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摘要：【目的】以 2份六倍体小麦 Opata85 和 W7984 及其重组近交系（RIL）的 111 个株系和 3份小麦二倍体

野生近缘种为材料，研究用等位基因特异 PCR 检测普通小麦中单核苷酸多态性的方法。【方法】利用直接测序的方

法检测 2份六倍体小麦和 3 份小麦二倍体野生近缘种 TaDREB1 基因的 DNA 序列，在 B基因组上发现了 2个 SNPs。

以其为 3´端，设计等位基因特异引物及其互补引物，对 SNP 进行分型，同时研究了特异引物 3´端碱基错配对等位

基因特异 PCR 的影响，优化了 PCR 反应体系。【结果】等位基因特异引物 3´端不同位置的碱基错配及不同类型的

碱基错配对 PCR 结果影响较大；在等位基因特异 PCR 中，Mg
2+
、dNTP 及 Taq DNA 聚合酶的用量均大于普通 PCR。【结

论】只要在等位基因特异引物 3´端加上合适的错配碱基，并且优化其 PCR 反应体系，用等位基因特异 PCR 方法检

测六倍体小麦中的单核苷酸多态性是可行的。 
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Abstract: 【Objective】Two hexaploid wheat cultivars (Triticum aestivum L.), Opata85 and W7984, their 111 recombinant 

inbred lines (RILs), and three diploid relative-species, T. urartu, Ae. Speltoides and Ae. Tauschii were used as plant materials to study 
the method of assaying single nucleotide polymorphism with allele-specific PCR in wheat. 【Method】 Two SNPs were discovered 
on B genome by aligning the TaDREB1 genes in two hexaploid wheat cultivars and three diploid relative-species. To type these SNPs, 
allele-specific primers and their complementary primers were designed using the SNPs as their 3′-end. In addition, we studied the 
effect of the mismatched bases at the 3′-end of the allele-specific primers on PCR and the optimum PCR system. 【Result】There 
were distinct effects of the mismatched bases at 3′-end different sites of the allele-specific primers on allele-specific PCR, so did 
different types of mismatched bases. Moreover, the concentrations of Mg2+, dNTP and Taq DNA polymerase in allele-specific PCR 
were higher than that in conventional PCR. 【Conclusion】It is feasible to assay SNPs by allele-specific PCR in hexaploid wheat, as 
long as proper mismatched bases were introduced at 3′-end proper sites of the allele-specific primers and the PCR system was 
optimized reasonably. 
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0  引言 

【本研究的重要意义】单核苷酸多态性（single 
nucleotide polymorphism，SNP）是指群体中基因组

DNA 序列上单个核苷酸的变异[1]。因其在基因组中数

量多、密度大、遗传稳定、便于快速分型检测[2]，被

认为是继限制性片段长度多态性（restriction fragment 
length polymorphism，RFLP）和简单序列重复（simple 
sequence repeat，SSR）之后的第三代新型分子标记。

已被广泛应用于人类疾病检测、生物进化和种群多样

性分析、群体遗传学和连锁不平衡分析，以及作物高

密度遗传连锁图谱构建等研究领域。目前，已经建立

了很多 SNP 的分型技术，例如 PCR-RFLP、单链构象

多态性（single strand conformation polymorphism，

SSCP）、变性梯度凝胶电泳（denaturing gradient gel 
electrophoresis ， DGGE ） 、 温 度 梯 度 凝 胶 电 泳

（temperature gadient gel electrophoresis，TGGE）、变

性高效液相色谱技术（denaturing high performance 
liquid chromatography，DHPLC）、基因芯片技术（gene 
chip）等技术。尽管这些技术可以高通量地对 SNP 进

