济价值提供理论支撑；而本研究开展大麻状罗

布麻低覆盖度的基因组调查分析以及 SSR 分子遗

传标记分析，旨在全面了解该基因组特征，为后续全

基因组 de novo 测序及组装策略提供依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试材料为大麻状罗布麻，2004 年引自美国华

盛顿州艾伦斯堡（Washington Ellensburg），于 2018 年

3 月下旬，采自宁夏石嘴山市平罗县罗布麻实验基地，

取其地下根段带回实验室，进行盆栽培养。5 月初挑

选长势良好健康的植株取其顶端幼嫩的叶和茎，液氮

速冻后，置于 -80 ℃超低温冰箱中保存备用。

1.2 试验方法

1.2.1 样品提取及检测　采用改良的 CTAB 法提

取罗布麻基因组 DNA［18］，采用琼脂糖凝胶电泳和

NanoDrop 2000（Thermo，Inc.）分别检测模板的完

整性和浓度，要求 A260/280 ≥ 1.80。

1.2.2 测序数据产出及质控　经检验合格的大麻

状罗布麻 DNA 样品通过 Covaris 超声波破碎仪随

机打断成长度为 350 bp 的片段，电泳回收所需长

度的 DNA 片段（0.2~5 kb），再进行末端修复、加 A
尾和测序接头，得到的小片段纯化后进行电子扩增

E-PCR，完成文库的制备。通过 Illumina NovaSep
平台进行高通量双末端（Paired-End）测序，为了确

保信息分析质量的准确性，过滤掉 Illumina 测序产

生的原始序列（raw reads）中含有接头污染的、N（N
表示无法确定碱基信息）比例大于 10% 的、低质量

的 reads，再进一步比对、过滤叶绿体序列，从而得到

有效序列（clean reads）。整个基因组测序由北京诺

禾致源生物信息科技有限公司完成。

1.2.3 17-mer 分析预测基因组大小、杂合率和重

复序列　在基因组组装前，通过 K-mer 分析，利用有

效序列（clean reads），对基因组大小、杂合率和重复

序列进行初步预估。取 K 为 17 进行分析，将 clean 
reads 连续分割，得到长度为 17 的碱基序列，然后统

计 K-mer 频数分布，做频率分布图，获得 K-mer 分布

曲线。从曲线中得出 K-mer 深度估计值，估计基因组

大小［19］。通过计算纯合峰深度 1.8 倍后面的 K-mer
个数所占的比例，可以得到重复序列比例。杂合率通

过公式（1）计算得到，假设对于每一个杂合位点，有

2×K 个杂合 K-mer 覆盖，因此杂合 K-mer 的期望深

度为 1/2。所以，可通过 a1/2（杂合 K-mer 种类数的百分

比）和 nKspecies（所有 K-mer 的种类数）估算杂合率。

φ= =
a1/2×nKspecies /（2×K） a1/2

nKspecies-a1/2×nKspecies / 2 K（2-a1/2）　　（1）

其中 a1/2 为杂合 K-mer 种类数的百分比，nKspecies 为

所有 K-mer 的种类数。
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1.2.4 基因组初步组装　利用 SOAP denovo 软件

进行基因组初步组装［20］，首先对频数低的 K-mer
进行纠错，然后采用 K-mer=41 将纠错后的小片段

库 reads 截成更小的序列片段，构建 Contig 序列并

进 一 步 组 装 为 Scaffold，并 进 行 Scaffold 上 的 gap
补洞处理。以 10 kb 为窗口，在碱基序列上无重复

前进，计算每个窗口的平均深度与 GC 含量，获得 
GC_depth 点图。从图中可以看出测序是否有明显的

GC 偏向、细菌污染等情况。同时，根据 GC 聚成块

的分层情况可以判断基因组的重复率和杂合率［21］。

1.2.5 SSR 分子遗传标记分析　过滤掉序列长度小

于 1000 bp 的 Scaffold 后，利用 MISA（Micro Satellite 
identification too）软件进行基因组 SSR 分子遗传标

