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摘要    近年来花生微卫星标记的开发取得了一定的进展, 初步揭示了花生在DNA水平上的遗传多样性。花生微卫星标记的

开发途径主要包括通过构建小片段基因组文库开发基因组SSR标记, 根据花生EST序列开发EST-SSR标记, 根据豆科植物序

列信息和SSR标记开发花生SSR标记, 将SSR标记与其它分子标记结合开发新的DNA标记, 以及基于SSR核心序列开发ISSR

标记。花生微卫星标记主要应用于遗传多样性研究、遗传图谱与品种指纹图谱构建以及分子标记辅助育种等领域。本文综述

了花生SSR标记开发研究的进展及应用。
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栽培花生(Arachis  hypogaea L. )是异源四倍体

(2n=4x=40,  AABB), 含有 A 和 B  2个基因组。现有

研究认为四倍体栽培种是由二倍体种A. duranensis (A

genome)和A. ipaënsis (B genome)单一杂交后经染色

体自发加倍而成(Kochert  et al. , 1996)。单一杂交起

源、多倍化引起的生殖隔离和少数育种亲本的使用以

及连续选择, 使栽培花生基因组高度保守, 遗传多样性非

常有限(Young et al. ,  1996)。尽管栽培花生在形态性

状上存在广泛的分化, 但这些形态多样性可能只是由少

数基因引起的(Kochert et al.,  1991)。了解栽培花生和

野生花生的遗传多样性对花生种质的收集、保存和育

种应用具有重要意义。

微卫星(microsatelli te)或称简单序列重复(s imple

sequence repeats , SSR)或短串联重复(short  tandem

repeats, STR)或可变数串联重复(variable number tan-

dem repeat , VNTR),  是指基因组中由 2-6个核苷酸组

成的基本单位多次重复所构成的一段DNA 序列。微卫

星分子标记主要有 3种类型: SSR、ISSR(inter-simple

sequence repeat)和SAMPL(selec tive amplification of

microsatelli te polymorphic  loc i)。微卫星中重复单位

的数目存在高度变异, 这些变异表现为微卫星数目的整

倍性变异或重复单位序列中的序列有可能不完全相同,

因而造成多个位点的多态性, 称为简单序列长度多态性

(s imple sequence length polymorphism, SSLP)。

SSR标记是目前最广泛使用的微卫星标记, 与其它分子

标记相比,  SSR标记具有以下优点:  (1)数量丰富,  覆盖

整个基因组, 揭示的多态性高;  (2)具有多等位基因的特

性,  提供的信息量高;  (3)以孟德尔方式遗传, 呈共显性;

(4)与 RFLP、RAPD和 AFLP等分子标记相比,  具有方

法简便和重复性好等优点。SS R标记的不足之处主要

在于 SSR座位突变率高, 对变异反应非常敏感, 易受趋

同变异引起的平行演化程度的影响, 给物种间亲缘关系

的评估带来误差。

近年来,  花生微卫星标记数量有了显著增加(Hop-

k ins et  al. ,  1999;  He et al.,  2003; Ferguson et  al. ,

2004; Moretzsohn et al., 2004, 2005; Pan et al., 2004;

Mart ins  et al. , 2006; Gimenes et  al.,  2007)。已有研

究表明,  SS R标记是在研究栽培花生遗传多样性、评
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价杂交系统(mat ing system)、构建遗传连锁图谱和开

展标记辅助育种等方面具有广泛应用前景的分子标记

(Halward et al., 1991,1992;  Kochert et al., 1991,1996;

Paik-Ro et al. , 1992; Hilu and Stalker, 1995; He and

Prakash, 1997; Subramanian et al. , 2000;  Herselman,

2003;  Gimenes et  al.,  2007)。

1    花生微卫星标记开发途径

1.1    基因组SSR标记的开发

通过构建小片段基因组文库获得含 S S R 序列来开发

SSR标记,  是开发基因组 SSR标记的最主要途径。利

用这种方法开发SSR标记比较繁杂, 其核心是小片段基

因组文库的构建与含SSR序列的获取。这项工作不仅

耗时,  而且费用很高。

为了构建花生基因组文库, 首先提取基因组总DNA,

并使用不同的限制性内切酶进行完全酶切, 分析酶切图

谱,  确定建库使用的限制性内切酶。酶切分为单酶切、

双酶切和三酶切 3种方式,  以单酶切为主。在已有研究

中建库使用的限制性内切酶包括:  单酶切为 B am HI、

PstI、Sau3AI、TaqI和 Tsp509I(Hopk ins et al.,1999;

