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利用SSR荧光标记构建山东地方

梨种质资源分子身份证
冉 昆 1，隋 静 2，王宏伟 1，魏树伟 1，张 勇 1，董 冉 1，董肖昌 1，王少敏 1*

（1山东省果树研究所，山东泰安 271000；2莱芜职业技术学院，山东莱芜 271100）

摘 要：【目的】利用SSR荧光标记构建45份山东地方梨种质资源的分子身份证。【方法】从SSR富集文库中开发并设

计40对引物，从中筛选出10对多态性良好的引物，采用SSR荧光标记毛细管电泳技术检测扩增条带分子质量的方法

对山东地方梨种质资源进行分析，获得相应的扩增条带。采用个位数字和小写英文字母对不同带型进行编码，按照

10对引物扩增带型数由少到多顺序串联排序的方式构建供试样品的分子身份证。【结果】10对SSR引物共检测到111

个SSR等位位点和189个带型，平均每对引物对品种扩增的等位位点11.1个，带型18.9个。采用个位数字和小写英文

字母结合对不同带型进行编码，成功构建了45份山东地方梨种质资源的分子身份证，可以将材料完全区分开。【结论】

构建了45份山东地方梨种质资源分子身份证，有利于山东地方梨种质资源的保护与利用。
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dong, China)

Abstract:【Objective】As the origin and diversity center of oriental pears, China is very rich in Pyrus

germplasm, and more than 3 000 cultivars have been recorded. According to the origin and geographi-

cal distribution, pears cultivated in China are generally divided into four systems: Chinese White Pear

(P. bretschneideri Rehd.), Sand Pear, Ussurian Pear and Sinkiang Pear. Shandong is one of the main cul-

tivation areas of pear in China, with long cultivation history and rich germplasm resources, such as the

famous local varieties of‘Chili’in Laiyang,‘Xiangshui’in Qixia and‘Changba’in Huangxian. How-

ever, it is difficult to distinguish different cultivars or germplasm accurately only by the traditional mor-

phological identification method. Establishing the multi- level molecular identification techniques can

improve the accuracy of cultivar identification. In this paper, 45 pear germplasm resources collected

from different regions of Shandong province were used as materials to establish molecular ID code by

simple sequence repeat (SSR) markers.【Methods】The experiment was conducted from June 2016 to

October 2017 at Shandong Institute of Pomology. The 45 germplasm resources tested were collected

from the germplasm resources nursery of Tianping Lake core demonstration orchard, Tai’an Compre-

hensive Experimental Station. 40 pairs of primers were developed and designed from SSR-enriched li-

brary, and 10 pairs of primers with high polymorphisms and good repeatability were selected, and then
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梨最早起源于中国的西南部，现有记载的栽培

