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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰１－２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

起草.
请注意本文件的某些内容可能涉及专利.本文件的发布机构不承担识别专利的责任.
本文件由农业农村部种业管理司提出.
本文件由全国农作物种子标准化技术委员会(SAC/TC３７)归口.
本文件起草单位:甘肃省农业科学院作物研究所、北京市农林科学院杂交小麦研究所、全国农业技术

推广服务中心、甘肃农业大学.
本文件主要起草人:赵利、王斌、刘丽华、刘丰泽、高玉红、任雪贞、李宏博、王利民、党照、刘阳娜、袁明

璐、侯静静、孙全、张明明.
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胡麻(油用亚麻)品种真实性鉴定　SSR分子标记法

１　范围

本文件规定了利用简单重复序列(SimpleSequenceRepeat,SSR)分子标记法进行油用亚麻(LinuＧ
musitatissimum L􀆰)品种真实性检测的总则,仪器设备、试剂和溶液配制,检测程序,鉴定意见和结果

报告.
本文件适用于胡麻(油用亚麻)品种真实性验证和真实性身份鉴定.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文件,
仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本

文件.

GB/T３５４３􀆰１　农作物种子检验规程　总则

GB/T３５４３􀆰２　农作物种子检验规程　扦样

GB/T３５４３􀆰５　农作物种子检验规程　真实性和品种纯度鉴定

GB/T６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件.

３􀆰１　
品种真实性验证　varietygenuinenessverification
与其对应品种名称的标准样品比较,检测证实供检样品品种名称标注是否名副其实.

３􀆰２　
品种真实性身份鉴定　varietygenuinenessidentification
经SSR分子标记检测并通过已知品种指纹数据比对平台筛查比较,确定供检样品的真实品种名称.

３􀆰３　
标准样品　standardsample
国家指定机构保存的代表品种特征特性的实物样品或DNA样品.

３􀆰４　
SSR指纹数据比对平台　SSRfingerprintblastplatform
采用SSR分子标记的标准化方法对品种标准样品等位基因进行检测,并运用计算机数据库技术和网

络信息技术所构建的审定品种分子数据信息的检索比对载体.

３􀆰５　
参照样品　referencecontrolsample
用于校准检测样品SSR等位基因已定义扩增产物片段大小的样品.

３􀆰６　
引物　primer
一条互补结合在模板DNA链上的短单链,能提供３′ＧOH 末端作为 DNA合成的起始点,延伸合成模

板DNA的互补链.

３􀆰７　
组合引物　panel

１
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能够组合在一起电泳的,具有不同颜色或相同颜色而扩增产物片段大小不同的荧光标记的一组引物.

３􀆰８　
等位基因　allele
在一对同源染色体上同一基因座上的一对基因.
注１:对于SSR检测,等位基因差异以扩增产物片段大小来表示.

注２:对于荧光标记引物,扩增产物片段大小是指一个已定义片段大小的区间范围,本文件将之称为Bin.

４　缩略语

下列缩略语适用于本文件.

bp:碱基对(basepair)

CI:氯仿∶异戊醇(chloroform∶３ＧMethylＧ１Ｇbutanol)(V１∶V２＝２４∶１)

CTAB:十六烷基三甲基溴化铵(cetyltrimethylammoniumbromide)

DNA:脱氧核糖核酸(deoxyribonucleicacid)

dNTPs:脱氧核糖核苷三磷酸(deoxyＧribonucleosidetriphosphate)

EDTA:乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraaceticacid)

PAGE:聚丙烯酰胺凝胶电泳(polyacrylamidegelelectrophoresis)

PCI:苯酚∶氯仿∶异戊醇(phenol∶chloroform∶３ＧMethylＧ１Ｇbutanol)(V１∶V２∶V３＝２５∶２４∶１)

PCR:聚合酶链式反应(polymerasechainreaction)

SDS:十二烷基硫酸钠(sodiumdodecylsulfate)

SSR:简单重复序列(simplesequencerepeat)

TBE:三羟甲基氨基甲烷Ｇ硼酸盐Ｇ乙二胺四乙酸二钠(trisＧborateＧEDTA)

Tris:三羟甲基氨基甲烷[tris(hydroxymethyl)aminomethane]

Taq酶:耐热DNA聚合酶(TaqＧDNApolymerase)

５　总则

胡麻的不同品种,其基因组存在着能够世代稳定遗传的简单序列重复(SSR)的重复次数差异.这种

差异可以通过从抽取有代表性的检测样品中提取DNA,用SSR引物进行扩增和电泳检测,从而通过其扩

增产物片段大小不同而加以区分品种.
依据SSR检测原理,采用固定数目的SSR引物,通过与标准样品比较或与SSR指纹数据比对平台比

对的方式,对品种真实性进行验证或身份鉴定.真实性验证依据规定数目引物的SSR分子标记差异数目

而判定,品种真实性身份鉴定依据SSR分子标记数目没有差异的原则进行筛查、鉴定而确定.

６　检测方案

６􀆰１　总则

对于品种真实性鉴定,引物、检测平台、样品状况不同,其检测结果的准确度、精确度可能有所不同.
应依据“适于检测目的”的原则,统筹考虑检测规模和检测能力,选定适宜的引物、检测平台、样品状况,制
定相应的检测方案.

在严格控制条件下,合成选择的引物,按照确定的检测平台对检测样品按 DNA 提取、PCR扩增、电
泳、数据分析的程序进行检测.

