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宽叶缬草 SRAP-PCR 反应体系的优化及引物筛选
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［摘要］ 目的：建立宽叶缬草的相关序列扩增多态性（SRAP）-聚合酶链式反应（PCR）反应体系，为宽叶缬草良种选育提供

理论和技术基础。方法：采用单因素试验考察 Taq Mix 用量，Mg2+浓度，模板 DNA 浓度，Taq DNA 聚合酶浓度对宽叶缬草

SRAP-PCR 扩增结果的影响，以此为基础进行正交试验，优化宽叶缬草 SRAP-PCR 反应体系，并在最优反应体系条件下筛选可

用于宽叶缬草遗传多样性研究的有效引物。结果：单因素实验结果表明 Taq Mix 用量为 8~11 μL 时扩增效果较佳；加入低浓度

Mg2+可获得较佳扩增效果；中低浓度模板 DNA 用量可提高扩增效果；加入少量 Taq DNA 聚合酶可增加扩增结果丰富度。正交

实验结果表明各因素对宽叶缬草 SRAP-PCR 扩增结果的影响程度大小依次为 Taq Mix 用量>Taq DNA 聚合酶加入量>Mg2+加

入量>模板 DNA 用量。适于宽叶缬草的最优反应体系为 Taq Mix 11 μL，模板 DNA 30 ng，Mg2+ 0.025 mmol·L-1，Taq DNA

1.5 U，正向引物与反向引物各 5 μmol·L-1，用双蒸水补足体系至 20 μL。最优退火温度为 36.8 ℃。应用最优体系从 88 对引物

中筛选出 17 对适用于宽叶缬草 SRAP-PCR 的条带清晰、多态性较高的有效引物。结论：建立的宽叶缬草 SRAP-PCR 反应体系

稳定性良好，可用于宽叶缬草遗传多样性研究。
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［［Abstract］］ Objective：：To establish the sequence-related amplified polymorphism（SRAP）-polymerase

chain reaction（PCR）system for Valeriana officinalis var. latifolia，so as to lay the theoretical and technical

foundations for the breeding of V. officinalis var. latifolia. Method：：Single factor test was applied to investigate

the effects of Taq Mix dose，Mg2+ concentration，template DNA concentration，and Taq DNA polymerase content
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on SRAP-PCR amplification of V. officinalis var. latifolia，based on which the orthogonal experiments were

performed to optimize the SRAP-PCR system for V. officinalis var. latifolia. The effective primers that could be

used for genetic diversity studies of V. officinalis var. latifolia were selected under the optimal reaction condition.

Result：：The results of the single factor test showed that Taq Mix dose within the range of 8-11 μL resulted in

better amplification. The addition of a low concentration of Mg2+，the medium to low concentrations of template

DNA，or the low concentration of Taq DNA polymerase enhanced the amplification efficiency or richness. As

demonstrated by the orthogonal experiments，the influencing degrees of related factors on SRAP-PCR

amplification of V. officinalis var. latifolia were sorted in a descending order as follows：Taq Mix dose>Taq DNA

polymerase content>Mg2+ concentration>template DNA concentration. The optimal reaction system for

V. officinalis var. latifolia was determined to consist of 11 μL of Taq Mix，30 ng of template DNA，

0.025 mmol·L-1 Mg2+，1.5 U of Taq DNA polymerase，5 μmol·L-1 forward primer，and 5 μmol·L-1 reverse primer，

which was supplemented to 20 μL with ddH2O. The optimal annealing temperature was 36.8 ℃ . A total of 17

pairs of effective primers with high band resolution and polymorphism were selected from 88 primer pairs for

SRAP-PCR of V. officinalis var. latifolia. Conclusion：：The established SRAP-PCR system for V. officinalis var.

latifolia is stable，which can be used for genetic diversity studies of V. officinalis var. latifolia.

