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棉花品种遗传纯度的 SSR分子标记鉴定技术研究
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摘要院为建立适合于 SSR标记的棉花品种纯度鉴定方法袁利用 78个 SSR标记对 12个棉花常规品种进行标记

基因型分析遥 通过比较不同品种不同单株标记基因型袁发现棉花品种的非纯 SSR位点存在 3种主要类型遥 通
过综合分析非纯 SSR位点率和异型单株率对品种遗传纯度的影响袁 建立了利用 SSR标记在分子水平上鉴定

棉花品种纯度的方法遥 利用该方法鉴定的 12个棉花品种中有 3个品种渊C5尧C9和 C11冤的遗传纯度在 98%以

上袁非纯 SSR位点和异型株均较高的 2个品种渊C3和 C6冤遗传纯度分别为 67.31%和 31.79%袁该方法弥补了以
往分子纯度计算方法中只考虑单株混杂尧不考虑 SSR位点混杂的缺陷袁可比较客观地反映品种的遗传纯度状况遥
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To establish a method for genetic purity identification of cotton ( L.) varieties by SSR markers,

marker genotypes of 12 conventional cotton genotype varieties were surveyed using 78 pairs of core SSR primers. By comparing

SSR loci from different individuals of all tested cotton varieties, the non-homozygous SSR alleles of cotton variety were divided

into three typical scenarios at the molecular level. Consequently, a method for the genetic purity identification of cotton varieties

using SSR markers was proposed based upon analysis of the comprehensive influences of both non-homozygous SSR loci and

the rate of heterotype individuals in the cotton varieties. For the genetic purity of 12 cotton varieties tested by this method, three

varieties (C5, C9 and C11) were above 98%, while two varieties (C3 and C6) were 67.31% and 31.79%, respectively. The

method proposed takes into account both the influences of farraginous individuals detected by SSR markers and the inherited

non-homozygous SSR loci on the purity of a cotton varieties, and therefore, provides an effective and reliable way to identify the

uniformity and stability of cotton varieties.
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品种纯度反映品种的一致性和稳定性袁是品
种鉴定的一项重要指标遥 目前棉花品种的纯度鉴
定以田间种植的表型鉴定为主遥 表型纯度鉴定周
期长袁易受环境因素影响袁而且表型特征的判定
标准不易把握遥 近年来袁虽然转 Bt基因抗虫棉品
种数目日益增多袁 陆地棉品种间的遗传基础却
越来越窄[1-2]袁传统的表型鉴定方法已经不能满足

实际需要袁迫切需要开发新的尧可靠的品种纯度
检测方法遥 DNA分子标记技术因其分辨率高尧重
复性好和简单快速等优点适应了这一需求遥 在
DNA 分子标记技术中 袁SSR (Simple sequence
repeats) 分子标记因其共显性遗传且多态性丰富
成为目前品种分子鉴定实验中应用最广泛的一种

分子标记[3-5]遥在品种纯度鉴定方面袁SSR标记主要
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应用于杂交种 F1的纯度鉴定[6-7]遥杂交种有双亲的
遗传信息袁通过筛选双亲间有多态的 SSR标记就
能很好地区分杂交种及其亲本遥 Sundaram等[8]从

48对 SSR引物中筛选出 10个引物鉴定 10个水
稻渊 冤 品种及其胞质不育系和恢复系袁
并对水稻品种 IR58025A进行了纯度鉴定遥Naresh
等[9]利用 74个 EST-SSR(Expressed sequence tags-
SSR)扫描了 3 个藏红花渊 冤杂交种
亲本系袁 筛选到 5个具有多态性的 SSR标记曰利
用这些标记可以精确地鉴定杂交种的亲本以及

