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　　摘要：为快速有效地确定辣椒疫霉菌ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，采用正交优化设计方法，对影响辣椒疫霉菌ＳＳＲ－ＰＣＲ
反应体系的４个主要因素（模板ＤＮＡ、引物、ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ酶）在４个水平上进行优化。结果表明，不同因素下各水平浓
度对ＳＳＲ－ＰＣＲ的反应结果均有显著性影响，最佳反应体系（２０μＬ）为：１．０ｎｇ模板 ＤＮＡ，０．８μｍｏｌ／Ｌ引物，
０．５μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，１．０ＵＴａｑ酶。ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性１５ｓ，５８．４℃退火３０ｓ，３６个循环，
７２℃延伸２ｍｉｎ，最佳循环数为３６。利用该体系对１２份辣椒疫霉菌进行验证，证明该体系稳定可靠，本试验为辣椒疫
霉菌遗传多样性分析研究及分子育种奠定了理论基础。
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　　辣椒疫霉菌（ＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉＬｅｏｎｉａｎ）是引起辣椒疫
病的霜霉属真菌，危害作物根、茎、叶，卵孢子可在土壤中越

冬。由于疫病是土传病害，传播速度快、途径广，给辣椒生产

带来巨大的经济损失［１］。目前，种植抗病品种是防治辣椒疫

病的有效方法之一，然而，辣椒疫霉菌具有很高的变异性［２］，

基于ＳＳＲ标记具有位点多态性高的特点，可以揭示这些变异
并发现不同种间的多态性［３］。因此，对辣椒疫霉菌遗传多样

性的深入研究对辣椒抗病育种及群体结构分析具有重要

意义。

简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ）又称微卫星
ＤＮＡ（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡ）是以１～６个核苷酸多次串联重复
的ＤＮＡ序列［４］，具有数量丰富、多态性高、对 ＤＮＡ质量要求
不高且重复性好、可靠性高等特点［５］。ＳＳＲ位点的多态性对
基因及基因组的遗传变异具有重要作用，可用于研究真菌种

群的遗传结构多样性［６］，但相关疫霉菌的报道较少［７］。蔺宇

等通过对大豆疫霉菌ＥＳＴ开发新的ＳＳＲ标记，来研究大豆疫
霉菌的遗传变异［８］。孙文秀等对７个不同区域的辣椒疫霉菌
进行ＲＡＰＤ分析，探索了不同区域辣椒疫霉菌的遗传分化关
系［９］。姚国胜等用ＳＳＲ对马铃薯致病疫霉群体结构进行分
析并完善了其分子标记体系［１０］。

本研究对Ｔａｑ酶、模板ＤＮＡ、ｄＮＴＰ、引物等４个因素，在４
个不同浓度水平下进行正交试验设计，进行扩增体系的优化，

并对退火温度进行优化，以期确定辣椒疫霉菌ＳＳＲ－ＰＣＲ反
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应的最优体系，为后续群体遗传多样性分析等奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
本试验所用材料为青海省农林科学院园艺研究所采集的

来自青海省海东市乐都区、循化县、大通县、互助县、贵德县等

５个地区的１２株辣椒疫霉菌。菌株信息如表１所示。

表１　１２株辣椒疫霉菌菌株采集地与寄主

序号菌株编号 采集地点 寄主

１ ＬＬ０４ 青海省海东市乐都区柳湾村 猪大肠６－１
２ ＬＬ０５ 青海省海东市乐都区柳湾村 航椒８号
３ ＬＸ０２ 青海省海东市乐都区高庙镇小河滩村 陇椒５号
４ ＬＬ０６ 青海省海东市乐都区柳湾村 猪大肠６－１
５ ＬＣ０４ 青海省海东市乐都区长理村 乐都长辣椒

