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摘要:【目的】通过开发特异性高的多态性分子标记位点，以弥补金银花在简单重复序列（SSR）标记方面的匮乏，推动金银

花在遗传资源管理及良种鉴定等方向的研究，为后续全基因组测序及组装策略奠定基础。【方法】运用 RAD-seq技术对

2份金银花样品进行简化基因组测序，利用MISA软件识别 contig上的 SSR序列并对各类型序列特征进行归纳分析，进

而设计引物并利用生物信息学的方法进行引物筛选和有效性检测。【结果】对‘九丰一号’和‘亚特’金银花进行简化基因组

测序，分别获得 27.805 Mbp和 42.560 Mbp干净读长。在组装的 45 850个基因序列中共检测到 46 999个 SSR位点，其中

单核苷酸重复单元比例最高（49.15%），六核苷酸重复单元最少（0.20%）。SSR位点的重复基序以（A/T）n 为主，具有偏向

性。除单碱基和二碱基重复类型外，SSR位点基序的重复次数集中在 5 ~ 6次，且随重复次数增加，SSR位点重复类型出

现的频率呈下降趋势。金银花基因组 SSR序列长度介于 10 ~ 310 bp之间，随重复次数增加，各 SSR序列出现的频率逐

渐下降。利用 Primer3.0成功设计出 38 507对 SSR引物，设计成功率为 81.93%。对挑选的 35对 SSR引物进行多态性分

析，等位基因数、观测杂合度和多态性信息含量（PIC）的平均值分别为 5.057、0.363和 0.568，其中高多态信息位点 26个，

中度多态信息位点 9个，均未偏离哈迪–温伯格平衡。【结论】利用 RAD-seq技术可实现 SSR标记的大量开发和多态性

SSR引物的筛选，并为金银花在遗传多样性分析和种质鉴定等相关方面的研究提供数据支持。
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Abstract: [Objective] Through the development of polymorphic molecular markers to make up for the lack
of  Lonicera  japonica  in  SSR  markers,  this  paper  aims  to  promote  the  research  in  genetic  resource
management  and  variety  identification,  and  lay  the  foundation  for  future  de  novo  assembling  of Lonicera
japonica  genome. [Method] RAD-seq  (restriction-site  associated  DNA sequencing)  was  used  to  conduct
simplified  genome sequencing for  two Lonicera japonica  samples.  The SSR sequences  were  identified  by
MISA and the characterizations of SSR sequences and their polymorphisms were analyzed by bioinformatics
methods. [Result] 27.805 Mbp and 42.560 Mbp clean  reads  were  obtained in   ‘Jiufengyihao’  and  ‘Yate’
using restriction-site associated DNA (RAD). A total of 46 999 SSR loci were detected among the 45 850
gene sequences  assembled,  with  the  highest  proportion  of  mono-nucleotide  repeat  SSRs (49.15%)  and the
lowest proportion of hexa-nucleotide repeat SSRs (0.20%). The repeated motifs at SSR loci were dominated
by  (A/T)n and  showed  a  bias.  Apart  from  mono-nucleotide  and  di-nucleotide  repetition  types,  the  repeat
counts  of  SSR  motifs  mainly  ranged  from  5  to  6.  The  frequency  of  SSRs  repetition  types  showed  a
downward trend with the increase of repeat number. The range of SSR length ranged from 10 to 310 bp, and
the frequency of SSR sequence tended to decrease as the number of repetitions increasing. 38 507 pairs of
SSR  primers  were  successfully  designed,  with  a  design  success  rate  of  81.93%.  35  pairs  of  SSR  primers
were analyzed for polymorphism, in which the average number of alleles, observed heterozygosity and PIC
were  5.057,  0.363  and  0.568,  among  which  there  were  26  highly  polymorphic  loci  and  9  moderately
polymorphic  loci,  all  of  which  did  not  deviate  from  the  Hardy-Weinberg  equilibrium. [Conclusion]  The
large-scale  development  of  SSR  markers  and  the  screening  of  polymorphic  SSR  primers  can  be  realized
based  on  RAD-seq  technology,  and  provide  data  support  for  the  research  of Lonicera  japonica  in  genetic
diversity analysis and germplasm identification.
Key words: Lonicera japonica; simple sequence repeat (SSR); RAD-seq; polymorphism

 

