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苦楝 ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系的建立及优化
陈丽君１，２，刘明骞１，廖柏勇１，邓小梅１，陈晓阳１

（１广东省森林植物种质创新与利用重点实验室／华南农业大学 林学院，广东 广州 ５１０６４２；
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摘要：【目的】应用ＳＲＡＰ技术对苦楝Ｍｅｌｉａａｚｅｄａｒａｃｈ遗传多样性、种质资源鉴定等开展研究，对苦楝 ＳＲＡＰＰＣＲ体
系中的模板ＤＮＡ、ｄＮＴＰｓ、Ｍｇ２＋、引物和ＴａｑＤＮＡ聚合酶５个组分浓度进行优化，建立适合苦楝的 ＳＲＡＰＰＣＲ反应
体系．【方法】采用单因素试验对反应体系中的５个因素分别设置８个浓度梯度水平，确定浓度范围后进行Ｌ１６（４５）
正交试验设计，并对结果进行打分，确定优化体系．【结果和结论】ＳＲＡＰ对苦楝ＤＮＡ浓度的要求不高，有一个较宽
的浓度适宜范围；ｄＮＴＰｓ在 ０１～０２ｍｍｏｌ·Ｌ－１范围内，能扩增出条带基本相同的清晰谱带；Ｍｇ２＋为 ２０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１左右时扩增条带较清晰且数量多；引物介于０４８～０６４μｍｏｌ·Ｌ－１均能扩增出带型基本保持一致且清晰
的谱带；ＴａｑＤＮＡ聚合酶在０５０～２００Ｕ范围内可以得到清晰的带型．根据正交试验设计１６个处理的得分，确定优
化的反应体系为：模板ＤＮＡ３０ｎｇ、ｄＮＴＰｓ０１２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、Ｍｇ２＋２２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、引物０４８μｍｏｌ·Ｌ－１、ＴａｑＤＮＡ
聚合酶０７５Ｕ，反应总体积２５μＬ．
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　　苦楝Ｍｅｌｉａａｚｅｄａｒａｃｈ又名翠树、楝树、紫花树、森
树等，为楝科楝属落叶乔木，分布于中国、韩国、日

本、印度、斯里兰卡、印度尼西亚和澳大利亚等地，欧

洲、美洲也有栽培［１］．苦楝在我国分布广泛，水平分
布为北纬１８°～４０°，南至海南省崖县，北到河北保定
和山西运城、陕西渭南、陇南地区，东至台湾、沿海各

省，西到四川、云南保山［２］．它生长速度快、木材材质
优良、纹理美丽，易加工，可用于家具、建筑、农具、船

舶、乐器制作等方面，木材抗白蚁、抗虫蛀、耐腐．苦
楝耐烟尘，能大量吸收有毒有害气体，是优良的城市

及工矿区绿化树种，也是我国南方四旁绿化常用树

种［３４］．苦楝的根、皮、花、果均可入药，也可作为植物
源农药［５］．遗传多样性是生物多样性的重要组成部
分，ＳＲＡＰ（Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
相关序列扩增多态性）结合了ＡＦＬＰ及ＲＡＰＤ各自的
优点，方便快速，只需要极少量 ＤＮＡ材料，且不需要
预先知道 ＤＮＡ序列信息，即可快速获得大量的信
息，试验结果稳定可靠，且再现性较高，重复性较

好［６７］．目前为止，国内对于苦楝的遗传多样性分析，
鲜见开展过ＳＲＡＰ的研究．本试验采用单因素和正交
试验设计从 ＤＮＡ、ｄＮＴＰｓ、Ｍｇ２＋、引物和 ＴａｑＤＮＡ聚
合酶５个组分浓度对苦楝 ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系进行
优化，旨在寻找一种高效、快速、经济的试验方法，建

立适合苦楝的 ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系，为进一步应用
ＳＲＡＰ技术对苦楝群体遗传多样性、种质资源鉴定等
研究提供参考［７］．

