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　　摘要：新的农业行业标准ＮＹ／Ｔ１４３３—２０１４《水稻品种鉴定技术规程：ＳＳＲ标记法》于２０１４年６月１日实施，笔者
所在实验室依据新的标准建立了新的水稻品种真实性鉴定体系。将２个水稻样品（编号为 Ａ、Ｂ）与其标注的品种名
称相同的标准样品（编号：ＳＤ２０１４０２４４）进行了比对，结果表明，样品Ａ与标准样品无位点差异，判定为近似品种；样品
Ｂ与标准样品有６个位点差异，判定为不同品种。
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　　水稻品种真实性鉴定即鉴定一份种子样品与所属的品
种、种或文件描述是否相符。最初一般采取田间种植鉴定的

方法对品种真实性进行鉴定，但是由于此方法周期长，有时鉴

定结果出来后种子销售已经结束，不能满足种子市场管理机

构快速、准确鉴定种子真实性的新要求。另外由于江苏省以

常规水稻为主，部分品种亲缘关系比较近，田间种植表型差异

很小，甚至基本无表型差异，给鉴定工作造成了困扰。随着生

物技术的飞速发展，分子标记技术尤其是 ＳＳＲ分子标记技术
在品种真实性鉴定工作中被广泛应用［１－４］。ＳＳＲ分子标记具
有非组织和发育阶段特异性、不容易受外界环境影响、多态性

高、在基因组中分布广泛、呈共线性遗传等优点［５－７］。采用

ＳＳＲ分子标记技术检测品种真实性的方法快速、简便且重演
性高。２００７年，国家出台了农业行业标准 ＮＹ／Ｔ１４３３—２００７
《水稻品种鉴定：ＤＮＡ指纹方法》，一直以来，种子检测机构进
行水稻品种真实性鉴定工作时都是以此标准作为检测和结果

判定的依据。２０１４年，农业部在深入研究和广泛征求基层单
位意见的基础上更新了此标准，出台了新的农业行业标准

ＮＹ／Ｔ１４３３—２０１４《水稻品种鉴定技术规程：ＳＳＲ标记法 》。
本检验室依据新的技术标准建立起新的水稻品种真实性鉴定

体系，并进行了大量的检验工作对新体系进行验证。本研究

以２个水稻样品（编号为 Ａ、Ｂ）与其标注的品种名称相同的
标准样品（编号：ＳＤ２０１４０２４４）比对为例，说明此方法的可操
作性和适用性。

１　材料与方法

１．１　标准样品
选取保存在江苏省农作物种子质量检验中心标准样品库

中编号为ＳＤ２０１４０２４４的标准样品。
１．２　待测样品

２个待测样品分别来自市场抽检中标签标注与编号为

ＳＤ２０１４０２４４的标准样品品种名称相同的样品，编号为
Ａ、Ｂ。　　
１．３　方法
１．３．１　ＤＮＡ提取　本试验采用水稻干种子直接提取方法，
样品经ＳＰＥＸＧｅｎｏ２０１０高通量冷冻研磨机磨碎后，用Ｏｍｅｇａ
公司的植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒（Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴＭＰｌａｎｔＤＮＡ
ＫｉｔＤ３４８５－０１）提取水稻全基因组 ＤＮＡ，详细方法见试剂盒
说明书。用微量紫外分光光度计（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＮＤ２０００）
检测ＤＮＡ质量浓度，并稀释到５０ｎｇ／μＬ备用。
１．３．２　ＰＣＲ扩增　采用ＮＹ／Ｔ１４３３—２０１４《水稻品种鉴定技
术规程：ＳＳＲ标记法》标准中规定的 ４８对引物进行 ＰＣＲ扩
增。采用北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司 ＰＥＲ００１－２
型号Ｔａｑ酶混合物作为反应体系。反应程序为：９４℃下预变
性２ｍｉｎ；进行３５次扩增反应循环（９４℃下变性４５ｓ，５８℃下
退火４５ｓ，７２℃下延伸１ｍｉｎ）；７２℃下延伸８ｍｉｎ；１０℃恒温
冷却。

１．３．３　电泳及染色　采用ＮＹ／Ｔ１４３３—２０１４《水稻品种鉴定
技术规程：ＳＳＲ标记法》中规定的非变形聚丙烯酰胺凝胶电泳
和染色方法。染色结束后用Ｂｉｏ－ＲＡＤ公司的ＧｅｌＤｏｘＸＲ＋
型号凝胶成像系统进行扫描成像，并用Ｉｍａｇｅｌａｂ４．１软件进
行数据分析。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取
鉴于之前标准中需要先发芽再提取ＤＮＡ的周期太长，近

