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向日葵锈菌夏孢子转录组微卫星特征分析
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　　摘要：为大规模开发有效的向日葵锈菌ＳＳＲ标记，根据向日葵锈菌转录组数据，使用Ｕｂｕｎｔｕ１２．０４ＬＴＳ系统的
Ｐｅｒｌ操作平台ＭＩＳＡ软件对向日葵锈菌转录组序列进行高通量微卫星 ＳＳＲ位点发掘。在１５９４６条转录本中发现
２０８６１个ＳＳＲ，平均３．９７ｋｂ出现一个ＳＳＲ。共发现２４４种碱基重复模式，（Ａ／Ｔ）ｎ所占比例最高，达到８８．２４％。在
４２６１０条注释成功的向日葵锈菌ｕｎｉｇｅｎｅ中，含有ＳＳＲ的序列１４０６９条，共发现１８１００个ＳＳＲ位点，其中位于编码
区１０５７个，出现频率为０．３８２２ＳＳＲ／ｋｂ，非编码区为０．３００１ＳＳＲ／ｋｂ；其中以单核苷重复基序为主导，共有１９０４６
条，占总ＳＳＲ的５９．５％；其次是三碱基微卫星（８０４，占３．８６％）。大部分微卫星长度小于２０ｂｐ，长度大于２０ｂｐ的仅
占７．３７％。研究结果显示，微卫星与基因平均表达水平存在关联，含微卫星基因的平均表达水平低于不含微卫星
基因的平均表达水平。包含ＳＳＲ的１５９４６条ｕｎｉｇｅｎｅ中只有５８６３个ｕｎｉｇｅｎｅ获得了ＧＯ分类号，被注释到分子功
能、生物进程、细胞组分三大本体。通过生物信息学软件得到的转录组 ＳＳＲ标记位点可用于后续向日葵锈菌遗传
多样性研究，而且对其他非模式生物或新物种ＳＳＲ标记开发也具有重要的参考作用。
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　　微卫星（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ）或称简单重复序列 ＳＳＲ
（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲｓ），是真核生物基因组
中的高度重复序列，是由１～６个碱基对组成的串联
重复序列［１，２］。根据早期的研究，可将 ＳＳＲ划分为
三种类型，单纯型 ＳＳＲ（ｐｕｒｅＳＳＲ）、复合型 ＳＳＲ
（ｃｏｍｐｏｕｎｄｒｅｐｅａｔｓ）和 间 隔 型 ＳＳＲ（ｉｎｔｅｒｒｕｐｔｅｄ
ＳＳＲ）［３］。单纯型ＳＳＲ只包含一种基元的重复，复合
型包含两种或多种基元重复，间隔型重复基元中间