１　材料与方法
１．１　材料

苦楝幼叶于２０１３年７月取自华南农业大学苗圃，
随用随采，用于苦楝基因组ＤＮＡ的提取，采集叶片分
别为海南三亚、广东兴宁、广西梧州、福建建瓯、江西南

昌、安徽利辛、陕西蒲城、河北邯郸种源．所用正向引物
序列 为 Ｍｅ１９（ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＴＧ）和 Ｍｅ２７
（ＴＧＧＧＧＡＣＡＡＣＣＣＧＧＣＴＴ），反向引物序列为 Ｅｍ２
（ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ）、Ｅｍ４（ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧ
ＡＡＴＴＴＧＡ）和Ｅｍ５（ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ）．
１．２　主要试剂和仪器

用于ＳＲＡＰＰＣＲ反应的 Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰｓ、Ｍｇ２＋为
ＴａＫａＲａ公司产品，引物由北京华大基因研究中心合
成，ＰＣＲ反应在东胜创新生物技术有限公司的 ＰＣＲ
扩增仪上进行，ＤＮＡ浓度和纯度使用超微量紫外分

光光度计（ＴｈｅｒｍｏＮａｎｏｄｒｏｐ２０００）检测．
１．３　基因组ＤＮＡ的提取

苦楝基因组 ＤＮＡ提取参照上海生工生物工程
有限公司柱式基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书进行．
所提取的基因组 ＤＮＡ用８ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳
检测品质，并采用超微量紫外分光光度计检测 ＤＮＡ
的浓度和纯度，然后将ＤＮＡ稀释至５０ｎｇ·μＬ－１，置
于－２０℃条件下保存备用．
１．４　ＰＣＲ扩增

ＳＲＡＰＰＣＲ反应程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４
℃变性１ｍｉｎ，３５℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，５个
循环；９４℃变性１ｍｉｎ，５０℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１
ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ．扩增产物采用２０
ｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶电泳，电泳后在自动凝胶图像
分析仪上拍照分析．
１．５　ＰＣＲ反应体系单因素分析

对影响苦楝 ＳＲＡＰＰＣＲ反应的主要因素（模板
ＤＮＡ、ｄＮＴＰｓ、Ｍｇ２＋、引物和Ｔａｑ酶）进行单因子试验．
对各影响因子分别设置８个梯度处理：模板 ＤＮＡ为
０、１０、２０、３０、４０、５０、６０和 ７０ｎｇ；ｄＮＴＰｓ为 ０、００５、
０１０、０１５、０２０、０２５、０３０和 ０３５ｍｍｏｌ·Ｌ－１；
Ｍｇ２＋为０、１０、１５、２０、２５、３０、３５和４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１；
引物为０、０１６、０２４、０３２、０４０、０４８、０５６和０６４
μｍｏｌ·Ｌ－１；ＴａｑＤＮＡ聚合酶为０、０５０、０７５、１００、
１２５、１５０、１７５和２００Ｕ．
１６　ＰＣＲ反应体系的正交试验

在对影响苦楝 ＳＲＡＰＰＣＲ反应的模板 ＤＮＡ、
ｄＮＴＰｓ、Ｍｇ２＋、引物和 Ｔａｑ酶进行单因子试验后采用
Ｌ１６（４５）正交试验设计，共１６个处理，每个处理设２
个重复，各因素水平见表１．根据电泳条带的多少、清
晰度及背景颜色进行打分．最优的得５分，最差的得
１分，并计算每个因素在不同水平下的平均得分［８］．

