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摘要：以川山茶品种“茶睡莲”为试验材料，以改良 ＣＴＡＢ 法提取高质量 ＤＮＡ，采用正交设计 Ｌ１６（４５），探讨了 Ｍｇ２＋、
ｄＮＴＰｓ、引物、ＴａｑＤＮＡ 聚合酶和模板 ＤＮＡ 浓度对川山茶 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 和 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应体系的影响。 建立了相关优化

体系：２０ μＬ 的 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增体系中含 ２０ ｎｇ 模板 ＤＮＡ，２ μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ，２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ２＋，０􀆰 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ，０􀆰 ６
μｍｏｌ ／ Ｌ 引物和 １ Ｕ ＴａｑＤＮＡ 聚合酶，扩增退火温度为 ５５ ℃，３５ 个循环；２０ μＬ 的 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增体系中含 ５０ ｎｇ 模板

ＤＮＡ，２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ ＬＭｇ２＋，０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ，０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 引物和 ０􀆰 ５ Ｕ ＴａｑＤＮＡ 聚合酶，最佳退火温度为５２ ℃，最佳

循环数为 ３８。 应用该优化体系，分别用 ２７ 个川山茶品种 ＤＮＡ 进行了 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增和 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增，结果显示，
建立的优化体系具有较高稳定性。
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　 　 山茶是山茶科（Ｔｈｅａｃｅａｅ）山茶属（Ｃａｍｅｌｌｉａ）中
以观赏为主要栽培目的的种、变种、品种等的统称。
它栽培历史悠久，具有很大观赏价值，名列我国十

大传统名花珍贵花木，也是世界名贵花卉之一。 我

国是世界上山茶属植物原产地和起源中心，是山茶

属植物资源最丰富的国家。 中国植物志记载约 ２３９
种，其中 ９０％以上分布于我国南部和西南部［１］。 山

茶在巴蜀地区栽培已有 ２ ０００ ａ 以上的历史，重庆地

区凡园、风景区、庭院、楼台均有种植，形成了非常

有区域特色传统的川山茶栽培类群，多年来已发展



成为重庆市文化内涵的重要组成部分。
重庆南山植物园是我国乃至世界茶花种质资

源库的重要基地。 这里收集了山茶属相关种质 ６００
余份（包括种及各类栽培品种，如山茶类、滇茶类、
油茶类、金花茶类等），并于 ２０１２ 年被国际茶花协

会命名为“国际杰出茶花园”。 川山茶是南山植物

园山茶属资源种质中的重要特色栽培类群，其花姿

丰盈、端庄高雅，品种多样，花期长，花色鲜艳，瓣型

丰富，尤其对重庆地区有着良好的生态适应能力，
抗污染，易栽培，优良性状表现突出，具有较高的观

赏及推广价值。
ＩＳＳＲ （ Ｉｎｔｅｒ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ ） 和 ＳＳＲ

（Ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ）是近年来广泛使用于各类

植物研究的分子标记技术，具有试验操作简单、稳
定性好、多态性丰富等优点，在进行植物遗传多样

性分析、种质鉴定、遗传连锁图的构建、基因连锁标

记的寻找与基因定位和比较基因组学研究等方面

得到了很好的应用［２－４］。 本研究在预试验基础上，
选择了对 ＰＣＲ 扩增体系稳定性影响较大的 Ｍｇ２＋、
ｄＮＴＰｓ、引物、ＴａｑＤＮＡ 聚合酶和模板 ＤＮＡ 浓度 ５ 个

因子进行体系优化试验，并在不同川山茶品种资源

中进行初步应用与比较，以期建立起适合于川山茶

品种的稳定的 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 和 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应体系，为
今后开展山茶的资源鉴定、品种选育以及系统进化

与遗传多样性方面的研究奠定良好的试验基础。

１　 材料与方法

１．１　 材　 料

供试川山茶品种材料均采自重庆南山植物园，
于 ２０１５ 年 ８ 月采集当年生新叶，提取高质量 ＤＮＡ，
用于相关扩增体系优化的研究。
１．２　 试剂及仪器

试验中 ｄＮＴＰ ｍｉｘｔｕｒｅ，１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ，Ｍｇ２＋，Ｔａｑ
聚合酶和 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 等试剂均购自 Ｔａｋａｒａ 公司；
引物由上海生工生物工程公司合成。 试验使用主

