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摘 要 利用所获得的 高通量唐古特红景天转录组拼接 序列进行微卫星位点的挖掘分析 期望为红

景天属 标记的开发提供生物信息学依据 。 在得到 的 条 序列 中 三碱基最多 ，
占总 序列 的

； 单核苷酸和二核苷酸重复类型的 含量相似 ，分别为 和 ；二至六碱基微卫星分布密度与

其对应的 含量成正 比 。 在单核苷酸重复类型 中 和 重复类型最多 分别为总 的 而

和 重复类型则很少 ；
在二核苷酸重复类型 中 ，

重复类型最多 ， 占总 的 和 重复类型次

之 分别为 、 在三核苷酸重复类型 中 ，
重复类型最多 为总 的 次之 ， 为

、 、 、 、 、 重复类型间的 数相差不大 ； 四 、五 、六核苷酸重复类型则很少 。 除五 、六

核苷酸重复类型外 ， 其长度变化与其对应的重复类型碱基长度成反 比 ； 同种重复类型 中 微卫星的长度与其对应

的 数成反比 。
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青藏高原地区特殊且重要的植物类群 。 唐古特 生物研究所青藏高原生物标本馆 （ 。 从野

江景天 是青藏高原特有的多年 外采集的唐古特红景天材料 （包括茎 、叶及花等混

生草本植物 ，是高 山冻原植被带高 山草甸上的主 合材料 ） 中提取 总 。 转录组测序方案

要建群种 。 对红景天遗传多样性及进化历史的研 按照华大基因 操作流

究有助于了解青藏高原隆升和第 四纪冰期气候波 程进行 。 获得的原始读序 （ 经过滤后得

动对青藏高原植物演化历史的了解 。 研究发现 到干净读序 （ 。 通过短读序组装软件

红景天第四纪冰期时在高原台面和东南部边缘存 得到单基因簇 （ 。 用 将其

在多个相互隔离 的避难所 ，并发生不同程度的异 去冗余和进一步拼接 然后再对这些序列进行同

域分化
』

。 与青藏高原地区其他植物类群的研 源转 录本聚类 ， 得到最终的 。 将

究类似 ， 目前已 开展的红景天遗传多样性研究大 序列与蛋 白数据库 、 、 和

多仅利用叶绿体 标记 而较少涉及到双亲遗 做 比对 （ ， 取比对结果最

传的核
“

，对植物演化历史的描述是不全 好的蛋 白确定 的序列方向 。 如果不同库

面的 。 之间的 比对结果有矛盾 ， 则按 、 、

微卫星 （ 和 的优先级确定 的序列方

， 作为一种共显性表达分子标记 具有 向 跟以上四个库皆比不上的 我们用软件

数量多 在基因组 内分布均匀 ， 多 态性信息丰富 ， 确定序列 的方向 。 对于能确定序列方向

易于检测等优点 ，广泛用于动植物遗传多样性分 的 我们给出其从 到 方向 的序列 对于

析 、分子育种研究等 。 早期微卫星 的分离技 无法确定序列方向 的 我们给 出 组装软件

术主要是小片段 克隆法 通过酶切构建小片 得到 的序列 。

段 文库后进行测序筛选 。 由 于该方法耗 微卫星检测 、筛选及统计分析

时费力及筛选效率较低 ， 又提 出利用滤膜 、
磁珠等 基于转 录组的 检测 是 以 组装 出来

构建微卫星富集文库 ， 为微卫星标记的开发提供 作为参考序 列 ，
使用 ；

了一种快速有效 的技术手段 。 近年来 ， 随着 来找 出 所有

高通量测序技术 的发展及成本降低 通过高通量 的 。 对所有 重复单元在 上前后

测序获得海量 序列 。 基于 序列 的长度进行筛选 ， 只保 留前后序列均不小于

序列大量开发 引 物标记的方法正 的 。 检索标准 同时包括精确型 （

越来越引起人们 的关注 。 由 于该方法获得的 及复合型 （ 重复单元 ； 各重

标记来源 于基 因表达序列 ， 与传统方法获得 的 复微卫星类型重复次数设定如下 ：
两碱基 （

标记相 比 其具有可能与基因功能相关 、种间 ， 至少重复 次 ， 三碱基 （

