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摘 要：采用 SSR检索程序，从辣椒 221 037条 unigenes中筛选到 17 319个 SSR位点，设计了 10 468对引物，
并对其进行 E−PCR多态性检测。结果表明，1 538对引物具有多态性，其中 554条辣椒 EST序列能匹配到番茄基
因组上，构成了 12 条辣椒 EST−SSR 连锁群，平均每条连锁群含 45.75 个 EST−SSR。对匹配到番茄基因组上的
EST−SSR进行 GO(gene ontology)分类，结果有 481条 EST序列被分类，其中以初生代谢、细胞代谢、生物合成
过程为主，分别占 34.13%、28.35%、25.82%。在 KEGG map中，91条 EST序列共涉及到 76条代谢途径(KEGG)，
约 67条序列参与新陈代谢途径，32条序列参与次生代谢产物合成途径。 
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Abstract: In this study, 17 319 SSRs were identified from 221 037 ESTs of pepper using SSR finding soft. A total of 10 
468 primer pairs were successfully designed and 1 538 primer pairs exhibited polymorphism by E−PCR. Among the 
polymorphic primer-containing ESTs, 554 ESTs containing SSR motifs were matched onto the tomato genome, forming 
12 linkage groups with an average of 45.75 makers per group. Analysis of GO (gene ontology) showed that 481 ESTs 
were classified mainly to be involved in primary metabolic process, cellular metabolic process and biosynthetic process. 
In the KEGG map, 91 ESTs were involved in 76 pathways (KEGG), 67 ESTs took part in metabolic pathways and 32 
participated in biosynthesis of second metabolites.  
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目前，DNA分子标记(SSR、RAPD、AFLP、RFLP)
已成为遗传变异分析和作物分子辅助育种研究的重

要工具[1]。SSR(simple sequence repeats)分子标记[2]由

于具有信息量高、多等位性、共显性、结果稳定等特

点而被认为是非常理想的分子标记系统，在连锁图谱

的构建、基因定位、遗传多样性研究以及进化等方面

被广泛应用[3−4]。目前，公共序列数据库里有约200
个植物物种的超过3 000万条的EST。这些EST序列
源已被广泛应用于基因组和转录组分析[5]，特别是

含SSR基序的EST序列(EST−SSR)在玉米、大豆、水
稻、小麦等作物中已被大量开发，并应用于遗传图

谱构建和遗传多样性分析[4,6]。 
辣椒(Capsicum annuum L.)现有遗传图谱的 SSR

分子标记数量非常有限[5,7]，远不能满足辣椒高密度

作图的需要。笔者基于当前已公布的辣椒 EST序列
(约 119 751条)和辣椒转录组序列(约 230 000 条)进
行 SSR挖掘、多态性分析和电子遗传图谱构建，现
将结果报道如下。 
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1 材料与方法 

1.1 植物材料及其 RNA 

供试辣椒品种为甜椒HDA149(法国INRA)和牛
角椒 9704B(取自湖南省农业科学院蔬菜研究所)。
每个辣椒材料选20粒种子，30 ℃恒温箱中育苗，用
TRIzol法分别提取HDA149幼根和9704B幼蕾的
RNA，−80 ℃保存备用。 

1.2 辣椒 EST-SSR 数据分析 

对HDA149幼根组织和9704B花蕾组织进行
Illumina转录组测序。另外将NCBIAll Database数据
库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)中所有辣椒EST序列
下载到本地计算机，利用iAssembler (http://bioinfo. 
bti.cornell.edu/tool/iAssembler/)首先对所有序列进行
混合拼接，随后按来源分别拼接、建库。利用est_ 
timmer.perl程序去除拼接序列中过短(<100 bp) 的序
列以及mRNA5′端的“帽子”和3′端的“polyA尾巴”
结构。利用MISA程序 (http://pgrc.ipk−gatersleben. 
de/misa/)对辣椒拼接序列进行SSR位点搜索。SSR搜
索条件为1~6 bp重复基序，SSR长度大于10 bp。 

1.3 辣椒 EST-SSR 标记开发 

对含有SSRs位点的所有拼接序列建立fasta文
本，在服务器上调用Primer 3程序(http:// frodo.wi.mit. 
edu/primer3/)对其进行批量引物设计。引物设计标准： 

