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从绵羊 UniGene 数据库中筛选
微卫星标记的初步研究
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[摘 　要 ] 　为了利用生物信息学方法筛选绵羊微卫星标记 ,利用 SSRIT 和 SSRFinder 软件对绵羊 Uni Gene 数据

库的 4 081 个簇进行搜索 ,筛选绵羊 EST2SSRs 标记。结果表明 ,从绵羊 Uni Gene 数据库中搜索到微卫星 136 个 ,含

有微卫星的序列 121 个 ,占整个 EST 序列数据库的 3. 0 % , 其中双碱基重复 47 个 ,三碱基重复 54 个 ,四碱基重复 3

个 ,五碱基重复 4 个 ,六碱基重复 28 个。在这些微卫星序列中 ,AC/ T G重复在双碱基类型中最丰富 ,CT G重复在三

碱基类型中最常见 ,分别占双碱基和三碱基微卫星序列总数的 64 %和 29 %。根据筛选到的微卫星序列设计并合成引

物 30 对 ,在设计的 30 对引物中 , 20 对引物有扩增产物 ,且条带清晰 ,其中有 2 对引物在小尾寒羊品种内呈现多态。
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Abstract : In this st udy ,SSRs markers were developed by bioinpormcotics met hods and a total number

of 4 081 sheep unigene sequences were downloaded. These Uni Gene sequences were screened for t he p res2
ence of perfect microsatellites by using SSRIT and SSRFinder soft tools. A total number of 136 SSRs were

identified f rom 121 EST sequences. The f requency of EST containing SSR is 3. 0 %. The t rinucleotide repeat

motif is t he mo st abundant SSR ,accounting for 39. 71 % ,followed by 34. 56 % for dinucleotide repeat s. A2
mong t he dinucleotide repeat s ,AC/ T G was the most abundant repeat motif ,accounting for 64 % of all dinu2
cleotide repeat s. While CT G was t he most abundant type in t he t rinucleotide repeat types ,accounting for

29 %. 30 primer pairs were designed f rom microsatellite and 20 pairs could show clear PCR product s by e2
lect rop horesis for f urther polymorp hism analysis. The result in t his paper p rovided a basis for t he develop2
ment and f urt her application of EST2SSR markers in sheep .
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　　微卫星 ( Microsatellites) 又称简单序列重复

(Simple sequence repeat , SSR) ,是指以 1～6 个核

苷酸为基本单元的串联重复序列。与其他分子标记

技术相比 ,SSR 标记具有多态信息含量高、共显性遗

传、技术简单、重复性好、特异性强等优点[1 ] ,已广泛

应用于遗传图谱构建、遗传多样性分析、分子进化、

3[收稿日期 ] 　2007207216
[基金项目 ] 　国家“863”计划项目 (2006AA10Z199) ;农林动植物育种工程项目 (2006BAD01A11)
[作者简介 ] 　闫秋良 (1974 - ) ,女 ,山西石楼人 ,在读博士 ,主要从事生物技术与家畜育种研究。
[通讯作者 ] 　杜立新 (1956 - ) ,男 ,陕西华阴人 ,教授 , 博士生导师 ,主要从事分子生物技术与家畜遗传育种研究。

E2mail :lxdu @263. net



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

比较基因组学和系统分类等方面。传统基因组来源

的 SSR 标记开发需要构建基因组文库、探针杂交和

克隆测序等复杂的操作程序 ,不仅费时费力 ,而且开

发成本很高。

表达序列标签 ( Expressed sequence tag , EST)

是指 ,通过对 cDNA 文库中随机挑取的单克隆进行

大规模测序所获得 cDNA 的 5′或 3′端序列 ,长度一

般为 150～500 bp ,它是基因的“窗口”,一个 EST 代

表生物某一时期的某种组织或细胞的一个表达基

因[2 ] 。近年来 ,随着 EST 计划在不同物种间的扩

展 ,大量快速增长的数据为 SSR 标记的开发提供了

丰富的来源。根据建立 SSR 标记序列性质的不同 ,

SSR 标记可分为基因组 SSR ( Genomic SSR ,gSSR)

