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　　摘要：表达序列标签－微卫星ＤＮＡ（ＥＳＴ－ＳＳＲ）、序列标志位点（ＳＴＳ）是基于特异引物 ＰＣＲ技术的分子标记，具
有共显性遗传、位点数量多、多态性高、稳定性好等优点，广泛地应用于指纹图谱构建、品种鉴定等方面。选用小麦低

温敏雄性不育系ＢＮＳ和来自不同生态区的７个小麦品种（系），从１９２对引物中筛选出条带清晰、多态性丰富、覆盖小
麦所有染色体的２１对引物，在８个小麦品种（系）中扩增出７２个等位位点，每个引物扩增出的位点数２～７个，平均
３４３个；基因多样性指数变幅为０．２１８８～０．８４３８，平均值为０．５４４３；每个引物的多态性信息含量（ＰＩＣ值）的变化范
围在０．１９４８～０．８２４７之间，平均值０．４９５７。由结果可以看出，引物ＳＷＥＳ３３、ＣＦＥ１１、ＣＦＥ１８８、ＣＦＥ１３８扩增出来的带
型多，易于进行品种的鉴定和区分，其中引物 ＳＷＥＳ３３和 ＣＦＥ１１结合起来，可以将这８个小麦品种区分开，这为 ＢＮＳ
型杂交小麦品种的鉴定工作提供了依据。
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　　小麦是我国主要的粮食作物之一。随着社会的进步、人
们生活水平的提高，对小麦的要求变得更高，不仅要求小麦高

产，而且对小麦的品质也要求达到优质。为了满足人们的需

求，育种家开始研究优质、高产的小麦品种，通过杂交等方法

使优良的小麦基因集中到一起而培育高产优质的小麦品种。

但是，在新品种培育过程中，含有优良基因的小麦亲本的反复

利用，使小麦的遗传多样性降低，新品种之间的相似性变高，

对小麦新品种的鉴定带来了很大的困难。对小麦品种鉴定和

认证的传统方法是采用形态学标记，但是该方法易受外界因

素的影响，结果准确性较差，随后发展的细胞学标记、生化标

记也易受到各种因素的影响，直到分子标记的出现并成为一

种广泛应用的方法。分子标记的方法有微卫星 ＤＮＡ（ｓｉｍｐｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ）、序列标志位点（ｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇｇｅｄｓｉｔｅ，
ＳＴＳ）、表达序列标签（ｅｘｐｅｒｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇｓ，ＥＳＴ）、限制性片
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段长度多 态 性 （ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＲＦＬＰ）、特定序列扩增（ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｒｅ
ｇｉｏｎｓ，ＳＣＡＲ）等。ＥＳＴ－ＳＳＲ是从 ＥＳＴ序列中开发的一种新
型ＳＳＲ标记。ＥＳＴ－ＳＳＲ和ＳＴＳ是基于特异引物ＰＣＲ技术的
分子标记，具有共显性遗传、位点数量多、多态性高、稳定性好

等优点。目前，很多作物如大麦［１－２］、小麦［３］、葡萄［４］等的

ＳＳＲ标记已被用于遗传作图、遗传多样性、比较作图、品种指
纹图谱等研究中。另外，还有一些学者利用分子标记构建农

作物的分子身份证，用于农作物品种纯度鉴定，例如聂新辉等

利用４０对引物完全区分开新陆早５１份常规品种，并可用于
构建供试品种的指纹图谱［５］；陆徐忠等采用 ＳＳＲ标记与商品
信息相结合的方法构建水稻品种身份证，有利于了解品种信

息，方便品种的管理等［６］；颜静宛等构建了１３７个水稻品种材
料２４个标记的分子身份证数据库［７］；李伟忠等利用 ６４对
ＳＳＲ引物对２５７份玉米自交系建立了分子身份证［８］；巫桂芬

等利用相关序列扩增多态性（ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＲＡＰ）、简单重复序列区间扩增（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｎｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）、ＳＳＲ标记绘制了１５４份黄麻品种基因
组ＤＮＡ分子指纹图谱［９］。但是构建小麦分子身份证的研究

很少，因此，本研究采用 ＥＳＴ－ＳＳＲ和 ＳＴＳ分子标记，对部分
ＢＮＳ型杂交小麦亲本进行遗传多样性分析，构建小麦分子身
份证，有利于小麦品种的收集和保存，同时也为育种家亲本选

配提供有力依据，加速育种进程。

１　材料与方法

１．１　试验材料
选用来自不同地区的８份小麦材料，其种子均由河南科

技学院小麦中心提供。包括黄淮地区的 ＢＮＳ、周麦１８，西南
地区的川麦 １０７，西北地区的新春 ６号，长江流域的浙丰 ２
号，东北地区的小冰麦３３，国外的ＣＬ０４３３（智利）、ＦＲＡ０１（法
国）。

