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摘要：扇穗茅是青藏高原特有的一种具有重要生态和经济价值的禾本科草本植物，开发稳定高效的微卫星（SSR）分

子标记可为其遗传多样性、系统发育和物种分布格局等研究提供重要的技术手段。本研究基于 Pacbio 测序平台获

得扇穗茅全长转录组 30624 条 Unigene 序列，利用 MISA 软件搜索到 14089 个 SSR 重复序列，SSR 发生频率为

33. 85%；通过对 SSR 位点特征分析发现，SSR 位点包含 6 种核苷酸重复类型，其中单、二、三核苷酸占所有核苷酸类

型的 97. 35%，为主要重复类型；3 种主导基序类型中，三核苷酸所形成的基元类型数目最多，共检测到 10 个基元类

型，其中 CCG/CGG 基元类型占优，共形成 1736 个 SSR 位点，占三核苷酸总 SSR 位点的 31. 32%；随机挑选 12 个不

同居群的扇穗茅样本对合成的 160 对引物进行 PCR 扩增和琼脂糖凝胶电泳检测，最终获得扩增稳定、具特异性的

15 对 SSR 引物。基于扇穗茅 27 个居群、81 个个体，对 15 对 SSR 引物多态性进行了分析，共扩增出 132 个观测等位

基因，平均每对引物扩增出 8. 8 个观测等位基因，有效等位基因数（Ne）、Shannon’s 信息指数（I）、多态性信息含量

（PIC）、观测杂合度（Ho）、期望杂合度（He）平均值分别为 4. 7799、1. 6959、0. 7270、0. 8575 和 0. 7648。基于 Nei’s 遗
传距离利用 UPGMA 方法进行聚类分析，结果表明，扇穗茅居群间和居群内个体间存在明显的系统亲缘关系，不同

居群间遗传距离可能和地理距离相关。本研究开发的 15 对 SSR 引物遗传多样性丰富，可为扇穗茅种质资源遗传变

异研究提供更加有效的标记选择。
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molecular markers offers an important technical means for studying genetic diversity， phylogenetics， and species 
distribution patterns.  In this study， 14089 SSR sequences were obtained using MISA software from 30624 Unigene 
sequences derived from the L.  racemosa full-length transcriptome with the Pacbio sequencing platform.  The value of 
incidence of SSR was 33. 85%.  Analysis of SSR characteristics， indicated six types of SSR locus nucleotide repeats， 
with mono-nucleotide， di-nucleotide， and tri-nucleotide being the dominant repeat motifs and accounting for 97. 35% 
of all nucleotide types.  Among these three dominant motif types， tri-nucleotide SSRs were the most frequently 
encountered， with a total of 10 detected.  The CCG/CGG motif type was most common and occurred at a total of 
1736 SSR sites， accounting for 31. 32% of the total SSR tri-nucleotide sites.  Twelve samples of L.  racemosa were 
selected randomly from different populations and used by PCR amplification and agarose gel electrophoresis 
examination for 160 pairs of primers， and 15 pairs of SSR primers with stable amplification and specificity were 
finally obtained.  For these 15 pairs of SSR primers， polymorphism of 81 individuals from 27 populations was 
analyzed， and a total of 132 alleles could be amplified， with an average of 8. 8 alleles amplified per primer pair.  The 
effective allele number （Ne）， Shannon information index （I）， polymorphic information content （PIC）， observed 
heterozygosity （Ho）， and expected heterozygosity （He）， were 4. 7799， 1. 6959， 0. 7270， 0. 8575， and 0. 7648， 
respectively.  Cluster analysis was conducted using the UPGMA method based on Nei’s genetics distance， and the 
results showed that there were explicit genetic relationships among the populations and individuals within a population 
of L.  racemosa.  The genetic distance between different populations may be related to geographical distance.  The 15 
pairs of SSR primers developed in this study have rich genetic diversity， which can provide effective marker selection 
for genetic variation research in germplasm resources of L.  racemosa.
Key words： Littledalea racemosa； transcriptome； SSR； molecular marker

