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茄子EST-SSR分子标记的鉴定及多态性分析
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摘要      为了加快茄子(Solanumm elongena L.)分子遗传学研究和分子标记辅助育种, 对其开展

转录组测序, 采用软件MISA(MicroSAtellite)对茄子转录组中的SSR位点进行搜索, 共检测出5 562
个SSR位点, 分布于3 438条Unigene中, 出现频率为13.23%, 平均分布距离为9.73 Kb。三核苷酸和

二核苷酸重复出现频率占优势, 分别有3 546个和1 270个, 分别占总SSR的63.75%和22.83%。利用

Primer 3.0设计引物, 随机选择其中20 bp以上SSR序列的100对引物进行合成, 92对引物实现有效扩

增, 占100对SSR引物的92%, 从有效扩增引物随机选取30对引物对29份茄子材料进行扩增及多态性

评价, 30对均有多态性差异。通过UPGMA作图, 供试的29份不同的茄子材料被划分为2类。基于茄

子转录组测序开发的EST-SSR标记具有较高的可用性, 为茄子种质鉴定、亲缘关系分析及遗传图

谱构建等提供更丰富的标记来源。
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Abstract       In order to speed up the molecular genetic research and molecular marker-assisted breeding of 
Solanumm elongena L., transcriptome sequencing was carried out. The software MISA (MicroSAtellite) was used 
to search for SSR loci in Solanumm elongena L. transcriptome. A total of 5 562 SSR loci were detected, distributed 
in 3 438 Unigenes, with a frequency of 13.23% and an average distribution distance of 9.73 Kb. The major repeat 
motifs were trinucleotide and dinucleotide, which accounted for 63.75% (3 546) and 22.83% (1 270), respectively. 
Primers were designed by Primer 3.0, then 100 pairs of primers with more than 20 bp SSR sequences were ran-
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domly selected for synthesis, 92 pairs of primers were amplified effectively, accounting for 92% of 100 pairs of 
SSR primers. Thirty pairs of primers were randomly selected from effective amplification primers to amplify 29 
Solanumm elongena L. germplasms for the polymorphism analysis. 30 pairs of primers were polymorphic. Through 
UPGMA mapping, 29 different Solanumm elongena L. samples were divided into two categories. The EST-SSR 
markers based on Solanumm elongena L. transcriptome sequencing have high availability and can provide more 
abundant marker sources for Solanumm elongena L. germplasm identification, genetic relationship analysis and ge-
netic map construction.

Keywords        Solanumm elongena L.; transcriptome; EST-SSR; polymorphism

茄子(Solanumm elongena L.), 茄属植物, 是我

国主要的茄果类蔬菜之一, 具有重要的经济和营养

价值, 在南北方露地和设施栽培大棚中都有广泛的

种植。我国既是全球第一茄子生产国家也是消费大

国[1]。近年来, 我国在茄子种质资源的分析、品种

鉴定、新品种选育等方面均有较大的收获。但相较

于马铃薯、黄瓜、番茄等蔬菜的研究, 茄子在遗传

多样性分析、种质亲缘鉴定、分子育种等方面有很

大的差距, 尤其是缺乏大量的多态性分子标记, 导致

茄子分子生物学方面研究相对滞后。

目前, 分子标记是一种可靠的植物基因型种

质鉴定方法。诸如扩增片段长度多态性(amplified 
fragment length polymorphism, AFLP)[2-3]、随机扩增

多态性DNA(randomly amplified polymorphic DNA, 
RAPD)[4-5]、简单序列重复区间扩增多态性 (inter 
simple sequence repeats, ISSR)[6]以及简单重复序列

