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基于 Y 染色体特异区段筛选的大麻性别分子鉴定标记开发 
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摘  要：目的  针对大麻 Cannabis sativa早期性别鉴定困难及现有分子标记稳定性不足的问题，基于大麻性染色体结构特

征，开发稳定、准确的大麻早期性别鉴定分子标记，为生产中的幼苗期性别鉴定提供可靠技术手段。方法  综合利用多份染

色体级别大麻单倍型基因组数据，通过生物信息学方法系统比对筛选 Y 染色体特异区段（MSY）中的雄性特异片段；从大

片段MSY区域设计特异性分子标记，以 36份已知性别大麻样品（包括 15份雄株和 21份雌株）为材料，通过 PCR扩增及

琼脂糖凝胶电泳，对分子标记进行特异性与稳定性验证，并与已报道标记（MADC5、MADC6）进行对比分析。结果  共筛

选获得 15 648个 Y染色体的特异区段，从中开发出 12个 SCAR标记。经验证，其中 5个标记（MSY99M-3、MSY99M-4、

MSY99M-5、MSY100M-1、MSY100M-7）在雄株中均能稳定扩增出清晰特异性条带，而在所有雌株中均无扩增，鉴定准确

率达 100%，优于部分已报道标记。结论  基于 Y染色体特异区段开发的 SCAR标记具有高度特异性和稳定性，可用于大麻

早期性别的快速、精准鉴定，对提高药用大麻相关产品的生产效率具有重要的应用价值。 
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Abstract: Objective  To address the difficulty of early sex identification in Cannabis sativa and the instability of existing molecular 

markers, this study developed stable and accurate sex identification molecular markers based on the structural characteristics of sex 

chromosomes of C. sativa. This approach aims to provide a reliable tool for early sex determination at the seedling stage. Methods  By 

comprehensively utilizing multiple chromosome-level haplotype genomic data of C. sativa, the male-specific segments in the male-specific 

of Y (MSY) region were systematically compared and screened through bioinformatics methods. Specific molecular markers were then 

designed from large MSY fragments and tested for specificity and stability using 36 C. sativa samples with known sex (15 males and 21 

females) through PCR amplification and agarose gel electrophoresis, and the newly developed markers were compared with previously 

reported ones (MADC5 and MADC6) for validation. Results  A total of 15 648 Y chromosome–specific sequences were identified, from 

which 12 SCAR markers were developed. Among them, five markers (MSY99M-3, MSY99M-4, MSY99M-5, MSY100M-1, and 

MSY100M-7) consistently produced distinct male-specific bands in all male plants, without amplification in female samples, achieving 

100% identification accuracy, which was superior to that of previously reported markers. Conclusion  The SCAR markers developed 
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from Y chromosome–specific regions demonstrated high specificity, stability, and relia, enabling rapid and precise early sex identification 

in C. sativa. These markers offer significant potential to enhance the production efficiency of medicinal cannabis and related products. 

Key words: Cannabis sativa L.; sex identification; molecular marker; Y chromosome; SCAR marker 

