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梨果皮转录组SSR位点信息分析

薛华柏，杨 健，王 龙，王苏珂，苏艳丽，张慧蓉，刘 月，李秀根*

（中国农业科学院郑州果树研究所，郑州 450009）

摘 要：【目的】基于‘满天红’×‘红香酥’杂交组合红皮单株果实转色期果皮混合样品和同期绿皮单株果皮混合样品的

转录组数据，开发SSR分子标记，为梨遗传研究和基因定位奠定基础。【方法】利用MISA软件对基因序列进行搜索，查

找SSR序列。利用Primer 3软件设计引物，并利用标记所在 scaffold信息为成功设计引物的SSR位点标注所在连锁群

及其遗传位置参考信息。【结果】23 863 个基因中有 2 972 个基因序列，共含有 3 555 个 SSR，占鉴定基因总数的

12.45%。在1~6碱基重复基元的SSR中，三碱基重复类型出现频率最高，占总SSR数量的63.09%；其次为二碱基和单

碱基重复类型，分别占20.14%和15.22%。单碱基和二碱基重复类型基元中，分别以A/T（87.80%）和AG/CT（84.64%）

为主；三碱基类型中，AGG/CCT数量虽然最多，但仅占该类型数量的 23.00%。4~6碱基重复中，各类型数量均不多。

基因GO功能分类发现：2 972个含有SSR位点的梨果皮转录组基因被富集到 3个Ontology类别的 2 644个GO Term

中，Biological process涉及的GO Term最多，为1 512个。共2 911个SSR位点（81.88%）被成功设计了引物，其中864个

2~6碱基类型SSR位点被成功归集到17条连锁群。【结论】从梨果皮转录组基因序列数据中成功鉴定了SSR并开发了

引物，可以为梨品种指纹图谱构建、遗传多样性研究和分子标记辅助选择育种等研究提供更多的标记。
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Abstract：【Objective】Pear (Pyrus spp.) is an economically important fruit tree worldwide. The number

of SSR markers is still quite limited for sake of the increasing needs of researchers. In this study, the

SSR molecular markers were developed for pear genetic research and gene mapping based on the tran-

scriptome data of the mixed fruit peel samples of‘Mantianhong’×‘Hongxiangsu’hybrid.【Methods】

The MISA software was used to search for the gene sequence to find out the SSR sequence. The prim-

ers were designed using Primer 3 software, and the reference information of the genetic position of the

SSR loci, from which the primers were successfully designed, was defined by using the scaffold infor-

mation containing the SSR markers.【Results】Among 23 863 genes, 2 972 gene sequences contained

3 555 SSRs, accounting for 12.45% of the total number of identified genes. In the SSR of 1-6 base mo-

tifs, the 3 base motif types appeared most frequently, accounting for 63.09% of the total number of the

SSRs, followed by the 2 base and the single base motif types, accounting for 20.14% and 15.22%, re-

spectively. Among the 1 and 2 base motif types, A/T (87.80 %) and AG/CT (84.64%) were dominant;

among the 3 base motif types, the number of AGG/CCT was the largest, only accounting for 23.00%.

Among the 4- 6 base motifs, the number of each type was small. Gene GO functional classification
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梨是蔷薇科（Rosaceae）梨属（Pyrus）多年生落

