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SSCP 技术及在植物中的应用
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　　摘　要:单链构象多态性(SSCP)技术是一种简便 、灵敏的多态性检测方法 ,近年在植物研究

中得到了较多应用。现就 SSCP技术的原理 、特点 、影响因素以及在植物研究中的应用进行综述。
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　　相同长度的DNA片段即使一个碱基不同 , 经非变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳时 , 单链迁移率也会不同。这种

由于碱基序列的差异表现出的多态现象称作DNA单链

构象多态性(Single-Strand Conformation Polymorphism ,

SSCP)。这一现象最先是由日本学者 Noumi等[ 1] 发现

的。1989年 ,日本学者 Orita 等[ 2]将此法用于检测复杂

基因组单拷贝 DNA中的多态现象 , 他们认为 SSCP可

以检测任何位点的点突变。同年 ,Orita等[ 3]用 SSCP对

PCR扩增产物进行了分析 ,PCR与 SSCP 的结合使得分

析的灵敏度大大增加。但由于将同位素掺入 PCR扩增

产物中 ,通过放射自显影显示结果 , 使该技术的推广造

成了一定困难。1992年 ,日本学者 Hoshino 等[ 4] 对SSCP

分析法作了大胆改进 , 用敏感的银染法直接对电泳后的

凝胶进行染色 ,增强了安全性 , 并且简便 、快捷。近年

来 ,研究者又对SSCP技术进行了各种改进 ,产生了限制

性片段 SSCP(PCR-RF-SSCP)技术 、荧光标记 SSCP

(F-SSCP)、低离子强度 SSCP(PCR-LIS-SSCP)、毛细管电

泳SSCP等新技术。目前该技术已成为生物学领域研究

的一种常用方法 ,在植物研究中也得到了较多应用。

1　SSCP技术的基本原理

PCR产物经热或化学变性后形成单链 ,在不含变性

剂的中性聚丙烯酰胺凝胶中电泳时 ,DNA 单链的迁移

率除与 DNA链的长短有关外 ,更主要的是取决于 DNA

单链所形成的构象。DNA单链可自身折叠形成具有一

定空间结构的构象 ,这种构象由 DNA单链碱基决定 ,其

稳定性靠分子内局部顺序的相互作用(主要为氢键)来

维持。相同长度的 DNA 单链其顺序不同 ,甚至单个碱

基不同 ,所形成的构象不同 ,电泳迁移率也不同。

2　影响 SSCP检出率的因素

SSCP分析结果的检出率主要受片段长度 、甘油 、温

度等条件的影响[ 5] 。首先 ,用于 SSCP 分析的核酸片段

越小 ,检测的敏感性越高
[ 6]
,用小于 200 bp的片段进行

SSCP 时 ,可发现其中70%的变异;对于300 bp左右的片

段则只能发现其中 50%的变异;而大于 500 bp的片段 ,

仅能检出 10%～ 30%的变异。其次 ,凝胶中加入低浓度
的变性剂 ,如5%～ 10%甘油 ,5%尿素或甲酰胺 ,10%二

甲亚砜或蔗糖等有助于提高敏感性[ 7] 。这可能是因为

这些物质轻微改变了单链 DNA 的构象 ,增加分子表面

积 ,降低了单链 DNA的泳动率所致。但有些变异序列

却只能在没有甘油的凝胶中被检出。再次 ,一般认为保

持凝胶内温度恒定是 SSCP分析最关键的因素
[ 8]
。温度

有可能直接影响DNA分子内部稳定力的形成及其所决

定的单链构象 ,从而影响突变的检出。为确保电泳温度

相对恒定 ,应减少凝胶厚度 ,降低电压 ,增加有效的空气

冷却或循环水冷却等。此外 ,SSCP 技术还易受凝胶浓

度的影响。余桂红等[ 9] 研究发现 ,凝胶中丙烯酰胺与甲

叉双丙烯酰胺的比例为 29∶1 、凝胶浓度为 12%时 ,有利

于小麦中SSCP 的检出。然而 ,对同序列只用单一的条

件 ,检出率一般为 77%～ 87%。要得到100%的检出率 ,

可能需采用多种条件 ,例如可以采用两种以上凝胶浓度

以提高 SSCP 的检出率。

3　SSCP技术的优缺点

3.1　SSCP技术的优点

检测多态性的主要方法有琼脂糖凝胶检测 、变性聚

丙烯酰胺电泳检测以及检测基因单核苷酸多态性(Sin-

gle Nucleotide Polymorphism , SNP)等多种方法。用于

检测 SNP 的方法较多 ,包括直接测序、以构象为基础的

方法 、变性高压液相色谱法 、错配的化学切割及酶学法

等。以构象为基础的方法又包括 SSCP 、异源双链分析

及变性梯度凝胶电泳。尽管测序和质谱分析在 SNP检

测方面被广泛应用 ,但是这些技术都需要特殊的设备 ,

费用高昂。与上述方法相比 ,SSCP 检测技术具有费用
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低、不需特殊仪器等优点。琼脂糖凝胶检测和变性聚丙

