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［摘要］　目的：探讨影响红花ＳＲＡＰ扩增的各种因素，建立能够稳定扩增红花基因组的体系，为研究红花重要性状的遗传基

础及建立分子辅助标记育种的技术平台奠定基础。方法：用ＣＴＡＢ法提取红花ＤＮＡ，设计Ｔａｑ酶浓度（０．０２、０．０４、０．０６Ｕ／

μｌ）、ｄＮＴＰ浓度（０．１５、０．２５、０．３０ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｐｒｉｍｅｒ浓度（０．１５、０．３０、０．４５μｍｏｌ／Ｌ）３因素３水平２７次实验和 Ｍｇ
２＋浓度（０．５、

１．０、１．５、２．０、２．５、３．０、３．５、４．０ｍｍｏｌ／Ｌ）８水平单因素实验。在２５μｌ体系中加入模板ＤＮＡ２０ｎｇ。对体系进行优化，用琼脂

糖进行检测。结果：本研究建立了适合红花的ＳＲＡＰ体系，Ｔａｑ酶浓度为０．０２Ｕ／μｌ，ｄＮＴＰ浓度为０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｐｒｉｍｅｒ浓

度为０．３０μｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ
２＋的浓度为３．０ｍｍｏｌ／Ｌ，优化后的体系目标条带增多，重现性好，得到了较好的扩增效果。结论：本研

究建立的反应体系适合红花ＳＲＡＰ的研究。
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　　红花为菊科一年生草本植物红花（Ｃａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ

Ｌ．）的干燥管状花，是传统的活血化瘀中药，具有活血通经，

祛瘀止痛的功效［１］。红花中有效成分（主要为黄酮类化合

物［２～４］）含量的高低，是影响红花品质的主要因素和筛选红

花优良品种的重要依据。

　　相关序列扩增多态性 （ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙ

ｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＲＡＰ）是Ｌｉ等［５］发展的新型的分子标记，该标记

通过独特的引物设计对可读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅｓ，ＯＲＦｓ）

进行扩增，因个体不同以及物种的内含子、启动子与间隔区

长度不等而产生多态性。该标记将 ＡＦＬＰ（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇ

ｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）和ＲＡＰＤ（ｒａｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙ

ｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ）两者的优点有机的结合起来，具有简便、稳

定、产率高、便于克隆目标片段的特点，目前已在马铃薯、水

稻、莴苣、油菜和大蒜等植物研究中使用［５，６］，并应用于图谱

构建［５，７，８］、比较基因组学［９］、遗传多样性分析［１０～１２］。

　　本研究探讨了ＳＲＡＰ对红花的适应性，并建立了适合红

花的扩增体系，为红花基因图谱的构建及分子标记打下坚实
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的基础。

１　材料和方法

１．１　实验材料　红花杂交Ｆ２代（♀×♂：品系１６号×２５号

的杂交后代第２代）的叶片，采自第二军医大学药学院药圃，

经郭美丽副教授鉴定为ＣａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓＬ．。

１．２　试剂　ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，Ｔａｑ酶及无菌

超纯水均购自天为时代公司；ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００购自博

光公司；琼脂糖购自上海生工生物工程有限公司。

１．３　主要仪器　ＴＧｒａｄｉｅｎｔＴｈｅｒｍｏｂｌｏｃｋＰＣＲ扩增仪（Ｂｉ

ｏｍｅｔｒａ公司），Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｍｉｎｉｓｐｉｎ离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公