金银花（Lonicera japonica）别名忍冬、金银藤、

银花等，为忍冬科（Caprifoliaceae）忍冬属（Lonicera）
重要的经济树种[1]，山东、湖南、广西等地作为金银

花的道地产区，具有丰富的种质资源。由于长期受

新旧产区交互引种、气候环境变化以及栽培措施等

方面的影响，金银花在长期栽培种植过程中出现了

许多农家栽培品种或品系[2]。近年来，随着金银花用

量的增加以及在食品、化妆品等领域的旺盛需求，市

场上作为金银花流通使用的品种混杂，混淆品及代

用品在质量、产量和药性等方面的差异严重制约了

金银花的良种选育及产业发展[3−4]。因此，开展金银

花遗传多样性分析、指纹图谱构建和良种选育等方

面的研究，对于金银花遗传资源的保护和发展具有

重要意义。

分子标记鉴定是品种间在基因组水平上关于遗

传多样性的直接反映，目前常用的分子标记主要包

括限制性内切酶片段长度多态性（restriction fragment
length polymorphism，RFLP）、简单重复序区间扩增

多态性（inter-simple sequence repeat，ISSR）、随机扩

增多态性DNA（randomly amplificd polymorphic DNA，
RAPD）、简单重复序列（simple sequence repeat，SSR）、
序列标签简单重复序列（expressed  sequence  tag-

