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杨树 SRAP-PCR反应体系的建立与优化
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　　摘　要:以辽宁杨为材料 ,建立了杨树的 SRAP-PCR扩增体系。利用单因素试验对影响扩

增的 5个组分进行了优化 ,确定在 25 μL反应体系中:Mg
2+
浓度为 2.0 mmol/L 、dNTPs浓度为

0.2 mmol/L 、Taq DNA聚合酶浓度为1.0 U 、引物浓度为 0.3μmol/L、模板DNA浓度30 ng/μL。

利用优化后的反应体系对 17个杨树材料进行了多态性检测 ,结果表明:该体系能够很好的满足

杨树基因组 SRAP扩增的要求。
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　　相关序列多态性分析(Sequence-related amplified

polymorphism , SRAP)是一种以 PCR为基础的分子标

记技术 ,由美国加州大学蔬菜系 Li等[ 1]于 2001年提出 ,

其基本原理是通过设计一对正反引物对开放阅读框

(Open reading frames ,ORFs)进行扩增 ,正向引物对富含

GC的外显子进行扩增;反向引物对富含 AT 的内含子 、

启动子区域进行特异扩增 ,因不同个体的内含子 、启动

子与间隔区长度不同而产生多态性。该标记以其操作

简便 、稳定可靠 、多态性高 、引物具有通用性 、标记分布

均匀等特点 ,而广泛应用于植物遗传多样性分析 、种质

鉴定 、遗传图谱构建 、重要性状基因标记及基因定位等

诸多领域[ 2] 。在利用基于 PCR反应的分子标记技术进

行分析时 ,DNA样品所能扩增出条带的数量 、清晰度及

稳定性影响着多态性条带的统计和分析 ,因此在使用

SRAP分子标记技术时 ,需要先确定其最佳反应体系。

目前 ,对于SRAP反应体系的某些影响因素已有一些初

步研究 ,但在杨树中报道较少。该研究对影响 SRAP-

PCR扩增反应的 5个组分使用浓度进行了优化 ,旨在建

立稳定可靠的杨树SRAP-PCR反应体系 ,为开展杨树分

子遗传育种研究提供技术支持。

1　材料与方法
1.1　试验材料

5月中旬从辽宁省林业科学研究院杨树丰产林基

地采集辽宁杨 Populus×liaoningensis幼嫩枝条 ,置于冰

盒中保存带回 ,水培后 ,剪取新生的幼嫩叶片进行 DNA

提取。

1.2　试验方法

1.2.1　基因组 DNA提取　采用 CTAB 法[ 3] (稍加改

动)提取杨树基因组 DNA。1%琼脂糖凝胶电泳(1×

TBE)和 UV1102紫外分光光度计检测 DNA 浓度及纯

度 ,选出合适的样品-20℃保存备用。

1.2.2　SRAP-PCR反应体系　SRAP 引物采用 Li等
[ 1]

已发表的序列 ,由北京赛百胜生物公司合成。参考 Li

等
[ 1]
的SRAP-PCR反应体系 ,进行单因素试验 ,进一步

分析 Mg2+ 、dNTP、引物、Taq DNA聚合酶及模板 DNA

浓度对杨树 SRAP 扩增结果的影响。反应总体系为 25

μL ,设定的5个梯度分别为:Mg2+:1.0 、1.5、2.0 、2.5 、3.0

mmol/ L ,dNTPs:0.1 、0.15 、0.2 、0.25、0.3 mmol/L;Taq

DNA聚合酶:0.5 、1.0、1.5、2.0 、2.5 U;引物:0.1、0.3、

0.6、0.9 、1.2μmol/L;模板 DNA:3.0 、15、30 、60 、120 ng/

μL。通过对结果进行直观评价 ,确定杨树 SRAP-PCR

的最佳反应体系。以上试剂均购自北京 TIANGEN生

物有限公司。

1.2.3　SRAP-PCR扩增程序　扩增反应均在 PTC-200

型 PCR仪(BIO-RAD)上进行。扩增程序为:94℃预变性

5 min;94℃变性 1 min ,37℃复性1 min ,72℃延伸1 min ,

5个循环;94℃变性 1 min , 50℃复性 1 min , 72℃延伸

1 min ,35 个循环;最后 72℃延伸 8 min;-4℃保存。

PCR扩增产物用 2%琼脂糖凝胶电泳分离 ,染色后在

Gel-2000凝胶成像系统上观察和记录。

1.2.4　不同杨树材料间多态性检测　在优化反应体系

的基础上对 17个杨树材料进行 SRAP 多态性检测 ,扩

增产物用 6%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离 ,电泳缓冲

液为 1×TBE。电泳时先用 75 W预电泳至 50℃,上样

后 55 W恒定功率电泳至二甲苯青为胶板 2/3处停止 ,

电泳后采用银染法进行染色。
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2　结果与分析
2.1　杨树基因组 DNA的提取

