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摘要: 对 NCBI 数据库中 210 878 条高粱 EST 序列进行处理, 得到 57 498 条无冗余 EST 序列, 经 SSR 搜索, 发

现 3 338 个 SSR 分布于 3 116 条 EST 序列中, 分布频率为 1/11.28 kb, 包括 215 种基元重复类型。其中三核苷酸

重复最高, 占 68.33%, 二核苷酸重复占 17.97%。3 338 条 SSR 序列中有 1 694 条序列能够设计出引物, 所占比

例为 50.75%。选取 14 对引物进行合成, 对 50 份高丹草、7 份高粱和 3 份苏丹草材料进行了 EST-SSR 扩增, 共

检测到 72 个等位变异, 平均每对引物检测出 5.14 个基因位点。每对引物多态性指数范围为 0.54~0.93, 遗传距

离的变化范围 0.1646~0.6398。结果显示：供试材料具有较丰富的遗传多样性, 根据 EST-SSR 数据的聚类分析, 

将供试材料按亲缘关系远近分为 5 大类, 来源相同的品种大致聚在一类, 呈现出一定的地域性分布规律。同时

发现 4 个特异分子标记, 其中引物 D1763 只对 314A 和白壳苏丹草杂交后代 GB-4-2 高丹草审定品种产生特异

性, 此标记已作为该材料的特异性标记用于种质资源的鉴定中, 同时表明, EST-SSR 标记是高丹草遗传多样性

及特异性研究的一种有效方法。 
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Development of EST-SSR marker and genetic diversity analysis in 
Sorghum bicolor×Sorghum sudanenes 
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Abstract:  A total of 57 498 non-redundant ESTs were identified from 210 878 ESTs of Sorghum in NCBI by sequence 
analysis. In all, 3 338 SSRs were distributed in 3 116 ESTs with an average frequency of one SSR per 11.28 kb, which in-
cluded 215 SSR motifs. Analysis of SSR motifs revealed that the trinucleotides were major motifs, accounting for 
68.33%.The dinucleotides motifs accounted for 17.97%. There were 1 694 sequences from 3 338 EST-SSR sequences could 
be designed into primers and the proportion was 50.75%. Fourteen primers were selected to amplify EST-SSR loci with 50 
collections of Sorghum bicolor × S. sudanenes, 7 collections of S. bicolor and 3 collections of S. sudanenes. Seventy-two 
allele variations were detected and the frequency was 5.14 gene loci per primer. The polymorphism index of each primer 
was in the range of 0.54-0.93. The genetic distance ranged from 0.1646 to 0.6398. This showed abundant genetic diversity 
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in the materials. The materials were divided into 5 groups with clustering analysis of EST-SSR data. Each group included 
the varieties with similar parents or similar regional distribution. Meanwhile, 4 specific molecular markers were found. 
Primer D1763 was specific in the registered variety GB-4-2 which was the progeny of S. bicolor 314A × S. sudanenes 
White Skull. The marker was specific in justification of the germ difference. These results showed that the EST-SSR was an 
effective marker for genetic diversity analysis and specificity studies on S. bicolor × S. sudanenes. 

Keywords: Sorghum bicolor × S. sudanenes; EST-SSR; marker development; genetic diversity; specificity 

高丹草(Sorghum bicolor×Sorghum sudanenes)是

由高粱 (Sorghum bicolor)和苏丹草 (Sorghum su-

danense)杂交而成, 高丹草综合了高粱茎粗、叶宽、

抗寒、抗旱和苏丹草分蘖力、再生力强的优点, 杂

种优势非常明显。一次播种多次刈割, 1/15公顷产鲜

草总量 0.8万~1.0万kg, 肥水条件充足, 总产量可达

1.4万~2.0万kg。干草中含有粗蛋白 15%以上、粗脂

肪均高于双亲 , 含糖量较高 , 氢氰酸含量低 , 适宜

青贮, 在畜牧业生产上具有广阔的应用前景[1]。 

遗传多样性不仅是表现在表型性状上的差异 , 

更重要的是表现在DNA水平上的差异。分子标记的

发展为从DNA水平上检测品种及品系间的遗传多样

性提供了有利的工具。EST(Expressed sequence tags)

