
林业科学研究　２０１７，３０（１）：１０ １７
ＦｏｒｅｓｔＲｅｓｅａｒｃｈ

　　ＤＯＩ：１０．１３２７５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｌｙｋｘｙｊ．２０１７．０１．００２

红椿 ＳＲＡＰ反应体系优化及引物筛选

李　培１，阙青敏１，王　芳１，李俊成１，朱　芹２，廖柏勇１，陈晓阳１

（１．华南农业大学林学与风景园林学院 广东省森林植物种质创新与利用重点实验室，广东 广州　５１０６４２；
２．嘉应学院，广东 梅州　５１４０１５）

收稿日期：２０１６０２２９
基金项目：国家林业局林业公益性行业科研专项（２０１００４０２０）。
作者简介：李　培，博士，主要研究方向：林木遗传育种。电话：１５９２０８３７９８７。Ｅｍａｉｌ：ｌｉｐｅｉｍｅｉｎｖ＠１６３．ｃｏｍ。地址：广州市天河区五山

路华南农业大学林学与风景园林学院６１４，邮编：５１０６４２。
 通讯作者：陈晓阳，博士，教授。主要研究方向：林木遗传育种。电话：０２０８５２８０００１。Ｅｍａｉｌ：ｚｈｂｄ０２２６＠１６３．ｃｏｍ地址：广州市天河

区五山路华南农业大学林学与风景园林学院６２０，邮编：５１０６４２。

摘要：［目的］优化相关序列扩增多态性（ＳＲＡＰ）体系内的不同组分，建立适用于红椿ＳＲＡＰ分子标记的反应体系，并
进一步从ＳＲＡＰ引物组合中筛选出稳定、多态性好的引物组合，为红椿遗传多样性研究奠定试验基础。［方法］针对
ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系中５个因素各设置８个水平，先利用单因素试验确定浓度梯度，后在确定的梯度范围内选定４
个水平，按照正交试验Ｌ１６（４

５）进行优化，结合正交直观分析法和新复极差法对各因素进行优化筛选。［结果］确定

最优体系为总体系２５μＬ，模板ＤＮＡ２５ｎｇ，上下游引物各０．３μｍｏｌ·Ｌ－１，ＴａｑＤＮＡ聚合酶１Ｕ，Ｍｇ２＋２．５ｍｍｏｌ·
Ｌ－１，ｄＮＴＰ０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１。利用稳定的ＳＲＡＰＰＣＲ体系，从１５０５对ＳＲＡＰ引物组合中筛选出３０对优质引物组合。
［结论］通过不同种源红椿基因组ＤＮＡ的重复验证，获得了稳定清晰、多态性较强的扩增条带，表明所确定的最优体
系稳定可靠，适用性较强，可用于不同种源红椿遗传多样性研究的后续实验。
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ｏｆｉｔｓｓｔａｂｌｅ，ｒｅｌｉａｂｌｅ，ａｎｄｇｏｏｄａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＴｏｏｎａｃｉｌｉａｔａＲｏｅｍ．；ＳＲＡＰＰＣＲ；ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ；ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

　　在林木遗传育种研究中，分子标记是使用最广
泛的一种遗传标记类型，因其不受发育时期及环境

或季节性的制约，被广泛地被运用于遗传多样性、分

子遗传育种等研究中［１－２］。ＳＲＡＰ（Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）即相关序列扩增多态性是一
种新型分子标记技术，其基础来源于 ＰＣＲ扩增反
应，通过对基因的开放阅读框（ＯＲＦｓ）中相对保守的
外显子区域及变异丰富的内含子及启动子区域进行

扩增，获得物种或个体之间的遗传差异与分化［３－４］。

该分子标记采用的是双引物设计，因其简便、高效、

产率高等特点，使该标记成功地应用于遗传多样性

分析、遗传图谱的构建等分子研究方面的分析［５－８］。

红椿（ＴｏｏｎａｃｉｌｉａｔａＲｏｅｍ），又名红楝子，是楝科
（Ｍｅｌｉａｃｅａｅ）香椿属（Ｔｏｏｎａ）速生植物。该树种材质
优良，纹理优美，由于其木材呈现红色，坚韧耐腐，常

作为高档家具用材出口国际，开发潜力巨大，被誉为

“中国桃花心木”［９－１０］。由于环境的变化、天然更新

能力较差、过度的人为破坏及需求量的不断增加，红

椿数量在持续减少，已成为珍贵的濒危树种，被列为

国家Ⅱ级重点保护野生植物。红椿在印度、老挝、缅
甸、泰国、巴基斯坦至澳大利亚东海岸也有天然分

布［１１］，并在世界多地进行引种［１２］。在我国集中分

布在华南、华中、华东及西南地区，呈零星或散点分

布［１３］。一个物种生存或者适应环境，获得发展和进

化的依靠前提是其自身所具有的遗传多样性［１４］。

研究红椿的遗传多样性对其选择育种、遗传资源的

保护具有重要的理论和实践意义。

本研究采用单因素试验及正交试验对 ＳＲＡＰ
ＰＣＲ体系中的５大因素，包括模板 ＤＮＡ、引物、Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋及ｄＮＴＰ进行优化，旨在确定最优
的稳定反应体系，并从随机引物组合中筛选出能够

扩增稳定、清晰且含有多态性条带的最优引物组合，

为进一步开展红椿遗传多样性研究、种质资源鉴定

及遗传育种奠定基础，提供技术支持。

１　试验材料与方法
１．１　试验材料

以不同种源红椿母树叶片作为试材，于采集地

收集并利用硅胶迅速干燥，置于实验室 －８０℃冰箱
用于后续ＤＮＡ提取。用于引物筛选的种源包括云

南永仁、贵州望谟、四川会东、广东乐昌、江西宜丰、

安徽黄山、福建南平及湖南城步。种源信息见表１。
表１　红椿ＳＲＡＰＰＣＲ体系优化试验材料

Ｔａｂｌｅ１　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍａｔｅｒｉａｌｏｆＴ．ｃｉｌｉａｔａｆｏｒ
ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇＳＲＡＰＰＣＲｓｙｓｔｅｍ

