玉米真实性SSR鉴定标准的研制及应用
王凤格 易红梅 赵久然* 田红丽 任洁 葛建镕 王璐
（北京市农林科学院玉米研究中心，北京 100097）
摘要：真实性鉴定对玉米种子质量管理具有重要意义。本文全面总结了真实性鉴定的类型及与其它鉴定项目的区别，系统分析了我国玉米真实性SSR鉴定标准的研制过程中的关键问题，比较了不同作物品种真实性鉴定标准研制的异同，以期对其它作物类型及其它分子标记类型的真实性鉴定标准研制提供有益借鉴。玉米真实性鉴定标准在我国已得到快速推广和应用，为种子市场的繁荣和稳定提供了有力的技术支撑。
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Abstract：Authenticity identification attaches great importance to seed quality management of maize. The paper fully summarized types of authenticity identification and differences with other identification project, and systematically analyzed the key issues in the development process for standard of maize authenticity SSR identification in China as well as compared the similarities and differences of developing authenticity identification standard with other corps, aiming to offer a good reference to development of authenticity identification standard for other types of corps and other types of molecular markers. Maize authenticity identification standard has been widely promoted and applied in China, providing strong technical support to prosperity and stability of seed market.
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种子法颁布实施以来，在繁荣种子市场的同时，品种未审先推、制售假劣种子及套牌侵权等违法行为也日益增多，造成了种子市场的混乱，严重影响了种业健康持续发展,这些行为的发生，归根结底还是品种真实性鉴定问题。田间种植鉴定由于费时费力和受环境影响较大等缺点，在实际检测中很少被采用；蛋白质电泳方法由于区分能力有限，面对品种数量越来越多和品种间差异越来越小的现状，已不能满足真实性鉴定需要；DNA指纹鉴定技术具有不受环境影响及快速准确的优点，成为目前玉米品种真实性鉴定的重要手段,其中SSR检测技术较为成熟，具备普遍推行的条件[1]。制定玉米品种真实性SSR分子标记检测技术规范，从源头上保证种子质量，保障农业生产安全，具有非常重要的现实意义。本文概述了真实性鉴定的类型及与其它鉴定项目的区别，系统总结并深入探讨了我国玉米真实性SSR鉴定标准的研制过程中的关键问题，比较了不同作物品种真实性鉴定标准研制的异同，以期对其它作物类型及其它标记类型的真实性鉴定标准研制提供有益借鉴。
1 真实性鉴定的类型

目前真实性鉴定需求主要来自种子质量管理、品种管理、法院司法鉴定、企业及个人维权等方面，从检测目的看，可分为真实性验证和真实性身份鉴定两大类。
真实性验证是指待测样品与其对应品种名称的标准样品比较，检测该样品的品种名称标注是否名副其实。这种检测需求最为普遍，具体分以下几种情况：（1）与来自农业部品种权保护的标准样品比较。主要目的是鉴定是否发生侵权，送样单位一般为司法机构或品种权人。（2）与已审定品种标准样品比较。主要目的是进行市场打假，规范市场秩序，送样单位一般为各省种子管理站、工商管理局等行政执法部门。（3）与模仿对象进行比较。育种单位采用模仿育种的方式进行育种，对目前主推品种郑单958、先玉335等的亲本进行细微改良，鉴定改良后的品种与原品种在DNA水平上是否发生了明显变化，是否可以作为不同品种使用。（4）姊妹系或近等基因系之间比较。育种单位采用连续回交、诱变、突变、转基因等方式选育的自交系与其原始自交系之间，或采用二环系方式选育的连续自交6代后的不同姊妹系之间，遗传相似度一般比较高，需要确定是否可以作为新自交系使用。（5）跟踪品种种性是否发生变化。主要目的是监控品种在多年的繁育过程中，或者育种者持续提纯复壮可能会带来的种性上的改变。特别是一些推广年限较长的品种，有可能与审定时相比已有明显改变，应作为不同品种重新进行区试审定，而不能继续推广。（6）同一品种不同来源样品之间比较。在区试中主要目的是监控同一品种在不同参试年份或不同组别是否发生和更换；在品种权保护中主要目的是监控由不同申请单位提供的同名的近似品种样品是否相同；在育种中主要目的是监控收集的不同来源同名自交系是否相同。

