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山地虎耳草和棒腺虎耳草转录组
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摘　要：利用Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＨｉＳｅｑＴＭ２０００对山地虎耳 草 和 棒 腺 虎 耳 草 进 行 转 录 组 测 序，分 析 和 比 较 其ＳＳＲ和ＳＮＰ特

征。结果表明：山地虎耳草６３　７６３条Ｕｎｉｇｅｎｅ序列中含有４　６２２个ＳＳＲ，发 生 频 率 为７．２５％，有１１０种 重 复 基 元，

平均每１０．００ｋｂ出现一个ＳＳＲ位点；棒腺虎耳草６０　９７２条Ｕｎｉｇｅｎｅ序列中含有４　５４２个ＳＳＲ，发生频率为７．４５％，

有８５种重复基元，平均每１０．４０ｋｂ出现一个ＳＳＲ位点，略 低 于 山 地 虎 耳 草。山 地 虎 耳 草 和 棒 腺 虎 耳 草 转 录 组 序

列的ＳＳＲ优势基元均为三核苷酸重复。２个物种的转录组ＳＳＲ以５～１０次的较低重复次数为主，长度主要集中于

１２～３０ｂｐ，具有较高的多态性。山地虎耳草和棒腺虎耳草中分别获得１１８　４２４个和１１２　００６个ＳＮＰ位 点，编 码 区

的ＳＮＰ位点分别占３０．４０％和２８．５９％，且在编码ＳＮＰ中 同 义 突 变 所 占 比 例（３０．２７％、２８．４８％）远 高 于 非 同 义 突

变（０．１３％、０．１１％）。比较发现，２个物种的各项检索结果基本一致，推测与选取的组织部位、组织的发育阶段以及

物种的亲缘关系有关。
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　　近年来，随着现代分子生物学技术的发展，第二

代简单重复序列标记和第三代单核苷酸多态性标记

已逐渐成为动植物遗传多样性分析、系统发育和进

化研究中使用较为广泛的遗传标记，并成为了生命

科学研究领域一个不可或缺的工具。简单重复序列

（ｓｉｍｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ），又 称 微 卫 星（ｍｉｃ－
ｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ），是一类由几个核苷酸（２～６个）为重复

单位组成的长达几十个核苷酸的重复序列，广泛分

布于真核生物基因组中，约每１０～５０ｋｂ的 序 列 中

就有１个微卫星位点，且具有共显性、长度短、多态

性高、易于检测和相对保守等特点［１－３］。

单核 苷 酸 多 态 性（ｓｉｎｇｌｅ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｏｌｙｍｏｒ－
ｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）指染色体基因组中单个核苷酸的变异

而引起的ＤＮＡ序 列 多 态 性，形 式 包 括 单 碱 基 的 缺

失、插入、转换及颠换等［４］。ＳＮＰ是二等位基因，具

有在基因组中分布广泛、多样性高及可高通量自动

化检测等特点［５］。

虎耳 草 属（ＳａｘｉｆｒａｇａＬ．）是 虎 耳 草 科（Ｓａｘｉ－
ｆｒａｇａｃｅａｅ）中最大的属，大约有４５０～５００种，主要分

布在欧洲和亚洲的高 山 地 区［６－７］。中 国 产 约２２０种

虎 耳 草 属 植 物，主 要 分 布 在 青 藏 高 原－喜 马 拉 雅 地

区［８］。山地 虎 耳 草（Ｓａｘｉｆｒａｇａ　ｓｉｎｏｍｏｎｔａｎａ　Ｊ．Ｔ．
Ｐａｎ　＆Ｇｏｒｎａｌｌ）和棒腺虎耳草（Ｓａｘｉｆｒａｇａ　ｃｏｎｓａｎ－
ｇｕｉｎｅａ　Ｗ．Ｗ．Ｓｍｉｔｈ）均隶属于虎耳草科虎耳草属，

