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研究论文

向日葵品种鉴定和纯度分析的 !"#$ 研究!

刘 杰 刘公社! 齐冬梅 汪恩华 李芳芳
（中国科学院植物研究所 北京 !"""#$）

摘要 从杂交油葵 %!& 及其亲本的 ! ’ ( 粒干种子中提取基因组 )*%，选用 !+ 对引物组合进行 %,-. 分

析，构建了它们的指纹图谱。!+ 对引物在 % 系与 / 系当中共扩增出 !!(& 条扩增产物，其中 !00 条带表

现出多态性，平均每对引物扩增 11 条带，不同引物组合产生的 )*% 片段数目在 &" 2 +" 之间，大小分布

于 !""34 2 &""34，多态性比率为 !(567。从中筛选出的 ( 对引物 89%%: ’ ;9:<: 和 89%:= ’ ;9:<= 可将亲

本和子代区分开：引物对 89%%: ’ ;9:<: 在 % 系中扩增出 00"34、!#"34、!1"34 $ 条特征谱带，在 / 系中扩

增出 $6"34、$&"34、((&34、!6"34 0 条特征谱带，89%:= ’ ;9:<= 在 % 系中扩增出了 ( 条特征带 06"34 和

(1&34，在 / 系中扩增出 0#"34、(("34、("&34、!(&34 0 条特征谱带，且上述谱带均在子代中出现。用引物组

合 89%:= ’ ;9:<= 对 %!&、双亲以及与 %!& 外型十分相似的 !" 个常用油葵杂交种进行 %,-. 分析，不仅表

现出良好的多态性，并能够清楚地将它们加以区分。以其对 &" 粒 %!& 杂交种子进行纯度鉴定，得到与

大田纯度检测一致的结果，说明使用 %,-. 标记检测油用向日葵的品种和纯度是可行的。对现行种子纯

度和品种鉴定的方法进行了讨论。
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油用向日葵（!"#$%&’()* %&&))* 83）是植物油脂和蛋白质的重要来源，葵花油中富含亚

油酸等人体必需脂肪酸，是营养价值很高的食用油（刘公社等，:;;<）。杂交油葵具有耐干

旱、耐盐碱、耐瘠薄等特点，特别适合于我国西部干旱少雨地区栽培，栽培面积逐年扩大，

在目前改善我国西部生态建设、增加农民收益以及产业结构调整当中，发挥着重要作用

（刘公社和王志远，:;;;）。向日葵属于异花授粉作物，制种条件要求严格。对向日葵品种

及种子纯度的鉴定研究一直受到育种家的高度重视。=> 世纪 ?> 年代以来，研究者利用

同工酶、种子蛋白等生化标记和 @69A 等分子标记技术对向日葵的研究作了许多有益的

探索（张太平等，:;;B；谢宗铭等，:;;;；莫结胜等，=>>:），但由于这些方法本身的限制，目

前生产上还不得不依赖于耗时、费力的田间鉴定。随着对油用向日葵需求日益加大的同

时，假、劣杂交种的问题越来越明显，种子纠纷日趋增多。快速、准确、可靠的新技术成为

当前对育种研究者提出的紧迫要求。

=> 世纪 ;> 年代初发展起来的 6789（)C-5#"#%$ "+)DC%&’ 5%&D’0 -!5/C!+-0#,C,）分子标记

技术（E)1%). )&$ F!,，:;;G；F!, "’ %#，:;;<），以其自动化程度高、多态性好、稳定性强等特

点，已被广泛应用于作物种质资源分析、遗传连锁图的构建以及重要基因的定位和克隆

（H!&D’+)I.5 "’ %#，:;;J；K%(I%+ "’ %#，:;;<；L!0)& "’ %#，:;;J）。本文从半粒向日葵种子中提

取基因组 AM6，采用 6789 方法对我国目前向日葵主要杂交种 6:< 进行杂种鉴定和纯度

分析，并与其它品种鉴定方法相比较，探讨了一种简捷、快速、可行的新方法。

) 材料和方法

)*) 植物材料

供试 :: 个油用向日葵杂交种为我国目前推广的主栽品种。杂交种 6:< 及父、母本由

法国 8#C)D+)#& 集团提供（表 :）。

)*+ ,-./ 接头和引物

接 头 序 列：N(!@ O )$)-’!+：<PQRSRTS6T6RSTRTS6RRQGP，<PQRST6RTR6STTSS66QGP：
L,%O )$)-’!+：<PQT6RT6ST6TSRRST6TQGP，<PQS6RSR6TT6RSR6SQGP。6789 所用的引物参

