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摘  要  【目的】 沙葱萤叶甲 Galeruca daurica（Joannis）是近年来在内蒙古草原上猖獗发生为害的一种

新害虫。本研究从其高通量转录组数据中查找微卫星序列，并进行微卫星位点的信息分析和微卫星引物的

发掘，将为进一步研究沙葱萤叶甲遗传多样性及遗传分化奠定必要的基础。【方法】 应用软件 MISA对沙

葱萤叶甲转录组中 72 352条 unigenes的数据进行搜索。【结果】 共找到 3 880个微卫星位点，分布于 3 277

条 unigenes 中，其主要重复类型为单核苷酸重复（80.85%），其次为三核苷酸重复（11.08%），再次为二

核苷酸重复（7.37%）。单核苷酸重复中主要是 A/T基序，占总量的 77.76%。从 1 814条 unigenes 中成功

设计出 2 160对引物，从中随机选取 10对引物对沙葱萤叶甲 DNA进行扩增，结果全部扩增出目的 DNA

片段。【结论】 利用沙葱萤叶甲转录组数据开发微卫星引物是可行的，本研究开发的微卫星引物为研究沙

葱萤叶甲种群遗传学和功能基因组学奠定了必要的基础。 
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High-throughput discovery of microsatellite markers in Galeruca 
daurica (Coleoptera: Chrysomelidae) from a transcriptome database 
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Abstract  [Objectives]  Galeruca daurica (Joannis) is a new pest which has had a serious impact on Inner Mongolian 

grasslands in recent years. We investigated microsatellite sequences from its high-throughput transcriptome database, analyzed 

microsatellite loci information, and developed microsatellite primers in order to make an essential foundation for further study 

of the genetic diversity and differentiation of G. daurica populations. [Methods]  We used the software MISA to search for 

microsatellite sequences among 72 352 unigenes of the G. daurica transcriptome database. [Results]  3 880 microsatellite loci 

distributed in 3 277 unigenes were identified. The main repeat types were mono-nucleotide repeats (80.85%), followed by 

tri-nucleotide repeats (11.08%) and finally bi-nucleotide repeats (7.37%). The A/T motif was the most abundant (77.75%) in 

mono-nucleotide repeats. Based on identified microsatellite sequences, 2 160 pairs of primers were designed from 1 814 

unigenes, 10 pairs of which were randomly selected and used to amplify the G. daurica DNA. All 10 pairs of primers could 

amplify the target DNA fragments. [Conclusion]  It is feasible to develop microsatellite primers from the G. daurica 

transcriptome. The primers developed here provide an essential foundation for studying the population genetics and functional 

genomics of G. daurica. 
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微卫星（Microsatellite）是由 1~6 个核苷酸