是多年生草本植物，在中国主要分布于青海、甘肃、

四川、云南及西藏等地，其生境多为高海拔地区的高

山草甸、灌丛和石隙［８］，是青藏高原地区高寒草甸生

态系统的重要组成部分。此外，二者形态学差别较

大，主要体现为山地虎耳草基生叶发达，边缘具有褐

色卷曲长柔毛，而棒腺虎耳草茎基部叶腋处有丝状

鞭匐枝，且基 生 叶 密 集 聚 成 莲 座 状，边 缘 具 腺 睫 毛

（短棒状）［８］。目前ＤＮＡ分子标记已广泛应用于虎

耳草属植物的系统发育学和谱系地理学研究，结果

表明对于该属内的不同物种，其遗传结构和进化历

史不尽相同［６－７，９－１２］。
本研究基于山地虎耳草和棒腺虎耳草的高通量

测序结果，分析 和 比 较ＳＳＲ和ＳＮＰ在２个 物 种 内

的分布规律和特点，为后期ＳＳＲ标记的开发和系统

发育学研究奠定理论基础。

１　材料和方法

１．１　样品采集和高通量测序

山地 虎 耳 草（Ｓ．ｓｉｎｏｍｏｎｔａｎａ）和 棒 腺 虎 耳 草

（Ｓ．ｃｏｎｓａｎｇｕｉｎｅａ）分 别 采 集 于 青 海 省 玉 树 藏 族 自

治州玉树县小苏莽乡（３２°３４′２０．７″Ｎ，９７°１２′４１．６″Ｅ，

４　８８０ｍ）、青 海 省 玉 树 藏 族 自 治 州 玉 树 县 勒 巴 沟

（３２°５５′１８．２″Ｎ，９７°１３′５４．４″Ｅ，３　６６７ｍ）。将野外采

集的活体材料置于室内种植６８ｄ，再采取二者同一

丛植株上的叶片，放入冷冻管中，用液氮处理约１５ｓ
后放入－８０℃冰 箱 保 存。凭 证 标 本 保 存 于 中 国 科

学院 西 北 高 原 生 物 研 究 所 青 藏 高 原 生 物 标 本 馆

（ＨＮＷＰ）。
分别从山地虎耳草和棒腺虎耳草的叶片材料中

提取１００μｇ总ＲＮＡ；利 用 诺 禾 致 源 生 物 信 息 科 技

有限公 司 的Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＨｉＳｅｑＴＭ２０００高 通 量 测 序 平

台对其进行测序；对测得的原始序列（Ｒａｗ　ｒｅａｄｓ）进

行过滤：去除带接 头（ａｄａｐｔｅｒ）的、Ｎ比 例 大 于１０％
的以 及 低 质 量 的ｒｅａｄｓ，得 到 干 净 的 读 序（Ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ）；最终用 Ｔｒｉｎｉｔｙ［１３］将 其 拼 接 成 一 个 转 录 组，
并取每条基 因 中 最 长 的 转 录 本 作 为 Ｕｎｉｇｅｎｅ，以 此

进行后续分析。

１．２　ＳＳＲ和ＳＮＰ的筛选和统计分析

用 ＭｉｃｒｏＳａｔｅｌｌｉｔｅ（ＭＩＳＡ；ｈｔｔｐ：／／ｐｇｒｃ．ｉｐｋ－
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ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ．ｄｅ／ｍｉｓａ／）对Ｕｎｉｇｅｎｅ进行ＳＳＲ检测、
筛选和分析。检索标准同时包括精确型（ｐｅｒｆｅｃｔ）和

复合 型（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）ＳＳＲ重 复 单 元［１４］，各 重 复 微 卫

星类型重复次数设定如下：两碱基（ｄｉ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｒｅ－
ｐｅａｔｓ，ＤＮＲｓ）至少重复６次，三碱基（ｔｒｉ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｒｅｐｅａｔｓ，ＴＮＲｓ）至少重复５次，四碱基（ｔｅｔｒａ－ｎｕｃｌｅ－
ｏｔｉｄｅ　ｒｅｐｅａｔｓ，ＴＴＮＲｓ）至少重复５次，五碱基（ｐｅｎ－
ｔａ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｒｅｐｅａｔｓ，ＰＴＮＲｓ）至 少 重 复５次，六 碱

基（ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｒｅｐｅａｔｓ，ＨＸＮＲｓ）至 少 重 复 ５
次。最终对ＳＳＲ出 现 频 率、重 复 基 元 类 型、重 复 次

数及其多态性进行统计分析。
通过ｓａｍｔｏｏｌｓ和ｐｉｃａｒｄ－ｔｏｏｌｓ等工具对比对结

果进行染 色 体 坐 标 排 序 并 去 掉 重 复 的ｒｅａｄｓ等 处

理，最 后 利 用 变 异 检 测 软 件ＣＡＴＫ２［１５］以 Ｕｎｉｇｅｎｅ
为参考序列对ｒｅａｄｓ进行ＳＮＰ　Ｃａｌｌｉｎｇ，并对原始结

果进 行 过 滤：去 除 质 量 值 小 于３０，距 离 小 于５的

ＳＮＰ。最终对得到的ＳＮＰ位点位于编码区或者非

编码区，以及属于编码区中的同义转换或者非同义

转换的ＳＮＰ数量进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　山地虎耳草和棒腺虎耳草转录组测序结果

对于ＲＮＡ－ｓｅｑ技术，其测序错误率会随着测序

序列长度的增加而升高，这是测序过程中化学试剂

的消耗所 导 致 的［１６－１７］，其 次，可 能 因 为 随 机 引 物 与

ＲＮＡ模板的不完全结合使得前６个碱基的位置也

会发生较高的测序错误率［１７］，且单个碱基位置的测

序错误率一 般 在１％以 下。本 研 究 中，山 地 虎 耳 草

和棒腺虎耳草分别获得９４　８５５　７５６条和９３　１１８　４４６
条Ｒａｗ　ｒｅａｄｓ，过 滤 后 分 别 获 得９０　３１１　２２８条、

８８　８７４　２８０条 Ｃｌｅａｎ　ｒｅａｄｓ，分 别 占 Ｒａｗ　ｒｅａｄｓ的

９５．２１％和９５．４４％。其中，两物种的单碱基错误率

分别为０．０３５％和０．０４％，碱基Ｑ２０分别为９４．３６％、

９４．００％，碱基Ｑ３０分别为８８．９８％、８８．３８％，碱基Ｇ
和Ｃ的数量总和比例分别为４２．３９％和４２．４４％。

用Ｔｒｉｎｉｔｙ软 件 对 所 得 的 Ｃｌｅａｎ　ｒｅａｄｓ进 行 拼

接，最终山地虎耳草获得１７６　１１０个Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ和

６３　７６３个 Ｕｎｉｇｅｎｅ，棒 腺 虎 耳 草 获 得１５０　３０８个

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ和６０　９７２个 Ｕｎｉｇｅｎｅ（图１）；之 后 对２
个物种的Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ和 Ｕｎｉｇｅｎｅ的长度统计 结 果