大麻Cannabis sativa L.是一种具有悠久驯化历史

的雌雄异株作物，其雌性植株具有更高的经济价值。

在药用方面，传统中药火麻仁来源于雌性植株的成熟

果实，大麻中的重要活性成分大麻二酚（cannabidiol，

CBD）则主要在未授粉的雌性花序中富集[1-2]。大麻因

其药用价值在全球范围内已被栽培和利用数千年[3]。

在中国，大麻的根、叶、花和种子均可入药，其干燥

成熟果实火麻仁具有润肠通便的功效，用于血虚津

亏、肠燥便秘等症[4]。除传统中药应用外，活性成分

CBD也因其在阿尔茨海默病、癫痫和精神分裂症等疾

病治疗中的潜在疗效而成为当前研究的热点[5]。以

CBD为单一成分的药物 Epidiolex已先后获得美国食

品药品管理局、欧盟委员会及英国国家医疗服务体系

等批准，用于治疗 Lenox-gastuat 或 Dravet 综合征等

儿童先天性罕见癫痫[6]。 

在实际生产中，大麻作为火麻仁和 CBD 的植

物来源分别以果实和未授粉的雌花为主要采收目

标，因此合理调控雌雄比例对提高产值至关重要。

由于大麻为风媒植物，花粉扩散能力强，在以 CBD

提取为目的的栽培中，即使少量雄株也会导致大面

积雌株授粉，使花序缩小，CBD 产量下降可高达

60%[7]，造成严重经济损失。因此，大麻幼苗期的性

别鉴定具有重要意义。然而，大麻在早期生长阶段

性别二型性不明显[8]，通常需在开花期才能通过形

态特征准确判别，限制了形态学鉴定在早期生产管

理的应用。 

随着分子生物学、遗传学、生物信息学的发展，

分子标记为大麻幼苗期性别鉴定提供了新的途径。目

前，常用于植物性别鉴定的分子标记主要包括随机扩

增多态性 DNA（random amplified polymorphic of 

DNA，RAPD）、扩增片段长度多态性（amplified 

fragment length polymorphism，AFLP）、特定序列扩增

区域（ sequence characterized amplified regions，

SCAR）、简单序列重复（simple sequence repeats，SSR）

和单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism，

SNP）等[9]，并已广泛运用于沙棘[10]、银杏[11]、细叶

菖蒲[12]、啤酒花[13]、番木瓜[14]等雌雄异株植物。

与形态学或化学方法相比，分子标记数量丰富、

准确性高，且不受植物生长发育阶段和组织部位

影响，检测操作简便快捷，尤其适用于幼苗期性

别鉴定。在大麻研究中，已有多个雄性连锁分子

标记（如 MADC1～MADC6）被开发[15-18]，并据

此构建了具有较高稳定性和可重复性的 SCAR标

记 [8,15-16,18]，此外，赵铭森等 [19]通过对已有标记

MADC2 等的引物再开发，获得的 MADC2-8 标记

在籽用大麻中鉴定准确率达 98.34%；孙玉婷等[20]和

孙哲等[21]先后证明了 OPV-08 和 SCAR1 可在种子

和幼苗期精确区分雌雄株。然而这些标记最初基于

RAPD和 AFLP等随机扩增技术开发，其筛选过程

仍需较大工作量、且在特异性与稳定性方面存在一

定局限。近年来，随着分子生物学技术的发展，更

为稳定、高效的性别分子鉴定策略逐渐建立。例如，

陶杰等[22]基于全基因组信息构建的 InDel标记 Is-02

和 Is-08在多种质中验证准确率高达 100%。这些进

展推动了大麻早期性别鉴定分子标记开发由随机

策略向高特异性策略的转变，为性别鉴定研究和农

业生产提供了有力支持。此外，还有一些雌性特异

的分子标记被挖掘[23]，但鉴于大麻 X/Y型性别决定

系统的特性及缺少足够的验证实验，这些标记可能

不具有普适性。 

大麻的性别主要由 X/Y 型性染色体系统控

制。性染色体通常由 1 个或 2 个在减数分裂期仍

能配对重组的假常染色体区（pseudoautosomal 

region，PAR）和一个非配对的性别决定区（Sex-

determining region，SDR）构成[24]。其中，SDR包

括雄性特有的 Y染色体区域（male-specific of Y，

MSY）和 X染色体特异区域（X specific region，

XSR）[25]。从序列角度观察，PAR区域序列高度

同源，而 MSY由于重组抑制，与对应的 XSR独

立进化并逐渐累积序列分歧[26]。近年来，随着大

麻基因组组装数量与质量的不断提高[27-29]，诸多

不同品种的雌、雄株单倍型基因组及性染色体序

列相继组装成功并发布[30]，为鉴定性别决定区及

开发基于 MSY 区域的雄性特异分子标记提供了

坚实基础。本研究基于性染色体结构特征，利用

生物信息学方法挖掘基因组中 MSY 区域序列，

以筛选雄性特异片段，为大麻性别鉴定分子标记

的开发提供新的思路。 
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1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Tissue/Grinder 2020高通量组织研磨机（科瑞恩特