１．２　ＤＮＡ的提取
在小麦 ４～５叶期时取幼苗叶片，通过 ＣＴＡＢ法提取

其 ＤＮＡ［１０］。
１．３　ＳＳＲ检测

本试验所用引物 ＳＷＥＳ［１１］、ＣＦＥ［１２］和 Ｘｍａｇ（ｈｔｔｐ：／／ａｖｅ
ｎａ．ｐｗ．ｕｓｄａ．ｇｏｖ）均由生工生物工程（上海）股份有限公司合
成。对供试品种进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ扩增产物经８％聚丙烯
酰胺凝胶电泳（每次的点样顺序都是固定的，即品种顺序固

定），电泳结束后显影。显影的方法：（１）银染：将其放入
６００ｍＬ蒸馏水＋０．６ｇ硝酸银溶液中浸泡１５ｍｉｎ；（２）水洗：
迅速放入蒸馏水中冲洗；（３）显影：放入５００ｍＬ蒸馏水 ＋８ｇ
ＮａＯＨ＋０．３ｇＮａ２ＣＯ３＋４ｍＬ甲醛溶液中，直至出现带型即
可。拍照并记录位点数。

１．４　数据处理
带型的记录参考颜静宛等的方法［７］，根据带型（基因

型）：记录每１个引物在８个品种（系）中扩增的带型，相同带
型（相同的基因型）代号相同，不同带型（不同的基因型），依

次记作 １，２，３，…，ｎ。
利用ＰｏｗｅｒＭａｒｋｅｒＶ３．２５软件计算不同引物的基因多样

性指数及多态信息含量（ＰＩＣ值）。

１．５　小麦分子身份证的初步构建
根据带型记录电泳结果，８个小麦品种以 ＢＮＳ作为对照

品种，由对照品种扩增出的带型标记为１，其他品种扩增出的
带型，与对照品种相同的同样标记为１，不同的标记为２，与带
型２不同的标记为３，依此类推。得到８个小麦品种由２１对
引物扩增出的基因带型码后，按照染色体１Ａ、１Ｂ、１Ｄ、２Ａ、２Ｂ、
２Ｄ等顺序依次排列，建立小麦的分子身份证。

２　结果与分析

２．１　ＥＳＴ－ＳＳＲ和ＳＴＳ分子标记的多态性分析
从１９２对引物中筛选出条带清晰、多态性丰富的２１对引

物。这些引物在８个小麦品种（系）中扩增出 ７２个等位位
点，每个引物扩增出的位点数２～７个，平均３．４３个；基因多
样性指数变幅为０．２１８８～０．８４３８，平均值为０．５４４３，每个
引物的多态性信息含量（ＰＩＣ值）的变化范围在 ０．１９４８～
０．８２４７之间，平均值０．４９５７（表１）。在这２１对引物中，有６
对引物检测到２个等位变异位点，有６对引物检测到３个等
位变异位点，有５对引物检测到４个等位变异位点，有３对引
物检测到５个等位变异位点，有１对引物检测到７个等位变
异位点。

表１　２１对引物扩增片段信息

引物名 染色体
基因多样

性指数

等位基因数

（个）
ＰＩＣ值

ＳＷＥＳ１３１ １Ａ ０．５３１３ ３ ０．４６８３
ＣＦＥ１５０ １Ｂ ０．４０６３ ３ ０．３７０６
ＣＦＥ１３６ １Ｄ ０．６８７５ ４ ０．６２９９
Ｘｍａｇ３２５３ ２Ａ ０．４２９７ ２ ０．３３７４
ＳＷＥＳ１１４ ２Ｂ ０．５７０３ ３ ０．４９５６
Ｘｍａｇ３６１６ ２Ｄ ０．７７３４ ５ ０．７３７３
ＣＦＥ１３４ ３Ａ ０．７１８８ ４ ０．６６７５
ＣＦＥ１８５ ３Ｂ ０．２１８８ ２ ０．１９４８
ＳＷＥＳ３３ ３Ｄ ０．７５００ ５ ０．７１１９
ＣＦＥ１１ ４Ａ ０．８４３８ ７ ０．８２４７
ＣＦＥ１８８ ４Ｂ ０．６８７５ ４ ０．６２９９
ＣＦＥ２１８ ４Ｄ ０．２１８８ ２ ０．１９４８
ＣＦＥ１８６ ５Ａ ０．６５６３ ３ ０．５８１５
ＳＷＥＳ２０７ ５Ｂ ０．３７５０ ２ ０．３０４７
ＳＷＥＳ１９７ ５Ｄ ０．６８７５ ４ ０．６２９９
ＣＦＥ１７９ ６Ａ ０．２１８８ ２ ０．１９４８
ＳＷＥＳ１ ６Ｂ ０．６２５０ ３ ０．５５４７
ＳＷＥＳ１５８ ６Ｄ ０．２１８８ ２ ０．１９４８
Ｘｍａｇ３２８４ ７Ａ ０．４０６３ ３ ０．３７０６
Ｘｍａｇ１９３２ ７Ｂ ０．６５６３ ４ ０．６０５０
ＣＦＥ１３８ ７Ｄ ０．７５００ ５ ０．７１１９

