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摘  要 本研究利用 EST-SSR 分子标记技术，对 10 份大白菜杂交种及其双亲之间的多态性进行了引物筛选和纯度鉴定的研

究。结果表明，通过 GeneBank 数据库上公布的大白菜 EST 序列，合成得到 30 对引物，其中有 7 对引物表现为稳定的共显

性，利用其中 3 对 EST-SSR 引物即可对全部 10 份大白菜杂交种进行纯度鉴定，带型为双亲的互补带型。经田间验证试验引

物稳定性良好，且与田间形态观察结果较为吻合，可用于大白菜杂交种种子纯度的鉴定。 
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Abstract In this research, primers screening and purity identification of both parents and F1 of 10 Chinese cabbage cultivars were 

conducted by using EST-SSR molecular marker technique. The results showed that there were 7 pairs of EST-SSR primers presenting 

stable codominance among 30 pairs of screened SSR primers, which were designed from expressed sequence tags (ESTs) in 

GeneBank. Only using 3 pairs of them, the purity identification of the total 10 Chinese cabbage cultivars could be done. The banding 

patterns of hybrid seeds are complementary types of their parents，and it is similar to their field purities. This indicates that EST-SSR 

markers could be used for rapid and accurate identification of seed purity of Chinese cabbage cultivar. 

Keywords Chinese cabbage; Seed; Purity Identification; EST-SSR Molecular Marker 

研究背景 

大白菜(Brassica campestris L. ssp pekinensis)为

十字花科芸薹属叶用蔬菜，起源于我国北方，是人

们生活中不可缺少的一种重要蔬菜，栽培面积和销

售量在我国居各类蔬菜之首，可在全国各种条件气

候下栽培，因此广受农户欢迎。大白菜的品种较多，

不同品种的营养和经济价值以及适宜的栽培方式

也不尽相同，同时每种品种的种子质量直接影响农

户的产量和经济效益，而种子纯度又是种子质量的

重要影响因素和评价指标，因此保证种子的纯度对

农户尤为重要。鉴定种子纯度的方法多为传统的田

间形态学观察，需要一个较长的育种过程，而且受

各种环境条件的影响也较大，往往时间较长而且结

果可能存在偏差，这种方法对于农户而言虽然传

统，但在时间上存在很大的不利因素，可能因此而

错过最佳的育种时机，直接影响经济收益。因此，

开发一种快速准确的种子纯度鉴定方法已成为各

类种子科研院所、质检机构以及企业和农户共同关

注的问题(赵振卿等, 2011)。 

近年来，种子纯度鉴定的方法有十多种，发展速

度也较快，从种子、幼苗形态及物理化学的常规鉴定

法到蛋白质及同工酶的电泳鉴定法再到DNA水平的

分子标记鉴定法，鉴定周期及时间上都已大大缩短，

但相比较而言，DNA 水平的分子标记鉴定法以其信
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息量大、遗传性稳定、检测速度快、操作简便等突出

优点在多种鉴定方法中占据了较大优势，并且也得到

了广泛应用(李淑娟, 2003; 田雷等, 2001)。 

EST-SSR 标记是分子标记鉴定方法之一，随着

GenBank 上公布的常见物种的 EST 序列信息日渐丰

富，利用 EST 数据库开发 SSR 引物较其它分子标记

方法更加便捷、信息量大、花费低、效率高，同时

也具备 SSR 标记的共显性、多态性高、实验程序简

单等优点，较适合于农户育种的需要(张晗等, 2010)。 

本研究以 10 份市售大白菜杂交种及其双亲为

试验材料，通过 GenBank 数据库上公布的大白菜

EST 序列，设计合成引物，通过比较杂交种及双亲

的特征谱带，筛选杂交种呈现双亲共显性的互补带

型的引物，建立准确快速的 EST-SSR 标记技术鉴定

大白菜杂交种种子纯度的检测方法，为大白菜杂交

种种子纯度分析提供理论基础。 

1 结果与分析 

1.1 大白菜叶片基因组 DNA 提取方法 

利用改良 CTAB 方法提取大白菜叶片基因组

DNA，用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测结果见图 1。

从图中可以看出，所提取的基因组 DNA 主带清晰，

整齐一致，没有明显降解，可用于下一步 PCR 扩增。 

 

