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摘 要 为探究藏药细果角茴香转录组中简单重复序列位点信息，本研究利用 Illumina Hi SeqTM 2500 高通

量测序平台， RNA-Seq 测序技术对藏药细果角茴香植株进行测序，并采用生物信息学 MISA 数据分析进

行拼接后查找 SSR 位点。细果角茴香转录组测序共获得 27979 个重复单元长度为 2～6 个碱基的微卫星重

复序列，总的 SSR 碱基数为 142108085 bp，平均每 3.1kb 出现 1 个 SSR 位点。细果角茴香 SSR 中主要重

复单元类型为三碱基，占 SSR 总数的 68.34%，在统计的 213 种重复类型中(AAG/CTT)n 所占比例最高为

(7773, 27.78%)，其次是(AG/CT)n(4735, 16.92%)和(ATC/ATG)n(2420, 8.65%)，藏药细果角茴香转录组中 SSR

位点分布频率较高，重复单元类型丰富。研究首次基于细果角茴香转录组高通量测序数据开发了 SSR 分子

标记，为细果角茴香遗传连锁图谱、DNA 指纹图谱、遗传多样性评价、种植资源收集与鉴定和分子标记

辅助育种等工作提供了科学基础。 
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Abstract In order to explore the information of the simple repetitive sequence sites in the transcriptome of 

Hypecoum leptocarpum Hook. f .et Thoms, this study used the Illumina Hi SeqTM 2500 high-throughput 

sequencing platform and RNA-Seq sequencing technology to sequence the Hypecoum leptocarpum Hook. f .et 

Thoms, and used biological Informatics MISA data analysis is performed to find SSR after splicing.  A total of 

27,979 microsatellite repeats with a length of 2 to 6 bases were sequenced from the transcriptome of H. 

leptocarpum. The total number of SSR bases was 142108085 bp, with an average of 1 SSR site per 3.1 kb. The 

main repeat unit type of H. leptocarpum SSR is Trinucleotide, accounting for 68.34% of the total number of SSRs. 

Among the 213 repeat types, (AAG / CTT) n accounts for the highest proportion (7773, 27.78%), followed by 

(AG / CT) n (4735, 16.92%) and (ATC / ATG) n (2420, 8.65%), the distribution of SSR microdots in the 

transcriptome of the H. leptocarpum is high, and the types of repeating units are abundant. In this study, SSR 

molecular markers were developed for the first time based on high-throughput sequencing data from the 

transcriptome of H. leptocarpum, which is providing a scientific basis for the genetic linkage maps, DNA 

fingerprints, evaluation of genetic diversity, collection and identification of plant resources, and molecular 

marker-assisted breeding. 

Keywords Hypecoum leptocarpum Hook. f .et Thoms.; RNA-Seq technology; Transcriptome; SSR markers; 