［［Keywords］］ Valeriana officinalis var. latifolia；sequence-related amplified polymorphism （SRAP）；

system optimization；primer screening；orthogonal design

宽叶缬草为败酱科缬草属植物［1］，主要以根及

根茎入药，性味辛、苦、温，具有理气止痛、祛风除

湿、宁心安神的功效［2-3］，现代药理学研究表明宽叶

缬草具有镇静安神、抗抑郁、扩张冠状动脉、调节血

脂和抗脂质过氧化等作用。

宽叶缬草挥发油广泛应用于药品、保健品，以

宽叶缬草为主要成分的复方缬草片和复方缬草牙

痛酊用于治疗失眠和牙痛，疗效显著。随着宽叶缬

草需求的日益增长，人工种植产业已形成规模化生

产，但是过度的人工干预导致产量提升的同时出现

了品种退化、药材质量下降、产油率降低等问题［4］，

有必要利用分子标记技术对其遗传多样性进行研

究和评价，从而为良种选育奠定理论和技术基础。

目前基于 DNA 的分子标记技术现已发展至第

四代。第一代分子标记技术如限制性内切酶片段

长度多态性（RFLP）被广泛应用于临床研究癌细胞

和病毒［5-6］。第二代和第三代分子标记技术如简单

重复序列标记（SSR），简单重复序列间扩增（ISSR），
随机扩增多态性 DNA 标记（RAPD）多用于植物遗

传多样性研究，如对植物的转录组及传代进行标记

与鉴定［7］，对植物的遗传特征和关联图谱进行研

究［8］。近年来有研究者采用分子标记技术研究缬草

属植物的遗传多样性，SINGH 等［9］利用 RAPD 技术

分析缬草属植物蜘蛛香的遗传多样性，并将 13 个种

群划分成 7 大类。但是上述分子标记方法的稳定性

和重复性易受多种因素影响，结果导致重现性较

差。相关序列扩增多态性（SRAP）作为第四代分子

标记技术，具有快速、重复性好、操作简便等特

点［10］。AGYENIM-BOATENG 等［11］利用 SRAP 分析

野生蓖麻的遗传多样性，发现野生蓖麻遗传分化的

特点。KUMAR 等［12］利用 ISSR 和 SRAP 分子标记

研究乐园树的遗传多样性和群体遗传结构。课题

组前期采用 RAPD，ISSR 分子标记技术研究宽叶缬

草遗传多样性［13-14］，在遗传相似系数为 0.88 时，将

20 个宽叶缬草样本进行区分。为进一步完善宽叶

缬草遗传多样性相关研究工作，本文对宽叶缬草

SRAP-PCR 反应体系影响因素进行优化及分析，并

筛选出有效引物，以期采用 SRAP 分子标记技术更

深入研究宽叶缬草遗传多样性，找出其遗传变异规

律，为宽叶缬草甄选优质种质、科学育种提供理论

依据。

1 材料

1.1 植物 12 个宽叶缬草样品主要采自贵州省宽

叶缬草种植基地。供试药材经贵州医科大学中药

学教研室覃容贵教授鉴定为缬草科植物宽叶缬草

Valeriana officinalis var. latifolia。 每 个 基 地 取 样

5 株，每株取 3~5 片新鲜嫩叶，装入离心管中并标记，

迅速放入冰盒中，将样品带回实验室保存于-80 ℃

超低温冰箱中，备用。具体样品采集信息见表 1。

1.2 试剂 MgCl2，10×Taq Buffer，新型植物 DNA

提取试剂盒（天根生化科技有限公司，批号分别为

N2704，N2702r，W9112）；6×DNA 上样缓冲液，琼脂
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糖，缓冲液 5×TBE，10 000×SolarRed 核酸染料（索莱

