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　 　 摘要：大白菜是重要的蔬菜作物，准确鉴定大白菜品种对于大白菜种质资源管理、新品种测试、种子质量检测等具有重要

意义。 本研究从已定位到大白菜 １０ 个连锁群的 ２０５ 个 ＳＳＲ 标记中，筛选出 ３０ 个在连锁群上分布均匀、ＰＣＲ 扩增稳定、带型简

单的标记，用于大白菜品种 ＤＮＡ 指纹鉴定。 对入选的引物用 ４ 种荧光染料进行了标记，利用基于毛细管电泳荧光检测的

ＤＮＡ 分析仪对 ＳＳＲ 扩增产物进行检测。 通过比较分析 ２ 种不同型号的 ３ 台 ＤＮＡ 分析仪的扩增片段检测数据，明确了不同

ＤＮＡ 分析仪的检测数据间一般存在明显的系统误差。 系统误差的大小取决于引物，一般在 １ ～ ４ ｂｐ 之间。 使用扩增产物的片

段长度对各 ＳＳＲ 位点的不同等位变异进行命名。 通过使用一组参照品种，消除了不同批次、不同 ＤＮＡ 分析仪型号间的系统

误差，保证了检测数据的可重复性和可再现性。 在此基础上，对 １８４ 份大白菜品种进行了 ＤＮＡ 分子数据采集。
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　 　 大白菜属十字花科芸薹属白菜种的大白菜亚种

（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｓｓｐ． Ｐｅｋｉｎｅｎｓｉｓ），是东亚地区最重要的

蔬菜作物之一，在世界其他地区也有栽培［１］。 在大

白菜长期驯化栽培过程中，形成了丰富的种质资源。
而随着现代育种工作的开展，大白菜品种数量不断

增加。 准确鉴定大白菜品种对大白菜种质资源管
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理、新品种测试、种子质量监测具有重要意义。 传统

的田间种植品种鉴定方法根据表型性状进行品种区

分鉴别，不仅鉴定周期长，而且表型性状易受环境因

素影响，仅靠表型性状鉴别品种有较大的难度［２］。
ＤＮＡ 指纹鉴定可直接检测种质材料间 ＤＮＡ 水

平上的差异，不受环境条件影响，具有快速准确的特

点，广泛应用于种质资源管理、品种鉴定、新品种测

试和品种权保护、种子纯度检测等领域［２⁃１３］。 ＳＳＲ
分子标记在基因组中分布广泛、多态性水平高、呈共

显性遗传、分析简便，是当前 ＤＮＡ 指纹鉴定中应用

最广泛的分子标记［１４］。 近几年，随着白菜基因组测

序的开展，大规模开发大白菜 ＳＳＲ 标记成为可能，
已有 一 大 批 ＳＳＲ 标 记 定 位 到 大 白 菜 连 锁 图

谱上［１５⁃１６］。
利用 ＳＳＲ 标记进行白菜品种指纹鉴定的研究

报道不多。 石磊等［１７］ 对大白菜 ＳＳＲ 检测体系进行

了优化。 王笑一等［７］ 利用 ５ 对 ＳＳＲ 引物建立了 ８０
份小白菜品种的指纹图谱。 李莉等［９］ 利用芸薹属

植物数据库中的 ＥＳＴ 序列，开发并筛选出由 ３ 个引

物对组成的 ６ 套 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 复合标记组合，优化了相

应的多重 ＰＣＲ 试验条件，用于白菜和大白菜品种鉴

定。 李丽等［８］进一步利用 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记建立了 １６８
份大白菜核心种质的指纹模式图。 国际植物新品种

保护联盟（ＵＰＯＶ） ［１４］ 提出适用于 ＤＮＡ 指纹数据采

集的分子标记技术应满足以下条件：（１）在不同试

验室间应有良好的可再现性和重复性；（２）分辨率

高；（３）ＤＮＡ 指纹数据适合构建数据库；（４）分子标

记在基因组中的分布已知。
本研究从已定位到大白菜 １０ 个连锁群的 ＳＳＲ

引物中，筛选出一批连锁群上分布均匀、ＰＣＲ 扩增

稳定、带型简单的 ＳＳＲ 引物，利用基于毛细管荧光

检测的 ＤＮＡ 分析仪对 ＳＳＲ 扩增产物进行检测，使
用扩增产物的片段长度对各 ＳＳＲ 位点的不同等位

变异进行命名，通过使用一组参照品种，消除不同批

次、不同 ＤＮＡ 分析仪间可能存在的系统误差，保证

了检测数据的可重复性和可再现性。 在此基础上，
对一批大白菜品种进行了 ＤＮＡ 分子数据采集。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

本试验材料共 ２４３ 份（表 １），其中大白菜自交

系 ４０ 份（代号 １ ～ ４０），从山东省农业科学院蔬菜研

究所提供的 １５７ 份自交系中筛选获得。 农业部植

物新品种测试中心提供的大白菜品种 ４３ 份（代号

ｃ４０３ ～ ｃ４４５，主要是获得品种权保护的品种）。 近年

育成的大白菜品种 １６０ 份，其中 ５０ 份（代号 ｃ３０１ ～
ｃ３５０）由中国农业科学院科院蔬菜花卉研究所提

供，其余 １１０ 份（ ｃ８４ ～ １４３、ｃ３５１ ～ ｃ４００）来自市场

收集。
１􀆰 ２　 ＤＮＡ 提取

每个品种取 ３０ 株幼苗的幼嫩组织或 ３０ 株成株

的叶片混合，在液氮中磨碎，采用 ＣＴＡＢ 法提取基因

组 ＤＮＡ。 提取的 ＤＮＡ 加适量 ＴＥ 溶液溶解，利用

１％琼脂糖凝胶电泳检测。
１􀆰 ３　 ＳＳＲ 引物

已定位到白菜 １０ 个连锁群上的 ２０５ 个 ＳＳＲ 位

点的引物［１６］。 其中 ５ 对引物来自 Ａ． Ｊ． Ｌｏｗｅ 等［１８］，
９ 对引物来自 Ｓ． Ｃｈｏｉ 等［１５］，１９１ 对引物来自 Ｈ． Ｋｉｍ
等［１６］。 对筛选出的引物分别利用 ６⁃ＦＡＭ、ＨＥＸ、
ＲＯＸ 和 ＴＡＭＲＡ 等 ４ 种荧光染料中的一种对 ＳＳＲ 位