1) PCR产物大小为80~500 bp。 
2) 引物长度为18~24 bp。 
3) 退火温度为55~63 ℃，上、下游引物的退火

温度相差不大于5 ℃。 
4) GC含量为40%~60%；尽量避免引物二级结构

Hairpin、Dimer、False Priming、Cross Dimer的出现。
对批量设计的SSR引物在3个拼接序列库中进行
E−PCR (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/e−pcr/)。
E−PCR条件为：允许引物1个碱基错配，1个碱基
Indel；PCR产物大小为100~500 bp。对E−PCR运行结
果进行多态性筛选，剔除没有扩增产物或在3个拼接
序列库中扩增产物均没有大小差异的SSR引物。 

1.4 辣椒连锁图谱的构建 

将多态性SSR−EST拼接序列建立fasta文本，与
番茄基因组序列(http://solgenomics.net/)进行BLAT比
对，保留长度大于200 bp、序列连续匹配大于其长度

50%的EST序列。根据多态性EST序列，在番茄基因
组上比对的位置，利用Joinmap软件构建连锁图谱。 

1.5 辣椒多态性 SSR-EST 序列功能分析 

利用Blast2go程序(http://www.blast2go.org)，对
匹配到番茄基因组上的多态性SSR−EST序列进行
功能注释 (E<10–10)和 GO分类 (gene ontology，
http://www.geneontology.org)及 KEGG 分 析 (kyoto 
encyclopedia of genes and genomes，http://www. 
genome. jp/kegg)。 

2  结果与分析 

2.1 SSR 在辣椒 EST 序列中的分布 

利用iAssembler拼接软件对所有辣椒转录组数
据进行unigene拼接，共获得221 037条unigenes，总
覆盖长度为97.3 Mbp，其中，HDA149、9704B分别
占总数据量的42.3%、40.4%，NCBI数据仅占17.3%。
对221 037条unigenes进行SSR位点搜索，共检测到
17 319个SSR位点，占7.83%，其发生频率为1/56 kb。
这些SSR分布在13 830条序列上，超过1个SSR位点
的共有2 343条，约占16.94%，其中复合SSRs约1 967
条，约占11.40%。17 319个SSR位点中，单核苷酸
重复占56.30%，二核苷酸重复占19.16%，三核苷酸
占23.18%。 

EST−SSR重复基序以单核苷A/T、G/C为主，最
长的单核苷酸重复为146 bp；其次为三核苷酸重复基
序，其中以AAC/GTT最多(约占27.80%)，AAG/CTT
次之(约占21.49%)，ACG/CGT最少(约占0.62%)；四、
五、六核苷酸仅占总SSR重复序列的0.13%。 

2.2  辣椒 EST-SSR 多样性分析及连锁图谱构建 

对13 830条非冗余EST序列的SSR位点两侧进
行引物设计，共获得了10 468对特异引物，占总SSR
位点的60.44%。随后采用E−PCR对3个不同来源的
数据库进行引物多态性电子扩增，剔除来源于同一

数据库的非特异扩增引物和扩增产物大小一致的

引物，最后共产生1 538对多态性候选引物。 
将1 538对多态性候选引物所在EST序列与番茄

基因组进行比对，剔除连续匹配值小于50%的EST
序列，最后获得554条(36.02%)辣椒EST序列，构建
了12条辣椒EST−SSR连锁群(图1)，平均每条连锁群
含45.75个EST−SSR。  
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12条辣椒EST−SSR连锁群中，番茄第2染色体
上匹配的标记最多，为76个(约占13.71%)，其次是1
号染色体，为74个(约占13.35%)。从图1可以看出，
辣椒多态性EST−SSR非均匀地分布在番茄染色体
上，且主要集中在每条染色体的两端，中间较少，

