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ＥＳＴ－ＳＳＲ标记在黄瓜Ｆ１种子纯度鉴定中的应用
卢 　 锐，叶 永 亮，冯 国 军
（哈尔滨市农业科学院，黑龙江 哈尔滨１５００７０）

　　摘　要：以黄瓜杂交品种哈研８０８及其亲本为试验材料，利用１０２对ＥＳＴ－ＳＳＲ引物对其进行
纯度分析，筛选合适的引物。结果表明：有２对ＥＳＴ－ＳＳＲ引物能够用于黄瓜杂交种子纯度的
鉴定。
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　　种子纯度是种子质量的核心指标，是种子质量分级
的主要标准。由于制种过程中母本自交和姊妹交形成
的假杂种以及不法分子出售假种子，经常给黄瓜生产及
农民经济收入造成重大损失。目前应用于黄瓜种子纯
度鉴定的方法主要有：种子形态鉴定、同工酶鉴定、田间
小区种植鉴定、ＤＮＡ分子标记鉴定。
不同黄瓜品种种子形态差异有限，而同工酶法是鉴

别不同品种基因表达产物蛋白质之间的差异，多态性不
够丰富，且有组织和器官特异性，使取材受到严格限制，
从而限制了其应用［１］。田间小区种植因鉴定周期长，易
受环境影响，因而不能完全满足生产经营的需要。而
ＤＮＡ分子标记反映了ＤＮＡ水平上生物个体间的遗传
差异，具有数量丰富、多态性高、不受环境影响、检测快
速等优点而逐渐得到应用。分子标记技术的快速发展
为种子的纯度鉴定提供了一种更为快速、高效的方
法［２－５］，其中ＳＳＲ标记技术是最为简便、可靠的鉴定方法
之一。

ＳＳＲ标记由于具有数量丰富、多态性高、遗传上呈
共显性、实验操作简单、结果稳定可靠、引物序列易交流
等优点，已成为杂交种子纯度鉴定的一种理想分子标
记。ＥＳＴ－ＳＳＲ标记是基于表达序列标签数据信息，并结
合ＳＳＲ标记特点开发出的一种新型分子标记。具有
ＳＳＲ标记的优点，但因引物设计是依据ＥＳＴ数据库进行
的，因而比ＳＳＲ标记更加简单、快捷，花费少。Ｋａｚａｉｒ［６］

等用ＳＳＲ研究了不同葫芦科蔬菜品系的多态性，７个
ＳＳＲ对１１个黄瓜品种进行扩增，有４个ＳＳＲ显示出多
态性，并得出１１个黄瓜品种间遗传多样性值在０．１８～

０．６４之间，证实了ＳＳＲ在黄瓜中存在较高的多态性。

Ｙｕ［７］等将５８个通用多态性引物用于比较作图，产生的
１３１个ＥＳＴ－ＳＳＲ位点被定位到水稻图谱上，并将其与已
发表的ＥＳＴ－ＳＳＲ位点做了比对。
该试验以哈研８０８黄瓜品种及其亲本为试材，研究

ＥＳＴ－ＳＳＲ技术在黄瓜种子纯度鉴定过程中的方法、步
骤，筛选其特异谱带，并以该谱带作为分子标记对其纯
度进行鉴定。

１　材料与方法
１．１　试验材料
试验材料为哈研８０８号及其亲本，由哈尔滨市农业

科学院蔬菜花卉分院提供。

１．２　试验方法
１．２．１　ＥＳＴ－ＳＳＲ引物的开发　利用 ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：
／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｄｂＥＳＴ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）上的黄
瓜ＥＳＴ 或 ｃＤＮＡ 序 列，通 过 ＳＳＲＩＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｇｒａｍｍｅ．ｏｒｇ／ｇｒａｎｅｎｅ／ｓｅａｒｃｈｅｓ／ｓｓｒｔｏｏｌ）在线搜索具有
ＳＳＲ序列的ＥＳＴ序列。根据侧翼保守序列，应用引物设
计软件Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０，Ｏｌｉｇｏ６设计合成引物［８－９］。
引物设计原则为：ＥＳＴ序列长度大于１００ｂｐ；引物长度
为１８～２５ｂｐ；ＧＣ含量４０％～６０％；ＰＣＲ扩增产物长度
为１００～３００ｂｐ。同时，避免错配、引物二聚体或发夹结
构的形成［１０］。共设计１０２对ＥＳＴ－ＳＳＲ引物，引物由上
海生工合成。