叶果树树种[1]，在世界范围内广泛栽培，其果实甜美

多汁，具有较高的营养和药用价值[2-3]。我国是梨第

一大生产国，2016 年梨的生产面积和产量分别为

111.27 万 hm2和 1 870 万 t（国家统计局网站数据，

http://data.stats.gov.cn/search.htm?s=%E6%A2%A8），

均占世界的 70%以上（联合国粮农组织网站数据，

http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC）。

简单重复序列（simple sequence repeats，SSR）也

称微卫星（Microsatellites），由 1~6个核苷酸组成的

基序序列（motif）串联重复而成，其侧翼序列通常具

有较高的保守性[4-5]。 SSR在基因组中广泛分布，具

有较高的多态性，且呈共显性遗传[6]，被广泛应用于

梨遗传连锁图构建[7-8]、遗传多样性分析[9-10]以及品种

和杂种鉴定[11-15]等方面。

SSR可分为 genomic SSR和 genic SSR，genom-

ic SSR通常从富含SSR的基因组文库或随机基因组

序列获得，而genic SSR则来源于转录组或EST序列

的编码区 [16]。与 genomic SSR标记相比，genic SSR

标记被认为与农艺性状基因座相关，因而对分子标

记辅助选择（MAS）更有利用价值。在梨上，已经有

研究者利用EST序列和转录组序列数据，开发了一

些 genic SSR标记[17-18]，为梨属植物种质资源研究和

遗传分析奠定了一定的基础。笔者利用梨果皮转录

组序列进行 SSR位点鉴定、引物设计，并对与 SSR

位点相关的基因进行注释，同时根据 已发表的梨高

密度遗传图谱确定SSR标记所在的连锁群信息，为

相关研究提供更多的梨genic SSR标记。

1 材料和方法

1.1 材料

梨果皮转录组数据为笔者课题组 2016年委托

北京诺禾致源科技股份有限公司采用 Illumina

HiSeq 平台测序获得。用于转录组测序的材料为

‘满天红’×‘红香酥’杂交组合红皮单株果实转色期

果皮混合样品和同时期绿皮单株果皮的混合样品。

样品共4份，红皮混样和绿皮混样各2份，每份样品

由3棵不同单株的果皮等量混合而成，组成4份样品

的单株各不相同。样品果实采自中国农业科学院郑

州果树研究所新乡综合试验基地梨育种圃。果皮在

液氮中研磨后用于提取RNA，检测合格的RNA暂

存于-80 ℃超低温冰箱备用。

1.2 方法

1.2.1 SSR 鉴定 SSR 基元鉴定采用 MISA 软件

（http://pgrc.ipk- gatersleben.de/misa/misa.html）进行。

单碱基、二碱基、三碱基、四碱基、五碱基和六碱基重

复类型的SSR基元最低重复次数分别设定为10、6、

5、5、5、5次。

1.2.2 GO分析 含有 SSR位点的基因GO富集分

析委托北京诺禾致源科技股份有限公司采用GOseq

软件[19]完成。GO二级分类柱状图利用免费在线数

据分析平台OmicShare tools提供的动态GO富集分

析工具（http://www.omicshare.com/tools/home/report/

goenrich.html）进行绘制。

1.2.3 引物设计 SSR引物利用Primer 3软件[20]进

行设计，参数设置如下：引物长度范围 18~28 bp，最

优引物长度为 20 bp；PCR产物长度为 100~300 bp；

熔解温度（Tm）55~65 ℃，最优熔链温度为 60 ℃，

正、反向引物间的Tm值最大差异为1 ℃。

1.2.4 SSR位点归集到连锁群 成功设计了引物的

SSR 位点所在的连锁及其遗传位置信息参考 Xue

等[2]的方法，根据其所在 scaffold与Wu等[8]构建的遗

传图谱连锁群间的对应关系进行推断，以便为标记

实际利用提供参考和便利。

2 结果与分析

2.1 梨果皮转录组中SSR的分布及特点

转录组测序共鉴定出23 863个基因。利用MI-

showed that 2 972 pear fruit peel transcriptome genes containing SSR loci were enriched into 2 644 GO

Term in 3 ontology categories, and the biological processes ontology categories included the most GO

terminology (1 512). A total of 2 911 primer pairs of the SSR loci (81.88%) were successfully designed,

among which 864 SSR loci (2- 6 base motif types) were successfully pooled into 17 linkage groups.

【Conclusion】SSRs were successfully identified from the transcriptome gene sequence data of pear peel

and the primers were developed, which can provide markers for researches on pear fingerprint construc-

tion, genetic diversity and molecular marker-assisted breeding.

Key words：Pyrus; RNA-Seq; Transcriptome; SSR

56



，等：梨果皮转录组SSR位点信息分析增刊

SA 软件对这些基因的序列进行搜索，发现其中

2 972个基因序列含有SSR序列，占鉴定基因总数的

12.45%，其中 428 个基因序列中含有 2 个以上的

SSR。这些基因序列中总共含有3 555个SSR，其中

234个（6.58%）呈现复合SSR形式。如表 1所示，在

单碱基至六碱基 6种重复类型的SSR中，三碱基重

复类型出现频率最高，占总 SSR数量的 63.09%，其

次为二碱基重复类型和单碱基重复类型，分别占总

SSR数量的 20.14%和 15.22%，而其余 3种重复类型

分别仅占总SSR数量的不到 1%。同种碱基重复类

表 1 梨果皮转录组 SSR 不同基序长度和重复次数的数量分布

Table 1 Distribution of SSR with different motif types and repeat numbers in pear skin transcriptome