（图１）表 明，在 山 地 虎 耳 草 中 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ和 Ｕｎｉ－
ｇｅｎｅ总 的 核 苷 酸 数 分 别 为 １８９　９１９　６９１ 个、

４６　２１８　２５０个，棒腺 虎 耳 草 中 二 者 总 的 核 苷 酸 数 分

别为１８０　１２９　３０２个、４７　２４１　１０６个。

２．２　山 地 虎 耳 草 和 棒 腺 虎 耳 草ＳＳＲ的 频 率 及 其

分布

　　采用 ＭＩＳＡ对Ｕｎｉｇｅｎｅ进行ＳＳＲ检测，结果显

示：山地虎耳草中含有ＳＳＲ的序列为７　７００条，发生

频率为１２．０８％，其中６　４５４条序列含有单个ＳＳＲ，

１　２４６条序列含有１个以上的ＳＳＲ。表１显示，山地

虎耳草中共检测出４　６２２个ＳＳＲ，包括４　０９８个完全

型ＳＳＲ和５２４个复合型ＳＳＲ，其发生频率为７．２５％
（检测出的ＳＳＲ数 量 与 总 序 列 数 目 的 比 值）。在 棒

腺虎耳草中，共７　０７３条 序 列 含 有ＳＳＲ，发 生 频 率 为

１１．６０％，其中５　９８１条 序 列 含 有 单 个ＳＳＲ，１　０９２条

序列含有１个以上的ＳＳＲ，共检测出４　５４２个ＳＳＲ，
包括４　０５１个完全型ＳＳＲ和４９１个复合型ＳＳＲ，发

生频率为７．４５％（表１）。从 分 布 情 况 来 看，山 地 虎

耳草转录组序列中平均每１０．００ｋｂ出现一个ＳＳＲ，
棒腺虎耳草中平均每１０．４０ｋｂ出现一个ＳＳＲ，略低

于前者（表１）。
对２个物种的ＳＳＲ类型进行统计发现，二至六

核苷酸重复类型均有出现，但各类型出现的频率和

分布的平均距离相差较大。表１显示，在山地虎耳

图１　山地虎耳草和棒腺虎耳草拼接后的Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ与Ｕｎｉｇｅｎｅ长度分布

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｌｅｎｇｔｈ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ　ａｎｄ　Ｕｎｉｇｅｎｅｓ　ａｆｔｅｒ　ａｓｓｅｍｂｌａｇｅ　ｏｆ　Ｓ．ｓｉｎｏｍｏｎｔａｎａａｎｄ　Ｓ．ｃｏｎｓａｎｇｕｉｎｅａ
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草和棒腺虎耳草中，三核苷酸重复类型的ＳＳＲ含量

