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摘  要 为了加速分子标记在杂种马褂木研究中的应用，利用本实验室构建的杂种马褂木不定根均一化 cDNA 文库获得

的 2 921 条非冗余 ESTs 序列进行 EST-SSR 标记的开发，在 166 条 ESTs 中发现了 181 个 EST-SSR，占全部 ESTs 的 5.683%，
杂种马褂木 EST-SSR 平均长度为 25.22 bp。EST-SSR 的分布频率和特征分析表明，二核苷酸和三核苷酸重复基序的 SSRs
数量最多，占总数的 91.16%。在二核苷酸重复类型的 EST-SSRs 中，含 GA/TC 基序的数量最多，共 103 个，占二核苷酸

重复基序的 98.095%；在 60 个三核苷酸重复类型的 EST-SSRs 中，AAG/CTT 基序出现频率最高，共 27 个，占三核苷酸

重复基序数的 45%。利用 SSR-ESTs 序列共设计 152 对 EST-SSR 引物，选用中国马褂木、北美鹅掌楸及选育的优良杂种

马褂木品种进行多态性研究。其中 115 对在鹅掌楸上有扩增产物，61 对扩增出多态，多态性引物占所设计引物的 40.10%。
本研究证实杂种马褂木基因组中含有大量 SSR，利用 EST 序列开发的 SSR 标记将在杂种马褂木遗传多样性分析、遗传图

谱构建以及比较基因组等研究方面具有广阔的利用前景。 
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Abstract For improvement the application of molecular markers in Liriodendron chinese×Liriodendron tulpifera, ESTs of 
adventitious root of Liriodendron chinese×Liriodendron tulpifera, used to be developmented of EST-SSR markers. 166 ESTs 
Containing 181 EST-SSRs identified, had 5.683% of all ESTs, including perfect di-, tri-, tetra-, penta- and hexanucleotide motifs. The 
average length of EST-SSR was 25.22 bp. The distribution characteristics of the EST-SSR markers was analysised. Among them, the 
dinucleotide and trinucletide repeats were the most abundant SSRs detected, accounting for 91.16%. In dinucleotide repeats, GA/TC 
motif as the most amount had 103 EST-SSRs, accounting for 91.16% of total dinucleotide repeats. In 60 EST-SSRs of trinucleotide 
repeats, the frequency of AAG/CTT motif was highest, and had 27 EST-SSRs account for 45%. 152 EST-SSR markers were designed 
from 154 selected SSR-ESTs for polymorphic analysis by Liriodendron Chinese, Liriodendron tulpifera, and six selected best 
cultivars of Liriodendron chinese×Liriodendron tulpifera. Of these, 115 primer pairs amplified DNA fragments and 61 primer pairs 
were polymorphic in Liriondendron tuliplifera, accounting for 40.10% of the total designed SSR-markers. The study effectively 
proved that genome of Liriodendron chinese×Liriodendron tulpifera has many SSR, and their EST-SSRs is valuable for genetic 
analysis, linkage mapping and comparation genome study. 
Keywords Liriodendron chinese×Liriodendron tulpifera; EST-SSR marker; polymorphic 
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研究背景 

随着分子生物学技术的发展，各种分子标记技

术不断出现，如AFLP、RAPD、SSR、SNP等，大

大提高了科研人员对各种动植物进行遗传分析研究

的能力，其中SSR (即简单重复序列或微卫星DNA)
因其重复性好、标记共显性、孟德尔遗传、多态性

丰富等优点，在动植物遗传研究中应用非常广泛。 
SSR标记可分为基因组SSR和EST-SSR。传统的

基因组SSR标记开发过程非常繁琐，需要进行基因

组文库构建、重复序列克隆识别和筛选、测序、引

物设计等环节，不仅费时耗力，成本也很高。EST- 
SSR (expressed sequence tag based simple sequence 
repeat)是在EST (表达序列标签)基础上发展起来的

