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摘要  建立适宜西瓜DNA 的SRAP-PCR 扩增体系 , 为西瓜基因图谱的构建和分子标记打下基础。以西瓜中华拳王品种为试验材料 , 探
索了西瓜SRAP-PCR 反应程序 ,并对西瓜SRAP- PCR 反应体系的各影响因子进行梯度实验 ,筛选和建立可扩增多态性高、重复性好、带型
清晰的最佳SRAP-PCR 反应程序和体系。最佳SRAP-PCR 反应程序为 :94 ℃预变性5 min;94 ℃变性1 min,35 ℃退火1 min,72 ℃延伸1
min, 共5 个循环 ;94 ℃变性1 min,50 ℃退火1 min,72 ℃延伸1 min ,共35 个循环 ;72 ℃延伸5 min;4 ℃保存。最佳SRAP- PCR 反应体系(15
μl) 为 :DNA100 ng ,dNTPs 0 .3 mmol/ L, Mg2 +2 .0 mmol/ L ,pri mer 7 .5 pmol/ L ,Taq polymerase 0 .75 U。该程序和体系能很好地满足西瓜基因组
SRAP 扩增的要求 ,SRAP 标记应用于西瓜遗传研究是可行的。
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Opti mization of SRAP- PCR Programand Systemin Citrull us lanat us
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Abstract  The ai mof the research was to establish SRAP-PCR amplificationsystemwhich was suitable for Citrullus lanatus DNA so as to lay foundation
for the construction of gene map and molecular marker i n C . l anat us . Watermelon variety- Zhonghuaquanwang being taken as tested materials ,SRAP- PCR
reaction programin watermelon was i nvestigated and the gradient experi ment was conducted on eachi mpact factors in SRAP-PCRreactionsystemto screen
and establishthe opti mumSRAP- PCRreaction programand systemthat could amplify high polymorphism,good repeatability and clear band pattern .The
opti mumSRAP-PCR reaction procedure was as follows :pre-denaturation at 94 ℃for 5 min; denaturation at 94 ℃for 1 mi n,anneal at 35 ℃for 1 min,
extension at 72 ℃for 1 min and intotal 5 cycles ;denaturation at 94 ℃for 1 mi n,anneal at 50 ℃for 1 min ,extension at 72 ℃for 1 min and intotal 35
cycles ;extension at 72 ℃for 5 min;preservation at 4 ℃. The opti mumSRAP- PCR system( Total of 15 μl) was as follows : DNA 100 ng ,dNTPs 0 .3
mmol/ L, Mg2 +2 .0 mmol/ L pri mer 7 .5 pmol/ L,Taq polymerase 0 .75 U.The programand systemcould meet the demands for genome SRAP amplification
in C .l anat us .It was feasible to apply SRAP marker in genetic researchin C. l anatus .
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  SRAP 全称为相关序列扩增多态性( Sequence-related am-

plified polymorphism,SRAP) , 该标记技术是由 Li 等[ 1] 于2000

年发明的一种以PCR 技术为基础的分子标记技术 , 采用一对

引物对开放阅读框( ORFs) 进行扩增。他们使用该标记系统

成功得到了一个276 bp 的SRAP 标记———SRAP133 , 找到了

BoGLS- ALK 基因 , 得到芹菜雄性不育基因和一个抗病毒的基

因, 还成功地构建了几种蔬菜作物的c DNA 指纹图谱等。

由于SRAP 技术简便、快速, 不需预知物种的序列信息 ,

故而近年来在植物遗传多样性分析[ 2] 、种质鉴定[ 3] 、遗传连

锁图的构建[ 4] 、基因连锁标记的寻找与基因定位[ 2] 和比较基

因组学研究[ 2] 等方面得到广泛应用。

目前, 小麦[ 5] 、烟草[ 6] 、玉米[ 7] 、红花[ 8] 、苎麻[ 9] 、辣椒[ 10] 、

柿属[ 11] 等植物的 SRAP- PCR 扩增体系已建立。笔者采用

SRAP 技术建立一个适宜西瓜 DNA 的SRAP- PCR 扩增体系 ,

为西瓜基因图谱的构建、分子标记打下坚实基础。

1  材料与方法

1 .1 材料  西瓜中华拳王品种由河南农科院园艺所提供。

1 .2 方法

1 .2 .1  DNA 的提取。2006 年10 月将供试材料播于河南省

农科院实验田进行育苗 , 待幼苗长出3 片真叶时, 取真叶采

用CTAB 法提取总 DNA。

1 .2 .2  西瓜SRAP- PCR 扩增程序和体系优化。为了探索西

瓜SRAP- PCR 扩增反应的优化程序, 按照Li 等[ 1] 提出的扩增

反应程序, 设计4 个不同的PCR 扩增反应程序, 见表1 。

  表1 西瓜SRAP- PCR 扩增反应程序设置

程序

预变性

温度

℃

时间

min

×5 循环

变性

温度

℃

时间

min

退火

温度

℃
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min

延伸

温度

℃
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×35 循环

变性

温度

℃
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退火

温度

℃
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延伸

温度

℃
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×1 循环( 延伸)

