
种子纯度是评定玉米种子质量等级的主要依

据。目前室内鉴定玉米杂交种纯度的方法主要是种

子贮藏蛋白质凝胶电泳技术，但种子贮藏蛋白质为

基因表达产物，种类有限，多态性差，或由于杂交种

谱带表现为非互补类型，所以该技术并不能适用于

所有玉米杂交种的纯度鉴定[1]。强盛 16、强盛 9、强
盛 62、强盛 11 都为本单位培育出的玉米新品种，

目前已在生产上大面积推广，但这些品种难以用种

子蛋白质电泳技术进行室内纯度鉴定。
SSR 分子标记技术，对于玉米杂交种纯度和真

实性鉴定来说，是一次技术革命，该技术因具有数量

丰富、多态性好、遗传上呈共显性、扩增稳定、引物序

列易于交流等特点而受到广泛重视[2]，在玉米种子

纯度和品种真实性鉴定中得到了广泛应用 [3- 5]，
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从而解决了一些玉米品种利用蛋白质电泳技术无

法进行纯度鉴定的难题[6- 7]。
本文旨在利用 SSR 标记技术筛选出适合上

述玉米杂交种纯度鉴定的特异性 SSR 引物，并建

立相应的种子纯度鉴定试剂盒。

1 材料与方法

1.1 供试材料

试验材料为玉米杂交种强盛 16、强盛 9、强盛

62、强盛 11 及其相应的亲本自交系(表 1)。
试验引用 20 对国家标准引物序列(表 2)。该

引物序列由上海生工合成。
1.2 试验方法

1.2.1 DNA 的提取

采用 CTAB 提取法。⑴取 4 个玉米杂交种及

其亲本自交系各 50 粒，用沙培法，置于 30℃光照

培养箱中，在无光照条件下发芽 7～10 d、长至两

叶一心；⑵每个材料取 25 株，剪其新鲜黄化苗 3
cm，分别装入 2 mL 离心管中，于液氮中迅速研成
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粉 末 ；(3) 加 入 CTAB 提 取 缓 冲 液 ，65℃保 温 30
min；(4)取出离心管，冷却片刻，加入等体积氯仿 / 异

戊醇(24:1)，摇床震荡 10 min；(5)室温下 10 000 rpm
离心 10 min，取上清液并加入等体积的氯仿 / 异

戊 醇 (24:1)，摇 床 震 荡 10 min；(6)室 温 下 10 000
rpm 离心 10 min，取上清液并加入 0.8 倍体积的异

丙醇，小心摇匀至有白色沉淀出现；(7)4℃下 10 000
rpm 离心 5 min，弃上清液；(8)加入 75%乙醇洗涤

2 次 ， 离 心 后 倒 去 乙 醇 ， 风 干 DNA；(9) 加 入

R40，4℃保存备用。
1.2.2 DNA 浓度的测定及模板的制备

将提取的 DNA，每管吸取 2μL，用 ddH2O 稀释

至 200μL，在蛋白质核酸定量测定仪上分别测定

其浓度和纯度，根据测定的浓度值配制成浓度为

0.02μg/μL 的工作液。
1.2.3 SSR 反应体系

15μL 反 应 体 系 中 包 括 ：5μL DNA 模 板 ；

0.2μL Taq 聚 合 酶 ；10 ×Buffer；(0.75 ＋0.75) μL
SSR 引物；6.4μL ddH2O。
1.2.4 SSR 反应程序

PCR 反应在 PTC- 100PCR 仪上进行。反应程

序为：95℃预变性 2 min，94℃变性 1 min，55℃退

火 40s，72℃延伸 1 min, 共 35 个循环；最后在

72℃延伸 5 min。
1.2.5 电泳

在扩增产物中分别加入 8μL 变性缓冲液，

95℃变性 7 min 后，在 6%聚丙烯酰胺变性胶上电

泳。预电泳 1 500 v30 min，电泳 1 500v 1～3 h。电

泳时间根据不同引物序列、SSR 分子量大小及差

异带型的可变程度进行调节。
1.2.6 染色

脱色与固定：电泳后，将胶板放入 10%的冰乙

酸固定液中，摇床摇 20 min，直至指示剂蓝色褪

去。
漂洗：将胶板从固定液中取出，沥干，用双蒸

水洗 2 次，彻底去除残余的固定液。
染色：将冲洗后的胶板放入银染液中，轻摇

30min。
过水：将银染过的胶板取出，沥干，用双蒸水

快速充分过水 10s，去除银染液。
显影：将胶板放入显影液中，先用手摇几下，

然后在摇床上摇荡，直至 DNA 条带现出。
定影：将胶板从显影液中取出，沥干，放入固

定液中 5min。然后用大量的水冲洗胶板，除掉残

留的显影液，待晾干后扫描，统计带数。

2 结果和分析

2.1 特异引物的筛选

表 1 杂交种及其亲本自交系

编号 材料名称 编号 材料名称 编号 材料名称 编号 材料名称
1 强盛 16 4 强盛 9 7 强盛 62 10 强盛 11
2 强 113 5 100G 8 3412 11 大 913
3 白侯 6 001A 9 9284 12 B4

