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金铁锁转录组 SSR 的分布及其序列特征*
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摘要: 【目的】分析云贵地区金铁锁转录组中 SSR 位点信息的分布及其序列特征，为 SSR 引物的大量开发奠

定基础。【方法】以金铁锁嫩叶为材料，经转录组测序后，利用 MISA 软件进行 de novo 组装；使用 Excel 软
件进行分析并用 Primer 3 软件设计引物。【结果】从 77 942 条 Unigenes 序列中共检测到 6 660 个微卫星位

点，出现频率为 8.54%，平均分布距离为 401.64 kb。检测到的 SSR 位点中以三核苷酸和二核苷酸出现频率最

高，分别占 58.69% 和 35.77%，而以五核苷酸最少 (1.24%)。AG/TC 与 GA/CT 是二核苷酸的优势重复基元，

分别占总基元的 12.66% 和 10.45%。CTT/GAA 和 AAC/TTG 在三核苷酸中出现频率最高，占总基元的

3.71% 和 3.60%。根据转录组的测序结果，金铁锁转录组的 SSR 位点出现的频率较高，具有丰富的基元类

型，并且有较高的重复次数，具有较高的多态性潜力。根据转录组的测序结果，随机选出 82 对引物用于检

测，其中有 20 对引物能扩增出清晰且单一的谱带。【结论】金铁锁转录组所产生的 Unigene 是开发 SSR 的有

效来源，而获得的 SSR 引物可以为金铁锁种质资源的遗传变异研究提供更多的标记。
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Abstract: ［ Purpose］ The  distribution  and  sequence  characteristics  of  SSR  loci  information  in
Psammosilene tunicoides in Yunnan-Guizhou region were analyzed, which laid a foundation for the
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development of SSR primers.［Method］De novo assembly was carried out by MISA software after
transcriptome sequencing with the young leaves of P. tunicoides as material. Excel software was used
to analyze and Primer 3 software was used to design primers.［Results］A total of 6 660 microsatel-
lite loci were detected from 77 942 Unigenes sequences, with a frequency of 8.54% and an average
distribution distance of 401.64 kb. Trinucleotide and dinucleotide were major repeat types,  account-
ing  for  58.69% and  35.77%,  respectively.  Pentanucleotide  was  minimum (1.24%).  AG/TC,  GA/CT,
CTT/GAA and ACC/TGG were respectively  most  frequent  repeated motifs  in  di-nucleotide  and tri-
nucleotide repeated types, and accounting for 12.66%, 10.45%, 3.71% and 3.60%. SSR primers were
designed based on these Unigenes. The SSR loci in the P. tunicoides transcriptome showed moderate
frequency of distribution, close distribution distance, rich repeated types, high repeated times and sig-
nificant potention of polymorphism. 20 primers were successfully amplified which were selected ran-
domly from 82 primers.［Conclusion］The results indicated that the Unigenes obtained from tran-
scriptome sequence in P. tunicoides can be used as an effective way for the development of SSR loci.
The SSR primers will provide more markers for the research of genetic variation of P. tunicoides.
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金铁锁 (Psammosilene  tunicoides) 属于石竹