一种新的标记方法，它是在搜索EST中微卫星的基

础上，根据微卫星侧翼已知序列设计引物，与传统

基因组SSR标记开发相比，可直接获得基因表达转

录信息，其多态性可能与基因的功能直接相关，可

对决定重要表达性状的等位基因进行筛选、鉴定，

强化EST-SSR在遗传学领域研究中的应用；而且在

相近的物种间具有良好的通用性，不需进行文库构

建、克隆、测序等复杂步骤，大大降低开发利用成

本。EST-SSR标记开发因其快速、高效等特点已广

泛应用于小麦、大麦、水稻、玉米、拟南芥、黑麦

草、葡萄、杨树、松树、杉木等植物的SSR标记开

发。如Kantety等(2002)对玉米、水稻、小麦等5个物

种262 631条EST-SSR序列进行分析，发现了8 514条
EST-SSRs；陈海梅等(2005)利用151 695条小麦的EST
序列发现了2 038个SSR序列；杨素丽等(2008)利用

NCBI上的1 688条百合EST开发出101个SSR标记。 
杂种马褂木(L. chinense Sarg.×L. tμlipifera L.)

为马褂木与北美鹅掌楸的杂交后代，由南京林业大

学已故林木育种学家叶培忠教授于1963年首次杂

交成功。杂种马褂木杂种优势明显，具有生长迅速，

干形良好，花叶奇特，抗逆性强，适应性广等优良

特性，是珍贵的工业用材及高档家具用材树种，也

是优良的园林绿化树种(王章荣, 2005)，已逐渐在我

国福建、浙江、江苏、江西、湖南、湖北、河南、

山东、北京和陕西等地试种推广，表现出良好的发

展潜力。国内有众多研究者对其开展了大量研究(李
火根和施季森, 2009, 林业科技开发, 23(3): 1-5; 黄
利斌, 2008)，并逐步将分子标记技术(主要是RAPD, 

SSR)运用于杂种马褂木的遗传研究(孙亚光和李火

根, 2007; 张红莲, 2010)，但这些研究所用的SSR标
记大部分都是胥猛等(2008)从北美鹅掌楸中开发的

EST-SSRs，国内外研究者还从未从杂种马褂木基因

组中开发SSR标记。因此，从杂种马褂木中开发

EST-SSR标记对开展杂种马褂木遗传多样性分析、

优良无性系鉴定以及杂种优势的机理分析等方面

的研究具有重要意义。 

1结果与分析 

1.1杂种马褂木EST-SSRs频率分析 

本研究对杂种马褂木不定根cDNA文库测序获

得的2 921条无冗余ESTs序列中的2~6核苷酸重复类

型进行精确型SSR检索，在166条ESTs发现181个
SSRs，占全部ESTs的5.683%，这个结果与胥猛(2008)
在北美鹅掌楸ESTs中检索的SSR比例5.6%相近，高

于小麦(4.7%)、大豆、玉米(1.5%)等基因组中所含

的SSR频率(Kantety et al., 2002)，表明在杂种马褂木

基因组中含有较丰富的SSR。检索的ESTs序列全长

2 924 386 bp，即平均每16.157 kb出现一个SSR。在

166条含有SSR的ESTs中，151条EST含有1个SSR，
15条EST含有2个SSR。检索到的EST-SSR类型丰富，

从二核苷酸至六核苷酸重复都有发现，但频率相差

较大，二核苷酸重复基序类型出现频率最高，而四、

五核苷酸出现频率明显偏低(表1)。可见，在杂种马

褂木EST-SSRs中，二核苷酸和三核苷酸重复基序占 

表 1 EST-SSR 重复核苷酸数数量及频率 
Table 1 Number and frequency of repeat types in EST-SSR 

重复类型 数量 占全部 SSR 比例(%) 频率(%) 
Repeat type Number Percent of total EST- 

SSRs (%) 
Frequence 
(%) 

