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摘要: 采用 １３ 对 ＳＳＲ 引物对 ５４ 份核桃(Ｊｕｇｌａｎｓ ｓｐｐ.)样本的基因组 ＤＮＡ 进行了扩增ꎬ对这些引物对应位点的遗传

多样性进行了分析ꎻ在此基础上ꎬ剔除扩增条带缺失超过 ５％的引物ꎬ将剩余引物按照区分率从高到低排序并组合ꎬ
筛选出能够完全区分供试核桃样本的引物组合ꎻ根据筛选出的引物组合中每对引物的扩增结果构建供试核桃样本

的分子指纹图谱ꎬ并结合各核桃样本的基本信息、选育历史等ꎬ利用二维码技术生成每个核桃样本的分子身份证ꎮ
结果表明:本研究共检测到 １０７ 个等位基因ꎬ供试引物对应位点的观测等位基因数为 ３~１６ꎬ均值 ８.２ꎻ有效等位基因

数为 ２.２~７.９ꎬ均值 ４.２ꎻ观测杂合度为 ０.１０~０.５７ꎬ均值０.４２ꎻ期望杂合度为 ０.５５~０.８８ꎬ均值 ０.７２ꎻＳｈａｎｎｏｎｓ 信息指数

为 ０.８６~２.３６ꎬ均值 １.６０ꎻＮｅｉｓ 基因多样性指数为 ０.５４~ ０.８７ꎬ均值 ０.７２ꎻ多态信息含量为 ０.４４~ ０.８６ꎬ均值 ０.６８ꎮ 总

体来看ꎬ引物 ＷＧＡ０４ 和 ＷＧＡ７９ 对应位点的遗传多样性指数较高ꎮ 剔除引物 ＷＧＡ３３１、ＷＧＡ３３２ 和 ＷＧＡ３７６ 后ꎬ其
余引物的区分率为 ５.５６％~２４.０７％ꎮ ２ 对引物组合中ꎬＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０ 的区分率最高(７２.２２％)ꎬ以其为基础组成

３ 对引 物 组 合ꎬ 其 中 ＷＧＡ０４ － ＷＧＡ７０ － ＷＧＡ７９、 ＷＧＡ０４ － ＷＧＡ７０ － ＷＧＡ２０２、 ＷＧＡ０４ － ＷＧＡ７０ － ＷＧＡ８９ 和

ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ０１ 的区分率为 １００.００％ꎮ 利用 ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ７９ 构建的分子身份证包含各核桃样本

的基础信息和简介ꎮ 研究结果显示:基于 ＳＳＲ 分子标记构建的分子身份证可快速、准确鉴定供试核桃种质资源ꎬ并
可用于核桃种质资源知识产权保护ꎮ
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　 　 核桃(Ｊｕｇｌａｎｓ ｓｐｐ.)具有多种重要的经济价值ꎬ
在全世界许多地区被广泛栽培和利用ꎮ 中国为核桃

的原产地之一ꎬ拥有丰富的核桃种质资源[１－２]ꎮ 截至

２０２０ 年底ꎬ中国的核桃种植面积达到 ７. ８２２ ２ × １０６

ｈｍ２ꎬ总产量为 ４.７９５ ９×１０６ ｔꎬ居世界首位[３]ꎮ ２０ 世

纪 ６０ 年代以来ꎬ中国的核桃引种和杂交育种工作不

断取得进展ꎬ涌现出大量的自主知识产权核桃品种ꎮ
据不完全统计ꎬ截至 ２０２１ 年ꎬ共有国家级审(认)定

良种 １７ 个、省级审(认)定良种 ２３９ 个[４]ꎮ 近年来ꎬ
中国在核桃种质资源调查、收集和保存方面的工作力

度不断加大ꎬ随着“全国核桃遗传资源调查编目”、科
技基础性工作专项“华北山区经济树种种质资源收

集和保存”以及正在执行的科技基础资源调查专项

“主要木本油料植物种质资源调查”等全国范围的核

桃种质资源基础性工作的开展ꎬ国内核桃种质资源保

存数量迅速增加[４]ꎮ
核桃属于雌雄同株异花植物ꎬ在同域和邻域个体

间极易发生反复的种间和种内杂交ꎬ从形态上看存在

诸多的中间类型ꎬ并且ꎬ有些品种在形态上非常相似ꎬ
因此ꎬ依据表型性状对核桃种质资源进行准确分类难

度很大ꎮ 在苗木(接穗)市场流通中ꎬ由于缺乏可用

于品种鉴定的明显表型性状ꎬ导致同物异名、同名异

物问题屡见不鲜ꎬ苗木品种混杂、以次充好现象频发ꎬ
严重影响了国内核桃苗木市场的秩序ꎬ阻碍了核桃良

种的推广和应用ꎮ
通过分子标记技术构建核桃种质资源的分子身

份证ꎬ能够快速、有效地解决核桃种质资源的同名异

物和同物异名问题ꎬ避免重复性收集和保存ꎬ有利于

核桃种质资源的鉴定评价和共享利用ꎮ 利用分子身

份证对商品化核桃品种进行溯源ꎬ能够保障核桃良种

在市场流通过程中的纯正性ꎬ有利于保护相关品种的

知识产权、保障种植户权益ꎮ 简单重复序列( ｓｉｍｐｌｅ
ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬＳＳＲ)又被称为微卫星序列ꎬ为目前

遗传多样性分析和植物品种鉴定广泛应用的分子标

记 之 一[５－１２]ꎮ 国 际 植 物 新 品 种 保 护 联 盟

(Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｕｎｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｅｗ Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ
ｏｆ Ｐｌａｎｔｓꎬ ＵＰＯＶ) 生 化 和 分 子 生 物 技 术 工 作 组

( Ｗｏｒｋｉｎｇ Ｇｒｏｕｐ ｏｎ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓꎬ ａｎｄ ＤＮＡ￣Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｉｎ ＰａｒｔｉｃｕｌａｒꎬＢＭＴ)将

