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摘 要! 根据 (! 对玉米 00/ 引物扩增片段大小范围组成不同的引物组合进行多重 -./ 反应的研究$ 在与单

一 -./ 相同的反应条件下"+2 个两重 -./ 组合出现 # 种不同的扩增情况"其中 )" 个组合扩增正常#!" 个三重 -./
组合中有 % 个组合扩增正常#两个四重 -./ 组合中有 ! 个扩增正常"这些筛选出的正常扩增的组合可应用于今后

玉米 456 指纹库构建研究中$ 研究表明"应用与单一 -./ 完全相同的反应条件"大部分能够获得正常扩增的多重

-./ 组合"在此基础上提出了简化的多重 -./ 优化程序$

关键词! 玉米#00/#多重 -./#456 指纹库
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多重 -./ 是指在同一反应体系中同时进行多

个位点的特异性扩增的一类特殊的 -./ 反应类型"
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指纹分析的需要$ 自 !%11 年 .VAC]=PE;A@ 等d!e首次

提出这一概念以来"该方法已成功地应用到 456 检

测的各个领域"如缺失’突变’多态性分析’/Y$-./
分析等$ 不同的研究者在多重 -./ 反应的优化方面

进行了大量的研究"并提出了一些优化策略 d( f +e"包

括引物序列’反应体系’反应体积’循环参数等因素
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的调整原则! 但总的来说"优化程序比较繁琐"不同

的研究获得的优化程序不具有通用性"因此"大大降

低了多重 !"# 的适用性" 限制了多重 !"# 的应用

范围! 本研究主要探讨在单一 !"# 扩增已经成功的

情况下"应用与单一 !"# 相同的反应条件"能否获

得正常扩增的多重 !"# 组合" 为简化多重 !"# 的

优化程序提供有益的参考"提高玉米 $%& 指纹库构

建的效率!

’ 材料与方法

!"! 供试材料

玉米材料来自赵久然等 ()*研究中的部分玉米自

交系!
!"# $$% 引物

根据已有研究基础 +),和进一步的研究结果"确

定了 -’ 对多态性和稳定性较好的 ..# 引物用于多

重 !"# 研究/表 ’0! 引物由上海生工合成! 引物的选

择与分组按照以下原则# !每种引物在选定的退火

%12 !34563 7856 947 #6: ;6<2 &==6= 712 !>"
’ ?7=@ABC ’2DB E D2)F
- :G4AD-FCB -2DD &HI ) D2)B
B ?7=@’-) -2D- ) D2J-
A :G4D)B B2D) &K&" A D2)E
) L5M’BCC B2DJ /IK&HN) A D2)A
E ?7=@’CJ B2DJ &&&I E D2J’
J :G4DJ- A2D’ &&&I A D2EE
F L5M’-CA A2D- OH&HNA A D2)A
C 7MDDA A2DB &H ) D2-A
’D L5M’))C A2DC /&KHN) B D2A)
’’ ?7=@)FC A2’’ B D2EA
’- ?7=@-BF )2DE E D2FD
’B ?7=@’E’ E2DD F D2F)
’A :G4’-E E2DD &H F D2F-
’) :G4’’E J2DE &"KH P &"H ) D2)J
’E ?7=@-AD F2D) ) D2JJ
’J ?7=@’E- F2D) E D2EF
’F :G4DFD F2DF &HH&H E D2JC
’C :G4DE) C2DB "&"KK A D2)-
-D ?7=@E’C C2DJ E D2FB
-’ L5M’’CE ’D2DJ "&"&"H A D2EF

表 ! 供试 #! 对 $$% 引物信息

温度作单一 !"# 时能得到有效扩增$"同一组合的

引物扩增片段大小的范围不能重叠$ #尽量避免同

一组合的引物序列形成引物寡聚体及引起竞争性扩

增!
!"& 试验方法

!"#"! $%& 提取

采用改进的郭景伦等+E*的玉米单粒种子 Q%& 快

速提取法!
!"#"’ 多重 ()* 反应

将 !"# 反应液装入 CE 孔微量板中" 在 !K"R
’DD !"# 仪%ST #6;683MG"U8V63V1W7"S&&上进行 扩

增! 每组 - X A 对 ..# 引物! -D $Y 反应液中包括#
’D 551= P Y K34;RZI=")D 551= P Y [I="D2DD’\ H6=8V47"
-2) 551= P Y S@I=-"D2’E 551= P Y A]%K!"每对 ..# 引

物均为 D2-) $51= P Y"’ 单位 K8< $%& 聚合酶"- $Y
$%& 模板! 反应程序#CA^预变性 ) 547"一个循环$
CA^变性 AD ;"ED^退火 B) ;"J-^延伸 A) ;" 共 B)
个循环$J-^延伸 ) 547 !
!"#"# 电泳检测

!I# 产物变性后在 A2)\测序胶上分离!预电泳

F) U"-D 547$电泳 FD U"AD 547! 银染#’D\冰醋酸

固定 B 547$双蒸水快速漂洗 ’ 次"不超过 ’D ;$D2-\
&@%_B 溶液染色 ) 547$ 显影液 %B\%8_Z"D2)\甲

醛&显影$’D\冰醋酸定影!

