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　　摘要：为了建立经济稳定的桑树简单重复序列（ＳＳＲ）－ＰＣＲ反应体系，为ＳＳＲ分子标记在桑树研究中更广泛地应
用提供试验基础，采用Ｌ１６（４

５）正交试验设计和单因素试验，对桑树ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中的模板 ＤＮＡ浓度、引物浓

度、Ｍｇ２＋浓度、ｄＮＴＰｓ浓度和ｒＴａｑ酶用量５个因素的４个水平进行优化分析，并比较这５个因素的不同浓度对扩增效
果的影响。结果表明，各因素水平变化对反应体系的影响大小依次为 Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ＞引物 ＞模板 ＤＮＡ＞ｒＴａｑ酶。研
究最终确立了最佳反应体系，即在１０μＬ反应体系中，含有１．５μＬ１０～２０ｎｇ／μＬＤＮＡ模板、０．４μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋、
０．５μＬ２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、各０．１５μＬ２０μｍｏｌ／Ｌ正反向引物、０．１μＬ５Ｕ／μＬｒＴａｑ酶和１μＬ１０×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ。通过
稳定性检测，表明该体系能够用于桑树的ＳＳＲ分析。
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　　桑树是桑科（Ｍｏｒａｃｅａｅ）桑属（ＭｏｒｕｓＬ．）的多年生木本植
物，是重要的经济植物，桑叶是家蚕的主要饲料。我国地域辽

阔，生态环境各异，经过长期的自然选择和人工选育，形成了

非常丰富的桑树种质资源。因此，研究桑树的遗传多样性及

其亲缘关系对桑树的栽培育种、良种选育等有重要意义。

简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，简称 ＳＳＲ）ＤＮＡ，
又称微卫星ＤＮＡ（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡ），是由Ｍｏｏｒｅ和 Ｔｅｒｅｒ等
于１９９１年提出的，它是以１～６ｂｐ核苷酸为重复单位而多次
串联重复组成的ＤＮＡ序列。ＳＳＲ具有多态性高、试验操作简
单、共显性等优点，被广泛应用于植物的分子连锁图谱构建、

基因定位、品种遗传多样性和群体结构分析、纯度鉴定、杂种

优势的预测等［１］。

ＳＳＲ是一种基于ＰＣＲ技术的分子标记，试验结果易受反
应组分的影响，为了确保试验结果的准确性和重复性，建立和

优化ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系是非常必要的。目前，应用 ＳＳＲ分
子标记研究桑树种质资源遗传多样性等方面的报道较少，关

于桑树ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系优化的研究仅见罗义维等报道的
采用正交设计试验的优化过程［２］。本研究参考已有的桑树

ＳＳＲ研究［２－７］，采用正交试验和单因素优化试验结合的方法，

对桑树 ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中的模板 ＤＮＡ、引物、Ｍｇ２＋、
ｄＮＴＰｓ和ｒＴａｑ酶５个因素的４个水平进行优化分析，以期建
立经济、实用、稳定的反应体系，为 ＳＳＲ分子标记在桑树研究
中更广泛地应用提供试验基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

