
书书书

植物研究 2016，36( 5) : 747 ～ 752
Bulletin of Botanical Ｒesearch

基金项目:国家自然科学基金( 31400322) ;青海省国际科技合作项目( 2014-HZ-812)
第一作者简介:田尊哲( 1989—) ，男，硕士研究生，主要从事植物遗传多样性学研究。

* 通信作者: E-mail: fqzhang@ nwipb． cas． cn
收稿日期: 2016 － 03 － 31
Foundation item: National Natural Science Foundation of China( 31400322) ; International S＆T cooperation projects of Qinghai Province( 2014-

HZ-812)
First author introduction: TIAN Zun-Zhe( 1989—) ，male，master degree，mainly engaged in the research of plant genetic diversity．

* Corresponding author: E-mail: fqzhang@ nwipb． cas． cn
Ｒeceived date: 2016 － 03 － 31

基于高通量测序分析青藏高原特有植物

蓝玉簪龙胆( Gentiana veitchiorum) 的 SSＲ和 SNP特征

田尊哲1，2 高庆波1 陈世龙1 张发起1*

( 1．中国科学院高原生物适应与进化重点实验室，中国科学院西北高原生物研究所，西宁 810001; 2．中国科学院大学，北京 100039)

摘 要 利用 Illumina HiSeqTM2500 平台对青海省库泽县的蓝玉簪龙胆( Gentiana veitchiorum) 进行高通量测序，共
得到 SSＲ序列 8 588 条，对其 SSＲ重复类型进行分析;三核苷酸重复类型所占的比例最大占 54． 7% ( 4696) ;其次
是二核苷酸重复类型占 41． 3% ( 3543) ;四核苷酸重复类型，五核苷酸重复类型和六核苷酸重复类型所占的比例较
少( 共占 4% ) 。在二核苷酸重复类型中 AT /TA重复类型所占的比例最大分别为 9． 85%和 9． 5%。在微卫星中重
复单元的长度大小和重复次数成负相关，并且微卫星的总长度与重复单元的长度成正相关。在蓝玉簪龙胆的花
( GP-F) 和叶( GP-L) 中分别得到 253 789 和 249 417 个 SNP位点，其中在非编码区上的比例为 51． 29%和 51. 96%。
分析发现蓝玉簪龙胆 SNP位点在编码区中同义转换所占的比例( 48． 63%和 47． 96% ) 要远远高于非同义转换的
比例( 0． 08%和 0． 08% ) ，可能与功能基因序列相对稳定有关。
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Characteristics of SSＲ and SNP in Gentiana veitchiorum in
Qinghai-Tibetan Plateau，by High-throughput Sequencing

TIAN Zun-Zhe1，2 GAO Qing-Bo1 CHEN Shi-Long1 ZHANG Fa-Qi1*

( 1． Key laboratory of Adaption and Evolution of Plateau Biota，Northwest Institute of Plateau Biology，Chinese Academy of Sciences，Xining 810001;

2． University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100039)

