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摘  要：首先对 NCBI数据库下载获得的 2 204条牡丹 EST序列进行比对，去冗余后得到 1 658条牡丹 EST序列，

然后利用MISA软件对这些序列进行筛查，结果在其中 901条 EST序列中发掘出 1 111个 SSR，出现频率为 67.00 %，

平均每 1 004 bp出现 1个 SSR。在牡丹 EST–SSR中，单核苷酸重复是最主要的重复类型(89.38%)，其次是二核苷酸

重复(6.67%)和三核苷酸重复(3.78%)，四核苷酸重复和六核苷酸重复分布极少，没有五核苷酸重复。A/T是优势重复

基元，占微卫星总数的 87.76%。牡丹 EST–SSR 基元类型的重复次数主要集中在 6～30 次，其基元长度主要集中

在 26～31 bp。 
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Abstract: The development of genomic SSR markers is a difficult and time-cost work. EST database has become a rich 

source for in silico identification of SSRs and provided a cost-effective, labor-efficient approach for SSR marker 

development. Firstly, 2 204 ESTs of tree peony (Paeonia suffruticosa Andrews.) were downloaded from the database of 

NCBI and some redundant sequences were removed and 1 658 non-redundant ESTs were obtained. Subsequently, MISA, 

a web tool for SSR hunting, was used to analyze the SSR motifs in the EST sequences. The results showed that a total of 

1 111 SSRs were detected which were distributed in 901 ESTs, with the frequency for the non-redundant ESTs being 

67.00 %, the average distribution distance of the EST-SSRs were about 1 004 bp. Among the different SSRs motifs, 

mononucleotide repeats were most abundant (89.38%), followed by dinucleotide (6.67%) and trinucleotide repeats 

(3.78%). Distribution of hexanucleotide repeat and tetranucleotide repeat were very few, and there is no existence of 

pentanucleotide. A/T was the most frequent repeat motif and accounted for 87.76% in all SSRs. Among all SSRs, The 

repeated times of motifs mainly concentrated in 6 to 30, and the motifs length mainly concentrated in 26 to 31 bp.  
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牡丹不仅具有很高的观赏价值，而且还有极高的利

