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药用植物丹参 EST-SSR 标记的鉴定 
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摘要: 对重要大宗药用植物丹参尚没有高效特异分子标记开发应用研究, 为有效利用丹参现有 EST 资源  
开发功能性分子标记, 本文以生物信息学方法对 GenBank 的 dbEST 数据库中公开的 10 288 条丹参 (Salvia 
miltiorrhiza) EST 进行整理, 共获得非冗余性 EST 4 192 条。从中搜索到 159 个 SSR 位点, 出现频率为 3.79%, 平
均相隔 12.74 kb 出现 1 个 SSR 位点。在 1 bp～6 bp 核苷酸重复基序中, 二核苷酸重复基序 SSR 出现频率最高   
(77 个、48.43%), 其次是三核苷酸 (41 个、25.79%), 四核苷酸出现频率最低 (6 个, 3.77%)。在检出的 47 类重复

基序中, 出现频率超过 5%的 6种重复基序依次为: GA/CT (16.35%)、AG/TC (15.09%)、TCA/AGT (10.69%)、AT/TA 
(6.29%)、GAAAAG/CAAAAC (6.29%)、TA/AT (5.03%)。针对这些序列, 设计开发了 83 对 EST-SSR 引物, 对 13
个不同居群丹参样品及 10 种鼠尾草属物种进行了扩增效率、多态性及通用性检测, 发现其中 72 对引物在供试

材料中可进行特异性扩增, 共产生 279 个位点, 平均每对引物产生 3.88 个位点, 且所有引物均显示多态性扩增。

可有效扩增引物在鼠尾 10 个异源物种中的可转移率为 60%～100%, 平均 85%。依据扩增结果进行遗传相似性分

析, 结果表明 EST-SSR 分析可揭示供试样品不同水平的遗传多样性, 并可明确区分丹参及其他同属植物。上述

工作为进行丹参及其同属物种的基因组差异性分析、遗传图谱构建及比较基因组等研究奠定了基础。 
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Abstract: Despite Salvia miltiorrhiza being one of the most important medicine plants in China, there is a 
limited availability of genomic resources, especially of the expressed sequence tag-based markers.  In this study, 
we selected and characterized functional markers in S. miltiorrhiza, which consisted of 4 192 non-redundant  
expressed sequence tags (ESTs) from 10 288 identified S. miltiorrhiza ESTs in dbEST data bank.  Among them, 
159 simple sequence repeats (SSR) were detected, which amounted to 3.79% of the non-redundant starting    
sequence population.  This incidence was equivalent to one EST-SSR in every 12.74 kb of S. miltiorrhiza ESTs.  
Among the different motifs ranging from 1 bp to 6 bp, di-nucleotide repeat motif was the most abundant (77, 
48.43%), followed by tri-nucleotide (41, 25.79%), hexa-nucleotide (23, 14.47%), penta-nucleotide (12, 7.55%) 
and tetra-nucleotide (6, 3.77%).  In 47 identified motif types, the detected frequency above 5% were GA/CT 
(16.35%), AG/TC (15.09%), TCA/AGT (10.69%), AT/TA (6.29%), GAAAAG/CAAAAC (6.29%) and TA/AT 
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(5.03%).  Based on flank sequence of detected SSR, a total of 83 EST-SSR primer pairs were designed and 
tested for the amplification efficiency, polymorphism and transferability in thirteen S. mihiorrhiza samples and 
other ten species from the genus Salvia.  The results showed that 72 primer pairs were successfully amplified in 
S. miltiorrhiza samples to yield and 279 loci with an average of 3.88 loci per primer pair.  The cross-transferability 
of S. miltiorrhiza EST-SSR markers to other ten Salvia plants was very high, ranging from 60% to 100% with an 
average of 85%.  Further analysis of the genetic similarity based on the polymorphic bands showed the 
EST-SSR could detect the genetic diversity on different levels among the whole test samples and distinguish the     
S. miltiorrhiza from other Salvia plants effectively.  It is expected that the potential markers described here would 
add to the repertoire of DNA markers needed for genetic analysis, linkage mapping and comparative genomics 
studies in S. miltiorrhiza and related Salvia genus plants. 