（北京）科技有限公司）；HB120-S LED数显加热金属

浴（大龙兴创实验仪器（北京）股份公司）；X1个人型

迷你离心机（基因有限公司）；OSE-260-03 TGem Pro

分光光度计（天根生化科技（北京）有限公司）；T20

型双槽梯度 PCR 仪（杭州朗基科学仪器有限公司）；

DYY-6D 型电泳仪（北京市六一仪器厂）；GenoSens 

2150凝胶成像系统（上海勤翔科学仪器有限公司）。 

1.2  材料 

庆大麻 1号、牡麻 1号、京麻 1号等 8个大麻

品种的种子用于大麻的栽培和表型观察，样品的详

细信息见表 1，测试样品由中国中医科学院中药研

究所孙伟研究员鉴定为大麻 C. sativa L.。大麻样品

播种后于 4～5周龄（（约 7～9片真叶时）采集部分

大麻叶片立刻在硅胶中干燥保存，用于总 DNA 提

取实验和分子标记筛选与验证，样品继续栽培至观

察花序表型后，记录样本性别，并采收植株在硅胶

中干燥保存。基因组数据来源于 Lynch等[30]发布的

4 份雄性和 8 份雌性的 24 个染色体级别单倍型基

因 组 序 列 （ https://resources. michael.salk.edu/ 

root/tools.html?tool=%2Fresources%2Fcannabis_gen

omes%2Findex.html），基因组详细信息见表 2。绿色

荧光核酸染料（（北京索莱宝科技有限公司）；DC104-

01 FastPure Plant DNA Isolation Mini Kit、2×Rapid  

表 1  大麻样品信息 

Table 1  Basic information of C. sativa samples 

序号 品种-编号 性别 序号 品种-编号 性别 序号 品种-编号 性别 

 1 龙大麻 1号-1 雄 13 牡麻 1号-2 雌 25 方科 1号-2 雌 

 2 龙大麻 1号-2 雄 14 牡麻 1号-3 雄 26 方科 1号-3 雄 

 3 龙大麻 1号-3 雌 15 牡麻 1号-4 雌 27 方科 1号-4 雄 

 4 龙大麻 1号-4 雌 16 牡麻 1号-5 雄 28 方科 1号-5 雌 

 5 龙大麻 1号-5 雄 17 牡麻 1号-6 雌 29 龙大麻 2号-1 雄 

 6 庆大麻 1号-1 雄 18 京麻 1号-1 雌 30 龙大麻 2号-2 雌 

 7 庆大麻 1号-2 雄 19 京麻 1号-2 雄 31 龙大麻 2号-3 雌 

 8 庆大麻 1号-3 雄 20 京麻 1号-3 雌 32 龙大麻 2号-4 雌 

 9 庆大麻 1号-4 雌 21 京麻 1号-4 雌 33 龙大麻 2号-5 雌 

10 庆大麻 1号-5 雌 22 京麻 1号-5 雌 34 龙大麻 2号-6 雄 

11 庆大麻 1号-6 雌 23 京麻 1号-6 雄 35 Dinamed KUSH（雌化品种） 雌 

12 牡麻 1号-1 雄 24 方科 1号-1 雌 36 Tatanka（雌化品种） 雌 

表 2  不同品种大麻的参考基因组详细信息 

Table 2  Detailed information of reference genomes from different C. sativa 