均为最多，分别占总ＳＳＲ的５５．５０％和５６．３６％；其

次为二核苷酸重复类型，所占比例分别为３０．２３％和

３０．３２％；其他类型（四核苷酸、五核苷酸、六 核 苷 酸

和复合 核 苷 酸 重 复）所 占 比 例 较 小，总 和 分 别 为

１４．２８％和１３．３２％。从分 布 情 况 来 看，两 个 物 种 不

同重复基元ＳＳＲ分 布 的 平 均 距 离 均 差 别 较 大。其

中，在山地虎耳草中，三核苷酸重复数量最多，出现

频率为４．０２％，每条ＳＳＲ分布的平均距离为１８．０２
ｋｂ，六核苷酸重复最少，出现频率为０．０２％，平均距

离为３　３５５．２５ｋｂ；在 棒 腺 虎 耳 草 中，三 核 苷 酸 的 出

现频 率 为４．２０％，每 条 ＳＳＲ 分 布 的 平 均 距 离 为

１８．４５ｋｂ，与山地虎耳草不同的是，在该物种中五核

苷酸重复最少，出 现 频 率 仅 为０．０１％，平 均 距 离 为

５　９０５．１４ｋｂ。此外，棒腺虎耳草各重复基元类型的

平均距离均高于山地虎耳草（表１）。

２．３　山 地 虎 耳 草 和 棒 腺 虎 耳 草ＳＳＲ基 元 类 型 和

比例

　　表２显示，在 山 地 虎 耳 草 转 录 组４　０９８个 完 全

型ＳＳＲ中共发现了１１０种重复基元，其中二至六核

苷酸重复基元分别有６种、３０种、４２种、１９种和１３
种。在棒腺虎耳草转录组４　０５１个完全型ＳＳＲ中则

发现了８５种重复基元，明显少于山地虎耳草，其中

二至六核苷酸重复基元分别有６种、３０种、３１种、８
种和１０种。

在２个物种的二核苷酸重复基元中，均属ＡＧ／

ＴＣ出现次数最多，分别有５２１个和５４８个，为二碱

基的优势重复单元，分别占二核苷酸重复基元ＳＳＲ
总数的３７．２９％和３９．８０％；同时ＡＧ／ＴＣ也是所有

二至六核苷酸重复基元中数量最多的ＳＳＲ，而其余

的二核苷酸重复类型在２个物种中所占比例也均有

不同。此外，２个 物 种 的 三 碱 基 和 四 碱 基 的 优 势 重

复单元也有所不同，山地虎耳草中，ＡＡＧ／ＴＴＣ（２３３
个）和ＡＡＧＡ／ＴＴＣＴ（８个）出 现 频 率 最 高，在 棒 腺

虎耳草中出现频率最高的则是ＣＴＴ／ＧＡＡ（２０３个）
和ＡＡＡＴ／ＴＴＴＡ（１４个）。五核苷酸和六核苷酸在

２个物种中出现频率普遍偏低（表２）。

２．４　山地虎耳草和棒腺虎耳草ＳＳＲ重复次数分布

研究表明，ＳＳＲ基元重复次数变异而引起的位

点长度 变 化 是 产 生 位 点 多 态 性 的 主 要 原 因［１８－１９］。
通过对山地虎耳草４　０９８个和棒腺虎耳草４　０５１个

完全型ＳＳＲ进行分类统计，结果（图２）发现，随着重

复次数的增加，二者的ＳＳＲ数量均逐渐减少。且２
个物种的ＳＳＲ均 主 要 分 布 在５～１０次 的 较 低 重 复

次数基元中，其中山地虎耳草有４　０３６个ＳＳＲｓ，占

总ＳＳＲ 的 ９８．４９％；棒 腺 虎 耳 草 中 有 ３　９９４ 个

ＳＳＲｓ，占９８．５９％；１１次、１２次 和１４次 为 一 般 重 复

次数基 元，在２个 物 种 中 分 别 有６１个 和６０个

ＳＳＲｓ，分别占１．４９％和１．４８％；２０次以上为较高重复

次数基元，在山地虎耳草和棒腺虎耳草中分别只出现

表１　山地虎耳草和棒腺虎耳草ＳＳＲ序列的出现频率

Ｔａｂｌｅ　１　Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｏｆ　ＳＳＲ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｉｎ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ　Ｓ．ｓｉｎｏｍｏｎｔａｎａａｎｄ　Ｓ．ｃｏｎｓａｎｇｕｉｎｅａ

重复基元
类型

Ｒｅｐｅａｔ　ｔｙｐｅ

山地虎耳草
Ｓ．ｓｉｎｏｍｏｎｔａｎａ

棒腺虎耳草
Ｓ．ｃｏｎｓａｎｇｕｉｎｅａ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

比例
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ／％

频率
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

平均距离
Ａｖｅｒａｇｅ

ｄｉｓｔａｎｃｅ／ｋｂ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

比例
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ／％

频率
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

平均距离
Ａｖｅｒａｇｅ
ｄｉｓｔａｎｃｅ／ｋｂ

二核苷酸
Ｄｉ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １　３９７　 ３０．２３　 ２．１９　 ３３．０８　 １　３７７　 ３０．３２　 ２．２６　 ３４．３１

三核苷酸
Ｔｒｉ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ２　５６５　 ５５．５０　 ４．０２　 １８．０２　 ２　５６０　 ５６．３６　 ４．２０　 １８．４５

四核苷酸
Ｔｅｔｒａ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １０４　 ２．２５　 ０．１６　 ４４４．４１　 ９６　 ２．１１　 ０．１６　 ４９２．０９

五核苷酸
Ｐｅｎｔａ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １９　 ０．４１　 ０．０３　 ２　４３２．５４　 ８　 ０．１８　 ０．０１　 ５　９０５．１４

六核苷酸
Ｈｅｘａ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １３　 ０．２８　 ０．０２　 ３　３５５．２５　 １０　 ０．２２　 ０．０２　 ４　７２４．１１

复合Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　 ５２４　 １１．３４　 ０．８２　 ８８．２０　 ４９１　 １０．８１　 ０．８１　 ９６．２１

合计Ｔｏｔａｌ　 ４　６２２　 １００　 ７．２５　 １０．００　 ４　５４２　 １００　 ７．４５　 １０．４０

注：比例：各核苷酸ＳＳＲ在总ＳＳＲ中所占比例；频率：含有ＳＳＲ的序列数目与总序列数目的比值；平均分布距离：序列总长度与ＳＳＲ数目

的比值

Ｎｏｔｅ：Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ：Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ　ｉｎ　ａｌｌ　ＳＳＲｓ；Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ：Ｔｈｅ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ＳＳＲ　ｎｕｍｂｅｒ　ｉｎ　ａｌｌ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ；Ａｖｅｒａｇｅ　ｄｉｓｔａｎｃｅ：Ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｔｏｔａｌ　ｓｅ－

ｑｕｅｎｃｅ　ｌｅｎｇｔｈ　ａｎｄ　ＳＳＲ　ｎｕｍｂｅｒ
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表２　山地虎耳草和棒腺虎耳草转录组中不同ＳＳＲ序列的出现情况

Ｔａｂｌｅ　２　Ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＳＳＲ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｉｎ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ　ｏｆ　Ｓ．ｓｉｎｏｍｏｎｔａｎａａｎｄ　Ｓ．ｃｏｎｓａｎｇｕｉｎｅａ

山地虎耳草Ｓ．ｓｉｎｏｍｏｎｔａｎａ 棒腺虎耳草Ｓ．ｃｏｎｓａｎｇｕｉｎｅａ

重复类型
Ｒｅｐｅａｔ　ｔｙｐｅ

重复基元
Ｒｅｐｅａｔ　ｍｏｔｉｆ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

比例
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ／％

频率
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

重复基元
Ｒｅｐｅａｔ　ｍｏｔｉｆ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

比例
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ／％

频率
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

二核苷酸
Ｄｉ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ＡＧ／ＴＣ　 ５２１　 １１．２７　 ０．８１７ ＡＧ／ＴＣ　 ５４８　 １３．５３　 ０．８９９

