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　 　 摘要：　 为发展更快捷、简便的新型分子标记技术并研究其在糯玉米杂交种纯度鉴定中的应用，对 ４ 个糯玉米

杂交种进行了 ＩｎＤｅｌ 共显性分子标记纯度分析，筛选出 ５ 对多态性好的引物，并与田间鉴定结果进行了相关性分

析。 结果显示，ＩｎＤｅｌ 标记鉴定结果与田间鉴定结果呈极显著正相关，相关系数达到 ０􀆰 ９９８。 因此，ＩｎＤｅｌ 标记鉴定

可用于糯玉米杂交种纯度鉴定，且结果准确可靠。
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　 　 糯玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ． ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｋｕｌｅｓｈ）又称蜡质

玉米、黏玉米，为玉米属糯质型玉米亚种。 与普通玉

米相比，糯玉米胚乳所含淀粉全部为支链淀粉，营养

丰富，富含人体必需的赖氨酸及维生素等营养成分，
其适口性好且具有甜、糯、香的风味，倍受消费者的

青睐［１⁃２］。 由于糯玉米与普通玉米在种植要求及产

品用途上有较大差别，所以对种子的纯度、发芽率、
发芽势、活力等质量指标要求更高。 尤其品种纯度

是影响糯玉米产量的重要因素之一，也是评定种子

等级的主要依据，因此企业生产和销售的每一批种
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子都必须经过严格的纯度检验［３］。 生产上造成玉

米种子纯度下降的主要原因有：母本去雄不彻底或

收获时造成杂交种中混有父母本自交种；亲本去杂

不彻底或隔离不充分使杂交种混有其他自交系或杂

交种种子［４］。
由于糯玉米杂交种生产过程中存在诸多因素可

以直接影响种子纯度，因此发展精确快速检测杂交种

纯度的方法十分重要。 目前，主要的方法包括籽粒形

态鉴定法、幼苗鉴定法、田间小区种植鉴定法、生化鉴

定法和分子标记鉴定等方法。 分子标记鉴定法具有

不受环境影响、多态性高、数量丰富、结果准确可靠等

特点。 随着功能基因组学研究的不断发展，分子标记

鉴定法已成为种子纯度检测中的主要方法［５⁃８］。 目前

玉米品种纯度鉴定主要利用 ＳＳＲ 分子标记，但 ＳＳＲ
多态在植物基因组中的频率大约是每 ６ ０４０ ｂｐ才出

现 １ 个［９］，从 ＥＳＴ 中开发 ＳＳＲ 标记的效率更低，大约

只有 １􀆰 ５％的 ＥＳＴ 才可用于开发 ＳＳＲ 标记［１０］。 相比

之下，玉米基因组每 ３０９ ｂｐ 就有 １ 个 ＩｎＤｅｌ 存在，并
且通过琼脂糖凝胶电泳很容易检测共显性 ＩｎＤｅｌ 位
点 ＰＣＲ 产物的长度差异，然而糯玉米中相关研究却

鲜有报道。 因此本研究以 ４ 个糯玉米杂交种为对象，
利用 ＩｎＤｅｌ 标记检测其纯度，通过与田间鉴定结果的

比较分析，探讨 ＩｎＤｅｌ 分子检测结果的可靠性，为糯

玉米杂交种子生产及销售部门进行分子检测提供理

论依据。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

供试 ４ 个糯玉米杂交种及其亲本材料由上海种

业（集团）有限公司提供，品种名称及对应亲本如

下：申糯 ２ 号（１７×１）、申糯 ３ 号（１４×１７）、申糯 ８ 号

（１１×１９）以及申糯 ９ 号（１７×２８０）。
１．２　 试验方法

１．２．１　 试验设计　 试验采取单因素随机区组设计，
４ 个杂交种每个设 ３ 次重复，每重复种 １００ 粒。 选

择地势平坦、肥力均衡、水利条件好的地块，每小区

开沟单粒点播，行距 ６０ ｃｍ，株距 ２５ ｃｍ。 试验地的

管理采用常规栽培措施，但不定苗不去杂，调查出苗

率。 品种纯度鉴定分别在花期和采收期 ２ 次进行，
依据各品种及亲本的特征特性逐株进行鉴定。 每个

杂交种随机选取 １ 个小区，将小区内所有单株进行

编号，用于 ＩｎＤｅｌ 分子标记纯度鉴定。

１．２．２　 ＤＮＡ 的提取　 杂交种叶片及亲本胚乳 ＤＮＡ
提取按照 Ｋａｒｒｏｔｅｎ 植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒（南
京塞吉科技有限公司产品）相关步骤操作。 提取的

