
中国烟草科学 Chinese Tobacco Science 2022,43(1):6-13                        DOI: 10.13496/j.issn.1007-5119.2022.01.002 

双向等位基因特异性 PCR技术在烟草 SNP分型中的应用 
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摘  要：为提高抗 PVY烟草品种的分子育种效率，本研究针对抗病种质资源半坤村晒烟中隐性抗病基因 eIF4E1的 SNP位

点 G149C建立一种简单快速的双向等位基因特异性 PCR（Bi-directional PCR amplification of specific alleles，Bi-PASA）检测

方法，并对该检测方法的特异性、准确度及实际应用效果进行验证。结果表明，建立的 Bi-PASA 检测方法能够在一个 PCR

反应中有效区分 eIF4E1基因 G149C位点 3种基因型：野生型 GG、杂合突变型 GC、纯合突变型 CC。利用 Bi-PASA检测方

法可以对 K326×半坤村晒烟 F2分离群体的基因型进行有效鉴别，且鉴定结果与普通的等位基因特异性 PCR（allele-specific 

PCR，AS-PCR）以及直接测序法的鉴定结果一致。综上所述，本研究建立的 Bi-PASA检测方法特异性强、准确度高、操作

简便，可更好地应用于 eIF4E1基因的分子标记辅助育种。 
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Abstract: In order to improve the efficiency of molecular marker assisted breeding for PVY-resistant tobacco varieties, we dedicated 
to establish a simple and rapid bi-directional PCR amplification of specific alleles (Bi-PASA) method for detecting the single nucleotide 
polymorphism (SNP) G149C of the recessive PVY resistance gene eIF4E1 of the resistant germplasm Bankuncunshaiyan, and to verify 
the specificity, accuracy and practicality of the established detection method. It turned out that the established Bi-PASA detection 
method can effectively distinguish the three different genotypes for the G149C SNP of the eIF4E1 gene in a single PCR reaction: 
wildtype (GG), heterozygous mutant (GC) and homozygous mutant (CC). The genotypes of eIF4E1 in the F2 population derived from 
K326/Bankuncunshaiyan were successfully identified by the Bi-PASA method. In addition, the genotypes of the F2 population 
identified by the established Bi-PASA method were all the same with that identified by the conventional allele-specific PCR (AS-PCR) 
and direct sequencing, which suggested that the established Bi-PASA method is characterized by strong specificity, high accuracy and 
simple operation. Therefore, it can be better applied in the eIF4E1 gene marker assisted breeding. 
Keywords: tobacco; eIF4E1; bi-directional PCR amplification of specific alleles; SNP genotyping 

 
由马铃薯 Y病毒（Potato virus Y，PVY）引起

的烟草马铃薯 Y 病毒病是烟草生产中的严重病害

之一[1]。抗性基因的挖掘和利用是抗 PVY育种的基

础[2-3]。研究显示，在栽培烟草中，真核翻译起始因

子 4E1（eukaryotic translation initiation factor 4E1，

elF4E1）基因为烟草 PVY隐性抗病基因，即感 PVY

基因，该基因的缺失或突变使烟草获得 PVY抗性[4]。

2020 年，本课题组[5]对抗 PVY 烟草品种半坤村晒

烟中的 PVY 抗性基因进行等位性检测，结果显示

半坤村晒烟的 PVY 抗性同样由 eIF4E1 基因控制。

进一步序列分析表明，相较于感病品种，半坤村晒

烟的 eIF4E1 基因编码区存在一个单核甘酸多态性

（SNP）位点，即第 149位碱基由 G突变为 C，属

于错义突变，编码的氨基酸由色氨酸突变为丝氨酸，
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进而造成半坤村晒烟对 PVY 产生抗病性，该单碱

