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　　摘要：采集不同品种的柑橘叶片标样，进行ＳＳＲ分子标记检测和筛选，确认ＳＳＲ分子标记准确有效。然后在不同
时期、不同地块采集更多品种的叶样，进行ＳＳＲ分子标记检测，比对试验结果与采样记录，检查 ＳＳＲ分子标记能否准
确有效的鉴定沃柑品种。结果表明，３对ＳＳＲ分子标记可以准确有效地从１６个广西、重庆、四川种植的柑橘品种中鉴
定出沃柑和无核沃柑（但沃柑和无核沃柑两者之间无法有效区分），该品种鉴定技术可应用于沃柑产业化发展中。
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　　柑橘是全球种植面积最大和总产量最高的水
果之一。中国是柑橘的起源中心之一，柑橘种质资

源丰富。杂交选育是柑橘育种的重要策略，也造成

了柑橘品种的高度遗传杂合性。近２０年来，柑橘新
品种主要来源于芽变选育［１－２］。芽变选育得到的新

品种大部分性状来自原品种。近年通过引种和育

种，使中国柑橘品种更加多样化。在鉴别柑橘品种

上，虽然可通过枝叶形态等鉴定柑橘品种，但是形

态学标记较少，特别在苗期时，由于营养、日照等环

境因素影响叶片没有完全展开，有时难以进行品种

鉴定。沃柑（Ｏｒａｈ）是坦普尔柑橙与丹西红橘杂交
的晚熟柑橘品种［３］，由于经济效益显著，近年来在

广西、重庆、四川、云南等地快速推广，种植面积超

过１５．０万ｈｍ２［４］。随着种植面积的快速增加，如何
确保沃柑品种的纯正，保证种苗的质量，加强种苗

的检测工作变得更为重要。随着分子生物学的发

展，ＳＳＲ（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ）分子标记鉴定因快
速准确，不受时间、环境条件影响等优点逐渐发挥

重要作用，能够满足沃柑育苗的要求。ＤＮＡ分子标
记技术广泛应用于植物遗传多样性和种质鉴定中，

其中常用的技术包括 ＳＳＲ、ＡＦＬＰ、ＲＡＰＤ、ＳＮＰ等已
应用于柑橘品种鉴定［５－８］。ＳＳＲ分子标记的发展历
史长，应用简易方便，为共显性分子标记，具有多态

性丰富和ＰＣＲ扩增结果重现性高的优点，被认为是
研究群体遗传变异最好的标记之一［９］。刘通等利

用ＳＳＲ和 ＳＲＡＰ分子对３４份广西野生柑橘种质和
地方品种进行遗传多样性分析［１０］。李益等用 ５０３
份种质经过多轮筛选出２１个ＳＳＲ标记［１１］。曾涛利

用ＳＳＲ分子标记构建了南丰蜜橘的指纹图谱并分
析了各南丰蜜橘的遗传多样性［１２］。刘召亮等应用

ＳＳＲ分子标记对江西各金沙柚主栽区的金沙柚及相
关近缘种质进行分析，为金沙柚品种的鉴定、保存

和评价等提供参考［１３］。目前，国内沃柑ＳＳＲ分子标
记研究未见报道，生产上应用较少。本研究通过筛

选ＳＳＲ分子标记，可在不同时期、不同地块的多种
柑橘品种中准确鉴定出沃柑，准确率１００％，为 ＳＳＲ
分子标记应用于沃柑的品种鉴定打下了基础。

１　材料与方法

１．１　材料
第一批柑橘标样（Ⅰ）于２０１８年９月２７日在广

西农业科学院本部采集（记录好编号和品种）。第

二批柑橘样品（Ⅱ）于２０１９年１月２５日在广西农业
科学院本部采集（第二、三、四批采集的样品由采集

人记录好编号和品种。不告知检测人员品种信

息）。第三批柑橘样品（Ⅲ）于２０１９年２月２３日在
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广西农业科学院里建科研基地的柑橘采穗圃采集。

第四批柑橘样品（Ⅳ）于２０１９年２月２３日在广西农
业科学院里建科研基地的柑橘观察圃和示范园采

集。样品信息详见表１。成熟期剪取＋１叶，４℃冰
箱保存，采样后３ｄ内完成ＤＮＡ提取。
１．２　ＤＮＡ提取

每个样品取适量叶片，超纯水冲洗干净，晾干。

剪取约 ０．１ｇ置于干净的 ２ｍＬＥＰ管中，加入
８００μＬＣＴＡＢ后用组织研磨仪研磨。混匀，６５℃水
浴预热 ４０～６０ｍｉｎ，每隔 １０ｍｉｎ振荡混匀 １次。
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸取上清转入新的２ｍＬ
离心管中，按照１∶１加入氯仿剧烈振荡混匀，室温
放置１０ｍｉｎ。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上清。
加入１／１０的３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ和２倍体积的无水乙醇
沉淀ＤＮＡ。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，沉淀用７０％
乙醇洗 ２遍，晾干。１００～４００μＬＴＥ溶解 ＤＮＡ，
－２０℃保存。
１．３　柑橘ＳＳＲ检测

