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摘 要! 本研究从 ./0 提取%12, 扩增%电泳检测等环节对 ++, 技术进行了优化$最终建立一套完善的适用于

玉米品种鉴定的 ++, 标准体系& 并以玉米杂交种农大 !"- 的纯度鉴定为例$探索了该体系在玉米杂交种鉴定中实

际应用的可行性&
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在玉米杂交种生产与销售过程中$ 建立以质量

检测为中心的良种繁育与种子管理体系$ 对稳定和

推广优良品种起着重要作用& 蛋白质和同工酶电泳

是目前通用的玉米杂交种纯度室内检测技术$ 多数

玉米杂交种和自交系能够用这种方法鉴别$ 但由于

蛋白质和同工酶是基因表达的产物$ 产生的多态性

有限$ 对亲缘关系较近及遗传基础复杂的材料难以

鉴别$ 还有一些杂交种应用上两种方法得出的室内

纯度检验结果与实际纯度不符$ 实践中迫切需要开

发新的检测技术&
理想的品种鉴定技术不但要准确可靠$ 还要简

单快速经济$这是品种鉴定实现商业化的前提$也是

品种鉴定技术的发展趋势& ++, 是近年来发展起来

的建立在 12, 基础上的新型的 ./0 指纹技术$具
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有可靠性强%重复性高%多态性丰富等优点 ‘!a$同时$
由于 ++, 标记属共显性标记$在玉米杂交种的纯度

和真伪鉴定方面具有明显优势$ 目前玉米数据库上

已公布了 ! 4"" 多个 ++, 引物对$为 ++, 技术在玉

米品种鉴定上的应用提供了有利条件&然而$现有的

++, 技术仍存在操作步骤较多% 实验成本较高和耗

费时间较长的问题$不能完全适应实际检测的要求&
为实现 ++, 技术的商业化$本项研究从 ./0 提取%
12, 扩增% 电泳检测等环节对 ++, 技术进行了优

化$ 最终建立一套完善的适用于玉米品种鉴定的

++, 标准体系$并探索了该体系在玉米杂交种鉴定

中实际应用的可行性&

! 材料与方法

!*! 材 料

本项研究使用的材料是目前我国推广面积最大

的玉米杂交种农大 !"- 及其父本自交系黄 2 和母

本自交系 !4-& 自交系种子均是经过 ’ 年严格套袋
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!"#$%&& !#’ 仪 !() ’*+*,-./"0,1*-1234"(5#上

进行$
%6768 电泳检测

!%% 电泳$!#’ 产物变性后在 869:测序胶上分

离$ 预电泳 ;9 0"7& <=4&电泳 ;& 0"8& <=4$
’7% 银染检测$ 试验比较了目前常用的两种银

染方法"并对第二种方法作了进一步改进"以最终确

定更为省时( 经济有效的染色方法) 第一种参考

#>((?" 实验手册 @9A*%&:冰醋酸固定 B& <=4&双蒸

水 漂 洗 B 次" 每 次 B <=4& 新 配 的 染 色 液 中 C&D%:
5EFGB"&6B:甲醛H 染色 B& <=4&双蒸水漂洗"时间不

超过 %& +&预冷显影液中CB:F,7#GB"8&& !I F,7J7GB"
B <I BK :甲醛L 显影&%&:醋酸溶液中定影) 第二种

参考吴冠芸等 @KM介绍的银染法*%&:乙醇加 &69:冰

醋 酸 固 定 N <=4" 两 次 &&D7: 5EFGB 溶 液 染 色 %&
<=4&双蒸水漂洗 7 次"每次 B <=4&&D&&7:F,7J7GB 水

溶液漂洗 7 <=4&显影液!B:F,GO"&D8:甲醛%显影&
&DK9:F,7#GB 定影) 改进后的银染法为*%&:冰醋酸

固定 B <=4&双蒸水快速漂洗 % 次"不超过 %& +&&D7:
5EFGB 溶液染色 9 <=4& 显影液 !B:F,GO"&D9:甲

醛%显影&%&:冰醋酸定影)

