
0 引言

相关序列扩增多态性[1]（Sequence Related Ampli-

fied Polymorphism，SRAP）是由美国加州大学蔬菜系

Li和Quiros开发的一种基于 PCR反应的新型分子标

记技术。针对基因外显子中GC量丰富，而启动子、内

含子中AT量丰富的特点来设计引物，因不同个体的内

含子、启动子与间隔区长度不等而产生多态性。SRAP

标记具有简便、稳定、中等产率、在基因组中分布均匀

的特点，已应用于基因定位与克隆、种质鉴定[2]、遗传图

谱构建[3]、比较基因组学研究[4]、植物遗传多样性分析[5]

等领域。目前已经在蔬菜、果树及大田作物的研究中

得到应用[6]，虽然已经被应用于红花[7]、黄花蒿[8]、首乌[9]、

青牛胆[10]等几种药用植物的研究中，但在关于北沙参

的研究中未见报道。

SRAP是基于PCR的标记，所以其对反应条件要

求严格，反应的进行也容易受到各种条件的影响。不

同物种对反应条件的要求也存着比较大的差异。因

此，SRAP标记在应用于特定物种时，必须对反应体系

进行优化，从而保证标记体系的稳定性和准确性。

北沙参为伞形科植物珊瑚菜 Glehnia littoralis Fr.

Schmidt ex Miquel的干燥根，是一种传统的中药材，有

养阴清肺、益胃生津之功效。临床上主要用于治疗肺
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摘 要：为北沙参的遗传多样性分析提供一种科学的途径，采用 SRAP 标记技术，以北沙参基因组 DNA

为模板，优化了SRAP反应体系的各主要参数。建立了稳定可靠的SRAP-PCR反应体系；20 µl反应体系

中，DNA的量为80 ng、Mg2+ 2.5 mmol/L、dNTPs 0.25 mmol/L、Taq DNA聚合酶为1 U、正反向Primer浓度

均为0.1 µmol/L。该体系适合北沙参遗传多样性分析、遗传图谱构建等研究。

关键词：北沙参；SRAP；分子标记；体系优化

中图分类号：S567.239 文献标识码：A 论文编号：2009-1655

Establishment and Optimization of SRAP Reaction System in Glehnia littoralis
Qi Shujie1, Shen Di2, Li Ying1, Zhang Qinde3, Li Qingdian1

(1Qingdao Agricultural University, Qingdao Shandong 266109;
2Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100850;

3Shandong College of Traditional Chinese Medicine, Yantai Shandong 264000)
Abstract: To develop a scientific method for Glehnia littoralis genetic diversity analysis, Glehnia littoralis
DNA was used to optimize SRAP system’s main parameters. A stability and reliable SRAP-PCR system was es⁃
tablished. In the 20 μ l system, DNA 80 ng, Mg2 + 2.5 mmol/L, dNTP 0.25 mmol/L, Taq 1 U, Upstream and
Downstream primers both for 0.25 μmol/L; The reaction system was suitable to study Glehnia littoralis genetic
diversity analysis and gene mapping.
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热燥咳，热病伤津口渴、劳嗽痰血等病症[11]。北沙参在

