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　　摘　要：以丝瓜基因组ＤＮＡ为模板，采用正交实验设计Ｌ１６（４５），在４个水平上对影响丝瓜
ＳＲＡＰ反应的Ｔａｑ酶、Ｍｇ２＋、模板、ｄＮＴＰ及引物等５个因素进行了优化，建立了丝瓜ＳＲＡＰ－ＰＣＲ
的最佳反应体系。利用１８份丝瓜自交系材料来验证此反应体系，均可扩增出清晰、可辨的条带，
可见该反应体系较稳定，适用于丝瓜ＳＲＡＰ标记的扩增。
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　 　 丝 瓜 （Ｌｕｆｆａ　ａｃｕｔａｎｇｕｌａ）为 葫 芦 科
（Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｅ）丝瓜属（Ｌｕｆｆａ）１ａ生攀缘性草本植
物，以嫩果供食用，是深受人们喜爱的夏季蔬菜。在生
产上分为普通丝瓜和有棱丝瓜２个栽培种，在我国南
北方均有栽培，近年来栽培面积呈扩大趋势，育种研究
工作也得到深入开展，新育成品种不断出现。但是，丝
瓜的分子生物学研究进展还比较缓慢。
ＳＲＡＰ 分 子 标 记 （Ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｒｅｌａｔｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，序列相关扩增多态性）是由Ｌｉ和Ｑｕｒｉｏｓ
开发的一种新的分子标记技术［１］，该标记具有多态性
高、信息量丰富、操作简便、重复性好、成本低等特点。
目前已在大葱［２］、番茄［３］、黄瓜［４］、油菜［５］等蔬菜作物
中广泛应用。主要用于生物遗传多样性分析、基因定
位、基因克隆、基因图谱构建以及比较基因组学等方面
的研究。ＳＲＡＰ标记是基于ＰＣＲ的标记系统，因此，
ＰＣＲ反应体系中涉及的 Ｍｇ２＋、模板ＤＮＡ、Ｔａｑ酶、引
物、ｄＮＴＰ等的浓度均会影响扩增结果，并最终影响
ＳＲＡＰ标记结果。
该研究利用正交实验设计分析法［６］，对ＰＣＲ反应

体系中几个主要影响因子进行了优化筛选，建立了丝
瓜ＳＲＡＰ－ＰＣＲ的最佳反应体系，以期为丝瓜ＳＲＡＰ分
子标记、遗传多样性分析、基因定位、图谱构建等分子
生物学方面的研究奠定基础
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１　材料与方法
１．１　试验材料
供试材料为丝瓜自交系１９份，由广州市农业科学

研究院提供，种植于广州市农业科学研究院花都试验
基地，常规田间管理。待幼苗长出３～４片真叶时，取
新鲜嫩叶于２ｍＬ离心管中，放入冰盒中带回实验室，

－８０℃冰箱保存备用。

１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ提取与浓度测定　采用改良的ＣＴＡＢ
法［７］提取丝瓜总ＤＮＡ，１．５％琼脂糖凝胶电泳检测基
因组ＤＮＡ条带的完整性，紫外可见分光光度计测定其
吸光度值，检测纯度和浓度，并将其稀释为１００ｎｇ／μＬ，

－２０℃下保存备用。

１．２．２　ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系的正交设计　为了确定
ＰＣＲ反应中５个因素（Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋、模板
ＤＮＡ、引物、ｄＮＴＰ）的最佳水平，采用正交设计 Ｌ１６
（４５），在４个水平上进行试验，共设计１６个处理组合，

Ｌ１６（４５）设计方案见表１，３次重复。

　　表１ ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应正交实验设计

处理
Ｔａｑ酶

／Ｕ

Ｍｇ２＋

／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

模板

／ｎｇ

ｄＮＴＰ

／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

引物

／μｍｏｌ·Ｌ－１

１　 ０．５　 １．０　 ２５　 ０．１　 ０．１
２　 ０．５　 １．５　 ５０　 ０．２　 ０．２
３　 ０．５　 ２．０　 １００　 ０．３　 ０．３
４　 ０．５　 ２．５　 ２００　 ０．４　 ０．４
５　 １．０　 １．０　 ５０　 ０．３　 ０．４
６　 １．０　 １．５　 ２５　 ０．４　 ０．３
７　 １．０　 ２．０　 ２００　 ０．１　 ０．２
８　 １．０　 ２．５　 １００　 ０．２　 ０．１
９　 １．５　 １．０　 １００　 ０．４　 ０．２
１０　 １．５　 １．５　 ２００　 ０．３　 ０．１
１１　 １．５　 ２．０　 ２５　 ０．２　 ０．４
１２　 １．５　 ２．５　 ５０　 ０．１　 ０．３
１３　 ２．０　 １．０　 ２００　 ０．２　 ０．３
１４　 ２．０　 １．５　 １００　 ０．１　 ０．４
１５　 ２．０　 ２．０　 ５０　 ０．４　 ０．１
１６　 ２．０　 ２．５　 ２５　 ０．３　 ０．２

