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利用 SSR 构建薄壳山核桃主要品种的分子身份证 

张成才，王亚萍，王开良，常　君，任华东，姚小华
（中国林业科学研究院亚热带林业研究所，杭州 311400）

摘要：薄壳山核桃是著名的干果和木本油料树种，当前存在“同名异物、同物异名”现象影响产业发展。本研究在薄壳

山核桃基因组中筛选到 80 个简单重复序列（SSR），利用 8 个品种的基因组 DNA，对 80 对 SSR 引物进行筛选，初筛到 23 对

目标条带清晰、检测结果稳定的引物，发现它们分布于 13 条染色体上。进一步在 Pawnee、Mahan、Stuart 等 36 个常用品种

中开展基因分型，共检测到 70 个等位位点；其中 18 对引物具有遗传多态性，检测到的等位基因数介于 2~8，多态性信息含量

（PIC）介于 0.03~0.72。聚类分析发现，各个样本按照遗传背景聚类，不同品种之间遗传距离介于 0.026~0.636，同一品种的不

同来源个体之间遗传距离介于 0~0.0127。按 PIC 值从大到小的顺序，依次增加引物的数量，直至能够区分每个品种，发现最

少可使用 Ciz91、Ciz85、Ciz81、Ciz140 和 Ciz107 等 5 个标记实现所有品种的有效区分，进而将这组引物确定为核心引物组。

最后，使用核心引物组分别构建每个品种特异的分子指纹图谱、分子身份证条形码和二维码。本研究结果为薄壳山核桃品种

鉴别、种苗纯度检测、品种追溯等提供了理论基础。
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Construction of Molecular IDs for Major Cultivars in Pecan 
（Carya illinoinensis）Using SSR Markers

ZHANG Cheng-cai，WANG Ya-ping，WANG Kai-liang，CHANG Jun，REN Hua-dong，YAO Xiao-hua 

（Research Institute of Subtropical Forestry，Chinese Academy of Forestry，Hangzhou 311400）

Abstract：Pecan［Carya illinoinensis（Wangenh.）K. Koch］is an important woody oil plant and a famous 
nut tree species，which has been widely cultivated in China. Adequate identification of different cultivars is 
showing the top priority in marketing. This study aimed to develop SSR markers which would be used for 
analyzing the pecan genetic diversity and constructing the molecular fingerprint and IDs. A total of 80 primer 
pairs were used for analyzing the polymorphisms in eight cultivars. Twenty-three（28.75%）SSR primer pairs 
from 13 chromosomes could amplify the target fragments. These primers were further used for genotyping in 45 
samples of 36 pecan cultivars，such as Pawnee，Mahan，Stuart，Kanza and Shawnee，and produced a total of 70 
alleles in all samples. Eighteen primer pairs were detected with polymorphisms in different cultivars，showing the 
number of alleles（NA）ranged from 2 to 8，and the polymorphism information content（PIC）values from 0.03 
to 0.72. The genetic distance between different cultivars ranged from 0.026 to 0.636，and the genetic distance 
between samples from different sources of the same cultivar ranged from 0 to 0.0127. A dendrogram generated by 
the UPGMA method suggested three groups，of which group I contained 32 cultivars and most of them have the 
genetic backgrounds of Schley，Success，and Major. Group II and Group III contained three and one cultivars，
respectively. By use of（at least）five SSR primer pairs，including Ciz91，Ciz85，Ciz81，Ciz140，and Ciz107，all 
the cultivars were classified. These primers were selected as core SSR markers to construct molecular fingerprints 
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and IDs. The molecular IDs were illustrated as bar codes and QR codes. Collectively，this study provided markers 
applicable for the cultivar identification and traceability in pecan，which has implication in the progress of pecan 
cultivation and production.