扇穗茅（Littledalea racemosa）隶属于禾本科（Gramineae）雀麦族（Bromeae）扇穗茅属（Littledalea），主要分布

于青藏高原地区海拔 2900~5500 m 的高山草坡、毗邻河谷边沙滩及灌丛草甸中［1］，它们以出色的耐寒、耐旱、抗病

及抗风沙能力著称，能够在极端气候条件下很好地生长［2］。扇穗茅属植物的多数种类，如扇穗茅和藏扇穗茅

（Littledalea tibetica），拥有发达的根系，是防止土壤侵蚀和固定沙丘的关键植物。同时，因其具有较高的营养价

值，成为高海拔地区畜牧业中可被选择的优质牧草。因此，扇穗茅现已成为农牧业禾草良种繁育的一种重要基因

资源。

自 Hooker［3］在 1896 年建立扇穗茅属以来，关于扇穗茅的研究多有报道，早期主要集中于其属内分类地位的

探究，如耿以礼［4］、Tzvelev［5］、吴征镒［6］、卢生莲［7］、刘亮等［1］先后对扇穗茅属植物进行了一系列的分类学研究，对

于属内物种间分类研究起到了极大的推动作用，最终确定了扇穗茅属包含 4 个物种，扇穗茅、藏扇穗茅、寡穗茅

（Littledalea przevalskyi）和帕米尔扇穗茅（Littledalea alaica）。但周勇辉［8］基于形态学和分子生物学最新研究将

扇穗茅属原划分的 4 个物种合并成为 2 个物种，藏扇穗茅、帕米尔扇穗茅和扇穗茅合并，统一为一个物种扇穗茅，

寡穗茅为另一物种。此后，刘玉萍等［9］基于二代高通量测序平台，获取得到同属藏扇穗茅叶绿体基因组序列，并

分析了叶绿体基因组基本特征，基于藏扇穗茅和禾本科其他植物叶绿体基因组序列构建的系统发育树显示，藏扇

穗茅与早熟禾亚科（Pooideae）中小麦族（Triticeae）植物亲缘关系较近，该研究为后续探讨雀麦族（Bromeae）在整

个禾本科中的系统位置和进化历史提供了重要依据。刘涛等［10］基于野外采样数据，利用 Biomod 2 组合模型预测

了扇穗茅属 3 个物种（寡穗茅、藏扇穗茅、扇穗茅）地理分布格局及限制因子，为扇穗茅属植物环境适应性和种群

保护提供了理论依据。杨萍等［11］首次报道了扇穗茅的染色体核型数目、特征和进化趋势，为今后进一步探明扇穗

茅的系统进化关系提供了有力的细胞学证据。

简单序列重复（simple sequence repeats， SSR），又称微卫星，主要由短小的串联重复 DNA 序列组成［12］。包含

1 至 5 个碱基的重复单元，因其重复单元内核苷酸组成多样性和重复次数的差异，导致了其长度的显著变化而在
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个体水平呈现出变异性。SSR 呈现出共显性特征，具有高度多态性和稳定性，且检测速度快，已被广泛应用于遗

传图谱的绘制、种质资源遗传多样性的深入研究、遗传关系及分化的解析，以及群体结构的分析中［13-16］。近年来，

全基因组测序技术得到广泛应用，但基因组研究工作量大，gSSR 位于基因编码区与非编码区，成本高、开发过程

复杂，而转录组测序是获得生物组织或细胞几乎所有转录本的高通量测序技术［17］，利用生物信息学技术能够更加

快速地从转录组数据中获得特异性 DNA 片段，基于转录组测序数据获得的 SSR 标记具有信息量大、通用性好且

花费较低的优势。目前，通过转录组数据开发 SSR 引物已在多个植物研究中得到应用［16］。三代全长转录组测

序，是基于 Pacbio 三代测序平台进行的 mRNA 测序研究，无需打断和拼接，克服了传统二代测序的短板，从而能

够揭示单个 mRNA 分子从 5′到 3′端的高质量转录全貌，展示全长转录本的全面信息。因此，通过全长转录组测

序数据获得 SSR 位点，成了 SSR 分子标记开发的重要手段，为开展植物资源遗传多样性评价、遗传变异分析和育

种提供了有效工具［17］。

鉴于扇穗茅在生态、经济方面所展现出的独特价值，对其种质资源的深入研究与利用显得尤为重要。加之研

究方法的局限性和单一性，其种间关系的研究一直存在争议，尤其是通过分子生物学手段进行扇穗茅属植物遗传

变异分析的研究仍未见报道。近年来分子标记技术发展迅速，因此，本研究通过基于 Pacbio 平台全长转录组三代

测序技术获得的扇穗茅全长转录组数据，分析了 SSR 在扇穗茅转录组中的分布规律、组成特征，并开发出了适用

于扇穗茅群体研究的 SSR 分子标记，以期为扇穗茅种质资源遗传多样性、物种鉴定及空间遗传结构等方面研究

提供有效的技术手段，为其种质资源评价，系统进化及环境适应性策略研究提供科学依据，为后续扇穗茅属物种

的开发和保护工作提供保障。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

本研究用于转录组测序的扇穗茅样本于 2021 年 6 月采自青海省兴海县温泉乡（N 35°29′24″，E 99°29′57″，海

拔 4163 m）。选取生长良好的单株，将其从土壤中连同根轻挖取出，利用无菌水清洗后，分别对其根茎叶组织进

行采样，不同部位分别进行 3 次重复取样，样品迅速投放于液氮中进行冷冻保存，带回实验室进行 RNA 提取及测

序。选取来自 12 个不同居群且地理距离分布较远的样本，进行总 DNA 提取，后续用于 SSR 引物初筛。选择 27
个天然分布的扇穗茅居群样本，每个居群选择 3 个个体，共计 81 个个体用于引物多态性分析。群体采样时，居群

内个体之间的距离不能小于 100 m，居群间分布距离不能小于 100 km，居群间要有明显的河流、道路、山脉等天然

地理屏障隔离。样本信息详见表 1。
1. 2　试验方法

1. 2. 1　全长转录组数据获取　  利用 Trizol 法［18］进行扇穗茅不同组织样品（根、茎、叶）总 RNA 的提取；检测合

格后的 RNA，利用 SMARTer PCR cDNA Synthesis Kit 合成 cDNA 双链，再用自动核酸收集系统 BluePippin 进行

片段筛选，去除文库中小分子片段后对全长 cDNA 进行损伤修复，然后再对其末端进行修复，修复完成的片段进

行 SMRT 哑铃型接头连接，同时，利用核酸外切酶对片段进行消化处理后得到文库；基于 Pacbio Sequel平台对库

检 合 格 后 的 文 库 进 行 三 代 转 录 组 测 序 ，采 用 软 件 SMRTlink v6. 0 对 下 机 数 据 进 行 过 滤 和 处 理 ，使 用

-minLength=50 参数，最终得到的 Subreads 即为有效数据；基于 Iso-seq 3 软件对三代全长转录组 Subreads 进行

分析，最终得到一个高质量完整的一致性序列，最后通过去冗余软件 cd-hit 运行，得到最终转录组序列用于后续

特征分析。

1. 2. 2　SSR 标记检测与引物设计　  采用 MISA 软件（http：//pgrc. ipk-gatersleben. de/misa）对不同核苷酸类型

构成的 SSR 位点进行重复次数设置，单碱基、二碱基、三碱基、四碱基、五碱基和六碱基核苷酸按照 10、6、5、5、5 和

5 设置最少重复次数，然后对其转录本进行 SSR 检测。随机选择 160 个含不同重复次数 SSR 位点的 Unigene，使
用 Primer Premier 5 软件进行 SSR 引物设计，普通引物设置完成后，交送至北京六合华大基因科技有限公司进行

引物合成。
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1. 2. 3　DNA 提取及 SSR 引物筛选　  本试验样本 DNA 提取均选择改良的 CTAB 法［19］进行。随机挑选课题组