Ferguson et al. , 2004; Moretzsohn et al., 2004, 2005);

双酶切仅见 HindIII和MseI(He et al. , 2003);  三酶切为

HaeIII、AluI和 RsaI 3种酶的组合(Gimenes et  al. ,

2007 )。

根据含 SSR DNA片段富集的方式,  基因组文库的

构建及含SSR序列的获取途径主要分为2种方式: (1)先

建库后富集。用限制性内切酶完全酶切花生基因组

DNA, 选择 200-1 000 bp的 DNA片段,  构建基因组文

库,  使用放射性标记SSR探针(Hopk ins  et  al. ,1999;

Ferguson et al. , 2004)或GeneTrapper® cDNA positive

select ion system (Invit rogen)(Gimenes et  al.,  2007)

进行含 SSR克隆的筛选。这种途径是开发基因组SSR

分子标记的传统方法。(2 )先筛选后建库。用限制性内

切酶完全酶切花生基因组DNA, 经PCR扩增后, 将生物

素标记的SSR探针与含SSR的DNA片段进行杂交, 通

过亲和吸附(生物素包裹的磁珠或尼龙膜)富集含SSR的

DNA片段, 构建基因组文库(He et al., 2003);  或先用生

物素标记的SSR探针与含SSR的DNA片段杂交, 通过

亲和吸附富集含SSR的DNA片段后, 再经PCR扩增构

建基因组文库(Moretzsohn et  al. , 2004, 2005)。在开

发基因组 SS R标记的工作中,  S SR 探针的选择对含

SSR序列的富集有重要影响。筛选使用的SSR探针主

要包括(A C ) 13、(A T) 15、(CT ) 1 0、(G A ) 15、(G T ) 1 0、

(GT)15、(TC)13、(AAC)10、(AGT)10、(ATC)6、(ATC)10、

(A TG )6、(ATT)10、(CAC)10、(CTG)10、(CTT)10、(TGG )6、

(TTG)6、(ATCC)10、(GATA)10和(AAAT)10 (Hopkins  et

al. ,  1999;  He et  al.,  2003; Ferguson et al. ,  2004;

Moretzsohn et al. , 2004,  2005)。在测序前通过锚定

PCR (anchored PCR)筛选技术确定含SSR序列中SSR

的位置有助于提高能够用于设计 SSR引物的序列比例

(Moretzsohn et  al.,  2004)。

高国庆等(2003)比较了 2种从 AFLP扩增片段中分

离花生微卫星标记的方法, 结果表明, 从预扩增的AFLP

片段中富集 SSR的方法简便, 可获得较多的含 SSR的

片段, 而从选择性扩增的AFLP片段中分离SSR后直接

从电泳胶上切取差异片段进行测序的方法则效率低, 不

适用于分离花生的微卫星标记。

1.2    EST-SSR标记的开发

尽管花生具有重要的经济和营养价值, 但由于其基因组

庞大(约2.8×109 bp),  与人类基因组大小相当, 因此在基

因组水平上的研究还十分有限。人们对花生表达序列

标签(expressed sequence tag,  EST)资源的重要性有

广泛共识, 各国相继开展了花生 EST测序,  并在为花生

研究者提供基因资源方面已经显示出其重要性。随着

公共数据库中花生 E ST 序列数量的增加,  开发 E ST-

S S R 标记已成为快捷、有效和廉价的途径。截止到

2007年 8月 1日, 在GenBank的 dbEST数据库中共收

录了花生EST序列41 382条, 其中USDA-ARS于2007

年 6月20日和25日分别释放了14 328条和12 876条,

预计到2008年10月1日还将释放约11 400条(Guo,  私

人通讯)。山东农业科学院高新技术研究中心已释放

7 454条, 更多的测序及数据整理还在进行中, 目前已获
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得 EST 共 20 000余条。