Key words： Carya illinoinensis；cultivar identification；molecular marker；SSR；DNA fingerprints；
molecular ID

薄壳山核桃［Carya illinoinensis（Wangenh.）K. 
Koch］原产于美国和墨西哥，属于胡桃科山核桃属植

物［1］，基因组大小约为 690 Mb，染色体数 2n=32［2］，

种仁含油率可达 70% 以上，富含不饱和脂肪酸、多

酚、类黄酮、维生素和甾醇等功能成分，其中不饱和

脂肪酸占总脂肪酸含量的 90% 左右，是优质干果和

高档木本食用油源树种［1，3-4］。我国引种薄壳山核桃

已有一百余年历史，目前已在 22 个省、市、自治区种

植，总面积超过 100 万亩。该树种集果用、油用、材

用和绿化等多用途于一身，具有较好的发展前景［1］，

近年来种植规模不断提高。

薄壳山核桃育成品种达千余个，但生产中大规模

应用的品种仅几十个［5］，在我国经系统区域适应性评

价证明适应性和丰产性良好的品种数量更少。当前，

我国主栽品种多从国外引种，因引种不规范和品种名

称翻译不规范等原因，造成存在“同名异物、同物异

名”等现象。该树种雌雄同株异花，雌雄花期不遇，需

搭配授粉树才能保证授粉，再加上不同品种区域适应

性有差异，若授粉品种与主栽品种不适配，容易对种

植企业造成较大损失。当前主栽品种和骨干亲本遗

传基础狭窄，不同品种之间性状相似度很高。植物特

异性、一致性和稳定性（DUS）测试是国际植物新品

种保护联盟规定开展新品种鉴定的主要方法［6］，但表

型特征易受环境和栽培措施的影响而表现不稳定，再

加上种苗所表现的表型性状数量有限，近似品种区分

难度很大。因此亟需建立一种准确率高、操作简便、

判别结果稳定的薄壳山核桃品种鉴定方法。

分子标记能直接检测 DNA 水平的差异，不依赖

于表型性状，稳定性强、可重复性好，近年来已广泛

应用于植物的分子指纹图谱、分子身份证和品种鉴

别研究［7-10］。在薄壳山核桃中分子标记技术已有所

应用，基于 AFLP、SSR 标记开展了遗传差异、遗传

多样性研究［11-12］；使用 RAPD 建立了 43 个品种的

指纹图谱［13］；使用 RAPD、AFLP、SNP 构建了遗传

连锁图［14-15］；利用 SNP 标记开展了开花类型相关的

全基因组关联分析［5］。在我国，RAPD［16］、ISSR［17］、 
SSR［18-20］，SCAR［21］等技术已应用于薄壳山核桃遗

传多样性和品种鉴别的研究。然而当前薄壳山核桃

品种鉴别技术以显性标记为主［13］，可用的共显性标

记数量少［19］，或依赖复杂的技术和昂贵设备［5］，使

得相关研究滞后。

SSR 又称微卫星，是由 1~6 个核苷酸串联重复

的序列，在基因组中广泛分布，具有共显性、重复性

好、多态性高、易于检测等优点［12］。相较于 SNP 标

记，SSR 单个标记的多态性信息含量高、无需昂贵

的检测设备，是构建 DNA 指纹图谱的首选标记［8］，

特别是在近似品种的鉴别方面优势显著［6］，已广泛

应用于各种植物品种和种质资源鉴定研究［22］，并在

此基础上实现种苗纯度测定和品种追溯。近年来，

薄壳山核桃高质量基因组数据已经发布［2，23］，为基

于全基因组范围筛选 SSR 位点，大规模开发 SSR
标记奠定了基础［19］。Zhang 等［19］基于全基因组筛

选的 9145 对高质量 SSR 引物，为薄壳山核桃品种

鉴定研究提供了候选位点。

良种是确保经济林优质丰产的基础，随着薄壳

山核桃产业的发展，对于良种苗木的需求迅速增加，

品种真伪鉴别成为当前亟待解决的问题。本研究基

于前期研究基础，开发一套多态性 SSR 标记，以我

国应用较多的 36 个薄壳山核桃品种为材料，开展遗

传多样性分析，筛选多态性信息含量高、能够准确区

分各个品种的分子标记构建核心引物组，建立品种

特异的分子指纹图谱和分子身份证，以期为薄壳山

核桃品种鉴定、种苗纯度检测、品种追溯、知识产权

保护等提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

本研究以 36 个薄壳山核桃引种品种为试验 
材料（表 1），其中 Mahan、Oconee、Mohawk、Creek、
Greenriver、Lakota 和 Navaho 等 7 个品种在 1999、
2007 和 2008 年分 2~3 次从美国引种。对 36 个不同

