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　 　 摘要:为建立马铃薯最佳的 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系ꎬ以马铃薯基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ采用单因素和正交试验相结合的方法ꎬ对
影响 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系的 ５ 个因素(引物浓度、Ｍｇ２ ＋ 浓度、模板 ＤＮＡ 用量、ｄＮＴＰｓ 浓度和 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量)进行优化ꎬ
建立马铃薯优化的 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系ꎮ 结果表明:马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 最佳反应体系中模板 ＤＮＡ 用量为 ６０ ｎｇꎬＭｇ２ ＋ 浓度为

１􀆰 ５ ｍｍｏｌ / ＬꎬｄＮＴＰｓ 浓度为 ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ引物浓度为 ０􀆰 ６０ μｍｏｌ / ＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量为 ０􀆰 ７５ Ｕꎮ 各因素对扩增结果影响依

次是:Ｍｇ２ ＋ 浓度 > Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量 > 模板 ＤＮＡ 用量 > 引物浓度 > ｄＮＴＰｓ 浓度ꎮ 用 ６ 份马铃薯样品 ＤＮＡ 对优化体系进行

验证ꎬ扩增结果清晰稳定ꎬ可用于马铃薯遗传多样性分析和遗传图谱构建等研究ꎮ
关键词:马铃薯ꎻＳＲＡＰ￣ＰＣＲꎻ体系优化ꎻ单因素试验ꎻ正交设计
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　 　 马铃薯蔬粮兼用、营养价值高[１]ꎬ２０１５ 年国家

农业部将马铃薯列为我国四大粮食作物之一ꎮ 为推

进马铃薯主食化进程ꎬ优质马铃薯品种的选育成为

当前马铃薯产业的重中之重[２￣４]ꎮ 马铃薯传统育种

是通过双亲杂交产生子代ꎬ进行多代无性世代性状

评价和选择ꎬ进而培育优良品种ꎮ 传统的选育方法

对双亲的要求较高、受环境因素影响且育种时间较

长[５]ꎮ 随着分子生物学的飞速发展ꎬ通过分子标记

技术可从分子水平上对马铃薯种质资源进行准确的

选择、评价和鉴定ꎬ可为马铃薯优良品种的选育提供

可靠、直接的依据ꎬ也极大地缩短了育种进程[６]ꎮ
相关序列扩增多态性( ＳＲＡＰꎬｓｅｑｕｅｎｃｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ)作为一种新式的分子标记技

术ꎬ利用特有的引物设计对开放读码框进行扩增ꎬ具
有简单、稳定、高共显性、条带易于分离及成本低等

优点[７￣８]ꎬ目前在植物遗传多样性分析[９￣１０]、遗传图
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谱构建[１１￣１２]以及目的基因克隆等研究中广泛应用ꎮ
近年来ꎬＳＲＡＰ 标记已被成功应用于多种作物ꎬ如
甘薯、核桃、南瓜、大豆、水稻、薏苡和葡萄等ꎮ 同

样地ꎬ关于 ＳＲＡＰ 反应体系的优化已在香果树、龙
爪槐、高粱、红椿和丝瓜等作物上明确了最佳的扩

增体系[１３￣１７] ꎬ但马铃薯仅有单因子优化试验的研

究[１８] ꎬ通过单因素试验和正交试验相结合确定马

铃薯 最 佳 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反 应 体 系 的 研 究 还 尚 未

报道ꎮ
为此ꎬ本研究以山西省主栽马铃薯基因组

ＤＮＡ 为模板ꎬ采用单因素试验和正交试验相结合

的方法ꎬ对影响 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系的引物浓度、
Ｍｇ２ ＋ 浓度、模板 ＤＮＡ 用量、ｄＮＴＰｓ 浓度和 Ｔａｑ ＤＮＡ
聚合酶用量 ５ 个因素进行优化ꎬ建立适合马铃薯

的最佳 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系ꎬ为马铃薯遗传多样

性分析、遗传图谱构建以及基因定位等研究提供

试验依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

本研究选用的马铃薯品种皆为山西省主栽品种

(表 １)ꎬ其中ꎬ希森 ８ 号用于 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 体系优化ꎬ
荷兰 １５ 号、希森 ５ 号、希森 ６ 号、希森 ８ 号、晋薯 ２４
号和大同里外黄用于最佳体系的验证ꎮ ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ
体系 优 化 选 用 引 物 组 合: Ｍｅ９ / Ｅｍ７、 Ｍｅ１ / Ｅｍ２ꎮ
ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 最佳反应体系验证选用引物组合:Ｍｅ４ /
Ｅｍ３、Ｍｅ４ / Ｅｍ８ꎮ ＳＲＡＰ 引物序列参照 Ｌｉ 等[８] 的文

献ꎬ由生工生物工程股份有限公司合成ꎬ引物序列见

表 ２ꎮ ｄＮＴＰｓ、ＭｇＣｌ２、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶和 １０ × ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ 等均购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ ＰＣＲ 仪产自北京百

泰克生物技术有限公司ꎬ型号为 ＧＴ６１２ꎮ

表 １　 供试品种

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｓｔｅｄ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

序号

Ｎｏ.
品种名称

Ｎａｍｅ ｏｆ ｖａｒｉｅｔｙ
品种审定编号

Ａｐｐｒｏｖａｌ ｎｕｍｂｅｒ

１ 荷兰 １５ 号 青审薯 ２００７００１ 号

２ 希森 ５ 号 蒙审薯 ２０１５００２ 号

３ 希森 ６ 号 蒙审薯 ２０１６００３ 号

４ 希森 ８ 号 蒙审薯 ２０１６００４ 号

５ 晋薯 ２４ 号 晋审薯 ２０１４００２ 号

６ 大同里外黄 晋审薯 ２０１３００１ 号

表 ２　 ＳＲＡＰ 引物组合序列

Ｔａｂｌｅ ２　 ＳＲＡＰ ｐｒｉｍｅｒｓ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物组合

Ｐｒｉｍｅｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

正向引物序列(５′￣３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′￣３′)