品种超过 3000个，根据起源地和地理分布，一般将

中国栽培的梨分为四个系统，即白梨、砂梨、秋子梨

和新疆梨[1-2]。山东是我国梨主产区之一，种质资源

极为丰富，长期以来形成了胶东半岛、鲁西北平原和

鲁中南三大梨主产区，有诸多驰名中外的品种，如

‘莱阳茌梨’‘栖霞香水’‘黄县长把’等[3]。由于各地

交流频繁，种质混杂现象十分普遍，且随着品种更新

加快，大量地方品种已破坏甚至消失，而这些地方品

种常具有优良的特异性状，因此是育种的重要材

料[4]。

SSR（simple sequence repeats）标记具有多态性

丰富、共显性、稳定性好、易于检测等优点，在多样性

分析、品种鉴定、遗传作图、基因定位等领域得到了

广泛的应用[5-6]。其中，SSR荧光标记技术相对于传

统的聚丙烯酰胺凝胶电泳（polyacrylamide gel elec-

trophoresis, PAGE）技术，具有准确度高、适用于大批

量样品的检测分析等优点，已广泛用于园艺作物研

究，如无花果 [7]、甘蔗 [8]、百合 [9]、芍药 [10]、苹果 [11- 13]、

桃[14-15]、枣[16-17]、柑橘[18]、甜樱桃[19]、茶树[20]、葡萄[21-23]等。

随着梨属植物SSR引物的陆续开发，SSR技术

已广泛用于梨属植物的遗传图谱构建、遗传多样性

分析、品种鉴定和分子身份证构建等研究[4, 24-30]。但

目前应用SSR荧光标记技术构建山东地方梨种质资

源分子身份证的报道还未见到。种质资源的准确鉴

定是资源保护、保存和育种利用的重要前提，因此，

准确鉴定山东地方梨种质资源并构建分子身份证，

对山东地方梨种质资源的收集保护和评价利用具有

重要意义。本研究利用开发筛选的SSR引物，采用

SSR荧光标记毛细管电泳技术结合带型编码方式构

建45份山东梨种质资源的分子身份证，以期为山东

地方梨种质资源的准确鉴定和评价利用提供参考。

were labeled with FAM fluorescent for amplification and capillary electrophoresis. Genomic DNA was

extracted from fresh leaves according to the CTAB protocol. The PCR was carried out in a final volume

of 20 μLcontaining 2 μL DNA template (10 ng· μL-1), 2 μL 10×PCR buffer (including MgCl2), 0.4 μL

dNTPs (10 mmol· L-1), 0.3 μL of each of the two primers (20 µmol· L-1), 0.2 μL Taq DNA polymerase,

and 14.8 μL sterile distilled water. PCR reaction was programmed as: one cycle of 5 min at 94 ℃ as ini-

tial denaturation, followed by 35 cycles, in which each cycle consisted of a denaturation step at 94 ℃

for 30 s, an annealing step at suitable temperature for 35 s, and an extension step at 72 ℃ for 40 s, fol-

lowed by final extension at 72 ℃ for 5 min. The products of 45 samples with each primer pairs were an-

alyzed. Each band pattern was coded by different single digit or lowercase letters. Meanwhile, accord-

ing to the number of band patterns, in an ascending order, the 10 primer pairs were decided, and molecu-

lar ID codes of 45 pear germplasm were established. The software POPGENE 32 was used to analyze

the data, and the number of alleles amplified by the primers, the amplification band type, and the gene

diversity and polymorphism information content of the samples at different SSR sites were obtained.

【Results】The results showed that a total of 111 polymorphic alleles and 189 polymorphic patterns were

revealed by the 10 primer pairs, with an average of 11.1 alleles and 18.9 patterns for each primer pairs.

The length of the amplified fragment was 85-295 bp. The molecular ID codes of 45 tested germplasm

were different, which could distinguish all germplasm resources. This study indicated that the detection

technology by using fluorescent labeled SSR markers had the merits of reliable, efficient and high-

throughput, and that it is convenient and efficient to establish the molecular ID of pear gemplasm using

the above encoded mode of patterns.【Conclusion】The molecular ID codes of 45 pear germplasm re-

sources in Shandong were established using the fluorescent labeled SSR markers, and the constructed

molecular ID was different from one another and could completely distinguish 45 pear germplasm re-

sources. It not only provides a rapid, accurate and efficient molecular identification method for pear

germplasm resources in Shandong, but also contributes to provide a reference for varieties identifica-

tion, evaluation and utilization, and genetic relationship analysis.