7 结果与分析

7D% 适于玉米杂交种纯度和真伪鉴定的快速简单

JJ’ 技术的建立

7D%D% 玉米单粒种子 PF5 快速提取技术的确立

本研究在郭景伦等 Q7M的单粒种子 PF5 快速提

取方法的基础上"作了进一步改进*沉淀 PF5 采用

异丙醇加 9&& <( F,#R"而不是只用异丙醇) 两种方

法提取的 PF5 经琼脂糖电泳检测S图 %L"其主带一

致"改进后提取的 PF5 主带更清晰"无拖尾"紫外分

光光度计检测 57N& T 57;& 约为 %D;" 表明该方法得

到 PF5 无降解+去掉了大部分蛋白(质量更高,

% U 8 为郭景伦等的单粒种子 PF5 快速提取法提取的 PF5&
9 U ; 为改进的快速提取法提取的 PF5,

图 ! 电泳比较不同提取方法获得的玉米种子 "#$

自交获得"种植鉴定确定其为稳定纯和,杂交种种子

为人工严格套袋杂交获得,
%D7 研究方法

%D7D% PF5 提取

采用郭景伦等 Q7A的玉米单粒种子 PF5 快速提

取法并加以改进*将单粒干种子的胚剥下"放入 %D9
<I 离心管中" 加入 B&& !I 氯仿后研磨" 然后加入

B&& !I PF5 提 取 液 ’%&& <( "-=+ VO#R"%&& <(
WP"5 ;D&"9&& <( F,#R"%D9: JPJ#混匀后于 %& &&&
- T <=4 离心 7 <=4" 吸上清液加入预先装有 B&& !I
异丙醇和 B&& !I F,#R ’9&& <(# 的 %D9 <I 离心管

中"等 PF5 成团后用灭菌枪尖挑出"经 K&:乙醇洗

涤后加入 7&& !I "W ;D&"待充分溶解后备用,
%D7D7 JJ’ 引物

参考国内外文献资料@BX8A"选用多态性高"带型清

晰稳定的 78 对 JJ’ 引物’表 %#"由上海生工合成,

%D7DB JJ’ 扩增

’%# 反应体系,7& !I反应液中包括*%& <<2R T I
"-=+$O#R"9& <<2R T I Y#R"&D&&%: Z*R,1=4"7D9 <<2R T I
(E#R7"&D%N <<2R T I 8[F"!"&D79 !<2R T I JJ’引物"%
单位",\ PF5聚合酶"7 !I PF5 模板,

’7# 反应程序,试验比较了两种 JJ’ 扩增程序"
第一种来自 #>((?" 实验手册Q9A*]8^预变性9 <=4"
一 个 循 环&]8^变 性 % <=4"N&^退 火 7 <=4"K7^延

伸 7 <=4"共 B9 个循环&最后在 K7^延伸 9 <=4&一

种为武耀廷等 @NM应用于棉花的 JJ’ 扩增*]9^预变

性 7 <=4" 一个循环&]8^变性 8& +"N&^退火 89 +"
K7^延伸 N& +" 共 B& 个循环& 最后在 K7^延伸 K
<=4, 并对第二种程序作了进一步改进*将退火时间

减少为 B9 +"延伸时间减少为 89 +, 以最终确定更为

省 时 有 效 的 玉 米 JJ’ 反 应 程 序 , !#’ 扩 增 在

编 号 引物 编号 引物 编号 引物

% _/=&9N ] _/=&9B %K ‘4RE%N%

7 ‘4RE8B] %& ‘4RE%]K %; ‘4RE%N7

B _/=&&% %% _/=&K7 %] ‘4RENNN

8 _/=&BK %7 ‘4RE9;] 7& ‘4RE78&

9 ‘4RE%79 %B ‘4RE7K; 7% _/=&;&

N ‘4RE%]; %8 ‘4RE7B; 77 _/=&%9

K 4.&&B %9 _/=%7N 7B ‘4RE788

; _/=&BN %N _/=&KK 78 a<.%%]N

表 % 实验中使用的 &’ 对 (() 引物
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!"#"! 玉米 $$% 反应程序的优化