- 结果与分析

#"! $$% 引物的分组

根据引物扩增片段大小范围" 按由大到小的顺

序排列如下%图 ’&"其中位于同一排的为扩增片段

大小范围相似或交叉部分较大的引物 "位于同一排

的引物不进行多重 !I# 组合"只有位于不同排的引

物才可能组合到一起! 在此基础上进行 - X A 重引

物的组合扩增!

?7=@’-)

L5M’-CA

:G4AD-FCB P ?7=@’E- P ?7=@E’C P ?7=@ABC

:G4D)B P :G4’’E P ?7=@’E’ P ?7=@-BF P ?7=@)FC P :G4’-E P :G4DJ- P 7MDDA P :G4DE) P L5M’’CE P L5M’))C P :G4DFD

L5M’BCC P ?7=@’CJ P ?7=@-AD

图 ! #! 对引物的扩增片段大小范围排序’由大到小(
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!"! 多重 #$% 组合扩增结果

选取若干引物组合! 进行了两重" 三重及四重

!"# 扩增!扩增条件与单一 !"# 完全相同!为确定

多重 !"# 中扩增的带型与对应的单一扩增的带型

是否一致!同时对组合中的引物进行了单一 !"# 扩

增!并在同一测序胶上进行电泳检测# 由表 $ 可见!
%& 个两重 !"# 组合扩增结果出现五种情况$ 两对

引物均扩增正常%’( 个&"一对引物扩增正常而另一

对扩增带弱%) 个&"两对引物均扩增带弱%% 个&"一

对引物扩增正常而另一对未扩增%’ 个&"一对引物

扩增正常而另一对的扩增带型与单一扩增时不同%*
个&’ 选取前两种情况的部分引物进行三重 !"#!在

引物 +,-.*/% 0 1234%’/ 与其它引物组成的 ) 个三重

组合和引物 1234.5* 0 +,-.’// 与其它引物组成的 *
个 三 重 组 合 中! 除 组 合 +,-.*/% 0 1234%’/ 0 1234*%6
外!其它 / 个组合均得到正常扩增’ 值得注意的是!
在 1234%’/ 7 +,-88/5 两重 !"# 组合中!+,-88/5 扩

增带弱!而在 +,-8$/% 0 1234%9/ 0 +,-88/5 三重 !"#
组合中!三者均得到正常扩增(在 123485$ 0 1234:)/
两重 !"# 组合中!123485; 和 1234:)/ 均扩增带弱!
而在 123485$ 0 1234:)/ 0 +,-89// 三 重 !"# 组 合 中!
三者均得到正常扩增(相反!在 1234%9/ 0 1234$%< 两

重 !"# 组合中!1234$%( 扩增正常! 而在 +,-8$/% 0
1234%9/ 0 1234$%( 三重 !"# 组合中!1234$%( 扩增带

弱’这似乎表明!不同引物间的相互关系对扩增具有

一定的影响!因此!通过简单的增减不同引物的浓度

并不一定必然改善扩增效果’ 在三重 !"# 扩增的基

础上!选取扩增正常的引物组合 +,-8$/% 0 1234%9/ 0
+,-89// 分别与引物 =>?<&; 和 1234:)/ 组成两个四

重 !"# 组合!结果组合 +,-8;/% 7 1234%9/ 7 +,-89//
7 =>?<&; 得到正常扩增! 而组合 +,-8;/% 7 1234%9/ 7
+,-89// 7 1234:)/ 中!1234:)/ 扩增带弱’ 这些扩增

正常的多重 !"# 组合可直接应用到今后玉米 @AB
指纹库构建等研究中’

图;显示部分筛选结果$引物+,-.;/%"1234%9/"
+,-.9// 的单一"两重C+,-8;/% 0 1234%9/"+,-8;/% 0
+,-89//"1234%9/ 0 +,-89//D及三重C+,-8;/% 7 1234%9/
7 +,-89//E!"# 组合均获得正常扩增! 三对引物的

扩增片段大小范围没有交叉! 在两重和三重组合中

的带型与分别单独扩增时完全一致’

