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火炬松热胁迫 cDNA 文库的 EST-SSR 预测
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摘要:以火炬松热胁迫 cDNA 文库的 EST 序列为材料，对 EST 序列进行聚类、拼接等处理后，再进行 EST-SSR 标记

的预测.结果表明:火炬松热胁迫 cDNA 文库 4283 条 EST 序列经 CAP3拼接后，获得 2062 个 UniGene ，其中 934 个

Contig , 1 128 个 Singletons. 对 UniGene 利用 SSRIT 在线软件分析得到 110 条 EST-SSR. 拼接后的 UniGene 含有 SSR

位点的频率为 4.329岛， SSR 在火炬松 EST 上的分布密度为每 14. 6 kb 出现 1 个 SSR. 这些 EST 重复基元中，二核昔

酸重复和三核背酸重复最多，分别占 ω.90% 和 36.36% ;四、六核背酸重复分别占 0.919毛、2.73% ;没有五核昔酸

的重复基序.所有的核背酸重复基元中，二核昔酸 AT 所占比例最高，约占 42.73% ;三核昔酸重复中，比例最高的是

AAG 和 AGG，均占 7. 339毛.上述研究结果对于开发火炬松新分子标记与开展分子辅助育种的研究具有一定的指导

意义.
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EST -SSR Prediction of Heat Induced cDNA Library of Pinus teada 
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Abstract: EST sequences from heat induced cDNA librarγof loblolly pine (Pinus teαda ) were assembled 

with CAP3 and predicted for EST -SSR. The results showed that 4 283 ESTs from heat induced cDNA li­

br.町 were asembled into a total of 2062 non-redundant UniGenes with 934 Contigs and 1 128 Singletons 

by the program CAP3. These non-redundant UniGenes were used for searching SSR through the software 

SSRIT. A total of 110 SSR loci for loblolly pine with the frequency of 4.32% in UniGene and one SSR 

per 14. 6 kb in EST was identified. Dinueleotides and trinueleotides were observed at the highest frequen­

cies , 60. 90% and 36. 369毛， respectively. And then tetra- , hexa- , was O. 91 % , 2. 73% , respectively , 

while pentanuleotides was not found. AT (42.739毛) was the most frequent repeat. AAG and AGG 

(7.33% each) was the most motif in trinucleotides. Findings from this study may provide important infor­

mation for the new molecular marker discovery and molecular assisted selection in loblolly pine. 
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林木生长周期长，遗传杂合性高，许多重要性状

属于多基因控制的数量性状，遗传机理不明，利用常

规育种手段往往难以满足不同目的定向培育树木新
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品种的要求，因此人们期望借现代分子生物学技术，

尤其是分子辅助选择育种技术，进行林木分子遗传

育种，该方法具有高效性和针对性，可弥补常规育种
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技术的不足，缩短育种周期，加速优质、高抗、速生、

丰产林木新品种的选育进程.

了解生物个体间详尽的遗传关系，特别是 DNA

序列差异，有利于推动种质创新研究.DNA 标记是评

价材料间遗传差异的很好的工具.简单序列重复

(Simple sequence repeat , SSR) ，也称微卫星( Microsa­

tellite) ，具有重复性好、多态性高、呈共显性遗传、数

量丰富和遍布整个基因组等优点，这些优点使得

SSR 标记成为广泛使用的分子标记之一，然而，按照

传统的方法开发 SSR 标记，不仅费时费力，而且效率

低{13]. 随着国际公共数据库中的 EST 序列呈指数增

长趋势，从表达序列标签 (Expressed sequence taqs , 

ESTs) 中开发 SSR 标记正在成为新标记开发的焦点

自 2∞0 年起，人们相继展开了从植物(如葡萄、甘

廉、小麦、黑麦、和大麦)中发掘 EST-SSR 标记的研

究[3]. 截止 2∞8 年 11 月 7 日，美国国立生物技术

信息中心( NCBI) 的 dbEST 公共数据库中共有

58281 007条 EST. 其中，火炬松 Pin山 tead，α328 628 

条，海岸松 P. pinaster 27 288 条，长白松 P. sylvestris 

2349条，意大利石松 P. pineα289 条，辐射松 P. rαdi­

αtα151 条，湿地松 P. elliottii 150 条.如此大量的 EST

序列，不仅可以发现、分离新基因，也可制备 DNA 芯

片用于基因表达和比较基因组研究，而且还可开发

分子标记用于遗传连锁图谱构建、基因定位等.

