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　　摘要：对影响思茅松ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系的各参数进行分析，建立并优化出一套适合思茅松的 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反
应体系。在２５μＬ反应体系中，模板ＤＮＡ６０ｎｇ、Ｍｇ２＋２．０ｍｍｏｌ／Ｌ、引物１．０μｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ、ＴａｑＤＮＡ聚合
酶１Ｕ；在此基础上，从１００对引物组合中筛选出条带清晰、多态性丰富的引物组合２４对。
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　　思茅松（Ｐｉｎｕｓｋｅｓｉｙａｖａｒ．ｌａｎｇｂｉａｎｅｎｓｉｓ）是我国云南省特
有树种，以大面积纯林或针阔混交林的形式集中分布于云南

省思茅市、临沧地区、红河州、西双版纳州和德宏州的部分县

市［１］。思茅松木材广泛用于建筑、家具制造等行业；其树干

富含树脂、而且品质优良，已成为除马尾松、湿地松之外我国

重要的松脂资源。近年来，思茅松已成为云南省特别是滇南

地区人工造林的主要树种，在云南省林业产业结构中占有重

要地位［２］。

２０世纪８０年代思茅松的遗传改良工作就已经开展：种
源试验及优良林分和种源的选择，为思茅松种子调拔区划提

供科学依据；无性繁殖技术的不断改良，加速了思茅松良种化

的进程［３］；优树选择及种子园的建立，为生产提供了宝贵的

资源［４］。随着分子生物学的高速发展，对思茅松的研究也从

宏观进入了分子水平。２１世纪初思茅松的遗传多样性在同
工酶水平得到了研究，并提出了相关的遗传资源保护策

略［５］；随后，思茅松 ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ、ＡＦＬＰ等分子标记的反应体
系相继得以建立［６－８］。

ＳＲＡＰ分子标记技术因操作方便快速、产率高、多态性丰
富、易从条带中得到分离条带等特点已经在植物遗传多样性

分析、遗传连锁图谱构建中得到广泛的应用［９－１０］，但在思茅

松中的研究未见报道。本研究的目的在于对思茅松的

ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系的各参数进行分析，在此基础上建立和
优化一套适合思茅松的 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系，并筛选出适
合思茅松ＳＲＡＰ反应的引物组合，为思茅松的遗传多样性研
究及遗传连锁图谱的构建提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　材料
研究材料为云南省普洱市思茅区、景谷县、墨江县及孟连

县的４个思茅松自然分布群体。从每个群体中随机采集５株
长势茂盛、植株健壮的思茅松新鲜松针。采集后置于－８０℃
冰箱中备用。

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取和检测　采用改良的 ＣＴＡＢ法对采集样
本的基因组ＤＮＡ进行提取［１１］。利用琼脂糖凝胶电泳及核酸

蛋白检测仪２种方法对提取的思茅松 ＤＮＡ进行纯度和浓度
的检测。

１．２．２　引物的合成　参照 Ｌｉ等序列［１２］，由北京华大基因科

技有限公司合成引物，引物编号和序列见表１。
表１　思茅松ＳＲＡＰ－ＰＣＲ引物序列

编号 序列（５′→３′）
Ｍｅ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ
Ｍｅ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ
Ｍｅ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ
Ｍｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ
Ｍｅ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ
Ｍｅ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ
Ｍｅ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＣ
Ｍｅ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ
Ｍｅ９ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＣ
Ｍｅ１０ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＧ
Ｅｍ１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ
Ｅｍ２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ
Ｅｍ３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ
Ｅｍ４ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ
Ｅｍ５ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ
Ｅｍ６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ
Ｅｍ７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ
Ｅｍ８ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ
Ｅｍ９ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＧ
Ｅｍ１０ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＣ

１．２．３　ＰＣＲ扩增程序　扩增程序为：９４℃预变性 ４ｍｉｎ；
９４℃变性１ｍｉｎ，３７℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，５个循环；
９４℃变性１ｍｉｎ，退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；最
后７２℃延伸５ｍｉｎ。
１．２．４　ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系的优化　在２５μＬ的反应体系
中模板ＤＮＡ用量依次设置了３０、４５、６０、７５、９０ｎｇ５个梯度；
Ｍｇ２＋浓度依次设置了１．０、１．５、２．０、２．５、３．０ｍｍｏｌ／Ｌ５个梯
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度；ｄＮＴＰｓ浓度依次设置了０．１、０．１５、０．２、０．２５、０．３ｍｍｏｌ／Ｌ
５个梯度；ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量设置了 ０．２５、０．５０、０．７５、
１００、１．２５Ｕ５个梯度；引物浓度依次设置了 ０．２５、０．５０、
０７５、１００、１．２５μｍｏｌ／Ｌ５个梯度。反应结束后，扩增产物用
１５％ 琼脂糖凝胶进行电泳检测。
１．２．５　引物筛选　利用建立的思茅松ＳＲＡＰ反应体系，采用
不同地区的思茅松种源对１００对ＳＲＡＰ引物组合（表１）进行
筛选，筛选出条带清晰、带型质量好、多态性丰富的引物组合。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ检测
思茅松松针中含有蛋白质、松脂等不利 ＤＮＡ提取的杂

