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仁用杏 SSR 反应体系的建立与优化
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　　摘　要:采用正交设计结合单因素分析 ,建立并优化了仁用杏 SSR反应体系。结果表明:

20μL 反应体系中 ,Mg
2+
、Taq DNA聚合酶 、dNTPs和引物的浓度分别为1.5 mmol/L 、1.5 U 、0.2

mmol/ L、0.25μmol/L ,引物退火温度为 52℃。应用该体系对 24份仁用杏资源进行 SSR分析 ,

DNA谱带多态性丰富 ,将为仁用杏资源的SSR分析提供技术支持。
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　　杏(Armeniaca vulgaris Lam.)原产我国 ,蔷薇科

(Rosaceae)杏属(Armeniaca)植物。果仁可食用的即为

仁用杏(Kernelled Apricot),我国每年出口杏仁 0.7 ～

0.8万 t ,创汇居我国出口土特产之首位[ 1] 。但是 ,我国

各地种植的品种混杂 ,品种间遗传背景和亲缘关系不

明 ,以致单产低 ,品质低劣 ,尤其是仁用杏开花早 ,花期 、

果期极易遭受低温危害 ,常导致减产、甚至绝收 ,给生产

造成重大损失。采用SSR(Simple Sequence Repeat)技术

可鉴定种质资源 、筛选与特异性状连锁的分子标记 ,为

资源创新和育种实践提供分子依据[ 2-4] 。有关仁用杏

SSR的研究国内鲜有报道。SSR技术是基于 PCR的一

种标记 ,为此 ,试验采用正交设计结合单因素分析 ,建立

并优化仁用杏SSR反应体系 ,以期为仁用杏品种鉴定和

遗传结构等方面的研究奠定基础。

1　材料和方法
1.1　材料

试验所用的 24 个仁用杏品种或类型:2号 、4号 、

6号 、8号 、11号 、31号 、32号 、40号、80A03、80B05 、斑龙 、

薄壳一号 、优一 、白玉扁 、一窝蜂、龙丰 、绿源一号 、山杏 、

油仁 、超仁 、围选一号 、丰仁 、国仁 、龙王帽 ,均取自张家口

市农业科学院林果所仁用杏资源圃。

1.2　方法

1.2.1　DNA提取及引物合成　采用改良CTAB 法[ 9] ,

提取仁用杏基因组DNA。参照文献[ 5] ,选取近缘物种的

SSR引物 UDP97-402(F:5′-TCCCATAACCAAAAAAA

ACACC-3′;R:5′-CAACGAGCTCCCATGACTTT-3′),由

北京赛百盛基因技术有限公司合成。

1.2.2　仁用杏 SSR-PCR体系的建立　以超仁为模板 ,

20μL SSR反应体系 ,4因素 3水平正交试验(如表 1),2

次重复。

　　表 1　　SSR-PCR反应条件正交组合设计

　　Table 1　　Orthogonal design for SSR-PCR optimization

试验号

Code

Mg2+浓度

Mg2+ concentration

/mmol·L-1

dNTPs浓度

dNTPs concent ration

/ mmol·L-1

Taq 酶用量

Amount o f

Taq E/U

引物浓度Primers

concentration

/μmmol·L-1

1 0.5 0.2 0.5 0.2

2 0.5 0.3 1.0 0.25

3 0.5 0.4 1.5 0.3

4 1.0 0.2 1.0 0.3

5 1.0 0.3 1.5 0.2

6 1.0 0.4 0.5 0.25

7 1.5 0.2 1.5 0.25

8 1.5 0.3 0.5 0.3

9 1.5 0.4 1.0 0.2

1.2.3　仁用杏 SSR-PCR体系的优化　基于正交试验 ,

对影响仁用杏SSR-PCR的主效因子进行单因素梯度试

验。以超仁为模板 ,20μL 反应体系中 ,Mg2+浓度梯度

为 0.5 、1、1.5 、2 、2.5 mmol/L ,dNTPs浓度梯度为 0.1、

0.2、0.3、0.4 、0.5 mmol/L , Taq 酶用量梯度为 0.5 、1、

1.5、2 、2.5 U ,引物退火温度梯度为 46 、49、52 、55 、57℃。

SSR-PCR扩增反应在 M J Reaserch PTC-100型PCR仪

上进行。反应程序为:94℃预变性 4 min ,然后 94℃变性

45 s ,48 ～ 60℃退火 45 s ,72℃延伸 90 s ,共 33个循环 ,最

后 72℃延伸 10 min。PCR产物经 2%琼脂糖凝胶电泳

后在凝胶成像系统上观察 、拍照和分析。

2　结果与分析
2.1　多因素组合对SSR-PCR的影响

SSR标记得到的扩增条带是各因素相互之间综合
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作用的结果。按表1设计的 9个处理进行 PCR反应后 ,

