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摘要:介绍了水稻种子纯度鉴定的几种方法及 SSR 分子标记在水稻种子纯度鉴定方面的应用 , 总结

了各种方法的优缺点 ,并对 SS R方法在黑龙江省水稻种质纯度鉴定方面进行了展望。
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Abstract:A few me thod on purity identification o f paddy seed and application of micro sa tellite marker

on purity identification o f paddy seed were introduced. The merit and demerit of different methods

we re concluded , the application and pro spect of M icro satellite marker on paddy seed purity identifica-

tion in Heilong jiang P rovince w ere anylized.
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　　我国是水稻生产的大国 ,分子生物技术广泛应

用在水稻育种中 ,各种分子标记技术也被逐渐应用

于水稻研究中 ,如 RFLP 、RAPD 、AFLP 、SSR 、ISS

等。水稻是黑龙江省主要农作物之一。2005 年水

稻种植面积占全省粮食作物种植面积的 19.8 %,总

产占 38 .6%。水稻面积由 2005年 194 .2 万 hm2增

加到 2006年的 207.5万 hm2 ,占北方粳稻的 54%,

而种子市场出现售假种现象日趋严重 。因此 ,纯度

鉴定也是品种鉴定的一项重要工作 。种子纯度是评

价种子质量的主要指标 ,种子纯度的降低会明显降

低农作物产量和产品品质 。在杂交水稻生产中 ,由

于忽视种子真实性和品种纯度检验 ,伪劣掺假种子

时有发生 ,给农业生产造成了不可弥补的损失 。因

此对水稻种子纯度的快速 、准确 、有效的鉴定显得十

分重要[ 1] 。目前 ,在黑龙江省 ,应用生物技术鉴定杂

交水稻种子纯度的报道较少。因而 ,水稻 SSR分子

标记技术在黑龙江省种子生产 、种子经营及种子质

量检验方面具有很大的潜力 。

1　微卫星分子标记
微卫星又叫简单重复序列 ,是指以少数几个核

苷酸(多数为 2 ～ 4个)为重复单位组成的串联重复

序列 ,微卫星的两侧为保守的单拷贝序列 。不同品

种间微卫星基序重复次数的不同而形成了多态性 ,

这种多态性可以通过设计 PCR引物扩增检测出来 ,

此即为简单序列长度多态性 。微卫星标记具有共显

性 、高多态性 、实验操作简单 、快捷和检测结果稳定



综述 黑　龙　江　农　业　科　学 2期

黑龙江农业科学
80　　　

可靠等优点 ,是一种理想的分子标记。微卫星标记

在水稻基因组中非常丰富 ,且分布均匀 ,水稻微卫星

标记已发展了 2 740多个 。微卫星标记在水稻分子

标记连锁图的构建 、基因(Q TL)定位 、系谱分析和

分子标记辅助选择 、遗传多样性研究和种质鉴定等

许多方面得到了广泛应用[ 5] 。SSR技术是目前最常

用的微卫星标记之一 ,它主要是基因组中某一特定

的微卫星的侧翼序列 ,通常都是保守性较强的单一

序列
[ 1]

