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花生 SSR分子标记技术体系的建立和优化
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摘 要：本试验以 8 份花生种质资源为试材，摸索适宜的 DNA 提取方法，并通过大量文献的调研初步筛选

出 4 套反应体系，并使用不同引物对其进行筛选，最终确立了适合花生 SSR-PCR 反应体系为 10 μL，其中各组

分终浓度如下：25 ng DNA，1×buffer，0.15 μmol/L 引物，200 μmol/L dNTP，0.5UTaq 酶。最终确立的扩增程序为：

94℃预变性 5 min，94℃变性 1 min，55℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，35 个循环，72℃延伸 5 min。
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Establishment and Optimization of SSR Molecular Marker

Technology System in Peanut
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Abstract：Using eight species of peanut germplasm resources as the experimental materials in this experiment,
the appropriate DNA extraction method was explored. 4 sets of reaction system were selected through reading a large
amount of papers and preliminary screening. Different primers were screened in the reaction system. SSR-PCR sys⁃
tem suitable to peanut was finally established, in which for 10 μL, 25ng DNA, 1buffer, 0.15μmol/L primer, 200μmol/
L dNTP, and 0.5UTaq. A PCR system was finally established, in which pre-denaturing 5 min at 94 ℃, denaturing for
1 min at 94℃, annealing for 30 s at 55℃, extending for 1 min at 72℃, 35 cycles, extending for 5 min at 72℃.
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花生作为一种重要的经济作物和油料作物，

既可用来榨油，也可直接食用。在我国，花生在

油料作物中播种面积居于第二位，年产量居于第

一位 [1]，吉林省是全国 10 个 10 万 hm2 以上的花生

主产省（区）之一 [2]，其生产的花生常供给周边的

省市。吉林省的花生种植面积呈逐年增加的趋

势，目前年均种植面积可达 12 万 hm2 以上 [3]，已经

成为继玉米和水稻之后的第三大作物。因其具有
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抗旱、耐瘠薄的特性，在吉林省干旱风沙土区是

一种无可替代的高产、高效作物 [4]。近年来，随着

人们物质生活水平的不断提高，花生的供给已不

能满足需求。因此，在巩固花生常规育种基础的

同时，分子育种技术的研究日益受到广大研究者

的重视。

SSR（Simple Sequence Repeat, SSR）是指简单

重复序列标记，又称微卫星标记，是以少数几个

核 苷 酸（通 常 为 2~5 个）为 单 位 串 联 的 DNA 序

列。它广泛分布于真核生物的整个染色体组中，

具有保守的核苷酸序列 [1]。由于 SSR 重复单位的

数目存在高度变异，因而具有多态性好的优势，

并且操作简单，重复性好，有利于揭示不同品种

之间的遗传多态性。所以 SSR 标记技术目前已广

泛应用于遗传作图，遗传多样性分析，系谱与进
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化关系探讨等各领域 [5-11]。

