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摘  要：单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism, SNP）广泛分布在植物的基因组中，具有丰富的 DNA 变异

形式。基于单核苷酸多态性开发的标记被认为是极具应用前景的分子标记。五引物扩增受阻突变体系（Penta-primer 

amplification re-fractory mutation system, PARMS）是一种基于单核苷酸多态性的新型基因分型技术，具有通量高、准确

性高、成本低和耗时短等优点。因此，建立高效、简便可行的 PARMS 分型技术对菠萝种质资源的鉴定、基因定位的开

展以及分子辅助选择育种体系的建立具有重要意义。本研究以 3 份表型差异显著的菠萝种质资源为材料，基于 130 份

菠萝种质资源的重测序数据分析结果，设计特异引物 SNP31。结果显示，SNP31 可将菠萝种质资源进行较好地分型，

可用于后续反应体系的优化。为了建立适用于菠萝的 PARMS-SNP 分型体系，对 PARMS 的反应体积、引物浓度、DNA

的提取方法和 DNA 浓度等参数进行优化。研究结果表明，反应体积、引物浓度以及 DNA 的浓度均能影响基因型信号

点的荧光信号值。在较大或较小的反应体积下基因型信号点的荧光信号值均降低，最适的反应体积为 6 μL。随着引物

和 DNA 浓度的增加，基因型信号点的荧光信号值增加，最佳的引物和 DNA 浓度分别为 100 μmol/L 和 25 ng/μL。此外，

不同基因组 DNA 的提取方法均能对 3 份种质实现较好的 PARMS-SNP 分型。因此，PARMS-SNP 分型体系的最佳反应

体系为：反应总体积 6 μL，DNA（25 ng）1 μL，PARMS mix 3 μL，Primer mix（100 μmol/L）0.45 μL，ddH2O 1.55 μL。

利用 65 份菠萝种质资源验证该体系的准确性和稳定性，获得了较好的 PARMS-SNP 分型结果。本研究建立的

PARMS-SNP 分型体系为开展菠萝种质资源遗传多样性分析、遗传图谱的构建、基因定位及分子标记辅助选择提供基础。 
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Abstract: Single nucleotide polymorphism (SNP) is widely distributed in plant genomes, which is one of the most 

abundant form of DNA variation. The molecular markers based on single nucleotide polymorphism are considered to be 
of great application prospect. Penta-primer amplification re-fractory mutation system (PARMS) is a kind of new geno-

typing system based on single nucleotide polymorphism (SNP) which has the advantages of high throughput, high ac-
curacy, low cost and short time consuming. The establishment of the PARMS system of pineapple is significant in 

germplasm identification, gene mapping and marker-assisted selection of pineapple. In this study, three germplasms of 
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significant difference in phenotypes were used as the materials. A specific primer SNP31 was designed based on the  

resequencing data of 130 germplasm resources. The result revealed SNP31 could effectively group the pineapple germ-
plasm resources, and be used for the subsequent optimization of the system. Reaction volume,primer concentration, 

method of DNA extracting and template DNA amount were optimized. The results showed that reaction volume, primer 
concentration and template DNA amount could affect the fluorescence signal value of the genotype signal point. The 

fluorescence signal value of genotypic signal point decreased when the reaction volume was larger or smaller. The op-
timal reaction volume was 6 μL. When the concentration of primer and template DNA increased, the fluorescence signal 

value of genotype signal point increased. The optimal concentration of primer and template DNA was 100 μmol/L and 
25 ng/μL, respectively. In addition, different methods of genomic DNA extraction could group well the PARMS-SNP for 

the three germplasms of pineapple. The optimal PARMS reaction system was as follows:total volume 6 μL, containing 
1 μL template DNA (25 ng), 3 μL PARMS mix (2×), 0.45 μL primer mix (100 μmol/L) and 1.55 μL ddH2O. With the 

optimal PARMS reaction system, high quality results of PARMS-SNP genotyping was produced on sixty-five pineapple 
germplasm resources, which indicated that the reaction system was accurate and stable. The establishment of the opti-

mized PARMS genotyping system could provide a basis for the genetic diversity analysis, genetic linkage map con-
struction, gene mapping and marker-assisted selection of pineapple in this study. 

