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　 　 牡丹(Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ)为芍药科芍药属的二

倍体植物ꎬ是中国传统十大名花之一ꎬ具有很高的观

赏和经济价值ꎮ 牡丹原产于中国ꎬ至今约有 ２ ０００
多年的栽培和育种历史ꎬ其育种经历了长期的引种

驯化、人工杂交及实生选育等发展阶段ꎬ现已选育出

一系列具有花色丰富、花期长、抗性强等特点的新品

种[１￣２]ꎮ
ＳＳＲ (Ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ)分子标记分布于

整个基因组ꎬ是由１~ ６ 个核苷酸基本单位重复多次

构成的 ＤＮＡ 序列ꎮ 与传统的标记方法相比ꎬＳＳＲ 分

子标记可以直接反映遗传物质及其表达产物的遗传

变异ꎬ具有数量丰富、稳定性强、多态性高、共显性、
操作简单易学等特点[３￣４]ꎮ 目前ꎬ已广泛应用于种质

资源遗传多样性、栽培品种起源、品种分类与鉴定、
杂种鉴定及分子标记辅助育种等方面[５￣９]ꎮ 此外ꎬ
ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物通用性较高ꎬ可以在亲缘关系较近的

物种中通用ꎮ 牡丹具有丰富的 ＥＳＴ 资源ꎬ安宗燕

等[１０]用 １５ 对引物对 ５７ 份紫斑牡丹品种的遗传多

样性进行分析ꎬ结果表明 １５ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记引物

共扩增出 ６５ 个多态性位点ꎬ多态信息含量(ＰＩＣ)在
０􀆰 １３２ 至 ０􀆰 ８３８ 之间ꎬ平均为 ０􀆰 ６１８ꎬ表明受试的 ５７
份紫斑牡丹品种具有丰富的遗传多样性ꎮ 蔡健

等[１１]从 ８０ 对来源于牡丹的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记中筛选出

５２ 对多态性引物对 ３１ 个芍药品种的亲缘关系进行

分析ꎬ结果显示 ３１ 个芍药品种分为 ６ 类ꎬ基于分子

标记的聚类分析结果与系谱分析结果基本一致ꎮ
本研究以牡丹转录组序列为基础ꎬ筛选并开发

ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记ꎬ利用筛选出的多态性 ＳＳＲ 引物对牡

丹种质资源进行遗传多样性分析ꎬ以期为深入研究

牡丹种质资源鉴定和分子标记辅助育种等提供更多

的标记资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 转录组测序

供试母本芍药品种粉玉奴与父本牡丹品种凤丹

白均引自山东省菏泽市ꎬ于 ２０１１ 年栽植于河南农业

大学苗圃基地ꎬ植株生长良好ꎬ可以正常开花结实ꎮ
自交组合粉玉奴×粉玉奴ꎬ杂交组合粉玉奴×凤丹白ꎮ
依据前期荧光显微观察确定杂交障碍发生的时间ꎬ授
粉后 ２４ ｈ 取未授粉(作为对照)、自交、杂交的柱头用

液氮速冻并提取 ＲＮＡ 供转录组测序ꎮ 试验材料总

ＲＮＡ 的提取参照 Ｃｈｅｎｇ 等[１２]的方法进行ꎮ 牡丹转录

组测序委托华大基因股份有限公司完成ꎬ使用

ＢＧＩＳＥＱ￣５００ 平台进行测序ꎬ一共测得 ９８􀆰 ８２ Ｇｂ 数

据ꎮ 过滤掉低质量、接头污染以及未知碱基Ｎ 含量过

高的 ｒｅａｄｓꎬ获得 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎮ 采用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 进行 ｄｅｎｏｖｏ
组装得到１３１ ２５６条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 作为分析背景数据ꎮ
１.２　 ＳＳＲ 位点鉴别及引物设计

利用 ＭＩＳＡ(Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅꎬ ｈｔｔｐ: / / ｐｇｒｃ.ｉｐｋ￣ｇａｔｅｒ￣
ｓｌｅｂｅｎ.ｄｅ / ｍｉｓａ / )软件进行 ＳＳＲ 位点搜索ꎬ以单核苷

