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　　摘要：采用Ｌ２５（５６）正交试验和单因素试验２种方法对影响大豆 ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应的 Ｍｇ２＋浓度、ｄＮＴＰｓ浓度、
ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量、引物浓度和模板ＤＮＡ用量等因素进行优化，优化后的２０μＬ大豆 ＳＣｏＴ－ＰＣＲ体系为：Ｍｇ２＋

浓度２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、Ｔａｑ聚合酶用量１．５Ｕ、引物浓度０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１、ｄＮＴＰｓ浓度０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１、ＤＮＡ模板用量
３０ｎｇ；退火温度最适为５０．４℃。运用１８个大豆品种验证，该反应体系稳定、可靠，并从８２条引物中筛选出条带清
晰、多态性较好的３２条引物。利用大豆品种吉育７５、本地黑豆及其１０株 Ｆ２对该反应体系进行了初步的遗传验
证，结果显示，杂交后代植株中出现了双亲的位点和亲本位点的缺失。该反应体系的建立为大豆种质遗传多样性

分析、遗传连锁图谱构建及分子标记辅助育种提供了新的技术手段。
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１６３．ｃｏｍ

　　大豆不仅是世界上最重要的油料作物，而且也
是人类最主要的植物蛋白来源［１］。大豆起源于我

国，其栽培历史悠久，经过长期自然演化、人工驯化

栽培，产生了丰富的遗传种质资源。目前世界上已

经应用多种分子标记技术对大豆种质资源进行了研

究与利用，已有研究先后应用 ＲＡＰＤ［２］、ＡＦＬＰ［３］、
ＳＳＲ［４］、ＩＳＳＲ［５］、ＳＲＡＰ［６］等分子标记技术对部分大
豆品种间亲缘关系、遗传多样性及杂交后代鉴定等



多方面进行了研究。但它们都是传统意义上的随机

ＤＮＡ分子标记，或是扩增非编码区域，或随机在基
因组中扩增，扩增位点一般与目标性状基因位点距

离较远，因而限制了它们的应用［７］。随着功能基因

组学和大规模测序的深入发展，目的基因分子标记

备受研究者关注，因其本身可能是目的基因的一部

分或与目的基因紧密连锁，这样通过对某个分子标

记筛选即能对性状进行筛选［８］，从而加速育种进

程。因此，建立一套简单、有效和实用的目的基因分

子标记技术对大豆遗传多样性、亲缘关系及分子标

记辅助育种具有重要意义。

目标起始密码子多态性（ｓｔａｒｔｃｏｄｏｎｔａｒｇｅｔｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＣｏＴ）标记是 Ｃｏｌｌａｒｄ等２００９年从水
稻上提出的一种基于ＳＰＡＲ（单引物扩增反应）的新
型目的基因分子标记，其原理是根据植物基因中的

ＡＴＧ翻译起始位点侧翼序列的保守性，设计单引物
对基因组进行扩增，产生偏向候选功能基因区显性

多态性标记［９］。ＳＣｏＴ标记结合了ＲＡＰＤ标记和ＩＳ
ＳＲ标记的优点，操作简单、成本低廉、多态性高、引
物具有通用性，可获得丰富的遗传信息，并能有效地

产生与性状关联的分子标记，有利于辅助育种；

ＳＣｏＴ标记不仅可以作为 ＲＡＰＤ和 ＩＳＳＲ的有效补
充，而且是一种能跟踪性状的新的分子标记［１０］。但

目前ＳＣｏＴ标记应用较少，仅在水稻［９］、芒果［１１］、花

生［１２］、葡萄［１３］等作物上应用，尚未见有 ＳＣｏＴ标记
在大豆上应用的研究报道。因此，本试验以大豆为

材料，采用Ｌ２５（５
６）正交设计和单因素试验２种方法

建立了大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系，并对该反应体系
进行了验证及引物筛选，为研究大豆的遗传多样性、

遗传图谱构建及分子标记辅助育种奠定基础。

１　材料和方法
１．１　材料
１．１．１　试验材料　试验用大豆地方品种、育成品种
及Ｆ２后代材料２９个。正交设计及单因素试验所用
大豆品种均为杜纳吉卡；体系稳定性验证所用大豆

