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摘要 ： 利用从老芒麦 （松
；

自 身基 因组 中开发 出来 的 6 对多态性 ＳＳＲ 引 物 ，对 3 个 老芒麦牧草 品 种和 7

个种质进行 分子指纹 图谱鉴 别研究 。 结果表明 对 ＳＳＲ 引 物在这 1 0 个材料 中共检测 出 2 1 个多态性 ＳＳＲ 标记 片

段 ，每对引 物可 以检测到 2
？

5 个数 目 不等的 片 段 ，平均 为 3 ．  5 个 。 6 对 引 物中 3 对核心引 物组合可 以将这 1 0 个 材

料进行有 效鉴 别 。 进
一步选用 3 对引 物对 2 个老芒 麦 品 种进行纯度鉴定 ， 表明 ＳＳＲ 标记 可 以对品 种 群体 中 具有变

异位点 的 个体进行 有效鉴定 ． 同时揭示野生栽培 品 种
‘

同 德
’

老芒 麦 比 育成品 种
？

多 叶
’

老芒 麦 具有较 高的遗传 变异

度 。
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老芒麦 属 禾本科小麦族 （
Ｔｒｉｔ

－优良牧草在生产 中进行利用 。 目前在生产 中主要栽培

ｉ ｃｅａ ｅ ）披碱草属 为 自 花授粉 的多年生疏丛草利用的老芒麦 品种都是在搜集 当地野生种质资源的基

本植物 。 老芒麦是亚洲 北部土生草种 ，分布 区域从欧础上 ，通过筛选 、鉴定 、选育而 出 。 迄今 ，通过全国草品

洲北部瑞典延伸至东亚的朝鲜 、 日 本 ， 以及美 国 的阿拉种审定委员会 审定登记 的老芒麦 品种有 7 个［
2
］

，其 中

斯加和加拿大部分地 区 ，在我 国主要分布于 华北 、西多数品种主要在青藏高原及毗邻地区种植利用 ，如
‘

青

北 、东北以及青藏高原地区
［ｎ

。 由于老芒麦具有抗逆牧 1 号 ’老芒麦 （

‘

多叶
’

老芒麦 ）
、

＇

同德 ’

老芒麦 、

‘

川草

性强 、生物量高 、
适 口 性好等优点 ， 在上述地区常作 为 1 号

’

老芒麦 、

‘

川 草 2 号
’

老芒麦等 。
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基金项目 ： 青海省科技厅科技促进新农村建设计划项 目 （ 2 0
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”

联 合学 者人才培养计划项 目 资助
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植物品种种子的准确鉴定是进行安全生产的重表 1 老芒麦品 种和种质

要保证 ，植物种质资源 的有效鉴别 是遗 传资源高 效Ｔ ａｂｌ ｅ 1Ｅｌｙｍｕｓ ｓ ｉｂ ｔ ｎ ｃ ｕｓｃ ｕ
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利用 的重要前提 。 在形态学水平上 ， 虽然老芒麦 不ｉｉｉ来源地 序号 材料号来源地

同品种 、 不 同野生种质资源的多样性可 以通过穗形 、
Ｎｏ ．Ｍａｔ ｅｎ ａｌＯｎｇｍｓＮｏ ．Ｍａ ｔ ｅｎ ａｌＯｎｇｍｓ

茎秆 、 叶片等数量化 的形态指标进行品 种或种质鉴
，
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，但这种方法 比较繁琐 ， 需要进行 多性状 的测Ｔ°ｎｇ ｄｅＱ ，ｎｇｈａ ＇Ｑｍｇｈ ａｉ

量和运算 ， 而且利用形态学只能在成株条件下进行 ，

多叶青海
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在种子水平上几乎不可能区分老芒麦的不 同 品种和
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基于 ＤＮＡ 分子标记的指纹图谱构建技术是进 3 Ｊ ＂ ＾ 2
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行品种或种质鉴别的有效手段 ，并已被广泛应用于农

作物以及牧草作物 当 中
［
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，利用这种技术进行品种和 4Ｅ 6＾ 9Ｐ Ｉ5 3
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种质的鉴别不依赖于表型 ，而且取材不受植物发育时青海

期影响 、 无 组织特异性 ，而基于ＳＳＲ （ Ｓｉｍｐｌ ｅｓｅｑｕｅｎｃ ｅ
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ｒｅｐｅａ ｔｓ ） 标记构建 品种指纹 图谱为育种家最为青睐＿

