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　　摘要：为探索适宜小豆ＳＳＲ－ＰＣＲ反应的最佳条件以筛选具有多态性的ＳＳＲ引物，采用Ｌ１６（４
５）正交设计优化影

响小豆ＳＳＲ－ＰＣＲ反应的５个因素（Ｍｇ２＋浓度、ｄＮＴＰｓ浓度、Ｔａｑ用量、引物浓度、模板 ＤＮＡ用量），利用优化后的
ＳＳＲ－ＰＣＲ体系，以１０份小豆种质为模板，对８０对小豆（５０对）和绿豆（３０对）的ＳＳＲ引物进行多态性筛选，得出小豆
ＳＳＲ－ＰＣＲ的最佳反应体系（２０μＬ）：Ｍｇ２＋浓度 ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰｓ浓度 １．０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ活性 １．５Ｕ，引物浓度
０．６μｍｏｌ／Ｌ，模板ＤＮＡ用量３０ｎｇ。利用优化后的体系在小豆和绿豆引物中筛选出３１对条带清晰、多态性丰富、重复
性好的ＳＳＲ引物，有效扩增率为３８．７５％。小豆ＳＳＲ－ＰＣＲ优化体系的建立及多态性引物的筛选为进一步开展小豆
遗传育种研究奠定了基础，为小豆遗传多样性分析和遗传图谱库构建等研究提供了技术参数和理论依据。
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　　小豆（Ｖｉｇｎａａｎｇｕｌａｒｉｓ）是豆科（Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ）蝶形花亚科
（Ｐａｐｉｌｉｏｎａｃｅａｅ）菜豆族（Ｐｈａｓｅｏｌｅａｅ）豇豆属（Ｖｉｇｎａ）的栽培豆
种，富含蛋白质、矿物质、粗纤维、维生素等营养素及三菇皂

苷、无机盐等有效成分，具有清热除湿、消肿解毒等功效，是一

种深受欢迎的医食同源作物［１］。然而小豆一直被视为小宗

作物，基础性研究相对比较薄弱，特别是分子标记技术研究相

对滞后，在小豆遗传多样性分析、遗传育种及种质创新等研究

领域面临着严峻的挑战。

简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ）是一类以
１～６个碱基为基元的串联重复 ＤＮＡ序列，广泛分布于植物
基因组中［２］。ＳＳＲ分子标记因其多态性丰富、重复性好、操作
简便等特点逐渐成为植物遗传分析中的重要标记技术之一，

广泛应用于遗传图谱构建［３］、种质资源鉴定［４］、新品种选

育［５］等研究中。目前，小豆ＳＳＲ标记技术主要集中在ＱＴＬ定
位［６］、遗传多样性分析［７］等研究领域，而关于小豆 ＳＳＲ－ＰＣＲ
反应体系建立与优化及多态性引物筛选方面鲜有报道。本研

究利用 Ｌ１６（４
５）正交设计探究影响小豆 ＳＳＲ－ＰＣＲ反应的５

个因素（Ｍｇ２＋浓度、ｄＮＴＰｓ浓度、Ｔａｑ活性、引物浓度、模板
ＤＮＡ用量）的最优条件，同时运用优化后的体系进行引物筛
选，旨在建立高效、稳定的小豆 ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，为小豆
遗传多样性分析、遗传育种及群体遗传学探究奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料