酸至六核苷酸最少重复次数分别为 １２、６、５、５、４ 和 ４
次为标准进行搜索ꎮ 使用 Ｐｒｉｍｅｒ３.０(ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏ.
ｕｔ.ｅｅ / ｐｒｉｍｅｒ３)软件对每一条含有 ＳＳＲ 位点的 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅｓ 序列进行引物设计ꎬ软件参数选默认值ꎮ 随机

选取其中的 ６０ 对引物ꎬ委托生工生物工程(上海)股
份有限公司进行合成ꎬ用于引物多态性和通用性分

析ꎮ
１.３　 引物筛选及 ＰＣＲ 扩增

从合成的 ６０ 对引物中筛选出重复性、稳定性较

好的 １５ 对引物用于 ＰＣＲ 扩增ꎮ １５ 对 ＳＳＲ 引物的

上游序列 ５′端加上引物 Ｍ１３ꎮ
用于引物筛选和检测引物多态性的 １６ 份牡丹

材料(表 １)采自河南省郑州市植物园ꎬ选择生长健

壮、无病虫害的植株ꎬ每个品种采取 ３ 个芽鳞ꎬ处理

之后放到－８０ ℃冰箱ꎬ以备 ＤＮＡ 的提取ꎮ 使用上海

生工生物工程有限公司商用 ＤＮＡ 提取试剂盒提取

１６ 份牡丹芽鳞样品的总 ＤＮＡꎬ操作参照产品说明书

进行ꎮ 提取的 ＤＮＡ 利用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 超显微分光

光度计(美国赛默飞公司) 检测纯度后稀释至 ５０
ｎｇ / μｌ用于 ＰＣＲ 反应ꎮ

ＳＳＲ 荧光引物反应体系总体积为 １０ μｌꎬ含 ５􀆰 ００
μｌ ２×Ｐｏｗｅｒ Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ(北京百泰克生物技

术公司)、２􀆰 ００ μｌ ＤＮＡ 模板(５０ ｎｇ / μｌ)、Ｍ１３ 荧光

标记 ０􀆰 １５ μｌ Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ( １０ ｎｇ / μｌ) 、０􀆰 ３０ μｌ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ (１０ ｎｇ / μｌ ) 、２􀆰 ５５ μｌ ｄｄＨ２Ｏꎮ 扩增

程序为:９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ退火 ３０
ｓ(根据各引物的退火温度５０~６５ ℃)ꎬ７２ ℃ 延伸 ４０
ｓꎬ４０ 个循环ꎬ最终 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ
１.４　 数据处理

利用 Ｇｅｎｏｇｒａｐｈｅｒ 软件将各峰值的位置与其泳

道中的 Ｓｉｚｅｍａｒｋｅｒ 内标进行比较ꎬ读取 ＳＳＲ 标记片

段大小ꎮ 采用 Ｐｏｐｇｅｎｅ３２ 软件统计分析每对引物扩

增位点等位基因数、多态性信息量等参数ꎮ 用 ＰＩＣ＿
ＣＡＬＣ 软件计算各标记的多态性信息含量ꎮ

９２４１贺　 丹等:牡丹转录组 ＳＳＲ 信息分析及其分子标记开发



表 １　 供试牡丹名称、株型、花型、花色

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｎａｍｅ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｒꎬ ｐｌａｎｔ ｓｉｚｅꎬ ｆｌｏｗｅｒ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎｄ ｃｏｌ￣
ｏｕｒｓ ｏｆ Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

