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摘 要! 本项研究利用 &"个玉米自交系对初选出的 !#/个 --.引物对进行进一步筛选"综合考虑 123 值大小$
扩增带型统计的难易及引物的重复性高低"确定 4567+)%$4567!(#$89:"#)$4567!%;$89:";($4567()/$89:!(&$4567!&!$
4567(+"$4567&!% 共 !" 个引物对作为构建玉米自交系和杂交种指纹库的核心引物# 同时提出适用于计算玉米 --.
指纹图谱概率的公式!1<! = >"对自交系 ><5#对杂交种"><35

!?35
(% 5 为所用引物的等位基因数%

关键词! 玉米#--.#@>A 指纹#核心引物
中图分类号! -#!),"); 文献标识码! A
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(,5 :I G9H F66H6H 5NE4HD BC G9H 8D:EHD 8F:DI,

>%? 9)&@(Z aF:XHY --.Y @>A C:57HD8D:5GY 3BDH 8D:EHD

目前在 aF:XH @FGF4FIH 上已公布了 ! ;"" 多个
玉米 --. 引物对"但这些引物在构建玉米自交系和
杂交种指纹图谱中的利用价值不同! 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指纹
库构建% 因此"通过总结已有的研究结果b!c和进一步

的实验" 确定一套适用于玉米指纹库构建的核心引
物"将对 --. 技术在玉米种质鉴定上的普及起到极
大的推动作用%所谓核心引物"是指多态性$稳定性$
重复性等综合特性好"可作为初步研究优先选用的
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一套引物% 本研究采用 &" 个玉米自交系为试验材
料"对初步拟定的 !#/ 个 --. 引物对进行进一步筛
选"通过比较不同 --. 标记的 123 值&引物的多态
性信息量’"并综合考虑带型统计的难易及结果的重
复性高低"初步确定了一套 --. 引物作为构建玉米
自交系和杂交种指纹图谱的核心引物%

! 材料与方法

ABA 材料
选用 &"个来自不同育种单位的自交系"其中多

数为国内玉米生产上高产杂交种的主要亲本’表 !0%
根据已有的研究基础" 从 aF:XH @FGF4FIH 上已公布
的 ! ;"" 多个 --. 引物对中初选了 !#/ 对 --. 引
物"由上海生工合成%
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建立数据库! 在相同迁移率位置上"有带记为 !"无
带记为 ""缺失记为 #! 每个 $$%位点的多态性信息
量 &’()*+(,-./0 123(,+45/(2 6(25725" 简称 ’168按
$72/(, 9 $:;<等提供的公式计算"即 ’16=!>!3/?"其中
3/ 为 / 位点的基因频率! 采用 @A$B$>-0 C7,D/(2>
?E"?:F<统计软件"根据公式 G=?@H* I &@HJ@*8计算任意
两个个体间的片段共享度 &@H 和 @* 分别为第 H 和
第 * 个个体共享的条带数"@H* 为任意两个个体共
享的条带数8!

? 结果与分析
!"# $$%标记测定结果
利用 !KL 对 $$% 引物对 M" 个玉米自交系进行

扩增"最终选取带型清晰且有多态性的 ?N对引物统
计结果&图 !"表 ?8!

编号 自交系 编号 自交系 编号 自交系

! ON; ?! &美杂 #M>!F8>!!!KF! F! 桂糯>M!!!!!
? 9(!N ?? &!NL I 6!!!8>!?!N;? F? 黄糯系

; P?L ?; &’;;KF8>?!;??! F; ’O6 垦糯
F 黄早四 ?F &6!!! I黄四 ;8>!&!?8;; FF 紫糯

K 掖 FNL ?K &先 !N I黄四 ;8>!&?"8!M FK 科甜>黄
M LN>! ?M ?FF FM 沿 F!F
N !NL ?N 丹 ;F! FN L!?
L 沈 !;N ?L 引>M FL Q!F!
# 郑 KL ?# ’>!;L F# !!F;
!" 素湾 !M!! ;" 太 F!! K" 昌 N>?
!! 齐 ;!# ;! K"? K! ?F#
!? 鲁 #K!>父 ;? QKK"! K? 农系 !!"
!; ?""O&!8 ;; N?" I # K; 6@!FL;
!F ?""O&?8 ;F 引>N KF 黄 6
!K 许 "K? ;K 引>L KK 系 "?
!M !!FK ;M 多黄 "? KM 黄 FL"
!N 京 ?F ;N 沈 ?"!&白8 KN 京 F"F
!L 京 L# ;L 农大糯&白8 KL 6!;M
!# 京 K"! ;# 中糯 "L K# OLF
?" 6!?; F" 中糯 "F M" #"!!"

