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摘要: 单核苷酸多态性( SNP) 广泛分布于水稻基因组中，SNP 分型已成为水稻遗传作图、关联分析、资源鉴定

和分子标记辅助选择等研究的重要技术。本文选择水稻可溶性淀粉合酶基因 SSIIIa 的 12 个 SNP 位点，研究了

利用等位基因特异性 PCR 法检测 SNP 的可行性。按照等位基因特异性 PCR 原理设计引物 3'末端碱基，并根

据每个 SNP 位点引物 3'端的错配类型，在上游引物 3'末端第 3 位引入不同的错配碱基，结果均获得了很好的

扩增特异性，PCR 检测结果与测序结果吻合。表明，等位基因特异性 PCR 是一种简便、快捷、可靠和低成本的

SNP 分型方法，可有效应用于水稻可溶性淀粉合酶基因的种质资源鉴定和分子标记辅助选择育种等相关研究。
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Abstract: Single nucleotide polymorphism ( SNP) is widely distributed in rice genome． Identification of
SNPs has become a very important technique for linkage mapping，association mapping，gene resources identi-
fication and molecular marker assisted selection． In this study，12 SNPs of rice soluble starch synthase SSIIIa
gene were selected to study the technical feasibility of allele-specific PCR to SNPs identification． The result
showed that all the 12 SNPs could be specifically identified by designing 3'end specific base of primers accord-
ing to the principle of allele-specific PCR and introducing an artificially mismatched base into the third base in
the 3'end area of the upstream primers according to the different types of mismatched base at 3' end． The re-
sults from the PCR assay were consistent with those of sequencing． This PCR assay is simple，quick，reliable
and economical． Implementation of this PCR assay will greatly enhance the efficiency of germplasm character-
ization and marker-assisted selection of soluble starch synthase genes in rice．
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图 1 等位基因特异性 PCR 引物设计的原理

Fig． 1 The principle of primer design for AS-PCR

单核苷酸多态性( single nucleotide polymorphism，SNP) 是生物体中最丰富的遗传变异形式，作为继

RFLP、SSR 之后的第 3 代分子标记，已广泛应用于动植物基因定位、连锁图构建、基因等位变异分析、资
源评价与发掘、分子标记育种等研究领域，并显示出更强大的效力［1 － 3］。

目前，检测 SNP 的方法有多种，如基因芯片技术( Gene chips) 、高分辨溶解曲线分析法( high resolu-
tion melting，HRM) 、变性高效液相色谱法( dHPLC) 、引物延伸法( Primer extension) 、基质辅助激光解吸

飞行时间质谱( MALD I － TOF MS) 、直接测序法等［4 － 8］，这些方法虽然具有较高通量和易于自动化的优

点，但要求成本昂贵的仪器设备，较难在一般实验室普及。等位基因特异性 PCR( Allele specific PCR，AS
－ PCR) 是一种在 PCR 基础上发展起来的快速、简便、低成本的检测基因单核苷酸多态性的方法，适用

于实验条件一般的大多数实验室和育种单位开展基础研究和分子育种实践工作［9 － 10］。其原理是根据

SNP 位点设计特异引物，其中一条链( 特异链) 的 3'末端与 SNP 位点的碱基互补( 或相同) ，另一条链

( 普通链) 按常规方法进行设计。特异引物在一种基因型中有扩增产物，在另一种基因型中没有扩增产

物，用凝胶电泳就能够很容易地分辨出扩增产物的有无，从而确定基因型的 SNP。
本文以水稻可溶性淀粉合酶基因 SSIIIa 的 12 个 SNP 位点为例，研究了利用等位基因特异性 PCR

法检测 SNP 的可行性，旨在建立简便快捷低成本的水稻 SNP 分型方法，为水稻 SNP 标记的开发应用提

供技术支持。

1 材料与方法

1． 1 试验材料

237 个水稻品种，其中 7 个水稻品种的 SSIIIa 基因的全序列已在以前研究中测定，其中的 12 个 SNP
位点的碱基类型已确定［11］。各供试品种种植于试验大田，分蘖初期每品种取叶片 2 ～ 3 片，－ 70 ℃保

存，用于提取 DNA。
1． 2 试验方法

1． 2． 1 DNA 提取 采用 SDS 微量法提取 DNA，具体步骤参照 Dellaporta［12］的方法。提取的 DNA 溶解

于 100 μL 0． 1 × TE 缓冲液中，4 ℃保存备用。
1． 2． 2 引物设计 根据 AS － PCR 原理，在 SNP 位点设计特异引物，包括上游引物 2 条，下游引物 1 条。
其中 2 条上游引物的 3'末端碱基分别与二态 SNP 的两种分型对应，下游引物则按常规方法设计，使特

