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摘  要：高分辨率熔解曲线分析（High resolution melting analysis，HRM）可以检测单碱基改变引起的

DNA 双链熔解温度（Tm）值变化，从而可以对样本在单核苷酸多态性分子标记（Single nucleotide polymor- 

phism，SNP）上进行基因分型。通过分析 NCBI 数据库中宽皮柑橘的表达序列标签（Expressed sequence tag，

EST）数据鉴别 SNP 位点，并用小片段扩增法高分辨率熔解曲线分型技术（High resolution melting analysis of 

small amplicons）分析 11 个宽皮柑橘（Citrus reticulata）品种以及柳橙（Citrus sinensis Osbeck var.‘Liucheng’）

的 5 个 SNP 位点的基因型。结果显示，小片段扩增法高分辨率熔解曲线分型可以快速、清楚地分辨纯合与

杂合基因型，在校正温度差异后也可以很好地分辨同一个 SNP 位点不同的纯合型。统计分析表明样本在所

有 SNP 位点上均存在多态性，5 个 SNP 位点的平均多态性信息含量（PIC）为 0.3190，显示样本在这组 SNP

位点上具有较高的杂合率。 
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Abstract：High resolution melting analysis（HRM）is capable of detecting changes in melting 

temperature（Tm）of double strand DNA sequences caused by single nucleotide changes，and is suitable to 

genotype genetic samples using known single nucleotide polymorphic sites（SNPs）. Citrus reticulata ESTs 

from NCBI EST database were searched for SNPs，and 5 SNPs were selected to genotype 11 mandarin and 

1 sweet orange cultivars using HRM genotyping of small amplicons. The results showed that，at a given  
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SNP site，a heterozygous genotype could be easily and clearly distinguished from a homozygous genotype 

by HRM，and 2 different homozygous genotypes could also be easily identified when temperature was 

calibrated. All 5 SNPs were found polymorphic in analyzed citrus samples，with an average polymorphic 

information content（PIC）value of 0.3190，indicating that these samples are highly heterozygous at these 

SNP sites. 

Key words：mandarin；high resolution melting；single nucleotide polymorphism；genotyping 

 