宝 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 是 20191129，

525J055，20210105，14G0626）；2×Taq PCR Master

Mix，D2000 Plus DNA Ladder，D2000 DNA Ladder，

100 bp DNA Ladder（莫纳生物科技有限公司，批号

分 别 为 00005086-150427， 00007264-150417，

00007622-150423，00007653-140429）。 SRAP 引 物

选取 8 条上游引物和 11 条下游引物，均由金斯瑞生

物公司合成，见表 2。

1.3 主要仪器 WP-UP-WF-20 型超纯水器（四川

沃特尔水处理设备有限公司），HH-2 型数显恒温水

浴锅（金坛市富华仪器有限公司），AL204 型电子天

平（梅特勒 -托利仪器有限公司），L96G 型基因扩增

仪（杭州朗基科学仪器有限公司），DYCP-31DN 型

电泳仪（北京六一生物科技有限公司），DYY-12C 型

电泳仪电源（北京六一生物科技有限公司），TGL-

16C 型 离 心 机（ 上 海 安 亭 科 学 仪 器 厂 ），

NanoPhotometer N60 型超微量分光光度计（德国

Implen 公司），ChemiDoc XRS+型全自动凝胶成像

系统（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1 宽叶缬草基因组 DNA 提取及检测 用新型植

物基因组 DNA 提取试剂盒提取 12 个宽叶缬草样本

基因组 DNA，用 1% 琼脂糖凝胶检测其完整性及质

量，用超微量分光光度计测定 DNA 的浓度和纯度。

所提基因组 DNA 均稀释至 15 mg∙L-1，保存于-20 ℃

冰箱中备用。

2.2 宽叶缬草 SRAP-PCR 体系单因素优化试验

对 Taq Mix，Mg2+，模板 DNA，Taq DNA 聚合酶 4 种

因素进行单因素试验优化，每个因素设置 8 个梯度

水平，见表 3。SRAP-PCR 初始反应体系设置为 Taq

Mix 10 μL，模板 DNA 30 ng，上游引物与下游引物

各 5 μmol∙L-1，用 ddH2O 补足体系至 20 μL，选取

9 号基因组 DNA 为模板。初始反应程序参考张迎

辉等［15］建立的反应程序基础上调整为①94 ℃预变

性 5 min，94 ℃变性 1 min，35 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

1 min，循环 5 次。② 94 ℃变性 1 min，35 ℃退火

1 min，72 ℃ 延 伸 1 min，循 环 35 次 ，72 ℃ 延 伸

8 min，4 ℃保存。

表 1 宽叶缬草样品信息

Table 1 Information of Valeriana officinalis var. latifolia

样品编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

采样地

贵州省铜仁市四保村

贵州省铜仁市苗云村

贵州省剑河县观么乡白胆村

贵州省铜仁市苗云村

贵州省铜仁市芩芒村

贵州省铜仁市双屯村

贵州省铜仁市四保村野生

贵州省岑巩县凯本乡

贵州省黔南州龙里县麻芝乡

贵州省江口县凯德镇育苗基地

贵州省铜仁市芩芒村

贵州医科大学花溪校区移栽

纬度

27°33′58″N

27°31′49″N

27°72′22″N

27°31′57″N

27°47′08″N

27°38′09″N

27°33′36″N

27°50′41″N

26°24′41″N

27°39′24″N

27°47′12″N

26°22′54″N

经度

108°51′30″E

108°47′48″E

108°71′12″E

108°47′43″E

108°49′54″E

108°37′43″E

108°51′38″E

108°63′30″E

107°03′32″E

108°44′50″E

108°49′59″E

106°37′58″E

海拔/m

825.38

526.23

1 028.50

506.31

782.26

785.89

847.28

612.10

1 190.42

375.59

782.26

1 118.64

表 2 SRAP分子标记引物序列

Table 2 SRAP primers sequence

引物

Me2

Me3

Me4

Me5

Me6

Me8

Em1

Em2

Em3

Em4

Em5

Em6

Em7

Em8

Em11

序列（5′-3′）
上游 TGAGTCCAAACCGGAGC

上游 TGAGTCCAAACCGGAAT

上游 TGAGTCCAAACCGGACC

上游 TGAGTCCAAACCGGAAG

上游 TGAGTCCAAACCGGTAG

上游 TGAGTCCAAACCGGTGT

下游 GACTGCGTACGAATTAAT

下游 GACTGCGTACGAATTTGC

下游 GACTGCGTACGAATTGAC

下游 GACTGCGTACGAATTTGA

下游 GACTGCGTACGAATTAAC

下游 GACTGCGTACGAATTGCA

下游 GACTGCGTACGAATTATG

下游 GACTGCGTACGAATTAGC

下游 GACTGCGTACGAATTTCG

长度/bp

17

17

17

17

17

17

18

18

18

18

18

18

18

18

18
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2.3 宽叶缬草 SRAP-PCR 反应体系正交试验设计

