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团体标准编制说明
一、工作简况
（一）任务来源
2024年8月28日，由青海大学申请青海省农学会团体标准，根据青海省农学会下达的《关于下达2024年团体标准项目计划的通知》（青农字[2024]4号），批准《球茎甘蓝种质资源鉴定技术规程 SSR分子标记法》团体标准的制定(项目编号QHNX61-2024)。
(二)起草单位、协作单位
起草单位：青海大学
协作单位：青海省农林科学院、西宁市蔬菜技术服务中心
（三）主要起草人
	姓名
	性别
	职务/职称
	工作单位
	任务分工

	任延靖
	女
	副研究员
	青海大学、青海省农林科学院
	技术研究、标准编制，撰写第1、2、5、8、9章，编制说明编写

	文军琴
	女
	副研究员
	青海大学、青海省农林科学院
	标准修改，撰写第7章，数据统计分析

	邵登魁
	男
	研究员
	青海大学、青海省农林科学院
	标准修改，撰写第6章，资料收集

	魏廷珍
	女
	高级农艺师
	西宁市蔬菜技术服务中心
	标准修改，撰写第3、4章

	甘甜甜
	女
	助理研究员
	青海大学、青海省农林科学院
	资料收集，编制说明编写


二、制定标准的必要性和意义
（一）必要性
球茎甘蓝（Brassica oleracea var. gongylodes L.）是十字花科（Cruciferae）芸薹属（Brassica）甘蓝种（Brassica oleracea）能形成肉质茎的变种，为一、二年生蔬菜，原产于地中海沿岸，食用部分为肉质球茎，口感脆嫩，可以凉拌、炒食，还可以腌制，含有丰富的营养，不仅具有宽肠通便、排出毒素的保健功能，同时还是抗癌蔬菜之一，受到广大消费者的青眯。我国球茎甘蓝的研究在种质资源方面主要集中在国外种质资源引进和地方品种收集、整理及保存的阶段；在育种方面，我国球茎甘蓝的种植面积相对较小，新品种选育科研力量较弱，在选育及研究过程中经常会面临同物异名，同名异物的问题，为资源引进及育种工作带来了很大的难度。目前随着品种单一化趋势加剧，许多地方品种面临消失风险，传统形态学鉴定易受环境影响，急需建立科学的稳定可靠的分子鉴定标准体系，促进球茎甘蓝育种事业一步迈向产业化。
（二）意义
在球茎甘蓝资源鉴定方面，传统的形态学鉴定易受环境干扰，SSR分子标记（简单重复序列）可稳定检测DNA水平差异，精准区分球茎甘蓝的地方品种、野生近缘种及外来种质，填补球茎甘蓝看子鉴定标准的空白，为资源评价提供可量化、可复制的技术规范，同时可以揭示特色遗传多样性，通过SSR标记构建遗传指纹图谱，可挖掘优异等位基因，为抗寒、抗旱育种提供靶点；从产业价值角度，球茎甘蓝品种因种植减少面临消失风险，SSR技术可高效鉴定并优先保护稀有遗传资源，建立球茎甘蓝的分子身份证，防止优质种质被窃取或冒用，此外，可以通过SSR标记辅助筛选亲本，缩短杂交育种周期，推动耐寒球茎甘蓝新品种选育，标准制定可推动建立“资源鉴定-品种改良-规模化种植”产业链，增加农牧民收入，服务民族地区乡村振兴。该团体标准的制定不仅为球茎甘蓝种质资源保护与利用提供技术标尺，更能通过分子育种推动高原特色农业高质量发展，具有科学前瞻性和产业实用性。
三、主要起草过程
（一）前期工作
依托于国家大宗蔬菜产业技术体系-西宁综合试验站项目（CARS-23-G26），前期我们开展了开展球茎甘蓝种质资源农艺学、生理生化及分子标签的开发，该标准立项后，标准制订小组立即着手进行有关球茎甘蓝种质资源鉴定方面的省内外调研及国家标准和地方标准查新工作，在大量收集、整理和分析有关球茎甘蓝种质资源鉴定领域相关的技术资料，并按制定标准的要求进行分类整理，了解球茎甘蓝种质资源鉴定的前沿技术，为科学制定标准奠定了良好的基础。经充分调研，目前球茎甘蓝种质资源鉴定技术方法虽有报道，但是没有相关的国家标准和行业标准，也没有相关的青海省地方标准；制定该技术规程，可以补充完善我省球茎甘蓝新品种的选育，并规范球茎甘蓝这一名字的正确使用。
（二）成立起草小组
为做好《球茎甘蓝种质资源鉴定技术规程 SSR分子标记法》团体标准的编制工作，青海大学农林科学院园艺研究所所的专业技术人员从2021年开展了标准的研制工作。
（三）系统总结和归纳
2019~2021年，起草小组成员在西宁开展了球茎甘蓝种质资源农艺性状的鉴定工作，2022年，以前期鉴定出的球茎甘蓝种质资源为研究材料，开展了转录组学测序工作，开发了挖掘球茎甘蓝的SSR分子标记，最终得到13对多态性高、条带清晰的球茎甘蓝SSR引物，在此基础上，项目组结合已有工作经验和基础，开展了球茎甘蓝种质资源鉴定技术规程的集成。起草小组对球茎甘蓝种质资源鉴定技术规程 SSR分子标记法出现的一系列问题进行了总结归纳，通过认真研究讨论，提出了制定提纲，决定了制定规范的框架。形成了《球茎甘蓝种质资源鉴定技术规程 SSR分子标记法》的基本构架。
（四）起草文本
2023年，在认真总结了球茎甘蓝种质资源鉴定过程中的各项问题及解决措施后，起草小组确定了本标准中需要的各项指标。同时认真查阅了标准制定的有关文件，对标准的格式、内容、术语表达方式等进行了深入学习，严格遵循GB/T1.1《标准化工作导则》所规定的标准编写要求起草了“球茎甘蓝种质资源鉴定技术规程 SSR分子标记法”标准的初稿。