 

 

 

 

 

图 1 大白菜基因组 DNA 电泳图 

注: 1~10: 10 份大白菜杂交种 

Figure 1 Electrophoretogram of Chinese cabbage genome 

Note: 1~10: 10 Chinese Cabbage hybrids 

 

1.2 引物筛选结果 

利用 EST-SSR 标记技术对天津科润蔬菜研究

所提供的大白菜杂交种及其双亲进行种子纯度鉴

定，通过合成的 30 对核心引物，比较杂交种及双

亲特征谱带的差异，筛选杂交种呈现双亲共显性的

互补带型的引物，其中 7 对引物出现杂交种带型为

双亲的互补带型，可用于大白菜杂交种种子纯度的

鉴定，仅应用其中 3 对引物即可覆盖 10 个品种的

大白菜杂交种种子纯度的鉴定。引物序列见表 1，

应用 3 对引物对 10 个品种大白菜进行纯度鉴定的

图谱如图 2、图 3、图 4 所示。 

1.3利用筛选到的 3对引物进行田间大白菜纯度鉴定 

对 10 份大白菜杂交种进行田间随机取样，每

个品种的大白菜各取单株 60 株，利用嫩叶进行

DNA 提取，应用筛选得到的 3 对 EST-SSR 引物，

鉴定每个品种大白菜的纯度，并与田间形态观察结

果对比，从而确定引物的适用性，两种方法纯度鉴

定结果如表 2 所示。 

2 讨论 

目前对于种子纯度的鉴定方法已经发展到分

子水平，分子标记技术可以直接反应 DNA 水平上

的差异，因此已成为种子纯度鉴定的主要发展趋

势。DNA 分子标记技术主要包括：扩增片段长度多

态性(AFLP)、随机扩增多态性 DNA (RAPD)、限制

性片段长度多态性(RFLP)、简单重复序列(SSR)等

方法。其中，AFLP 虽然稳定性和重复性较高，但

技术本身对DNA的纯度和内切酶的质量要求严格，

在应用上收到了限制；RAPD 检测受环境条件影响

较大且稳定性和重复性欠缺；RFLP 特异性强、准

确性高，但由于应用到探针标记，价格较高，难以

普及。而 SSR 标记不受环境条件影响，多态性高，

重复性稳定，且价格低廉，操作简便，同时是共显

性标记，因此已被杂交种纯度鉴定广泛应用。 

而基于近年来 GenBank 上公布的常见物种的

EST 序列信息日渐丰富，且获取简便，没有任何费

用，因此利用 EST 数据库开发 SSR 引物，不仅保

留了 SSR 标记的所有特点，而且凸显了其便捷、信

息量大、花费低、效率高等优势，适合于技术的推

广和普及。目前 EST-SSR 标记已经应用于水稻、

葡萄、小麦、黑麦、大麦和扁桃、玉米、甘蔗等(Cho 

et al., 2000; Nicot et al., 2004; Thiel et al., 2003; Xu et 

al., 2004; Cordeiro et al., 2001; 杨春霞等, 2011)植物

进行分子连锁图谱构建和遗传多样性分析。因此，

EST-SSR分子标记在蔬菜类作物和其他作物的遗传

图谱构建、比较基因作图、物种亲缘关系鉴定、遗

传多样性研究、品种鉴定、新基因的发掘等方面有

很大的应用潜力(葛佳等, 2005)。 

本研究利用 EST-SSR 分子标记技术对大白菜

进行种子纯度鉴定，以 10 份大白菜杂交种及其双

亲为试验材料，用 30 对 EST-SSR 引物进行筛选。

通过筛选应用其中 3 对引物可对 10 份大白菜的全

部品种进行纯度鉴定，即在杂交种 F1代中均产生与 
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表 1 引物序列 

Table 1 Primer sequences 

序号 正向引物 反向引物 

No. Forward primers Reverse primers 

1 5'-TTTGTCCCTATTGCTCAGGG-3' 5'-CCGAGAACGTCTTCTCCTTG-3' 