Biological information  

藏药细果角茴香是罂粟科(Papaveraceae)植物角茴香属(Hypecoum leptocarpum Hook. f .et Thoms.)的干

燥全草。细果角茴香暂未收录于《中国药典》中，它是现行部颁《藏药标准》(中华人民共和国卫生部, 1995, 

人民卫生出版社, pp.41)收录的角茴香正品药材之一，作为常用的传统藏药被称为“巴尔巴达”。其性味苦寒，

有小毒，具有清热解毒，消炎镇痛，凉血等功效，可用于治疗热性传染病的高烧，感冒发烧头痛及关节疼

痛，也可用于解食物中毒(巩江等, 2011)。角茴香属植物的主要化学成分为生物碱类、黄酮类和多糖类化合

物，其中生物碱类成分活性最为显著，如原阿片碱具有镇痛、抗心律失常、抗血小板凝集作用(Slaninová et 



al., 2014)。 

SSR (Simple sequence repeats)简单重复序列，又名为微卫星标记或短串联重复序列，是均匀分布于原核

生物和真核生物基因中(Wang et al., 2013)的简单重复序列。SSR 标记因其具有多态性、共显性、可重复、

数量丰富等特点，广泛用于品种鉴定、遗传图谱构建、遗传多样性分析和分子标记辅助育等研究(张涵等, 

2019)。近几年来，随着高通量测序技术的发展和应用，SSR 技术在药用植物研究中越来越多，如人参(邹

丽秋等, 2016)、甘草(分辛倩, 2019)、丹参(刘欣雨等, 2019)等植物的转录组测序和分析已经完成，并且发现

了大量参与药用次生代谢产物合成调控相关的基因，可以为后期的引物设计和筛选提供相应的理论指导。

现有对高原特色稀有植物资源 SSR 标记的研究报道非常有限(郝广婧等, 2019; 任重等, 2020)，为了保护及

合理的开发西北高原特有的珍稀种质资源，本研究利用 Illumina HiSeq 2500 测序平台，对传统藏药细果角

茴香进行转录组测序的分析，获得不同的 SSR 位点序列分布特征、不同碱基重复的类型及分布频率，为细

果角茴香成分代谢途径的研究及分子标记的辅助育种技术奠定基础。 

1 结果与分析 

1.1 转录组中的 SSR 的重复单元类型 

本研究对细果角茴香进行转录组测序共获得 27979 个重复序列，总的 SSR 碱基数为 142 108 085 bp，

平均每 3.1 kb 出现 1 个 SSR 位点。对检测到的 SSR 位点统计结果可知，细果角茴香转录组中 SSR 重复类

型较多，二至六核苷酸重复种类均出现，但出现频率略有差异，重复单元类型较多的主要以三核苷酸为主，

占总数的 68.34%，其次是二核苷酸，占总数的 25.32%，四、五、六核苷酸重复类型数量依次减少，分别

占总数的 4.09%、1.21%、1.04% (表 1)。 

表 1 细果角茴香转录组 SSR 的类型、数量以及分布频率 

Table 1 Type, number and frequency of SSRs in H. leptocarpum 

重复基元长度 

Repeat motif 

重复次数 

Repeat number 

总计 

Total 

比例(%) 

Ratio (%) 



length 5 6 7 8 9 10 11-20 >20 

二核苷酸  

Di 

0 2544 1433 894 547 425 1076 165 7084 25.32 

三核苷酸  

Tri 

8892 4453 2543 1737 398 327 747 23 19120 68.34 

四核苷酸 

Tetra 

719 294 50 36 18 12 16 0 1145 4.09 

五核苷酸 

Penta 

245 41 26 11 8 2 5 0 338 1.21 

六核苷酸 

Hexa 

126 94 31 20 9 8 4 0 292 1.04 

总计  

Total 

9982 7426 4083 2698 980 774 1848 188 27979 100.00 

比例(%)  

Ratio (%) 

35.68 26.54 14.59 9.64 3.50 2.77 6.60 0.67 100.00  

1.2 转录组中 SSR 重复基元碱基组成 

根据碱基互补原则，对实验数据进行统计分析可得：二、三、四、五、六核苷酸基元数依次增加，分

别为 4、10、30、60 和 109 种，共计 213 种基元，各基元分布的频率如图 1 所示。其中二核苷酸出现比例

最高为 AG/CT (4735, 16.92%) ，三核苷酸为 AAG/CTT (7773, 27.78%)，四、五、六核苷酸中各种基元的重

复频率均较低。 



 

 

图 1 细果角茴香转录组 SSR 不同的重复类型各基元比例 

注: 其他代表未列出的其余基元总称 

Figure 1 Motif proportions of each types of repeat in H. leptocarpum 

Note: Others demote all repeat motifs for being listed in the bar 

1.3 转录组中 SSR 重复基元次数 

不同重复类型的 SSR 重复次数如结果所示(图 2)，转录组 SSR 重复单元的重复次数主要分布在 5~32



次之间，集中出现在 5-16 次。除单核苷酸外，SSR 各重复类型均随着重复次数的增加，出现频率降低。 

 

图 2 细果角茴香转录组 SSR 不同重复类型和重复次数的数量分布 

Figure 2 Quantitative distribution of different motif lengths and repeats in transcriptome SSR of H. leptocarpum 

2 讨论 

经测序分析，细果角茴香转录组中在总长为 142 108 085 bp 的有效读长中发现有 45 918 个微卫星分布，

平均每 3 094.8 bp 出现 1 个微卫星，其主要重复单元类型为三碱基重复，(AAG/CTT)n所占比例最高为(7773，

27.78%)。从现有的文章研究报道来看，大多数药用植物的 SSR 转录组重复类型，主要为二核苷酸和三核

苷酸重复类型，例如在藏茵陈川西獐牙菜(刘越等, 2015)、唐古特红景天(雷淑芸等, 2014)、云南松(蔡年辉

等, 2015)、多裂骆驼蓬叶片、罂粟(Şelale et al., 2013)中都是以三核苷酸重复为主，而在云南金花茶(叶鹏等, 

2019)、黑果枸杞(郝广婧等, 2019; 虞杭等, 2018, 江苏农业科学, 46(14): 24-27)、金银花(蒋超等, 2012)、人

参(Li et al., 2013)、白屈菜(Pourmazaheri et al., 2019)等植物种中则是二核苷酸重复占主导，因此主导的重复

基序不会因植物生长海拔和环境而表达出差异性。在细果角茴香转录组 SSR 统计的 213 种重复类型中

(AAG/CTT)n 所占比例最高(7773, 27.78%)、其次为(AG/CT)n(4735, 16.92%)和(ATC/ATG)n(2420, 8.65%)，与

