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CAPS 与熔解曲线技术相结合的菜薹 SNP 基因

分型体系的建立与验证 
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摘  要：根据不同长度或不同碱基序列的 DNA 片段的熔解温度（Tm）不同的原理，将酶切扩增多态

性序列（cleaved amplified polymorphic sequence，CAPS）与熔解曲线（melting curve，MC）技术相结合，

建立了 CAPS-MC 技术，从而实现 SNP 分子标记基因分型。通过菜薹‘L58’和紫菜薹‘ZCT095’的基

因组重测序数据与白菜基因组的参考序列（‘Chiifu-401-42’的基因组序列）的比对，预测了 719 个 HindⅢ

内切酶识别碱基序列的 SNP 位点，并将其设计成 CAPS-MC 分子标记，从中随机选择 10 对标记进行体系

建立与优化，结果显示本体系有灵敏度强、精准性高、快速、高通量、经济实用等优势。 
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Establishment and Validation of SNP Genotyping System by CAPS 
Combining Melting Curve in Brassica campestris  
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Abstract： Melting temperature（Tm）was different according to the different lengths or nucleotide 

sequences of DNA fragments. In this report，we established a novel single nucleotide polymorphism（SNP）

genotyping system refered as CAPS-MC approach. The CAPS-MC approach combined cleaved amplified 

polymorphic sequence（CAPS）with melting curve（MC） analysis. By aligning whole genome 

re-sequencing data from two Brassica campestris accessions，‘L58’and‘ZCT095’，to the reference 

genome sequence of‘Chiifu-401-42’，a total of 719 HindⅢ endonuclease recognition nucleotide sequence 

SNP polymorphisms were converted to CAPS-MC markers. We established and optimized CAPS-MC 

system by randomly selecting 10 pairs of these markers. Our results clearly demonstrated that CAPS-MC 

approach was sensitive，accurate，rapid and inexpensive. Because the melting curve of 96 samples can be 

measured in 22 mins once，it is well suited for high-throughput genotyping. 
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single nucleotide polymorphism（SNP）；high-throughput genotyping. 

 

