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基于 ＳＮＰ和 ＳＳＲ对甜玉米种质遗传多样性的评价
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　　摘要：利用单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＳＮＰ）与简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简
称ＳＳＲ）２种分子标记对２３份甜玉米自交系进行遗传多样性评价。结果表明，６对针对 ｓｕ１基因的 ＳＮＰ引物分别在
７７９０、８２１０、１０５５０ｂｐ位点处检测到２２、１７、２３个自交系发生突变。２３份甜玉米自交系在相似系数为０．５５处被划分
为４个ＳＮＰ类群；用１９对针对玉米１０条染色体的ＳＳＲ引物共检测出８３个多态性位点，平均每对引物检测到的多态
性位点数为４４个，在相似系数为０．５５处被划分为５个ＳＳＰ类群。２种分子标记在类群划分中既存在一定的相关性，
也存在一定的差异。用ＳＮＰ、ＳＳＲ法检测的平均遗传相似系数分别为０．６４、０．７１，表明２３份甜玉米自交系存在比较丰
富的遗传变异，种质资源较为丰富。

　　关键词：甜玉米；分子标记；ＳＮＰ；ＳＳＲ；聚类分析
　　中图分类号：Ｓ５１３．０３２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）０７－００４５－０５

收稿日期：２０１８－０４－１０
基金项目：国家重点研发计划（编号：Ｃ２０１７ＹＦＤ０３００９０１）；河北省现代农
业产业技术体系玉米产业创新团队建设项目（编号：ＨＢＣＴ２０１８０２０２０７）。

作者简介：么大轩（１９９１—），男，河北唐山人，硕士，主要从事作物分
子设计育种方面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：８０７５９４５７０＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：段会军，博士，教授，主要从事作物遗传资源的研究与利用

工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｊｄｕａｎ＠ｈｅｂａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　甜玉米是玉米属的一个亚种，起源于美洲大陆，是一种集
粮、果、蔬、饲于一体的经济型作物，人类种植和食用甜玉米已

有１００多年的历史［１］。甜玉米鲜穗可直接上市或加工，乳熟

时籽粒中富含蛋白质、水溶性多糖、多种游离氨基酸和维生

素，具有较高的营养价值、加工价值和经济价值。随着人们生

活水平的提高，甜玉米也迎来了更多的消费者［２］。美国是世

界上开展甜玉米育种研究最早的国家，早在１８２８年，美国人
索布就发表了关于甜玉米研究的第 １篇论文，１８３６年诺埃
斯·达林培育出了第１个甜玉米品种达林早熟［３］。而我国对

甜玉米的研究起步较晚，直到１９６８年，才由中国农业大学培
育出了首个甜玉米品种北京白砂糖［４］，到了２０世纪８０年代，
又有一批新品种出现，如农梅Ⅰ号、东甜２号、金甜１号、甜玉
２号等，但是其应用和推广面积有限［５－６］。

从２０世纪９０年代至今，随着我国经济的发展、人民生活
水平的提高以及甜玉米加工产品的出现，对甜玉米的需求量

与种质资源遗传多样性的需求不断提高［７］。但是，由于我国

不是甜玉米的起源中心，很多材料依赖于从美国、泰国等海外

引进，甜玉米的亲缘关系比较近，类型较单一［８］，从而严重影

响了我国甜玉米育种的进一步发展。因此，对甜玉米的遗传

多样性进行研究尤其重要。

近几年来，分子标记技术发展迅速，作为新的手段和方法

已被用于检测玉米的遗传多样性，主要包括限制性内切酶片

段长度多态性（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称
ＲＦＬＰ）、随机扩增多态性 ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ＤＮＡ，简称 ＲＡＰＤ）、扩增片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔ

ｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称 ＡＦＬＰ）、简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称ＳＳＲ）、单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＳＮＰ）等分子标记技术。其中单个碱基变
异的ＳＮＰ作为第３代分子标记，具有密度高、分布广等优势，
在水稻、玉米等植物性状标记分析、遗传图谱构建及遗传多样

性分析等方面有广阔的应用前景［９－１２］。在玉米上，康奈尔

Ｂｕｃｋｌｅ实验室和Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司构建了高密度的ＳＮＰ标记遗传
连锁图谱，为分子育种提供了可靠的信息。ＳＳＲ是一类由
１～６个碱基组成的基因串联重复而成的 ＤＮＡ序列，其长度
一般较短，它们广泛分布于基因组的不同位置［１３］。ＳＳＲ具有
多态性水平高、遗传方式简单、结果重现性好、稳定可靠、需要

