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　 　 摘要:　 为研究 ３ 种缬草 ＳＳＲ 分子标记的差异ꎬ开发相应的引物用于缬草的鉴定及分子育种ꎮ 本研究采用 Ｅｘ￣
ｃｅｌ 和 ＭＩＳＡ 软件对 ３ 种缬草转录组中 ＳＳＲ 位点数据进行分析ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ ３.０ 软件随机设计 ＳＳＲ 引物ꎬ并进行

ＰＣＲ 扩增及琼脂糖凝胶电泳验证引物的有效性和 ＳＳＲ 的多态性ꎮ 结果显示ꎬ缬草 Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ.(ＶＯＬ)、
Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ｖａｒ. ｉａｔｉｆｏｌｉａ Ｍｉｑ.(ＶＯＩ)及 Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ｖａｒ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌｉｎｎ.(ＶＯＯ)的转录组数据分别包含

２９ ４６２、４０ ８４０和２９ ２８０个序列总数(Ｕｎｉｇｅｎｅ)ꎬ这些 Ｕｎｉｇｅｎｅ 分别包含７ ５１５、８ ０４６和７ ３３０个 ＳＳＲ 位点ꎮ ３ 种缬草的

ＳＳＲ 位点的发生频率为 ２５􀆰 ５０％、１９􀆰 ７１％、２５􀆰 ０５％ꎬ平均距离为 ４􀆰 １６ ｋｂ、４􀆰 ２０ ｋｂ、４􀆰 ２２ ｋｂꎮ ＳＳＲ 单碱基重复基元的

主要类型为 Ａ / Ｔ 型ꎬ占 ＳＳＲ 总数的 ４１􀆰 ７６％、４１􀆰 ３０％、３８􀆰 ５０％ꎮ ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ ３ 种缬草的独有重复基元数量分别

是 ４４ 种、４５ 种、２５ 种ꎮ 随机设计的引物扩增 ＳＳＲ 的有效率为 ７７􀆰 ７８％ꎬ具有 ＳＳＲ 高多态性的引物占比 ５５􀆰 ５６％ꎮ 总

之ꎬ３ 种缬草的 ＳＳＲ 位点具有分布密度高、出现频率高、重复基元类型多等特点ꎬ多态性好ꎬ可为 ３ 种缬草后续的鉴

定及分子育种提供理论依据ꎮ
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ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ. ｓｐｅｃｉｅｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｈｉｇｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ｈｉｇｈ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙꎬ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｅ
ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｒｅｐｅａｔ ｕｎｉｔｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｇｏｏｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅ￣
ｑｕｅｎｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ. ｓｐｅｃｉｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ.ꎻ ＳＳＲ ｌｏｃｉꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅꎻ ＰＣＲ

　 　 缬草(Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ.)具有悠久的药用

历史ꎬ主要药用部位为根茎ꎬ具有理气止痛[１]、镇静

安神、解挛止痛、抗抑郁和抗肿瘤等功效[２]ꎮ 缬草

的用途广泛ꎬ例如其挥发油可用于药品[３￣５]和保健品

中[６￣７]ꎮ 缬草作为天然药物在欧洲销售额很高ꎬ并且

居全球植物药销售额前 １０ꎮ 中国缬草资源丰富ꎬ共
有 １７ 个种和 ２ 个变种[２]ꎬ 贵州省以宽叶缬草

(ＶＯＶ)分布最广[８]ꎮ 随着市场对宽叶缬草需求的

增加ꎬ缬草优良种子种苗的需求也日益增长ꎮ 然而ꎬ
缬草的品种会出现退化ꎬ导致药材质量下降等问

题[９]ꎮ 不同种类的缬草功效各具特色ꎬ因此ꎬ开发

分子标记可以为缬草优良品种的选育提供理论和技

术支撑ꎮ 相关学者已经意识到开发缬草分子标记的

重要性ꎮ 钱志瑶等[１０] 采用试剂盒研究了缬草的扩

增多态性(ＲＡＰＤ)方法ꎬ然而ꎬ这种方法存在一些缺

点:首先ꎬ由于显性遮盖作用ꎬＲＡＰＤ 位点之间的遗

传距离计算准确性较低ꎻ其次ꎬＲＡＰＤ 方法对反应条

件相当敏感ꎬ如模板浓度和酶浓度ꎬ导致重复性较

差ꎮ 万新[１１] 利用 ＩＴＳ 研究了 ６ 种缬草属的遗传多

样性ꎬ尽管 ＩＴＳ 具有高度保守性ꎬ但大量研究结果表

明 ＩＴＳ 在区分近似物种方面效果不佳[１２￣１３]ꎮ
简单重复序列(Ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔꎬＳＳＲ)是

一种在非基因区域频繁出现的串联重复序列ꎬ一般

由 １~６ 个碱基组成ꎻ在真核和原核生物基因组中分

布广泛[１４]ꎮ ＳＳＲ 标记区分物种的能力高于 ＲＡＰＤ
标记和 ＩＴＳ 标记ꎮ 在许多作物中ꎬＱＴＬ 数量性状位

点作图的首选方法一直是 ＳＳＲ 方法[１５]ꎮ 目前ꎬ基因

组[１６￣１７]和转录组[１８￣１９] 是大量 ＳＳＲ 位点信息的主要

来源ꎮ 最初ꎬ传统 ＳＳＲ 开发过程繁琐且失败率高ꎬ
造成成本和工作量的增加ꎮ ＥＳＴ￣ＳＳＲ 是基于转录组

表达序列信息分析而来ꎬ极大地简化了传统 ＳＳＲ 的

开发程序ꎮ 虽然已经有关于宽叶缬草转录组的报

道[２０]ꎬ但 ＮＣＢＩ 等数据库中可查阅的缬草的 ＥＳＴ 序

列非常有限ꎬ基于转录组的 ＳＳＲ 位点信息尚未见报

道ꎮ 通常ꎬ为了能够检验 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 的有效性ꎬ常常

会设计随机引物进行 ＰＣＲ 扩增和琼脂糖凝胶电泳

验证[２１￣２２]ꎬ并开发出具有高多态性的引物为后续植

株鉴定或者分子育种提供基础ꎮ
本研究旨在对 ３ 种缬草进行 ＳＳＲ 分析ꎬ并设计

引物进行凝胶电泳验证ꎬ以便从分子水平上区分这

３ 个变种并辅助缬草的分子育种ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

３ 种缬草变种来自中国贵州省铜仁市江口县黄

柏山村(海拔 ３３７ ｍꎬ东经 １０５°５１′１５″ꎬ北纬 ２８°３２′
１３″)ꎬ３ 种缬草变种在同样环境的种植基地种植ꎬ生
长旺盛ꎬ无病虫害发生ꎬ经过贵州大学植物物种鉴定