编号

Ｎｏ．
种源代码

ｐｒｏｖｅｎａｎｃｅ
省份

ｐｒｏｖｉｎｃｅ
纬度

ｌａｔｉｔｕｄｅ／Ｎ
经度

ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ／Ｅ
海拔

ａｌｔｉｔｕｄｅ
Ｐ１ 乐昌 广东 ２５°０７′ １１３°２０′ ３５９
Ｐ２ 黄山 安徽 ３０°１６′ １１８°０８′ ４９９
Ｐ３ 望谟 贵州 ２５°１０′ １０６°０５′ ５００
Ｐ４ 永仁 云南 ２５°０１′ １０１°３２′ １５３９
Ｐ５ 宜丰 江西 ２７°１９′ １１５°２６′ ３３７
Ｐ６ 城步 湖南 ２７°１４′ １１１°２８′ ７３７
Ｐ７ 南平 福建 ２６°３８′ １１８°１０′ ８００
Ｐ８ 会东 四川 ２７°２３′ １０２°０９′ １８６２　

１．２　试验方法
１．２．１　红椿基因组 ＤＮＡ的提取　取１００ｍｇ干燥
叶片做样品，首先利用 ＣＴＡＢｆｒｅｅ溶液（０．２ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ，０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，０．０５ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＥＤＴＡ，ｐＨ＝８．０）对样品进行低温洗涤，去除杂
质［１５－１６］。后采用 ＥＺＮＡ ＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＤＮＡ
ＭｉｎｉＫｉ试剂盒提取红椿基因组 ＤＮＡ。使用０．８％
琼脂糖凝胶电泳及超微量紫外分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ
ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００）进行检测。稀释至５０ｎｇ·μＬ－１，样
品置于－２０℃下保存备用。
１．２．２　ＰＣＲ反应单因素浓度梯度确定　首先对反
应体系的５大因素，即，模板ＤＮＡ、引物、ＴａｑＤＮＡ聚
合酶、Ｍｇ２＋及 ｄＮＴＰ进行单因素试验。每个影响因
素分别设置８个梯度。模板 ＤＮＡ浓度包括０、２５、
５０、６０、７０、８０、９０和 １００ｎｇ；引物浓度包括 ０、０．１、
０２、０．３、０．４、０．５、０．６和０．７μｍｏｌ·Ｌ－１；ＴａｑＤＮＡ
聚合酶包括０、０．５、０．７５、１、１．２５、１．５、１．７５和２Ｕ；
Ｍｇ２＋浓度包括０、１、１．５、２、２．５、３、３．５和４ｍｍｏｌ·
Ｌ－１；ｄＮＴＰ浓度梯度包括 ０、０．１、０．１５、０．２、０．２５、
０３、０．３５和０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１。
１．２．３　反应体系正交试验　进行单因素试验确定
５大因素浓度范围后，在其范围内选定４个水平浓
度梯度（表２），采用 Ｌ１６（４

５）正交试验设计（表３），
共１６个处理，每个处理选用不同种源 ＤＮＡ进行２
次重复。根据所扩增出的电泳条带的多少、清晰度

及背景颜色，对１６个处理进行评分［１７－１８］。最优的

得１６分，最差的得１分，两次重复取平均分为该处
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理水平扩增结果的最终得分。后计算每个因素在不

同水平下的平均得分，进行统计分析后获得极差。

在某水平下某因素所参与的扩增反应所得到的扩增

结果评分的总和用 Ｋ值表示；Ｒ表示为极差，即，某
试验因素在不同处理水平下所得到评分的最大平均

值与最小平均值之差［１９］。红椿 ＳＲＡＰ分子标记反
应总体系选用为２５μＬ（均含有２．５μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ，
用重蒸水补齐体系），引物选用Ｍ２２（ＴＧＡＧＴＡＣＡＡ
ＡＣＣＧＧＧＴＣ）Ｅ２７（ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡ）。

表２　正交试验各因子水平设计
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｄｅｓｉｇｎｏｆｆａｃｔｏｒｓａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｆｏｒ

ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

因子 ｆａｃｔｏｒ
水平ｌｅｖｅｌ

１ ２ ３ ４
Ｔａｑ酶／Ｕ １ １．２５ １．５ １．７５
Ｍｇ２＋／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １．５ ２ ２．５ ３
ｄＮＴＰ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ０．１５ ０．２ ０．２５ ０．３
引物Ｐｒｉｍｅｒ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ０．２ ０．３ ０．４ ０．５
ＤＮＡ模板／ｎｇ ２５ ５０ ７５ １００

表３　ＳＲＡＰＰＣＲ正交试验设计［Ｌ１６（４
５）］

Ｔａｂｌｅ３　Ｌ１６（４
５）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｏｆＳＲＡＰ－ＰＣＲ

处理

编号

ＴａｑＤＮＡ酶
／（Ｕ）

Ｍｇ２＋／
（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ｄＮＴＰ／
（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

引物／
（μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＤＮＡ模
板／ｎｇ

１ １ １．５ ０．１５ ０．２ ２５
２ １ ２ ０．２ ０．３ ５０
３ １ ２．５ ０．２５ ０．４ ７５
４ １ ３ ０．３ ０．５ １００
５ １．２５ １．５ ０．２ ０．４ １００
６ １．２５ ２ ０．１５ ０．５ ７５
７ １．２５ ２．５ ０．３ ０．２ ５０
８ １．２５ ３ ０．２５ ０．３ ２５
９ １．５ １．５ ０．２５ ０．５ ５０
１０ １．５ ２ ０．３ ０．４ ２５
１１ １．５ ２．５ ０．１５ ０．３ １００
１２ １．５ ３ ０．２ ０．２ ７５
１３ １．７５ １．５ ０．３ ０．３ ７５
１４ １．７５ ２ ０．２５ ０．２ １００
１５ １．７５ ２．５ ０．２ ０．５ ２５
１６ １．７５ ３ ０．１５ ０．４ ５０

