
DOI:10.19462/j.cnki.zgzy.20241218005

分子标记技术在《种子检验学》中的教学实践
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摘要
：为了全面提升《种子检验学》的教学水平，打造种子科学与工程专业的“金课”，有机融入现代生物学技术，强化学生对《农作物种子检验规程》和《农作物种子质量标准》的理解和掌握。本文以分子标记技术的发展和利用为切入点，以InDel标记的开发和在品种真实性及纯度鉴定中的具体应用为教学内容，探讨该技术的融合式教学，提出教学设计中存在的若干问题，以及解决对策，最终服务于高水平应用型种业人才的培养。
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课程建设是高等教育人才培养的核心环节，课程质量的好坏与否直接影响人才培养的质量。为此，教育部在2019年印发了《关于一流本科课程建设的实施意见》，以提高课程的“高阶性、创新性和挑战度”（即“两性一度”）为抓手，着力打造“金课”，淘汰“水课”，全面提升人才培养质量[1]。《种子检验学》作为种子科学与工程专业的核心课程，需要追求课程的前沿性和时代性，尤其要和现代生物技术高效融合，利用前沿技术有效开展种子检验方面的工作，促使学生在掌握种子检验技术基本原理和方法的基础上，实践和探索种子检验的新技术、新方法和新思路，增进对种子检验今后的发展方向的理解与思考[2]。
作物的品种品质，即品种真实性和纯度，是种子质量标准的核心指标，也是判断真、假种子的关键所在，更是判定种子批是否具备种用价值的前提条件。根据现行的《中华人民共和国种子法》第二十五条规定“国家实行植物新品种保护制度。对国家植物品种保护名录内经过人工选育或者发现的野生植物加以改良，具备新颖性、特异性、一致性、稳定性和适当命名的植物品种，由国务院农业农村、林业主管部门授予植物新品种权，保护植物新品种权所有人的合法权益。”和第四十八条规定“禁止生产经营假、劣种子。农业农村、林业主管部门和有关部门依法打击生产经营假、劣种子的违法行为，保护农民合法权益，维护公平竞争的市场秩序”[3]。因此，不论是在申请植物物新品种权，还是维护种子市场秩序，防范假冒伪劣种子坑农害农，确保品种的真实性和纯度至关重要。
基金项目：
安徽科技学院校级质量工程项目（Xj2021036）；种子检验技术——一流课程（Xj2021098）；种子经营管理学——课程思政（Xj2021091）；OBE理念下《种子学》混合式教学改革探索与实践（Xj2024194）
本文通过对分子标记技术在种子检验教学中的应用前景和可操作性进行系统探讨，目的在于提升《种子检验学》课程的“两性一度”水平，促进其紧跟现代农业科学发展的时代步伐，不断将现代生物技术融入到具体应用领域，增强学生对现代生物学知识的理解和掌握，将科教和产教融会贯通，最终服务于高质量种业人才的培养。
1不同检验方法对品种真实性和纯度检验效果的比较
根据修订的GB/T 3543.5—1995《农作物种子检验规程  真实性和品种纯度鉴定》，对于真实性和品种纯度检验的方法主要有种子鉴定（6.2）、幼苗鉴别（6.3）和田间小区种植鉴定（6.4），其中种子鉴定又分为形态鉴定法（6.2.1）、快速测定法（6.2.2）、小麦及大麦醇溶蛋白的酸性聚丙烯酞胺电泳法（6.2.3）和DNA 分子检测方法（6.2.4）。鉴定的方法种类繁多，各有优缺点，一些方法只能针对少数或个别作物展开检验，如禾本科麦类和稻类种子的苯酚染色法、大豆种皮愈创木酚染色法、燕麦种子的氯化氢测定法等等，存在局限性[4]。幼苗鉴别是一种常用方法，适合苗期特征特性表现丰富的作物，而田间小区种植是鉴定品种真实性和测定品种纯度的可靠方法之一，适合于所有作物[5]。近年来随着高通量测序技术的快速发展，分子标记技术的应用越来越普遍，特别是基于全基因组范围内开发高多态率的分子标记，在各种作物中开展真实性和纯度鉴定日趋普遍，正在成为室内检验环节中鉴定品种真实性和纯度的主要方法[6]（见表1）。
表1 品种真实性和纯度的检验方法
	检验方法
	优点
	缺点