品种（包括不同年份引种的）分别采样，共得到 45
个样本，均取自中国林业科学研究院亚热带林业研

究所，位于浙江省建德市（29°28′N，119°23′E）的薄

壳山核桃种质资源保存基地。春季采集幼叶后迅速

使用液氮冷冻，并置于 -80 ℃超低温冰箱冷冻保存。
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表 1　36 个薄壳山核桃品种信息
Table 1　The information of 36 pecan cultivars

序号

No.
品种

Cultivar
来源

Orign
序号

No.
品种

Cultivar
来源

Orign

1 Carter 实生选育 19 Pawnee Mohawk×Starking

2 Choctaw Success×Mahan 20 Shawnee Schley×Barton

3 Colby 实生选育 21 Stuart 实生选育 

4 Creek Mohawk×Western 22 Waco Cheyenne×Sioux

5 Desirable Russell×Success 23 Silverback 实生选育

6 Elliott 实生选育 24 Barton Moore×Success

7 Forkert Success×Schley 25 Graking 实生选育

8 Gloria Grande Stuart 实生后代 26 Hopi Schley×McCulley

9 Greenriver 实生选育 27 Jayhawk Giles 实生后代

10 Kanza Major×Shoshoni 28 Kiowa Mahan×Desirable

11 Lakota Mahan×Major 29 Maramec Mahan 实生后代

12 Mahan Schley 实生后代 30 Nacono Cheyenne×Sioux

13 Major 种间杂交 31 Posey 实生选育

14 Mcmillan 实生选育 32 Houma Desirable×Curtis

15 Mohawk Success×Mahan 33 Yates68 Major 实生后代

16 Navaho Apalachee×Wichita 34 Shepherd 实生选育

17 Oconee Schley×Barton 35 Deerstand 实生选育

18 Osage Major×Evers 36 Chetopa 实生选育

1.2　DNA 提取及 PCR 检测

使用天根植物基因组 DNA 提取试剂盒提取基

因组 DNA，使用 1% 琼脂糖凝胶和 Quawell Q5000
分光光度计（Quawell Technology，Inc.，美国）检

测 DNA 完整性和浓度，并稀释到 50 ng/μL 在 -20 ℃
保存备用。从课题组前期建立的候选 SSR 引物库

中［19］，筛选重复基元为 2~4 个碱基的 SSR 共 80 对

引物。首先以 Mahan、Oconee、Pawnee、Kanza、Stuart、
Creek、Kiowa、Shawnee 的基因组 DNA 为材料，对

80 对引物进行初筛；筛选出扩增效果较好的引物，

对 36 个品种的 45 个样本进行基因分型（表 1）。
PCR 反应体系：2×Taq PCR MasterMix 10 μL（南

京诺唯赞生物科技股份有限公司），上下游引物各

1 μL，DNA 模板 1 μL，ddH2O 7 μL。PCR 反应程

序：95 ℃预变性 2 min，29 个循环包括 94 ℃变性 
40 s、特异退火温度退火 45 s、72 ℃延伸 1 min，最后

72 ℃延伸 7 min，于 4 ℃保存。使用聚丙烯酰胺凝

胶电泳和银染的方法进行目的条带的分离和检测。

8% 非变性聚丙烯酰胺凝胶配方：30% 制胶液（29∶1）
14 mL（北京索莱宝科技有限公司），5×TBE 15 mL，
H2O 20 mL，10%AP（过硫酸铵）400 µL，TEMD（四