存在一定数量无规律碱基。ＳＳＲ具有共显性、可重
复性好且大量分布于基因组等优点［４］，虽然早期在

开发ＳＳＲ标记的过程中涉及大量筛选、克隆及测序
的工作［５］，但仍常被用做物种遗传研究中的分子标

记。近些年来，随着商业化高通量测序技术的发展，

生物信息学在生命科学研究中扮演越来越重要的角

色，大量序列数据的获得促进了 ＳＳＲ分子标记的开
发并使其变得更为容易。在植物当中，辣椒、杉木、

大麦等多种植物基因组转录组已经进行了 ＳＳＲ位
点数据挖掘［６～８］。

向日葵锈病（ＰｕｃｃｉｎｉａｈｅｌｉａｎｔｈｉＳｃｈｗ．）是油料
作物向日葵上的重要病害之一，在北美、欧洲向日葵

产区尤为严重。近年来，随着我国向日葵种植面积

的不断增长，该病害日趋加重。向日葵锈菌在向日

葵上可先后产生性孢子、锈孢子、夏孢子、冬孢子和

担孢子，以完成其复杂的生活史［９］。向日葵锈菌通

过多次无性繁殖产生双核夏孢子进行传播［１０］，该病

害主要通过种植抗病品种进行防治，但该病菌可以

通过有性或准性生殖产生新的致病类型［１１］，使品种

抗性丧失，造成病害流行。通过近十年来的不懈努

力，本研究小组在向日葵抗锈机制、形态解剖学、诱

导抗性等方面［１２，１３］开展了大量工作。随着分子生

物学的兴起，研究热点转入分子水平，分子标记作为

有力的新手段必将应用于向日葵锈菌系谱、群体进

化及遗传多样性研究等方面。本研究小组曾使用

ＲＡＰＤ标记对向日葵锈菌进行群体进化及遗传多样
性分析［１４］。近些年来，ＳＳＲ技术越来越广泛地应用
于真菌领域，如镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）［１５］、
稻瘟菌（Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ）［１６］、黑粉菌（Ｕｓｔｉｌａｇｏ
ｍａｙｄｉｓ）［１７］、大豆疫霉（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ）［１８］、灰霉
病菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）［１９］的多态性及快速鉴定研
究中 。

本研究利用新一代的高通量 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序技术
获得的向日葵锈菌全转录组数据，通过生物信息学

软件进行大规模转录组 ＳＳＲ标记的发掘，同时对其
组成、分布及特征进行分析，为开发 ＳＳＲ遗传多样
性引物、遗传图谱的构建、目标基因的标定、指纹图

谱绘制等提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料及数据来源

取向日葵锈菌 ３３０小种夏孢子萌发不同时期
（０ｈ、４ｈ、８ｈ）的 ＲＮＡ样品，送北京博奥公司利用 Ｉｌ
ｌｕｍｉｎａ２５００进行转录组测序，测序结果使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ
软件进行从头组装，共获得 ３８６４１７９６２个 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ，其测序碱基数量为３９．０３Ｇｂｐ，拼接获得的向
日葵锈菌转录本５９４０９个。测序原始数据已经上
传至美国国家生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒ
ｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）的 ＳＲＡ数据库
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｓｒａ／），数据接收号
为ＳＲＰ０５９５１９。
１．２　ＳＳＲ的挖掘

主要利用Ｕｂｕｎｔｕ１２．０４ＬＴＳ系统的Ｐｅｒｌ操作平
台ＭＩＳＡ（ＭＩｃｒｏＳＡｔｅｌｌｉｔｅ）软件包从向日葵锈菌转录
本中挖掘 ＳＳＲ数据，以单核苷酸基元出现最少 １０
次，二核苷酸出现最少 ９次、三核苷酸出现最少 ７
次，三、四、五、六核苷酸重复基元最少出现５次为标
准，将生成的文本文件导入到 Ｒ软件，分析锈菌的
ＳＳＲ类型、数目、分布及出现频率。
１．３　ＯＲＦ预测及含ＳＳＲ序列基因表达水平分析

通过本地化的Ｂｌａｓｔ比对，将拼接获得的５９４０９
向日葵锈菌转录本按Ｎｔ（Ｅ－ｖａｌｕｅ＜１０－５）、Ｎｒ（Ｅ－
ｖａｌｕｅ＜１０－５）、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ（Ｅ－ｖａｌｕｅ＜１０－１０）、
ＫＥＧＧ（Ｅ－ｖａｌｕｅ＜１０－１０）、ＣＯＧ（Ｅ－ｖａｌｕｅ＜１０－１０）
和ＧＯ（Ｅ－ｖａｌｕｅ＜１０－１０）顺序进行相似性搜索，根
据同源相似性排序确定 ｕｎｉｇｅｎｅ的序列方向。采用
ＯＲＦＦｉｎｄｉｎｇ软件预测 ＯＲＦ区。使用 ＲＰＫＭ法
（ｒｅａｄｓｐｅｒｋｉｌｏｂａｓｅｓｐｅｒｍｉｌｌｉｏｎｒｅａｄｓ）［２０］，对含有
ＳＳＲ的ｕｎｉｇｅｎｅ表达量进行计算。
１．４　含ＳＳＲｕｎｉｇｅｎｅ功能注释

根据ＮＣＢＩ蛋白质数据库Ｎｒ，使用ＢｌａｓｔＸ软件
获取含有ＳＳＲｕｎｉｇｅｎｅ的功能注释信息，比对参数Ｅ
－ｖａｌｕｅ＜１０－５。再使用 Ｂｌａｓｔ２ＧＯ软件，取得其 ＧＯ
分类号，然后通过 ＷＥＧＯ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｇｏ．ｇｅｎｏｍｉｃｓ．
ｏｒｇ．ｃｎ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｗｅｇｏ／ｉｎｄｅｘ．ｐｌ）程序对 ＧＯ注释结
果进行分类，分析其分布及特征。