碱基串联重复而形成的序列，又称简单重复序列

（Simple sequence repeats，SSR），广泛存在于真

核生物的核基因组中（Jarne and Lagoda，1996），

它们最早被发现在植物叶绿体和线粒体的基因

组中（Powell et al.，1995；Provan et al.，1996；

Whitton et al.，1997；Procaccini and Mazzella，

1998）。SSR 作为分子标记具有多态性高、呈共

显性、数量多、实验操作容易等优点，是资源保

护、遗传育种、系统发生和群体遗传学研究的有

力工具，在人类医学、动物、植物及微生物等领

域得到了广泛的应用。虽然微卫星作为分子标记

具有很多优点，但是传统的微卫星引物开发方法

费时费力，成功几率较小（Roder et al.，1998；

Ujino et al.，1998；Uzunova and Ecke，1999），

而利用富集技术筛选 SSR 引物，需要构建筛选

基因文库，操作过程繁琐，因此一直制约着微卫

星在研究中的应用（李齐发等，2004）。随着新

一代高通量测序技术的发展，基于高通量转录组

数据发掘微卫星引物应运而生，极大地提高了微

卫星开发的效率，目前通过此方法已开发出多种

重要害虫的微卫星引物（朱家颖等，2013；罗梅

等，2014；魏丹丹等，2014）。 

沙葱萤叶甲 Galeruca daurica（Joannis）是

近年来严重危害内蒙古草原百合科葱属植物的

一种草原害虫。该虫于 2009 年在内蒙古锡林郭

勒盟草原上突然大面积暴发成灾（杨星科等，

2010），到 2014 年已迅速扩大到呼伦贝尔市、

锡林郭勒盟、乌兰察布市、巴彦淖尔市、阿拉善

盟及鄂尔多斯市等 6 个盟市的 16 个旗县（内蒙

古草原工作站内部资料）。目前有关沙葱萤叶甲

的研究较少，主要集中于发生为害情况（马崇勇

等，2012）、寄主植物选择性（昊翔等，2014）、

抗寒性（李浩等，2014，2015；高靖淳等，2015）

以及药剂筛选（常静等，2015）。本研究基于高

通量测序技术获得的沙葱萤叶甲转录组数据，应

用生物信息学相关软件进行大规模的 SSR 位点

发掘，并设计对应的引物，以期为沙葱萤叶甲的

群体遗传学分析提供必要的基础。 

1  材料与方法 

1.1  试虫来源及 DNA 提取 

本试验用于验证 SSR 引物的沙葱萤叶甲

2014年 5月 19日采自锡林浩特市阿尔善苏木，

活虫带回实验室后，冲洗晾干后，用无水乙醇浸

泡，﹣80℃保存备用。取单头沙葱萤叶甲用液氮

研磨后，移入 1.5 mL离心管中，使用天根 dp304

动物基因组 DNA提取试剂盒，对单头沙葱萤叶

甲样本提取基因组 DNA，提取的 DNA经 1%琼

脂糖凝胶电泳检测，﹣20℃保存备用。 

1.2  转录组数据 

沙葱萤叶甲转录组数据为委托北京百迈客

生物科技有限公司对沙葱萤叶甲个体采用第 2

代高通量测序技术获得的 72 352条 unigenes。 

1.3  SSR 鉴定 

运用软件MISA（Micro satellite identification 

tool，www.pgrc.ipk-gatersleben.de/ misa）从沙葱

萤叶甲的 72 352条 unigenes中查找 SSR位点。查

找标准：重复单元长度设为 1，2，3，4，5和 6 bp，

最小重复次数分别为 12，6，5，5，4 和 4，且

SSR位点侧翼序列长度≥100 bp。 

1.4  SSR 引物设计与验证 

基于筛选的 SSRs，运用 Primer 3 软件

(Untergrasser et al.，2012)进行引物的批量设计。

目标扩增片段设置为必须包含 SSR起始﹣3 bp，

终止+6 bp，扩增片段大小为 80~300 bp。引物的

长度设置为 18~25 bp，最适长度为 22 bp，引物

最大允许有一个不能识别的碱基；引物的退火温

度（Tm）设置为 55~65℃，最适 Tm 为 60℃，

上下游引物间的 Tm差异最大允许 3℃，引物末

端稳定性最大为 250。 

为了验证所设计的引物能否稳定扩增，从批

量设计出的引物中随机挑选 10 对引物进行验

证，引物由北京六合华大基因科技有限公司进行

合成。PCR反应体系为 20 μL：沙葱萤叶甲 DNA

模板 1 μL，10×PCR Buffer（Mg2+Free）2.0 μL， 
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MgCl2（25 mmol/L）1.2 μL，dNTPs Mixture（各

