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钝裂银莲花
!""#$%&#

反应体系优化

孙 涛!刘左军!孙文斌!刘凤梅!李 冰
#兰州理工大学生命科学与工程学院!甘肃 兰州

89##4#

$

摘要!本研究以改良的
.-,:

法提取的甘肃合作钝裂银莲花"

!"#$%"#%&'()*+%&,

#基因组
;),

为模板!通过正交

和单因素试验!探讨引物浓度$聚合酶浓度$

<

=

!>浓度$

?)-*@

浓度和模板浓度对银莲花
211+A*.+

扩增的影响%

结果表明!钝裂银莲花
211+A*.+

最佳反应体系&总体积
!#

!

0

!模板浓度
!#B

=

!聚合酶
!/

!

<

=

!> 浓度
!(4

CC&'

'

0

5$

!

?)-*@

浓度
#(9CC&'

'

0

5$

!引物浓度
#(7CC&'

'

0

5$

!引物
/:.D#8

退火温度为
4$E

%

关键词!钝裂银莲花(

211+A*.+

(反应体系(正交优化

中图分类号!

F"79

%

F"7"(876

!!!

文献标识码!

,

!!!

文章编号!

$##$A#6!"

#

!#$!

$

#$A##4"A#6

""

!!

211+

#

2BGHIA@JC

K

'H@H

L

MHBNHIH

K

HOG

$又称简单

重复序列扩增!是由
PJHGQJHRJNS

等&

$

'

$""7

年提出的

一种
;),

标记技术!是近年来发展起来的一类新

型的分子标记技术(

211+

标记技术具有无需知道

任何靶标序列的微卫星背景信息)遗传多态性高)检

测快等特点!在植物分类与进化)遗传多样性研究以

及遗传图谱构建和基因定位方面具有广泛的应用前

景&

!

'

(虽然
211+A*.+

具有重复性高的优点&

9

'

!但

不同材料)不同引物的扩增条件有异!反应体系不同

也可产生不同的结果(因此!有必要建立与优化不

同实验材料的
211+A*.+

的反应体系和扩增程序!

以期获得稳定)可靠的
211+

分析结果(

钝裂银莲花#

!"#$%"#%&'()*+%&,

$为毛茛科

#

+OBMBNM'ONHOH

$毛茛亚科银莲花属#

!"#$%"#

$

&

7

'

植物(分布于喜马拉雅山区和青藏高原东缘!祁连

山)帕米尔高原一带!多数分布于西南部(由于其生

长海拔高)生境分布广泛)进化较为低等!是很好的

分子遗传学和分子生态学的研究材料&

4

'

(因此!本

研究通过提取甘肃合作的高寒草甸地区钝裂银莲花

的
;),

!采用
211+

分子标记技术!对银莲花进行

211+A*.+

反应条件优化!以期建立重复性高)反应

条件稳定的反应体系!为深入研究高寒草甸银莲花

属植物遗传多样性&

6

'奠定良好的基础(

'

!

材料与方法

'('

材料
!

钝裂银莲花样品采集于甘肃省甘南藏

族自治州合作市#海拔
!"89C

!

97T48U)

!

$#!T49U3

$!

材料采后立即放入保鲜袋中!用硅胶干燥保存(

'((

实验药品与仪器
!

引物
/:.D#8

#

,V

$

D-

)

-O

L

;),

聚合酶)

<

=

.'

!

)

?)-*@

)

$##W

K

;),

0O??HI*'M@ <OIQHI

#购自上海生物工程有限公

司$!

*.+

仪#型号
<V"6>

!杭州朗基科学仪器有

限公司生产$)电泳仪#型号
;XXA$$

!北京六一仪器

公司生产$(

'();),

的提取及检测
!

采集钝裂银莲花幼苗

期嫩叶!采用改良的
.-,:

法&

8

'提取获得基因组

;),

!即用氯仿
A

异戊醇抽提之前加用苯酚
Y

氯

仿
Y

异戊醇#

!4Y!7Y$

$抽提一次!以减少酚类物质

和其他杂质的含量(用紫外可见分光光度计测定

!6#

)

!D#BC

处的吸收值!计算
;),

的含量(以

$Z

琼脂糖凝胶电泳检测所提取
;),

的质量(

'(*211+A*.+

反应体系设计与
*.+

扩增

'(*('211+A*.+

反应体系正交试验设计
!