	形态学鉴定
	种子和种苗形态鉴定操作简单易行，植株形态鉴定准确度高
	种子和种苗只能区分差异较大的品种，植株形态鉴定耗时耗力，占用大量土地

	物理化学鉴定法
	原理可靠，操作方便，针对性强
	只能区别差异较大的品种

	生理生化鉴定法
	针对性强，能区别差异不大的品种
	操作繁琐，对室内检验员和实验室的要求较高

	细胞学鉴定法
	针对性强，尤其适合非整数倍体作物的鉴定
	适用范围狭窄，对实验室硬件条件要求较高

	分子生物学鉴定法
	精准度高，适合所有作物，理论和实验体系成熟
	检验成本较高，难以全面普及


2突出DNA分子检测技术在种子检验中的应用
DNA分子检测技术又称分子标记鉴定技术，是根据物种DNA水平的遗传多态性，开发适宜的分子标记的相关检验工作[7]。鉴于先修了《分子生物学导论》、《遗传学》、《作物育种学》和《生物信息学》等课程，学生已在一定程度上了解和掌握了分子标记技术的相关知识，根据课程特点和要求，采取突出重点、抓住核心、着力于应用的原则。根据分子标记的设计原理，突出两种基本类型的标记，即长度多态性分子标记（Molecular Markers of Length Polymorphism），如限制性片段长度多态性（Restriction Fragment Length Polymorphism，RFLP）、扩增片段长度多态性（Amplified Fragment Length Polymorphism，AFLP）、随机扩增多态性DNA（Random Amplified Polymorphism DNA，RAPD）、简单重复序列（Simple Sequence Repeat，SSR）、插入/缺失（Insertion-Deletion，InDel）等，和核苷酸多态性分子标记（Molecular Markers of Nucleotide Polymorphism），如竞争性等位基因特异性PCR（Kompetitive Allele Specific PCR，KASP）、酶切扩增多态性序列（Cleaved Amplified Polymorphism Sequences，CAPS）、序列特异性扩增区（Sequence-characterized Amplified Region，SCAR）、DNA单链构象多态性（Single Strand Conformation Polymorphism，SSCP）、多核苷酸多态性（Multiple Nucleotide Polymorphism，MNP）[8-10]等。抓住目前使用频率最高的SSR、InDel和SNP等3种类型的标记，因其具备在全基因组范围内分布广泛、数量庞大、类型丰富、开发简便，且都是共显性标记，能够准确区分杂交种和自交种。通过不同品种的基因组重测序数据比对参考基因组，开发覆盖该物种全基因组的高多态率分子标记，经过进一步凝练和实验验证就可以形成指定作物的核心标记（Core Markers），广泛用于农作物分子标记辅助育种、种质资源鉴定、遗传图谱构建和品种纯度鉴定[11]。因此，课程组在课堂教学中重点介绍这3种标记，对这些标记的特点和如何使用进行系统性讲授，并着力在实践中如何应用。
2.1理论与实践相结合，开发和筛选理想的分子标记　
根据GB/T3543.5-1995中6.2.4 DNA分子检测方法的描述“品种真实性验证或身份鉴定，允许采用简单重复序列（简称SSR）和单核苷酸多态性（简称SNP）分子标记方法。检测采用抽取有代表性的检测样品与标准样品、DNA指纹数据库比较的方式。”，允许使用分子标记法对真实性和品种纯度进行检验，具体细节则可以参考相关作物的国家标准或行业标准，例如“GB/T39914-2021主要农作物品种真实性和纯度SSR分子标记检测玉米”、“NY/T 2859-2015主要农作物品种真实性SSR分子标记检测普通小麦”等等。
通过课程的导入提出关键问题——“如何在全基因组范围内开发SSR、InDel和SNP分子标记？”借此，向学生介绍植物基因组学的研究前沿进展，如T2T-Gap free参考基因组的构建、泛基因组、重测序等等，进而说明如何利用基因组的序列信息开发3种类型的分子标记。通过深入讲授使学生理解和掌握分子标记的开发过程，对其形成直观上的认识，紧接着导入下一个问题——如何从大量纷繁复杂的分子标记中挑选出高多态率分子标记，用于真实性和品种纯度检验？引发学生进一步思考，在这里就可以采用翻转课堂的教学方式，由学生去查阅相关资料，制作成3-5页的课件来讲述核心分子标记群的筛选过程（图1）。
[image: image1]
图1 分子标记开发的流程图