品种为本地黑豆、铁豆４６、Ｄｅｃａｂｉｇ、小金黄、铁荚四
粒黄、庆安黑豆、青豆、黄宝珠、公野０３－７２３９、嘟噜
豆、Ｗｅｂｅｒ、Ｈａｃｋ、小粒秣食豆、吉育６７、和龙油太、杜
纳吉卡、铁荚子、蒙豆９号；体系遗传验证所用材料
为吉育 ７５、本地黑豆及其 １０个 Ｆ２。所有材料于
２０１２年５月在内蒙古农牧业科学院试验地采集幼
嫩真叶，液氮速冻后用冰盒带回实验室，贮存于

－７０℃冰箱备用。

１．１．２　试验试剂　８２个 ＳＣｏＴ引物，１～３６号引物
参照Ｃｏｌｌａｒｄ等［９］，３７～８０号引物参照 Ｌｕｏ等［１１］，

８１、８２号引物参照熊发前等［１２］，所有引物由上海生

工生物工程有限公司合成。ｄＮＴＰｓ、ＴａｑＤＮＡ聚合
酶、１０×Ｂｕｆｆｅｒ、Ｍｇ２＋等均购自宝生物工程（大连）；
Ｄ２０００ｍａｒｋｅｒ购自天根公司，ＤＬ３０００ｍａｒｋｅｒ购自南
京博尔迪生物有限公司；核酸染料购自赛百盛公司。

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ模板的提取与检测　采用 ＤＮＡ提取
试剂盒的方法提取总 ＤＮＡ，试剂盒购自 ＱＩＡＧＥＮ公
司。所得的 ＤＮＡ用紫外分光光度计和１．２％的琼
脂糖凝胶电泳检测其质量及完整性。根据检测结

果，将ＤＮＡ稀释至２０ｎｇ·μＬ－１，－２０℃保存备用。
１．２．２　ＳＣｏＴ－ＰＣＲ扩增程序及产物的检测　ＰＣＲ
反应在美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ公司 ＭＹＣｙｃｌｅｒｔｈｅｒｍｃｙｃｌｅｒ
ＰＣＲ仪中进行，扩增程序为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃
变性５０ｓ，５０．４℃退火１ｍｉｎ，７２℃复性２ｍｉｎ，３６个循
环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。扩增反应结束后，取１０μＬ
扩增产物，加入２μＬ６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，在１．５％琼脂
糖凝胶（含核酸染料）中电泳，电极缓冲液为０．５×
ＴＢＥ，最后在凝胶成像系统观察和记录。
１．２．３　正交设计　选取大豆品种杜纳吉卡ＤＮＡ为
模板，ＳＣ３５为引物，将模板 ＤＮＡ用量、Ｍｇ２＋浓度、
ｄＮＴＰｓ浓度、引物浓度、Ｔａｑ酶用量等５种影响因素
设置５个不同水平（表１），采用Ｌ２５（５

６）正交试验设

计对大豆 ＳＣｏＴ－ＰＣＲ进行体系优化，２次重复，各
处理总体积２０μＬ，每个处理的１０×Ｂｕｆｆｅｒ用量均为
２μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补足。按照以后将要进行的遗传多
样性分析、遗传连锁图谱构建的要求，参照何正文

等［１４］和谢云海等［１５］的直观分析法和对电泳条带的

打分方法，依据电泳条带的多少、清晰度、灵敏性、特

异性及背景颜色进行打分，从而进行下一步的分析。

１．２．４　单因素试验　根据表１的各水平分别对各
因素进行逐一优化，当某一因素设置不同浓度处理

时，其他成分浓度固定：Ｍｇ２＋浓度 ２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、
ｄＮＴＰｓ浓度为０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１、Ｔａｑ酶用量为１．５Ｕ、
引物浓度为０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１、ＤＮＡ模板用量３０ｎｇ。
１．２．５　反应体系稳定性验证及多态性 ＳＣｏＴ引物
筛选　采用优化的体系，用１８个大豆品种检测其稳
定性，并对８０条引物进行多态性筛选，为ＳＣｏＴ在今
后的遗传多样性研究提供技术支持。

１．２．６　ＳＣｏＴ分子标记在大豆群体后代中的初步遗
传验证　利用吉育７５、本地黑豆及其１０个 Ｆ２进行
ＳＣｏＴ标记的进一步验证。

２９４ 中国油料作物学报　２０１３，３５（５）



表１　大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系Ｌ２５（５
６）正交试验设计

Ｔａｂｌｅ１　Ｌ２５（５
６）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｓｏｙｂｅａｎＳＣｏＴ－ＰＣＲ