使用李益等报道的ＳＳＲ引物［１４］，这些ＳＳＲ引

表１　用于沃柑ＳＳＲ分子标记检测的柑橘材料

编号 品种 编号 品种

Ⅰ－１ 沃柑 Ⅲ－１ 爱媛３８
Ⅰ－２ 沃柑 Ⅲ－２ 沃柑

Ⅰ－３ 沃柑 Ⅲ－３ 晚血８号
Ⅰ－４ 无核沃柑 Ⅲ－４ 濑户水

Ⅰ－５ 少核茂谷柑 Ⅲ－５ 沃柑

Ⅰ－６ 茂谷柑 Ⅲ－６ 明日见

Ⅰ－７ 华晚无籽沙糖橘 Ⅲ－７ 沃柑

Ⅰ－８ 贡柑 Ⅲ－８ 无核沃柑

Ⅰ－９ 茂谷柑 Ⅲ－９ 长叶香橙

Ⅱ－１ 茂谷柑 Ⅲ－１０ 沃柑

Ⅱ－２ 沃柑 Ⅳ－１ 沃柑

Ⅱ－３ 无核沃柑 Ⅳ－２ 清秋脐橙

Ⅱ－４ 少核茂谷柑 Ⅳ－３ 沃柑

Ⅱ－５ 沃柑 Ⅳ－４ 纽荷尔脐橙

Ⅱ－６ 华晚无籽沙糖橘 Ⅳ－５ 沃柑

Ⅱ－７ 沃柑 Ⅳ－６ 沃柑

Ⅱ－８ 沃柑 Ⅳ－７ 甘平

Ⅱ－９ 茂谷柑 Ⅳ－８ 大雅１号
Ⅱ－１０ 贡柑 Ⅳ－９ 沃柑

Ⅳ－１０ 红肉脐橙

物由苏州金唯智生物科技有限公司合成。引物序

列见表２。

表２　ＳＳＲ引物编号及序列

引物名称 引物序列（５′→３′）
Ｐ４ Ｆ：ＴＡＡＡＡＡＣＣＡＡＣＧＴＣＣＣＣＴＣＡ；Ｒ：ＣＧＧＧＣＧＡＧＧＴＡＧＡＡＧＴＡＡＴＧ
Ｐ７ Ｆ：ＧＴＴＧＣＧＣＡＧＴＴＡＴＴＣＴＣＡＡＡ；Ｒ：ＣＣＧＡＣＣＡＣＴＴＴＴＡＣＣＣＡＣＴＧ
Ｐ１１４ Ｆ：ＴＣＴＣＡＣＧＴＣＡＡＡＡＧＡＣＧＡＣＧ；Ｒ：ＴＣＧＧＣＣＡＴＡＡＡＣＣＧＡＴＡＣＡＴ

　　ＰＣＲ反应体系为：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２μＬ；Ｍｇ２＋

（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ；ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ；引
物Ｆ（０．５μｍｏｌ／Ｌ／μＬ）１μＬ；引物Ｒ（０．５μｍｏｌ／μＬ）
１μＬ；ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５Ｕ）０．２μＬ；模板
ｇＤＮＡ（２５ｎｇ／μＬ）２μＬ；用 ｄｄＨ２Ｏ补足至 ２０μＬ。
ＰＣＲ反应程序为：９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
５６℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３５个循环；７２℃ 延伸

１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物用 １％琼脂糖凝胶电泳
检测。

２　结果与分析

２．１　多态性分析
使用标品检测３对 ＳＳＲ引物的多态性时，每对

引物均要检测到５条以上条带。在１％琼脂糖凝胶
电泳图中，３对ＳＳＲ引物扩增产物可清晰区分沃柑、
少核茂谷柑、茂谷柑、华晚无籽沙糖橘、贡柑５个品
种，但沃柑与无核沃柑 ＳＳＲ引物扩增产物之间未见
显著差异（图１）。

２．２　多样本检验
为进一步检验这３个 ＳＳＲ分子标记在沃柑育

苗、生产中的可靠性，在不同时期、不同地点取样，

并增加更多的品种类型，进行 ＳＳＲ分子标记检测。
结果发现，根据这 ３个 ＳＳＲ分子标记的检测结果
（图２），可在１６个品种（沃柑、无核沃柑、少核茂谷
柑、茂谷柑、华晚无籽沙糖橘、贡柑、爱媛３８、晚血８
号、濑户水、明日见、长叶香橙、清秋脐橙、纽荷尔脐