电泳结果如图 1 ,在 9个处理组合中由于 4个因素浓度

组合的不同 ,扩增的效果存在着明显的差异。其中 ,第

7、8组合带型丰富 、主带清晰 ,4 、6 、9组合只扩增出一条

带 ,5组合产物模糊 、带型微弱且拖尾;第 1 、2 、3组合无

扩增带 ,原因可能是 Mg2+浓度太低的缘故。而第 7、8

组除了 Mg2+浓度相同(1.5 mmol/ L)之外 ,其他组分浓

度均不同 ,为更直观评价各单因素对 SSR-PCR的影响 ,

进一步确定 SSR-PCR的最优体系 ,有必要进行了单因

素浓度梯度试验。

通过对正交试验结果进行评价和数据分析得出 ,4

个组分中 ,由主到次影响 PCR依次为:Mg2+ 、dNTPs 、

Taq 酶 、引物 ,其中 dNTPs和 Taq 酶的影响程度相当。

2.2　单因素对 SSR-PCR的影响

　　基于正交试验结果 ,依次进行引物退火温度 、Mg2+

浓度 、dNTPs浓度 、Taq 酶用量梯度试验 ,每一次试验所

得的最优条件应用到下一次的试验中。

图 1　超仁 SSR-PCR正交试验电泳图

注:M为 DNA Marker DL 15 000, 1～ 9处理代号同表 1。

Fig.1　Electrophoresis pat terns of orthogonal SSR-PCR in Chaoren cult ivar

图2　单因素浓度梯度下的超仁 SSR-PCR电泳图
Fig.2　Effect s of diff erent components on SSR amplifi cation of Chaoren cult ivar

注:M为 D 2000 DNA Maker , 1～ 5为 Taq酶:0.5 、1 、1.5、2 、2.5 U , 6～ 10为 Mg2 +浓度:0.5 、1 、1.5 、2 、2.5 mmol/ L , 11～ 15为 dNTPs浓度:0.1 、0.2、

