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摘要　单核苷酸多态性（ＳＮＰ）在大豆基因组中分布广泛，ＳＮＰ分型是大豆ＳＮＰ遗传作图，关联分

析、分子标记辅助选择等研究的重要技术。本文以犚犺犵４基因开发的５个ＳＮＰ为例，介绍了一种

大豆ＳＮＰ分型的新方法－片段长度差异等位基因特异性ＰＣＲ（ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ）。采用ＡＳ－ＰＣＲ

原理，针对某个ＳＮＰ位点设计２条相差４－５ｂｐ的特异引物和１个公用引物，ＰＣＲ产物约１００ｂｐ或

１５０ｂｐ，２种等位基因型ＰＣＲ产物相差４－５ｂｐ，在２个特异引物３′端第３和４碱基位置分别人为引

入错配碱基来提高ＰＣＲ特异性，通过６％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳可将纯合和杂合基因型检测出

来。探讨了特异引物浓度和退火温度对Ｒｈｇ４－１５９２扩增效果的影响，研究表明，可通过调整特异

引物浓度和退火温度优化扩增效果。ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ对１８份种质分型结果与ＰＣＲ产物克隆测序

法一致，表明本研究建立的ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ法是一种简便、快捷、新型的大豆ＳＮＰ分型方法。
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　　单核苷酸多态性（ＳｉｎｇｌｅＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＰｏｌｙｍｏｒ

ｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）是动植物基因组中分布广泛，数量巨

大，信息丰富，易于检测的可遗传变异，被称为继

ＲＦＬＰ和ＳＳＲ之后的第三代遗传标记，广泛用于遗

传作图、ＬＤ分析、关联分析、分子标记辅助选择

等，已成 为 分 子 生 物 学 和 遗 传 学 领 域 的 研 究

热点［１～４］。

面临数目巨大的ＳＮＰ，ＳＮＰ分型是ＳＮＰ研究

领域的一个重要课题。根据不同研究需要和实验条

件，已建立了不同的分型方法，包括寡核苷酸微阵分

析、质谱法以及基于ＰＣＲ的等位基因特异性ＰＣＲ

（ＡＳ－ＰＣＲ）等
［５～１２］。ＡＳ－ＰＣＲ法通过特异引物的

巧妙设计，ＰＣＲ对ＤＮＡ基因组信息的放大和合适

的检测方法将不同的ＳＮＰ基因型分辨开来，具有费

用低，程序简单，易于操作等优点，适于中小型研究

单位对较小规模ＳＮＰ检测
［４，１３，１４］。目前，改良的

ＡＳ－ＰＣＲ方法已有较多报道，如片段长度差异等

位基因特异性ＰＣＲ（ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ）、四引物扩增受

阻突变体系ＰＣＲ技术等
［１５～１９］。通过扩增产物长度

差异达到分型目的有２种方法
［５，１５，１７］，其一，３个引

物（包括２个特异引物与１个公用引物）扩增与聚丙

烯酰胺凝胶电泳检测相结合，该方法中２个特异引

物位于ＳＮＰ位点的同一侧（上游或下游），除了长链

引物比短链引物在５’端多出４－６个碱基和在３’端

区域存在２个碱基差异外，它们在序列上也是相同

的；其二，４个引物（包括２个外引物与２个特异引

物）扩增与琼脂糖凝胶电泳检测相结合，这种方法的

２个特异引物分别位于ＳＮＰ的上游和下游，它们的

３’末端碱基与ＳＮＰ位点互补。

ＳＮＰ在大豆基因组中分布频率高达０．００３７

（１ＳＮＰ／２７３ｂｐ）
［３］，是加密大豆遗传图谱、重要性状

ＱＴＬ定位及其分子标记辅助选择的重要手段。近

年来，美国启动了大豆基因组测序、ＳＮＰ发现及

ＳＮＰ标记开发等研究。Ｚｈｕ等
［３］对２５个大豆种质

７６ｋｂ的基因组 ＤＮＡ 测序，较全面地分析了大豆

ＳＮＰ的发生频率及其特点。Ｖａｎ等
［２０］研究了韩国

及美国 ＱＴＬ作图群体的１５份亲本ＳＮＰ多态性。

此外，关于大豆某些基因如犔狓２和犚犺犵４的ＳＮＰ亦

见诸报道［２１，２２］。但是，关于大豆ＳＮＰ分型方法报道

较少。Ｊｅｏｎｇ等
［４］利用与犚狊狏１和犚狊狏３位点连锁紧

密的ＳＮＰ，采用改良的ＡＳ－ＰＣＲ法和琼脂糖凝胶

电泳对８个作图群体亲本及Ｆ２进行了分型，但该方

法鉴定１个ＳＮＰ需要多个扩增反应，增加了实验费

用。Ｋｉｍ等和Ｊａｎｇ等分别将犔狓２基因２５１位点和

犚犺犵４基因４８４７位点的ＳＮＰ转化成分子标记，采用

ＳＮａＰｓｈｏｔＴＭ多重反应试剂盒（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，

ＵＳＡ）对ＲＩＬｓ群体进行基因型检测，成功地将犔狓２

和犚犺犵４分别定位在ＬＧＦ距Ｓａｔ＿０７４８．６ｃＭ 处和

ＬＧＡ２距Ｓａｔ１８７６．３ｃＭ 处
［２１，２２］，但该方法需要荧

光标记探针和昂贵的毛细管电泳系统。

针对上述问题，借鉴改良的 ＡＳ－ＰＣＲ方法－

片段长度差异等位基因特异性 ＰＣＲ（ＦＬＤＡＳ－

ＰＣＲ），对大豆胞囊线虫候选抗病基因犚犺犵４序列中

发现的５个ＳＮＰ进行分型，试图建立简便快捷的大

豆ＳＮＰ分型方法，以期为大豆ＳＮＰ标记的开发应

用提供技术保障。

１　材料与方法

１．１　供试材料

用１８份大豆种质，包括５份选育品种，６份地

方品种和７份野生大豆。通过对这些种质胞囊线虫

候选抗病基因Ｒｈｇ４的序列进行分析，鉴定出５个

ＳＮＰ（表１）。
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表１　１８份大豆种质及其ＳＮＰ基因型

Ｔａｂｌｅ１　ＥｉｇｈｔｅｅｎｓｏｙｂｅａｎｇｅｎｏｔｙｐｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｎｄｔｈｅｉｒＳＮＰｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

