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　　摘　要:为建立适宜新疆野生樱桃李的 SSR分子标记技术体系 ,通过对 PCR反应程序 、反应

体系(DNA模板量、引物浓度 、Mg
2+
浓度 、dNTP 浓度 、Taq 酶用量)以及退火温度进行了探索 ,建

立了适宜野生樱桃李的SSR-PCR反应体系。结果表明:在25μL反应体系中 ,Mg
2+
1.0 mmol/L 、

引物 0.5 μmol/L 、dNTPs 0.20 mmol/L 、Taq DNA聚合酶 1.0 U 、模板 DNA 30 ng 、退火温度为

60℃。SSR扩增程序:94℃预变性5 min ,35个循环(94℃30 s ,60℃1 min ,72℃1 min),72℃延伸

10 min ,可筛选出稳定性好 、多态性高的 SSR引物。
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　　SSR标记(Simple Sequence Repeat)是由几个(多为

1～ 6个)碱基组成的基序串联重复而成的 DNA序列。

由于其具有数量丰富 、多态性高 、重复性好 、发生频率

高、共显性遗传等特点 ,目前广泛应用于植物分类 、亲缘

关系分析 、品种鉴别 、遗传图谱构建以及品种保护等方

面。在果树种质资源研究方面应用也很广泛 ,如葡萄 、

猕猴桃 、柑橘等[ 1] ,特别是葡萄种质资源的研究报道最

多[ 2] ,在李属植物的遗传图谱构建[ 3-4] ,抗病育种[ 5-6] ,亲

缘关系分析[ 7-9] ,辅助育种[ 10]等方面也有较多的报道。

野生樱桃李(Prunus sogdiana Vass.)起源于中国 ,

是一种珍贵的野生果树资源 ,在我国仅在伊犁霍城县的

大、小西沟有分布。此区位于伊犁河谷 ,空气湿润 ,雨量

充足 ,热量充沛是典型的逆温带地区。野生樱桃李也是

中国稀有濒危树种之一 ,为国家重点二级保护植物 ,具

有重要的研究和开发价值。但目前有关野生樱桃李分

子标记等方面的文章还未见报道。现针对新疆伊犁霍

城县大西沟山区的野生樱桃李通过建立和优化 SSR反

应体系 ,以期对后续工作如分子标记、遗传图谱构建 、基

因定位 、种质资源遗传进化分析等奠定基础。

1　材料与方法
1.1　试验材料

野生樱桃李种子于2004年9月采自新疆伊犁霍城

县大西沟山区 ,2005年播种育苗 ,2006年移植于中国农

业大学试验田内。SSR反应体系的构建和优化均以野

生樱桃李为试材 ,取健康 1 a生枝上的新鲜叶片 ,液氮处

理后保存于-80℃备用。

1.2　试验方法

1.2.1　DNA 提取　取 0.5 g 叶片在液氮中研磨成粉

末 ,采用CTAB 法提取 DNA 。利用紫外分光光度计及

1 g/100mL的琼脂糖凝胶电泳法检测所提取的 DNA浓

度和质量。样品稀释到所需要的浓度后 ,置-20℃

保存。

1.2.2　PCR反应程序　SSR扩增程序:94℃预变性

5 min , 35个循环(94℃30 s ,不同退火温度 1 min , 72℃

1 min), 72℃延伸 10 min。退火温度梯度为 45 、50 、55、

60 、65 、70℃。

1.2.3　PCR基本反应体系　以野生樱桃李 DNA 为模

板 ,引物序列如表 1所示 ,由英骏公司合成。该研究以

PS07A02为例进行分析。设置 4个模板 DNA 量 ,分别

为15 、30 、60 、90 ng进行PCR扩增 ,选择最优模板量。然

后选择 4个反应体积 ,分别为15、25、35、45μL ,选择最优

反应体积。在最优模板量(30 ng)和最优反应体积

(25μL)基础上 ,确立基本反应体系:Mg
2+
2.5 mmol/L ,

dNTP 0.2 mmol/L , Taq DNA 聚合酶 1 U ,引物 0.8

μmol/L ,Tris-HCl(pH 8.4)200 mmol/ L;KCl 200 mmol/ L;

(NH4)2SO4 100 mmol/L。dNTP 、Taq DNA 聚合酶 、10×

Buffer均购北京索莱宝科技有限公司。

1.2.4　PCR反应体系优化　在基本反应体系中进行单

因素梯度优化试验 ,包括 Mg2+浓度梯度(0.1 、1.0 、1.5、

2.5 mmol/L)、dNTPs 浓度梯度(0.01 、0.1 、0.2、

0.5 mmol/L)、TaqDNA 聚合酶浓度梯度(0.1、1.0 、1.5、

2.0 U)、引物浓度梯度(0.1 、0.5、0.8 、1.0μmol/L)。
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　　表 1 引物名称 ,编号 ,序列 ,来源群体 ,来源属 ,溶解温度以及参考文献
引物名称与编号 引物序列 来源 种 温度/ ℃ 参考文献