见表 =。由上海 4)&D!& 生物工程公司合成。

)*0 12, 提取与 ,-./ 扩增

选择成熟、饱满的向日葵种子，取半粒（不含胚部分）约 G>CD，提取基因组 AM6 作为

模板。AM6 提取方法参照改良的 RS6K 法（刘杰等，=>>:）。6789 扩增参照 F!, 等（:;;<）

的方法进行。6789 反应试剂盒（6789SL 6&)5/,#, 4/,’%C O 包括：6789 R!+% @%)D%&’ U#’ 和

6789 4’)+’%+ 9+#C%+ U#’），选自 TOKRV K@8 产品。扩增反应完成后，在含有 J 3 < C!5 W 8 尿素

的 <X聚丙烯酰胺凝胶上走电泳（高压电泳仪：N5%(’+!-0!+%,#, R!&,’)&’ 9!2%+ 4.--5/ NRB>>Q
;>，9)+C)+(#) R!C-)&/；测序电泳槽：4%Y.#QT%& TS M.(5%#( 6(#$ N5%(’+!-0!+%,#, R%55，K#!Q@)$
R!C-)&/），=G>>F，B>C6，;>Z，恒功率 : 3<0。电泳完成后，参照 R0)50!.1 等（:;;J）的方法

对电泳胶进行硝酸银染色。然后用 L!5%(.5)+ OC)D%+ 7[ 凝胶成像系统（K#!Q@#$ R!C-)&/）扫
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描照相。按每个样品扩增产物，有带记为“!”，无带记为“"”，记录并统计数据。

表 ! 实验材料与来源
"#$%& ! #$%&’()&*+,- ),+&’(,-. ,*/ (+. 0’(1(*

编号 23)4&’ 基因型 5&*0+6%& 来源 7’(1(* 提供者 8’09(/&’

! :;<! 美国 =)&’(>,* 内蒙古自治区农业技术推广站 2&( ?010- =1’(>3-<
+3’,- @&>A*(>,- #$+&*/(*1 B+,+(0*

C :;<!!D 美国 =)&’(>,* 内蒙古自治区农业技术推广站 2&( ?010- =1’(>3-<
+3’,- @&>A*(>,- #$+&*/(*1 B+,+(0*

E 5!"! 美国 =)&’(>,* 内蒙古自治区农业技术推广站 2&( ?010- =1’(>3-<
+3’,- @&>A*(>,- #$+&*/(*1 B+,+(0*

F G<H! 法国 G’,*>& 内蒙古自治区农业技术推广站 2&( ?010- =1’(>3-<
+3’,- @&>A*(>,- #$+&*/(*1 B+,+(0*

H G!CD 法国 G’,*>& 内蒙古自治区农业技术推广站 2&( ?010- =1’(>3-<
+3’,- @&>A*(>,- #$+&*/(*1 B+,+(0*

I J;<KD"E 法国 G’,*>& 内蒙古自治区农业技术推广站 2&( ?010- =1’(>3-<
+3’,- @&>A*(>,- #$+&*/(*1 B+,+(0*

L 内葵杂 C 号 2;MC 内蒙古 2&( ?0*10- 内蒙古自治区农业技术推广站 2&( ?010- =1’(>3-<
+3’,- @&>A*(>,- #$+&*/(*1 B+,+(0*

D 新葵杂 F 号 N;MF 新疆 N(*O(,*1 新疆石河子农垦科学院 BA(A&P( =1’(>3-+3’& Q&>-,<
),+(0* B>(&*>& =>,/&)6 0R N(*O(,*1

K 新葵杂 I 号 N;MI 新疆 N(*O(,*1 新疆石河子农垦科学院 BA(A&P( =1’(>3-+3’& Q&>-,<
),+(0* B>(&*>& =>,/&)6 0R N(*O(,*1