采用

0

$6

#

4

7

$正交试验设计对模板浓度)

?)-*@

浓度)引

物浓度)

<

=

!>浓度)

-O

L

;),

聚合酶浓度进行
4

因

素
7

水平筛选#表
$

)表
!

$(

按表
!

设计的
$6

个反应体系组合!每个处理重

复
!

次进行加样!

*.+

反应体系总体积为
!#

!

0

(

*.+

扩增程序&

D

'

*

"7E

预变性
4CJB

%

"7E

变性
9#

@

!引物退火
74@

!

8!E

延伸
"#@

!循环
94

次%

8!E

延伸
8 CJB

!

7 E

保存(采用
$Z

琼脂糖凝胶电泳

"

收稿日期*

!#$$A#8A$$

!!

接受日期*

!#$$A$#A$#

基金项目*国家自然科学基金资助项目#

9#"6##66

$兰州理工大学科研发展基金

作者简介*孙涛#

$"D6A

$!女!甘肃嘉峪关人!在读硕士生!研究方向为环境生物修复技术(

3ACOJ'

*

[JO&

\

O&?J?OJ

#

$!6(N&C

通信作者*刘左军
!

3ACOJ'

*

SM&

]

MB'

#

'MG(NB
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表
'

!

!""#$%&#

反应体系的因素与水平

+,-./'

!

+0/1,23456,78./9/.641!""#$%&#5/,23:476

;

63/<

因素

ÔNG&I

水平#体系浓度$

0H_H'

#

N&BNHBGIOGJ&B&̀IHONGJ&B@

\

@GHC

$

$ ! 9 7

模板
;),GHC

K

'OGH;),

"

B

=

!# 7# 6# D#

?)-*

"

CC&'

+

0

5$

#($ #(! #(9 #(7

$

:.D#8*IJCHI

"

CC&'

+

0

5$

#(! #(9 #(7 #(4

<

=

!>

"

CC&'

+

0

5$

$(4 !(# !(4 9(#

-O

L

;),

酶
K

&'

\

CO@

"

/ $ ! 9 7

表
(

!

!""#$%&#

反应体系的正交试验设计

+,-./(

!

+0/45304

=

47,.8/6:

=

741!""#$%&#5/,23:476

;

63/<

处理编号

.&?H

模板
;),

-HC

K

'OGH;),

"

B

=

<

=

!>

"

CC&'

+

0

5$

?)-*

"

CC&'

+

0

5$

-O

L

;),

酶

*&'

\

CO@

"

/

引物
*IJCHI

"

CC&'

+

0

5$

$ !# $(4 #($ $ #(!

! !# !(# #(! ! #(9

9 !# !(4 #(9 9 #(7

7 !# 9(# #(7 7 #(4

4 7# $(4 #(! 9 #(4

6 7# !(# #($ 7 #(7

8 7# !(4 #(7 $ #(9

D 7# 9(# #(9 ! #(!

" 6# $(4 #(9 7 #(9

$# 6# !(# #(7 9 #(!

$$ 6# !(4 #($ ! #(4

$! 6# 9(# #(! $ #(7

$9 D# $(4 #(7 ! #(7

$7 D# !(# #(9 $ #(4

$4 D# !(4 #(! 7 #(!

$6 D# 9(# #($ 9 #(9

#电压为
$##%

$分析扩增产物!凝胶成像系统观察

成像记录(

'(*((211+A*.+

反应体系的单因素试验设计
!

在

正交试验的基础上!对反应体系中各因素进行单因

素试验(将正交体系中得到的特异性谱带清晰)谱

带多态性较高!且谱带稳定的体系中的
4

个因素最

优水平的设为固定值!对单个因素进行梯度筛选!将

筛选出的该因素的最佳值作为固定值!然后将其他

7

个因素中的一个作为变量进行梯度筛选!其他
9

个固定因素不变!这样!依次完成对各因素的筛选!

从而得到最佳反应体系&

"A$#

'

(

(

!

