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摘要�　以刨花润楠（Machilus pauhoi）1.5 a 生小苗幼嫩叶片为试材，对影响刨花润楠 SRAP-PCR 扩

增的模板 DNA 量、引物、dNTP 和 Mg2+ 体积摩尔浓度、Taq DNA 聚合酶、退火温度 6 个主要因素进

行优化。结果表明，SRAP-PCR 的最佳反应体系为：25 μL 的 SRAP-PCR 反应体系中，2.5 μL 10×PCR 
buffer、模板 DNA 量 60 ng、Mg2+ 2.0 mmol/L、dNTP 0.225 mmol/L、引物 0.3 μmol/L 和 Taq DNA 聚合酶

1.25 U。对优化的反应体系和扩增程序的验证结果表明，优化的刨花润楠 SRAP-PCR 反应体系和扩增程

序是稳定可行的。
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Abstract�　Machilus pauhoi is a tree specie with variety of economic value and development prospects. This 
study aimed to establish an optimized SRAP-PCR system for M. pauhoi, and the young leaves of the 1.5 years 
old seedlings were used as test materials. Six quality factors including the template DNA, primer concentration, 
dNTP concentration, Mg2+concentration, Taq DNA polymerase, and annealing temperature were optimized for M. 
pauhoi SRAP-PCR assay. The obtained results suggested a optimized reaction system of SRAP-PCR (total 25 μL) 
involving 2.5 μL 10×PCR buffer, 60 ng DNA, 2.0 mmol/ L Mg2+, 0.225 mmol/L dNTP, 0.3 μmol/L primer, 1.25 
U Taq DNA polymerase. The verification results showed that the optimized SRAP-PCR reaction system and 
amplification program were stable and feasible.
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刨花润楠（Machilus pauhoi），又名刨花楠、

粘柴（福州市）、刨花（广东省），属樟科（Laura-
ceae）润楠属植物，为常绿大乔木，产于长江以南

各省，主要分布在海拔 300~1 200 m 的山坡及沟谷

地带。刨花润楠全身是宝，是一种极具经济价值

和开发前景的阔叶树种，其树干通直，生长迅速，

出材量大，6 a 生林木可进行采伐利用，且其砍伐

后萌芽力强，更新快。从该树种叶片中提取的精
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油是优良的天然香料，具有独特药用价值，而树

