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摘要　基于印度谷螟转录组测序数据筛选其功能微卫星（ＥＳＴＳＳＲ）分子标记，设计该虫的微卫星（ＳＳＲ）引物并验

证其适用性。用ＭｉｃｒｏＳＡｔｅｌｌｉｔｅ微卫星搜索软件查找印度谷螟转录组中微卫星的数量、重复次数以及所有微卫星

的位置信息，采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件设计ＳＳＲ引物，并进行ＰＣＲ验证。结果表明含ＥＳＴＳＳＲ的序列３１７３个，

占总搜索序列的８．５２％，平均每１３ｋｂ中就出现１个ＥＳＴＳＳＲ。共发现１９２种微卫星类型，其中重复单元为单碱

基、二碱基和三碱基的比例较高，依次是２８．２１％、３９．８４％、２５．４３％。除单碱基重复单元外，出现频率最高的是

ＡＴ／ＡＴ，有５９３次。在６６对印度谷螟ＥＳＴＳＳＲ引物中，有２８对ＰＣＲ扩增成功。这说明基于印度谷螟转录组数据开

发微卫星标记是可行的，本研究获得的印度谷螟ＥＳＴＳＳＲ位点为今后开展该虫的种群遗传学研究提供了基础数据。
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　　微卫星（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ）又称ＳＳＲ（ｓｉｍｐｌｅｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简单重复序列），是指以１～６个核苷

酸为重复单元串联组成的重复序列［１］，１９８１年，微卫

星首次被发现，它们大都以２～３个碱基重复类型为主，

主要分布于原核生物和真核生物的基因组中［２３］。微

卫星具有高多态性、多等位性、共显性、高可重复性、数

量丰富和对基因组有很好覆盖性等特征［４５］。因此，该

标记已被广泛应用于生物遗传研究中［６］。



２０１７

印度谷螟犘犾狅犱犻犪犻狀狋犲狉狆狌狀犮狋犲犾犾犪属鳞翅目Ｌｅｐｉｄｏｐ

ｔｅｒａ螟蛾科Ｐｙｒａｌｉｄａｅ，是世界性分布的重大储粮害虫。

该虫在我国南北方广泛分布［７］，依据２００４－２００５年第６

次全国储粮昆虫调查，印度谷螟被列为危害严重且分

布广泛的主要鳞翅目储粮害虫之一［８］。目前，关于印度

谷螟ＳＳＲ的研究还未见报道，在ＧｅｎＢａｎｋ中也没有发

现登录的印度谷螟ＳＳＲ序列，不能满足其种群遗传结

构研究的需要。因此，开发印度谷螟的微卫星位点，是

有效开展其种群遗传结构和基因交流、系统发育与分

子进化等方面研究的重要前提和首要工作，同时对于

揭示其危害规律和综合防治等都具有重要意义。传统

开发ＳＳＲ标记的方法需要构建文库、筛选ＳＳＲ克隆、测

序等复杂且工作量大的步骤［９１１］。随着新一代高通量

测序技术的成长，尤其是转录组测序的飞速发展，降低

了微卫星分子标记的开发成本，提高了开发效率，为非

模式物种ＳＳＲ位点的大批量开发提供了一种经济、高

效的途径［１２１３］。从转录组数据中获得的与功能基因相

关ＳＳＲ位点又叫表达序列标签ＳＳＲ（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｔａｇＳＳＲ，ＥＳＴＳＳＲ）。目前，从昆虫转录组数据库中筛