材料名称

Ｓｏｙｂｅａｎｇｅｒｍｐｌａｓｍ

统一编号

Ｃｏｄｅ
Ｒｈｇ４－１５９２ Ｒｈｇ４－１７２４ Ｒｈｇ４－１７６０ Ｒｈｇ４－２１２０ Ｒｈｇ４－２３８７

油１２９８ ＺＤＤ２０４４９ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ

早熟１８ － Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ

吉黄１３８ ＺＤＤ２２７９８ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ

小粒秣食豆 ＺＤＤ１７７６７ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｇ

Ｆｏｒｒｅｓｔ ＷＤＤ００７２１ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ

Ｐｅｋｉｎｇ ＷＤＤ００４６７ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ

ＰＩ４３７６５４ ＷＤＤ００６４３ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ

黑豆 ＺＤＤ１０７３４ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ

灰皮支黑豆 ＺＤＤ０２３１５ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ

三股条黑豆 ＺＤＤ１０２５４ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ

双城５６ － Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ

－ ＺＹＤ０３４３１ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ

－ ＺＹＤ０３２９４ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｇ

－ ＺＹＤ０３８８８ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｇ

－ ＺＹＤ０４２１７ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｇ

－ ＺＹＤ００７５５ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ａ

绥农１４ ＺＤＤ２２６４８ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ

－ ＺＹＤ０３１４９ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ

１．２　方法

１．２．１　基因组ＤＮＡ提取　　取种子研磨成粉末

后称取０．５００ｇ，参照关荣霞等
［２３］的大豆快速提取

法提取基因组ＤＮＡ。用ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ Ｌａｍｂｄａ３５

Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ检测ＤＮＡ浓度和质量。

１．２．２　ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ

１．２．２．１　引物设计　　根据上述每个ＳＮＰ位点设

计３个引物，即２个特异引物和１个公用引物。２

个特异引物３’末端碱基分别与ＳＮＰ位点碱基互

补，在其３’端第３或４个碱基分别引入错配碱基。

引物长度约２１ｂｐ或２６ｂｐ，之间相差４或５个ｂｐ。

针对５个ＳＮＰ位点共设计了１５个ＳＮＰ分型引物，

序列见表２，由北京奥科生物技术有限责任公司

合成。

１．２．２．２　退火温度梯度和引物浓度梯度　　以基

因型存在差异的Ｆｏｒｒｅｓｔ和小粒秣食豆为材料，针

对 Ｒｈｇ４－１５９２位点设计５０℃，５１．１℃，５３．８℃，

５５．３℃，５６．７℃，５８．１℃，６０．９℃７个退火温度，４个

特异引物浓度梯度（０．１０μＭ、０．１２μＭ、０．１５μＭ

和０．１８μＭ），共组成５６个处理，探讨退火温度和引

物浓度对扩增效果的影响。

１．２．２．３　ＰＣＲ扩增　　ＰＣＲ反应体系为２０μＬ，

其中包括１×Ｂｕｆｆｅｒ，长链引物和公用引物０．１５

μＭ，适量浓度的短链引物，０．１５ｍＭｄＮＴＰ，６０ｎｇ

ＤＮＡ，０．５ＵｒＴａｑ（购自Ｔａｒａｋａ公司）。ＰＣＲ扩增

在Ｂｉｏｍｅｔｒａ 热循环仪上进行，程序为：９４℃预变

性５ｍｉｎ，接下来是（９４℃变性３０ｓ，合适退火温度下

退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ）×３２个循环，然后７２℃延

伸６ｍｉｎ，最后４℃保存。

１．２．３　ＳＮＰ基因型检测　　ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ产物

通过６％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离
［２４］。ＳＮＰ

基因型通过电泳谱带进行鉴定，２个纯合等位基因
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型为相差４或５ｂｐ的单一谱带，杂合型为２条谱带。