２　结果与分析
２．１　重复基元的频率及分布

利用ＭＩＳＡ软件分析５９４０９条向日葵锈菌ｕｎｉ
ｇｅｎｅ序列的 ＳＳＲ特征，转录本拼接总长度为８２８２
ｋｂ，包含ＳＳＲ的序列有１５９４６条，共２０８６１个ＳＳＲ，
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包含 ＳＳＲ的 ｕｎｉｇｅｎｅ１５９４６条占全部 ｕｎｉｇｅｎｅ的
３５．１１％，ＳＳＲ出现频率为０．２５２ＳＳＲ／ｋｂ，平均间隔
３．９７ｋｂ出现一个 ＳＳＲ序列。包含 ＳＳＲ序列的总长
度为２７９．８５ｋｂ，占整个向日葵锈菌转录本总长度的
３．３８％。在２０８１６条完美型 ＳＳＲ中共出现２４４种
重复基元（ｍｏｔｉｆ）模式。其中，单、二、三、四、五和六
碱基重复基元出现频率最多的分别是（Ａ／Ｔ）ｎ、

（ＡＴ／ＡＴ）ｎ、（ＡＡＴ／ＡＴＴ）ｎ、（ＴＴＴＧ／ＣＡＡＡ）ｎ、
（ＴＴＴＴＣ）ｎ和（ＡＴＣＣＴ）ｎ，它们在各自重复基元类型中
的比例分别是９６．６４％、５６．２２％、１３．０６％、１５．０７％、
１３．３３％和５０．００％。从基序类型来看，向日葵锈菌转
录组中以单核苷 Ａ／Ｔ和 Ｇ／Ｃ重复基序为主要类型
（１９０４６，９１．３０％），其次分别为三、二、四、六和五核
苷酸重复基元（表１）。

表１　不同重复基元（ｍｏｔｉｆ）微卫星在向日葵锈菌夏孢子转录组中出现的频率
Ｔａｂｌｅ１　ＦｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｐｅａｔｔｙｐｅｓｏｆＳＳＲｓｉｎＰ．ｈｅｌｉａｎｔｈｉｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

重复基元类型
Ｒｅｐｅａｔｔｙｐｅ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

频率
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

最多的重复基元（数量和百分比）
Ｍａｘｉｍｕｍｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆ（ｎｕｍｂｅｒａｎｄｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ）

单核苷酸 Ｍｏｎｏ－ｒｅｐｅａｔｓ １９０４６ ９１．３０ Ａ／Ｔ（１８４０７，９６．６４％）
二核苷酸 Ｂｉ－ｒｅｐｅａｔｓ ６３５ ３．０４ ＡＴ／ＴＡ（３５７，５６．２２％）
三核苷酸 Ｔｒｉ－ｒｅｐｅａｔｓ ８０４ ３．８６ ＡＡＴ／ＡＴＴ（１０５，１３．０６％）
四核苷酸 Ｔｅｔｒａ－ｒｅｐｅａｔ ３４５ １．６５ ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ（５２，１５．０７％）
五核苷酸 Ｐｅｎｔａ－ｒｅｐｅａｔ １５ ０．０７ ＴＴＴＴＣ（２，１３．３３％）
六核苷酸 Ｈｅｘ－ｒｅｐｅａｔ １６ ０．０７ ＡＴＣＣＴ（８，５０％）

　　在发现的２４４种碱基重复模式中，所占比例最高
的是（Ａ／Ｔ）ｎ（８８．２４％），其次是（Ｇ／Ｃ）ｎ（３．０６％）、
（ＡＴ／ＡＴ）ｎ（１．７１％）、（ＧＡ／ＴＣ）ｎ（０．９１％）和（ＡＡＴ／
ＡＴＴ）ｎ（０．５３％），其余碱基在总含量中比例小于
０．５０％。不同类型重复基元的ＳＳＲ分布见图１。并
未发现含有（ＣＧ／ＣＧ）的二核苷酸重复。