ＳＳＲ 标记作为植物品种鉴定和分子身份证构建的最

佳分子标记[１３]ꎬ目前研究者已利用 ＳＳＲ 标记构建了

许多植物品种的分子身份证[１４－１８]ꎮ 近年来ꎬ已有学

者采用 ＳＳＲ 分子标记技术进行了核桃种质资源指纹

图谱分析及分子身份证构建研究[１９－２２]ꎬ但这些研究

的样本规模和遗传背景均存在局限性ꎬ尚不能实现对

核桃种质资源的快速、准确鉴定ꎮ
鉴于此ꎬ笔者采用应用较为成熟的 １３ 对 ＳＳＲ 引

物[２３－２６]ꎬ对中国核桃主栽区广泛栽植的 ５４ 份核桃样

本进行了基因组 ＤＮＡ 扩增和遗传多样性分析ꎬ以“最
少引物鉴定最多种质资源”为标准[２７]ꎬ筛选高效引物

组合并构建各样本的分子身份证ꎬ以期为快速、准确

鉴定核桃种质资源提供理论依据ꎮ

２
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１　 材料和方法

１.１　 材料

供试 ５４ 份核桃样本的基本信息见表 １ꎮ 其中ꎬ

编号 １~４１ 为胡桃(Ｊ. ｒｅｇｉａ Ｌｉｎｎ.)ꎬ编号 ４２ ~ ４９ 为泡

核桃(Ｊ. ｓｉｇｉｌｌａｔａ Ｄｏｄｅ)ꎬ编号 ５０~５４ 为泡核桃和胡桃

的杂交后代ꎮ 于 ２０２２ 年春ꎬ采集所有样本成龄植株

中部外围向阳面的健康幼叶ꎬ置于冰盒中带回实验室

后立即提取基因组 ＤＮＡꎮ

表 １　 供试核桃样本的基本信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｗａｌｎｕｔ (Ｊｕｇｌａｎｓ ｓｐｐ.) ｓａｍｐｌｅｓ

编号 Ｎｏ. 样本名称 Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ 类别 Ｔｙｐｅ 保存单位 Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｕｎｉｔ

１ 薄丰 Ｂａｏｆｅｎｇ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 河南省林业科学研究院 Ｈｅｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
２ 北京 ８６１ Ｂｅｉｊｉｎｇ ８６１ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 北京市农林科学院林业果树研究所 Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｐｏｍｏｌｏｇｙꎬ

Ｂｅｉｊｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
３ 川核 １ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. １ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 四川省林业科学研究院 Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
４ 川核 ２ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. ２ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 四川省林业科学研究院 Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
５ 川核 ３ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. ３ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 四川省林业科学研究院 Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
６ 川核 ４ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. ４ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 四川省林业科学研究院 Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
７ 川核 ５ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. ５ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 四川省林业科学研究院 Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
８ 川核 ６ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. ６ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 四川省林业科学研究院 Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
９ 川核 ８ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. ８ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 四川省林业科学研究院 Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ

１０ 川核 １０ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. １０ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 四川省林业科学研究院 Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
１１ 川核 １１ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. １１ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 四川省林业科学研究院 Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
１２ 福兰克蒂 Ｆｒａｎｑｕｅｔｅｅ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 山东省果树研究所 Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｏｍｏｌｏｇｙ
１３ 哈特利 Ｈａｒｔｌｅｙ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 山东省果树研究所 Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｏｍｏｌｏｇｙ
１４ 晋龙 １ 号 Ｊｉｎｌｏｎｇ Ｎｏ. １ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 山东省果树研究所 Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｏｍｏｌｏｇｙ
１５ 晋龙 ２ 号 Ｊｉｎｌｏｎｇ Ｎｏ. ２ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 山西省林业科学研究院 Ｓｈａｎｘｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
１６ 礼品 ２ 号 Ｌｉｐｉｎ Ｎｏ. ２ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 辽宁省经济林研究所 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｆｏｒｅｓｔ
１７ 辽宁 １ 号 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｎｏ. １ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 辽宁省经济林研究所 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｆｏｒｅｓｔ
１８ 辽宁 ３ 号 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｎｏ. ３ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 辽宁省经济林研究所 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｆｏｒｅｓｔ
１９ 辽宁 ４ 号 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｎｏ. ４ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 辽宁省经济林研究所 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｅｃｏｎｏｍｉｃ Ｆｏｒｅｓｔ
２０ 绿波 Ｌüｂｏ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 河南省林业科学研究院 Ｈｅｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
２１ 鲁果 ４ 号 Ｌｕｇｕｏ Ｎｏ. ４ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 山东省果树研究所 Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｏｍｏｌｏｇｙ
２２ 清香 Ｑｉｎｇｘｉａｎｇ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 河北农业大学 Ｈｅｂｅｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
２３ 陕核 ２ 号 Ｓｈａｎｈｅ Ｎｏ. ２ 优良无性系 Ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｃｌｏｎｅ 西北农林科技大学 Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ａ ＆ Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
２４ 陕核 ３ 号 Ｓｈａｎｈｅ Ｎｏ. ３ 优良无性系 Ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｃｌｏｎｅ 西北农林科技大学 Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ａ ＆ Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
２５ 维纳 Ｖｉｎａ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 山东省果树研究所 Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｏｍｏｌｏｇｙ
２６ 温 １８５ Ｗｅｎ １８５ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 新疆林业科学院 Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
２７ 吾斯曼 Ｗｕｓｉｍａｎ 农家种 Ｌａｎｄｒａｃｅ 新疆林业科学院 Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
２８ 西扶 １ 号 Ｘｉｆｕ Ｎｏ. １ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 西北农林科技大学 Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ａ ＆ Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
２９ 西扶 ２ 号 Ｘｉｆｕ Ｎｏ. ２ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 西北农林科技大学 Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ａ ＆ Ｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
３０ 西林 １ 号 Ｘｉｌｉｎ Ｎｏ. １ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 山西省林业科学研究院 Ｓｈａｎｘｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
３１ 西林 ２ 号 Ｘｉｌｉｎ Ｎｏ. ２ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 山西省林业科学研究院 Ｓｈａｎｘｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
３２ 香玲 Ｘｉａｎｇｌｉｎｇ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 山东省果树研究所 Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｏｍｏｌｏｇｙ
３３ 新丰 Ｘｉｎｆｅｎｇ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 新疆林业科学院 Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
３４ 新光 Ｘｉｎｇｕａｎｇ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 新疆林业科学院 Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
３５ 新温 １７９ Ｘｉｎｗｅｎ １７９ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 新疆林业科学院 Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
３６ 新温 ２３３ Ｘｉｎｗｅｎ ２３３ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 新疆林业科学院 Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
３７ 新新 ２ Ｘｉｎｘｉｎ ２ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 新疆林业科学院 Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
３８ 新早丰 Ｘｉｎｚａｏｆｅｎｇ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 新疆林业科学院 Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
３９ 元丰 Ｙｕａｎｆｅｎｇ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 山东省果树研究所 Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｏｍｏｌｏｇｙ
４０ 扎 ３４３ Ｚｈａ ３４３ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 新疆林业科学院 Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
４１ 中林 ５ 号 Ｚｈｏｎｇｌｉｎ Ｎｏ. ５ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 山西省林业科学研究院 Ｓｈａｎｘｉ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ
４２ 大姚三台核桃 Ｄａｙａｏｓａｎｔａｉｈｅｔａｏ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 云南省林业和草原科学院 Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ

３
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续表１　 Ｔａｂｌｅ １ (Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ)

编号 Ｎｏ. 样本名称 Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ 类别 Ｔｙｐｅ 保存单位 Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｕｎｉｔ

４３ 华宁大白壳核桃 Ｈｕａｎｉｎｇｄａｂａｉｋｅ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 云南省林业和草原科学院 Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ
４４ 华宁大砂壳核桃 Ｈｕａｎｉｎｇｄａｓｈａｋｅ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 云南省林业和草原科学院 Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ
４５ 丽 ５３ Ｌｉ ５３ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 云南省林业和草原科学院 Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ
４６ 维 ２ 号 Ｗｅｉ Ｎｏ. ２ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 云南省林业和草原科学院 Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ
４７ 昌宁细香核桃 Ｃｈａｎｇｎｉｎｇｘｉｘｉａｎｇ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 云南省林业和草原科学院 Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ
４８ 永 １１ 号 Ｙｏｎｇ Ｎｏ. １１ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 云南省林业和草原科学院 Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ
４９ 漾濞泡核桃 Ｙａｎｇｂｉｐａｏｈｅｔａｏ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 云南省林业和草原科学院 Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ
５０ 云新 ３０１ Ｙｕｎｘｉｎ ３０１ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 云南省林业和草原科学院 Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ
５１ 云新 ３０３ Ｙｕｎｘｉｎ ３０３ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 云南省林业和草原科学院 Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ
５２ 云新 ３０６ Ｙｕｎｘｉｎ ３０６ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 云南省林业和草原科学院 Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ
５３ 云新高原核桃 Ｙｕｎｘｉｎｇａｏｙｕａｎ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 云南省林业和草原科学院 Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ
５４ 云新云林核桃 Ｙｕｎｘｉｎｙｕｎｌｉｎ 选育品种 Ｂｒｅｄ ｖａｒｉｅｔｙ 云南省林业和草原科学院 Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ

１.２　 方法

１.２.１ 　 叶片基因组 ＤＮＡ 提取 　 采用改良的 ＣＴＡＢ
法[２３]提取供试 ５４ 份核桃样本叶片基因组 ＤＮＡꎬ先用

体积分数 ７５％乙醇清洗 ２ 次ꎬ再用 ２５０ μＬ １×ＴＥ 缓冲

液(ｐＨ ８.０)溶解ꎬ使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ８０００ 超微量紫外分

光光度计(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 科技公司)检测提取的

基因组 ＤＮＡ 浓度ꎬ并用 １×ＴＥ 缓冲液稀释至质量浓

度 ２５ ｎｇμＬ－１ꎬ置于 ４ ℃冰箱中保存、备用ꎮ
１.２.２　 扩增反应及电泳检测　 参考 Ｃｈｅｎ 等[２１] 的方

法ꎬ采用应用较为成熟的 １３ 对 ＳＳＲ 引物(表 ２)对提

取的基因组 ＤＮＡ 进行扩增反应ꎮ 扩增体系总体积为

２０.０ μＬꎬ包括 １０×Ｂｕｆｆｅｒ ２.０ μＬ、２.５ ｍｍｏｌＬ－１ ｄＮＴＰｓ
１.６ μＬ、１０ μｍｏｌＬ－１ 上游和下游引物各 １.６ μＬ、
５ ＵμＬ－１ ＴａｑＤＮＡ 聚合酶 ０.３ μＬ、２５ ｎｇμＬ－１ ＤＮＡ
模板 ２.０ μＬꎬ用超纯水补足剩余体积ꎮ 扩增程序:

９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ４５ ｓ、各引物相应退火

温度退火 ４５ ｓ、７２ ℃延伸 ４５ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延

伸 ７ ｍｉｎ 后ꎬ于 ４ ℃保存ꎮ 使用 ＡＢＩ ３７３０ＸＬ 全自动

ＤＮＡ 测序仪(美国 ＡＢＩ 公司)对扩增产物进行毛细管

电泳检测ꎮ
１.２.３　 数据分析　 利用 ＧｅｎｅＭａｒｋｅｒ ｖ ２.２.０ 软件读取

电泳条带并记录条带大小ꎬ条带缺失记为“９９９”ꎬ构
建原始数据矩阵ꎮ 利用 ＰＯＰＧＥＮＥ ｖｅｒｓｉｏｎ １. ３１ 软

件[２８]计算所有 ＳＳＲ 引物对应位点的观测等位基因

数、有效等位基因数、观测杂合度、期望杂合度、
Ｓｈａｎｎｏｎｓ 信息指数和 Ｎｅｉｓ 基因多样性指数[２９]ꎮ 利

用 ＣＥＲＶＵＳ Ｖｅｒｓｉｏｎ ３.０.７ 软件计算多态信息含量ꎮ
１.２.４ 　 分子身份证构建 　 剔除扩增条带缺失超过

５％的引物[３０]ꎬ参考高源等[３１] 的方法筛选构建分子

身份证的引物组合ꎮ 先将引物按照区分率(即引物区

表 ２　 用于 ＳＳＲ 分子标记分析的引物信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＳＳＲ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列(５′→３′) 　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

