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摘要 :以辣椒基因组 DNA为模板 ,采用 L16 (45 )正交试验设计 ,对 SRAP反应体系中的 5种关键因素 ( Taq DNA

聚合酶、Mg2 + 、dNTPs、引物、模板 DNA)进行优化 ,结果表明 ,辣椒 SRAP - PCR最佳反应体系为 : Taq DNA 聚合

酶 0. 75 U、Mg2 + 0. 6 mmol/L、dNTPs 0. 2 mmol/L、引物 0. 8μmol/L、模板 DNA 50 ng,总体积为 10μL。运用该

体系对辣椒 3份种质材料进行验证 ,证明该体系稳定可靠 ,并从 198个 SRAP引物组合中筛选出扩增条带清

晰、多态性丰富的 35个引物组合。该体系的建立与多态性引物组合的筛选为 SRAP标记技术在辣椒分子遗传

学中的应用提供科学依据。
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　　Abstract: The L16 (4
5 ) othogonal design was used to op tim ize SRAP - PCR system in pepper (Capsicum

spp. ) with five key factors ( Taq DNA polymerase,Mg2 + , dNTPs, p rimerand template DNA, respectively). The

results showed that the op timized SRAP - PCR system for pepper was: 0. 75 U Taq DNA polymerase, 0. 6 mmol/L

Mg
2 +

, 0. 2 mmol/L dNTPs, 0. 8μmol/L p rimer, 50 ng temp late DNA in a total of 10μL reaction solution.

The op tim ized SRAP - PCR system was tested on three pepper germp lasm s and was steady and reliable. 35

p rimer combinations were selected with abundant polymorphism from 198 p rimer combinations. The op tim ized

SRAP - PCR system and polymorphism p rimer combinations could be app lied to research on molecular genet2
ics in pepper.
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　　SRAP标记 ( sequence - related amp lified polymorphism,序列相关扩增多态性 )是 L i和 Quiros[ 1 ]开发

的一种基于 PCR (polymerase chain reaction,聚合酶链式反应 )的新型分子标记技术。该标记针对基因外

显子 GC (鸟嘌呤、胞嘧啶 )含量丰富及启动子、内含子 AT (腺嘌呤、胸腺嘧啶 )含量丰富的特点设计引

物 ,进行 PCR扩增 ,因不同个体内含子、启动子与间隔区长度不等而产生多态性 ,具有操作简便、快速 ,

多态性丰富 ,重复性好以及不需预知物种序列信息等优点 ,目前已应用于遗传图谱构建、基因定位和遗

传多样性分析等领域 [ 2 - 7 ]。

辣椒 (Capsicum spp. )是一种世界性的蔬菜作物 ,其果实具特有的辣味和丰富的维生素 C,既可鲜

食、调味 ,也可入药 ,是提炼辣椒油、辣椒红素和辣椒素的原料 ,具有重要的经济价值和食疗保健作

用 [ 8 ]。近年来 , AFLP、RAPD、ISSR等分子标记技术在辣椒上应用较普遍 [ 9 - 12 ]
,但 SRAP标记在辣椒上

的应用报道较少 [ 13 - 14 ]
,且有关采用正交试验设计方法优化辣椒 SRAP反应体系的研究尚未见报道。本

文首次运用正交试验设计方法 ,开展了辣椒 SRAP反应 10μL体系的优化研究 ,并对部分 SRAP引物组

合进行了多态性筛选 ,以期获得辣椒最佳 SRAP反应体系和多态性丰富的 SRAP引物组合 ,降低实验成

本 ,为辣椒分子遗传学研究提供技术支撑。

1　材料和方法

1. 1　材料和试剂

1. 1. 1　材料 　试验材料为 B9431 (C. annuum. var. longum )、海南小米椒 H108 (C. fru tescens)及其组合

B9431 ×H108,上述均由江西省农业科学院蔬菜花卉研究所提供。

1. 1. 2　试剂 　用于 SRAP - PCR反应的 Taq DNA聚合酶、Mg
2 + 、dNTPs和 Buffer均购自 Fermantas公

司 ,用于凝胶检测的标准分子量 (marker) 100 bp DNA ladder购自 Takara公司。SRAP引物北京奥科公

司合成 ,以上游引物 Me8 ( 5’- TGAGTCCAAACCGGCAC - 3’)和下游引物 Em21 ( 5’- GACTGCG2
TACGAATTCAA - 3’)为引物组合 ,作为体系优化的固定引物。

