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野三七转录组中 SSR 位点信息分析及其多态性研究 
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摘  要：目的  分析野三七 Panax vietnamensis var. fuscidiscus（PVF）转录组中的 SSR 位点信息，并设计简单重复序列（SSR）
引物，以期为野三七分子标记辅助育种提供有力工具。方法  利用 MISA 工具筛选了野三七转录组测序获得的 126 758 条

unigenes，对其 SSR 位点信息进行了分析；在此基础上利用 Primer3 设计 SSR 引物，并随机选择 30 对 SSR 引物对 13 株不

同来源的野三七进行多态性扩增分析。结果  在野三七的转录组中，共搜索到 21 320 个 SSRs，分布于 17 780 条 unigenes，
SSR 位点出现频率为 16.82%。SSRs 位点中二核苷酸重复是主要类型，占总 SSRs 的 52.52%；其次是三核苷酸重复基序

（28.08%）。SSRs 所包含的重复基元中，二核苷酸重复基元 AG/CT 和 AT/AT 是优势重复基元类型，占总 SSRs 的 46.25%。

利用 Primer3 共设计出 39 336 对 SSR 引物。随机选择 30 对引物进行 PCR 扩增，其中 29 对（96.67%）扩增出清晰、可重复

的条带，15 对（50.00%）扩增条带表现出多态性。利用 UPGMA 作图，将 13 个材料分为 2 类。结论  野三七转录组中 SSR
位点出现频率高，类型丰富；大量的 SSR 为其遗传多样性分析和遗传图谱构建提供了丰富的候选分子标记。 
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Analysis on SSR loci information in transcriptome of Panax vienamensis var. 
fuscidiscus and its polymorphism 
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Abstract: Objective  The SSR loci information in the transcriptome of Panax vietnamensis var. fuscidiscus (PVF) was analyzed in 
this study to provide more powerful tools for molecular marker-assisted breeding in this plant. Methods  Simple sequence repeats 
(SSR) loci were searched in all 126 758 unigenes by using MISA. SSR loci information was analized and SSR primers were 
designed by Primer3. Furthermore, 30 pairs of primers were randomly selected for the polymorphic analysis on 13 PVF plants 
collected from different habitats. Results  A total of 21 320 SSRs were found in the transcriptome of PVF, distributed in 17 780 
unigenes with the distribution frequency of 16.82%. Di-nucleotide repeat was the main type, accounted for as much as 52.52% of all 
SSRs, followed by tri-nucleotide repeat motif (28.08%). The dinucleotide repeat motifs of AG/CT and AT/AT were the predominant 
repeat types (46.25%). Using Primer3, a total of 39 336 pairs of SSR primers were designed. For validating the availability of those 
SSR primers, we randomly selected 30 pairs of primers for PCR amplification. Among them, 29 pairs of primers (96.67%) produced 
clear and reproductive bands, 15 pairs of primers (50.00%) showed polymorphism, and 13 PVF plants were divided into two groups 
by UPGMA. Conclusion  There are numerous SSRs in PVF transcriptome with high frequency and various types, this will provide 
the abundant candidate molecular markers for genetic diversity study and genetic map for this plant. 
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Ha et Grushv. 的一个变种，为五加科人参属植物，主
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最早由 Zhu 等[1]在云南省金平县境内发现并命名，具

