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摘 要 基于 ＲAD-seq 简化基因组测序技术获得椭圆叶花锚( Halenia ellipitica D． Don) 简化基因组水平上的序列

信息并开发 SSＲ 分子标记。利用 SＲ search 软件检测而得到双端各有至少 100 bp 的五种类型的 SSＲ( 二、三、四、

五、六核苷酸) 位点共 6 201 个，并成功设计其中 3 865 个 SSＲ 引物。在能成功设计引物的 SSＲ 位点中，三核苷酸

SSＲ 位点最多; 重复序列长度包括 17 种( 12 ～ 36 bp) ; 重复序列的基序共达 316 种，其中五核苷酸基序种类最多

( 91 种) 。从中挑选 65 对可对应五种 SSＲ 类型的引物，经梯度 PCＲ 检验后，利用椭圆叶花锚的 4 个居群 32 个个

对可扩增的引物进行 PCＲ 和聚丙烯酰氨凝胶电泳检测，其中 14 对引物能在绝大多数个体中扩增，且 13 对具多态

性。13 个多态性位点的等位基因数量均值为 5． 462，多态性较高且不连锁( P ＜ 0． 05) ; 其中 10 个位点在多数居群

中偏离哈迪温伯格平衡( P ＜ 0． 01) 且存在较高的纯合子数量( 观测杂合度 Ho 均值 0． 226) ; 近交系数在 － 0． 443 ～
1，均值为 0． 656; 基因流 Nm 为 0． 474。
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Abstract The restriction-site associated DNA sequencing ( ＲAD-seq) technology was used to analyze simple
sequence repeats( SSＲ) information of Halenia ellipitica D． Don; SSＲ markers for this species were developed
based on ＲAD-seq data． We identified 6 201 SSＲ loci with at least 100 bp at two ends，including five types( di-
nucleotide，tri-nucleotide，tetra-nucleotide，penta-nucleotide，and hexa-nucleotide ) ． Primers of 3 865 loci
were designed successfully． Among which，amount of tri-nucleotide SSＲ loci is the most． Ｒepeat motif type
number is 316，and type number of penta-nucleotide motif is the most( 91) ． Afterward，65 designed primers
were randomly selected to represent the five SSＲ types，and tested using annealing temperature gradient PCＲ．
Subsequently，32 individuals from four natural populations of H． elliptica were employed to estimate the SSＲ
primers that can be amplified． One monomorphic and 13 polymorphic SSＲ loci were developed according to the



result of PCＲ and Polyacrylamide gel electrophoresis． The number of alleles of the 13 polymorphic SSＲ loci is
high( mean 5． 462) ，and no linkage relation was found( P ＜ 0． 01) ; ten loci deviate from HWE( P ＜ 0． 01) and
have many homozygotes ( observed heterozygosity mean of 0． 226 ) ; the range of inbreeding coefficient is in
－ 0. 443 － 1( mean of 0． 656) ; the gene flow Nm is 0． 474．
Key words Halenia ellipitica; ＲAD-seq; SSＲ molecular marker; simplified genome sequencing