(simple sequence repeats, SSR)等分子标记对植物的

遗传多样性开展研究。其中, SSR广泛分布于动植物

基因编码区和非编码区, 其两侧的序列通常是相对

保守的单拷贝序列, SSR的重复次数不同和重复程

度不同, 使其呈现高度的多态性[7]。与其他分子标记

技术相比, SSR标记具有多态性高、共显性、重复

性好、操作便利、覆盖面广等优点, 被广泛应用于

植物研究。当前, 物种的SSR引物开发方式通常有

两种: 一种是基于基因组开发的SSR, 被称为基因组

SSR(genomic-SSR, gSSR); 另一种是基于转录组序

列开发的SSR, 被称为表达序列标签SSR(expressed 
sequence tag-SSR, EST-SSR)[8-9]。利用基因组开发

SSR引物, 需要构建文库、筛选、测序, 步骤复杂、

开发费时、费力且成本高[10], 而利用转录组数据建

立的SSR标记来源于基因的转录区, 不依赖于物种

的全基因组信息, 共显性高, 重复性好, 可直接反映

基因的表达信息, 且操作简便、经济实用、信息量

大[11-12]。茄子SSR标记的开发和评价一直是人们关

注的焦点, 虽然已经开展了不少SSR方面相关的研

究, 但已开发的茄子SSR分子标记还未能满足研究

需求, 能够使用的SSR标记为数较少, SSR标记多态

性低, 故大量开发可用性高的茄子SSR分子标记仍

是当下迫切的任务。本研究开发茄子EST-SSR引物, 
旨在为茄子遗传多样性分析、遗传图谱构建、品种

鉴定与改良、功能基因挖掘、克隆及分子标记辅助

选择育种等研究提理论依据。

1   材料与方法
1.1   转录组数据来源

本课题组于2019年对茄子成熟时期的叶片和商

品果进行取样, 分别对叶片和果实进行高通量深度

测序, 获得茄子转录组数据。该测序工作是委托广

州基迪奥生物技术有限公司(Genedenovo Biotechnol-
ogy Co., Ltd, Guangzhou)进行转录组测序的。

1.2   材料及其DNA提取 
材料为本课题组收集保存的茄子材料, 共选取

29份代表性茄子资源作为供试材料(表1)。基因组

DNA提取采用CTAB法进行。 
1.3   转录组SSR位点鉴别及SSR引物设计

采用MISA查找茄子转录组数据中的SSR位点, 
其查找标准参数设置为: 重复单元长度2~6 bp, 二核

苷酸重复序列≥6、三核苷酸重复序列≥5、四核苷

酸重复序列≥4、五核苷酸重复序列≥4和六核苷酸

重复序列≥4, 记为一个SSR。用Primer 3.0软件设计

引物。预计产物长度在100~280 bp。引物序列长度

18~25 bp, GC含量40%~60%, 退火温度为55~65 °C, 
上、下游引物的Tｍ值相差≤5 °C。
1.4   引物筛选及PCR扩增

从引物中随机挑选20 bp以上SSR序列的100对
引物。PCR反应体系(25 µL): 10 mmol/L dNTPs 1 µL、
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5U Taq酶 0.3 µL、50 ng DNA 1.5 µL、10 µmol/L的
上下游引物各1 µL, 10× Buffer (Mg2+) 2.5 µL, 加ddH2O
补至25 µL。PCR扩增程序为: 95 °C预变性5 min; 94 °C
变性30 s, 55~59 °C退火30 s(根据不同引物相应调

整), 72 °C延伸1 min, 35个循环; 在72 °C延伸5 min完成

扩增。PCR扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后观察拍照。

2 结果与分析
2.1   转录组中EST-SSR的分布特点 

茄子转录组经组装后, 通过MISA软件对1 kb 以
上的Unigene(42 035条, 序列全长为52 121 350 bp)
展开搜索, 结果显示, 5 562个SSR位点分布在3 438
条Unigene上, 含有2个或2个以上的EST-SSR位点有

564条Unigene。茄子转录组中EST-SSR发生频率为

8.18%, EST-SSR出现频率为13.23%, 平均分布距离

为9.37 Kb, 其中复合SSR有1 692个。

2.2   转录组中EST-SSR基序重复类型和频率特征 
茄子转录组中SSR基序重复类型丰富, 有5种类

型, 即二核苷酸、三核苷酸、四核苷酸、五核苷酸

以及六核苷酸重复类型。其中三核苷酸和二核苷

酸重复出现频率占优势, 分别有3 546个和1 270个, 
分别占总SSR的63.75%和22.83%; 四核苷酸、五

核苷酸和六核苷酸重复类型数量较少, 分别有255
个、69个和422个, 分别占总数的4.58%、1.24%和

7.59%(表2)。
从图1分布频率来看, EST-SSR的基序类型出现

最多的为三核苷酸重复类型AAG/CTT, 占三核苷酸

重复基序总数的35.95%, 占总EST-SSR的22.90%; 其

表1   茄子SSR多态性分析材料基本信息

Table 1   List of accessions used in assessing the level of SSR in Solanumm elongena L.
序号