Key words：Pear；Germplasm resources; Shandong; Fluorescent labeled SSR marker; Molecular ID
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1 材料和方法

1.1 材料

试验于 2016年 6月至 2017年 10月在山东省果

树研究所进行。供试的 45份材料采自国家梨产业

技术体系泰安综合试验站天平湖核心示范园种质资

源圃（表1）。每个品种随机选取3株，取幼嫩叶3~4

片，混合后用锡箔纸包好，置于冰盒带回实验室，液

表 1 45 份供试梨种质资源

Table 1 45 resources of pear for SSR analysis

编号

Code

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

资源名称

Name of cultivar or species

古梗梨 Gugengli

苏梨 Suli

梨果 Liguo

金坠子 Jinzhuizi

四棱梨 Silengli

木梨 Muli

桑皮梨 Sangpili

窝窝梨 Wowoli

棠梨 Tangli

桑皮梨 Sangpili

黄县长把 Huangxian Changba

面梨Mianli

麻黄梨 Mahuangli

胎黄梨 Taihuangli

池梨 Chili

平梨 Pingli

黑面梨 Heimianli

柰子 Naizi

线穗子梨 Xiansuizili

大梨 Dali

古根梨 Gugenli

谢花甜 Xiehuatian

面梨子 Mianlizi

引种地区

Introduction area

栖霞Qixia

莱芜 Laiwu

莱芜 Laiwu

莱芜 Laiwu

栖霞 Qixia

历城 Licheng

乳山 Rushan

崂山 Laoshan

海阳 Haiyang

海阳 Haiyang

龙口 Longkou

商河 Shanghe

商河 Shanghe

齐河 Qihe

博山 Boshan

博山 Boshan

历城 Licheng

齐河 Qihe

昌邑 Changyi

昌邑 Changyi

昌邑 Changyi

昌邑 Changyi

费县 Feixian

编号

Code

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

资源名称

Name of cultivar or species

红梨 Hongli

天宝香 Tianbaoxiang

子母梨 Zimuli

鸭广梨 Yaguangli

银梨 Yinli

冠梨 Guanli

糖把梨 Tangbali

花皮秋 Huapiqiu

绵梨 Mianli

酸梨 Suanli

鸭梨 Yali

铁皮梨 Tiepili

二马黄 Ermahuang

大香水 Daxiangshui

茌梨 Chili

渣梨 Zhali

墩子梨 Dunzili

铁梨Tieli

车头梨 Chetouli

马里金梨 Malijinli

小香水 Xiaoxiangshui

瓶梨 Pingli

引种地区

Introduction area

费县 Feixian

费县 Feixian

费县 Feixian

冠县 Guanxian

聊城 Liaocheng

宁阳 Ningyang

泰安 Taian

滕州 Tengzhou

费县 Feixian

冠县 Guanxian

冠县 Guanxian

冠县 Guanxian

平原 Pingyuan

莱阳 Laiyang

莱阳 Laiyang

夏津 Xiajin

泰安 Taian

乐陵 Laoling

烟台 Yantai

枣庄 Zaozhuang

莱阳 Laiyang

莱阳 Laiyang

表 2 引物信息

Table 2 Information of 10 pairs of SSR primers

引物名称

Primer name

P5
P9
P10
P14
P17
P18
P19
P27
P34
P37

正向引物（5’-3’）
Forward primer sequence

CCCACCCGCGAAGAGTAATA
ACAATCACCTTGGAGTTAGA
ATCCATAGACCAGCACCAAG
TCTCCTCCTGCCATTTCTGTA
TCCTTACTACTCGAACTATCTG
AAGCCCATCTACAAGTCCTC
AACTCATTATACTTTGGACTAGC
CCTTGACGACTCACAAAACA
GCTTTTGAGTCCTTCTGTGA
TTTGAAAGCTCTTTTGAACC

反向引物（5’-3’）
Reverse primer sequence

CTTCCTCCAGCAAGCAAACC
CATCACAAATTGGAGAAGAG
CCGTGTCAAGTATTATTTCG
ATCTGCCGCTGCTGTTCCTGT
AGTTTTGCGTAGAGTCTGGTC
ATTCATCACAGTTTTCTCCC
GAAATACGGAAGACAAACACT
TGAAATAGATTGATGACGGA
ATATGCTTGTTGCTCCTTTT
GGAACTGTTGTGAAAGGTCA