根据单因素优化结果，选择 SPSS 23 软件中正交

设计功能对 Taq Mix 用量，MgCl2加入量，模板 DNA

用量，Taq DNA 聚合酶加入量进行四因素四水平正

交设计试验，见表 4。试验选用 9 号基因组 DNA 作

为模板，引物组合选择 Me4~Em8。

结果参照直观分析法［16］，根据条带清晰度、条

带数量、条带强度、条带特异性对扩增结果进行评

分，最高得分为 15 分，最低为 1 分。分别进行 2 次独

立评分，取平均值进行极差分析。

2.4 宽叶缬草 SRAP-PCR 退火温度考察 PCR 反

应体系总体积为 20 μL，选择优化所得反应体系对

PCR 程序退火温度进行考察。采用梯度法考察最

佳退火温度，设置 12 个温度梯度，分别为 30.0，30.2，

31.0，32.0，33.2，34.4，35.6，36.8，38.0，39.0，39.7，

40.0 ℃。扩增产物用 1.5% 的琼脂糖凝胶电泳进行

检测，通过凝胶成像系统拍照，记录保存。

2.5 宽叶缬草 SRAP-PCR 引物筛选 选取 9 号基

因组 DNA 作为模板，基于最优反应体系及反应程

序，从 8 条正向引物和 11 条反向引物随机组合成的

88 对引物中，筛选扩增结果稳定、条带清晰度高、多

态性丰富的引物组合。

2.6 宽叶缬草 SRAP-PCR 优化反应体系应用 应

用最优宽叶缬草 SRAP-PCR 反应体系，以 12 个宽叶

缬草基因组 DNA 为模板进行 SRAP-PCR 扩增，验证

该反应体系稳定性及可靠性。

3 结果

3.1 宽叶缬草基因组 DNA 提取及纯度检验 12 个

宽叶缬草基因组 DNA 条带清晰，见图 1，其纯度质

量 A260/A280为 1.8~2.0，说明完整性良好，纯度高，可用

于后续 SRAP-PCR 试验。

3.2 宽叶缬草 SRAP-PCR 反应体系单因素筛选

3.2.1 Taq Mix 用量考察 Taq Mix 为 PCR 预混

液，其组分为 0.1 U∙μL-1 Taq DNA 聚合酶，2×PCR 反

应缓冲液，3 mol∙L-1 MgCl2，0.4 mol∙L-1 dNTPs，使用

时加入模板 DNA，引物及水补足体积即可使用，具

有使用方便、简单、稳定的特点。但是固定的组分

比例导致 Taq Mix 使用有一定局限性，不同样品适

用量有差异，故有必要对 Taq Mix 用量进行考察。

结果表明当 Taq Mix 用量为 4~7 μL 时条带模糊、数

量较少；用量为 8~11 μL 时，条带清晰、数量较多，带

型基本保持一致。当用量为 11 μL 时，扩增的结果

最佳，条带数量最丰富、清晰，无拖尾现象。正交试

验选用 8~11 μL Taq Mix 梯度水平。见图 2。

3.2.2 MgCl2加入量考察 Mg2+是影响 PCR 扩增的

重要因素之一。实验设置 8 个 Mg2+浓度梯度，结合

3.2.1 项下结果分析，在 Taq Mix 已含有的 Mg2+基础

表 4 宽叶缬草 SRAP-PCR L16（45）正交试验设计

Table4 SRAP-PCR L16（45）orthogonal test of V. officinalis var.