序号 单倍型基因组名 栽培品种/样本 化学型 性别 单倍基因组中的性染色体类型 

 1 AH3Ma Ace High 3-2 THCA 雄 chrX 

 2 AH3Mb chrY 

 3 BCMa BooneCountry CBDA 雄 chrX 

 4 BCMb chrY 

 5 BOAXa BoAx CBDA 雌 chrX 

 6 BOAXb chrX 

 7 GERv1a Germany CBDA 雌 chrX 

 8 GERv1b chrX 

 9 GRMa GoldenRedwood CBDA 雄 chrY 

10 GRMb chrX 

11 KCDv1a KCDora monecious CBDA 雌 chrX 
12 KCDv1b chrX 
13 KOMPa Kompolti CBDA 雄 chrX 
14 KOMPb chrY 
15 NLv1a NorthernLights THCA 雌 chrX 
16 NLv1b chrX 
17 SAN2a Santhica-27-2 monoecious CBGA 雌 chrX 
18 SAN2b chrX 
19 SODLa SourDiesel THCA 雌 chrX 
20 SODLb chrX 
21 WHWa WhiteWidow THCA 雌 chrX 
22 WHWb chrX 
23 YMv2a YunMa CBDA 雌 chrX 
24 YMv2b chrX 
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Taq Master Mix、DL2000 Plus DNA Marker（南京诺

唯赞生物科技股份有限公司）；TSINGKE TSJ001高

纯度低电渗琼脂糖（北京擎科生物科技股份有限公

司）。 

2  方法 

2.1  性染色体比对与特异区段筛选 

采用 winnowmap v2.03对表 2中基因组序列进

行相互比对，利用 bedtools v2.26.0对比对区间进行

处理，包括取并集（（merge）、交集（（intersect）和补

集（（complement）操作，并通过 getfasta提取相应序

列。首先，将 BCMb基因组中的 Y染色体序列比对

至性染色体 X 型的 BCMa 单倍型基因组，获得未

能比对的候选 Y 染色体特异区段（数据集 1）。随

后，将数据集 1 与其余 19 份基因组（表 2 序号：

1、5～8、10～13、15～24）中的 X 染色体序列进

行分别比对，取并集后再与数据集 1取补集，以过

滤掉数据集 1中可以比对到含X染色体大麻基因组

的序列片段，得到进一步过滤后的 Y染色体特异区

段（（数据集 2）。同时将数据集 1分别与其余 3份基

因组（（表 2序号：2、9、14）中的 Y染色体进行比

对，取交集，以筛选出不同品种共有的 Y染色体特

异区段（数据集 3）。将数据集 2 与数据集 3 取交

集，获得最终的 Y染色体特异序列（数据集 4）。 

2.2  雄性特异分子标记的设计 

对数据集 4进行长度排序，选择较长区段作为

标记开发候选区域。利用 Primer-Blast（（https://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast）设计特异性引物

