
玉 米 科 学 2021，29(4)：29～34 Journal of Maize Sciences
文章编号：1005-0906(2021)04-0029-06 DOI: 10.13597/j.cnki.maize.science.20210404

SSR标记与田间种植鉴定玉米品种纯度的比较
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摘 要：从行业标准中筛选出8对适用于玉米品种纯度鉴定的引物组合，能区分90%以上的审定品种。96%
的审定品种在8个引物组合中有4个以上的杂合位点，具有较高的杂合率和品种区分能力。38份来自全国种子市

场的样品同时进行田间种植和SSR纯度鉴定，8对SSR引物组合检测出自交苗平均值为0.6%，异型株为1.8%，纯度

为97.7%；田间种植鉴定检测出的自交苗平均值为1.4%，异型株为0.6%，纯度为97.9%，两种方法检测的纯度值具有

良好的相关性。对田间鉴定出的自交苗、弱苗、异型株和典型株进行SSR鉴定，结果表明，自交苗、异型株与典型株

两种方法检测结果一致，SSR能准确区分田间难以鉴定的弱苗和病株。7份SSR检测一致性为3～5级的样品，SSR
基因型和田间表型均表现出明显的分离，样品一致性差引起的非典型株界于典型株和异型株之间，是品种纯度鉴定

的难点。
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Abstract: A combination of eight pairs of primer was selected from the industry standards suitable for purity as⁃
sessment which had high heterozygosity and variety discrimination ability could identify more than 90% of approved
varieties, and 96% of approved varieties have more than four heterozygous loci. SSRs and plant inspection were
used to compare their ability to assess seed purity, 38 maize samples collected from national seed market were both
tested by field planting and SSR purity. An average rate of 0.6% of inbred seedlings and 1.8% of off-types was de⁃
tected by 8 SSR markers combination, and compared with the average rate of 1.4% for inbred seedlings and 0.6%
for off- types in field planting identification. The purity values detected by the two methods had good correlation.
The result of field inspection was consistent with SSR for identifying off- types and typical individuals, and SSR
could accurately distinguish weak seedlings and diseased plants that were difficult to identify in the field. Signifi⁃
cant separation of genotypes and phenotypes was observed in 7 samples with grade 3-5 of uniformity detected by
SSR markers. Atypical seedlings caused by poor uniformity are difficult to identify in a variety purity assessment
both for SSR and field inspection.

Key words: Maize; Purity; SSR; Field inspection
录用日期：2020-09-09
基金项目：北京市农林科学院科技创新能力建设项目(KJCX20200305)
作者简介：易红梅(1982-)，女，副研究员，从事玉米品种分子鉴定工作。Tel：010-51503635 E-mail：yhmmaize@163.com