反向引物序列(５′￣３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′￣３′)

Ｍｅ１￣Ｅｍ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ

Ｍｅ４￣Ｅｍ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ

Ｍｅ４￣Ｅｍ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＴ

Ｍｅ９￣Ｅｍ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＣ

１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 马铃薯基因组 ＤＮＡ 的提取和检测 　 采用

经改良的 ＣＴＡＢ 法[１９] 对采集的马铃薯嫩叶片来进

行马铃薯基因组 ＤＮＡ 的提取ꎮ 称取马铃薯嫩叶片

１ ~ ２ ｇꎬ放入研钵经液氮研磨至粉末状导入灭菌的

离心管ꎬ加入 ６００ μＬ 提前在 ６５ ℃预热的 ２ × ＣＴＡＢ
和 ２０ μＬ 巯基乙醇ꎬ置于 ６５ ℃水浴加热 ６０ ｍｉｎꎬ每
１０ ｍｉｎ 轻轻晃动离心管ꎮ 再加入 １ ｍＬ 的氯仿￣异戊

醇(２４∶ １)ꎬ轻轻颠倒混匀 １０ ｍｉｎ 后放入离心机室温

１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ转移上清液于另一新的

离心管ꎮ 加入等体积的异丙醇ꎬ放置于￣２０ ℃冰箱

３０ ｍｉｎ 后会出现絮状沉淀ꎬ后经 １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ 回收沉淀ꎮ 最后用 ７０％无水乙醇清洗沉淀

２ ~ ３ 次ꎬ吹干后溶于 ５０ μＬ ｄｄＨ２Ｏ 中在 ３７ ℃水浴

保温 ３０ ｍｉｎꎮ ＤＮＡ 的浓度和纯度通过核酸检测仪

测定并通过 ０􀆰 ８％ 的琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ 最后

将 ＤＮＡ 的浓度稀释到 ５０ ｎｇ / μＬ 保存至￣２０ ℃ 冰

箱备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 马铃薯 ＳＲＡＰ 扩增程序及扩增产物检

测　 马铃薯 ＳＲＡＰ 扩增程序[８]:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ５
个循环:９４ ℃变性 ４５ ｓꎬ３５ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸

１ ｍｉｎꎻ３５ 个循环:９４ ℃变性 ４５ ｓꎬ５２ ℃退火 ４５ ｓꎬ
７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ 扩

增结果通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 (８％ )
检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 ＳＰＡＰ￣ＰＣＲ 单因素试验 　 对影响 ＳＰＡＰ￣
ＰＣＲ 扩增的 ５ 个因素分别进行优化ꎬ每个因素设置

８ 个浓度梯度水平(表 ３)ꎮ 在研究某一单一因素

时ꎬ其余因素按参照基础体系进行ꎮ 马铃薯 ＳＰＡＰ￣
ＰＣＲ 扩增反应基础体系为 ２０ μＬ: ＤＮＡ ５０ ｎｇ /
２０ μＬꎬＭｇ２ ＋ １􀆰 ７５ ｍｍｏｌ / ＬꎬｄＮＴＰｓ ０􀆰 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ引物

０􀆰 ４ μｍｏｌ / ＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 ７５Ｕ / ２０ μＬꎬ２ μＬ
１０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒꎬ其余部分 ｄｄＨ２Ｏ 补足ꎮ

４９９



　 ５ 期 张　 旭等:马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系优化及验证

表 ３　 马铃薯 ＳＲＡＰ 扩增反应单因素试验各因素水平设置

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ ｉｎ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｔｅｓｔ ｏｆ ＳＲＡＰ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ
水平 Ｌｅｖｅｌｓ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

模板 ＤＮＡ(ｎｇ)Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０ ７０ ８０
Ｍｇ２ ＋ 浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)Ｍｇ２ ＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ １􀆰 ２５ １􀆰 ５０ １􀆰 ７５ ２􀆰 ００ ２􀆰 ２５ ２􀆰 ５０ ２􀆰 ７５ ３􀆰 ００
ｄＮＴＰｓ 浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)ｄＮＴＰｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ０􀆰 ０５ ０􀆰 １０ ０􀆰 １５ ０􀆰 ２０ ０􀆰 ２５ ０􀆰 ３０ ０􀆰 ３５ ０􀆰 ４０
引物浓度(μｍｏｌ / Ｌ)Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ０􀆰 １０ ０􀆰 ２０ ０􀆰 ３０ ０􀆰 ４０ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ７０ ０􀆰 ８０
Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶(Ｕ)Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０􀆰 ２５ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ７５ １􀆰 ００ １􀆰 ２５ １􀆰 ５０ １􀆰 ７５ ２􀆰 ００

１􀆰 ２􀆰 ４　 ＳＰＡＰ￣ＰＣＲ正交试验的设计　 为研究 ＤＮＡ、
Ｍｇ２ ＋ 、ｄＮＴＰｓ、引物、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ５ 个因素的浓度

或用量分别对 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系的影响以及 ５ 个

因素之间的相互作用ꎬ参照单因素试验的结果ꎬ采用

Ｌ１６(４５)正交试验设计进行五因素四水平的筛选(表
４、表 ５)ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ 根据电泳条带的强弱、
扩增条带的特异性、条带的清晰度以及杂带的数量来