的方法之一 ，主要优点为在基 因组 中随机分布 、 多态
Ｕ

性高 、共显性遗传 、稳定性好等 ［
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。 迄今 ，从老芒 麦
Ｉ ． 2 ． 1 材料 ＤＮＡ 的提取 将所有试验材料发芽

自身开发的 ＳＳＲ标记缺乏 。 由于近缘物种 间 ＳＳＲ 标 并种植于小花 盆 中 ，待 试验 需要 时 取其叶 片提 取

记的可转移性 ，研究者常将小麦族其他近缘物种 中开
ＤＮＡ

。 试验材料的基因组 ＤＮＡ 的提取方法按照李

发的 ＳＳＲ标记用于老芒麦研究 中 ， 引 物的 成功扩增 景％等 ［
1 3

］＠？＠
ＣＴＡＢ 法提取 。

效率介于 1 5 ． 1 5 ％？ 4 7 ．  4 ％ ［
8 1 ° ］

。 本实验室研究结果 1 ， 2 ． 2ＳＳＲ－ＰＣＲ 扩增 、
检测 挑选 本实验室从老

显示 ，从小麦族物种 中转移到老芒麦 的 ＳＳＲ标记多 芒麦 基因组 中开发 的 1 5 0 对 ＳＳＲ 引 物 （引 物由 上海

态性非 常 低 ， 源于小 麦 ＳＳＲ 引 物的 多态 性 比率为 生工生物工 程公司 合成 ） ，
ＰＣＲ 反应 体系 和 程序参

7
． 0 2 ％ ， 源 于大 麦 ＳＳＲ 引 物 的 多 态性 比率也 仅为照 Ｒ ｏｄｅ ｒ 等

［
1 4

］

的方法 ，通过优化调 整最终优化的 2 0

1 5
．
 0 7 ％ ，而从老芒麦 自 身基 因组开发 的 ＳＳＲ 引物多ｙ

Ｌ ＰＣＲ 扩 增体 系 ： 模 板 ＤＮＡ 1
．
 5（ 3 0ｎｇ

．

态率能达 6 0 ． 1 ％
［

1 1

］

。 因 此可见 ， 从老芒麦 自 身基 因ｙ
Ｌ

ｉ

ｈ ｌ Ｏ Ｘ ＰＣＲＢｕｆｆ ｅ ｒ 2 ． 5（含 Ｍ
ｇ

2 ＋

） ， ｄＮＴＰ

组开发 的 ＳＳＲ 标记 ，将会是老芒麦种质资源遗传多 1
． 0

＂
Ｌ （ 2

．
5ｍｍｏ

ｌ
．

ｆ

ｘＬＵａｑ
ＤＮＡ 聚合酶 0

．
 2

样性分析和 品种资源鉴别的理想工具 。 本研究尝 试ｍ
Ｌ（ 5Ｕ ？上下游 引 物均 为 0 ． 5

ｉ

＾Ｌ（ 1 0

利用多态性较高 的 ＳＳＲ 标记进行老芒麦品种和 种质ｐ
ｍｏ卜 Ｏ ｉ

ｄ ｄＨ
ｓ
Ｏ 补足体积 。

ＰＣＲ 扩增条件 ：

的分子鉴别 ，并进行 2 种高寒区主要老芒麦牧草 品种 9 4

°

Ｃ预变性 5ｍ ｉｎ
；

9 4
°

Ｃ 变性 3 0ｓ
，

5 5 ／ 5 0 ／ 4 5

°

Ｃ退火

同德老芒麦 和多叶老芒麦 的纯度鉴定与分析 。 3 0 ｓ ，
7 2

°

Ｃ延伸 3 0 ｓ ，共 3 5 个循环 ； 最后 7 2

°

Ｃ 延伸 1 0

ｍ ｉｎ ， 4 ｒ

°

Ｃ保存 。 所 有反 应 在Ａｐｐ ｌ
ｉ ｅｄＢｉｏ ｓｙｓ ｔ ｅｍ ｓ

1ＰＣＲ仪上进行 。 ＰＣＲ 扩增产物在 8 ％ 聚丙 烯酰 胺

凝胶上用 Ｉ ＸＴＢＥ 缓冲液进行电泳分离 ， 经 ＥＢ 稀

1 ． 1 试验材料释液染色 £ ，用 Ｂ ｉｏ
－ Ｒａｄ 自 动成像系 统照相 ， 后将所

选用不同地理来源和不同野生居群的老芒麦
得的 ＳＳＫ—行统计分析 。

种和种质为研究对象 ， 其 中
‘

同 德
’