结果与分析

((';),

的提取与检测
!

提取高质量的钝裂银

莲花基因组的
;),

是
211+

扩增成功与否的关键(

本试验用改进的
.-,:

法!所提取的
;),

的电泳

显示在点样孔附近都呈现出一条亮带%且条带整齐

明亮!没有明显的拖尾!也未见
+),

条带!说明提

取的
;),

质量高!完整性好!可用于
211+

体系优

化分析和其他试验#图
$

$(

(((211+A*.+

反应体系的正交优化
!

参照何

#6
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!#$!

草
!

业
!

科
!

学 #第
!"

卷
#$

期$

正文等的方法&

$$

'

!根据本试验的正交设计
*.+

扩

增结果和电泳检测!依据琼脂糖电泳谱带的强弱和

杂带的多少进行直观分析(不同处理间!由于

?)-*

)引物)

<

=

!> 和
-O

L

;),

聚合酶的浓度不

同!其扩增结果存在明显差异#图
!

$(反应体系
$

)

"

)

$7

没有条带出现%

!

)

4

)

$9

拖带!背景较重%

7

扩增

条带较弱!但多态性较高%

6

扩增条带的多态性较

低!且谱带较弱%

D

)

$6

只有两条清晰的条带!扩增条

带的多态性较低%

$6

为模板)

?)-*

浓度和
<

=

!>浓

度过高!使
-O

L

;),

聚合酶的活性降低!反应不完

全%

$#

)

$$

)

$!

)

$4

扩增条带的多态性较低!且谱带较

弱%

9

)

8

扩增条带多态性高!且较清晰!但
8

中
-O

L

;),

聚合酶浓度过低!可能会使反应无法充分进

行!从而影响扩增效果&

$!

'

(最佳组合应选择特异性

图
'

!

钝裂银莲花
(*

个样品基因组
>?@

电泳检测

A:

=

B'

!

C/74<:2>?@/./2354

D

045/6:641(*!"#$%"#%&'()*+%&,6,<

D

./6

注*

$

%

!7

分别为合作黄色钝裂银莲花
$

%

!7

号样(

)&GH

*

$5!7IH

K

IH@HBG!7!"#$%"#%&'()*+%&,@OC

K

'H@(

图
(

!

正交试验设计
!""#$%&#

反应体系的扩增结果

A:

=

B(

!

+0/,<

D

.:1:2,3:475/6E.34145304

=

47,.8/6:

=

7

注*

$

%

$6

分别为
211+A*.+

正交试验处理编号(

)&GH

*

$5$6IH

K

IH@HBGGIHOGCHBGN&?H&̀ &IGa&

=

&BO'?H@J

=

BJBGOW'H!(

谱带清晰)谱带多态性较高!且谱带稳定的组合&

$9

'

!

故本试验选择反应体系
9

为最佳组合!即
!#

!

021A

1+A*.+

反应体系中含有模板
!#B

=

)

$#b*.+:M̀̀A

HI!

!

0

)

?)-*@ #(9 CC&'

+

0

5$

)引 物
#(7

CC&'

+

0

5$

)

<

=

!>

!(4CC&'

+

0

5$

)和
9/-O

L

;),

聚合酶(

(()211+A*.+

反应体系的单因素试验

(()('

不同模板
;),

浓度对
211+A*.+

反应体系

的影响
!

;),

模板的质量和用量是
211+A*.+

扩

增效果的重要影响因素&

$7

'

!用量过高会出现非特异

性扩增!甚至抑制扩增的进行!浓度过低则得不到扩

增产物(本试验设置了
7

个模板
;),

的梯度#图

9

$!模板
;),

为
!#B

=

时!扩增条带多且较亮%为

7#B

=

时!扩增条带清晰且背景弱%为
6#

)

D#B

=

时!

扩增条带较强!背景较亮!多态性较差(因此!本试

验选择
7#B

=

为反应体系中模板
;),

的用量(

(()((?)-*

浓度对
211+A*.+

反应体系的影响
!

?)-*

作为
211+A*.+

反应的原料参与新链
;),

的合成过程(在
*.+

反应中!