行分型，但其昂贵的仪器设备和极高的分析成本是许

多实验室所无法承担的。相比之下，利用等位基因特

异 PCR（allele-specific PCR）对 SNP 进行分型快速、

简便、成本低[3]。目前，已经有一些关于等位基因特

异 PCR 的报道，但是其研究对象大多是基因组相对简

单的二倍体物种，包括人类[4]、水稻[5]、甜樱桃[6]、拟

南芥[7]等。而普通小麦为异源六倍体植物，其 3 个基

因组之间的部分同源性是 SNP 标记开发的最大障碍，

因此研究用等位基因特异 PCR 方法对小麦中的 SNP
进行分型具有重要的理论意义和实际应用价值。【前

人研究进展】近几年，利用等位基因特异 PCR 的方法

检测作物中的 SNP 已经受到有关研究者的广泛重视。

Bundock[8, 9]等通过生物信息学手段分别比对了大麦细

胞色素 P450 基因和 α-淀粉酶抑制剂 Isa 基因的 EST
序列，分析了其相关的 SNP，为设计位点特异性引物

奠定了基础。Hayashi[5]等研究水稻 Piz 和 Piz-t 基因的

SNP 和 InDel 后，开发了这两个基因的等位基因特异

引物并对其 SNP 进行了分型。Jeong[10]等开发了大豆 2
个抗病相关基因Rsv1和Rsv3的SNP标记。Sonneveld[6]

用等位特异 PCR 方法检测了甜樱桃自交不亲和等位

基因 S1 和 S2 的单核苷酸多态性。2004 年 Schwarz[11]

等报道了利用生物信息学方法开发小麦高分子量麦谷

蛋 白 等 位 基 因 Glu-B1-1d(Bx-6) 序 列 特 异

（sequence-specific）引物。Zhang 等[12]在 2003 年开发

了小麦γ-醇溶蛋白等位基因的特异PCR引物。Tyrka[13]

等开发出了与小麦抗叶锈病基因 Lr1 紧密连锁的 SNP
分子标记。最近，Boisson 等[14]人根据小麦氮代谢重

要酶基因 Fd-GOGAT 的 SNP 设计特异引物，将其定

位在 2D 染色体上。【本研究切入点】由于普通小麦 3
个基因组之间的部分同源性，以及庞大的基因组和高

度的序列重复性，使得开发小麦等位基因特异引物的

工作障碍重重，本研究在总结前人经验的基础上，研

究利用等位基因特异 PCR 检测普通小麦单核苷酸多

态性的方法。【拟解决的关键问题】本研究拟通过设

计小麦基因组特异引物分离目标基因在某一基因组上

的特异序列，以排除同源基因组干扰，再开发出等位

基因特异引物，并优化其 PCR 反应体系，为利用等位

基因特异 PCR 方法检测普通小麦单核苷酸多态性提

供技术支撑。 

1  材料与方法   

1.1  植物材料 

供试植物材料种子均来自于中国农业科学院国家

种质资源库，包括 2 份六倍体小麦（T. aestivum L.）
（AABBDD）材料：Opata85 和 W7984 及其重组近交

系（RIL）的111个株系[重组近交系（Opata85×W7984）
来源于国际小麦作图组织（ITMI，美国）]，3 份小麦

二倍体野生近缘种材料：乌拉尔图小麦（T. urartu）
203（AA）、拟斯卑尔脱山羊草（Ae. Speltoides）4042
（SS）及粗山羊草（Ae. tauschii）4857（DD）, 其中

拟斯卑尔脱山羊草是小麦 B 基因组的供体。 
1.2  方法 

1.2.1  DNA 提取  用酚-氯仿法提取基因组 DNA。 

1.2.2  TaDREB1 基因 B 基因组特异序列的分离  在
实验中，首先设计了小麦 TaDREB1 基因的特异引物，

获得不同供试材料的扩增产物，将其测序结果分别与

普通小麦二倍体野生近缘种材料的测序结果进行比

对，发现在拟斯卑尔脱山羊草 4042 中 TaDREB1 的序

列缺失了 72 bp。根据这一特点，设计了 B 基因组特

异引物，正义链引物：5′TTGTGCTCCTCATGGGTAC 
TT3′，反义链引物：5′CCCAACCCAAGTGATAATAA 
TCT 3′；分离到 TaDREB1 基因在 B 基因组上的序列

717 bp。PCR 反应体系为 20 μl，包括 ddH2O 11.78 μl，
10× PCR Buffer 2 μl，引物（2 μmol·L-1）2.5 μl，MgCl2

（25 mmol·L-1）1.4 μl，dNTP（25 mmol·L-1）0.16 μl，
Taq DNA 聚合酶（5U）0.16 μl，模板 DNA（40 ng·μl-1）
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2 μl。PCR 反应在 Biometra T1 thermolcycler 热循环仪