记分析，搜索基因组序列中所有的核苷酸重复单元，

统计出 SSR 位于 Scaffold 的位置、起始位点、终止

位点、数量、长度。进行 SSR 查找前按如下标准设

置参数：单核苷酸、二核苷酸、三核苷酸、四核苷酸、

五核苷酸和六核苷酸各重复单元重复次数最小值分

别为：10、6、5、5、5、5。

2 结果与分析

2.1 测序数据统计及质量评估

采 用 Illumina NovaSep 平 台 进 行 高 通 量 双 末

端（Paired-End）测序，得到大麻状罗布麻 raw reads 
31.95 Gb，过 滤 掉 低 质 量 数 据 后 得 到 clean reads 
31.94 Gb，占 原 始 序 列 的 99.96%。 评 估 Q20 和

Q30，测 序 质 量 显 示，Q20、Q30 分 别 是 95.97% 和

89.78%，表明大麻状罗布麻高通量测序准确度高。

图 1 是碱基类型分布图，检测 AT、GC 是否存在分离

现象，被测的序列为随机打断的 DNA 片段，理论上，

按照随机性打断及碱基互补配对原则 G 和 C、A 和

T 的含量在每个测序循环中是分别相等的，但是长链

非编码测序多采用链特异建库，所以 GC、AT 会存在

一定的波动。由图 1 可以看出 A 和 G、C 和 T 的含

量接近，而 N 含量接近零，表明测序质量较好。

2.2 17-mer 分析预测基因组大小、杂合率和重复

序列结果

以每个 K-mer 深度为横坐标，K-mer 出现的频

度为纵坐标绘制 K-mer 深度频度分布图（图 2），对

大麻状罗布麻测序有效数据进行 K-mer 分析，从图

2 中可以观察到，depth=99 附近是主峰值，即 K-mer
的 期 望 深 度。 利 用 SOAP denovo 软 件 统 计 得 到

K-mer 总 数 约 是 24.18 Gb，通 过 公 式（基 因 组 大 
小 =K-mer 总数 /K-mer 深度）估算基因组大小约为

虚线的左半部分为 read-1 GC 含量分布，右半部分为 read-2 GC 含量

分布，从上到下依次代表 A、T、G、C 碱基类型，用于检测 AT、GC 是

否存在分离现象

The left half of the dotted line in figure 1 is the read-1 GC content 
distribution，and the right half is the read-2 GC content distribution，

The A，T，G，and C base types are represented from top to bottom，

which is used to detect whether AT，GC separation is present

图 1 GC 含量分布图
Fig.1 Distribution figure of GC content

图 2 K-mer 分布曲线
Fig.2 Distribution curve of K-mer

244.26 Mbp，修正后的基因组大小为 239.02 Mbp。

K-mer 曲线存在拖尾现象，说明大麻状罗布麻基因

组含有重复序列，根据主峰后 1.8 倍的 K-mer 总数

占所有 K-mer 数的百分比，计算得到重复序列比例

为 36.72%。利用公式（1）计算出大麻状罗布麻基

因组杂合率为 0.56%。

2.3 基因初步组装结果

利 用 K-mer=41，对 31.94 Gb 的 clean reads 进

行 Contig 和 Scaffold 组 装，得 到 了 最 优 的 组 装 效
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果，结果如表 1 所示。总共得到 273336 条 contigs，

序 列 的 总 长 为 222723253 bp，Contig N50 长 度 为

3838 bp，最长序列长度为 150728 bp；进一步组装后

得到 224587 条 scaffolds，总长 226378236 bp，组装

得到的最长序列长度为 235065 bp，构建 Scaffold 的

表 1 组装结果统计表
Table 1 Statistics of the assembled genome sequences in A.cannabinum L.