６ ＨＸ０１ 青海省海东市互助县下二村 猪大肠

７ ＨＸ０２ 青海省海东市互助县下二村 猪大肠

８ ＨＷ０１ 青海省海东市互助县威远镇兰家村 精品茄门

９ ＨＷ０２ 青海省海东市互助县威远镇兰家村 精品茄门

１０ ＤＴ０１ 青海省海东市大通县示范基地 航椒８号
１１ ＸＸ０１ 青海省海东市循化县新建村 循化线辣椒

１２ ＧＸ０５ 青海省海东市贵德县尕让乡希望村 贵德辣椒

　　试验所用 Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（Ｄ２０００）、Ｍｇ２＋、
１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ均购自天根生化科技（北京）有限公司。ＳＳＲ
引物根据ＧｅｎｅＢａｎｋ所公布的辣椒疫霉菌全序列基因，利用引
物设计软件Ｐｒｉｍｅｒ５设计而成，引物由北京华大基因有限公
司合成。

核酸检测仪（２０００Ｃ，购自 Ｔｈｅｒｍｏ）；ＰＣＲ仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｐｒｏ，购自上海研域仪器设备有限公司）；电泳仪
（ＤＹＹ－６Ｃ型，购自北京市六一仪器厂）；凝胶成像仪
（ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ３００／３５０／ＲＴＥＣＬ，购自Ｂｉｏ－ＲＡＤ）。
１．２　基因组ＤＮＡ提取与检测

采用生工ＵＮＩＱ－１０柱式真菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒
提取辣椒疫霉菌基因组ＤＮＡ。用核酸检测仪确定 ＤＮＡ浓度
与纯度，并将样品 ＤＮＡ稀释到所需浓度，用１％浓度的琼脂
糖凝胶电泳检测ＤＮＡ提取效果，并在凝胶成像仪上分析与拍
照，最后于－８０℃保存。
１．３　ＰＣＲ反应体系正交试验

以采集自青海省海东市乐都区的辣椒疫霉菌（ＬＬ０４）为
试验材料，ＢＪＰ０５号引物（５′－３′：ＧＡＣＴＣＧＧＡＣＴＣＧＧＡＣＧＡＣ，
３′－５′：ＣＴＣＣＴＧＣＴＣＡＴＣＴＴＴＣＡＧＧＣ）为试验引物，ＳＳＲ－ＰＣＲ
反应体系的４个因素分别为模板ＤＮＡ、ｄＮＴＰｓ、引物、Ｔａｑ酶的
浓度，采用Ｌ１６（４

４）正交试验设计进行４因素４水平筛选分
析，方案如表２、表３所示。设试验总体系为２０μＬ，按照表２
中要求加入，另加４μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、２μＬＭｇ２＋，用ｄｄＨ２Ｏ
补足 ２０μＬ。ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性 ２ｍｉｎ；
９４℃变性 １５ｓ，５８．４℃退火 ３０ｓ，３６个循环，７２℃延伸
２ｍｉｎ，４℃保存。所得 ＰＣＲ扩增产物加 ５μＬ６×Ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ，充分混匀后，取１０μＬ在１％琼脂糖凝胶上１２０Ｖ恒压
下电泳３０ｍｉｎ，电泳结束后在凝胶成像系统上观测拍照。
１．４　正交试验数据分析

本试验数据统计参照申洁等的方法［１１］，统计可识别条

表２　ＳＳＲ－ＰＣＲ体系的因素水平

水平

因素

Ａ：模板ＤＮＡ
（ｎｇ）

Ｂ：引物
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｃ：ｄＮＴＰｓ
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｄ：Ｔａｑ酶
（Ｕ）

１ ０．６ ０．４ ０．５ ０．７
２ ０．８ ０．６ １．０ １．０
３ １．０ ０．８ １．５ １．３
４ １．２ １．０ ２．０ １．６

表３　ＳＳＲ－ＰＣＲ反应正交试验设计Ｌ１６（４４）

编号

因素

Ａ：模板ＤＮＡ
（ｎｇ）

Ｂ：引物
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｃ：ｄＮＴＰｓ
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｄ：Ｔａｑ酶
（Ｕ）

