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摘  要：以从 GenBank 中下载的 93 955 条甜橙[Citrus sinensis（L.）Osbeck]EST 序列为源序列，利

用 QualitySNP 软件包从中挖掘出 1 521 个单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）候选位

点。进一步利用酶切位点查找软件 WatCut 进行分析，发现其中 125 个 SNP 为酶切扩增多态性序列（cleaved 

amplified polymorphic sequences，CAPS）位点。随机挑选 40 个 CAPS 候选位点设计引物，对 12 个含多

种类型的柑橘品种进行分型，以此验证各标记的有效性。同时，还挑选了 25 个经生物信息学预测可导致

其编码蛋白氨基酸序列改变的 SNP 位点，分别设计出一组等位基因特异 PCR（allele specific PCR，AS-PCR）

引物，以 6 个不同类型柑橘品种的 DNA 为模板进行 PCR 扩增，扩增产物采用琼脂糖凝胶电泳进行检测，

筛选多态性引物。结果显示，40 个 CAPS 候选位点中有 26 个位点具有酶切扩增多态性，且分型结果稳定，

可作为 CAPS 标记。此外，还筛选获得 15 组在不同柑橘品种间检测到多态性的 AS-PCR 引物，重复性好，

可有效用于柑橘品种的 SNP 分型。 
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Development of CAPS Markers and Allele-specific PCR Primers in Citrus 
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Abstract：The objective of this study was to develop CAPS markers and AS-PCR primers that can be 

used as molecular genetic markers in cultivar identification and genetic diversity studies. With the 

QualitySNP software package，1 521 putative single nucleotide polymorphism（SNP）sites were identified 

among the 93 955 sweet orange [Citrus sinensis（L.）Osbeck] expressed sequence tags（ESTs）downloaded 

from the GenBank. Furthermore，those ESTs containing the putative SNP sites were analysed with WatCut 

program and 125 putative Cleaved Amplified Polymorphic Sequences（CAPS）sites were obtained. Forty 
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ESTs with CAPS sites were randomly chosen to design primer pairs，with which PCR amplifications were 

performed and then the amplification products were digested with restriction enzymes. Meanwhile，25 sets 

of AS-PCR primers were designed according to other 25 putative SNP that change the deduced amino acid 

type. Afterwards，6 citrus cultivars with different genotypes were used for the validation of each SNP site. 

As a result，26 CAPS sites with cleaved amplified polymorphism among 12 citrus cultivars were 

identified，all of them can be used as CAPS markers. Furthermore，fifteen sets of Allele-specific PCR 

primers with good reproducibility and polymorphism were obtained，which can be applied for further SNP 

genotyping in citrus. This study indicated that it is feasible to develop CAPS markers and AS-PCR primers 

based on public citrus EST sequences. 

Key words：citrus；expressed sequence tags（EST）；single nucleotide polymorphism（SNP）；cleaved 

amplified polymorphic sequences（CAPS）；allele specific PCR 

 

单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphisms，SNP）是指基因组 DNA 序列上由单个核苷

