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摘 要：为了开发适合于木本油料巴旦木目的性状基因 SSR分子标记，基于巴旦木叶片高通量 RNA-seq数据，共组装得

到 41 849个 unigenes，其中 22 894个获得功能注释；利用MISA软件从 4 862个 unigenes中挖掘到 5 260个 SSR标记，它们的

主要重复基序为单核苷酸(占总 SSR位点数的 14.30%)、二核苷酸(47.64%)和三核苷酸(31.35%)。二核苷酸重复基序中最多

的重复类型是AG/CT (22.83%)，三核苷酸重复基序中AAG/CTT重复类型最多(3.83%)；根据 unigenes功能注释和KEGG途径

分析结果，筛选到 13个含有 SSR标记且与油脂合成、脂肪酸合成、种子大小与粒重等相关的目的基因，并设计 48个目的

基因 SSR标记引物；以巴旦木叶片基因组 DNA为模板验证 SSR标记引物有效性，其中 33对引物可以获得清晰的目的条

带。这为巴旦木种质的遗传多样性分析、分子辅助育种和性状关联分析等提供了有效的目的基因 SSR标记。
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Abstract：To develop SSR markers for targeted genes in Badam (Amygdalus communis L.), this study was based on
high-throughput RNA-seq data of Badam leaves, and 41,849 unigenes were assembled，of which 22,894 unigenes
were annotated. A total of 5,260 SSR sites were detected from 4,862 unigenes by using MISA. The dominant repeat
motifs were single nucleotides (14.30% of the total SSR sites), followed by dinucleotides (47.64%) and trinucleotides
(31.35%).The most frequent type of dinucleotide repeat motif is AG/CT (22.83%), and AAG/CTT repeat type in the
trinucleotide repeat motif is the most (3.83%).According to the unigene annotation and KEGG pathway analysis, 13
functional genes containing SSR markers associated with lipid synthesis, fatty acid synthesis, seed size and grain
weight were discovered, 48 pairs of targeted gene SSR primers were designed. The validity of these SSR primers
were verified using genomic DNA of Badam leaf, and 33 pairs of primers amplified the clear bands. These SSRs will
provide effective targeted gene markers for genetic diversity analysis, molecular-assisted breeding and association
analysis of fruit quality traits of Badam germplasm.
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木，是优良的木本油料和坚果树种 [1-2]。巴旦木果

实富含脂肪、蛋白质、维生素和糖类等生物活性

成分，是世界上需求量巨大的坚果食品 [3]。全世

界有 40多个种，我国主要有 6个种，它们主要分

布在新疆喀什、阿图什及库尔勒等地区，栽培面

积超过 6 700 hm2，坚果年产量 5万 t以上 [1-4]。近年

来，随着不同巴旦木种质的推广种植和坚果消费

量的日益增加，导致市售巴旦木坚果品质良莠不

齐，急需进行种质亲缘关系和多样性分析，为选

育高品质丰产巴旦木种质提供科学依据。
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简单重复序列 (simple sequence repeat，SSR)
标记是串联重复 DNA序列，由重复单元中的 1~6
个核苷酸为重复单位组成 [5-6]，具有共显性、位点

特异性和稳定性等优点，已广泛用于遗传多样性

分析、指纹图谱构建和性状连锁分析 [7]，而且已成

为加快果树育种进程的重要技术手段 [8-9]。基于

转录组高通量测序 (RNA-sequence)技术，可以低

成本获得大量的 unigenes和 SSR数据，为开发植

物性状相关目的基因 SSR标记引物提供了高效方

法 [10]。朱海生等 [11]利用 RNA-seq技术开发了 18对
南瓜多态性 SSR标记引物；另外，也应用于黑果枸

杞、文冠果和红花等木本植物的 SSR 标记开

发 [12-14]。虽然中国的巴旦木种质资源丰富，但仍

未见利用 RNA-seq技术开发巴旦木品质性状相关

基因 SSR分子标记方面的报道。本研究利用巴旦

木叶片 RNA-seq数据，开发与油脂合成、脂肪酸

合成、种子大小和粒重等目标性状相关基因的

SSR 标记引物，这既为巴旦木种质遗传多样性分

析提供有效的 SSR分子标记，也为性状关联分析

和高品质巴旦木种质选育提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

以选自新疆喀什基地的优良巴旦木为样株，

采摘无病虫害的幼嫩叶片，一部分装入 RNA-EZ
Reagents组织 RNA保存液 (生工生物工程 (上海)股
份有限公司，货号 B644171)中，一部分装入有硅胶