1. 2　基因组 DNA的提取和检测

参照改良 CTAB法 [ 15 ]提取辣椒基因组 DNA。用岛津公司 Uvm ini - 1240型紫外分光光度计检测

DNA溶液浓度与纯度 ,并将其稀释为 50 ng/μL, - 20 ℃保存备用。

1. 3　SRAP - PCR反应体系优化的正交设计

根据统计学原理 ,采用 L16 (45 )正交表 [ 16 ]设计试验 ,对 SRAP反应体系的 Taq聚合酶、Mg2 + 、dNTPs、

引物和模板 DNA等 5种影响因素设置四水平 16个组合 , 2次重复 (表 1和表 2) ,总反应体积为 10μL。
表 1　PCR反应体系的因素水平设定

Tab. 1　The designa tion of factors and the ir levels in PCR reaction

因素

Factors

水平 (10μL体系终浓度 )

Levels ( final concentration of 10μL reaction system)

1 2 3 4

Taq酶 /U Taq polymerase 0. 25 0. 5 0. 75 1. 0

Mg2 + / (mmol·L - 1 ) 1 1. 5 2. 0 2. 5

dNTPs/ (mmol·L - 1 ) 0. 1 0. 2 0. 3 0. 4

引物 / (μmol·L - 1 ) Primer 0. 2 0. 4 0. 6 0. 8

模板 DNA /ng Temp late DNA 25 50 75 100

1. 4　PCR反应

PCR反应在 Eppendorf公司生产的 PCR仪中进行 ,扩增程序为 : 94 ℃ 5 m in; 94 ℃ 1 m in, 35 ℃

1 m in, 72 ℃ 1 m in, 5个循环 ; 94 ℃ 1 m in, 50 ℃ 1 m in, 72 ℃ 1 m in, 35个循环 ; 72 ℃ 10 m in, 4 ℃保存。

PCR产物采用 60 g/L变性聚丙烯酰胺凝胶 (7 mol/L尿素 )电泳 ,电泳缓冲液为 1 ×TBE, 70 w恒功率电

泳 1. 5 h。参照许绍斌等 [ 17 ]的方法进行快速银染法染色显影 ,在荧光灯上观察分析条带。
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　　从左至右分别为重复 I和重复 II。其中 ,M: 100 bp DNA ladder; 1～16:表 2

中的 1～16处理。

　　From left to right were repeat I and II. M: 100bp DNA ladder; 1～16: 1～16

treats in table 2.

图 1　视上核细胞 ( ×400)

Fig. 1　Nucleus sup raop ticus( ×400)

表 2　PCR反应正交试验设计表 [ L16 ( 45 ) ]

Tab. 2　The table of orthogona l design of PCR[ L16 ( 45 ) ]

处理

Treat

Taq酶 /U

Taq polymerase /

Mg2 + /

(mmol·L - 1 )

dNTPs/

(mmol·L - 1 )

引物 / (μmol·L - 1 )

Primer

模板 DNA /ng

Temp late DNA

1 0. 25 1. 0 0. 1 0. 2 25

2 0. 25 1. 5 0. 2 0. 4 50

3 0. 25 2. 0 0. 3 0. 6 75

4 0. 25 2. 5 0. 4 0. 8 100

5 0. 50 1. 0 0. 2 0. 6 100

6 0. 50 1. 5 0. 1 0. 8 75

7 0. 50 2. 0 0. 4 0. 2 50

8 0. 50 2. 5 0. 3 0. 4 25

9 0. 75 1. 0 0. 3 0. 8 50

10 0. 75 1. 5 0. 4 0. 6 25

11 0. 75 2. 0 0. 1 0. 4 100

12 0. 75 2. 5 0. 2 0. 2 75

13 1. 00 1. 0 0. 4 0. 4 75

14 1. 00 1. 5 0. 3 0. 2 100

15 1. 00 2. 0 0. 2 0. 8 25

16 1. 00 2. 5 0. 1 0. 6 50

1. 5　数据分析

参考何正文等 [ 18 ]的方法 ,按照条带数量、清晰度及背景对 16个组合的电泳条带进行打分 ,取 2次

得分的平均值进行直观分析。采用穆立蔷等 [ 19 ]的方法求出每个因素同一水平下的得分总和 Ki 及平均

值 ki ,并求出同因素不同水平间的极差 R,最后对各因素不同水平的结果均值 ki 用 Excel作图分析 ,确

定各因素的最佳用量或浓度水平。

1. 6　优化体系的稳定性检测及引物筛选

随机选择 8对 SRAP引物组合对优化体系进行验证 ,并用 198对 SRAP引物组合进行 PCR扩增 ,筛

选多态性引物。

2　结果与分析

2. 1　正交试验各因素对 PCR反

应影响的差异分析

在 16 个处理中 ,由于 Taq

DNA聚合酶、Mg
2 + 、dNTPs、引物、

模板 DNA等 5个因素浓度组合

不同 ,扩增效果存在明显差异

(图 1)。第 15组合得 16分 ,均

值最高 ,扩增效果最好 ,其条带丰

富 ,清晰度高 ,背景较低 ;第 13组

合得 1分 ,均值最低 ,几乎没有扩

增条带 ,扩增效果最差 (表 3)。

由分析极差 R 可知 (表 4) ,

在 5个因素中 , dNTPs的 R值最
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高 ,为 7. 0,说明 dNTPs对反应体系结果影响最大 ;模板 DNA的 R值最低 ,为 1. 9,说明模板 DNA对反应

