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摘要!本研究以祁连山
5

个海拔梯度的山生柳"

!"#$%&'$(')

*
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#为材料!采用
0

"

"

8

5

#正交试验设计和单因子试

验!分析山生柳
11+

技术中
*.+

体系的主要成分对扩增结果的影响!并对引物
19/:6!8

的适宜退火温度进行

优化$结果表明!

*.+

反应体系的最佳条件%
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!
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体系中
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$扩增反应程序%
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高温预变性时间
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!

"5L

变性
5$@

!
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"不同退火温度#

退火时间
5$@

!

4!L

延伸
8#@

!循环数
8#

个!最后
4!L

后延伸时间
$;MC

!

5L

保温$适宜退火温度为
$NL

$以

上结果表明!此反应体系在山生柳
*.+

扩增中的稳定性和可重复性较好$

关键词!山生柳'
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'体系优化

中图分类号!
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$属杨柳科柳属多年生

灌木!主要分布于海拔
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#

84##;

的高山山

脊&山坡'
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!是高寒灌丛群落的主要优势种之一!常

与高山绣线菊#
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$等组成

高寒灌丛'
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)山生柳也是防护林&薪炭林&水土保持

林及用材林的重要造林树种!是重要的能源林树种!

具有较高的生态和经济价值'
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分子标记是近年来迅速发展起来的建立在
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精

确扩增基础上的第二代分子标记'
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分子标
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(等农作物基因图谱

的建立上的应用已初具成效)近几年来甘肃农业大

学*东祁连山高寒灌丛生态系统特征及放牧管理策

略+项目组对祁连山脉的山生柳资源进行了较多研

究!并对分布于张掖境内核桃沟的山生柳进行了梯

度式考察取样并作了细致的群落调查'

UO"

(

)目前!在

分子方面对高寒山生柳遗传多样性及基因漂流方面

的研究相对较少!高效的山生柳
11+O*.+

反应体

系及其优化方法的研究也未见报道)鉴于以上因

素!本研究测试和优化山生柳
11+O*.+

反应体系

中每个组合及成分的浓度!利用正交设计分析法!及

单一因素分析法建立并优化适宜山生柳遗传分析的

高效稳定的
11+O*.+

技术体系!以期为
11+

标记

在山生柳的遗传多样性分析&功能基因比较&重要性

状定位等方面的应用奠定基础和提供依据)
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材料与方法
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样地设置与取样方法
!

在全面勘察祁连山

山生柳分布情况的基础上!选择山生柳分布较为广

泛的祁连山自然保护区作为试验区!首先在海拔
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范围内设样线!在各样线上沿海拔

梯度大约每
6##;

设置
6N;E6N;

的样地
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块)

然后在各地内!对山生柳进行取样)

取样时!分别取健康植株当年生枝条上的嫩叶&

嫩芽和种子!供后续
D),

检测用)所有材料均用

液氮保存带回)

11+O*.+

体系优化选取
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个海拔

梯度进行!海拔从高到低依次为,
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山生柳不同组织基因
D),

的提取及比

较
!

采用
.-,F

法对不同海拔梯度山生柳基因组

D),

进行提取'

6#

(

!提取了嫩芽&嫩叶&种子的

D),

!以期选取最优质的
D),

)用紫外分光光度

法和琼脂糖凝胶电泳法检测其质量!稀释到所需浓

度后置于
7!#L

冷藏)

&((*.+

扩增反应和聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测
!

*.+

的预扩增程序参考冯亮亮等'
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(的试验步

骤!稍作改动)

"5L

先预变性
5$@

!然后
"5L

变性

8#@

!引物
19/:6!8

退火温度
$NL

!退火
5$@

!再

4!L

延伸
6#;MC

!循环数
8#

个!最后
4!L

延伸
$

;MC

!扩增产物需尽快电泳!否则在
5L

进行保温)

用
UZ

聚丙烯酰胺凝胶电泳跑胶!用固定液!银染液

处理胶片检测
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的产物'
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反应体系中各因素及其水平
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体系优化
!