第一种 $$% 扩增程序在 &’()#** &(% 仪上约

需要 + ,!第二种 $$% 扩增程序由于缩短了变性"复

性"延伸时间和循环次数#在 &’(-.** &(% 仪上约

需要 !/0 ,! 改进后的 $$% 括增程序进一步缩短了

退火和延伸时间$在 &’().11 &(% 仪上仅需要约 !
,% 比较三种反应程序对农大 .12 杂交种 $$% 扩增

效果的影响&图 !’$可见缩短反应时间对玉米 $$%
谱带无明显影响%

3(分子量标准)45%6!! 7 384 9’!.:0*;-.1*..-.0(分别为

第 .*!*6 种扩增程序对 0 份农大 .12 杂交种的电泳结果

图 ! 采用三种 ""# 扩增程序!引物"$%&’()*#
对农大 +,- 杂交种的电泳结果

!"."6 玉米 $$% 电泳检测技术的优化

第一种银染法整个染色过程约需 ."0 ,!第二种

银染法整个染色过程约需 . ,$且两种方法均步骤较

多$ 试剂配制复杂% 改进后的银染法简化了操作步

骤$整个染色过程不超过 !1 <=>$且试剂配制简单%
与前两种银染法相比$改进后的染色法染色较深$显

带快$需注意不要在染色液里时间太长$最好不超过

.1 <=>$否则凝胶容易从胶板上脱落% 三种染色方法

对结果的观察无明显差异%
最终我们建立了适用于玉米杂交种纯度和真伪

检测的 $$% 标准检测体系如下(
?@A 提取采用改进后的玉米单粒种子 ?@A 提

取方法$提取一份样品&.11 粒种子’约需 . B ! ,!
&(% 扩增采用第二种程序$约需 ! ,!
电泳采用+C0D测序胶$预电泳!*<=>$电泳+*<=>!
检测采用改进的银染法$约 !* <=>%
利用上述检测体系$ 一个熟练的实验员可在一

个工作日内对一份送检玉米品种&#** 粒种子’进行

纯度检测$当日就可提供检测结果%
!/! 玉米杂交种农大 #*2 纯度的 $$% 鉴定

!/!/# 引物筛选

适用于玉米杂交种纯度鉴定的 $$% 引物应具

有以下两个特征( !引物本身 &9( 值 &多态性信息

量’要高$从而具有较强的鉴别杂株的能力% "在玉

米杂交种及其双亲间表现多态性$ 从而可以鉴别杂

交种中最常见的自交苗$这是进行纯度鉴定的前提%
基于以上认识$首先根据文献资料$初步确定 !0 对

具有较高多态性的引物$然后通过试验进一步筛选$
找 到 在 农 大 #*2 及 其 双 亲 间 表 现 多 态 性 的 引 物 ;
对$ 这些引物是(E>FG.!0*E>FG;;;*4,=1H!*E>FG+6I*

E>FG.;.*J<K..I;% 通过多次重复和比较$最终确定

带型清晰* 稳定性好的引物 E>FG.!0 作为检测农大

.12 纯度的特异引物$该引物具有以下特点&图 6’(
杂交种具有两条带$且恰好是双亲谱带的互补类型!
自交苗具有与母本相同的带型! 杂株具有 . B ! 条

带$至少有一条带与杂交种的谱带位置不同$从而极

易与杂交种区分!谱带的片段大小范围较集中$片段

较大&约 !H1 E4 左右’$从而适于在一块测序胶上多

次点样!重复性高$不同批次试剂和不同批次合成的

引物试验结果完全相同$均得出相同的谱带类型%

3(分子量标准&45%6!! 7 384 9’! 6*I*..*.! 真杂交种!
.*!*+*;*H*.1 为母本!0 为父本!2 为其它杂交种

图 6 引物 E>FG.!0 对农大 .12 母本$父本$
杂交种及杂株种子扩增结果

!C!C! 结果准确性验证

为验证纯度检测结果的准确性$ 在一份农大

.12 纯种样品中人为随机混入若干粒母本种子*父

本种子和其它品种种子$通过单粒法提取的 ?@A 用

引物 E>FG.!0 检测$ 观察记录不同的类型和带型数

目$可以准确的鉴别父本*母本*真杂交种和其它品

种的数目% 如图 6$ 引物既可以准确地鉴定出母本

&.*!*+*;*H*.1 号’和父本&0 号’种子!也可以鉴定

出混杂的其它杂交种种子&2 号’%
自 !11! 年 .1 月以来$ 北京市农林科学院玉米

研究中心已采用该技术对几十份送检的农大 .12 种

子进行了纯度检测$鉴定简单快速$结果稳定可靠$
证明 $$% 技术完全可以应用于玉米种子纯度室内

检测的实践中%

6 结论及讨论

&.’ 单粒种子 ?@A 快速提取技术是 $$% 技术

应用于玉米杂交种纯度和真伪检测的前提% 郭景伦

等 改 进 的 玉 米 单 粒 种 子 ?@A 提 取 方 法 比 常 规 的

(’A5 法节省了很多步骤$简单易行$使过去需要在

液氮条件下粉碎$ 一天才能完成的 ?@A 提取工作$
改进为不需要液氮条件$常温下只需 . B ! , 即可完

成一份样品&.11 粒种子’的 ?@A 提取% 本试验室在

郭景伦等的玉米单粒种子 ?@A 提取方法的基础上$

王凤格等(中国玉米新品种 ?@A 指纹库建立系列研究 #C玉米品种纯度及真伪鉴定中 $$% 技术标准实验体系的建立
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曾成功地将 !"#$ 技术应用于玉米纯度和真伪检