异引物在一种基因型中有扩增产物，而在另一种基因型中没有扩增产物，从而确定基因的变异类型( 图

1) 。为了增加特异引物的稳定性，在上游引物的 3'端倒数第 3 位碱基人为引入错配碱基，使引物在与

其 3'末端不互补的模板中的扩增产物显著降低，而引物在与其 3'末端互补的模板中正常扩增。12 个

SNP 位点的 AS － PCR 特异引物见表 1。所有引物由大连宝生物工程公司合成。

1． 2． 3 PCR 扩增 用设计的引物扩增各水稻品种的基因组 DNA。PCR 反应体系 20 μL，包括 Taq 酶
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表 1 SSIIIa 基因 12 个 SNP 位点的 AS － PCR 特异引物序列及其产物特征

Tab． 1 The sequences of AS － PCR specific primers and the features of their amplification products for 12 SNPs
of rice soluble starch synthase SSIIIa gene

SNP 位点

SNP site

碱基变异类型

Base type

引物名称

Primer name

引物序列( 5' － 3')

Primer sequence

产物大小 /bp

Product length

82 C /A A F: ATTTCTTAATGACCAGGAGATACAC; R: TCCGTCGCATCCACTTTC 405

a F: ATTTCTTAATGACCAGGAGATACAA; R: TCCGTCGCATCCACTTTC

235 G /A B F: GAAAGCAAAGAGGTCG; R: GTCCACCTCAAATACATC 364

b F: GAAAGCAAAGAGGTCA; R: GTCCACCTCAAATACATC

2 409 A /T C F: ATTGTTGCTATACCTAGTGA; R: AACTATTGAATGCTCCTT 451

c F: ATTGTTGCTATACCTAGTGT; R: AACTATTGAATGCTCCTT

2 909 C /A D F: TGGTGGTCTTGCAGAC; R: TGTGCTAGGCTCTATGTG 375

d F: TGGTGGTCTTGCAGAA; R: TGTGCTAGGCTCTATGTG

4 074 G /A F F: TTACTATTTCACATCCTTAG; R: GTGGTTCAGTATAAACAAT 412

f F: TTACTATTTCACATCCTTAA; R: GTGGTTCAGTATAAACAAT

4 117 T /G G F: TCCAAACTCAGTATTCTTTCAAACAT; R: GGACCACCTAAACCAAACCT 467

g F: TCCAAACTCAGTATTCTTTCAAACAG; R: GGACCACCTAAACCAAACCT

4 342 G /A H F: TGTTGTGAAGTCCTGCG; R: TCAGCACCGTATTAGAAG 202

h F: TGTTGTGAAGTCCTGCA; R: TCAGCACCGTATTAGAAG

4 898 T /C I F: TGGTATATCGTTCAGTTTACTCCAT; R: GTCCCATTCCTGTTGTCATAGA 173

i F: TGGTATATCGTTCAGTTTACTCCAC; R: GTCCCATTCCTGTTGTCATAGA

5 582 C /T J F: TGTGTTAGATATGTGGATGGC; R: GGATTAGGGATGATGGTT 425

j F: TGTGTTAGATATGTGGATGGT; R: GGATTAGGGATGATGGTT

5 727 C /A K F: GAGGACTTGTCAAGTGTGGC; R: AAGGATTAGGGATGATGG 283

k F: GAGGACTTGTCAAGTGTGGA; R: AAGGATTAGGGATGATGG

5 981 C /T L F: TCACGAAAACCATCAGCC; R: CAGATTTGTATCACATACTTGAAAA 464

l F: TCACGAAAACCATCAGCT; R: CAGATTTGTATCACATACTTGAAAA

8 034 C /T M F: GACTGTAATGGTGTGGATGAC; R: ACAATAGACCACCAAGCA 155

m F: GACTGTAATGGTGTGGATGAT; R: ACAATAGACCACCAAGCA

0． 20 μL，10 × buffer 2． 0 μL，dNTP 0． 3 μL，模板 DNA 4． 0 μL，引物 0． 5 μL，ddH2O 10． 6 μL。以上试剂

均购自大连宝生物工程公司。PCR 扩增程序如下: 94 ℃预变性 3 min; 94 ℃变性 1 min，退火温度退火

1 min，72 ℃延伸 45 s，共循环 30 次; 72 ℃延伸 10 min; 4 ℃保存。PCR 产物经 20 g /L 琼脂糖凝胶电泳

分离，溴化乙锭染色，凝胶成像系统扫描并保存图像。
表 2 7 个已知基因序列水稻品种的 SNP 位点上碱基类型

Tab． 2 Base types of 12 SNPs in 7 rice varieties which sequence of SSIIIa had been determined by sequencing before