编号 名称 株型 花型 花色

１ 花王 灌木 菊花型 浅粉色

２ 黑绣球 灌木 绣球型 黑色

３ 烟龙紫珠盘 灌木 皇冠型 墨紫色

４ 赵粉 灌木 皇冠型 粉色

５ 朝衣 灌木 千层台阁型 紫红色

６ 洛阳红 灌木 蔷薇型 紫红色

７ 青龙卧墨池 灌木 托桂型 浅墨紫色

８ 豆绿 灌木 皇冠型或绣球型 黄绿色

９ 姚皇 灌木 皇冠型 淡绿色

１０ 满江红 灌木 菊花型 红色

１１ 凤丹白 灌木 单瓣型 白色

１２ 太阳 灌木 荷花型 火红色

１３ 绣桃红 灌木 楼子台阁型 粉红色

１４ 乌龙捧盛 灌木 千层台阁型 紫红色

１５ 紫斑 灌木 单瓣型 白色

１６ 百紫园 灌木 菊花型 浅紫色

２　 结果与分析

２.１　 牡丹转录组 Ｕｎｉｇｅｎｅ 长度分布

牡丹转录组测序后ꎬ进行序列组装并去冗余后

得到１３１ ２６５条 Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ测序序列总长９８ ６９３ ００５
ｂｐꎬＵｎｉｇｅｎｅ 平均长度为 ７５１ ｂｐꎬＮ５０ 值为１ ３５６ ｂｐꎬ
ＧＣ 含量为 ４１􀆰 １７ ％ꎮ Ｕｎｉｇｅｎｅ 多集中在２００ ｂｐ 至

４００ ｂｐ 之 间ꎬ 共 ６７ ０９７ 条ꎬ 占 Ｕｎｉｇｅｎｅ 总 数 的

５１􀆰 １２％ꎻ大于１ ０００ ｂｐ 的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数为３０ ２５３ꎬ占
Ｕｎｉｇｅｎｅ 总数的 ２３􀆰 ０５％(图 １)ꎮ
２.２　 牡丹转录组 ＳＳＲ 的分布及结构特点

利用 Ｍｉｓａ 软件对牡丹转录组测序获得的

１３１ ２６５条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 进行筛选ꎬ共获得４４ １８１个 ＳＳＲ
位点ꎬ分布于３８ ３１６条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 中ꎮ ＳＳＲ 的发生频率

为 ２９􀆰 １９％ꎬ分布频率为 ３３􀆰 ６６％ꎬ平均 ２􀆰 ２３ ｋｂ 有 １
个 ＳＳＲ 位点ꎮ 由表 ２ 可见ꎬ牡丹不同类型的 ＳＳＲ 重

复次数出现的频率有较大差异ꎮ 单核苷酸重复是所

有 ＳＳＲ 位点的优势重复类型ꎬ共有 ３３ ２１９ 个ꎬ占
ＳＳＲ 总数的 ７５􀆰 １９％ꎻ二核苷酸和三核苷酸重复类型

的 ＳＳＲ 位点数量分别是 ６ ６３８(１５􀆰 ０２％)和 ３ ０４１

ａ:２００~４００ꎻｂ:４０１~６００ꎻｃ:６０１~８００ꎻｄ:８０１~１ ０００ꎻｅ:>１ ０００ꎮ
图 １　 牡丹转录组 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的长度分布

Ｆｉｇ.１　 Ｌｅｎｇｔｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｏｎｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ￣
ｔｏｍｅ

