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　　摘要：采用ＮＹ／Ｔ１４３２—２０１４《玉米品种鉴定技术规程　ＳＳＲ标记法》中的２０对简单重复序列（ＳＳＲ）引物对市场
上抽检的苏玉糯１１、苏玉糯９０１、苏玉糯１３、苏玉糯１４、苏玉糯６３９等５个糯玉米品种进行真实性鉴定。结果表明，每
个抽检品种与标准品种至少有６个差异位点，这５个品种均与相应的标准品种不同；此外，ｕｍｃ１５４５ｙ２、ｕｍｃ１３３５ｙ５、
ｕｍｃ２１０５ｋ３、ｕｍｃ１７０５ｗ１、ｕｍｃ１１２５ｙ３、ｕｍｃ２００７ｙ４、ｐｈｉ０５３ｋ２、ｂｎｌｇ２３０５ｋ４等８对引物多态性较好，在今后糯玉米品种鉴定
中可优先采用。
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　　糯玉米因其营养丰富、风味独特、适口，越来越受到广大
消费者欢迎。糯玉米种植面积越来越大，品种数量逐年上升，

品种真实性鉴定需求也急剧增加。糯玉米育种中由于少数骨

干亲本的集中应用，造成品种间遗传基础狭窄，仅从形态上鉴

定存在一定困难，给玉米品种的生产、经营、使用以及种子管

理部门的监督带来一定挑战。随着 ＤＮＡ指纹图谱技术的发
展，以简单重复序列（ＳＳＲ）为代表的分子标记技术逐渐成熟
并应用于农业种子生产研究和种子质量管理［１－２］。２０１４年，
中国农业部公布了一系列主要农作物品种鉴定的行业标准，

如ＮＹ／Ｔ１４３２—２０１４《玉米品种鉴定技术规程　ＳＳＲ标记
法》、ＮＹ／Ｔ１４３３—２０１４《水稻品种鉴定技术规程　ＳＳＲ标记
法》，代替了２００７年公布的行业标准，使 ＳＳＲ标记技术对农
作物品种真实性鉴定的方法更加完善和准确。为进一步明确

ＳＳＲ标记在糯玉米品种真实性鉴定中的作用，本研究采用
ＮＹ／Ｔ１４３２—２０１４《玉米品种鉴定技术规程ＳＳＲ标记法》标准
鉴定５个疑似套牌糯玉米杂交种的真实性，同时探讨 ＳＳＲ分
子标记技术在糯玉米品种真实性鉴定中的应用前景。

１　材料与方法

１．１　材料
市场上抽检的苏玉糯１１、苏玉糯９０１、苏玉糯１３、苏玉糯

１４、苏玉糯６３９等５个糯玉米品种，疑是套牌种子依次编号为
Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ，标准品种分别编号为 Ａ１、Ｂ１、Ｃ１、Ｄ１、Ｅ１。其中
套牌种子由种子管理部门提供，标准品种由江苏沿江地区农

业科学研究所玉米室提供。分别对每个样品（品种）的５个
个体单独进行分析。

１．２　ＤＮＡ提取

取约０．２ｇ玉米幼嫩叶片于液氮中研磨，转入２ｍＬ离心
管中，加入８００μＬ预热６５℃的 ＣＴＡＢ提取缓冲液，混匀，水
浴６０ｍｉｎ，每隔１０ｍｉｎ小心摇动离心管；取出离心管，待冷却
至２５℃，加入８００μＬ三氯甲烷 ∶异戊醇（２４∶１），小心充分
摇动试管至有机相呈深绿色，室温下于 ８０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ；用剪口的１ｍＬ枪头将上清液转移到另一离心管中，
加入 ２／３体积预冷的异丙醇 （－２０℃），小心混匀；
８０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃上清液，用５００μＬ７０％乙醇清洗
２次，弃上清液，干燥沉淀，加１５０μＬＴＥ溶解。
１．３　ＰＣＲ扩增