对试验结果进行评定打分[２０]ꎬ最高分为 １６ 分ꎬ最低

分为 １ 分ꎮ 通过对评分结果进行极差分析以及利用

ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 统计软件进行方差分析和 Ｄｕｎｃａｎ 多重比

较确定马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 最佳反应体系ꎮ

表 ４　 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 正交试验各因素水平设置

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ＳＲＡＰ￣
ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ
水平 Ｌｅｖｅｌｓ

１ ２ ３ ４

模板 ＤＮＡ(ｎｇ)Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ ５０ 　 ６０ 　 ７０ 　 ８０ 　

Ｍｇ２ ＋ 浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)Ｍｇ２ ＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ 　 １􀆰 ２５ 　 １􀆰 ５０ 　 １􀆰 ７５ 　 ２􀆰 ００

ｄＮＴＰｓ 浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)ｄＮＴＰｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ０􀆰 １０ ０􀆰 １５ ０􀆰 ２０ ０􀆰 ２５

引物浓度(μｍｏｌ / Ｌ)Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ０􀆰 ３０ ０􀆰 ４０ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ６０

Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶(Ｕ)Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ７５ １􀆰 ００ １􀆰 ２５

表 ５　 马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ Ｌ１６(４５)正交试验设计

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｌ１６(４５)ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ

组别

Ｎｏ.

因素和水平 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ 评分结果 Ｓｃｏｒｅ

模板 ＤＮＡ
(ｎｇ)

Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ

Ｍｇ２ ＋ 浓度

(ｍｍｏｌ / Ｌ)

Ｍｇ２ ＋

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｄＮＴＰｓ 浓度

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ｄＮＴＰｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

引物浓度

(μｍｏｌ / Ｌ)
Ｐｒｉｍｅｒ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｔａｑ ＤＮＡ
聚合酶(Ｕ)
Ｔａｑ ＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

重复 １
Ｒｅｐｅａｔ １

重复 ２
Ｒｅｐｅａｔ ２

重复 ３
Ｒｅｐｅａｔ ３

１ １(５０) １(１􀆰 ２５) １(０􀆰 １０) １(０􀆰 ３０) １(０􀆰 ５０) １ １ １
２ １(５０) ２(１􀆰 ５０) ２(０􀆰 １５) ２(０􀆰 ４０) ２(０􀆰 ７５) １２ １２ １３
３ １(５０) ３(１􀆰 ７５) ３(０􀆰 ２０) ３(０􀆰 ５０) ３(１􀆰 ００) ５ ５ ５
４ １(５０) ４(２􀆰 ００) ４(０􀆰 ２５) ４(０􀆰 ６０) ４(１􀆰 ２５) ７ ７ ７
５ ２(６０) １(１􀆰 ２５) ２(０􀆰 １５) ３(０􀆰 ５０) ４(１􀆰 ２５) １５ １４ １５
６ ２(６０) ２(１􀆰 ５０) １(０􀆰 １０) ４(０􀆰 ６０) ３(１􀆰 ００) １６ １５ １６
７ ２(６０) ３(１􀆰 ７５) ４(０􀆰 ２５) １(０􀆰 ３０) ２(０􀆰 ７５) １１ １１ １０
８ ２(６０) ４(２􀆰 ００) ３(０􀆰 ２０) ２(０􀆰 ４０) １(０􀆰 ５０) ２ ３ ２
９ ３(７０) １(１􀆰 ２５) ３(０􀆰 ２０) ４(０􀆰 ６０) ２(０􀆰 ７５) １４ １６ １４
１０ ３(７０) ２(１􀆰 ５０) ４(０􀆰 ２５) ３(０􀆰 ５０) １(０􀆰 ５０) １０ １０ １１
１１ ３(７０) ３(１􀆰 ７５) １(０􀆰 １０) ２(０􀆰 ４０) ４(１􀆰 ２５) １３ １３ １２
１２ ３(７０) ４(２􀆰 ００) ２(０􀆰 １５) １(０􀆰 ３０) ３(１􀆰 ００) ６ ６ ６
１３ ４(８０) １(１􀆰 ２５) ４(０􀆰 ２５) ２(０􀆰 ４０) ３(１􀆰 ００) ９ ９ ９
１４ ４(８０) ２(１􀆰 ５０) ３(０􀆰 ２０) １(０􀆰 ３０) ４(１􀆰 ２５) ８ ８ ８
１５ ４(８０) ３(１􀆰 ７５) ２(０􀆰 １５) ４(０􀆰 ６０) １(０􀆰 ５０) ４ ４ ４
１６ ４(８０) ４(２􀆰 ００) １(０􀆰 １０) ３(０􀆰 ５０) ２(０􀆰 ７５) ３ ２ ３

１􀆰 ２􀆰 ５　 马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ最佳体系的验证　 以 ６ 个

山西省主栽马铃薯品种(荷兰 １５ 号、希森 ５ 号、希森 ６
号、希森 ８ 号、晋薯 ２４ 号、大同里外黄)基因组 ＤＮＡ 为

模板ꎬ随机选用两组引物(Ｍｅ４ / Ｅｍ３、Ｍｅ４ / Ｅｍ８)对马

铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 最佳体系进行稳定性检验ꎮ

５９９
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２　 结果与分析

２􀆰 １　 马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 单因素试验结果分析

２􀆰 １􀆰 １　 ＤＮＡ 用量对 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 扩增影响分析 　
模板 ＤＮＡ 的用量和纯度是 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 扩增的关键