有活血、化瘀和止血等功效，用于治疗肿痛、伤痛和

月经不调等[2]。野三七含有大量的奥克梯隆型皂苷珠子

参皂苷R2
[3-4]，以及三七皂苷R1，人参皂苷Rg1、Rb1、

Rd 和Re 等[5-10]。近年来研究发现，野三七也分布在红

河州的元阳县、绿春县等地。民间也有从老挝等国家

高价购买野三七销售，或者作为种源人工种植。一些

野三七植株生长达 15 年以上，高温和多雨的环境下表

现出明显的抗病性。因此，野三七是三七P. notoginseng 
(Burk.) F. H. Chen 抗病育种的优良野生种质资源之一。 

DNA 分子标记是鉴定种质资源遗传多样性的重

要手段，也是一种重要的辅助育种方法[11]。简单重

复序列（simple sequence repeats，SSR），一般以 1～
6 个碱基为核心序列，具有高度多态性。目前已利用

SSR 标记构建了许多物种的染色体遗传图谱，并被

广泛应用于基因定位及亲缘关系分析、品种鉴定和

动植物育种等领域[12]。本研究分析了野三七转录组

中的 SSR 位点，并随机验证了 SSR 引物的有效性，

以期为野三七分子标记辅助育种提供有力工具。 
1  材料与方法 
1.1  野三七转录组测序与 SSR 的筛选 

野三七根和叶片 RNA 混合样品的转录组测序

由北京博奥公司进行，共获得 126 758 条 unigenes。
利用 est_timmer.perl 程序过滤 unigenes，参数为：

−amb＝2，50；−tr5＝T，5，50；−tr3＝A，5，50；
−cut＝100，700；再利用 CD_HIT 去除冗余序列，

参数为：−c 1.00 −n 5 −M 2 000。利用 misa.pl 搜索

和定位 SSR，搜索的标准为重复单元长度 2～6 bp，
二核苷酸至少重复 6 次，三核苷酸至少重复 5 次，

四至六核苷酸至少重复 4 次；同时筛选被间隔小于

或等于 100 bp 碱基间隔的复合型 SSR。单核苷酸

重复容易发生错配而测序失败，所以没有选择。 
1.2  SSR 引物设计 

调用 Primer 3.0程序对含有 SSR位点的两端序

列设计引物，引物设计标准：退火温度（Tm）在

55～64 ℃，上、下游引物的 Tm值相差不大于 5 ℃；

引物长度在 18～27 bp；GC 量在 40%～60%；尽量

避免出现引物二级结构如发卡结构、二聚体、错配

和引物二聚体。为验证 SSR 引物是否可用，随机

选择合成 30 对引物（昆明毓秀生物科技有限公

司），进行 PCR 扩增。 
1.3  野三七 DNA 提取与 PCR 扩增 

13 株采自不同产地的野三七（表 1），按照 Zhu 

表 1  不同来源的野三七植株 
Table 1  PVF plants collected from different habitats 

编号 来源 编号 来源 

MX11068 金平县铜厂乡勐谢村 Laos1203 老挝 

MX11075 金平县铜厂乡勐谢村 Laos-1 老挝 

MX11082 金平县铜厂乡勐谢村 ZM-1 金平县者米乡 

YY1145 元阳县 ZM-2 金平县者米乡 

YY-2 元阳县 TS1232 金平县铜厂乡炭山

YY-3 元阳县 TS1239 金平县铜厂乡炭山

Laos1201 老挝   
 
等[1]的方法对其形态特征进行鉴定。野三七的典型

特征是无托叶、无苞片，成熟果实时为红色，顶端

有一黑色斑点。提取叶片 DNA（北京百泰克生物技

术有限公司 DNA 提取试剂盒）。20 μL PCR 扩增体

系包含 2.5 mmol/L dNTPs 1 μL，EasyTaq DNA 
polymerase 1μL，10×EasyTaq 缓冲液 2 μL，10 
μmol/L 的上游和下游引物各 1 μL，10 ng/μL DNA 1 
μL，ddH2O 13 μL。PCR 扩增程序为 94 ℃预变性 3 
min 后 35 个循环，每个循环包含 94 ℃变性 30 s，
最佳 Tm退火 1 min，72 ℃延伸 1 min。循环结束后

再 72 ℃延伸 5 min。扩增产物用 8%非变性聚丙烯

酰胺凝胶检测。 
1.4  数据处理 

采用人工读带的方法，将电泳图上可重复的、

清晰的条带计为“1”，同一位置无带或不易分辨的

弱带计为“0”，建立原始数据矩阵。利用软件 NTsys 
2.10e 和 Popgene 32 计算每对引物扩增位点的等位

位点数、多态性信息量、遗传距离，按 UPGMA 进

行聚类绘图。 
2  结果与分析 
2.1  野三七转录组 SSR 位点数量与分布频率 

利用 MISA 工具搜索野三七转录组的 126 758
条 unigenes 序列，共在 17 780 条 unigene 中找到

21 320 个符合条件的 SSRs，发生频率（含 SSR
的 unigene 数与总 unigene 数之比）为 14.03%。

14 862 条 unigene 含有单个 SSR 位点，2 918 条

unigene（16.41%）含有一个以上 SSR 位点，1 207
条 unigene 含有复合 SSRs。野三七转录组中 SSR
位点的出现频率（SSR 数目与总 unigene 的数目

比值）为 16.82%。平均每 10 kb 有 1.29 个 SSR 位

点（表 2）。 
野三七转录组 SSR 种类较为丰富，从重复次数 
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表 2  野三七转录组中 SSR 搜索结果 
Table 2  Searching results of SSR in transcriptome of PVF 