２　结果与分析
２．１　单因素试验分析

以ＳＲＡＰＰＣＲ反应产物电泳得到的条带数目较
多且清晰为筛选原则，对反应体系中起主要作用的５
个因素进行单因素浓度梯度筛选试验［９１２］，每个因素

设置８个浓度梯度．试验结果表明：在２５μＬ反应体
系中，模板 ＤＮＡ为 ２５～４０ｎｇ、ｄＮＴＰｓ为 ０１２５～
０２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１、Ｍｇ２＋为１７５～２２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、
引物为０４０～０５２μｍｏｌ·Ｌ－１、ＴａｑＤＮＡ聚合酶为
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０５０～１２５Ｕ时扩增效果好，条带较多且清晰，故将
其选为后续正交试验的适宜浓度范围．
２．２　苦楝ＳＲＡＰＰＣＲ正交反应体系的优化

以上述单因素试验确定的各因素适宜浓度范围

为基础，采用 Ｌ１６（４５）正交设计对 ＳＲＡＰＰＣＲ反应
体系进行优化（表１），并根据电泳条带的多少、清晰
度及背景颜色（图１）对１６个处理进行打分，打分结

果如表 １所示，从 ２次的得分来看，重复间差异不
大，试验的一致性较好，其中处理５、处理７、处理８和
处理９效果较好，评分均为４分，而处理１５效果不
好，评分仅为１０分．从图２可见，模板 ＤＮＡ３０ｎｇ、
ｄＮＴＰｓ０１２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、Ｍｇ２＋２２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、引物
０４８μｍｏｌ·Ｌ－１、ＴａｑＤＮＡ聚合酶０７５Ｕ、反应总体积
２５μＬ时得分较高，实现最佳扩增，确定为最优组合．

表１　ＳＲＡＰＰＣＲ正交试验设计Ｌ１６（４５）及试验结果

Ｔａｂ．１　Ｌ１６（４５）ＯｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎｓａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＲＡＰＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ

处理号
ｍ（模板ＤＮＡ）／

ｎｇ
ｃ（ｄＮＴＰｓ）／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
ｃ（Ｍｇ２＋）／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ｃ（引物）／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）
Ｔａｑ酶／
Ｕ

得分１ 得分２ 平均得分

１ ２５ ０．１２５ １．７５ ０．４０ ０．５０ ２ ２ ２．０

２ ２５ ０．１５０ ２．００ ０．４４ ０．７５ ２ ２ ２．０

３ ２５ ０．１７５ ２．２５ ０．４８ １．００ ４ ２ ３．０

４ ２５ ０．２００ ２．５０ ０．５２ １．２５ ３ ３ ３．０

５ ３０ ０．１２５ ２．００ ０．４８ １．２５ ５ ３ ４．０

６ ３０ ０．１５０ １．７５ ０．５２ １．００ １ ３ ２．０

７ ３０ ０．１７５ ２．５０ ０．４０ ０．７５ ４ ４ ４．０

８ ３０ ０．２００ ２．２５ ０．４４ ０．５０ ５ ３ ４．０

９ ３５ ０．１２５ ２．２５ ０．５２ ０．７５ ５ ３ ４．０

１０ ３５ ０．１５０ ２．５０ ０．４８ ０．５０ ２ ４ ３．０

１１ ３５ ０．１７５ １．７５ ０．４４ １．２５ １ ４ ２．５

１２ ３５ ０．２００ ２．００ ０．４０ １．００ １ ２ １．５

１３ ４０ ０．１２５ ２．５０ ０．４４ １．００ ３ ３ ３．０

１４ ４０ ０．１５０ ２．２５ ０．４０ １．２５ ３ ３ ３．０

１５ ４０ ０．１７５ ２．００ ０．５２ ０．５０ １ １ １．０

１６ ４０ ０．２００ １．７５ ０．４８ ０．７５ ２ ２ ２．０

Ｍ：ＤＮＡｍａｋｅｒＤＬ２０００；１～１６：处理１～１６（陕西蒲城种源）．

图１　ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系正交试验结果

Ｆｉｇ．１　ＡｍｐｌｉｆｉｅｄｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｔｈｅＳＲＡＰＰＣＲｂａｓｅｄｏｎｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎ
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图２　模板ＤＮＡ、ｄＮＴＰｓ、Ｍｇ２＋、引物、ＴａｑＤＮＡ聚合酶与平均得分的关系

