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摘要：［目的］探究锦绣杜鹃（ＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｐｕｌｃｈｒｕｍＰｌａｎｃｈ．）ＥＳＴＳＳＲ的类型、分布频率和分布特征，开发有效
的ＳＳＲ标记，并验证其在遗传多样性研究和跨物种转移中的应用潜力。［方法］采用 ＲＮＡｓｅｑ技术对锦绣杜鹃
‘紫鹤’品种的花蕾进行转录组测序，ＭＩＳＡ软件对组装的ｕｎｉｇｅｎｅｓ内部的ＳＳＲ位点进行检索，分析其类型、分布
频率。利用Ｐｒｉｍｅｒ３．０软件设计引物，并对锦绣杜鹃群体和其近缘种映山红群体进行多样性检测，利用 ＰＯＰ
ＧＥＮＥＰＣ２．２软件计算等位基因数、有效等位基因数、多态性位点百分率、Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ信息指数、Ｎｅｉ氏多样性指
数、观察杂合度、期望杂合度等参数。［结果］锦绣杜鹃‘紫鹤’花蕾转录组共有４９５２７个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ（４３７６６２４９

ｂｐ），从中筛选出１６１２０个ＳＳＲ位点（２４．４６％），发生频率为１·（２．７ｋｂ）－１。微卫星的重复次数主要集中在５
２４次之间，二核苷酸发生频率最高（９６２４个，５９．７０％），其次是单核苷酸（３７３８个，２３．１９％），频率最低的为
五核苷酸（４２个，０．２６％）。频率最高的重复基序有 Ａ／Ｔ、ＡＧ／ＣＴ、ＡＡＧ／ＣＴＴ、ＡＧＧ／ＣＣＴ、ＡＣＣ／ＧＧＴ、ＡＧＣ／ＧＣＴ、
ＡＡＡＧ／ＣＴＴＴ、ＡＡＧＡＧ／ＣＴＣＴＴ、ＡＧＡＧＧＧ／ＣＣＣＴＣＴ等。选用１３个多态性 ＳＳＲ标记对锦绣杜鹃群体进行 ＰＣＲ扩
增，共得到７１个等位基因，平均每个位点３ ９个；有效等位基因数在各 ＳＳＲ位点之间变化范围为１．６８４
５９３０；观察杂合度ＨＯ和期望杂合度 ＨＥ的变化范围分别为０．０００ １．０００和０．４３３ ０．８４８，平均值分别为

０６９６±０．４２６和０．７０５±０．１２９；Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ信息指数Ｉ和Ｎｅｉ氏多样性指数ｈ的变化范围分别为０．７３６ １．９６１
和０．４０６ ０．８３１，平均值分别为１．３７６±０．３３９和０．６８３±０．１３１。此１３个标记在映山红群体中的跨物种扩增成
功率为１００％，并反映出丰富的遗传多样性。２个群体间的遗传差异９３．４％存在于群体内部。［结论］基于ＡＧ／
ＣＴ重复基序开发的１３个ＳＳＲ标记具有高度的多态性，为后续杜鹃花属植物的遗传多样性研究、遗传图谱构建、
基因定位、分子标记辅助育种等研究奠定了基础。大别山野生映山红资源具有较高的遗传多样性，且杂合度过

剩，遗传变异主要发生在群体内部。
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　　杜鹃花属（Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ）包含近１０００个物种，
是杜鹃花科（Ｅｒｉｃａｃｅａｅ）最大的属，北温带植物区系
中的大属，主产于东亚和东南亚，是重要的园林绿化

植 物［１－３］。 锦 绣 杜 鹃 （Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ ｐｕｌｃｈｒｕｍ
Ｐｌａｎｃｈ．）是常用的栽培种常绿杜鹃，品种繁多，是杜
鹃花园艺分类中毛鹃的代表，优良的田园植物，主要

产于广东、广西、湖北、湖南、江西、福建、浙江、江苏

等地［４］。目前，锦绣杜鹃中缺乏特异性微卫星标记

和遗传连锁图谱，其遗传改良和优良品种选育又是

杜鹃花产业的重要任务，因此，筛选可靠的分子标记

评价种质资源、遗传多样性分析、分子标记辅助育种

等对杜鹃花良种选育和种质资源保护意义重大。

简单重复序列（ＳＳＲ），又称微卫星，包括基因组
ＳＳＲ和表达序列标签ＳＳＲ（ＥＳＴＳＳＲ），是１ ６个核
苷酸重复基元组成的短串联重复序列，因其具有共

显性、多态性强、重复性好、分布广泛等特点而在花

卉遗传学中被广泛应用［５－６］。近年来，基于二代测

序平台建立的转录组测序技术不仅能够挖掘特定组

织在特定时期的表达基因，也具有快速、高效、高通

量开发分子标记的优点，已经广泛用于萝卜（Ｒａｐｈａ
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ｎｕｓｓａｔｉｖｕｓＬ．）、大白菜（ＢｒａｓｓｉｃａｒａｐａＬ．ｓｓｐ．ｐｅｋｉｎ
ｅｎｓｉｓ）、康乃馨（ＤｉａｎｔｈｕｓｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｕｓＬ．）、大蒜（Ａｌｌｉ
ｕｍｓａｔｉｖｕｍＬ．）、砂梨（ＰｙｒｕｓｐｙｒｉｆｏｌｉａＮａｋａｉ．）等经济
作物的ＳＳＲ标记开发等研究［７－１１］。