１．１．１　ＤＮＡ模板　ＳＳＲ－ＰＣＲ体系优化及引物筛选所选用
的１０份小豆样品均由黑龙江八一农垦大学农学院提供，详细
信息如表１所示。

表１　１０份小豆模板ＤＮＡ信息

序号 名称 来源

１ 云津红 天津市

２ 品金红 山西省

３ 农安红 吉林省

４ 小红豆 黑龙江省

５ 红小豆 辽宁省

６ 珍珠粒 黑龙江省

７ 红花小豆 吉林省

８ 大花脸 黑龙江省

９ 大红袍 黑龙江省

１０ 宝清红 内蒙古省

１．１．２　ＳＳＲ引物　试验所选用的８０对ＳＳＲ引物主要来源于
２个部分：从ＮＣＢＩ数据库公布的小豆 ＳＳＲ引物中选择５０对
进行合成，另外３０对引物从小豆近缘作物绿豆 ＳＳＲ引物中
选择并合成。选用引物 Ｘ５７（Ｆ：５′－ＣＡＣＡＣＴＴＣＡＡＧＧＡＡＣ
ＣＴＣＡＡＧ－３′，Ｒ：５′－ＧＴＡＧＧＣＡＡＣＣＴＣＣＡＴＴＧＡＡＣ－３′）为
ＰＣＲ扩增体系优化试验的固定引物。８０对引物均由生工生
物工程（上海）股份有限公司合成。

１．１．３　主要试剂及仪器　ＳＳＲ－ＰＣＲ反应所用的 Ｍｇ２＋、
ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ、Ｂｕｆｆｅｒ、标准分子量（ｍａｒｋｅｒ）及植物基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒（ｐｌａｎｔｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｋｉｔ），均购自天根生化科技
（北京）有限公司。ＴＢＤ－３０００核酸蛋白检测仪，购自上海同
田生物技术股份有限公司；ＡＢＩＶｅｒｉｔｉＴＭ９６孔梯度 ＰＣＲ仪，购
自美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司；ＤＹＣＰ－３１ＢＮ琼脂糖电泳
槽，购自北京六一生物科技有限公司；ＰｏｗｅｒＰａｃＨＣ电泳仪，
购自美国ＢＩＯ－ＲＡＤ公司；Ｔａｎｏｎ－６２００凝胶成像系统，购自
上海天能科技有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ提取及检测　每份材料取室温种植１０～１５ｄ的
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植株嫩叶，液氮研磨成粉，试剂盒提取ＤＮＡ。用１％琼脂糖凝
胶电泳检测ＤＮＡ的提取质量，核酸检测仪检测模板 ＤＮＡ用
量与纯度，然后将其稀释成３０ｎｇ／μＬ，于－２０℃保存备用。
１．２．２　ＳＳＲ－ＰＣＲ正交试验设计　采用Ｌ１６（４

５）正交设计探

究Ｍｇ２＋浓度、ｄＮＴＰｓ浓度、Ｔａｑ活性、引物浓度及模板ＤＮＡ用
量的最佳水平。选择Ｘ５７为固定引物，正交试验因素及水平
如表２所示，设计方案如表３所示，除表中变化因素外，每组
试验体系还含有２μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ，用ｄｄＨ２Ｏ补足２０μＬ。

表２　小豆ＳＳＲ－ＰＣＲ正交试验的因素和水平

水平

因素

Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｑ活性
（Ｕ）

引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
模板ＤＮＡ
用量（ｎｇ）

１ １．０ ０．５ ０．５ ０．４ ２０
２ １．５ １．０ １．０ ０．６ ３０
３ ２．０ １．５ １．５ ０．８ ４０
４ ２．５ ２．０ ２．０ １．０ ５０

表３　小豆ＳＳＲ－ＰＣＲＬ１６（４５）正交试验设计

试验号
Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｑ活性
（Ｕ）

引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
模板ＤＮＡ用量

（ｎｇ）

１ １．０ ０．５ ０．５ ０．４ ２０
２ １．０ １．０ １．０ ０．６ ３０
３ １．０ １．５ １．５ ０．８ ４０
４ １．０ ２．０ ２．０ １．０ ５０
５ １．５ ０．５ １．０ ０．８ ５０
６ １．５ １．０ ０．５ １．０ ４０
７ １．５ １．５ ２．０ ０．４ ３０
８ １．５ ２．０ １．５ ０．６ ２０
９ ２．０ ０．５ １．５ １．０ ３０
１０ ２．０ １．０ ２．０ ０．８ ２０
１１ ２．０ １．５ ０．５ ０．６ ５０
１２ ２．０ ２．０ １．０ ０．４ ４０
１３ ２．５ ０．５ ２．０ ０．６ ４０
１４ ２．５ １．０ １．５ ０．４ ５０
１５ ２．５ １．５ １．０ １．０ ２０
１６ ２．５ ２．０ ０．５ ０．８ ３０