收集的扇穗茅居群中 12 个样本 DNA 模板，基于设计好的 160 对 SSR 引物进行 PCR 扩增，其中，PCR 扩增反应体

系各成分分别为 DNA 模板 50 ng·μL -1 1 μL、10×PCR buffer 2. 5 μL、2 mmol·L-1 dNTPs 2 μL、上下游引物各 1 
μL、Taq DNA polymerase 0. 25 μL、ddH2O 17. 25 μL，共计 25 μL。PCR 扩增反应程序依次为 94 ℃预变性 5 min；
然后进行 36 个循环程序即 94 ℃变性 30 s，51~65 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s；72 ℃延伸 5 min，4 ℃保存。利用 1%
琼脂糖凝胶电泳对 PCR 扩增产物进行筛选，对于无条带且重复性差的 SSR 引物进行剔除，保留条带单一，片段大

小吻合的 SSR 引物进行下一步验证。

1. 2. 4　SSR 引物群体扩增及毛细管电泳检测　  为进一步评价筛选出的 SSR 引物多态性丰富度和通用性，本

研究挑选出扇穗茅 27 个分布区地理位置较远的居群，共 81 个个体进行群体 PCR 扩增试验，将筛出的多态性高、

重复性好、具代表性的 15 对 SSR 进行荧光标记，然后基于荧光标记引物对上述 81 个扇穗茅个体进行 PCR 扩增，

扩增完成后，对扩增产物先利用 1% 琼脂糖凝胶电泳进行检测，扩增条带完整且和目标片段一致的 PCR 产物送至

金唯智（天津）生物科技有限公司进行毛细管电泳检测。

表 1　供试材料及原产地详细信息

Table 1　Materials and detailed information of origins

居群编号

Population No.

POP2

POP8

POP12

POP13

POP20

POP25

POP62

POP65

POP66

POP68

POP69

POP72

POP73

POP88

POP95

POP101

POP104

POP106

POP111

POP115

POP118

POP119

POP120

POP122

POP125

POP126

POP127

样本数量

Sample size

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

采样地

Sampling location

青海省兴海县 Xinghai County， Qinghai Province

青海省玛沁县 Maqin County， Qinghai Province

青海省玛多县 Maduo County， Qinghai Province

青海省玛沁县  Maqin County， Qinghai Province

青海省曲麻莱县 Qumalai County， Qinghai Province

青海省曲麻莱县 Qumalai County， Qinghai Province

青海省兴海县 Xinghai County， Qinghai Province

青海省兴海县 Xinghai County， Qinghai Province

青海省玛多县 Maduo County， Qinghai Province

青海省玛多县 Maduo County， Qinghai Province

青海省玛多县 Maduo County， Qinghai Province

青海省玛沁县 Maqin County， Qinghai Province

青海省玛沁县 Maqin County， Qinghai Province

青海省曲麻莱县 Qumalai County， Qinghai Province

西藏类乌齐县 Riwoqê County， Xizang

青海省格尔木市 Geermu City， Qinghai Province

青海省格尔木市  Geermu City， Qinghai Province

青海省格尔木市  Geermu City， Qinghai Province

青海省格尔木市  Geermu City， Qinghai Province

青海省格尔木市  Geermu City， Qinghai Province

青海省格尔木市  Geermu City， Qinghai Province

青海省格尔木市  Geermu City， Qinghai Province

青海省格尔木市  Geermu City， Qinghai Province

青海省格尔木市  Geermu City， Qinghai Province

青海省格尔木市  Geermu City， Qinghai Province

青海省格尔木市  Geermu City， Qinghai Province

青海省格尔木市  Geermu City， Qinghai Province

纬度

Latitude （N）

35°20′32. 5″

34°32′58. 1″

34°8′22. 7″

34°30′36″

34°9′1. 3″

35°31′16. 3″

35°29′26. 6″

35°23′3. 1″

35°20′49. 8″

35°7′38. 4″

35°5′51. 6″

34°23′54. 0″

34°30′13. 1″

34°9′31. 8″

30°51′14. 2″

33°49′48. 6″

33°59′19. 5″

34°6′12. 8″

34°25′21. 4″

34°38′56. 9″

34°50′47. 0″

34°57′21. 3″

35°5′17. 8″

35°18′35. 8″

35°32′49. 4″

35°38′19. 2″

35°43′11. 1″

经度

Longitude （E）

99°5′8. 2″

99°8′47. 4″

97°40′25. 8″

99°9′0″

95°53′55. 2″

93°54′47. 8″

99°29′57. 3″

99°18′2. 4″

99°6′6. 2″

99°4′2. 3″

99°6′7. 8″

99°12′2. 5″

99°10′9. 4″

95°55′14. 0″

96°37′19. 0″

92°20′2. 6″

92°20′46. 4″

92°21′34. 0″

92°43′23. 4″

92°53′52. 3″

92°56′56. 1″

92°57′9. 9″

93°1′32. 9″

93°17′42. 6″

93°57′24. 3″

94°4′9. 4″

94°6′57. 3″

海拔

Altitude （m）

4164

4396

4727

4353

4513

4625

4455

4377

4171

4200

4117

4293

4363

4582

4552

4613

4655

4740

4568

4829

4623

4558

4690

4536

4628

4772

4468
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1. 3　数据分析

　  利用软件 GeneMapper v5. 0 读取毛细管电泳下机数据，对 SSR 扩增产物长度进行解析后得到峰图，峰图峰值

大小代表片段长度；删除和过滤峰值信号太低和长度不符合要求且没有多态性的条带，判断峰图信息，保留扩增

产物片段长度吻合、没有影子峰干扰且相同位点峰形接近的引物，即可作为一个标记；参考上述标准建立 SSR 原

始数据矩阵，并对每个数据位点进行人工校正，最终获得样品等位基因数和基因型。利用 Excel统计毛细管电泳

SSR 位点大小，并整理数据，加载 GenAlEx 6. 5 软件［20］，进行数据格式转化；并采用 POPgene v1. 32 软件［21］进行以

下群体遗传多样性参数计算，观测等位基因数（observed number of alleles， Na）、有效等位基因数（effective 
number of alleles， Ne）、观测杂合度（observed heterozygosity， Ho）、期望杂合度（expected heterozygosity， He）、

