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新疆早熟棉品种 SSR指纹图谱构建与品种鉴别
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摘要院以新疆自 1978年以来审定命名的 42个早熟棉品种为材料袁利用 SSR分子标记对新疆早熟棉品种进行

研究遥从 2300对 SSR引物中筛选出了 52对具有稳定多态性的引物,每对引物可检测到 3～ 24个多态性片段,

共检测到 506个,平均 9.7个,片段大小介于 100～ 2000 bp之间遥 对所得到的 52个 SSR指纹图谱进行组合和

综合分析袁用其中 2对就可将所有供试品种区分开来遥 同时袁分别对 42个早熟棉品种进行指纹分析,获得各个

品种的特异性指纹袁可为今后棉花种子真伪快速鉴别奠定基础遥
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The research on 42 earliness cultivars planted in Xinjiang was conducted, using SSR molecular markers. Among 2300

pairs of primers, 52 pairs with steady polymorphism were selected. Three to 24 polymorphic loci were detected by each pair of

primers. There were 506 polymorphic fragments detected in total. The average number of polymorphic fragments detected were

9.7 per pair of primers. The band size ranged from 100 to 2000 bp. The 52 SSR fingerprint maps were combined and analyzed

comprehensively, it turned out to be that all the cotton cultivars could be identified by two primer pairs. The results indicated that

the SSR markers can help to construct fingerprint map with high efficiency and accuracy rapidly, and it is feasible and effective

to identify cotton cultivars with SSR molecular markers. This study will lay a solid foundation for rapid authentication and

quality control of cotton seeds with large sample size.
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优良品种是作物高产的基础袁品种混杂和纯
度降低会明显降低产量尧影响品质遥 快速准确地
进行品种鉴别及纯度检验对种子质量标准化尧品
种审定尧真假种子辨别尧产权纠纷均有重要作用遥
目前袁 我国种子生产和经营管理还不太规范袁不
合格的种子屡屡混入市场并用于生产袁造成减产
和经济损失遥 因此袁品种鉴定显得尤为重要遥

分子标记技术的发展带动了 DNA指纹图谱

技术的快速发展遥 指纹图谱是鉴别品种渊系冤的有
力工具袁已在农作物品种鉴定尧种子纯度检测和
品种亲缘关系及分类等方面得到应用袁并发挥着
越来越重要的作用遥 由于 SSR (simple sequence

repeat袁SSR)标记具有信息量大尧重复性好和可信
度高等特点[1]袁已被广泛用于玉米尧大豆尧水稻尧大
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麦等作物的指纹图谱构建及遗传多样性分析[2-6]遥
但有关新疆早熟棉品种 SSR指纹图谱的构建尚
未见报道遥本研究旨在探讨利用 SSR技术构建新
疆早熟棉品种指纹图谱袁为今后利用该技术进行
棉花品种鉴定尧多样性评价尧亲缘关系分析和品
种权保护等提供分子水平上的依据遥

材料和方法

试验材料

新疆自 1978 年至 2009 年审定并推广的早
熟棉品种野新陆早 1号冶到野新陆早 42号冶袁共 42
个遥其中袁新陆早 2号尧5-9号尧12-13号尧15-16号尧
19号尧22号尧24-26号尧32-33号尧35号尧37号由石
河子大学孙杰提供曰野新陆早 38号冶到野新陆早 42
号冶由新疆农垦科学院棉花所李保成提供曰其余
品种由新疆农业科学院李雪源课题组提供遥

上述品种的种子经硫酸脱绒后播种于灭过

菌的蛭石中袁28~30益光照培养箱中培养至幼苗
长出 2~3片真叶袁 取棉花叶片用于基因组 DNA
的提取遥

棉花基因组 DNA提取
采用改良的 CTAB法[7]提取棉花叶片基因组

DNA袁并根据实际情况稍加改动遥 DNA经纯度和
完整性鉴定后袁稀释至 26 ng窑滋L-1用于 PCR反应
模板遥

SSR分析
TML尧TMK尧BNL (Brookhaven National Lab-

oratory) SSR 引物来自 CottonDB 渊http://algodon.
tamu.edu冤 [8]公布的序列袁JESPR (Jenkins, El-Zik,
Saha, Pepper, and Reddy) SSR引物来自 Reddy等
发表的序列遥 上述引物由上海博亚公司合成袁共
2300对遥

