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美洲南瓜转录组SSR信息分析及其分子标记开发
朱海生  黄丽芳  王  彬  刘建汀  叶新如  陈敏氡  张前荣  林  珲  李永平*  温庆放*

(福建省农业科学院作物研究所, 福建省农业科学院蔬菜研究中心, 福建省蔬菜工程技术研究中心, 福州 350013)

摘要      该文对美洲南瓜(Cucurbita pepo L.)开展转录组测序分析, 共获得83 650条Unigene, 利用

MISA软件搜索1 Kb以上的15 356条Unigene, 共检测出7 478个SSR位点, 分布于5 786条Unigene中, 出现

频率为48.7%, 平均分布距离为4.08 Kb。优势重复基序为单核苷酸、二核苷酸和三核苷酸, 分别占总

SSR的47.90%、20.57%和22.36%。二核苷酸重复基序中以AG/CT为优势重复基序, 三核苷酸重复基序

以AAG/CTT为主。利用Primer 3.0共设计出5 786对SSR引物。从114对有效扩增引物中随机选择50对
引物, 对28个美洲南瓜种质进行多态性验证分析, 其中35对(占70%)引物表现稳定可重复的多态性。利

用UPGMA作图, 将28份供试材料分为2类。利用美洲南瓜转录组数据进行SSR标记开发能获得较高频

率的SSR位点, 且类型丰富, 为美洲南瓜遗传多样性分析和遗传图谱构建提供更丰富可靠的标记选择。
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Abstract       83 650 unigenes were obtained by transcriptome sequencing analysis from Cucurbita pepo L. 
in this study. 15 356 unigenes above 1 kilo base pairs were found by MISA software, and a total of 7 478 SSR locis 
were identified that were distributed in 5 786 unigenes. The frequency of these SSR locis was 48.7%, and the mean 
distribution distance of loci was 4.08 Kb. Mean while, the major repeat motifs were mononucleotide, dinucleotide 
and trinucleotide, which accounted for 47.90%, 20.57% and 22.36%, respectively. Furthermore, the AG/CT were the 
predominant dinucleotide repeat motifs, and the AAG/CTT were the predominant trinucleotide repeat motifs. 5 786 
pairs of SSR primers were designed by Primer 3.0, then 50 pairs of primers were randomly selected from 114 pairs of 
effective amplification primers for the polymorphism analysis of 28 Cucurbita pepo L. germplasms, and 35 out of 50 
SSR primers showed stable and reproducible polymorphism. According to the UPGMA mapping results, 28 Cucurbita 
pepo L. samples were divided into 2 categories. Using transcriptome data of Cucurbita pepo L. to develop SSR 
markers could obtain higher frequencies of SSR locis and the types of them were rich. It provides more abundant and 
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美洲南瓜(Cucurbita pepo L.), 又名西葫芦, 为
葫芦科(Cucurbitaceae)南瓜属一年生草本植物, 原产

美洲南部, 十九世纪中叶我国开始栽培[1]。美洲南瓜

味道鲜美, 营养丰富, 且具有很好的医疗保健功能, 
深受大众喜爱, 在我国大范围的种植, 现已成为仅次

于黄瓜的第二大瓜类蔬菜[2]。我国美洲南瓜育种发

展时间较短, 近几年各地才逐渐开始对美洲南瓜种

质资源进行收集和整理。由于缺乏大量的多态性分

子标记, 其遗传学和基因组学方面的研究比较滞后。

因此, 查清美洲南瓜种质资源的遗传背景、开展相

应的遗传学基础研究、定位重要经济性状是我国美

洲南瓜选育工作中首先需要解决的问题。

微卫星序列即简单重复序列(simple sequence 
repeat, SSR)分子标记, 广泛存在于真核和原核生物基

因组中[3]。因其位点特异、复等位、呈共显性以及

在基因组序列中分布广泛等优点, SSR已经成为最为

有用的分子标记之一[4], 在遗传多样性分析[5-6]、品种

鉴定[7-8]、遗传图谱建立[9-10]等方面都有应用。目前, 
美洲南瓜SSR报道非常少, 刘栓桃等[11]利用甜瓜25对
SSR引物对34份美洲南瓜进行分析; 王春蕾等[12]以