项目

Item

重接群 Contig 拼接群 Scaffold

长度（bp） Length 数目 Number 长度（bp） Length 数目 Number

N50 3838 11393 6421 7028

N60 2221 19064 3682 11678

N70 1173 33030 1764 20633

N80 598 60074 770 40717

N90 268 116082 322 87046

总长度（bp） Total length 222723253 226378236

总数 Total number 273336 224587

最长序列（bp） Max length 150728 235065

GC 含量（%）  GC content 33.60

图 3 Contig 覆盖深度和数量分布图
Fig.3  Distribution figure of Contig coverage depth 

and number

图 4 Contig 覆盖深度和长度分布图
Fig.4  Distribution figure of Contig coverage depth 

and length

N50 为 6421 bp。从图 3 和图 4 中可以看出有明显

的峰，主峰前的 1/2 的峰为杂合峰，主峰后 2 倍的位

置的峰为重复峰能够判断出峰值在 77x 左右的是纯

合峰，纯合峰前 1/2 的峰是杂合峰，初步判断大麻状

基因组有一定的杂合率，是复杂基因组。

2.4 GC 含量及分布情况

根据基因组测序序列 GC_depth 分布图可以看

出测序是否有明显的 GC 偏向，一般高 GC 或低 GC
含量区域测序深度与正常区域有较大差异，覆盖度

较低，这些区域也可能是由样品被细菌污染造成

的。以 10 kb 无重叠区域为窗口计算 GC 含量和统

计其测序深度，发现几乎所有的窗口 GC 含量都在

20%~60% 且深度大于 20 倍（图 5），大麻状罗布麻

样品无明显异常，GC 含量无明显偏向，GC_depth 深

度分布分为 2 层，低深度处分布着 1 个区域。将低

深度分布区的序列提取出来，通过 Blast 软件比对

NCBI 核苷酸数据库（NT 库），结果显示该样品不
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图 5 GC_depth 分布图
Fig.5 Distribution figure of GC_depth

存在外源污染。GC 聚成的块分成了较为明显的

2 层，可能是由杂合引起的。因为杂合会使 2 条

同源染色体杂合的部位只装出了 1 条，或 2 条都

有 装 出，同 时 该 部 位 以 上 的 read 乘 数 是 整 个 基

因组乘数的一半，导致 GC 含量图中出现较低的 
一层。

2.5 大麻状罗布麻基因组 SSR 位点查找及分布情

况

利 用 MISA 软 件 对 大 麻 状 罗 布 麻 基 因 组 中

1~6 核苷酸重复完整性 SSR 进行查找分析，从组

装 的 Scaffold 大 麻 状 罗 布 麻 基 因 组 中 查 找，序

列 总 长 度 为 173723507 bp，序列总数为 32271 个，

其中 23050 个序列中共鉴定出 117511 个 SSR，平均

每 1478 bp 出现 1 个 SSR，有 16600 个序列含有的

SSR 数大于等于 2，部分大麻状罗布麻基因组 SSR
数据信息见表 2。

表 2 大麻状罗布麻基因组 SSR 数据库的部分结果
Table 2 Part of the A.cannabinum L. genomic SSR database