?)-*@

的用量影响

到碱基掺入的正确与否以及扩增产率的高低!浓度

过高或过低都导致分子量相对较大的条带得不到有

效扩增(本试验设置了
#($

)

#(!

)

#(9

和
#(7

CC&'

+

0

5$共
7

个浓度梯度(

?)-*@

浓度为
#($

CC&'

+

0

5$时扩增条带模糊!为
#(!CC&'

+

0

5$时!

$6
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#

%&'(!"

!

)&(#$

$

#$

"

!#$!

扩增条带清晰!但背景较高!

#(9CC&'

+

0

5$时扩增

条带清晰!背景清晰!产率最高!

#(7CC&'

+

0

5$时

出现非特异性条带#图
7

$(因此!钝裂银莲花
211+A

*.+

反应体系选择
#(9CC&'

+

0

5$的
?)-*@

浓

度(

图
)

!

不同的模板
>?@

用量下的扩增结果

A:

=

B)

!

@<

D

.:1:2,3:475/6E.3641!""#$%&#F:30

8:11/5/732472/735,3:47413/<

D

.,3/>?@

注*

$

%

7

分别为
!#

)

7#

)

6#

和
D#B

=

模板%

<

为
$##W

K

;),

0O??HI

(

)&GH

*

$57IH

K

IH@HBG!#

!

7#

!

6#

!

OB?D#B

=

GHC

K

'OGH;),

%

<IH

K

IH@HBG@$##W

K

;),'O??HI(

图
*

!

不同的
8?+%

浓度

用量下的扩增结果

A:

=

B*

!

@<

D

.:1:2,3:475/6E.3641!""#$%&#F:30

8:11/5/732472/735,3:47418?+%

注*

$

%

7

分别为
#($

)

#(!

)

#(9

和
#(7CC&'

+

0

5$

?)-*@

%

<

为
$##W

K

;),0O??HI

(

)&GH

*

$57IH

K

IH@HBG#($

!

#(!

!

#(9

!

OB?#(7CC&'

+

0

5$

?)-*@

%

<IH

K

IH@HBG@$##W

K

;),'O??HI(

(()()<

=

!>浓度对
211+A*.+

反应体系的影响
!

<

=

!> 作为
-O

L

;),

聚合酶的辅因子!它影响着

-O

=

;),

聚合酶的活性)退火温度和产物的特异

性!而且能和反应体系中的
?)-*

)模板
;),

和引

物结合!影响它们的有效浓度&

$4

'

!从而影响
211+A

*.+

扩增结果(本试验验设置了
$(#

)

$(4

)

!(#

和

!(4CC&'

+

0

5$共
7

个梯度(当
<

=

!>浓度为
$(#

CC&'

+

0

5$时扩增条带不稳定且背景较重!

$(4

CC&'

+

0

5$时扩增条带不稳定!

!(#CC&'

+

0

5$时

扩增条带减少!

!(4CC&'

+

0

5$时能扩增出清晰稳

定的条带且无非特异性扩增#图
4

$(因此!在钝裂

银莲花遗传多样性
211+

分析中!

<

=

!>浓度以
!(4

CC&'

+

0

5$较为适宜(

图
G

!

不同的
H

=

(I

浓度用量

下的扩增结果

A:

=

BG@<

D

.:1:2,3:475/6E.3641!""#$%&#F:30

8:11/5/732472/735,3:4741H

=

(I

注*

$

%

7

分别为
$(#

)

$(4

)

!(#

和
!(4CC&'

+

0

5$

<

=

!>

%

<

为
$##W

K

;),0O??HI

(

)&GH

*

$57IH

K

IH@HBG$(#

!

$(4

!

!(#

!

OB?!(4CC&'

+

0

5$

<

=

!>

%

<IH

K

IH@HBG@$##W

K

;),'O??HI(

(()(*-O

=

;),

聚合酶浓度对
211+A*.+

反应体系

的影响
!

在
*.+

反应中!

-O

L

;),

聚合酶的用量

是扩增结果的一个重要因素(用量过多不仅增加试

验成本!而且容易扩增出非特异性条带(本试验设

置了
$

)

!

)

9

)

7/

共
7

个梯度(当酶的用量为
$/

时

条带很弱!说明酶用量不足!