18种美洲南瓜为材料, 利用57对SSR引物进行分析; 
Rahim等[13]利用14对SSR引物检测伊朗26个美洲南瓜

地方品种的遗传多样性。现有的美洲南瓜SSR分子

标记数量远远不能满足美洲南瓜分子生物学研究的

需求, 因此, 大量开发SSR标记仍是目前美洲南瓜研

究的重要工作之一[14-15]。随着测序技术的飞速发展, 
相对于基因组测序更易于拼接的转录组研究在许多

生物中得到了广泛的应用[16-20]。基于转录组的SSR标
记较一般的分子标记具有信息量大和通用性好的优

势, 本文拟利用美洲南瓜转录组测序获得的数据进

行SSR标记搜索, 分析其分布及组成特征, 进行初步

可用性评价, 以期为美洲南瓜的品种鉴定、种质资源

多样性分析、核心种质建立和分子标记辅助育种奠

定基础。

1   材料与方法
1.1   转录组数据来源

美洲南瓜转录组数据来源于本课题组2016年
Illumina高通量深度测序结果。测序时采集4个低温

弱光处理的美洲南瓜叶片, 委托北京百迈客生物科

技有限公司采用Illumina HiSeqTM 2500 PE125系统进

行RNA-Seq转录组测序, 采用Trinity进行序列组装, 
得到83 650条Unigene, 作为分析数据。

1.2   材料及其DNA提取

用于SSR引物筛选和可用性评价的材料为福建

省农业科学院蔬菜研究中心收集保存的28份美洲南

瓜材料(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

使用MISA程序 (http://pgrc.ikp-gatersleben.de/
misa)进行SSR位点搜索, 以二至六核苷酸最少重复

次数分别为6、5、5、4和4次为标准进行搜索。用

Primer 3.0软件对SSR重复基序前后的序列进行引

物设计及评价, 每条SSR产生3条引物。引物序列长

度18~27 bp, GC含量40%~60%, 退火温度56~62 °C, 
上下游引物的Tm值相差≤2 °C, 预期扩增产物长度

100~280 bp; 且无二级结构和二聚体。

1.4   EST-SSR引物筛选

PCR反应体系为25 μL, 其中10 mmol/L dNTP 
1 μL, 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; 然后进行35个循环, 每个循环包括94 °C变
性30 s、58 °C退火30 s(退火温度因不同引物而异)、
72 °C延伸1 min、最后72 °C延伸7 min。PCR扩增产

物经电泳后观察拍照。

1.5   数据统计

S S R发生频率为 S S R的U n i g e n e数量与总

Unigene数量之比, SSR的出现频率为SSR的个数与

总Unigene的数量比, SSR平均分布距离为1 Kb以上

的Unigene的碱基数与SSR数量之比。采用人工读带

的方法, 将电泳图上可重复的清晰条带记为“1”, 同
一位置无带或不易分辨的弱带记为“0”, 建立原始数

据矩阵。利用软件DPS按UPGMA进行聚类绘图。

2   结果
2.1   美洲南瓜中SSR的分布及结构特点

美洲南瓜转录组经组装后共获得83 650条
Unigene(序列总长约60 408 531 bp), 用MISA软件对1 Kb

reliable marker selection for genetic diversity analysis and genetic map construction of Cucurbita pepo L.
Keywords       summer squash; transcriptome; simple sequence repeat; polymorphism
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以上的Unigene(15 356条, 序列全长为33 606 770 bp)进
行搜索, 发现其中5 786条Unigene序列中含有7 478
个SSR位点, 其中1 383条Unigene含有两个或两个以

