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摘要摘要 正确判断杂交种中混有的杂株，是准确鉴定小麦杂交种种子纯度的前提。在分析 180份杂交组合的基础上，以“京麦

1100”为例，提出了利用SSR标记正确判断小麦杂交种中杂株的方法：1）筛选双亲间有多态性的引物不少于5对；2）利用该引

物检测亲本及杂交种的基因型，并按照杂交种基因型记录原则记录每个个体的基因型；3）正确判断真实杂交种基因型：不论亲

本是否存在非纯合位点现象，只要某个体同时具备父母本的基因型，均视为真实杂交种的基因型；4）判断杂株：当某个体在多个

SSR位点上与真实杂交种基因型不同时，判断为杂株。
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Correct judgment method of contaminated plants in hybrid wheat
using SSR markers

AbstractAbstract Correct judgment of contaminated plants in wheat hybrid is the premise for accurate identification of seed purity. In this
study, taking the hybrid wheat variety "Jingmai1100" as an example, we propose a method for judging contaminated plants in hybrid
wheat using SSR markers on the basis of analysis of 180 wheat hybrids: 1) Not less than five polymorphic SSR markers on parents of
different genotypes should be screened; 2) Polymorphic SSR primers are used to detect the genotype of parents and hybrids, and each
plan's genotype is recorded according to the recording principle of hybrid genotypes; 3) True hybrid genotypes should be judged
accurately, with the following principle: No matter whether there is the homozygous locus in parents, as long as the individual has both
parents' genotype, it should be regarded as a true hybrid genotype; 4) Judgment of contaminated plants in hybrids: When the
individual is different from true hybrid on multiple SSR loci, it could be regarded as a contaminated plant.
KeywordsKeywords hybrid wheat; SSR markers; contaminated plants
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在粮食安全问题日益凸显的背景下，迫切期待持续、稳

定提高小麦产量，杂种优势利用则是今后小麦生产水平大幅

度提高的主要途径之一。近年来，中国杂交小麦研究与应用

取得了突破性进展，迄今已审定杂交小麦品种 13个，其中部

分杂交小麦已开始进入快速示范应用阶段。杂交小麦种子

质量的优劣直接影响小麦的产量和品质，其中种子纯度是衡
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量种子质量的核心指标，而杂株的数量决定杂交小麦种子纯