基突变为进行 eIF4E1等位基因分型提供了依据。 

SNP 基因分型是进行 SNP 分子标记辅助选择

育种的首要条件[6]。目前，SNP 基因分型的方法有

基于 PCR 技术的传统分型方法和基于大型仪器的

高通量检测方法[7]。基于PCR技术的传统分型方法，

如限制性片段长度多态性（PCR-RFLP）、单链构象

多态性（PCR-SSCP）、单核苷酸引物延伸法（single 

nucleotide primer extension，SNuPE）和等位基因特

异性 PCR（allele-specific PCR，AS-PCR）[7-8]。PCR-

RFLP 由于受限制性内切酶识别位点的影响，其应

用具有很大的局限性；PCR-SSCP和 SNuPE技术操

作繁琐且重复性差。基于大型仪器的高通量检测方

法，如高分辨率熔解曲线分析（high resolution melt，

HRM）、变性高效液相色谱（ denaturing high 

performance liquid chromatography，DHPLC）和基

因芯片等技术[9-10]，检测效率高，但仪器设备昂贵、

成本高、较难普及。相比之下，利用 AS-PCR技术

对 SNP进行分型快速、简便、成本低[8]。2020年，

本课题组 [11]针对半坤村晒烟 eIF4E1 基因 SNP 

G149C位点建立起 AS-PCR分子标记检测体系，利

用该标记对 K326×半坤村晒烟 F2代抗感分离群体

进行的基因分型结果与抗病表型鉴定结果完全一

致，进一步说明半坤村晒烟的PVY抗性是由 eIF4E1

基因所控制，同样利用该标记可以对 PVY 抗性供

体亲本回交转育后代的基因型进行准确选择，但每

个单株基因型的检测需要进行 2个单一 PCR扩增，

操作步骤较为复杂。 

双向等位基因特异性 PCR（bi-directional PCR 

amplification of specific alleles, Bi-PASA）是在等位

基因特异性 PCR 的基础上发展出来的一种更为简

捷的 SNP分型方法，其依据的基本原理是：针对 1

个 SNP位点设计 2条延伸方向相反的内侧引物和 2

条外侧引物，用这 4 条引物在同一 PCR 反应中进

行扩增，即通过 1 次 PCR 反应即可检测出已知突

变位点的类型[12-13]。最近几年，双向等位基因特异

性 PCR 技术在生命科学领域尤其是动植物遗传育

种领域的应用已经越来越多地受到研究者的重视[14]，

其中在与植物抗病性状相关 SNP研究中，研究者分

别建立了辣椒[15]、水稻[16]、苦瓜[17]等抗病基因的双

向等位基因特异性 PCR检测方法。但双向等位基因

特异性 PCR 要求在同一反应体系中同时对不同的

基因类型进行特异性扩增，因而影响其扩增效果的

因素较多，对退火温度差、引物配比、反应温度等

参数均具有较高的要求[18]。 

本文在半坤村晒烟 eIF4E1 基因序列分析检测

到 SNP G149C 位点的基础上，研究利用双向等位

基因特异性 PCR技术进行 eIF4E1基因 SNP分型，

为烟草抗 PVY育种 SNP标记的研究和应用提供一

种更加省时、省力、经济有效的方法。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

本研究供试烟草材料均由贵州省烟草科学研

究院新品种选育三组提供。以感 PVY 烟草品种

K326、红花大金元、云烟 87作母本和抗 PVY烟草

品种半坤村晒烟作父本进行杂交获得各自 F1代杂交

种材料，其中 K326×半坤村晒烟组合 F1代再通过自

交产生 F2及回交世代，经汁液摩擦接种法[19]进行抗

性鉴定后，用于标记分析。 

1.2  试验方法 

1.2.1  烟草基因组 DNA 的提取  采用 AxyPrep 基

因组 DNA小量制备试剂盒（Axygen）提取烟草基因

组 DNA，并通过紫外分光光度法（Nanodrop）和琼

脂糖凝胶电泳法初步检测基因组 DNA 的提取质量。 