目前，SSR 分子标记在花生中的应用得到广

泛的发展，已应用于 SSR 指纹图谱的构建、微核心

种质资源 SSR 标记遗传多样性分析、花生表型分

析及品种的鉴定、快速鉴别 F1 杂交真伪、花生数

量性状位点定位、花生亲缘关系远近的比较、物

种进化、遗传育种和分子标记辅助选择育种等方

面，成为应用最广的一种分子标记技术 [12]，但是相

对于其他作物的多态率较低。因此，建立一套适

合花生的 SSR 分子标记体系，具有重要的意义。

吉林省花生常规育种刚开始，分子育种工作

也在同时展开，使用分子标记技术辅助常规育种

能提高常规育种的效率和水平，所以确立一套适合

吉林省花生的 SSR 分子标记体系是分子育种工作

展开的基础。目前，国内已在花生分子标记技术研

究上取得了一定的成果，本试验在此基础上摸索一

套试用于本土花生的 SSR分子标记技术体系，为吉

林省花生分子育种的进一步展开提供条件。

1 材料与方法

1.1 试验材料

本试验收集花生材料共计 310 份，由吉林省

农业科学院花生研究所和吉林省农业科学院作物

资源研究所提供。选择其中 8 份花生种质资源

（吉花 07-2、吉花 07-3、吉花 07-7、吉花 07-8、锦

2006、漯油 5、粤油 45 和远杂 9847）用于体系筛选，

4 份花生种质资源（吉花 07-8、锦 2006、漯油 5 和

粤油 45）引物筛选。

本试验使用引物 100 对，主要来源于中国农

业科学院油料作物研究所、广东省农科院作物研

究所、山东省花生研究所等对花生核心种质指纹

图谱的构建，SSR 遗传多样性、多态性分析及利用

重组近交系对花生抗性的标记等试验中所用的引

物，由北京鼎国公司合成。

1.2 试验方法

1.2.1 花生DNA的提取

花生叶片含有较多的次生代谢产物，如多糖

和多酚类，其 DNA 的提取方法参照相关文献总结

主要有 3 种方法，分别是 SDS 法、DNA 快速提取法

和 CTAB 法。大量的对比试验表明：SDS 法提取的

DNA 含有较多的酚类物质和多糖并且纯度较低；

DNA 快速提取法虽然操作快捷、简便，但由于沸

水加热过程中不好控制，所提取的产物中会有比

较多的叶绿素和蛋白质等杂质。另外，市场上销

售的大多数种子有农药包衣，快速提取法并不适

用；CTAB 法提取 DNA 质量比较好，OD260/OD280
值介于 1.8～2.0 之间，符合 SSR 扩增的要求。使

用试剂盒提取得到的 DNA 纯度较高但浓度较低。

本试验采用改良的 CTAB 法，具体步骤如下：

（1）称取适量样品，液氮下快速研磨成粉末。

（2）将粉末置入 2.0 mL Eppendorf 管中，加入

750 µL 预先加热至 65℃的 CTAB 缓冲液，将其混

匀。

（3）65℃水浴加热 45 min，轻轻地、不断地倒

转摇动。水浴后，取出 Eppendorf 管，冷却至室温。

（4）通风橱下加入 750 µL 的氯仿：异戊醇(24∶
1)，轻轻地倒转摇动 20 min。

（5）12 000 rpm(室温)离心 10 min，用去头枪

尖将上清液转至新的 2.0 mL Eppendorf 管中。

（6）加入 10 µL RNA 酶溶液（10 mg/mL），37℃
下温浴 30 min。

（7）重复 4～5 步骤。

（8）加入 100 µL 的醋酸钠，再加入-20℃预冷

的 异 丙 醇（1 倍 体 积）或 无 水 乙 醇（2 倍 体 积）于

2.0 mL Eppendorf 管中，轻轻混匀。-20℃冰箱静

置一段时间后（约 10 min），直至 DNA 凝集，室温

下使用移液器枪头挑出絮状的 DNA。

（9）76％ 乙 醇 洗 涤 2 次（其 中 1 次 可 过 夜）。

洗涤完毕后，将 DNA 晾干。

（10）加入适量的 1×TE (pH 8.0)溶解于试管

中，4℃下保存备用。

（11）将 DNA 原液于 0.8%琼脂糖凝胶电泳检

测质量 (Dl2000 为 Marker)。-20℃下保存备用。

1.2.2 PCR体系扩增

扩增反应在 Bio-Rad 公司 MyCycler™PCR 仪上

进行。

1.2.3 SSR标记片段电泳检测

SSR 扩增产物在 6%变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳上进行分离，银染显色。

2 结果与分析

2.1 DNA提取

本试验的 DNA 提取采取了改良的 CTAB 法，

其 平 均 浓 度 为 600 ng/μL，OD260/OD280 值 介 于

1.8～2.0 之间。SDS 法提取的 DNA 含有较多的酚

类物质和多糖并且纯度较低；试剂盒提取的 DNA
浓度较低，均为 100 ng/μL，且成本较高；DNA 快

速提取法沸水加热过程中不好控制，所提取的产

物中会有比较多的叶绿素和蛋白质等杂质。因

此，改良的 CTAB 法最适合本试验要求。
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本试验分别采用了改良的 CTAB 法和试剂盒