的自封袋中，运回大连民族大学资源植物研究

所，分别用于测序和提取基因组DNA。
1.2 巴旦木转录组测序及SSR分子标记开发

利用干冰储运巴旦木叶片至杭州联川生物技

术股份有限公司进行转录组测序。利用 Illumina
HiSeq 2000平台，参照韩平等 [5]方法进行测序质量

分析、unigenes注释和 SSR标记开发等。

1.3 基因组DNA提取

参照天根科技生物公司新型植物基因组

DNA 提取试剂盒 (Cat.#DP305-03)说明书提取巴

旦木叶片基因组 DNA，1%琼脂糖凝胶电泳检测

质量，使用 NanoDrop 2000分光光度计检测浓度，

然后储存在-20 ℃冰箱中备用。

1.4 PCR反应体系

引物由生工生物工程 (上海)股份有限公司合

成，以巴旦木叶片基因组 DNA为模板验证引物有

效性。PCR 反应体系为 20 μL，包括 DNA模板 (20
ng/μL)2 μL，10×Taq buffer2 μL，dNTPs0.4 μL，10

μmol/L浓度的正反向引物各 1 μL，Taq DNA聚合

酶(2.5 U/μL)0.2 μL，灭菌超纯水补充剩余体积。

1.5 PCR反应程序

PCR反应程序：首先，94 ℃下预变性 4 min；然
后，94 ℃变性 30 s、56 ℃退火 30 s、72 ℃延伸 30 s，
35个循环；最后，72 ℃延伸 10 min后，4 ℃保存备

用。PCR产物用 2%琼脂糖凝胶电泳检测是否有

目的扩增条带。

2 结果与分析

2.1 巴旦木转录组测序数据分析

巴旦木叶片转录组测序共获得 42 640 306条
raw reads，Q20(过滤后的测序错误率与碱基数之比≤
1%)为 98.75%，GC(过滤后的碱基G和C数与碱基总

数之比)为 46.26%，测序质量较高。利用Trinity组装

获得 41 849条 unigenes(>201 bp)，N50为 1 803 bp，分
别在 Nr、GO、KEGG、Pfam和 Swiss-Prot数据库中注

释到 19 107、17 244、9 245、16 016和 14 272个 unige⁃
nes，为后续目的基因SSR标记筛选提供基础数据。

2.2 巴旦木叶片转录SSR重复基元类型分析

利用MISA软件搜索和挖掘 SSR标记，在所有

组装到的 22 894个巴旦木 unigenes中发现了 4 862
个 unigenes含有 5 260个 SSR 位点，发生频率为

21.24%(含有 SSR位点的 unigenes占总 unigenes的
比值)，511条 unigenes含有多个 SSR位点。单核苷

酸重复占总重复类型的 14.30%，二核苷酸重复类

型占 47.64%，三核苷酸重复类型占 31.35%，四、五

和六核苷酸重复类型分别占 1.58%、1.82% 和

3.31%（表 1、图 1）。5 260个 SSR位点中包含 360
种重复类型，单核苷酸重复有 3种，二核苷酸重复

有 10种，三核苷酸重复有 60种，四到六核苷酸重复

共有 287种。二核苷酸重复类型中的AG/CT重复基

元最多（1 201个，占总 SSR重复的 22.83%），其次
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表1 巴旦木SSR的重复类型、数量及分布频率

重复类型

单核苷酸

二核苷酸

三核苷酸

四核苷酸

五核苷酸

六核苷酸

合计

重复次数

4
-
-
-
-
76
142
-

5
-
-
880
53
15
25
-

6
-
631
401
26
4
3
-

7
-
405
194
2
-
2
-

8
-
309
97
2
-
1
-

9
-
239
26
-
1
1
-

10
-
188
23
-
-
-
-

11
-
161
14
-
-
-
-

12
235
109
6
-
-
-
-

>12
517
464
7
-
-
-
-

合计

752
2 506
1 649
83
96
174
5 260

百分比(%)