按规定要求填报检测结果,检验报告应注明检测方案所选择的影响检测结果的关键信息.

６􀆰２　引物

６􀆰２􀆰１　遴选了２３对SSR引物作为品种真实性验证和身份鉴定的引物,具体见表１.引物编号为FM０１~
FM２３,并据此构建了登记胡麻品种的SSR指纹数据库.

２
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表１　引物信息

编号 引物名称 引物序列(５′Ｇ３′) 引物来源

FM０１ LGMＧ５３
F:GACCTTGATCGGTGGTCAAC
R:AAAGAAGAACCAGCCACAGC

SotoＧCerdaetal􀆰,２０１１

FM０２ LGMＧ６１
F:GCCTGCAGTTTAGTCGTTGG
R:CGGAAAGAACAATTCCAGCTC

SotoＧCerdaetal􀆰,２０１１

FM０３ LU２８
F:TCCCAGCGAGTTTGGTGAG

R:TGGAGGAACTAATTGTGGCAAG
RooseＧAmsalegetal􀆰,２００６

FM０４ Lu２２３５
F:TTGTCCAAACCAACCAAGTG

R:GACCACCGATTCTAACTCGAAC
Cloutieretal􀆰,２０１２

FM０５ Lu６８２
F:CCTCCTAAAACCGGTCAACA
R:AAACCCTTCTGACGCTCATC

Cloutieretal􀆰,２００９

FM０６ LU８
F:TCCCGTAATATTCTATGTTCTTCC
R:TGAGTTGGACCTTACAAGACTCA

DengXing,２０１１

FM０７ sfd２５Ｇ３
F:TGGAGCTTCTTCATCTGCTTTG
R:GGATTCAACCGACTTGGGATAA

Sahaetetal􀆰,２０１９

FM０８ sfd９９３
F:CAGATCGATGAACTCCTCCTCA
R:GCTGCTTTTGTTGTTGTTGGAG

Sahaetetal􀆰,２０１９

FM０９ Lu５３２
F:AAACTCAGTGAATCACCGCTAA
R:TTCCCATGAAGAGTGATGGA

Cloutieretal􀆰,２００９

FM１０ Lu２６３３
F:CATGAATTAGCTCGGGTTCG
R:ACCCCATGATGATTGGTGAG

Cloutieretal􀆰,２０１２

FM１１ Lu６７２
F:CCATTGCTGTTCTGGCTACC
R:GGATTTGACGCTGGGTGTAG

Cloutieretal􀆰,２００９

FM１２ Lu２９２３
F:TTGCACCCGATACATATTCC

R:CTAGCCTTTCTTGGTTGAAGG
Cloutieretal􀆰,２０１２

FM１３ LU１８
F:AGAGGCGGAGGGCATTAC

R:TTGGAGAGTTGGAATCGAGA
DengXing,２０１１

FM１４ Lu２１８３
F:CTTCATGCAGTCCGTTTTTACA

R:CAGTTCGTAGTTTACTTGGTGCAG
Cloutieretal􀆰,２０１２

FM１５ sfd２３１
F:TTGAGGTGCAGCTTAACAGAGC
R:AATGGGTTTCAGCAGCTTCTTC

Sahaetetal􀆰,２０１９

FM１６ LU１５
F:TGGACGACGATGAAGATGAA
R:CCGCCGGGTACACTACTACT

DengXing,２０１１

FM１７ Lu３０８２
F:ACACATTGGAGTGTAGCTCAAG

R:TCACATCACACTGTTTAGTAGATGG
Cloutieretal􀆰,２０１２

FM１８ Lu２５６５
F:TTTGGGCTTCTACTTTCTCCTG
R:AACCAAGAGGCTTCATACGG

Cloutieretal􀆰,２０１２

FM１９ Lu２４８６
F:TTCACCATCACACCTTCACC

R:TTTGTTTGATGTTCTGGACCTG
Cloutieretal􀆰２０１２

FM２０ ３５
F:ACGTCGAGGAGAAGGGAGAT
R:AATGTCCGTCTCCCACAAAC

Bickeletal􀆰,２０１１

FM２１ SR３５７２
F:TCTCGTAGCTAGGGAGATGG
R:AAAGCCGTCGTACTCACCAC

Bickeletal􀆰,２０１１

FM２２ Lu２９９６
F:AGCCTCTGCGTTTCTTTCAG
R:GGCAGACTCTCGCTGGTTAG

Cloutieretal􀆰,２０１２

FM２３ M１０
F:GGGATGCTGATGAGGAAG
R:GGAGGAGACAGAGGTGGA

甘肃省农业科学院作物研究所开发

６􀆰２􀆰２　品种真实性验证允许采用序贯方式,若检测到可以排除两者为同一品种的差异位点数的,可终止

检测.也可直接采用表１的２３对SSR引物进行检测.

６􀆰２􀆰３　品种真实性身份鉴定是在已具备已知品种SSR指纹数据的前提下,通过构建供检样品的指纹,利

３



NY/T４４８５—２０２５

用SSR指纹数据库比对平台能够筛查确定至具体品种.检测时采用表１的２３对SSR引物进行检测,与

SSR指纹数据比对平台比较筛查与试验样品指纹一致的品种.

６􀆰３　检测平台

６􀆰３􀆰１　对于胡麻品种真实性验证或身份鉴定,可选择采用变性PAGE电泳或毛细管电泳,如需利用SSR
指纹数据比对平台,则需要利用参照样品确定供检样品的指纹后,再进行真实性身份鉴定.