Keywords: pineapple; SNP; PARMS; reaction system 
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DNA 分子标记是根据基因组中 DNA 片段差

异来判断个体间遗传信息的差异。与传统表型性

状选择相比，DNA 分子标记技术在基因或 DNA

水平上进行选择，可减少传统育种中的盲目性、

选择效率低且易受环境条件影响等问题[1]。早期

的 分 子 标 记 技 术 主 要 包 括 AFLP （ amplified 

fragment length polymorphism）、RFLP（restriction 

fragment length polymorphism）、RAPD（random 

amplified polymorphic）、SSR（simple Sequence 

Repeats）、SNP（single nucleotide polymorphisms）

等。但由于 AFLP、RAPD、SSR 等标记存在步骤

繁琐、分型不稳定甚至是分型过多无法分辨以及

非共显性等问题，使这些标记技术难以应用于育

种工作中[2]。 

随着高通量测序技术的快速发展，单核苷酸

多态性（single nucleotide polymorphisms, SNP）

标记被广泛应用于植物中。SNP 广泛分布于植物

基因组中，是最丰富的 DNA 变异形式[3-6]。基于

SNP 开发的标记是第 3 代的分子标记，被认为是

极具应用前景的分子标记[7]。其主要技术有基因

芯片技术（gene chips） [8]、直接测序法（direct 

sequencing） [9]、CAPS（cleaved amplified poly-

morphic sequence）[10]、KASP（kompetitive al-lele 

specific PCR）[11]和 PARMS（penta-primer ampli-

fication re-fractory mutation system）[12]等。其中，

基于等位基因特异扩增的 KASP 和 PARMS 分型

技术是目前主流的分型方法，具有成本低、耗时

短、准确性高和通量高等优点。PARMS 分型的特

点是在 ARMS-PCR 的基础上，增加了 2 条带有

不同荧光的引物，经过与相同的反向引物的 PCR

扩增后，通过检测待测位点的荧光信号进行分型

（图 1）[13]。在作物遗传图谱构建、基因定位、

种质资源分析、分子标记辅助育种等方面广泛应

用[12, 14]，但在果树上应用较少，仅在桃、葡萄等

果树上得到应用[15-16]。 

目前，菠萝上主要利用 SSR[17]、RAPD[18]、

AFLP[19]、SRAP[20]和 CAPS[21]等分子标记进行遗 
 

 
 

①FAM 荧光通用引物；②HEX 荧光通用引物；③SNP 位点 1 特

异性扩增引物；④SNP 位点 2 特异性扩增引物； 

⑤标记位点的特异引物。 

①Universal primer of FAM fluorescence; ②Universal primer of 

HEX fluorescence; ③Primer of SNP 1 specific amplification;  

④Primer of SNP 2 specific amplification; ⑤Specific  
primers of labeled sites. 

图 1  PARMS SNP 检测原理 
Fig. 1  Fundamentals of PARMS SNP 
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传图谱构建及种质资源遗传多样性的分析。但