latifolia

组别

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

Taq Mix/μL

8

10

11

9

9

11

10

8

11

8

9

9

10

10

11

8

Mg2+/mmol∙L-1

0.012 50

0.025 00

0.031 25

0.018 75

0.031 25

0.025 00

0.018 75

0.031 25

0.012 50

0.025 00

0.025 00

0.012 50

0.012 50

0.031 25

0.018 75

0.018 75

DNA/ng

22.5

22.5

22.5

22.5

37.5

30.0

45.0

45.0

45.0

37.5

45.0

30.0

37.5

30.0

37.5

30.0

Taq DNA/U

1.5

2.5

3.0

2.0

1.5

1.5

1.5

2.5

2.0

2.0

3.0

2.5

3.0

2.0

2.5

3.0

评分/分

1

13

11

12

12

15

11

13

14

2

1

10

9

8

7

8

1~12. 样本 Vo1~Vo12

图 1 12个宽叶缬草样本基因组 DNA提取

Fig. 1 Genomic DNA extraction of 12 V. officinalis var. latifolia

表 3 SRAP-PCR 反应体系单因素筛选

Table 3 Single factor screening of SRAP-PCR reaction system

梯度

1

2

3

4

5

6

7

8

Mix/μL

4

5

6

7

8

9

10

11

Mg2+/mmol∙L-1

0.012 50

0.018 75

0.025 00

0.031 25

0.037 50

0.043 75

0.050 00

0.056 25

DNA/ng

15.0

22.5

30.0

37.5

45.0

52.5

60.0

67.5

Taq DNA/U

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5
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上，加入 0.012 5~0.031 25 mmol·L-1 Mg2+可增加条带

清晰度及扩增产物的亮度，当加入的 Mg2+浓度过高

时，部分条带消失，见图 3。适量的 Mg2+可起到优化

PCR 扩增结果的作用，过量则产生相反效果。因此

正 交 实 验 选 用 0.012 5~0.031 25 mmol ∙ L-1 梯 度

水平。

3.2.3 模板 DNA 用量考察 模板 DNA 对扩增结果

有一定影响，本研究发现 22.5~45 ng 模板 DNA 的扩

增条带清晰明亮、丰富度高，较低或较高含量模板

DNA 的扩增条带数量较少，部分亮度过高。因此正

交实验选用 22.5~45 ng 梯度水平 .见图 4。

3.2.4 Taq DNA 聚合酶加入量考察 Taq DNA 聚

合酶在 PCR 反应中起到连接作用，适量的 Taq DNA

聚合酶起到特异性结合脱氧核糖核苷酸的作用。

Taq DNA 聚合酶过少将导致扩增产物数量较少或

无法扩增出完整条带，过多则易引起非特异性结

合。结合 3.2.1 结果分析，在 Taq Mix 原有的基础上

加入 1.5~3 U 的 Taq DNA 聚合酶可增加条带清晰度

及丰富度，Taq DNA 聚合酶加入量高于 3 U，将导致

500~1 000 bp 处条带模糊、缺失，100~300 bp 处条带

亮度增加。故选用 1.5~3 U 梯度水平。见图 5。

3.3 宽叶缬草 SRAP-PCR 反应体系正交设计 对

宽叶缬草 SRAP-PCR 反应体系正交试验结果进行

分析。第 2，6，8，9 组反应体系扩增条带清晰、完整、

丰富度高，1，10，11 组扩增条带数量少且模糊，

见图 6。

采用直观分析法对正交设计试验结果进行评

分，见表 4。其中第 6 组的评分最高，为 15 分，扩增

条带数为 11。因此将第 6 组确立为宽叶缬草 SRAP-

PCR 最佳反应体系，即 Taq Mix 11 μL，模板 DNA

30 ng，Mg2+ 0.025 mmol∙L-1，Taq DNA 1.5 U，上游引

物与下游引物各 5 μmol∙L-1，ddH2O 补足至 20 μL。

M. D2000 Plus DNA；1. 0. 012 50 mmol∙L-1；2. 0. 018 75 mmol∙L-1；
3. 0. 025 00 mmol∙L-1；4. 0. 031 25 mmol∙L-1；5. 0. 037 50 mmol∙L-1；

