
收稿日期：2024-12-31；修回日期：2025-03-12

基金项目：河南省农业良种联合攻关项目（2022010504）

作者简介：孙中伟，男，高级农艺师，主要从事蔬菜作物育种及栽培技术推广工作。E-mail：sunzhongwei011@126.com

不结球白菜[Brassica campestris（syn. Brassica

rapa）ssp. chiensis]，又称小白菜、胶菜、瓢儿菜、瓢

儿白、油菜，属于十字花科芸薹属芸薹种不结球白

菜亚种。不结球白菜起源于中国，原产中国南方，

在中国有悠久的栽培历史，栽培十分普遍，主要产

区为中国长江以南地区[1-2]。不结球白菜 2022 年种

植面积约 30 万 hm2，年总产量约 1800 万 t，在蔬菜

周年供应上具有重要地位[3]。随着杂种优势在育种

中的应用，不结球白菜的优秀杂交种在市场中逐渐

占据重要地位，其较强的抗病性和适应性，使产量

和品质显著提升[4]。然而在制种过程中可能存在亲

本物理隔离不严格、自交不亲和性较低、田间除杂不

彻底、收获过程中机械混杂等一系列问题，导致种子

纯度下降，影响后续种植效果，甚至影响到企业的经

济效益和市场竞争力。因此种子纯度鉴定对优异不

结球白菜杂交种的生产和销售具有重要意义。

目前种子纯度的鉴定方法有田间鉴定、蛋白质

电泳和 DNA 分子标记鉴定，由于受外界环境、鉴定
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摘 要：目前不结球白菜的种子纯度鉴定以田间鉴定为主，该方法除耗时耗力外，鉴定结果还易受环境影响。为控

制种子流入市场的质量、获得一种高效且能够批量鉴定不结球白菜春福种子纯度的方法，以分子标记为切入点，利

用分子标记技术对种子进行纯度鉴定，从 96 对 SSR 引物中筛选出 3 对在春福父本、母本中表现出多态性的引物，其

中 Rapa57 表现优异，适于对春福进行纯度鉴定。利用 Rapa57 对 210 份春福杂交种进行纯度鉴定，与田间鉴定结果

的偏差仅为 1.9%，吻合度为 98.1%，表明 SSR 标记适于对不结球白菜进行纯度鉴定。该方法不仅提高了鉴定效率，

还具有较好的稳定性和准确性，能够为种子生产与质量控制提供科学依据。
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Hybrid purity identification of Brassica campestris ssp. chiensis variety
Chunfu by SSR marker
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Abstract: Currently, the assessment of seed purity in Brassica campestris primarily relies on field identification methods.

These methods are not only time-consuming and labor-intensive, but also susceptible to environmental factors. To ensure

the quality of seeds entering the market and to expedite the market penetration of Chunfu seeds, this study developed an

efficient identification method for Chunfu seeds by molecular marker technology. To develop an efficient method for iden-

tification the seed purity of Brassica campestris（syn. Brassica rapa）ssp. chiensis variety Chunfu, three SSR primers were

selected from 96 SSR primer pairs that exhibited polymorphism between the parental lines of Chunfu. Among these, Ra-

pa57 demonstrated superior performance and deemed suitable for purity identification. The Rapa57 was selected to identi-

fy the seeds purity of Chunfu. Molecular detection matched field phenotypic identification with 1.9% deviation, the con-

sistency was 98.1%. These results indicated that SSR marker can be applied to identify the purity of Brassica campestris.

This method approach enhances identification efficiency, exhibits excellent stability and accuracy, also provides a robust

scientific basis for seed production and quality control.
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周期、可重复性、准确性等因素的影响，田间鉴定和

