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摘  要 本研究以大白菜(Brassica rapa ssp. pekinensis) 182 703 条表达序列标签(EST)为序列来源，在分析微卫星在大白菜基

因组中分布的基础上，利用单一基因微卫星(unigene derived microsatellite, UGMS)标记构建了电子遗传图谱。结果表明，在

利用 182 703 条 EST 拼接成的 38 753 个单一基因中，4 881 个含有 5 537 个微卫星，占总数的 12.6%。定位于 10 个连锁群的

338 个大白菜细菌人工染色体(Bacterial Artificial Chromosome, BAC)克隆共包含 2 252 个 UGMS 标记。平均每个 BAC 克隆包

含 6.7 个 UGMS。这些 UGMS 标记定位在由 10 个连锁群构成的电子遗传图谱中，总长度为 1 170.1 cM。每个连锁群中分布

有 107~485 个 UGMS 标记。在 2 252 个 UGMS 标记中，837 个在连锁群中具有单一位点，756 个有两个位点，其余的有 3
个或 3 个以上位点。这些多位点 UGMS 标记位于同一条连锁群或不同连锁群中。 
关键词 大白菜; 单一基因; 单一基因微卫星标记; 电子遗传图谱 
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Abstract To study the distribution of microsatellites and to in silico mapping of microsatellites in Chinese cabbage (Brassica rapa 
ssp pekinensis), 182 703 expressed sequence tags (ESTs) sequences from public database were analyzed. Among 38 753 unigenes 
assembled, 4 881 (12.6%) unigenes were found to contain 5 537 microsatellite. of 5 537 unigene derived microsatellite (UGMS) 
markers, 2 252 were anchored to 338 Bacteria Artificial Chromosome (BAC) clones which were mapped on 10 linkage groups of 
Chinese cabbage. Based on the linkage map of Chinese cabbage, an in silico map of 2 252 UGMS markers was constructed. In silico 
map was consisted of 10 linkage groups, covering 1 170.1 cM in length. The number of markers per linkage group ranged from 107 
to 485. Out of mapped UGMS markers, 837 had unique position on linkage groups, 756 were duplicated, the others were either 
triplicated or more than three copies. In addition, the duplicated UGMS were located on one or more linkage groups. 
Keywords Chinese cabbage; Microsatellite; Unigene derived microsatellite marker; in silico mapping 

研究背景 

芸薹种(Brassica rapa)是芸薹属植物中最为重

要的物种之一，是蔬菜、油料和饲料作物的重要来

源，而且富含膳食纤维、维生素C和抗癌等其它营

养有益成分。其中大白菜、青梗菜和菜心等为我国

栽培面积最大的蔬菜作物。 
目前，应用于大白菜的分子标记主要有RFLPs 

(Restriction Fragment Length Polymorphisms)、RAPD 

(Random Amplified Polymorphic DNA) 、 SSRs 
(Simple Sequence Repeats) 和 AFLPs (Amplified 
Fragment Length Polymorphisms)等几种类型。SSR
或微卫星(microsatellite)是指1~6个碱基长度的核苷

酸单位以多次重复串联排列在基因组上的一段序

列。由于SSR标记具有多态性高、呈共显性遗传、

基因组上分布广泛、易于用PCR检测等特点，已广

泛应用于遗传作图和遗传多样性等研究(Powell et 
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al., 1996)。近年来，以大白菜基因组序列为基础开

发了 1 000 余个SSR标记，并用于大白菜遗传图谱

的构建(Suwabe et al., 2002, 2006; Kim et al., 2006; 
Choi et al., 2007; Kim et al., 2009)。这些标记都是通

过文库构建和测序等传统方法开发的基因组SSR。 
大白菜表达序列标签的大量释放为研究大白菜

转录区域SSR的分布和EST-SSR标记的开发提供了

丰富的序列资源。但EST数据库中众多的冗余序列将

导致同一位点EST-SSR标记的重复开发。这些冗余

EST序列可聚类分析拼接成单一基因序列，即单一基

因(Unigene, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)。如水稻298 
808个EST序列拼接成33 722个单一基因(Parida et al., 
2006)。因此，基于单一基因的微卫星(Unigene-derived 
microSatellite, UGMS)标记不仅可以避免功能标记的

