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Abstract : One thousand four hundred and fifty three loci were identified the same as in two rice varieties , indica rice 93211
and japonica rice Nipponbare , by using bioinformatics tools based on 6655 sequences released by Monsanto enterprise which
consisted of perfect repeat s flanked by 100 bp on either side of the simple sequence repeat ( SSR) . Among those sequence hit s ,
1449 and 1451 SSRs were detected in 93211 and Nipponbare , respectively. Among those , 371 SSRs had the same repeat unit s
and the same repeat count , while 804 SSRs had the same special motif s with different repeat count s. In addition , in the same
repeat unit s with different repeat count s SSR class ,di2nucleotide SSRs were the most abundant , occupying 62. 94 % identified ,
while penta2 and hexa2nucleotide SSRs were the least f requent . Polymorphism of SSR between two varieties in the collinear re2
gion were identified , revealing that new SSR markers could be developed for the further research of the genetic variation and
genome analysis of the two varieties.
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摘　要 : 根据Monsanto公司所发布的 6655个序列[由简单重复序列( SSR)及其两翼各 100个碱基组成] ,通过生物信息
学的方法 ,找到了在籼稻( Ory z a sati va subsp . i ndica)品种 93211与粳稻 ( Ory z a sati va subsp . j aponica)品种日本晴的基因
组序列中匹配最好的 1453 个同源位点。在这些位点中 ,93211 和日本晴中分别搜索到了 1449 个和 1451 个 SSR。通过对
SSR的分类比较 ,发现在 93211和日本晴的相同位点存在 1175个具有相同基序的 SSR ,其中 371 个具有相同的基序和重复
个数 ,804个具有相同的基序但重复次数有差异。具有相同基序但重复次数有差异的 SSR类型中 ,频率最高的是 2个核苷酸
的重复子 ,占 62. 94 % ,基序为 5个和 6个核苷酸的 SSR则较少。对水稻这两个品种相应区域 SSR的多态性比较分析 ,揭示
了用这些特定类型的 SSR可以在这两个品种的特定区域发展新的 SSR标记 ,并为研究这两个品种之间遗传变异、基因组功
能之间的差异等提供依据。
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　　简单重复序列 ( simple sequence repeat , SSR)

又称微卫星 DNA ,是一类由 2～6 个碱基组成的串

联重复 DNA 序列。SSR 普遍存在于动植物当中 ,

可以根据 SSR两侧的保守序列设计引物进行 PCR

扩增 ,由于不同品种 SSR 基序的重复次数不同 ,导

致 PCR扩增条带差异性 ,即简单重复序列长度多态

性 ( simple sequence lengt h polymorp hism , SSL P) ,

SSL P很容易通过 PCR 快速扩增和高分辨率的琼

脂糖凝胶或聚丙烯酰胺凝胶电泳检测到。在水稻基

因组中估计存在 5 700～10 000 个基序为 2、3、4 个

碱基的 SSRs ,可用于构建水稻的全基因组图谱[1 ]。

SSRs对水稻遗传图谱、物理图谱和基于序列的图谱

的整合都非常有用 ,同时它为育种家和遗传学家提

供了一种把表型变异和基因型变异联系起来的工

具[2～5 ]。

亚洲栽培稻 ( Ory z a sati v a L . )可以分为两个主

要的亚种 ,籼稻 ( Ory z a sati v a subsp . i ndica)和粳

稻 ( Ory z a sati v a subsp . j a ponica) 。这两个栽培亚

种的种内表型变异非常显著 ,包括生长、发育和环境

适应性。通过国家级研究所 (如美国基因组研究所

TIGR和北京基因研究中心)和私人公司 (如 Sygen2
da和 Mo nsanto 公司)的共同努力 ,目前已经发布了

水稻两个亚种的草图序列[6～8 ]。Li等分析了水稻栽

培种日本晴第 4号染色体上 1844 个 SSRs ,并比较

了水稻栽培种籼稻 (广陆矮 4号)和粳稻 (日本晴)第

4号染色体上 SSRs 的分布和长度多态性[9 ] , Mc2
Couch等根据Monsanto公司提供的 6655个包含重

复子的序列开发了 2240 个微卫星标记并整合到水

稻遗传图谱中[10 ]。然而 ,对籼稻品种 93211和粳稻

品种日本晴全基因组 SSR 的多态性研究并未见报

道。本文根据 Monsanto 公司提供的 6655 个包含

重复子的序列和已经发布的基因组序列 ,通过
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序列联配和相应位点的比较 ,分析了籼稻 93211 和