点前引物 ５′末端进行标记。 引物的合成和标记均

由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。
１􀆰 ４　 ＰＣＲ 反应

ＰＣＲ 反应体系和热循环程序参考于仁波等［１９］

的方法 。 采用的反应体系如下：１２􀆰 ５ μＬ 的反应体

积，含每种 ｄＮＴＰ ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 正向引物、反向引物

各 ０􀆰 ４ mｍｏｌ ／ Ｌ，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 １􀆰 ０ Ｕ，１ × ＰＣＲ 缓

冲液（Ｔｒｉｓ⁃Ｈｃｌ ｚｏｍｍｏｌ ／ Ｌ，ｋｃｌ ｚｏｍｍｏｌ ／ Ｌ，（ＮＨ４） ２ＳＯ４

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） （不含 Ｍｇ２ ＋ ），ＭｇＣｌ２ １􀆰 ５ｍｍｏｌ ／ Ｌ，样品

ＤＮＡ １０ ～ ４０ ｎｇ。 ＰＣＲ 反应程序为：９４ ℃ 预变性

４ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ４５ ｓ，６５ ℃ 退火 ４５ ｓ，７２ ℃ 延伸

４５ ｓ，每循环降 １ ℃，共 １５ 个循环；９４ ℃变性 ４５ ｓ，
５０ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 ４５ ｓ，共 ３０ 个循环；７２ ℃
延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃保存。
１􀆰 ５　 扩增产物检测

１􀆰 ５􀆰 １　 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳　 ＰＣＲ 扩增产物

中加入 １０ mＬ 加样缓冲液（９８％ 甲酰胺，ｐＨ ８􀆰 ０，
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ， ０􀆰 ２５％ 溴酚蓝， ０􀆰 ２５％ 二甲苯

青），９５ ℃变性 ５ ｍｉｎ，冰水上冷却，在 ４􀆰 ５％ 变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳上电泳 １ ～ １􀆰 ５ ｈ（６０ Ｗ 恒功

率），银染检测扩增产物。
１􀆰 ５􀆰 ２　 ＤＮＡ 分析仪片段分析 　 将 ６⁃ＦＡＭ 和 ＨＥＸ
荧光标记的 ＰＣＲ 产物用超纯水稀释 ３０ 倍，ＴＡＭＲＡ
和 ＲＯＸ 荧光标记的 ＰＣＲ 产物稀释 １０ 倍。 分别取

等体积的上述 ４ 种稀释后溶液混合，吸取 １ mＬ 加入

到深孔板孔中。 板中各孔另分别加入 ０􀆰 １ mＬ
ＬＩＺ５００ 分子量内标和 ８􀆰 ９ mＬ 去离子甲酰胺。 将样

品 ９５ ℃变性 ５ ｍｉｎ，置于碎冰上，冷却 １０ ｍｉｎ，放置
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表 １　 本研究中的大白菜自交系和杂交种

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｈｙｂｒｉｄｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

代号
ＩＤ

品种
Ｖａｒｉｅｔｙ

代号
ＩＤ

品种
Ｖａｒｉｅｔｙ

代号
ＩＤ

品种
Ｖａｒｉｅｔｙ

代号
ＩＤ

品种
Ｖａｒｉｅｔｙ

代号
ＩＤ

品种
Ｖａｒｉｅｔｙ

代号
ＩＤ

品种
Ｖａｒｉｅｔｙ

１ Ｗ４⁃１ Ｃ８５ 改良青杂三号 Ｃ１２６ 双抗霸王 Ｃ３２４ 春绿 １ 号 Ｃ３６５ 潍白九号 Ｃ４０８ 莱白 ３８
２ Ｗ１３⁃８ Ｃ８６ 义和秋 Ｃ１２７ 翠绿金刚 Ｃ３２５ 龙园红 １ 号 Ｃ３６６ 四季红运 Ｃ４０９ 豫新 １ 号

３ Ｗ２８⁃８ Ｃ８７ 高抗二号 Ｃ１２８ 秋玉 ７８ Ｃ３２６ 科萌 ４５ Ｃ３６７ 沂丰桔红心 Ｃ４１０ 豫新 １ 号

４ ６９５⁃７ Ｃ８８ ８７⁃１１４ Ｃ１２９ 大白菜 Ｃ３２７ 京秋 ６５ Ｃ３６８ 潍白七号 Ｃ４１１ 豫新 ２ 号

５ ２６７⁃１ Ｃ８９ 胶州大白菜 Ｃ１３０ 传祺 Ｃ３２８ 京夏王 Ｃ３６９ 南阜秋宝大白菜 Ｃ４１２ 豫新 ３ 号

６ 金贝⁃２ Ｃ９０ 北辰清抗 Ｃ１３１ 秋珍白三号 Ｃ３２９ 科萌夏秋王 Ｃ３７０ 西由铁根 Ｃ４１３ 春丰 ００７
７ ２２９⁃１ Ｃ９１ 城春白菜 Ｃ１３２ 早熟 ５ 号 Ｃ３３０ 豫早 １ 号 Ｃ３７１ 潍白 ６９ Ｃ４１４ 西白 ９ 号

