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　　摘要：以梁山慈竹为材料，提取叶片ＤＮＡ并将其作为模板，采用正交设计试验优化影响梁山慈竹简单重复序列－
聚合酶链式反应（ＳＳＲ－ＰＣＲ）体系的３个主要因素，并对２１个梁山慈竹不同品系进行稳定性验证，结果表明，优化的

２０μＬＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系为２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ８μＬ、模板 ＤＮＡ（２０ｎｇ／μＬ）２．５μＬ、ＳＳＲ引物（１．０×１０－４ｍｍｏｌ／Ｌ）
１μＬ，无菌蒸馏水补足至２０μＬ；使用 ＳＳＲ引物 ＢＭＫ．３８７５７对２１个梁山慈竹不同品系进行扩增，扩增产物大小在
１４０ｂｐ左右，共有４个多态性位点；使用ＳＳＲ引物Ｌ６、Ｒ８３对梁山慈竹进行扩增，均获得３个多态性位点，且条带清晰。
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　　简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ）别
称微卫星ＤＮＡ（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡ）［１］，由１～６个碱
基重复串联组成，其不同等位基因间的重复数具有

丰富的差异，而其两侧的序列高度保守，可以在重

复串联序列的两端设计引物，通过聚合酶链式反应

（ＰＣＲ）扩增片段的长度检测等位基因的多态性。
ＳＳＲ是Ｓｋｉｎｎｅｒ等于１９７４年在研究寄居蟹时首次发

现的［２］，此后人们相继发现，ＳＳＲ广泛存在于真核生
物中，由于其具有多态性高、容易检测、共显性等特

点，ＳＳＲ标记技术很快在动植物遗传检测分析中得
到广泛应用［３－４］。

ＳＳＲ标记根据开发方法可分为基因组 ＳＳＲ
（ｇＳＳＲ）、表达序列标签ＳＳＲ（ＥＳＴ－ＳＳＲ）标记，随着
高通量测序技术的发展，转录组测序相对价格越来

越低，一些无参照基因组物种的 ＥＳＴ－ＳＳＲ开发也
越来越容易。西南科技大学生命科学与工程学院

实验室在梁山慈竹分子层面研究上取得一定进

展［５］，并获得多个品系梁山慈竹的转录组数据［６－７］，

这为梁山慈竹ＥＳＴ－ＳＳＲ分子标记的开发提供了坚
实的基础。在 ＥＳＴ－ＳＳＲ标记开发过程中，ＰＣＲ过
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程对后续电泳条带的读取具有直接的影响［８］，为保

证ＰＣＲ结果的可靠性，本研究对影响梁山慈竹
ＳＳＲ－ＰＣＲ结果的主要因子进行优化，以获得较好
的反应体系，为后续梁山慈竹的遗传多样性、性状

关联分析及分子辅助育种等研究奠定良好的基础。

１　材料与方法

１．１　仪器设备
移液枪、ＰＣＲ扩增仪、琼脂糖凝胶电泳仪、垂直

板电泳仪、凝胶成像仪、通风橱、离心机、数码相

机等。

１．２　试验材料
野生型梁山慈竹及梁山慈竹２０个栽培品系叶

片，由西南科技大学生命科学与工程学院实验室

提供。

１．３　ＤＮＡ提取及检测
２１个梁山慈竹品系的叶片基因 ＤＮＡ采用改良

的十六烷基三甲基溴化铵（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ

ｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ）法进行提取［９］，并采用１％琼脂糖凝
胶电泳、紫外分光光度法分别检测提取的 ＤＮＡ质
量、浓度；分别取各品系 ＤＮＡ溶液１０μＬ，用蒸馏水
稀释至２０ｎｇ／μＬ后，在－２０℃冰箱中保存，备用。
１．４　ＳＳＲ－ＰＣＲ体系优化

以野生型梁山慈竹叶片ＤＮＡ为模板，使用ＳＳＲ
引物ＢＭＫ．３８７５７（表１），对影响 ＳＳＲ－ＰＣＲ效果的
ＴａｑＰＣＲＭｉｘ用量、引物浓度、ＤＮＡ模板用量采用３
因素４水平正交试验进行优化，具体设计见表２，反
应总体积为２０μＬ，不足的加双蒸水补齐。反应程
序为：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５６℃下退
火 ３０ｓ，７２℃延伸 ２５ｓ，３２个循环；７２℃延伸
５ｍｉｎ；４℃ 保存。采用 ８％聚丙烯酰胺凝胶电泳
２５～３．０ｈ，电泳恒定电压为６００Ｖ；使用 ＡＣＳ染液
（２％硝酸银，１０％乙醇，０．５％冰醋酸）染色 １５～
２０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗后，浸没于由 ３％氢氧化钠
（ＮａＯＨ）、０１％甲醛配制成的显影液中显影约
１５ｍｉｎ，至条带清洗；采用数码相机拍照记录。