用价值，其根可入药，花可食、酿酒、提取香精等。

种质资源的保存和评价是利用牡丹的重要前提。目

前用于牡丹种质鉴定的分子标记方法有 RAPD 

(random amplified polymorphic DNA) 、 AFLP 

(amplified fragment length polymorphisms)、基因组

SSR(simple sequence repeat)等。这些分子标记或是

扩增非编码区域，或是扩增基因组的随机片段，得

到的位点一般与目标性状基因的距离较远，不利于

快速应用于分子育种的实践。最近，公共数据库中

数量增加的表达序列标签(expressed sequence tag，

EST)极大地增强了对基于 EST 的 SSR 标记开发能

力[1−6]。EST–SSR是通过对 EST序列进行分析，找

到含有重复单元的位置，在两侧设计引物而开发得

到的，因此，EST–SSR反映基因的编码部分，可直

接获得基因的表达信息，并可对一些重要性状进行

直接鉴定[5]。 

迄今，在多种作物中，大量的 EST–SSR标记已

经得到了开发，并广泛用于遗传图谱的构建、基因

发掘及比较基因组学的研究 [7−8]中。截至 2009 年 9

月，在 NCBI数据库中已登录 2 204条牡丹 EST，但

目前国内外还没有用这些 EST大规模开发牡丹 SSR

的报道。笔者对现有牡丹 EST中的 SSR信息进行分

析，以探寻牡丹 EST–SSR的发生频率和特点。 

1  材料与方法 

1.1  牡丹 EST 序列来源 

登录网站 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST 

/index.html 的 NCBI dbEST数据库，以“peony”为

关键词搜索 EST 序列。在“display”下拉框中，选

择输出格式为 FASTA，在“send to”下拉框中，选

择输出方式为 file，共得到牡丹(Paeonia suffruticosa 

Andrews.)EST序列2 204条(截至2010年1月31日)，

保存至文本文档中备用。 

1.2  EST 序列的前期处理 

用网站 http：//www.ebi.ac.uk/clustal的Clustal W

软件进行 EST比对，剔除重复的 EST序列。 

1.3  SSR 位点的筛选 

 用网站 http://pgrc.ipk–gatersleben.de/misa 的

MISA软件对优化后的 EST序列进行 SSR搜索，

并结合手工查询。筛选标准为单核苷酸重复的次

数在 10次或 10次以上，二核苷酸重复的次数在

6 次或 6 次以上，三至六核苷酸重复的次数在 5

次或 5次以上，同时筛选被小于或等于 100个碱

基打断 (interrupted)的复合型 SSR (compound 

microsatellite)。 

1.4  SSR 引物的设计和评价 

用网站 http://frodo.wi.mit.edu/primer3 的 Pirmer3

软件对所获得的包含有 SSR位点的 EST序列进行引

物设计。设计引物的主要参数：引物长度为 15~25 bp；

PCR产物大小为 100~350 bp；引物退火温度为 50~ 

60 ℃，上下引物间退火温差不超过 2 ℃；(C+G)含

量为 30%~40%，最适为 50%，末端不能有 4 个连

续相同的碱基，3'端结尾不能是 A或 T等。在 Oligo 

6 中对候选引物上下游位置进行定位，锁定后用

“Analyze”菜单的“PCR”选项对这对引物进行评

价。出现频率=SSR总数/无冗余 EST总数；平均距

离=无冗余 EST总长度/SSR总数。 

2  结果与分析 

2.1  牡丹 EST–SSR 的发掘 

用Clustal W对 2 204条牡丹 EST序列进行冗余

性查找，得到非冗余序列 1 658条。再用MISA软件

对优化后的牡丹序列进行 SSR搜索，发现这些序列

中有 1 111个微卫星简单重复序列(SSR)，分布于 901

条 EST序列中，占被调查 EST的 67.00%。1 658条

非冗余 EST序列拼接总长度为 1 115 499 bp，平均每

1 004 bp出现 1个 SSR。 

2.2  牡丹 EST–SSR 的频率和分布密度 

牡丹 EST中微卫星含量较丰富。在 901条 EST

中，含有单个 SSR的 EST有 729条，含有 2个或 2

个以上 SSR的 EST有 172条，其中还有 102条序
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列出现 2个 SSR串联。本研究共检测出 1 111个精