科 (Caryophyllaceae) 金铁锁属 (Psammosilene) 单
属种植物，主要分布在中国云、贵、川等地区[1]，

是中国西南地区特有的传统中草药。金铁锁以根

入药，有较好的镇痛和抗炎作用[2]。近年来，由

于金铁锁自然居群所在的自然环境变迁和人为

因素的影响，导致金铁锁自然资源数量大幅下

降[3-5]。金铁锁作为稀有濒危物种被列入《中国植

物红皮书》，是国家重点保护植物之一 [6-7]。另

外，在保护的基础上，加快选育高产及高药效的

新品种也是解决当前资源紧张的有效措施之一。

目前，对于金铁锁的生物学特性、人工繁殖栽培

技术方面的研究较多[8]，而有关其分子生物学方

面的报道相对较少。因此，有必要进行金铁锁的

相关遗传标记及遗传信息的研究，以了解其分布

区内不同种群间及种群内的遗传结构及多样性状

况，以对其进行遗传保护和改良。

简单重复序列 (simple sequence repeat，SSR)
是一类由几个 (多数为 1 至 6 个) 碱基串联而成的

重复 DNA 序列，也称微卫星标记[9]。SSR 标记具

有标记数量多、多态性高、重复性好且共显性遗

传等特点，通常应用于遗传多样性分析、分子标

记辅助育种和遗传图谱的绘制[10-14]。SSR 按来源

可分为基因组 SSR 和 EST-SSR，前者通过 cDNA
文库构建和克隆测序的方法获得，但是步骤复杂

工作量大[15]；后者通过搜索公共数据库中的表达

序列标签和转录组测序的结果进行开发 [16]。目

前，SSR 标记技术在药用植物的遗传分析中得到了

广泛利用 [17]，如对人参 (Panax ginseng C. A. Mey)[18]

和番红花 (Crocus sativus L.)[19]进行了 SSR 信息的

分析，对银杏 (Ginkgo biloba L.)[20]进行了 SSR 引

物的开发等。而相关金铁锁 SSR 标记技术的开发

研究报道较少。因此，本研究采用 Illumina
HiSeqTM 2000 高通量测序技术对金铁锁转录组进

行测序，建立其转录组数据库，并对 SSR 的分布

及其序列特征进行分析，研究结果可为 EST-
SSR 引物的大量开发提供理论依据。

1   材料和方法

1.1    材料

试验材料采自云南省昆明市倘甸乡，采集地

点位于 E 102°49′，N 25°55′，海拔 2 467 m 的山上，

金铁锁资源较少，受人为破坏较为严重。采集

2 年生的野生金铁锁幼嫩叶片，迅速放入干冰中

保存。

1.2    转录组测序

将采集的金铁锁幼嫩叶片送至北京华诺时代

科技公司，提取总 RNA，利用 Illumina HiSeqTM

2000 平台进行转录组测序。

1.3    序列的拼接

对转录组测序结果使用 Trinity 软件进行 de
novo 组装，将具有一定长度的 reads 通过序列间
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的 overlap 延伸至不能延伸的片段，得到的片段

为 Conting；根据 Conting 双末端的信息对 Cont-
ing 进行连接至不能再向两端延伸，得到的序列

为 Unigene。为得到最终的 Unigene 需对其进

行去冗余和进一步的拼接，并对这些序列进行

聚类[21]。

1.4    SSR 位点的搜索

使用微卫星识别工具 MISA Perl 脚本对得到

的 Unigene 进行 SSR 位点搜索，搜索 1~6 bp 的

微卫星，搜索的标准为二核苷酸最少重复 6 次，

三核苷酸到六核苷酸的最少重复次数均为 5 次。

由于单核苷酸重复基元的 SSR 位点的实际应用较

少并且会发生错配现象，所以不进行筛选。设计

引物时的主要参数为：退火温度 52~62 ℃；引物

长 18~26  bp；GC 含量在 40%~60% 之间；PCR
产物在 100~400 bp 之间；尽量避免如发卡结构、

错配、二聚体、引物二聚体等引物二级结构的

出现。

1.5    数据分析

以金铁锁转录组中 SSR 位点的重复单元的类
型、出现频率、SSR 分布的平均距离及其基元组
成来分析金铁锁转录组 SSR 的分布及其序列特
征。其中，SSR 位点分布的平均距离为检测到的
微卫星的总数 (二至六核苷酸) 与总 Unigene 的长
度之比；SSR 的出现频率为二核苷酸到六核苷酸
的总数与 Unigene 的总序列数量之比[22]。