通用性强 、开发周期短等优点 。 而 目前关于红 至少重复 次 ， 四碱基

景天 序列来源的 研究还鲜有报道 。 （ 至少重复 次 ，
五

因此 本研究在唐古特红景天 高通量 碱基 （ 至少重复

转录组测序并拼接组装获得的大量 序列的基 次 ，六碱基 （ 至少重

础上 ，
充分挖掘微卫星信息 ，

通过分析唐古特红景 复 次。 此外 ，本研究 中还对至少重复 次的单

天微卫星重复序列 特征 ， 为红景天属 标记的 核苷酸重复类型 （

开发提供生物信息学依据 。 进行统计。 利用 软件统计微卫星 的数量及

占 比例及分布密度及不 同长度重复类型微卫星变

高通量测序及拼接组装 异等数据 。

本研究所用唐古特红景天采于海拔

的青海省 大通县小达板山 高 山 草甸 （ 地理坐标 ：

° ” ° ”

， 唐古特红景天 唐古特红景天微卫星特征

全株采集后迅速投 入液氮 中 ， 带 回实验室后于 由唐古特红景天 高通量测序共获得

保存 。 凭证标本存于中 国科学院西北高原 个
，
过滤后获得 个
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。 通过短读序组装软件 等处理 的 ；单核苷酸和二核苷酸重复类型的

后最终获得 个 ， 总核苷酸数为 含量相差不大 ，分别为 和
；
而

平均长 四核苷酸 、 五核苷酸 、六核苷酸重复类型的 含

。 经 软件发掘 、 软件处理后 ，得到唐 量很少 分别为 、 、 图 。

古特红景天序列 的微卫星基本特征 （ 表 。 共检 此 种核苷酸重复类型 的分布密度与其对应 的

测到 的数量为 ，其中复合型 的数 含量成正比 表 。

量为 ，含有 的序列有 条
，
且有 条

一

序列中含有 的数量超过 ，其总的微卫星序列
表 同长度重复单元微卫星所占 比例及分布密度

发生率为 平均跨度为 。

如

表 唐古特红景天序列 中微卫星的数量及发生频率
謹胃复类型

“

占总 的比例
度 个

平依瓦 里夂

特征 数量

，序列总数

“

从

检测序列
号
长度

翻
，
的
：

总数

复合型 总数
五核苷

，
重复

？
口

，

】

包含有超过 个 的序列总数
总计 ‘

总 的
甲巧

星 序歹

宇
频率

奶 唐古特红景天微卫星包含 种不同二核苷

酸重复的微卫星 种不 同三核苷酸重复的微卫
微卫星序列平均跨度

星
， 种不 同四核苷酸重复的微卫星 ， 种不同

五核苷酸重复的微卫星 种不同六核苷酸重复

的微卫星 。 其中 在单核苷酸重复类型 中 ，
和

门 重 复类 型 所 占 比 例 较 高 ， 分 别 为 总 的

、 二核苷酸重复 的微卫星 中 ，

“

重复类型 比例最高 ；
三核苷酸重复的微卫

星 中 ， 重复类型所 占 比例最高 ， 而

、 、 、 、 、 、 重复类型相
“

近
；
四核苷酸 、五核苷酸 、六核苷酸重复类型的微

塞 卫星 占总 的数量较少 ，
因此未就其具体类型

■ ■

分析 。

軸 翻酸 拥 唐古特红景天 序列 中微卫星长度分布

及变异分析
图 唐古特红景天不同核苷酸重复类型的 数 比较

微卫星的核心序列是 个核苷酸 通常微
槐 ‘ ° ° °

卫難心序列的重复数与该座位 的等位基赚有

很强的正相关 ， 序列重复次数越多 ，其变异性越

唐古特红景天微卫星的丰度及分布密度分析 大
，
则该微卫星座位的等位基因数就越多 。 因

在检测 的唐古特红景天基因组 数据库 此 了解序列中不同长度微卫星的分布及变化有

中 ， 以三核苷酸为重复类型的 含量最多 ，
占总 利于多态性高的 标记的获得 。
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表 主要核奋酸重复类型在唐古特红景天序列中的百分比 表 不同长度重复类型微卫星长度分布及变异