的ＤＮＡ量少且操作简单等特点［１４］，被育种研究者们广泛使

用［１５－１６］。然而，目前利用分子标记对甜玉米进行遗传多样性

研究的报道还较少。

为了综合ＳＮＰ分子标记与ＳＳＲ分子标记的优点，增强试
验的准确性及稳定性，同时探究２种分子标记的联系与差异，
本研究采用ＳＮＰ、ＳＳＲ２种分子标记同时对２３份甜玉米材料
进行遗传多样性研究，以期为甜玉米育种提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本研究采用的２３份甜玉米自交系（均为 ｓｕ１甜玉米）和

１份常规对照自交系由河北农业大学玉米研究室提供，其名
称详见表１。
　　ＳＮＰ检测试验所用引物参照韩国 Ｓｈｉｎ等研究设计的 ６
对 ＳＮＰ引物［１７］，详见表 ２。ＳＳＲ检测试验所用引物参照
ＣＩＭＭＹＴ（国际玉米小麦改良中心）公布的针对玉米１０条染
色体的核心引物，从中筛选出１９对带型清晰、稳定性好的引
物进行ＳＳＲ分析，相应的引物序列见表３。以上引物均由北
京天一辉远生物科技有限责任公司合成。

１．２　试验方法
本试验于２０１５年在河北农业大学种子科学与技术实验
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表１　２３份甜玉米自交系及１份常规自交系的编号及名称

编号 自交系名称 编号 自交系名称

１ １１６３２７ １３ １１６４５５
２ １１６３２９ １４ １１６４７１
３ １１６３５３ １５ １１６４８４
４ １１６３５９－６０ １６ １１６４８５
５ １１６３７７ １７ １１６４６９
６ １１６３７７－７８ １８ 紫ｓｕ５－３
７ １１６３７９ １９ 紫ｓｕ５－１２
８ １１６３８５ ２０ 紫ｓｕ５－３－３
９ １１６３９０ ２１ 红ｓｕ５
１０ １１６３９４ ２２ 黄ｓｕ７－８
１１ １１６４２４ ２３ １１６３７５
１２ １１６４３２ ２４ Ｍｏ１７（常规，ＣＫ）

　　注：１～２３号为甜玉米自交系，２４号为常规自交系，用作对照。

室进行，甜玉米材料种植于河北农业大学三分厂试验田。取

０．５ｇ甜玉米鲜叶片，用十六烷基三甲基溴化铵（ｈｅｘａｄｅｃｙｌ

表２　ＳＮＰ引物序列

引物名称
引物序列

（５′→３′）

ｓｕ１－７７９０－Ｒ ＧＡＡＡＣＴＣＴＡＡＡＧＴＧＣＣＴＡＣＡＣ
ｓｕ１－７７９０－ＦＣ ＧＧＧＧＡＡＡＡＴＣＡＴＡＡＴＣＴＡＡＧＣＣ
ｓｕ１－７７９０－ＦＴ ＧＧＧＧＡＡＡＡＴＣＡＴＡＡＴＣＴＡＡＧＣＴ
ｓｕ１－８２１０－Ｆ ＡＧＴＧＴＡＧＣＧＣＡＣＴＴＴＡＧＡＧＴＴＴ
ｓｕ１－８２１０－ＲＡ ＡＴＧＡＴＧＣＡＴＡＴＴＣＣＡＧＣＡＴＡＴ
ｓｕ１－８２１０－ＲＧ ＡＴＧＡＴＧＣＡＴＡＴＴＣＣＡＧＣＡＴＡＣ
ｓｕ１－１０５５０－Ｒ ＣＣＣＴＧＧＣＡＴＴＴＡＣＴＣＴＴＡＧＴＴＡ
ｓｕ１－１０５５０－ＦＡ ＡＡＡＧＴＧＣＧＡＣＴＡＡＣＣＡＴＴＴＡ
ｓｕ１－１０５５０－ＦＧ ＡＡＡＧＴＧＣＧＡＣＴＡＡＣＣＡＴＴＴＧ

ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称ＣＴＡＢ）法对供试的２３份甜
玉米进行ＤＮＡ提取，并用ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１０００型紫外分光光度
计测定ＤＮＡ分子Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ及浓度，之后统一将浓度稀释
至１００ｎｇ／μＬ，于－２０℃冰箱中保存备用。