即表达序列标签[2], 是指通过对cDNA文库随机挑取

的克隆进行大规模测序所获得的cDNA的 5′或 3′端

序列, 长度一般为 150~500 bp[3~5]。EST计划由美国

科学家Venter于 1989 年首次提出[6], 并首先应用于

人类基因组的研究, 之后被广泛用于植物基因组的

研究。随着EST计划在不同物种间的不断扩展和深

入研究, 数据库中已积累了大量的EST, 为SSR标记

的开发带来了新的契机, 已成为SSR标记的重要来

源[7, 8]。为了区别于传统的gSSR, 一般将来源于EST

库的SSR标记称为EST-SSR标记 , 该标记的显著特

点是来自基因组的转录区域 [9], 同时信息量较高 , 

开发过程既简单又快捷, 费用低、通用性好, 而且效

率也高。因此, EST-SSR作为共显性标记与其他分子

标记相比具有诸多优点[10]。 

因此, 本研究是在对高丹草遗传图谱构建和产

量性状QTL定位以及重组自交系构建与高产种质的

创新、近等基因系等研究的基础上[11~14], 利用高粱

EST序列开发的SSR引物对高粱、苏丹草和高丹草等

60 份材料进行EST-SSR标记的遗传多样性分析及高

粱与苏丹草杂交后代特异标记的开发, 其目的是为

开发与利用高丹草EST资源、丰富高丹草分子标记

类型, 为遗传多样性分析、功能基因的发现与定位、

种质资源鉴定等方面的应用与研究提供技术支持和

理论依据; 并为下一步进行高丹草特异基因片段的

克隆、核心资源构建以及抗性评价提供依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

本试验材料为国内外引进的遗传背景丰富的高

粱、苏丹草和高丹草品种以及实验室选育的高丹草

品种(品系)共 60份(表 1)。 

1.2  高粱 EST-SSR的发掘 

从 NCBI(National Center for Biotechnology In-

formation, 美国国家生物技术信息中心)数据库中下

载高粱 EST 序列, 截止 2012 年 7 月, 下载 210 878

条高粱 EST序列。 

由于下载序列中存在小于 100 bp的低质量片

段、带有少量载体序列的片段和存在polyA或polyT

尾巴的序列, 需要对EST序列进行筛选和优化[15]。本

实验采用EST-trimmer程序去除带有polyA或T尾巴

的序列, 并截去过短的低质量序列片段。 

由于EST是随机选取测序、由不同的研究者登

记的, 会导致同一基因重复测序的冗余现象和同一

表达基因的EST重复出现[16]。本文采用cap3 软件对

EST序列进行聚类和拼接处理 , 以获得无冗余EST

和尽可能长的重叠序列(contig)。 

用 perl 语言编写的 MISA 程序(MIcroSAtellite)

对优化后的 EST序列进行 SSR搜索。筛选标准为： 
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表 1  供试材料的编号和来源 