14.30
47.64
31.35
1.58
1.82
3.31

100.00

是 GA/TC（923个，占总 SSR重复的 17.55%）。二核

苷酸重复基元中，AG/CT和GA/TC为主，占二核苷酸

总数的 84.76%。三核苷酸重复类型中 AAG/CTT、

AGA/TCT和 GAA/TTC重复基元最多，分别占三核

苷酸总数的 12.37%、10.01% 和 11.70%，共占总

SSR重复的 10.68%（表 2）。

表2 巴旦木转录组中SSR重复基元类型及频率分布

重复基序类型

单核苷酸

二核苷酸

三核苷酸

重复基元

A/T
AG/CT
GA/TC
AT
TA

AAG/TTC
GAA/TTC
AGA/TCT
CAG/CTG
TCA/TGA

重复次数

749
1 201
923
111
109
204
193
165
106
84

占各类 SSR重复百分比(%)
99.6
47.9
36.8
4.43
4.35
12.4
11.7
10.0
6.4
5.1

占总 SSR重复的百分比(%)
14.24
22.83
17.54
2.11
2.07
3.88
3.67
3.14
2.02
1.60

2.3 巴旦木目的基因SSR标记开发

首先，根据 KEGG 注释结果和相关文献报

道 [5-7]，以调控巴旦木油脂和脂肪酸合成、种子大

小和粒重等目的性状相关 unigenes为目的基因，

搜索巴旦木转录组中已注释的 unigenes，共发现

以下目的基因：与油脂合成相关基因：WRI1
(Wrinkled 1)、Dof(DNA binding with one finger)、TCP
(teosinte branched cycloidea proliferating cell factor)、
GPAT (glycerol-3-phosphate acyltransferase)、DGAT1
（diacylglycerol O-acyltransferase 1)、PDAT(phospho⁃
lipids: diacylglycerol acyltransferase)、 LPCAT
(lysophosphatidylcholine-acyltransferase)、 LPP(Li⁃
poma preferred partner)、GPD1(glycerol-3-phosphate
dehydrogenase 1)；与脂肪酸合成相关基因：FATB
(Falmitoy-ACP thioesterase B)、KCS(3-ketoacyl-CoA

synthase)、 PPT (palmitoyl-protein-thioesterase)、
IFA38 (immunofluorescence assay 38)；与种子大小

和粒重相关基因：ARF2 (auxinresponse factor 2)、
MYB (myeloblastosis)、AP2 (apetala2)、S6PDH (sorbi⁃
tol-6-phosphate dehydrogenase)；与黄酮合成相关基

因 ：F3'H(flavonoid 3'-hydroxylase)、OMT(O-methyl
transferase)；与 VC 合成相关基因：VTC2(GDP-D-
glucose phosphorylase)、GLDH(L-galactono- γ -lac⁃
tobe dehydrogenase)。

根据上述搜索到的巴旦木目的基因序列，筛选

含有 SSR标记的 unigenes，然后，利用 Primer 5软件

设计了 48对 SSR引物。以巴旦木叶片基因组DNA
为模板，验证这些引物的有效性。扩增结果表明：33
对引物（表 3）能清晰扩增出目标条带（图 2），且符合

预期扩增片段大小，有效扩增效率为68.75%。
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表3 巴旦木目的基因SSR标记引物

