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SRAP和 SSR标记构建的
甘蓝型油菜品种指纹图谱比较
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摘要 :利用 SRAP ( sequence - related amp lified polymorphism)和 SSR标记构建了甘蓝型油菜品种指纹图谱 ,并对

两种标记方法进行了比较。结果表明 : (1)每对 SRAP引物扩增出 20. 36个条带 ,其中 4. 44个是清晰、易于辩认的

多态性带 ;每对 SSR引物扩增出 3. 88个条带 ,均为多态性条带。 (2)采用 25对 SRAP和 SSR引物分别构建 40个和

75个品种的特异指纹图谱 , SRAP指纹中具有特异图谱的比例 (82. 5%和 50. 7% )高于 SSR指纹图谱的结果 ( 60.

0%和 44. 4% )。品种数越多具有特异指纹的品种越少。 (3)运用引物组合法构建品种指纹图谱 ,大大地提高了指

纹图谱的特异性。25对 SSR引物组合扩增 97个多态性谱带 ,两个不同的品种具有相同谱带的概率只有 6. 3108 ×

10 - 30。组合指纹图谱比组合数码图谱更直观。与 SRAP标记相比 , SSR标记以其扩增谱带少、易于识别和统计而

更适合用于引物组合法构建品种指纹图谱。
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　　用于油菜品种真实性鉴定的方法包括农艺性状

鉴定、同功酶、蛋白质电泳图谱鉴定和 DNA指纹图

谱鉴定 [ 1 ]。其中农艺性状鉴定受季节和环境条件

的影响 ,可靠性较差 ,鉴定周期长。同功酶和蛋白质

是基因表达的产物 ,遗传多态性位点少 ,难以有效鉴

别遗传关系较密切的品种 [ 2 ]。DNA指纹技术不受

取材部位、取材时间和环境影响 ,大大地提高了鉴定

的精度 ,缩短鉴定时间 ,是一种最为科学有效的鉴定

品种真实性的方法。指纹图谱在作物品种鉴定、品

种注册、良种质量监测以及知识产权保护等方面具

有重要作用。

用来构建品种指纹图谱的 DNA分子标记方法

有 RFLP、RAPD、AFLP和 SSR等。其中 RFLP标记

需要高质量和足够数量的 DNA。RAPD标记受环境

影响较大 ,稳定性较差。AFLP标记操作复杂、成本

较高 [ 3 ]。SSR标记作用于整个基因组 ,它对 DNA的

质量和数量要求不高 ,操作简单 ,多态性较好 ,成为

构建品种指纹图谱的常用手段。Sabhyata等 [ 4 ]运用

SSR标记对印度芥菜型油菜进行了指纹图谱分析 ,

得到了芥菜型油菜的特异指纹图谱。刘平武等 [ 5 ]

和雷天刚等 [ 6 ]分别运用 SSR标记构建了双低甘蓝

型油菜杂交种亲本和黄籽品种的指纹图谱。SSR标

记也存在一定的局限性 ,它的引物开发较为费力费

时 ,可用的引物有限。L i等 [ 7 ]开发出一种新的基于

PCR的分子标记技术 SRAP ( sequence - related am2
p lified polymorphilism)。SRAP标记引物设计和操作

简单 ,多态性好 ,它作用于外显子部分 ,与表型直接

相关 ,具备传统分子标记的优点。L i等 [ 8 ]用该标记

对甘蓝进行 DNA扩增 ,获得的 45%片段与 Genbank

数据库中的已知基因相同。用 SRAP标记构建的甘

蓝连锁图谱与 AFLP构建的连锁图谱无差别 ,用该

标记方法还成功地对甘蓝中硫代葡萄糖甙脱饱和基

因 BoGLS - ALK进行了标记。L i等 [ 8 ]还用该方法

对甘蓝与拟南芥的基因组进行了基因比对 ,发现在

190个多态性 cDNA条带中 ,有 169个序列是相似

的 ,二者在常染色质区的基因具有广泛的共线性关

系。Ahmad等 [ 9 ]用 SSR和 SRAP标记对桃品种的

遗传多样性进行了分析 ,发现 SRAP标记能与 SSR

标记一样将遗传关系很近的桃品种区分开来 ,而且

SRAP标记比 SSR 标记更有效、快捷、成本低。

Budak等 [ 10 ]用 SRAP标记对野牛草和草坪草的遗传

多样性进行了分析 , 用 34个 SRAP引物组合将 53
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个野牛草种质分成了 8个类别 ,认为 SRAP标记能

