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　　摘要：融合引物与巢式聚合酶链式反应（ｆｕｓｉｏｎｐｒｉｍｅｒａｎｄｎｅｓｔｅｄｉｎｔｅｇｒａｔｅｄＰＣＲ，ＦＰＮＩ－ＰＣＲ）是一种分离并扩增已
知序列旁未知序列的有效方法。以大花三色堇（Ｖｉｏｌａ×ｗｉｔｔｒｏｃｋｉａｎａＧａｍｓ．）为材料，为提高 ＦＰＮＩ－ＰＣＲ产物特异性，
增加条带清晰度，降低非特异性条带的干扰，对ＦＰＮＩ－ＰＣＲ反应体系中第１轮的模板ＤＮＡ浓度进行对比，优化了第３
轮反应中引物浓度、ＴａｑＤＮＡ聚合酶浓度、缓冲液用量，筛选了第３轮特异性引物的退火温度，进一步完善了 ＦＰＮＩ－
ＰＣＲ反应体系。各因素优化比对试验表明：ＦＰＮＩ－ＰＣＲ第１轮反应体系应以稀释后的ＤＮＡ为模板，２０μＬ体系中，用
量在４．５～１０ｎｇ。第 ３轮最优反应体系为：２０μＬ反应体系中，特异性引物浓度 ０．２μｍｏｌ／Ｌ，引物 ＳＰ２浓度
０．７５μｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＤＮＡ酶用量１．０Ｕ，ｄＮＴＰ用量２μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）用量２μＬ，模板１μＬ（第２轮
反应稀释１００倍后取１μＬ为模板），ｄｄＨ２Ｏ补足。第３轮反应中，退火温度为６４℃或６６℃时条带最为清晰。
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　　融合引物与巢式聚合酶链式反应（ｆｕｓｉｏｎｐｒｉｍｅｒａｎｄｎｅｓ
ｔｅｄｉｎｔｅｇｒａｔｅｄＰＣＲ，ＦＰＮＩ－ＰＣＲ）是一种基于热不对称交错
ＰＣＲ（ｔｈｅｒｍａｌａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｉｎｔｅｒｌａｃｅｄＰＣＲ，ＴＡＩＬ－ＰＣＲ）技术原
理的ＰＣＲ方法［１］，主要是利用目标序列旁的已知序列设计３
个嵌套特异性引物，与给出的９个特殊设计的随机简并引物
（ａｒｂｉｔｒａｒｙｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｐｒｉｍｅ，ＡＤ）相结合，进行１次巢式反应，
并在简并引物的基础上设计２个嵌套的特殊引物替换第１轮
ＰＣＲ所用随机引物用于第２、３轮的扩增。ＦＰＮＩ－ＰＣＲ中融
合引物（ｆｕｓｉｏｎｐｒｉｍｅｒ），即特殊设计的随机简并引物，由３′端
的随机寡核苷酸（ａｒｂｉｔｒａｒｙｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ）和５′端
可设计特异引物的一段序列组成，该序列用以替换初次 ＰＣＲ
所用简并引物。经过热不对称循环后的产物含有特异引物结

合位点，能有效降低产物稀释后非特异性扩增的影响［２］。

ＦＰＮＩ－ＰＣＲ具有高效灵敏、产物特异性高、重复性好、能够在
较短的时间内获得目标片段等优点，是扩增基因侧翼序列特

别是启动子的有效方法［３］。

ＦＰＮＩ－ＰＣＲ与ＴＡＩＬ－ＰＣＲ技术类似，其反应产物的稳定
性、可重复性明显受到反应体系模板、引物、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、
Ｂｕｆｆｅｒ以及 ３轮退火温度等因素的影响［４］。在 进行