Key words: Salvia miltiorrhiza; expressed sequence tag; simple sequence repeat; molecular marker; genetic 
diversity 

                                                                 

丹参是著名的活血化瘀药, 《中华人民共和国药

典》[1]收载的唇形科鼠尾草属植物 Salvia miltiorrhiza
是其唯一的基源植物, 以干燥的根及根茎入药, 具有

祛瘀止痛、活血通经、清心除烦的功效, 用于治疗心

绞痛、冠心病等, 是我国传统医药学中应用最早而且

最广泛的药物之一[2]。近年来, 对丹参的化学成分、

药理作用等研究日趋深入, 但对其群体遗传多样性、

种质分类鉴定、个体基因组构成等方面的相关研究报

道相对较少。特别是在丹参研究中能够应用的分子标

记技术十分有限, 仅有少数应用 RAPD[3]、ITS[4]、

AFLP[5]及 ISSR[6]通用引物进行多样性研究的报道, 
尚未开发出能够应用于丹参种质鉴定、遗传图谱构

建、功能基因定位等研究的简便、高效、稳定且具有

种属特异性的分子标记体系。 
简单重复序列 (simple sequence repeat, SSR), 是

指 DNA分子中 1～6个核苷酸的串联重复, 广泛分布

于真核生物基因组的编码区和非编码区[7]。传统 SSR
标记的开发通常需经过文库构建, 包括 SSR 克隆筛

选、测序、引物设计和 PCR 扩增与分析等步骤, 要
投入大量的人力物力, 开发成本高。从表达序列标签 
(expressed sequence tag, EST) 中开发的 SSR 标记 
(EST-SSR) 是近年发展起来的新型分子标记, 与基

因组 SSR相比, 它反映了基因组的编码区域, 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。该技术在不同物种间通用性好, 具有较高的转

移性[8]。自 2000 年起, 已相继在水稻[8, 9]、甘蔗[10]、

葡萄[11]、大麦[8, 12]、小麦[13−16]、杏[11, 17, 18]、云杉[19]、

苜蓿[20]、猕猴桃[21]、马铃薯[22]、棉花[23, 24]、柑橘[25, 26]、

甜瓜 [27]、莴苣 [28]、鹰嘴豆 [29]等多种植物中开展了

EST-SSR 标记开发, 并广泛用于遗传图谱构建、遗传

多样性分析、功能基因定位和比较作图等研究。 
截止 2009 年 1 月 16 日, 在 GenBank (http://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/) 中释放有鼠尾草属植物

EST共 11 748条, 其中包括 10 288条丹参 EST, 但目

前还没有利用这些 EST 开发 SSR 标记的报道。本研

究针对丹参 EST 进行 SSR 标记挖掘 , 并对这些

EST-SSR 在丹参转录组中的分布特征进行全面分析, 
在此基础上开发丹参 EST-SSR 标记, 并进行丹参居

群间多样性分析以及鼠尾草属植物种间可转移性验

证。本文结果将为丹参 EST-SSR 标记的后续开发以

及应用于多样性分析、遗传图谱构建、功能基因定位、

重要经济性状标记和比较基因组学研究等奠定基础, 
为更加有效利用丹参及其他鼠尾草属药用植物资源

提供分子依据。 
 

材料与方法 
材料  选取 13 份丹参材料, 包括 7 份野生居群

和 6 份栽培居群, 同时选取 10 份鼠尾草属近源物种

用于检测丹参 EST-SSR 标记的通用性。其中丹参样

品采自我国不同地区, 由南开大学陈瑞阳教授鉴定, 
种植保存于本室丹参种质资源圃。鼠尾草属近源物种

由美国 NPGS 提供, 具体信息详见表 1。 
基因组DNA提取  每个样本随机选取 3个单株, 

采幼叶等量混合, 取 0.5 g 用于 DNA 提取, 提取按参

考文献[30]报道的方法并做修改[31]。DNA 的纯度和

浓度用 0.8%琼脂糖凝胶和 BioSpec-mini 分光光度仪 
(Shimadzu, Japan) 检测。最后将 DNA 稀释至约 200 
ng·μL−1, −20 ℃保存备用。 