白菜在十字花科芸薹属芸薹种（Brassica campestris syn. rapa）作物中占据非常重要的地位。单

个核苷酸多态性（single nucleotide polymorphisms，SNPs）主要是指由于单个核苷酸转换（即以一

种嘧啶置换另一种嘧啶或一种嘌呤置换另一种嘌呤）或颠换（即嘌呤与嘧啶互换）而引起 DNA 序

列多态性（陈秋玲 等，2010）。目前已发展了多种 SNP 基因分型技术：如特异等位基因 PCR

（Myakishev et al.，2001）、Taq Man 技术（Holland et al.，1991）、基因特异性杂交（Howell et al.，

1999）、双色荧光偏振技术（Gut，2001；Hsu et al.，2001）、MALDI-TOF 质谱分析（Ross et al.，1998；

Stoerker et al.，2000；Bray et al.，2001）以及毛细管电泳仪高通量测序分型等。CAPS（cleaved amplified 

polymorphic sequence，CAPS）标记也常被用来检测 SNP，它是一种检测 PCR 片段限制性内切酶多

态性的方法，通常是将 PCR 产物用一组内切酶进行酶切筛选，直到找到具多态性的内切酶，然后

通过电泳的方法检测片段是否被酶切。白菜 SNP 本身密度高、分布广，研究过程常以遗传群体为对

象，数量较大。此开发过程需要检测很多内切酶，成本高，工作量大，而且检测过程需要使用自动

化程度低，通量小的电泳技术。熔解曲线（melting curve）反应的是随温度升高 DNA 双螺旋结构的

降解程度，DNA 片段在加热过程中达到熔解温度（Tm）时，双链分开，引起插入双链的荧光染料

释放，导致荧光信号丢失（Ririe et al.，1997），可通过荧光定量 PCR 仪检测荧光并搜集曲线。高分

辨率熔解曲线（high resolution melting，HRM）技术是近年来发展起来的一种用于突变扫描和基因

分型的新技术，需用昂贵的饱和荧光染料，如 LC Green（Wittwer et al.，2003），EvaGreen（Li et al.，

2010）或 Syto 9（Erali & Wittwer，2010）。虽然以上各种 SNP 分型方法有着各自的优势，但因成本

昂贵，或对所用试剂和环境要求较高，操作繁琐，容易产生误差等应用不普遍（Chen et al.，2000；

Sawer et al.，2000；Kwok，2001；Beatriz et al.，2005；Jiannis，2009）。 

本研究中开发了 CAPS 和熔解曲线技术相结合的 SNP 分型技术。通过菜薹‘L58’和紫菜薹

‘ZCT095’的基因组重测序数据和参考基因组序列的比较，利用生物信息学方法从全基因组水平预

测限制性内切酶识别序列中 SNP 位点并转化成 CAPS 标记。根据限制性内切酶酶切产生的不同长度

序列的熔解温度不同的原理，加入不饱和荧光染料，通过荧光定量 PCR 仪搜集熔解曲线并自动化对

SNP 基因分型，从而建立了 CAPS 熔解曲线技术（CAPS-Melting Curve，CAPS-MC）。利用菜薹和

紫菜薹及其 F2 群体对所开发的若干标记进行了体系验证。该体系简化了标记开发过程，可直接选择

相应的内切酶，避免了优化内切酶的繁琐，是一套快速、稳定，易自动化操作，高通量又经济的 SNP

基因分型标准体系。该方法也为构建白菜类蔬菜高密度 SNP 分子标记遗传图谱提供了一种有效方

法，也适用于任何 DNA 片段酶切多态性的检测。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料及基因组序列数据集 

以菜薹（Brassica campestris L. ssp. parachinensis）‘L58’为父本，紫菜薹（Brassica campestris 

L. ssp. chinensis var. purpurea Bailey）‘ZCT095’为母本，杂交获得 F1 后进行自交得到 F2 代群体，

以其中 93 个株系为供试材料。 

白菜基因组测序项目（The Multi-national B. rapa Genome Sequencing Project，BrGSP）所得的大

白菜栽培种‘Chiifu-401-42’基因组作为芸薹属 A 基因组的参考序列，其至少覆盖了 98%的基因区

（Wang et al.，2011）。 
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从芸薹属数据库 BRAD（http：//brassicadb.org/brad/）获得白菜品种‘Chiifu-401-42’的基因组

序列。通过 sequencing-by-synthesis 的方法，对亲本材料‘L58’和紫菜薹‘ZCT095’进行重测序，

分别得到约 3 Gb 原始 reads。 

1.2  SNP 预测及 CAPS-MC 标记的引物设计 

预测‘L58’和‘ZCT095’间 HindⅢ内切酶识别序列的 SNP 变异位点的步骤为：以白菜基因

组参考序列（‘Chiifu-401-42’基因组序列）为桥梁，通过菜薹‘L58’的全基因组重测序数据与参

考基因组序列的比对，提取二者间的 SNP 变异位点；将紫菜薹‘ZCT095’的重测序数据与提取出

的 SNP 位点比对；‘ZCT095’与参考基因组序列相同的位点被认为是‘ZCT095’与‘L58’间具有

多态性的位点。 

同理，‘ZCT095’重测序数据与参考基因组序列比对，提取出二者间不同的 SNP 位点；将‘L58’

的重测序数据与提取出的 SNP 位点比对；‘L58’与参考基因组序列相同的位点也被认为是‘L58’

与‘ZCT095’间具有多态性的位点。在这些多态性位点处搜索限制性内切酶，如 HindⅢ酶切序列

（AAGCTT），该 6 个碱基的任何单碱基的突变都导致无法被切开，最后根据突变位点上下游 150 bp

序列利用 Primer 3 软件设计合适引物。 

1.3  熔解温度（Tm）预测、PCR 及限制性内切酶酶切体系 

利用在线软件（http：//biophysics.idtdna.com/）分别预测 PCR 产物以及酶切产物序列的 Tm。 

DNA 提取采用 CTAB 法（Wang et al.，2005）。PCR 反应体系为 15 μL，包括模板 DNA 50 ng、

1× PCR buffer（天根，Tiangen）、Mg2+ 2.5 mmol · L-1、dNTP 0.25 mmol · L-1、引物 0.2 μmol · L-1、Taq 