ＦＰＮＩ－ＰＣＲ反应获取未知序列时，有必要根据上述因素，对
不同因素进行优化组合，以获得最优的反应结果。

大花三色堇（Ｖｉｏｌａ×ｗｉｔｔｒｏｃｋｉａｎａＧａｍｓ．）是重要的冬春季
花卉，有着十分丰富的花色和花斑类型，是研究植物花斑形成

的理想植物［５］。笔者所在实验室先前的研究表明，二氢黄酮

醇还原酶（ｄｉｈｙｄｒｏｆｌａｖｏｎｏｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＤＦＲ）和花青素合成酶
（ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓｙｎｔｈａｓｅ，ＡＮＳ）基因是三色堇花斑由无色转向
着色的关键性基因［６］。关于 ＤＦＲ和 ＡＮＳ的相关研究发现，
其启动子中含有的众多调控元件，与花色素调控密切相

关［７－９］。因而这２个基因的启动子结构特点，可能是花斑位
置形成的一个关键性因素，其启动子的克隆，对于进一步研究

三色堇色斑的形成具有十分重要的意义。ＦＰＮＩ－ＰＣＲ技术
是克隆启动子序列的有效方法，而目前关于三色堇 ＦＰＮＩ－
ＰＣＲ技术研究尚无相关报道，本研究以三色堇为材料，对其
ＦＰＮＩ－ＰＣＲ反应体系进行优化，为三色堇 ＶｗＤＦＲ和 ＶｗＡＮＳ
基因启动子的克隆提供技术基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
大花三色堇品种“宾哥”，花色为黄底黑斑，栽培于海南

大学园艺园林学院基地。

１．２　方法
１．２．１　模板ＤＮＡ的提取　提取三色堇幼叶 ＤＮＡ，步骤参考
尚啸等的改良 ＣＴＡＢ法［１０］，仅核酸分离时改用加１／１０体积
的５ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ。提取的ＤＮＡ用０．８％的琼脂糖凝胶电泳检
测ＤＮＡ质量，电泳结果通过凝胶成像仪（Ｄｏｌｏｐｈｉｎ－Ｄｏｃ，美
国）拍照，利用紫外分光光度计测浓度。小管分装 －２０℃
保存。

１．２．２　试验中用到的引物　包括ＦＰＮＩ－ＰＣＲ反应体系中的
第１轮、第２轮、第３轮的简并引物、特殊引物（表１）［１］以及
根据ＶｗＡＮＳ基因设计的特异引物（表２）。
１．２．３　ＦＰＮＩ－ＰＣＲ体系的优化　（１）模板 ＤＮＡ浓度筛选。
将提取的ＤＮＡ稀释１００、２００倍，然后将未稀释的 ＤＮＡ和稀
释不同倍数的 ＤＮＡ作为第１轮 ＰＣＲ反应的模板，反应采用
表１中的ＦＰ５、ＦＰ６、ＦＰ７、ＦＰ９这４条简并引物，反应程序见表
３，反应体系为２０μＬ，具体组分见参考文献［１］。
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表１　ＶｗＡＮＳ基因启动子ＦＰＮＩ－ＰＣＲ扩增的随机简并引物