黑果枸杞(郝广婧等, 2019; 虞杭等, 2018, 江苏农业科学, 46(14): 24-27)的类型相似，在黑果枸杞 46 种重复



类型中(AG/CT)n 所占比例最高(1 195, 5.90%)，对比一些其他药用植物 SSR 转录组分析，发现这两种重复

基元都不是最主要的重复类型，而出现这种重复基元的差别原因，可能是与物种的差异性有关。例如党参

(王东等, 2014)二碱基重复基元类型主要为 AG，CT 和 TC 三种，三碱基重复基元类型主要为 AAG/TTC 和

GAA/TCC 两种。  

根据文献报道，关于罂粟科植物的转录组 SSR 研究，例如在罂粟科植物鸦片罂粟中使用 MISA 程序检

测了嵌入 CYP82Y1 基因启动子区域的 SSR，该启动子区域被发现是诺斯卡品生物合成途径中第一个关键

的酶。在白屈菜转录组 SSR 中，发现了与苯异喹啉生物碱(BIAs)途径中的 5 个编码酶的关键基因，以及 10

个以前在该植物中未检测到的保守的 miRNAs (Abedini et al., 2018)。因此，通过分析细果角茴香转录组数

据结果，获取出现不同频率的 SSR 位点，分析统计不同的基元种类及多态性，从而可以为下一步开发 SSR

分子标记提供基础数据，为后续的筛选奠定生物信息学基础。对特有藏药细果角茴香资源种质多样性鉴定、

遗传图谱分析及分子辅助育种提供更合理、更有效的科学依据。 

3 材料与方法 

3.1 供试材料 

2018 年 7 月在青海省大通县大坂山(37°18′42″N, 101°25′17″E)，经中国科学院西北高原生物研究所梅丽

娟研究员鉴定为细果角茴香 Hypecoum leptocarpum Hook. f .et Thoms.的新鲜植株，标本号：HNWP-0333370，

馆藏：青藏高原生物标本馆。分别采集 3 株新鲜植株，用纯水清洗植株地下根部泥土，并对地上部分喷洒

酒精，稍作灭菌处理后立即放入冻存管中，进行标记后放入液氮中冷冻保存，带回实验室后保存于-80℃冰

箱中。 

3.2 RNA 的提取 

采用植物总 RNA 提取试剂盒(DP432, 北京天根生化科技有限公司)分别提取三个重复植物的总 RNA，

操作步骤按试剂盒说明书进行。 

3.3 RNA 文库的构建 



采用带有 Oligo(dT)的磁珠富集真核生物 mRNA，随后加入 fragmentation buffer 将 mRNA 打断成短片

段，以 mRNA 为模板，用六碱基随机引物(Random hexamers)合成一链 cDNA，然后加入缓冲液、dNTPs、

DNA polymeraseⅠ和 RNase H 合成二链 cDNA，再用 AMpure XP beads 纯化双链 cDNA。纯化得到的双链

cDNA 先进行末端修复、加 A 尾并连接测序接头，再用 AMpure XP beads 进行片段大小选择。最后进行 PCR

扩增，并用 AMpure XP beads 纯化 PCR 产物，得到最终的文库。文库构建完成后，先使用 Qubit 2.0 进行

初步定量，稀释文库至 1.5 ng/μL，随后使用 Agilent 2100 对文库的 insert size 进行检测，insert size 符合预

期后，使用 Q-PCR 方法对文库的有效浓度进行准确定量(文库有效浓度>2nmol/L)，以保证文库质量。库检

合格后，进行 Illumina HiSeq 测序(李彦等, 2018)。 

3.4 转录组 SSR 位点的筛选 

使用软件 MISA(MIcroSAtellite identification tool，http://pgrc.ipkgatersleben.de/misa/) (Beier et al., 

2017)对其进行 SSR 位点检索,SSR 重复类型与最少重复次数设定如下：单核苷酸(10 次)、双核苷酸(6

次)、三核苷酸(5 次)、四核苷酸(5 次)、五核苷酸(5 次)和六核苷酸(5 次)。用 SSR 出现频率及其分布的

平均距离、重复类型、基元组成等分析细果角茴香 SSR 的分布特征，其中出现频率=搜索到的 SSR 数量/

总 Unigene 序列数量；SSR 分布的平均距离=总 Unigene 长度/搜索到的 SSR 数量(蔡年辉等, 2015)。 
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