选功能ＥＳＴＳＳＲ标记已有许多成功的报道
［１４１７］。本

研究基于已测印度谷螟转录组数据，挖掘其ＥＳＴＳＳＲ

位点，分析这些微卫星位点的类型和分布特点，探讨鉴

定到的ＥＳＴＳＳＲ位点的适用性，以期获得可供该虫种

群遗传学研究所需的核分子标记，也为印度谷螟近缘

物种微卫星位点的发掘提供可借鉴的方法。

１　材料与方法

１．１　材料及转录组数据来源

印度谷螟采自江苏吴江，以大米粉为饲料，在温

度为（３０±１）℃、湿度为７５％±５％、２４ｈ无光照条

件的恒温培养箱中培养１０代以上，选取４龄幼虫作

为试验材料。采用德国Ｑｉａｇｅｎ公司的ＲＮｅａｓｙＰｌｕｓ

ＵｎｉｖｅｒｓａｌＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒提取ＲＮＡ，由华大科技进

行高通量转录组测序（转录组数据的ＮＣＢＩ登录号：

ＳＲＰ０６０８３６）。通过ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２０００平台测序，总

计产出５．７ＧＢ数据，共组装Ｕｎｉｇｅｎｅ３７２４６个，总长

４９６８２５４２ｂｐ，平均长度１３３４ｂｐ，Ｎ５０达到２３０７ｂｐ，

过滤后质量不低于２０的碱基比例（Ｑ２０，测序错误率

＜１％）为９８．３１％，表明测序结果良好。

１．２　微卫星序列筛选

以组装出来的Ｕｎｉｇｅｎｅ作为参考序列，使用Ｐｅｒｌ

操作平台下的ＳＳＲ分析软件 ＭｉｃｒｏＳＡｔｅｌｌｉｔｅ（ＭＩＳＡ）

（ｈｔｔｐ：∥ｐｇｒｃ．ｉｐｋｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ．ｄｅ／ｍｉｓａ／）在Ｕｎｉｇｅｎｅ中搜

索ＳＳＲ位点。筛选条件为：单碱基重复次数≥１２，二碱

基重复次数≥６，三碱基重复次数≥５，四、五、六碱基重

复次数≥４，并且两个相邻微卫星重复单元之间的最小

长度设为１００ｂｐ。

１．３　印度谷螟犛犛犚引物设计及犘犆犚扩增

基于ＳＳＲ重复单元两翼序列设计引物，采用

Ｐｒｉｍｅｒ５．０对印度谷螟ＥＳＴＳＳＲ设计了６６对引

物。引物筛选条件如下：①引物不含有重复序列；②
将获得的引物比对到Ｕｎｉｇｅｎｅ序列，引物５′端允许

有３个碱基的错配，而３′端允许有１个碱基的错配；

③去除比对到非目标Ｕｎｉｇｅｎｅ的引物，保证引物与

Ｕｎｉｇｅｎｅ唯一匹配。④使用ｓｓｒ＿ｆｉｎｄｅｒ校验ＳＳＲ，使

用产物序列来寻找ＳＳＲ，检验结果是否与 ＭＩＳＡ结

果相同，并筛选出相同的ＳＳＲ产物。设计好的引物

由金斯瑞生物技术公司（江苏南京）合成。

采用ＴＩＡＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ（北京天根）

试剂盒提取单头印度谷螟４龄幼虫的基因组ＤＮＡ。

ＰＣＲ扩增体系：基因组ＤＮＡ１μＬ，上游引物２μＬ，下

游引物２μＬ，灭菌水７．５μＬ，犈狓犜犪狇 Ｍｉｘ１２．５μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ，再进行３０个循