花生EST-SSR开发的基本流程为, 首先构建cDNA

文库进行 E S T 测序或从公共基因数据库(如 E M B L、

GenBank和 DDBJ等)下载 EST数据,  然后利用相应软

件寻找含有SSR的序列, 最后根据其两端的保守性序列

设计 S SR 引物并进行扩增验证。

与通过构建小片段基因组文库开发 SSR标记相比,

利用EST数据开发EST-SSR标记比较简单有效, 并且可

与其它研究工作同步进行, 从而实现对EST资源的充分利

用。EST序列一般位于基因的功能区域, EST-SSR多态

性水平低于基因组 SSR。本实验室开发 EST-SSR的工

作表明, 在栽培花生中 EST-SSR多态性水平很低, 而在

野生花生中多态性丰富, 因此这些标记在利用野生花生种

质资源改良栽培花生的工作中具有重要用途。EST-SSR

标记被称为功能标记, 因其本身是基因的一部分, 其变化

可能直接导致与该基因相关的功能发生改变。

1.3    通过同源转移开发花生SSR标记

研究表明, DNA 分子标记在豆科(legume)作物中具有可

转移性(t ransferabil ity)(Bout in et al. , 1995;  Humphry

et  al., 2002; Isobe et al. , 2003)。 张建成等(2006)利用

为柱花草亚族设计的 SSR引物和STS引物对栽培花生

品种的遗传多态性进行了研究,  获得多态性引物 9对。

He等(2006)检测大豆 SSR引物 432对, 其中 109对引

物在栽培花生基因组总 DNA 中能够得到扩增。在 109

对具有转移性的大豆SSR引物中, 28%的引物在4个栽

培花生品系中检测到多态性。花生属于豆科、蝶形花

亚科, 在该亚科中对大豆、苜蓿和百脉根等植物的分子

生物学研究远超过对花生的研究, 充分利用这些物种的

序列信息和 SSR研究结果, 筛选可转移的 DNA 分子标

记,  将大大促进花生SSR的开发和利用。

1.4    SSR与其它标记结合产生的分子标记

SSR与RFLP相结合是最早发展起来的基于微卫星的分

子标记 (Ail et al. ,1986),  该方法检测到的多态性是由含

有 SS R的酶切片段长度的变异造成的。Wei s ing  等

(1998)利用该方法在多种植物中检测到了具有高水平多

态性的目标区域。SSR与 RAPD技术相结合产生了随

机扩增微卫星多态性(random amplified microsatelli te

polymorphism, RAMP),  RAMP揭示位于微卫星位点本

身或两个引物之间的相关序列长度的多态性。SSR与

A F L P 相结合产生选择性扩增微卫星多态性位点

(SAMPL)(Witsenboer et al.,  1997), SAMPL引物是根

据植物中复合微卫星序列设计而成的 ,  可以扩增从

SAMPL引物到 AFLP 引物之间的片段。

为了更好地开发花生微卫星标记, Martins等(2006)

开发了一个模型, 该模型将用于检测序列中微卫星的程

序(tandem repeat  occurrence locator,  TROLL)与序列

组装和分析软件(Staden Package)整合在一起, 在SSR

引物设计阶段开发了一个程序。该程序以 experiment

fi le形式接收批量文件,  利用 Primer3设计并自动生成

SSR引物。利用这套软件, Martins等(2006)开发了427

对新的花生候选SSR引物,  其中从 8 800条 EST序列

中开发出了 75对, 利用GenBank中的公共数据开发了

3 52 对。

1.5    花生ISSR标记的开发

ISSR标记是根据核酸序列中出现频率高的SSR设计的

引物,  扩增位于 2个反向排列、间隔不太大的 SSR之

间的序列。ISSR标记以 16-18 bp的 SSR为引物,  由

1-4个碱基组成的串联重复和几个非重复的锚定碱基组

成, 通过在引物的 5'端和3'端分别引入1-2个选择性碱

基提高引物特异性, 直接在基因组 DNA中进行 PCR扩

增(Zietkiewicz  et  al., 1994)。ISSR标记的开发无需通

过测序获得 S S R 的侧翼序列,  其扩增谱带丰富。与

SSR标记具有较强物种特异性不同,  ISSR标记在不同

物种中具有很高的通用性, 多态性较高, 检测方便, 可充

分利用现有的基因数据库资源。

目前国内外已开发的花生微卫星标记见表 1。

2    花生微卫星标记的应用

2.1   花生遗传多样性研究

栽培和野生花生遗传多样性及亲缘关系的研究对花生种
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质的搜集、保存以及在育种工作中的应用具有重要意

义。研究人员对花生的遗传多样性进行了广泛而深入

的分析, 为花生栽培品种的改良特别是野生花生基因资

源的利用提供了科学依据。

栽培花生虽然形态差异很大, 但由于在蛋白质和核

酸水平上的多态性较低, 导致花生分子标记研究进展比

较缓慢。Hopkins等(1999)首次筛选出6对多态性SSR

引物, 这些SSR引物在花生栽培品种中检测到的多态性

高于此前报道的其它所有分子标记如同工酶、

RFLPs、RAPDs 和 AFLPs。近年来,  国内外学者利

用 SSR标记在野生花生(Moretzsohn et  al. ,  2004;