SNP 位点

SNP site

品种 Varieties

IR36 9311
苏御糯

Suyunuo
武育粳

Wuyujing
日本晴

Nipponbare
越光

Koshihikari
桂朝 2 号

Guichao 2

SSIIIa － 82 A C C C C C C

SSIIIa － 235 A G G G G G G

SSIIIa － 2409 T A A A A A A

SSIIIa － 2909 A C C C C C C

SSIIIa － 4074 A G G G G G G

SSIIIa － 4117 G T T T T T T

SSIIIa － 4342 A G G G G G G
SSIIIa － 4898 C T T T T T T
SSIIIa － 5582 T C C C C C C
SSIIIa － 5727 A C C C C C C
SSIIIa － 5981 C T T T T T T
SSIIIa － 8034 C T T T T T T
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上图为 SSIIIa － 82 位点特异引物 A( 左) 和 a( 右) 的 PCR 扩增产物电泳图，引物 A 的 3'末端碱基为 C，引物 a 的 3'
末端碱基为 A; 下图为 SSIIIa － 235 位点特异引物 B( 左) 和 b( 右) 的 PCR 扩增产物电泳图，引物 B 的 3'末端碱基为 G，

引物 b 的 3'末端碱基为 A。数字 1 － 7 分别代表水稻品种 IR36、9311、苏御糯、武育梗、日本晴、越光和桂朝 2 号。
The upper map is electrophoresis map of amplification products of allele － specific primer A ( left) and a ( Right) for SNP

SSIIIa － 82． The 3'end base of primer A is C and that of primer a is A． The down map is electrophoresis map of amplification
products of allele-specific primer B ( left) and b ( Right) for SNP SSIIIa － 235． The 3'end base of primer B is G and that of
primer b is A． Number 1 to 7 were rice variety IR36，9311，Suyunuo，Wuyujing，Nipponbare，Koshihikari and Guichao 2，

respectively．
图 2 等位基因特异引物 PCR 扩增 7 个已知基因序列水稻品种的产物电泳图

Fig． 2 The electrophoresis map of allele-specific PCR amplification products of 7 rice varieties which sequence of SSIIIa
had been determined by sequencing before

1． 2． 4 设计引物的可行性分析 为验证所设计引物的可行性，首先利用所设计的引物对 IR36、9311、
日本晴等 7 个已知序列的水稻品种 DNA 进行 PCR 扩增，这 7 个品种的 12 个 SNP 位点的碱基类型见表 2。
然后，进一步扩增待测水稻品种 DNA，确认引物的可行性。

2 结果与分析

2． 1 DNA 浓度及质量检测

各供试材料经 SDS 微量法提取的基因组 DNA，经紫外分光光度计检测，OD260 /OD280均大于 1． 6，用

10 g /L 琼脂糖凝胶电泳，DNA 呈一清晰条带，无降解，表明 DNA 质量符合后续试验要求。
2． 2 引物设计的可行性分析

选取 IR36、9311、日本晴等 7 个已知基因序列水稻品种的 DNA，用 12 个 SNP 位点的特异引物进行

扩增，结果均获得了预期的结果。即: 在 SNP 位点上碱基与引物 3’末端互补的水稻品种中，扩增出了预

期大小的 PCR 产物，而在碱基类型与设计引物的 3’末端不同的水稻品种中没有扩增出现相应条带，等

位基因特异性 PCR 检测结果与测序结果吻合，表明这 12 对引物可以用来研究不同水稻品种 SSIIIa 基

因的 12 个 SNP 位点的等位变异。图 2 例示的是 SSIIIa － 82 位点和 SSIIIa － 235 位点特异引物扩增 7 个

已知基因序列水稻品种的结果。

2． 3 扩增待测样本 DNA
应用所设计的 SNP 位点特异引物，分别扩增 230 个水稻品种的 DNA，获得了很好的扩增特异性，表

明建立的等位基因特异性 PCR 技术能有效地用于待测品种的 SNP 分型。图 3 是 SSIIIa － 5727 位点的
引物扩增部分品种的 DNA 的产物电泳图片。

3 小结与讨论

可溶性淀粉合酶( soluble starch synthase，SSS) 是控制水稻支链淀粉生物合成的关键酶之一，对支链
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上图为 SSIIIa － 5727 位点特异引物 K 的 PCR 扩增产物，下图为引物 k 的的扩增产物。引物 K 的 3'末端碱基为

C，引物 k 的 3'末端碱基为 A。
The upper map is amplification products of allele － specific primer K and the down map is amplification products of allele-

specific primer k for SNP SSIIIa-5727． The 3'end base of primer K is C and that of primer k is A．
图 3 等位基因特异引物 PCR 扩增部分水稻品种的产物电泳图

Fig． 3 The electrophoresis map of allele-specific primers amplified result of rice variety samples