重复开发，也为开发染色体位置唯一的UGMS标记

提供了可能(Parida et al., 2006)。Parida等(2010)利用

大白菜单一基因开发了347个UGMS标记。但这些标

记仅限于大白菜连锁群A03和A09。 
研究表明芸薹属植物的部分染色体片段在基

因组中平均存在 3 个拷贝(Lagercrantz and Lydiate, 
1996)。Yang等(2006)发现大白菜基因组经历了三倍

化的过程，并伴随有染色体部分片段的加倍。芸薹

属植物的这种多倍性导致了多数基因拷贝数的增

加以及基因在染色体位点上的重复性。 
本研究旨在利用大白菜EST公共数据库，①分

析UGMS在大白菜基因组中的分布频率，②构建大

白菜UGMS标记电子遗传图谱，③分析UGMS标记

的复制特点。该研究结果将为分析大白菜的遗传变

异、进化机理、基因定位和克隆乃至分子育种提供

基础。 

1 结果与分析 
1.1 大白菜 UGMS 分布频率 

从NCBI公共数据库获得 182 703 条大白菜EST
序列。通过重叠和聚类分析，共得到 38 753 条单一

基因，总长度为 26.5 Mb。利用MISA软件检测到 4 
881 条单一基因含有 5 537 个微卫星，占总单一基因

的 12.6% (表 1)。其中 591 个单一基因含有２个或２

个以上的微卫星。在5 537个微卫星中，完全型的SSR
为 5 261 个，复合型与间断型分别为 266 个和 10 个。

微卫星的分布密度为 4.8 kb。在一至六核苷酸重复

中，二和三核苷酸重复是主导类型，分别占总数的

48.7%和 47.5%。其次分别为单，四，六和五核苷酸

重复，依次为 2.4%，0.9%,，0.4%和 0.1%。 

1.2 大白菜电子遗传图谱的构建 
通过 4 881 条含SSR的单一基因与这些BAC克

隆序列的同源性比对，我们发现共有 338 个BAC克
隆包含 2 252 个UGMS (表 2)。其中连锁群A03 和

A09 分布有最多的BAC克隆，分别为 58 和 67 个。

每个克隆分布有 1~35 个微卫星，如BAC克隆

KBrB068E07 含 35 个微卫星。平均每个BAC含有

6.7 个UGMS。
 
表 1 大白菜单一基因微卫星分布 
Table 1 Distribution of unigene derived microsatellites in Chinese cabbage 

研究内容 
Character under study 

数量(百分比) 
Number (Perceantage) 

单一基因总数 
No. of unigenes 

38 753 

单一基因长度 
(bp) Size of unigenes (bp) 

26 487 610 

含 SSR 的单一基因 
No. of SSR-containing unigenes 

4 881 

SSR 总数 
No. of identified microsatellites 

5 537 

完全型 SSR 单一基因总数 
No. of perfect SSR-containing unigenes 

4 653 

含 2 个及 2 个以上 SSR 单一基因总数 
No. of unigenes containing more than one microsatellite 

591 
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续表 1

Continuing table 1
研究内容 
Character under study 

数量(百分比) 
Number (Perceantage) 

完全型 SSR 个数 
No. of identified perfect microsatellites 

5 261 

复合型 SSR 个数 
No. of identified compound microsatellites 

266 

间断型 SSR 个数 
No. of identified interrupted microsatellites 

10 

单核苷酸重复总数 
No. of mononucleotides 

135(2.4%) 

二核苷酸重复总数 
No. of dinucleotides 

2 696(48.7%) 

三核苷酸重复总数 
No. of trinucleotides 

2 627(47.5%) 

四核苷酸重复总数 
No. of tetranucleotides 

48(0.9%) 

五核苷酸重复总数 
No. of pentanucleotides 

8(0.1%) 

六核苷酸重复总数 
No. of hexanucleotides 

23(0.4%) 

 
表 2 大白菜遗传图谱中 UGMS 标记的分布 
Table 2 Distribution of UGMS markers on the linkage groups of Chinese cabbage  

连锁群 
Linkage group 

连锁群长度 

Length of linkage  

group (cM)* 

BAC 数 

No. of BAC

UGMS 数 
No. of UGMS

UGMS 数/BAC 
No. of UGMS per BAC

电子遗传图谱长度 
Length of in silico map (cM) 