和表达序列标签 SSR ( Expressed sequence tag

SSR ,EST2SSR) 等。与 gSSR 标记相比 ,从 EST 数

据库中获得的 EST2SSR 标记更经济 ,而且 EST2
SSR 标记反映了基因的编码部分 ,可以直接获得基

因表达的信息 ,为功能基因提供“绝对”的标记 ,这有

可能对决定重要表型性状的等位基因进行直接鉴

定 ,省去了 SSR 引物开发过程中的克隆和测序步

骤 ,充分利用了现有测序数据 ,降低了开发成本。从

EST 中筛选微卫星标记的工作 , 在小麦[324 ] 、大

麦[5 ] 、黑麦[ 6 ] 、甘蔗[728 ] 和葡萄[9 ] 等植物物种中已有

报道 ;在动物物种中 ,仅在鲶鱼[10 ] 、大虾[ 11 ] 和斑马

鱼[12 ]中有报道。

本研究利用现有的绵羊 EST 资源 ,对绵羊

Uni Gene 数据库进行 SSR 搜寻和信息分析 ,以了解

绵羊 EST 资源的特性 ,以期为利用绵羊 EST 建立

EST2SSR 标记及在绵羊遗传育种中的应用奠定基

础。

1 　材料与方法

1. 1 　绵羊 Uni Gene 序列来源

绵羊 U ni Gene 序列来源于 NCBI 的 Uni Gene

数据库 ,截止日期 2006203231 ,共获得 4 081 个 Uni2
Gene 簇 ,含有 EST 序列 58 353 条 ,所有这些序列以

FASTA 格式独立保存 ,以便进一步分析。

1. 2 　绵羊 EST2SSR 的筛选

利用 SSRIT 和 SSRFinder 软件 ,从上述 Uni2
Gene 簇中查找微卫星序列。查找标准是重复 7 次

以上的双碱基序列 ,重复 6 次以上的三碱基序列 ,重

复 5 次以上的四碱基序列 ,重复 4 次以上的五碱基

序列和重复 3 次以上的六碱基序列。搜索的重复序

列为完全重复类型。单核苷酸重复序列未进行选

择 ,因为一般认为它不是有用的多态标记。

1. 3 　微卫星引物的设计

从获得的微卫星序列中 ,使用引物设计软件

Oligo ( Version 6. 31) 和 Primer Premier ( Version

5. 00)设计 30 对 EST2SSR 引物 ,引物由上海生工生

物技术公司合成 (表 1) 。
表 1 　试验设计的 30 对微卫星引物

Table 1 　30 pairs of primers of microsatellites

引物序号
Primer number

上游引物 (5′23′)
Upst ream primer (5′23′)

下游引物 (3′25′)
Downst ream primer (3′25′)

Sri1 CT T T GA T GGT GCGGTACTCT T A GGA GCCCTAACT T GCT T GA GT

Sri2 TCT T GACCGTA GGGGA TA GA G A TCTCTCTA TCA GTCGCTCGC

Sri3 ACCGGCA GCA GTA GAA GAA GA GCGT GACACT GA GA GAA G

Sri4 GCTCA GT T TACACCTCAA GTCC A T GGA T GGA GGA GCCT GGTA

Sri5 TCTCCCGT GGACACCCTA AA GGCA T GA GCGGT T GA G

Sri6 CCACCTACCGCAACTCCA T T TCT TCCTCACCCT GCA GC

Sri7 CCAA GT TCTACGACCT GT TCC CT GTCCCA T T GCCTCGTAA

Sri8 CCT T TCCCT TAA T GT GCCAA G T T T TCCCA GTCACGACGT

Sri9 A GTAACGA T GGCA GCGA G A GA T GGA GA GCCT GGA GA

Sri10 A GGACCTCGGGA T GAACT CCA T T GCAA GGTA GGT GTC

Sri11 CT TAA GACACGCA GCTCG T GCA GCCT TCT T GACCT T

Sri12 T TCT GACCCGCCT GCT T T GTCCACACTCA TAACGGCA

Sri13 CCCACA TCT GACA GCCTA TAC GAA GGACT T GGA T GGA T GGA

Sri14 TCCTACGGT GGAA GCGACTA ACCCCTA TA GCCACTCCCAA G

Sri15 AACGA GGA GGGCA T GT T T G GGAA GA GT T GGAACACA GGA

Sri16 A GGGCA TCGCTCCA GAA GA GCCAAA GGT GGGCACAACA

Sri17 TCGGGCA GCACA T GTA GTA T GA GA GCCCCTA GT GGAA T

Sri18 GA T T GACACTACTCCCGGA T GTA TCTA T GCT GCT GCTCGTC

Sri19 CGCCTCCGGT TCT GACAACTC GGCT GCCTCTCCTCGCTCCT

Sri20 GCTCAA GACTCGCAACACTAA CA GGCAA T GA GA GCTA TAA GG
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续表 1 　Continued of table 1