单核苷酸多态性分子标记（SNP）是动、植物基因组中数量最多、分布最广的分子标记，被广

泛用于关联分析、生物多样性评价以及遗传图谱构建等。甜橙和温州蜜柑 EST 序列分析显示栽培柑

橘种内存在大量 SNP，但目前柑橘中 SNP 分子标记的开发和应用仍较少，用到的 SNP 分型方法是

扩增片段酶切多态性检测（Cleaved amplified polymorphic sequences，CAPS）和单链构象多态性检

测（Single strand conformation polymorphism，SSCP）（Zhong et al.，2008）。CAPS 只能应用于引起

内切酶识别位点发生改变的突变位点，SSCP 则需要 PCR 扩增后聚丙烯酰胺电泳，这两种方法试验

周期均较长。利用高分辨率熔解曲线技术（High resolution melting，HRM）进行 SNP 分型，具有快

速、灵敏、普遍适用的特点，因此在人类致病突变的检测中应用广泛（Erali et al.，2008；López-Villar 

et al.，2010；Montgomery et al.，2010），在植物尤其在果树研究中的应用相对较少（Lehmensiek et al.，

2008；Wu et al.，2008）。为提高效率，本研究中引入了小片段扩增法高分辨率熔解曲线分型技术进

行柑橘 SNP 分型，结果显示该方法是一种较好的 SNP 分型技术。 

1  材料与方法 

1.1  生物信息学分析及 SNP 位点的获得 

于 2011 年 6 月从 NCBI EST 数据库（http：//www. ncbi. Nlm. nih. gov/）下载宽皮柑橘 EST 序列

后，先用 SeqClean（Pertea et al.，2003）去除载体污染序列与简单重复末端序列，再用 CAP3（Huang 

& Madan，1999）软件拼接序列，然后用 QualitySNP 处理鉴别 SNP（Tang et al.，2006）。从 Phytozome 

（http：//www. phytozome. org）下载克里曼丁橘基因组序列，建立本地 BLAST 数据库（Camacho et 

al.，2008），利用 BLASTN 程序将 EST 拼接组与基因组序列对应。为了尽可能获得遵循自由分离规

律的分子标记，随机筛选了 5 个位于不同基因组拼接大片段上的 SNP（表 1）进行下一步分析。 

1.2  试验材料 

于 2011年 8 月从国家柑橘种质资源圃采取柳橙和 11个宽皮柑橘叶片样本（表 1），利用Easy-Pure 

Plant Genomic DNA Kit（Transgen Biotech）提取全基因组 DNA，所提取 DNA 浓度为 20 ~ 50 ng · mL-1。

由于甜橙在这些位点上的基因型已先期通过 EST 序列分析获得，故将柳橙作为一个参照基因型。 

1.3  引物设计 

采用小片段扩增法进行 HRM 分型（Liew et al.，2004）。为提高同一 SNP 位点上两种不同纯合

型扩增片段的熔解温度（Tm）值之间的差异，应使扩增片段尽可能短，本研究中采用的扩增片段长

度在 36 ~ 55 bp 之间。用 primer5 软件设计引物，正反向引物的 3′端尽可能靠近 SNP 位点，尽量避

免二级结构与引物二聚体的形成。一般认为引物 Tm值在 50 ~ 60 ℃之间即可，本试验中引物的 Tm

值被限制在（53 ± 1）℃范围内，以便于 PCR 中使用相同的反应条件。由于在仪器读取熔解曲线过

程中，96 孔板上各孔之间温度可能存在一定差异，故引入 Tm 已知的序列作为内参进行温度校正，
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使用 Tm 60 ℃和 90 ℃的内参序列，分别为 5′-TTAAATTATAAAATATTTATAATATTAATTATATA 

