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摘要  微卫星或简单重复序列(simple sequence repeats, SSR)存在于表达序列标签(expressed sequence 
tags, ESTs)中. 为了在棉花中开发 EST-SSR 功能性标记, 利用生物信息学方法对 NCBI 网上公开的
63485条雷蒙德氏棉(Gossypium raimondii Ulbrich) ESTs序列进行 EST-SSRs特征分析. 剔除冗余序列, 
得到非冗余序列 58906条. 在非冗余序列中发现含不同重复基元 SSRs的 EST序列有 2620条, 共 2818
个EST-SSRs, EST-SSRs序列的频率是 4.45%, 平均相隔 14.8 kb出现一个 SSR. 在 1~6 bp的重复基元中, 
三核苷酸重复基元的 SSRs出现频率最高(38.31%), 其次是二核苷酸(24.09%)、单核苷酸(23.35%). 对所
有的重复基元类型进行统计分析发现, 所占比例最大的是 A/T(18.67%), 其次是 AT/TA(14.83%). 在复
合型(compound)中发现三核苷酸串联三核苷酸的重复基元出现频率最高, 为 48.65%. 利用 Prime 3 软
件, 设计了 1554 对 EST-SSRs 引物, 随机选用 300 对对本室四倍体作图亲本陆地棉 TM-1 和海岛棉海
7124进行多态性检测, 其中 129对有多态性, 多态性频率为 43%. 这些 EST-SSRs将有效用于不同棉种
间的分布特征比较及染色体定位等方面研究.  
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棉花是世界性重要的经济作物. 目前, 世界上已
有多个实验室利用分子标记技术进行了棉花遗传图

谱构建[1~4]、品种纯度检测[5]、遗传多态性分析[6]、分

子标记辅助选择育种 [7,8]和基因定位 [9]等方面研究 . 
然而, 相对于较大的棉花基因组, 可有效利用的标记
数量非常有限 , 从深度和广度进一步开展棉花基因
组研究, 需要开发新的分子标记. 众多分子标记中, 
SSR(simple sequence repeat)分子标记从实用性和有
效性方面均优越于其他标记类型. 近年来, 许多作物
大规模的cDNA单边测序并在网上公开释放, 大大增
加了基于ESTs (expressed sequence tags)的SSR标记开
发能力. 自 2000年起, 已相继在葡萄(V. vinifera)[10]、

甘蔗 (Saccharum spp)[11]、硬粒小麦 (Triticum du-
rum)[12]、黑麦(Secale cereale L)[13]、大麦(Hordeum 
uhulgare L)[14]、亚洲棉(Gossypium arboreum L)[4]、小

麦(Triticum L)[15]和马铃薯(Solanum tuberosum L)[16]

等作物开展了EST-SSRs标记的开发并广泛用于基因
组研究和分子育种.  

截止 2005年 8月 26日, 在GenBank (http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html)中释放
有 5 个棉种的棉花EST共 141267 条. 其中最多的 3
个棉种是雷蒙德氏棉(G· raimondii Ulbrich) 63577条, 
亚洲棉(G· arboreum L) 39216条和陆地棉(G. hirsutum 
L)38093 条 .  基于上述EST序列信息 ,  国内外棉 

花遗传育种研究人员已开展了初步研究. Chee等人[3]

利用部分亚洲棉的ESTs序列开发出STS标记并定位
了 10个功能基因. Han等人[4]从亚洲棉的ESTs序列中
开发了 554 对EST-SSRs引物, 其中 99 对定位到四倍
体栽培棉种的遗传图谱上 . 雷蒙德氏棉属于D5基因

组的二倍体野生棉种 , 与四倍体棉种的供体亲本之
一亲缘关系最近. 本研究从GenBank公布的雷蒙德氏
棉ESTs中发掘出 2620条含SSR的EST序列, 并研究了
这些EST-SSRs在棉花转录组中的分布特征 , 进一步
设计EST-SSRs引物 1554 对, 进行海陆栽培棉种间的
多态性分析. 为构建饱和遗传图谱、发掘基因和分子
标记辅助选择育种奠定了坚实基础.  

1  材料与方法 
(ⅰ) EST序列来源.  2005年 2月 18日从 dbEST/ 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih/entrez)中以 FASTA
格式下载了 63485 条 ESTs 序列, 它们来自雷蒙德氏
棉开花前 3 d到开花后 3 d和第一片真叶的 ESTs.  

