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摘  要：采用生物信息学方法分析洋葱（Allium cepa L.）转录组中的 SSR 位点信息，并设计简单重

复序列（SSR）引物，以期为洋葱分子标记辅助育种提供有力工具。利用 MISA 工具筛选了洋葱转录组测

序获得的 106 932 条 unigenes（84.04 Mb），并对其 SSR 位点信息进行了分析，共筛选得到 5 959 个 SSR

位点（占总 unigenes 的 5.10%），其发生频率为 1/14.1 kb。SSRs 位点中主导类型是以 AAG/CTT（占总 SSRs

的 10.20%）为主的三核苷酸重复，占总 SSRs 的 37.27%；其次是单、二核苷酸重复，其出现频率分别为

30.91%和 24.75%。利用 Primer5 共设计出 5 258 对 SSR 引物。随机选择 20 对引物进行 PCR 扩增，其中

12 对扩增出清晰可重复的条带，9 对在 24 个不同类型洋葱材料中表现出多态性。利用 UPGMA 作图，将

24 个洋葱材料分为 4 类。 
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Abstract：Bioinformatics methods were used to analyze the onion（Allium cepa L.）transcriptome SSR 

loci information and designed simple sequence repeat（SSR）primers，so as to provide a powerful tool for 

screening onion molecular marker assisted breeding. Five thousand nine hundred and fifty-nine SSR loci

（5.10%）were obtained from 106 932 unigenes（84.04 Mb）by using MISA software to screen the onion 

transcriptome sequencing，and its frequency was 1/14.1 kb. Trinucleotide repeat was the main type，

accounted for as much as 37.27% of all SSRs. The AAG/CTT were the predominant repeat types

（10.20%），followed by mononucleotide repeat motif（30.91%）and dinucleotide repeat motif（24.75%）. 

Five thousand two hundred and fifty-eight pairs of SSR primers were designed using Primer 5. Randomly 

20 pairs of primers were selected for PCR amplification，12 amplified on clear and reproducible bands，9 

in 24 different types showed polymorphism in onion material. Twenty-four onions plants were divided into 

4 groups by UPGMA. 
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洋葱（Allium cepa L.）是中国主要的出口蔬菜之一（陈沁滨 等，2008），无论是栽培面积还是