TATATAAATATAATA-C3-3′ 和 5′-GCGCGGCCGGCACTGACCCGAGACTCTGAGCGGCTGCTGA 

GGTGCGGAAGCGGAGGGGCGGG-C3-3′及各自的反向互补序列，内参序列的 3′ 羟基末端均引入 3

碳烷基（-C3）修饰以阻止内参链在 PCR 过程中延伸（Gundry et al.，2008）。 

1.4  PCR 反应 

PCR扩增在Biometra PCR仪上进行，采用10 μL反应体系，包含40 ng基因组DNA，0.5 U EasyTaq 

DNA 聚合酶（Transgen Biotech），1 × PCR 缓冲液（含 Mg2+），0.2 mmol · L-1 dNTP，300 nmol · L-1

正向和方向引物，4 种内参脱氧核糖核苷酸链各 100 nmol · L-1，1 × LCGreen Plus 染料（Idaho 

Technology）。PCR 反应步骤如下：95 ℃变性 3 min；然后 95 ℃ 10 s，56 ℃ 10 s，72 ℃ 8 s，55

个循环，紧接着 95 ℃变性 1 min，最后 25 ℃复性 1 min。 

1.5  HRM 检测及数据分析 

高分辨率熔解曲线分析在 96 孔式 LightCycler（Spectron）上进行，在 55 ~ 95 ℃范围内收集荧

光信号强度数据，温度上升速率为 0.1 ℃ · s-1。 

数据分析在 LightScanner 96 软件上进行，第一步排除假阳性样本，去除未点样及 PCR 无目标

产物的点样孔。由于可能存在起始模板浓度差别、荧光信号收集差别以及孔间温度偏差，对荧光信

号进行标准化处理：首先将转折出现前后的两个点定为 1 和 0，然后利用内参对各孔温差进行校正。

通过曲线形状可区分杂合基因型与纯合基因型，通过 Tm值之间的差异可以区分不同的纯合基因型。 

1.6  分型结果的生物统计学分析 

用 PowerMarker version3.25 对分型结果进行了生物统计学分析（Liu & Muse，2005），重点分

析等位基因频率（allele frequency）、基因多样性（gene diversity）、杂合率（heterozygosity）以及

多态性信息含量（PIC）。基因多样性值是从一个群体中随机抽取两个等位基因在给定分子标记位

点不相同的概率，它等于根据等位基因频率计算得到的预测杂合率值。PIC 值预测从一个群落中随

机抽取两个个体在某一个多态性位点上基因型不同的概率。 

2  结果与分析 

2.1  小片段扩增法高分辨率熔解曲线分型 

小片段扩增法高分辨率熔解曲线分型技术中使用了与双链 DNA 结合的饱和荧光染料，荧光信

号强度与 DNA 双链浓度成正比，通过逐步增加温度同时监测每一步的荧光信号来产生熔解曲线，

该熔解曲线的一阶导数图在 DNA 双链的 Tm值上有一特征峰，具有不同 Tm值的 DNA 双链形成的特

征峰的位置存在差异。本研究试验结果显示，熔解曲线分析可以清楚地区分同一个 SNP 位点上的杂

合基因型与纯合基因型以及两种不同的纯合基因型。图 1 是标准化后的 clementine0.9_014051m 

118A/C SNP 位点的熔解曲线图（图 1，a），以及荧光强度对温度的一阶导数图（图 1，b）。由于 A/A

和 C/C 纯合型样本的 PCR 扩增产物中均只含一种 DNA 双链，分别是“A 等位基因片段 + A 等位基

因互补链”和“C 等位基因片段 + C 等位基因互补链”，因此它们得到的熔解曲线形状一致（图 1，

a），一阶导数曲线均是单峰（图 1，b），只是由于 Tm值不同而都在温度轴上有平移，熔解曲线图和

一阶导数图均清楚地显示 A/A 型样本扩增片段的 Tm值低于 C/C 纯合型样本，这是因为碱基配对时

A/T 之间只有 2 个氢键而 C/G 有 3 个氢键。由于 A/C 杂合型样本的 PCR 扩增产物变性后会产生 4
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种单链：A 等位基因片段，C 等位基因片段，以及它们各自的互补链。因此，在退火时会形成 4 种

类型双链：A 等位基因片段 + A 等位基因互补链；A 等位基因片段 + C 等位基因互补链；C 等位基

因片段 + C 等位基因互补链；C 等位基因片段 + A 等位基因互补链。由于第 2 种与第 4 种双链结构

中有 1 个碱基错配，因此理论上这两种链的 Tm值应当明显低于第 1 种和第 3 种双链结构。由于有 4

种双链的存在，杂合基因型样本的熔解曲线实际上是 4 种不同双链熔解曲线的叠加，因此具有明显

不同于纯合型样本的熔解曲线形状（图 1，a）。实际上，由于 1，3 两种双链之间 Tm值差异较小，

它们的在一阶导数图中的特征峰往往形成重叠，2，4 两种双链之间同样如此，因此在一阶导数图中

往往不能观察到 4 个不同的特征峰（图 1，b），但仍明显区分于纯合型的单峰（图 1，b）。 

 
 

图 1  含 SNP 位点（clementine0.9_014051m 118A/C）PCR 产物的高分辨率熔解曲线分析（HRM）图 

图 a，b 中不同的曲线代表分别代表不同样本的标准化熔解曲线和荧光信号强度对温度的一阶导数图。 

相同基因型样本的曲线由同一个圆圈标明。A/C：杂合 SNP 位点，C/C 和 A/A：纯合 SNP 位点。 

Fig. 1  Melting curves of PCR products containing SNP clementine0.9_014051m 118A/C 

Different curves in panel a，b were the melting curves and derivative melting curves for different samples，respectively.  

The curves for different genotypes were denoted by separate circles. 