温度

℃

时间

min

保存

温度

℃

1 94 5 94 1 35 1 72 2 94 1 50 1 72 2 72 5 4

2 94 5 94 1 35 1 72 1 94 1 50 1 72 1 72 5 4

3 94 5 94 1 50 1 72 1 94 1 50 1 72 1 72 5 4

4 94 5 94 1 50 1 72 1 72 5 4

  为了探索西瓜SRAP- PCR 扩增反应的优化体系, 加之由

于扩增体系成分复杂, 各种试剂的浓度变化都将影响扩增结

果的稳定性和重复性, 因此对其中主要试剂的浓度进行优

化。以西瓜中华拳王的DNA 为模板, 对SRAP- PCR 扩增反应
�
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各影响因子进行7 水平单因素梯度设置 , 见表2。

1 .2 .3 PCR 扩增产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳。SRAP- PCR 扩

增产物电泳分析检测在美国 BIO- RAD 公司生产的 power-

PAC3000 电泳仪上进行聚丙烯酰胺凝胶电泳( 6 % 丙烯酰胺 ,

含7 mol/ L 尿素) 分离, 胶板大小为32 c m×37 c m, 电泳缓冲液

为1×TBE。胶板于60 W 的功率预泳30 min , 扩增产物加1/ 5

体积的上样缓冲液后94 ℃变性处理5 min 上样, 于60 W 的
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功率下电泳70 min 左右, 使二甲苯氰移动到胶板2/ 3 处停止

电泳, 电泳过程中确保胶板温度不高于45 ℃。

1 .2 .4  银染检测。固定( 10 % 的乙醇溶液 ,0 .5 % 乙酸溶液)

15 min , 蒸馏水漂洗4 min , 染色( 0 .133 3 %AgNO3 溶液) 20 min ,

蒸馏水漂洗5 s 左右, 显色( 1 % NaOH 溶液,0 .5 % 甲醛溶液)

至谱带清晰时停止显色, 蒸馏水漂洗凝胶2 ～3 min , 固影

( 10 % 的乙醇溶液,0 .5 % 乙酸溶液) 2 ～3 min , 室温下自然晾

干。干燥后即可用来拍照和分析。

  表2 西瓜SRAP-PCR 扩增反应各影响因子的梯度设置

模板

DNA

Mg2

mmol/ L

dNTP

mmol/ L

Taq( polymerase)