度的高低。因此在杂交小麦育种、生产和销售过程中，快速

准确地判断杂株，做好种子纯度检测工作，对加快杂交小麦

产业化、确保中国小麦产业发展、市场稳定以及小麦种植者

和消费者的利益具有重要的社会和经济意义。

随着生物技术及小麦基因组测序的发展，目前小麦杂株

快速准确的鉴别方法为DNA分子检测法，其中简单序列重复

（single sequence repeat，SSR）和 单 核 苷 酸 多 态 性

（singlenucleotide polymorphism，SNP）由于均为共显性遗传、

反映的是确定的目的片段或序列信息的差异、易实现高通量

等优点，被国内外推荐为小麦品种鉴定优选标记技术 [1,2]。

SSR标记为第二代分子标记，因具有数量丰富、多态性高、操

作简单、成本低等优点，于2007年开始，相继被国际植物新品

种保护联盟（UPOV）、国际种子联盟（ISF）和国际种子检验协

会（ISTA）接受为现阶段作物品种鉴定的首选标记[1]。目前，

SSR标记法已趋向成熟，并被广泛应用于小麦[3,4]、水稻[5,6]、玉

米[7,8]、棉花[9,10]、大豆[11]、油菜[12]等作物的种子纯度鉴定中，但在

杂交小麦中未见报道。SNP标记是由单个核苷酸改变而导致

的核酸序列多态，为第三代分子标记，因其在基因组中分布

密度高且均匀、高准确性、高通量、兼容性好等优点，已被初

步用于玉米[13,14]、水稻[15]、大豆[16]、大麦[17]等作物的品种鉴定，在

小麦品种分子检测方面被认为是更新换代的标记。

近10年来，本课题组在利用SSR标记对180份小麦杂交

种进行种子纯度检测时发现，杂交种中的种子混杂和亲本位

点不纯均会造成个体间基因型差异。如不能正确区分，会导

致不能正确判断杂柱，得出错误的结论。本研究拟针对以上

问题，建立利用 SSR标记正确判断杂交种中杂株的方法，旨

在为利用 SSR标记法鉴定杂交小麦种子纯度方法提供理论

依据。

1 材料与方法
1.1 供试材料

本研究所用材料为 180份杂交种及其父母本，其中参加

2009—2014年国家及北京、河南等省市冬小麦区域试验的杂

交小麦品系14份，北京杂交小麦工程技术研究中心选育的优

势杂交组合166份。

1.2 小麦基因组DNA提取

采用简化CTAB法 [18]提取供试材料的DNA，亲本材料分

别提取 30个个体，杂交种提取 50个个体。用紫外分光光度

计测量DNA质量浓度，总DNA用 1× TE稀释至 50 ng·μL−1

备用。

1.3 SSR分析

采用北京杂交小麦工程技术研究中心筛选的 30对多态

性高、分辨力强的 SSR引物对提取的DNA进行检测，采用引

物包括 19对Genomic-SSR引物和 11对EST-SSR引物，均为

单位点引物（表1）。Genomic-SSR和EST-SSR引物序列信息

来源于http://wheat.pw.usda.gov/GG2。

引物

Xcwm65*
Xcwm75
Xksum182
Xcnl150*
Xbarc80*
Xcfd72*
Xcwm334*
Xgwm294
Xgwm429
Xksum73
Xgwm261*
Xgwm155*
Xswes185
Xgwm285
Xcwm326*
Xgdm72
Xgwm610
Xksum62*
Xbarc354*
Xbarc91*
Xcwem40*
Xgwm67
Xcfd29*
Xgwm334*
Xbarc198
Xcfd76
Xwmc603
Xswes209
Xgwm333*
Xgwm437*

引物类型

EST-SSR
EST-SSR
EST-SSR
EST-SSR
Genomic-SSR
Genomic-SSR
EST-SSR
Genomic-SSR
Genomic-SSR
EST-SSR
Genomic-SSR
Genomic-SSR
EST-SSR
Genomic-SSR
Genomic-SSR
Genomic-SSR
Genomic-SSR
EST-SSR
Genomic-SSR
Genomic-SSR
EST-SSR
Genomic-SSR
Genomic-SSR
Genomic-SSR
Genomic-SSR
Genomic-SSR
Genomic-SSR
EST-SSR
Genomic-SSR
Genomic-SSR

染色

体

1A
1A
1A
1B
1BL
1DM
2A
2AL
2BS
2D
2DS
3AL
3B
3BS
3BL
3DL
4AL
4B
6B
4DL
5A
5BS
5DL
6AS
6BL
6DL
7AL
7B
7BL
7DL

等位变

异数目

7
4
4
4
6
7
3
14
11
3
11
9
4
12
9
8
5
8
7
10
9
7
12
18
11
11
10
4
6
13

PIC
值

0.73
0.50
0.53
0.50
0.65
0.68
0.53
0.79
0.76
0.55
0.74
0.77
0.58
0.76
0.76
0.74
0.62
0.82
0.75
0.78
0.79
0.66
0.85
0.83
0.75
0.84
0.74
0.63
0.67
0.67

退火

温度

/℃
65
65
65
63
65
65
65
65
58
60
65
60
65
65
65
60
60
65
55
60
58
60
63
50
65
68
65
60
63
50

PCR产物

长度/bp
220~260
210~240
~185
~200

100~125
210~240
175~180
50~120
190~230
~180

160~200
120~160
180~190
210~250
170~210
110~150
160~175
160~220
180~260
110~160
110~180
70~100
180~200
100~150
110~160
140~170
90~120
~300
~150

90~140

表1 30对引物的具体信息

Table 1 Information of 30 pairs of primers

注：*表示针对“京麦1100”筛选出的双亲间有多态性的引物。
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PCR反应体系为10 μL，含10× buffer 1.0 μL，10 mmol·L−1

dNTP 0.2 μL，50 ng·μL−1 模板DNA 3.0 μL，1.25 μmol·L−1

引物 2.0 μL，2 U·μL−1 Taq DNA聚合酶 0.25 μL（北京鼎国

生物技术公司），ddH2O 3.55 μL。PCR扩增程序为：94℃预变

性 5 min；94℃变性 30 s，退火 1 min（退火温度见表 1），72℃
延伸 30 s，35个循环；最后 72℃ 延伸 5 min。PCR产物经 6%
聚丙烯酰胺变性凝胶分离，电压 2000 V，电泳时间由PCR产