测的实践中%&’()!本研究在此基础上作了进一步改进"
获得了更高质量的 $*+" 为 ,-! 扩增的稳定性提

供了更可靠的保证!
#.$ 发展高度稳定可靠并有较高区分能力的鉴

定玉米杂交种的 $*+ 标记对玉米杂交种纯度及真

伪鉴定乃至新品种注册% 产权登记保护等都是十分

必要的! 除 //! 外"!+,$%+01, 技术都被应用到品

种鉴定中"!+,2 具有简单快捷经济的优点"但多态

性不高"结果重复性欠佳&+34, 多态性高"但操作

步骤复杂" 对实验技能及仪器设备的精密度要求很

高" 加之是专利技术" 限制了其在实践中的应用&
//! 既具有 !+,2 简单快 捷 经 济 的 优 点" 又 具 有

+31, 多态性高的优点"同时克服了 !+,2 和 +31,
重复性和稳定性差的缺点"改进后的 //! 技术操作

更为简单快速"检测时间和成本大大降低"在玉米品

种鉴定中更具优势’
(5$ 本研究仅用少量引物就筛选到适于玉米杂

交种农大 67& 纯度鉴定的特异引物) 目前在玉米上

已开发了 6877 多对 //! 引物" 但这些引物在玉米

品种鉴定中的利用价值不同"只有那些多态性高%带

型清晰稳定% 重复性好的引物才最适于进行品种鉴

定" 因此" 通过总结已有的研究结果和进一步的实

验" 确定一套适用于玉米品种鉴定的专用引物 (约

67 9 .7 对$" 可大大简化品种纯度和真伪鉴定中引

物的筛选工作"对 //! 技术在玉米品种鉴定上的普

及将起到极大的推动作用!
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关于征集玉米群体"综合种和开放授粉品种的商函

各省农科院科研处%品种资源研究所%玉米研究所(中心$*
中国农科院作物育种栽培研究所经过改革将进入国家重大科学工程中心!原玉米研究室经过人员调配"已经改组为玉米研

究课题组! 今后的主要研究方向是玉米遗传育种的理论%技术和种质创新! 中国农科院作物所将继续研究玉米的种质扩增%改

良与创新技术&重点研究分子生物学和生物技术在玉米遗传和育种中的应用&继续研究玉米的品质改良技术&继续扩大国际合

作与交流! 本课题组将在上述领域内继续保持和加强与国内同行的密切合作与交流! 我们将致力于提高我国玉米科学研究的

整体水平和玉米产业的国际竞争力"为建设真正的玉米科学研究中心"为追赶世界先进水平而勤奋工作!
中国农科院作物所正在开展玉米种质扩增%改良%创新研究项目"其中包括对玉米地方种质的遗传多样性分析!本课题组向

全国省级农科院品种资源研究所%作物研究所或玉米研究所(中心$等征集各地代表性的玉米地方群体%综合种和开放授粉品

种! 我们希望从玉米种质多样性丰富的省区征集 677Z6X7 份种质资源"每份材料至少 577 粒有发芽力的种子(为了进行田间遗

传评估试验"最好提供 Y77 粒以上种子$! 请各地的育种同行予以协助!
我们希望从广西"云南"贵州"四川"湖南和山东每个省获得 6.Z6X 份或略多一些的地方农家品种!

从山西"陕西"河北"河南"辽宁"吉林"黑龙江诸省各获得 &Z67 份材料(其中群体或综合种不超过 5 份"其余是地方农家品种$!
只需要代表性的地方农家品种"不需要国外引进的材料!

其他省区提供的地方农家品种数量不限#
各地方提供的材料请先通过 CZ:D;E 传递一份清单"并经过各方协商后再邮寄种子! 如果需要收取费用"请通过 CZ:D;E 协

商! 感谢您的支持和帮助,
联系人* 夏先春"张世煌 中国农科院作物育种栽培研究所

地 址* 北京市海淀区中关村南大街 6. 号’ 邮政编码* 6777&6
电 话* (767$ZY&(6&X(Y& 传 真* 767ZY&(8X.6.
!"#$%&* e;De;D?K=A?fJD=HHFKH: 或 KL=O=D?TfQA‘E;KF‘<DF?C<FK?

中国农科院作物育种栽培研究所科研处
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