椭圆叶花锚( Halenia ellipitica D． Don) 是龙胆

科( Gentianaceae) 的草本植物，主产于青藏高原及

其周边，分布较广［1］。椭圆叶花锚在藏药、蒙药、
普米药、佤药等传统民族医药中均有应用，主要用

于治疗肝胆疾病，同时具有清热祛湿等功效［2 ～ 3］。
目前已有多种使用椭圆叶花锚治疗肝胆疾病的准

字号成药，资源需求量较大［4］，当前该植物药材资

源主要为野生资源，因而合理地利用和保护椭圆

叶花锚野生资源以及准确地鉴定该物种已经成为

亟待考虑的议题。基于分子生物学的生物遗传多

样性研究可以为生物保护提供一定的理论依据，

同时基于分子生物学———尤其是基于 SSＲ 的指纹图

谱也为物种的准确鉴定提供快速而有效的工具［5］。
目前，对椭圆叶花锚的研究主要集中在资源

学、化学成分提取与分析、有效成分的含量测定及

药理作用等方面［3 ～ 4，6 ～ 9］; 而遗传多样性等从分子

生物学角度分析的研究工作，主要有 Zhang 等［10］

利用磁珠富集法( FIASCO) 开发了 12 个椭圆叶花

锚的多态性微卫星 DNA( microsatellite DNA，亦称

SSＲ) ，但是并没有对椭圆叶花锚较全面的 SSＲ 信

息分析的研究。鉴于花锚属植物尚无足够的核酸

序列数据可供参考 ( 没有公布的基因组或转录组

数据) ，因而本研究将利用限制性酶切位点相关的

DNA 测 序 ( Ｒe-striction-site associated DNA se-
quence，ＲAD-seq) ［11 ～ 13］这一较理想的 SSＲ 信息研

究技术，对椭圆叶花锚的 SSＲ 信息进行较全面的

分析，并据此开发其多态性分子标记。

1 材料与方法

1． 1 样品采集与 DNA 提取

椭圆叶花锚的 DNA 材料采自分别分布于青

海、甘肃、四川和云南 4 个省份的 4 个居群( 表 1) 。
每个居群选取 8 个个体，居群内个体之间至少相

隔 15 m。DNA 材料的采集、凭证标本的保存以及

总 DNA 的提取与检测方法同王久利等［14］。
1． 2 文库构建、测序与序列数据处理

将不同居群的 4 个个体的基因组 DNA 等量

混合，由北京诺禾致源生物信息科技有限公司进

行建库测序。检测合格的 DNA 样品通过酶切、随
机打断，经末端修复、加 A 尾、加测序接头、纯化、
PCＲ 扩增等步骤完成整个文库制备。库检合格

后，在 Illumina HiSeqTM 2000 ( USA) 平台上双向测

序，获得原始测序序列( raw data) ，用序列分析软

件 Illumina Casava 1． 8［15］ 进行碱基识别，然后对

raw data 进行过滤，接着用 cd-hit-est 软件［16］进行

聚类，并从中选取 reads 支持数为 10 ～ 400 之间的

类，根据聚类结果，用 Velvet 对筛选后的类进行组

装［17］，组装后，过滤 125 bp 以下的 contig。

表 1 椭圆叶花锚的居群信息

Table 1 Information on the populations of H． elliptica

居群
Population

区域
Location

纬度 /北纬
Latitude /N

经度 /东经
Longitude /E

海拔
Altitude( m)

个体数
Number of
individuals

chen2013577 云南香格里拉
Yunnan Shangri-La 27°53'47″ 99°43'37″ 3 331 8

chen2013014 甘肃渭源
Gansu Weiyuan 35°00'00″ 103°59'17″ 2 550 8

zhang2014351 青海门源
Qinghai Menyuan 37°46'50″ 101°11'13″ 3 424 8

chen2013453 西藏亚东
Tibet Yadong 27°44'38″ 88°58'01″ 3 065 8

1． 3 SSＲ 序列检测、引物设计、扩增与检测

SSＲ 序列检测、引物设计、扩增与检测过程

中，软件参数设置及实验策略参照王久利等［14］的

方法。利用 SＲ search 软件( Novogene，北京) 对检

测经组装好的 contig 以寻找 SSＲ 序列，然后利用

SＲ search 软件中的 Primer 3［18］模块设计 SSＲ 引

物。从所设计的引物中随机挑选 65 对可代表 2 －
6 核苷酸五种基序( motif) 类型的引物 ( 对应位点

序列的 NCBI 接收号: KY315063-KY315127) ，交由

生工生物工程( 上海) 股份有限公司( 中国) 合成，

利用梯度退火温度 PCＲ 反应选定成功扩增的引物

并确定其最佳退火温度: 在 20 μL 的 PCＲ 反应体

系中，含 30 ng·μL －1 的 DNA 模板 0． 9 μL，10 ×
PCＲ Buffer 2． 0 μL，10 μmol·L －1 正反向引物各

0. 4 μL，10 mmol·L －1 dNTPs 0． 7 μL，Taq DNA 聚

合酶( 5 U·μL －1 ) 0． 1 μL，ddH2O 15． 5 μL。PCＲ
扩增在 Mastercycler pro PCＲ 仪( Eppendorf，德国)
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上进行，扩增程序为［95℃，5 min; ( 94℃，30 s; Tm，