１．２．４　ＳＲＡＰＰＣＲ扩增　ＳＲＡＰ分子标记反应程序
选用为 ９４℃ ５ｍｉｎ；５个循环（９４℃ １ｍｉｎ，３５℃ １
ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ）；３５个循环（９４℃ １ｍｉｎ，５０℃ １
ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ）；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。产物
在２％的琼脂糖凝胶上进行分离，自动凝胶成像仪
上照相保存，用于体系优化因素确定。

１．２．５　引物筛选　在确定最优稳定体系后，根据
ＳＲＡＰ分子标记引物组合通用性的特点，查找其在各

物种研究中所发表的引物序列［２０－２６］，包括４３个正
向引物与３５个反向引物，随机组合，共计１５０５对引
物组合对８份来源不同，地理距离差别较大的红椿
基因组ＤＮＡ进行引物筛选。ＰＣＲ扩增产物在 ６％
变性聚丙烯酰胺凝胶上进行分离并通过银染染色检

测。保鲜膜封胶，照相或制干胶保存。

采用遗传多样性信息含量（ＰＩＣ）评价试验所选
定引物组合评估能力。

ＰＩＣｉ＝２ｆｉ（１－ｆｉ）
式中，ＰＩＣｉ为标记 ｉ的遗传多样性信息含量，ｆｉ

为标记ｉ出现条带的频率，１－ｆｉ是缺失条带的频率，
一对引物的ＰＩＣ为各个条带的平均值［２７］。

２　结果与分析
２．１　ＤＮＡ检测

经超微量紫外分光光度计检测可知，所提取的

ＤＮＡＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值在 １．７ １．９之间，ＯＤ２６０／
ＯＤ２３０比值在１．８ ３．０之间，说明 ＤＮＡ纯度较高。
电泳结果表明（图１），所提取的ＤＮＡ均呈现一条清
晰完整的主带，无拖尾和降解，无明显的 ＲＮＡ存在，
并且 ＤＮＡ浓度较高，完整性好，可用于下游 ＳＲＡＰ
分析。

注：Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

图１　红椿ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳

Ｆｉｇ．１　ＡｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｒｅｓｉｓｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｆｒｏｍＴ．ｃｉｌｉａｔａ

２．２　单因素试验分析
因素浓度的优化主要目的是为了得到更加清

晰、完整的条带，并且要尽可能地将多态性条带扩增

出来。红椿 ＳＲＡＰＰＣＲ单因素试验结果表明，５大
因素的浓度范围较大，２５μＬ体系中，模板 ＤＮＡ浓
度在２５ １００ｎｇ范围内均可以扩增出清晰条带；
０２ ０．５μｍｏｌ·Ｌ－１引物浓度，０．５ ２ＵＴａｑＤＮＡ
聚合酶，１ ３ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｍｇ２＋浓度及 ０．１５ ０．３
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰ浓度梯度均可扩增出多态性较大，
清晰完整、效果较好的条带，所以将以上各因素的浓

度作为正交试验的浓度范围进行设计。
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注：图中Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ分别表示模板浓度（１ １６ＤＮＡ含量分别为０、２５、５０、６０、７０、８０、９０和１００ｎｇ）、引物浓度（１ １６引物浓度分别为０、

０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６和０．７μｍｏｌ·Ｌ－１）、ＴａｑＤＮＡ酶浓度（１ １６Ｔａｑ酶含量分别为０、０．５、０．７５、１、１．２５、１．５、１．７５和２Ｕ）、Ｍｇ２＋浓

度（１ １６Ｍｇ２＋浓度分别为０、１、１．５、２、２．５、３、３．５和４ｍｍｏ·Ｌ－１）及 ｄＮＴＰ浓度（１ １６ｄＮＴＰ浓度分别为０、０．１、０．１５、０．２、０．２５、０．３、

０３５和０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１），每个梯度两个不同ＤＮＡ模板重复。

Ｎｏｔｅ：Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，ＥｉｓＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（１ １６ｉｓ０、２５、５０、６０、７０、８０、９０ａｎｄ１００ｎｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｐｅａｔｅｄｔｗｉｃｅ），ｐｒｉｍｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（１

１６ｉｓ０、０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６ａｎｄ０．７μｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｐｅａｔｅｄｔｗｉｃｅ），Ｔａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（１ １６ｉｓ０、０．５、０．７５、１、１．２５、１．５、１．

７５ａｎｄ２Ｕ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｐｅａｔｅｄｔｗｉｃｅ），Ｍｇ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（１ １６ｉｓ０、１、１．５、２、２．５、３、３．５ａｎｄ４ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｐｅａｔｅｄｔｗｉｃｅ），

ｄＮＴＰｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（１ １６ｉｓ０、０．１、０．１５、０．２、０．２５、０．３、０．３５ａｎｄ０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｐｅａｔｅｄｔｗｉｃｅ）．

图２　因素浓度对ＳＲＡＰ－ＰＣＲ扩增反应的影响

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｆａｃｔｏｒｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＳＲＡＰａｎａｌｙｓｉｓ

２．３　正交试验各因素确定
在单因素试验所确定的 ５大因素的浓度范围

内，选定４个水平的浓度梯度，根据 Ｌ１６（４
５）正交设

计对ＳＲＡＰＰＣＲ进行体系优化。根据电泳结果首先
进行直接主观性观察（图 ３）。按照扩增条带的质
量，包括扩增清晰度、条带亮度及条带数目等对各组

合进行评分，两次重复取平均分（表４）。

图３　ＳＲＡＰ反应体系正交试验结果（Ａ与Ｂ为两个重复）

Ｆｉｇ．３　ＡｍｐｌｉｆｉｅｄｐａｔｔｅｒｎｏｆＳＲＡＰＰＣＲｂａｓｅｄｏｎ

ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎｓ（ＡａｎｄＢｆｏｒｔｗｏｒｅｐｅａｔｅｄｔｒｉａｌｓ）

