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摘  要：利用 SSR 标记技术对‘冬枣’自然授粉实生苗 1 728 株和‘灵宝大枣’自然授粉实生苗 530

株进行父本鉴定，利用可能的父本材料从 376 对引物中筛选出 8 对条带清晰、多态性较高且具有高度区

分度的引物。采用荧光 M13 毛细管电泳技术，用这 8 对引物在亲本材料中共检测到 45 个多态等位条带，

每对引物的平均多态条带数为 5.625，PIC 值变幅为 0.58 ~ 0.86，平均为 0.71。利用 Cervus3.0 软件对具有

8 对引物数据的子代进行父本分析，鉴定出‘冬枣’×‘木枣’实生苗 399 株、‘冬枣’×‘小芽枣’实生

苗 390 株、‘冬枣’×‘映山红’实生苗 357 株、‘灵宝大枣’×‘紫圆枣’（‘紫枣’）实生苗 204 株、‘灵

宝大枣’×‘柿饼枣’实生苗 126 株。 
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Application of SSR Markers for the Identification of Paternal Parent for 
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Abstract：The paternal parents of 1 728 open-pollinated seedlings of‘Dongzao’（Ziziphus jujuba 

Mill.）and 530 open-pollinated seedlings of‘Lingbao Dazao’were identified with SSR technique. Eight 

primer pairs were selected from 376 primer pairs，which amplified distinct，polymorphic segments and 

showed high differential rate. Twelve candidate parents were analyzed by capillary electrophoresis using 

fluorescent M13 multi-state detection method. Totally，45 polymorphic alleles were revealed，with an 

average of 5.625 for each primer pairs. Polymorphism information content values for the primer pairs 

ranged from 0.58 to 0.86，with an average of 0.71. Using software Cervus3.0，399 hybrids from‘Dongzao’× 
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‘Muzao’were identified，and 390 from‘Dongzao’×‘Xiaoyazao’，357 from‘Dongzao’×

‘Yingshanhong’，204 from ‘Lingbao Dazao’×‘Ziyuanzao（Zizao）’，126 from‘Lingbao Dazao’×

‘Shibingzao’were also identified. 

Key words：jujube；SSR；paternal parent analysis；capillary electrophoresis 

 

中国目前有报道的枣（Ziziphus jujuba Mill.）种质资源近 900 份（刘孟军和汪民，2009），含有

丰富的变异。在枣树人工杂交育种中，由于其花小，人工去雄授粉操作困难和坐果率低等原因而不

易获得杂种后代（鹿金颖 等，2005），因而枣树遗传研究相对滞后。利用现代分子生物学技术对枣

树实生苗进行杂种鉴定，可以获得实生苗的父母本信息，为枣树重要性状的遗传研究和品种改良工

作奠定基础。申连英（2005）采用“局部隔离法”建立了‘冬枣’×‘临猗梨枣’杂交 F1 代，其实

质是借助分子标记技术进行亲子代关系分析。鹿金颖等（2005）利用 AFLP 分子标记鉴定出‘冬枣’