项目 数量 

搜索序列总数 126 758 

搜索序列总长度 / bp 16 529, 1 103 

SSR 总数 21 320 

SSR 发生频率 / % 14.03 

SSR 出现频率/ % 16.82 

10 kb 含 SSR 数目 1.29 

含 SSR 位点的序列数目 17 780 

含超过 1 个 SSR 位点的序列数目 2 918 

含复合型 SSR 的序列数目 1 207 

看，发现重复基元以重复 6 次出现的频率最高，有

5 657 个，占总 SSR 的 26.53%. 其次为 4、5、7 次

重复，分别占总 SSR 数量的 15.74%、18.71%和

16.26%（表 3）。 
从野三七 SSR 核苷酸基序类型来看（图 1），

SSR 以二核苷酸 AG/CT 和 AT/AT 重复基序为主要

类型，占总 SSR 的 46.25%。其次是三、四核苷酸

重复基序，其出现频率分别为 28.08%和 11.03%，

以 4～7 次重复为主。三核苷酸重复序列 AAG/CTT
最多，ACT/AGT 重复序列最少；四核苷酸重复序

列 AAAT/ATTT 为最多，AAAG/CTTT 次之，

ACAT/ATGT 为最少。 

表 3  野三七转录组中不同基序长度和重复的 SSR 数量分布 
Table 3  Distribution of SSRs with different motif types and repeat numbers in transcriptome of PVF 

重复次数 
基序长度 / bp 

4 5 6 7 8 9 10 11 ＞11 
总计 

比例 / 

% 

2 0 0 4 030 2 480 1 576 1 240 1 230 627 14 11 197 52.52 

3 0 3 433 1 448 966 126 2 0 3 9 5 987 28.08 

4 1 789 446 96 12 0 6 0 0 3 2 352 11.03 

5 812 94 10 7 0 0 0 0 1 924 4.33 

6 755 15 73 1 9 0 4 2 1 860 4.03 

总计 3 356 3 988 5 657 3 466 1 711 1 248 1234 632 28 21 320 100 

比例 / % 15.74 18.71 26.53 16.26 8.03 5.85 5.79 2.96 0.13 100 — 
 

 
1-AC/GT  2-AG/CT  3-AT/AT  4-AAC/GTT  5-AAG/CTT  6-AAT/ATT  
7-ACC/GGT  8-ACT/AGT  9-AGC/CTG  10-AGG/CCT  11-ATC/ATG  
12-AAAC/GTTT  13-AAAG/CTTT  14-AAAT/ATTT  15-ACAT/ATGT  16-其他 

图 1  野三七转录组中 SSR 基序类型分布 
Fig. 1  Distribution of SSR type in transcriptome of PVF 

2.2  野三七转录组 SSR 的可用性评价 
SSR 标记多态性是判断其可用性的重要依据。

SSR 长度是影响其多态性高低的重要因素，当 SSR
长度大于或等于 20 bp 时多态性较高，长度在 12～
20 bp 的 SSR 多态性中等，而长度在 12 bp 以下时多

态性极低[13]。本研究 SSR 筛选过程中已将多态潜

能低于 12 bp 以下的 SSR 过滤去掉。野三七转录

组中，长度为 12～20 bp 的 SSR 最多，共有 16 510
个，占非复合型 SSR 总数（20 113 个）的 82.09%，

其次是长度为 21～30 bp，共 2 140 个（11.98%）

（图 2）。 
2.3  SSR 引物筛选与多态性分析 

利用 Primer3 共设计出 39 336 对 SSR 引物。为 

 

图 2  野三七转录组中 SSR 长度分布 
Fig. 2  Distribution of SSR length in transcriptome of PVF 
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了验证其引物的有效性，随机挑选 30 对引物对 13
株不同来源的野三七基因组 DNA 进行 SSR-PCR 扩 
增。扩增结果表明，除 1 对引物没有扩增产物外，

