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摘要
!

利用单因素试验和正交设计试验相结合的方法! 优选七叶一枝花
6&$-3 7"'57*5''&

稳定的简单重复序列间扩增
#

聚合酶链式反应%

5667#897

&反应体系' 最终建立了稳定性高! 重现性好! 检测多态性能力强的
5667#897

最佳反应

体系! 即
23-, !:

反应体系中各因素的浓度分别为$
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模板
?;@ ", 1F

! 引物
56672

最适退火温度为
32 &

' 研究结果为后续的七叶

一枝花种质资源鉴定和遗传多样性研究奠定了技术基础' 图
%

表
2

参
22

关键词
!
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IJBKC*)1 0L0CJ=

七叶一枝花
:&$-3 7"'57*5''&

是百合科
:*>*BKJBJ

重楼属
:&$-3

多年生草本植物" 为中国特有的名贵药

材重楼的基源植物之一" 以根茎入药" 具有清热解毒* 消肿止痛* 凉肝定惊等功效" 民间多用于治疗无

名肿毒和毒蛇咬伤" 以及流行性腮腺炎* 扁桃体炎* 乳腺炎* 咽喉肿痛* 跌打伤痛* 惊风抽搐等症 '

!

(

+

现代药理研究表明" 重楼还具有抗癌止血* 祛痰抑菌* 止咳平喘* 镇静镇痛* 抗早孕杀灭精子和抗细胞

毒等功效" 是中国云南白药* 宫血宁* 百宝丹* 热毒清* 季德盛蛇药* 抗病毒颗粒* 总皂苷片等许多著

名中成药的主要原料" 具有广阔的开发应用前景 '

2$&

(

+ 据,浙江植物志-和,浙江省药用资源名录-记载"

七叶一枝花作为浙江的珍贵野生药材资源" 在浙江各地均有分布 '

"$3

(

+ 但长期以来" 掠夺式的过度采挖

以及生态环境的恶化" 严重危及七叶一枝花的自然生长与繁衍" 其野生种群的自我更新能力也受到极大

破坏+ 目前浙江多处七叶一枝花资源已非常稀少" 难以寻见" 濒于灭绝的境地 '

#$!,

(

+ 因此" 七叶一枝花

收稿日期.

2,!"#,!#!$

) 修回日期.

2,!"#,&#2"

基金项目. 浙江省公益性技术应用研究项目!

2,!2922,4%
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作者简介. 田风光" 从事重楼的资源调查及评价研究+

Q#=B*>+ %!2"#""2%`[[-K)=

+ 通信作者. 段承俐" 副教

授" 从事药用植物资源评价与利用研究+

Q#=B*>+ KSJ1F>*(OB1`S)C=B*>-K)=
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的研究工作逐步为人们重视! 主要包括基于
&'( )*+,

和
!-( )*+,

基因间隔序列"

./(

序列#亲缘关

系$ 药理活性$ 化学成分分析$ 快繁及人工栽培技术等研究%

&&!&$
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.123)"456783 439:31;3 )373<2

! 简

单重复序列间扩增(是由
=532>53?5;@

等%

&A

&于
&BB$

年创建的一种基于聚合酶链式反应)

CD0

(的新型分子标

记! 它以能快速高效灵敏地检测出基因组
*+,

的多态性! 并具有良好的重复性! 操作简便$ 成本低$

*+,

用量小$ 安全性较高等特点! 而被广泛应用于品种鉴定$ 遗传关系及遗传多样性$ 基因标记$ 植

物基因作图$ 指纹图谱的建立等多方面的研究 %

&'

&

* 近年来!

.((0

技术迅速在药用植物的种源鉴定+ 种

质遗传多样性分析$ 亲缘关系分析$ 药用植物辅助育种等研究中得到应用! 取得了较好的效果! 也越来

越受到研究者的重视 %

&E!&-

&

*

.((0

是基于
CD0

反应的一种分子标记! 影响反应的因素较多! 不同物种所

需的各种技术参数也存在一定差异* 为了在七叶一枝花研究中获得稳定可靠$ 重复性好的分析结果! 本

研究利用单因素试验初筛和正交设计实验筛选结合的方法! 对影响
CD0

反应的
F+/C4

!

!"#*+,

聚合

酶! 引物! 模板
*+,

和镁离子)

GH

!I

#浓度及引物退火温度等技术参数进行优化筛选! 以建立适合七叶

一枝花
.((0"CD0

的最佳反应体系和反应条件! 为后续的种源鉴定及遗传多样性评价奠定基础*

&

材料

试验材料为采于浙江省临安市东天目山海拔
-'E 6

野生七叶一枝花新鲜叶片! 洗净! 保存于
!-% #

超低温冰箱中* 试验所用
.((0

引物由生工生物工程)上海#有限公司合成!