上进行。反应条件为：94℃预变性 3 min；94℃变性 1 
min，50℃退火 1 min，72℃延伸 1 min，34 个循环后

72℃延伸 10 min。 
1.2.3  SNP 检测  利用 B 基因组特异引物检测六倍

体小麦 B 基因组中的 SNP。采用北京天为时代科技有

限公司的琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒回收 PCR 产

物，将其进行连接、转化后，挑取克隆，用 3730XI DNA 
Analyzer 测序仪测序。 

利用 DNAStar 序列分析软件包中的 SeqMan 软件

对每个基因型的 12 个有效克隆序列进行比对，得到目

标基因型的序列（consensus sequence）。将 2 个六倍

体小麦材料 Opata85 和 W7984 的序列用 DNAStar 序
列分析软件包中的 MegAlign 软件进行比对，在 B 基

因组上检测到 2 个 SNP，即 S608 和 S732。 
1.2.4  等位基因特异引物设计  用 primer premier 
5.0 引物设计软件设计所有引物。 

为了在不同材料中检测并分型目标 SNP，采用等

位基因特异 PCR（allele-specific PCR，AS-PCR）方法，

其引物设计原理如图 1 所示：野生型（wide type，WT）
和突变型（mutation type，MT）之间存在着 1 个核苷

酸的突变 T→G，在序列的 5′端设计公用的正义链引

物，反义链引物的 3′端与 SNP 位点的某一基因型相匹

配，而与该位点另外一种基因型不匹配，与反义引物

相匹配的等位片段有扩增产物，不匹配的没有扩增产

物。在图 1 中，primer 1 与 MT 序列相匹配，仅在 MT
中有扩增产物；primer 2 与 WT 序列相匹配，在 WT
中才有扩增产物，因此，primer 1 和 primer 2 为 1 对

互补的等位基因特异引物。 
在引物设计过程中，还在反义引物的 3′端另外加

入 1 个或 2 个错配碱基，以增强等位基因特异 PCR 的

扩增效果。关于碱基的错配，有文献认为 G/A、C/T
为强错配类型，C/A、G/T 为弱错配类型，A/A、C/C、
G/G、T/T 为中等错配类型[15]。在试验中，选择了强

错配和中等错配的碱基错配类型。同时，还设计了与

等位基因特异 PCR 引物互补的引物，验证等位基因特

异 PCR 引物的可靠性，以及不同基因型材料在目标

SNP 位点是杂合型，还是纯合型，以及是哪种纯合型。

等位基因特异 PCR 中所用的正义链引物与分离 B 基

因组特异序列的正义链引物相同，3′端等位基因特异

PCR 引物及其互补引物（反义引物）的情况见表 1。 
1.2.5  等位基因特异 PCR及 PCR产物检测  等位基

因特异引物的 PCR 反应体系为 20 μl，包括 ddH2O 
10.02 μl，10× PCR Buffer 2 μl，MgCl2（25μmol·L-1） 2.8 
μl，正义和反义引物各（2 μmol·L-1）2.5 μl，dNTP （25 
μmol·L-1） 0.36 μl，Taq DNA 聚合酶（5U）0.32 μl，
模板 DNA（40 ng·μl-1）2 μl。PCR 反应在 Biometra T1 
thermolcycler 热循环仪上进行。反应条件为：94℃预

变性 3 min；94℃变性 30 s，退火 1 min，72℃延伸 1 
min，34 个循环后 72℃延伸 10 min。 

用 6%的变性聚丙烯酰氨凝胶电泳或 1.5%～2.0%
的琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物。 

2  结果与分析 

2.1  B 基因组 TaDREB1 基因序列分离 

通过比对六倍体小麦的 3 个二倍体野生近缘种材

料乌拉尔图小麦 203（AA）、拟斯卑尔脱山羊草 4042
（SS）及粗山羊草 4857（DD）的 TaDREB1 基因序列，

发现 B 基因组供体材料拟斯卑尔脱山羊草 4042 与 A
和 D 基因组的材料相比缺失了 72 bp（图 2）。根据这

一特点，设计了 B 基因组特异引物，分离到了六倍体

小麦 B 基因组特异的 TaDREB1 基因序列。 
 

 