上的EST-SSR位点。SSR发生频率(含SSR的Unigene
数与总Unigene数之比)为37.68%, 出现频率(检出

SSR个数与总Unigene数之比)为48.70%, 平均4.08 Kb
出现1个SSR。

美洲南瓜转录组SSR种类较为丰富, 各种重复

类型的出现频率有较大差异, SSR重复类型6种均

有, 即单核苷酸至六核苷酸重复, 另外还有复合SSR
类型, 其中单核苷酸、二核苷酸和三核苷酸重复出

现频率占优势, 分别占总SSR的47.90%、20.57%和

22.36%; 四核苷酸、五核苷酸和六核苷酸重复类型

数量较少, 分别占总数的1.85%、0.47%和0.33%, 复
合SSR占总数的6.53%。从重复次数看, 美洲南瓜转

录组SSR重复基序的重复次数分布在5~26次之间, 
其中5~10次的SSR共有4 362个, 占总数的62.41%; 其
次为11~20次的SSR, 共有2 493个, 占总数的35.67%; 
20次重复以上的仅有135个, 占1.93%(表2)。
2.2   美洲南瓜转录组中SSR基序重复类型和频率

特征

美洲南瓜转录组中7 478个SSR位点共含104种
重复基序, 单核苷酸至六核苷酸重复分别有2、4、
18、39、22和19种。从分布频率来看(表3), 以单

表1   美洲南瓜SSR多态性分析材料

Table 1   List of accessions used in assessing the level of SSR in the species summer squash
序号

Serial number
编号

Number
颜色

Color
序号

Serial number
编号

Number
颜色

Color
1 XHL1 Dark green 15 XHL15 Light green
2 XHL2 Light green 16 XHL16 Light green
3 XHL3 Light green 17 XHL17 Green
4 XHL4 Light green 18 XHL18 White
5 XHL5 Green 19 XHL19 White
6 XHL6 Green 20 XHL20 White
7 XHL7 Green 21 XHL21 Light yellow
8 XHL8 Blackish green 22 XHL22 Golden yellow
9 XHL9 Blackish green 23 XHL23 Yellow
10 XHL10 Dark green 24 XHL24 Golden yellow
11 XHL11 Dark green 25 XHL25 Yellow
12 XHL12 Light green 26 XHL26 Light yellow
13 XHL13 Green 27 XHL27 Yellow
14 XHL14 Green 28 XHL28 Golden yellow

表2   美洲南瓜EST-SSR的类型、数量与分布频率

Table 2   Type, number and frequency of EST-SSRs in summer squash
重复基序长度 重复次数(Repeat number) 总计 比例(%)
Repeat motif length 5 6 7 8 9 10 11~20 >20 Total Ratio (%)
Mono 0 0 0 0 0 1 062 2 385 135 3 582 47.90 
Di 0 440 307 261 239 187 104 0 1 538 20.57 
Tri 877 508 270 15 1 0 1 0 1 672 22.36 
Tetra 106 27 3 2 0 0 0 0 138 1.85 
Penta 28 5 1 0 0 0 1 0 35 0.47 
Hexa 12 7 2 2 0 0 2 0 25 0.33 
Compound 0 0 0 0 0 0 0 0 488 6.53 
Total 1 023 987 583 280 240 1 249 2 493 135 7 478 100
Ratio (%) 14.64 14.12 8.34 4.01 3.43 17.87 35.67 1.93 100 　
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核苷酸重复类型A/T出现最多, 占总SSR的47.29%, 
占单核苷酸重复基序的总数的98.72%。其次是二

核苷酸重复类型AG/CT, 占总SSR的13.21%, 占二

核苷酸总数的64.24%。此外, 三核苷酸重复基序中

以AAG/CTT占优势, 占总SSR的6.19%, 占三核苷

酸总数的27.69%; 四核苷酸、五核苷酸、六核苷酸

重复基序及复合SSR分布较为分散, 出现的频率较

低。

2.3   美洲南瓜转录组SSR引物设计与筛选

利用Primer3.0对含SSR位点的5 786条Unigene
序列进行引物设计, 共设计出引物7 958对。随机选

择其中20 bp以上SSR序列的150对标记进行合成, 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, 对美洲南瓜‘XHL1’ 
DNA进行SSR-PCR扩增以验证其有效性。结果表明, 
114对引物实现有效扩增, 占150对SSR引物的76%。

表3   美洲南瓜转录组中不同微卫星重复基序出现的频率

Table 3   Occurrence frequency of different microsatellites motifs of summer squash
重复基序类型 重复基序 数量 比例(%)
Repeat type Repeat motif Number Ratio (%)
Mono A/T 3 536 47.29 