Barkley et  al., 2007;  Gimenes et  al., 2007;  陈本银等,

2007; 唐荣华等,  2007b)、栽培花生的不同类型间(He

et  al. , 2003;  韩柱强等, 2003;  Ferguson et  al. , 2004;

Moretzsohn et al.,  2004;  Bark ley et  al.,  2007)、同

一栽培花生类型的不同品种间(Krishna et al. , 2004;  唐

荣华等,  2004a, 2004b;  刘冠明等,  2006;  黄新阳等,

2006;  张建成等, 2006)以及不同抗病种质间(姜慧芳等,

2006,  2007a, 2007b)均检测出了不同程度的遗传多样

性。这些新的研究进展为利用分子标记研究花生遗传

多样性注入了新的活力。

2.2    花生遗传连锁图谱构建

遗传连锁图谱的构建是实现基因精细定位和克隆的基

础。Moretzsohn等(2005)以野生花生种A. duranens is

和A. stenosperma (2n=2x=20,  AA)为亲本, 构建了F2

群体。从 433对 SSR引物中筛选出 204对多态性引物,

并将其中 80对分离比为 1:2:1的 SSR引物用于构建连

锁群, 在此基础上构建了花生的第 1个基于SSR标记的

遗传连锁图谱。该遗传连锁图将 170个 SSR标记定位

在 11个连锁群中, 共覆盖 1 230.89 cM, 其中 61个位

点很可能代表特定基因, 每个连锁群上有 3-15个标记,

标记之间的平均遗传距离为 7 . 2 4  c M。姜慧芳等

(2007a)通过抗病品种远杂9102与感病品种Chico杂交,

应用单粒传法构建了重组近交系群体(recombinant in-

bred l ines,  RILs),  从 354对 SSR引物中筛选出 45对

多态性引物。每对引物均检测到 2 个以上多态性位点,

表现共显性遗传。通过骨架连锁群的构建和作图, 获得

1个包含8个连锁群的栽培花生部分遗传连锁图谱, 图谱

总长度为 603.9 cM, 包含28个 SSR标记和1个形态标

记。该遗传连锁图谱是目前包含连锁群数和标记数最

多、覆盖遗传距离最长的栽培花生遗传连锁图谱。

2.3    花生指纹图谱构建

Pan等(2004)获得的 ISSR标记可有效区分中国台湾主

要栽培花生品种, 并得到品种专一性分子标记, 利用6对

引物所产生的 12个分子标记建立了一套有效品种鉴定

流程。刘冠明等(2006)对南方花生主产区的 20个品种

表 1    已开发的花生微卫星标记
Table  1    Summary of groundnut microsatellite markers
微卫星标记类型 设计引物数 多态性引物数 应用领域 参考文献
SSR 44 9 遗传多样性 Guo et al.,  2004

27 5 遗传多样性 Hopkins et al.,  1999
56 19 遗传多样性 He et al.,  2003
21 1 遗传多样性 高国庆等, 2003

226 110 遗传多样性 Ferguson et al.,  2004
67 3 遗传多样性 Moretzsohn et al.,  2004

271 构建遗传连锁图谱 Moretzsohn et al.,  2005
427 Martins et al.,  2006
76 45 遗传多样性 张建成等, 2006
110 44 遗传多样性 黄新阳等, 2006
13 13 遗传多样性 Gimenes et al.,  2007

ISSR 29 29 遗传多样性与品种鉴定 Raina et al.,  2001
6 6 品种分类与品种鉴定 Pan et al.,  2004
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进行了SSR标记指纹图谱研究, 从64对SSR引物中筛