够有效地分析野牛草和草坪草遗多样性、历史演化

等。Ferriol等 [ 11 ]用 SRAP标记和 AFLP标记对西葫

芦和笋瓜的遗传多样性进行了分析 ,认为 SRAP标

记结果与 AFLP结果一致 ,而且 SRAP标记比 AFLP

标记所提供的信息更接近于农艺性状的差异和历史

演变的结果。目前 ,尚无 SRAP标记用于油菜品种

指纹图谱的构建。本文将 SSR和 SRAP这两种简

单、高效、低成本的 DNA分子标记用于甘蓝型油菜

指纹图谱的构建 ,并对它们进行比较 ,为我国油菜品

种指纹图库的构建提供参考。

1　材料和方法

1. 1　供试材料

选用 75个建国以来我国育成的有代表性的甘

蓝型油菜品种 ,它们来自全国油菜科研、教学和育种

单位 ,主要来自中国农业科学院油料作物所种质资

源中期库 (表 1)。

表 1　供试的油菜品种
Table 1　　B. napus cultivars used in th is study

编号

Code

品种

Cultivar

编号

Code

品种

Cultivar

编号

Code

品种

Cultivar

1 苏油 158　Suyou 158 26 中油 821　Zhongyou 821 51 中双 8号 Zhongshuang 8

2 苏油 1号 Suyou 1 27 中双 4号 Zhongshuang 4 52 丰收 4号 Fengshou 4

3 华双 3号 Huashuang 3 28 中双 3号 Zhongshuang 3 53 青油 2号 Q inyou 2

4 陇油 2号 Nongyou 2 29 中双 9号 Zhongshuang 9 54 浙油 8号 Zheyou 8

5 青油 14号 Q inyou 14 30 沪油 2号 Huyou 2 55 宁油 8号 N ingyou 8

6 沪油 12号 Huyou 12 31 新华 2号 Xinhua 2 56 湘油 10号 Xiangyou10

7 沪油 14号 Huyou 14 32 甘油 1号 Ganyou 1 57 红油 2号 Hongyou 2

8 沪油 15号 Huyou 15 33 华油 8号 Huayou 8 58 万油 17号 W anyou 17

9 沪油 16号 Huyou 16 34 湘油 3号 Xiangyou 3 59 早熟胜利 Early Shenli

10 沪油 17号 Huyou 17 35 宜油 4号 Yiyou 4 60 川油 11　Chuanyou 11

11 川油 17　Chuanyou 17 36 云油 6号 Yunyou 6 61 黔油 8号 Q ianyou 8

12 川油 18　Chuanyou 18 37 沪油 9号 Huyou 9 62 陇油 1号 Nongyou 1

13 川油 20　Chuanyou 20 38 当油早 1号 Dangyouzao 1 63 黔油 12号 Q ianyou 12

14 浙双 6号 Zheshuang 6 39 早丰 4号 Zaofeng 4 64 黔油 14号 Q ianyou 14

15 浙双 72　Zheshuang 72 40 陕油 3号 Shanyou 3 65 黔油 18号 Q ianyou 18

16 高油 605　Gaoyou 605 41 安康胜利油菜 Ankang Shengli 66 浙油 7号 Zheyou 7

17 中双 5号 Zhongshuang 5 42 秦油 3号 Q inyou 3 67 武九油菜 W ujiu Rapeseed

18 中双 6号 Zhongshuang 6 43 甘油 5号 Ganyou 5 68 淮油 6号 Huaiyou 6

19 中双 7号 Zhongshuang 7 44 华黄 1号 Huahuang 1 69 跃进油菜 Yuejin

20 中双 10号 Zhongshuang 10 45 赣油 1号 Ganyou 1 70 福油 1号 Fuyou 1

21 湘油 15号 Xiangyou 15 46 云油 8号 Yunyou 8 71 华双 4号 Huashuang 4

22 豫油 1号 Yuyou 1 47 皖油早 W anyouzao 72 华双 5号 Huashuang 5

23 豫油 2号 Yuyou 2 48 早丰 5号 Zaofeng 5 73 宁油 14　N ingyou 14

24 宁油 12号 N ingyou 12 49 玉油 1号 Yuyou 1 74 中油低芥 1号 Zhong you 1

25 宁油 10号 N ingyou 10 50 黔油双低 2号 Q ianyou doublelow 2 75 青杂 1号 Q ingza 1

1. 2　方法

1. 2. 1　DNA提取 　供试材料播种于大田 ,苗期取

10个单株的幼嫩叶片混合 ,按李佳等 [ 12 ]修改后的

