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无论是叶绿素ａ、叶绿素ｂ，还是叶绿素总量都比对照增加；当
ＨｇＣｌ２浓度大于１０μｇ／ｍＬ时，试管苗叶绿素ａ、叶绿素ｂ、叶绿
素总量均较对照降低；当ＨｇＣｌ２高于１５０μｇ／ｍＬ之后，植株全
部死亡。叶绿素影响着植物的光合作用，而光合作用又是植

物非常重要的营养来源，说明低浓度的 ＨｇＣｌ２对草莓的生长
影响不大，浓度高于１０μｇ／ｍＬ后，会对草莓的叶绿素合成起
到抑制作用。

３　结论与讨论

通过对草莓组培苗的叶片数、株高、鲜重、叶绿素含量的

测定结果分析，可以看出，低浓度的 Ｈｇ２＋对草莓的生长影响
不大，表现为叶片数、株高、鲜重均比对照增加，叶绿素能正常

合成，说明低浓度的Ｈｇ２＋对草莓试管苗细胞的分裂和伸长有
促进作用；但当ＨｇＣｌ２的浓度高于１０μｇ／ｍＬ时，就会对草莓试

管苗的生长及叶绿素的合成起到抑制作用。所以说ＨｇＣｌ２对
草莓的临界浓度为１０μｇ／ｍＬ，当 ＨｇＣｌ２浓度达到１５０μｇ／ｍＬ
时，草莓的叶片数不再增加，超过１５０μｇ／ｍＬ时，植株会死亡，
说明ＨｇＣｌ２对草莓产生毒害的致死浓度为１５０μｇ／ｍＬ。
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　　摘要：利用ＳＳＲ分子标记技术，对两系杂交稻盐两优８８８的双亲及Ｆ１之间的多态性进行引物筛选及纯度检测技
术体系优化研究。结果表明，在已筛选的４８对引物中有２对引物（ＲＭ２０８和ＲＭ２２５）表现出稳定的共显性，即杂交种
呈现父母本互补的带型，采用“一管两步”简易法提取的ＤＮＡ完全满足引物 ＲＭ２０８纯度检测需要。利用 ＲＭ２０８对４
个盐两优８８８样品进行纯度鉴定，ＳＳＲ标记结果和田间鉴定结果差异不显著，说明筛选的ＳＳＲ分子标记能够快速、准
确地鉴定盐两优８８８杂交种纯度。
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　　两系法杂交稻育种是我国继三系法杂交稻育种之后水稻
遗传育种上的又一重大科技创新，它的优越性在于不育系的

“一系两用”。该方法育性转换是基础，环境条件影响育性的

稳定性，盛夏一定频率的低温，不育系经过３～４代的繁殖，部
分植株的育性转换临界温度上升，生产上易造成制种失败或

种子纯度不达标［１］。田间小区种植鉴定是进行纯度鉴定的

可靠方法，但周期长，受气候因素影响较大；此外，随着种子产

业快速发展，水稻品种数量大大增加，表现型差异日渐缩小，

有时田间种植也难以满足鉴定的需求，给种子及时收购、加工

和销售造成一定困难。２００９年在盐城地区两系水稻授粉关
键期遇到了短期的低温阴雨天气，严重影响两系杂交稻制种

纯度，据湖北省种子管理站 ＳＳＲ分子标记检测结果可知，
２０１０年市场上售卖的两系杂交稻种子纯度合格率仅为

６７７％，杂株类型主要为不育系［２］，可见利用ＳＳＲ标记及时检
测两系杂交稻种子的纯度对杂交稻安全生产具有重要意义。

盐两优８８８属籼型两系杂交稻，由江苏沿海地区农业科学研究
所育成，采用具有共显性的ＳＳＲ引物，以期能够简便、快速地鉴
定杂交种纯度，为杂交稻制种和良种及时销售提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
水稻不育系盐５８２Ｓ、恢复系盐恢８８８、标准杂交种Ｆ１、盐两优