Scaffold ID
SSR 类型

SSR type
重复单元

Repeat unit
SSR 长度（bp）

SSR length

Scaffold 5 单核苷酸 （A）12 1278

Scaffold 35 单核苷酸 （T）12 1810

Scaffold 317 二核苷酸 （AT）16 30814

Scaffold 451 二核苷酸 （TG）6 10687

Scaffold 627 三核苷酸 （AAT）5 13710

Scaffold 121023 三核苷酸 （CAT）5 16071

Scaffold 94989 四核苷酸 （ATTT）6 9554

Scaffold 99271 四核苷酸 （TTAT）5 1645

Scaffold 93953 五核苷酸 （AAGAA）5 2649

Scaffold 120373 五核苷酸 （CACAT）5 3599

Scaffold 6441 六核苷酸 （TCTGTC）5 9795

Scaffold 9255 六核苷酸 （GGTTTA）5 18802

2.6 大麻状罗布麻基因组 SSR 序列分析

对大麻状罗布麻的 117511 个 SSR，按照不同类

型重复单元的核苷酸数量进行分类统计：单核苷酸

重复单元最多，占总重复单元的 67.79%，其次为二

核苷酸重复单元，占到总重复单元的 25.30%，六核

苷酸重复单元最少，占总重复单元的 0.11%。三核

苷酸、四核苷酸、五核苷酸重复单元分别占总重复单

元的 6.09%、0.54%、0.18%。每种核苷酸重复单元包

含了不同种类的核苷酸，其中单核苷酸重复单元由

4 种不同的核苷酸组成，二核苷酸、三核苷酸、四核

苷酸、五核苷酸和六核苷酸重复单元的组成类型分

别为 12 种、60 种、78 种、77 种、99 种。不同类型核

苷酸重复单元的重复核苷酸组成数据库部分结果见 
表 3。
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表 3 不同重复单元类型 SSR 的重复核苷酸组成数据库部分结果
Table 3 Part of the repeated nucleotide composition database of SSR with different repeat unit types

项目

Item
单核苷酸

Mononucleotide
二核苷酸

Dinucleotide
三核苷酸

Trinucleotide
四核苷酸

Tetranucleotide
五核苷酸

Pentanucleotide
六核苷酸

Hexanucleotide

SSR 组成类型

SSR type
A/T 
C/G

AT/TA 
AG/TC

ATC/TAG 
AAC/TTG

ACAT/ATGT 
AGAT/ATCT

ACACG/CGTGT
AAAAG/CTTTT

AGAGGG/CCCTCT
AATCAC/ATTGTG

SSR 类型数量

Type quality of SSR
4 12 60 78 77 99

SSR 总数

Number of SSR
79665 29727 7151 632 209 127

占重复单元比例（%）

Rate of repeat type
67.79 25.30 6.09 0.54 0.18 0.11

3 讨论

1997 年 5 月美国国家植物基因组计划（NPGI）
首次提出，通过对植物全基因组的研究，绘制基因

组图谱，分析碱基序列，以确定基因的功能。从基因

组获得信息和知识将通过生物遗传工程和新育种

的方法，用来改良植物的有用特性。2010 年，我国

学者陈士林提出了“本草基因组计划（HerbGP）”，

具有重要经济价值和典型次生代谢途径的药用植

物进行全基因组测序和后基因组学研究的系列计

划［22］。对于探索未知物种的基因组大小及特征，

高 通量测序 K-mer 估计基因组特征法［23］方法简

便，结 果 准 确。 樟 树（Cinnamomum camphora（L.）
J.Presl） ［24］、罗 汉 果（Siraitia grosvenorii（Swingle） 
Jeffrey ex Lu & Zhang）［21］、鹅掌楸（Liriodendron 
chinense（Hemsl.）Sarg.）［25］、沙冬青（Ammopiptanthus 
mongolicus（Maxim.ex Kom.）S.H.Cheng）［26］等多种