SDS法提取叶片总 DNA。样品经纯化后取少许

DNA母液稀释到 50ng/μL的工作浓度 , - 20℃保

存。

1. 2. 2　SSR标记 　160对 SSR引物来自 http: / /

www. ukcrop. net/B rassica DB,由上海生工合成。选

用具有代表性的 4种甘蓝型油菜品种进行引物筛

选 ,用多态性好、条带清晰稳定的 25对引物检测 75

个品种 (系 )的多态性。 PCR反应体系参照陆光远

等 [ 13 ]方法进行 ,扩增产物 4℃保存。

1. 2. 3　SRAP标记　按照 L i等 [ 8 ]提出的原则设计

引物 ,由上海生工合成。本研究中所用的引物组合

见表 2。选用 4个有代表性的品种对 SRAP引物组

合进行多态性筛选 ,用 25对多态性好、条带清晰稳

定的引物组合检测 75个品种 (系 )的多态性。 PCR

反应体系为 :总反应体积为 10μL,带 (NH4 ) 2 SO4的

1 ×反应缓冲液 , 2mmol/L MgCl2 , dNTPs 2 000μmol/

L , Taq酶 0. 5U (购自 MB I公司 ) ,模板 DNA 50ng,正

向和反向引物各 50ng,不足部分 ddH2 O补足。PCR

反应于 Gene Amp 9700扩增仪上进行。热循环程序

为 : 95℃变性 1m in; 94℃ 1m in, 35℃ 1m in, 72℃

1m in, 5个循环 ; 94℃ 1m in, 50℃ 1m in, 72℃ 1m in,共
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35个循环 ; 72℃延伸 7m in,扩增产物 4℃保存。
表 2　SRAP标记的正向引物、反向引物的序列 (5’- 3’)及引物对组合

Table 2　　Sequences ( 5’- 3’) of SRAP forward and reverse pr im ers and pr im er com b ina tion s

正向引物

Forward p rimer

正向引物

Forward p rimer

反向引物

Reverse p rimer

引物组合

Primer combination

Me1TGAGTCCAAACCGGATA Me13AGCGAGCAAGCCGGTGG Em1GACTGCGTACGAATTATT Em1 - Me7, Em1 - Me9

Me2TGAGTCCAAACCGGAGC Me14GAGCGTCGAACCGGATG Em2GACTGCGTACGAATTTGC Em1 - Me10, Em1 - Me12

Me3TGAGTCCAAACCGGATG Me15CAAATGTGAACCGGATA Em3GACTGCGTACGAATTGAC Em1 - Me1, Em1 - Me15

Me4TGAGTCCAAACCGGACA Me16GAGTATCAACCCGGATT Em4GACTGCGTACGAATTTGA Em1 - Me18, Em2 - Me6

Me5TGAGTCCAAACCGGGAT Me17GTACATAGAACCGGAGT Em5GACTGCGTACGAATTAAC Em2 - Me22, Em2 - Me23

Me6TGAGTCCAAACCGGGCT Me18TACGACGAATCCGGACT Em6GACTGCGTACGAATTGCA Em3 - Me4, Em3 - Me6

Me7TGAGTCCAAACCGGTAA Me19CACAGTCATGCCGGAAT Em7GACTGCGTACGAATTATG Em3 - Me7, Em3 - Me14

Me8TGAGTCCAAACCGGTGC Me20GACCAGTAAACCGGATG Em8GACTGCGTACGAATTCTG Em4 - Me4, Em4 - Me9

Me9TTCAGGGTGGCCGGATG Me21CAGGACTAAACCGGATA Em9AGGCGGTTGTCAATTGAC Em4 - Me1, Em4 - Me15

Me10TGGGGACAACCCGGCT Me22ATCAGTCGGACCGGATT Em10TGTGGTCCGCAAATTTAG Em5 - Me5, Em5 - Me13

Me11CTGGCGAACTCCGGATG Me23GATTGCATCACCGGATG Em5 - Me16, Em6 - Me1

Me12GGTGAACGCTCCGGAAG Me24CTTACTTAGACCGGAGT Em6 - Me12, Em8 - Me17

Em10 - Me19

1. 2. 4　电泳分析检测　扩增产物用变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳 (6% , 7mol/L尿素 )分离 , 1 500V电泳