引物名称

FATB

GPAT

DGAT1

PDAT1

PDAT2

PDAT3

LPP

LPCAT

GPD1-2

PPT1

PPT2

IFA38

KCS-2

KCS-3

WRI1

Dof-1

Dof-2

Dof-4

TCP-1

TCP-2

TCP-3

F3'H

OMT

VTC2

Unigene ID
TRINITY_DN12788_c3_g3

TRINITY_DN12022_c1_g2

TRINITY_DN12242_c2_g1

TRINITY_DN11699_c0_g1

TRINITY_DN12090_c2_g1

TRINITY_DN12676_c6_g1

TRINITY_DN2976_c0_g1

TRINITY_DN12442_c2_g2

TRINITY_DN11715_c0_g1

TRINITY_DN12893_c4_g1

TRINITY_DN2292_c0_g1

TRINITY_DN2839_c0_g1

TRINITY_DN1406_c0_g1

TRINITY_DN1406_c0_g1

TRINITY_DN12049_c0_g3

TRINITY_DN10618_c1_g1

TRINITY_DN12232_c1_g1

TRINITY_DN12414_c9_g9

TRINITY_DN11943_c3_g1

TRINITY_DN12226_c3_g1

TRINITY_DN13133_c4_g2

TRINITY_DN12547_c1_g1

TRINITY_DN12743_c4_g2

TRINITY_DN12595_c7_g1

引物序列(5'-3')
FP: TGTGCCCATTGCTTCTGTAG
RP: ACGTCTTGTCTTGCCCAGTT
FP:TTCATTCAACCCACCTAGCC
RP:CAGTGCGTGACACAAGGAGT
FP:TCTCGAAATTTCTTGCTCCG
RP:AAATCGCCATGAAATGGAAG
FP:GGCAGAGACAGTGCTCATCA
RP:CCATAGGGAGGGAAATTGCT
FP:GGTGGTTCAAGGGAAAAGGT
RP:CCTTTCTTGCAGCTGTCCTC
FP:AAAACAAGCAAGCCAAAGGA
RP:TAGCCGTTGAATTCTGGGAC
FP:CCTGCCACCTTAAAATCGAA
RP:TCAAACCCAGATCTATCGCC
FP:AACCCACTACTGATTGCGCT
RP:ACTTCACACAACTCGAAGCTC
FP:GTGCATGTAACTGGCTGTGC
RP:CACCTTCTGTTTTGCCCATT
FP:TTTTGGCTGGTGTCTCCTTC
RP:CGTTGGGATAAGGGTTTGTG
FP:CGATCCTCGACGGACTCTT
RP:AAAGTTGCGCTCGATTGTCT
FP:GTTTGGTGCAACGGATTAGG
RP:ACGACTGCAGCTCAAGGAAT
FP:TGTCTTTCAACTTTCTTGTCCC
RP:CAATCAAACACAACAACTATGTTCA
FP:AATCCATGGCTTGAGTGCAT
RP:CAGACCAAAAGCCAAAAGGA
FP:ACATGCATTTGCATCTTCCA
RP:TTCAGATGGGGAGTTTCAGG
FP:GAGCCCTTGTCATCCTTGAT
RP:GCAGATACAAACCCATATGGTACA
FP:CACCAGCTGAACCCTAGCTC
RP:GAAGACATCCGTACCCGCTA
FP:TGAAGGTGGTCTTGCTTTCA
RP:TTGCAGCCAACGAGAGTACA
FP:CAGAGGAGGTGATGGTGGAT
RP:GGGTGCCAAAGATTGAAGAA
FP:AAGTCATCACCAGCTCCACC
RP:AAGGCCAGCTTGAATTGAGA
FP:TCTCTTTTGCCTCACCACCT
RP:CCTTTCCCTTGTGGTCTGAA
FP:TGGCTGTGCATGAAAAAGTC
RP:AAGATTGGGCCATAGGTGTG
FP:GACTTTAGTCACATTTTCTTCCCAA
RP:AGATCTCAATTCCAGCGACG
FP:TGGTGGTTCTGCTTCCTCTC
RP:CCGCCTCATCTTTCTGGTAA

SSR类型

c

P2

P2

P3

P3

P2

P2

P2

P3

P1

P2

P2

P2

P2

p3

P4

P3

P2

P3

P3

P3

P2

P1

P2

重复单元

(TC)11g(CT)8

(CT)8

(CT)25

(CAA)5

(GGA)6

(AG)7

(CT)16

(GA)18

(GAA)8

(TCT)6

(CT)18
(T)12

(CT)9

(TA)10

(TCT)6

(TTTC)6

(AAT)7

(GT)6

(CAG)7

(AGG)7

(CAC)5

(TC)6

(T)10

(AG)6

扩增长度(bp)
258

162

246

235

134

225

209

238

205

160

200

212

249

216

210

193

265

149

218

205

217

146

170

266
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3 讨 论

目前，已开发出多种植物分子标记技术，如随

机扩增多态性 DNA标记 (Random Amplified Poly⁃
morphic DNA，RAPD)、扩增片段长度多态性 (Am⁃
plified Fragment Length Polymorphism，AFLP)、限
制性内切酶片段长度多态性 (Restriction Fragment
Length Polymorphism，RFLP)、简单重复序列标记

(Simple Sequence Repeats，SSR)和单核苷酸多态性

标记 (Single Nucleotide Polymorphism，SNP)等 [15]，这

些分子标记中，SSR分子标记是共显性标记，具有

多态性丰富、稳定可靠、简单经济等特点，且其条

带简单清晰，方便识别和统计 [16]，其广泛分布于真

核生物基因组中，可通过同源比对获得转录本差

异，在植物遗传多样性分析、分子标记辅助选择

育种中具有较高的应用价值，而 RNA-seq高通量

测序技术是目前高效低成本开发 SSR标记的有效

方法 [17-20]。安宗燕等 [21]用 66对 SSR引物区分了 57
个紫斑牡丹种质遗传关系，张晨等 [22]利用 38对
SSR引物分析 171个新麦草单株种质的遗传多样