本试验材料采自四川省丝绸科学研究院桑树种质资源

圃，详见表１。选择桑树品种丰台作为体系优化用的 ＤＮＡ模
板。引物序列参照Ａｇｇａｒｗａｌ等的研究［８－１０］，由生工生物工程

（上海）股份有限公司合成，详见表 ２。ＰＣＲ反应所用的
Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、ｒＴａｑ酶、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ和１０×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ均购
自ＴａＫａＲａ公司。
１．２　方法
１．２．１　桑树总 ＤＮＡ提取及质量检测　桑叶总 ＤＮＡ采用２
种方法从用０．１５ｇ硅胶干燥的桑叶中提取，一种是稍加改进
的十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法［１１］，另一种是在用４×
ＣＴＡＢ提取前，先用去糖缓冲液抽提。取３μＬ提取的ＤＮＡ样
品，在１％琼脂糖凝胶中电泳２０ｍｉｎ，电泳完毕后在 ＷＦＨ－
２０１Ｂ紫外反射透射仪中观察ＤＮＡ条带。利用ＫＡＩＡＯＫ５５００
微量紫外分光光度计检测ＤＮＡ浓度，之后于－２０℃保存。
１．２．２　ＰＣＲ扩增及产物的电泳检测　ＰＣＲ反应在 Ｔｈｅｒｍａｌ
Ｃｙｃｌｅｒ（上海山富科学仪器有限公司生产）上进行。ＰＣＲ反应
体系总体积为１０μＬ，包括Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、ｒＴａｑ聚合酶、正反向
引物、模板ＤＮＡ和１０×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ。ＰＣＲ反应程序参照赵
卫国的报道［１２］，采用降落ＰＣＲ：９５℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，６３℃退火 １ｍｉｎ，每个循环降低 ０．５℃，７２℃延伸
１ｍｉｎ，１６个循环；９４℃变性３０ｓ，５６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，２４个循环；７２℃延伸 ５ｍｉｎ。反应结束后控制温度
在 １０℃。

将扩增产物在８％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳上检测。
进行非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳时，在 ＤＹＹ－６Ｃ型稳压稳
流电泳仪上，于２００～２２０Ｖ预电泳 １０～２０ｍｉｎ。预电泳完
毕，垂直平稳地拔出凝胶中的梳子，上样１０μＬ（３μＬｄｄＨ２Ｏ，
３μＬ６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，４μＬＰＣＲ产物），上样完毕后，在
１２０Ｖ电压下电泳，待溴酚蓝指示剂跑到下层琼脂糖封口处
时停止电泳，用时大约为１ｈ４０ｍｉｎ。采用银染法（１．０ｇ／Ｌ
ＡｇＮＯ３）染色，并在显色液（在２００ｍＬ蒸馏水中加４ｇＮａＯＨ、
０．０８ｇＮａ２ＣＯ３和０．８ｍＬ甲醛）中显色３～５ｍｉｎ至电泳条带
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表１　用于本研究的１０份桑树材料

编号 材料名称 所属桑树品种 来源 类型 材料用途

１ 丰台 白桑（Ｍｏｒｕｓａｌｂａ） 四川绵阳 选育品种 反应体系优化

２ 嘉陵１６号 鲁桑（Ｍｏｒｕｓｍｕｌｔｉｃａｕｌｉｓ） 西南大学 育成品种 稳定性检验　
３ 乐山花桑 白桑（Ｍｏｒｕｓａｌｂａ） 乐山 地方品种 稳定性检验　
４ 南一号 鲁桑（Ｍｏｒｕｓｍｕｌｔｉｃａｕｌｉｓ） 三台 地方品种 反应体系应用