６􀆰３􀆰２　对于样品量较大的,可将组织研磨仪、DNA 自动提取和移液工作站、高通量PCR扩增仪、多引物

组合的毛细管电泳进行组合,以提高检测的综合效率.

６􀆰３􀆰３　DNA提取、PCR扩增、电泳的技术条件要求,在适于检测目的和不影响检测质量的前提下,按照

检测平台的要求允许对本文件的规定作适宜的局部改进.

６􀆰４　样品

６􀆰４􀆰１　送验样品为种子、幼苗、叶片等组织或器官.需要扦样的样品数量符合 GB/T３５４３􀆰２的要求.

６􀆰４􀆰２　送验样品如为种子,重量应不低于４g或不少于５００粒;如为幼苗、叶片、蒴果等组织或器官,样品

应至少含有３０个个体,可以混合检测或单个个体检测.

６􀆰５　检测条件

真实性鉴定应在有利于检测正确实施的控制条件下进行,包括但不限于下列条件:

a)　种子检验人员具备熟悉所使用检测技术的知识和技能;

b)　所有仪器与使用的技术相适应,并已经过定期维护、验证和校准;

c)　使用适当等级的试剂和灭菌处理的耗材;

d)　使用校准检测结果评定的适宜参照样品.

７　仪器设备、试剂和溶液配制

７􀆰１　仪器设备

７􀆰１􀆰１　DNA提取

高速冷冻离心机、水浴锅或干式恒温金属浴、微量核酸定量仪或紫外分光光度计、组织研磨仪.

７􀆰１􀆰２　PCR扩增

PCR扩增仪.

７􀆰１􀆰３　电泳

７􀆰１􀆰３􀆰１　毛细管电泳

基因分析仪.

７􀆰１􀆰３􀆰２　PAGE电泳

高压电泳仪、垂直电泳槽及制胶附件、水平摇床、胶片观察灯、凝胶成像系统或数码相机.

７􀆰１􀆰４　其他器具

超纯水仪、微量移液器、电子天平、高压灭菌锅、磁力搅拌器、涡旋混合器、冰箱、染色盒.

７􀆰２　试剂

７􀆰２􀆰１　DNA提取

CTAB、βＧ巯基乙醇、氯仿、三氯甲烷、异戊醇、无水乙醇、异丙醇、乙二胺四乙酸二钠(EDTAＧ２Na􀅰

２H２O)、三羟甲基氨基甲烷碱(TrisＧbase)、盐酸、异丙醇、氢氧化钠、醋酸钠、醋酸钾、氯化钠.

７􀆰２􀆰２　PCR扩增

dNTPs、Taq酶、１０×缓冲液、ddH２O、引物或２×Taq Mix混合液.

７􀆰３　电泳

７􀆰３􀆰１　毛细管电泳

基因分析仪专用的丙烯酰胺胶、分子量内标、去离子甲酰胺、电泳缓冲液等.

７􀆰３􀆰２　PAGE电泳

４
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去离子甲酰胺(Formamide)、溴酚蓝(BrphBlue)、二甲苯青FF、甲叉双丙烯酰胺(Bisacrylamide)、丙
烯酰胺(Acrylamide)、硼酸(BoricAcid)、尿素、亲和硅烷(BindingSilane)、疏水硅烷(RepelSilane)、DNA
分子量标准、无水乙醇、四甲基乙二胺(TEMED)、过硫酸铵(APS)、冰醋酸、乙酸铵、硝酸银、甲醛、氢氧

化钠.

７􀆰４　溶液配制

DNA提取、PCR扩增、电泳、银染的溶液按照附录 A规定的要求进行配制,所用试剂均为分析纯.
试剂配制所用水应符合 GB/T６６８２规定的一级水的要求,其中银染溶液配制可以使用符合三级要求

的水.

８　检测程序

８􀆰１　引物合成

根据真实性验证或身份鉴定的要求,选定表１中的引物.选用变性PAGE电泳,只需合成普通引物,
采用单引物电泳.选用荧光毛细管电泳,需在正向引物的５′端标记荧光染料合成引物,采用单引物或组

合引物电泳.附录B引物分组信息仅作为示例,只适用于某一检测平台使用.

８􀆰２　DNA提取

８􀆰２􀆰１　总则

DNA提取方法应保证提取的DNA数量与质量符合PCR扩增的要求,DNA 无降解,溶液的紫外光

吸光度 OD２６０/OD２８０宜介于１􀆰７~２􀆰０.

DNA提取可选８􀆰２􀆰２和８􀆰２􀆰３所列的任何一种方法,其他达到PCR扩增质量要求的DNA提取方法

均适用.

８􀆰２􀆰２　改良的CTAB法

选取试验样品的幼苗或叶片２００mg~３００mg,加液氮迅速研磨成粉末,转入２􀆰０mL的离心管中,每
管加入９００μLCTAB提取液,６５℃水浴１h,其间倒置混匀多次.然后加入３０５μL醋酸钾(５mol/L)和

２２５μL氯仿,倒置混匀３min~５min,－２０℃冷冻３０min后,１２０００r/min离心１５min;取９００μL上清

液移至新的２􀆰０mL离心管中,之后加入９００μLPCI(２５∶２４∶１),剧烈混匀３min~５min,１２０００r/min
离心１０min.取９００μL上清液至新的２􀆰０mL离心管中,加入８００μL氯仿∶异戊醇(２４∶１,V/V)混合

液,剧烈混匀３min~５min,１２０００r/min离心１０min.取８００μL上清液移至新的２􀆰０mL离心管中,加
入６４０μL无水乙醇和８０μL醋酸钠(３mol/L),颠倒摇匀３次~５次后室温静置１０min,１２０００r/min离

心１０min.弃上清液,加入１􀆰０mL７０％~７５％乙醇,颠倒摇匀之后,１２０００r/min离心５min.倒掉上清

液,再快速离心(７０００r/min~８０００r/min)之后,用２００μL枪头吸走剩余液体.于室温风干几分钟之

后,加入适量 TE(１００μL)溶解DNA,检测浓度并稀释到５０ng/μL~１００ng/μL,置于４℃备用或－２０℃
保存.