真实性身份鉴定是指待测样品通过与已知品种标准指纹数据比对平台筛查比较，确定该样品的真实品种名称。这种检测需求的实现需要构建比较完备的已知品种标准指纹数据库，具体分以下几种情况：（1）在种子市场打假中，鉴定市场抽检的品种仿冒了什么已知品种。市场销售的种子会存在以甲品种的名称销售乙品种的种子的情况，由于主推品种郑单958等品种丰产性好，农民比较认可，但这些品种已经获得品种权，未经品种权人许可不能销售，在这种情况下，就会出现以其它品种名义实际销售该品种的种子的情况。（2）在国家和各省区试中，鉴定区试品种是否与已知品种雷同，并作为品种能否推荐审定的必要条件。区试品种应是新品种，与所有已知品种不同，否则不能通过审定，以免在品种推广使用阶段造成混乱。（3）在品种权保护中，辅助筛查申请品种的最近似品种，代替原来由申请者自行提供。由于申请者自己掌握的已知品种数量有限，申请者提供的近似品种并不一定是申请品种的最近似品种，利用完备的已知品种库，可以将待测品种与库内所有品种进行比较，并筛选出最近似的品种。

2 真实性鉴定与其它鉴定项目的区别
2.1与特异性鉴定的比较
真实性鉴定和特异性鉴定均是检测不同品种（样品）之间的关系，但二者还是有明显区别的：从概念和应用范畴上讲，真实性是指一批种子所属品种、种或属与文件描述或与备案的标准样品是否相符，是种子检测系统中使用的名词；特异性是指申请品种权的植物新品种应当明显区别于在递交申请以前已知的植物品种，是品种权保护系统中使用的名词；从检测目的上讲，真实性鉴定是检测种子是否与标示的品种名称相符，是否具有真实性是判定种子质量是否合格的指标之一；特异性鉴定是检测申请品种是否与所有已知品种都不同，是否具有特异性是判定是否成为新品种的必要条件；从所处阶段及检测对象上讲，真实性鉴定一般在种子进入销售市场阶段进行，检测对象是进入生产和销售环节的商品种子，特异性鉴定一般在区域试验阶段和申请品种权保护阶段进行，检测对象是尚未通过审定或获得授权的试验用种；从检测方案上讲，真实性鉴定主要是待测样品与标准样品比较，如果不符则判定为真实性有问题，特异性鉴定是待测品种与所有已知品种比较，如果均不同则判定具有特异性[2]。
当然，两者在检测技术方法选择上是具有共性的，在检测实践中两种检测需求也存在一定交叉，例如，在区域试验阶段，一方面需要保证待测组合与所有已知品种不同，即具有特异性，一方面也需要保证待测组合在不同年份、不同区组或不同省份参试时不会发生更换组合，即具有真实性。由于国内种子市场中仍存在个别品种在审定时不具有特异性就进入生产销售阶段，往往造成真实性和特异性的问题并存。
2.2与纯度鉴定的比较

真实性和纯度均是种子检测系统中使用的名词，检测对象是进入生产和销售环节的商品种子，是判定种子质量是否合格的指标。检测实践中许多人往往将真实性鉴定和纯度鉴定混为一谈：在制定真实性鉴定标准时，有人提出在真实性鉴定前必须先进行纯度鉴定，剔除不代表本品种的个体后，用标准个体进行真实性鉴定；在制定纯度鉴定标准时，有人提出在纯度鉴定前必须先进行真实性鉴定，只有真实性没有问题的样品才能进行纯度鉴定。实际上，真实性鉴定和纯度鉴定是两个独立的鉴定项目，二者具有明显的区别：真实性鉴定涉及不同样品之间的关系，检测结果用不同、近似、相同等表示；而纯度鉴定涉及同一样品内部不同个体之间的关系，检测结果用本品种的种子数占供检样品种子数的百分率表示。