体系结果影响最小。各因素对 PCR反应的影响依次为 : dNTPs >引物 > Taq酶 >Mg
2 +

>模板 DNA。
表 3　PCR产物电泳结果得分

Tab. 3　The score result of PCR products

重复

Repeat
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

I 3 2 15 5 11 13 7 4 14 8 10 9 1 6 16 12

II 10 9 5 4 6 13 3 8 15 2 12 11 1 7 16 14

平均值

Average
6. 5 5. 5 10 4. 5 8. 5 13 5 6 14. 5 5 11 10 1 6. 5 16 13

表 4　正交试验结果的直观分析

Tab. 4　 In tu itive result of the orthogona l design

参素

Parameter

Taq酶

Taq polymerase
Mg2 + dNTPs

引物

Primer

模板 DNA

Temp late DNA

K1 53 61 87 56 67

K2 65 60 80 47 76

K3 81 82 72 73 68

K4 73 32 31 96 61

k1 6. 6 7. 6 10. 9 7. 0 8. 4

k2 8. 1 7. 5 10. 0 5. 9 9. 5

k3 10. 1 10. 1 9. 0 9. 1 8. 5

k4 9. 1 8. 5 3. 9 12. 0 7. 6

R 3. 5 2. 6 7. 0 6. 1 1. 9

2. 2　因素内各水平对 PCR结果的影响

2. 2. 1　Taq酶用量 　由图 2可知 , Taq酶用量从 0. 25～0. 75 U ,结果均值逐步提高 ,到 0. 75 U单位时

达到扩增最佳效果。当用量为 1 U单位时 ,结果均值反而有所降低。这是因为 Taq酶浓度过低 ,合成产

物量减少 ; Taq酶浓度过高 ,可引起非特异性扩增 ,产生大量杂带 ,且背景较深 ,不利于遗传多态性的分

析。从扩增效果和经济角度考虑 , Taq酶用量以 0. 75 U为佳。

图 2　Taq酶用量与结果均值的关系

Fig. 2　Relationship between quantity of

Taq DNA polymerase and mean of results

图 3　Mg2 +浓度与结果均值的关系

Fig. 3　Relationship between quantity of

Mg2 + concentration and mean of results

2. 2. 2　Mg2 +浓度 　从图 3看到 ,Mg2 +浓度 1. 0 mmol/L和 1. 5 mmol/L 2个处理之间结果均值差异不

大 ,当 Mg2 +浓度达到 2 mmol/L时 ,扩增效果最好 ,当浓度为 2. 5 mmol/L时 ,扩增效果降低。Mg2 +是 Taq
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图 4　dNTPs浓度与结果均值的关系

Fig. 4　Relationship between quantity of

dNTPs concentration and mean of results

图 5　引物浓度与结果均值的关系

Fig. 5　Relationship between quantity of

p rimer concentration and mean of results

图 6　模板 DNA用量与结果均值的关系

Fig. 6　Relationship between quantity of

temp late DNA and mean of result

　　M 为 100 bp DNA ladder;泳道 1: B9431 ×H108;泳道 2:

H108;泳道 3: B9431。

　　M: 100 bp DNA ladder; lane 1: B9431 ×H108; lane 2: H108;