司），ＥＬＩＴＥ３００ＰＬＵＳ 琼 脂 糖 水 平 电 泳 槽 和 电 泳 仪

（ＷＥＡＬＴＥＣ公司），ＱＬ９０１涡旋器（海门市其林贝尔仪器

制造有限公司），Ｐ２７０型摇床（中国科学院武汉科学仪器

厂），ＤＫＳ１２型电热恒温水浴锅（上海华连医疗器械有限公

司），ＰＬ３００２型电子天平（ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司）。

１．４　红花基因组ＤＮＡ的提取　按照ＣＴＡＢ微量法［１３］提

取ＤＮＡ，并针对红花叶片内含物特殊性加以改进，具体步骤

如下：取红花新鲜叶片１．０ｇ，用液氮研磨成粉末，迅速转入

１．５ｍｌ的离心管中；加６００μｌ１２％ＣＴＡＢ提取液［使用之前

向其中加入约２％（Ｖ／Ｖ）的β巯基乙醇］，在涡旋混合器上振

荡，颠倒混匀后，放置于６５℃水浴锅中加热１ｈ；加入等体积

的氯仿异戊醇（２４１）混合液，混匀，３７℃，振荡３０ｍｉｎ；

８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液；加２倍体积－２０℃的无

水乙醇沉淀ＤＮＡ；８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，用７５％
乙醇洗沉淀２次；室温干燥ＤＮＡ 沉淀；用１００～２００μｌＴＥ
缓冲液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，５０μｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ８．０）溶解，

－２０℃贮存。

１．５　ＤＮＡ浓度与质量测定　用Ｂｅｃｋｍａｎ紫外可见分光光

度计测定样品ＤＮＡ浓度与纯度质量（Ｄ２６０和Ｄ２８０值）；１．０％
琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ质量：５μｌＤＮＡ样品＋２μｌ溴酚

蓝上样缓冲液，加样于含溴化乙锭（ＥＢ）凝胶上，于４Ｖ／ｃｍ
电压下电泳０．５ｈ后，紫外灯下观察、拍照。

１．６　ＳＲＡＰ反应体系的优化　根据红花及相关作物研究报

道，设计Ｔａｑ酶浓度（０．０２、０．０４、０．０６Ｕ／μｌ）、ｄＮＴＰ浓度

（０．１５、０．２０、０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｐｒｉｍｅｒ浓度（０．１５、０．３０、０．４５

μｍｏｌ／Ｌ）３因素３水平２７次实验（表１）和 Ｍｇ
２＋浓度（０．５、

１．０、１．５、２．０、２．５、３．０、３．５、４．０ｍｍｏｌ／Ｌ）８水平单因素实

验。在２５μｌ体系中加入模板ＤＮＡ２０ｎｇ。ＰＣＲ反应程序见

文献［５］：９４℃５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ；３５℃１ｍｉｎ；７２℃２ｍｉｎ；５
个循环；９４℃ １ｍｉｎ；５０℃ １ｍｉｎ；７２℃ ２ｍｉｎ，３０个循环；

７２℃５ｍｉｎ。

　　扩增产物用１．８％的琼脂糖凝胶检测。

表１　Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ和引物浓度实验

Ｔａｂ１　ＴｅｓｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ｄＮＴＰａｎｄＰｒｉｍｅ

Ｎｏ． Ｔａｑ
（ｚＢ／Ｕ·μｌ－１）

ｄＮＴＰ
（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｐｒｉｍｅｒ
（ｃＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｎｏ． Ｔａｑ
（ｚＢ／Ｕ·μｌ－１）

ｄＮＴＰ
（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｐｒｉｍｅｒ
（ｃＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１）

０（ＣＫ） ０．０４ ０．２０ ０．３０ １４ ０．０４ ０．２０ ０．３０
１ ０．０２ ０．１５ ０．１５ １５ ０．０４ ０．２０ ０．４５
２ ０．０２ ０．１５ ０．３０ １６ ０．０４ ０．２５ ０．１５
３ ０．０２ ０．１５ ０．４５ １７ ０．０４ ０．２５ ０．３０
４ ０．０２ ０．２０ ０．１５ １８ ０．０４ ０．２５ ０．４５
５ ０．０２ ０．２０ ０．３０ １９ ０．０６ ０．１５ ０．１５
６ ０．０２ ０．２０ ０．４５ ２０ ０．０６ ０．１５ ０．３０
７ ０．０２ ０．２５ ０．１５ ２１ ０．０６ ０．１５ ０．４５
８ ０．０２ ０．２５ ０．３０ ２２ ０．０６ ０．２０ ０．１５
９ ０．０２ ０．２５ ０．４５ ２３ ０．０６ ０．２０ ０．３０
１０ ０．０４ ０．１５ ０．１５ ２４ ０．０６ ０．２０ ０．４５
１１ ０．０４ ０．１５ ０．３０ ２５ ０．０６ ０．２５ ０．１５
１２ ０．０４ ０．１５ ０．４５ ２６ ０．０６ ０．２５ ０．３０
１３ ０．０４ ０．２０ ０．１５ ２７ ０．０６ ０．２５ ０．４５