DNA polymerase（天根，Tiangen）0.05 U · μL-1 和 ddH2O。PCR 程序：94 ℃预变性 5 min；然后 94 

℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，循环 30 次；72 ℃延伸 5 min。 

HindIII 酶切反应体系 15 μL，包含 5 μL PCR 产物（≤ 1 μg），2.5 U 限制性内切酶 HindⅢ（New 

England Biolabs，USA），1× NEBuffer 2，无菌双蒸水补足。37 ℃保温 2 ~ 4 h。 

1.4  熔解曲线分析 

熔解曲线分析体系包含 20× SYBR GreenⅠ荧光染料 2.5 μL，甲酰胺 2.5 μL，酶切产物 5 μL，无

菌水补足至25 μL。于Eppendorf Mastercyclerep realplex4型荧光定量PCR仪器上操作，以0.04 ℃ · s-1

从熔解温度 Tm升温至 95 ℃过程中收集熔解曲线，反应时间约为 22 min，结束后导出数据。试验所

获 Tm值（Tm-observed）取 3 个重复的平均值。 

2  结果与分析 

2.1  CAPS-MC 标记多态性位点的预测 

亲本菜薹‘L58’重测序数据产生了 3 900万条 reads，约 3 Gb数据，其中高质量 reads约占 71.79%。

亲本紫菜薹‘ZCT095’含 2 780 万条 reads，约 2.7 Gb 数据。利用 SOAP 软件把两亲本重测序数据

分别比对到白菜基因组参考序列上，平均能覆盖全基因组长度的 55%。按照 1.2 中所描述预测 SNP

的方法，预测了亲本‘L58’和‘ZCT095’间具有多态性的位点，每个 SNP 位点至少有 3 对 reads，

并且 reads 比对到基因组序列唯一位置上。在这些多态位点附近搜索限制性内切酶 HindⅢ识别序列

（AAGCTT），共预测到 719 个 HindⅢ内切酶识别序列的 SNP 位点（表 1）。 
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表 1  在各染色体中预测的 HindⅢ内切酶识别碱基序列的 SNP 位点 

Table 1  SNP polymorphisms of HindⅢ recognition sequence identified in each chromosome 

染色体 Chromosome 数量 Count 染色体 Chromosome 数量 Count 

A01 65 A07 63 

A02 71 A08 51 

A03 92 A09 98 

A04 55 A10 41 

A05 73 组装序列片段 Scaffold 37 

A06 73 共计 Total 719 

2.2   CAPS-MC 标记多态性试验验证 

将所预测到的 SNP 位点，设计成 CAPS-MC 分子标记并进行试验验证。从所有标记结果中随机

选择 10 对（表 2），在亲本‘ZCT095’、‘L58’及其杂交一代（F1）材料中进行标记验证，先用标

记引物扩增目标序列，再进行酶切，PCR 产物大小和酶切产物大小见表 2。 
 

表 2  试验所用 10 对 CAPS-MC 标记名称及引物序列 

Table 2  CAPS-MC markers and primers sequences used in the study 

编号 
Number 

引物名称 
Primer name 

产物大小/bp 
Product size 

正向引物序列 
Forward primer sequence 

反向引物序列 
Reverse primer sequence 

酶切产物大小/bp 
Enzyme-digested products size

1 BrHCAP001 277 TGAATTGCAAGTATGCTCAC CCATCTCCAACTGCTTTTA 129；148 

2 BrHCAP002 258 CAACTCATTGCATACACAGG TACTTTTGGCGCTGAGAT 120；138 

3 BrHCAP003 291 CGATCGTTTTAGCACAACTT CTCACTTATGCGAGGGAC 139；152 

4 BrHCAP004 284 TCAGTCATGAATCAAAGCA GATCTGGTCCCCATCTATT 134；150 

5 BrHCAP005 295 TCTACGATCTTTCTTCTGGC TACCTGACTTTTGACATC 145；150 

6 BrHCAP006 263 CCGAGACTCATGAGGTAAA CCCCAGTTTTCACATCAG 124；139 

7 BrHCAP007 250 TCAGATCAGATTGACTGCAA GCATGTGAAATTGGCATC 130；120 

8 BrHCAP008 278 GGCAAGGAATGAGAAATTA GGTCTTCGTTAGAGATTG 126；152 

9 BrHCAP009 299 TCACATACACCTAACCAAAC GAAGTTCTCAAAACCGTC 139；160 

10 BrHCAP010 261 TCAGATTCTTAGCATACCCA GCCATCGTCTCGATATCTT 128；133 

聚丙烯酰胺凝胶电泳结果（图 1）显示，7 对标记（BrHCAP003、BrHCAP004、BrHCAP006、 

 

