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　　摘要：以干制辣椒叶片为试验材料，筛选适用于ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ－ｄｅｌｅｔｉｏｎ－ＰＣＲ）的ＤＮＡ提取方法。采用单
因素试验设计，对干制辣椒ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ反应体系进行优化，以及建立干制辣椒ＩｎＤｅｌ的最佳反应体系和扩增程序，利
用构建的ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ反应体系对ＩｎＤｅｌ引物进行筛选。结果表明：植物基因组试剂盒较改良十六烷基三甲基溴化铵
（ＣＴＡＢ）法提取的ＤＮＡ质量高、杂质少，更适合ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ的应用；适用于干制辣椒的 ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ反应体系总体积
为１５μＬ，其中模板ＤＮＡ２．０μＬ，正反向引物各１．０μＬ，２×ＧｏＴａｑＲＣｏｌｏｒｌｅｓｓＭａｓｔｅｒＭｉｘ７．５μＬ，其余用ｄｄＨ２Ｏ补齐。

扩增程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３０次循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。在上述ＰＣＲ
条件下从６０对ＩｎＤｅｌ引物中筛选出２５对多态性好、稳定性高的引物。
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　　辣椒（ＣａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｕｍＬ．）属茄科（Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ）辣椒属
（Ｃａｐｓｉｃｕｍ），是一年生或多年生草本植物［１］。干制辣椒作为

辣椒的重要种类之一，是辣椒产业化生产的主要原料，在辣椒

产业中占据重要的位置［２］。我国是仅次于印度的世界干制

辣椒第二大出口国，干制辣椒作为我国的传统出口创汇品种，

适种区域广，经济效益高，加工增值潜力大［３］，产业链长，尤

其是西北、西南、华北重要的特色经济作物，全国有２０多个地
区将干制辣椒作为当地的主要产业。

ＩｎＤｅｌ（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ－ｄｅｌｅｔｉｏｎ）是针对基因组中插入缺失位点
而设计的ＰＣＲ标记，广泛分布于基因组中［４－５］。ＩｎＤｅｌ标记
具有带型简单、密度高、变异稳定、多态性强、检测容易的特

点。应用ＩｎＤｅｌ标记技术，可在材料间亲缘关系分析、关键基
因资源拓宽、遗传群体评价等方面进行高效研究，进而为快速

高效选育优良杂交组合奠定基础。目前，在水稻［６］、玉米［７］、

番茄［８］、黄瓜［９］等作物的种质资源遗传多样性和亲缘关系等

研究领域已有关于 ＩｎＤｅｌ标记技术的研究，但对于干制辣椒
ＩｎＤｅｌ标记的研究尚未见报道。

ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ反应体系构建是ＩｎＤｅｌ标记的研究基础。在
进行ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ扩增时，不同模板材料所要求的反应条件不
同，扩增结果易受反应条件中诸多因素的影响［１０］，为保证

ＩｎＤｅｌ标记的准确性和重复性，建立和优化 ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ反应
体系十分必要。本试验以干制辣椒为材料，筛选适用于

ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ的ＤＮＡ提取方法，对ＰＣＲ反应条件中模板 ＤＮＡ
浓度、引物浓度和循环次数进行优化，以建立干制辣椒

ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ反应的最佳体系，并进一步进行ＩｎＤｅｌ引物筛选。

１　材料与方法

１．１　试验材料
干制辣椒试验材料由青岛农业大学园艺学院干制辣椒育

种课题组提供，随机选取４份干制辣椒材料进行干制辣椒基
因组ＤＮＡ的提取；选用簇生朝天椒三樱椒进行 ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ
反应体系的构建；随机选取其他８份干制辣椒材料进行干制
辣椒ＩｎＤｅｌ引物的筛选。

引物设计参照Ｌｉ等开发的辣椒ＩｎＤｅｌ引物［１１］，由生工生

物工程（上海）股份有限公司合成。

１．２　试验方法
１．２．１　干制辣椒基因组ＤＮＡ提取　采用改良十六烷基三甲
基溴化铵（ＣＴＡＢ）法和植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒法２种方
法，分别提取干制辣椒材料 ＤＮＡ。采用琼脂糖凝胶电泳、
ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ扩增和聚丙烯酰胺凝胶电泳对提取的 ＤＮＡ进行
检测。