注:利用幼苗、植株幼嫩叶片等组织或器官提取 DNA均可.

８􀆰２􀆰３　试剂盒法

选用适宜SSR标记法的商业试剂盒,并经验证合格后使用.DNA提取方法,按照试剂盒提供的使用

说明进行操作.

８􀆰３　PCR扩增

８􀆰３􀆰１　反应体系

PCR扩增反应体系的总体积和组分的终浓度参照表２进行配制,可以依据试验条件不同作相应调

整.表２中缓冲液若含有 MgCl２,不再加 MgCl２ 溶液,加等体积无菌水替代.

表２　PCR扩增反应体系

反应组分 原浓度 终浓度 推荐反应体积/μL

１０×PCRBuffer(含 Mg２＋ ) １０× １× ２􀆰０

５
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表２ (续)

反应组分 原浓度 终浓度 推荐反应体积/μL

dNTPs ２􀆰５mmol/L ０􀆰１mmol/mL ０􀆰８
Taq酶 ５U/μL ０􀆰０５U/μL ０􀆰２
上游引物 ２􀆰５μmol/L ０􀆰２５μmol/L ２􀆰０
下游引物 ２􀆰５μmol/L ０􀆰２５μmol/L ２􀆰０
模板 DNA ５０ng/μL ５ng/μL ２􀆰０
ddH２O — — １１􀆰０

总体积 ２０􀆰０
　　注:反应组分的原浓度、体积为参考值.

８􀆰３􀆰２　反应程序

反应程序的反应参数可根据 PCR扩增仪型号、酶、引物等的不同做适当调整.通常采用下列反应

程序:

a)　预变性:９４℃,５min;

b)　扩增:９４℃变性３０s,６５℃~５５ ℃退火４５s,７２ ℃延伸３０s,１２个循环,每个循环降０􀆰８ ℃;

９４℃变性３０s,５５℃退火４５s,７２℃延伸３０s,共２４个循环;

c)　终延伸:７２℃,１０min.
扩增产物置于４℃保存.

８􀆰４　扩增产物分离

８􀆰４􀆰１　变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

８􀆰４􀆰１􀆰１　制胶

用少量洗涤剂和清水将玻璃板反复擦洗干净,再用蒸馏水冲洗干净后,竖置晾干.分别蘸取蒸馏水和

７５％乙醇水平擦拭玻璃板２次,干燥后将亲和硅烷工作液均匀涂满无凹槽的玻璃板表面,疏水硅烷工作液

均匀涂在有凹槽的玻璃板表面.玻璃板干燥后,将０􀆰４mm 厚的塑料隔条放在无凹槽的玻璃板两侧,盖上

凹槽短玻璃板,用夹子在两侧夹好固定,用水平仪检测是否水平.量取８０mL６％聚丙烯酰胺凝胶溶液,
加入１８０μL１０％ 过硫酸铵和６０μLTEMED,迅速混匀后,沿着灌胶口轻轻灌入,防止气泡出现.待胶室

灌满后,在凹槽处将鲨鱼齿朝外轻轻插入样品梳,在室温下聚合１h以上.
注:为保证检测结果的准确性,建议玻璃板的规格为４５cm×３５cm.

８􀆰４􀆰１􀆰２　变性

取１０μL扩增产物,加入２μL６×加样缓冲液,混匀.在PCR扩增仪上运行９５℃变性５min,４℃冷

却１０min后供备用.

８􀆰４􀆰１􀆰３　电泳

８􀆰４􀆰１􀆰３􀆰１　将聚合好的胶板安装于电泳槽上,在电泳正极槽(下槽)加入６００mL的１×TBE缓冲液,负
极槽(上槽)加入６００mL的１×TBE缓冲液,拔出样品梳,在１８００V 恒压预电泳(２０min~３０min).断

开电源,拔出样品梳,用注射器或吸管清除加样槽内的气泡和碎胶,将样品梳尖齿插入胶中１mm~
２mm.每一个加样孔加入５μL变性样品,在１８００V恒压下电泳.

８􀆰４􀆰１􀆰３􀆰２　电泳的适宜时间,参考二甲苯青指示带移动的位置和扩增产物预期片段大小范围(见附录 C
中的表C􀆰１)加以确定.二甲苯青指示带在６％的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳中,所移动的位置与１５０bp扩

增产物泳动的位置大致相当.扩增产物片段大小在(１５０±５０)bp、(２５０±５０)bp、(３５０±５０)bp范围的,指
示带从上到下应分别到达胶板１/２、２/３、３/４处后,才可结束电泳.电泳结束后关闭电源,取下玻璃板并轻

轻撬开,通常凝胶附着在无凹槽的玻璃板上.

