
目标起始密码子多态性分子标记(Start condon 
targeted polymorphism, SCoT)是Collard和Mackill[1]

于 2009 年在水稻(Oryza sativa)上提出的一种基于

单引物扩增反应的新型分子标记。该标记根据植

物基因中ATG翻译起始位点侧翼序列的保守性，

设计单引物并对基因组进行扩增，产生偏向候选功

能基因区显性多态性标记。具有操作简单、成本

低廉、多态性高、引物通用、可获得丰富的遗传信

息等诸多优点，已成功应用于水稻[1]、花生(Arachis 
hypogaea)[2]、甘 蔗(Saccharum sp.)[3]等 常 见 农 作 物
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中，而且在园艺植物遗传多样性研究中也较为广泛

应用，如芒果 (Mangifera indica)[4]、龙眼(Dimocarpus 
longan)[5]、柑橘(Citrus reticulata)[6] 等。

番木瓜(Carica papaya L.)是一种优质的热带、

亚热带果树，其种质资源的研究常滞后于育种实

践。这导致番木瓜种质资源不能被有效利用，在

杂交亲本选配上存在较大的盲目性。应用分子标

记对番木瓜种质资源进行系统分析，可以大大地

提高其育种的效率。目前，国外应用分子标记对

番木瓜种质资源的研究已开展了大量的工作[7–9]，

在国内分子标记主要应用于番木瓜性别鉴定[10–12]、

基因差异表达分析[13]以及部分品种遗传多样性分

析[14]。但其种质资源的遗传多样性研究尚未满足

目前国内番木瓜育种工作的需要。SCoT 标记具

有独特的优点，能有效地产生与性状相关的标记，

将有利于番木瓜分子辅助育种，但该标记在番木瓜

中的应用还未见报道。已有的研究表明[7–9,14]，番木

瓜栽培品种间的亲缘关系非常接近，随机引物难以

区分品种间的差异。因此，筛选出多态性丰富的引

物将为 SCoT 标记在番木瓜中的广泛应用奠定良

好的基础。本文采用单因素试验方法优化了番木

瓜 SCoT-PCR 反应体系，首次建立适合于番木瓜的

SCoT-PCR 反应体系，并进行了单双引物相结合的

引物筛选，为番木瓜的种质资源遗传多样性评价、

指纹图谱构建、分子标记辅助选择育种和遗传改良

等研究提供可靠的技术支持。

1 材料和方法

1.1 材料

供试材料番木瓜 (Carica papaya L.)品种22份，

分别是‘穗中红 48 号’、‘美中红’、‘桂热 1 号’、‘桂

热 2 号’、‘日升’、‘白皮日升’、‘万顷沙’、‘红铃’、

‘红铃 2 号’、‘台农 1 号’、‘穗黄’、‘红妃’、‘蓝茎’、

‘圆优’、‘红日 1 号’、‘庞博 1 号’、‘庞博 2 号’、‘庞

博 3 号’、‘新世纪’、‘风云’、‘兴农矮 48-2 号’和‘夏

威夷’。其中‘蓝茎’品种用于 SCoT-PCR 反应体系

的优化，风云品种用于检验该反应体系对不同引物

(组合)的稳定性和可靠性。以上材料均取自广西亚

热带作物研究所番木瓜种质资源圃，选取健康植株

上的无病虫害幼嫩叶片，液氮速冻后于 –70℃保存。

1.2 基因组DNA提取

采用 CTAB 法[15]提取番木瓜基因组 DNA，用

1.0% 琼脂糖凝胶电泳检测其质量；用 Biophotometre
型核酸蛋白仪检测其浓度，稀释至 20 mg L-1，置

于 –20℃保存备用。

1.3 SCoT-PCR扩增

SCoT 引 物 参 考Collard和Mackill[1]的 方 法 设

计，分别用 SC1~SC60 表示，均由上海生工合成。

SCoT-PCR 扩 增 程 序 为：94 ℃ 预 变 性 5 min；然 后

94℃变性 1 min，50℃复性 1 min，72℃延伸 90 s，

共 35 个循环；最后 72℃延伸 10 min。扩增结束后，

每管产物加入 3 μL 上样缓冲液，混匀后取 5 μL 扩

增产物，在含有核酸染料的 1.8% 琼脂糖凝胶中电

泳，电极缓冲液为 0.5 × TBE，电压小于 5 V cm-1，电

泳结束后，于凝胶成像系统上检测并拍照。

1.4 SCoT-PCR体系优化

用番木瓜蓝茎品种 DNA 为模板，以 SC2 作

为扩增引物，将 Mg2+、dNTPs、引物、DNA 模板、

Taq 聚合酶等 5 种影响因素各设置 5 个水平(表 1)，
采用单因素设计对番木瓜 SCoT-PCR 反应体系进

行优化。当进行某一因素水平试验时，其它因素取

第 3 个水平，以筛选每一因素的最佳浓度，最后组

合成为最佳反应体系。dNTPs 和 Taq 聚合酶均购

自天根生化科技(北京)有限公司。SCoT-PCR 反应

体系总体积为 20 μL，不足用 ddH2O补足。单因素

试验重复 2 次，以确定 SCoT-PCR 最适的反应体系。

表 1  番木瓜 SCoT-PCR 反应体系中的因素水平

Table 1 Factor design of SCoT-PCR system for Carica papaya

因素 Factor 水平 Level

Mg2+ (mmol L-1) 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

dNTPs (mmol L-1) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