（五）意见征求
2025年9月9日，项目起草小组分别邀请中国科学院西北高原生物研究所、青海大学、青海省农林科学院、青海省农业技术推广总站、青海民族大学、青海省标准化研究所、青海省种子站、西宁市蔬菜技术服务中心等8家科研单位科研人员开展了意见征求，收集修改意见27条，见附录1 ，全部采纳，根据征集到的意见进行了标准修改。
（六）标准审查
标准意见征求后经青海省农学会同意，2026年6月4日，青海省农学会组织中国科学院西北高原生物研究所、青海大学、青海省农林科学院、青海省农作物种子站、青海民族大学、青海省标准化研究院单位5名专家《球茎甘蓝种质资源鉴定技术规程 SSR分子标记法》团体标准进行了审查。收集到12条修改意见，见附录2 ，全部采纳。
四、制定标准的原则和依据，与现行法律、法规、标准的关系
（一）遵循团体标准管理规定及青海省农学会团体标准有关规定。力求做到技术先进，经济合理，切实可行，有利于推动技术进步。
（二）按照GB/T  20001.6《标准编写规则》的要求和规定编写标准内容。
（三）本标准与现行法律、法规和强标准没有冲突。
五、标准主要条款的说明
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK5]（一）仪器、设备及试剂
1. 仪器设备
按照试验开展的实际需求，所用仪器设备如下：高压灭菌锅、高通量组织研磨仪、干燥箱、移液器、电热恒温水槽、低温高速离心机、超纯水系统、微波炉、水平电泳槽及其制胶套件、电泳仪、制冰机、凝胶成像系统、PCR仪、胶片观察灯、天平、垂直电泳槽及其制胶套件、微量紫外分光光度计、超低温冰箱、涡旋混合器、磁力加热搅拌器、水平摇床等。
2. 试剂
试剂基本要求是指试验中所用的试剂和水，在没有注明其他要求时，均指分析纯试剂和GB/T 6682中规定的三级水。
按照试验开展的实际需求，试剂种类如下：十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）、三羟甲基氨基甲烷（Tris）、乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2）、β-巯基乙醇（β-ME）、乙醇、酚：氯仿：异戊醇（25:24:1，pH=8.0）、氯仿：异戊醇（24:1）、琼脂糖、乙酸、丙三醇、溴酚蓝、二甲苯腈蓝FF、5×PCR预混液、DNA分子量标准物、丙烯酰胺、N,N'-亚甲基双丙烯酰胺（Bis）、过硫酸铵（APS）、硝酸银（AgNO3）、氢氧化钠（NaOH）、甲醛溶液（37%）、四甲基二乙胺（TEMED）、核酸染料、球茎甘蓝SSR特异引物。
（二）溶液配制
溶液配置参考试验中的实际用量及试剂的操作说明，配置方法如下：
DNA提取溶液的配制
称取十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）15.0 g、氯化钠（NaCl）81.816 g、二水乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2·2H20）7.444 g、三羟甲基氨基甲烷（Tris）12.114 g于1 000 mL烧杯中，加入800 mL超纯水溶解，调整pH为8.0，转移至1 000 mL容量瓶中，用超纯水定容至1 000 mL，在103.4 kPa（121 ℃）条件下灭菌20 min。
PCR扩增所需的SSR引物的配制
用超纯水配制浓度为10 μmol/L的SSR引物工作液。
聚丙烯酰胺凝胶电泳溶液的配制
30%丙烯酰胺溶液：分别称取丙烯酰胺300.0 g和甲叉双丙烯酰胺20.0 g于1 000 mL烧杯中，加入500 mL超纯水溶解，后转移至容量瓶中定容至1 000 mL，避光保存。
TBE缓冲液
5×TBE缓冲液：称取三羟甲基氨基甲烷（Tris）54.0 g和硼酸27.5 g于1 000 mL烧杯中，加入20 mL 0.5 mol/L乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2）溶液，加入800 mL超纯水溶解，调整pH为8.0，转移至1 000 mL容量瓶中，用超纯水定容至1 000 mL。
1×TBE缓冲液：量取5×TBE缓冲液200 mL于1 000 mL容量瓶中，用超纯水定容至1 000 mL。
10%过硫酸铵溶液
称取10.0 g过硫酸铵，溶于100 mL超纯水中，避光保存。
银染溶液的配制
染色液：称取1.0 g硝酸银于1 000 mL烧杯中，加800 mL超纯水溶解，转移至1 000 mL容量瓶中，定容至1 000 mL，避光保存。
显色液：称取10.0 g氢氧化钠于1 000 mL烧杯中，加入800 mL超纯水溶解，量取5 mL甲醛，转移至1 000 mL容量瓶中定容至1 000 mL。
（三）操作程序
1. 样品选择
本试验所选用的18份球茎甘蓝材料的基本信息见表1，由青海大学农林科学院园艺所蔬菜遗传育种课题组提供，2021年4月将供试材料种植于青海省农林科学院园艺创新基地。选取球茎甘蓝幼嫩、无病虫害的叶片，每份样品至少包含5个单株叶片的混合样，并设置三个重复。
表1 18份供试材料信息
	编号
	名称
	产地
	编号
	名称
	产地

