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摘 　要 　SNP 是具有广泛利用潜力的第 3 代分子标记 ,本文旨在开发一种利用 PCR 技术快速检测 SNP 的方法。

设计思路是 :根据已知 SNP 位点设计 2 条特异正向引物 ,其最后一个碱基分别与已知 SNP 的 2 个碱基相同 ,同时

在 1 条引物的 5′端添加 1 段 20 bp 左右的其他物种的特异序列 (如细菌 DNA 序列) ,然后选择 1 条合适的反向引

物 ;最后同时加入 3 条引物 ,通过梯度 PCR 选择合适的退火温度进行 PCR 反应。利用这一方法成功将玉米的 ZDS

基因定位在玉米第 7 染色体短臂 7102 Bin。这种检测 SNP 的方法设计简单 ,费用低廉 ,尤其适合 SNP 标记的分子

标记连锁图构建或者基因定位。
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Abstract 　SNP is one kind of powerful molecular markers . The purpos e in this s tudy was to es tablish a simple method

of detecting SNP bas ed on PCR technique . Two sp ecific forward primers were synthesized , both were in conformity with

the found SNP in the las t nucleotide . A 19 bp p ecicific s equence was added into one primer with other sp ecies’s e2
quence (eg. Bacteria DNA s equence) in 5’end. The s ame revers ed primer was s elected using the s oftware Primer

510. The PCR was p erformed with the three sp ecific primers using an appropriate anneal temp erature s elected by gra2
dient PCR. The ZDS gene has been mapp ed on the short arm of chromos ome 7 in maize bas ed on this method. This

technique is simple , effective and cheap , and could be helpful in constructing linkage maps and map genes .
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　　1980 年 Botstein 等首次提出 DNA 限制性片段

长度多态性 (RFL P)概念以来[1 ] , DNA 分子标记技

术发展迅速 ,已经成为基因定位、连锁图构建、数量

性状分析、资源收集评估等研究领域不可或缺的工

具 ,发展快速、方便和低廉的分子标记技术已成为遗

传学和分子生物学研究的重要内容。DNA 分子标

记主要分为 3 类 :第 1 类是以核酸分子杂交为基础

的分子标记 ,以 RFL P 为代表[2 ] ,这类标记也常被称

为第 1 代分子标记 ;第 2 类是以聚合酶链式反应

( PCR)为基础的分子标记 ,如扩增片段长度的多态

性 (AFL P) [3 ] 、随机扩增多态性 DNA ( RAPD) [4 ] 、简

单序列重复[5 ]等 ,以 PCR 为基础的分子标记常被称

为第 2 代分子标记。第 3 类是以单核苷酸多态性为

基础的分子标记即 SNP ,SNP 是指发生在 DNA 序

列上某个特定位置上单个碱基的变异 ,包括单个碱

基的转换 ( t ransition) ,如 T →C 和 A →G ,以及颠换

(t ransversion)如 A →C、A →T、T →G和 G→C ,且其

中最少 1 种等位基因在群体中的频率不小于

1 %[6 ] 。1998 年 ,Science 杂志公布人类第 1 张 SNP

图谱[7 ]及人类、大猩猩、鸡、拟南芥和水稻等重要物

中国农业大学学报 　2006 ,11 (3) : 51 55
Journal of China Agricultural University



种全基因组测序完成以来 ,寻找与目标性状相关的

SNP 已经成为各大研究机构和公司追逐的目标[8 ] 。

SNP 在基因组中有很高的频率 ,在人类基因组中每

1 000 个 bp 就存在 1 个 SNP[9 ] ,而玉米中平均大约

100 bp 就存在 1 个 SNP[10 ] ,因此这类标记可能达到

基因组多态性的极限[11 ] 。因而利用 SNP 可以在 1

个基因的内部或附近提供一系列标记 ,这弥补了其

他标记多态性不足的缺点 ;同时 SNP 是基于单核苷

酸的突变 ,突变率为 10 - 9 ,因而与其他标记的多态

性相比 ,它具有更高的遗传稳定性。因此 SNP 也被

称为第 3 代分子标记。随着研究的深入 ,各个物种

的 SNP 数据库也纷纷建立 (http :/ / www. ncbi. nlm.