粳稻日本晴在相应区域序列上 2～6 个重复子的

SSRs ,揭示了这两个品种之间 SSRs的差异性 ,同时

对部分 SSRs进行了电子 PCR (ePCR)验证 ,以期能

为研究这两个品种间基因组功能的差异提供依据 ,

并为 Q TL 定位分析和分子标记辅助育种等奠定基

础。

1　材料与方法

1 . 1　基因组序列来源

中国科学院北京基因组研究所发布的籼稻 932
11基因组序列从 Rise 网站 ( ht tp :/ / rise. genom2
ics. org. cn) 获得 ,国际水稻测序中心发布的粳稻日

本晴基因组序列从 TIGR网站 (ht tp :/ / www. tigr .

org)下载。所有水稻品种上 SSRs标记的信息来自

Monsanto公司 ( ht tp :/ / www. rice2research. o rg) ,

同时这些标记的序列可以根据其登录号从 Gen2
Bank ( GenBank GI # 12700719212707547)获取。

1 . 2　方法

1. 2. 1　等位标记的获取

首先 ,把籼稻 93211 和粳稻日本晴基因组序列

分别与由 Monsanto公司发布的含有 SSR的序列作

BL ASTn[11 ] , E值设为 10 - 30 ,在 BL A STn搜索的结

果中取与含 SSRs标记序列联配最好的 93211 和日

本晴序列 ;然后把从 93211 和日本晴中所取得的序

列用 Sim4 [12 ]作联配 ,能联配上的序列分别作为籼

稻 (93211)和粳稻 (日本晴)的等位位点 ,进行 SSRs

多态性分析。

1. 2. 2　SSRs分析

通过自编的 Perl程序分析在籼稻 (93211)和粳

稻 (日本晴)中都存在的等位标记 ,获得各种不同类

型的 SSRs。检测到重复子后分别列出 2、3、4、5、6

个核苷酸重复子。然后从分类、频率和次数等方面

对 SSRs进行比较 ,从而得到这两个品种基因组相

应位点处 SSRs多态性。

2　结果与讨论

2. 1　籼稻( 93211)和粳稻(日本晴)中 SSRs的分类

比较

在 1453个相应区域内 93211 和日本晴的简单

重复序列分别为 1449个和 1451个。来自这两个品

种的 SSRs可以分为 4组 (表 1) :1) 位点、长度和基

序都相同的 SSRs ;2) 位点、基序相同但长度不同的

SSRs ; 3)位点相同但基序不同的SSRs ; 4)只在一

表 1　93211和日本晴中 SSRs相应区域多态性检测结果

Table 1 . Polymorphism results bet ween 93211 and collinear Nippon2

bare.