simple sequence repeat，EST-SSR）和扩增片段长度多

态性（amplified fragment length polymorphism，AFLP）
等。近年来，分子标记被逐渐应用于金银花种质资

源保护和良种鉴定等领域中。徐石勇等 [5]利用从

GenBank数据库中查询到的金银花核酸序列，结合

BatchPrimer3在线软件，设计出 25对多态性引物，

遗传多样性分析的结果显示 SSR标记技术具有快

速、稳定的优点，具备金银花种质资源标准化分析及

中药材市场化检测应用的价值。张贵生等[4]从金银

花转录组中获得 15对有效 SSR标记，并通过鉴定和

进化树分析对 10种金银花进行了亲缘关系比较。孙

稚颖等[6]利用 12条引物对栽培金银花、野生忍冬和

灰毡毛忍冬（Lonicera macranthoides）等 36个金银花

品种进行 ISSR分析，发现金银花资源具有丰富的遗

传多样性，为良种选育和资源开发提供了重要物质

基础。在众多的分子标记技术中，SSR标记因其共

显性、特异性和高重复性，比 RAPD、EST-SSR和

AFLP等分子标记更具优势[7]，因而被广泛用于遗传

图谱构建、目标基因标定和种质资源保护等研究[8]。

近些年，高通量测序技术的飞速发展使得人们开始

利用全基因组数据进行 SSR标记的大规模开发，并

建立 SSR检索数据库，以便更好地利用分子标记[9−10]。

第 6 期 李    慧等： 基于 RAD-seq技术的金银花 SSR标记开发及鉴定 109



尽管如此，由于金银花全基因组数据库尚未建立，大

部分与金银花基因相关的研究只是一个“近似值”[3]，
因此与其他物种相比，现有的标记引物的数量、类型

及鉴别能力仍十分有限。

RAD-seq  （restriction-site  associated  DNA
sequencing）是基于高通量测序技术发展而来的、极

大程度覆盖全基因组变异信息的简化基因组测序技

术。由于只对酶切片段进行测序，降低了基因组的

复杂度，且不受参考基因组的限制，目前该技术被广

泛应用于包括非模式生物在内的任何物种的分子标

记开发、QTL定位、全基因组关联分析及分子育种等

方向[11−12]。本研究利用 RAD-seq技术对金银花材料

进行简化基因组测序，从位点数量、重复基序类型和

重复次数等方面对 SSR序列特征进行分析总结，并

首次探讨了利用该技术进行金银花 SSR标记大规模

开发的可行性，以期为进一步开展金银花遗传多

样性分析、指纹图谱构建及良种鉴定等研究提供

参考。 

1   材料与方法
 

1.1    材　料

供试 12份金银花样本中由山东平邑县金银花

果茶发展促进中心和莒南县亚特生态技术有限公司

提供，主要采自山东平邑县（‘九丰一号’‘台尔曼忍

冬’‘北花一号’‘紫茎子’‘鹅翎筒’‘对花子’）、山东莒南

县（‘亚特’‘九绿一号’）河南封丘县（‘大毛花’）、河北

巨鹿县（‘细毡毛忍冬’‘叶里齐’）和湖南隆回县（‘华南

忍冬’）等地，其中‘九丰一号’和‘亚特’金银花用于简

化基因组测序。采集各植株幼嫩叶片，变色硅胶干

燥，备用。 

1.2    DNA 提取

利用自动磨样机，结合改良后的 CTAB法[13]提

取植物基因组 DNA。经 1% 的琼脂糖凝胶电泳检

测 DNA的质量后，利用 NanoDrop 2000分光光度计

（thermo scientific）检测其浓度和 OD260/OD280 值，将

检测结果在 1.8 ~ 2.0之间的 DNA样品的质量浓度

稀释至 20 ng/μL，−20 ℃ 保存备用。 

1.3    简化基因组测序

利用 RAD-seq技术，对‘九丰一号’和‘亚特’的基

因组 DNA进行简化测序。大致操作流程如下[14]：限

制性酶切样品基因组 DNA，经过 P1接头连接、混合

液纯化、打断 DNA、添加 P2接头等操作构建 RAD
文库。采用 Illumina Miseq平台对 RAD文库进行高

通量测序，对原始测序数据（raw data）进行过滤、评

估等获取干净读长（clean  reads）。过滤标准 [15]为：

（1）去除序列两端的低质量区域，质量阈值为 Q30；

（2）去除接头序列；（3）去除含模糊碱基 N的序列；

（4）去除长度小于 60 bp的序列。对过滤后获得的高

