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摘要：SSR是一种用于植物品种鉴定的分子标记技术，随着草业的发展和草种市场的完善，SSR分子标记技术也逐渐应用于草品种鉴定中，在草种检验和草种市场监管中具有巨大的潜力。本文综述了SSR分子标记技术原理及其在植物品种鉴定和建立植物品种指纹图谱库等方面的应用现状，并进一步对SSR在草品种鉴定领域应用中存在的问题及原因进行了分析与探讨。
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Discussion in application of SSR molecular marker technology in
variety identification of grass

Abstract: SSR is one kind of molecular markers, which is widely used in variety identification of plant. With the development of grass industry and the variety of grass seed market, SSR molecular marker technology is increasingly applied to the variety identification of grass and has great application potential in quality control, supervision and inspection of grass seed in market. The basic principle of SSR molecular marker technology and its application in variety identification and variety fingerprint library establishment of plant were summarized here. The problems and reasons that existed in the application of SSR in variety identification in the application of SSR in variety identification of grass were also discussed.
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1 SSR分子标记技术基本原理及特点


简单重复序列SSR（Simple sequence repeat），又被称为微卫星DNA（Microsatellite DNA），是指一类由1~5个核苷酸为重复单位构成的长达几十个核苷酸的串联重复序列[1]。在人和动物中的微卫星重复基元主要是(AC)n，而在植物中最丰富的重复基元是(AT)n[2]。研究发现微卫星DNA 两侧的序列多为保守的单拷贝序列[2-3]，根据这个原理将微卫星侧翼的DNA片段克隆、测序，使用其互补序列设计位点专一的引物，以总基因组为模版进行PCR扩增。由于核心序列串联重复数目不同，PCR产物扩增产物具有长度多态性。将扩增产物经变型聚丙烯酰胺凝胶分离，用核酸银染、荧光技术或放射自显影进行检测，即得到SSR多态性图谱[4-5]。SSR分子标记具有可区别纯/杂合位点、扩增位点多态性高、可检测位点遍布全基因组的特点，且该技术实验操作程序性强、扩增时DNA质量和数量要求低、结果稳定、专有引物设计便于实验室间交流[6]。鉴于以上特点，SSR分子标记技术被广泛应用于植物品种鉴定和植物品种指纹图谱构建等领域中。