产量中国均居世界首位，然而当下生产上所用品种主要以引进国外杂交品种为主（翟亚辉 等，2013），

这导致生产成本变高，增加了种植户的经济负担。因此加快育种进程，提高育种效率和质量，获得

优良新品种，已经成为广大洋葱育种工作者的主要工作任务。 

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，其标记

类型有多种，例如限制性片段长度多态性（restriction fragment length polymorphism，RFLP）、简单

重复序列（simple sequence repeat，SSR）以及单核苷酸的多态性（single nucleotide polymorphisms，

SNP）等（黄映萍，2010；Li et al.，2014）。简单重复序列，又称微卫星 DNA（microsatellite DNA），

是广泛存在于真核和原核生物基因组中的 1 ~ 6 个核苷酸串联重复单元，研究发现基因组中平均每

50 kb 就有 1 个 SSR（Kalia et al.，2011）。SSR 标记按来源分主要包括表达序列标签 SSR（EST-SSR）

和基因组 SSR（g-SSR）（王东 等，2014）。EST-SSR 标记与 g-SSR 标记相比，因其源于基因的转录

区，其多态性可能与基因功能直接相关（Eujayl et al.，2002），并且无需构建基因组文库、杂交、测

序，因此，具有更高的通用性及转化率。在茄子（王利英 等，2012）、毛竹（董文娟，2011）、辣椒

（刘峰 等，2012）、杜仲（朱晓敏 等，2013）、芝麻（岳文娣 等，2012）和野三七（李翠婷 等，

2014）等园艺植物中通过 EST 信息开发 SSR 标记的方法均有报道。 

许多学者用不同的分子标记方法对洋葱种质资源遗传多样性进行了研究。例如关绚丽等（2011）

用 SSR 标记对包括长、中、短日照 3 类型共 63 份洋葱种质，崔成日等（2006）利用 RAPD 技术对

41 份洋葱种质，翟亚辉等（2013）利用 RAPD 和 SSR 技术对 37 份洋葱种质的遗传多样性进行了分

析。本研究中对通过 Illumina 转录组测序（RNA-Seq）获得 106 932 条洋葱根、鳞茎及叶片的转录

组序列，利用 MicroSAtellite（MISA）软件（Lu et al.，2013）进行大规模转录组 SSR 标记的搜索，

分析其分布、组成特征，并进行初步可用性评价，以期为洋葱遗传图谱构建、遗传多样性分析、功

能基因定位、比较作图以及分子标记辅助育种提供理论基础，从而提高洋葱育种效率。 

1  材料与方法  

1.1  材料及数据来源  

24 个具有不同来源及表型特征（表皮颜色、辣味、球形）的洋葱材料（表 1）于 2013 年 9 月 

 

表 1  洋葱 SSR 多态性分析材料 
Table 1  List of accessions used in assessing the level of SSR in the species Allium cepa 

序号 
No. 

名称或编号 
Name or code 

来源 
Source 

序号 
No. 

名称或编号 
Name or code 

来源 
Source 

1 886 韩国 South Korea 13 1206 日本 Japan 
2 日本–夕井 Japanese-xijin 日本 Japan 14 W465 南京农业大学 NAU 
3 葡萄牙 Portugal 葡萄牙 Portugal 15 428 白 428 White 南京农业大学 NAU 
4 W470 连云港 Lianyungang，China 16 1223 北京蔬菜中心 BVRC 
5 圣 1-16 Sheng 1-16 美国 America 17 圣 4 Sheng 4 美国 America 
6 W209 新疆 Xinjiang，China 18 1208 日本 Japan 
7 W462 韩国 South Korea 19 1215 南京农业大学 NAU 
8 1205 日本 Japan 20 1201 日本 Japan 
9 1219 南京农业大学 NAU 21 北京 565 Beijin 565 北京蔬菜中心 BVRC 
10 1202 日本 Japan 22 红葱–3 Red-3 南京农业大学 NAU 
11 1203 日本 Japan 23 1207 日本 Japan 
12 W433 南京农业大学 NAU 24 白葱-2 White-2 澳大利亚 Australia 
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取自南京农业大学江浦园艺站，每个材料选 100 粒种子，大田播种，植株当长到第 5 片叶时，用天