ＡＴ／ＴＡ　 ３４６　 ７．４９　 ０．５４３ ＣＴ／ＧＡ　 ３１３　 ７．７３　 ０．５１３

ＣＴ／ＧＡ　 ２９２　 ６．３２　 ０．４５８ ＡＴ／ＴＡ　 ２９９　 ７．３８　 ０．４９０

ＡＣ／ＴＧ　 １３１　 ２．８３　 ０．２０５ ＡＣ／ＴＧ　 １２１　 ２．９９　 ０．１９８

ＣＡ／ＧＴ　 １０１　 ２．１９　 ０．１５８ ＣＡ／ＧＴ　 ９０　 ２．２２　 ０．１４８

ＣＧ／ＧＣ　 ６　 ０．１３　 ０．００９ ＣＧ／ＧＣ　 ６　 ０．１５　 ０．０１０

三核苷酸
Ｔｒｉ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ＡＡＧ／ＴＴＣ　 ２３３　 ５．０４　 ０．３６５ ＣＴＴ／ＧＡＡ　 ２０３　 ５．０１　 ０．３３３

ＣＴＴ／ＧＡＡ　 ２０２　 ４．３７　 ０．３１７ ＡＡＧ／ＴＴＣ　 １８７　 ４．６２　 ０．３０７

ＡＡＣ／ＴＴＧ　 １８０　 ３．８９　 ０．２８２ ＡＧＡ／ＴＣＴ　 １８１　 ４．４７　 ０．２９７

ＡＧＡ／ＴＣＴ　 １６４　 ３．５５　 ０．２５７ ＡＡＣ／ＴＴＧ　 １７７　 ４．３７　 ０．２９０

ＡＣＴ／ＴＧＡ　 １５７　 ３．４０　 ０．２４６ ＡＴＣ／ＴＡＧ　 １５５　 ３．８３　 ０．２５４

ＣＴＡ／ＧＡＴ　 １５７　 ３．４０　 ０．２４６ ＴＣＡ／ＡＧＴ　 １５５　 ３．８３　 ０．２５４

ＡＧＴ／ＴＣＡ　 １４４　 ３．１２　 ０．２２６ ＣＡＡ／ＧＴＴ　 １５３　 ３．７８　 ０．２５１

ＡＣＡ／ＴＧＴ　 １４３　 ３．０９　 ０．２２４ ＧＡＴ／ＣＴＡ　 １４０　 ３．４６　 ０．２３０

ＣＡＡ／ＧＴＴ　 １２９　 ２．７９　 ０．２０２ ＴＧＡ／ＡＣＴ　 １２７　 ３．１４　 ０．２０８

ＡＴＣ／ＴＡＧ　 １１８　 ２．５５　 ０．１８５ ＴＧＴ／ＡＣＡ　 １２５　 ３．０９　 ０．２０５

ＣＣＡ／ＧＧＴ　 １１８　 ２．５５　 ０．１８５ ＣＣＡ／ＧＧＴ　 １２５　 ３．０９　 ０．２０５

ＡＣＣ／ＴＧＧ　 １００　 ２．１６　 ０．１５７ ＣＡＴ／ＧＴＡ　 １１８　 ２．９１　 ０．１９４

其他ｏｔｈｅｒｓ　 ７２０　 １５．５９　 １．１３ 其他ｏｔｈｅｒｓ　 ７１４　 １７．６３　 １．１７３

四核苷酸
Ｔｅｔｒａ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ＡＡＧＡ／ＴＴＣＴ　 ８　 ０．１７　 ０．０１３ ＡＡＡＴ／ＴＴＴＡ　 １４　 ０．３５　 ０．０２３

ＡＧＡＡ／ＴＣＴＴ　 ６　 ０．１３　 ０．００９ ＡＡＡＣ／ＴＴＴＧ　 ８　 ０．２０　 ０．０１３

ＣＡＡＡ／ＧＴＴＴ　 ６　 ０．１３　 ０．００９ ＡＡＴＡ／ＴＴＡＴ　 ７　 ０．１７　 ０．０１１

ＡＡＣＡ／ＴＴＧＴ　 ５　 ０．１１　 ０．００８ ＡＣＡＡ／ＴＧＴＴ　 ５　 ０．１２　 ０．００８

－ － － － ＡＧＡＡ／ＴＣＴＴ　 ５　 ０．１２　 ０．００８

－ － － － ＡＴＣＡ／ＴＡＧＴ　 ５　 ０．１２　 ０．００８

－ － － － ＣＡＡＡ／ＧＴＴＴ　 ５　 ０．１２　 ０．００８

－ － － － ＣＴＴＴ／ＧＡＡＡ　 ５　 ０．１２　 ０．００８

其他ｏｔｈｅｒｓ　 ７９　 １．７５　 ３．０７２ 其他ｏｔｈｅｒｓ　 ４２　 ０．９６　 ０．０７４

五核苷酸
Ｐｅｎｔａ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

总计ｔｏｔａｌ　 １９　 ０．３８　 ０．０３８ 总计ｔｏｔａｌ　 ８　 ０．１６　 ０．０１６

六核苷酸
Ｈｅｘａ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

总计ｔｏｔａｌ　 １３　 ０．２６　 ０．０２６ 总计ｔｏｔａｌ　 ９　 ０．１８　 ０．０１８

总计Ｔｏｔａｌ － ４　０９８　 ８８．６６　 ６．４２７ － ４　０５１　 ８９．１９　 ６．６４４

注：比例：各核苷酸ＳＳＲ在总ＳＳＲ中所占比例；频率：含有ＳＳＲ序列数目与总序列数目的比值

Ｎｏｔｅ：Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ：Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ　ｉｎ　ａｌｌ　ＳＳＲｓ；Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ：Ｔｈｅ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ＳＳＲ　ｎｕｍｂｅｒ　ｉｎ　ａｌｌ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