甲基二乙胺）40 µl。电泳缓冲液为 0.5×TBE，使用

AL50 DNA Marker（南京钟鼎生物技术有限公司）。

使用通用电泳仪电源 JY300HC（北京君意东方电泳

设备有限公司），180 V，400 mA 电泳 90~180 min。
电泳结束后取出胶，1 g/L AgNO3 溶液染色 10~ 
15 min，使用显色液（20 g/L NaOH 溶液，加入 10 mL
甲醛）显色 5~8 min，纯净水漂洗 2 次后置于灯箱上

拍照。

1.3　数据处理

人工判读电泳条带，按照条带由大到小依次赋

值 A、B、C、D……，导入 Popgene 软件的基因型矩阵
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要求缺失条带以“.”表示，分别统计每个标记在各样

本中的基因型。利用 Popgene 软件（http：//cc.oulu.
fi/~jaspi/popgen/popgen.htm）计算每个标记的观测杂

合度（HO，observed heterozygosity）、期望杂合度（HE，

expected heterozygosity）、等位位点数（NA，number of 
alleles）、等位基因频率（Allele frequency）等，并按

照公式 PIC=1- ∑ Pi2 计算多态性信息含量（PIC，

polymorphism information content），其 中 Pi 为 当

前引物第 i 个等位基因出现的频率。计算遗传距

离（GD，genetic distance）和遗传相似系数（GS，
genetic similarity）［24］，使用 UPGMA 的方法开展 36
个品种，共 45 个样本的聚类分析。利用 NTSYS-pc
软件绘制聚类树。将每个标记所在的序列使用在线

软件（https：//phytozome-next.jgi.doe.gov/blast-search）
比对到薄壳山核桃基因组中［23］，使用 TBtools 软件

绘制每个标记在染色体上的分布图［25］。

1.4　核心引物的筛选和分子身份证构建

按照 SSR 标记 PIC 值由大到小的顺序，依次增

加标记数量进行 36 个品种的聚类分析，筛选能实现

所有参试品种有效区分所使用的最少 SSR 引物组

合，以这组引物作为核心引物组，用于后续各个品种

分子指纹图谱和分子身份证的构建。根据核心引物

在参试品种中的基因型，将 A、B、C、D……依次转

换为 1、2、3、4……，缺失位点用“0”替换，构建每

个品种特异的分子指纹图谱。将种质资源信息和分

子指纹图谱相结合，分别利用条码生成器和二维码

生成器（http：//qr-batch.com/）构建 36 个薄壳山核

桃品种的分子身份证。

2　结果与分析

2.1　SSR 标记的开发

80 对引物中有 47 对（58.75%）能够在 8 个品

种中扩增出目标条带，其中 23 对（28.75%）引物目

的条带清晰，杂带少、易于读带（图 1）。进一步使用

这 23 对引物（详见 2.3），在 36 个品种的 45 个样本

中进行 PCR 扩增（图 1）。将这 23 个标记比对到薄

壳山核桃基因组中，发现它们分布于除 Chr7、Chr10
和 Chr13 外的 13 条染色体上，其中 Chr15 和 Chr5
上分别有 3 个和 4 个标记，其余染色体上分布 1~2
个标记（图 2）。

第 1~45 泳道依次为：Kanza、Mohawk、Shawnee、Mahan、Mahan、Osage、Pawnee、Mcmillan、Lakota、Silver back、Carter、 
Colby、Stuart、Greenriver、Waco、Major、Oconee、Oconee、Navaho、Gloria Grande、Forkert、Choctaw、Creek、Mohawk、 

Elliott、Barton、Creek、Desirable、Graking、Greenriver、Hopi、Jayhawk、Kiowa、Lakota、Maramec、Mohawk、 
Nacono、Navaho、Oconee、Posey、Houma、Yates68、Shepherd、Deerstand、Chetopa

From the first to the 45th lanes were Kanza，Mohawk，Shawnee，Mahan，Mahan，Osage，Pawnee，Mcmillan，Lakota，Silver back，Carter， 
Colby，Stuart，Greenriver，Waco，Major，Oconee，Oconee，Navaho，Gloria Grande，Forkert，Choctaw，Creek，Mohawk，Elliott， 