要仪器有 Ｃ１０００ＰＣＲ 扩增仪（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司），
ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 凝胶成像系统，ＭＩＫＫＯ ２２Ｒ 台式高速冷冻

离心机； ＤＹＹ⁃６Ｃ 电泳仪；ＪＹ⁃ＪＸ５ 垂直电泳槽；ＤＫ⁃
Ｓ２６ 电热恒温水浴锅；７５４ＰＣ 型紫外分光光度计（上
海菁华公司生产）。
１．３　 方　 法

１．３． １ 　 基因组 ＤＮＡ 的提取 　 采用改良的 ＣＴＡＢ
法［５］提取山茶基因组 ＤＮＡ，１􀆰 ５％的琼脂糖凝胶电

泳检测 ＤＮＡ 的质量，将提取的 ＤＮＡ 浓度稀释至 ４
ｎｇ ／ μＬ，保存在 ４ ℃冰箱待用。 未稀释的 ＤＮＡ 原液

－２０ ℃保存。
１．３．２ 　 正交试验设计方案 　 选用 Ｌ１６（４５）正交表

（见表 １，２）。 用川山茶品种“茶睡莲”ＤＮＡ 为模板，
以 ＩＳＳＲ 引物 ＵＢＣ８５３ 和 ＳＳＲ 引物 Ａ５５ 进行试验，加
入 ２ μＬ １０×Ｂｕｆｆｅｒ，以超纯水补足，总体积均为 ２０
μＬ，重复 ２ 次。

表 １　 川山茶 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 正交试验设计 Ｌ１６（４５）

编号 ＴａｑＤＮＡ
聚合酶 ／ Ｕ

Ｍｇ２＋ ／
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

模板 ＤＮＡ ／
（ｎｇ）

ｄＮＴＰｓ ／
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

引物 ／
（μｍｏｌ ／ Ｌ）

１ ０．５０ １．０ ２０ ０．１０ ０．３

２ ０．５０ １．５ ３０ ０．１５ ０．４

３ ０．５０ ２．０ ４０ ０．２０ ０．５

４ ０．５０ ２．５ ５０ ０．２５ ０．６

５ ０．７５ １．０ ３０ ０．２０ ０．６

６ ０．７５ １．５ ２０ ０．２５ ０．５

７ ０．７５ ２．０ ５０ ０．１０ ０．４

８ ０．７５ ２．５ ４０ ０．１５ ０．３

９ １．００ １．０ ４０ ０．２５ ０．４

１０ １．００ １．５ ５０ ０．２０ ０．３

１１ １．００ ２．０ ２０ ０．１５ ０．６

１２ １．００ ２．５ ３０ ０．１０ ０．５

１３ １．２５ １．０ ５０ ０．１５ ０．５

１４ １．２５ １．５ ４０ ０．１０ ０．６

１５ １．２５ ２．０ ３０ ０．２５ ０．３

１６ １．２５ ２．５ ２０ ０．２０ ０．４

表 ２　 川山茶 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应正交试验设计 Ｌ１６（４５）

编号 ＴａｑＤＮＡ
聚合酶 ／ Ｕ

Ｍｇ２＋ ／
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

模板 ＤＮＡ ／
（ｎｇ）

ｄＮＴＰ ／
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

引物 ／
（μｍｏｌ ／ Ｌ）

１ ０．２５ １．５ ２０ ０．０５ ０．１

２ ０．２５ ２．０ ３０ ０．１０ ０．２

３ ０．２５ ２．５ ４０ ０．１５ ０．３

４ ０．２５ ３．０ ５０ ０．２０ ０．４

５ ０．５ １．５ ３０ ０．１５ ０．４

６ ０．５ ２．０ ２０ ０．２０ ０．３

７ ０．５ ２．５ ５０ ０．０５ ０．２

８ ０．５ ３．０ ４０ ０．１０ ０．１

９ ０．７５ １．５ ４０ ０．２０ ０．２

１０ ０．７５ ２．０ ５０ ０．１５ ０．１

１１ ０．７５ ２．５ ２０ ０．１０ ０．４

１２ ０．７５ ３．０ ３０ ０．０５ ０．３

１３ １．００ １．５ ５０ ０．１０ ０．３

１４ １．００ ２．０ ４０ ０．０５ ０．４

１５ １．００ ２．５ ３０ ０．２０ ０．１

１６ １．００ ３．０ ２０ ０．１５ ０．２
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１．３．３　 ＰＣＲ 反应条件及电泳、成像 　 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩

增程序为 ９４ ℃ ５ ｍｉｎ，９４ ℃ １ ｍｉｎ，５５ ℃ １ ｍｉｎ，
７２ ℃ １ ｍｉｎ，３５ 次循环，７２ ℃ 最后延伸 １０ ｍｉｎ，扩
增完后 ４ ℃ 保存； ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增程序为 ９４ ℃ ５
ｍｉｎ，９４ ℃ ３０ ｓ，５２ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，３８ 次循环，
７２ ℃ 最后延伸 ５ ｍｉｎ，扩增完后 ４ ℃ 保存。 用

１􀆰 ５％的琼脂糖凝胶电泳检测，Ｇｅｌｒｅｄ 染色，在 ＢＩＯ⁃
ＲＡＤ 凝胶成像系统成像。
１．３．４　 退火温度的确定　 根据正交试验，选择最佳

反应体系对退火温度进行梯度试验，使用梯度 ＰＣＲ
仪。 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 设定 ４５—５７ ℃ 的退火温度梯度范

围，自动生成 ８ 个温度，即 ４５， ４５􀆰 ８， ４７􀆰 ４， ４９􀆰 ７，
５２􀆰 ６，５５，５６􀆰 ３ ℃和 ５７ ℃，进行 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 退火温度

的扩增比较，每个梯度设定 ６ 个重复；ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 设

定 ５０—６０ ℃的退火温度梯度范围，自动生成 ８ 个温

度， 即 ５０， ５０􀆰 ７， ５２， ５３􀆰 ９， ５６􀆰 ３， ５８􀆰 ３， ５９􀆰 ４ ℃ 和

６０ ℃，进行 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 退火温度的扩增比较，每个梯

度设定 ２ 个重复。 除退火温度外，反应程序与正交

试验设计相同。
１．３．５　 最佳体系与程序验证　 用建立的 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ
及 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 最佳反应体系和程序对 ２７ 个川山茶品

种分别进行扩增稳定性验证。

２　 结果与分析

２．１　 ＰＣＲ 正交结果分析

２．１．１　 ＰＣＲ 正交试验直观分析 　 根据表 １，２ 设计

的 １６ 个处理进行 ＰＣＲ 反应后，每组 ２ 个重复，电
泳结果如图 １，２ 所示。 将 １６ 个处理按照电泳图的

条带扩增数、清晰度和背景均匀性等表现进行综

合打分，分为 １—１６ 个等级，条带数量丰富、清晰、
稳定的最佳产物记为 １６ 分，最差记 １ 分。 ２ 次重

复分别独立统计，ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 正交试验 １６ 个组合的

分数依次为 ２，１；１，１；４，１；４，２；１，１；１，１；１１，１１；
１０，１０；１，１；５，１；１３，１３；１１，１１；５，５；９，９；６，８；８，８。
ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 正交试验 １６ 个组合的分数依次为 ７，６；
６，７；８，８；９，１０；７，７；７，７；１４，１４；１３，１３；６，６；１０，
１０；１２，１２；１２，１２；７，６；９，９；９，８；９，１０。 根据打分，
求出各个因素在同一水平下的试验值之和 Ｋ ｉ 和每

个因素水平下的数据平均值 ｋ ｉ，以及每个因素不

同水平间平均值的极差 Ｒ（表 ３，４）。 极差 Ｒ 越大，
表明影响因素对于反应体系的影响越大。 结果显

示，各因素水平的变化对川山茶 “茶睡莲” ＩＳＳＲ⁃

ＰＣＲ 反应的影响从小到大依次为 Ｍｇ２＋ ＞ＴａｑＤＮＡ
聚合酶＞ｄＮＴＰ＞引物＞模板 ＤＮＡ；各因素水平的变

化对 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应的影响从小到大依次为 Ｍｇ２＋ ＞
ＴａｑＤＮＡ 聚合酶 ＝ ｄＮＴＰ＞模板 ＤＮＡ＞引物。