。

2　微卫星分子标记(SSR)在水稻种质

纯度鉴定中应用
谭智丹等

[ 1]
应用 SSR技术鉴定了 6个杂交水

稻组合的种子纯度 ,并对其相应的不育系 、保持系 、

恢复系进行多态性分析 ,筛选出 10对多态性 、特异

性较好的引物 ,利用这些引物进行纯度检测 ,结果都

可以较好地区分杂交组合和父母本 , 在每个组合

100粒单种子的鉴定中 ,纯度检测达 98 %,与田间鉴

定纯度 98.8%相接近 。施勇烽等
[ 2]
在前期工作基

础上 ,挑选了 58 对 SSR引物 ,鉴定 28 份水稻代表

性亲本 ,分析各个标记的多态性 ,为最终确定一套适

用于水稻品种鉴定的微卫星标记提供基础 。周峰

等
〔3〕
选用 299对微卫星引物 ,对经卫星搭载回收的

水稻品种特籼占 130粒种子种植后选育出的 5个突

变株的后代进行 DNA多态性分析 ,结果表明:变异

植株与原种之间均存在着不同程度的微卫星多态

性。在有效扩增的 283 对引物中 ,引物多态性频率

介于 0.35%～ 2.47%之间 ,且多态性位点在水稻基

因组中是随机分布的 。李云峰等[ 4]进行中国稻和美

国稻 SSR多态性分析表明:美国稻与中国稻之间的

遗传差异 ,大于美国稻之间的遗传差异大于中国稻

的遗传差异。美国稻与中国稻之间 、部分美国稻之

间遗传背景差异显著 。李云海等用微卫星标记检测

中国主要杂交水稻亲本的遗传差异 ,筛选出的 5 对

引物 ,能够有效地区分所有供试的水稻雄性不育系

和恢复系[ 6] ;李晶炤等构建了冈优 22 的指纹图谱 ,

能鉴定出由其他恢复系与冈 46A 配组产生的假冈

优 22杂种以及机械混杂的常规稻种[ 7] ;于永红等应

用筛选出的 4对 SSR引物 ,建立了杂交水稻不育系

宁 2A 以及宁 2B的 DNA 指纹图谱[ 8] ;詹庆才利用

微卫星分子标记 ,对湖南推广的 6个杂交稻组合及

其亲本之间的多态性进行了研究 ,用表现多态性的

两对引物分别对掺假的威优 46 和金优 207进行纯

度鉴定 ,结果发现两者都能有效地将掺入组合中的

假种子区分开
[ 9]

;彭锁堂等利用 SSR标记对我国 9

个主要杂交稻组合及其亲本进行分析 ,构建了指纹

图谱和纯度鉴定研究 ,为水稻材料的 DNA 指纹图

谱构建工作奠定了基础
[ 10]

。但是系统地进行杂交

稻品种 DNA 指纹图谱构建和应用的研究目前还较

少 ,特别是黑龙江省几乎没有研究。

3　种子纯度鉴定的方法
3.1　常规鉴定法

主要包括种子形态鉴定法 、化学鉴定法 、幼苗鉴

定法和田间小区种植鉴定等[ 11] 。

3.1.1　种子形态鉴定法　根据杂交水稻种子的形

态特征 ,借助放大镜 、解剖镜等进行观察 ,与标准样

品或鉴定图片和有关资料进行比较 ,判别真假种子。

该法简单 、快速 、方便 、直观 ,目前在生产上使用最广

泛 。Agraw al运用此法对水稻品种进行了鉴定并划

分了不同的类型 。但由于杂交水稻品种繁多 ,有些

亲缘关系较近的品种种子在形态上根本无法识别 ,

而且同一品种的各籽粒形态不尽一致 ,统一标准很

难掌握 ,只能粗略识别 ,准确性不高。

3.1.2　化学鉴定法　根据不同品种皮壳的成分和

化学物质的差异 ,对不同化学试剂反应显色的差异

来鉴定品种 。现在应用苯酚染色法鉴别籼稻 、粳稻

亚种效果显著。用碘化钾染色可鉴别籼稻 、粳稻及

糯稻。该方法快速简便 ,但因要求被鉴定的种子必

须具有特异反应 ,其应用范围受到很大的限制。

3.1.3　幼苗鉴定法　水稻种子在培养室或温室中

进行培养 ,当幼苗达到适宜评价的发育阶段后 ,对全

部或部分幼苗进行鉴定;或让植株生长在特殊的逆

境条件下 ,对显现的不同抗性进行区分 。此法是一

种设备简单 、易于操作 、成本较低 、鉴定周期短 、结果

相对准确可靠的室内检验方法 ,在生产上已广泛应

用 。但很难在群体内把两个遗传基础接近的组合种

子区分开来 ,适用范围窄 ,有待于进一步研究探索。

3.1.4　田间小区种植鉴定　它是目前水稻杂交种

子纯度鉴定的直接且比较可靠的方法 。但该法多采

用异地鉴定 ,所需周期长且费工占地 , 并受季节限

制 ,对当年生产的杂交种子纯度难以确定 ,给种子收

购定级和调用造成困难。另外 ,对因环境条件影响

所引起的变异与品种遗传所产生的变异区分较困

难 ,所以不适应当前生产的需要 。

3.2　电泳鉴定法

电泳法是根据蛋白质的差异来揭示基因的差

异 ,即由生化表现型 、反映基因型的生化标记方法。

由于直接测定的是蛋白质 ,具有快速 、准确性高 、重
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复性好的优点 。它包括同工酶电泳和蛋白质电