、

‘

多叶
’

和
‘

川 草

2 号
’

来 自 青海牧草 良种繁殖场 ；
4
？

6 号材料从野外 2 结果与分析

采集得到 ；
7
？

1 0 号 材料 由 美 国 国 家 植物种 质 库

（ ＮＰＧＳ ） 引进 （表 1 ） 。 由 于老芒麦与 同域 分布 的 垂 2 ． 1 多态性引 物筛选

穗披碱草 （ Ｅ ．心 ）很容易 在形态学上发生混淆 ，利用
‘

同 德
’

老芒麦 和
‘

多 叶
’

老芒 麦 基 因 组

为 了确保材料的物种特异性 ， 以 上材料均在单株水ＤＮＡ 为模板对 1 5 0 对 ＳＳＲ 引物进行 ＰＣＲ 扩增 筛

平上利用 细胞学 和分子标记进行过鉴定 ［
1

2
］

。 品 种选 ， 筛选 出 了扩增 条带稳定 、清晰 ， 且具有显著多态

纯度鉴定材料来 自 青海牧草 良种繁殖场商业用种 。性的 ＳＳＲ 引物 6 对 （表 2 ） 。
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表 2 同德老芒麦 和 多叶老芒麦 中具有 多态性 的 引 物

Ｔａｂ ｌｅ 2Ｐｏ
ｌｙｍｏｒ

ｐ ｈ
ｉ ｃ
ｐ

ｒ ｉｍｅ ｒｓｓ ｅ ｌｅｃ ｔ ｅｄｆ ｒｏｍＥ． ｓ ｉｂｉ ｒ ｉｃｕｓ
4

Ｔｏｎ
ｇｄ

ｅ
＇

ａ ｎｄＥ ．ｓｉ ｂｉ ｒ ｉ ｃｕｓ
‘

Ｄｕｏ ｙｅ
’

