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番红花 EST资源的 SSR信息分析 
陈国庆 

(湖北师范学院 生命科学学院，湖北 黄石 435002) 

摘 要 ：从 NCBI公共数据库下载得到 6745条番红花 EST，通过前处理得到全长为 612．01 kb的无冗余 EST 

1431条 。在这些序列中搜索出 108个 SSR，分布于 103条 EST中，出现频率为 7．55 。这些 EST—SSR的平 

均分布距离是 5．67 kb。二核苷酸重复和三核 苷酸重复是 番红花主要的重复类 型，分别 占总 EST—SSR的 

30．56％和 37．96 。AG／CT和 AAG／CTT是二 、三核苷酸重复 中的优势基元 ，分别 占二 、三核苷酸重复的 

66．67 和 29．27 。本研究为番红花 EST-SSR标记的建立和进一步应用奠定了基础。 
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Abstract：6745 ESTs of saffron crocus in the public database of NCB1 were downloaded and analysed，resulting in 

1431 non-redundant ESTs with total length about 612．01 kb．A total of 108 SSRs distrihuted in 103 ESTs were de— 

tected，accouting for 7．55％ of the non—redundant ESTs．The average distribution distance of these EST-SSRs was a— 

bout 5．67 kb．Dinucleotide and trinucleotide repeats were the main types in Crocus sativus，accouting for 30．56％ and 

37．96％ of all the SSRs，respectively．AG／CT and AAG／CTT are the most frequent motifs，accounting for 66．67V00 

and 29．27 in dinucleotide and trinucleotide repeats，respectively．The present study provides a base for the develop— 

ment and further applification of EST-SSR markers in saffron crocus． 
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简 单 序 列 重 复 (Simple Sequence Repeats， 

SSRs)，又叫微 卫星 (Microsatellite)或短 串联重 复 

(Short Tandem Repeats)，通常是指由 l～6个碱基 

组成的核苷酸重复基元。SSRs广泛分布于真核生 

物基因组中，具有共显性表达、多态性高等优点，因 

而得到 了越 来越 多 的应 用 (Powell等 ，1996；Toth 

等 ，2000)。然而 ，SSR标记 的开发需 时长、花费高 ， 

大大限制了该分子标记的使用；即使采用 SSR富集 

方法可以提高产 出、减低成本 ，仍然需要投入大量的 

人力和财力 (Kumpatla等，2004)。近年来，随着功 

能基因组学 的发展 ，表 达序 列标 签 (expressed se— 

quence tags，ESTs)已成 为开发新型分子标记 的重 

要资源。EST—SSR的开发建立在生物信息学方法 

的基础上，不但省肘，而且大大降低成本。相对于传 

统的基因组 SSR(genomic SSR)，基于 EST的微卫 

星标记(EST—SSR)具有独特的优越性：第一，序列 

保守性高，通用性强，能在近缘属种间获得较好扩 

增；第二，由于其本身来 自基因表达序列，可能与功 
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能基 因表达有着直接或间接 的关系，可作为一种功 

能性分子标记，因此也称基因 SSR(genic SSR) 