１．２．３　ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增及检测　ＰＣＲ扩增反应程序：９４℃预
变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５１℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共
４０个循环；７２℃延伸１２ｍｉｎ，４℃保存。每个处理取 ６μＬ
ＰＣＲ产物，与６×ＤＮＡＬｏａｄｉｎｇ按６∶１体积比混匀后在１％琼
脂糖凝胶上进行电泳，以ＬｏｗＭＷＤＮＡｍａｒｋｅｒ－Ａ为对照，在
成像系统中观察结果。

１．２．４　ＳＳＲ引物筛选　利用Ｂ００００７２５小豆样品及已优化的
体系初筛来自小豆（５０对）和绿豆（３０对）的８０对ＳＳＲ引物，
然后以Ｂ００００３２６等１０份来自４个省份的小豆样品 ＤＮＡ为
模板，用８％聚丙烯酰胺凝胶电泳复筛成功扩增的引物，选择
扩增条带清晰、多态性丰富的ＳＳＲ引物用于后期小豆 ＳＳＲ分
子标记遗传多样性等研究。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ的提取
利用植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（ｐｌａｎｔｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ

ｋｉｔ）提取小豆的ＤＮＡ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值在１．６８～１．８２之间，用
１％琼脂糖凝胶电泳检测，结果显示条带清晰，无明显拖尾现
象（图１），表明模板ＤＮＡ提取效果较好，浓度较高，可满足后
续ＳＳＲ分析需求。
２．２　ＳＳＲ－ＰＣＲ正交试验结果直观分析

采用Ｌ１６（４
５）正交设计进行扩增，结果如图２所示，１６个

处理均成功扩增，说明该正交设计中各因素的水平基本合理，

没有偏离最适范围。平行比较１６组处理可知，４、５、６、９、１１、
１２号处理扩增效果较差，条带较弱；２、３、８、１０、１３、１４号处理

条带较好，其中条带最清晰、稳定性最好且杂带较少的是１４
号，赋值为１６，而条带最模糊，产量最少的是４号，赋值为１。
按照这种方法进行２次独立打分统计，取平均值，并求出各因
素同一水平下的得分 Ａｉ、平均值 ｋｉ及极差 Ｒ，ｋｉ表示不同水
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平下各因素对该体系的影响程度，ｋｉ越大，表示水平越好；极
差Ｒ值越大，表示该因素对ＰＣＲ体系的影响越大。由表４可
知，Ｍｇ２＋浓度对ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的影响最大，其次是 Ｔａｑ
活性，其后依次是引物浓度、模板ＤＮＡ用量，ｄＮＴＰｓ浓度影响
最小。

２．３　ＳＳＲ－ＰＣＲ正交试验方差分析
为减少试验误差，增加结果的准确性，弥补直观分析中极

差不能客观估计误差的不足，本研究对试验结果进行方差分

析，结果如表５所示，Ｍｇ２＋浓度、Ｔａｑ活性、引物浓度对反应体
系的影响达到极显著水平（Ｐ＜０．０１），模板 ＤＮＡ用量对反应
体系的影响达到显著水平（Ｐ＜０．０５），而 ｄＮＴＰｓ浓度对反应
体系的影响未达到显著水平（Ｐ＞０．０５），这与极差分析结果
一致，充分说明误差对本试验的影响较小，本试验结果准确、