表３　ＳＳＲ引物名称及序列

编号 引物名称 Ｆ引物序列（５′→３′） Ｒ引物序列（５′→３′）
１ ｂｎｌｇ４３９ ＴＴＧＡＣＡＴＣＧＣＣＡＴＣＴＴＧＧＴＧＡＣＣＡ ＴＣＴＴＡＡＴＧＣＧＡＴＣＧＴＡＣＧＡＡＧＴＴＧＴＧＧＡＡ
２ ｂｎｌｇ２３３１ ＴＣＴＧＡＴＡＴＣＡＴＡＡＡＧＧＡＧＧＡＣＣＧ ＧＧＡＧＣＴＴＧＣＧＣＴＴＴＴＴＡＡＣＡ
３ ｂｎｌｇ１２５ ＧＧＧＡＣＡＡＡＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＧＡＧ ＧＡＡＡＴＧＧＧＡＣＡＧＡＧＡＣＡＧＡＣＡＡＴ
４ ｍｍｃ０１９１ ＧＧＴＧＴＴＣＡＧＴＧＡＡＡＧＧＴＴＡ ＡＡＧＡＴＴＴＣＣＧＣＡＡＧＧＴＴＡＡＡＣ
５ ｕｍｃ２１０５ ＡＣＡＴＡＣＡＴＡＧＧＣＴＣＣＣＴＴＴＴＴＣＣＧ ＴＣＣＣＧＴＧＡＣＡＣＴＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＣＴ
６ ｂｎｌｇ１４９６ ＣＴＧＧＧＣＡＧＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＴＡ ＡＧＣＣＡＡＡＧＡＣＡＴＧＡＴＧＧＴＣＣ
７ ｐｈｉ０７２ ＡＣＣＧＴＧＣＡＴＧＡＴＴＡＡＴＴＴＣＴＣＣＡＧＣＣＴＴ ＧＡＣＡＧＣＧＣＧＣＡＡＡＴＧＧＡＴＴＧＡＡＣＴ
８ ｂｎｌｇ２２９１ ＣＣＴＣＴＣＧＡＴＧＴＴＣＴＧＡＡＧＣＣ ＧＴＣＡＴＡＡＣＣＴＴＧＣＣＴＣＣＣＡＡ
９ ｕｍｃ１２２５ ＣＴＡＧＣＴＣＣＧＴＧＴＧＡＧＴＧＡＧＴＧＡＧＴ ＴＴＣＣＴＴＣＴＴＴＣＴＴＴＣＣＴＧＴＧＣＡＡＣ
１０ ｂｎｌｇ１６１ ＧＣＴＴＴＣＧＴＣＡＴＡＣＡＣＡＣＡＣＡＴＴＣＡ ＡＴＧＧＡＧＣＡＴＧＡＧＣＴＴＧＣＡＴＡＴＴＴ
１１ ｐｈｉ２９９８５２ ＧＡＴＧＴＧＧＧＴＧＣＴＡＣＧＡＧＣＣ ＡＧＡＴＣＴＣＧＧＡＧＣＴＣＧＧＣＴＡ
１２ ｂｎｌｇ１７９２ ＣＧＧＧＡＡＴＧＡＡＴＡＡＧＣＣＡＡＧＡ ＧＣＧＣＴＣＣＴＴＣＡＣＣＴＴＣＴＴＴＡ
１３ ｐｈｉ１１６ ＧＣＡＴＡＣＧＧＣＣＡＴＧＧＡＴＧＧＧＡ ＴＣＣＣＴＧＣＣＧＧＧＡＣＴＣＣＴＧ
１４ ｕｍｃ１７４１ ＡＧＡＣＧＡＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＴＣＴＴＴＣ ＣＧＣＴＴＧＧＣＡＴＣＴＣＣＡＴＧＴＡＴＡＴＣＴ
１５ ｐｈｉ０８０ ＣＡＣＣＣＧＡＴＧＣＡＡＣＴＴＧＣＧＴＡＧＡ ＴＣＧＴＣＡＣＧＴＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＣＡＣ
１６ ｐｈｉ０６５ ＡＧＧＧＡＣＡＡＡＴＡＣＧＴＧＧＡＧＡＣＡＣＡＧ ＣＧＡＴＣＴＧＣＡＣＡＡＡＧＴＧＧＡＧＴＡＧＴＣ
１７ ｂｎｌｇ１１９１ ＡＡＴＣＡＴＧＣＧＴＡＧＧＣＧＴＡＧＣＴ ＧＣＣＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＧＡＡＧＧＣＴ
１８ ｕｍｃ２１６３ ＡＡＧＣＧＧＧＡＡＴＣＴＧＡＡＴＣＴＴＴＧＴＴＣ ＧＡＡＡＴＴＧＣＴＧＧＧＧＴＴＣＴＣＡＴＴＴＣＴ
１９ ｂｎｌｇ１４５０ ＡＣＡＧＣＴＣＴＴＣＴＴＧＧＣＡＴＣＧＴ ＧＡＣＴＴＴＧＣＴＧＧＴＣＡＧＣＴＧＧＴ