!" 新葵杂 D 号 N;MD 新疆 N(*O(,*1 新疆石河子农垦科学院 BA(A&P( =1’(>3-+3’& Q&>-,<
),+(0* B>(&*>& =>,/&)6 0R N(*O(,*1

!! =!H 法国 G’,*>& 内蒙古多伦县种子站 :30-3* B&&/ B&’9(>& B+,+(0*
!C =!H 父本（Q&.+0’(*1 -(*&） 法国 G’,*>& 法国 S(),1’,(* 集团 S(),1’,(* B&&/ 5’03%，G’,*>&
!E =!H 母本（?,-& .+&’(-& -(*&） 法国 G’,*>& 法国 S(),1’,(* 集团 S(),1’,(* B&&/ 5’03%，G’,*>&

表 ’ =GS8 分析中应用的引物
"#$%& ’ 8’()&’. 0R #>0QT ,*/ ?.&T 3.&/ (* =GS8 ,*,-6.(.

#>0QT 预扩增引物

#>0QT %’&.&-&>+(9& %’()&’ HU<5=V@5V5@=VV==@@V=<EU

?.&T 预扩增引物

?.&T %’&.&-&>+(9& %’()&’ HU<5=@5=5@VV@5=5@==V<EU

#>0QT 选择性扩增引
物 #>0QT B&-&>+(9&
%’()&’.

#>0QT<=VV
#>0QT<=5V

#>0QT<=V@
#>0QT<=V5

#>0QT<=V=
#>0QT<==5

#>0QT<=55
#>0QT<==V

?.&T 选 择 性 扩 增 引
物 ?.&T B&-&>+(9&
%’()&’.

?.&T<V==
?.&T<V@=

?.&T<V=V
?.&T<V@V

?.&T<V=5
?.&T<V@5

?.&T<V=@
?.&T<V@@

’ 结果与分析

’(! )*+, 引物的筛选

向日葵的基因组较大（约 ! WD X !"K 4,.& %,(’.），故采用二步法扩增。第一步扩增时为

一个选择性碱基，第二步扩增时为三个选择性碱基（即 ! Y E 扩增）。首先用 !L 对 # 端与

? 端引物组合对杂交种的亲本 = 系（=!H 的母本）和 Q 系（=!H 的父本）的基因组 :2= 进
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行筛选。结果显示：!" 对引物组合在 # 系与 $ 系当中共扩增出 !!%& 条扩增产物，!’’ 条

带表现出多态性，平均每对引物扩增 (( 条带，不同引物组合产物的 )*# 片段数目在 &+ ,
"+ 不等，大小在 !++ -. , &++ -. 之间，平均多态性频率为 !% / 01（表 2）。说明使用 #345
能够产生较为丰富的多态性，用来检测向日葵基因组是可行的，可以检测到基因组大部分

区域。选择在双亲中多态性及谱带质量表现良好的引物对，再对 # 系、$ 系和 #!& 杂种进

行重复筛选，发现 67##8 9 :78;8 在 # 系中扩增出 ’’+ -.、!<+ -.、!(+ -. 2 条特征谱带，在

$ 系中扩增出 20+ -.、2&+ -.、%%& -.、!0+ -. ’ 条特征谱带，而在 3! 中则同时扩增出了上述

" 条互补特征谱带（图 !）；67#8= 9 :78;= 在 # 系中扩增出了 % 条特征带 ’0+ -. 和 %(& -.，

在 $ 系中扩增出 ’<+ -.、%%+ -.、%+& -.、!%& -. ’ 条特征谱带，在 3! 中也同时扩增出了上

述 ( 条互补特征谱带（图 %），见表 ’（有带记为“!”，无带记为“+”，公共带与弱带未列入）。

!"! 引物 #$%%& ’($&)& 及 #$%&* ’($&)* 对不同向日葵杂交种 %+,- 的扩增多态性

使用引物组合 67##8 9 :78;8 及 67#8= 9 :78;= 对 #!&、双亲及 !+ 个生产上主要推广

的向日葵杂交种进行 #345 分析，引物 67##8 9 :78;8 在这 !2 个基因型中表现出良好的多

态性，并将 #!& 与其它外形相似的大部分杂交种区别开来，但在 )>7!!0、3!%0 和内葵杂 %
号三个基因型存在相同带型，新葵杂 ’ 号与新葵杂 ( 号具有相同带型（表 &，图 !），以之用