橙、甘平、大雅１号、红肉脐橙）中准确、有效地检测
到沃柑和无核沃柑，准确率达到了１００％（表３）。

３　讨论

沃柑是坦普尔柑橙与丹西红橘杂交的晚熟柑

橘品种。无核沃柑是由 γ射线辐射诱变育成的沃
柑新品种，在保留了沃柑生长势强、高糖、肉脆、多

汁、味浓、越冬落果少、成熟后挂树期长等优点的同

时，克服了普通沃柑多籽的缺点。由于经济效益显

著，近年来在广西、重庆、四川、云南等地，沃柑和无
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表３　根据检测结果判断是否为沃柑

样品编号 是否为沃柑 样品编号 是否为沃柑

Ⅱ－１ 否 Ⅲ－６ 否

Ⅱ－２ 是 Ⅲ－７ 是

Ⅱ－３ 是 Ⅲ－８ 是

Ⅱ－４ 否 Ⅲ－９ 否

Ⅱ－５ 是 Ⅲ－１０ 是

Ⅱ－６ 否 Ⅳ－１ 是

Ⅱ－７ 是 Ⅳ－２ 否

Ⅱ－８ 否 Ⅳ－３ 是

Ⅱ－９ 否 Ⅳ－４ 否

Ⅱ－１０ 否 Ⅳ－５ 是

Ⅲ－１ 否 Ⅳ－６ 是

Ⅲ－２ 是 Ⅳ－７ 否

Ⅲ－３ 否 Ⅳ－８ 否

Ⅲ－４ 否 Ⅳ－９ 是

Ⅲ－５ 是 Ⅳ－１０ 否

核沃柑得到快速推广。沃柑和无核沃柑从苗期到

挂果需要２～３年时间，期间需要大量人力和财力投
入。如不能有效鉴定沃柑种苗，一旦种植到假苗将

对果农造成巨大的经济损失。

本研究使用的３个 ＳＳＲ分子标记可以准确有
效地从１６个不同的广西、重庆、四川种植的主要柑
橘品种中筛选出沃柑和无核沃柑，但因沃柑和无核

沃柑的ＳＳＲ条带没有差异，因此无法区分沃柑和无
核沃柑。无核沃柑是由 γ射线辐射诱变育成的沃
柑新品种，其遗传背景与沃柑非常相似，目前暂未

见可有效区别这２个品种的分子标记的相关报道。
目前沃柑和无核沃柑在广西的种植表现和经济收

益都较高，因此即便本研究使用的 ＳＳＲ分子标记无
法区分无核沃柑和沃柑，但有效地从多种柑橘品种

中区分出无核沃柑和沃柑，在生产实践中仍然具有

应用价值。

本研究中使用低分辨率的琼脂糖电泳仍可以

有效地筛选出沃柑和无核沃柑。由于与毛细管电

泳相比，琼脂糖电泳对实验室设备要求不高，而与

聚丙烯胺电泳相比，琼脂糖电泳更快速便利，因此

低分辨率的琼脂糖电泳可作为沃柑品种鉴定和杂

交选育新品种中 ＳＳＲ分子标记筛选的有效而经济
的实验技术。另一方面，随着基因组测序技术的发

展，简化基因组测序成本大大降低，开发更新一代

的ＳＮＰ分子，有希望更准确高效地广泛筛选柑橘品
种，包括有效区分近缘品种（如沃柑和无核沃柑）。
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［８］姜　波，钟　云，吴　波，等．利用 ＳＮＰ分子标记分析鉴定不同

形态的化橘红（Ｃｉｔｒｕｓｇｒａｎｄｉｓｖａｒ．ｔｏｍｅｎｔｏｓａ）单株［Ｊ］．果树学

报，２０１５，３２（６）：１００７－１０１１．
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［９］刘　勇，孙中海，刘德春，等．柚类种质资源ＡＦＬＰ与ＳＳＲ遗传多

样性分析［Ｊ］．中国农业科学，２００５，３８（１１）：２３０８－２３１５．

［１０］刘　通，邓崇岭，程玉芳，等．利用 ＳＳＲ和 ＳＲＡＰ技术分析广西

柑橘种质遗传多样性［Ｊ］．华中农业大学学报，２０１６，３５（２）：

２３－２９．　

［１１］李　益，马先锋，唐　浩，等．柑橘品种鉴定的ＳＳＲ标记开发和

指纹图谱库构建［Ｊ］．中国农业科学，２０１８，５１（１５）：２９６９－

２９７９．　

［１２］曾　涛．南丰蜜橘ＳＳＲ指纹图谱构建及遗传多样性分析［Ｄ］．

南昌：江西农业大学．２０１２

［１３］曾召亮，万水林，闫承璞，等．金沙柚及其近缘种质基于 ＳＳＲ分

子标记的遗传多样性分析［Ｊ］．中国南方果树，２０１７，４６（３）：

１－４．　

［１４］李　益，马先锋，唐　浩，等．柑橘品种鉴定的 ＳＳＲ标记开发和

指纹图谱库构建［Ｊ］．中国农业科学，２０１８，５１（１５）：２９６９－

２９７９．　

姚宗泽，李　阳，郭宗娟，等．杂交玉米品种家佳荣２号种子纯度的ＩｎＤｅｌ分子标记鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（１）：７９－８４．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．０１．０１４

