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棉花多重 PCR技术及其对杂交棉纯度鉴定的初步研究
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摘要院选取在湘杂棉系列品种间表现出多态性稳定的部分 SSR引物袁基于其扩增片段大小的不同来组合引物袁
进行棉花多重 PCR扩增遥结果表明袁在与单一 PCR扩增相同反应条件下袁仅根据扩增片段大小不同的原则袁可
使 80%的两重 PCR组合获得正常扩增遥利用两重 PCR组合正常扩增的引物进行三重尧四重 PCR反应时袁均可
获得正常扩增的产物袁 在此基础上提出棉花上简化的多重 PCR优化程序遥 并将多重 PCR技术应用于杂交棉

种子纯度检测袁清楚地鉴定出母本种子混杂和其它杂交棉种子的混杂袁从而为棉花杂交种的快速准确鉴定奠
定了技术基础遥
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A series of stable polymorphism SSR primers in Xiangzamian series cultivars were used to construct various primer

combinations according to the difference of their amplified band爷s size for multiplex PCR amplification of cotton. Eighty

percent of double PCR amplified normally based on the principle of amplified fragments size difference under the same

conditions as their single PCR reactions. Besides, triplex and quadruple PCR were also amplified normally using primers of

double PCR with good results. So we proposed a simplified protocol of multiplex PCR assay in cotton. The multiplex PCR

technology was used to detect the purity of hybrid cotton seeds which clearly identified impurity and blend of female parent

seeds and also other hybrid cotton seeds. It can be used as a reference for the rapid and accurate identification of cotton hybrids.
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多重 PCR (multiplex PCR, M-PCR)又称多重
引物 PCR或复合 PCR袁 是在常规 PCR的基础上
加以改进的袁即在一个 PCR反应体系中加入两对
或更多特异性引物袁 针对同一个或多个 DNA模
板的不同区域扩增多个目的片段的 PCR技术[1]遥
其反应原理和操作过程与常规 PCR相同袁但与单

一引物 PCR扩增相比袁具有高效快捷尧成本低廉
等优点[2]遥自从 1988年 Chamberlain等[1]首先提出

这一概念以来袁就迅速在动物尧微生物及人类相
关研究上得到广泛的应用和深入研究遥多重 PCR
技术在植物上应用起步较晚袁研究与应用相对较
少[3]遥 但近年来随着对多重 PCR认识的加深袁在
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试验方法

参照 Paterson
等[13]和 Zhang Jin-fa等[14]的 CTAB法从子叶中快
速提取棉花基因组 DNA遥

PCR反应总体积为 10 滋L袁 其中含有

Mg2+ (25 mmol窑L-1) 0.4 滋L袁dNTPs (10 mmol窑L-1)
0.2 滋L袁 上下游引物 (10 滋mol窑L-1) 各 0.6 滋L袁
TaqDNA 聚合酶 (1U窑滋L-1) 0.5 滋L袁10伊Reaction
buffer 1.0 滋L袁 模板 DNA (50 ng窑滋L-1) 0.5 滋L袁
ddH2O 6.2 滋L遥 DNA 扩增反应是在 Eppendorf
Mastercycler PCR仪上进行的遥 反应程序具体如

植物有关领域开始广泛应用袁 包括植物种质鉴
定[4]尧转基因植物检测[5-7]尧植物病虫害检测[8]尧分子
育种[9-10]等遥但是该技术在植物种子纯度检测上[11]

鲜见报道袁尤其在杂交棉种子纯度检测应用上还
未见报道遥 本试验曾在构建湘杂棉指纹图谱研究
中袁 筛选出 31对在湘杂棉系列品种间表现出稳
定多态性的 SSR引物[12]遥本文选取其中部分多态
性引物袁通过不同的引物组合袁建立起棉花多重
PCR扩增技术体系袁并将该技术首次应用于杂交
棉种子纯度的检测袁实现了对杂交棉种子纯度的
快速准确鉴定遥

材料和方法
材料

供试材料为湖南省棉花科学研究所选育的

湘杂棉 6号尧10号及各自的父母本遥
SSR引物
根据已有研究基础 [12]袁并参考 http://www.

cottonmarker.org网站中引物的信息袁 确定了 14
对稳定性较好的多态性 SSR引物袁用于多重 PCR
的研究渊表 1冤遥引物由上海生工合成遥在常规 PCR
扩增基础上袁 引物的选择和分组只使用一个原
则院同一组合的引物扩增片段大小不能相同遥

表 1 供试 SSR引物信息
Table 1 Information of candidate SSR primers

引物编号
Primer No.