2 种子品种鉴定方法
种及品种鉴定在种子质量检测工作被列为最重要的检测项目之一，检测内容是比对送验样品与所标示的种或品种是否相符[7]。随着今年来种子贸易市场的繁荣，种子交易量不断攀升，个别经营者为了追求经济效益罔顾种子质量和消费者的权益，使用假种子和劣种子进行掺杂使假，不仅给国家和消费者造成经济损失，还导致种子市场上品种混乱，真假难辨，真正的优良品种得不到有效保护，育种者的权益也得不到有效维护[8]。长期以来，种子检验工作者一直在探索快速准确的品种鉴定方法。
品种鉴定包括真实性鉴定和品种纯度鉴定两方面。种子真实性和品种纯度的鉴定方法有形态学鉴定、物理化学性质鉴定、生理生化性质鉴定和分子生物学鉴定[9]。形态学鉴定方法又分为种子鉴定法、幼苗鉴定法和植物鉴定法。种子形态鉴定法，顾名思义即通过种子的形状、大小、颜色、种皮附属物等形态特征差异鉴定种及品种[7]，但其易受种子检验员主观因素影响。尤其是在绝大部分种子包衣后，利用种子形态鉴定法的可信度大大降低[10]。幼苗形态鉴定法因在幼苗期大部分性状尚未表现出来致使检测结果准确度不高。植物形态学鉴定主要是以田间植物种植期内的形态特征以及生物学特征来鉴定，但其耗时长、难度大、费用高且易受外界环境干扰。物理化学以及生理生化鉴定方法较多，其中应用较广的有同工酶和蛋白质电泳，但因检测到的位点少，蛋白质类型不多，多态性水平低，不能有效区分同一作物不同品种[11]。
随着分子生物学的不断发展，分子标记技术也日臻完善，同时为鉴定品种提供了可选的快速检测方法。目前用于品种鉴定的分子标记技术主要有：限制性片段长度多态性（RFLP）、随机扩增多态性DNA（RAPD）、扩增片段长度多态性（AFLP）和简单重复序列（SSR）等方法，其中，SSR分子标记是应用最为广泛的方法[12-13]，图1为在中国知网数据库中统计的2009.09-2014.09近五年间几种分子标记方法用在品种鉴定上的中文学术论文。与品种形态学鉴定、物理化学特性鉴定以及生理生化鉴定法相比，SSR分子标记方法不受环境制约，不受发育阶段影响，能鉴定表型相似的品种，可以有效地进行品种真实性和种子纯度鉴定[14]。
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图1 几种分子标记方法在品种鉴定上发表的中文论文情况
Fig. 1 Several kinds of molecular marker method of Chinese papers published on the cultivars
3 SSR分子标记技术在植物品种鉴定中的应用
朱正梅等[15]认为合适的作物品种的鉴别技术需要具有以下几个特点：不受环境制约、品种间的变异可识别、品种内变异最小、实验结果稳定。SSR标记覆盖全基因组（数量多）、符合孟德尔定律（呈共显性）、位点等位变异高，再加上该技术简便快捷、重复性好，在植物遗传图谱构建、资源遗传多样性检测、植物系统学研究和品种鉴别等方面都有广泛应用，对品种知识产权的保护、种子质量的监督检验以及建立种质资源的指纹图谱具有重要意义[16]。国际植物新品种权保护联盟在BMT分子测试指南中指出SSR标记为当前各个作物建库的首选标记方法。李汝玉等[17]的研究表明SSR分子标记是鉴定植物品种的最好方法。利用SSR分子标记技术所构建的指纹图谱被称为SSR指纹图谱，殷剑美等[18]指出指纹图谱是品种、品系鉴定的有力工具，并且在品种鉴定、亲缘关系分类和种子纯度检测等方面得到应用。