徐明良为本文通讯作者。



30 玉 米 科 学 29卷
玉米是全球第一大作物，也是我国第一大作物，

全年用种量在10亿hm2以上。玉米产量的提高主要

得益于杂种优势的利用及优良杂交种的普及，优良

杂交种的推广应用需要大量优质的种子。自 2016
年起，随着我国品种审定制度的改革和区域试验渠

道的拓宽，每年审定的品种呈现井喷之势。近几年，

随着大量品种的审定和品种更替的加速，我国西北

甘肃和新疆玉米制种基地的单个品种制种面积大幅

下降，一般的品种制种面积仅几百亩，大幅增加了田

间制种隔离的压力及生产的种子纯度质量风险。过

去生产企业检验种子纯度比较关注自交苗，近几年

种子中的异型株也成为种子纯度检测的重点。

目前，我国鉴定种子纯度常用的方法有小区种

植鉴定法和盐溶蛋白电泳法。小区种植鉴定法的优

势是可以在花期同时观测十几个性状，有较多的性

状能用于纯度鉴定；缺点是受季节限制和环境影响，

鉴定人员的经验和对品种了解的程度也会影响结果

的准确性。盐溶蛋白电泳法是目前种子生产企业采

用的主要检测方法，优点是成本低廉，对人员素质要

求不高，也无需昂贵的仪器设备，能有效鉴定大部分

的杂交种中混入的自交苗；缺点是区分能力较弱，难

以区分异型株，对部分品种也无法鉴定自交苗。

分子标记由于多态性高、不受季节限制和环境

影响，结果准确稳定，目前已广泛应用于玉米 [1]、水

稻[2]、小麦[3]、棉花[4]、蔬菜[5，6]等农作物品种DNA指纹

数据库构建及真实性鉴定中。国内外已有多篇报道

采用分子标记开展农作物品种纯度鉴定，我国也开

始研究制定玉米[7]、水稻[8]、小麦[9] 、棉花[10]、油菜[11]等

作物品种纯度鉴定 SSR标记检测技术规程标准，分

子标记在品种纯度鉴定中有良好的应用前景。本文

对来源于种子市场的 45个玉米品种同时采用 SSR
和田间小区种植鉴定方法检测种子纯度，比较两种

方法检测结果的相关性，探讨玉米种子纯度分子标

记鉴定的基本思路和技术方案，为我国玉米品种纯

度分子标记规程的制定与应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 供试材料

45份纯度检测样品分别来源于全国不同种子

市场，样品名称详见表1。3 998份审定品种为2016
年前国家和省级审定玉米品种[1]。

表1 45份样品信息

Table 1 Sample information
序 号

Number
N1
N2
N3
N4
N5
N6
N7
N8
N9
N10
N11
N12
N13
N14
N15

样品名称

Sample name
信玉168
荣玉9号
绵单581
川单455
必胜3号
吉农玉833
绿育9935
金秋119
金园130
金山6号
绿育4117
玉龙7899
金苹果618
32D22
绿育9911

序 号

Number
N16
N17
N18
N19
N20
N21
N22
N23
N24
N25
N26
N27
N28
N29
N30

样品名称

Sample name
绿育9915
恒宇709
吉东56
利禾1
辽禾6
五谷702
五谷704
金园130
金艾130
绿育4118
先玉698
先玉027
金园15
平安169
五谷玉68

序 号

Number
N31
N32
N33
N34
N35
N36
N37
N38
N39
N40
N41
N42
N43
N44
N45

样品名称

Sample name
五谷8567
先玉508
龙特999
先玉335
雅玉78
五谷568
五谷310
先玉1225
金湘369
雅玉68
蓉玉294
楚白单4号
福得二号

比玉777
仲玉518

1.2 实验方法

1.2.1 DNA提取

种子发苗后，取 1 cm芽尖放入 96孔深孔板中，

每孔加入 150 μL DNA提取液，沸水加热 10 min，然
后每孔再分别加入 150 μL TE缓冲液，直接取 2 μL

进行SSR扩增，或4℃保存。

1.2.2 引物

纯度鉴定引物筛选：参考行业标准NY/T1432-
2014《玉米品种鉴定技术规程 SSR标记法》中公布

的40对引物及其信息。



1.2.3 PCR扩增

PCR总反应总体积为 20 μL，模板 DNA 3 μL，
0.25 μmol/L引物，1×PCR Buffer，0.15 μmol/L dNTP，
2.5 μmol/L MgCl2，1单位Taq酶。每对引物中的1条
5’端用荧光染料标记，选用 PET、NED、VIC、FAM
4种荧光染料 (Applied Biosystems，USA公司合成)。
PCR反应程序为，94℃预变性 5 min；94℃变性 40 s，
60℃退火35 s，72℃延伸45 s，共进行35个循环；72℃
延伸10 min，4℃保存。

1.2.4 检测扩增产物

毛细管电泳：PCR产物在毛细管荧光电泳系统

ABI 3730XL DNA 分析仪 (Applied Biosystems，USA)
上进行电泳，在 96孔电泳板的单个孔中分别加入

1.5 mL PCR产物、9 mL甲酰胺、0.1 mL分子量内标

(GeneScanTM-500 LIZ)。95℃变性 5 min，4℃保存

10 min，1 000 r/min 离心 1 min 后，于 ABI 3730XL
DNA分析仪上进行电泳。预电泳时间为15 kV，2 min；
电泳时间为 15 kV，20 min。用 Date Collection v1.0
软件收集原始数据。

