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摘  要：以大白菜基因组 DNA 为模板，对影响竞争性等位基因特异性 PCR（Kompetitive allele specific 

PCR，KASP）的反应体积、引物浓度和 DNA 模板用量等 3 个参数进行优化，建立了适用于大白菜的 KASP

反应体系。96 孔模块最佳反应体系中，总反应体积为 8 μL，其中模板 DNA（60 ~ 80 ng · μL-1）1 μL，KASP 

Master mix（2×）4 μL，引物混合物（50 μmol · L-1）0.14 μL，ddH2O 3 μL。384 孔模块最佳反应体系中，

总反应体积为 4 μL，其中模板 DNA（60 ~ 80 ng · μL-1）1 μL，KASP Master mix（2×）2 μL，引物混合物

（50 μmol · L-1）0.07 μL，ddH2O 1 μL。利用不同引物和不同的大白菜材料对优化的反应体系进行验证，

均获得了较好的 KASP-SNP 分型，验证了该优化体系的稳定性。该反应体系可以用于大白菜遗传多样性

研究、基因定位、遗传图谱构建等遗传学研究。 
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Optimization and Establishment of KASP Reaction System for Chinese 
Cabbage（Brassica rapa L. ssp. pekinensis） 

YANG Shuangjuan*，YUAN Yuxiang*，WEI Xiaochun，WANG Zhiyong，ZHAO Yanyan，YAO Qiuju，

and ZHANG Xiaowei** 

（Institute of Horticulture，Henan Academy of Agricultural Sciences，Zhengzhou 450002，China） 

Abstract：In this study，the KASP（Kompetitive allele specific PCR）reaction system suitable for 

Chinese cabbage（Brassica rapa L. ssp. pekinensis）was established through optimization of three 

parameters（reaction volume，primer concentration and template DNA amount），which used genomic DNA 

from Chinese cabbage as template. The optimal KASP reaction system for 96-well plate format was as 

follows：total volume 8 μL，containing 1 μL template DNA（60–80 ng · μL-1），4 μL KASP Master mix 

（2×），0.14 μL primer assay mix（50 μmol · L-1）and 3 μL ddH2O. The optimal KASP reaction system for 

384-well plate format was as follows：total volume 4 μL，containing 1 μL template DNA（60–80 

ng · μL-1），2 μL KASP Master mix（2×），0.07 μL primer assay mix（50 μmol · L-1）and 1 μL ddH2O. With 

the optimal KASP reaction system，high quality results of KASP-SNP genotyping were produced on 

different Chinese cabbage accessions with different primers，which indicated the stability of the current 
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system. The optimized KASP reaction system can be used in genetic study for Chinese cabbage，such as 

genetic diversity analysis，gene mapping and genetic map construction. 

Keywords：Chinese cabbage；KASP；reaction system optimization 

 