(６􀆰 ８８％)ꎬ显著多于四核苷酸(１８０ꎬ０􀆰 ４１％)、五核苷

酸(４３１ꎬ０􀆰 ９８％)和六核苷酸(６７２ꎬ１􀆰 ５２％)重复类型

的 ＳＳＲ 位点ꎮ
牡丹转录组 ＳＳＲ 重复单元的重复次数为 ４ ~ ４９

次ꎬ单核苷酸重复单元的重复次数在 １０ 次以上居

多ꎬ二核苷酸重复的次数主要为 ６~８ 次ꎮ 三核苷酸

和六核苷酸重复单元中ꎬ５、６ 次重复所占比例最大ꎬ
分别占 ４􀆰 ９３％ 和 ６􀆰 ６７％ꎻ其次是 ７ 次和 ８ 次ꎬ分别

占总 ＳＳＲ 的 ３􀆰 ４７％ 和 ２􀆰 ２６％ꎮ 牡丹转录组中不同

类型 ＳＳＲ 位点分布频率与其比例一致ꎬ单核苷酸重

复类型分布频率最高ꎬ达 ２５􀆰 ３１％ꎻ其次为二核苷酸

和三核苷酸重复类型ꎬ四核苷酸重复类型分布频率

最低ꎬ仅为 ０􀆰 １４％ꎮ
２.３　 牡丹 ＳＳＲ 标记多态性分析

利用 ６０ 对 ＳＳＲ 引物对 １６ 份牡丹品种进行扩

增ꎬ筛选出 １５ 对多态性较高的 ＳＳＲ 引物(表 ３)ꎬ共
扩增出 １２２ 个等位基因ꎬ多态性位点的等位基因数

为４~１３ 个ꎬ平均等位基因数为 ８􀆰 １ 个ꎮ 由表 ４ 可

知ꎬ引物 ＳＳＲ５ 扩增的等位基因最多(１３ 条)ꎬ引物

ＳＳＲ１５ 只能扩增出 ４ 个等位基因ꎮ ＰＯＰｇｅｎｅ 分析结

果显示ꎬ各 ＳＳＲ 标记扩增出的有效等位基因数平均

值为４.８７５ ２ꎬ变化范围为１.８９０ ８~ ８.２５８ １ꎻ观测杂

合度和期望杂合度的平均值分别是 ０.７５７ ８ 和

０.７９０ ３ꎬ 变 化 范 围 分 别 为 ０.４６１ ５~ １.０００ ０ 和

０.４８７ ４~ ０.９３９ ４ꎻ 香 农 多 样 性 指 数 平 均 值 为

１.７１８ ６ꎬ变化范围为０.８９１ ９~ ２.３３３ ６ꎮ 各 ＳＳＲ 标记

的多态信息含量(ＰＩＣ)平均值为０.７３０ ８ꎬ变化范围

为０.４３２ ４~ ０.８６８ ６ꎬ其中 ＳＳＲ５ 的 ＰＩＣ 值最高ꎮ 这

表明受试的 １６ 份牡丹品种具有丰富的遗传多样性ꎬ
所选用的 １５ 对 ＳＳＲ 引物具有较高的多态性ꎬ可以

有效地用于牡丹多样性分析ꎮ
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表 ２　 牡丹转录组中不同 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 的数量、类型以及频率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒꎬ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＥＳＴ￣ＳＳＲ ｔｙｐｅｓ ｉｎ Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

ＳＳＲ 类型
重复次数

４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ >１０
总数

比例
(％)

分布频率
(％)

单核苷酸 ３３ ２１９ ３３ ２１９ ７５.１９ ２５.３１

二核苷酸 ２ ２１１ １ ２２８ ８７１ ５５２ ３４７ １ ４２９ ６ ６３８ １５.０２ ５.０６

三核苷酸 １ ８８５ ６５７ ２９２ １１７ ２１ ２９ ２８ ３ ０４１ ６.８８ ２.３２

四核苷酸 １４１ ３２ １ ２ ２ ２ １８０ ０.４１ ０.１４

五核苷酸 ３４８ ７１ ８ ３ １ ４３１ ０.９８ ０.３３

六核苷酸 ５２７ ８３ ４１ ８ ８ ３ ２ ６７２ １.５２ ０.５１

总数 ８７５ ２ １８０ ２ ９４９ １ ５３２ ９９７ ５７８ ３８０ ３４ ６９０ ４４ １８１ ３３.６６

表 ３　 １５ 对 ＳＳＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｆｔｅｅｎ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物 引物序列 (５′→３′) 　 　 　 ＤＮＡ 熔解温度 (Ｔｍ)
(℃)

重复基元
(数量)

预期产物大小
(ｂｐ)