传统上被认为的划分为白条参、红条参和大红袍三个

性状优良的农家品种，但是在栽培上，还没有明确的划

分开来，所以造成了现在北沙参的栽培效益逐年下降，

栽培面积逐年降低的现象。为了提高北沙参的生产效

益，扩大栽培面积，提高农民的收入水平，开展北沙参

的遗传育种工作就显得尤为重要。因此，有必要对北

沙参的遗传多样性和遗传图谱进行研究。

笔者对北沙参SRAP反应体系进行了优化，从而

建立起适合北沙参DNA的SRAP-PCR反应体系，为研

究北沙参种群的遗传多样性及遗传图谱的构建奠定了

基础。

1 材料与方法

1.1 试验时间与地点

试验于 2008年 7—12月在中国农业科学院蔬菜

花卉研究所基因资源遗传多样性评价实验室进行。

1.2 材料

北沙参采自其道地性产区山东省莱阳市胡城

村。引物设计参考Li等的方法，所使用的引物序列见

表1。所使用的引物是由北京三博远志生物技术有限

公司合成的。试验中所使用的生化试剂购自北京天根

生物有限公司。

表1 SRAP引物序列

编号

Sp1

Sp8

Sp12

—

上游引物

TGAGTCCAAACCGGATA

TGAGTCCAAACCGGAGG

TGAGTCCTTTCCGGTAA

—

编号

Ps8

Ps9

Ps11

Ps17

下游引物

GACTGCGTACCAATTCGCC

GACTGCGTACCAATTCTCA

GACTGCGTACGAATTATG

GACTGCGTACGAATTCGG

1.3 方法

1.3.1 北沙参基因组 DNA 的提取 采用改良的CTAB

法提取北沙参DNA，取嫩叶0.2~0.3 g于液氮中研磨成

粉末，加入CTAB裂解缓冲液（2%CTAB，100 mmol/L

pH 8.0 Tris-HCl，1.2 mol/L NaCl，10 mmol/L EDTA，

2 g/L的PVP-40），氯仿/异戊醇(24:1)抽提2次，用3 mol/L

NaAc和异丙醇沉淀DNA，70%乙醇洗涤，DNA干燥后

使用TE溶解，检测质量后，于-20 ℃保存备用。所提

取的DNA经0.8%琼脂糖电泳检测，DNA完整，条带清

晰（图1）。使用UV2000紫外分光光度计对所提DNA

进行检测，测定比值在 1.8~2.0之间，满足 SRAP反应

的要求。

1.3.2 SRAP 反应体系 PCR扩增是在 PTC-100PCR仪

上进行的，反应程序为 94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性

1 min、35 ℃复性 1 min、72 ℃延伸 1 min，5 个循环；

94 ℃变性 1 min、50 ℃复性 1 min、72 ℃延伸 1 min，35

个循环，72 ℃延伸10 min，10 ℃保温。

基 础 反 应 体 系 为 ：DNA 30ng，dNTPs 1.6 μ l

(2.5 mmol/L)，10×Buffer缓冲液 2 μl，MgCl2 (25 mmol/

L) 1.8 μl，Taq（2.5 U/μl）0.2 μl，Primer(5 μmol/L) 1μl，去

离子水10.2 μl，反应总体积为20 μl。采用单因素实验

设计，在反应体系中其他成分不变的情况下，将DNA、

dNTPs、Mg2+、Primer、Taq DNA聚合酶设置不同的用量

梯度。所使用的DNA模板为 10、212号（单株形态差

异大）单株所提取的DNA。使用的引物组合为 sp8×

ps9、sp12×ps17。

1.3.3 反应产物的检测 产物使用 8%的非变性丙烯酰

胺凝胶分离，在稳压160 V下电泳1.5~2 h，然后取下胶

片进行银染：10%乙醇与0.5%冰乙酸混合水溶液固定

6~10 min；2 g/L AgNO3水溶液银染 12~15 min；水洗后

用显色液（15 g/L NaOH，0.4%甲醛，0.03 g/L Na2S2O3）

显色，直至条带清晰为止。

用引物组合sp8×ps9、sp12×ps17分别对5个不同的

单株DNA进行扩增，然后选取7个不同地引物组合对105

号单株基因组DNA进行扩增，鉴定所优化体系的稳定性。

2 结果与分析

2.1 DNA浓度对PCR扩增的影响

将DNA设置8个不同的浓度梯度，可以看出随着

DNA模板浓度的增大，条带也逐渐清晰（图2），总的看

来40 ng以上都会出带，但是可以看出不同的引物组合

对DNA模板浓度的要求的差异性很大，为了保证体系

适合大多数引物组合，最佳用量应为80 ng。

2.2 dNTPs浓度对SRAP-PCR扩增的影响

dNTPs是反应进行的原料，当用量过少时，产物形

成的量较少，条带不清晰，当 dNTPs 用量过大时，同

Taq DNA聚合酶竞争Mg2+，使反应体系中的Mg2+总量

图1 北沙参基因组DNA
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下降，Taq DNA 聚合酶活性受到影响。试验中，当

