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油菜杂种及亲本指纹图谱构建和杂种纯度鉴定
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摘 要：利用SSR分子标记技术对43份贵杂系列甘蓝型杂交油菜品种(组合)及亲本材料进行研

究，筛选出了一批在贵杂系列亲本和杂种上具有较高多态性的SSR引物，构建了贵杂系列油菜亲

本及杂交组合的指纹图谱。通过对24份甘蓝型油菜的SSR分析，从100对SSR引物中筛选到21

对多态性很强且极易识别的引物，从中筛选出4对核心引物(Nal2C06、Nal0804b、0110A05、

Nal0D03)，构建了贵杂系列常用油菜亲本的指纹图谱；对这些亲本组配的19个杂交组合进行SSR

分析，从100对引物中筛选到22对适合油菜杂交种的多态性引物，从中选取4对核心引物

(Nal2C06、Nal0D03、Nal0E02c、01lOA05)，构建了责杂系列常用油菜杂交组合的指纹图谱；利用

核心引物组合扩增的方法，可以鉴定油菜杂交组合及其亲本的真实性和纯度。
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Fingerprints Construction of Hybrid Parents in Brassica napus of

the series of Guiza and Its Utilization in Hybrid Purity Test
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Abstract：In the study，morphology method and the SSR marker method were used to analyze 43

brssica napus materials including Guiza series hybrid and their parents etc．Differences between

the two methods were discussed．High multi——state property SSR primer were selected used in

building DNA fingerprinting database of Guiza series hybrid and their parents．The main results

were as follows．24 brassica napus inbred lines were analyzed by using SSR．Twenty—one pairs

out of one hundred pairs of SSR primers were selected to give polymorphic，stable and repeated

amplification profiles．Four primers including Nal2C06，Nal0804b，01 10A05，Nal0D03 were

selected to build DNA fingerprinting database of all 24 inbred lines．DNA fingerprint map of 19

brassica napus hybrids were built with 2 1 pairs SSR primes．These primers also gave

polymorphic，stable and repeated amplification profiles．Four primers including Nal2C06、

Nal0D03、Nal0E02c、0110A05 were selected to build the DNA fingerprinting database of all 19

brassica napus hybrids．Using primer—in—group method can expand the core primers quickly to

identify the purity and reality of brassica hybrids．
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作物品种和育种材料的基础不同，其形态和内