ＤＮＡ 样本测定浓度并用 １％的琼脂糖凝胶检测质量。
１．２．３　 ＰＣＲ 扩增　 采用 ２５ μｌ 常规 ＰＣＲ 反应体系。
ＰＣＲ 反应程序：９８ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；９８ ℃变性 ４０ ｓ，
５５ ℃退火 ４０ ｓ，７２ ℃延伸 ４０ ｓ，３８ 次循环；７２ ℃延

伸 ５ ｍｉｎ，１６ ℃保存。 扩增产物采用 ２％的琼脂糖凝

胶电泳检测并拍照。
１．２．４　 共显性 ＩｎＤｅｌ 标记的筛选　 通过生物信息学

方法，在比较玉米 Ｂ７３ 和二代测序组装的 Ｍｏ１７ 拼

接序列后，发展了 １１８ 个均匀分布在玉米染色体组

１０ 条染色体上的与基因相关的功能性 ＩｎＤｅｌ 标记。
这些 ＩｎＤｅｌ 标记可以稳定地揭示 Ｂ７３ 和 Ｍｏ１７ 基因

型之间的多态［１１］。 利用该 １１８ 个 ＩｎＤｅｌ 标记（引物

由江苏省农业科学研究院生物技术研究所提供）在
４ 个糯玉米杂交种及亲本间进行多态性筛选，引物

由上海生物工程公司合成。

２　 结果与分析

２．１　 共显性 ＩｎＤｅｌ 标记的筛选

利用 １１８ 个 ＩｎＤｅｌ 标记在 ４ 个糯玉米杂交种及

亲本间进行多态性筛选，发现杂交种与亲本间扩增

条带清晰、特异性强的 ５ 个共显性标记可用于相应

杂交种的纯度鉴定（表 １）。 其中，４５ 号引物在申糯

２ 号、申糯 ３ 号和申糯 ９ 号 ３ 个杂交种中均存在共

显性多态性，８３ 号引物只在申糯 ８ 号中可以使用。

表 １　 共显性 ＩｎＤｅｌ 标记引物序列及适用鉴定品种

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｃｏ⁃ｄｏｍｉｎａｎｔ ＩｎＤｅｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｕｓｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ４ ｗａｘｙ ｍａｉｚｅ ｈｙｂｒｉｄｓ

序号 引物序列（５′→３′） 可用于鉴定的杂交种

３ Ｆ：ＴＣＣＡＣＡＴＣＡＴＣＧＧＣＡＴＣＡＧＡＴＣ
Ｒ：ＣＡＡＧＧＡＡＴＡＣＧＡＧＧＡＧＧＴＧＧＴＣ

申糯 ３ 号、申糯 ９ 号

３１ Ｆ：ＧＧＡＴＧＡＧＧＡＡＧＡＴＧＣＡＧＴＣＡＡＣ
Ｒ：ＴＣＧＧＣＴＧＣＧＡＣＴＧＴＴＧＴＴＧ

申糯 ２ 号、申糯 ３ 号

４０ Ｆ：ＴＣＴＣＡＣＴＣＣＡＴＧＣＡＡＣＧＴＡＧＧ
Ｒ：ＴＣＴＣＧＴＣＧＴＣＣＧＣＣＡＡＣＡＣ

申糯 ３ 号

４５ Ｆ：ＡＡＡＣＣＣＴＡＧＴＧＣＴＴＴＧＡＡＴＧＧＣ
Ｒ：ＣＣＴＣＣＴＣＧＧＴＧＣＣＴＡＣＧＴＡＣ

申糯 ２ 号、申糯 ３ 号、
申糯 ９ 号

８３ Ｆ：ＡＧＴＧＡＴＴＧＴＧＡＧＧＣＴＣＣＡＴＣＣＣ
Ｒ：ＣＡＣＧＣＣＡＴＣＡＣＣＡＡＣＡＡＧＡＧＧ

申糯 ８ 号

２．２　 杂交种纯度 ＩｎＤｅｌ 标记鉴定与田间鉴定结果

的比较

　 　 从上述 ５ 对引物（表 １）中选取 ２ 对扩增条带稳
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定、清晰的引物用于 ４ 个糯玉米品种纯度鉴定。 其