大白菜（Brassica rapa L. ssp. pekinensis）属于十字花科芸薹属，起源于中国，栽培历史悠久，

品种类型丰富多样，营养价值高，是中国栽培面积最大的蔬菜作物之一，在中国蔬菜经济作物中占

有重要地位（于拴仓 等，2004）。同时，大白菜是芸薹属禹氏三角（U’s triangle）的基本种，遗传

变异十分丰富，是进行基因组进化研究和遗传学研究的良好材料（Wang & Brassica rapa Genome 

Sequencing Projiect Consortium，2011；Cheng et al.，2013，2016）。 

单核苷酸多态性（Single Nucleotide Polymorphisms，SNP）是动植物基因组中分布最为广泛的

DNA 变异形式，并且其检测可以实现高通量（Paux et al.，2012；郭大龙 等，2013；杨润婷 等，

2013；Lou et al.，2017）。因此，SNP 标记被认为是极具应用前景的分子标记技术（匡猛 等，2016）。

竞争性等位基因特异性 PCR（Kompetitive allele specific PCR，KASP）是基于引物末端碱基的特异

性匹配对 SNP 进行精准的双等位基因判断，具有准确性高、低成本、高通量等优点，是目前国际上

主流的 SNP 分型方法（Semagn et al.，2014）。赵勇等（2016）比较了直接测序法、CAPS（cleaved 

amplified polymorphic sequence）和 KASP 等 3 种方法对大豆 Dt1 基因 4 个 SNP 的分型结果，发现，

从耗时来看，KASP 最省时，其次是测序法，CPAS 最耗时；从成本上来看，KASP 最经济；认为

KASP 是快速、高效检测大豆 SNP 的方法。Semagn 等（2014）比较了 KASP 和 Illumina GoldenGate 

DNA 芯片技术的优缺点，发现 KASP 法错误率（0.7% ~ 1.6%）远低于 GoldenGate 芯片法（2.0% ~ 

2.4%），而 KASP 的成本仅仅是芯片法的 7.9% ~ 46.1%，并且 KASP 比较灵活，既可以实现少 SNP

位点多样本量的基因分型，也可以实现较多 SNP 位点少样本量的基因分型。目前，国外已将

KASP-SNP 分型技术应用于小麦（Allen et al.，2011；Wu et al.，2018）、大豆（Shi et al.，2015）、水

稻（Steele et al.，2018）、玉米（Ertiro et al.，2015）等作物的遗传图谱构建、基因定位、种质资源

分析、分子标记辅助育种、种子纯度鉴定等方面。而国内对 KASP-SNP 分型体系应用的研究报道较

少，只在黄瓜（Wen et al.，2015）、萝卜（王庆彪 等，2017）和棉花（匡猛 等，2016）等少数作

物中有研究报道。 

本试验以大白菜 DH（Doubled Haploid）系 Y177-12 和 Y195-93 基因组 DNA 为模板，基于荧光

定量 PCR 仪，对影响 KASP-PCR 反应的反应体积、引物浓度和 DNA 模板量等主要因素进行优化，

以期建立适用于大白菜的 KASP 反应体系，为今后利用 KASP-SNP 分型技术开展大白菜种质资源多

样性研究、遗传图谱构建、基因定位和分子标记辅助育种等研究工作提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

供试大白菜材料共 94 份，均来自河南省农业科学院园艺研究所。其中 Y177-12 和 Y195-93 用

于 KASP 反应体系的优化研究，两者在种皮颜色、叶面茸毛、花色和抽薹性等方面存在明显差异（原

玉香 等，2010）。Y177-47、Y635-10、Y510-1 和 Y510-9 等 4 份材料用于验证更多的 KASP-SNP 引

物，31 份材料用于 96 孔模块 KASP 优化反应体系的验证，57 份材料用于 384 孔模块优化体系的验

证。 
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选用引物 K01（表 1）用于 KASP 反应体系的优化。KASP 引物 K01 包括 3 条引物：两条等位

基因特异性正向引物 K01Fa 和 K01Fb，1 条共同的反向引物 K01R。两条特异性正向引物 3′末端碱

基为 SNP 位点变异碱基（G 或 A），5′端分别加上 FAM 和 HEX 荧光序列标签序列（表 1 下划线和

波浪线部分）。 

 
表 1  KASP 引物名称和序列 

Table 1  KASP primers used in this study 

引物组合 
Primer 

引物名称 
Primer name 

引物序列（5′–3′） 
Primer sequence 

K01 K01Fa GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCATGTTTTGGCTAGCCAGG 
 K01Fb GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCCATGTTTTGGCTAGCCAGA 
 K01R ATCGGATCGAAACTTAAACCGT 
K02 K02Fa GAAGGTGACCAAGTTCATGCTACCACTTCAATTTCATTGATCG 
 K02Fb GAAGGTCGGAGTCAACGGATTACCACTTCAATTTCATTGATCC 
 K02R CTGATTCCTCGTTGGATCTTTTATC 
K03 K03Fa GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGAAGAGGAAGTGGTGTGGATAA 
 K03Fb GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGAAGAGGAAGTGGTGTGGATAC 
 K03R GTAAGTTACTTGTCGGCAAAGTCATC 
K04 K04Fa GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTTGCAGTTTCAGATTTCACAG 
 K04Fb GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTTTGCAGTTTCAGATTTCACAC 
 K04R GCTGATGGGGATAAACCCTTAATG 
K05 K05Fa GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCAACATATCCAACTCTTGGTGC 
 K05Fb GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCAACATATCCAACTCTTGGTGG 
  K05R GCAGCCTACCGTAGCTGCCACTGG 
K06 K06Fa GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGCAATCACATGCGATCTATC 
 K06Fb GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTGCAATCACATGCGATCTATG 
  K06R ATAAGTGGATCTAGTTTAGCATCTTAC 
K07 K07Fa GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTCAGACTCTTGTTGTCCGAAAG 
 K07Fb GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTCAGACTCTTGTTGTCCGAAAC 
 K07R TGGTACACTCTCAATCTCATCAAACC 
K08 K08Fa GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGACCTGCTTCATGGCTCTCTC 
 K08Fb GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGACCTGCTTCATGGCTCTCTG 
  K08R ACGTGAAGAAACGGAGGAGCAAG 
K09 K09Fa GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTCTTCTTCGTCTTCTCCACCAG 
 K09Fb GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTCTTCTTCGTCTTCTCCACCAC 
  K09R TGTAGCAGAAGAGCGTAAAGCTCG 
K10 K10Fa GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCATCGACATCACCAGAAGC 
 K10Fb GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCATCGACATCACCAGAAGG 
  K10R TGCAATCTCATTCGAAAGGAGCTG 
K11 K11Fa GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGAGGCAGAAGAAAGAGAGTTTG 
 K11Fb GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGAGGCAGAAGAAAGAGAGTTTC 
 K11R GGCAGACTTCAGCAACTGAATAAAC 