BF 引物 +,-.*/%G HF 1234%’/G "F +,-.’//G @F +,-.;/% 7 1234%’/G
IF +,-.;/% 7 +,-.’//G JF 1234%9/ 0 +,-.9//G KF +,-.*/% 0 1234
%9/ 0 +,-.9//’ . L & 为 & 个不同玉米自交系 @AB’

图 ! 多重 #$% 筛选的部分电泳结果

9 结论与讨论

不同的研究者在多重 !"# 反应程序的优化上

提出各种策略’ 况少青等M’N的研究认为!以 OP4 QRPSR
抗体为酶保护剂!可以提高 !"# 扩增的特异性和敏

感性!减少非特异性扩增!改善亚质量标准 @AB 及

多重 !"# 反应的扩增能力(设置退火温度在一定梯

组合

类型

引物

组合

1234
.$:

+,-
.$/%

=>?%<
$)/9

=>?
<:9

=>?
..5

1234
.5.

1234
$9)

1234
:)/

=>?
.$5

=>?
<&$

2-
<<%

=>?
<5:

+,-
../5

+,-
.::/

=>?
<)<

+,-
.9//

1234
./&

1234
$%<

两重 1234%9/ T T T T 7 U T T T 0 # T 0 # # 0 T T T T T 0 # T T 0 # T T 0 # T

三重
+,-.*/%
0 1234%’/ T T T T T T T TT 0 #

四重
+,-.*/% 0
1234%’/ 0
+,-.’//

TTT
0 # T

两重 1234.5* T # T # T T T T T T T # #

三重
1234.5* 0
+,-.’// T T

两重 =>?%<*)/’ V 0 T T T T T T U 0 T V 0 T T T T U 0 T T 0 # T T 0 # T

注$ T为扩增正常! U为未扩增! # 为扩增带弱! V为扩增带型与单一扩增时不同’

表 ! 多 重 #$% 组 合 扩 增 结 果

度范围内递降的统一 !"# 程序!可以使得具有不同

退火温度的引物在同一 !"# 反应中得到共同扩增!
保证了多重 !"# 的可行性’ 本研究所用的引物尽管

理论退火温度略有不同!但在固定退火温度 5<W的

条件下进行单一 !"# 反应都得到了有效的扩增’ 因

此!在进行多重 !"# 时仍采用固定退火温度!结果

多数组合扩增正常! 说明设置梯度退火温度在多重
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!"# 中并非是必须的!所用反应体系为普通 !"# 体

系" 未加入 $%& ’(%)( 抗体# 由于所用 *+, 纯度较

高"质量较好"因此"对多重 !"# 反应的效果影响不

明显# 由于加入 $%& ’(%)( 抗体增加了操作步骤和反

应成本"因此"在今后的检测实践中是否有必要加入

$%& ’(%)( 抗体"仍需进一步研究确定#目前常用的多

重 !"# 反应体积有 -.$/-$0.$1-$1. 和 - !2 等"黄

银花等 345的研究认为"反应体积和循环次数对多重

!"# 扩增效果影响较小# 本研究选用 06 !2 反应体

积"既便于机械化操作"又相对降低了加样误差"有

利于该技术的推广普及# 为控制不同引物在多重

!"# 反应中产物量一致"许多研究采用根据扩增带

型清晰度调整引物添加量的策略# #789’:;<报道"由于

通常 ==# 引物扩增片段越短其扩增效率越高"其终

产物量也就越多"则引物的添加量就可以少一些!徐

宁迎等 3><的研究则发现"在某些多重 !"# 反应组合

中"扩增片段较长的 ==# 引物添加量却比片段较短

的 ==# 的添加量少"即某些扩增片段较短的 ==# 引

物扩增效率比扩增片段较长的低# 在本研究中出现

的扩增带强弱有差异的组合中" 多数为扩增片段较

短的 ==# 引物带弱"即扩增效率低"表明这并非特

殊现象# 分析其原因"由于 ==# 引物扩增效率不仅

与扩增片段大小有关" 还与引物和模板结合的难易

程度有关#因此"==# 引物扩增效率与扩增片段大小

并不是简单的线性关系#
解建云等 :?<采用与单一 !@# 相同的反应条件"

