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　　摘要：利用简单序列重复（ＳＳＲ）标记技术，选用ＮＹ／Ｔ１４３２—２００７《玉米品种鉴定ＤＮＡ指纹方法》的２０对引物以
及本实验室前期筛选的７对引物，对辽宁省３２个骨干玉米自交系的血缘关系进行了分析。结果表明，２７对引物均具
有多态性，共扩增出１２５个等位基因，每对引物检测到３～１０个等位基因，平均为４．６３个等位基因；其多态性信息量
ＰＩＣ值为０．３４８１（ｐｈｉ０５１）～０．８６４５（ｕｍｃ０１９１），平均值为０．６２４７。非加权组平均法（ＵＰＧＭＡ）聚类分析表明，３２个自
交系被划分为５个类群，基本与系谱一致。对以３２个自交系为父本、母本的２４个杂交种进行杂种优势模式分析表
明，瑞德×ＰＢ杂种优势模式所占比例最高。
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　　在世界玉米主产区中，普遍存在玉米种质资源匮乏及资
源遗传基础狭窄的问题［１］。近年来在辽宁省玉米育种中，部

分自交系被反复利用［２］，不仅不利于辽宁省玉米生产安全，

也导致辽宁省种质资源血缘关系复杂，种质间的系谱关系不

清楚，不利于后续育种工作进行。系统研究种质的遗传关系，

划分杂种优势群和分析杂种优势模式是玉米育种的重要内

容，分子标记技术是解决这些问题的有力工具。简单序列重

复（ＳＳＲ）技术是建立在ＰＣＲ反应基础上的共显性遗传标记，
具有简便、快捷、稳定、多态性高的特点，近年来得到了广泛应

用［３－６］。研究者利用ＳＳＲ技术对多个省份的部分审定品种和
骨干自交系进行了遗传多样性和指纹图谱方面的分析。王伟

等构建了２０００年以来贵州省审定的４８个玉米杂交种及其亲
本的ＳＳＲ数字化指纹图谱，为玉米品种及其亲本的纯度和真
实性鉴定以及知识产权保护提供了重要参考［７－８］。王明泉等

利用ＳＳＲ技术对黑龙江省部分审定玉米品种亲本自交系进
行了遗传多样性分析，结果表明黑龙江省推广品种的亲本自

交系仍集中在兰卡斯特群和瑞德群两大杂种优势群［９］。辽

宁省是我国重要玉米种植区，肖木楫等对辽宁省玉米自交系

进行了遗传多样性分析［１０］，但并未涉及部分辽宁省重要自交

系，如丹 ９８８、辽 ２３７９、辽 ４５８４、辽 ７９９０、辽 ３１８０等。另外，
ＳＳＲ引物选择是确定自交系遗传多样性的重要因素。本研究
对辽宁省３２个骨干玉米自交系进行了遗传关系分析，以期为
辽宁省玉米骨干自交系血缘关系鉴定提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
选取辽宁省玉米生产中具有代表性的３２个骨干自交系，

各自交系基本信息见表 １。本研究选用 ＮＹ／Ｔ１４３２—２００７
《玉米品种鉴定 ＤＮＡ指纹方法》所指定的基本核心引物２０
对以及本实验室前期筛选的ＳＳＲ引物７对，由大连宝生物公
司合成。

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ提取　在玉米幼苗长到一叶一心时采集样品，
采用试剂盒法（赛百盛公司生产）提取大量玉米基因组ＤＮＡ，
用分光光度计检测 ＤＮＡ浓度和质量。将 ＤＮＡ浓度调至
１０ｎｇ／μＬ备用。
１．２．２　ＳＳＲ扩增　ＰＣＲ反应总体积为 １０μＬ：ｄｄＨ２Ｏ
６．１μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ（ｍｇ２＋）１．０μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）
０．８μＬ，Ｔａｑ（５Ｕ／μＬ）０．１μＬ，ＤＮＡ（１０ｎｇ／μＬ）１．０μＬ，
Ｐｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５×２μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃下模板
ＤＮＡ预变性５ｍｉｎ；９４℃下模板ＤＮＡ变性４０ｓ，６０℃下引物
与模板靶位点结合３５ｓ，７２℃下引物沿模板延伸４５ｓ，共３０
个循环；７２℃下终延伸５ｍｉｎ，温度降至４℃后取出［１１］。