表 2 引物名称及编号

编号 名称 位置 等位基因数 编号 名称 位置 等位基因数
P01 bnlg439 1.03 5 P11 bnlg161 6.00 2
P02 bnlg2331 1.11 10 P12 phi299852 6.07 15
P03 bnlg125 2.02 2 P13 bnlg1792 7.02 8
P04 mmc0191 2.07 8 P14 phi116 7.06 4
P05 umc2105 3.00 9 P15 umc1741 8.03 6
P06 bnlg1496 3.09 8 P16 phi080 8.08 5
P07 phi072 4.00 5 P17 phi065 9.03 18
P08 bnlg2291 4.06 5 P18 bnlg1191 9.07 5
P09 umc1705 5.03 6 P18 umc2163 10.04 2
P10 umc1225 5.08 2 P20 bnlg1450 10.07 5

图 1 引物 bnlg2331 对强盛 16 及母本、父本的扩增结果

图 2 引物 bnlg1450 对强盛 9 及母本、父本的扩增结果
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从表 1 所示的 20 对国家标准引物中，筛选出

用于强盛 16、强盛 9、强盛 62、强盛 11 种子纯度鉴

定 的 引 物 分 别 为 bnlg2331、bnlg1450、umc2163、
bnlg1792。图 1、图 2、图 3、图 4 分别显示利用 4
种引物对 4 个杂交种及相应亲本自交系的 SSR
标记结果，从中可以看出带型互补，4 对引物的

扩增带型可以清晰地区分开杂交种及其亲本自

交系。
2.2 玉米杂交种纯度鉴定

对 4 个玉米杂交种强盛 16、强盛 9、强盛 62、
强盛 11，采用单粒种子胚 DNA 快速提取技术，随

机选取杂交种及亲本自交系的种子，提取 DNA。
用 筛 选 到 的 引 物 bnlg2331、bnlg1450、umc2163、
bnlg1792 进行 SSR 标记分析。由图 5、图 6、图 7、
图 8 可见，SSR 标记可以准确地区分出杂交种、父
母本自交系及混入的其他种子样本。

图 3 引物 umc2163 对强盛 62 及母本、父本的扩增结果

图 4 引物 bnlg1792 对强盛 11 及母本、父本的扩增结果

图 5 利用 bnlg2331 对玉米杂交种强盛 16 及亲本自交系的 SSR 标记分析结果

1～2 泳道为母本，3～4 泳道为父本，5～29 泳道为杂交种

图 6 利用 bnlg1450 对玉米杂交种强盛 9 及亲本自交系的 SSR 标记分析结果

1～2 泳道为母本，3～4 泳道为父本，5～29 泳道为杂交种

图 7 利用 umc2163 对玉米杂交种强盛 62 及亲本自交系的 SSR 标记分析结果

1～2 泳道为母本，3～4 泳道为父本，5～29 泳道为杂交种

图 8 利用 bnlg1792 对玉米杂交种强盛 11 及亲本自交系的 SSR 标记分析结果

1～2 泳道为母本，3～4 泳道为父本，5～29 泳道为杂交种

3 期 11闫米格等：应用 SSR 标记技术进行引物筛选及玉米杂交种纯度的鉴定



(上接第 8 页)

3.4 水分胁迫研究是当前研究的热点，盆栽试验

研究较多，但在大田条件下有许多问题有待于深

入探讨，如适宜水分胁迫指标(水分胁迫时间、不

同层次土壤持水量)的确定, 水分胁迫复水后作物

的生理代谢和补偿功能的作用研究，以及水分胁

迫与农业技术、灌溉技术的配合研究等都属于起

步研究[2～4]，这些问题的最终解决必然依赖于大量

的田间试验资料的分析和研究。本研究所得初步

结论尚有待于生产实践的检验。
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3 结论和讨论

3.1 不同引物在退火温度、热循环程序等反应参

数上存在较大的差异。通过对引物的筛选，找出适

合不同玉米杂交种中可以扩增出大小差异明显的

共显性谱带的相应引物。
3.2 鉴于玉米 SSR 标记丰富的多态性和目前已

开发出的大量玉米 SSR 引物数量，不难利用本程

序筛选出适合任何一个玉米杂交种纯度鉴定的相

应引物，彻底解决种子贮藏蛋白质电泳技术纯度

鉴定方法不能适用于全部玉米杂交种纯度鉴定的

难题[8]。
3.3 为适应种子纯度快速检验的需求，我们建立

了难以用种子蛋白电泳进行纯度鉴定的强盛 16、
强盛 9、强盛 62、强盛 11 玉米新品种纯度鉴定试

剂盒，包括特异引物、SSR 标记技术流程、扩增带

型、种子纯度计算方法，以及相应注意事项等。
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