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摘　要：“梅桥”大豆是安徽省淮北地区农家菜用大豆品种，长年的连续种植导致纯度比较混杂，产量明显下降，利

用 ＳＳＲ分子标记技术对 ９２单株“梅桥”大豆种质纯度进行鉴定，以期为梅桥大豆的提纯复壮提供理论依据。结果

表明：采用改良的 ＣＴＡＢ方法，可以提取高质量的大豆基因组 ＤＮＡ；在优化 ＳＳＲＰＣＲ反应体系的基础上，筛选出 ８

对 ＳＳＲ引物，平均每个引物得到条带数 １０．６个，条带的多态性频率为 ７０．９％，梅桥大豆的种质纯度为 ３８．０４％。
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　　“梅桥”大豆是安徽省淮北地区菜用大豆名优
品种，蛋白质等营养物质含量丰富，清脆香甜，青绿

色种皮，在当地也称为“梅桥”大青豆，属于夏秋大

豆品种，每年１０月份上市，畅销上海、浙江、江苏等
省市，是安徽淮北地区的主要经济作物品种之一，

但是该品种是传统种植的农家品种，品种纯度不够

理想，影响了农户的经济效益，严重制约了“梅桥”

大豆产业化的发展。

大豆品种的纯度鉴定方法主要有：形态鉴定

法、生理生化法、ＤＮＡ分子标记法，其中分子标记的
方法直接鉴定遗传物质本身，具有快速、准确的优

点。简单重复序列（ＳｉｍｐｌｅＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ）
具有在基因组中分布广，多态性好，表现为复等位

共显性的孟德尔式遗传方式，同时由于 ＳＳＲ分子标
记重复性好、ＳＳＲ序列的两侧具有保守序列便于设
计引物，试验成本相对较低，因此 ＳＳＲ分子标记成
为当前应用最广泛的分子标记之一

［１－２］
。

目前，ＳＳＲ分子标记技术已广泛应用于玉
米

［３－４］
、水稻

［５］
、棉花

［６］
、甜瓜

［７］
等尤其是其杂交种

纯度鉴定上。在大豆纯度鉴定上也有报导，谢皓

等
［８］
建立了 ＳＳＲ分子标记技术鉴定大豆种子纯度

一般方法。田蕾等
［９］
用 ３对 ＳＳＲ引物对 １４８个耐

盐与盐敏感大豆品种正反交 Ｆ１植株进行分子鉴定，
验证了该方法的可行性；Ｄｉｗａｎ［１０］选用２０个 ＳＳＲ标
记，成功的区分了北美地区用形态性状及 ＲＦＬＰ标
记不能分辨的品种。关荣霞等

［１１］
研究表明，用 ３～

５对 ＳＳＲ引物，即可鉴定品种纯度。但是利用 ＳＳＲ
标记进行大豆农家品种纯度鉴定尚未见报导，该文

在优化 ＳＳＲ反应条件的基础上，对“梅桥”大豆种质
纯度进行鉴定，为“梅桥”大豆的的提纯复壮提供理

论基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
大豆种子由安徽省蚌埠市淮上区农业综合服

务站提供，２００８年种植于安徽农业大学实验基地，
大田种植，常规管理，随机选取１００个单株，取嫩叶，
保存于 －７０℃冰箱备用。



２期 盛新颖等：利用 ＳＳＲ分子标记鉴定“梅桥”大豆种质纯度 ２１１　　

１．２　试验方法

１．２．１　基因组 ＤＮＡ提取及其检测　大豆基因组

ＤＮＡ提 取 采 用 改 良 ＣＴＡＢ法。提 取 液 组 成：

０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．０，０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤ

ＴＡｐＨ８．０，１．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，２％ ＰＶＰ（Ｗ／Ｖ），

２％ ＣＴＡＢ（Ｗ／Ｖ），临用前加 ２％β巯基乙醇，提取

参照詹少华
［１２］
的方法，０．８％琼脂糖凝胶电泳检测

基因组 ＤＮＡ的完整性和质量，电泳时间为 ３５ｍｉｎ；

利用紫外分光光度计检测 ＤＮＡ纯度和浓度。

１．２．２　ＳＳＲＰＣＲ反应体系的优化及扩增程序　大

豆 ＰＣＲ反应体系参考冯国军［１３］
的方法，在此基础

上，对 ＤＮＡ浓度和 ｄＮＴＰｓ的浓度进行进一步优化，

在２５μＬ的反应体系中，ＤＮＡ分别以 ２０、４０、６０、

８０ｎｇ４个梯度进行设计；１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ分别

以０．３、０．５、０．７μＬ３个梯度设计。扩增程序参考

谢皓等
［８］
的方法，再根据引物退火温度做一定的优

化和改进，具体程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性

６０ｓ，复性 ６０ｓ，７２℃延伸 ９０ｓ，３５循环，７２℃延伸

７ｍｉｎ，复性温度依据不同引物而异。

１．２．３　聚丙烯酰胺电泳检测　６％聚丙烯酰胺，含

有７ｍｏｌ·Ｌ－１尿素，电泳缓冲液 ０．５×ＴＢＥ，５００Ｖ

电压，在二甲苯青到达胶板约 ２／３处停止电泳。取

１０μＬ扩增产物与２μＬ的６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ混匀上

样，银染按照 Ｓｎｇｕｉｎｅｔｔｉ的方法［１４］
，显色结果用凝胶

成像系统拍摄。

１．２．４　ＳＳＲ引物的筛选　参考已报道文献中大豆

ＳＳＲ引物的筛选结果，从 ｈｔｔｐ：／／ｓｏｙｂａｓｅ．ｏｒｇ／ｒｅ

ｓｏｕｒｃｅｓ／ｓｓｒ．ｐｈｐ下载 ３４对大豆 ＳＳＲ引物序列，

Ｓａｔｔ００２，Ｓａｔｔ０２２，Ｓａｔｔ０８２，Ｓａｔｔ１３７，Ｓａｔｔ１７３，Ｓａｔｔ１８４，

Ｓａｔｔ２２０，Ｓａｔｔ２９８，Ｓａｔｔ３７３，Ｓａｔｔ３９０，Ｓａｔｔ４２４，Ｓａｔｔ４２６，

Ｓａｔｔ４３７，Ｓａｔｔ４８１，Ｓａｔｔ５７３，Ｓａｔｔ５８３，Ｓａｔｔ５８６，Ｓａｔｔ５９６，

Ｓａｔｔ６２９，Ｓａｔｔ６３６，Ｓａｔｔ６３７，Ｓａｔｔ６４４，Ｓａｔｔ６５６，Ｓａｔｔ６６４，

Ｓａｔｔ６８３，Ｓａｔｔ７２８，Ｓａｔ＿１３０，Ｓａｔ＿１９２，Ｓａｔ＿２１５，Ｓａｔ＿２５３，

Ｓａｔ＿２７２，Ｓａｔ＿３０５，Ｓａｔ＿３０６，Ｓａｔ＿３１３，ＳＳＲ引物由上海

生工公司合成，筛选带型稳定、清晰且具有多态性

的引物。

１．２．５　ＳＳＲ标记电泳检测结果的统计分析　选择

２５０～１０００ｂｐ的扩增条带［１，１０］
，采用矩阵法

［１５］
统

计电泳结果。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取

图１为５个单株 ＤＮＡ的琼脂糖电泳检测结果，

ＤＮＡ条带清晰、完整，没有出现 ＤＮＡ碎片和连片，

同时 ＤＮＡ谱带靠近点样孔处，表明该方法提取的

ＤＮＡ分子量较大，ＤＮＡ完整性好；点样孔处无残留，

ＲＮＡ含量低。

图 １　“梅桥”大豆 ｇＤＮＡ的琼脂糖电泳

Ｆｉｇ．１　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｏｆｔｈｅ“Ｍｅｉｑｉａｏ”ｓｏｙｂｅａｎｇＤＮＡ

图 ２为 ＤＮＡ提取液的紫外扫描光谱，在

２６０ｎｍ处呈出现明显的吸收峰，而在 ２３０ｎｍ处呈

现凹陷状态，２８０ｎｍ处没有出现吸收峰，表明 ＤＮＡ

提取液中蛋白质、糖类等杂质含量很少。ＤＮＡ提取

液的 Ａ２６０／Ａ２８０的值介于 １．７４５～１．９８３之间，平

均值为１．８３５，基本不含蛋白质和多糖等杂质，ＲＮＡ

含量也较少，符合高纯度 ＤＮＡ的特征。

图 ２　“梅桥”大豆 ｇＤＮＡ的紫外光谱

Ｆｉｇ．２　Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅ“Ｍｅｉｑｉａｏ”ｓｏｙｂｅａｎｇＤＮＡ

２．２　ＳＳＲＰＣＲ反应体系优化的结果

由图３看出，在其它反应参数一致的情况下，

试验设计的４个不同 ＤＮＡ模板浓度均能扩增出条

带，其中２５μＬ反应体系中 ４０ｎｇＤＮＡ模板扩增条

带最 为 清 晰。如 图 ４所 示，当 ｄＮＴＰｓ浓 度 为

０．２８ｍｍｏｌ·μＬ－１基本没有扩增产物，当浓度为

０１２ｍｍｏｌ·μＬ－１虽能扩增出条带，但不够丰富、清

晰，当 ｄＮＴＰｓ浓度 ０．２０ｍｍｏｌ·μＬ－１时能扩增效果

最佳，条带丰富且稳定清晰。优化的 ＰＣＲ反应体系

为：４０ｎｇＤＮＡ模板，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ０．５μＬ，

５Ｕ·μＬ－１ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．２μＬ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