引物名称 引物序列（５′→３′） 引物用途

ＦＰ１ ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＣＧＣＧＴＧＧＴＮＴＣＧＡＳＴＷＴＳＧＷＧＴＴ １ｓｔＰＣＲｐｒｉｍｅｒ
ＦＰ２ ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＣＧＣＧＴＧＧＴＮＧＴＣＧＡＳＷＧＡＮＡＷＧＡＡ １ｓｔＰＣＲｐｒｉｍｅｒ
ＦＰ３ ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＣＧＣＧＴＧＧＴＷＧＴＧＮＡＧＷＡＮＣＡＮＡＧＡ １ｓｔＰＣＲｐｒｉｍｅｒ
ＦＰ４ ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＣＧＣＧＴＧＧＴＡＧＷＧＮＡＧＷＡＮＣＡＷＡＧＧ １ｓｔＰＣＲｐｒｉｍｅｒ
ＦＰ５ ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＣＧＣＧＴＧＧＴＮＧＴＡＷＡＡＳＧＴＮＴＳＣＡＡ １ｓｔＰＣＲｐｒｉｍｅｒ
ＦＰ６ ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＣＧＣＧＴＧＧＴＮＧＡＣＧＡＳＷＧＡＮＡＷＧＡＣ １ｓｔＰＣＲｐｒｉｍｅｒ
ＦＰ７ ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＣＧＣＧＴＧＧＴＮＧＡＣＧＡＳＷＧＡＮＡＷＧＡＡ １ｓｔＰＣＲｐｒｉｍｅｒ
ＦＰ８ ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＣＧＣＧＴＧＧＴＧＴＮＣＧＡＳＷＣＡＮＡＷＧＴＴ １ｓｔＰＣＲｐｒｉｍｅｒ
ＦＰ９ ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＣＧＣＧＴＧＧＴＮＣＡＧＣＴＷＳＣＴＮＴＳＣＴＴ １ｓｔＰＣＲｐｒｉｍｅｒ
ＳＰ１ ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ ２ｎｄＰＣＲｐｒｉｍｅｒ
ＳＰ２ ＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＣＧＣＧＴＧＧＴ ３ｒｄＰＣＲｐｒｉｍｅｒ

表２　ＶｗＡＮＳ基因启动子ＦＰＮＩ－ＰＣＲ扩增巢式引物

引物名称 引物序列（５′→３′） 引物用途

ＧＳＰ１ ＧＣＴＴＧＣＴＴＣＣＡＴＡＧＣＣＴＴＧＡＡＴ １ｓｔＰＣＲｐｒｉｍｅｒ
ＧＳＰ２ ＧＣＧＴＧＡＡＴＣＴＣＴＴＴＣＴＣＣＴＣＧ ２ｎｄＰＣＲｐｒｉｍｅｒ
ＧＳＰ３ ＣＡＡＡＧＡＴＧＴＣＣＣＣＡＡＴＧＣＴＣＧＴ ３ｒｄＰＣＲｐｒｉｍｅｒ

　　（２）ＦＰＮＩ－ＰＣＲ反应退火温度的梯度筛选。根据设计的
特异性引物ＧＳＰ３的 ＴＭ值，对第３轮退火温度进行梯度筛
选，筛选温度分别是６２、６４、６６℃。
　　（３）引物、１０×ｂｕｆｆｅｒ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ２＋ ｐｌｕｓ）、ＴａｑＤＮＡ
酶用量的对比。ＰＣＲ反应采用２０μＬ反应体系，分别对影响
第３轮反应体系中的主要参数：引物、１０×ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）、
ＴａｑＤＮＡ酶，设置不同的浓度梯度，具体参数值见表 ３。此
外，每２０μＬ反应体系中均含有 ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、特
异性引物０．２μｍｏｌ／Ｌ，模板为第２轮反应产物稀释１００倍取
１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ补足至２０μＬ。逐一优化每个参数值，优化
时，其他参数值均采用表３所列反应参数的第一水平值，引物
采用参考文献［１］中的 ＦＰ５、ＦＰ６、ＦＰ７、ＦＰ９这４条简并引物
（表１），反应程序见表４。

表３　ＦＰＮＩ－ＰＣＲ反应体系各因素与水平

ＦＰＮＩ－ＰＣＲ反应参数
梯度

１ ２ ３ ４
Ｔａｑ酶（Ｕ） ０．５ １．０ １．５
１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）（μＬ） １．５０ １．７５ ２．００
特异引物（μｍｏｌ／Ｌ） ０．２５ ０．５０ ０．７５ １．００