PARMS-SNP 分型技术在菠萝上的研究尚未见报

道。本研究以 3 份表型差异较大的菠萝种质为材

料，分析反应体积、引物浓度和 DNA 模板用量

等因素对 PARMS PCR 反应的影响，以期建立适

用于菠萝的 PARMS-SNP 分型体系，为利用

PARMS-SNP 分型技术开展菠萝种质资源鉴定、

遗传图谱的构建、基因的精细定位和分子标记辅

助育种奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

本研究所用材料为农业农村部菠萝种质资源

圃（湛江）保存的种质，选择表型差异较大的 3

份种质‘ Baro Rothchild ’‘ James Queen ’和

‘Maroochy’进行 PARMS 反应体系的优化，65

份种质用于体系验证。 

1.2  方法 

1.2.1  引物设计  根据 130 份菠萝种质资源重测

序数据及其 SNP 位点信息，利用 Primer Premier 5

软件设计引物，命名为 SNP31，委托生工生物工

程（上海）股份有限公司合成。其上游引物序列

（SNP31X、SNP31Y）分别为 5'-GAAGGTGACC-
AAGTTCATGCTCGACGCGTTCAAAATTTAAA
GCCT-3' 和 5'-GAAGGTCGGAGTCAACGGATT-

CGACGCGTTCAAAATTTAAAGCCC-3'，下游通

用引物序列（SNP31C）为 5'-TCGTTTAATTTG-

AATCAGTCAACAACA-3'，其中下划线和双下划

线分别为 FAM 和 HEX 荧光标签序列。 

1.2.2  基因组 DNA 的提取  采用改良的 CTAB

法 [22]和快速提取法 [23]提取 65 份种质的叶片总

DNA，利用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的质

量，NanoDropOne（Thermo Scientific 公司）检测

DNA 的浓度。 

1.2.3  PARMS 的基本反应体系   反应体系为

10 μL：1μL DNA 模板（100 ng/μL），5 μL PARMS 

mix（2×），0.45 μL 混合引物，3.55 μL ddH2O。

引物混合物在配制 PCR 反应前预先混匀制备。 

PARMS-PCR 扩增体系为 94℃ 15 min；94℃ 

20 s，65℃ 1 min（‒0.7℃/循环），10 个循环；94℃ 

20 s，57℃ 1 min，35 个循环；35℃ 1 min。利用

Applied BiosystemsTM QuantStudioTM 6 读取扩增产

物的终点信号，使用其自带的软件进行 SNP 分型分

析。其中，连接 FAM 荧光标签序列的等位基因型

聚合在 X 轴附近，连接 HEX 荧光标签序列的等位

基因型聚合在 Y 轴附近，2 种等位基因的杂合型在

中间显示。其分型结果通过基因型荧光信号点来判

断，荧光信号值越高，PARMS-SNP 分型结果越好。 

1.2.4  PARMS 反应体系的优化  设置 4、6、8、

10 μL 等 4 种反应体积，其中 PARMS master mix

（2×）分别为 2、3、4、5 μL，100 ng/μL DNA 模

板为 1 μL，100 μmol/L 引物混合物均为 0.15 μL，

ddH2O 分别为 0.55、1.55、2.55、3.55 μL（表 1），

对反应体积进行优化。在此基础上进行引物浓度

的优化，具体为：将 SNP31 的 3 条引物分别稀释

成 25、50、100 μmol/L 等 3 种浓度后，进行 PARMS

反应。在 PARMS 反应体积和引物浓度优化的基

础 上 ， 将 ‘ Baro Rothchild ’‘ James Queen ’

‘Maroochy’的 DNA 分别稀释成 100、50、

25 ng/μL 的浓度，进行 DNA 的浓度优化。 

1.2.5  PARMS 反应体系的验证  利用 65 份菠萝

种质进行 PARMS 反应体系的验证。 
 

表 1  PARMS 反应体积的设置 
Tab. 1  Paramater setting of PARMS reaction 

成分 Component 体积 1 Volume 1/μL 体积 2 Volume 2/μL 体积 3 Volume 3/μL 体积 4 Volume 4/μL 

DNA 模板 1.00 1.00 1.00 1.00 

PARMS mix (2×) 2.00 3.00 4.00 5.00 

混合引物 0.45 0.45 0.45 0.45 

双蒸水 0.55 1.55 2.55 3.55 

总体积 4.00 6.00 8.00 10.00 
 

2  结果与分析 

2.1  引物 SNP31 的 PARMS-SNP 分型结果 

本研究在前期重测序的基础上，根据 SNP 位

点信息设计特异引物 SNP31，该引物能够将 8 份

菠萝种质区分开来（图 2）。其中，2 份种质的基 

因型为 C:C，信号点为红色；4 份种质的基因型为

T:T，信号点为蓝色；2 份种质的基因型为 T:C 或

C:T，信号点为绿色。表明 SNP31 引物对 8 份种

质的分型效果较好，且阴性对照（NTC）位于原

点附近，可用于后续的实验。 
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坐标轴内每个点代表一个单株；■：阴性对照（NTC）。 
The spots within the axis represent different single plant.  