Abstract We used the next generation sequencing ( NGS) to capture the SSＲ and SNP marker in Gentiana
veitchiorum，sampled in Zeku，Qinghai Province． A total of 8588 simple sequence repeats were generated
through lumina HiSeqTM 2500． The dinucletide repeats were the highest( 54． 7% ) ，followed by the trinucleotide
repeats( 41． 3% ) ． A proportion of tetranucletide，pentanucleotide and hexanucleotide repeats was less，which
is 4% in total． In dinucleotide repeats，AT /TA repeats were the dominated ones，9． 85% and 9． 5%，
respectively． The length of nucleotide repeat and number of repeat were negative correlation，while there was a
positive correlation between the total length of SSＲ sequences and the length of nucleotide repeat． A total of
253 789 and 249 417 SNPs were indenfied in GP-F and GP-L of G． veitchiorum． The proportion of the SNPs
located in the noncoding region were 51． 29% and 51． 96%，respectively． The proportion of synonymous
transition ( 48． 63% and 47． 96% ) in coding region was significantly higher than that of nonsynonymous
transition( 0． 08% and 0． 08% ) ，which might be caused by relatively conservative domains of functional genes．
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青藏高原( Qinghai-Tibetan Plateau) 是世界上
海拔最高的高原，平均海拔达到 4 500 m，面积达到
2． 5 × 106 km2，被誉为“世界屋脊”、“地球的第三
极”［1］。蓝玉簪龙胆( Gentiana veitchiorum Hemsl． )
为龙胆科( Gentianaceae) 龙胆属( Gentiana) 的多年
生草本植物，在青藏高原地区广泛分布，高 5 ～ 10
cm，营养叶和繁殖叶异型。龙胆花主要含有裂环
环烯醚类活性成分，如: 落甘酸、獐芽菜苦苷、龙胆
苦苷和獐牙菜苷等，其叶具有清湿热、泻肝胆湿
火、镇咳利喉健胃的功能，主治感冒发烧目赤咽痛
肺热咳嗽等［2］。对蓝玉簪龙胆的研究主要集中在
化学成分以及药效等方面［3 ～ 5］，而在分子遗传等

方面研究较少。青藏高原的温度从 1960 年就开
始升高，这比中国其他地方的地区都要早［7 ～ 8］，并

且在过去的 50 年中，青藏高原每十年温度就要增
高 0． 3℃，比中国其他地区的温度都要上升的
快［5］。青藏高原的环境变化对生物多样性有了很
大的影响，为了更加深入的挖掘蓝玉簪龙胆资源

和建立完善的种质资源评估和保护系统，因此很

有必要开展蓝玉簪龙胆的遗传多样性研究。
近年来，随着分子技术的快速发展，尤其是第

二代微卫星标记和第三代单核苷酸标记在探究生

物群体内和群体间遗传变异及种间关系和遗传育

种等研究中所凸显的优越性，使的其运用范围越

来越广。微卫星，又称简单重复序列标记 ( simple
sequence repeats，SSＲs ) ，是一类由几个核苷酸
( 2 ～ 6 个) 为重复单位组成的长达几十个核苷酸
的重复序列，长度较短，且广泛分布于真核生物的

基因组中，具有数量多，分布广且均匀，高度多样

性，分析快速方便等优点［9 ～ 12］。此外，微卫星序列
在群体中通常具有很高的多态性，而且一般为共

显性，这些特点使得微卫星标记成为分子遗传研

究中使用最为广泛的遗传标记之一。
单核苷酸多态性 ( Single Nucleotide Polymor-

phism，SNP) 是指一物种不同个体在基因组水平上
有单个核苷酸变异引起的 DNA 序列多态性，通常
被认为是变异在频率大于 1% 时称为 SNP［13］。
SNP一般只涉及到碱基的转换( Transition) 和颠换
( Transversion) ，是许多真核生物中最丰富的遗传
变异方式，具有数量多，分布广，突变率低，易实现

自动化检测等优点［14］。
本研究以选取采集于青海泽库蓝玉簪龙胆的

叶和花开展高通量测序，挖掘蓝玉簪龙胆的 SSＲ
和 SNP信息，并分析其在该物种的特征，为蓝玉簪

龙胆的遗传多样性以及群体遗传学的研究奠定了

分子基础。

1 样品的采集和方法

1． 1 样品的采集和高通量测序、拼接
蓝玉 簪 龙 胆 ( G． veitchiorum Hemsl; Zhang

2014131) 采集于青海省泽库县 ( 35°4'N，101°30'
E，3 681 m) 。采取同一株上的叶片和花后放入液
氮中保存，带回实验室于 － 80℃保存。凭证标本
保存于中国科学院西北高原生物研究所青藏高原