中心鉴定ꎬ３ 种供试缬草为不同的变种ꎬ分别为:
Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ. ( ＶＯＬ)、 Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ
ｖａｒ. ｉａｔｉｆｏｌｉａ Ｍｉｑ.(ＶＯＩ)及 Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ｖａｒ. ｏｆ￣
ｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌｉｎｎ. (ＶＯＯ)ꎮ
１.２　 方法

对 ３ 种缬草的叶长、叶宽、株高进行测量ꎬ每组

重复 ３ 次ꎮ 对 ３ 种缬草叶片拍照进行外观差异比

较ꎮ 采集缬草新长出的叶子ꎬ每个样本重复 ４ 次ꎬ立
即将其放入液氮中冷冻ꎬ并在冷冻管中保存ꎬ样品转

录组由北京诺禾致源科技股份有限公司测序ꎮ 之

后ꎬ参考舒福兴等[１４] 的方法ꎬ联合 ＭＩＳＡ 在线网站

(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂｂｌａｓｔ. ｉｐｋ￣ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ.ｄｅ / ｍｉｓａ / )和 Ｅｘｃｅｌ
软件对 ＳＳＲ 位点进行分析ꎮ 同时利用 Ｐｒｉｍｅｒ ３.０ 软

件设计 ３ 种缬草的 ＳＳＲ 随机引物ꎬ并从每种缬草中

随机挑选 ３ 对引物进行后续 ＳＳＲ 凝胶电泳分析ꎬ引
物信息见表 １ꎮ ＤＮＡ 的提取方法、ＰＣＲ 及琼脂糖凝
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胶电泳方法参考忻雅等[２３]的方法ꎮ
１.３　 统计分析方法

使用 Ｅｘｃｅｌ 软件和仙桃学术( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｘｉ￣
ａｎｔａｏｚｉ. ｃｏｍ / )在线分析软件绘制图表ꎬ３ 种缬草的

生物学性状数据以平均数±标准差的形式表示ꎮ

采用单因素方差分析比较不同组间的差异性ꎮ 同

时ꎬ利用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＭＩＳＡ 软件对 ＳＳＲ 重复单元的类

型进行统计分析ꎬ利用韦恩图对 ３ 种缬草独有的

ＳＳＲ 重复基元进行分析ꎮ

表 １　 ＰＣＲ 鉴定使用的引物信息表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

缬草　 　 上游引物(５′→３′) 　 　 　 　 　 下游引物(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 产物大小(ｂｐ)

ＶＯＬ ＧＧＣＣＡＡＡＣＣＣＡＡＧＡＧＴＡＧＣＡ ＡＡＧＧＡＧＡＧＣＡＡＣＣＡＣＣＴＴＣＧ １３１

ＡＣＡＡＡＧＧＧＧＣＧＧＧＴＡＡＡＧＡＣ ＴＧＴＴＣＧＣＡＧＣＡＡＧＡＣＧＴＡＧＧ １５９

ＧＧＧＧＡＴＧＡＡＡＧＴＧＧＧＡＡＴＴＴＧＣ ＴＧＣＡＣＡＣＣＡＡＡＡＴＧＣＡＣＡＣＴ ２７３

ＶＯＩ ＣＧＣＣＴＴＧＧＴＡＣＧＣＣＴＴＡＡＧＡ ＡＡＡＴＧＣＴＴＧＣＡＡＧＧＡＣＴＧＧＧ ２７９

ＴＧＴＧＴＧＣＡＡＡＡＴＣＡＴＣＡＡＣＴＡＣＡ ＴＴＴＣＴＧＧＣＣＡＣＣＡＣＣＧＡＴＴＴ １９１

ＴＧＧＧＡＣＴＡＴＴＴＴＧＣＡＣＴＧＴＧＴ ＧＣＡＡＧＴＡＣＧＡＣＴＧＧＴＴＧＴＴＣＣ １２５

ＶＯＯ ＧＧＡＧＧＧＡＡＡＴＴＧＧＣＴＧＧＴＧＡ ＡＧＴＧＧＡＣＡＧＡＴＡＡＣＡＧＡＧＡＧＣＡ １１３

ＡＣＴＣＣＡＴＣＴＧＴＣＡＡＣＡＡＣＴＴＣＣＴ ＡＣＴＴＧＣＴＴＴＣＣＣＣＴＣＴＧＧＴＣ ２７１

ＣＴＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＴＧＴＴＣＴＣＡ ＡＣＡＣＣＡＡＴＣＣＡＴＣＧＡＣＡＣＡＧＡ ２２７
ＶＯＬ:Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ.ꎻＶＯＩ:Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ｖａｒ. ｉａｔｉｆｏｌｉａ Ｍｉｑ.ꎻＶＯＯ:Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ ｖａｒ. ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌｉｎｎ.ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ３ 种缬草的生物学性状分析

从图 １Ａ 可见ꎬ３ 种缬草叶型外观有明显的区

别ꎮ 由图 １Ｂ 所示ꎬＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ 的叶宽分别为

６.４７±０􀆰 ０６ ｃｍ、７.１７±０􀆰 ２９ ｃｍ、６.７３±０􀆰 ６４ ｃｍꎬ三者之

间差异不显著ꎻ ＶＯＬ、 ＶＯＩ、 ＶＯＯ 的叶长分别为

１０.５７±０􀆰 ５１ ｃｍ、１５.６７±１􀆰 １５ ｃｍ、９.５７±０􀆰 ９７ ｃｍꎬＶＯＩ
与 ＶＯＬ、ＶＯＯ 之间差异显著ꎬＶＯＬ 和 ＶＯＯ 之间差异

不显著ꎮ ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ 的株高分别为３３.１７±３􀆰 ２５
ｃｍ、４３.１７±０􀆰 ７６ ｃｍ、１６.３０±０􀆰 ７５ ｃｍꎬＶＯＬ 与 ＶＯＯ、
ＶＯＩ 与 ＶＯＯ 之间存在显著差异ꎮ

ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ 见表 １ 注ꎮ 同一性状不同图柱上不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 １　 ３ 种缬草的生物学性状

Ｆｉｇ.１　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ.

