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适于玉米杂交种复杂样品纯度鉴定的
SSR复合检测方案的建立

施昕晨，王 蕊，葛建镕，张云龙，任 洁，
王 璐，易红梅，王凤格
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摘 要：为了解决玉米复杂样品纯度中存在遗传不稳定及回交株等难以鉴定的问题，通过分析3 998份国家和

省级审定玉米品种，结合快速提取、多重扩增体系等技术，构建一套适用于复杂样品纯度检测的复合检测方案。分

析53份不同来源的郑单958纯度测试样品，结果表明，对于复杂样品使用单个位点进行纯度判定时，不同位点间结

果会有较大差别，使用3个或3个以上位点综合判定时能够有效获得准确稳定的纯度检测结果。复合检测方案能够

在时间和成本未大幅增加、仅增加少数引物的条件下获得多个SSR标记指纹，使复杂样品得到更加全面、精准解析，

从而为种子生产中复杂样品的质量问题提供解决方案。
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Identification of the Purity of Complex Samples by
SSR Multiplexed Reaction System
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Abstract: To address the issue of difficult purity identification in complex maize samples, including genetic in⁃
stability and backcross plants, a comprehensive detection scheme for purity detection in complex samples was devel⁃
oped. This scheme was constructed by analyzing 3,998 national and provincial approved maize varieties, and incor⁃
porating techniques such as rapid extraction and multiple amplification systems. By analyzing 53 samples of maize
hybrid Zhengdan958 from different sources, it was found that when using a single locus for purity determination,
there were significant differences in results among different loci due to genetic instability. However, when three or
more loci were used for comprehensive determination, accurate and stable purity detection results could be ob⁃
tained. The comprehensive detection scheme allows for the generation of multiple SSR marker fingerprints with mini⁃
mal increase in time and cost, using only a few additional primers. This enables a more comprehensive and accurate
analysis of complex samples, providing solutions for quality issues in seed production involving complex samples.
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玉米是我国第一大粮食作物，纯度是玉米种子

主要的质量指标之一。在我国玉米生产中，每年因
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种子纯度低而导致的经济损失十分惊人，每1%的种