lane 3: B9431

图 7　优选反应体系 8个引物组合的验证结果

Fig. 7　The verification results of 8 p rimer combinations

based on the op tim ized SRAP - PCR system

酶的激活剂 ,同时它与 dNTPs、模板结合 ,又可降

低酶活性所需要的游离 Mg
2

+的量。因此 ,Mg
2 +

浓度过低会降低 Taq酶的活性 ,过高亦会造成非

特异性扩增。因此 , Mg
2 +浓度以 2 mmol/L水平

为宜。

2. 2. 3　dNTPs浓度 　由图 4可知 ,随着 dNTPs浓

度的不断升高 ,结果均值也随之下降。当 dNTPs

浓度在 0. 1 mmol/L, 0. 2 mmol/L , 0. 3 mmol/L水

平时 ,其结果均值差异不明显 ;当 dNTPs浓度为

0. 4 mmol/L时 ,结果均值明显下降。这是因为高

浓度的 dNTPs会对 PCR扩增反应起抑制作用 ,而

浓度过低又会影响扩增产率。因此 ,综合考虑 ,

dNTPs浓度以 0. 2 mmol/L水平为佳。

2. 2. 4　引物浓度　从图 5看到 ,引物浓度在 0. 2μmol/L和 0. 4μmol/L时 ,结果均值差异不显著 ,在 0. 6μmol/L

和 0. 8μmol/L水平上 ,整体扩增效果则成明显的上升趋势。引物浓度会影响 PCR扩增的特异性 ,较高

的引物浓度会导致非特异性产物扩增 ,增加引

物之间形成二聚体的机会 ;过低则影响扩增效

果。本实验结果表明 ,引物浓度以 0. 8μmol/L

为最适。

2. 2. 5　模板 DNA用量 　由图 6可知 ,当模板

DNA用量为 25～50 ng时 ,结果均值有所增加 ,

当模板 DNA用量为 50 ng时 ,结果均值达到最

高 ,此后 ,随着 DNA用量的扩大 ,结果均值反而

有所下降。这是因为 DNA浓度过低 ,可导致扩

增结果不稳定及扩增条带模糊 ;浓度过高 ,则可

能使引物或 dNTPs过早耗尽 ,底物过量扩增 ,

过早进入线性阶段 ,出现扩增结果不稳定的假

象。因此 ,模板 DNA量选用 50 ng为最佳。

2. 3　体系验证及多态性引物筛选

根据上述结果与分析 ,确定辣椒 SRAP -

PCR最优反应体系为 : Taq 酶 0. 75 U, Mg
2 +

2 mmol/L, dNTPs 0. 1 mmol/L,引物 0. 8μmol/L,
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模板 DNA 50 ng,总反应体积 10μL。应用该体系随机抽取 8对引物组合对 3个辣椒基因组 DNA进行

分析 ,结果表明 :不同引物组合扩增条带均清晰稳定 ,且多态性丰富 (图 7) ,说明该体系稳定可靠 ,适用

于辣椒基因组 DNA的 SRAP分析。

运用优化反应体系及供试辣椒基因组 DNA对 198对 SRAP引物组合进行多态性筛选 ,结果显示 ,

所有引物组合均能扩增出清晰可辨的条带 ,每个引物组合扩增条带数 28～70条不等 ,其中 183对引物

组合扩增出多态性条带 ,占所有引物组合的 92. 42% ;多态性条带清晰且丰富 (5条以上 )的引物组合有

35对 ,占所有引物组合的 17. 68%。

3　讨　论

SRAP是在总结已有分子标记优缺点基础上开发出的一种新型的 DNA分子标记技术 ,其扩增条带

虽然较 RAPD、ISSR分子标记稳定 ,但基于 PCR反应的 SRAP分子标记技术 ,同样受反应条件及物种差

异的影响。刘立军等 [ 20 ]认为 ,不同植物 SRAP最佳反应体系差别很大 ,需构建同一物种在相同仪器设

备和一定操作规范下的最佳优化体系。本研究利用正交实验设计均匀分散、综合可比、可伸可缩及效用

明确的特点 ,对影响辣椒 SRAP反应体系的主要因素进行了优化筛选 ,较快找到了最优组合 ,避免了单

一因素试验结果的不足。本研究采用了 SRAP标记通用的扩增程序 ,研究了影响辣椒基因组 PCR反应

的 Taq酶用量、Mg
2 +浓度、dNTPs浓度 ,引物浓度和模板 DNA用量等 5个主要因子。研究结果表明 ,

dNTPs浓度对辣椒扩增结果影响最大 ,模板 DNA用量对扩增结果影响最小 ,这与张飞等 [ 21 ]和楚爱香

等 [ 22 ]的研究结果是一致的。但与袁菊红等 [ 23 ]和姜维华等 [ 24 ]在石蒜、一品红植物上的研究结果有所差

异 ,他们的研究结果显示 Mg2 +浓度对扩增结果影响最大。这也说明在不同物种的 SRAP反应体系中 ,

既有相似的影响因子 ,也有各自特殊的反应条件 ,因此 ,应针对不同的研究对象设计不同的反应体系。

本研究筛选出的辣椒最优 SRAP - PCR反应体系为 : Taq酶 0. 75 U,Mg
2 +

2. 0 mmol/L, dNTPs 0. 2 mmol/L,

引物 0. 8μmol/L ,模板 DNA 50 ng,总体积 10μL。与黄瓜 [ 25 ]、丝瓜 [ 26 ]的 10μL SRAP反应体系相比较 ,

本体系引物浓度相对较高 ,但 Taq酶的用量更低 ,Mg2 +浓度、dNTPs浓度和模板 DNA用量则相对一致。

与任羽等 [ 14 ]报道的 25μL辣椒反应体系相比 ,本体系 Taq酶用量和引物浓度等都有所减少 ,且 10μL

的小体系比 25μL体系实验成本大大降低 ,因此 ,本研究优化的 10μL反应体系更为经济高效 ,可广泛

应用于辣椒基因组 DNA的 SRAP分析。
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