皮富含树脂和橡胶，种子含油率高达 50%，可作

为优良的工业润滑油，或供制皂及制蜡用 [1-2]。此

外，刨花润楠树形高大美观，枝繁叶茂，四季常

青，嫩叶呈粉红色或红棕色，也是优良的园林绿

化树种 [3]。目前，对刨花润楠的研究主要集中在

生物量结构、生长规律、育苗技术和观赏性等方

面 [4-7]，有关刨花润楠种质资源保存与开发利用、

种质分子鉴别等方面尚未见报道。

SRAP 分子标记是由美国加州大学 Li 与 Quiros
博士提出的一种研究 DNA 多态性的有效新型分子

标记技术 [8]。该分子标记稳定可靠，信息量大，多

态性及共显性高，引物具有通用性，且该技术操作

简单，成本低廉 [9]。目前在作物和蔬菜的遗传图谱

构建、遗传多样性分析、比较基因组学和品种分子

鉴定等研究领域已得到广泛应用 [10-15]。近年来，逐

步应用于林木的指纹图谱构建、遗传多样性分析

及指纹检索等研究中 [16-20]。本试验通过摸索适于刨

花润楠 SRAP-PCR 扩增的技术条件，以期为 SRAP
分子标记技术应用于樟科润楠属植物的鉴别及遗传

多样性的研究提供技术参考。

1　材料与方法

1.1　试验材料与试剂

供试的刨花润楠种子采于广西壮族自治区，

在华南农业大学启林北苗圃播种育苗。随机选取

10 个家系（分别为广西贺州 4 个家系，广西兴安

4 个家系，广西昭平 2 个家系），每个家系选取 1
株生长良好的幼苗，苗龄为 1.5 a 生，取幼嫩叶

片，在 –80 ℃下保存备用，用于提取总 DNA。电

泳检测时选用 DL2000 DNA Marker（M）进行比

对参照物，所选用 SRAP 引物由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成。

1.2　试验方法

1.2.1　DNA 提取及检测  　李荣华等 [21] 认为，在提

取 DNA 过程中加入预冷异丙醇和 24 : 1 的氯仿 : 异
戊醇混合液，可有效去除叶片中所含的多酚、蛋白

质、脂类、多酯的角质等不利于 DNA 提取的干扰

物质，同时适当加大 β- 巯基乙醇的用量，可进一

步减少褐变。本实验对 OMEGA 试剂盒（EasyPure 
Plant Genomic DNA Kit）加以调整改进（在提取

DNA 过程中加入预冷异丙醇和 24 : 1 的氯仿 : 异戊

醇混合液）后，提取基因组总 DNA。经 1% 琼脂糖

凝胶电泳检测 DNA 质量后，稀释至所需质量体积

浓度 (25 ng /μL)，在 -20 ℃下保存备用。

1.2.2　引物的筛选 　按照随机抽样方式从 100 对

SRAP 引物中选取 10 对进行 PCR 扩增，选择条

带较为丰富的 2 对引物组合 Me3(5'-TGAGTC-
CAAACCGGAAT-3')/Em4(5'-GACTGCGTAC-
GAATTTGA-3') 和 Me4(5'-TGAGTCCAAACCG-
GACC-3')/Em4(5'-GACTGCGTACGAATTTGA-3')
进行优化实验 [22]。

1.2.3　SRAP-PCR 的基础扩增程序 　PCR 反应在多

功能 PCR 仪中进行，循环程序为：94 ℃预变性 5 
min；94 ℃变性 1 min，35 ℃退火 1 min，72 ℃延

伸 1 min，5 个循环；94 ℃变性 1 min，55 ℃退火 1 
min，72 ℃延伸 1 min，35 个循环；最后再 72 ℃延

伸 10 min；10 ℃保存。扩增结果用 2％琼脂糖凝胶

电泳检测，在紫外凝胶成像系统上观察和记录。

1.2.4　SRAP-PCR 反应体系的建立与优化验证 　
选择 5 个 25 μL 的 PCR 扩增体系，采用模板 2、4
号样本 DNA（DNA 样品点样点为 2 μL），选用引

物组合（Me3/Em4、Me4/Em4）进行扩增，从中

筛选出 1 个较好的反应体系；在此体系的基础上，

针对影响 PCR 反应的 6 个因素，分别对 DNA 模

板用量、引物、dNTP 和 Mg2+ 摩尔体积浓度、Taq 
DNA 聚合酶和退火温度设置不同的梯度（表 1）
进行单因素试验，在 PCR 扩增仪上进行扩增，对

所产生的结果进行直观分析，以确定最佳反应体

系 [23]。并运用不同引物组合（Me18/Em7、Me18/

表 1　SRAP反应体系梯度设置

因素 水平

DNA 模板用量 /ng 5 10 20 30 40 50 60 70 80
引物 /（μmol · L-1） 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
dNTP/(mmol · L-1) 0.125 0.150 0.175 0.200 0.225 0.250 0.275 0.300 0.325
Mg2+/(mmol · L-1) 0 1.2 1.6 2.0 2.4 2.8 3.2 3.6

Taq DNA 聚合酶 /U 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00
退火温度 /℃ 50.0 50.5 51.2 52.1 53.5 54.7 55.6 56.9 58.1 59.1 59.7 60.0
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Em6 和 Me24/Em9）分别对刨花润楠 8 个不同家

系样品（选取了上述 10 个家系中的 8 个，分别是

广西贺州 4 个家系，广西兴安中的 2 个家系，广

西昭平 2 个家系）进行反应体系的验证。

2　结果与分析

2.1　刨花润楠叶片总DNA提取

由图 1 可以看出，刨花润楠总 DNA 的电泳图

谱清晰完整，片段大于 20 kb，无降解拖尾现象产

生，无明显 RNA 存在，点样孔附近无滞留物。经

估算，蛋白快速检测仪检测所提取 DNA 的 OD260/
OD280 值均为 1.73~1.92，质量体积浓度为 20~80 
ng/μL，符合 SRAP-PCR 模板要求。