部结构上常存在许多稳定的遗传差异[1_5]。商业化

育种的推进，伴随着种质资源利用的受限，引起种

质基础较窄，致使品种间种子形态差异也较难区

分[6]。虽然传统的田间形态学鉴定仍是目前最为

普遍使用的品种真实性和种子纯度鉴定方法，但由

于其受环境和基因显隐性等的影响颇大，人们对其

可靠性已产生了置疑[7]。特别在种子贸易仲裁检

验中，对不发芽的种子和形态相近的材料，仅靠传

统鉴定的方法是很难提供可靠证据的。随着生化

技术及生物技术的发展及其在作物育种中应用的

不断深入，利用遗传决定的蛋白质组分不受环境影

响和其在组分上的差异性，可以反映出基因型的不

同的原理，科学家们提出了采用生化标记技术和分

子标记技术进行农作物品种的遗传和真实性鉴

定[8_1引。特别是分子标记技术现已广泛用于遗传

育种领域，先后建立了DNA重组、限制酶消化、

Southern转移、分子杂交、DNA快速序列分析、

PCR系列分子生物学技术；可更加方便地检测

DNA序列的多态性和直接检测基因组的遗传变

异，可避免用形态或生化标记检测遗传变异所固有

的许多问题和偏差[13-1引。

本研究力图应用SSR分子标记方法构建贵杂

系列甘蓝型杂交油菜品种及其亲本指纹图谱，进而

开展杂种纯度鉴定技术研究，以为油菜育种及良种

的安全使用提供科学参考。

1材料与方法

1．1供试材料

选用贵州大学近年选育的贵杂系列等杂交种

及其亲本为实验材料(见表1)。材料由贵州大学油

料作物研究所提供。

1．2 方法

1．2．1 DNA提取与检测 选取亲本叶片，

一85℃保存。参照Haymes的简易CTAB法提取

叶片总DNA[7]，然后进行DNA纯化，检测浓度及

质量后于一20℃保存备用。

1．2．2 SSR分析 先用亲本进行SSR引物(来自

http：／／www．ukcrop．net)预选，然后选用可以特

异区分两亲本的引物进行F1纯度鉴定。PCR反应

体系如下：1×扩增缓冲液，2 mmol／L MgCI。，

0．2 mmol／L dNTPs，0．5 U Taq酶，2．5 mmol／L

引物(上海生物工程公司合成)，50 ng模板DNA，

加ddH。O至终体积10肛I，。反应于PCR仪上进

行。热循环程序为：95℃(5 min)，1个循环；94℃

(1 min)，60℃(30 S，每循环降0．5℃)，72℃

(45 s)，10个循环；94℃(1 min)，55℃(30 s)，

72℃(45 s)，30个循环；4℃保存。扩增产物用6％

的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离。银染显影参照

陆光远等[8]描述的方法进行。

表1供试亲本及其杂交组合

Tab．1 The names of inbred and Of group names of hybrids investigate

注：贵7-5、贵油5号、贵7—4—8、wp3～wpll7为黑籽油菜亲本材料，1501～1603为黄籽油菜亲本材料，201A、SA6A、203A、贵

油4AB、Y1为不育系材料。贵×w3～贵×w117为贵油4AB和wp3 wpll7不同的杂交组合，Y1×1501～Y1×1603为Y1

和1501～1603不同的杂交组合。

1．2．3数据处理重复3次，选择重复性好，清晰 可辨的照片进行谱带统计，建立SSR的0-1数据
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库。每个样品的电泳条带按有或无记录，有带赋值

为l，否则为0。

2结果与分析

2．1油菜亲本的多态性引物筛选

对24份油菜亲本的SSR分析结果，从100对

SSR引物中筛选到21对多态性很强且极易识别的

引物(见表2)。21对引物共扩增出92条具有遗传

多态性的条带，平均每个位点监测到的等位基因数

为4．38个，变化范围为4～6个。部分引物的扩增

结果见图l、图2。

表2油菜亲本材料中SSR检测的等位基因

Tab．2 The alleles detected by SSR in brassica inbred lines

M为相对分子质量标记，1—24号亲本材料名称与表1中的1—24一致

图l 引物Nal0D03对24个杂交种亲本的扩增结果

Fig．1 Amplified results of 24 inbred lines with primer Nal0D03
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M为相对分子质量标记，1—24号亲本材料名称与表1中的1—24一致

图2 引物OillH02a对24个杂交种亲本的扩增结果

Fig．2 Amplified results of 24 inbred lines with primer Oii 1 H02a

2．2亲本DNA指纹图谱构建 Nal0804b的扩增指纹组合在一起能将2、5、6、10、

从筛选出的21对遗传多样性很强的引物中， 15、17、18、20、21、24等材料区分开来，且与其他亲

选取4对核心引物(Nal2C06、Nal0804b、 本材料的带型不同；Nal2C06、OlloA05与

0110A05、Nal0D03)，利用它们的指纹组合，构建 Nal0804b的扩增指纹组合在一起就能将12、14等

了贵杂系列常用油菜亲本的指纹图谱，可区分开所 亲本材料区分开来，且与其他材料的带型不同。

有不同供试亲本材料(见表3)。其中Nal2C06的 Nal2C06、0110A05、Nal0804b与Nal0D03的扩增

扩增指纹能将3、4、7、8、9、11、13、19、22、23等材料 指纹组合在一起就能将1、16等亲本区分开来，且

区分开来，且与其他材料的带型不同；Nal2C06与 与其他亲本的带型不同m-1引。

表3 24份供试油菜亲本的SSR指纹

Tab．3 SSR fingerprints of 24 brassica napus inbred lines investigated
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2．3油菜杂交组合的多态性引物筛选