nih. gov/ SNP/ index. html) ,收集的 SNP 数目也成

指数级上升 ,毫无疑问这些数据为进一步的基因组

学研究 ,如在基因的精细定位和克隆 ,高密度遗传连

锁图谱绘制、遗传图谱和物理图谱的整合、基于

SNP 的连锁不平衡关联分析、种群多样性及分子进

化研究等方面将发挥越来越重要的作用。

目前 ,检测 SNP 的方法有多种 ,如基因芯片技

术、变性高效液相色谱法 (DHPLC) 、直接测序法和

单链构象多态性 ( SSCP) 等。前面 3 种方法都要用

到昂贵的仪器设备 ,成本太高 ,一般的实验室难以承

受。尽管 SSCP 法成本低廉 ,但重复性和稳定性难

以保证 ,也没有得到广泛应用。本研究试图开发一

种基于 PCR 技术的费用低廉的 SNP 检测方法 ,用

于分子标记连锁图构建或基因定位。

1 　材料与方法

111 　供试材料

以本实验室发展的包含 294 个家系 RIL 群体

和双亲 (综 3 ,8721) 为试验材料 ,收集苗期新鲜叶

片 ,采用 CTAB 法[12 ]提取亲本和重组自交系群体总

DNA ,并利用该群体已经完成的包含 263 个 SSR 标

记 ,平均间距 8197 cm 的分子标记连锁图数据。

112 　SNP 检测设计思路

根据已知的基因/ EST/ 基因组序列设计了特异

引物 ,对 2 个亲本材料进行 PCR 扩增 ,扩增片段回

收、连接、转化和测序 ,通过序列比较发现 SNP ,然

后根据 SNP 位点重新设计 2 条正向引物和 1 条反

向引物 ,1 条正向引物 ( Primer1) 的最后 1 个碱基与

1 个亲本的 SNP 位点的碱基一致 ,另 1 条正向引物

( Primer2)的最后 1 个碱基与另 1 个亲本的 SNP 位

点碱基一致 ,同时在 1 条引物的 5′端随机添加长度

为 20 bp 左右的其他物种特异 DNA 序列 (如细菌

DNA 的序列) ,然后利用 Primer 5 软件设计共同的

反向引物 (图 1) 。同时加入 3 条引物 ,在较高的退

火温度下进行 PCR 扩增 ,这样通过人为添加一段序

列 ,就可以把单碱基水平的突变转换成长度的差异

而容易被检测。这种方法也叫 Allele2competitive

PCR (AC2PCR)法。

图 1 　基于 PCR检测 SNP的设计思路

Fig11 　Method of detecting SNP based on PCR technique

113 　AC2PCR法检测 SNP 的验证

1)引物设计。根据玉米 ZDS 基因 (AF047490 ,

控制玉米类胡萝卜素合成的候选基因) 的 cDNA 序

列设计一对特异引物 (表 1 ,引物 1) ,对综 3 和 8721

2 个亲本进行 PCR 扩增 ,扩增片段进行回收、连接、

电击转化和测序 (采用天为时代公司的离心柱型琼

脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、Promega 公司的

PGEM2T Easy Vector System 1 连接试剂盒 ,方法同

盒内说明书 ;感受态细胞的制备及电击转化法同通

用方法[13 ] ,测序在 Invit rogen (英俊) 公司完成) ,根

据 2 序列对比后发现的 SNP 位点重新设计引物 ①

根据综 3 的序列设计正向引物 ,引物的 3′端刚好位

于 SNP 处且碱基与综 3 的一致 , ②根据 8721 的序

列设计的正向引物 ,引物的 3′端刚好位于 SNP 处且

碱基与 8721 的一致 ,且在 5′端加上一段 M13 序列

(5′2CACGACGTTGTAAAACGAC23′) , ③根据 2 个

亲本一致的序列利用 Primer 5 设计反向引物 3 ,使

扩增长度在 100～500 bp 之间 ,利用这 3 条特异引

物进行 AC2PCR 反应 (表 1 ,引物 2 和 3) 。

2) PCR 反应条件。AC2PCR 的 15μL 扩增体系
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　　 表 1 　PCR扩增所用的引物序列

Table 1 　Primers for PCR

引物 5′端引物 3′端引物
1 5′GGTTGGGTTGGA TAACCTT3′ 5′TCTGA TCA GGCCTGAA TG3′
2 5′GCAAA TGTA TTCACCTTCCACA3′ 5′TACCTGCTTTTGAACCTTAC3′
3 5′CACGACGTTGTAAAACGACCAAA TGTA TTCACCTTCCACG 3′ 5′TACCTGCTTTTGAACCTTAC3′