２．２　基于ＥＳＴ－ＳＳＲ和 ＳＴＳ分子标记构建小麦品种的分子
身份证

以ＢＮＳ作为对照种，２１对引物对 ＢＮＳ扩增出来的带型
都标记为１，获得这些引物对其他品种扩增的带型码。以引
物ＳＷＥＳ１３１（图１）为例，第１条泳道ＢＮＳ扩增出的带型标记
为１；第２条泳道周麦１８扩增出的带型与 ＢＮＳ的带型不同，
标记为２；第３、４、５、８条泳道分别是川麦１０７、新春６号、浙丰
２号、小冰麦３３扩增出的带型，与周麦１８扩增的带型相同，
同样标记为２；第６、７条泳道分别是ＣＬ０４３３、财富麦（ＦＲＡ０１）
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扩增的带型，与前２种带型都不同，标记为３。依此类推，得
到引物 ＳＷＥＳ１３１在 ８个小麦品种（系）中扩增的带型码是
１２２２２３３２，然后获得２１对引物在８个小麦品种（系）中扩增的
带型码标记。同一品种在不同引物中扩增的带型码标记按照

引物所在染色体１Ａ、１Ｂ、１Ｄ、２Ａ、２Ｂ、２Ｄ等顺序依次排列，获
得１组由２１个数字组成的分子身份证号，如川麦１０７的分子
身份证号是：２１２２２２１１３３３１１１２１２１２３３，该分子身份证号的第１
位数字２表示川麦１０７在引物 ＳＷＥＳ１３１上扩增的带型标记
为２，第２位数字１表示在引物ＣＦＥ１５０上扩增的带型标记为
１（即与对照种的带型码相同），第 ３位数字 ２表示在引物
ＣＦＥ１３６上扩增的带型标记为２，后面的依此类推，获得８个
小麦品种（系）的分子身份证号（表２）。

表２　８个小麦品种（系）的分子身份证

品种（系） 分子身份证号

ＢＮＳ １１１１１１１１１１１１１１１１１１１１１
周麦１８ ２２１２２２２１２２２１２１１１２２１２２
川麦１０７ ２１２２２２１１３３３１１１２１２１２３３
新春６号 ２１３２２３３２４４３１２２１１３１１１４
浙丰２号 ２１２２２３１１５５３２３１３１１１３２２
ＣＬ０４３３ ３１１２２１４１３６２１３１３２３１１１２
ＦＲＡ０１ ３１４１１４４１３７４１２１３１１１１４５
小冰麦３３ ２３２２３５２１４６２１３２４１１１１１５

３　讨论

分子ＩＤ（即分子身份证）是把品种的特征数字化，即每
个品种都有属于自己的１套字符串形式的代码，从而可以简
单明了地区分品种。构建小麦分子身份证，就需要选择具有

条带清晰、多态性丰富、稳定性好等特点的引物，并选择合适

的分子标记方法。随着分子标记的不断发展，农作物在分子

水平上的研究越来越深入［１３－１４］，但是由于小麦是异源六倍

体，分子水平上的研究相对落后于水稻、玉米等农作物，其完

整的遗传图谱尚未完成。虽然小麦的分子标记很多，但是它

们在染色体上的分布不均匀，要想构建完整的遗传图谱需要

不断地开发新的分子标记，采用不同的分子标记相结合的方

法构建。本研究利用覆盖小麦整个基因组的 １９对 ＥＳＴ－
ＳＳＲｓ引物和２对ＳＴＳ引物，以小麦低温敏雄性不育系ＢＮＳ为
对照种，构建杂交小麦亲本分子身份证。从结果中可以看出，

引物 ＳＷＥＳ３３、ＣＦＥ１１、ＣＦＥ１８８、ＣＦＥ１３８扩增出来的带型多，
易于品种的鉴定和区分，其中引物 ＳＷＥＳ３３和 ＣＦＥ１１结合起
来，可以将这８个小麦品种区分开，这为 ＢＮＳ型杂交小麦品
种的鉴定工作提供了依据，有利于区分不同的品种，辨别假冒

种子，防止假冒种子流入市场，维护消费者权益。

本研究中，记录带型数据主要是依靠人工对比获得，可能

结果中存在一定的误差。随着科技的迅速发展，扩增产物可

以借助基因分析仪进行直接读取［１５－１６］，构建更为精确的结

果，但是该方法成本昂贵。另外，本研究只是针对８个代表性
的杂交小麦亲本品种进行初步的探讨，以后还须对更多的杂

交小麦亲本构建分子身份证，并结合田间农艺性状、商品信息

等，使小麦品种有完善的数据库，为品种区分提供更为便利的

方法，也将为杂交新品种的选育提供理论基础，推进杂交小麦

育种的进程。
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