２　结果与分析

２．１　提高ＳＮＰ分型特异性所采取的策略

２．１．１　多重ＰＣＲ的基本原理　　为提高扩增特异

性，本研究采用多重ＰＣＲ原理，每个ＳＮＰ位点设计

３条引物，在同一个ＰＣＲ体系中进行扩增反应。引

物设计是多重ＰＣＲ的关键
［２５］，在设计引物时除了

遵守引物设计的基本原则外，还要考虑多重ＰＣＲ对

引物的特殊要求。本研究设计的ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ引

物预期扩增片段长度大约１００ｂｐ或１５０ｂｐ，２个特

异引物间存在４－５ｂｐ的差异，从而使得两种基因

型相差４－５个ｂｐ，通过６％的变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳即可分离。

２．１．２　在引物３’端不同位置人为引入错配碱基　

　引物３’末端碱基与模板互补则会在适合的条件

下发生延伸，否则不能延伸，故被比作扩增延伸“开

关”，在实际应用中，３’末端单个碱基错配通常不能

阻止扩增延伸［１１］。因此，除３’末端碱基外，本研究

在２个特异引物３’端第３个和第４个碱基不同位

置分别引入错配碱基来提高反应的特异性（表２）。

表２　用于ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ的引物

Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ

ＳＮＰ位点

ＳＮＰｌｏｃｉ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’＞＞３’）

扩增产物大小（等位基因）

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ（ａｌｌｅｌｅ）

Ｒｈｇ４－１５９２ Ｒｈｇ４－１５７２Ｕ２６ ＴＡＴＣＴＡＧＣＡＴＡＡＧＣＣＴＣＧＣＴＴＣＧｔＡＴ １４７ｂｐ（Ｇ）

Ｒｈｇ４－１５７２Ｕ２１ ＡＧＣＡＴＡＡＧＣＣＴＣＧＣＴＴＣａＣＡＧ １５２ｂｐ（Ｔ）

Ｒｈｇ４－１６９８Ｌ２１ ＧＡＣＧＧＴＴＴＧＧＡＧＧＡＡＡＧＡＡＡＧ

Ｒｈｇ４－１７２４ Ｒｈｇ４－１６０５Ｕ２１ ＡＣＡＣＴＣＣＣＣＴＣＧＧＡＴＣＴＣＡＡＴ １４０ｂｐ（Ｃ）

Ｒｈｇ４－１７２４Ｌ２６ ＡＣＴＡＴＧＡＧＧＡＧＡＡＧＴＴＧＴＴＧＣＧＧａＴＴ １４５ｂｐ（Ａ）

Ｒｈｇ４－１７２４Ｌ２１ ＧＡＧＧＡＧＡＡＧＴＴＧＴＴＧＣＧａＴＴＧ

Ｒｈｇ４－１７６０ Ｒｈｇ４－１６３０Ｕ２１ ＴＣＴＣＴＣＡＡＣＴＣＣＧＣＡＣＴＣＴＣＴ １５１ｂｐ（Ｔ）

Ｒｈｇ４－１７６０Ｌ２１ ＡＧＧＧＡＧＧＴＴＡＧＧＧＡＧＧＣＧｔＡＡ １５６ｂｐ（Ｃ）

Ｒｈｇ４－１７６０Ｌ２６ ＴＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＧＴＴＡＧＧＧＡＧＧＣｔＡＡ

ＧＲｈｇ４－２１２０ Ｒｈｇ４－２０４２Ｕ２１ ＣＧＧＴＡＣＣＣＴＣＣＴＣＧＴＣＣＴＣＴＣ １０４ｂｐ（Ａ）

Ｒｈｇ４－２１２０Ｌ２６ ＴＣＴＡＴＧＴＧＣＡＴＴＧＣＧＡＴＡＡＡＴＣＣｔＧＴ １００ｂｐ（Ｔ）

Ｒｈｇ４－２１２０Ｌ２２ ＣＧＴＧＣＡＴＴＧＣＧＡＴＡＡＡＴＣｔＧＧＡ

Ｒｈｇ４－２３８７ Ｒｈｇ４－２２５７Ｕ２１ ＣＴＧＴＧＣＣＣＧＴＧＴＴＴＧＧＧＡＡＡＧ １５１ｂｐ（Ａ）

Ｒｈｇ４－２３８７Ｌ２１ ＣＡＣＧＡＣＴＣＴＧＣＣＡＡＣＣＧｃＡＴＴ １５６ｂｐ（Ｇ）

Ｒｈｇ４－２３８７Ｌ２６ ＴＣＡＣＴＣＡＣＧＡＣＴＣＴＧＣＣＡＡＣＣＧＡｃＴＣ

　　注：引物序列中小写字母为错配碱基，具有下划线的字母为与ＳＮＰ等位基因互补的碱基。

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｌｏｗｅｒｌｅｔｔｅｒｉｓｍｉｓｍａｔｃｈｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ｔｈｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｌｅｔｔｅｒｉｓｔｈｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｗｉｔｈＳＮＰ．

　　ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ 扩增出现３种结果（以大豆

Ｒｈｇ４－１５９２Ｇ／Ｔ为例）：（１）如为纯合ＳＮＰ基因型

（ＧＧ或ＴＴ），则其中的一条特异引物因３’末端碱

基不能互补导致无法延伸，结果只能获得一条片段，

检测为ＧＧ或ＴＴ的基因型。（２）如为杂合基因型

（ＧＴ），则扩增出２条目的条带，分别表现Ｇ和Ｔ的

基因型。（３）如为除 Ｇ和 Ｔ之外的罕见基因型（Ｃ

或Ａ），因２条特异引物均不能延伸，没有扩增片段

产生（图１）。
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Ａ－１：纯合型ＧＧ；Ａ－２：纯合型ＴＴ；Ｂ：杂合型ＧＴ；Ｃ：其它突变碱基。