表４　ＦＰＮＩ－ＰＣＲ反应程序

ＰＣＲ反应 循环数 温度状况

第１轮ＰＣＲ １ ９５℃９０ｓ
２ ９４℃１０ｓ；６２℃ ３０ｓ；７２℃２ｍｉｎ
１ ９４℃１０ｓ；２５℃ ２ｍｉｎ；；７２℃ ２ｍｉｎ

９４℃１０ｓ；６２℃ ３０ｓ；７２℃２ｍｉｎ
９４℃１０ｓ；６２℃ ３０ｓ；７２℃２ｍｉｎ
９４℃１０ｓ；４４℃ ３０ｓ；７２℃２ｍｉｎ

１ ７２℃５ｍｉｎ
第２轮ＰＣＲ １ ９５℃９０ｓ

３０ ９４℃１０ｓ；６２℃ ３０ｓ；７２℃２ｍｉｎ
１ ７２℃５ｍｉｎ

第３轮ＰＣＲ １ ９５℃９０ｓ
１２ ９４℃１０ｓ；６２℃ ３０ｓ；７２℃２ｍｉｎ
１ ７２℃５ｍｉｎ

　　注：表示２５℃保持１２０ｓ后以０．２℃／ｓ升温至７２℃。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ的提取结果
以三色堇嫩叶为材料提取 ＤＮＡ，经紫外分光光度计检

测，浓度为（０．９０１±０．０１９）μｇ／Ｌ，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ介于１．８～２．０
之间，说明样品ＤＮＡ中杂质较少。０．８％琼脂糖凝胶电泳结
果如图１所示，点样孔无滞留，条带清晰明亮，无明显拖尾现
象，说明 ＲＮＡ等杂质去除较干净。结果表明，采用改良
ＣＴＡＢ法可以有效地提取三色堇幼叶的 ＤＮＡ［１０］，对于后续
ＰＣＲ反应有利。

２．２　ＤＮＡ的浓度对ＦＰＮＩ－ＰＣＲ的影响
模板ＤＮＡ的用量对ＦＰＮＩ－ＰＣＲ反应有着非常直观的影

响，过多或者过少都会造成产物的不稳定或者无法产生条带。

普通方法提取的 ＤＮＡ通常含有杂质，而杂质对 ＰＣＲ产物的
影响是非常显著的。为了获得清晰条带，降低非特异性扩增，

本试验以３个浓度的ＤＮＡ为模板，利用ＦＰ５、ＦＰ７、ＦＰ９这３种
简并引物分别扩增，其他条件相同，结果如图２所示。
　　以未稀释ＤＮＡ为模板，３轮扩增后均无清晰条带（图２）。
将ＤＮＡ模板分别稀释１００、２００倍，随着 ＤＮＡ稀释倍数的增
加，简并引物ＦＰ５扩增出的条带数量明显增加，且条带清晰度
明显提升；简并引物ＦＰ９扩增的结果，１００倍稀释比２００倍稀释
扩增条带数量更多、条带更加清晰（图２）。同时，７号引物在多
个模板浓度下皆无明显条带，说明利用ＦＰＮＩ－ＰＣＲ进行扩增
时，模板的稀释倍数应配合不同的简并引物进行筛选，以期降

低杂质等对反应的影响，才能获得更为清晰的条带。

２．３　退火温度对扩增产物的影响
通过对５、７、９号引物扩增反应的第３轮扩增的退火温度

进行筛选，筛选温度为６２、６４、６６、６８℃，结果见图３。总体来
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看，６４、６６℃反应效果更好，但是不同引物反应的最佳退火温
度不同，如 ＦＰ５引物 ６４℃下扩增效果较好，ＦＰ９号中超过
７００ｂｐ的条带，在６６℃下更清晰。