(ⅱ) EST-SSRs 的开发.  采用 Clastal X 1.81 
(http://www.digitalgene.net/Soft/Sequences/lignment/2 
00409/0.html)、Treeview (ver 1.61) (http://www. tax-
onomy.zool-ogy.gla.ac.nkrod/od.html 和 Genedoc (ver 
2.6.02) (http://www.psc.edu/biomed/genedoc/gddl.htm)
软件对 63485条ESTs序列进行冗余性查找, 然后利用
在 线 软 件 SSRIT (http://arsgenome.cornell.edu/cgi- 
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bin/rice/ssrtool.pl)在非冗余序列中查找SSRs. SSRIT
是美国USDA-ARS生物信息技术中心和Cornell大学
比较基因组学研究中心开发的SSRs查找工具, 以Pel
脚本编写. 利用该软件查找了二、三、四、五、六核
苷酸 5 种类型的SSRs, 利用TRF (tandem repeats 
finder, http://tandem.bu.edu/trf/trf.html)查找单核苷酸
类型的SSRs. SSRs的查找标准为: 单核苷酸重复≥25, 
二核苷酸重复≥14 bp, 三核苷酸重复≥15 bp, 四核
苷酸重复≥16 bp, 五核苷酸重复≥20 bp, 六核苷酸
重复≥24 bp. 其中二、三、五核苷酸重复基元的查找
标准参照Cardle等人[17]的报道.  

(ⅲ ) EST-SSRs的引物开发 .  利用Primer 3.0 
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.
cgi)对包含有SSRs的 2620条EST进行引物设计,   得
到 1554 对EST-SSRs引物. 引物设计的主要参数 是: 
引物长 18~20 bp, 最适为 20 bp; PCR产物长 100~ 250 
bp; 最适Tm值为 57℃; GC含量为 35%~65%, 最适 50%. 
引物合成由上海英俊生物技术有限公司  完成.  

(ⅳ) DNA提取、SSR扩增和电泳 .  海岛棉(G. 
barbadense L)品种海 7124和陆地棉遗传标准系TM-1
是本室用于四倍体栽培棉种遗传图谱构建的作图亲

本 . 其DNA提取方法参照Paterson等人 [18]的报道 . 
SSR-PCR扩增在美国MJ Research公司的PTC-225 上
完成 . 扩增产物的电泳检测参照Zhang等人 [19]的报

道.  

2  结果和讨论 

2.1  源于雷蒙德氏棉 ESTs的 SSRs发掘 

用 Clastal X 1.81, Treeview 和 Genedoc 软件对
63485条 ESTs序列比较分析, 去除冗余的序列, 得到
58906条非冗余 ESTs序列, SSRIT查找获得 2818个
EST-SSRs, 分布于 2620条 EST序列中. 包含 SSR的
ESTs 频率是 4.45%. 在 58906 条雷蒙德氏棉非冗余
ESTs 序列中, 拼接总长度为 41612.63 kb, 平均相隔
14.8 kb就出现一个 SSR.  

用Weber[20]的分类标准可将 2818 个EST-SSRs分
成精密型(perfect)、非精密型(imperfect)和复合型
(compound) 3 种类型, 其中精密型SSRs有 2632 个
(93.40%), 非精密型SSRs有 75 个(2.66%), 复合型
SSRs有 111 个(3.94%)(表 1). 在精密型SSRs中, 三核
苷酸重复基元类型的SSRs出现频率最多 ,  而在非  

 
 

表 1  EST-SSRs类型及分布频率 
重复类型 数量 百分率(%) 

单核苷酸 632 22.43 

二核苷酸 583 20.69 

三核苷酸 1031 36.59 

四核苷酸 188 6.67 

五核苷酸 82 2.91 

六核苷酸 116 4.12 

精密型 

合计 2632 93.40 

二核苷酸 69 2.45 

三核苷酸 6 0.21 非精密型 

合计 75 2.66 

精密型 72 2.56 
非精密型 39 1.38 复合型 

合计 111 3.94 

 
精密型 SSRs 中, 则二核苷酸重复基元类型最多. 复
合型 SSRs又分成精密复合型(perfect compound)和非
精密复合型(imperfect compound)两类.  