表 ３　 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 正交设计直观分析

结果 ＴａｑＤＮＡ 聚合酶 Ｍｇ２＋ 模板 ＤＮＡ ｄＮＴＰ 引物

Ｋ１ ８ ８．５ ２３．５ ３２．５ ２１．５

Ｋ２ ２３ １４ ２０ ２９ ２１

Ｋ３ ２８ ３３．５ ２２．５ １４．５ １９．５

Ｋ４ ２９ ３２ ２２ １２ ２６

ｋ１ ２ ２．１２５ ５．８７５ ８．１２５ ５．３７５

ｋ２ ５．７５ ３．５ ５ ７．２５ ５．２５

ｋ３ ７ ８．３７５ ５．６２５ ３．６２５ ４．８７５

ｋ４ ７．２５ ８ ５．５ ３ ６．５

Ｒ ５．２５ ６．２５ ０．８７５ ５．１２５ １．６２５

表 ４　 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 正交设计直观分析

结果 ＴａｑＤＮＡ 聚合酶 Ｍｇ２＋ 模板 ＤＮＡ ｄＮＴＰ 引物

Ｋ１ ３０．５ ２６ ３５ ４１．５ ３８

Ｋ２ ４１ ３２．５ ３４ ３８ ３６

Ｋ３ ４０ ４２．５ ３６ ３４．５ ３３．５

Ｋ４ ３３．５ ４４ ４０ ３１ ３７．５

ｋ１ ７．６２５ ６．５ ８．７５ １０．３７５ ９．５

ｋ２ １０．２５ ８．１２５ ８．５ ９．５ ９

ｋ３ １０ １０．６２５ ９ ８．６２５ ８．３７５

ｋ４ ８．３７５ １１ １０ ７．７５ ９．３７５

Ｒ ２．６２５ ４．５ １．５ ２．６２５ １．１２５

各因素水平下的数据平均值 ｋｉ反映了各水平因

素对反应体系的影响情况，ｋｉ值越大，表明反应水平

越好［６］。 由表 ３，４ 可知，反应中的 ５ 个影响因素的

最佳反应水平组合 （ １􀆰 ２５ Ｕ ＴａｑＤＮＡ 聚合酶， ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ２＋，２０ ｎｇ 模板 ＤＮＡ，０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ，
０􀆰 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ 引物）并没有在正交表中出现，但与分

值最高的 １１ 号组合接近，仅 ＴａｑＤＮＡ 聚合酶和

ｄＮＴＰｓ 的用量不同；ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应中的 ５ 个影响因

素的最佳反应水平组合（０􀆰 ５ Ｕ ＴａｑＤＮＡ 聚合酶，３
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ２＋，５０ ｎｇ 模板 ＤＮＡ，０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ，
０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 引物）与分值最高的 ７ 号组合接近，仅
Ｍｇ２＋和引物的用量不同。
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１—１６ 对应表 １ 的 １—１６ 编号，每组 ２ 个重复

图 １　 川山茶“茶睡莲”ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 正交试验电泳结果（引物 ＵＢＣ８５３）

Ａ—Ｐ 对应表 ２ 的 １—１６ 编号，每组 ２ 个重复

图 ２　 川山茶“茶睡莲”ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 正交试验电泳结果（引物 Ａ５５）

２．１．２　 正交设计方差分析　 用 ＳＰＳＳ 软件对试验结

果进行方差分析（见表 ５，６）和多重比较分析（见
图 ３，４）。 可知，ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 方差分析中，除模板 ＤＮＡ
和引物，其余因素（Ｍｇ２＋，ＴａｑＤＮＡ 聚合酶，ｄＮＴＰｓ）各
水平对试验结果的影响均达到极显著水平 （Ｐ≤
０􀆰 ０１）；ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 方差分析中，全部设计因素各水平