类型

Item
93211

日本晴

Nipponbare

SSR的总数目 (≥12 bp) 1449 1451

位点、长度和基序都相同 371 371

位点、基序相同但是长度不同 804 804

位点相同但基序不同 272 272

只在一个品种中存在 2 4

个品种中存在的 SSRs。93211和日本晴中共有 371

个等位标记检测到具有相同基序和重复次数的

SSRs ,占了这些等位标记的近 25 % ,这表明在Mon2
santo公司发布的序列中 ,即使 93211和日本晴品种

都存在相同基序类型的 SSRs ,但因其重复次数相

同 ,若在该重复子两侧设计引物 ,由于扩增条带无明

显差异性 ,可能并不适合用于开发这两个品种特定

区段的分子标记。有 804个等位位点仅存在重复次

数的差异。在 93211 和日本晴的相应位点 ,这类

SSRs由于能够在扩增条带中把两个品种区分开来 ,

可能是一种比较好的分子标记来源。位点相同但基

序不同的 SSRs有 272个 ,另外有 2个 SSRs在 932
11中发现但不存在于日本晴中 ,4 个只存在于日本

晴中。这些 SSRs 的存在/缺失可能是由于碱基的

替换或剪接引起的。例如 , 93211 序列的基序

(CC GAC G) 13在日本晴中变成了基序 (CC G) 26。这

是由于碱基 CCG被替换成了 AC G ,导致脯氨酸

(CC G)变成了苏氨酸 (AC G) 。这类 SSRs反映了这

两个品种的相似性和分化程度 ,可能是分析这两个

品种基因组功能的一种比较好的 SSRs 来源 ,但并

不适合用来开发基于区分这两个品种的分子标记 ,

可能比较适合于对这几个等位标记进行单独分析以

研究这两个品种的特殊基因组功能。

2. 2　SSR标记频率和长度的分析

我们主要分析了具相同基序但重复次数不同的

SSR类型。对此类 SSRs数目与频率的比较分析表

明 ,频率最高的是二核苷酸的重复子 ,占 62194 % ,5

个核苷酸的 SSRs则最少 (表 2) 。频率最高的 2个、

3个、4 个核苷酸的重复子分别是 C T/ GA、CC G/

C GG、A TA G。另外基序为 5 个核苷酸的 SSRs 共

检测到 2个 ,分别是 GCC TC和 A GA GA ;基序为 6

个核苷酸的 SSRs共检测到 3个 ,分别是 C TCCGC、

AA GAAC、AAACCA。同时表 2 也列出了 93211

和日本晴相同位点、相同基序的 SSR重复次数差异

的变化幅度。如在基序为2个核苷酸的重复子当
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表 2　93211和日本晴基因组相应区域 SSRs数目和频率差异

Table 2. Total numbers of SSRs and frequency variation between 93211 and collinear Nipponbare.

SSR
发生次数

Frequency

百分率

Percentage/ %

重复次数差异

Variation in repeat count

最高频率类型

Types wit h t he highest f requency

(NN) n 506 62. 94 1～71 GA

(NNN) n 229 28. 48 1～43 CCG

(NNNN) n 64 7. 96 1～6 A TA G

(NNNNN) n 2 0. 25 1

(NNNNNN) n 3 0. 37 1～2

总数 Total 804 100. 00

中 ,在两个品种的相同位点处检测到 18. 2 %富含

(A T) n的 SSRs ,其中有一等位标记在 93211 中 A T

连续重复 114 次 ,而在日本晴中 A T 连续重复 43

次 ,相差了 71次。图 1列出了在相同位点具有相同

基序 ,不同重复次数的 SSRs 重复次数的差异性比

较结果。图 1表明在这 804个 SSRs中重复次数相

差 1个的重复子类型最多 ,占了 30 % ,重复次数相

差越大 ,所占百分比依次减少 ,呈指数分布。

图 2对 804个 SSRs中基序为 2、3、4个核苷酸

重复子的平均重复次数的多态性进行了比较。以二

核苷酸重复子为例 ,这里考虑到编码链和模板链 ,认

为此类的基序如 (A T) n和 ( TA) n是等同的。在二核

苷酸重复子中 ,主要为四类 , ( GA) n、(A T) n、(AC) n

和 (C G) n ,但是在两个品种的相应区域没有发现富

含 (C G) n类型的重复子。其中 ( GA) n的类型在这两

个品种的相应区域中共有 378 个 ,占了二核苷酸重

复子的 74. 7 %。在水稻中富含 ( GA) n的 SSRs通常

GC含量接近于 50 % ,具有较好的 PCR扩增性。但

是在这两个品种相应区域这些重复子的平均重复次

数差异并不明显 ,在 93211 中的平均重复次数为

1813次 ,在日本晴中为 17. 9 次 ,平均相差 014 次 ;

(A T) n的类型占了二核苷酸重复子的 1812 % ,重复

图 1　93211和日本晴在相同位点处 SSR重复次数差异性比较

Fig. 1 . SSR repeat count variation between 93211 and Nipponbare at the same loci .