2.5 mmol/L）1.6 μL，上下游引物（10 μmol/L）

各 0.8 μL，TaKaRa Taq聚合酶（5 U/μL）0.2 μL

（大连宝生物工程有限公司），超纯水补足至  

20 μL。反应程序（BIO-RAD PCR仪）：94℃预

变性 5 min；94℃变性 45 s，55℃退火 45 s，72℃

延伸 45 s，共 35个循环；72℃延伸 10 min，4℃

保存。PCR产物用 3%琼脂糖凝胶电泳检测。 

2  结果与分析 

2.1  沙葱萤叶甲转录组中 SSR 位点的分布特点 

利用软件 MISA 对沙葱萤叶甲转录组中 

72 352 条 unigenes 的数据进行搜索，共找到 

3 880个 SSR位点，分布在 3 277条 unigenes中，

发生频率（含有 SSR的 unigene数量与总 unigene

数量之比）为 4.53%。其中 2 790条 unigenes序

列只含有 1个 SSR位点，含 2个及以上 SSR位

点的 unigene序列有 487条，以复合型形式存在

的 SSR序列数目为 128条，SSR的分布频率（SSR

个数与总 unigene数量比）为 5.36%。这些 SSR

基序包含 1~5 bp的串联重复序列。 

在沙葱萤叶甲转录组数据中，SSR基序的重

复类型占 SSR 总数最多的是单核苷酸重复，占

80.85%；其次是三核苷酸重复，占 SSR 总数的 

11.08%；再次是二核苷酸重复，占 SSR 总数的

7.37%；四核苷酸和五核苷酸重复的含量很少，

分别占 SSR 总数的 0.67%和 0.03%（表 1）。沙

葱萤叶甲转录组 SSR 重复单元的重复次数分布

在 5~24次之间。单核苷酸重复次数分布在 10~24

次之间，二核苷酸重复次数分布在 6~12次之间，

三核苷酸重复次数分布在 5~10 次之间，四核苷

酸重复次数分布在 5~7次之间，五核苷酸重复只

有 1个（重复 5次），其中重复次数最多的为 10

次，占 39.05%。 

从不同 SSR 基序出现频率来看（表 2），单

核苷酸重复中主要是 A/T 基序，占总量的

77.76%；C/G基序占 3.09%；其它基序百分比超

过 1%的只有AC/GT，AG/CT，AT/AT，AAG/CTT，

AAT/ATT 和 ATC/ATG，其比例分别为 2.06%，

1.93%，3.30%，2.35%，4.20%和 1.91%。二核苷

酸中 CG/CG基序最少，占二核苷酸 SSR总数的

1.05%。SSR 基序长度因核苷酸类型的不同而互

异，最长的为 30 bp的三核苷酸 AAT/ATT，最短

的为 10 bp的单核苷酸。 

2.2  沙葱萤叶甲 SSR 引物设计 

基于筛选的 SSRs，运用 Primer 3软件进行

引物的批量设计，按照已设置好的参数，共有 
 

表 1  基于重复单元数目中 SSRs 在沙葱萤叶甲转录组中的出现频率 
Table 1  Frequency of SSRs based on the number of repeat units in Galeruca daurica transcriptome 

重复数 Number of repeats 重复类型 
Repeat type 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 >15 

合计 
Total 

百分比
Percentage

单核苷酸 
Mononucleotide      1 489 300 141 76 74 102 955 3 137 80.85 

二核苷酸 
Dinucleotide  136 56 22 12 25 32 3     286 7.37 

三核苷酸 
Trinucleotide 

306 84 31 6 2 1       430 11.08 

四核苷酸 

Tetranucleotide 
22 3 1          26 0.67 

五核苷酸 
Pentanucleotide 

1            1 0.03 

总计 
Total 

329 223 88 28 14 1 515 332 144 76 74 102 955 3 880  

百分比 
Percentage 

8.48 5.75 2.27 0.72 0.36 39.05 8.56 3.71 1.96 1.91 2.63 24.61   
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表 2  基于基序类型中 SSRs 在沙葱萤叶甲转录组中的出现频率 
Table 2  Frequency distribution of SSRs based on motif types in Galeruca daurica transcriptome 

重复数 Number of repeats SSR 基序 
SSR motif 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 ＞15 

合计 
Total 

百分比
Percentage

A/T      1 438 271 124 72 69 98 945 3 017 77.76 

C/G      51 29 17 4 5 4 10 120 3.09 

AC/GT  30 16 8 6 7 12 1     80 2.06 

AG/CT  27 18 6 2 8 12 2     75 1.93 

AT/AT  76 22 8 4 10 8      128 3.30 

CG/CG  3           3 0.08 

AAC/GTT 27 5 4          36 0.93 

AAG/CTT 72 15 4          91 2.35 

AAT/ATT 112 32 16 2  1       163 4.20 

ACC/GGT 11 1 1          13 0.34 

ACT/AGT 16 7 1          24 0.62 

AGC/CTG 10 3   1        14 0.36 

AGG/CCT 7  1 1 1        10 0.26 

ATC/ATG 46 21 4 3         74 1.91 

CCG/CGG 5            5 0.13 

AAAG/CTTT 1            1 0.03 

AAAT/ATTT 14 3           17 0.44 

AGAT/ATCT 5  1          6 0.15 

AACC/TTGG 1            1 0.03 

GCTG/CGAC 1         -   1 0.03 

ATGGT/TACCA 1            1 0.03 

 

1 814个 unigenes成功设计引物，共设计出 2 160

对引物。随机挑选 10对引物对沙葱萤叶甲 DNA

进行扩增（表 3），结果显示，10对引物全部扩增

成功，并且与预期目的片段大小基本一致（图 1）。

本研究成功扩增了随机挑选的 10对沙葱萤叶甲 

SSR引物，是对基于转录组数据高通量发掘微卫

星的肯定，其多态性的高低有待于进一步的试验

评估。 

3  讨论 

本研究通过生物信息学的方法，从沙葱萤叶

甲转录组数据库中发现大量的微卫星，且种类较

为丰富，以单核苷酸重复类型为主，其次为三核

苷酸重复。这与许多昆虫从转录组中发掘的 SSR 

研究结果一致，如黄粉虫 Tenebrio molitor（朱家颖

等，2013）和扶桑绵粉蚧 Phenacoccus solenopsis

（罗梅等，2014）。在 ESTs里，大多数情况下，

除了单核苷酸重复以外，最多的是三核苷酸重复

（Xu et al.，2012）。从本研究和以往的研究可以

看出，在昆虫里，三核苷酸重复是 EST-SSR 中

优势的核心重复类型。这是因为在编码区，三核

苷酸核心基元较其它重复基元类型更加稳定，极

少产生编码框滑动突变现象（Wang et al.，2012）。

本研究中 GC/CG核心基元含量仅为 3个，这与

褐飞虱 Nilaparvata lugens（刘玉娣和侯茂林，

2010）、赤拟谷盗 Tribolium castaneum（张琳琳等，

2008）及桔小实蝇 Bactrocera dorsalis（魏丹丹等，

2014）的研究结果相似。对以往的文献分析发现， 
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表 3  SSR 引物的特征 
Table 3  Characterization of selected SSR primers 

