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EST2SSRs研究进展及其在辣椒　　
　　胞质不育性研究中的应用前景

李晶晶　王述彬

摘　要　SSR标记由于其多态性、共显性的特点 ,越来越多地用于基因标记、图谱构建、遗传多样性分析等

方面。但与一般的基因组 SSR相比 , EST2SSR作为功能基因的一部分在功能基因鉴定和种间通用性上更有其优

越性。目前 EST2SSR更多地用于小麦、水稻、大麦、玉米、白菜等作物在种质资源多样性、品种鉴定、饱和遗传图

谱等方面的研究 ,而在辣椒上 ,尤其是在胞质不育性方面的研究却鲜见报道。本文对辣椒 EST2SSR标记的开发

及其在分子辅助育种上的应用进行了回顾 ,并对其在辣椒胞质不育性方面的研究作出展望。

关键词　辣椒　胞质不育　EST2SSR s

　　辣椒属 ( Capsicum )植物在世界范围内广泛分

布 ,共包括 27个种 ,其中有 5个种被人工驯化栽

培 ,即 C. annuum、C. fru tescens、C. ch inense、C. bacca2
tum和 C. pubescens

〔1〕。 annuum是世界上栽培广泛、

类型丰富、特别具有商业价值的种 ,国内外研究主

要集中于 annuum。 20世纪 90年代以来 ,随着

RAPD、RFLP、AFLP、SSR标记的应用和不断优化 ,

大大丰富了辣椒标记的种类 ,在辣椒分子标记和遗

传作图方面取得了很大的进展。在这些标记中 ,越

来越多的 SSR被用于饱和遗传图谱、构建种质系统

树、分子辅助育种。

1　SSR标记及 EST2SSR标记

在分子遗传学中 DNA序列的多态性和遗传多

样性具有重要作用 ,其中 SSR s ( simp le sequence

repeats)有其特殊的优势。与其他分子标记相比 ,

SSR标记数量丰富 ,等位基因变异多 ,信息含量高 ,

表现为多态性、共显性〔2〕,可利用 PCR进行分析 ,

DNA用量少 ,操作简便 ,重复性好 ,因此 20世纪 90

年代以来已经被遗传学家广泛用作分子标记 ,在遗

传图谱构建、功能基因标记、遗传多样性分析、亲缘

关系鉴定、DNA指纹图谱构建等方面有公认的优越

性和应用前景〔3〕。

根据 SSR标记的序列性质不同 , SSR标记可分

为基因组 SSR ( genom ic SSR , gSSR)和表达序列标签

SSR ( exp ressed sequence tag SSR , EST2SSR )等。但

普通 gSSR标记的开发通常需经过文库构建 ,包括

SSR克隆的筛选、测序、引物设计和 PCR扩增与分

析等步骤 ,花费时间长 ,费用较大 ,效率也低。与

gSSR标记相比 ,从 EST数据库中获得 SSR建立

EST2SSR标记更经济 ;而且 EST2SSR标记来源于

DNA的转录区域 ,比 gSSR通用性更高〔4〕。

2　EST标记的特点

EST标记一般长度为 300～500 bp ,是通过从

cDNA文库中随机挑取的克隆进行测序所获得的部

分 cDNA的 3′端或 5′端序列。它反映了基因的编

码部分 ,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〔3〕。

植物 EST计划起步较晚 ,但发展速度却很惊

人。1998年 12月 24日 GenBank收录的小麦 EST

数据只有 4条 ,到 2002年 12月 20日增加到

415 598条〔5〕,截止到 2007年 6月 22日已收录

1 050 274条。近年来迅速增长的 EST数据已经成

为获取 SSR的重要来源 ,各种植物中有 1 %～5 %

的 EST中存在 SSR
〔6〕。这些 EST资源给基因组和
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转录分析带来了很大的应用前景。现代采用 EST