自然授粉实生后代杂种‘冬枣’×‘金丝小枣’杂交实生苗 34 株，‘冬枣’×‘尖枣’杂交实生苗 15

株。BWB（breeding without breeding）育种策略（E1-Kassaby et al.，2007）的提出，将表型的选择

和遗传标记技术联系起来，为树木育种提供了一个新的方法，不但节约了时间，更大大降低了育种

管理成本。Wang 等（2010）利用 BWB 育种策略建立了欧洲赤松选择育种模型，取得了良好的效果。

Moriya 等（2011）利用 15 个 SSR 标记鉴定了 69 个苹果栽培品种的亲子代关系，并分析了产生子代

突变现象的原因。利用分子标记技术进行亲本鉴定在杏（Gerald et al.，2009）、油桃（沈志军 等，

2009）等果树中得到了广泛的应用。 

SSR（simple sequence repeat）标记方法具有多态性高、易检测、重复性高、数量丰富等优点，

是共显性标记，已被广泛应用于遗传多样性分析、指纹图谱、遗传图谱的构建（张智俊 等，2011），

亲子关系的鉴定多采用 SSR 标记（Adamg et al.，2010）。Ma 等（2011）和麻丽颖等（2012）开发了

大量枣属 SSR 引物，为枣树子代苗的鉴定提供了新的技术基础。本研究中筛选出 8 对多态性较高的

SSR 引物，对 2 258 株已知母本的枣树子代苗进行了父系鉴定，建立了一个完整的利用 SSR 标记进

行枣树亲子关系分析的体系。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

从‘冬枣’（山西柳林）和‘灵宝大枣’（河北邯郸）植株上收集种子，2011 年 3 月播种于北京

林业大学枣树育种和栽培实践基地（河北沧州），共获得‘冬枣’实生苗 1 728 株，‘灵宝大枣’实

生苗 530 株。采集两个母本植株周围（方圆 1 km）所有的枣品种为可能的父本来源，共包括 12 个

品种（表 1）。2011 年 7 月采集幼苗新鲜叶片于–70 ℃冰箱中保存待用。 

表 1  供试材料 

Table 1  List of materials used in the study 

采集地 Origin 母本 Mother 可能的父本 Candidate father 采集地 Origin 母本 Mother 可能的父本 Candidate father 

山西 

Shanxi 

冬枣 

Dongzao 

冬枣 Dongzao 

映山红 Yingshanhong 

小芽枣 Xiaoyazao 

木枣 Muzao 

河北  

Hebei 

灵宝大枣  

Lingbao 
Dazao 

葫芦枣 Huluzao 

辣椒枣 Lajiaozao 

雪枣 Xuezao 

梨枣 Lizao 

灵宝大枣 Lingbao Dazao 

柿饼枣 Shibingzao 

紫圆枣 Ziyuanzao 

紫枣 Zizao 
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1.2  SSR-PCR 扩增及毛细管电泳检测 