Shannon’s 信息指数（Shannon’s information index， I）；利用 Cervus 3. 0. 7 软件［22］计算引物多态性信息含量

（polymorphic information content， PIC）；利用 Populations v1. 2 软件，计算不同居群和不同个体 Nei’s 遗传距离

（Nei’s genetic distance， DA）
［23］，并通过 UPGMA（unweighted pair group method with arithmetic average）算法绘制

系统发生树，生成的进化树导出到 Figtree v1. 4. 2 软件进行显示和编辑。

2　结果与分析

2. 1　扇穗茅转录组 SSR 位点检测及分布特征

基于三代转录组测序技术，通过对扇穗茅转录组测序后，最终获得共计 30624 条 Unigene 序列，序列总长度为

94880976 bp，平均长度为 3098 bp，转录组原始数据已提交到 NCBI 数据库（SRA data：PRJNA1157427），通过

MISA 软件检索了所有转录组序列，共检测到 14089 个 SSR 重复序列，含有 SSR 位点的 Unigene 序列共有 10367
条，含 SSR 的 Unigene 数占总 Unigene 数的 33. 85%、SSR 出现频率为 46. 00%（SSR 位点总数/总 Unigene 数）、扇

穗茅转录组 Unigene 序列上每 6734 bp 检测出一个 SSR 位点，2710 个 Unigene 序列分布有一个以上 SSR 位点，另

外，还检测出 927个复合型 SSR 位点（表 2）。可见，扇穗茅转录组检测到的 SSR 位点数目较为丰富，且分布广泛。

2. 2　扇穗茅转录组 SSR 位点重复类型分析

对检索到的扇穗茅转录组 SSR 位点进行核苷酸重复类型分析，结果表明， SSR 位点重复类型丰富度较高，包

含有单、二、三、四、五和六这 6 类核苷酸构成类型，各重复类型数目差异较大，其中单、二、三核苷酸重复数目明显

高于四、五、六核苷酸数目（表 3）。检测到单核苷酸重复类型 SSR 数目为 5196 个，占总 SSR 位点的 36. 88%，总长

度为 67040 bp，单核苷酸重复序列平均分布距离为 18. 26 kb；二核苷酸重复序列为 2977 个，占总 SSR 位点的

21. 13%；三核苷酸数量最多，为 5543 个，占总 SSR 位点的 39. 34%，总长度为 31536 bp，三核苷酸平均每 17. 12 kb
出现一个 SSR 位点；四至六核苷酸重复序列类型相较其他 3 种核苷酸出现数量较少，仅占总 SSR 位点的 2. 65%，

其中五、六核苷酸重复类型共有 104 次，占总 SSR 位点的 0. 74%。此外，SSR 位点的出现频率因重复基元的不同

表现出较大的差异性，检测到三核苷酸重复基元出现频率最高，每 100 条 Unigene 可检测到 SSR 位点数目为

18. 10 个，六核苷酸重复基元 SSR 位点数量最少，1000 条 Unigenes中仅检测到 1. 7 个 SSR 位点出现。

表 2　转录组 SSR位点分布信息描述

Table 2　The description of distribution information for SSR loci in  transcriptome

统计项目 Statistical items
Unigene 数量  Number of Unigene
Unigene 序列总长度  Total length of Unigene sequence （bp）
含 SSR 位点 Unigene 序列总数  Total number of Unigene sequence with SSR loci
SSR 位点数  Number of SSR loci
含 1 个以上 SSR 位点数的 Unigene The number of Unigene with more than 1 SSR loci
复合型 SSR 位点数  Number of composite SSR loci
SSR 出现频率  The occurrence frequency of SSR loci （%）

SSR 发生频率  The incidence of SSR loci （%）

数目 Number
30624

94880976
10367
14089

2710
927

46. 01
33. 85
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2. 3　扇穗茅转录组 SSR 基元类型分析

通过对扇穗茅 SSR 位点不同重复基元分析发现，转录组 SSR 中共包含 96 个重复基元类型（表 4），形成了

14089 个不同重复次数的 SSR 位点（表 3）。单核苷酸基元类型为两种，其中 A/T 基元占优，共形成 3829 个 SSR
位点（比例为 73. 69%，频率为 12. 50%）；二核苷酸共包含 4 种基元类型，AG/CT 基元类型数目远高于其他几种