	C1
	天津青苤蓝
	内蒙古
	C10
	紫苤蓝
	日本

	C2
	天津青苤蓝
	天津
	C11
	紫苤蓝
	日本

	C3
	天津青苤蓝
	河北
	C12
	T1-084苤蓝
	日本

	C4
	天津青苤蓝
	天津
	C13
	紫玉苤蓝
	河北

	C5
	翠玉（水果苤蓝）
	天津
	C14
	天津水果紫苤兰
	河北

	C6
	绿苤蓝
	日本
	C15
	天津-春秋青苤兰
	河北

	C7
	绿脆苤蓝
	日本
	C16
	春秋青苤兰
	河北

	C8
	结头菜（青绿苤蓝）
	台湾
	C17
	苆莲
	青海

	C9
	紫苤兰
	河北
	C18
	紫苤蓝
	北京


2.DNA 提取
分别选取球茎甘蓝健康幼嫩的叶片，液氮冷冻后研磨，采用改良的CTAB法提取基因组DNA，通过1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测DNA质量并进行浓度检测，-20℃保存备用。方法如下：
（1）选取约2 g叶片组织样本置于干净的、装有灭菌钢珠的2 mL离心管中，放入液氮中速冻后，使用高通量组织研磨仪迅速研磨至粉末，时间60 s，频率60 Hz；
（2）向离心管中加入700 μL 65 ℃预热1 h的1.5 × CTAB提取液，混匀样品粉末和提取液；将离心管放入65 ℃烘箱或水浴锅中温浴30 min，中间每间隔5 min轻摇一次；
（3）取出离心管，加入等体积的酚：氯仿：异戊醇（25:24:1）的混合物，轻摇10 min充分混匀，10,000 rpm/ min室温离心10 min；
（4）取上层液相650 μL转移于无菌的1.5 mL离心管中，加入等体积的氯仿：异戊醇（24:1），轻摇10 min充分萃取杂质，12 000 rpm/ min室温离心10 min；
（5）取上清清液500 μL，加入2倍体积的预冷无水乙醇，颠倒混匀使DNA抱团，-20 ℃条件下沉淀30 min，4 ℃条件下6000 rpm/ min离心2 min；
（6）倒掉上清溶液，加入500 μL 75% 乙醇洗涤沉淀2次，沉淀物室温晾干后加入100 μL超纯水溶解，经核酸定量测定仪测定 DNA 浓度，用超纯水将 DNA 稀释至约 200 ng/µL，以备后续 PCR 扩增，-20℃保存。
3. PCR扩增
（1）引物选择
引物设计与合成：利用MIcroSAtellite identification tool (MISA, https://webblast.ipk-gatersleben.de/misa/)软件对球茎甘蓝转录组获得的Unigene序列进行SSR位点检测，检测条件如下：单核苷酸重复、二核苷酸重复、三核苷酸重复、四核苷酸重复、五核苷酸重复和六核苷酸重复的最小重复次数分别为10次、6次、5次、5次、5次、5次。随后利用Primer 3.0软件进行SSR引物设计参数标准如下：引物长度为18 ~ 26 bp，退火温度56 ~ 64 ℃，GC含量为40% ~ 60%。从设计的SSR引物中随机挑选50对（表2），以球茎甘蓝叶片基因组DNA为模板进行PCR扩增，将扩增产物通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测（部分电泳结果见图1），结果表明47对引物能够扩增出理想的PCR产物，有效扩增率为94.0%，其中29对引物共扩增出95条带，占有效引物的61.7%，平均每对引物扩增出3.28条，多态性条带为86条，平均多态率为90.5%；引物Cluster-17807.88207扩增的条带最多，为7条。
[image: ][image: ]
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低可信度描述已自动生成][image: 手机屏幕的截图

低可信度描述已自动生成]图1 球茎甘蓝资源在部分SSR引物中的扩增电泳结果
注：A：Cluster-17807.67808；B：Cluster-9915.0；C：Cluster-17807.91024；D：Cluster-17807.88207
Note: A: Cluster-17807.67808; B: Cluster-9915.0; C: Cluster-17807.91024; D: Cluster-17807.88207
表2 球茎甘蓝SSR引物信息及扩增结果
	序号
	引物名称
	引物序列(5’-3’)
	预期产物大小/bp
	退火温度/℃
	GC含量/%
	扩增条带数
	多态性条带数
	多态性比例/%

	1
	Cluster-10001.0
	TTCTCCGTCAACAACTCCGG
	108
	59.97
	55
	1
	1
	100

	
	
	GGTCGGAAAGTTGGGTTTGC
	
	59.97
	55
	
	
	

	2
	Cluster-17807.130495
	CAGACCCACCGGTTTGATGA
	101
	59.96
	55
	3
	3
	100

	
	
	GACCCAAGAAGCTCGGTGAA
	
	59.97
	55
	
	
	

	3
	Cluster-14993.0
	CCCAACGCGAAACTCGTTTT
	140
	59.97
	50
	2
	2
	100

	
	
	ACTTTCACGCTCGTCGAGTT
	
	59.97
	50
	
	
	