2   结果与分析

2.1    金铁锁转录组中 SSR 位点的出现频率及其

分布距离

组装金铁锁转录组，获得去冗余的 Unigene
共 77 942 条，总长度是 2.55 GB，G+C 含量为 43%。
在其中发现了 6 660 个 SSR 位点，出现频率为
8.54%。其中有 3 385 条 Unigene 序列含有 1 个以
上的 SSR 位点，而 SSR 的出现频率为 47.08%。
在金铁锁转录组中平均 401.64  kb 就可以发现
1 个 SSR 位点 (表 1)。

2.2    金铁锁转录组中 SSR 位点的重复基元类型

金铁锁转录组中 SSR 的类型较为丰富，通过

对金铁锁转录组 SSR 各重复基元类型进行统计可

知 (表 1)：重复率最高的基元类型是三核苷酸，

占总数的 58.69%，其次是二核苷酸，占 35.77%，

四核苷酸、五核苷酸及六核苷酸重复基元相对较

低。其中，五、六核苷酸重复基元类型又低于四

核苷酸。各重复基元类型的 SSR 分布的平均距离

和出现频率有差别，以三核苷酸重复基元类型的

出现频率最高 (5.01%)，六核苷酸重复基元类型

的出现频率最低，仅为 0.16%；SSR 分布的平均

距离以五核苷酸最高，为 32  227.92  kb，即每

32 227.92 kb 出现 1 个五核苷酸 SSR。

2.3    金铁锁转录组中 SSR 重复单元碱基组成

在金铁锁转录组中，二核苷酸到六核苷酸分

别出现的基元数为 6、30、36、31 和 83 种，共

有 186 种基元。各基元分布的频率如图 1 所示。

二核苷酸中各基元所占比例依次为：AG/TC (843
个，12.66%) > GA/CT (696 个，10.45%) >AT/TA
(665 个，9.98%) > AC/TG (106 个，1.59%) >CA/GT
(68 个，1.02%) > CG/GC (4 个，0.06%)。而三核

苷酸中出现频率最高的是 CTT/GAA (247 个，

3.71%)，其次是 AAC/TTG (240 个，3.60%)，而

以 CGG/GCC (12 个，0.18%) 频率较低。四核苷

酸中出现频率最高的是 AAAT/TTTA (17 个，

0.26%)；五核苷酸中出现频率最高的是 CACCA/

 

表 1   金铁锁转录组各 SSR 的分布特征

Tab. 1    The distribution characteristics of various SSR in P. tunicoides
 

基元类型

primitive types
数量

quantity
占总 SSR 比例/%

proportion of total SSR
出现频率/%

frequency of occurrence
分布平均距离/kb

the average distance of distribution
平均长度/bp

average length
基元数量

number of primitive
二核苷酸

dinucleotide 2 382 35.77 3.06 1 122.97 17.07 6

三核苷酸

trinucleotide 3 909 58.69 5.01 684.29 20.22 30

四核苷酸

tetranucleotide 155 2.33 0.20 17 257.53 24.59 36

五核苷酸

pentanucleotide 83 1.24 0.11 32 227.92 26.08 31

六核苷酸

hexanucleotide 131 1.97 0.16 20 419.21 34.90 83

总计 total 6 660 100 8.54 401.64 19.56 186
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GTGGT 与 CTCTC/GAGAG (均为 4 个，4.82%)；
六核苷酸中出现频率最高的是 ACAAGA/TGTTCT
与 ACCACA/TGGTGT (均为 2 个，1.53%)。
2.4    金铁锁转录组中不同基元 SSR 重复次数

由表 2 可知：各个重复类型的重复次数主要

在 5~12 次之间波动，并且随着次数的增加

SSR 数量的出现频率开始降低。除二核苷酸外，

三核苷酸到六核苷酸的 SSR 位点重复 5 次的数量

最多，占总数的 28.95%，其次为 6 次，占总数

的 26.68%。而二核苷酸的重复次数为 5 次的

SSR 数量为 0，6 次重复是二核苷酸重复次数最

高的，并且所有 SSR 的重复次数主要集中在

5~8 次，占总数的 81.49%。

 