注：下划线部分为 FAM 荧光标签序列；波浪线部分为 HEX 荧光标签序列。 

Note：The underlined parts are FAM labeled sequences；The wave line parts are HEX labeled sequences. 

 

1.2  基因组 DNA 提取与定量 

将 94 份大白菜材料的种子放在培养皿里加水催芽，待下胚轴长至 1.5 ~ 2.0 cm 高时，取子叶于

2.0 mL Eppendorf 离心管中，采用 CTAB 法提取大白菜基因组 DNA（薛银鸽 等，2012）。用 NanoDrop 

One（Thermo Scientific 公司）和 1%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的质量和浓度。 

1.3  KASP 基本反应体系 

96 孔模块的 KASP 基本反应体系为 10 μL：1 μL DNA 模板（60 ng · μL-1），5 μL KASP master mix
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（2×），0.14 μL 引物混合物（primer assay mix），4 μL ddH2O。384 孔模块的 KASP 基本反应体系为

5 μL：1 μL DNA 模板（60 ng · μL-1），2.5 μL KASP master mix（2×），0.07 μL 引物混合物，1.5 μL ddH2O。

由于引物混合物在 KASP 反应体系中所占比例很小，所以其体积在总反应体系中忽略不计，以下体

系类同。 

KASP 引物混合物需要在配制 PCR 反应体系之前预先混匀制备。首先需要将 KASP 引物 K01

的 3 条引物（K01Fa、K01Fb 和 K01R）干粉稀释至 100 μmol · μL-1，分别取 12、12 和 30 μL，最后

加 46 μL ddH2O，制备成引物混合物。 

1.4  KASP 反应体积优化 

针对 96 孔 PCR 模块设置 6、8 和 10 μL 等 3 种反应体积，KASP master mix（2×）分别为 3、4

和 5 μL，DNA 模板（ng · μL-1）为 1 μL，引物混合物（100 μmol · L-1）均为 0.14 μL，ddH2O 分别

为 2、3 和 4 μL（表 2），对 96 孔模块 KASP 反应体系进行优化。 

针对 384 孔 PCR 模块设置 3、4 和 5 μL 等 3 种反应体积，KASP master mix（2×）分别为 1.5、

2.0 和 2.5 μL，DNA 模板（ng · μL-1）为 1 μL，引物混合物（100 μmol · L-1）均为 0.07 μL，ddH2O

分别为 0.5、1.0 和 1.5 μL（表 2），对 384 孔模块 KASP 反应体系进行优化。 

 
表 2  KASP 反应体积的设置 

Table 2  Parameter settings of KASP reaction volume 

成分 
Component 

96 孔模块/μL 
96-well plate format 

384 孔模块/μL 
384-well plate format 

DNA（60 ng · μL-1） 1 1 1 1 1 1 
KASP Master mix（2×） 3 4 5 1.5 2 2.5 
Primer assay mix（100 μmol · L-1） 0.14 0.14 0.14 0.07 0.07 0.07 
ddH2O 2 3 4 0.5 1 1.5 
总体积 Total volume 6 8 10 3 4 5 

 