2.2实践操作流程
考虑到学生在先修课程中已经学习并掌握了PCR和电泳技术，课程组选择使用操作上简单易行的琼脂糖凝胶电泳技术，开展品种真实性和纯度检验的实践教学工作。将学生编为3-4人/组为单位，以茎用莴苣为教学实践材料，从种子市场中随机购买一个品种，种子经过低温催芽后播种于育苗圃中，待幼苗长至五叶期时移栽定植；幼苗活棵后每个小组随机挑选96棵单株，分别取少量幼嫩叶片放入液氮研磨后加适量CTAB抽提液，提取DNA后配制成PCR反应的样品模板工作液；挑选5对分布于不同染色体、扩增片段长度在200-300bp、差异在40-60bp区间范围内的InDel标记（由任课教师所在课题组提供），进行PCR扩增后在2.0%浓度的琼脂糖凝胶中电泳30-60min，EB染色后观察拍照[12]，根据条带的片段大小记录数据，判断个体与个体之间是否存在差异，最终形成检验结论（图2）。同时，该结果还可以与田间小区种植鉴定的结果相比较，综合判断品种纯度是否符合GB16715.5-2010或者种子标签上的实际标注值。
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图2 基于Indel分子标记法鉴定莴苣品种纯度的全流程
2.3实验结果的确认
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将PCR的结果拍照后保存，根据条带的一致性分析判断个体间是否存在差异，并将条带大小的结果输入Excel表格后，用不同填充色区分片段长度，相同填充色代表片段长度一致，用白色表示条带缺失，颜色不一致表示扩增出其他长度的片段，最终形成一个易于观察的颜色矩阵（图3）。结合5对引物的共同结果判断随机取样的96个单株是否典型一致，根据差异标记数量，若≧2，则判断为变异株或非本品种，若<2，则确认为本品种[9]。各实验小组根据电泳检测结果，绘制片段大小的颜色矩阵，判断是否存在变异株或异品种，统计株数，最终计算出杂株率，即：    

[image: image5.jpg]Narkerl

Narker2

Narker3

Narkerd

NarkerS

Narker§

1

2.3 4

5

[

7

8

9

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 38 30 40 41 42 43 44 45 46 47 48