引物 名称引 物序列ｉＭ 火温度 引 物名 称引物序列退火温度

Ｐ ｒ ｉｍｅ ｒＰ ｒ
ｉｍｅ ｒ Ｓ ｅｑｕｅ ｎ ｃ ｅｓＴａ ／

＂

ＣＰ ｒ ｉｍｅｒＰ ｒ
ｉｍｅｒ Ｓｅｑ ｕ ｅｎ ｃ ｅｓＴ ａ ／ｔ

＇

Ｆ ： 
5 －ＧＧＴＧＣＴＧＴＴＴＧＴＴＴＧＴＣＴ －

3Ｆ ： 
5
－

ＧＧＴＴＴＣＡＧＡＣ ＡＣＣＴＧＴＴＴＡ － 3

ＧＳＴ 1 4 5ＧＳＴ 3 7 5 0

Ｒ
：  5

－ＧＡＡＴＧＡＡＡＧＴＴＧＣＧＧＧＴＴ－ 3Ｒ ： 5
－ＣＣ ＡＡ丁 （

； ＴＡＴＧＴＡＴＣＴＡ（ ；ＣＡ ＡＧ＂

3

Ｆ：  5
－ＧＴＧＣＣＣＴＡＴＣＡＡＧ ＡＴＴＡＣＧ－

3Ｆ ：  5
－ＡＧＴＡ （ＸＴＡＡＡＡＡＴＧＡＧＣＡＧＧＣＴ－ 3

ＧＳＴ 4 5 0ＧＳＴ 9 9 5 0

Ｒ
 ：

 5
－ ＴＴＣＡＴＣＧＧＧＡＣＡＣＣＴＴＴＴ － 3Ｒ  ： 5

－ＣＴＴＧ 丁丁ＧＣ Ａ Ａ ＡＣＡＣＴＡＧＧＧＴＡＡ － 3

Ｆ ：
 5

－ＡＡＧＴＧＣＣ ＡＡＣＴＡＧＧＡＧＴＴ－

3Ｆ ： 5
－ＧＧＡＧＧＧＧ ＡＴＡＡＡＡＣＴ Ａ Ａ ＡＧＧＴ－

3

ＧＳＴ 2 5 5 0ＧＳＴ 1 2 7 5 5

Ｒ： 5
－

ＣＡＴＣＡＣＣ ＡＴＴＴＴＡＣ ＡＧＧＧ
－

3Ｒ  ：
5 －ＡＴＣＧＴＧＣＣＡＡＡＴＣ ＡＡＧ ＡＡＴＡＣ－ 3

2 ． 2 1 0 个老芒 麦 品 种 （ 种质 ）的 分子指纹鉴 定能将 1 1 个材料 区分为 2
？

5 个类型 ，平均为 3 ．
 5 个 ，

如表 3 所示 ， 1 1 0 个老芒 麦材料 的 ＳＳＲ 指 纹 图不能将所用 材料分 开 。 从 本 研究结果来看 ，
6 对 引

谱各 不相 同 ， 可 以作为 鉴定品种 或种 质 的重要依据 。物中 3 对核心引 物组合可 以将这 1 0 个材料进行鉴

6 对 ＳＳＲ 引 物 在这 1 0 个材料 中共检测 出 2 1 个多态别 ， 3 对 引 物组合可 以 有不 同 的选择方式 ． 如 引物组

性 ＳＳＲ 标记片段 ， 每对引 物 可 以 检测 到 2
？

5 个数合 Ｇ ＳＴ 4
，
ＧＳＴ 2 5

，
Ｇ ＳＴ 1 2 7 或 引 物 组 合 ＧＳＴ 4 ，

目 不等 的片段 ，平均 为 3
．
 5 个 （ 表 4 ）

， 说 明单
一

引 物Ｇ ＳＴ 2 5 ， ＧＳＴ 3 7 （ 图 1 ） 。

Ｍ ｌ 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0Ｍ ｌ 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

