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龙爪槐 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系的建立与优化
倪雅楠，刘　博

（中央民族大学生命与环境科学学院，北京１０００８１）

　　摘要：以龙爪槐（Ｓｏｐｈｏｒａｊａｐｏｎｉｃａｆ．ｐｅｎｄｕｌａＨｏｒｔ．）叶片为材料，采用Ｌ１６（４
５）正交设计试验，对 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应

体系中的Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、引物和模板ＤＮＡ用量５个因素进行优化，并确立适用于龙爪槐ＳＲＡＰ－ＰＣＲ
反应的最佳体系。结果表明，龙爪槐 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应的最佳体系为反应总体积 １２．５μＬ，Ｔａｑ酶 ０．１０Ｕ、Ｍｇ２＋

３．０ｎｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ２．５ｎｍｏｌ／Ｌ、正反向引物均为１．２ｎｍｏｌ／Ｌ、ＤＮＡ１００ｎｇ，其余体积用 ｄｄＨ２Ｏ补足。各因素水平变化

对反应体系的影响影响大小依次为引物、模板ＤＮＡ、Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ酶。用３５个龙爪槐样品对优化体系进行验证，
均得到条带清晰、多态性丰富的图谱，证实了该体系的稳定性。
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　　龙爪槐（Ｓｏｐｈｏｒａｊａｐｏｎｉｃａｆ．ｐｅｎｄｕｌａＨｏｒｔ．）别称蟠槐、倒
栽槐、虬龙槐、龙须槐、垂槐等，是国槐的变型［１］，龙爪槐枝条

柔软下垂，老枝扭曲向上，曲蟠如龙，因此得名龙爪槐。龙爪

槐原产于我国北方，现南北各地广泛栽培。龙爪槐喜光、稍耐

阴，尤其能适应北京、河北地区干冷气候；喜土层深厚、湿润肥

沃、排水良好的中性沙质壤土，也能在偏碱性的土壤中生长；

具有深根性、根系发达、抗风力强［２］的特点。龙爪槐的基础

研究相对薄弱，分子标记技术在龙爪槐上的应用目前还未见

报道。

相关序列扩增多态性（ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍ，ＳＲＡＰ），是美国加州大学蔬菜作物系 Ｌｉ等在芸薹属
（Ｂｒａｓｓｉｃａ）中开发出的，利用１对独特的引物设计方式实现对
开放阅读框架 ＯＲＦｓ进行扩增的标记［３］，适合于植物的遗传

多样性研究、比较基因组学、遗传图谱的构建等领域研究。笔

者首次采用ＳＲＡＰ技术对龙爪槐的遗传多样性进行分析，因
此，须要确定其ＳＲＡＰ－ＰＣＲ的最佳反应体系。

正交试验能综合各因素及其相互作用，快速找到影响因

素的最佳水平组合，不仅效率高，且结果稳定可靠。正交试验

已被广泛应用到菊花、荷花和番茄的优化体系中，并已确定最

佳的反应体系［４－６］。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料为采自北京市３５株龙爪槐的嫩叶（表１），硅胶

表１　供试龙爪槐材料

序号 材料编号 采集地 序号 编号 采集地

１ Ｌ１ 海淀区 ２０ Ｌ３１ 东城区

２ Ｌ２ 海淀区 ２１ Ｌ３２ 东城区

３ Ｌ４－２ 海淀区 ２２ Ｌ３３ 东城区

４ Ｌ４－３ 海淀区 ２６ Ｌ３６ 丰台区

５ Ｌ６－１ 海淀区 ２７ Ｌ３９ 丰台区

６ Ｌ７ 海淀区 ２８ Ｌ４０ 丰台区

７ Ｌ８ 海淀区 ２９ Ｌ４１－１ 西城区

８ Ｌ１３ 海淀区 ３０ Ｌ４１－２ 西城区

９ Ｌ１４ 海淀区 ３１ Ｌ４３ 西城区

１０ Ｌ１５ 海淀区 ３２ Ｌ４４－１ 西城区

１１ Ｌ１７－１ 海淀区 ３３ Ｌ４４－２ 西城区

１２ Ｌ１９ 大兴区 ３４ Ｌ４５－１ 西城区

１３ Ｌ２０ 大兴区 ３５ Ｌ４５－２ 西城区

１４ Ｌ２３ 大兴区

１５ Ｌ２５－１ 大兴区

１６ Ｌ２５－２ 大兴区

１７ Ｌ２７－１ 大兴区

１８ Ｌ２９ 大兴区

１９ Ｌ３０ 大兴区

　　注：材料编号为采集点编号。
干燥保存备用。

１．２　主要试剂和仪器
试验所用的 ｄＮＴＰｓ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

均购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司，ＳＲＡＰ引物由
北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司合成（表２）。