因素ꎮ 由图 １ (Ａ) 不同模板 ＤＮＡ 用量对马铃薯

ＳＲＡＰ － ＰＣＲ 反应体系影响结果可以看出ꎬ本研究设

置不同的 ＤＮＡ 用量均能扩增出完整的条带ꎬ可见马

铃薯 ＳＲＡＰ 扩增对 ＤＮＡ 用量的要求范围较宽ꎮ 但

从扩增产物条带可以看出用量在 １０ ~ ３０ ｎｇ 之间ꎬ
条带相对模糊ꎬ随着 ＤＮＡ 用量的递增ꎬ条带清晰度

逐渐递增ꎮ 在 ５０ ~ ８０ ｎｇ 时ꎬ条带清晰整齐ꎮ 经过

对扩增结果和试验成本综合考虑ꎬ筛选出的模板

ＤＮＡ 的最佳用量是 ５０ ｎｇꎮ

模板:希森 ８ 号ꎻ引物组合:Ｍｅ９ / Ｅｍ７ꎮ Ｍ:均代表 ＤＬ５００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＡ:１ ~ ８ 表示 ＤＮＡ 用量分别为:１０ꎬ２０ꎬ３０ꎬ４０ꎬ５０ꎬ６０ꎬ７０ꎬ８０ ｎｇ / ２０ μＬꎻ
Ｂ:１ ~ ８ 表示 Ｍｇ２ ＋ 浓度分别为 １􀆰 ２５ꎬ１􀆰 ５ꎬ１􀆰 ７５ꎬ２􀆰 ００ꎬ２􀆰 ２５ꎬ２􀆰 ５ꎬ２􀆰 ７５ꎬ３􀆰 ００ ｍｍｏｌ / ＬꎻＣ:１ ~ ８ 表示 ｄＮＴＰｓ 浓度分别为 ０􀆰 ０５ꎬ０􀆰 １０ꎬ０􀆰 １５ꎬ

０􀆰 ２０ꎬ０􀆰 ２５ꎬ０􀆰 ３０ꎬ０􀆰 ３５ꎬ０􀆰 ４０ ｍｍｏｌ / ＬꎻＤ:１ ~ ８ 表示引物浓度分别为 ０􀆰 １０ꎬ０􀆰 ２０ꎬ０􀆰 ３０ꎬ０􀆰 ４０ꎬ０􀆰 ５０ꎬ０􀆰 ６０ꎬ０􀆰 ７０ꎬ０􀆰 ８０ μｍｏｌ / Ｌꎻ
Ｅ:１ ~ ８ 表示 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量分别为 ０􀆰 ２５ꎬ０􀆰 ５０ꎬ０􀆰 ７５ꎬ１􀆰 ００ꎬ１􀆰 ２５ꎬ１􀆰 ５０ꎬ１􀆰 ７５ꎬ２􀆰 ００ Ｕ / ２０ μＬ

Ｔｅｍｐｌａｔｅ:Ｘｉｓｅｎ８ꎬＰｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ:Ｍｅ９ / Ｅｍ７. Ｍ:ＤＬ５００ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒꎬＡ:ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｌａｎｅ １ ~ ８ ａｒｅ １０ꎬ２０ꎬ３０ꎬ４０ꎬ５０ꎬ６０ꎬ７０ꎬ
８０ ｎｇ / ２０ μＬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬＢ:Ｍｇ２ ＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｌａｎｅ １ ~ ８ ａｒｅ １􀆰 ２５ꎬ１􀆰 ５ꎬ１􀆰 ７５ꎬ２􀆰 ００ꎬ２􀆰 ２５ꎬ２􀆰 ５ꎬ２􀆰 ７５ꎬ３􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ

Ｃ:ｄＮＴＰｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｌａｎｅ １ ~ ８ ａｒｅ ０􀆰 ０５ꎬ０􀆰 １０ꎬ０􀆰 １５ꎬ０􀆰 ２０ꎬ０􀆰 ２５ꎬ０􀆰 ３０ꎬ０􀆰 ３５ꎬ０􀆰 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ
Ｄ:Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｌａｎｅ １ ~ ８ ａｒｅ ０􀆰 １０ꎬ０􀆰 ２０ꎬ０􀆰 ３０ꎬ０􀆰 ４０ꎬ０􀆰 ５０ꎬ０􀆰 ６０ꎬ０􀆰 ７０ꎬ０􀆰 ８０ μｍｏｌ / Ｌꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ

Ｅ:Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｌａｎｅ １ ~ ８ ａｒｅ ０􀆰 ２５ꎬ０􀆰 ５０ꎬ０􀆰 ７５ꎬ１􀆰 ００ꎬ１􀆰 ２５ꎬ１􀆰 ５０ꎬ１􀆰 ７５ꎬ２􀆰 ００ Ｕ / ２０ μＬꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 １　 模板 ＤＮＡ 、Ｍｇ２ ＋ 、ｄＮＴＰｓ、引物和 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶不同浓度水平下的 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ. １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡꎬＭｇ２ ＋ ꎬ
ｄＮＴＰｓꎬｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｉｎ ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ

２􀆰 １􀆰 ２　 Ｍｇ２ ＋ 浓度对 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 扩增影响分析 　
Ｍｇ２ ＋ 的浓度会影响 ＰＣＲ 反应体系中 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合

酶的活性ꎬ浓度过高会导致 ＰＣＲ 扩增的特异性降低ꎬ
浓度过低则会使 ＰＣＲ 扩增产物减少ꎮ 由图 １(Ｂ)不
同 Ｍｇ２ ＋ 浓度对马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系影响结