1.2.2  双向等位基因特异引物设计  针对课题组

先前在半坤村晒烟 eIF4E1基因上发现的SNP位点，

设计适合双向等位基因特异性 PCR 扩增的 4 条引

物（图 1，表 1）。设计方法如下：在 SNP位点设计

特异引物，包括外引物 2条，内引物 2条。先在 SNP

突变位点上下游 200~500 bp处分别设计正、反向外

引物（Outer primer），然后在所检测的变异位点处

设计 2 个包含变异碱基的正、反向内引物（Inter 

primer），即 2个内引物的 3′末端碱基分别与 SNP位

点的 1个碱基相同（或互补），同时还在内引物的 3′

末端倒数第 2位（-2位）或第 3位（-3位）人为引

入了 1个错配碱基（表 1引物序列中小写字母是特

别设计的错配碱基）以提高扩增反应的特异性。将

4个引物链组成的 3对引物在 1个 PCR反应中进行

扩增，扩增产物用琼脂糖凝胶电泳检测，出现 2条

带的是纯合型（GG或 CC），出现 3条带的是杂合

型（GC），如图 1所示。
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图 1  双向等位基因特异性 PCR扩增原理[12-13] 

Fig. 1  The amplification principle of bi-directional PCR 
amplification of specific alleles 

 

1.2.3  双向等位基因特异性 PCR 扩增及产物检测  

双向等位基因特异性 PCR反应体系为 20 μL，包括

Primix Taq酶（TaKaRa公司）10 μL，正、反向内、

外引物（10 μmol/L）各 0.4 μL，模板 DNA 1 μL。

PCR扩增程序：94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 30 s，

58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s（30个循环），最后

72 ℃延伸 10 min。取 5 μL扩增产物在 2%的琼脂

糖凝胶（含 GelRed核酸染料）上电泳，自动凝胶成

像仪观察结果并拍照测序。 

1.2.4  F2 单株的基因型鉴定及测序验证  分别使

用 Bi-PASA及普通的 AS-PCR方法[5]（引物序列见

表 1）对 F2分离群体 22 个单株进行鉴定分型；同

时，以 22个单株的 DNA为模板，使用 Bi-PASA外

侧引物 P和 Q进行 PCR扩增（退火温度 55 ℃），

然后将扩增产物送至上海生工测序，验证 Bi-PASA

分型结果的准确性。 

 
表 1  本研究所用引物序列 

Table 1  Primers used in this study 
引物用途 Purpose 引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequence (5′-3′) 

半坤村晒烟 eIF4E1基因 Bi-PASA遗传标记 

 

内引物 A CCTAAGCATCCATTAGAGAATTCgTG 

内引物 B CCATAGGATTATCAAACCAAAAAGTgG 

外引物 P CAAAATAAGCTGATTTCTCCAGCTTG 

外引物 Q CGCTTCGTCCCAATTTACATTAG 

半坤村晒烟 eIF4E1基因 AS-PCR遗传标记 FW CCTAAGCATCCATTAGAGAATTCcTG 
Fm 
RWm 

CCTAAGCATCCATTAGAGAATTCgTC  
CAGGAGCTATTCAAAACCATAATTCAAC 

注：引物序列中大写字母碱基为互补序列，小写字母碱基为引入的错配碱基。 

Note: Uppercase letters indicate complementary sequences. Lowercase letters within a primer sequence indicate mismatched bases. 
 