使用改良 CTAB 法提取杨树基因组 DNA ,白色絮

状沉淀能够完全溶解 ,分光光度计结果显示 ,A260/A280值

位于 1.7 ～ 1.9之间。经1%琼脂糖凝胶电泳检测(图 1)

可见条带清晰整齐;与 Marker对照 ,所得的 DNA 分子

量较大 ,能够满足 SRAP-PCR扩增的要求。通过稀释一

定倍数 ,使其浓度在 30 ng/μL左右。

图 1　1%琼脂糖检测基因组 DNA 质量　　图2 不同 Mg2+浓度梯度的 SRAP扩增结果　　　
图 3　不同 dNTPs 浓度梯度的

　　　SRAP扩增结果

　　注:M:MarkerλDNA/Hind Ⅲ, 1～ 8:辽宁杨

基因组DNA。

　　注:M:Marker DL 2 000 , 1～ 5:Mg2+浓度分

别为 1.0、 1.5 、2.0、 2.5 、3.0 mmol/ L , 引物:

ME3/ EM7。

　　注:M:Marker DL 2 000 , 1～ 5:dNTPs浓度

分别为 0.1 、0.15 、0.2、0.25、0.3 mmol/ L , 引物:

ME3/ EM7。

　
图 4　不同 Taq DNA聚合酶浓度梯度

的 SRAP扩增结果
　　　　　

图5　不同引物浓度梯度的
SRAP扩增结果

　　　　　
图 6　不同模板 DNA浓度梯度的

SRAP扩增结果

　　注:M:Marker DL 2 000, 1～ 5:Taq DNA 聚

合酶浓度分别为 0.5、1.0 、1.5、2.0、2.5 U , 引物:

ME3/ EM7。

　　注:M:Marker DL 2 000 , 1～ 5:引物浓度分别

为 0.1 、 0.3 、 0.6、 0.9、 1.2 μmol/ L , 引物:

ME3/ EM7。

　　注:M:Marker DL 2 000 , 1～ 5:模板DNA浓

度分别为 3.0、 15 、 30 、60、 120 ng/μL , 引物:

