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　　摘要：利用已报道的ｉＰＢＳ引物２２４９和３个杨梅品种的ＤＮＡ为模板进行ｉＰＢＳ－ＰＣＲ扩增，采用单因素法对杨梅
ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应体系的４个组分（ｄＮＴＰ、Ｍｇ２＋、引物、模板）用量进行优化，确定了杨梅 ｉＰＢＳ－ＰＣＲ２０μＬ反应体系：
２μＬ１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ，１．６μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，１．６μＬ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，１μＬ１０μｍｏｌ／Ｌ引物，０．２μＬ５Ｕ／μＬＴａｑ酶，
３０ｎｇ模板ＤＮＡ。梯度ＰＣＲ试验表明可以参考ｉＰＢＳ引物Ｔｍ值确定退火温度。利用上述体系对随机取样的１０个品
种用４条ｉＰＢＳ引物进行扩增，得到了条带清晰、多态性好的ｉＰＢＳ谱带。
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　　杨梅（Ｍｙｒｉｃａｒｕｂｒａ）是杨梅科杨梅属常绿小乔木，原产于
我国，主要生长在长江流域以南的丘陵山地。杨梅果实营养

丰富，具有较强的保健功能，是南方经济效益较高的水果之

一［１］。我国杨梅栽培历史悠久，生态环境的多样性产生了性

状多样的品种、品系和类型，形成了丰富的种质资源。利用形

态学、同工酶等方法鉴定杨梅种质资源局限性大、效率低。因

此，常利用分子标记对杨梅种质资源进行分析，包括遗传多样

性、亲缘关系分析、品（杂）种鉴别等方面。目前，ＲＡＰＤ、
ＡＦＬＰ、ＳＲＡＰ、ＩＳＳＲ、ＳＳＲ、ｉＰＢＳ、ＳｃｏＴ等技术［２－７］在杨梅中都已

得到应用［８］。

ｉＰＢＳ是以ＬＴＲ类反转录转座子保守位点设计引物进行
扩增的一种分子标记技术，针对ＬＴＲ类反转录转座子中２个
ＰＢＳ（引物结合位点）区间进行扩增［９］。该方法简单、有效，可

节约大量人力、物力，不用预先获知ＬＴＲ序列，直接进行引物
筛选。目前，该技术已经成功应用于亚麻［１０］、大麦、小麦、苹

果、玉米［９］、葡萄［１１］等的研究。当材料、方法不同时，需对扩

增条件进行优化才能得出更科学的标记谱带。本研究利用单

因素试验对杨梅ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应体系进行优化，通过对电泳
结果的分析建立了杨梅 ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应体系。同时利用该
反应体系对已有的ｉＰＢＳ引物进行初步筛选，研究结果将为使
用ｉＰＢＳ标记评价、鉴定杨梅种质资源提供了技术基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验所用的杨梅种质资源材料均采自江苏省太湖常绿果

树技术推广中心国家杨梅种质资源圃，杨梅品种为晚稻（浙

江舟山）、狗色头（江苏常熟）、浪荡子（江苏苏州东山）。ＰＣＲ
试剂购于 ＴａＫａＲａ公司（１０×ｒＴａｑｂｕｆｆｅｒ，２．５μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，
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２５μｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，５Ｕ／μＬｒＴａｑ），引物由上海生工合成（溶解
至１０μｍｏｌ／Ｌ）。
１．２　试验方法
１．２．１　杨梅ＤＮＡ提取与检测　杨梅基因组 ＤＮＡ提取采用
改良ＣＴＡＢ快速提取法［１２］。将杨梅嫩叶直接在 ＣＴＡＢ提取
液中匀浆，经过抽提、沉淀、溶解等步骤得到基因组 ＤＮＡ溶
液。获得的ＤＮＡ用１％琼脂糖凝胶电泳进行质量检测。通
过紫外分光光度计测定２６０、２８０ｎｍ处的吸光度，用于测算
ＤＮＡ纯度（Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ）、浓度（Ｄ２６０ｎｍ）。完成浓度测定的
ＤＮＡ溶液进一步稀释成１０ｎｇ／μＬ的工作液，用于后续 ＰＣＲ
反应。