环，每个循环包括９４℃变性３０ｓ，Ｔｍ复性３０ｓ，

７２℃延伸１ｍｉｎ；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产

物用２％的琼脂糖凝胶电泳检测。

２　结果与分析

从构建的印度谷螟转录组数据库中，获得ＥＳＴ

ＳＳＲ序列３１７３个，占总搜索基因的８．５２％，平均每

１３３８０ｂｐ中就出现１个ＳＳＲ位点。

２．１　微卫星数量及分布特征

单碱基、二碱基、三碱基、四碱基、五碱基和六碱

基重复的ＥＳＴＳＳＲ数分别为８９５、１２６４、８０７、１００、

２８、７９，依次占总ＳＳＲ个数的２８．２１％、３９．８４％、２５．４３％、

３．１５％、０．８８％、２．４９％（表１）。可见，在印度谷螟

基因数据库中二碱基重复序列占据优势，其次是单

碱基和三碱基重复序列。此外，复合型ＳＳＲ有７２

个，占ＳＳＲ总数的２．２７％。在单碱基、二碱基、三碱

基、四碱基、五碱基、六碱基ＳＳＲ中出现频率最多的

分别是Ａ／Ｔ、ＡＴ／ＡＴ、ＣＣＧ／ＣＧＧ、ＡＡＡＴ／ＡＴＴＴ、ＡＣＧ

ＣＧＣ／ＧＣＧＣＧＴ（图１），在各自重复单元类型中所占比

例依次为９８．５５％、４６．９１％、３６．３１％、３３．００％、１７．８６％、

１２．６６％。在五碱基和六碱基中各类重复基元分布

较为平均，这是由于此类重复较少的原因。

单碱基重复次数集中在１２～１５次，二碱基重复

次数集中在６～８次，三碱基重复次数集中在５～８

次，四碱基重复次数集中于５～６次，五碱基和六碱

基则以重复４次为主。且随着碱基重复单元的重复

次数增加，其数量均呈下降趋势。
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表１　印度谷螟转录组中不同微卫星类型分布

犜犪犫犾犲１　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犛犛犚狋狔狆犲狊犻狀狋犺犲犘犾狅犱犻犪犻狀狋犲狉狆狌狀犮狋犲犾犾犪狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋狅犿犲

重复类型

Ｒｅｐｅａｔｔｙｐｅ

重复次数　Ｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｐｅａｔｓ

４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ ＞１２

总数

Ｔｏｔａｌ

比例／％

Ｒａｔｉｏ

单碱基 Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４５９ ４３６ ８９５ ２８．２１

二碱基Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ０ ０ ６３１ ２７０ １３２ ８１ ６８ ６１ ２１ ０ １２６４ ３９．８４

三碱基Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ０ ５５６ １６０ ７１ ２０ ０ ０ ０ ０ ０ ８０７ ２５．４３

四碱基Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ０ ７０ ３０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １００ ３．１５

五碱基Ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ２４ ４ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２８ ０．８８

六碱基 Ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ７９ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ７９ ２．４９

总数Ｔｏｔａｌ １０３ ６３０ ８２１ ３４１ １５２ ８１ ６８ ６１ ４８０ ４３６ ３１７３

比例／％Ｒａｔｉｏ ２．７７ １６．９７ ２２．１１ ９．１８ ４．０９ ２．１８ １．８３ １．６４ １２．９３ １１．７４

图１　印度谷螟转录组不同碱基类型微卫星位点分布

犉犻犵．１　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳狋犺犲犿犻犮狉狅狊犪狋犲犾犾犻狋犲狊狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犲狆犲犪狋犿狅狋犻犳狊犻狀狋犺犲犘犾狅犱犻犪犻狀狋犲狉狆狌狀犮狋犲犾犾犪狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋狅犿犲

２．２　微卫星长度分布特征

印度谷螟转录组中发现的３１７３个ＥＳＴＳＳＲ长

度从１２～１９２个碱基不等，平均长度为１６．２４个碱基。

序列长度１２～１５个碱基的有２１７５个，占总ＳＳＲ个

数的６８．５％，其中单碱基、二碱基和三碱基重复单元

所占比例分别为３５．５４％、３９．７２％、２４．７４％，分布较

为平均。序列长度１６～２０个碱基有５６０个，所占比例

为１７．６％，其中二碱基重复单元比例最高（４８．０４％），其

次是三碱基重复单元（２７．５０％）。序列长度２１～２５

个碱基的有２９７个，占总ＥＳＴＳＳＲ的９．３％，其中

三碱基重复单元占２９．９７％，其次是二碱基重复单

元（２７．２７％），再次是六碱基重复单元（２４．５８％），其

他重复单元数量较少。序列长度大于２５的数量较

少，仅占总ＥＳＴＳＳＲ的４．４％，且全部是复合型（图２）。

图２　印度谷螟转录组中犈犛犜犛犛犚的长度分布

犉犻犵．２　犔犲狀犵狋犺犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犈犛犜犛犛犚狊犻狀狋犺犲

犘犾狅犱犻犪犻狀狋犲狉狆狌狀犮狋犲犾犾犪狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋狅犿犲
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２．３　微卫星在转录组编码区分布特征