选取随机分布于甘蓝型油菜全部19条染色体

上的100对SSR引物，对19个油菜杂交组合进行

了筛选，其中有22对扩增谱带很清晰，且极易识别

的引物在这19个供试材料中显示稳定的多态性，占

检测引物的22％。这些多态性较好的引物共检测到

98条多态性片段，一般片段大小在76～280 bp之间，

平均每个位点的等位基因数为4．45个，变化范围4～

6个。部分引物的扩增结果见图3、图4。

2．4油菜杂交组合DNA指纹图谱的构建

从筛选出的22对遗传多样性很强的引物中，

选取4对核心引物(Nal2C06、Nal0D03、

Nal0E02c、0110A05)，利用它们的指纹组合，构建

了贵杂系列常用油菜杂交组合的指纹图谱，区分开

了所有不同供试杂交组合(见表4)。其中Nal2C06

的扩增指纹能将2、3、9、11、19等杂交组合区分开

来，且与其他杂交组合的带型不同；Nal2C06与

Nal0D03的扩增指纹组合就能进而将l、4、6、7、10、

14、16、17、18等杂交组合区分开来，且与其他杂交

组合的带型不同；Nal2C06、Nal0D03与Nal0E02c

的扩增指纹组合就能进而将5、8、12等杂交组合区

分开来，且与其他杂交组合的带型不同；Nal2C06、

Nal0D03、Nal0E02c与0110A05的扩增指纹组合

就能进而将13、15等杂交组合区分开来，且与其他

杂交组合的带型不同【l 9‘。

2．5杂交油菜组合纯度鉴定的引物筛选

在本研究中，由表5看出，像Nal0804b、

Nal2C06、0110A05、Ni4C06a、Nal0804a等引物在

杂交组合贵杂4号中产生双亲互补带型，它们适用

于油菜杂交组合的纯度检测。本试验中杂交种中

产生双亲互补带型的特异性引物列于表5。部分引

物扩增结果见图3—5。

2．6利用SSR标记技术进行杂交组合纯度的准确

性判别

分别在贵杂4号和贵×w103两份样品中人为

掺人相应的亲本种子，为防止原样本本身含有杂种

子，本实验中对原样本种子和掺人的种子进行了单

粒编号。图5是在贵杂4号种子中人为掺入2粒父

本贵7-5和2粒母本201A后，用引物Nal2C06进

行扩增的结果。从中明显可以看出SSR，标准的贵

杂4号(F1)具有母本、父本的谱带，形成双亲杂种

互补带型，而1号、2号及3号、4号种子仅有单亲谱

带，不能形成双亲互补带型。因1号和2号为掺入

的父本种子，3号和4号为掺入的母本种子，与事先

设计相符。在贵X w103的杂种中人为掺入父本

wpl03和母本贵油4AB后的行扩增的结果，除组合

间带型差异外，掺入亲本种子表现类同。由此看

出，SSR标记的方法能有效、准确地把杂交组合中

混杂的种子鉴别出来，对于区别混杂其中的其他杂

交组合的种子也是有效的[20_21]。

图3引物Nal2C06对19个杂交种的扩增结果

Fig．3 Amplified results of 19 hybrids with primer NaI2C06

M为相对分子质量标记。1-19号杂交种名称与表1中的1一19号一致

图4引物011lH02a对19个杂交种的扩增结果

Fig．4 Amplified results of 19 hybrids with primer Oill H02a

 万方数据



382 食品 与 生 物技术 学报 第28卷

M为Marker，1、2号为父本201A的标准样品，3、4号为母本贵7-5的标准样品，5—19号为掺杂样品。

图5引物Nal2C06对贵杂4号人为掺杂母本(201A)和父本(贵7-5)种子的纯度鉴定结果

Fig．5 Purity identification of the adulterated female{201A)and male(gui7—5)of guiza 4hao by primer Nal2C06