ＳＳＲ１ Ｆ:ＣＡＡＧＡＴＣＡＡＴＡＡＧＣＴＴＣＴＧＴＣＣＧ ５３.３ ＧＧＡ(１８) １６０

Ｒ:ＡＡＴＧＡＴＣＡＧＧＣＧＡＧＴＴＡＧＡＧＡＧＡ ５４.８

ＳＳＲ２ Ｆ:ＣＡＡＧＧＧＡＣＧＴＴＣＴＡＣＴＡＡＧＡＧＣＡ ５６.２ ＧＡＡ(１５) １５７

Ｒ:ＧＴＣＡＡＣＣＡＧＡＴＡＣＴＴＧＡＣＧＡＡＣＣ ５５.５

ＳＳＲ３ Ｆ:ＡＡＴＡＡＴＣＡＡＴＴＣＧＡＡＴＡＴＣＧＣＣＣ ５０.２ ＡＴ(２０) １６０

Ｒ:ＡＧＡＧＡＡＡＴＴＴＴＡＣＣＡＣＴＣＧＡＣＣＡ ５３.２

ＳＳＲ４ Ｆ:ＣＡＡＣＧＴＧＴＡＴＴＧＧＧＴＡＴＣＧＡＡＧＴ ５４.５ ＧＧＴ(１８) １５３

Ｒ:ＧＧＴＴＡＡＡＧＡＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＡＣＣＡ ５４.４

ＳＳＲ５ Ｆ:ＴＡＡＡＧＡＴＧＧＣＡＴＣＣＴＣＣＡＡＴＡＡＣ ５１.９ ＡＧ(１２) １６０

Ｒ:ＧＴＴＴＧＴＴＧＡＡＡＧＡＡＡＣＴＣＧＡＴＧＧ ５２.０

ＳＳＲ６ Ｆ:ＡＴＡＴＡＡＧＣＴＴＧＴＣＡＴＧＣＴＣＣＴＧ ５４.７ ＣＡＡ(１５) １５２

Ｒ:ＴＴＴＴＴＣＴＧＴＴＧＴＴＧＴＴＧＣＧＡＴＴ ５０.６

ＳＳＲ７ Ｆ:ＡＣＧＡＣＴＡＡＴＡＴＴＣＣＧＴＧＧＣＴＡＡＡ ５３.１ ＡＴＡ(１５) １６０

Ｒ:ＴＡＴＧＴＴＴＧＣＡＴＴＴＣＡＧＡＴＴＧＴＧＧ ５０.９

ＳＳＲ８ Ｆ:ＡＡＴＡＣＡＴＣＴＴＡＣＣＣＧＧＡＡＡＡＣＣＡ ５３.４ ＧＴＧ(１５) １６０

Ｒ:ＡＧＴＴＴＣＡＡＴＧＧＴＡＧＡＧＡＣＧＣＴＣＡ ５５.６

ＳＳＲ９ Ｆ:ＴＡＡＡＣＡＡＡＡＣＣＴＣＴＧＧＡＧＣＴＣＴＧ ５４.５ ＧＡ(１４) １６０

Ｒ:ＴＧＣＴＧＧＣＴＴＧＧＴＡＡＡＧＡＣＴＡＡＡＧ ５４.８

ＳＳＲ１０ Ｆ:ＡＴＴＴＡＴＴＴＡＧＡＴＧＧＣＧＧＴＧＡＧＡＡ ５１.１ ＴＴＣ(１５) １６０

Ｒ:ＣＡＴＣＴＣＴＴＴＡＴＴＣＡＴＧＴＧＡＧＣＴＣＣＴ ５４.０

ＳＳＲ１１ Ｆ:ＣＧＴＣＴＴＴＧＡＡＧＡＴＴＣＡＡＴＣＡＡＣＣ ５１.６ ＡＡＣ(２１) １６０

Ｒ:ＣＣＧＡＡＴＴＧＧＡＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＣＴＴ ５２.５

ＳＳＲ１２ Ｆ:ＴＧＡＧＴＴＴＣＴＡＣＡＡＧＴＡＧＣＣＣＴＣＧ ５６.２ ＴＣ(１４) １６０

Ｒ:ＣＴＣＧＡＡＡＡＴＴＧＴＡＡＡＴＧＧＧＴＧＴＧ ５１.９

ＳＳＲ１３ Ｆ:ＣＴＣＡＡＣＣＡＴＴＴＴＣＴＣＡＣＣＡＣＴＴＣ ５３.７ ＴＣＴ(１５) １６０

Ｒ:ＴＣＡＣＡＡＴＣＣＡＡＧＣＡＴＧＴＧＴＴＡＡＡ ５２.１

