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摘要：基于第二代转录组测序技术，对采集自河南省新郑市的粗柄羊肚菌

（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｃｒａｓｓｉｐｅｓ）Ｍ１０菌株进行了深度转录组测序，分析了全转录组简单重
复序列ＳＳＲ（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ）分布和序列特征．结果表明：１）总计检测到
１３０４４个ＳＳＲ位点，分布在８８５１条 Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅｓ中，ＳＳＲ在转录组序列中的平
均密度为２０６７．７７ｂｐ／个，远高于其他真菌，其中２８５８条 Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅｓ中包含超
过１个ＳＳＲ位点，复合型 ＳＳＲ位点１９２５个．２）单碱基重复基元最多，为８６００
个，其中Ａ／Ｔ重复类型远高于 Ｃ／Ｇ重复类型，与多数大型真菌相同；其次是三
碱基重复基元，为２４９７个，其中ＡＣＣ／ＧＧＴ，ＡＧＣ／ＣＴＧ和ＡＧＧ／ＣＣＴ重复类型占
６０％以上，且明显以ＧＣ的高频概率出现，在ＳＳＲ分子标记或其他重复序列多态
性标记的开发上，可优选富含ＧＣ的ＳＳＲ设计引物．
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０　引言

简单 重 复 序 列 ＳＳＲ（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｒｅｐｅａｔ）是一类由１—６个碱基组成的基本串联

重复核苷酸序列，也称为微卫星序列［１］．ＳＳＲ广

泛分布于真核生物基因组中．ＳＳＲ分子标记是

基于重复序列两侧特定的保守序列设计引物，

来扩增检测重复序列长短差异的 ＤＮＡ分子标

记．ＳＳＲ标记因其多态性高、重复性好、共显性、

分布均匀、覆盖面广等优点，广泛应用于生物遗

传图谱绘制、遗传多样性分析、品种鉴定、基因

定位和分子标记辅助育种等方面［２］．ＳＳＲ标记

按来源可分为基因组ＳＳＲ（ｇｅｎｏｍｉｃＳＳＲ，ｇＳＳＲ）

和表达序列标签 ＳＳＲ（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇ

ＳＳＲ，ＥＳＴＳＳＲ）．与ｇＳＳＲ相比，ＥＳＴＳＳＲ源于基

因的转录区域，其多态性可能直接与基因的功

能相关，因此应用范围更广，通用性更高［３］．基

于转录组数据开发 ＳＳＲ标记在作物方面应用

较多［４］；关于大型真菌，仅对糙皮侧耳（Ｐｌｅｕｒｏ

ｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）、灵芝（Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ）、黑木

