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黑果枸杞转录组 ##$信息分析及分子标记开发
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摘要! 分析黑果枸杞
768-#9 $#5*+%-8#9

转录组中简单重复序列%

667

&位点信息! 开发
667

分子标记' 采用
896:

软

件在黑果枸杞转录组中共检测到
4. '$5

个
667

位点! 分布于
35 ,4"

条单基因簇"

;2*<=2=1

&中! 出现频率为
!5-.5>

!

平均分布距离为
.-33 ?@

' 优势重复基序为单核苷酸( 二核苷酸和三核苷酸! 分别占总
667

位点的
4%-..>

!

,.-.">

和
,,-',>

) 共发现
'%

种重复基序! 重复次数为
3A..

次! 其中出现频率最高的基序为
:/B

!

:C/DB

!

:B/:B

!

D/C

和
::D/CBB

' 针对
667

位点设计了
,! 54%

对引物! 随机挑选
,!'

对引物进行多态性验证! 其中
4%

对"

34-'>

&得到

清晰的扩增产物) 用其中的
!'

对高多态性引物对
!%

份枸杞种质进行扩增! 共检测到等位基因
!35

个! 平均为
$-,

个' 平均主效等位基因频率( 观察杂合度( 期望杂合度和多态信息量分别为
"-%.!

!

"-%.$

!

"-4,!

和
"-54'

' 以上结

果表明$ 基于黑果枸杞转录组测序得到的
E2*<=2=

信息可作为开发
667

标记的有效来源! 获得的大批量
667

标记

可为枸杞遗传多样性分析和遗传图谱构建提供可靠的标记选择' 图
,

表
%

参
.,

关键词! 林木育种学) 黑果枸杞) 转录组) 简单重复序列"

667

&

中图分类号!
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$
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%
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$
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!

\)NF@=GGY

$

F)G F;GJW=G I2INY1*1 \*JW <=2=J*K (*M=G1*JY- : J)JIN )F
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H)J*F1 \=G= H)2)2;KN=)J*(=

!

4%-..>

$

Q (*2;KN=)J*(=

!

,.-.">

$

Q I2( JG*2;KN=)J*(=

!

,,-',>

$
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(I2J G=L=IJ H)J*F1 \=G= :/BQ :C/DBQ :B/:BQ D/CQ I2( ::D/CBB- : J)JIN )F ,! 54% LG*H=G LI*G1 \=G= (=1*<2=(

FG)H JW= 667 N)K* @Y _IJKW`G*H=G . 1)FJ\IG=Q I2( ,!' LG*H=G1 LI*G1 )F GI2()HNY 1=N=KJ=( 667 \=G= MIN*(IJ=(Q

)F \W*KW 4%

!
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!

"-%.!

$

Q )@1=GM=( W=J=G)]Y<)1*JY

!

"-%.$

$

Q =[L=KJ=( W=J=G)]Y<)1*JY

!

"-4,!

$

Q I2( L)NYH)GLW*1H *2F)GHIJ*)2 K)2!

J=2J

!

`9D

$ !
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$
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OZ6!,5!

"%"3
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"
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作者简介& 尹跃" 研究实习员" 从事枸杞分子标记辅助育种研究(

Z!HI*N

&

Y;=Y*2",,!cIN*Y;2-K)H

( 通信作者&
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黑果枸杞
*+('") -",$%&'(")

是茄科
@%'.4.$-.-

枸杞属
*+('")

植物# 主要分布在中国西北地区 !

=

"

#

野生种质资源非常丰富# 耐干旱耐盐碱$ 其果实富含类黄酮% 花青素% 多糖% 酚酸和脂肪酸等生物活性

物质# 具有预防多种疾病的功效!

#

"

# 深受消费者喜爱& 目前# 对黑果枸杞果实活性物质的研究较多 !

#!!

"

&

也有研究利用扩增片段长度多态性'

BCDE

(

!

>

"

) 简单重复序列间扩增多态性'

F@@A

(

!

G

"和相关序列扩增多态

性'

@ABE

(

!