了５０次和２５次的重复，且均仅含１个ＳＳＲ（图２）。
据统计，在山地虎耳草和棒腺虎耳草中，均属二

核苷酸基元重复次数类型最多，跨度最大，分别有８

种和７种，且 主 要 类 型 均 为６次 重 复，分 别 有６２７
个、５９６个（图３），占 相 应 物 种 二 核 苷 酸 基 元 的

４４．８８％和４３．２８％；位于二核苷酸之后的是三核苷
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酸，分别为山地虎耳草中的 ＡＴＴ／ＴＡＡ（５种）和 棒

腺虎耳草中的ＣＣＡ／ＧＧＴ（５种）出现的类型最多；２
物种的四核苷酸、五核苷酸和六核苷酸重复基元中

多以５次、６次重复类型出现。此外，在这２个物种

的５种 核 苷 酸 基 元 中，随 着 重 复 次 数 的 增 加，ＳＳＲ
数量所占比例都有逐渐减少的趋势（图３，Ａ、Ｂ）。

２．５　山地虎耳草和棒腺虎耳草ＳＳＲ基元长度分布

及其多态性

　　图４和表３显示，山地虎耳草和棒腺虎耳草的

完全型ＳＳＲ基元长度区间分别为１２～１００ｂｐ和１２
～７５ｂｐ，其中最大的片段长度分别为前者二核苷酸

重复５０次（１００ｂｐ）和后者三核苷酸重 复２５次（７５

ｂｐ）的ＳＳＲ。从整体来看，二 者ＳＳＲ的 分 布 范 围 较

为集中，主要在１２～３０ｂｐ，且在所有ＳＳＲ中，最多

的为１５ｂｐ长 度 的ＳＳＲ，其 中 山 地 虎 耳 草 有１　５２９
个，占３７．３１％，棒腺虎耳草有１　５８１个，占３９．０３％，
并且均为５次重复的三核苷酸基元（图４）。

研究表明，当ＳＳＲ基序长度大于等于２０ｂｐ时

其多态性较高，长度在１２～２０ｂｐ时多态性中等，而
长度在１２ｂｐ以 下 时 多 态 性 极 低［２０］。本 研 究 筛 选

得到的山地虎 耳 草 和 棒 腺 虎 耳 草 转 录 组ＳＳＲ的 长

度均大于等 于１２ｂｐ，其 中 前 者１２～１９ｂｐ的ＳＳＲ
有３　４３９个（８３．９２％），后 者 有３　４６２个（８５．４６％）
（表３），这些ＳＳＲ具有中等多态性；而２种虎耳草大

图２　山地虎耳草和棒腺虎耳草转录组ＳＳＲ重复次数分布

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｐｅａｔ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ＳＳＲｓ　ｉｎ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ　ｏｆ　Ｓ．ｓｉｎｏｍｏｎｔａｎａａｎｄ　Ｓ．ｃｏｎｓａｎｇｕｉｎｅａ

图３　山地虎耳草（Ａ）和棒腺虎耳草（Ｂ）转录组ＳＳＲ不同重复类型的重复次数分布

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｐｅａｔ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ＳＳＲｓ　ｆｏｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｒｅｐｅａｔ　ｔｙｐｅｓ　ｉｎ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

ｏｆ　Ｓ．ｓｉｎｏｍｏｎｔａｎａ（Ａ）ａｎｄ　Ｓ．ｃｏｎｓａｎｇｕｉｎｅａ（Ｂ）
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图４　山地虎耳草和棒腺虎耳草转录组ＳＳＲ基元长度分布

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｏｔｉｆ　ｌｅｎｇｔｈ　ｏｆ　ＳＳＲｓ　ｉｎ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ　ｏｆ　Ｓ．ｓｉｎｏｍｏｎｔａｎａａｎｄ　Ｓ．ｃｏｎｓａｎｇｕｉｎｅａ
表３　山地虎耳草和棒腺虎耳草转录组ＳＳＲ不同重复类型的基元长度分布

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｏｔｉｆ　ｌｅｎｇｔｈ　ｏｆ　ＳＳＲｓ　ｆｏｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｒｅｐｅａｔ　ｔｙｐｅｓ　ｉｎ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ｏｆ　Ｓ．ｓｉｎｏｍｏｎｔａｎａａｎｄ　Ｓ．ｃｏｎｓａｎｇｕｉｎｅａ