物长度决定。采用简化硝酸银染色法显带[18]。

2 结果与分析
2.1 双亲多态性引物筛选与基因型分析

采用王立新等 [3]的方法检测每个杂交种对应亲本中混

有的杂株，剔除杂株后将每个亲本各个体以等体积混成 2
个混样，用 30对 SSR引物对双亲的 4个样品进行基因型分

析，筛选出至少 5对双亲间有多态性的引物，并分析各亲本

30个个体的基因型。结果显示，180份杂交种中分别筛选

出了双亲间有多态性的引物 8~21对。如以杂交小麦品种

“京麦 1100”为例，共筛选出 16对双亲间有多态性的引物

（表 1，标*）。利用这 16对引物分析“京麦 1100”双亲 30个

个体的基因型，结果表明在Xcfd29、Xcwm65和Xwmc326位

点上，母本的个体间呈现两种不同的等位变异或两种等位

变异的杂合型，说明母本在这些位点上不纯；在位点

Xcfd29、Xgwm334和 Xbarc91上，父本的个体之间呈现两种

不同的等位变异或两种等位变异的杂合型，说明父本在这

些位点上不纯。

2.2 杂交种的基因型分析

2.2.1 杂交种的基因型记录

利用双亲间有多态性的 SSR引物分析 F1杂交种个体的

基因型，依据 SSR扩增产物在电泳凝胶上的相对位置，以父

母本基因型作为对照，记录杂交种各个体在各位点上的基因

型。分析了180份杂交种，发现品种“京麦1100”在16个SSR
位点中，能够代表所有的 SSR位点杂合类型，因此以杂交种

“京麦1100”为例说明杂交种基因型的记录方法。

1）当在某个SSR位点上父母本均纯合，且仅有一种等位

变异时，杂交种基因型记录方法为：以位点Xgwm261为例（图

1），母本和父本均仅有一种等位变异，基因型分别记作“aa”和
“bb”，杂交种个体 1、3~16、18~26、28、30~36、38~48、50同时

具有父母本的带型，记作“ab”；个体 2和 49与母本的基因型

相同，记作“aa”；个体 37与父本的基因型相同，记作“bb”，个
体29的一种等位变异与母本相同，另一等位变异既不同于母

本也不同于父本，记作“ac”。
2）当某个位点上母本非纯合，父本纯合时，即母本的

不同个体分别具有两种等位变异，而父本的不同个体仅有

一种等位变异时，杂交种基因型记录方法为：以位点

Xcwm65为例（图 2），母本具有两种等位变异，基因型记作

“aa”和“cc”；父本仅有一种等位变异，基因型记作“bb”；杂
交种个体 3~5、7、9、11~17、20~22、27、31、32、35、38、39、42、
44、46~48、50的一种等位变异与母本的一种等位变异（aa）
相同，另一种等位变异与父本（bb）相同，记作“ab”；个体 6、
8、10、19、23~26、28~30、33、34、36、40、41、43、45的一种等

位变异与母本的一种等位变异（cc）相同，另一种等位变异

与父本（bb）相同，记作“bc”；个体 2和 49与母本的一种等位

变异相同，记作“aa”；个体 1和 37与父本的基因型相同，记

作“bb”。
3）当在某个位点上母本为纯合，父本非纯合时，即母本

的不同个体仅有一种等位变异，父本的不同个体分别具有两

M1, M2—母本；F1, F2—父本；1~50—F1代个体编号，下图同。

图1 引物Xgwm261对“京麦1100”的杂株检测扩增结果

Fig. 1 SSR profile of wheat hybrids ″Jingmai1100″ amplified by Xgwm261 primer

图2 引物Xcwm65对“京麦1100”的杂株检测扩增结果

Fig. 2 SSR profile of wheat hybrids ″Jingmai1100″ amplified by Xcwm65 primer
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种等位变异，杂交种基因型记录方法为：以位点Xbar91为例