6. 0. 043 75 mmol∙L-1；7. 0. 050 00 mmol∙L-1；8. 0. 056 25 mmol∙L-1

图 3 MgCl2加入量对宽叶缬草 SRAP-PCR的影响

Fig. 3 Influence of MgCl2 addition on SRAP-PCR of V. officinalis

var. latifolia

M. D2000 Plus DNA；1. 15. 0 ng；2. 22. 5 ng；3. 30. 0 ng；4. 37. 5 ng；
5. 45. 0 ng；6. 52. 5 ng；7. 60. 0 ng；8. 67. 5 ng

图 4 模板 DNA用量对宽叶缬草 SRAP-PCR的影响

Fig. 4 Influence of DNA concentration on SRAP-PCR of V.

officinalis var. latifolia

M. D2000 Plus DNA；1~8. 1. 0 ，1. 5，2. 0，2. 5，3. 0，3. 5，4. 0，4. 5 U

图 5 Taq DNA聚合酶加入量对宽叶缬草 SRAP-PCR的影响

Fig. 5 Influence of Taq DNA addition on SRAP-PCR of V.

officinalis var. latifolia

M. D2000 Plus DNA；1. 4 μL；2. 5 μL；3. 6 μL；4. 7 μL；5. 8 μL；
6. 9 μL；7. 10 μL；8. 11 μL

图 2 Taq Mix用量对宽叶缬草 SRAP-PCR的影响

Fig. 2 Influence of Taq Mix content on SRAP-PCR of

V. officinalis var. latifolia
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正交试验评分结果利用 SPSS AU 平台进行极

差分析，见表 5。Ki为各因素在 4 个水平中实验数据

之和，其平均值 ki可用于说明该因素在不同水平对

PCR 扩增的影响程度，值越大表明其对应的因素水

平扩增效果越好［17］，R 值为各因素的极差值，其值越

大表明该因素对评分结果的影响越大［18］。Taq Mix

用量，Mg2+加入量，模板 DNA 用量，Taq DNA 聚合酶

加入量的 R 值分别为 5.75，3.25，2.75，3.50。表明各

因素对宽叶缬草 SRAP-PCR 扩增结果的影响程度

为 Taq Mix 用量>Taq DNA 聚合酶加入量>Mg2+加入

量>模板 DNA 用量。

3.4 宽叶缬草 SRAP-PCR 反应程序退火温度 在

所设置的 12 个温度中，36.8 ℃下扩增条带清晰、亮

度高、数量多，其他温度下的扩增条带数量较少且

亮度较低，故选择 36.8 ℃作为 SRAP-PCR 程序中最

佳退火温度。见图 7。

3.5 宽叶缬草 SRAP-PCR 引物筛选 在已建立的

PCR 程序下筛选引物，筛选扩增条带丰富度高，清

晰明亮的引物对，共 17 对，分别为 Me2-Em2，Me2-

Em6，Me2-Em7，Me2-Em11，Me3-Em2，Me3-Em3，

Me3-Em4，Me3-Em8，Me4-Em1，Me4-Em8，Me5-

Em2，Me5-Em3，Me5-Em6，Me6-Em2，Me6-Em5，

Me6-Em6，Me8-Em11，见图 8。