重复类型
Ｒｅｐｅａｔ　ｔｙｐｅ

长度
Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

山地虎耳草Ｓ．ｓｉｎｏｍｏｎｔａｎａ 棒腺虎耳草Ｓ．ｃｏｎｓａｎｇｕｉｎｅａ

ＳＳＲ数量
Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ＳＳＲｓ

ＳＳＲ所占百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔ　ｏｆ　ｔｏｔａｌ　ＳＳＲｓ／％

ＳＳＲ数量
Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ＳＳＲｓ

ＳＳＲ所占百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔ　ｏｆ　ｔｏｔａｌ　ＳＳＲｓ／％

二核苷酸
Ｄｉ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

１２　 ６２７　 ４４．８８　 ５９６　 ４３．２８

１４　 ３１５　 ２２．５５　 ３４２　 ２４．８４

１６　 ２０８　 １４．８９　 ２０３　 １４．７４

１８　 １０８　 ７．７３　 １１３　 ８．２１

２０　 ７８　 ５．５８　 ７１　 ５．１６

２２　 ５３　 ３．７９　 ４７　 ３．４１

２４　 ７　 ０．５０　 ５　 ０．３６

１００　 １　 ０．０７　 ０　 ０．００

三核苷酸
Ｔｒｉ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

１５　 １　５２９　 ５９．６１　 １　５８１　 ６１．７６

１８　 ６５２　 ２５．４２　 ６２７　 ２４．４９

２１　 ３５５　 １３．８４　 ３２４　 １２．６６

２４　 ２８　 １．０９　 ２６　 １．０２

３３　 ０　 ０．００　 １　 ０．０４

４２　 １　 ０．０４　 ０　 ０．００

７５　 ０　 ０．００　 １　 ０．０４

四核苷酸
Ｔｅｔｒａ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

２０　 ８５　 ８１．７３　 ８２　 ８５．４２

２４　 １７　 １６．３５　 １２　 １２．５０

２８　 １　 ０．９６　 ２　 ２．０８

３６　 １　 ０．９６　 ０　 ０．００

五核苷酸
Ｐｅｎｔａ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

２５　 １７　 ８９．４７　 ７　 ８７．５０

３０　 １　 ５．２６　 ０　 ０．００

３５　 １　 ５．２６　 １　 １２．５０

六核苷酸
Ｈｅｘａ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

３０　 ９　 ６９．２３　 ３　 ３０．００

３６　 １　 ７．６９　 ３　 ３０．００

４２　 １　 ７．６９　 １　 １０．００

５４　 ２　 １５．３８　 ０　 ０．００

６６　 ０　 ０．００　 ３　 ３０．００
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图５　山地虎耳草和棒腺虎耳草ＳＮＰｓ类型分析

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＳＮＰ　ｔｙｐｅｓ　ｉｎ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ　ｏｆ

Ｓ．ｓｉｎｏｍｏｎｔａｎａａｎｄ　Ｓ．ｃｏｎｓａｎｇｕｉｎｅａ

于等于２０ｂｐ的ＳＳＲ分别有６５９个（１６．０８％）、５８９
个（１４．５４％）（表３），这些ＳＳＲ具有较高的多态性。
由此推测本研究中山地虎耳草和棒腺虎耳草转录组

ＳＳＲ的多态性均在中等以上。此外，研究发现高级

基元ＳＳＲ的多态性普遍比低级基元的低［２１］。本研

究中山地虎耳草和棒腺虎耳草的二、三核苷酸基元

总和分别占完全型ＳＳＲ的９６．６８％、９７．１９％，在长

度大于等于２０ｂｐ的ＳＳＲ中，两物种所包含的低级

基元（二核苷酸和三核苷酸）总数分别为５２３条、４７５
条，占长度大于等于２０ｂｐ的所有ＳＳＲ的７９．３６％、

８０．６５％，表明大部分山地虎耳草和棒腺虎耳草转录

组ＳＳＲ具有高多态性潜能（表３）。

２．６　山 地 虎 耳 草 和 棒 腺 虎 耳 草 的ＳＮＰ位 点 特 征

分析

　　通过数据处理，最终在山地虎耳草和棒腺虎耳草

中分别获得１１８　４２４个和１１２　００６个ＳＮＰ位点，其中

非编 码 区 的ＳＮＰ位 点 分 别 为８２　４２０个（６９．６０％）、

７９　９８６个（７１．４１％），编 码 区 的 ＳＮＰ位 点 分 别 为

３６　００４个（３０．４０％）、３２　０２０个（２８．５９％）。在山地虎

耳 草 的 编 码 ＳＮＰ 中，同 义 突 变 有 ３５　８４９ 个

（３０．２７％），非同义突变１５５个（０．１３％）；棒腺虎耳草

的编码ＳＮＰ中，同义突变有３１　８９９个（２８．４８％），非

同义突变有１２１个（０．１１％）。
对二者ＳＮＰ进行类型分析结果（图５）发现，在山

地虎耳草中，转换类型有７２　０７６个（６０．８６％），颠换类

型有４６　３２１个（３９．１１％）；棒腺虎耳草中，转换类型有

６６　８１９个（５９．６６％），颠换类型有４５　１６９个（４０．３３％）。

３　讨　论

转录组代表了特定物种的组织或细胞在不同发

育阶段、不同生理状态下的全部 ｍＲＮＡ总和［２２］，且

不同物种、同一物种的不同个体、同一个体的不同组

织以及同一组织不同时期的转录本表达情况都有所

不同［２３］。本研究 从 山 地 虎 耳 草 和 棒 腺 虎 耳 草 转 录

组中分别获得了６３　７６３个和６０　９７２个Ｕｎｉｇｅｎｅ，为
后续分析奠定了坚实的基础。其中，山地虎耳草中，
碱基Ｑ２０和Ｑ３０分别为９４．３６％、８８．９８％，棒腺虎耳