上、下游引物各 １．５μＬ，１０倍 ＰＣＲ缓冲液 ２．５μＬ，

加水补足至２５μＬ。
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１～４ＤＮＡ浓度分别为２０，４０，６０，８０ｎｇ·２５μＬ－１

１～４：２０，４０，６０，８０ｎｇ·２５μＬ－１ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ３　不同 ＤＮＡ浓度的 ＳＳＲＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．３　ＳＳＲＰＣＲａｍｐｌｉｆｙｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｂｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎＤＮＡ

１～３ｄＮＴＰｓ浓度分别为０．１２、０．２０、０．２８ｍｍｏｌ·μＬ－１ｄＮＴＰｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎ１～３ｗｅｒｅ０．１２，０．２０，０．２８ｍｍｏｌ·μＬ－１ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ４　不同 ｄＮＴＰｓ浓度的 ＳＳＲＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．４　ＳＳＲＰＣＲａｍｐｌｉｆｙｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｂｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄＮＴＰｓ

２．３　引物筛选
用随机 ＤＮＡ模板对 ３４对 ＳＳＲ引物进行筛选，

结果有２９对引物能够扩增出条带，占检测引物的
８５．２９％；其中的 ８对引物 Ｓａｔｔ１３７、Ｓａｔｔ１７３、Ｓａｔｔ２２０、
Ｓａｔｔ２９８、Ｓａｔｔ３９０、Ｓａｔｔ５８３、Ｓａｔｔ５９６、Ｓａｔ＿２７２的扩增产

物带型清晰稳定、多态性高、重复性好，占检测引物

的２３．５３％，利用此 ８对引物作为鉴定“梅桥”大豆

种质纯度的核心引物。

２．４　“梅桥”大豆的种质纯度

利用筛选出的８对核心引物，分别对“梅桥”大

豆的９２个单株的 ＤＮＡ模板进行 ＳＳＲＰＣＲ扩增，这

些扩增结果反映了不同单株的多态性，表明“梅桥”

大豆纯度较低。图５是引物 Ｓａｔｔ１７３在１到２３单株

ＤＮＡ的扩增结果，其中的 １、２、３、５、６、８、１０、１２、１３、

１４、１５、１８、２１单株与其它 １０个单株之间存在不同

程度的差异条带；图６为引物 Ｓａｔｔ５８３在２４到４６单

株 ＤＮＡ的扩增结果，其中 １、２、３、５、６、７、８、９、１０、

１１、１４、１６、１７各单株的条带与其它植株存在差异；

图７是引物 Ｓａｔｔ２９８在４７到６９单株 ＤＮＡ的扩增结

果，各植株差异较大，其中只有 １、４、６、１５、１６、１７、

１８、１９单株的条带内无差异条带；图 ８是引物

Ｓａｔｔ５９６在７０到 ９２单株 ＤＮＡ的扩增结果，其中的

４、５、６、９、１０、１１、１２、１３、１８、１９、２０、２１单株的条带与

其它１１个单株存在不同差异。

多态性条带的统计结果见表 １，所选的 ８对引

物的多态性均在 ５０％以上，其中 Ｓａｔｔ３９０和 Ｓａｔｔ５８３

条带多态性较高，达到 ９０．９％。Ｓａｔ＿２７２条带数量

相对较少，而检测到的差异植株也随之减少；相反，

Ｓａｔｔ５９６条带较丰富，其检测出的差异植株数量也随

之增加。结果表明，不同 ＳＳＲ引物对鉴定大豆的种

质纯度及其多态性分析上有较大差异。综合 ８对

引物的扩增结果，完全无差异的植株共有 ３５株，梅

桥大豆的种质纯度为３８．０４％。

图５　植株１到２３由引物 Ｓａｔｔ１７３的扩增结果（箭头所示为差异条带）

Ｆｉｇ．５　ＡｍｐｌｉｆｙｉｎｇｒｅｓｕｌｔｂｙＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓａｔｔ１７３ｆｒｏｍＮｏ．１ｔｏＮｏ．２３ｍａｔｅｒｉａｌｓ（ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｎｄｓ）