２.２　 ３ 种缬草转录组中 ＳＳＲ 位点的分布特征

测序结果显示ꎬ３ 种缬草转录组序列总长度从

高到低顺序为ＶＯＩ>ＶＯＬ>ＶＯＯꎬ３ 种缬草总序列数

量从高到底排序与序列总长度的排序一致ꎮ 含有

ＳＳＲ 的序列数从高到底的排序为ＶＯＩ>ＶＯＯ>ＶＯＬꎮ
ＶＯＩ 的各项数值均高于其他缬草变种(表 ２)ꎮ
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表 ２　 ３ 种缬草转录组中 ＳＳＲ 位点分布特征

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＳＳＲ ｌｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ￣
ｔｏｍｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ.

ＳＳＲ 信息　 　 　 　 　 　 　
缬草

ＶＯＬ ＶＯＩ ＶＯＯ

序列总数(条) ２９ ４６２ ４０ ８４０ ２９ ２８０

序列总长度(ｂｐ) ３１ ２５３ ７６６ ３３ ７９５ １２８ ３０ ９４１ ２９５

ＳＳＲ 位点总数(个) ７ ５１５ ８ ０４６ ７ ３３０

含有 ＳＳＲ 的序列数(条) ５ ５９８ ６ １４８ ５ ６２０

含有 １个以上 ＳＳＲ 的序列数(条) １ ３５８ １ ４１２ １ ２７７

含有复合 ＳＳＲ 的序列数(条) ７２７ ８７０ ６９９
ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ 见表 １ 注ꎮ

２.３　 ３ 种缬草转录组中 ＳＳＲ 位点的重复基元类型

及占比

　 　 从表 ３ 可见ꎬ３ 种缬草存在多种 ＳＳＲ 重复基元

类型ꎬ不同的基元类型在数量上有差异ꎮ 其中ꎬ单碱

基重复类型最多ꎮ 在 ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ 中ꎬ分别有

３ １５０个、３ ３３６个、２ ８４８个单碱基重复类型ꎬ分别占

本变种 ＳＳＲ 总量的 ４１􀆰 ９２％、４１􀆰 ４６％和 ３８􀆰 ８５％ꎮ ３
种缬草中ꎬＶＯＩ 的单碱基重复类型最多ꎬＶＯＯ 最少ꎮ
二碱基重复类型在各变种中数量居第 ２ 位ꎬ分别为

２ ４１３个、２ ６９６个和 ２ ７３７个ꎬ分别占本变种 ＳＳＲ 总

数的 ３２􀆰 １１％、３３􀆰 ５１ ％和 ３７􀆰 ３４％ꎮ ＶＯＯ 的二碱基

重复类型数量和比例都超过 ＶＯＬ 和 ＶＯＩꎮ 三碱基

重复类型在各变种中数量居第 ３ 位ꎬ分别为１ ５９２
个、 １ ６７８ 个 和 １ ４９２ 个ꎬ 占 本 变 种 ＳＳＲ 总 数 的

２１􀆰 １８％、２０􀆰 ８６％和 ２０􀆰 ３５％ꎮ 其他基元重复类型的

比例较低ꎬ３ 个变种中剩余 ３ 种基元重复类型的总

和分别占本变种 ＳＳＲ 总数的 ４􀆰 ７９％、 ４􀆰 １８％ 和

３􀆰 ４７％ꎮ 总体而言ꎬ基元中包含的碱基数越多ꎬ基元

类型的数量就越少ꎮ 从 ＳＳＲ 的出现频率来看ꎬＶＯＬ、
ＶＯＩ、ＶＯＯ 分别为 ２５􀆰 ５０％、１９􀆰 ７１％及 ２５􀆰 ０５％ꎮ 其

中ꎬ具 有 单 碱 基 重 复 基 元 的 出 现 频 率 分 别 为

１０􀆰 ６９％、８􀆰 １７％和 ９􀆰 ７３％ꎻ二碱基重复基元的出现

频率分别为 ８􀆰 １９％、６􀆰 ６０％和 ９􀆰 ３５％ꎻ三碱基重复基

元的出现频率分别为 ５􀆰 ４０％、４􀆰 １１％ 和 ５􀆰 １０％ꎻ其
他类型重复基元出现频率很低ꎮ 整体上ꎬ３ 种缬草

中的单碱基、二碱基和三碱基 ＳＳＲ 是优势类群ꎬ在
各种缬草变种本身及缬草变种之间的出现频率均不

相同ꎮ ＶＯＬ、 ＶＯＩ、 ＶＯＯ 的 ＳＳＲ 平均距离分别为

４􀆰 １６ ｋｂ、４􀆰 ２０ ｋｂ 和 ４􀆰 ２２ ｋｂꎮ 总体上ꎬ随着重复基

元所含碱基数的增加ꎬＳＳＲ 的遗传距离会变长ꎮ

表 ３　 ３ 种缬草 ＳＳＲ 重复基元类型分布信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＲ ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ.