2.2　刨花润楠 SRAP-PCR反应体系的优化

2.2.1　DNA 模板用量 　模板 DNA 用量直接影响

SRPA-PCR 扩增结果的条带。对刨花润楠总 DNA
进行 PCR 扩增，电泳检测扩增结果见图 2。结果

显示，DNA 模板量对反应的影响相对较大，但

DNA 用量在 10~80 ng 时均可扩增出条带 , 而以模

板用量为 60~80 ng 时最为稳定；模板用量低于 60 
ng 时，扩增条带较少。结合本试验的结果，确定

60 ng 为最佳 DNA 模板用量。

注：材料为 1.5 a 生幼苗幼嫩叶片。

图 1　刨花润楠 10株不同幼苗基因组总DNA提取电泳图

注：1~9 分别为模板 DNA 用量 5、10、20、30、40、50、
60、70、80 ng。

图�2　基因组DNA模板量对刨花润楠 SRAP-PCR反应的
影响

2.2.2　Taq DNA 聚合酶浓度 　Taq DNA 聚合酶的

活性和用量对 SRAP-PCR 反应影响较大。由图 3
可以看出，0.25~2.00 U 都可以得到扩增条带，聚

合酶用量过低时，PCR 反应无法完全进行，条带

较为模糊；1.25~1.50 U 时效果最好，扩增结果稳

定性好、多态性高；随着酶用量增大，易产生部

分非特异性产物且出现拖尾现象。据此，本试验

最终采用的 Taq 酶适宜用量为 1.25 U。

2.2.3　Mg2+ 浓度 　Mg2+ 摩尔体积浓度是影响 SRAP- 
PCR 反应的主要因素之一。本研究中对不同摩尔

体积浓度的 Mg2+ 进行 PCR 扩增，结果（图 4）表

明，Mg2+ 摩尔体积浓度对反应的影响较为明显，

当 Mg2+ 为 0 时无扩增条带出现；随着 Mg2+ 的增

加，扩增条带亮度明显增大；当增至 2.0 mmol/L 
时，条带清晰，此时效果最佳；当 Mg2+ 为 3.6 
mmol/L，产生的扩增条带模糊且特异性差。故选

择 2.0 mmol/L 为最佳。

注：1~8 分别为 Taq 酶 0.25、0.50、0.75、1.00、1.25、1.50、
1.75、2.00 U。

图�3　TaqDNA聚合酶量对刨花润楠 SRAP-PCR反应的
影响

注：1~8 分别为 Mg2+ 摩尔体积浓度 0、1.2、1.6、2.0、2.4、
2.8、3.2、3.6 mmol/L。

图�4　Mg2+ 摩尔体积对刨花润楠 SRAP-PCR反应的影响

2.2.4　dNTP 浓度 　dNTP 是 SRAP-PCR 扩增反应的

原料。由图 5 可知，当 dNTP 为 0.125~0.325 mmol/ L 
时， 都 能 扩 增 出 条 带 , dNTP 介 于 0.125~0.225 
mmol/L 之间时，扩增条带相对较少且较为模糊，

当 dNTP 为 0.225 mmol/L 时，此时扩增条带最多且

最为清晰；dNTP 大于 0.225 mmol/L，随着摩尔体
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积浓度增加，扩增条带逐渐减弱。据此，本试验最

终确定 dNTP 的摩尔体积浓度为 0.225 mmol/L。
2.2.5　引物浓度 　引物的浓度直接影响 PCR 扩增

效果。由图 6 可知，当引物低于 0.2 μmol/L，扩增

产物较少；当引物在 0.3~0.5 μmol/L 时，扩增产

物条带多且条带清晰稳定。之后，随着引物增加，

扩增条带清晰度降低。根据该试验结果，将适宜

的引物摩尔体积确定为 0.3 μmol/L。

注：1~9 分别为 dNTP 摩尔体积浓度 0.125、0.150、0.175、
0.200、0.225、0.250、0.275、0.300、0.325 mmol/L。