80m in左右 ,固定、银染、显影、定影等参照陆光远

等 [ 14 ]的方法。对扩增结果进行统计 ,有带记为 1,

无带记为 0,并对谱带进行拍照。

2　结果与分析

2. 1　SSR标记和 SRAP标记的多态性

由表 3可以看出 , 25对 SSR引物共扩增出 97

个条带 ,全为多态性带 ,多态性比率为 100%。每对

引物平均产生 3. 88个多态性条带。而 25个 SRAP

引物组合产生出 509个条带 ,其中 123个是多态性

条带 ,多态性比率为 21. 81%。每个 SRAP引物组合

产生 20. 36个条带 ,其中 4. 44个条带具有多态性。

因此 SRAP标记单个引物对组合所产生的多态性条

带数比 SSR标记一对引物所得到的带数多。

2. 2　特征谱带分析

2. 2. 1　SSR标记的指纹图谱 　用筛选出的 25对

SSR引物进行分析 ,得到如图 1所示的指纹图谱 ,其

中箭头所指为特异指纹图谱。用 25对 SSR引物对

40个品种进行检测 , 24个品种有特征谱带 ,占被测

品种的 60%。其中华双 3号、川油 17、新华 2号和

早丰 4号在 3对引物中有特征谱带 ,浙双 72和中双

5号在 2对引物中有特征谱带。两其它 18个品种

只有一对特征引物。剩下的 16个品种没有特征引

物 ,即仅凭一对 SSR引物无法将这些品种与其它品

种区分开 (表 4)。将分析的品种范围扩大到 75个

品种时 ,原来 40个品种中 24个有特征引物的品种

中 ,有 11个品种失去特征谱带 ,占原来有特征谱带

品种的 45. 8%。同时又增加 20个具有特征谱带的

品种 ,占总品种数的 44. 4% (表 4)。因此 ,随着分

析群体的扩大 ,具有特征引物的品种比率下降 ,而且

不同群体中具有特征谱带的品种不同。

2. 2. 2　SRAP标记的指纹图谱　用筛选出的 25对

SRAP引物进行分析 ,可以得到如图 2所示的指纹

图谱 ,其中箭头所指为特异指纹图谱。为便于识别

和统计 ,该图只取 SRAP标记图谱中差异大、带谱清

晰的部分。当用 25对引物对 40个品种进行分析

时 ,有 33个品种有特征谱带 ,其比例高达 82. 5% ,

远远高于 SSR引物的扩增结果。当分析的品种范

围扩大到 75个品种时 ,原来有特征谱带的 33个品

种中有 16个失去特征谱带 ,占 48. 5%。但又增加

21个具有特征谱带的品种 ,即有特征谱带的品种有

38个 ,占总品种数的 50. 7%左右 (表 4) , SRAP标记
表 3　SSR和 SRAP标记产生的带型分析

Table 3　　Band pa ttern s ana lysis of SSRs and SRAPs

标记

Marker

type

引物对数

No. of

p rimer pairs

总带数

Total no.

of bands

多态性带数

No. of polymorphic

bands

多态性比率 /%

Ratio of polymorphic

bands

每个引物产生带数

No. of bands per

assay unit

单个引物对产生的多态性带数

No. of polymorphic

bands per assay unit

SSR 25 97 97 100 3. 88 3. 88

SRAP 25 509 111 21. 81 20. 36 4. 44
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图 1　引物 P140扩增的部分品种 SSR指纹图谱
F ig. 1　　SSR f ingerpr in ts of B. napus accession s genera ted by pr im er P140

注 :品种代码见表 1,箭头所指为特异指纹

Note: The accession codes are the same as shown in table 1. The bands marked with arrows are specific fingerp rints