可靠。

表４　ＳＳＲ－ＰＣＲ正交试验极差分析结果

指标 Ａ１ Ａ２ Ａ３ Ａ４ ｋ１ ｋ２ ｋ３ ｋ４ Ｒ
Ｍｇ２＋浓度 ３２．０ ３２．０ ２２．５ ４９．０ ８．０００ ８．０００ ５．６２５ １２．２５０ ６．６２５
ｄＮＴＰｓ浓度 ３１．５ ４２．０ ３３．０ ２９．０ ７．８７５ １０．５００ ８．２５０ ７．２５０ ３．２５０
Ｔａｑ活性 ２８．５ ２３．５ ４７．０ ３６．５ ７．１２５ ５．８７５ １１．７５０ ９．１２５ ５．８７５
引物浓度 ３５．５ ４１．５ ３８．５ ２０．０ ８．８７５ １０．３７５ ９．６２５ ５．０００ ５．３７５
模板ＤＮＡ用量 ４０．０ ４０．５ ３１．０ ２４．０ １０．０００ １０．１２５ ７．７５０ ６．０００ ４．１２５

表５　ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系正交设计方差分析结果

变异来源 Ⅲ型平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
Ｍｇ２＋浓度 １８１．０９４ １６ ６０．３６５ ９．２４２ ０．００１
ｄＮＴＰｓ浓度 ５６．５９４ ３ １８．８６５ ２．８８８ ０．１０１
Ｔａｑ活性 １５２．８４４ ３ ５０．９４８ ７．８０１ ０．００２
引物浓度 １２３．８４４ ３ ４１．２８１ ６．３２１ ０．００３
模板ＤＮＡ用量 ９１．０９４ ３ ３０．３６５ ４．６４０ ０．０１５
误差 １０４．５００ １６ ６．５３１
总计 ３０３９．０００ ３２

２．４　不同水平下各因素对小豆ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响
２．４．１　Ｍｇ２＋浓度对小豆 ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　作为 Ｔａｑ
的辅助因子，Ｍｇ２＋主要通过影响 Ｔａｑ活性间接影响
ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增效果［８］。Ｍｇ２＋浓度过低会抑制Ｔａｑ活性，影
响催化效果，扩增条带较弱；浓度过高则会增强 Ｔａｑ活性，产
生非特异性条带，导致错配率增加。通过极差和方差分析可

知，Ｍｇ２＋浓度对小豆ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响最大。由图３可
知，当Ｍｇ２＋浓度在１．０～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ范围内时，评分平均值
逐渐降低，扩增效果不佳；当 Ｍｇ２＋浓度在２．０～２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
时，评分平均值逐渐增大，并在２．５ｍｍｏｌ／Ｌ时达到最高值，因
此本试验选择最佳Ｍｇ２＋浓度为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ。

２．４．２　Ｔａｑ活性对小豆 ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　Ｔａｑ在
ＳＳＲ－ＰＣＲ反应中起催化作用，是决定 ＰＣＲ扩增效果的正相
关因素，其活性受诸多因素的影响。作为对Ｍｇ２＋敏感的依赖
性酶，Ｔａｑ对扩增效果的影响主要表现在条带数量及亮度方
面［９］。由图４可知，Ｔａｑ活性与评分平均值的关系波动较大，
总体呈先下降后上升再下降的趋势，在Ｔａｑ活性为１．５Ｕ时

评分达到最高，因此本试验选择Ｔａｑ最佳活性为１．５Ｕ。
２．４．３　引物浓度对小豆 ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　引物是决
定ＳＳＲ－ＰＣＲ特异性的关键因素，与模板ＤＮＡ互补结合特异
程度直接决定ＰＣＲ产物的特异性，引物浓度过高会增加引物
二聚体的合成概率，引发错配或非特异性扩增，背景加深，难

以辨别特异性条带；引物浓度过低则使扩增效率降低，不能与

模板ＤＮＡ完全结合，使扩增产物数量减少［１０］。由图５可知，
引物浓度在０．４～０．６μｍｏｌ／Ｌ范围内时，评分平均值逐渐上
升，当浓度大于０．６μｍｏｌ／Ｌ时，评分平均值逐渐降低，因此本
试验选择０．６μｍｏｌ／Ｌ为最佳引物浓度。

２．４．４　模板ＤＮＡ用量对小豆ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　充足
的模板 ＤＮＡ是保证 ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增成功的基础，模板 ＤＮＡ
用量过高会影响Ｍｇ２＋发挥作用，产生非特异性扩增，甚至导
致扩增失败；用量过低则会降低扩增效率和产量，出现条带太