淀粉结构( 链长与链长分布) 的形成和稻米品质起着重要作用［13 － 14］。水稻中可溶性淀粉合酶包括 SSI、
SSII、SSIII 和 SSIV 四种，由 SSI、SSIIa、SSIIb、SSIIc、SSIIIa、SSIIIb、SSIVa、SSIVb 8 个基因编码，其中，SSI、
SSIIa、SSIIIa 在胚乳支链淀粉的合成中起重要作用［15］。本课题组在前期的研究中，以 16 个水稻品种可

溶性淀粉合酶基因的序列多态性与稻米品质性状进行关联分析，在 SSI 基因中检测到 4 个与 RVA 谱的

热浆粘度存在显著关联的多态性位点，在 SSIIa 基因中检测到 3 个与支链淀粉结构和 26 个与糊化起始

温度具有显著关联的 SNP 位点，在 SSIIIa 基因中检测到 7 个与支链淀粉结构和 12 与糊化起始温度表现

显著关联的 SNP 位点［11］。因此，建立简便快捷低成本的水稻可溶性淀粉合酶基因 SNP 分型方法，对稻

米品质基因资源鉴定和分子育种具有重要意义。本研究以 SSIIIa 基因的 12 个 SNP 位点为例，建立了基

于等位基因特异性 PCR 的 SNP 鉴定方法，为以后的相关研究奠定了技术基础。
等位基因特异性 PCR 引物设计的原理为每个 SNP 位点的特异性引物 3'末端碱基必须落在突变点

的位置上，该碱基可以与野生型序列互补而与突变型不匹配，或者与突变型互补而与野生型不匹配。特

异性引物既可以用正义链设计也可以反义链设计，如果设计在正义链，则共用引物设计在反义链。由于

在 PCR 扩增中，引物与模板如果只有 1 个碱基差异很容易造成错配，从而引起假阳性，因此，为了保证

SNP 检测的特异性，防止错配延伸，本研究在设计特异引物时参照 Littles 引入错配碱基的原则［16］，依据

每个 SNP 位点引物 3'端的错配类型，并考虑对引物 Tm 值的影响，在引物 3'末端第 3 位设计了不同的错

配碱基。如果 3'端是“强”错配( A /G 或 C /T) ，则引入“弱”的错配( C /A 或 G /T) 或不需引入错配，反之

亦然; 若 3'端是“中度”错配( A /A，C /C，G /G 或 T /T) ，则引入“中度”的错配，通过优化扩增体系后，均

获得了很好的扩增特异性，取得了理想的扩增效果。
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向本刊审稿专家致谢

近年来，《江西农业大学学报》( 以下称本刊) 办刊质量和学术影响不断提高，2003 年获第二届国家

期刊奖百种重点期刊，2004、2008、2011 年连续 3 次入选《全国中文核心期刊》，2006、2008、2010 年连续

3 届被评为中国高校精品科技期刊，2009、2012 年均获江西省优秀期刊一等奖; 本刊为《中国科学引文数

据库( CSCD) 》来源期刊、《中国科技核心期刊库》核心期刊，被国内外 20 多家权威数据库和文摘收录。
所有成绩的取得均与本刊编委及广大审稿专家悉心付出息息相关，在此，本刊特向长期支持本刊发展的

编委和专家表示最衷心的感谢!

以下为本刊 2012 年度审稿的校内外专家名单( 以姓氏拼音为序) :

陈崇羔 陈伏生 陈学军 李湘民 林乃铨 申广荣 向全军 肖宇龙 徐汉虹 徐惠荣 陈从英

陈金印 陈美球 陈尚" 陈文波 陈小荣 戴仕明 邓舜洲 杜天真 范淑英 傅军如 辜青青

郭小权 郭晓敏 何余湧 贺浩华 贺晓鹏 洪艳平 胡冬南 胡国良 黄国勤 黄宏胜 黄英金

霍光华 蒋军喜 瞿明仁 孔令保 赖发英 李保同 李德荣 李木英 连芳青 刘光斌 刘木华

刘齐元 刘兴平 刘 勇 刘苑秋 陆 伟 罗运阔 牛德奎 欧阳建华欧阳克惠欧阳勋志 潘晓华

彭龙慧 上官新晨 沈勇根 施建敏 舒邓群 孙婷婷 孙 通 唐建军 涂国全 王建革 王建国

王 嵘 王文君 王宗德 魏洪义 邬向东 吴才君 吴建富 吴南生 吴晓玉 肖金香 肖远东

谢国强 熊忠华 徐 波 徐明生 徐小彪 杨光耀 杨清培 杨卫平 杨寅桂 于 芬 袁干军

张 露 张美良 张薇薇 张志勇 郑诗樟 周秋白 朱昌兰 朱年华
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