质量序列进行拼接、延伸得到 contig序列，然后对拼

接后的序列进行聚类，去除其中的冗余得到最终的

拼接结果。具体实验流程由北京源宜基因科技股份

有限公司完成。 

1.4    SSR 位点识别及引物设计

根据测序得到的基因组序列数据，利用 MISA
（http://pgrc.-ipk-gatersleben.de/misa/）软件查找金银

花基因组数据库中的 SSR位点。标准如下：单、二、

三、四、五、六核苷酸的最低重复次数为 10、6、5、5、
5、5次，相邻 SSR之间的最大间隔区域长度为 100 bp。

根据所查找的金银花 SSR位点两侧的保守序

列，借助 Primer3.0（v2.3.7；http://primer3.source-forge.
net/）设计引物[16]，参数设置为：引物长度 18 ~ 30 bp，
最优为 20 bp；退火温度为 57 ~ 61 ℃，最优 60 ℃；

GC含量 40% ~ 60%；产物长度 100 ~ 300 bp。 

1.5    PCR 扩增及 SSR 检测

本研究共需 3种引物（北京睿博兴科生物技

术有限公司）[17]： 5 ′端带有通用型 M13序列（5 ′-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3′）的上游引物，下游

引物及 3′端具有荧光染料标记（FAM、HEX、TAMRA、
ROX）的 M13引物，通过与在引物 5′末端添加的未

标记 M13互补，将标记的 M13添加到 PCR反应中

以检测 PCR扩增产物。20 μL反应体系包括：2 μL
模板 DNA（20 ng/μL），10 μL 2 × Taq PCR Mix（天根

生物公司），0.08 μL（10 μmol/L）上游引物，0.32 μL
（10 μmol/L）下游引物，0.4 μL M13引物和 7.2 μL的

ddH2O。
PCR扩增程序为：94 ℃ 5 min，94 ℃ 30 s，适宜

的退火温度退火 40 s，72 ℃ 30 s，34个循环，72 ℃
5 min，4 ℃ 保存。PCR产物委托北京睿博兴科生物

技术有限公司在 ABI-3730XL基因分析仪（Applied
Biosystems，Foster City，CA，USA）上进行毛细管电

泳检测。考虑到 M13序列（18 bp）的存在，通过从扩

增片段的长度中减去 18 bp来获得每个预期片段的

长度。 

1.6    数据统计与分析

应 用 GeneMarker  2.2.0（SoftGenetics， USA）软
件[18]对 SSR片段长度进行整理分析；利用 CONVERT
version 1.31进行数据格式转换，POPGEN version 1.32
和 CERVUS version 3.0软件计算多态性位点的等位

基因数（Na）、有效等位基因数（Ne）、期望杂合度

（He）、Shannon信息指数（I）、多态性信息含量（PIC）
等信息 [19−20]；OriginPro 2018软件用于 Pearson相关

分析[21]。 
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2   结果与分析
 

2.1    金银花 RAD-seq 的产出及质量检测

简化基因组的测序结果（表 1）显示，‘九丰一号’
和‘亚特’2个样品获得的原始序列数分别为 31.929 Mbp
和 45.994 Mbp。对原始数据进行过滤、质控后得干

净读长分别为 27.805 Mbp和 42.560 Mbp，GC含量

分别为 36.18% 和 36.75%，AT含量高于 GC含量，

对结果影响不大；平均 Q20（质量得分不低于 20的
碱基数及比例）为 98.0%，平均 Q30（质量得分不低

于 30的碱基数及比例）为 94.6%，以上结果表明样

本测序数据可靠，建库成功。 

2.2    金银花基因组 SSR 位点信息及其组成分析

运用 MISA软件检测到‘九丰一号’和‘亚特’的
总序列数分别为 221 771个和 244 153个，总序列长

度分别为 55 512 285 bp和 62 681 845 bp；对 DNA
序列中的 SSR位点进行搜索发现，在‘九丰一号’金
银花和‘亚特’金银花中有 45 850个含 SSR的序列，