(Varshney等，2O05)。 

番红花 (Crocus sativus)又名藏红 花、西红花 ， 

为鸢尾科番红花属植物，原产西班牙、希腊和伊朗等 

国，引入我国已有 600多年历史。它是一种珍贵的 

药用植物，具有镇静、祛痰、刺激、解痉、活血化瘀等 

功效 ，用于胃痛、痛经，可治疗痢疾、麻疹、发热黄疸、 

肝脾肿大、泌尿道感染及糖尿病等多种疾病(陈书安 

等，2001)。由于仅以柱头人药，资源极其有限，故价 

格昂贵，被誉为“植物黄金”。为充分合理地利用这 
一 珍贵药用植物，开展番红花资源多样性研究势在 

必行 。目前尚未见有关番红花基 因组 SSR标记 的 

报道 ，而公共数据库中已积累了大量的番红花 EST 

序列，为 EST—SSR标记的开发提供了契机。本研 

究对现有番红花 EST中的 SSR信息进行了全面分 

析，以明确其 EST—SSR的发生频率和特点，为进一 

步筛选番红花 EST—ssR标记和探索其在遗传育 

种、图谱构建中的应用奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1番红花 EST序列的来源 

番红花 EST来自美国国家生物技术信息中心 

(National Center for Biotechnology Information，NC— 

BI)(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／entrez／query．fc— 

gi)的GenBank数据库，共计 6 745条序列。 

1．2 EST的前处理与片段重叠群(contig)分析 

用 EST-trimmer软件(http：／／pgrc．ipk-gatersle— 

ben．de／misa／download／est—trimmer．p1)除去 5 端或 

3 端5O bp内重复次数达 5次和 5次以上的polyT或 

polyA；除去长度小于 100 bp的 EST序列；对于长度 

大于 700 bp的 EST，则保 留其 5 端 的 700 bp。用 

DNAStar软件(LASERGENE，DNASTAR，lnc．)对每 

个物种的EST序列分别进行片段重叠群分析和聚 

类。装配参数设置为：在至少 4O个核苷酸的重复区 

域中，最小匹配百分比大于 95 9／6的 EST序列可以 

进行拼接与延伸 。 

1．3 EST-SSR的发掘 

用 MISA 程 序 (http：／／pgrc．ipk—gatersleben． 

de／misa／)对经过前处理的无冗余 EST进行 SSR 

查找。筛选标准为单核苷酸重复次数不小于12次， 

二核苷酸重复次数不小于 6次，三至六核苷酸重复 

次数不小于 5次。同时筛选和记录被少数碱基 (间 

隔小于1O或等于10 bp)打断的不完全重复的SSR。 

2 结果与分析 

2．1番红花 EST-SSR出现的频率 

从 NCBI公共数据库下载得到 6 745条来 自番 

红花的 EST，总长度 约为 2．64 Mb，经过处理后得 

到全长为 612．01 kb的无冗余 EST序列 1 431条， 

可见数据库中存在大量的番红花冗余 EST序列。 

对所得的无冗余 EST进行搜索，共检出 103条含有 

SSR的EST序列，发生频率(含有 SSR的 EST数 

目与 EST数 目的比值)为 7．2O (表 1)。其中只含 

有 1个 SSR的 EST有 98条 ，含有 2个或 2个 以上 

SSR的有5条，共计 108个 SSR，占无冗余 EST的 

7．55 ，即为EST—SSR的出现频率。在5条含 2个 

以上 SSR的EST中，相邻 SSR之间的距离均大于 

1O bp。从分布情况来看 ，平均每 5．67 kb就 出现 1 

个 SSR，但不同重复类型问差异很大(表 1)。 

表 1 番红花不同重复类型的 EST-SSR分布 

Table l Percentage of EST—SSR of different 

repeat types in Crocus sativus 

在不同核苷酸重复类型 中，最常见 的是二核苷 

酸和三核苷酸重复，分别占总 EST—SSR的3O．56 

和37．96 ；单核苷酸 SSR所占比例不足 2o％；四 

至六核苷酸SSR总计约占13 ，所占比例随着重复 

基元核苷酸数目的增大而降低(表 1)。 

2．2番红花 EST—SSR的特性 

在搜索出的番红花 EST—SSR中，共观察到 23 

种不同的重复基元，其中单核苷酸重复仅 1种，二核 

苷酸重复3种，三、四、五、六核苷酸重复分别 1O、4、 

3、2种(表 2)。单核苷酸重复只检测到 A／T重复 

基元 ，没有发现 C／G重复类型。二核苷酸重复 中， 

AG／CT出现的频率最高，占所有二核苷酸重复的 
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AG／CT 

66 67％ 

图 1 二核苷酸重复中不 同重复基元的比例 

Fig．1 Percentage of different motifs in 

dinucleotide repeats 

66．67％，其次是 AT 重 复基 元 ，但是 没 有检 测 到 

CG重复基元 (图 1)。三核苷酸重复 中，AAG／CTT 

出现 12次，所占比例达29．27 ；其次是CCG／CGG 

和 AGC／CGT，所 占比例均 为 12．2O％，仅次 于 

AAG／CTT重复基元(图 2)。四、五、六核苷酸重复 

的各种重复类型的 出现次数均 小于 5(表 2)。就所 

有重 复基元 来看，所 占 比例最 高 的是 AG／CT 

(20．37Voo)，其 次 是 A／T(18．52 )和 AAG／CTT 

(11．11 9／6)(图 3)。 

图 2 三核苷酸重复中不同重复基元的比例 
Fig．2 Percentage of different motifs in 

trinucleotide repeats 

3 讨论 

本研究对 GenBank中现有的番红花 EST进行 

分析，结果表明 EST—SSR的出现频率为 7．55 ， 

SSR—EST的发生频率为 7．2O 。分析得到的番红 

花 SSR—EST发生频率高于 Kumpatla Mukho— 

padhyay(2OO5)对 番红 花 553条 EST 的研究结果 

(5．79 )。造成差别的原因可能有：(1)所分析的 
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EST数量过少，可能 导致结果 的偏差 。Kumpatla 

