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利用 SSR 快速鉴别花生杂交 F1 真伪

洪彦彬 李少雄 李杏瑜 朱方何 梁炫强 *

广东省农科院作物研究所, 国家油料作物改良中心南方花生分中心, 广州, 510640
* 通讯作者, liang804@yahoo.com

摘 要 本研究，我们以 6 个花生品种为亲本配置杂交组合，田间调查发现亲本间形态表型差异大的杂交

F1 容易鉴别真伪，而形态表型差异小的则难于鉴别，甚至无法鉴别。为此，我们通过改良 Thomson 一步法制

备 DNA 模板，建立了一套花生 SSR-PCR 快速检测体系，并在此基础上利用 SSR 鉴别花生杂交 F1 真伪。结

果表明，采用 Thomson 一步法和改良后的一步法提取的 DNA 模版均能扩展出清晰条带，但改良后制备的

DNA 模板在 4℃下可保存约 1 个月，未改良的仅能保存一天。利用 SSR 检测上述群体表明，F1 真杂种率为

38%~56%，不同亲本间杂交成功率存在差异，同一亲本正反交成功率也存在一定差异。可见，SSR 标记用于

杂种真伪鉴定具有一定的应用潜力。
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Abstract In this research, we used six peanuts varieties as parents to make hybrid combinations for hybrid
identification. Our practice showed that the authenticity of F1 hybrids would be easy validated by field agronomic
investigation, if whose parents had visible and distinguishable phenotypic differences, otherwise it might be very
difficult to identify the authenticity of F1 hybrids. Therefore, we established an SSR-PCR rapid detection system
for peanut identification by modifying Thomson's one-step protocol to prepare DNA template, which was applied
to identify the authenticity of peanut F1 hybrids. The results showed that DNA templates extracted from Thomson's
one-step protocol and modified Thomson's one-step protocol were able to generate sharp bands. Peanut DNA
prepared by the modified protocol stored at 4℃ for almost a month was still fresh and working well, whereas
peanut DNA prepared by Thomson's was completely degraded only staying a day at 4℃ . The authenticity of F1

hybrid combinations in this study were identified to be 38%~56%, the results further indicated that hybrid rates
should be differences among different parents, even one pair parents for reciprocal cross. Therefore, we thought
that using SSR markers to identify the authenticity of peanut hybrid might be great potential in future.
Keywords Peanut (Arachis Hypogaea L.), SSR, Hybrid seed, Authenticity of hybrid
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花生(Arachis hypogaea L.)属严格的自花授粉作

物，通过人工操作可进行杂交制种，但成功率不高，

容易产生假杂种。长期以来，对花生杂种的真伪鉴别

主要依靠田间表型观察。由于花生品种间遗传基础

狭窄，形态表型差异较小且不易区分，通过形态表型

鉴别杂种真伪难度较大，育种家常因田间鉴定不正



确导致育种工作无功而返。许多遗传群体的创建，如

回交群体、代换系群体和近等基因系群体，往往要求

在苗期完成杂种真伪鉴定，而在苗期株系间、或回交

后代间的形态表型差异则更小，用肉眼几乎是无法

辨别其杂交后代之真伪。显然，发展一种高效的花生

杂种真伪鉴别方法是十分必要的。
DNA 分子标记，如 RFLP、RADP 和 AFLP 等，是

杂交种真伪和品种纯度鉴定有效的手段之一，在水

稻、棉花、油菜等作物上已有广泛应用(郭向阳等, 2011;
李景环和云锦凤, 2009; 刘平武等, 2005; 马秀芳等,
2006)。但对花生栽培种而言，由于其较低的 DNA 多