蛋白质电泳逐渐被淘汰，DNA 分子标记鉴定方法已

成为检测杂交种纯度的主流方法。

钟开琴等[5]利用 SRAP 标记可快速准确地鉴定

出福春 1 号大白菜纯度，冯健起等[6]利用 InDel 分子

标记可准确鉴定出汴早九号大白菜种子纯度，唐昊

等[7]利用 KASP 分子标记完成了吉美 8 号大白菜杂

交种的纯度鉴定，魏小春等[8]利用 S 单元开发相关

分子标记也可对大白菜杂交种进行纯度鉴定。

1991 年由 Moore 等[9]率先创立了 SSR 分子标

记，一般有 1~6 个碱基的重复序列[10]，碱基、碱基数

目、碱基的重复次数在不同品种或基因型中发生不

同的变异，进而造成重复序列的多态性。SSR 标记

具有极为丰富的多态性，且能够提供远高于其他分

子标记的多态性[11]，具有操作简单、重复性高、结果

稳定、呈共显性等优点[12]。利用 SSR 标记可以完成

大白菜遗传多样性分析[13-14]、大白菜抗根肿病基因

标记开发[15-16]、大白菜新型育种材料的创制[17]、大白

菜相关基因的精细定位[18-19]等多方面研究。SSR 分

子标记在大白菜杂交种子纯度鉴定中也得到了广

泛应用，和禹廷等[20]利用 SSR 分子标记可快速鉴定

大白菜陕秋白 3 号种子纯度，刘小愿等[21]利用 SSR

分子标记完成了对陕秋白 2 号的纯度鉴定，孟艳[22]

利用 3 对 SSR 标记快速准确地鉴定了 15 杂 85 的

种子纯度。

虽然 SSR 分子标记已在大白菜的各项研究中

得到广泛应用，然而在不结球白菜的研究中鲜有报

道。笔者利用 SSR 分子标记对春福种子纯度进行

分子水平的快速鉴定，以期在种子销售前为客户提

供准确的纯度信息，确保种子质量，提升市场信任

度，保障种植效益，维护品牌声誉。同时填补 SSR

分子标记在不结球白菜种子纯度鉴定领域的应用

空白，推动种业科技进步。

1 材料与方法

1.1 材料

供试材料为来源于无锡普威农业科技有限公

司（简称普威科技）的春福板叶小白菜，春福杂交种

口感柔嫩，叶片宽，叶柄中长，黄绿色，生长快速，定

植后 20 d 左右即可采收。其母本叶色深，叶片宽，

叶柄宽且短；父本叶色浅，叶片细长，叶柄长且窄，

如图 1 所示。春福杂交种及其父母本于 2024 年秋

季定植于江苏省无锡市的普威农业科技有限公司

的试验田中。

图 1 春福及其父、母本

Fig. 1 Chunfu and parents

1.2 方法

1.2.1 育苗及定植 2024 年 9 月 1 日穴盘育苗于

育苗棚内，待其出苗后编号，9 月 25 日按编号顺序

定植于试验田中，试验田预先做好 1.5 m 宽的高垄，

为了能够清晰观察杂交种中的杂株，定植株行距均

为 20 cm，生长期秉持见干见湿、每 10 d 薄施氮肥

的管理方式进行管理。

1.2.2 DNA 提取 穴盘育苗 10 d 后随机采取春福

及其父本、母本各 10 株，在每株幼嫩叶片上采取

9 mm2大小叶片组织，获得春福及其父本、母本的混

合样品，置于预先放置直径 2 mm 钢珠的 2 mL 离心

管中，加入 30 s 提取液 [23]，放入研磨机 50 Hz 研磨

15 s，取上清液到新的 1.5 mL 离心管中，4 ℃冷藏

备用。

穴盘育苗 10 d 后按顺序采取 210 株春福待测

杂交种叶片，提取 DNA 备用。

1.2.3 PCR 体系及反应程序 笔者采取 10 µL

反应体系：模版 1 µL，引物 1 µL，magic mix 5 µL，

0.2 mol · L- 1 Tris- HCl 3 µL；反 应 程 序 采 用

Touch-down 程序：（1）95 ℃预变性 5 min；（2）94 ℃

变性 45 s，68~58 ℃ 退火，6 个循环，每个循环降低

2 ℃，每次 1 min，72 ℃延伸 2 s；（3）94 ℃变性 30 s，

58~50 ℃ 退火，8 个循环，每个循环降低 1 ℃，每次

1 min，72 ℃延伸 2 s；（4）94 ℃变性 30 s，50 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 2 s，该环节进行 20 个循环；（5）

72 ℃延伸 5 min；（6）10 ℃保温。

1.2.4 电泳及银染 利用 30%聚丙烯酰胺凝胶对

获得的 PCR 产物进行电泳，每孔上样量 0.8 µL，

180 V，120 mA，22 W 电泳 2 h，待电泳结束后，取出

凝胶于染色液（1.2 g · L-1 AgNO3 溶液）中摇晃染色

2.5 min，倒出染色液，蒸馏水清洗凝胶，然后加入显

色液（15 g·L-1 NaOH + 1.5% CH2O）摇晃至显现微弱

条带，迅速倒出显色液后用蒸馏水清洗，小心捞出

置于灯箱上，记录并拍照留存。

春福 F1

Chunfu F1

春福♀
Chunfu ♀ 春福♂

Chunfu ♂
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1.2.5 引物筛选及验证 利用普威农业科技有限公

