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摘要：【目的】利用已完成测序的番茄基因组发展大量的ＳＳＲ标记，并将这些标记转移到茄子及其他茄科作物上，节
省开发ＳＳＲ标记的成本．【方法】本研究利用近缘物种转移法分析了番茄 ＳＳＲ标记在茄子及其他茄科作物上的通
用性情况．【结果和结论】１０４６对番茄ＳＳＲ引物中有８８７对能在茄子基因组ＤＮＡ上扩增出产物，４２５对引物扩增出
的带型在番茄与茄子间相似程度高，标记的通用率为４０．６％；ＥＳＴＳＳＲ比基因组ＳＳＲ的通用性更好，前者通用率为
５４５％，后者为３８９％；４１４个通用ＳＳＲ标记被电子定位到番茄染色体上，不同染色体来源的标记通用率明显不
同；９３对引物在２份用于遗传图谱构建的栽培茄子亲本间表现出多态性；获得的４２５对通用引物在马铃薯、辣椒、
枸杞上通用率分别为９６２％、７８１％、５４１％．
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　　目前，多种分子标记技术可以用于分子遗传研
究，其中微卫星标记（Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ），又称简单序列
重复（Ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）具有多态性丰
富、重复性好、检测方便、标记多呈共显性、在基因组

中分散分布等特点，已广泛应用于遗传图谱构建、品

种指纹图谱绘制、品种纯度检测及目标性状分子标

记筛选［１］．微卫星标记已成为分子育种中最重要的
遗传标记之一．

由于微卫星标记具有种族特异性，使用 ＳＳＲ标
记的前提是要知道重复序列两侧的 ＤＮＡ序列，因而
存在引物开发的问题．获取微卫星标记的方法主要
有基因组测序法、筛选基因组文库法、微卫星富集

法、数据库查找法和近缘物种转移法等５种［２］．目前
茄科作物中番茄、马铃薯已经完成基因组测序［３４］，

可以发展海量的 ＳＳＲ标记，但在其他茄科作物上可
供利用的ＳＳＲ标记数目不多，还不能满足这些作物
分子育种的需要，有必要发展更多的ＳＳＲ标记．

近缘物种转移法是一种简便快速地发展 ＳＳＲ标
记的方法，微卫星侧翼序列在属内种间、甚至在科内

属间是保守的、相似的，因此，同种、属、科的不同物

种可以使用同一种微卫星引物进行扩增．茄科作物
种类较多，比较基因组学研究已经证明茄科作物间

基因组保守性较强［５７］．根据番茄基因组序列已发展
了大量ＳＳＲ标记，本文对这些标记在茄子及其他茄
科蔬菜作物上的通用性进行了研究，以期将部分标

记转移到茄子上，节省开发茄子ＳＳＲ标记的成本．

１　材料与方法
１．１　植物材料及ＤＮＡ提取

供试材料：栽培番茄“８６０”（华南农业大学园艺
学院番茄课题组选育），栽培茄子“湖南小圆茄”（湖

南省收集的地方品种）、“Ｂｌａｃｋｎｉｔｅ”（澳大利亚购买
的常规品种），３个材料均经多代纯化；辣椒为“东方
神剑”品种，马铃薯、枸杞为广州岑村蔬菜基地采集，

品种名未知．
上述材料均取１～２片幼叶，按Ｈｅｍｍｉｎｇ等［８］的

方法提取各植物材料的总ＤＮＡ．
１．２　ＳＳＲ标记及方法

共试验了１０４６对番茄 ＳＳＲ引物．其中 １１２对

ＥＳＴＳＳＲ引物根据 ＳＧＮ网站（ｈｔｔｐ：∥ｓｇｎ．ｃｏｒｎｅｌｌ．
ｅｄｕ）及Ｈｅ等［９］公布的引物序列合成；３２对基因组
ＳＳＲ根据 ＳｕｌｉｍａｎＰｏｌｌａｔｓｃｈｅｋ等［１０］公布的引物序列

