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濒危植物蒙古扁桃 ＳＲＡＰ反应体系优化
白　羽１，丁海麦２，石松利１

（１．包头医学院药学院，内蒙古包头０１４０００；２．包头医学院基础医学与法医学院，内蒙古包头 ０１４０００）

　　摘要：为利用ＳＲＡＰ技术研究蒙古扁桃资源遗传多样性评价和种质资源鉴定，利用正交试验法Ｌ１６（４
５）正交设计，

对影响蒙古扁桃ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系的 Ｍｇ２＋浓度、ｄＮＴＰｓ浓度、ＴａｑＤＮＡ聚合酶量、引物浓度４个因素以及模板
ＤＮＡ浓度进行筛选。优化的蒙古扁桃 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ最佳反应体系为 Ｍｇ２＋浓度为 ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰｓ浓度为
０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ，模板ＤＮＡ浓度为１００ｎｇ，Ｔａｑ酶浓度为２．００Ｕ，引物浓度１．０μｍｏｌ／Ｌ，２．５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，总体积为
２５μＬ。筛选结果表明，对蒙古扁桃ＳＲＡＰ－ＰＣＲ扩增结果影响最大的是Ｔａｑ聚合酶浓度，最小的是ｄＮＴＰｓ浓度。运用
该体系对１４４个随机ＳＲＡＰ引物组合进行筛选，筛选出１２个条带清晰、多态性高的引物组合，为蒙古扁桃种质资源的
研究奠定了基础。

　　关键词：蒙古扁桃；分子标记；ＳＲＡＰ；正交试验；反应体系；优化
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作者简介：白　羽（１９９１—），男，内蒙古兴安盟人，硕士研究生，主要
从事中蒙药遗传多样性研究。Ｔｅｌ：（０４７２）７１６７８５５；Ｅ－ｍａｉｌ：
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物学研究。Ｔｅｌ：（０４７２）７１６７８５５；Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｈｉｓｏｎｇｌｉ１２２＠１２６．ｃｏｍ。

　　蒙古扁桃是蔷薇科李属的多年生木本植物［１］，是传统的

中药材，种仁可入药，主治干咳、阴虚便秘等病症。蒙古扁桃

为亚洲中部戈壁地区特有的旱生种类，分布于我国的戈壁荒

漠草原区［２］，是国家三级保护植物［３］。近年来蒙古扁桃的研

究主要体现在生理［４－５］、药理性［６－７］、组织培养［８－１０］、有效成

分鉴定分离［１１－１３］等方面，但对于蒙古扁桃资源的遗传多样性

研究和种质资源鉴定仍不多。

相关序列扩增多态性 （ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＳＲＡＰ）是一种以ＰＣＲ标记技术为基础的分
子标记技术，该技术重复性高、简便、快速，以广泛应用于药用

植物的种质资源鉴定、遗传多样性研究、指纹图谱和亲缘关系

等方面的研究。本研究利用正交试验设计对蒙古扁桃ＳＲＡＰ－
ＰＣＲ反应体系进行了优化，分析ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系中各因
素的相互影响［１４］，得到最佳优化的组合，并对１４４对引物进行
了ＳＲＡＰ－ＰＣＲ分子标记，筛选一些多态性高的引物组合，为
进一步研究蒙古扁桃种质资源和遗传多样性打下基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　材料　所选材料为蒙古扁桃的种仁，采集于阿拉善诺
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日公。

１．１．２　试剂　ＴａｑＤＮＡ聚合酶，ＣＴＡＢ，ＭｇＣｌ２，ｄＮＴＰｓ，１０×
ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｆｒｅｅ），参照 Ｌｉ等发表的 ＳＲＡＰ引物［１５］设计

１２条正向引物、１２条反向引物，均由上海生工生物技术服务
有限公司合成；离心机（飞鸽，上海安亭科学仪器厂）；微量紫

外可见分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐ）；凝胶成像系统（上海天能科
技有限公司）；ＰＣＲ仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司）；电泳仪（北京六一生
物科技有限公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取及检测　以蒙古扁桃的种仁为材料，利
用改良的ＣＴＡＢ法提取基因组的ＤＮＡ，ＤＮＡ干燥风干后溶解
沉淀于１×ＴＥ溶液中，并采用微量紫外分光光度计及１％琼
脂糖凝胶电泳检测供试ＤＮＡ的纯度和浓度。
１．２．２　ＳＲＡＰ－ＰＣＲ体系的优化　利用Ｌ１６（４