司的 96 对小白菜 SSR 引物对春福及其父本、母本

3 个混池进行筛选，以筛选出能够特异性扩增春福

父本、母本的 SSR 引物，且要求杂交种同时具有其

父本、母本的特异性条带。然后选取春福父本、母

本各 2 株，春福杂交种 32 株，利用筛选到的多态性

SSR 引物对该 36 份样品进行扩增，通过观测其清

晰度、可判读性、特异性等方面来验证所获得的多

态性 SSR 引物的适用性，为批量对春福进行纯度鉴

定做准备。

1.2.6 SSR 分子标记纯度鉴定 经引物筛选验证

后，利用筛选到的合适引物对春福杂交种群体进行

纯度鉴定。分子纯度/%=真实杂交种条带数/总扩

增条带数×100。

1.2.7 田间纯度鉴定 田间纯度鉴定于定植后的

20 d 开始观察田间表现，5 d 观察 1 次，共计观察 3

次。田间纯度/%=（供检单株数-杂株数）/供检单株

数×100。

2 结果与分析

2.1 春福多态性引物筛选

利用 96 对引物对春福及其父本、母本混池进

行筛选，最终获得 3 对在春福父本、母本间具有多

态性、条带清晰的 SSR 引物（表 1）。

表 1 3 对多态性 SSR 引物信息

Table 1 Three polymorphic SSR primer information

编号

Number

1

2

3

引物名称

Primer name

Rapa12

Rapa18

Rapa57

正向引物

Forward primer（5'-3'）

ACAAGAAGTTCTCAGCGGCG

CACGGTTCGAACTCCACAGA

GGGCGAAAGAACTTGCAGAG

反向引物

Reverse primer（5'-3'）

TCGACGCGAGAAAGAACACA

TGTTCTTCCGTTGCGTCGTA

AGCACCAGCAAGACTTGTGA

2.2 多态性引物验证

分别利用 3 对多态性引物对春福父本、母本各

2 个样本及春福 32 个样本进行扩增。通过电泳结

果发现，Rapa12 扩增条带在目的条带附近非特异扩

增较多，不易判读；Rapa18 的父本、母本位置较近，

影响判读结果；Rapa57 条带清晰，无非特异性扩增

条带，扩增稳定，父本、母本相对位置合适，易于判

读（图 2）。其中 Rapa18 和 Rapa57 两对引物在杂交

种的扩增条带中均检测到 1 个母本条带类型的杂

株，且为同一株，表明在鉴定杂株方面这两对引物

可以互相验证，但鉴于 Rapa18 条带不易判读，为此

笔者采用 Rapa57 对春福种子进行纯度鉴定。

2.3 SSR分子标记纯度鉴定

利用 Rapa57 对春福 210 株 F1单株进行 PCR 扩

增，结果如图 3所示，在 F1群体中发现共计有 4个杂株，

分别为 P1 的 30 号、P2 的 61 号以及 P3 的 28 号和 66

号，4株杂株均表现为母本条带类型，其余 206株为真正

的杂交种。分子标记鉴定春福杂交种纯度为 98.1%。

2.4 田间纯度鉴定

经过 3 次田间多人共同鉴定后未发现差异株，

图 2 3 对多态性 SSR 引物验证结果

Fig. 2 The verification result of three pairs polymorphic SSR primers

200 bp

M ♀ ♂ ♀ ♂F1 F1

Rapa18 Rapa57

M ♀ ♂ F1

Rapa12

200 bp
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田间鉴定纯度为 100%。田间鉴定结果与 SSR 分子