1BPPCT004
CTGAGTGATCCATTTGCAGG

AGGGCATCTAGACCTCATTGTT
Enriched genomic libraries from`O' Henry' P.persica

68

69
[ 11] Dirlewange r et al.(2002)

2BPPCT012
ACTTCCATTGTCAGGCATCA

GGAGCAACGATGGAGTGC
Enriched genomic libraries from`O' Henry' P.persica

66

69
Dirlewanger et al.(2002)

3BPPCT014
TTGTCTGCCTCTCATCTTAACC

CATCGCAGAGAACTGAGAGC
Enriched genomic libraries from`O' Henry' P.persica

69

70
Dirlewanger et al.(2002)

4BPPCT028
TCAAGTTAGCTGAGGATCGC

GAGCTTGCCTATGAGAAGACC
Enriched genomic libraries from`O' Henry' P.persica

68

71
Dirlewanger et al.(2002)

5BPPCT039
ATTACGTACCCTAAAGCTTCTGC

GATGTCATGAAGATTGGAGAGG
Enriched genomic libraries from`O' Henry' P.persica

70

69
Dirlewanger et al.(2002)

6PS01H03
TGAGGAGCATAATGACAGT

TCACCATGTGTCATACT
Enriched genomic library from Ǹapoleon' P.av ium

63

59
[ 12] Joobeur et al.(2000), [ 13] Cantini et al.(2001)

7PS07A02
CAGGGAAATAGATAAGATG

TCTAATGGTGGTG TTCATT
Enriched genomic library from Ǹapoleon' P.av ium

61

61
Joobeur et al.(2000), Cantini et al.(2001)

8PS08E08
CCCAATGAACAACTGCAT

CATATCAATCACTGGGATG
Enriched genomic library from Ǹapoleon' P.av ium

63

62
Joobeur et al.(2000), Cantini et al.(2001)

9pchgms2
GTCAATGAGTTCAGTGTCTACACTC

AATCATAACATCATTCAGCCACTGC
Genomic library f rom`Bicentennial' P.persica

73

71
[ 14] Sosinski et al.(2000)