A01 146.3 34 228 6.7 146.3 

A02 98.5 33 213 6.5 98.5 

A03 162.2 58 424 7.3 139 

A04 85.7 18 107 5.9 77.7 

A05 153.3 21 149 7.1 120.7 

A06 141.9 31 195 6.3 141.9 

A07 121.2 27 147 5.4 121.2 

A08 119.6 32 155 4.8 90.9 

A09 151.3 66 485 7.2 151.3 

A10 91.3 18 149 8.3 82.6 

总数 

Total 

1 271.3 338 2 252 6.7 1 170.1 

注: *: http://www.brassica-rapa.org 
Note: *: http://www.brassica-rapa.org 

根据 JWF3p 遗传图谱，利用 Mapchart 2.1 软件

构建了大白菜电子遗传图谱(图 1)。该图谱总长度为

1 170.1 cM (表 2)，共分布有 2 252 个 UGMS 标记。

连锁群 A01-A10 分别分布有 228、213、424、107、
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149、195、147、155、485 和 149 个 UGMS 标记。

各连锁群覆盖的长度在 A04 的 77.7 cM 至 A09 的

151.3 cM 之间。 

10 个连锁群中，UGMS 标记在大部分区域中分

布较均匀。但在 9 个连锁群中存在超过 15 cM 以上

的间隙。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
图 1 大白菜电子遗传图谱 
注: 左侧为遗传距离(cM), 右侧为 UGMS 标记; 黑体为锚定标记, 括号中数值代表每个位点上的单位点 UGMS 数 
Figure 1 In silico map of Chinese cabbage 
Note: The genetic distances (in cM) are indicated on the left of linkage group, The names of UGMS markers are given on the right; 
Anchor markers are presented in bold, The number of single-locus UGMS on each locus are presented in parentheses 
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如分布有228个UGMS的A01，在111.3~146.3 cM
范围内无 UGMS 标记的分布。间隙在 20~30 cM 的

有 2 个区域，分别位于 A07 的 0~20.1 cM 和 A09
的 129.6~151.3 cM 之间。在 15~20 cM 范围内无

UGMS 标记的共有 5 处。其中 A01 有 1 个、A03
的 1 个、A06 的 1 个、A07 的 1 个和 A10 的 1 个。

此外，我们也发现连锁群中 UGMS 标记的密集区。

如在A03的32.8~42.7 cM内存在54个UGMS标记，

平均每 1 cM 存在 5.5 个 UGMS。 

1.3 UGMS 标记在大白菜基因组中的重复 
通过对大白菜 10 个连锁群中标记序列的同源

性分析，我们发现在 2 252 个 UGMS 标记中，837
个表现为单一位点。在连锁群中有 2、3、4 及 4 个

以上匹配位点的标记分别为 756、249、136 和 274
个，并称之为多位点 UGMS。多位点 UGMS 的重

复次数为 2~77 次，平均重复次数为 2.7。重复 4 次

以上的 UGMS 标记均同时出现在同一和不同连锁

群(表 3)。 

根据 UGMS 标记在连锁群中的位置分布，将重

复出现的标记划分为 3 类。分别是Ⅰ类：在同一连

锁群中多次重复的 UGMS；Ⅱ类：不同连锁群中多

次重复的 UGMS；Ⅲ类：在同一连锁群和不同连锁

群中同时重复多次的 UGMS。Ⅰ类 UGMS 标记在

各连锁群均有分布，共有 213 个。其中分布在 A09
的有 97个，A05中只有 2个。Ⅱ类的有 705个UGMS
标记，占多位点 UGMS 标记的 49.8%。其中 2 次重

复的标记最多(578)。Ⅲ类 UGMS 标记共有 497 个，

占多位点标记的 35.1%。其中 4 次及其以上重复的

UGMS 标记有 374 个。定位分析发现 U_01_001 在

电子遗传图谱中重复次数达到 77 次，分布于 10 个

连锁群。其中 A09 中的分布最多，达 12 个；A04
中最少，只有 4 个(图 2)。功能预测结果显示该基因

编码果胶酸裂解酶(Pectate lyase)，具有促进花粉萌

发和花粉管延伸、降解花柱道细胞壁展的活性(Wu 
et al., 1996)。

表 3 多位点 UGMS 在大白菜基因组中的重复特征 
Table 3 Duplication of multi-locus UGMS on the genome of Chinese cabbage  

重复次数 

No. of 

duplication 

重复类型 

Class of 

duplication 

A01 A02 A03 A04 A05 A06 A07 A08 A09 A10 总计(百分比) 