重复基　 　
元类型　 　

ＳＳＲ 数量(个)

ＶＯＬ ＶＯＩ ＶＯＯ

占总 ＳＳＲ 数比例(％)

ＶＯＬ ＶＯＩ ＶＯＯ

频率(％)

ＶＯＬ ＶＯＩ ＶＯＯ

平均距离(ｋｂ)

ＶＯＬ ＶＯＩ ＶＯＯ

单碱基 ３ １５０ ３ ３３６ ２ ８４８ ４１.９２ ４１.４６ ３８.８５ １０.６９ ８.１７ ９.７３ ９.９２ １０.１３ １０.８６

二碱基 ２ ４１３ ２ ６９６ ２ ７３７ ３２.１１ ３３.５１ ３７.３４ ８.１９ ６.６０ ９.３５ １２.９５ １２.５４ １１.３０

三碱基 １ ５９２ １ ６７８ １ ４９２ ２１.１８ ２０.８６ ２０.３５ ５.４０ ４.１１ ５.１０ １９.６３ ２０.１４ ２０.７４

四碱基 １８９ １７１ １３４ ２.５１ ２.１３ １.８３ ０.６４ ０.４２ ０.４６ １６５.３６ １９７.６３ ２３０.９１

五碱基 ９９ ８８ ４９ １.３２ １.０９ ０.６９ ０.３４ ０.２２ ０.１７ ３１５.６９ ３８４.０４ ６３１.４６

六碱基 ７２ ７７ ７０ ０.９６ ０.９６ ０.９５ ０.２４ ０.１９ ０.２４ ４３４.０８ ４３８.９０ ４４２.０２

合计 ７ ５１５ ８ ０４６ ７ ３３０ １００.００ １００.００ １００.００ ２５.５０ １９.７１ ２５.０５ ４.１６ ４.２０ ４.２２
ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ 见表 １ 注ꎮ

２.４　 ３种缬草转录组中 ＳＳＲ重复基元碱基组成分析

通过分析发现ꎬ在 ＶＯＬ 的 ＳＳＲ 重复基元中ꎬ共
发现碱基组成类型 １４５ 种ꎮ 单碱基基元至六碱基基

元的碱基组成类型分别有 ２ 种、４ 种、１０ 种、２４ 种、
４９ 种和 ５６ 种ꎮ 在 ＶＯＩ 的 ＳＳＲ 重复基元中ꎬ共有碱

基组成类型 １３９ 种ꎮ 单碱基基元至六碱基基元的碱

基组成类型分别有 ２ 种、４ 种、１０ 种、２０ 种、４０ 种和

６３ 种ꎮ 在 ＶＯＯ 的 ＳＳＲ 重复基元中ꎬ共发现碱基组

成类型 １１３ 种ꎮ 单碱基基元至六碱基基元的碱基组

成类型分别有 ２ 种、４ 种、１０ 种、２２ 种、２６ 种和 ４９
种ꎮ

对 ３ 种缬草中排名前 ２０ 的碱基组成类型占比

分析发现ꎬＡ / Ｔ、ＡＴ / ＡＴ、ＡＣ / ＧＴ、ＡＡＧ / ＣＴＴ 入围前

４ꎬ其余类型占比较低(图 ２)ꎮ ３ 种缬草共有 ５５ 种

重复基元的碱基组成类型相同ꎬ而 ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ
各自独有的重复基元的碱基组成类型分别为 ４４ 种、
４５ 种、２５ 种(图 ３)ꎮ 独有重复基元的碱基组成类型

详见表 ４ꎮ

９９７王　 鑫等:基于转录组的 ３ 种缬草 ＳＳＲ 位点信息比较分析



ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ 见表 １ 注ꎮ
图 ２　 ３ 种缬草中排名前 ２０ 的 ＳＳＲ 重复基元碱基组成信息

Ｆｉｇ.２　 Ｂａｓｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｐ ２０ ＳＳＲ ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ. ｓｐｅｃｉｅｓ

ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ 见表 １ 注ꎮ
图 ３　 ３ 种缬草共有及特有的 ＳＳＲ 重复基元类型数量分布

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ａｎｄ ｕｎｉｑｕｅ ＳＳＲ ｒｅ￣
ｐｅａｔ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ.

２.５　 ３ 种缬草 ＳＳＲ 多态性分析

２.５.１　 ３ 种缬草 ＳＳＲ 基元重复次数　 从表 ５ 可见ꎬ３
种缬草中ꎬ不同碱基类型基元的数量和比例随着

ＳＳＲ 基元重复次数的增加而逐步下降ꎮ ＶＯＬ 的 ＳＳＲ
重复基元的重复次数主要集中在５~ ２０ 次ꎬ共７ １４９
个ꎬ占总数的 ９５􀆰 １３％ꎮ 其中ꎬ有４ ９７９个重复基元的

重复数为５~ １０ 次(低重复)ꎬ占总数的 ６６.２５％ꎻ有
１ ７５２个重复基元的重复数为１１~１５ 次(中重复)ꎬ占
总数的 ２３􀆰 ３１％ꎻ有 ４１８ 个重复基元的重复数为１６~
２０ 次(高重复)ꎬ占总数的 ５􀆰 ５６％ꎮ 在所有基元类型

中ꎬ重复次数排前三的依次是 １０ 次、６ 次和 ５ 次ꎬ分
别含有１ ２６５、１ ２２２、１ ０７４个基元ꎬ各占 ＳＳＲ 重复基

元总数的 １６􀆰 ８３％、１６􀆰 ２６％、１４􀆰 ２９％ꎮ ＶＯＩ 的 ＳＳＲ
重复基元的重复次数主要集中在５~ ２０ 次ꎬ共７ ６２６
个 ꎬ占总数的９４􀆰 ７８％ꎮ其中ꎬ低重复基元有５ ３４５个ꎬ

００８ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２４ 年 第 ４０ 卷 第 ５ 期



表 ４　 ３ 种缬草部分特有 ＳＳＲ 重复基元类型的碱基组成信息

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｂａｓｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｕｎｉｑｕｅ ＳＳＲ ｒｅｐｅａｔ
ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ.