印度谷螟转录组数据中，有２３３１０个Ｕｎｉｇｅｎｅ

序列功能注释成功。在２３３１０个注释成功的Ｕｎｉ

ｇｅｎｅ序列中发现ＥＳＴＳＳＲ位点２２２６个，总长度１３

１８２６１７ｂｐ，其中编码区８５８个ＥＳＴＳＳＲ位点。编

码区ＥＳＴＳＳＲ中二碱基重复３１９个，三碱基重复

３７８个，在非编码区二碱基重复５１７个，三碱基重复

２９１个。说明在编码区以三碱基重复为主，非编码

区以二碱基重复为主。

２．４　微卫星引物设计与犘犆犚扩增

根据印度谷螟可用于引物设计的ＥＳＴＳＳＲ序

列共随机设计了６６对引物，部分引物信息见表２。

以单头印度谷螟４龄幼虫ＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ

扩增，结果表明６６对引物中的３１对引物可以扩增

得到条带（图３）。其中两对引物扩增产物与预期相

差较大，一对引物产生非特异性条带，其余２８对引

物与预期相符。

表２　印度谷螟３１对犈犛犜犛犛犚引物信息

犜犪犫犾犲２　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀犳狅狉３１狆狉犻犿犲狉狆犪犻狉狊狅犳犈犛犜犛犛犚狊犻狀犘犾狅犱犻犪犻狀狋犲狉狆狌狀犮狋犲犾犾犪