Ｒｈｇ４－１５７２Ｕ２１和Ｒｈｇ４－１５７２Ｕ２６是２个特异引物（相差５ｂｐ），Ｒｈｇ４－１６９８Ｌ２１为公用引物

Ａ－１：ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｇｅｎｏｔｙｐｅＧＧ；Ａ－２：ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｇｅｎｏｔｙｐｅＴＴ；Ｂ：ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓｇｅｎｏｔｙｐｅＧＴ；Ｃ：

ｏｔｈｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ

Ｒｈｇ４－１５７２Ｕ２１ａｎｄＲｈｇ４－１５７２Ｕ２６ｗｅｒｅｔｗｏａｌｌｅｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓｗｈｉｃｈｈａｄ５ｂｐｌｅｎｇｔｈｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｃｅ，Ｒｈｇ４－１６９８Ｌ２１ｗａｓａｃｏｍｍｏｎｐｒｉｍｅｒ

图１　片段长度差异等位基因特异性ＰＣＲ（ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ）模式图（以Ｒｈｇ４－１５９２Ｇ／Ｔ为例）

Ｆｉｇ．１　ＭｏｄｅｌｏｆＦｒａｇｍｅｎｔＬｅｎｇｔｈＤｉｓｃｒｅｐａｎｔＡｌｌｅｌｅＳｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ（ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ）（Ｒｈｇ４－１５９２

Ｇ／Ｔａｓａｎｅｘａｍｐｌｅ）

２．２　引物浓度和退火温度对ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ扩增

效果的影响

２．２．１　引物浓度　　以Ｒｈｇ４－１５９２位点为例，在

长链特异引物浓度０．１５μＭ情况下，短链特异引物

设计４个浓度（０．１０μＭ，０．１２μＭ，０．１５μＭ 和

０．１８μＭ），以小粒秣食豆和Ｆｏｒｒｅｓｔ进行ＦＬＤＡＳ－

ＰＣＲ扩增。４个浓度水平均有扩增产物，但扩增效

果差异明显。当浓度为０．１０μＭ时，短链特异引物

与公用引物的扩增产物（ＧＧ型）较长链特异引物的

（ＴＴ型）弱（图２，Ａ），随着浓度增加，ＧＧ型扩增产

物量逐渐增大（图２，Ｂ、Ｃ和Ｄ）；浓度为０．１８μＭ

时，ＧＧ型扩增较ＴＴ型强，这可能是因为短链引物

浓度逐渐增大，导致其退火优势逐步增强，扩增强度

逐渐增大。短链引物浓度为０．１２μＭ 或０．１５μＭ

时，不同基因型扩增效果较好，无明显差异（图２，Ｂ

和Ｃ）。这一结果表明，可通过引物浓度来调节ＦＬ

ＤＡＳ－ＰＣＲ扩增强弱。

２．２．２　退火温度　　在７个退火温度下，２种基因

型均没有出现非特异谱带，但扩增产物的强弱存在

明显差异，且浓度较低的特异引物，其扩增反应对退

火温度较敏感。在短链引物浓度为０．１０μＭ 时，对

于ＧＧ 基因型，较低退火温度下（５０℃，５１．１℃，

５３．８℃），其扩增产物较强，而６０．９℃时，扩增产物

很弱，扩增效果变化较明显，而ＴＴ基因型扩增效果

变化不大（图２Ａ）。短链引物浓度为０．１８μＭ 时，

５０℃和５１．１℃的退火温度下，ＴＴ基因型的扩增产

物较强，而６０．９℃时，扩增产物很弱，对于ＧＧ基因

型，扩增效果差异小 （图 ２ Ｄ）。本 试 验 中，在
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５５．３℃，５６．７℃和５８．１℃退火温度下，扩增效果较 好（图２）。