CD0

反应试剂三磷酸碱基脱

氧核苷酸)

F+/C4

#和
!"# *+,

聚合酶均购自宝生物工程)大连#有限公司! 利用
J7731FK)L ,M CD0

仪进

行反应扩增*

!

方法

!"#

基因组
$%&

提取与测定

采用改良的
$$

十六烷基三甲基溴化铵)

D/,NO

法%

&B

&提取七叶一枝花的总
*+,

! 然后用
&%P" H

,

>H

!&的

琼脂糖凝胶电泳检测其质量! 用
+*"&"""

分光光度计对
*+,

的浓度进行测定* 根据测定结果! 用灭菌

去离子水将
*+,

浓度稀释至
&"" 6H

,

Q

!&

! 并保存至
!!" #

以备用*

!"! '(()"*+)

反应体系的优化

采用上海生工合成的
.((0

引物! 通过筛选! 选择引物
.((0!

)

A%"M,D,M,D,M,D,M,D,"R%

#用于七

叶一枝花反应系统的优化*

!P!P&

单因素试验设计 采用单因素设计方法! 参考北重楼
$"%&' ()%*+&,,"*"

! 黑籽重楼
$"%&' *-&.)*&+"

等%

!"!!!

&

.((0"CD0

反应条件! 对七叶一枝花
.((0

反应体系中的
!"#*+,

聚合酶! 模板
*+,

!

F+/C4

! 引

物!

GH

!I

! 退火温度等
'

种主要因子设置不同浓度水平进行分析)

!AP" !Q

反应体系中各成分优化设计方

案见表
&

#*

表
#

七叶一枝花
'(()"*+)

反应的单因素优化设计

/<S83 & (51H83 L<;2K)4 F345H1 KL .((0"CD0 LK) $"%&" /0,1/-1,,"

!"#

酶
T

)

$#'P'E 1><2

#

*+,

模板
T1H F+/C4T

)

66K8

,

Q

!#

# 引物
T

)

!6K8

,

Q

!#

#

GH

!I

T

)

66K8

,

Q

!#

# 退火温度
T#

%P!A #% %P%A %P! #P% $'

%PA% !% %P#% %PR #PA $-

%PEA R% %P#A %P$ !P% A%

#P%% $% %P!% %PA !PA A!

#P!A A% %P!A %P' RP% A$

#PA% '% %PR% %PE RPA A'

!P!P!

正交设计试验优化 在单因素试验的基础上! 采用正交设计方法! 选择各因素之间的优化组合*

!,- *+)

扩增与扩增产物的检测

CD0

扩增程序为-

BA #

预变性
A 651

.

B$ #

变性
$% 4

.

A! #

退火
$A 4

.

E! #

延伸
B% 4

.

$%

次循环.

E! #

延伸
E 651

.

$ #

保存*

CD0

反应产物检测采用
#A H

,

>H

!#的
/)54"

乙酸"

/,J

(琼脂糖凝胶! 使用杭州

B-$



第
!"

卷第
#

期

纽龙生物科技有限公司生产
$%& '()*+) ,, -./0

! 用
123 !4

"

5

!" 溴化乙锭#

67

$染色! 以
""8)90#

乙酸

#

8&6

$为电泳缓冲液在
"31 :

电压下电泳
;1<;3 =9>

! 于
&.?@(.=(4+) A-

凝胶成像系统进行拍照分析%

!

结果分析

!"#

七叶一枝花总
$%&

的提取

用改良
B8&7

法所提的七叶一枝花
$%&

的吸光度
!

&

;#1C;D1

$值为
"2D<;21

! 表明
$%&

纯度较好! 电

泳检测发现条带完整! 无
E%&

污染! 说明该法适合七叶一枝花
$%&

的提取! 所提
$%&

质量较好! 适

用于
,FFE#-BE

扩增%

!"'

七叶一枝花
())*#+,*

反应体系的单因素试验优化

!2;2"

三磷酸碱基脱氧核苷酸!

G%8-0

"浓度对
,FFE#-BE

的影响
G%8-0

是
-BE

反应的原料 ! 不同

G%8-0

浓度对七叶一枝花
-BE

扩增结果会产生影响&图
"

$% 由图
"

可看出' 当
G%8-0

浓度为
1213<12"1

==H.

(

5

!"时扩增出的条带较为模糊! 这主要是因
G%8-0

浓度过低引发
-BE

产物合成率下降所致) 随着

G%8-0

浓度的增加! 扩增条带逐渐明亮清晰!