目前，国内外火炬松的研究，主要集中在常规育

种与→些分子标记方面[叫，关于火炬松 EST-SSR 方

面的报道还比较少，尤其是 EST-SSR 标记的预测与

开发.在我国，火炬松主要分布在亚热带及其北部地

区，其主要原因之一是火炬松耐热性差[8]. 本研究以

火炬松热胁迫 cDNA 文库的 EST 序列为材料，进行

聚类、拼接等处理，再进行 EST-SSR 标记的预测，为

今后开发 EST-SSR 标记及其运用于火炬松耐热分子

辅助育种的研究奠定基础.

1 材料与方法

1. 1 材料

火炬松热胁迫 cDNA 文库所有原始 ESTs 序列

均来自 ForestTreeDB 数据库[9].

1. 2 ESTs 序列组装

利用 CAP3软件对 EST 序列进行组装[山].CA凹

的参数设置为默认值，其中，重叠→致百分比域值

(Overlap percent identity cutoff) N > 80 ，重叠长度域

值(Overlap length cutoff) N > 40 ，经过组装就可得到

相应的 UniGenes( Contig 和 Singleton) . 

1. 3 EST-SSR 位点的搜索

利用 SSRIT 对 UniGenes 搜寻 SSR 位点[IIJ. 搜索

标准为:重复单位长度为 2 -6 坤，最少重复次数为 5

次.得到 SSR 位点后，进行统计分析.

2 结果与分析

2.1 ESTs 的聚类分析

利用 CAP3软件对火炬松热胁迫 cDNA 文库的

4283条 EST 序列进行组装.组装后产生了 2062 个

UniGene ，其中包括 934 个 Contig 和 1 128 个 Single­

ton. 用总序列数量减去总 UniGene 数量，再除以总序

列数量的方式来估算 EST 的冗余率，火炬松 EST 的

冗余率为 5 1. 86%. 火炬松 UniGene 总的覆盖长度约

为1. 6 Mb，平均长度为 777 bp. 

2.2 EST-SSR 的分布频率

以重复基序长度 2 -6 bp 和最少 5 次重复为标

准，在火炬松 UniGene 上共搜寻到 110 个 SSR 位点，

表现为 36 种不同的重复类型.这些 SSR 位点分布在

89 个 UniGene 上，其中 43 个 UniGene 含有 2 个以上

的 SSR 位点，单个 UniGene 最多含有 3 个 SSR 位点.

拼接后的 UniGene 和原始 EST 含有 SSR 位点的频率

分别为 4.32% 和 2.08% .就 UniGene 总长度1. 6 Mb 

而言， SSR 在火炬松 EST 中的分布频率为每 14.6 kb 

出现 1 个 SSR.

2.3 EST-SSR 重复基序长度分布

在火炬松 EST-SSR 中，二核昔酸长度的重复基

序是最多的，有 67 个，占整个 SSR 位点总数的

60.90% ;其次是三核昔酸重复基序，有 40 个，占

36.3613毛;其余的是四核昔酸和六核昔酸重复基序，

占的比例比较小，分别是 0.919毛(1个)和 2. 739毛 (3

个) ;没有五核昔酸的重复基序(图 1) . 
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Fig. 1 币le motif length distribution of EST - SSR 
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2.4 EST-SSR 不同重复基序类型的分布

由于二核昔酸和三核昔酸重复基序占了 SSR 总

数的 969毛左右，其他重复基序出现的次数很少，因此

只统计二核昔酸和三核昔酸的基序类型，并比较它

们的分布.如图 2 所示，二核昔酸和三核昔酸重复基

序类型出现次数的分布并不均匀.对于二核昔酸，出

现最多的基序类型是 AT，达到了 47 次，占火炬松

EST-SSR 总数的 42. 739毛;其次是 AG 基序类型，占总

数的 14.55% .对于三核昔酸重复基序，次数最多的

是 AAG 和 AGG，均占 7.33% ;其次是 ACC 、 CGC 和

ACG，分别占 5.45% 、4.559毛和 3.64% . 
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图 2 火炬松 EST -SSR 重复基序类型的分布