１．２．２　杨梅ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应体系优化　杨梅ｉＰＢＳ－ＰＣＲ扩
增反应总体积为２０μＬ，选择在葡萄 ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应体系优
化中使用的２２４９引物（５′－ＡＡＣＣＧＡＣＣＴＣＴＧＡＴＡＣＣＡ－３′）
进行ＰＣＲ扩增（预试验结果显示该引物在杨梅中扩增效果较
好）［１１］。采用单因素法对 ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ、２５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｍｇ２＋、１０μｍｏｌ／Ｌ引物、模板用量进行试验，其中包括：（１）
２μＬ１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ，１μＬ２２４９引物，０．２μＬＴａｑ酶，１．６μＬ
ｄＮＴＰ，Ｍｇ２＋用量设为１．２、１．４、１．６、１．８μＬ，ＤＮＡ模板用量设
为５、１０、１５、２０、２５、３０、５０ｎｇ，用以确定最佳Ｍｇ２＋和模板ＤＮＡ
用量。（２）２μＬ１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ，１．６μＬｄＮＴＰ，１．６μＬＭｇ２＋，
０．２μＬＴａｑ酶，２２４９引物用量设为１、２μＬ，ＤＮＡ模板用量设
为１０、２０、３０、４０ｎｇ，用以确定引物与模板的最佳比例和用量；
（３）２μＬ１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ，１μＬ２２４９引物，３０ｎｇＤＮＡ模板，
０．２μＬＴａｑ酶，１．６μＬＭｇ２＋，ｄＮＴＰ用量设为 １．２、１．６、
２．０μＬ，用以确定ｄＮＴＰ的最佳用量。ＰＣＲ产物用２％琼脂糖
凝胶电泳方法进行检测，通过紫外凝胶成像系统对不同反应

体系进行评价，筛选出适合杨梅ｉＰＢＳ－ＰＣＲ最佳反应体系。
１．２．３　杨梅 ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应程序　本试验中杨梅 ｉＰＢＳ－
ＰＣＲ反应程序为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ｓ，４９～
５９℃（２℃／梯度，共６个梯度）退火５０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保温。ＰＣＲ产物评价方法与
“１．２．２”节相同，显示出退火温度对杨梅 ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应的

影响，用以确定最佳退火温度。

２　结果与分析

２．１　基因组ＤＮＡ提取与质量控制
电泳检测结果（图１）表明得到的杨梅基因组 ＤＮＡ主带

明亮，无明显拖尾，经ＲＮＡ酶处理后ＲＮＡ降解较好。分光光
度计检测结果表明７０ｍｇ新鲜叶片可以得到２～３μｇ基因组
ＤＮＡ，经ＲＮＡ酶处理后 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ在１．６５～１．９０之间，纯
度较好。

２．２　ＰＣＲ反应各因素对ｉＰＢＳ－ＰＣＲ扩增反应的影响
选用３个品种的杨梅基因 ＤＮＡ进行 ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应，

测试不同反应体系下的扩增效果，筛选ＰＣＲ反应各因素的优
化组合。

２．２．１　Ｍｇ２＋浓度对 ｉＰＢＳ－ＰＣＲ的影响　ＰＣＲ反应中的
Ｍｇ２＋对扩增的特异性和 Ｔａｑ酶活性有明显的影响。随着
Ｍｇ２＋用量的增加，扩增出的谱带逐渐增多且亮度也逐步增
加，弥散情况基本良好，有利于谱带的判读；但Ｍｇ２＋用量增至
１．８μＬ时，部分谱带的弥散程度有所增加，可能增加差异较
小的谱带判读难度，进而影响后续的结果分析。为了结果的

一致性，在测试时设置了７个模板用量（５、１０、１５、２０、２５、３０、
５０ｎｇ），发现Ｍｇ２＋用量对ｉＰＢＳ－ＰＣＲ的影响在不同模板量的
情况下是一致的（图 ２）。因此，在本研究中 １．２～１．８μＬ
Ｍｇ２＋用量均适宜杨梅的ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应，但是为了平衡谱带
数量和判读质量，在后续试验中Ｍｇ２＋用量固定为１．６μＬ。

２．２．２　模板 ＤＮＡ用量对 ｉＰＢＳ－ＰＣＲ的影响　模板用量是
ＰＣＲ体系的重要影响因素，杨梅ｉＰＢＳ－ＰＣＲ的预试验中就发
现１００ｎｇ以上的模板用量会导致扩增失败。当 Ｍｇ２＋用量固
定为１．６μＬ时在５～５０ｎｇ模板量范围内，模板量的改变对
ｉＰＢＳ－ＰＣＲ影响较大（图３）。当模板量增加时，扩增出的谱带
逐渐增多、亮度也有所增加，并且这种影响在３个杨梅品种中

具有一致性；对于得到谱带较多的品种，当模板量增至５０ｎｇ
时弥散程度增加，影响了结果分析。因此 综合考虑以上结

果，确定后续试验中模板ＤＮＡ用量为３０ｎｇ。
２．２．３　引物用量对ｉＰＢＳ－ＰＣＲ的影响　引物用量对扩增的
特异性和谱带的清晰度有明显影响。当引物用量由１μＬ增
加至２μＬ后，谱带数量减少且弥散情况比较严重，谱带的特
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征性也发生变化；本试验中同时使用３个品种、４个模板梯
度，电泳结果显示引物用量增加对杨梅ｉＰＢＳ－ＰＣＲ的影响是
一致的（图４）。因此，综合分析电泳结果，确定后续试验中引
物用量为１μＬ。
２．２．４　ｄＮＴＰ用量对ｉＰＢＳ－ＰＣＲ的影响　ｄＮＴＰ用量与 ＰＣＲ

