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77份山西黍稷DNA二维码身份证的构建
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摘 要：为了更好地管理黍稷资源，分辨其身份以及追溯来源，创建一个高效可行的种质资源鉴定系统十分必

要。以山西省内各地 77 份黍稷资源为材料，用上海生工生物股份有限公司合成上游 5'端加 FAM （blue）荧光基

团标记对 77 份黍稷资源进行 PCR 及毛细管电泳。结果发现，仅用 5 个标记组合（RYW3、RYW6、RYW20、
RYW37 和 RYW40）可区分全部材料。其中，组合 RYW6+RYW37 可区分 60 份；组合 RYW6+RYW20+
RYW37 可 区 分 69 份 ；组 合 RYW6+RYW20+RYW37+RYW40 可 区 分 73 份 ；组 合 RYW3+RYW6+
RYW20+RYW37+RYW40 可区分全部 77 份。77 份材料在 8 个位点共检出 79 个等位变异，每个位点检出平均

为 9.875 个，检测到的有效等位变异（Ne）为 2.675 9，Shannon 多样性指数（I）为 0.991 6，Nei's 基因多样性指数

（Nei）为 0.426 0，多样性信息含量（PIC）为 0.553 3。在此基础上，利用 ID analysis 4.0 在线条形码生成器将对应字

符串生成可扫描的条形码  DNA 分子身份证；利用二维码在线技术将材料基本信息转化成可扫描的二维码 DNA
分子身份证。
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Abstract：In order to better manage  broomcorn millet resources, distinguish their identities and trace their sources, it is 
necessary to create an efficient and feasible germplasm resource identification system. In this study, 77 broomcorn millet 
resources in Shanxi Province were used as the materials. PCR and capillary electrophoresis were carried out on 77 broomcorn 
millet resources with FAM(blue) fluorescent group labeling at the upstream 5 ' end synthesized by Shanghai Sangon Biological 
Co., Ltd. It was found that only five marker combinations(RYW3, RYW6, RYW20, RYW37, and RYW40) could distinguish 
all materials. Among them, the combination of RYW6+RYW37 could distinguish 60 materials, the combination of RYW6+
RYW20+RYW37 could distinguish 69 materials, the combination of RYW6+RYW20+RYW37+RYW40 could distinguish 
73 materials, and the combination of RYW3+RYW6+RYW20+RYW37+RYW40 could distinguish all 77 materials. A total 
of 79 alleles were detected in 77 materials at 8 loci, with an average of 9.875 detected at each locus. The effective allele variation
(Ne) detected was 2.675 9, Shannon diversity index(I) was 0.991 6, Nei's gene diversity index(Nei) was 0.426 0, and  
polymorphism information content(PIC) was 0.553 3. On this basis, the ID analysis 4.0 online barcode generator was used to 
generate a scannable barcode DNA molecular identity cards. Using two-dimensional code online technology, the basic 
information of the materials was transformed into scannable two-dimensional code DNA molecular identity cards.
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用效率高，耐瘠、丰产潜力大等特性。它是干旱半