ＳＳＲ名称

ＳＳＲｎａｍｅ

重复单元（重复数）

Ｒｅｐｅａｔｕｎｉｔ

（Ｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｐｅａｔｓ）

上游引物

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ

下游引物

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ

产物大小／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ

ＳＳＲ１ ＣＴ（１２） ＧＧＴＧＴＡＴＧＧＧＡＴＴＡＧＡＡＣＣＣＴＴＴ ＴＡＴＣＡＧＡＧＴＧＣＧＣＴＣＡＴＡＧＡＡＣＡ １４７

ＳＳＲ２ ＴＡ（１０） ＡＴＡＴＴＣＧＴＡＡＧＣＴＴＧＣＣＧＴＴＴＴＴ ＡＴＧＴＧＧＡＴＴＧＡＴＴＴＴＣＡＴＴＧＧＡＣ １５７

ＳＳＲ３ ＡＣ（１１） ＴＴＧＧＴＡＧＡＣＴＴＴＧＣＧＴＧＡＡＡＧＡＧ ＣＡＡＴＡＣＡＴＧＣＧＡＡＡＧＴＴＴＧＴＧＴＧ １０１

ＳＳＲ４ ＴＣＧＣＡＣ（４） ＣＴＴＧＣＧＣＡＴＣＡＣＣＡＧＴＣＴＣ ＣＡＡＧＧＡＣＡＡＧＣＴＡＧＡＣＡＡＧＴＴＧＣ １２４

ＳＳＲ５ ＴＧＣ（８） ＣＴＡＣＧＧＴＣＧＡＣＡＣＡＧＡＣＴＣＧ ＡＧＴＴＡＣＴＡＣＴＡＣＧＣＣＧＣＣＡＧＴＴＡ １３７

ＳＳＲ６ ＴＡ（１０） ＡＡＧＴＧＴＴＧＣＣＡＴＧＣＴＡＡＣＧＴＡＡＴ ＴＣＴＧＧＣＡＡＣＴＴＴＴＡＴＡＴＣＡＡＣＣＡ １４５

ＳＳＲ７ ＡＴ（１１） ＴＣＡＧＡＡＴＴＡＣＡＴＴＴＣＡＡＧＴＴＴＴＡＡＧＧＧ ＣＡＧＴＴＴＣＣＣＡＴＡＣＴＴＡＣＣＡＣＣＡＡ １５８

ＳＳＲ８ ＡＴ（１０） ＧＡＧＴＴＴＣＡＡＡＴＴＧＣＡＣＣＣＡＡＴＡＧ ＡＴＣＡＧＴＴＴＴＴＧＡＡＧＴＧＡＡＴＧＣＧＴ １６０

ＳＳＲ９ ＣＴＧ（８） ＡＣＴＧＧＴＡＣＣＡＣＴＧＣＴＧＣＧ ＧＴＡＡＣＴＧＧＧＧＣＡＡＣＴＧＧＡＡＣ １３８

ＳＳＲ１０ ＣＣＣＧＣＴ（４） ＧＴＣＡＡＡＧＴＣＣＡＡＧＴＣＣＧＴＧＴＣ ＧＡＴＴＴＡＧＡＴＴＴＣＧＡＧＣＧＧＧＡＧ １３５

ＳＳＲ１１ ＣＡＴＡ（６） ＡＴＣＴＡＡＡＡＡＣＣＡＴＡＴＣＧＴＴＣＣＣＧ ＡＡＡＡＡＴＣＡＴＴＴＧＣＴＧＡＡＣＴＧＴＴＧ １４７

ＳＳＲ１２ ＡＴＡＡＣ（５） ＣＣＡＴＣＴＴＣＧＡＡＴＡＧＡＡＧＴＴＴＧＧＡ ＧＴＣＣＧＣＡＡＴＧＡＴＧＡＡＧＡＴＧＴＡＡＣ １６０

ＳＳＲ１３ ＧＣＴＧＴ（４） ＣＡＧＴＧＣＴＡＣＡＧＣＣＴＣＡＣＧＴＣ ＴＣＧＴＡＴＴＴＴＴＣＴＡＴＴＡＴＧＴＣＧＡＧＧＧ １５９

ＳＳＲ１４ ＴＣ（１０） ＡＧＣＧＣＡＡＡＴＧＡＴＡＧＡＧＡＡＧＧＡＡＴ ＣＧＡＡＴＧＣＴＣＧＡＡＡＴＴＴＣＴＴＡＴＧＡＣ １５１

ＳＳＲ１５ ＴＣ（１０） ＧＴＴＴＴＴＡＣＡＴＴＴＧＣＡＴＣＣＴＣＡＧＣ ＧＡＴＧＴＣＴＣＴＡＡＣＧＡＧＣＴＣＣＴＴＴＴＣ １３６