合成；９０２对基因组 ＳＳＲ由课题组根据番茄 ＢＡＣ末
端序列、基因组序列设计，引物序列暂时未公布．
２０μＬＰＣＲ反应体系中包括０１５μｍｏｌ·Ｌ－１的

引物、２００μｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ、１×ＰＣＲ反应缓冲液、
５０～１００ｎｇ的ＤＮＡ模板、１ＵＴａｑ酶．反应在ＰＥ９７００
型热循环仪中进行．所用的反应程序为：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，循环３５
次；最后７２℃延伸５ｍｉｎ．ＰＣＲ产物用６％聚丙烯酰
胺变性胶电泳，２５０Ｖ条件下稳压电泳约３ｈ；普通银
染显带，数码相机照相．对扩增模糊、无扩增产物的
ＳＳＲ标记进行２次分析，以确保该结果不是由 ＰＣＲ
扩增失败引起．
１．３　ＳＳＲ标记电子定位

在ＳＧＮ网站提供的Ｂｌａｓｔｎ界面将ＳＳＲ引物序列
与番茄基因组序列（版本２．４）进行比对，确定标记
在番茄染色体上的位置．

２　结果与分析
２．１　番茄 ＳＳＲ引物在茄子基因组 ＤＮＡ上的扩增

情况

　　根据电泳后主带的情况，在茄子基因组 ＤＮＡ上
番茄ＳＳＲ引物的扩增带型（图 １）出现以下几种类
型：１）扩增出较强的主带，茄子与番茄有１条主带的
大小非常一致（标记 ＳＳＲＤ１０５、ＳＳＲ８５）；２）扩增出较
强的主带，茄子与番茄有１条主带的大小相差不大
（标记ＳＳＲ４８、ＳＳＲＤ１９８）；３）扩增出多条主带，且与
番茄主带无对应条带；４）扩增出多条弱带；５）不能扩
增出任何条带．

试验共检测了１０４６对番茄ＳＳＲ引物，有８８７对
在茄子基因组 ＤＮＡ上扩增出了产物，６４２对引物扩
增出了第１、第２、第３种类型较强的主带，占总标记
数的６１４％，其中第 １种引物 １３５对，第 ２种引物
２９０对（１６３对扩增出的产物比番茄大，１２７对比番茄
小），第１、２种引物扩增出的带型在番茄与茄子间相
似程度高，可以转用到茄子上，以此得到标记的通用

率为４０６％．
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图中１、２、３泳道品种分别为湖南小圆茄，Ｂｌａｃｋｎｉｔｅ，８６０

图１　番茄ＳＳＲ引物在茄子和番茄ＤＮＡ上扩增出的带型
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｂａｎｄｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｔｏｍａｔｏＳＳＲｍａｒｋｅｒｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｏｎｅｇｇｐｌａｎｔａｎｄｔｏｍａｔｏＤＮＡｓ

　　比较ＥＳＴＳＳＲ与基因组 ＳＳＲ的扩增情况：试验
共检测了１１２对番茄ＥＳＴＳＳＲ引物，结果有９８对能
有效扩增，９５对能扩增出清晰主带，其中６１对为第
１、２种引物，可以在茄子上通用，通用率为５４５％；
试验共检测了９３４对番茄基因组 ＳＳＲ引物，结果有
７８９对能有效扩增，５２９对能扩增出清晰主带，其中
３６４对为第１、２种引物，可以在茄子上通用，通用率
为３８９％．说明ＥＳＴＳＳＲ比基因组 ＳＳＲ的通用性明
显要好．

２．２　引物通用性与基序长度的关系

对在茄子上能通用的番茄 ＳＳＲ引物标记位点重
复序列按基序长度进行分类，结果（图２）表明，通用
ＳＳＲ无论来源于ＥＳＴ还是基因组，２核苷酸基序出现
的频率最大，３核苷酸基序出现频率次之，但２核苷
酸基序出现频率基因组 ＳＳＲ大于 ＥＳＴＳＳＲ，而３核
苷酸基序出现频率是 ＥＳＴＳＳＲ明显高于基因组
ＳＳＲ，其他核苷酸基序类型（４、５、６核苷酸）出现频率
在基因组ＳＳＲ和ＥＳＴＳＳＲ间差别不大．