１ ０．６ ０．４ ０．５ ０．７
２ ０．６ ０．６ １．０ １．０
３ ０．６ ０．８ １．５ １．３
４ ０．６ １．０ ２．０ １．６
５ ０．８ ０．４ １．０ １．３
６ ０．８ ０．６ ０．５ １．６
７ ０．８ ０．８ ２．０ ０．７
８ ０．８ １．０ １．５ １．０
９ １．０ ０．４ １．５ １．６
１０ １．０ ０．６ ２．０ １．３
１１ １．０ ０．８ ０．５ １．０
１２ １．０ １．０ １．０ ０．７
１３ １．２ ０．４ ２．０ １．０
１４ １．２ ０．６ １．５ ０．７
１５ １．２ ０．８ １．０ １．６
１６ １．２ １．０ ０．５ １．３

带，同时参考条带明亮程度及背景清晰度，进行数据分析。数

据采用极差、方差和多重比较方法分析各个处理结果，结果如

表４所示。
表４　ＳＳＲ－ＰＣＲ正交试验结果

编号 模板ＤＮＡ 引物 ｄＮＴＰｓ Ｔａｑ酶 扩增片段数

１ １ １ １ １ ３
２ １ ２ ２ ２ ５
３ １ ３ ３ ３ ７
４ １ ４ ４ ４ ４
５ ２ １ ２ ３ ６
６ ２ ２ １ ４ ８
７ ２ ３ ４ １ ８
８ ２ ４ ３ ２ ５
９ ３ １ ３ ４ ７
１０ ３ ２ ４ ３ ６
１１ ３ ３ １ ２ ７
１２ ３ ４ ２ １ ８
１３ ４ １ ４ ２ ５
１４ ４ ２ ３ １ ６
１５ ４ ３ ２ ４ ６
１６ ４ ４ １ ３ ５
ｋ１ ２０ ２１ ２３ ２５
ｋ２ ２７ ２５ ２５ ２２
ｋ３ ２８ ２８ ２５ ２４
ｋ４ ２１ ２２ ２３ ２５
Ｒ ８ ７ ２ ３

—１８—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第７期



１．５　退火温度优化
ＰＣＲ反应体系中，每对引物都有其最适宜的退火温度。

对同一模板、引物，设退火温度梯度进行ＰＣＲ扩增反应，以引
物的参考退火温度±４℃上下浮动［１２］，以期获得该反应体系

下最佳退火温度。依据上述试验的最优反应体系对退火温度

进行优化。采用梯度 ＰＣＲ模式，自动设定温度为 ５４．４～
６１．４℃，生成温度梯度 ５４．４、５５．６、５６．４、５７．２、５８．４、５９．０、
６０．５、６１．２℃。其他反应程序与ＰＣＲ正交试验设计的扩增程
序相同。

１．６　扩增体系稳定性验证
利用优化的体系，以ＢＪＰ０５号引物随机选取１２份辣椒疫

霉菌ＤＮＡ模板分别进行 ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增，进行辣椒疫霉菌
ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的稳定性检测。

２　结果与分析

２．１　基因组ＤＮＡ提取与检测
本试验利用生工真菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒提取１２份

辣椒疫霉菌模板 ＤＮＡ，用核酸检测仪检测模板 ＤＮＡ浓度及
纯度，其Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值在１．８０～１．９２之间，ＤＮＡ浓度平均

为３２０ｎｇ／μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ稀释至所需浓度，－８０℃保存。
２．２　ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增结果

利用正交优化设计 Ｌ１６（４
４），ＰＣＲ扩增产物电泳结果如

图１所示，１６个处理结果均有条带出现。从图１可以看出，４
个因素在不同水平处理下其扩增结果存在明显差异。处理

２、６、９、１０、１１、１３、１５的扩增条带数多且清晰，其中９、１０、１１
处理 主 条 带 较 明 显，因 此 可 认 为 这 ３个 组 合———９
（Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ４）、１０（Ａ３Ｂ２Ｃ４Ｄ３）、１１（Ａ３Ｂ３Ｃ１Ｄ２）是１６个正交试
验处理中较适合辣椒疫霉菌ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的组合。
２．３　正交试验数据分析