 

图 1  等位基因特异引物及其互补引物的扩增原理 

Fig. 1  The amplificational principle of allele-specific primers and their complementary primers 
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表 1  基于 SNP 位点 S608 和 S732 设计的等位基因特异引物 

Table 1  Allele-specific primers based on S608 and S732 SNPs 

SNP 
引物编号 

No. of primer 
引物序列* 

Sequence of the primers 
Ta 
(℃) 

产物 
Length of products (bp)

S608 P1 
P2 

5´ATATGGATTGCCTTGATGCC 3´ 
5´ATATGGATTGCCTTGATGCA 3´** 

56.0 
56.0 

554 
554 

 P3 5´GTGATATGGATTGCCTTGATTAC 3´ 56.0 557 
 P4 5´GTGATATGGATTGCCTTGATTAA 3´** 56.0 557 
 P5 5´GATATGGATTGCCTTGATTCC 3´ 56.0 555 
 P6 5´GATATGGATTGCCTTGATTGC 3´ 56.0 555 

S732 P7 5´CCAAGGAAACAAGGATAGCAT 3´ 55.0 679 
 P8 5´CCAAGGAAACAAGGATAGCAC 3´** 55.0 678 
 P9 5´CACCAAGGAAACAAGGATAGACT 3´ 55.0 681 
 P10 5´ACCAAGGAAACAAGGATAGACC 3´** 55.0 679 
 P11 5´CACCAAGGAAACAAGGATAGAAT 3´ 55.0 681 
 P12 5´CACCAAGGAAACAAGGATAGATT 3´ 55.0 681 

* 黑体字母为错配碱基；** 在 S608 位点上，引物 P2、P4 分别与 P1、P3、P5、P6 互补；在 S732 位点上，引物 P8、P10 分别与 P7、P9、P11、P12
互补 
* Bold letters represent the mismatched bases; ** At the site of S608, primer P2 and P4 are complementary to primer P1, P3, P5 and P6; at the site of S732, 
primer P8 and P10 are complementary to primer P7, P9, P11 and P12 
 

 
 

图 2  3 个小麦二倍体野生近缘种中 TaDREB1 基因序列比对 

Fig. 2  Comparative alignment of TaDREB1 gene sequences of the three diploid relative-species  

 

2.2  B 基因组 TaDREB1 基因的 SNP 

通过比对 2 个六倍体小麦材料 Opata85 和 W7984 
B 基因组上的 TaDREB1 基因序列，分别在第 608 位和

第 732 位发现了 SNP，二者均位于 TaDREB1 基因的

内含子区域（图 3）。 

2.3  引物 3´端不同位置碱基错配的 PCR 效果 

试验中，分别在等位基因特异引物 3′端的第 1、2、
3 个碱基位置引入错配碱基，研究不同位置碱基错配

对六倍体小麦 PCR 效果的影响，结果发现不同位置的

碱基错配对 PCR 结果的影响很大（图 4）。 
 

 

 

 

 

 
 

S608 代表第 608 位的 SNP；S732 代表第 732 位的 SNP 
S608 and S732 represent the SNPs at 608th and 732nd loci, respectively 

 

图 3  小麦 B基因组上 TaDREB1 基因的 2 个 SNP S608 和 S732 

Fig. 3  Two SNPs on B genome in TaDREB1 gene loci S608 and S732

  
B-Opata85 

B-W7984 

S608 S732 
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图 4  引物 3′ 端 3 个碱基中不同位置的碱基错配和不同碱基错配类型对 PCR 效果的影响 

Fig. 4  Effect of allele-specific primers designed at 3 base loci in 3′-end with different mismatch closet on PCR products 