2.3与转基因鉴定的比较

真实性鉴定和转基因鉴定是目前种子检测机构正在开展的两类分子鉴定项目，两类项目采用的技术手段相似，在实验室硬件条件和人员培训上的要求基本相同，因此许多实验室都在同时开展这两项鉴定。然而二者的差异还是很明显的：从鉴定标记上看，真实性鉴定是对样品整体遗传背景的检测，选用的SSR标记具有物种特异性，玉米真实性鉴定的核心引物并不适用于其它物种，而转基因鉴定是对目的基因的鉴定，检测样品中是否含有外源基因，选用的鉴定标记只与所鉴定基因有关，具有物种通用性。从检测方式看，真实性鉴定涉及样品之间的关系，预先构建可共享的已知品种标准DNA指纹库对开展真实性鉴定具有重要价值，而转基因鉴定仅涉及待测样品本身，不需要预先构建DNA指纹库。从试验污染控制上看，真实性鉴定的试验污染主要出现在样品准备阶段，系同批次样品的相互交叉污染，环境中的外源核酸一般不会对检测产生影响，而转基因鉴定的试验污染主要出现在PCR扩增及电泳阶段，环境中的外源核酸容易导致检测结果出现假阳性，因此转基因鉴定的试验污染控制更加严格。
3 真实性鉴定标准研制中的关键点
3.1 样品取样方式和取样量的确定
选择最佳的取样方式和最优的样本数量在真实性鉴定中具有重要意义，不仅关系到检测结果是否准确性，还关系到工作量和检测成本等实际问题。样品取样方式可分为混合取样和个体取样两种，选取何种取样方式取决于样品一致性情况[3]。根据种子繁殖方式不同，可分为无性繁殖、严格自花授粉、人工自交、人工杂交、常异花授粉、天然异花授粉等类型，种子繁殖方式不同，预期样品一致性高低不同：无性繁殖、严格自花授粉、人工自交或单交的样品预期一致性较高，而常异花授粉、天然异花授粉、除单交外的其它人工杂交类型的样品预期一致性较低[4]。样品一致性高低还与制种生产过程有关，因此，预期一致性较高的样品也会出现一致性较低的情况。对一致性高的样品采用混合取样，可以减少工作量和实验耗费，提高工作效率。
玉米品种根据种子繁殖方式不同，可分为自交系、单交种、多交种、开放授粉品种等，对于自交系或单交种，实际检测中应分析至少20个个体的混合样品，或分析至少5个个体的单个样品。对于三交种、双交种及开放授粉品种等，应分析至少20个个体的单个样品[5]，实际检测中一般推荐采用30个个体的单个样品[6]。需要注意的是，对于玉米品种而言，从其种胚、幼苗、叶片、苞叶中提取的DNA代表了该品种的基因组序列特征，但从杂交种种子上的果皮提取的DNA代表了母本自交系的基因组序列特征[7]，从杂交制种田母本植株所结的果穗籽粒提取的DNA代表了下一代杂交种的基因组序列特征。
3.2 核心引物筛选确定和使用
3.2.1 核心引物筛选确定
适于玉米品种真实性鉴定的引物组合的筛选原则如下：（a）品种间多态性高；（b）能够有效区分等位变异，数据容易统计；（c）扩增重复性好，非特异扩增片段少；（d）引物位点在染色体上均匀分布，避免紧密连锁；（e）突变率低；（f）避免选择零等位变异；（g）根据不同物种染色体数目的多少确定核心引物的数量；（f）引物扩增产物大小范围合适，具有多重电泳的潜力。某些单个引物评价较好，但是却没有入选到核心引物组合中，原因在于一套核心引物组合需兼顾引物间无紧密连锁、具备组合多重扩增或多重电泳的潜力等原则。