Barton，Creek，Desirable，Graking，Greenriver，Hopi，Jayhawk，Kiowa，Lakota，Maramec，Mohawk，Nacono，Navaho， 
Oconee，Posey，Houma，Yates68，Shepherd，Deerstand，Chetopa；M：DNA Marker

图 1　引物 Ciz91 和 Ciz150 在 45 个参试样本中的电泳谱带
Fig.1　The fingerprint of 45 samples using primers of Ciz91and Ciz150
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图 2　23 个 SSR 标记在染色体上的分布情况
Fig.2　The distribution of 23 SSR loci on pecan chromosomes

2.2　遗传多样性及聚类分析

统计 23 对引物在 36 个品种中的扩增条带，使

用 Popgene 软件开展数据分析（表 2）。发现有 18
个标记在 36 个品种中具有遗传多态性，5 个标记在

参试品种无多态性。23 个标记检测到的等位基因

数（NA）介于 1~8，共 70 个等位位点，平均每个标记

检测到 3.04 个位点，其中 Ciz91 检测到的位点数最

多为 8 个，其次为 Ciz85 和 Ciz152 均检测到 5 个等

位基因。18 个多态性标记中，观测杂合度（Ho）介

于 0.03~0.86，期望杂合度（HE）0.03~0.73，多态性信

息含量（PIC）0.03~0.72。同一品种的不同生物学重

复之间遗传距离介于 0~0.0127，Oconee（Ciz139）和

Navaho（Ciz75）与各自不同来源样本之间有 1 个位

点存在差异，其余品种与自身不同来源样本之间带

型一致。不同品种之间遗传距离介于 0.026~0.636，
其中 Mohawk 与 Graking 的遗传距离较近，而 Jayhawk
和 Stuart 的遗传距离最远。遗传相似系数在不同品

种间介于 0.53~0.97。
聚类分析发现，在遗传相似系数为 0.721 时，可

将 36 个品种 45 个样本划分为 3 类，第 I 类包含 32

个品种 41 个样本，第 II 类包含 3 个品种，第 III 类仅

包含 1 个品种。在第 I 类中，15 个品种具有 Schley
的遗传背景，15 个品种具有 Success 的遗传背景，5
个品种具有 Major 的遗传背景，另外 9 个品种亲本

未知（表 1、图 3）。第 II 类中，Elliott 亲本未知，而

Gloria Grande 是 Stuart 的实生后代。第Ⅲ类仅包含

Jayhawk 1 个品种，是 Giles 的实生后代。

2.3　核心引物筛选

18 个多态性 SSR 位点中有 6 个位点的 PIC 值

大于 0.5（表 2），表现出较高的多态性，其中 Ciz91
的 PIC 值最高（0.72），其次为 Ciz85（0.70），Ciz81
和 Ciz140 大于 0.6，Ciz107 和 Ciz142 分别为 0.57 和

0.52。按照每个标记 PIC 值从大到小的顺序，依次

增加标记数量进行 36 个品种的鉴别，发现最少可使

用 Ciz91、Ciz85、Ciz81、Ciz140 和 Ciz107 等 5 个标

记便可实现所有参试品种的有效区分（表 3），它们

分别位于第 15、第 8、第 1、第 9 和第 4 号染色体上

（图 2），属于独立分离。确定这 5 对 SSR 引物作为

核心引物组，用于后续各品种分子指纹图谱和分子

身份证的构建。
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括号中的数字显示的是 2 年或 3 年引种的样本；品种名右侧对应不同颜色方块，代表该品种具有 
Schley（绿色）、Success（黄色）或 Major（蓝色）的遗传背景

The numbers in brackets indicate the samples introduced by two or three times；The color squares indicate this cultivar  
has the genetic background of Schley（green），Success（yellow）or Major（blue）

图 3　36 个品种共 45 个样本的 UPGMA 遗传聚类图
Fig.3　Dendrogram of 45 samples from 36 cultivars based on the 23 SSR loci by UPGMA method

表 3　逐个增加 SSR 引物对品种的区分
Table 3　The identification of cultivars through gradually increasing SSR primers

