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　　摘要：为明确糯玉米自交系间的亲缘关系，利用１９对简单重复序列（ＳＳＲ）标记对３２份糯玉米自交系进行遗传多
样性分析，共检测到８０个等位基因变异，每个位点可检测到２～７个等位基因变异，平均每个位点检测到４．２１个。通
过ＮＴＳＹＳ聚类分析方法，在遗传相似系数为０．５３处将３２份糯玉米自交系划分为６个类群，分别包含３份、２份、１１
份、１１份、２份和３份，其中亲缘关系较近的白糯６和突变体Ｎ１７聚在了一起，３个杂交种（郑黄糯２号、石彩糯和京科
糯）的父母本被划分在不同的类群中，进一步从分子水平上揭示了亲本种质的遗传差异与玉米杂种优势的关系，为玉

米育种和改良奠定了理论基础。
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　　糯玉米（ＺｅａｍａｙｓＬ．ｖａｒ．ｃｅｒａｔｉｎａＫｕｌｅｓｈ）是玉
米属的一个亚种［１］，是普通玉米第９染色体短臂上
的Ｗｘ基因发生隐性突变形成的一种蒸煮后呈糯性
的突变体［２－３］，由于糯玉米籽粒干燥后胚乳呈角质

不透明、无光泽的蜡质状，所以又被称作蜡质玉

米［４］。根据糯玉米籽粒的颜色可以分为：白糯、黄

糯、紫糯、黑糯以及彩糯等，其中白糯和黄糯较为常

见［５］。糯玉米具有富含支链淀粉［６］、营养丰富和适

口性良好等优良特性，现已成为深受人们欢迎的食

品和工业原料，具有较高的经济价值。

ＳＳＲ（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，简单重复序列）又
称为微卫星 ＤＮＡ［７］，是共显性分子标记，是建立在
ＰＣＲ（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，聚合酶链式反应）基
础之上的一种遗传标记，具有很高的多态性和覆盖

率，测得结果的稳定性和重复性比较好，试验操作

程序简单，对ＤＮＡ的数量和纯度要求较低［８］。国内

外研究学者在玉米遗传多样性方面做了大量的研

究工作，李锐等利用 ＳＳＲ技术对来源于１４４份甜玉
米群体的４０个位点进行了分析，共检测到３４３个等
位变异，每对引物测出４－１７个等位变异，平均８．

５８个，ＳＳＲ聚类分析将１４４份甜玉米群体划为７个
类群［９］；谷静丛利用２８对 ＳＳＲ引物对１１０份普通
玉米自交系进行遗传多样性分析，将其划分为六大

类群，１９个亚类群［１０］；Ｗａｒｂｕｒｔｏｎ等［１１］、Ｒｅｉｆ等［１２］

的研究结果证实了利用 ＳＳＲ标记进行玉米遗传多
样性及杂种优势群划分的可行性。

尽管ＳＳＲ分子标记较普遍地应用于植物的遗
传多样性研究上，但在糯玉米种质资源中的研究报

道比较少。本研究利用 ＳＳＲ分子标记对３２份糯玉
米自交系进行遗传多样性分析，确定供试糯玉米自

交系间的遗传背景差异，为糯玉米优良品种选育和

杂种优势模式构建提供研究基础和理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料选自河北农业大学鲜食玉米课题组

选育的２６份糯玉米自交系，编号为Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、Ｎ４、
Ｎ５、Ｎ６、Ｎ７、Ｎ８、Ｎ９、Ｎ１０、Ｎ１１、Ｎ１２、Ｎ１３、Ｎ１４、Ｎ１５、
Ｎ１６、Ｎ１７（白糯６突变体）、Ｎ１８、Ｎ１９（石白糯１号）、
Ｎ２０、Ｎ２１、Ｎ２２、Ｎ２３、Ｎ２４、Ｎ２５、Ｎ２６和引进的国审糯
玉米品种郑黄糯 ２号父母本（郑黄糯 ０４、郑黄糯
０３）、石彩糯父母本（石糯１号、石糯２号）及京科糯
父母本（白糯６、京糯６）。
１．２　方法
１．２．１　用 ＣＴＡＢ法提取玉米叶片基因组 ＤＮＡ　将
玉米种子浸泡１夜，播种（每个品种播３粒）；待玉
米长到３～４叶时取叶提取玉米基因组 ＤＮＡ。具体