采用
*

6

海拔的山生

柳母本
D),

为体系优化模板!

*

!
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8
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为检验模

板)引物
19/:6!8

上游,

,-.\.,---\--.-O

-\,,-.-

%下游,

\.--,\\\-.-.-\-\\-O
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)选用
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$正交设计#表
!

$!结合单因子试

验对
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反应的
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酶&
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&模板浓度
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个因素的
8

个水平进行试验'

68

(

!并对反应的扩增

程序进行优化!对
*.+

反应的变性时间&退火时间&

延伸时间&循环数
5

个因素的
8

个水平进行试验#表

8

$)对正交结果和单因素得到的结果进行综合性直

观分析!得到山生柳
11+O*.+

反应各因素的最佳

水平)

&(8(&11+O*.+

各组分体系优化正交试验
!

依照
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8

5

$正交表#表
!

$对
5

个因素的
8

个不同水平进

行试验!对每个水平的处理进行重复性试验
8

次)

*.+

产物经
UZ

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳'

65

(跑胶!

并染色拍照保存!供后续试验数据的分析)

&(8('

单因子试验
!

在单因子反应中采用的初始反

应体系!各组分添加浓度,

#($

!
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76上下游引

物各
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模板
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调整体系最终体积至
!#

!

0

)

在
11+O*.+

反应体系中分别对
5

个因素的影

响进行分析#表
6

$!每个组合设
8

个重复)每当其

中一种水平进行变化时!体系中其他成分的水平保

持不变)产物电泳检测方法和扩增的程序与正交试

验相同)对跑胶的结果进行直观评价!同时将单因

表
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反应体系组分的正交试验设计
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子试验的结果与正交试验结果进行综合分析比较!

从而在正交和单因子水平两个方面建立山生柳

11+O*.+

反应的最优体系)

&(8((11+O*.+

扩增程序优化的正交试验
!

在

11+O*.+

反应中!

*.+

扩增时的关键因素!如变性

时间&退火时间&延伸时间及循环数对扩增的优劣起

到了重要的作用)采用优化后的反应体系进行

*.+

扩增反应!本试验的扩增程序优化同样选用

0

"

#

8

5

$正交试验设计#表
5

$)产物检测方法与

6(5(!

相同!对结果进行直观分析!从而确定最终的

*.+

反应程序)

&(8(8

退火温度的优化
!

引物
19/:6!8

的退火温

度确定为#

$$̂ 5

$

L

!设退火梯度#不同退火温度分

别设置$!

*.+

仪自动形成
6

#

6!

个梯度!确定最佳

退火温度)

表
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扩增程序中各因素及其水平
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水平
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变性时间
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循环数
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延伸时间
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@ 8# 8$ 5#

表
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反应程序的正交试验设计
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&(8(A

上样量对电泳检测结果的影响
!

11+O*.+

体系建设的优劣关键在于扩增程序的掌控和反应体

系浓度的大小!与上样量的多少没有直接的关系)

而本试验在进行跑胶电泳检测时!发现上样量的大

小对反应的优劣同样起关键作用!于是对扩增产物

的上样量做了
N

个不同的处理!分别为
6

#

N

!

0

!用

于测定上样量的不同对跑胶结果的影响)

'

!

结果

'(&D),

提取结果
!

以嫩芽为材料所提的

D),

量最多!没有蛋白质&无机盐及
+),

等杂质!

质量最好%嫩叶所提
D),

量稍少于嫩芽!且有微量

杂质!可能由于山生柳属于高海拔植物!其自身蜡质

含量高%种子提出的
D),

量较少!含有少量蛋白质

和无机盐!且
+),

较多!质量比嫩叶的差%果实所

提的
D),

量最少!杂质最多!质量最差#因为果实

质量很差!基本拍不出图像!山生柳果实很难采取!