杜鹃属现有的 ＳＳＲ标记非常有限，很难满足杜
鹃花遗传多样性和群体结构研究、遗传改良及新品

种选育的需要。因此，本研究对锦绣杜鹃花蕾组织

进行转录组测序，基于组装的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ分析 ＳＳＲ的
组成、频率和分布特征，开发 ＳＳＲ引物，同时对 ＳＳＲ
标记的多态性和跨物种扩增效率进行评价。本研究

基于微卫星标记特征，从批量开发合成的８５６对引
物中筛选多态性强的ＳＳＲ引物进行有效性和跨物种
转移的验证，以期为后续杜鹃花种质资源的遗传多

样性研究、遗传图谱构建、基因定位、遗传改良、分子

标记辅助新品种选育等研究奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料

２０１６年３月初自黄冈师范学院植物资源圃采
摘锦绣杜鹃的花蕾组织（表 １），液氮冻存后置于
－８０℃冰箱，供后续总 ＲＮＡ提取和转录组测序。
２０１６年５月至２０１６年９月分别自黄冈市遗爱湖公

园和大别山主峰五脑山采集栽培的锦绣杜鹃群体和

野生的映山红群体，摘取顶端健康叶片，用于基因组

ＤＮＡ的提取和遗传多样性检测（表１）。样品采集按
照种群遗传学的原理和方法，遵循代表性、可对照性

原则取样（样本间距 １ １．９６ｍ）。
１．２　总ＲＮＡ提取与转录组测序

将３份锦绣杜鹃花蕾组织混合，采用高盐 Ｔｒｉｚｏｌ
试剂和ＲＮＡ结合柱的方法提取总 ＲＮＡ，重复３次。
采用链特异性纯化试剂盒对总ＲＮＡ进行ｍＲＮＡＯｌ
ｉｇｏ（ｄＴ）磁珠富集、双链 ｃＤＮＡ合成、末端修复、接头
连接，再用 ＵＳＥＲ酶对 ｃＤＮＡ第二条链进行降解，保
留真实转录的ｍＲＮＡ第一链，随后进行ＰＣＲ扩增和
２％琼脂糖凝胶电泳检测，回收３００ ５００ｂｐ的片段
作为测序文库。采用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ和
ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ对文库进行质
检，合格后使用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅ２５００ＰＥ１２５平台进行测
序（２×１５０ｂｐ），数据过滤采用ＦＡＳＴＸ（ｈｔｔｐ：／／ｈａｎ
ｎｏｎｌａｂ．ｃｓｈｌ．ｅｄｕ／ｆａｓｔｘ＿ｔｏｏｌｋｉｔ／）和 ＣＵＴＡＤＡＰＴ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｐｙｐｉ．ｐｙｔｈｏｎ．ｏｒｇ／ｐｙｐｉ／ｃｕｔａｄａｐｔ／１．４．２）软件，
采用Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ软件进行数据组装。本研究的转录组
测序数据已经上传到ＮＣＢＩ数据库。

表１　转录组测序和多样性检测材料采集地信息
Ｔａｂｌｅ１　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｉｎｇｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｕｓｅｄｆｏｒＲＮＡｓｅｑａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓ

种质

Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ
样品来源

Ｓａｍｐｌｅｓｏｕｒｃｅ
经度

Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ（Ｅ）
纬度

Ｌａｔｉｔｕｄｅ（Ｎ）
海拔

Ａｌｔｉｔｕｄｅ／ｍ
样品个数

Ｎｕｍｂｅｒｓｏｆｓａｍｐｌｅ

锦绣杜鹃 黄冈师范学院资源圃 １１４°５５′２２．６２″ ３０°２６′５６．８２″ ２２ ３

锦绣杜鹃 黄冈遗爱湖公园　　 １１４°５３′２８．２１″ ３０°２７′２１．６７″ ２１ ３０

映山红　 大别山主峰五脑山　 １１４°５９′５７．４７″ ３１°１４′１０．９５″ １０４ ３０

１．３　ＳＳＲ位点的检测、引物设计及筛选
利用 ＭＩＳＡ （ｈｔｔｐ：／／ｐｇｒｃ．ｉｐｋｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ．ｄｅ／

ｍｉｓａ）软件对组装的ｕｎｉｇｅｎｅ序列内部的ＳＳＲ位点进
行检测。单核苷酸、二核苷酸、三核苷酸、四核苷酸、

五核苷酸、六核苷酸最少重复次数分别设置为１０、
７、５、５、５、５次。对含有 ＳＳＲ位点且侧翼序列大于
１５０ｂｐ的ｕｎｉｇｅｎｅｓ进行筛选，用于ＳＳＲ引物的设计。
挑选８５６个富含（ＡＧ／ＣＴ）ｎ基序的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ，采用
ｐｒｉｍｅｒ３．０软件（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｉｍｅｒ３．ｕｔ．ｅｅ／）设计保守
引物，ＳＳＲ位点距离侧翼序列长度在５０ ３００ｂｐ范
围内，退火温度为５０ ６５℃之间，扩增产物大小为
８０ ３００ｂｐ，长度１８ ２８ｂｐ，ＧＣ含量４０％ ６０％，
并且避免产生引物二聚体以及错配。引物在 Ｕｎｉ
ｇｅｎｅ库中进行ＢＬＡＳＴ比对验证，去除无效引物。挑