基序长度

Motif length/bp

1

2

3

4

5

6

总计 Total

比例 Ratio/%

重复 Repeats

5

0

0

1 343

9

5

28

1 385

38.96

6

0

198

484

2

2

0

686

19.30

7

0

119

199

2

0

4

324

9.11

8

0

77

95

2

0

1

175

4.92

9

0

58

51

0

0

0

109

3.07

10

224

50

31

0

0

0

305

8.58

11

98

26

23

0

0

0

147

4.14

12

55

26

6

0

0

0

87

2.45

13

41

33

4

0

0

0

78

2.19

14

26

26

2

0

0

0

54

1.52

15

14

8

2

0

0

0

24

0.68

≥16

83

95

3

0

0

0

181

5.08

总计

Total

541

716

2 243

15

7

33

3 555

比例

Ratio/%

15.22

20.14

63.09

0.42

0.20

0.93

型的SSR随着重复次数的增加，数量呈下降趋势。

2.2 梨果皮转录组SSR基序重复类型和频率特征

从梨果皮转录组SSR碱基重复单元类型来看，

3 555个SSR位点共包含51种重复单元，单碱基、二

碱基、三碱基、四碱基、五碱基、六碱基重复类型各有

2、4、10、7、5和 23种。从分布频率（表 2）来看，出现

最多的基元是二碱基类型的 AG/CT，有 606 个，占

SSR 总量的 17.05%；其次是三碱基类型的 AGG/

CCT，有516个，占SSR总量的14.51%。单碱基类型

的 A/T（475 个，13.36%），以及三碱基类型的 AAG/

CTT（451个，12.69%）、ACC/GGT（353个，9.93%）和

AGC/CTG（338 个，9.51%）数量也比较多。单碱基

重复基元类型中，以 A/T 为主，占该类型数量的

87.80%；二碱基重复基元中，以AG/CT为主，占该类

型数量的84.64%；三碱基类型中，AGG/CCT数量虽

然最多，但并不占有数量上的绝对多数，仅占该类型

数量的 23.00%。4~6碱基重复中，各类型数量均不

多。

表 2 梨果皮转录组 SSR 基序类型分布

Table 2 The distribution of types of SSR in pear skin transcriptome

SSR基元

SSR motif

A/T
C/G
AC/GT
AG/CT
AT/AT
CG/CG
AAC/GTT
AAG/CTT
AAT/ATT
ACC/GGT
ACG/CGT
ACT/AGT
AGC/CTG
AGG/CCT
ATC/ATG
CCG/CGG
AAAG/CTTT

数量

Number

475
66
67

606
42
1

116
451
28

353
94
25

338
516
207
115

3

SSR基元

SSR motif

AATC/ATTG
ACAT/ATGT
ACTC/AGTG
AGCC/CTGG
AGGG/CCCT
ATCG/ATCG
AATCC/ATTGG
AATTC/AATTG
ACGGG/CCCGT
AGAGG/CCTCT
AGGAT/ATCCT
AAACGG/CCGTTT
AAAGCC/CTTTGG
AACAGC/CTGTTG
AACAGG/CCTGTT
AACCCC/GGGGTT

AACCTC/AGGTTG

数量

Number

1
2
2
1
5
1
3
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

SSR基元

SSR motif

AACGCC/CGTTGG
AAGCAG/CTGCTT
AAGGAG/CCTTCT
AAGTAG/ACTTCT
AAGTCC/ACTTGG
AATCCC/ATTGGG
AATCTC/AGATTG
AATGCC/ATTGGC
AATGGG/ATTCCC
ACAGAG/CTCTGT
ACCAGC/CTGGTG
ACCATC/ATGGTG
ACCGAG/CGGTCT
ACCTCC/AGGTGG
ACCTGC/AGGTGC
ACTCCC/AGTGGG

AGGCAT/ATGCCT

数量

Number

1
1
5
1
1
1
1
1
2
1
1
3
1
4
1
1
1
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2.3 GO功能注释