 

4.45%

29.22%

0.17%

2.85%

27.92%

AC/TG AG/TG AT/TA GA/GT CG/GC GA/CT

a) 二核苷酸 dinucleotide

b) 三核苷酸 trinucleotide

c) 四核苷酸 teranucleotide

e) 六核苷酸 hexanucleotide

d) 五核苷酸 pentanucleotide

35.39%

1.71%0.79%6.23% 6.14%

5.70%

5.63%

4.20%

5.19%

0.69%

4.94%

5.91%

0.67%
0.82%

4.48%6.04%3.30%
3.40%

4.83%

4.50%

6.06%

1.05%

3.53%

5.86%

0.95%
1.07%

0.82%

0.46%
0.31% 4.07%

0.56%

AAC/TTG AAG/TTC AAT/TTA ACA/TGT ACC/TGG ACG/TGC ACT/TGA AGA/TCT AGC/TCG AGG/TCC AGT/TCA ATA/TAT

ATC/TAG ATC/TAC ATT/TAA CAA/GTT CAC/GAG CAG/GTC GAT/GTA CCA/GGT CCG/GGC CCT/GGA CGA/GCT CGC/GCG

CGG/GCC CGT/GCA CTA/GAT GAT/GTA CTG/GAC CTT/GAA

AAAG/TTTC AAAT/TTTC AAGA/TTCT AATA/TTAT AATT/TTAA AGAA/TCTT

AGTT/TCAA ATAA/TATT ATTA/TAAT ATTT/CAAA CAAA/GTTT others

8.39%

10.97%

3.87%

2.58%

4.52%

5.15%

2.58%

1.29%

1.93%5.81%3.88%

49.03%

4.82%
4.82%

90.36%

CACCA/GTGGT CTCTC/GAGAG others

1.53% 1.53%

96.94%

ACAAGA/TGTTCT ACCACA/TGGTGT others

 
注：“others”为其余未列出的基元总称。

 Note: “others” represents the motifs for not being listed in the bar.  

图 1    金铁锁转录组不同 SSR 基元的比例

Fig. 1    Motif proportions of different SSR in P. tunicoides
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2.5    金铁锁转录组中 SSR 重复片段长度

如图 2 所示：大部分的基序长度集中在 12~
20 bp，共有 4 611 个，占总数的 69.23%；其次是

在 21~30 bp 的基序，共有 1 570 个，占总数的

23.57%；而在 30  bp 以上的基序较少，共有

479 个，占总数的 7.2%。5 种类型的 SSR 平均长

度是 19.56 bp，二核苷酸到六核苷酸的平均长度

分别是 17.07、20.22、24.59、26.08 和 34.90  bp
(表 1)。从图 2 中可以看出：随着 SSR 基序长度

的增加，SSR 片段的长度也在逐渐增加。

2.6    金铁锁转录组 SSR 引物的设计

根据金铁锁转录组测序结果，设计、筛选并

合成 SSR 引物 82 对，并进行琼脂糖凝胶电泳扩

增检测，其中有 20 对引物能扩增出清晰且单一

的条带，部分结果见图 3。

3   讨论

通过对云南金铁锁的转录组测序，组装后共

获得 77 942 条 Unigene，经 SSR 位点搜索后，获

得二核苷酸到六核苷酸共 6 660 个 SSR 位点，出

现频率为 8.54%，平均分布距离 401.64 kb。查阅

已有的药用植物中检索出的二核苷酸到六核苷酸

SSR 的平均分布距离发现：半夏[Pinellia ternata
(Thunb.) Breit]  为 4.33  kb[23]， 灯 盏 花 [Erigeron
breviscapus (Vant.) Hand.-Mazz.]  为 22.32  kb[24]，

党参 [Codonopsis  pilosula (Franch.)  Nannf]为 5.25
kb[25]，金银花 (Lonicera  japonica Thunb.) 为 4.05
kb[26]，鱼腥草 (Houttuynia cordata Thunb.) 为 9.04
kb[27]，夏枯草 (Prunella vulgaris L.) 为 5.59 kb[28]。