Fig. 2 The motif type distribution of EST - SSR 

EST-SSR 位点序列长度的分布

火炬松 EST-SSR 的数量随着重复序列长度的增

加而减少，在所检测到的 SSR 里，长度都在 100 bp 以

内，而且 EST-SSR 位点的长度主要集中在 10 -20 bp 

范围内，超过 20 bp 的仅占很小比例(图 3) . 
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图 3 火炬松 EST - SSR 位点长度的分布

Fig. 3 The length distribution of EST - SSR loci 

EST-SSR 基序重复次数的分布

将火炬松的 EST-SSR 位点按重复次数的不同进

行统计后，得到图 4. 从图 4 中可以看出，随着重复次

数的增加，火炬松的 EST-SSR 数量表现出逐渐递减

的趋势.其中， EST-SSR 数量最多的基序重复次数是

5 次，占总量的 62. 73% ;其次是 6 次重复，占

16.369毛.重复次数在 5 -7 次的 EST-SSR 占到了总

量的 869毛.此外，重复次数最多可达 29 次，但没有

15 - 21次以及 24 -27 次的重复.
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图 4 火炬松 EST -SSR 基序重复次数分布

Fig.4 The repeating number ùistribution of EST - SSR motif 

讨论

过去，开发 SSR 标记的费用比较高山，往往只限

在少数物种上;而现在可从 EST 序列中直接筛选

SSR ，成本低，且简便、有效.现已在小麦、大麦、甘震、

玉米、高粱、水稻、番茄、葡萄等多种植物中建立了

EST-SSR 标记[3]. 基于 EST 序列开发的 EST-SSR 标

记与传统的 SSR 标记相比有很多优点，如 :EST-SSR

标记在相关物种之间具有高转移性;EST-SSR 标记

往往也代表着某种基因或蛋白功能，可通过序列同

源性分析获知 ;EST-SSR 还能够反映出转录区的差

异，因此在种质遗传多样性分析、分子标记辅助选择

和比较作图等研究中具有更高的使用价值[IJ]. 随着

功能基因组学和比较基因组学的发展， EST 因为可

以用于新基因的发现、基因表达调控研究和基因芯

片的底物而被大量测序，并保存在公共序列数据库

中，这些 EST 为 SSR 、 SNP 等新分子标记的开发提供

了丰富的序列资源.

不同植物中 SSR 分布的频率差异很大，但2% 以

上 EST 序列都含有 SSR. 本文在 2.08% 的火炬

松 EST中搜索到 110 个 SSR，平均分布频率是每

14.6 kb出现 1 个 SSR，与小麦、番茄、棉花、拟南芥和

杨树等植物相似[剖，但明显小于水稻川、油菜[ 3 J 、狲

猴桃[口]等植物，它们的平均分布频率大约在每 4 kb 

出现 1 个 SSR. 不同植物 EST-SSR 的分布频率不同，
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甚至差异显著，这与不同物种的基因组大小和重复

DNA 序列所占的比例以及基因组中转录部分的比

例、低拷贝序列出现的频率有关[日].火炬松 EST-SSR

以二核昔酸重复为主，与大多数植物的 EST-SSR 都

以三核昔酸重复为主不同[3 ， 14] ，而与称猴桃川、杏树

和桃树[川、茶树[ 16] 的研究结果相一致.这可能是不

同物种基因组的组成特征不同造成的，也可能是

EST-SSR 位点搜寻标准不同所造成的[3].

火炬松 EST-SSR 中二核昔酸重复以 AT 、 AG 重

复为主，这与己报道的多数植物相同[3]. 火炬松 EST­

SSR 的三核昔酸重复中，以 AAG 、AGG 重复最多，与

大豆[口]、拟南芥[ 18] 以及茶树[ 15] 一致，进一步验证了

Gao 等[口]认为在双子叶植物中 AAG 重复丰度很高

的推测.这些占优势的重复基元可能与其编码相应

蛋白质时使用频率较高有关，如在拟南芥中就存在

此情形["].

基序重复次数的变异引起位点序列长度的变化

是 EST-SSR 产生多态性的主要原因，同时基序重复

次数的分布也是 SSR 进化的表现和潜在动力[3]­

SSR 位点的产生是 DNA 复制过程中 DNA 聚合酶滑

移的结果，而火炬松 EST-SSR 的重复次数 86% 以上

都集中在 5 -7 次重复，总体上低于基因组 SSR 和其

他物种 EST-SSR 的重复次数[3] ，这可能是松属植物

在转录区具有更严格的碱基错配修复机制的缘故.
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