二核苷酸 105 58.011 3.595 
Dinucleotide    
三核苷酸 60 33.149 2.054 
Trinucletide    
四核苷酸 5 2.766 0.171 
Tetranucletide    
五核苷酸 2 1.105 6.847×10-4 
Pentanucletide    
六核苷酸 9 4.972 0.308 
Hexanucle otide    
总计 181 100 6.196 
Total    
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主导地位，特别是二核苷酸重复占总SSR的一半以

上，与北美鹅掌楸(胥猛, 2008)、云杉(Rungis et al., 
2004)等植物结果一致，但水稻、大豆、拟南芥等大

多数植物的EST-SSRs以三核苷酸重复为主(Scott et 
al., 2000)。杂种马褂木EST-SSR平均长度为25.22 bp，
但不同SSR的长度存在一定差异，最短SSR序列长

度为18 bp，最长的为64 bp。 

1.2杂种马褂木EST-SSR的特性分析 

在统计重复基序类型时，我们将基序所有碱基

＋1移码序列及其互补序列都视为同一重复基序类

型。如对于二核苷酸重复基序GA而言，GA=AG= 
CT=TC，将这四种二核苷酸重复基序出现的次数之

和作为重复基序GA出现的次数；同理，对于三核

苷酸TCT，TCT=CTT=TTC=AGA=GAA=AAG，用

TCT来代表这六种类型的重复基序。所以，若EST- 
SSRs数目足够大并且无偏倚性，四种碱基随机组

合，将产生2种单核苷酸类型、4种二核苷酸类型、

10种三核苷酸类型、33种四核苷酸类型、102种五

核苷酸类型和305种六核苷酸基序类型(Rota et al., 
2005)。在本研究中，二核苷酸、三核苷酸重复基序

类型占SSRs总数的91.16%，其他重复基序数量很

少，且重复类型出现的次数一般都是1，所以重点

统计二、三核苷酸重复基序类型的分布(表2)。 
 
表 2 EST-SSRs 序列中不同重复基序出现频率 
Table 2 Frequency of different types repeat motifs of EST-SSRs 

重复基序类型 重复单元 SSR 数量 频率(%) 
Repeat motif type SSR motif Number of SSR Frequence (%) 
二核苷酸 GA/CT 103 98.095 
Dinucleotide    
 GT/CA 1 0.9525 
 AT/TA 1 0.9525 
三核苷酸 AAG/CTT 27 45.0 
Ttrinucletide    
 GCA/CGT 12 20.0 
 ATC/TAG 5 8.333 
 TAA/ATT 3 5.0 
 GAT/CTA 3 5.0 
 CGG/GCC 3 5.0 
 AGG/TCC 2 3.333 
 GAC/CTG 2 3.333 
 CAC/GTG 2 3.334 
 ACA/TGT 1 1.667 

从表2可以看出，杂种马褂木二核苷酸和三核

苷酸重复基序类型的分布状态非常不均匀。在二核

苷酸重复类型的EST-SSRs中，含GA/TC基序的数量

最多，共103个，占二核苷酸重复基序的98.095%；
在60个三核苷酸重复类型的EST-SSRs中，所有的基

序类型都出现了，但分布频率相差较大，AAG/CTT
基序出现频率最高，共27个，占三核苷酸重复基序

数的45%，其次为GCA/CGT (20.0%)和ATC/TAG 
(8.333%)，其他重复基序则相对较少，其结果与胥

猛 (2008)开发的北美鹅掌楸的EST-SSR的特征相

似。在二核苷酸重复基序类型中，GA/AG基序的数

量占绝对性优势，未发现CG/CG基序，并且大部分

的四核苷酸、五核苷酸、六核苷酸重复基序类型在

杂种马褂木EST-SSRs中都未出现，表现出明显的碱

基偏移性，这与Jung (2005)和Kantety (2002)等对拟

南芥、玉米、大豆等物种EST-SSR的研究结果相符，

在这些植物中也未发现GC重复，只在小麦等几个少

数物种中以很低的频率出现过。由此推测，这种SSR
碱基的偏移性似乎普遍存在于植物中，但因目前获

得的杂种马褂木ESTs有限，具体的结论和原因需要

进一步实验研究。 

1.3杂种马褂木EST-SSR引物设计和多态性分析 

对检索到的SSR-ESTs进行分析，剔除掉SSR两
端保守序列长度小于20 bp的ESTs，筛选出了150条
ESTs共154个EST-SSRs进行引物设计，得到152对
EST-SSR引物(表3)。 