扩增片段
Size of fragment /bp

引物序列
Primer sequence( 5' to 3' )

退火温度
Annealing temperature /益

CSSR014 250～ 270 GAGATCCATGCTAACGTCTTACAAA 60.9
ATGGGAGGAGGGAGTGGAA 61.8

SSR007 230～ 240 GACAGTCAAACAGAACAGATATGC 57.9
TTACACGACTTGTTCCCACG 59.6

SSR011 160～ 230 GCAAACACCATCCTACCACAA 60.8
GGTTCTATGATCAAGGCTTGGTTT 61.8

SSR004 180～ 201 AAAAATCAGCCAAATTGGGA 59.4
CGTCAACAATTGTCCCAAGA 59.5

SSR003 201～ 220 TAATAAAAGGGAAAGGAAAGAGTT 56.2
TATGGCTCTAGAATATTCCCTCG 58.8

SSR002 180～ 230 AGGGTCTGTCATGGTTGGAG 60.0
CATGCATGCGTACGTGTGTA 60.2

SSR016 180～ 200 CCCAACCTCTGATCACCTCTATAC 60.3
CTTTCCCACTCGTAACAAGGTAAA 60.7

SSR018 200～ 217 CATGATGCACACTTCACACA 57.5
CGGTTAAGCTTCCAGACATT 57.0

SSR010 100～ 140 AGTAATGGAACTCAGACCCAATGT 60.2
CTACAACCCTTGAAGCAAATTACC 60.3

SSR009 123～ 130 CCTCCCTCACTTAAGGTGCA 60.2
ATGTTGTAAGGGTGCAAGGC 60.0

SSR001 110～ 140 GGGTTTTCTGGGTATTTATACAACA 59.5
TCATCCACTTCAGCAGCATC 59.9

SSR006 105～ 115 CACCATTGTGGCAACTGAGT 59.6
GGAAAAGGGAAAGCCATTGT 60.3

SSR013 217～ 250 GACCTTGATTGATCAGTGCTACC 60.0
ATTAATTTGTGGAGCAACCACC 60.1

SSR012 217～ 238 GAAGGAACCTCGTGATTATTTGAG 60.4
GACCGGTAGACAGAGATGAGAAAT 60.0
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图 1 12对引物的扩增片段大小范围排序
Fig. 1 The order of 12 primers based on their

amplified band's size

下院 先 95益预变性 45 s袁 然后是 94益变性 30 s袁
55益退火 45 s袁72益延伸 45 s经 28个循环袁 最后
94益变性 1 min袁55益退火 45 s袁72益延伸 1 min袁
4益保存至结束遥

8%的聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 院 采用
BIO-RAD公司 PowerPac HCTM电泳仪袁北京六
一仪器厂 DYCZ-30电泳槽装置遥 电泳缓冲液为
1伊TBE袁在扩增产物中加入 1.5 滋L溴酚蓝上样缓
冲液混合均匀袁 取 1.8 滋L加入点样孔袁190 V恒
压电泳 45 min遥 电泳结束后取下凝胶袁银染显色
程序参考 Bassam等[15]和张军等[16]并稍作修改袁程
序如下院
固定院固定液渊H2O 340 mL + 95%酒精 40 mL+

10%乙酸 20 mL冤 固定 5～6 min袁 可水平缓慢摇
动遥 固定结束后袁用蒸馏水洗两遍遥
染色院染色液渊AgNO3 0.6 g + H2O 300 mL冤染