８８８样品均由江苏沿海地区农业科学研究所提供。试验所用的
生化试剂、酶及缓冲液均购自南京基天生物技术有限公司。

杂交种Ａ和 Ｂ为２００９年制种混合样品；杂交种 Ｃ和 Ｄ
为２０１０年制种混合样品，代表数量为２５０００ｋｇ，随机抽取一
定数量进行室内纯度分析和田间种植鉴定。

１．２　ＳＳＲ扩增程序优化方法
１．２．１　ＤＮＡ提取及扩增　一是参考 Ｌｉｕ等的方法［３］采用

ＣＴＡＢ方法提取亲本、标准杂交种Ｆ１和部分杂交种ＤＮＡ。二
是采取简易法提取，即随机剪取每株幼苗展开嫩叶 ０．５ｃｍ
３～４段放入 ９６孔 ＰＣＲ扩增板中，加入 ５０μＬ提取液
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（０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ），高速离心后，盖上硅胶密封盖，沸水加热
１０ｍｉｎ，避免剧烈沸腾，然后每孔分别加入５０μＬＴＥ缓冲液
（ｐＨ值２．０），离心后，放在４℃冰箱保存备用。
１．２．２　ＰＣＲ反应体系和程序　ＰＣＲ反应在８μＬ的反应体积
中进行，包含 １μｍｏｌ引物、０．５μｍｏｌｄＮＴＰ、０．０５Ｕ／μＬ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、１．０μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）、２．０μＬ
模板ＤＮＡ，不足８μＬ的部分用超纯水补足。扩增条件：９５℃
２ｍｉｎ；９４℃ ４０ｓ，５７℃ ４５ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３２个循环；７２℃
１０ｍｉｎ，反应在 ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｇｒａｄｉｅｎｔＰＣＲ仪中
进行。

１．２．３　电泳和简易显带方法　扩增产物在５％聚丙烯酰胺
凝胶（ＰＡＧＥ）上分离，简易银染显色。电泳结束后，用自来水
冲洗整个电泳槽１ｍｉｎ，剥下凝胶，浸没于２００ｍＬ０．２％硝酸
银（含１０％乙醇和０．５％乙酸）混合溶液中，于脱色摇床上轻
轻振荡１０～２０ｍｉｎ。银染后，快速用 ｄｄＨ２Ｏ洗涤１次，随后
浸没于３％ ＮａＯＨ溶液（含０．４％甲醛）中约显影５～１０ｍｉｎ，
直至见到清晰的ＤＮＡ条带为止。显影后，立刻用自来水洗涤
５～６次，将胶平铺于胶片观察灯上，用数码相机照相，并存入
电脑。

１．３　田间种植鉴定
田间种植鉴定在江苏省盱眙县马坝镇基地进行，每个样

品约鉴定５００株，在盛花期和成熟期根据植株的特征和育性
表现进行纯度鉴定，设盐５８２Ｓ为田间对照。
１．４　分析方法

分别统计ＳＳＲ标记和田间鉴定纯度结果，经 ｔ检验检测
差异显著性，经回归分析得出ＳＳＲ标记和田间纯度的相关性
线性方程。

２　结果与分析

２．１　ＳＳＲ引物的筛选
在盐两优８８８及其双亲中共使用４８对 ＳＳＲ引物，进行

ＰＣＲ扩增筛选。有２对引物（ＲＭ２０８和 ＲＭ２２５）在亲本和 Ｆ１
中存在多态性，即表现出共显性（图１）。对２对引物进行重
复扩增检测，结果表明在 Ｆ１群体中杂株鉴定类型完全一致，
重复性好，扩增结果稳定。

２．２　ＤＮＡ质量比较
由图２可见，ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ扩增谱带多且清晰，

除了目的片段外，存在大量的其他片段；简易法提取的 ＤＮＡ
用ＲＭ２０８扩增目的片段很清晰，不会影响结果的准确性和分
辨率，完全能够满足辨别自交株的要求。简易法提取的 ＤＮＡ
质量相对差，ＲＭ２２５电泳结果不理想，不利于不育系的辨别，
故选用ＲＭ２０８进行杂交种纯度快速鉴定。图３中箭头所指
为自交结实株。简易法比ＣＴＡＢ法更能节省大量的时间和费
用，而且无需使用氯仿、异戊醇等有毒化学试剂。

２．３　盐两优８８８种子纯度鉴定
２．３．１　ＳＳＲ分子标记鉴定　利用 ＲＭ２０８对４个 Ｆ１群体进
行ＰＣＲ扩增，结果见表１。由表１可知，采用ＳＳＲ分子标记鉴
定，Ａ、Ｂ样品不育系比例分别高达１０．８％、７．７％，Ｃ、Ｄ样品
不育系比例分别为１．１％、２．９％，说明２００９年的低温使不育
系盐５８２Ｓ发生了育性转换。
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