对试验结果的影响均达到极显著水平（Ｐ≤０􀆰 ０１），
可进一步进行因素内多重比较分析。

表 ５　 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 正交设计方差分析

变异来源 方差 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ

Ｔａｑ ＤＮＡ
聚合酶 １４１．００ ３ ４７．００ ４４．２３５∗∗ ０

Ｍｇ２＋ ２３９．２５ ３ ７９．７５ ７５．０５９∗∗ ０

模板 ＤＮＡ ３．２５ ３ １．０８３ １．０２ ０．４１０

ｄＮＴＰｓ １５７．７５ ３ ５２．５８３ ４９．４９∗∗ ０

引物 １１．７５ ３ ３．９１７ ３．６８６ ０．０３４

误差 １７．００ １６ １．０６３

总计 １ ５３８ ３２

　 　 ∗∗代表 Ｐ＜０．０１ 水平上的差异极显著

表 ６　 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 正交设计方差分析

变异来源 方差 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ

Ｔａｑ ＤＮＡ
聚合酶 ３８．６２５ ３ １２．８７５ ６８．６６７∗∗ ０

Ｍｇ２＋ １０９．１２５ ３ ３６．３７５ １９４．０００∗∗ ０

模板 ＤＮＡ １０．３７５ ３ ３．４５８ １８．４４４∗∗ ０

ｄＮＴＰｓ ３０．６２５ ３ １０．２０８ ５４．４４４∗∗ ０

引物 ６．１２５ ３ ２．０４２ １０．８８９∗∗ ０

误差 ３．０００ １６ ０．１８８

总计 ２ ８２６．０００ ３２
　 　 ∗∗代表 Ｐ＜０．０１ 水平上的差异极显著

　 　 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 多重比较分析表明，在 ２０ μＬ 反应体系

中，Ｔａｑ 酶量在 ０􀆰 ７５ Ｕ 与 １ Ｕ，１ Ｕ 与 １􀆰 ２５ Ｕ 水平间的

差异不显著，０􀆰 ５ Ｕ 与 ０􀆰 ７５ Ｕ 水平间的差异达到显著

水平。 由图 １ 可知，Ｔａｑ 酶量为 １ Ｕ 时（９—１２ 号处理）
要比 ０􀆰 ７５ Ｕ（５—８号处理）和 １􀆰 ２５ Ｕ（１３—１６ 号处理）
时产生的条带略稳定、清晰，故确定 １ Ｕ 为 Ｔａｑ 酶最佳

水平； Ｍｇ２＋浓度在 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
和２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 水平间差异不显著，但在１􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和

２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 水平间的差异显著，结合图 １，确定最佳 Ｍｇ２＋
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浓度为 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；同样的分析可以确定本试验 ｄＮＴＰｓ 最佳浓度为 ０􀆰 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。

图 ３　 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 体系 Ｔａｑ 酶量、Ｍｇ２＋和 ｄＮＴＰｓ 浓度分别与各结果均值关系

图 ４　 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 体系 Ｔａｑ 酶量、Ｍｇ２＋浓度、ＤＮＡ 浓度、ｄＮＴＰｓ 和引物分别与各结果均值关系

　 　 同理，ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 多重比较分析表明，在 ２０ μＬ
反应体系中，０􀆰 ５ Ｕ 为最佳水平，Ｍｇ２＋ 最佳浓度为

２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ＤＮＡ 最佳浓度为 ５０ ｎｇ，ｄＮＴＰｓ 最佳浓

度为 ０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，引物最佳浓度为 ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ。
结果显示，ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应所需 Ｔａｑ 酶量、ｄＮＴＰｓ 和引

物所需量均少于 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应，表明川山茶分子

标记试验中，ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应比 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应具有

更高的灵敏性。
２．２　 退火温度对 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 和 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 的影响

根据正交试验结果，ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 体系选择 １１ 号

处理组合，ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 体系选择 ７ 号组合，进行退火

温度梯度试验。 由图 ５，６ 可知，８ 个梯度的退火温

度均能扩增出条带。 反应温度太低或太高时，条带

较模糊。 在 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应中，４５，４５􀆰 ８，４７􀆰 ４，５６􀆰 ３
℃和 ５７ ℃条带较模糊，４９􀆰 ７，５２􀆰 ６ ℃和 ５５ ℃条带