中，引物 ４５ 用于申糯 ２ 号、申糯 ３ 号和申糯 ９ 号 ３
个糯玉米品种单株样品的检测，引物 ８３ 则用于申糯

８ 号单株样品的检测。
从图 １ 可以看出，申糯 ２ 号杂交种大部分单株

扩增出了双亲的特异条带，可确定为杂交单株。 其

中编号为 ８、１０、１４、１７、２０、２６、２８、４４、４６、５１、６１、６３、

７０、７１、７２、７７ 的 １６ 株单株检测为母本单一条带，确
定为母本自交系混杂；编号为 １２ 号的单株检测为父

本单一条带，确定为父本自交系混杂。 ＩｎＤｅｌ 标记鉴

定结果：申糯 ２ 号送检样品的纯度为 ７７􀆰 ９２％。 从田

间性状来看，除 １７ 号植株为真杂交种外，其余 １６ 株

确为自交系（表 ２）。

　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ：申糯 ２ 号父本；Ｆ：申糯 ２ 号母本；１～７７：申糯 ２ 号杂交种。
图 １　 申糯 ２ 号玉米共显性 ＩｎＤｅｌ 标记纯度鉴定

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｗａｘｙ ｍａｉｚｅ ｈｙｂｒｉｄ Ｓｈｅｎｎｕｏ Ｎｏ．２ ｂｙ ｃｏ⁃ｄｏｍｉｎａｎｔ ＩｎＤｅｌ ｍａｒｋｅｒｓ

　 　 申糯 ３ 号杂交种大部分单株扩增出了双亲的特

异条带，可确定为杂交单株（图 ２）。 其中 １０、３８、
５７、５８、７４ 号单株检测为母本单一条带，确定为母本

自交系混杂；１２ 号单株检测为父本单一条带，确定

为父本自交系混杂。 ＩｎＤｅｌ 鉴定结果：申糯 ３ 号送检

样品的纯度为 ９２􀆰 ８６％。 然而田间调查结果（表 ２）
显示 １２ 号植株并非父本自交系，而是异源假杂种，
其余 ５ 株结果与分子鉴定结果一致。

　 　 　 　 　 Ｍ：申糯 ３ 号父本；Ｆ：申糯 ３ 号母本；１～８４：申糯 ３ 号杂交种。
图 ２　 申糯 ３ 号糯玉米共显性 ＩｎＤｅｌ 标记纯度鉴定

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｗａｘｙ ｍａｉｚｅ ｈｙｂｒｉｄ Ｓｈｅｎｎｕｏ Ｎｏ．３ ｂｙ ｃｏ⁃ｄｏｍｉｎａｎｔ ＩｎＤｅｌ ｍａｒｋｅｒｓ
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　 　 申糯 ８ 号杂交种大部分单株扩增出了双亲的特

异条带，可确定为杂交单株，其中编号为 ４、１８、８７ 的

３ 株单株检测为母本单一条带，确定为母本自交系

混杂（图 ３）。 ＩｎＤｅｌ 鉴定结果显示申糯 ８ 号送检样

品的纯度为 ９６􀆰 ５５％，与田间鉴定结果一致（表 ２）。

　 　 　 　 　 Ｍ：申糯 ８ 号父本；Ｆ：申糯 ８ 号母本；１～８７：申糯 ８ 号杂交种。
图 ３　 申糯 ８ 号糯玉米共显性 ＩｎＤｅｌ 标记纯度鉴定结果

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｗａｘｙ ｍａｉｚｅ ｈｙｂｒｉｄ Ｓｈｅｎｎｕｏ Ｎｏ．８ ｂｙ ｃｏ⁃ｄｏｍｉｎａｎｔ ＩｎＤｅｌ ｍａｒｋｅｒｓ