Serial Number
编号

Number
果形

Shape
果色

Color

  1 QZ1 Middle-long cylinder Red
  2 QZ2 Long cylinder Red

  3 QZ3 Line Red

  4 QZ4 Line Carmine

  5 QZ5 Line Fuchsia 

  6 QZ6 Short cylinder Carmine

  7 QZ7 Short cylinder Fuchsia 

  8 QZ8 Short cylinder Dark purple

  9 QZ9 Short cylinder Red

10 QZ10 Strip Fuchsia

11 QZ11 Strip Fuchsia 

12 QZ12 Strip Fuchsia 

13 QZ13 Strip Bright purple

14 QZ14 Strip Bright purple

15 QZ15 Strip Fuchsia

16 QZ16 Strip Fuchsia

17 QZ17 Line Fuchsia

18 QZ18 Line Fuchsia 

19 QZ19 Strip Bright purple

20 QZ20 Strip Purple

21 QZ21 Long cylinder Dark purple

22 QZ22 Long cylinder Dark purple

23 QZ23 Short cylinder Bright purple

24 QZ24 Middle-long cylinder Bright purple

25 QZ25 Middle-long cylinder Fuchsia 

26 QZ26 Middle-long cylinder Fuchsia 

27 QZ27 Short cylinder Dark purple

28 QZ28 Long cylinder Dark purple
29 QZ29 Long cylinder Dark purple
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次是三核苷酸重复类型AAC/GTT, 占三核苷酸重复

基序总数的22%, 占总EST-SSR的14%; 随后是二核

苷酸重复类型AT/AT, 占二核苷酸重复基序总数的

57%, 占总EST-SSR的13%; 四核苷酸、五核苷酸和

六核苷酸重复基序分布较为分散, 出现的频率较低。

2.3   茄子转录组EST-SSR引物设计与筛选

利用Primer 3.0对含SSR位点的3 438条Unigene
序列进行引物设计, 随机选择其中20 bp以上SSR序
列的100对引物进行合成, 包括二核苷酸、三核苷酸、

四核苷酸、五核苷酸及六核苷酸重复基序的SSR位
点, 对一个茄子品种‘QZ1’ DNA进行扩增以验证其

有效性。结果显示, 在100对茄子EST-SSR引物中有

92对引物实现有效扩增, 有效扩增达到92%。

2.4   多态性分析 
从92对有效扩增引物中随机选取30对EST-SSR

引物对29份茄子进行扩增及多态性评价。结果显示, 
30对引物均存在多态性差异(表3), 每对引物产生的

条带数在1~6, 共得到126条带, 其中多态性片段104
个, 每对引物平均产生3.5个多态性片段。图2为引

物Q10和Q19的扩增情况。通过UPGMA法进行聚类

分析, 对供试的茄子种质资源构建亲缘关系树状聚

类图(图3), 在遗传距离0.75处, 供试的29份不同的茄

子材料被划分为两大类。这表明, 不同的茄子品种

可能至少有一些共同的遗传基础。第一大类包含20
份材料, 果形主要为长筒、中长筒、短筒、线形和

长条; 颜色主要为绛红色、脂红色、黑紫色、鲜紫

表2   茄子EST-SSR的类型、数量及分布频率

Table 2   Type, number and frequency of EST-SSRs in Solanumm elongena L.
重复基

序长度

Repeat 
motif 
length

重复次数 
Repeat number

总计

Total
比例/%
Ratio /%

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Di 0 0 447 244 123 107 68 40 37 23 25 156 1 270 22.83

Tri 0 1 646 729 381 187 168 71 73 58 39 41 153 3 546 63.75

Tetra 179 51 13 6 2 1 1 0 1 0 0 1 255 4.58

Penta 53 10 1 2 0 0 1 0 0 0 0 2 69 1.24

Hexa 229 94 36 23 10 9 6 6 4 0 1 4 422 7.59

Total 461 1 801 1 226 656 322 285 147 119 100 62 67 316 5 562    100

Ratio /% 8.29 32.38 22.04 11.79 5.79 5.12 2.64 2.14 1.80 1.11 1.20 5.68 100

图1   茄子转录中不同微卫星重复基序(motif)出现的频率图

Fig. 1   Occurrence frequency of different microsatellites motifs of Solanumm elongena L.
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色和紫色。第二大类包含9份材料, 果形主要为长筒、