图２　番茄ＳＳＲ不同长度基序的频率分布

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｔｉｆｓｏｆｔｏｍａｔｏＳＳＲ

２．３　保守ＳＳＲ标记在番茄染色体上的分布
将１０４６对番茄ＳＳＲ引物与番茄基因组序列比

对进行电子定位，结果有１５对不能定位，有３３对定
位于染色体０（即测序后不能组装的序列），９９８对能
定位到番茄的各条染色体上；番茄、茄子间保守的

４２５对引物中，３对不能定位，８对定位于染色体０，
４１４对能定位到各条染色体上．对４１４对标记的定位
结果按ＥＳＴＳＳＲ、基因组ＳＳＲ进行统计，统计结果见
表１．从表１中可以看出，通用 ＳＳＲ标记比率在不同
染色体上明显不同，染色体９上标记的通用率最高
（６０５％），染色体１０次之（５３３％）；而染色体７上
标记的通用率最低（２９２％），其次是染色体 １２
（３１７％）．
２．４　保守引物在２份茄子间的多态性

４２５对在茄子上能有效扩增的番茄引物中，有
６７对能在２份栽培茄子间扩增出多态条带，多态标
记比率为１５８％．由此看来，尽管ＳＳＲ引物的通用性
较高，但在茄子不同材料上的多态性比例较低，这可

能是因为用于多态性比较的２个茄子亲本都来源于
栽培种，亲缘关系比较近．

在２份栽培茄子间扩增出多态性的引物中，部
分标记带型表现为长度大小的差别，而且相差只有

几个碱基，可能为共显性标记，但需要使用 Ｆ１进行
验证；部分标记带型为有无的差别，表现为显性标记

特性．
２．５　保守引物在其他茄科作物上的通用性

对番茄、茄子间保守的４２５对 ＳＳＲ引物在其他
茄科蔬菜上的通用性进一步检查，在马铃薯、辣椒、

枸杞上分别有９６２％、７８１％、５４１％的引物能扩增
出第１、２种带型．
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表１　通用ＳＳＲ标记在番茄染色体上的分布
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｅｒａｂｌｅｔｏｍａｔｏＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ

染色体

ＥＳＴＳＳＲ 扩增标记数 合计

扩增

标记数

通用

标记数

通用标记

比率／％
基因组

ＳＳＲ
通用

标记数

通用标记

比率／％
扩增

标记数

通用

标记数

通用标记

比率／％

１ １１ ７ ６３．６ ８２ ３１ ３７．８ ９３ ３８ ４０．９

２ １１ ７ ６３．６ ６８ ２１ ３０．９ ７９ ２８ ３５．４

３ １０ ６ ６０．０ ７２ ３５ ４８．６ ８２ ４１ ５０．０

４ １３ ６ ５３．８ ７８ ３０ ３８．５ ９１ ３６ ４２．９

５ １０ ６ ４６．２ ７９ ３１ ３９．２ ８９ ３７ ４１．６

６ １２ ６ ５０．０ ９１ ３４ ３７．４ １０３ ４０ ３８．８

７ ８ ２ ２５．０ ６４ １９ ２９．７ ７２ ２１ ２９．２

８ ６ ２ ３３．３ ８５ ３６ ４２．４ ９１ ３８ ４１．８

９ １２ ９ ７５．０ ６９ ４０ ５８．０ ８１ ４９ ６０．５

１０ １０ ６ ６０．０ ５０ ２６ ５２．０ ６０ ３２ ５３．３

１１ ６ ３ ６０．０ ６９ ２５ ３６．２ ７５ ２８ ３７．３

１２ ３ １ ３３．３ ７９ ２５ ３１．６ ８２ ２６ ３１．７

合计 １１２ ６１ ５４．５ ８８６ ３５３ ３９．８ ９９８ ４１４ ４１．５

３　讨论与结论
ＳＳＲ标记在茄科作物间具有一定的通用性．邵

光金等［１１］证明茄子的ＳＳＲ标记可以应用于番茄；陈
晓莹［１２］证明番茄ＳＳＲ可以用于辣椒．本试验进一步
证明番茄ＳＳＲ标记可以应用于茄子、马铃薯、辣椒和
枸杞．由于番茄、马铃薯已经进行了全基因组测序，
可以发展出海量的 ＳＳＲ标记，将这些标记转移到其
他未测序的茄科作物上，可以大大节省标记开发的