1.2.5  Bi-PASA 分子标记在烟草种质资源中的有效

性检测  选取 24个已知抗性的烟草品种（表 2）制备

基因组DNA（方法同 1.2.1）；采用构建的 Bi-PASA分

子标记体系进行 PCR 扩增（方法同 1.2.3）；取 5 μL

扩增产物在 2%的琼脂糖凝胶（含GelRed核酸染料）

上电泳，自动凝胶成像仪观察结果并拍照分析。 

2  结  果 

2.1  烟草 eIF4E1基因 Bi-PASA遗传标记的建立 

引物设计是 Bi-PASA分子标记成功的关键，根

据 Bi-PASA引物设计的基本原则，对烟草 eIF4E1基

因的 SNP 突变位点进行引物设计，共设计出 45 组

Bi-PASA引物，经 PCR验证筛选出 1组引物扩增效

果最好，特异性条带最清晰、明亮，扩增产物含量最

高（资料未列出）。从图 2a可以看出，P/B引物对在

突变纯合型个体（半坤村晒烟）和突变杂合型个体

（K326×半坤村晒烟、红花大金元×半坤村晒烟、

云烟 87×半坤村晒烟）中扩增出 1条 441 bp的电泳

条带，在野生纯合型个体（K326、红花大金元、云

烟 87）中没有扩增出电泳条带。从图 2b可以看出，

A/Q 引物对在突变纯合型个体中没有扩增出电泳条

带，在突变杂合型个体和野生纯合型个体中扩增出 1

条 337 bp的电泳条带。图 2c为加入 A/Q/P/B引物组

合的 Bi-PASA遗传标记检测结果，在突变纯合型个

体中扩增出 441 bp和 726 bp两条电泳条带，显示标

记个体基因型为 CC型；在突变杂合型个体中扩增出

337、441和 726 bp 三条电泳条带，显示标记个体基

因型为 GC型；在野生纯合型个体中扩增出 1条 337 

bp的电泳条带，显示标记个体基因型为 GG型，由

于外引物组合扩增效率低（扩增不平衡）使外引物扩

增产物电泳条带（726 bp）未显示，但并不影响 SNP

分型检测结果。 
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表 2  24份已知 PVY抗性的烟草种质资源 

Table 2  Twenty-four tobacco germplasm accessions previously identified as resistant or susceptible to PVY 
编号 No 种质名称 Germplasm name 种质类型 Germplasm type 种质来源 Germplasm origin 抗性 Resistance 

1 毕纳 1号 烤烟 中国贵州 S 

2 长脖黄 烤烟 中国河南 S 

3 大白筋 599 烤烟 中国山东 S 

4 广黄 55 烤烟 中国广东 S 

5 贵烟 5号 烤烟 中国贵州 S 

6 辽烟 20号 烤烟 中国辽宁 S 

7 南江 3号 烤烟 中国贵州 S 

8 中烟 100 烤烟 中国山东 S 

9 许金二号 烤烟 中国河南 S 

10 PVH 09 烤烟 巴西 S 

11 RGH 51 烤烟 巴西 S 

12 Coker 176 烤烟 美国 S 

13 G28 烤烟 美国 S 

14 K730 烤烟 美国 S 

15 NC 82 烤烟 美国 S 

16 公会晒烟 晒烟 中国广西 S 

17 松选 3号 晒烟 中国浙江 S 

18 镇远小花烟 晒烟 中国贵州 S 

19 半坤村晒烟 晒烟 中国云南 R 

20 C151 烤烟 中国广东 R 

21 NC55 烤烟 美国 R 

22 TN86 白肋烟 美国 R 

23 TN90 白肋烟 美国 R 

24 Criodllo Salteno 11 雪茄烟 美国 R 

注：R，抗病种质资源；S，感病种质资源。Note: R, resistant germplasm; S, susceptible germplasm. 

 

 
注：M，DL2000 marker；1，半坤村晒烟；2，K326×半坤村晒烟；3，

红花大金元×半坤村晒烟；4，云烟 87×半坤村晒烟；5，K326；6，红

花大金元；7，云烟 87；a，P/B引物扩增结果；b，A/Q引物扩增结果；

c，A/Q/P/B引物扩增结果。 

Note: M, DL2000 marker; 1, Bankuncunshaiyan; 2, K326× 
Bankuncunshaiyan; 3, Honghuadajinyuan×Bankuncunshaiyan; 4, 
Yunyan87×Bankuncunshaiyan; 5, K326; 6, Honghuadajinyuan; 7, Yunyan87; 
a, PCR amplification with primers P and B; b, PCR amplification with 
primers A and Q; c, PCR amplification with primers A, Q, P and B.  
 