EST 序列获得及预处理   2009 年 1 月, 从
GenBank (http//:www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST) 中以

FASTA 格式下载共计 10 288 条丹参 EST 序列。采用 
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Table 1  Description of S.miltiorrhiza and other species from the genus Salvia used in EST-SSR test 
Number Code Species Source Remark 

 1 Sm01 S.miltiorrhiza Neixiang county, Henan province Wild species 

 2 Sm02 S.miltiorrhiza Jintang county, Sichuan province Wild species 

 3 Sm03 S.miltiorrhiza Emei county, Sichuan province Wild species 

 4 Sm04 S.miltiorrhiza Zhongjiang county, Sichuan province Cultivar 

 5 Sm05 S.miltiorrhiza Zhongjiang county, Sichuan province Cultivar 

 6 Sm06 S.miltiorrhiza Zhongjiang county, Sichuan province Cultivar 

 7 Sm07 S.miltiorrhiza Zhongjiang county, Sichuan province Cultivar 

 8 Sm08 S.miltiorrhiza Zhongjiang county, Sichuan province Cultivar, little leaf 

 9 Sm09 S.miltiorrhiza Zhongjiang county, Sichuan province Cultivar 

10 Sm10 S.miltiorrhiza Zhongjiang county, Sichuan province Wild species 

11 Sm11 S.miltiorrhiza Zhongjiang county, Sichuan province Wild species 

12 Sm12 S.miltiorrhiza Zhongjiang county, Sichuan province Wild species 

13 Sm13 S.miltiorrhiza Zhongjiang county, Sichuan province Wild species 

14 Ssca S.scapiformis Emei county, Sichuan province Wild species 

15 Sspl S.splendens Emei county, Sichuan province Wild species 

16 Scav S.cavaleriei Emei county, Sichuan province Wild species 

17 Ssub S.substolonifera Emei county, Sichuan province Wild species 

18 Soff S.officinalis USA National Plant Germplasm System Wild species 

19 Svir S.viridis USA National Plant Germplasm System Wild species 

20 Sver S.verbenacea USA National Plant Germplasm System Wild species 

21 Stes S.tesquicola USA National Plant Germplasm System Wild species 

22 Sscl S.sclarea USA National Plant Germplasm System Wild species 

23 Sazu S.azurea USA National Plant Germplasm System Wild species 

 
VecScreen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen) 及
RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org) 去除载

体污染和重复序列, 以 Phrap (http://www.phrap.org) 
进行 EST 重叠群分析和聚类去除冗余 EST 序列。 

EST-SSR 的筛选及引物设计   采用 SSRIT 
(http://www.gramene.org/db/markers/ssrtool) 在 拼 接

后的非冗余 Uni-EST 序列中搜索 SSR 位点, 搜索的

限制条件为不同重复基元的 SSR, 其总重复序列长

度不低于 20 bp, 二核苷酸、三核苷酸、四核苷酸、五

核苷酸、六核苷酸至少重复次数分别为 10、7、5、4、
4, 包括中间被少数间隔碱基 (>5 bp) 打断的不完全

重复 SSR。依据 EST-SSR 侧翼区域序列, 应用 Primer3 
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3) 进行引物设计, 引物

主要参数为: GC含量 40%～60%, Tm值 45 ℃～65 ℃, 
引物长度 18 bp～23 bp, 预期扩增产物长度 120 bp～
350 bp。引物序列经 Blastn 比对, 根据结果重点对 3′
端碱基及上下游引物间隔进行调整, 最大限度保证

引物 3′ 端碱基与扩增位点相匹配以及有效扩增长度, 
由 Invitrogen 公司进行合成 (Invitrogen, America) (引
物信息见, http://www.mcgb.uestc.edu.cn/)。 