１．２．２　黄瓜基因组ＤＮＡ提取　利用ＳＤＳ法提取黄瓜
叶片基因组ＤＮＡ。称取黄瓜叶片于预冷的研钵中，加入
液氮研磨成粉末，转移至－２０℃预冷的１．５ｍＬ离心管
内，然后加入８００μＬ经６５℃预热的ＳＤＳ提取缓冲液，

６５℃水浴３０ｍｉｎ；水浴后立即置冰上，加入１５０μＬ
５ｍｏｌ／Ｌ　ＫＡｃ，冰浴２０ｍｉｎ，４℃，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，取上清液；加入等体积酚∶氯仿∶异戊醇（２５∶
２４∶１），震荡５ｍｉｎ后，４℃１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
上清液；加入等体积氯仿∶异戊醇（２４∶１），震荡５ｍｉｎ
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后，４℃１２　０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，取上清液；加入经
－２０℃ 预冷的等体积异丙醇，－２０℃放置３０ｍｉｎ，４℃
１２　０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，弃上清液；用５００μＬ预冷的
７０％乙醇洗涤沉淀，弃７０％乙醇，于通风柜中吹干，加入
５０μＬ超纯水，溶解沉淀，加入ＲＮａｓｅ（１ｍｇ／ｍＬ）２．５μＬ，

３７℃消化１ｈ，－２０℃保存备用。

１．２．３　哈研８０８号黄瓜特异谱带筛选　以哈研８０８号
及其亲本基因组ＤＮＡ为模板，采用以下反应体系和
ＰＣＲ程序进行扩增。ＳＳＲ反应总体系２５μＬ，包括：

２．５μＬ　１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ，２μＬ　ｄＮＴＰ，０．２５μＬ　ｆｏｒｗａｒｄ－
Ｐｒｉｍｅｒ，０．２５μＬ　ｒｅｗａｒｄ－Ｐｒｉｍｅｒ，２μＬ　ｔｅｍｐｌｅｔ，０．２５μＬ
Ｔａｑ　ｅｎｚｙｍｅ。ＰＣＲ反应程序：９４℃，５ｍｉｎ，１ｃｙｃｌｅ；９４℃
３０ｓ，Ｘ℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个ｃｙｃｌｅｓ；７２℃１０ｍｉｎ，１ｃｙｃｌｅ。

Ｘ为不同ＳＳＲ引物的退火温度。扩增结束后，用６％聚
丙烯酰胺凝胶电泳进行分离，染色后杂交种带型为父母
本互补带型的引物入选。

１．２．４　特异谱带的验证　随机抽取哈研８０８品种２０
株、父母本材料各１０株，３次重复。提取材料基因组
ＤＮＡ，用筛选出的引物对其进行ＳＳＲ鉴定，比较分子标
记方法与田间鉴定方法的可靠性。

２　结果与分析
２．１　黄瓜叶片基因组ＤＮＡ提取方法
利用ＳＤＳ方法提取到了ＤＮＡ，琼脂糖检测发现，所

提取的ＤＮＡ带型整齐，没有降解。进一步用该方法提
取到的ＤＮＡ进行ＳＳＲ扩增的时候，能扩增出条带，条带
清晰，具有多态性（图１）。

图１　部分样本基因组ＤＮＡ电泳图

２．２　特异谱带的筛选
利用ＳＳＲ技术对哈尔滨市农业科学院黄瓜哈研

８０８号及其亲本进行了特异分子标记分析，共利用１０２
对ＥＳＴ－ＳＳＲ 引物进行了 ＰＣＲ 扩增，其中有２对
ＥＳＴ－ＳＳＲ引物（７６号和８１号引物）在双亲及杂种后代中
表现共显性分离，即杂种后代的带型为父母本的互补
型，可以用来进行杂交种子的纯度鉴定。可用于杂种纯
度鉴定的图谱如图２所示。
２．３　利用筛选到的引物进行大规模种子纯度鉴定
用２对ＥＳＴ－ＳＳＲ引物对哈研８０８进行种子纯度鉴

定的重复试验，每次重复取父本和母本各１０粒种子，哈
研８０８取２０粒种子，进行种植，３次重复。

图２　用作杂种纯度鉴定
注：１为父本，２为母本，３为哈研８０８。

２．３．１　７６号引物鉴定哈研８０８纯度的验证　用７６号
引物ＳＳＲ扩增哈研８０８及其亲本材料的ＤＮＡ样品，进
行重复试验，验证７６号引物鉴定哈研８０８纯度的可行
性，试验结果如图３～５所示，图中１～１０为哈研８０８父
本３０２，１０～３０为哈研８０８，３０～４０为哈研８０８母本２２０。