较清晰，但是 ４９􀆰 ７ ℃和 ５２􀆰 ６ ℃背景色较深，综合考

虑，ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 最佳退火温度为 ５５ ℃；ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反

应中，５０，５０􀆰 ７，５８􀆰 ３，５９􀆰 ４ ℃ 和 ６０ ℃ 号带较模糊，
５２，５３􀆰 ９，５６􀆰 ３ ℃号带较明显，但是 ５３􀆰 ９，５６􀆰 ３ ℃号

带背景色稍深。 所以综上所述，ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 最佳退温

度为 ５２ ℃。

图 ５　 不同退火温度对川山茶“茶睡莲”ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 的影响
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２．３　 川山茶 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 及 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 最佳反应体系

的验证

　 　 分别用 ２７ 个川山茶品种的 ＤＮＡ 对优化获得的

最佳 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应体系（２０ ｎｇ 模板 ＤＮＡ，２ μＬ１０×
Ｂｕｆｆｅｒ， ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ２＋， ０􀆰 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ， ０􀆰 ６
μｍｏｌ ／ Ｌ 引物和 １ Ｕ ＴａｑＤＮＡ 聚合酶，扩增退火温度

为 ５５ ℃，３５ 个循环）及最佳 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应体系（５０
ｎｇ 模 板 ＤＮＡ， ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ２＋， ０􀆰 ０５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄＮＴＰｓ，０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 引物和 ０􀆰 ５ Ｕ ＴａｑＤＮＡ 聚合酶，
退火温度为 ５２ ℃，循环数为 ３８）及扩增程序进行验

证，结果见图 ７。 结果显示扩增产物条带清晰可见，

主带明显，多态性高，表明已建立的反应体系及扩

增程序稳定性较好。

图 ６　 不同退火温度对川山茶“茶睡莲”ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 的影响

（ａ）

（ｂ）
　 　 １ 白宝塔（Ｃａｍｅｌｌｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｂａｉｂａｏｔａ’），２ 赤壁金心（Ｃ． ｐｉｔａｒｄｉｉ ‘Ｃｈｉｂｉｊｉｎｘｉｎ’），３ 重庆红（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇｈｏｎｇ’），４ 吊金钟（Ｃ． ｊａ⁃
ｐｏｎｉｃａ ‘Ｄｉａｏｊｉｎｚｈｏｎｇ’），５ 白洋片（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｂａｉｙａｎｇｐｉａｎ’ ），６ 肥鳖茶（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｆｅｉｂｉｅｃｈａ’ ），７ 革命旗（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｇｅｍｉｎｇｑｉ’），８ 黑

艳红（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｈｅｉｙａｎｈｏｎｇ’），９ 白玉片（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｂａｉｙｕｐｉａｎ’），１０ 花五宝（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｈｕａｗｕｂａｏ’），１１ 粉五宝（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘ Ｆｅｎ⁃
ｗｕｂａｏ’），１２ 花洋红（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｈｕａｙａｎｇｈｏｎｇ’），１３ 金顶大红（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｊｉｎｄｉｎｇｄａｈｏｎｇ’），１４ 南山宝珠（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｎａｎｓｈａｎｂａｏｚｈｕ’），１５
九心十八瓣（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｊｉｕｘｉｎｓｈｉｂａｂａｎ’），１６ 紫金冠（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｚｉｊｉｎｇｕａｎ’ ），１７ 醉杨妃（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｚｕｉｙａｎｇｆｅｉ’），１８ 胭脂鳞（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ
‘Ｙａｎｚｈｉｌｉｎ’），１９ 川玛瑙（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｃｈｕａｎｍａｎａｏ’），２０ 三学士（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｓａｎｘｕｅｓｈｉ’），２１ 七心红（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｑｉｘｉｎｈｏｎｇ’），２２ 七心白

（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｑｉｘｉｎｂａｉ’），２３ 石榴茶（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘ Ｓｈｉｌｉｕｃｈａ’），２４ 露心宝珠茶（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘ Ｌｕｘｉｎｂａｏｚｈｕｃｈａ’），２５ 铁壳宝珠（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ
‘Ｔｉｅｋｅｂａｏｚｈｕ’），２６ 花丝莲（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｈｕａｓｉｌｉａｎ’），２７ 怒春红（Ｃ． ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｎｕｃｈｕｎｈｏｎｇ’）