反应的扩增效率关系密切。当ｄＮＴＰ用量为１．２μＬ时，扩增
效率低、谱带亮度不足；随着ｄＮＴＰ用量增加，条带逐渐变亮，
但是过多的 ｄＮＴＰ（２．０μＬ）会使谱带中的主带亮度大大增
加，从而影响其它条带的判读（图 ５）。因此，后续试验中
ｄＮＴＰ用量确定为１．６μＬ。

２．２．５　杨梅ｉＰＢＳ－ＰＣＲ最优化体系　通过一系列的单因素
测试，综合分析电泳结果，建立２０μＬ杨梅 ｉＰＢＳ－ＰＣＲ扩增
体系（表１）。

表１　杨梅ｉＰＢＳ－ＰＣＲ优化体系

成分 加入量（μＬ）
１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ ２．０
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋ １．６
２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ １．６
１０μｍｏｌ／Ｌ引物 １．０
５Ｕ／μＬＴａｑ酶 ０．２

１０ｎｇ／μＬ模板ＤＮＡ １．０
灭菌ｄｄＨ２Ｏ １２．６

２．３　退火温度对扩增反应的影响及杨梅ｉＰＢＳ－ＰＣＲ优化体
系验证

２．３．１　退火温度对ｉＰＢＳ扩增反应的影响　ＰＣＲ程序中的退
火温度直接决定了引物扩增的效果，对产物的特异性有重要

的影响。在分子标记中，退火温度可以直接影响谱带特征。

报道的引物２２４９理论退火温度为５１℃，合成报告 Ｔｍ值为
５３℃，为检测不同退火温度对扩增反应的影响，以浪荡子为
材料，在“２．２．５”节优化体系的基础上设置 ４９～５９℃
（２℃／梯度）共６个退火温度进行扩增反应；电泳结果显示随
着退火温度的升高，得到的谱带逐渐减少，谱带特征发生很大

变化（图６）；比较发现以 Ｔｍ值（５３℃）为退火温度得到的谱
带数目较多且比较清晰，因此在选择不同引物退火温度时推

荐使用Ｔｍ值作为参考进行上下调节。
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２．３．２　优化体系下的扩增效果　从杨梅资源圃中随机挑选
１０个品种提取 ＤＮＡ，并在已报道的 ｉＰＢＳ引物中随机选择４
条引物，以优化后的反应体系为基础、引物 Ｔｍ值作为退火温
度，进行ｉＰＢＳ－ＰＣＲ扩增反应，验证优化体系和退火温度设

置的有效性。结果（图７）显示，４条引物均扩增出清晰的谱
带且多态性明显，说明上述优化体系的确适用于杨梅ｉＰＢＳ分
子标记。

３　结论与讨论

高等植物中过半的重复ＤＮＡ由反转录转座子组成，它们
散布于各染色体上，是动态的基因组组件，有能力整合新的拷

贝，促进内部染色体重组［１３］。用其开发分子标记，信息量高，

多态性好，但是 ｉＰＢＳ分子标记也是基于 ＰＣＲ反应的分子标
记，虽然多态性非常丰富，但是与其他分子标记一样受到多种

因素的影响。试验的稳定性和可靠性与 ＰＣＲ反应体系和条
件关系很大，因此在使用前需要对反应体系进行优化。ＰＣＲ
体系中的各个组分不仅在绝对用量方面决定反应的扩增效

果，各个组分之间的比例也会对反应造成影响。除此以外，扩

增程序尤其是退火温度对 ｉＰＢＳ分子标记的谱带特征影响非
常大，本试验的测试结果同样支持此观点。综合本试验的扩

增结果，可以看出杨梅ｉＰＢＳ－ＰＣＲ反应体系中的各个组分在
一定的用量范围内均可以得到较好的扩增效果，因此在实际

试验过程中应该根据引物和模板的实际情况进行调整，最终

得到最佳效果的分子标记谱带信息。本研究利用单因素法获

得了适用于杨梅 ｉＰＢＳ标记检测的 ＰＣＲ体系，即在２０μＬ反
应体系中：２μＬ１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ，１．６μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，
１．６μＬ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，１μＬ１０μｍｏｌ／Ｌ引物，０．２μＬ
５Ｕ／μＬＴａｑ酶，３０ｎｇ模板ＤＮＡ，灭菌ｄｄＨ２Ｏ补足２０μＬ。该
反应体系重复性好，多态性高，有利于谱带的判读。本试验结

果将为利用ｉＰＢＳ－ＰＣＲ技术进行杨梅种质遗传多样性评价及
鉴定提供技术支持，也将为应用于其他植物的研究提供借鉴。
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