表４　不同处理得分情况表
Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｒａｎｇｅａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅｆａｃｔｏｒｓ

处理ｔｒｅａｔｍｅｎｔ 重复１ｃｏｐｙ１ 重复２ｃｏｐｙ２ 均值 ｍｅａｎ

１ ６ ７ ６．５

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

最优条件及各因素影响力的大小由极差（Ｒ值）
的大小判断。Ｒ值越大，证明某一因素在不同水平
下对反应体系及扩增结果影响越显著。结果显示
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（表５），在确定的４个水平内，模板 ＤＮＡ、引物、Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋及 ｄＮＴＰ５大因素对扩增影响从

大到小依次排列为：Ｍｇ２＋＞ＴａｑＤＮＡ聚合酶＞引物
＞ｄＮＴＰ＞模板ＤＮＡ浓度。

表５　各因素极差分析结果
Ｔａｂｌｅ５　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｒａｎｇｅａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅｆａｃｔｏｒｓ

水平

ｌｅｖｅｌ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶

总分ｓｕｍ 平均分ｍｅａｎ

Ｍｇ２＋

总分ｓｕｍ 平均分ｍｅａｎ

ｄＮＴＰ

总分ｓｕｍ 平均分ｍｅａｎ

引物ｐｒｉｍｅｒ

总分ｓｕｍ 平均分ｍｅａｎ

模板ＤＮＡ浓度
ＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

总分ｓｕｍ 平均分ｍｅａｎ
１ ４８．５ １２．１２５ １７．５ ４．３７５ ２８ ７ ３０．５ ７．６２５ ３７．５ ９．３７５
２ ２４ ６ ３２ ８ ３４ ８．５ ４９ １２．２５ ３０．５ ７．６２５
３ ４０ １０ ４６ １１．５ ３３ ８．２５ ２９．５ ７．３７５ ３１ ７．７５
４ ２３．５ ５．８７５ ４０．５ １０．１２５ ４１ １０．２５ ２７ ６．７５ ３７ ９．２５

极差ｒａｎｇｅ ２５ ６．２５ ２８．５ ７．１２５ １３ ３．２５ ２２ ５．５ ７ １．７５

　　各因素的某一水平影响反应体系的情况需要由
Ｋ值确定，Ｋ值越大，因素所处当前水平ＰＣＲ扩增效
果越好。根据表４，选定各因素Ｋ值最大值时的浓度
作为最优体系：其中模板 ＤＮＡ浓度为２５ｎｇ，引物浓
度为０．３μｍｏｌ·Ｌ－１、ＴａｑＤＮＡ聚合酶为１Ｕ、Ｍｇ２＋浓
度为２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１及ｄＮＴＰ浓度为０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１。
２．４　体系稳定性测定及引物筛选

利用以上确定的最优体系进行重复试验，确定

体系的稳定性和适用性。利用８个不同种源的红椿
基因组ＤＮＡ进行检测。如图４所示，该体系扩增条
带清晰可见，并且多态性高。证明所得到的优化

ＳＲＡＰＰＣＲ体系稳定并且可靠，可有效地进行 ＰＣＲ
扩增，适用性强，用于区别不同种源红椿之间的遗传

差异，可用于后续试验。

注：Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ，泳道１ ８分别代表广东乐昌、安徽黄山、贵

州望谟、云南永仁、江西宜丰、湖南城步、福建南平和四川会东

Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ，１ ８ｉｓＬｅｃｈａｎｇ，Ｈｕａｎｇｓｈａｎ，Ｗａｎｇｍｏ，

Ｙｏｎｇｒｅｎ，Ｙｉｆｅｎｇ，Ｃｈｅｎｇｂｕ，Ｎａｎｐｉｎｇ，Ｈｕｉｄｏｎｇ

图４　优化的ＳＲＡＰＰＣＲ体系对８份红椿ＤＮＡ扩增结果

Ｆｉｇ．４　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ８ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＴ．ｃｉｌｉａｔａＤＮＡ

ｗｉｔｈｔｈｅｂｅｓｔＳＲＡＰＰＣＲ

根据条带扩增的多态性及清晰度进行引物组合

的确定。最终筛选出３０对引物组合（表６），用于红
椿遗传多样性测定及分析。３０对引物对红椿３０个

种源进行测定评估，各引物组合所扩增出的条带、多

态性条带、多态位点百分率和每对引物的ＰＩＣ见表。
根据表中多态百分率和 ＰＩＣ值进行判定，引物组合
表６　３０对ＳＲＡＰ引物的总条带数、多态性条带数、

多态性比率及ＰＩＣ值

Ｔａｂｌｅ６　Ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｏｆｂａｎｄｓ，ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ，

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ（ＰＩＣ）

ｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍ３０ＳＲＡＰｐｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