选１１０对引物委托南京金斯瑞生物科技有限公司合
成。采用温度梯度 ＰＣＲ确定每个引物的最适合退
火温度。随机选取５份锦绣杜鹃材料快速筛选核心
引物。

１．４　ＳＳＲＰＣＲ扩增和遗传多样性分析
采用改良的 ＣＴＡＢ法提取锦绣杜鹃和映山红２

个群体的基因组 ＤＮＡ［１２］。采用核心引物对栽培种
锦绣杜鹃和野生种映山红２个群体进行 ＰＣＲ扩增，
以验证引物的有效性并对２个居群的遗传多样性进
行分析。选用１０μＬ的ＰＣＲ扩增体系：１０×ＴａｑＲｅ
ａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ１μＬ，２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ０．２５μＬ，５
Ｕ·μＬ－１ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．１５μＬ，１０μｍｏｌ·
Ｌ－１上下游引物各０．１５μＬ，１μＬ模板 ＤＮＡ（１００ｎｇ
·μＬ－１），用灭菌的去离子水补足剩余体积。ＰＣＲ

８９
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扩增程序为：９４℃预变性 １０ｍｉｎ，３５个扩增循环
（９４℃变性４０ｓ，最适退火温度下退火３０ｓ，７２℃延
伸４０ｓ），然后７２℃延伸７ｍｉｎ。

ＰＣＲ扩增产物用 ６％聚丙烯酰胺凝胶电泳分
离，并用硝酸银染色法检测扩增产物。按照 ＰＣＲ扩
增条带的电泳位置统计每个个体的基因型，构建基

因型数据矩阵。采用 ＰＯＰＧＥＮＥｐｃ２．２软件统计各
个群体内的等位基因数（Ｎａ）、有效等位基因数
（Ｎｅ）、Ｎｅｉ氏多样性指数（ｈ）、观察杂合度（ＨＯ）、期
望杂合度（ＨＥ）、Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ信息指数（Ｉ）、种群内近
交系数（Ｆｉｓ）、总近交系数（Ｆｉｔ）、种群间遗传分化系
数（Ｆｓｔ）、基因流（Ｎｍ）等遗传参数［１３］。

２　结果与分析
２．１　锦绣杜鹃花蕾转录组中ＳＳＲ的分布特点

锦绣杜鹃花蕾组织转录组测序序列总长度为

４３７６６２４９ｂｐ，Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ软件组装共得到４９５２７个
ｕｎｉｇｅｎｅｓ，其中，含有 ＳＳＲ位点的 ｕｎｉｇｅｎｅ序列有
１２１１３个，共发现１６１２０个 ＳＳＲ位点。平均每２．７
ｋｂ就有１个，ＳＳＲ位点的出现频率为２４．４６％。仅
含有１个 ＳＳＲ位点的 ｕｎｉｇｅｎｅ序列有 ８９４３条，占
７３８３％；含有 ２个或者 ２个以上 ＳＳＲ位点的 ｕｎｉ
ｇｅｎｅ有３１７０条，占２６．１７％。１６９５个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ中
含有复合型ＳＳＲ位点，占总ｕｎｉｇｅｎｅｓ的１３．９９％。
２．２　锦绣杜鹃花蕾转录组中ＳＳＲ的类型和频率

锦绣杜鹃花蕾转录组内发现的 ＳＳＲ序列共有６
种类型，分别是单核苷酸、二核苷酸、三核苷酸、四核

苷酸、五核苷酸、六核苷酸，且 ＳＳＲ位点的个数大体
上随着重复基序长度的增加而减少（表２）。二核苷
酸出现频率最大，有９６２４个（５９．７０％），其次是单
核苷酸（３７３８个，２３．１９％）和三核苷酸（２５８９个，
１６．０６％）（表２）。出现频率最低的为五核苷酸，仅
有４２个，所占比例为０．２６％；其次是六核苷酸，有
５０个，所占比例为０．３１％。

表２　不同ＳＳＲ重复类型的个数
Ｔａｂｌｅ２　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＳＳＲｒｅｐｅａｔｔｙｐｅｓ