G%8-0

浓度在
12;1<12;3 ==H.

*

5

!"时效果最佳) 当
G%8-0

浓度增加到
12! ==H.

*

5

!"时! 条带趋于消失+ 过高不但造成浪费! 而且会降低
'4

;I的有效浓度和产生错

误掺入从而会产生非特异性扩增%

!J;K; "#$ $%&

聚合酶浓度对
,FFE#-BE

反应的影响 不同浓度的
"#$$%&

聚合酶对
-BE

扩增效果产生

了明显影响&图
;

$!

"#$

酶在
12;3 " "#2#L >*(M

&

12;3 N

$和
1K31 " "#K#L >*(M

&

1K3 N

$时虽有扩增! 但条带

非常微弱! 难以辨识! 说明酶量过少影响了扩增效率) 当其浓度在
1KL3""#K#L >*(M

&

1KL3 N

$和
"K1""#K#L

>*(M

&

"K1 N

$时扩增效果较好! 条带清晰可辨) 而当酶浓度在
"K;3""#K#L >*(M

&

"K;3 N

$以上时! 条带亮度

和清晰度下降! 且有错误扩增出现%

图
"

不同
G%8-0

浓度
,FFE#-BE

反应扩增结

果

O94/)+ " &=?.9P9Q(M9H> )+0/.M HP G9PP+)+>M QH>Q+>M)(M9H>0 HP

G%8-0 H> ,FFE#-BE

图
;

不同
"#$$%&

聚合酶浓度
,FFE#-BE

扩

增结果

O94/)+ ; E+0/.M (=?.9P9Q(M9H> HP G9PP+)+>M QH>Q+>M)(M9H>0 HP

"#$ $%& ?H.R=+)(0+ H> ,FFE#-BE

!K;K!

引物浓度对
,FFE#-BE

反应的影响 不同引物浓度对七叶一枝花
-BE

扩增的结果如图
!

所示% 由

图
!

可以看出' 引物浓度对
,FFE#-BE

有很大影响! 引物浓度过低时仅能扩增出
!

条大片段的条带! 随

着引物浓度的增加! 小于
" 111 S?

的条带逐渐显现! 在浓度为
1K# !=H.

"

5

!"左右时! 条带清晰可辨! 扩

增效果最好% 而浓度为
1KL !=H.

"

5

!"时! 扩增条带重又变得模糊不清! 引物浓度过高还会增加引物之间

形成二聚体的概率%

!K;KT

模板
$%&

用量对
,FFE#-BE

反应的影响 在
;3K1 !5

的
,FFE#-BE

反应体系中! 七叶一枝花模板

$%&

在
"1

!

;1

!

!1

!

T1

!

31

!

#1 >4

时的扩增结果见图
T

% 模板
$%&

在
"1<#1 >4

范围内均能扩增出数

量相同但清晰度不同的条带! 说明模板用量对
-BE

扩增的条带数影响相对较小! 但用量过低或过高都

会影响条带的清晰度! 模板用量过高! 还会出现条带拖尾现! 模板用量为
T1<#1 >4

较好% 本研究用量

在
T1 >4

时扩增出的条带最为清晰可辨%

!K;K3 '4

;U浓度对
,FFE#-BE

反应的影响 不同镁离子&

'4

;I

$浓度对七叶一枝花
-BE

扩增的结果如图
3

田风光等' 七叶一枝花
,FFE#-BE

反应体系的建立
VD3
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图
&

不同引物浓度
'(()!*+)

反应扩增结果

,-./01 & 2345-6-789-:; 01</59 :6 =-66101;9 7:;71;9089-:;< :6

40-31 :; '(()!*+)

图
$

不同模板
>?2

浓度
'(()!*+)

扩增结果

,-./01 $ 2345-6-789-:; 01</59 :6 =-66101;9 7:;71;9089-:;< :6

>?2 91345891 :; '(()!*+)

所示!

@.

!A浓度对
*+)

扩增效果影响很大" 浓度过高可降低
*+)

扩增的特异性" 出现非特异性扩增#

浓度过低会降低
!"#>?2

聚合酶的活性" 使
*+)

扩增产物量减少且条带亮度较弱! 试验发现当
@.

!A浓

度在
!B% 33:5

$

C

"#时扩增效果最好%

&D!DE

引物
'(()!

最佳退火温度的选择 引物的一个重要参数是熔解温度&

!

3

'" 手工计算
!

3

值方法为
F!

3

G

!#

&

$A!

'十
$#

&

%A&

'

$

" 退火温度一般设定比引物的
!

3

低
H$

% 本次试验设置了
$E

"

$I

"

H%

"

H!