序号 ＶＯＬ　 　 　 ＶＯＩ　 　 　 ＶＯＯ　

１ ＡＴＣＧＣ/ ＡＴＧＣＧ ＡＧＣＣ/ ＣＴＧＧ ＡＡＣＧＧＴ / ＡＣＣＧＴＴ

２ ＡＣＡＣＣ/ ＧＧＴＧＴ ＡＡＴＧＣＣ/ ＡＴＴＧＧＣ ＡＡＴＡＴＧ/ ＡＴＡＴＴＣ

３ ＡＣＣＧ/ ＣＧＧＴ ＡＡＴＡＴＣ/ ＡＴＡＴＴＧ ＡＣＡＴＧＧ/ ＡＴＧＴＣＣ

４ ＡＡＧＧＧ/ ＣＣＣＴＴ ＡＡＡＴＴＧ/ ＡＡＴＴＴＣ ＡＧＧＡＴＣ/ ＡＴＣＣＴＧ

５ ＡＧＡＧＣＣ/ ＣＴＣＴＧＧ ＡＣＡＣＧＴ / ＡＣＧＴＧＴ ＡＡＴＧＧＴ / ＡＣＣＡＴＴ

６ ＡＣＣＣ/ ＧＧＧＴ ＡＣＧＣＣ/ ＣＧＴＧＧ ＡＧＡＧＧＣ/ ＣＣＴＣＴＧ

７ ＡＡＴＣＡＣ/ ＡＴＴＧＴＧ ＡＡＧＣＡＣ/ ＣＴＴＧＴＧ ＡＡＣＴＴＣ / ＡＡＧＴＴＧ

８ ＡＣＧＡＴ / ＡＴＣＧＴ ＡＡＧＡＧＴ / ＡＣＴＣＴＴ ＡＡＣＣＣＣ/ ＧＧＧＧＴＴ

９ ＡＣＡＣＡＧ/ ＣＴＧＴＧＴ ＡＧＧＧＡＴ / ＡＴＣＣＣＴ ＡＣＴＧＣＴ / ＡＧＣＡＧＴ

１０ ＡＣＴＡＧ/ ＡＧＴＣＴ ＡＣＡＧＧＧ/ ＣＣＣＴＧＴ ＡＡＴＣＡＧ/ ＡＴＴＣＴＧ

１１ ＡＡＡＣＣＴ / ＡＧＧＴＴＴ ＡＣＴＧＧＣ/ ＡＧＴＧＣＣ ＡＡＴＧＴＣ/ ＡＣＡＴＴＧ

１２ ＡＡＴＧＡＣ/ ＡＴＴＧＴＣ ＡＡＧＣＴ / ＡＧＣＴＴ ＡＡＴＧＧＧ/ ＡＴＴＣＣＣ

１３ ＡＧＣＣＴＣ / ＡＧＧＣＴＧ ＡＡＴＣＧＴ / ＡＣＧＡＴＴ ＡＡＡＣＴＧ/ ＡＧＴＴＴＣ

１４ ＡＡＡＴＴＣ / ＡＡＴＴＴＧ ＡＡＣＧＡＣ/ ＣＧＴＴＧＴ ＡＣＧＴＣ/ ＡＣＧＴＧ

１５ ＡＡＡＡＴＴ / ＡＡＴＴＴＴ ＡＡＡＡＴＧ/ ＡＴＴＴＴＣ ＡＴＡＴＣＣ/ ＡＴＡＴＧＧ

１６ ＡＡＧＧＡＣ/ ＣＣＴＴＧＴ ＡＧＣＡＴＧ/ ＡＴＧＣＴＣ ＡＡＴＣＴＧ/ ＡＧＡＴＴＣ

１７ ＡＡＣＴＴＧ/ ＡＡＧＴＴＣ ＡＡＣＣＡＧ/ ＣＴＧＧＴＴ ＡＴＧＣ/ ＡＴＧＣ

１８ ＡＣＡＧＣ/ ＣＴＧＴＧ ＡＧＣＣＧ/ ＣＧＧＣＴ ＡＡＡＣＡＧ/ ＣＴＧＴＴＴ

１９ ＡＡＣＣＴ / ＡＧＧＴＴ ＡＡＧＴＧＧ/ ＡＣＴＴＣＣ ＡＣＡＧＡＧ/ ＣＴＣＴＧＴ

２０ ＡＧＣＣＣＧ/ ＣＧＧＧＣＴ ＡＴＣＣＣ/ ＡＴＧＧＧ ＡＣＡＧＡＴ / ＡＴＣＴＧＴ

２１ ＡＡＡＣＡＣ/ ＧＴＧＴＴＴ ＡＣＴＣＴ / ＡＧＡＧＴ ＡＡＴＡＣＧ/ ＡＴＴＣＧＴ

２２ ＡＣＴＧ/ ＡＧＴＣ ＡＡＧＡＣＧ/ ＣＧＴＣＴＴ ＡＡＴＡＣＴ / ＡＧＴＡＴＴ

２３ ＡＣＧＧ/ ＣＣＧＴ ＡＧＣＣＴ / ＡＧＧＣＴ ＡＡＡＣＴＣ/ ＡＧＴＴＴＧ

２４ ＡＡＧＧＴＣ/ ＡＣＣＴＴＧ ＡＡＴＣＴＣ / ＡＧＡＴＴＧ ＡＡＡＡＡＣ/ ＧＴＴＴＴＴ

２５ ＡＡＡＴＣＧ/ ＡＴＴＴＣＧ ＡＣＣＧＣＣ/ ＣＧＧＴＧＧ ＡＡＣＧＧ/ ＣＣＧＴＴ
ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ 见表 １ 注ꎮ

占总数的 ６６􀆰 ４３％ꎻ中重复基元有１ ８５６个ꎬ占总数的

２３􀆰 ０８％ꎻ高重复基元有 ４２５ 个ꎬ占总数的 ５􀆰 ２８％ꎮ
在所有类型中ꎬ重复次数排前三的依次是 １０ 次、６
次和 ５ 次ꎬ分别含有１ ４１２、１ ３１３、１ １４５个基元ꎬ各占

ＳＳＲ 重复基元总数的 １７􀆰 ５５％、１６􀆰 ３２％、１４􀆰 ２３％ꎮ
ＶＯＯ 的 ＳＳＲ 重复基元的重复次数主要集中在５~ ２０
次ꎬ共７ １３０个ꎬ占总数的 ９７􀆰 ２７％ꎮ 其中ꎬ低重复基

元有 ５ １３６个ꎬ占总数的 ７０􀆰 ０７％ꎻ中重复基元有

１ ６５５个ꎬ占总数的 ２２􀆰 ５８％ꎻ高重复基元有 ３３９ 个ꎬ
占总数的 ４􀆰 ６２％ꎮ 在所有类型中ꎬ重复次数排前三

分别是 １０ 次、６ 次和 ５ 次ꎬ分别含有１ ４２９、１ ３０９、
９２０ 个基元ꎬ各占 ＳＳＲ 重复基元总数的 １９􀆰 ５０％、
１７􀆰 ８６％、１２􀆰 ５５％ꎮ
２.５.２　 缬草高多态性 ＳＳＲ 分析　 从图 ４ 可见ꎬ在 ＶＯＬ
中ꎬ平均长度< １２ ｂｐ 的重复基元数量占总数的

