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摘　要：以澳洲坚果ＤＮＡ为模板，通过单因素设计方法对影响ＳＳＲＰＣＲ反应体系的５个主要因素进行了优化。

结果表明，澳洲坚果ＳＳＲＰＣＲ反应体系的最适条件为：２０μＬ的反应体系中，包含３０ｍｇ·Ｌ
－１模板ＤＮＡ，１．０

Ｕ犜犪狇聚合酶，２．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ Ｍｇ

２＋，０．６μｍｏｌ·Ｌ
－１引物和０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ。采用该反应体系对不同引

物和１５份澳洲坚果种质进行验证，扩增条带的可靠性和稳定性良好，且分辨率较高。因此，该ＳＳＲＰＣＲ反应

体系可用于澳洲坚果种质源鉴定及遗传多样性分析研究。
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　　 澳 洲 坚 果 犕犪犮犪犱犪犿犻犪ｓｐｐ．是 山 龙 眼 科

Ｐｒｏｔｅａｃｅａｅ澳洲坚果属 犕犪犮犪犱犪犿犻犪常绿乔木，原

产于澳大利亚昆士兰与新南威尔的亚热带雨林，是

中国南方发展起来的新兴果树，在云南、广西、广

东、贵州、福建等地均有种植。澳洲坚果营养价值

和经济价值高，风味独特，享有 “干果皇后”的美

誉。目前，有关澳洲坚果种质资源的研究主要集中

在形态学特征描述和遗传多样性分析［１］，在分子水

平上通过同工酶技术［２，３］和分子标记技术，如

ＲＡＰＤ
［４］、ＡＦＬＰ

［５］、ＩＳＳＲ
［６］和ＳＣｏＴ

［７］等初步对

澳洲坚果进行种质鉴定和遗传多样性研究，但对其

种质资源的遗传背景缺乏深入研究。

ＳＳＲ （ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ）即简单序列重

复，又称微卫星 ＤＮＡ （ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡ），是
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由少数几个核苷酸 （一般为１～６个）为单位多次