注# ?""O&!8和 ?""O&?8为不同来源的两份 ?""O 自交系!

表 # 供试 &’ 个玉米自交系

("! 试验方法
!"#"! $%&提取 采用郭景伦等:?<的玉米单粒种子

Q@R 快速提取法并加以改进#将单粒干种子的胚剥
下" 放入 !EK +S 离心管中" 加入 ;"" "S 氯仿后研
磨" 然后加入 ;"" "S Q@R 提取液 $!"" +9 A,/D>
T6)"!"" +9 PQAR LE""K"" +9 @46)"!EKU $Q$%混
匀后于 !" """ , I +/2 离心 ? +/2"吸上清液加入预先
装有 ;"" "S 异丙醇和 ;"" "S @46)$K"" +9%的 !EK
+S 离心管中" 等 Q@R 成团后用灭菌枪尖挑出"经
N"U乙醇洗涤后加入 ?"" "S AP LE"" 待充分溶解后
备用&
!"#"# ’’( 扩增 反应体系#?" "S 反应液中包括#
!" ++() I S A,/D>T6)"K" ++() I S V6)""E""!U W7)45/2"
?EK ++() I S 9X6)?""E!M ++() I S FY@A’""E?K "+() I S
$$% 引物" ! 单位 A4Z Q@R 聚合酶" ? "S Q@R 模
板&
反应程序##F[预变性 K +/2"一个循环’#F[变

性 F" D"M"[退火 ;K D"N?[延伸 FK D"共 ;K 个循环&
’6% 扩增在 ’A6>!"" ’6% 仪$9\ %7D74,0."]457,^
5(_2"9R%上进行&
!"#") 电泳检测 ’6% 产物变性后在 FEKU测序胶
上分离&预电泳 LK ]"?" +/2’电泳 L "]"F" +/2&银
染#!"U冰醋酸固定 ; +/2’双蒸水快速漂洗 ! 次"不
超过 !" D’"E?URX@‘;溶液染色 K +/2’ 显影液$;U
@4‘T""EKU甲醛%显影’!"U冰醋酸定影&
!"#"* 数据统计分析 $$% 扩增产物以 ""!"# 统计

图 ( &’ 个玉米自交系的 $$% 指纹图谱
&引物# a2)X!M!8

9# 分子量标准&-O%;?? I9D-#8’
!>M" 为供试自交系&序号与表 ! 中的编号相同8
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编号 引物 图谱位置 等位基因数 !"# 编号 引物 图谱位置 等位基因数 !"#

$ %&’()* $+($ , (+** $) %&’(,- )+(. / (+)(
0 1234,/5 $+(/ * (+.( $* %&’$0* *+(( - (+-)
/ 1234$0) 0+(0 ) (+./ $. 1234$*$ *+(( - (+-)
, 678$$*) 0+(0 / (+,, $- %&’$0/ *+(. 0 (+,(
) 1234$5- 0+(- ) (+*, $5 %&’$$* .+(* ) (+*(
* %&’(55 /+(0 0 (+,5 0( %&’$$5 -+(0 / (+*,
. %&’()/ /+() , (+*. 0$ %&’$$) -+(/ 0 (+,5
- 1234$5. /+(. * (+.0 00 12340,( -+() ) (+.-
5 %&’(,. /+(5 / (+). 0/ 1234$*0 -+() * (+.(

$( %&’(.0 ,+($ , (+.( 0, %&’(-( -+(- , (+*)
$$ 1234)-5 ,+$$ / (+*, 0) %&’(*) 5+(/ , (+*/
$0 %&’(0, )+($ , (+.0 0* 1234*$5 5+(. * (+.-
$/ 12340/- )+(* * (+-0 0. 678$$5* $(+(. , (+.$
$, %&’(-) )+(. / (+*(