在获得每个基因的GO注释信息后，使用WE-

GO 对所有基因进行 GO 功能分类。2 972 个含有

SSR位点的梨果皮转录组基因被富集到3个Ontolo-

gy类别的2 644个GO Term中（图1）。3类Ontology

中，Biological process涉及的GO Term最多，有1 512

个（57.19%）；其次是Molecular function，涉及到 767

个 GO Term（29.01%）；Cellular component 涉及的

GO Term 最少，仅有 366 个（13.84%）。Molecular

function富集到最多的基因，有1 861个；其次是Bio-

logical process，富集到1 475个基因；Cellular compo-

nent 富集到的基因最少，有 1 028 个。在 2 644 个

GO Term 中，Binding（1 403）、Cellular process（1

218）、Metabolic process（1 101）、Organic substance

metabolic process（948）、Catalytic activity（923）、Pri-

mary metabolic process（914）等富集的基因较多，均

图 1 包含 SSR 序列的基因 GO 二级分类图

Fig. 1 GO Terms of genes containing SSRs

超过了900个。

2.4 SSR引物设计

应用 Primer 3软件对 3 555个 SSR位点进行引

物设计，其中 2 911个SSR位点成功设计了引物，占

所有引物位点的 81.88%，另外 644个SSR位点的引

物设计失败。在成功设计引物的SSR中，以扩增产

物为三碱基重复类型的为多，为 1 932个，占设计成

功位点数的66.37%，其次为二碱基和单碱基重复类

型，为525、408个，分别占18.04%和14.02%；剩下的

四碱基、五碱基和六碱基类型数量较少，分别只有

12、6和28个。

2.5 SSR标记归集到连锁群

根据SSR标记所在 scaffold与相应连锁群的对

应关系，2 911个成功设计引物的SSR位点中有 908

个被成功归集到 17条连锁群，另外 2 003个SSR位

点因为所在 scaffold没有与17条连锁群建立对应关

系未能归集到相应的连锁群中（表3）。归集到连锁

群的标记，以第五连锁群（LG15）为多，有105个；其

次为LG10、LG6、LG2和LG3，均有70个以上的SSR

位点；归集到LG7上面的SSR位点数量最少，仅有7

个。标记在连锁群上的位置范围和连锁群上标记的

表 3 SSR 标记在不同连锁群上的数量分布

Table 3 Distribution of SSR marker numbers in different

linkage groups

连锁群

Linkage group

LG1
LG2
LG3
LG4
LG5
LG6
LG7
LG8
LG9
LG10
LG11
LG12
LG13
LG14
LG15
LG16
LG17
未知 Unknown

标记数量

Marker number

49
71
72
34
66
72
7

49
64
73
54
46
47
36

105
33
30

2 003

标记参考位置范围

Range of reference map position/cM

0.0~112.4
0.0~130.3
0.9~149.8
0.0~66.4
1.2~161.4
0.0~118.0

25.0~67.7
0.0~103.3
0.2~112.6
0.0~129.8
0.0~120.9
2.6~127.7
3.7~104.1
0.0~128.8
0.0~174.2

11.2~128.9
10.3~142.3
零值 Null
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数量不存在明显的相关关系，但归集标记数量最多

的LG15上的标记位置范围也最大，达到 174.2 cM，

而归集标记数量最少的LG7上标记的位置范围最

小，为42.7 cM。

3 讨 论

Xue等[21]对‘砀山酥梨’全基因组SSR进行了搜

索并设计了相应的引物，总共鉴定出了 156 396个

SSR，其中98 939个是单碱基重复类型，占砀山酥梨

全基因组SSR的63.26%，然后是二碱基和三碱基重

复类型的 SSR，分别占砀山酥梨全基因组 SSR 的

26.56%和7.54%，四碱基、五碱基和六碱基重复类型

总共占比不到3%。Yue等[17]对酥梨芽转录组数据进

行分析，从 116 282条 unigene中鉴定出 8 375个 2~6

碱基类型的SSR，其中二碱基和三碱基类型的分别

占鉴定SSR总数的65.11%和32.81%，各基元重复类

型的SSR数量分布与Xue等[21]揭示的酥梨全基因组

SSR分布情况接近。Zhou等[18]从黄花梨果皮转录组

75 764条 unigene数据中鉴定SSR，10 622个SSR中

2~6碱基重复类型所占比例分别为55.87%、24.45%、

1.37%、2.03%和 1.78%，总体上与 Xue 等 [21]和 Yue

等 [17]的结果一致，但是单碱基重复类型所占比例

（14.49%）明显与基因组存在较大的差异。本研究

中，单碱基重复类型 SSR 所占比例为 15.22%，与

Zhou等[18]的结果类似，可能说明梨转录组SSR与基

因组SSR间在单碱基重复类型分布上存在差异。此

外，本研究中二、三碱基重复类型的 SSR 分别占

20.14%和 63.09%，其分布比例与 Yue 等 [17]和 Zhou

等[18]的结果存在较大差异，这可能是由于材料间的

差异造成的。

位置信息在SSR分子标记实际应用中能够指导

使用者根据需要对标记进行选择[22]，是SSR标记信

息的重要组成部分。过去，在没有已组装基因组序

列做参考的情况下，从基因组DNA序列或 EST序

列、转录组序列中开发的SSR标记，无法确定其在基

因组中的物理位置[17-18]，并且需要通过连锁分析才能

确定上图标记的遗传位置信息[7-8]。随着新测序技术

的快速发展，越来越多的作物开始了转录组测序和

基因组序列组装[23-24]。利用组装的基因组序列开展

全基因组范围内SSR标记开发的努力越来越多，开

发的SSR标记也多被标注了物理位置信息[21，25-27]，其

中多数是 scaffold水平的位置信息，仅有少数是更具

参考价值的染色体水平的位置信息[27]。而许多从转

录组Unigene序列开发的SSR，甚至连 scaffold水平

的位置信息也没有标注[17-18]。在梨上，Xue等[21]开发

了全基因组的SSR标记，并通过建立SSR所在 scaf-

fold 与其上 SNP 标记遗传位置间的关联，标注了

SSR标记所在的连锁群信息及其遗传位置参考信

息。本研究利用Xue等[21]建立的方法，顺利建立了

梨果皮转录组SSR标记的遗传位置参考信息，可以

为SSR标记的精细利用提供便利。
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