编号 名称 来源 编号 名称 来源 

1 GZ40 内蒙古 31 GZ60 内蒙古 

2 GZ40-1 内蒙古 32 GZ98 内蒙古 

3 GZ164-2 内蒙古 33 GZ109 内蒙古 

4 GZ164-1 内蒙古 34 GZ135 内蒙古 

5 GZ61 内蒙古 35 GZ147 内蒙古 

6 GZ61-1 内蒙古 36 GZ150 内蒙古 

7 GB-1-2 内蒙古 37 GZ155 内蒙古 

8 GB-7-1 内蒙古 38 GZ156 内蒙古 

9 GZ8 内蒙古 39 GZ186 内蒙古 

10 GB-6-1 内蒙古 40 GZ190 内蒙古 

11 GZ41 内蒙古 41 GZ192 内蒙古 

12 GB-3-5 内蒙古 42 蒙农 1 内蒙古农业大学 

13 GB-5-4-1 内蒙古 43 蒙农 2 内蒙古农业大学 

14 GZ101 内蒙古 44 蒙农 3 内蒙古农业大学 

15 GB-6-2-1 内蒙古 45 蒙农 5 内蒙古农业大学 

16 GB-5-4-3 内蒙古 46 白壳苏丹草(苏丹草) 河北 

17 GB-4-5 内蒙古 47 黑壳苏丹草(苏丹草) 山西 

18 GB-9-2-1 内蒙古 48 棕壳苏丹草(苏丹草) 山西 

19 GB-7-2 内蒙古 49 2397A(高粱) 赤峰市农科院高粱所 

20 GZ45 内蒙古 50 11A(高粱) 内蒙古 

21 GB-1-2 内蒙古 51 314A(高粱) 山西 

22 GZ36-1 内蒙古 52 13A(高粱) 内蒙古 

23 GZ92 内蒙古 53 甜格雷兹(高粱) 澳大利亚 

24 GZ-4-2 内蒙古 54 GB-4-2 内蒙古农业大学 

25 GB-4-1 内蒙古 55 健宝 澳大利亚 

26 GB-7-4 内蒙古 56 澳华农 A2 澳大利亚 

27 GB-46 内蒙古 57 GZ164 内蒙古 

28 GZ145 内蒙古 58 澳华农 A1 澳大利亚 

29 GZ15 内蒙古 59 TE-706(高粱) 天津 

30 GZ20 内蒙古 60 通甜 1号(高粱) 通辽 

注：表 1中没有标注的为高丹草种质材料。 

 
二核苷酸重复次数≥9 次, 三核苷酸重复次数≥6 次, 
四至六核苷酸重复次数≥5次, 既碱基数保持在 18个
以上, 同时筛选被间隔小于或等于 100 bp碱基打断
(Interrupted)的复合型 SSR(Compound microsatellite)。 

1.3  EST-SSR引物设计 

利用 Primer5.0 软件, 对含有 SSR 位点的 EST
序列进行 EST-SSR引物设计, 设定标准为：GC含量
在 40%~60%, Tm在 50℃~70℃, 并且上下游引物 Tm 
值不超过 5℃, 引物长度为 18~22 bp, 产物长度在

100~500 bp。从 95分以上的引物中选取 14对引物, 
尽量避免 Dimer 和二聚体出现, 引物由上海生工生
物工程技术服务有限公司合成。 

1.4  SSR分析 

PCR反应在 20 μL体系中进行, 包括 60 ng DNA, 
10×Buffer 2.5 μL, 2.5 mmol/L dNTP 2 μL, 25 mmol/L
的MgCl2 2.0 μL, 1.25 U Tag酶, 10 μmol/L的引物 1 
μL。PCR扩增的条件是：94℃预变性 5 min; 94℃变
性 45 s; 56℃复性 45 s; 72℃延伸 45 s; 34个循环; 最 
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后再 72℃延伸 5 min。在 6%的变性聚丙烯酰胺凝胶
上采用恒功率 70 W电泳, 快速银染法染色。统计分
子标记的带型：有带记为 1, 无带记为 0。 

1.5  高丹草 EST-SSR标记的聚类分析 

利用 NTSYS-pcversion2.11 软件进行数据处理, 
按 UPGMA 方法(UnweightPairGroup M ethodusing 
Aritheic Averages)对供试材料条带进行聚类分析。 

2  结果与分析 

2.1  高粱 EST中 SSR出现的频率和特点 

采用MISA脚本从 57 498条高粱Uni-EST中(其
中 congtigs 24 911条, singletons 32 587条)共搜索到
3 338个 SSR位点, 分布在 3 116条 EST中, 其中 207
条 EST含一个以上 SSR, 平均每 11.28 kb EST出现
一个 SSR。 

在搜索出的 SSR中, 二至六核苷酸重复均存在, 
但出现频率差异较大。三核苷酸重复最高, 共 2281
个, 占 68.33%, 其次是二核苷酸重复, 600 个, 占
17.97%。四、五、六核苷酸重复率远低于三、二核
苷酸重复, 共占 13.7%(表 2)。 

在 3 338个 SSR位点中, 三基元重复出现频率最
高, 其中尤以 CCG和GCC型最为突出, 占总体 SSR
比例分别达到 5.78%和 5.57%, 其次是 CGC和 CGG
占总 SSR位点比例分别为 4.73%和 4.16%; 二核苷酸
重复类型中 GA 出现频率最高, 占总体 SSR 比例为
4.37%, 其次是 CT和 TC, 占总 SSR位点比例分别为
3.30%和 2.43%。四、五、六核苷酸出现频率较低, 四
核苷酸中出现频率较高的前 6种类型分别为 ATCC、
CGTA、TCTA、TTTC、ATTA、CCTC。 