引物组合ｐｒｉｍｅｒ总条带数 多态性条带 多态百分率／％ ＰＩＣ值

Ｍｅ１３Ｅｍ８ ２２ １５ ６８．１８ ０．３７
Ｍｅ１４Ｅｍ６ ２３ １７ ７３．９１ ０．４０
Ｍｅ１７Ｅｍ２１ ２７ ２１ ７７．７８ ０．３８
Ｍｅ１９Ｅｍ１３ ２５ ２１ ８４．００ ０．４２
Ｍｅ１９Ｅｍ１５ ２６ ２３ ８８．４６ ０．４２
Ｍｅ１９Ｅｍ１８ １７ １１ ６４．７１ ０．４１
Ｍｅ１９Ｅｍ２７ ２５ ２１ ８４．００ ０．４１
Ｍｅ２２Ｅｍ２１ ２６ ２１ ８０．７７ ０．４１
Ｍｅ２２Ｅｍ２７ ２８ ２０ ７１．４３ ０．４１
Ｍｅ２３Ｅｍ２２ ３０ ２６ ８６．６７ ０．４４
Ｍｅ２３Ｅｍ３１ ２８ ２１ ７５．００ ０．４１
Ｍｅ２７Ｅｍ７ ２５ ２１ ８４．００ ０．４４
Ｍｅ２７Ｅｍ１８ ４０ ３１ ７７．５ ０．３９
Ｍｅ２７Ｅｍ２８ ２５ ２１ ８４．００ ０．３９
Ｍｅ２８Ｅｍ１８ ３６ ２７ ７５．００ ０．４０
Ｍｅ３１Ｅｍ２４ ３６ ２９ ８０．５６ ０．４３
Ｍｅ３２Ｅｍ１７ ２８ ２０ ７１．４３ ０．４３
Ｍｅ３２Ｅｍ２６ ３２ ２８ ８７．５０ ０．４２
Ｍｅ３３Ｅｍ２７ ２３ １１ ４７．８３ ０．３５
Ｍｅ３４Ｅｍ１３ ２５ １９ ７６．００ ０．３９
Ｍｅ３５Ｅｍ１３ ２７ １５ ５５．５６ ０．４２
Ｍｅ３５Ｅｍ１４ ２６ １５ ５７．６９ ０．４０
Ｍｅ３５Ｅｍ３２ ２７ １４ ５１．８５ ０．４５
Ｍｅ３８Ｅｍ２１ ２４ １９ ７９．１７ ０．３９
Ｍｅ３８Ｅｍ２４ ２９ ２１ ７２．４１ ０．４２
Ｍｅ３８Ｅｍ３２ ２８ ２６ ９２．８８ ０．４２
Ｍｅ３９Ｅｍ３２ １９ １８ ９４．７４ ０．４３
Ｍｅ４０Ｅｍ１３ ２８ ２３ ８２．１４ ０．４２
Ｍｅ４０Ｅｍ２２ ２１ １５ ７１．４３ ０．３３
Ｍｅ４３Ｅｍ１９ ３３ ２６ ７８．７９ ０．４３
合计 Ｔｏｔａｌ ８０９ ６１６
平均值 Ｍｅａｎ ２６．９７ ２０．５３ ７５．８５ ０．４１
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Ｍｅ３５Ｅｍ３２（多态百分率为 ９４．７４％），Ｍｅ２３Ｅｍ２２，
Ｍｅ２７Ｅｍ７，Ｍｅ３１Ｅｍ２４，Ｍｅ３２Ｅｍ１７，Ｍｅ３９Ｅｍ３２和
Ｍｅ４３Ｅｍ１９（以上引物组合的ＰＩＣ值（０．４３，排名均为
３０对引物组合的前三名）可作为红椿 ＳＲＡＰ分子标
记的优先骨干引物。

相比较琼脂糖凝胶的分离效果，６％变性聚丙烯
酰胺凝胶分离效果更好，银染染色检测条带清晰，分

辨率高，更适合红椿ＳＲＡＰ分子标记的分析和鉴定。

３　讨论
本研究中所用试验材料均为多年生母树叶片，

全部取自红椿天然林分，为野外获得。在运输过程

中易受到ＤＮＡ酶及酚类的影响，导致ＤＮＡ的降解，
而ＤＮＡ的质量直接影响到 ＳＲＡＰＰＣＲ反应。为避
免或降低ＤＮＡ降解情况发生，本研究利用硅胶进行
叶片迅速干燥后尽快置于 －８０℃低温冰箱保存，减
缓了叶片的氧化。红椿叶片中含有大量的酚类、糖

类及次生代谢产物［２８］，首先使用 ＣＴＡＢｆｒｅｅ溶液进
行低温洗涤，可达到去除杂质的目的，后利用试剂盒

提取法对ＤＮＡ进行提取，纯化了 ＤＮＡ的质量。经
检测，其ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值在１．７ １．９之间，证明并
无 ＲＮＡ的污染；ＯＤ２６０／ＯＤ２３０比值在 １．８ ３．０之
间，说明多糖及酚类物质得到有效去除，所得到的

ＤＮＡ纯度较高，在 ＳＲＡＰ后续试验中可以有效的进
行扩增，提高扩增效率。

ＳＲＡＰ分子标记主要针对基因开放阅读框
（ＯＲＦｓ）的特定区域进行扩增。上游引物长１７ｂｐ，
主要目标为基因中相对保守的外显子区域；下游引

物长１８ｂｐ，富含 ＡＴ片段，对多态性较为丰富的内
含子和启动子进行扩增，独特引物组合会因个体或

物种所包含的内含子、启动子及间隔区间的不同而

产生多态性［６］。在反应体系优化过程中，ＳＲＡＰＰＣＲ
会因为不同的反应条件、反应程序及物种差异，会产

生不同的扩增结果，体系中每一个因素的变化都会

对导致扩增结果偏差［２９］。本研究首先利用单因素

试验确定反应体系中５大因素的浓度范围，以减少
盲目性［３０］。依据正交试验设计再次进行多因素多

水平综合检测，充分发挥了正交试验的均衡分散、综

合可比的特点，快速有效地明确各因素的组合关

系［３１］。同时选择直接观察方法与新复极差法对扩

增反应中各因素的影响作用及各因素最优浓度进行

综合分析评估，削弱或避免了仅仅依靠主观判断的

误差［３２］。本研究中，两次正交试验重复评分差别不

明显，此结果与陈丽君等［３３］对苦楝的研究结果一

致，证明ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系相对比较稳定。经新
复极差法研究发现，５大因素中 Ｍｇ２＋的极差 Ｒ最
大，说明在体系中Ｍｇ２＋影响力最大。作为ＴａｑＤＮＡ
聚合酶的激活剂，Ｍｇ２＋直接影响扩增过程中的酶活
性。若体系中Ｍｇ２＋浓度过高，会直接导致非特异性
扩增的发生，但为了保证正常激活酶活性，浓度不能