对近交系小鼠进行两重和三重 !@# 检测"结果两重

!@# 获得预期结果"而三重 !@# 出现干扰现象# 因

此"认为在不改变 !@# 反应条件时"进行两重 !@#
比较容易获得预期结果"而对三重或以上的 !@# 扩

增比较困难# 但他在组合引物时没有考虑不同引物

序列之间可能的相互作用# 本研究在单一 !@# 扩增

已经成功的情况下"遵循引物组合的一般原则"应用

与单一 !@# 完全相同的反应条件" 进行了两重$三

重及四重 !@# 反应组合"结果大部分组合都能得到

正常的扩增结果" 这些筛选出的正常扩增的组合可

应用于 *+, 指纹库构建等研究中# 这一结果表明"
只要选用的单一 !@# 反应条件能够获得稳定有效

的扩增结果"并遵循引物组合的一般原则"就能够直

接应用到多重 !@# 反应中"而不需要进行大量繁琐

的优化程序# 该结果为简化多重 !@# 的优化程序提

供了有益的参考"为多重 !@# 的广泛应用创造了条

件#
多重 !@# 技术在动物上"尤其是人类上得到了

广泛深入的研究及应用#目前"四色荧光技术与多重

!@# 技术相结合"可以在一个反应中同时扩增多达

10 A 1- 对不同引物#由 !B 公司:16<$!)7CD&%:11<公司等

开发的 =$# 复合扩增试剂盒"已被应用于人类 E+,
指纹库构建及亲子鉴定和个体识别的研究中# 毛细

管电泳技术与多重 !"# 技术相结合:10<"使基因分型

效率提高一倍"结果更精确可靠# 然而"在包括玉米

在内的植物上"多重 !"# 技术的研究较少# 因此"借

鉴动物及人类上的研究成果" 并结合玉米核心 ==#
引物的确定" 迅速开发适用于玉米的一套完善的多

重 !"# 程序及相关试剂盒产品" 将为进行大规模$
高通量的玉米 E+, 指纹库构建创造有利条件#

参考文献%

:1< "F%CGD)8%HI J =K LHGG’ # ,K #%IHD) JDI&MNDI ! +K D( %8O ED8D(H7I
’P)DDIHI& 79 (FD EMPFDIID CM’PM8%) QN’()7RFN 87PM’ SH% CM8(HR8DT
*+, %CR8H9HP%(H7I :J5 O +MP8 ,PHQ’ #D’K U?>>K UVW UUU4UX111-V O

:0< YDID&%)HM ZK YDD)DC% + ,K E87MFN = #K D( %8O [M8(HR8DT !@#W P)H(H\
P%8 R%)%CD(D)’ %IQ ’(DRXGNX’(DR R)7(7P78 :J< O ]H7(DPFCH^MD’K U??;K
/_W -64X-UUO

:_5 况少青"王建民"黄 薇"等 O 应用多重 !@# 进行微卫星荧光标

记X半自动基因组扫描:J5 O 中 华 医 学 遗 传 学 杂 志"U??>"U-&/’%
U64XU6; O

:45 黄银花"胡晓湘"徐慰倬"等 O 影响多重 !@# 扩增效果的因素:J5 O
遗传"/66_"/-‘Ua%V-XV> O

:-< 赵久然"王凤格"郭景伦"等 O 中国玉米新品种 *+, 指纹库建立

系列研究"O 适于玉米自交系和杂交种指纹图谱绘制的 ==# 核

心引物的确定:J< O 玉米科学"066_"11‘0b%_X-"> O
3V< 郭景伦"赵久然"尉德铭"等 O 玉米单粒种子 *+, 提取新方法3J< O

北京农业科学"1??;"1-‘0b%1X0 O
3;< #789’ ,K =PFM88D) cK dHIPeF fK D( %8O !@#W @8HIHP%8 QH%&I7’(HP’ %IQ )D\

’D%)PFO =R)HI&D) gD)8%& ]D)8HI YDHQD8GD)&K U??0O
:>< 徐宁迎"傅 衍"2779( @"等 O 多重聚合酶链反应筛选方法的研究

:J< O 畜牧兽医学报"066U"_0‘0b%U6>XUU0 O
:?< 解建云"邵伟娟"高 诚 O 多重 !@# 在几个近交系小鼠遗传检测

中的应用初探:J< O 中国实验动物学报"066_"UU‘0b%?0X?- O
:U6< !D)eHIXB8CD) @7)R7)%(H7IO ,CRdU =$# @79H8D)$[ !@# %CR8H9HP%\

(H7I eH(:#< O f’D) ]M88D(HIO U??> O
:UU< !)7CD&% @7)R7)%(H7IO LDID!)HI( =$# =N’(DC’ $DPFIHP%8 [%IM%O

0666O
:U0< 庄启南"张 静"熊晓燕"等 O 应用毛细管电泳技术进行高效$准

确的微卫星位点自动基因组扫描:J< O 中华医学遗传学杂志"0660"
U?‘_b%0-_X0-V O

玉米科学 066_ 年第 UU 卷第 4 期

!