提取花生 DNA。电泳结果显示改良 CTAB 法提取

DNA 和试剂盒提取 DNA 的质量均适合花生 SSR
扩增要求（见图 1），但 DNA 试剂盒提取的 DNA 总

量少，后续试验中如花生 SSR 指纹图谱库构建或

遗传分析等都需要大量的 DNA，成本较高，因此，

本实验室最终使用改良 CTAB 法提取 DNA。

2.2 SSR体系初筛结果

PCR 的基本反应体系包括模板 DNA、寡核苷

酸引物、4 种脱氧核苷三磷酸（dNTP）、Taq DNA 聚

合酶（DNA polymerase）等，国内外文献做了大量

的报道。在 SSR-PCR 扩增体系中模板 DNA 浓度

在 20～80 ng 间都能有效扩增，由于花生 DNA 样

品溶液存在着不均质性，在实际的 SSR-PCR 扩增

体系中，模板 DNA 浓度宜低不宜高，基于以上原

因本实验室共收集 PCR 反应体系及程序 24 套。

根据各实验室的体系使用情况大致分为 3 个

团队，包括中国农业科学院油料作物研究所（姜

慧芳团队）、广东省农科院作物研究所(洪彦彬团

队）、山东省花生研究所（苗华荣团队）。体系为

10 μL 或 20 μL，其中 Buffer 均为 1×，Taq 酶均为

1U，dNTP 均为 150～400 μmol/L。引物和 DNA 的

使用量有不同梯度，其中以姜慧芳为代表的团队

使用引物浓度为 10～40 pmol/L，其主要用于 SSR

指纹图谱的构建、微核心种质 SSR 遗传多样性分

析 等 ，其 他 实 验 室 引 物 使 用 的 浓 度 为 0.15～0.6
μmol/L；以洪彦彬和苗华荣为代表的两个团队使

用 DNA 浓度为 50～100 ng/μL，用于花生表型分

析及品种的鉴定等方面，其他实验室体系中 DNA
使用的浓度为 10～20 ng/μL。基于上述情况本

实验室最终筛选整理并确立了 4 套不同梯度的

SSR-PCR 反应体系（见表 1）。再以 8 份花生样品

为材料，用 4 对引物分别对 4 套体系进行扩增，从

初筛确定的 4 套体系中筛选出两套可用的扩增体

系 。 由 于 体 系 2 和 体 系 3 的 扩 增 条 带 较 浅 且 较

窄，不适于实验，故舍弃。复筛最终确定为体系 1
和体系 4（结果见图 2）。

图 2 体系复筛结果

注：图中序号表示本试验所筛选用的 8种花生种质资源；

图中 4个体系使用引物为 PM53

图 1 利用不同方法提取DNA的结果比较

a：改良 CTAB 法；b：试剂盒提取

表 1 SSR体系初筛结果

序号

1

2

3

4

体系

10

10

10

10

DNA（ng）

25～50

10～20

10

25～50

Buffer

1×

1×

1×

1×

primer

0.15μmol/L

10～40 pmol/L

10 pmol/L

0.3μmol/L

dNTP（μmol·L-1）

200

300～400

150

200

Taq 酶（U）

0.5

0.8～1.2

1

0.5

参考

周桂元等，2007

唐 梅等，2012

姜慧芳等，2007

周桂元等，2007

2.3 SSR体系复筛结果

以 8 份花生样品，对复筛出来的两套体系进

行最终的筛选，体系 1 引物用量较少，带型清晰，

所以最终把体系 1 作为花生 SSR 的最终扩增体系

（结果见图 3）。

2.4 引物筛选结果

基 于 最 终 确 立 的 反 应 体 系 和 反 应 程 序 ，对

100 对引物进行扩增和电泳检测，筛选出 16 对扩

增质量好、在染色体上分布均匀、多态性水平高、

扩增片段大小适中、易于进行多重 PCR 的引物

（结果见图 4）。
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3 结 论

综上所述，本实验室最终确定采用改良 CTAB
法为合适的花生DNA提取方法；确立了适合本实验

室 的 花 生 SSR 反 应 体 系 为 10 μL，其 中 10 ng/μL
DNA2.5 μL，10×buffer1 μL，10 μmol/L引物0.15 μL，

10 mmol/L dNTP 0.2 μL，0.2UTaq 酶 2.5 μL；确立的

扩增程序为：94℃预变性5 min，94℃变性1 min，55℃
退火 30 s，72℃延伸 1 min，35 个循环，72℃延伸 5
min。
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图 4 引物筛选结果

a：引物 2D12B；b：引物 7G2；c：引物 PM42
注：图中序号表示本试验所筛选用的 4 种花生种质资源

           

a b c 

图 3 体系终筛结果

A：使用引物 PM41；B：使用引物 PM53

（上接第 8 页）田间持水量的 50%以上时，可以考虑

不灌，这样可以起到蹲苗促根生长的作用，与其

结论相同。

徐世昌［2］、赵天宏［3］、康绍忠［4］等研究表明拔节

期水分胁迫绿叶面积减少,光合持续时间缩短,光合

速率和呼吸速率下降,导致光合物质生产能力降

低，而作物有 90%以上的干物质来源于光合生产。

本研究结果表明，玉米拔节期植株新陈代谢活动旺

盛，拔节期缺水处理既影响营养体生长，又影响内

部幼穗的分化；造成营养体生长不良，光合性能受

损，物质生产能力下降，最终影响玉米产量，这与前

人研究结果一致，玉米拔节期土壤含水量低于田间

持水量的70%应及时补水灌溉。
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