引物组合

Primers set

鉴别总数

Total number of cultivars 
can be identified

鉴别品种

The cultivars can be identified

Ciz91 4 Mahan、Colby、Pawnee、Greenriver
Ciz91+Ciz85 22 Oconee、Kiowa、Shawnee、Waco、Hopi、Forkert、Maramec、Mahan、Navaho、Desirable、Osage、

Chetopa、Elliott、Major、Colby、Mcmillan、Graking、Creek、Jayhawk、Choctaw、Pawnee、Greenriver
Ciz91+Ciz85+ Ciz81 33 Oconee、Kiowa、Shawnee、Waco、Hopi、Forkert、Maramec、Mahan、Navaho、Desirable、

Barton、Carter、Deerstand、Shepherd、Osage、Chetopa、Elliott、Major、Yates68、Posey、Colby、
Mcmillan、Mohawk、Gloria Grande、Silverback、Graking、Creek、Kanza、Stuart、Jayhawk、
Choctaw、Pawnee、Greenriver

Ciz91+Ciz85 +
Ciz81+ Ciz140

34 Oconee、Kiowa、Shawnee、Waco、Hopi、Forkert、Maramec、Mahan、Navaho、Desirable、
Barton、Carter、Deerstand、Shepherd、Osage、Chetopa、Elliott、Major、Yates68、Posey、Colby、
Mcmillan、Mohawk、Gloria Grande、Silverback、Graking、Houma、Creek、Kanza、Stuart、
Jayhawk、Choctaw、Pawnee、Greenriver

Ciz91+Ciz85+Ciz81+
Ciz140+Ciz107

36 Oconee、Kiowa、Shawnee、Waco、Hopi、Forkert、Maramec、Mahan、Navaho、Desirable、Barton、
Carter、Deerstand、Shepherd、Osage、Chetopa、Elliott、Major、Yates68、Posey、Colby、Mcmillan、
Mohawk、Gloria Grande、Silverback、Graking、Lakota、Nacono、Houma、Creek、Kanza、Stuart、
Jayhawk、Choctaw、Pawnee、Greenriver
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2.4 分子指纹图谱和分子身份证构建

根据 5 对核心引物在 36 个品种中检测到的带型，

将 A、B、C、D……依次转换为 1、2、3、4……，构建每

个品种特异的分子指纹图谱（图 4）。其中，Ciz91 单

个标记即可鉴别 Colby、Greenriver、Mahan 和 Pawnee，
Ciz85 可将 Mcmillan 鉴别出来，Ciz81 可鉴别出 Elliott
和 Posey，Ciz140 可鉴别出 Chetopa 和 Gloria Grande，
Ciz107 可鉴别出 Houma。进一步将 5 对核心引物在

各个品种中的带型转化为 10 位数字作为指纹码，并

与种质信息编码一同构建品种特异的 15 位分子身份

证码。种质信息编码共有 5 位数字，分为 3 个部分，

第一个数字表示物种信息，原产于我国的山核桃属

植物共有 5 个种，包括山核桃（C. cathayensis Sarg.）、
大别山山核桃（C. dabieshanensis W. C. Cheng & R. H. 
Chang）、湖南山核桃（C. hunanensis W. C. Liu）、贵州山

核桃（C. kweichowensis Kuang & A. M. Liu）和云南山

核桃（C. tonkinensis Lecomte），薄壳山核桃为引进种，

因此薄壳山核桃首位物种信息编码为 6；第 2~4 位

数字为品种原产地信息，如 156 为中国（国内不同省

份可用省份代码替换）、840 为美国；第 5 位是种质

资源类别，参考《薄壳山核桃遗传资源调查编目技术

规程》（LY/T 2804-2017），1 代表实生资源（群体）、

2 代表实生资源（家系）、3 代表实生资源（个体）、

4 代表引进品种、5 代表选育品种。以 Pawnee 为例 
（图 5），其分子身份证号码为 684042225771244，表示

物种为薄壳山核桃，是来源于美国的引进品种，5 个核

心标记（Ciz81、Ciz85、Ciz91、Ciz140 和 Ciz107）的电

泳带型依次为 22、25、77、12 和 44。最终利用每个品

种的 15 位分子身份证编号，分别制作了品种特异的

条形码和二维码（图 6）。

数字 1~8 表示对应 SSR 标记所检测到的条带，扩增产物长度依次递减；黑色方块表示在对应位置检测到目标条带

1-8　represent the bands detected by the corresponding SSR locus，The length of the PCR product decreases in order； 
Black squares indicate that the target band was detected at the corresponding position