数据的 DNA分子标记类型包括 :单核苷酸多态

( SNPs)、保守直系同源位点 ( COSs)和基于序列表

达标签的微卫星标记 ( EST2SSR s)。作为一种新的

SSR标记来源 , EST2SSR的开发在小麦、大麦、黑麦、

棉花、大豆、番茄、白菜中已有报道。序列数据库的

电子筛选使 EST2SSR标记花费较低 ,省时省力。因

此 , EST数据库被认为是 SSR标记和图谱发展最丰

富、最有价值的资源。现在 EST2SSR已经被应用于

构建遗传连锁图谱、比较基因组研究、分离和鉴定

新基因、基因表达差异研究、制备 DNA芯片等

方面。

作为编码 DNA的一部分 , EST的侧翼序列保守

性强 ,在家系和种间的通用性比来源于非编码序列

的标记好〔7〕。它既为不同种间的标记开发提供了

一种新的途径 ,也使物种间比较图谱的绘制更为便

捷〔8〕。由于 EST2SSR s是基因的一部分 ,在长期的

进化与选择过程中必然有一些基因得不到选择 ,而

使群体的遗传多样性丧失 ,据此可选用一些在野生

种中表现多态而在普通栽培种中无多态性的

EST2SSR s用于筛选重要农艺性状的基因〔9 - 10〕。将

生物不同发育时期和每一发育期的不同组织和器

官 cDNA文库中的 EST数据进行 BLAST分析〔11〕
,

不仅能发现已知基因在不同组织中的表达规律 ,而

且能更快捷地筛选出存在差异表达的未知基因片

段 ,为克隆新的差异表达基因提供依据。

但是 EST也有不足之处 ,与传统 SSR相比多态

性低〔12〕
,所获基因组信息不全 ,如调控序列、内含

子等在基因表达调控中起重要作用的信息不能体

现出来。

3　EST2SSR的研究现状

在小麦、水稻、白菜等作物中 , EST2SSR标记得

到了广泛的应用 ,标记的筛选进一步弥补了原有遗

传图谱的空缺 , EST2SSR标记与 gSSR标记相比在

种间通用性和多样性评估上更有潜力〔13〕。

陈军方等〔14〕利用中国春的 21个小麦缺体 -四

体系列为材料 ,将有扩增产物的 32对 EST2SSR引

物定位到小麦除 2D、4B和 4D外的 18条染色

体上。

忻雅等〔15〕以白菜自交系 A的 DNA为模板 ,对设

计的 15对 EST2SSR引物进行筛选 ,发现都能扩增出

产物 ,进一步用这些引物对 28个白菜品种进行 PCR

扩增 ,有 7对引物显示多态性。

Varshney等〔16〕从大麦遗传图谱 185对 EST2SSR

引物中选取 165对用作小麦、黑麦、水稻的通用性检

验 , 78. 2 %的标记在小麦中有扩增 ,黑麦和水稻中分

别为 75. 2 %和 42. 4 %。大麦的 EST2SSR电子克隆

比较作图说明了大麦 EST2SSR与小麦、黑麦和水稻

EST2SSR的直向同源关系。

Chen等〔17〕利用小麦中国春缺体 -四体系将 93

对 EST2SSR引物、193个位点定位在除了 4A和 4B

的 19条染色体上。

W ang等〔18〕随机选取 300对 EST2SSR引物筛选

Gossypium barbadense cv. Hai7124和 G. h irsu tum acc.

TM - 1之间的多态性 ,其中 129对引物有多态性 ,表

明这些引物可用作棉花基因组研究及分子辅助选择

育种的重要补充 ,并用其对一些棉花品种进行了对

比检测。

Leigh等〔19〕通过检测基因组 SSR和 EST2SSR这

两种标记的性能来评估小麦品种之间的品种多样性

和遗传多样性。研究最初发现 EST2SSR和基因组

SSR在品种辨别方面相似 ,但随着区分位点数目的增

加 , EST2SSR标记的辨别效率开始降低 ,与基因组

SSR标记相比 EST2SSR标记的多态性水平较低。

Gao等〔20〕对一些主要经济作物 EST数据库中出

现的不同重复序列的频率、数目进行比较分析 ,发现

水稻、小麦、大豆、玉米 4种作物 EST2SSR中三核苷

酸重复的含量最多 ,它与一些重要的功能基因相关。

此外 ,还设计了 597对 EST2SSR引物在 40个小麦品

种中检测评估 ,其中 , 478对引物成功扩增 , 173对有

多态性条带 , 42 %是三核苷酸重复 ,在其他 3种作物

中有 255对引物得到成功扩增 ,验证了种间序列功能

的保守性。

Guo等〔21〕利用 207对 G. arboreum 的 EST2SSR

在 25个不同二倍体棉花品种中检测种间转移性 ,得

出种间扩增率 60 % ,转移率 96. 5 % ,多态性 99 %。

出现高水平多态性的原因是重复碱基数的差异 ,高

转移率的原因是二倍体棉花侧翼序列的高度保守

性。

Bandopadhyay等〔22〕从小麦数据库中筛选出 78

对 SSR引物 ,其中 64对有功能性 ,在 18个小麦品种

中 ,这些引物不仅在含有 A、B、G基因组的原始品种

中有扩增产物 ,而且在含有 M、N、C、U基因组的外源

品种中也同样有扩增产物 ,呈现出 84 %的种间转移

性 , 92 %的标记在一个或多个品种中有预期片段 ,这

表明 DNA序列的保守区域来源于基因组的翻译区 ,

小麦的 EST2SSR标记很可能来源于小麦祖先基因组
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中的 SSR。

