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摘要  [ 目的] 优化玉米品种真实性鉴定中的SSR 技术体系。[ 方法] 以11 份玉米骨干自交系为材料 , 通过对影响SSR 扩增质量的 Mg2 + 、
dNTPs、引物、Taq DNA 聚合酶的浓度等因素进行优化和比较 , 建立了适于玉米品种真实性鉴定的SSR 标记技术体系, 并以5 个玉米杂交
种为例 ,验证该体系在玉米杂交种真实性鉴定中的可行性。[ 结果] Mg2 + 浓度为2 .5 mmol / L 时, 扩增效果最佳。dNTPs 浓度为0 .3 mmol/ L
时 , 扩增效果最好。引物浓度为0 .2 μmol/ L 较为适宜。Taq DNA 聚合酶浓度为1 .0 U 时 ,扩增效果较好。优化后的PCR 反应体系为 :1×
PCR 缓冲液 ,2 .5 mmol/ L Mg2 + ,0 .3 mmol/ L dNTPs ,0 .2 μmol/ L 正、反向引物 ,1 .0 UTaqDNA 聚合酶,40 ng 样品DNA, 总体积25 μl 。[ 结论] 该
研究优化的SSR 技术体系可以有效地对玉米杂交种进行真实性鉴定。
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Opti mization on SSR Marker Technology for Authenticity Identification of Maize Varieties
LIU Xun-hui et al  ( Graduate School , Anhui Agricultural University , Hefei , Anhui 230039)
Abstract  [ Objective] The ai mof the research was to opti mize SSRtechnology systemfor authenticity identification of maize variety . [ Method] With11
shares of main maize inbred lines as materials , suchfactors as Mg2 + ,dNTPs ,pri mer , Taq DNA polymerase that affected the quality of SSR amplification
were opti mized and compared to establish SSR marker technology systemfor the authenticity i dentification of maize variety . Taking 5 main crossbreeds as
an example , the feasibility of this systemin the authenticity identification of maize crossbreeds was validated . [ Result] When Mg2 + concn . was 2 .5
mmol / L , the amplification effect was best . Whenthe concn . of dNTPs was 0 .3 mmol/ L, the amplificationeffect was best . The suitable concn. of pri mer
was 0 .2 μmol/ L. When the concn. of Taq DNA polymerase was 1 .0 U, the amplification was better . The opti mized PCR reaction system was 1 ×PCR
buffer ,2 .5 mmol/ L Mg2 + ,0 .3 mmol / L dNTPs ,0 .2 μmol/ L positive and reverse pri mer ,1 .0 U Taq DNA polymerase ,40 ngtemplate DNA ,withtotal vol-
ume of 25 μl . [ Conclusion] The opti mized SSRtechnology systeminthis researchcould makethe authenticity identification of crossbreeds in maize breed-
ing .
Key words  Maize ; SSR marker ; Authenticity identification �

作者简介  刘勋辉( 1982 - ) , 男 , 黑龙江兰西人 , 硕士研究生 , 研究方

向 : 玉米真实性及其纯度鉴定。 * 通讯作者 , 博士生导师 ,

研究员 ,E- mail :yjianbo @263 .net 。

收稿日期  2008-04-08

  应用 DNA 分子标记技术分析和鉴定植物品种差异, 既

不受组织器官及发育阶段的影响 , 也不受季节和环境因素的

限制, 是一种准确、快速地鉴定品种真伪和纯度的方法。常

用的分子标记方法主要有 RFLP、RAPD、AFLP、SRAP 和 SSR

等, 其中SSR 标记因其重复性好、多态性丰富、遗传上呈共显

性且操作简便而受到广泛关注[ 1] 。杨剑波等利用SSR 标记

技术建立了《三系杂交水稻及亲本真实性和品种纯度鉴定

DNA 分析方法》的国家标准[ 2] 。李晓辉等探讨了SSR 分子标

记在玉米杂交种种子纯度鉴定中的应用[ 3] 。王凤格等利用

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳对SSR 扩增体系和电泳检测技术

进行了优化, 但对其反应体系中各因素对扩增结果的影响未

作进一步说明[ 4] 。笔者以11 份玉米骨干自交系为材料, 通

过对SSR 扩增体系进行优化, 利用非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳结合银染显色技术, 建立了适用于玉米杂交种真实性鉴定