Ａ、Ｂ、Ｃ和Ｄ分别表示短链特异引物浓度为０．１０μＭ、０．１２μＭ、０．１５μＭ和０．１８μＭ的扩增效果，泳道１、３、

５、７、９、１１、１３分别为小粒秣食豆在５０℃、５１．１℃、５３．８℃、５５．３℃、５６．７℃、５８．１℃６０．９℃退火温度处理的扩

增效果，基因型为 ＴＴ，泳道２、４、６、８、１０、１２、１４分别为Ｆｏｒｒｅｓｔ在５０℃、５１．１℃、５３．８℃、５５．３℃、５６．７℃、

５８．１℃６０．９℃退火温度处理的扩增效果，基因型为ＧＧ。

Ａ，Ｂ，ＣａｎｄＤｗａｓＳＮＰｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｏｆＸｉａｏｌｉｍｏｓｈｉｄｏｕａｎｄＦｏｒｒｅｓｔｗｉｔｈ０．１０μＭ，０．１２μＭ，０．１５μＭａｎｄ０．１８

μＭｓｈｏｒｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｌａｎｅ１，３，５，７，９，１１，１３ｗｅｒｅＳＮＰｇｅｎｏｔｙｐｅ

（ＴＴ）ｏｆＸｉａｏｌｉｍｏｓｈｉｄｏｕｕｎｄｅｒ５０℃，５１．１℃，５３．８℃，５５．３℃，５６．７℃，５８．１℃ａｎｄ６０．９℃ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａ

ｔｕｒｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｌａｎｅ２，４，６，８，１０，１２，１４ｗｅｒｅＳＮＰｇｅｎｏｔｙｐｅ（ＧＧ）ｏｆＦｏｒｒｅｓｔｕｎｄｅｒ５０℃，５１．１℃，５３．８℃，

５５．３℃，５６．７℃，５８．１℃ａｎｄ６０．９℃ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图２　７个不同退火温度和４个不同引物浓度处理下ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ扩增效果

Ｆｉｇ．２　ＳＮＰｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｕｎｄｅｒ７ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓａｎｄ４ｐｒｉｍｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２．３　ＳＮＰ分型效果准确性分析

针对候选基因犚犺犵４的５个ＳＮＰ位点，通过设置

退火温度梯度和调节引物浓度，找到了合适的ＦＬ

ＤＡＳ－ＰＣＲ参数，对１８份大豆种质进行了分型（在不

影响分型效果的情况下，本试验采取一致的退火温度

（５６．７℃）和引物浓度（１．５μＭ），其它参数见本研究试

验方法）。结果表明，采用这种方法能将ＳＮＰ基因型

分开并可获得清晰的检测图谱（图３）。该分型结果

与ＰＣＲ产物克隆测序的基因型完全一致，因此，这种

ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ可有效进行大豆ＳＮＰ分型。

３－１、３－２、３－３、３－４和３－５分别为Ｒｈｇ４－１５９２、犚犺犵４－１７２４、Ｒｈｇ４－１７６０、Ｒｈｇ４－２１２０和Ｒｈｇ４－２３８７

的分型效果

３－１，３－２，３－３，３－４ａｎｄ３－５ｉｓＳＮＰｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇａｔＲｈｇ４－１５９２，Ｒｈｇ４－１７２４，Ｒｈｇ４－１７６０，Ｒｈｇ４－２１２０

ａｎｄＲｈｇ４－２３８７ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图３　ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ对犚犺犵４基因５个ＳＮＰ位点的分型效果

Ｆｉｇ．３　ＧｅｎｏｔｙｐｉｎｇｏｆＳＮＰｓａｔ５ＳＮＰｌｏｃｉｉｎ犚犺犵４ｂｙＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ

３　讨论

ＡＳ－ＰＣＲ已成为一种低成本、简便、快速、有

效的ＳＮＰ分型方法，广泛应用于动、植物ＳＮＰ基因

型检测［２，５，７，８，１３，１４］。ＡＳ－ＰＣＲ比较灵敏，受ＰＣＲ体

系中ｄＮＴＰ、引物、Ｍｇ
２＋等组分浓度以及退火温度

影响较大，如ｄＮＴＰ、引物等组分浓度过低，扩增弱，

易出现假阴性，浓度太高，导致扩增非特异性，出现

假阳性［５，１４，１６，１７］。不同方法和不同 ＳＮＰ 位点对
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ＰＣＲ参数要求也不一致，但研究表明通过调整ＰＣＲ

组分浓度或改变ＰＣＲ程序能够优化ＰＣＲ效果，例

如通过采用热启动方法和提高退火温度来解决非特

异性［１４，１７，２６］。人为引入错配碱基的位置和类型也对

ＰＣＲ效果有影响。研究表明，在３’端第２、３、４位置

引入错配碱基，均可以提高引物的特异性［５，１４，１６，１７］。

ＦＬＤＡＳ－ＰＣＲ中，在２条不同特异性引物３’端第３

和４位置分别引入错配碱基与在２条不同特异性引

物３’端第３或４同一位置引入不同错配碱基可起

到同样的提高ＰＣＲ特异性效果
［１７］。碱基错配根据

不稳定性分为３类：强错配型（Ｃ／Ｔ和Ｇ／Ａ）、中等

错配型（Ｃ／Ａ和Ｇ／Ｔ）和弱错配型（Ａ／Ａ，Ｃ／Ｃ／、Ｇ／

Ｇ和Ｔ／Ｔ），在特异引物３’端错配碱基强弱搭配，或

者中中搭配，获得理想扩增效果的可能性较大［５］。

以犚犺犵４基因的５个ＳＮＰ为例构建的ＦＬＤＡＳ

－ＰＣＲ，采用多重ＰＣＲ技术及在２条不同特异性引

物３’端第３和４位置分别人为引入错配碱基提高

其扩增特异性和准确度，通过设置退火温度梯度和

调节引物浓度，获得较好的大豆ＳＮＰ分型效果，是

一种简便、有效的大豆ＳＮＰ分型新方法。

４ 引 物 扩 增 和 ３ 引 物 扩 增 策 略 均 有 应

用［５，１５～１７］，笔者对犚犺犵４的５个ＳＮＰ位点进行引物

设计时，对３引物单管扩增和４引物单管扩增策略

均作了尝试。对ＳＮＰ位点附近ＤＮＡ序列的碱基

组成分析及引物评价结果表明，３引物单管扩增较

好，而４引物单管扩增，由于２个特异引物分别位于

ＳＮＰ位点两侧，其Ｔｍ有时相差很大，２个外引物除

了考虑Ｔｍ外还要考虑预期扩增片段大小，设计分

型效果较好的引物难度较大。

前人研究表明长链特异引物使用浓度比短链特

异引物低，认为长链特异引物存在退火优势［１７］。因

此，本研究在长链特异引物浓度不变的情况下（０．１５

μＭ），短链特异引物设计了４个浓度水平（０．１０

μＭ，０．１２μＭ，０．１５μＭ 和０．１８μＭ），探讨了引物

浓度对扩增效果的影响。研究发现，短链引物浓度

为０．１２μＭ 或０．１５μＭ 时，不同基因型扩增效果

好，而没有发现“长链特异引物使用浓度比短链特异

引物低”现象。笔者认为，较长特异引物中额外增加

的４－６个碱基与模板的互补程度可能会影响退火

优势，前人发现的“较长特异引物使用浓度比较短特

异引物低”可能是因长链引物与模板存在较大程度

互补造成的，而非长链特异引物碱基数较多的结果。

本研究发现有时Ｒｈｇ４－１５９２位点的扩增产物

出现“多条谱带”现象，且不同样品间变化趋势完全

一致（图３中３－１），这可能是ＰＣＲ产物变性不完

全所致，但对分型结果的准确性没有影响。
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