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绒毛状烟草基因组中 SSR位点的信息分析 
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摘  要：通过 SSRFINDER软件搜索绒毛状烟草基因组 DNA，设置条件是重复单元长度 2~5 bp，重复次数 10～60，共找到

6 441个 SSR位点，涉及 5 227个 Scaffold，SSR序列总长为 303 963 bp，约占全基因组的 0.12‰，即绒毛状烟草基因组中平

均每 400 kb会出现一个 SSR位点。在所有 SSR位点中，二、三碱基重复基元分别占总数的 45.2%和 49.6%，重复单元的重

复次数 10～20之间的 SSR位点占总数的 74.6%。 
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Analysis of SSR Information in N.tomentosiformis Goodspeed genome 
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Abstract: By searching N. tomentosiformis Goodspeed genome DNA with SSRFINDER, 6441 SSRs were identified from 5227 
scaffold. Total length 303 963bp of SSRs occupied approximately 0.12‰ of genome DNA. The average distance between SSRs was 
about 400 kb. Dinucleotide and trinucleotide motifs were most abundant classes, 45.2% and 49.6% respectively. The repeats of 
motifs from 10-20 accounted for 74.6% of the total SSRs. 
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简单重复序列( simple sequence repeats，SSR)

又称微卫星 DNA、短串联重复序列，一般为以 1～

6 个碱基为核心序列，首尾相连组成的串联重复序

列[1]。SSR 位点广泛存在于真核生物基因组中，不

同遗传材料在重复次数上的差异可导致 SSR 位点

长度的多态性，在 SSR位点两侧有一段相当保守的

单拷贝序列，根据此保守序列设计 PCR引物能够精

确检测出 SSR 位点的长度多态性。以 SSR 位点的

长度多态性为基础，利用 PCR和电泳技术开发出的

SSR分子标记具有对基因组覆盖度好、数量丰富、

多态性高、共显性标记、实验简单以及重复性好等

特点[2]。 

SSR分子标记已在植物遗传分析中得到广泛应

用，如遗传作图、分子标记辅助选择、群体遗传分

析以及分类学等方面，在花生、玉米、大麦[3-5]等作

物中利用 SSR标记已构建了遗传连锁图谱；Korzun

等[6]利用 SSR 标记对小麦矮杆基因 Rht8 进行了定

位；Prevost等[7]对 34个马铃薯品种构建了 SSR指

纹图谱；SSR分子标记在小麦、大麦等作物的遗传

多样性分析中也得到了成功应用[8-9]。另外，在烟草

中也利用 SSR标记开展了相关研究，如范静苑等[10]

成功运用 SSR分子标记分析了烟草 CMV抗性基因

的遗传连锁距离；Moon等[11]运用 SSR分子标记分

析了 54份烟草属材料的遗传多样性。 

烟草分子标记研究多以 RAPD和 AFLP为主，

主要应用于野生种质的抗病基因鉴定[12-18]，限于这

些分子标记多态性较低，用其构建烟草遗传图谱受

到了很大限制[19-21]。对烟草基因组的测序极大地促 
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进了烟草 SSR 分子标记的开发，Bindler 等[22]从

Tobacco Genome Initiative（TGI）公布的烟草基因

组序列信息中搜索到 282个 SSR分子标记，并利用

这些标记构建了第一张烟草的遗传连锁图。在本研

究中，通过软件搜索绒毛状烟草基因组序列，筛选

到一批 SSR位点，同时对其组成、分布及特征进行

了分析，以期为开发新的烟草 SSR分子标记提供理

论依据。 

1  材料与方法 
利用软件 SSRFINDER（http://www.maizemap. 