	4
	Cluster-17807.133928
	CGGGAGAAACCACGTCAAGA
	235
	59.97
	55
	1
	1
	100

	
	
	AAGGAAAGGATGGTTCGCGT
	
	59.96
	50
	
	
	

	5
	Cluster-17807.104358
	CGTGCTCAAGTTCCTCACCT
	179
	59.97
	55
	2
	2
	100

	
	
	TCCCTTTGAGGAACAGCGAC
	
	59.97
	55
	
	
	

	6
	Cluster-17807.137349
	GATGGAGTACCGAGTCGCTG
	226
	59.97
	60
	2
	2
	100

	
	
	AAAAGAAGCGGCGGTGAGTA
	
	59.97
	50
	
	
	

	7
	Cluster-17807.107601
	GGCTACCCCACATCATCTCG
	245
	59.97
	60
	1
	1
	100

	
	
	CGAAGAAGAGAATTGCGGCG
	
	59.97
	55
	
	
	

	8
	Cluster-17807.140789
	TCGTTGCCATATACGGGAGC
	260
	59.97
	55
	1
	1
	100

	
	
	TGCAATTCACGTCTCCCGAA
	
	59.97
	50
	
	
	

	9
	Cluster-17807.110697
	TGGAGCTCCGTTGAAAGCAT
	188
	59.96
	50
	5
	5
	100

	
	
	ACTGTGAAGGCACCACTAGC
	
	59.97
	55
	
	
	

	10
	Cluster-17807.144556
	TCGGAATCTACTTCGCGACG
	276
	59.97
	55
	2
	2
	100

	
	
	GTGTGAAGGAAACCGCAACC
	
	59.97
	55
	
	
	

	11
	Cluster-17807.113968
	CACCGTATACCTCGTGCTCC
	251
	59.97
	60
	3
	3
	100

	
	
	CGAGTGTGTGGCTGTGTTTG
	
	59.97
	55
	
	
	

	12
	Cluster-17807.148105
	CTGGGTCGAGCTGTTTGTCT
	196
	59.97
	55
	3
	3
	100

	
	
	AAACAGCACGCGGAGAAGTA
	
	59.97
	50
	
	
	

	13
	Cluster-17807.117233
	CTCCTCCGTCTTCCGAATCG
	167
	59.97
	60
	2
	2
	100

	
	
	CATTTCGTTCGCCGATTCCC
	
	59.97
	55
	
	
	

	14
	Cluster-17807.151565
	CCTCACGAACGAGTTCCACA
	219
	59.967
	55
	1
	0
	0

	
	
	TCGGACTTGAGGAACCGTTG
	
	59.97
	55
	
	
	

	15
	Cluster-17807.120332
	GAGGCTGTTCAGCTTCTGGT
	203
	59.96
	55
	1
	1
	100

	
	
	AACGCACCAACACTGAATGC
	
	59.97
	50
	
	
	

	16
	Cluster-17807.15528
	ACGACGTTCATCAGCAACCT
	220
	59.97
	50
	2
	2
	100

	
	
	AAGAGGAAGTGACACCAGCG
	
	59.97
	55
	
	
	

	17
	Cluster-17807.123696
	TTATCGCCGGCGTCTAGTTC
	249
	59.97
	55
	3
	2
	66.67 

	
	
	CGCTCCACATAGTCGATGCT
	
	59.97
	55
	
	
	

	18
	Cluster-17807.159089
	TTGCGACCACATTGACGAGA
	161
	59.97
	50
	4
	3
	75

	
	
	GGGCTAACGTGGGTGTTACA
	
	59.97
	55
	
	
	

	19
	Cluster-17807.12716
	AAGATGCGCAACTGGACAGA
	259
	59.97
	50
	5
	3
	60

	
	
	CCAGGAGCGTCCAACTCTTT
	
	59.97
	55
	
	
	

	20
	Cluster-17807.18797
	CTCACTGTTGGTCGCTGTCT
	268
	59.97
	55
	2
	2
	100

	
	
	CTCGCAAGACAGAGGGGTTT
	
	59.97
	55
	
	
	

	21
	Cluster-17807.22340
	GTCGTTTCTCCTTGGAGGCA
	103
	59.97
	55
	3
	3
	100

	
	
	GGATAGCGGCGATCAACTGA
	
	59.97
	55
	
	
	

	22
	Cluster-17807.55910
	GCACCTCCAGTACCGTTTGA
	281
	59.97
	55
	2
	2
	100

	
	
	CCAACCAGTGAAGTACGGCT
	
	59.97
	55
	
	
	

	23
	Cluster-17807.25756
	TCCCAAGTTGAGTCGCTTCC
	247
	59.97
	55
	2
	2
	100

	
	
	TCGACGTTTCACCTGAGTGG
	
	59.97
	55
	
	
	

	24
	Cluster-17807.58917
	CGCCTAGAGCTTAGGACGTG
	195
	59.97
	60
	1
	1
	100

	
	
	AGCAGAACCAGCTCAGCATT
	
	59.96
	50
	
	
	

	25
	Cluster-17807.29374
	TTCGACGGTGGTGGTAAAGG
	239
	59.97
	55
	3
	3
	100

	
	
	TTGCTCTAAGGAACGGCGTT
	
	59.97
	50
	
	
	

	26
	Cluster-17807.61916
	GAGTCCGACGGAGATCGAAC
	212
	59.97
	60
	5
	4
	80

	
	
