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LGC-KASP 技术优势

LGC是KASP技术的开创者。21年来，KASP一直是基于PCR的基因分型的黄金标准。KASP已

被用于开发超过280,000个单核苷酸多态性（SNP）基因分型检测方法，涉及75多种生物。

• 高准确性: 达到99.8% 检测准确率

• 成本低: a. 不需要昂贵的标记过的特异性引物或

探针 b. 与粗提取的DNA方法兼容 c. 低反应体

积。

• 引物设计灵活: 单核苷酸多态性（SNP）、插入/

缺失（indel）或大片段插入/缺失（mega indel）

三种引物组合都可实现。



Agenda

• SNP基因分型技术介绍及应用

• 应用方向

• 如何提升SNP基因分型成功率

• 案例分析

• 我们是否可以帮到您？



KASP技术优势
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发现SNP
•测序：基于NGS技术，对多个样本进行重测序，与参考序列比对发现SNP位点

筛选SNP
•芯片：基于芯片技术对少量样本进行全基因组扫描，筛选与特定性状关联的基因

验证SNP

•验证及检测：通过KASP单位点，单样本检测技术对筛选出的少量SNP进行大量群

体的验证，有效的位点可以用于检测工作

SNP 研究技术路线



KASP 技术介绍
KASP ， 即竞争性等位基因特异性聚合酶链式反应。能够对单核苷酸多态性（SNPs）和插入/缺失（indels）在特

定基因座进行高度准确的双等位基因检测。主要组分如下：

A. Assay Mix 引物 B. Master Mix

C. DNA模板



KASP 工作原理

1) 第1轮PCR：模板变性和竞争性配对

2) 第2轮PCR：等位基因特异性接头序列补充

3) 第3轮PCR：荧光信号产生





应用方向
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分子标记辅助选择

播种 表型

直接检测基因型

隆平高科 水稻分子标记开发



高油酸大豆检测

对基因编辑大豆的GmFAD2-1A和GmFAD2-1B基因特定突变

位点，设计KASP引物在野生型及基因编辑大豆群体中进行验

证。

舜丰生物基因编辑大豆

分子标记辅助选择
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分子标记辅助选择

来自A、B亚组的两个同源基因AhFAD2A和

AhFAD2B编码Δ12脂肪酸脱氢酶(FDA) ，该酶

可以将油酸转化为亚油酸。

高油酸花生

山东农科院 高油酸花生检测



基因定位

基于BSA→开发SNP标记

快速鉴定小麦抗条锈病基因

康振生教授和韩德俊教授团队

西北农林科技大学



转基因检测
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种子真实性鉴定

北京农林科学院小麦中心、玉米中心、中国水稻研究所起草编写
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种子纯度鉴定

亲本差异筛选        F1 种子检测
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药物基因组筛查

