
 
分子植物育种(网络版), 2011 年, 第 9 卷, 第 1351-1358 页 
Fenzi Zhiwu Yuzhong (Online), 2011, Vol.9, 1351-1358 
http://mpb. 5th.sophiapublisher.com 

1351 

研究报告 
A Letter 

高粱 SSR 技术体系的优化及分子连锁图谱的构建 
王海莲 1 , 秦岭 1 , 管延安 1,2 , 张华文 1 , 杨延兵 1 , 王洪刚 2 , 李斯深 2  
1.山东省农业科学院作物研究所, 济南, 250100; 
2.山东农业大学农学院, 泰安, 271018 

 通讯作者: Yguan65@yahoo.com.cn;    作者 

分子植物育种, 2011 年, 第 9 卷, 第 47 篇    doi: 10.5376/mpb.cn.2011.09.0047 

收稿日期：2011 年 03 月 10 日 
接受日期：2011 年 04 月 13 日 
发表日期：2011 年 04 月 19 日 

这是一篇采用 Creative Commons Attribution License 进行授权的开放取阅论文。只要对本原作有恰当的引用, 版权所有人允许并同意第三方无条

件的使用与传播。 
引用格式： 
王海莲等, 2011, 高粱 SSR 技术体系的优化及分子连锁图谱的构建, 分子植物育种 Vol.9 No.47 (doi: 10.5376/mpb.cn.2011.09.0047) 

摘 要 分子遗传图谱是高粱重要农艺性状定位及目的基因克隆的基础，而快速高效的 SSR 分子标记技术是保证实验成功的

前提。以普通高粱石红 137 和甜高粱 L-甜及其杂交衍生的 F2群体为材料，首先从 SSR 反应体系的大小，聚丙烯酰胺凝胶的

浓度以及银染染色的步骤进行了比较研究。结果显示，采用 10 µL PCR 反应体系，6%的非变性聚丙烯酰胺凝胶进行电泳和

快速银染法进行染色可以得到理想的目的条带。以上述优化的 SSR 技术体系为基础，构建了一个包含 118 个 SSR 位点的遗

传连锁图谱，共 15 个连锁群，覆盖高粱基因组的 1884.6 cM，标记间平均距离为 15.97 cM。该 SSR 技术优化体系和分子连

锁图谱将为高粱重要农艺性状的定位以及分子标记辅助选择奠定基础。 
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Abstract Molecular genetic map is an essential prerequisite for studying QTL for molecular breeding and map-based gene cloning. 
Highly efficiency SSR technology could guarantee the successful experiment. With the 186 F2 individuals derived from a cross of 
normal sorghum inbred line Shihong 137 and sweet sorghum inbred line L-tian, PCR reaction system size, polyacrylamide gel 
concentration and silver dyeing steps were investigated. Results showed that the combination of 10 µL PCR reaction system, 6% of 
the polyacrylamide gel electrophoresis and rapid silver dyeing steps could satisfy the requirement of experiment. Based on above 
optimized method, a linkage map for sorghum spanned a distance of 1884.6 cM with an average distance between markers of 15.97 cM 
was developed with 118 SSR markers. The SSR optimization system and molecular linkage map will lay the foundation for the 
mapping of genes controlling important agronomic traits and molecular marker assisted selection. 
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研究背景 
甜高粱是普通高粱的一个变种，为C4植物，不

仅光合效率高，杂种优势强，而且具有抗旱和抗离

子毒害的双重抗性，较其它作物更适应盐碱及干旱

环境生长。因此既有“高能作物”，又有“作物中的骆

驼”的美誉。同时高粱具有较小的基因组，已经完

成全基因组测序(Paterson et al., 2009)。鉴于上述种

种优点，高粱逐渐成为研究谷类作物基因组结构、

功能和进化的模型。 
第一张高粱分子遗传连锁图谱由Hulbert等

(1990)报道，利用玉米RFLP探针构建了具有8个连

锁群的图谱。随后，一些研究者利用玉米和高粱

RFLP探针，构建了高粱连锁图谱(Whitkus et al., 
1992; Berhan et al., 1993; Pereira et al., 1994; Lin et 
al., 1995; Tuinstra et al., 1996; Dufour et al., 1997)。
构建图谱所用的作图群体多数是F2群体，少数是
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RIL群体，标记数从21到276不等，连锁群个数最少

