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摘摇 要摇 近缘物种筛选法是获取微卫星引物的主要方法之一。 利用松属植物 EST鄄SSRs 的
种间通用性,从马尾松微卫星引物中筛选出红松 EST鄄SSR 标记,并与已有的红松基因组
SSR 标记进行对比分析。 采集长白山露水河红松母树林 4 个种群的 248 个样本,分析种群
遗传多样性。 结果表明:马尾松与红松的种间通用率为 27. 27% ,松属内不同亚属物种间的
种间通用性偏低;与红松基因组 SSRs 相比,EST鄄SSRs 的单位点等位基因数(Na)、有效等位
基因数(Ne)、观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)等遗传多样性参数均较低;用 2 组引物分
析 4 个种群的遗传多样性,发现有效等位基因均能反映出不同种群遗传变异的趋势,基因
多样性均能反映出遗传同一性的差异,说明两组引物都能准确地反映红松种群的遗传多态
性水平,新筛选的 EST鄄SSRs 可以用于红松种群遗传多样性研究。
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Screening of Pinus koraiensis microsatellite makers from relative species of Pinus and
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Abstract: Screening relative species SSRs is one of the main methods for obtaining microsatellite
makers. Based on the interspecific transferability of Pinus EST鄄SSRs, this paper screened out the
EST鄄SSRs of Pinus koraiensis from the microsatellite markers of P. massoniana, and analyzed the
population genetic diversity with the known Pinus genomic SSRs and EST鄄SSRs. The results
showed that the interspecific transfer rate between P. massoniana and P. koraiensis was
27郾 27% , and the transferability in Pinus subgenus was lower. As compared with genomic SSRs,
the numbers of alleles (Na), effective alleles (Ne), observed heterozygosity (Ho), and expec鄄
ted heterozygosity (He) of EST鄄SSRs were obviously lower. The genetic diversity analyses of four
populations through two sets of markers indicated that the two sets of effective alleles could reflect
the differences in the genetic variation trend between the four populations, and gene diversity
could also reflect the differences in the genetic identity between the four populations, which dem鄄
onstrated that the two groups of the markers could accurately reflect the genetic diversity levels of
the four populations, and the newly screened EST鄄SSRs could be used to analyze the population
genetic variation.
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摇 摇 红松(Pinus koraiensis)是中国长白山阔叶红松

林的主要建群种。 近百年来,历经 3 次过度采伐,大
范围的原始阔叶红松林遭到破坏 ( Yu et al. ,
2011)。 红松已成为中国稀有物种,被列为国家二

级保护植物(傅立国,1991)。 了解濒危物种的种群

遗传结构及遗传多样性水平是对该物种制定科学合

理的保护措施的前提(王绍先等, 2008)。 遗传多样

性研究所采用的分子标记主要有显性 ( RAPD、
ISSR、AFLP 等)和共显性(SSR、RFLP、SNP 等)两种

(夏寒冰和卢宝荣, 2009)。
微卫星(microsatellites)(Litt and Luty, 1989),即

简单序列重复(simple sequence repeats, SSRs)(Jacob
et al. , 1991)是在原核和真核生物的基因组中广泛存

在的,由短的重复单元(一般为 1 ~ 6 个碱基)组成的

DNA 串联重复序列(Zane et al. , 2002),具有高突变

率、多等位基因、共显性遗传、可重复性、广泛的基因

组覆盖率(包括细胞器基因组)、染色体特定位置、易
于自动化和高通量的基因分型等特点(Parida et al. ,
2009)。 该标记在种群研究上表现了很大的潜力,为
种群遗传学、遗传作图和分子育种提供广阔的应用前