酸的变异而引起的多态性。由于 SNP 在生物基因组中具有数量多、分布广、遗传稳定、二等位性、

易于分型等诸多优点（Zhu et al.，2003；Lijavezhy et al.，2007），特别是一些存在于基因编码区或

非编码调节区域的SNP，极有可能导致其编码蛋白氨基酸序列的改变或引起相关蛋白表达量的差异。

所以 SNP 被称为是继 RFLP 和 SSR 之后最具应用潜力的新一代分子标记。目前 SNP 标记已被广泛

应用于植物高密度遗传连锁图谱的构建（Rostoks et al.，2005；Vezzulli et al.，2008）、分子标记辅助

选择（Missaoui et al.，2007；Lehmensiek et al.，2008）、遗传多样性分析（Chao et al.，2009；Hayden 

et al.，2009）及品种鉴定（Yoon et al.，2007；Jung et al.，2010）等多方面研究。 

迄今，已有多种方法应用于植物 SNP 标记的开发，基于全基因组序列或 EST 序列的生物信息

学法是发掘 SNP 较为常用的方法之一。如水稻（Feltus et al.，2004）、小麦（Somers et al.，2003）、

大豆（束永俊 等，2010）、番茄（Labate & Baldo，2005）及柑橘（Jiang et al.，2010；吴波 等，2012）

等植物中都曾利用全基因组序或公共数据库中的 EST 序列发掘出大量的 SNP。各种新型的 SNP 分

型检测技术，如变性高效液相色谱法、基质辅助激光解析—电离—飞行时间质谱法和高分辨率熔解

曲线分析技术等出现，也为 SNP 标记的高通量分型检测提供了强大的技术支撑。尽管如此，由于这

些技术多依赖于高昂的仪器设备，而且检测成本也都相对较高，这在很大程度上限制了其在 SNP 标

记开发研究中的应用。相比之下，酶切扩增多态性序列（cleaved amplification polymorphic sequences，

CAPS）和等位基因特异 PCR（Allele-specific PCR，AS-PCR）是两种操作简单、检测快速、成本低

廉且不依赖于高精仪器的 SNP 分型技术，这两种技术已被广泛应用于植物的 SNP 分型（Hayashi et 

al.，2004；Chung et al.，2008；Konovalov et al.，2009；Lee et al.，2009）。 

近年来，随着柑橘分子生物学研究的不断深入，GenBank 等公共据库中积累了大量的柑橘 EST

数据，这为柑橘 SNP 标记的开发提供了宝贵的资源。本研究中，拟基于生物信息学方法从公共数据

库中发掘出一批柑橘 SNP 候选位点，然后根据部分位点设计 CAPS 标记或 AS-PCR 引物，对不同遗

传背景的柑橘品种进行分型检测，以此验证 SNP 的真实性，并筛选获得有效的柑橘 CAPS 标记和

AS-PCR 引物。 

1  材料与方法 

1.1  材料及其 DNA 提取 

为了便于多态性 CAPS 标记和 AS-PCR 引物的筛选，以包含甜橙、椪柑、温州蜜柑和柚这 4 种
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表 1  供试 12 个柑橘品种 

Table 1  Twelve citrus cultivars used for SNP  

validation in this study 

代号 
Code 

品种 
Cultivar 

类型  
Type 

1 纽荷尔脐橙 Newhall Navel 甜橙 
2 铜水 72-1 锦橙 Tongshui 72-1 C. sinensis（L.）Osbeck 
3 无核雪柑 Xuegan Seedless 
4 冰糖橙 Bingtangcheng 
5 塔罗科血橙  

Tarocco Blood Orange 

6 奥林达 Olinda 
7 太田椪柑 Ota Ponkan 椪柑          
8 台湾椪柑 Taiwan Ponkan C. reticulata Blanco 
9 大浦温州蜜柑 Ooura 温州蜜柑 
10 日南 1 号温州蜜柑 

Nichinan 1 

C. unshiu Marcow 

11 强德勒柚 Chandler Pummelo 柚 C. grandis Osbeck 
12 琯溪蜜柚 Guanxi Pummelo  

类型的 12 个柑橘品种为供试材料（表 1），均

由中国农业科学院柑橘研究所国家果树种质重

庆柑橘圃提供。试验于 2009 年在国家柑橘品种

改良中心进行。采用 CTAB 法（Jiang et al.，

2010）提取叶片的基因组 DNA；经琼脂糖凝胶

电泳和分光光度计检测，将浓度调至 50 

ng · μL-1 备用。 

1.2  SNP 候选位点的发掘 

从美国生物技术信息中心（http：//www. 