■: Negative control (NTC). 
图 2  利用引物 SNP31 对 8 份种质进行 PRMS-SNP 分型 

Fig. 2  PRMS-SNP genotyping of eight pineapple germ-
plasm by SNP31 primer 

 
2.2  不同反应体积对 PARMS-SNP 分型的影响 

PARMS 反应体系中 Master mix 是决定反应

成本的主要组成部分，反应体积减少则 Master 

mix 用量减少（表 1），可显著降低成本。因此，

通过分析不同的反应体积对 PARMS-SNP 分型的

影响，结果表明，反应体积影响基因型信号点的

荧光信号值。4、6、8、10 μL 等 4 种反应体积，

均实现了很好的基因分型。4 μL 的反应体积下，

荧光信号值最低；6 μL 的反应体积下，荧光信号

强度最强；8 μL 和 10 μL 的反应体系处于二者之

间（图 3）。综合 PARMS-SNP 分型结果及成本，

选择 6 μL 为最佳的反应体系。 

2.3  引物浓度对 PARMS-SNP 分型的影响 

在已优化的 PARMS 反应体系基础上，分析

引物浓度对 PARMS-SNP 分型的影响。结果表明，

在引物浓度为 25、50、100 μmol/L 时均能较好地

进行分型，但其浓度显著影响荧光值，荧光值随着

引物浓度的增加而增强，浓度为 100 μmol/L 分型效

果最佳（图 4）。因此，选择 100 μmol/L 作为 6 μL

反应体积下的最优引物浓度。 

2.4  DNA 提取方法及浓度对 PARMS-SNP 分

型的影响 

在已优化的反应体积和引物浓度的基础上，  

 
 

坐标轴内每个点代表一个单株。■：阴性对照（NTC）； 

：Baro Rothchild； ：James Queen； ：Maroochy。 
The spots within the axis represent different single plant.  

■: Negative control (NTC); : Baro Rothchild; : James Queen; 
: Maroochy. 

图 3  不同反应体积的 PARMS-SNP 分型结果 
Fig. 3  Results of PARMS-SNP genotyping with  

different reaction volunmses 
 

 
 

坐标轴内每个点代表一个单株。■：阴性对照（NTC）； 

：Baro Rothchild； ：James Queen； ：Maroochy。 
The spots within the axis represent different single plant.  

■: Negative control (NTC); : Baro Rothchild; : James Queen; 
: Maroochy. 

图 4  不同引物浓度的 PARMS-SNP 分型结果 
Fig. 4  Results of PARMS-SNP genotyping with  

different primer concentrations 
 

为了节省时间、节约成本，本研究比较 CTAB 法

和快速提取法提取菠萝叶片基因组 DNA 对
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PARMS-SNP 分型的影响。结果表明，2 种提取方

法均能对 3 份种质进行较好的 PARMS-SNP 分型

（图 5）。 

分析 DNA 浓度对 PARMS-SNP 分型的影响，

结果表明，DNA 浓度对 PARMS-SNP 的分型影响

较小。其中，以 CTAB 法提取的 DNA，100 ng 的

荧光信号最强，25 ng 和 50 ng 的荧光信号差异不

显著（图 5A）；而以快速提取法提取的 DNA，稀

释 100 倍的荧光信号最弱，25 倍的荧光信号最强

（图 5B）。因此，CTAB 法提取的总 DNA，选择

100 ng 作为最优模板量，而快速提取法提取的总

DNA，以稀释 25 倍作为最优模板量。 
 

 
 

坐标轴内每个点代表一个单株。■：阴性对照（NTC）； ：Baro Rothchild； ：James Queen； ：Maroochy。 

The spots within the axis represent different single plant. ■: Negative control (NTC); : Baro Rothchild; : James Queen; : Maroochy. 

图 5  不同 DNA 模板浓度的 PARMS-SNP 分型结果 
Fig. 5  Results of PARMS-SNP genotyping with different amount of DNA template 

 

2.5  PARMS-SNP 优化体系稳定性的验证 

根据以上优化结果，确定了适用于菠萝的最

佳 PARMS 反应体系。总反应体积为 6 μL，其中

DNA（25 ng）1 μL，PARMS mix 3 μL，Primer mix

（100 μmol/L）0.45 μL，ddH2O 1.55 μL。为验证

该体系的稳定性，利用 SNP31 对 65 份菠萝种质

进行分型。结果表明，利用该体系分型效果较好

（图 6），19 份种质资源的基因型为 T:T，32 份种

质资源的基因型为 C:C，14 份种质资源的基因型

为 T:C 或 C:T，说明本研究建立的 PARMS-SNP

优化体系稳定可靠。 

3  讨论 

随着生物技术的发展，作物育种由传统的田

间选择育种转向分子标记辅助育种[24]。然而早期

的分子标记技术如依赖于电泳分析，耗时费力且

效率低下，影响了其在育种中的应用[25]。基于 SNP

位点开发的分子标记技术，具有数量多、通量高、

可视化好等优点，逐渐成为基因分型的主流技

术，广泛应用于种质资源鉴定、分子标记辅助育 

 
 

坐标轴内每个点代表一个单株；基因型为 C:C，信号点为红色； 

基因型为 T:T，信号点为蓝色；基因型为 T:C 或 C:T， 

信号点为绿色。 
The spots within the axis represent different single plant; Genotype 

C:C, signal point is red; Genotype is T:T, signal point is blue; 
Genotype is T:C or C:T, signal point is green. 