串联重复的 ＤＮＡ 序列，具有操作简便、多态性

强、遗传信息量大、共显性遗传等特点。目前，

ＳＳＲ标记技术在芒果
［８］、桃［９］、板栗［１０］等果树种

质资源的遗传多样性分析及种质鉴定等方面具有广

泛的应用。但是，基于转录组开发的澳洲坚果

ＳＳＲ标记在其种质资源的遗传多样性研究中国内

还未见报道。基于前期的研究基础［７，１１－１２］，本研究

利用单因素试验设计方法，对影响澳洲坚果ＳＳＲ

ＰＣＲ反应体系的主要因素进行优化，建立最适澳

洲坚果ＳＳＲＰＣＲ的反应体系，为ＳＳＲ标记在澳洲

坚果种质资源鉴定、遗传多样性分析和指纹图谱构

建等方面提供技术支持。

１　材料和方法

１１　试验材料

供试材料澳洲坚果 犕犪犮犪犱犪犿犻犪ｓｐｐ．种质均

取自广西亚热带作物研究所澳洲坚果种质资源圃，

１５ 份 供 试 材 料 包 括 光 壳 种 犕犪犮犪犱犪犿犻犪

犻狀狋犲犵狉犻犳狅犾犻犪、粗壳种 犕犪犮犪犱犪犿犻犪狋犲狋狉犪狆犺狔犾犾犪 及

两者的杂交种 （表１）。其中Ａ１６品种用于反应体

系优化，其余材料用于优化后反应体系的稳定性和

可靠性检测。所有供试材料均从健康植株采集的幼

叶，液氮速冻后于－７０℃保存备用。

表１　供试澳洲坚果种质的编号、名称、类型及原产地

犜犪犫犾犲１　犆狅犱犲狊，狀犪犿犲狊，狋狔狆犲狊犪狀犱狅狉犻犵犻狀狊狅犳狋犲狊狋犲犱犿犪犮犪犱犪犿犻犪犵犲狉犿狆犾犪狊犿狊

编号 　　种质名称 　　种质类型 　　原产地

１ ＨＶＡ４（Ａ４） 杂交种 Ｈｙｂｒｉｄ 澳大利亚昆士兰州

２ ＨＶＡ１６（Ａ１６） 杂交种 Ｈｙｂｒｉｄ 澳大利亚昆士兰州

３ Ｒｅｎｏｗｎ（Ｄ４） 杂交种 Ｈｙｂｒｉｄ 澳大利亚昆士兰州

４ ＨＹ 杂交种 Ｈｙｂｒｉｄ 澳大利亚昆士兰州

５ Ｈｉｎｄｅ（Ｈ２） 光壳种（犕犪犮犪犱犪犿犻犪犻狀狋犲犵狉犻犳狅犾犻犪） 澳大利亚昆士兰州

６ ＯｗｎＣｈｏｉｃｅ（Ｏ．Ｃ．） 光壳种（犕犪犮犪犱犪犿犻犪犻狀狋犲犵狉犻犳狅犾犻犪） 澳大利亚昆士兰州

７ Ｔ２ 粗壳种（犕犪犮犪犱犪犿犻犪狋犲狋狉犪狆犺狔犾犾犪） 澳大利亚昆士兰州

８ ＤＮＤ 光壳种（犕犪犮犪犱犪犿犻犪犻狀狋犲犵狉犻犳狅犾犻犪） 澳大利亚昆士兰州

９ Ｄ．Ｂｏｗｎ 光壳种（犕犪犮犪犱犪犿犻犪犻狀狋犲犵狉犻犳狅犾犻犪） 澳大利亚昆士兰州

１０ ＮＧ１８ 光壳种（犕犪犮犪犱犪犿犻犪犻狀狋犲犵狉犻犳狅犾犻犪） 不详

１１ Ｒｏｎｉｋ 光壳种（犕犪犮犪犱犪犿犻犪犻狀狋犲犵狉犻犳狅犾犻犪） 澳大利亚昆士兰州

１２ ＨＡＥＳ１０９ 光壳种（犕犪犮犪犱犪犿犻犪犻狀狋犲犵狉犻犳狅犾犻犪） 美国夏威夷

１３ ＨＡＥＳ１１４ 光壳种（犕犪犮犪犱犪犿犻犪犻狀狋犲犵狉犻犳狅犾犻犪） 美国夏威夷

１４ ＨＡＥＳ２４６（Ｋｅａｕｈｏｕ） 光壳种（犕犪犮犪犱犪犿犻犪犻狀狋犲犵狉犻犳狅犾犻犪） 美国夏威夷

１５ ＨＡＥＳ２９４（Ｐｕｒｖｉｓ） 光壳种（犕犪犮犪犱犪犿犻犪犻狀狋犲犵狉犻犳狅犾犻犪） 美国夏威夷

１２　ＤＮＡ提取与检测

参照蔡元保等［７］的方法提取澳洲坚果基因组

ＤＮＡ，用含有核酸染料的１．０％琼脂糖凝胶电泳检

测其质量和浓度。用Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｅ型核酸蛋白仪

检测其纯度，稀释至５０ｍｇ·Ｌ
－１，置于－２０℃保

存备用。

１３　ＳＳＲＰＣＲ反应体系的单因素优化设计

ＳＳＲ基本反应体系组成为：３０ｍｇ·Ｌ
－１模板

ＤＮＡ，１．０Ｕ犜犪狇聚合酶，２．０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ Ｍｇ

２＋，０．６

μｍｏｌ·Ｌ
－１引物，０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ和２μＬ１０×

ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，最后用无菌超纯水补足至２０μＬ。

选取澳洲坚果Ａ１６品种为ＤＮＡ模板，（１）以

引物 ＭＳ７８ （正向引物：５′ＡＴＴＧＡＧＴＧＣＡＧＣ