表 3　扇穗茅 SSR位点重复类型分析

Table 3　Analysis of duplication types of SSR loci for L. racemosa

重复类型

Repeat types

单核苷酸 Mono-nucleotide

二核苷酸 Di-nucleotide

三核苷酸 Tri-nucleotide

四核苷酸 Tetra-nucleotide

五核苷酸 Penta-nucleotide

六核苷酸 Hexa-nucleotide

总计 Total

数目

Number

5196

2977

5543

269

53

51

14089

比例

Proportion （%）

36. 88

21. 13

39. 34

1. 91

0. 38

0. 36

100. 00

频率

Frequency （%）

16. 97

9. 72

18. 10

0. 88

0. 17

0. 17

46. 00

平均分布距离

Average distribution distance （kb）

18. 26

31. 87

17. 12

352. 73

1790. 21

1860. 41

6. 73

总长度

Total length （bp）

67040

25448

31536

1515

243

312

192100

平均长度

Average length （bp）

12. 90

8. 55

5. 69

5. 63

4. 58

6. 12

13. 63

表 4　SSR位点基序类型分析

Table 4　Analysis of motif types of SSR loci

重复类型

Repeat type

单核苷酸

Mono-nucleotide

二核苷酸

Di-nucleotide

三核苷酸

Tri-nucleotide

四核苷酸

Tetra-nucleotide

基序类型

Motif type

A/T

C/G

AG/CT

AC/GT

AT/AT

CG/CG

CCG/CGG

AGC/CTG

AGG/CCT

ACC/GGT

AAG/CTT

ACG/CGT

ATC/ATG

AAC/GTT

AAT/ATT

ACT/AGT

AGGG/CCCT

ATCC/ATGG

AAAG/CTTT

ACAT/ATGT

ACGC/CGTG

AGAT/ATCT

AAGG/CCTT

数量

Number

3829

1367

1983

603

201

190

1736

1057

1034

468

385

265

227

223

99

49

33

25

23

21

20

15

14

比例

Proportion 
（%）

73. 69

26. 31

66. 61

20. 26

6. 75

6. 38

31. 32

19. 07

18. 65

8. 44

6. 95

4. 78

4. 10

4. 02

1. 79

0. 88

12. 27

9. 29

8. 55

7. 81

7. 43

5. 58

5. 20

频率

Frequency 
（%）

12. 50

4. 46

6. 48

1. 97

0. 66

0. 62

5. 67

3. 45

3. 38

1. 53

1. 26

0. 87

0. 74

0. 73

0. 32

0. 16

0. 11

0. 08

0. 08

0. 07

0. 07

0. 05

0. 05

重复类型

Repeat type

四核苷酸

Tetra-nucle⁃
otide

五核苷酸

Penta-nucle⁃
otide

六核苷酸

Hexa-nucleo⁃
tide

基序类型

Motif type

AACC/GGTT

ACTC/AGTG

AGGC/CCTG

CCCG/CGGG

其他 Others （18）

AAACC/GGTTT

AAGAG/CTCTT

AGAGG/CCTCT

AGGGG/CCCCT

CCCCG/CGGGG

AACCC/GGGTT

其他 Others （13）

AGAGGG/CCCTCT

AGCAGG/CCTGCT

AAGCAG/CTGCTT

ACCTCC/AGGTGG

AACAGC/CTGTTG

AAGGAG/CCTTCT

ACCGCC/CGGTGG

AGGCGC/CCTGCG

AGGGCG/CCCTCG

AGGGGG/CCCCCT

其他 Others （22）

数量

Number

11

11

10

10

76

9

7

7

7

7

3

13

6

5

3

3

2

2

2

2

2

2

22

比例

Proportion 
（%）

4. 09

4. 09

3. 72

3. 72

28. 25

16. 98

13. 21

13. 21

13. 21

13. 21

5. 66

24. 53

11. 76

9. 80

5. 88

5. 88

3. 92

3. 92

3. 92

3. 92

3. 92

3. 92

43. 14

频率

Frequency 
（%）

0. 04

0. 04

0. 03

0. 03

0. 25

0. 03

0. 02

0. 02

0. 02

0. 02

0. 01

0. 04

0. 02

0. 02

0. 01

0. 01

0. 01

0. 01

0. 01

0. 01

0. 01

0. 01

0. 07
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类型，形成了 1983 个 SSR 位点（比例为 66. 61%，频率为 6. 48%）；三核苷酸重复有 10 种基元类型，CCG/CGG 基

元类型数目最多，共形成 1736 个 SSR 位点（比例为 31. 32%，频率为 5. 67%），其次为 AGC/CTG 和 AGG/CCT，

且数目相当，分别形成 1057（比例为 19. 07%，频率为 3. 45%）和 1034 个 SSR 位点（比例为 18. 65%，频率为

3. 38%），ACT/AGT 三碱基基元仅构成 49 个 SSR 位点（比例为 0. 88%，频率为 0. 16%），为三核苷酸类型中形成

SSR 位点最少的基序类型；四核苷酸重复包含 29 种基元类型，其中 AGGG/CCCT、ATCC/ATGG 和 AAAG/
CTTT 这 3 种基元类型形成的 SSR 位点数目较多，分别形成 33（比例为 12. 27%，频率为 0. 11%）、25（比例为

9. 29%，频率为 0. 08%）和 23（比例为 8. 55%，频率为 0. 08%）SSR 位点；五核苷酸基元类型有 19 种，其中

AAACC/GGTTT 形成 SSR 位点较多，为 9 个（比例为 16. 98%，频率为 0. 03%），其次为 AAGAG/CTCTT、

AGAGG/CCTCT、AGGGG/CCCCT 和 CCCCG/CGGGG 这 4种基元类型，均形成 7个 SSR 位点（比例为 13. 21%，

频率为 0. 02%）；六核苷酸基元类型为 32种，形成 SSR 位点较多的基元类型为 AGAGGG/CCCTCT 和 AGCAGG/
CCTGCT，分别形成的 SSR位点数为 6（比例为 11. 76%，频率为 0. 02%）和 5（比例为 9. 80%，频率为 0. 02%）。

2. 4　扇穗茅转录组 SSR 筛选

基于扇穗茅转录组数据检测出的 SSR 位点，本研究前期共设计了 160 对引物，其中包含二核苷酸重复类型的

引物 12 对，三核苷酸重复类型 10 对，四、五、六核苷酸重复类型引物数目分别为 80、24、34。随机挑选 6 个来自不

同居群的扇穗茅样本（表 1）进行 160 对引物筛选，首先检测扩增产物有无条带，其次判断条带大小是否和目标片

段大小吻合，总共获得 45 对片段大小范围符合要求的 SSR 引物，其余引物扩增不成功或有杂带，初筛扩增效率为

28. 13%；为验证引物的通用和扩增效率，进一步挑选扇穗茅不同居群 12 个个体基于初筛的 45 对 SSR 引物进行

PCR 扩增检测，最终筛选出能够稳定扩增、条带单一且具多态性的 SSR 引物 15 对（图 1），包含有四核苷酸重复类

型引物 13 对，五核苷酸重复类型 2 对（表 5）。

2. 5　扇穗茅转录组 SSR 引物多态性分析

基于筛选出的扇穗茅 15 对 SSR 引物，对 27 个天然分布的扇穗茅居群，共计 81 个样本 PCR 扩增产物进行毛

细管电泳检测，81 个个体均成功扩增，图 2 为 78 号引物在 88 号居群中 3 个个体扩增产物的毛细管电泳图。对 15
对引物基于 27 个扇穗茅群体扩增后的多态性进行了分析，如表 6 统计所示：15 对引物在 81 个个体中总共扩增出