图 4　36 个品种的分子指纹图谱
Fig.4　The fingerprint of 36 cultivars constructed by five core primer pairs

图 5　薄壳山核桃品种 Pawnee 的分子身份证
Fig.5　Molecular ID of Pawnee of  

C. illinoinensis Cultivars
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图 6　36 个薄壳山核桃品种的分子身份证
Fig.6　Molecular IDs of 36 pecan cultivars
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3　讨论

薄壳山核桃是世界范围著名的木本油料和干果

树种，树形优美、材性优良，我国引种已有 100 余年

的历史，在我国不同区域表现出良好的适应性和丰

产性［1］。薄壳山核桃引种单位较多，以穗条和种子

等多种形式引种，存在引种不规范的问题，导致“同

名异物、同物异名”现象［20］；在种苗繁育和流通过

程中，因重视不足或过分追求效益，部分种苗品种的

真实性存疑。品种是农业生产的核心要素，品种不

真实或与预期不符，往往会造成种植户、生产企业和

科研单位较大的损失。因此，亟待建立一套比较完

善的薄壳山核桃品种高效鉴别技术体系。目前，薄

壳山核桃品种鉴别主要根据花、果、叶片等器官的

形态特征进行鉴别，但这些形态指标易受环境的影

响，稳定性较差。当前主栽品种遗传基础狭窄，品种

之间表型差别较小。而苗期可供评估的形态指标更

少，依赖表型性状的种苗品种真实性鉴别难度很大。

分子标记可检测 DNA 序列的差异，稳定性强、可重

复性好，已广泛应用于农林作物的品种和种质鉴别

研究［9，22，26］，在鉴别表型近似种质方面优势明显［6］。

SSR 标记和 SNP 是当前品种鉴别研究应用最广泛

的两种分子标记，它们广泛分布于基因组中，属于共

显性标记，具有重复性好、易于检测等优点［5，19］。相

较于 SNP 标记，单个 SSR 标记多态性信息含量高，

成为构建 DNA 指纹图谱的首选标记［8，19］。然而，

薄壳山核桃可用的 SSR 分子标记数量少，基于 SSR
的遗传多样性和品种鉴别研究刚刚起步［12，19］。前

期，Zhang 等［19］在薄壳山核桃全基因组范围筛选

到 9000 余对高质量 SSR 引物，为该物种的遗传育

种研究提供了大量候选的分子标记。本研究自主开

发了 23 个新 SSR 标记，研究了 36 个引进品种的遗

传多样性，其中有 6 个位点的多态性信息含量大于

0.5，属于高多态性位点。

基于 UPGMA 的聚类分析发现，不同品种与其

生物学重复均聚在一起，表明这套标记的稳定性和

重复性较好。其中两个 Navaho 样本在 Ciz75 位点

存在 1 个等位基因的差异，Oconee 的 1 个样本在

Ciz139 标记中与其它两个样本存在差异。相同品

种条带存在差异的现象在辣椒、茶树等作物里也有

报道［9，27］。其原因可能是，在利用穗条长期、大规模

嫁接繁育过程中，个别个体发生了变异。因此，在品

种鉴别过程中，可根据差异引物数量制定详细的鉴

别标准，将差异标记数量小于某一阈值的品种判定

为近似品种，进一步增加标记数量，引入遗传距离或

遗传相似系数等参数加以区分［9，28］。不同品种按照

亲缘关系聚类。第 I 类中包括 32 个品种，除 9 个亲

本未知之外，其它品种均有 Schley、Success 和 Major
其中一到两个品种的血缘（表 1、图 3）。例如，Mahan
是从 Schley 的实生后代中选育而成，又以 Success