注：Ｏｔｈｅｒｓ包含其他频率小于０．５０％的全部重复基元类型
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｓｕｍｏｆｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆｓｗｉｔｈｆｒｅｑｕｅｎｃｙｂｅｌｏｗ０．５０％ ｉｓｉｎｃｌｕｄｅｄ
ｉｎｏｔｈｅｒｓ

图１　不同类型重复基元（ｍｏｔｉｆ）的微卫星
分布（考虑到碱基互补作用）

Ｆｉｇ．１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＳＳＲｍｏｔｉｆｓｉｎＰ．ｈｅｌｉａｎｔｈｉ

２．２　ＳＳＲ长度特征
微卫星长度从１０ｂｐ到８６ｂｐ不等，平均长２６．８

ｂｐ（单碱基重复１０次以上的结果），存在显著变异，
变异主要在ＳＳＲ数量上。微卫星长度从１０ｂｐ上升
到２０ｂｐ过程中，微卫星数量急剧减少；微卫星从
２０ｂｐ到８６ｂｐ逐渐延长的过程中，数量下降相对较
为缓慢（图２）。可能原因是，变异速率较快的序列

（长度≤２０ｂｐ）在向日葵锈菌微卫星中占极大比例，
变异速率较慢的微卫星（长度 ＞２０ｂｐ）仅占微卫星
总数的７．３７％。复合 ＳＳＲ的长度最大值为３３７ｂｐ。
为了分析向日葵锈菌微卫星的出现频率与微卫星的

长度间的相关关系，利用 ＳＰＳＳ软件进行 Ｐｅｒｓｏｎ相
关性分析，相关系数为

!

０．４９７，呈显著负相关。表
２可以看出，碱基重复次数增加，碱基数量随之减
少。二碱基重复在重复１２次时 ＳＳＲ数量出现了上
升情况。三碱基中，７次重复数量最多，有６８７条；
四碱基５次重复数量最多有２８０条；五碱基５次重
复最多有１０条；六碱基１０次重复最多，有９条。

图２　向日葵锈菌转录组中微卫星的长度分布
Ｆｉｇ．２　ＬｅｎｇｔｈｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＳＳＲｓｉｎ

Ｐ．ｈｅｌｉａｎｔｈｉｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

２．３　ＳＳＲ位置及含ＳＳＲ序列基因表达水平分析
向日葵锈菌转录组中，有４２６１０条 ｕｎｉｇｅｎｅ序

列功能注释成功，总长度为７５３２８７２５ｂｐ，其中蛋白
编码区（ＣＤＳ）序列长度３５０３４３６３ｂｐ，占４６．５１％。
包含ＳＳＲ注释成功的有１４０６９条序列，含１８１００个
ＳＳＲ位点，其中位于编码区的 ＳＳＲ仅为 １０５７个。
ＳＳＲ在向日葵锈菌转录组的基因编码区出现频率为
０．３８２２ＳＳＲ／ｋｂ，在非编码区为 ０．３００１ＳＳＲ／ｋｂ。
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单碱基重复类型的微卫星（８４２，７９．６６％）在基因编
码区中出现频率最高，其次是三碱基重复（１９０，
１７．９８％）。而ＳＳＲ位点在向日葵锈菌转录组序列

的非蛋白编码区中单碱基（１５５８２，９１．４３％）的数量
最多，其次是二碱基（５６８，３．３３％）和三碱基（５５０，
３．２３％）（图３）。

表２　不同基元ＳＳＲ重复次数变化
Ｔａｂｌｅ２　ＲｅｐｅａｔｎｕｍｂｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＳＳＲｓｍｏｔｉｆｓ

重复次数
Ｒｅｐｅａｔ

基序类型 Ｍｏｔｉｆｔｙｐｅ
单核苷酸
Ｍｏｎｏ－ｒｅｐｅａｔ

二核苷酸
Ｂｉ－ｒｅｐｅａｔ

三核苷酸
Ｔｒｉ－ｒｅｐｅａｔ

四核苷酸
Ｔｅｔｒａ－ｒｅｐｅａｔ

五核苷酸
Ｐｅｎｔａ－ｒｅｐｅａｔ

六核苷酸
Ｈｅｘ－ｒｅｐｅａｔ

５ ２８２ １０ ４
６ ５８ １
７ ６８９ １ ２
８ １１１ １
９ ２４０ １ ２ １ ０
１０ ６２９５ １８１ １ １ ９
１１ ３１７３ ９２ ２
１２ ２２９６ １２０ １
１３ １５９０
１４ １３３０ １ １
１５ ９３２ １
１６ ８７６
１７ ５６７
１８ ４８８ ２
１９ ５９３
２０ ４７０
２１ ３１６
２２ ６６
２３ ４５
２４ ９