引物序号
Primer number

上游引物 (5′23′)
Upst ream primer (5′23′)

下游引物 (3′25′)
Downst ream primer (3′25′)

Sri21 CACCACCA T GCA GCCGA GAC CA GA GT GCTCCTCGCCA T T GT

Sri22 A GCCCT T GCGCACGCCTACT CA GA GGCCACCACGGA GCA T

Sri23 A GT GT GCT GGT GCCCTA TCA AACA T TCCGGACGCTCA TC

Sri24 GAACT GTCA TCGCT GCT GT G CAA TCCTCCCAAA TCA T TACCTCAA

Sri25 AA GGGCCT GAA GCGAAA G CCGCA GT GT GT TCACTACCA GC

Sri26 GAA T GGA GT GGCT GGGA GG CT GCT TCGGGTCGGT GT T G

Sri27 T GGT GAA GTCAAACAACCCAC A T TCTCTCGGACACACGT GA

Sri28 GCTACAACCCT GGCACAA GGAACCCA GCT T T GA GA G

Sri29 T GAA TCA GCA TCTCCTCCT G GACGGCCA GT GAA T T GTA

Sri30 CA T GCCACAACTAA GACTCGACA GACACCA GCT GAAACGAACACA

　　引物设计的原则为 : EST 序列长度大于 100

bp ;SSR 序列的开始和结束位置分别距 5′和 3′端不

少于 20 bp ;引物长度控制在 19～23 bp , GC 含量为

40 %～60 % ,理论退火温度 ( T m) 为 59～63 ℃,而且

上游和下游引物的 T m 值相差 ≤5 ℃; PCR 扩增产

物长度为 100～300 bp 。尽量避免引物二聚体结构、

发卡结构、错配以及连续 6 个碱基配对的出现。

1. 4 　动物材料及基因组 DNA 的提取

93 只小尾寒羊取自山东嘉祥种羊场。取小尾

寒羊耳组织和血液 ,参考分子克隆实验指南 (第 3

版)的方法 ,并优化模板提取 DNA。用分光光度计

检测 DNA 浓度 , - 20 ℃保存备用。

1. 5 　PCR 扩增与电泳检测

PCR 反应体系为 (10μL) :1 U T aq DNA Pol2
ymerase 0. 4 μL , 10 ×Buffer 1 μL , 20 ng 基因组

DNA 1. 0μL ,2. 5 mmol/ L dN TP 混合物 1μL ,20

μmol 引物 0. 5μL 。PCR 反应程序为 :95 ℃变性 5

min ;94 ℃变性 30 s ,退火 30 s (温度依引物而定) ,

72 ℃延伸 30 s ,共 30 个循环 ;最后 72 ℃延伸 10

min ,4 ℃保存。各对引物的最适温度通过梯度 PCR

结果而定。PCR 产物用 1. 5 %琼脂糖凝胶电泳分离 ,

检测扩增产物的可用性 ,对有清晰条带的引物进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离和银染检测其有无多态性。

2 　结果与分析

2. 1 　绵羊 EST2SSR 的筛选

在 4 081 个绵羊 Uni Gene 簇中 ,经过计算机筛

选共发现微卫星 136 个 ,含有微卫星的序列 121 个 ,

占整个 EST 序列数据库的 3. 0 % ,其中双碱基序列

47 个 ,三碱基序列 54 个 ,四碱基序列 3 个 ,五碱基

序列 4 个 ,六碱基序列 28 个。在这些微卫星序列

中 ,AC/ T G重复在双碱基类型中最丰富 ,CT G重复

在三碱基类型中最常见 ,分别占双碱基和三碱基微

卫星序列总数的 64 %和 29 %。

2. 2 　EST2SSR 扩增结果的检测

表 2 结果表明 ,10 对引物无扩增产物 ,20 对引

物有产物且条带清晰 ,其中有 2 对引物在小尾寒羊

品种内呈现多态 ,有 18 对引物无多态。
表 2 　20 对 EST2SSR 引物在小尾寒羊品种内的扩增情况及其多态性

Table 2 　Amplification and polymorphisms showed in small2tailed han sheep by 20 pairs of EST2SSR primer