主要核苷酸重复类型 重复碱基类型
娜 数

占总 的百 比 所 占百分比

气
苷
〒
重复類

单核苷酸重复
！

”如

单核苷酸重复

二核苷酸重复
！

；

一

核補重复
■

三核￥酸重复 ——

二拔 餘番有

！

灯

四核苷酸重复

§

分析显示唐古特红景天序列微卫星的平均长

度为 ，最长的为 ，最短的为 长 ！

度大于 的微卫星仅占总 的 除

五 、六核苷酸重复类型外 ，其长度变化与其对应的
丨

重复类型 的碱基长度成反比 （ 图 每一扇形区对

应不同长度的微卫星 ，
而该长度的微卫星所占 的

比例用百分比标注在对应的扇形区内或用连线标 酸重复类型为主
口

，谷类作物 中三核苷酸重复

注在对应的扇形区
一侧 ，括号内为其对应的微卫 类型 而 白菜 、油菜及黄瓜等双子叶植

星长度 ） ；
同种重复类型中 ，微卫星的长度与其对 物显示 二 、 三 核苷 酸重 复类 型所 占 百 分 比相

应的 数成反比 （ 表 。
近

。

。 唐古特红景天转录组序列 中微卫星重

、 、

复类型以三核苷酸重复类型为 主 单核
讨论

苷酸和二核苷酸重复类型相近 ， 分别为 、

通过对唐古特红景天转录组序列 的分析 。 这与之前研究结果相一致 说明这种核

发现 其 的总发生频率为 平均跨度为 苷酸的重复类型特征并非唐古特红景天所特有 。

高于模式植物杨树基因组中 的平均跨 此外 测序序列 的数量 、组装方法 、注释途径均会

度 （ 。 多项研究指 出植物的 以 对微卫星重复类型产生影响 。 因此 在对唐古特

二
、三核苷酸重复类型为主 其中 占优势的重复类 红景天 检测及分析过程中 ，

因参数设定 、物种

型在不同植物中存在差异 。 例如在 引物 差异等原因使其重复类型分布存在与前述研究不

开发研究中发现毛果杨 、芝麻等双子叶植物二核苷 同之处 。
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￡
賴麵重复 】苷酸重复 三核循重复

°

四核苷酸重复 五核苷酸重复 六核苷酸重复

图 唐古特红景天序列不同长度重复类型微卫星变异

在唐古特红景天二核苷酸重复类型 中 ， 碱 的转录组序列中也同样发现了少量的 重

基重复类型最多 ， 占 ，这与油茶 、花旗松等 复单元 这些重复单元在红景天的生命活动中是否

序列的报道结果相
一

致
°

。 三核苷 具有某些特定功能需要后期的进一步研究来证明 。

酸重复类型中 ， 各碱基重复类型所占百分比较均 综上所述 在唐古特红景天 高通量转

匀 ，其 中 、 、 、 、 、 、 、 录组测序并拼接组装获得的大量 序列 的基础

等所占百分比相对较高 ，但相差不大 。 综观 上 ，我们充分挖掘其微卫星信息 ， 了解了唐古特红

已报道研究结果 ，
三碱基重复类型的优势分布密 景天微卫星重复序列特征 。 这一研究为今后红景

度在各物种中有较大的差异 。 在浙江 山茶基因组 天属 标记的开发提供生物信息学依据 可 以

序列 分布中 核苷酸重复类型分布密度 更有针对性地去选择适合红景天属植物的 标

最大
⑶

。 通过 比较分析发现水稻和大豆 的 记进行谱系地理等遗传多样性的研究 ， 为阐述青

三核苷酸重复类型也不
一

致 ，
在水稻中 藏高原隆升和第四纪冰期气候波动对青藏高原植

为最丰富类型 而大豆中则 以 居多
’

。 因 物演化历史提供多方面的证据 。

此我们推断 或 这
一

重复单元可能是
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