根公司 DNA 提取试剂盒提取幼叶 DNA，–20 ℃保存备用。  

转录组测序样本为取自南京农业大学江浦园艺站‘W470’洋葱未成熟时期的根、鳞茎和叶片，

液氮速冻后送华大基因公司（深圳）进行转录组测序，共有 84.04 Mb 的数据量，包含 106 932 条

unigenes。 

1.2  洋葱转录组 EST-SSR 的筛选 

    使用软件 MISA 对洋葱转录组中 unigene 的 cDNA 序列数据进行 SSR 位点分析，筛选的标准为：

重复单元长度 2 ~ 6 bp，单核苷酸重复次数至少 12 次；二核苷酸重复次数至少 6 次以上；三、四核

苷酸重复次数至少 5 次；五、六核苷酸重复次数至少 4 次。 

1.3  洋葱 EST-SSR 引物设计及筛选  

    使用软件 Primer 5 对 SSR 重复单元前后的序列进行引物设计及评价，每条 SSR 产生 5 条引物。

引物序列长度 12 ~ 25 bp，预计扩增产物长度 80 ~ 300 bp，GC 含量 40% ~ 70%，退火温度 55 ~ 65 ℃，

上、下游引物的退火温度值相差不大于 5 ℃。尽量避免出现发卡结构、二聚体、错配和引物二聚体

等（李翠婷 等，2014）。 

    将设计出的引物通过以下方式筛选：（1）引物不能存在 SSR；（2）将获得的引物比对到 unigene

序列，引物的 5′端允许有 3 个碱基的错配，3′端允许有 1 个碱基的错配；（3）去掉比对到不同 unigene

上的引物，筛选唯一匹配的引物（李珊 等，2010）。从中随机挑选 20 对 20 bp 以上的 2 ~ 6 不同重

复单元核苷酸引物，由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。 

1.4  PCR 扩增  

   PCR 扩增反应体系 10 μL：Premix Taq 酶 5 μL（TaKaRa），10 μmol · L-1 上、下游引物各 0.5 μL，

10 ng · μL-1 DNA 0.5 μL，ddH2O 3.5 μL。PCR 反应热循环程序为：95 ℃变性 2 min；然后在 94 ℃ 30 

s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s 下循环 28 次；72 ℃延伸 10 min；最后在 4 ℃条件下保存。特异性引物扩

增后的产物用 1.5%琼脂糖检测，8%非变性聚丙烯酰胺凝胶检测，170 V 电压，95 min，银染显色。  

    采用人工读带的方法，将电泳图上可重复的清晰条带记为“1”，同一位置无带或不易分辨的弱

带记为“0”，建立原始数据矩阵。利用软件 NTsys2.10e 按 UPGMA 进行聚类绘图。  

2  结果与分析  

2.1  洋葱转录组中的 SSR 位点的数量与分布  

   利用 MISA 工具对洋葱转录组的 106 932 条 unigenes 的 cDNA 序列进行搜索，共在 5 457 条

unigenes 中找到 5 959 个符合条件的 SSR，发生频率（含 SSR 的 unigene 数与总 unigene 数之比）为

5.10%，出现频率（检出 SSR 个数与总 unigene 数之比）为 5.57%。其中含 1 个 SSR 位点的 unigene

序列有 453 条，含复合型 SSR 位点的 unigene 序列有 201 条，平均 14.1 kb 就能发现 1 个 SSR 位点。 

    洋葱的转录组 SSR 种类较为丰富，各重复类型均有，但各种类型的出现频率有较大差异（表 2），

主要集中在单、二和三核苷酸重复上，占总SSR的92.93%。三核苷酸重复类型的数量最多，占37.27%，

其次是单核苷酸和二核苷酸重复类型，分别占 30.91%和 24.75%。四、五、六核苷酸重复类型的数

量很少，只占到总 SSR 的 7.07%。 
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表 3  洋葱转录组中 SSR 类型分布 

Table 3  Distribution of SSR type in transcriptome of Allium cepa 

基序 

Motif 
重复次数 

Repeat number

 基序 

Motif 
重复次数 

Repeat number

单核苷酸 

Mononucleotide 
1 842  ACT/AGT 

AGC/CTG 
17 

326 
AC/GT 742  AGG/CTT 319 
AG/CT 395  ATC/ATG 253 
AT/AT 314  CCG/CGG 75 
CG/CG 24  三核苷酸 2 221 

二核苷酸 

Dinucleotide 
1 475  Trinucleotide 

四单核苷酸 
110 

AAC/GTT 122  Tetranucleotide  
AAG/CTT 608  五核苷酸  
AAT/ATT 219  Pentanucleotide 104 
ACC/GGT 152  六核苷酸 207 
ACG/CGT 130  Hexnucleotide  

 