含 1个以上 SSR位点的序列数为 6  779（14.79%）

个， SSR位点总数为 46  999个，其中复合形式

（compound）的 SSR位点仅 5 810个，占位点总数的

12.36%；完全重复形式（perfect）的 SSR位点共 41 189
（87.64%）个，具体信息如表 2所示。重复基序碱基

变化为 1 ~ 6，单核苷酸重复单元最多，为 23 101个，

占总重复单元的 49.15%；六核苷酸重复单元最少为

94（0.20%）个。另外，在 P型（完全重复型）SSR位点

中，六核苷酸重复型序列的平均长度最长（34.40 bp）；
五核苷酸重复型的平均长度次之（27.99 bp）；而 C型

（复合型）SSR位点的平均长度高达 70.01 bp。
对金银花 P型 SSR位点的基序重复类型进行

统计，共发现 319种基序，其中单核苷酸重复型

SSRs以（A/T）n 为主，共 21 767个，占总位点数的

46.31%；二碱基重复型基序有 6种，（AT/TA）n 占绝

对优势，共 8 802个，占此重复基序的 65.57%，占全

部 SSR位点数的 18.73%，（CG/GC）n 最少，仅占总位

点数的 0.02%；三核苷酸重复型 SSRs以（AAT/ATT）n
最多，共 534（1.14%）；四核苷酸重复型中，出现频率

较高的为（AAAT/ATTT）n 和（TAAA/TTTA）n，占此

表 1    RAD-seq基因组测序数据统计

Tab. 1    Data statistics of genomic sequencing generated by RAD-seq

样本
Sample

过滤前 Before filter 过滤后 After filter

原始读长
Raw read/Mbp

原始碱基总数
Total number of
original bases/Gbp

Q20/Gbp Q30/Gbp
干净读长

Clean read/Mbp

有效碱基总数
Total number of

bpeffective base/Gbp
Q20/Gbp Q30/Gbp

平均长度
Average
length/bp

‘九丰一号’
‘Jiufengyihao’ 31.929 4.789 4.478

(93.5%)
4.147
(86.6%) 27.805 4.034 3.935

(97.5%)
3.758
(93.2%) 145.1

‘亚特’
‘Yate’ 45.994 6.899 6.652

(96.4%)
6.367
(92.3%) 42.560 6.304 6.211

(98.5%)
6.047
(95.9%) 148.1

注：Q20. 质量得分不低于20的碱基数及比例；Q30. 质量得分不低于30的碱基数及比例。Notes：Q20, the number and proportion of bases with a
quality score of not less than 20; Q30, the number and proportion of bases with a quality score of not less than 30.

表 2    金银花基因组中 SSR位点信息

Tab. 2    Information of SSR loci in Lonicera japonica

SSR类型
SSR type

数量
Number

重复次数
Repeat time

平均长度
Average
length/bp

百分比
Percentage/%

重复单元类型 Motif type

数量
Number 主要基序 Main motif

单核苷酸 Mono-nucleotide 23 101 10 ~ 82 11.83 49.15   2 A/T，C/G

二核苷酸 Di-nucleotide 13 424 6 ~ 45 16.89 28.56   6 AT/TA，AG/CT，AC/GT

三核苷酸 Tri-nucleotide 3 883 5 ~ 49 22.04 8.26 59
AAT/ATT，GAA/TTC，TAA/TAA，AAG/CTT，
TCA/TGA

四核苷酸 Tetra-nucleotide 540 5 ~ 14 23.03 1.15 86
AAAT/ATTT，TAAT/ATTA，TAAA/TTTA，
CTTT/AAAG，TTTC/GAAA，ATAC/GTAT，
TATC/GATA

五核苷酸 Penta-nucleotide 147 5 ~ 18 27.99 0.31 92
TTTTC/GAAAA，TTTCT/AGAAA，AAAAT/
ATTTT，GGGTT/AACCC，ATCCA/TGGAT

六核苷酸 Hexa-nucleotide 94 5 ~ 13 34.40 0.20 74
GGCAAT/ATTGCC，GGAGAT/ATCTCC，
GGTGGA/TCCACC，GATATA/TATATG，
CAATCA/TGATTG，GCATTT/AAATGC

复合型 Compound 5 810 70.01 12.36

总计 Total 46 999 21.54 100.00 319  
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重复基序的 10.00%，占全部 SSR位点的 0.11%；