1.3 小区田间种植鉴定

田间试验在海南基地进行，每份样品设 2个重

复，每个重复每小区种2行，每行110粒。所有样品

在品种性状表现充分的盛花期开展田间鉴定。

1.4 SSR对小区田间种植鉴定结果的复核

对两个品种田间鉴定出的 66个异型株、5个品

种田间鉴定出的50个自交苗、10个品种各取3个典

型株共30个典型株以及29个田间难以确定的弱苗

和病株进行SSR复核。

1.5 一致性鉴定

每个样品取20个单株，采用10个引物进行一致

性鉴定[12]。

1.6 结果统计与分析

采用 IBM SPSS Statistics 25.0软件进行统计分

析。组间比较采用独立样本 t检验和相关性分析，

P<0.05表示具有显著性差异。

2 结果与分析

2.1 适用于玉米品种纯度鉴定核心引物的筛选与

确定

根据纯度鉴定引物筛选条件，采用碱裂解快速

DNA提取法对行业标准中的40对核心进行筛选，结

合引物的杂合率和品种识别能力，最终确定了 8个
(umc1506k12、umc1545y2、bnlg240k1、phi96100y1、
bnlg249k2、bnlg439w1、bnlg2291k4、phi065k9)适用于

图1 SSR引物组合在审定品种中杂合位点的分布

Fig.1 Distribution of heterozygous loci of SSR primer combinations in approved varieties

图2 8个SSR引物组合荧光毛细管电泳基因分型图

Fig.2 Genotyping by fluorescence capillary electrophoresis of 8 SSR primer combinations
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玉米品种纯度鉴定的引物组合，8个引物平均杂合

率为0.76，平均多态性(PIC)为0.74。8个引物组合对

DNA指纹数据库中 3 998份审定品种进行分析，结

果表明，3 998个审定品种中，6个位点为杂合基因型

的频率最高，96%以上的审定品种杂合位点在 4个

以上(图 1)，表明引物组合具有较高的杂合率，能有

效区分杂交种的双亲，准确鉴定自交苗。8个引物

组合是品种识别能力的拐点，能有效识别 90%以上

的审定品种，再增加引物对品种区分能力影响较小，

表明8个引物组合具有较高区分异型株的能力。采

用快速碱煮法，8个引物能获得较好的基因分型结

果(图2)，适用于玉米品种纯度的快速鉴定。

2.2 45份样品SSR和小区种植鉴定纯度检测结果

与比较

45份样品各检测110个个体，结果表明，有7份
样品田间鉴定和SSR检测一致性均较差，38份样品

一致性较好。38份样品采用8对SSR引物组合检测

出的平均自交苗比例为 0.6%、异型株为 1.8%、纯度

为 97.7%，纯度低于 96.0%的样品有 3个，纯度最低

值为86.2%。采用田间种植鉴定检测出的平均自交

苗比例为1.4%、异型株为0.6%、纯度为97.9%，纯度

低于96.0%的样品有3个，纯度最低值为88.7%(图3)。
采用 t检验，两种方法检测出的自交苗、异型株和最

终的纯度值差异显著性值分别为 0.668、0.129 和

0.281，表明两种方法检测出的自交苗、异型株和最

终的纯度值差异不显著。两种方法检测的纯度值相

关系数为0.758 8，检测结果相关性较高(图4)。采用

SSR对田间鉴定出的 66个异型株、50个自交苗、30
个典型株以及 29个田间难以确定的弱苗和病株进

行验证，结果表明，66个异型株、50个自交苗和30个
典型株 SSR鉴定与田间鉴定结果完全一致。29个

田间难以确定的弱苗和病株，SSR检测出20个为正

常典型株，7个为自交苗，2个为异型株。

图3 38份样品田间种植和SSR鉴定纯度结果

Fig.3 Purity results of 38 samples by field inspection and SSR identification

图4 田间种植和SSR纯度检测结果相关性分析

Fig.4 Correlation analysis of purity results tested by field inspection and SSR identification