表２　用于龙爪槐基因组ＤＮＡ的ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应的引物序列

编号
正向引物

（５′－３′） 编号
反向引物

（５′－３′）

ＭＥ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＥＭ３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ
ＭＥ５ ＧＡＣＣＡＧＴＡＡＡＣＣＧＧＡＴＧ ＥＭ５ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ
ＭＥ６ ＴＧＡＧＴＣＣＴＴＴＣＣＧＧＴＣＣ ＥＭ７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡ
ＭＥ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ ＥＭ８ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＧ
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　　梯度ＰＣＲ仪（ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ，２２３３１），微量高速冷冻离心
机（Ｂｅｃｋｍａｎ，Ａ２２Ｒ），凝胶成像系统（ＢＩＯＲＡＤ，ＧｅｌＤｏｃ
ＸＲ＋），电泳槽（北京六一仪器厂，ＤＹＹ－６Ｃ）。
１．３　试验方法
１．３．１　基因组ＤＮＡ提取与检测　采用改良的ＣＴＡＢ法提取
龙爪槐基因组ＤＮＡ。ＤＮＡ用１％的琼脂糖凝胶电泳检测纯
度，用紫外分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００）检测基因组 ＤＮＡ的
浓度，并用缓冲液稀释至１００ｎｇ／μＬ，－２０℃保存备用。
１．３．２　ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系的正交试验　正交试验设计见
表３。

表３　龙爪槐ＳＲＡＰ－ＰＣＲ正交试验设计

编号

因素和水平

Ｔａｑ酶
（Ｕ）

Ｍｇ２＋
（ｎｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ
（ｎｍｏｌ／Ｌ）

引物

（ｎｍｏｌ／Ｌ）
ＤＮＡ
（ｎｇ）

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

１．３．３　ＳＲＡＰ－ＰＣＲ扩增及检测　扩增程序参照孙荣喜等的
反应程序［７］，反应结束后取６μＬＰＣＲ扩增产物与４μＬ核酸
染液混合，以２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ为质量标准，采用２％琼脂
糖凝胶电泳检测，电泳缓冲液为１×ＴＢＥ，１２０Ｖ电泳１．５～
２ｈ，ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ移动到凝胶底部时停止电泳。电泳结束后
将凝胶置于凝胶成像系统下拍照保存。

１．３．４　龙爪槐ＳＲＡＰ－ＰＣＲ最佳反应体系验证　以３５份龙
爪槐的基因组 ＤＮＡ为模板，随机选取 ２个 ＳＲＡＰ引物组合
ＭＥ１－ＥＭ７、ＭＥ８－ＥＭ８，按照上述扩增及检验方法，对优化的
龙爪槐ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系进行检测。
１．４　数据的统计与分析

采用Ｅｘｃｅｌ软件对试验结果进行统计和分析。

２　结果与分析

２．１　龙爪槐ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系的确立
２．１．１　试验材料基因组 ＤＮＡ检测　部分试验材料的 ＤＮＡ
琼脂糖电泳检测结果见图１，ＤＮＡ条带清晰、完整，符合ＳＲＡＰ
对ＤＮＡ的要求。
２．１．２　正交试验结果分析　根据正交试验表，每个处理重复
３次，得到的电泳结果见图２，采用不同的反应体系扩增结果
存在明显差异。第１、６、９、１０、１２、１４、１５、１６组扩增效果较差，
条带不清晰稳定性差；２、１１组重复性差，反应体系弥散严重，

条带不清晰；４、５、７、８组扩增效果较好，但２、３、５、７、８组条带
丰富性差。综合以上分析，根据条带丰富度、清晰度以及重复

性等因素初步确定第４组为最佳反应体系。

　　根据遗传多样性的分析要求，对ＰＣＲ扩增结果依据扩增
条带的丰富度、清晰度、条带的强弱从高到低依次打分，进行

数据分析。１６个组合的分数依次为６、７、９、１６、１５、４、１０、１１、
８、５、１２、３、１４、１３、２、１。
　　对表４的统计结果和图２的直观分析结果进行综合分
析，统计分析结果与第４组体系很接近，只在Ｍｇ２＋和 ＤＮＡ用
量上有差异。分析结果显示，Ｍｇ２＋用量为１．５ｎｍｏｌ／Ｌ时得分
最高、反应水平最好，但在２．５ｎｍｏｌ／Ｌ时反应各组分与 ＤＮＡ
结合效果较好，条带表现更为清晰，综合其他因素的影响和试