景(Gupta & Prasad, 2009;张军丽等, 2000)。 目前,
SSRs 已成为研究植物遗传学和生态学方面优先选择

的分子标记(Park et al. , 2009)。
获取微卫星引物的方法主要有筛选基因组文库

法、微卫星富集法、数据库查找法和近缘物种筛选法

等 4 种,采用什么样的方法开发分离微卫星引物,做
到节约费用、省时高效是现在多数学者普遍关心的

问题(孙波等, 2009)。 目前,基于基因组文库法、微
卫星富集法、数据库查找法等方法开发的红松 SSR
标记已有少量报道 (邵丹等, 2007; Chen et al. ,
2010;Li et al. , 2010;Sui et al. , 2011;Yu et al. ,
2012),但现有微卫星标记数量仍然不足。 通过 EST
数据库开发的近缘种微卫星标记筛选出红松微卫星

标记的研究尚未见报道。
因此,本文旨在利用 EST鄄SSR 标记的种间通用

性,筛选红松微卫星标记,分别用红松 EST鄄SSR 与

已有基因组 SSR 标记分析红松种群遗传多样性,评
价松属 EST鄄SSR 的种间转移效率,及未来开发近缘

种 /属的 SSR 标记的前景。

1摇 研究地区与研究方法

1郾 1摇 研究区概况

研究地在吉林省露水河林业局 东 升 林 场

(42毅24忆N—42毅49忆N,127毅29忆E—128毅02忆E),位于长

白山西北麓,平均海拔 700 m;属于温带季风大陆性

山地气候(李文华等,1981),年平均气温为 3. 6 益,
最冷月(1 月)平均气温为-15. 6 益,最热月(7 月)
平均气温为 19. 7 益;年平均降水量约 700 mm,其中

7—9 月达 480 ~ 500 mm(许广山等,1980;程伯容

等,1984)。 土壤主要亚类有白浆暗棕壤、典型暗棕

壤和暗色暗棕壤(苏东凯等, 2009)。 地带性植被为

阔叶红松林,分布于海拔 500 ~ 1100 m 的玄武岩台

地上(代力民和邵国凡, 2005)。 阔叶红松林群落类

型以红松(Pinus koraiensis)、紫椴(Tilia amurensis)
蒙古栎(Quercus mongolica)、水曲柳(Fraxinus mand鄄
shurica)和色木槭(Acer mono)等为主要建群种, 林

分结构复杂, 多形成复层混交林 ( 李文华等,
1981)。
1郾 2摇 研究方法

1郾 2郾 1摇 样品采集摇 所有样本均于 2011 年 6—9 月

采自吉林省白山市抚松县露水河东升林场。 该林场

在 20 世纪 80 年代左右遭受不同采伐强度的采伐干

扰,选取未受采伐干扰的原始阔叶红松林 ( T0 )、
15%择伐强度的天然林(T1)、40%择伐强度的天然

林(T2)、皆伐后恢复起来的天然次生林(T3)等 4 个

群落,分别采集红松样本 68、65、59、56,为避免近亲

采集,单株相距百米以上,取当年生幼叶,0 ~ 4 益条

件下带回实验室,-70 益保存。
1郾 2郾 2摇 DNA 的提取与 SSR 引物筛选摇 采用上海生

工生物工程技术有限公司的 Ezup 柱式植物基因组

DNA 抽提试剂盒 ( SK8262) ( http: / / www. sangon.
com / prodetail. aspx? code = SK8262),提取红松基因

组 DNA。 以 1%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量。
用核酸测定仪测得浓度后,将样品浓度稀释到 50
ng·滋L-1,保存于-20 益 备用。 选择 23 对马尾松

EST鄄SSR 引物(刘公秉, 2009)进行实验,从中选取

扩增条带清晰、多态性好、条带稳定的引物;同时从

已开发的红松基因组 SSR 引物中 ( Yu et al. ,
2012),筛选出适合本研究样品的引物,用于红松模

板的 PCR 扩增。
1郾 2郾 3摇 SSR鄄PCR 扩增摇 SSR鄄PCR 扩增反应在 PCR
扩增仪(Bio鄄Rad)上进行。 本实验采用的 dNTPs、10
伊PCR 缓冲液 (含 Mg2+ )、 Taq DNA 聚合酶、 DNA
maker(500 bp)购自上海生工生物工程技术有限公