表１　ＳＳＲ引物序列

引物名称 上游引物（５′→３′） 下游引物（５′→３′）
ＢＭＫ．３８７５７ ＧＣＡＡＴＡＡＴＡＣＡＡＧＧＧＧＡＧＴＧ ＡＣＧＴＣＧＴＣＴＡＣＧＡＧＡＡＧＡＴＴ

Ｌ６ ＣＡＡＧＡＴＴＣＡＧＡＧＴＧＧＧＡＧＡ ＣＴＴＣＧＡＡＴＡＧＣＣＣＣＡＡＡＣ
Ｒ８３ ＧＡＡＣＡＧＧＧＴＡＧＡＴＴＧＧＡＡＧＡ ＣＡＣＡＡＣＡＡＴＧＧＣＡＧＡＴＡＣＣ

表２　ＳＳＲ－ＰＣＲ体系Ｌ１６（４）３正交试验设计

处理编号
２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ
用量（μＬ）

引物浓度

（×１０－４ｍｍｏｌ／Ｌ）
模板ＤＮＡ用量

（ｎｇ）

１ ６ ０．５ １０

２ ６ １．０ ２０

３ ６ １．５ ３０

４ ６ ２．０ ５０

５ ８ １．０ １０

６ ８ ０．５ ２０

７ ８ ２．０ ３０

８ ８ １．５ ５０

９ １０ １．５ １０

１０ １０ ２．０ ２０

１１ １０ ０．５ ３０

１２ １０ １．０ ５０

１３ １２ ２．０ １０

１４ １２ １．５ ２０

１５ １２ １．０ ３０

１６ １２ ０．５ ５０

１．５　ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系验证
以野生型梁山慈竹叶片 ＤＮＡ为对照（ＣＫ），以

２０个梁山慈竹品系叶片 ＤＮＡ为试验材料，以
ＢＭＫ．３８７５７、Ｌ６、Ｒ８３为引物，分别在退化温度为
５６、５５、５７℃，其他反应程序同“１．４”节条件下对优
化的 ＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系稳定性及引物扩增的多
态性进行验证。

２　结果与分析

２．１　梁山慈竹叶片ＤＮＡ的提取与检测
由图１可见，２１个梁山慈竹品系的叶片 ＤＮＡ

电泳后均具有明亮的条带，且条带没有明显的拖

尾。紫外分光光度计检测结果显示，各品系ＤＮＡ在
波长分别为 ２６０、２８０ｎｍ处的吸光度比值均在
１．７～１．９之间，ＤＮＡ浓度均在２００ｎｇ／μＬ以上，说
明ＤＮＡ降解较少，蛋白杂质污染相对较轻，提取质
量较高，可满足后续试验要求。

２．２　梁山慈竹ＳＳＲ－ＰＣＲ体系的优化
由图２可知，采用引物 ＢＭＫ．３８７５７共扩增出４

条条带；ＴａｑＰＣＲＭｉｘ用量为１０～１２μＬ（泳道９～泳
道１６）时，条带染色过深，且容易出现引物二聚体；
在ＴａｑＰＣＲＭｉｘ用量相同条件（泳道１～泳道４）下，
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引物浓度或模板ＤＮＡ用量的增加可以提升 ＰＣＲ的
扩增效果；泳道５～泳道８的条带则进一步表明，模
板ＤＮＡ用量的增加会使扩增条带逐渐清晰，而引物
浓度对扩增结果影响相对较小。因此，优化的梁山

慈竹ＳＳＲ－ＰＣＲ体系为２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ８μＬ，模板
ＤＮＡ用量（２０ｎｇ／μＬ）２．５μＬ，ＳＳＲ引物（１．０×
１０－４ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，无菌蒸馏水补足至２０μＬ。

２．３　梁山慈竹ＳＳＲ－ＰＣＲ优化反应体系的验证
使用ＳＳＲ引物ＢＭＫ．３８７５７，对野生型梁山慈竹

及２０个梁山慈竹栽培品系采用优化反应体系进行
ＰＣＲ扩增，结果（图３）显示，共获得４个多态性位
点，产物大小均在 １４０ｂｐ左右，条带清晰，容易分
辨，且均未见引物二聚体的产生。

　　图４－（１）、图４－（２）分别为采用引物Ｌ６、引物
Ｒ８３在优化体系下对部分梁山慈竹品系的 ＰＣＲ扩
增结果，结果表明，２个引物均可获得３个等位多态
性位点，说明优化体系能够适用于多对引物，能够

得到清晰、无拖尾、易于读取的条带。

３　结论与讨论

　　简单重复序列标记由于具有共显性、数量丰

富、多态性高、开发容易且开发时间短等特点［１０］，自

该技术诞生以来，得到广大科研工作者的青睐，目

前该技术已经被广泛应用于动植物的遗传多样性

分析、遗传图谱构建、目标基因定位、品种鉴定及辅

助育种等研究［１１－１６］中。由于竹类植物以无性繁殖

为主，其遗传多样性分析、分类等分子水平上的研

究难度较大［１７］，因此，将 ＳＳＲ分子标记手段应用在
竹类植物研究上具有重要的意义。
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　　ＳＳＲ分子标记的技术基础是 ＰＣＲ扩增，影响
ＰＣＲ扩增的因素将直接影响 ＳＳＲ分子标记的结果。
本研究对梁山慈竹ＳＳＲ－ＰＣＲ的引物浓度、模板ＤＮＡ
浓度、ＴａｑＰＣＲＭｉｘ等设计３因素４水平正交试验，获
得的最佳反应体系为 ＴａｑＰＣＲＭｉｘ８μＬ，模板 ＤＮＡ
（２０ｎｇ／μＬ）２．５μＬ，ＳＳＲ引物（１．０×１０－４ｍｍｏｌ／Ｌ）
１μＬ，无菌蒸馏水补足至２０μＬ。

采用优化的反应体系对野生型梁山慈竹及２０
个梁山慈竹栽培品系进行ＰＣＲ扩增，部分引物获得
较好的多态性位点，其中，引物 ＢＭＫ．３８７５７获得４
个多态性位点，引物 Ｌ６、Ｒ８３均可获得３个多态性
位点。表达序列标签 ＳＳＲ（ＥＳＴ－ＳＳＲ）标记可用于
梁山慈竹不同栽培品种间的遗传分析，结合性状关

联分析［１８－１９］能够应用于优良竹种选育与鉴别，有利

于加快育种速度。
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