２．４　Ｔａｑ酶的用量对ＦＰＮＩ－ＰＣＲ的影响
Ｔａｑ酶在ＰＣＲ反应体系中用量少，却极为重要，Ｔａｑ酶的

类型、用量，甚至是生产商，都会对 ＰＣＲ产物造成明显的影
响。在本研究中，分别对以ＦＰ６和 ＦＰ７简并引物扩增获得的
ＰＣＲ产物进行Ｔａｑ酶的优化，其他条件全部相同，结果如图４
所示。试验发现，Ｔａｑ酶的用量对反应条带的数量和清晰度
都有一定影响，随着 Ｔａｑ酶用量的增加，ＦＰ６和 ＦＰ７扩增的
ＰＣＲ产物的量均有所提高，但 ＦＰ６更为明显，能获得较为清
晰的条带，而 ＦＰ７无明显的清晰条带。以简并引物 ＦＰ６扩
增，Ｔａｑ酶用量１．５Ｕ时比１．０Ｕ时条带亮度只略有提升，且
非特异性扩增也更为明显，表明Ｔａｑ酶用量１．０Ｕ更为合适。

２．５　１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）用量对ＦＰＮＩ－ＰＣＲ的影响
分别以简并引物 ＦＰ６和 ＦＰ７进行扩增，通过改变 １０×

Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）用量，其他条件均相同，结果见图５。结
果显示，以简并引物 ＦＰ６扩增，３种缓冲液用量均获得条带，

但用量为２μＬ时，目的条带更为清晰；以简并引物ＦＰ７扩增，
缓冲液为１．５μＬ时无条带，由１．７５μＬ增至２μＬ时，条带数
量增加，清晰度略有增加。

２．６　引物浓度对ＦＰＮＩ－ＰＣＲ的影响
以ＦＰ６和ＦＰ７这２种简并引物扩增，对第３轮引物 ＳＰ２

浓度进行筛选。结果（图６）显示，引物浓度为０．２５μｍｏｌ／Ｌ
时，均无条带，随着引物浓度的上升，条带数量、亮度明显增

加，非特异性扩增同样增加，条带出现模糊现象。由图６可
知，以ＦＰ６和ＦＰ７为简并引物扩增，第３轮引物 ＳＰ２浓度为
０．７５～１．０μｍｏｌ／Ｌ时，均有较好结果。但从节约成本、提高
条带清晰度、减少非特异性扩增角度考虑，０．７５μｍｏｌ／Ｌ时
更佳。

３　结论与讨论

３．１　结论
从试验结果来看，ＦＰＮＩ－ＰＣＲ适合以低浓度 ＤＮＡ为模

板，第１轮反应以稀释后的ＤＮＡ为模板，２０μＬ体系中，用量
在４．５～１０ｎｇ。对三色堇ＦＰＮＩ－ＰＣＲ第３轮体系进行优化，
最优反应体系是：２０μＬ反应体系中，特异性引物浓度
０．２μｍｏｌ／Ｌ，引物 ＳＰ２浓度 ０．７５μｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＤＮＡ酶用量
１０Ｕ，ｄＮＴＰ用量２μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）用量
２μＬ，模板为第２轮反应稀释１００倍后取１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足。
第３轮反应经温度筛选，退火温度６４℃或６６℃时条带最佳。
３．２　讨论

ＦＰＮＩ－ＰＣＲ是基于热不对称 ＰＣＲ技术原理的 ＰＣＲ方
法，共包括３轮ＰＣＲ反应。其中，第１轮反应中，含３次高严
谨反应，目的是使高退火温度的特异性引物 ＳＰ１与模板序列
退火延伸；１次低严谨反应，目的是使简并引物结合到较多的
目的序列上；５次热不对称的高低特异性循环交替反应，使目
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的片段得以指数性扩增。第２、３轮为普通 ＰＣＲ反应，通过特
异性嵌套引物进一步扩增目的条带。它与普通 ＴＡＩＬ－ＰＣＲ
的主要区别在于给出了经过优化后的一系列简并引物，并在