2.3 品种一致性对纯度检测的影响

45份样品纯度检测中，有 7份样品在多个位点

上基因型出现明显的分离，同时田间观测也表现为

多个性状上一致性较差。对7份样品采用SSR进行

一致性检测，结果表明，7份样品中一致性最高的为

0.92，最低的为 0.60。7份样品有 2份样品的一致性

为3级，一致性级别为一般；5份样品一致性为5级，

一致性级别为差。在单个引物上，平均一致性最高

的引物为PM05，一致性为 0.84；平均一致性最低的

引物为 PM11，一致性为 0.68。在一致性检测的 10

个位点中，7份样品平均在 6个位点上一致性低于

0.85。7份样品一致性检测结果详见图5。由于样品

一致性导致的非典型株界于典型株和异型株之间，

与典型株有差异，且差异是由于遗传分离导致的。7
份样品SSR检测出的非典型株比率平均为25%。田

间纯度鉴定时，由于样品一致性差，多个性状出现分

离，无法有效区分典型株和由于一致性差导致的非

典型株，表明由于遗传一致性差引起的非典型株是

纯度判定中的难点。

图5 7份样品在10个SSR位点的一致性检测结果

Fig.5 Uniformity results of 7 samples at 10 SSR loci

3 讨 论

3.1 引物的选择对SSR鉴定种子纯度的影响

影响分子标记鉴定玉米品种纯度结果准确性的

最关键因素是鉴定引物的选择。受引物异型株识别

能力、亲本遗传稳定性等因素的影响，选择不同的引

物，纯度鉴定的结果可能会出现差异。不同实验室

对同一份样品要获得一致的检测结果，要选择出能

有效区分自交苗、异型株和由于亲本遗传不稳定造

成的非典型株的引物进行纯度的鉴定才能实现。与

田间鉴定相比，SSR标记 1次鉴定较多的标记会增

加成本，应充分利用各种信息，包括已构建的数据库

筛选引物，结合制种亲本、制种田等信息，在保证结

果准确的前提下，采用最少的引物进行鉴定。本文

中的实验样品由于没有亲本、制种过程等信息，直接

采用了 8个引物组合进行纯度的鉴定，这样的鉴定

方案的优点是检测结果准确，也无需进行引物的筛

选，缺点是成本较高，这种方案适用于监督抽查等信

息较少、问题比较复杂的样品。对于企业内部的质

量控制，可以先进行小样本多引物的筛选后，再从中

选择适宜的引物进行纯度的鉴定，既能保证结果的

准确性，又能降低检测成本。

3.2 SSR与田间种植鉴定结果的一致性

影响 SSR与田间鉴定结果一致性的因素，一是

SSR实验中样品是检测种子还是发芽后的组织，亲

本种子发芽率低于杂交种种子，对发芽率偏低的样

品，如果取发芽后的组织，SSR鉴定的纯度值可能会

略高于田间种植鉴定；二是异型株的判定标准，田间

种植和 SSR鉴定，都没有明确的异型株的判定标

准。田间纯度鉴定异型株时重点关注性状差异较为

明显的植株，忽略性状差异较小的植株，在差异性状

判定时，还要充分考虑种子质量和环境影响，田间鉴

定结果准确性受鉴定人员的经验以及对品种的熟悉

程度的影响。SSR在进行异型株判定时，不能简单

地以真实性鉴定标准(2个位点)作为异型株的判定

标准。当 1个位点能准确区分典型株和异型株时，

采用这1个位点就可以进行纯度鉴定。在纯度结果

分析时，要考虑样品内是否存在遗传剩余变异，需要

明确区分遗传剩余变异的基因型与异型株基因型的

差异。从本研究的结果来看，SSR标记鉴定结果与
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田间鉴定结果在正常株、自交苗和明显的异型株上

判定的结果是一致的，说明采用 SSR标记与田间鉴

定能获得一致的鉴定结果。由于SSR标记不受环境

影响，没有田间鉴定中弱株、病株的问题，自交苗采

用分子标记检测结果更准确。

3.3 异型株与非典型株的判定

异型株包括异交个体和混杂个体，同一类型的

异交和混杂的个体在 SSR位点上的基因型是相同

的，与典型株能明显区分开。由于亲本未稳定纯合

后代出现分离造成的非典型株，界于典型株和异型

株之间，在 SSR基因分型上表现为不同个体在不同

位点上基因型是随机分离的，且不同个体的基因型

不同，田间表现为 1个或多个表型性状的分离。当

一致性较差时，一致性差的样品无论是田间还是

SSR均是纯度鉴定的难点，并直接影响到分子与田

间鉴定结果的准确性和一致性。纯度鉴定时，如果

一致性差的 SSR位点较少或表型较少，可以剔除这

些 SSR位点或田间表型性状，只采用纯合稳定的位

点或表型性状进行纯度检测，建议在结果中将非典

型株与异型株予以区分，以免误判。当出现较多的

非典型株时，生产企业应对亲本进行提纯，保证生产

种子的质量。
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