司;引物由华大基因合成。
反应体系(20 滋L)如下:2. 0 滋L 10伊PCR 缓冲液
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(200 mmol·L-1 Tris鄄HCl, pH 8. 4;2. 5 mmol·L-1;
MgCl2;500 mmol · L-1 KCl ), 0. 25 mmol · L-1

dNTPs,0. 6 滋mol·L-1引物,0. 5 U Taq DNA 多聚酶

和 50 ng 模板 DNA,加 ddH2O 水至 20 滋L。
PCR 扩增程序如下: 94 益预变性 3 min;然后

94 益变性 30 s,45 ~ 55 益 复性 30 s,72 益 延伸 1
min,共计 35 个循环;最后 72 益延伸 10 min。 PCR
扩增产物用 8%非变性聚丙烯凝胶电泳检测。
1郾 2郾 4摇 数据分析 摇 分析基因组 SSR 引物和 EST鄄
SSR 引物扩增出的多态位点,以野外采集的全部红

松个体为样本,计算每个位点的遗传多样性参数:等
位基因数 (Na ),观测杂合度 (Ho ),期望杂合度

(He),有效等位基因数(Ne = 1 / (1-He),固定指数

(F=1-(Ho / He)),并对两组位点参数进行分析评

价。 分别用两组 SSR 位点,对分析 4 个红松天然种

群的遗传多样性,评价不同来源的 SSR 引物在种群

遗传 多 样 性 研 究 中 的 差 别。 采 用 软 件 FSTAT
2. 9. 3. 2(Goudet, 2002)和 POPGENE 1. 31 (Yeh et
al. , 1999)计算遗传参数。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 引物筛选与验证

选择已有的 23 对马尾松 EST鄄SSR (刘公秉,
2009)引物,对红松基因组 DNA 进行 PCR 扩增。 结

果表明,23 对引物中,6 对引物无扩结果;6 对引物

没有扩增出与预期产物长度相符合的目的片段;8
对引物扩增出目的片段,但没有显示出多态性;3 对

引物扩增出稳定的多态性目的片段,马尾松与红松

间的种间转移率为 27. 27% (3 / 11)。
Yu 等 ( 2012 ) 通 过 FIASCO ( fast isolation by

AFLP sequences containing repeats)法构建红松基因

组微卫星富集文库,分离出微卫星 DNA 序列,成功

开发了 13 对多态性基因组 SSR 引物。 本文随机选

取 3 对引物,用于与 EST鄄SSR 引物进行对比分析,
具体引物信息见表 1。
2郾 2摇 单位点遗传多样性参数

6 个多态性位点对 248 个红松样本进行 PCR 扩

增,有效扩增样本数略有差别,样本容量差别不大,
具体遗传多样性参数见表 2。 由等位基因(Na)可

知,群体中基因组 SSR 基因座上平均等位基因数更

多,在样本容量基本相当的条件下,反映的红松群体

遗传多态性更高。 由有效等位基因(Ne)可知,基因

组 SSR 单位点平均有效等位基因数偏多,有效等位

基因为纯合体频率的倒数,说明测得的群体中纯合

体频率偏低,纯合体偏少。 由观测杂合度(Ho )可

知,基因组 SSR 单位点平均观测杂合度更高,说明

由基因组 SSR 扩增得到的杂合体频率更高,群体遗

传多态性均匀度更低。 虽然多态性位点 EST鄄1、
EST鄄3、G1 的等位基因数目相同,但由于它们的等位

基因不同,等位基因的频率也不同,因此在相同群体

得到的杂合度、有效等位基因也略有不同。
Nei(1973)提出采用期望杂合度( expected het鄄

erozygosity)或称基因多样性( gene diversity) (He),
度量群体遗传多态性。 基因组 SSR 的期望杂合度

都高于 0. 5,EST鄄SSR 的期望杂合度都低于 0. 5,基
因组 SSR 反映红松群体拥有更丰富的遗传多态性,
群体的遗传同一性更低。 相同种群不同 SSR 位点