烯酰胺电泳检测效率不高 ,对基因间的多态性检测能力

非常有限。与这 2种方法相比 ,SSCP 检测又具有更高

的灵敏度。因此 ,SSCP 检测技术具有高灵敏度 、低费

用 ,且不需要特殊仪器等优点 ,是一种比较合适的检测

多态性的方法。

3.2　SSCP技术的缺点

SSCP 也具有局限性。首先 ,通过 SSCP 虽能检测

出扩增 DNA 片段中是否有突变 ,但不能直接得到发生

突变的具体核苷酸。其次 ,SSCP 技术可能检测不到所

有的突变位点。再次 ,影响 SSCP 试验结果的因素比较

多 ,电泳条件不好控制。

4　SSCP技术在植物研究中的应用

SSCP 技术是新近发展起来的一种分子生物学分析

方法 ,在植物中的应用主要是利用 SSCP 检测到的多态

性进行遗传多样性研究和对功能基因或 ESTs序列进行

定位 、图谱构建。

4.1　多样性研究

Dumolin等[ 10]利用 PCR-RF-SSCP技术对植物线粒

体DNA进行了分析 , 检测到了橡树线粒体 DNA的稀

有多态性。1997年 ,Slabaugh等[ 11]应用SSCP对 Cuphea

的同源基因多态性进行了研究。卢孟柱等
[ 12]
研究结果

表明 , 采用分析松树一粒种子的胚乳与胚的 SSCP谱带

的方法可同时确定亲本及其配子的基因型 , 可用于分析

群体的遗传结构。McCallum 等
[ 13]
利用 SSCP 检测手段

在洋葱31个被检测的序列中 ,有 26个序列在不同材料

中表现出多态性。Shirasaw a等
[ 14]
利用 PCR-RF-SSCP

技术 ,对水稻品种中随机挑选的基因进行了 DNA多态

性分析。结果发现 ,有 108个DNA 片断在 17个水稻品

种中检测到多态性 ,并且在任2个品种中平均有36.9个

DNA片断中能检测到多态性。最近 ,Shirasawa等[ 15]对

水稻中的 1 036个基因进行了 PCR-RF-SSCP 分析 ,有

134个基因在 17个日本品种中表现出多态性。黄建安

等[ 16] 根据茶树多酚氧化酶(PPO)基因的部分序列设计

引物 , 对40个茶树品种(系)PPO基因的部分序列分区

段进行SSCP 分析 ,不同品种(系)的PPO基因存在丰富

的单链构象多态性。

4.2　定位和图谱构建

早在 1999年 ,Schneider 等[ 17] 就将某些与糖分品质

及产量有关的基因利用 SSCP技术定位到甜菜图谱中。

2000年 ,Jean等[ 18]利用该技术 ,将 8个与木质化有关的

基因定位在尾叶桉和巨桉的连锁图谱上。2002年 ,Eti-

enne等[ 19]利用SSCP 技术对 12个与桃子品质性状有关

的 cDNA定位到桃子图谱中 ,并对这些基因与桃子品质

性状有关的QTL之间的关系进行了评价。Kuhn等[ 20] 、

Baldi等[ 21] 将某些抗病基因发展成SSCP标记 ,并分别定

位到可可和苹果图谱中。在珍珠粟中 ,Bertin等[ 22] 对

299个 ESTs进行了引物设计 ,经过SSCP分析 ,其中231

对引物能扩增 ,得到了 106个多态性位点 ,提供了 102个

标记。Aubert等[ 23]将由 15个功能基因发展而来的 SS-

CP标记定位到了大豆图谱中。Tondelli 等[ 24] 把某些与

寒冷和干旱胁迫可能有关的转录因子基因发展为 SSCP

标记并定位到大麦连锁群 ,以寻找与这些胁迫可能有关

的基因。在甘蓝型油菜中 ,Li等[ 25] 将代表 111个不同

ESTs或者基因的 DNA序列发展为可靠的177个 SSCP

标记 ,并整合到甘蓝型油菜标准图谱中。随后 ,Li等[ 26]

在该图谱基础上 ,定位了甘蓝型油菜重要农艺性状的

QTLs ,结果发现 ,共有涉及 39个不同 ESTs 或基因的45

个 SSCP 标记和油菜产量及其相关性状有关。利用

SSCP技术对功能基因在图谱上的定位 ,可以对这些基因

与相关性状进行连锁分析 ,找到与性状有关的候选基

因。即使不能找到直接相关的候选基因 ,也可以基于功

能基因在各个物种中具有高度保守性的特征进行比较

基因组学等研究 ,正如 Muangprom 和Osborn[ 27]在白菜

中寻找与株高有关的候选基因所作的一系列研究一样 ,

利用比较基因组的结果 ,发展与性状更紧密相关的功能

标记 ,为克隆控制这些性状的基因奠定基础。

除了利用SSCP 技术对功能基因进行定位外 ,SSCP

技术也应用到其它类型标记的多态性检测中。Ujino-

Ihara等[ 28] 将 SSCP 技术应用于 STS 标记的多态性检

测 ,在测序存在差异片断的 22个标记中 ,有 19个经

SSCP检测能得到多态性 ,并将这些标记整合到日本柳杉

的图谱中。Piggott 等[ 29]将 SSCP 检测手段应用于 SSR

标记的鉴定研究。结果表明 ,利用该策略的鉴定效率比

常规技术大大提高。Sato 等[ 30] 将 RFLP标记重新设计

引物进行SSCP 检测 ,有 80%的引物在籼稻和粳稻中显

示出多态性。

另外 ,SSCP 技术还应用到植物基因突变位点的检

测等方面[ 31-32] 。然而 ,与在动物中的普遍应用相比 ,

SSCP技术在植物中的应用目前还比较有限。随着植物

基因序列的不断积累和各种实验条件的优化 , SSCP 技

术在植物各项研究中将会得到更为广泛的应用。
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Single-Strand Conformation Polymorphism and Its Application in Plant Research

LI Yuan-yuan

(Department of Bio-engineering , Weifang College, Weifang , Shandong 261061 , China)

Abstract:Single-Strand Conformation Polymorphism(SSCP)is a simple and sensitive method to detect polymorphisms.

In recent years , this method has been widely used in plant research.In this paper , the principle , methods , characteris-

tics and affected factors of SSCP were simply introduced.And , the applications of SSCP in plant research were reviewed.
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