Total (Percentage) 

1  93 80 173 42 61 86 67 49 120 66 837 (37.2%) 

Ⅰ 28 12 24 8 2 10 4 16 68 6 178 (7.9%) 2 

Ⅱ 49 42 103 22 51 58 43 53 109 48 578 (25.7) 

Ⅰ 0 6 0 0 0 0 0 0 21 0 27 (1.2%) 

Ⅱ 13 11 18 7 6 4 5 11 16 8 99 (4.4%) 

3 

Ⅲ 9 16 33 4 10 3 5 8 35 0 123 (5.5%) 

Ⅰ 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 8 (0.4%) 

Ⅱ 4 3 6 1 1 3 1 1 7 1 28 (1.2%) 

4 

Ⅲ 9 9 13 5 2 11 4 4 40 3 100 (4.4%) 

4 次以上 

More than 4 

Ⅲ 23 34 54 18 16 20 18 13 61 17 274 (12.2%) 
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图 2 果胶酸裂解酶在大白菜基因组中的复制 
Figure 2 Duplication of pectate lyase in the Chinese cabbage genome 

2 讨论 
本研究对大白菜 38 753 条单一基因进行 SSR

搜索，共获得 5 537 个 SSR。含 SSR 的单一基因占

总单一基因的 12.6%，高于其他双子叶植物
(2.6%~10.6%) (Kumpatla and Mukhopadhyay, 2005; 
Sharma et al., 2009)和单子叶植物(1.5%~4.7%)的比

率(Kantety et al., 2002; Parida et al., 2006)。SSR 在大

白菜转录区域中每 4.8 kb 出现 1 次。该结果与大白

菜基因组序列中 SSR 的分布密度(1/4.7 kb)相似

(Hong et al., 2007)。Parida 等(2010)利用大白菜 4 353
个单一基因分析了 SSR 的分布，结果显示 SSR 的

分布密度为 1/3.8 kb。该密度高于本研究的 1/4.8 kb。
这可能与单一基因的分析数量和 SSR 的界定标准

不一致有关。 

目前，利用基因组 SSR 构建了多张大白菜遗传

图谱(Suwabe et al., 2006; Kim et al., 2006; Choi et al., 
2007; Kim et al., 2009; 于仁波等，2008)。Parida 等

(2010)将 193 和 90 个大白菜 UGMS 标记分别定位

在 A03 和 A09 染色体。但尚未见利用功能标记如

UGMS 标记构建覆盖大白菜基因组遗传图谱的研

究。本研究利用 2 252 个 UGMS 标记构建了覆盖大

白菜 10 条染色体的电子遗传图谱。在该图谱的部

分连锁群中观察到大于 15 cM 的间隙，如 A01 连
锁群中 U_01_207-U_01_228 间的间隙。这是由于

JWF3p 遗传图谱中的相应区域也存在较大的间隙

而引起的。但大白菜基因组中广泛存在的 SSR 包括

基因组 SSR 和以及尚未定位的 3 285 个 UGMS 标

记，为定向的填充间隙以及进一步构建饱和的高密
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度遗传图谱提供了可能。 
芸薹属植物不同种间表现出基因的高度同源性

(Lagercrantz and Lydiate 1996; Parida et al., 2010)。如

大白菜与甘蓝型油菜之间 88.6%的基因具有同源性

(Parida et al., 2010)。Kim 等(2009)发现大白菜的部分

染色体片断在基因组中存在 2 或 3 次重复。本研究

通过分布于连锁群的 UGMS 标记序列的同源性分析

和比较，进一步证实了大白菜基因的多拷贝现象。

在构建的大白菜 UGMS 电子遗传图谱中，62.8%的

UGMS 标记为多位点 UGMS。其中 2 位点的 UGMS
标记最多(33.6%)，其次为 3 位点(11.1%)，4 位点以

上的 UGMS 占总 UGMS 数量的 12.2%。这些多位点

UGMS 标记覆盖了大白菜基因组。 
大白菜 UGMS 标记在基因组中的重复出现表

明这些标记并非是染色体位置唯一的。即使 UGMS
引物扩增出单一位点，也不能确定该标记在染色体

的位置。因此，多位点 UGMS 标记不能准确应用于

分子标记辅助选择，或作为锚定标记应用于遗传图

谱的构建。这就需要开发出基于单拷贝基因的微卫

星标记或单位点 SSR 标记。根据大白菜 JWF3p 遗

传图谱中 BAC 克隆的序列，本研究共检测到 837
个单位点 UGMS 标记。在大白菜全基因组序列破译

后，这些标记还需要进一步的分析和验证。 

3 实验材料与方法 
3.1 序列来源  

2008 年 11 月 12 日前登录在 NCBI 上的大白菜

182 703 条 EST 序列(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)。
这些序列用于分析微卫星在大白菜基因组中的分