表 ! !" 对 ##$ 引物在 %& 个玉米自交系中检测到的等位基因数及 ’() 值

0. 对 99: 引物分布于玉米 $( 条染色体上!在
*( 个玉米自交系间共检测出 $$- 个等位基因变异!
每对引物检测出 0 ; - 个等位基因! 平均为 ,+, 个"
其中 !"# 值超过 (+. 的有 $0 个 ! 即 1234,/5#
1234$0)#1234$5.#%&’(.0#%&’(0,#12340/-#%&’$0*#
1234$*$#12340,(#1234$*0#1234*$5#678$$5*" 结合
考虑扩增带型统计的难易及引物的重复性高低!初
步 确 定 1234,/5#1234$0)#%&’()/#1234$5.#%&’(.0#
12340/-#%&’$0*#1234$*$#12340,(#1234*$5 共 $( 个
引物对作为一套核心引物<表 /=!可以利用这套引物
对今后所有送检材料进行初步鉴定"

!*! 核心引物有效性的理论验证
从分子遗传学的理论可知! 对于 99: 引物!其

基因座位上的等位基因通常没有显隐性之分而表现

共显性" 因此!对一个玉米自交系来说!一个引物对
一般仅扩增出 $ 个特征带<由于存在剩余变异!某些
自交系中扩增出 0 个特征带 >,?!但概率很低= $由于
目前玉米杂交种绝大多数是单交种! 对一个玉米杂
交种来说! 一个引物对一般仅扩增出 $个或 0个特
征带"如果某个引物对的等位基因数是 2!则该引物

编号 引物 图谱位置 等位基因数 !"#

$ 1234,/5 $+(/ * (+.(
0 1234$0) 0+(0 ) (+./
/ %&’()/ /+() , (+*.
, 1234$5. /+(. * (+.0
) %&’(.0 ,+($ , (+.(
* 12340/- )+(* * (+-0
. %&’$0* *+(( - (+-)
- 1234$*$ *+(( - (+-)
5 12340,( -+() ) (+.-

$( 1234*$5 5+(. * (+.-

表 + 适用于玉米自交系和杂交种
指纹图谱构建的核心引物名单

理论上可区分的最大自交系数为 @A2! 最大品种数
@A#2

$B#2
0!或出现相同指纹图谱的概率 !A$ C @"如引

物 1234,/5的等位基因数是 *!则该引物可区分的最
大自交系数 @$A*! 最大品种数 @$A #*

$B#*
0A*B*D) C

0A0$!引物 1234$0) 的等位基因数是 )! 则该引物
可区分的最大自交系数 @0A)!最大品种数 @0A #)

$B
#)

0A)B)D, C 0A$)! 引物 %&’(.0 的等位基因数是 ,!
则该引物可区分的最大自交系数 @/A,!最大品种数
@/A#,

$B#,
0A,B,D/ C 0A$$! 其余类推 " 因而引物

1234,/5#1234$0)#%&’(.0 的组合可区分的最大自交
系数 @A@$D@0D@/A*D)D,A$0(!出现相同指纹图谱的
概率 !A-+/D$(E/! 最大品种数 @A@$D@0D@/A0$D$)D
$$A/ ,*)! 出现相同指纹图谱的概率 !A0+-D$(E,$本
研究中确定的一套 $( 个引物对的核心引物组合可
区分的最大自交系数 @A,D*D)D,D*D*D-D-D)D*A
// $.. *((! 出现相同指纹图谱的概率 !A/+(D$(E-!
最大品种数 @A$$D0$D$)D$$D0$D0$D/*D/*D$)D0$A
*+)D$($$!出现相同指纹图谱的概率 !A$+)D$(E$0" 因
此!理论上而言!利用这套引物构建玉米自交系和杂
交种指纹库是完全可行的"
!*+ 核心引物有效性的实践验证
为进一步验证这套核心引物的有效性! 利用这