核心引物筛选程序如下：根据国内外研究文献、遗传信息数据库等列出的引物位点及其多态性评价结果等信息，进行引物多态性的筛选，为保证筛选的引物适用于我国品种的鉴定，筛选材料选取时应包括国内有代表性品种；对初筛入选的引物再增加样品量进行筛选，综合引物组合区分效率、均匀分布、扩增片段大小等原则确定候选引物组合。最后对候选引物进行多实验室联合评估，检验引物在不同的检测设备环境中的重复性和稳定性。
若选用的引物数目太多，工作量会成倍增加，不符合鉴定工作的实际；若选用的引物数目太少，又不能有效区分鉴定所有品种，易引起误判。经过上述筛选程序，玉米筛选确定40对SSR引物作为真实性鉴定的核心引物，并据此构建了玉米已知品种的SSR指纹数据库[8]。

3.2.2 核心引物的使用

品种真实性验证强调的是对结果的否定，对引物数量要求不高，可以先用第一组20对引物进行检测, 检测到可以判定不符结果的差异位点数时，可终止检测，否则继续利用第二组20对引物进行检测。品种真实性身份鉴定强调的是对结果的肯定，通过与玉米品种SSR指纹数据比对平台进行比较，可以筛查至具体品种，检测时可直接采用全部40对SSR引物进行检测，经比较后仍与几个已知品种存在没有位点差异而无法得出结论的，必要时可采用其它能够区分的SSR标记进行检测。
3.3 检测程序的选择
3.3.1 DNA提取环节
DNA提取方法有很多种，常见的有CTAB法、SDS法、吸附柱法、磁珠法、碱煮法等提取方法，以及以这些方法为基础的提取纯化试剂盒及各种改良方法[9, 10]。无论采用何种DNA提取方法，只要DNA总量和质量符合PCR扩增的要求，对真实性检测结果一般不会造成影响，因此在玉米SSR检测标准中未对其进行强制规定[5]。实际检测中可综合考虑提取质量、总量、效率、成本等因素选择合适的DNA提取方法。如果DNA用量较大，质量要求较高，需要长期保存，一般选用CTAB法，并用幼嫩叶片或幼苗提取DNA；如果DNA用量较少，质量要求不高，不需要长期保存，但要求提取方法成本低效率高，一般选用SDS法或碱煮法；试剂盒提取法具有快捷高效的优点，但成本仍然偏高，适用于DNA用量较少，但DNA质量要求较高的情况。

3.3.2 PCR扩增环节
反应体系和反应程序可根据扩增仪型号、酶、引物等不同进行优化调整[11]。引物既可以进行单引物扩增，也可以通过优化体系进行多引物组合扩增；反应程序可以采用统一的程序，也可以根据不同引物或不同类型扩增仪的特殊要求推荐不同的反应程序。为了便于安排实验及保证实验的规范性，玉米40对核心引物的扩增采用了相同的反应体系及反应程序[12]。
3.3.3扩增产物检测环节
检测平台的选择是开放的，尽管目前主流的SSR检测平台都是电泳检测平台，但随着技术的发展，已出现了基于测序的SSR检测平台，只要适合检测目的都可以选择使用。考虑到不同检测平台的分辨率、灵敏度等差异较大，对检测结论会造成一定影响，因此在出具检验报告时须注明所使用的检测平台[13]。玉米SSR鉴定标准中推荐了变性PAGE凝胶电泳和荧光毛细管电泳两种检测平台，其中变性PAGE凝胶电泳平台的检测通量和自动化程度较低，数据整合难度较大，适于少量样品的成对比较，一般只用于真实性验证；荧光毛细管电泳检测平台的通量和自动化程度较高，数据整合较容易，适合大量样品检测及数据库比较，能够满足真实性身份鉴定的需求[5]。
3.4指纹数据的采集记录