伯氨喹治疗疟疾药物

研究用KASP技术开发标记，对缺乏葡

萄糖-6-磷酸脱氢酶 （G6PD）人群进行

筛查

已被应用于临床实践，减少药物引起患

者的溶血反应

伦敦卫生和热带医学院



如何提升SNP基因分型成功率
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分型及筛选标准

✓ 采用专业设计软件提高设计成功率

✓ Blast, 确保序列正确性

✓ 阳性对照基因型符合预期

✓ 三个清晰clusters（ Call rate>95%）

✓ 最佳扩增循环数时NTC没有扩增

✓ 建议最少样品数为22个+2NTC



操作问题

试剂

反应条件

引物探针

仪器错误

常见问题归类
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DNA样本收集

√ 干燥，冻干

√ 新鲜样品，常温研磨

√ -80/-20℃保存，液氮研磨

× 叶片过老或降解

× 采样差异过大

× 样本解冻研磨
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DNA提取

• EDTA浓度

• DNA工作液浓度（5- 50ng/ul）

• 浓度梯度测试

• 避免磨样或转移上清过程中的交叉污染

磁珠法

CTAB 法

快提法(碱煮法、TPS）



试剂储存

避光， -20℃保
存，分装，冻
融不要超过3次

4℃<1周

Master 
Mix -20℃保存，分

装，冻融不要
超过3次

4℃<3周

Assay 
Mix

混合液现配现用！
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操作步骤
注意事项

1
• DNA样品加入PCR板

2
• 基因分型试剂配制

3
• 基因分型试剂加入PCR板

4
• 封膜

5
• PCR热循环

6
• 数据读取及分析

试剂充分解冻，现配现用，充分混匀

确保PCR程序正确

分液准确，分液温度

加样准确，枪头避免交叉污染

确保密封性完好，避免热循环过程中蒸发或漏液

具有FAM, HEX/VIC 读取能力,专业基因分型软件
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信号读取

LGC SNPline——Pherastar / Omega F

高能氙灯+PMT组合，准确度高，灵敏度高
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qPCR仪上运行KASP基因分型实验

qPCR型号及说明参考网址：
https://www.biosearchtech.com/support/education/kasp-genotyping-reagents/running-kasp-genotyping-reactions

不同仪器平台适配不同ROX Level的

KASP Master Mix 

信号读取



案例分析
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Q1：有些引物分型不清晰，如何优化？

有分型趋势：

-加循环，最多加4组
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Q1：有些引物分型不清晰，如何优化？

无分型趋势

✓ 读板机

- 重新读板

✓ DNA样品加样问题

           -  注意加样步骤

✓ 目标SNP或序列在检测群体中不存在

           -  检查序列，重新设计引物
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Q2：KASP实验条件对结果影响

1. DNA浓度：

以基因组3000Mbp为计算标准，根据基因组大小调整。

2. 是否避光，是否室温？

Master Mix避光保存，注意存放时间，建议分装，避免反复冻融

（不超过3次）；引物注意存放时间。

PCR产物：短时间可保存4℃避光一周，这段时间内可以加循环

或重新读数。
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GC含量问题

高GC%

➢ GC%＞70%

- 运行68-62ºC touchdown 程序

- DMSO

低GC%

➢  GC%< 30%

- 运行两步法57℃程序

- MgCl2



NTC有扩增

✓ 检查实验用水或加样枪头是否污染

✓ 实验室被PCR产物污染

✓ 引物或Mastermix保存不当，反复冻融降解

✓ 引物合成纯化问题

✓ 引物设计问题，重新设计引物（例如二聚体）



部分位点未分型

✓ DNA质量与浓度：用其他引物扩增比较

✓ 加样问题（打空或者漏加）

     - 反应混合物漏加

     - DNA漏加
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Cluster聚类

✓ 加入阳性对照

✓ 所检测的样品都是相同基因型

✓ 待检测片段同源性较高

✓ 该位点不是真实的差异位点

✓ 检查序列，重新设计引物

只有一个Cluster
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✓ 引物特异性

     - 重新设计引物

✓ Mix混合不充分

     - 彻底解冻，充分混匀

Cluster聚类

Cluster位置偏离



我们是否可以帮到你
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KBD业务
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微量分液仪

• 8道非接触式独立钢针分液，防止交叉污染

• 双板位，孔板： 96/384/1536

• 体积：1-25ul, 1ul时分液体积精确度CV ≤ 5 %

• 内置钢针清洗工作站，枪头耗材成本为0. 

操作：

最快在3min内完成一块384孔板信息录入、混合

液配制、分液、钢针清洗全过程

应用：

• 实验体系构建、基因分型、标准PCR等应用
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磁珠法核酸提取

Sbeadex Lightning

Sbeadex

• 高质量核酸

• 纯化过程5min

• 无毒，无酒精洗涤

• 物种：植物、牲畜、鸡血等

• 可用于PCR，RTPCR，测序等多种下游应用

• 提取方式：可手动，可自动化

• 高质量核酸

• 无毒，无酒精洗涤

• 物种：植物、牲畜、鸡血等

• 可用于PCR，RTPCR，测序等多种下游应用

• 提取方式：可手动，可自动化



Thank you

Tel：13161181711

邮箱：yedda.liu@lgcgroup.com
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