正向引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ 反向引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ
退火温度 / ℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＷＧＡ０１ ＡＴＴＧＧＡＡＧＧＧＡＡＧＧＧＡＡＡＴＧ ＣＧＣＧＣＡＣＡＴＡＣＧＴＡＡＡＴＣＡＣ ６０
ＷＧＡ０４ ＴＧＴＡＡＴＴＧＧＧＧＡＡＴＧＴＴＧＣＡ ＴＧＧＧＡＧＡＣＡＣＡＡＴＧＡＴＣＧＡＡ ５５
ＷＧＡ７０ ＡＡＡＣＣＡＣＣＴＡＡＡＡＣＣＣＴＧＣＡ ＡＣＣＣＡＴＣＣＡＴＧＡＴＣＴＴＣＣＡＡ ５５
ＷＧＡ７２ ＡＧＧＧＣＡＣＴＣＣＣＴＴＡＴＧＡＧＧＴ ＣＡＧＴＣＴＣＡＴＴＣＣＣＴＴＴＴＴＣＣ ５８
ＷＧＡ７６ ＣＡＣＴＧＴＧＧＣＡＣＴＧＣＴＣＡＴＣＴ ＴＴＣＧＡＧＣＴＣＴＧＧＡＣＣＡＣＣ ５５
ＷＧＡ７９ ＡＣＣＣＡＴＣＴＴＴＣＡＣＧＴＧＴＧＴＧ ＴＧＣＣＴＡＡＴＴＡＧＣＡＡＴＴＴＣＣＡ ５５
ＷＧＡ８９ ＴＧＴＴＧＣＡＴＴＧＡＣＣＣＡＣＴＴＧＴ ＴＡＡＧＣＣＡＡＣＡＴＧＧＴＡＴＧＣＣＡ ５６
ＷＧＡ１１８ ＴＧＴＧＣＴＣＴＧＡＴＣＴＧＣＣＴＣＣ ＧＧＧＴＧＧＧＴＧＡＡＡＡＧＴＡＧＣＡＡ ６０
ＷＧＡ２０２ ＣＣＣＡＴＣＴＡＣＣＧＴＴＧＣＡＣＴＴＴ ＧＣＴＧＧＴＧＧＴＴＣＴＡＴＣＡＴＧＧＧ ６０
ＷＧＡ３２１ ＴＣＣＡＡＴＣＧＡＡＡＣＴＣＣＡＡＡＧＧ ＧＴＣＣＡＡＡＧＡＣＧＡＴＧＡＴＧＧＡ ５５
ＷＧＡ３３１ ＴＣＣＣＣＣＴＧＡＡＡＴＣＴＴＣＴＣＣＴ ＣＧＧＴＧＧＴＧＴＡＡＧＧＣＡＡＡＴＧ ５７
ＷＧＡ３３２ ＡＣＧＴＣＧＴＴＣＴＧＣＡＣＴＣＣＴＣＴ ＧＣＣＡＣＡＧＧＡＡＣＧＡＧＴＧＣＴ ６０
ＷＧＡ３７６ ＧＣＣＣＴＣＡＡＡＧＴＧＡＴＧＡＡＣＧＴ ＴＣＡＴＣＣＡＴＡＴＴＴＡＣＣＣＣＴＴＴＣＧ ５５

４
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分样本数占供试样本总数的百分比)从高到低排序ꎬ
依次两两组合ꎬ根据扩增结果统计各引物组合的区分

率ꎻ选取区分率最高的引物组合ꎬ继续增加引物ꎬ直到

将全部样本区分开ꎮ
根据引物组合中各引物的扩增结果ꎬ将样本扩增

条带按照 ＳＳＲ 标记所在染色体编号由小到大排列ꎬ
作为其分子指纹[３２]ꎻ结合样本的基本信息、选育历

史、主要特性、栽培技术要点等信息ꎬ利用在线二维码

生成器(ｈｔｔｐｓ:∥ｃｌｉ.ｉｍ / )生成可扫描的分子身份证ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＳＳＲ 引物对应位点的遗传多样性分析

采用 １３ 对 ＳＳＲ 引物对供试 ５４ 份核桃样本的基

因组 ＤＮＡ 进行扩增反应ꎬ共检测到 １０７ 个等位基因ꎮ
各引物对应位点的遗传多样性分析结果见表 ３ꎮ

表 ３　 用于核桃样本 ＳＳＲ 分子标记分析的引物对应位点的遗传多样性
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｔ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｌｏｃｉ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＳＳＲ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｗａｌｎｕｔ (Ｊｕｇｌａｎｓ ｓｐｐ.) ｓａｍｐｌｅｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

观测等位基因数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｌｌｅｌｅｓ

有效等位基因数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅｓ

观测杂合度
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ

ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

期望杂合度
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ

ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

Ｓｈａｎｎｏｎｓ 信息指数
Ｓｈａｎｎｏｎｓ

ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｎｅｉｓ 基因
多样性指数
Ｎｅｉｓ ｇｅｎｅ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