org/bioinformatics/SSRFINDER/）搜索绒毛状烟草基

因组 DNA的序列数据，条件为：重复单元长度 2～

5 bp，重复次数为 10～60。 

2  结  果 

2.1  SSR位点的数量与分布 

利用软件 SSRFINDER 对绒毛状烟草基因组

DNA的序列数据进行搜索，共找到符合条件的 SSR

位点 6 441个，涉及 5 227个 Scaffold，SSR位点的

序列总长 303 963 bp（表 1）。从 SSR位点的数量上

看，三碱基重复基元的数量最多，占 49.6%；其次

是二碱基重复基元，占 45.2%；四碱基重复基元和

五碱基重复基元数量很少，分别只占 2.8%和 2.4%

（图 1）。二碱基重复基元、三碱基重复基元、四碱

基重复基元和五碱基重复基元的 SSR 位点的碱基

总长分别是 112 678 bp、167 889 bp、11 616 bp和

11 780 bp，位点的平均长度分别是 39 bp、53 bp、

66 bp和 75 bp。 

从重复次数看，10~20重复的位点有 4 809个，

占 74.6%；21~30重复的位点有 963个，占 15.0%；

31~40重复的位点有 349个，占 5.4%；41~50重复

的位点有 205个，占 3.2%；51~60重复的位点有 113

个，占 1.8%（图 2）。 

2.2  重复单元的类型、数量及特征 

在 6 441个 SSR位点中，二碱基重复基元单元

共出现 11种类型，分别是 CT（417个）、AG（400

个）、TA（378个）、TC（373个）、GA（354个）、 

表 1  绒毛状烟草基因组 SSR位点的数量与分布 
Table1  Distribution of SSR loci in N.tomentosiformis 

Goodspeed genome DNA 
重复次数 二碱基 三碱基 四碱基 五碱基 

10 0 757 31 27 
11 0 355 23 21 
12 278 291 18 12 
13 346 232 13 20 
14 406 201 11 11 
15 307 151 14 9 
16 146 143 9 10 
17 191 109 11 11 
18 153 96 6 5 
19 122 69 6 4 
20 131 46 0 7 
21 117 45 2 2 
22 97 44 7 3 
23 68 33 2 4 
24 64 41 3 3 
25 75 36 1 1 
26 42 30 3 2 
27 30 41 1 1 
28 33 32 3 1 
29 23 22 2 0 
30 18 30 0 1 

31～40 125 217 7 1 
41～50 85 118 1 1 
51～60 57 54 3 0 
合计 2 914 3 193 177 157 

所占比例/% 45.2 49.6 2.8 2.4 
碱基总长/bp 112 678 167 889 11 616 11 780 
位点平均长度/bp 39 53 66 75 
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图 1  4种重复单元的分布比例图 
Fig.1  Distribution of four repeat motifs  

 

0
1000
2000
3000
4000
5000
6000

10
～
20
个
重
复

21
～
30
个
重
复

31
～
40
个
重
复

41
～
50
个
重
复

51
～
60
个
重
复

不
同
重
复
的
频
率
/次

图 2  重复次数分布图 
Fig.2  Distribution of the number of repeats 
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AT（312个）、TG（270个）、AC（229个）、CA（109

个）、GT（71个）、CG（1个）；三碱基重复基元单

元共出现 51 种类型，数目最多的前 10 种依次是

GAA（304个）、TTC（295个）、AAG（224个）、

TCT（218 个）、AGA（215 个）、TTG（198 个）、

ACA（184个）、CTT（177个）、AAC（163个）、

GTT（156个）；四碱基重复基元单元共出现 44种，

数目最多的前 10种依次是 AAAG（16个）、ATAG

（16个）、TATG（13个）、TTTA（12个）、ACAT

（9个）、ATAC（7个）、TTTC（7个）、AAGA（6

个）、AGAG(6 个)、ATCT（6 个）；五碱基重复基

元单元共出现 45种类型，数目最多的前 10种依次

是 CGGGA（23个）、TTTTC（20个）、AAAAG（14

个）、GTCCC（14个）、CGTCC（10个）、ACAAT

（5个）、AGAAA（4个）、GACGG（4个）、TCCCG

（4个）、TTTTA（4个）（表 2）。A、T、C、G在

所有 SSR位点中所占的比例分别为 33.1%、33.4%、

16.6%和 16.9%（图 3），GC含量为 33.5%。 
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图 3  SSR位点中四种碱基的比例 

Fig.3  Distribution of A, T,C and G in SSR loci 
 

3  讨  论 
根据测序结果，绒毛状烟草基因组大小为

2.6Gb（待发表），本研究从中筛选 SSR 总长约为

300 kb，约占基因组的万分之 1.2，换句话说绒毛状

烟草基因组平均每 400 kb出现一个 SSR。而本研究

并未计算单碱基重复基元和六碱基重复基元的

SSR，所以 SSR实际出现的频率还会略高一些。不

同物种间，SSR的数量、重复次数、重复单元以及

在染色体上的分布均存在很大的差异[9]。在植物中，

SSR 的出现频率与基因组大小、重复 DNA 所占比

例呈负相关，而与转录区所占的比例、低拷贝序列

的出现频率成显著正相关[23]。 

绒毛状烟草基因组的 GC 含量为 38.9%，其中

SSR序列的 GC含量为 33.5%，明显低于全基因组 
 

表 2  重复单元的类型及数量 
Table2  Type and number of repeat motifs 

二碱基重复基元 三碱基重复基元 四碱基重复基元 五碱基重复基元
重复单

元类型

数量/
个

重复单

元类型

数量/
个 

重复单 
元类型 

数量/
个 

重复单

元类型

数量/
个

CT 417 GAA 304 AAAG 16 CGGGA 23
AG 400 TTC 295 ATAG 16 TTTTC 20
TA 378 AAG 224 TATG 13 AAAAG 14
TC 373 TCT 218 TTTA 12 GTCCC 14
GA 354 AGA 215 ACAT 9 CGTCC 10
AT 312 TTG 198 ATAC 7 ACAAT 5
TG 270 ACA 184 TTTC 7 AGAAA 4
AC 229 CTT 177 AAGA 6 GACGG 4
CA 109 AAC 163 AGAG 6 TCCCG 4
GT 71 GTT 156 ATCT 6 TTTTA 4
CG 1 AAT 111 GAGA 6 AATAC 3