成本．
目前茄子上开发出的 ＳＳＲ标记不多，有必要发

展更多的 ＳＳＲ标记．Ｓｔàｇｅｌ等［１３］利用数据库序列发

展了５０对 ＥＳＴＳＳＲ，其中有 ３９对能成功扩增；Ｎｕ
ｎｏｍｅ等［１４］于２００３年通过筛选基因组文库的方法发
展了３７对ＳＳＲ引物，其中２３对能成功扩增；该课题
组随后再通过筛选基因组文库的方法发展了２２６５
对ＳＳＲ引物，但只在文章中公布了用于构建 ＳＳＲ遗
传图谱的３００多对引物序列［１５１６］．卢婷等［１７］用２３对
番茄ＳＳＲ标记应用于茄子聚类分析，证明番茄 ＳＳＲ
标记可以在茄子上部分通用．本研究进一步扩大了
试用标记的数量，将４２５个番茄 ＳＳＲ标记转用到茄
子上，并找到在茄子作图亲本间具有多态性的６７个
标记，这不仅为茄子遗传图谱构建及基因定位奠定

了基础，而且可以进一步用这些标记做锚定标记，进

行番茄、茄子间的比较基因组作图，这将比应用 ＣＯＳ
标记进行比较作图简便得多［５］．番茄已经完成了全

基因组测序，番茄、茄子间锚定标记的获得，将为利

用基因组间的微共线性发展加密标记及基因克隆提

供参考．
试验中部分标记不能被电子定位，可能原因有

三：一是未定位标记存在于番茄基因组测序的 ｇａｐ
区域；二是本试验部分标记是根据番茄的 ＢＡＣ末端
发展的，而ＢＡＣ末端测序是单一ｒｅａｄ，存在一定的测
序错误，和基因组序列比对不上；三是ＥＳＴＳＳＲ及来
自ＳｕｌｉｍａｎＰｏｌｌａｔｓｃｈｅｋ等［１０］研究的基因组 ＳＳＲ，所用
的原始番茄材料与番茄测序材料不同．

本研究发展的ＳＳＲ标记通用性比十字花科作物
低，崔秀敏等［１８］的研究结果表明，６９对不结球白菜
ＳＳＲ引物在芸苔属其他８种作物上的通用性扩增率
在４９３％～８５５％，而且３３％的 ＳＳＲ引物在芸薹属
近缘种间具有丰富的多态性．为了提高标记的通用
性，可对进行番茄和马铃薯全基因组序列比对，在保

守位点发展标记，并适当引入简并碱基，从而实现１
套引物在不同茄科作物间通用．
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Ｇｅｎｅｔ，２００９，１１９（６）：１１４３１１５３．

［１６］ＦＵＫＵＯＫＡＨ，ＭＩＹＡＴＡＫＥＫ，ＮＵＮＯＭＥＴ，ｅｔａｌ．Ｄｅ
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｇｅｎｅｂａｓｅｄｍａｒｋｅｒｓａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆａｎｉｎ
ｔｅｇｒａｔｅｄｌｉｎｋａｇｅｍａｐｉｎｅｇｇｐｌａｎｔｂｙｕｓｉｎｇＳｏｌａｎｕｍｏｒｔｈｏｌｏ
ｇｏｕｓ（ＳＯＬ）ｇｅｎｅｓｅｔｓ［Ｊ］．ＴｈｅｏｒＡｐｐｌＧｅｎｅｔ，２０１２，２５
（１）：４７５６．

［１７］卢婷，汪国平，林明宝，等．应用 ＳＳＲ标记分析茄子遗
传多样性的研究［Ｊ］．中国蔬菜，２００８（增刊）：５９．

［１８］崔秀敏，侯喜林，董玉秀．不结球白菜ＳＳＲ引物的高效
开发及其通用性研究［Ｊ］．科技导报，２００５，２３（１１）：
２０２３．
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