总计 Ｔｏｔａｌ １９０４６ ６３５ ８０４ ３４５ １５ １６

注：横坐标１－６分别代表单碱基重复、二碱基重复、三碱基重复、四
碱基重复、五碱基重复和六碱基重复

Ｎｏｔｅ：　１－６ｄｅｎｏｔｅｍｏｎｏ－ｒｅｐｅａｔ，ｂｉ－ｒｅｐｅａｔ，ｔｒｉ－ｒｅｐｅａｔ，ｔｅｔｒａ－ｒｅ
ｐｅａｔ，ｐｅｎｔａ－ｒｅｐｅａｔａｎｄｈｅｘ－ｒｅｐｅａｔｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
图３　在编码区与非编码区不同基元（ｍｏｔｉｆ）ＳＳＲ数量比例

Ｆｉｇ．３　ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＳＳＲｓｍｏｔｉｆｓｉｎｃｏｄｉｎｇ
ｒｅｇｉｏｎｓａｎｄｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓ

　　在５９４０９条转录组序列中，含微卫星的表达序
列占序列总数的比例为２６．８４％。比较含微卫星的
ｕｎｉｇｅｎｅ的平均ＲＰＫＭ值与不含微卫星基因的平均
ＲＰＫＭ值，含 ＳＳＲ基因的 ＲＰＫＭ平均值（１２．４７）低

于不含ＳＳＲ基因ＲＰＫＭ平均值（１２．７３）。根据Ｗｅ
ｂｅｒ对微卫星的分类［３］，分别计算了单纯型 ＳＳＲ、复
合型ＳＳＲ和间隔型 ＳＳＲ的基因平均表达水平。含
有复合ＳＳＲ和间隔 ＳＳＲ序列的平均 ＲＰＫＭ值分别
为１０．９５、１２．６５，含有单纯型ＳＳＲ的序列的平均ＲＰ
ＫＭ值为１２．４４（表３）。Ｐｅｒｓｏｎ分析表明，ＳＳＲ长度
与基因表达水平ＲＰＫＭ呈极显著负相关，相关系数

表３　ＳＳＲ类型与长度与基因表达水平的关系
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＳＲｓｔｙｐｅｓａｎｄｓｉｚｅｏｎＲＰＫＭ
序列类型
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅ

ＲＰＫＭ平均值
ＡｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅｏｆＲＰＫＭ

ＳＳＲ长度
ＳｉｚｅｏｆＳＳＲ／ｂｐ

不含ＳＳＲ序列
ＷｉｔｈｏｕｔＳＳＲｓｅｑｕｅｎｃｅ １２．７３

含有复合型 ＳＳＲ
ＷｉｔｈｃｏｍｐｏｕｎｄＳＳＲ １０．９５ ３６．８０

含有间隔型 ＳＳＲ
ＷｉｔｈｉｎｔｅｒｒｕｐｔｅｄＳＳＲ １２．６５ ８１．５２

单核苷酸
Ｍｏｎｏ－ｒｅｐｅａｔｓ １２．５２ １２．６６

二核苷酸
Ｂｉ－ｒｅｐｅａｔｓ １２．４４ ２０．３４

三核苷酸
Ｔｒｉ－ｒｅｐｅａｔｓ １１．６５ ２１．４６

四核苷酸
Ｔｅｔｒａ－ｒｅｐｅａｔｓ ９．９１ ２０．９３

五核苷酸
Ｐｅｎｔａ－ｒｅｐｅａｔｓ ９．３７ ３４．００

六核苷酸
Ｈｅｘ－ｒｅｐｅａｔｓ ９．５７ ５１．７５
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－０．００７７。间隔 ＳＳＲ平均长度为 ８１．５２ｂｐ，复合
ＳＳＲ的平均长度为３６．８０ｂｐ。
２．４　含ＳＳＲ的转录本的ＧＯ注释