１．３　ＰＣＲ反应体系和条件
２０μＬＰＣＲ反应体系：２μＬ１０×Ｔａｑ缓冲液（含 Ｍｇ２＋）、

１．６μＬｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、１μＬ前引物、１μＬ后引物、
０．２μＬＴａｑ酶（２．５Ｕ／Ｌ）、１μＬＤＮＡ模板（１００ｎｇ／μＬ）、
１３．２μＬｄｄＨ２Ｏ。反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃ 变性
３０ｓ，Ｘ℃退火［Ｘ＝（前引物 Ｔｍ ＋后引物 Ｔｍ）／２－１，Ｔｍ为理
论退火温度］４５ｓ，７２℃ 延伸 １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ，４℃保存。
１．４　ＰＣＲ产物的检测
１．４．１　琼脂糖凝胶电泳　在每个 ＰＣＲ体系中加入５μＬ加
样缓冲液６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，取１０μＬ上样于１．５％琼脂糖凝
胶上，于１８０Ｖ、３００ｍＡ、８０Ｗ电泳１５ｍｉｎ，用ＥＢ（溴化乙锭）
显色，用ＢｉｏＲＡＤ凝胶成像系统观察拍照，记录条带信息。
１．４．２　聚丙烯酰胺凝胶电泳　在每个ＰＣＲ体系中加入５μＬ
加样缓冲液６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，取２μＬ上样于６％聚丙烯酰胺
凝胶上，于３００Ｖ、２００ｍＡ、１００Ｗ电泳 ４５ｍｉｎ，用银染法显

影，将胶置于灯箱上观察拍照，记录条带信息。

１．５　数据处理及分析方法
根据ＰＣＲ产物电泳结果读取条带，同一长度处有带的记

为１，无带的记为０，缺失的记为９，用ＮＴＳＹＳＶｅｒｓｉｏｎ２．１０ｅ软
件进行聚类分析。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增结果分析
用６对针对ｓｕ１基因设计的ＳＮＰ引物进行ＰＣＲ扩增，其

中在１～２３号供试甜玉米中均能检测到点突变，而对照常规
玉米自交系 Ｍｏ１７在所检测的３个变异位点上均无扩增条
带，即在检测的３个位点上均无变异，８２１０（Ａ／Ｇ）位点的检测
结果见图１。
　　由表４可以看出，在７７９０位点处，有２２个自交系发生突
变，１１６３２７、１１６３２９、１１６３５３等１５个自交系发生 Ｃ碱基突变，
１１６３５９－６０、１１６３７７、１１６４３２等７个自交系发生Ｔ碱基突变。
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表４　ＳＮＰ突变位点分析

自交系
变异位点的突变碱基

７７９０ｂｐ ８２１０ｂｐ １０５５０ｂｐ
１１６３２７ Ｃ Ａ Ａ
１１６３２９ Ｃ Ｇ Ａ
１１６３５３ Ｃ Ｇ Ａ
１１６３５９－６０ Ｔ — Ａ
１１６３７７ Ｔ Ｇ Ａ
１１６３７７－７８ — Ａ Ａ
１１６３７９ Ｃ Ｇ Ａ
１１６３８５ Ｃ  Ａ
１１６３９０ Ｃ Ａ Ａ
１１６３９４ Ｃ — Ａ
１１６４２４ Ｃ — Ａ
１１６４３２ Ｔ Ｇ Ｇ
１１６４５５ Ｃ Ａ Ｇ
１１６４７１ Ｔ Ｇ Ｇ
１１６４８４ Ｃ Ｇ Ｇ
１１６４８５ Ｔ Ｇ Ｇ
１１６４６９ Ｔ Ａ Ａ
紫ｓｕ５－３ Ｃ Ａ Ａ
紫ｓｕ５－１２ Ｃ Ａ Ａ
紫ｓｕ５－３－３ Ｃ Ａ Ａ
红ｓｕ５ Ｔ Ｇ Ａ
黄ｓｕ７－８ Ｃ  Ａ
１１６３７５ Ｃ  Ａ

