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　　摘要：采用单因素试验结合正交试验，对ＰＣＲ反应体系中的５种主要反应因子 Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、引
物、模板ＤＮＡ浓度进行优化筛选，确立了适合蛇莓基因组ＤＮＡ的ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ反应体系，ＲＡＰＤ反应体系（２０μＬ）：
Ｍｇ２＋１．５ｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ２５０μｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ酶１Ｕ、引物０．２μｍｏｌ／Ｌ、ＤＮＡ模板６０ｎｇ；ＩＳＳＲ反应体系（２０μＬ）：Ｍｇ２＋

２．０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ２５０μｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ酶０．５Ｕ、引物１μｍｏｌ／Ｌ、ＤＮＡ模板６０ｎｇ。利用确立的体系对２４份蛇莓种质进
行扩增，结果条带清晰明亮，多态性好。
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　　 蛇莓［Ｄｕｃｈｅｓｎｅａｉｎｄｉｃａ（Ａｎｄｒ．）Ｆｏｃｋｅ］为蔷薇科蛇莓属
植物，为民间常用草药，具有清热解毒、消肿散瘀，收敛止血、

凉血之功效［１－２］。长期以来，科研工作者对蛇莓开展了大量

研究，近年来，因发现蛇莓具有抗肿瘤活性而更加引起学者们

的关注，蛇莓已成为一种开发前途广阔的植物资源。目前，对

蛇莓的研究主要集中在栽培及药理等领域，分子方面的研究

相对较少。本试验以蛇莓为研究对象，选择对ＰＣＲ扩增体系
稳定性影响较大的５个因素，包括模板 ＤＮＡ、Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、引物浓度进行优化，以期确立稳定适合于蛇
莓的 ＩＳＳＲ及ＲＡＰＤ分子标记的 ＰＣＲ反应体系，为蛇莓的资
源鉴定与遗传多样性研究提供技术依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　蛇莓种质　材料取自湖南中医药大学药植园人工栽
培的蛇莓新鲜幼嫩叶片，２４组样本均保存于 －７０℃冰箱中。
１－２４号分别为邵阳隆回１号、邵阳隆回２号、邵阳隆回 ３
号、邵阳隆回４号、邵东、常德１号、常德２号、常德澧县、大围
山１号、大围山２号、平江冬塔、平江幕阜山、平江石浆、平江
石浆阜西、衡山、永顺西岐、浏阳周洛、株洲、娄底、长沙植物

园、长沙市含浦１号、长沙市含浦２号、长沙望城、长沙县。
１．１．２　试剂　所用试剂均购于北京鼎国生物公司。ＲＡＰＤ－
ＰＣＲ体系优化选用随机引物Ｐ８，序列为５′－：ＴＣＴＧＧＴＧＡＧＧ－
３′；ＩＳＳＲ－ＰＣＲ体系优化选用引物 ＧＲＤ２０５８２４，序列为
５′－（ＴＣ）８Ａ－３′。　
１．２　基因组ＤＮＡ提取

蛇莓植物基因组 ＤＮＡ采用试剂盒（北京天根）提取，用
核酸蛋白测定仪和ｌ％琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ的纯度和浓

度。将ＤＮＡ稀释成２０ｎｇ／μＬ，贮存于－２０℃冰箱备用。
１．３　ＰＣＲ扩增及凝胶电泳

ＩＳＳＲ扩增程序［３］为９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，
５３℃退火４５ｓ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃再延伸
１０ｍｉｎ，４℃保存。

ＲＡＰＤ扩增程序［４］为 ９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性
１ｍｉｎ，３７℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，４０个循环；７２℃再
延伸 ５ｍｉｎ，４℃保存。

ＰＣＲ产物均用含有溴化乙锭的 １．０％琼脂糖凝胶在
０．５×ＴＢＥ中电泳，点样１０μＬ，电压４Ｖ／ｃｍ，电泳结束后在凝
胶成像系统上检测拍照。

１．４　ＰＣＲ反应体系的优化
针对２０μＬ反应体系中的 ５个主要因素 Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰ、

ＴａｑＤＮＡ聚合酶、引物、模板 ＤＮＡ浓度，设定４个水平，分别
建立单因素及正交设计表（表 １、表 ２），确立 ＲＡＰＤ和
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系。
１．５　退火温度的优化