EST-SSR 有效性、通用性检测及评价  首先对

13 个不同丹参居群样品进行扩增, 以检测引物设计

的可靠性、扩增模式及其可用性。然后进一步以不同

鼠尾草近源物种进行 PCR 扩增, 检测丹参 EST-SSR
标记在鼠尾草属种间的通用性。25 μL 扩增体系包括

1×PCR buffer、1.5 mmol·L−1 MgCl2、200 μmol·L−1 
dNTPs (Sigma, America)、0.5 μmol·L−1 上下游引物、

50 ng 基因组模板 DNA 以及 0.5 U Taq DNA 聚合酶 
(Takara, Japan)。以 I-Cycler 热循环仪  (Bio-RAD, 
America) 进行扩增, PCR 扩增程序为: 94 ℃预变性  
3 min; 94 ℃变性 30 s、65 ℃退火 30 s (每循环降 1 ℃)、
72 ℃延伸 60 s, 10 个循环; 94 ℃变性 30 s、55 ℃退火

30 s、72 ℃延伸 60 s, 23 个循环; 72 ℃延伸 7 min。反

应完成后, 产物中加入 6×loading buffer 5 μL 混匀, 
于 8%非变性连续 PAGE (Acr∶Bis=39∶1)、150 V 恒

压电泳 2 h 左右, 按 Bassam 等[32]的方法银染显带、

拍照、记录结果。 
基于 EST-SSR 的遗传相似性分析  EST-SSR 为

共显性标记, 按照扩增条带的有无分别记为 1 和 0, 只选

用 150 bp～500 bp 间且在两次重复 PCR 反应中均出现的

清晰条带记分。其结果为一个 0、1 二元矩阵, 将其输

入 NTSYS-pc 处理分析, 以 SIMQUAL 子程序计算样

本间的 Jaccard 相似系数。之后, 基于遗传相似系数

矩阵, 依据UPGMA算法并以SHAN子程序进行聚类

分析。同样, 基于遗传相似系数矩阵, 以 DCENTER
和 EIGEN 子程序进行主成分分析 (PCO), 生成前两
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个主成分的二维图。 
 

结果 
1  丹参 EST-SSR 发掘及特征分析 

采用 VecScreen、 RepeatMasker 及 Phrap 对

GenBank 的 dbEST 数据库中公布的丹参 EST 序列进

行整理, 共获得总长约 2 026 kb 的 4 192 条 Uni-EST, 
其中 contigs 1 276 条、singletons 2 916 条。从 4 192
条 Uni-EST 序列中共搜索到 159 个 SSR 位点, 占整

个丹参 EST 序列的 3.79%, 平均每 100 kb 出现 7.85
个 SSR (表 2)。丹参 EST-SSR 种类也较为丰富, 二至

六核苷酸重复类型均存在, 但出现的频率差异较大 
(表 2)。二核苷酸重复单元检出频率最高, 共 77个, 占
所检出 SSR 总数的 48.43%, 其次是三核苷酸重复单

元, 共 41 个, 占所检出 SSR 总数的 25.79%, 这两种

类型核苷酸重复单元占多数, 合计占 SSR 总数的

74.22%。其余四核苷酸 (6 个, 3.77%)、五核苷酸 (12
个, 7.55%) 和六核苷酸 (23 个, 14.47%) 重复单元所

占比例较小, 三者共计占 SSR 总数的 25.78%。 
在检出的丹参 EST-SSR 中, 共观察到 47 种重复

基序类型 (motif type), 其中二、三、四、五和六核苷

酸重复基序类型分别为 6、13、6、9 和 13 种。出现频

率超过 5%的 6 种重复基序依次为: GA/CT (16.35%)、
AG/TC (15.09%)、TCA/AGT (10.69%)、AT/TA (6.29%)、
GAAAAG/CTTTTC (6.29%) 和 TA/AT (5.03%)。其 
余 41 种重复基序类型分布较为分散, 出现频率较低 
(平均 0.98%、共计 40.25%) (图 1)。所有类型 SSR    
重复单元长度在 20 bp～48 bp, 平均 SSR 单元长度为