多态信息含量
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

ＷＧＡ０１ ７ ３.７ ０.２７ ０.７４ １.５５ ０.７３ ０.６９
ＷＧＡ０４ １６ ７.７ ０.５３ ０.８８ ２.３６ ０.８７ ０.８６
ＷＧＡ７０ ８ ５.２ ０.４７ ０.８２ １.８３ ０.８１ ０.７８
ＷＧＡ７２ ６ ２.７ ０.１３ ０.５８ １.１６ ０.５８ ０.５３
ＷＧＡ７６ ６ ２.５ ０.５６ ０.６１ １.２２ ０.６０ ０.５６
ＷＧＡ７９ １２ ７.９ ０.４９ ０.８８ ２.２２ ０.８７ ０.８６
ＷＧＡ８９ ８ ４.０ ０.５７ ０.７６ １.６５ ０.７５ ０.７２
ＷＧＡ１１８ ８ ２.９ ０.５７ ０.６６ １.４８ ０.６５ ０.６３
ＷＧＡ２０２ １０ ３.９ ０.３８ ０.７５ １.７０ ０.７４ ０.７２
ＷＧＡ３２１ ７ ２.５ ０.５０ ０.６１ １.２９ ０.６０ ０.５７
ＷＧＡ３３１ ３ ２.２ ０.１０ ０.５５ ０.８６ ０.５４ ０.４４
ＷＧＡ３３２ ７ ３.９ ０.４３ ０.７５ １.５８ ０.７４ ０.７１
ＷＧＡ３７６ ９ ５.５ ０.４６ ０.８３ １.８６ ０.８２ ０.８０

均值 Ａｖｅｒａｇｅ ８.２ ４.２ ０.４２ ０.７２ １.６０ ０.７２ ０.６８

　 　 结果显示:引物对应位点的观测等位基因数为

３~１６ꎬ均值 ８.２ꎻ有效等位基因数为 ２.２ ~ ７. ９ꎬ均值

４.２ꎻ观测杂合度为 ０.１０~０.５７ꎬ均值 ０.４２ꎻ期望杂合度

为０.５５~０.８８ꎬ均值 ０.７２ꎻＳｈａｎｎｏｎｓ 信息指数为 ０.８６~
２.３６ꎬ均值 １.６０ꎻＮｅｉｓ 基因多样性指数为 ０.５４ ~ ０.８７ꎬ
均值 ０.７２ꎻ多态信息含量为 ０.４４~０.８６ꎬ均值 ０.６８ꎮ 总

体来看ꎬ引物 ＷＧＡ０４ 和 ＷＧＡ７９ 对应位点的遗传多

样性较高ꎬ引物 ＷＧＡ３３１ 对应位点的遗传多样性

最低ꎮ
２.２　 最佳引物组合筛选

除引物 ＷＧＡ３３１、ＷＧＡ３３２ 和 ＷＧＡ３７６(扩增条

带缺失超过 ５％)外ꎬ其余 １０ 对引物的区分效果见表

４ꎮ 结果显示:这些引物区分样本数为 ３ ~ １３ꎬ区分率

为 ５.５６％ ~ ２４.０７％ꎬ其中ꎬ引物 ＷＧＡ０４ 的区分率最

高ꎬ引物 ＷＧＡ７６ 的区分率最低ꎬ但总体来看ꎬ这些引

物的区分率均不高ꎬ不能用 １ 对 ＳＳＲ 引物将供试 ５４
份桃核样本完全区分开ꎮ

表 ４　 不同 ＳＳＲ 引物对供试核桃样本的区分效果
Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｔｏ ｔｈｅ ｔｅｓｔ
ｗａｌｎｕｔ (Ｊｕｇｌａｎｓ ｓｐｐ.) ｓａｍｐｌｅｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

区分样本数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ

ｓａｍｐｌｅｓ

区分率 / ％
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

ＷＧＡ０１ ４ ７.４１
ＷＧＡ０４ １３ ２４.０７
ＷＧＡ７０ ６ １１.１１
ＷＧＡ７２ ４ ７.４１
ＷＧＡ７６ ３ ５.５６
ＷＧＡ７９ １０ １８.５２
ＷＧＡ８９ ５ ９.２６
ＷＧＡ１１８ ５ ９.２６
ＷＧＡ２０２ ８ １４.８１
ＷＧＡ３２１ ５ ９.２６

均值 Ａｖｅｒａｇｅ ６.３ １１.６７

　 　 采用逐步增加引物数量的方法筛选引物组合ꎬ不
同引物组合的区分效果见表 ５ꎮ 结果显示:２ 对引物

５
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组合中ꎬＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０ 的区分率最高ꎬ为７２.２２％ꎬ
可区 分 ３９ 份 样 本ꎻ ＷＧＡ０４ － ＷＧＡ７９、 ＷＧＡ０４ －
ＷＧＡ２０２ 和 ＷＧＡ０４ －ＷＧＡ８９ 的区分率次之ꎬ均为

６８.５２％ꎬ均可区分 ３７ 份样本ꎻＷＧＡ７２－ＷＧＡ７６ 的区

分率最低(２２.２２％)ꎬ仅能区分 １２ 份样本ꎮ 在区分率

最高的引物组合 ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０ 中增加 １ 对引物ꎬ
组成 ３ 对引物组合ꎬ其中 ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ７９、
ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ２０２、ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ８９
和 ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ０１ 的区分率为 １００.００％ꎬ可
将供试核桃样本完全区分开ꎮ

２.３　 分子身份证构建

根据引物组合 ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ７９ 中 ３ 对

ＳＳＲ 引物的扩增结果ꎬ将各样本扩增条带按照 ＳＳＲ 标

记所在染色体编号由小到大排序(ＷＧＡ７０、ＷＧＡ７９
和 ＷＧＡ０４ 分别位于 Ｃｈｒ０３、Ｃｈｒ０４ 和 Ｃｈｒ１２ 染色体)ꎬ
即分子指纹(表 ６)ꎮ 如‘薄丰’ (‘Ｂａｏｆｅｎｇ’)的分子

指纹为 １５７ / １５７、２０８ / ２０８ 和 ２３０ / ２３８ꎬ依次代表引物

ＷＧＡ７０、ＷＧＡ７９ 和 ＷＧＡ０４ 扩增条带的长度ꎮ
将分子指纹与样本的相关信息相结合ꎬ构建供试

核桃样本的分子身份证(图 １)ꎮ 结果显示:供试核桃

表 ５　 不同引物组合对供试核桃样本的区分效果
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｔｏ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｗａｌｎｕｔ (Ｊｕｇｌａｎｓ ｓｐｐ.) ｓａｍｐｌｅｓ