弱的情况。由图６可知，当模板ＤＮＡ用量在２０～３０ｎｇ范围
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内时，评分平均值逐渐增大，当其浓度大于３０ｎｇ时，评分平
均值呈下降趋势，因此选择３０ｎｇ为模板ＤＮＡ的最佳用量。
２．４．５　ｄＮＴＰｓ浓度对小豆 ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　ｄＮＴＰｓ
是ＳＳＲ－ＰＣＲ反应的直接原料之一，ｄＮＴＰｓ浓度过高虽然可
以提高反应速率，但会与 Ｔａｑ形成竞争关系，抑制其与 Ｍｇ２＋

结合，非特异性条带增多［１１］；ｄＮＴＰｓ浓度较低则会使扩增条
带减少。由图７可知，ｄＮＴＰｓ浓度在０．５～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ范围
内时，评分平均值呈先上升后下降的趋势，当 ｄＮＴＰｓ浓度为
１．０ｍｍｏｌ／Ｌ时评分平均值达到最高水平，因此本试验选择

１．０ｍｍｏｌ／Ｌ为ｄＮＴＰｓ最佳浓度。
２．５　引物筛选

利用分别来自内蒙古自治区、黑龙江省、吉林省及辽宁省

的１０份不同小豆种质 ＤＮＡ及优化得到的反应体系对８０对
ＳＳＲ引物进行多态性筛选，选择目标区域内条带清晰、多态性
丰富、重复性好的核心引物用于后期小豆 ＳＳＲ研究。如图８
所示，从５０对小豆引物中筛选得到２２对多态性引物，从３０
对绿豆引物中筛选得到９对多态性引物，共计３１对，多态性
比率为３８．７５％。

３　讨论与结论

ＳＳＲ分子标记因其多态性丰富、可重复性强、操作简便等
优点已成为遗传研究中比较成熟的标记技术之一，在作物基

因标记、辅助育种、亲缘关系鉴定等研究中应用广泛［１２］。而

ＰＣＲ反应是ＳＳＲ标记中的重要环节，其中多个因素及各因素
间的相互作用均会对 ＳＳＲ标记产生影响，ＰＣＲ扩增敏感性、
特异性、产量等都可能因 Ｍｇ２＋浓度、ｄＮＴＰｓ浓度、模板 ＤＮＡ
用量、Ｔａｑ活性、引物浓度的不同而产生变化。因此，优化
ＳＳＲ－ＰＣＲ体系，使反应中的各个因子达到最佳水平，并利用
优化后的组合进行多态性引物筛选是基于 ＳＳＲ分子标记技
术进行作物遗传育种研究的基础。

通常优化ＳＳＲ－ＰＣＲ体系都是采用单因素试验设计或正
交试验设计。单因素分析处理较多，且不能兼顾各因素之间

的相互作用，即在单因素试验中得到的各个因素的最佳水平

组合扩增效果不一定最好。而正交试验设计是在全面试验中

选择部分有代表性的处理组合，具有均衡分散性和整齐可比

性的特点，能够充分考虑各因素水平之间的交互作用，简单、

便捷、高效，利用较少次数试验得到较佳的试验结果，可有效

解决ＳＳＲ－ＰＣＲ优化所需试验量与实际可行试验次数之间的
矛盾，利用有限的试验量全面掌握事物的内在规律是一种较

理想的ＳＳＲ－ＰＣＲ优化途径［１３］。本研究采用正交试验设计

对影响小豆ＳＳＲ－ＰＣＲ反应的５个因素进行 ４个水平的优
化，最终得到 ＳＳＲ－ＰＣＲ的最佳反应条件：总体系 ２０μＬ，
Ｍｇ２＋浓度为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰｓ浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ活性
为１．５Ｕ，引物浓度为０．６μｍｏｌ／Ｌ，模板 ＤＮＡ用量为３０ｎｇ，
这与大豆［１４］、芸豆［１５］、水稻［１６］、玉米［１７］等作物已报道的