Ｆｉｇ．２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｍｅａｎｓｃｏｒｅｓｏｆｔｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ，ｄＮＴＰｓ，Ｍｇ２＋，ｐｒｉｍｅｒａｎｄＴａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

２．３　苦楝ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系稳定性的检测
为了验证体系的准确性，以来自海南三亚、广东

兴宁、广西梧州、福建建瓯、江西南昌、安徽利辛、陕

西蒲城、河北邯郸的８个苦楝种源 ＤＮＡ为模板，选
取引物 Ｍｅ２７／Ｅｍ２、Ｍｅ２７／Ｅｍ４进行 ＳＲＡＰＰＣＲ验

证，其结果如图３所示，每个种源对每个引物均有清
晰的条带，且不同种源间条带有差异．由此可见，本
试验建立的 ＳＲＡＰＰＣＲ体系稳定可靠，适用于苦楝
后续的ＳＲＡＰ分析．

　Ｍ：ＤＮＡｍａｋｅｒＤＬ２０００；１～８：引物Ｍｅ２７／Ｅｍ２；９～１６：引物Ｍｅ２７／Ｅｍ４；自１和９开始，从左到右依次为海南三亚、广东兴宁、广西梧州、福建
建瓯、江西南昌、安徽利辛、陕西蒲城、河北邯郸种源ＤＮＡ．

图３　ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系稳定性检测

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＭｅｌｉａａｚｅｄａｒａｃｈＳＲＡＰＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

３　结论

本试验建立并优化了适应苦楝ＳＲＡＰＰＣＲ的反

应体系，前期对苦楝模板ＤＮＡ、Ｍｇ２＋、引物和Ｔａｑ酶

进行单因子试验，研究发现，ＳＲＡＰ对苦楝 ＤＮＡ浓
度的要求不高，有一个较宽的浓度适宜范围，在２５

μＬ体系中，模板 ＤＮＡ为１０～７０ｎｇ时都扩增出了

较清晰、带型基本相同的谱带；ｄＮＴＰｓ设计的８个浓
度梯度中，０１～０２ｍｍｏｌ·Ｌ－１范围内能扩增出清

晰谱带，且条带基本相同，浓度低于０１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

时，扩增条带弥散，高于０２ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，出现条
带丢失的现象；Ｍｇ２＋为２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１左右时扩增
条带较清晰且数量多；引物介于０４８～０６４μｍｏｌ·
Ｌ－１之间均能产生较为清晰的条带，且带型基本上
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保持一致，条带数并没有随着浓度的增加而增加；

ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量在０５０～２０Ｕ范围内均可以
得到清晰的带型，对其用量要求不高．进一步对苦楝
ＳＲＡＰＰＣＲ的反应体系进行正交试验，并根据电泳
条带的多少、清晰度及背景颜色对１６个处理进行打
分，从２次的得分来看，重复间差异不大，试验的一
致性较好，其中处理５、处理７、处理８和处理９效果
较好，评分均为４０分，而处理１５效果不好，评分仅
为１０分．根据得分可知，在２５μＬ反应体系中，当
模板 ＤＮＡ３０ｎｇ、ｄＮＴＰｓ０１２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、Ｍｇ２＋

２２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、引物０４８μｍｏｌ·Ｌ－１、ＴａｑＤＮＡ聚
合酶０７５Ｕ时，实现最佳扩增，确定为最优组合．以
来自海南三亚、广东兴宁、广西梧州、福建建瓯、江西

南昌、安徽利辛、陕西蒲城、河北邯郸的８个苦楝种
源ＤＮＡ为模板，选取引物Ｍｅ２７／Ｅｍ２、Ｍｅ２７／Ｅｍ４进
行ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系稳定性验证，结果表明，筛选
体系能很好地满足苦楝基因组ＳＲＡＰＰＣＲ扩增的要
求且不同种源间条带有差异．
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