８ Ｗ３ Ｃ９２ 秋真白十一号 Ｃ１３３ 悦喜 ６０ 白菜 Ｃ３３１ 豫新 ５５ Ｃ３７２ 潍白二号 Ｃ４１５ 西白 ５ 号

９ 福山包头 Ｃ９３ 秋霸 Ｃ１３４ 青研早六号 Ｃ３３２ 豫新 ６０ ３７３ 潍白秋玉 Ｃ４１６ 西春白 ３ 号

１０ 西 ３８８⁃１ Ｃ９４ ８７⁃１１４ Ｃ１３５ 青研早九号 Ｃ３３３ 东农 ９０７ Ｃ３７４ 高抗黄冠 Ｃ４１７ 中白 ７８ 号

１１ 玉青 Ｃ９５ 太空八号 Ｃ１３６ 早熟五号 Ｃ３３４ 绿星 ５８ Ｃ３７５ 秋抗 ２ 号 Ｃ４１８ 西白 １０ 号

１２ Ｚ６１⁃２⁃３ Ｃ９６ 秋美 Ｃ１３７ 喜诺春 Ｃ３３５ 东农 ９０５ Ｃ３７６ 金来秋白 ６ 号 Ｃ４１９ 莱白一号

１３ ７３４⁃１１ Ｃ９７ 真不坏 Ｃ１３８ 夏秋 ５５ Ｃ３３６ 中白 ６１ Ｃ３７７ 神狮 ７０ Ｃ４２０ 天正超白二号

１４ 玲珑⁃２ Ｃ９８ 改良青杂三号 Ｃ１３９ 天正秋白 １９ 号 Ｃ３３７ 绿星 ７０ Ｃ３７８ 晋菜三号 Ｃ４２１ 豫新 １ 号

１５ ２２４⁃３ Ｃ９９ 中白 ７６ Ｃ１４０ 小杂 ５６ Ｃ３３８ 龙白 ７ 号 Ｃ３７９ 朐阳 ７８ Ｃ４２２ 辽白十号

１６ ７２６⁃２ Ｃ１００ 太空一号 Ｃ１４１ 贵龙五号 Ｃ３３９ 福田 ８０ Ｃ３８０ 北京新优 ３ 号 Ｃ４２３ 莱 ６０１４
１７ 南路 １ 号 Ｃ１０１ 保丰收 Ｃ１４２ 青研一号 Ｃ３４０ 北京大牛心 Ｃ３８１ 金来秋白一号 Ｃ４２４ 金华元 １９ 号

１８ ６５９ Ｃ１０２ 京益三号 Ｃ１４３ 夏优三号 Ｃ３４１ 晋白二号 Ｃ３８２ 津双 ７５ Ｃ４２５ 天正品优一号

１９ １２６⁃５ Ｃ１０３ 金秋状元大白菜 Ｃ３０１ 晋菜二号 Ｃ３４２ 豫新 ４ 号 Ｃ３８３ 丰抗 ７９８ Ｃ４２６ 金冠 ２ 号

２０ １２７⁃１ Ｃ１０４ 华夏极品 Ｃ３０２ 辽白 １２ Ｃ３４３ 豫新 ６ 号 Ｃ３８４ 金秋白 ７８ Ｃ４２７ 冠春

２１ １２８⁃１ Ｃ１０５ 精品油绿三 Ｃ３０３ 辽白八号 Ｃ３４４ 中白 ８３ Ｃ３８５ 鲁白十五号 Ｃ４２８ 新早 ５８
２２ Ｗ３４⁃２ Ｃ１０６ 鲁熟 ３ 号 Ｃ３０４ 绿星大棵菜 Ｃ３４５ 新二包头 Ｃ３８６ 胶白七号 Ｃ４２９ 秋玉 ７８
２３ Ｗ４８⁃３ Ｃ１０７ 保时捷白菜 Ｃ３０５ 青绿王 Ｃ３４６ 精选中白 ８１ Ｃ３８７ 中农新三号 Ｃ４３０ 青研四号

２４ Ｗ３８⁃１ Ｃ１０８ 领域大白菜 Ｃ３０６ 晋菜三号 Ｃ３４７ 福尔斯 Ｃ３８８ 金来秋白 ２ 号 Ｃ４３１ 丰南 Ｆ１１５⁃９３
２５ Ｗ４０⁃１ Ｃ１０９ 抗病将军 Ｃ３０７ 新育三号 Ｃ３４８ 福尔青 Ｃ３８９ 潍白八号 Ｃ４３２ 天正春白二号

２６ Ｗ３７⁃１ Ｃ１１０ 大江 ７８ Ｃ３０８ 科萌 ８０ Ｃ３４９ 福尔乐 Ｃ３９０ 朐阳新三号 Ｃ４３３ 热抗 ７ 号

２７ Ｗ３３⁃２ Ｃ１１１ 新北京三号 Ｃ３０９ 科萌 ９０ Ｃ３５０ 福尔美 Ｃ３９１ 丰抗 ８０ Ｃ４３４ 沈白 ＧＭＳ０１
２８ Ｗ３２⁃５ Ｃ１１２ 北京优抗王 Ｃ３１０ 新绿 ８５ Ｃ３５１ 热抗白 ５０ Ｃ３９２ 山东四号 Ｃ４３５ 中白 ６２ 号

２９ １４１⁃３ Ｃ１１３ 北京抗病三号 Ｃ３１１ 新青 Ｃ３５２ 新夏阳大白菜 Ｃ３９３ 金来新 ７８ Ｃ４３６ 四季翠

３０ １２９⁃１ Ｃ１１４ 金秋 ６６ Ｃ３１２ 科萌新青二号 Ｃ３５３ 日本夏抗 ５５５ Ｃ３９４ 精品京育 ８０ Ｃ４３７ 秋早 ９ 号

３１ １３２⁃１ Ｃ１１５ 秦白二号 Ｃ３１３ 新绿 ２ 号 Ｃ３５４ 南阜夏秋王大白菜 Ｃ３９５ 胶白秋丰 Ｃ４３８ 青研春白一号

３２ Ｗ４６⁃６ Ｃ１１６ 秋真白六号 Ｃ３１４ 中白 ７６ Ｃ３５５ 夏优 １６８ Ｃ３９６ 德高 １ 号 Ｃ４３９ 浙白 ６ 号

３３ 玉青 ２ Ｃ１１７ 金刚矮大头 Ｃ３１５ 津秋 ７８ Ｃ３５６ 金来秋白五号 Ｃ３９７ 大青麻叶 Ｃ４４０ 秋早 ６０
３４ 黄心娃 Ｃ１１８ 秦白二号 Ｃ３１６ 科萌 ７５ Ｃ３５７ 夏阳 ５０ Ｃ３９８ 潍白四号 Ｃ４４１ 郑白 ７５
３５ Ｗ４３⁃５ Ｃ１１９ 义和景品 Ｃ３１７ 京翠 ７０ Ｃ３５８ 盛夏 ５０ Ｃ３９９ 丰抗 ９０ Ｃ４４２ 西由铁根