测得的基因多样性不同,是由于基因座上的复等位

基因数目增加,导致群体内的基因多样性增加。 2
组引物的单位点遗传多样性参数略有差异,但都可

以用于种群遗传多样性分析。

表 1摇 3 对 EST鄄SSR 引物和 3 对红松基因组 SSR 引物信息
Table 1摇 Three EST鄄SSR primers and three genomic SSR primers of Pinus koraiensis information
引物 位点 引物序列(5爷鄄3爷) 引物

类型
重复单元 退火温度

(益)
预期片段

(bp)
GenBank
序列号

36567_3796 EST鄄1 F:CTCCCGTCTATGACTATCC
R:ATTATCGCACCAGCACTT

EST鄄
SSRs (GCC) 9 46 382 -

46196_7406 EST鄄2 F:AGCCTCACCATCTCATCT
R:TCTGCCTTTATCCACATC

EST鄄
SSRs

(CACG
GT) 5

46 386 -

9193_167 EST鄄3 F:TCGCCTGGGCTTTGTCTG
R:GCGGGTTGCATATTTGGTG

EST鄄
SSRs

(CTCAGC) 5
(CTCATC) 5

55 356 -

P6 G1 F:TCAAATTACCAGACAATAA
R:GAATTCGCCAATGAAATCA

genomic
SSRs (TA) 3(GT) 15 55 125 JQ429167

P66 G2 F:GCCACCTCCTAACCCTAAG
R:ACCCATTTGTCGA ATCTAA

genomic
SSRs

( TA ) 4 ( TG ) 3
(T) 3(GT) 7

57 159 JQ429224

P53 G3 F:ACTAGGAGGACAAGGGATT
R:CCAGGTGGAAGGTGAGACT

genomic
SSRs (GA) 16 55 205 JQ429211
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表 2摇 6 个多态性位点的遗传多样性参数
Table 2摇 Standard genetic diversity parameters of six poly鄄
morphism loci
位点 样本数

(n)
等位基因
(Na)

有效等位
基因(Ne)

观测杂
合度(Ho)

期望杂
合度(He)

固定指数
(F)

EST鄄1 244 4. 000 1. 300 0. 181 0. 231 0. 218*

EST鄄2 216 2. 000 1. 531 0. 449 0. 347 -0. 294ns

EST鄄3 238 4. 000 1. 894 0. 417 0. 472 0. 116*

平均值 3. 333 1. 575 0. 349 0. 350 0. 013
标准差 1. 155 0. 299 0. 146 0. 121 0. 271
G1 222 4. 000 2. 145 0. 381 0. 534 0. 287*

G2 228 5. 000 2. 976 0. 463 0. 664 0. 302*

G3 242 6. 000 3. 745 0. 611 0. 733 0. 166*

平均值 5. 000 2. 955 0. 485 0. 643 0. 252
标准差 1. 000 0. 800 0. 117 0. 101 0. 075
F, 固定指数; *P<0. 05, ns P>0. 05。

2郾 3摇 种群遗传多样性

在露水河 4 个红松林群落中,共采集红松样本

248 个。 分别用基因组 SSR 和 EST鄄SSR 分析种群遗

传多样性。 由图 1 可知,基因组 SSR 和 EST鄄SSR 的

平均等位基因数(Na)分别为 4、4、4. 67、4,3、3. 33、
3. 33、2. 67。 在样本容量相当的情况下,两组引物的

等位基因数量在 4 个种群中的变异趋势相同,均能

反映受不同采伐强度干扰后,红松种群的遗传多态

性变化趋势。 40% 择伐林内红松基因组 SSR 和

EST鄄SSR 的平均有效等位基因数(Ne)最多,表明该

种群的纯合体频率最低,群体遗传变异增加的最多;
而皆伐后恢复的天然林内红松有效等位基因最少,
该种群的纯合体频率最高,群体遗传变异在 4 个种

群中变化最少。

图 1摇 基因组 SSR 和 EST鄄SSR 在 4 个种群中等位基因数和
有效等位基因对比分析
Fig. 1摇 Comparison of Na and Ne between genomic SSR and
EST鄄SSR in four populations

