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海带转录组 SSR 序列特征及其相关基因功能分析 
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摘要: 对海带(Saccharina japonica)转录组测序数据进行分析, 从 70 497 条 Unigenes 中共检测到 9 237 个

简单序列重复(SSR)位点, 并对包含 SSR 序列的 Unigenes 进行功能注释。海带转录组中 SSR 的类型十

分丰富, 其中单核苷酸和三核苷酸重复 SSR 的数量最多, 分别占 SSR 总数的 40.9%和 39.4%, 其次为

四核苷酸、二核苷酸、五核苷酸和六核苷酸重复, 分别占 SSR 总数的 9.8%, 6.1%, 3.1%和 0.7%。SSR

重复单元类型共有 147 种, 其重复次数的范围为 5~70 次。功能注释发现约 50%含有 SSR 的 Unigenes

获得了注释信息, 并且大多数与已知蛋白有同源性。COG、GO 功能分类结果均表明, 大量含有 SSR

序列的基因与多种生物功能有关, 其中与碳水化合物代谢及参与细胞组成相关的基因数量最多。本研

究结果为深入开发功能性 SSR 标记奠定基础, 也为开展海带分子标记辅助选育提供支持。  
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海带(Saccharina japonica)是中国重要的养殖海

藻之一, 广泛应用于食品、医药、化工等领域。全球

海带养殖主要集中在中国、日本和韩国。中国作为

海带养殖大国, 年产海带近 500 万 t, 占全球海带产

量的 86%左右[1]。海带的重要性状均为典型的数量性

状[2], 其遗传机制十分复杂。海带重要性状的分子遗

传解析有赖于有效的分子标记的开发。近年来, 许多

研究应用 AFLP、RAPD、SSR 等分子标记, 对海带

进行种群遗传、数量性状作图等研究[2-6]。 

相比于显性标记 , 共显性的简单序列重复

(Simple sequence repeat, SSR)标记(也称为微卫星标

记)具有共显性、多等位, 变异高等优点, 在基因组中

分布广泛, 常被应用于群体遗传分析、遗传连锁图谱

构建、QTL 作图等研究[7]。海带中运用 SSR 标记进

行遗传研究的报道较少。Liu等[8]通过 EST数据开发

了 15 个海带 EST-SSR 并成功应用到 QTL 作图和海

带群体遗传多样性分析中。由于受全基因组序列信

息缺乏的限制, 海带中尚未开展高通量 SSR 标记的

开发, 海带中开发的可用 SSR标记还十分有限[8-11]。

因此, 开发更多可用的 SSR 标记对海带的遗传研究

具有重要意义。以往常用富集文库法和从数据库中

已知的 EST 序列开发 SSR, 但这些方法均耗时、费

力, 且效率低。高通量测序的不断增加为 SSR 的开

发提供了丰富资源, 如转录组和基因组的测序数据。

SSR 根据其开发来源的不同可以分为: 基因组 SSR 

(genomic SSR)和转录组 SSR(genic SSR)。基因组 SSR

常比转录组 SSR 更易呈现出多态性, 而转录组 SSR

比基因组的 SSR更易与表型性状相关联[12]。 

本文基于海带转录组数据, 对其 SSR 的组成和

分布特征进行分析, 并对含有 SSR 序列的 Unigenes

进行功能注释与分类, 为从海带中开发具有功能的

SSR 标记并应用于数量性状遗传解析及分子标记辅

助选育提供有利资源。 

1  材料与方法 

1.1  海带转录组中 SSR 序列的分析 

实验数据来源于本实验室分别对黑暗处理和蓝

光诱导下海带幼孢子体的转录组测序数据[13]。使用
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MISA 脚本工具(http: //pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/)

对两个转录组一共得到的 70 497条非冗余 Unigenes 

(总长度为 37 895 389 bp)进行了 SSR序列的筛选。

筛选条件为单核苷酸重复次数至少 15 次, 二核苷酸

重复次数至少 8 次, 三核苷酸重复次数至少 6 次, 

四、五、六核苷酸重复次数至少 5 次, 复合型 SSR

的中间间隔小于 10 bp。利用 Primer3 version 4.0(http: // 

frodo.wi.mit.edu/primer3)对 SSR进行引物设计。 

1.2  含有 SSR 序列的 Unigene 的功能分析 

使用 Blastall 程序分别将含有 SSR 序列的

Unigene比对到 Nr蛋白数据库、Swiss-Prot数据库、

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 
数据库和 Cluster of Orthologous Groups (COG) 数据