以优良杂种马褂木无性系‘20’号的DNA样品

以及中国马褂木、北美鹅掌楸为模板，PCR扩增结

果显示152对引物中有115对引物扩增出清晰的条

带，占设计的EST-SSR引物总数的75.5%。 
利用筛选出的有产物的115对引物对8个杂种

马褂木无性系进行扩增，结果有61对引物显示出多

态性(图1)，占可扩增出产物的引物总数的53.0%，
占总设计引物的40.1%，呈现出较高的多态性。实

验结果显示，基于EST信息建立杂种马褂木多态性

SSR标记是可行的。 
其中，在61对表现出多态性的引物中，二核苷

酸重复类型的SSRs有40个，三核苷酸重复类型19
个，六核苷酸2个，未出现四核苷酸和五核苷酸重

复类型。在二核苷酸重复基序类型中，GA/CT重复

基序所占比例为93%。 
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表 3 部分有多态性的 EST-SSR 引物 
Table 3 Part of polymorphic EST-SSR markers 

SSR 引物 SSR 重复基序 左端引物(5'－3') 右端引物(5'－3') 
SSR marker SSR Motif Left primer (5'－3') Right primer (5'－3') 
HL6 (GA)16 GAGCTTTTGCCACCTTTCAC AAATCCCGGGAATATGAAAAA 
HL13 (AAG)6 CTTTCACGGAGATAGCAGGG GGGCGTCCGAGTAGATGTTA 
HL18 (CT)12 AATGTGGTTGTTGGCTCTCC TTTCAAACCCCATGACACAA 
HL54 (AG)19 TCCCTTCTTCTGTCCGTTTG TTCACTGGATGTGGATGGAA 
HL356 (TCT)6tt(TTC)7 GGGAAAGCTACCTCAACGAA CCATCCCTGATCTCCTTCAA 
HL440 (CT)11ca(CT)10 ACAGATTGGGTTTCCTGCTG GATGGTCGAGTAGCCCAAAA 
HL641 (CTT)7t(TTC)7 AGCGAAAGCTACCTCAACGA CCATCCCTGATCTCCTTCAA 
HL667 (CT)13 AATGTGGTTGTTGGCTCTCC TTTCAAACCCCATGACACAA 
HL809 (TC)17 GAGTGAAGGACAGGTCTCGG TCAGCAAGGCACAACAGTTC 
HL821 (GA)16c(AG)17 CTCTCTCCTCTCCCCTTCGT TCCTTGGAAACGACACACAG 
HL838 (AG)9 TCACGTGTGTGAGGAATGGT GGCATAGAGATCCGCACATT 
HL951 (CCAAAG)4 GTCTCCCTCAGCCTCCTCTT CTTCCCCAACCCTAGCAAGT 
HL943 (CT)10 TGAGATCGATGGATGTTGGA TTATGGAAAATTGCCTTCGG 
HL1090 (TCTGGG)4 TAGGCCTTGGTGTTGGTGTT CGTGACCATAACCAGATCCC 
HL1134 (TC)9 ACCCGTTAAGGAGCTGGTCT TTTTTGTTCCAAGCAGGCTC 
HL1168 (AGG)6 AGTAAATGTGATTTGGGGCG CCCTTACGATGCGTTTGATT 
HL1192 (TG)14 CTCGACCCTGGGAGTTGATA GAACAAGGAGACTGGCGTGT 
HL1217 (AAG)6 TTTCTGGTGTCGATGTTGGA TCCCTCTTTTTCTGCCTCAA 
HL1256 (TC)11 TCTCCCTCTCGCTGTATCGT ATTCCACTCGTTCCAAGTCG 
HL1311 (AT)9 GGAGACCGCAAGAAGTCATC CGAAACAACTACCACCCCAT 
HL1387 (AG)10 GCCCGGGTTACATTATACCTC TCGTATTAGGGGTCTGCACC 
HL1504 (CT)11 CTCCACCAACACTCCCTTGT TCAAACCCCATAACACGACA 
HL1544 (AG)14 GTGGGCCCGAAGATAAAATC CATGTGGTCACTAGCATGGG 
 