ＣＣＡＧＡＣＴＴ３′；反向引物：５′ＧＴＡＧＣＣＡＧＴ

ＣＣＣＧＴＴＴＡＧＣＡ３′）；（２）引物 ＭＳ１８３ （正向

引物：５′ＡＡＧＧＧＡＧＣＴＣＣＡＡＣＴＴＣＡＣＡ３′；

反向引物：５′ＣＡＣ ＣＣＣ ＴＧＣ ＡＣＴ ＴＣＣ ＴＡＣ

ＡＴ３′）分别对影响反应的５个主要因素 （模板

ＤＮＡ、犜犪狇聚合酶、Ｍｇ
２＋、引物、ｄＮＴＰｓ）进行

单因素优化分析，每个因素分别设置５个浓度梯

度。以ＳＳＲ基本反应体系组成为基础，在保持其

他因素一致不变的条件下，变化单一因素的浓度，

筛选出最适浓度。其中，模板ＤＮＡ浓度依次为：

１０、２０、３０、４０、５０ｍｇ·Ｌ
－１；犜犪狇聚合酶浓度

依次为：０．２５、０．５、１．０、１．５、２．０Ｕ；Ｍｇ
２＋浓

度依 次 为：１．０、１．５、２．０、２．５、３．０ ｍｍｏｌ·
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Ｌ－１；引 物 浓 度 依 次 为：０．２、０．４、０．６、０．８、

１．０μｍｏｌ·Ｌ
－１；ｄＮＴＰｓ浓度依次为：０．１、０．２、

０．３、０．４、０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１。

１４　ＰＣＲ扩增与检测

ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

１ｍｉｎ，５２℃复性４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３５个循环，

最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ产物在含有

核酸染料的１．８％琼脂糖凝胶中电泳分离，电泳缓

冲液为０．５×ＴＢＥ。电泳结束后，于凝胶成像系统

上检测并拍照。

１５　ＳＳＲＰＣＲ最优反应体系验证

根据以上试验结果确定的ＳＳＲＰＣＲ最佳反应

体系，选用引物 ＭＳ７８和引物 ＭＳ１８３分别对１５份

供试材料进行ＰＣＲ扩增，检验该反应体系的稳定

性和可靠性。

２　结果与分析

２１　澳洲坚果基因组ＤＮＡ的浓度及质量检测

琼脂糖凝胶电泳检测结果显示 （图１），１５份

澳洲坚果供试材料的基因组ＤＮＡ条带清晰，无拖

尾现象，浓度较高。核酸蛋白仪检测ＤＮＡ质量结

果表明，在２６０、２８０ｎｍ波长下的ＯＤ值，所有供

试材料基因组 ＤＮＡ 的 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值在１．８～

２．０，纯度较高，可以直接用于ＰＣＲ扩增。

图１　１５份澳洲坚果基因组ＤＮＡ的电泳检测

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犵犲狀狅犿犻犮犇犖犃狅狀１５狊犪犿狆犾犲狊

注：Ｍ为ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，ＤＬ２０００；１～１５材料编号同表１。

２２　ＳＳＲＰＣＲ反应体系的单因素优化试验

２２１　模板ＤＮＡ浓度对ＳＳＲＰＣＲ的影响　 模

板ＤＮＡ浓度对ＳＳＲＰＣＲ影响的结果显示 （图２

Ａ和图２Ｂ中泳道１～５），当浓度为１０ｍｇ·Ｌ
－１

时，扩增的条带很少；当浓度为２０ｍｇ·Ｌ
－１时，

条带有所增加；当浓度增加至３０ｍｇ·Ｌ
－１时，扩

增的条带数更多，颜色更深；而浓度为４０、５０

ｍｇ·Ｌ
－１时，扩增的条带颜色虽然加深，但扩增的

条带数与浓度为３０ｍｇ·Ｌ
－１时一样多。因此，选

择３０ｍｇ·Ｌ
－１作为模板ＤＮＡ的最适宜浓度。

图２　模板ＤＮＡ、犜犪狇聚合酶、Ｍｇ
２＋、引物 （Ａ：ＭＳ７８；Ｂ：ＭＳ１８３）和ｄＮＴＰｓ浓度对ＳＳＲＰＣＲ反应的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳５犿犪犼狅狉犳犪犮狋狅狉狊犻狀犛犛犚犘犆犚狉犲犪犮狋犻狅狀狊狔狊狋犲犿（犃：狆狉犻犿犲狉犕犛７８；犅：狆狉犻犿犲狉犕犛１８３）