１．２．３　ＳＲＡＰ－ＰＣＲ扩增　引物设计参照Ｌｉ等［２，８］、

Ｆｅｒｒｉｏｌ等［９］发表的引物序列，选用上游１９个引物和下
游２０个引物，由上海生工生物工程有限公司合成。

ＰＣＲ扩增程序参照Ｌｉ等的方法，９４℃预变性５ｍｉｎ，

９４℃变性１ｍｉｎ，３５℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，５个
循环；然后，再９４℃变性１ｍｉｎ，５０℃复性１ｍｉｎ，７２℃延
伸１ｍｉｎ，３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。

１．２．４　ＰＣＲ产物的检测　扩增反应结束后，在扩增产
物中加入５μＬ　６×ｌｏａｄｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ混匀，上样于６％的变
性聚丙烯酰胺凝胶中电泳检测。待二甲苯氰移动至胶
板尾端时停止，银染显色，扫描图相并记录分析。

１．２．５　ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系验证　利用１８份丝瓜自
交系材料对优化确定的ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系的稳定

性进行验证。

２　结果与分析
２．１　丝瓜ＤＮＡ浓度和纯度的鉴定
应用改良 ＣＴＡＢ 法提取丝瓜基因组 ＤＮＡ，经

１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，结果表明ＤＮＡ完整，条带
清晰，无拖尾现象（图１）。ＵＶ２０００紫外分光光度计测
定其吸度度值，Ａ２６０／Ａ２８０在１．８～２．０之间，表明提取
的ＤＮＡ质量较高，纯度较好，可以进行下一步试验。

２．２　正交实验设计优化ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系
按表１设计的１６个处理，以 Ｍｅ１（ＴＧＡＧＴＣＣＡＡ

ＡＣＣＧＧＡＴＡ）和Ｅｍ３（ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ）
组合作为引物，对丝瓜自交系基因组ＤＮＡ进行扩增，
电泳结果见图２。可以看出，不同的组合，由于各因素
浓度不同，扩增结果存在明显差异。处理５、６、８、９、１１、

１２、１４、１６没有扩增产物，或者扩增产物模糊，条带弱，
不易观察。处理４、７、１３扩增条带数最多，且最为清
晰。综合比较４、７、１３这３个反应体系中各因子浓度，
本着扩增谱带数量，清晰性和经济性的原则，初步确定
反应体系７为最佳反应体系。

图１　丝瓜叶片总ＤＮＡ电泳检测
注：１～１９：１９份自交系材料。

２．３　最佳反应体系稳定性检测结果
应用上述最佳反应体系，运用 Ｍｅ１（ＴＧＡＧＴＣＣＡ

ＡＡＣＣＧＧＡＴＡ）和 Ｅｍ２ （ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴ
ＧＣ）引物组合对１８份丝瓜自交系ＤＮＡ进行ＳＲＡＰ扩
增，结果如图３所示。引物对每份ＤＮＡ样品均可扩增
出清晰、可辨的条带，可见该反应体系较稳定，适用于
丝瓜ＳＲＡＰ标记的扩增。

图２　丝瓜ＳＲＡＰ－ＰＣＲ正交实验结果
注：１～１６：代表不同处理。
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图３　丝瓜ＳＲＡＰ－ＰＣＲ体系稳定性检验
注：１～１８：１８份自交系材料。

３　结论与讨论
ＳＲＡＰ技术因其操作简单，分析速度快而被广泛
应用，是基于ＰＣＲ反应的分子标记技术。而ＰＣＲ反
应体系是ＳＲＡＰ标记技术的一个重要环节，受到诸多
因素的影响。该研究利用Ｌ１６（４５）正交实验设计，共对

１６个反应体系进行了扩增，考察了５种组分在４个不
同水平上对ＰＣＲ反应的影响，通过直观分析和稳定性
检验，迅速筛选出稳定、重复性好的ＳＲＡＰ反应体系，
为今后利用ＳＲＡＰ标记对丝瓜进行遗传多样性分析、
分子标记等方面的研究奠定了基础。
在ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系中，各反应因子之间相互作

用，紧密相关。Ｔａｑ 酶的活性决定于反应体系中的
Ｍｇ２＋浓度，而Ｍｇ２＋的最终反应浓度受到ｄＮＴＰ含量的
影响；ｄＮＴＰ是ＰＣＲ反应的重要底物，当其含量不足时
将直接影响ＰＣＲ反应的进行，但是当ｄＮＴＰ浓度过高
时，易吸附游离Ｍｇ２＋从而降低其浓度，进而使Ｔａｑ酶活
性降低。传统的分子标记反应体系筛选试验采用单因
素实验法，逐一变化其中１个因子组分浓度而固定其余

４个因子，从中分析得到每一因子的最佳浓度，最后组合
成为最佳反应体系。这样不能考察ＰＣＲ反应体系中各
组分的交互作用，同时也不能保证各组分最佳浓度的组
合就是最佳反应体系。如果采用完全组合设计，需设计

４４个处理，工作量大，操作繁琐。正交设计可弥补上述不
足，试验规模和工作量小，信息量大且能快速获得理想

的结果。该试验利用正交实验设计进行ＰＣＲ反应体
系优化的方法可以综合考虑观察各个因素间的相互作

用，从而获得的正佳反应体系更加合理。
该研究采用正交实验设计建立优化的丝瓜ＳＲＡＰ－

ＰＣＲ反应体系，与任羽［１０］、李红双［１１］、孙宪芝［１２］等分
别在辣椒、萝卜、芍药上优化的ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系
有所差异。可能是不同物种间基因组成不同的原因，
因为ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系因物种的不同而有很大的
差异。
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