态性导致分子标记在花生上的应用受到限制。近年

来，许多研究表明 SSR (simple sequence repeats)在花

生栽培种中具有较高的遗传多态性，因此，利用

SSR 分子标记开展花生杂交种鉴定成为可能，已有

研究也报道了 SSR 可有效鉴别花生杂种真伪(陈静

等, 2009; 李双铃等, 2009; 张平湖和刘冠明, 2009)。
要快捷准确地进行杂种真伪鉴别，除了需要选

择合适的 DNA 标记外，还必须建立一套快速的实验

检测体系。以往的检测体系通常包含 DNA 提取和

PCR 分析两个环节，显得费时费力。如果能够简化及

整合 DNA 提取过程，直接制备 DNA 模板进行 PCR
分析，鉴定过程将明显变得快捷。

本研究试图发展一套针对花生这类多糖多酚植

物，无需进行 DNA 单独提取的 SSR-PCR 快速检测流

程，用于鉴别花生杂交 F1 的真伪，在此基础上系统研

究在人工规范操作下花生品种间杂交的成功率。

1 结果与分析

1.1 三种方法制备的 DNA 模版的 SSR-PCR 扩增比较

本研究用常规方法、Thomsom 一步法以及改良

Thomsom 一步法制备 DNA 模版，并进行 SSR-PCR
分析，结果表明，三种方法均能扩增出清晰的 PCR
产物。与常规方法制备的 DNA 模板相比，后两者制

备 DNA 模版扩增的产物条带较暗淡，但其亮度已能

满足实验要求(图 1)。采用 Thomson 方法也能扩增出

产物，且条带亮度与改良方法相似，但由于缺乏抗氧

化剂，该法制备的 PCR 模板只能在常温下保存数小

时，在 4℃下保存 1 d，随后严重褐化，最终无法扩增

出产物。而改良方法制备的模板在 4℃下最长可保存

1 个月(数据未列出)。

1.2 杂交 F1 种子田间真伪鉴定

粤油 101 和崖县小粒的形态表型差异明显，其

图 1 三种方法制备的 DNA 模版的 PCR 扩增比较

注: 1~3: 常规方法提取制备的 DNA 模板; 4~6: 改良 Thomson
一步法制备的 PCR 模板; 7~9: Thomson 一步法制备的 PCR
模板; 扩增引物为 pPGSseq10H1A
Figure 1 Comparison of PCR-amplification with different DNA
templates prepared by three protocols
Note: 1~3: DNA templates prepared by conventional method;
4~6: DNA templates by modified Thomson's one-step protocol;
7~9: DNA templates by Thomson's one-step protocol; The primer
is pPGSseq10H1A

正反交 F1 形态表型一致，且均与亲本存在较大差异，

肉眼容易辨别真伪。经田间鉴定，在 F1 (粤油 101×崖

县小粒)中发现伪杂种 53 株，而在 F1 (崖县小粒×粤

油 101)中发现伪杂种 62 株。粤油 223 与汕油 71 的

正反交 F1 形态表型与粤油 223 较接近，根据形态表

型无法完全鉴别杂种真伪。通过仔细观察，最终分别

从 F1 (粤油 223×汕油 71)和 F1 (汕油 71×粤油 223)中
鉴别出伪杂种 25 和 42 株。由于粤油 13 和粤油 20
的形态表型高度相似，且其正反交后代也均与亲本

