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摘  要：【目的】利用电子 PCR 分析草菇基因组 SSR 标记多态性，并通过 PCR 验证分析结果

的可靠性。【方法】利用 MISA 程序定位草菇基因组 SSR 位点并结合 Primer3.0 程序设计 SSR

分子标记引物，运用电子 PCR 进行 SSR 分子标记多态性分析，基于分析结果进行 PCR 验证。

【结果】随机选取 658 对 SSR 引物在草菇同核体菌株 V23-1 和 PD19 中进行真实 PCR 检测，

结果表明 28.6%的 SSR 引物具有多态性。数据分析表明，如果 SSR 标记来源于电子 PCR 产物

长度没有差异的类型，仅 4.8%的 SSR 引物在真实 PCR 中表现出多态性；如果 SSR 标记来源于

电子 PCR 产物长度差异大于或者等于 3 bp 的类型，其中至少 48.3%的 SSR 引物在真实 PCR 中

表现出多态性。【结论】 PCR 验证结果表明利用电子 PCR 可以提高 SSR 多态性引物的筛选效率。 
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Abstract: [Objective] To verify the polymorphism of SSR markers analyzed with electronic PCR in 
Volvariella volavacea genome by using real PCR. [Methods] SSR loci in V. volvacea genome were 
identified with MISA software and the primers of the SSR molecular markers were developed with 
Primer3.0 software. The polymorphism of SSR markers were analyzed with electronic PCR and then 
verified by PCR. [Results] The 658 pairs of randomly selected SSR primers were checked by real 
PCR in 2 homokaryon strains, V23-1 and PD19, and the results show that 28.6% of SSR primers 
have the polymorphism. When the tested SSR loci belong to the type that had no length difference 
analyzed by the electronic PCR, only 4.8% SSR primers had the polymorphism. When the tested SSR 
loci selected from the group in which the length difference among the electronic PCR products of 
different genome was more than or equal to 3 bp, the true polymorphous SSR primers reached 
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48.3%. [Conclusion] The real PCR confirmed that it is more efficient to select polymorphous SSR 
markers with electronic PCR. 

Keywords: Volvariella volvacea, SSR, Polymorphism, Electronic PCR 

简单重复序列(Simple sequence repeat，SSR)