60 s; 72℃，60 s) × 25; 72℃，7 min; 16℃，∞ ］( Tm

为各引物的梯度退火温度，50 ～ 60℃ ) 。接着，用

1． 5%的琼脂糖凝胶对 PCＲ 产物进行电泳检测，以

溴化乙锭( ethidium bromide，EB) 染色，然后拍照。
然后用 4 个自然居群总共 32 个异型花个体

( 表 1) 对能成功扩增引物按照上述体系和程序进

行 PCＲ，其中退火温度换成相应引物的最佳退火

温度。然后将 PCＲ 产物进一步用 20% 的聚丙烯

酰氨凝胶进行电泳检测，然后染色并拍照。

2 数据分析与结果

2． 1 ＲAD-seq 测序数据质量评估

椭圆叶花锚 DNA 的 ＲAD 测 序 共 产 生 Ｒaw
data 2． 754G，过滤后得到 Clean data 2． 722G。若

测序 错 误 率 用 e 表 示，Illunima HiSeqTM 2500 /
MiseqTM 的 碱 基 质 量 值 用 Qphred 表 示，则 有:

Qphred = － 10log10 ( e) ，Phred 分值大于 20( Q20 ) 碱

基占总体碱基的百分比不低于 93． 72% ; GC 含量

为 34． 10% ; ＲAD-Tag 捕获率为 98． 21%。可见，样

本的数据量足够，测序质量合格，GC 分布正常，建

库与测序均成功。
2． 2 聚类与组装

对样本含有酶识别位点 reads 用 Cd-hit-est 把

ＲAD-tag 相近的 reads 聚集到一个类中，并对每一

类的 reads 支持数进行初步的过滤，数据聚类后共

得到 1 155 618 类，用于聚类的所有 reads 为 8 635
429，统计类中的 reads 支持数在 10 ～ 400 之间的

类数目有 174 113，对 reads 支持深度进行过滤之

后所剩下的 pair reads 数为 5 558 782，为过滤之后

的 reads 数 与 所 有 参 加 聚 类 reads 的 比 例 是

64. 37%。
本次组装总长度为 79 426 526 bp，组装总个数

284 558，其平均长度为 279 bp，序列从大到小排

列，当长度达到组装总长度一半时，contig 的长度

是 383 bp。组装结果中 GC 含量为 34． 16%，而所

有 reads 的 GC 含量为 34． 10%。GC 含量与测序

下机数据的 GC 含量高度一致，反应组装结果能够

代表部分基因组。
将去重复之后的 reads 通过 Burrows-Wheeler

alignment tool( BWA) 软件［19］比对到组装结果中，

利用 SAMtools 进行变异检测［20］。检测结果显示，

所有能比对上组装基因组的 reads 占所有参加比

对 reads 的 91． 45% ; 每 个 位 点 的 平 均 深 度 为

21. 55; reads 能 够 覆 盖 组 装 基 因 组 的 98． 39% ;

reads 能够覆盖组装基因组且深度不低于 4 × 的比

例是 80% ; 自身 reads 比对组装结果所检测出的

SNP 数为 208，010，其中杂合 SNP 为 196，243，杂

合比例为 94． 34%，检测结果中出现大部分的杂合

SNP、少量的纯合 SNP，则说明组装结果可靠。样

本比对率反映了样本 Clean data 的利用率情况，覆

盖深度和覆盖度直接反应测序数据的均一性及与

组装基因组的一致性。
2． 3 SSＲ 检测结果

利用 SＲ search 软件对样本组装 contig 进行过

滤共得到 6 201 个双端含有 100 bp ( 便于设计引

物) SSＲ 片段。成功设计引物的片段数量为 3 865
个，成功设计率为 62． 33%，其中 SSＲ 数量较多的

基序类型是二、三、四核苷酸重复，SSＲ 数量分别

是 833、1 666、1 133，分 别 占 总 数 的 21． 55%、
43. 11%、29． 31%。而五、六核苷酸重复类型所占

比例较少，分别为 3． 49%、2． 54%。在获得的五种

SSＲ 类型中，SSＲ 的基序类型达 316 种，其中五、六
核苷酸重复类型的种类数居多，分别为 91、83 种;