果可以看出ꎬ在浓度为 １􀆰 ２５ ~ ２􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ扩增产

物丰富、条带相对清晰整齐ꎮ 随着 Ｍｇ２ ＋ 浓度的递增

至 ３􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ条带背景颜色逐渐变深ꎬ带型逐渐

模糊ꎮ 当 Ｍｇ２ ＋ 浓度为 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ扩增条带清

晰丰富ꎬ扩增效果最佳ꎮ 所以筛选出的最佳 Ｍｇ２ ＋ 浓

度是 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 ｄＮＴＰｓ 浓度对 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 扩增影响分析　
ｄＮＴＰｓ 是 ４ 种核苷酸的混合物ꎬ主要作用是在 ＰＣＲ
延伸的过程中ꎬ核苷酸通过碱基互补原则在酶的作

６９９



　 ５ 期 张　 旭等:马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系优化及验证

用下与模板链进行连接ꎬ从而达到复制模板链的目

的ꎮ ｄＮＴＰｓ 的浓度与 ＰＣＲ 扩增效率紧密相关ꎮ 浓

度过高会增加 ＤＮＡ 聚合酶错配率ꎬ降低特异性扩

增ꎬ而浓度过低会使扩增产物减少ꎮ 由图 １(Ｃ)不同

ｄＮＴＰｓ 浓度对马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系影响结果

可以看出ꎬ第一泳道 ｄＮＴＰｓ 浓度为 ０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
条带背景相对较深ꎬ扩增条带部分模糊ꎮ 随着浓度

增加ꎬ当浓度为 ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ扩增产物丰富ꎬ清
晰度最高ꎬ但当浓度增加到 ０􀆰 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ扩增产

物逐渐减少ꎮ 所以筛选出的最佳 ｄＮＴＰｓ 浓度为

０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
２􀆰 １􀆰 ４　 引物浓度对 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 扩增影响分析　 引

物是 ＰＣＲ 反应体系中的重 要 因 素ꎬ引 物 作 为

ＤＮＡ 复制开始时 ＤＮＡ 聚合酶的结合位点ꎬ浓度

过高会导致模板与引物的错误结合率以及形成

引物二聚体的几率增加ꎬ降低扩增反应的特异

性ꎬ扩增产物减少ꎮ 由图 １ ( Ｄ)不同引物浓度对

马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系影响结果可以看出ꎬ
当引物浓度较低为 ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ扩增产物较

少ꎮ 随 着 引 物 浓 度 从 ０􀆰 ２ μｍｏｌ / Ｌ 增 加 至

０􀆰 ５ μｍｏｌ / Ｌꎬ扩增产物丰富ꎬ条带清晰稳定ꎮ 当引

物浓度增加到 ０􀆰 ８０ μｍｏｌ / Ｌꎬ部分带型逐渐模糊ꎮ
当引物浓度为 ０􀆰 ５０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ扩增效果最好ꎬ所
以此浓度为最佳扩增引物浓度ꎮ

２􀆰 １􀆰 ５　 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量对 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 扩增

影响分析　 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶作用是通过构建磷酸二

酯键将脱氧核苷酸聚合形成脱氧核苷酸链ꎬ从而形

成双链 ＤＮＡ 分子ꎮ 其浓度对 ＳＲＡＰ 扩增有重要的

影响ꎬ浓度过高会致使特异性降低ꎬ浓度过低会影响

扩增产物的产生ꎮ 由图 １(Ｅ)不同 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶

用量对马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系影响结果可得ꎬ
当 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量为 ０􀆰 ２５ ~ ０􀆰 ５ Ｕ 时ꎬ扩增产

物相对丰富ꎬ但条带模糊ꎮ 当 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶的用

量高于 １ Ｕ 时ꎬ泳道背景加深ꎬ部分扩增条带缺失ꎮ
当 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量为 ０􀆰 ７５ Ｕ 时ꎬ扩增产物丰

富ꎬ条带清晰ꎬ扩增效果最好ꎮ
综上所述ꎬ单因子试验所得的 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 的优

化体系(２０ μＬ)为:模板 ＤＮＡ 用量为 ５０ ｎｇ / ２０μＬꎬ
Ｍｇ２ ＋ 浓度为 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / ＬꎬｄＮＴＰｓ 浓度为 ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ /
Ｌꎬ引物浓度为 ０􀆰 ５０ μｍｏｌ / ＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量

为 ０􀆰 ７５ Ｕ / ２０μＬꎮ
２􀆰 ２　 马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 正交试验结果分析

马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 正交试验 １６ 个处理的扩增结

果如图 ２ 所示:５、６、９ 组合扩增产物多且条带清晰ꎬ扩
增效果较好ꎻ２、３、４、７、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６ 组合部

分条带模糊或缺失ꎬ有杂带产生ꎬ泳道背景较深ꎻ１、８
组合扩增产物较少ꎬ扩增效果相对较差ꎮ 根据 ＳＲＡＰ￣
ＰＣＲ 扩增结果进行直观分析评定打分(表 ５)ꎮ

模板:希森 ８ 号ꎻ引物组合:Ｍｅ１ / Ｅｍ２ꎮ Ｍ:均代表 ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ
Ｔｅｍｐｌａｔｅ:Ｘｉｓｅｎ８ꎬＰｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ:Ｍｅ１ / Ｅｍ２. Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ

图 ２　 马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 正交试验 １６ 个处理扩增结果

Ｆｉｇ. ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＳＲＡＰ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ

　 　 通过对正交试验结果的评定得分进行极差分析

(表 ６)ꎬ计算 Ｒ 值和 ｋｉ值ꎮ Ｒ 值为同一因素下各水

平得分平均值的最高与最低的差值ꎬ代表各因素对

ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 体系扩增结果的影响程度ꎬＲ 值越大ꎬ代
表该因素对 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 体系扩增结果的影响越大ꎬ
相反则越小ꎮ 从表 ６ 马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 正交试验结