ＳＳＲ类型
Ｔｙｐｅｓ

数量

Ｎｕｍｂｅｒｓ
比例

Ｐｅｒｃｅｎｔ／％
基序类型

Ｔｙｐｅｓｏｆｍｏｔｉｆｓ

单核苷酸／Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ３７３８ ２３．１９ ２

二核苷酸／Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ９６２４ ５９．７０ ４

三核苷酸／Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ２５８９ １６．０６ １０

四核苷酸／Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ７７ ０．４８ １８

五核苷酸／Ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ４２ ０．２６ １７

六核苷酸／Ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ５０ ０．３１ ２４

在杜鹃花的花蕾组织转录组序列中，共发现７５
种ＳＳＲ重复类型。单核苷酸有Ａ／Ｔ和Ｇ／Ｃ两种，主
要类型是 Ａ／Ｔ，共有３６６９个，占总 ＳＳＲ重复类型的
２２．７６１％（表３）。二核苷酸有４种类型，分别是ＡＧ／
ＣＴ（９０４７个，５６．１２３％）、ＡＣ／ＧＴ（３４３个，２１２８％）、
ＡＴ／ＡＴ（２２６个，１．４０２％）、ＣＧ／ＣＧ（８个，０．０５０％）。
三核苷酸有１０种类型，出现最多的是 ＡＡＧ／ＣＴＴ，其
次是 ＡＧＧ／ＣＣＴ、ＡＣＣ／ＧＧＴ、ＡＧＣ／ＧＣＴ。四核苷酸有
１８种，主要为 ＡＡＡＧ／ＣＴＴＴ（２３个，０１４３％）、ＡＣＡＴ／
ＡＴＧＴ（９个，０．０５６％）、ＡＧＣＧ／ＣＧＣＴ（６个，００３７％）、
ＡＴＣＣ／ＧＧＡＴ（５个，００３１％）。五核苷酸有 １７种类
型，其中，ＡＡＧＡＧ／ＣＴＣＴＴ最多（７个，００４３％），其次
是ＡＡＡＡＧ／ＣＴＴＴＴ（６个，０．０３７％）和ＡＧＡＧＧ／ＣＣＴＣＴ
（６个，００３７％）。六 核 苷 酸 有 ２４种，主 要 是
ＡＧＡＧＧＧ／ＣＣＣＴＣＴ（８个，０．０５０％），其 次 是 ＡＡ
ＧＡＧＧ／ＣＣＴＣＴＴ（５个，０．０３１％）和ＡＧＣＡＧＧ／ＣＣＴＧＣＴ
（５个，０．０３１％）。

表３　主要ＳＳＲ重复类型的百分比含量
Ｔａｂｌｅ３　ＰｅｒｃｅｎｔｏｆｔｈｅｍａｉｎＳＳＲｒｅｐｅａｔｔｙｐｅｓ

重复类型Ｒｅｐｅａｔｓ 数量Ｎｕｍｂｅｒｓ 比例Ｐｅｒｃｅｎｔ／％

Ａ／Ｔ ３６６９ ２２．７６１

ＡＧ／ＣＴ ９０４７ ５６．１２３

ＡＡＧ／ＣＴＴ ７５８ ４．７０２

ＡＧＧ／ＣＣＴ ４４０ ２．７３０

ＡＣＣ／ＧＧＴ ３９８ ２．４６９

ＡＧＣ／ＧＣＴ ２２３ １．３８３

ＡＡＡＧ／ＣＴＴＴ ２３ ０．１４３

ＡＡＧＡＧ／ＣＴＣＴＴ ７ ０．０４３

ＡＧＡＧＧＧ／ＣＣＣＴＣＴ ８ ０．０５０

６种不同长度类型的ＳＳＲ位点个数均随重复次
数的增加而减少（表４）。单核苷酸重复次数最多的
为９ １２次（１９９６个，５３．４％），其次是１３ １６次
（８６４个，２３．１１％），大于２４次重复的个数仅仅含有
１７９个（４．７９％）。二核苷酸重复次数最多的为５
８次（３４２５个，３５．５９％），其次是９ １２次（２７３７
个，２８．４４％），仅２１０个重复次数大于２４（２．１８％）。
三核苷酸的重复次数主要集中在 ５ ８次（２４８４
个，９５．９４％），重复次数在９ １２次的有８９个，在
１３ １６次的有１４个，而重复次数在１７ ２０和２１
２４次的各有１个（０．０４％），没有重复次数大于２４

的三核苷酸重复基序。四核苷酸和六核苷酸的重复

次数均集中在５ ８次。五核苷酸的重复次数主要
在５ ８次（９５．２４％），重复次数在９ １２和１３
１６次的各有１个。

９９
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表４　不同ＳＳＲ重复类型的分布频率
Ｔａｂｌｅ４　ＦｒｅｑｕｅｎｃｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＳＳＲｒｅｐｅａｔｔｙｐｅｓ

ＳＳＲ类型 Ｔｙｐｅｓ ５ ８ ９ １２ １３ １６ １７ ２０ ２１ ２４ ＞２４
单核苷酸／Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ０ １９９６ ８６４ ３５３ ３４６ １７９
二核苷酸／Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ３４２５ ２７３７ １５４８ １２５０ ４５４ ２１０
三核苷酸／Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ２４８４ ８９ １４ １ １ ０
四核苷酸／Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ７７ ０ ０ ０ ０ ０
五核苷酸／Ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ４０ １ １ ０ ０ ０
六核苷酸／Ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ５０ ０ ０ ０ ０ ０

２．３　ＥＳＴＳＳＲ引物筛选与有效性检测
选取８５６个ＳＳＲ位点长度大于２０ｂｐ且两端侧

翼序列长度均大于１５０ｂｐ的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ设计引物，占
含ＳＳＲ位点 ｕｎｉｇｅｎｅｓ总序列的 ８．６２％。经 ＢＬＡＳＴ
比对后，去除无效引物１１５对。在有效引物中随机
挑选１１０对进行合成，选用转录组测序用的锦绣杜
鹃嫩叶基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增验证，产物经３％
的琼脂糖凝胶电泳检测。共筛选出６８对 ＳＳＲ引物