3 338个 SSR序列中共有 215种基元重复类型, 
二基元重复类型有 10 种, 三基元重复类型有 58 种, 
四基元重复类型有 73 种, 五基元重复类型有 46 种, 
六基元重复类型有 28种。在 215种基元重复类型中, 

二基元的重复次数都是以重复 9 次为最高次数, 其
次为 10 次重复, 二基元的长度范围为(18~108 bp), 
三基元重复次数以 6次为最高, 其次是 5次重复, 长
度范围为(18~87 bp), 四基元重复以 5次重复为最高, 
长度范围为(20~64 bp), 五基元长度范围为(25~60 
bp), 六基元长度范围为(30~72 bp)。 

2.2  EST-SSR标记的检测 

通过筛选稳定的PCR反应体系, 选取开发出的
14对EST-SSR引物对 60份材料进行扩增分析, 共检
测到 72个等位基因变异, 每对SSR引物检测到 2~10
个多态性位点, 平均每对引物检测出 5.14 个多态性
位点。引物D1763的多态性位点最多为 10个, 扩增
片段介于 100~850 bp之间, 每一个SSR位点的多态
性信息量(PIC)按Smith等的公式计算,即PIC=1−∑fi2,
其中fi为i位点的基因频率[17]。每对SSR引物的多态
性指数范围在 0.54~0.93之间, 平均为 0.76(表 3)。 

同时发现, 有 11对引物的多态性位点的百分比
达到了 100.0%, 其中, 引物 B236扩增出 5个多态性
位点, 在 241.5 bp 处, 只有 2 个材料有位点, 引物
B3252对 60份材料扩增后, 在 188.4 bp位置只有 1
个材料有位点; 引物 C12 对供试材料的扩增结果显
示, 在 139.3 bp处只有 1个材料有位点; 引物 D1763
对 60份材料进行扩增, 共扩增出 10个位点, 并且全
部为多态性位点; 引物 B4387-1 对供试材料扩增后, 
在 120 bp处有 7个材料有位点; 引物 C3269-1对供
试材料扩增后在 550 bp处有 4个材料有位点。通过
14 对 EST-SSR 引物能够很好的区分 60 份供试种质
材料, 说明本文设计的 EST-SSR引物的多态性很好, 
特别是对于区分供试的高丹草材料表现出了较高的

效率, 同时也证明了这些引物的通用性很好。 

 

表 2  高粱 EST 中 SSR 出现的频率 

基元类型 叠连群 单序 数量 类型数目 占全部 SSR比例(%) 频率(kb) 

二核苷酸 331 269 600 10 17.97 63.30 

三核苷酸 1258 1023 2281 58 68.33 16.65 

四核苷酸 152 129 281 73 8.42 135.16 

五核苷酸 62 55 117 46 3. 51 324.62 

六核苷酸 34 25 59 28 1.77 643.73 
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合计 1837 1501 3338 215 100 11.38 

表 3  60份材料引物及其扩增结果 

引物名称 位点数 多态性位点数 多态性位点百分率(%) 多态性指数(PIC) 

B236 5 5 100.0 0.74 

B3252 4 4 100.0 0.87 

B4387 3 2 66.7 0.91 

C12 3 3 100.0 0.75 

C3269-1 10 10 100.0 0.79 

C3584 5 4 80.0 0.84 

C4346 4 4 100.0 0.93 

D82 4 4 100.0 0.77 

D1763 10 10 100.0 0.73 

D2318 6 6 100.0 0.72 

D4706 2 2 100.0 0.58 

D5750 4 4 100.0 0.54 

D5803 3 3 100.0 0.64 

F2359 9 5 55.6 0.86 

合计 72 66 − − 

平均 −  91.7 0.76 

 
通过对 14对引物的反复验证和分析, 发现 4个

特异的分子标记, 其中, 引物 B3235 和引物 C12 对
材料澳华农 A1 都扩增出了特异位点; 引物 D2318
只在 GZ192 高丹草品系中表现出特异性, 在其他材
料中均未出现; 引物D1763只在GB-4-2高丹草审定
品种中扩增出特异位点, 因此, 这些标记具有特异
性。引物详情见表 4。 