果统计分析的 Ｒ 值可以看出ꎬ各因素对 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ
体系扩增结果影响从大到小依次是:Ｍｇ２ ＋ 浓度 >
Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量 > 模板 ＤＮＡ 用量 > 引物浓度

> ｄＮＴＰｓ 浓度ꎮ ｋｉ值为同一因素下各水平得分的平

均值ꎬ代表各因素下各个水平对 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 体系扩

增结果的影响程度ꎬｋｉ值越大ꎬ则该因素下该水平扩
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增效果最好ꎮ 通过表 ６ 可知ꎬ模板 ＤＮＡ 用量为水平

３ 时扩增效果最好ꎬＭｇ２ ＋ 浓度扩增效果最好的是水平

２ꎬｄＮＴＰｓ 浓度扩增效果最好的是水平 ２ 和 ４ꎬ引物浓

度扩增效果最好的是水平 ４ꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶浓度扩

增效果最好的是水平 ４ꎬ则对应的反应体系是模板

ＤＮＡ 浓度为 ７０ ｎｇ / ２０ μＬꎬＭｇ２ ＋ 浓度为 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
ｄＮＴＰｓ 浓 度 为 ０􀆰 １５ / ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ 引 物 浓 度 为

０􀆰 ６０ μｍｏｌ / ＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量为 １􀆰 ２５ Ｕ/ ２０ μＬꎮ

表 ６　 马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 正交试验极差分析

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｒａｎｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ

组别

Ｎｏ.

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ:模板 ＤＮＡ
(ｎｇ)

Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ

Ｂ:Ｍｇ２ ＋ 浓度

(ｍｍｏｌ / Ｌ)

Ｍｇ２ ＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｃ:ｄＮＴＰｓ 浓度

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ｄＮＴＰｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｄ:引物浓度

(μｍｏｌ / Ｌ)
Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｅ:Ｔａｑ ＤＮＡ
聚合酶(Ｕ)

Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｋ１ ６􀆰 ３３ ９􀆰 ８３ ８􀆰 ００ ６􀆰 ４２ ４􀆰 ４２
ｋ２ １０􀆰 ８３ １１􀆰 ５８ ９􀆰 ２５ ９􀆰 ０８ １０􀆰 ０８
ｋ３ １０􀆰 ９２ ８􀆰 ０８ ７􀆰 ５０ ８􀆰 １７ ８􀆰 ９２
ｋ４ ５􀆰 ９２ ４􀆰 ５０ ９􀆰 ２５ １０􀆰 ３３ １０􀆰 ５８
Ｒ ５􀆰 ００ ７􀆰 ０８ ２􀆰 ００ ３􀆰 ９２ ６􀆰 １７
因素主次顺序

Ｆａｃｔｅｒ ｏｒｄｅｒ
Ｂ > Ｅ > Ａ > Ｄ > Ｃ

最优水平

Ｂｅｓｔ ｌｅｖｅｌ
Ａ３ Ｂ２ Ｃ２ / Ｃ４ Ｄ４ Ｅ４

　 　 通过对正交试验结果的评分进行方差分析

(表 ７)ꎬ根据方差分析结果中影响马铃薯 ＳＲＡＰ￣
ＰＣＲ 扩增反应的 ５ 个因素的 Ｐ 值(Ｐ < ０􀆰 ０１)可知ꎬ
每个因素对 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 扩增反应影响程度达极显著

水平ꎮ 根据 Ｆ 值可知ꎬ各因素对 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 体系扩

增结果影响从大到小依次是:Ｍｇ２ ＋ 浓度 > Ｔａｑ ＤＮＡ
聚合酶用量 > 模板 ＤＮＡ 用量 > 引物浓度 > ｄＮＴＰｓ
浓度ꎬ这一结果与极差分析结果一致ꎮ

表 ７　 马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 正交试验方差分析

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ

变异来源

Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ
ＩＩＩ 型平方和

Ｔｙｐｅ ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ
ｄｆ

均方

Ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ
Ｆ Ｓｉｇ.

校正模型 Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ １０１２􀆰 ０００ａ １５ ６７􀆰 ４６７ ２６９􀆰 ８６７ ０􀆰 ０００
截距 Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ ３４６８􀆰 ０００ １ ３４６８􀆰 ０００ １３８７２􀆰 ０００ ０􀆰 ０００
模板 ＤＮＡ(ｎｇ)Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ ２７１􀆰 ８３３ ３ ９０􀆰 ６１１ ３６２􀆰 ４４４ ０􀆰 ０００
Ｍｇ２ ＋ 浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)

Ｍｇ２ ＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

３２９􀆰 ５００ 　３ １０９􀆰 ８３３ ４３９􀆰 ３３３ ０􀆰 ０００

ｄＮＴＰｓ 浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ｄＮＴＰｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２８􀆰 ５００ ３ ９􀆰 ５００ ３８􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

引物浓度(μｍｏｌ / Ｌ)
Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

９７􀆰 ８３３ ３ ３２􀆰 ６１１ １３０􀆰 ４４４ ０􀆰 ０００

Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶(Ｕ)
Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

２８４􀆰 ３３３ 　３ ９４􀆰 ７７８ ３７９􀆰 １１１ ０􀆰 ０００

误差 Ｉｎａｃｃｕｒａｃｙ ８􀆰 ０００ ３２ ０􀆰 ２５０
总计 Ｔｏｔａｌ ４４８８􀆰 ０００ ４８
校正的总计 Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｔｏｔａｌ １０２０􀆰 ０００ ４７

ａ:Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２(调整 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９８８)

ａ:Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２(Ａｄｊｕｓｔｅｄ Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９８８)