ＳＳＲ－ＰＣＲ体系有所不同，说明 ＳＳＲ－ＰＣＲ体系因物种不同
而存在差异，在选用ＰＣＲ试验方法时要根据实际情况进行调
整，以形成适合物种研究的技术平台。此外，试验结果评价受

一定主观因素的影响，建立一套客观、明确的评分标准有助于

小豆ＳＳＲ－ＰＣＲ体系的准确建立和该优化方法的广泛应用，
因此在接下来的试验中应对其进一步完善。

ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中，Ｔａｑ活性会对条带清晰度及数量
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产生影响，而Ｍｇ２＋作为Ｔａｑ的激活剂可调控其活性，进而影
响扩增的特异性和忠实性。模板 ＤＮＡ用量过低会被杂带影
响，用量过高则会产生拮抗作用，导致扩增失败。引物浓度会

对反应的特异性及定位效果产生影响。ｄＮＴＰｓ则通过控制反
应速率来影响ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系。由试验结果可知，Ｍｇ２＋

浓度、ｄＮＴＰｓ浓度、Ｔａｑ活性、引物浓度、模板 ＤＮＡ用量对
ＳＳＲ－ＰＣＲ体系有不同程度的影响，其中Ｍｇ２＋浓度、Ｔａｑ活性
及引物浓度对反应体系的影响达到极显著水平（Ｐ＜０．０１），
ＤＮＡ模板用量对反应体系的影响达到显著水平（Ｐ＜０．０５），
而ｄＮＴＰｓ浓度对反应体系的影响未达到显著水平（Ｐ＞
００５）。前人关于上述５个因素对 ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系影响
程度的排列顺序并不完全一致，表明各因素对反应体系的影

响作用因物种的差异而不甚相同。王耀文等认为，引物浓度

对苦荞ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的影响最大［１８］；而何仁锋等则认

为，在药用菊花ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中 Ｔａｑ活性是关键影响
因素［１９］；王志勇等对狗牙根 ＳＳＲ－ＰＣＲ体系优化时发现，
Ｍｇ２＋浓度对反应体系影响最大［２０］；麦静等研究也发现，Ｍｇ２＋

浓度和引物浓度对厚朴 ＳＳＲ－ＰＣＲ体系影响达极显著水
平［２１］，本研究结果与之相似。同时本研究还发现，ｄＮＴＰｓ浓
度对小豆ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的影响不大，当 ｄＮＴＰｓ浓度为
０．５～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ时对反应影响不显著，这可能是因为 ＰＣＲ
反应对ｄＮＴＰｓ浓度的要求不高，满足反应需求即可。

ＳＳＲ引物一般分为根据物种序列自主开发和通用近缘作
物引物２种途径。引物开发必须以基因组序列已知为前提，
且操作繁琐、工作量较大、费用高，而近缘作物转移法为引物

开发提供了新的思路。近缘作物间具有不同程度的基因同源

性，因此ＳＳＲ引物往往在不同作物间具有一定的通用性，将
一种引物开发较成熟作物的 ＳＳＲ引物通用于其近缘作物来
获得ＳＳＲ位点的方法不仅可以减少工作量、降低费用，还可
以为不同作物间遗传关系的研究提供理论依据［２２］。本研究

将３０对绿豆ＳＳＲ引物通用于小豆进行扩增，筛选得到９对适
宜小豆 ＳＳＲ分析的引物，证明绿豆 ＳＳＲ引物适用于小豆，利
用近缘物种间ＳＳＲ引物具有通用性的特点进行遗传研究的
思路是可取的，这既为小豆 ＳＳＲ多态性引物的筛选提供便
利，同时也为小豆的遗传学研究奠定了基础。但本研究中获

得的小豆ＳＳＲ引物数量较少且多态性水平较低，不能满足后
期小豆ＳＳＲ标记研究的需要，因此在接下来的研究中要继续
加强对小豆ＳＳＲ引物筛选的工作，为小豆遗传育种、种质资
源研究等夯实基础。
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