!/

时条带清晰且非特

异性条带少!产物稳定!

9

和
7/

时条带强度明显增

强!但有非特异性条带出现#图
6

$(因此!在钝裂银莲

花遗传多样性
211+

分析中!

-O

L

;),

聚合酶以
!/

较为适宜(

(()(G

引物浓度对
211+A*.+

反应体系的影响
!

*.+

中过高的引物浓度会造成引物二聚体(因此!

本试验设置
#(!

)

#(9

)

#(7

和
#(4CC&'

+

0

5$

7

个浓

度梯度(浓度在
#(!

和
#(9CC&'

+

0

5$时!扩增条

带弱!背景较亮!而在
#(7

和
#(4CC&'

+

0

5$时!可

!6



#$

"

!#$!

草
!

业
!

科
!

学 #第
!"

卷
#$

期$

以扩增出较为清晰稳定的条带#图
8

$(因此!在钝

裂银莲花遗传多样性
211+

分析中!最佳引物浓度

为
#(7CC&'

+

0

5$

(

图
J

!

不同
+,

=

>?@

聚合酶浓度

用量下的扩增结果

A:

=

BJ

!

@<

D

.:1:2,3:47415/6E.36!""#$%&#F:30

8:11/5/732472/735,3:4741+,

=

>?@

D

4.

;

</5,6/

注*

$

%

7

分别为
$

)

!

)

9

和
7/-O

L

;),

聚合酶%

<

为
$##

W

K

;),0O??HI

(

)&GH

*

$57IH

K

IH@HBG$

!

!

!

9

!

OB?7/-O

L

;),

K

&'

\

CHIO@H

%

<IH

K

IH@HBG@$##W

K

;),'O??HI(

图
K

!

不同的引物浓度用量

下的扩增结果

A:

=

BK

!

@<

D

.:1:2,3:475/6E.3641!""#$%&#F:30

8:11/5/732472/735,3:4741

D

5:</5

注*

$

%

7

为
#(!

)

#(9

)

#(7

和
#(4CC&'

+

0

5$引物%

<

为
$##

W

K

;),0O??HI

(

)&GH

*

$57IH

K

IH@HBG#(!

!

#(9

!

#(7

!

OB?#(4CC&'

+

0

5$

K

IJCHI

%

<IH

K

IH@HBG@$##W

K

;),'O??HI(

)

!

讨论

本试验利用正交设计的方法得到了钝裂银莲花

211+A*.+

反应的最佳试验条件的组合!即*

!#B

=

)

$#b*.+:M̀̀ HI!

!

0

)

?)-*@#(9CC&'

+

0

5$

)引

物
#(7CC&'

+

0

5$

)

<

=

!>

!(4CC&'

+

0

5$和
9/

-O

L

;),

聚合酶(但该方法也存在着一定的局限

性!不能很好地估计试验误差(在正交试验的基础

上!结合单因子试验的方法!这两种方法的结合!不

仅克服了正交试验主观上造成的误差!也克服了单

因素忽视了各因子间的相互效应的影响!所得到的

模板)

?)-*@

和引物最佳浓度是一致的!证明了试

验的可信度&

$6A$8

'

%另外在
-O

L

;),

聚合酶和
<

=

!>

最佳浓度的确定上!两种方法的结果存在差异!这可

能与
*.+

反应的不稳定性有关系!也可能是由于两

者各自的局限性所造成的(结合两种方法!尽可能

减少试验误差(该试验中模板量较低!扩增条带弱

且少!模板量较大!扩增条带较强%

?)-*@

浓度对结

果影响较小!较低浓度扩增条带模糊!较高出现非特

异性条带%

<

=

!>浓度过低造成扩增产物量不足!过

高出现非特异性扩增(说明钝裂银莲花
211+

反应

体系对
<

=

!>浓度较为敏感%

-O

L

;),

聚合酶浓度

过低条带弱!过高出现非特异性产物且成本过高%引

物浓度对结果影响不太明显!都有条带出现!说明体

系对引物的浓度不敏感&

$DA$"

'

(

致谢&本研究得到了兰州大学高寒草甸与湿地
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