物种的全基因组大小预测都成功运用了这种方法。

本研究通过高通量测序 K-mer 估计法首次估算出

了基因组大小、杂合率、GC 含量、重复序列等结果，

为进一步研究大麻状罗布麻基因组奠定了基础。首

次评估出大麻状罗布麻基因组大小为 239.02 Mbp，

与鳗草（Zostera marina L.）（237.5 Mb）和野生草莓

（Fragaria vesca L.）（245 Mb）比较接近。Shangguan
等［27］通过多数已释放的植物基因组数据总结发现，

GC 含量大多在 30% ~ 47% 之间。而 Aird 等［28］的

研究也表明 GC 含量过高（>65%）或过低（<25%），

都会导致高通量测序出现误差，影响拼接数据的准

确性。本研究中大麻状罗布麻基因组 GC 含量为

33.60%。植物基因组杂合受到品系、繁殖方式等的

影响，甜橙通过珠心胚无性繁殖，并以嫁接的方式

培育，其基因组具有高度的杂合性［29］，青稞自花授

粉的繁育方式致使其杂合度水平低于异花授粉的

植物［30］。而罗布麻的授粉和繁殖方式均比较复杂，

繁育系统是兼性自交为主、异交为辅的方式，有性

繁殖和无性繁殖并存，形成了独特的“生殖补偿机 
制”［7］，罗布麻基因组杂合率为 0.56%，其杂合的原

因还有待进一步研究。采用 K-mer=41 进行基因组

初步组装，共获得 273366 条 contigs，N50 为 3838 bp，

进一步将 contigs 进行连接、延长，组装得到 224587
条 scaffolds，N50 长为 6421 bp。根据对大麻状罗布

麻基因组的调查分析，建议在后续的大规模测序时

可以采用“2+3”（Illumina+PacBio）测序技术相结合

的策略，辅以 Hi-C 技术和重测序技术进行大麻状罗

布麻全基因组的研究。

大麻状罗布麻基因组学发展较慢，分子标记

数 量 少，仅 有 几 个（如 ALFP、ISSR 和 RAPD）能

够用来进行种属鉴定的分子标记［7］，因此，需要

加强大麻状罗布麻基因组学研究，筛选和开发多

种分子标记并建立统一的方法和标准，用于种属

鉴定以及种质资源区分。本研究基于高通量基因

组测序数据，利用 MISA 软件进行 SSR 分子遗传

标记，在总长为 173723507 bp 的大麻状罗布麻基

因组序列中共检测到 117511 个 SSR，重复类型种

类丰富，从单核苷酸重复到六核苷酸重复均有分

布。其中重复类型最多的是单核苷酸重复，占总重

复 单 元 的 67.79%，这 与 杜 仲（Eucommia ulmoides 
Oliv.）［31］ 和 一 串 红（Salvia splendens Sellow ex 
Wied-Neuw.）［32］的 SSR 遗传标记分析结果相似，

单核苷酸重复单元占主导，可能与目前大麻状罗

布麻的基因组数据不完全有很大关系。对于不

同 类 型 的 SSR 重 复 单 元，随 着 重 复 单 元 数 量 增

加，其 基 因 组 SSR 分 布 频 率 呈 现 逐 步 降 低 的 趋 
势［33］，大麻状罗布麻基因组 SSR 重复单元与分布

频率的关系与这一发现一致。Morgante 等［34］研究

发现，基因组大小与 SSR 数量或 SSR 密度之间呈
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现负相关关系，大麻状罗布麻和其他一些物种基因

组 SSR 分布特征印证了这一点，具有较大基因组

（739 Mb）的高粱，SSR 密度最低［35］。国内外一些

学者提出，基因组中低级重复单元较多则表示该物

种进化水平较高，相反，高级重复单元比例较多的

物种其进化时间段或变异频率低［36-37］，可以推测大

麻状罗布麻的物种进化水平较高。大多数植物的

SSR 分子遗传标记分析也显示，二核苷酸重复单元

占主导，例如黄芩（Scutellaria baicalensis Georgi）、

沙冬青基因组中二核苷酸重复最多，分别占总重复

单元的比例为 68.32% 和 56.39%［38，32］。另外，大麻

状罗布麻基因组的 SSR 分析结果显示，不同核苷酸

重复单元类型中，不同重复单元的比例差异较大。

其中单核苷酸重复以 A/T 重复单元为主，占单核苷

酸重复的 92.2%，二核苷酸重复中 AT/TA 最多，占

二核苷酸重复的 67.2%；而一串红基因组的 SSR 主

要重复类型以 A/T 和 AG/CT 为主［32］，黄芩基因组

的 SSR 主 要 重 复 类 型 是 CT/GA 和 TTC/GAA［38］。

因此，SSR 位点的重复单元类型在不同物种间的分

布有较大差异。
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