５ 荥经鸡桑 鸡桑（Ｍｏｒｕｓａｕｓｔｒａｌｉｓ） 荥经 野生种 反应体系应用

６ 宁南鬼桑 鬼桑（Ｍｏｒｕｓｍｏｎｇｏｌｉｃａｖａｒ．ｄｉａｂｏｌｉｃａ） 宁南 野生种 反应体系应用

７ 荥经川桑 川桑（Ｍ．ｎｏｔａｂｉｌｉｓ） 荥经 野生种 反应体系应用

８ 充场桑 瑞穗桑（Ｍｏｒｕｓｍｉｚｕｈｏ） 南研所 育成品种 反应体系应用

９ 石棉华桑 华桑（Ｍｏｒｕｓｃａｔｈａｙａｎａ） 石棉 野生种 反应体系应用

１０ 小冠桑 白桑（Ｍｏｒｕｓａｌｂａ） 合川 地方品种 反应体系应用

　　注：南研所指四川省农业科学院蚕业研究所。

表２　用于本研究的５对引物

编号 引物名称
引物序列

（５′→３′）
用途

ＧｅｎＢａｎｋ
登录号

１ Ｍｕｌｓｔｒ－ｌ Ｆ：ＧＣＣＧＴＧＴＡＣＣＡＧＴＧＧＡＧＴＴＴＧＣＡ；Ｒ：ＴＧＡＣＣＧＴＴＴＣＴＴＣＣＡＣＴＴＴＡＣＣＴＡＡＴＧ 反应体系优化、

稳定性检验

ＡＹ３２６４４０

２ ＭｕｌＳＴＲ５ Ｆ：ＣＣＣＣＣＴＧＣＡＡＴＧＣＣＣＴＣＴＴＴＣ；Ｒ：ＴＧＧＧＣＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡＡＧＡＴＴＣ 稳定性检验 ＡＹ３２６４４４
３ ＭｕｌＳＴＲ４ Ｆ：ＧＧＴＣＡＡＧＣＧＣＴＣＣＡＧＡＧＡＡＡＡＧ；Ｒ：ＧＧＴＧＣＡＧＡＧＧＡＴＧＡＡＡＧＡＴＧＡＧＧＴ 反应体系应用 ＡＹ３２６４４３
４ Ｍｕｌ３ＳＳＲ１９７ Ｆ：ＧＧＴＧＡＡＡＧＴＴＣＧＴＧＴＧＡＧＴＣＣ；Ｒ：ＴＣＡＧＣＡＡＣＴＡＧＡＧＴＧＡＣＴＴＴＧ 反应体系应用 ＪＸ４６５６７４
５ Ｍｕｌ３ＳＳＲ１８４ Ｆ：ＣＡＴＴＣＣＴＧＧＴＧＴＣＡＧＣＣＴ；Ｒ：ＣＡＧＡＴＣＧＧＣＡＣＣＡＡＴＡＧＴ 反应体系应用 ＪＸ２５８８３０

清晰可见，用数码相机拍照并保存图片。

１．２．３　ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的建立及优化　对于 ＰＣＲ反应
体系中的５个因素（模板 ＤＮＡ浓度、引物浓度、Ｍｇ２＋浓度、

ｄＮＴＰｓ浓度和ｒＴａｑ酶用量），每个因素分别设置４个水平，详
见表３。

表３　ＰＣＲ反应体系的因素和水平

水平
因素

模板ＤＮＡ浓度（ｎｇ／μＬ） 引物浓度（μｍｏｌ／Ｌ） Ｍｇ２＋浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ） ｄＮＴＰｓ浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ） ｒＴａｑ酶用量（Ｕ／μＬ）
１ １．０ ０．２０ １．０ ０．１０ ０．０５
２ １．５ ０．３０ １．５ ０．１５ ０．１０
３ ２．０ ０．４０ ２．０ ０．２０ ０．１５
４ ２．５ ０．５０ ２．５ ０．２５ ０．２０

１．２．３．１　正交试验　采用Ｌ１６（４
５）正交设计，共１６个反应体

系（表４）。除表４中的变化因素外，每管还含有１μＬ１０×
ｂｕｆｆｅｒ，引物为Ｍｕｌｓｔｒ－ｌ，每个反应体系设２次重复。
１．２．３．２　单因素试验　根据正交试验确定的最佳反应体系，
依次优化Ｍｇ２＋浓度、ｄＮＴＰｓ浓度、引物浓度、ｒＴａｑ酶用量和模
板ＤＮＡ浓度５个单因素，每个水平设２次重复。当其中１个
因素水平变化时，体系中其他成分的水平保持不变。

１．２．４　退火温度的优化　以确定的最佳反应体系为基础，以
提取的丰台 ＤＮＡ作为模板，对引物 Ｍｕｌｓｔｒ－ｌ的退火温度进
行优化筛选，设定退火温度范围为（５５±６３）℃，根据 ＰＣＲ仪
自动生成的１２个温度梯度进行ＰＣＲ扩增，扩增产物用８％非
变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行检测。

１．２．５　最佳反应体系稳定性检测及应用　选择２个桑树材
料嘉陵１６号、乐山花桑，选择２对引物，对优化出的反应体系
进行稳定性检测，每个样品、每对引物设４个重复。选择４对
引物，用优化得到的反应体系，以７份桑树 ＤＮＡ为模板进行
ＳＳＲ扩增。