取新鲜叶片，用改良的 CTAB 法进行基因组 DNA 的提取。在打样机打磨叶片过程中加入适量

的 PVP（上海生工生物工程股份有限公司），采用 3%的 CTAB 提取液加入 2%的巯基乙醇，65 ℃水

浴 60 min，用等体积酚︰氯仿（1︰1）抽提后再用等体积氯仿抽提，然后用等体积冰冻的异丙醇沉淀

DNA，70%乙醇洗涤两次，用 TE 缓冲液溶解 DNA。所得 DNA 经 2%琼脂糖凝胶电泳检测后保存于

–20 ℃冰箱待用。 

选择本实验室利用磁珠富集法开发的‘冬枣’SSR 引物，利用 12 个亲本材料进行引物多态性筛

选。SSR 引物由金唯智（北京）生物科技有限公司合成，利用三引物法 PCR（即在 5′端加有 M13

尾巴序列的特异正向引物、特异反向引物及带有荧光标记的通用型 M13 引物，利用毛细管电泳技术

同时检测不同荧光染料标记的多个 SSR 位点）扩增 SSR 位点（麻丽颖 等，2012）。SSR-PCR 反应

体系为 10 μL，包括 10 ~ 15 ng 基因组 DNA，5 μL 2 × Taq PCR mix（博迈德生物科技有限公司），反

向引物 3.2 pmol，正向引物 0.8 pmol，带荧光标记的 M13 引物 3.2 pmol。PCR 程序：94 ℃预变性 5 min，

94 ℃ 变性 30 s、55 ℃ 退火 40 s、72 ℃延伸 40 s，经 30 个循环；94 ℃变性 30 s、53 ℃退火 40 s、

72 ℃延伸 40 s，8 个循环；最后 72 ℃延伸 10 min（Schuelke，2000）。扩增产物送金唯智（北京）

生物科技有限公司进行毛细管电泳检测。 

    利用 GeneMarker V1.75（Soft Genetics LLC，USA）软件读取毛细管电泳数据，读取后的原始

数据经过 FlexiBinv2（Amos et al.，2007）程序矫正。SSR 位点的多态性信息量（polymorphism 

information content，PIC）按如下计算公式进行计算：PIC = 1–Σ Pi
2，其中 Pi 表示第 i 个等位位点

出现的频率（Botstein et al.，1980）。 

1.3  亲子关系鉴定 

亲子关系鉴定中基于子代每一个 SSR 位点的两个等位基因，一个来自父本，一个来自母本的原

理，利用 Cervus3.0 软件中已知性别的群体鉴定模型进行父系分析（Adamg et al.，2010）。依据

Cervus3.0 软件说明，似然比（likelihood ratio）值越大，鉴定结果的准确性越高。最终鉴定结果的准

确度用 LOD 值的大小来衡量。LOD 值为正值时，所鉴定出的亲本组合为真实亲本组合的概率大于

非真实亲本组合，随着 LOD 值的增大，鉴定出真实亲本的可能性也随着增大。根据所选择引物数量

的不同讨论本次亲子代鉴定的最佳引物数以及不同引物数对鉴定结果的影响。 

2  结果与分析 

2.1  引物筛选结果 

随机选择 12 个亲本材料中的 6 个亲本进行引物多态性的初步筛选，从 376 对引物中挑选出 PIC

值较高、扩增效果较好的 32 对引物，再利用余下的另外 6 个亲本材料进行多态性的二次筛选。选择

其中 8 个 PIC 值在 0.5 以上，扩增结果无杂带的标记用于亲子代关系分析（表 2）。 

8 个标记在 12 个亲本材料中共扩增出 45 个等位性条带，每对引物的平均扩增条带数为 3 ~ 8 个，

平均 5.625 个。各标记的 PIC 值从 0.58 到 0.86，平均为 0.71（表 3）。‘紫圆枣’和‘紫枣’在 8 对

引物中的扩增结果一样，‘柿饼枣’和‘紫圆枣’、‘紫枣’在 8 对引物中有 7 对扩增结果一样，只在

BFU1409 中有扩增差异。因此，所选择的引物能够准确区分亲本材料中的 11 个品种。 

图 1 为引物 BFU0377 在部分亲本材料中的多态扩增效果。 

 



2136                                       园   艺   学   报                                  39 卷 

表 2  SSR 引物信息表 

Table 2  SSR primers used in this study 

引物名称 
Name 

重复基序 
Repeat motifs 

正向引物（5′–3′） 
Forward primer 

反向引物（5′–3′） 
Reverse primer 

目标片段长/bp 
Expected length 

BFU0277 (GA) 11 GCACTACCCTGTGGAACTCAA AGTGTTGACCTGGCAAGAAGA 236 

BFU0574 (CA) 7 GAAGGTTGAAGATGCTCTCTCTC CCTGACATCCATTTGAAGGAA 114 

BFU1279 (TTAA) 4 TTTTTCAAGACCTCCACGATG TCCCACCACTTTCCTCTCAT 165 

BFU1409 (CA) 6 CAAATGATGGATCGAGCAAA AATGGAGGACAAACCGTCAC 165 

BFU0581 (CA) 7 TGAGAAGGTTGAAGATGCTCTC CCTGACATCCATTTGAAGGAA 117 

BFU0377 (CT) 10 CCAGCTGGTATCCAATTGCT ACGACGATGCCATGAAAGAT 283 

BFU1383 (ATTA) 3 TGTTGCTGGTTCAATTCCAG CTTATGGCTTTTTCATTTTGTGA 151 

BFU0308 (TC) 11 TTTCCACCCCAAAATACCAA AGACGCTGGATGAGGATGAT 176 

 
表 3  SSR 引物的多态检测 

Table 3 Polymorphism detected with SSR primers  

引物名称 
Primer name 

多态位点数 
Polymorphic 
loci number 

多态信息含量 
Polymorphis 
minformation  
content（PIC） 

引物名称 
Primer name 

多态位点数 
Polymorphic loci  
number 

多态信息含量 
Polymorphism 
information  
content（PIC） 

BFU0277 5 0.64 BFU0377 6 0.75 
BFU0574 6 0.78 BFU1383 3 0.66 
BFU1279 5 0.61 BFU0308 8 0.86 
BFU1409 6 0.58 总计 Total 45 5.66 
BFU0581 6 0.78 平均 Mean 5.625 0.71 