 

图 1  亲本材料 L58 和 ZCT095 及 F1 中 10 对标记的 PCR 产物和酶切后产物电泳图 

1 ~ 10 分别为表 2 中 BrHCAP001 ~ BrHCAP010 共 10 对标记；I 为 PCR 产物；II 为酶切产物；M 为 DNA marker I。 

Fig. 1 Electrophoresis of PCR products and enzyme-digested products amplified by the markers of BrHCAP001-BrHCAP010 respectively 

1–10 represent BrHCAP001–BrHCAP010 marker listed in Table 2；I：PCR products；II：Enzyme-digested products；M：DNA marker I. 
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BrHCAP007、BrHCAP008、BrHCAP009、BrHCAP010）能有效区分两种纯合体及杂合体间基因型

差异，而 2 对（BrHCAP001、BrHCAP005）标记位点处 F1 带型分别与亲本‘L58’，‘ZCT095’一

致，BrHCAP002 在亲本及 F1 中均是杂合子，说明 BrHCAP001、BrHCAP002、BrHCAP005 可能为

假阳性标记。 

2.3  CAPS-MC 标记基因分型体系的建立  

结合图 1 结果，随机选出 4 对能有效区分 3 种基因型（两种亲本和杂合子基因型）的 CAPS-MC

标记：BrHCAP004、BrHCAP007、BrHCAP008、BrHCAP010，分别代表不同位点的 SNP。按照方

法中所述的 PCR、酶切、熔解曲线分析等步骤，上机后获得相应的熔解曲线峰值图（图 2，图 3）。 

 

 
 

图 2  菜薹‘L58’、紫菜薹‘ZCT095’及其 F1 SNPs 基因座上两对 CAPS-MC 标记 

（BrHCAP004、BrHCAP007）熔解曲线图 

Fig. 2  Melting curve profiles of four CAPS-MC markers（BrHCAP004，BrHCAP007） 

of SNPs locus in‘L58’，‘ZCT095’and F1 
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图 3  菜薹‘L58’、紫菜薹‘ZCT095’及其 F1 SNPs 基因座上两对 CAPS-MC 标记 

（BrHCAP008、BrHCAP010）熔解曲线图 

Fig. 3  Melting curve profiles of four CAPS-MC markers（BrHCAP008，BrHCAP010） 

of SNPs locus in‘L58’，‘ZCT095’and F1 

 

通过逐渐增加温度同时监测每一步的荧光信号来产生熔解曲线。随着反应中双链 DNA 变性，

荧光染料又回复到游离状态导致荧光信号降低，用荧光信号改变的负的一次导数（即标准化荧光参

数，Y 轴）与温度（X 轴）作图，从熔解峰个数以及 Tm值可以有效区分两种纯合子和杂合子基因型。 

熔解峰个数上看，BrHCAP004、BrHCAP007、BrHCAP010 标记中，亲本‘L58’表现为酶切不

开的纯合子基因型，熔解曲线只含 1 个峰，亲本‘ZCT095’表现为可被酶切开的纯合子基因型，熔

解曲线有 2 个峰，杂合子 F1 都含 3 个峰。但是标记 BrHCAP008 中，两个亲本均只有 1 个熔解峰，

‘ZCT095’的 Tm = 81 ℃，明显高于‘L58’；‘L58’为纯合可切得开基因型（图 1），酶切开后两

小片段 Tm相近，Tm均为 78.8 ℃，相应杂合子 F1 只有两个峰（图 2，图 3）。 
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熔解温度 Tm上看，纯合不能被酶切的基因型 Tm要高于纯合被酶切开后的两个小片段，如图 2，

图 3 中 BrHCAP004、BrHCAP010 标记在亲本‘L58’中的 Tm值要均高于亲本‘ZCT095’，BrHCAP008

标记中亲本‘ZCT095’的 Tm值要高于亲‘L58’。相应地杂合子 F1 熔解峰中最高温度对应的是不能

被酶切开的基因片段，另外两个偏低熔解温度表示酶切开后相应的两个基因片段。但 BrHCAP007

中‘L58’为纯合不能被酶切开，‘ZCT095’为纯合能被切开（图 1），‘L58’熔解峰 Tm与‘ZCT095’