（（扩增片段大小为 200～600 bp），并由北京六合华

大基因科技有限公司合成。随后，采用 BLAST 

v2.10.1 的 blastn-short 模式，将设计的引物比对至

雌、雄性单倍型基因组，以验证其在 Y染色体上的

特异性和一致性。 

2.3  基因组 DNA 的提取 

取样品适量，使用 75%乙醇擦拭表面，吸干

表面水分，取约 20 mg，置 1.5 mL离心管中，使

用高通量组织研磨机研细，采用植物基因组 DNA

提取试剂盒，参照说明书项下操作提取样品总

DNA。采用微量分光光度计检测提取 DNA 浓度

及纯度。 

2.4  分子标记的筛选与验证 

挑选雌、雄植株各 3株（表 1中的序号 2、27、

29、33、11和 36号样品）作为初筛材料，利用设计

的 12 对引物进行 PCR 扩增。PCR 反应体系为 2×

Rapid Taq Master Mix 13 μL，正向引物 1 μL，反向

引物 1 μL，ddH2O 9 μL，基因组 DNA 1 μL。PCR

反应条件 95 ℃、4 min；95 ℃、30 s，55 ℃、30 

s，72 ℃、10 s，35循环；72 ℃、10 min。 

同时设置 ITS2 和已报道的雄性特异标记

MADC5、MADC6作为阳性对照（SCAR 119 F/R的

退火温度为 52 ℃，其他反应条件不变），空模板作

为阴性对照。引物序列见表 3。扩增产物经琼脂糖

凝胶电泳检测，并通过凝胶成像系统记录结果，筛

选出具有良好特异性的候选引物。进一步选取 36份

已鉴定性别的样本（15雄、21雌）进行扩展验证，

PCR反应体系和扩增程序同上，以评估标记的有效

性和稳定性。 

表 3  引物序列 

Table 3  Primer sequences 

引物名称 引物序列（5’→3’） 

MSY99M-1 F：TAGGGGAGTGGAAAACAACC 

R：TAAGCCGTACACACTCACTC 

MSY99M-2 F：TGTGTCTGTACTGTGCTTGT 

R：GGTTGGACTTAGCGTCTACA 

MSY99M-3 F：CAACTATCAGCACCGTACCT 

R：GGTTGTTTTCCACTCCCCTA 

MSY99M-4 F：GTAGAAGCCCCATCCCTTAC 

R：GTCTTCTCTACGACCTGCAA 

MSY99M-5 F：CCAGTTGACCAAACAAAGCA 

R：AGGTACGGTGCTGATAGTTG 

MSY100M-1 F：CCCCCAATAGTTAAGTCGCT 

R：AGAAACCTGTGTCGAACCTT 

MSY100M-2 F：GTGCCAATGTAGACAACCAC 

R：TCACCTCCTCTCCTCTTCAA 

MSY100M-3 F：GATACCTCGTCCAACCATGT 

R：AAGAAACCTGTGTCGAACCT 

MSY100M-4 F：GGTGCTTCCTTTTGTGTGTT 

R：GGCATCAACACTCAAGGTTC 

MSY100M-5 F：AGTGCCAATGTAGACAACCA 

R：TTCACCTCCTCTCCTCTTCA 

MSY100M-6 F：AAGCCTCACAATGCTCGATA 

R：GATTTGGGGTGTTTTTGCCT 

MSY100M-7 F：CGGGTGGAACTTTGATCCTA 

R：GAGGGAAAAACCCAAGCATC 

ITS2 P3：YGACTCTCGGCAACGGATA 

E4：RGTTTCTTTTCCTCCGCTTA 

SCAR119（MADC6） F：TCAAACAACAACAAACCG 

R：GAGGCCGATAATTGACTG 

SCAR323（MADC5） F：GAGCGGACATCATTGCCT 

R：ATCACCCCACCGTTTAGG 
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3  结果与分析 

3.1  Y 染色体特异性序列的鉴定 

比对分析结果显示，候选 Y 染色体特异区段

（（数据集 1）共计 16 120个，平均长度约 1 003 bp。

经 19份 X染色体序列过滤后，获得的数据集 2包

含 29 438个区段，平均长度约 180 bp。经与其他 3

份 Y 染色体取交集得到的数据集 3包含 13 496 个

区段，平均长度约 1 095 bp。最终，结合数据集 2与

数据集 3，筛选出 15 648条 Y染色体特异序列（（数

据集 4），平均长度约 275 bp，所有区段均分布于

BCMb 基因组中 Y 染色体的 28.6～107.8 Mb，与

Lynch等[30]报道的 Y染色体 SDR区域一致。 

3.2  雄性特异分子标记的开发 

基于ChrY：99.94～99.95 Mb和ChrY：100.78～

100.79 Mb 2个较长区段（12 025 bp和 10 252 bp），

共设计获得 12对引物。BLAST比对结果表明，所

有引物均具有较好的 Y染色体特异性和一致性，适

合后续验证。 

3.3  分子标记的特异性与准确性验证 

PCR初筛结果显示，12对引物中有 8对在雄

株中扩增出清晰条带，而在雌株中无扩增产物，

表现出雄性特异性；其余 4 对在部分雌性样品中

出现非特异扩增或弱阳性条带。阳性对照 ITS2在

所有样本中均有扩增，阴性对照无条带，说明实

验体系可靠。已报道的 MADC6 标记在部分雌株

中 750～1 000 bp出现非特异性条带，而 MADC5

标记在部分雌株中出现阳性条带，提示其特异性

不足（图 1）。 

 

M-Marker；1-龙大麻 1号-2；2-方科 1号-4；3-龙大麻 2号-1；4-龙大麻 2号-5；5-庆大麻 1号-6；6-Tatanka（雌化品种）。 

M-Marker; 1-Longdama NO.1-2, 2-Fangke NO.1-4; 3-Longdama-NO.2-1; 4-Longdama NO.2-5; 5-Qingdama NO.1-6; 6-Tatanka (feminized seeds). 