库(E-value <1e-5)。使用 Blast2go 和 WEGO软件分

别对 Unigenes进行 Gene ontology (GO) 注释信息分

析和功能分类[14-15]。含有单核苷酸序列的 Unigenes

未进行功能分析。 

2  结果 

2.1  SSR 序列的分布 

利用 MISA 脚本工具在海带转录组 70 497 条

Unigenes 中检测到 9 237 个 SSR 位点。在检测的

Unigenes中包含 SSR的 Unigenes共 7 725条, 其中

1 238条包含 2个或 2个以上的 SSR位点。在检测到

的 SSR位点中, 185个位点以复合形式存在。海带转

录组中 SSR 的平均分布频率为每 4.1 kbp 一个 SSR

位点。SSR类型分析显示其类型十分丰富, 且各种类

型分布频率不均衡。单核苷酸和三核苷酸重复的 SSR

类型数量最多、所占比例最大 , 分别为 3 781 个

(40.9%)和 3 642个(39.4%), 共占 SSR总数的 80.3%。

而二、四、五和六核苷酸重复类型共占 SSR 总数的

19.7%, 其数目和所占的比例分别为 568(6.1%)、

901(9.8%)、282(3.1%)、63(0.7%)。 

一个 SSR 位点的重复次数是可变的 , 这也是

SSR呈现多态的主要原因。由于筛选条件的原因, 海带

转录组 SSR最小重复次数为 5, 最大的重复次数为 70, 

重复 6 次的 SSR位点最多, 占总数的 20.6%(1 901 个) 

(图 1)。以二、四、五和六核苷酸为重复单元的 SSR

重复次数主要集中在 5~14次。长度超过 20 bp的 SSR

序列共 3 032个。二、四、五和六核苷酸重复单元的

最大重复次数分别为 70(GA)、40(ACA)、44(TAGA)、

13(AAGCA)和 10(CATCAC)。 

2.2  SSR 重复单元类型 

本研究中, 海带转录组 SSR 重复单元的类型共

有 147, 其中将互补的序列归为一种类型。拥有重复

单元类型最多的是五核苷酸重复(64种, 图 2)。二核

苷酸最丰富的重复单元类型为 AG/CT 型(53%), 而

CG/GC 类型最少, 在二核苷酸重复类型总数中所占比

例不足 1%(图 3)。在三核苷酸重复单元中, AGC/CTG

重复所占比例高达 46%, 其次为 ACC/GGT(14%) 

(图 3)。四核苷酸、五核苷酸和六核苷酸重复单元类

型较多, 所占比例较低, 有的类型仅出现 1次。除单

核苷酸重复外, 在所有重复单元类型中出现频率最

多的是 AGC/CTG。 

 

图 1  海带转录组不同重复次数的 SSR数量变化 

Fig. 1  Variations in SSR for different repeat times in the Saccharina japonica transcriptome 
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图 2  海带转录组不同核苷酸类型 SSR含有的重复单元类

型数目 

Fig. 2  Number of repeat motif types in different SSR types 
in the Saccharina japonica transcriptome 

 

2.3  SSR 相关 Unigene 的功能注释与分类 

为了解所获得的 SSR 序列可能的生物学功能, 

我们对含有 SSR序列的 Unigene (共 4 728条)进行了

功能注释分析(单核苷酸除外)。同源比对分析结果表

明 2 240条(47.4%), 1 835条(38.8%), 1 384条(29.3%)

和 1 072条(22.7%)Unigenes分别与 Nr、Swissport、

KEGG 和 COG 数据库中的已知序列具有高度同源性, 

其中 2 842个 SSR 位于的 2 366 条(50.0%)Unigenes

与至少一个数据库的蛋白序列具有高度同源性。大

部分 Unigenes与已知蛋白具有同源性, 464条与假定

蛋白或未知蛋白具有较高同源性。 

 

图 3  海带转录组中二核苷酸和三核苷酸 SSR的不同重复单元的比例 

Fig. 3  Proportion of different motifs in dinucleotide and thrinucleotide SSRs of the Saccharina japonica transcriptome 
 