不适合提取
D),

$)试验结果显示#图
6

$!嫩芽和

嫩叶是提取
D),

的最理想材料!并且在质量和数

量上均能满足
11+

扩增的需要!其次为老叶&种子&

果实)综合上述!采用
.-,F

法可以提取高质量的

D),

)

图
&

!

(

种材料山生柳组织
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提取电泳图
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反应组分正交设计电泳结果
!

编号
6
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&

8

&

5

&

N

&

U

的水平组合中都可以扩增出谱带!但编号

6

&

!

&

8

组合扩增谱带目标带不明显!拖尾比较严重)

同时编号
5

&

N

组合的谱带较弱!几乎看不清谱带的

扩增情况)编号
$

&

4

&

"

的组合几乎扩增不出谱带!

一般可排除扩不出目标带的组合认为)编号
U

的组

854
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.

0

76

!

?)-*#(6;;&'

.

0

76

!

D),

浓度
!#C

=

.

!

0

76

#图
8

$)

图
(

!

!!"#$%"

反应正交设计电泳结果

.7

;

E(

!

F,-/021

?

:12-3731<!!"#$%"+

=

120:1

;

14*,5-37

;

4

注,

<

!

<AJ_IJ

%

6

#

"

)表
!

的处理组合编号)

)&TI

,

<

!

<AJ_IJ

%

67"

!

TVIS&?I@&H&JTV&

=

&CA'?I@M

=

CMC-À'I!(

'((

单因子试验结果分析

'(((&-A

B

聚合酶对山生柳
11+O*.+

扩增的影响

!

扩增谱带的依次减弱是因为酶的用量有所减少而

导致的!

-A

B

酶用量在
#($/

时条带最清晰且没有

拖尾现象!从而确定
-A

B

酶的最佳用量为
#($/

#图
5

$)

'((('<

=

!>浓度对山生柳
11+O*.+

扩增的影响
!

随着
<

=

!>浓度的升高!扩增谱带有所变强!后又随

着浓度的加大谱带变弱!从而确定
!(# ;;&'

.

0

76

图
8

!

反应体系中各因素在不同浓度下

对
(A'G>

处山生柳
$%"

产物的影响

.7

;

E8

!

F<<-/031<<*/012374120:1

;

14*,5-37

;

4140:-

$%"

?

215@/07141<!"#$%&'$(')

*

+"

<21>*4*,070@5-1<(A'G>

注,

<

!

<AJ_IJ

%

6

#

8

!

-A

B

聚合酶用量分别为
6(##

&

#($

和

#(!$/

%

5

#

N

!

<

=

!>浓度分别为
6($

&

!(#

和
!($;;&'

.

0

76

%

4

#

"

!

?)-*@

浓度分别为
#(!#

&

#(6$

和
#(6#;;&'

.

0

76

%

6#

#

6!

!模板
D),

浓度分别为
!#

&

8#

&

5#C

=

.

!

0

76

)

)&TI

,

<

!

<AJ_IJ

%

678

!

6(##

!

#($#

!

#(!$/-A

B

D),*&'

Y

O

;IJA@I

%

57N

!

!($

!

!(#

!

6($;;&'

.

0

76

<

=

!>

%

47"

!

#(!#

!

#(6$

!

#(6#;;&'

.

0

76

?)-*@

%

6#76!

!

!#

!

8#

!

5#C

=

.

!

0

76

TI;

R

'ATID),(

为
<

=

!>的最佳浓度#图
5

$)

'((((?)-*@

浓度对山生柳
11+O*.+

扩增的影响

!

8

种不同浓度
?)-*@

下扩增的结果优劣有明显

差异!浓度过低会没有谱带#图
5

$)因此!确定
#(6#

;;&'

.

0

76为山生柳
!#

!

0

反应体系中的最佳浓

度)

'(((8D),

浓度对山生柳扩增的影响
!

随着
D),

模板浓度的升高!扩增条带弥散现象比较严重!同时

出现拖尾现象)因而采用
!#C

=

.

!

0

76的
D),

浓

度即可)以上结果显示!单因子试验可以对反应体

系中每一个因素的不同水平进行比较直观的分析!