　　注：表示缺失，—表示未得到数据。

在８２９位点处，有 １７个自交系发生突变，１１６３２７、１１６３７７－
７８、１１６３９０等８个自交系发生 Ａ碱基突变，１１６４３２、１１６４７１、
１１６４８４等９个自交系发生Ｇ碱基突变。在１０５５０位点处，２３
个自交系全部发生突变，１１６４３２、１１６４５５、１１６４７１等５个自交
系发生Ｇ碱基突变，１１６４６９、１１６３７９、１１６３８５等１８个自交系
发生Ａ碱基突变。
　　通过对１０条染色体的核心引物进行筛选，获得１９个条
带清晰、多态性强的ＳＳＲ引物。利用筛选出的引物对供试的
２３份甜玉米材料进行ＤＮＡ扩增，其中引物 ｂｎｌｇ４３９的扩增条
带如图２所示。对全部扩增结果进行统计分析，结果显示，扩

增出的条带数在４～１１条之间，１９对 ＳＳＲ引物共扩增出１１４
条条带，其中多态性条带８３条，平均每对引物检测到的多态
性位点为４．４个，多态性条带数占总条带数的７３％。
２．２　遗传相似性分析

根据２种分子标记结果，计算２３份甜玉米的遗传相似系
数，其中ＳＮＰ相似系数为０．２８～１．００，平均遗传相似系数为
０．６４；ＳＳＲ遗传相似系数为０．４７～０．９５，平均遗传相似系数为
０．７１。由此可见，２种标记方法的平均遗传相似系数基本一
致，说明含有ｓｕ１基因的甜玉米突变体的遗传背景存在比较
丰富的遗传变异。

２．３　聚类分析
当相似系数为０．５５时，２３份甜玉米材料被划分为４个

ＳＮＰ类群（ＳＮＰｇｒｏｕｐｓ，简称 ＳＮＰＧｓ），分别为 ＳＮＰＧⅠ、ＳＮＰＧ
Ⅱ、ＳＮＰＧⅢ和ＳＮＰＧⅣ（图３）。由表４可以看出，ＳＮＰＧⅠ包
含１１６３２７、１１６３９０、紫 ｓｕ５－３、紫 ｓｕ５－１２、紫 ｓｕ５－３－３、
１１６３７７－７８、１１６３８５、黄 ｓｕ７－８、１１６３７５、１１６３２９、１１６３５３、
１１６３７９、１１６３９４、１１６４２４共１４份材料，占６０．９％；ＳＮＰＧⅡ仅
含有１份材料，即１１６４５５，占４．３％；ＳＮＰＧⅢ、ＳＮＰＧⅣ各含有
４份材料，分别为 １１６３５９－６０、１１６３７７、红 ｓｕ５、１１６４６９和
１１６４３２、１１６４７１、１１６４８５、１１６４８４，各占供试材料的１７．４％。
　　由图４的 ＳＳＲ标记聚类结果发现，当相似系数为 ０．５５
时，２３份甜玉米自交系被分为 ５个类群（ＳＳＲｇｒｏｕｐｓ，简称
ＳＳＲＧｓ）。其中ＳＳＲＧⅠ包括紫ｓｕ５－３、紫ｓｕ５－１２、黄ｓｕ７－８、
１１６３９０、１１６３２９、１１６３７５、紫 ｓｕ５－３－３等１３份材料；ＳＳＲＧⅡ
和ＳＳＲＧⅣ分别包含１１６３５９－６０、１１６３９４、１１６４２４和１１６３７７－
７８、１１６４６９、１１６４７１；ＳＳＲＧⅢ和 ＳＳＲＧⅤ分别包含 １１６４８４、
１１６４８５和１１６４３２、１１６４５５（表５）。