27.2 bp。 
2  丹参 EST-SSR 引物设计及扩增效率分析 

针对丹参 EST 检出的 SSR 位点侧翼序列设计

PCR 扩增引物, 共得到 83 对 EST-SSR 引物, 涵盖了

检出的所有 5 种 EST-SSR 重复类型, 其中二、三、

四、五和六核苷酸重复类型分别为 36 (43.37%)、24 
(28.92%)、5 (6.02%)、7 (8.43%) 和 11 (13.25%), 引
物分布比例与相应 SSR 类型 (表 2) 基本相符。 
 
Table 2  Occurrence of SSR in a set of non-redundant S. miltior-
rhiza EST 

Type Number
Proportion 
in SSR/% 

Frequency 
in test 

Average distance
/100 kb 

Di-nucleotide  77  48.43 1.84 3.80 

Tri-nucleotide  41  25.79 0.98 2.02 

Tetra-nucleotide   6   3.77 0.14 0.30 

Penta-nucleotide  12   7.55 0.29 0.59 

Hexa-nucleotide  23  14.47 0.55 1.14 

Total 159 100.00 3.79 7.85 

 
选取 13个不同居群丹参样品及 10种鼠尾草属物

种对设计的 EST-SSR 引物进行扩增效率及多态性分

析。在 13 个丹参居群中, 72 对引物有特异性扩增条

带 (86.75%), 5 对引物有非特异性扩增条带 (6.02%), 
6 对引物无扩增产物 (7.23%)。其中 72 对引物共扩增

279 个位点, 平均每对引物产生 3.88 个位点, 所有引

物在供试丹参样品中均显示多态性扩增。绝大多数在

不同丹参居群中可进行有效扩增的 EST-SSR 引物在

供试的其他 10 个异源物种中同样能产生有效扩增, 
在鼠尾草属中的可转移率为 50%～100%, 平均为

85% (图 2)。 

 

 
Figure 1 Frequency distribution of S. miltiorrhiza EST-SSR based on the motif sequence type 
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Figure 2  Amplification of S.miltiorrhiza and other species from the genus Salvia with EST-SSR primer. (M: DNA molecular marker; 
1-23: the numbers for each lane correspond with the plant given in Table 1) 

 

 
Figure 3  UPGMA (left) and PCA (right) analysis of genetic relationships of S.miltiorrhiza and orther species from the genus Salvia 
based on the EST-SSR analysis 

 
3  基于 EST-SSR 的遗传多样性分析 

依据 EST-SSR 在丹参及其同属植物的扩增结果, 
统计扩增位点并转化为 0、1 二元矩阵, 以 NTSYS 
pc21 计算供试材料间的 Jaccard 相似性系数, 得到的

相似性系数介于 0.105 7～0.968 7, 均值为 0.357 5。丹
参 13 个居群间相似性系数介于 0.588 2～0.968 7 (均
值为 0.753 0), 其中采自中江的栽培丹参居群间相似

性系数最高, 介于 0.831 9～0.968 7 (均值为 0.918 0)。
与此相对, 在其他 10 种鼠尾草属植物间检测到较高

的多样性, 相似性系数介于 0.105 7～0.398 1, 均值为

0.159 1。 
依据 Jaccard 相似性系数, 以 UPGMA 算法对所

有供试材料进行聚类分析, 结果表明 EST-SSR 分析

可明确区分丹参及其他同属植物, 所有分析材料可

聚为两大类: 丹参和其他鼠尾草属植物 (图 3 左)。将
Jaccard 相似性系数做 DCENTER 转换, 进行主成分

分析, 结果显示供试丹参居群间存在丰富的多样性, 
野生居群与栽培居群间分化明显 (图 3 右)。 

讨论 
本研究从丹参 Uni-EST 中鉴定出 159 个 SSR 位

点, 平均每 12.74 kb EST 序列含 1 个 SSR 位点。基

于不同的 EST-SSR 搜寻标准, 不同研究者已经对许

多植物基因组中的 EST-SSR 分布特征进行了研究。在

拟南芥中, 依据 Cardle 等[33]的统计标准, 平均 13.8 kb
检出一个 SSR 位点; 依据 Morgante 等[7]的统计标准, 
平均 2.1 kb 可检出一个 SSR 位点。同样, 在水稻中按