处理组合
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

模板ＤＮＡ用量
ＴｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ／ｎｇ

镁离子

Ｍｇ２＋／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
脱氧核苷酸

ｄＮＴＰｓ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
引物

Ｐｒｉｍｅｒ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）
Ｔａｑ聚合酶

Ｔａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ／Ｕ
１ １５ １．２５ ０．１ ０．１２５ ０．５
２ １５ １．５０ ０．２ ０．２５０ ０．７
３ １５ ２．００ ０．３ ０．３７５ １．０
４ １５ ２．５０ ０．４ ０．５００ １．５
５ １５ ３．００ ０．５ ０．６２５ ２．０
６ ２０ １．２５ ０．２ ０．３７５ １．５
７ ２０ １．５０ ０．３ ０．５００ ２．０
８ ２０ ２．００ ０．４ ０．６２５ ０．５
９ ２０ ２．５０ ０．５ ０．１２５ ０．７
１０ ２０ ３．００ ０．１ ０．２５０ １．０
１１ ３０ １．２５ ０．３ ０．６２５ ０．７
１２ ３０ １．５０ ０．４ ０．１２５ １．０
１３ ３０ ２．００ ０．５ ０．２５０ １．５
１４ ３０ ２．５０ ０．１ ０．３７５ ２．０
１５ ３０ ３．００ ０．２ ０．５００ ０．５
１６ ４０ １．２５ ０．４ ０．２５０ ２．０
１７ ４０ １．５０ ０．５ ０．３７５ ０．５
１８ ４０ ２．００ ０．１ ０．５００ ０．７
１９ ４０ ２．５０ ０．２ ０．６２５ １．０
２０ ４０ ３．００ ０．３ ０．１２５ １．５
２１ ５０ １．２５ ０．５ ０．５００ １．０
２２ ５０ １．５０ ０．１ ０．６２５ １．５
２３ ５０ ２．００ ０．２ ０．１２５ ２．０
２４ ５０ ２．５０ ０．３ ０．２５０ ０．５
２５ ５０ ３．００ ０．４ ０．３７５ ０．７

２　结果与分析
２．１　大豆ＳＣｏＴ反应体系的正交试验分析

由正交试验电泳结果（图１）可以看出，２５个处
理组合扩增结果差异较大。其中，处理１６、１７、２１无

扩增条带，处理１、９、１１、２０、２３扩增条带较少，处理
２、６、７、１２、１３扩增条带多且清晰。利用正交设计助
手专业软件，对正交试验２次重复的２５个处理进行
直观分析和方差分析，结果见图２、表２。

注：Ｍ．ＤＬ３０００ｍａｒｋｅｒ，从左到右依次为正交表Ｌ２５（５６）的１～２５个处理
Ｎｏｔｅ：Ｍ．ＤＬ３０００ｍａｒｋｅｒ，１ｔｏ２５ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｆＬ２５（５６）ｉｎｔａｂｌｅ１

图１　大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系正交试验优化结果
Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｓｏｙｂｅａｎＳＣｏＴ－ＰＣＲｓｙｓｔｅｍｏｐｔｉｍｉｚｅｄｗｉｔｈｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎ

　　结果均值大小反映每个因素各个水平间的差
异，极差大小反映了该因素对本试验的影响程度。

由图２中 ｄＮＴＰｓ不同浓度曲线变化可看出，其均值
差异较大，影响最显著，其次为Ｍｇ２＋浓度，其它因素
影响较小。由表２也可得出 ｄＮＴＰｓ浓度、Ｍｇ２＋浓度
影响达到了显著水平，其它因素影响不显著。当

ｄＮＴＰｓ浓度处于０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，均值显著高于其
他水平，扩增结果也最为清晰；Ｍｇ２＋浓度处于１．５、
２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，均值显著高于其它水平；Ｔａｑ酶用
量为１．５Ｕ时均值最大，扩增结果也清晰、稳定。根
据模板 ＤＮＡ用量各水平均值显示，当其处于３０ｎｇ
时，结果均值最大，电泳条带清晰度好；引物浓度均