132 个观测等位基因，平均每对引物扩增出 8. 8 个观测等位基因；有效等位基因数为 1. 9719~7. 9152，平均值为

4. 7799；Shannon’s 信 息 指 数（I）大 小 为 0. 9952~2. 2747，平 均 值 为 1. 6959；多 态 性 信 息 含 量（PIC）大 小 为

0. 4620~0. 8610，平均值为 0. 7270，最大 PIC 值为 78 号引物（0. 8610），表明该引物扩增片段具有丰富的多态性；

计算得到观测杂合度（HO）平均值大小为 0. 8575，不同引物变化范围为 0. 3793~1. 0000；期望杂合度（He）为

0. 5015~0. 8814，平均值为 0. 7648；15 个 SSR 位点 He 平均值小于 HO平均值，该结果表明被检测的 27 个扇穗茅居

群具有较高的杂合性。

图 1　2对 SSR引物琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 1　Agarose gel electrophoresis profiles of two primers pairs
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为进一步验证开发出的 15 对 SSR 引物在扇穗茅群体遗传学研究中的应用，基于 SSR 毛细管电泳检测结果，

从个体和居群两个方面分析了参试样本之间的系统亲缘关系。利用 Populations v1. 2 计算了 27 个居群 Nei’s 遗
传距离，27 个居群间 Nei’s 遗传距离大小为 0. 1506~1. 6878，遗传距离较小的两个居群为 106 和 122，遗传距离较

大的两个居群为 95 和 104。基于 Nei’s 遗传距离利用 UPGMA 方法对 27 个扇穗茅居群和 81 个扇穗茅个体进行

了聚类分析，研究结果表明，13、68 和 95 居群和其他居群没有表现出明显的系统亲缘关系，其余 24 个居群形成了

2 个大的分支结构，8 和 88 两个居群形成一个分支，其余 22 个居群形成另一姐妹分支并包含两个亚支（图 3A）。

表 5　15对扇穗茅多态性 SSR引物信息

Table 5　Information of 15 pairs of polymorphic SSR primers developed for L. racemosa

引物

编号

NO.

SR57

SR78

SR87

SR91

SR106

SR108

SR112

SR119

SR120

SR121

SR125

SR127

SR129

SR130

SR131

重复基元

Repetition 
type

（GTTGG）5

（GTAG）5

（CAAT）5

（GAGCCT）5

（GGTT）7

（TGTA）10

（GCCT）6

（ATTT）5

（CTAT）10

（TGAC）6

（ACGC）9

（GTAT）5

（ACGC）9

（AGAT）5

（AGAT）5

正向引物

Forward primer （5′−3′）

TGATGATTGGAGCGAGCGAAGT

GGGTCCTTTACCTGACTCCTC

TCCCGCAAGGAAAAAGAG

ATCGCCCGTGTCTCCTGTTTC

CAAAGTCGTGGGTCAGGTGTC

AGGCACAACTAATAGCAAGCA

GCAGCCGCCGACTACCTACT

GGACCTGACCATCCATCTAAACT

CGGCTGCTCTTGGTTGATG

GACAACGGAAATGTGCCTGAG

GCCGTCGCCAGTTCATTC

GGGAATGGACAGATTGGTTGA

GCCGTCGCCAGTTCATTC

CAGGTCCAGATGCCAAGC

GAACCCGCTCACTCTCTGAATGG

反向引物

Reverse primer （5′−3′）

GAGAAGCGAAAAAAAGGGAGGC

CACCCAATCGCAAACAGC

CAGCACAAACGAAAAATAAAAATA

CGCAAGAAAACATCTCCACACAAGT

CCACAAGAACCAGCCAATACAAA

CAATCGCTAACGCTGACG

AAACCACCGCGAAGACAACA

TCGTTCTCGGTCGCTTTGT

CGGTTAGGTGGGCTGGTTC

TGGGTGGAGTTCCCTTTAGTTT

CTGCCTGACTCCAAGAGGAAATA

GCTGACTGGTAACACGAAAGAAAA

CTGCCTGACTCCAAGAGGAAATA

GACAACAGAATACTACATTACACGG

TCACCCAGACTTGGAAGCAAACTA

产物大小

Product size 
（bp）

291~318

163~247

371~399

349~385

254~298

139~197

233~261

176~196

202~254

229~281

265~301

148~192

266~302

255~279

422~516

退火温度

Annealing tem ⁃
perature （℃）

57. 5

56. 5

51. 0

57. 5

57. 5

55. 0

59. 5

57. 5

60. 5

57. 5

59. 5

60. 5

59. 5

57. 5

59. 5

图 2　基于 78号引物的 88号居群 3个样本毛细管电泳图

Fig. 2　The capillary electrophoresis spectrum diagram for three samples in 88 population based on 78 SSR primers
88-1、88-2 和 88-3 分别代表 88 号居群 3 个不同样本，横轴代表 3 个样本扩增片段长度。88-1， 88-2， and 88-3 represent three different samples in 88 
population， respectively， and the horizontal axis represents the length of the amplified fragments of the three samples.
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如图 3B 所示，基于 81 个扇穗茅个体的聚类结果和居群聚类结果基本表现出一致性，大部分同一居群的 3 个或者 2
个个体都聚在一个最小分类单元上，且不同居群之间亲缘关系和以居群为单位构建的聚类图基本吻合。除 120
号居群 1 个样本外，其余 80 个个体聚为一大类，包含了两个大的亚类，一类由 13 个个体组成，主要包括 8、73、88 和

表 6　扇穗茅 15对 SSR引物群体扩增分析

Table 6　Amplification analysis of 15 pairs of SSR primers in L. racemosa

引物编号

NO.