组合９、１０、１１是１６个正交试验处理中较优的组合，根据
所得试验数据对各因素进行数据分析，以确定最佳组合。极

差越大，离散程度越大，也说明该因素对试验结果影响最

大［１３－１４］。由表４可知，影响辣椒疫霉菌ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系
的４个因子中，模板ＤＮＡ浓度影响最大，其次是引物浓度，再
次是Ｔａｑ酶浓度，影响最小的是 ｄＮＴＰｓ浓度。由此判断出，
ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增结果特异性条带多且亮的３个组合中最优的
反应体系是组合１１（Ａ３Ｂ３Ｃ１Ｄ２）。

　　为验证以上结果，对表４中各组合下扩增片段数据进行
方差分析，结果如表５所示，４因素 Ｆ值的大小顺序为模板
ＤＮＡ＞引物＞Ｔａｑ酶 ＞ｄＮＴＰｓ，说明模板 ＤＮＡ浓度对辣椒疫
霉菌ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增结果影响最大，其次是引物浓度和 Ｔａｑ
酶浓度，ｄＮＴＰｓ浓度对扩增反应结果影响最小。其中，模板
ＤＮＡ、引物、Ｔａｑ酶各浓度水平对ＰＣＲ扩增结果均有显著性差
异，且模板ＤＮＡ各水平对扩增结果具有极显著性差异。方差
分析结果与极差分析结果一致，则证明正交优化设计表中第

１１组处理是辣椒疫霉菌ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的最优处理，即
影响辣椒疫霉菌ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的４因素最佳浓度水平
分别为 １．０ｎｇ模板 ＤＮＡ、０．８μｍｏｌ／Ｌ引物、０．５μｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ、１．０ＵＴａｑ酶。

表５　ＳＳＲ－ＰＣＲ正交试验各因素间方差分析结果

变异来源 平方和 自由度 方差 Ｆ值
模板ＤＮＡ １４．７５０ ３ ４．９１７ ９．８３３

引物 ７．５００ ３ ２．５００ ５．０００

ｄＮＴＰｓ ４．０００ ３ １．３３３ ２．６６７
Ｔａｑ酶 ６．０００ ３ ２．０００ ４．０００

误差 １４．８９７ ３
总计 ４７．１４７ １５

　　注：Ｆ０．０５（３，１５）＝３．２９，Ｆ０．０１（３，１５）＝５．４２；“”表示在０．０５

水平上差异显著，“”表示在０．０１水平上差异显著。

２．４　ＰＣＲ退火温度筛选
ＰＣＲ反应中，退火温度可能直接影响模板与引物的特异

性结合。如图２所示，８个退火温度下均可扩增出特异性条
带，在退火温度低时，非特异性条带增多，且条带模糊不清晰，

在退火温度高时，条带较暗。第１、２、３退火温度处理条带扩
增弥散严重，背景较深，出现非特异性条带且主带亮度较弱；

随着退火温度的升高，第６、７、８退火温度处理条带弥散减少，
扩增不稳定且主带缺失；当退火温度为５７．２～５８．４℃时，扩
增条带清晰，重复性好且主条带亮，但以５８．４℃时扩增效果
最佳。因此确定该引物的最佳退火温度为５８．４℃。

２．５　ＳＳＲ－ＰＣＲ最佳反应体系稳定性检测结果
采用上述最佳反应体系结果，用ＢＪＰ０５号引物，对来自青

海省海东市乐都区、互助县、大通县、循化县、贵德县的１２份
辣椒疫霉菌ＤＮＡ进行ＳＳＲ扩增。结果如图３所示，引物对每
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份ＤＮＡ样品均扩增出清晰的、多态性高且重复性好的目的条
带，说明该体系稳定性较好，适用于辣椒疫霉菌的ＳＳＲ反应。

３　讨论

由于ＳＳＲ标记易受到反应体系和扩增程序的影响，且各
因素间又存在互作效应［１５］，因此确定辣椒疫霉菌 ＳＳＲ－ＰＣＲ
最佳反应体系能够迅速获得试验结果，为辣椒疫霉菌遗传多