图 1  候选雄性特异性分子标记的初筛 

Fig. 1  Preliminary screening of candidate male-specific molecular markers 

进一步的样本扩展验证表明，8 对候选标记在

36 个样本中均表现出 100%的鉴定准确率。其中，

MSY99M-3、MSY99M-4、MSY99M-5、MSY100M-

1 和 MSY100M-7 在雄性样品中扩增条带明亮，在

雌性样品中无明显目的条带或非特异性扩增条带，

特异性和稳定性最佳，可作为大麻幼苗性别鉴定的

优选分子标记（图 2）。 

4  讨论 

本研究基于大麻染色体的结构特征，利用生物

信息学方法从基因组层面挖掘Y染色体雄性特异序

列片段，并在此基础上设计和验证了一系列雄性特

异性分子标记。结果显示，其中 5对引物在雄株中

均能扩增出清晰且稳定的特异条带，而在雌株中未

出现条带，鉴定准确率达 100%。这一结果显示，本

研究开发的标记在大麻幼苗期的性别鉴定中具有较

高的稳定性和应用价值。与已有的 OPV-08、SCAR1

以及 InDel 等分子标记的研究结果一致[19-22]，本研

究进一步证明了基于性染色体序列比对分析的分子

标记开发方法是实现大麻早期性别精准鉴定的有效

策略。此外，本研究中开发的分子标记也可用于大 
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M-Marker，1-SCAR119，2-SCAR323，3-MSY99M-2，4-MSY99M-3，5-MSY99M-5，6-MSY99M-4，7-MSY100M-1，8-MSY100M-4，9-MSY100M-

5，10-MSY100M-7，11-ITS2，12-ITS2（空白模板）。 

M-Marker, 1-SCAR119, 2-SCAR323, 3-MSY99M-2, 4-MSY99M-3, 5-MSY99M-5, 6-MSY99M-4, 7-MSY100M-1, 8-MSY100M-4, 9-MSY100M-5, 10-

MSY100M-7, 11-ITS2, 12-ITS2 (blank template). 

图 2  候选分子标记在不同大麻样本中的验证 

Fig. 2  Validation of candidate molecular markers in different C. sativa samples 

麻成熟植株的性别鉴定，与苗期鉴定的结果一致。

但由于大麻种子的体积和质量较小，本研究尚不能

在保证种子正常萌发的基础上完成种子的核酸提

取工作，鉴定结果验证困难，因此尚未开展大麻种

子的性别分子鉴定工作。未来，本研究将进一步优

化种子微创核酸提取方法，以期解决大麻种子的性

别鉴定难题。 

与以往依赖 RAPD、AFLP 等随机扩增技术开

发的性别标记（（如MADC系列）相比，本研究直接

利用 Y染色体特异区域开发 SCAR标记，显著提高
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了开发效率、可靠性和重复性。例如，验证结果显

示MADC5和MADC6在雌株中存在弱阳性条带和

非特异性扩增，提示部分早期开发的标记在不同遗

传背景下可能存在稳定性不足的问题。本研究采用

的方法有效避免了随机扩增标记常见的假阳性和

多态性丢失问题，从而提升了性别鉴定的准确度和

适用性，并且大量减少实验筛选工作，提高标记开

发效率。值得注意的是，尽管已有研究报道了雌性

特异性分子标记[23]，但鉴于大麻 X/Y型性别决定系

统的特性及缺乏广泛验证，这类标记的普适性和稳

定性仍存在争议。相比之下，基于 MSY 区域筛选

的雄性特异标记在理论基础与实证结果上均更为

可靠。 
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