以上述反应体系优化确定的５个因素的最佳浓度水平为
基础，对退火温度进行优化。将 ＲＡＰＤ退火温度范围设置为
３０～４５℃，由梯度ＰＣＲ仪随机生成１２个梯度，分别为３０．０、
３０３、３１．５、３３．０、３４．８、３６．６、３８．４、４０．２、４２．０、４３．５、４４．６、
４５．０℃。

ＩＳＳＲ退火温度设置为４５．０～６１．５℃，由梯度 ＰＣＲ仪随
机生成１２个退火温度。分别为４５．０、４５．２、４６．１、４７．５、４９．３、
５１４、５３．６、５５．８、５７．８、５９．６、６０．８、６１．５℃。
１．６　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ和ＲＡＰＤ－ＰＣＲ反应体系的验证

利用上述已建立的ＩＳＳＲ及ＲＡＰＤ反应体系，用ＲＡＰＤ随
机引物Ｐ９９：５′－ＧＴＣＣＴＧＧＧＴＴ－３′和ＩＳＳＲ引物ＧＲＤ２０５８３５：
５′－（ＴＧ）８Ｇ－３′，对２４份蛇莓材料 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，对
已确立的ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ反应体系进行验证。

２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　Ｍｇ２＋浓度对 ＲＡＰＤ及 ＩＳＳＲ扩增的影响　ＲＡＰＤ－
ＲＣＲ体系中，Ｍｇ２＋浓度在１．０～２．５ｍｍｏｌ／Ｌ（图１，泳道１至４）
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表１　蛇莓ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ－ＰＣＲ体系（２０μＬ）优化的因素与水平

编号

因素

Ａ：Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｂ：ｄＮＴＰｓ浓度
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｃ：ＴａｑＤＮＡ聚合酶
（Ｕ）

Ｄ：引物浓度（μｍｏｌ／Ｌ）
ＲＡＰＤ ＩＳＳＲ

Ｅ：模板ＤＮＡ
（ｎｇ）

１ １．０ １００ ０．２５ ０．２ ０．５ ２０
２ １．５ １５０ ０．５０ ０．４ １．０ ４０
３ ２．０ ２００ １．００ ０．６ １．５ ６０
４ ２．５ ２５０ １．５０ ０．８ ２．０ ８０

表２　蛇莓ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ－ＰＣＲ体系（２０μＬ）优化正交试验Ｌ１６（４５）设计

编号
Ａ：Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｂ：ｄＮＴＰｓ浓度
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｃ：ＴａｑＤＮＡ聚合酶
（Ｕ）

Ｄ：引物浓度（μｍｏｌ／Ｌ）
ＲＡＰＤ ＩＳＳＲ

Ｅ：模板ＤＮＡ
（ｎｇ）

１ １．０ １００ ０．２５ ０．２ ０．５ ２０
２ １．０ １５０ ０．５０ ０．４ １．０ ４０
３ １．０ ２００ １．００ ０．６ １．５ ６０
４ １．０ ２５０ １．５０ ０．８ ２．０ ８０
５ １．５ １００ １．５０ ０．４ １．０ ６０
６ １．５ １５０ １．００ ０．２ ０．５ ８０
７ １．５ ２００ ０．５０ ０．８ ２．０ ２０
８ １．５ ２５０ ０．２５ ０．６ １．５ ４０
９ ２．０ １００ ０．５０ ０．６ １．５ ８０
１０ ２．０ １５０ ０．２５ ０．８ ２．０ ６０
１１ ２．０ ２００ １．５０ ０．２ ０．５ ４０
１２ ２．０ ２５０ １．００ ０．４ １．０ ２０
１３ ２．５ １００ １．００ ０．８ ２．０ ４０
１４ ２．５ １５０ １．５０ ０．６ １．５ ２０
１５ ２．５ ２００ ０．２５ ０．４ １．０ ８０
１６ ２．５ ２５０ ０．５０ ０．２ ０．５ ６０