２０􀆰 ４２％ꎬ１２~２０ ｂｐ 的占 ５３􀆰 ４５％ꎬ≥２０ ｂｐ 的占 ２６􀆰 １２％ꎮ
在 ＶＯＩ 中ꎬ平均长度<１２ ｂｐ 的重复基元数量占总数的

２０􀆰 ３２％ꎬ１２~２０ ｂｐ 的占 ５２􀆰 １９％ꎬ≥２０ ｂｐ 的占 ２７􀆰 ４９％ꎮ
ＶＯＯ 中平均长度<１２ ｂｐ 的重复基元数量占总数的

２３􀆰 ２７％ꎬ１２~２０ ｂｐ 的占 ５２􀆰 ７５％ꎬ≥２０ ｂｐ 的占 ２３􀆰 ９９％ꎮ
３ 种缬草之间ꎬ符合高多态性 ＳＳＲ 特征的比例从高到

低排序为ＶＯＩ>ＶＯＬ>ＶＯＯꎮ 在 ＶＯＬ 中ꎬ复杂混合型重

复单元最长为 ３０６ ｂｐꎬ从单碱基基元到六碱基基元最

长长度分别为 ６６ ｂｐ、５８ ｂｐ、８１ ｂｐ、４４ ｂｐ、４０ ｂｐ 和 ７２
ｂｐꎮ 在 ＶＯＶ 中ꎬ重复单元最长的是复杂混合型ꎬ长度

为 ２４４ ｂｐꎬ从单碱基基元到六碱基基元最长长度分别

为 ７６ ｂｐ、６８ ｂｐ、６３ ｂｐ、６０ ｂｐ、４５ ｂｐ 和 ８４ ｂｐꎮ ＶＯＯ 中ꎬ
重复单元最长的是复杂混合型ꎬ长度为 ２６９ ｂｐꎬ从单碱

基基元到六碱基基元最长长度分别为 ７９ ｂｐ、６２ ｂｐ、６６
ｂｐ、７６ ｂｐ、５０ ｂｐ 和 ７８ ｂｐꎮ

表 ５　 ３ 种缬草 ＳＳＲ 重复基元的重复次数分布

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｐｅａｔｓ ｏｆ ＳＳＲ ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ.

缬草
重复基
元类型 ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０ ２１~３０ ３１~４０ ４１~５０ >５０ 合计

ＶＯＬ 单碱基 ０ ０ ０ ０ ０ １ １０１ ５５５ ３１６ ２１６ １４１ １５９ １０９ ７４ ６３ ４９ ４４ ２４０ ４２ ２５ １６ ３ １５０

ＶＯＩ 单碱基 ０ ０ ０ ０ ０ １ ２０６ ５８４ ３６１ １９９ １６４ １２４ １１６ ７１ ５４ ４１ ４５ ２６５ ５４ ２９ ２３ ３ ３３６

ＶＯＯ 单碱基 ０ ０ ０ ０ ０ １ ２００ ５１２ ２９１ ２０７ １１５ ８６ ９７ ６２ ４４ ３５ ２４ １３２ １８ １３ １２ ２ ８４８

ＶＯＬ 二碱基 ０ ７７６ ４７３ ３２４ ２５９ １２９ １１７ ７２ ５６ ５７ ４０ ２０ １４ １０ １４ １４ ３７ １ ０ ０ ２ ４１３

ＶＯＩ 二碱基 ０ ８８８ ４９１ ３５９ ２６６ １７４ １２４ ８６ ６１ ６４ ４９ ２１ ２４ １５ １４ １２ ４２ ６ ０ ０ ２ ６９６

ＶＯＯ 二碱基 ０ ９３８ ５４２ ３４２ ２４１ １８０ １４４ ８９ ７６ ５８ ３６ １７ １５ １２ １１ １２ ２３ １ ０ ０ ２ ７３７

ＶＯＬ 三碱基 ８３７ ３７５ １９０ ８０ ４６ ３２ ３ ６ ５ ０ ６ ２ １ ０ ３ １ ５ ０ ０ ０ １ ５９２

１０８王　 鑫等:基于转录组的 ３ 种缬草 ＳＳＲ 位点信息比较分析



续表５　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ５

缬草
重复基
元类型 ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７ １８ １９ ２０ ２１~３０ ３１~４０ ４１~５０ >５０ 合计

ＶＯＩ 三碱基 ９３０ ３７１ １５７ ８３ ６５ ３１ ９ ３ ３ ４ ９ ５ ４ １ １ １ １ ０ ０ ０ １ ６７８

ＶＯＯ 三碱基 ７６９ ３２３ １７６ ７５ ５９ ４７ ６ １４ ６ ４ ３ ２ １ ２ ４ ０ １ ０ ０ ０ １ ４９２

ＶＯＬ 四碱基 １１３ ４４ １７ １０ ２ ２ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １８９

ＶＯＩ 四碱基 ９９ ３４ ２５ ５ １ １ ３ １ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １７１

ＶＯＯ 四碱基 ７１ ３２ １６ ６ ４ ０ １ ３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ １３４

ＶＯＬ 五碱基 ７４ １９ ２ ４ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ９９

ＶＯＩ 五碱基 ６４ １６ ２ ４ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ８８

ＶＯＯ 五碱基 ３９ ９ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４９

ＶＯＬ 六碱基 ５０ ８ ５ ４ ２ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ７２

ＶＯＩ 六碱基 ５２ ４ ６ ４ ５ ０ ２ １ ２ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ７７

ＶＯＯ 六碱基 ４１ ７ ８ ４ ５ １ ０ ２ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ７０

ＶＯＬ 合计 １ ０７４ １ ２２２ ６８７ ４２２ ３０９ １ ２６５ ６７７ ３９５ ２７７ １９８ ２０５ １３１ ８９ ７３ ６６ ５９ ２８２ ４３ ２５ １６ ７ ５１５