干旱地区人们日常生活保障的特色粮食作物，也是

重要的救灾作物 [1-2]。黍稷是起源于中国黄河流域

黄土高原地区最古老的作物 [3]，而山西是其起源中

心和种质资源的遗传多样性中心。目前，全世界有

26 197 份黍稷资源保存在中国、俄罗斯、印度、美

国、乌克兰、波兰、墨西哥、日本的 10 家研究机构

中，中国国家种质资源库现有黍稷资源 9 885 份，其

中山西有 1 592 份[4-6]。近年来，由于新种质资源的

不断收集、引进和分散保存，造成种质间重复引进、

同种异名、同名异种以及亲缘关系不清等问题，而

且目前对黍稷资源进行系统化整理的研究也很

少 [7]，严重影响了其高效利用。因此，打造一个准确

可靠、操作便捷的鉴定体系成为当务之急。SSR

（Simple sequence repeats，SSR）又称微卫星，是广

泛应用于作物染色体图谱构建、品种选育鉴定等方

面的 DNA 分子标记技术 [8]。DNA 分子身份证是在

SSR 基础上，将不同资源基因层面的差异用数字转

化成字符串、条形码和二维码，使每份资源拥有特

定的数字代码，便于保护种质资源的知识产权 [9-11]。

本研究拟利用 8 个 SSR 标记来分析山西省不同市

县的 77 份黍稷种质资源，通过构建条形码 DNA 分

子身份证和二维码 DNA 分子身份证，旨在为种质

资源精准鉴定创造高效便捷条件。

1　  材料和方法

1.1　供试材料

试验材料来源如表 1 所示。

本研究所用黍稷资源共 77 份，来自山西省各

地区（大同市 13 份：灵丘县 3 份、浑源县 2 份、天镇

县 5 份、怀仁县 2 份、阳高县 1 份；朔州市 11 份：朔城

区 4 份、应县 5 份、平鲁区 2 份；忻州市 22 份：代县

表 1 试验材料来源
Tab.1 Sources of experimental accessions

序号
Num⁃

ber
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

统一编号
Unicode

00000491
00000864
00000872
00000878
00000883
00000888
00000894
00000905
00000925
00000927
00000928
00000937
00000947
00000952
00001000
00001020
00001021
00001033
00001036
00001050
00001057
00001083
00001089 
00001094
00001095
00001099

品种
Variety

红黍

金疙塔

白疙垛

紫龙带

二青黍

大青黍

二白黍

支黄黍

高粱黍

八米白

小日期白黍

马乌黍

十样精

炸炸头

小红黍

黄落黍

稗黍

一点青黍子

紫鹅蛋

大白黍

青间黍

黄罗黍

笊篱白

小黄黍子

牛心黍子

曲峪小白黍

来源
Origin

大同市灵丘县

大同市天镇县

大同市天镇县

大同市天镇县

大同市天镇县

大同市天镇县

大同市浑源县

大同市阳高县

朔州市朔城区

朔州市朔城区

朔州市朔城区

朔州市朔城区

大同市灵丘县

大同市灵丘县

朔州市应县

朔州市应县

朔州市应县

朔州市应县

朔州市应县

朔州市平鲁区

朔州市平鲁区

忻州市代县

忻州市代县

忻州市河曲县

忻州市河曲县

忻州市河曲县

序号
Num⁃

ber
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

统一编号
Unicode

00001102
00001144
00001171
00001176
00001177
00001178
00001179
00001180
00001184
00001192
00001197
00001199
00001200
00001205
00001237
00001243
00001244
00001251
00001268
00001271
00001278
00001283
00001284
00001293
00001295
00001313

品种
Variety

灰黍子

灰脸蛋黍

大黄黍

大红粘糜

红糜子

紫秆大糜子

大齐黄

小齐黄粘糜子

气死风粘糜

灰粘糜

大红软糜

红软黍

疙都红糜子

金软黍

黄黍

二红黍

大红黍

小黑黍

黍子

黑黍

一点红

扫帚糜

硬地黄

黄黍子

老来红

边梅黍

来源
Origin

忻州市河曲县

忻州市偏关县

忻州市岢岚县

忻州市五台县

忻州市五台县

忻州市五台县

忻州市五台县

忻州市五台县

忻州市五台县

忻州市五台县

太原市尖草坪区

太原市尖草坪区

太原市尖草坪区

太原市阳曲县

阳泉市城区

晋中市榆次区

晋中市榆次区

晋中市榆次区

阳泉市盂县

阳泉市平定县

晋中市昔阳县

晋中市平遥县

晋中市平遥县

晋中市寿阳县

晋中市寿阳县

晋中市和顺县

序号
Num⁃

ber
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

统一编号
Unicode

00001316
00001331
00001340
00001349
00001352
00001386
00001439
00001474
00001566
00001574
00001575
00001581
00003157
00003196
00003199
00003281
00003290
00003292
00003311
00003316
00003325
00003329
00003387
00003401
00003402