图 2  Bi-PASA遗传标记引物对抗、感材料基因组 

DNA扩增情况 

Fig. 2  Bi-directional PCR amplification of specific alleles 
was performed on the genomic DNA of tobacco resistant and 

susceptible materials 

上述结果表明，单引物 A/Q和 P/B具有很好的

特异性和稳定性，双重引物 A/Q/P/B扩增结果是单

引物扩增结果的叠加，且能通过 1次 PCR反应和 1

次凝胶电泳，便能区分供试材料的 3种基因型，因

此成功建立了检测烟草 eIF4E1基因 SNP位点基因

型的 Bi-PASA检测方法。 

2.2  F2群体的 AS-PCR分型结果 

分别使用一对等位基因特异性（allele-specific，

AS）的正向引物（FW和 Fm）与共用反向引物（RWm）

对 F2分离群体的 22个随机单株进行 PCR扩增，通

过电泳分析对应的PCR产物来判断 eIF4E1基因型。

结果如图 3 所示，4、6、10、14、21 具有单一的

ASM-m标记特异条带，是突变纯合型（CC）植株；

3、7、11、16、17、18具有单一的 ASM-W标记特

异条带，是野生纯合型（GG）植株；其余单株同时

具有 ASM-m 和 ASM-W 标记特异条带，是突变杂

合型（GC）植株。 

2.3  F2群体的 Bi-PASA分型结果 

利用 Bi-PASA方法对 F2分离群体的 22个随机

单株进行分型，结果如图 4所示，1、2、5、8、9、
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12、13、15、19、20和 22号单株扩增出 337 bp、

441 bp和 726 bp三条电泳条带，为突变杂合型单株

（GC）；4、6、10、14和 21号单株扩增出 441 bp和

726 bp两条电泳条带，为突变纯合型单株（CC）；

3、7、11、16、17和 18号单株扩增出 1条 337 bp

的电泳条带，为野生纯合型单株（GG）。所有单株

的等位基因特征条带明亮、清晰，分型结果与 AS-

PCR法的结果一致，说明所建立的 Bi-PASA方法完 

全可以取代 AS-PCR 法，用于 eIF4E1 基因 G149C

多态性位点的分型检测。 

2.4  测序结果 

为了验证 Bi-PASA 分子标记检测到的 F2代烟

株基因型的正确性，对 22 个 Bi-PASA分型单株进

行测序，利用 Chromas 2.3 查看测序结果。测序结

果表明（图 5），Bi-PASA分型结果与测序结果的一

致性达到 100%，说明 Bi-PASA方法准确、可靠。 

 

 
注：P1，半坤村晒烟；P2，K326；1~22，F2代单株；R，抗病单株；S，感病单株，下同。 

Note: P1, Bankuncunshaiyan; P2, K326; 1-22, F2 individuals; R, resistant individual; S, susceptible individual, the same below. 

 

图 3  两套 AS-PCR引物在 F2群体和亲本中的扩增 

Fig. 3  Amplification results of the F2 segregation population and parents with two sets of AS-PCR primers 
 

 
 

图 4  Bi-PASA遗传标记在 F2群体和亲本中的扩增 

Fig. 4  Bi-directional PCR amplification of specific alleles was performed in the F2 segregation population and parents 
 

 
注：A，GG型样本的测序结果；B，GC型样本的测序结果，SNP位点处显示重叠峰；C，CC型样本的测序结果。图中所示均为正义链的测序结果。 

Note: A, Sequencing result of GG genotype; B, Sequencing result of GC genotype, and the SNP locus was identified as two overlapping nucleotide peaks; C, 
Sequencing result of CC genotype. The sequencing results shown in the figure were all derived from sense strands. 