在主要农作物中，利用SSR分子标记技术已经实现了品种纯度和真实性的快速检测。徐艳芳等[19]通过SSR技术与田间鉴定法对市售的水稻（Oryza sativa）冈优188杂交种进行了纯度鉴定，两种方法的鉴定结果无显著差异。郭民华等[20]利用SSR技术快速、准确的检测了组配的5个强优势玉米组合。随着分子标记技术的不断发展，DNA指纹图谱技术也得到快速发展。匡猛等[21]通过SSR分子标记技术，采用36对多态性高、稳定性好且在染色体上分布均匀的引物，构建了棉花（Gossypium spp.）主栽品种DNA指纹图谱，进而张玉翠[22]通过SSR分子标记技术，构建了包含2010年主栽品种、DUS标准品种、农业部标准品种以及基质种质在内的132份棉花品种的DNA指纹数据库。李莉等[23]以山东省41份小麦（Triticum aestivum L.）种质资源为材料，使用46对引物，通过SSR技术对其进行了DNA指纹数据库的构建，能够分辨各个种质间的亲缘关系。此外，SSR分子标记技术在其他一些栽培物种的亲缘关系鉴定中也得到了广泛应用，杨丽芳等[24]利用SSR技术分析出16个核桃（Juglans regia）品种（系）的亲缘关系，为品种鉴定打下了基础。陈琛等[25]为实现对甘蓝（Brassica oleracea L.）品种进行快速准确鉴定，利用SSR分子标记技术对广泛栽培的‘京丰一号’、‘晚丰’、‘中甘8号’、‘中甘18’、‘中甘19’和‘中甘22’等6个秋甘蓝品种及其亲本共18份材料构建了指纹图谱。叶翔等[26]应用SSR分子标记技术对25个香菇（Lentinus edodes）品种进行区别性分析，所获得的数据可以成为重复性良好、实验室之间可以比对的香菇栽培品种指纹图谱。范建光等[27]通过SSR分子标记技术，分析了西瓜（Citrullus lanatus）DUS测试指南中的24份西瓜标准品种的遗传多样性及核酸指纹，分析结果表明核酸指纹分类方法比传统的形态学分类方法更为准确，同时也构建了24份西瓜标准品种的SSR指纹图谱。
4 SSR分子标记技术在草品种鉴定中的应用前景探讨
2006年，农业部出台的《草种管理办法》指出，草种是用于动物饲养、生态建设、绿化美化等用途的草本植物及饲用灌木的籽粒、果实、根、茎、苗、叶、芽等种植材料或者繁殖材料。《办法》同时规定全国草品种审定委员会负责新草品种审定工作。由于我国草品种的培育、审定工作起步相对较晚，直到近年，SSR分子标记技术才开始应用于草品种的遗传多态性分析、品种鉴定以及指纹图谱的构建。陈斐等[28]利用SSR分子标记技术对82份苜蓿（Medicago spp.）材料进行遗传多样性分析，结果表明16对SSR引物共检测出190个等位变异，平均11.88个；多态性比率66.67%～100%，平均为83.05%；基因多样性为0.1447～0.3637，平均为0.2577；PIC为0.0079～0.9432，平均为0.5501。张栋等[29]利用SSR引物构建淮阴苜蓿（Medicago sativa Huaiyin）的指纹图谱，并对淮阴苜蓿进行品种鉴定。罗永聪[30]等利用SSR分子标记技术，通过构建我国多花黑麦草（Lolium multiflorum Lam.）主栽品种的SSR指纹图谱数据库，实现了对多花黑麦草品种的快速、准确鉴定。詹秋文等[31]利用SSR分子标记技术构建了42份高粱（Sorghum bicolor）和苏丹草（Sorghum sudanense）的SSR数字指纹以及2个高粱-苏丹草杂交种的SSR指纹图谱。郭海林等[32]使用SSR分子标记技术，建立了11个结缕草（Z. japonica）优良品系的DNA指纹图谱，最终将14份参试材料分为3组。蒋林峰等[33]利用SSR标记和SCoT标记构建了我国21个鸭茅（Dactylis glomerata L.）主栽品种的DNA指纹图谱，数据可应用于鸭茅品种的真伪鉴定，为品种审定和品种保护提供了科学依据。
与农作物相比，草品种鉴定中SSR分子标记技术的应用研究相对较少，在草品种指纹图谱数据库建立方面的应用也刚刚起步，在快速、准确进行草品种鉴定应用上仍有一定距离，图2为在中国知网中统计的2003年到2014年间，SSR分子标记方法应用在几种主要农作物和牧草中进行品种鉴定或构建指纹图谱的中文学术论文。究其原因如下：
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图2 2003-2014年几种农作物与牧草应用SSR在品种鉴定或构建指纹图谱的中文学术论文发表量