品种
Variety

鸡爪红

狗尾蛋

白骷髅

小红软糜

成熟红

软白糜

千斤黍

珍珠连软糜

白软黍

红黍子

金红黍

白软黍

糜子

轮精糜

黄糜子

60天小红糜

准旗大红糜

峪杂  1 号
大黄糜子

小青糜子

大白硬糜

蚂蚱眼子

大黄芽

硬糜子

黑虼蚤

来源
Origin

晋中市太谷县

晋中市介休市

晋中市榆社县

吕梁市方山县

吕梁市汾阳市

吕梁市柳林县

长治市襄垣县

临汾市襄汾县

运城市万荣县

运城市闻喜县

运城市闻喜县

运城市闻喜县

大同市浑源县

大同市怀仁县

大同市怀仁县

忻州市河曲县

忻州市保德县

忻州市保德县

忻州市五寨县

忻州市五寨县

忻州市五台县

忻州市五台县

晋中市介休市

吕梁市离石区

吕梁市文水县
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2 份、河曲县 5 份、偏关县 1 份、岢岚县 1 份、五台县

9 份、保德县 2 份、五寨县 2 份；太原市 4 份：尖草坪

区 3份、阳曲县 1份；阳泉市 3份：城区 1份、盂县 1份、

平定县 1 份；晋中市 13 份：榆次区 3 份、昔阳县 1 份、

平遥县 2 份、寿阳县 2 份、和顺县 1 份、太谷县 1 份、

介休市 2 份、榆社县 1 份；吕梁市 5 份：方山县 1 份、

汾阳市 1 份、柳林县 1 份、离石区 1 份、文水县 1 份；

长治市襄垣县 1份；临汾市襄汾县 1份；运城市 4份：

万荣县 1 份、闻喜县 3 份），详见表 1。

1.2　基因组 DNA 提取与质量检测

77 份材料种植于人工气候箱中，剪取三叶期黍

稷叶片，采用改良 CTAB 法 [12]提取基因组 DNA，

DNA 质量检测方法同石甜甜等 [13]。

1.3　引物选择

毛细管电泳荧光引物为单色荧光，用上海生工

生物股份有限公司合成上游 5'端加 FAM（blue）荧

光基团标记对 77 份黍稷材料进行 PCR 扩增及毛细

管电泳。8 对荧光 SSR 标记信息见表 2。

1.4　构建分子身份证

用 Gene Marker V2.2.0 读取数据，获得 SSR 扩

增片段的精确分子量，并进行数字+英文字母编

码。将每对标记扩增所有样品的不同带型，按分子

量从大到小用数字 1~9 依次表示，超出 9 的用英文

字母 A~Z 依次表示，无带用 0 表示。用 PopGen 
1.32[14] 计 算 遗 传 多 样 性 指 数 ，用 PowerMarker 
3.25[15]分析多态性信息含量（PIC），采用资源特征