３　讨论

玉米胚乳基因组内某一特定核苷酸位置发生转换、颠倒、

插入、缺失等都有可能使其突变为甜玉米。ｓｕ突变体编码的
蛋白质，即异淀粉酶是淀粉去分支酶的一种［１８－１９］，能使糖向

淀粉的转化过程受阻，造成中间产物大量积累，因而发生相应

突变的玉米中的蔗糖、还原糖含量显著高于普通玉米，使玉米

未成熟籽粒中大量积累水溶性多糖［２０－２１］。
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表４　ＳＮＰ分子标记的类群划分

ＳＮＰ类群 自交系

Ⅰ １１６３２７、１１６３９０、紫ｓｕ５－３、紫ｓｕ５－１２、紫ｓｕ５－３－３、１１６３７７－７８、１１６３８５、黄ｓｕ７－８、１１６３７５、
１１６３２９、１１６３５３、１１６３７９、１１６３９４、１１６４２４

Ⅱ １１６４５５
Ⅲ １１６３５９－６０、１１６３７７、红ｓｕ５、１１６４６９
Ⅳ １１６４３２、１１６４７１、１１６４８５、１１６４８４
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表５　基于ＳＳＲ分子标记的类群划分

ＳＳＲ类群 自交系

Ⅰ １１６３２７、１１６３５３、１１６３７７、紫ｓｕ５－３、紫ｓｕ５－１２、黄ｓｕ７－８、１１６３９０、１１６３２９、１１６３７５、紫ｓｕ５－３－３、１１６３８５、红ｓｕ５、１１６３７５
Ⅱ １１６３５９－６０、１１６３９４、１１６４２４
Ⅲ １１６４８４、１１６４８５
Ⅳ １１６３７７－７８、１１６４６９、１１６４７１
Ⅴ １１６４３２、１１６４５５

　　本试验应用ＳＮＰ、ＳＳＲ２种分子标记研究 ｓｕ１型甜玉米。
ｓｕ１基因位于第４染色体的第８～６６位点，在该位点先后发现
了ｓｕｌ－ａｍ、ｓｕｌ－Ｂｎ２、ｓｕｌ－ｃｒ、ｓｕｌ－ｓｔ和 ｓｕｌ－Ｒ等等位基
因［１］。本试验选用等位基因特异性ＰＣＲ对ｓｕ１基因的７７９０、
８２１０及１０５５０这３个 ＳＮＰ位点进行分型，该方法具有成本
低、易操作等优点，但仍需要对引物退火温度以及反应条件进

行一定的摸索。有报道指出，等位基因特异ＰＣＲ反应体系具
有很高的灵敏性［２２］，然而试验中依然会有隐约的非特异性条

带出现，本试验中检测的甜玉米在７７９０、８２１０、１０５５０这３个
突变位点中至少存在１～２个突变，ＰＣＲ反应对退火和延伸过
程的时间和温度比较敏感［１７］，因而不适宜的反应条件可能会

导致碱基错配，使得碱基发生非特异性结合。本试验通过适

当提高退火温度，较大程度地抑制了非特异性条带的产生，与

乐素菊等的研究结果［２３］一致。ＳＳＲ分子标记技术具有操作
简单、重复性好等优点，是近１０年来常用的研究遗传多样性
的方法［２４］。赵波等利用ＳＳＲ标记，对小豆种质资源进行了遗
传多样性分析，检测到 ８６个等位变异［２５］。陈婧等曾利用

ＳＳＲ分子标记技术对玉米进行了遗传多样性分析［２６－２８］。胡

萍等利用ＳＳＲ分子标记技术对贵州的１０８份玉米品种进行
了遗传多样性分析，得出其遗传相似系数在０．４４～０．９９之
间［２９］。王利峰等利用表型和 ＳＳＲ分析了河南省玉米的遗传
多样性，得出其遗传相似系数为０．６３～０．８９［３０］。而本试验利
用１９对ＳＳＲ引物对２３份甜玉米自交系进行遗传多样性分
析，共检测出８０个等位基因有变异位点，检测到的等位基因
数为４４个，遗传相似度系数为０．４７～０．９５，表明甜玉米种
质来源较广泛，遗传基础丰富。本研究将供试材料划分为５
大类，从分子水平分析了甜玉米的群体遗传结构和多态性水