８􀆰４􀆰１􀆰４　银染

将附着凝胶的玻璃板浸入固定液中,轻轻晃动３min后取出,在双蒸水中快速漂洗,时间不超过１０s;
将胶板放入染色液中,轻轻晃动５min后取出,在双蒸水中快速漂洗,时间不超过１０s;将胶板放入显影液

中,轻轻晃动待条带清晰后取出,再迅速放入固定液中定影５min取出,在双蒸水中漂洗１min;取出胶板,
６
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晾干,放在胶片观察灯上观察,记录结果,拍照保存.
注:固定液/染色液、双蒸水和显影液的用量,可依据胶板数量和大小调整,以没过胶面为准.

８􀆰４􀆰２　荧光毛细管电泳

８􀆰４􀆰２􀆰１　按照预先确定的组合引物,将同一组合中不同引物的扩增产物等比例混匀,稀释２倍.吸取稀

释后的混合液２μL,加入到基因分析仪专用９６孔上样板上.每孔再分别加入０􀆰１μL分子量内标和

８􀆰９μL去离子甲酰胺,９５℃变性５min,取出立即置于冰上,冷却１０min以上,离心１０s后备用.

８􀆰４􀆰２􀆰２　打开基因分析仪,检查仪器工作状态和试剂状态.

８􀆰４􀆰２􀆰３　将装有扩增产物的９６孔上样板放置于样品架基座上,将装有电极缓冲液的buffer板放置于

buffer板架基座上,打开数据收集软件,按照基因分析仪的使用手册进行操作.基因分析仪将自动运行参

数,并保存电泳原始数据.

８􀆰５　数据分析

８􀆰５􀆰１　总则

８􀆰５􀆰１􀆰１　为了获得一致的比对结果,电泳结果特别是毛细管电泳,需要通过规定程序进行数据分析.在

引物等位基因片段大小范围内(见表C􀆰１),对于毛细管电泳,特异峰呈现为稳定的尖锐峰型,纯合位点显

示为单峰,杂合位点显示为双峰;对于PAGE电泳,特异谱带呈现明显,纯合位点显示为单条,杂合位点显

示为双条.

８􀆰５􀆰１􀆰２　对于PAGE电泳,位于其相应的等位基因扩增片段大小范围之外的谱带需要甄别是非特异性

扩增带还是新增的稀有等位基因谱带.采用单个个体提取的,出现双带以上的多带则可能为非特异性扩

增带;采用混合样提取的,某些位点出现三带、强弱带等状况,则需要通过单个个体提取进行甄别.

８􀆰５􀆰１􀆰３　对于毛细管电泳,由于不同引物扩增产物表现不同、引物不对称扩增、试验条件干扰等因素影

响,可能出现不同状况的峰型,按照以峰高为主、兼顾峰型的原则,依据下列规则进行甄别、过滤处置:

a)　对于连带(pull－up)峰,即因某一位置某一颜色荧光的峰值较高而引起同一位置其他颜色荧光

峰值升高的,应预先将其干扰消除后再进行分析;

b)　对于(n＋１)峰,即同一位置出现两个相距１bp左右的峰,应视为单峰;

c)　对于连续多峰,即峰高递增或峰高接近的相差一个重复序列的连续多个峰,应视为单峰,取其最

右边的峰,峰高值为连续多个峰的叠加值;

d)　对于多个特异峰,峰高值应只采集位于前两位的两个峰,不采集其他峰;

e)　对于高低峰,应通过设定一定阈值不予采集低于阈值的峰.
注:当存在非纯合SSR位点时,将会有两个特异峰,此时需要采集两个峰值.

８􀆰５􀆰１􀆰４　采取混合样检测的,无论是毛细管电泳还是PAGE电泳,结果表明在引物位点出现异质性而无

法识别特异谱带或特异峰的,应采用单个个体独立检测,试样至少含有３０个个体的数量.异质性严重时,
可终止真实性鉴定.

８􀆰５􀆰２　数据分析和读取

８􀆰５􀆰２􀆰１　变性PAGE电泳

对甄别后的特异谱带(见８􀆰５􀆰１)进行读取.扩增片段大小的读取,统一采用两段式数据记录方式.
纯合位点数据记录为X/X,非纯合位点数据记录为X/Y(其中X、Y 分别为该位点２个等位基因扩增片

段大小),小片段数据在前,大片段数据在后.缺失位点数据记录为０/０.

８􀆰５􀆰２􀆰２　毛细管电泳

导出电泳原始数据文件,采用数据分析软件按照下列步骤对数据进行甄别:

a)　设置参数:在数据分析软件中预先设置好panel、分子量内标、panel的相应引物的Bin(等位变异

片段大小范围区间);

b)　导入原始数据文件:将电泳原始数据文件导入分析软件,选择panel、分子量内标、Bin、质量控制

参数等进行分析;

c)　甄别过滤处置数据:执行８􀆰５􀆰１的规定.
７
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分析软件会对检测质量赋以颜色标志进行评分,绿色表示质量可靠无需干预,红色表示质量不过关或

未落入Bin范围内,黄色表示有疑问需要查验原始图像进行确认.
数据比对采用８􀆰５􀆰３􀆰１、８􀆰５􀆰３􀆰２方式的,应分别通过同时进行试验的标准样品、参照样品(依据引物

选择少量的对照),校准不同电泳板间的数据偏差后再读取扩增片段大小.甄别后的特异峰落入Bin范围

内,直接读取扩增片段大小;若其峰大多不在Bin范围内,可将其整体平移尽量使峰落入Bin设置范围内

后读取数据.