SSR扩增反应在 Cycler-9600上进行遥 反应
体系为 10 滋L袁 含有 10伊PCR buffer 1.0 滋L袁Mg2+

(25 mmol窑L-1)1.0 滋L袁dNTP渊10 mmol窑L-1冤0.2 滋L袁
Taq酶 渊5 U冤0.15 滋L袁Primer F和 Primer R引物
(10 滋mol窑L-1)各 0.5 滋L袁模板 DNA(26 ng窑滋L-1)1.0
滋L袁ddH2O 5.65 滋L遥

PCR反应程序为院95益预变性 2 min袁94益变
性 45 s袁55益退火 45 s 袁72益延伸 1 min袁30个循
环袁72益延伸 7 min咱9暂遥 PCR扩增产物经 9％的非

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离袁银染渊10％硝酸
银冤检测咱10暂遥

数据统计与分析

将聚丙烯酰胺凝胶电泳的谱带转换成数字

指纹模式袁在相同的迁移位置上有带的计为 1袁无
带的计为 0遥根据指纹图谱出现的概率公式 1/2n(2
为等位基因的数目袁n为多态位点数袁2n则为检测

n个位点涉及的所有可能的试材个数) 统计图谱
的置信概率[11]遥

结果与分析
具有多态性 SSR引物的筛选
查阅系谱袁先用新陆早 1号尧新陆早 7号尧新

陆早 12号尧新陆早 13号尧新陆早 26号尧新陆早
33号 6个亲缘关系较远的品种对 2300 对 SSR
引物进行初步筛选遥 将获得的具有多态性引物用
42个新疆早熟棉品种进一步筛选袁筛选出扩增带
型稳定尧多态性好的引物 52对遥 这 52对引物在
42个早熟棉品种中共扩增出 636个条带,其中多
态性条带渊等位性变异冤506个袁平均每对引物可
以检测到 9.73个 渊表 1冤袁 条带大小介于 100～
2000 bp之间遥

聚类分析

在选取 0.77为阈值时袁也就是说在相似系数
为 0.77时袁42 个早熟棉品种大体上可划分为 4
个类群渊图 1冤遥 其中新陆早 36号和新陆早 26号
分别聚为一类遥 其它品种又分为两大类群袁即第
Ⅲ类群和第Ⅳ类群遥 第Ⅲ类群包括新陆早 9号尧
新陆早 38号尧新陆早 22号尧新陆早 32号尧新陆
早 37号尧新陆早 41号尧新陆早 16号尧新陆早 25
号和新陆早 40号袁共 9个品种曰第Ⅳ类群则由剩
余的供试品种组成袁各品种间的遗传相似系数为
0.688～0.951袁 其均值为 0.807袁 占供试品种的
73.8％遥 可见袁 绝大多数供试品种都聚在第Ⅳ类
中袁而聚在其它类的品种只有少数遥 这说明袁无论
是过去育成的主栽品种还是近年育成的品种以

及从外地引进的品种袁 在 DNA水平上彼此间的
差异并不是很大袁绝大多数供试品种的亲缘关系
比较近袁遗传基础比较狭窄遥 聚类分析反映了一
定的系谱来源袁但并不十分吻合遥
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表 1 42个早熟棉品种中检测到的 SSR等位基因数
Table.1 The alleles detected by SSR in 42 earliness cotton cultivars

编号 SSR引物 等位基因
多态性

等位基因
编号 SSR引物 等位基因

多态性

等位基因

多态性

百分率

PM1 BNL1066 12 9 PM27 JESPR13 11 7 0.64
PM2 BNL1079 11 7 PM28 JESPR154 8 2 0.26
PM3 BNL1161 13 13 PM29 JESPR156 4 3 0.75
PM4 BNL1395 14 10 PM30 JESPR157 15 11 0.73
PM5 BNL1408 15 11 PM31 JESPR163 6 5 0.83
PM6 BNL1417 12 8 PM32 JESPR196 7 3 0.43
PM7 BNL174 8 6 PM33 JESPR205 14 13 0.93
PM8 BNL197 8 7 PM34 JESPR290 12 8 0.67
PM9 BNL261 7 4 PM35 JESPR291 11 11 1.00
PM10 BNL272 4 4 PM36 JESPR295 19 16 0.84
PM11 BNL285 11 11 PM37 JESPR4 5 4 0.80
PM12 BNL3264 17 15 PM38 JESPR43 26 18 0.72
PM13 BNL3447 10 7 PM39 JESPR50 14 11 0.79
PM14 BNL3454 13 11 PM40 JESPR65 14 12 0.86
PM15 BNL3458 12 10 PM41 JESPR7 7 7 1.00
PM16 BNL3594 8 6 PM42 JESPR90 6 3 0.50
PM17 BNL3627 9 5 PM43 JESPR96 8 6 0.75
PM18 BNL3635 19 14 PM44 TMK12 13 12 0.92
PM19 BNL3779 13 11 PM45 JESPR199 19 15 0.79
PM20 BNL3860 14 9 PM46 BNL3436 11 10 0.91
PM21 BNL3874 10 9 PM47 JESPR14 7 4 0.57
PM22 BNL3976 15 12 PM48 JESPR153 26 24 0.96
PM23 BNL3985 14 12 PM49 JESPR179 19 19 1.00
PM24 BNL3997 7 5 PM50 JESPR181 16 14 0.88
PM25 BNL4029 17 12 PM51 JESPR56 18 15 0.83
PM26 JESPR1 9 6 PM52 TML05 20 19 0.95
小计 304 238 小计 332 268
总计 636 506 平均 12.23 9.73