中长筒、短筒、和长条; 颜色主要为黑紫色、鲜紫

色和紫色。

3   讨论
随着植物功能基因研究的迅速发展, 公共数

据库中的EST呈指数增长趋势。通过寻找EST序列

SSR位点来开发新的EST-SSR标记已成为一个研究

热点。EST-SSR标记是来自比较保守的转录区, 对
比根据基因组序列设计的SSR标记种间通用性更好, 
且费用低。EST-SSR标记在一些主要蔬菜作物中已

有一定的开发与应用, 如秋葵[13]、萝卜[14]、番茄[15]、

表3   茄子30对EST-SSR引物信息

Table 3   Information of 30 pairs of EST-SSR primers developed from Solanumm elongena L.
引物编号

Primer No.
引物

Primers
上游引物(5ʹ→3ʹ)
Forward primer (5ʹ→3ʹ)

下游引物(5ʹ→3ʹ)
Reverse primer (5ʹ→3ʹ)

SSR基序

SSR motif

1, 2 Q1 CAA GAG GGA GAT GGA GTT CG CAA TCT GTT GTT GCT GAT GAC A (ATA)14

3, 4 Q2 TCT TTG AAA CTC CTG CAC AAT G TGC TGC TCG AGA TGA TTC AC (TCT A)7

5, 6 Q3 CTC CTA GAG ACT CAT GCC CG GCT TTT TCT TTC ATC GGT GG (CTCCAC)5

7, 8 Q4 TGG GAA CAT TTA GAG ACA CCA TTC CAC AAG ACA CCC CTT TC (TTC)7

9, 10 Q5 AAA TTC TAC ACT CGA TCA AAT TAT 
TCA

TTT TGA AAC AAA AAT TGG AGC A (AT)22

11, 12 Q6 GCA TGG CTG CTT TAG GAA TC CTC GTT TAA AGG CGC TGA AG (AT)12

13, 14 Q7 CGG TGG GTT GGA TTA TGA CT GAA TCA TTC CAA AAA GGA AAG AAA (ATT)17

15, 16 Q8 GGG GAA TTT TTG GAG GAT TC GCC TTG CTT CCC ATT CAT TA (GA)10

17, 18 Q9 GGG CGT CTT GTA TCC TTG AA AAG CTT TGA AGG CAA AGG AA (CTT)25

19, 20 Q10 TCT CCA GAG AGC TGA TGC AA TTG CAG AGG TTG AAC AAT GC (CAA)9

21, 22 Q11 TTG ACT TTT GAC CCC AGT CC TCT CAC ACC CTA CCA AAA TAG GA (TG)7(TA)11

23, 24 Q12 ACC GCC GTC ATC ATC TAA AG GCC ATG AAT ACT TCC TCC GT (TTC)9

25, 26 Q13 TCG CAT GAC GAA AAT CTC AC GAC CGA TTC AAA TGC ACC TT (CT)15

27, 28 Q14 GCA GAC GGA TGC ATA ATC CT TGG ACA ATG TTG AAG AAT CCA (TG)9AA(AG)20

29, 30 Q15 GGT ACC GCG CTA AAC AAC AT TGA ATG GTT TCT GTA TTG GCA (TC)16

31, 32 Q16 CTC ACT CCC ACA CAC AGT CG ATC TGA CAT TCC GGC GTT AT (CT)9

33, 34 Q17 GTT TTG GTT GCC CTT TGT GT TTC AAT TTG TAA ACA CTA GTA CCA 
TCA

(ATA)13

35, 36 Q18 CCA TTG TAG AAC GAA ACG CA ACC ACA GCG ACC AAA AGA TT (AG)17

37, 38 Q19 GGT GTG TTG GCT TAG GCA GT TCT GAT TCT TGA GCA CAA TGG (TAT AT)7

39, 40 Q20 TGG GAA GAA GCT TCA CAA GG CAT GCT TAG CCA ACT CAC CA (AAG)27

41, 42 Q21 TGA TCT TTT TGG CGT ATA CAT ATT 
CT

TGC ATG ATT GCA TCA ATA ACA A (AC)20(AT)25

43, 44 Q22 TGG AGG AAG AGG AGA TGT CG TCT TGG TGG AAA ATG CAG TG (AAT)15

45, 46 Q23 CAA CAA GGG AGA TCT TGG GA ATG GTG GTG CAA TTG TGG TA (CAG)8

47, 48 Q24 CCG ATG GCT CCT ATG TCA AT GAG ACC GAA CCT CAT TTG GA (CAG CAA)5 TGG 
ATG ATG CAA CCT 
CCT CAA GCA CAA 
CCA CCG CAG TTT 
CAA CCT CAG CCT 
CAA CCT ACT TGG 
GGT (CAG)5