杂交种纯度遥 分子标记技术在常规品种鉴定方面
也有一些报道遥 Karakousis等[10]利用 130对 SSR
引物分析了 40个大麦渊 冤品种的
标记基因型袁 确定 36个 SSR标记可以用于大麦
品种的分子鉴定遥关荣霞等[11]利用 SSR标记对大
豆( 冤的 4个品种进行基因型鉴定遥 利
用 SSR标记进行棉花品种鉴定的相关研究也取
得了一定进展遥 匡猛等[12]筛选出 36对多态性高尧
稳定性好且在染色体上分布均匀的引物作为核

心引物袁 构建了中国棉花主栽品种的指纹图谱遥
张玉翠等[13]利用分布在棉花 26条染色体上的 40
对引物建立了 32个主栽品种的指纹图谱遥 Johon
等[14]从棉花 26条染色体上选择了 105个均匀分
布的引物作为核心引物袁 对棉属 6个种的 12个
基因型渊其中包括 6个陆地棉品种冤进行多态性
分析袁结果表明袁选用的核心引物能很好地揭示

棉属种间以及陆地棉种内的 DNA多态性信息遥
利用分子标记对棉花品种进行纯度鉴定的研究

主要是针对杂交种[15-19]袁应用于常规品种的报道
还比较少[2]遥

为探讨一种适合于 SSR标记的品种纯度鉴
定方法袁本研究利用 78对 SSR引物对 12个棉花
常规品种进行了标记基因型分析袁通过对不同棉
花品种非纯 SSR位点和单株标记基因型的分析袁
确定了一种基于非纯 SSR位点率和异型单株率
的分子遗传纯度鉴定方法袁为今后棉花品种利用
SSR标记进行分子遗传纯度分析提供参考遥

材料和方法

材料

供试材料为 2011年参加黄河流域棉花品种
区域试验的 12个棉花常规品种 C1-C12袁由中国
农业科学院棉花研究所提供遥

DNA提取尧PCR扩增与检测
每个棉花品种任意选取 20粒种子袁DNA提

取根据匡猛等[20]报道的方法曰PCR扩增与银染检
测根据张军等[21]报道的方法遥

SSR分析
根据多态性高尧扩增清晰稳定尧

带型统计容易的基本原则袁结合 SSR引物在染色
体上的分布情况袁从本实验室前期工作中确定的
多态性引物中选择 78对 SSR引物渊表 1冤进行棉

表 1 78个 SSR引物信息
Table 1 Information of SSR preferred 78 SSR primers

引物
Primer

引物
Primer

引物
Primer

引物
Primer

染色体
Chromosome

NAU2083 BNL3255 HAU1123 NAU1103 Chr 21
NAU4073 NAU1369 NAU2190 CGR6410 Chr 22
NAU2265 CGR5707 NAU2272 NAU 2026 Chr 22
NAU2277 NAU3052 NAU 2173 BNL3140 Chr 23
BNL1053 JESPR274 NAU5467 NAU3100 Chr 23
NAU1071 DPL0296 NAU1070 NAU3515 Chr 24
TMB1963 NAU1233 NAU2343 HAU1846 Chr 24
CGR5590 DPL0431 TMHA60-F18 BNL3452 Chr 24
HAU2570 NAU2935 BNL1026 JESPR291 Chr 24
HAU0878 NAU5418 HAU2786 HAU2022 Chr 25
JESPR065 HAU2026 HAU1413 BNL0827 Chr 25
NAU4034 NAU5428 HAU2786 DPL0057 Chr 26
NAU1187 NAU980 DPL0894 NAU5397 Chr 26
NAU1269 NAU3748 DPL0556 HAU1934 -
NAU2274 DPL0917 NAU1102 NAU1186 -
NAU874 NAU3519 NAU1255 CS62 -
NAU1043 DPL0308 CIR062 NAU 1196 -
NAU1085 CGR5390 NAU3405 NAU 868 -
BNL1694 CER0168 NAU3110
NAU3793 DPL0260 DPL0376