　 　 为了确定每个因素的最适浓度水平ꎬ对 ５ 个因素

进行了各水平之间的多重比较(表 ８)ꎮ 根据多重比

较结果可知ꎬ模板 ＤＮＡ 用量的 ３ 水平在直观统计分

析中评分最高ꎬ与 ２ 水平无显著差异ꎬ与 １ 水平、４ 水

平的差异显著ꎮ 考虑到试验成本ꎬ模板 ＤＮＡ 的最适

用量为 ６０ ｎｇꎮ Ｍｇ２ ＋ 浓度在 ２ 水平时直观统计分析评

分最高ꎬ与 ３、４ 水平的差异显著ꎬ所以 Ｍｇ２ ＋ 的最适浓

度定位为 １􀆰 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ ｄＮＴＰｓ 浓度和引物浓度的 ４

８９９
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个水平之间均无显著差异ꎬ均选择评分结果最高的 ４
水平ꎬ ｄＮＴＰｓ 浓度为 ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ引物浓度为

０􀆰 ６０ μｍｏｌ / Ｌꎮ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量的 ２、３、４ 水平

之间差异不显著ꎬ均与 １ 水平存在显著的差异ꎬ为了

节约试验成本以及考虑到评分结果ꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶

的最适用量为 ０􀆰 ７５ Ｕꎮ 综上所述ꎬ则确定的反应体系

是模板 ＤＮＡ 浓度 为 ６０ ｎｇ / ２０ μＬꎬ Ｍｇ２ ＋ 浓 度 为

１􀆰 ５ ｍｍｏｌ / ＬꎬｄＮＴＰｓ 浓度为 ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ引物浓度为

０􀆰 ６０ μｍｏｌ / ＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量为０􀆰 ７５ Ｕ / ２０ μＬꎮ
该结果与正交试验极差分析以及单因素试验结果基

本一致ꎬ在模板 ＤＮＡ 的用量和 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量

方面因考虑到试验成本问题稍有调整ꎮ

表 ８　 各因素水平间 Ｄｕｎｃａｎ 多重比较

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｄｕｎｃａｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ

模板 ＤＮＡ
(ｎｇ)
Ｔｅｍｐｌａｔｅ
ＤＮＡ

均值

Ａｖｅｒａｇｅ
ｖａｌｕｅ

Ｍｇ２ ＋ 浓度

(ｍｍｏｌ / Ｌ)

Ｍｇ２ ＋

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

均值

Ａｖｅｒａｇｅ
ｖａｌｕｅ

ｄＮＴＰｓ 浓度

(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ｄＮＴＰｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

均值

Ａｖｅｒａｇｅ
ｖａｌｕｅ

引物浓度

(μｍｏｌ / Ｌ)
Ｐｒｉｍｅｒ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

均值

Ａｖｅｒａｇｅ
ｖａｌｕｅ

Ｔａｑ ＤＮＡ
聚合酶(Ｕ)
ＴａｑＤＮＡ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

均值

Ａｖｅｒａｇｅ
ｖａｌｕｅ

３(７０) １０􀆰 ９１ ａ ２(１􀆰 ５０) １１􀆰 ５８ ａ ４(０􀆰 ２５) ９􀆰 ２５ ａ ４(０􀆰 ６０) １０􀆰 ３３ ａ ４(１􀆰 ２５) １０􀆰 ５８ ａ
２(６０) １０􀆰 ８３ ａ １(１􀆰 ２５) ９􀆰 ８３ ａｂ ２(０􀆰 １５) ９􀆰 ２５ ａ ２(０􀆰 ４０) ９􀆰 ０８ ａ ２(０􀆰 ７５) １０􀆰 ０８ ａ
１(５０) ６􀆰 ３３ ｂ ３(１􀆰 ７５) ８􀆰 ０８ ｂ １(０􀆰 １０) ８􀆰 ００ ａ ３(０􀆰 ５０) ８􀆰 １７ ａ ３(１􀆰 ００) ８􀆰 ９２ ａ
４(８０) ５􀆰 ９２ ｂ ４(２􀆰 ００) ４􀆰 ５０ ｃ ３(０􀆰 ２０) ７􀆰 ５０ ａ １(０􀆰 ３０) ６􀆰 ４２ ａ １(０􀆰 ５０) ４􀆰 ４２ ｂ

表中同列不同的小写字母代表在 ０􀆰 ０５ 水平差异显著

Ｔｈｅ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ｔｈｅ ０􀆰 ０５ ｌｅｖｅｌ

　 　 最终确定马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 最佳反应体系是:反
应总体积 ２０ μＬꎬ模板 ＤＮＡ 用量为 ６０ ｎｇꎬＭｇ２ ＋ 浓度

为 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / ＬꎬｄＮＴＰｓ 浓度为 ０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ引物浓

度为 ０􀆰 ６０ μｍｏｌ / ＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量为 ０􀆰 ７５ Ｕꎬ
另包含 ２ μＬ １０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒꎬ其余部分 ｄｄＨ２Ｏ 补足ꎮ
２􀆰 ３　 马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 最佳体系的验证