质。琼脂糖凝胶电泳检测结果表明，通过改良的 ＣＴＡＢ法基
本排除了蛋白质和其他杂质的干扰，且在 ＲＮＡ酶作用下，将
ＲＮＡ也去除干净，经过琼脂糖凝胶电泳基本能得到整齐、清
晰、含杂质较少的ＤＮＡ条带，所得ＤＮＡ纯度高（图１）。核酸
蛋白检测仪检测后，所有思茅松 ＤＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值均在
１．８～２．０之间，浓度均达到１００ｎｇ／μＬ以上（表２），表明其纯
度和浓度均能满足思茅松ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应的要求。

表２　思茅松基因组ＤＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值及浓度

编号
浓度

（ｎｇ／μＬ）
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ 编号

浓度

（ｎｇ／μＬ）
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ

ＰＥ１ ２５９ １．８３ ＪＧ１ ２５３ １．８８
ＰＥ２ ３１１ １．９０ ＪＧ２ ２８８ １．９２
ＰＥ３ １３５ １．９４ ＪＧ３ ３５４ １．８９
ＰＥ４ １６８ １．８１ ＪＧ４ ４８３ １．９１
ＰＥ５ １９３ １．９４ ＪＧ５ ２１２ １．８２
ＳＭ１ ２４５ １．８９ ＭＪ１ ２９２ １．８０
ＳＭ２ １７５ １．８５ ＭＪ２ １３６ １．８８
ＳＭ３ ３３４ １．９６ ＭＪ３ １８７ １．８９
ＳＭ４ １６３ １．９２ ＭＪ４ １５６ １．８５
ＳＭ５ ２７９ １．９２ ＭＪ５ ２６９ １．９５

２．２　模板ＤＮＡ用量的优化
电泳结果表明，模板 ＤＮＡ的用量对于 ＰＣＲ扩增结果影

响较大，当模板 ＤＮＡ的用量小于６０ｎｇ时，扩增产物相对较
弱，扩增出的条带模糊不清晰；当模板ＤＮＡ用量为６０～９０ｎｇ
时，扩增出的条带带型清晰、稳定、分辨率较高（图２）。ＤＮＡ
浓度过高会导致模板与引物的直接配对概率降低、模板变性

不彻底而引起弥散现象。考虑到节约模板和试验操作稳定

性，在２５μＬ体系中ＤＮＡ最佳用量为６０ｎｇ。
２．３　Ｍｇ２＋浓度的优化

试验结果表明，当Ｍｇ２＋浓度小于１．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增出

的条带较弱、不清晰；当 Ｍｇ２＋浓度大于１．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增
出的条带相对清晰稳定（图３）。但考虑到较高 Ｍｇ２＋浓度会
产生非特异性扩增，产生非特异性条带，而且会出现条带不稳

定的弥散现象，在保证特异性 ＰＣＲ产物质量较高、特异性较
强的情况下，在２５μＬ体系中Ｍｇ２＋最佳浓度为２．０ｍｍｏｌ／Ｌ。

２．４　ｄＮＴＰｓ浓度的优化
试验结果表明，ｄＮＴＰｓ的浓度小于０．１５ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增

条带较弱，ＰＣＲ产物较少，可能是因为 ｄＮＴＰｓ过早的消耗完
而使产物单链化导致扩增效果不佳。当 ｄＮＴＰｓ的浓度为
０．２ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增的条带稳定、清晰，扩增产物较佳；当浓
度为０．２５、０．３ｍｍｏｌ／Ｌ时条带明显增亮（图４）。最终确定在
２５μＬ体系中ｄＮＴＰｓ最佳浓度为０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ。

２．５　ＴａｑＤＮＡ聚合酶的优化
试验结果表明，ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量小于０．７５Ｕ时，合

成产物量较少，条带扩增不明显；当用量在０．７５～１．２５Ｕ之
间时，扩增的条带明亮、清晰（图 ５）。考虑到高用量的 Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶会出现非特异性扩增现象，导致假阳性，甚至出
现亮的通带，ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量为１Ｕ时，条带最清晰稳定、
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扩增效果最好，所以在２５μＬ体系中ＴａｑＤＮＡ聚合酶最佳浓度
为１Ｕ。
２．６　引物浓度

引物的浓度在一定程度上影响扩增产物的产量。结果表

明：引物浓度在０．２５～０．５０μｍｏｌ／Ｌ之间时，其扩增产物产量
较少，条带明显较暗。只有在１．０μｍｏｌ／Ｌ时条带清晰稳定，
扩增效果最好（图６）。由于引物浓度过高会产生非特异性扩
增和错配，导致引物二聚体的产生，最终确定１．０μｍｏｌ／Ｌ引
物浓度为最佳反应浓度。