１周时间，本研究直接采用干种子磨碎ＤＮＡ提取试剂盒的方
法进行提取，每个样品只需１．５ｈ就能提取到水稻全基因组
ＤＮＡ，提取的ＤＮＡ经过检测质量较高（表１），完全符合 ＰＣＲ
扩增的需要，极大提高了检测效率。

表１　提取的ＤＮＡ检测结果

品种名称
ＤＮＡ浓度
（ｎｇ／μＬ）

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ

ＳＤ２０１４０２４４ １５０．５ １．８９ ２．４５
Ａ １５８．８ １．９２ ２．２５
Ｂ １６４．４ １．７５ ２．５５
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２．２　ＰＣＲ反应优化
新标准中规定的４８对引物最适合的退火温度不同，为

５０～６７℃，为最大限度地将标准样品和待测样品放于同一

ＰＣＲ板中进行检测，经过不同温度试验，选取５８℃为退火温
度，在此温度下４８对引物均能得到特异性比较好的目的条带
（图１、图２）。

２．３　聚丙烯酰胺凝胶电泳结果分析
依据新标准中的电泳方法、染色方法，２组比对试验均得

到了较为清楚的指纹图谱。清晰的指纹图谱是分析、判定结

果的重要前提，不同的实验室应根据自己的情况选择合适的

药品和设备进行试验，以得到特异性条带清楚、背景干净的图

谱，才能进行接下来的数据分析。指纹图谱经凝胶成像系统

成像后，导入分析软件进行分析，分别标记泳道和条带，计算

条带大小。按照新标准中的数据记录方式记录条带信息。纯

合位点的基因型数据记录为Ｘ／Ｘ，其中 Ｘ为该位点等位变异
的大小；杂合位点的基因型数据记录为 Ｘ／Ｙ，其中 Ｘ、Ｙ为该
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位点上２个不同等位变异。小片段在前，大片段在后。缺失
位点记录为０／０。此种记录方法的优点是不仅能够反映待测
样品与标准样品的差异，还能反映位点的基因型及变异的大