表 4　40个和 75个品种中分别具有特征带的品种数
Table 4　　No. of cultivars w ith d istinct bands detected w ith SRAP and SSR markers in 40 and 75 cultivars

品种数量

Cultivar range

SSR

具有特征带的品种数

No. of cultivars

with distinct bands

具有特征带的品种比例 /%

Ratio of cultivars

with distinct bands

SRAP

具有特征带的品种数

No. of cultivars

with distinct bands

具有特征带的品种比例 /%

Ratio of cultivars

with distinct bands

40 24 60. 0 33 82. 5

75 35 44. 4 38 50. 7

图 2　引物 Me5 - Em13扩增的部分品种 SRAP图谱
F ig. 2　　SRAP f ingerpr in ts of B. napus accession s genera ted by pr im er com b ina tion M e5 - Em13
注 :品种代码见表 1,箭头所指为特异指纹

Note: The accession codes are the same as shown in table 1. The bands marked with arrows are specific fingerp rints

分析的结果与 SSR分析的结果一致 ,即当鉴定的品

种范围扩大时 ,具有特征谱带的品种的比例下降 ,

原来具有特征谱带的品种可能丧失特征谱带。

SRAP标记的品种中具有特征谱带的品种比例高于

SSR标记的结果 , SRAP标记的分辨效率更高。因

此 , SRAP标记更适合于运用特征引物法鉴别品种 ,

但这些特征引物都需要从大量引物中筛选才能得

到。

2. 3　引物组合法

2. 3. 1　标记方法的选择　根据研究的结果 , 25对

SRAP标记引物组合产生 509个扩增谱带 ,其中 111

个谱带为多态性谱带。从如此多的扩增带中识别和

统计 111个多态性带 ,有一定的难度。而 25对 SSR

引物组合虽然只扩增出 97个谱带 ,且均为多态性

带 ,因此识别和统计都较为容易。 SRAP标记引物

组合构建的指纹图谱过于复杂 ,而 SSR标记引物组

合构建的指纹图谱则简洁得多。因此 , SSR标记更

适合用于引物组合法构建品种指纹图谱。

2. 3. 2　SSR标记引物组合法构建的指纹数码图谱

用 25对多态性好的 SSR引物对 75个品种进行

扩增 ,品种的指纹图谱用“0”和“1”表示 ,即为该品

种的数码图谱。先用每对多态性好的引物分别对所

有品种进行扩增 ,再将每对引物的每个品种的数码

图谱组合到一起 ,即构成每一个品种的组合数码图

谱。如用 SSR引物 P072和 P078扩增品种苏油

158,分别得到的数码图谱为 00111和 01100,二者

组合到一起得到组合数码图谱为 0011101100。25

对 SSR引物扩增结果组合在一起 ,可得到由 97个

由“0”和“1”组成的数码图谱 ,这些组合数码图谱即

构成了 75个品种的组合数码图谱数据库。

2. 3. 3　引物组合法构建的图谱的分辨率 　采用

SSR引物 P072和 P078构成的引物组合鉴别品种苏
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油 158和陇油 2号的数码图谱为 0011101100和