 

图 5  PCR产物直接测序结果 

Fig. 5  The sequencing results of the PCR product 
 

2.5  Bi-PASA分子标记在烟草种质资源中的有效

性检测 

利用 Bi-PASA分子标记引物组合对 24个烟草

品种进行 PCR扩增（图 6），在 17个 PVY感病品

种中扩增出 337 bp特异条带，而在半坤村晒烟中扩

增出 441 bp特异条带，与预期结果一致。除半坤村

晒烟外，在其他 PVY 抗病品种中均未显示出任何

电泳条带，这是因为在这些PVY抗病品种中 eIF4E1

基因发生了完全缺失，在此情况下，本研究所构建

的 Bi-PASA 分子标记作为显性分子标记将这些抗
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病品种与半坤村晒烟及其他感病品种区分开来。 

2.6  分子标记在烟草 PVY抗性回交改良中的应用 

为了使烟草 PVY 抗性回交改良子代鉴定工作

简单高效可重复，并尽可能区分纯合、杂合基因型，

采用 Bi-PASA 遗传标记引物组合对 K326×半坤村

晒烟杂交后代回交群体进行 PCR扩增，并进行水平

电泳，照相记录结果。然后按照如下标准判断烟草

回交后代单株是否携带突变型 PVY隐性抗病基因：

电泳结果出现 441 bp特异条带，初步判断该单株携

带突变型 PVY 隐性抗病基因。如图 7 所示，回交

后代单株有 2 种基因型：1、4、5、7、8、11、14、

16、17、19、21、22单株为杂合突变型（GC），电泳

结果出现 337 bp和 441 bp特异条带；其余单株为纯

合野生型（GG），电泳结果只出现 337 bp特异条带

而没有出现 441 bp特异条带。筛选出的杂合突变型

单株可与受体亲本继续回交或供下一步育种利用，

表明所构建的 Bi-PASA 分子标记可用于烟草 PVY

抗性回交改良。 

 

 
注：M，DL2000 marker；1~24，烟草种质资源（表 2）；R，抗病种质资源；S，感病种质资源。 

Note: M, DL2000 marker; 1-24, Tobacco germplasms (Table 2); R, resistant germplasm; S, susceptible germplasm. 
 

图 6  利用 Bi-PASA分子标记对不同烟草品种进行 PCR扩增检测结果 

Fig. 6  Bi-directional PCR amplification of specific alleles was performed in different tobacco varieties 

 

 
注：P1，半坤村晒烟；P2，K326；1~22，回交后代单株。Note: P1, Bankuncunshaiyan; P2, K326; 1-22, Backcross population. 

 

图 7  Bi-PASA遗传标记在回交后代中对部分单株的检测结果 

Fig. 7  Bi-directional PCR amplification of specific alleles was performed in some individuals of backcross population 

 

3  讨  论 
采用 Bi-PASA 技术进行 SNP 分型，仅需一次

PCR扩增和一次琼脂糖电泳即可达到目的，是一种

快速经济的 SNP检测方法。本研究基于品种资源半

坤村晒烟中隐性抗病基因 eIF4E1序列上的 SNP位

点成功设计并开发了 1 个 Bi-PASA 标记，用于

eIF4E1抗病等位基因的分子标记辅助选择，以期为

烟草抗 PVY 分子标记辅助育种提供更加有力的技

术支持。 

目前烟草 PVY 抗病育种利用的抗源多数衍生

自 VAM，利用 VAM及其衍生种育成的抗病品种往

往围绕 eIF4E1 基因发生大片段缺失，带来的基因

组变异尺度远远大于 SNP 或小片段缺失[20]。上述

原因不仅造成上百个功能基因的缺失，而且由于无

法获得缺失连接片段信息造成 eIF4E1 突变位点共

显性分子标记无法开发，不利于隐性突变基因的连

续回交定向转育。半坤村晒烟的 PVY 抗性是由

eIF4E1 基因发生 SNP 突变产生的，本研究针对该

SNP 位点建立了 Bi-PASA 分子标记作为共显性分

子标记，能够快速区分纯合子和杂合子 SNP分型，

因此利用该标记在烟草 PVY 抗性分子标记辅助选

择育种中能够缩短选择时间，对隐性突变基因可以

进行不间断的回交转移，从而提高基因回交转移速

度，加快育种进程。与其他分子检测方法相比，Bi-

PASA还具有许多优点。Bi-PASA作为以普通 PCR

为基础的简单方法，实施过程中仅需一台 PCR扩增



12                                           中国烟草科学                                    2022年第 43卷 