相比之下，金铁锁的 SSR 平均分布距离均高于上

述药用植物，说明本研究的金铁锁转录组中的

SSR 明显偏低。上述差异可能与不同的物种、

SSR 各重复基元类型的最少搜索次数、搜索得到

的序列的来源不同有关。

基元重复次数与碱基数量的不同所形成的序

列长度多态性是 SSR 位点多态性的主要成因，

而 SSR 长度则是影响多态性高低的主要因素[29-30]。

XU 等 [31]认为重复序列的长度存在 1 个阈值，

SSR 的长度小于阈值的倾向于扩张，而 SSR 长度

大于阈值的倾向于收缩。金铁锁转录组中，7.2%
的 SSR 位点长度在 30 bp 以上，这些位点倾向于

收缩；而 69.23% 的 SSR 位点长度在 12~20 bp 之

 

表 2   金铁锁转录组 SSR 各重复类型不同重复次数

Tab. 2    Different repeat types with different repetitions in P. tunicoides
 

基序长度/bp
length of motif

重复次数 repetitions

5 6 7 8 9 10 11 12 >12

2 0 803 467 307 230 129 129 99 218

3 1 699 886 447 466 55 88 43 53 172

4 90 35 12 7 2 0 6 0 3

5 69 13 0 0 0 1 0 0 0

6 70 40 11 5 0 2 1 2 0

总计 total 1 928 1 777 937 785 287 220 179 154 393

比例/% proportion 28.95 26.68 14.07 11.79 4.31 3.30 2.69 2.31 5.90
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图 2    金铁锁转录组 SSR 重复序列长度的分布频率

Fig. 2    Frequency of repeat sequence length in P. tunicoides

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213141516M

 
注：2 对引物，左右各 8 个样，M 为 Marker。
 Note: It showed 2 pair primers, 8 samples in left and right, M. Marker.  

图 3    金铁锁 SSR 引物的 PCR 扩增结果

Fig. 3    The amplification result of SSR in P. tunicoides
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间，这些位点则会倾向于扩张。因此，金铁锁转

录组测序所发掘的 6 660 个 SSR 位点大部分具有

多态性潜能，可用于进行分子标记技术引物的

开发。

根据目前已有报道，大多数植物的 SSR 位点

主要重复类型属于二核苷酸与三核苷酸，只是主

导重复基元有所差异。金铁锁转录组序列 SSR 主

要以三核苷酸重复为主，占 58.69%，其次是二核

苷酸，占 38.77%。在金铁锁转录组的 SSR 位点

中，二核苷酸基元以 AG/TC 类型最多，占 12.66%，

三核苷酸基元以 CTT/GAA 最多，占 3.71%，这

与野三七 (Panax vienamensis var. fuscidiscus K. Ko-
matsu，S. Zhu & S. Q. Cai)[32]、党参[25]、金银花[26]、

丹参 (Salvia miltiorrhiza Bunge)[33]等植物的重复类

型相同。而在藏茵陈川西獐牙菜 (Swertia mus-
sotii Franch)[34]、 灯 盏 花 [24]、 西 洋 参 (Panax
quinquefolius L.)[35]等植物中二核苷酸基元以 AT/
TA 类型最多，三核苷酸基元以 AAT/TTA 最多，

这可能是物种的不同而造成的。

总体上，本研究中金铁锁转录组中 SSR 的出

现频率较高在 8.54%；平均分布距离在 401.64 kb，
密度较大；有 69.23% 的 SSR 位点长度在 12~20
bp 之间，说明其多态性的潜能较高；金铁锁转录

组中的主要重复类型是三核苷酸重复，主要重复

基元是 CTT/GAA，这与大多数植物中的研究结

果相同。这些结果将为金铁锁的遗传图谱绘制、

遗传多样性及遗传育种等研究提供理论依据。
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