泳[ 12] 。

3.2.1　同工酶电泳　水稻同工酶的研究始于 20世

纪 60年代 ,80年代中期达到高峰 。经过近 40年的

研究和探索 ,电泳作为一种分析手段越来越多地在

杂交水稻种子纯度研究领域中得以应用 。我国最早

开展这项工作的陆士伟于 1982 年用酯酶同工酶

PAGE测定了杂交水稻种子的纯度。1983年 , Yan-

qichuan利用统一技术检测了杂交水稻及其三系种

子的真实性和品种纯度 ,研究证明此法具有灵敏度

高 、准确 、经济 、易于操作等优点。李卓杰于 1992年

建立了同工酶等电聚焦鉴定种子纯度的技术 ,该法

操作简单 、准确 ,提高了分辨率 。但是蛋白质提取和

电泳技术的实验条件要求严格 ,操作难度较大 ,通过

有限种类酶谱分析难于鉴定细小差异 ,遗传关系比

较近似的品种间难以找到较大的多态性 ,而且可利

用的同工酶非常有限 ,并不是所有的同工酶都适用

于种子纯度鉴定
[ 12 , 15]

,并存在结果不稳定的缺陷 。

因而未能列入杂交稻种子纯度鉴定的国家标准 ,在

生产实践中一直没有得到推广应用 。

3.2.2　蛋白质电泳　不同品种由于遗传组成不同 ,

其蛋白质在种类 、数量 、大小及结构等方面也不同 ,

通过电泳形成不同的蛋白质谱带 ,从而鉴别品种的

真实性和纯度[ 13] 。用于检测的种子蛋白质主要是

种子(或幼苗)的贮藏蛋白质 ,如醇溶蛋白 、清蛋白 、

球蛋白和谷蛋白等。电聚焦(IEF)电泳技术的迅速

发展 , IEF 弥补了以分子大小和电荷密度分离带电

颗粒的不足 ,分辨率高 、操作简便 、信息量大 、不易受

外界环境等因素的影响 ,被认为是一种简便 、快捷 、

可靠和成本较低的种子纯度鉴定方法 ,已被列入《国

际种子检验规程》 。

蛋白质电泳技术是目前种子纯度检验中广泛适

用的方法。蛋白质提取容易 ,无需低温 ,需时较短 。

成分数量稳定 ,具有较高的准确性和广泛的适应性 。

但值得注意的是 ,由于基因表达有时会受到器官 、发

育阶段甚至环境条件的影响 ,故进行电泳鉴定时 ,除

了电泳条件的适当选择外 ,试验材料的采集也直接

影响了鉴定的准确性 。另外对于某些遗传组成非常

接近的品种如保持系和不育系 ,不易找到特异蛋白 ,

采用蛋白质电泳难以发现特征带 ,另外 ,蛋白质电泳

图谱易受种子发育阶段及表达器官的影响 ,有时不

够稳定 ,影响了电泳图谱的分析 ,从而影响了鉴定结

果的准确性
[ 14]

。

5　展望
综上所述 ,杂交稻种子纯度鉴定和纯度分析检

验方法各有千秋 ,在具体的应用中应根据需要和实

际情况选择利用 ,同时不断探索简便 、快速 、可靠 、经

济 、准确的鉴定技术 ,进而扩大其应用范围 。随着分

子生物学技术的迅速发展 , DNA 指纹图谱将成为对

杂交水稻品种进行鉴定强有力的工具 。如果能够有

效地利用 DNA 指纹技术建立当前黑龙江省水稻主

要栽培品种的 DNA 指纹图谱档案和品种特有的

DNA 指纹数据库将是解决杂交水稻纯度鉴定的有

效途径之一 ,也将是今后水稻纯度鉴定方法的主要

研究方向 。我们相信 ,随着 DNA 指纹技术的不断

完善和发展 ,这种快速 、准确 、简便 、经济的鉴定技术

不久将直接服务于农业生产 ,这将是作物品种鉴定

的发展方向 ,也是黑龙江省对水稻纯度鉴定一项新

的技术 。
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