能够扩增出与预期大小一致，且条带清晰的目的

ＤＮＡ产物，占总挑选引物数的６１．８２％。设置温度
梯度ＰＣＲ程序，对６８对 ＳＳＲ引物的最适合退火温
度进行筛选。选取５份锦绣杜鹃种质基因组 ＤＮＡ
对此６８对引物进行核心引物的筛选，获得多态性强
的引物４０对，选用１３对多态性最强、无明显影子带
的引物进行后续的群体遗传多样性的检测（表５）。

表５　多态性ＳＳＲ引物序列及基序信息
Ｔａｂｌｅ５　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｏｆＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＳＳＲｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓ

引物

Ｌｏｃｕｓ
上游引物序列（５′３′）
Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒｓｑｕｅｎｃｅ

下游引物序列（５′３′）
Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

基序

ｍｏｔｉｆ
片段大小

Ｓｉｚｅｒａｎｇｅ／ｂｐ
退火温度／℃

ＡｎｎｅａｌｉｎｇＴｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
Ｒｐ０１ ＣＴＴＧＣＣＡＣＴＴＴＧＡＧＴＴＴＧＡＧ ＡＧＡＧＴＡＡＴＴＴＧＧＡＧＧＡＡＧＣＧ （ＣＴ）２８ ２０９ ２２１ ５８
Ｒｐ０２ ＴＧＡＡＣＣＣＴＴＣＴＴＣＴＴＣＴＴＣＣ ＴＴＴＧＡＴＴＧＡＡＧＧＧＴＧＧＡＧＴＧ （ＴＣ）２３ ２５０ ２５８ ６０
Ｒｐ０３ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＣＴＴＣＣＴＴＣＡ ＧＧＡＴＴＣＴＴＡＣＴＣＧＴＧＴＣＴＧＧ （ＣＴ）２７ ２１７ ２２９ ５８
Ｒｐ０４ ＧＣＡＧＣＡＣＡＣＧＧＡＴＡＴＴＴＡＡＧ ＣＴＣＡＡＴＡＣＣＡＣＡＣＴＡＣＡＣＣＣ （ＣＴ）２９ ２０１ ２０９ ６０
Ｒｐ０５ ＴＡＧＣＴＧＣＴＴＡＣＴＧＴＴＧＡＡＧＧ ＡＧＴＡＡＡＡＧＧＧＣＴＧＡＡＡＣＴＧＴ （ＡＧ）２２ １５０ １６０ ５６
Ｒｐ０６ ＴＣＴＴＣＴＴＣＣＴＴＣＴＴＴＧＣＴＣＣ ＧＧＧＧＡＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＧＡＡＡＧ （ＣＴ）２５ １７９ １９５ ５８
Ｒｐ０７ ＧＣＣＣＴＡＴＣＣＣＴＣＡＡＣＴＴＴＡＣ ＧＡＧＧＡＧＣＧＴＧＧＴＴＡＧＴＡＡＴＴ （ＴＣ）２１ ２３０ ２４０ ５８
Ｒｐ０８ ＧＴＡＴＧＧＧＡＣＣＴＧＴＧＡＴＴＴＣＣ ＣＴＣＣＡＡＣＴＡＧＣＴＡＣＴＣＣＡＡＣ （ＧＡ）２４ ２２９ ２３９ ５８
Ｒｐ０９ ＧＡＡＡＴＣＴＣＧＡＡＴＣＡＣＣＴＣＣＡ ＡＡＧＧＴＧＴＴＧＧＴＧＧＡＣＴＡＡＴＣ （ＴＣ）２１ １５０ １６６ ５８
Ｒｐ１０ ＴＴＧＡＡＧＡＡＣＡＣＴＣＡＡＧＴＴＧＣ ＡＣＧＴＡＧＡＡＣＡＴＴＧＣＴＴＴＣＣＴ （ＧＡ）２１ １８７ ２０３ ６０
Ｒｐ１１ ＣＣＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＣＡＡＡＴＣＣ ＣＧＴＣＡＴＴＴＴＣＡＣＡＣＡＣＡＧＡＧ （ＣＴ）２０ １７４ １９０ ６２
Ｒｐ１２ ＣＴＣＴＣＣＣＡＡＡＡＴＴＡＧＣＣＧＡＴ ＧＡＡＴＴＧＧＣＴＧＴＴＧＧＡＴＧＡＴＧ （ＣＴ）２１ ２３４ ２５０ ６０
Ｒｐ１３ ＡＧＡＡＡＡＣＴＧＧＧＡＧＡＴＧＴＧＴＣ ＡＧＧＴＧＡＴＣＡＴＣＴＴＴＧＣＡＴＧＴ （ＣＴ）２１ ２４５ ２５８ ５６

２．４　锦绣杜鹃和映山红两个群体多样性分析
选用的 １３个 ＳＳＲ标记在 ２个群体内扩增的

ＤＮＡ片段范围为１５０ ２５８ｂｐ，在栽培种锦绣杜鹃
和野生映山红群体中分别扩增出７１个和７４个等位
基因，平均每个 ＳＳＲ位点扩增出的等位基因数为
５４６２和５．６９２个（表６）。２个种群内近交系数 Ｆｉｓ
变化范围为－０．５１５ １．０００，平均值为０．０１４。总
近交系数 Ｆｉｔ变化范围为 －０．３１５ １．０００，平均值
为００８０。遗传分化系数 Ｆｓｔ变化范围为 ０．０１０
０１５９，平均值为０．０６６，即６．６％的遗传变异发生在
群体间，发生在群体内的遗传变异高达９３．４％。基
因流 Ｎｍ变化范围为 １．３２４ ２４．７６２，平均值为
３５１４（表６）。