ncbi. gih. nlm. gov）下载甜橙 EST 序列；在

Linux 操作系统下利用 QualitySNP 软件包中的

CAP3 程序将同源性高于 95%且长度均大于

100 bp 的 EST 序列组装成簇；使用 Perl 脚本

“Geta- lignmentinfo”除去少于 4 条同源序列

的 EST 簇；运行 QualitySNP 软件自动搜寻功能查找各簇中存在的 SNP 候选位点。然后利用在线酶

切位点识别软件 WatCut（http：//watcut. uwaterloo. ca/ watcut/watcut/template. php）查找引起限制性

内切酶识别位点改变的 SNP。将 SNP 位点所在 EST 序列翻译成氨基酸序列与在线蛋白序列数据进

行比对，预测每个 SNP 可否引起所编码蛋白氨基酸序列的改变。 

1.3  CAPS 引物设计及酶切扩增多态性分析 

随机挑选 40 个可引起限制性内切酶识别位点改变的 SNP 候选位点，利用在线引物设计软件

Primer3 设计 CAPS 引物。引物合成由上海生工生物工程有限公司完成。 

PCR 扩增体系为 25 μL，包括 100 ng 模板 DNA，2.5 μL 10 × PCR buffer，1.5 μL 25 mmol · L-1 

MgCl2，2.0 μL 2.5 mmol · L-1  dNTP，0.5 μL 20 μmol · L-1 引物，0.8 U Taq DNA 聚合酶（TaKaRa）。

扩增反应程序：94 ℃预变性 5 min；94  30 s℃ ，60  30 s℃ ，72  60 s℃ ，30 循环；72 ℃延伸 10 min。

扩增反应在德国 Biometra 公司 T1 Thermocycler 型 PCR 扩增仪上进行。 

经 PCR 扩增的产物分别用 BamHⅠ、HindⅢ、EcoRⅠ、EcoRⅡ和 MisⅠ限制性内切酶（ABI

公司）对相应的 CAPS 位点进行酶切。酶切反应体系 20 μL，含 10 μL PCR 扩增产物，2 μL 酶切 buffer，

2.5 U 的内切酶，8 μL 的 ddH2O。37 ℃ 消化 3 h，然后加入 4 μL 溴酚蓝。取 10 μL 样品在 2%的琼

脂糖凝胶中电泳（1 × TBE buffer），120 V 稳压 40 min 左右，经溴化乙锭（EB）染色，置于 UVP 凝

胶成像系统（Gel Doc-It）成像。 

1.4  AS-PCR 引物设计及 PCR 分析 

随机挑选25个可能导致所编码蛋白氨基酸序列改变的SNP候选位点，利用premier5.0和oligo6.0

等软件根据每个 SNP 位点分别设计两条等位基因特异引物（ASP）和 1 条公用引物。ASP 引物的 3′

末端分别与 SNP 位点的两个等位碱基完全匹配，同时在特异引物 3′末端的倒数第 2 或第 3 位置引入

1 个错配碱基，以此提高 PCR 的特异性及稳定性。错配碱基的引入原则参照前人（Hayashi et al.，

2004；卫波 等，2006）的研究。 

AS-PCR 扩增体系及电泳方法与 CAPS 分析基本相同。AS-PCR 操作过程中需将两条 ASP 引物

与其公用引物分别组对，在两个 PCR 管中对同一 DNA 模板进行 PCR 扩增。若样品中的等位位点与
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ASP 引物的 3′末端相匹配，便能进行有效扩增，反之则不能进行有效扩增。 