验总成本将Ｍｇ２＋用量确定为３．０ｎｍｏｌ／Ｌ。ＤＮＡ用量在

表４　龙爪槐ＳＲＡＰ－ＰＣＲ正交试验统计分析结果

水平
得分

Ｔａｑ酶 Ｍｇ２＋ ｄＮＴＰｓ 引物 ＤＮＡ
１ ９．５ １０．７５ ８．０ ６．０ ５．７５
２ １０．０ ７．２５ １１．０ ６．０ ６．７５
３ ７．０ ６．００ ７．５ ７．５ １０．２５
４ ７．５ ７．７５ ７．５ １４．０ １１．２５
Ｒ ３．０ ４．７５ ３．５ ８．０ ５．５０
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１００ｎｇ时得分最高，所以将ＤＮＡ用量确定为１００ｎｇ。
最终确定龙爪槐 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ最佳反应体系为：反应总

体积 １２．５μＬ，Ｔａｑ酶 ０．１０Ｕ、Ｍｇ２＋ ３．０ｎｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ
２．５ｎｍｏｌ／Ｌ、正反向引物均为１．２ｎｍｏｌ／Ｌ、ＤＮＡ１００ｎｇ，其余
体积用ｄｄＨ２Ｏ补足。
２．２　龙爪槐最佳ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系验证

应用上述筛选出的龙爪槐最佳反应体系，选取２个引物
组合ＭＥ１－ＥＭ７和ＭＥ８－ＥＭ８对３５个龙爪槐样品进行ＰＣＲ
扩增。结果（图３）显示，随机选取的这２个引物组合能应用
筛选得到的最佳体系扩增出丰富的条带，且图谱条带清晰、稳

定性好，证明该最佳体系可以应用到龙爪槐基因组 ＤＮＡ的
ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应中。

３　讨论

龙爪槐在我国具有悠久的栽培历史，是园林造景中不可

缺少的树种，目前关于龙爪槐的研究仅局限于嫁接技术、虫害

防治方面［８－１３］，对于龙爪槐分子生物学方面的研究还未见报

道，因此本研究旨在探究龙爪槐分子水平上的特征，评价龙爪

槐的遗传结构和变异，为龙爪槐种质资源的搜集、保存和利用

提供理论依据，并为龙爪槐的分子水平研究奠定一定的基础。

对ＰＣＲ反应体系的优化有单因素试验和正交试验２种
方法，单因素试验不能兼顾到各因素之间的相互作用，无法分

析各组分不同水平对扩增结果影响的差异显著性，且单因素

试验次数多，耗时耗力成本较高；正交试验与单因素试验相比

节省试验时间，用较少的试验次数便可获得可靠的试验结果，

并能通过数据反映出各因素间的交互作用。本研究通过正交

试验对影响ＳＲＡＰ－ＰＣＲ的５个因素和４个水平进行优化和
筛选，最终确定龙爪槐 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ的最佳反应体系为反应
总体积 １２．５μＬ，Ｔａｑ酶 ０．１０Ｕ、Ｍｇ２＋ ３．０ｎｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ
２．５ｎｍｏｌ／Ｌ、正反向引物均为１．２ｎｍｏｌ／Ｌ，ＤＮＡ１００ｎｇ，其余
体积用ｄｄＨ２Ｏ补足。

反应体系中的各个因素之间会产生相互作用，每种因素

发生变化都可能影响扩增的结果。本试验研究结果显示，各

个因素对龙爪槐 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ的影响大小依次为引物、模板
ＤＮＡ、Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ酶。通过查阅相关文献发现，ＳＲＡＰ－
ＰＣＲ反应体系针对不同物种的分析中，每个反应因素对物种
的影响程度均有所不同，因此 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系必须针
对不同物种和试剂的差异对主要的影响因素进行优化，保证

试验结果的稳定性和可靠性。

随着分子生物学的不断发展，分子标记技术已被广泛用

于植物的遗传多样性研究中［１４］。陈兴彬利用筛选出的多态

性高、扩增稳定的７对引物对１１个黑松群体进行扩增，共扩
增出７３个条带，其中５９个多态性条带，多态性条带比率为
８０．８２％，平均每对引物扩增出１０．４、８．４个多态性条带［１５］；