表4 19份供试油菜杂交组合的SSR指纹

Tab．4 SSR fingerprints of 19 brassica napus hybrids investigated

表5纯度鉴定的引物筛选

Tab．5 Primers selection about purlty identification

材料 引物 材料 引物

贵杂4号⋯Nal0BB0044ab、Nal2c06、0110 A05、Ni4C06a、
贵×w117 0112G04b、Ra2F1ld、Ra2E01c

贵杂2号恐紫2a、NaloE02“NaloE02
b、Ra2A05b、

Y1×1501 Nal2C08、0109A06a、Ni4C06a、Nal0804a、Nal0G06d

贵杂5号Nal4G02、OlllH02a、Nal0E02c、Nal0E02b Y1×1515 Nal0E02c、Nal0E02b、Ra2A05b、Ra2E12、Ra2A10b

贵×w3 Nal2C08、0109A06a、Ni4C06a Y1×1540 Nal4G02、0111H02a、Nal0E02c、Nal0E02b

贵×w6殳端溅Na。2l 0ED01c03州“4602’011Ⅲ02乱 Y1×1559 NalOB04b、Nal2C06、0110A05

贵×w15 Nal0E02c、Nal0E02b、Ra2A05b，Ra2E12 Y1×1564殳3裟；，aloD03、Nal4G02、0111H02a、NaloE02c、
贵×w52 0110A05、Nal0D03、Nal4G02、011 1 H02a Y1×1589 Ra2A11、Ra2E07、Nal2C08、0109A06a

：贵7×w82 Ni4Nalc006aB04、Nab,需甓翟’N“2∞8、0109A06扎 Y1×1599 Ni4C06a、NalOB04a、Nal0G06d、Nal2F03

贵×w103 Nal0D03、Nal4G02、011 1 H02a Y1×1603 OlllH02a、Nal0E02c、Nal0E02b

贵×wl 14 Nal0804a、Nal0G06d、Nal2F03
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3 结 语

1)本研究中随机选取分布于油菜全部19条染

色体上的i00对SSR引物，对24份油菜亲本和19

个油菜杂交组合进行了筛选，筛选到21对谱带清

晰、多态性很强的引物。亲本的22对引物共扩增

出92条具有遗传多态性的条带，平均每个位点检

测到的等位基因数为4．38个，变化范围4～6个；

杂交组合的22对引物共扩增出98条具有遗传多态

性的条带，平均每个位点检测到的等位基因数为

4．45个，变化范围4～6个。结果表明，作者所筛选

到的多态性引物在贵杂系列油菜亲本、杂交种间存

在着一定的遗传多态性，用于亲本真实性的分子标

记鉴定是有效的。

2)本研究中用SSR标记构建了24份甘蓝型

油菜杂交种亲本及其组配的19个杂交种的DNA

指纹图谱。从指纹图谱筛选中发现：本研究所涉及

的引物均不能单独区分开所有的24份甘蓝型油菜

杂交种亲本或19个杂交种，多个多态性引物组合

在一起能分别区分开所有的24份甘蓝型油菜杂交

种亲本和19个杂交种。

3)研究中对19份杂交组合均筛选出了相应的

可应用于纯度检测的引物。可以区别出在杂交组

合材料中人为掺人的相应的亲本种子。验证了利

用SSR标记技术进行杂交组合纯度鉴定的准确性

与可行性。

4)从研究的结果可知，利用引物组合，将几对

核心引物组合起来进行扩增，可以用来鉴定甘蓝型

油菜杂交组合及其亲本的真实性和纯度。特别是

在检测杂交种纯度时，采用引物组合的方法会更为

有效。在纯度鉴定时，极易找到具有杂种双亲互补

带型的引物，然后利用该引物对杂种种子进行单粒

扩增，根据其带型表现结果，测算F1双亲互补带单

粒种子占被测数的百分率，即为种子纯度。
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