1.5  KASP 引物浓度优化 

在 KASP 反应体积优化基础上，将 K01 的 3 条引物分别稀释成 100、50、25 和 10 μmol · L-1 等

4 种引物浓度，然后按照 1.3 中的方法制备成相应的引物混合物，分别以 P100、P50、P25 和 P10 作

为代号，对 KASP 反应体系进行优化。 

1.6  KASP DNA 模板量优化 

在 KASP 反应体积和引物浓度优化基础上，将大白菜品系 Y177-12 和 Y195-93 的基因组 DNA

稀释成 10、20、60、80、100、150、200 和 400 ng · μL-1 等 8 种浓度，对 KASP 反应体系进行优化。 

1.7  KASP-PCR 扩增与检测 

KASP-PCR 扩增程序为：第 1 阶段 94 ℃变性 15 min；第 2 阶段 94 ℃变性 20 s，61 ℃退火 60 

s，共 10 个循环（从第 2 个循环开始，每个循环降低 0.6 ℃）；第 3 个阶段 94 ℃变性 20 s，55 ℃

退火 60 s，共 26 个循环；第 4 阶段 37 ℃ 1 min。 

KASP-PCR 扩增产物用罗氏荧光定量 PCR 仪 LightCycler 480 InstrumentⅡ（LC480Ⅱ）进行终

点荧光信号读取。利用 LC480 software v1.5.1 分析 SNP 分型结果：聚合在 X 轴附近的显示蓝色的基

因型为连接 FAM 荧光标签序列的等位基因型，聚合在 Y 轴附近的显示绿色的基因型为连接 HEX 荧
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光标签序列的等位基因型，中间显示红色的基因型为两种等位基因的杂合型。用两个参数来衡量

KASP-SNP 分型结果，其一是基因型信号点的荧光信号值，荧光信号值越高 KASP-SNP 分型结果越

好，其二是两种纯合基因型的夹角，夹角越大 KASP-SNP 分型结果越好。 

2  结果与分析 

2.1  引物 K01 的 KASP-SNP 分型结果 

本试验所选用的大白菜材料 Y177-12 和 Y195-93 在基因组某一位置存在 G-A 的 SNP 变异（Yuan 

et al.，2009），引物 K01 是本研究针对该 SNP 位点设计的 KASP 引物，能够成功将 Y177-12 和 Y195-93

两种基因型区分开来（图 1）。Y177-12 的基因型为 G︰G，5′末端连接 FAM 荧光标签序列的引物竞

争性扩增，聚合在 X 轴，信号点为蓝色；Y195-93 的基因型为 A︰A，5′末端连接 HEX 荧光标签序

列的引物扩增，聚合在 Y 轴，信号点为绿色。Y177-12 和 Y195-93 信号点的荧光信号值都比较高，

两种基因型之间的夹角也比较大，由此认为，引物 K01 对 Y177-12 和 Y195-93 的 KASP-SNP 分型

效果较好。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  利用引物 K01 对 Y177-12 和 Y195-93 进行 KASP-SNP 分型（终点荧光信号散点图） 

坐标轴内的每个点代表一个单株，数据点可能存在重叠。 

Fig. 1  KASP-SNP genotyping of Y177-12 and Y195-93 by K01 primer（Endpoint fluorescence scatter plot） 

These spots within the axis represent different single plant，and data spots might be overlapped. 

 

2.2  反应体积对 KASP-SNP 分型的影响 

KASP 反应体系中 Master mix 占反应体积的一半，是决定 KASP 反应成本的最主要部分，减少

KASP 反应体积则同时也减少 Master-mix 的用量（表 2），可以大大降低成本。因此，首先比较了不

同反应体积对 KASP-SNP 分型的影响，结果表明，反应体积显著影响基因型信号点的荧光信号值。

96 孔 PCR 模块设置了 6、8、10 μL 等 3 种反应体积，均实现了很好的基因分型，6 μL 反应体积下，

基因型信号点的荧光信号值显著低于 10 μL，8 μL 处于另外两者之间（图 2，A）。 

综合考虑 KASP-SNP 分型结果以及试验成本，选择 8 μL 为 96 孔 PCR 模块的最优反应体积。

384 孔 PCR 模块设置的 3、4、5 μL 等 3 种反应体积中，3 与 5 μL 反应体积的荧光信号值差异较大，
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而 4 与 5 μL 差异较小（图 2，B），综合考虑选择 4 μL 为 384 孔 PCR 模块的最优反应体积。 

 

 
 

图 2  不同反应体积的 KASP-SNP 分型结果（终点荧光信号散点图） 

Fig. 2  The result of KASP-SNP genotyping with different reaction volumes（Endpoint fluorescence scatter plot） 

 

2.3  引物浓度对 KASP-SNP 基因分型的影响 

在 KASP 反应体积优化基础上，比较了不同引物浓度对 KASP-SNP 分型的影响，结果（图 3）

表明，引物浓度显著影响两种纯合基因型之间的夹角。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  不同引物浓度的 KASP-SNP 分型结果（终点荧光信号散点图） 