图3 PCR片段大小的颜色矩阵

（箭头所指为PCR片段大小不同的单株样本）

3教学成效
3.1深化了对95-规程的理解
95-规程是《种子检验教学》中最核心内容，所有检验项目的展开都需要严格按照该规程中的要求进行，是否按照标准方法进行检验操作和结果计算修约，会对检验结果的准确性产生直接影响。相较于形态学鉴定等传统检验方法，DNA分子标记法有着自身独特优势，实现了从定性分析上升为定量分析，准确度更高。所有类型作物，均可采用此法进行检验，尤其适合形态学方法鉴定比较困难的作物。与传统方法检验种子、种苗的形态学鉴定，苯酚染色法和愈创木酚染色法等快速测定方法检验结果的比较，学生更容易发现和理解该方法的技术优势，以及对鉴定结果准确性的巨大影响。
3.2增强了全产业链意识和准确把握种子质量标准的重要性
对于种子质量标准的理解和掌握是《种子检验学》这门课程中特别需要关注的地方。学生对于95-规程的理解和掌握相对比较容易，但是对于种子质量标准则相对生疏，尤其是各项检验结束后，如何根据种子类别判断所检验的种子批能否可以作为田间用种加以使用，缺乏有效的判断。其主要原因是对四项必检指标所蕴含的现实意义理解不到位，特别是对于品种真实性和纯度缺乏直观性的认识，而这部分内容在种子生产和加工等过程中也同样重要，如果不能准确理解，学生无法掌握种子生产原理，对于防杂保纯和提纯复壮的现实意义同样缺乏有效认识。种子检验和生产都需要贯彻种子质量标准，品种真实性和纯度检验则是贯穿于各个环节的重要纽带，也是学习好这些课程的关键所在。通过分子标记鉴定法，不仅可以针对原种和良种进行纯度鉴定，还可以针对杂交种和自交种进行真实性验证，促使学生加深纯度检验的价值和意义，也有助于理解种子生产的原理和技术规范。
3.3提升了对现代生物技术的理解与应用
以分子生物学为核心的现代生物技术体系，已经渗透到农业科学的各个学科门类，运用现代生物技术，解决农业生产和管理中出现的诸多问题是今后发展的主要方向。分子标记技术作为分子生物学的一项衍生技术，在农业科学中的应用十分广泛，诸如遗传育种中使用的分子标记辅助选择和关键基因的图位克隆、农作物结构基因组学的深度解析、种质资源的鉴定等等，都会大量使用到分子标记技术。但是这些知识点内容主要设置于研究生的教学体系中，在本科生的教学内容中涉及较少，动手操作的实践应用更少，学生对其中的原理和操作技术流程缺少足够的了解。课程组在与先修课程教师的教学交流和探讨中得知，学生普遍对现代生物技术的学习比较畏惧，根本原因在于相关概念和内容大都比较抽象，需要学生发挥极大的想象力和较强的逻辑思维能力，例如在与学生访谈时候提出“如何使用分子标记来构建遗传连锁图谱”的问题时，一个自然班能够准确回答出的学生寥寥无几，这也从侧面反映出现代生物技术理论与实践教学同步推进力度不足，现代生物技术融入农业科学的教学效果有待提升。
在种子检验中，采用分子标记法进行种子检验操作，可以使学生从分子生物学抽象的检测概念，变成自己亲手操作的实用技能，应用于准确检测种子真实性和纯度等实践中，可激发学生的认识产生飞跃，明确了对分子标记的开发、PCR反应和琼脂糖凝胶电泳检测，乃至最后杂株率的统计等关键环节，加深了对种子检验规程和种子质量标准的理解与掌握。
4教学内容改革与探索
4.1增强教学内容的针对性
种子检验学课程组的所有任课教师，都作为科技特派员或科技特派团成员投身到乡村振兴战略的实施中，在日常走访调研中常常能够遇到种子质量纠纷的问题，尤其是在一些设施农业中，农户或合作社购买回来的种子时常存在种子质量不高的问题。因此，我们在参照国家标准和行业标准的基础上，基于产教融合与种业企业共建课程的前提下，结合学科特点和地域特色，选择莴苣、辣椒、乌塌菜等当地主要种植的园艺作物作为实践教学环节的授课材料，有针对性的设置教学内容，突出教学重点与解决现实问题的高度相关性，将品种真实性和纯度检验延伸到田间地头。促使学生在掌握核心知识的基础上，对生产实践有更加具体的认识，从生产中来到生产中去，进一步增强学生实践操作和应用能力。
4.2优化和选择教学内容