的5个，最多的17个。自1997年以来，SSR标记以其

数量丰富，信息量高，呈共显性，重复性好，易

于操作，结果可靠等优点而逐渐被应用于高粱分子

标记连锁图谱的构建(Taramino et al., 1997; Kong et 
al., 2000; Bhattramakki et al., 2000; Menz et al., 2002; 
Wu et al., 2006; Ritter et al., 2008; Shiringan et al., 
2010)。随着高粱(自交系BTx623)全基因组测序的完

成(Paterson et al., 2009)，使人们不仅对高粱基因组

有了全面的了解，也为基因组SSR标记的开发和分

子标记连锁图谱的构建奠定了基础。 
在高粱分子连锁图谱的构建中需要对大量样

品进行基因型分析。为了提高实验的效率，需要摸

索一种经济快速有效分析后代群体的SSR技术体

系。前人对其它作物SSR反应体系的优化大多是从

模板DNA的浓度，引物浓度，dNTP浓度，MgCL2

浓度以及Taq酶的用量优化组合，筛选出最佳的

PCR反应体系。在确立了最佳的PCR反应体系后，

怎么在最短的时间内利用最经济的方法得到可靠

的实验结果，也是SSR聚丙烯酰胺凝胶中需要解决

的问题。在高粱中，也有对凝胶的浓度(李玥莹等, 
2007)和银染方法(韩永亮等, 2006; 牛楠等, 2010)
等进行的研究，但是上述研究均是针对变性聚丙烯

酰胺凝胶，目前还未见对非变性聚丙烯酰胺凝胶进

行的研究。 

为此，本实验从SSR反应体系的大小，聚丙烯

酰胺凝胶的浓度以及银染染色的步骤进行了研究，

旨在通过筛选整个SSR体系中各因素的最佳组合，

建立一套适合本实验室经济快速的高粱SSR技术体

系，并以此为基础构建粒用高粱和甜高粱杂交的F2

群体分子遗传图谱，为能源甜高粱重要农艺性状的

QTL定位和分子改良奠定一定的理论基础。 

1结果与分析 
1.1 PCR体系大小对扩增结果的影响 

根据Taq DNA聚合酶的使用说明，对反应体系

进行相应比例的缩小，本实验采用了四种反应体

系：10 µL，15 µL，20 µL和25 µL，所加各成分的

量如表1所示。为了排除PCR仪对扩增结果的影响，

本实验对每种体系均随机选取了相同的12个样品，

在同一个PCR仪中利用引物Xcup26同时对四种反

应体系的样品进行扩增。分别用6%，8%和10%的

凝胶进行电泳，利用两种染色方法进行染色，对4 µL
扩增产物进行分析。由图1可以看出，除了利用10%
的凝胶和第2种染色方法条带浓度太大，而不能区

分目的条带外，四种反应体系均能扩增出清晰的目

的条带。15 µL体系扩增的目的条带浓度最大，25 µL
和20 µL体系扩增产物浓度差异不大，10 µL体系扩

增浓度较低，但是扩增条带比较清晰，完全满足实

验要求。

 
表1 10 µL, 15 µL, 20 µL和25 µL PCR体系 
Table 1 PCR reaction system of 10 µL, 15 µL, 20 µL and 25 µL 

项目 
Item 

10 µL 15 µL 20 µL 25 µL 

模板DNA 20 ng/µL (µL) 
Template DNA 20 ng/µL (µL) 

1.00 1.50 2.00 2.50 

正向引物 5 µmol/L (µL) 
Forward primer 5 µmol/L (µL) 

0.40 0.60 0.80 1.00 

反向引物5 µmol/L (µL) 
Reverse primer 5 µmol/L (µL) 

0.40 0.60 0.80 1.00 

10×Taq Buffer (µL) 1.00 1.50 2.00 2.50 
dNTP Mixtre 2.5 mmol/L (µL) 0.80 1.20 1.60 2.00 
Taq 2.5 U/µL (µL) 0.10 0.15 0.20 0.25 
ddH2O (µL) 6.30 9.45 12.60 15.75 
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图 1 A: 方法 1; B: 方法 2; 利用两种染色方法在 6%, 8%和 10%的凝胶中不同 PCR 反应体系对高粱基因组 DNA 的扩增结果, 
1~12, 13~24, 25~36, 37~48 分别是 10 µL, 15 µL, 20 µL 和 25 µL 反应体系 
Figure 1 A: Method 1; B: Method 2; With two silver dyeing methods, amplification results of 10 µL, 15 µL, 20 µL and 25 µL PCR 
reaction system in 6%, 8% and10% polyacrylamide gel electrophoresis 