子纯度差值，会直接导致玉米产量差3.7%～5.0%[1，2]。

因此玉米种子的纯度鉴定就变得愈发重要。目前，

纯度鉴定主要采用形态学鉴定、蛋白电泳分析法和

分子标记鉴定法。SSR标记作为目前应用广泛的纯

度鉴定技术，在玉米杂交种的纯度鉴定方面具有可

靠性强、重复性高、多态性丰富等优点[3～9]。

在使用 SSR标记鉴定杂交种纯度时，主要目的



是检测异常个体。异常个体主要包含自交株、异交

株与混杂株3种类型[10]，对于仅包含这3种异常个体

的样品统称为简单样品。为了高效区分此类样品中

存在的异常个体，通常筛选1～2个表现为双亲互补

带型的位点进行鉴定[11]。在实际纯度鉴定中样品的

纯度情况更加复杂，此类样品简称为复杂样品。在

《主要农作物品种真实性和纯度SSR分子标记检测-
玉米》(GB/T 39914-2021)中明确，鉴定时样品在个别

位点存在严重遗传不稳定现象可将其剔除，若样品

在多个位点存在严重遗传不稳定现象可终止纯度测

定。因此遗传不稳定现象是导致样品复杂难以鉴定

的重要原因之一，遗传不稳定产生的主要原因是亲

本的基因在某位点不纯合，导致其子代在该位点出

现基因分离 [12]。这种现象在各类作物中均有发

现 [13～16]。在鉴定复杂样品时回交株也较为常见 [17]，

回交株在田间表现为长势比亲本株好但弱于子代，

在 SSR指纹中表现为既有纯合位点、又有杂合位点

的情况[18]，导致使用少量位点难以准确鉴定，所以回

交株也是导致复杂样品难以鉴定的原因之一。

为了解决复杂样品难以做出准确、统一判断的

问题，本研究通过分析3 998份国家和省级审定玉米

品种，筛选出具有杂合率高且可以进行组合的 SSR
标记纯度核心位点，结合快速提取、多重扩增体系等

技术[19]，构建一套适用于复杂样品纯度检测的复合

检测方案，为使用 SSR标记进行复杂样品纯度鉴定

提供依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

选用53份不同来源的郑单958纯度测试样品及

制种亲本进行纯度结果分析。

1.2 DNA提取

对纯度测试样品及制种亲本采用单粒种子快速

提取方法[20]提取DNA。

1.3 SSR标记筛选

利用 3 998份国家和省级审定玉米品种 SSR指

纹库[21]筛选确定复杂样品纯度检测SSR标记。

1.4 PCR体系与程序

对纯度测试样品及制种亲本进行多重 PCR
扩增。

反应体系：DNA模板2 μL、引物0.25 μmol/L、2×
Taq Plus Master Mix 10 μL，总体积20 μL。

多重反应程序：95℃预变性 5 min；95℃变性

40 s，60℃退火 35 s，72℃延伸 45 s，共进行 30个循

环；72℃延伸10 min，4℃保存。

1.5 毛细管电泳检测

取扩增产物 2 μL加入 9.9 μL去离子甲酰胺与

0.1 μL分子量内标后变性，在ABI3730 XL DNA分析

仪上进行荧光毛细管电泳检测。

1.6 数据收集

采用 Date Collection软件收集原始数据。使用

SSR Analyser分析软件(软件登记号：2015SR161217)
进行SSR指纹采集[22]。

1.7 数据分析

位点杂合率计算方法：位点杂合率=杂合位点

数/分析位点数×100%。

复杂样品纯度鉴定阈值评估：在入选的位点中，

分别使用 2～5个位点对 53份待测样品进行纯度鉴

定并统计结果，其中，随机抽取5次2、3、4个位点的

组合且组合方式不重复，5对引物只有 1种组合方

式，再分别进行纯度鉴定，计算出 2～5个位点的纯

度鉴定结果的平均值。

使用SPSS对多位点鉴定结果进行显著性分析。

2 结果与分析

2.1 纯度位点筛选及复合检测方案的建立

分析 3 998份国家和省级审定玉米品种 SSR核

心位点的位点杂合率与基因型数量，综合选择位点

杂合率高且基因型数量多的位点。位点杂合率越

高，说明在此位点的杂交种双亲互补比率越高，用于

纯度鉴定的可能性越高；基因型数量越多，位点区分

异形株的能力越强。综合考虑位点多态性、双亲互

补率、引物片段大小及颜色和多重组合扩增的情况，

筛选出 10个位点以构建 10重复合检测方案(表 1)，
其中P17、P20位点因鉴定自交株能力较强入选。

使用复合检测方案对供试材料进行扩增获得指

纹数据，扩增结果见图1。其中，P01、P03、P05、P08、
P09、P11、P13、P17这 8个位点具有双亲互补特征，

利于进行杂交种的纯度判定暂时保留；P16和P20位
点上表现为单带，不利于判定自交株，因此剔除此类

位点。

观察图 1中位点的峰型发现以下 3种位点特

征：P03等位点的双峰表现为峰高比值约为 1∶1的

等高峰，峰形直观不易产生误判，是进行纯度鉴定的

理想位点；P09等位点的双峰表现为峰高差距略大

的高低峰，易造成数据错误读取从而影响到纯度的

鉴定，可作为纯度鉴定的备选位点；P05位点上存在

连续增高的连续峰，此现象是由于Taq酶在模板链

上滑动造成的，连续峰的峰值累加后与单峰比值约

为 1∶1，因此也可作为纯度鉴定的备选位点；P16位
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2.2 严重遗传不稳定和随机突变

表1 位点杂合率及基因型统计表

Table 1 Statistical table of locus heterozygosity rate and genotypes
位 点

Locus
P01
P03
P05
P08
P09

杂合率(%)
Heterozygosity

81
84
72
79
76

基因型数(个)
Genotypes No.

160
202
220
145
166

等位基因数(个)
Allele No.

26
29
30
25
32

位 点

Locus
P11
P13
P16
P17
P20

杂合率(%)
Heterozygosity

92
79
51
67
74

基因型数(个)
Genotypes No.