重复基元

Rpeat motifs

(AG)13
(TC)15(AC)12
(AG)14
(AG)9
(GA)14
(AG)15
(AG)13
(AC)8
(TG)6TT(TG)7(TC)6
(GA)26

氮冷冻后于-80 ℃冰箱中保存备用。

1.2 SSR引物合成及筛选

采用MagneSphere Magnetic Separation Products

（Promega）试剂盒磁珠富集短基因组DNA，产物纯

化后进行克隆并筛选，建立SSR富集文库，从中开发

并设计分布于梨17个连锁群的40对引物，引物由上

海生工生物工程公司合成，HAP纯化。采用丙烯酰

胺凝胶电泳对初筛合格的引物进行复筛，从中筛选

出扩增条带清晰、稳定、多态性高的 10对引物用于

样品扩增。正向引物的5’端加1个FAM荧光标记，

由上海英骏生物技术有限公司合成（表2）。

1.3 DNA提取及PCR体系

冉 昆，等：利用SSR荧光标记构建山东地方梨种质资源分子身份证 73
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采用CTAB法提取样品总DNA。用 1%琼脂糖

凝胶电泳和微量紫外分光光度计检测DNA质量和

浓度，并将浓度稀释至 50 ng· μL-1，-20 ℃下保存备

用。SSR-PCR反应体系（共20 µL）：ddH2O 14.8 µL，

dNTP 0.4 µL，Buffer 2 µL，正向引物 0.3 µL（20

µmol· L-1），反向引物 0.3 µL（20 µmol· L-1），DNA模

板 2 µL，Taq E 0.2 µL。PCR扩增程序是：94 ℃预变

性 5 min；94 ℃变性 30 s，适宜退火温度复性 35 s，

72 ℃延伸40 s，35个循环；72 ℃延伸5 min。反应在

Biometra梯度PCR仪上进行。

1.4 SSR荧光标记毛细管电泳检测

对PCR扩增产物进行纯化，将甲酰胺与分子质

量内标按100∶1的体积比混匀后，取15 μL加入上样

板中，再加入1 μL稀释10倍的PCR产物，然后使用

美国ABI3730XL测序仪进行毛细管电泳。待电泳结

束后，利用Genemarker中的Fragment（Plant）片段分

析软件对测序仪得到的原始数据进行分析，将各泳

道内分子质量内标的位置与各样品峰值的位置做比

较分析，得到片段大小。利用软件POPGENE 32分

析数据获得引物扩增的等位基因数、扩增带型、样品

在不同SSR位点的基因多样性和多态性信息含量。

1.5 分子身份证构建

利用10对引物对45份样品进行扩增，得到各样

品扩增的指纹数据，将指纹数据转换为数字编码，即

分子身份证。转换方法如下：将每对引物在某一样

品上扩增出的每一种带型用个位阿拉伯数字 1、2、

3、……、9编码表示，为保证每一种带型只占一位数

字，带型数大于 9时，分别用 a、b、c代表第 10、11、12

种带型，依次类推，无带用0表示，这样，每种引物在

某一样品上的扩增带型用 1位数字或字母表示；按

照引物扩增带型数由少到多的顺序，将每个样品在

10对引物上的扩增带型数据串联起来，即得到每个

样品以10位数字或字母表示的分子身份证[9]。

2 结果与分析

2.1 毛细管电泳结果

如表3所示，10对SSR引物对45份梨种质资源

进行扩增，共检测到111个等位位点，每个引物检测

到的等位位点4~19个，每对引物平均11.1个。共检

测到189个带型，每个引物检测到带型数8~26个，每

对引物平均18.9个。扩增的片段长85~295 bp。图1

为引物P5对‘桑皮梨’‘面梨子’和‘槎子梨’的扩增

带型。

2.2 分子身份证编码

按表 2 引物的顺序即 P5、P9、P10、P14、P17、

P18、P19、P27、P34和P37，将每对引物在样品上扩增

的带型编码进行串联排列（表 4），得到 45份山东地

方梨种质资源的分子身份证代码，在对应的位置上，

代码相同表示该引物在样品上扩增带型相同（表

5）。结果表明，得到的45份供试材料的分子身份证

代码均不相同，能够将所有种质资源区分开。

3 讨 论

SSR标记具有高稳定性和高准确性等优点，目

前主要通过聚丙烯酰胺凝胶电泳和荧光标记分析技

术检测SSR扩增产物[8, 16]。其中，PAGE检测成本低，

但存在读带不准确、对人体有害、对于大规模数据收

集和分析效率低等缺点；而荧光标记分析技术解决

了上述问题，更适用于大批量样品的检测分析 [31]。

高源等[25]对 92个梨品种的研究表明，SSR荧光标记

毛细管电泳检测法的数据具有高重复性、高准确性