—３８—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第２期



提取步骤：（１）将无水乙醇放入－２０℃冰箱中预冷，
ＣＴＡＢ放入６５℃水浴锅中预热１ｈ。（２）取新鲜玉
米叶片加入适量已预热好的 ＣＴＡＢ中研磨，分别装
入１．５ｍＬ离心管中，放入６５℃水浴锅中水浴６０～
７５ｍｉｎ。（３）从水浴锅中取出，加入等体积的氯仿异
戊醇（２４∶１）。使用摇床摇晃或用手上下翻转
２０ｍｉｎ。（４）放入离心机中，１００００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ。（５）取上清液至新离心管中，加入等体积氯
仿异戊醇，摇晃１５ｍｉｎ。放入离心机中，１００００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ。（６）取上清液至新的离心管中，加入
－２０℃ 预冷好的无水乙醇至１．５ｍＬ，缓缓摇晃，出

现白色絮状沉淀（ＤＮＡ），放入冰箱 －２０℃中冷却
５ｍｉｎ。（７）从冰箱中取出 ＤＮＡ，放入离心机中离
心，１００００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，弃上清液。（８）加入７５％
乙醇（７５ｍＬ９５％乙醇 ＋２０ｍＬ蒸馏水）７０μＬ，将
ＤＮＡ弹起，摇晃１０ｍｉｎ，充分洗涤ＤＮＡ，放入离心机
中 １００００ｒ／ｍｉｎ离心 ２～３ｍｉｎ。弃上清，共洗脱 ３
次。（９）将洗脱好的 ＤＮＡ开盖晾干，晾１夜即可，
第２天可加去离子水溶解（１００μＬ）。（１０）测量
ＤＮＡ浓度（放－２０℃冰箱中保存）。
１．２．２　ＳＳＲ引物　选用１９对 ＳＳＲ引物（表１），由
北京天一辉远生物科技有限公司合成。