生物标本馆( HNWP) 。
从蓝玉簪龙胆的叶 ( GP-L) 和花 ( GP-F) 中各

提取 100 μg 总 ＲNA; 用 Nanodrop 检测 ＲNA 的纯
度，用 Qubit对 ＲNA浓度进行精确定量，并用 Agi-
lent 2100 精确检测 ＲNA 的完整性; 然后用 Oligo
( dT) 的磁珠富集蓝玉簪龙胆的 mＲNA; 随后加入
fragmentation buffer 将 mＲNA 打断成短片段，以
mＲNA为模板，用六碱基随机引物( random hexam-
ers) 合成一链 cDNA，然后加入缓冲液、dNTPs 和
DNA polymeraseⅠ和 ＲNase H 合成双链 cDNA，再
用 AMPure XP beads纯化双链 cDNA。纯化的双链
cDNA先进行末端修复，加 A 尾并连接测序接头，
再用 AMPure XP beads 进行片段大小选择。最后
进行 PCＲ 扩增，并用 AMPure XP beads 纯化 PCＲ
产物，得到最终的文库。文库合格后，把不同文库
按照有效浓度及目标下机数据量的需求混池后在

Illumina HiSeqTM 2500 平台上测序。
对所得的数据进行质量评估，包括:测序错误

率分布检查，A /T /G /C的含量分布检查，其中对单
个碱基位置的错误率控制在 1%以下，然后对测得
的原始测序序列 ( raw reads) 进行过滤: 去除带接
头( adapter) 的和 N的比例大于 10%的 reads，并去
除低质量 reads，得到干净的读序( clean reads) 后，
而后用 Trinity［15］对得到的 clean reads进行拼接以
获取后续分析的参考序列，并取每条基因中最长

的转录本作为 Unigene，以此进行后续分析。
1． 2 SSＲ和 SNP的检测，筛选和统计分析
基于蓝玉簪龙胆转录组的 SSＲ检测是以组装

出来的 Unigene 作为参考序列，采用 MicroSatellite
( MISA; http: / /pgra． ipk-gatersleben． de /misa / ) 对
Unigene进行 SSＲ 检测。SSＲ 搜索标准有精确型
( perfect ) 及复合型 ( compound ) 的 SSＲ 重复单
元［16］，各重复微卫星类型重复次数设定为:两碱基

( dinnucleotide repeats，DNＲs) 至少重复 6 次，三碱
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基( trinucleotide repeats，TNＲs) 至少重复 5 次，四
碱基 ( tetranucleotide repeats，TTNＲs ) 至少重复 5
次，五碱基( pentanucleotide repeats，PTNＲs) 至少重
复 4 次，六碱基( hexanucleotide repeats) 至少重复 4
次。并对蓝玉簪龙胆转录本的不同 SSＲ 类型以及
SSＲ类型中密度进行统计分析。
通过 samtools和 piacard-tools等工具对比对结

果进行染色体坐标排序，去掉重复的 reads 等处
理，最后通过变异检测软件 GATK2［17］以 Unigene
为参考序列对 resds进行 SNP Calling，并对原始结
果进行过滤( 过滤掉质量值小于 30，距离小于 5 的
SNP) 。并对得到的 SNP 位点位于编码区或者非
编码区，以及在编码区中的同义转换或者非同义

转换的 SNP数量进行统计。

2 结果与分析

2． 1 测序产量，质控和组装结果
随着高通量测序技术的发展及成本的降低，

通过高通量测序可以得到海量的序列，但是在

ＲNA-seq技术中，测序错误率会随着测序序列长
度的增加而升高［18 ～ 19］，在单个碱基位置的测序错

误率控制在 1%以下，在 GP-F和 GP-L的单碱基错
误率都为 0． 03% ;在由于测序得到的 reads并不都
是有效的，里面含有带接头的，重复的和测序质量