确重复的 SSR，占无冗余 EST 的 67.00%，即为牡

丹基因组中 EST–SSR的出现频率。牡丹 EST–SSR

的优势重复基元为单、二和三核苷酸，三者共占

EST–SSR 总数的 99.82%，其中以单核苷酸所占的

比例最大(89.38% )，二核苷酸重复次之(6.67%)，三

核苷酸重复最少(3.78%)，四核苷酸重复和六核苷酸

重复各 1 个，没有五核苷酸重复(表 1)。 

表 1  牡丹中 EST–SSR 的数量、比例和出现频率 

Table 1  Number， percentage and frequence of EST–SSRs 

in tree peony EST sequences 

重复类型 数量/个 所占比例/ % 出现频率/ %

单核苷酸 993 89.38 59.89 

二核苷酸 74 6.67 4.46 

三核苷酸 42 3.78 2.53 

四核苷酸 1 0.09 0.06 

六核苷酸 1 0.09 0.06 

总  计 1 111 100.00 67.00 

2.3  牡丹 EST 中 SSR 基元类型及比例 

在挖掘的牡丹 EST–SSR中，共观察到 16种重

复基元，单、二、三、四和六核苷酸重复基元分别

有 2、3、9、1、1种。单核苷酸重复基元是最丰富

的重复基元，其次是二核苷酸重复基元和三核苷酸

重复基元，四核苷酸重复基元和六核苷酸重复基元

出现的频率极低，没有五核苷酸重复基元。不同类

型基元的出现频率不一致，存在明显的偏倚性。从

出现的频率看，在单碱基中，poly A/poly T重复是

最显著的，单核苷酸重复类型所占的比例为

98.19%，C/G较少，仅有 18个，占 1.81%。 

二碱基重复基元共有 3种，AG/CT丰度最高， 

占该重复基元总数的 83.78%，其次是 AC/GT 和

AT/AT，各占 6.76%和 9.46%；在三苷核酸重复基元

中，最丰富的是 AAG/CTT，共有 15条，占该重复

基元的 35.71%。在此核苷酸重复中，还包括

ACC/GGT、ACT/ATG、ACG/CTG、AGC/CGT、

AAC/GTT、CCG/CGG、AAT/ATT、AGG/CCT等 8

种重复基元 27个，共占该重复基元的 64.29%。除

AGG/CCT (仅占 2.38%) 外，其他重复基元数均在 1

个以上。四核苷酸重复和六核苷酸重复较少，分别

只有 1个重复基元，且未发现五核苷酸重复(表 2)。 

表 2  牡丹 EST 中主要重复基元 

Table 2  Main repeat motifs in tree peony ESTs 

重复类型 重复基元 数量/个 比例/% 出现频率/%

单核苷酸 A/T 975 87.76 58.81 

 C/G 18 1.62 1.06 

二核苷酸 AC/GT 5 0.45 0.30 

 AG/CT 62 5.58 3.74 

 AT/AT 7 0.36 0.42 

三核苷酸 AAC/GTT 3 0.27 0.18 

 AAG/CTT 15 1.35 0.90 

 AAT/ATT 2 0.18 0.12 

 ACC/GGT 6 0.54 0.36 

 ACG/CTG 4 0.36 0.24 

 ACT/ATG 6 0.54 0.36 

 AGC/CGT 3 0.27 0.18 

 AGG/CCT 1 0.09 0.06 

 CCG/CGG 2 0.18 0.12 

四核苷酸 ACAT/ATGT 1 0.09 0.06 

六核苷酸 ACAGGGG/CCCTCT 1 0.09 0.06 

2.4  牡丹 EST–SSR 重复次数和重复基元长度 

SSR重复次数的变异引起位点长度的变化是产

生 SSR多态性的主要原因。牡丹 EST–SSR按重复

次数可分为 3个区间，即 1~5次重复为第一个区间，

6~30 次重复为第二区间，30 次以上为第三区间。

由统计结果可知，在第一、三区间有少量核苷酸重

复的分布，牡丹 EST–SSR 主要分布在第二区间。

除了五核苷酸重复没有出现外，其余一至六核苷酸

重复基元均有分布，主要是单核苷酸重复，其次是

二核苷酸和三核苷酸重复，最少的是四核苷酸和六

核苷酸重复。 

重复基元长度的变化是 EST–SSR 位点多态性

的主要表现形式。从总体上看，牡丹 EST–SSR 基

元长度主要集中在 26～31 bp，此范围几乎全是单

核苷酸重复；其次是 10～25 bp，此范围仍是单核

苷酸重复所占比例最大，但二核苷酸重复和三核苷

酸重复次数比例增多(图 1)。 
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图 1  牡丹 EST–SSR 基元的重复数量 

Fig.1   Distribution of EST–SSR motifs length in peony 

3  结论与讨论  

本试验中，牡丹 EST–SSR 中的主要重复类型

为单、二和三核苷酸(约占总数的 99.82%)，四、六

核苷酸重复极少，没有五核苷酸重复，其中单核苷

酸重复比例最大，占总 EST–SSR 的 89.38%。Gao

等[9]报道小麦、水稻、玉米和大豆都以三核苷酸重

复为主，没有以单核苷酸重复为主的特征。这可能

与牡丹的遗传特性有关，或是 EST序列的来源不同

所致。牡丹二核苷酸重复有 3种，其中，AG/CT占

该重复类型的 83.78%，AT/AT和 AC/GT所占比例

均不到 10.00%。在牡丹三核苷酸重复中，AAG/CTT

为优势重复基元，这与油菜[10]、木薯[11]和水稻[12]

等作物情况相同。范三红等[13]认为这些占优势的重

复基元可能与其编码相应蛋白质的使用频率较高

有关。无论从重复基元类型的变化还是从重复次数

的变化来看，牡丹 EST 序列的 SSR 分布都不是均

衡的，具有明显的偏倚性。哪种重复基元类型占主

导地位，主要和该类型基元可翻译成哪几种氨基酸

有关，并且这几种氨基酸在相应的物种中所含的蛋

白质应该占较大的比例[13]。 

Temnykh等[14]报道，当 SSR长度在 20 bp以上

时，在不同品种间显示出较高的多态性；当长度在

12～20 bp时，SSR多态性较低；当长度小于 12 bp

时，SSR 多态性很低。本研究结果显示，12 bp 以

下的有 123个，12～20 bp的 SSR有 168个，20 bp

以上的有 820个，即多态潜能高的 SSR占 73.81%，

次高的 SSR占 15.12%，最低的占 11.07%，因此，

按照 Temnykh的观点，笔者所发掘的牡丹 EST–SSR

位点大部分都具有多态性潜能。基因组开发 SSR标

记难度大，开发成本高，费时费力，采用公共数据

库登录的表达序列标签开发 EST–SSR 是一种相对

简便、经济的途径。近年来，功能基因组学的发展

促进了 EST测序工作的开展，使得公共数据库中的

EST数量迅速增长。这些大量且可以共享的 EST序

列为分子标记的开发和研究提供了丰富的资源。

EST–SSR 标记相继在亚麻[15]、大麦[16]、小麦[17–18]

和人参[19]等多种植物上得到开发。由于 EST–SSR

是基因的一部分，牡丹 EST–SSR 在某一牡丹群体

的遗传多样性可直接反映相关基因功能的遗传多

样性，这对于种质资源的收集、保存、评价及重要

新基因的发掘均有重要意义，且物种间重要基因的

高度保守性使 EST–SSR 具有较好的通用性，这可

以有效地弥补物种分子标记的不足，丰富标记的数

量，从而有利于构建高密度遗传图谱[20]。 
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