应用本研究得出的马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 最佳反应

体系ꎬ选用 Ｍｅ４ / Ｅｍ３、Ｍｅ４ / Ｅｍ８ 两对引物对 ６ 个山

西省主栽马铃薯品种基因组 ＤＮＡ 进行 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ

体系稳定性检验均能扩增出丰富的条带且特异性

强、稳定性高ꎬ证明该体系可以应用于马铃薯基因组

ＤＮＡ ＳＲＡＰ 扩增反应中(图 ３)ꎮ

３　 讨论

ＰＣＲ 反应体系主要通过单因素试验和正交试

验设计两种方法来进行优化与建立ꎮ 单因素试验主

要通过对影响 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系的 ５ 个因素进行

逐个优化ꎬ将结果所得 ５ 个因素的最适浓度组合得

１ ~１２ 泳道扩增所用引物组合为 Ｍｅ４ / Ｅｍ３ꎬ扩增模板为荷兰 １５ 号、希森 ５ 号、希森 ６ 号、希森 ８ 号、晋薯 ２４ 号和大同里外黄ꎬ每个模板 ２ 次重复ꎻ
１３ ~２４ 泳道扩增所用引物组合为 Ｍｅ４ / Ｅｍ８ꎬ扩增模板为荷兰 １５ 号、希森 ５ 号、希森 ６ 号、希森 ８ 号、晋薯 ２４ 号和大同里外黄ꎬ每个模板 ２ 次重复

Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ Ｍｅ４ / Ｅｍ３ ｕｓｅｄ ｉｎ ｌａｎｅ １ ~ １２ꎬｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ Ｈｅｌａｎ１５(Ｐｒｅｍａｔｕｒｅ)ꎬＸｉｓｅｎ５ꎬＸｉｓｅｎ６ꎬ
Ｘｉｓｅｎ８ꎬＪｉｎｓｈｕ２４ ａｎｄ ＤａｔｏｎｇｌｉｗａｉｈｕａｎｇꎬＲｅｐｅａｔ ｔｗｉｃｅ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｔｅｍｐｌａｔｅꎻｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ Ｍｅ４ / Ｅｍ８ ｕｓｅｄ ｉｎ ｌａｎｅ １３ ~ ２４ꎬ

ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ Ｈｅｌａｎ１５(Ｐｒｅｍａｔｕｒｅ)ꎬＸｉｓｅｎ５ꎬＸｉｓｅｎ６ꎬＸｉｓｅｎ８ꎬＪｉｎｓｈｕ２４ ａｎｄ ＤａｔｏｎｇｌｉｗａｉｈｕａｎｇꎬＲｅｐｅａｔ ｔｗｉｃｅ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｔｅｍｐｌａｔｅ

图 ３　 马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 最佳体系的验证

Ｆｉｇ. ３　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ＳＲＡＰｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｐｏｔａｔｏ

９９９
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到最佳反应体系ꎮ 单因素试验只能考虑到单一因素

对反应体系的影响ꎬ并且耗时较长、试验成本较高ꎮ
正交试验相比单因素试验更加全面科学可靠ꎬ它可以

考虑到各因素的影响以及各因素的交互作用ꎮ 正交

试验用时较短ꎬ节约成本ꎬ有效弥补了单因素试验的

不足ꎮ 但是最后对正交试验结果的评价是通过直观

分析来进行打分确定最佳体系ꎬ存在一定由主观因素

引起的误差ꎮ 本研究通过单因素试验确定各因素的

适宜浓度范围ꎬ再通过设计正交试验ꎬ根据正交试验

结果进行极差分析和方差分析以及 Ｄｕｎｃａｎ 多重比较

来确定因素的最佳水平组合ꎬ最终综合考虑单因素试

验结果、正交试验的极差分析和方差分析的结果确定

最佳优化体系ꎬ试验结果更全面、更准确ꎮ
ＰＣＲ 扩增中每个因素浓度的改变以及各因素

间的交互作用都会影响体系的优化结果ꎮ 根据正交

试验统计分析中的极差分析以及方差分析均得出ꎬ
５ 个因素对 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系的影响程度排序为:
Ｍｇ２ ＋ 浓度 > Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶用量 > 模板 ＤＮＡ 用

量 >引物浓度 > ｄＮＴＰｓ 浓度ꎮ 本研究中对试验结果

影响较大的因素是 Ｍｇ２ ＋ 浓度和 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶的

用量ꎬ这一结果与白桦、荷花 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系的

优化研究结果一致[２１￣２２]ꎬ而龙爪槐的体系优化研究

中影响最大的因素为引物[１４]ꎬ梨属、甘草的优化试

验中认为 ｄＮＴＰｓ 浓度影响最大[２３￣２４]ꎬ但是在本研究

中 ｄＮＴＰｓ 浓度影响程度最小ꎮ 分析不同物种的

ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系ꎬ由于不同物种基因组 ＤＮＡ 的

差异ꎬ反应中每个因素的影响程度也不同ꎬ因此

ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系必须针对不同物种和不同的试

验环境以及试剂对主要的影响因素进行优化ꎬ保证

试验结果的稳定性和可靠性ꎮ

４　 结论

本研究以山西省主栽马铃薯基因组 ＤＮＡ 为模

板ꎬ采用单因素试验和正交试验相结合的方法ꎬ确定

了影响 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系的引物、Ｍｇ２ ＋ 、模板

ＤＮＡ、ｄＮＴＰｓ 和 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ５ 个因素的浓度或

用量ꎬ 得到了马铃薯 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 最佳反应体系

(２０ μＬ): ６０ ｎｇ 模 板 ＤＮＡꎬ １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｍｇ２ ＋ ꎬ
０􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰｓꎬ０􀆰 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 引物ꎬ０􀆰 ７５ Ｕ Ｔａｑ
ＤＮＡ 聚合酶ꎬ另包含 ２ μＬ １０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒꎬ其余部

分 ｄｄＨ２Ｏ 补足ꎮ 该最佳体系的验证结果也显示该

体系稳定可靠ꎬ可用于后续马铃薯 ＳＲＡＰ 分子标记

方面的研究ꎬ为进一步对马铃薯进行种质资源鉴定、
遗传连锁图谱构建和基因定位等方面的研究提供
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