染色体
Chromosome

Chr 1
Chr 1
Chr 2
Chr 2
Chr 3
Chr 3
Chr 3
Chr 5
Chr 5
Chr 5
Chr 5
Chr 5
Chr 5 or Chr 19
Chr 5 or Chr 19
Chr 5 or Chr 19
Chr 6
Chr 7
Chr 7
Chr 7
Chr 8

染色体
Chromosome

Chr 8
Chr 8
Chr 9
Chr 9
Chr 9
Chr 10
Chr 10
Chr 10
Chr 10
Chr 11
Chr 11
Chr 11
Chr 11
Chr 11
Chr 12
Chr 12
Chr 13
Chr 13
Chr 13
Chr 14

染色体
Chromosome

Chr 14
Chr 14
Chr 14
Chr 14
Chr 14
Chr 14
Chr 15
Chr 15
Chr 16
Chr 17
Chr 17
Chr 17
Chr 18
Chr 19
Chr 19
Chr 19
Chr 19
Chr 19
Chr 19
Chr 21
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结果与分析
SSR标记多态性分析
本实验所用的 78对 SSR引物在 12个品种

中均能检测到 2种以上的等位变异袁平均等位变
异数为 2.97个袁变化范围在 2～6遥 其中 56对引
物能检测到 3种以上的等位变异袁 占 71.79%袁表
明这些引物具有较好的多态性袁适合于棉花品种
的分子遗传纯度鉴定遥

棉花品种非纯 SSR位点的标记基因型分析
在鉴定的 12个棉花品种渊C1-C12冤中袁不同

品种的非纯 SSR位点主要存在 3种表现形式遥
品种 C1尧C7和 C10属于第一种类型袁 它们的非
纯 SSR位点多袁 而且异型带集中于极少数单株曰
以 C1品种为例袁78对 SSR引物在 C1品种中检
测了 78个位点袁 其中有 32个位点出现异型带袁
而且这些异型带全部集中于 2个单株中 渊表 2冤遥
品种 C2尧C9和 C12属于第二种类型袁 它们的非

纯 SSR位点较少尧但异型带随机分布曰以 C2品
种为例袁78个 SSR位点中袁有 5个位点处于非纯
状态袁且这 5个位点在 20个单株中造成 13个单
株的标记基因型与主要标记基因型不同遥 品种
C3尧C4尧C6和 C8属于第三种类型袁 它们的非纯
SSR位点多袁而且异型带随机分布曰以 C3品种为
例袁78个 SSR 位点中袁30个位点为非纯 SSR 位
点袁占位点总数的 38.46%遥 C3品种的所有 20个
单株中袁几乎找不到主要标记基因型遥 非纯 SSR
位点的这 3种表现形式基本涵盖了区试品种中
标记基因型的各种混杂形式遥

棉花品种的分子遗传纯度分析

利用 SSR标记鉴定的分子遗传纯度不同于
田间鉴定的品种纯度袁它主要反映了品种在 DNA
分子水平上的一致性遥 本实验采用 78对 SSR引
物对 12个棉花品种进行分子遗传纯度鉴定 渊表
2冤袁其中 3个品种渊C5尧C9和 C11冤的遗传纯度在
98%以上袁 品种 C5 的分子遗传纯度最高袁为

花品种 SSR标记基因型分析遥
依据 SSR扩增产物在凝胶图上

的相对位置袁对每个引物的扩增带型编号袁同一
品种的某个 SSR位点中带型占多数的称为主要
带型袁记录为野1冶曰其他带型称为异型带袁记录为
野2冶尧野3冶或野4冶遥 最后将一个品种中所有非纯 SSR
位点的带型数据单独整理在一起袁构成品种在分
子水平上的非纯表现类型遥

SSR分子标记
能在 DNA水平上反映品种的 SSR位点一致性和
单株个体标记基因型的一致性袁本文将 SSR分子
标记在品种群体中反映的 DNA水平上的一致性
称为品种的分子遗传纯度遥 SSR分子标记检测的