多态性

百分率

0.75
0.64
1.00
0.71
0.73
0.67
0.75
0.88
0.57
1.00
1.00
0.88
0.91
0.70
0.85
0.83
0.75
0.56
0.74
0.85
0.64
0.90
0.80
0.86
0.71
0.71

图 1 42个早熟棉品种 SSR聚类树状图
Fig.1 Dendrogram of 42 earliness cotton cultivars

数字 1代表新陆早 1号袁2代表新陆早 2号袁其它依此类推遥
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棉花品种鉴别及 SSR指纹图谱构建
所获得的 52对具有多态性的 SSR引物均可

以用于新疆早熟棉品种的鉴别遥 引物 JESPR153
检测出清晰的条带数和多态性位点数最多袁分别
为 26个和 24个 渊图 2A冤袁 能够鉴别出 16个品
种曰 引物 TML05检测出的条带数和多态性位点
数次之袁分别为 20个和 19个渊图 2-B冤袁能鉴别出
19个品种遥单一引物均不能将所有新疆早熟棉品
种区别开遥

为了进一步提高鉴别能力袁 将引物 JESPR
153尧TML05扩增的产物混合在一起进行品种的
鉴别和指纹图谱分析[12]袁如图 3所示袁2个引物的
扩增混合物能鉴定的位点数为 32个袁能够将 42
个棉花品种完全区分开遥 分别以 1和 0代表某个
扩增出多态性 DNA带的出现和缺失袁按照条带
片段从上到下的顺序袁将这些图谱转换为由 1和
0组成的字串袁构成数字指纹图谱袁可通过字串的
排列顺序不同鉴定不同棉花品种渊表 2冤遥

A院引物 JESPR153曰B:引物 TML05曰1－ 42分别代表新陆早 1号－新陆早 42号曰M院分子量 Marker曰下同遥
图 2 SSR引物对 42个棉花品种的扩增结果

Fig.2 The PCR amplified results using SSR primer on forty-two cultivars of cotton

图 3 引物 JESPR153和引物 TML05对 42个棉花品种的扩增结果
Fig.3 The PCR result using primer JESPR153 and TML05 on 42 cotton cultivars
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早熟陆地棉品种的 SSR指纹特征图谱构建
理论上袁所用的多态性引物越多袁品种的鉴

别越准确可靠遥 为了方便尧准确地鉴定新疆早熟
陆地棉品种袁并为以后新育成品种渊系冤的鉴定提
供一种标准袁 本研究用入选的 52对多态性 SSR
引物分别对每一个品种进行扩增袁构建该品种的
SSR特征指纹图谱渊图 4冤遥 根据每对引物的多态
性计算图谱的置信概率为 4.52伊10-74[13]袁这个指纹

图谱可以用作该品种真伪的鉴定依据遥

结论与讨论

SSR 标记的等位基因变异来源于基因组
DNA复制时的滑动尧不对称交换等原因引起的重
复序列的变化袁因而表现出高度的多态性遥 同时袁
SSR标记相对于其它分子标记具有检测快捷尧简
便尧稳定的特点咱1暂遥 SSR技术是从 DNA分子水平