耳 （Ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａ ａｕｒｉｃｕｌａ）、毛 木 耳 （Ａ．

ｐｏｌｙｔｒｉｃｈａ）、茯苓（Ｐｏｒｉａｃｏｃｏｓ）等有所研究［５－８］．

新一代高通量测序技术的成熟和测序成本

的急剧下降，为开发功能基因的 ＳＳＲ标记创造

了条件．羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｓｐｐ．）是一类珍稀、

名贵的食药兼用真菌，具有较高的营养和保健

价值．近年来，梯棱羊肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｉｍｐｏｒｔｕ

ｎａ）等黑色羊肚菌支系品种的人工种植在我国

发展较快［９］．然而，由于基础研究薄弱，粗柄羊

肚菌（Ｍｏｒｃｈｅｌｌａｃｒａｓｓｉｐｅｓ）等黄色羊肚菌支系的

种类至今没能成功驯化栽培．分子标记开发是

作物遗传育种的基本手段．开发的羊肚菌分子

标记主要集中于 ＲＡＰＤ，ＲＦＬＰ，ＡＦＬＰ，ＳＣＡＲ，

ＳＮＰ等［１０－１４］，关于羊肚菌ＳＳＲ标记开发的研究

鲜见报道．鉴于此，本研究拟基于粗柄羊肚菌的

深度转录组 ＤｅＮｏｖｏ组装数据，分析全转录组

的 ＳＳＲ分布和序列特征，以期为开发羊肚菌

ＳＳＲ分子标记提供数据支持，为粗柄羊肚菌遗

传育种研究和人工驯化栽培奠定基础．

１　材料与方法

１．１　供试菌株
野生粗柄羊肚菌标本，采集自河南省新郑

市，通过组织分离获得供试菌株，编号 Ｍ１０．标

本的鉴定通过形态特征结合 ｒＤＮＡ序列分析完

成［１５］．Ｍ１０菌株保存储藏于郑州轻工业学院发

酵工程研究室．

１．２　ＲＮＡ提取和质量控制
Ｍ１０菌株在 ＣＹＭ完全培养基（葡萄糖

２０ｇ，蛋白胨２ｇ，酵母粉２ｇ，硫酸镁０．５ｇ，磷酸

氢二钾 １ｇ，磷酸二氢钾 ０．４６ｇ，去离子水

１０００ｍＬ，ｐＨ自然）中于２５℃下静置培养１０ｄ，
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过滤收集干净的菌丝体，置－８０℃下保存或直
接使用．ＲＮＡ提取采用 ＳＴＥ法［１６］，简要步骤如

下：取０．５ｇ左右菌丝体迅速用液氮研磨至粉
状，装入预冷的１．５ｍＬ离心管中，加 ＳＴＥ裂解
液裂解后，采用ＰＣＡ液（Ｖ（苯酚）Ｖ（氯仿）
Ｖ（异戊醇）＝２５２４１）除去蛋白．获得的总
ＲＮＡ用 １．０％的琼脂糖凝胶电泳和 Ａｇｉｌｅｎｔ
２１００生物分析仪进行 ＲＮＡ完整性检测，采用
Ｎａｎｏｄｒｏｐ８０００测定ＲＮＡ溶液的浓度．
１．３　转录组测序

按照ＩｌｌｕｍｉｎａＲＮＡ建库试剂盒的说明进行
文库制备．本实验共计构建两个插入片段长度
为５００ｂｐ的文库，通过 ＩｌｌｕｍｉｎａＮｅｘｔｓｅｑ５００和
Ｍｉｓｅｑ测序平台（中国科学院水生生物研究所
公共技术服务中心基因组信息平台）分别进行

ＰＥ１５１和ＰＥ１７５链特异性双末端测序．
１．４　转录组ＤｅＮｏｖｏ拼接

首先对测序得到的原始数据进行去接头和

初步过滤，得初始数据；再通过 ＦａｓｔＱＣ和
ＮＧＳＱＣＴｏｏｌｋｉｔ＿ｖ２．３．３对获得的初始数据进行
质量评价和控制，去除低质量的记录；使用

Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ－０．３３去除记录两端低质量碱基；
最后使用Ｔｒｉｎｉｔｙ（ｖ２．１．１）进行转录组 ＤｅＮｏｖｏ
从头组装．
１．５　ＳＳＲ搜索分析

使用ＭＩＳＡ软件（ｈｔｔｐ：∥ｐｇｒｃ．ｉｐｋｇａｔｅｒｓｌｅ
ｂｅｎ．ｄｅ／ｍｉｓａ／ｍｉｓａ．ｈｔｍｌ）对转录组 Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅ
进行ＳＳＲ位点搜索．设置单核苷酸、二核苷酸、
三核苷酸、四核苷酸、五核苷酸和六核苷酸最少

重复次数分别为 １０，６，５，５，５，５．其两个复合
ＳＳＲ位点间最大间隔碱基数为１００ｂｐ．将生成
的文本文件导入 Ｅｘｃｅｌ中，统计分析 ＳＳＲ的基
本信息并作图．