而对各个因素水平的组合实验可以利用正交设计)

在单因子试验中!与正交试验相比!其余的组分浓度

基本相同!只有酶的用量略有降低!为
#($/

)综合

两种试验结果!确定山生柳
!#

!

011+O*.+

反应体

系中几个关键的影响因子分别为
#($/ -A

B

聚合

酶!

!(#;;&'

.

0

76

<

=

!>

!

#(6#;;&'

.

0

76

?)-*

!

!#C

=

.

!

0

76

D),

模板)

'(8

反应程序的正交试验设计电泳结果
!

11+O*.+

反应程序正交设计
"

个组合的扩增显示
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#$

"

!#6!

草
!

业
!

科
!

学 #第
!"

卷
#$

期$

#图
$

$!扩增谱带的深浅&优劣不同!原因是变性时

间&退火时间&延伸时间以及循环数的组合不同)编

号
!

&

8

&

N

组合的谱带较弱!编号
5

&

$

组合没有扩出

目标带)编号
6

&

4

&

U

&

"

组合都可以扩增出较清晰谱

带!但
6

&

U

&

"

组合扩增背景不清!较弥散并且带有杂

带!颜色较深)综合正交试验结果和以往经验!得出

第
4

组为反应程序最佳方案!即变性时间
5$@

!退火

时间
5$@

!延伸时间
8#@

!循环数
8#

个)

图
A

!

!!"#$%"

反应程序的正交试验设计电泳结果
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;
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!

F,-/021

?

:12-3731<!!"#$%"

+

=

120:1

;

14*,5-37

;

4

注,

<

!

<AJ_IJ

%

6

#

"

同表
5

的处理编号)
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,
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!

<AJ_IJ

%

67"

!

TVIS&?I@&H&JTV&

=

&CA'?I@M

=

CMC-À'I5(

'(A

不同退火温度的优化
!

在梯度试验中引物

19/:6!8

基本上均能扩增出条带!但在
$NL

时扩

增出的带型整齐&清楚!特异带明显!无拖尾现象#图

N

$!此温度与引物两条链的较低的理论熔解温度

'

-

;

a!

#

,>-

$

>5

#

\>.

$(相近)而在
$"L

时产

生了一定的弥散现象!条带拖尾比较严重)故采用

$NL

退火温度即能得到很好的扩增结果)综上所

述!山生柳优化后的反应程序,

"5L

高温预变性时

间
8;MC

!

"5L

变性
5$@

!

-

;

退火时间
5$@

!

4!L

延

伸
8#@

!循环数
8#

个!最后
4!L

后延伸时间
$;MC

!

5L

保温)

'(H

不同上样量对聚丙烯酰胺电泳结果的影

响
!

在
UZ

的丙烯酰胺凝胶上!上样
5

!

0

以下的条带

由于染色背景较浅!扩增的分子量相差较小!所以无法

显示)上样量大于
$

!

0

时背景颜色太深!产生弥散效

果)上样
$

!

0

效果最好!条带较清晰!区分度强!目标

带明显#图
4

$)因此最佳上样量最佳为
$

!

0

)

图
H

!

引物不同退火温度的电泳图
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U

退火温度分别为
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!
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和
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)
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!
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!
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!
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!
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R
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Y

(

图
M

!

不同上样量对聚丙烯酰胺电泳结果的影响

.7
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*/2
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注,
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!
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#

N

上样量分别为
6

!

!

!
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!
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和
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!
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)
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'(M

体系优化后的扩增结果
!

综上利用优化后

的
11+O*.+

反应体系对
5

个不同海拔山生柳材料

进行了
*.+

扩增!各海拔梯度的扩增条带均很清

晰!每个泳道有谱带
6$

#

!!

条!反应体系的特异性&

可重复操作性和稳定性较好#图
U

$)这表明不同海

拔的山生柳品种优化后的体系是稳定可靠的)谱带

的丰富性从另一方面也反映了山生柳具有较丰富的

遗传多样性)
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图
N

!