"

"标记进行遗传多样性评价) 但鲜有利用简单重复序列'

@@A

(标记的报道&

@@A

标记是基于生

物基因组中由
=""

个核苷酸组成的串联重复序列特性开发的分子标记) 具有多态性丰富% 高通量检测%

共显性遗传等优点) 已广泛应用遗传图谱构建% 分子标记辅助育种% 种质资源鉴定和遗传多样性分析

等!

H!=I

"领域& 由于缺乏基因组信息) 基于基因组测序开发黑果枸杞
@@A

标记成本高) 步骤繁琐!

==!=#

"

)

@@A

标记在黑果枸杞种质资源研究中的应用受到限制& 同时) 美国生物技术信息中心'

J:KF

(中公布的黑果

枸杞表达序列标签'

L@M

(极少) 除了
:NLJ

等!

="

"研究了基于盐胁迫下黑果枸杞转录组表达序列标签
#

简单

重复序列'

L@M#@@A

(标记开发之外) 基于转录组测序黑果枸杞
L@M#@@A

标记开发尚未见报道&

L@M#@@A

来源于表达的基因组区域) 可直接反映相关基因多样性) 在不同物种间具有良好的通用性$ 随着高通量

测序技术和生物信息学方法快速发展) 基于转录组测序已开发刺梨
./01 -/23"-4$''

) 中国樱桃
5%-10"0

60%"7/(%!10"0

) 马铃薯
8/91&") ,"3%!/0")

等!

=!!=G

"多种植物的
@@A

标记& 本研究以前期黑果枸杞抗旱转录

组测序获得的数据为基础) 利用生物信息学方法批量开发
L@M#@@A

标记) 并分析其分布特点% 组成特

征) 以期为黑果枸杞种质资源遗传多样性分析研究提供参考&

=

材料与方法

*+*

转录组数据来源

取
=

年生黑果枸杞持续干旱胁迫下的叶和根) 提取
AJB

后进行转绿组测序'无参)

N,@-OMP#GII

)

北京诺禾致源生物信息科技有限公司() 共
=#

个样本) 计
QI R

数据& 利用
M*,44,37

等软件 !

=H

"对测序的

数据进行拼接和组装) 获得
#=! IGQ

条单基因簇'

&4,6-4-

(作为背景数据进行分析&

*+,

植物材料及
-./

提取

用于
@@A

引物筛选及评价的
#>

份枸杞种质资源'表
=

(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'

!Q$!Q%>S&J

)

=I"'S%=I&L

(& 利用天根试剂盒'

TEG#I#

) 天根(提取基因组
TJB

&

*+0

转录组
112

位点鉴别及引物设计

使用
PF@B

软件'

;33)UVV)6*$9,)1#6.3-*2'-/-49(-V0,2.V0,2.9;30'

(搜索
W4,6-4-

序列的
@@A

位点& 搜索标

准为* 重复单元长度
="" /)

) 单核苷酸重复次数
!=I

次) 二核苷酸重复次数
!"

次) 三% 四% 五% 六

核苷酸重复次数
!G

次) 复合型
@@A

位点碱基间隔
"=II /)

&

采用
K.3$;E*,0-* !

软件'

;33)2UVV)*%/-29)89&2(.96%+V/.3$;)*,0-*!V

(对获得的
@@A

位点批量设计引物&

引物设计参数为* 引物长度
=Q"#H /)

'最佳
## /)

()

R:

为
>IX"HIX

'最适
GIX

() 退火温度为
GI""I (

'最适
GG (

()

E:A

扩增产物长度为
=II"!II /)

) 其他参数为默认设置&

*+3 415!112

引物筛选及验证

随机挑选
=#Q

对引物 ) 在上游引物
G%

端添加
=Q /)

的
P=!

通用引物序列 '

MRMBBBB:RB:R#

R::BRM

()

!%

端保持不变) 用
CBP

荧光集团修饰后) 由英潍捷基贸易有限公司合成&

E:A

扩增体系'

=G9I !D

(*

TJB

模板
=9I !D

)

P=!