通过COG功能分类对这些注释的Unigenes进行功

能归类。3 967条 Unigene共归为 24类(A: RNA加工

和修饰; B: 染色质结构和动态; C: 能量生产和转换; 

D: 细胞周期调控, 细胞分裂, 染色体分裂; E: 氨基酸

运输和代谢; F: 核苷酸运输和代谢; G: 碳水化合物

运输和代谢; H: 辅酶运输和代谢; I: 脂质运输和代谢; 

J: 翻译, 核糖体结构和生物合成; K: 转录; L: 复制, 重

组和修复; M: 细胞壁/膜/胞外被膜; N: 细胞运动; O: 翻

译后修饰, 蛋白质折叠, 分子伴侣; P: 无机盐运输和

代谢; Q: 次生代谢物的生物合成, 运输和分解代谢; 

R: 一般功能预测; S: 未知功能; T: 信号转导机制; 

U: 细胞内运输, 分泌和膜泡运输; V: 防御机制; W: 细

胞外结构; Z: 细胞骨架)(图 4), 其中“一般功能预测”

是最大一类(占 COG 注释的 Unigene 总数的 12.0%), 

其次是“碳水化合物运输和代谢”(9.3%)和“细胞壁

/膜/胞外被膜”(9.2%); “细胞外结构”(0.2%)是最小的

一类(图 4)。可以看出含有 SSR序列的这些基因功能丰

富多样。GO分类分析将 3 366个 Unigenes分到 3大

类(生物学过程, 细胞组成, 分子功能)的 31 个功能

类群中(图 5)。其中,  “细胞”、“细胞组分”、 “催化

活性”以及 “代谢过程”是最大的几个功能类群。 

 

图 4  海带转录组包含 SSR序列的Unigene COG功能分类 

Fig. 4  COG functional classification of the unigenes containing 
SSR in the transcriptome of Saccharina japonica 

 

3  讨论 

3.1  海带转录组 SSR 序列特征 

基于已知序列开发 SSR标记是 SSR标记开发最



 

4 海洋科学  / 2016年  / 第 40卷  / 第 11期 

直接的、快捷的方法。目前已有多个物种通过对转

录组数据的分析获得了大量的 SSR 标记[16-18]。我们

的研究发现海带转录组中 SSR标记资源也十分丰富, 

在 70 497条 Unigenes中共检测出 9 237个 SSR位点, 

包含各种核苷酸重复类型。在检测的 SSR类型中, 单

核苷酸重复类型是最多的, 但是由于转录组与基因

组不同, 许多单核苷酸重复是由 RNA 聚合酶添加的

polyA 结构, 而不是存在于基因组 DNA 中的 SSR, 

因此, 在做后续分析的时候并未对单核苷酸重复进

行分析[19]。除了单核苷酸重复的 SSR 外, 最丰富的

重复类型是三核苷酸重复, 这与 Zhang等人[11]的研究

结果一致。与高等植物相似, 海带中 AT/TA重复是二

碱基中较丰富的重复单元, 而 CG/GC 是最少的[7]。

SSR 重复次数的不同是引发其长度多态性的主要原

因, 其突变机制主要有 DNA聚合酶滑移错配、不平

等重组、错配和逆转录转座[7]。而且 SSR 重复次数

越多通常多态性也越高 [20]。海带转录组中发现的

SSR 序列的重复次数较高, 最多重复次数为 70。因

此, 我们认为这些 SSR 具有高多态的潜力, 可在种

群遗传多样性和种群结构研究中发挥重要作用。 
 

 

图 5  海带转录组包含 SSR序列的 Unigene GO功能分类 

Fig. 5  GO functional classification of the unigenes containing SSR in the transcriptome of Saccharina japonica 
 