是一类一般由 16 个碱基的基元经串联重复而成

的 DNA 序列[1]，广泛存在于动植物以及真菌的基

因组中[2]。由于 SSR标记具有需要 DNA的量少，

对 DNA质量要求不高，易于 PCR检测，共显性遗

传，多态性高及在基因组中分布广泛的特点[3]，广

泛应用于种质资源鉴定[4]、遗传多样性分析[5]、基

因定位[6]、遗传图谱构建[7]及 QTL 分析[8]等众多 

方面。 

传统的 SSR 分子标记开发需构建基因文库、

杂交筛选和序列鉴定，步骤繁琐，具有费时、昂贵

和劳动强度大的缺点[9]。大规模测序计划的开展和

物种基因组数据库的建立，为 SSR 位点的获取提

供了便捷有效的途径。利用 NCBI等公共数据库中

序列信息，结合生物信息学分析手段可以快捷地开

发 SSR标记，目前有多个物种的 SSR标记已经得

到开发[10-14]。利用公共数据库中的序列信息，可以

运用生物信息学方法快速定位到大量 SSR 位点，

但是这些 SSR 位点的准确性、特异性和多态性还

缺少比较全面和细致的量化研究。 

电子 PCR (Electronic PCR，e-PCR)是一种常用

的核苷酸序列电子分析工具，在 DNA片段的染色

体定位、基因组辅助作图、PCR 引物辅助设计和

基因克隆等方面发挥着重要作用[15]。将电子 PCR

与 SSR 分子标记的开发结合能够充分利用基因组

数据，提高 SSR 分子标记开发效率。本研究利用

草菇基因组序列信息，定位出大量 SSR位点，并开

发出相应的 SSR分子标记引物。然后通过电子 PCR

方法分析 SSR引物的扩增产物的长度、特异性以及

多态性，在此基础上，随机选取了部分 SSR位点进

行真实 PCR实验验证，以明确电子 PCR方法对 SSR

引物分析的准确性，所获得的研究结果可以为提高

SSR分子标记的开发效率提供科学指导。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料和基因组信息 

本研究用于 SSR位点定位和电子 PCR研究的

草菇 V23-1 和 PYd21 的基因组序列来源于 NCBI

数 据 库 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ 

AMXZ00000000 和 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

nuccore/ANCH00000000)。 

本研究对电子 PCR分析结果进行 PCR验证所

用的草菇单核体菌株V23-1和 PD19均由上海市农

业科学院食用菌研究所菌种保藏中心保存和提供。

菌株 PYd21 为草菇菌株屏优一号的原生质体单核

体，PD19为草菇菌株屏优一号的孢子单核体。 

1.2  方法 

1.2.1  草菇基因组 SSR 标记的开发：以草菇基因

组序列为模板，用 MISA 程序 (http://pgrc.ipk- 

gatersleben.de/misa/misa.html)进行分析，设定 SSR

搜索条件：单、二、三、四、五和六碱基重复基元

的最小重复数分别为 10、6、5、5、5、5。 

1.2.2  SSR 标记引物的设计：根据 SSR 位点两端

的保守区域，利用 Primer3.0 (http://fokker.wi.mit. 

edu/primer3/)设计引物，每个 SSR设计 3对引物。

设计引物时设置的主要参数为： GC 含量

40%–60%，退火温度约为 55–65 °C，引物长度为

18–22 bp，预期扩增产物长度为 100–300 bp。 

1.2.3  e-PCR 分析：利用 e-PCR程序(ftp://ftp.ncbi. 

nlm.nih.gov/pub/schuler/e-PCR/)中的 re-PCR 命令

对SSR标记的引物在草菇基因组序列中进行匹配，

结合自开发的 python程序分析引物对电子 PCR的

扩增产物长度、特异性和多态性进行检测。 

1.2.4  多态性 SSR 标记的验证：运用 CTAB 方   

法[16]提取单核体菌株 V23-1 和 PD19 的基因组

DNA作为模板，随机选取 SSR标记引物进行真实
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PCR 扩增，扩增产物在聚丙烯酰胺凝胶中进行电

泳分离，用于分析相应引物的真实 PCR 与电子

PCR结果的一致性。 

2  结果与分析 

2.1  SSR 位点在草菇基因组中的分布及特点 

在 V23-1 菌株基因组中定位到 1 346 个 SSR

位点，在 PYd21基因组中定位到 1 409个 SSR位

点，平均每 26 kb序列中存在 1个 SSR位点，草菇

基因组中 SSR 位点分布较为广泛。结合两个草菇

基因组中 SSR 位点的特点来看，SSR 位点构成以

单碱基重复为主(分别占 57.4%和 60.6%)，其次是

三碱基重复(分别占 29.7%和 26.6%)和二碱基重复

(分别占 8.2%和 8.5%)，四碱基及以上重复序列所

占比例小(表 1)。 

草菇 SSR 位点中碱基构成情况如图 1 所示，

在单碱基重复 SSR 位点中，以多聚 A/T 为主；在

二碱基重复 SSR中，所占比例较大的是 AG/CT、

AT/AT重复，而 CG/CG重复所占比例较小；三碱

基重复 SSR的主要基序是 ACC/GGT、ACG/CGT、

AGC/GCT。二碱基及以上重复类型 SSR基序的重

复次数主要在 10 次以内，与其它真菌基因组中

SSR基序的重复规律相一致[11]。 

2.2  SSR 标记引物的设计及电子 PCR 分析 

利用 Primer3.0对 V23-1基因组序列中定位到

的 SSR位点进行引物设计，共得到 4 020对引物。

将这些引物分别在 V23-1 和 PYd21 基因组序列中

用电子 PCR程序中的 re-PCR命令进行匹配，结合

自开发的 python程序进行分析，结果发现，4 020

对 SSR 引物在 V23-1 基因组中生成特异性产物的

概率高达90.4% (3 633对SSR引物)，这可能与PCR

引物序列来源于 V23-1 菌株基因组有关，但仍有

8.5%的引物(342 对)生成非特异扩增产物，无法生

成扩增产物的概率为 1.1% (45对)；与之比较，4 020

对 SSR引物在 PYd21基因组中，可以生成特异性

产物的概率只有 65.5% (2 632对)，生成非特异扩

增产物的引物占 7.9% (317对)，没有生成任何扩增

产物的 SSR 引物占 26.6% (1 071 对)。进一步对

PYd21基因组中没有生成 PCR产物的 1 071对 SSR

引物进行分析，发现有 120对引物的正向引物和反

向引物分别匹配到不同 contig上，这可能是由于测

序数据不完整造成的；另外有 951对引物中的一条

引物或两条引物没有匹配到序列，这可能是由于引

物序列的变异造成的。 

 