编号 
No. 

unigene 
ID 

引物序列 
Primer sequence 

产物大小（bp）
Product size

基序和重复数 
Motif and repeat number 

PCR 扩增 
PCR amplification

1 13895 
F:TTATCCCTTTTGAGAGGGGC 
R:AATGGCAACAAAAAGGATCG 

186 (TCA)5 S 

2 34555 
F:AAGTCAAGCACAATGGCTCC 
R:CCTTCCTTCAACCATAAACCA 

191 (TAT)6 S 

3 17915 
F:TGGCAATACAGCGAAAAATG 
R:TGGTGCTTTATGGGTAAGCC 

109 (A)10 S 

4 44579 
F:AATCCTCAAGAGTGCCAAGG 
R:TAGGCTGGTAGTTCTGGCGT 

227 (T)12 S 

5 45381 
F:ACCGTTACAGGCGTAGGTTG 
R:AGTCCAGAGGCAGACCAAGA 

171 (CT)8 S 

6 47935 
F:AAAACTCCAGGAACTGGCCT 
R:CGGCAATGCAGAGTCAACTA 

263 (TGC)5 S 

7 48192 
F:GCCCTAATTGTGATCGTGCT 
R:TTGTTCAGCTGTTCCCCAAT 

185 (TGA)5 S 

8 51033 
F:GGGCCGATTTATTGTCGTATT 
R:GGCTGCAAAAGCTACTCCTG 

200 (TATT)5 S 

9 53170 
F:TCGGTTAGCTTTTCCCACAC 
R:CGGTAACGCGTTTGAAGATA 

165 (TCA)5 S 

10 73889 
F:TGGCTCCTTAAAGAATAGTGCAG
R:TTCTGATAGGGACGGGTTTG 

135 (AC)7 S 

S: 成功扩增 Successful amplification. 

 

 
 

图 1  沙葱萤叶甲转录组 10 个微卫星位点扩增电泳图 
Fig. 1  Agarose gel showing the amplification of 10 SSR loci in Galeruca daurica transcriptome 

A和 B为两个沙葱萤叶甲个体重复。M: DNA分子量标准物; 1~10: 引物 1-10. 

The individual repeat of two Galeruca daurica are showed in figure A and B.  
M: DNA moclecular weight marker; 1-10: Primer 1-10. 

 

在动物和植物的转录组或基因组中，二碱基重复

的 SSR中 GC/CG是非常稀有的重复基元，数量

几乎接近于零。 

为验证 SSR 的可利用性，本研究从筛选并

设计出的 2 160 对引物中随机挑选 10 对，结果

全部都稳定扩增。目前虽然无法确定它们的多态

性高低，但说明可用于多态性检测和分析的 SSR

位点数量相当可观。本研究随机挑选的 10 对引

物均稳定扩增出了与预期片段长度一致的产物，

而在扶桑绵粉蚧（罗梅等，2014）和桔小实蝇（魏

丹丹等，2014）的研究中，出现了与预期产物片

段长度大小不符的情况。这是因为 SSR 的 PCR

扩增成功率会受到 SSR 在基因中位置的影响

（Saha et al.，2004）。由于发掘微卫星的 cDNA

序列缺少内含子，当内含子插入扩增片段中间

时，扩增产物就会大于预期片段长度；当内含子
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插入引物中间时，就不能扩增出预期片段。本研

究中的 2 160对引物也可能存在扩增出与预期产

物长度大小不符的引物。 

在阐明种群遗传结构以及研究种群扩散和

迁移方面，微卫星发挥着巨大的作用。但是对于

非模式生物，微卫星应用的前提是引物的开发，

传统的方法开发成本高，费时又费力。基于转录

组数据高通量发掘微卫星引物的应用，极大的推

动了微卫星的开发。该方法直接从转录组数据中

发掘微卫星并设计引物，高通量测序技术的出

现，大大降低了开发成本，并在多种非模式生物

中成功应用。 

本研究利用沙葱萤叶甲转录组数据库，共筛

选出 3 880个 SSR位点，并对其数量分布、相关

特性及可用性进行了阐述。这些微卫星的获得，

为今后开发高多态性的微卫星引物来研究沙葱

萤叶甲种群遗传多样性、种群遗传结构、功能基

因组学等奠定了必要的基础。沙葱萤叶甲是一种

非模式生物，本研究进一步说明从高通量转录组

数据中筛选 SSR是发掘非模式生物 SSR的一种

快速、经济、有效的方法。 
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