２　结果与分析

２．１　桑树基因组ＤＮＡ的提取结果
如图１所示，采用４×ＣＴＡＢ法提取桑树总 ＤＮＡ的结果

显示，点样孔明亮，说明有糖类等杂质，并且部分材料拖尾比

较严重；而在加入提取液之前加入去糖缓冲液得到的 ＤＮＡ，
点样孔没有杂质污染，只有轻微拖尾，说明去糖缓冲液能够有

效去除桑叶中的多糖等杂质，提取得到的 ＤＮＡ更纯，能够满
足ＳＳＲ试验要求。
２．２　ＳＳＲ－ＰＣＲ优化反应体系的直观分析

由ＳＳＲ－ＰＣＲ正交试验结果（图２）可以看出，１６个反应
体系的扩增结果差异明显。第１、６、１４、１５组合存在非特异性
扩增条带，且目的条带扩增不完全；第２、９、１１、１６组合的扩增
结果不稳定，２次重复扩增出的条带不一致，且有非特异性扩
增条带；第５组合条带清晰，但是目的条带扩增不完全；第４、
７、８、１０、１２、１３组合的目的条带扩增完全，但是第８、１２组合
的背景较深，第１０、１３组合２个重复中１个重复的目的条带
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表４　桑树ＳＳＲ－ＰＣＲ反应的正交试验设计［Ｌ１６（４５）］

组合编号
模板ＤＮＡ浓度
（ｎｇ／μＬ）

引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｒＴａｑ酶用量
（Ｕ／μＬ）

１ １．０ ０．２０ １．０ ０．１０ ０．０５
２ １．０ ０．３０ １．５ ０．１５ ０．１０
３ １．０ ０．４０ ２．０ ０．２０ ０．１５
４ １．０ ０．５０ ２．５ ０．２５ ０．２０
５ １．５ ０．２０ １．５ ０．２０ ０．２０
６ １．５ ０．３０ １．０ ０．２５ ０．１５
７ １．５ ０．４０ ２．５ ０．１０ ０．１０
８ １．５ ０．５０ ２．０ ０．１５ ０．０５
９ ２．０ ０．２０ ２．０ ０．２５ ０．１０
１０ ２．０ ０．３０ ２．５ ０．２０ ０．０５
１１ ２．０ ０．４０ １．０ ０．１５ ０．２０
１２ ２．０ ０．５０ １．５ ０．１０ ０．１５
１３ ２．５ ０．２０ ２．５ ０．１５ ０．１５
１４ ２．５ ０．３０ ２．０ ０．１０ ０．２０
１５ ２．５ ０．４０ １．５ ０．２５ ０．０５
１６ ２．５ ０．５０ １．０ ０．２０ ０．１０

较浅；第４、７组合的目的条带扩增完全、清晰、重复性好。综
合每组的２个重复，以及从经济节约的角度考虑，选择第７组
合为最优体系，即 １０μＬ反应体系中，含有 １．５μＬ１０～
２０ｎｇ／μＬＤＮＡ模板，各 ０．２０μＬ２０μｍｏｌ／Ｌ正反向引物，

１．０μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，０．５μＬ２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．２０μＬ
５Ｕ／μＬｒＴａｑ酶和１μＬ１０×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，用ｄｄＨ２Ｏ补至１０μＬ。

为了进一步证明对试验结果初步判断的准确性，根据李

志勇等的方法［１３］对正交设计试验中的各组分浓度组合进行

分析，结果见表５，其中ｋ值代表某因子在某水平下参与反应
所产生的扩增条带数的平均值。在本研究中，５个因素在设
定的４个水平下对结果的影响由大到小依次为 Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ
浓度＞引物浓度＞模板ＤＮＡ浓度＞ｒＴａｑ酶用量。

ｋ值反映了影响因素各水平对反应体系的影响情况，ｋ值
越大，反应水平越好。模板 ＤＮＡ浓度以１水平最好，引物浓
度以４水平最好，Ｍｇ２＋浓度以３水平最好，ｄＮＴＰｓ浓度以１、２
水平最好，ｒＴａｑ酶用量以 ３、４水平最好。因此可见，桑树
ＳＳＲ－ＰＣＲ的最佳反应体系为 １ｎｇ／μＬ模板 ＤＮＡ＋
０．５μｍｏｌ／Ｌ引物＋２ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋＋０．１０或０．１５ｍｍｏｌ／Ｌ