仪、一套电泳设备和一些其他常用的 PCR 操作工

具。与 PCR-RFLP和传统的 AS-PCR不同，Bi-PASA

只需一次 PCR 扩增和一次琼脂糖电泳即可达到分

型的目的[12-13]。此外，尽管目前出现的基于大型仪

器的高通量检测方法比 Bi-PASA效率高，如基因芯片

技术、DHPLC、TaqMan MGB和高分辨溶解曲线分析

法，但由于这些方法成本较高，无法常规使用[9-10]。 

Bi-PASA引物设计是决定该技术检测灵敏度和

准确性的关键。YE 等[13]研究认为，在内引物的 3′

末端第 2位引入错配碱基，并且通过选择错配碱基

类型，可以提高扩增反应的特异性。卫波等[21]分别

在第 2位和第 3位引入错配碱基，发现对于不同的

SNP突变类型，加入错配碱基的位置和类型不同扩

增效果不同。本研究在 Bi-PASA引物设计时，在各

个内引物 3′末端的第 2位或第 3位分别引入不同类

型错配碱基，然后通过 PCR引物组合筛选获得 1组

引物扩增效果较好。结合已有研究报道和前期积累

发现，在 Bi-PASA内引物 3′末端引入错配碱是增加

SNP基因分型准确性的必要措施。 

内外引物的浓度比是反应体系优化的重要内

容，不同研究中优化结果差别比较大。王齐旭等[17]

在苦瓜抗白粉病分子标记开发中优化内外引物浓

度比为 10∶1；郑炜佳等[22]在棉花 SNP分型的研究

中优化内外引物浓度比为 4∶1；KOU 等[23]在甘薯

的研究中优化内外引物浓度比为 2∶1；郝志明等[24]

在小麦研究中，内外引物浓度比为 3∶2；田孟祥等[25]、

姚姝等[26]和陈国鑫等[27]在水稻的研究中均将内外

引物的浓度比确定为 1∶1，这与本试验的设置的内

外引物浓度比一致。对于本试验烟草 SNP的检测，

在 Bi-PASA反应体系中 4条引物浓度比设置为 1∶

1∶1∶1 便获得了满意的特异性条带，这可能还与

引物的位置、Tm值和扩增片段大小等有关。 

退火温度也是影响 PCR特异性的重要因素，温

度过高扩增不出特异性条带，过低则杂带多。本研

究前期从大量引物组合中筛选出 1组引物组合进行

更加深入的 PCR反应条件优化，通过不断提高退火

温度，可以有效降低非特异性条带的扩增，当退火

温度达到 58 ℃时，等位基因特征条带清晰、明亮，

扩增产物含量最高，尽管外侧引物扩增产物电泳条

带减弱或消失（图 2、4、5、6、7），但并不影响 SNP

分型检测结果。 

4  结  论 
本研究针对烟草 PVY隐性抗病基因 eIF4E1已

知的 G149C SNP 位点建立了一种双向等位基因特

异性 PCR分型方法，同时与传统的等位基因特异性

PCR方法进行了比较分析。研究结果表明，引物的

合理设计和扩增条件的优化是成功建立双向等位

基因特异性 PCR检测方法的关键。相较于传统的等

位基因特异性 PCR方法，本研究建立的双向等位基

因特异性 PCR方法能够在 1个 PCR反应中检测出

eIF4E1 基因 SNP 位点的 3 种基因型（GG、GC、

CC），操作简便，省时省力，可以更好地促进烟草

抗 PVY种质资源的利用和新品种选育。 
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