ＳＳＲ１６ ＡＴ（１０） ＡＧＣＣＡＣＡＡＧＧＧＡＧＡＴＴＴＣＴＴＡＴＣ ＣＡＴＧＡＴＴＧＡＧＡＡＧＣＡＡＧＡＴＧＴＴＴＴ １５０

ＳＳＲ１７ ＴＣ（１１） ＡＣＧＣＧＴＡＧＴＣＴＴＡＧＣＴＴＧＴＧＴＴＣ ＴＴＴＡＡＣＧＡＧＡＡＴＧＴＡＧＣＣＧＧＴＡＧ １２９

ＳＳＲ１８ ＴＴＡＴＡ（４） ＴＣＡＡＧＣＡＡＧＴＴＴＴＣＡＴＣＣＡＧＴＴＴ ＴＧＴＣＡＣＴＴＧＴＣＡＴＣＴＣＣＣＡＧＴＡＡ １２７

ＳＳＲ１９ ＣＡ（１１） ＣＡＣＴＡＣＡＴＣＣＡＣＧＡＡＡＴＡＣＡＣＣＣ ＴＧＣＣＡＧＡＡＣＡＴＡＴＧＡＧＡＡＴＣＡＡＡ １５９

ＳＳＲ２０ ＴＡ（１０） ＧＣＡＴＧＴＴＴＧＣＧＴＡＣＡＡＣＣＡＧＴＡＴ ＴＧＣＴＴＴＧＣＴＣＧＴＧＴＡＴＧＡＧＡＡＴ １５４

ＳＳＲ２１ ＡＣ（１０） ＧＣＧＴＡＣＡＴＧＴＴＴＡＧＴＧＣＡＣＧＡＧＴ ＡＧＴＣＧＴＧＡＧＣＡＡＴＡＡＧＡＣＡＧＣＴＴ １４９

ＳＳＲ２２ ＡＴ（１０） ＡＴＡＣＧＴＴＴＧＡＧＧＧＧＴＴＡＣＴＣＣＡＴ ＧＡＧＴＴＧＴＴＧＣＴＴＡＴＣＡＡＴＧＣＧＡＴ １５１

ＳＳＲ２３ ＴＡ（１０） ＡＣＡＴＴＧＣＧＡＴＴＡＴＴＴＧＧＡＴＧＴＧＴ ＣＡＡＣＣＴＣＡＣＴＡＡＣＧＧＣＡＴＡＣＡＴＴ １５０

ＳＳＲ２４ ＡＧ（１１） ＴＴＣＴＡＧＴＡＴＧＡＧＣＧＡＡＡＣＧＡＡＡＧＡ ＧＧＴＡＡＴＧＡＡＴＧＴＧＡＧＴＴＧＴＴＴＡＴＧＴＣＡ １０８

ＳＳＲ２５ ＡＡＴＡＡ（４） ＡＧＧＴＡＧＡＡＣＴＧＡＴＡＧＧＴＡＧＣＣＧＣ ＴＡＡＴＴＴＣＣＴＧＧＴＴＧＧＡＴＴＴＧＧＡＴ １４１

ＳＳＲ２６ ＡＴ（１０） ＡＡＴＧＣＣＡＴＡＣＧＡＴＡＧＴＴＴＴＴＧＴＧ ＡＡＡＡＴＧＴＴＣＣＡＡＡＴＡＡＧＧＡＡＧＧＣ １４７

ＳＳＲ２７ ＡＴ（１０） ＴＣＡＧＧＡＡＡＧＴＧＡＡＴＣＡＧＴＧＴＧＡＡ ＴＣＧＡＧＡＴＡＡＡＴＴＣＡＣＧＡＡＡＡＴＧＡ １１６

ＳＳＲ２８ ＴＣ（１０） ＴＧＴＣＡＡＴＴＴＧＧＡＡＡＴＣＡＣＣＴＣＡＴ ＧＣＧＡＡＴＴＧＴＧＡＴＣＣＴＡＴＴＧＴＴＧＴ １１７

ＳＳＲ２９ ＡＴＡＡＣ（５） ＣＣＡＴＣＴＴＣＧＡＡＴＡＧＡＡＧＴＴＴＧＧＡ ＧＴＣＣＧＣＡＡＴＧＡＴＧＡＡＧＡＴＧＴＡＡ １６０

ＳＳＲ３０ ＡＣＡ（８） ＧＡＡＧＡＡＧＣＡＣＡＴＧＴＴＡＡＣＧＣＡＴＡ ＣＴＧＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＴＧＴＴ １１５

ＳＳＲ３１ ＣＡＡ（８） ＧＡＧＴＴＣＣＣＡＡＣＡＡＴＡＡＧＧＴＴＴＣＣ ＧＣＣＡＴＡＡＧＡＧＧＡＧＧＡＡＴＴＴＧＡＴＴ １２４
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图３　印度谷螟３１个犈犛犜犛犛犚位点的扩增电泳图
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３　讨论