于鉴定 #!& 纯度不是特别理想。采用引物 67#8= 9 :78;= 能够得到更满意的结果（表 (，

图 %）。尽管新葵杂 0 号品种与 #!& 之间在带型上没有差异，但它与亲本 # 系、$ 系的差

异却非常显著。因此，使用引物 67#8= 9 :78;= 不仅可利用在 #!&、# 系、$ 系中产生的特

征谱带将 #!& 与其它向日葵杂交种区别开来，还可用于 #!& 杂交种的纯度鉴定。

表 . !" 对引物组合在杂交种 #!& 双亲间的 #345 多态性
)/012 . #345 ?@ !" .ABCDA E?C-BFGHB?FI ?F .GADFHI ?@ IJF@K?LDA MN-ABO #!&

代号

8?OD
引物组合

5ABCDA E?C-BFGHB?FI
扩增带数（条）

*?/ ?@ ODHDEHG-KD -GFOI
多态性带数（条）

*?/ ?@ .?KNC?A.MBE -GFOI
多态比例（1）

5?KNC?A.MBE .DAEDFHGPD

! 67#=8 9 :78#8 "+ !" %’
% 67#=8 9 :78#= (& !! !"
2 67#=8 9 :78#; (’ !% !<
’ 67#=8 9 :78;# (0 & "
& 67#=8 9 :78;= "% " !+
( 67#=8 9 :78;; "& 2 ’
" 67#88 9 :78#8 (" !’ %!
0 67#88 9 :78#; (< ! !
< 67#88 9 :78;# (0 !+ !&
!+ 67#88 9 :78;= &0 % 2
!! 67#88 9 :78;; (’ !2 %+
!% 67##8 9 :78;8 "! " !+
!2 67##8 9 :78;= (0 & "
!’ 67##8 9 :78;; (2 0 !2
!& 67##8 9 :78#8 "& !2 !"
!( 67##8 9 :78#= &0 ( !+
!" 67#8= 9 :78;= &+ !+ %+
;?HGK !!%& !’’

#QDAGPD (( /!0 0 /’" !% /0
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表 ! !、"、!#$ 三种基因型 %&!!’ ( )&’*’、%&!’+ ( )&’*+ !,-. 扩增结果
"#$%& ! !/0123245 67859 :3 ! 12849，" 12849 785 !#$ ;2<= %&!!’ ( )&’*’ 785 %&!’+ ( )&’*+

!,-. 谱带 !,-. 6785 ! 系 ! 1284 !#$ " 系 " 1284
%&!!’ ( )&’*’&>>? 60 # # ?
%&!!’ ( )&’*’&@A? 60 ? # #
%&!!’ ( )&’*’&@$? 60 ? # #
%&!!’ ( )&’*’&BB$ 60 ? # #
%&!!’ ( )&’*’&#C? 60 # # ?
%&!!’ ( )&’*’&#A? 60 ? # #
%&!!’ ( )&’*’&#D? 60 # # ?
%&!’+ ( )&’*+&>C? 60 ? # #
%&!’+ ( )&’*+&>A? 60 # # ?
%&!’+ ( )&’*+&BD$ 60 # # ?
%&!’+ ( )&’*+&BB? 60 ? # #
%&!’+ ( )&’*+&B?$ 60 ? # #
%&!’+ ( )&’*+&#B$ 60 ? # #

表 ’ 引物 %&!!’ ( )&’*’ 在 !#$ 及其它 #? 个杂交种中的 !,-. 扩增情况
"#$%& ’ !,-. E49F1<9 28 ## 9F831:;4E =G6E259 ;2<= 0E2/4E %&!!’ ( )&’*’

差异带

H2334E48<271 6785 # B @ > $ D I A C #? !#$ " !