分析软件 ID Analysis 4.0 确定标记及标记顺序，构

建字符串形式的 DNA 分子身份证 [16]。利用在线条

形码生成器（http：//barcode.cnaidc.com/app/html/

bcgcode128.php）将对应字符串生成可扫描的条形

码 DNA 分子身份证；利用二维码在线技术（https：//
cli.im/）将材料基本信息（包括名称、统一编号、来

源地和字符串 DNA 分子身份证）转化成可扫描的

二维码，即二维码 DNA 分子身份证。

2　  结果与分析

2.1　基于荧光 SSR 的山西黍稷核心种质的遗传多

样性

用 8 对荧光 SSR 标记，扩增 77 份山西黍稷核心

种质，分析其遗传多样性，结果见表 3。

表 2 8 对荧光 SSR 标记信息
Tab.2 Information of 8 pairs of fluorescent SSR markers

位点
Locus
RYW3
RYW5
RYW6

RYW18
RYW20
RYW35
RYW37
RYW40

正向引物（5′—3'）
Forward primer

GGAGGCGTGACAATAAAAC
GACGATGCTCTTGACCTTGT
AGCCGATTTGCTGTGGAGT
CTCCCTCTTTGTCCTCGTT
ACCTCTTGCCGCACACTAC
ATTAGCATCCCCCTCCAC

CATTCCGTTCCTTGTCTTCC
TGCTCTTCGGCTCTTCTCC

反向引物（5′—3′）
Reverse primer

GGCGTGAGGTGTTGTTTTT
CACCGTGAAATGTCTCTGCT
CTGCCTCCGATGAGTTGGT
GCTGCCTCTTCGCTATCTT
TTCTACATCCCCGAACCAC
ATCCGCTTTCCCAACCAC

CAGTCTCACTCCTGCGATGT
ATCAGCTCATCGTGACCCC

5′端修饰
5'End modification

5′6-FAM
5′6-FAM
5′6-FAM
5′6-FAM
5′6-FAM
5′6-FAM
5′6-FAM
5′6-FAM

退火温度/Co

Annealing temperature
48.90
51.80
52.15
51.10
52.15
50.30
52.80
53.20

表 3 8 个 SSR 的遗传多样性参数
Tab.3 Genetic diversity parameters of 8 SSRs

引物
Locus

RYW3
RYW5
RYW6

RYW18
RYW20
RYW35
RYW37
RYW40

Mean
St.Dev

观测等位变异
Observed al⁃
lelic variants

12.00
10.00

5.00
4.00
8.00
4.00

29.00
7.00
9.88
8.24

有效等位变异
Effective allelic 

variants

1.66
1.25
2.64
1.13
2.06
1.16
9.38
2.14
2.68
2.76

Shannon 多样
性指数

Shannon's diver⁃
sity index

0.99
0.55
1.19
0.29
1.01
0.31
2.63
0.96
0.99
0.74

观测杂合度
Observed hetero⁃

zygosity

0.71
0.83
0.42
0.91
0.87
0.86
0.11
0.30
0.63
0.31

期望杂合度
Expected hetero⁃

zygosity

0.40
0.20
0.63
0.12
0.52
0.14
0.90
0.54
0.43
0.27

Nei's 基因多样
性指数

Nei's gene diver⁃
sity index

0.40
0.20
0.62
0.12
0.51
0.14
0.89
0.53
0.43
0.27

多态性信息含量
Polymorphism in⁃
formation content

0.56
0.48
0.76
0.25
0.58
0.26
0.95
0.58
0.55
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由表 3 可知，77 份材料在 8 个位点共检出 79 个

等位变异，每个位点检出 4~29 个（平均 9.875 个）；

检测到的有效等位变异（Ne）为 1.13（RYW18）~
9.38（RYW37），平均值为 2.68；Shannon 多样性指

数（I）为 0.29（RYW18）~2.63（RYW37），平均值为

0.99；Nei's基因多样性指数（Nei）为 0.12（RYW18）~
0.89（RYW37），平均值为 0.43；多样性信息含量

（PIC）为 0.25（RYW18）~0.95（RYW37），平均值为

0.55。 8 个 标 记 中 有 5 个标记具有高度多态性

（PIC>0.5），为高多态性 SSR。

2.2　基于 SSR 的山西黍稷核心种质 DNA 分子身份

证的构建

对毛细管电泳结果进行“数字”编码，将RYW3、
RYW5、RYW6、RYW18、RYW20、RYW35、RYW37
和 RYW40 引物的特征编码结合形成特定的字符

串。鉴定 8 对荧光 SSR 对供试材料的区分程度，发

现任何 1 对荧光 SSR 均不能将全部供试种质资源

分开。分子身份证的最终目的是对所有供试材料

赋予可辨的分子身份证，同时又要满足用最少的标

记区分最多材料的要求。因此，通过逐步增加标记

设定标记组合，筛选可以将全部材料完全区分的标

记。整合 PIC 值大和区分率高的荧光 SSR 标记，结

果发现仅用 5 对标记即可区分全部材料。其中，组

合 RYW6+RYW37 可区分 60 份 ；组合 RYW6+
RYW20+RYW37 可 区 分 69 份 ；组 合 RYW6+
RYW20+RYW37+RYW40 可 区 分 73 份 ；组 合

RYW3+RYW6+RYW20+RYW37+RYW40 可

区分全部 77 份。单个荧光 SSR 标记对于黍稷种质

的区分见表 4，不同荧光 SSR 组合对于黍稷种质的

区分见表 5。

表 4 单个荧光 SSR 标记对黍子种质的区分
Tab.4 Differentiation of broomcorn millet germplasms by single fluorescent SSR markers