表１　１９对ＳＳＲ引物

序号 正向引物名称 正向引物序列（５’→３’） 反向引物名称 反向引物序列（５’→３’）
１ ｂｎｌｇ４３９Ｆ ＴＴＧＡＣＡＴＣＧＣＣＡＴＣＴＴＧＧＴＧＡＣＣＡ ｂｎｌｇ４３９Ｒ ＴＣＴＴＡＡＴＧＣＧＡＴＣＧＴＡＣＧＡＡＧＴＴＧＴＧＧＡＡ
２ ｂｎｌｇ２３３１Ｆ ＴＣＴＧＡＴＡＴＣＡＴＡＡＡＧＧＡＧＧＡＣＣＧ ｂｎｌｇ２３３１Ｒ ＧＧＡＧＣＴＴＧＣＧＣＴＴＴＴＴＡＡＣＡ
３ ｂｎｌｇ１２５Ｆ ＧＧＧＡＣＡＡＡＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＧＡＧ ｂｎｌｇ１２５Ｒ ＧＡＡＡＴＧＧＧＡＣＡＧＡＧＡＣＡＧＡＣＡＡＴ
４ ｍｍｃ０１９１Ｆ ＧＧＴＧＴＴＣＡＧＴＧＴＧＡＡＡＧＧＴＴＡ ｍｍｃ０１９１Ｒ ＡＡＧＡＴＴＴＣＣＧＣＡＡＧＧＴＴＡＡＡＣ
５ ｕｍｃ２１０５Ｆ ＡＣＡＴＡＣＡＴＡＧＧＣＴＣＣＣＴＴＴＴＴＣＣＧ ｕｍｃ２１０５Ｒ ＴＣＣＣＧＴＧＡＣＡＣＴＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＣＴ
６ ｂｎｌｇ１４９６Ｆ ＣＴＧＧＧＣＡＧＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＴＡ ｂｎｌｇ１４９６Ｒ ＡＧＣＣＡＡＡＧＡＣＡＴＧＡＴＧＧＴＣＣ
７ ｐｈｉ０７２Ｆ ＡＣＣＧＴＧＣＡＴＧＡＴＴＡＡＴＴＴＣＴＣＣＡＧＣＣＴＴ ｐｈｉ０７２Ｒ ＧＡＣＡＧＣＧＣＧＣＡＡＡＴＧＧＡＴＴＧＡＡＣＴ
８ ｂｎｌｇ２２９１Ｆ ＣＣＴＣＴＣＧＡＴＧＴＴＣＴＧＡＡＧＣＣ ｂｎｌｇ２２９１Ｒ ＧＴＣＡＴＡＡＣＣＴＴＧＣＣＴＣＣＣＡＡ
９ ｕｍｃ１２２５Ｆ ＣＴＡＧＣＴＣＣＧＴＧＴＧＡＧＴＧＡＧＴＧＡＧＴ ｕｍｃ１２２５Ｒ ＴＴＣＣＴＴＣＴＴＴＣＴＴＴＣＣＴＧＴＧＣＡＡＣ
１０ ｂｎｌｇ１６１Ｆ ＧＣＴＴＴＣＧＴＣＡＴＡＣＡＣＡＣＡＣＡＴＴＣＡ ｂｎｌｇ１６１Ｒ ＡＴＧＧＡＧＣＡＴＧＡＧＣＴＴＧＣＡＴＡＴＴＴ
１１ ｐｈｉ２９９８５２Ｆ ＧＡＴＧＴＧＧＧＴＧＣＴＡＣＧＡＧＣＣ ｐｈｉ２９９８５２Ｒ ＡＧＡＴＣＴＣＧＧＡＧＣＴＣＧＧＣＴＡ
１２ ｂｎｌｇ１７９２Ｆ ＣＧＧＧＡＡＴＧＡＡＴＡＡＧＣＣＡＡＧＡ ｂｎｌｇ１７９２Ｒ ＧＣＧＣＴＣＣＴＴＣＡＣＣＴＴＣＴＴＴＡ
１３ ｐｈｉ１１６Ｆ ＧＣＡＴＡＣＧＧＣＣＡＴＧＧＡＴＧＧＧＡ ｐｈｉ１１６Ｒ ＴＣＣＣＴＧＣＣＧＧＧＡＣＴＣＣＴＧ
１４ ｕｍｃ１７４１Ｆ ＡＧＡＣＧＡＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＴＣＴＴＴＣ ｕｍｃ１７４１Ｒ ＣＧＣＴＴＧＧＣＡＴＣＴＣＣＡＴＧＴＡＴＡＴＣＴ
１５ ｐｈｉ０８０Ｆ ＣＡＣＣＣＧＡＴＧＣＡＡＣＴＴＧＣＧＴＡＧＡ ｐｈｉ０８０Ｒ ＴＣＧＴＣＡＣＧＴＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＣＡＣ
１６ ｐｈｉ０６５Ｆ ＡＧＧＧＡＣＡＡＡＴＡＣＧＴＧＧＡＧＡＣＡＣＡＧ ｐｈｉ０６５Ｒ ＣＧＡＴＣＴＧＣＡＣＡＡＡＧＴＧＧＡＧＴＡＧＴＣ
１７ ｂｎｌｇ１１９１Ｆ ＡＡＴＣＡＴＧＣＧＴＡＧＧＣＧＴＡＧＣＴ ｂｎｌｇ１１９１Ｒ ＧＣＣＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＧＡＡＧＧＣＴ
１８ ｕｍｃ２１６３Ｆ ＡＡＧＣＧＧＧＡＡＴＣＴＧＡＡＴＣＴＴＴＧＴＴＣ ｕｍｃ２１６３Ｒ ＧＡＡＡＴＴＧＣＴＧＧＧＧＴＴＣＴＣＡＴＴＴＣＴ
１９ ｂｎｌｇ１４５０Ｆ ＡＣＡＧＣＴＣＴＴＣＴＴＧＧＣＡＴＣＧＴ ｂｎｌｇ１４５０Ｒ ＧＡＣＴＴＴＧＣＴＧＧＴＣＡＧＣＴＧＧＴ