图 ７　 川山茶 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ（ａ）与 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ（ｂ）验证反应的扩增结果
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３　 讨　 论

ＩＳＳＲ 分子标记和 ＳＳＲ 分子标记是基于 ＰＣＲ 基

础上的分子标记，反应中涉及到的各因子对不同物

种扩增结果的特异性、稳定性及重复性有较大影

响，因此对扩增体系进行优化是十分必要的［７］。 其

中，ＰＣＲ 反应是 ＩＳＳＲ 和 ＳＳＲ 检测过程中一个重要

的环节，建立稳定的 ＰＣＲ 反应体系和扩增程序是

ＩＳＳＲ 和 ＳＳＲ 分析的必要前提。 该试验通过正交设

计 Ｌ１６（４５）对影响 ＰＣＲ 扩增结果的 Ｍｇ２＋，ｄＮＴＰｓ，引
物，ＴａｑＤＮＡ 聚合酶和模板 ＤＮＡ 浓度等因素进行了

探讨。 相较于单因素试验设计的处理组合多、试验

工作量大等不足，正交设计则分散均衡，整齐可比，
效应明确，能够较快地找到最优的水平组合，节省

了大量的时间以及人力物力。
本试验结果表明，ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增体系除模板

ＤＮＡ 和引物浓度外，其余因素对扩增效果的影响均

达到极显著水平，其影响程度从大到小依次为

Ｍｇ２＋、ＴａｑＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰｓ、引物、模板 ＤＮＡ；ＳＳＲ⁃
ＰＣＲ 扩增体系全部因子对扩增效果的影响均达到

极显著水平，其影响程度从大到小依次为 Ｍｇ２＋、
ＴａｑＤＮＡ 聚合酶、 ｄＮＴＰｓ、模板 ＤＮＡ、引物。 此结果

也说明，川山茶 ＳＳＲ⁃ＰＣＲ 比 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增体系具

有更高的实验灵敏度和影响条件的复杂性。
在 ＰＣＲ 扩增反应中，ｄＮＴＰｓ 浓度过低和过高均

会影响到扩增条带的完整性和清晰度。 浓度过低

会降低扩增产物的得率及扩增条带较少，浓度过高

会造成碱基的错误渗入而出现非特异性条带，还会

导致引物二聚体的形成［８－９］。
Ｍｇ２＋浓度的高低会对 ＰＣＲ 扩增产率和特异性

造成较大影响［６］。 在所有因素中，Ｍｇ２＋对扩增反应

的结果影响最大，与卢莉等［１０］ 研究的结果相似。 模

板 ＤＮＡ、ｄＮＴＰｓ、引物中的磷酸基团均可与 Ｍｇ２＋ 结

合，从而降低反应体系中游离 Ｍｇ２的浓度；Ｔａｑ 聚合

酶对 Ｍｇ２＋变化有着高灵敏反应，同时 Ｍｇ２＋浓度还影

响着引物的退火温度、模板与 ＰＣＲ 产物的解链温

度、产物的特异性和引物二聚体的形成。
引物的浓度是影响 ＰＣＲ 扩增体系稳定性的另

一重要因素。 当引物浓度偏低时会使扩增条带数

目减少或不清晰，过高时会促使引物错误引导非特

异性产物的合成以及引物二聚体的形成，它们的形

成将会与靶序列竞争 Ｔａｑ 聚合酶及 ｄＮＴＰ 从而导致

靶序列扩增量的降低及扩增条带的错误［１１］。
将本研究建立的扩增体系应用于不同山茶品

种的大批量扩增时，均能扩增出较为清晰的高质量

条带，但前提是要尽可能保证不同样品间 ＤＮＡ 的纯

度、完整性和浓度的相对一致性，以减少扩增结果

误差。 此外，后续的研究也表明，本试验建立的优

化体系同样适用于华东山茶、云南山茶、金花茶及

杂交山茶的相关分子标记研究中。
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