表６　１３个微卫星位点的遗传分化和基因流信息

Ｔａｂｌｅ６　Ｓｕｍｍａｒｙｏｆｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎａｎｄｇｅｎｅｆｌｏｗ

位点

Ｌｏｃｕｓ
种群内近交系数

Ｆｉｓ
总近交系数

Ｆｉｔ
分化系数

Ｆｓｔ
基因流

Ｎｍ
Ｒｐ０１ １．０００ １．０００ ０．１４１ １．５１９
Ｒｐ０２ －０．５１５ －０．２９７ ０．１４４ １．４９１
Ｒｐ０３ １．０００ １．０００ ０．０６７ ３．４５７
Ｒｐ０４ －０．２８５ －０．２６５ ０．０１５ １６．０３２
Ｒｐ０５ －０．２９２ －０．２２６ ０．０５０ ４．７０８
Ｒｐ０６ －０．２３２ －０．２１２ ０．０１６ １５．０４４
Ｒｐ０７ －０．３８２ －０．２８９ ０．０６７ ３．４７８
Ｒｐ０８ －０．２１６ －０．１８０ ０．０３０ ８．１２８
Ｒｐ０９ ０．２８６ ０．３６２ ０．１０７ ２．０９８
Ｒｐ１０ ０．８７７ ０．８８１ ０．０３２ ７．５１２
Ｒｐ１１ －０．３２８ －０．３１５ ０．０１０ ２４．７６２
Ｒｐ１２ ０．０１６ ０．１７２ ０．１５９ １．３２４
Ｒｐ１３ －０．２２３ －０．１９１ ０．０２７ ９．１６９

平均Ｍｅａｎ ０．０１４ ０．０８０ ０．０６６ ３．５１４

００１
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　　 锦绣杜鹃群体中，等位基因数 Ｎａ在各 ＳＳＲ位
点之间变化范围为３ ９，有效等位基因数变化范围
为１．６８４ ５．９３０，Ｒｐ０３标记扩增的等位基因最少
（３个），Ｒｐ０８扩增的等位基因最多（９个）。观察杂
合度ＨＯ和期望杂合度ＨＥ的变化范围分别为０．０００
１．０００和０４３３ ０８４８，平均值分别为０．６９６±

０．４２６和０７０５±０１２９。Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ信息指数 Ｉ和
Ｎｅｉ氏多样性指数 ｈ的变化范围分别为 ０．７３６
１．９６１和 ０４０６ ０８３１，平均值分别为 １３７６±
０．３３９和０６８３±０１３１。Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ信息指数 Ｉ、期
望杂合度ＨＥ、Ｎｅｉ氏多样性指数 ｈ呈现相似的变化
趋势，最大值均出现在Ｒｐ０８处，最小值在位点Ｒｐ０３

处（表７）。
在映山红群体内，各 ＳＳＲ位点有效等位基因数

Ｎｅ变化范围为１．６６７ ６．９２２，平均值为４．２４１。观
察杂合度ＨＯ和期望杂合度 ＨＥ的变化范围分别为
０．０００ １．０００和 ０．４０８ ０．８７１，平均值分别为
０６９９和０．７４７。Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ信息指数 Ｉ和 Ｎｅｉ氏多
样性指数 ｈ的变化范围分别为 ０．７９４ ２．０４９和
０４００ ０．８５６，平均值分别为１．５０８和０．７３０。与
锦绣杜鹃类似，Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ信息指数 Ｉ、期望杂合度、
Ｎｅｉ氏多样性指数也呈现相似的变化趋势，然而其
最大值出现在Ｒｐ０６处，最小值在Ｒｐ０９处（表７）。

表７　ＳＳＲ引物在２个群体中的遗传多样性
Ｔａｂｌｅ７　ＧｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｔｗｏｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｒｅｖｅａｌｅｄｂｙＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ

位点Ｌｏｃｕｓ
锦绣杜鹃（Ｒ．ｐｕｌｃｈｒｕｍ）

Ｎａ Ｎｅ ＨＯ ＨＥ Ｉ ｈ
映山红（Ｒ．ｓｉｍｓｉｉ）

Ｎａ Ｎｅ ＨＯ ＨＥ Ｉ ｈ
Ｒｐ０１ ４ ２．９０９ ０．０００ ０．７００ １．２１３ ０．６５６ ４ ３．９２２ ０．０００ ０．７６４ １．３７６ ０．７４５
Ｒｐ０２ ６ ２．５８６ １．０００ ０．６３３ １．１５７ ０．６１３ ５ ３．４１２ １．０００ ０．７１９ １．３６１ ０．７０７
Ｒｐ０３ ３ １．６８４ ０．０００ ０．４３３ ０．７３６ ０．４０６ ５ ３．６００ ０．０００ ０．７５４ １．４２４ ０．７２２
Ｒｐ０４ ４ ３．９８２ １．０００ ０．７７５ １．３８４ ０．７４９ ７ ５．２００ １．０００ ０．８２４ １．７７７ ０．８０８
Ｒｐ０５ ５ ３．１９３ ０．８８２ ０．７０８ １．２７３ ０．６８７ ５ ４．３６０ １．０００ ０．７８９ １．５３３ ０．７７１
Ｒｐ０６ ８ ４．３０８ １．０００ ０．７８２ １．７１８ ０．７６８ ９ ６．９２２ １．０００ ０．８７１ ２．０４９ ０．８５６
Ｒｐ０７ ５ ３．７６７ １．０００ ０．７５２ １．４２９ ０．７３５ ４ ３．４８５ １．０００ ０．７４２ １．３０８ ０．７１３
Ｒｐ０８ ９ ５．９３０ １．０００ ０．８４８ １．９６１ ０．８３１ ７ ５．３６５ １．０００ ０．８３０ １．７７５ ０．８１４
Ｒｐ０９ ６ ４．６２４ ０．７６５ ０．８０８ １．６３３ ０．７８４ ４ １．６６７ ０．０８０ ０．４０８ ０．７９４ ０．４００
Ｒｐ１０ ４ ２．５７９ ０．０７１ ０．６２３ １．０９１ ０．６１２ ４ ２．３４４ ０．０７４ ０．５８４ １．００８ ０．５７３
Ｒｐ１１ ５ ４．０００ １．０００ ０．７６７ １．４８５ ０．７５０ ６ ４．０９３ １．０００ ０．７６９ １．５７６ ０．７５６
Ｒｐ１２ ６ １．８６２ ０．３３３ ０．４９０ １．０３８ ０．４６３ ７ ５．５２１ ０．９２９ ０．８３４ １．８２５ ０．８１９
Ｒｐ１３ ６ ５．７２９ １．０００ ０．８４２ １．７６７ ０．８２５ ７ ５．２４４ １．０００ ０．８２４ １．８００ ０．８０９

平均值Ｍｅａｎ ５．４６２ ３．６２７ ０．６９６ ０．７０５ １．３７６ ０．６８３ ５．６９２ ４．２４１ ０．６９９ ０．７４７ １．５０８ ０．７３０
标准差 １．６６４ １．３３０ ０．４２６ ０．１２９ ０．３３９ ０．１３１ １．６００ １．４１６ ０．４５９ ０．１２５ ０．３５０ ０．１２２

３　讨论
ＳＳＲ分子标记已经广泛应用于物种的遗传变异

分析、物种起源进化、基因分型、指纹鉴定、遗传图谱

构建、法医科学和动植物遗传育种等研究。目前，从

杜鹃属植物已经成功开发出一些有用的 ＳＳＲ标记，
但仍不能满足杜鹃属物种遗传学研究的需要［１４－１８］。

传统开发ＳＳＲ标记的方法包括构建基因组文库进行
ＤＮＡ杂交鉴定并测序、富集微卫星分离法、基于
ＰＣＲ的分离法和同源序列鉴定，但都只能获得少量
的有效标记［１４］。海量研究工作表明，通过转录组测

序可以挖掘和开发出丰富的ＳＳＲ标记［７，２０］。

本研究经转录组测序组装得到 ４９５２７个 ｕｎｉ
ｇｅｎｅｓ，其中，２４．４６％的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ含有 ＳＳＲ位点，高
于菜薹（１９．２６％）、萝卜（２３．７９％）、绿豆（２０．４％）、

大白菜（１６．６％）、玉米（１．５％）等物种内的比例，但
是低于水稻内 ＥＳＴＳＳＲ的比例（２７％）［８，２１－２４］。锦
绣杜鹃花蕾转录组平均每２．７ｋｂ就有１个 ＳＳＲ位
点，高于魔芋（１·（３．６３ｋｂ）－１）、水稻（１·（３．４
ｋｂ）－１）、小麦（１·（５．４ｋｂ）－１）、大豆（１·（７．４
ｋｂ）－１）、拟南芥（１·（１４ｋｂ）－１）、棉花（１·（２０
ｋｂ）－１）［２５－２７］。造成ＳＳＲ出现频率不同的原因不仅
与物种的差异有关，也与转录组测序得到的 ｕｎｉｇｅｎｅ
长度和数量、数据组装和分析采用的软件、ＳＳＲ位点
筛选的条件有关。锦绣杜鹃花蕾转录组中，二核苷

酸重复基序出现频率最大，达到５９．７０％，此结果与
魔芋、云杉、西葫芦、苦瓜、木豆等的研究一

致［２，２０，２５，２８－２９］。（ＡＧ／ＣＴ）ｎ重复基序是锦绣杜鹃主
要的微卫星类型，占总搜索到的 ＳＳＲ位点的
５６１２３％，与多种植物的研究结果一致［２，２０，２８－２９］。
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为了开发多态性强的 ＳＳＲ标记，笔者从８５６个
适合ＳＳＲ引物设计的序列中，随机挑选１１０个含有
（ＡＧ／ＣＴ）ｎ基序且重复次数为大于１９次的ｕｎｉｇｅｎｅｓ
进行引物设计与合成，其中，６８对引物能够扩增出
与预期大小一致，且条带清晰的目的 ＤＮＡ产物。本
研究结果进一步支持了多态性标记与ＳＳＲ位点中重
复序列的长短和重复次数正相关的结论［３０］。本研