用优化体系对
8

个海拔梯度山生柳扩增的结果
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注,
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*
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!

*

8

!

*

$

和
*

4

分别为海拔
8$!#

&

88U#

&

8!U6

和
8!!#;

的材料)
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*
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!

讨论

山生柳是我国祁连山脉特有高寒防御树种!筛

选其
11+

引物及建立优化的反应体系是
11+O*.+

的关键所在!这也是
11+

分子标记多态性应用的必

要环节和基础'

6$

(

)但在影响扩增优劣的各个影响

因子中!由于
11+

反应体系所含组分比较繁多!各

组分的含量大小和反应时间长短均可能对扩增的产

物及跑胶的优劣产生影响'

6N

(

)所以本研究中采用

正交试验设计和单因子试验综合考虑的方法!可有

效地节省试验时间并节约成本!对
11+O*.+

试验

的有效性和严谨性提供了支持'

64

(

)

*.+

反应的扩增效率及谱带的优劣是反应体

系中各因素综合作用的结果!各因素要综合考虑)

-A

B

酶用量是其中的重要因子!它直接影响扩增结

果和产物多态性的检出率&重复性和有效性)

<

=

!>

浓度是影响
-A

B

酶活性的主要因子!

<

=

!>浓度过

高会使非特异性扩增产物增加!过低则造成扩增产

物减少!甚至不能扩增)这是因为
<

=

!>是
-A

B

DO

),

聚合酶的激活剂!其浓度的高低不仅影响引物

与模板的结合效率和产物的特异性!而且还会影响

酶的活性和扩增的可靠性!所以
<

=

!>的浓度大小

直接影响了反应的特异性和扩增片段的产率'

6UO6"

(

)

本研究结果是在
!(#;;&'

.

0

76时扩增产物最清

晰!

<

=

!>为
!($;;&'

.

0

76时扩增结果不稳定!由

于高浓度
<

=

!>影响了
-A

B

酶的活性!所以适当降

低
<

=

!>的浓度有助于扩增的效果)

引物浓度和质量也会直接影响
*.+

扩增结果

的优劣!如果引物浓度过高会产生非特异性扩增!还

会增加背景的弥散程度导致拖尾现象的产生'

!#

(

)

浓度过高的
?)-*@

会竞争
<

=

!>

!降低游离
<

=

!>

浓度!从而导致扩增效果不理想!而当组分含量

?)-*@

的浓度过低时会影响
11+O*.+

扩增的效

率)

在各种影响因素中!考虑适宜的退火温度也是

关键所在!它会影响反应的准确率和扩增效果)退

火温度过低会促使引物二聚体的产生!杂带太多!对

结果分析产生影响)而当退火温度过高时!模板与

引物在扩增过程中不能积极退火!反应迟缓无法继

续进行%扩 增 结 果 显 示!有 的 引 物 #

b*<168

&

b*<165

$在退火温度为
$$L

时没有扩增带!退火

温度降到
$#L

时就能扩增出产物)值得注意的是!

引物在有些情况下没有扩增出来产物也是其多态性

的体现)一般可以以
-

;

值为
*.+

退火温度'

!6

(

)

当引物两条链的
-

;

不同时!可以以平均值为准或

适当降低其退火温度也会得到很好的特异性条带)

总之!在
11+O*.+

扩增中!应综合考虑各因素的组

分浓度和反应时间!从而加强扩增的有效性和结果

检验的真实性)
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IATÀ'I

!

WVMSVWM''̀ IA

=

&&?SV&MSIMCTVI@TG?

Y

&H!@&'$(7

')

*

+"@

K-

=

L1253

,

!"#$%&'$(')

*

+"

%

11+O*.+

%

@

Y

@TI;&

R

TM;MeATM&C

.&JJI@

R

&C?MC

=

AGTV&J

,

02dM

!

3O;AM'

,

'M

Y

M

$=

@AG(I?G(SC

454