最少的是二核苷酸重复，仅 10 种( 表 2) 。

表 2 椭圆叶花锚的 SSＲ 序列信息

Table 2 Information of SSＲ sequences in H． elliptica

SSＲ 类型
SSＲ type

数量
Number

百分比
Percentage

平均长度
Average

length( bp)

重复序列的
基序的种类数

Motif type
number

二核苷酸
Di-nucleotide 833 21． 55% 14． 51 10

三核苷酸
Tri-nucleotide 1666 43． 10% 13． 27 58

四核苷酸
Tetra-nucleotide 1133 29． 31% 17． 71 74

五核苷酸
Penta-nucleotide 135 3． 49% 21． 15 91

六核苷酸
Hexa-nucleotide 98 2． 54% 25． 22 83

所得 SSＲ 的长度为 12 ～ 36 bp，平均长度为

15． 42 bp，长度为 12 bp 的位点数量最多，最少的为

27 和 36 bp; 不同重复序列的长度分布存在较大差

异，而不同核苷酸数目的基序的重复次数亦各不

相同( 表 3) 。二核苷酸基序的 SSＲ 主要为 6、7 次

重复( 68． 79% ) ; 三核苷酸基序的 SSＲ 主要为 4、
5、6 次重复( 96． 70% ) ; 四核苷酸基序组成的 SSＲ
有 5 种主要为 4、5 次重复 ( 91． 62% ) ; 五、六核苷

酸基序组成的 SSＲ 主要为 4 次重复 ( 80． 26% ) 。
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总体而言，在所有基序重复次数中，以 4 次重复占

多数，共 2 189 个( 56． 64% ) 。其次是五次重复，共

585 个 ( 15． 14% ) 。而 15 次重复最少，仅有 2 个

( 0． 05% ) 。在二、三、四、五、六核苷酸五类重复类

型中，重复序列最多的种类分别为 AT ( 380 个) 、
AAT( 166 个) 、AAAT ( 191 个) 、AAAAT ( 7 个) 和

CCTAAA( 6 个) ，它们分别占全部 SSＲ 序列数量的

9． 83%、4． 29%、4． 94%、0． 18%和 0． 15%。

表 3 椭圆叶花锚 SSＲ 位点不同重复序列的长度分布

Table 3 Distribution of the length of repeat sequences of SSＲ loci of the H． ellipitica

长度
Length( bp)

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

SSＲ 位点数
Number of SSＲ loci

分布百分比
Distribution

percentage( % )

12 396 1211 — — — 1 607 41． 58

14 177 — — — — 177 4． 58

15 — 297 — — — 297 7． 68

16 98 — 791 — — 889 23． 00

18 69 103 — — — 172 4． 45

20 41 — 247 108 — 396 10． 25

21 — 36 — — — 36 0． 93

22 27 — — — — 27 0． 70

24 13 11 62 — 79 165 4． 27

25 — — — 23 — 23 0． 60

26 9 — — — — 9 0． 23

27 — 1 — — — 1 0． 03

28 1 — 20 — — 21 0． 54

30 2 4 — 4 18 28 0． 72

32 — — 13 — — 13 0． 34

33 — 3 — — — 3 0． 08

36 — — — — 1 1 0． 03

表 4 椭圆叶花锚的 SSＲ 引物基本特征

Table 4 Basic characteristics of SSＲ primers of the H． ellipitica

SSＲ 位点
SSＲ loci

引物序列
Primer sequences

( 5'-3')

重复序列
Ｒepeat
motif

退火温度
Tm( ℃ )

片段大小
Fragment
size( bp)

SSＲ 位点
SSＲ loci

引物序列
Primer sequences

( 5'-3')

重复序列
Ｒepeat
motif

退火温度
Tm( ℃ )

片段大小
Fragment
size( bp)