  TTA 109 TATC 6 ATACA 3
  TGT 88 ATGT 5 TTTCT 3
  CAA 86 CATA 4 ACGGG 2
  ATA 84 CTCT 4 AGAAG 2
  TAT 75 TCTA 4 ATTTT 2
  ATT 57 TGTA 4 CAAGC 2
  TAA 53 AGAT 3 CTTGA 2
  GAT 48 ATAA 3 CTTTT 2
  CAT 33 ATAT 3 GCTTG 2
  TCA 28 CTTT 3 GGGAC 2
  GAG 27 TATT 3 TATTG 2
  TCC 25 TTAT 3 TCTTT 2
  AGG 24 AAAT 2 TGTAT 2
  CTC 21 AGAA 2 TTTTG 2
  TGA 20 GTGT 2 TTCTC 2
  CCT 19 TCTC 2 TTGGC 2
  ATC 18 TCTT 2 AAAAT 1
  ATG 16 TTCT 2 AAAGA 1
  GTA 11 TTTG 2 AATGG 1
  AGT 11 AATT 1 ACGAT 1
  TGG 10 AGGG 1 ATACT 1
  TAC 10 AGTT 1 ATTGT 1
  GGA 10 CATG 1 CCAAG 1
  ACT 10 CTAA 1 CCGTC 1
  TAG 9 CTAT 1 CTTCT 1
  CTG 6 GAGG 1 GAATG 1
  CCA 6 GGGT 1 GAGAA 1
  ACC 6 TAAA 1 GATAC 1
  CTA 4 TAAT 1 TAAAA 1
  TGC 3 TAGA 1 TCTTC 1
  GGT 3 TAGT 1 TGCCT 1
  CAG 3 TATA 1 TGTGG 1
  CAC 3 TCAC 1 TTCTT 1
  AGC 3   TTGGT 1 
  ACG 3     
  TCG 2     
  GTG 1     
  GTC 1     
  GCA 1     
  CGC 1     
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的 GC含量。SSR序列显示出显著的碱基偏好性，

A/T 的频率显著高于 G/C。二、三碱基重复基元的

SSR共 6107个，占 SSR总体的 94.8%。而（CG）n、

（GTG）n、（GTC）n、（GCA）n、（CGC）n分别只

出现了 1次，说明这些重复单元的 SSR在绒毛状烟

草基因组中非常少见。从总体来看，各种重复类型

的 SSR 位点都存在着长度越长出现的频次越少的

趋势。目前，对于植物 SSR序列信息的分析，大多

来源于 EST 数据[24-30]，由于 EST-SSR 来自于转录

区域，一般保守性较高，通用性好。Cho[31]等人对

水稻的研究结果表明，来源于基因组的 SSR比来源

于 EST 的 SSR 具有更丰富的多态性。研究发现，

当 SSR长度大于等于 20 bp时，不同品种间显示出

较高的多态性[32]，而且高级基元的 SSR多态性比低

级基元的低[33]。在这 6 441个 SSR位点中，二、三、

四、五重复基元 SSR位点的平均长度分别为 39 bp、

53 bp、66 bp和 75 bp，其中二、三碱基重复基元的

总和占总体的 94.8%，表明这些 SSR具有较高的利

用价值。用 PRIMER5.0对这 6 441个 SSR设计引

物，其中 6 020可获得满足条件的引物。至于哪些

引物可用于开发新的烟草 SSR 分子标记还有待进

一步研究。 
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表 5  羊肚菌发酵多糖在卷烟中的试用效果 
Table 5  The evaluation of cased cigarettes and flue-cured 

tobacco of the polysaccharide extract 

样品 用量/ 
% 

光泽 
(5.0) 

香气 
(32) 

协调性
(6.0)

杂气 
(12) 

刺激性 
(20) 

余味
(25)

总计
(100)

0.0000 5.00 29.43 5.07 10.50 17.50 22.07 89.6
0.0001 5.00 29.57 5.00 10.57 17.71 21.86 89.7
0.0002 5.00 29.86 5.07 10.57 17.57 22.29 90.4

1# 

0.0003 5.00 29.5 5.07 10.71 17.64 22.29 90.2      
0.0000 5.00 28.93 5.00 10.21 17.43 21.93 88.5
0.0001 5.00 29.36 5.00 10.21 17.57 22.14 89.3
0.0002 5.00 29.43 5.07 10.21 17.64 22.14 89.52# 

0.0003 5.00 29.36 5.00 10.21 17.50 21.93 89.0      
 
乳糖和甘露糖等残基为重复单元组成的杂多糖[7]，

根据真菌多糖不溶于乙醇的特点，对真菌多糖进行

粗提，其中真菌多糖含量达到 42.6%，香气分析表

明，致香成分含量较少，仅检测出 13 种，大部分

为长链碳酸及其酯类，但通过热裂解表明，羊肚菌

发酵多糖可在抽吸时形成糠醛类物质外，还有多种

呋喃类和醛酮类香气成分，对丰富烟香、改善吸味

具有较好效果。 

3.3  羊肚菌发酵多糖的应用效果 

羊肚菌发酵多糖在卷烟中的试用结果表明，其

在醇和烟香、提高舒适性、去除杂气等方面具有较

好的作用，且用量远远低于普通香精香料的用量，

可适用于卷烟加料及烟叶醇化。 
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