标记 Rapa57 的鉴定结果相比，偏差为 1.9%，吻合度

为 98.1%。

3 讨论与结论

伴随着时代的发展，育种方法越来越丰富，育

种技术越来越成熟，杂交种新品种数量以爆发式增

长并逐渐占领市场，杂交种能够有效提高作物产量

和品质，是现代农业发展的重要推动力。然而，在

生产过程中杂交种可能出现机械混杂、自交不亲和

系母本自交现象，进而影响杂交种的纯度。在生产

实践中，种子纯度与种子质量息息相关，不合格的

种子纯度直接影响种植表现和经济效益，甚至给农

户造成不可挽回的损失[5]。

传统的田间纯度鉴定法方法简单、直观、操作

便捷，通常在当年收到种子后适期播种，有时可能

需要异地种植，一般通过子叶形态、苗期性状等大

田表现进行观察和判定，耗时较长，且结果易受主

观判断的影响，而且在结果未出来前存在不确定

性，没有办法对种子进行销售，因而引入分子标记

技术成为提高种子纯度鉴定效率和准确性的关键

手段。

随着生物技术的迅速发展，尤其在 2012 年之

后，SRAP、InDel、KASP、SSR、SCAR 等分子标记均

在实践中表明，分子标记鉴定种子纯度可以替代田

间纯度鉴定[5-7，20-21，24]。分子标记纯度鉴定在很大程

度上提高了鉴定的效率和准确性。共显性标记在

纯度鉴定中具有多态性好、易于判别、操作简单、稳

定可靠、可重复性高等诸多优点，因此，目前已经成

为杂交种子纯度鉴定的主流方法[6]。相较于其他标

记，SSR 标记多态性更高，不需要通过重测序和大

数据比对就可以利用，在大田作物及蔬菜作物中均

有较为广泛的应用[25-26]。然而在十字花科作物中应

用较少，笔者利用 SSR 标记填补了十字花科作物相

关研究的空白。利用 SSR 分子标记能够实现大规

模、高效率的杂交种纯度鉴定。不结球白菜春福早

熟、叶片口感鲜嫩、产量高，但没有高效的纯度鉴定

方法，将直接影响其市场推广工作，因此，笔者针对

不结球白菜春福的特定 SSR 标记进行优化，确保其

快速准确地识别真伪杂交种，为该品种的推广提供

了坚实的技术支撑。

在十字花科的相关分子纯度鉴定中，冯健起

等[6]对大白菜汴早九号的分子鉴定结果和田间鉴定

纯度分别为 97.57%和 98.26%，其田间结果略高于

分子鉴定结果，与本研究结果相似，这可能是由于

田间杂株表现不明显，难以判别，进而影响了种子

纯度；和禹廷等[20]在大白菜陕秋白 3 号的纯度鉴定

中，分子正交和反交杂交率分别为 96.7%和 88.3%，

田间鉴定正交和反交率分别为 96%和 89%，除了反

交结果与本研究相似外，正交分子鉴定纯度略高于

田间鉴定纯度，与本研究相反，有可能是受环境影

响，将长势不好或过好的单株也判定为了杂株；方

图 3 春福 SSR 标记纯度鉴定

Fig. 3 Purity identification of Chunfu using the SSR marker

200 bp

200 bp

200 bp

M♀ ♂ F1

M♀♂ F1

M♀♂ F1

30

61

6628
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小雪等[27]在萝卜杂交种圆都 1 号的纯度鉴定中，分

子鉴定和田间鉴定纯度分别为 98.6%和 97.77%，结

果也存在分子鉴定纯度高于田间鉴定纯度，其田间

鉴定杂株的主要依据为长势、叶色和株幅，这 3 个

农艺性状均易受到水分、温度、肥料等外界环境的

影响，进而造成了偏差。因此，无论是受亲本和杂

交种遗传性状接近的影响不易判别差异株，还是由

于外界环境影响多选差异株，均表明了田间鉴定的

不可控性，不如分子鉴定结果简单明了。

本研究的春福不结球白菜的分子鉴定纯度和

田间鉴定纯度分别为 98.1%和 100%，表明普威农业

科技有限公司的小白菜品种春福有较高的纯度，而

分子鉴定和田间鉴定纯度偏差仅有 1.9%，小于 2%，

符合误差允许范围[28-29]，分子鉴定完全能够代替田

间鉴定，同时节约了田间鉴定的时间和劳动成本。

综上所述，笔者从 96 对不结球白菜 SSR 引物

中筛选出 3 对在春福父本、母本中表现出多态性的

引物，其中 Rapa18 和 Rapa57 可以用于春福的杂交

种纯度鉴定，但鉴于 Rapa57 更易于判读结果的特

性，选用 Rapa57 对春福的杂交种进行纯度鉴定。

结果显示，分子鉴定纯度为 98.1%，田间鉴定纯度为

100%，偏差小于 2%，分子鉴定能够有效代替田间鉴

定。该方法能够快速、有效、准确地鉴定出杂交种

纯度，在生产和种子推广上相较于田间鉴定节约了

近 75%的时间，为不结球白菜杂交种的大规模纯度

鉴定提供了新方向和技术支撑，也为其他作物建立

高通量纯度鉴定提供了参考。
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