 

图 1  4 个枣品种在 BFU0377 号引物中的毛细管电泳检测图 
Fig. 1  Four sample images of capillary electrophoresis detection results for  

jujube cultivars with BFU0377 primer 

 

2.2  亲子关系鉴定 

将毛细管电泳矫正结果经过 Cervus3.0 软件分析，以所用到的 8 对引物中至少 6 对与鉴定出的

父、母本相匹配并且在 Cervus3.0 软件中给出的 LOD 值为正值，同时鉴定出唯一的父本作为标准。

确定以‘冬枣’为母本，‘木枣’为父本的子代 399 株，‘小芽枣’为父本的子代 390 株，‘映山红’

为父本的子代 357 株；以‘灵宝大枣’为母本、‘紫圆枣’（‘紫枣’）为父本的子代 204 株，‘柿饼枣’
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为父本的子代 126 株。部分未鉴定出准确父本的子代苗主要因为部分位点缺失，或 LOD 值过低。图

2 显示的是引物 BFU1383 在‘冬枣’×‘映山红’群体中亲本及其子代的扩增情况。‘冬枣’和‘映

山红’各具有两个等位基因，在其杂交子代中，理论上应有图 2 中子代 1、子代 2、子代 4、子代 5

所示的扩增结果产生，但其中子代 3 只在 170.6 处有一单峰，只遗传了母本‘冬枣’的一个等位基

因，从父本‘映山红’中遗传的等位基因可能发生缺失，也可能发生突变，突变成为峰值为 170.5

的条带，在子代中显示出纯合的单峰形式。 

 
图 2 ‘冬枣’×‘映山红’亲本及其子代在 BFU1383 号引物中的毛细管电泳检测图 

Fig.2  Images of capillary electrophoresis detection results for the parents and offspring of 

 ‘Dongzao’×‘Yingshanhong’with BFU1383 primer 

 

2.3  引物数对亲子鉴定结果的影响 

选择 PIC 值最高的 3 对和 6 对引物分别对随机挑选的 12 个子代苗进行亲子关系鉴定并与 8 对

引物鉴定结果进行比较（表 4、表 5、表 6）。从鉴定结果可以看出，用 3 对引物对子代苗进行亲子

关系鉴定，大多数个体显示出不止一个可能父本。增加引物至 6 对后，以‘冬枣’为母本的子代苗

显示出只有一个可能父本，但是以‘灵宝大枣’为母本的子代苗仍然具有多个可能父本。继续增加

引物至 8 对，全部子代苗均鉴定出了唯一的父本，并且随着引物数的增加，每个子代苗表示鉴定结

果准确度的 LOD 值不断增加。 
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表 4  3 对 SSR 引物父母本鉴定结果 