	CCACCAGCTACAACTCCGTT
	
	59.97
	55
	
	
	

	27
	Cluster-17807.32970
	TCCTCTGTTTTCCCTTCGCC
	225
	59.96
	55
	1
	1
	100

	
	
	ACACCAACGAGGAGCTTGAG
	
	59.97
	55
	
	
	

	28
	Cluster-17807.64866
	CAACAATGCAGCACGTTCCA
	234
	59.97
	50
	1
	1
	100

	
	
	GCTTCAGGTGCAGTGTTTGG
	
	59.97
	55
	
	
	

	29
	Cluster-17807.36342
	GAAGGCGGAGGATGAGGATG
	233
	59.97
	60
	1
	1
	100

	
	
	CCATGAGCCTCGGATTCTCC
	
	59.97
	60
	
	
	

	30
	Cluster-17807.67808
	GGGTAACGCTCCAACTGTGA
	120
	59.97
	55
	5
	5
	100

	
	
	TGCTCCGTTGAGGTGTTCTC
	
	59.97
	55
	
	
	

	31
	Cluster-17807.39834
	GCTCGGTGTTGTGGAGAAGA
	167
	59.97
	55
	1
	1
	100

	
	
	TGAAGAAGTTGCCCCATCCC
	
	59.96
	55
	
	
	

	32
	Cluster-17807.70705
	AATGTCTTCGCGGTTGACCT
	186
	59.97
	50
	2
	2
	100

	
	
	AAACCTTGACTGCGTCGGAT
	
	59.97
	50
	
	
	

	33
	Cluster-17807.43139
	TCGCTCCCAAACCTTCAGAC
	247
	59.97
	55
	1
	1
	100

	
	
	TCAGTGCTGTTCTCAGGCTG
	
	59.97
	55
	
	
	

	34
	Cluster-17807.73692
	GATCTACTGAGTCCGCACCG
	279
	59.97
	60
	1
	1
	100

	
	
	CCGCGTCCACAAAAACACAT
	
	59.97
	50
	
	
	

	35
	Cluster-17807.46423
	GGTTTGGTCCTCGAAGCAGA
	211
	59.97
	55
	1
	1
	100

	
	
	AAAGGAAGACCACCTGCTCG
	
	59.97
	55
	
	
	

	36
	Cluster-17807.76610
	CCGACCATCCCAAGATCTCG
	199
	59.97
	60
	1
	0
	0

	
	
	CCGGCGAAATCCTATTCCGA
	
	59.97
	55
	
	
	

	37
	Cluster-17807.49467
	TGAGACCGCCAAAGAACCTC
	195
	59.97
	55
	4
	3
	75

	
	
	GAGAGTCGAACTGCCCACAA
	
	59.97
	55
	
	
	

	38
	Cluster-17807.79440
	CGGGTTGATGTGGTCACTGA
	133
	59.97
	55
	4
	3
	75

	
	
	TGATGAACTCCCACACTGCC
	
	59.96
	55
	
	
	

	39
	Cluster-17807.52741
	GCACCTCCAGTACCGTTTGA
	281
	59.97
	55
	5
	4
	80

	
	
	CCAACCAGTGAAGTACGGCT
	
	59.97
	55
	
	
	

	40
	Cluster-17807.82297
	GAGGACCACAAGCGTGTACA
	254
	59.97
	55
	2
	2
	100

	
	
	GGTTGGTTGTCTTTGCGCAT
	
	59.97
	50
	
	
	

	41
	Cluster-9915.0
	GCAGTCTGGCTTTGTCTCCT
	276
	59.96
	55
	4
	3
	75

	
	
	ACGCCAAACTCTACTGGTGG
	
	59.97
	55
	
	
	

	42
	Cluster-338.0
	TCGACCCACTTGTCAGCTTC
	184
	59.97
	55
	2
	2
	100

	
	
	TGAAACGGACTCCCTTCACG
	
	59.97
	55
	
	
	

	43
	Cluster-2776.0
	AAACCGCTCGGCAGTTCTTA
	211
	59.97
	50
	3
	3
	100

	
	
	CAAACTCCAGGGCGTTTTGG
	
	59.97
	55
	
	
	

	44
	Cluster-22704.0
	AGGCAATGACTGAAGCGACA
	267
	59.97
	50
	1
	1
	100

	
	
	AACCAAAATGCACCGTTCCG
	
	59.97
	50
	
	
	

	45
	Cluster-17898.0
	ATACCGTTGCTTTGGTCCGT
	160
	59.96
	50
	3
	3
	100

	
	
	GCTTGACTTGAGCTCTGGGT
	
	59.96
	55
	
	
	

	46
	Cluster-17807.96960
	CCCGTCCAAACGTAGTGACA
	293
	59.97
	55
	4
	4
	100

	
	
	GCTACTGATGGGAGTACGCC
	
	59.97
	60
	
	
	

	47
	Cluster-17807.93845
	CTGGCGTTGAAGTGTTTGGG
	185
	59.97
	55
	1
	0
	0

	
	
	GCTGACGTCACAAAAACCCC
	
	59.97
	55
	
	
	

	48
	Cluster-17807.91024
	AGTAACCGAATGTGCCTGCA
	262
	59.96
	50
	1
	1
	100

	
	
	GGTAGCCTTGACCAAGCACT
	
	59.96
	55
	
	
	

	49
	Cluster-17807.88207
	TGTCTGCAGCCTCTCTCTCT
	191
	59.96
	55
	7
	7
	100

	
	