草中 相 应 比 例 为９４．００％、８８．３８％，研 究 指 出，当

Ｑ３０值在８０％以上就认为测序 质 量 非 常 可 靠［２４］，而

碱基Ｑ２０与碱 基 识 别 的 错 误 率 呈 对 数 相 关，其 表 示

每１００个序列碱基中仅有１个出错的概率［２５］。
从２物种的Ｕｎｉｇｅｎｅ中分别检测出了４　６２２个

和４　５４２个 ＳＳＲ，平 均 分 布 距 离 为１／１０．００ｋｂ、

１／１０．４０ｋｂ，二 者 差 别 不 大，但 与 其 他 高 山 植 物 相

比，其平均分布距离高于冷蒿（１／１８．４６ｋｂ）［２６］和川

西獐牙 菜（１／１２．６ｋｂ）［２７］，与 蓝 玉 簪 龙 胆（１／９．９７
ｋｂ）［２８］相 差 较 小，但 低 于 唐 古 特 红 景 天（１／８．５２
ｋｂ）［２９］。由此表明，２个 物 种 转 录 组 中ＳＳＲ的 数 量

较为丰富。此外，山地虎耳草和棒腺虎耳草转录组

中ＳＳＲ出现频率也相似，分别为７．２５％、７．４５％，与
唐古特红景 天（７．１％）［２９］的 出 现 频 率 较 为 接 近，高

于冷 蒿（２．６１％）［２６］和 蓝 玉 簪 龙 胆（６．１２％）［２８］，但

低于川西獐 牙 菜（８．１６％）［２７］。出 现 这 种 差 异 可 能

与物种选择、组 装 方 法、ＳＳＲ搜 索 的 标 准 及 分 析 方

法等有关。
研究表明，大多数植物的ＳＳＲ主要以二核苷酸

和三核苷酸重复为主要类型，但是主导重复基元的

类型有所不同［２７，３０］。本研究发现，这２个物种转录

组ＳＳＲ的 优 势 基 元 均 是 三 核 苷 酸 重 复，这 与 冷

蒿［２６］、蓝玉簪龙 胆［２８］和 唐 古 特 红 景 天［２９］和 等 植 物

的优势基 元 结 果 相 一 致；但 在 金 银 花［３１］和 芝 麻［３２］

等植物 中 二 核 苷 酸 重 复 占 主 导 地 位，在 川 西 獐 牙

菜［２７］和灯盏花［３０］等植物中主导类型为二核苷酸和

三核苷酸重复基元。这种主导重复基元的不同可能

与物种自身的差异有关。此外，有研究指出三核苷

酸和六核苷酸ＳＳＲ重复基序的突变情况，可能是一

种有利于植物进化的突变［３３］，在山地虎耳草和棒腺

虎耳草中以三 核 苷 酸ＳＳＲ为 主 体 的 分 布 可 能 与 长

期以来自然选择所导致的适应性变化有关。
多项研究指出，作为碱基序列的重要特征之一，

ＧＣ含量反映了基因的结构、功能 和 进 化 信 息，ＳＳＲ
序列中ＧＣ含量的增加会使某些氨基酸序列的增加

而获得某些特定功能，如胁迫抗性、转录调控、信号

转导等［１４，３４－３５］。并且在大多数植物中ＧＣ重复基元
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很少出现，例如在唐古特红景天［２９］、金银花［３１］和小

麦［３６］等植物中均未发现该重复基元，但在山地虎耳

草和棒腺虎耳草转录组ＳＳＲ中均检测到了６个ＧＣ
重复 基 元，这 种 现 象 在 川 西 獐 牙 菜［２７］和 大 豆［３７］中

也出现过。其次，山地虎耳草和棒腺虎耳草对青藏

高原高寒干旱、土壤贫瘠等极端环境的适应机制是

否与ＧＣ重复单元有关还需要进行更深入的探讨。
对山地虎耳草和棒腺虎耳草的ＳＮＰ分析发现，

两者ＳＮＰ的转换类型比例均明显高于颠换类型，并
且在转换类型中，ＣＴ发生频率较高，与蓝玉簪龙

胆的ＳＮＰｓ结 果 相 一 致［２８］，这 一 现 象 可 能 是 由 于

ＳＮＰ在ＣＧ序列上出现最为频繁，并且ＣＧ中 的Ｃ
常为甲基化，在自发地脱氨后便成为Ｔ所导致［３８］。
此外，对这２个物种的编码ＳＮＰ比 较 发 现，物 种 间

同义突变个数和非同义突变个数均为接近，但物种

内同义突变个数均明显高于非同义突变，这可能是

由于在自然选择的作用下，绝大多数引起氨基酸序

列的突变因为降低了物种的适合度而遭到淘汰，进

而导致了蛋白质编码区的非同义突变率低于同义突

变率。
青藏高原作为虎耳草属植物多样性中心之一，

虽然资源丰富独特，但相关物种的基因组学研究相

对滞后，遗传信息较为缺乏。本研究通过分析和比

较山地虎耳草 和 棒 腺 虎 耳 草 转 录 组 序 列 中ＳＳＲ和

ＳＮＰ的分布情 况，发 现 二 者 的 结 果 差 别 较 小，这 可

能与选取的组织部位相同、发育阶段相同以及物种

间的系统发育学关系较近有关。本研究结果可为今

后对山地虎耳草和棒腺虎耳草进行引物设计、生态

适应和系统发育学研究提供基础，为保护生物学提

供理论依据。
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