布。BrGSP (multinational Brassica rapa Genome 
Sequencing Project)公布的 499 个大白菜 BAC 
(Bacterial Aritificial Chromosome) 克 隆 序 列

(http://www.brassica-rapa.org)。这些 BAC 克隆分别

位于大白菜 JWF3p 遗传图谱的 10 个连锁群。 

3.2 EST 前处理 
利用 EST-trimmer (http://pgrc.ipk-gatersleben.de/ 

misa/download/est_trimmer.pl)去除 5’端和 3’端 50 bp
内重复次数大于 5 次的 poly A/T，对于大于 700 bp
的序列保留其 5’端，小于 100 bp 的序列则剔除。其

次，利用 Seqclean 去除污染序列，包括载体序列

(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/UniVec)、叶绿体和线粒体

序列(http://www.arabidopsisi.org/)。 

3.3 EST 拼接和单一基因的获得 
预处理后的EST序列利用CAP3软件进行序列

的拼接。参数为在至少 40 个核苷酸的重叠区域内，

最小匹配百分比大于或等于 95%的 EST 序列可得

到拼接与延伸。为获得非冗余单一基因，将拼接后

产生的拼接体序列进一步进行 BLAST 分析。去除

冗余序列按照以下标准进行：( )ⅰ 如果 2 个或者更

多的拼接体序列一致，但长短不同，则保留最长的

拼接体为单一基因；( )ⅱ 如果拼接体是通过重叠的

SSR 或多聚 A/T/G/C 拼接而成，则将所有 EST 作为

单一基因；( )ⅲ 如果拼接体是通过序列中的未知碱

基(N)拼接而成，且未知碱基大于 30 bp，则剔除此

类拼接体。通过以上步骤得到的单一基因用于后续

分析。 

3.4 微卫星的筛选 
软件 MISA(MIcroSAtellite identification tool; 

http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa)用来搜寻 UGMS。
搜索长度为：单核苷酸为 18 个以上(包括 18 个)，
二核苷酸的重复次数为 6 次以上(包括 6 次)，三、

四、五和六核苷酸的重复次数为 5 次以上(包括 5
次)。搜索的 UGMS 包括完全型[例如: (AT)8]、复

合 型 [ 例如 : (AT)3(CT)7] 和间断型 [ 例如 : (AT) 
6CA(AT)5]UGMS。 

3.5 电子遗传图谱的绘制 
利用 BLAST 软件将含 SSR 的单一基因与 499

个大白菜 BAC 克隆(http://www.brassica-rapa.org)进
行序列同源性分析，搜索出包含 SSR 序列同源区的

BAC 克隆。参数为 E-value≤10-10，比对长度(包括

SSR 序列)≥100 bp。根据搜索结果，将包含在 1 个

BAC 克隆的 SSR 称为单位点 UGMS，而位于 1 个

以上 BAC 克隆的 SSR 称为多位点 UGMS。 
根据 JWF3p 遗传图谱中的 BAC 克隆位置，利

用Mapchart 2.1软件构建大白菜UGMS电子遗传图

谱，并分析 UGMS 标记在大白菜 10 个连锁群中的

分布特点。UGMS 标记命名为 U_XX_YYY (XX 代

表连锁群，YYY 代表序号)，如 U_03_102 代表 A03
中的第 102 个 UGMS。在 10 个连锁群中，每个连

锁群选择 2 个 SSR 标记作为构建电子遗传图谱的

锚定标记(Kim et al., 2009)。 
选择在大白菜基因组中重复次数最多的果胶

酸裂解酶基因，利用华中农业大学开发的

Complinkage V 0.1.2 构建该基因的比较遗传图谱

(孟金陵, 2010, 私人通讯)。该软件的主要功能之一

是将位于不同位点的标记通过连线方式连接起来。 
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