A/C：The heterozygous genotype；C/C and A/A：The homologous genotypes. 

2.2  样本的分型结果 

理论上，每个 SNP 位点可以将样本分为 3 组，其中两组为纯合，一组为杂合，因此 5 个符合自

由组合规律的 SNP 位点理论上可以区分 243 个不同遗传背景的样本。HRM 分型数据显示，本研究

中筛选得到的 5 个 SNP 在样本中均存在多态性，各样本至少在 1 个 SNP 位点有不同基因型，已将

各品种分开（表 1）。结果还显示，4 个 SNP 位点出现了全部 3 种预期基因型，而在 clementine0.9_ 

018003m 688C > T 位点只出现 T/C 杂合以及 C 纯合两种基因型。 

生物信息学统计结果（表 2）显示，5 个 SNP 位点的主要等位基因频率在 0.5833 ~ 0.9167 之间。

不同 SNP 位点的杂合率与基因多样性值的差异程度不同，clementine0.9_003840m 632C > T 位点的

杂合率高达 0.6667，显著高于基因多样性值 0.4861，而 clementine0.9_012548m 535T > C 位点的杂合

率为 0.2500，低于基因多样性值 0.4688。clementine0.9_018003m 688C > T 位点的杂合率最低，为

0.1667。5 个 SNP 位点的平均 PIC 值为 0.3190，除 clementine0.9_018003m 688C > T 位点的 PIC 值只

有 0.1411 外，其余 4 个位点的 PIC 值均大于 0.3500，杂合率较高。 
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表 1  样本在 5 个 SNP 位点的分型结果 

Table 1  Genotyping 11 mandarin and 1 sweet orange cultivars using 5 SNPs 

SNP 名称  SNP name 
柑橘样本   
Citrus accessions 

clementine 
0.9_012548m 
535T > C 

clementine 
0.9_014051m  
118A > C 

clementine 
0.9_003840m  
632C > T 

clementine 
0.9_025095m  
147G > A 

clementine 
0.9_018003m  
688C > T 

柳橙  Sweet orange T/C A/C T/C A/A T/C 

帕森橘  Parson Mandarin C/C A/A T/C G/A C/C 

爱林达尔橘  Ellendale Mandarin T/C A/A T/T G/A C/C 

荔枝柑  Leeche Mandarin C/C A/C T/C G/A C/C 

默科特  Murcott T/T A/A T/C G/A C/C 

马塔里桔  Matathari Mandarin  T/C A/C C/C G/A C/C 

瓯柑  Ougan T/T C/C T/C G/G T/C 

马蜂橘  Mafengju T/T A/A T/C G/G C/C 

提切橘  Tiche Mandarin C/C A/C C/C G/A C/C 

鹅蛋红橘  Edanhongju T/T A/C C/C G/G C/C 

卡拉  Cara Cara T/T C/C T/C G/G C/C 

安江红橘  Anjiang Hongju T/T A/C T/C G/A C/C 

注：clementine0.9_012548m 535T > C 指的是 Phytozome 克里曼丁基因组的 clementine0.9_012548m 转录物第 535 个核苷酸位点的一个

T/C 转换，T > C 指 T 等位基因频率高于 C。其余依此类推。 
Note：clementine0.9_012548m 535T > C is a T/C transversion at the 535 nucleotide of the transcript“clementine0.9_012548m”from clementine 

genome（www. phytozome. org）. T > C indicates that T occurs at a higher frequency than does C. The rest follow the same rule.  