的SSR 扩增体系 , 并以5 个杂交种的真实性鉴定为例, 验证

了该体系在玉米杂交种真实性鉴定中的可行性。

1  材料与方法

1 .1 材料 11 个玉米骨干自交系黄早4 、Lx9801 、黄C、郑58 、

昌7-2、济522 、济533、178 、E28、齐319 、Mo17 和5 个主栽杂交

种鲁单981、济单7 号、济单8 号、农大108、郑单958 , 分别由

中国农业科学院作物科学研究所谢传晓副研究员和安徽隆

平高科种业有限公司提供。

1 .2 方法

1 .2.1 DNA 提取。采用CTAB 法[ 5] 提取玉米幼苗DNA, 幼苗

按GB/ T 3543 .4 规定的方法培养[ 6] 。

1 .2 .2 引物选择。参考文献[ 7 - 8] , 选用多态性高、重复性

好以及带型清晰的3 对引物umc1551、bnlg381 、bnlg2181 , 均由

上海英骏生物公司合成。

1 .2.3 SSR 扩增。

1 .2 .3.1 反应体系。根据安徽省农业科学院水稻研究所生

物技术室前期的研究[ 2] , 反应体系( 25 μl ) 初步设定为 :1 ×

PCR 缓冲液,2 .5 mmol/ L Mg2 + ,0 .5 mmol/ L dNTPs ,0 .2 μmol/ L

正向和反向引物,0 . 5 U Taq DNA 聚合酶,40 ng 被测样品

DNA。并对反应体系中各主要因素作了多水平设计 : ①Mg2 +

浓度设1 .0、1 .5、2 .0、2 .5 mmol/ L 4 个梯度; ②dNTPs 浓度设

0 .20 、0 .25、0 .30、0 .50 、0 .80 mmol/ L 5 个梯度; ③SSR 引物浓度

设0 .2、0 .4 、0 .6、0 .8 μmmol/ L 4 个梯度; ④Taq DNA 聚合酶浓

度设0 .5 、1 .0、1 .5 、2 .0 U 4 个梯度。

1 .2.3.2  反应程序。94 ℃预变性5 min 后,94 ℃40 s ,55 ～

60 ℃35 s ,72 ℃45 s , 共35 个循环,72 ℃7 min ,4 ℃保存待测。

扩增反应在ABI9600 PCR 仪上进行。

1 .2.4 电泳检测。PCR 扩增产物变性后用10 % 非变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离。4 ～5 V/ c m 电压下预电泳10 ～30

min , 点样后, 在13 ～20 V/ cm 电压下电泳2 ～3 h 。银染 : 胶取

下浸入固定液[ 10 %( V/ V) 乙醇和0 .5 %( V/ V) 冰乙酸] 固定

12 min ; 双蒸水洗2 次, 每次1 ～2 min ;0 .2 % AgNO3 溶液染色

12 min ; 显影液[ 1 .5 %( m/ V) NaOH 和0 .4 %( V/ V) 甲醛] 显影

至条带清晰; 在 X 光片灯下观察、拍照。

2  结果与分析

2 .1  Mg2+ 浓度的优化 在扩增反应体系中,Mg2 + 浓度直接

影响到 Taq DNA 聚合酶的活性, 选择最佳的 Mg2 + 浓度不仅

有利于酶活性的提高 , 而且可以增加扩增片断的产率[ 9] 。浓
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度低时, 扩增条带细弱而模糊; 浓度过高时, 非特异性扩增增 加。由图1 可知:Mg2 + 浓度为2 .5 mmol/ L 时, 扩增效果最佳。

注 :1 ～9 号依次为Lx9801 、黄 C、郑58 、昌7-2 、济522 、济533 、178 、E28、齐319 , 下图同 ;SSR 引物为umc1551 。

 Note :No . 1 - 9 are Lx9801 ,Huang C,Zheng 58 ,Chang 7- 2 ,Ji 522 ,Ji 533 ,178 ,E28 and Qi 319 . The same as follows . SSR pri mer is umc1551 .

图1 Mg2+ 浓度对SSR 扩增的影响

Fig.1 Effects of Mg2+ concentration onSSRamplification

2 .2 dNTPs 浓度的优化 dNTPs 是DNA 扩增的原料, 图2 显

示: 浓度在0 .20、0 .25 mmol/ L 时, 即可扩增出清晰的条带, 但

差异不够明显;dNTPs 浓度高于0 .50 mmol/ L 时 , 扩增效果明

显变差 ;dNTPs 浓度为0 .30 mmol/ L 时, 效果最好。

注 :SSR 引物为bnlg381 。Note :SSR pri mer is bnlg381 .