1.2不同浓度的非变性聚丙烯酰胺凝胶对电泳结果

的影响 
本实验利用非变性聚丙烯酰胺凝胶对PCR产物

进行检测，如表2所示。设3个浓度梯度10%，8% 和 
6%，预先配制40%的Acri/bis-Acri母液，于4℃冰箱

保存。按表2的比例配制不同浓度的胶。电泳缓冲

液为0.5xTBE，180V恒压电泳。研究了三种浓度的

胶对Xcup26扩增产物的分离效果。Xcup26扩增片段

大小约为250 bp。由图1可以看出，利用三种不同浓

度的非变性聚丙烯酰胺凝胶对4种扩增体系的产物

进行电泳，采用两种染色方法，除了第2种染色方

法，10%的凝胶，15 µL反应体系的组合染色所得的

条带不清楚外，其他浓度的胶均能得到清晰的目的

条带。但是为了达到分离三种带型的目的，10%的

凝胶需要电泳3h，8%的凝胶需要电泳2 h，6%的凝

胶电泳仅需要1h。采用6%的凝胶电泳大大节约了分

离条带的时间。 

1.3不同的银染方法对扩增结果的影响 
采用常规的非变性聚丙烯酰胺凝胶染色方法

和快速银染方法，对不同浓度和不同反应体系的样

品进行染色，由图1可以看出，用第一种染色方法，

对三种不同浓度的胶进行染色，均能得到比较清晰

的条带。而用第二种染色方法，对6%和8%的胶染

色，均能得到比较清晰的条带；对10%浓度的胶染

色，效果较差。综合比较方法1和方法2的染色结果，

方法1的染色结果均比较清晰；方法2由于省略了硫

代硫酸钠溶液去除背景这一步骤，而使凝胶的背景

加深。

表2 不同浓度的非变性聚丙烯酰胺凝胶的配制方法 
Table 2 The preparation method of different concentrations of polyacrylamide gel 

项目 

Item                   

10% 8% 6% 

40% Acri/bis-Acri (mL) 25 20 15 

10xTBE (mL) 10 10 10 

ddH2O (mL) 65  70 75 

TEMED (µL) 100  100 100 

10%AP (µL) 1000  1000 1000 
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这种染色方法对6%和8%凝胶染色结果比较清晰，

而对于10%凝胶染色结果背景太重，分不清目的条

带。但是从染色时间上来说，用第一种染色方法，

整个银染过程大约需要30 min,而用第二种染色方

法，整个银染过程在10 min左右。

表3 两种银染方法 
Table 3 Two silver dyeing methods 

方法 1 

Method 1 

方法 2 

Method 2 

1.用含 10％乙醇、0.5％乙酸的固定液固定 2 次，6 min/次 

Place gels in fixing solution including 10% ethanol and 0.5% 

acetic acid, and shake gently for 6 min, twice 

1.在含 10％乙醇、0.5％乙酸的 0.2％硝酸银中染色 5min 

Place gels in solution including 10% ethanol, 0.5% acetic acid 

and 0.2% silver nitrate , and shake gently for 5 min 

2.0.2%AgNO3溶液渗透 10-12min 

Replace the solution with 0.2% silver nitrate aqueous solution, 

and shake gently for 10-12 min. 

2.蒸馏水中漂洗 30s 

Rinse gels briefly with d H2O for 30 s 

3.dH2O 清洗 2 次，30s 

Rinse gels briefly with d H2O for 30 s, twice 

3.在含 0.5％甲醛的 3.0％氢氧化钠中显色 

Apply developing solution, including 3.0% Sodium hydroxide, 

0.5% formaldehyde, and shake gently 

4.0.002%硫代硫酸钠溶液置大约 30s，直到溶液变黄，倒掉 

Apply 0.002% sodium thiosulfate aqueous solution, and shake 

gently for 30 s. After the solution turned yellow, remove the 

solution 

4.条带清晰后，用蒸馏水冲洗数次，终止显色反应 

After the bands appear with desirable intensity, Wash gel in 

distilled water several times to stop the reaction 

5.用含 NaOH 1.5%，甲醛 0.4%的显色液显色 

Apply developing solution, including 1.5% Sodium hydroxide, 

0.4% formaldehyde, and shake gently  

 