HE1 F: AATGCGAATATGAGACGATTGAT
Ｒ: TGTATGGTTCGAATCTTTCCTAAA TTA 55 120 HE40 F: GACACATTTTCATTCCATTCCAT

Ｒ: GTTAACTGCACCCTAATCGTTTG ATTCC 54 120

HE13 F: ATTCTTCTTTCTTCCCCAGCTTA
Ｒ: CAATTCACGATGACTCTCACATC AAT 55 109 HE42 F: CCACATCCATAATCATCCAATTT

Ｒ: AGCGGTAGGGTTTATGATTTTCT ATTTTT 53． 5 133

HE15 F: CAAATCTTTGACATAAAGAAAGCG
Ｒ: TCGGATGTTTTAGTTTGGTTTTT TAA 55 160 HE44 F: AATAGTGATGAGTGGCGATAGGA

Ｒ: GGGATGGAAGAAAAAGAAAAAGA TCTTTT 55 142

HE17 F: GGGGTATATGTTTGTATTCCACG
Ｒ: AATGTGAAACCCATCAATAATCG AAT 55 125 HE50 F: CAACCTTCACTTCATTTGCCTTA

Ｒ: GTGGCATTGAAGAGAAAACATTC CCATGT 54 121

HE21 F: GATTACCATCTGTGACCCAGAAC
Ｒ: AAAAGTGGCAAGCTGACAATAAC CCA 55 157 HE56 F: TTAGCATTTGTCTTTTAAACCTTTG

Ｒ: GGGAAGTACTCTACTGCTTCTGC AGCAGA 55 133

HE22 F: AAACCCCATACCTATCCTCAAAA
Ｒ: TTTTCCGCTTATTTGTTTACTGC AGC 55 92 HE63 F: TATTGTTGTTGGACTTTGTTCCC

Ｒ: TCCGTCCATGTGAAAATAGAGAT CAG 55 145

HE36 F: AGCATGCTTCACAACTTAGTAACTC
Ｒ: GCATATCTTCTCACGTGACTTGT TTA 55 150 HE64 F: TCATCATCATTTTAGTGACGTTCC

Ｒ: TCTAAGTTCTTTGTTTGATGGGG TATG 54 151
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图 1 HE21 引物 PCＲ 产物的 EB 染色图

Fig． 1 Image of EB staining for PCＲ products of primers HE21

表 5 13 对多态性 SSＲ 位点在所研究 4 个居群中的特征

Table 5 Characteristics of 13 SSＲ loci in four popula-
tions studied

Locus A Ho He HWE Fis

HE1 9 0 0． 730 × 1． 000
HE13 6 1 0． 730 √ － 0． 374
HE15 7 0． 344 0． 821 × 0． 585
HE17 10 0． 563 0． 864 √ 0． 353
HE21 3 0． 031 0． 347 × 0． 911
HE36 4 0 0． 561 × 1． 000
HE40 5 0． 125 0． 764 × 0． 839
HE42 5 0． 031 0． 697 × 0． 956
HE44 6 0． 031 0． 653 × 0． 953
HE50 6 0． 094 0． 774 × 0． 881
HE56 3 0． 063 0． 473 × 0． 870
HE63 4 0 0． 617 × 1． 000
HE64 3 0． 656 0． 458 √ － 0． 443

注: A． 等位基因数; Ho ． 观测杂合度; He ． 期望杂合度; HWE． 哈迪温

伯格平衡; Fis ． 近交系数

Note: A． Number of alleles per locus; Ho ． Observed heterozygosity;

HWE． Hardy-Weinberg’s equilibrium; He ． Expected heterozygosity;