	CCCCTAAGCTGGAAAGGCAA
	
	59.96
	55
	
	
	

	50
	Cluster-17807.85297
	ACGTTCGTCTTTTCGCTCCT
	190
	59.97
	50
	1
	1
	100

	
	
	ATTCGACAACAGAGTGCCGT
	
	59.97
	50
	
	
	


（2）反应体系和程序
PCR反应体系为20 μL：其中200 ng/μL DNA模板1 μL，10 mol/L上、下游引物各0.5 μL，2×EasyTaq PCR SuperMix为5 μL，用ddH2O补至20 μL。PCR扩增程序为：95℃预变性5 min；94℃变性30 s，55~58℃退火30 s，72℃延伸30 s，35个循环；72℃再延伸10 min，4℃保存。
（3）PCR产物检测
PCR产物采用8%非变性聚丙烯氨酰胺进行电泳检测，银染显色，并进行拍照读带。结果显示29对SSR引物在18份球茎甘蓝材料中共扩增获得了95个等位基因（表3），每个位点等位基因数（Na）为2 ~ 7个，平均每个位点等位基因数3.27个，平均有效等位基因数（Ne）为1.85个，有效等位变异率（有效等位基因数占观测等位基因数的比例）为56.57%。期望杂合度（h）的变化范围在0.2778 ~ 0.5000，平均值是0.4553；多样性指数（I）的变化范围在0.4506 ~ 0.6931，平均值为0.6463；多态性信息含量（PIC）变化范围为0.10 ~ 0.69，平均值为0.45，其中有13对引物的多态性信息含量大于0.50，属于高多态性引物，占总引物数的44.83%。结果表明，通过29对引物能够揭示18份球茎甘蓝资源的遗传多样性。
表3 29对SSR引物的遗传参数
	引物
Primer
	[bookmark: RANGE!L2]观测等位基因数Na*
	有效等位基因数Ne*
	Nei's期望杂合度h*
	多样性指数I*
	多态性信息含量PIC

	[bookmark: RANGE!K3]Cluster-17807.130495
	3
	1.98
	0.49
	0.69
	0.61 

	Cluster-14993.0
	2
	2.00
	0.50
	0.69
	0.45 

	[bookmark: RANGE!K5]Cluster-17807.104358
	2
	1.67
	0.40
	0.59
	0.57 

	Cluster-17807.137349
	2
	1.67
	0.40
	0.59
	0.59 

	Cluster-17807.110697
	5
	1.67
	0.40
	0.59
	0.50 

	Cluster-17807.144556
	2
	1.91
	0.48
	0.67
	0.40 

	Cluster-17807.113968
	3
	1.98
	0.49
	0.69
	0.49 

	Cluster-17807.148105
	3
	1.80
	0.44
	0.63
	0.56 

	[bookmark: RANGE!K11]Cluster-17807.117233
	2
	1.98
	0.49
	0.69
	0.40 

	Cluster-17807.15528
	2
	1.98
	0.49
	0.69
	0.37 

	Cluster-17807.123696
	3
	2.00
	0.50
	0.68
	0.55 

	Cluster-17807.159089
	4
	1.98
	0.49
	0.69
	0.59 

	Cluster-17807.12716
	5
	2.00
	0.50
	0.69
	0.55 

	Cluster-17807.18797
	2
	1.91
	0.48
	0.67
	0.52 

	Cluster-17807.55910
	2
	1.91
	0.48
	0.67
	0.36 

	Cluster-17807.25756
	2
	1.67
	0.40
	0.59
	0.45 

	Cluster-17807.29374
	3
	1.38
	0.28
	0.45
	0.55 

	[bookmark: RANGE!K20]Cluster-17807.61916
	5
	1.91
	0.48
	0.67
	0.59 

	Cluster-17807.67808
	5
	1.91
	0.48
	0.67
	0.45 

	Cluster-17807.49467
	4
	1.98
	0.49
	0.69
	0.27 

	Cluster-17807.79440
	4
	1.80
	0.44
	0.64
	0.33 

	[bookmark: RANGE!K24]Cluster-17807.52741
	5
	1.91
	0.48
	0.67
	0.35 

	Cluster-17807.82297
	2
	1.80
	0.44
	0.64
	0.10 

	Cluster-9915.0
	4
	1.91
	0.48
	0.67
	0.44 

	Cluster-338.0
	2
	1.91
	0.48
	0.67
	0.40 

	Cluster-2776.0
	3
	2.00
	0.50
	0.69
	0.27 

	Cluster-17898.0
	3
	2.00
	0.50
	0.69
	0.18 

	Cluster-17807.96960
	4
	1.80
	0.44
	0.64
	0.50 

	Cluster-17807.88207
	7
	1.38
	0.28
	0.45
	0.69 

	平均值 Mean
	3.27
	1.85
	0.46
	0.65
	0.45 

	标准差 Standard deviation
	1.31
	1.17
	0.06
	0.06
	0.13 



（四）条带记录
采用人工读带的方法对电泳结果进行数据统计，胶图中稳定且清晰、可重复的条带记为“1”，不清晰或无条带的记为“0”，对统计的数据进行0-1矩阵（表4）。
表4 29对SSR引物对18 份球茎甘蓝鉴定后的条带统计
	序号
	资源
	条带记录

	1
	天津青苤蓝
	111000101001110100000000000000000000000001100101000000000000000000001010111000100010