分子遗传纯度受 2个因素的影响袁一是非纯 SSR
标记位点渊图 1冤袁另一个是所有非纯 SSR位点中
单株个体标记基因型间的差异情况遥 综合以上 2
个因素袁本研究提出了利用 SSR标记基因型结果
计算棉花品种分子遗传纯度的公式院分子遗传纯
度 =1－也渊非纯 SSR 位点数 / 总 SSR 位点数冤伊
渊异型单株数 /总单株数冤页遥 非纯 SSR位点数是
指某品种单株个体间标记带型不一致的 SSR位
点的个数袁总 SSR位点数是指品种纯度检测中选
用的所有 SSR引物检测到的位点总数袁异型单株
数是指单株标记基因型不同于主要标记基因型

的单株数袁总单株数是指该品种纯度检测中选用
的全部单株数遥

图 1 非纯 SSR位点 JESPR065在 20个单株个体中的扩增结果
Fig. 1 DNA fragments amplified by SSR primer JESPR065 in non-homozygous SSR locus of 20 different individuals
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结论与讨论
利用 SSR标记进行品种纯度鉴定在很多作

物中已有报道[6-11]袁在棉花该方面研究也取得了一
定进展[15-18]遥 这些研究主要利用 SSR标记先确定
杂株再计算品种纯度 (一般是单株中 2个或 2个
以上杂带便判定为杂株)袁只考虑单株混杂袁忽视
了 SSR位点混杂遥

为了探讨棉花品种在分子水平上的混杂形

式袁本研究利用 78对 SSR引物分析了 12个棉花
品种的标记基因型袁发现棉花品种在分子水平上
主要存在 3种混杂类型院渊1冤 品种内非纯 SSR位
点多而且非纯位点的异型带比较集中袁主要集中
在一个或几个单株上遥 结合育种实践袁作者认为
这种类型应属于品种混杂或高代混系选育的品

种渊如品种 C1尧C7和 C10冤曰渊2冤品种内存在少数

的非纯 SSR位点袁而且每个位点的异型带随机分
布遥 其中有的位点 2种带型的比率接近 1∶1遥石
海波[22]尧王立新[23]等在对小麦品种进行分子标记

鉴定时有过类似的报道遥这种非纯 SSR位点的存
在袁可能是由于标记位点与表型性状的关联度不
高袁对田间育种选择没有实际意义袁所以群体中 2
种带型分布的比例接近遥 而有的位点中 2种带型
的比例相差悬殊袁该类型位点称为高度偏分布非
纯 SSR位点袁王立新等[24]对该类型的位点有过报

道袁这种非纯 SSR位点的存在是由于剩余杂合位
点在后代中不断分离造成的遥前一种非纯 SSR位
点可以通过高代单株选择使位点纯合下来袁而高
度偏分布非纯 SSR位点经过育种选择后袁异型带
就会越来越少遥 渊3冤品种内非纯 SSR位点多而且
几乎每个单株上都有异型带的存在遥 显然袁这种
类型的品种是由于育种选择的代数比较低袁许多

99.87%遥 这些品种除极少数位点尚残存异型带
外袁遗传上基本一致遥 另有 5个品种的分子遗传
纯度虽也在 90%以上袁 但由于品种群体内非纯
SSR位点还比较多袁 遗传上还不能稳定遥 其余 4
个品种的分子遗传纯度低于 90%遥 C6品种的遗
传纯度最低袁只有 31.79%遥
从品种的标记基因型总体分布看袁 品种 C1

和 C7的非纯 SSR位点数虽然比较多渊分别为 32
和 26冤袁非纯位点率为 41.03%和 33.33%袁但由于
非纯位点的异型带主要集中在少数几个单株上袁

其异型单株率比较低袁因此这 2个品种的分子遗
传纯度仍达到 95%以上曰 而品种 C2和 C9虽然
异型单株率比较高渊分别为 65%和 40%冤袁但由于
检测到的 78个位点中大多数位点已经纯合渊C2
品种 73个袁C9品种 76个冤袁 只有少数残存位点
处于非纯状态袁因此分子遗传纯度仍能达到 95%
以上遥由此可见袁非纯 SSR位点越多袁异型带分布
越分散袁品种在 DNA水平上的一致性越差袁品种
的分子遗传纯度越低袁单纯依据非纯 SSR位点率
或异型单株率均不能准确反映品种的纯度遥