ＶＯＩ １ １４５ １ ３１３ ６８１ ４５５ ３３９ １ ４１２ ７２２ ４５２ ２６５ ２３４ １８３ １４２ ９９ ７０ ５６ ５８ ３０８ ６０ ２９ ２３ ８ ０４６

ＶＯＯ ９２０ １ ３０９ ７４２ ４２７ ３０９ １ ４２９ ６６３ ３９９ ２９１ １７７ １２５ １１６ ７８ ５８ ５１ ３６ １５６ １９ １３ １２ ７ ３３０
ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ 见表 １ 注ꎮ

２.６　 引物的筛选及 ＳＳＲ 标记的多态性

从图 ５ 可见ꎬ经过 ＰＣＲ 扩增及凝胶电泳分析发

现ꎬ本研究所设计的引物有效率为 ７７􀆰 ７８％ꎻ具有高

多态性的引物占比达 ５５􀆰 ５６％ꎮ 引物中除了 ＶＯＩ３、
ＶＯＯ２ 外ꎬ其余引物在 ３ 种缬草之间均扩增出大小

不同的条带ꎮ 其中 ＶＯＬ１、 ＶＯＬ２、 ＶＯＬ３、 ＶＯＩ１ 和

ＶＯＯ３ 扩增出的 ＳＳＲ 条带多态性良好ꎬ能明确鉴定

出 ３ 种缬草ꎻ而 ＶＯＩ２ 可以鉴定出 ＶＯＯꎬ但对 ＶＯＩ 和
ＶＯＬ 无法进行有效区分ꎻＶＯＯ１ 能有效鉴定 ＶＯＯ 与

其他 ２ 种缬草的区别ꎬ但区分 ＶＯＩ 与 ＶＯＬ 的能力较

差ꎮ

ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ 见表 １ 注ꎮ
图 ４　 ３ 种缬草不同长度 ＳＳＲ 重复基元分布及占比

Ｆｉｇ.４　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＲ ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｖａｌｅｒｉａｎａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ.

３　 讨 论

缬草中含有多种具有药用价值的成分[２４]ꎮ 例

如:缬草作为治疗胃肠道疾病和焦虑症的中药被收

录于«中国药典»ꎮ 对缬草 ＳＳＲ 分子标记的研究及

相关引物的开发对缬草杂交育种和混合样品的鉴定

等有较大的理论和应用价值ꎮ 然而ꎬ关于缬草 ＳＳＲ
的研究目前尚未见报道ꎮ 尽管有许多研究 ＳＳＲ 的

方法ꎬ例如 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 方法[２５]、磁珠富集法[２６]ꎬ但这

些方法在挖掘数量和可用性上远不如转录组法ꎮ 利

用转录组进行 ＳＳＲ 位点分析已经在多种植物上得

到应用[２７￣３６]ꎬ尤其是针对无基因组信息的植物ꎬ转
录组法可以提供大量的标记信息ꎮ 由此可见ꎬ有必

要通过缬草转录组分析 ＳＳＲ 位点ꎮ
从生物学性状上看ꎬ３ 种缬草在叶型上存在很

大的差异ꎬ由于其生境相同ꎬ排除地理隔离引起的差

异ꎬ叶型差异可能是由于遗传因素引起ꎬ那么其核酸

水平可能存在差异ꎮ 转录组序列分析结果显示ꎬ
ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ ３ 种缬草测得的序列长度分别为

３１ ２５３ ７６６ ｂｐ、３３ ７９５ １２８ ｂｐ、３０ ９４１ ２９５ ｂｐꎬ对应

２９ ４６２个、４０ ８４０个、２９ ２８０个序列总数ꎬ分别获得

７ ５１５个、８ ０４６个、７ ３３０个 ＳＳＲꎬ出现频率分别为

２５􀆰 ５０％、１９􀆰 ７１％、２５􀆰 ０５％ꎮ ＶＯＬ 和 ＶＯＯ 的 ＳＳＲ 出

现 频 率 高 于 柴 胡 ( ２０􀆰 ０８％) [３７] 及 杂 花 苜 蓿
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Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＶＯＯ 缬草 ＶＯＬ１ 引物扩增的条带ꎻ２:ＶＯＩ 缬草 ＶＯＬ１ 引物扩增的条带ꎻ３:ＶＯＬ 缬草 ＶＯＬ１ 引物扩增的条带ꎻ４:ＶＯＯ 缬草

ＶＯＬ２ 引物扩增的条带ꎻ５:ＶＯＩ 缬草 ＶＯＬ２ 引物扩增的条带ꎻ６:ＶＯＬ 缬草 ＶＯＬ２ 引物扩增的条带ꎻ７:ＶＯＯ 缬草 ＶＯＬ３ 引物扩增的条带ꎻ８:ＶＯＩ
缬草 ＶＯＬ３ 引物扩增的条带ꎻ９:ＶＯＬ 缬草 ＶＯＬ３ 引物扩增的条带ꎻ１０:ＶＯＯ 缬草 ＶＯＩ１ 引物扩增的条带ꎻ１１:ＶＯＩ 缬草 ＶＯＩ１ 引物扩增的条带ꎻ
１２:ＶＯＬ 缬草 ＶＯＩ１ 引物扩增的条带ꎻ１３:ＶＯＯ 缬草 ＶＯＩ２ 引物扩增的条带ꎻ１４:ＶＯＩ 缬草 ＶＯＩ２ 引物扩增的条带ꎻ１５:ＶＯＬ 缬草 ＶＯＩ２ 引物扩增

的条带ꎻ１６:ＶＯＯ 缬草 ＶＯＩ３ 引物扩增的条带ꎻ１７:ＶＯＩ 缬草 ＶＯＩ３ 引物扩增的条带ꎻ１８:ＶＯＬ 缬草 ＶＯＩ３ 引物扩增的条带ꎻ１９:ＶＯＯ 缬草 ＶＯＯ１
引物扩增的条带ꎻ２０:ＶＯＩ 缬草 ＶＯＯ１ 引物扩增的条带ꎻ２１:ＶＯＬ 缬草 ＶＯＯ１ 引物扩增的条带ꎻ２２:ＶＯＯ 缬草 ＶＯＯ２ 引物扩增的条带ꎻ２３:ＶＯＩ
缬草 ＶＯＯ２ 引物扩增的条带ꎻ２４:ＶＯＬ 缬草 ＶＯＯ２ 引物扩增的条带ꎻ２５:ＶＯＯ 缬草 ＶＯＯ３ 引物扩增的条带ꎻ２６:ＶＯＩ 缬草 ＶＯＯ３ 引物扩增的条