引物 Primer (μmol L-1) 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

DNA (mg L-1) 10 20 30 40 50

Taq polymerase (U) 0.25 0.50 1.00 1.50 2.00

1.5 SCoT-PCR优化体系验证

根 据 所 确 定 的 SCoT-PCR 最 适 反 应 体 系，选

择 15 条 SCoT 引物和 15 对 SCoT 引物组合，以番

木瓜‘风云’品种的 DNA 为模板分别进行 PCR 扩

增，以验证该最适反应体系的稳定性和可靠性。同

样，在该反应体系下，选用引物 SC3 和引物组合

SC3+SC20 分别对 22 份番木瓜材料进行 PCR 扩增，

从而进一步确证最适的番木瓜SCoT-PCR扩增体系。

杨祥燕等：番木瓜SCoT反应体系建立及引物筛选
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1.6 多态性SCoT引物筛选

根据 SCoT-PCR 最适反应体系，用 6 个形态差

异较大的番木瓜品种对 60 条 SCoT 引物和 40 对

SCoT 随机引物组合进行筛选，筛选出扩增条带清

晰且重复性和多态性良好的引物和引物组合，并记

录每个引物(组合)扩增出的重复性强且清晰的总扩

增条带和多态性条带，模糊不清的条带不予记录；

在每个相同基因位点上将清晰且可重复出现的条

带记为 1，同一位置没有条带记为 0。按照 Botstein
公式计算多态信息含量 PIC = 1– ∑ Pi

2，式中 Pi 表

示第 i 种基因型出现的频率[16]。

2 结果和分析

2.1 单因素的影响

从 图 1 可 见，随 着 Mg2+ 浓 度 的 增 高，扩 增

谱带的数量及亮度呈上升趋势；当 Mg2+ 浓度为            
2.0 mmol L-1 时，其扩增谱带最明亮、清晰、数目最

多；而 Mg2+ 浓度超过 2.0 mmol L-1 时，扩增谱带减

少，且条带模糊。因此，选择 2.0 mmol L-1 为 Mg2+

最适浓度。

dNTPs 浓度在 0.1~0.2 mmol L-1 时，扩增的谱

带较少，在 0.3~0.5 mmol L-1 时，扩增出的谱带很相

似，谱带明亮、清晰、数目多，从节约成本考虑，选择

0.3 mmol L-1 为最适浓度。

引物浓度为 0.2 μmol L-1 和 1.0 μmol L-1，谱带

都比较少且模糊；其余 3 个浓度扩增的谱带数量多

且亮度较好，以 0.8 μmol L-1 的扩增效果最佳。因此，

选择 0.8 μmol L-1 为最适浓度。

模板 DNA 浓度为 10 mg L-1 时，扩增不完全，

条带较少；当浓度为 20 mg L-1 时，扩增谱带清晰度

明显增加，条带也明显增多；浓度为 30~50 mg L-1

时，扩增效率最高，所得谱带清晰易辨，而且无明显

差异。本着经济高效的原则，选择 30 mg L-1 为引

物最适浓度。

随着 Taq 聚合酶浓度的提高，条带亮度增加，

同时也出现模糊拖影。浓度为 1.0~2.0 U 时均能成

功扩增，但以浓度为 1.0 U 的条带明亮清晰，无模糊

拖影现象，故选择 1.0 U 为最适 Taq 聚合酶浓度。

由此可见，在总体积为 20 μL 的最适番木瓜

SCoT-PCR 反 应 体 系 中，包 含 2.0 mmol L-1 Mg2+，    
0.3 mmol L-1 dNTPs，0.8 μmol L-1 引物，30 mg L-1

模板 DNA 和 1.0 U Taq 聚合酶。

图 1  影响因子对 SCoT 反应的影响。M. DL 2000 marker；1~5： 1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 mmol L-1 Mg2+；6~10： 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mmol L-1  

dNTPs；11~15：0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 μmol L-1 引物；16~20：10、20、30、40、50 mg L-1 模板 DNA；21~25：0.25、0.5、1.0、1.5、2.0 U Taq 聚合酶。

Fig. 1 Effects of factor concentration on SCoT reaction. M: DL 2000 marker; 1–5: 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 mmol L-1  Mg2+; 6–10: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 

0.5 mmol L-1 dNTPs; 11–15: 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 μmol L-1 primer；16–20: 10, 20, 30, 40, 50 mg L-1 template DNA; 21–25: 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 U Taq 

polymerase, respectively.