２　结　果

　　ＤＮＡ浓度对ＳＲＡＰ扩增有一定的影响，但影响不是很

大，用ＣＴＡＢ法提取的ＤＮＡ完全可以满足扩增的需要。根

据扩增主带的稳定性和均匀程度以及经济性原则，选定第８
泳道为最佳组合：ｄＮＴＰ的浓度为０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ，引物的浓度

为０．３０μｍｏｌ／Ｌ，酶的用量为０．０２Ｕ／μｌ（图１）。

　　扩增产物经琼脂糖电泳检测表明，Ｍｇ２＋ 浓度为３．０

ｍｍｏｌ／Ｌ时，条带清晰整齐，无弥散现象，且７５０ｂｐ以下条带

较亮。因此确定 Ｍｇ２＋浓度为３．０ｍｍｏｌ／Ｌ最佳（图２）。

３　讨　论

ＳＲＡＰ对ＤＮＡ浓度要求不高，本实验中２５μｌ体系中加

模板ＤＮＡ２０ｎｇ，但基因组ＤＮＡ质量好、纯度高是保证扩增

效果佳、重复性好的先决条件。在ＤＮＡ提取过程中，要去除

蛋白质、ＲＮＡ、多糖、色素等物质，大多数蛋白可通过氯仿或

苯酚处理后变性，沉淀除去，绝大部分ＲＮＡ则可通过经处理

过的ＲＮａｓｅＡ除去。同时要尽量除尽模板中的一些小分子

物质，如苯酚、氯仿等，因为这些物质直接影响ＴａｑＤＮＡ 聚

合酶的活性。
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图１　Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ、引物三因素对ＳＲＡＰ扩增结果的影响

Ｆｉｇ１　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＴａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ｄＮＴＰａｎｄｐｒｉｍｅｒｏｎＳＲＡＰａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１２７：ＳａｍｅａｓＴａｂ１

图２　Ｍｇ２＋浓度对ＳＲＡＰ扩增结果的影响

Ｆｉｇ２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＭｇ２＋ｏｎＳＲＡＰａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ
１８ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｔｏＭｇ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ０．５，１．０，１．５，２．０，２．５，

３．０，３．５，４．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

　　Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ、Ｍｇ２＋及引物浓度均影响ＰＣＲ扩增的结

果。本实验当中ＴａｑＤＮＡ聚合酶为０．０２Ｕ／μｌ时效果较

好，由于ＴａｑＤＮＡ聚合酶是 Ｍｇ２＋依赖性酶，Ｍｇ２＋浓度过高

过低均影响了ＴａｑＤＮＡ聚合酶的活性而间接影响了ＳＲＡＰ
的扩增。Ｍｇ２＋浓度过高会抑制ＴａｑＤＮＡ 聚合酶的活性，过

低对ＴａｑＤＮＡ聚合酶的活化不够，影响扩增效果，无扩增产

物；ｄＮＴＰ是ＳＲＡＰ反应的“原料”，在ＴａｑＤＮＡ 聚合酶的作

用下，引物与单链ＤＮＡ碱基配对相结合，ｄＮＴＰ延伸结合上

去，产生了不同的ＤＮＡ片段，ｄＮＴＰ浓度过高会产生错误渗

入，过低导致ＰＣＲ产率下降，因此本实验选择ｄＮＴＰ浓度为

０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ；引物的浓度也要适量，过低时扩增的带较少，

引物浓度过高会促使引物错误引导非特异性产物的合成和

引物二聚体的形成，它们的形成与靶序列竞争ＴａｑＤＮＡ聚

合酶和ｄＮＴＰ从而使靶序列的扩增量降低。

　　本实验优化了适应红花的反应体系，经过聚丙烯酰胺凝

胶电泳检测发现小条带明显增多，且条带比较稳定，重复性

好。与ＡＦＬＰ技术相比较而言，它省去了酶切、连接、预扩增

等烦琐的步骤，节约了费用和时间，同时又简便可靠，得到的

目的条带便于测序，而且比ＡＦＬＰ更能反映表型的多样性及

进化历史。ＳＲＡＰ标记技术体系的建立也将为进一步研究红

花的品质性状和其定向调控奠定基础。
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