１．２．３　电泳 －银染　利用 ８％非变性聚丙烯酰胺凝胶对
ＰＣＲ产物进行电泳，电泳设备为伯乐 ＰｏｗｅｒｐａｃＨＶ高压电源
和北京六一 ＤＹＣＺ－２４Ａ电泳仪。恒定电压 ２００Ｖ，电泳约
１．５ｈ。按照ＣＩＭＭＹＴ应用生物技术中心的程序进行银染。
１．２．４　数据统计分析　（１）ＳＳＲ产物银染结果，有条带的记
为“１”，无条带的记为“０”，缺失的记为“９”，建立数据库。

（２）以简单配对参数计算遗产相似系数：
ＧＳ＝ｍ／（ｍ＋ｎ）。

式中：ＧＳ为遗产相似系数；ｍ为基因型间共有带数目；ｎ为差
异条带数目。

（３）利用ＮＴＳＹＳ－ＰＣｖｅｒｓｉｏｎ２．１０软件分析数据，按照非
加权组平均法（ＵＰＧＭＡ）［１０］对自交系进行聚类分析。
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表１　玉米自交系名称及系谱

编号 自交系 来源 编号 自交系 来源

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６

掖４７８
掖５２１０６
Ａ８０１
Ｃ８６０５－２
０２０１
郑５８
Ｘ１７８
中１０６
Ｅ２８
丹５９９
丹９０４６
丹５９８
丹９８８
Ｋ１２
Ａ５７
Ａ６１５９

沈５００３×Ｕ８１１２
矮金５２６×掖１０６
丹９０４２／（丹９０４６×莫黄９）
铁７９２２×沈５００３
未知

掖４７８改良系
含Ｐ７８５９９种质
未知

旅大红骨

含７８５９９种质
未知

含７８５９９种质
含７８５９９种质
黄早４×维春
未知

未知

１７
１８
１９
２０
２１
２２
２３
２４
２５
２６
２７
２８
２９
３０
３１
３２

昌７－２
黄Ｃ
丹３４０
辽３１６２
沈１３７
Ｍｏ１７
ＲＸ５０２
辽２３７９
辽４５８４
辽７９９０
辽３１８０
Ｑ１２６１
辽５０８８
丹１３８
沈３３３６
沈１５１

黄早４×维５４
黄小１６２×自３３０６０２／墨白
旅大红骨

兰卡斯特

国外杂交种二环系选系

兰卡斯特

未知

美国杂交种ＥＯ２、ＥＯ３选系
（５００１／辽８７１３）×（７９２２／５００３）
７９２２／９０４６
美国杂交种ＰＮ３１８０
Ｋ１２改良系
美国杂交种７８４７９
未知

铁７９２２×沈１３７
沈２８０５×丹３４０

（４）按Ｓｍｉｔｈ等［１２］的公式计算每个ＳＳＲ位点的多态性信息量
（简称ＰＩＣ），即：

ＰＩＣ＝１－∑Ｐｉ
２。

式中：Ｐｉ为ｉ位点的基因频率。

２　结果与分析

２．１　ＳＳＲ引物多态性分析
利用２７对 ＳＳＲ引物对自交系进行扩增，均扩增出清晰

条带。由表２可见，这２７对引物分布于玉米１０条染色体上，
在３２份自交系中共检测到１２５个多态性条带，每对引物检测
到的多态性条带为３～１０个，平均每对引物有４．６３个多态性
条带，即每个位点平均有等位基因数４．６３个。多态性信息量