	2
	天津青苤蓝
	000000100001110100000000000000000000000001100111000000000001001001011010110111111011

	3
	天津青苤蓝
	000000000111011100000000000000000000000001100100000110000000000000001011111000011011

	4
	天津青苤蓝
	011000100111011100000000000000000000000011100101000000000000000001011011111000100011

	5
	翠玉（水果苤蓝）
	101101111001110111111101001011001001111001100101000000000000000000001011111000100111

	6
	绿苤蓝
	111100011001111100000100011010111001100111100101110000110110000000001110001001100111

	7
	绿脆苤蓝
	000000101001110100000000000000000110000001100101110000000000000000001011111001100111

	8
	结头菜
（青绿苤蓝）
	000000000001110110001000010010101000000011100101110110110110000001011111111000100111

	9
	紫苤蓝
	111100111001110110000110010010101001100101100101000000000000000000001001111001100000

	10
	紫苤蓝
	111100111000010110000110110100101001100110001101110000000000100000000011110000100011

	11
	紫苤蓝
	000000000000110100000000000000000000000011101101110001001000100000111011111000100011

	12
	T1-084苤蓝
	001100101101010110000000000010000000000001111101000100000110000000001111111000111001

	13
	紫玉苤蓝
	000110010000110000000000000000000000000010001101001110000001110001101011111001100011

	14
	天津水果紫苤兰
	000100101111110100000000000001001001111101101111000000000000000000111011111000111111

	15
	天津-春秋青苤兰
	000000000001110100000000000000000000000000011101000000000000000110001111111001100011

	16
	春秋青苤兰
	101101111001110111101101001011011001111100111100000110000000000000001011111001100011

	17
	苆莲
	101100111001110100011110011010001001100100111010000000000000000000001011111000111011

	18
	紫苤蓝
	101101111001110011111111001011001001111110111110000110000000000001101111111000100011


（五）判定方法
资源鉴定包括对两个及两个以上的资源同时进行检测，由带型数据赋予的数字化指纹，可单独或联合使用的标记鉴定材料的异同，具体如下：
1. 当样品间差异位点数≥2，判定为不同资源； 
2. 当样品间差异位点数＝1，判定为相似资源；
3. 当样品间差异位点数＝0，判定为疑似相同资源。
对2和3的两种情况，按照GB/T 19557.1疑似相同的原则进行田间试验，确定资源在形态性状上是否存在明显差异。本研究中未出现条带完全一致的材料。
六、重大意见分歧的处理依据结果
本标准在广泛征求意见的基础上制定，未产生重大分歧意见。本标准在征求意见阶段，5家科研单位意见27个，全部采纳；在标准审查阶段，5家单位专家提出意见14个，全部采纳。
七、贯彻实施该标准的要求、措施建议
为贯彻实施青海省《球茎甘蓝种质资源鉴定技术规程 SSR分子标记法》团体标准，建议采取以下措施：一是加强技术培训，组织州县农技人员和科研单位开展标准化操作培训，确保SSR分子标记技术的规范应用；二是建立质量控制体系，制定从样品采集、DNA提取到数据分析的全流程质控标准，并在省农科院设立基准实验室进行方法验证；三是推动资源共享，构建球茎甘蓝种质资源SSR分子数据库，实现检测数据和遗传信息的数字化管理；四是强化政策保障，将SSR分子鉴定结果纳入资源鉴定检测体系；同时建议后续开发简便检测试剂盒，适应基层实验室需求，并定期组织标准实施效果评估，不断完善技术规程，为球茎甘蓝种质资源的保护与利用提供有力支撑。
八、预期的经济效益及社会效益
本标准是项目组在西宁市经过严格的科学严谨的研究结合项目组试验研究成果，根据球茎甘蓝种质资源鉴定的实际情况制定的技术规范。规范用于生产后，预计球茎甘蓝种质资源鉴定准确率提升至85%。规程的实施，可以切实发挥作用。

《球茎甘蓝种质资源鉴定技术规程 SSR分子标记法》标准起草小组
                       二〇二六年三月


附件1
团体标准征求意见汇总处理表
标准名称：球茎甘蓝种质资源鉴定技术规程 SSR分子标记法
承办人：任延靖、文军琴、邵登魁、魏廷珍                         联系电话：18097445536
标准起草单位：青海大学、青海省农林科学院、西宁市蔬菜技术服务中心
填写日期：2025年4月15日        共2页
	序号
	标准的章、条编号
	意见内容
	提出单位（人员）
	处理意见及理由

	1
	3.1、3.2
	“引物”和“PCR”概念现在大家普遍认知，建议删除（可在初审会上讨论）。
	中国科学院西北高原生物研究所（陈志国）
	采纳

	2
	
	组织研磨仪不宜直接推荐品牌和厂家
	中国科学院西北高原生物研究所（陈志国）
	采纳

	3
	5.2
	将“DNA标准分子量”修改为“DNA分子量标准物”
	中国科学院西北高原生物研究所（张波）
	采纳

	4
	7.4.3
	添加选择条带的大小，如“选择100 bp～300 bp之间、”
	西北高原生物研究所（王海庆）
	采纳

	5
	CCS分类号
	B05偏重于栽培技术，B04侧重于实验试验方法，该文件是利用分子标记法进行资源的鉴定，更偏重于试验技术，建议用B04。
	青海省农林科学院（李屹）
	采纳

	6
	
	采用标准撰写软件调整章标题
	青海省农林科学院（李屹）
	采纳

	7
	1 范围
	本文件适用于，将“从事”二字去除，本文件适用于球茎甘蓝种质资源数据的采集和资源的鉴定。本文件未对球茎甘蓝种质资源的收集及育种工作进行规定，建议删除。
	青海省农林科学院（李屹）
	采纳