1100010000,其相应的图谱为这两个品种的指纹图

谱 ,这两个品种中具有多态性的谱带只有 8个 ,因此

这两个品种的图谱完全相同的概率为 ( 1 /2 ) 8 即

3. 9063 ×10 - 3。本研究中平均每对 SSR引物组合分

别可产生 4. 96个多态性谱带 ,因此只用两对引物进

行组合即可产生约 10个多态性谱带 ,因此扩增的品

种指纹图谱的辨别率可达 10
- 4

,多数品种可通过这

种引物组合进行鉴别。但在实际应用时 ,具体到不

同的引物组合和品种扩增出的多态性谱带数量不

同 ,不同的引物组合的鉴别效率也不相同。在本研

究中用 25对 SSR引物 ( P011、P021、P037、P038、

P052、P067、P068、P069、P072、P078、P083、P100、

P117、P120、P122、P125、P140、P146、P150、P157、

P164、P170、P194、P195、P200)组成的引物组合对有

代表性的甘蓝型油菜品种的指纹图谱进行了构建 ,

共产生 97个多态性谱带 ,其分辨率达到 (1 /2) 97
,即

6. 3108 ×10
- 30

,在这种图谱中很难有两个品种的

DNA图谱相同。

2. 3. 4　组合指纹图谱的构建 　虽然组合数码图谱

能够很好地区分不同品种 ,但需要用一套引物中的

每一对引物分别扩增全套品种 ,工作量大 ,不易操

作 ,得到的数码图谱不直观 ,难于比较。本研究采用

一套组合引物扩增单个或少数几个品种 ,得到单个

品种组合指纹图谱 ,直接比较组合指纹图谱就可以

鉴别品种 ,无需通过繁琐的实验建立组合数码图谱

再对比数码来鉴别品种。图 3为运用该方法构建的

豫油 2号、中油 821和中双 9号的组合指纹图谱。

中双 9号的系谱是 [ (中油 821 ×双低品系 84004)

×中双 4号变异株 ] ,而中双 4号又是 (中油 821变

异 ×中双 2号 ) ,因此中双 9号具有中油 821的血

统 ,所以二者的指纹图谱相似 ,但在二者的指纹图谱

中也有明显不同的谱带 ,图中箭头所指为中油 821

和中双 9号的不同之处。豫油 2号的系谱是 (7818

×Marnoo) ×Qva,与中油 821和中双 9号的亲本不

同 ,其指纹图谱也有明显差异。

图 3　25个 SSR引物组成的引物组合扩增的品种指纹图谱
F ig. 3　　F ingerpr in ts of three B. napus cultivars genera ted by SSR pr im er com b ina tion w ith 25 pr im ers

注 :箭头显示中油 821和中双 9号的指纹中的不同之处

Note: The arrows ponited the differences between Zhongyou 821 and Zhongshuang No. 9 in the fingerp rints

3　讨论

用于制作品种指纹的 DNA分子标记应具有多

态性高、重复性和稳定性好、带型清晰、操作简单、成

本低等特点。本研究结果表明 ,符合这些要求的

DNA分子标记以 SSR标记和 SRAP标记最为理想。

由于 SRAP标记的引物设计只需要遵循一定的原

则 ,不需要专门开发 ,数量无限 ,成本低 ,扩增谱带

多 ,揭示的是外显子部分 ,因而更具应用价值。而

SSR标记则需要花费人力物力进行开发 ,数量有限。

当用特异谱带构建品种指纹图谱时 , SRAP标记比

SSR标记有优势。SRAP标记的扩增谱带过多 ,尤其

是用多个引物组合来构建品种指纹图谱时 ,指纹的

识别和鉴定更为困难。而 SSR标记揭示的是全基

因组的 DNA差异 ,扩增谱带少 ,其谱带的多态性达

到 100% ,谱带清晰 ,易于辨别统计。因此 SSR标记

比 SRAP标记更适合以引物组合法构建品种指纹图

谱。

本研究结果表明特征引物法的应用有其局限

性。一是特征谱带和特征引物是针对特定数量品种

而言的 ,当品种群量改变时 ,某一品种的特征引物和

特征谱带就会丧失 ,因而其实用性较差。二是特征

引物只能区分少数遗传基础差异较大的品种 ,对于

遗传基础较近的品种 ,该方法难以鉴别。三是该方

法要对引物进行大量筛选 ,才能确定某一品种的特

征引物和特征指纹 ,工作量大、成本高。因此特异引

物法只能用于少数品种的鉴定 ,不能用于多个品种
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鉴定和指纹图谱库的构建。沈金雄等 [ 15 ]成功地运