高度相似，根据形态表型根本无法辨别杂种真伪，本

研究最终放弃其杂交 F1 真伪的田间鉴定。

1.3 SSR-PCR 鉴定真假杂种

利用 40 对 SSR 引物检测杂交亲本多态性，结果

发现，共有 5 对引物 (pPGSseq17E3, pPGSseq19E9,
pPGPseq4G2, pPGPseq7G2 和 pPGPseq3A1)在 粤 油

101 和崖县小粒间检测出多态性，在粤油 223 和汕油

71 间 检 测 出 多 态 性 的 引 物 有 3 对 (pPGSseq17E3,
pPGPseq2G42 和 pPGPseq8H1)，而在粤油 13 和粤油

20 间检测出多态性的引物仅 1 对(pPGSseq18C5)。利

用 pPGSseq17E3 检测 F1 (粤油 223×汕油 71, 汕油 71×
粤油 223, 粤油 13×粤油 20, 粤油 20×粤油 13)群体单

株，根据带型鉴别杂种真伪，同时出现父母本带型的

为真杂种，只出现母本带型的为伪杂种(图 2)。结果

表明，粤油 101 与崖县小粒的正交 F1 有 47 株真杂

种，反交 F1 真杂种比正交少，仅 38 株。粤油 223 与汕

油 71 正反交组合 F1 真杂种率较接近，分别为 56%
和 54%。粤油 13 与粤油 20 的正反交结果也较相似，

真杂种率分别为 53%和 54%。比较田间和 SSR-PCR
鉴定结果发现，田间观察能够准确鉴别 F1 (粤油

101×崖县小粒, 崖县小粒×粤油 101)真伪，但 F1 (粤油
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小粒(47%)。

2 讨论

尽管田间形态表型观察仍是花生杂种真伪鉴别

的主要方法，然而该方法存在不准确的缺点。本研究

表明，针对形态表型差异明显的亲本，田间观察能准

确鉴别其杂交 F1 真伪，但对于形态表型较相似的亲

本则不然。由于 SSR-PCR 是从 DNA 水平上鉴定杂

种真伪，具有高度可靠性。因此在作物杂交后代真伪

和种子纯度鉴定中有广泛应用。本研究采用的“一步

法”极大地简化 DNA 模板制备流程，从根本上实现

SSR-PCR 的快速检测，使分子标记鉴定杂种真伪在

实际操作中具有可行性。
本研究中 F1 群体真杂种率较低(37%~56%)，与

品种的开花特性存在一定关系。尽管理论上花生人

工杂交成功率可达 100%，但实际操作中常由于花器

结构小，母本去雄不彻底，导致自交形成伪杂种(陈静

等, 2009)。本研究中粤油 101 与崖县小粒的反交成功

率低于正交，可能与崖县小粒花器小，去雄难度大有

关。此外，不同组合间杂交成功率存在一定的差异，

其中 F1 (粤油 101×崖县小粒)的杂交成功率均低于其

他四个组合，这可能与两个品种的其他特性有关，例

如花期。崖县小粒的开花时间通常比粤油 101 迟一

周以上。另外，根据多年的杂交经验，影响杂交成功

率还包括杂交技术、天气条件。熟练的杂交技术是成

功的关键、阴雨天气则会影响授粉的成功率。

223×汕油 71)和 F1 (汕油 71×粤油 223)分别有 19 和

4 株被误判为真杂种。

1.4 不同组合杂交成功率的差异

SSR-PCR 检测结果表明，不同组合间杂交成功

率存在一定差异(表 1)。例如，组合(粤油 223+汕油

71)的平均杂交成功率与组合(粤油 13+粤油 20)相
似，分别为 55%和 53.5%，而组合(粤油 101+崖县小

粒)的平均成功率仅 42.5%，小于其他两个组合。另

外，同一组合正反交成功率也不完全一致。如崖县小

粒×粤油 101 的成功率仅38%，小于粤油 101×崖县

图 2 引物 pPGSseq17E3 在亲本粤油 101 和崖县小粒及其 F1

的扩增结果

注:♀: 粤油 101;♂: 崖县小粒; 1-10: F1 单株; M: Marker; 1,4,
6,7,9: 同时出现父母本杂合带型为真杂种; 2,3,5,8,10: 带型与

母本一致, 为假杂种

Figure 2 The amplified result of Yueyou 101, Yaxianxiaoli and
their F1 by primer pPGSseq17E3
Note:♀: Female parentYueyou 101;♂:Male parentYaxianxiaoli;
1~10: F1, M: Marker; 1,4,6,7,9: Atrue hybrids basedon het-
erozygote banding pattern; 2,3,5,8,10: False hybrids