ME3/ EM7。

2.2　SRAP-PCR反应体系的优化

2.2.1　Mg2+浓度对 SRAP-PCR扩增结果的影响 　

Mg2+是 Taq 聚合酶的激活剂 , Mg2+的浓度直接影响

PCR扩增的特异性和效率。当 Mg
2+
浓度过低时 ,酶活

力显著下降 ,过高时 ,则可能催化非特异性扩增。该试

验设定的 5个 Mg
2+
浓度扩增结果见图 2 ,当浓度为 1.0

mmol/ L时 ,没有扩增产物 ,随着Mg
2+
的增加 ,扩增谱带

由弱到强 ,在浓度为2.0 mmol/ L即可获得清晰的谱带。

2.2.2　dNTPs浓度对 SRAP-PCR扩增结果的影响　

dNTPs是 PCR反应的底物 ,浓度过低会使产率降低 ,浓

度过高会导致 DNA 聚合酶错误掺入。由图 3可知 ,当

dNTPs浓度为0.1 ～ 0.15 mmol/L 时 ,扩增条带数量少

且谱带较弱 ,随着 dNTPs浓度的增加产物量也逐渐增

加 ,从经济角度来说 ,dNTPs浓度以 0.2 mmol/ L为宜。

2.2.3　Taq DNA聚合酶浓度对SRAP-PCR扩增结果

的影响　Taq DNA 酶浓度对 PCR产物的影响至关重

要。酶的浓度过低会使扩增产物量减少 ,浓度太高容易

导致非特异性扩增。该试验扩增结果见图 4 ,在 0.5 U

时条带有些模糊 ,1 ～ 2.5 U时带纹较清晰 ,从经济成本

考虑 , Taq DNA聚合酶的适宜用量为1.0 U。

2.2.4　引物浓度对 SRAP-PCR扩增结果的影响　引物

浓度是PCR反应体系中一个重要的因素 ,引物浓度过低

使扩增产物减少 ,DNA检测条带不明显;引物浓度过高 ,

会导致非特异性扩增 ,而且反应过剩的 2条引物链容易

配对形成引物二聚体 ,从而影响靶序列的产量。从图5

可以看出 ,引物浓度为 0.1 μmol/L 时扩增条带少且较

弱 ,随着引物浓度的增加反应产物量逐渐增加 ,但浓度

达到 1.2μmol/L 时产物量反而减少 ,所以引物用量选

择 0.3μmol/L。

2.2.5　模板 DNA浓度对 SRAP-PCR扩增结果的影响

　DNA是 PCR扩增反应的模板 ,其含量是制约扩增产

量及特异性的一个因素。该试验所采用的 5个模板

DNA梯度扩增结果见图 6 ,当模板 DNA 浓度低于 15

ng/μL 时 ,扩增条带较少且谱带较弱 ,而为 120 ng/μL

时 ,有些条带消失并出现一定的弥散 ,在 30 ng/μL时扩

增效果最佳。综合考虑以上因素 ,杨树 SRAP-PCR扩增

的最佳反应体系为:Mg2+浓度为2.0mmol/ L、dNTPs浓

度为0.2 mmol/L、Taq DNA聚合酶浓度为 1.0 U 、引物

浓度为0.3μmol/ L、模板DNA浓度为30 ng/μL。

2.3　杨树 SRAP标记的多态性检测

利用上述建立和优化的SRAP-PCR扩增体系 ,随机

选用31对SRAP 引物对17个生长自辽宁不同地区的杨

树材料进行扩增 ,通过聚丙烯酰胺凝胶电泳及银染检

测 ,每个样品均能得到清晰谱带 ,说明优化后的扩增体

系是可行的。同时可以看出聚丙烯酰胺凝胶电泳比高

浓度琼脂糖凝胶电泳的分辨率高许多 ,更适合杨树遗传
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图7　引物组合ME3/ EM5 在不同杨树材料

　　中扩增出的 SRAP条带

多样性研究中条带的检测与统计(图7)。试验共检测到

685个多态性条带 ,多态性比率为 95.3%,可见杨树的

SRAP标记多态性水平较高。

3　结论与讨论
SRAP标记与其它基于 PCR的分子标记相比 ,其独

特之处在于它是对开放阅读框(ORFs)进行扩增 ,因此提

高了扩增结果与表现型的相关性。研究表明 ,SRAP标

记比 AFLP 、RAPD等标记更能反应表型的多样性及进

化史
[ 4-5]
,而且提供的信息比 AFLP 更为优良

[ 6]
。同时

SRAP标记弥补了常用的分子标记的一些不足 ,如

RAPD重复、稳定性较差;SSR检测位点较少 ,引物开发

费时且成本高;AFLP分析程序复杂 、成本昂贵等 ,因此 ,

SRAP标记是目前一种比较理想的分子标记技术 ,具有

广阔的应用范围和前景。

　　PCR扩增结果受诸多因素影响 ,对于不同材料 ,扩

增体系所用各组分的浓度也不相同。该试验最终确定

的杨树SRAP-PCR扩增体系与前人研究结果在各组分

的用量上略有差别 ,这表明材料来源 、所用仪器及药品

不同 ,PCR体系中各成分的最适用量存在一定的差异 ,

应根据自己实际所用来进行调整。该研究对影响杨树

SRAP-PCR扩增结果的 Mg2+ 、dNTP 、引物 、Taq DNA

聚合酶及模板DNA浓度进行了单因素试验。试验中发

现 Mg2+浓度对SRAP-PCR结果的影响较大 ,微小的变

动就能引起很大变化;dNTPs、酶及引物浓度的变动对

体系影响相对较小;而扩增反应对模板浓度的适应范围

比较大 ,说明SRAP-PCR对模板浓度的要求不高。优化

后的体系经反复验证 ,结果稳定可靠 ,能够很好的满足

杨树基因组 SRAP 扩增的要求 ,完全适用于下一步的

研究。
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Establishment andOptimization of SRAP-PCRReaction System in Populus

CHEN Gang ,GUAN Ming-dong , YE Jing-feng ,MA Dong-jing , PAN Wen-li , LIU Hong-min

(Liaoning Research Academy of Forestry Sciences , Shenyang , Liaoning 110032)

Abstract:Taking Populus×liaoningensis as the experimental materials , the SRAP-PCR reaction system of Populus was

established.By single factor experiments the five impact factors of SRAP were optimized.The results showed that the

optimum system(25μL volume)includedMg2+ 2.0 mmol/L , dNTPs 0.2 mmol/L , Taq DNA polymerase 1.0 U , Prim-

er 0.3μmol/L ,DNA template 30 ng/μL.Then applied this optimized reaction system to detect the polymorphism of 17

Populus materials , it was showed that this system could meet the demands for SRAP amplification in Populus.

Keywords:Populus×liaoningensis;SRAP;orthogonal design;system optimization
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