低的 reads，它们对组装及后续分析都会产生影响。
在对 GP-F和 GP-L的转录本测得的 raw reads去除
含接头的、N的比例大于 10%的以及低质量的 reads
后。分别得到 22 936 570 条和 22 355 444 条 clean
reads，分别占 Ｒaw reads 的 92． 80%和 92. 59%，在
两个 GP-F和 GP-L中质量值≧ 20%的碱基数占总
碱基数的比例分别为 95． 72%和 95. 96%，质量值
≧ 30% 的碱基数占总碱基数的比例分别为
91. 81%和 92． 14%，碱基 G 和 C 含量总和分别为
43． 23%和 42． 79%以上。
在对 GP-F 和 GP-L 的 raw reads 进行处理后，

我们用组装软件 Trinity 对所得的 clean reads 进行
组装，对转录本和 Unigene 的长度进行统计( 图 1) ，
其中在拼接得到的 Transcripts 中 N50 为 1 424，而
N90为314;在拼接得到的Unigene中N50为910，而
N90为 256。其中拼接的 Transcripts 和 Unigene 总
的核苷酸数分别为 177 300 983个和 85 642 977个。
2． 2 SSＲ的测序结果，测序产量、质量及组装结
果分析

在 Illumina HiSeqTM 2500 测序平台对蓝玉簪

图 1 拼接后的 Unigene与 Transcript长度分布图
Fig． 1 The length distribution of Unigene and Tran-
script after assembled

龙胆测序后，去除 Ｒaw reads 中含有接头的，N 含
量比大于 10%的和低质量的 reads后，用 Trinity对
clean reads进行拼接。在对 Trinity 拼接得到的转
录序列为参考序列，取每条基因中最长的转录本

作为 Unigene。通过对 Unigene 进行 SSＲ 检测，共
检测的序列共 140 225 条，总长度达到 85 642 977
bp，共检测到 8 588 条 SSＲ序。
通过对 SSＲ 类型进行分析发现: 双核苷酸重

复类型 SSＲ占 41． 3% ( 3 543 个) ，长度以 12 ～ 24
bp为主;三核苷酸重复类型 SSＲ 占 54． 7% ( 4 696
个) ，长度以 15 ～ 24 bp 为主; 四核苷酸重复类型
SSＲ占 3． 4% ( 296 个) ，长度以 20 ～ 24 bp 为主;五
核苷酸重复类型和六核苷酸重复类型 SSＲ 较少
( 图 2) 。对其进一步统计分析得到二核苷酸重复
类型有 12 种，三核苷酸重复类型有 60 种，四核苷
酸重复类型有 92 种，五核苷酸重复类型 21 种，六
核苷酸重复类型有 32 种( 图 3) 。

图 2 蓝玉簪龙胆不同核苷酸重复类型的 SSＲ数量
Fig． 2 Number diversification of SSＲ in nucleotide
repeat sequence of G． veitchiorum
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图 3 蓝玉簪龙胆序列不同长度重复类型微卫星长度分布及其变异 每一扇形区对应不同长度微卫星所占百分比，上面的值
为对应的微卫星片段长度。

Fig． 3 Diversification of the microsatellites in G． veitchiorum sequence of nucleotide repeat Each sector represents the per-

cent of ditterent SSＲ，the number is the lengh of the SSＲ．

通过对主要的核苷酸重复类型的比较分析

发现，在二核苷酸重复类型中，AT /TA 重复类型
所占比例较高，AC /TG次之;在三核苷酸重复类型
中 GAA 重复类型所占比例较高，AGA /TCT 重
复类型所占比例次之; 四核苷酸重复类型、五核苷
酸重复类型、六核苷酸重复类型的数量相对较少
( 表 1) 。
2． 3 蓝玉簪龙胆的 SNP位点特征分析
通过 samtools和 picard-tools等工具比对 GP-F