３９４李　强等：大豆ＳＣｏＴ分子标记技术体系的优化、验证及检测



值变化较小，选择０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１。综合各分析结
果确定正交试验的最优体系为：Ｍｇ２＋浓度２．０ｍｍｏｌ
·Ｌ－１、ｄＮＴＰｓ浓度为０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１、Ｔａｑ酶用量为
１．５Ｕ、引物浓度为０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１、ＤＮＡ模板用量
为３０ｎｇ。

图２　大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ正交试验设计各因素与结果均值关系
Ｆｉｇ．２　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｆａｃｔｏｒｓａｎｄｒｅｓｕｌｔｏｆ
ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎｆｏｒｓｏｙｂｅａｎＳＣｏＴ－ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ

表２　大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系正交设计方差分析
Ｔａｂｌｅ２　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

ｄｅｓｉｇｎｆｏｒｓｏｙｂｅａｎＳＣｏＴ－ＰＣＲ
因素
Ｓｏｕｒｃｅ

极差
Ｒａｎｇｅ

方差
ＳＳ

均方
ＭＳ

Ｆ值
Ｆ

Ｍｇ２＋ ７．００ ５０．９ １２．７２５ ７．６０

ｄＮＴＰｓ １１．８０ ９７．３ ２４．３２５ １４．５２

Ｐｒｉｍｅｒ ２．４０ １７．３ ４．３２５ ２．５８

Ｔａｑ ５．００ ２９．３ ７．３２５ ４．３７

ＤＮＡ ５．２０ ６．７ １．６７５

Ｅｒｒｏｒ ６．７ １．６７５

Ｔｏｔａｌ ２０８．２
　　注： 代表０．０５水平差异显著
　　Ｎｏｔｅ： ｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ

２．２　单因素试验
２．２．１　模板 ＤＮＡ用量对大豆 ＳＣｏＴ－ＰＣＲ扩增效
果的影响　由图３可看出，在只改变模板ＤＮＡ用量
实验中，模板用量为１０ｎｇ时，无扩增条带，模板用量
为２０、４０ｎｇ时，扩增条带模糊且有缺带现象，模板用
量为３０、５０ｎｇ时条带清晰，差别不大，从节约和扩增
效果出发，本试验２０μＬ体系中最适宜模板 ＤＮＡ用
量选择３０ｎｇ。
２．２．２　Ｍｇ２＋浓度对大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ扩增效果的影
响　Ｍｇ２＋浓度过低会降低 Ｔａｑ酶的活性，使扩增条
带减少，过高非特异性条带增多，且条带模糊。由图

４可以看出，Ｍｇ２＋浓度为２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，扩增条
带清晰度、亮度、特异性均好于其他水平。因此，本

试验２０μＬ体系中Ｍｇ２＋最适浓度为２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１。

注：Ｍ：Ｄ２０００ｍａｒｋｅｒ；１～５：ＤＮＡ模板为１０、２０、３０、４０、５０ｎｇ
Ｎｏｔｅ：Ｍ：Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１ｔｏ５：ＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗｅｒｅ１０，２０，３０，４０，５０ｎｇｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图３　模板ＤＮＡ用量对大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎｓｏｙｂｅａｎＳＣｏＴ－ＰＣＲ

注：Ｍ：Ｄ２０００ｍａｒｋｅｒ；１～５：Ｍｇ２＋浓度为１．２５、
１．５、２．０、２．５、３．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎｏｔｅ：Ｍ：Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１ｔｏ５：Ｍｇ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗｅｒｅ
１．２５，１．５，２．０，２．５，３．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图４　Ｍｇ２＋浓度对大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭｇ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｓｏｙｂｅａｎＳＣｏＴ－ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ

注：Ｍ：Ｄ２０００ｍａｒｋｅｒ；
１～５：ｄＮＴＰｓ浓度为０．１、０．２、０．３、０．４、０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎｏｔｅ：Ｍ：Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１ｔｏ５：ｄＮＴＰｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｗｅｒｅ０．１，０．２，０．３，０．４，０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图５　ｄＮＴＰｓ浓度对大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应的影响
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄＮＴＰｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｓｏｙｂｅａｎＳＣｏＴ－ＰＣＲ
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２．２．３　ｄＮＴＰｓ浓度对大豆 ＳＣｏＴ－ＰＣＲ扩增效果的
影响　ｄＮＴＰｓ是 ＰＣＲ反应的原料，直接影响扩增效
果。由图５可以看出，在只改变 ｄＮＴＰｓ浓度的实验
中，ｄＮＴＰｓ为 ０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，扩增条带较少；
ｄＮＴＰｓ为 ０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１时条带清晰、稳定性好；
ｄＮＴＰｓ为０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１以上时，可以扩增出清晰的
条带，但有缺带现象，重复性降低。因此，选择０．２
ｍｍｏｌ·Ｌ－１为最适ｄＮＴＰｓ浓度。
２．２．４　引物浓度对大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ扩增效果的影
响　由图６可看出，在只改变引物浓度的实验中，引
物浓度对大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ扩增效果的影响较小，电
泳条带清晰，差别不大，考虑扩增条带的特异性、亮