（母本）和 Mahan（父本）杂交选育了 Mohawk，进一

步以 Mohawk 为亲本育成了 Pawnee 和 Creek［5］。因

此，Schley、Success 和 Major 作为骨干亲本为大量品

种的选育提供了优良的基因资源，但同时也说明现

有品种遗传背景比较狭窄，遗传多样性比较低。本

研究用 23 个 SSR 标记，较好的反映了 36 个品种的

遗传关系，进一步表明这批 SSR 标记在薄壳山核桃

遗传多样性研究中具有较大的应用潜力。

分子身份证是将目标品种的分子指纹图谱进行

抽象化，形成品种特异的数字编号，对于品种、种质

的鉴别，进一步指导应用均具有重要意义，在桃［26］、

梨［29］、苹果［30］、茶树［31］、核桃［22］等经济树种物中广

泛应用。在薄壳山核桃中的相关研究才刚刚起步，

施娟娟等［32］利用 14 个 SSR 标记研究了 37 个品

种的遗传多样性，遗传相似系数介于 0.607~0.955；
Zhang 等［19］利用 30 个 SSR 实现了薄壳山核桃与

我国原始分布的 3 个山核桃物种的区分，揭示了 
60 个品种、无性系和优株的遗传关系；彭华正等［21］

利用 SCAR 标记实现了 23 个品种的区分；何旭东

等［20］利用 SSR 实现了 25 个品种的区分，遗传相似

系数介于 0.62~0.99，并筛选出一组包含 4 个标记

的核心引物。然而，当前薄壳山核桃中可用的 SSR
标记数量少［19］，其中部分标记来源于核桃（Juglans 
regia）、山核桃（C. cathayensis）等近缘物种［20］，缺

乏详细的目标序列信息及染色体分布信息，在大量

品种或种质资源准确鉴定方面的效力不足，亟待开

发一批数量较多、在染色体上均匀分布的多态性

SSR 标记。本研究对薄壳山核桃基因组中的 80 个

SSR 位点进行了验证，成功开发了 23 个新 SSR 标

记，利用同一品种不同来源的样本，验证了这批标

记的重复性和稳定性，36 个品种的遗传相似系数

为 0.53~0.97 与前人研究相差不大［20，32］；筛选到包

含 5 个标记的核心引物组，可实现所有参试品种的

有效鉴别。5 个标记检测到的等位基因数依次为：

8、5、4、4、4，按引物组合理论上能够区分最大材料

数达 2560 个［33］。在构建的分子身份证中特别加入

了种质信息码，包含物种、原产地和种质类型信息，

为后续不同山核桃属植物，育成品种、引进品种、家
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系、优株等各类种质资源的分子身份证构建提供了 
参考。

然而，本研究开发的分子标记仅分布于 13 条染

色体上，而且分布不均匀，参试品种虽涵盖了当前的

主栽品种，但国产品种和育种材料未包含在内，未来

将着重开发在基因组中均匀分布的高多态性 SSR
标记；进一步扩大薄壳山核桃品种、种质检测和验

证范围，最终形成一套在染色体上分布均匀、多态性

信息含量高、重现性好的核心引物组，并且建立基于

荧光标记和毛细管电泳的自动化、高通量检测技术，

从而为薄壳山核桃品种鉴定、种苗纯度鉴定等提供

有效工具。

4　结论

本研究开发了 23 个薄壳山核桃 SSR 标记，分

析了 36 个品种的遗传多样性和遗传关系，根据标记

的多态性信息含量和品种鉴别能力，确定了 Ciz81、
Ciz85、Ciz91、Ciz140 和 Ciz107 等 5 对引物作为核

心引物组，能够实现 36 个品种的有效区分，并据此

构建了参试 36 个品种的分子指纹图谱和分子身份

证，为薄壳山核桃品种鉴定、溯源、种苗真实性和纯

度检测等提供了理论基础。
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