通过对含ＳＳＲ的ｕｎｉｇｅｎｅ进行ＧＯ注释，可以全
面描述向日葵锈菌中含 ＳＳＲ基因和基因产物的属
性。使用 Ｂｌａｓｔ２ＧＯ软件，进行含 ＳＳＲ的 ｕｎｉｇｅｎｅ的
ＧＯ注释，取得其ＧＯ分类号，１５９４６条ｕｎｉｇｅｎｅ中只
有５８６３个 ｕｎｉｇｅｎｅ得到了相应的 ＧＯ分类号，为

３６．８％，６３．２％不能成功注释。使用在线工具
ＷＥＧＯ对含有 ＳＳＲ序列的５８６３条 ｕｎｉｇｅｎｅ对应的
ＧＯ号进行分类，得到其基因功能分布（图４）。其中
５２６０条被注释为分子功能，１７０２条被注释为生物
过程，３９０８条被注释为细胞组分。多数被注释到代
谢过程（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ，５２．７％）、结合功能（ｂｉｎｄ
ｉｎｇ，４６．３％）、细胞过程（ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ，４６．８％）和
催化活性（ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ，３７．０％）中。

图４　向日葵锈菌转录组中含ＳＳＲ的ｕｎｉｇｅｎｅ的ＧＯ分类
Ｆｉｇ．４　ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＳＳＲｓｉｎＰ．ｈｅｌｉａｎｔｈｉｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

３　讨论
本研究分析了５９４０９条向日葵锈菌的 ｕｎｉｇｅｎｅ

序列，共发现２０８６１个微卫星，分布在１５９４６条序
列中，包含ＳＳＲ的序列出现频率为３５．１１％，ＳＳＲ的
出现频率为０．２５２ＳＳＲ／ｋｂ，平均相隔３．９７７ｋｂ出现
一个 ＳＳＲ序列。向日葵锈菌转录组微卫星序列在
非编码区数量较多，转录组编码区序列所含微卫星

数量远低于基因非编码区，但编码区与非编码区的

ＳＳＲ的分布频率差异并不显著（０．３８２２／０．３００１）。
单核苷酸重复在向日葵锈菌转录组的 ＳＳＲ基

因编码区和非编码区都为主导序列，三碱基重复次

之。刘林等［２１］在小麦条锈菌（Ｐｕｃｃｉｎｉａｓｔｒｉｉｆｏｒｍｉｓｆ．
ｓｐ．ｔｒｉｔｉｃｉ）７３６８条 ＥＳＴ序列中，共发现包含 ＳＳＲ序
列 ２６４２条，单核苷酸重复占总重复类型的
９２．０４％，其次三个核苷酸重复（５．２％）；连玲丽［２２］

在丁香假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅ）基因组的
ＳＳＲ研究中发现单核苷酸重复（最小长度大于
１５ｂｐ）占绝对优势；李成云［１６］研究数据显示，在整个

稻瘟病（Ｍ．ｇｒｉｓｅａ）的基因组中，共有１６３９８个ＳＳＲ，
数量最多的单碱基重复４３９２个，其次三碱基重复
３５８６个；但是根据李志芳等研究［２３］，在黑白轮枝菌

（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍａｌｂｏ－ａｔｒｕｍ）基因组中，设定单碱基重
复最少１６次以上，发现三碱基重复在所有重复类型
中数量最多，绝大多数微卫星分布在基因间区和内

含子区；王士臻研究发现［２４］，在孢堆黑粉菌（Ｓｐｏｒｉ
ｓｏｒｉｕｍｒｅｉｌｉａｎｕｍ）的基因组第１、２、３条染色体中，设
定单核苷酸重复１６次以上，发现三碱基重复所占比
例最大；樊颖伦［２５］在水稻白叶枯病菌（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ
ｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚａｅ）基因组研究中，单碱基重复最小长
度设定大于１５ｂｐ，发现６碱基重复、３碱基重复占绝
对优势。多个研究结果显示，单碱基重复一般占的