%&!!’ ( )&’*’&>>? 60 ? ? ? ? ? # ? # # # # ? #
%&!!’ ( )&’*’&@A? 60 ? # # # # # # # # # # # ?
%&!!’ ( )&’*’&@$? 60 # # # # # # # # # # # # ?
%&!!’ ( )&’*’&BB$ 60 # # # # # # # # # # # # ?
%&!!’ ( )&’*’&#C? 60 # # # ? # ? # # # # # ? #
%&!!’ ( )&’*’&#A? 60 # # ? ? # ? # ? ? # # # ?
%&!!’ ( )&’*’&#D? 60 # # ? ? # ? # ? ? ? # ? #

表 ( 引物 %&!’+ ( )&’*+ 在 !#$ 及其它 #? 个杂交种中的 !,-. 扩增情况
"#$%& ( !,-. E49F1<9 28 ## 9F831:;4E =G6E259 ;2<= 0E2/4E %&!’+ ( )&’*+

差异带

H2334E48<271 6785 # B @ > $ D I A C #? !#$ " !

%&!’+ ( )&’*+&>C? 60 ? ? ? # # ? # # # # # ? #
%&!’+ ( )&’*+&>A? 60 ? ? # ? ? # ? # ? # # # ?
%&!’+ ( )&’*+&BD$ 60 # # # ? # # # # ? # # # ?
%&!’+ ( )&’*+&BB? 60 # # ? ? # # # ? # # # # ?
%&!’+ ( )&’*+&B?$ 60 ? # ? # # ? # # # # # ? #
%&!’+ ( )&’*+&#B$ 60 # ? # ? # # # # # # # # ?

)*+ 用引物 ,-./0 12-/"0 对杂交种 .3’ 进行纯度鉴定

随机选取 $? 粒 !#$ 种子，用 %&!’+ ( )&’*+ 引物按前述方法进行 !,-. 分析，所有单

株都扩增出了 D 条特征谱带（图 @，部分结果未展示），可以认为被检测的 $? 粒种子均为杂

交种 !#$。在这 $? 粒被检种子中，没有出现杂株，与本实验室 #CCC 年在内蒙多伦配制的

!#$ 纯度（田间鉴定结果为 CCJ，样本 D?? 株）基本相符。国际《农作物种子检验规程》+K (
*@$>@&#CC$ 规定种子纯度为 CAJ以上时，则至少应检测 #?? 粒种子以上。我们所测的纯
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度结果有 !"的误差，可能与检测种子数目偏少有关。由于本实验的主要目的是验证

#$%& 方法鉴定种子纯度的可行性，因此没有做更多的单粒种子分析。

图 ! 引物 ’(##) * +(),) 在 !- 个向日葵基因型的
#$%& 指纹图谱
"#$%! #$%& ./012343/05 6. !- 780.96:23 ;<3/25/27 87/01
43/=23 4</3 ’(##) * +(),)
+：>?# %<@@23；! A !!，B <0@ #，780.96:23 7<=492 08=C23

（722 5<C92 !）

图 & 引物 ’(#)D * +(),D 在 !- 个向日葵基因型的
#$%& 指纹图谱
"#$%& #$%& ./012343/05 6. !- 780.96:23 ;<3/25/27 87/01
43/=23 4</3 ’(#)D * +(),D
+：>?# %<@@23；! A !!，B <0@ #，780.96:23 7<=492 08=C23

（722 5<C92 !）

’ 讨论

油用向日葵杂种种子生产上一个令人棘手的问题是在 $! 代杂交种当中混有亲本种

子和其它假杂种，这种情况会直接造成生产者的经济损失。因此，杂种种子纯度历来是种

子生产部门特别重视的问题。由于缺乏行之有效的快速、准确、经济的品种和杂种纯度鉴

定方法，种子生产者目前仍然不得不依赖于传统的田间形态学鉴定。这种方法不仅耗时、

费力、受环境影响大，而且结果也不可靠（E=/5F <0@ E=/5F，!GGH）。张太平等（!GGI）、谢宗铭

等（!GGG）曾分别用同工酶和种子蛋白等生化标记的方法进行过有益的探索，并解决了一

定的问题，但这些方法在基因型、取材部位、发育时期以及亲本之间的亲缘关系等方面仍

存在着很大的局限性。从发育生物学的观点来看，高等植物多细胞生物的发育过程，乃是

一系列基因在时间顺序上依次顺序表达的过程。对于调控某一生化反应的同工酶，也是

某些基因表达的产物，由于其同工酶的种类、数量、活性、分子量大小与环境、发育阶段、植
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物种类、或同一植物的不同品种有着密切联系，从而表现出各种差异，正是这些差异限制