在品种真实性和纯度检验的教学活动中，亦可采用品种纯度的电泳检测法，但是课程组对这部分内容只做简单介绍。原因在于，凝胶电泳检测技术是检验蛋白表达水平上的差异，根据遗传中心法则，本质上仍然属于DNA水平上差异的范畴，只不过以间接形式反映，相比较而言，不如直接采用DNA分子标记法简单明了。此外，实践教学中需要采用SDS或酸性聚丙烯酰胺凝胶电泳法进行纯度检验，整个实验周期长、操作复杂，如果冬季进行，面临着制胶困难等难题，课程组在多次尝试进行该项实验教学后，学生在实操过程中普遍出现漏胶、漏液、胶体不凝固、染色脱色异常等问题，需要通过反复训练才可以提高技术，使得教学效果难以达到预期成效，最终在实践教学中删除该项实验内容。
那么DNA分子标记法种类繁多，为什么要使用InDel标记，而不使用SSR或者SNP分子标记呢？在现行的国家标准中推荐使用后两种分子标记开展品种真实性和纯度鉴定，但这两种分子标记法在实践教学过程中同样存在类似的问题。绝大部分SSR标记在同一个作物的不同品种间片段差异不大，使用琼脂糖凝胶电泳往往达不到理想的区分效果，一般都是选择基于银染的聚丙烯酰胺凝胶电泳或者毛细管电泳法，此外，SSR本质上也属于长度多态性，可以看作是InDel的特殊表现形式，但是远远没有InDel的数量庞大，可选择余地较小。而SNP标记在使用的时候要么需要荧光定量PCR仪（KASP法），要么使用特异的限制性核酸内切酶酶切PCR产物（CAPS法），对于实验室的硬件条件和实验成本要求更高，普通本科教学实验室难以大量使用。InDel分子标记法可以规避上述问题，通过筛选扩增片段差异较大的引物，在琼脂糖凝胶电泳中即可获得十分满意的结果，同时全套实验周期短、成本相对低廉、操作简单易行，可供多个班级同时开展实践教学。
5总结与讨论
自2016年种子法修订特别是2021年修正后健全种业知识产权保护制度以来，整个种业全产业链进入快速发展期，“保育繁推服”的核心理念不断深化。截至2022年底，我国长期保存的农作物种质资源数量达到53.9万份，保存林草种质资源10.8万份；随之而来的问题，包括种质资源鉴定利用相对滞后，育种创新能力还需不断加强，种业知识产权保护力度整体偏弱，种子质量监管仍需持续强化，种业支撑保障体系还需完善等等[13]。通过相关教学活动的展开，使学生进一步了解我国种业的现状，重视种子检验技术在种业诸多方面的重要作用，明确作为种子专业学生肩膀上担负的责任和使命，甘愿为种业发展做出贡献，努力成长为种业队伍的骨干人才。
基于分子标记法的DNA分子检测技术，在种子检验过程中有无可比拟的优势，能够从遗传差异的水平上真正判断品种真实性和纯度。契合国家的大政方针，利用分子标记技术构建作物不同品种的DNA指纹图谱数据库，将更有利于我们开展品种真实性和纯度检验。同时，在教学过程中，不断介绍分子生物学、基因组学领域的最新研究成果在分子标记技术中的应用，提升了种子检验课程的“高阶性、创新性和挑战度”。我们在最新修订的课程大纲中，增补了MNP标记、高分辨率熔解曲线分析技术和液相基因芯片的原理和应用等内容，更加突出了课程建设紧跟时代脚步，突破教材内容滞后性的限制。
就目前来说，分子标记技术在教学工作中还存在一些亟待解决的问题。一是教材编写的滞后性。目前，普遍使用的教材是科学出版社出版的《种子检验学》（第二版）[14]，该教材用了较大篇幅介绍了品种纯度的蛋白质电泳检测，在ISTA的鉴定手册和一些行业标准也都推荐了该方法，但在实际教学中可操作性不强；在分子标记鉴定中介绍了RFLP、RAPD、AFLP等3种已经淘汰的分子标记系统，只对SSR和ISSR标记进行了讲解，尤其缺少了对SNP和InDel标记系统的阐述，显得教学内容落后于现实发展。二是普遍缺少作物的标准DNA指纹图谱数据库。由于缺乏标准比对库，实践教学中难以开展品种真实性鉴定，只能进行纯度检验的教学工作。三是现有的核心标记体系大部分是单标记系统，不能进行多重组合的PCR，使用范围受限，如果能进行5-10重的PCR反应，则可以大大降低实验成本和工作量，提高实践教学效率。四是实验教学成本较为昂贵。课程组按照每组5对引物、96个样本计算，需要5个96孔满板的PCR反应，1个自然班需要完成35-40板，至少需要配置10台（套）PCR仪和电泳设备，对种子检验实验室的要求高；1个自然班的实验无法同时在3-4个课时内完成，需要按组分成1-2周时间，无疑增加了任课教师的教学任务，导致部分任课教师对于这样的实验教学热情度不高。面对这些问题，课程组尽量从多方面进行补充和改进，以期达到预期的教学效果，真正提升该门课程的“两性一度”水平，将培养高质量种业人才任务落到实处。
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