Table 4  The results of parental analysis based on three SSR primer pairs 

子代名称 
Offspring name 

可能母本 
Candidate mother 

可能父本 
Candidate father 

LOD值 
LOD score 

1 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 5.46 

冬枣 Dongzao 木枣 Muzao 3.90 2 

冬枣 Dongzao 映山红 Yingshanhong 3.90 

冬枣 Dongzao 木枣 Muzao 4.88 

灵宝大枣 Lingbao Dazao 辣椒枣 Lajiaozao 4.88 

灵宝大枣 Lingbao Dazao 冬枣 Dongzao 4.88 

3 

冬枣 Dongzao 灵宝大枣 LingbaoDazao 4.88 

4 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 4.62 

5 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 3.75 

冬枣 Dongzao 葫芦枣 Huluzao 4.38 

冬枣 Dongzao 木枣 Muzao 4.38 

冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 4.38 

6 

冬枣 Dongzao 映山红 Yingshanhong 4.38 

7 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 4.51 

冬枣 Dongzao 木枣 Muzao 3.97 8 

冬枣 Dongzao 映山红 Yingshanhong 3.97 

9 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 3.75 

10 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 4.49 

灵宝大枣 Lingbao Dazao 紫圆枣 Ziyuanzao 6.70 

灵宝大枣 Lingbao Dazao 柿饼枣 Shibingzao 6.70 

11 

灵宝大枣 Lingbao Dazao 紫枣 Zizao 6.70 

12 灵宝大枣 Lingbao Dazao 紫圆枣 Ziyuanzao 6.55 

 灵宝大枣 Lingbao Dazao 柿饼枣 Shibingzao 6.55 

 灵宝大枣 Lingbao Dazao 紫枣 Zizao 6.55 

 

 
表 5  6 对 SSR 引物父母本鉴定结果 

Table 5  The results of parental analysis based on six SSR primer pairs 

子代名称 
Offspring name 

可能母本 
Candidate mother 

可能父本 
Candidate father 

LOD值 
LOD score 

1 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 8.35 

2 冬枣 Dongzao 木枣 Muzao 6.70 

3 冬枣 Dongzao 木枣 Muzao 6.08 

4 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 6.05 

5 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 4.22 

6 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 8.70 

7 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 5.94 

8 冬枣 Dongzao 映山红 Yingshanhong 5.81 

9 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 6.55 

10 冬枣 Dongzao 映山红 Yingshanhong 6.21 

灵宝大枣 Lingbao Dazao 紫圆枣 Ziyuanzao 9.11 

灵宝大枣 Lingbao Dazao 柿饼枣 Shibingzao 9.11 

11 

灵宝大枣 Lingbao Dazao 紫枣 Zizao 9.11 

12 灵宝大枣 Lingbao Dazao 紫圆枣 Ziyuanzao 9.70 

 灵宝大枣 Lingbao Dazao 柿饼枣 Shibingzao 9.70 

 灵宝大枣 Lingbao Dazao 紫枣 Zizao 9.70 
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表 6  8 对 SSR 引物父母本鉴定结果 

Table 6  The results of parental analysis based on eight SSR primer pairs 

子代名称 
Offspring name 

可能母本 
Candidate mother 

可能父本 
Candidate father 

LOD 值 
LOD score 

1 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 9.66 

2 冬枣 Dongzao 木枣 Muzao 8.02 

3 冬枣 Dongzao 木枣 Muzao 6.98 

4 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 7.99 

5 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 4.51 

6 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 10.00 

7 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 7.88 

8 冬枣 Dongzao 映山红 Yingshanhong 7.13 

9 冬枣 Dongzao 小芽枣 Xiaoyazao 7.45 

10 冬枣 Dongzao 映山红 Yingshanhong 6.89 

11 灵宝大枣 Lingbao Dazao 柿饼枣 Shibingzao 13.99 

12 灵宝大枣 Lingbao Dazao 柿饼枣 Shibingzao 13.60 

 