U

pei mer

pmol/ L
  20 1 .00 0 .50 0 .25     2.0

40 1 .25 0 .10 0 .50 5.0
60 1 .50 0 .15 0 .75 7.5
80 1 .75 0 .20 1 .00 10.0

100 2 .00 0 .25 1 .25 12.5
120 2 .25 0 .30 1 .50 15.0
150 2 .50 0 .35 1 .75 20.0

2  结果与分析

2 .1 程序优化 由图1 可知, 程序1 与程序2 扩增出的条带

较亮, 带数最多且主带清晰; 程序3 和程序4 的条带清晰但

其扩增出的条带少且颜色较浅。这说明采用程序1、2 所获

得的SRAP 扩增结果较好。程序1 所需时间较程序2 长约30

min , 故从节约时间的角度, 西瓜SRAP 反应体系参数的优化

研究均利用程序2 进行扩增。

注 : 从左至右分别为程序

4、3 、2 和 1 扩增 的谱

带 ;M 为 Marker 。

图1 西瓜SRAP-PCR 扩增

反应程序优化

2 .2  体系优化

2 .2 .1 Mg2 + 浓度确定。Mg2 + 浓度不

仅影响酶活性, 而且影响引物的退

火、模板和中间产物的解离温度、产

物的特异性、引物二聚体的形成等。

Mg2 + 是Taq DNA 聚合酶活性的激活

剂, 浓度低时,DNA 聚合酶活性没有

充分发挥, 带不亮、不清晰, 甚至扩增

不出谱带; 但当浓度过高时, 易产生非

特异扩增, 背景深。由图2 可见, 当

Mg2+ 浓度在1 .00、1 .25 mmol/ L 时谱带

较弱;1 .75 和2 .00 mmol/ L 时扩增谱带

均清晰且稳定。由此可见, Mg2 + 最佳

的反应浓度为2 .00 mmol/ L。

注 : 从左 至右 Mg2 + 分别

为 2 . 50 、2 .25 、2 .00 、

1 .75 、1 .50 、1 .25 、1 .00

mmol/ L 时 扩 增 的 谱

带 ;M 为 Marker 。

图2 Mg2 + 浓度优化

2 .2 .2  dNTPs 浓度确定。dNTPs 是

PCR 扩增反应的原料, 必须达到一定

浓度才能满足 PCR 扩增 需求。若

dNTPs 浓度过低, 会影响合成的效

率, 甚至会因dNTPs 过早的消耗而使

PCR 扩增产物单链化, 影响PCR 扩

增的效果; 但过高也会与Taq DNA 聚

合酶竞争 Mg2 + , 会导致聚合酶错误

的掺入, 同样也不利于 PCR 扩增。

由图3 可见, 不同浓度dNTPs 扩增结

果差异很大。在0 .05 至0 .15 mmol/ L

时扩增产物谱带很弱, 在0 .20 和0 .

25 mmol/ L 时扩增效果较好 , 在0 .30

mmol/ L 时谱带更为清晰。但0 .35 mmol/ L 时谱带反而变弱。

故而, 从节约试剂成本的原则出发,dNTPs 的浓度确定为0 .30

mmol/ L。

2 .2 .3  Taq 酶浓度确定。Taq DNA 聚合酶在 PCR 中的用量

受反应体积、酶活性、酶耐热性等因素的影响。Taq 酶用量少

易导致 DNA 新链合成效率下降, 造成扩增产物较少。而使

用较高浓度的Taq 酶则造成药品浪费, 且易导致非特异性的

扩增。由图4 可见 ,Taq 酶在0 .25、0 .50U 时扩增产物有些条

带较模糊, 在0 .75 U 时均有扩增产物。0 .75 与1 .00 U 的扩

增结果相似, 但酶量较大时易出现非特异性扩增。所以从经

济方面考虑,Taq 酶适宜用量为0 .75 U/ 15 μl 。

注 : 从左至右dNTP 分别为

0 .05 、0 .10 、0 .15 、0 .20 、0 .25 、

0 .30 、0 .35 mmol/ L 时扩增谱

带 ;M 为 Marker 。

图3 dNTPs 浓度优化

注 : 从左至右Polyase 分别为

1 .75 、1 .50 、1 .25 、1 .00 、0 .75、0 .

50 、0 .25 U 时扩增谱带 ; M 为

Marker 。

图4 Polyase 浓度优化

 注 : 从左至右 Pri mer 分

别为2 .0 、5 .0 、7 .5 、

10 .0 、12 . 5 、15 . 0 、

20 .0 pmol / L 时扩增

谱带 ;M 为 Marker 。

图5 Primer 浓度优化

2 .2 .4 引物浓度确定。引物在退火

时与模板 DNA 结合启动 DNA 的扩

增。当引物浓度较低时, 因引物与模

板结合的效率低, 产生的多态性带

少; 随着引物浓度的增加, 产生的多

态性带增加 , 但过高的引物浓度易导

致引物二聚体的形成和非特异带扩

增, 影响靶序列的产量。由图 5 可

见, 引物浓度为2 .0 pmol/ L 时 , 扩增

产物电泳谱带较模糊, 在5 .0 ～10 .0

pmol/ L 时谱带清晰稳定。考虑到药

品用量以及引物量过大易形成引物

二聚体 , 所以确定引物浓度为 7 .5

pmol/ L。

 注 : 从 左至右模板 DNA 分别为 150 、

120 、100 、80 、60、40 、20 ng 时扩增的

谱带 ;M 为 Marker 。

图6 DNA 浓度优化

2 .2 .5  DNA 浓度确定。

DNA 是 PCR 扩 增的 模

板, DNA 太少时无扩增

带或扩增带较少 , 太多

时特异带又很难出现,

而且易导致非特异的增

加。由图 6 可见, 模板

用量在20 ～150 ng 均能

扩增出完整的条带, 这

表明 SRAP 扩增对模板
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DNA 的浓度范围要求较为宽松, 也印证了郭大龙等[ 11] 的看