 
从图 4 中可以看出，在 2 个 SNP位点 S608（T→G）

和 S732（G→A）处，用引物 P3 和 P7 分别在两亲本

中得到了有明显差异的扩增产物，P1 和 P9 在双亲之

间的扩增产物有差异，但不显著。另外，在这 2 个 SNP
位点上，当把 3′端的第 1、2、3 位点都设计为错配碱

基时，两亲本均无扩增产物，如 P5 和 P11。所有只在

3′端第 1 位碱基上错配的引物，在 2 个六倍体小麦材

料之间都没有获得有明显差异的 PCR 产物，这与

Hayashi 等[5]和黄代新等[16]的研究结果类似。因此，等

位基因特异引物 3′端的 3 个碱基中不同位置的碱基错

配以及错配碱基的数目对 PCR 产物的影响很大。同

时，对于不同的 SNP 突变类型，错配发挥作用的位置

不同，在 S608（T→G）位点，引物 3′端第 1、3 位碱

基的错配起决定性作用；而在 S732（G→A）位点，

引物 3′端第 1、2 位碱基错配对于抑制等位基因特异引

物与模板的结合起着决定性作用。另外，P5 和 P11 在

两个亲本中均无扩增，对于 Opata85 来说，这 2 个引

物在 3′端第 1 个碱基处均与模板匹配，说明仅在反义

引物 3′端第 2 位或第 3 位置入错配碱基，就可以有效

抑制引物与模板的结合。 
2.4  引物 3´端不同碱基错配类型的 PCR 效果 

为了研究引物 3′端 3 个碱基不同错配类型对 PCR
产物的影响，在 S608（T→G）位点设计了 P5 和 P6
引物，二者也是只在 3′端第 2 位碱基位置的错配类型

不同（表 1），其中 P5 为 C/T 错配，P6 为 G/T 错配，

从 PCR 的效果来看，P5 没有任何扩增产物，因此，

C/T 错配强于 G/T 错配。类似地，在 S732（G→A）

位点处设计了 P11 和 P12 引物，二者仅在 3′端第 2 个

碱基位置的碱基错配类型不同，P11 为 A/G 错配，P12
为 T/G 错配，二者的 PCR 效果完全不同，P11 没有任

何扩增产物，可见，A/G 错配要强于 T/G 错配。 
2.5  互补引物检测 SNP 基因型 

为了对 S608 SNP 位点（T→G）基因型进行分型，

笔者设计了与 P3 互补的引物 P2，以获得与前者相反

的PCR产物，这样既可以相互验证 2对引物的正确性，

又可以检测到 2个材料在该 SNP位点的基因型是纯合

基因型还是杂合基因型，以及是哪种纯合基因型[17, 

18]。分别设计了 2 个亲本材料 Opata85 和 W7984 的互

补引物并获得了稳定的 PCR 产物差异，验证了这 2 对

引物的可靠性，结果见图 5。S608 位点是 T→G 突变，

在 Opata85 中该位点为纯合基因型 G/G，在 W7984 中

该位点为纯合基因型 T/T。因此，凡是只用 P3 可以获

得差异的基因型在该位点是纯合基因型 G/G；只用 P2
可以获得差异的基因型在该位点是纯合基因型 T/T；
凡是用这2对引物获得相反差异的为杂合基因型T/G。

即 RIL 株系 28、30、31、32、33、34、39 为纯合 SNP，
基因型为 G/G；株系 29、35、38、41 为纯合 SNP，
基因型为 T/T；株系 36、37、40 为杂合 SNP，基因型