通用荧光引物
I9= !D

) 上游引物和下游引物各

I9> !D

)

#):1; E:A P.23-* P,Y H9G !D

) 双蒸水
G9" !D

&

E:A

扩增在
BKF##H#I

'应用生物系统公司) 美

国(上进行& 扩增程序为*

SG ( G 0,4

$

SG ( !I 2

)

"I">G ( !I 2

)

H# ( !I 2

)

=G

个循环$

SG ( !I 2

)

GI ( !I 2

)

H# ( !I 2

)

#I

个循环$

H# ( H 0,4

& 扩增产物经过
BKF!H!IZD TJB

'应用生物系统公司)

美国(检测) 用
DF[GII

作为分子量内标&

尹 跃等* 黑果枸杞转录组
@@A

信息分析及分子标记开发 >#!
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月
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序号 种质名称 果实颜色 序号 种质名称 果实颜色

#

!宁杞
#

号"

!"#$%& '()()%&

!

'()*+( ,

" 红色
,-

黑果枸杞
!* )%+,-.$/%&

黑色

!

!宁杞
!

号"

0* '()()%&

!

'()*+( !

" 红色
,%

中国枸杞
!* /,$./.1-

红色

-

!宁杞
.

号"

!* '()()%&

!

'()*+( .

" 红色
,.

昌吉枸杞
!* /,(.23$/%&

褐色

%

!宁杞
/

号"

4* '()()%&

!

'()*+( /

" 红色
,0

新疆枸杞
!* 5(1"1+-&%&

红色

.

!宁杞菜
,

号"

!* '()()%&

!

'()*+(12( #

" 红色
#/

!

345

"

!* '()()%&

!

345

" 黄色

0

!宁农杞
#

号"

!* '()()%&

!

'()*)6)*+( ,

" 红色
,7 89!"$

#拉丁名未知$ 红色

/

!宁农杞
!

号"

!* '()()%&

!

'()*)6)*+( !

" 红色
,$ 35!"$

#拉丁名未知$ 红色

7

!宁农杞
-

号"

!* '()()%&

!

'()*)6)*+( -

" 红色
!" :34

#拉丁名未知$ 黄色

$

!宁农杞
$

号"

!* '()()%&

!

'()*)6)*+( $

" 红色
!, ;'!<'!",

#拉丁名未知$ 红色

,"

!蒙杞
,

号"

!* '()()%&

!

=>)*+( ,

" 红色
!! ?!,!!-&

#拉丁名未知$ 黄色

,,

!蒙杞
!

号"

!* '()()%&

!

=>)*+( !

" 红色
!- ?!,!!!/

#拉丁名未知$ 黄色

,!

!天精
-

号" #拉丁名未知$ 红色
!% ?!,,!,.

#拉丁名未知$ 黄色

说明%

,@,!

为栽培品种&

,-@!%

为野生资源

表
!

供试种质材料信息

A2BC> , D)E6FG2H(6) 6E HI>)HJ!E6KF G2H>F(2CL KL>M () HN(L LHKMJ

!"#

数据分析

以
88O

出现频率和
88O

平均分布距离描述
P8A!88O

' 公式如下%

!88O

出现频率
6

1

"/Q.##&&R

& 其中

/

为搜索到的
88O

数量#个$&

.

为无余
P8A

数量#个$'

"88O

平均分布距离
6

'

"7Q/

& 其中
8

为无余
P8A

数量的总碱基数#个$' 由
4>)>=2SS>F %T"

软件获得扩增产物片段大小& 用
:2H2U6FG2H>F !T/

软件(

,7

)将数

据转化为
V6I>F=2FW>F X-T!.

软件(

,$

)的输入格式& 计算等位基因数#

)KGB>F 6E 2CC>C>L

&

8

;

$* 主效等位基因

频率#

G2Y6F 2CC>C> EF>+K>)1JZ 6

=;

$* 期望杂合度#

>[S>1H>M N>H>F6\J*6L(HJ

&

9

P

$* 观察杂合度 #

6BL>FX>M N>H!

>F6\J*6L(HJ

&

:

]

$和多态信息量#

S6CJG6FSN(LG ()E6FG2H(6) 16)H>)H

&

;

VD

$'

!