注：Ｍ为ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，ＤＬ２０００；１～５为１０、２０、３０、４０、５０ｍｇ·Ｌ－１模板ＤＮＡ；６～１０为０．２５、０．５、１．０、１．５、２．０Ｕ

犜犪狇聚合酶；１１～１５为１．０、１．５、２．０、２．５、３．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｍｇ２＋；１６～２０为０．２、０．４、０．６、０．８、１．０μｍｏｌ·Ｌ
－１引

物；２１～２５为０．１、０．２、０．３、０．４、０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ。

２２２　犜犪狇 聚合酶浓度对 ＳＳＲＰＣＲ 的影响　

犜犪狇聚合酶浓度对ＳＳＲＰＣＲ影响的结果显示 （图

２Ａ和图２Ｂ中泳道６～１０），当浓度为０．２５Ｕ时，

没有扩增出条带或者条带很少；当浓度为０．５Ｕ
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时，扩增的条带有所增加；当浓度为１．０Ｕ 时，

扩增的条带数达到最多；而当浓度再升高至１．５、

２．０Ｕ时，扩增出的条带数不再增加，颜色虽然不

断加深，但浓度越高，拖尾现象越严重。因此，选

择１．０Ｕ作为犜犪狇聚合酶的最适浓度。

２２３　Ｍｇ
２＋浓度对ＳＳＲＰＣＲ的影响　 Ｍｇ

２＋浓

度对ＳＳＲＰＣＲ影响的结果显示 （图２Ａ和图２Ｂ

中泳道１１～１５），当浓度为１．０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１时，都

没有扩增出条带；当浓度为１．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，扩

增的条带数少，且带型模糊，颜色较浅；当浓度为

２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，扩增的条带数均有增加；当浓

度为２．５、３．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，扩增的条带数最多，

但浓度越高，越有拖尾现象。因此，选择 ２．５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１作为反应体系的最适 Ｍｇ
２＋浓度。