照 Cardle[33]的统计标准, 平均 3.4 kb 可检出一个 SSR
位点; 而按照 Gao 等[13]的统计标准, 则平均 11.8 kb
才可检出一个 SSR 位点。不同研究结果的差异主要

归因于发掘 EST-SSR 时所采用的标准不一样 (同时

也和 EST 不同的物种、组织、时期来源不同有关), 在
水稻中当搜索标准由 12 bp增加到 30 bp时, EST-SSR
检出率从 50%减少到 1%[34]。在本研究中, 使用了更

为严格的标准 (二核苷酸、三核苷酸、四核苷酸、五

核苷酸、六核苷酸至少重复次数分别为 10、7、5、
4、4), 但 EST-SSR 检出率依然高于小麦 (15.6 kb、
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17.42 kb)[8, 13]、玉米 (28.32 kb) 和大豆 (23.80 kb)[13]、

棉花 (14.8 kb)[23]、拟南芥 (13.83 kb) 和杨树 (14.0 
kb)[33], 这充分说明丹参 EST 中分布着非常丰富 SSR
位点。 

从现有的报道分析, 大多数植物 EST-SSR 主要

属二、三核苷酸重复基序类型, 但主导重复基序的类

型则有所差异。例如, 在拟南芥、小麦[8]、甘蔗[10]、

大麦[12]、棉花[24]、柑橘[25]、水稻、玉米和大豆[33]中

以三核苷酸重复为主; 而在杏、桃、蔷薇[18]和猕猴桃
[21]中则以二核苷酸重复为主。本文研究表明, 丹参

EST-SSR 种类丰富, 二至六核苷酸重复类型均存在, 
以二核苷酸重复基序检出频率最高 (77 个、48.43%), 
三核苷酸重复基序次之 (41 个、25.79%)。然而需要

指出的是, EST-SSR 基序检出类型也与检索标准密切

相关, 在水稻中当搜索标准由 12 bp 增加到 30 bp 时, 
二核苷酸重复基序数量从三核苷酸重复基序的 1/10
增加至二者基本接近, 而当搜索标准增加到 40 bp时, 
二核苷酸重复基序数量则超过了三核苷酸重复基  
序[34]。本文中, 当将丹参 EST-SSR 搜索标准进行不