样性研究的顺利进行节省时间与成本［１６］。本试验采用

Ｌ１６（４
４）正交试验设计，确立最佳组合，通过方差分析确定各

个因素在４个浓度水平下对ＳＳＲ－ＰＣＲ反应影响的大小。
在ＰＣＲ反应标准体系中，影响 ＰＣＲ结果的５个因素为

Ｔａｑ酶、Ｍｇ２＋、ＤＮＡ、ｄＮＴＰｓ、引物。Ｍｇ２＋是影响ＰＣＲ结果的重
要变量之一，高浓度的 Ｍｇ２＋，使非特异性条带增多，浓度过
低，影响酶活性。在前人研究中，Ｍｇ２＋的用量浮动不大［１７］，其

浓度在１．５～２．０μｍｏｌ／Ｌ之间浮动，本试验在２０μＬ体系中
加２μＬＭｇ２＋，使其终浓度保持在分子克隆标准体系的较低
水平，因此，本试验未对 Ｍｇ２＋浓度作相关分析。ｄＮＴＰｓ是
ＰＣＲ反应的底物［１８］，高浓度的 ｄＮＴＰｓ会与酶竞争游离的
Ｍｇ２＋，降低其活性，引起错配，低浓度则会影响扩增效率。
Ｔａｑ酶是对Ｍｇ２＋依赖的酶，浓度过高产生非特异性扩增，浓
度过低会引起反应灵敏度差，使条带弥散。ＤＮＡ是ＰＣＲ反应
的基础，前人研究认为 ＤＮＡ的波动范围较广，其浓度在
１．０～６．０ｎｇ／μＬ之间对反应影响不大［１９］。ＤＮＡ浓度过高使
模板之间配对概率增加，相对减少了引物与模板的配对机会，

降低引发效率，易产生非特异性扩增［２０］。本试验结果表明模

板ＤＮＡ对ＰＣＲ反应影响最大，引物、Ｔａｑ酶次之，ｄＮＴＰ浓度
影响最小。退火温度决定ＰＣＲ特异性和产量，温度过高引物
不能与模板牢固结合，过低则容易使引物和模板错配，非特异

性产物增加。可通过设置一系列梯度，以确定某些反应的特

定退火温度，本试验设置８个梯度，筛选出最佳退火温度为
５８．４℃。

综上所述，不同物种对 ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增体系影响各不相
同，因此，采用ＳＳＲ－ＰＣＲ的方法研究遗传多样性之前对反应
体系的优化是必不可少的，不但减少试验工作量节省成本，而

且将增加对遗传多样性研究的多态性，提供试验的可重复性。
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［１５］苏　辉，李志刚，宋书宏．正交设计优化大豆ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体
系及引物筛选［Ｊ］．华北农学报，２００９，２４（２）：９９－１０２．

［１６］王欢欢，姜　晶，王　慧，等．正交设计优化番茄基因组 ＤＮＡ
ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系［Ｊ］．江苏农业科学，２００９（２）：４８－５０．

［１７］张崎峰，靳学慧，张亚玲，等．正交设计优化稻瘟病菌ＳＳＲ－ＰＣＲ
反应体系［Ｊ］．安徽农业科学，２００９，３７（２２）：１０４２６－１０４２８．

［１８］杨传平，王艳敏，魏志刚．利用正交设计优化白桦的 ＳＳＲ－ＰＣＲ
反应体系［Ｊ］．东北林业大学学报，２００６，３４（６）：１－３．

［１９］龙　萄，黄春琼，刘国道．正交设计优化狗牙根ＳＳＲ－ＰＣＲ反应
体系［Ｊ］．基因组学与应用生物学，２０１６，３５（１）：１９８－２０５．

［２０］张卿哲，孟金贵，张应华，等．用正交设计法优化辣椒 ＩＳＳＲ－
ＰＣＲ反应体系［Ｊ］．西南农业学报，２０１１，２４（３）：１０３４－１０３８．
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