８􀆰５􀆰３　数据比对

８􀆰５􀆰３􀆰１　采用与标准样品比较的,对甄别后的特异谱带或特异峰(见８􀆰５􀆰２􀆰１和８􀆰５􀆰２􀆰２),按照在同一

电泳板上的试验样品与标准样品逐个位点进行两两比较,确定其位点差异.

８􀆰５􀆰３􀆰２　采用毛细管电泳与SSR指纹数据库比对的,按照数据导入模板的要求,将数据及其指纹图谱截

图上传到SSR指纹数据库,进行逐个位点比对,核实确定指纹数据的异同.

８􀆰５􀆰３􀆰３　采用PAGE垂直板电泳与SSR指纹数据库比对的,按照数据导入模板的要求,将数据上传到

SSR指纹数据库,进行逐个位点的两两比对,核实确定指纹数据的异同.
注:采用PAGE垂直板电泳与SSR指纹数据库比对平台比对较为困难,建议作为参考使用,比对前采取以下措施:

a)　读取扩增产物片段大小数据的,试验样品与参照样品(附录C、附录D)同时在同一电泳板上电泳;

b)　电泳时间足够,符合８􀆰４􀆰１􀆰３􀆰２的要求;

c)　检测样品存在扩增片段差异较小的,按片段大小顺序重新电泳进行复核确定后读取.

８􀆰５􀆰４　数据记录

数据比对后,按照位点存在差异或相同、数据缺失、无法判定等情形,记录每个引物的位点状况.

９　鉴定意见

９􀆰１　检验结果用供检样品和标准样品比较的位点差异数表示.根据检验结果进行鉴定意见判断,一般分

为３类:排除属于同一品种、不确定是否为同一品种和不排除属于同一品种.对于有异议的样品,可以按

照 GB/T３５４３􀆰５的规定进行田间小区种植鉴定.

９􀆰２　鉴定意见可参考以下原则:

a)　供检样品与标准样品或SSR指纹数据平台某品种比较检测出差异位点数大于２,排除两者为同

一品种;

b)　供检样品与标准样品或SSR指纹数据平台某品种比较检测出差异位点数为１或２,不确定两者

为同一品种;

c)　供检样品与标准样品或SSR指纹数据平台某品种比较检测出差异位点数为０,不排除两者属于

同一品种.

１０　结果报告

１０􀆰１　按照 GB/T３５４３􀆰１的检验报告要求,对品种真实性验证或身份鉴定的检测结果进行填报.

１０􀆰２　对于品种真实性验证,采用下列方式进行填报:
通过 对引物,采用 电泳方法进行检测,与标准样品比较检测出差异位点数

个,差异位点的引物编号为 ,鉴定意见为: .

１０􀆰３　对于品种真实性身份鉴定,采用下列方式进行填报:

a)　通过 对引物,采用 电泳方法进行检测,经与SSR指纹数据筛查,送验样品

与品种未检测出位点差异,鉴定意见为: .

b)　通过 对引物,采用 电泳方法进行检测,经与SSR指纹数据筛查,送验样品

与品种位点差异数为１或２,鉴定意见为: .

c)　通过 对引物,采用 电泳方法进行检测,经与SSR指纹数据筛查,未检测到

与送验样品位点一致品种,无法鉴定品种身份.
８
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１０􀆰４　属于下列情形之一的,应在检验报告中注明:

a)　送验样品低于６􀆰４规定的数量;

b)　与送验样品比较的标准样品的来源;

c)　与SSR指纹数据比对平台进行数据比对;

d)　送验品种异质性严重的位点(引物编号)清单;

e)　检测采用其他SSR引物的名称及序列.

９
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附　录　A
(规范性)

溶　液　配　制

　

A􀆰１　DNA提取

A􀆰１􀆰１　１mol/LTrisＧHCl
称取１２１􀆰１gTris碱溶于８００mL水中,加入 HCl调节pH 至８􀆰０,加水定容至１０００mL,高压灭菌,

室温保存.

A􀆰１􀆰２　０􀆰５mol/LEDTA溶液

称取１８６􀆰１g二水合乙二胺四乙酸二钠(EDTAＧ２Na􀅰２H２O)溶于８００mL水中,加入固体 NaOH 调

节pH 至８􀆰０,加水定容至１０００mL,高温高压灭菌后,室温保存.

A􀆰１􀆰３　５mol/LNaCl溶液

称取１４６g固体 NaCl,加水定容至５００mL.

A􀆰１􀆰４　CTAB提取液

称取２０gCTAB、８１􀆰８１６g氯化钠溶于适量水中,加入１mol/LTrisＧHCl１００mL、０􀆰５mol/LEDTA
溶液４０mL,定容至１０００mL,４℃储存.

A􀆰１􀆰５　５mol/L醋酸钾溶液

称取４９０g醋酸钾,加水定容至１０００mL.

A􀆰１􀆰６　３mol/L乙酸钠溶液

称取２４６g乙酸钠,加水定容至１０００mL.

A􀆰１􀆰７　TE缓冲液

１mol/LTrisＧHCl５mL和０􀆰５mol/LEDTA１mL,加 HCl调pH 至８􀆰０,加水定容至５００mL.

A􀆰２　PCR扩增

A􀆰２􀆰１　SSR引物

用 TE缓冲液分别配制正向引物、反向引物终浓度均为１００μmol/L 的储存液,等体积混合成

１０μmol/L的工作液.