SR57

SR78

SR87

SR91

SR106

SR108

SR112

SR119

SR120

SR121

SR125

SR127

SR129

SR130

SR131

平均值±标准差

Mean±standard 
deviation

观测等位基因数

Observed number 
of alleles （Na）

6

13

7

6

9

12

8

5

11

10

8

7

8

7

15

8. 8000±2. 8586

有效等位基因数

Effective number of 
alleles （Ne）

4. 5441

7. 9152

2. 9388

2. 7487

4. 1166

5. 1392

2. 6828

1. 9719

6. 6667

4. 8518

5. 6082

4. 7393

4. 8313

5. 2630

7. 6809

4. 7799±1. 7557

Shannon’s信息指数

Shannon’s information 
index （I）

1. 5808

2. 2157

1. 3745

1. 2149

1. 6314

1. 9508

1. 2844

0. 9952

2. 1061

1. 8239

1. 8138

1. 7108

1. 6973

1. 7644

2. 2747

1. 6959±0. 3670

观测杂合度

Observed hetero⁃
zygosity （Ho）

0. 9825

1. 0000

0. 6341

0. 9870

0. 9589

0. 9333

0. 8312

0. 3793

0. 9400

0. 9667

0. 7067

0. 9661

0. 7083

0. 9744

0. 8947

0. 8575±0. 1770

期望杂合度

Expected hetero⁃
zygosity （He）

0. 7868

0. 8800

0. 6679

0. 6404

0. 7623

0. 8122

0. 6314

0. 5015

0. 8586

0. 8073

0. 8272

0. 7957

0. 7986

0. 8205

0. 8814

0. 7648±0. 1073

多态性信息含量

Polymorphic informa⁃
tion content （PIC）

0. 7435

0. 8610

0. 6210

0. 5670

0. 7190

0. 7840

0. 5830

0. 4620

0. 8340

0. 7690

0. 7970

0. 7610

0. 7620

0. 7830

0. 8570

0. 7270±0. 1125

图 3　基于 SSR标记的扇穗茅  UPGMA 聚类分析

Fig. 3　UPGMA dendrogram for L.  racemosa based on SSR markers
A： 居群为单位的聚类，图中编号为居群编号 Cluster diagram for population， the numbers in the figure represent the population numbers； B： 个体为单

位的聚类，图中数字为同一居群的 3 个个体 Cluster diagram for individuals， the numbers in the figure represent the three samples in same population.
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95 号居群的 12 个样本和 72 号居群的一个样本，而另一亚类形成两个单独类群，13 号居群 3 个样本形成一个类群，

其余 65 个个体聚类形成另一个类群。上述聚类结果表明扇穗茅居群和居群内个体间存在着明显的遗传变异。

3　讨论

SSR 分子标记技术被认为是一种理想的分子标记，而基于 SSR 分子标记技术的群体遗传学研究为物种的遗

传多样性、物种形成机制及系统发育等研究提供了有效的技术手段。高通量测序技术成本的降低和组装策略的

不断完善使得全基因组、质体基因组和转录子等遗传信息的获取变得快捷而又方便，也为分子标记技术的开发提

供了技术支撑。而基于全基因组、质体基因组、转录组和 EST（expressed sequence tags）序列等开发 SSR 标记也

成为目前公认的比较有效的 SSR 分子标记开发手段［24-26］。转录组 SSR 位点位于基因编码区，多态性丰富，通用

性较强，因此，利用转录组数据分析物种 SSR 位点信息，并进行分子标记开发是非常经济且高效的一种途径［16］。

本研究基于 Pacbio 平台全长转录组三代测序技术获得了扇穗茅转录组序列，利用 MISA 软件对 30624 条

Unigene 序列进行 SSR 位点检索，搜索到 14089 个 SSR 重复序列，SSR 发生频率为 33. 85%、出现频率为 46. 00%。

尹航等［27］对短麦大芒草（Hordeum brevisubulatum）转录组的 214676 条 Unigene 序列 SSR 位点进行了检索，共发现

24877 个 SSR 位点，SSR 位点发生频率为 11. 59%；朱永群等［28］对禾本科苏丹草（Sorghum sudanense）转录组 SSR
位点进行了检索，结果表明，SSR 位点的发生频率为 16. 82%；毛轩睿等［29］对沙鞭（Psammochloa villosa）3 代全长