Fig. 2 Several kinds of forage crops and application of SSR in 2003-2014 in the building of a fingerprint cultivars or quantity of academic papers published in Chinese

（一）、育种整体水平不高。截至目前，经全国草品种审定委员会审定登记的草品种仅有462个。其中育成品种172个，仅占审定登记品种数量的37%，其他均为国外引进品种、地方品种和野生栽培驯化品种，不具有自主知识产权。而据不完全统计，国家农作物品种审定委员会仅2000-2013年审定并推广的7种主要农作物品种就达1849个[34]。长期以来，我国草品种育种目标主要是服务畜牧业发展，而用于生态保护、观赏绿化等方面的品种很少，且现有品种的区域化、系列化程度较低。此外，草多为异花授粉或常异花授粉植物，品种是由许多异质结合的个体组成的群体，其后代易产生分离现象，表现多样性，品种内一致性差。草品种数量贫乏以及品种群体混杂给使用分子标记技术进行品种真实性和纯度鉴定带来了困难。

（二）、研究基础相对薄弱。现代生物技术在我国草种育种工作中的应用仍处于起步阶段，传统的常规育种技术和方法仍是草种育种的主流，耗时长，效率低，无法适应当前我国科研项目短平快的节奏[35]，科研单位和育种工作者从事育种工作的积极性不高。加上草种种类繁多，有限的育种技术力量比较分散，难以形成草种育种联合攻关科研梯队。同时，SSR分子标记的应用前提是较为完整的基因组序列信息，由于开发和设计成本较高，目前仅完成了蒺藜苜蓿(Medicago truncatula)的测序工作[36]，绝大部分草种还没有基因组序列信息。薄弱的研究基础和有限的资金投入极大地限制了SSR分子标记技术在草品种鉴定中的应用。

（三）、制度规范尚待落实。1997年3月20日国务院发布了《中华人民共和国植物新品种保护条例》，这是我国实行专门的植物新品种保护制度的起点。1999年4月23日中国正式加入国际植物新品种保护联盟（UPOV），苜蓿、草地早熟禾和酸模三个种（属）被列入实行新品种保护名录。目前，我国已公布了红三叶（Trifolium pretense）、白三叶（Trifolium repens L.）、鹰嘴豆（Cicer arietinum）、黄芪(Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge)、无芒雀麦（Bromus inermis Leyss.）、鸭茅、燕麦（Avena sativa L.&Avena nuda L.）、草地早熟禾（Poa pratensis L.）、狗牙根（Cynodon dactylon(L.)Pers.and(Cynodon dactylon(L.) Pers.）、稗（Echinochloa crusgalli）、小黑麦（×Triticosecale Wittmack）、高羊茅（Festuca elata Keng ex E. Alexeev）、草地羊茅（Festuca pratensis）、籽粒苋（Amaranthus L.excluding ornamental varieties）、冰草属（Agropyron Gaertn ）、黑麦草属（Lolium spp.）、披碱草属（Elymus spp.）、结缕草属（Zoysia Willd.）、狼尾草属（Pennisetum Rich.）、酸模属（Rumex L.）等20个属（种）的植物新品种DUS（特异性、一致性、稳定性）测试指南， 但由于以上种属（种）的指纹图谱库尚未建立，SSR分子标记技术作为植物新品种DUS测试的指纹图谱辅助或快速鉴定手段也就还不具备条件。
（四）、草种产业化程度不高。玉米、棉花、水稻、小麦等产业化程度很高的农作物，社会上对其品种真实性检测的需求很旺盛，SSR分子标记技术作为检测方法进行品种真实性鉴定已经实现了社会化服务。而我国草种生产比较粗放，群众性小规模分散种植和手工采收是我国草种生产的主要形式，生产区域还是以草的分布和种植区域为主，生产比较分散，未形成专业化、规模化和集约化的草种生产区。目前，我国草种生产企业的资格和行业准入的门槛很低，缺乏专业化程度高的草种企业和有效的行业协会组织管理。由于我国草种总体产业化程度不高，草种企业尚未对品种鉴定有旺盛的需求。
（五）、市场监管相对缺失。市场需求是一项技术能够真正发展起来的内在动力，正是由于SSR分子标记技术能够解决在种子交易市场上出现的真伪混杂的问题，因此该技术在农作物品种鉴定中发展迅速，在农作物种子质量监督抽查中，使用SSR分子标记方法进行品种真实性鉴定早已是必检项目。反观草种市场监管，2013年刚刚起步，品种真实性检测尚未列入监督检验项目。

展望未来，随着草业的发展和生态文明建设的需要，优良的草品种越来越受到青睐，草种植面积也会越来越大，草种育种者和生产经营者的积极性在不断提高，不论是草种的选育、研究还是草种市场，都将进入快速发展阶段，在此背景之下，相信SSR分子标记技术将会成为草品种鉴定、草品种指纹图谱构建以及草种质量检验的关键和重要技术之一，并在草种监督和草种市场监管方面发挥重要作用。
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