第 2 个熔解峰 Tm相似（图 2），这是由于被酶切开后片段 Tm与未被酶切片段 Tm值差异太小，可通

过优化引物使得片段间 Tm差异变大。 

2.4  自动化基因分型及琼脂糖凝胶电泳验证 

采用优化好的 CAPS-MC 标记基因分型体系，从亲本、F1 及 93 个 F2 株系中进行筛选 BrHCAP010

标记的多态性。结合熔解曲线峰型及自动生成的 Tm值结果，可以分为 3 种曲线峰型（图 4）：A 型

只出现一个熔解峰，Tm均值为 80.8 ℃（范围 80.5 ~ 81.2 ℃），出现该峰型的材料有亲本‘L58’以

及 F2 中 25 份株系（图 4，A）；B 型含有两个熔解峰，Tm均值分别为 76 ℃（范围 75.8 ~ 76.2 ℃）

和 78.5 ℃（范围 78.3 ~ 78.9 ℃），出现该峰型的材料有亲本‘ZCT095’和 F2 中 18 份株系（图 4，

B）；C 型呈现 3 个熔解峰，属于杂合基因型，Tm均值分别为 76 ℃（范围 75.6 ~ 76.4 ℃）、78.5 ℃

（范围 78.4 ~ 78.7 ℃）和 80.8 ℃（范围 80.6 ~ 81.3 ℃），F1 以及 F2 中 50 份株系呈现出该峰型（图

4，C）。 

 

图 4  亲本、F1 以及 F2 群体共 96 份株系中 BrHCAP010 标记熔解曲线图 

每条曲线代表每 1 个单株。A：纯合不能被酶切基因型；B：纯合可被酶切基因型；C：杂合子。 

Fig. 4  Melting curve profiles of BrHCAP010 marker in 96 accessions including two parents and F2 population 

Each of the curves stands for individual plant. A：Homozygous undigested genotypes； 

B：Homozygous digested；C：Heterozygous. 
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采用琼脂糖凝胶电泳检测的方法验证上述 SNP 变异位点多态性，96 份株系的酶切产物凝胶电

泳部分结果如图 5。结合凝胶电泳和 CAPS-MC 标记基因分型体系的检测结果发现：呈现出图 5 中 A

带型（261 bp）的株系全表现为只有 1 个熔解峰，与图 4 中 A 峰型的株系编号相吻合；呈现出图 5

中 B 带型（133 bp）株系均表现为图 4 中 B 峰型，含两个熔解峰，且株系编号相吻合；表现出杂合

基因型即图 5 中 C 带型的株系均是呈现 3 个熔解峰，与图 4 中 C 峰型的株系编号相吻合。 

由此可见，CAPS-MC 标记基因分型体系检测效果与凝胶电泳检测结果是一致的。 

 

 

图 5  部分酶切产物凝胶电泳图 

A：纯合不能被 HindⅢ酶切基因型；B：纯合可被 HindⅢ酶切基因型；C：杂合子；M：Marker I。 

Fig. 5  Electrophoresis of digested PCR products amplified by the marker BrHCAP010 

A：Homozygous undigested genotypes；B：Homozygous digested；C：Heterozygous；M：Marker I. 

 

2.5  Tm值 

已有研究报道了 DNA 熔解温度预测方法（Turner，1996）。本研究中预测酶切前后片段 Tm值是

非常必要的，有助于自动化基因分型。表 3 将试验中熔解曲线实际所获 Tm 值（Tm-observed）与在

线软件（http：//biophysics.idtdna.com/）预测 Tm值（Tm-predicted）进行比较。结果显示（图 6）Tm-observed

与 Tm-predicted 有着高度的相关性（R2 = 0.8079）。 

 

 

图 6  DNA 片段熔解曲线所获 Tm 值与软件预测 Tm 值相关性分析 

Fig. 6  Relationship between observed and predicted Tm values for the DNA fragments 

 