ＳＳＲ１４ Ｆ:ＴＧＡＡＡＡＴＧＡＣＴＴＧＧＣＴＴＧＡＡＴＣＴ ５１.９ ＴＡ(１２) １６０

Ｒ:ＴＡＡＣＴＡＴＴＴＧＣＡＡＧＴＧＧＣＡＧＡＧＣ ５５.３

ＳＳＲ１５ Ｆ:ＴＴＴＴＡＡＧＧＧＡＴＧＡＴＣＧＴＴＴＧＴＴＣ ５０.３ ＴＣＴ(１５) １６０

Ｒ:ＡＣＴＡＴＣＴＣＴＴＧＧＧＴＣＧＴＣＴＧＣＴＣ ５８.４

１３４１贺　 丹等:牡丹转录组 ＳＳＲ 信息分析及其分子标记开发



表 ４　 １５ 对 ＳＳＲ 多态性引物的多样性

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｆｉｆｔｅｅｎ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物
等位基因数

(Ｎａ)
有效等位基因数

(Ｎｅ)
观测杂合度

(Ｈｏ)
期望杂合度

(Ｈｅ)
香农多样性指数

( Ｉ)
多态性信息含量

(ＰＩＣ)
ＳＳＲ１ ６ ２.５２６ ３ ０.７５０ ０ ０.６３０ ４ １.２４５ ５ ０.５９３ ８
ＳＳＲ２ ８ ４.２０５ ６ ０.８６６ ７ ０.７８８ ５ １.６６３ ４ ０.７２８ ３
ＳＳＲ３ ９ ６.２５０ ０ ０.９３３ ３ ０.８６９ ０ １.９９１ ３ ０.８２１ ６
ＳＳＲ４ ７ ４.１２２ ０ ０.５３８ ５ ０.７８７ ７ １.６２４ ３ ０.７２２ １
ＳＳＲ５ １３ ８.２５８ １ ０.６２５ ０ ０.９０７ ３ ２.３３３ ６ ０.８６８ ６
ＳＳＲ６ ８ ３.９４７ ４ １.０００ ０ ０.７７２ ４ １.６５０ ４ ０.７１３ ３
ＳＳＲ７ １１ ７.１１１ １ ０.９３７ ５ ０.８８７ １ ２.１４８ ５ ０.８４４ ６
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平均值 ８.１３３ ３ ４.８７５ ２ ０.７５７ ８ ０.７９０ ３ １.７１８ ６ ０.７３０ ８

３　 讨 论

目前 ＳＳＲ 分子标记在芍药属中的应用越来越广

泛ꎮ 一方面ꎬ芍药属资源丰富ꎬ品种繁多ꎬ只通过形态

学辨认非常困难ꎬ利用 ＳＳＲ 分子标记可以在芍药属及

其杂种后代群体间进行鉴定ꎬ确定它们之间的亲缘关

系和遗传多样性ꎮ 另一方面ꎬ芍药属杂交育种越来越

趋向于具体化、多样化ꎬ利用分子标记技术与表型结

合ꎬ可以为牡丹育种提供更精确的种质资源ꎬ提高育种

效率ꎮ 本研究获得的芍药属转录组序列中 ＳＳＲ 位点较

丰富ꎬ在３８ ３１６条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 中共检测到４４ １８１个 ＳＳＲ 位