2.2 SCoT-PCR反应体系验证

2.2.1 在不同引物和引物组合中的稳定性和可靠性

以番木瓜风云品种的 DNA 为模板，选择 15 条

SCoT 引物和 15 对 SCoT 引物组合应用优化后的

SCoT-PCR 反应体系分别进行 PCR 扩增。从图 2

和图 3 可见，该反应体系在不同引物和引物组合中

的扩增效果良好，扩增图谱清晰明亮，分辨率较高，

说明获得的 SCoT-PCR 反应体系稳定可靠，扩增效

果良好。
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2.2.2 在 22 份番木瓜种质中的稳定性和可靠性

以 SC3 和 SC3+SC20 为引物，用优化的反应

体系分别对 22 个番木瓜种质进行 SCoT-PCR 扩增

(图 4)。结果表明该反应体系对不同番木瓜种质中

的扩增效果良好，其扩增条带清晰，分辨率较高，多

态性好，而且引物组合 SC3+SC20 扩增条带的多态

性比单引物 SC3 更为丰富，说明优化体系具有良好

的稳定性、可靠性，以及较高的分辨率，适用于番木

瓜 SCoT-PCR 分析。

2.3 多态性SCoT引物筛选

本研究采用所优化的最佳体系对引物进行了

筛选(表 2)。结果表明： (1) 筛选出多态性丰富的 5
条引物和 5 对引物组合，这些引物扩增出 107 条条

带，平均每个引物(组合) 扩增出 10.7 条；具有多态

性的条带有 72 条，平均每个引物(组合)扩增出 7.2

图 2  15 条 SCoT 引物对番木瓜的 SCoT-PCR 扩增。M: DL 2000 marker；1~15 分别为引物 SC2、SC4、SC11、SC14、SC19、SC22、SC23、

SC27、SC28、SC36、SC38、SC41、SC55、SC57 和 SC60。

Fig. 2 SCoT-PCR amplification of Carica papaya by 15 primers. M: DL 2000 marker；1–15 present primer SC2, SC4, SC11, SC14, SC19, SC22, 

SC23, SC27, SC28, SC36, SC38, SC41, SC55, SC57 and SC604, respectively.

图 3  15 对 SCoT 引物组合对番木瓜的 SCoT-PCR 扩增。M: DL 2000 marker；1~15 分别为引物组合 SC4+SC20、SC20+SC23、SC23+SC55、

SC22+SC23、SC39+SC55、SC23+SC39、SC4+SC39、SC23+SC59、SC20+SC36、SC23+SC36、SC36+SC55、SC3+SC19、SC2+SC59、

SC13+SC15 和 SC4+SC55。

Fig. 3 SCoT-PCR amplification of Carica papaya by 15 primer combinations. M: DL 2000 marker；1–15 present priner combination SC4+SC20, 

SC20+SC23, SC23+SC55, SC22+SC23, SC39+SC55, SC23+SC39, SC4+SC39, SC23+SC59, SC20+SC36, SC23+SC36, SC36+SC55, SC3+SC19, 

SC2+SC59, SC13+SC15 and SC4+SC55, respectively.

杨祥燕等：番木瓜SCoT反应体系建立及引物筛选
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条多态性条带。(2) 这些多态性引物的多态性百分

率为 50.00%~90.91%，平均每个引物(组合)的多态

性百分率为 67.18%，整体上 5 对引物组合的多态性

百分率比 5 条单引物高，其中引物组合 SC19+SC36
的多态性百分率最高，为 90.91%，其次是引物组合

SC3+SC20 和 SC20+SC23。(3) 这些多态性引物的

多态性信息含量 PIC 为 0.51~0.80，平均每个引物

(组合)的 PIC 为 0.68，5 对 引 物 组 合 的 平 均 PIC
比 5 条单引物稍高，其中引物 SC59 的 PIC 最高，

为 0.80。

图 4  引物 SC3 (A)和引物组合 SC3+SC20 (B)对番木瓜的 SCoT-PCR 扩增。M: DL 2000 marker；1~22 分别为‘穗中红 48 号’，‘美中红’，‘桂热

1 号’，‘桂热 2 号’，‘日升’，‘白皮日升’，‘万顷沙’，‘红铃’，‘红铃 2 号’，‘台农 1 号’，‘穗黄’，‘红妃’，‘蓝茎’，‘圆优’，‘红日 1 号’，‘庞博 1 号’，