SSR指纹数据的采集记录方式对数据库构建及数据统计分析具有重要影响，数据采集记录方式的发展经历了三个阶段：（1）传统的0/1编号方式：这种方式是将每个标记位点上的不同等位变异(不同谱带) 均设为不同的字段，统计每个样品是否存在该等位变异，赋以0（无）或1（有）的值[14]。该方式是SSR指纹数据统计最早使用的一种方法，但存在几个缺陷：一是不同引物位点上扩增产物的基因型统计的位数不同，不便于数据的规范化，二是随着样品的增加，会不断出现新的等位基因，原有编号方式不利于新等位基因的添加，三是不同实验室由于分析的材料不同，等位基因的有无和相对位置不同，数据库不易整合。（2）二位代码描述方式：根据SSR标记的重复序列及侧翼序列，可以确定该SSR位点上具有最小片段值的等位基因，将该等位基因命名为01，其它等位基因按照SSR位点的重复基元依次累加，分别命名为02、03……，二倍体植物物种的纯合位点的基因型数据记录为X/X，杂合位点的基因型数据记录为X/Y，其中X、Y分别为该位点上两个不同等位基因的命名[15]。该方式记录的数据格式标准化，降低了数据库整合的难度，在玉米[16]、水稻[17]、小麦[15]等作物中都曾推荐使用，但需要每次将所有SSR位点上出现的等位基因作为分子量标准同时电泳，才能对每个等位变异进行统计，否则容易误判等位基因的相对位置。（3）等位变异大小统计法：直接记录待测品种在每个引物位点上的电泳谱带的片段大小，每个样品在每个引物位点上的谱带号用两条电泳谱带的片段大小描述，按从小到大的顺序记录，中间用“/”隔开。由于统计的数据为等位变异的片段大小，数据更加直观，更加有利于不同来源数据的整合和数据的标准化，目前玉米[5]、水稻[18]等作物在指纹采集中已开始采用该方法。
3.5 参照样品的筛选和使用
参照品种是对应于SSR位点上不同等位变异的一组品种，使用参照品种的目的是辅助确定待测样品的等位变异，以及校正仪器设备的系统误差。如果采用荧光毛细管电泳检测，只需从核心参照品种名单中选择1-2份参照样品使用，如果采用变性PAGE凝胶电泳检测，则需根据所检测的核心引物而定，一般需选取该引物所有等位变异对应的参照样品组合。
参照样品筛选时，为了提高参照样品使用时的便利性，一方面需要考虑参照样品的代表性和易获取性，一方面需要考虑如何用最少的参照样品代表真实性鉴定引物位点的全部等位变异。玉米真实性鉴定参照样品的筛选以2895个农业部审定品种和1861个品种权保护品种作为目标来源库，核心参照品种的选取方法参考了核心种质构建中的逐步聚类法，采用分层取样方式进行逐步聚类，兼顾品种的代表性和常用性，用农业部公布的玉米品种推广面积作为判断品种常用性的依据，得到了包含基因频率0.05以上的所有等位变异的20个品种作为核心参照品种，为了补充某些缺少的稀有等位基因，又增添了20个扩展参照品种。最终确定的40个玉米参照品种覆盖了几乎全部的等位变异,分为核心和扩展两组，核心参照品种共20个，包涵了基因频率在0.05以上的所有等位变异；扩展参照品种共20个，主要补充基因频率在0.05以下的稀有等位变异[5]。
3.6 结果判定