4　EST在辣椒上的应用

然而 ,蔬菜作物尤其是辣椒在 EST数据库的应

用研究上还相对薄弱。尽管有一些 SSR标记被引用

到辣椒的分子连锁图谱中 ,但是仅有少数可以作为

公共资源。这就迫切需要更多的 SSR标记用来饱和

遗传图谱 ,用于分子辅助育种和种质鉴定。

目前国外辣椒 EST的研究已经深入到种间作图

和比较作图方面 ,但与白菜、番茄的 EST研究现状相

比仍发展较慢。Nagy等〔23〕成功地从大约 23 000个

辣椒序列中开发了 50个多态性 SSR标记。 Portis

等〔24〕搜索了 8 094条 EST序列 ,经过 cluster分析将

其中 532条含有 SSR的非冗余序列用于开发 SSR标

记 , 47个 EST2SSR标记检测出品种间的多态性 ,用于

种间作图 ,并用在 16个辣椒品种的基因多样性分析

中 ,发现其遗传进化关系与已知分类学上的记录一

致。

Lee等〔25〕分别从两个小型插入式文库和 Gen2
Bank文库中筛选 SSR标记 ,经多态性分析发现前者

的数量是后者的两倍 ,并将 46个微卫星标记定位在

C. annuum TF68和 C. ch inense Habanero的种间杂交

图谱 SNU2RFLP上。

Yi等〔26〕从 10 232条非冗余辣椒 EST序列中设

计了 813对引物 ,从中筛选出在双亲之间有多态性的

引物 139对 ,采用辣椒种间杂交 C. annuum TF68 ×C.