A􀆰２􀆰２　６×上样缓冲液

去离子甲酰胺４９mL、０􀆰５mol/LEDTA溶液１mL、溴酚蓝０􀆰１２５g和二甲苯青０􀆰１２５g混合,４℃
保存.

A􀆰３　电泳

A􀆰３􀆰１　１０×TBE缓冲液

Tris碱１０８g、硼酸５５g和０􀆰５mol/LEDTA３７mL,加水定容至１０００mL.

A􀆰３􀆰２　１×TBE缓冲液

１０×TBE缓冲液５００mL,加水定容至５０００mL.

A􀆰３􀆰３　５０×TAE缓冲液

Tris碱２４２g、冰醋酸５７􀆰１mL和０􀆰０５mol/LEDTA１００mL,加水定容至１０００mL.

A􀆰３􀆰４　１×TAE缓冲液

５０×TAE缓冲液１００mL,加水定容至５０００mL.
０１
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A􀆰３􀆰５　４０％PAGE胶

丙烯酰胺(C３H５NO)１９０g和甲叉双丙烯酰胺((H２C＝CHCONH)２CH２)１０g,加水定容至５００mL.

A􀆰３􀆰６　６％变性PAGE胶

尿素４５０g、１０×TBE缓冲液１００mL和４０％ PAGE胶１５０mL,过滤后加水定容至１０００mL.

A􀆰３􀆰７　亲和硅烷工作液

量取９３mL的７５％乙醇、５mL的冰醋酸和２mL的亲和硅烷原液,混匀,于常温避光干燥处保存

备用.

A􀆰３􀆰８　剥离硅烷工作液

量取２５mL的二甲基二氯硅烷(H２Cl２Si)、７５mL的三氯甲烷(CHCl３)混匀,于常温避光干燥处保存

备用.

A􀆰３􀆰９　１０％过硫酸铵溶液

称取０􀆰１g过硫酸铵[(NH４)２S２O８]溶于１mL水中,４℃储存备用.

A􀆰４　银染

A􀆰４􀆰１　固定液

１００mL冰醋酸(CH３COOH),加蒸馏水定容至１０００mL.

A􀆰４􀆰２　染色液

称取２g硝酸银(AgNO３),加水定容至１０００mL.

A􀆰４􀆰３　显色液

称取２０g氢氧化钠(NaOH)溶于１０００mL水中,使用前加入５mL甲醛(CH２O)溶液.

１１
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附　录　B
(资料性)

引物分组信息

　
２３对SSR引物标记四色荧光的引物分组方案见表B􀆰１.

表B􀆰１　２３对SSR引物标记四色荧光的引物分组方案

组别 引物编号 引物名称 推荐荧光基团

１

FM０１ LGMＧ５３ FAM
FM０２ LGMＧ６１ HEX
FM０３ LU２８ TAMRA
FM０４ Lu２２３５ FAM
FM０５ Lu６８２ HEX
FM２２ Lu２９９６ ROX

２

FM０６ LU８ FAM
FM０７ sfd２５Ｇ３ TAMRA
FM０８ sfd９９３ ROX
FM０９ Lu５３２ FAM
FM１０ Lu２６３３ TAMRA
FM２１ SR３５７２ HEX

３

FM１１ Lu６７２ FAM
FM１２ Lu２９２３ ROX
FM１３ LU１８ FAM
FM１４ Lu２１８３ HEX
FM１５ sfd２３１ TAMRA
FM１６ LU１５ ROX

４

FM１７ Lu３０８２ FAM
FM１８ Lu２５６５ HEX
FM１９ Lu２４８６ TAMRA
FM２０ ３５ FAM
FM２３ M１０ ROX

　　注１:每个组别的SSR引物的扩增产物可以组合在一起电泳.
注２:荧光染料FAM、HEX、TAMRA、ROX在此仅为示例.

２１
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附　录　C
(资料性)

等位基因扩增片段信息

　
表C􀆰１列出了２３对引物在已知胡麻品种中主要等位变异扩增片段范围、大小以及参照样品对应的

等位变异信息.等位变异扩增的片段大小受标记荧光染料的影响,标记染料不同片段大小会发生变化.
其中,参照样品只是列举,考虑到在某一SSR位点多个品种存在相同的扩增片段大小,确认某一品种在该

位点扩增片段大小与参照样品是相同的,该品种也可替代相应的参考样品.

表C􀆰１　已知胡麻品种主要等位变异扩增片段信息

引物编号 引物名称
主要等位变异扩增片段,bp
范围 片段大小

参照样品

FM０１ LGMＧ５３ １７１~１８２

１７１
１７３
１７８
１８２

定亚１９号

天亚５号

天亚９号

定亚４号

FM０２ LGMＧ６１ １５９~１６２
１５９
１６２

晋亚２号

定亚２０号

FM３ LU２８ １８０~１８９
１８０
１８９

定亚２１号

坝亚１２号

FM０４ Lu２２３５ ２１９~２２９

２１９
２２１
２２３
２２５
２２９

定亚１４号

定亚９号

定亚２３号

坝亚５号

晋亚８号

FM０５ Lu６８２ １８０~１８９

１８０
１８３
１８６
１８９

陇亚９号

内亚６号

天亚１号

宁亚２号

FM０６ LU８ １６２~１９９

１６２

１６５

１６８

１７１

１７３

１７５

１７８

１８１

１８７

１９０

１９９

定亚２３号

张亚１号

陇亚１号

陇亚５号

晋亚５号

天亚５号

陇亚２号

天亚９号

甘亚３号

雁农１号

定亚１２号

FM０７ sfd２５Ｇ３ １５６~１７７

１５６ 甘亚２号

１６８ 坝亚１１号

１７４ 晋亚８号

１７７ 宁亚１３号

FM８ sfd９９３ １５７~１６３
１５７ 晋亚１号

１６１ 定亚１８号

１６３ 陇亚９号

３１
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表C􀆰１ (续)