图2 dNTPs 浓度对SSR 扩增的影响

Fig .2 Effects of dNTPs concentrationon SSRamplification

2 .3 引物浓度的优化  由图3 可见 , 寡核苷酸引物浓度对

DNA 扩增效果也有一定的影响, 但不是十分显著 , 从节约成

本考虑 , 引物浓度选择0 .2 μmol/ L 较为适宜。

2 .4 Taq DNA 聚合酶浓度的优化  Taq DNA 聚合酶浓度是

图3 引物( bnlg2181) 浓度对SSR 扩增的影响

Fig .3 Effects of primer bnlg2181concentration onSSRamplification

DNA 扩增的关键。图4 显示, Taq DNA 聚合酶浓度在0 .5 U

时, 扩增条带较弱 , 且有明显的残缺; Taq DNA 聚合酶浓度为

1 .0 U 时, 扩增效果较好, 条带亮且非特异性扩增少, 清晰度

和对比度均较好; 当 Taq DNA 聚合酶浓度较大时, 非特异性

扩增明显增加, 背景颜色也相应加深。

2 .5  SSR 扩增体系的确立和验证 根据上述试验结果, 确

定优化的 PCR 反应 体系为: 1 ×PCR 缓冲液, 2 .5 mmol/ L

Mg2 + ,0 .3 mmol/ L dNTPs ,0 .2 μmol/ L 正、反向引物,1 .0 U Taq

DNA 聚合酶,40 ng 样品DNA, 总体积25 μl 。为检验经过优化

的PCR 反应体系在区别不同玉米杂交种上的效果 , 笔者使用

引物bnlg2181 对5 个玉米杂交种及其父母本进行SSR 扩增比

较。从理论上讲, 杂种包含了双亲的全部遗传信息, 双亲无

论任何一方能扩增出的条带, 杂种也应该同时具有, 故杂种

的多态性应为双亲的互补型。图5 显示, 鲁单981( 齐319 ×

Lx9801) 、济单7 号( 济533 ×昌7- 2) 、济单8 号( 济522 ×昌7-

2) 、农大108( 178 ×黄C) 、郑单958( 郑58 ×昌7-2) 这5 个杂交

种扩增结果均表现为“双亲互补带型”。结果表明 : 该反应体

系可以有效地实现对玉米杂交中杂交种的区别和鉴定。
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注 :SSR 引物为bnlg2181 。Note : SSR pri mer is bnlg2181 .

图4 TaqDNA 聚合酶浓度对SSR 扩增的影响

Fig .4 Effects of TaqDNA polymerase concentrationonSSRamplification

注 :1 - 15 号依次为 Lx9801 、鲁单981 、齐319 、济522 、济单8 号、昌7- 2 、178 、农大108 、黄 C、昌7-2 、郑单958 、郑58 、昌7-2 、济单7 号、济533 。

Note :No .1 ～15 are Lx9801 ,Ludan 981 ,Qi 319 ,Ji 522 ,Jidan No . 8 ,Chang 7-2 ,178 ,Nongda 108 ,Huang C,Chang 7- 2 ,Zhengdan 958 ,Zheng 58 ,Chang 7- 2 ,Jidan

No . 7 and Ji 533 ,respectively .

图5 引物bnlg2181 对玉米杂交种及其双亲SSR 扩增结果

Fig .5SSRamplificationresults of corn hybrids andtheir parents by pri mer bnlg2181

3  讨论

SSR 标记技术从 DNA 提取到PCR 扩增再到电泳检测和

银染, 每一个过程都会影响最终结果。该研究虽未对模板

DNA 质量和浓度加以讨论, 但DNA 质量的好坏 , 在整个试验

中起着先决作用, 应严格加以控制。另外, 由于扩增体系成

分的复杂性和各种因素的关联性 , 维持反应体系稳定是非常

重要的。除了上述讨论的因素外, 其他一些次要的因素也要

严格控制, 甚至试剂生产的厂家和批号都不应忽视, 只有这

样才能确保试验的稳定性和重演性。
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