图 2摇 基因组 SSR 和 EST鄄SSR 在 4 个种群中基因多样性对
比分析
Fig. 2摇 Comparison of He between genomic SSR and EST鄄
SSR in four populations

摇 摇 由图 2 可知,4 个种群中,40%择伐林内红松基

因组 SSR 和 EST鄄SSR 的平均基因多样性(He)最高,
表明该种群的遗传同一性最低,种群适应性最强、生
活力最旺盛;而 15%择伐林内红松基因多样性比其

他 3 个种群低,该种群的遗传同一性最高,种群适应

性比其他 3 个种群差,生活力相对最弱。
以上结果表明,基因组 SSR 的等位基因数量、

基因多样性和有效等位基因数均比 EST鄄SSR 的值

高。 由于采用复等位基因标记,不同的多态性位点

的等位基因数量、等位基因频率、有效等位基因、杂
合度都不同,不适合采用遗传多样性参数在群体中

变异的真实度量。 采用标记系统的因变量,即不同

参数在群体中变异的趋势和范围,可以更好地度量

群体的遗传多样性水平。 基因组 SSR 和 EST鄄SSR
在 4 个种群中的遗传多样性参数的变异趋势基本相

同,都可以很好地反映不同强度的采伐干扰后,红松

种群遗传多样性的变化趋势,所以新开发的 EST鄄
SSR 可以用于红松种群遗传多样性分析。

3摇 讨摇 论

3郾 1摇 种间通用性

本研究中,马尾松 EST鄄SSR 对红松种间转移率

为 27. 27% ,种间通用性偏低。 Liewlaksaneeyanawin
等(2004)从 4 种来源的火炬松序列(EST 序列、未
经筛选的基因组 DNA、低拷贝的基因组 DNA 和甲

基化的基因组 DNA)开发微卫星标记,结果发现,8
对 EST鄄SSR 引物在 4 个近缘种中均有扩增,另外 3
组微卫星标记的种间可转移率分别为 29% 、23% 和

30% 。 说明 EST鄄SSR 标记在近缘种的通用性最高,
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基因组 SSR 的通用性明显偏低。
Shepherd 等(2002)将 8 对火炬松的 EST鄄SSR

引物对湿地松和加勒比松进行 PCR 扩增,8 对引物

都可以扩增出目的片段,可扩增率为 100% ,6 对引

物有多态性产物,种间转移率为 75% 。 火炬松、湿
地松、加勒比松、马尾松都属于油松亚属,红松属于

白松亚属(宋湛谦,1998),说明引物在松属的亚属

内转移率较高,而在亚属间的转移率较低。
Laosatit 等(2013)从麻风树属 EST 数据库开发

出 163 对麻风树多态性引物,其在麻风树属内 4 个

树种的种间的转移率为 75. 56% ~ 85. 19% ,在蓖麻

属的属间转移率为 26. 67% 。 说明 EST鄄SSR 标记在

亲缘关系近的物种间转移率高,在亲缘关系较远的

种或属间转移率明显降低。
目前白松亚属的 EST鄄SSR 引物开发较少,油松

亚属的 EST鄄SSR 引物比较丰富,尤其是松属模式树

种———火炬松的 EST鄄SSR 标记的开发比较成熟,未
来可以考虑从其他松树尤其是火炬松的 EST鄄SSR
引物开发红松微卫星标记。
3郾 2摇 遗传多样性对比

本研究表明,基因组 SSR 位点在红松群体中扩

增得到的多态性等位基因数量高于 EST鄄SSR 位点,
在杨树、小麦、水稻等物种的研究中也发现类似结果

(Cho et al. , 2000;杨新泉等, 2005;张亚东等,
2011)。 这是由于 EST鄄SSR 来源于高度保守的 DNA
转录区,保护性更强,所以其揭示的多态性在理论上