其余 29 对（96.67%）引物均能扩增出可重复的、

清晰的条带。其中 24 对（80.00%）PCR 扩增产物

与预期大小复合，有 4 对（13.33%）扩增产物长度

超过预期，1 对引物（3.33%）扩增产物小于预期。 

15 对（50.00%）表现出多态性差异（表 4），
多态性信息量（PIC）范围为 0.29～0.50，平均值为

0.44。利用 SSR 多态性对 13 个野三七材料进行聚

类分析，13 个野三七材料被聚成 2 类（图 3），一类

是购买自老挝，另一类是采自云南省红河州的金平

县、元阳县，说明老挝的野三七种质和国内种质遗

传距离较远。 

表 4  SSR-PCR 筛选引物 
Table 4  Filtering primers of SSR-PCR 

编号 正向引物 反向引物 No Ne I NP PPB PIC
P01 GTTATCATGTAGTCCCTCAAACACC TTTAGTCATGTGCCCTCCT 0.33 0.27 0.21 1.6 17.78 0.47
P07 GCAATGTGTAGGAGACTTTGTAACC GCTTGCCAACTGCAGTAGATTT 0.42 0.34 0.27 1.8 20.00 0.50
P09 GCTGAATATGAAACGGAAATAGAGC AAAGCTGCATAGACTGAAGGTTCTT 0.25 0.20 0.16 1.2 13.33 0.49
P12 CTGCACATACAAACAAGCAGCTAAT TGGTTCTGTTTGCATTCTGT 0.47 0.38 0.30 2.6 28.89 0.32
P15 TGCTTATTCTGGACATGCAAAC ACAACAAACAAGTCTCCTGTAGAGC 0.38 0.31 0.24 2.2 24.44 0.29
P18 CAAACAAGACATACCATAACAGAGG ACTCATCAATCACCCAACTGTAGAT 0.49 0.39 0.31 3.6 40.00 0.41
P19 ATTCAATGCTATGAAGCACAACCAC AAGGAAAGCCAGGGATGTCT 0.39 0.31 0.25 2.2 24.44 0.46
P24 CAAACCAGGCTGTTGTTGTTG CATCATCATCAGATTCATCGCTAGT 0.49 0.39 0.31 3.2 35.55 0.47
P26 ATCCGGATGCTCCAAATC GGGAAATAGATGGTCTCTAATAGC 0.48 0.39 0.31 3.4 37.78 0.48
P30 TAAACTTATGGTCTGGCGATAACC GTGGAAGGCTTCAATCAGACTTTAT 0.47 0.38 0.21 2.6 28.89 0.46
P31 GGCGTCTTTGTGTGAAAGAACT GAGCAAGGCAATCTACATTCTACAC 0.33 0.27 0.21 1.4 15.55 0.50
P36 CACTGAGAAGGAAGAACAGTATAAGG AGATAAGAAATGGCTAACGGCTTTG 0.49 0.39 0.31 3.0 33.33 0.49
P41 CAGAAGCTGTTAATGTGATTAGCTC TTCTCTACTAGCTGATGGATCCTGT 0.27 0.21 0.17 0.8 8.89 0.38
P43 ATAAAGTCTGAACCGGACTATAACG TTCGGTAGTCACGCTTAACAAT 0.50 0.40 0.32 4.4 48.89 0.50
P50 TTGATTATACCTCCCTTACGTTGTC CCATGCAAATAACACATACATGGTC 0.52 0.41 0.33 4.2 46.67 0.46
平均值 0.42 0.34 0.27 2.5 28.15 0.44

No-等位基因观察值  Ne-等位基因预期值  I-Shannon 信息指数  NP-多态性位点数  PPB-多态性位点比例 
No-observed number of alleles  Ne-expective number of alleles  I-Shannon’s information index  NP-number of polymorphic loci  PPB-percentage of 
polymorphic loci 

 
图 3  野三七的 UPGMA 聚类图 

Fig. 3  Dendrogram for tested PVF plants by UPGMA 

3  讨论 
野三七转录组中存在丰富的 SSR 位点。本研究

从野三七转录组中共搜索出 21 320 个 SSR，分布于

17 780 条 unigenes。SSR 出现频率为 16.86%，高于

玉米（1.5%）、水稻（4.7%）、大麦（3.4%）、高粱

（3.6%）和小麦（3.2%）等作物[14]，这种差异可能

与 SSR 搜索标准、数据库大小和物种等有关。 
多数植物 EST-SSR 以二核苷酸和三核苷酸重

复为主，但主要的重复基元不同。野三七转录组 SSR
重复基元以二核苷酸为主，占所有 SSRs 的 52.52%，

其次是三核苷酸重复基元。这与大豆、番茄、棉花、

杨树、拟南芥、大麦等作物不同，这些植物中 SSR
的主要类型是三核苷酸重复[15-16]。GC 重复基元在

多数植物中很难见到，出现频率都很低[17-19]。本研

究也发现，野三七转录组中，SSR 位点最多的是二

核苷酸的重复基元 AT/AT 和 AG/CT，仅有 1 个 GC
重复基元。 

总的来说，野三七转录组 SSR 不但出现频率高，

而且类型丰富；从多态性潜能的角度考虑，搜索到

的这些 SSR 也具有较高的可用性。因此，本研究的

结果为进一步开发新的野三七功能基因 SSR 标记奠

定了基础，这种标记的建立对于加速野三七功能基

MX11068
MX11075
YY-2 
MX11082
YY1145 
YY-3 
ZM-1 
ZM-2 
TS1232 
TS1239 
Laos1201
Laos1203
Laos-1 

0.82       0.85        0.88       0.91        0.93 
相似系数 
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因资源的开发利用、丰富其分子标记类型、遗传资

源评价、绘制遗传图谱、实现特定性状的辅助选择

和进行比较基因组学研究都具有重要的意义。 
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