表 3 中，标记 BrHCAP007 的 PCR 片段大小 250 bp，GC 含量 37.6%，预测 Tm为 83.54 ℃；酶

切后片段 I 大小 130 bp，GC 含量 44%，预测 Tm为 83.07 ℃；两者片段大小相差 120 bp，GC 含量

相差 6.4%，预测 Tm值相差 0.47 ℃；熔解曲线实际获得 Tm均为 84.0 ℃。标记 BrHCAP008 酶切后
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两个片段大小相差 26 bp，GC 含量相差 3.9%，预测 Tm相差 0.42 ℃，实际 Tm无差异（均为 78.8 ℃）。

因此，本研究方法建议 PCR 片段及酶切后片段的 Tm值，任何两个 Tm相差约 1 ℃或 1 ℃以上，如

标记 BrHCAP004、BrHCAP010，有利于自动化分型，Tm值相差越大，效果越好。 
 

表 3  HindⅢ酶切前后片段大小及 Tm值的比较 

Table 3  Comparison of fragment size and Tm between digested and undigested by HindⅢ enzyme 

预测 Tm/℃ Predicted Tm 实际 Tm/℃ Observed Tm 标记编号 

Marker ID 

片段类型 

Fragment type 

大小/bp 

Size Tm ∆Tm  Tm ∆Tm 

P  284 84.74 ∆Tm (P-I) = 0.87 83.7 ∆Tm (P-I) = 1.90 

I 134 83.87 ∆Tm (P-II) = 2.26 81.8 ∆Tm (P-II) = 3.20 

BrHCAP004 

II 150 82.48 ∆Tm (I-II) = 1.39 80.5 ∆Tm (I-II) = 1.30 

P  250 83.54 ∆Tm (P-I) = 0.47 84.0 ∆Tm (P-I) = 0 

I 130 83.07 ∆Tm (P-II) = 2.98 84.0 ∆Tm (P-II) = 3.00 

BrHCAP007 

II 120 80.56 ∆Tm (I-II) = 2.51 81.0 ∆Tm (I-II) = 3.00 

P  278 82.50 ∆Tm (P-I) = 2.42 80.5 ∆Tm (P-I) = 1.70 

I 152 80.08 ∆Tm (P-II) = 2.84 78.8 ∆Tm (P-II) = 1.70 

BrHCAP008 

II 126 79.66 ∆Tm (I-II) = 0.42 78.8 ∆Tm (I-II) = 0 

BrHCAP010 P 261 81.69 ∆Tm (P-I) = 1.76 80.8 ∆Tm (P-I) = 2.30 

 I 128 79.93 ∆Tm (P-II) = 3.25 78.5 ∆Tm (P-II) = 4.80 

 II 133 78.44 ∆Tm (I-II) = 1.49 76.0 ∆Tm (I-II) = 2.50 

注：P 指 PCR 片段；Ⅰ指 HindⅢ酶切后片段Ⅰ；Ⅱ指 HindⅢ酶切后片段Ⅱ。 

Note：P refers to PCR product；Ⅰ，Ⅱ refer to DNA fragment that result for digested alleles by restriction enzyme digestion，respectively. 

 