253
133
36
9

50

等位基因数(个)
Allele No.

33
22
11
4

13

点为N+1峰并非双峰，表现为同一等位基因位置出

现相差1 bp的2个峰，是由于Taq酶在非模板扩增片

段 3'端自动加 1个腺苷酸引起的，所以在数据采集

时需要甄别并且在读取时需统一读左峰或右峰。

图1 复合检测方案扩增结果图

Fig.1 Composite detection protocol amplification result plot

表2 单个位点统计表

Table 2 Statistical table of single locus
位 点

Locus

P03

P05

P08

P09

P11

P13
平均值

制种亲本基因型

(bp)
Parental genotype at seed

production
父本：248/248
母本：254/254
父本：336/336、336/338、332/332、

334/336、332/336
母本：291/291
父本：380/380
母本：364/364
父本：275/275
母本：273/273
父本：197/197、195/197
母本：172/172
父本：202/202
母本：213/213

/

预期基因型

(bp)
Expected
genotype

248/256

291/336

364/380

273/275

172/197

202/213
/

突变基因型

(bp)
Mutant
genotype

248/254

289/336
293/336

364/378

273/278
172/199
170/197
204/213

/

正常个体占比

(%)
Percentage of
normal individuals

92.67

81.80

93.15

90.81

88.80

90.98
89.70

杂合异常个体占比(%)
Percentage of
heterozygous abnormal
individuals

4.58

13.42

3.55

7.58

8.71

6.60
7.41

纯合个体占比(%)
Percentage of
purely congenital
individuals

2.75

4.79

3.31

1.61

2.49

2.42
2.90



统计扩增指纹数据，在剔除缺失较多的单株及

位点后，共筛选出5 214个单株的6个位点以进行下

一步分析(表 2)。根据亲本基因型特征分析，P05位
点的父本存在336/336、336/338、332/332、334/336等
多种基因型，造成杂交种中存在 291/332、291/334、
291/336、291/338等多种基因型，符合位点遗传不稳

定现象的特征，并且对统计正常个体与杂合异常个

体有较大的影响，因此在纯度鉴定时应剔除(图 2)。
P11位点也存在遗传不稳定现象，但涉及个体较少，

因此保留P11位点进一步对纯度判定。

在P08、P11位点上存在与正常个体相差2 bp的
等位基因，且与另一亲本基因型一致，推测应为检测

标记区域内代际间出现增加或减少1个重复单元的

随机突变现象，在各个位点上都可能出现但发生概

率低，故其引起的基因型变化不应计入到杂合异常

个体。

利用单个位点进行纯度分析见表 2，正常个体

占比平均为 89.70%，纯合个体占比平均为 2.90%。

P08位点的正常个体占比最高，P05位点的正常个体

占比最低，两者相差 11.35个百分点；P05位点的杂

合异常个体占比最高，P08位点的杂合异常个体占

比最低，两者杂合异常个体比例相差约 3倍；P05位
点纯合个体占比最高，P09位点的纯合个体占比最

低，两者纯合个体比例相差约 2倍。因此使用单一

位点进行纯度鉴定，受遗传不稳定等因素的影响不

同位点间判定结果相差较大。

注：A1是正常个体，基因型为291/336；A2是遗传不稳定个体，基因型为291/332；A3是杂合异常个体，基因型为291/324；B1是正常个体，基因型

为172/197；B2是突变个体，基因型为174/197；B3是突变个体，基因型为172/195。
Note: A1 is normal individuals, genotype for 291/336; A2 is individual genetic instability, genotype for 291/332; A3 is abnormal hybrid individuals, gen⁃

otype is 291/324; B1 is normal individuals, genotype for 172/197; B2 is random mutation individual genotypes 174/197; B3 is random mutation in⁃
dividuals, genotype is 172/195.