简并引物的基础上设计了嵌套的特殊引物 ＦＳＰ１、ＦＳＰ２用于
第２、３轮的扩增［２］。特异性嵌套引物的存在，使非目的条带

得不到大量扩增，而非目标序列中的发卡结构也能抑制其扩

增，从而提高了目的片段扩增的准确性［１１］。

由于ＦＰＮＩ－ＰＣＲ反应步骤较多，因此影响扩增结果的因
素也较多。首先，第１轮的高低严谨热不对称反应是目标片
段扩增的最初环节，而本试验证明，模板浓度是影响第１轮反
应结果的关键因素。在研究中发现，低浓度的ＤＮＡ模板更容
易获得扩增结果，且模板ＤＮＡ的稀释倍数对不同简并引物扩
增的影响不同。在其他 ＰＣＲ反应的研究中同样发现，植物
ＤＮＡ模板的浓度对于目的片段的扩增具有很大的影响［１２］。

在ＴＡＩＬ－ＰＣＲ中，通常需要对模板进行稀释，才能获得较为
清晰的条带［４，１３］。原因可能是ＤＮＡ中所含杂质的影响，未稀
释的高浓度ＤＮＡ中所含杂质更多，影响条带扩增，另外，不同
简并引物对模板的浓度要求也可能不同，所适应的模板浓度

存在差异。

在ＦＰＮＩ－ＰＣＲ反应中，第１轮扩增产物因条带杂、浓度
低，往往无法通过凝胶成像显示，需要通过第２轮对目标条带
的进一步扩增获得初步结果。通过第２轮产物凝胶成像，以
有条带的第２轮稀释产物为模板，通过第３轮反应进一步扩
增，以期获得较第２轮更为清晰的条带。因此，第３轮反应体
系的优化对最终结果的获得具有重要作用。

本研究中，针对第３轮 ＰＣＲ反应中部分因素进行了优
化，结果发现，与ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）、ＴａｑＤＮＡ酶用量相比，引
物的浓度影响最为显著，随着引物浓度的上升，条带数量、亮

度明显增加。需要注意的是，较高的引物浓度虽有利于扩增，

但会造成条带模糊、非特异性条带增加，这与其他 ＰＣＲ反应
类似［１４］，不利于与第 ２轮条带比对推测目的条带。虽然
ＦＰＮＩ－ＰＣＲ中融合引物特殊且相对较短，有利于与 ＤＮＡ模
板结合扩增目的条带，但经过３轮反应虽然在一定程度上降
低了非特异条带的干扰，但杂条带的影响仍是影响试验结果

的重要原因［１５］。因此，在第３轮反应中选出最适当的引物浓
度，具有十分重要的作用。含 Ｍｇ２＋的ｂｕｆｆｅｒ缓冲液主要对引
物和模板的退火、ＴａｑＤＮＡ酶的稳定起作用，当缓冲液低于一
定限度不能产生条带，但用量过多也会使ｄＮＴＰ过量结合，非
特异性条带增加，不利于反应［１６－１７］。与缓冲液相对应，Ｔａｑ
ＤＮＡ酶用量的多少，同样对 ＰＣＲ反应存在直接影响，不同的
Ｔａｑ酶需要配合相应的缓冲液使用，过少无法产生条带，过多
也会造成非特异性扩增［１８－１９］。在本试验中，较高的 ｂｕｆｆｅｒ浓
度和ＴａｑＤＮＡ酶均有利于扩增。

ＰＣＲ反应中除各因素外，退火温度对目的条带的获取同
样具有重要作用。相关研究发现，对热不对称 ＰＣＲ第３轮反
应退火温度的优化，能有效地促进目的片段的富集［２０］。本试

验第３轮ＰＣＲ反应中，特异性引物的 Ｔｍ值为６５℃，通过温
度筛选得出，退火温度为６４℃或６６℃时，条带更为清晰。

综上所述，本研究发现，在 ＦＰＮＩ－ＰＣＲ中通过优化反应
体系中各因素的浓度或用量，筛选３轮 ＰＣＲ的退火温度，均
能有效地增加目的条带的清晰度，减少非特异性扩增，为后续

研究打下良好基础，为其他物种基因启动子的研究提供一定

的借鉴作用。
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