过少，否则会得到不理想的扩增结果，影响扩增结果

的准确性和重复性。在本研究中，Ｍｇ２＋在体系中具
有最重要的作用，后续的试验中一定要着重注意该

因素的一致性。起到次要作用的因素为 ＴａｑＤＮＡ
聚合酶。ＴａｑＤＮＡ酶浓度必须在一个合适范围内才
能成功地扩增出特异性片段，浓度少，无法得到准确

数量的扩增片段，浓度大，会扩增出多余的非特异性

片段。引物的浓度同样是 ＰＣＲ扩增过程中的重要
因素，若出现模板 ＤＮＡ无法与之配对，扩增失败的
结果，则与浓度过低有关；产生非特异性性片段和形

成引物二聚体，则可能是引物浓度过高造成的。

ｄＮＴＰ是 ＰＣＲ扩增反应的底物，若扩增产率降低或
聚合酶渗入则与其有关；模板 ＤＮＡ是扩增反应的基
础，但如果ＤＮＡ质量较高，适量的浓度一般不会对
扩增结果产生过多的影响［３４－３５］。各物种所含基因

的差异及ＰＣＲ试验的外在条件，都会直接或间接的
影响到扩增结果［１８］，因此，不同的物种应具有独立

稳定的反应条件及体系。

在进行引物能力评估时，可依据 ＰＩＣ值对引物
进行初步判断。当 ＰＩＣ＞０．５，表示该引物或引物
组合所呈现的多态性最好，贡献率较高，可以最大程

度的反应遗传多样性。当０．２５＜ＰＩＣ＜０．５，或者
ＰＩＣ值＜０．２５时，则分别说明该引物扩增得到的多
态位点处于中等或较低水平［３６－３７］。本研究中３０对
ＳＲＡＰ引物组合的ＰＩＣ平均值为０．４１，说明ＳＲＡＰ分
子标记的引物组合可以很好地反映引物的区分能

力，能有效准确度地揭示红椿不同种源的遗传多

样性。

针对含有大量次生代谢产物的母树叶片，本研

究采用了有效的处理方法，保证了 ＤＮＡ的提取质
量；采用多种检测手段进行 ＳＲＡＰ分子标记体系优
化，并获得最优反应体系，弥补了单一优化选择手段

的不足，区别了各因素在体系中的影响作用。以上

均为其他物种进行 ＤＮＡ提取及 ＳＲＡＰ分子标记提
供参考依据。

５１



林　业　科　学　研　究 第３０卷

４　结论
本研究成功地获得红椿 ＳＲＡＰ分子标记的最优

体系，体系如下：２５μＬ体系中，模板 ＤＮＡ浓度为２５
ｎｇ，引物浓度为 ０．３μｍｏｌ·Ｌ－１（正反引物浓度相
同）、ＴａｑＤＮＡ聚合酶为１Ｕ、Ｍｇ２＋浓度为 ２．５ｍｍｏｌ
·Ｌ－１及ｄＮＴＰ浓度为０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１，２．５μＬ１０×
Ｂｕｆｆｅｒ，重蒸水补齐体系。通过不同种源红椿基因组
ＤＮＡ的重复验证，同样获得了稳定清晰、多态性较
强的扩增条带，表明所确定的最优体系稳定可靠，适

用性较强。利用最优体系进行红椿 ＳＲＡＰ分子标记
的引物筛选，从１５０５对引物组合中筛选出３０对多
态性高，重复性强的引物组合，用于红椿后续遗传多

样性研究中。

参考文献：

［１］ＮｅｉｌＪ，ＨｅｌｅｎＯＨＴ．Ｍａｒｋｅｒｓａｎｄｍａｐｐｉｎｇｒｅｖｉｓｉｔｅｄ：ｆｉｎｄｉｎｇｙｏｕｒ

ｇｅｎｅ［Ｊ］．ＮｅｗＰｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔ，２００９，１８３：９３５－９６６．

［２］ＡｇａｒｗａｌＭ，ＳｈｒｉｖａｓｔａｖａＮ，ＰａｄｈＨ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒ

ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓａｎｄｔｈｅｉｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｐｌａｎｔｓｃｉｅｎｃｅｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌ

Ｒｅｐ，２００８（２７）：６１７－６３１．

［３］ＬｉＧ，ＱｕｉｒｏｓＣ Ｆ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

（ＳＲＡＰ），ａｎｅｗｍａｒｋｅｒｓｙｓｔｅｍｂａｓｅｄｏｎａｓｉｍｐｌｅＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ：ｉｔｓ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏｍａｐｐｉｎｇａｎｄｇｅｎｅｔａｇｇｉｎｇｉｎＢｒａｓｓｉｃａ［Ｊ］．ＴＡＧＴｈｅｏ

ｒｅｔｉｃａｌａｎｄＡｐｐｌｉｅｄＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００１，１０３（２）：４５５－４６１．

［４］ＳｕｎＳ，ＧａｏＷ，ＬｉｎＳ，ｅｔａｌ．ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎＧａｎｏ

ｄｅｒｍａｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈａｎｏｖｅｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒＳＲＡＰ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄ

ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００６，７２（３）：５３７－５４３．

［５］ＦｅｎｇＮ，ＸｕｅＱ，ＧｕｏＱ，ｅｔａｌ．ＧｅｎｅｔｉｃＤｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄＰｏｐｕｌａｔｉｏｎ

ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＣｅｌｏｓｉａａｒｇｅｎｔｅａａｎｄＲｅｌａｔｅｄＳｐｅｃｉｅｓＲｅｖｅａｌｅｄｂｙＳＲＡＰ