图 2　基序为 2、3、4个核苷酸重复子平均重复次数的差异性比较

Fig. 2 . Average repeat count variation of dimers , t rimers , tet ramers at the same loci .
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次数差异最大 ,在 93211 中的平均重复次数为 35. 3

次 ,在日本晴中为 27. 2次 ,平均相差 8. 1次。93211

和日本晴相应区域内特殊基序类型 SSRs的分子标

记 ,将有助于设计更富多态性的分子标记 ,用于定位

染色体上的基因 ,特别是为不同品种等位基因的差

异性研究提供了依据。

2. 3　电子 PCR验证

为了检验特殊类型 SSRs在 93211 和日本晴中

的多态性 ,根据 Mo nsanto 公司所提供的引物 ,我们

对具有相同位点、相同基序但重复次数不同的 804

个 SSR进行了电子 PCR验证。分析发现有 74. 8 %

的引物在 93211 中扩增到产物 ,并且在扩增到的产

物中有 87. 9 %为单拷贝 ,同时在这些单拷贝中发现

有 59. 5 %在日本晴中也为单拷贝 ,且在两个品种中

呈现多态性 ,把这些 SSR分子标记定位在日本晴的

物理图谱中可以发现它们在整个基因组中的分布差

异很大 ,在第 1、2和 3染色体上分布比较密集 ,而在

第 10、11和 12 染色体上则比较疏散 (图 3) 。通过

对部分 SSR进行电子 PCR验证表明 ,在 93211和日

本晴的相应位点处 SSR 的多态性主要是由于碱基

的插入与缺失 ,或者是由于不同品种之间 SSR拷贝

数的差异造成的。同时也表明 SSR 分子标记是研

究水稻品种间多态性的一种重要分子标记来源 ,为

进一步通过大范围寻找基因组内 SSR 的分布并分

析品种间特殊类型 SSR 的多态性提供了依据。目

前 ,单纯地开发 SSR 标记已经没有必要 ,而应结合

生物基因组的特定功能 ,按研究目标区段的序列区

域开发 SSR标记。通过生物信息学的方法所得到

的这些 SSR分子标记 ,特别是在这两个品种中均为

单拷贝、且扩增条带有明显差异的 SSR 标记 ,对研

究品种中遗传变异、基因组功能之间的差异异常重

要。

为了更好地利用禾本科模式植物水稻的基因

组 ,有必要把水稻的遗传资源、功能分析和序列信息

结合起来。多态性 DNA 分子标记为基因组序列的

遗传图谱和表型变异之间的联系搭建了一座桥梁。

对特殊类型 SSRs进行研究 ,并将其定位到染色体

上 ,对于揭示水稻基因组的特殊功能具有非常重要

的作用。以往研究表明 ,富含二核苷酸重复子

(DN Rs)的微卫星序列通常位于非编码区 ,并且是

SSR多态性分子标记的最好来源[13 ]。早期主要是

研究基因的 5′端和 3′端 ,但在研究中并没有发现

DN Rs与转座子有联系[14 ,15 ]。对玉米和人类的基因

组研究发现 ,富含 GC的三核苷酸重复子 ( TN Rs)代

表了在 cDNA 中检测到的大部分 SSRs[16 ,17 ]。相

反 ,在拟南芥和酵母菌 ( S acharom yces cerev isi ae)

中 ,主要的三核苷酸重复子则富含 A T[18 ,19 ]。这些

三核苷酸重复子最初是在酵母基因的转录、信号转

导、细胞生长和分裂的机制中发现的 ,但极少在控制

光合作用如糖酵解和呼吸作用的基因中被发现[13 ]。

不同三核苷酸重复子和某些特定类型基因之间的联

系 ,或许可以表明某种基因组类型。基因特殊功能

分类中的 TN Rs频率 ,对于包含 TN Rs基因的全基

因组的注释可能非常有用。而我们在水稻这两个品

种相应区域具有差异 SSRs的三核苷酸重复子中 ,

发现富含 GC的三核苷酸重复子占了该类重复子的

50. 2 % ,这些富含 GC的三核苷酸重复子有 50. 9 %

存在于编码序列中 ;富含A T的三核苷酸重复子占

图 3　部分扩增产物为单拷贝的 SSR分子标记在日本晴物理图谱中的分布

Fig. 3 . Dist ribution of some unique SSR markers on the physical map of Nipponbare.
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了该类重复子的 49. 8 % ,但是却只有 22. 1 %在编码

序列中检测到。现在还不清楚这些特殊类型三核苷

酸重复子是否与水稻基因组的特殊功能相联系 ,但

若能把这些位点定位到水稻的不同品种之间 ,通过

比较品种的遗传变异来分析水稻的基因组功能 ,可

能会取得一些新的突破。
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