基于不同的EST-SSRs搜寻标准 , 不同研究者已
经对许多作物中的EST-SSRs分布特征进行研究 . 按
照Cardle等人 [17]的统计标准 , 在拟南芥的ESTs序列
中, 平均每 13.8 kb出现一个SSR, 水稻中出现频率为
3.4 kb, 玉米为 8.1 kb, 大豆为 7.4 kb, 西红柿为 11.1 
kb, 棉花为 20.0 kb, 杨树为 14.0 kb. Morgante等人[21]

将EST-SSR的统计标准定为 1~5 碱基重复至少 3 次, 
总长度为 12个碱基, 结果显示, 在拟南芥中每 2.1 kb
出现一个SSR. Gao等人[22]将不同重复基元的总长度

定为 18 bp以上, 得出水稻中每 11.81 kb出现一个SSR
的结果 . 不同研究结果的差异主要归因于发掘
EST-SSRs时所采用的标准不一样 , 同时也和不同作
物EST序列来源的组织、器官不同有关. 在本研究中, 
与Cardle等人[17]的分类标准相比, 搜索单、四核苷酸
重复基元重复次数的标准提高 , 增加了对六核苷酸
重复基元的筛选, 结果显示在雷蒙德氏棉中每 14.8 
kb的EST出现一个SSR.  

2.2  雷蒙德氏棉 EST-SSRs的分布特征 

2818个SSR中共有 170种重复基元(motif). 在精
密型和非精密型SSRs中, 单、二、三、四、五和六碱
基重复基元中出现频率最多的重复基元分    别是
(A/T)n, (AT/TA)n, (AAG/TTC)n, (ATAC/TATG)n, 
(GAAAA/CTTTT)n和(AAAAAT/TTTTTA)n(表 2). 它
们在各自重复基元类型中的比例分别是 83.23%, 
64.11%, 26.13%, 21.81%, 20.37%和 4.31%. 在所有类
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中 , 不同学者搜索SSRs采用的标准不同 . 但对大部
分植物的EST-SSRs序列综合调查 , 均表明重复基元
为三核苷酸的EST-SSRs出现频率最高 , 在雷蒙德氏
棉中也是如此. 主要原因是EST是cDNA单边测序的
一段序列, 除 3′或 5′的非翻译区外, 其余属于编码区. 
三核苷酸重复出现频率高是与其编码区三联体密码

的编译相对应的. 在蔷薇(Rosa)中, 二核苷酸重复基
元频率高可能与所调查的ESTs序列主要来自cDNA
的 3′转录非翻译区(UTR)有关[23]. 进一步的分析表明, 
不同植物中不同大小的重复基元出现丰度有一定程

度相同.  

型的重复基元中 , 三核苷酸重复基元出现的频率最
高为 38.31%, 其次分别为二、单、四、六和五核苷酸
重复基元(表 2). 

在检测到的 170种 SSR重复基元中, 所占比例最
高的是 A/T(18.67%), 其次分别是 AT/TA(14.83%)等. 
不同类型重复基元的 EST-SSRs分布见图 1.  

在复合型 SSRs 中, 至少每一串联重复基元的长
度大于 10 bp. 根据串联重复基元的不同长度把 SSRs
分成 11种类型, 即 m1:2-2(两核苷酸和两核苷酸重复
基元串联 , 依此类推 ), m2:2-3, m3:3-3, m4:4-2, 
m5:5-2, m6:3-4, m7:6-3, m8:4-4, m9:1-2, m10:6-6和
m11:5-4. 这 11种类型中出现频率最高的是 m3, 即在
复合型 SSRs中出现频率最高的是三核苷酸串联三核
苷酸的 SSRs, 其频率是 48.65%, 其次是 m1 为
34.23%.  

在小麦、水稻、玉米、大豆中二核苷酸重复基元

(motif)出现频率最多的都是(AG/TC)n
[20,24], 三核苷酸

重复基元出现频率最多的分别是 ( A A C / T T G ) n

n n n

, 
(AGG/TCC) , (CCG/GGC) 和(AAG/TTC) [20]; 在大麦
和高粱中都是(CCG/GGC)n

[14,24] . 在本研究中, 雷蒙 虽然在不同作物的 EST-SSRs序列分布特征研究 
 

表 2  精密型和非精密型 SSRs中不同重复基元(motif)出现的频率 
重复基元类型 数量 频率(%) 最多的重复基元及其数量和百分率 

单核苷酸 632 23.35 A/T (526, 83.23%) 

二核苷酸 652 24.09 AT/TA(418, 64.11%) 