0.3、0.4 、0.5 mmol/ L , 16～ 20为退火温度:46、49 、52 、55、57℃。

　　PCR反应中 ,退火温度影响引物与模板 DNA的特

异性结合 ,过高或过低都直接影响扩增结果:退火温度

低于引物最佳温度时 ,非特异性扩增条带较多 ,结果不

可靠;随着退火温度的升高 ,非特异性扩增条带逐渐减
少 ,但当退火温度高于最佳温度时 ,引物与模板结合差 ,

PCR产物丰度低 ,电泳条带亮度小导致扩增失败。图 2

中第 16～ 20泳道显示了不同退火温度下的 PCR结果。

其中 ,52℃时特征带清楚 ,背影杂带少 ,低于 52℃虽然特

征带明显 ,但背影杂带较多 ,故可以确定该引物的最佳

退火温度为 52℃。

Mg2+影响DNA聚合酶的活性、扩增的真实性及产

物的特异性等 PCR反应的诸多方面 ,Mg
2+
浓度偏低 ,可

能无扩增条带或扩增条带少;Mg2+浓度过高 ,常出现非

特异性扩增 、片状拖带或涂抹带的现象。图 2泳道6 ～

10所示为 5个不同 Mg2+浓度对 PCR的影响。由图 2

可见 ,Mg
2+
浓度为0.5 mmol/L时 ,扩增条带少 ,Mg

2+
浓

度为 2.0 、2.5 mmol/L时 ,出现非特异性扩增 ,背景不清

晰 ,当 Mg2+浓度在 1.0 、1.5 mmol/L 时特征带多且明

显 ,其中 1.5 mmol/ L 时背景更清晰 ,故确定为最适

Mg2+浓度 ,这与正交试验结果吻合。

Taq DNA聚合酶活性和用量是 PCR反应中最为重

要的影响因子之一。在 20 μL 反应体系的 5 个 Taq

DNA聚合酶浓度(如图 2的1 ～ 5)中 ,5个处理均有扩增

产物 ,但在0.5 U和1 U时谱带数目较少;1.5 U时谱带

亮且清晰;2 U时谱带数量多 、出现非特异性扩增。2.5

U时没有明显的条带 ,呈现模糊或团状。因此 ,确定每

20μL反应体系中 Taq 酶适宜用量为 1.5 U。

dNTPs为DNA合成提供底物 ,所以dNTPs浓度过

低时 ,产物减少或没有;但当 dNTPs浓度高时会与 Taq

酶竞争性结合 Mg2+ ,使 Taq 酶活性降低 ,扩增产物减

少。从图 2泳道 11 ～ 15 可以看出 , dNTPs的浓度为

0.2 mmol/L时扩增的条带最理想。

综合正交试验和单因素分析 ,确定 20μL 反应体系

中最适条件为:Mg
2+
1.5 mmol/L 、dNTPs 0.2 mmol/L、

Taq 酶1.5 U 、引物0.25μmol/ L 、退火温度52℃。

2.3　SSR反应体系的检测

按上述试验所确定的各组分条件 ,采用引物 UDP

97-402对24份仁用杏样品进行 SSR-PCR分析 ,扩增的

谱带清晰 ,多态性丰富(图 3),表明优化的仁用杏 SSR-

PCR扩增的反应体系稳定可靠 ,可应用于仁用杏资源的
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图3　不同仁用杏样品 SSR-PCR电泳图
Fig.3　Electrophoresis pat terns of SSR-PCR of dif ferent Kernelled Apricot samples

遗传多样性分析与评价。

3　讨论
作为一种中性的 、共显性分子标记 , SSR分析几乎

是可以无限制地应用到分子生态 、系统发育与进化研

究 ,在分子标记辅助育种的实践中也显示出巨大的潜

力。但是 SSR反应涉及诸多因子 ,每个因子对整个反应

体系都有较大影响 ,并且不同生物适合的反应体系大不

相同 ,因而 ,筛选 SSR引物及建立稳定的反应体系是

SSR多态性标记的前提。

该研究建立了仁用杏 SSR反应体系 ,关键是调节

Mg2+ 、Taq 酶 、dNTPs浓度以及 PCR反应过程中的退火

温度 ,综合各种因素 ,最终确立了仁用杏SSR反应体系。

与相关文献报道的其他植物SSR的反应体系对比[ 6-8] ,

仁用杏 SSR标记反应体系的主要特点引物浓度偏小

(0.25μmol/L),Taq 酶用量 、Mg
2+
浓度及 dNTPs用量

基本一致。试验过程中发现 ,降低琼脂糖凝胶浓度 ,不

会影响 PCR产物检测 ,1%和 2%凝胶结果显示无显著

差异 ,从经济角度考虑 ,可使用1%琼脂糖凝胶。

该研究中对 24个仁用杏样品进行初步的SSR标记

分析 ,结果发现 ,不同的品种或类型中表现出较为丰富

的多态性 ,更为详尽的仁用杏资源的遗传多样性分析待

进一步研究。
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Optimization and Establishment of SSR Analysis Method in Kernelled Apricot

AI Peng-fei , FANG Shan-shan , ZHEN Zhi-jun , JIN Zhan-zhong

(College of Biological Science and Engineering , Hebei University of Science and Technology , Shijiazhuang , Hebei 050018 ,China)

Abstract:Using orthogonal design and single factor t rial , four factors including Mg
2+
, dNTPs , primers as well as Taq

polymerase were screened and optimized in order to establish SSR reaction system in Kernelled Apricot(Armeniaca vul-

garis Lam.).The results showed that 1.5 mmol/L Mg
2+
, 1.5 U Taq polymerase , 0.2 mmol/L dNTPs , 0.25μmol/ L

primers were the optimal conditions in the SSR-PCR reaction of 20μL volume.The optimal annealing temperature was

about 5℃ less than the least Tm.Through the optimized reaction sy stem , SSR fragments of 24 Kernelled Apricot

samples could be obtained , and the polymorphism between different samples was abundant ly detected by 2% agarose

gels , which showed this system was suitable and stable.

Keywords:Kernelled Apricot;SSR;Establishment;Optimization
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