2  结果与分析 

2.1  SNP 候选位点 

利用 QualitySNP 软件包中的 CAP3 程序将来自甜橙的 93 955 条 EST 组装成 2 925 个簇；使用

Perl 脚本“Getalignmentinfo”除去少于 4 条同源序列的簇后得到 1 236 个簇；利用 QualitySNP 搜寻

簇中可能存在的 SNP，结果共挖掘到 1 521 个可靠性较高的 SNP 候选位点。进一步利用酶切位点识

别软件 WatCut 分析，发现其中 125 个 SNP 可引起限制性内切酶识别位点的改变，即为 CAPS 候选

位点。利用生物信息学法对 1 521 个 SNP 候选位点进行功能预测，发现其中 325 个 SNP 可能会导致

所编码蛋白氨基酸序列的改变。 

2.2  CAPS 标记的获得 

以 12 个柑橘品种（表 1）的 DNA 为模板，利用 40 对 CAPS 引物进行 PCR 扩增，并用相应的

限制性内切酶对扩增产物进行酶切分析。结果 40 对引物均能扩增出与预期长度吻合的特异性产物，

其中 26 对（表 2）在 12 个柑橘品种间具有酶切扩增多态性。 

 
表 2  CAPS 引物序列及其 SNP 位点 

Table 2  Primer sequences of CAPS and the SNP loci 

引物名称 
Primer name 

引物序列（正向和反向） 
Primer sequence（forward and reverse） 

SNP 位点 
SNP loci 

限制性内切酶 
Restriction 
endonuclease 

PCR 产物大小/bp 
PCR product size 

酶切后片段大

小 /bp 
After digestion  

CSP01 5′ > GTAACAAATGGGCCACCATC 
5′ > CACACCGGGTAAGCTTGAAT 

GGATCC 
GAATCC 

BamHⅠ 248 248/（215 + 33）

CSP02 5′ > GGCCATCTTCCAACTGCTTA 
5′ > CAACCCTTCATCTCGTCCTC 

GGATCC 
GTATCC 

BamHⅠ 195 195/（141 + 54）

CSP03 5′ > ACACGTCATCCATCCTCTCC 
5′ > TGCAGCACTCAGCTTCTTGT 

GGATCC 
GGACCC 

BamHⅠ 194 194/（121 + 73）

CSP04 5′ > CAGAAAATGGGGCTGTCATT 
5′ > TCTTATCCTGACCCCCAACA 

AAGCTT 
AAACTT 

HindⅢ 226 226/（198 + 28）

CSP05 5′ > GAACATTCAGGATGCCTTGG 
5′ > CTTTGCCACTTGCTGCAATA 

AAGCAT 
AAGCTT 

HindⅢ 155 155/（101 + 54）

CSP06 5′ > CGCAGTGGTTGAGTGTGTGT 
5′ > GTAACGCGGTTGTCCTGATT 

AAGCCT 
AAGCTT 

HindⅢ 226 226/（127 + 99）

CSP07 5′ > ATCAGGCTGTGATGGCTCTT 
5′ > TAACTGCATCATCGGGTGAA 

AAGCTG 
AAGCTT 

HindⅢ 250 250/（203 + 47）

CSP08 5′ > AGCAGAGAAGCCAAATCCAA 
5′ > CTTCTGAGCGGTCGGTTAAG 

AAGCTT 
AAGCCT 

HindⅢ 231 231/（196 + 35）

CSP09 5′ > TGAACAAGCAGCTTACATTGC 
5′ > ACTTACGCTGGTGAGGCTGT 

AAGCTT 
AGGCTT 

HindⅢ 182 182/（123 + 59）

CSP10 5′ > GATCCAATGGCTCCAAAGAA 
5′ > GACGATCGGAGAGAATGGAA 

AAGCTC 
AAGCTT 

HindⅢ 214 214/（157 + 57）

CSP11 5′ > ATCAGGGACCTGAGCGATTT 
5′ > CAACTTGGGTGCAATTGTTG 

AAGCTT 
AAGCTG 

HindⅢ 166 166/（139 + 27）

CSP12 5′ > TGCTGGAAAATCAAGTGCAG 
5′ > AGGGATTCATGCATACAGCA 

GAATTC 
GAATTT 

EcoRⅠ 167 167/（91 + 76）

CSP13 5′ > TGATAATGGGAGAGGGGTGA 
5′ > AGCTGCTCAGAATATTGTGCTT 

GAATTC 
GAATTT 

EcoRⅠ 179 179/（131 + 48）

CSP14 5′ > GCAAGAGCACCCTAAGAACG 
5′ > TCACTTTGCTTCCGACCTCT 

CCTGG 
CTTGG 

EcoRⅡ 239 239/（200 + 39）

CSP15 5′ > AAGGCTGAAGATGAGGAGCA 
5′ > GGTAGCGCACGCAATACATA 

CCTGG 
CCTCG 

EcoRⅡ 247 247/（152 + 95）

CSP16 5′ > CAGCTTCAGCTTCAGTTCCA 

5′ > ACTGTTGGAGAATGCCGAGA 
CCAGG 
CCGGG 

EcoRⅡ 226 226（142 + 84）
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续表 2 