平，为研究亲本选配、新种质创制等提供了依据。

本试验利用 ＳＮＰ、ＳＳＲ２种分子标记，研究了甜玉米的遗
传多样性，在甜玉米亲缘划分上，２种分子标记存在一定的相
关性，均能将紫ｓｕ５－３、紫ｓｕ５－１２和紫ｓｕ５－３－３等姊妹系聚
在一起，同时也存在一定的差异，如ＳＳＲ标记比ＳＮＰ标记划分
的类群多１个。本研究结果也验证了用分子标记探究种质资
源血缘关系的科学性、准确性，由于引物数量及试验材料数量

的限制，要得到更精确的群体结构划分还需要进一步研究。
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猪伪狂犬病毒实时荧光定量 ＰＣＲ检测方法
的建立及初步应用

温书香，安利民，赵　协，张　军，潘燕燕，葛位西
（河南省漯河市动物疫病预防控制中心，河南漯河４６２３００）

　　摘要：为建立一种快速、特异、鉴别诊断猪伪狂犬病毒野毒感染与疫苗免疫株，参考ＧｅｎＢａｎｋ上公布的猪伪狂犬病
毒ｇＥ基因序列设计了１对引物，以猪伪狂犬病毒核酸作为模板，ＰＣＲ方法将扩增得到的核酸序列克隆到ＰＥＧＭ－１８Ｔ
载体上，将克隆载体转化到ＤＨ５α感受态细胞中，测序鉴定阳性重组质粒作为标准品建立猪伪狂犬病毒荧光定量ＰＣＲ
检测方法。结果表明，本研究所建立的猪伪狂犬病毒荧光定量 ＰＣＲ方法检测灵敏度可达１０拷贝，与蓝耳病毒、猪细
小病毒、猪瘟病毒、猪圆环病毒不发生交叉反应，具有良好的特异性和可重复性。此外，对３３份疑似猪伪狂犬病料也
作了检测，结果表明，２份病料均为阳性。本研究建立的猪伪狂犬病毒实时荧光定量ＰＣＲ检测方法具有灵敏度高、特
异性强、重复性好、不发生交叉反应等优点，可用于日常猪伪狂犬病毒野毒感染与疫苗免疫株的鉴别诊断。
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　　猪伪狂犬病（ＰＲＶ）是由称猪疱疹病毒感染引起的一种
高度接触性、传染性疾病。猪是本病的传染源及自然宿主，本

病的暴发常可引起妊娠母猪的流产率增高、仔猪的神经症状、

公猪因睾丸炎丧失种用价值以及成年猪的呼吸系统疾病，每

年给我国养猪业造成严重的经济损失［１－３］。任何年龄段的猪

感染ＰＲＶ后均能形成潜伏感染，感染 ＰＲＶ的猪终身带毒。
在一定条件下ＰＲＶ病毒可以被激活，引起隐性猪的复发性感
染和散毒。因此，及时地诊断ＰＲＶ是预防和控制该病的有效
手段。在病原学诊断方法中，荧光定量ＰＣＲ方法具有灵敏度
高、特异性强、快速高通量等优点，广泛应用于多种动物疫病

的诊断［４］。本研究根据ＰＲＶ病毒核酸设计了１对特异性引
物，建立了一种快速鉴别诊断 ＰＲＶ病毒的荧光定量 ＰＣＲ方

法，为河南省漯河市猪伪狂犬病的早期鉴别诊断和病毒分离

提供了一种快速检测和定性的方法，为后续猪伪狂犬病的净

化提供技术支撑。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病料采集　漯河市问十乡一散养户母猪存栏量２４
头，其中初产母猪８头，经产母猪１６头。２０１６年１１月１５日
夜里该养猪场１头经产母猪产仔１５头，２ｄ晚上有４头仔猪
表现体温升高、食欲不振、精神萎靡、站立不稳等症状，３ｄ早
上有５头仔猪相继死亡，另有５头仔猪相继发病并出现相似
的临床症状，１头仔猪表现为典型的猪伪狂犬病临床症状，犬
卧姿势、原地转圈运动、叫声嘶哑，随后体温下降很快死亡。

根据临床症状和剖检结果判定为疑似猪伪狂犬病，对发病和

死亡的仔猪进行无菌采血，并采集心脏、肝脏、肾脏、脑、脾脏

等组织进行充分研磨，用于ＰＲＶ病毒的鉴定。
１．１．２　毒株、试剂及仪器设备　本研究所用猪伪狂犬病毒细
胞培养物，由河南省疫控中心赠送；猪伪狂犬病毒 ｇＥ、ｇＢ抗
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