 
 
 
 
 

图1 引物筛选的部分扩增银染图 
Figure 1 Part of SSR amplification products of screening SSR loci 

2.讨论 

一般，EST-SSRs的分布特征和频率是通过搜索

数据库的EST序列估算出來的，但由于研究者研究

材料的差异，搜索标准(即规定的SSR重复基序类型

和长度)的不同，数据统计分析方法的选择，以及各

物种现有的ESTs数量不足于覆盖全基因组等原因,
导致现有文献报道的SSR分布特诊和出现频率差异

较大。如Varshney (2002)采用二核苷酸重复次数大

于≥6次，三核苷酸、四核苷酸、五核苷酸、六核

苷酸重复次数≥5次的标准对多种谷类作物的EST

序列进行SSR搜索，发现大麦每7.5 kb出现一个

SSR，玉米每7.5 kb出现一个SSR，小麦为6.2 kb出
现一个 SSR，黑麦和高粱为5.5 kb出现一个SSR，
水稻为3.9 kb出现一个SSR，除水稻的分布特征与已

报道的相近外，其它作物均有一定差异。但Gao 
(2003)把SSR搜索标准提高到重复序列最小长度必

须≥18 bp，则水稻EST中平均11.8 kb出现一个SSR。
而且，不同物种其SSR出现频率也有较大差异，如

白菜SSR出现频率为10.34% (忻雅等, 2006)，芝麻为

8.68% (魏利斌, 2008)，百合为5.98% (杨素丽, 2008)，
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北美鹅掌楸为5.6% (胥猛, 2008)，橡胶树为11.42% 
(安泽伟, 2009)，甘蔗为15.15% (闫学兵, 2010)，辣

椒为3.19% (张宇, 2010)。根据已有的SSR标记开发

的报道显示，重复序列越长，SSR标记的变异越丰

富(Gao, 2003; Kantety, 2002)。因此，本研究选择Gao 
(2003)的搜索标准，即将不同重复序列的最小长度

定为18 bp，结果16.157 kb出现一个SSR，SSR出现

频率为5.683%，这个结果与胥猛(2008)在北美鹅掌

楸ESTs中检索的SSR比例5.6%相近，高于小麦

(4.7%)、大豆、玉米(1.5%)等基因组中所含的SSR
频率(Kantety et al., 2002)。 

而且，与EST-SSR的分布特征及频率一样，EST
中不同重复基序类型SSR的频率在不同研究者间也

存在较大差异。已报道的研究显示，大多数植物的

EST-SSR集中于二核苷酸和三核苷酸重复基序，但

不同的物种主要的重复基序类型仍有所差异。Gao
等(2003)研究表明三核苷酸重复基序在谷类作物基

因组中出现频率最高，但Bérubé (2006)等对火炬松

和云杉的研究却表示在大多数植物基因组中二核苷

酸重复基序占主导地位。本研究出现的181个EST- 
SSR中二核苷酸重复基序出现频率为58.011%，占主

导地位，与许多植物结果一致(忻雅, 2006; 胥猛, 
2008;)。而且，不同重复基序类型出现频率变化很

大，表现出了明显的碱基偏倚性。在杂种马褂木二

核苷酸重复基序类型中，GA/TC基序类型数量最

多，占二核苷酸重复基序的98.095%，与Gao (2003)、
Portis等(2007)、Wei等(2008)研究结果相似。Kantety
等(2002)分析，由于GA/TC基序存在于(GAG)n、
(AGA)n、(UCU)n、(CUC)n等密码子中，这些密码