3  讨论 

本研究中通过 SSR 分子标记分析获得 5 个确定的并且群体数在 100 以上的全同胞 F1 群体，其

中有 3 个以‘冬枣’为母本的群体数量较大，都在 300 以上。‘冬枣’是一种优质晚熟鲜食枣品种（马

庆华 等，2009），用‘冬枣’作为母本杂交产生的子代遗传了母本的优良特质，是重要的育种材料。

同时，两亲本杂交产生的 F1 群体是目前果树遗传作图利用较多的供试材料（Billotte et al.，2005），         

因此本试验中得到的材料为枣树重要性状的遗传研究奠定了坚实的基础。 

本研究中采用了多态性高、扩增效果稳定的 SSR 标记，比 AFLP、RAPD 等标记更具有稳定性，

可以广泛的应用于品种鉴定、指纹图谱构建、遗传多样性分析等（郭长奎 等，2010）。并且，本研

究所选择的引物均为本实验室利用磁珠富集法开发的‘冬枣’SSR 引物，基因组 SSR 标记相较于

EST-SSR 标记，多态性更高，扩增效果也较好。同时，本研究的 SSR 扩增检测方法利用了毛细管电

泳检测手段，数据结果更加直观、易统计。 

对于亲子关系鉴定，引物的选择对鉴定结果的影响较大，增加引物的数量可以提高鉴定结果的

准确性。但本研究中的材料数量较大，每增加一对引物即大幅度的增加实验成本，因此引物的选择

十分重要，要选择多态性高、扩增效果好的引物，同时还能有较强的区分度。本研究中所选择的 8

对引物是从 376 对‘冬枣’SSR 引物中筛选出来的，对于区分 12 个品种有较强的区分率。通过与 3

对、6 对引物鉴定结果比较也可以看出，本研究的 8 对引物已经基本具备了准确鉴定子代苗父、母

本的能力。对于其它群体的亲子代关系鉴定，引物的选择主要考虑亲本的数量和引物的多态性，可

能亲本的数量越多，用来进行鉴定的引物也随之增加，因此可以通过不断增加多态性高的引物来试

验合适的引物数，最终找到能准确鉴定出唯一父母本的最佳引物组合。不同的试验可能要根据所分

析候选父本的多少和亲缘关系而决定。 

通过鉴定结果可以看出，本试验中所选择的 12 个亲本材料大部分比较容易区分，这一方面是由

于品种本身的亲缘关系较远，另一方面也是由于所选择的引物的高度多态性。而在本试验中，有两

组亲本较难区分，一组是‘紫圆枣’、‘紫枣’、‘柿饼枣’。‘紫圆枣’和‘紫枣’在 8 对引物中均扩

增出相同的条带，后续试验发现‘紫圆枣’和‘紫枣’在其它引物中也表现了完全相同的扩增带型，

表明二者亲缘关系非常近。‘紫圆枣’是从‘紫枣’中选出来的优系，可能是来源于芽变等。‘柿饼
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枣’和他们的亲缘关系也较近，8 对引物中只有引物 BFU1409 显示出了不同的扩增效果。此外‘映

山红’和‘木枣’的相似度也很高，8 对引物中只有引物 BFU0377 和 BFU0308 显示出了不同的扩

增效果。‘映山红’是从‘木枣’中选育出的优系，因此和‘木枣’亲缘关系很近。 

本研究中还有部分子代苗由于数据缺失或 LOD 值较低，不能精确地确定其父本来源，可通过再

次增加引物的方法来提高鉴定结果的准确性，同时也不排除有个别外来花粉的污染。此外，在本研

究中所鉴定的 1 728 株‘冬枣’自然授粉实生苗和 530 株‘灵宝大枣’自然授粉实生苗，绝大部分

个体在 8 对引物中均符合父母本各遗传一条等位基因的规律。但也存在子代等位位点缺失或突变，

部分子代在扩增过程中产生了一条既不来自母本也不来自父本的增加带。吴学尉等（2009）认为这

可能是因为选取的材料都是高度杂合的品种，由于配子形成过程中染色体的不等价交换产生的新片

段，导致 F1 代表现分离。若要深入研究其变异的本质，可将产生变异的子代扩增序列与亲本序列一

同进行测序，比对分析其变异的来源。Moriya 等（2011）在鉴定苹果栽培品种的亲子代关系时，发

现了子代产生突变是由于 SSR 重复单元数的增加或减少，其两端的保守序列并没有发生碱基的变

化。同时，本研究中也发现了一些子代个体在某一对引物下扩增产生了条带的缺失，房经贵等

（2000）认为这是由于配子形成过程中染色体的交换及 DNA 分子碱基修饰引起的突变造成位点缺

失。 

综上所述，本研究建立了一套完善的利用 SSR 标记进行父本鉴定的分析体系，筛选出可用于

枣树亲子代鉴定、遗传多样性分析、指纹图谱构建的高多态性 SSR 标记，为枣树分子育种奠定了重

要基础。 
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