３６ １４５⁃２ Ｃ１２０ 鲁白二号 Ｃ３１８ 科萌 ６０ Ｃ３５９ 德高 １６ Ｃ４００ 太原二青 Ｃ４４３ 珍绿 ６ 号

３７ 津绿 ２ Ｃ１２１ 义和四号 Ｃ３１９ 秋绿 ６０ Ｃ３６０ 北京小杂 ５６ Ｃ４０３ 新三号 Ｃ４４４ 黔白 ４ 号

３８ １４４⁃４ Ｃ１２２ 铁将军 Ｃ３２０ 京秋 ５６ Ｃ３６１ 秋绿 Ｃ４０４ 西白 ３ 号 Ｃ４４５ 天正橘红 ６２
３９ 城阳青 Ｃ１２３ 高产状元 Ｃ３２１ 津白 ５６ Ｃ３６２ 橘红心白菜 Ｃ４０５ 西白 ４ 号

４０ 津绿 ３ Ｃ１２４ 桔红心白菜 Ｃ３２２ 秋绿 ５５ Ｃ３６３ 胶白十号 Ｃ４０６ 鲁白 １６ 号

Ｃ８４ 胶研 ５８６９ Ｃ１２５ 悦喜 ７０ 白菜 Ｃ３２３ 津白 ４５ Ｃ３６４ 潍白六号 Ｃ４０７ 新乡小包 ２３

到 ＤＮＡ 分析仪上。 上机、分析程序设置、电泳等按

仪器厂家推荐使用方法进行。 使用 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ ３􀆰 ２
软件分析扩增片段峰型，读取片段数据。

除使用一台 ＡＢＩ ３７３０ ＸＬ 对全部样品进行了分

析外，为确定 ＤＮＡ 分析仪间的系统误差，还使用了

一台 ＡＢＩ ３１３０ ＸＬ ＤＮＡ 分析仪对部分样品的 ＳＳＲ
扩增产物进行了重复检测，另委托中国农业科学院

作物科学研究所使用另一台 ＡＢＩ ３７３０ ＸＬ 分析仪进

行了同型号不同 ＤＮＡ 分析仪的重复分析。
１􀆰 ６　 数据分析

应用 ＰｏｗｅｒＭａｒｋｅｒ ３􀆰 ２５ 软件［２０］，计算了 ＳＳＲ 位

点的多态性信息量（ＰＩＣ）。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 引物筛选

利用 ２０５ 对引物对 ８ 份自交系（代号 １ ～ ８）进行
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扩增，对扩增产物采用 ４􀆰 ５％变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离及银染检测。 ７３ 对引物的扩增产物符合带型

简单、多态性、扩增稳定、扩增片段长度在 １００ ～４００ ｂｐ
之间的条件。 将上述７３ 对引物对 ４８ 份杂交种（代号

ｃ３５１ ～ ｃ３９８）进行扩增，对扩增产物进行测序凝胶电

泳分离和银染检测，重点对引物的多态性水平进行评

价，选择了 ５１ 对引物。 图 １ 为引物 ｎｉａ⁃ｍ０３５ａ 对一组

大白菜杂交种扩增产物的电泳检测结果。

泳道 Ｍ 为 ＤＮＡ 分子量标准 ＰＢＲ３２２ ／ＭＳＰⅠ
Ｌａｎｅ Ｍ ｗａｓ ｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ ＰＢＲ３２２ ／ＭＳＰⅠ

图 １　 引物 ｎｉａ＿ｍ０３５ａ 在一组大白菜杂交种中检测到的扩增产物多态性

Ｆｉｇ． １　 Ｂａｎｄ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ａ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ｈｙｂｒｉｄｓ ｗｉｔｈ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｔ ｌｏｃｕｓ ｎｉａ＿ｍ０３５ａ

　 　 利用上述 ５１ 对引物对 １５７ 份大白菜自交系进

行扩增，记录每份自交系每个引物位点上的等位变

异。 针对每个等位变异，选择一份相应自交系。 本

着使用最少的自交系数量代表最多的等位变异的原

则，共选择了 ４０ 份材料（代号 １ ～ ４０），代表了 １５７
份自交系中 ５１ 个引物位点上全部的等位变异。

将 ５１ 对引物中的每一对引物利用 ６⁃ＦＡＭ、ＨＥＸ、
ＲＯＸ 和 ＴＡＭＲＡ 等 ４ 种荧光染料中的一种进行了标

记。 利用 ５１ 对荧光标记引物对上述 ４０ 份自交系和

５６ 份杂交种（代号 ｃ３０１ ～ ｃ３５６）进行扩增，扩增产物

利用 ＡＢＩ ３７３０ ＸＬ 型 ＤＮＡ 分析仪进行扩增产物片段

分析。 分析每对引物扩增产物的峰型、主峰位置、片
段长度数据规律性、杂合位点峰型组成，选择峰型简

单、主峰位置在不同大小的扩增片段间保持稳定、片
段长度的变化规律与重复单位组成（二碱基或三碱

基重复单位）相符、杂合位点的峰型组成易于判读

的引物。 ５１ 对引物中有 ４５ 对引物符合以上标准。
图 ２ 为一对引物扩增产物的测序仪峰图。

根据入选的 ４５ 对引物位点在连锁群上的位

置［１６］，选择了在 １０ 个连锁群上分布相对均匀的 ３０
个位点的引物。 每个连锁群上至少有 ２ 个标记。 入

选的 ３０ 对引物的信息见表 ２。

图 ２　 ＤＮＡ 分析仪检测到的 ｃｎｕ⁃ｍ９０ａ 位点大白菜杂交种的等位变异

Ｆｉｇ． ２　 Ａｌｌｅｌｅｓ ｏｆ ｓｉｘ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ａｔ ｌｏｃｕｓ ｃｎｕ＿ｍ９０ａ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＮＡ ａｎａｌｙｚｅｒ
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２􀆰 ２　 等位变异命名和参照品种的确定