表２　引物的多态性片段数目及多态性信息

编号 引物
染色体

位置

片段数

（个）
ＰＩＣ值 上游引物 下游引物

１ ｂｎｌｇ４３９ １．０３ ３ ０．４６１４ ＴＴＧＡＣＡＴＣＧＣＣＡＴＣＴＴＧＧＴＧＡＣＣＡ ＴＣＴＴＡＡＴＧＣＧＡＴＣＧＴＡＣＧＡＡＧＴＴＧＴＧＧＡＡ
２ ｂｎｌｇ２３３１ １．１１ ５ ０．６７３９ ＴＣＴＧＡＴＡＴＣＡＴＡＡＡＧＧＡＧＧＡＣＣＧ ＧＧＡＧＣＴＴＧＣＧＣＴＴＴＴＴＡＡＣＡ
３ ｂｎｌｇ１２５ ２．０２ ４ ０．６９６２ ＧＧＧＡＣＡＡＡＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＧＡＧ ＧＡＡＡＴＧＧＧＡＣＡＧＡＧＡＣＡＧＡＣＡＡＴ
４ ｍｍｃ０１９１ ２．０７ １０ ０．８６４５ ＧＧＴＧＴＴＣＡＧＴＧＴＧＡＡＡＧＧＴＴＡ ＡＡＧＡＴＴＴＣＣＧＣＡＡＧＧＴＴＡＡＡＣ
５ ｕｍｃ２１０５ ３．００ ５ ０．７０３８ ＡＣＡＴＡＣＡＴＡＧＧＣＴＣＣＣＴＴＴＴＴＣＣＧ ＴＣＣＣＧＴＧＡＣＡＣＴＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＣＴ
６ ｂｎｌｇ１４９６ ３．０９ ５ ０．６２７６ ＣＴＧＧＧＣＡＧＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＴＡ ＡＧＣＣＡＡＡＧＡＣＡＴＧＡＴＧＧＴＣＣ
７ ｐｈｉ０７２ ４．００ ４ ０．３６６７ ＡＣＣＧＴＧＣＡＴＧＡＴＴＡＡＴＴＴＣＴＣＣＡＧＣＣＴＴ ＧＡＣＡＧＣＧＣＧＣＡＡＡＴＧＧＡＴＴＧＡＡＣＴ
８ ｂｎｌｇ２２９１ ４．０６ ３ ０．５７５７ ＣＣＴＣＴＣＧＡＴＧＴＴＣＴＧＡＡＧＣＣ ＧＴＣＡＴＡＡＣＣＴＴＧＣＣＴＣＣＣＡＡ
９ ｕｍｃ１７０５ ５．０３ ５ ０．６９２１ ＡＴＣＴＣＡＣＧＴＡＣＧＧＴＡＡＴＧＣＡＧＡＣＡ ＣＡＴＧＡＣＣＴＧＡＴＡＡＡＣＣＣＴＣＣＴＣＴＣ
１０ ｕｍｃ１２２５ ５．０８ ４ ０．６６３３ ＣＴＡＧＣＴＣＣＧＴＧＴＧＡＧＴＧＡＧＴＧＡＧＴ ＴＴＣＣＴＴＣＴＴＴＣＴＴＴＣＣＴＧＴＧＣＡＡＣ
１１ ｂｎｌｇ１６１ ６．００ ７ ０．７４７７ ＧＣＴＴＴＣＧＴＣＡＴＡＣＡＣＡＣＡＣＡＴＴＣＡ ＡＴＧＧＡＧＣＡＴＧＡＧＣＴＴＧＣＡＴＡＴＴＴ
１２ ｐｈｉ２９９８５２ ６．０７ ７ ０．８２２４ ＧＡＴＧＴＧＧＧＴＧＣＴＡＣＧＡＧＣＣ ＡＧＡＴＣＴＣＧＧＡＧＣＴＣＧＧＣＴＡ
１３ ｂｎｌｇ１７９２ ７．０２ ５ ０．６９２４ ＣＧＧＧＡＡＴＧＡＡＴＡＡＧＣＣＡＡＧＡ ＧＣＧＣＴＣＣＴＴＣＡＣＣＴＴＣＴＴＴＡ