包括 100 ng 的基因 DNA10 ×buffer115μL ,25 mmol

Mg2 + 019 μL , 215 mmol dN TP 013 μL , 215 U/

μL TagE 012μL ,以及 3 条引物 ( 10 μmol 各 015

μL) 。筛选合适退火温度的热循环程序为 :95 ℃预

变性 5 min ,35 个循环 (95 ℃变性 1 min ,50～70 ℃

退火 1 min ,72 ℃延伸 1 min) ,72 ℃延伸 10 min。群

体扩增的对的热循环程序为 :95 ℃预变性 5 min ,35

个循环 (95 ℃变性 1 min ,选定温度退火 1 min ,72 ℃

延伸 1 min) ,72 ℃延伸 10 min。扩增的 DNA 片段

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 (采用 6 % (质量分

数)的变性聚丙烯酰胺凝胶 ,配方为 57 克丙烯酰胺、

3 克 N2N′亚甲双丙烯酰胺、100 mL 5 ×TBE ,420 g

尿素 ,过滤定容至1 000 mL) 。

2 　结 　果

1) 根据 ZDS 基因的 cDNA 序列设计一对引物

(表 1 ,引物 1) 在综 3 和 8721 2 个亲本中都扩增出

558 bp 的条带 ,测序结果发现 ,在 2 个亲本中有 8 个

SNP ,高出玉米 1SNP/ 100 bp 的平均值 (图 2) ,根据

序列中的第一个 SNP 设计了 AC2PCR 引物用于进

一步的 SNP 检测 (表 1 ,引物 2 和 3) 。

利用梯度 PCR仪选择 50 ～ 70 ℃(50、5015、

图 2 　2 个亲本中扩增出的部分 ZDS 序列及 SNP位置

Fig12 　Partial sequence of ZDS and SNPs in two parents

奇数为综 3 ,偶数为 8721

图 3 　亲本的梯度 PCR反应结果

Fig13 　Gradient PCR in both parents

5119、54、5614、5818、6112、6316、6519、6811、6915

和 70 ℃)的退火温度反应梯度 ,在 2 个亲本中进行

PCR扩增 ,产物进行聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,如图 3

所示。在 50～5818 ℃,2 个亲本间都扩增出与目标

片段一致的条带 ,但在 2 个亲本之间没有明显多态

性 ,表明 2 条正向引物与 2 个亲本 DNA 都发生特异

结合 ,没有扩增出特异产物 ;在 6915 和 70 ℃之间没

有明显扩增产物 ;在 6112、6316、6519 和 6811 ℃4

个温度上 2 个亲本不但有特异条带而且还具有明显

的多态性 ,说明 2 条正向引物分别与两亲本发生了

特异结合 ,但扩增条带的亮度依次减弱 ,最后选择

64 ℃为 AC2PCR 的最适宜退火温度。
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2)为进一步验证这种方法在基因定位上是否有

效 ,继续利用这 3 条引物在基于这 2 个亲本所发展

的 RIL 分离群体中进行了 PCR 反应 ,部分结果如图

4 所示 ,在群体中得到了预期的清楚的特异条带。

将来源于综 3 的带型记为 1 ,8721 的带型记为 2 ,缺

失的带型记为 0。利用 Mapmaker 310 作图软件

(LOD > 310)和实验室原有的群体标记数据对 ZDS

基因进行了定位 ,结果将该 SNP 标记定位于第 7 染

色体 7102 Bin (图 5) ,与临近的 2 个标记 phi057 和

umc1016 的连锁距离分别是 1018 和 217 cm ,这一结

果与前人研究结果完全一致[14 ] 。

图 4 　ZDS 基因 SNP标记在部分 RIL 群体中的分离

Fig14 　SNP marker segregation of ZDS gene in the partial RIL population

图 5 　利用本研究开发的 SNP标记将 ZDS 基因

定位在玉米第 7 染色体短臂上
Fig15 　ZDS has been mapped on the short arm on

chromosome 7 with the developed SNP marker

3 　讨 　论

SNP 标记是有着广阔应用前景的分子标记 ,其

多态性非常丰富 ,理论上可以把任何一个基因或者

目标片段定位到染色体上 ,最近玉米染色体上又定

位了1 450个新的候选基因[15 ] ,其中有一部分就是

利用 SNP 的方法定位的。本研究提供了利用 SNP

进行分子标记定位的思路 ,把不易被检测的单碱基

突变转换成长度的差异 ,通过 PA GE 的方法将其检

测出来。该方法的关键就是 PCR 退火温度的选择 ,

因为 2 条正向引物与模板匹配的碱基只有 1 个有差

别 ,容易造成错配。在大规模反应之前需要利用梯

度 PCR 的方法选择合适的退火温度 ,这样才能保证

扩增产物的特异性。但比起基于分子杂交的 RFL P

技术或者 PCR 后再酶切的 CAPs 技术来说 ,操作过

程简单 ; 能够检测的多态性也多 ,因为 RFL P 和

CAPs 都基于特定的酶切位点 ,而这种方法可以是

随机位点 ;同时费用也低。该方法不仅可用于分子

标记连锁图构建 ,基因定位等研究 ,还可以用于群体

遗传学 ,基于 SNP 的分子进化等领域的研究。

本研究只是利用了正向引物 1 个碱基的突变 ,

理论上还可以同时利用多个 SNP 位点 ,提高反应的

特异性和提高反应的效率。比如 :如果 2 个 SNP 位

点发生在 20 bp 以内 ,可以在引物设计同时加入这 2

个突变位点 ;还可在正向或反向引物中同时考虑不

同 SNP 位点 ,可以提高反应的特异性。还可以针对

多个 SNP 位点 ,合成不同长度的特异物种 DNA ,通

过多引物 PCR 同时检测多个 SNP 位点 ,提高反应

效率。
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