本研究表明，使用 ＤＮＡ 分析仪进行片段分析

时，同一批次样品相同等位变异间的检测数据误差

不超过 ０􀆰 ４０ ｂｐ，多在 ０􀆰 ３ ｂｐ 以内，远小于同一位点

２ 个等位变异之间 ２ ｂｐ 或 ３ｂｐ 的最小差异（二核苷

酸或三核苷酸类型重复单位），可以容易区分不同

等位变异。 同一组样品利用同一型号 ＤＮＡ 分析仪

重复分析，重复间差异一般在 ０􀆰 ３ ｂｐ 之内。 表 ３ 为

２ 对引物在一组自交系中扩增产物重复分析的结

果。 ２ 次重复间存在明显的系统误差，但差值较小。

表 ３　 ２ 对引物 ＤＮＡ 分析仪重复分析结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｌｌｅｌｅ ｓｉｚｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｗｏ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ＤＮＡ ａｎａｌｙｚｅｒ

样品编号

Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ．

ｃｎｕ１３９（Ｈ） ｃｎｕ２５２（Ｔ）

重复 １
Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ １

重复 ２
Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ２

差值

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
重复 １

Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ １
重复 ２

Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ２
差值

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

２ １６１􀆰 ３８ １６１􀆰 ２１ ０􀆰 １７ ２５１􀆰 ２９ ２５１􀆰 ２７ ０􀆰 ０２

３ １６３􀆰 １７ １６３􀆰 ０５ ０􀆰 １２ ２５４􀆰 １２ ２５４􀆰 ２３ ⁃０􀆰 １１

５ １６５􀆰 ３４ １６５􀆰 ２８ ０􀆰 ０６ ２５１􀆰 ２１ ２５１􀆰 ３０ ⁃０􀆰 ０９

６ １６５􀆰 ４６ １６５􀆰 ３１ ０􀆰 １５ ２５４􀆰 １９ ２５４􀆰 ３２ ⁃０􀆰 １３

７ １６５􀆰 ４４ １６５􀆰 １９ ０􀆰 ２５ ２５１􀆰 １１ ２５１􀆰 ３７ ⁃０􀆰 ２６

９ １６５􀆰 ４９ １６５􀆰 ３１ ０􀆰 １８ ２５１􀆰 ２４ ２５１􀆰 ２９ ⁃０􀆰 ０５

１０ １６３􀆰 １４ １６３􀆰 ０３ ０􀆰 １１ ２５１􀆰 ２９ ２５１􀆰 ３７ ⁃０􀆰 ０８

１１ １６３􀆰 ２４ １６３􀆰 ０２ ０􀆰 ２２ ２４０􀆰 ９８ ２４１􀆰 １９ ⁃０􀆰 ２１

１３ １６２􀆰 ９７ １６３􀆰 ０５ ⁃０􀆰 ０８ ２４０􀆰 ８１ ２４１􀆰 ０１ ⁃０􀆰 ３０

１５ １６３􀆰 ０９ １６２􀆰 ８５ ０􀆰 ２４ ２５１􀆰 １４ ２５１􀆰 ２８ ⁃０􀆰 １４

１６ １７４􀆰 ３４ １７４􀆰 ２５ ０􀆰 ０９ ２４０􀆰 ８５ ２４０􀆰 ９４ ⁃０􀆰 １９

１８ １６３􀆰 １７ １６２􀆰 ９３ ０􀆰 １４ ２５１􀆰 ２０ ２５１􀆰 ３２ ⁃０􀆰 ２０

１９ １６３􀆰 ０７ １６３􀆰 ０７ ０􀆰 ００ ２５１􀆰 １１ ２５１􀆰 ３０ ⁃０􀆰 １９

２０ １６３􀆰 １７ １６３􀆰 ０６ ０􀆰 １１ ２５１􀆰 ０８ ２５１􀆰 ２７ ⁃０􀆰 １９

２１ １６３􀆰 ２７ １６３􀆰 １５ ０􀆰 １２ ２５１􀆰 ２０ ２５１􀆰 ２９ ⁃０􀆰 ０９

２２ １６３􀆰 １６ １６３􀆰 ０５ ０􀆰 １１ ２４０􀆰 ９８ ２４１􀆰 ００ ⁃０􀆰 ０２

２３ １６３􀆰 ０７ １６２􀆰 ９６ ０􀆰 １１ ２４０􀆰 ９１ ２４１􀆰 ０５ ⁃０􀆰 １４

２５ １６３􀆰 １０ １６２􀆰 ８６ ０􀆰 １５ ２４０􀆰 ７３ ２４０􀆰 ９２ ⁃０􀆰 １９

２６ １６７􀆰 ２８ １６７􀆰 ０７ ０􀆰 ２１ ２４０􀆰 ７８ ２４１． ００ ⁃０􀆰 ２２

２７ １６３􀆰 ０９ １６３􀆰 ０８ ０􀆰 ０１ ２３８􀆰 ０１ ２３８􀆰 １９ ⁃０􀆰 １８

２８ １６３􀆰 ０９ １６２􀆰 ９８ ０􀆰 １１ ２３７􀆰 ９８ ２３８􀆰 １１ ⁃０􀆰 １３

２９ １７４􀆰 ３８ １７４􀆰 ２５ ０􀆰 １４ ２４０􀆰 ９１ ２４１􀆰 ０１ ⁃０􀆰 ２０

３０ １６３􀆰 ０５ １６２􀆰 ９４ ０􀆰 １１ ２５１􀆰 ２０ ２５１􀆰 ２４ ⁃０􀆰 ０４

Ｈ、Ｔ 分别代表 ＨＥＸ 和 ＴＡＭＲＡ
Ｈ ａｎｄ Ｔ ｄｅｎｏｔｅ ＨＥＸ ａｎｄ ＴＡＭＲＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