１４ ｐｈｉ１１６ ７．０６ ３ ０．５１０６ ＧＣＡＴＡＣＧＧＣＣＡＴＧＧＡＴＧＧＧＡ ＴＣＣＣＴＧＣＣＧＧＧＡＣＴＣＣＴＧ
１５ ｕｍｃ１７４１ ８．０３ ４ ０．６１１９ ＡＧＡＣＧＡＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＴＣＴＴＴＣ ＣＧＣＴＴＧＧＣＡＴＣＴＣＣＡＴＧＴＡＴＡＴＣＴ
１６ ｐｈｉ０８０ ８．０８ ３ ０．５８３８ ＣＡＣＣＣＧＡＴＧＣＡＡＣＴＴＧＣＧＴＡＧＡ ＴＣＧＴＣＡＣＧＴＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＣＡＣ
１７ ｐｈｉ０６５ ９．０３ ４ ０．５７７８ ＡＧＧＧＡＣＡＡＡＴＡＣＧＴＧＧＡＧＡＣＡＣＡＧ ＣＧＡＴＣＴＧＣＡＣＡＡＡＧＴＧＧＡＧＴＡＧＴＣ
１８ ｂｎｌｇ１１９１ ９．０７ ５ ０．６７７７ ＡＡＴＣＡＴＧＣＧＴＡＧＧＣＧＴＡＧＣＴ ＧＣＣＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＧＡＡＧＧＣＴ
１９ ｕｍｃ２１６３ １０．０４ ５ ０．６５７６ ＡＡＧＣＧＧＧＡＡＴＣＴＧＡＡＴＣＴＴＴＧＴＴＣ ＧＡＡＡＴＴＧＣＴＧＧＧＧＴＴＣＴＣＡＴＴＴＣＴ
２０ ｂｎｌｇ１４５０ １０．０７ ７ ０．７４０５ ＡＣＡＧＣＴＣＴＴＣＴＴＧＧＣＡＴＣＧＴ ＧＡＣＴＴＴＧＣＴＧＧＴＣＡＧＣＴＧＧＴ
２１ ｂｎｌｇ１６７１ １．１０ ７ ０．７７４３ ＴＣＡＣＧＡＴＣＡＧＣＡＡＧＣＡＡＴＴＣ ＣＣＣＣＡＣＣＡＡＣＣＴＴＡＧＡＧＴＣＡ
２２ ｐｈｉ９６１００ ２．０１ ３ ０．５４９９ ＡＧＧＡＧＧＡＣＣＣＣＡＡＣＴＣＣＴＧ ＴＴＧＣＡＣＧＡＧＣＣＡＴＣＧＴＡＴ
２３ ｂｎｌｇ１２５７ ３．０９ ４ ０．６３４０ ＣＧＧＡＣＧＡＴＣＴＴＡＴＧＣＡＡＡＣＡ ＡＣＧＧＴＣＴＧＣＧＡＣＡＧＧＡＴＡＴＴ
２４ ｕｍｃ１７９２ ５．０８ ３ ０．５５５５ ＣＡＴＧＧＧＡＣＡＧＣＡＡＧＡＧＡＣＡＣＡＧ ＡＣＣＴＴＣＡＴＣＡＣＣＴＧＣＡＡＣＴＡＣＧＡＣ
２５ ｐｈｉ０５１ ７．０５ ３ ０．３４８１ ＧＧＣＧＡＡＡＧＣＧＡＡＣＧＡＣＡＡＣＡＡＴＣＴＴ ＣＧＡＣＡＴＣＧＴＣＡＧＡＴＴＡＴＡＴＴＧＣＡＧＡＣＣＡ
２６ ｐｈｉ０２２ ９．０３ ４ ０．５７３０ ＴＧＣＧＣＡＣＣＡＧＣＧＡＣＴＧＡＣＣ ＧＣＧＧＧＣＧＡＣＧＣＴＴＣＣＡＡＡＣ
２７ Ｐｈｉ０５４ １０．０３ ３ ０．４８５３ ＡＧＡＡＡＡＧＡＧＡＧＴＧＴＧＣＡＡＴＴＧＴＧＡＴＡＧＡＧ ＡＡＴＧＧＧＴＧＣＣＴＣＧＣＡＣＣＡＡＧ