结果与分析

$"!

黑果枸杞转录组中
%%&

位点的分布特点

利用
=D8;

软件对黑果枸杞转录组测序获得的
!,- ".7

条
^)(*>)>

#序列总长度为
!0! 0%- .$7 BS

$序

列进行搜索& 发现其中
.0 ,/&

条
^)(*>)>

序列中含有
/- 7$0

个
88O

位点& 其中
,- 0,,

条
^)(*>)>

含有

!

个或
!

个以上
P8A!88O

位点' 总体上&

88O

发生频率为
!0T-0R

& 平均
-T.. WB

出现
,

个
88O

位点'

88O

类型丰富& 单核苷酸至六核苷酸重复类型均存在+ 单核苷酸* 二核苷酸和三核苷酸重复出现频率占

优势& 分别占总
88O

的
/%T--R

&

,-T-&R

和
,,T7,R

+ 四核苷酸* 五核苷酸和六核苷酸重复类型数量较

少& 分别占总数的
&T%$R

&

&T&-R

和
&T&%R

#表
!

$'

表
$

黑果枸杞转录组
%%&

数量! 类型和频率

A2BC> ! UF>+K>)1(>L 6E HN> M(EE>F>)H 88O F>S>2H G6H(E HJS>L 6BL>FX>M () HN> 4"/$%& )%+,-.$/%& HF2)L1F(SH6G>

重复类型
不同重复次数下

88O

数量
Q

条
总数

Q

条 百分比
QR

. 0 / 7 $ ,& ＞,&

次

单核苷酸
!& -%& -% .7/ .% $!/ /%T--

二核苷酸
- 00, ! ,,0 , .&! , !7! $/& !$7 $ 7!$ ,-T-&

三核苷酸
. !7. ! %,% $7! -$ , , % 7 /!0 ,,T7,

四核苷酸
-,/ -! . ! , - -0& &T%$

五核苷酸
,- , . , , !, &T&-

六核苷酸
,0 $ ! ! % -- &T&%

总数
. 0-, 0 ,,/ - ,,& , .%0 , !7% !, -,, -% 7$/ /- 7$0

百分比
QR /T0! 7T!7 %T!, !T&$ ,T/% !7T7% %/T!! ,&&T&&

$"$

转录组
%%&

基序重复类型和频率特征

从黑果枸杞转录组
88O

核苷酸基序重复类型来看&

/- 7$0

个
88O

位点共有
7%

种重复基元& 单核苷

酸至六核苷酸重复分别有
!

&

%

&

,&

&

!0

&

,7

和
!%

种' 从出现的频率来看#表
-

$% 占优势的前
-

种重复

%!%
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单元类型是单核苷酸! 二核苷酸和三核苷酸重复基元" 单核苷酸重复基元以
$%&

为主# 占该类型
''(

位点总数的
)*+",-

" 二核苷酸主要以
$.%/&

为主$ 占二核苷酸总数的
,0+,#-

$ 其次是
$&%$&

$

$/%.&

和
/.%/.

$ 分别所占比例为
!*+!1-

$

#!+1,-

和
0+,"-

" 三核苷酸重复单元以
$$/%.&&

$

$$.%/&&

$

$$&%$&&

$

$&/%$&.

和
$//%..&

为主$ 占所有三核苷酸重复单元的
1*+22-

" 四核苷酸% 五核苷酸和六

核苷酸重复单元类型较为分散$ 出现频率相对较低$ 仅为
0+*"-

&

表
!

黑果枸杞
"#$!##%

中重复基元的类型! 数量及频率

&3456 ! 78946: 3;< =:6>86;?@6A B= :6C63D 9BD@= DEC6A @; !"#$%& '%()*+$#%&

重复基序类型 数量
%

条 占该类型
''(

比例
%-

占总
''(

比例
%-

重复基序类型 数量
%

条 占该类型
''(

比例
%-

占总
''(

比例
%-

$%& *# *!F )*+", 1F+0) $//%..& "!* 1+#2 0+2"

/%. # !)" ,+!" !+#, $/.%/.& F1, F+)) 0+#,

$/%.& # !!! #!+1, !+F" $/&%$.& !F) !+"" 0+,!