２　结果与分析

２．１　粗柄羊肚菌转录组的ＤｅＮｏｖｏ组装
从粗柄羊肚菌培养菌丝体抽提 ＲＮＡ，经生

物分析仪检测，ＲＩＮ（ＲＮＡｉｎｔｅｇｒｉｔｙｎｕｍｂｅｒ）

值≥６．５，浓度超过１００ｎｇ／μＬ，达到 ＲＮＡ测序

建库标准，即转入建库和测序步骤．ＲＮＡ测序

在Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序平台上进行，分别完成 ＰＥ１５１

和ＰＥ１７５的链特异性双末端测序．对测序获得

的原始数据进行去接头、低质量记录、低质量碱

基的去除和截断之后，共计获得高质量测序数

据７．６Ｇ（包括ＰＥ１５１４．２Ｇ和ＰＥ１７５３．４Ｇ），

测序深度大于１５０倍（按基因组大小评估，粗柄

羊肚菌的基因组预估在５０Ｍ左右）．

使用Ｔｒｉｎｉｔｙ（ｖ２．１．１）转录组组装软件，对

粗柄羊肚菌的转录组进行 ＤｅＮｏｖｏ从头组装，

共计获得４３９２５条转录本，非冗余Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅｓ

３４９７２条，ＣｏｎｔｉｇＮ５０１２１９ｂｐ，Ｃｏｎｔｉｇ平均长度

７７０．１３ｂｐ，Ｃｏｎｔｉｇ中值长度４４０ｂｐ，非冗余转录组

碱基总长度２６９３２９８５ｂｐ，转录组ＧＣ百分比为

４８．２９％．最短的Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅ长度为２２４ｂｐ，最长

的Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅ长度为１１７７８ｂｐ，６７．０６％的Ｔｒｉｎｉｔｙ

ｇｅｎｅｓ长度小于１０００ｂｐ，２８．０５％的Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅｓ长

度为１０００～３０００ｂｐ（见表１）．

２．２　粗柄羊肚菌转录组ＳＳＲ的分布特征
用ＭＩＳＡ生物信息学软件，对粗柄羊肚菌

的转录组进行 ＳＳＲ特征分析．在３４９７２条非冗

余的Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅｓ中，总计搜索到１３０４４个ＳＳＲ

位点，分布在 ８８５１条 Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅｓ中，转录组

ＳＳＲ出现的频率为２５．５９％；ＳＳＲ在转录组序列

中的平均密度为２０６７．７７ｂｐ／个，其中２８５８条

Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅｓ中包含超过１个ＳＳＲ位点；复合型

ＳＳＲ位点１９２５个，占总 ＳＳＲ总数的１４．８％．粗

柄羊肚菌转录组中存在着各种 ＳＳＲ基元类型，

不同碱基数量的 ＳＳＲ基元差异很大，其中，单

碱基的重复个数最多，为８６００个，占总 ＳＳＲ位

点数量的 ６５．９３％；其次是三碱基重复 ２４９７

个，占比 １９．１４％；双碱基重复 １５２６个，占比

１１．７０％；最后为四碱基、五碱基和六碱基重复，

分别为２８６个、７８个和５７个．
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表１　粗柄羊肚菌转录组ＤｅＮｏｖｏ组装结果和转录组ＳＳＲ分布特征信息

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＴｒｉｎｉｔｙＤｅＮｏｖｏａｓｓｅｍｂｌｙａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ

ＳＳＲｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｏｆＭｏｒｃｈｅｌｌａｃｒａｓｓｉｐｅｓ

转录组ＤｅＮｏｖｏ组装信息 数值 转录组ＳＳＲ分布特征信息 数值

全转录本数量／条 ４３９２５ 总ＳＳＲ位点数量／个 １３０４４
非冗余的Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅｓ／条 ３４９７２ 包含ＳＳＲ位点的Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅｓ／条 ８８５１

ＣｏｎｔｉｇＮ５０／ｂｐ １２１９ 转录组ＳＳＲ出现的频率／％ ２５．５９
Ｃｏｎｔｉｇ中值长度／ｂｐ ４４０ 包含超过１个ＳＳＲ位点的转录组数量／条 ２８５８
Ｃｏｎｔｉｇ平均长度／ｂｐ ７７０．１３ 多位点ＳＳＲ发生的频率／％ ８．２６