３次重复试验的结果表明，７６号引物ＳＳＲ扩增后的电泳
谱带中，哈研８０８的条带为父本、母本的互补带，因此７６
号引物可以用于哈研８０８杂种纯度鉴定。

图３　７６号引物扩增哈研８０８及其亲本

图４　７６号引物扩增哈研８０８及其亲本

图５　７６号引物扩增哈研８０８及其亲本

２．３．２　８１号引物鉴定哈研８０８纯度的验证　用８１号
引物ＳＳＲ扩增哈研８０８及其亲本材料的ＤＮＡ样品，验
证７６号引物鉴定哈研８０８纯度的可行性，试验结果如图
６～８所示，图中１～１０为哈研８０８父本３０２，１０～３０为哈
研８０８，３０～４０为哈研８０８母本２２０。３次重复试验结果
表明，８１号引物ＳＳＲ扩增后的电泳谱带中，哈研８０８的
条带为父本、母本的互补带，因此８１号引物可以用于哈
研８０８杂种纯度鉴定。研究结果表明，７６号和８１号引
物能用于哈研８０８及其亲本纯度鉴定，将ＥＳＴ－ＳＳＲ鉴定
结果与田间种植结果相比较，表明ＥＳＴ－ＳＳＲ分子标记
对纯度的检验与田间鉴定方法相一致，ＥＳＴ－ＳＳＲ标记可
用于种子纯度鉴定的研究和运用，结果可靠。

３　讨论
该研究通过搜索黄瓜ＥＳＴ序列进行引物设计，大
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图６　８１号引物扩增哈研８０８及其亲本

图７　８１号引物扩增哈研８０８及其亲本

图８　８１号引物扩增哈研８０８及其亲本

大节省了引物设计成本和时间。引物是根据已知序列
两侧的序列设计的特异引物，具有很强的专一性，ＳＳＲ
扩增结果经聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分析，ＰＡＧＥ电泳
具有很高的灵敏度，即使１ｂｐ的差异也能在银染结果中
显示出来。能用于种子纯度鉴定的Ｆ１ 条带应是父母本
的互补带，且三者的带型均不相同。
结果表明，７６号和８１号ＥＳＴ－ＳＳＲ引物扩增后的父

本和母本带的互补带是哈研８０８的带型，可以用于其纯
度鉴定。因为哈研８０８母本是欧洲温室型黄瓜，父本是
亚洲型密刺黄瓜，二者亲缘关系较远，容易找到合适的
引物鉴定其纯度。在田间鉴定中，通过观察结果期瓜刺
瘤的有无可以直接鉴定哈研８０８纯度，母本无刺瘤，哈研
８０８有稀刺瘤。
该研究还对６０粒哈研８０８种子的田间鉴定和分子

鉴定进行比较分析，认为在对种子进行纯度鉴定时，分
子鉴定与田间鉴定纯度有较好的一致性，鉴定结果没有
明显差异。而用ＥＳＴ－ＳＳＲ标记鉴定纯度更加简单、快
捷，可克服田间鉴定周期长、易受环境条件影响等缺点。

　　ＳＳＲ标记的主要特点有，数量相对丰富，对基因组
有很好的覆盖性；具有较多的等位性变异，多态性高；共
显性标记，可鉴别出杂合子和纯合子；试验重复性好，结
果可靠，且容易用ＰＣＲ检测。引物设计是ＳＳＲ标记技
术的关键，ＥＳＴ开发的分子标记具有信息量较高，通用
性好，开发简单、快捷等优点，还避免了基因组ＳＳＲ开发
过程中需要构建基因组ＤＮＡ文库等繁琐步骤。ＥＳＴ数
据库提供了不同物种的大量ＥＳＴ序列，可供免费下载，
又有很多软件可用来直接从ＥＳＴ中快捷的筛选出候选
标记，因此，开发的费用很低。

ＥＳＴ－ＳＳＲ技术结合了ＳＳＲ标记和ＥＳＴ技术的优
点，目前已经在植物基因组学研究如遗传图谱构建、比
较作图、亲缘关系鉴定、遗传多样性评价、种质鉴定、系
统发育与进化研究等方面被广泛应用，具有广阔的应用
前景。
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