3.6.1 位点差异的判定
位点差异情况分为下列四种：存在差异、完全相同、数据缺失、无法判定。采用混合样品分析时，样品一致性差是造成个别位点无法判定的主要原因，这些无法判定的位点只有当影响到样品比较结论的出具时，才需要利用多个个体统计基因型频率的方式进一步明确判定，否则只需记录为无法判定即可。
3.6.2 判定指标的选择
从国际上看，无论是人类的个体鉴定还是大部分植物的品种鉴定，主要采用差异位点数作为判定样品之间关系的指标，很少采用品种选育或种质资源分析中常用的遗传相似度指标。分析其原因，主要基于以下几点考虑：（1）品种真实性鉴定与品种遗传关系分析的目的并不相同，差异性状/位点是判定样品异同的衡量指标，而遗传相似度则作为材料遗传关系远近的衡量指标。在品种权DUS形态测试中，也是采用评价个别性状是否存在差异进行特异性判定[2]。而随着分子育种技术的发展，在遗传背景高度相似的情况下，个别性状/位点的差异有可能会作为区分不同品种的指标。（2）结果表示的严谨性：鉴定引物数目较少时，如40对SSR引物，采用遗传相似度进行判定，每个引物结果占比就达到2.5%，使得结果的判定及描述不够严谨，而采用差异位点数目就不存在上述问题。（3）采用差异位点数的判定方式，还有利于试验的灵活安排，减少不必要的实验，在实践中可操作性更强。比如，在玉米品种真实性鉴定标准中推荐先做20对核心引物，如果判定待测样品与标准样品不符，就可以停止试验，不需要继续做完剩余20对引物，从而减少不必要的检测工作量。而如果采取遗传相似度的判定方式，只有将标准推荐的40个引物全部做全，才能保证不同实验室得出的遗传相似度数值完全一致。
4 不同作物真实性鉴定标准的比较
不同作物真实性鉴定标准研制具有很强的共性：从国际上看，国际植物新品种保护联盟（UPOV）为不同植物物种建立了一套统一的分子检测试验方法，并形成了BMT分子测试指南，该指南在分子标记的选择、分析材料的来源类型及样品量、分析方法的标准化、数据库构建的标准化方面对不同植物分子鉴定进行了原则上的规范。从国内情况看，在所有作物中，玉米率先开展了真实性鉴定标准的研制并得到广泛的推广应用，基于玉米真实性鉴定的成功经验，并参考BMT分子测试指南，制定了《植物品种鉴定 DNA指纹方法 总则》，对各个作物分子鉴定标准研制进行了规范，在此基础上，我国已经颁布的14个作物分子鉴定标准，并不断的进行修订和完善。
尽管如此，不同作物真实性鉴定标准研制仍具有较强的物种特异性：从样品准备上看，由于不同作物主要品种的繁殖类型和繁殖方式不同，样品预期一致性情况也不一样，因此适合的取样方式不同，玉米、水稻品种以单交种和纯系为主，小麦、大豆品种以纯系为主，马铃薯、甘薯品种以无性繁殖为主，这类样品预期一致性高，主要采用混合样品的取样方式，许多牧草品种仍以综合种为主，样品预期一致性较低，主要采用多个个体样品的取样方式。从核心引物选择上看，由于SSR引物具有种属特异性，不同作物所选用的核心引物不具有通用性，每种作物均需研制适合本物种的核心引物，由于不同作物的倍性不同、染色体数目不同、基因组大小不同、可用引物数量和多态性不同，不同作物所选用的核心引物数量和入选标准也不同。
5实际应用情况
大规模开展真实性分子鉴定需具备四个条件：（1）具备已知品种的标准样品；（2）制定真实性分子鉴定标准方法；（3）构建已知品种标准指纹数据库；（4）具备有真实性检测能力和资质的种子检测机构。经过十余年的努力，我国玉米真实性分子鉴定的上述四个条件均已具备：自2010年起开展了玉米审定品种标准样品收集工作并基本征集齐全；2007年颁布实施玉米品种DNA指纹鉴定标准，并于2014年进一步修订完善；已完成4013份审定品种和1861份品种权保护品种的标准DNA指纹库构建；已认定了16家具备种子真实性检测能力和资质的部级种子检测机构。
玉米真实性鉴定标准在我国已得到快速推广和应用，为种子市场的繁荣和稳定提供了有力的技术支撑：从政府需求看，2010年起玉米真实性纳入到农业部种子质量管理中，在春季种子市场监督抽查中首次包括了真实性检测项目；在扩大春季种子市场监督抽查规模的基础上，2011年起增加了冬季种子企业督查行动；2012年起增加了夏季制种基地巡查；2013年起增加了典型县市的种子市场摸底行动。至此，我国玉米种子真实性管理实现了从制种基地源头到企业加工中间环节到种子销售市场终端的全程监控体系。从社会需求看，随着玉米真实性检测标准的颁布实施，来自企业维权、工商打假、司法鉴定、科研育种、农民维权等方面的检测需求呈逐年上升趋势。
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