１．２．３　ＰＣＲ反应　２０μＬＰＣＲ反应体系如下：
ｃＤＮＡ２．０μＬ；Ｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ；上下游引物各１．０μＬ；
ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．２μＬ；ｄＮＴＰ１．６μＬ；ｄｄＨ２Ｏ
１２．２μＬ。体系混合均匀后加１小滴矿物油（全过程
在冰上进行）。

ＰＣＲ程序为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性
４０ｓ，Ｘ℃退火３５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３０个循环；７２
℃延伸５ｍｉｎ。１０℃保温。注意 Ｘ℃退火，具体退
火温度参考引物Ｔｍ值；扩增完成后，放入冰箱４℃
保存。

１．２．４　非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳　在每个 ＤＮＡ
体系中加入２μＬ的 Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，磕打混匀后，放
于冰箱４℃中保存。（１）清洗玻璃板：用洗洁精将
玻璃板在水龙头下冲洗干净，再用蒸馏水洗净，晾

干。（２）封琼脂糖胶：待玻璃板晾干后，组装，用１％

琼脂糖封底缝。开始配制琼脂糖（０．４ｇ琼脂糖 ＋
４０ｍＬ去离子水），在微波炉里加热至液体呈透明状
时取出，晾至４５℃左右时，用注射器吸取琼脂糖均
匀注射到２个玻璃板底部，封好。（３）晾至琼脂糖
凝胶颜色为白色时，安装电泳槽。（４）非变性聚丙
烯酰胺凝胶的配制：将４０ｍＬ的１０％ Ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ胶
贮存液加到锥形瓶中。灌胶前加入５６０μＬ１０％过
硫酸铵，２５μＬＴＥＭＥＤ，并迅速混匀。（５）灌胶：制
胶后迅速混匀开始灌胶，把胶沿玻璃板边缘缓慢匀

速地灌进，在灌入的过程中可以轻轻敲打防止出现

气泡。双手分别拿梳子的三分之一处平行插入。

（６）将电泳槽翻转９０°放置，使其聚合至少４０ｍｉｎ。
（７）点样：将电泳槽放正，倒入１×ＴＡＥ缓冲液没过
较低的玻璃板上端，向上垂直拔出梳子，若有气泡

则先吹赶气泡。在点样孔中点样２μＬ，其中Ｍａｒｋｅｒ
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点１μＬ即可。（８）电泳：连接电泳仪，设置（３００Ｖ，
２００ｍＡ，１００Ｗ），恒功率电泳至溴酚蓝跑到胶板底
部停止电泳。（９）电泳结束后，倒出缓冲液，卸下电
泳装置，取出胶片，用去离子水漂洗１ｍｉｎ。（１０）银
染：将胶放入刚配制好的银染液（０．６ｇＡｇＮＯ３＋
３００ｍＬ去离子水）中，轻轻摇晃染色１ｍｉｎ，倒出银
染液，用去离子水洗涤３０ｓ，洗涤２次。（１１）显影：
将胶放入显影液（６ｇＮａＯＨ＋４００ｍＬ去离子水 ＋
４ｍＬ甲醛）中，摇晃至出现清晰的条带，取出，用去
离子水洗２次，每次２０ｓ。（１２）保存并拍照。