洋葱转录组中 SSR 位点的序列总长度为 52 708 bp，位点平均长度为 8.85 bp，单、二、三、四、

五和六核苷酸类型 SSR 位点的平均长度（SSR 总长度与个数之比）分别为 15.08、7.21、5.61、5.21、

4.14 以及 4.00 bp。洋葱转录组中 SSR 位点重复次数以 5 次（1 425）最多，占总 SSR 的 23.9%；其

次为重复次数 6、7、4、8、9 和 10 次，SSR 位点个数分别为 1 221、645、296、249、125 和 66。

统计 4 ~ 10 次重复的 SSR 位点共有 4 027 个，占 67.58%；11 ~ 24 次重复的 SSR 位点共有 1 932 个，

占 32.42%。 

 
表 2  洋葱转录组中鉴定的 EST-SSR 类型和出现频率 

Table 2  Distribution of the SSR motifs Allium cepa transcriptome 

重复类型 
Repeat type  

数量 
Number 

比例/% 
Proportion 

出现频率/%  
Frequency 

总长度/bp  
Total lenght 

平均距离/kb 
Average distance

单核苷酸 Mononucleotide    1 842 30.91 1.72 27 777 45.6 

二核苷酸 Dinucleotide repeat  1 475 24.75 1.38 10 638 57.0 

三核苷酸 Trinucleotide repeat  2 221 37.27 2.08 12 461 37.8 

四单核苷酸 Tetranucleotide repeat  110 1.85 0.10 573 764.0 

五核苷酸 Pentanucleotide repeat   104 1.75 0.10 431 808.1 

六核苷酸 Hexnucleotide repeat 207 3.47 0.19 828 406.0 

总计 Total  5 959 100.00 5.57 52 708 14.1 

 

2.2  EST-SSR 的特性 

单核苷酸重复容易发生错配而测序失败

（李翠婷 等，2014），因此本试验中不予选择。

从洋葱 SSR 核苷酸基序类型（表 3）来看，单、

二、三、四、五、六核苷酸的重复次数分别为

1 842、1 475、2 221、110、104 和 207。SSR

以三核苷酸重复基序为主要类型，占总 SSR 的

37.27% ； 在 三 核 苷 酸 重 复 基 序 中 又 以

AAG/CTT 为主，占总 SSR 的 10.20%。其次是

二核苷酸重复基序，其出现频率为 24.75%，以

6 ~ 9 次重复为主，其中以 AC/GT 最多，CG/CG

最少。四、五和六核苷酸重复基元类型较多，

但数量较少，出现频率均较低。 

2.3  洋葱转录组 SSR 的可用性评价  

判断 SSR 分子标记可用性的重要依据之一是其多态性（李珊 等，2010）。SSR 的长度是影响其

多态性高低的重要因素，当 SSR 长度≥ 20 bp 时多态性较高，12 ~ 20 bp 之间的多态性中等，< 12 bp

的多态性极低（Temnykh et al.，2001）。因此在本研究中将低于 12 bp 的 SSR 去掉。经过筛选的洋葱

EST-SSR 的总数为 5 759 个（长度在 12 ~ 158 bp），其中长度在 12 ~ 20 bp 的有 4 719 条（81.94%）；

而长度在 20 bp 以上的达到 1 043 条（18.11%），其中 21 ~ 30 bp、31 ~ 40 bp、41 ~ 50 bp 以及 ≥ 51 

bp 的分别为 875、58、34 以及 76 条，这类 SSR 具有较高多态性。  
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2.4  洋葱转录组 SSR 引物设计与筛选 

为进一步在试验中利用筛选出的洋葱的 EST-SSR，对含 SSR 位点的 12 635 条 EST 序列进行引

物设计，共设计了 SSR 位点特异引物 5 258 对，占总 SSR 位点的 41.61%。通过去除不符合条件的

引物，最终筛选出适合的引物。其中 20 bp 以上 SSR 序列 691 对引物，占洋葱 SSR 位点特异引物总

数的 13.1%。随机挑选 20 对 SSR 引物并使用洋葱品种‘866’的 DNA 进行扩增，验证引物的有效

性。结果表明，12 对引物实现有效扩增（图 1 中的亮白条带），占 20 对 SSR 引物的 60%。 

 

图 1  引物有效性扩增验证图 

Fig. 1  Figure of effectiveness on primer amplification 

M：Marker；1：CL4145.Contig6_All_748_3；2：CL9519.Contig1_All_1253_5；3：CL8229.Contig3_All_1137_2；4：CL4927.Contig2_All_820_4；