（ATCCA/TGGAT）n 和（GGCAAT/ATTGCC）n 分别

为五核苷酸和六核苷酸重复型的主要基序。 

2.3    金银花基因组 SSR 位点基序重复次数

金银花基因组不同类型的 SSR位点的重复次数

如图 1所示。单核苷酸类型的重复次数主要集中在

10  ~  16次；二核苷酸基序重复次数集中在 6  ~
11次；三、四、五、六核苷酸基序的重复次数均集中

在 5 ~ 6次。在 SSR位点基序的重复次数中出现

10次重复的 SSR位点数最高，为 12 238个 SSR位

点，占总 SSR位点数 26.04%；11次和 6次重复次数

分别为 5  276（11.23%）和 4  981（10.60%）个 SSR位

点；18次重复次数的位点数最少，仅 342（0.73%）

个。另外，从图中数据可以看出，除三核苷酸重复型

和六核苷酸重复型外，各 SSR位点重复类型出现的

频率存在随重复次数的增加而逐渐下降的趋势。 

2.4    金银花基因组 SSR 序列长度及变异分析

对金银花基因组 SSR序列长度进行分析（图 2），
发现其长度在 10 ~ 310 bp之间，平均长度为 21.54 bp。
长度为 10  bp的 SSRs数量最多，占总位点数的

23.62%；其次为长度 12  bp的 SSRs，占比 13.62%。

对于 P型 SSR序列，不同类型重复单元的 SSR序列

长度也具有丰富的变异性。各 SSR序列类型出现的

频率均存在随重复次数增加而逐渐下降的趋势

（图 3）。单核苷酸重复型 SSR序列的长度变化最

大，为 10 ~ 82 bp，平均长度为 12.57 bp，其中（C/G）n
序列的平均长度高达 14.89 bp，（A/T）n 平均长度为

11.65 bp；二核苷酸重复型的平均长度为 16.89 bp，其
中（AG/CT）n 序列的平均长度最大，为 17.67  bp，
（CG/GC）n 平均长度最小，仅 13.00 bp。Pearson相
关结果表明重复单元长度与 SSR平均长度呈正相关

（P < 0.000 5）。 

2.5    金银花基因组 SSR 引物设计及多态性分析

利用 46 999个 SSR位点成功设计出 38 507对
SSR引物，设计成功率为 81.93%。从所设计的引物

中随机合成 288对，用 12个金银花样本对 SSR引物

的多态性进行验证，有 175对可扩增出目的条带，其

中 27对引物的产物出现分裂峰、连续峰或影子峰，

16对引物的扩增产物未在目的片段范围内，因此扩

增产物较稳定的引物有 132对，有效扩增比率为

75.43%。经筛选，132对引物中有 72对能在 12个金

银花样品中扩增出多态性产物，从中选取 35对峰型

良好，多态性高，稳定好的引物作进一步验证（图 4、
表 3）。35对 SSR引物的等位基因数在 3 ~ 10之间，

平均为 5.057；有效等位基因数在 1.419 ~ 6.698之
间，平均为 2.907；期望杂合度介于 0.308 ~ 0.888之
间；Shannon信息指数介于 0.624 ~ 2.084之间，平均
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图 1    简化基因组中 SSR位点的基序重复次数分布

Fig. 1    Distribution of repeat numbers of SSR motifs in simplified genome
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图 2    金银花基因组不同 SSR序列长度的出现频率

Fig. 2    Frequency of SSR with different lengths in L. japonica
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为 1.217。本研究中 35个多态性引物的 PIC值在

0.281 ~ 0.835之间，平均值为 0.568。其中，高多态信

息位点（PIC > 0.5）26个，中度多态信息位点（0.5 >
PIC > 0.25）有 9个，多态性较高。另外，35对多态性

引物均未偏离哈迪−温伯格平衡。 

3   讨　　论

目前金银花尚未进行全基因组或转录组测序，

虽然可利用近源物种的可参考全基因组序列去开发

分子标记，但这些标记存在成本高、数量少、耗时费

力、准确性较差等问题。因此，利用金银花分子标记

建立一套统一的种质资源鉴定方法是目前急需解决

的问题。迄今为止，RAD-seq已广泛应用于 23种以

上有或没有参考基因组的物种[22]。但是，至今尚无

运用 RAD-seq技术开发金银花 SSR标记的报道。

本研究通过对金银花进行简化基因组测序，对获得

的核苷酸序列进行过滤、聚类和组装后，在测序获得

的基因组序列数据中，‘九丰一号’和‘亚特’金银花的
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图 3    不同长度重复单元 SSR序列的长度变异情况