　 　 申糯 ９ 号杂交种大部分单株扩增出了双亲的特

异条带，可确定为杂交单株，其中只有编号为 ４６ 的

单株检测为父本单一条带，确定为父本自交系混杂

（图 ４）。 ＩｎＤｅｌ 鉴定结果：申糯 ９ 号送检样品的纯度

为 ９８􀆰 ９０％。 然而田间鉴定结果除支持上述单株为

父本自交系外，还鉴定出 ８３、８５ 号单株为母本自交

系（表 ２），与分子鉴定结果有一定出入。

　 　 　 　 　 Ｍ：申糯 ９ 号父本；Ｆ：申糯 ９ 号母本；１～９１：申糯 ９ 号杂交种

图 ４　 申糯 ９ 号糯玉米共显性 ＩｎＤｅｌ 标记纯度鉴定结果

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｗａｘｙ ｍａｉｚｅ ｈｙｂｒｉｄ Ｓｈｅｎｎｕｏ Ｎｏ．９ ｂｙ ｃｏ⁃ｄｏｍｉｎａｎｔ ＩｎＤｅｌ ｍａｒｋｅｒｓ

　 　 从以上结果可以看出，大部分杂交株的 ＩｎＤｅｌ
鉴定结果与田间形态鉴定结果一致，从一定程度上

说明 ＩｎＤｅｌ 鉴定结果是可靠的。 但仍有少量单株两

种方法的判断结论不一致，有待进一步分析。

２．３　 杂交种纯度 ＩｎＤｅｌ 标记鉴定标准及 ４ 个糯玉

米杂交种鉴定结果

　 　 对送检样品的纯度检测标准：当杂交种样品的

琼脂糖凝胶电泳条带为双亲互补类型的条带时，判
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定为该双亲的杂交种；当杂交种样品的琼脂糖凝胶

电泳条带为亲本的单一条带时，判定为该亲本自交

种；当杂交种样品的琼脂糖凝胶电泳条带不同于亲

本互补带或亲本单一条带的其他条带类型时，判定

为外来花粉污染的异交种。 在 ４ 个糯玉米杂交种的

３３９ 份送检样本中有 ２４ 个样品出现了母本的单一

条带，３ 个样品出现了父本的单一条带，说明杂交种

中混杂了 ２４ 个母本自交系和 ３ 个父本自交系的自

交种，在所有杂交种的送检样品中均没有检测出外

源花粉导致的异交种污染（表 ２）。 上述 ３３９ 份样品

田间植株纯度调查结果显示，２５ 个样品为母本自交

系混杂，２ 个样品为父本混杂，且出现 １ 个样品被鉴

定为异源杂交种（表 ２）。

表 ２　 ４ 个糯玉米杂交种纯度 ＩｎＤｅｌ 标记鉴定及田间鉴定结果的比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｔｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ４ ｗａｘｙ ｍａｉｚｅ ｈｙｂｒｉｄｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＩｎＤｅｌ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｆｉｅｌｄ⁃ｐｌａｎｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ

品种名称 样品数

ＩｎＤｅｌ 标记鉴定 田间鉴定

母本株
编号

父本株
编号

异源株
编号

纯度
（％）

母本株
编号

父本株
编号

异源株
编号

纯度
（％）

申糯 ２ 号 ７７ ８、 １０、 １４、 １７、 ２０、 ２６、
２８、４４、 ４６、 ５１、 ６１、 ６３、
７０、７１、７２、７７

１２ — ７７．９２ ８、 １０、 １４、 ２０、 ２６、 ２８、
４４、４６、 ５１、 ６１、 ６３、 ７０、
７１、７２、７７

１２ — ７９．２２

申糯 ３ 号 ８４ １０、３８、５７、５８、７４ １２ — ９２．８６ １０、３８、５７、５８、７４ — １２ ９２．８６

申糯 ８ 号 ８７ ４、１８、８７ — — ９６．５５ ４、１８、８７ — — ９６．５５

申糯 ９ 号 ９１ — ４６ — ９８．９０ ８３、８５ ４６ — ９８．９０

２．４　 分子标记鉴定结果与田间鉴定结果的相关性

分析

　 　 为减少田间鉴定的误差，取 ３ 小区平均值与分

子鉴定结果进行比较，发现 ４ 个糯玉米品种平均纯

度为 ７８􀆰 ９３％ ～ ９８􀆰 ５５％， ＩｎＤｅｌ 纯度鉴定结果为

７７􀆰 ９２％～９８􀆰 ９０％。 除申糯 ９ 号外，其余 ３ 个杂交种

分子鉴定结果均低于田间鉴定结果，相差 ０􀆰 ７８ ～
１􀆰 ２６ 个百分点。

经 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析，ＩｎＤｅｌ 标记鉴定与田间

鉴定结果间的相关系数（ ｒ）＝ ０􀆰 ９９８，双侧检验（ ｔ）结
果为极显著正相关，表明 ＩｎＤｅｌ 标记鉴定与田间鉴

定结果高度一致，是一种适用于糯玉米杂交种纯度

鉴定的快速、简便的新方法。

３　 讨 论

种子纯度是评定种子等级的主要依据，目前最

权威的种子纯度鉴定方法仍是田间种植鉴定。 糯玉

米新品种数量的增加和种质来源的日趋狭窄，加大

了田间鉴别杂交种与自交系以及真实杂交种与异源

假杂种的难度。 而且由于田间鉴定周期太长，往往

影响种子当年销售。 分子标记鉴定是直接检测不同

品种间基因组 ＤＮＡ 序列多态性的鉴定技术。 一个

品种的基因型是稳定的，分子标记技术可以使某些

ＤＮＡ 位点得以显现。 当一个品种混有其他品种时，

可以用分子标记检测植株间基因型的差异，有效鉴

别出表型上难以鉴别的植株，而且理论上分子鉴定

结果能更准确反映真实纯度［１２］。
本研究结果显示常规纯度鉴定结果比分子鉴定

结果略高，但是差别不大。 实践中也发现，相同样品

分子鉴定的纯度一般会低于大田鉴定纯度，造成这

种现象的原因可能有以下 ２ 个方面：一方面是由分

子标记引起的。 从我们的试验结果看，特异标记在

不同世代自交系中的检测率通常低于 １００􀆰 ００％，而
且有逐代降低的趋势。 自交系虽经过多代自交，仍
不能保证 １００􀆰 ００％纯合，而分子标记是与目标性状

相连锁的，在有性繁殖过程中可能发生基因重组，导
致检测率的下降。 另外，ＰＣＲ 扩增过程中的随机误

差也可能降低标记的检出率。 而田间鉴定方法是根

据植株的性状表现进行判断的，低频率的基因重组

对结果判断影响较小。 从这个角度看，分子标记通

常会低估杂交种的纯度。 另一方面是由田间种植鉴

定方法引起的。 任何种子都不能保证 １００􀆰 ００％发

芽，表现在田间出苗率低于 １００􀆰 ００％。 而杂交籽粒

的出苗率通常要高于自交籽粒，统计结果显示，分子

标记与田间鉴定结果的差值与籽粒出苗率间表现显

著相关关系。 因此，出苗率是导致田间鉴定和分子

鉴定差异的重要原因，田间鉴定的纯度往往要高于

实际值。 另外，常规鉴定法较容易区分杂交种与自
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交系，但有的外源杂交种的混淆很难人为区分，然而

分子鉴定可以将外源基因片段扩增出来，较好地区

分二者之间的差异。
ＩｎＤｅｌ 标记作为一种极具应用前景的遗传标记

得到了研究者的广泛关注［１３⁃１４］。 尽管玉米品种纯

度鉴定主要利用 ＳＳＲ 分子标记，但 ＩｎＤｅｌ 标记用于

玉米品种纯度的分析已有报道［１１］。 本研究用于杂

交种纯度鉴定的 ＩｎＤｅｌ 标记，是利用琼脂糖凝胶电

泳检测等位基因扩增片段的差异，较之于 ＳＳＲ 标记

需要的聚丙烯酰胺凝胶电泳及银染过程，ＩｎＤｅｌ 标记

鉴定的后续操作更简便易行，成本更低。 随着 ＩｎＤｅｌ
标记的逐步释放，可利用的 ＩｎＤｅｌ 标记越来越多，本
方法可大规模用于杂交种的鉴定，无需自主开发

ＩｎＤｅｌ 标记。 该方法所用的试剂、仪器等都是常规分

子实验室所具备的，不需要特殊的操作及设备，检测

成本低，操作简单，也适用于具有可用 ＩｎＤｅｌ 标记的

其他作物杂交种的鉴定。
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