引物序号
Primer number

重复序列类型
Type of repeat

多态或单态
Poly2or mono2morphism

引物序号
Primer number

重复序列类型
Type of repeat

多态或单态
Poly2or mono2morphism

Sri1 (ac) 20 单态 Monomorphism Sri14 (gcg) 7 单态 Monomorphism

Sri2 (ac) 23 单态 Monomorphism Sri15 (cac) 6 单态 Monomorphism

Sri3 (ct) 23 多态 Polymorphism Sri16 (aga) 6 单态 Monomorphism

Sri5 (ac) 12 多态 Polymorphism Sri18 (gag) 6 单态 Monomorphism

Sri6 (cag) 7 单态 Monomorphism Sri19 (cac) 6 单态 Monomorphism

Sri7 (cac) 7 单态 Monomorphism Sri22 (gt) 7 单态 Monomorphism

Sri9 (gt) 14 单态 Monomorphism Sri23 (tgcccg) 3 单态 Monomorphism

Sri10 (gt) 24 单态 Monomorphism Sri25 (gga) 7 单态 Monomorphism

Sri11 (gca) 7 单态 Monomorphism Sri26 (ctg) 6 单态 Monomorphism

Sri12 (tg) 21 单态 Monomorphism Sri27 (tg) 9 单态 Monomorphism

3 　讨　论

本试验对 4 081 个绵羊 U ni Gene 簇进行了搜

索 ,发现各种类型的微卫星序列 136 个 ,占整个

EST 序列数据库的 3. 0 % ,这与从许多其他物种的

ESTs 数据库中筛选的微卫星序列的比例相一
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致[7 ,13216 ] 。从目前报道的结果来看 ,大多数植物的

EST2SSR 是以三核苷酸重复为主[9 ,17219 ] ,动物则都

是以二核苷酸重复为主[11212 ,20222 ] 。本研究结果表

明 ,在绵羊 EST2SSR 中三核苷酸重复类型最丰富 ,

这与上述动物物种的研究结果不同 ,但与植物的相

同。这可能是由于 ,一方面 ,随着物种的不同 ,不同

重复类型的丰富程度也会随之改变所致[23 ] ;另一方

面 ,与本研究中绵羊 EST 数目相对较少有一定关

系 ,具体原因有待于进一步深入研究。本研究结果

还表明 ,筛选的微卫星序列中 ,双碱基序列 47 个 ,三

碱基序列 54 个 ,重复序列较小的类型占主导地位 ,

这可能是由于重复序列越长 ,突变率就越高 ,因此稳

定性就越差所致[24 ] 。本研究中 ,AC/ T G 重复在双

碱基类型中最丰富 ,CT G重复在三碱基类型中最常

见 ,分别占双碱基和三碱基微卫星序列总数的 64 %

和 29 % ,这与鲶鱼[ 10 ] 和斑马鱼[12 ] 中报道的结果相

一致 ,但与在植物[4 ,25 ] 中报道的结果有一定差异。

这可能与植物中某些氨基酸的频率较动物高有

关[23 ] 。在三碱基重复类型中 , GCT 基序是三碱基

重复类型最丰富的类型 ,这与 Li 等[26 ]的报道一致。

本研究根据绵羊 EST 序列设计引物 ,并对小尾

寒羊基因组 DNA 进行 PCR 扩增 ,在设计的 30 对引

物中有 67 %的引物能够扩增出产物 ,仅有 2 对引物

在小尾寒羊品种内呈现多态 ,这与 Thiel 等[5 ] 报道

的结果相一致。

在绵羊 EST 数据库中 ,虽然微卫星资源并不丰

富 ,且大量的序列不完整 ,大部分不适合引物设计 ,

但是从 EST 中发掘 SSR 标记 ,可以节省大量时间

和经费 ,同时也是对 EST 数据资源的充分利用 ,为

功能基因组和比较基因组的研究奠定了基础。
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