9 5-ACCTTCCGTCTCTGGGTCTT-3' 5'-TTTTGAACGAGGTGGAGGAC-3' 

26 5'-ATAACAACAACCTGCCCGAG-3' 5'-GAAGCACAAGAACAGGGCTC-3' 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2 引物 1 大白菜杂交种纯度鉴定 

注: 1 号, 2 号, 3 号, 5 号, 6 号, 9 号品种的大白菜杂交种种子纯度鉴定结果, 1, 2, 3 分别为 1 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父

本; 4, 5, 6 分别为 2 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父本; 7, 8, 9 分别为 3 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父本; 10, 11, 12 分别

为 5 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父本; 13, 14, 15 分别为 6 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父本; 16, 17, 18 分别为 9 号品种

大白菜的母本, 杂交种, 父本 

Figure 2 Results of purity identification of Chinese cabbage hybrids by primer No.1 

Note: Results of purity identification of Chinese cabbage of No.1, 2, 3, 5, 6, 9 hybrids, 1, 2, 3 were maternal parent, hybrid, paternal 

parent of No.1 hybrid respectively; 4, 5, 6 were maternal parent, hybrid, paternal parent of No.2 hybrid respectively; 7, 8, 9 were 

maternal parent, hybrid, paternal parent of No.3 hybrid respectively; 10, 11, 12 were maternal parent、hybrid、paternal parent of No.5 

hybrid respectively; 13, 14, 15 were maternal parent、hybrid、paternal parent of No.6 hybrid respectively; 16, 17, 18 were maternal 

parent, hybrid, paternal parent of No.9 hybrid respectively 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3 引物 9 大白菜杂交种纯度鉴定 

注: 1 号, 3 号, 4 号, 5 号, 7 号, 8 号品种的大白菜杂交种种子纯度鉴定结果, 1, 2, 3 分别为 1 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父

本; 4, 5, 6 分别为 3 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父本; 7, 8, 9 分别为 4 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父本; 10, 11, 12 分别

为 5 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父本; 13, 14, 15 分别为 7 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父本; 16, 17, 18 分别为 8 号品种

大白菜的母本, 杂交种, 父本 

Figure 3 Results of purity identification of Chinese cabbage hybrids by primer No.9 

Note: Results of purity identification of Chinese cabbage of No.1, 3, 4, 5, 7, 8 hybrids, 1, 2, 3 were maternal parent, hybrid, paternal 

parent of No.1 hybrid respectively; 4, 5, 6 were maternal parent, hybrid, paternal parent of No.3 hybrid respectively; 7, 8, 9 were 

maternal parent, hybrid, paternal parent of No.4 hybrid respectively; 10, 11, 12 were maternal parent, hybrid, paternal parent of No.5 

hybrid respectively; 13, 14, 15 were maternal parent, hybrid, paternal parent of No.7 hybrid respectively; 16, 17, 18 were maternal 

parent, hybrid, paternal parent of No.8 hybrid respectively 

父本和母本互补的共显性带型，并对所筛选引物进

行田间验证，验证结果为大白菜的 EST-SSR 分子标

记方法与田间形态观察方法纯度鉴定结果一致，即

所建立的技术可用来鉴定大白菜杂交种的种子纯

度。并且该技术在不计算 DNA 提取过程耗时的情

况下，PCR 耗时 2 h，EST-SSR 分析 60~90 min，所

以本研究的检测方法在 4 h 之内即可完成种子纯度

鉴定工作，具有快速、低成本、操作方便等优势。



 

分子植物育种(网络版), 2012 年, 第 10 卷, 第 1145-1150 页 
Fenzi Zhiwu Yuzhong (Online), 2012, Vol.10, 1145-1150 
http://mpb.5th.sophiapublisher.com 

1148 

 

 

 

 

 

 

 

图 4 引物 26 大白菜杂交种纯度鉴定 

注: 1 号, 2 号, 3 号, 5 号, 9 号, 10 号品种的大白菜杂交种种子纯度鉴定结果, 1, 2, 3 分别为 1 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父

本; 4, 5, 6 分别为 2 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父本; 7, 8, 9 分别为 3 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父本; 10, 11, 12 分别