引物名称
Primer 
name

RYW3

RYW5

RYW6

RYW18
RYW20

RYW35
RYW37

RYW40

观测等位变异数
Observed num ⁃

ber of allelic vari⁃
ants
14

10

10

5
8

5
52

9

可区分种质数/个
The number of 
distinguishable 

germplasm
10

8

5

1
6

2
43

6

区分率/%
Differentia⁃

tion rate

12.99

10.39

6.49

1.30
7.79

2.60
55.84

7.79

毛细管电泳多态性片段及编码
Polymorphic fragments and encoding for capillary electrophoresis

126/150（1）、140/150（2）、144/150（3）、144/150/164（4）、150（5）、150/156（6）、
150/164（7）、150/166（8）、150/166/169（9）、150/169（A）、150/170（B）、440

（C）、440/444（D）、444（E）
290/315（1）、296/315（2）、300/315（3）、301（4）、304/336（5）、309/315（6）、315

（7）、315/336（8）、315/338（9）、315/345（A）

366/372（1）、366/373（2）、370（3）、370/373（4）、370/401（5）、370/373/401（6）、
372（7）、372/401（8）、373（9）、373/401（A）

374/382（1）、376/382（2）、382（3）、382/386（4）、386（5）
254/275/296/439（1）、271/301（2）、275（3）、275/286（4）、275/289（5）、430/439

（6）、434/439（7）、439（8）
271/290（1）、279（2）、279/290（3）、284/290（4）、290（5）

172/188（1）、172/210/390/394（2）、174/176/378（3）、174/180（4）、174/192/
379/394（5）、174/210（6）、176/183（7）、176/239/379/393（8）、177/228/394（9）、

180（A）、180/209（B）、180/210（C）、180/242（D）、180/188/393（E）、180/201/
393（F）、180/201/379/393（G）、180/210/379/393（H）、180/210/379/394（I）、
180/230/379/394（J）、180/233/399（K）、180/247/379/394（L）、181/210/394

（M）、188/210/394（N）、188/210/379/394（O）、192/214（P）、190/210/379/393
（Q）、192/196/370/394（R）、192/393（S）、192/203/393（T）、192/210/393（U）、

192/210/394（V）、192/210/379/393（W）、196（X）、198/210（Y）、198/233/394
（Z）、199/203（a）、199/210（b）、203（c）、203/210（d）、203/210/394（e）、205（f）、
209（g）、210（h）、210/214/379（i）、210/214/239/393（j）、210/239/379/393（k）、

210/239/394（l）、211/217（m）、223/233/394（n）、239/379/393（o）、244/393
（p）、393（q）

192/210（1）、203（2）、203/209（3）、203/210（4）、206（5）、210（6）、210/240（7）、
210/244（8）、240（9）

表 5 荧光 SSR 标记组合对黍子种质的区分
Tab.5 Differentiation of broomcorn millet germplasms by fluorescent SSR marker combination

组号
Group number

1
2
3
4

引物组合
Primer combination

RYW6+RYW37
RYW6+RYW20+RYW37
RYW6+RYW20+RYW37+RYW40
RYW3+RYW6+RYW20+RYW37+RYW40

未能区分的种质
Indistinguishable Germplasm

3,5,7,9,19,23,27,35,36,45,49,68,69,70,71,73,74
3,23,35,36,69,71,73,74

3,23,35,36
无

区分率/%
Differentiation rate

77.92
89.61
94.81
100
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对毛细管电泳结果按表 4 进行数学+英文字

母 + 符 号 编 码 ，将 RYW3、RYW6、RYW20、
RYW37 和 RYW40 用于 DNA 分子身份证的构建。

按上述顺序将 5 对荧光 SSR 对应的编码组合，构成

黍稷核心种质 DNA 分子身份证，即字符串 DNA 分

子身份证，77 份黍稷材料的字符串 DNA 分子身份

证见表 6。将上述字符串 DNA 分子身份证导入在

线条形码生成器，获得条形码 DNA 分子身份证。

将各供试材料的基本信息和字符串 DNA 分子身份

证录入在线二维码生成框，得到二维码 DNA 分子

身份证。77 份黍稷材料的条形码和二维码 DNA 分

子身份证见图 1、2。

表 6 基于荧光 SSR 的山西黍稷种质的字符串 DNA 分子身份证
Tab.6 String DNA molecular ID cards of Shanxi broomcorn millet germplasm based on fluorescent SSR