‘庞博 2 号’，‘庞博 3 号’，‘新世纪’，‘风云’，‘兴农矮 48-2 号’和‘夏威夷’。

Fig. 4 SCoT-PCR amplification of Carica papaya germplasms by primer SC3 (A) and primer combination SC3+SC20 (B). M: DL 2000 marker；1–22 

present ‘Suizhonghong 48’, ‘Meizhonghong’, ‘Guire 1’, ‘Guire 2’, ‘Risheng’, ‘Baipirisheng’, ‘Wanqinsha’, ‘Hongling’, ‘Hongling 2’, ‘Tainong 1’, 

‘Suihuang’, ‘Hongfei’, ‘Lanjing’, ‘Yuanyou’, ‘Hongri 1’, ‘Panbo 1’, ‘Panbo 2’, ‘Panbo 3’, ‘Xinshiji’, ‘Fengyun’, ‘Xinnongai 48-2’, ‘and 

Xiaweiyi’, respectively.

表 2  SCoT 引物在番木瓜中扩增出的多态性

Table 2 Polymorphism in Carica papaya by SCoT primers

引物

Primer

总扩增条带数

Total bands

多态性条带数

Polymorphic bands

多态性百分率

% of polymorphic

多态性信息含量

Polymorphism information content (PIC)

SC3 8 5 62.50 0.61

SC23 10 6 60.00 0.65

SC46 10 5 50.00 0.61

SC59 14 8 57.14 0.80

SC60 10 5 50.00 0.51

SC3+SC20 11 9 81.82 0.79

SC4+SC23 11 8 72.72 0.75

SC19+SC36 11 10 90.91 0.74

SC20+SC23 10 8 80.00 0.76

SC23+SC55 12 8 66.67 0.53

平均数 Mean 10.7 7.2 67.18 0.68
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3 讨论

SCoT 标记是基于 PCR 技术用单引物扩增反

应的新型分子标记，受反应条件和扩增程序以及物

种的影响。从本试验结果来看，不同组合的反应体

系对 SCoT-PCR 扩增结果的影响很大。可见，对番

木瓜的 SCoT-PCR 反应条件进行优化是非常必

要的。

Mg2+ 对 PCR 扩增的特异性和产量有显著的影

响。本试验中选择 2.0 mmol L-1 为 Mg2+ 最适浓度，

大于和小于这个浓度，扩增谱带数目明显减少，清

晰度和明亮度明显降低。而且不同浓度下的差异

明显，说明 5 个主要影响因素之中，Mg2+ 浓度对扩

增谱带的影响尤为明显。这与张君玉等 [17]和韩国

辉等[18]的研究结论基本一致。

除 Mg2+ 外，dNTPs、引物、模板 DNA、Taq 聚

合酶的浓度均影响 PCR 扩增效率。本试验结果表

明，dNTPs 浓度和引物浓度虽在实验范围内均能

扩增出明亮清晰的条带，但 dNTPs 浓度太低，谱带

数目明显减少，而引物浓度过低和过高的扩增效果

都不甚满意。随着模板 DNA 浓度和 Taq 聚合酶浓

度的提高，扩增条带变化不大，但模板 DNA 浓度不

应太低，否则易导致扩增失败。Taq 聚合酶浓度过

高，出现条带弥散现象。因此，dNTPs、引物、模板

DNA、Taq 聚合酶 4 个影响因素在特定的浓度范

围内，对扩增产物影响都不大。这与陈虎[19]等用单

因素方法优化龙眼SCoT-PCR扩增体系的结论一致。

对于同种标记，不同物种对各个影响因素的

要求不同，所以在做标记前，应对各主要影响因素

和反应程序进行调整，以建立适合该物种的反应体

系。本试验没有对 SCoT-PCR 反应程序进行优化，

而是选用了初始程序。结果表明，利用初始程序也

能得到很好的效果。

目前，应用分子标记对番木瓜种质资源的遗传

多样性研究的结果表明，番木瓜栽培品种间的亲缘

关系非常接近[7–9,14]。这导致常规的特征引物法不

能很好地鉴定出品种间的差异。本研究结果表明，

引物组合的多态性百分率和 PIC 都比应用特征引

物法的单引物高。可见，引物组合法可克服特征引

物法的缺点，可以将亲缘关系较近的品种区分开

来，大大地提高了鉴别效率。PIC 能反映出某一个

遗传标记所包含的或所能够提供的遗传信息的容

量，当 PIC > 0.5 时，该座位为高度多态性座位[20]。

本试验经引物筛选获得 5 条引物和 5 对引物组合

的平均 PIC 为 0.68，属于高度多态性引物；而且平

均多态性百分率为 67.18%。这些多态性引物将为

番木瓜种质鉴定、遗传多样性分析、遗传图谱构建

等应用奠定良好基础。
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