范围内都可以扩增出条带，在 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ体系中（图２，泳道
１至４），Ｍｇ２＋浓度过低时，扩增的条带少而不清晰。
２．１．２　ｄＮＴＰｓ浓度对 ＲＡＰＤ及 ＩＳＳＲ扩增的影响　ｄＮＴＰ是
ＰＣＲ反应的原料，浓度过高易产生错配，同时与 Ｔａｑ酶竞争
Ｍｇ２＋，使Ｔａｑ酶不能充分发挥聚合活性，导致扩增失败；ｄＮＴＰ
浓度过低时有缺失的带，且条带明显变暗，较为适宜的 ｄＮＴＰ
浓度在１５０～２５０μｍｏｌ／Ｌ之间，条带亮而清晰（图１、图２）。
２．１．３　Ｔａｑ酶浓度对 ＲＡＰＤ及 ＩＳＳＲ扩增的影响　ＴａｑＤＮＡ
聚合酶浓度过高易产生非特异扩增产物的积累，条带背景模

糊；浓度过低，酶的催化能力不够则导致合成效率下降，条带

数减少，亮度降低。由图１可见，ＲＡＰＤ－ＰＣＲ体系（２０μＬ）
中，Ｔａｑ酶用量在０．２５Ｕ时，条带较弱，增加至０．５～１．５０Ｕ
时扩增条带多，清晰明亮；增加至１．５Ｕ时条带数减少，背景
模糊不清。ＩＳＳＲ－ＰＣＲ体系中Ｔａｑ酶用量为１．０Ｕ时条带最
清晰、稳定。因此本试验ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量１．０～１．５Ｕ。
２．１．４　引物浓度对ＲＡＰＤ及ＩＳＳＲ扩增的影响　引物用量也
影响ＰＣＲ扩增效果，当 ＰＣＲ引物量太低（如图２，ＩＳＳＲ泳道
１３），产物量降低，出现假阴性；引物浓度过高（如图１，ＲＡＰＤ
泳道１６）会促进引物错误引导非特异产物合成，还会增加引
物二聚体的形成。综合结果表明，引物浓度过低或过高时条

—１５—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第７期



带有缺失和模糊。

２．１．５　模板 ＤＮＡ浓度对 ＲＡＰＤ及 ＩＳＳＲ扩增的影响　
ＲＡＰＤ－ＲＣＲ体系（２０μＬ）中，模板 ＤＮＡ量在２０～８０ｎｇ（图
１，泳道１７至２０）之间都可扩增出较为清晰的条带，对扩增结

果无明显影响。在 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ体系（２０μＬ）中（图２），低模
板量（２０～４０ｎｇ，泳道１７－１８）扩增效果差，强带变弱，弱带
则消失，高模板量（８０ｎｇ），扩增效果也不理想，可见 ＩＳＳＲ－
ＰＣＲ对模板浓度的敏感度比ＲＡＰＤ高。

２．２　正交试验
从图３可以看出，第１５、１６泳道扩增条带最理想，条带清

晰，多态性高，重复性好，基本符合 ＲＡＰＤ分析的要求。结合
单因素试验结果，最后选取 １．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋、２５０μｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ、１ＵＴａｑ酶、０．２μｍｏｌ／Ｌ引物、６０ｎｇＤＮＡ模板作为
２０μＬ反应体系最佳的优化结果。

　　由图４可以看出，正交设计的１６组试验，由于５种因素
的组合不同，扩增效果存在明显差异：１～４号组合扩增效果
较差，谱带弱，可能是Ｍｇ２＋浓度过低导致；１１和１６组合扩增
的条带清晰、完整、明亮且多态性高，基本符合ＩＳＳＲ分析的要
求。结合单因素试验结果，最后选取 ２．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋、
２５０μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、０．５ＵＴａｑ酶、１μｍｏｌ／Ｌ引物、６０ｎｇＤＮＡ
模板作为２０μＬ反应体系最佳的优化结果。

　　通过以上分析，确定蛇莓 ＲＡＰＤ及 ＩＳＳＲ反应的最佳体
系。ＲＡＰＤ反应体系（２０μＬ）：Ｍｇ２＋１．５ｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ
２５０μｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ酶１Ｕ、引物０．２μｍｏｌ／Ｌ、ＤＮＡ模板６０ｎｇ；
ＩＳＳＲ反 应 体 系 （２０ μＬ）：Ｍｇ２＋ ２．０ ｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ
２５０μｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ酶０．５Ｕ、引物１μｍｏｌ／Ｌ、ＤＮＡ模板６０ｎｇ。
２．３　引物退火温度对ＲＡＰＤ及ＩＳＳＲ扩增的影响