C/G 46 0.62 
Di AC/GT 136 1.82

AG/CT 988 13.21 
AT/TA 412 5.51 
CG/GC 2 0.03 

Tri AAC/GTT 52 0.70 
AAG/CTT 463 6.19 
AAT/ATT 111 1.49 
ACA/TGT 22 0.29 
ACC/GGT 58 0.78 
ACG/CGT 50 0.67 
ACT/AGT 43 0.57 
AGA/TCT 171 2.29 
AGC/GCT 103 1.37 
AGG/CCT 120 1.61 
ATA/TAT 41 0.55 
ATC/GAT 55 0.74 
ATG/CAT 39 0.52 
CAC/GTG 27 0.36 
CAG/CTG 105 0.67 
CCG/CGG 110 2.21
CGC/GCG 41 0.55 
CTC/GAG 61 0.82 

Tetra AAAC/GTTT 6 0.08 
AAAT/ATTT 20 0.26 
TTTC/GAAA 6 0.08 
AACA/TGTT, AAGA/TCTT, AAGG/CCTT, AATA/TATT, ACAT/ATGT, AGGG/
CCCT, ATGG/CCAT, ATTC/GAAT, CAAC/GTTG, CAGA/TCTG, CATC/GATG, 
CCAA/TTGG, CTGC/GCAG, GTGA/TCAC, TCCA/TGGA, TGAA/TTCA, AAAG/
CATA, AACG/CATG, AATC/CTCA, AATT/CTCG, ACCA/CTGG,  ACGA/CTTG, 
ACTG/GAAG, AGAA/GAGG, AGAC/GGAG, AGGA/GAGC, ACAGGC/GATA, 
AGGT/GGAC, ATAA/GGCA, ATAG/GGTC, ATCA/GTTA, ATCC/TCAA, ATGC/
TGTC, CACT/TTCC, CATT/TTGC, TTGT/TTGT

106 1.42 
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在114对有效扩增引物中, 103对(90.35%)PCR扩增产

物与预期大小相符, 有11对(9.65%)扩增产物长度超

过预期。

2.4   多态性分析

从114对有效扩增引物中随机选取50对EST-
SSR引物对28份美洲南瓜进行扩增及多态性评价。

表4   35对美洲南瓜SSR引物信息

Table 4   Information of 35 pairs of primers developed from summer squash
引物编号 

Primer No.
引物序列(5′→3′)
Primer sequence (5′→3′)

SSR基序

SSR motif
产物(bp)
Length (bp)