的优点。本研究结果也表明，SSR荧光标记技术较

传统的PAGE技术（本研究前期曾采用）在扩增条带

大小判读识别上明显具有准确性好、效率高等优点。

迄今为止，从梨基因组序列、EST和NGS等数

据库已开发了1 000多对SSR引物[28, 30, 32]。大量SSR

标记被定位到相应的染色体上，获得了高质量的梨

遗传连锁图谱，为种质鉴定、遗传多样性分析、起源

演化与亲缘关系、目的基因定位等研究奠定了基

础[29-30, 33-35]。分子身份证是在得到DNA指纹图谱的

基础上，通过运用不同的编码方式对指纹图谱进行

表 3 10 对 SSR 荧光引物对 45 份梨种质资源扩增结果

Table 3 Amplified results of 45 pear resourcess with 10

fluorescent-labelled SSR primers

引物
名称
Primer
name

P5
P9
P10
P14
P17
P18
P19
P27
P34
P37

退火温度
Annealing
tempe-
rature/℃

54
56
57
55
53
51
57
54
58
52

等位基因数
Number of
alleles
detected

15
19
4
5

14
12
14
10
10
8

多态性
信息含量
Polymorphism
information
content

0.83
0.84
0.55
0.63
0.83
0.82
0.81
0.78
0.74
0.61

扩增带型
Amplified
bands

24
26
8
9

23
20
23
22
20
14

扩增片
段大小
Size of
bands am-
plified/bp

245~295
85~147

265~277
133~139
148~178
177~213
220~256
123~141
210~242
190~214
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表 4 10 对 SSR 引物的扩增带型编号

Table 4 The code of different SSR patterns

带型编号 Code of pattern

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
a
b
c
d
e
f
g
h
i
j
k
l
m
n
o
p
q

P5

-
245/277
257/273
261/269
261/277
263/269
267
269
269/273
269/277
269/283
269/287
271
273
273/277
273/283
273/287
275
275/287
277
277/287
279
287
293
295

P9

-
85
95
95/101
95/103
95/107
95/121
99

101
103
103/125
107/141
109
111/147
113/127
119/141
119/143
121/137
121/141
121/143
121/145
127/139
127/141
127/147
139/145
141
141/147

P10

-
265
265/269
265/277
267/269
267/277
269
269/277
277

P14

-
133
133/135
133/137
135
135/137
135/143
137
137/139
139

P17

-
148/158
148/174
150
150/160
152/164
154
154/158
154/160
154/164
154/168
156
156/164
156/168
156/178
158
158/164
158/174
160/164
160/168
160/176
160/178
162
164/170

P18

-
177
179/189
181
181/187
181/189
181/197
183
185/189
187
187/191
187/197
189
189/195
189/197
191
191/195
193
193/195
195
213

P19

-
220
222
224
224/236
224/238
224/240
224/246
224/256
226
226/256
228/240
236/252
238
238/246
238/248
238/256
240
240/246
242/246
244/246
246
246/256
252/256