点ꎬ平均每 ２􀆰 ２３ ｋｂ 就有 １ 个 ＳＳＲ 位点ꎬ发生频率为

２９􀆰 １９％ꎬ 高 于 花 椒[１３] 的 １６􀆰 ３１％、 云 锦 杜 鹃[１４] 的

２０􀆰 ５８％、刺梨[１５]的 ２０􀆰 ３７％、紫娟茶树[１６]的 ２３􀆰 ８８％ꎬ但
明显低于南美洲南瓜[１７] 的 ３７􀆰 ６８％、蓝靛果忍冬[１８] 的

３２􀆰 ５１％ 和杜仲[１９]的 ３３􀆰 ９９％ꎮ 这种差异可能是由于物

种间的基因不同ꎬ或由 ＳＳＲ 查找程序所使用的软件、搜
寻 ＳＳＲ 的标准不同以及ＥＳＴ 数据库中的数据信息量等

方面的不同造成ꎮ 随着 ＥＳＴ 数据库的容量不断更新ꎬ
各个物种间的 ＳＳＲ 频率将有统一的比较标准ꎮ

研究发现ꎬ芍药属转录组的 ＳＳＲ 位点中的重复基

序类型存在严重的偏倚性ꎬ单核苷酸至六核苷酸基序

的重复类型都有出现ꎬ其中单核苷酸、二核苷酸和三核

苷酸基序重复类型为主要的重复类型ꎬ占 ＳＳＲ 总数的

９７􀆰 ０９％ꎬ而四核苷酸至六核苷酸基序重复类型很少ꎬ仅

占 ＳＳＲ 总数的 ２􀆰 ９１％ꎮ 这些高级基元的偏倚性可能是

由于高级基元 ＳＳＲ 自身长度的限制[２０￣２１]ꎮ 除单核苷酸

以外ꎬ二核苷酸出现频率最高(１５􀆰 ０２％)ꎬ三核苷酸出现

频率次之(６􀆰 ８８％ )ꎬ这一结果与红掌、蝴蝶兰、樱桃等

类似[２２￣２４]ꎮ 而在榧树[２５]、万寿菊[２６] 等植物的转录组

中ꎬ三核苷酸重复类型占主导位置ꎮ 这表明不同植物

在重复类型方面并没有明显特定的规律ꎬ不同植物基

因组在进化过程中经历的不同时间都有可能对其造成

影响[２７]ꎮ
本研究以筛选获得的 ６０ 对引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ

其中有 １５ 对引物能够扩增出理想的 ＰＣＲ 产物ꎬ部分

引物扩增失败的原因可能与引物质量或者设计的特

异性不佳有关ꎮ 研究中发现 ３ 对引物的扩增产物与

预计目标产物大小不同ꎬ这可能是扩增片段中存在缺

失或插入突变引起的[２８￣３０]ꎮ ＰＩＣ 是评价分子标记多

态性的主要指标ꎬ当引物的 ＰＩＣ 值越高ꎬ表示其多态

性就越好ꎮ 本研究开发获得的 １５ 对多态性引物ꎬ除
引物 ＳＳＲ１５ 引物为中度多态性外ꎬ其他均属于高度多

态性ꎮ 同时ꎬ１５ 对引物的平均观察杂合度和期望杂

合度分别为０􀆰 ７５７ ８和０􀆰 ７９０ ３ꎬ平均香农多样性指数

为１􀆰 ７１８ ６ꎮ 于海萍[３１]采用 １２ 对 ＳＳＲ 引物在 ４８ 份牡

丹样本中扩增出 ４２ 条多态性条带ꎬ平均每个位点的

等位基因数为 ３􀆰 ５ 个ꎬ平均观察杂合度和期望杂合度

分别为 ０􀆰 ７８５ 和 ０􀆰 ５４１ꎬ平均香农多样性指数为

０􀆰 ９０６ꎮ 张嘉[３２]采用 ２９ 对 ＳＳＲ 引物在 ２６１ 份芍药种
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质中共检测到 ２７２ 个 ＳＳＲ 等位位点ꎬ平均每对引物为

９􀆰 ３８ 个ꎬ平均观察杂合度和期望杂合度分别为 ０􀆰 ５２２
和 ０􀆰 ６３８ꎬ平均香农多样性指数为 １􀆰 ３６２ꎬ与本研究结

果有一定差别ꎬ这可能与牡丹品种的遗传背景等不同

有关ꎮ 随着样本量的增大ꎬ更多的多态性 ＳＳＲ 位点可

能被发掘ꎬ而高度多态性位点的数量可能也会增加ꎮ
本研究通过对芍药属转录组测序结果的分析发

现ꎬ芍药属转录组 ＳＳＲ 的出现频率高ꎬ并且类型丰富ꎮ
从引物设计和多态性潜能的角度考虑ꎬ这些开发的

ＳＳＲ 具有较高的可用性ꎮ 因此ꎬ本研究结果为牡丹遗

传多样性分析、分子标记辅助选择育种等工作奠定了

一定的理论基础ꎬ同时为芍药属植物的遗传改良及亲

缘关系研究提供了可靠的分子标记来源ꎮ
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