２２４　引物浓度对ＳＳＲＰＣＲ的影响　 引物浓度

对ＳＳＲＰＣＲ影响的结果显示 （图２Ａ和图２Ｂ中

泳道１６～２０），当浓度为０．２μｍｏｌ·Ｌ
－１时，扩增

出条带数很少；当浓度为０．４μｍｏｌ·Ｌ
－１时，扩增

的条带数不断增加；当浓度为 ０．６、０．８、１．０

μｍｏｌ·Ｌ
－１时，扩增出的条带数基本不再增减，条

带也 清 晰 可 见。从 经 济 角 度 考 虑，选 择 ０．６

μｍｏｌ·Ｌ
－１作为引物的最适浓度。

２２５　ｄＮＴＰｓ浓度对ＳＳＲＰＣＲ的影响　ｄＮＴＰｓ

浓度对ＳＳＲＰＣＲ影响的结果显示（图２Ａ和图２Ｂ

中泳道２１～２５），当浓度为０．１、０．２ｍｍｏｌ·Ｌ
－１时，

扩增的条带数随着ｄＮＴＰｓ浓度的增加而增加；当

浓度为０．３、０．４、０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，扩增的条带

数增加基本不变。因此，选择０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１作为

ｄＮＴＰｓ的最适浓度。

２３　澳洲坚果ＳＳＲＰＣＲ最优反应体系验证

综合以上结果可见，在总体积２０μＬ的澳洲坚

果ＳＳＲＰＣＲ反应体系中，包含３０ｍｇ·Ｌ
－１模板

ＤＮＡ，１．０Ｕ犜犪狇聚合酶，２．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１Ｍｇ

２＋，

０．６μｍｏｌ·Ｌ
－１引物和０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ。选

用引物 ＭＳ７８和 ＭＳ１８３分别对供试的１５个澳洲坚

果种质进行ＰＣＲ扩增。结果表明 （图３），１５个澳

洲坚果种质均可以扩增出清晰、重复性好、多态性

高的条带，说明该反应体系具有较好的稳定性和重

复性及较高的分辨率，适用于澳洲坚果ＳＳＲＰＣＲ

分析。

图３　引物 ＭＳ７８ （Ａ）和引物 ＭＳ１８３ （Ｂ）对１５份澳洲坚果种质的ＳＳＲＰＣＲ扩增

犉犻犵．３　犛犛犚犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狊狅犳１５犿犪犮犪犱犪犿犻犪犵犲狉犿狆犾犪狊犿狊狌狊犻狀犵狆狉犻犿犲狉犕犛７８（犃）犪狀犱狆狉犻犿犲狉犕犛１８３（犅）

注：Ｍ为ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，ＤＬ２０００；１～１５材料编号同表１。

３　讨论与结论

ＳＳＲ标记具有重复性和稳定性强以及共显性

等优点，已在多种植物中广泛应用［１３］，但仅从

ＳＳＲＰＣＲ体系优化方面来看，不同的材料ＰＣＲ反

应体系差别较大。ＳＳＲ标记是基于ＰＣＲ扩增基础

之上的，而ＰＣＲ扩增反应涉及诸多因素，如反应

条件 （模板 ＤＮＡ、犜犪狇聚合酶、Ｍｇ
２＋、引物和

ｄＮＴＰｓ浓度等５个主要影响因素）、扩增程序等，

且每个因素对扩增效率都会产生影响。因此，有必

要对澳洲坚果ＳＳＲＰＣＲ反应体系进行优化。

本研究通过单因素试验对影响澳洲坚果ＳＳＲ

ＰＣＲ反应体系的５个主要因素进行了优化，建立了

澳洲坚果最适的ＳＳＲＰＣＲ反应体系：２０μＬ的反应

体系中，包含３０ｍｇ·Ｌ
－１模板ＤＮＡ，１．０Ｕ犜犪狇聚

合酶，２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｍｇ
２＋，０．６μｍｏｌ·Ｌ

－１引物和

０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ。试验结果表明，不同浓度

的５个因素，扩增结果在条带的明亮度、清晰度和

数量上均有差别，其中受 Ｍｇ
２＋的影响比较明显。

随着 Ｍｇ
２＋浓度的增加，扩增结果的条带数和清晰

度有所增加，但是随着浓度的进一步增加，虽然条

带数也在增加，可是拖尾现象越严重。而其他因素

在浓度较低时，扩增不出条带或者扩增的条带数较

少；当浓度达到一定范围，扩增的条带数基本不

变，仅是扩增条带颜色深浅的变化。在冬瓜［１４］和

红椿［１５］等植物的ＳＳＲＰＣＲ 反应体系研究表明，
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Ｍｇ
２＋浓度是影响ＳＳＲＰＣＲ反应体系最大的因素，

与本研究结论相同。但是，在油菜［１６］和蚕豆［１７］等

植物的 ＳＳＲＰＣＲ 反应体系研究表明，Ｍｇ
２＋ 和

ｄＮＴＰｓ浓度对ＳＳＲＰＣＲ反应体系的影响不大，这

可能是由于不同模板ＤＮＡ造成的结果。

本研究利用优化好的反应体系，在不同引物和

不同澳洲坚果材料中进行验证，均能扩增出清晰、

重复性好、多态性高的谱带，表明经过优化确立的

ＳＳＲＰＣＲ反应体系稳定可靠，可适用于澳洲坚果

ＳＳＲ分析，也可为后续基于ＰＣＲ扩增反应的澳洲

坚果相关试验提供一定理论和技术基础。
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化 ［Ｊ］．山地农业生物学报，２０１５，３４ （６）：３０－３６．

［１７］沙伟超，侯万伟，刘玉皎，等．蚕豆ＳＳＲＰＣＲ体系建立及优

化 ［Ｊ］．青海大学学报，２０１７，３５ （２）：１３－１８，２７．
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