ch inense Habanero获得的 107个 F2为作图群体 ,将这

139个 EST2SSR标记同以前的 41个 SSR标记、63个

RFLP标记定位在连锁图谱上 ,组成 14个连锁群 ,

LOD > 5. 0,全长 2 201. 5 cM。

M inam iyama等〔27〕构建了 4个 C. annuum基因组

文库 ,测序了 1 873个克隆 ,合成 626个 SSR克隆用

于多态性检测 , 153个在制图群体中产生多态 ,利用

106个高表达的 SSR标记与以前的 SSR、AFLP、

CAPs、RAPD标记 ,组成了种间双单倍体连锁图谱。

国内有关辣椒 EST2SSR的研究较少 ,目前仅用

于不同基因型的多态性检测 ,其他应用方面还未见

报道。如 Huang等〔28〕从 EMBL和 GenBank中搜寻含

有 SSR的辣椒序列来评估不同重复模块的出现频

率 ,检测不同基因型 (包括 10个辣椒基因型、1个马

铃薯基因型、1个番茄基因型 )的多态性。发现的 58

个微卫星标记中 ,在辣椒中有 12个检测出多态性 ,

马铃薯中有 3个 ,番茄中有 1个。目前的研究现状要

求研究者对 EST标记作进一步开发 ,并与其他标记

结合起来用于饱和遗传图谱、比较图谱构建和基因

定位。

5　辣椒胞质不育的研究现状

自 Peterson ( 1958 )报道以来 ,细胞质雄性不育

(CMS)引起了不少研究学者的关注 ,它是不遵循孟

德尔遗传规律而呈母性遗传的雄性不育类型〔29〕
,而

且根据 CMS三系配套制种 ,既避免了常规育种人工

去雄的繁琐 ,又保证了杂交种子的纯度。

关于细胞质雄性不育的分子机理研究 ,多数

学者认为 ,线粒体基因组 (m tDNA )是细胞质雄性

不育基因的载体 ,雄性不育性可能与线粒体的变

异有关。通过对多种材料的 CM S研究发现 ,线粒

体 DNA结构水平、转录和翻译调控水平以至蛋白

质的变异都可能诱发 CM S。这说明线粒体基因组

分子内或分子间频繁重组是 CM S产生的分子

基础〔30〕。

目前有关叶绿体与 CM S的研究不完全 ,也有研

究表明叶绿体 DNA与 CM S有关。但迄今为止 ,还

没有在任何细胞质雄性不育植物的叶绿体基因组

中找到一个可能与其育性密切相关的且表达产物

受恢复基因影响的叶绿体 DNA片段。

核系统对 CM S最明显的影响表现为当 CM S植

株被授以恢复系的花粉或引入恢复基因后 , CM S相

关基因的结构和表达受到调控 ,从而导致花粉育性

的恢复 ,即表现雄性可育。

至于辣椒雄性不育机理的研究 ,人们已经从细

胞形态、生理生化、分子生物学等方面进行了大量

的研究 ,选育了雄性不育两用系、三用系〔31〕,但是

距揭示雄性不育的机理还有一大段距离 ,这就需要

研究者以先前的研究结果为基础 ,将分子生物学和

生理生化结合起来进行更进一步的探索。关于辣

椒恢复基因及不育基因的 RAPD、AFLP标记早有

报道。

张宝玺等〔32〕以辣椒细胞质雄性不育保持系

Yolo wonder、恢复系 Perennial及其 F1的 DH群体与

甜椒细胞质雄性不育系 77103A测交获得的后代为

供试材料 ,构建了包括 43个 AFLP标记共 8个连锁

群的分子图谱 ,并把恢复性的 QTL定位在第 1、3、

6、8连锁群上。

唐冬英等〔33 - 34〕以辣椒 CM S不育系 9704A ×恢

复系 8001 的 F2群 体 ( 120 株 ) 为 材 料 , 通 过

RAPD 2BSA法找到了一个与恢复系 8001中的恢复

基因紧密连锁的 RAPD标记 OPL9 - 763 ,测定了该标
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记带的序列 ,并进行了同源性比较 ,该标记与 8001

的恢复基因的遗传距离为 4. 18 cM。

王述彬〔35〕利用 RAPD对辣椒细胞质雄性不育

系 21A及其保持系 21B进行分析比较 ,找到了辣椒

细胞质雄性不育系 21A基因组 DNA特异的 RAPD

片段 CM SY15500、CM SBE5850和 CM SBGl900。并对其

黄化苗提取线粒体 DNA ,获得了雄性不育系 21A线

粒体 DNA 与雄性不育性相关的 RAPD 标记

CMSAG34,表明辣椒细胞质雄性不育性与线粒体

DNA的变化存在密切关系。

戴亮芳〔36〕利用 ISSR对不育系 21A和保持系

21B进行筛选 ,引物 ISSR - 24得到一条约 950 bp

的不育系特有的主带 ISSR - 24950 ,另一引物

ISSR - 27得到保持系特有的 1 300 bp的强带和不

育系缺失的 700 bp的弱带。经 AFLP分析获得不

育系 21A的特异扩增片段 CM S21A 169。

Zhang等〔37〕以 21号牛角椒 A和湘潭晚的 F2群

体组成不育池和可育池进行 PCR扩增。找到两个

标记 OW 19800和 OP131400 ,与恢复基因 ( R f)的遗传

距离分别为 8. 12、0. 37 cM。三点分析表明最可能

的排列顺序为 OW 19800—R f—OP131400。

Kumar等〔38〕对 Zhang等得出的两个引物

OPW 19和 OPP13重新建立群体 ( 42个辣椒自交

系 , 5个甜椒自交系 , 1个辣椒不育系 CCC - 4261) ,

分析这两个引物的分布和不育恢复性的遗传情况 ,

发现大多数辣椒是不育系 ,甜椒是恢复系 ,大多数

恢复系有 R f基因 ;与 R f基因有关的两个标记

OPW 19800和 OPP131400在恢复系中分布无频率 ,因为

恢复系中 R f基因不一定和条带同时出现。

Kim等〔39〕通过 B SA法检测到了 8个与 R f基

因连锁的 A FLP标记 ,只有 A FRF8成功转化为

CA Ps标记 ,命名为 A FRF8CA Ps,并与之前检测到

的 7个 A FLP标记一起定位到以前所作的连锁图

谱中 ,其中 A FRF8CA Ps和 R f基因连锁距离最近 ,

约为 1. 8 cM。

辣椒育性研究除了 RAPD、AFLP、SSR等常规

标记 ,还需要更多其他标记相辅相成。 EST作为近

几年开发出来的一个新型标记 ,与功能基因特异连

锁 ,在标记育性基因方面比非功能标记更准确 ,更

能实现基因的精确定位 ,所以用 EST2SSR标记不育

基因和恢复基因有很强的实用性和可行性。

6　展望

关于作物雄性育性基因的 EST2SSR标记至今

少有报道。 EST是完整基因中能够特异性标记基

因的一部分序列 ,通常包含了基因足够的结构信息

区 ,从而与其他基因相区分。作为基因表达序列 ,

开发出来的 EST标记必然与基因共分离。因此 ,

EST标记在群体中的遗传多样性可直接揭示或反

映基因功能的遗传多样性。目前大规模 EST的产

生和数据库的建立为利用生物信息学筛选新基因

提供了便利的条件。

如此看来 ,如果能利用辣椒或同属其他作物

EST数据库中的雄性不育相关序列设计出 EST2SSR

标记 ,从一系列同核异质不育系和保持系中筛选出

稳定差异带 ,这对育性基因的定位研究和分子辅助

选择育种有重要作用。它的应用为进一步研究辣

椒胞质雄性不育遗传机制起了很好的推动作用 ,将

其与非功能标记相结合必会给辣椒胞质雄性不育

基因的标记和定位带来更新的突破。
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