２　数据处理

根据ＤＮＡ的ＳＳＲ扩增图谱结果，建立ＳＳＲ的０
到１数据库，即在同一引物的 ＳＳＲ扩增产物的同一
迁移率位置上，有带的记为１，无带的记为０。最后

在ＮＴＳＹＳ软件中进行聚类分析。

３　结果与分析

３．１　扩增结果分析
利用１９对ＳＳＲ引物对３２个糯玉米自交系进行

ＰＣＲ反应，扩增出的条带清晰而稳定（图１），共检测
到８０个等位基因位点，每对 ＳＳＲ引物检测出的等
位基因数为２～７个，平均每个 ＳＳＲ位点检测出的
等位基因数为４．２１个。
３．２　基于ＳＳＲ分子标记的遗传多样性分析

本研究根据ＵＰＧＭＡ方法，得出３２份糯玉米自
交系间的遗传相似系数，其变化范围在 ０．５３～
０．８３，平均值为０．６８，说明其遗传多样性不明显，遗
传基础相对狭窄。

３．３　聚类分析
聚类分析树状图结果如图２所示，在相似系数

为０．５３处可将３２份糯玉米自交系划分为Ⅵ类。第
Ⅰ类群包括 Ｎ１５、Ｎ１１和 Ｎ１０；第Ⅱ类群包括 Ｎ１和
石糯 １号；第Ⅲ类群包括 Ｎ８、Ｎ９、Ｎ１３、Ｎ１６、Ｎ２３、
Ｎ２４、郑黄糯０３、Ｎ２０、Ｎ２２、白糯６和 Ｎ１７；第Ⅳ类群
包括 Ｎ２、Ｎ３、Ｎ４、Ｎ１２、Ｎ６、Ｎ１４、郑黄糯 ０４、Ｎ２１、京
糯６、Ｎ２６和Ｎ２５；第Ⅴ类群包括Ｎ５和Ｎ７；第Ⅵ类群
包括Ｎ１８、石糯２号和Ｎ１９。

４　讨论

近年来，分子标记技术发展迅速，这为在分子

水平上研究玉米的遗传多样性提供了新的手段［１３］。

相对于 ＳＳＲ分子标记技术［１４］，ＲＦＬＰ（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，限制性片段长度多态
性）试验操作繁琐，检测周期长，成本高昂［１５］；ＲＡＰＤ
（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍＤＮＡ，随机扩增多态
性）的ＰＣＲ退火温度相对较低，重复性和稳定性较

差［１６］。本研究利用１９对 ＳＳＲ引物对３２个糯玉米
自交系进行 ＰＣＲ扩增，共检测到８０个等位基因变
异，每个位点可检测到等位基因变异为２～７个，平
均每个检测位点检测到的等位基因数为４．２１个，扩
增条带清晰而稳定，较好地揭示了参试糯玉米自交

系的遗传多样性，与孟强等的研究结果［１７－１８］基本一

致。由于采用不同数量的分子标记会影响遗传多

样性分析结果的准确性，因此利用覆盖全基因组、

高密度的分子标记进行种质资源的遗传多样性分

析，可避免遗传信息的低估，在今后的玉米遗传育

种实践中，应利用先进的生物技术发掘更多的多态

性高的标记。

　　本试验根据ＵＰＧＭＡ方法，得出３２份糯玉米自
交系间的遗传相似系数，其变化范围在 ０．５３～
０．８３，平均值为０．６８，说明其遗传多样性不明显，遗
传基础相对狭窄，这与选取的材料亲缘关系相近有

关。所以，在今后的玉米遗传育种实践中，应加强

糯玉米种质资源的收集，拓宽糯玉米种质资源的遗

—５８—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第２期



传多样性。

本研究利用聚类分析方法将３２份供试糯玉米
自交系分为Ⅵ类，其中石糯２号与 Ｎ１９来源于同一
地区，亲缘关系相近，在树状图中被分为一类；白糯６
与其突变体Ｎ１７被分到第Ⅲ类群，与遗传系谱分析
一致，也间接表明本研究结果的真实可靠；郑黄糯２
号父母本、石彩糯父母本及京科糯父母本均被划分

到不同类群，进一步从分子水平上揭示了亲本种质

的遗传差异与玉米杂种优势的关系，为玉米育种和

改良奠定了理论基础。
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