５）正交设计ＰＣＲ
反应试验，对ＤＮＡ模板浓度、Ｍｇ２＋浓度、引物浓度、ＴａｑＤＮＡ聚
合酶浓度和ｄＮＴＰ浓度，进行５因素４水平筛选（表１）。
１．２．３　ＳＲＡＰ－ＰＣＲ扩增程序　制备总体积为 ２５μＬ的
ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系，除表中变化因素外，每管中加入１０×
ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｆｒｅｅ）２．５μＬ，其余的补加ｄｄＨ２Ｏ。模板为采
集于赵长城的蒙古扁桃种仁ＤＮＡ，所选用的引物组合为Ｆ５＋
Ｒ７，引物序列见表 ２。ＳＲＡＰ－ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性
５ ｍｉｎ；９４ ℃变性１ ｍｉｎ，３５ ℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ

表１　蒙古扁桃ＳＲＡＰ－ＰＣＲ体系的因素和水平

处理号
引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＤＮＡ浓度
（ｎｇ）

Ｔａｑ酶浓度
（Ｕ）

１ １．０ １．５ ０．１５ ５０ １．２５
２ １．０ ２．０ ０．２０ ７５ １．５０
３ １．０ ２．５ ０．２５ １００ ２．００
４ １．０ ３．０ ０．３０ １２５ ２．５０
５ １．５ １．５ ０．２０ １００ ２．５０
６ １．５ ２．０ ０．１５ １２５ ２．００
７ １．５ ２．５ ０．３０ ５０ １．５０
８ １．５ ３．０ ０．２５ ７５ １．２５
９ ２．０ １．５ ０．２５ １２５ １．５０
１０ ２．０ ２．０ ０．３０ １００ １．２５
１１ ２．０ ２．５ ０．１５ ７５ ２．５０
１２ ２．０ ３．０ ０．２０ ５０ ２．００
１３ ２．５ １．５ ０．３０ ７５ ２．００
１４ ２．５ ２．０ ０．２５ ５０ ２．５０
１５ ２．５ ２．５ ０．２０ １２５ １．２５
１６ ２．５ ３．０ ０．１５ １００ １．５０

３０ｓ，５个循环；９４℃变性１ｍｉｎ，５０℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸
１ｍｉｎ３０ｓ，３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ，４℃保存。扩增反应
在ＰＣＲ仪上进行，扩增产物用１．５％琼脂糖凝胶电泳，用凝胶
成像系统观察并拍照。依照条带多少及条带强弱做１～１６积
分，分数越高，表明特异性、敏感性好。

表２　筛选所用的正向和反向的ＳＲＡＰ引物

编号 正向引物（５′→３′） 编号 反向引物（５′→３′）
Ｆ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＡＣＣ Ｒ１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ
Ｆ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＴＡＡ Ｒ２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ
Ｆ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＴＣＣ Ｒ３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＴ
Ｆ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＡＴＡ Ｒ４ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＧ
Ｆ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＡＧＣ Ｒ５ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＣ
Ｆ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＡＣＣ Ｒ６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ
Ｆ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＡＡＴ Ｒ７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ
Ｆ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＡＡＧ Ｒ８ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ
Ｆ９ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＡＣＡ Ｒ９ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ
Ｆ１０ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＴＧＣ Ｒ１０ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ
Ｆ１１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＡＧＡ Ｒ１１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ
Ｆ１２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣＡＣＧ Ｒ１２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＴＣ

１．２．４　优化体系的检测　根据以上试验结果确定 ＳＲＡＰ－
ＰＣＲ的最佳反应体系，从预筛选引物中随机选取引物组合，
对５个不同居群的样品 ＤＮＡ进行 ＳＲＡＰ扩增，检测优化的
ＳＲＡＰ－ＰＣＲ体系及扩增程序的稳定性。
１．２．５　引物筛选　根据 ＳＲＡＰ的正向引物１２条，反向引物
１２条，随机组成１４４对引物组合，采用优化的ＳＲＡＰ－ＰＣＲ组
合，对采集于赵长城地的蒙古扁桃进行 ＰＣＲ扩增，扩增产物
用１．５％琼脂糖检测，从而选择出多态性高的引物。