　 　 同一型号不同 ＤＮＡ 分析仪或不同型号的

ＤＮＡ 分析仪对同一批样品检测数据间一般存在明

显的差异，所有样品间都表现出相同的趋势。 表 ４
所示为 ２ 种不同型号的 ３ 台 ＤＮＡ 分析仪对同一组

样品的分析结果，引物为 ｃｎｕ ＿ｍ９０ａ。 根据标记

ＳＳＲ 重复单位的组成对等位变异大小的原始数据

进行修正。 例如，ｃｎｕ＿ｍ９０ａ 标记不同扩增片段的

大小 原 始 数 据 分 别 为 １８４􀆰 ２８ ｂｐ、 １９２􀆰 ９６ ｂｐ、
１９８􀆰 ７１ ｂｐ 和 ２０１􀆰 ６２ ｂｐ，其重复单位由 ３ 个碱基

组成，则该位点 ４ 个等位变异修正后分别为 １８４ ｂｐ、
１９３ ｂｐ、１９９ ｂｐ 和 ２０２ ｂｐ。 利用修正后的等位变异

大小计算出的不同 ＤＮＡ 分析仪数据间差值的大小

对每个样品都是相同的（表 ４），因此该差值应视为

系统误差。
对于 ２ 台同型号或不同型号 ＤＮＡ 分析仪，系统

误差的大小因引物而不同，大小在 ０ ～ ４ ｂｐ 之间。
表 ５ 列出了本研究中不同 ＤＮＡ 分析仪间系统误差

在 ３０ 对引物中的分布。
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表 ４　 两种不同型号的 ３ 台 ＤＮＡ 分析仪对同一组自交系的分析结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｌｌｅｌｅ ｓｉｚｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｒｅｅ ＤＮＡ ａｎａｌｙｚｅｒｓ ｏｆ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｓ

自交系

Ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅｓ

原始数据

Ｒａｗ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ
修正值

Ａｄｊｕｓｔｅｄ ｖａｌｕｅ
原始数据差值

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｒａｗ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ
系统误差

Ｓｙｓｔｅｍ ｅｒｒｏｒ

（１） （２） （０） （１） （２） （０） （１）⁃（２） （１）⁃（０） （２）⁃（０） （１）⁃ （２） （１）⁃（０） （２）⁃（０）
１ １８４􀆰 ２８ １８３􀆰 ９４ １８１􀆰 ６３ １８４ １８４ １８２ ０􀆰 ３４ ２􀆰 ６５ ２􀆰 ３１ ０ ２ ２
２ １８４􀆰 ０５ １８３􀆰 ８４ １８１􀆰 ５８ １８４ １８４ １８２ ０􀆰 ２１ ２􀆰 ４７ ２􀆰 ２６ ０ ２ ２
３ １９８􀆰 ６１ １９８􀆰 ８２ １９６􀆰 ２５ １９９ １９９ １９７ ⁃０􀆰 ２１ ２􀆰 ３６ ２􀆰 ５７ ０ ２ ２
５ １８４􀆰 ０５ １８３􀆰 ８９ １８１􀆰 ６２ １８４ １８４ １８２ ０􀆰 １６ ２􀆰 ４３ ２􀆰 ２７ ０ ２ ２
６ １９２􀆰 ９６ １９２􀆰 ９９ １９０􀆰 ５７ １９３ １９３ １９１ ⁃０􀆰 ０３ ２􀆰 ３９ ２􀆰 ４２ ０ ２ ２
７ １８４􀆰 ２３ １８３􀆰 ９４ １８１􀆰 ６０ １８４ １８４ １８２ ０􀆰 ２９ ２􀆰 ６３ ２􀆰 ３４ ０ ２ ２
８ １９３􀆰 ００ １９３􀆰 ０６ １９０􀆰 ５９ １９３ １９３ １９１ ⁃０􀆰 ０６ ２􀆰 ４１ ２􀆰 ４７ ０ ２ ２
９ １８４􀆰 ２３ １８４􀆰 ０６ １８１􀆰 ６５ １８４ １８４ １８２ ０􀆰 １７ ２􀆰 ５８ ２􀆰 ４１ ０ ２ ２
１１ １９８􀆰 ７１ １９８􀆰 ８１ １９６􀆰 ３７ １９９ １９９ １９７ ⁃０􀆰 １０ ２􀆰 ３４ ２􀆰 ４４ ０ ２ ２
１２ １９２􀆰 ９５ １９２􀆰 ８９ １９０􀆰 ４３ １９３ １９３ １９１ ０􀆰 ０６ ２􀆰 ５２ ２􀆰 ４６ ０ ２ ２
１３ １９８􀆰 ６０ １９８􀆰 ９０ １９６􀆰 ３８ １９９ １９９ １９７ ⁃０􀆰 ３０ ２􀆰 ２２ ２􀆰 ５２ ０ ２ ２
１４ １９２􀆰 ７０ １９２􀆰 ８９ １９０􀆰 ５１ １９３ １９３ １９１ ⁃０􀆰 １９ ２􀆰 １９ ２􀆰 ３８ ０ ２ ２
１６ １８４􀆰 ０４ １８３􀆰 ８５ １８１􀆰 ６５ １８４ １８４ １８２ ０􀆰 １９ ２􀆰 ３９ ２􀆰 ２０ ０ ２ ２
１７ １９８􀆰 ７０ １９８􀆰 ９３ １９６􀆰 ４２ １９９ １９９ １９７ ⁃０􀆰 ２３ ２􀆰 ２８ ２􀆰 ５１ ０ ２ ２
１８ １９３􀆰 ００ １９２􀆰 ９１ １９０􀆰 ５２ １９３ １９３ １９１ ０􀆰 ０９ ２􀆰 ４８ ２􀆰 ３９ ０ ２ ２
２０ １８４􀆰 ０５ １８３􀆰 ８２ １８１􀆰 ５８ １８４ １８４ １８２ ０􀆰 ２３ ２􀆰 ４７ ２􀆰 ２４ ０ ２ ２
２１ １８４􀆰 １３ １８３􀆰 ７９ １８１􀆰 ６２ １８４ １８４ １８２ ０􀆰 ３４ ２􀆰 ５１ ２􀆰 １７ ０ ２ ２
２２ １９８􀆰 ６１ １９８􀆰 ８１ １９６􀆰 ３８ １９９ １９９ １９７ ⁃０􀆰 ２０ ２􀆰 ２３ ２􀆰 ４３ ０ ２ ２
２５ １９２􀆰 ８４ １９２􀆰 ８２ １９０􀆰 ６１ １９３ １９３ １９１ ０􀆰 ０２ ２􀆰 ２３ ２􀆰 ２１ ０ ２ ２
２６ １９８􀆰 ６０ １９８􀆰 ９１ １９６􀆰 ３８ １９９ １９９ １９７ ⁃０􀆰 ３１ ２􀆰 ２２ ２􀆰 ５３ ０ ２ ２
２７ １９８􀆰 ７０ １９８􀆰 ９１ １９６􀆰 ３４ １９９ １９９ １９７ ⁃０􀆰 ２１ ２􀆰 ３６ ２􀆰 ５７ ０ ２ ２
２９ １９８􀆰 ７０ １９９􀆰 ０２ １９６􀆰 ４３ １９９ １９９ １９７ ⁃０􀆰 ３２ ２􀆰 ２７ ２􀆰 ５９ ０ ２ ２
３０ １８３􀆰 ９５ １８３􀆰 ７４ １８１􀆰 ６０ １８４ １８４ １８２ ０􀆰 ２１ ２􀆰 ３５ ２􀆰 １４ ０ ２ ２
３１ １９３􀆰 ０７ １９２􀆰 ８６ １９０􀆰 ５２ １９３ １９３ １９１ ０􀆰 ２１ ２􀆰 ５５ ２􀆰 ３４ ０ ２ ２
３３ ２０１􀆰 ６２ ２０１􀆰 ９２ １９９􀆰 ２５ ２０２ ２０２ ２００ ⁃０􀆰 ３０ ２􀆰 ３７ ２􀆰 ６７ ０ ２ ２
３４ １９２􀆰 ８６ １９２􀆰 ８７ １９０􀆰 ５２ １９３ １９３ １９１ ⁃０􀆰 ０１ ２􀆰 ３４ ２􀆰 ３５ ０ ２ ２
３７ １９２􀆰 ７９ １９２􀆰 ８４ １９０􀆰 ４９ １９３ １９３ １９１ ⁃０􀆰 ０５ ２􀆰 ３０ ２􀆰 ３５ ０ ２ ２
３９ １９２􀆰 ９１ １９２􀆰 ９４ １９０􀆰 ６３ １９３ １９３ １９１ ⁃０􀆰 ０３ ２􀆰 ２８ ２􀆰 ３１ ０ ２ ２
４０ １９８􀆰 ７０ １９９􀆰 ００ １９６􀆰 ４９ １９９ １９９ １９７ ⁃０􀆰 ３０ ２􀆰 ２１ ２􀆰 ５１ ０ ２ ２