究所合成的２０对引物在基因组 ＤＮＡ内扩增出来的
产物远大于预期片段大小，可能的原因是基因组

ＤＮＡ序列内存在较大的内含子和无效等位基因，这
些引物位点也可能经历了 ＲＮＡ可变剪接。２２个标
记始终没有扩增产物出现，可能的原因是ｃＤＮＡｃｏｎ
ｔｉｇ序列组装时误差造成的。４０对有效引物具有高
度的多态性，占６８对有效引物的５８．８２％，该扩增比
例高于绿豆（３３％，３１份资源）、菜薹（４０％，４份资
源）和萝卜（５８．２％，３２份资源），但是远远低于在大
白菜内的扩增效率（７０９％，２４份资源）［７－８，２１－２２，３１］。

Ｔａｋｅｚａｋｉ等 ［３２］认为，ＳＳＲ位点的期望杂合度在
０．３ ０．８的范围内则种群具有较高的遗传多样性，
本研究的２个群体期望杂合度平均值分别为０．７０５
和０．７４７，即群体内均有丰富的遗传多样性。映山
红和锦绣杜鹃属于杜鹃属的２个近缘种，本研究从
锦绣杜鹃中开发的ＳＳＲ引物在映山红中的跨种扩增
成功率高达１００％，表明此近缘种间亲缘关系较近
（遗传距离仅为０．３８０６）。然而，野生映山红群体的
等位基因数、有效等位基因数、观察杂合度、期望杂

合度、Ｓｈａｎｎｏｎ＇ｓ信息指数 Ｉ、Ｎｅｉ氏多样性指数都比
栽培的锦绣杜鹃群体高，即野生映山红群体遗传多

样性更高。杜鹃花野生种群主要以种子繁殖为主，

种群内存在着新生的种子苗，野外观察中发现蜜蜂

等昆虫的授粉行为，蜜蜂的长距离飞行极大促进了

基因交流，从而使得野生映山红群体在自然选择中

保留了更加丰富的遗传多样性。栽培锦绣杜鹃种群

根系发达、分株易成活，主要以无性繁殖为主，在长

期驯化和人工选育过程中遗传变异下降降低，可能

是其遗传多样性相对较低的主要原因。李乃伟

等［３３］对南方红豆杉的多样性研究中，也发现野生种

群的遗传多样性（ｈ＝０．２０５８，Ｉ＝０．３２５９）略高于
迁地保护的栽培种群（ｈ＝０．１８０７，Ｉ＝０．２７５０）。
潘庆杰等［３４］发现，地涌金莲野生型种群的遗传多样

性（ｈ＝０．１５９８，Ｉ＝０．２４０２，平均多态位点比率为
４９．９７％）显著高于栽培种群（ｈ＝０．０８９８，Ｉ＝
０．１３５１，平均多态位点比率为 ２７．０９％）。王雪凤

等［３５］研究发现，９个栽培蒙古黄芪种群多样性（基
因多样度 ＨＴ＝０．３１４，种群内的基因多样度 ＨＳ＝
０２３５）低于 ６个野生黄芪种群（ＨＴ＝０．３８３，ＨＳ＝
０２４０）。依据Ｎａｇｙｌａｋｉ［３６］的理论，Ｆｉｓ和 Ｆｉｔ平均值
均为正数，表明２个群体在检测的 ＳＳＲ位点杂交现
象不严重，尤其是 Ｒｐ０１、Ｒｐ０３、Ｒｐ０９、Ｒｐ１０、Ｒｐ１２等
位点存在着明显的近交现象。基因流是影响种群分

化的重要因素［３７］，本研究检测的１３个位点基因流
为３．５１４，足以抵抗遗传漂变造成的遗传变异。

本研究对锦绣杜鹃的转录组测序和数据分析，

不仅丰富了现有的 ＳＳＲ标记数据库资源，也将有助
于后续野生杜鹃花资源的遗传多样性研究、遗传图

谱构建、基因定位、分子标记辅助育种、转录组的比

较分析等研究。基于栽培品种与野生资源的遗传变

异，大别山野生杜鹃花资源可以作为新品种选育的

优良材料，更加利于拓宽现有杜鹃栽培品种的遗传

背景。

４　结论
锦绣杜鹃‘紫鹤’花蕾内微卫星位点的发生频

率为１·（２．７ｋｂ）－１，微卫星的重复次数主要集中在
５ ２４次，二核苷酸发生频率最高，其次是单核苷
酸，频率最低的为五核苷酸。频率最高的重复基序

有 Ａ／Ｔ、ＡＧ／ＣＴ、ＡＡＧ／ＣＴＴ、ＡＧＧ／ＣＣＴ、ＡＣＣ／ＧＧＴ、
ＡＧＣ／ＧＣＴ、 ＡＡＡＧ／ＣＴＴＴ、 ＡＡＧＡＧ／ＣＴＣＴＴ 和

ＡＧＡＧＧＧ／ＣＣＣＴＣＴ等。设计合成的１３个 ＳＳＲ标记
多态性较强，在映山红群体中的跨物种扩增成功率

为１００％。本研究丰富了杜鹃属现有的 ＳＳＲ标记数
据库资源，也为后续杜鹃花属植物的遗传改良、遗传

图谱构建、目标性状基因定位、分子标记辅助育种等

研究奠定了基础。
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