 

表 2  分型结果的生物统计学分析 

Table 2  Bio-statistical analysis of genotyping data 

SNP 名称 
SNP name 

主要等位基因频率 
Major allele frequency 

基因多样性  
Gene diversity 

杂合率 
Heterozygosity 

多态性信息含量 
Polymorphic information 
content（PIC） 

clementine0.9_012548m 535T > C 0.6250 0.4688 0.2500 0.3589 

clementine0.9_014051m 118A > C 0.5833 0.4861 0.5000 0.3680 

clementine0.9_003840m 632C > T 0.5833 0.4861 0.6667 0.3680 

clementine0.9_025095m 147G > A 0.6250 0.4688 0.5833 0.3589 

clementine0.9_018003m 688C > T 0.9167 0.1528 0.1667 0.1411 

平均值 Average value 0.6667 0.4125 0.4333 0.3190 

3  讨论 

HRM 是较新的试验方法，可检测各种遗传变异，包括 SNP、插入/缺失以及 SSR 多态性（Ganopoulos 

et al.，2011），还可检测相同核苷酸序列的甲基化差异（White et al.，2007）。小片段扩增法 HRM 只

需通过 PCR 扩增一个不超过 100 bp 的片段便可上样进行熔解曲线检测（Liew et al.，2004），整个反

应过程不超过 2 h，在有快速 PCR 仪的情况下甚至可在 30 min 内完成分型。在引物设计理想的情况

下，HRM 的分型结果可以明确分开 3 种不同基因型。在已知扩增片段所含 SNP 类型的情况下，可

以预测 3 种基因型熔解曲线及其一阶导数的形状和特征峰的位置，甚至不需要已知基因型的参照样

本便能可靠地推测熔解曲线代表的基因型，这一点在 DNA 序列信息尚匮乏物种的基因分型中十分

有用，可节省测序成本。HRM 几乎可用于所有的 SNP 位点，即使两种不同纯合型扩增片段之间的

Tm值差异低于 0.4 ℃，也可根据加入一种已知纯合型扩增片段后的熔解曲线很容易地分辨样本的基

因型（Liew et al.，2004）。在以往的 HRM SNP 分型中需要加入序列较短的探针（Zhou et al.，2008；

Nguyen-Dumont et al.，2009），改变一个碱基可以导致 2 ~ 8 ℃的 Tm值改变，以增加分辨率。本研

究中为节约成本，未使用探针而是通过缩短 PCR 扩增产物的方法提高分辨率，结果表明，在将扩增

片段长度限制到 50 bp 以内，不同纯合型片段 Tm值的差异能够达到 1 ~ 3 ℃，虽然 Tm值差异幅度

不如探针法，但分型结果同样清晰可靠，这可能得益于 LightCycler 因控温精度较高，所获得熔解曲

线的分辨率较高（0.1 ℃）。此外，引入内参序列进行温度校正也大大提高了小片段扩增法高分辨率
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熔解曲线分型对不同纯合型的分辨能力（Gundry et al.，2008）。 

本研究中，11 个宽皮柑橘的 5 个 SNP 位点分型结果主要等位基因频率从 0.58 到 0.92 不等，表

明这些 SNP 所在的基因组区域受到的自然选择压力和进化类型可能不同。所有宽皮柑橘样本在所分

析的 SNP 位点上杂合率均超过 10%，且其中 3 个 SNP 位点杂合率不低于 50%，显示栽培宽皮柑橘

杂合程度比较高。不同 SNP 位点的杂合率有明显的异质性。同一 SNP 位点杂合率与基因多样性值也

有差别。clementine0.9_ 012548m 535T > C、clementine0.9_003840m 632C > T、clementine0.9_025095m 

147G > A 3 个 SNP 位点的基因多样性值与杂合率相差 20%以上，这种差异可能反应实际情况也可能

由于样本较小而存在取样偏差。5 个 SNP 位点 PIC 平均值为 0.3190，其中 4 个高于 0.3500，显示这

些 SNP 位点在品种区分、杂种鉴定、遗传多样性评价上应用价值较高。作者正在探索利用 10 个左

右 SNP 来区分所有宽皮柑橘资源和品种材料的可能性，希望能借此解决同物异名、同名异物问题，

并为每个资源材料找到一个由 SNP 组成的独一无二的 DNA 身份条码。 
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