常见的 DNA 变性剂有甲酰胺、尿素、二甲基亚砜（Dimethyl sulfoxide，DMSO）等。在本研究

预试验中分别加入了该 3 种 DNA 变性剂，比较它们对熔解曲线的影响。结果发现三者均能促使 DNA

解链，降低 Tm，但甲酰胺促使解链过程最为稳定，熔解曲线峰型最为尖锐，而尿素和 DMSO 所形

成的熔解曲线峰型宽而低，降低了样品的荧光丰度。因此本研究体系选择了甲酰胺作为变性剂。此

外，对于甲酰胺浓度，也进行了梯度试验，发现甲酰胺浓度为体系的 10%效果最佳。 

3  讨论 

SNP 标记作为目前最具发展潜力的分子标记，因其遗传稳定性高，在人以及动植物基因组中广

泛分布，数量巨多，已被广泛运用到医学，生物，农学，生物进化等众多领域（Anthony，1999；

Kwok & Gu，1999）。传统的 CAPS 标记技术，常被用于检测 SNP，是一种结合 PCR 与限制性内切

酶酶切产生的分子标记技术，具有共显性、位点特异性等特点，广泛被用于植物基因的分型、定位、

图位克隆和分子鉴定等研究（Weiland & Yu，2003；Spaniolas et al.，2006；Palomino et al.，2009）。

但是，此开发过程需要检测很多内切酶，成本高，工作量大，而且需要通过电泳技术进行基因分型，

操作繁琐、通量低，因此 CAPS 标记难以被大规模的开发应用。 

本研究中将 CAPS 和熔解曲线技术相结合，建立了 CAPS-MC 技术，从而实现 SNP 分子标记基

因分型。CAPS-MC 技术主要分为几个步骤：利用重测序数据及参考基因组通过生物信息学方法预

测限制性内切酶识别序列中含 SNP 的位点并设计成 CAPS-MC 标记；利用软件分别预测 PCR 产物

以及酶切产物碱基序列 Tm；PCR 扩增；限制性内切酶酶切；收集熔解曲线；自动化基因分型。由

于熔解温度 Tm受到多种因素的影响主要包括 DNA 分子的组成，如 DNA 分子的 4 个碱基的排列顺

序和其中的 GC/AT 含量；生化反应条件如反应物浓度、溶液的 pH 值、Na+浓度；变性剂等。CAPS-MC

技术进行基因分型的先决条件就是 PCR 扩增片段和酶切后片段之间须存在可明确分辨的 Tm，这就
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决定 CAPS-MC 技术应用前应进行 Tm值的预测。Umelt 软件（Dwight et al.，2011）以及在线软件 

（http：//biophysics.idtdna.com）可以对设计完引物后的 PCR 产物及酶切后产物片段分别进行 Tm值

评估，熔解温度（Tm）值之差（∆Tm）越大则不同基因型间熔解曲线差异越明显，基因分型越容易；

其同型样本间变异系数（CV）越小则熔解曲线峰漂移越小，标准化曲线拟合越均一，软件自动分型

率越高。此外，SYBR GreenⅠ非特异嵌合于 DNA 双螺旋结构中的小沟内，结合状态的荧光强度较

游离状态增强千倍，由于它可以和任何 DNA 双螺旋结合（如引物二聚体），使试验可能产生假阳性。

因此扩增反应完成后可进行熔解曲线的测定，以判定是否有非特异性产物并据此对引物进行优化。 

本研究是利用生物信息学方法基于全基因组重测序数据开发的 CAPS-MC 标记，能够高效、精

确挖掘出 SNP 等变异位点是非常重要的。对于一些经历了高度基因组复制过程的物种，如玉米、小

麦、大豆、白菜等作物，鉴定 SNP 位点工作更为复杂（Swaminathan et al.，2007；Wang et al.，2011）。

本试验结果中 BrHCAP001、BrHCAP002、BrHCAP005 标记不能够有效区分两种纯合体及杂合体间

基因型差异，可能为假阳性标记，即表示真实不存在而在生物信息学分析过程中算法找到的 SNP，

这与测序深度和覆盖度有关。本研究中的亲本重测序数据仅覆盖了全基因组总长度的 55%，此外，

亲本重测序深度为 5 重，这些都可能导致假阳性标记。相似的，van Orsouw 等（2007）对玉米基因

组进行了重测序，75%预测的 SNPs 位点能够被试验证实存在。  

本研究中采用菜薹和紫菜薹为亲本，杂交 F1 及其 F2 群体为供试材料，取得理想效果，同样在

其他白菜类作物中也有着广泛的应用前景。优势在于：针对遗传群体亲本重测序数据和白菜参考基

因组序列，从全基因组水平利用生物信息学方法预测限制性内切酶识别序列中 SNP 位点并转化成

CAPS-MC 标记，不仅挖掘了大量的 SNP 位点，而且简化了标记开发过程，大大缩短了标记开发的

时间，降低了标记开发的成本，并可以直接选择相应的内切酶，避免了优化内切酶种类的工作。此

外，检测体系灵敏度强、精准性高；快速、高通量，从 PCR（55 min）、限制性内切酶酶切（4 h）

及熔解曲线搜集到基因分型（22 min）总计约为共 5.5 h，一次可检测 96 个样品。本检测体系无需

凝胶电泳，操作过程对人体无害；采用价格低廉的 SYBR Green I 不饱和染料，节约了大量的成本；

对仪器设备要求不苛刻，只需普通荧光定量 PCR 仪便可以进行分型。 
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