XH1 F: CTT GCC AAA ACA AAG CAA CA R: GTG TAC CAC CCG ACA ATC CT (TA)9 255

XH2 F: GAA GCA GAG GAC CAG TCA GC R: GCG TTT GCT GCC ATT ATT TT (AC)9 216

XH3 F: TCT TCC TTC CTC CAA TTC CC R: TCT TTG TCC GGA GAA GTT GC (TC)9 278

XH4 F: TCA ACC CCT TCA CTC TCA CC R: CGC TCC CTC ATA GTC CGT TA (AT)10 241

XH5 F: GGA TAC CAG ACA CCT ACC GC R: AGC AAC TGT GAA ACT GGG CT (CAT)7 174

XH6 F: CTA AAC CCA AAC CTA CCC GC R: CCA CAC AAG GAA AGG GTC AC (CTCTT)6 226

XH7 F: AAG GCT GCT GGT GAA TGA GT R: TTC CCA CCT GGG TGT TGT AT (AG)9 180

XH8 F: ATC AGC AGT AGA GGC GTC GT R: TGA TTT TGC AGC GTT GAT TC (CGG)7 273

XH9 F: ACT TTC AGT TGG TGG GGA GA R: GAA GAA CCC CAA GAG ATG GA (GTTG)6 199

XH10 F: TCT GTC CGG AAA GTT CAA CC R: TCG TTT TCA TCT TCA GCA CG (GCG)7 234

XH11 F: GAT GAT GAT GAC ATG CCT GG R: ATC AAC CAT CAA TCC CCA AA (GATCC)5 147

XH12 F: CAG CAG CAG AAC ATC AGG AA R: CCC CAC AAC AAA ACC AGA AT (TGGCT)5 275

XH13 F: TTC ATT CAA GGA GAC GGG AC R: ACC ATT GTT TCC TCG TTC CA (TCG)7 218

XH14 F: ATC AAG GGA GGA TGT GTT GG
R: GGT GAC AGT AAC AGA GGC 
AGC

(CTGC)5 245

XH15 F: TCA ACC CCA CCC TAC AAT ACA R: TAA GAG ATC CGA ACC GTT GC (TA)10 179

XH16 F: ACA CGG GAA TCT CGA ATC AG R: TGG GGT TTT CTC CAT TTT CA (AGA)6 276

XH17 F: GTT CAT CCA CAG CCA GGA AT R: GAA GAA AAT GGG TGC CTG AA (AGGG)6 226

XH18 F: GCC TCC TTC AAT GGA ATC AA R: CTG TTT TTC GGG TTC TCC TG (TTA)7 278

XH19 F: GGA CGA ATT CTT CTC CGT CA R: CCC TAG AAA TCC CTT AGC CG (ACAGAA)6 139

XH20 F: CGA ACT CGG AGA AGA AGT CG R: ACT GCT CAG CAA TTT CAG CA (TGC)7 144

XH21 F: GCA GCC AAT TCA ACC AGT TT R: GGA AAG AAT GCG TCG GTA AA (ACA)7 246

XH22 F: GGG AGT TTG AGA AGG CAT CA R: CTT TCG TGT TCG ATG CGA TA (ACAAAC)5 189

XH23 F: GAT GAG AGC GCA GGA AAA AC R: TCA TCA TTT TCA GTG GCG AA (CT)10 229

XH24 F: AGC TGC ATC ATA GCA CCT CA R: GCT TCC CCA CAT GTT CTG TT (ATTAT)5 209

XH25 F: GAA TTG GAA TTG GCA TGC TT R: TGA GTG TCC CAA GGG GTT TA (TCTG)5 238

XH26 F: CTC GGC CAC ATA AAC CCT TA R: CTT GTG GTG GGA TAC CCT TG (TTTTAC)6 242

XH27 F: TACA CGA TGG AGC GAG TCA G R: GAT TTG CAG AAG CAG AAG GC (CA)7A(TC)6 241

XH28 F: TAG AGG AGG CAG GAG GTC AA R: ATG CAA TGA AGC CAA CAT CA (GAAT)6 219

XH29
F: TTC CCA ACT GAC CTA GGA TAT 
GA

R: CAA TTT GCT CAA GCG TTC AA (TA)9 239

XH30 F: TTC ACA CCA TAA TGC CGA AA R: ACC CCG CAA TAC TCA CTC AC (AG)7 201

XH31 F: TGG CAT TCA AAG CAA CAA AG R: GCA TCA GAT ATC AAC GGC CT (AGGC)5 147

XH32 F: TAA CCT ACA AAA CCA CCG CC R: TTC ACG TTG GTT ACT GCT GC (CGGTCT)12 213

XH33 F: CAG TTC CCT TCG TTG AGT GC R: ATT CTG TCC ATT CCG GTG AA (TTA)7 280

XH34 F: CCA AAG AAG CAA CCA AGC TC R: TAT TTG GCC TCA CAC CAC AA (AT)10 159

XH35 F: AGC GGG AGA AAC CTT AGA GC R: CAA TGG CTT CCA CCT CTT GT (GCT)7 239
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其中, 35对引物存在多态性差异(表4), 占有效扩增

引物的70%。每对引物产生的条带数在1~4之间, 共
得到91条条带, 其中多态性片段72个, 每对引物平均

产生2.06个多态性片段。图1为引物XH4的扩增情

况。

利用35对多态性SSR引物对28份美洲南瓜材料

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

图1   引物XH4在28个美洲南瓜材料中的多态性

Fig.1   Polymorphisms showed in 28 summer squash germplasms by primer XH4

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

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

图2   供试美洲南瓜材料的UPGMA聚类图

Fig.2   Cluster diagram for summer squash tested by UPGMA method
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进行聚类分析, 在遗传距离0.55处, 供试材料被分成