表５　桑树ＳＳＲ－ＰＣＲ反应正交试验的各处理统计分析结果

项目
扩增条带数（条）

模板ＤＮＡ浓度 引物浓度 Ｍｇ２＋浓度 ｄＮＴＰｓ浓度 ｒＴａｑ酶用量
ｋ１ ４．８７５ ４．０００ ４．２５０ ５．１２５ ５．０００
ｋ２ ３．８７５ ４．３７５ ３．８７５ ５．１２５ ４．５００
ｋ３ ４．７５０ ４．７５０ ５．１２５ ４．１２５ ４．３７５
ｋ４ ４．７５０ ５．１２５ ５．０００ ３．８７５ ４．３７５
Ｒ值 １．０００ １．１２５ １．２５０ １．２５０ ０．６２５
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ｄＮＴＰｓ＋０．１５或０．２Ｕ／μＬｒＴａｑ酶。综合分析第４、７、８、１２组
合试验设计中每个因素的水平和实际扩增效果，认为第８组
合每个因素的水平与理论值最接近，因此，分别以第７、８组反
应体系为基础进行单因素优化试验。

２．３　单因素优化的结果分析
以第８组合为基础进行单因素优化试验，结果显示，电泳

图背景深，主带不明显，无法读带（图略）。说明理论得出的

最佳体系的效果需要进一步检验优化，同时也反映理论与实

际存在一定的差距。

　　以第７组合为基础，进行单因素优化。如图３所示，当模
板ＤＮＡ浓度为２．５ｎｇ／μＬ时，目的条带扩增不完全；当模板
ＤＮＡ浓度为１．０、２．０ｎｇ／μＬ时，２个重复的扩增结果不稳定。
综合４种浓度的电泳结果，选择１．５ｎｇ／μＬ作为模板ＤＮＡ的

最佳浓度。当引物浓度为０．２、０．４μｍｏｌ／Ｌ时，扩增结果不稳
定；当引物浓度为０．５μｍｏｌ／Ｌ时，电泳背景较深；当引物浓度
为０．３μｍｏｌ／Ｌ时，有清晰的目的条带。因此，确定引物的最
佳浓度为０．３μｍｏｌ／Ｌ。当 Ｍｇ２＋浓度大于１．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩
增不稳定；当Ｍｇ２＋浓度为１．０、１．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，都能扩增出明
显的条带；但当Ｍｇ２＋浓度为１．５ｍｍｏｌ／Ｌ时的背景较深，所以
选择１．０ｍｍｏｌ／Ｌ为 Ｍｇ２＋的最佳浓度。当 ｄＮＴＰｓ浓度为
０１５、０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ时，条带扩增不稳定；当 ｄＮＴＰｓ浓度为
０１０、０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ时，都有清晰的目的条带。从经济节约角
度考虑，选择０．１ｍｍｏｌ／Ｌ为 ｄＮＴＰｓ的最佳浓度。当 ｒＴａｑ酶
用量为０．１５、０．２Ｕ／μＬ时，存在非特异性扩增；当 ｒＴａｑ酶用
量为０．０５Ｕ／μＬ时，目的条带清晰且重复性好，因此确定
ｒＴａｑ酶的最佳用量为０．０５Ｕ／μＬ。

　　以上结果表明，正交设计能够考虑各因素间的交互作用，
单因素试验可以对反应体系中每个因素的不同水平进行直观

分析［１４］。与正交试验相比，在单因素试验中，除了模板 ＤＮＡ
浓度、ｄＮＴＰｓ浓度相同外，引物浓度、Ｍｇ２＋浓度和酶用量都有
所降低。综合２种试验结果，确定在１０μＬ桑树 ＳＳＲ－ＰＣＲ
反应体系中，５个因素分别为 １．５ｎｇ／μＬ模板 ＤＮＡ，各
０．３μｍｏｌ／Ｌ正、反向引物，１．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ，０．０５Ｕ／μＬｒＴａｑ酶。
２．４　最适退火温度的确定