这可能是由于染色体末端更容易产生遗传交换而

形成多态性的EST−SSR。 

2.3 辣椒多样性 SSR-EST 序列功能分析 

对匹配到番茄基因组上的554个含有SSR motif 
的EST序列进行BLAST比对(NCBI)，共有547条EST

序列(98.7%，E<−10)被匹配，481条序列(约占86.82%)
被GO分类(图2)，其中初生代谢、细胞代谢、生物
合成过程占多态性EST序列的主要部分，分别为
34.13%、28.35%、25.82%。另外一部分多态性EST
功能还涉及各种生物(非生物)胁迫(刺激)反应，以及
信号转导和次生代谢等。在KEGG 中，91条序列(约
占16.42%)共涉及到76条代谢途径，约67条序列(约
占73.62%)参与新陈代谢途径，32条序列 (约占
35.16%)参与次生代谢产物合成途径。另外，还有19
条序列(约占20.87%)参与植物激素合成途径。 

 

 
图2 辣椒多态性EST的GO分类及代谢途径 

Fig.2 Gene Ontology classification of pepper polymorphic EST–SSRs and the metabolic pathways  

3 结论与讨论 

本研究中将辣椒1 538对多态性SSR引物所在的
EST序列与番茄基因组进行匹配，其中554对(占
36.02%)多态性SSR−EST符合匹配标准，63.98%的
序列由于EST序列过短或低于匹配标准而被严格剔
除。根据554条SSR−EST在番茄基因组上的物理匹
配位点构建了辣椒12个EST−SSR连锁群。对这些分
布在番茄染色体上的多态性辣椒SSR−EST进行功
能分析，发现其中初生代谢(占34.13%)、细胞代谢
(占28.35%)、生物合成过程(占25.82%)占多态性EST
序列的主要部分，另外一部分EST涉及到胁迫反应
与次生代谢，表明这些含SSR基序的EST参与了辣

椒的大部分生理过程，因此，SSR−EST不仅是有用
分子标记，还可能是与目标性状关联的候选基因。 

本研究中利用221 037条unigenes(97.3 Mbp)进
行SSR位点搜索，共检测到17 319个SSR位点(约占
7.83%)，略低于前人仅基于公共数据库的辣椒
EST−SSR频率 (10.2%)，但比小麦 (3.2%)，高粱
(3.6%)、水稻(4.7%)等作物的EST−SSR频率高[8]，这

种差异可能与SSR搜索标准、数据库大小及物种等
有关。本研究结果“SSR重复主要以单核苷酸重复
为主(占56.30%)，三核苷酸重复次之(占23.18%)”
与文献[9]中对49种双子叶植物EST−SSR的分析结
果一致，即都是以单核苷酸重复占主导，二、三核

苷酸重复次之。另有文献[8,10−11]报道EST−SSR重复
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主要以三核苷酸重复为主。这种差异主要是由SSR
搜索参数设置不同所致。 
对13 830条EST序列进行引物设计，共设计了

10 468对SSR位点特异引物，利用E−PCR扩增筛选
到多态性引物1 538对(占14.69%)，开发的SSR量远
远高于目前关于辣椒EST−SSR分析的报道[5,12]，这

主要是因为本研究的EST数据量远远高于共公数据
库中的数据量。这些大量潜在的多态性SSR标记可
以应用于辣椒分子基因定位、遗传图谱构建等，也

可用作将来饱和图谱和转录图谱构建的补充。 
生物基因组DNA之间存在广泛的共线性，尤其

是在近缘物种基因组间存在高度的序列同源性和

同线性[13−15]。对27 294条非冗余玉米ESTs与拟南芥
ESTs进行比较，发现68%的玉米ESTs与拟南芥编码
的ESTs同源；对1 411条玉米unigenes与水稻ESTs进
行比对，发现74%的玉米基因与水稻基因同源，其
中47%为直系同源基因[16−17]；因此，物种间基因组

之间的共线性为未知基因组信息物种ESTs序列的
连锁分布提供了重要参考。 

这些多态性EST−SSR在每条连锁群两端的
偏好性，基因在染色体上非绝对的共线性，以及染

色体小区内的缺失、插入、易位等分子重组，使得

辣椒EST−SSR连锁图谱在基因精细定位上产生局
限性[18−19]。辣椒EST−SSR连锁群能为基因初定位提
供参考位置区域，可以利用这一信息开发新的与目

标性状更紧密的分子标记。 
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