表 2 新疆早熟棉品种的数字指纹图谱

Table 2 The numbered finger printing of 42 earliness cotton cultivars

序号 材料名称 A－G H－N 序号 材料名称 A－G H－N O－U
1 新陆早 1号 1000100 0101110 22 新陆早 22号 0000000 0000000 0001000
2 新陆早 2号 1000101 1011110 23 新陆早 23号 1000111 1101110 0100010
3 新陆早 3号 1000110 1100100 24 新陆早 24号 1100101 1010100 0000100
4 新陆早 4号 1000100 1101110 25 新陆早 25号 1100111 1101110 0000010
5 新陆早 5号 0000000 0001000 26 新陆早 26号 1000101 1111110 0000010
6 新陆早 6号 1000101 0100100 27 新陆早 27号 0010000 0100100 1001000
7 新陆早 7号 1000111 0101100 28 新陆早 28号 1000100 0100100 1001010
8 新陆早 8号 1000101 1101110 29 新陆早 29号 1000101 1110100 0000110
9 新陆早 9号 0000000 0100000 30 新陆早 30号 0000100 0010100 1001000
10 新陆早 10号 1000110 1101100 31 新陆早 31号 0000101 0011110 0000010
11 新陆早 11号 1000110 0101100 32 新陆早 32号 1000101 1100100 0000010
12 新陆早 12号 1000111 1101100 33 新陆早 33号 1001001 0100100 0100010
13 新陆早 13号 0000111 1101110 34 新陆早 34号 0000000 0010000 0000010
14 新陆早 14号 1000101 1011110 35 新陆早 35号 0001010 0100110 0001011
15 新陆早 15号 0000000 0000000 36 新陆早 36号 1000101 0101111 0000010
16 新陆早 16号 0100111 1100100 37 新陆早 37号 1000101 1100100 1001000
17 新陆早 17号 1001111 0100100 38 新陆早 38号 0000000 0000000 0100010
18 新陆早 18号 0000000 0101010 39 新陆早 39号 0000000 0011110 0100110
19 新陆早 19号 1001011 0101110 40 新陆早 41号 0000000 0101010 0000010
20 新陆早 20号 1000100 0100100 41 新陆早 41号 0000111 0100100 1001000
21 新陆早 21号 1000111 1101110 42 新陆早 42号 1000101 0100100 0010010

O－U
0000010
0000010
1001000
1001010
0000010
0100010
0000010
0000010
1001000
0000010
0100010
0000010
0000010
0000010
1001000
1001000
1001000
0000010
0000010
1011001
0000010

M院分子量标记曰1－ 45分别代表引物 PM1－引物 PM45遥
图 4 早熟棉品种新陆早 41号 SSR指纹图谱渊部分冤

Fig.4 The SSR fingerprinting of cotton cultivar Xinluzao No. 41
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检测基因组中的遗传位点袁 只要基因组 DNA序
列不同袁就能产生不同的 DNA指纹遥Macaulay等
发现利用 15个多态性 SSR可以区分 59个遗传
基础极其狭窄的日本粳稻育成品种, 而利用其中
5个袁即可区分 53个品种[14]遥 Russell等在大麦的
研究中发现,由 4个 SSR组成的 3个不同组合均
可以区分 24个大麦品种袁 错误概率仅为千分之
一[15]遥利用杂交种双亲在一些 SSR位点上的差异,
可以将杂交种与其双亲甚至一些异源花粉造成

的杂交种区分开遥 SSR标记技术也被广泛用于棉
花重要农艺性状 QTL的标记与定位[16]尧棉花的遗
传多样性分析及杂交种纯度鉴定[17-18]遥
本研究首次对利用 SSR标记技术构建 42个

新疆早熟棉花品种指纹图谱进行了探索遥 试验从
2300对引物中筛选出扩增带型稳定尧 多态性强尧
重复性好的 52对引物进行棉花品种遗传多样性
分析袁每对引物可检测到 3～24个多态性片段,共
检测到 506个袁平均 9.7个,片段大小介于 100～
2000 bp之间遥对所得的 52个 SSR指纹图谱进行
组合和综合分析袁用其中两对引物就可将所有供
试品种区分开来遥 利用多态性位点较多的 2个引
物 JESPR153尧TML05构建 42个新疆早熟棉花品
种的指纹图谱袁 获得指纹图谱的置信概率为
1/4294967296袁 即其它任何棉花品种出现与之相
同指纹图谱的概率为 1/4294967296, 结果稳定可
靠遥因此袁筛选在棉花品种间具有多态性的引物袁
建立各品种的 SSR指纹袁可以有效地解决品种的
鉴别问题遥

SSR标记对新疆早熟棉材料具有很好的区
分效果,尽管许多供试材料有相似的遗传背景,但
SSR标记仍然可检测到高水平的多态性遥 随着杂
交棉的推广袁对以鉴定杂交棉种子纯度为目的的
快速尧准确和易行的方法的需求十分迫切遥 本研
究筛选出了 52对差异性引物袁利用 45对引物分
别构建了 42个新疆早熟棉品种各自的特异指纹
图谱,并建立相应的数据库袁从而可以快速尧准确
地鉴别出各个品种的真伪袁为今后大容量快速鉴
别棉花种子的真伪奠定了基础遥
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