为 T/G。 
2.6  等位基因特异 PCR 条件对扩增效果的影响 

等位基因特异 PCR 非常灵敏，其扩增效果与 PCR
反应体系中每个组分的用量以及 PCR 程序都密切相

关。其中以引物的退火温度、Mg2+及 dNTP 浓度的影

响较大[19, 20]。笔者对等位基因特异引物的退火温度进

行梯度检测，同时也梯度筛选了 Mg2+和 dNTP 浓度。 
以引物 P6 和 P7 为例，实验所用 Mg2+浓度范围是

Opata85  W7984 

S608（T→G） S732（G→A） 

Opata85  W7984 

P7 

P9 

P11 

P12 

P1 

 
P3 

 
P5 

 
P6 



1318              中  国  农  业  科  学    39 卷 

从 1.75 mmol·L-1到 5.0 mmol·L-1，以 0.5 mmol·L-1为浓

度梯度。结果发现 2 对引物在 Mg2+浓度小于 3.0 
mmol·L-1 和大于 4.5 mmol·L-1 的条件下均无扩增，在

3.0 mmol·L-1、4.0 mmol·L-1、4.5 mmol·L-1时均有非特

异扩增，PCR 的最佳 Mg2+浓度为 4.0 mmol·L-1。 
在 dNTP 的浓度筛选过程中，设计了 11 个梯度，

浓度范围从 200 μmol·L-1 到 800 μmol·L-1，以 50 

μmol·L-1 为一个梯度。结果发现在等位基因特异 PCR
中，每个梯度都有扩增，且在 2 个亲本中都有差异。

但是，从 200 μmol·L-1到 400 μmol·L-1，扩增产物的量

都较少且有非特异扩增；而大于 450 μmol·L-1 时，目

标片段的扩增产物相对较多，但非特异扩增也较多；

仅 450 μmol·L-1 目标片段有特异扩增产物，无非特异

扩增产物，因此，选择了 450 μmol·L-1的 dNTP 浓度。 
 

 

 

 

 

 

 

 
28～41 表示 Opata85 与 W7984 重组近交系（RIL）群体的 14 个株系 

28-41 represent 14 lines of RILs 
 

图 5  互补引物检测 S608 SNP 的基因型 

Fig. 5  Assaying SNP genotypes of S608 with complementary primers 

 

3  讨论 

3.1  等位基因特异引物中碱基错配对 PCR 结果的影

响 

在等位基因特异 PCR 中，反义引物 3′端的 1 个碱

基错配往往不能完全抑制引物与模板的结合，从而导

致引物的特异性下降[21]，因此仅靠 3′端 1 个碱基的错

配不能充分而可靠地区分 SNP 等位基因的基因型[5]，

还应该在反义引物 3′端附近的几个碱基位置处分别加

入合适的错配类型碱基。Ye 等[15]的研究认为，在特异

引物 3′端 1、2 位加入错配碱基就可以获得较好的差异

产物，并且 G/A 和 C/T 错配为强的碱基错配类型；C/A
和 G/T 为弱的碱基错配类型；A/A、C/C、G/G 和 T/T
为中等的碱基错配类型。也就是说不同嘌呤、不同嘧

啶之间的错配分别为强错配，相同嘌呤、相同嘧啶之

间的错配分别为中等错配类型，嘌呤和嘧啶之间的错

配为弱错配。在特异引物 3′端错配碱基的搭配方面采

取强弱搭配，或者中中搭配，获得理想扩增效果的可

能性较大。Hayashi 等[5]的研究认为，除了在反义引物

3′端第 1 位设计错配碱基外，在第 2、3、4 位加入错

配碱基都有可能获得理想的特异引物。试验中，我们

首先选用强的和中等的碱基错配类型，对两种 SNP 突

变类型，分别在第 2 和第 3 位加入了错配碱基，发现

对于不同的 SNP 突变类型，加入错配碱基的位置不同

会产生不同的扩增效果。在 S608（T→G）位点，3′
端第 1、2 位碱基错配的等位基因特异引物在 2 个六倍

体小麦亲本材料的扩增产物无明显差异，但是第 1、3
位碱基错配的引物在 2 个亲本材料中获得了具有明显

差异的扩增产物；而 S732（G→A）位点的结果正好

相反，用 1、2 位碱基错配的等位基因特异引物获得了

特异的扩增产物。根据不同的 SNP 突变类型设计等位

基因特异引物，其错配碱基的位置及类型对 PCR 结果

影响较大，这可能与反义引物末端不同错配碱基产生

的碱基堆积力、氢键及其立体结构的稳定性有关。还

可能与错配碱基对和 DNA 聚合酶之间的相互作用造

成的空间位阻有关。 

3.2  SNP 基因型的检测 

利用 SNP 的二态性和便于分型的特点[2]，通过等

位基因特异 PCR 对 SNP 进行分型是很有效的。黄代

新等[14]用 FLDAS-PCR（fragment length discrepant 
allele specific PCR）方法检测 SNP，他们设计了 2 条

反义引物，在其中 1 条反义引物的 5′端加上了 4～6 bp
的非匹配碱基，将 3 条引物置入同一反应管复合扩增，

并于同一泳道中进行检测，可以检测不同的 SNP 基因

型。Ye 等[15]介绍了一种 4 引物的等位基因特异 PCR，
ARMS-PCR（amplification refractory mutation system- 