根据 ＮＹ／Ｔ１４３２—２０１４《玉米品种鉴定技术规程　ＳＳＲ
标记法》标准，选用 ｂｎｌｇ４３９ｗ１、ｕｍｃ１３３５ｙ５、ｕｍｃ２００７ｙ４、ｂｎ
ｌｇ１９４０ｋ７、ｕｍｃ２１０５ｋ３、 ｐｈｉ０５３ｋ２、 ｐｈｉ０７２ｋ４、 ｂｎｌｇ２２９１ｋ４、
ｕｍｃ１７０５ｗ１、ｂｎｌｇ２３０５ｋ４、ｂｎｌｇ１６１ｋ８、ｂｎｌｇ１７０２ｋ１、ｕｍｃ１５４５ｙ２、
ｕｍｃ１１２５ｙ３、ｂｎｌｇ２４０ｋ１、ｐｈｉ０８０ｋ１５、ｐｈｉ０６５ｋ９、ｕｍｃ１４９２ｙ１３、
ｕｍｃ１４３２ｙ６、ｕｍｃ１５０６ｋ１２等２０对 ＳＳＲ标记，均匀分布在玉米
１０对染色体上。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司
合成。ＰＣＲ反应体系（１０μＬ）为：１μＬ模板 ＤＮＡ（１００～
１５０ｎｇ），上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．２μＬ、１μＬ１０×Ｔａｑ
ｂｕｆｆｅｒ、０．７μＬＭｇＣｌ２、０．８μＬｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＤＮＡＰｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ（２．５Ｕ／μＬ）０．２μＬ（ＴＩＡＮＧＥＮ），其余以超纯水补足至
所需体积。反应液上加盖１５μＬ石蜡油，以防反应过程中水
分蒸发。ＰＣＲ程序为：９４℃，５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，
７２℃ ３０ｓ，共３１个循环；７２℃１０ｍｉｎ，４℃恒温冷藏。
１．４　非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳及显色。

ＰＣＲ产物用６％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，银染显色。
１．５　品种真实性鉴定标准

从样品中随机抽取５个单株作为检测样本。根据抽检样
本电泳谱带和标准品种电泳谱带的一致性鉴定品种的真实

性。结果按照农业部颁布的行业标准 ＮＹ／Ｔ１４３２—２０１４《玉
米品种鉴定技术规程　ＳＳＲ标记法》判定。当样品间差异位
点数≥２，判定为不同；当样品间差异位点数＝１，判定为近似；
当样品间差异位点数＝０，判定为极近似或相同。
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２　结果与分析

２．１　糯玉米杂交种ＤＮＡ检测
对提取的糯玉米基因组ＤＮＡ进行琼脂糖凝胶电泳检测，

检测结果见图１。结果表明，提取的玉米基因组 ＤＮＡ主带清
晰一致，适合进一步的ＳＳＲ分析。

２．２　品种内遗传一致性分析
２０对引物中有 ｕｍｃ１１２５ｙ３、ｂｎｌｇ１６１ｋ８、ｕｍｃ１５０６ｋ１２等 ３

对引物在品种内发生变异，均发生在抽检的苏玉糯１３、苏玉
糯１４、苏玉糯６３９中，且都属于在５个单株检测重复中只发
现１个不一致的情况（图２）。２０对引物对１０个糯玉米杂交
种的２００次扩增中，出现了共计５次品种内变异，占２．５％，
说明品种内变异较小，电泳谱带比较结果是可靠的。

２．３　糯玉米ＳＳＲ鉴定分析
对抽检的５个糯玉米杂交种和标准品种电泳谱带比较可

知，抽检的苏玉糯１１与标准品种相比有１１个差异位点，占引
物总数的５５％；苏玉糯 ９０１与标准品种相比有 ７个差异位
点，占引物总数的３５％；苏玉糯１３与标准品种相比有６个差
异位点，占引物总数的３０％；苏玉糯１４与标准品种相比有９
个差异位点，占引物总数的４５％；苏玉糯９０１与标准品种有６
个差异位点，占引物总数的３０％（表１）。按照农业部颁布的
行业标准ＮＹ／Ｔ１４３２—２０１４《玉米品种鉴定技术规程 ＳＳＲ标
记法》，可判定待检测的５个抽检样品与相应的标准品种为
不同品种。