子翻译的氨基酸进场在多肽中出现，特别是Arg 
(8%)和Leu (10%)在蛋白质中出现的比例很高，所以

GA/TC基序在大部分植物的二核苷酸重复基序类

型中出现的频率最高。 
本试验证明从杂种马褂木EST序列中开发SSR

标记是可行和高效的，在今后的工作中，我们将利

用获得的EST-SSRs引物，通过EST-SSR引物的通用

性研究，把这批SSR引物应用于杂种马褂木以及鹅

掌楸和中国马褂木的遗传图谱构建、无性系鉴定、

交配系统分析及杂种优势分析等方面的研究，这些

新开发的EST-SSR标记必将对马褂木种源收集鉴定、

基因定位、比较基因组学以及标记辅助选择育种等

领域研究起一定作用。此外，实验室也将开发更多

的杂种马褂木EST资源以满足SSR标记开发的需要。 

3材料与方法 

3.1实验材料和基因组DNA提取 

实验材料取自江西省高安市生物资源所良种

繁育基地的以马褂木为母本、北美鹅掌楸为父本的

半同胞后代，其中母本马褂木为1株来自庐山种源

的成龄优株，北美鹅掌楸花枝来自南京林业大学树

木园优良单株。采用CTAB裂解—硅珠吸附法(Doyle 
and Doyle, 1990)提取植物叶片基因组DNA，－20℃
低温保存。 

3.2 ESTs数据的微卫星序列检索 

杂种马褂木ESTs数据来自本实验室构建的杂

种马褂木不定根未剪切均一化cDNA文库测序所得

2 921条非重复序列(包括866条singletons和2 055条
contigs)，利用SSR Finder软件对2 921条无冗余EST
序列进行SSR搜索，SSR标记开发研究表明，重复

序列长度越长，多态性SSR标记变异越丰富，所以

搜索标准为精确型重复序列长度不少于18个碱基，

即二核苷酸，三核苷酸，四核苷酸，五核苷酸，六

核苷酸的精确SSR基序的重复次数最少应为9次，6
次，5次，4次，3次，搜索后对出现的SSR频率进行

统计分析。 

3.3 EST-SSR引物设计 

在剔除了微卫星两端保守性序列小于20 bp的
ESTs后，利用引物设计软件Primer5.0和oligo6.0对剩

下的EST-SSRs进行引物设计。引物设计的原则是：

引物长度范围为18~24 bp；退火温度Tm在50℃~62℃
之间，且上游、下游引物的退火温度相差不大于

5℃；(G+C)含量在30%~70%之间；PCR扩增片段长

度为100~300 bp；尽量避免出现引物二聚体。引物

由上海英骏生物技术有限公司合成。 

3.4 EST-SSR扩增反应体系 

PCR反应体系为10 μL：1 μL 10× Buffe，1 μL 
Mg2+ 2.0 mmol/L，0.1 μL 1% gelatin，0.8 μL dNTP 
(Datp, dCTP, dGTP, dTTP各0.2 mmol/L)，0.5 μL各
5 pmol的上下游引物，0.05 μL 5 U Taq聚合酶，1 μL 
DNA 10~20 ng，5.05 μL ddH2O。扩增反应程序采用

Touch-down PCR：94℃ 15 s，62℃ 15 s (△℃= 
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-0.7/cycle)，72℃ 30 s，16 cycles；在进入94℃ 15 s，
50℃ 15 s，72℃ 30 s，15 cycles；72℃延伸1 h；12℃
保存。 

3.5 PCR产物银染检测 

SSR标记的PCR产物在8%的聚丙烯酰胺凝胶

上电泳，120 V，600 mA，1.5 h，银染检测。 
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