49, 50 Q25 AGT GCA TAT TTG ACG CAT CG CAG CCA TGT CCA TGC AAT AA (AG)13

51, 52 Q26 CTC TAT GCT GCT ACC GCC TC GCT TGA CTT CTC CCT CTC CC (AGA)11

53, 54 Q27 AAG CGA ACT ACT TGG CCT CA TCT GTC ATT GGC ACC ACC TA (CAT T)7

55, 56 Q28 TGA TAC CAT CGG TTT GGG TT GGC TTT ATG GGC TCG GTA AT (GAA)10

57, 58 Q29 ACG AGG CCC TGT CCT ATC TT CGT ACT AGA CCA CCC CGA GA (TTG)5A(TGT)5

59, 60 Q30 TCC GGG AGA ATT AGA CGA TG TTT TTA CGA GCA GCC TGG TT (GAT GAG)12
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黄瓜[16]、甘蓝[17]、南瓜[18]和辣椒[19]等。本研究在茄

子转录组测序基础上, 对茄子3 438条Unigene进行

搜索, 获得5 562个SSR位点, 出现频率为13.23%, 平
均分布距离为9.73 Kb。本研究中茄子转录组SSR
的出现频率高于印度南瓜(9.52%)[18]、辣椒(7.83%)
[19]等草本蔬菜植物, 但低于美洲南瓜(48.7%)[20]。而

EST-SSR的出现频率与物种、SSR搜索标准、SSR
开发工具和数据库的大小密切相关[21], 导致出现频

率差异可能是由不同物种本身存在差异、转录组测

序所采取的方法不同以及数据分析方法不同等因素

引起[22]。

多数植物的EST-SSR以二、三核苷酸重复类型

为主, 本研究中茄子亦是以三核苷酸序列和二核苷

酸序列重复出现频率占优势, 分别有3 546个和1 270
个, 分别占总SSR的63.75%和22.83%, 四核苷酸、五

核苷酸和六核苷酸重复类型数量较少。研究发现, 

A: 引物Q10在29份茄子材料中的多态性, 品种编号名称见表1; B: 引物Q19在29份茄子材料中的多态性, 品种编号名称见表1。
A: polymorphisms showed in 29 Solanumm elongena L. germplasms by primer Q10. Code names are shown in Table 1; B: polymorphisms showed in 
29 Solanumm elongena L. germplasms by primer Q19. Code names are shown in Table 1.

图2   引物Q10和引物Q19在29份茄子材料中的多态性

Fig.2   Polymorphisms showed in 29 Solanumm elongena L. germplasms by primer Q10 and Q19

品种编号名称见表1。
Code names are shown in Table 1.

图3   供试茄子材料的UPGMA聚类图 
Fig.3   Cluster diagram for Solanumm elongena L. tested by UPGMA method
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二核苷酸和三核苷酸重复是常见的[23-24]。对于二核

苷酸重复, AG/CT所占比例最大, 对于三核苷酸重复, 
AAG/CTT所占比例最大。已报道开发的茄子SSR分
子标记研究中三核苷酸重复基序也是以AAG/CTT
为优势重复单元[25]。在核苷酸重复类型中, A/T是最

丰富的重复基序, 这可能与碱基中的能量有关。与

GC键相比, AT键断裂所需的能量较少, 因此AT更容

易发生波动。利用Primer 3.0对含SSR位点的3 438
条Unigene序列进行引物设计, 随机选择其中20 bp
以上SSR序列的100对标记进行合成, 92对引物实现

有效扩增, 占100对SSR引物的92%, 从有效扩增引

物随机选取30对引物就29份茄子进行扩增及多态性

评价, 30对均有多态性差异。在100对SSR引物中, 
有92对实现有效扩增, 说明基于转录组数据的茄子

SSR标记开发具有可靠性; 在100对SSR引物中, 有8
对不能有效扩增, 可能是EST片段发生变化或者退

火温度过高或过低导致的[26]。通过UPGMA作图, 供
试的29份不同的茄子材料被划分为2类。通过EST-
SSR标记能有效地将不同茄子材料的亲缘关系加以

区分。深入了解不同的茄子材料的遗传背景, 能够

更有针对性地选择亲本和搭配优势亲本, 从而提高

茄子遗传改良的效率。

综上所述, 本研究基于茄子转录组高通量测序

结果, 开发出的EST-SSR引物在茄子中具有较明显

的多态性, 可为茄子遗传多样性分析、遗传图谱构

建、品种鉴定与改良、功能基因挖掘、克隆及分子

标记辅助选择育种等研究奠定基础。
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