２．４　引物多态性分析
ｕｍｃ１５４５ｙ２在 ５个品种鉴定中均为差异位点（图 ３），

ｕｍｃ１３３５ｙ５、ｕｍｃ２１０５ｋ３、ｕｍｃ１７０５ｗ１、ｕｍｃ１１２５ｙ３在 ４个品种
中均检测到差异位点，ｕｍｃ２００７ｙ４、ｐｈｉ０５３ｋ２、ｂｎｌｇ２３０５ｋ４、
ｂｎｌｇ１７０２ｋ１在３个品种中均检测到差异位点（表１）。上述差
异位点均在多个抽检品种与标准品种间检测到，说明这些位

点多态性较高。

３　结论与讨论

ＳＳＲ分子标记为共显性遗传，反映的是具体ＤＮＡ片段的
大小，既不受组织器官及发育阶段的影响，也不受季节和环境

表１　抽检５个糯玉米杂交种与相应标准品种差异位点

编号 引物名称
有无差异位点

Ａ与Ａ１ Ｂ与Ｂ２ Ｃ与Ｃ３ Ｄ与Ｄ１ Ｅ与Ｅ１
１ ｂｎｌｇ４３９ｗ１
２ ｕｍｃ１３３５ｙ５ √ √ √ √
３ ｕｍｃ２００７ｙ４ √ √ √
４ ｂｎｌｇ１９４０ｋ７
５ ｕｍｃ２１０５ｋ３ √ √ √ √
６ ｐｈｉ０５３ｋ２ √ √ √
７ ｐｈｉ０７２ｋ４
８ ｂｎｌｇ２２９１ｋ４
９ ｕｍｃ１７０５ｗ１ √ √ √ √
１０ ｂｎｌｇ２３０５ｋ４ √ √ √
１１ ｂｎｌｇ１６１ｋ８ √ √
１２ ｂｎｌｇ１７０２ｋ１ √ √ √
１３ ｕｍｃ１５４５ｙ２ √ √ √ √ √
１４ ｕｍｃ１１２５ｙ３ √ √ √ √
１５ ｂｎｌｇ２４０ｋ１ √
１６ ｐｈｉ０８０ｋ１５
１７ ｐｈｉ０６５ｋ９
１８ ｕｍｃ１４９２ｙ１３
１９ ｕｍｃ１４３２ｙ６ √ √
２０ ｕｍｃ１５０６ｋ１２ √

　　注：“√”表示抽检糯玉米杂交种与标准品种有位点差异。

因素的制约，与传统田间种植鉴定相比，是一种更加快速、准

确鉴定品种真实性的方法，广泛应用于种质资源分析和农作

物品种鉴定［３－７］。本研究采用ＳＳＲ标记对市场上抽检的５份
糯玉米品种进行鉴定，结果表明，抽检的５个糯玉米品种均与
相应的标准品种不同，与田间鉴定结果一致，说明 ＳＳＲ标记
鉴定结果可靠准确。

引物筛选是ＳＳＲ标记鉴定品种真实性的关键，选用多态
性高、染色体上分布均匀、稳定性好的引物可有效提高工作效
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率、降低成本［７－８］。本研究采用农业部公布的 ＮＹ／Ｔ１４３２—
２０１４《玉米品种鉴定技术规程　ＳＳＲ标记法》中的前２０对引
物，这２０个ＳＳＲ位点的带型清晰、稳定性较好，平均分布在
玉米的１０条染色体上，其中有９对引物在至少３个糯玉米品
种中检测出差异位点，说明这９对引物在糯玉米品种中多态
性较好，在今后糯玉米品种鉴定中可优先采用，以减少工作