图2 遗传不稳定与随机突变的特征

Fig.2 The features between genetic instability and random mutation

2.3 回交株对纯度鉴定的影响及多位点判定纯度

结果

在纯度测试样品单株检测结果中选取100个单

株的多位点检测结果作为示例(图3)，用来表现出在

玉米品种纯度鉴定中可能出现的个体类型。自交

株：多个位点均为纯合基因型；杂株：在判定的引物

上并非都为杂合异常基因型，可能包括预期基因型、

杂合异常基因型、纯合基因型等多种基因型；遗传不

稳定：杂合异常个体在同一单株的其他位点上均表

现为正常个体且出现的频率较大；回交株：基因型表

现为正常基因型与纯合基因型的比值接近1∶1且不

存在其他基因型，属于异常个体；稀有突变：只发生

在个别个体的个别位点上的突变，数量少且不影响

品种纯度属于正常个体。

回交株在SSR核心位点上表现为正常基因型与

纯合基因型的比值约为 1∶1，且不同回交株的正常

基因型或纯合基因型所在的位点并非相同(图 3)。
但在纯度鉴定时通常选用少量位点进行判定，导致

在鉴定时回交株的正常基因型与纯合基因型的数量

相差稍大。在使用单个位点鉴定时，受回交株影响
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不同位点间纯合个体的判定结果有较大差别。在使

用少数位点进行鉴定时个别回交株可能表现为正常

株或自交株，从而导致判断错误影响鉴定结果，因此

需要利用多个位点进行综合判定才能准确鉴定出回

交株。

使用多个位点进行纯度鉴定，统计结果见图

4。随着位点数量的增加，正常个体与纯合个体的数

量逐渐稳定，无法判定个体与缺失的数量逐渐减少，

不同组合方式间杂株数量的误差逐渐减少，遗传不

稳定等现象对纯度鉴定造成的影响逐渐减小。自交

株的数量逐渐稳定，回交株现象对纯度鉴定的影响

逐渐减少。使用SPSS对鉴定结果进行显著性分析，

使用2个位点的鉴定结果与3、4、5个位点的鉴定结

果有明显差异(P=0.05)，3、4、5个位点的鉴定结果之

间无明显差异。因此，在剔除严重遗传不稳定位点

后，使用3个或3个以上位点时能够减少遗传不稳定

和自交株等现象对复杂样品纯度鉴定的影响。

注：灰白色代表正常个体；深灰色代表杂合异常个体；浅灰色代表纯合个体；黑色代表突变个体。Q代表此株判定为杂株；M代表此株鉴定为自

交株；B代表此株鉴定为回交株；未做标记代表鉴定为正常株。标记“*”的引物仅作展示不参与鉴定。

Note: Gray represents normal individuals; Dark gray represents abnormal hybrid individuals; Light gray represents inbred individuals; Black represents
mutant. Q represents that this plant is judged to be a hybrid plant; M represents this strain identified as an inbred strain; B represents that this
strain was identified as a backcross; No marker means that the plant is identified as normal. Primers marked "*" are just for show not for identifica⁃
tion

图3 100个单株纯度鉴定结果

Fig.3 Sample diagram of purity identification results of 100 individuals

 
 

图 4 
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图4 在5 214份郑单958样品中使用不同位点数的纯度鉴定结果比较

Fig.4 Comparison of purity identification results using different threshold in 5 214 individuals