用 2对 SSR引物构建特征指纹图谱鉴定油菜自交

不亲和杂交种纯度。段院生等 [ 16 ]运用 2个 RAPD

引物构建特征指纹鉴定油菜杂交种 H9909的纯度。

这些研究中所指的纯度仅仅是用杂交种与父母本的

指纹图谱进行比较 ,检查杂交种中是否混有父母本

的种子。如果杂交种中混有父母本以外的油菜种

子 ,运用该方法就不一定能够检测出来。因为随着

检测品种范围的扩大 ,具有该杂交种特征谱带的品

种数量会大大增加。雷天刚等 [ 6 ]从 100对 SSR引

物中筛选出 2对多态性高的引物构建了 19个黄籽

品种中的 5个品种的特异指纹图谱 ,有 14个品种无

法与其它品种区分开。段院生等 [ 17 ]运用 9个 RAPD

引物构建特征指纹将 39个油菜杂交种亲本中的 27

个区分开来 ,仍有 12个亲本无法区分。

引物组合法克服了特征引物法的缺点 ,可以将

亲缘关系很近的品种区分开来 ,而且不需要对引物

进行大量筛选 ,大大地提高了鉴别效率 ,适合于品种

指纹图谱库的构建和多个品种的指纹图谱鉴定。本

研究采用 2对引物组合产生 8个多态性谱带组合 ,

其分辨率就可达到 3. 9063 ×10
- 3。25对 SSR引物

组成的引物组合产生 124个多态性谱带 ,其分辨率

达到 6. 3108 ×10 - 30 ,在这种图谱中很难有两个品种

的 DNA图谱相同。刘平武等 [ 5 ]运用 16对 SSR引

物分别扩增了 39个杂交油菜的亲本 ,最后将它们的

指纹数据组合到一起 ,构建了这些品种的组合数码

图谱 ,但没有得到真正意义上的引物组合指纹图谱。

郭景伦等 [ 18 ]首次提出了引物组合法指纹鉴定品种

的方法 ,仍然是分别用各个引物分别扩增所有品种 ,

再将各个引物扩增的谱带数码在后期组合到一起 ,

形成组合数码指纹。本研究首次将一个组合的引物

同时扩增不同品种 ,得到的是含有全套指纹的引物

组合指纹图谱 ,通过直接观察对比组合指纹图谱就

可以辨别不同的品种 ,更为直观 ,鉴定效率更高。为

了便于各个实验室的指纹图谱的比较 ,需要对引物

组合进行标准化 ,即选用多态性好、带型清晰、易于

识别统计的引物组成核心引物组合 ,以此来构建品

种指纹图谱库 [ 19 ]。构建油菜品种指纹图谱的核心

引物组合尚未确定 ,待进一步研究。
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Com par ision of cultivar f ingerpr in ts con structed w ith SRAP and SSR markers in B rassica napus L.

W EN Yan - cheng
1, 2

, WANG Han - zhong
1

, SHEN J in - xiong
1

, L IU Gui - hua
1

(1. O il C rops R esearch Institu te, Ch inese A cadem y of A gricu ltura l Sciences, W uhan 430062, Ch ina;

2. Cotton and O il C rops R esearch Institu te, Henan A cadem y of Ag ricu ltura l Sciences, Zhengzhou 450002, Ch ina)

Abstract: Fingerp rints of cultivars were constructed with SRAP ( sequence - related amp lified polymorphism )

and SSR markers in B rassica napus L. Comparision between these two marker system s was carried out. Three con2
lusions can be drawn from this study. (1) Every p rimer combination of SRAP generated 20. 36 bands in average,

in which there were 4. 44 polymorphic bands. Every p rimer pair of SSR generated 3. 88 bands in average, which

were all polymorphic. (2) Fingerp rints of forty cultivars and seventy - five cultivars were constructed with 25 SRAP

p rimer pairs and SSR p rimer pairs, repectively. The ratios of distinct fingerp rints ( 82. 5% and 50. 7% ) revealed

by SRAP markers in 40 and 75 cultivars were higher than those (60. 0% and 44. 4% ) revealed by SSR markers.

The cultivars with distinct fingerp rints in different populations varied. The larger the population, the less number of

cultivars with distinct fingerp rints. (3) The fingerp rints constructed with p rimer combinations were much more dis2
tinct than those consturcted with individual p rimers. The p rimer combination of 25 SSR p rimers could generate 97

polymorphic bands. In the fingerp rints constructed with SSR p rimer combination, the p robability that two different

cultivars shared the same fingerp rints was only 6. 3108 ×10 - 30. Combined fingerp rints were more visible than com2
bined digital fingerp rints. Compared with SRAP markers, SSR markers detected less bands and the bandswere easi2
er to be identified and analyzed. Therefore, SSR markers are more suitable for constructing cultivar combined fin2
gerp rints than SRAP markers.

Key words: B rassica napus L. ; Cultivar; Fingerp rint; SRAP marker; SSR
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