带ꎻ２７:ＶＯＬ 缬草 ＶＯＯ３ 引物扩增的条带ꎮ
图 ５　 不同 ＳＳＲ 引物扩增的 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳图

Ｆｉｇ.５　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

( ２０􀆰 ０３％) [３８]ꎬ 低 于 大 麻 ( ３３􀆰 １０％) [３９] 及 睡 莲

(３３􀆰 ９８％) [４０]ꎬ而 ＶＯＩ 的 ＳＳＲ 出现频率均低于上述

植物ꎮ ＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ ３ 种缬草的转录组 ＳＳＲ 分布

的平均距离分别为 ４􀆰 １６ ｋｂ、４􀆰 ２０ ｋｂ、４􀆰 ２２ ｋｂꎬ与其

他植物相比ꎬＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ 转录组 ＳＳＲ 分布的平

均距离高于苜蓿[３８]、白及[４１]、南美蟛蜞菊[４２]ꎬ低于

半夏[１４]、红花[４３]ꎮ 这可能与植物遗传背景和转录

状态有关ꎮ 同时ꎬ我们也发现 ３ 种缬草在 ＳＳＲ 出现

频率上表现出差异性ꎬＶＯＬ 和 ＶＯＯ 的差异不大ꎬ但
是二者与 ＶＯＩ 之间的差异较大ꎮ 这说明缬草不同

变种之间转录水平不同ꎬ因此有必要对其他缬草变

种进行研究ꎮ 总体来说ꎬ３ 种缬草的 ＳＳＲ 种类和数

量都比较丰富ꎬ可以为缬草育种提供依据ꎮ
３ 种缬草的 ＳＳＲ 均以单碱基最多ꎬ这与南美蟛

蜞菊[４２]、睡莲[４０]、大麻[３９] 一致ꎬ而柴胡的 ＳＳＲ 以二

碱基最多ꎬ这种差异可能来自种属之间的差异ꎮ ３
种缬草中单碱基 Ａ / Ｔ 型是最多的重复基元类型ꎬ与
大多数植物的 ＳＳＲ 优势重复类型一致[４４￣４６]ꎻ二碱

基、三碱基的优势重复基元仅有轻微差异ꎬ而四碱

基、五碱基、六碱基基元重复类型数量上三者之间出

现非常大的差异ꎬ３ 种缬草独有的重复基元全部集

中在四碱基、五碱基、六碱基重复基元类型上ꎮ 这说

明具有这些重复基元的 ＳＳＲ 具有区分 ３ 种缬草的

分子标记的潜力ꎬ而这些 ＳＳＲ 所在序列的表达可能

是 ３ 种缬草生长发育或者代谢产物差异的重要基

础ꎮ
大量的研究结果表明ꎬ ＳＳＲ 重复基元长度<１２

ｂｐꎬ多态性极低ꎮ ＳＳＲ 重复基元重复的次数≥１２ 次

时ꎬ多态性标记的开发潜力随着重复次数的增加逐

渐增大[４７]ꎮ 本研究中ꎬＶＯＬ、ＶＯＩ、ＶＯＯ ３ 种缬草不

同 ＳＳＲ 重复基元重复次数主要集中在５~ ２０ 次ꎬ所
占比例分别为 ９５􀆰 １３％、９４􀆰 ７８％、９７􀆰 ２７％ꎬ重复基元

长度≥ ２０ ｂｐ 的 比 例 分 别 为 ２６􀆰 １２％、 ２７􀆰 ４９％、
２３􀆰 ９９％ꎮ 这表明 ３ 种缬草转录组 ＳＳＲ 位点理论上

具有较大开发潜力ꎮ 本研究发现 ３ 种缬草之间存在

独有的 ＳＳＲ 重复基元类型ꎬ这些类型对 ３ 种缬草的

分子育种具有重要作用ꎮ 但是根据之前在各个物种

中利用转录组分析的 ＳＳＲ 均采取了随机引物验证ꎬ

３０８王　 鑫等:基于转录组的 ３ 种缬草 ＳＳＲ 位点信息比较分析



本研究也通过随机设计的引物及 ３ 种缬草 ＤＮＡ 为

模板进行 ＰＣＲ 扩增和琼脂糖凝胶电泳分析ꎬ发现引

物有效率为 ７７􀆰 ７８％ꎬ其中引物 ＶＯＬ１、ＶＯＬ２、ＶＯＬ３、
ＶＯＩ１ 和 ＶＯＯ３ 扩增出的 ＳＳＲ 条带多态性良好ꎬ能明

确鉴定出 ３ 种缬草ꎻ而引物 ＶＯＩ２ 可以鉴定出 ＶＯＯꎬ
但对 ＶＯＩ 和 ＶＯＬ 无法进行有效区分ꎻ引物 ＶＯＯ１ 能

有效鉴定 ＶＯＯ 与其他 ２ 种缬草的区别ꎬ但区分 ＶＯＩ
和 ＶＯＬ 的能力较差ꎮ 在山东银莲花中引物有效率

为 ６８％ꎬ高多态性引物只占 １１％[２２]ꎻ在辣椒中引物

有效率为 ９３􀆰 １０％ꎬ多态率为 １７􀆰 ２４％[２１]ꎬ本研究的

引物高多态率(５５􀆰 ５６％)比银莲花和辣椒高ꎬ引物有

效率居中ꎮ 可为后期缬草分子育种及鉴定等方面提

供理论依据及具体引物ꎮ

４　 结 论

３ 种缬草的转录组中ꎬＳＳＲ 位点分布密度大、重
复基元类型丰富、出现频率高ꎬ本研究筛选出高多态

性标记 ＳＳＲ 随机引物 ５ 对ꎬ可以为进一步研究缬草

遗传多样性和分子标记辅助育种提供理论基础及具

体引物ꎮ
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