Fig. 3    Variation in sequence length of different types of SSR
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图 4    引物 jap5在 12个金银花样品中的毛细管电泳检测图

Fig. 4    Capillary electrophoresis detection of 12 samples of L. japonica with jap5 primer
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表 3    35个位点 SSR引物多态性分析

Tab. 3    Polymorphism analysis of SSR primers at 35 loci

引物
Primer

引物序列(5′−3′)
Primer sequence (5′−3′)

SSR类型
Type of SSR

重复基序
Repeat motif Na Ne He Ho H I PIC

jap2 F:AGATGGATAGTGGGCCATTGT
R:TAGAGTCACCGGGAGCTACC P3 (TGA)5 6.000 2.342 0.598 0.402 0.573 1.211 0.544

jap5 F:GCACGTGCACTCAGAAACAG
R:GCAACCGTTGAGCTCCTTTG P3 (GTA)7 8.000 6.000 0.870 0.130 0.833 1.932 0.814

jap6 F:GCATAGACTCTGCTGGCCAA
R:AGCAGTGGCAGATATGGCTG P3 (TCA)6 4.000 3.236 0.721 0.279 0.691 1.258 0.635

jap15 F:TGAAAAGAAGGGAATAGGATTAGGGT
R:CCTCTTGGTGAGACCGCTTT P4 (GAAT)5 5.000 2.220 0.576 0.424 0.550 1.097 0.512

jap17 F:GAAGAAGAGCGGCTACTGCA
R:AAGAGTGAAGCAGCAGCAGT P3 (CAC)5 5.000 3.723 0.766 0.234 0.731 1.417 0.685

jap18 F:AGGCTACATGATGATTGAGACGA
R:TTGGCCCCACCTGATCAAAA P3 (ACA)6 4.000 2.504 0.627 0.373 0.601 1.054 0.524

jap21 F:ACCCTCACCTTCACCCTCAT
R:TGGGTCATCGCATCGTCAAA P3 (CAT)5 4.000 1.419 0.308 0.692 0.295 0.624 0.281

jap44 F:ATGGAGGGCTAGTGAATGCG
R:TCCACACTCGGTACACCAAA P3 (GAT)5 4.000 1.959 0.511 0.489 0.490 0.882 0.431

jap51 F:ACGTCGAATGTTAATGGCACG
R:TGCAGCACATTTGGCATTCT P3 (ATT)6 4.000 2.575 0.641 0.359 0.612 1.121 0.555

jap53 F:GTCTGGGGAATGAGTTGCCA
R:AGCCTTTGATCGAGTCAGGT P3 (TTG)14 7.000 3.556 0.750 0.250 0.719 1.549 0.686

jap73 F:TCAAACTCCTACCTGGCTGC
R:CTGTATGTGCCGGACATGGT P3 (GCT)6 6.000 2.642 0.649 0.351 0.622 1.328 0.594

yjap4 F:CAACTTCACCGGTGGATCCA
R:TCCTTCCAATTCGAAACTAAACCT P3 (TTG)5 4.000 2.483 0.623 0.377 0.597 1.119 0.552

yjap5 F:AAAGGCGTGGTGAAAGGTCT
R:CACATATGGTTGCTGCAGCC P3 (GAA)5 10.000 6.698 0.888 0.112 0.851 2.084 0.835

yjap6 F:TTCTAGGGCTTCGGCAACTG
R:CCTTCCCCTCGAAAACTGCA P3 (CTG)5 4.000 1.714 0.435 0.565 0.417 0.837 0.393

yjap9 F:TGGCAACTTTCCCCCAAATTC
R:TGAGCGAGTCATATAGGCGAG P3 (TTC)6 4.000 2.361 0.601 0.399 0.576 0.980 0.485

yjap10 F:AACGGGAAAGAGTGAGCGAG
R:GTGTGTTTCCCTTTTCCGGC P3 (ATT)5 3.000 1.834 0.475 0.525 0.455 0.803 0.410

yjap12 F:GCATAGACTCTGCTGGCCAA
R:AGCAGTGGCAGATATGGCTG P3 (TCA)5 5.000 2.852 0.678 0.323 0.649 1.305 0.614

yjap19 F:GGTGGATGAGCTTCTGAAGAGA
R:CCAATGGCTTCTTCCCCTGT P3 (TTG)6 5.000 2.028 0.529 0.471 0.507 0.994 0.463

yjap24 F:GCTTTTGCAGCTCCTACTTTGT
R:TTTGCTGTTAAGACACGCGC P3 (CAC)5 4.000 3.429 0.739 0.261 0.708 1.309 0.659

yjap36 F:GACACACACGGTTGCTTGAC
R:AGAGTTTCTGCTGTTGGTGGA P3 (GCA)6 4.000 2.969 0.692 0.308 0.663 1.200 0.600

yjap39 F:TCACTACCTGTATCCGCTCT
R:TGGAAGCAGAAAGGGCATCT P3 (ATC)7 4.000 2.743 0.663 0.337 0.635 1.140 0.566

yjap47 F:GCTTCGCCTTTGGTTCGGTA
R:CAACTCGCTCTCTCCCTTCC P3 (ATG)7 4.000 1.419 0.308 0.692 0.295 0.624 0.281

yjap48 F:GGGCATTTTCTGGTGGAGGA
R:AGCATCCAAACCTGATTTGTTT P3 (GTT)5 4.000 2.642 0.649 0.351 0.622 1.105 0.553

yjap51 F:CGGAGAGAGATACTAGGCGC
R:CGCGGCTGAATTTTAGAGCC P2 (TA)6 7.000 3.692 0.761 0.239 0.729 1.595 0.701

yjap53 F:CATTCATTCCCCCACCAGGT
R:GGGACCGGTCGAAACCAATA P2 (TC)10 5.000 2.034 0.533 0.468 0.508 1.056 0.483

yjap59 F:GGATCCAGCATGTCTCGAACT
R:TGCTTTGGCCCTTCCTCATT P2 (AT)8 4.000 2,215 0.573 0.428 0.549 1.013 0.500

yjap89 F:GAGTAAAGGTGGAGAGCGTGT
R:AGTTTCCGAGAAGTGCGTGT P4 (CTAT)5 4.000 3.310 0.728 0.272 0.698 1.283 0.645

yjap105 F:TGTTTAGCAACAAGGGATGGT
R:GCTGGCAGGGACAAAAAGTG P2 (GA)7 6.000 4.033 0.788 0.212 0.752 1.547 0.714

yjap109 F:AACTTCTGTGACAGGGCAGG
R:GCATATGCGGCAATGGGAAG P2 (GT)6 5.000 2.504 0.627 0.373 0.601 1.188 0.559

yjap120 F:GCCAGAGCTCCGATAAGGTC
R:TGCATCGCGTGTGTATGTGA P2 (AT)6 8.000 4.966 0.833 0.167 0.799 1.848 0.779

yjap153 F:ACATGAGGGTTTGCCGATCC
R:GGAGTATGGCCAGGTTCGTC P3 (GTG)6 5.000 2.852 0.678 0.323 0.649 1.253 0.596

yjap169 F:AGTTCGAGGGATTGTGCGTT
R:TGTGGAATTCGTCAATGGCG P3 (TTC)7 3.000 1.674 0.420 0.580 0.403 0.722 0.363

yjap171 F:TCAGAGAGGGGGTAACAGCA
R:TCGGCTTATACGACTGCGAG P3 (ACC)5 4.000 2.483 0.623 0.377 0.597 1.119 0.552
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干净读长分别占原始数据的 87.08% 和 92.53%，Q30
比例分别高达 93.2% 和 95.9%，表明碱基出错率低；