改良ＣＴＡＢ法参考Ｌｉ等的方法［１１］，并对取样和研磨过程

进行一定的改良，具体步骤如下：（１）取样，在新鲜叶片上取
直径２ｃｍ的小片，加入２ｍＬ离心管中；（２）研磨，向离心管中
加入液氮，用玻璃棒充分研磨至粉末状。

植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒购自天根生化科技（北京）
有限公司，按说明书步骤提取干制辣椒植物基因组ＤＮＡ。
１．２．２　ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ反应程序的建立　设定ＰＣＲ基本扩增程
序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃
延伸４５ｓ；７２℃延伸５ｍｉｎ。

ＰＣＲ反应体系循环数设置２５、３０、３５、４０次４个梯度，其
余条件不变。

１．２．３　ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ扩增反应体系的优化　选用 ＩｎＤｅｌ标记
ＣＩＤＨ２８为扩增引物进行扩增，设定ＰＣＲ基本反应体系：总体
积１５μＬ，含模板ＤＮＡ３μＬ，２×ＧｏＴａｑＲＣｏｌｏｒｌｅｓｓＭａｓｔｅｒＭｉｘ
７．５μＬ，正反向引物各１．０μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补齐至１５μＬ。模板
ＤＮＡ设置０．５、１．０、２．０、３．０、４．０μＬ５个梯度，正反向引物设
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置０．５０、０．７５、１．００、１．２５、１．５０μＬ５个梯度，在保持其他因
素一致的条件下，变化单一因子，每次都将上一个筛选到的某

个因素的最佳值作为固定值使用到下一个因素筛选中，筛选

最优参数。取２μＬＰＣＲ产物，用８％非变性聚丙烯酰胺凝胶
电泳检测。

１．２．４　ＩｎＤｅｌ引物的筛选　利用构建的 ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ扩增程
序和体系对８份样品进行 ＰＣＲ扩增，参照 Ｌｉ等开发的辣椒
ＩｎＤｅｌ引物［１１］对随机挑选的６０对覆盖１２条染色体的 ＩｎＤｅｌ
标记进行多态性筛选。用聚丙烯酰胺凝胶电泳对扩增产物进

行检测分析，筛选条带清晰、多态性高、重复性好的引物。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取检测
　　由图１的２种方法提取的干制辣椒基因组 ＤＮＡ的琼脂
糖凝胶电泳检测结果可见，２种方法提取的ＤＮＡ条带均清晰
整齐、完整无杂带，其中改良 ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ亮度明显
高于试剂盒法，说明改良ＣＴＡＢ法提取的ＤＮＡ浓度高于试剂
盒法；试剂盒法提取的 ＤＮＡ只有少量点样孔有杂质，改良
ＣＴＡＢ法提取的 ＤＮＡ点样孔内普遍存在杂质，且有拖尾现
象，说明试剂盒法提取的ＤＮＡ纯度高于改良ＣＴＡＢ法。
　　由图２－Ａ可以看出，以２种方法提取的 ＤＮＡ样品为模
板进行ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ扩增，产物条带清晰，说明２种方法提取
的ＤＮＡ均可满足干制辣椒ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ扩增需要。
２．２　干制辣椒ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ反应体系的构建与优化

设计２５、３０、３５、４０次４个循环数梯度，由图２－Ｂ可知，

２５次循环扩增结果出现条带缺失，不能满足 ＩｎＤｅｌ分子标记
的需要；３０、３５、４０次循环扩增结果均条带清晰，且不同循环
数间无明显差异，表明在３０次循环时已达到饱和状态。为节
省试验时间，减少非特异性扩增的影响，应选择３０次循环。
　　适宜的模板量是保证特异性扩增和扩增产物足量的前
提。由图２－Ｃ可知，当ＤＮＡ用量为０．５μＬ时，无扩增条带，
当ＤＮＡ用量为１．０～４．０μＬ时，电泳带型无明显差异，均可
满足试验需要。结合节约试验材料和保证扩增效果两方面考

虑，本试验选择模板 ＤＮＡ量为２．０μＬ，经计算，其浓度约为
３０ｎｇ／μＬ。

引物量对扩增效果的影响如图２－Ｄ所示，引物用量在
０．５０、０．７５μＬ时，扩增不完全，谱带数量少；当引物用量增至
１．００～１．５０μＬ时，谱带清晰稳定，且条带之间无明显差异。
为节约试验成本，引物量选择１．００μＬ即可满足试验需要，其
浓度约为０．６７μｍｏｌ／Ｌ。