表 2 SSR引物的遗传纯度鉴定结果
Table 2 The results of genetic purity by core SSR primers

品种
Cultivar

SSR总位点
Total number
of SSR loci

非纯 SSR位点
Number of

non-homozygous
SSR loci

非纯 SSR位点率
Ratio of

non-homozygous
SSR loci／%

总单株数
Total number
of individuals

异型单株数
No. of different

genotypes
individuals

异型单株率
Ratio of different

genotypes
individuals／%

分子遗传纯度
Molecular

genetic purity
／%

C1 78 32 41.03 20 2 10 95.90
C2 78 5 6.41 20 13 65 95.83
C3 78 30 38.46 20 17 85 67.31
C4 78 19 24.36 20 13 65 84.17
C5 78 2 2.56 20 1 5 99.87
C6 78 56 71.79 20 19 95 31.79
C7 78 26 33.33 20 2 10 96.67
C8 78 14 17.95 20 18 90 83.85
C9 78 2 2.56 20 8 40 98.97
C10 78 36 46.15 20 4 20 90.77
C11 78 5 6.41 20 1 5 99.68
C12 78 6 7.69 20 8 40 96.92
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位点在群体中还没有纯合下来袁品种在遗传上还
不稳定袁 严格意义上还不能称其为品种遥 以上 3
种类型基本涵盖了棉花品种在 SSR标记基因型
水平上的混杂表现袁为今后开展品种遗传纯度鉴
定奠定了基础遥

本研究在充分考虑非纯 SSR位点率和异型
单株率对品种遗传纯度影响的基础上袁建立了新
的分子遗传纯度鉴定的方法袁该方法能比较准确
地反映品种在分子水平上的纯合程度遥 如品种
C9袁如果按照以往的研究方法把 2个或 2个以上
的异型带判定杂株 袁C9 的异型株率为 40%
渊8/20冤袁遗传纯度为 60%袁该品种将被判定为不合
格品种遥 实际上该品种的混杂仅是由于 78 个
SSR位点中的 2个位点不纯造成的遥 由于许多
SSR标记位于基因的非编码区袁分子水平上的差
异在表型上不一定表现出来袁仅根据少数异型位
点判定杂株计算的纯度结果就会实际偏低遥 而利
用本研究提出的方法计算 C9品种的遗传纯度为
98.97%袁较准确地反映了该品种的遗传构成遥 该
方法将由非纯 SSR位点造成的品种遗传背景混
杂作为影响品种遗传纯度的一个主要因素袁弥补
了以往计算方法中只考虑单株混杂尧不考虑 SSR
位点混杂的缺陷袁为今后利用分子标记鉴定品种
纯度提供了比较可靠的方法遥
利用 SSR标记鉴定品种的遗传纯度袁其准确

性与实验选用的 SSR引物及检测的样本量有很
大关系遥 理论上讲袁检测的样本数越多袁准确性越
高袁因此应尽可能扩大检测样本的数量遥 选择标
记时袁应尽量覆盖到棉花的 26条染色体袁在每条
染色体上选 2个或 2个以上标记袁标记间间隔一
定的距离遥 为使鉴定结果更准确地反映品种表型
上的一致性袁应尽量选择 EST-SSR作为遗传纯度
鉴定的核心引物遥 本研究选用的 78个 SSR标记
涉及到棉花的 24条染色体袁缺少 Chr 4和 Chr 20
两条染色体上的标记袁因此引物的选择还需要进
一步完善遥 另外袁在样本容量上本研究选用 20个
单株袁样本数较少袁需要进一步扩大样本数袁使结
果更为准确可靠遥
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