6.条带清晰后,用蒸馏水冲洗数次，终止显色反应 

After the bands appear with desirable intensity, Wash gel in 

distilled water several times to stop the reaction 

 

 
1.4优化体系的稳定性检测 

通过分析比较PCR反应体系，聚丙烯酰胺凝胶

浓度和银染方法对实验结果的影响，10 µL PCR反
应体系，6%的非变性聚丙烯酰胺凝胶进行电泳和快

速银染法的组合方式基本能满足实验要求。为了验

证该组合的稳定性，对扩增片段大小分别为150 bp 
(Xcup50)和200 bp (Xcup02)的两个引物在F2群体的

48个株系中的实验结果进行了分析。使用以上实验

方法，得到了较为清晰的条带(图2)。 

1.5高粱分子连锁图谱的构建 
使用上述优化的SSR技术体系，对筛选出的141

对多态性引物在F2群体中的基因型进行鉴定。由于

有13对引物的条带较多，使用其他分析方法如改变

退火温度等后，带型仍较难区分而被剔除。最终对

128对引物在186个F2单株中的基因型进行了鉴定。

对128对多态性SSR引物进行卡平方测验，结果表

明：卡平方值大于5.99的偏分离标记共30个, 偏分

离标记的比例为23.4%，其中有19个标记卡平方值

大于9.21，属严重偏分离标记。根据128对多态性 
 
 

 
 
图 2 Xcup50 和Xcup02 在 F2群体的 48 个株系中的稳定性检测 
Figure 2 Stability testing of Xcup50 and Xcup02 in 48 lines of 
F2 population  
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引物的扩增信息，利用MAPMAKER/EXP 3.0软件

进行连锁分析。首先对符合分离比例的98个标记进

行分析，构建基本的分子连锁图谱；然后把偏分离

的标记依次添加到图谱上，根据偏分离的标记对整

个连锁图谱的影响程度，剔除掉了5个偏分离标记。

最后，图谱上共拟合118个位点，覆盖高粱基因组

的1884.6 cM，标记间平均距离为15.97 cM，共15个
连锁群。根据已经发表的SSR标记在染色体上的位

置，将各个连锁群锁定在相应的染色体上(图3)。标

记数最多的染色体为第1染色体，包含22个标记，

标记数最少的染色体为第6和7染色体，均只有4个。

偏分离位点比较集中,主要分布在第2染色体，20个
标记中，有10个偏分离标记。其次是第8染色体体

有4个。第1和第4染色体各3个，第10染色体2个，

第3，5，9染色体各1个。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 3 利用石红 137 和 L-甜杂交衍生的 F2群体构建的分子连锁图谱 

Figure 3 Molecular genetic map of F2 population derived from Shihong137×L-tian  
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2讨论 
随着我国能源形势的日趋严峻，甜高粱作为一