２．３　干制辣椒ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ反应体系的验证和引物筛选
选用引物ＣＩＤＨ２９３、ＣＩＤＨ２６７对构建的ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ反应

体系进行验证，由图３可以看出，所有材料均能扩增出清晰的
条带且多态性好、稳定性高，说明构建的 ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ反应体
系适用于干制辣椒ＩｎＤｅｌ分析。对６０对ＩｎＤｅｌ引物进行ＰＣＲ
扩增，并进行聚丙烯酰胺凝胶电泳检测。试验结果表明，其中

２５对引物具有多态性，２对引物无扩增产物，其余引物无多态
性。检测引物在目标群体中的 ＩｎＤｅｌ等位基因数，共产生５７
个等位基因标记，其中７对ＩｎＤｅｌ引物检测到３个等位基因，
其他１８对引物均为２个等位基因。部分引物的筛选结果如
图４所示，可见引物 ＣＩＤＨ９０８、ＣＩＤＨ４２６有多态性扩增，引物
ＣＩＤＨ５５２、ＣＩＤＨ４９无多态性扩增。
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３　讨论

ＩｎＤｅｌ标记带型简单、密度高、变异稳定、多态性强、检测
容易，与其他分子标记相比，在基因组的同一位置出现相同大

小的ＩｎＤｅｌ标记的概率非常低，从而避免了统计重复的问
题［１２］。利用ＩｎＤｅｌ标记进行作物种质资源遗传多样性分析，
大大提高了遗传分析的重现性、准确性和分辨率，可解决育种

过程中存在的引种中品种名称混乱、种质资源整理困难、育种

材料间遗传重复度高、新品种突破困难等问题。

提取高纯度的模板 ＤＮＡ是进行 ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ的前提，最
经典的ＤＮＡ提取方法是ＣＴＡＢ法，ＣＴＡＢ法具有得率高、稳定
性好、费用低等优点，但其操作步骤繁琐、耗时，所用药品中的

异丙醇、聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）等对人体毒性很大。相较之
下，植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒成本较高，但操作简单、纯度
高、毒害少，因此应用越来越广泛［１３－１４］。

试验结果表明，２种提取方法提取的 ＤＮＡ均可满足
ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ的需要，利用植物基因组试剂盒法所提取 ＤＮＡ
较改良ＣＴＡＢ法质量高、杂质少，但ＤＮＡ得率略低，因此在模
板ＤＮＡ需求量小时优先使用植物基因组试剂盒提取ＤＮＡ，需
求量较大时，可以采用改良ＣＴＡＢ法。此外，在干制辣椒ＤＮＡ
提取过程中，研磨技术会对ＤＮＡ的提取造成很大影响，因此在
研磨过程中，动作必须迅速，防止材料褐化；同时在水浴提取过

程中应多次轻轻振荡离心管，使其充分混匀，以提取充分。

ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ扩增受到多因素影响与多个因子的综合作
用。模板ＤＮＡ浓度过低，会造成没有扩增产物或条带不完
全；模板ＤＮＡ浓度过高，会增加反应体系中抑制反应的成分，
出现非特异性扩增［１５］。引物浓度对 ＰＣＲ的带型产生显著影
响，浓度过低时扩增不完全，浓度过高时会导致引物二聚体的

形成。循环次数是ＩｎＤｅｌ－ＰＣＲ扩增程序的关键因素，循环次
数决定扩增产量，循环次数过少，扩增产物不足以满足电泳需

要，次数过多，消耗反应物后，产物不会继续增加，反而会出现

非特异性扩增，因此在有效范围内，应选择较少的循环

次数［１６－１７］。

本试验通过单因素试验设计建立了干制辣椒 ＩｎＤｅｌ－
ＰＣＲ的最佳反应体系，通过验证，确认了其可行性，并进一步
筛选出２５对ＩｎＤｅｌ引物。反应体系如下：总体积１５μＬ，模板
ＤＮＡ２．０μＬ，正反向引物各 １．０μＬ，２×ＧｏＴａｑＲＣｏｌｏｒｌｅｓｓ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ７．５μＬ，其余用 ｄｄＨ２Ｏ补齐。扩增程序：９４℃预
变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，退火３０ｓ（温度根据引物报告单
Ｔｍ确定），７２℃延伸４５ｓ，３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。
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