法。只不过当模板 DNA 加入量为20 ng 时 , 扩增条带很微

弱, 在40 ng 时特异性不好, 可能因为模板较少时 , 引物与模

板的碰撞机会较少, 而模板浓度过高时, 模板与模板之间碰

撞的机会较多, 而与引物之间碰撞的机会相对减少。结果表

明在100 ng 时效果最佳。

2 .2 .6  SRAP- PCR 扩增反应体系的确立。以上述所确定的

条件, 用引物 ME5/ EM4 组合对西瓜中华拳王DNA 进行扩增。

综合考虑以上各种因素 , 从结果稳定性和经济性出发, 确立

西瓜SRAP- PCR 最佳反应体系( 15 μl ) 为:DNA 100 ng ,dNTPs

0 .3 mmol/ L , Mg2 + 2 .0 mmol/ L ,pri mer 7 .5 pmol/ L ,Taq poly-

merase 0 .75 U。

3  讨论

SRAP 标记是在总结已有的 DNA 分子标记优缺点的基

础上开发的一种新的基于PCR 的 DNA 分子标记技术。由于

SRAP 标记主要是对 ORFs 进行扩增, 因此提高了扩增结果与

表现型的相关性。一方面,SRAP 标记采用PCR 扩增, 不需要

像RFLP 标记那样要求高纯度和高浓度的 DNA 和使用放射

性同位素, 减少了对试剂质量、仪器设备的要求, 同时也减少

了对实验操作人员身体等方面的损害; 另一方面 ,SRAP 标记

不像 RAPD、SSR 标记那样花费大量人力、物力进行引物设

计、开发, 也不需像AFLP 那样需要预扩增和连接 , 减少了对

人力、物力的需求和依赖 , 并且多次重复实验结果稳定, 克服

了RAPD 重复性、稳定性差的缺点。最为重要的一点是 ,

SRAP 标记比 RAPD 标记稳定且其多态性可与 AFLP 标记相

媲美。

该实验对影响西瓜基因组SRAP- PCR 扩增结果的 DNA 、

pri mer 、dNTPs 、Taq DNA 聚合酶的浓度及程序等进行了优化。

结果表明 , 该程序和体系能很好地满足西瓜基因组SRAP 扩

增的要求。笔者利用该程序和体系开展了西瓜种质纯度鉴

定的研究, 获得了较好的结果。
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3 .5  木质能源开发 利用生物技术可将林木光合作用形成

的生物量转化为生物能 , 发展新能源产业, 如林副产品和木

材剩余物经微生物发酵处理, 可转化为酒精、甲烷等生物能

源。随着森林能源林基地建设向速生、高产、高热值、高效的

方向发展, 木质能源的开发利用, 可作为恩施州林业生物技

术一个新的切入点。

3 .6 森林的集约化经营  传统的林业经营方式粗放, 要真

正发挥林业效益, 必须依靠生物技术的综合利用, 包括: 森林

植物群落天然更新能力、树木无性繁殖能力、树木剥皮再生

能力、树木生物固氮能力、植物种间异株相克能力、植物生长

发育调节能力、植物抗逆能力的合理开发与利用, 才能真正

建立低耗、高效、集约化经营的森林培育业。

3 .7 生态及生物多样性的保护  配合实施退耕还林、保护

生态多样性等政策及规划措施, 应用生物技术达到生态及生

物多样性保护。林业的生态效益是林业的主导性功能。随

着人们对森林多功能的要求增加, 必须加强防护林、水源涵

养林、风景游憩林等林种建设, 重视森林生物多样性( 景观、

生态系统、物种、基因) 保护工程。所以在自然保护区基础

上, 建立植物园和树木园 , 进行物种多样性迁地保存 , 充分利

用森林景观资源和生物技术, 在研究树种生物学和生态学特

性的基础上 , 通过对树种选择和合理配置, 创造景观和生态

系统多样性, 建立满足多功能需求的新景观和新生态系统。

4  结语

生物技术对林业的影响是深远而积极的, 促进了林业的

现代化及可持续发展。恩施州只有通过加强林业科技引进、

消化、吸收、再创新, 才能全面提高林业建设质量, 充分发挥

森林资源优势, 拓展林业产业的广度和深度, 综合利用林区

林上、林下、植物、动物多种资源, 提高林业自然资源的利用

效率; 促进林业增长方式由粗放向集约的转变 , 增加科技含

量, 精深加工, 提高林地生产力。此外, 提高林业生态效益 ,

提升林业综合效益和整体功能, 做到地尽其力、物尽其效, 真

正实现林业的生态、经济和社会效益, 实现恩施州林业的可

持续发展。
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