转录组 SSR 位点检索发现，共获得 93563 个 SSR 重复序列，分布于 56824 条 Unigenes上，发生频率为 30. 87%。与

上述几种禾本科植物相比较发现，扇穗茅转录组序列中 SSR 位点发生频率相对较高，包含有较为丰富的 SSR 位

点，可为其高效 SSR 分子标记开发提供较多的选择性。SSR 位点发生频率在上述几种禾本科植物转录组上表现

出明显的差异，物种本身基因结构固有差异可能是造成不同的主要原因，也不排除分析数据库大小、SSR 检索工

具及检索条件的参数设置等因素的影响［30］。

检索到的扇穗茅转录组 SSR 位点包含有常见的 6 种核苷酸重复类型，各重复类型数目差异较大，所有重复类

型中单、二、三核苷酸重复类型（36. 88%、21. 13%、39. 34%）明显高于其他 3 种类型，六核苷酸数量最少

（0. 36%）。三核苷酸数目和单核苷酸相当，在 3 种主导基序类型中所占比例最高，为主要的基序类型。先前研究

发现，大多数植物转录组中包含的 SSR 位点重复基元主要为单、二、三核苷酸重复，但这 3 种主要重复类型数量没

有表现出规律的变化。朱永群等［28］对禾本科苏丹草转录组 SSR 分析发现，单、二和三核苷酸重复分别占

38. 59%、19. 18% 和 39. 09%，本研究结果与其相似。而不同的是毛轩睿等［29］对沙鞕转录组 SSR 基序研究发现，

单核苷酸基序类型所占比例最高，且明显高于二、三核苷酸类型。尹跃等［31］在黑果枸杞（Lycium ruthenicum）转录

组 SSR 分析研究中也得出了与上述相同的结论。先前学者［32-34］对 3 种唇形科植物紫苏（Perilla frutescens）、云南

鼠尾草（Salvia yunnanensis）、丹参（Salvia miltiorrhiza）转录组 SSR 序列特征分析发现，SSR 基序主导类型为一至

三核苷酸重复，3 种基序类型所形成 SSR 位点占比分别为 92. 58%、98. 00% 和 98. 85%，但与上述 3 种物种不同的

是唇形科 3 种植物二核苷酸基序类型（紫苏 46. 76%、云南鼠尾草 41. 47%、丹参 61. 60%）所形成的 SSR 位点数高

于其他两种类型。有研究表明，植物转录组 SSR 位点重复基元主要以短序列重复基元为主，不同物种 SSR 主导

基序不同，这可能与基因组大小有关，单核苷酸重复类型在基因组较小的物种中占主导地位，多核苷酸重复类型

可能在基因组较大的物种中占主导［35］。

扇穗茅 SSR 位点转录组中共检测到 96 个重复基元类型，其中单核苷酸中 A/T 基元占优，共形成 3829（比例

为 73. 69%，频率为 12. 50%）个 SSR 位点，二核苷酸中 AG/CT 基元类型数目远高于其他几种类型，这一结论和

大多数物种相一致［36-37］。三核苷酸重复共检测到 10 种基元类型，其中 CCG/CGG 基元类型共形成 1736 个 SSR
位点（比例为 31. 32%，频率为 5. 67%），为三核苷酸基元类型中的主导类型，这一结论与沙鞕转录组 SSR 研究结

果相同［29］。同时，在禾本科植物如玉米（Zea mays）［38］转录组中 SSR 研究发现，CCG/CGG 也为三核苷酸重复优势

基元，该结论也证实了前人［39］研究，即大多数单子叶植物的 SSR 中二核苷酸和三核苷酸的优势重复基元分别为

AG/CT 和 CCG/CGG。

本研究通过琼脂糖凝胶电泳对随机设计的 160 对 SSR 引物进行筛选，最终均获得多态性高、条带清晰的 15
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对 SSR 引物，筛选出有效性引物比率为 9. 375%。未扩增成功的引物可能和 SSR 片段插入、SSR 位点变异及测序

误差等因素有关［40］。为进一步对 15 对引物的多态性和通用性进行探究，选用了来自 27 个不同扇穗茅居群共 81
个个体进行 SSR 分子标记遗传多样性分析，15 对引物在 81 个个体中共扩增出 132 个观测等位基因，平均每对引

物扩增出 8. 8 个观测等位基因；有效等位基因数为 1. 9719~7. 9152，平均值为 4. 7799，扩增结果揭示出扇穗茅参

试材料具有较高的遗传多样性，SSR 标记的平均期望杂合度低于平均观测杂合度，说明被检测的扇穗茅样本群体

杂合性较高。多态性信息含量值（PIC）常被用于评估 SSR 引物多态性，当其值>0. 50 时，该引物为高度多态性，

0. 25~0. 50 时为中度多态性，小于 0. 25 时为低度多态性［41］。本研究所获得的 15 对 SSR 引物 PIC 值为 0. 4620~
0. 8610，平均值为 0. 7270，除 SR119 外，均大于 0. 50，说明该 15 对 SSR 引物均表现出高度多态性。基于 Nei’s 遗
传距离利用 UPGMA 方法对 27 个扇穗茅居群 81 个扇穗茅个体进行了聚类分析，结果表明，13、68 和 95 居群和其

他居群遗传距离较远，没有表现出明显的系统亲缘关系，8 和 88 两个居群形成一个分支，其余 22 个居群形成另一

姐妹分支并包含两个亚支。从这两个亚支的居群构成来看，第一亚支大多数的居群主要来自位于格尔木东南方

向的兴海县和玛多县，除第一亚支包含的两个居群（120，122）外，其余格尔木的居群均聚在一起成了第二亚支的

主要组成成员。81 个扇穗茅个体的聚类和居群水平聚类基本表现出一致性，大部分同一居群的 3 个或者 2 个个

体都聚在一个最小分类单元上，且不同居群之间亲缘关系和以居群为单位构建的聚类图基本吻合。部分居群内

个体之间并没有严格按照居群来源形成单独分支而表现出较近的亲缘关系，如居群 72、101 和 106 等，说明部分扇

穗茅相近居群间可能存在一定的基因交流，综合来看，整个居群和个体的聚类结果与样本栖息地的地理位置基本

一致，居群之间、同一居群内个体存在明显的遗传变异。综上所述，本研究所筛选的 15 对 SSR 引物能较好地揭示

出扇穗茅群体的遗传变异和系统亲缘关系，可为下一步研究青藏高原地区扇穗茅遗传多样性、系统发育、遗传结

构和物种形成机制提供有力的候选标记。

4　结论

本研究基于 Pacbio 测序平台获得扇穗茅全长转录组序列，利用 MISA 软件搜索到 14089 个 SSR 重复序列，

SSR 发生频率为 33. 85%；SSR 位点包含 6 种核苷酸重复类型，其中以单、二、三核苷酸重复为主，占所有核苷酸类

型的 97. 35%；三核苷酸基元类型数目最多，共检测到 10 个基元类型，其中 CCG/CGG 基元类型占优势，共形成

1736 个 SSR 位点，占三核苷酸总 SSR 位点的 31. 32%；基于 15 对筛选出的具有多态性的 SSR 引物，扇穗茅 27 个

居群 81 个个体共扩增出 132 个观测等位基因，平均每对引物扩增出 8. 8 个观测等位基因；有效等位基因数（Ne）、

Shannon’s 信息指数（I）、多态性信息含量（PIC）、观测杂合度（Ho）和期望杂合度（He）平均值分别为 4. 7799、
1. 6959、0. 7270、0. 8575 和 0. 7648。UPGMA 聚类分析结果表明，扇穗茅居群间和居群内个体间存在明显的系统

亲缘关系，不同居群间遗传距离可能和地理距离相关。本研究开发的 15 对 SSR 引物可为扇穗茅后期种质资源遗

传变异方面的研究提供更加有效的分子标记。
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