3.6 宽叶缬草 SRAP-PCR 优化反应体系应用 将

筛选出的 17 对引物对与宽叶缬草基因组 DNA 进行

扩增，对扩增出的条带进行统计，共得到 168 个扩增

条带，其中多态性条带 124 条，多态性为 73.8%。引

物对 Me4-Em1，Me6-Em5，Me6-Em6，Me8-Em11 扩

增条带多态性均为 100%，平均每对引物扩增出 9.9

个条带，结果表明 SRAP-PCR 优化体系可用于宽叶

缬草分子标记研究，扩增条带清晰度高、稳定性良

好、条带丰富。见表 6。

4 讨论

近年来，SRAP 分子标记技术已广泛应用于中

药材品种鉴定、亲缘关系分析、遗传多样性分析、遗

传图谱构建和分子辅助育种等领域［19-20］。扩增开放

阅读框的引物设计在 SRAP 分子标记中起重要作

用。SRAP 的正向引物由 17 个碱基组成，核心序列

由 14 个碱基及 3 个选择性核苷酸组成，引物 5'端为

TGAGTCCAAACCGG，3'端为 3 个选择性核苷酸。

M. D2000 Plus DNA；1~16. 分别代表正交试验组别 1~16

图 6 正交设计宽叶缬草 SRAP-PCR 反应体系扩增

Fig. 6 Amplification resuits of orthogonal design SRAP-PCR

reaction system of V. officinalis var. latifolia

表 5 正交试验设计宽叶缬草 SRAP-PCR反应体系结果极差分析

Table 5 Range analysis of orthogonal design results of

V. officinalis var. latifolia

组别

K1

K2

K3

K4

k1

k2

k3

k4

R

Taq Mix/μL

24.00

35.00

41.00

47.00

6.00

8.75

10.25

11.75

5.75

Mg2+/mmol∙L-1

34.00

38.00

31.00

44.00

8.50

9.50

7.00

11.00

3.25

DNA/ng

37.00

41.00

30.00

39.00

9.25

10.25

7.50

9.75

2.75

Taq DNA/U

39.00

36.00

43.00

29.00

9.75

9.00

10.75

7.25

3.50

M. D2000 Plus DNA；1~12. 温度 30. 0，30. 2，31. 0，32. 0，33. 2，34. 4，

35. 6，36. 8，38. 0，39. 0，39. 7，40. 0 ℃

图 7 宽叶缬草 SRAP-PCR退火温度选择

Fig. 7 Annealing temperature selection of V. officinalis var.

latifolia

M. D2000 Plus DNA；8×1 为 Me8 与 Em2 组成的引物对，后以此类推

图 8 宽叶缬草 SRAP引物筛选（Me8）
Fig. 8 Amplification product of SRAP primers obtained of V.

officinalis var. latifolia（Me8）
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反向引物由 18 个碱基组成，5'端连接了 15 个碱基