本研究通过生物信息学方法从印度谷螟转录组

数据库３７２４６条Ｕｎｉｇｅｎｅｓ中共获得ＥＳＴＳＳＲ位点

３１７３个，其出现频率（８．５２％）高于大多数的昆虫，如

扶桑绵粉蚧犘犺犲狀犪犮狅犮犮狌狊狊狅犾犲狀狅狆狊犻狊（６．３３％）
［１８］，烟粉

虱犅犲犿犻狊犻犪狋犪犫犪犮犻（５．０７％）
［１９］，橘小实蝇犅犪犮狋狉狅犮犲狉犪犱狅狉

狊犪犾犻狊（４．２３％）
［１１］，黄粉虫犜犲狀犲犫狉犻狅犿狅犾犻狋狅狉（１．６７％）

［２０］，

云南切梢小蠹犜狅犿犻犮狌狊狔狌狀狀犪狀犲狀狊犻狊（１．２９％）
［２１］和

葱地种蝇犇犲犾犻犪犪狀狋犻狇狌犪（１．１２％）
［２２］等；而目前仅有

少数昆虫的ＥＳＴＳＳＲ位点出现频率高于印度谷螟，

如黑翅土白蚁犗犱狅狀狋狅狋犲狉犿犲狊犳狅狉犿狅狊犪狀狌狊（９．９８％）
［２３］。

导致这种差异的原因，可能与ＥＳＴＳＳＲ筛选的标准

不同以及用于测序的ＲＮＡ质量相关。当然，最本

质的原因应是物种本身的差异所致。

本研究表明，印度谷螟转录组中微卫星的种类较

为丰富，１～６核苷酸重复类型都有出现，主要重复类

型为１～３核苷酸重复，占ＳＳＲ总数的９３．４８％。在

单碱基重复基元中，Ａ／Ｔ是占优势的重复基元，这

与已研究的大多数昆虫类似，如褐飞虱犖犻犾犪狆犪狉狏犪

狋犪犾狌犵犲狀狊
［２４］、黏虫犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪

［１５］和扶桑绵

粉蚧犘．狊狅犾犲狀狅狆狊犻狊
［１８］等。研究发现，基于转录组数

据库发掘的昆虫微卫星以三碱基重复ＳＳＲ出现的

频率最高，如二点委夜蛾犃狋犺犲狋犻狊犾犲狆犻犵狅狀犲
［２５］、灰飞

虱犔犪狅犱犲犾狆犺犪狓狊狋狉犻犪狋犲犾犾狌狊
［２６］、橘小实蝇犅．犱狅狉狊犪

犾犻狊
［１１］、黄粉虫 犜．犿狅犾犻狋狅狉

［２０］和温带臭虫 犆犻犿犲狓

犾犲犮狋狌犾犪狉犻狌狊
［１６］等。普遍的观点认为，三碱基重复序

列占据主导地位，是由于三联体密码子的选择作用

所致［２７］。因为密码子的基本单位就是三碱基，其他

类型的重复单元会引起阅读框的改变，增加错配或

者移码突变的机会。本研究发现，印度谷螟编码区

中三碱基重复也为优势重复单元，支持该论点。然

而，在印度谷螟的所有ＥＳＴＳＳＲ中最优势重复单元

为二碱基重复，这与丽蝇蛹集金小蜂犖犪狊狅狀犻犪狏犻狋

狉犻狆犲狀狀犻狊、犖．犵犻狉犪狌犾狋犻和犖．犾狅狀犵犻犮狅狉狀犻狊
［２８］、黑腹果

蝇犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪犿犲犾犪狀狅犵犪狊狋犲狉
［２９］和细梢小卷蛾犚犺狔