序号
Number

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13

字符串
Character 

string
093a7
598Q2
C93d0
190h4
090d0
5A0L2
091d9
600T4
50802
578U4
540o4
59854
548J4

序号
Number

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

字符串
Character 

string
5A8W2
220P4
590M4
5A882
568V4
50864
598E4
5A7I4
5A0l4
093d0
510k4

A00m4
568Q4

序号
Number

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

字符串
Character 

string
5A8k4
300j4
700p4
508S4
5A0N4
500Y4
580O4
548e4
7A0k2
5A0k2
5A8n2
55834
900N4

序号
Number

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

字符串
Character 

string
50044
570h2
568l4
596K2

BA0O4
50004
560R2
59822
5A0l4
40064
300D4
708q4
500I2

序号
Number

53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

字符串
Character 

string
500b4
308X3
50094
500C2
D93f0

5A0G4
500k3
508g4
560H2
5A0c4
50074
5A0i2
560B2

序号
Number

66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

字符串
Character 

string
568F4
E43d0
D95d0
D93d1
094d0
D93d6
D32f0
D93d8
D93d5
860e4
508Z2
50014

图 1　24 份黍子资源的条形码与二维码身份证
Fig.1　Barcode and two-dimensional code ID cards of 24 broomcorn millet accessions
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图 2　53 份黍子资源的条形码与二维码身份证
Fig.2　Barcode and two-dimensional code ID cards of 53 broomcorn millet accessions
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3　  讨论

3.1　荧光 SSR 在黍稷遗传多样性上的应用

毛细管电泳检测技术具有一系列优点，在小

麦 [17-18]、玉米 [19]、油菜 [20]、烟草 [21]等植物中广泛应用，

但在黍稷上相关报道不多[22-24]。王璐琳等[23]用 15对

荧光 SSR 检测 132 份黍稷种质资源，引物平均等位

基因数为 7 个，I 值为 0.529 8，PIC 值为 0.486 4。寇

淑君等 [24]利用 22 对标记检测 131 份黍稷种质资源，

平均每对 SSR 标记扩增出 5.82 个主要等位变异，

I 值为 1.206 2，PIC 值为 0.587 4。本研究的平均等

位基因数为 9.875 0，I值为 0.991 6，PIC值为 0.553 3，
具有较高的利用价值。

3.2　黍稷分子身份证的构建和实际应用

种质资源的分子身份证与其地理来源密切相

关[25-28]，地理来源接近的分子身份证类似[29-32]；地理

来源存在较大差异，则分子身份证很容易区别开

来[33-36]。陈巍等[37]构建中国桃品种分子身份证，发现

来源于吉林的吉林 8501 和吉林 8601，其分子身份

证分别为 432566620382554 和 4325766103855545，
极为相似；而分别来源于新疆的喀什 3 号和陕西

的陕甘山桃，其分子身份证分别为4367566143957525
和 1502233222010434，差异较大。本试验也有类似

结果。基于荧光 SSR 构建的分子身份证中，气死风

粘糜（序号 35）和灰粘糜（序号 36）均来自忻州市五

台县，其分子身份证分别为 7A0k2 和 5A0k2，差别

不大；而二白黍（序号 7）和白软黍（序号 61）来自大

同和运城，其分子身份证分别为 091d9 和 560H2，地
理来源差异较大，其分子身份证也有较大差别。本

研究利用 5 个 SSR 标记来构建 77 个黍稷种质资源

的分子身份证，并结合图 1 的 77 份黍稷资源的条形

码与二维码身份证表述材料信息，能够实现该作物

种质资源更加高效规范的管理，为今后的种质资源

管理提供依据。

4　  结论

用 5 个荧光高基元 SSR 标记组合构建的 77 份

山西黍稷资源二维码 DNA 分子身份证，为标准化管

理该作物种质以及后续追溯作物来源提供了参考。
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