dNTP的浓度在0.2~0.3 mmol/L时，两对引物组合条带

均清晰（图3），为了保证使用的引物都出带正常，又要

节省药品，所以最适浓度为0.25 mmol/L。

2.3 Mg2+浓度的影响

Mg2+是Taq酶的激活剂，Mg2+不足时，Taq酶的作

用效率降低，从而导致扩增产物少或者没有产物，但是

当Mg2+过量时，会使非特异扩增产物增加或导致扩增

失败，试验中可以看出，当Mg2+浓度为 2~3.5 mmol/L

时，两个不同的引物组合均出带清晰（图 4），为了保

证体系的稳定性和适应的广泛性，最佳浓度应该为

2.5 mmol/L。

图2 DNA模板浓度对SRAP反应的影响

M：Marker；1~8依次为：5、10、20、30、40、60、80、100 ng；引物为 sp8×ps9和 sp12×ps17

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 1 2 3 4 5 6 7 8

sp8×ps9 sp12×ps17

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 1 2 3 4 5 6 7 8

sp8×ps9 sp12×ps17

图3 dNTPs用量梯度试验

M：Marker；1~8依次为0.05、0.1、0.2、0.25、0.3、0.4、0.5、0.6 mmol/L；引物为 sp8×ps9和 sp12×ps17。

图4 Mg2+浓度对SRAP反应的影响

M：Marker；1~8依次为0.5、1、1.5、2、2.5、3.5、5、6.5 mmol/L；引物为 sp8×ps9和 sp12×ps17。

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 1 2 3 4 5 6 7 8

sp8×ps9 sp12×ps17

2.4 引物用量对反应结果的影响

不同的引物组合对体系中引物的相对浓度要求

有着很大的差异，从图 5中可以看出，引物组合 sp8×

ps9对引物浓度的要求明显高于引物组合 sp12×ps17，

当引物用量在0.08 µmol/L以上时，两对引物均能够扩

增出清晰的条带，为适合所有引物的扩增反应，最佳的

引物浓度应为0.1 µmol/L。

2.5 Taq DNA聚合酶用量对SRAP扩增的影响

Taq DNA聚合酶量是反应能否正常进行的关键

因素，试验证明，当体系中Taq聚合酶为0.5~1.5 U时，

扩增的条带清晰（图 6），当体系中 2.0 U以上时，则导

致了扩增的失败。为保证体系的稳定，节省药品的使

齐树杰等：北沙参SRAP分子标记体系的建立与优化 ·· 75



中国农学通报 http://www.casb.org.cn

用，确定用量为1.0 U。

2.6 北沙参SRAP-PCR体系的确定及稳定性鉴定

根据前面体系各主要成分的用量梯度试验，初步

得出北沙参 SRAP-PCR 最佳的 20 μ l 反应体系为：

DNA 80 ng、Mg2 + 2.5 mmol/L、dNTP 0.25 mmol/L、Taq
DNA聚合酶1 U、正反向Primer浓度均为0.1 µmol/L。

按照已经确定好的体系，使用引物组合 sp8×ps9、

sp12×ps17分别对 5个不同的单株DNA进行扩增，然

后选取7个不同地引物组合对105号单株基因组DNA

进行扩增，对反应体系的稳定性进行检测。试验结果

表明（图7）该体系稳定可靠，适用范围广，满足对北沙

参基因组DNA进行SRAP分析的要求。

3 讨论

以北沙参基因组DNA为模板，建立了可靠、稳定、

实用性强的 SRAP 反应体系，即在 20 μl 的反应体系

中，模板 DNA 为 80 ng，Mg2 + 浓度为 2.5 mmol/L，

dNTPs 为 0.25 mmol/L，Taq DNA 聚合酶 1 U，正反向

Primer 浓度均为 0.1 µmol/L。扩增程序为 94 ℃预变

性5 min；94 ℃变性1 min、35 ℃复性1 min、72 ℃延伸

1 min，5 个循环；94 ℃变性 1 min、50 ℃复性 1 min、

72℃延伸1 min，35个循环，72℃延伸10 min，10℃保温。

试验表明，利用 CTAB 法提取的北沙参基因组

DNA 能够达到 SRAP 扩增的要求。影响北沙参

SRAP-PCR反应最大的因素是 dNTPs、Taq DNA聚合

图5 引物用量梯度试验

M：Marker；1~8依次为0.01、0.02、0.04、0.08、0.1、0.12、0.14、0.16 µmol/L；引物为 sp8×ps9和 sp12×ps17。

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 1 2 3 4 5 6 7 8

sp8×ps9 sp12×ps17

图6 Taq聚合酶用量梯度试验

M：Marker；1~7依次为0.25、0.5、1.0、1.5、2、3、4 U；引物为 sp8×ps9和 sp12×ps17。

M 1 2 3 4 5 6 7 M 1 2 3 4 5 6 7

sp8×ps9 sp12×ps17

图7 北沙参SRAP-PCR体系的稳定性鉴定

M：Marker；1~7依次为引物组合：sp8×ps9、sp12×ps17、sp1×ps8、sp1×ps17、sp12×ps9、sp12×ps11、sp8×ps11。

sp8×ps9 sp12×sp17 M 1 2 3 4 5 6 7
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酶浓度，反应对引物和Mg2+浓度的要求范围较宽。同

时也可以看出，不同的引物组合对各因素的浓度要求

差异也很大，这可能是由于不同引物与模板位点结合

的难易程度不同所造成的。所以在优化体系时，选用

多个不同的引物组合对体系进行优化和稳定性鉴定，

是非常必要的。

前人的试验结果表明，反应程序上细微的变化，

对扩增反应的效果没有很明显的影响[8,10]，所以笔者没

有对反应的程序进行重点研究。反应完成后，保存温

度 10 ℃和 4 ℃对反应产物基本没什么影响，还利于

PCR仪的维护，所以建议保存温度为10 ℃。

所优化的反应体系与已经报道的使用在其他药

用植物上的体系有一定的差异，如红花[7]、黄花蒿[8]、首

乌[9]、青牛胆[10]等，这反应了不同物种间基因组DNA的

差异，还可能与不同厂家生产的不同批次的试剂有

关。试验在整个过程中均使用聚丙烯酰胺凝胶进行电

泳，使得所优化的体系更加符合试验的实际操作环境，

实用性较强。
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