5：CL3911.Contig1_All_718_1；6：CL3045.Contig3_All_611_4；7：CL8600.Contig2_All_1183_1；8：CL5606.Contig3_All_906_2； 

9：CL7222.Contig2_All_1023_2；10：CL1668.Contig2_All_441_1；11：CL13329.Contig1_All_1481_4；12：CL2139.Contig2_All_509_5； 

13：CL13646.Contig2_All_1501_1；14：CL12532.Contig3_All_1428_5；15：CL14231.Contig2_All_1528_4； 

16：CL14356.Contig2_All_1555_3；17：CL322.Contig3_All_95_3；18：CL12626.Contig3_All_1437_5； 

19：CL1044.Contig1_All_266_1；20：CL1064.Contig1_All_268_1. 

 

2.5  多态性分析  

利用以上 12 对引物在 24 个不同品种的洋葱材料进行多态性分析，其中 9 对（45%）存在多态

性差异（表 4）。 
 

表 4  PCR 筛选引物 

Tabe 4  Filtering primers with PCR 

来源 

Source 
SSR 类型  

SSR motif  
引物序列 

Primer sequence 
产物长度/bp 
Length of product 

CL1044.Contig1_All_266_1 TGC(3*7) F：CCTTAAGGGGAAGAAAGAAACAA 
R：CCCAACTCTCTTTCTTTGGAAGT 

106 

CL1064.Contig1_All_268_1 TG(2*11) F：CGATTAATGAAAAGAACAAAAAGGA 
R：CGCGAAATCTCTAGCAAAAATAA 

136 

CL12626.Contig3_All_1437_5 CCA(3*8) F：TCCTCCAAGGATGCCTACTCTAC 
R：CCTGTACATGTTCAATTTCACGA 

125 

CL13646.Contig2_All_1501_1 GTG(3*7) F：GGCGTTTCTCTGGAAATAGAGAT 
R：CGTCCATATCCTTCATCACTGTC 

151 

CL14356.Contig2_All_1555_3 AGGTCG(6*4) F：TTTGGTGGAAGATCTGACTATGG 
R：CCATTACCTCCGTTATCATCATC 

155 

CL2139.Contig2_All_509_5 ATCC(4*5) F：AAAATTTATCAGAACTCCTCCGC 
R：GCTGACTCGATCACAACAAAAAT 

160 

CL3911.Contig1_All_718_1 CT(2*10) F：TTCCTCTTCCTATTTAAAACCGC 
R：GATGCAGAGGTTGTTCTGTTTG 

102 

CL7222.Contig2_All_1023_2 AGG(3*7) F：TGAAGAGGCACCAAAGTGTAAAT 
R：TATACCCCCACAAACATTGAATC 

109 

CL1668.Contig2_All_441_1 CTTTT(5*4) F：TCAATGTGAGCACTCAGATCACT 
R：TATTCCCAACCAGAACAAGAAAA 

141 

 

CL1668.Contig2_All_441_1（图 2）和 CL1064.Contig1_All_268_1（图 3）在洋葱材料中扩增产

物片段长度介于 200 ~ 100 bp 之间，与预期相符。 
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图 2  多态性引物 CL1668.Contig2_All_441_1 在不同洋葱材料中的扩增 
M：Marker；品种编号名称见表 1。 

Fig. 2  CL1668.Contig2_All_441_1PCR product of polymorphism of EST-SSR primers in different Allium cepa varieties 

M：Marker；Code name are shown in Table 1. 

 

 
图 3  多态性引物 CL1064.Contig1_All_268_1 在不同洋葱材料中的扩增 

M：Marker；品种编号名称见表 1。 

Fig. 3  CL1064.Contig1-All_268_1PCR product of polymorphism of EST-SSR primers in different Allium cepa varieties 

M：Marker；Code name are shown in Table 1. 