２．７　引物筛选
根据建立和优化的 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系，采用４个群

体共２０个个体对１００对ＳＲＡＰ引物组合进行筛选，最终筛选

出Ｍｅ１－Ｅｍ３（图７）等２４对多态性好、扩增结果稳定的引物
组合（表３）。

表３　思茅松ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应引物筛选结果

引物 Ｅｍ１ Ｅｍ２ Ｅｍ３ Ｅｍ４ Ｅｍ５ Ｅｍ６ Ｅｍ７ Ｅｍ８ Ｅｍ９ Ｅｍ１０
Ｍｅ１ √ √ √
Ｍｅ２ √ √
Ｍｅ３ √ √ √
Ｍｅ４ √
Ｍｅ５ √
Ｍｅ６ √ √ √ √
Ｍｅ７ √ √ √
Ｍｅ８ √
Ｍｅ９ √ √ √ √
Ｍｅ１０ √ √

　　注：打“√”的表示最终筛选出的引物组合，空白表示舍弃的引物组合。

３　结论与讨论

ＳＲＡＰ标记不需要知道任何基因的序列信息即可进行
ＰＣＲ扩增，具有共显性简便、稳定、操作简单、重复性强等优
点，因此ＳＲＡＰ技术在林木遗传育种中得到了广泛的应用，并
且均取得了良好的效果。ＳＲＡＰ分子标记技术受到反应条件
的影响，如ＤＮＡ模板、引物、ｄＮＴＰｓ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋浓
度以及反应程序等，因此在利用 ＳＲＡＰ分子标记时首先应对
其反应体系进行优化，以保证分析结果的可靠性。本研究对

ＰＣＲ反应中的各影响因子都设计了５个梯度，通过反复试验，
最终确定了优化后的思茅松 ＳＲＡＰ反应体系，该体系总体积
为２５μＬ，其中模板 ＤＮＡ用量６０ｎｇ，Ｍｇ２＋浓度２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，
引物１μｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰｓ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶１Ｕ。

ＳＲＡＰ分子标记多态性产生的原因在于上游引物与下游
引物分别与外显子区域和内含子、启动子区域结合，而内含子

和启动子区域在不同个体、物种中又存在差异。可见，ＳＲＡＰ
分子标记中多态性条带的获得取决于引物与基因组的结合状

态。本研究建立的 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系，与太行菊［１３］、茶

树［１４］、柱花草［１５］、华山松［１６］等都有不同，说明不同物种的

ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系有一定差异。在此基础上利用建立的
思茅松ＳＲＡＰ－ＰＣＲ体系成功地从１００对引物组合中筛选出
２４对条带清晰、多态性丰富的引物组合。表明这套思茅松
ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系稳定、可靠，为后续的思茅松遗传多样
性研究及遗传连锁图谱构建奠定了技术基础。
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　　目前，世界范围内已报道大小蠹属（Ｄｅｎｄｒｏｃｔｏｎｕｓ）昆虫
１９种［１－２］，作为鞘翅目中最进化的１个类群，其危害范围较
广，是重要的森林害虫。大小蠹属为树皮小蠹类［３－４］，全部种

类均侵食树干，成虫时初入侵韧皮部，后筑母坑道于形成层与

边材之间。一般情况下，大小蠹属只危害活的直立木和由于

年龄、干旱或其他生物学因素导致的衰弱木，在盛发期也危害

茁壮的健康树，寄主包括松属、云杉属、黄杉属和落叶松属等

经济树种。

目前，昆虫鉴定以传统的形态学鉴定为主，该方法存在一

定的缺陷，表型可塑性（ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ）和遗传可变性
（ｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ）容易造成鉴定结果不正确，无法鉴定许多
群体中普遍存在的隐存分类单元，受生物性别和发育阶段的

限制，很多生物无法被鉴定。现代交互式鉴定系统是昆虫鉴

定的一个很大进步，但它要求专业技术很高，操作不正确就易

导致鉴定错误［５］。快速准确的物种鉴定是深入开展行为学、

生态学以及生理学等相关研究的必要前提和基础［６］。

国内外大小蠹研究多集中于形态学分类，有关该类群分

子鉴定技术的研究报道尚少。本研究通过对大小蠹属 ＣＯⅠ
基因片段序列进行比对，对同源序列碱基多样性及系统进化

关系进行分析，以期利用 ＤＮＡ条形码技术快速、准确地鉴定
大小蠹种类，为进一步研究小蠹科昆虫分子鉴定技术提供理

论依据和实践基础。

１　材料与方法

１．１　昆虫种类及序列信息
本研究以大小蠹属１７个种类作为研究对象（表１），序列

均从ＧｅｎＢａｎｋ下载。
１．２　分析方法

应用ＭＥＧＡ５．０５软件进行序列比对、拼接和剪切，基于
Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ模型，计算各分类单元之间的遗传距离
及其标准差、序列碱基组成、保守位点、变异位点、转换／颠换
比值等［７］。应用ＭＥＧＡ５．０５软件，使用邻接法（ＮＪ）构建分子
系统树，１０００次循环估计系统树中节点的自举置信水平，碱
基转换和颠换赋予相同的加权值，查看系统树［８］。

２　结果与分析

２．１　ｍｔＤＮＡＣＯⅠ基因序列组成和变异
应用ＭＥＧＡ５．０５软件对１７个大小蠹ＣＯⅠ基因序列比
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