为 5 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父本; 13, 14, 15 分别为 9 号品种大白菜的母本, 杂交种, 父本; 16, 17, 18 分别为 10 号品

种大白菜的母本, 杂交种, 父本 

Figure 4 Results of purity identification of Chinese Cabbage hybrids by primer No.26 

Note：Results of purity identification of Chinese Cabbage of No.1, 2, 3, 5, 9, 10 hybrids, 1, 2, 3 were maternal parent, hybrid, 

paternal parent of No.1 hybrid respectively; 4, 5, 6 were maternal parent, hybrid, paternal parent of No.2 hybrid respectively; 7, 8, 9 

were maternal parent, hybrid, paternal parent of No.3 hybrid respectively; 10, 11, 12 were maternal parent, hybrid, paternal parent of 

No.5 hybrid respectively; 13, 14, 15 were maternal parent, hybrid, paternal parent of No.9 hybrid respectively; 16, 17, 18 were 

maternal parent, hybrid, paternal parent of No.10 hybrid respectively 

表 2 两种方法纯度鉴定结果 

Table 2 Results of two methods for purity identification 

杂交种编号 EST-SSR 纯度鉴定结果(%) 田间纯度鉴定结果(%) 

No. of hybrid Results of purity by EST-SSR (%) Results of purity with planting (%) 

1 100 100 

2 98.33 98.33 

3 96.67 98.33 

4 96.67 98.33 

5 100 100 

6 100 100 

7 93.33 96.67 

8 93.33 96.67 

9 93.33 96.67 

10 96.67 98.33 

 

3 试验材料与方法 

3.1 试验材料 

以 10 份市售大白菜杂交种及其双亲为试验材

料，由天津科润蔬菜研究所提供，10 份大白菜杂交

种品种名称见表 3。 

3.2 试验方法 

3.2.1 EST-SSR 引物设计与合成 

通过GenBank上公布的大白菜 EST 序列信息，

应用 CMD SSR Server (http://www.cottonmarker.org/ 

cgi-bin/cmd_ssr)在线设计软件，共设计了 30 对核心

引物，引物由上海生工合成。 

3.2.2 DNA 提取 

利用改良 CTAB 法提取大白菜叶片基因组

DNA (王永等, 2008)。将获得的植物组 DNA 用 1%

的琼脂糖凝胶电泳检测。 

3.2.3 引物筛选 

以大白菜杂交种及其父本和母本的基因组

DNA为模板，分别对 30对EST-SSR引物进行扩增，

扩增产物用 8%聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分离、染

色，筛选杂交种带型为父母本互补的引物。 

3.2.4 PCR 扩增体系及程序 

PCR 扩增反应的总体积为 10 μL，扩增反应体

系为：2×GoTaq® Master Mixes 5 μL，上游和下游

引物 10 μmol/L 各 0.25 μL，供试品种大白菜基因组

DNA 模板，浓度 50 ng/μL，1 μL，双蒸水补足 10 μL；

PCR 反应程序为 94℃预变性 5 min，35 个扩增循环 
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表 3 品种名称及编号 

Table 3 Cultivars and No. of hybrid 

杂交种编号 品种名称 杂交种编号 品种名称 

No. of hybrid Cultivars No. of hybrid Cultivars 

1 秋绿 75 6 津白 45 

 Qiulv75  Jinbai45 

2 津秋 78 7 秋绿 55 

 Jinqiu78  Qiulv55 

3 秋绿 60 8 津夏 3 号 

 Qiulv60  Jinxia3 

4 耐抽薹型春绿 1 号 9 津秀 3 号 

 Naichoutaixingchunlv1  Jinxiu3 

5 津白 56 10 珍绿 6 号 

 Jinbai56  Zhenlv6 

 

(94℃ 1 min，53.5℃ 45 s，72℃ 45 s)；72℃延伸

7 min，4℃保存。 

3.2.5 田间试验验证 

对 10 份大白菜杂交种进行田间随机取样，每

个品种的大白菜取单株 60 株，用筛选出的 3 对

EST-SSR 引物进行纯度鉴定，鉴定结果与田间形态

观察结果对比，确定所筛选引物的适用性。 
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