10pchcms2
AGGGTCGTCTCTTTGAC

CTTCGTTTCAAGGCCTG
cDNA library from `Suncrest' P.persica

64

64
Sosinski et al.(2000)

1.2.5　制板　将配制好的 6%变性聚丙烯酰胺胶溶液

均匀灌入2块板(每块板先用蒸馏水擦拭2遍 ,再用酒精

擦拭 2遍。用擦镜纸在长板上均匀涂抹亲合硅胶 、短板

上均匀涂抹剥离硅胶)的空隙中 ,插入梳子 ,深浅适度 ,

使梳子平面在一条水平线上 ,静置30 min使胶凝固。

1.2.6　电泳　在电泳仪上固定玻璃板 ,向电泳槽的上 、

下槽分别倒入0.5×TBE缓冲液(0.1 mol/ L Tris , 0.083

mol/L 硼酸 ,1 mmol/ L EDTA),进行预电泳(U=600V ,

P=70 W , I=10 A ,30 min),然后进行点样 ,点样量样品

为7μL ,Mark 3 μL。电泳(U=600 V , P =50 W , I=

10 A ,1 h)。电泳结束后将板分开 ,进行染色。步骤依次

为:10%冰醋酸 30 min※水洗 3次(3 min/次)※0.1%硝

酸银染色30 min※水洗10 s※显色液20 ～ 30 min※水洗

5 min。电泳使用 JY-ECP3000型电泳仪和 JY-CX2B垂

直板电泳槽。染色后进行照相并保存。

2　结果与分析
2.1　退火温度对 PCR反应程序的影响

退火温度对 SSR-PCR反应程序的影响如图 1所

示 ,退火温度在45 、50℃时 ,扩增产物电泳谱带有拖尾现

象 ,背景颜色深 ,条带较复杂;而退火温度在 65、70℃时

扩增产物获得的条带较少。退火温度在 55 、60℃时扩增

产物结果较好 ,谱带比较清晰 ,无明显拖尾现象 ,但 55℃

扩增产物背景颜色略深 ,因此该研究认为针对引物

PS07A02适宜的退火温度选择为 60℃。同时针对不同

的引物在进行 SSR-PCR反应程序时可根据引物所标出

的退火温度进行适当调整 ,才能达到理想的效果。

2.2　PCR基本反应体系

模板 DNA 量对 SSR-PCR试验结果影响较大(图

图 1　退火温度对PCR反应程序的影响

　　 注:1～ 6退火温度分别为 45 、50 、55、60、65 、70℃。

2)。供试 4个模板 DNA量(15 、30、60 、90 ng)进行 PCR

扩增 ,浓度过低为 15 ng时 ,背景较浅 ,条带数较少 , PCR

效率较低 ,而模板 DNA量为 30 ng 时背景颜色加深 ,条

带数增加 ,当模板 DNA 量为 60 、90 ng 时 ,背景颜色较

深 ,故该研究认为模板DNA量以30 ng 为宜。同时不同

反应体积均得到较好的扩增结果 ,25μL 得到的带型稍

优 ,多态性更好 ,该研究选择常用的 25μL 反应体系。

2.3　PCR反应体系优化

SSR-PCR反应体系优化的试验结果如图 3 ,当

Mg
2+
浓度为 0.1 mmol/ L 时扩增产物几乎没有;说明

Mg
2+
浓度过低可导致 PCR扩增失败;在 1.5、2.5 mmol/L

时扩增背景颜色较深且主弱带之间差异不明显。这可
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图 2　模板 DNA 浓度对 PCR基本反应体系的影响

　　 注:1～ 4模板DNA浓度分别为 15、30 、60 、90 ng。

能与 Mg2+浓度增加而导致 Taq 酶活性增加有关。因此

Mg2+浓度确定 1.0 mmol/ L为宜。

dNTPs浓度为 0.01 mmol/ L 时 , 没有扩增产物 ,

因为 dNTPs是 PCR反应的原料 ,浓度过低会导致 PCR

产率过低。浓度为0.10 、0.20 、0.50 mmol/ L时均有扩增

条带 ,尤以 0.20 mmol/L 时扩增主弱带最清晰并且稳

定 ,因此认为dNTPs的浓度为 0.20 mmol/L。

Taq DNA酶浓度在 0.1 U时几乎没有条带 ,因为

Taq DNA酶对 PCR反应起催化作用 ,浓度过低导致反
应不能进行扩增失败 ,当 Taq DNA酶浓度较高在 2.0 U

时 ,加剧了非特异性扩增 ,导致背景颜色深且杂带多 ,不

便于对主带进行分析。酶浓度为 1.0和 1.5 U 时扩增

效果最好 ,条带整齐 ,且杂带最少。因此从节约角度考

虑 ,确定 Taq DNA酶适宜用量为1.0 U。

引物浓度对试验结果的影响较大。当引物浓度为

0.1μmol/ L时 ,扩增没有获得条带 , 引物浓度为0.5μmol/L

时扩增效果最好 , 谱带清楚。当引物浓度为 0.8 、

1.0μmol/L 时背景较深 ,且有弥散现象 ,不易观察 ,因此

认为 0.5μmol/L 为引物适宜浓度。

综合上述结果 ,优化后的 SSR-PCR反应体系为:

25μL反应体系中 , Mg
2+
1.0 mmol/L、引物0.5 μmol/L 、

dNTPs 0.20 mmol/L 、Taq DNA 聚合酶 1.0 U 、模板

DNA 30 ng 。SSR扩增程序:94℃预变性5 min , 35个循
环(94℃ 30 s , 60℃ 1 min , 72℃ 1 min), 72℃延伸

10 min。

2.4　引物筛选

利用上述建立和优化的 SSR-PCR体系 ,以野生樱

桃李 DNA为模板用 10对 SSR引物进行筛选 ,结果表

明 ,所有10对引物都能得到清晰的条带。其中 PS07A02

引物得到条带最清晰 、重复性好 、稳定性高。进一步利

用这一引物对 30个李品种进行SSR-PCR扩增 ,其结果

如图 4所示 ,可以看出 SSR标记在不同品种间多态性较

丰富 ,表明确立的SSR-PCR反应体系稳定可靠 ,可应用

图 3　基本反应体系中Mg2+浓度 、dNTP浓度、

Taq 酶浓度和引物浓度对 SSR反应的影响

　　注:1 ～ 4:Mg2+浓度分别为 0.1、1.0 、1.5 、2.5 mmol/ L;5 ～ 8:

dNTPs浓度分别为 0.01 、0.1 、0.2 、0.5 mmol/ L;9～ 12:Taq 酶浓度分

别为 0.1 、1.0 、1.5、2.0 U;13～ 16:引物浓度分别为 0.1 、0.5、0.8、1.0

μmol/ L。

图 4　引物 PS07A02 对30 个李品种 DNA的 SSR扩增带型

　　注:从左到右品种依次为:大玫瑰 、甘李 、晚黑 、大总统 、斯坦雷 、鲁

耶尔 、理查德早生、香扁李 、锦西牛心李、安哥诺、黑宝石、黑琥珀、红肉

李、拉罗达 、威克森 、凯瑟曼、龙园秋李 、盖县大李 、黄干核、东北美丽 、

早美丽、澳李 14、奈李 、风味皇后 、味厚、奉化李、木隽李、美丽李 、水晶

李、五香李。

于李属植物间遗传多样性分析以及进一步的分子标记、

遗传图谱构建等方面的研究。

3　讨论与结论
SSR标记具有多态性高 、试验重复性好和共显性遗

传的特点 ,被广泛应用在作物遗传育种研究中。但对于

不同植物SSR标记的技术体系有所不同。张琪静等
[ 15]

在建立甜樱桃SSR-PCR反应体系时采用了五因素四水

平的正交实验和10个温度梯度 ,共包括160个组合。该

种试验设计虽然能得到较全面的信息 ,但工作量非常

大 ,试验成本高 ,并且由于不能在同一台 PCR扩增仪上

同时进行扩增 ,容易形成误差。该试验采用了先构建基

本反应体系 ,再在基本反应体系中进行单因素梯度优化

试验的方法 ,既节约了成本 ,又有的放矢的针对每一个

因素 ,观察其对试验结果的影响 ,提高了工作效率。而

且所有组合可以在同一台PCR扩增仪中同时进行 ,减少

了误差。

在对甜樱桃模板 DNA浓度进行研究时表明 ,当模

板 DNA浓度在 10 ～ 40 ng ,对 SSR扩增结果影响不

大[ 15] 。而在试验中发现 ,当 DNA模板量为 15 ng时 ,获
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得的条带很淡 ,不利于统计分析。当模板量为 60 ng 时 ,

显影后 ,泳道背景颜色过深 ,且带型复杂 ,不便于观察。

说明 DNA模板量对野生樱桃李影响较大 ,同时也说明

模板 DNA浓度在不同植物间存在着差异。另外 ,在试

验中发现 ,除了模板 DNA浓度 ,退火温度和MgCl2浓度

对SSR扩增结果也有较大影响。

在构建苹果 SSR反应体系时发现[ 16] ,退火温度的

高低直接影响引物与模板 DNA 的特异性结合 ,退火温

度过低 ,可导致非特异性扩增而降低特异性扩增效率 ,

非特异性扩增条带较多 ,结果不可靠。退火温度逐渐升

高时 ,非特异性扩增条带逐渐减少 ,但是过高的退火温

度则会影响引物与模板的结合 ,从而降低 PCR扩增效

率 ,这和得到的结果相同。

多数研究表明 ,Mg
2+
浓度对 Taq DNA聚合酶影响

很大 ,可影响酶活性 、引物退火和解链温度 、产物的特异

性以及引物形成二聚体等。研究表明 Mg
2+
浓度越低 ,

获得的扩增产物越少 ,浓度越高 ,获得的扩增产物越多 ,

但也包含了大量非特异扩增。这与该试验结果一致。

综合以上分析 , 从结果稳定性和经济性出发 ,建立

和优化了野生樱桃李SSR-PCR反应体系为:25μL反应

体系中 , Mg
2+
1.0 mmol/ L、引物 0.5 μmol/L 、dNTPs

0.20 mmol/L 、Taq DNA 聚合酶 1.0 U 、模板 DNA 30

ng。SSR扩增程序:94℃预变性 5 min ,35个循环(94℃

30 s ,60℃1 min ,72℃1 min),72℃延伸10 min。可供研

究野生樱桃李种质资源和遗传育种时参考。
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Establishment and Application of SSR System in Wild

Myrobalan Plum(Prunus sogdiana Vass.)
LI Fang ,ZHOU Long , HU Jian-fang

(Colleg e of Ag ronomy and Biotechnology , China Agricultural University , Beijing 100094)

Abstract:We have established SSR-PCR system in wild my robalan plum(Prunus sogdiana Vass.)by optimization of PCR

reaction program , reaction system(annealing temperature , template DNA , Mg
2+
,dNTP , Taq DNA Polymerase and prim-

er).In the end ,we got optimum SSRmarker systems in wild my robalan plum.SSR system:template DNA 30 ng ,Mg
2+

1.0 mmol/L , dNTP 0.20 mmol/ L , Taq polymerase 1 U ,primer 0.5μmol/L in 2.5μL system , reaction prog ram:initial

denaturation step for 5 min at 94℃, followed by 35 cycles at 94℃for 30 s ,60℃for 1 min and 72℃for 1 min , followed

by a final extension step at 72℃ for 10 min.High stability and polymorphism results had been obtained.

Keywords:Prunus sogdiana Vass.;SSR-PCR;reaction system
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