［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００９，４７（７－８）：５２１－５３２．

［６］ＲｅｎＮ，ＬｉｕＪ，ＹａｎｇＤ，ｅｔａｌ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒ

ｐｈｉｓｍ（ＳＲＡＰ）ｍａｒｋｅｒａｓａｎｅｗｍｅｔｈｏｄｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏ

ｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉｆｒｏｍＴａｘｕｓ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１２，２８（１）：２１５－２２１．

［７］ＹｉｎＹ，ＬｉｕＹ，ＬｉＨ，ｅｔａｌ．ＧｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＰｌｅｕｒｏｔｕｓｐｕｌｍｏｎａｒｉ

ｕｓｒｅｖｅａｌｅｄｂｙＲＡＰＤ，ＩＳＳＲ，ａｎｄＳＲＡＰｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ［Ｊ］．Ｃｕｒｒ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１４，６８（３）：３９７－４０３．

［８］ＹｏｕｓｓｅｆＭ，ＪａｍｅｓＡＣ，ＲｉｖｅｒａＭａｄｒｉｄＲ，ｅｔａｌ．Ｍｕｓａｇｅｎｅｔｉｃｄｉ

ｖｅｒｓｉｔｙｒｅｖｅａｌｅｄｂｙＳＲＡＰａｎｄＡＦＬＰ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１１，４７

（３）：１８９－１９９．

［９］ＬｉＰ，ＺｈａｎＸ，ＱｕｅＱ，ｅｔａｌ．ＧｅｎｅｔｉｃＤｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄＰｏｐｕｌａｔｉｏｎ

ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＴｏｏｎａＣｉｌｉａｔａＲｏｅｍ．ＢａｓｅｄｏｎＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｌａｔｅｄＡｍｐｌｉ

ｆｉｅｄＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ（ＳＲＡＰ）Ｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．Ｆｏｒｅｓｔｓ，２０１５，６（４）：

１０９４－１１０６．

［１０］龙汉利，冯　毅，向　青，等．四川盆周山地红椿生长特性研究

［Ｊ］．四川林业科技，２０１１（０３）：３７－４１．

［１１］ＢｏｌａｎｄＤＪ．ＴｏｏｎａｃｉｌｉａｔａＭ．Ｒｏｅｍｅｒ．［Ｍ］．Ｗａｌｌｉｎｇｆｏｒｄ：ＣＡＢＩｎ

ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２０００：６４７２－６４８５．

［１２］ＺａｃａｒｏｎｉＡＢ，ＰｏｚｚａＥＡ，ＭａｎｓｕｒＴＤＯＦ，ｅｔａｌ．Ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆ

ＰｈｙｌｌａｃｈｏｒａｂａｌａｎｓａｅｉｎＴｏｏｎａｃｉｌｉａｔａｉｎＳｏｕｔｈｅｒｎＭｉｎａｓＧｅｒａｉｓ

Ｓｔａｔｅ，Ｂｒａｚｉｌ．［Ｊ］．ＳｕｍｍａＰｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａ，２０１３，３９（３）：２１９

－２２１．

［１３］刘均利，杨柳璐，刘　青，等．红椿的组织培养与植株再生［Ｊ］．

林业科技，２０１４（０６）：１－５．

［１４］文亚峰，韩文军，吴　顺．植物遗传多样性及其影响因素［Ｊ］．

中南林业科技大学学报，２０１０（１２）：８０－８７．

［１５］ＺｅｎｇＪ，ＺｏｕＹ，ＢａｉＪ，ｅｔａｌ．ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＴｏｔａｌＤＮＡｆｒｏｍ“Ｒｅ

ｃａｌｃｉｔｒａｎｔＰｌａｎｔＴａｘａ［Ｊ］．ＡｃｔａＢｏｔａｎｉｃａＳｉｎｉｃａ，２００２，４４（６）：

６９４－６９７．

［１６］李建光，李荣生，李发根，等．蛇皮果基因组 ＤＮＡ提取及其

ＲＡＰＤ条件优化［Ｊ］．中南林业科技大学学报，２０１２（０６）：１１０

－１１４．

［１７］令狐斌，侯思宇，孙朝霞，等．苦荞 ＳＲＡＰ分子标记体系优化与

遗传多样性分析［Ｊ］．中国农业大学学报，２０１５（０１）：３７－４３．

［１８］糜亚男，张水寒，蔡　媛，等．杜仲 ＳＳＲＰＣＲ反应体系的优化

［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０１５（０２）：１－６．

［１９］武正前，李雪虎，梁剑平，等．大青叶 ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系的建

立与优化研究［Ｊ］．植物研究，２０１５（０２）：３１０－３１４．

［２０］ＡｌｇｈａｍｄｉＳ，ＡｌＦａｉｆｉＳ，ＭｉｇｄａｄｉＨ，ｅｔａｌ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｉｖｅｒｓｉｔｙＡｓ

ｓｅｓｓｍｅｎｔＵｓｉｎｇ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｌａｔｅｄ Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

（ＳＲＡＰ）ＭａｒｋｅｒｓｉｎＶｉｃｉａｆａｂａＬ．［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏ

ｌｅｃｕｌａｒＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１２，１３（１２）：１６４５７－１６４７１．

［２１］ＡｎｅｊａＢ，ＹａｄａｖＮＲ，ＣｈａｗｌａＶ，ｅｔａｌ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ（ＳＲＡＰ）ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓｙｓｔｅｍａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａ

ｔｉｏｎｓｉｎｃｒｏｐｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｒｅｅｄｉｎｇ，２０１２，３０（４）：

１６３５－１６４８．

［２２］ＨｕａｎｇＣ，ＬｉｕＧ，ＢａｉＣ，ｅｔａｌ．ＧｅｎｅｔｉｃＡｎａｌｙｓｉｓｏｆ４３０Ｃｈｉｎｅｓｅ

ＣｙｎｏｄｏｎｄａｃｔｙｌｏｎＡｃｃｅｓｓｉｏｎｓＵｓｉｎｇＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｌａｔｅｄＡｍｐｌｉｆｉｅｄ

ＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍＭａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｃｉ

ｅｎｃｅｓ，２０１４，１５（１０）：１９１３４－１９１４６．

［２３］ＪｉｎｇＺＢ，ＷａｎｇＸＰ，ＣｈｅｎｇＪＭ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａ

ｍｏｎｇＣｈｉｎｅｓｅｗｉｌｄＶｉｔｉｓｓｐｅｃｉｅｓｒｅｖｅａｌｅｄｗｉｔｈＳＳＲａｎｄＳＲＡＰ

ｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＧｅｎｅｔＭｏｌＲｅｓ，２０１３，１２（２）：１９６２－１９７３．

［２４］ＭｏｋｈｔａｒｉＮ，ＲａｈｉｍｍａｌｅｋＭ，ＴａｌｅｂｉＭ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｇｅｎｅｔ

ｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｍｏｎｇａｎｄｗｉｔｈｉｎＣａｒｔｈａｍｕｓｓｐｅｃｉｅｓｕｓｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅ

ｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ（ＳＲＡＰ）ｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＳｙｓｔｅｍ

ａｔｉｃｓａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０１３，２９９（７）：１２８５－１２９４．

［２５］ＰｏｌａｔＩ，ＫａｃａｒＹＡ，ＹｅｓｉｌｏｇｌｕＴ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆｓｏｕｒｏｒａｎｇｅ（Ｃｉｔｒｕｓａｕｒａｎｔｉｕｍ）ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｌａｔｉｖｅｓｕ

ｓｉｎｇＳＳＲａｎｄＳＲＡＰｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＧｅｎｅｔＭｏｌＲｅｓ，２０１２，１１（３）：

３２６７－３２７６．

［２６］赵秀娟，宋建文，胡开林．苦瓜种质遗传多样性的ＳＲＡＰ标记分

析［Ｊ］．植物遗传资源学报，２０１３（０１）：７８－８４．

［２７］ＳｈｅｎＪ，ＪｉａＸ，ＮｉＨ，ｅｔａｌ．ＡＦＬＰａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ

ＪａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓｇｒｏｗｎｉｎＨａｉｎａｎ，Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．Ｔｒｅｅｓ．２０１０，２４

（３）：４５５－４６２．

［２８］ＢｒｕｎｔＣ，ＲｅａｄＪ，ＳａｎｓｏｎＧＤ．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｒｅｓｏｕｒｃｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ａｎｄｄｅｆｅｎｃｅｄｕｒｉｎｇｌｅａｆｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎａｔｏｕｇｈｌｅａｖｅｄ（Ｎｏｔｈｏｆａｇｕｓ

ｍｏｏｒｅｉ）ａｎｄｓｏｆｔｌｅａｖｅｄ（Ｔｏｏｎａｃｉｌｉａｔａ）ｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．Ｏｅｃｏｌｏｇｉａ，

６１



第１期 李　培，等：红椿ＳＲＡＰ反应体系优化及引物筛选

２００６，１４８（４）：５８３－５９２．

［２９］李芳芳，杨少宗，柳新红，等．枫香树ＤＮＡ提取及ＳＲＡＰＰＣＲ反

应体系的建立与优化［Ｊ］．河南农业大学学报，２０１５（０１）：４６

－５１．

［３０］刘明骞，陈丽君，欧阳昆唏，等．剑豆ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系的建

立及优化［Ｊ］．华南农业大学学报，２０１５（０１）：７５－７８．

［３１］王　军，杨荣萍，洪明伟，等．石榴ＳＰＡＲＰＣＲ反应体系的正交

设计优化及验证［Ｊ］．云南农业大学学报：自然科学，２０１３

（０３）：３７６－３７９．

［３２］刘萌芽，黄如葵，黄玉辉，等．正交直观分析法和新复极差法优

化苦瓜 ＳＲＡＰ反应体系研究［Ｊ］．北方园艺，２０１４（０５）：８５

－８８．

［３３］陈丽君，刘明骞，廖柏勇，等．苦楝ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系的建立

及优化［Ｊ］．华南农业大学学报，２０１５，３６（３）：１０４－１０８．

［３４］陈　罡，关明东，叶景丰，等．杨树ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系的建立

与优化［Ｊ］．北方园艺，２０１０（１６）：１３２－１３４．

［３５］何仁锋，冯尚国，陈　?，等．药用菊花ＳＳＲＰＣＲ反应体系优化

及引物筛选［Ｊ］．分子植物育种，２０１５（０２）：３６７－３７８．

［３６］ＷａｎｇＢＨ，ＺｈｕＰ，ＹｕａｎＹＬ，ｅｔａｌ．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＥＳＴＳＳＲ

ｍａｒｋｅｒｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｓａｌｔｔｏｌｅｒａｎｃｅａｎｄｔｈｅｉｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｇｅｎｅｔｉｃｄｉ

ｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｉｎＧｏｓｓｙｐｉｕｍ［Ｊ］．ＧｅｎｅｔＭｏｌＲｅｓ，

２０１４，１３（２）：３７３２－３７４６．

［３７］ＸｉｅＷ，ＺｈａｎｇＸ，ＣａｉＨ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓａｎｄ

ｔｒａｎｓｆｅｒａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｒｅａｌＥＳＴＳＳＲｍａｒｋｅｒｓｔｏｏｒｃｈａｒｄｇｒａｓｓ（Ｄａｃｔｙｌｉｓ

ｇｌｏｍｅｒａｔａＬ．）［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＳｙｓｔｅｍａｔｉｃｓａｎｄＥｃｏｌｏｇｙ，２０１０，

３８（４）：７４０－７４９．

（责任编辑：张　研）

７１