非冗余转录组碱基总长度／ｂｐ ２６９３２９８５ 发生复合型ＳＳＲ的转录组数量／条 １９２５
转录组ＧＣ百分比／％ ４８．２９ 复合型ＳＳＲ发生的频率／％ ５．５６

最短的Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅｓ长度／ｂｐ ２２４ 单核苷酸重复ＳＳＲ数量／条 ８６００
最长的Ｔｒｉｎｉｔｙｇｅｎｅｓ长度／ｂｐ １１７７８ 双核苷酸重复ＳＳＲ数量／条 １５２６
长度≤１０００ｂｐ的核苷酸／条 ２９４５６ 三核苷酸重复ＳＳＲ数量／条 ２４９７

长度１０００～２０００ｂｐ的核苷酸／条 ８４５１ 四核苷酸重复ＳＳＲ数量／条 ２８６
长度２０００～３０００ｂｐ的核苷酸／条 ３８７０ 五核苷酸重复ＳＳＲ数量／条 ７８
长度≥３０００ｂｐ的核苷酸／条 ２１４８ 六核苷酸重复ＳＳＲ数量／条 ５７

２．３　粗柄羊肚菌转录组ＳＳＲ的重复序列类型
图１为粗柄羊肚菌ＳＳＲ基元特征和频率分

布图，结合表１和图１可知，１３０４４个转录组位

点从属于３０７种碱基重复类型，其中单核苷酸

至六核苷酸的重复类型分别有 ４种、１２种、

６０种、１１８种、６０种和５３种．单碱基 Ｔ的重复

次数最多（３５９５次），占单碱基重复的４２％；其

次是单碱基Ａ的重复（３４８１次），占单碱基重复

数量的 ４０％．双碱基重复中，ＣＧ／ＧＣ重复的

ＳＳＲ位点最少，总计３１个；ＡＧ／ＣＴ和ＡＣ／ＧＴ重

复类型最多，分别为６５８个和５０６个，分别占总

双碱基重复类型的４３％和３３％．三碱基ＳＳＲ重

复序列中，ＡＣＣ／ＧＧＴ、ＡＧＣ／ＣＴＧ和 ＡＧＧ／ＣＣＴ

是数量最多的ＳＳＲ基元，分别有５４０个、５１３个

和４５５个，总计占三碱基重复类型的６０％以上；

其次是ＣＣＧ／ＣＧＧ和ＡＡＧ／ＣＴＴ三碱基重复．４１

种四碱基的 ＳＳＲ重复类型中，ＡＡＡＡＧ／ＣＴＴＴＴ

和ＡＡＡＡＣ／ＧＴＴＴＴ的数量较多，分别为１０个和

６个．五碱基重复的 ＳＳＲ中，ＡＡＣＡＧＣ／ＣＴＧＴＴＧ

出现的频率最高，有７次．剩余的四碱基、五碱

基和六碱基重复类型中，数量均比较平均，均在

１—４个之间．

２．４　粗柄羊肚菌转录组 ＳＳＲ序列重复次数和

序列长度特点

　　粗柄羊肚菌６种ＳＳＲ重复基元的频率分布

规律见图２．由图２可知，６种碱基类型的 ＳＳＲ

重复基元中，重复次数越低，ＳＳＲ的频率越高．

单碱基重复１０次的 ＳＳＲ数量最多，占单碱基

ＳＳＲ总量的３６．２４％，其次是１１次的单碱基重

复；单碱基（Ａ）ｎ重复的数量最高达７９次，然后

是７５次和７１次，远高于其他单碱基的重复长

度．双碱基重复６次的ＳＳＲ有６８８个，占双碱基

ＳＳＲ数量的 ４５．０８％；双碱基（ＴＧ）ｎ和（ＴＣ）ｎ
最高重复次数分别为２３次和２２次，序列长度

分别达４６ｂｐ和４４ｂｐ．三碱基（ＴＧＣ）ｎ重复次

数最高达２５次，序列长度达７５ｂｐ；其次是五碱基

的（ＴＧＧＡＴ）ｎ，总计重复１４次，序列长度达７０ｂｐ．

３　结论与讨论

本研究按照通用的 ＳＳＲ基元特征参数，对

粗柄羊肚菌的全转录组进行了 ＳＳＲ分布和序

列特征分析，共计在３４９７２条非冗余的 Ｔｒｉｎｉｔｙ

ｇｅｎｅｓ中搜索得到 １３０４４个 ＳＳＲ位点，平均

２０６７．７７ｂｐ长度的转录序列包含１个ＳＳＲ位点，
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图１　粗柄羊肚菌ＳＳＲ基元特征和频率分布