度，最适引物浓度选择０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１。

注：Ｍ：Ｄ２０００ｍａｒｋｅｒ；１～５：引物浓度为０．１２５、
０．２５０、０．３７５、０．５００、０．６２５μｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎｏｔｅ：Ｍ：Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１ｔｏ５：Ｐｒｉｍｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗｅｒｅ
０．１２５，０．２５０，０．３７５，０．５００，０．６２５μｍｏｌ·Ｌ－１ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
图６　引物浓度对大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｉｍｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｎｓｏｙｂｅａｎＳＣｏＴ－ＰＣＲ

注：Ｍ：Ｄ２０００ｍａｒｋｅｒ；１～５：Ｔａｑ聚合酶
用量为０．５、０．７、１．０、１．５、２．０Ｕ

Ｎｏｔｅ：Ｍ：Ｄ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１ｔｏ５：ｄｏｓａｇｅｏｆＴａｑ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｗｅｒｅ０．５，０．７，１．０，１．５，２．０Ｕｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图７　Ｔａｑ聚合酶用量对大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应的影响
Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｏｓａｇｅｏｆＴａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｏｎｓｏｙｂｅａｎＳＣｏＴ－ＰＣＲ

２．２．５　Ｔａｑ酶用量对大豆 ＳＣｏＴ－ＰＣＲ扩增效果的
影响　Ｔａｑ酶用量过低使得扩增产物较少，过高会

产生非特异条带。在只改变 Ｔａｑ酶用量的实验中，
由图７可看出，Ｔａｑ酶用量为０．５Ｕ时，无扩增结果；
当其用量为０．７Ｕ、１．０Ｕ、２．０Ｕ时扩增出了较亮的条
带，但是多态性、重复性差。Ｔａｑ酶用量为１．５Ｕ时，
电泳条带最清晰，多态性、稳定性好。因此，本试验

Ｔａｑ酶适宜用量为１．５Ｕ。
２．２．６　退火温度对大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ扩增结果的影
响　退火温度是影响ＰＣＲ反应的重要因素。由图８
可以看出，本实验中退火温度对ＳＣｏＴ－ＰＣＲ扩增条
带有明显的影响。当退火温度为５２．１～５４．０℃时，
扩增条带逐渐减少，特异性增强；退火温度在４５．０
～５０．４℃时，均可获得条带，但在５０．４℃时扩增出
的条带最为清晰、稳定，且特异性好。因此，本试验

２０μＬ体系中退火温度用５０．４℃最适宜。

注：Ｍ：ＤＬ３０００ｍａｒｋｅｒ；１～８：退火温度为４５．０、４５．６、
４６．７、４８．３、５０．４、５２．１、５３．２、５４．０℃

Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＤＬ３０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１ｔｏ８：ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗｅｒｅ
４５．０，４５．６，４６．７，４８．３，５０．４，５２．１，５３．２，５４．０℃ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
图８　退火温度对大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应的影响
Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｏｎｓｏｙｂｅａｎＳＣｏＴ－ＰＣＲ

２．３　ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系稳定性验证
应用优化的２０μＬ大豆 ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系，

以引物ＳＣ３５对１８个大豆品种进行扩增，由图９可
见，不同品种扩增条带均清晰稳定，且多态性丰富。

不仅体现出大豆种内的遗传稳定性，还体现出品种

间的遗传差异，表明该优化体系非常适于大豆 ＳＣｏＴ
－ＰＣＲ分析。
２．４　ＳＣｏＴ引物的筛选

运用优化的大豆 ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系及杜纳
吉卡基因组ＤＮＡ，对８２条引物进行多态性筛选，结
果显示，７１条引物能扩增出清晰可辨的条带，每个
引物扩增条带数１～１４条不等，其中有３２个引物能
扩增出清晰且丰富的多态性条带，占所有引物的