同严谨度设定时, 检出的 EST-SSR 主导重复基序类

型在二、三核苷酸重复中有所不同。 
在小麦、水稻、玉米、大豆中二核苷酸重复基序

出现频率最高的都是 AG/TC[8], 而三核苷酸重复基

序主要类型在不同植物中表现各异[8, 12, 23−25, 33]。本文

中, 在检出的丹参 EST-SSR 中, 共观察到 47 种重复

基序类型 , 其中两种二核苷酸重复基序以 GA/CT 
(16.35%) 和 AG/TC (15.09%) 为主, 而三核苷酸重

复基序则以 TCA/AGT (10.69%) 为主, 这种表现与

前人的研究结果基本相符。 
相关研究中, EST-SSR 标记扩增效率在 60%～

90%, 而当设计引物跨越 mRNA 剪切位点、扩增产 
物包含的内含子过长或者扩增区域存在比较复杂的

高级结构时, 均会造成比例不等的 EST-SSR 无效扩

增[18, 24, 25]。针对丹参 EST 序列检出的 SSR 位点侧翼

序列设计 PCR 扩增引物, 共筛选到 72 对可产生清晰

可辨扩增位点的 EST-SSR 引物, 占全部设计引物的

86.75%。获得相对较高的扩增效率, 可能原因是在引

物设计时重点注意了对 3′  端碱基及上下游引物间隔

进行调整, 使得最大限度的保证了引物 3′  端碱基与

扩增位点的匹配及有效扩增长度, 从而提高了扩增

有效性。 
多态性是评价分子标记的一个重要依据, 一般

来说 EST-SSR 标记在揭示多态性方面要低于基因组

SSR 标记[15]。但在不同的研究中, EST-SSR 标记依然

有较高的多态性检出率, 例如: Saha 等[35]用高杆酥油

草开发的 EST-SSR 对黑麦草和高秆酥油草两亲本进

行筛选, 多态检出率为 66%; Wang 等[23]用雷蒙德氏

棉 EST-SSR 标记检测海、陆四倍体栽培棉种间多态

性, 多态检出率为 43%。依据 Temnykh 等[9]在水稻不

同品种间的分析发现, 当 SSR 长度大于或等于 20 bp
时, 多态性检出率高于长度在 12～20 bp 的 SSR, 而
长度小于 12 bp 以下的 SSR 多态性检出率十分有限, 
并且二核苷酸重复基序的 EST-SSR 揭示多态性水平

高于其他类型的重复基序[36]。本研究中, 将 EST-SSR
检索条件设定为 20 bp, 最大限度的过滤了多态检出

率不高的 EST-SSR 位点。同时, 在丹参 EST 中, 二
核苷酸重复基序检出频率最高 (48.43%), 在所设计

的引物中也体现了这种二核苷酸 EST-SSR 位点的高

比例分布 (43.37%)。因此, 本实验中所有可产生有效

扩增的 EST-SSR引物在供试的 13 个丹参居群材料中

均可检测出多态性分布, 这与之前的研究结果相一

致[9, 36]。另外需要指出的是, 目前的 EST-SSR 分析多

集中于小麦、黑麦、玉米、水稻、棉花等经过长期人

工选择的栽培物种中, 多态性检测多以不同的栽培

品种为材料, 而丹参作为药用植物, 大多以野生资源

形式加以利用, 较少受到人工选择的干预, 不同地理

及栽培居群间遗传异质性高于大多数栽培作物, 这
种检测材料的特殊性应该也是本文中 EST-SSR 多态

性检出率较高的一个原因。 
以丹参 EST 开发的 SSR 位点扩增引物在鼠尾草

属 10 个异源物种中同样能进行有效扩增, 可转移率

为 50%～100%, 平均为 85%。依据 EST-SSR 的扩增

模式进行聚类分析, 在鼠尾草属植物种间、丹参不同

地理居群间、相同区域内野生及栽培丹参居群间的水

平上均可进行有效区分, 体现了不同程度的遗传分

化及多样性分布 (图 3)。基于 EST-SSR 的分析结果

与之前应用 RAPD、ITS 和 AFLP 得出的相关结果总

体相近, 这充分证实了 EST-SSR 在遗传多样性分析

方面的应用能力。然而, 由于本文所用材料相关物种

测试数目有限, 所检测到的种间及种内居群间的遗

传变异还不够全面, 有待于增加测试材料和使用引

物的数目, 以取得更有说服力的结论。 
 

结论 
本文在系统整理丹参 EST 序列的基础上, 首次

对蕴藏于丹参 EST 中的 SSR 位点进行了分析, 成功
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开发出一套适用于丹参及鼠尾草属植物的高效、高特

异性 EST-SSR 扩增引物, 进而对供试材料进行了遗

传多样性分析。本研究的结果证明, 以丹参 EST 开发

SSR 标记是可行的, 丹参 EST-SSR 标记的开发丰富

了丹参及鼠尾草药用属植物的遗传标记。总之, 丹参

EST-SSR 标记的建立对于加速丹参 EST 资源的进一

步发掘和利用、种质多样性研究、遗传作图、辅助选

择、基因挖掘以及相关分子生物学研究奠定了基础, 
同时也为其他药用植物进行分子基础研究拓展了空

间。 
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