小，将数据记录的结果统一，也便于后期指纹图谱数据库构建

和不同实验室之间标准样品信息的共享（表２）。

表２　真实性鉴定数据

引物信息 等位变异大小 引物信息 等位变异大小

编号 名称 标准样品 样品Ａ 样品Ｂ 编号 名称 标准样品 样品Ａ 样品Ｂ
Ａ０１ ＲＭ５８３ １８７／１８７ １８７／１８７ １８７／１８７ Ｃ０１ ＲＭ４９３ ２０３／２０３ ２０３／２０３ ２０３／２０３
Ａ０２ ＲＭ７１ １２９／１２９ １２９／１２９ １２９／１２９ Ｃ０２ ＲＭ５６１ １８１／１８１ １８１／１８１ １８６／１８６
Ａ０３ ＲＭ８５ １００／１００ １００／１００ １００／１００ Ｃ０３ ＲＭ８２７７ ２００／２００ ２００／２００ ２００／２００
Ａ０４ ＲＭ４７１ １０７／１０７ １０７／１０７ １０７／１０７ Ｃ０４ ＲＭ５５１ １８６／１８６ １８６／１８６ １８６／１８６
Ａ０５ ＲＭ２７４ １４７／１４７ １４７／１４７ １４７／１４７ Ｃ０５ ＲＭ５９８ １５８／１５８ １５８／１５８ １５８／１５８
Ａ０６ ＲＭ１９０ １１８／１１８ １１８／１１８ １１８／１１８ Ｃ０６ ＲＭ１７６ １３４／１３４ １３４／１３４ １３４／１３４
Ａ０７ ＲＭ３３６ １５７／１５７ １５７／１５７ １５７／１５７ Ｃ０７ ＲＭ４３２ １７９／１７９ １７９／１７９ １７９／１７９
Ａ０８ ＲＭ７２ １５７／１５７ １５７／１５７ １５７／１５７ Ｃ０８ ＲＭ３３１ １５７／１５７ １５７／１５７ １５７／１５７
Ａ０９ ＲＭ２１９ ２０６／２０６ ２０６／２０６ ２０６／２０６ Ｃ０９ ＯＳＲ２８ １６６／１６６ １６６／１６６ １６８／１６８
Ａ１０ ＲＭ３１１ １６３／１６３ １６３／１６３ １６３／１６３ Ｃ１０ ＲＭ５９０ １３７／１３７ １３７／１３７ １３７／１３７
Ａ１１ ＲＭ２０９ １２４／１２４ １２４／１２４ １２４／１２４ Ｃ１１ ＲＭ２１ １４２／１４２ １４２／１４２ １３２／１３２
Ａ１２ ＲＭ１９ ２４４／２４４ ２４４／２４４ ２４４／２４４ Ｃ１２ ＲＭ３３３１ １２９／１２９ １２９／１２９ １２９／１２９
Ｂ０１ ＲＭ１１９５ １４９／１４９ １４９／１４９ １４９／１４９ Ｄ０１ ＲＭ４４３ １２２／１２２ １２２／１２２ １２２／１２２
Ｂ０２ ＲＭ２０８ １６３／１６３ １６３／１６３ １７４／１７４ Ｄ０２ ＲＭ４９０ １００／１００ １００／１００ １００／１００
Ｂ０３ ＲＭ２３２ １４７／１４７ １４７／１４７ １４７／１４７ Ｄ０３ ＲＭ４２４ ２３４／２３４ ２３４／２３４ ２３４／２３４
Ｂ０４ ＲＭ１１９ １６１／１６１ １６１／１６１ １６１／１６１ Ｄ０４ ＲＭ４２３ ２７５／２７５ ２７５／２７５ ２７５／２７５
Ｂ０５ ＲＭ２６７ １３７／１３７ １３７／１３７ １３７／１３７ Ｄ０５ ＲＭ５７１ １８２／１８２ １８２／１８２ １８２／１８２
Ｂ０６ ＲＭ２５３ １２８／１２８ １２８／１２８ １３２／１３２ Ｄ０６ ＲＭ２３１ １８７／１８７ １８７／１８７ １８７／１８７
Ｂ０７ ＲＭ４８１ １６５／１６５ １６５／１６５ １６５／１６５ Ｄ０７ ＲＭ５６７ ２６０／２６０ ２６０／２６０ ２６０／２６０
Ｂ０８ ＲＭ３３９ １４０／１４０ １４０／１４０ １４０／１４０ Ｄ０８ ＲＭ２８９ ８５／８５ ８５／８５ ８５／８５
Ｂ０９ ＲＭ２７８ １３３／１３３ １３３／１３３ １３３／１３３ Ｄ０９ ＲＭ５４２ １０９／１０９ １０９／１０９ １０９／１０９
Ｂ１０ ＲＭ２５８ １２７／１２７ １２７／１２７ １２７／１２７ Ｄ１０ ＲＭ３１６ １９４／１９４ １９４／１９４ １９４／１９４
Ｂ１１ ＲＭ２２４ １４０／１４０ １４０／１４０ １５３／１５３ Ｄ１１ ＲＭ３３２ １６６／１６６ １６６／１６６ １６６／１６６
Ｂ１２ ＲＭ１７ １６５／１６５ １６５／１６５ １６５／１６５ Ｄ１２ ＲＭ７１０２ １５４／１５４ １５４／１５４ １５４／１５４

２．４　ＳＳＲ标记法鉴定水稻品种真实性结果判定
新标准对于结果判定也进行了规定，当样品间差异位

点≥２，则判定为“不同品种”；当样品间差异位点 ＝１，则判定
为“近似品种”；当样品间差异位点 ＝０，则判定为“极近似品
种或相同品种”。从表２可以看出，样品 Ａ与标准样品之间
无差异位点，即差异位点＝１，所以判定样品 Ａ与标准样品为
相同品种；样品 Ｂ与标准样品在引物（Ｂ０２、Ｂ０６、Ｂ１１、Ｃ０２、
Ｃ０９、Ｃ１１）扩增出的基因位点上存在差异，即样品间差异位点
为６，判定样品Ｂ与标准样品为“不同品种”。

３　结论与讨论

江苏省是种业大省，同时也是中国水稻主产省和高产省

之一，素有“鱼米之乡”之称，从事农作物品种选育的科研单

位４０余家，目前为止通过江苏省审定的水稻品种有２１３个，
通过国家审定的有７８个，品种众多［８］。正是因为品种多、品

种杂以及从事水稻生产销售的主体多，使得种子市场上制售

假劣种子、套牌侵权、未审先推等问题屡屡出现，在社会上引

起了广泛关注，严重损害了农民和品种权人权益，阻碍了现代

种业可持续发展。这就要求从事相关种子检测工作的检验中

心具备有据可依、快速、准确的品种真实性鉴定手段。２０１４
年实施的农业行业新标准在试验方法、数据记录与统计、结果

判定等方面都进行了优化和改进，并且将原来的２４对引物保
留了１９对，新增了２９对引物，最终确定了４８对引物；此外还

增加了变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和毛细管电泳荧光检测等新

的检测平台。新标准的实施为水稻品种真实性鉴定室内分子

检测方法提供了判定依据，新标准检测体系也能为农业行政

执法部门开展执法工作以及种子市场监管工作提供相应的技

术支撑，减少假劣种子进入市场的概率，促进江苏省种业健

康、有序、可持续发展。
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