2.3  基于 EST-SSR的聚类分析 

根据 14 对EST-SSR引物在 60 份供试材料中获得
的 72个等位基因, 按Nei[18]的方法利用NTSYSpc2．11
统计分析软件计算 60份材料间的遗传相似系数(GS), 
其范围在 0.4167 到 0.9861, 平均为 0.7862。用
UPGMA法对 60 份材料进行聚类分析, 由图 1 可知, 
以 0.69为阈值, 可将 60份材料分为 5大类群。第一
类群共包括 3 个材料, 分别为 55(健宝)、56(澳华农
A2)、58(澳华农A1), 3个材料都来自澳大利亚; 第二
类群共包括 5个材料, 分别为 50(11A)、49(2397A)、
53(甜格雷兹)、60(甜 1)、59(TE-706), 其中 50(11A)、
49(2397A)为不育系品种, 53是澳大利亚材料, 60是
通辽材料, 59是天津材料; 第三类群共包括 4个材料, 
分别为 44(蒙农 3号)、42(蒙农 1号)、45(蒙农 5号)、
47(黑壳苏丹草), 其中蒙农系列材料都是以黑壳苏

丹 草 为 母 本 育 成 的 材 料 ;  第 四 大 类 群 
共包括 5 个材料, 分别为 12、10、13、25、22; 第
五大类包括 43份材料, 主要包括实验室自育品系、
白壳、棕壳和 314A, 这一类在阀值 0.74处又可分为
3个亚类, 这 3个亚类将实验室自育品系基本上细分
为两类, 第一亚类包括了所有实验室自育品系当中
以 314A 为母本, 以棕壳苏丹草为父本的杂交后代
材料; 第二、三亚类包括了所有实验室自育品系当
中以 314A 为母本, 以白壳苏丹草为父本的杂交后
代材料。 

由以上聚类结果可知, 亲缘关系较近的自育材
料被聚到了一类中, 来自国外的材料单独聚到一起, 
如澳华农 A1、澳华农 A2 和健宝被聚到一类当中。
因此, 从不同地区以及国外引进的高丹草种质资源, 
不仅可以丰富我区的高丹草种质资源, 同时也可以
为我区高丹草的品种改良提供基因资源。 

3  讨 论 

3.1  EST-SSR的可移植性 

大量的研究表明, EST-SSR具有良好的移植性, 
能够在水稻、玉米、高粱中表现出良好的通用性[19~22]。

本研究设计的引物能够在 60 种材料中表现出良好
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的扩增效果并表现出一定的差异性。因此, 根据高 粱E S T序列建立高丹草E S T- S S R标记具有可行 
表 4  引物序列 

引物名称 重复基元 产物大小(bp) 引物序列(5′→3′ ) 复性温度(℃) 