如图４所示，在不同退火温度下，扩增效果存在差异。退
火温度为５５．０、５６．６、５７．５℃时，都能扩增出目的条带；退火
温度为５５．８℃时，２个重复出现扩增不稳定的情况；退火温
度高于５８．５℃时，扩增的条带数减少，ＰＣＲ产物量较低。从
主带清晰度及背景深浅来考虑，引物Ｍｕｌｓｔｒ－ｌ的退火温度选
择５６．６℃为宜。因此，引物Ｍｕｌｓｔｒ－１优化后的ＰＣＲ反应程
序如下：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５６．６℃退火４５ｓ，
７２℃ 延伸６０ｓ，３７个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ，反应结束后保存
在１０℃。

２．５　最佳反应体系的稳定性检验及其应用
用２个桑树材料嘉陵 １６号、乐山花桑，选择 ＭｕｌＳＴＲ５、

Ｍｕｌｓｔｒ－ｌ这２对引物，对优化出的反应体系进行稳定性检验，
每个样品、每对引物设４次重复。由图５可以看出，２个样品
的４次重复都能够稳定地扩增出明显的条带，说明该优化体
系稳定可靠。

采用ＭｕｌＳＴＲ５、ＭｕｌＳＴＲ４、Ｍｕｌ３ＳＳＲ１９７和 Ｍｕｌ３ＳＳＲ１８３这
４对引物，利用优化后的ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，对７份桑树种
质进行扩增。非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测结果显示，这

４对引物都获得了清晰的条带（图６），表明该反应体系的特
异性、可重复操作性和稳定性较好。
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３　讨论与结论

桑树是我国重要的经济作物，优化并建立适合桑树的

ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，是ＳＳＲ标记在桑树中应用的重要基础。
目前对ＳＳＲ－ＰＣＲ体系优化的方法有单因素设计和正交设计
等。正交设计能够分析因素间的交互作用，但是由于其试验

体系较小，受到的试验操作误差较大，而且也不能顾及个别因

素的影响，而单因素试验正好能够弥补正交试验的不足［１５］。

本研究通过综合考虑正交试验和单因素优化试验的方法，对

ＰＣＲ反应中的５个因素进行优化，得到桑树 ＳＳＲ－ＰＣＲ最优
反应体系，即１０μＬ反应体系中，含有１．５μＬ１０～２０ｎｇ／μＬ
模板ＤＮＡ，０．４μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，０．５μＬ２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，
各０．１５μＬ２０μｍｏｌ／Ｌ正反向引物，０．１μＬ５Ｕ／μＬｒＴａｑ酶和
１μＬ１０×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ。通过稳定性检验，证明该反应体系
稳定、可靠，为今后 ＳＳＲ在桑树领域更广泛的应用提供了相
应支持。

ＰＣＲ反应体系中各组分的浓度会对扩增效果产生影响。
Ｍｇ２＋浓度过低时，会降低ＤＮＡ聚合酶的活性；Ｍｇ２＋浓度过高
时，会降低扩增的特异性。ｄＮＴＰｓ浓度过低时，产物条带模糊
不清；ｄＮＴＰｓ浓度过高时时，会出现非特异性扩增。引物用量
过少时，产物量过低；用量过多时，会产生非特异性产物和引

物二聚体。ＤＮＡ聚合酶的用量直接决定ＰＣＲ反应的结果，用
量过高时，容易产生非特异性扩增产物；用量过低时，则会导

致目的条带合成量减少。模板ＤＮＡ浓度也会影响扩增效果，
在彭波等的研究中，模板浓度达到了２．５ｎｇ／μＬ［３－４］，而本试
验结果表明，模板ＤＮＡ的量并非越大，扩增效果越好，在设定
的４个浓度中，前２个浓度１．０、１．５ｎｇ／μＬ的扩增效果较后２

个浓度的好。罗义维等的研究表明，模板ＤＮＡ的浓度与本研
究结果相当，可见适当降低模板的浓度能得到相对清晰的条

带［２，６］。在本研究得到的最佳反应体系中，每个因素的浓度

与罗义维等的研究结果［２］相比，除了模板ＤＮＡ的浓度差异不
大外，其余４个因素的浓度均低于后者，出现这种现象的原因
可能是研究方法、目的、试验材料、引物、技术要求不同造