色 12 min袁期间水平缓慢摇动遥 染色结束后袁用蒸
馏水洗两遍遥

显色院显色液渊NaOH 6 g +甲醛 4 mL + 0.2%
Na2S2O3 4 mL + H2O 400 mL冤 倒入迅速震荡使显
色液均匀作用袁然后平行摇动袁直到显影遥 显影清
晰后袁倒掉显色液袁加蒸馏水洗涤聚丙酰胺凝胶 2
次袁彻底清洗显影液袁以免保存凝胶变色遥

终止院终止液渊Na2CO3 3 g + H2O 400 mL冤中
暂时保存袁并用数码相机拍照保存遥

结果分析

SSR引物的分组
引物分组参考王凤格等[3]方法遥 根据引物扩

增片段的大小范围袁 从表 1中选取 12对多态性
较好的引物按其扩增片段由大到小的顺序排列

如图 1袁 其中位于同一行的为扩增片段大小接近
或有交叉片段的引物遥 位于同一行的引物不进行
两重 PCR组合袁利用不同行的引物从上到下的顺
序分别组合一次进行 PCR扩增遥有些引物虽然列
为同一行袁如扩增条带并无重叠袁也可以组合使
用袁比如引物 SSR010和 SSR006遥

多重 PCR扩增结果
根据图 1从上至下袁对不同行的引物完全排

列组合袁分别进行一次两重 PCR扩增袁共有 45种
组合方式遥扩增反应体系及扩增程序与单一 PCR

完全相同遥 由图 2可见 45个两重 PCR扩增结果
出现四种情况院两对均正常扩增渊共 36对冤尧一对
引物正常扩增而另一对扩增较弱 渊共 5 对袁分
别是 SSR014-SSR011袁SSR014-SSR003袁SSR007-
SSR006袁SSR016-SSR001袁SSR018-SSR006冤尧 两
对引物均扩增较弱 渊共 2对袁 分别为 SSR004-
SSR001袁SSR018-SSR010冤尧一对引物正常扩增而
另一对几乎未扩增出条带 渊共 2 对袁 分别为
SSR007-SSR016袁SSR011-SSR006冤遥 在只以扩增
片段分子量大小不同为分组原则的情况下袁80%
的两重 PCR组合获得了正常扩增遥 在两重 PCR
扩增正常的基础上袁不改变 PCR扩增体系袁进行
了三重与四重 PCR的扩增袁同时对组合中的引物
进行单一 PCR扩增袁并在同一块凝胶上进行电泳
检测作为对照袁结果分别如图 3和图 4遥单一引物
扩增的条带在三重与四重 PCR扩增时都能得到
正常扩增袁只是四重 PCR扩增时引物 SSR006扩
增的条带有弱化现象袁而一些单一引物扩增时的
扩增很弱的条带会在多重 PCR中突然增强渊如图
3和图 4中箭头所指冤遥 这表明袁不同引物之间在
扩增时会互相影响袁出现不同的上尧下游引物重
新组合袁 从而导致某些主带弱化和附带增强,甚
至扩增出新条带袁 但这些都不影响主带的读取遥
此时使用的引物均是在湘杂棉 10号亲尧 子代间
表现共显性的引物袁这些扩增正常的多重 PCR可
直接应用于湘杂棉 10号种子的纯度检测和指纹
图谱的构建遥

多重 PCR检测杂交棉种子纯度
图 5结果显示袁49粒样品渊共 51个泳道袁2袁3

号泳道是亲本对照冤 中 48粒是真正的湘杂棉 6

24

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建 www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn
http://www.fineprint.cn


1期

号种子曰 与双亲对比袁26号泳道应该是母本种子
的混杂袁 说明这批湘杂棉 6 号取样的纯度是
97.96%袁与另外进行的田间纯度鉴定结果渊97.8%冤
基本一致遥 图 6是用 SSR013袁SSR012双引物对
湘杂棉 10号 41粒样品 渊共 45个泳道袁1袁2袁3袁4
号泳道是亲本对照冤SSR扩增结果的电泳检测图
片袁样品中包括掺入其它杂交棉种子和湘杂棉 10
号母本种子各 2粒袁人为制造混杂袁以验证双重