量、降低成本。

由于剩余遗传效应作用，品种内变异普遍存在，品种内变

异导致品种内不同个体之间重复带型不一致，在品种真实性鉴

定中会干扰判断［３］。为避免糯玉米品种内产生遗传变异造成

的误差，本研究对每份糯玉米杂交种均采用５个单株重复。结
果表明，２０对引物只有３对引物发生品种内变异，且５个单株
检测重复中只发现１个不一致情况，属于可控范围内。针对品
种内重复性差的样品，则需要扩大检测样品的重复次数。

品种真实性鉴定作为种子生产和种子检验的重要环节，

应得到种子管理部门的高度重视。ＳＳＲ标记因其多态性高、
重复性强的特点已被农业部确定为品种真实性鉴定的有效方

法。ＳＳＲ分子标记技术在种子管理工作中应充分发挥作用，
一方面应用于市场糯玉米种子质量监督抽查，以阻止套牌侵

权品种上市流通，保障农民合法权益；另一方面应用于糯玉米

品种审定区域试验，以维护区试工作中的公正、公平，维护育

种单位以及广大种子生产者的利益。
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不同氮肥条件下水稻 ＤＵＳ测试性状表达的差异性
李华勇，王艳平，王显生，吴　燕，沈　奇
（江苏省农业科学院粮食作物研究所，江苏南京２１００１４）

　　摘要：为了研究不同氮肥用量对水稻ＤＵＳ测试性状表达结果的影响，选取了３种不同类型的水稻品种，通过４种
不同氮肥处理方案，依据《植物新品种特异性、一致性和稳定性测试指南 水稻》规定的相关性状，研究水稻测试中不同

类型性状田间表达的变化差异，为水稻ＤＵＳ测试种植管理规范的制定提供理论依据。同时，通过探讨这些性状表达
得是否稳定，为水稻ＤＵＳ测试结果判定提供参考。
　　关键词：水稻；ＤＵＳ测试；性状表达；不同氮肥；差异性分析
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作者简介：李华勇（１９７７—），男，江苏南京人，助理研究员，主要从事
植物新品种ＤＵＳ测试及指南研制工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｈｙ＠ｊａａｓ．ａｃ．ｃｎ。

　　植株新品种特异性（ｄｉｓｔｉｎｃｔｎｅｓｓ）、一致性（ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ）和
稳定性（ｓｔａｂｉｌｉｔｙ）测试（以下简称“ＤＵＳ测试”）植物新品种
保护的技术审查，是保证植物新品种授权客观、公正和准确的

基础。如何使植物新品种 ＤＵＳ测试性状在种植管理过程中
得到完整、准确地表达，是进行 ＤＵＳ判定和品种真实性评价
的重要科技基础［１－３］。水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）是我国主要的粮食
作物之一，也是我国目前植物新品种权申请量最大的作物之

一，全国水稻种植面积约占粮食作物面积的３０％，产量接近
粮食总产量的一半［４］。

水稻ＤＵＳ测试是通过评价品种的特异性、一致性和稳定
性，为水稻新品种授权提供科学依据，在水稻ＤＵＳ测试中，性
状表达的准确与否直接影响其品种“三性”的科学判定。性

状是ＤＵＳ测试、审查的基础［５］，性状的观测结果是水稻 ＤＵＳ
测试的重要组成部分，是水稻品种权审查、品种真实性评价、

维权打假的重要依据。但是，性状的表达受栽培管理因素影

响较大，特别是栽培管理措施中的施肥量不同会直接影响到

其品种的田间真实表达。氮肥是影响水稻生长发育和产量最

敏感的因素之一，在我国水稻高产栽培中，纯氮用量已达

２００～３５０ｋｇ／ｈｍ２，远高于发达国家约１５０ｋｇ／ｈｍ２的水平［６］。

前人对于玉米、番茄等作物在不同栽培模式下对其数量性状

表达的影响都进行了相关研究［７－９］，并根据性状的表达差异

的不同，提出了相应的对策与建议。本试验选取３种不同类
型的水稻品种，在不同施氮量下，研究水稻品种测试性状表达
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