成的。

除了以上５种因素会影响ＰＣＲ扩增效果外，引物退火温
度也是１个关键因素。退火温度过高时，模板与引物退火反
应缓慢而不准确；退火温度过低时，则会产生引物二聚体和杂

带［１６］。不同引物的退火温度需要摸索才能确定，本研究只优

化筛选了引物Ｍｕｌｓｔｒ－ｌ的退火温度，为５６．６℃。当采用多
个引物同时扩增时，反应程序可采用降落 ＰＣＲ方法。降落
ＰＣＲ能够避免或有效降低由反应体系内主要组分浓度过高
或过低、引物序列较短、退火温度过高或过低、模板ＤＮＡ复杂
等因素引起的非特异性产物的产生［１７］，并且省去了摸索引物

退火温度的繁琐步骤，从而大大缩短了试验时间。

综上所述，在ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增中，应综合考虑各反应组分
的浓度和引物退火温度，才能得到有效的扩增条带，从而增强

结果的真实性。
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殖诱导率整体呈下降趋势，芽增殖系数呈先增大后减小趋势，

ＮＡＡ浓度为０．５ｍｇ／Ｌ时，芽增殖诱导率、芽增殖系数相对最
大，分别为 ９３．７５％、３．３８；当 ＴＤＺ浓度为 ２．０ｍｇ／Ｌ时，随
ＮＡＡ浓度的增加，芽增殖诱导率基本无变化，芽增殖系数逐
渐增大，ＮＡＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ时芽增殖诱导率、芽增殖系数
相对最大，分别为８７．５０％、３．２５。

综上可见，ＴＤＺ浓度为０．１ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ浓度为０．５ｍｇ／Ｌ
配合使用时，珊瑚姜芽的增殖诱导率相对最好，芽增殖系数也

相对最大，分别为１００．００％、５．４７，可作为珊瑚姜芽增殖培养
基中最佳的生长调节剂组合，其次为６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．１ｍｇ／Ｌ，珊瑚姜芽的增殖诱导率、芽增殖系数可分别达到
１００．００％、４．４７。

３　结论与讨论

植物生长调节剂是组培快繁的重要影响因子，不同种类

的植物生长调节剂对外植体生长分化的作用效果不同，同种

植物生长调节剂不同浓度的作用效果也存在差异，因此，不同

植物生长调节剂的合适配比是外植体快速繁殖体系建立的关

键。在植物不定芽的诱导增殖研究中，添加的生长调节剂主

要为６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＴＤＺ等，ＴＤＺ具有很强的分裂素活性，６－
ＢＡ是性价比较高的细胞分裂素，热稳定性较好。细胞分裂
素的生理作用主要是引起细胞分裂、分化，以及诱导芽的形

成，促进芽的生长［４－５］。

有研究发现，生长素在低浓度时可促进生长，浓度高时则

抑制生长，如果浓度更高则会使植物受伤［６－７］；在芽诱导增殖

过程中，高浓度ＴＤＺ会使外植体褐化死亡率提高［８－１０］。本研

究结果表明，光果姜适宜的生长调节剂组合为 ６－ＢＡ
５．０ｍｇ／Ｌ＋ＴＤＺ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ，相应丛生芽增殖
系数相对最大，为３．４４，芽增殖时期在２０ｄ左右，平均每株新
生幼苗株高为１．５３ｃｍ，新叶展开数为１．８０张，珊瑚姜增殖诱
导的最佳生长调节剂组合为ＴＤＺ０．１ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ，
相应芽增殖系数为５．４７，较佳组合为６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．１ｍｇ／Ｌ，芽增殖系数为４．４７，合适的６－ＢＡ、ＴＤＺ浓度可有

利于促进芽增殖诱导，加入一定浓度的ＮＡＡ能进一步提高其
增殖系数，与戴水莲等的研究结果［１１］一致，这可能与 ＮＡＡ促
进芽的生长和生根，有利于充分吸收培养基中的营养物质有

关［１２］；如继续提高６－ＢＡ、ＴＤＺ浓度反而会使芽增殖诱导率
降低，高浓度细胞分裂素反而会抑制芽的增殖诱导。
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