GC含量分别为 36.18% 和 36.75%，AT含量略高于

GC含量，上述结果表明样本数据量达到预期目标，

测序数据可用于后续分析。通过 RAD-seq技术开发

应用 SSR标记的研究充分体现了 RAD-seq技术通

量高、稳定性好、不受基因组序列限制等优势。因

此，对于尚未获得足够基因组序列数据的物种，

RAD-seq技术为其 SSR分子标记的开发提供了一种

简单有效的途径。

在本研究中，利用 MISA软件从金银花简化基

因组中查找到的 46 999个 SSR位点可分为 P型和

C型。在 P型 SSR位点中，单核苷酸重复型出现的

频率最高，占总位点数的 49.15%，六核苷酸重复型

SSR位点比例最低，仅占 0.20%。单核苷酸重复单

元占主导，可能与目前金银花高通量测序读长相对

较短、大量多碱基重复序列未得到充分挖掘有很大

关系[23]。对于不同类型的金银花 SSR重复单元，SSR
分布频率会逐渐随重复单元数量的增加而降低，该

结论与宋立肖等[24]的研究结果相似。研究发现，基

因组大小与 SSR数量或 SSR密度之间呈负相关，

金银花和高粱（Sorghum  bicolor）等物种基因组

SSR的分布特征也证实了这一观点[25−26]。此外，该

领域的一些学者发现在基因组中，中低级重复单元

比例较多的物种的进化水平较高，而高级重复单元

较多表明该物种进化时间段或变异频率较低[27]，由

此可以推测金银花的物种进化水平较高。但在大多

数植物的 SSR分子标记中，二核苷酸重复单元或

三核苷酸重复单元占主导，例如在丁香（Syringa
oblata）基因组的 SSR位点中，二核苷酸重复型占优

势[28]，在油橄榄（Olea europaea ）中三核苷酸重复型

占优势 [29]，不同物种间的差异可能与基因组大小

有关[30]。

在金银花 SSR基序中共发现 319种重复类型，

以 A/T、AG/CT、AT/TA、AAT/ATT、GAA/TTC、TAA/
TAA、 AAAT/ATTT、 TAAT/ATTA、 TAAA/TTTA、

TTTTC/GAAAA、TTTCT/AGAAA和AAAAT/ATTTT
基序最为丰富，说明 A/T碱基在金银花基因组 SSR
位点中占绝对优势，此结果与在毛果杨（Populus
trichocarpa）、石榴（Punica granatum）中的 SSR序列

研究结果相似[21,31]。本研究所获得的干净读长及所

检测到的 SSR位点的基序中，均存在 A、T碱基含量

高于 G、C碱基的现象，且在 SSR位点的基序中，A、
T含量越高，该基序出现的频率越高。该现象的出现

可能与 DNA中 AT碱基对比 GC碱基对更易解链

有关，也可能与 SSR位点查找工具及参数设置有关[32]。

另外，C型 SSR位点占总位点数的 12.36%，远高于灵

宝杜鹃（Rhododendron henanense subsp. lingbaoense）
SSR序列中 C型 SSR位点的比例（8.14%）[33]，但目

前还未见关于金银花基因组序列中 C型 SSR位点

的研究报道。

研究发现二核苷酸基因座的广泛使用会导致所

有等位基因的大小非常接近，难以区分，从而可能引

起误读并产生混淆[29,34]，三核苷酸 SSR标记已被证

明具有高度多态性，并且能够在大豆（Glycine max）
和小麦（Triticum aestivum）等植物中稳定遗传 [35−36]。

本研究所筛选的 35对 SSR标记中，三碱基及以上重

复的标记占 29对（82.86%），这些具有更长重复基序

的 SSR标记的开发将为金银花品种的鉴定和遗传分

析提供更多、更有效的信息。此外，本研究所获得的

35对多态性引物中，有 3对引物的等位基因数与有

效等位基因数接近，其余的 32对差异较大，说明所

筛选的绝大多数 SSR引物的等位基因分布不均，这

可能与样本容量不足以致主效等位基因缺失有关。

PIC的大小能够反映 SSR位点的变异程度，该值越

接近 1，该群体杂合体的比率越大，多态性越高[37]。

本研究所筛选的引物中高多态性引物（PIC > 0.5）有
26对，其中有 15对同时具有较高的 PIC（> 0.5）和较

多的等位基因（≥ 5），表明这些引物具有较高的遗

传变异性，在进行图谱构建及分子鉴定中可优先

采用。 

表 3(续)

Tab.3 (continued)

引物
Primer

引物序列(5′−3′)
Primer sequence (5′−3′)

SSR类型
Type of SSR

重复基序
Repeat motif Na Ne He Ho H I PIC

yjap175 F:GTTTCAATGCGAGCTCGACG
R:TCTCATTCTTCCCAAAATTCATCAGA P3 (TTA)6 9.000 3.388 0.736 0.265 0.705 1.647 0.681

yjap183 F:GGGGCCTCATTTTCCCTCAA
R:TTTTCCGGTGGTGGAGCAAT P3 (CAC)5 5.000 3.236 0.721 0.279 0.691 1.342 0.644

均值 Mean 5.057 2.907 0.638 0.363 0.611 1.217 0.568

注：Ho. 观测杂合度；Na. 观测等位基因数；Ne. 有效等位基因数；He. 期望杂合度；I. Shannon信息指数；H. Nei’s遗传多样性指数；PIC. 多态性信息含
量。Notes: Ho, observation of heterozygosity; Na, observed number of alleles; Ne, effective number of alleles; He, expected heterozygosity; I, Shannon
information index; H, Nei ’s genetic diversity index; PIC, polymorphism information content.
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4   结　　论

本研究首次通过 RAD-seq测序数据进行金银

花 SSR分子标记的大规模开发，并对金银花不同类

型的 SSR位点的序列特征及分布规律进行分析归

纳。利用随机选择的 12个金银花样本，通过 SSR 标
记结合毛细管电泳的自动检测法，筛选出 35对稳定

的多态性引物。其中，26对高多态性引物中有 15对
同时具有较高的 PIC（> 0.5）和较多的等位基因（≥

5），在后续的图谱构建、遗传多样性分析、QTL定位

等遗传学研究中可优先采用。
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