图�5　dNTP摩尔体积浓度对刨花润楠SRAP-PCR反应的
影响

注：1~9 分别为引物摩尔体积浓度 0.2、0.3、0.4、0.5、
0.6、0.7、0.8、0.9、1.0 μmol/L。

图�6　引物摩尔体积对刨花润楠 SRAP-PCR反应的影响

2.2.6　退火温度 　退火温度直接影响引物与模板

DNA 的特异性结合能力。由图 7 可知，本试验

中，当退火温度为 54.7~56.9 ℃时，扩增出的谱带

多且清晰明亮，故确定 PCR 反应体系中退火温度

为 56 ℃。在引物筛选时，针对不同引物退火温度

可做适当的调整。

2.2.7　SRAP-PCR 最佳反应体系的验证 　综合以

上各试验及所获结果，从扩增产物条带稳定性和

节约成本角度考虑，刨花润楠 SRAP-PCR 最佳反

应体系为：25 μL 的 SRAP-PCR 反应体系中，2.5 
μL 10×PCR buffer、模板 DNA 量 60 ng、Mg2+ 2.0  
mmol/L、dNTP 0.225 mmol/L、引物 0.3 μmol/L 和 
Taq DNA 聚 合 酶 1.25 U。 运 用 不 同 引 物 组 合

（Me18/Em7、Me18/Em6 和 Me24/Em9）分别对刨

花润楠 8 个家系样品进行验证（图 8），检验结果

表明引物能对绝大多数的个体扩增出清晰谱带，

说明优化的刨花润楠 SRAP-PCR 反应体系和扩增

程序是稳定可行的。

注：1~12 分别为退火温度 50.0、50.5、51.2、52.1、53.5、
54.7、55.6、56.9、58.1、59.1、59.7、60.0 ℃。

图�7　退火温度对刨花润楠 SRAP-PCR反应的影响

注：泳道 1~8 为 Me18/Em7 扩增产物条带，泳道 9~16 为
Me18/Em6 扩增产物条带，泳道 17~24 为 Me24/Em9
扩增产物条带。

图 8　应用 SRAP-PCR优化体系对刨花润楠不同样本进
行多态性检测

3　结论与讨论

本试验使用 omega 试剂盒，采用改良 CTAB
法提取刨花润楠的基因组 DNA，试验中发现，在

提取过程中，加入 24 : 1 的氯仿 : 异戊醇混合液充

分振荡混匀后，在 18~20 ℃环境中离心，可有效

提高 DNA 得率及质量。

对于不同的林木材料，扩增体系所用的 DNA
模板量、Taq 聚合酶、Mg2+、dNTP、引物摩尔体

积浓度差异均很大，本试验所得到的 SRAP-PCR
扩增体系与麻疯树（Jatropha carcas）[24]、石斛

（Dendrobium nobile）[25]、杨树（Populus sp.）[26]、

油茶（Camellia oleifera）[27] 等的扩增体系及循环

条件都有所不同，这可能与不同材料的基因组和

材料本身的特殊性以及对试验结果条带的判断具

有主观性等有关，因而需要对 PCR 体系进行不断

优化。PCR 循环条件中的退火温度对反应影响较

大，该反应中退火温度相比其他已报道麻疯树、

石斛、油茶、杨树等植物偏高，筛选出的适宜退

火温度（56 ℃）与理论退火温度（50 ℃）[28] 存

在较大差异。但同时退火温度过高或过低都不能
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得到良好的扩增产物；扩增体系中 DNA 模板量和

Mg2+ 浓度对反应的影响相对较大，微量变化就有

可能导致 SRAP-PCR 的结果发生较大变化，合理

调整 DNA 模板和 Mg2+ 摩尔体积浓度对反应的扩

增很重要。

利用本试验优化所得的 SRAP-PCR 反应体系，

对刨花润楠 23 个种源进行 SRAP 扩增，扩增结果

表明在不同种源的刨花润楠中均能获得清晰稳定

的条带，不同种源间表现出明显的多态性 [29]。由

此可见，该反应体系可用于刨花润楠的遗传多样

性分析。
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