Fis ． Inbreeding coefficient

2． 4 多态性 SSＲ 引物的开发

筛选结果显示，筛选所用的 65 对 SSＲ 引物

中，有 44 对引物在梯度退火温度 PCＲ 之后的电泳

检测结果中表现出无目标条带或模糊不清。将其

余的 21 对 SSＲ 引物用椭圆叶花锚的 4 个居群 32
个个体扩增，并用 20%聚丙烯酰氨凝胶电泳检测，

共筛选出了 13 对可有效扩增并且具有多态性的

SSＲ 引物，其中 HE22 对应的位点不具多态性( 表

4) ; 而另外 7 对 SSＲ 引物的 PCＲ 产物的电泳检测

结果显示条带模糊或者无目标条带。部分椭圆叶

花锚 SSＲ 引物的扩增产物的 PAGE 电泳结果如图

1。利用 Gengpop 4． 4 软件检测等位基因数 ( A) 、
哈迪温伯格平衡( HWE) 偏离情况、总体期望杂合

度( He ) 、总体观测 杂 合 度 ( Ho ) 、总 体 近 交 系 数

( F is ) 等信息( 表 5) 。

Gengpop 检测结果显示: 13 对多态性 SSＲ 引

物对 4 个椭圆叶花锚居群的扩增共获得 71 个等

位基因; SSＲ 位点的等位基因数的变化范围是 3 ～
10，均值为 5． 462; 期望杂合度的变化范围为 0． 347 ～
0． 864，均值 0． 653; 观测杂合度的变化范围为 0 ～
1，均值 0． 226; 仅 H13、H17 和 H64 三个位点不明

显偏 离 哈 迪 温 伯 格 平 衡; 近 交 系 数 Fis 范 围 是

－ 0. 443 ～ 1，均值 0． 656; 连锁不平衡分析显示 P
值最小者为 0． 194; 基因流 Nm = 0． 474。

3 讨论

本研究利用基于二代测序的 ＲAD 测序技术

成功地获得了椭圆叶花锚的简化基因组序列，在

此基础上分析了椭圆叶花锚的 SSＲ 信息，并为该

物种设计了 3 865 对 SSＲ 引物。椭圆叶花锚的 3
865 对 SSＲ 引物所对应的 SSＲ 长度以 12 bp 最丰

富; 数量较多的核苷酸重复类型是三核苷酸，最少

的是六核苷酸; 随着 SSＲ 基序的核苷酸数目的增

多，基序的重复次数减少; 重复序列长度包括 17
种( 12 ～ 36 bp) ; 这些特征与其近缘物种异型花

( Sinoswertia tetraptera) 相同［14］。
在从 3 865 对 SSＲ 引物中所挑选的 65 对引

物，有 14 对在椭圆叶花锚的 4 个居群中成功扩

增，并且有 13 对表现出多态性。经 Gengpop 检

测，13 对多态性 SSＲ 位点不存在显著的连锁不平

衡( P ＜ 0． 05) ，可认为这些位点不存在连锁不平衡

现象。SSＲ 位点的等位基因平均数是 5． 462，多态

性高于 Zhang 等开发的的位点( 3． 9 ) ［10］。基因流

略偏小( Nm = 0． 47) ，近交系数 Fis 总体偏高，多数

位点( 10 个) 偏离哈迪温伯格平衡并且观测杂合

度与期望杂合度相比存在差异明显，纯合子数量

较高，这些现象可能由以下几个原因造成: 椭圆叶

花锚的花冠筒长于花柱［1］，不易跟在风媒作用下

形成异花授粉，而本研究的样品都采自青藏高原，
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受高原地带的气候影响，昆虫数量和年活动时间

都较少，通过虫媒授粉的机会也低于临近的低海

拔地区，从而导致该物种可能多行自花授粉; 在本

研究中 4 个居群距离较远，居群间基因流受限; 一

般利用 SSＲ 位点进行遗传分析，并要求在居群个

体在 20 ～ 40 间［21］，而本研究每个居群只有 8 个个

体，样本量不够大，造成获得的数据较少。需要补

充说明的是，虽然本研究中样本量偏少，但足以筛

选多态性微卫星引物，满足本研究的需求。
Zhang 等［10］已经通过 FIASCO 法开发了 12 对

椭圆叶花锚的多态性 SSＲ 引物，并且这些引物在

备检的一个异型花个体上也表现出通用性，所以

本研究在简化基因组的水平上揭示椭圆叶花锚的

SSＲ 更多的信息，也可作为该物种的近缘类群的

一个值得参考的数据库。
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