引物名称 
Primer name 

引物序列（正向和反向） 
Primer sequence（forward and reverse） 

SNP 位点 
SNP loci 

限制性内切酶 
Restriction 
endonuclease 

PCR 产物大小/bp 
PCR product size 

酶切后片段大

小 /bp 
After digestion  

CSP17 5′ > AGCCCTCTGAGCATTGAGAA 
5′ > ACAAAAACTGGGGACAT 

CCTGG 
CTTGG 

EcoRⅡ 243 243/（209 + 34）

CSP 18 5′ > CCATATCCGTGATTGGGTTC 
5′ > ACAAAAACTGGGGACATTCA 

CTTGG 
CCTGG 

EcoRⅡ 200 200/（159 + 41）

CSP 19 5′ > CCTCGGAGAATCCAAATTCA 
5′ > AGGACCGACAGGTCGTATTG 

CATGG 
CCTGG 

EcoRⅡ 239 239/（203 + 36）

CSP 20 5′ > CGCCAACTCTTTCTCAATCA 
5′ > TCGACGTCTGTGATTTCAGC 

CCTGG 
CTTGG 

EcoRⅡ 201 201/（135 + 76）

CSP 21 5′ > GAGCTGAAAGATTCCGTTGC 
5′ > TTGATCTTCATGCTGCTTGG 

CCTGG 
CCCGG 

EcoRⅡ 245 245/（171 + 62）

CSP 22 
 

5′ > TCGAGAGGTTCGAGAAGGAA 
5′ > TCAATGATAAGGACGGCACA 

CCTGG 
CTTGG 

EcoRⅡ 235 235/（163 + 72）

CSP 23 5′ > AACCTTGCCCTGTCTAACGA 
5′ > GCTCCTCCGACATTTGTGAT 

GCCGGT 
GCCGGC 

MisⅠ 218 218/（116 + 102）

CSP 24 5′ > TGTTGGGCATGTCGCTACTA 
5′ > TCGGGATCACTTTCAGTTCC 

GCCAGC 
GCCGGC 

MisⅠ 181 181/（132 + 49）

CSP 25 5′ > ACGATGTCGGGATGAAGAAG 
5′ > TAATGCGCAGAACATGGAAG 

GCTGGC 
GCCGGC 

MisⅠ 198 198/（140 + 58）

CSP 26 5′ > AAGCAACTAAGAGGGGCACA 
5′ > TCCACCTCTACGAGCCAAAC 

GCCGGC 
GCCAGC 

MisⅠ 215 215/（184 + 31）

注：表中标为黑体的碱基为 SNP 位点。 

Note：The bold bases are SNP loci. 

 

如图 1 所示，纽荷尔、铜水 72-1、无核雪柑、冰糖橙、塔罗科血橙和奥林达这 6 个甜橙品种（泳

道 1 ~ 6）的两个 CAPS 位点均表现为杂合基因型（G/T）；太田椪柑、台湾椪柑和强德勒柚（泳道 7、

8、11）的两个位点均表现为纯合基因型（GG 或 TT）；大浦温州蜜柑、日南 1 号温州蜜柑和琯溪蜜

柚（泳道 9、10、12）这 3 个品种在图 1，A 中为纯合型（TT），在图 1，B 为杂合型（G/T）。上述

26 个 CAPS 位点经过两次重复验证，结果均一致。由此可见，这 26 个 SNP 位点均为真实的 SNP，

且由它们转化而得的 CAPS 标记可用于柑橘品种鉴定及种质资源遗传多样性研究等。 

 

图 1  两个 CAPS 标记对 12 个柑橘品种的分型结果 

M：DL2000 marker；A：引物 CSP02 扩增产物经 BamHⅠ酶切的结果； 

B：引物 CSP07 扩增产物经 HindⅢ酶切的结果；1 ~ 12 代表品种见表 1。 

Fig. 1  Genotyping of SNP among twelve citrus cultivars by CAPS markers 

M：DL2000 marker；A：The PCR products amplified with primer CSP02 were digested with BamHⅠ； 

B：The PCR products amplified with primer CSP07 were digested with HindⅢ；1–12 see Table 1. 