引物组合
Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｎ１) Ｒ / ％１) 引物组合

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｎ１) Ｒ / ％１) 引物组合
Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｎ１) Ｒ / ％１)

ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７９ ３７ ６８.５２ ＷＧＡ２０２－ＷＧＡ８９ ２９ ５３.７０ ＷＧＡ１１８－ＷＧＡ０１ ２７ ５０.００
ＷＧＡ０４－ＷＧＡ２０２ ３７ ６８.５２ ＷＧＡ２０２－ＷＧＡ１１８ ２２ ４０.７４ ＷＧＡ１１８－ＷＧＡ７２ １５ ２７.７８
ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０ ３９ ７２.２２ ＷＧＡ２０２－ＷＧＡ３２１ ２１ ３８.８９ ＷＧＡ１１８－ＷＧＡ７６ １７ ３１.４８
ＷＧＡ０４－ＷＧＡ８９ ３７ ６８.５２ ＷＧＡ２０２－ＷＧＡ０１ ２７ ５０.００ ＷＧＡ３２１－ＷＧＡ０１ ２６ ４８.１５
ＷＧＡ０４－ＷＧＡ１１８ ３４ ６２.９６ ＷＧＡ２０２－ＷＧＡ７２ ２０ ３７.０４ ＷＧＡ３２１－ＷＧＡ７２ １３ ２４.０７
ＷＧＡ０４－ＷＧＡ３２１ ３２ ５９.２６ ＷＧＡ２０２－ＷＧＡ７６ ２０ ３７.０４ ＷＧＡ３２１－ＷＧＡ７６ １５ ２７.７８
ＷＧＡ０４－ＷＧＡ０１ ３２ ５９.２６ ＷＧＡ７０－ＷＧＡ８９ ３２ ５９.２６ ＷＧＡ０１－ＷＧＡ７２ ２３ ４２.５９
ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７２ ２８ ５１.８５ ＷＧＡ７０－ＷＧＡ１１８ ２３ ４２.５９ ＷＧＡ０１－ＷＧＡ７６ ２１ ３８.８９
ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７６ ３０ ５５.５６ ＷＧＡ７０－ＷＧＡ３２１ ２８ ５１.８５ ＷＧＡ７２－ＷＧＡ７６ １２ ２２.２２
ＷＧＡ７９－ＷＧＡ２０２ ３１ ５７.４１ ＷＧＡ７０－ＷＧＡ０１ ２９ ５３.７０ ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ７９ ５４ １００.００
ＷＧＡ７９－ＷＧＡ７０ ３５ ６４.８１ ＷＧＡ７０－ＷＧＡ７２ ２２ ４０.７４ ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ２０２ ５４ １００.００
ＷＧＡ７９－ＷＧＡ８９ ３５ ６４.８１ ＷＧＡ７０－ＷＧＡ７６ ２６ ４８.１５ ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ８９ ５４ １００.００
ＷＧＡ７９－ＷＧＡ１１８ ２５ ４６.３０ ＷＧＡ８９－ＷＧＡ１１８ ２９ ５３.７０ ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ１１８ ５２ ９６.３０
ＷＧＡ７９－ＷＧＡ３２１ ２３ ４２.５９ ＷＧＡ８９－ＷＧＡ３２１ ２５ ４６.３０ ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ３２１ ５２ ９６.３０
ＷＧＡ７９－ＷＧＡ０１ ３５ ６４.８１ ＷＧＡ８９－ＷＧＡ０１ ２２ ４０.７４ ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ０１ ５４ １００.００
ＷＧＡ７９－ＷＧＡ７２ ２０ ３７.０４ ＷＧＡ８９－ＷＧＡ７２ １６ ２９.６３ ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ７２ ５１ ９４.４４
ＷＧＡ７９－ＷＧＡ７６ ２３ ４２.５９ ＷＧＡ８９－ＷＧＡ７６ １９ ３５.１９ ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ７６ ５２ ９６.３０
ＷＧＡ２０２－ＷＧＡ７０ ２８ ５１.８５ ＷＧＡ１１８－ＷＧＡ３２１ １８ ３３.３３

　 １) ｎ: 区分样本数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｓａｍｐｌｅｓꎻ Ｒ: 区分率 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ.

表 ６　 供试核桃样本的分子指纹
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｗａｌｎｕｔ (Ｊｕｇｌａｎｓ ｓｐｐ.) ｓａｍｐｌｅｓ

样本名称 Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ 分子指纹１) 　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ１) 样本名称 Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ 分子指纹１) 　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ１)