引物编号 引物名称
主要等位变异扩增片段,bp
范围 片段大小

参照样品

FM０９ Lu５３２ ２３５~２５９

２３５ 宁亚１０号

２４１ 宁亚７号

２４４ 天亚１号

２５９ 陇亚４号

FM１０ Lu２６３３ ２１２~２３６

２１２ 定亚１２号

２１６ 宁亚１６号

２２０ 雁杂１０号

２２２ 晋亚６号

２２４ 轮选２号

２２６ 伊亚３号

２２７ 晋亚１号

２２８ 宁亚７号

２３０ 晋亚２号

２４０ 天亚９号

２３６ 宁亚１１号

FM１１ Lu６７２ １３８~１４５
１３８ 坝亚１２号

１４１ 天亚２号

１４５ 晋亚９号

FM１２ Lu２９２３ ２０２~２２８

２０２ 定亚２号

２０６ 宁亚２１号

２０８ 天亚９号

２１６ 定亚３号

２１８ 轮选３号

２２０ 陇亚３号

２２２ 天亚２号

２２４ 雁杂１０号

２２６ 坝亚１２号

２２８ 陇亚５号

FM１３ LU１８ １７１~１８４

１７１ 雁杂１０号

１７２ 陇亚２号

１７３ 坝亚６号

１７８ 宁亚７号

１８１ 定亚１３号

１８４ 内亚６号

FM１４ Lu２１８３ ３６０~３７４

３６０ 陇亚７号

３６２ 天亚２号

３６４ 定亚５号

３６６ 陇亚５号

３６８ 陇亚４号

３７０ 晋亚１０号

３７２ 定亚２３号

３７４ 宁亚２１号

FM１５ sfd２３１ １５４~１５７
１５４ 伊亚３号

１５７ 晋亚３号

FM１６ LU１５ １０６~１２６

１０６ 定亚１５号

１０９ 定亚２０号

１１２ 定亚８号

１１５ 定亚２２号

１２６ 陇亚９号

４１
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表C􀆰１ (续)

引物编号 引物名称
主要等位变异扩增片段,bp
范围 片段大小

参照样品

FM１７ Lu３０８２ １７２~１８１

１７２ 坝亚１号

１７４ 天亚１号

１８０ 定亚２０号

１８１ 宁亚１３号

FM１８ Lu２５６５ １９１~２０７
１９１ 定亚１３号

２０５ 定亚１７号

２０７ 天亚５号

FM１９ Lu２４８６ ２１７~２２８

２１７ 定亚４号

２２１ 内亚油１号

２２６ 定亚１９号

２２８ 定亚２０号

FM２０ ３５ ６５~６８
６５ 雁农１号

６８ 轮选２号

FM２１ SR３５７２ ７８~９１
７８ 定亚９号

９１ 定亚１６号

FM２２ Lu２９９６ ２２１~２３３

２２１ 定亚２０号

２２７ 晋亚８号

２３０ 宁亚１１号

２３３ 甘亚３号

FM２３ M１０ １２３~１４６

１２３ 定亚２３号

１３７ 定亚３号

１４０ 宁亚１４号

１４３ 天亚１号

１４６ 天亚９号

５１
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附　录　D
(资料性)

参照样品及其等位变异信息

　
参照样品及其等位变异信息见表D􀆰１.

表D􀆰１　参照样品及其等位变异信息

引物编号 引物名称 陇亚８号 伊亚４号

FM０１ LGMＧ５３ １８２/１８２ １７８/１７８
FM０２ LGMＧ６１ １６０/１６０ １６３/１６３
FM０３ LU２８ １８９/１８９ １８９/１８９
FM０４ Lu２２３５ ２２３/２２３ ２２３/２２３
FM０５ Lu６８２ １８０/１８９ １８０/１８９
FM０６ LU８ １６８/１７１ １７１/１７１
FM０７ sfd２５Ｇ３ １５６/１５６ １５６/１５６
FM０８ sfd９９３ １６１/１６１ １４２/１５７
FM０９ Lu５３２ ２４４/２４４ ２４１/２４１
FM１０ Lu２６３３ ２２６/２３０ ２２０/２２０
FM１１ Lu６７２ １４１/１４１ １４１/１４１
FM１２ Lu２９２３ ２１６/２１６ ２１８/２１８
FM１３ LU１８ １７２/１７２ １７８/１７８
FM１４ Lu２１８３ ３６２/３６２ ３７０/３７０
FM１５ sfd２３１ １５４/１５４ １５４/１５４
FM１６ LU１５ １１２/１１２ １１２/１２６
FM１７ Lu３０８２ １７２/１７２ １７２/１８０
FM１８ Lu２５６５ ２０７/２０９ ２０５/２０５
FM１９ Lu２４８６ ２１７/２１７ ２１７/２１７
FM２０ ３５ ６５/６５ ６５/６５
FM２１ SR３５７２ ７８/９１ ７８/７８
FM２２ Lu２９９６ ２３３/２３３ ２２１/２２１
FM２３ M１０ １４３/１４３ １４３/１４３
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