2.3  AS-PCR 引物的获得 

以纽荷尔脐橙、无核雪柑、台湾椪柑、大浦温州蜜柑、琯溪蜜柚和强德勒柚这 6 个分别归属于

上述 4 类柑橘的代表品种的基因组 DNA 为模板，分别利用 25 组等位基因特异引物进行 PCR 扩增
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及琼脂糖凝胶电泳检测。结果显示，25 组引物均能扩增出与预期长度吻合的特异性 PCR 产物；其

中 15 组 AS-PCR 引物（引物序列及其 SNP 位点见表 3）在上述 6 个品种间扩增出多态性谱带。就

单个品种而言，每组 AS-PCR 引物中至少有 1 条引物可扩增出 PCR 产物；在 6 个品种中，有的品种

仅 1 条 AS-PCR 引物能有效扩增出产物，即表现为纯合基因型；有的品种两条 AS-PCR 引物均可有

效扩增出产物，即表现为杂合基因型。如图 2 所示，纽荷尔脐橙、无核雪柑和琯溪蜜柚 3 个品种的

该位点表现为纯合的 AA 型，台湾椪柑表现为纯合的 GG 型，大浦和强德勒柚为 A/G 型。 

表 3  AS-PCR 引物及其 SNP 位点 

Table 3  Primer sequences of AS-PCR and the SNP loci 

引物名称 
Primer name 

正向引物序列（5′→3′） 
Forward primer sequence（5′→3′） 

反向引物序列（5′→3′） 
Reverse primer sequence （5′→3′）

SNP 位点 
SNP loci 

PCR 产物大小/ bp 
PCR product size  

CSP-31 F1：TGCGGACCATGCCGTTTTA 
F2：TGCGGACCATGCCGTTTTG 

TCTTTGCTCCAACCACCT TTCA 
TTCG 

260 

CSP-32 F1：GAAACTGATGAGGAACTGTG 
F2：GAAACTGATGAGGAACTGTA 

TAACCACTTCCTGCCACA TGAG 
TGAA 

178 

CSP-33 F1：TCAAACAAACCAACAGGCG 
F2：TCAAACAAACCAACAGGCA 

GGGCTGATTCTGATTGTAGTAA GGAG 
GGAA 

114 

CSP-34 F1：TGCTGGTCTCCGATGAGGTA 
F2：TGCTGGTCTCCGATGAGGTG 

TCCTGGCTGAACTTGGTC GGCA 
GGCG 

105 

CSP-35 F1：AGTCCAAGGCTGCTAAGGTC 
F2：AGTCCAAGGCTGCTAAGGTG 

CCATCAGTGCCTCCGTTA GACA 
GAGA 

119 

CSP-36 F1：ATGGTGGGATCATGTCA 
F2：ATGGTGGGATCATGTCG 

CTCCGTATGTGATGGTTC GCCA 
GCCG 

205 

CSP-37 F1：CAAGCTCCTCCACTAGATTC 
F2：CAAGCTCCTCCACTAGATTA 

ATGCCCTTCTCAACACCC ATCC 
ATCA 

150 

CSP-38 F1：TCAGAAAGTCGTGTAGAGCAA 
F2：TCAGAAAGTCGTGTAGAGCAT 

CTCCCTGACGGATTGACTAAG GCCA 
GCCT 

260 

CSP-39 F1：AGGTCAAGTTTTATGTGCGT 
F2：AGGTCAAGTTTTATGTGCGA 

CTTGTAGCCTTCTCCACT GCCT 
GCCA 

195 

CSP-40 F1：TCTCAATCCAATCCAGCAAT 
F2：TCTCAATCCAATCCAGCAAC 

GCGAGCCTTCATAGTTGT CACT 
CACC 

215 

CSP-41 F1：GGCACAGACCCAAGATGAG 
F2：GGCACAGACCCAAGATGAC 

CACCGTCAGTAAGGAGATGTA GGAC 
GGAG 

152 

CSP-42 F1：CGGTCGTTGACTCGGATG 
F2：CGGTCGTTGACTCGGATC 

ACTCCTTTGGTGTTCTCC GACG 
GACC 

205 

CSP-43 F1：CTCAGAAACCTCCACCGACT 
F2：CTCAGAAACCTCCACCGACA 

ACTGGGAAAACCATCACG GAGT 
GAGA 

216 

CSP-44 F1：TTGCCGTGTTTGTGGGAGC 