Ｆｉｇ．１　ＭｏｔｉｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃａｎｄｆｒｅｎｑｕｅｎｃｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＳＳＲｏｆＭｏｒｃｈｅｌｌａｃｒａｓｓｉｐｅｓ

图２　粗柄羊肚菌６种ＳＳＲ重复基元的频率分布规律

Ｆｉｇ．２　ＬａｗｏｆｆｒｅｎｑｕｅｎｃｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓｉｘＳＳＲｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆｓｏｆＭｏｒｃｈｅｌｌａｃｒａｓｓｉｐｅｓ
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远高于每百万碱基转录组序列含有毛木耳７８

个和黑木耳９０个的ＳＳＲ序列密度［７］，也高于茯

苓的每百万碱基转录组序列包含５８．７８个ＳＳＲ

序列的平均密度［８］．与植物相比，ＳＳＲ位点出现

的频率高于洋葱（Ａｌｌｉｕｍｃｅｐａ）的１４．１ｋｂ／个［１７］

和党参（Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ）的４．５２ｋｂ／个［１８］，

略低于刺梨（Ｒｏｓａｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ）的１．６８ｋｂ／个［１９］．

粗柄羊肚菌转录组 ＳＳＲ的密度也高于灵芝、灰

盖鬼伞（Ｃｏｐｒｉｎｏｐｓｉｓｃｉｎｅｒｅａ）、裂褶菌（Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌ

ｌｕｍｃｏｍｍｕｎｅ）、干朽菌（Ｓｅｒｐｕｌａｌａｃｒｙｍａｎｓ）、双

色蜡磨（Ｌａｃｃａｒｉａｂｉｃｏｌｏｒ）、黄孢原毛平革菌

（Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）和绵腐卧孔菌

（Ｐｏｓｔｉａｐｌａｃｅｎｔａ）基因组中的 ＳＳＲ密度［６］．这表

明，粗柄羊肚菌的 ＳＳＲ分布频率较高，有助于

后续相关分子标记的开发．

对粗柄羊肚菌转录组 ＳＳＲ基元序列特征

分析发现，在单碱基重复基元中，Ａ／Ｔ重复远高

于Ｃ／Ｇ重复序列类型，这与大多数的大型真菌

相同，而与毛木耳和裂褶菌中 Ｃ／Ｇ重复多于

Ａ／Ｔ重复类型相反［７，２０］；三碱基重复基元是除

单碱基重复之外最多的重复类型，尤其以

ＡＣＣ／ＧＧＴ，ＡＧＣ／ＣＴＧ和 ＡＧＧ／ＣＣＴ居多，占三

碱基重复总量的６０％以上，明显以 ＧＣ的高频

概率出现，表明富含 ＧＣ的 ＳＳＲ在粗柄羊肚菌

中占优势，类似于黑木耳和毛木耳的转录组

ＳＳＲ类型［７］．在ＳＳＲ分子标记或其他重复序列

多态性如ＩＳＳＲ（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ）标

记的开发上，应优选富含ＧＣ的ＳＳＲ设计引物．

粗柄羊肚菌转录组的 ＳＳＲ分布和序列特

征分析，有助于后续开发羊肚菌 ＳＳＲ分子标

记，为深入开展种质资源分析、遗传连锁图谱构

建、系统发育分析和分子标记辅助育种等研究

工作提供理论和技术支持．
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