表 1  不同重复基序类型 SSR 在草菇基因组中出现的频率 
Table 1  The frequency of different motif type 

重复基序类型 

Motif type 

V23-1基因组 

Genome V23-1 

PYd21基因组 

Genome PYd21 

数目 

Count 

比例 

Rate (%) 

数目 

Count 

频率 

Rate (%) 

Mononucleotide 773 57.4 854 60.6 

Dinucleotide 110 8.2 120 8.5 

Trinucleotide 400 29.7 375 26.6 

Tetranucleotide 19 1.4 15 1.1 

Pentanucleotide 14 1.0 16 1.1 

Hexanuleotide 30 2.2 29 2.1 

Total 1 346 100.0 1 409 100.0 
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图 1  草菇基因组 SSR 主要重复基序的分布频率 
Figure 1  The frequency distribution of main repeat 
motif in two genome 
 

经电子 PCR分析，2 617 对 SSR引物在草菇

的两套基因组中均能够匹配获得特异性产物，其中

有 1 368对SSR引物经匹配获得的扩增产物存在长

度差异，在分析的两套基因组间具有多态性，对应

于 519个 SSR位点。进一步对引物电子 PCR生成

的多态性扩增产物进行分析，在 1 368对引物中，

长度差异值小于 3 bp的引物有 807对，占总数的

59.0%，长度差异值小于 30 bp的引物有 1 242对，

占总数的 90.8% (图 2)。另外 1 249对引物预测生

成的条带在 V23-1 和 PYd21 基因组之间没有多  

态性。 

2.3  SSR 引物多态性检测结果 

根据电子 PCR分析结果，共选取 658对 SSR

引物用于真实 PCR 检测，其中从 1 249 对预测无 
 

 
 

图 2  SSR 在草菇基因组中的长度差异分布 
Figure 2  The cumulative frequency of SSR length 
diversity in different genome 

 

多态性的 SSR引物中随机选取 146对，从 1 368 对

预测有多态性的 SSR 引物中随机选取 281 对，其

它随机选取的 231 对引物为电子 PCR 扩增产物长

度未知。然后以单核体菌株 V23-1和 PD19的基因

组 DNA为模板进行真实 PCR，扩增产物通过聚丙

烯酰胺凝胶电泳进行检测(图 3)。结果显示，这 658

对 SSR引物均能够在真实 PCR中扩增出特异性条

带，这说明电子 PCR在预测 SSR位点的特异性上

具有较高的可靠性，其中共有 188 对引物(28.6%)

扩增产物具有多态性。 

进一步对不同来源的 SSR 引物具有的真实多

态性进行分析，结果表明，146 对电子 PCR 扩增

产物无长度差异性的引物中有 7 对在真实 PCR 检

测中表现出多态性，其余 139对(95.2%)和电子PCR

分析结果一致，没有多态性 PCR 产物产生，这表

明电子 PCR 分析给出的没有多态性的预测结果具

有很高的可信度。在 281 对电子 PCR 扩增产物有

长度差异性的引物中有 112 对可以通过真实 PCR

检测到多态性，平均多态性概率为 39.9%。进一步

对电子 PCR 分析显示的不同长度差异值的引物进

行细化分析，当预测差异值大于或者等于 3 bp时， 

 

 
 
图 3  部分 SSR 引物的 PCR 扩增产物 
Figure 3  The PCR product of partial SSR primers 
注：a：菌株 PD19；b：菌株 V23-1. 

Note: a: The strain PD19; b: The strain V23-1. 
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真实 PCR 检测到的多态性概率均高于 39.9%的平