了同工酶方法的广泛使用。种子蛋白也是基因表达的产物，亲缘关系很近的种，由于其相

关的种子蛋白分子量非常接近，用现代电泳方法很难将其区分开来（胡志昂和王洪新，

!""!），在应用上也受到了一定的限制。

图 ! 引物 #$%&’ ( )$&*’ 在向日葵
%!+ 亲本和子代的 %,-. 指纹图谱
"#$%! %,-. /012345 12 /605789 67: %!+
;< /03=50 /630 #$%&’ ( )$&*’
)：>?% -6::50；! @ !A：%!+ B<;03:，C：C$

4375，%：%$4375

DE 世纪 FE 年代以来，相继出现了可在 >?% 水平上

进行种质资源遗传变异分析、品种与纯度鉴定的 C,-.、

C%.>、GGC、%,-. 等分子标记新技术（H19 !" #$，!""+；

I5;50 67: J54578K6039，!"F"；I34436=9 !" #$，!""E；.1L544 !"
#$，!""+）。这些技术以其快速、准确、不受环境影响等特

点，在玉米、小麦、番茄等许多作物上得到成功地应用

（G=38B 67: C5M39850，!""F）。在品种与纯度鉴定上，这些

方法各具特色：C,-. 分析能够区分亲缘关系非常接近

的品种且稳定性很高，但需要一定数量的特异性探针，

较多的植物材料，较大的工作量和实验室空间（G=38B
67: C5M39850，!""F）；C%.> 技术以其快速、操作简便、产

物易分析、对实验仪器要求不高等特点，成为大多数实

验室易于采用的方法。由于假阳性扩增和重复性差始

终是 C%.> 技术广泛应用的限制性因素，即使在同一实

验室也难于将 C%.> 检测标准化（G=38B 67: C5M39850，
!""F）。因此，将 C%.> 标记转换成 G&%C 标记则成为对

C%.> 技术的必要改进（.6067 67: )3NB54=105，!""O），而

这样做却又降低了 C%.> 简便、快速等优势，提高了实

验费用。GGC 最大的优点在于 GGC 产物进行测序胶电

泳分离时具有单碱基的高分辨率，能检测到很高的多

态性，遗传信息量较大。但前期 GGC 引物筛选所需工

作量和费用很高，使这种方法只适合于具有高价格种

子，比如番茄的纯度鉴定上（G=38B 67: C5M39850，!""F）。

用 %,-. 方法得到的指纹图谱具有稳定可靠且重

复性好的优点，特别适合于品种鉴定、法医鉴别等方面

的应用（陈洪等，!""P）。J17M806QR4 等（!""S）曾用 P 对 %,-. 引物对 DA 个公共油用向日

葵自交系进行了遗传相似性研究，得到平均每个引物对能产生 PE 条扩增产物，多态性比

率为 !+ T+U的结果。本研究采用 !S 对引物对向日葵进行 %,-. 分析：每对引物能产生 PP
条带，多态性比率为 !D T FU，与 J17M806QR4 等实验结果相似（!+ T +U）；进一步的实验结果

表明 %,-. 方法完全可以用来对油用向日葵的品种鉴定和杂交种子的纯度分析。本研究

用 %,-. 检测油用向日葵的鉴定和 %!+ 的种子纯度，证实了该方法能够产生较为丰富的

多态性以及稳定的 %,-. 标记。利用成熟种子直接提取 >?%，可简化 %,-. 的步骤且不受

种子能否发芽的限制；特别是在种子数量很少的时候，只要取微量的部分种子，便能利用

此方法提取 >?% 用于 .&C 分析，种子的其余部分仍可用于其它方面的研究。采用银染来
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检测扩增结果，可降低 !"#$ 的费用，但与 %!$& 和生化标记方法相比较（莫结胜等，’(()；

谢宗铭等，)***），实验费用仍嫌偏高，但它比 %!$& 稳定可靠，比蛋白质电泳有更高的分

辨率和多态性，在不把费用放在首位的前提下，严格的品种鉴定，如法院判决种子纠纷事

件，采用 !"#$ 技术是稳定可靠的。
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