　　注：１～２０号引物为ＮＹ／Ｔ１４３２—２００７《玉米品种鉴定ＤＮＡ指纹方法》指定的核心引物，２１～２７号引物为本实验室筛选。
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（ＰＩＣ）的变化范围为０．３４８１（ｐｈｉ０５１）～０．８６４５（ｍｍｃ０１９１），
平均值为０．６２４７。
２．２　聚类结果

聚类结果如图１所示，３２份自交系可分为５个类群。第
１个类群包括丹３４０、沈１５１、Ｋ１２、Ｑ１２６１、掖５２１０６、辽２３７９、
Ｅ２８，属于旅大红骨血缘。Ｋ１２、Ｑ１２６１与其系谱存在差异，系
谱中Ｋ１２应为唐四平头血缘，Ｑ１２６１为 Ｋ１２的改良系，也应
为唐四平头血缘。第２个类群为中１０６、昌７－２，属于唐四平
头血缘。第 ３个类群包括掖 ４７８、Ｃ８６０５－２、０２０１、郑 ５８、
Ａ８０１、丹９０４６、辽４５８４、辽７９９０、丹１３８，属于瑞德群血缘。本
研究将属于ＰＡ群的掖４７８、Ｃ８６０５－２、０２０１、郑５８划为瑞德

群，与前人研究结果［１３］一致。第４个类群为兰卡斯特血缘，
包括Ｍｏ１７、沈３３３６、ＲＸ５０２、辽５０８８、Ａ６１５９、辽３１８０、辽３１６２。
从图１可以看出，Ｍｏ１７与本类群中其他自交系的遗传距离较
远，原因是本研究中Ｍｏ１７是在国内经过不断自交获得的，环
境可能使其基因发生改变，导致它与本群中其他自交系遗传

距离较远。第５个类群为ＰＢ血缘，包括丹５９８、丹５９９、Ａ５７、
丹９８８、沈１３７、Ｘ１７８。丹５９９、Ａ５７遗传距离很近，但是在国
家标准的引物中差异位点数为２，在另外７对引物中差异位
点数为３，可以确定其为不同种质。此外，黄Ｃ作为综合亚群
独立于其他群存在，聚类结果与系谱划分一致。

２．３　杂交优势模式分析
如表３所示，以３２个玉米自交系为父本、母本的２４个杂

交种的杂种优势模式可归纳为：旅大红骨群 ×瑞德群、瑞德
群×ＰＢ群、瑞德群×兰卡斯特群、瑞德群×唐四平头群、瑞德
群×旅大红骨群、ＰＢ群 ×旅大红骨群、ＰＢ群 ×兰卡斯特群、
唐四平头群 ×兰卡斯特群、旅大红骨群 ×ＰＢ群、ＰＢ群 ×黄
Ｃ、旅大红骨群 ×兰卡斯特群、ＰＢ群 ×瑞德祥等１２种模式。
从模式分析可以看出，瑞德群 ×ＰＢ群出现的频率较高，包括
７个杂交组合。沈单１６、沈单１０的母本分别为 Ｋ１２、Ｑ１２６１，
在系谱中Ｋ１２、Ｑ１２６１均为唐四平头血缘，根据本研究聚类结

果这２个自交系被归为旅大红骨血缘，因此沈单１６、沈单１０
的杂种优势模式被归为旅大红骨×ＰＢ。

３　结论与讨论

本研究所用２７对引物的平均 ＰＩＣ值为０．６２４７，与 Ｓｍｉｔｈ
等得到的ＰＩＣ值（０．６２）［１２］基本相同，其中 ＮＹ／Ｔ１４３２—２００７
《玉米品种鉴定　ＤＮＡ指纹方法》指定的２０对核心引物的平
均ＰＩＣ值为０．６４７４，本实验室筛选７对引物的平均ＰＩＣ值为
０．５６００。国家标准所用引物的多态性高，表现出较强的鉴别
不同自交系的能力。３２个玉米自交系中，除丹５９９和Ａ５７在
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表３　杂交种的杂种优势模式分析