Mukhopadhyay(2OO5)的分析仅针对 当时 Gen— 

Bank中为数不多的 500多条番红花 EST。(2)数据 

分析方法 的不 同造 成结 果 的差异 。Kumpatla＆ 

Mukhopadhyay(2005)首先在 ESTs中查找 SSR，再 

对含有 SSR的 EST进行拼接 聚类来排 除冗余 的 

SSR～EST；而本研究则先进行 EST拼接聚类 、去冗 

余 ，再进行 SSR筛选 ，这样在片段重叠群聚类分析 

中，可以将一些被打断的 SSR拼接起来，从而增加 

SSR检出频率。葛佳等(2005)在对大 白菜 (Brassi— 

ca campestris ssp．pekinensis)进行 EST～SSR分析 

时发现，非冗余 EST中SSR总数比排除冗余前还 

要高 ，证实了片段重叠群分析可 以拼接一些被打断 

的SSR。(3)筛选 SSR的参数设置不同，也会造成 

结果的差异 。Kumpatla& Mukhopadhyay(2005) 

筛选 SSR的标准为单核苷酸重复次数不小于 15 

次，二至四核苷酸重复次数不小于 5次；而本分析采 

用标准为单核苷酸重复次数不小于 12次，二核苷酸 

重复次数不小于 6次，三至六核苷酸重复次数不小 

于 5次。我 们 采用 Kumpatla& Mukhopadhyay 

(2005)的筛选标准进行重新分析，结果发现 133个 

SSR分布于 125条无冗余 EST序列中，含有 SSR 

的 EST 发生频 率是 8．74 ，SSR 的 出现频 率为 

9．29 。这也 同时 表 明，SSR 筛 选 标 准 改变 时， 

EST～SSR的分布频率和 SSR—EST的发生频率都会 

随之改变。因此，将不同研究结果加以比较时，应当 

采用同一标准。 
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图 3 基于重复基元类型的番红花 EST—SSR比例分布 

Fig．3 Percentage of different motifs in 

EST—SSRs of Crocus sativus 

大多数植物的 EST—SSR以三核苷酸重复占主 

导地位，其次是二核苷酸重复 (李永强等，2004； 

Varshney等 ，2005)。番红花也表现出类似情况 ，筛 

选出的 ESrr_SSR 中三核 苷酸重 复所 占 比例最大 

(37．96 )，二核苷酸重复也较多 (3O．56 )。番红 

花二核苷酸重复中，AG／CT出现频率最高 ，与多数 

植物中已报道的情况相同(李永强等，2004)；在三核 

苷酸重复中，则 以 AAG／CTT重复为主，与拟南芥 

(Arabidopsis thaliana)、柑橘 (Citrus)、大豆(Gly— 

cinemax)等 植 物 类 似 (Cardle等，2000；Gao等， 

2003；Chen等，2006)。CCG／CGG重复基元在番红 

花三核苷酸重复类型 中所 占比例也较高(图 2)，这 

种重 复 基 元 在 单 子 叶 植 物 大 麦 (Hordeurn vul— 

gare)、玉米 (Zea mays)、水稻 (Oryza sativa)和高 

梁(Sorghurn bicolor)中是 占据主导地位 的三核苷 

酸重复类型 。这些 占优势的核苷酸重复基元可能与 

其编码相应蛋白质的使用频率较高有关，这一点在 

拟南芥中得到证实(范三红等，2003)。 

番红花 EST数据的不断积累为 EST—SSR标记 

的开发提供 了宝贵资源。当前分析表明番红花 

EST—SSR出现频率较高、类型较丰富，因此，本研究 

结果为进一步开发和筛选番红花 EST—SSR标记奠 

定了基础，有助于该物种的遗传资源多样性评价、遗 

传图谱绘制、分子标记辅助育种和比较基因组学等 

相关研究。 
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