P27

-
123/135
123/137
123/139
129/135
129/137
129/141
131/137
133/137
133/139
133/141
135
135/137
135/139
137
137/139
137/141
137/143
137/147
139
139/141
139/143
141

P34

-
210/238
212/228
214
214/220
214/222
214/226
214/228
214/230
214/242
220/226
222
222/226
222/228
222/238
226/238
226/242
228
228/238
228/242
238/242

P37

-
190/196
190/198
194
194/198
194/200
196/200
198
198/200
198/202
198/204
198/214
200
200/202
200/204

注：-表示未获得扩增带型；空格表示可扩充带型。

Note: -means non-amplified SSR pattern; Blank space means extensible pattern.

图 1 引物 P5 对不同梨样品扩增产物的带型

Fig. 1 Amplification bands between different genotypes of pear using primer P5

桑皮梨 Sangpili

面梨子Mianzili

槎子梨 Chazili

2 000

1 000

0

6 000

4 000

2 000

0

10 000

5 000

0

D
N

A
扩
增
产
物
的
相
对
数
量

T
he

re
la

ti
ve

nu
m

be
to

f
am

pl
if

ie
d

D
N

A

220 240 260 280 300 320 340

220 240 260 280 300 320 340

220 240 260 280 300 320 340

冉 昆，等：利用SSR荧光标记构建山东地方梨种质资源分子身份证 75



果 树 学 报 第35卷

数字化处理后得到字符串形式的结果，使得品种鉴

别和检索变得更加快捷 [9]。张靖国等 [31]利用 17 对

SSR引物构建了20份梨栽培品种的分子身份证；薛

华柏等[36]利用25对SSR引物对分别属于砂梨、白梨、

新疆梨、西洋梨和秋子梨的124个梨品种进行扩增，

构建了梨品种SSR特征指纹数据表和分子身份证；

张小双等[37]利用17对SSR引物构建了53份秋子梨的

分子身份证，建立了每份种质的条形码标识。本研

究用来自梨基因组的 10对SSR标记构建了 45份山

东地方梨种质资源的分子身份证，共检测到 111个

SSR等位位点，平均每对引物对品种扩增的等位位

点11.1个，PIC值为0.55~0.84，平均0.75。

对于分子身份证的构建，不同研究者采用的编

码方法不一致[9, 12]。本研究采用数字与字母相结合

的方式，直接将引物扩增的条带按照顺序对其进行

编码，理论上每对引物最多可以编码 36（10个个位

数和 26个小写字母）种带型[9]。研究选取了扩增条

带清晰、稳定、多态性较好的10对引物，其中PIC值

高于平均值的有 6对，理论上可以区分 636个梨种质

资源。本研究选取的 45份山东地方梨种质资源基

本涵盖了目前生产上仍有栽培和分布的品种资源，

构建的分子身份证可以用于品种资源的准确鉴定。

地方种质资源往往具有很多优良的特异性状，是

抗逆育种和品质育种的宝贵基因库。目前，山东地方

梨种质资源急剧减少，90%以上的资源遭到破坏，迫切

需要收集保护，分子身份证的构建对于种质资源精准

鉴别和保护利用非常重要。本研究初步构建了45份

山东地方梨种质资源的分子身份证，可为这些种质资

源的准确鉴定提供依据。今后将进一步加大对山东

地方梨种质资源的收集力度，通过构建分子身份证，

生成每份种质资源的特异标识，从而快速高效地鉴定

梨种质资源，有效避免资源收集的重复，甄别同名异

物及同物异名资源，提高种质鉴定和评价的效率。

4 结 论

采用SSR荧光标记毛细管电泳检测技术构建了

45份山东地方梨种质资源的分子身份证，构建的分

子身份证互不相同，可以将材料完全区分开，为山东

地方梨种质资源的准确鉴定、评价利用及亲缘关系

分析提供了参考依据。
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