（图 3），母本仅有一种等位变异，基因型记作“aa”；父本具有

两种等位变异，其中一种等位变异与母本相同，基因型记作

“aa”和“bb”；杂交种个体3~7、9~17、19~26、28、30~36、39~48、
50的一种等位变异与母本（aa）相同，另一等位变异与父本的

一种等位变异（bb）相同，基因型记作“ab”；个体 2、8、18、27、
37、38、49基因型记作“aa”；个体 1的一种等位变异与母本相

同，另一等位变异既不同于母本也不同于父本，记作“ac”；个
体29的一种等位变异与母本相同，另一等位变异既不同于母

本也不同于父本，记作“ad”。
4）当在某个位点上父母本均非纯合时，即母本和父本分

别具有两种等位变异，杂交种基因型记录方法为：以位点

Xcfd29为例（图4），母本有两种等位变异，基因型记作“aa”和
“cc”；父本具有两种等位变异，基因型记作“bb”和“dd”；杂交

种个体 1、5、13、21、35、38、48、50的基因型记作“ab”；个体 3、
4、7~9、11、12、14~18、22、31、32、39、42、44、46、47的基因型记

作“ad”；个体25、30、45的基因型记作“cb”；个体6、10、19、23、
24、26、28、33、34、36、40、41、43的基因型记作“cd”。个体 2、
37、49与母本的一种等位变异相同，记作“aa”；个体29的一种

等位变异与母本的一种等位变异相同，另一等位变异既不同

于母本也不同于父本，记作“ae”。

图4 引物Xcfd29对“京麦1100”的杂株检测扩增结果

Fig. 4 SSR profile of wheat hybrids ″Jingmai1100″ amplified by Xcfd29 primer

图3 引物Xbarc91对“京麦1100”的杂株检测扩增结果

Fig. 3 SSR profile of wheat hybrids ″Jingmai1100″ amplified by Xbarc91 primer

2.2.2 真实杂交种基因型判断

理论上真实杂交种在某位点上的两种等位变异分别来

自于父本和母本，虽然在某些位点上父本或母本存在SSR位

点不纯合的现象，但只要个体同时具备父本（任一等位变异）

和母本（任一等位变异）的基因型，均应视为真实杂交种的基

因型。以“京麦1100”为例，该杂交种的父母本及其50个个体

在 16 个 SSR 位点上的基因型检测结果见表 2。在位点

Xcwm65和Xwmc326上，仅母本位点非纯合，真实杂交种在这

2个位点上均应具有 2种基因型“ab”或“bc”。在Xbarc91位

点上，仅父本位点非纯合，真实杂交种在该位点上应具有2种
基因型，如为“aa”或“ab”。在位点Xcfd29上，父母本均为非

纯合位点，真实杂交种应具有 4种基因型，如为“ab”、“ad”、
“bc”或“cd”。在其余 11个位点上，父母本均纯合，真实杂交

种应仅有1种基因型“ab”。
2.2.3 杂株判断

在正确认识真实杂交种基因型表现的基础上，分析造成

杂交种个体间基因型差异的原因，当某个体在多个SSR位点

上与真实杂交种基因型不同时，判断为杂株。以杂交种“京

麦 1100”为例，检测结果（表 2）显示个体 1在位点Xbarc91上
具有母本和非父母本的基因型，在位点Xgwm333上具有父本

和非母本的基因型，在位点Xcwm65上仅有父本的基因型，在

其余位点上基因型正常，说明此个体为混入杂交种中的另一

杂交种，应判断为杂株。个体 37在 16个位点上均处于纯合

状态，但在其中5个位点上均不具备父母本的基因型，说明此

个体为混入杂交种中的一个常规品种，应判断为杂株。个体

2和49在16个位点上均仅有母本的基因型，说明这2株是母

本自交苗；个体29在12个位点上均处于杂合状态，但不同于

真实杂交种的基因型，在其中10个位点上一种带型与母本相

同，另一种带型不同于父本，说明此个体接受了外来花粉，应

判断为杂株；个体4、5、19和22均在1个位点上基因型不同于

真实杂交种，为了明确这些个体基因型差异的原因，对这些

个体（真实杂交种为对照）增加了 10个 SSR位点做进一步检

测，结果4株的10个SSR位点均未检出基因型的差异，即这4
株的基因型在检测的 26个 SSR位点中仅有 1个位点与真实
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京麦

1100
母
父
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

Xgwm1
55
aa
bb
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ac
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
dd
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab

Xcfd
29
ac
bd
ab
aa
ad
ad
ab
cd
ad
ad
ad
cd
ad
ad
ab
ad
ad
ad
ad
ad
cd
ad
ab
ad
cd
cd
bc
cd
aa
cd
ce
bc
ad
ad
cd
cd
ab
cd
aa
ab
ad
cd
cd
ad
cd
ad
bc
ad
ad
ab
aa
ab

Xgwm
334
aa
bc
ab
aa
ab
ab
ab
ac
ab
ac
ac
ab
ab
ab
ac
ac
ab
ab
ab
ac
ab
ab
ac
ac
ab
ac
ab
ac
ac
ac
ab
ab
ac
ac
ab
ac
ac
ab
aa
ac
ab
ab
ab
ab
ac
ac
ac
ac
ab
ab
aa
ab

Xcnl
150
aa
bb
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab

Xbarc
80
aa
bb
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab

Xcwem
40
aa
bb
ab
aa
ab
ab
ac
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ad
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab

Xgwm
437
aa
bb
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ad
ab
ab
bc
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ae
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab

Xcfd
72
aa
bb
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ac
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab

Xbarc
354
aa
bb
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ac
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
dd
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab

Xbarc
91
aa
ab
ac
aa
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ad
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab

Xcwm
334
aa
bb
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
bb
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab

Xcwm
65
ac
bb
bb
aa
ab
ab
ab
bc
ab
bc
ab
bc
ab
ab
ab
ab
ab
ab
bb
bc
bc
ab
ab
ab
bc
bc
bc
bc
bb
bc
bc
bc
ab
ab
bc
bc
ab
bc
bb
ab
ab
bc
bc
ab
bc
ab
bc
ab
ab
ab
aa
ab

Xgwm
261
aa
bb
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ac
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
bb
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab

Xgmc
326
ac
bb
bc
aa
ab
ad
ab
bc
ab
bc
ab
bc
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
bc
ab
ab
ab
bc
bc
bc
ab
ab
bc
bc
bc
ab
ab
ab
bc
ab
bc
aa
ab
ab
bc
bc
ab
bc
ab
bc
ab
ab
ab
aa
ab

Xgwm
333
aa
bb
bc
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ac
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab

Xksum
62
aa
bb
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
aa
ab

注：1~50为“京麦1100”F1代个体编号。

表2 “京麦1100”的亲本及F1单株16个SSR位点上的基因型

Table 2 Genotype of parents and F1 hybrids of "Jingmai1100" in 16 SSR loci
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杂交种不同。个体4、5和19分别在1个位点上产生基因型差

异的原因可能是父本中混入了高度相似的姊妹系或者是父

本发生基因突变。个体 22在 1个位点上产生基因型差异的

原因可能是母本中混入了高度相似的姊妹系或者是母本发

生基因突变。虽然这 4株的基因型在检测的 26个 SSR位点

中仅有 1个位点与真实杂交种不同，但这种基因型差异均由

父母本自身原因造成，不是杂交种中的混杂，不能判定为杂

株。由此可见，只有当某个体在多个SSR位点上与真实杂交

种基因型不同时，才能判断为杂株。

3 讨论
3.1 适于杂株鉴定的SSR标记

SSR标记种类和数量是影响杂株鉴定效率和成本的关键

因素。杂交种中杂株的产生主要是由母本去雄不彻底、漏去

雄或育性不稳定形成的自交苗、组合配制或制种过程中的串

粉以及收获后的机械混杂等因素造成的。因此小麦杂交种

中杂株的鉴定主要是检测自交苗、串粉株和混杂株。基于以

上情况，适用于杂交种杂株鉴定的SSR引物必须具备分布均

匀、带型简单清晰、多态性高、分辨力强等特征。本研究所采

用的 30对引物是以 156个来自中国不同麦区的审定品种筛

选出来的，适用于常规品种种子纯度鉴定引物，多态性好，分

辨力高。通过在 180份杂交种中验证，发现这些引物基本满

足小麦杂交种杂株鉴定的需要。

关于准确鉴定杂株所需的 SSR标记数量，Yashitola等 [19]