性，另外在辣椒 [23]、紫苏 [24]、大豆 [25]、甘薯 [26]和红毛

丹 [27]中也被广泛应用。

随着转录组测序技术的不断发展，促使许多

无参考基因组物种(如巴旦木、牡丹、文冠果、沙棘

等)的 SSR标记得以开发和利用。在巴旦木转录

组数据中，SSR重复以二核苷酸为主，其次为三核

苷酸，与杜仲 [28]、皂荚 [29]、蜡梅 [30]的重复规律相一

致；而与红豆杉 [31]、杉木 [32]、红松 [33]不同，这与不同

物种遗传特性、进化程度、基因突变等因素有关。

二核苷酸重复类型以 AG/CT占据主导，三核苷酸

重复类型最多的是 GAA/TTC，这种重复类型的分

布规律与杜仲、皂荚、蜡梅一致 [28-30]，可见，这 2种
重复类型在不同植物物种中较保守。

关于巴旦木 SSR分子标记方面的研究较少，

且可用于遗传性状多样性分析的 SSR分子标记非

常有限。本研究基于巴旦木转录组数据，首次开

发了 33个与巴旦木油脂和脂肪酸合成、种子大

续表3

引物名称

GLDH

ARF-2

AP2-1

AP2-3

AP2-5

MYB-2

MYB-3

MYB-4

S6PDH
注：SSR type P1：单碱基 SSR；P2：双碱基 SSR；P3: 三碱基 SSR

Unigene ID
TRINITY_DN13045_c5_g1

TRINITY_DN12366_c3_g4

TRINITY_DN10961_c0_g1

TRINITY_DN11938_c2_g8

TRINITY_DN12049_c0_g3

TRINITY_DN12141_c2_g1

TRINITY_DN12242_c2_g10

TRINITY_DN12349_c1_g1

TRINITY_DN12117_c2_g3

引物序列(5'-3')
FP:GGAAGGAGGAGCAGAGGAAG
RP:AGGGCTGTGTAGCCCAAGTA
FP:TTTCATCGAGCCAGTGTACG
RP:CCAAACACCCAAAACCCTTA
FP:CCACCACTGAAATAATGGGG
RP:AGTCCTCCGGTAAAACGTCA
FP:AGCCCAACAACCAAAACTTG
RP:TCTGATCAAGCCCCATTCTT
FP:TAAACCCACCAAGCCTCATC
RP:AGCTGCAGATTTCCCAACAG
FP: ATGTGACGTCAACAGCAAGC
RP:CCCAAAGTGGTGACTTGGTT
FP:TCGTTTGCACACTCGAAGAC
RP:TGCATTAAGGATGGTGGTGA
FP:AGAAACCATCCTCAAGCTGC
RP:CAACTTTTTGGAGCTAGCTAATGA
FP:CACTGCAAATACTCATACACGAGA
RP:TGATTGCGTTTAAGATGGCA

SSR类型

P3

P2

P2

P3

P3

P2

P3

P2

P2

重复单元

(CCA)5

(AG)24

(CT)6

(AGC)7

(TCT)6

(TC)7

(CAA)8

(CT)9

(AG)9

扩增长度(bp)
243

185

242

246

248

235

243

159

199

 
 
注：1.FATB；2.GPAT；3.DGAT1；4.PDAT-1；5.PDAT-2；6.PDAT-

3；7. LPCAT；8. LPP；9. GPD1-2；10. PPT-1；11. PPT-2；12.
IFA38；13.KCS-2；14.KCS-3；15.WRL1；16.Dof-1；17.Dof-2；
18. Dof-4；19. TCP-1；20. TCP-2；21. TCP-3；22. ARF-2；23.
AP2-1；24. AP2-3；25. AP2-5；26. MYB-2；27. MYB-3；28.
MYB-4；29.S6PDH；30.F3'H；31.OMT；32.VTC2；33.GLDH

图2 目的基因SSR引物电泳扩增产物
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小、粒重等性状相关的目的基因 SSR分子标记。

这为巴旦木种质资源遗传多样性和性状关联分析

提供了有效的 SSR分子标记，也为巴旦木分子标

记辅助育种提供了科学依据。
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