种能源作物受到越来越多的关注；同时由于高粱具

有较小的基因组和已经完成的全基因组测序，对其

分子遗传学和分子生物学方面的研究也越来越多。

在高粱分子连锁图谱构建，品种间多态性鉴定以及

基因定位中，一般需要对几百对甚至几千对SSR引
物进行鉴定，这不仅需要大量的资金，而且还需要

大量的时间。因此，在最短的时间内用最经济的方

法达到满意的实验结果，是提高实验效率的关键。

SSR技术由一系列的步骤组成，包括PCR体系的配

制；PCR扩增；凝胶的配制，电泳，染色等，其中

任何一个步骤的失败都将导致最终实验结果的失

败，而提高每一个步骤的实验效率都将提高整个实

验的效率。本实验从PCR体系的大小，非变性聚丙

烯酰胺凝胶的浓度和染色方法进行了研究。实验结

果表明对于多态性好的引物，采用10 µL PCR反应

体系，6%的非变性聚丙烯酰胺凝胶进行电泳，采用

快速银染法进行染色可以得到理想的目的条带。 
在一般的SSR实验中，PCR体系一般采用20 µL

或更大的反应体系。从本实验的研究结果看，10 µL 
PCR反应体系已经基本满足实验的要求。相对与一

般的15 µL，20 µL或更大的反应体系，既节约了三

分之一以上的实验成本，又满足了实验要求。在实

际操作过程中，由于不同的引物片段大小不同，扩

增效率不同，适当的调整点样量，可满足实验的需

求。分离分子的大小取决于丙烯酰胺的浓度。使用

低浓度凝胶分离较大的分子，高浓度的凝胶分离较

小的分子。SSR扩增产物一般在100 bp~400 bp之间，

使用6%的非变性聚丙烯酰胺凝胶，不仅节约时间和

药品，而且完全可以将SSR扩增产物分离开来。在

电泳时本实验采用了常规的非变性聚丙烯酰胺凝

胶染色方法和快速银染方法。快速银染方法将常规

的染色方法中的固定和渗透两个步骤合为一个步

骤，省略了硫代硫酸钠洗胶步骤，节省了大约一半

的时间，仍得到了较为满意的实验效果。当然，上

述快速高效的SSR技术只是针对筛选好的多态性引

物。对于扩增片段过大或过小，或者特异性不高的

引物，还需要摸索最佳的实验条件，以达到预期的

实验目的。 
本研究构建的遗传图谱上共包含 118 个标记位

点，其中包括高粱的 116 个高粱 SSR 标记和 2 个甘

蔗的 SSR 标记，覆盖高粱基因组的 1884.6 cM，标

记间平均距离为 15.97 cM，共 15 个连锁群(图 3)。
与 Wu 等(2006)研究结果相似，该研究完全利用 SSR
标记，构建的连锁图谱含有 16 个连锁群。该分子

连锁图谱基本满足对高粱重要农艺性状进行 QTL
初步定位的需要。对于主效 QTL 的精细定位以及

图位克隆，还需要利用新的 SSR 标记，进一步增加

染色体上的标记密度，构建完全饱和的分子连锁图

谱，以期为能源甜高粱的分子遗传改良提供一定的

理论指导。 

3材料与方法 
3.1试验材料 

所用样品为普通高粱品种石红137和甜高粱品

种L-甜，以及杂交得的F2群体。 

3.2试验方法 
3.2.1 DNA的提取 

高粱叶片总 DNA 提取参照 Dellaporta 等(1983)
的方法，稍做修改。提取的总 DNA 样品溶于 TE
缓冲液，并用 MBA 2000 µV/VS 光谱仪(Perkin 
Elmer 有限公司)进行浓度测定和品质检测。用双蒸

水把 DNA 样品稀释成 20 ng/µL 的工作液，储存在

4℃冰箱中，作为分析时的模板。 

3.2.2 PCR反应 
所用高粱引物由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成。PCR反应采用10 µL，15 µL，20 µL
和25 µL 4种反应体系。反应体系各样品依次加好

后，加1滴石蜡油，防止蒸发。使用PTC-200热循

环仪(MJ Research Inc.)进行扩增。按如下程序扩

增：94℃预变性5 min后，94℃变性30s、55℃退

火30s、72℃延伸1 min循环扩增35次，最后于72℃
延伸7 min。 

3.2.3 PCR产物的检测 
采用10%，8%和6%三种浓度的非变性聚丙烯

酰胺凝胶对扩增产物进行分离；采用两种染色方

法，一种是常规的非变性聚丙烯酰胺凝胶染色方法

(Sanguinetti et al., 1994)，另一种是快速银染方法

(Carlos et a1., 1994)。本实验对两种方法略作了改

动，均省略了用终止液终止反应，显影后直接用蒸
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馏水冲洗数遍，用保鲜膜包好即可分析各基因型。 

3.2.4分子标记连锁图谱的构建 
在双亲间具有明显多态性的标记用于检测石

红137/L-甜F2群体各单株的基因型。将与L-甜相同

的带型赋值为“A”，与石红137相同的带型赋值为

“B”,与F1杂种相同的带型赋值为“H”，带型不清楚或

缺失的赋值为“-”。利用MAPMAKER3.0 软件对所

有的标记进行连锁分析(Lander et al., 1987)。利用卡

平方测验对标记分离比率进行检测。在0.05显著水

平，当χ2大于5.99，认为在该标记位点存在一个偏

分离。利用MapChart2.2 (Voorrips et al., 2002)软件

进行连锁图的构建。 
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