套引物的指纹数据计算任意两个自交系间的片段共

享度<F=!F 值均小于 $!其范围在 (+*( ; (+50 之间!
平均为 (+.,<F 值未列出=!任意两个自交系的带型均
不同!这套引物完全可以区分开 *(个自交系" 因此
建议在今后的玉米自交系和杂交种指纹图谱绘制

中!可优先从这套引物中选择适合的引物"

/ 讨论与结论
<$=核心引物概念的明确及筛选确定!下转第 " 页#
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计算所获图谱出现概率的研究较少! 吴渝生等 !"#提

出的计算玉米 $$% 指纹图谱出现概率的公式为 &’
( ) *+"其中 + 为等位基因数目! 而玉米品种一般为单
交种" 即一个引物对一般仅能扩增出 (个或 *个特
征带"因此该公式得出的概率值偏低"不能反映玉米
品种指纹的真实情况! 本研究提出的计算玉米品种
$$%指纹图谱出现概率的公式更加接近玉米指纹图
谱的真实情况" 可以作为今后玉米新品种保护和品
种真伪鉴定的依据!
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!上接第 " 页# 在玉米 789 指纹库的构建上具有重要
的意义! 玉米指纹库构建的核心引物与核心探针及
玉米杂种优势群划分的核心引物均不同# 在玉米上
的核心探针是指在染色体上每隔 *1 RA均匀选取的
起界标作用的探针" 其选择的重要指标是在染色体
上均匀分布$ 玉米杂种优势群划分的核心引物与核
心探针有相似之处" 即选择的重要指标也是在染色
体上均匀分布$ 而玉米指纹库构建的核心引物选择
的重要指标是 &bU值要高" 而与引物在染色体上的
分布无直接关系! 核心引物的确定是 $$%标准实验
体系的重要组成部分"也是 $$% 指纹鉴定商业化的
关键环节"它不仅大大减少了合成引物的成本"也大
大减少了筛选引物的繁重工作" 并使得不同研究者
的指纹图谱可以相互比较和整合! 本研究提出的一
套核心引物为建立中国玉米新品种标准 789 指纹
库奠定了基础! 当然"随着实验的进一步深入"可能
会有更好的引物不断补充到核心引物中" 某些引物
也会从核心引物中去掉"因此"核心引物的确立又是
一个不断调整"不断优化的过程!

;*< 在以往的对指纹图谱的研究中"从理论上

2 紫;黑<糯玉米繁育与开拓

!"# 严格繁育制度!保证品质
紫;黑<糯玉米的繁育"除考虑异花授粉作繁殖

的特点以外" 还应以特种作物品质为中心来建立繁
育制度!当该思考的问题有#一是当代显性的遗传影
响$二是紫;黑<糯玉米色素遗传多变$三是转座子的
效应!为此"在选地隔离"应保证严格择地"四周距离
不应少于 "11 I"去雄去杂要建立专业队伍"必须做
到即时%彻底%干净"关于规格播种分收分储也应从
严要求!
!"$ 市场瞻望
紫;黑<糯玉米是一种特需商品"从育种角度来

考虑"对其品质要求是首位的"现提出有关品质参数
供参考 WX"V"6-#支链淀粉 66c以上$子粒#硬 ;角质 <粒
型%黑色;果皮无色"糊粉层黑色<$胚乳有色$淀粉应
具有较低的糊化终上温度和内焓$2 + 胚乳游离氨基
酸含量适中$特殊的 ‘\‘\基因的香味等等! 达到这
个育种目标"有难度!有关具体参数还待育种工作者
依据我国市场实际要求和遗传育种规律探讨%制订!
有了质优%高产的紫;黑<糯玉米"市场开拓前景

乐观"清新产品#紫;黑<糯玉米速冻青穗$速冻子粒
;"11 Q 包装<$罐装玉米糊$罐装玉米粒以及紫;黑<糯

玉米粉加工产物$玉米羹$玉米糊$添加糯性小麦粉
;‘‘O<制品W6-以及制作营养密集型的各类奶制品! 大
好商机等待着紫;黑<糯玉米育种工作者与市场开发
商$充满财源的紫;黑<糯玉米的开拓"也期望着生物
技术研究者们以潜默知识;ZJR>K a+?‘L=HQ=<策划%执
行而获成功d
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