品种名称 母本 父本 杂种优势模式

掖单１２ 掖５２１０６ 掖４７８ 旅大红骨×瑞德
东单６０ Ａ８０１ 丹５９８ 瑞德×ＰＢ
东单９０ Ａ８０１ Ａ５７ 瑞德×ＰＢ
东单６０６ Ａ８０１ Ａ６１５９ 瑞德×兰卡斯特
东单３３５ Ａ８０１ 昌７－２ 瑞德×唐四平头
富友１号 Ｃ８６０５－２ 丹５９８ 瑞德×ＰＢ
富友９号 ０２０１ 丹５９８ 瑞德×ＰＢ
郑单９５８ 郑５８ 昌７－２ 瑞德×唐四平头
农大１０８ Ｘ１７８ 黄Ｃ ＰＢ×黄Ｃ
掖单１３ 掖４７８ 丹３４０ 瑞德×旅大红骨
辽单５６５ 中１０６ 辽３１６２ 唐四平头×兰卡斯特
沈单１６ Ｋ１２ 沈１３７ 旅大红骨×ＰＢ
沈单１０ Ｑ１２６１ 沈１３７ 旅大红骨×ＰＢ
沈单１７ 沈１５１ 沈１３７ 旅大红骨×ＰＢ
辽单１４５ 辽２３７９ 丹５９８ 旅大红骨×ＰＢ
辽单４３ 辽４５８４ 辽５０８８ 瑞德×兰卡斯特
辽单５２６ 辽７９９０ 丹５９８ 瑞德×ＰＢ
丹玉７８ 郑５８ 丹５９８ 瑞德×ＰＢ
丹玉１３ Ｅ２８ Ｍｏ１７ 旅大红骨×兰卡斯特
丹玉２４ 丹５９９ 丹３４０ ＰＢ×旅大红骨
丹玉２６ 丹９０４６ 丹５９８ 瑞德×ＰＢ
丹玉３９ 丹５９８ Ｃ８６０５－２ ＰＢ×瑞德
丹玉２９ 丹９８８ ＲＸ５０２ ＰＢ×兰卡斯特
铁单１０ Ｃ８６０５－２ 丹３４０ 瑞德×旅大红骨

２０个引物位点中差异数为２外，其他品种间的差异数都大于
２，基本可以确定这３２个自交系无相同种质出现。其余７对
引物虽然在多态性上小于国家标准所用引物，但是在区分个

别自交系上具有独特优势，如丹５９９、Ａ５７在这７个位点中有
３个位点不同，对这２个品种具有较强的鉴别能力。

ＳＳＲ技术在可靠性、可重复性、辨别率、标准化、经济性等
方面较目前使用的其他分子标记技术有明显优势，使之成为

鉴别玉米种质和分析血缘关系比较理想的方法［１２］。本研究

中自交系血缘聚类划分结果与实际系谱基本一致，个别自交

系存在出入，如Ｋ１２与肖木辑等的研究结果［１０］不同，其原因

可能有：（１）由于电泳条带位置相近，肉眼观察容易出现鉴别
误差；（２）自然突变的积累，即使对于严格自交的自交系也难
免产生一定变化。针对上述问题，笔者认为应在以下几方面

进行改进：（１）采用更方便、有效的自动检测技术，如荧光
ＳＳＲ检测技术，数字化统计有助于消除人为读取带来的误
差［１４］；（２）建立辽宁省玉米种质资源库，用于保存和管理该省
重要的玉米自交系，供研究者使用。利用 ＳＳＲ分子标记划分
玉米杂种优势群是可行的，但是仍须结合数量遗传分析、配合

力分析、系谱分析、育种家实践经验才能得出更加准确的

结果［１５］。

聚类结果显示，本研究涉及的２４个杂交种均为杂种优势
类群间的杂交组合，主要杂种优势模式为瑞德 ×ＰＢ，而肖木

楫等提出的杂种优势模式为 ＰＡ×旅大红骨［１０］，可能是由于

近年来品种更替，ＰＢ杂种优势群在辽宁省育种实践中体现出
更多优势。ＰＢ群是我国育种家在美国杂交种Ｐ７８５９９基础上
选育出的二环系或其改良系。Ｐ７８５９９具有抗病性强、耐逆性
强、品质优良、保绿性好等特点，被改良和利用后取得了良好

效果［１６］。ＰＢ种质在辽宁省被成功应用，显示了引进国外优
良种质、拓宽玉米育种遗传基础对该省玉米育种的重要作用，

同时还要加强对本地优秀种质的研究、改良、利用。
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