GACTGCGTACGAATT，3'端为 3 个选择性碱基［21］。

其原理是基因组外显子中含有大量的 GC 碱基，而

启动子和内含子含有大量的 AT 碱基，以此设置的

引物可对开放阅读框进行扩增，从而使扩增结果更

丰富，更稳定［22］。

用于进行分子标记试验的模板 DNA 需要达到

一定纯度。若模板 DNA 中蛋白质未除尽或酚类物

质含量较高将导致扩增条带拖尾，若 RNA 未除尽，

将导致引物错配，故在进行分子标记试验前，有必

要通过 A260/A280 对所提取的模板 DNA 进行纯度评

估。当 A260/A280<1.8 时，说明蛋白质或酚类物质存在

过高，提示需要在提取基因组 DNA 时加入适量 β-巯

基乙醇或 PVP，当 A260/A280>2 时，提示 RNA 除去不完

全，需增加 RNase的用量。

SRAP-PCR 的扩增结果容易受到模板 DNA，

Mg2+ ，dNTPs，Taq DNA 聚 合 酶 和 引 物 等 因 素 影

响［23-24］，大多数研究表明影响较大的因素为模板

DNA，Mg2+ ，Taq DNA 聚合酶［20］。 Taq Mix 操作简

单、方便，结果稳定，在试验研究中使用效率高，但

是其固定的组分及推荐用量不一定适用于所有植

物，需要根据植物扩增情况对各因素进行调整。故

本实验在考察 Taq Mix 用量的基础上对模板 DNA，

Mg2+，Taq DNA 聚合酶进行优选。

试验中如果出现扩增条带模糊、拖尾、亮度低

时需要进行 Taq Mix 用量考察，同时在其初始用量

基础上增加 Mg2+，Taq DNA 聚合酶。Mg2+在 SRAP-

PCR 中起到重要作用，是 Taq DNA 聚合酶的激活

剂，对 PCR 扩增结果专一性、扩增量均有影响［25］。

Mg2+浓度过高会抑制 Taq DNA 聚合酶的活性及降

低 PCR 扩增特异性，浓度过低则影响扩增产量，导

致扩增条带不完整、模糊甚至不显示条带。适量的

Mg2+可提高 SRAP 扩增的专一性、丰富度。

Taq DNA 聚合酶是一种耐高温 DNA 聚合酶，耐

高温的特性促使该酶在程序 94 ℃变性时仍保持活

性，不需要添加新酶即可进入下一个循环的聚合反

应。Taq DNA 聚合酶的加入量过低，可导致 PCR 反

应不完全；加入量过高，可导致非特异性结合，扩增

条带为非目的条带，或表现出条带数量少但亮度

极高［26］。

模板 DNA 的用量也是影响 PCR 扩增结果的主

要因素。模板 DNA 用量过高过低都易引起脱氧核

糖核苷酸非特异性结合，前几轮的 PCR 反应，引物

与模板 DNA 结合较多，与产物结合较少，若加入模

板 DNA 过少，将导致引物与引物结合产生错配；若
加入模板 DNA 过多，则导致在退火过程中，引物与

表 6 基于宽叶缬草 SRAP的 17种引物组合的多态性

Table 6 Polymorphism based on 17 primer combinations of SRAP of V. officinalis var. latifolia

引物对

Me2-Em2

Me2-Em6

Me2-Em7

Me2-Em11

Me3-Em2

Me3-Em3

Me3-Em4

Me3-Em8

Me4-Em1

Me4-Em8

Me5-Em2

Me5-Em3

Me5-Em6

Me6-Em2

Me6-Em5

Me6-Em6

Me8-Em11

总条带数/个

11

13

9

13

9

9

12

6

11

11

5

4

10

7

10

14

14

多态性条带数/个

6

9

6

8

7

5

10

3

11

4

2

1

9

5

10

14

14

多态性百分率/%

54.6

81.8

66.7

61.5

77.8

55.6

83.3

50.0

100.0

36.4

40.1

25.0

90.0

71.4

100.0

100.0

100.0
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模板 DNA 竞争，模板 DNA 自身产生聚合反应，最终

显示的条带只有一条，甚至扩增不出条带。加入模

板 DNA 过多还会导致扩增条带出现拖尾的现象。

单因素考察结果显示，Taq Mix 最佳用量为

11 μL，Mg2+ 最 佳 加 入 量 为 0.025 mmol ∙ L-1，模 板

DNA 最佳用量为 45 ng，Taq DNA 最佳加入量为

2.5 U，该结果与正交试验优化出的最佳反应体系有

一定差异，表明不同因素之间存在相互影响。研究

结果表明各因素对宽叶缬草 SRAP-PCR 扩增结果

的影响程度大小依次为 Taq Mix 用量>Taq DNA 聚

合酶加入量>Mg2+加入量>模板 DNA 用量。

本实验最终确立宽叶缬草 SRAP-PCR 最佳反

应体系为 Taq Mix 11 μL，Mg2+ 0.025 mmol∙L-1，模板

DNA 30 ng，Taq DNA 1.5 U，上游引物与下游引物各

5 μmol∙L-1，用 ddH2O 补足体系至 20 μL。最优扩增

程 序 为① 94 ℃ 预 变 性 5 min，94 ℃ 变 性 1 min，

36.8 ℃ 退 火 30 s，72 ℃ 延 伸 1 min，循 环 5 次 。

② 94 ℃变性 1 min，36.8 ℃退火 1 min，72 ℃延伸

1 min，循环 35 次，72 ℃延伸 8 min，4 ℃保存。基于

确定的最优反应体系及扩增程序进行引物筛选，88

对引物中筛选出 17 对宽叶缬草有效引物，经验证均

可扩增出清晰、完整、重复性好、稳定性高的条带，

可为后续宽叶缬草遗传多样性及种质资源保护研

究提供科学基础。
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