PCR对杂交棉种子纯度的检测能力遥13袁21袁33袁38
号泳道的样品不是湘杂棉 10号的种子遥 与双亲
对比袁13号和 21号泳道应该为母本种子混杂袁而
33号和 38号泳道不是混杂的母本种子袁 应该是
人为混杂的其它杂交棉种子遥 对于 33号泳道的
种子混杂袁如单独使用 SSR013引物袁则能同时扩
增出双亲条带袁 无法实现与湘杂棉 10号杂交种
子的区分遥同样袁如单独使用 SSR012引物则无法

M: Marker曰所用引物组合分别为(Primers used:)1～ 11: SSR014-SSR007, SSR011, SSR004, SSR003, SSR002, SSR016,

SSR018, SSR010, SSR009, SSR001, SSR006; 12 ～ 21: SSR007-SSR011, SSR004, SSR003, SSR002, SSR016, SSR018,

SSR010, SSR009, SSR001, SSR006; 22 ～ 25: SSR011-SSR010, SSR009, SSR001, SSR006; 26 ～ 29院 SSR004-SSR010,

SSR009, SSR001, SSR006; 30 ～ 33: SSR003-SSR010, SSR009, SSR001, SSR006; 34 ～ 37: SSR002- SSR010, SSR009,

SSR001, SSR006; 38 ～ 41: SSR016-SSR010, SSR009, SSR001, SSR006; 42 ～ 45: SSR018-SSR010, SSR009, SSR001,

SSR006遥
图 2 两重 PCR扩增的 45种结果

Fig. 2 The forty five amplification results of double PCR

M: Marker曰1, 2院单引物 SSR009曰3, 4院单引物 SSR018曰
5, 6院单引物 SSR013曰7～ 10院三引物混合遥

M: Marker; 1, 2: Primer used is SSR009; 3, 4: Primer

used is SSR018; 5, 6: Primer used is SSR013; 7～ 10: Three

primers mixed.

图 3 湘杂棉 10号 DNA三重 PCR扩增结果
Fig. 3 Amplification results of triplex PCR for DNA of

Xiangzamian 10

M: Marker曰1, 2院所用引物为 SSR010曰3, 4院所用引物
为 SSR006曰5, 6院 所用引物为 SSR002曰7, 8院 所用引物为
SSR013曰9～ 12院四引物混合遥

M: Marker; 1, 2: Primer used is SSR010; 3, 4: Primer

used is SSR006; 5, 6: Primer used is SSR002; 7, 8: Primer

used is SSR013; 9～ 12: Four primers mixed.

图 4 湘杂棉 10号 DNA四重 PCR扩增结果
Fig. 4 Amplification results of quadruple PCR for DNA

of Xiangzamian 10
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鉴别出 38 号泳道种子的真假 遥 SSR013和
SSR012两对引物组合使用袁 进行双重 PCR反应
则把这两种混杂情况均可鉴别出来遥 该结果表

明袁利用双重甚至多重 PCR袁不仅能有效尧准确地
鉴别出杂交种子中混杂的亲本种子袁同时对于鉴
别混杂于其中的其它杂交棉种子也是有效的遥

M: Marker曰2院母本对照曰3院父本对照曰26院母本混杂曰其余均为湘杂棉 6号遥
M: Marker; 2: Female parent; 3: Male parent; 26: The motley of female parent seed; Others:Xiangzamian 6.

图 5 SSR016尧SSR006双引物对湘杂棉 6号 49个单粒种子的 SSR扩增结果
Fig. 5 Amplification results of double PCR of primers SSR016尧SSR006 with template DNA of 49 seeds of

Xiangzamian 6

M: Marker曰1,2院母本对照曰3,4院父本对照曰13,21,33,39院混杂种子曰其余均为湘杂棉 10号遥
M: Marker; 1,2: Female parent; 3,4: Male parent; 13,21,33,39: The motley of other hybrid seeds; Others: Xiangzamian 10.