应低于基因组 SSR。
基因多样性是不依赖于多态性任意值的定义,

仅由群体中等位基因频率决定,因此可克服多态性

百分比的某些不足,是度量群体遗传多态性的一个

最适参数;杂合性程度能够反映树木的遗传多样性,
而有效等位基因数反映了等位基因间的相互作用,
比杂合度更好地度量群体遗传变异的增加(徐刚

标,2009)。 本研究中,两组微卫星位点测得的基因

多样性随 4 个种群的变化趋势相同,揭示的种群遗

传多态性变化水平相同;而两组有效等位基因在 4
个种群中的变异趋势一致,揭示的遗传变异趋势也

一致。 可见,虽然不同微卫星位点的遗传多样性参

数绝对值不同,但都能有效揭示遗传多样性变异水

平,因此可以采用因变量水平评价红松种群的遗传

多样性差异。 由马尾松 EST鄄SSR 引物开发的红松

EST鄄SSR 位点可用于红松种群遗传多样性研究。
3郾 3摇 不同开发方法的效率对比

Eillis 和 Burke(2007)、Craig 等(2011)研究发现,
与建立基因组文库和直接从 EST 序列开发 SSR 标记

相比,利用 EST鄄SSR 标记的种间通用性,从已有物种

的引物开发近缘种 EST鄄SSR 标记的效率最高。
Varshney 等(2005)研究发现,在非重复 EST 序

列中 SSR 的存在率仅为 2% ~5% ,如果从数据库开

发 SSR 标记,需要有足够的序列信息(ESTs)。 截至

2012 年 5 月 1 日,NCBI 数据库中有红松 EST 序列

65 条,序列数据明显不足,开发红松 EST鄄SSR 标记

受到限制,需要从松属 EST 序列中开发。 刘公秉

(2009)在 359521 条松属 EST 序列中检索到 15. 8%
的非重复序列,而 SSR 在非重复序列中的存在率仅

为 3. 6% 。 Sui 等(2011) 研究发现,18181 条红松

EST 序列中 SSRs 为 408 条(2. 4% ),从中选出 132
条序列设计 EST鄄SSR 引物,仅有 5 对引物在红松

DNA 样本扩增出多态性条带。 直接从 EST 序列开

发红松 SSR 引物效率不高。
FIASCO 法是分离微卫星 DNA 标记的一种非常

有效且无需克隆与筛选的快捷方法( Zane et al. ,
2002)。 此方法省去了构建文库与筛选文库的过程,
并且结合了 AFLP 的一些步骤,筛选微卫星位点的周

期更短(孙波等, 2009)。 Yu 等(2012)通过 FIASCO
法构建红松基因组微卫星富集文库,分离出微卫星

DNA 序列,成功开发了 43 对基因组 SSR 引物,其中

有 13 对多态性引物,可用率为 30%,与数据库(ES鄄
Ts)序列开发 SSR 引物相比,开发效率较高。

本研究中,马尾松 EST鄄SSR 引物对红松基因组

DNA 进行 PCR 扩增,筛选出 8 对红松 EST鄄SSR 引

物,其中多态性引物为 3 对,可转移率为 27. 27% ,
与前两种方法相比,从同属内开发引物的方法效率

最高。

4摇 结摇 论

借鉴前人开发的 EST鄄SSR 标记,从松属相关树

种的 EST鄄SSR 引物开发红松微卫星标记,是一种方

便、快捷且比较廉价的方法,扩增产物的高质量和稳

定性,以及种间通用性都提高了 EST鄄SSR 引物的应

用价值。 由于 EST鄄SSR 标记多态性较低,且集中在

基因富集区,可与红松基因组 SSR 标记互补,应用
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于基因组作图;EST鄄SSR 标记可以单独应用于种群

遗传多样性研究;红松基因组 SSR 多态性较高,在
指纹分析和品种鉴定方面的研究更有优势。 未来可

从松属模式树种———火炬松的 EST鄄SSR 标记筛选

红松微卫星标记。
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