犪犮犻狅狀犻犪犾犲狆狋狅狋狌犫狌犾犪
［１７］等类似。以往对昆虫ＥＳＴ

ＳＳＲ的研究中，以ＧＣ／ＧＣ为核心基元的两碱基重

复ＳＳＲ的存在非常稀少，几乎为零。但是在印度谷

螟二碱基重复单元中ＧＣ／ＧＣ含量占了１／３左右，

仅仅低于重复单元ＡＴ／ＡＴ，这与同属于鳞翅目的

黏虫［１５］、二点委夜蛾［２５］和细梢小卷蛾［１７］相似。因

此，我们推断ＧＣ／ＧＣ重复基元可能与鳞翅目的某

些特殊功能有关系。此外，研究表明，ＳＳＲ的多态性

与其长度以及核心基元的重复次数的多少具有相关

性，即长度越长、核心基元的重复次数越多，其多态

性越高［３０］。印度谷螟的ＥＳＴＳＳＲ长度集中于１２～

１５个碱基占据了７０％，而且还有１２％（多为二、三

碱基重复单元）长度大于２０个碱基。因此，印度谷

螟可能具有较高的遗传多态性，这也是该虫高度适

应环境而成为世界性害虫的遗传基础。

众所周知，鳞翅目昆虫ＳＳＲ开发难度较大，由

于其ＳＳＲ的多态性较低、存在微卫星家族现象并有

大量的无效等位基因［３１］。为得到质量较高且具有

潜在多态性的引物，在筛选引物时应尽量选择侧翼

长度大于３０ｂｐ的位点，且相似度低于７０％，核心重
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复单元重复次数二碱基在１０次以上，三碱基应在８

次以上，可降低家族现象的影响并且避免非特异性

扩增［１１］。本文利用转录组数据，设计得到的６６对

ＥＳＴＳＳＲ引物，２８对扩增得到预期大小的条带，占

合成引物的４２．４２％。尽管这些位点的多态性还有

待进一步检验，但其数量足够开展印度谷螟种群遗

传学等相关研究。导致ＥＳＴＳＳＲ位点扩增失败有

诸多原因：扩增得到条带远大于预期，可能由于基因

组ＤＮＡ中含有内含子而在转录后未出现，干扰了

扩增过程；而其中一对引物产生非特异性条带可能

是由于ＥＳＴＳＳＲ位点位于同源基因序列上；扩增失

败无条带，可能是因为ＥＳＴＳＳＲ在基因组中的表达

丰度较低而导致产物浓度很低，未能检测到。

目前，ＳＳＲ研究主要应用于遗传学分析。对于

非模式昆虫的研究其难点在于ＳＳＲ引物的筛选，因

为在昆虫等节肢动物基因组内ＳＳＲ的含量较少，且

存在家族现象，这加大了研究难度。传统微卫星筛

选方法费时费力，且费用高昂。转录组测序技术的

发展解决了这一难题，从转录组测序结果中可以直

接筛选出质量合格的ＳＳＲ，经过验证其在相近物种

间具有较高的通用性。随着转录组测序技术的进一

步发展，测序通量加大，成本降低，这为昆虫ＳＳＲ的

大规模开发提供了可能，且ＳＳＲ所在基因的表达水

平也可以监测到，为深入研究ＳＳＲ在基因调控和修

饰中所产生的作用提供了技术保障［３２］。但基于转

录组测序获得的ＥＳＴＳＳＲ位点，其核心重复次数相

较于基因组的ＳＳＲ少，这是因为在组装过程中重复

次数多的ＳＳＲ会发生断裂或者丢失，这影响了

ＥＳＴＳＳＲ位点的多态性。另外，ｃＤＮＡ中缺少内含

子或者内含子位于ＳＳＲ引物之间，这就导致部分

ＥＳＴＳＳＲ位点的扩增失败。另一方面，基于转录组

测序数据发掘ＥＳＴＳＳＲ位点具有快速、方便、低廉

以及数据量大等优点，已成为当前发掘昆虫微卫星

位点的重要策略。

综上所述，本研究基于印度谷螟转录组数据筛

选获得了大量ＥＳＴＳＳＲ位点，并对其数量分布、相

关特性及适用性进行了分析。结果表明，基于转录

组数据发掘印度谷螟微卫星位点是高效可行的，也

是发掘非模式生物ＥＳＴＳＳＲ位点的一种经济、快

速、有效的方法。本研究获得的印度谷螟ＥＳＴＳＳＲ

位点，为今后开展该虫的遗传多样性及种群遗传结

构研究，阐明其种群遗传分化及抗药性基因流动规

律，以及制定有效防控策略等提供了基础数据。
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