２　结果与分析

２．１　基因组ＤＮＡ的提取
利用改良的 ＣＴＡＢ法提取蒙古扁桃种仁 ＤＮＡ，用１％琼

脂糖凝胶电泳３０ｍｉｎ，结果显示ＤＮＡ条带清晰，无降解，表明
ＤＮＡ完整（图 １）。通过紫外分光光度计对蒙古扁桃种仁
ＤＮＡ样品浓度进行检测，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值在１．８０～１．９５之
间，说明经改良的ＣＴＡＢ法提取 ＤＮＡ的提取质量较高，满足

ＰＣＲ的要求。

２．２　ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系的正交优化设计
　　正交试验电泳结果见图１，根据主要条带的多少、清晰度
打分，效果最佳１６，最差的１分，各体系得分依次为１、１２、１４、
４、２、６、６、８、２、１、１５、１５、２、１６、３、１４。从电泳结果可以看出，第
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３、１１、１２、１４泳道的主条带清晰且多，副条带明显，表明这几
个组合多态性高，都可以作为蒙古扁桃正交试验组合，但从经

济性考虑，最后选择第３组作为蒙古扁桃 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ最佳
反应组合。直观分析１２个组合的条带数，５因素间各水平具
有不同显著性，对扩增效果的影响顺序依次为 ＴａｑＤＮＡ聚合
酶＞引物＞Ｍｇ２＋＞模板 ＤＮＡ＞ｄＮＴＰｓ。即在２５μＬ体系中，
２．００Ｕ／ｍＬＴａｑ酶，１．０μｍｏｌ／Ｌ引物、２．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２、
０．２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、１００ｎｇ模板ＤＮＡ是最佳反应体系。
２．３　体系优化稳定性的检测
　　根据上述正交试验设计优化的ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系，利
用Ｆ６／Ｒ９引物组合，对５份不同种质材料的ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩
增的结果见图２，条带清晰且多，特异性强，能够区分５种蒙古
扁桃种质，表明该试验优化的ＳＰＡＰ－ＰＣＲ反应体系能够有效
地用于蒙古扁桃遗传多样性分析和种质资源鉴定等方面。

２．４　多态性引物组合的筛选结果
　　应用优化后的ＳＲＡＰ反应体系，用１２条上游引物、１２条
下游引物组成的１４４对引物组合对蒙古扁桃样品进行 ＰＣＲ
扩增，并筛选多态性好、条带清晰、重复性好的结果进行分析。

最终从１４４对引物中筛选出１２对多态性好、条带清晰的引物
组合，分别为Ｆ１／Ｒ２２、Ｆ２／Ｒ２２、Ｆ３／Ｒ６、Ｆ４／Ｒ７、Ｆ５／Ｒ７、Ｆ６／Ｒ９、
Ｆ７／Ｒ９、Ｆ８／Ｒ６、Ｆ９／Ｒ５、Ｆ１０／Ｒ３、Ｆ１１／Ｒ３、Ｆ１２／Ｒ７。检测结果
如图３所示。

３　讨论与结论

　　ＳＲＡＰ是一种新型的基于 ＰＣＲ反应的分子标记，不但具
有扩增稳定、多态性强，而且还快速简单、重复性好。然而，反

应体系中各因素水平浓度不同会对ＳＲＡＰ分子标记的结果产

生影响，并且不同的植物对 ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系的要求也
各不相同［１６］。正交试验设计优化体系与传统的单因素体系

优化方法相比，优点在于考虑到了试验中各反应条件间的相

互影响，能迅速找到理想中的引物组合。因而，对体系的优化

是进行ＳＲＡＰ反应的关键。正交优化设计一般采用的主观打
分手段，易造成结论偏差，本试验利用了凝胶成像系统 Ｇｅｌ－
ＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ４图像处理软件，对ＳＲＡＰ－ＰＣＲ建立起客观的评
价标准，更好地促进正交优化的应用。

本试验建立的适合蒙古扁桃的 ＳＲＡＰ反应体系为模板
ＤＮＡ浓度为１００ｎｇ，Ｍｇ２＋浓度为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶浓度为
２．００Ｕ，引物浓度１．０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ浓度为０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ，
２．５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，剩余用ｄｄＨ２Ｏ补齐至２５μＬ。同时，
本试验利用该体系从随机组成的１４４对引物组合中筛选出
１２对扩增产物多态性高、条带清晰的引物组合，为后续研究
蒙古扁桃种质资源奠定了基础，也为用 ＳＲＡＰ分子标记法研
究蒙古扁桃种质遗传多样性、亲缘关系等方面提供了依据。
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