	8
	2 规范性引用文件
	去掉引用标准后的年代号
	青海省农林科学院（李屹）
	采纳

	9
	术语和定义
	所有的术语应在该条标题的下一行
3.1
引物
	青海省农林科学院（李屹）
	采纳

	10
	5.2
	将“本文件所用的试剂和水，在没有注明其他要求时，均指分析纯试剂和GB/T 6682—2008中规定的三级水。”修改为“本文件所用的试剂为分析纯试剂，水应符合GB/T 6682中规定的三级水。”
	青海省农林科学院（李屹）
	采纳

	11
	7.2
	添加“注：以上为推荐的DNA提取方法，DNA质量能满足PCR扩增要求的其他DNA提取方法均适用于本文件。DNA溶液的紫外吸光度OD260与OD280的比值宜介于1.7～2.0。”
	青海省农林科学院（李屹）
	采纳

	12
	7.3.3
	添加“注：反应程序中各反应参数可根据PCR扩增仪型号、酶、引物等不同而作适当的调整。”
	青海省农林科学院（李屹）
	采纳

	13
	7.4.2
	添加“注：染色液、显色液、蒸馏水的用量，以淹没凝胶为准。”
	青海省农林科学院（李屹）
	采纳

	14
	7.2
	a) e) 将“rpm/min”修改为“r/min”
	青海省标准化研究所（张素梅）
	采纳

	15
	7.3.1
	将“宜选择附录B中的引物进行扩增。”修改为“扩增引物见附录B。”
	青海省标准化研究所（张素梅）
	采纳

	16
	7.4.3
	将“7.4.3”条标题修改为“8”章标题
	青海省标准化研究所（张素梅）
	采纳

	17
	7.4.3
	将“示例”修改为“注”
	青海省标准化研究所（张素梅）
	采纳

	18
	
	相同内容的正文引用已经发布的标准
	青海省标准化研究所（张素梅）
	采纳

	19
	5.1、5.2
	该处列举的仪器设备及试剂，在文件中许多仪器和样品未见出现。建议在技术环节补充相关使用内容，如使用PCR仪在什么环节，对样品进行扩增等。
	青海大学（赵孟良）
	采纳

	20
	5.1，5.2
	将“；”修改为“、”
	青海大学（赵孟良）
	采纳

	21
	4  原理
	建议删除由于不同球茎甘蓝种质资源遗传组成不同
	青海省农业技术推广总站（景慧）
	采纳

	22
	7.4.2银染显色 a）
	在水中将电泳完毕的玻璃板从胶槽中卸出，将凝胶从玻璃板上剥离下来；
	青海省农业技术推广总站（景慧）
	采纳

	23
	7.2 DNA提取
	建议删除仪器型号
	西宁市蔬菜技术服务中心（周红伟）
	采纳

	24
	7.2 DNA提取
	建议细化研磨仪器作业参数
	西宁市蔬菜技术服务中心（周红伟）
	采纳

	25
	7.4.2染显色
	b）冲洗部分，建议“轻晃5 s～6 s”
	西宁市蔬菜技术服务中心（周红伟）
	采纳

	26
	5.2
	将“Gold View染料”修改为“核酸染料”
	青海省种子站（李俊仁）
	采纳

	27
	7.3.2
	补充“可依据试验条件调整。”
	青海民族大学（李军乔）
	采纳


说明：① 提出意见数量：27个；
② 标准起草单位或工作组对意见处理结果：采纳27个。


附件2
青海省农学会征求意见汇总处理表
项目名称：白菜类蔬菜集约化穴盘育苗技术规程         项目编号：QHNX95-2025
主编单位：青海大学、青海省农林科学院、西宁市蔬菜技术服务中心、湟中区蔬菜技术服务中心                                 经办人：任延靖
	序号
	标准条款
	意见内容
	提出单位
	处理结果及理由

	1
	范围
	删除“从事”和“收集”
	中国科学院西北高原生物研究所
	采纳

	2
	规范性引用文件
	删除年号，字体修改为宋体
	青海省标准化研究院
	采纳

	3
	4.1
	仪器设备建议补充为列项
	青海省标准化研究院
	采纳

	4
	4.2.1
	将试剂和水的要求补充为“4.2.1 基本要求”
	青海省标准化研究院
	采纳

	5
	4.2.2 
	试剂列项撰写
	青海省标准化研究院
	采纳

	6
	6.1
	将“每份样品包含5-9单株”修改为“每份样品至少包含5个单株叶片”
	中国科学院西北高原生物研究所
	采纳

	7
	6.2
	将注中的描述修改到正文
	青海省农林科学院
	采纳

	8
	6.4
	条标题修改为“PCR产物检测”
	中国科学院西北高原生物研究所
	采纳

	9
	7
	章标题修改为“条带记录”
	青海大学
	采纳

	10
	7
	“注”修改为“示例”
	青海省农作物种子站
	采纳

	11
	7
	将条带记录以附表的形式增加
	中国科学院西北高原生物研究所
	采纳

	12
	8
	“疑同”修改为“疑似相同”
	中国科学院西北高原生物研究所
	采纳
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