杂交玉米品种家佳荣２号种子
纯度的 ＩｎＤｅｌ分子标记鉴定
姚宗泽１，李　阳２，郭宗娟１，张思亲１，胡　晓３，赵自仙１

（１．云南农业大学农学与生物技术学院，云南昆明６５０２０１；２．杭州中软安人网络通信股份有限公司，浙江杭州 ３１００１２；

３．普洱市澜沧县东河乡农业服务中心，云南普洱６６５６２８）

　　摘要：为建立一个简捷、经济、准确可靠的室内杂交玉米种子纯度鉴定方法，以玉米杂交种家佳荣２号及其父母
本、ＪＲ０２杂交组合为材料，用ＩｎＤｅｌ（插入－缺失）分子标记技术和田间小区种植鉴定２种方法对家佳荣２号杂交种子
进行纯度鉴定。结果显示，ＩｎＤｅｌ分子标记鉴定的纯度为９５．６％，田间小区种植鉴定的纯度为９７．８％，ＩｎＤｅｌ的结果略
低于田间小区种植鉴定的结果。１８对ＩｎＤｅｌ引物中能与家佳荣２号双亲基因组稳定结合且具有多态性的引物共有１１
对，多态性检测率为６１％，其中有１对引物带型偏父本，其余１０对 ＩｎＤｅｌ引物都能与家佳荣２号稳定结合，可用于鉴
定家佳荣２号的种子纯度。在１０对引物中随机选取２对引物，有１对引物能从家佳荣２号中区分出其相似品种
ＪＲ０２。２种方法鉴定结果高度一致，表明ＩｎＤｅｌ分子标记可作为玉米杂交种室内纯度鉴定的方法。
　　关键词：纯度鉴定；ＩｎＤｅｌ分子标记；ＣＴＡＢ；家佳荣２号；杂交玉米
　　中图分类号：Ｓ５１３．０３７　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２０）０１－００７９－０６

收稿日期：２０１８－１１－１１
基金项目：云南农业大学博士启动基金（编号：Ａ２００２２７６）。
作者简介：姚宗泽（１９９３—），男，云南大理人，硕士研究生，主要从事
玉米种子质量分子鉴定技术体系研究，Ｅ－ｍａｉｌ：１７１２７２６７０９＠ｑｑ．
ｃｏｍ；共同第一作者：李　阳（１９９１—），男，河南信阳人，硕士，主要
从事玉米种子质量分子鉴定技术体系研究，Ｅ－ｍａｉｌ：６６９０１２２２６＠
ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：赵自仙，博士，副教授，主要从事玉米育种及种质创新研

究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｏｚｉｘ＠１２６．ｃｏｍ。

　　玉米作为世界三大粮食作物之一，集饲用、能
源以及食用于一体。因此保障玉米生产稳定发展、

促进玉米产量稳步提升，对我国的社会稳定和人民

生活水平的维持在很大程度上都有着一定的促进

作用。

种子纯度是衡量种子质量的重要指标［１］，种子

纯度一直以来都是世界各国关注的主要问题，种子

纯度的鉴定在种子生产、销售以及大田种植过程中

至关重要。种子纯度鉴定技术涉及的知识面较广、

技术性强、新问题多。常用方法有种子形态鉴定、

幼苗鉴定、物理鉴定、化学鉴定、田间小区种植鉴定

等［２］。自１９７４年 Ｇｒｏｄｚｉｃｋｅｒ等发明了限制性片段
长 度 多 态 性 （ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＲＦＬＰ）技术［３］以来，随着科学技

术的不断进步，人们对分子标记的认识也在不断地

深入，目前已有很多种分子标记为人们所知，其中

一部分已被运用于种子纯度鉴定中，如 ＲＦＬＰ技术、
随 机 扩 增 多 态 性 ＤＮＡ （ｒａｎｄｏｍ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍＤＮＡ，简称ＲＡＰＤ）标记、简单重复序列
（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，简称 ＳＳＲ）标记、插入缺失
标记（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ－ｄｅｌｅｔｉｏｎ，简称 ＩｎＤｅｌ）、基于 ＳＮＰ（单
核苷酸多态性）的分子标记等［４］，传统的农作物纯
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