（０）、（１）、（２）分别代表 ３１３０（０）、３７３０ｘｌ（１）和 ３７３０ＸＬ（２）；３１３０（０）、３７３０ｘｌ（１）和 ３７３０ＸＬ（２）分别代表 ３ 台 ＤＮＡ 分析仪，下同

（０），（１），ａｎｄ（２）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ３１３０（０），３７３０ｘｌ（１），ａｎｄ ３７３０ＸＬ（２），３１３０（０），３７３０ｘｌ（１），ａｎｄ ３７３０ＸＬ（２） ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ３ ＡＢＩ ３７３０ＸＬ ＤＮＡ ａｎａ⁃
ｌｙｚｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

　 　 为消除同一 ＤＮＡ 分析仪不同批次样品间或不

同 ＤＮＡ 分析仪（同型号或不同型号）检测数据间的

系统误差，根据 ３０ 对荧光引物对 ４０ 份自交系的扩

增片段在 ３７３０ ＸＬ ＤＮＡ 分析仪上的分析结果，对 ３０
个 ＳＳＲ 位点的等位变异进行了命名，并确定了相应

的参照品种。 根据 ３７３０ＸＬ 型 ＤＮＡ 分析仪的分析

结果，结合 ＳＳＲ 标记的重复单位组成，对每个等位

变异的检测值进行了取整。
在此基础上，对每个引物位点的每个等位变异

进行了命名。 每个等位变异的命名由“标记名称”
和“扩增片段长度”组成，中间由短线连接。 例如

“ｃｎｕ＿ｍ１３９ａ⁃１５７”。 表 ２ 列出了 ３０ 个 ＳＳＲ 位点各等

位变异的大小和相应的参照品种。 为便于参照品种

的繁殖、保存和使用，尽可能用最少数量的参照品种

代表尽可能多的等位变异。 对于缺少相应自交系的

等位变异，选用了杂交种作为参照品种。

表 ５　 不同 ＤＮＡ 分析仪间系统误差在 ３０ 对引物中的分布

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｙｓｔｅｍ ｅｒｒｏｒ ｂｅｔｗｅｅｎ ＤＮＡ ａｎａｌｙｚ⁃

ｅｒｓ ｆｏｒ ３０ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ

系统误差（ｂｐ）
Ｓｙｓｔｅｍ ｅｒｒｏｒ

引物数量 Ｎｏ． ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ

（１）与（２）
（１） ａｎｄ （２）

（１）与（０）
（１）ａｎｄ（０）

（２）与（０）
（２）ａｎｄ（０）

⁃１ ０ ０ １

０ １２ ０ ５

１ １３ ５ １０

２ ３ １６ １２

３ ２ ８ ２

４ ０ １ ０

合计 Ｔｏｔａｌ ３０ ３０ ３０

　 　 在进行样品等位变异检测时，同时加入几份参

照品种。 通过计算参照品种本批次分析值修正后与
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表 １ 中所列等位变异标准值的差值，确定本批次样品

分析值系统误差的大小。 从本批次样品修正值中减

去该系统误差，即可得到校正后的等位变异数据。 通

过这种方式，保证了 ＤＮＡ 数据的可重复性和再现性。
２􀆰 ３　 ＤＮＡ 指纹数据采集

根据上述方法对 １８４ 份大白菜品种进行了

ＤＮＡ 指纹数据采集。 在基因型记录时，纯合位点的

基因型记录为 Ｘ ／ Ｘ，杂合位点的基因型记录为 Ｘ ／
Ｙ，其中 Ｘ、Ｙ 为该位点上 ２ 个不同的等位变异片段

大小，小片段在前，大片段在后。 无效等位变异记录

为 ０ ／ ０。 表 ６ 列出了农业部植物新品种测试中心保

存的 ４１ 份大白菜品种的 ＤＮＡ 指纹数据。 限于篇

幅，仅列出了 ３０ 个 ＳＳＲ 位点中 １２ 个位点的数据。
每一品种的数据均来自平行分析的 ２ 个样品。

表 ６　 ４１ 份大白菜品种 １２ 个位点的 ＤＮＡ 指纹数据

Ｔａｂｌｅ ６　 ＤＮＡ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ４１ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ ｖａｒｉｔｉｅｓ