3.2  海带 SSR 序列相关功能分析 
海带转录组中 SSR序列所在 Unigenes的功能注

释结果表明, 约 50%的含有 SSR的 Unigenes具有注

释信息, 并且大多数与已知蛋白具有高度同源性。

COG、GO功能分类结果均表明, 大量的 SSR序列分

布在与碳水化合物代谢及细胞组成相关的基因中。

其中一些基因可能与海带中重要的多糖, 甘露醇、褐

藻胶和岩藻多糖的合成积累相关, 因为它们分别是

海带中重要的储存多糖及细胞壁组成成分[21]。我们

选取了含有 SSR 的几个参与淀粉和蔗糖代谢、三羧

酸循环、丙酮酸代谢、果糖和甘露糖代谢的重要基

因进行了引物设计(表 1), 以便于后续应用研究。分

布于这些基因中的 SSR 变异可能会与海带中这些多

糖的合成和积累有关。并且碳水化合物代谢作为基

础能量代谢, 与海带其他性状形成也相关。因此, 研

究这些功能性 SSR 标记可为海带中相关多糖积累及

细胞壁形成研究提供支撑, 也为将来海带的分子标

记辅助选育提供依据。 

4  结论 

利用已知的海带转录组数据开发海带 SSR 标记

是较为直接、快捷的方法。海带转录组中的 SSR 类

型丰富且重复次数较高 , 具有较高的多态性潜能 , 

是开发新的 SSR 标记的重要资源。海带转录组中大

量含有 SSR 序列的基因参与多种生物功能, 其中参

与基础的碳水化合物代谢的基因最多, 这些功能性

SSR标记更易于进行性状关联研究。因此, 本研究为

进一步开发海带 SSR 标记奠定了基础, 对于后续海

带遗传资源评价、遗传图谱绘制、分子标记辅助选

育等研究具有重要意义。 
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表 1  海带中参与多糖代谢部分基因相关 SSR 及引物 
Tab. 1  SSR in the genes involved in carbohydrate metabolism and primer information in Saccharian japonica 

功能 序列 基因名称 SSR类型 Primer (5′~3′) 
退火温度 

( )℃  

Unigene21955 海藻糖-6-磷酸酯酶 (AG)10 F: GCAGTCTGCCTCAAAACCTC 
R: CGGACTGCTTTTCGAATGTT 

60 淀粉和蔗糖

代谢 

Unigene28048 海藻糖-6-磷酸酯酶 (GAG)6 F: CTCACTTCTCCGTTTCCGTC 
R: CCGAGTGCTTGGATCAGAA 

59 

Unigene23004 苹果酸脱氢酶 (CCCGA)6 F: GCTCGAGGAAGACAAACGTC 
R: TTACCAGGGCTCTTTTCACG 

60 三羧酸循环 

Unigene2703 延胡索酸水化酶 (GCT)6 F: ACCCCCTCTGAGGACAACTT 
R: GGCCTGTTGAAGGAACAAAA 

59 

Unigene25377 丙酮酸磷酸双激酶 (TTGA)6 F: CGGACAAGACCGATTGACTT 
R: GACCGATCGATCAATGGAAT 

59 丙酮酸代谢 

Unigene28199 醛脱氢酶 (AGGA)5 F: CGTACGCAGGTTGACAGAAA 
R: CTCGTGAGCAAGTTCGTCAG 

59 

Unigene21530 甘露糖醇脱氢酶 (GA)8 F: GCCGACTAGCACAGACATCA 
R: CTTCTTGCTTCGCCAGTTTC 

60 果糖和甘露

糖代谢 

Unigene5444 果糖 1, 6二磷酸酶 (CAG)8 F: AAATCAACTGGACCTGGACG 
R: GCAGAACTCCCCAGACACTC 

59 
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Abstract: In this study, we identified a total of 9 237 SSR (simple sequence repeat) loci in 70 497 unigenes from 

the transcriptome data of Saccharina japonica and conducted a function analysis of unigenes containing SSR. SSRs 

were abundant in the transcriptome of S. japonica, and the most commonly repeating motifs were mononucleotides 

and trinucleotides (40.9% and 39.4% of the total SSRs, respectively), followed by tetranucleotides, dinucleotides, 

pentanucleotides, and hexanucleotides (9.8%, 6.1%, 3.1%, and 0.7% of the total SSRs, respectively). There were 

147 repeated motif types ranging from 5 to 70 repetitions. Our analysis of the functional annotation revealed that 

nearly 50% of the unigenes containing SSRs contain annotation information and that most of them are homologous 

to known proteins. Our clusters of orthologous group (COG) classification and gene ontology (GO) assignment 

results indicate that genes containing SSR are involved in various biological functions, of which carbohydrate 

metabolism and cell components are the top two. These SSRs provide new resources for further developing 

functional SSR markers, which can play important roles in molecular marker-assisted selection while breeding S. 

japonica. 
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