对ＲＡＰＤ－ＰＣＲ设置的１２个温度梯度，试验结果（图５）
表明，退火温度为３６．６～４２．０℃（泳道６至８）时，扩增的条
带大致相同；温度低于３５℃时（泳道１至５），扩增的条带较
少；在高温４２～４５℃（泳道９至１２）退火时，虽然出现小片
段，但部分条带不够稳定，扩增的条带少且较弱。综合考虑本

试验结果，使用３７℃的退火温度获得的 ＲＡＰＤ标记条带稳
定，多态性合适。

　　退火温度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ的反应体系影响较大（图６），温
度为４５．０～４７．５℃（泳道１至４）时，大片段扩增较模糊；当
温度升到４９．３～５３．６℃（泳道５至７）时，扩增效果好，主带
清晰；当退火温度高于５５．８℃（泳道８至１２）时，扩增条带逐
渐模糊，甚至扩增无条带。根据引物对应参考温度，本试验选

用５３℃为反应体系的最佳退火温度。
２．４　最佳体系验证

确定退火温度后，采用优化所得的反应体系，用ＲＡＰＤ随
机引物Ｐ９９和ＩＳＳＲ引物ＧＲＤ２０５８３５对２４份蛇莓材料进行

—２５— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第７期



ＰＣＲ扩增。图７、图８结果表明，优化所得的最佳反应体系在
２４个蛇莓样本中均能扩增出稳定、丰富、清晰可辨、多态性强
的ＤＮＡ条带，表明所优化的扩增体系稳定可靠，适合蛇莓种
质资源的ＩＳＳＲ及ＲＡＰＤ分子标记的分析。

３　讨论

当前，仅有姚旭丽等采用单因素试验对蛇莓 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ
反应体系的主要反应因子进行了优化［５］，但尚未开展ＩＳＳＲ和

ＲＡＰＤ分子标记对蛇莓种质资源的研究，由于该方法并没有
考察因素间的相互作用，物种不同反应体系条件也有较大的

变化［６］。本试验选择单因素结合正交试验设计对影响蛇莓

ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ反应体系的各个因子进行优化，期望得到最佳
的ＰＣＲ反应体系。

ＰＣＲ对模板ＤＮＡ浓度、ＴａｑＤＮＡ聚合酶要求不高，一般来
说，只要提供足够的模板量（＜１０００ｎｇ），１．０～１．５Ｕ（２０μＬ
体系）都会得到稳定的条带；但２者浓度过高不仅浪费还会导
致非特异性扩增产物积累［７］。

ＰＣＲ反应条件中影响最大的是 Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ与引物的浓
度［７］，在ＲＡＰＤ－ＰＣＲ各因素浓度水平互相作用中，高 Ｍｇ２＋、
低ｄＮＴＰｓ浓度，以及低 Ｍｇ２＋、高 ｄＮＴＰｓ浓度条件不能扩增出
条带或产生极弱的条带，因为 ｄＮＴＰｓ过早被消耗完，使产物
单链化，甚至得不到产物；而过量的 ｄＮＴＰｓ对 Ｍｇ２＋的螯合作
用明显，从而降低了依赖于 Ｍｇ２＋的 ＴａｑＤＮＡ聚合酶的活性，
也不能扩增出条带［８－１０］；而在 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ中，Ｍｇ２＋浓度太低
时，不管引物和 ｄＮＴＰｓ浓度如何，均不能成功扩增，表明了
Ｍｇ２＋在扩增中的重要性。

碱基长度决定了引物的退火温度，ＲＡＰＤ中随机引物大
多为１０个碱基，退火温度一般为３６℃，过低会导致引物与模
板非特异性结合，引起扩增的特异性下降［１１－１２］；但过高，如大

于４０℃ 时会抑制反应，导致无片段。ＩＳＳＲ引物大多数为
１５～２０个碱基长度，比随机引物多，适合较高的退火温度，并
且能提高ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应的特异性及精确度。
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