两大类(图2)。第一类包含20份材料, 瓜皮颜色主要

为绿色、深绿色、墨绿色、浅绿色和白色, 以遗传

距离0.50为阈值, 该类被分为两小类, 第一小类有15
份材料, 瓜皮颜色主要为绿色、深绿色、墨绿色和

浅绿色, 第二小类有5份材料, 3份白色、1份绿色和1
份浅绿色材料聚在该类。第二类包含8份材料, 瓜皮

颜色主要为黄色、金黄色和浅黄色。聚类结果中美

洲南瓜群体的划分与果实颜色比较相关, 与起源和

地理分布关系不大。

3   讨论
由于高通量技术的发展和其成本优势, 测序数

据几乎涵盖了特定组织和特定时期的所有转录本, 特
别是那些缺乏基因组信息的物种, 其转录组学的研究

越来越广泛。基于转录组建立的标记得到了广泛的

应用。本研究在美洲南瓜转录组测序基础上, 对美

洲南瓜15 356条Unigene进行搜索, 得到5 786个SSR位
点, 出现频率为48.70%, 高于印度南瓜(9.52%)[17]、丝

瓜(14.97%)[16]、萝卜(23.79%)[21]、辣椒(7.83%)[22]等

草本蔬菜植物, 也高于刺梨(20.37%)[18]、蓝靛果忍

冬(32.51%)[19]、柑橘(21.74%)[23]等木本果树。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[24]。本研究中较高的

出现频率很可能是仅对大于1 Kb的Unigene进行分

析的结果, 与芙蓉李[25]相似。

多数植物的EST-SSR以二、三核苷酸重复类

型为主, 而主导重复基序因在不同物种间会存在差

异[24]。美洲南瓜以单核苷酸重复(47.90%)为主, 其
次是三(22.36%)、二(20.57%)核苷酸重复, 四、五和

六核苷酸重复所占比例小。美洲南瓜单核苷酸重复

以A/T为主, 与柑橘[23]、芙蓉李[25]一致, 真核生物基

因存在Poly(A)和Poly(T)结构, 因此该种类单核苷酸

重复不能算作SSR重复序列, 不能用于在SSR引物开

发[26-27]。二核苷酸重复中AG/CT占二核苷酸总数的

64.24%, 为数最多, 与芝麻[28]、草莓[29] 、印度南瓜[17]、

刺梨[18]、蓝靛果忍冬[19]多数植物相同。在双子叶植

物中AAG/CTT是常见基序[30-31], 美洲南瓜三核苷酸

重复基序中同样是以AAG/CTT占优势。

随机选择18~25 bp的SSR引物150对进行验证, 
其中114对(76%)引物能扩增出理想的PCR产物, 引
物扩增失败可能是由于存在大的内含子, 在启动位

点引起SNPS/InDel变异, 进而阻碍引物与目标DNA
的结合, 也可能是由组装错误引起[32]。从114对引

物中随机选取50对EST-SSR引物进行多态性评价, 
其中35对引物存在多态性差异, 占有效扩增引物的

70%, 低于草莓(85.71%)[29]、丝瓜(73.33%)[16], 高于

刺梨(52.17%)[18]、野三七(50%)[33], 说明美洲南瓜

EST序列中的SSR位点较多, 引物扩增效率较高。不

同物种引物多态性的高低与供试材料数量和多样性

有关[20]。利用这35对多态性SSR引物对28份美洲

南瓜材料进行聚类分析, 28份美洲南瓜材料被分为

2大类, 并可以进一步进行细分, 聚类分析结果能将

不同皮色的美洲南瓜种质区别出来, 这与前人的研

究较为一致[34-35], 比较准确地反映了28份美洲南瓜

材料之间的差异。

本研究结果表明, 利用美洲南瓜转录组数据开

发出的SSR标记可用性较高, 为美洲南瓜种质资源

遗传多样性分析、遗传图谱构建、基因定位与克隆

及分子标记辅助育种等奠定了基础。
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