３９．０２％，部分引物扩增效果见图１０。
２．５　ＳＣｏＴ分子标记在大豆杂交后代中的初步遗

传验证

应用建立的 ＳＣｏＴ体系对吉育７５、本地黑豆及
其１０株Ｆ２进行 ＰＣＲ扩增和电泳检测。结果显示
扩增条带清晰，扩增产物在２５０～３０００ｂｐ之间。并

５９４李　强等：大豆ＳＣｏＴ分子标记技术体系的优化、验证及检测



且在杂交后代植株中出现了双亲的位点和亲本位点 的缺失，引物ＳＣ３５、ＳＣ３１扩增结果见图１１。

注：Ｍ：ＤＬ３０００ｍａｒｋｅｒ；ＣＫ为阴性对照；１～１８：本地黑豆、铁豆４６、Ｄｅｃａｂｉｇ、小金黄、铁荚四粒黄、庆安黑豆、青豆、
黄宝珠、公野０３－７２３９、嘟噜豆、Ｗｅｂｅｒ、Ｈａｃｋ、小粒秣食豆、吉育６７、和龙油太、杜纳吉卡、铁荚子、蒙豆９号

Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＤＬ３０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；ＣＫ：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；１ｔｏ１８：Ｌｏｃａｌｂｌａｃｋｓｏｙｂｅａｎ，Ｔｉｅｄｏｕ４６，Ｄｅｃａｂｉｇ，Ｘｉａｏｊｉｎｈｕａｎｇ，Ｔｉｅｊｉａｓｉｌｉｈｕａｎｇ，Ｑｉｎｇ’ａｎｈｅｉｄｏｕ，
Ｑｉｎｇｄｏｕ，Ｈｕａｎｇｂａｏｚｈｕ，Ｇｏｎｇｙｅ０３－７２３９，Ｄｕｌｕｄｏｕ，Ｗｅｂｅｒ，Ｈａｃｋ，Ｘｉａｏｌｉｍｏｓｈｉｄｏｕ，Ｊｉｙｕ６７，Ｈｅｌｏｎｇｙｏｕｔａｉ，Ｄｕｎａｊｉｋａ，Ｔｉｅｊｉａｚｉ，Ｍｅｎｇｄｏｕ９

图９　引物ＳＣ３５对１８个大豆品种的ＳＣｏＴ－ＰＣＲ扩增
Ｆｉｇ．９　ＳＣｏＴ－ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ１８ｓｏｙｂｅａｎｓｖａｒｉｅｔｉｅｓｂｙｕｓｉｎｇｐｒｉｍｅｒＳＣ３５

注：Ｍ：ＤＬ３０００ｍａｒｋｅｒ；１～１５．ＳＣｏＴ引物ＳＣ４，１２，１４，１５，
２１，２２，２７，３１，３２，３５，６７，７２，８１，８２，１８

Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＤＬ３０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１ｔｏ１５：ＳＣｏＴｐｒｉｍｅｒｓａｓ
ＳＣ４，１２，１４，１５，２１，２２，２７，３１，３２，３５，６７，７２，８１，８２，１８

图１０　部分ＳＣｏＴ引物筛选结果
Ｆｉｇ．１０　ＰａｒｔｏｆＳＣｏＴｐｒｉｍｅｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ

注：Ｍ：ＤＬ３０００ｍａｒｋｅｒ；１：吉育７５；２：本地黑豆；３～１２：吉育７５×本地黑豆的Ｆ２后代
Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＤＬ３０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１，Ｊｉｙｕ７５；２，Ｌｏｃａｌｂｌａｃｋｓｏｙｂｅａｎ；３ｔｏ１２：ｐｒｏｇｅｎｉｅｓｆｒｏｍＪｉｙｕ７５×Ｌｏｃａｌｂｌａｃｋｓｏｙｂｅａｎ

图１１　引物ＳＣ３５（上）和ＳＣ３１（下）对吉育７５和本地黑豆及其杂交后代的扩增图谱
Ｆｉｇ．１１　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＦ２ｈｙｂｒｉｄｓａｎｄｔｈｅｉｒｐａｒｅｎｔｓｂｙｐｒｉｍｅｒＳＣ３５（ｕｐ）ａｎｄＳＣ３１（ｄｏｗｎ）