B236 (GCA)6 117 ATAGAGCATCTCAAAGCCCACT 
CAACGACGAGCCATCACC 

50.0 
61.1 

B3252* (TGA)8 125 CGCCGAGTCCCAGTAGTGTT 
CGAGGGCAATCCAGAGTTCA 

60.0 
60.7 

B4387 (GGC)6 123 CCTCACCAAACCGTCTCC 
CCCACCATTGTTACACCCT 

55.2 
55.0 

C12* (TGA)8 125 CGCCGAGTCCCAGTAGTGTT 
CGAGGGCAATCCAGAGTTCA 

60.0 
60.7 

C3269-1 (TG)10 320 TTTCCACTCGGCTCTTG 
CCAGTTTGGCAGTTTCG 

54.59 
54.59 

C3584 (CTG)8 242 CGTGCGTCAAGTCCATCA 
GCATCACCTTATTCAAACCCT 

55.9 
56.2 

C4346 (GT)24 248 TCAACGCCTCCACCTACA 
AACCGAGTGCCATCATCC 

54.7 
55.6 

D82 (AGA)8 197 AACCGAACCAAACCAAGC 
GCAGAGCAACGCACAGAA 

55.5 
55.7 

D1763* (GA)11 101 TCCAACTCCTATCCAATCGC 
TCCTTTGCTGCTGCTTCC 

57.5 
56.8 

D2318* (GGC)6 125 TTCCTCACCAAACCGTCTC 
CCCACCATTGTTACACCCT 

55.2 
55.0 

D4706 (TGAT)5 349 GCCCAACACTTTCTACCG 
ACAGACCCACAAACACTCG 

53.4 
53.1 

D5750 (TGA)8 125 CGCCGAGTCCCAGTAGTGTT 
CGAGGGCAATCCAGAGTTCA 

60.0 
60.7 

D5803 (TTC)13 240 ATGGAATGGAAGGGGTGG 
TCTGCGAAACAATCTTGGAGT 

57.2 
57.4 

F2359 (CCG)6 254 GGATTTCCAGCCCTACCA 
CTTTCCACCGATTCACCC 

55.2 
55.4 

注：表中带*的为扩增出特异条带的引物。 
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图 1  60 个品种材料基于 EST-SSR 的遗传相似性 UPGMA 聚类图 
性, 为进一步对高丹草以至禾本科高粱属植物的分
子标记研究提供更多的引物信息, 同时也为高丹草
的进一步研究奠定了良好的基础。 

3.2  EST-SSR 标记对高丹草遗传多样性及特异性
研究的作用 

杨新泉曾提出过采用EST-SSR标记进行遗传多
样性研究具有较多优越性, EST-SSR是对基因内部
变异的一种直接评价, 有可能和形态性状或生理生
化特征联系起来, 因此, EST-SSR用于遗传差异研究
将为鉴定基因的功能多样性提供了可能[9]。本研究

通过利用设计的 14对EST-SSR引物, 对高丹草等 60
份材料进行分子标记扩增分析, 得到了较多的变异
位点, 91.7%的扩增片段能够揭示材料间的遗传差异, 
说明高丹草品种间遗传相似系数和遗传距离的变化

范围较大。一般来说, 位点的平均PIC可被用来估算
群体的遗传多样性水平, PIC平均值越高, 表明群体
的变异程度越高, 遗传多样性越丰富[23]。本研究的

PIC值较大, 平均为 0.76, 所以具有较为丰富的遗传
多样性。因此, 本研究表明采用EST-SSR标记对高丹
草进行遗传多样性分析可以取得较好的研究结果。 

同时也表明由高粱 EST序列设计的 SSR引物应
用于高丹草的遗传多样性研究效果良好。特别是经

过对 14对引物的反复验证和分析, 发现了 4个特异
的分子标记, 说明 EST-SSR 标记在高丹草杂交后代
材料鉴别中具有较好的特异性, 而且这一结果已经
在实验室的后期杂交材料鉴定中得到应用, 其中引
物D1763对实验室选育并已通过审定的品种GB-4-2
起到了鉴定作用, 其在 167.4 bp处对高丹草 GB-4-2
扩增出的特异位点能够与其他高丹草材料进行区别, 
该标记成为 GB-4-2 这一审定品种的特异性鉴定标
记, 为在分子水平上对高丹草种质资源进行保护、
鉴定和利用提供了依据。 

3.3  高丹草遗传多样性研究及思考 

从事遗传育种工作, 需要有丰富的遗传种质资
源做基础, 因此, 搜集、整理、挖掘、改良和利用新
的遗传资源, 扩大亲本遗传差异, 是杂交育种取得
突破的途径 , 丰富的种质资源是育种工作的基础 , 
而种质资源基础的宽窄与遗传多样性的丰富, 亲缘

关系的远近则是育种成败的关键。由于高粱和苏丹

草是高粱属的不同种, 高丹草是高粱和苏丹草的种
间杂交种, 亲缘关系较远, 但染色体均为 2n=20, 无
生殖隔离 , 可以自由授粉并产生正常发育的后代 , 
而且其杂种优势非常显著[11]。但在高丹草新品种的

选育过程中, 由于侧重于筛选农艺性状、产量等符
合育种目标的品种, 导致遗传多样性下降。因此, 要
继续提高育种水平, 必须提高育种基础材料的遗传
多样性。所以拓宽植物遗传基础已成为当务之急 , 
而且这一问题也越来越为遗传学家和育种学家所重

视[24, 25]。因此, 通过种质扩增、改良和创新, 以提高
遗传基础, 培育更多的优良品种。 

在本研究中, 有些品种并未与同一地区或具有
亲缘关系的品种聚为一类, 其原因可能是由于在选
育过程中采用多个亲本复合杂交以及多向选择产生

了较大的遗传变异所致。也可能是由于长期种植后, 
自然条件及栽培环境等的变化所产生的基因变异 , 
有待于进一步的研究。 
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