图６　植株２４到４６由引物 Ｓａｔｔ５８３的扩增结果（箭头所示为差异条带）
Ｆｉｇ．６　ＡｍｐｌｉｆｙｉｎｇｒｅｓｕｌｔｂｙＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓａｔｔ５８３ｆｒｏｍＮｏ．２４ｔｏＮｏ．４６ｍａｔｅｒｉａｌｓ（ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｎｄｓ）
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图７　植株４７到６９由引物 Ｓａｔｔ２９８的扩增结果（箭头所示为差异条带）
Ｆｉｇ．７　ＡｍｐｌｉｆｙｉｎｇｒｅｓｕｌｔｂｙＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓａｔｔ２９８ｆｒｏｍＮｏ．４７ｔｏＮｏ．６９ｍａｔｅｒｉａｌｓ（ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｎｄｓ）

图８　植株７０到９２由引物 Ｓａｔｔ５９６的扩增结果（箭头所示为差异条带）
Ｆｉｇ．８　ＡｍｐｌｉｆｙｉｎｇｒｅｓｕｌｔｂｙＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓａｔｔ５９６ｆｒｏｍＮｏ．７０ｔｏＮｏ．９２ｍａｔｅｒｉａｌｓ（ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｎｄｓ）

表 １　由 ８对 ＳＳＲ引物扩增得到的“梅桥”大豆多态性

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆｂａｎｄｓｗｈｉｃｈａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙ８ｐａｉｒＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒ“Ｍｅｉｑｉａｏ”ｓｏｙｂｅａｎ

序号

Ｎｏ．

名称

Ｎａｍｅ

条带数

Ｎｏ．ｏｆｂａｎｄｓ

多态性条带数

Ｎｏ．ｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｂａｎｄｓ

多态性频率

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｔｈｅ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ／％

有差异条

带的植株数

Ｎｏ．ｏｆｐｌａｎｔｓｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｎｄｓ

差异条带植株数

所占的比例

Ｒａｔｉｏｏｆｐｌａｎｔｓｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｎｄｓ／％

１ Ｓａｔｔ１３７ １１ ６ ５４．６ ４７ ５１．１

２ Ｓａｔｔ１７３ ８ ４ ５０．０ ５１ ５５．４

３ Ｓａｔｔ２２０ １０ ６ ６０．０ ３８ ４１．３

４ Ｓａｔｔ２９８ １０ ７ ７０．０ ５２ ５６．５

５ Ｓａｔｔ３９０ １１ １０ ９０．９ ３９ ４２．４

６ Ｓａｔｔ５８３ １１ １０ ９０．９ ４６ ５０．０

７ Ｓａｔｔ５９６ １７ １１ ６４．７ ５４ ５８．７

８ Ｓａｔ＿２７２ ７ ６ ８５．７ ２６ ２８．３

平均

Ｍｅａｎ
１０．６ ７．５ ７０．９ ４４．１ ４８．０

３　讨论

大豆农家品种具有抗病能力强、栽培技术要求

简单和适应当地气候等优点，其中产量高、品质好

的优良品种深受农户欢迎，同时这些品种也是重要

的育种材料，但是农家品种往往具有纯度不高的缺

点，对其进行纯化复壮是大豆育种的一项重要和基

础工作。分子标记可以辅助大豆的品种纯化，大豆

分子标记既可以鉴定农家品种的纯度，又可以鉴定

品种纯化复壮后的效果，分子标记的鉴定关系到育

种计划的制定，结果表明，“梅桥”大豆的纯度只有

３８．０４％，这表明该品种经过纯化后具有较大的增

产潜力，在纯化的策略方面宜采用纯系育种法，一

般的田间去杂措施难以达到纯化品种的目的。

结果表明，不同的 ＳＳＲ引物对鉴定大豆的多态

性存在较大差异，有些引物扩增的条带太少，如

Ｓａｔｔ４２４、Ｓａｔｔ４２６、Ｓａｔｔ４８１、Ｓａｔｔ５７３等；有些引物虽然

可以扩增出丰富的条带，但是没有多态性的差异，

如 Ｓａｔｔ５８６、Ｓａｔｔ６２９。只有扩增的条带较多且多态性

丰富的引物才可以应用于品种纯度的鉴定，筛选出

的８对引物，可以作为鉴定“梅桥”大豆纯度的核心

引物，同时也为其它大豆品种纯度鉴定中核心引物

的筛选提供借鉴。
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