图 6 SSR013尧SSR012双引物对湘杂棉 10号 41个单粒种子的 SSR扩增结果
Fig. 6 Amplification results of double PCR of primers SSR013尧SSR012 with template DNA of 41 seeds of

Xiangzamian 10

讨论
本实验采用与单一 PCR相同的反应条件袁仅

按引物扩增产物分子量大小不同的原则来组合

引物袁进行棉花 SSR双重 PCR扩增袁80%的引物
组合都得到了正常扩增遥 研究中所使用的棉花
SSR引物渊表 1冤均选自文中提及的网站袁由不同
研究者开发遥 尽管各引物理论退火温度不同袁但
均在较小范围内波动袁所以实验过程中不同的引
物组合均采用 55℃的退火温度袁结果大部分都获
得了正常扩增遥 表明如果从文中提及的网站上选
取棉花 SSR引物袁由于引物开发者在引物设计时
已把退火温度考虑在内袁研究者使用这些引物进
行多重 PCR研究时袁 无需再进行退火温度的优
化遥 该研究结果支持了王凤格等[3]和马雪霞等的

观点[17]袁说明不同物种的多重 PCR反应程序优化
结果可以相互借鉴遥 Arlorio等[18]和 Ma等[9]及其

他人采用的都是与其对应的单一 PCR完全相同
的反应条件,也都取得了令人满意的结果遥然而也
有研究认为袁 由于多重 PCR比单一 PCR的实验
设计复杂,技术难度大,反应条件要根据实验结果
反复修改尧优化[2,18 ]遥 本文一部分组合未能获得正
常扩增袁分析组合中两对引物的序列信息袁发现

同一组合中的引物之间存在较严重的互补情况遥
如 SSR014的上游引物与 SSR011的下游引物在
3'末端处有三碱基互补袁 而 SSR004的上游引物
中存在单碱基 A重复袁SSR001的下游引物存在
单碱基 T重复遥该结果表明引物之间的相互作用
是引起多重 PCR不能正常扩增的一个重要原因遥
因此袁进行多重 PCR试验时袁引物的选择和分组
要遵循两条原则院一是尽量避免同一组合的引物
之间有相互作用袁二是同一组合的引物扩增片段
在凝胶上位置不能重叠遥 所以袁我们认为袁只要选
用与稳定有效的单一 PCR相同的反应条件袁并遵
循引物组合的一般原则袁就能够直接应用到多重
PCR袁而不需要经过大量繁琐的优化程序遥
杂交棉种子纯度的鉴定袁在应用上具有重要

的意义遥 目前杂交棉种子纯度鉴定主要是冬季在
海南田间种植鉴定袁但田间鉴定需在棉花的整个
生育期进行袁鉴定周期长袁异地鉴定费用高袁而且
通常在种子销售完后才得到鉴定的结果遥 本实验
利用双重 PCR技术完成了对杂交棉种子纯度的
鉴定袁过程方便尧快捷袁结果准确尧可靠袁为杂交棉
的种子纯度鉴定提供了新的思路遥 对亲缘关系较
近的品种间混杂袁进行一次两重 PCR反应有时很
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难检测出来袁此时采用三重尧四重甚至多重 PCR
可以进一步简化实验袁提高结果的可靠性遥 本实
验在双重 PCR正常扩增的情况下袁 进行三重尧四
重 PCR扩增袁也均能得到正常的扩增结果遥 以上
研究结果为进一步简化棉花 SSR多重 PCR的程
序及优化提供了有益参考遥 但是对于杂交棉种子
中混入非亲本的其它种子袁还需要选用较多引物
进行组合袁甚至采用多次多重 PCR反应才能达到
准确鉴别的目的遥 具体选用多少对引物才能使结
果较为可靠袁还需要视情况进行研究确定遥
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