Fig. 3  The result of KASP-SNP genotyping with different primer concentrations（Endpoint fluorescence scatter plot） 

 

 

96 孔模块中（图 3，A），引物浓度为 100 μmol · L-1 时（P100），Y177-12 和 Y195-93 两种基因
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型信号点之间的夹角为 76°（图 3，A 中两条黑色直线之间的夹角）；引物浓度为 50 μmol · L-1 时（P50），

夹角为 72°（图 3，A 中两条红色直线之间的夹角）；为 25 μmol · L-1 时（P25），夹角为 63°（图 3，

A 中两条蓝色直线之间的夹角）；为 10 μmol · L-1 时（P10），夹角为 52°（图 3，A 中两条绿色直线

之间的夹角）；由此可见，随着引物浓度的降低，基因型信号点逐渐偏离 X 轴或者 Y 轴，向中间靠

拢，两种纯合基因型之间的夹角逐渐减小，KASP-SNP 分型效果下降。P25 和 P10 时两种基因型之

间的夹角显著低于 P100，而 P50 和 P100 时两种基因型之间的夹角差异不大，并且 P50 时 Y177-12

和 Y193-93 信号点的荧光信号值更强，因此选择 50 μmol · L-1 作为 8 μL 反应体积下的最优引物浓度。 

在 384 孔模块中（图 3，B），Y177-12 和 Y195-93 信号点的变化规律与 96 孔 PCR 模块的变化

规律基本一致。P100 时，Y177-12 和 Y195-93 两种基因型信号点之间的夹角为 59°；P50 时，夹角

为 61°；P25 时，夹角为 55°；P10 时，夹角为 48°。P50 时，Y177-12 和 Y193-93 信号点的荧光信号

值最强，并且两种纯合基因型之间的夹角最大，KASP-SNP 分型效果最好（图 3，B）。因此，选择

50 μmol · L-1 作为 4 μL 反应体积下的最优引物浓度。 

2.4  DNA 模板量对 KASP-SNP 反应结果的影响 

在 KASP-PCR 反应体积和引物浓度优化基础之上，比较了不同 DNA 模板量对 KASP-SNP 分型

的影响，结果（图 4）表明，DNA 模板量对 KASP-SNP 分型的影响较小。 

96 孔模块中，Y177-12 和 Y195-93 两种基因型在 DNA 模板量为 10 和 20 ng 时的荧光信号值显

著低于其他模板量的荧光信号值，而 60、80、100、150、200 和 400 ng 的荧光信号值则差异不大（图

4，A），即当 DNA 模板量增加到 60 ~ 80 ng 时，荧光信号值到达了一个平台期（图 4，C），增加速

率减慢，甚至荧光信号逐渐减弱（例如 Y177-12 基因型 DNA 模板量为 400 ng 的荧光信号比 20 ng

的还弱），因此选择 60 ~ 80 ng 作为最优 DNA 模板量。 

384 孔模块中，DNA 模板量的变化对 Y177-12 的影响很小，各个 DNA 模板量下的荧光信号值

差异不大；Y195-93 在 DNA 模板量为 80 ng 时荧光信号最强，之后随着 DNA 模板量的增加，荧光

信号逐渐减弱（图 4，B、D）。综合 Y177-12 和 Y195-93 的结果，选择 60 ~ 80 ng 作为最优 DNA 模

板量。 

2.5  KASP-SNP 优化体系稳定性验证 

根据以上结果，确定了适用于大白菜的 KASP 反应体系。96 孔模块的最优反应体系为：总反应

体积为 8 μL，其中模板 DNA（60 ~ 80 ng · μL-1）1 μL，KASP Master mix（2×）4 μL，引物混合物

（50 μmol · L-1）0.14 μL，ddH2O 3 μL。 

384 孔模块的最优反应体系为：总反应体积为 4 μL，其中模板 DNA（60 ~ 80 ng · μL-1）1 μL，

KASP Master mix（2×）2 μL，引物混合物（50 μmol · L-1）0.07 μL，ddH2O 1 μL。 

为了验证此反应体系的稳定性，在 96 孔 PCR 模块下，利用 4 份大白菜材料筛选出 10 组

KASP-SNP 分型效果较好的引物（表 1；图 5，A 和 B），并利用引物 K04 对 31 份大白菜材料进行

了 KASP-SNP 分型，分型效果较好（图 5，C）；在 384 孔 PCR 模块下，利用引物 K01 对 57 份大白

菜材料同样获得了较好的 KASP-SNP 分型（图 5，D），说明本研究建立的 KASP-SNP 优化体系稳定

可靠。 

 