三核苷酸 1037 38.31 AAG/TTC (271, 26.13%) 

四核苷酸 188 6.94 ATAC/TATG (41, 21.81%) 

五核苷酸 82 3.03 GAAAA/CTTTT(17, 20.37%) 

六核苷酸 116 4.29 AAAAAT/TTTTTA(5, 4.31%) 

 

 
图 1  基于重复基元(motif)类型的 EST-SSRs分布 

other motifs表示频率小于 1.00%的重复基元类型 
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图 2  19对引物在海陆棉种间的多态性 

1~19为 NAU2556, NAU2565, NAU2626, NAU2639, NAU2680, NAU2692, NAU2697, NAU2701, NAU2706, NAU2717, NAU2723, NAU2730, 
NAU2733, NAU2649, NAU2650, NAU2679, NAU2715, NAU2801, NAU2803; a, 海 7124; b, TM-1 

 
德氏棉中二核苷酸重复基元出现频率最多的是

(AT/TA)n, 三核苷酸重复基元中出现频率最多的是
(AAG/TTC)n. 

关于 EST-SSRs 分布特征, Clemson 大学基因组
研究所棉花中心(Clemson University Genomics Insti- 
tute, CUGI)对不同来源 ESTs 数据进行分析, 发现 
34819 条亚洲棉 ESTs 序列中包含 SSRs 的 EST 频率
是 2.73%, 1716 条陆地棉 ESTs 序列中其分布频率是
2.16%, 而对开花后 7~10 d, 开花前 3 d到开花后 15 d
以及开花后 6 d的未成熟纤维 3种不同来源的 EST序
列综合分析, 发现 EST-SSRs 的分布频率为 2.92% 
(http://www.genome.clemson.edu/projects/cotton/ssr).  
本研究中, 58906 条雷蒙德氏棉 EST 序列中, 包含 
SSR的 EST分布频率是 4.45%. 

2.3  雷蒙德氏棉 EST-SSRs标记开发及其在海、陆四
倍体栽培棉种间的多态性 

利用Primer 3.0软件, 对 2818个EST-SSRs序列进
行EST-SSRs的引物设计, 共开发了 1554对EST-SSRs
引物. 随机选取 300对引物对本室用于构建异源四倍
体栽培棉种遗传图谱的 2 个亲本海岛棉海 7124 和陆
地棉标准系TM-1 进行了遗传多态性分析 , 发现有
129 对引物在TM-1 和海 7124 亲本间检测到多态性, 
多态性率为 43%. 检测到的多态性差异明显, 一些引
物还检测到 2 个或 2 个以上的位点差异(图 2), 易于
作为多态性标记用于棉花基因组研究和分子标记辅

助育种. 一般认为, EST-SSRs标记揭示的种间多态性
低于源于基因组的SSR标记. Han等人[4]在 554对源于
亚洲棉的EST-SSRs引物中, 有 99对引物在TM-1和海
7124间检测到多态性, 其多态性率是 17.9%. Chee等
人[3]利用亚洲棉的ESTs也开发了 89对EST-SSRs引物, 
但仅 13 对在陆地棉和海岛棉中产生多态性, 其多态

性率是 14.6%. 相比较而言, 本实验中利用雷蒙德氏
棉ESTs开发的EST-SSRs标记在陆地棉和海岛棉间的
多态性大大高于前人的研究. 因此, 源于雷蒙德氏棉
转录组中的这些EST-SSRs标记可更有效用于棉花基
因组研究 . 本文中开发的其他 1254 对雷蒙德氏棉
EST-SSRs引物也正在进行海岛棉和陆地棉DNA多态
性分析及四倍体栽培棉种遗传图谱构建. 

EST本身是功能基因的一部分序列, 从EST中开
发出的EST-SSRs标记理论上可为功能基因提供“绝
对”的标记. 雷蒙德氏棉种子虽然不长有价值的纤维
但种皮密布绒毛. 作为四倍体棉种的供体种之一, 许
多研究已经证明 , 在D-亚基因组上有与纤维发育相
关的QTLs[9,25,26]. 本研究利用的EST序列大部分来源
于雷蒙德氏棉开花前 3 d到开花后 3 d胚珠cDNA序列, 
因此 , 利用本研究开发的雷蒙德氏棉EST-SSRs标记
可有效用于棉纤维发育的基因组和分子育种研究.  
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