和 GP-L结果进行染色体坐标排序，去掉重复的
reads等处理后，以 Unigene 序列为参考序列，通过
变异检测软件 GATK2 进行 SNP Calling，并对原始
结果进行过滤，在GP-F和GP-L中分别得到253 789
和 249 417个 SNP位点，其中非编码区的 SNP 位点
分别为 130 175个和 129 593个，编码区的 SNP位点
分别为 123 614个和 119 824个。其中在 CP-F中编
码 SNP中，同义转换占 48． 63% ( 123 431 个) 非同
义转换占 0． 08% ( 201 个) ;在 GP-L中的编码区的

SNP中，同义转换占 47． 96% ( 119 620 ) ，非同义转
换占 0． 08% ( 201 个; 表 2 ) 。对其进一步分析，
GP-F和 GP-L的每个 SNP 的平均跨度分别为 699
和 711 bp。在 GP-F和 GP-L中的 SNP的位点个数
和跨度出现此差别表明在蓝玉簪龙胆在适应环境

变化过程中，花的变异量强于叶的变异量，或者可

能是由于花所受环境变化的影响更大。
对蓝玉簪龙胆 SNP类型分析发现，在 GP-F中

转换类型占 58% ( 147 198 个) ，颠换类型占 42%
( 110 180 个) ;在 GP-L中转换类型占 61% ( 52 144
个) ，颠换类型占 39% ( 97 272 个，表 3 ) 。其中在
GP-F和 GP-L中的转换类型明显高于颠换类型，
在 GP-F和 GP-L中的转换类型中，C ＜ － ＞ T 发生
频率较高，这可能与 SNPs 在 CG 序列上出现的最
为频繁，而 C( 胞嘧啶) 常以甲基化形式存在，在脱
氨后即成为 T( 胸腺嘧啶) 有关［20］，在蓝玉簪龙胆
的花和叶中的 SNPs 类型及其发生频率趋势基本
一致。
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表 1 主要核苷酸重复序列类型在蓝玉簪龙胆序列的百分比
Table 1 Ｒelative percentage of SSＲs in G． veitchiorum

sequences

主要的重复单元
Nucleotide repeat

composition

重复碱基类型
Nucleotide repeat

type

SSＲ数
No． of SSＲ

占总 SSＲ的百分比
Percent of

total SSＲs( % )

二核苷酸重复
Dinnucleotide repeats

AC 320 3． 73
AG 247 2． 88
AT 846 9． 85
CA 203 2． 36
CT 151 1． 76
GA 187 2． 18
GT 241 2． 81
TA 815 9． 50
TC 200 2． 33
TG 327 3． 81

三核苷酸重复
Trinucleotide repeats

AAC 101 1． 18
AAG 161 1． 87
AAT 118 1． 37
AGA 154 1． 79
ATC 103 1． 20
CAA 100 1． 16
CCA 109 1． 27
GGA 107 1． 25
GGT 141 1． 64
TCA 121 1． 41
TCT 153 1． 78
TGA 108 1． 26
TGG 122 1． 42
TTC 161 1． 87
TTG 129 1． 50

表 2 高通量测序鉴定的蓝玉簪龙胆的 SNPs类型分类
Table 2 Identified the SNPs type of G． veitchiorum by

high-throughput sequencing

样品
Sample

总的 SNP
位点数
Total no．
of SNP

非编码区 SNP
No-coding

SNP
编码区 SNP
Coding SNP

同义转换
Synonymous
transition

非同义转换
Nonsynonymous

transition

GP-F 253 789
( 100% )

130 175
( 51． 29% )

123 614
( 48． 71% )

123 413
( 48． 63% )

201
( 0． 08% )

GP-L 249 417
( 100% )

129 593
( 51． 96% )

119 824
( 48． 04% )

119 620
( 47． 96% )

201
( 0． 08% )