ＧＳＴ ｌＧＳ Ｔ4

， 0 0 ｂ
ｐＨＩ＾＾ＨＨＨ ＩＩ

ｓ 9 ｉｌＨ＾ＨＩＨｉ

Ｇ ＳＴ 2 5ＧＳＴ 3 7

ｉ ｓ ｏｂ
ｐＨＢＯＢＢＢＢＲＨＺＨＨｔｔ ｌ

2 5 （）ｂｐ＾ｐＨ｜ｖ＞｜Ｓ｜
Ｗ

｜ 2 ｜ＩｉｓｊＩ．，

Ｇ ＳＴ 2 9Ｇ ＳＴ 1 2 7

图 1 老 芒麦 ＳＳ Ｒ 电泳图 谱

Ｆ ｉ

ｇ
．  1Ｅｌｅ ｃ ｔ ｒｏ

ｐ
ｈｏ ｒｅｓ ｉ ｓ

ｐ
ａ ｔｔ ｅ ｒ ｎｓ ｏ ｆＳＳＲ ｉ ｎＥ ． ｓｉｂ ｉｒ ｉ ｃｕｓｍａ ｔｅ ｒ ｉ ａ ｌ ｓ

注 ： Ｍ ： Ｍ ａ ｒｋｃ ｒ
；

ｌ
： 同 德 ； 2 ： 多叶 ； 3 ： 川 草 2号 ；

4 ： Ｅ 6 ； 5 ：ＮＷ 0 4 Ｂ ； 6
： ＮＷ 0 4 3

；

7 ： Ｐ Ｉ 5 4 7 3 9 4
； 8 ： Ｐ Ｉ 6 1

9 5 7 5
；9

： Ｐ Ｉ5 0 4 4 5 9
； 1

0
： Ｐ Ｉ 5 3 1 6 4 5

Ｎｏ ｔ ｅ ：
Ｍ

：
Ｍａ ｒｋｅ ｒ

；
 1

：
Ｔ ｏｎｇ ｄ ｅ

； 2 ：Ｄ ｕ ｏｙ ｅ
；
 3  ：Ｃ ｈｕ ａｎｃ ａｏＮ ｏ．  2

；
 4

 ：Ｅ 6
；
 5 ：ＮＷ 0 4 8 

；
 6 ：ＮＷ 0 4 3


；

7 ：Ｐ Ｉ 5 4 7 3 9 4
； 8 ：Ｐ Ｉ 6 1 9 5 7 5 ； 9 ：Ｐ Ｉ 5 0 4 4 5 9 ；1 0 ；Ｐ Ｉ 5 3 1 6 4 5

2
．

3 利 用 ＳＳＲ 进行老芒 麦品 种纯 度鉴定 和分析
一致 ，没有 多态性 ，

5 个植株 巾 3 个位点 有 多 态性 ， 2

对随机选取的 3 4 粒同 德老芒麦 种子进行 ＳＳＲ个植株 中 2 个 位点具有多 态性 ，
8 个植株 中有 1 个

分析 （ 图 2 ） ，结果表明 ＧＳＴ 1 引物 在 2 5 个植株 中 检位 点具有多 态性 。 对随机选取 的 3 6 粒 多叶 老芒麦

测条带表现一致 ， 在 9 个植株 （ 7
，

9
，

1 0 ，
1 1

，
1 3

，
1 4

，种子进行 ＳＳＲ 分析 （ 图 3 ） ， 结果表 明 ＧＳＴ 1 引 物 在

1 9
，

2 3
，

3 3 ） 中检测 出 了 区别 于 其他 2 5 个植株的 多态 3 个植株 （ 1 5
，

1 7 ， 3 6 ） 检测 有 多态性 ，
ＧＳＴ 4 引 物 在 3

性条带 ； 利用 ＧＳＴ 4 引 物 在 7 个植株 （ 7 ， 9 ， 1 0 ， 1 6 ，个植株 （ 1 5
，

2 3
，

2 8 ） 中 检测 有 多态性 ，
ＧＳＴ 3 7 在 1 个

1 9 ，
2 3 ， 3 3 ） ， 以 及 Ｇ ＳＴ 3 7 引 物 在 1 2 个 植株 （ 7

，
8 ． 9

，植株 （ 1 5 ） 中存 在 多 态性 ， 进一步 分析表 明 ， 3 6 个植

1 0 ， 1 6 ， 1 7 ， 1 8 ， 1 9 ， 2 8 ， 3 2
， 3 3 ）检 测 出 了 区 别于其他多株 中 3 1 个植株检 测 的 3 个 ＳＳＲ 位 点 带 型 表现

一

数植株的 多态 性条 带 （ 图 2 ） 。 进一步分析 表 明 ． 3 4致 ， 没有多态性 ，
1 个植 株 中 3 个位点有多态性 ， 4 个

个植株 中 1 9 个植株检测 的 3 个 ＳＳＲ 位点带型 表现植株 中有 1 个位点 具有 多态性 。
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表 3 6 对引 物在 1 （） 个老 芒麦品种 （ 种质 ） 的 ＳＳＲ 指纹 图 谱

Ｔａｂ ｌ
ｅ 3ＳＳＲｆ ｉｎ

ｇ
ｅｒ

ｐ
ｒ ｉ ｎｔｏ ｆ 6

ｐ
ｒ

ｉ
ｍｅ ｒｓ ｉ

ｎ ｔ ｅｎＥｌｙｍｕ ｓ ｓｉ ｂｉ ｒ ｉ ｃｕｓｃｕ ｌ ｔ
ｉ
ｖａ ｒｓｏ ｒ

ｇ
ｅ ｒｍ

ｐ
ｌａｓｍｓ

引 物片段大 小／ ｂｐ老芒麦 品 种 （ 种质 ）
Ｅ．ｓ ｉ ｂｉ ｒｉ ｃｕ ｓｃ ｕ ｌ ｔ ｉ ｖａ ｒ ｓｏ ｒ ｇｅ ｒｍｐ ｌａ ｓｍｓ

Ｐｒ ｉｍｅ ｒＦ ｒａｇｍｅ ｎ ｔｓｉｚ ｅ 1 23 4 5 6 78 9 1 0

ＧＳＴ 1 1 9 0

1 8 0＋＋＋＋＋＋＋

ＧＳＴ 4 2 2 0＋

2 1 0＋＋

2 0 0＋＋

1 9 5＋＋＋

1 7 0＋＋

ＧＳＴ 2 5 9 0＋

8 5＋＋＋

8 0＋＋＋＋

ＧＳＴ 3 7 2 0 0＋＋＋＋＋

1 9 0＋＋＋＋

1 8 5＋

ＧＳＴ 9 9 1 1 0＋＋＋

1 0 5＋＋＋＋＋

1 0 0＋＋

ＧＳＴ 1 2 7 2 5 0＋＋

2 4 8＋

2 4 5＋

2 4 0＋＋＋＋＋



2 3 0


＋


注 ：

“

＋

”

表示有 目标扩增 条带出 现

Ｎｏ ｔ ｅ ：

＂

 4
－

＂

ｉｎｄ ｉｃａ ｔ ｅｔ ｈｅｐｒｅ ｓｅｍ ｃｅｏ ｆｔ ｈｅｔ ａ ｒｇ ｅｔ ｅｄａｍｐ ｌ ｉ
ｆ

ｉ ｃｔ
ｉｏｎ
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