3 讨 论

3.1 SSR标记进行纯度鉴定的优势

SSR标记与SNP标记相比在纯度鉴定上具有多

个优势[23]。在技术方案选择上，通过筛选引物范围

不重合的多个引物，即可通过1次复合扩增和电泳，

快速获得多个引物的基因型结果。结合使用快速提

取方法、多重 PCR体系和快速 PCR程序等试验环



节，使得虽然选择使用多个SSR标记进行纯度检测，

但在时间成本未变、试剂成本仅增加了少数引物的

情况下，获得相较于单引物鉴定数据量更多、准确率

更高的纯度结果。在位点选择上，SSR标记的多态

性高，玉米核心引物的平均等位基因数为 18个，更

容易获得双亲互补位点。另外，SSR标记能够更加

容易鉴别遗传不稳定的位点，因为 SSR标记具有高

多态性，1个位点可产生几十至几百种基因型，并且

杂合基因型占绝大部分，对各类复杂情况更容易得

到精准分析。SNP标记仅有 2个纯合基因型和 1个
杂合基因型，统计遗传不稳定的位点难度增加，需要

更多的位点数来综合判断。因此，使用不同类型分

子标记进行纯度鉴定，与标记特点、检测平台特点密

切相关。因此，应根据具体的样品类型、样品规模和

基本预期结果进行纯度检测平台和方案的选择[24]。

当目标仅需要检测自交株或者样品量大时，使用

SNP标记检测能够快速得到大量样品的基因型，对

于纯合、杂合位点的判断快速准确；当样品情况复杂

或样品规模中等时，选择 SSR标记检测能够获得更

好更稳定的结果[25，26]。

3.2 建立SSR复合检测方案的意义

在纯度鉴定中对仅包含自交株、异交株、混杂株

等情况的简单样品进行鉴定时，仅用1～2个位点即

可准确区分出这3种异常个体。但对于包含遗传不

稳定、突变、回交苗等多种情况的复杂样品，用单个

位点或少数位点进行鉴定时，鉴定为杂合异常个体

的比例会大幅增加，对结果准确性影响较大。通过

5 214份单株样品的大数据结果显示，当使用3个及

3个以上的位点综合判断样品纯度时才能够有效减

少遗传不稳定等现象的影响，使纯度检测结果趋于

稳定以及准确地得出复杂样品的纯度结果，从而判

断出纯度降低的具体原因。若在位点不足的情况下

进行判定，使用不同位点或在不同实验室甚至不同

实验员之间鉴定得出的结果会有较大的误差[27]。因

此，建立标准的纯度鉴定规范能够有效提升使用分

子标记鉴定纯度结果的一致性，并获得更加全面、精

准的品种纯度个体特征信息，进一步为种子生产中

遇到的复杂质量问题分析产生原因、提供解决方

案[28，29]。

基于本研究发现和 SSR标记特点，建立纯度多

重检测方案能有效减少位点遗传不稳定对复杂样品

纯度结果的鉴定误差，准确区分正常株、杂株、自交

株、回交株等多种情况。纯度多重鉴定方案在保证

检测通量的前提下，既能获得多个 SSR位点分型结

果又能有效降低位点遗传不稳定对纯度鉴定结果的

影响，具有通量高、速度快、判定准确、试验结果易整

合等优点，并且仅通过 3个步骤即可计算样品的纯

度结果，使用筛选出的位点对样品进行多重扩增和

电泳。分析原始数据剔除遗传不稳定的位点与非双

亲互补位点，基于不少于 3个位点的指纹数据综合

进行判定，若该样品有指纹数据或在指纹库中存在

指纹，也可直接筛选双亲互补位点进行扩增，综合筛

选出的位点对每个单株进行鉴定。

3.3 导致样品纯度情况复杂的原因

遗传不稳定是导致样品纯度情况复杂的重要原

因之一，是由于亲本未完全纯合导致子代产生分离

的现象即亲本一致性差。亲本一致性差的原因，亲

本回交的代数不足，部分位点仍是杂合位点，这种原

因导致的一致性差在复杂样品中出现的概率较大，

影响的单株较多对纯度判定的影响较大；亲本位点

均已纯合但在育种过程中亲本的个别单株在个别位

点上发生突变，导致亲本中混有在个别位点上杂合

的单株，这种原因导致的一致性差在复杂样品中出

现的概率小，影响的单株少，对纯度鉴定的影响小。

回交株也是导致样品复杂的原因之一，此类单株是

由于在生产结束后为降低成本而回收父本在过程中

混杂了部分子代，在单繁时去杂不彻底，从而导致下

次生产时父本中混杂的子代与母本回交而产生回

交株。

市场上不同的育种企业、使用不同的亲本、采用

不同的管理措施都使传统的纯度检测方案面临巨大

的挑战。因此，使用固定的、多态性高、分辨力强的

一套标记及稳定可靠的复合检测体系可以为复杂样

品的纯度需求提供快速有效的检测手段，实现筛检

合一的检测目的。可以建立兼容多平台高通量纯度

检测方案，将为复杂样品、简单样品等不同检测需求

提供更加通用快速的检测方案。
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