表 3 高通量测序鉴定的蓝玉簪龙胆 SNPs类型分析
Table 3 Analysis the SNPs type of G． veitchiorum by

high-throughput sequencing

样品
Sample

SNP类型
SNP type

数量
Number

SNP类型
SNP type

数量
Number

GP-F 转换 transition 颠换 transversion
A ＜ － ＞ G 73 590 A ＜ － ＞ T 37 596
C ＜ － ＞ T 73 608 G ＜ － ＞ T 21 064
— — C ＜ － ＞ G 14 974
— — A ＜ － ＞ C 36 546

合计 147 198( 58% ) 合计 110 180( 42% )
GP-L A ＜ － ＞ G 77 319 A ＜ － ＞ T 34 918

C ＜ － ＞ T 74 825 G ＜ － ＞ T 22 448
— — C ＜ － ＞ G 16 960
— — A ＜ － ＞ C 22 946

合计 152 144( 61% ) 合计 97 272( 39% )

3 讨论

通过 Illumina HiSeqTM 2500 测序平台对蓝玉
簪龙胆转录组测序共得到 8 588 条 SSＲ序列，平均
跨度为 9 973 bp，在蓝玉簪龙胆基因组中的 SSＲ类
型中，三核苷酸重复类型所占的比例最大( 54. 7% ) ，
其次是二核苷酸重复类型( 41． 3% ) ，而在同属于
龙胆亚族的川西獐牙菜 ( Swertia mussotii) 的 SSＲ
的平均跨度为 12． 6 kB，在 SSＲ重复类型中三碱基
重复所占的比例为 45． 99%，二碱基重复类型所占
的比例为 41． 62%［21］。其中三碱基重复类型的比
例相差比较大，此结果说明即使在同一亚族中不同

属之间的 SSＲ类型分布比例也有很大的区别。
在二、三碱基重复类型中占比例最高的碱基

重复类型分别是 AT /TA和 AAG /TTC，在川西獐牙
菜中二、三碱基重复类型中比例最高的碱基重复
类型分别为 AT /TA 和 AAT /TTA［21］，但是在唐古
特红景天 ( Ｒhodiola algida) 中的二碱基重复类型
中比例较高的碱基重复类型为 AG /GA和 TC /CT，
三碱基重复类型中各个重复类型所占的比例较均

匀［22］。蓝玉簪龙胆中二、三碱基重复类型比例较
高的重复类型与红景天的差别比较大，而与川西

獐牙菜的差别没那么大，这可能与不同植物之间

的亲缘关系有关。对蓝玉簪龙胆的微卫星长度进
行分析可以得出，在微卫星中重复单元的长度大

小和重复次数成负相关，并且微卫星的总长度与

重复单元的长度成正相关。
通过对蓝玉簪龙胆的 SNP 的分析发现，GP-F

含有 253 789 个 SNPs位点，平均跨度 699 bp，GP-L
含有 SNPs 249 417 个，平均跨度 711 bp，这比青杨
( Populus cathayana，1 /29 332 bp ) 的分布密度要
高，这可能与物种、测序数量、SNP 分布的不均一
性有关［23］。蓝玉簪龙胆的 SNP 位点在非编码区
所占的比例要比在编码区的比例高一些，和以往

的研究结果一致［24 ～ 25］，可能是由于进化的原因和

自然选择所致。蓝玉簪龙胆的 SNP位点在编码区
中同义变换所占的比例( 48． 63%和 47． 96% ) 要远
远大于非同义变换的比例( 0． 08%和 0． 08% ) ，可
能是由于功能基因序列相对稳定所造成的。
综上所述，我们在高通量转录组测序的基础

下，充分挖掘了蓝玉簪龙胆 SSＲ、SNP信息，为构建
蓝玉簪龙胆遗传学图谱以及谱系地理学研究提供

了多方面的分子基础; 该研究所获得 SSＲ 以及
SNP 分子标记，还为以后龙胆属植物的生物多样
性研究以及保护生物学的研究提供了基础。
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