$.%/& ! )1! ,0+,# *+!2 $./%/&. *)1 "+2, 0+2F

$&%$& ! ,11 !*+!1 ,+1F $..%//& ,#, ,+2" 0+*1

/.%/. ," 0+,1 0+0" $&/%$&. )12 FF+#F F+!#

$$/%.&& # F02 #,+F" #+2* //.%/.. *)F "+11 0+20

$$.%/&& F 2"* #F+!1 #+*#

其他类型
,F, 0+*"

$$&%$&& F 0!* FF+2" F+,0

&'! ##%

引物有效性及多态性检测

为检测所开发的
G'&!''(

标记的可用性$ 对
*" F10

条
H;@I6;6

序列的
1! 2)"

个
G'&!''(

位点设计

引物$ 共得到引物
F# "1,

对& 随机挑选
F#2

对'包括二核苷酸% 三核苷酸% 四核苷酸% 五核苷酸和六核

苷酸($ 以表型性状差异较大的 )黑果枸杞* )宁杞
F

号* )宁杞菜
F

号* 和 )中国枸杞* 的
J7$

为模

板进行
K/(

扩增$ 其中
1,

对引物能扩增出清晰的扩增产物$ 引物扩增有效率为
*1+2-

" 其中
#2

对引

物具有多态性$ 多态性引物占有效引物的
!1+2-

+ 图
F

为引物
LM!0#

对
,

份种质的基因型图&

&'( ##%

位点遗传多样性分析

以筛选的
#2

对多态性引物对
#,

份枸杞种质作遗传多样性分析& 共检测到等位基因
#*"

个$ 各引物

检测到的等位基因为
,"F)

个$ 平均为
)+F

个" 共检测到基因型数
!0!

个" 主效等位基因频率变化范围

为
0+F22"0+1#)

$ 平均值为
0+,!#

" 观察杂合度为
0+F"1"0+2!!

$ 平均值为
0+,!)

" 期望杂合度为
0+,!!"

0+)0,

$ 平均值为
0+1F#

$ 多态信息量为
0+!)*N0+2)1

$ 平均值为
0+"12

& 由
OBDAD6@;

理论,

#0

-判定'表
,

($ 在

开发出的
#2

个多态位点中有
#,

个高度多态位点'

,

KP

≥0+*

($

,

个中度多态位点'

0+#*≤,

KP

＜0+*

(&

!

讨论

本研究搜索了黑果枸杞的
#F! 0*2

条
H;@I6;6

序列$ 发现其中的
*" F10

条中含有
1! 2)"

个
''(

位

点$ 发生频率为
#"+!"-

" 高于中国樱桃
,*'-.%. /.*%012*'3.%.

'

F*+"#-

(

,

F,

-

$ 马铃薯
415-+%& (%6*'1.%&

'

!+,!-

(

,

F*

-

$ 夏蜡梅
4$+12-5"2-+()%. 2)$+*+.$.

'

#F+#*-

(

,

F"

-

$ 马尾松
7$+%. &-..1+$-+-

'

,+")-

(

,

#!

-和中间锦

鸡儿
,-'-8-+- $+(*'&*0$-

'

F,+12-

(

,

#,

-

$ 低于蓝靛果忍冬
!1+$2*'- 2-*'%5*- Q3:+ *0%5$.

'

!#+*F-

(

,

#*

-

$ 山桐子

90*.$: /15"#:'/:

'

!*+00-

(

,

#"

-

$ 普通油茶
,:&*55$: 15*$;*':

'

!)+"1-

(

,

#1

-和芙蓉李
<'%+%. .:5$2$+:

'

*,+*F-

(

,

#2

-

&

可见$ 不同物种转录组
''(

位点的出现频率不同$ 出现差异的原因除了物种本身差异$ 还可能与分析

数据库大小%

''(

挖掘工具及搜索条件有关,

F!