薄丰 Ｂａｏｆｅｎｇ １５７ / １５７ꎬ２０８ / ２０８ꎬ２３０ / ２３８ 晋龙 ２ 号 Ｊｉｎｌｏｎｇ Ｎｏ. ２ １５５ / １５５ꎬ１９６ / ２０６ꎬ２３０ / ２３８
北京 ８６１ Ｂｅｉｊｉｎｇ ８６１ １５７ / １５７ꎬ２０８ / ２１２ꎬ２３０ / ２３０ 礼品 ２ 号 Ｌｉｐｉｎ Ｎｏ. ２ １５５ / １６５ꎬ１９６ / ２０８ꎬ２３８ / ２４０
川核 １ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. １ １５５ / １５５ꎬ１９６ / ２１２ꎬ２３０ / ２３０ 辽宁 １ 号 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｎｏ. １ １５９ / １６１ꎬ１９７ / ２０５ꎬ２０４ / ２３０
川核 ２ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. ２ １５３ / １５３ꎬ１９６ / ２０６ꎬ２３０ / ２３０ 辽宁 ３ 号 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｎｏ. ３ １５５ / １５５ꎬ１９６ / １９６ꎬ２３０ / ２３０
川核 ３ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. ３ １５５ / １５５ꎬ１９６ / １９６ꎬ３２０ / ３２０ 辽宁 ４ 号 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｎｏ. ４ １５７ / １５７ꎬ２０６ / ２０６ꎬ２３０ / ２３８
川核 ４ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. ４ １５９ / １６５ꎬ１９６ / １９６ꎬ１５２ / ２３０ 绿波 Ｌüｂｏ １４９ / １４９ꎬ１９６ / ２０６ꎬ２３０ / ２４６
川核 ５ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. ５ １６７ / １６７ꎬ２０６ / ２１２ꎬ２３０ / ２３０ 鲁果 ４ 号 Ｌｕｇｕｏ Ｎｏ. ４ １５９ / １６１ꎬ２１１ / ２１１ꎬ２０４ / ２３０
川核 ６ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. ６ １５９ / １６７ꎬ１９６ / ２１２ꎬ２３０ / ２３０ 清香 Ｑｉｎｇｘｉａｎｇ １５５ / １５５ꎬ２０６ / ２０６ꎬ２３０ / ２３０
川核 ８ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. ８ １５９ / １６５ꎬ２０６ / ２１２ꎬ２３０ / ２３０ 陕核 ２ 号 Ｓｈａｎｈｅ Ｎｏ. ２ ９９９ / ９９９ꎬ２４６ / ２４６ꎬ２３０ / ２３８
川核 １０ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. １０ １５９ / １６７ꎬ２０６ / ２１２ꎬ２３０ / ２３６ 陕核 ３ 号 Ｓｈａｎｈｅ Ｎｏ. ３ １５９ / １５９ꎬ２０７ / ２０７ꎬ２０２ / ２０２
川核 １１ 号 Ｃｈｕａｎｈｅ Ｎｏ. １１ １６５ / １６７ꎬ１９６ / ２１２ꎬ２３０ / ２３０ 维纳 Ｖｉｎａ １５５ / １５７ꎬ２０６ / ２０８ꎬ２３２ / ２４０
福兰克蒂 Ｆｒａｎｑｕｅｔｅｅ １５５ / １５７ꎬ２０６ / ２０８ꎬ２３０ / ２３８ 温 １８５ Ｗｅｎ １８５ １５３ / １６５ꎬ１９６ / ２０８ꎬ２３６ / ２３８
哈特利 Ｈａｒｔｌｅｙ １５５ / １５５ꎬ２０６ / ２０６ꎬ２３０ / ２４６ 吾斯曼 Ｗｕｓｉｍａｎ １５５ / １６５ꎬ２０６ / ２０６ꎬ２３０ / ２４６
晋龙 １ 号 Ｊｉｎｌｏｎｇ Ｎｏ. １ １５５ / １５５ꎬ１５２ / １５２ꎬ２３０ / ２３０ 西扶 １ 号 Ｘｉｆｕ Ｎｏ. １ １５９ / １５９ꎬ１９７ / ２０１ꎬ２２０ / ２２０

６
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续表６　 Ｔａｂｌｅ ６ (Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ)

样本名称 Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ 分子指纹１) 　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ１) 样本名称 Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ 分子指纹１) 　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ１)

西扶 ２ 号 Ｘｉｆｕ Ｎｏ. ２ １５５ / １６１ꎬ１９７ / ２０７ꎬ２０２ / ２２０ 大姚三台核桃 Ｄａｙａｏｓａｎｔａｉｈｅｔａｏ １５９ / １６１ꎬ２０５ / ２０７ꎬ２３０ / ２３０
西林 １ 号 Ｘｉｌｉｎ Ｎｏ. １ １５７ / １５７ꎬ１９６ / ２０６ꎬ２３０ / ２３６ 华宁大白壳核桃 Ｈｕａｎｉｎｇｄａｂａｉｋｅ １５５ / １５５ꎬ２１０ / ２１０ꎬ２３２ / ２３２
西林 ２ 号 Ｘｉｌｉｎ Ｎｏ. ２ ９９９ / ９９９ꎬ２１０ / ２１０ꎬ２０２ / ２０２ 华宁大砂壳核桃 Ｈｕａｎｉｎｇｄａｓｈａｋｅ １５９ / １５９ꎬ２１０ / ２１０ꎬ２３６ / ２３６
香玲 Ｘｉａｎｇｌｉｎｇ １５５ / １５５ꎬ２０６ / ２０８ꎬ２４２ / ２４２ 丽 ５３ Ｌｉ ５３ １５５ / １６３ꎬ２１２ / ２１２ꎬ２３０ / ２３０
新丰 Ｘｉｎｆｅｎｇ １５５ / １５７ꎬ２０６ / ２０８ꎬ２００ / ２００ 维 ２ 号 Ｗｅｉ Ｎｏ. ２ １５５ / １５５ꎬ１９６ / １９６ꎬ２３６ / ２３６
新光 Ｘｉｎｇｕａｎｇ １５７ / １５７ꎬ２１０ / ２１０ꎬ２３８ / ２３８ 昌宁细香核桃 Ｃｈａｎｇｎｉｎｇｘｉｘｉａｎｇ １５９ / １５９ꎬ２１０ / ２１０ꎬ２４０ / ２４０
新温 １７９ Ｘｉｎｗｅｎ １７９ １５７ / １６３ꎬ２０６ / ２０８ꎬ２３６ / ２３８ 永 １１ 号 Ｙｏｎｇ Ｎｏ. １１ １５５ / １５９ꎬ２１０ / ２１０ꎬ２３０ / ２３０
新温 ２３３ Ｘｉｎｗｅｎ ２３３ １５７ / １６５ꎬ２０６ / ２０６ꎬ２３６ / ２３８ 漾濞泡核桃 Ｙａｎｇｂｉｐａｏｈｅｔａｏ １５９ / １６１ꎬ２０７ / ２０７ꎬ２０４ / ２３０
新新 ２ Ｘｉｎｘｉｎ ２ １５７ / １６３ꎬ２０６ / ２０８ꎬ２３０ / ２３８ 云新 ３０１ Ｙｕｎｘｉｎ ３０１ １６３ / １６３ꎬ２０６ / ２１０ꎬ２３０ / ２３８
新早丰 Ｘｉｎｚａｏｆｅｎｇ １５３ / １５３ꎬ１５２ / １５２ꎬ１９２ / １９２ 云新 ３０３ Ｙｕｎｘｉｎ ３０３ １５５ / １５９ꎬ２０８ / ２１４ꎬ２３２ / ２４０
元丰 Ｙｕａｎｆｅｎｇ ９９９ / ９９９ꎬ２０７ / ２０７ꎬ２３０ / ２３０ 云新 ３０６ Ｙｕｎｘｉｎ ３０６ １５３ / １５３ꎬ２０８ / ２１４ꎬ２３０ / ２３０
扎 ３４３ Ｚｈａ ３４３ １５９ / １６１ꎬ２０７ / ２０７ꎬ２０４ / ２３０ 云新高原核桃 Ｙｕｎｘｉｎｇａｏｙｕａｎ １５９ / １６５ꎬ２０６ / ２１０ꎬ２２０ / ２３６
中林 ５ 号 Ｚｈｏｎｇｌｉｎ Ｎｏ. ５ １５５ / １６３ꎬ２０６ / ２０８ꎬ２３８ / ２３８ 云新云林核桃 Ｙｕｎｘｉｎｙｕｎｌｉｎ １５９ / １６５ꎬ１９６ / ２１０ꎬ２３０ / ２３６