均值，这提示在运用电子 PCR开发多态性 SSR引

物时，从长度差异值大于或者等于 3 bp的 SSR位

点中选择候选引物，将能够获得较高的成功率。另

外在 231 对电子 PCR 扩增产物长度未知的引物中

有 69对(29.9%)在真实 PCR检测中表现出多态性，

与随机选取引物进行筛选获得多态性引物的概率

(28.6%)相当(表 2)。 

2.4  SSR 引物多态性与 SSR 位点长度的关系 

由于在电子 PCR 预测中表现出多态性的引物

是开发多态性引物的主要候选引物，所以本研究进

一步对随机选取的 281 对具有多态性的 SSR 引物

进行详细分析，首先对SSR位点的长度与真实PCR

多态性比例之间的关系进行了统计分析，结果表明

(表 3)，SSR位点的长度越长，真实 PCR表现出多

态性的可能性越高。当 SSR位点的长度小于 15 bp

时，从中筛选得到多态性引物的概率为 29.5%，低

于平均多态性产生概率(39.9%)。当 SSR的长度大

于或者等于 15 bp 时，获得多态性引物概率

(42.2%−84.0%)均高于 39.9%的平均值，其中当 SSR

位点长度大于 24 bp时，根据其位点设计的引物可

具有高达 84.0%的多态性。 

2.5  SSR 引物多态性与 SSR 位点基序类型的 

关系 

在 281 对引物电子 PCR 扩增产物有长度差异

性的 SSR中，单碱基及三碱基重复类型 SSR引物

有 257 对，占总数的 91.5%。47 对三碱基重复类

型 SSR引物中经 PCR检测具有多态性的引物有 21

对(44.7%)，不具有多态性的引物有 26对(55.3%)。

210对单碱基重复类型 SSR引物中经 PCR检测具

有多态性的引物有 75对(35.7%)，不具有多态性的

有 135 对(64.3%)。可见在草菇基因组占大部分的 
 

表 2  SSR 引物多态性检测结果 
Table 2  Verification for the polymorphism of SSR primers 

电子 PCR分析显示的长度差异值 

The length difference displayed by 
e-PCR (bp) 

引物总数 

Count of primers

有多态性 

With polymorphism

比例 

Rate  
(%) 

无多态性 

Without 
polymorphism 

比例 

Rate  
(%) 

0 146 7 4.8 139 95.2 

1 74 6 8.1 68 91.9 

2 37 8 21.6 29 78.4 

3 29 14 48.3 15 51.7 

4 12 6 50.0 6 50.0 

5 18 11 61.1 7 38.9 

6 14 9 64.3 5 35.7 

>6 97 58 59.8 39 40.2 

Unknown 231 69 29.9 162 70.1 

Total 658 188 28.6 470 71.4 

 
表 3  SSR 多态性与长度间的关系 

Table 3  The correlation between SSR polymorphism and length 

SSR长度 

Length of SSR (bp) 

引物总数 

Count of primers 

有多态性 

With polymorphism 

比例 

Rate (%)

无多态性 

Without polymorphism 

比例 

Rate (%)

10−14 166 49 29.5 117 70.5 

15−19 64 27 42.2 37 57.8 

20−24 26 15 57.7 11 42.3 

>24 25 21 84.0 4 16.0 

Total 281 112 39.9 169 60.1 
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单碱基重复类型 SSR 的多态性不如三碱基重复类

型 SSR。进一步分析单碱基重复类型 SSR 的多态

性与重复基元的相关性，发现 168 对 A/T 重复型

SSR 标记引物中检测到多态性的引物有 56 对

(33.3%)，没有检测到多态性的引物有 112 对

(66.7%)；42对 C/G重复型 SSR标记引物中检测到

多态性的引物 19对(45.2%)，没有检测到多态性的

引物 23对(54.8%)。相对于 A/T重复型 SSR，更适

合从 C/G重复型 SSR中筛选多态性 SSR标记。 

3  讨论 

海量的基因组数据为定位 SSR 位点提供了便

利，生物信息学的分析方法为开发 SSR 分子标记

提供了有效的工具。本研究以草菇基因组为研究对

象，首次运用电子 PCR和真实 PCR相结合的方法，

细致地分析了各种类型 SSR 位点在两个单核体菌

株之间的特异性和多态性。结果显示从电子 PCR

产物长度差异超过 3 bp的 SSR引物中筛选得到具

有多态性 SSR标记的效率相对较高；而且 SSR长

度越长，筛选得到具有多态性 SSR 标记的可能性

越高。这些研究结果为高效利用数据库信息提供了

指导。 

SSR 标记在菌株 V23-1 和 PD19 间进行 PCR

扩增检测出的多态性与其在基因组 V23-1 和

PYd21 中经电子 PCR 分析获得的多态性结果并不

完全吻合，这种差异可能是菌株 PD19 和 PYd21

间的差异造成的。同核体菌株 PD19是由菌株屏优

一号经单孢分离得到的，而同核体菌株 PYd21 是

由菌株屏优一号经原生质体单核化获得，两者虽均

来源于亲本屏优一号，但其基因组序列必然存在一

定差异。总体来看，检测结果符合分析结果，恰好

可以证明电子 PCR 分析结果在不同菌株中的普适

性。研究结果表明，结合电子 PCR 分析可以极大

地提高草菇基因组中多态性SSR标记的筛选效率。 
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