F2：TTGCCGTGTTTGTGGGAGT 

TTCGCTACAGGTATCAGAGA GAAT 
GAAC 

199 

CSP-45 F1：GGGCTGTCATTTACGAGA 
F2：GGGCTGTCATTTACGAGG < 3′ 

5′ > ATCCCTCAACTCATCCTC < 3′ GAAG 
GAAA 

258 

注：表中标为黑体的碱基为 SNP 位点。 

Note：The bold bases are SNP loci. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  6 个柑橘品种 AS-PCR 分型结果 

M：DL 2000 marker；1：纽荷尔脐橙；2：无核雪柑；3：台湾椪柑；4：大浦；5：琯溪蜜柚；6；强德勒柚； 

所用引物为 CSP-31，A、G 分别代表两条 AS-PCR 引物的扩增产物。 

Fig. 2  Genotyping of SNP among six citrus cultivars by AS-PCR 

M：DL 2000 marker；1：Newhall Navel；2：Xuegan Seedless；3：Taiwan Ponkan；4：Ooura；5：Guanxi Pummelo；6：Chandler Pummelo；

PCR products amplified with primer CSP-31，A or G represent PCR products of the two allele specific PCR primers. 
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经过两次重复验证，均获得相同的结果。由此可见，这 15 组 AS-PCR 引物所对应的 SNP 候选

位点为真实的 SNP；获得的 15 组引物可有效用于柑橘品种鉴定及种质资源遗传多样性研究等。 

3  讨论 

自 Picoult-Newberg 等（1999）利用 EST 序列发掘 SNP 以来，小麦（Somers et al.，2003）、大

麦（Bundock et al.，2006）、玉米（Batley et al.，2003）等作物中都先后利用公共数据库中的 EST 序

列发掘出大量的 SNP，有的还开发出了适用于 SNP 分型的 CAPS 标记（Jiang et al.，2010；束永俊 等，

2010）或 AS-PCR 引物（Soleimani et al.，2003；Bundock et al.，2006）。本研究中利用 QualitySNP

软件从柑橘EST数据库中挖掘出 1 521个柑橘 SNP候选位点，并根据其中一些位点直接设计成CAPS

标记或等位基因特异 PCR 引物，然后以多种遗传背景不同的柑橘品种为材料，筛选多态性的标记及

引物。结果筛选获得 26 个柑橘 CAPS 标记和 15 组等位基因特异 PCR 引物。这些多态性标记和引物

的获得为柑橘种质资源遗传多样性研究、品种 DNA 指纹鉴定以及分子标记辅助选择（如杂种胚鉴

定）等提供了新的分子遗传标记；同时也有力地证明了柑橘中相应 SNP 位点的真实性，为今后直接

应用高通量的 SNP 检测技术对这些位点进行 SNP 分型奠定了良好的基础。 

CAPS 标记和 AS-PCR 技术在应用上虽为简单的 SNP 分型技术，但开发这两种标记均存在一定

的难度（Soleimani et al.，2003）。因为导致限制性内切酶识别位点改变的 SNP 的数量相对较少，如

本研究中共发掘到的 CAPS 候选位点仅 125 个，其中一些还不是真实的 SNP 位点。同样能够设计出

特异性的 AS-PCR 引物的 SNP 位点也不是特别多。由于两条 AS-PCR 引物的 3′末端都必须处在 SNP

位点上，这很难保证每条引物均具有很好的 PCR 特异性和重复性。本研究中总结了前人的经验

（Hayashi et al.，2004；卫波 等，2006），在每条 AS-PCR 引物的 3′端倒数第 2 或第 3 位置引入了 1

个特定的错配碱基，使 AS-PCR 引物难于与非匹配模板结合而扩增；并且还在试验过程中对每组引

物进行了 PCR 反应体系的优化，从而有效地保证了每组引物的 PCR 特异性及稳定性。因此，只要

引物设计得当，结合 PCR 反应体系的优化，AS-PCR 技术也可以广泛地应用于 SNP 分型。 
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