图 6  PARMS-SNP 反应体系的验证 
Fig. 6  Confirmation of PARMS-SNP reaction system 
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种中[26-27]。本研究首次建立了菠萝 PARMS 体系

并对其进行优化和验证，获得稳定、可靠的

PARMS-SNP 分型体系，为菠萝种质资源鉴定、

QTL 定位和分子标记辅助育种提供技术支撑。 

PARMS 技术受反应体积、引物浓度、DNA

模板用量等的影响。反应体积显著影响基因型信

号点的荧光值，大白菜的最适反应体积为 4 μL[26]，

番茄的最小反应体积为 5 μL[27]，茄子的最小反应

体积为 6 μL[28]。本研究中，6 μL 的反应体积最佳，

4 μL 和 10 μL 的反应体系荧光强度减弱，表明反

应体积影响 PCR 扩增的效果，过高或过低的反应

体积均对菠萝的 PARMS-SNP 分型有影响。那么，

反应体积如何影响 PCR 扩增结果？杨双娟等[26]分

析引物浓度、模板 DNA 的用量等发现，反应体

积是通过引物浓度的变化影响分型结果。而引物

浓度是通过对引物与 DNA 模板的匹配效率来影

响 KASP 分型结果[29]。引物浓度过低可能会提前

消耗殆尽，导致 PCR 反应提前终止；引物浓度过

高容易发生非特异性扩增或形成引物二聚体，从而

抑制目标序列的扩增[30]。本研究中 100 μmol/L 的

荧光信号值显著高于 25 μmol/L 和 50 μmol/L，表

明引物浓度能够影响分型结果。DNA 模板是影响

PARMS-SNP 分型的重要因素，适宜的 DNA 模板

量是获得足量特异性扩增产物的前提，DNA 模板

浓度过低时，扩增产物较少甚至无扩增条带；浓度

过高时，非特异性产物增加，特异性扩增受到抑制
[26-27]。本研究中 25~100 ng DNA 模板量均能产生

较好的 PARMS-SNP 分型，表明菠萝 PARMS- PCR

反应对模板 DNA 的浓度敏感度较小，这一结论与

杨双娟等[26]和肖熙鸥等[28]的结果一致。 

传统 CTAB、DNA 提取试剂盒等方法提取

DNA 耗时长、成本高，限制 PARMS 标记的应用。

因此，寻找一种适用于 PARMS 标记的快速提取

菠萝基因组 DNA 的方法将有助于提高 PARMS- 

SNP 的分型效率。LU 等[12]发现原始的 DNA 裂解

液不能对水稻、小麦、玉米和棉花等作物进行基

因分型，但稀释 5~30 倍的 DNA 裂解液能将水稻、

小麦、玉米成功基因分型，表明快速提取法获得

的 DNA 提取液可用于 PARMS-SNP 分型，但基因

分型的荧光强度受稀释倍数的影响，稀释 20 倍以

上导致荧光强度下降。本研究结果表明，以 CTAB

提取的 DNA 和快速提取 DNA 的稀释液为模板，

均能够完成菠萝的基因分型，但快速提取法为模

板的PCR反应，荧光强度值随着稀释倍数的增加，

逐渐下降。可能原因是随着稀释倍数的增加，稀

释液里的模板 DNA 浓度下降，导致扩增效率降

低，从而导致荧光值减弱。 

4  结论 

本研究通过对反应体积、引物浓度以及 DNA

模板用量等影响 PARMS PCR 的因素进行优化，

建立了菠萝 PARMS-SNP 分型体系，其稳定性和

可靠性得到了验证。该体系可用于菠萝种质资源

的鉴定、QTL 定位和分子标记辅助选择等。  
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