F1 组合名称

F1 conbination

粤油 101×崖县小粒

Yueyou 101×Yaxianxiaoli
崖县小粒×粤油 101
Yaxianxiaoli×Yueyou 101
粤油 223×汕油 71
Yueyou 223×Shanyou71
汕油 71×粤油 223
Shanyou71×Yueyou 223
粤油 13×粤油 20
Yueyou 13×Yueyou 20
粤油 20×粤油 13
Yueyou 20×Yueyou 13

杂种数量

Number of hybrids

100

100

100

100

100

100

田间观察

Field investigation
47

38

75

58

无法判断

Indeterminable
无法判断

Indeterminable

SSR 鉴定

SSR identification
47

38

56

54

53

54

表 1 花生 F1 真假杂种的田间和 SSR 鉴定结果

Table 1 The identifying results of the authenticity among peanut hybrid F1

真杂种数量

Number of true hybrids

112
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3 材料与方法

3.1 材料

以 6 个花生品种(粤油 101, 崖县小粒, 粤油 223,
汕油 71, 粤油 20 和粤油 13)为亲本(品种由广东农科

院作物所种子资源库提供)，于 2010 年春季通过人工

杂交获得 6 个正反交组合的 F1 杂种，其中 F1 (粤油

101×崖县小粒)种子 134 粒，F1 (崖县小粒×粤油 101)
种子 126 粒；F1 (粤油 223×汕油 71)种子 150 粒，F1 (汕
油 71×粤油 223)种子 127 粒；F1 (粤油 13×粤油 20)
种子 165 粒，F1 (粤油 20×粤油13)种子 138 粒。

3.2 供试材料的田间种植与表型鉴定

2011 年 3 月 1 日进行田间播种，杂交亲本和 F1

植株按 5 行区种植，行距 25 cm，株距 20 cm。播种时

亩施钙镁磷肥 25 kg，45%复合肥 15 kg，喷施 48%毒

死蜱 100 克水溶液 30 kg，覆土、喷施乙草胺除草剂。
4 月 4 日追施 45%复合肥 25 kg，4 月 29 日喷施 0.2%
磷酸二氢钾亩追施 45%复合肥 15 kg。由于花生整个

生育阶段气候干旱，灌水 3 次。分别用 10%吡虫啉、
48%毒死蜱、阿维菌素 100 克配成 500 倍液喷施，防

治蓟马、蛴螬、斜纹夜蛾，防治虫害 4 次。随机选取 F1

单株进行编号挂牌，每个组合选取 100 株。在成熟期

观察 F1 单株形态表型进行真假杂种判断。

3.3 DNA 模板制备

本研究采用三种方法制备 DNA 模板并进行比

较。(1)常规方法，参照克拉克 M.S.等(1998)的方法；

(2) Thomson 和 Henry (1995)的“一步法”。(3)改良

Thomson 的方法。针对花生叶片的多糖多酚特性，引

用 Thomson 和 Henry (1995)的方法中的植物裂解液

Buffer A 配方，增加 β- 巯基乙醇，使得配方变为：

100 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0；l mol/L KCl，10 mmol/L
EDTA，0.1% β- 巯基乙醇。剪取 3 mm2 花生嫩叶，置

入 1.5 mL 离心管，加入 100 μL 改良后的 Buffer A，

充分震荡，95℃水浴 10 min，再次充分震荡，取 1 μL
上清作为 DNA 模板用于SSR-PCR 扩增。

3.4 SSR 检测

采用 40 对花生栽培种基因组 SSR 引物筛选亲

本 DNA 多态性，引物序列来自 Ferguson 等(2004)。
PCR 扩 增 缓 冲 液 为 2 ×Power Taq PCR MasterMix
(Bioteke, 北京, 中国)。PCR 程序：94℃ 5 min；94℃
30 s，55℃ 30 s，72℃ 30 s，35 个循环；72℃ 7 min。扩

增产物采用 6.0%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(电泳

槽型号: DYCZ-30 (六一牌, 北京, 中国), 电泳缓冲液

1×TBE, 电压 150 V, 时间 1 h)，0.1% AgNO3 染色，

BIORAD 凝胶成像系统观察(洪彦彬等, 2009)。
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