Ｐｉｎａｒ等用过ＳＲＡＰ标记对地中海地区５７株野生杏的遗传多
样性进行分析，其中１９对引物中有１６对可以扩增出多态性
条带，扩增出的８７段条带中，有５６段具有多态性，多态性条
带比率为６４．３７％［１６］。在本试验中应用 ＳＲＡＰ技术，使用随
机选取的２个引物对，对３５份龙爪槐样品进行分析，获得３２
个条带，多态性条带有２６条，多态性比率为８１．２５％。以上
研究可以看出，ＳＲＡＰ技术扩增条带丰富度、多态性均较高，
且试验过程中具有较高的稳定性和重复性；ＳＲＡＰ技术可以
在未知基因组序列信息的条件下使用，所用引物也具有通用

性，因此，ＳＲＡＰ技术适用于龙爪槐遗传多样性的研究，同时
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也为对龙爪槐进行资源鉴定、基因定位等方面的研究奠定了

一定的基础。
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甘蓝硫苷生物合成相关基因 ＦＭＯＧＳ－ＯＸＳ的预测与分析
刘　蕾，宋　佳，王　辉

（青岛农业大学园艺学院／青岛市遗传改良与育种重点实验室，山东青岛２６６１０９）

　　摘要：以拟南芥中控制硫苷生物合成相关基因家族 ＦＭＯＧＳ－ＯＸ位点基因全长编码区及蛋白为参考序列，在甘蓝

（ＢｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａｅＬ．）基因组数据库中进行Ｂｌａｓｔｎ和Ｂｌａｓｔｐ检索，得到具备 Ｓｃｏｒｅ≥１００、Ｅ值≤１０－１０、ｃｏｖｅｒａｇｅ≥７０％
条件的甘蓝注释基因作为候选拟南芥ＦＭＯＧＳ－ＯＸ的同源基因，并进一步进行同源性比较、基因结构比较及序列聚类分

析。结果显示，在甘蓝中发现３个旁系同源基因Ｂｏｌ０１０９９３、Ｂｏｌ０２９１００、Ｂｏｌ０３１３５０。甘蓝和拟南芥 ＦＭＯＧＳ－ＯＸ同源基因

之间在核酸水平上的相似性为 ６９．４％ ～８３．０％；甘蓝 ３个 ＦＭＯＧＳ－ＯＸ旁系同源基因间的相似性保持在 ７０．０％ ～

８４０％。甘蓝 Ｂｏｌ０１０９９３与拟南芥 ＦＭＯＧＳ－ＯＸ１ ～ＦＭＯＧＳ－ＯＸ４的结构较为相似，而 Ｂｏｌ０２９１００、Ｂｏｌ０３１３５０与拟南芥

ＦＭＯＧＳ－ＯＸ５的结构较相似。系统进化分析及共线性分析初步确定，甘蓝中分别存在１个ＦＭＯＧＳ－ＯＸ２（Ｂｏｌ０１０９９３）和２个

ＦＭＯＧＳ－ＯＸ５（Ｂｏｌ０２９１００、Ｂｏｌ０３１３５０）基因。
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　　甘蓝（ＢｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａｅＬ．）是十字花科芸薹属一年生或
两年生的草本植物。甘蓝比较耐寒，在一定程度上也可以适

应高温条件。甘蓝的品种类型丰富多样，营养价值较高，是我

国重要的周年供应蔬菜之一，也是农产品对外出口创汇方面

的重要蔬菜之一［１－２］。甘蓝的种子提取物有一定的抑菌作

用，还可以保护人类的胃部器官和细胞，有利于人体某些激素

的产生。近几年的一些研究证明，人们多吃甘蓝等十字花科

蔬菜，在一定程度上可以降低癌症发生的概率［３］。

人们对甘蓝的重视主要源于甘蓝中含有一种重要的植物

次生代谢产物———硫代葡萄糖苷，它影响着十字花科植物的

风味，同时在医学上具有一定的保健功能，还有生物防御功

能。硫代葡萄糖苷（简称硫苷），又叫芥子油苷，甘蓝等十字

花科植物中含有硫代葡萄糖苷，硫代葡萄糖苷的基本结构为

１个β－Ｄ－葡萄糖，连接１个磺酸盐醛肟基团和１个来源于
氨基酸的侧链［４］。目前已经有很多科学家研究植物中的硫

—２２— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１１期