６９４ 中国油料作物学报　２０１３，３５（５）



３　讨论与结论
ＳＣｏＴ标记作为一种基于 ＰＣＲ技术的新型分子

标记，具有操作简单、成本低廉、引物具有通用性、多

态性高、可获得丰富的遗传信息等诸多优点，能更好

地反映物种的遗传多样性和亲缘关系［１６］。ＰＣＲ反
应体系受诸多因素的影响，Ｔａｑ聚合酶用量、Ｍｇ２＋浓
度、模板ＤＮＡ用量、ｄＮＴＰｓ浓度和引物浓度等各反
应成分都会对扩增的敏感性、特异性、产量等产生影

响［１７］。因此，采用ＳＣｏＴ分子标记时有必要对 ＳＣｏＴ
－ＰＣＲ体系进行优化。
ＰＣＲ反应体系优化的方法很多，一般采用正交

试验设计和单因素试验。正交试验设计优化 ＰＣＲ
体系的方法最早由何正文等［１４］提出的，该方法可以

综合考察ＰＣＲ反应体系中各因素及其交互作用，能
够快速获得满意的试验结果，减少试验的工作量，降

低试验成本，避免顾此失彼［１８］。但该方法也有一定

的局限性，因在对电泳条带打分过程中，不同的人对

条带的清晰度、特异性等的判断标准不同，主观性

强，因此结果差异较大。单因素试验能对每个因素

逐个优化，操作简单，因素不同水平扩增效果对比鲜

明，能从中轻易选出该因素的最佳用量，该方法缺陷

在于当变化一个因素固定其余几个因素时，往往需

要经验或参考相近物种确定，这样既不能考察 ＰＣＲ
体系中各组分的交互作用，也不能保证各组分最佳

浓度的组合就是最佳反应体系［１９］。因此，本试验在

大豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系具体优化时，结合２种方
法的优点，互为补充、相互印证，以期建立稳定的

ＰＣＲ反应体系。
本试验研究结果表明，在一定范围内，ｄＮＴＰｓ浓

度对大豆ＳＣｏＴ扩增结果影响最大，这与张君玉［２０］、

韩国辉［２１］等的结论一致。其次是 Ｍｇ２＋浓度，其它
因素对ＰＣＲ扩增结果有一定的影响，但都未达到显
著水平。ｄＮＴＰｓ浓度过低影响扩增效率，产物较少，
浓度过高，错误渗入率会大大增加，也可导致酶活性

下降，影响重复性。Ｍｇ２＋浓度过低会降低 Ｔａｑ酶的
活性，使扩增条带减少，甚至扩增不出条带，过高会

引起非特异性扩增，这与侯小改［２２］、秦国新［２３］等的

研究结果相一致。本研究中引物浓度对扩增结果影

响很小，而模板 ＤＮＡ用量、Ｔａｑ酶用量对反应体系
的影响程度正交试验和单因素试验２种方法有一定
的差异，正交试验结果显示，这两个因素对扩增结果

的影响不显著，而单因素试验中，当它们用量为

１０ｎｇ和０．５Ｕ时都没有扩增产物。其原因可能是正
交设计更多的是考虑因素的搭配和相互之间的交互

作用，而单因素试验中，具体因子的作用效果对比更

明显，所以 ＤＮＡ用量、Ｔａｑ酶用量的影响也显现出
来。因此，在进行大豆 ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系优化
时，先用正交试验设计摸索ＳＣｏＴ－ＰＣＲ反应体系中
的关键影响因子，初步确定每一因素的大概浓度

（用量）范围，然后利用单因素试验对各个因子进一

步优化，综合分析２种方法的试验结果最终确立大
豆ＳＣｏＴ－ＰＣＲ最佳的反应体系，这与张君玉等［２０］

的结论一致。

本试验得到的２０μＬ大豆最佳ＳＣｏＴ－ＰＣＲ体系
为：Ｍｇ２＋浓度２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、Ｔａｑ聚合酶用量为１．５
Ｕ、引物浓度为０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１、ｄＮＴＰｓ浓度为０．２
ｍｍｏｌ·Ｌ－１、ＤＮＡ模板用量３０ｎｇ。利用大豆种质资
源及Ｆ２杂交后代初步验证了该体系的稳定性及
ＳＣｏＴ标记技术的有效性。初步筛选出了３２个多态
性较好的ＳＣｏＴ引物，为今后的遗传多样性分析、分
子标记辅助选择育种研究打下基础。
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