选出4对SSR引物构建了20个花生品种的指纹图谱, 该

图谱能使 19个品种相互区分。DNA分子标记反映的是

遗传上的差异, 其用于品种鉴定具有周期短, 不受环境条

件影响等优点。

2.4    花生分子标记辅助育种

花生常规育种中仅凭观察杂交后代性状确定目的基因是

否导入到杂交后代, 以及远缘杂交中野生花生遗传物质

是否整合到栽培花生中, 不仅耗时, 而且易受环境条件的

影响, 难以准确判断。而利用分子标记技术可以比较容

易地克服上述问题。

贺梁琼等(2005)研究表明, 40对SSR引物中有3对

引物 P M 3 6、P M 5 0 和 P M 30 5 能在部分杂种后代

(PM36:  T60;  PM50:  J17、J20、J22; PM305: J7、

S11、T62)中稳定地扩增出野生亲本的特异谱带,  表明

这些材料整合了野生亲本的遗传物质。SS R特异谱带

可作为这几份材料中野生亲本A. correntina的特异遗传

标记。洪彦彬等(2007)发现在 220对 SSR引物中有 48

对引物在粤油 13和珍珠黑之间显示了多态性。用上述

具有多态性的 48 对 SS R引物检测深紫色、紫色和粉

红色种皮3个基因池, 结果表明引物PM93在亲本及3个

基因池间的扩增带型在630 bp及600 bp附近出现差异,

PM93/630-600与dpt  (dark  purple testa)之间的遗传距

离为 5.4 cM。姜慧芳等(2007a)从 354对 SSR引物中

筛选出 2个与花生青枯病抗性相关的SSR标记,  7G02

和 PM137,  它们与青枯病抗性基因的遗传距离分别为

10.9 cM 和 13.8 cM。

3    展望

花生在表型性状上存在着丰富的变异, 由此推测花生在

DNA水平上也应存在丰富的多态性。随着分子标记(尤

其是 SSR标记)研究的不断深入,  这种多态性将被不断

揭示出来。花生遗传背景狭窄及其供试材料缺乏代表

性可能是微卫星标记在栽培花生中多态性低的原因。

通过构建小片段基因组文库开发基因组SSR分子

标记,  虽然投入大,  工作繁琐, 但获得的 SSR分子标记

在栽培花生中检测到的遗传多态性较高。随着全球范

围内花生 EST序列数量的不断增加, EST-SSR分子标

记的开发将得到极大促进。豆科植物丰富的序列资源

与SSR引物的开发为通过同源转移开发花生SSR标记

提供了新的机遇。通过 S SR 标记与其它分子标记(如

RAPD、AFLP 等)相结合开发新的DNA 分子标记,  在

花生中虽未见报道, 但在其它作物中的研究表明该途径

是切实可行的。更多微卫星标记的开发以及共用稳定

群体的构建对于构建花生精细遗传图谱乃至基因图位克

隆意义重大。目前花生微卫星标记的研究已取得了一

定的进展, 初步展现出其在花生遗传研究中的应用前景,

但仍无法从分子水平解释栽培花生农艺性状的差异, 距

离构建花生的饱和遗传连锁图谱尚有距离。

作为在花生研究中最具应用前景的分子标记, 微卫

星标记将为花生属种质亲源关系研究、遗传图谱构

建、分子标记辅助育种以及优质、抗病等优良基因发

掘等方面提供技术支撑。但目前可供利用的微卫星标

记还远远无法满足需求, 因此, 在未来数年内, 微卫星标

记的开发将是花生分子生物学研究的重要内容。
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Advances in Study of Microsatellite Markers in Groundnut
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Abstr act     In recent years, w ith the discovery of microsatellite markers  in groundnut (Arachis  hypogaea L.), the genetic  diversity

of  this crop has been ex tensively  investigated by  analys is  of  s imple sequence repeats  (SSR). The approaches to developing

groundnut microsatellite markers included development of SSR markers f rom genomic  libraries constructed w ith small DNA f ragments,

development of expressed sequence tag (EST) -SSR markers  f rom EST sequences  generated f rom diff erent cDNA  libraries ,

identif ication of transferable SSR markers f rom other legume crops, development of  new  markers by  combining other markers w ith

SSR markers and generation of  inter -SSR ( ISSR) markers  based on SSR motif s. Groundnut mic rosatellite markers  have been

applied in genetic diversity analysis , linkage map cons truction, f ingerpr inting analysis  of  cultivars and marker-assisted breeding.

This rev iew  summar izes the progress in development of  peanut SSR and the application of  these markers.

Ke y w ords    EST, gro und nut , m icro satell ite  ma rker, SSR
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新书介绍

《高黎贡山药用植物名录》

主编:  钱子刚,  李安华

高黎贡山是中国生物多样性丰富的地区之一,  具有动植物种属复杂、新老兼备、南北过渡、东西交汇的格局,

素有“绿色宝库、物种基因库”等美称。其药用植物资源也异常丰富。编写人员历时两年多时间完成了野外调

查工作和查阅、研究、整理文献工作,  并编写了本书。本书共记载高黎贡山地区的药用植物 200科、1 298种,

其中蕨类植物 25 科、65 种;  裸子植物 8科、15 种;  被子植物 167科、1 218种。

本书由科学出版社最新出版(定价:  80.00元),  适用于从事生物多样性保护研究和药学、中药学科研、教学工

作者,  以及从事或有志于中药资源保护与开发利用研究的专业人士和学习者。
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