 
 



杨双娟，原玉香，魏小春，王志勇，赵艳艳，姚秋菊，张晓伟. 
大白菜 KASP 反应体系的优化与建立. 
园艺学报，2018，45 (12)：2442–2452.                                                                                   2449 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  不同 DNA 模板量的 KASP-SNP 分型结果 

Fig. 4  The result of KASP-SNP genotyping with different amount of DNA template 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Yang Shuangjuan，Yuan Yuxiang，Wei Xiaochun，Wang Zhiyong，Zhao Yanyan，Yao Qiuju，Zhang Xiaowei. 
Optimization and establishment of KASP reaction system for Chinese cabbage（Brassica rapa L. ssp. pekinensis）. 

2450                                                                    Acta Horticulturae Sinica，2018，45 (12)：2442–2452. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

图 5  KASP-SNP 优化反应体系的验证 

引物 K02（A）、K03（B）对 4 份大白菜材料（Y177-47、Y635-10、Y510-1 和 Y510-9，每份材料两次重复）在 96 孔模块下的 

KASP-SNP 分型结果；引物 K04（C）对 34 份大白菜材料在 96 孔模块下的 KASP-SNP 分型结果； 

引物 K01（D）对 57 份大白菜材料在 384 孔模块下的 KASP-SNP 分型结果。 

Fig. 5  The confirmation of optimal KASP-SNP reaction system 

The result of KASP-SNP genotyping of 4 Chinese cabbage lines（Y177-47，Y635-10，Y510-1 and Y510-9，each with two replicates）with 

primer K02（A）and K03（B）in 96-well plate format；The result of KASP-SNP genotyping of 34 Chinese cabbage lines with  

primer K04（C）in 96-well plate format；The result of KASP-SNP genotyping of 57 Chinese cabbage lines  

with primer K01（D）in 384-well plate format.  

 

3  讨论 

本研究中首次对 KASP 反应体系进行了优化，探讨了反应体积、引物浓度和 DNA 模板量对

KASP-SNP 分型结果的影响。结果表明，引物浓度和反应体积对 KASP-SNP 分型的影响较大，而

DNA 模板量对其影响较小。 

引物浓度会对 PCR 的扩增产生明显影响，当引物浓度过低时，引物与模板结合效率低，不能产

生足够的扩增产物；而引物浓度过高时，会导致引物二聚体的形成和非特异性扩增，进而影响靶序

列的产量（梁爽 等，2012；徐奭 等，2012）。在本研究中，引物浓度为 10 和 100 μmol · L-1 的荧光

信号值反而没有 25 和 50 μmol · L-1 的荧光信号值高，说明引物浓度过低和过高都不行，需要通过试

验来确定合适的引物浓度。引物浓度降低时，基因型信号点逐渐偏离 X 轴或者 Y 轴，两种纯合基因

型的夹角逐渐变小，KASP-SNP 分型效果下降。引物浓度升高时，两种纯合基因型的夹角变大，但

是基因型信号点的荧光信号值降低，KASP-SNP 分型效果也下降。本研究中反应体积比基本反应体

积减少后，引物浓度会变高，荧光信号值降低。因此，反应体积对 KASP-SNP 分型的影响可能主要

是通过引物浓度的变化而造成的。 

DNA 模板量是保证特异性扩增的前提，DNA 量过少时扩增产物少甚至无扩增条带，过多时又

会降低扩增特异性，增加非特异性产物。本研究中 10 ~ 400 ng DNA 模板量均能产生较好的

KASP-SNP 分型，说明大白菜 KASP-PCR 反应对模板 DNA 的浓度敏感度较小，模板量许可范围较

大，这一结论与 InDel（梁爽 等，2012）、ISSR（徐奭 等，2012）等研究结果相似。 

本研究从结果稳定性和经济性出发，对反应体积、引物浓度和 DNA 模板用量等 3 个参数进行
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优化，最终确定了适用于大白菜的 KASP 反应体系，并且利用不同的引物在较多的大白菜材料中验

证了该优化体系的稳定性。此外，利用罗氏荧光定量 PCR 仪进行 KASP-PCR 扩增以及分析 SNP 分

型结果，而不是 LGC 公司的 SNPline 平台，灵活度高，大多数实验室都能够实现 KASP 的应用。本

研究所建立的大白菜 KASP 反应体系，将为快速开展大白菜种质资源遗传多样性研究、基因定位、

遗传图谱构建等遗传学工作提供技术支持。  
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