-

&

从重复单元频率来看$ 黑果枸杞转录组的
''(

主要类型为单核苷酸重复基序'

1,+!!-

($ 其次为二

核苷酸重复'

F!+!0-

(和三核苷酸重复'

FF+2F-

(& 研究发现. 多数植物中
G'&!''(

以二核苷酸和三核苷

酸为主$ 但主要的重复基序类型不同,

#)

-

+ 推测原因可能与
''(

搜索参数设置有关$ 多数植物在进行
''(

位点搜索时并未将单核苷酸重复设置为搜索对象,

F!#F,

-

+

本研究从
#F! 0*2

条
H;@I6;6

序列中鉴定出
1! 2)"

个
''(

位点$ 丰富了黑果枸杞
G'&!''(

标记的

数量+ 为了进一步评估这些
G'&!''(

引物的质量$ 从设计到的
F# "1,

对
G'&!''(

引物中随机挑选出

F#2

对引物$

*,

对引物未能扩增出产物$ 原因可能是扩增产物中存在大量内含子或引物设计不合理,

!0$!F

-

"

尹 跃等. 黑果枸杞转录组
''(

信息分析及分子标记开发 ,#*
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表
! "#

对
$%&!%%'

引物对枸杞种质的遗传多样性检测

'()*+ % ,+-+./0 1/2+34/.5 67 !% 86*7)+335 9+3:;*(4: 3+2+(*+1 )5 !< =>'!>>? :(3@+34

引物名称
等位

基因数

主效等位

基因频率

期望

杂合度

观察

杂合度

多态

信息量
引物名称

等位

基因数

主效等位

基因频率

期望

杂合度

观察

杂合度

多态

信息量

AB!&! C &D%E< "DC<F &D%E< &DCF% AB!C# #& &D%G$ &DG!! &D#CG &DC$$

AB!&% < &DFGE &DGGF &D!E& &DG%F AB!C% ## &D%F< &DGC$ &DCCG &DGEF

AB!&E #& &D%F< &DG%G &D!$! &DG!! AB!C< G &DFE% &DG!% &DFFF &DC<&

AB!&< < &DE&& &DC<! &D%E< &DC%G AB!G# $ &DF$C &DGC& &D%E< &DGF&

AB!!& $ &D!E& &D<&E &D!$! &DGGG AB!GE G &DE!# &DE<C &D!E& &DE&<

AB!!! #& &DE&& &DC$G &DE%! &DCC$ AB!<C C &DE<F &DC&! &D!$! &DEC&

AB!!< $ &D!E& &D<FE &D%#G &D<#E AB!$C G &D%#G &DG%E &DCCG &DG#!

AB!F& #E &D!E& &D<<! &DE%! &D<GF AB!$$ ## &DFFF &D<#$ &DFGE &D<&&

AB!FF < &DE%! &DCEE &DE&& &DC!! AB!#&# E &DCCG &D%<# &D%E< &D%#%

AB!%! % &DG!$ &D%FF &D#CG &DF$E AB!##& #E &D!E& &D<GC &DG&< &D<CE

AB!%F % &DC%C &DE#F &DE<F &D%E% AB!### #$ &D#<< &D$&% &DE%! &D<$G

AB!E& % &DC%C &D%<% &D%#G &D%&! AB!##! G &DE&& &DE$# &D!E& &DE##

AB!E# G &DE<F &DC#E &DE%! &DE<% AB!##% #! &DF#F &D<F! &D!$! &D<#%

AB!EC #E &D!!$ &D<G! &DE%! &D<C# AB!#!E #F &D!G# &D<E% &D<FF &D<%&

平均值
$D# &D%F! &DG#! &D%F$ &DCG<

有
G%

对引物成功扩增出产物! 引物扩增有效性达
EGD<H

! 表明开发的引物质量较高! 对后续黑果枸杞

种质资源遗传多样性分析" 品种鉴定" 遗传图谱构建和分子标记辅助育种等均有应用价值#

图
I %

个样本在
AB!"!

位点的基因型

J/9K3+ I ,+-6.5;+4 67 % 4(:;*+4 (. AB!"! 4/.+

$宁杞
I

号%

$宁杞菜
I

号%

%!C
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