　 １)依次示引物 ＷＧＡ７０、ＷＧＡ７９ 和 ＷＧＡ０４ 扩增条带的长度 Ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂａｎｄｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ＷＧＡ７０ꎬ ＷＧＡ７９ꎬ ａｎｄ ＷＧＡ０４ ｉｎ ｔｕｒｎ.

图 １　 基于 ＳＳＲ 分子标记构建的供试核桃样本的分子身份证

Ｆｉｇ. １　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｃａｒｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｗａｌｎｕｔ (Ｊｕｇｌａｎｓ ｓｐｐ.) ｓａｍｐｌｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＳＲ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ
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样本均有自己的分子身份证ꎬ使用者扫码后可显示基

础信息和种质资源简介ꎬ前者包括种质资源名称、种
名、选育或保存单位、分子指纹和 ＳＳＲ 引物信息ꎬ审
(认)定良种还标有良种编号ꎻ后者包括选育历史、主
要特性、适宜栽培区域等ꎮ

３　 讨论和结论

本研究涉及的 ５４ 份核桃样本既包含胡桃、泡核

桃、种间杂交种等遗传背景差异很大的材料ꎬ也包含

全同胞或半同胞子代选育而成的亲缘关系极为相近

的材料ꎻ这些核桃种质资源以中国自主知识产权品种

为主ꎬ并包含部分由国外引进的重要种质资源ꎮ 因

此ꎬ本研究的选材在一定程度上体现了中国核桃种质

资源的现状ꎬ具有较好的代表性ꎮ 本研究利用 １３ 对

ＳＳＲ 引物从 ５４ 份核桃样本基因组 ＤＮＡ 中扩增出 １０７
个等位基因ꎬ基因型呈现多样化特征ꎮ 这些 ＳＳＲ 引

物的观测杂合度和期望杂合度均值(分别为 ０.４２ 和

０.７２) 均略低于苹果 (Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.) [３１] 和枣

(Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ Ｍｉｌｌ.) [３３]等植物ꎬ与笔者前期的研究

结果一致[３４]ꎮ 为了确保构建的分子身份证的可靠

性ꎬ笔者剔除了扩增条带缺失超过 ５％的 ＳＳＲ 引物ꎬ
从而较好地避免了标记信息不全对整体鉴定效果的

影响ꎮ 构建分子身份证不仅要求使用的 ＳＳＲ 引物具

有多态性高、稳定性好等优点ꎬ还要满足用最少引物

区分最多样本的要求ꎮ 本研究采用逐步扩增法获得

了能够区分供试 ５４ 份核桃样本的最小规模引物组

合ꎬ即 ３ 对引物组合ꎬ不但大大减少了计算量ꎬ而且还

保证了最终筛选出的引物组合对应位点具有较高的

等位基因数和多态信息含量ꎬ为核桃种质资源大规模

鉴定提供了可能性和可靠性ꎮ
ＳＳＲ 指纹图谱是构建分子身份证的基础ꎬ分子身

份证是将 ＳＳＲ 指纹图谱进行数字化转换ꎬ从而更加

直观、简明地说明相关特征ꎮ 目前分子身份证构建采

用的编码方法主要有 ３ 类[３１ꎬ３５－３７]:第 １ 类是根据条带

的有无将 ＳＳＲ 指纹图谱转换为由“０”和“１”组成的字

符串ꎬ以此构建条形码分子身份证ꎻ第 ２ 类是将不同

ＳＳＲ 引物的扩增条带按从小到大顺序排列ꎬ分别赋值

后编码ꎻ第 ３ 类是根据带型进行数字编码ꎬ按 ＳＳＲ 引

物顺序串联形成一组数据ꎮ 二维码规模化扩大了条

码可容纳的数据量ꎬ为指纹信息和种质资源信息等的

可视化奠定了基础ꎬ从而构建分子身份证[３８]ꎮ 本研

究以 ＳＳＲ 指纹图谱为核心ꎬ结合供试核桃样本的基

础信息和种质资源简介ꎬ利用二维码技术建立了每份

核桃样本独特的分子身份证ꎬ便于使用者快速获取用

于区分供试核桃样本的相关信息ꎮ 然而ꎬ本研究仅构

建了 ５４ 份核桃样本的分子身份证ꎬ尚未覆盖所有核

桃种质资源ꎬ仍需后续研究进行补充和完善ꎮ
综上所述ꎬ 利用引物组合 ＷＧＡ０４ － ＷＧＡ７０ －

ＷＧＡ７９、 ＷＧＡ０４ － ＷＧＡ７０ － ＷＧＡ２０２、 ＷＧＡ０４ －
ＷＧＡ７０－ＷＧＡ８９、ＷＧＡ０４－ＷＧＡ７０－ＷＧＡ０１ 可完全区

分开供试的 ５４ 份核桃样本ꎬ构建的分子身份证能够

快速、准确鉴定核桃种质资源ꎬ亦可用于核桃种质资

源知识产权保护ꎮ
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