认为，选用 1个特异性 SSR标记就可有效检测杂交种的种子

纯度，但在本研究中“京麦1100”的个体4、5、19和22均在1个
位点上基因型不同于真实杂交种，但这些个体却无法判定为

杂株。王凤格等[20]认为采用1个双亲间有多态性的SSR标记

即可鉴别自交苗，但在本研究中“京麦1100”的个体8、18、27、
38的基因型仅在位点Xbarc91上与母本相同，但此位点上父

本非纯，基因型为“aa”和“bb”。因此这 4个个体是由于父本

非纯合引起的，基因型为“aa”的个体是真实杂交种，不能判断

为杂株。由此可见，单个SSR标记难以准确鉴定杂交种种子

纯度，必须应用多个SSR标记进行杂交种纯度鉴定。至于具

体工作中采用多少标记，需要综合考虑待测杂交种的基因

型、特异性、检测成本、效率以及可靠性等多个因素。经统

计，本研究使用的180个杂交种中在30个位点中有近80个杂

交种的双亲中存在非纯合位点现象，为了保证检测结果的准

确性，建议先选用 5个双亲间有多态性的标记进行杂交种杂

株的鉴定，当个别个体无法判断为杂株时可适当增加位点。

3.2 正确区分种子混杂和位点不纯

用 SSR标记检测杂交小麦种子纯度时，种子混杂和 SSR
位点不纯均会造成杂交种个体间基因型的差异，必须正确区

分。杂交小麦种子混杂是指在生产和加工环节由于人为原

因导致的自交、串粉和混杂；杂交小麦 SSR位点不纯是指在

品种选育过程中因亲本自交代数不够，存在亲本本身遗传背

景未完全纯合稳定（即SSR位点不纯），导致杂交种不同个体

之间存在基因型差异。若错把位点不纯当成种子混杂，将增

加杂株比例，降低种子纯度检测结果；若错把种子混杂当成

非纯合位点，将会获得杂交种错误的指纹图谱，严重影响品

种的特异性和真实性判断。本文推荐的判定杂交种中杂株

的方法可有效区分这两种现象，该方法的关键步骤是准确判

断真实杂交种的基因型：即不论亲本是否存在非纯合位点现

象，只要某个体同时具备父母本基因型，均视为真实杂交种

的基因型。在正确识别真实杂交种基因型基础上，统计每个

单株的基因型，当某个体在多个SSR位点上与真实杂交种基

因型不同时，判定为杂株。但最少有几个SSR位点的带型与

真实杂交种不同便可确定为杂株的问题还需进一步研究。

3.3 适于杂株鉴定的标记类型

适于杂株鉴定的标记类型需满足分辨力高、准确可靠、

可重复、稳定、共显性遗传、易实现高通量等条件，随着分子

生物学的发展，目前 SSR和 SNP标记最适宜。SSR标记技术

相对成熟，研究基础较强，已被广泛应用于品种鉴定领域。

SNP较SSR标记具有位点丰富、自动化程度高、数据缺失率低

和重复性好等优点[13]，在品种鉴定领域已经开始应用。先锋

等跨国公司自 2004年起就已将 SNP标记成熟地应用于育种

材料的真实性和纯度检测[13]；北京市农林科学院玉米中心于

2012年研发了maizeSNP 3072芯片，应用于玉米真实性检测

及分子育种中 [14]；国际种子联盟（ISF）于 2014年确定了 3072
个全球统一的SNP组合引物，用于判定玉米实质性派生品种

（EDV）（http://www.worldseed.org/isf/edv.html）。由于小麦基因

组比较复杂，其基因组测序完成和 SNP芯片开发较晚，在小

麦品种鉴定中的应用相对滞后，主要停留在评估芯片检测

平台、遗传多样性和群体结构等方面的研究 [21~24]。近两年

Illumina公司开发的 9K和 90K的 iSelect assay SNP商业化芯

片[25,26]、法国和英国开发的400K和817K小麦SNP芯片以及中

国农科院即将释放的670K小麦基因组特异的SNP芯片，为小

麦高通量品种鉴定提供了技术支撑。北京杂交小麦工程技

术研究中心已经开展了适于品种鉴定的SNP标记筛选工作，

未来的种子纯度鉴定技术必然会被高通量SNP技术取代。

4 结论
利用 SSR标记分析 180份小麦杂交种种子纯度的基础

上，以“京麦 1100”为例，提出了利用 SSR标记正确判断小麦

杂交种中杂株的方法，有效地区分了种子混杂和SSR位点不

纯现象。该结果为杂交小麦种子纯度 SSR标记鉴定法提供

了理论依据。
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