８２８ 中国油料作物学报　２０１６，３８（６）



比例较大。各物种间 ＳＳＲ数据差异可能是由物种
间真实ＳＳＲ差异或由ＳＳＲ查找所使用的软件不同、
长度设定的标准不同、数据库中的数据来源及容量

等方面的不同造成的。本文中 ＳＳＲ长度设定大于
１０ｂｐ，小麦条锈病菌［２１］、镰刀菌［１５］、稻瘟菌［１６］和黑

粉菌［１７］设定大于 １５ｂｐ；本文是基于转录组进行数
据搜索，小麦锈菌是基于 ＥＳＴ数据搜索，镰刀菌、稻
瘟病菌和玉米黑粉病菌则是基于基因组进行搜索。

随着基因组、转录组数据库的容量不断增大，各个物

种间的ＳＳＲ频率比较将有一个统一的标准。
除单碱基外，三碱基重复在编码区具有明显优

势。研究表明三碱基重复在基因编码区中的重复类

型占较高比例［２６，２７］，这可能是受密码子为三联体的

影响。非三倍数重复类型的重复次数的改变易导致

阅读框移码突变，使翻译出的多肽链氨基酸序列发

生巨变，生物性状发生改变。由于三碱基和六碱基

重复单元重复次数的变化对基因读码框改变较小，

基因表达产物所受影响相对较小，所以编码区序列

对三碱基及六碱基微卫星重复有较好的容受性，在

选择作用下，会导致三碱基及六碱基微卫星的富集。

这一现象也说明了三碱基重复在基因组基因编码区

得以保存的机制。

人们已逐渐认识到 ＳＳＲ并不是基因组上的垃
圾ＤＮＡ（ｊｕｎｋＤＮＡ）。ＳＳＲ的多态性为适应性进化
起到了积极的作用，是物种产生适应性遗传变异的

重要来源［２８］。首先，ＳＳＲ位点并非随机分布，其次，
ＳＳＲ标记的位置及含量具有一定的偏向性。ＳＳＲ部
分位点会受到正向或负向的选择压力［２９，３０］，在真核

生物基因组中，在内含子和基因间隔区微卫星含量

丰富，而ＯＲＦ区微卫星的含量显著降低。这是由于
微卫星序列较易发生变异，其重复数量的增减可能

造成蛋白质结构和功能的改变，从而导致个体表型

的差异。这种改变要经过自然选择的筛选才能被长

期稳定地保存在种群中。因此，在选择压力作用下，

微卫星在编码区发生频率比其他基因组区域低。本

文研究发现，在向日葵锈菌转录本中，ＳＳＲ在非编码
区的密度要显著高于编码区。Ｐｅｒｓｏｎ结果显示，微
卫星与基因整体表达水平具有相关关系，含微卫星

序列基因的整体表达水平低于不含有微卫星序列基

因的整体表达水平，含复杂型微卫星序列的基因整

体表达水平最低。一些研究也表明，含有微卫星的

基因总体表达水平低于不含微卫星基因总体表达水

平［３１］。含微卫星的基因降低基因表达水平可以

规避部分选择压力，有利于相应基因在基因组中的

保存［３２］。

本研究利用ＧＯ数据库对５８６３个ｕｎｉｇｅｎｅ进行
功能分类获得具体的功能分类信息。由于ＧＯ库现
有容量有限，使得一些基因注释信息尚不完全。本

研究中有１００８６条向日葵锈菌夏孢子转录本未能
获得注释，这些序列可能是一些非编码的 ＲＮＡ序
列，或是因其长度较短不包含蛋白质功能域信息，有

可能是目前公共数据库中的基因信息还不够多，也

有可能是特有的一些新基因。

真核生物（包括植物病原真菌）基因组中存在

可观的ＤＮＡ重复序列，其与生物基因组的进化密切
相关［３３］。这种散布的中度重复序列为病菌的群体

生物学和流行学研究提供了重要的遗传标记。向日

葵锈菌转录组 ＳＳＲ具有数量大、频率高、类型丰富
等特点；从多态性潜能的角度考虑，搜索到的这些

ＳＳＲ将为进一步开发新的向日葵锈菌功能基因标记
奠定基础，也可用于遗传图谱构建、目标性状基因定

位、遗传多样性分析等研究。
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