G / G    T / T   

28    29    30     31    32     33    34    35     36    37    38     39     40    41  Opata85   W7984 

P2 

 
P3 

 

G / G   T / T   G / G   G / G   G / G   G / G   G / G   T / T   T / G   T / G   T / T   G / G   T / G   T / T  
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PCR），他设计了 2 条外侧引物用来限定片段的大小，

2 条内侧引物分别与 SNP 的 1 种基因型相匹配，利用

这种方法可以实现在同一个 PCR 反应体系中检测不

同基因型。管峰等 [22]利用该方法快速测定了绵羊

BMPR-IP 的基因型。然而，小麦是异源六倍体作物，

含 A、B、D 等 3 个基因组，其基因组庞大，而且 90%
以上的序列为重复序列[23]。如果在同一反应体系中加

入 3 条或 4 条引物可能会产生较多的非特异扩增，因

此在小麦中使用多条引物同管进行 PCR，检测 SNP
的基因型有较大的难度。笔者根据 TaDREB1 基因

S608 SNP 位点的特点，设计了互补的等位基因特异引

物用来检测 SNP 的基因型，可以辨别基因型是杂合

型，还是纯合型，以及是哪种纯合型。本研究用来验

证 等 位 基 因 特 异 引 物 效 果 的 重 组 近 交 系

（Opata85×W7984）群体，虽然通过 10 代的自交，已

经高度纯合，但是根据 RIL 群体的构建原理，仍然会

存在一定频率的杂合基因型[24]，笔者利用互补的等位

基因特异引物也有效检测出了杂合 SNP 基因型。利用

该作图群体，已经将 TaDREB1 基因定位于 3BS 上，

结果另行发表。 
3.3  等位基因特异 PCR 反应体系的优化 

等位基因特异 PCR 反应体系具有很高的灵敏性，

Mg2+、Taq DNA 聚合酶及 dNTP 的浓度对扩增效果均

有影响，其中以 Mg2+的浓度影响最大。在试验中，如

果采用一般 PCR 反应体系中 1.75 mmol·L-1的 Mg2+浓

度进行扩增，效果不稳定；当 Mg2+浓度调整到 4.0 
mmol·L-1时获得了相对稳定的 PCR 产物，而且不同的

等位基因特异 PCR 反应体系中所用的最适 Mg2+浓度

不同。与一般的 PCR 相比，在等位基因特异 PCR 反

应体系中，Mg2+及 Taq DNA 聚合酶的用量都比较大，

这可能是由于在等位基因特异 PCR 的反应中，引物与

DNA 模板存在着碱基错配的情况，较大的酶量和较高

的酶活性有助于特异引物在模板-引物复合体处启动

延伸。另外，笔者还发现当dNTP的浓度在200 μmol·L-1

到 800 μmol·L-1之间时，等位基因特异 PCR 都有扩增

产物，在 450 μmol·L-1时效果最佳。Kwok 等[19]的研究

也发现当 dNTP 的浓度在 50 μmol·L-1和 800 μmol·L-1

时，等位基因特异 PCR 的扩增效果是相似的。因此，

在等位基因特异 PCR 的扩增方面，Mg2+浓度在相对较

窄的范围内影响 PCR 效果，而 dNTP 则在较大的浓度

范围内进行 PCR 都有扩增产物。 
另外，在等位基因特异 PCR 中，等位基因特异引

物的长度也是比较关键的。在试验中，笔者所采用的

引物长度都在 20 bp 左右。若引物过长，会增加等位

基因特异引物的非特异性，不容易得到理想的差异，

因为错配碱基仅仅是在等位基因特异引物的 3′端，而

且起作用的是几个错配碱基，如果 5´端过长，会增加

引物与模板的结合能力，但不利于获得特异性的 PCR
产物；如果引物过短，则降低了引物本身的特异性。 

4  结论 

利用普通小麦基因组特异引物分离到目标基因的

基因组特异序列，能够有效排除小麦 3 个基因组部分

同源性的干扰。发掘小麦中控制重要性状基因的 SNP，
在等位基因特异引物 3′端加入适当的错配碱基并优化

其 PCR 反应体系，开发稳定的等位基因特异引物，可

以有效检测普通小麦中的单核苷酸多态性。 
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