 

利用 SSR 多态性对 24 份洋葱材料进行聚类分析，具体分为 4 类（图 4）。第Ⅰ类为以‘428 白’ 

图 4  供试洋葱材料的 UPGMA 聚类图 
Fig. 4  Dendrogram for tested Allium cepa plants by UPGMA 
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和‘866’为代表的白皮洋葱和黄皮洋葱易抽薹的材料，先期抽薹率高；第Ⅱ类以‘1203’、‘白葱–2’、

‘红葱–3’以及‘W433’为代表，3 种皮色均有，其中‘1203’、‘白葱–2’是脱水用洋葱材料，干

物质含量高，辣味浓，‘红葱–3’及‘W433’辣味较浓；第Ⅲ类以‘圣 1-16’和‘W465’为代表，为

黄皮洋葱，均为早中熟丰产的材料；第Ⅳ类以‘日本–夕井’和‘1201’为代表，其特点是丰产耐贮。 

3  讨论 

近年来，随着高通量技术的发展、测序成本降低，测序数据几乎涵盖了特定组织和特定时期的

所有转录本，尤其是缺乏基因组信息的物种，其转录组学的研究越来越广泛（李炎林 等，2014）。

SSR 分子标记因其具有大量的等位差异，多态性十分丰富，目前已广泛应用于多种植物的遗传多样

性研究中（Huang et al.，2009；Ma et al.，2009）。 

本研究以‘W470’洋葱转录组序列信息进行了洋葱 EST-SSR 标记的开发，结果表明洋葱转录

组中富含 SSR 位点，本研究从洋葱转录组中共搜索出 5 959 个 SSR，分布于 5 457 条 unigenes 上。

SSR 出现频率为 5.57%，略高于红豆杉（2.24%）、大麦（3.4%）、水稻（4.7%），低于辣椒（7.83%）

（Kantety et al.，2002；刘峰 等，2012；李炎林 等，2014），这可能是由于各物种在 GenBank 中的

数据大小不同、计算标准的差异或者是物种间真实的 SSR 信息差异所致（黄海燕 等，2013）。多数

植物 EST-SSR 中三核苷酸的出现频率最高（Liang et al.，2009），但主要的重复基元不同。在本研究

中，洋葱以三核苷酸重复基序为主要类型，AAG/CTT 为其主要重复基元，这与辣椒（AAC/GTT）

相同，但与水稻（AGG/TCC）、番茄（AAT/ATT）不同（Kantety et al.，2002；刘峰 等，2012），而

在荔枝、杏、桃等蔷薇科植物中二核苷酸重复出现的频率最高，在南方红豆杉中以六核苷酸和三核

苷酸为主要 SSR 重复基序（孙清明 等，2011；李炎林 等，2014）。这种差异可能与植物自身 EST-SSR

特点、数量以及 EST 数据来源等密切相关。 

本研究经过筛选，洋葱 EST-SSR 的总数为 5 759 条，长度在 20 bp 以上的 SSR 达到 1 043 条

（18.11%），从这 1 043 条 SSR 中随机挑选 20 对引物，首先使用洋葱品种‘866’的 DNA 检查引物

的特异性，结果表明，12 对引物实现有效扩增，再用这 12 对引物在 24 个不同品种的洋葱材料进行

多态性分析，其中 9 对存在多态性差异。这说明洋葱 EST 序列中 SSR 位点多，EST-SSR 扩增率较

高，但是其多态性相对较低，主要源于其 DNA 转录序列的保守性（刘峰 等，2012）。此外，使用上

述 9 对多态性差异引物对 24 个洋葱品种进行 UPGMA 聚类，被分为 4 类，比较准确的反映 24 个洋葱

品种之间的差异。然而要充分了解洋葱种质资源之间的遗传信息和遗传关系，仍需更多的 SSR 标记。 

本研究结果表明利用洋葱转录组数据开发的 SSR 标记具有实用性，由于目前洋葱能够利用的

SSR标记数量极为有限，此类SSR标记为洋葱的分子标记辅助育种和功能基因的挖掘等奠定了基础。  
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