代号 ＩＤ ｃｎｕ１３９ ｎｉａ１２１ ｃｎｕ３２７ ｎｉａ１０１ Ｎａ１０⁃Ｄ０９ ｃｎｕ５０ ｎｉａ４９ ｃｎｕ２９５ ｃｎｕ９０ ｎｉａ２２ ｎｉａ３８ ｎｉａ３５
ｃ４０３ １５７ ／ １６１ ２８１ ／ ２８４ １９３ ／ ２０９ ２７０ ／ ２７０ ２８４ ／ ２８４ １５６ ／ １５６ ３２８ ／ ３３０ １９２ ／ １９２ １８４ ／ １９９ ３０９ ／ ３２５ ３３６ ／ ３４２ ３６３ ／ ３６９
ｃ４０４ １６１ ／ １７４ ２８１ ／ ２９６ ２０９ ／ ２０９ ２７０ ／ ２７９ ２８４ ／ ２８４ １４６ ／ １４６ ３２８ ／ ３４６ １９２ ／ ２００ １８４ ／ １９９ ３２５ ／ ３２５ ３２１ ／ ３３６ ３６９ ／ ３６９
ｃ４０５ １６１ ／ １６７ ２８７ ／ ２９６ ２１５ ／ ２１７ ２７０ ／ ２７９ ２７６ ／ ２７６ １４６ ／ １６５ ３３０ ／ ３３０ １９２ ／ １９２ １９３ ／ １９３ ３１６ ／ ３１６ ３３６ ／ ３３６ ３６３ ／ ３６３
ｃ４０６ １６１ ／ １６３ ２８１ ／ ２９６ ２０９ ／ ２０９ ２７０ ／ ２７０ ２８４ ／ ２８４ １４６ ／ １４６ ３１２ ／ ３４６ １９２ ／ ２００ １８４ ／ １９９ ３２５ ／ ３２５ ３２１ ／ ３３６ ３６６ ／ ３６９
ｃ４０７ １６３ ／ １７４ ２９０ ／ ２９６ ２０９ ／ ２０９ ２７０ ／ ２７０ ２８４ ／ ２８４ １４６ ／ １４６ ３２８ ／ ３３８ １９２ ／ １９４ １９３ ／ １９９ ３０９ ／ ３２５ ３２１ ／ ３３３ ３６６ ／ ３６９
ｃ４０８ １５７ ／ １７４ ２８１ ／ ２８１ ２０５ ／ ２０５ ２７０ ／ ２７０ ２８２ ／ ２８４ １５２ ／ １５２ ３２８ ／ ３３８ １９２ ／ １９４ １８４ ／ １９９ ３１６ ／ ３１８ ３２４ ／ ３３６ ３６３ ／ ３６３
ｃ４０９ １５７ ／ １７４ ２８１ ／ ２８４ １９３ ／ １９３ ２７０ ／ ２７９ ２８４ ／ ２８４ １４６ ／ １４６ ３１２ ／ ３３８ １９４ ／ １９４ １９３ ／ １９９ ３１６ ／ ３２５ ３２１ ／ ３３６ ３６３ ／ ３６３
ｃ４１０ １５７ ／ １６３ ２８４ ／ ２８４ １９３ ／ １９３ ２７０ ／ ２７９ ２８４ ／ ２８４ １４６ ／ １５６ ３１２ ／ ３２８ １９４ ／ １９４ １９３ ／ １９９ ３２５ ／ ３２５ ３２１ ／ ３３６ ３６３ ／ ３６９
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３　 讨论

与变性聚丙烯酰胺凝胶电泳等普通检测方法相

比，ＤＮＡ 分析仪用于 ＳＳＲ 标记检测具有通量高、数
据准确等优点，但仪器设备一次性投资大，试剂使用

成本高。 为降低试剂使用费用，本研究采用了 ６⁃
ＦＡＭ、ＨＥＸ、ＲＯＸ 和 ＴＡＭＲＡ 等 ４ 种用户定制荧光染

料对引物进行标记。 本研究使用的基于毛细管电泳

荧光检测的 ＤＮＡ 分析仪，为当前主流的 ＤＮＡ 片段

分析设备，可同时对 ４ 种荧光标记的 ＰＣＲ 产物进

行检测标记，通过合理搭配同种荧光标记的引物，
可以实现对多达十几对荧光引物的 ＰＣＲ 产物检

测［２０］ ，大大提高了指纹数据采集效率，降低了使用

成本。
不同 ＳＳＲ 等位变异之间差别的实质主要是核

心序列重复次数不同引起的扩增片段长度的差异，
扩增片段长度是最原始的数据。 本研究中，根据

ＤＮＡ 分析仪确定的不同等位变异的片段大小为等

位变异命名，不同的等位变异数值代表了扩增片段

的长度。 采用这种记录方式获得的数据，可以根据

研究的需要转化为“１”、“０”格式。 同时，对于多态

性丰富的 ＳＳＲ 标记，采用片段长度的等位变异数据

格式用于构建数据库时，占据的数据存储空间小，更
适合数据的查询、比对等一系列数据库功能的实现。

本研究表明，使用毛细管电泳 ＤＮＡ 分析仪进行

等位变异数据分析时，相同或不同型号 ＤＮＡ 分析仪

存在一定的系统误差，但系统误差的大小在不同等

位变异间是一致的，可以按照本研究的等位变异命

名，通过使用参照品种去除，从而保证了使用不同

ＤＮＡ 分析仪获得的等位变异数据的可重复性和不

同试验室间检测数据的一致性。
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