"

H$

"

HE $

等
%

个不同温度梯度" 对引物
'(()!

的退火温度进行优化" 其
*+)

电泳结果见图
E

% 由图
E

可以看出(

退火温度对七叶一枝花
'(()!*+)

反应影响较大" 当退火温度在
$EJ$I $

时" 小片段扩增数量大大降

低" 并且扩增出的片段模糊不清" 当退火温度在
H!JHE $

时大片段扩增条带数大大降低" 由此可以看出

退火温度过低或过高都对
*+)

扩增不利" 并会引起错配现象的发生% 当退火温度在
H! $

时扩增出的条

带较清晰" 且多态性好% 因此" 通过直观的分析方法确定引物
'(()!

的最适退火温度为
H! $

%

图
H

不同
@.

!A浓度
'(()!*+)

反应扩增结果

,-./01 H 2345-6-789-:; 01</59 :6 =-66101;9 7:;71;9089-:;< :6

@.

!A

:; '(()!*+)

图
E

不同退火温度
'(()!*+)

反应扩增结果

,-./01 E 2345-6-789-:; 01</59 :6 =-66101;9 8;;185-;.

91341089/01 :; '(()!*+)

!"!

七叶一枝花
#$$%!&'%

反应体系的正交优化

考虑到各因素之间的交互作用" 在单因素试验的基础上筛选出
!"#

酶"

=?K*<

" 引物和镁离子

&

@.

!A

'

$

个因素较好的
&

个水平再进一步进行正交试验% 表
!

显示的是采用正交设计的
L

个处理组合%

图
M

为七叶一枝花
'(()!*+)

正交试验扩增结果% 由图
M

可以看出"

L

个处理组合均能扩增出条带"

但条带之间的效果存在一定差异%

对
L

个组合进行
&

次重复试验" 根据电泳条带数量) 清晰度和背景深度
&

个指标" 对正交试验的
L

个组合满分
#%

分制进行打分 "

L

个组合
&

次重复的分数依次为
MD%

"

ID%

"

MD%

#

ID%

"

LD%

"

ID%N

LD"

"

LD"

"

LD"

#

MD"

"

ID"

"

ID"

#

ED"

"

MD"

"

MD"

#

ID"

"

IDH

"

ID"

#

MD"

"

MD"

"

MD"

#

ID"

"

ID"

"

ID"

和

MD"

"

ID"

"

ID"

% 将其进行极差分析见表
!

% 极差
'

值分析可知"

$

个因素对反应体系影响从大到小的顺

序依次为
@.

!O

"

=?K*<

"

!"# >?2

聚合酶和引物# 综合平均分值可以看出
!

号组合综合得分最高" 条带

LIE
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数较多且清晰明亮! 是较为理想的组合" 从扩增的效果及成本投入综合考虑! 确定
$

号组合为最佳选

择# 即
%&&'!()' *+,- !.

反应体系中!

/01(2 -,* 3345

$

.

"6

!

!"#708

聚合酶
-,9+#6#,#9 :;<=

%

-,9+ >

&!

引物
-,# !345

'

.

"6

!

?@

$A

*,- 3345

'

.

"6

! 模板
B- :@

"

表
!

七叶一枝花
"##$!%&$

反应体系优化正交设计表

1<C5D * EF=G3GHD/ 4I=J4@4:<5 /D2G@: 4K %&&'!()' ID<L=G4: 2M2=D3 K4I $"%&" '()*'+*))"

序号
!"#

酶
N

%

#6#,#9 :;<=

&

/01(2N

%

3345

'

.

"6

& 引物
N

%

!345

'

.

"6

&

?@

$A

N

%

334

'

.

"6

& 平均分

6 -,9+ -,6+ -,+ 6,+ 9,!!

$ -,9+ -,$- -,# $,- O,--

! -,9+ -,$+ -,9 $,+ P,!!

B 6,-- -,6+ -,# $,+ 9,##

+ 6,-- -,$- -,9 6,+ #,#9

# 6,-- -,$+ -,+ $,- P,69

9 6,$+ -,6+ -,9 $,- 9,--

P 6,$+ -,$- -,+ $,+ P,--

O 6,$+ -,$+ -,# 6,+ 9,!!

均值
6 P,$$- 9,!!- 9,P!! 9,66-

均值
$ 9,+-- 9,##9 9,99! 9,P!!

均值
!

极差

9,BB!

-,999

P,6#9

-,P!9

9,++9

-,$9#

P,$$-

6,66-

图
9

正交设计试验
%&&'!()'

反应体系扩增结果

QG@RID 9 83F5GKGL<=G4: ID2R5= 4K 4I=J4@4:<5 /D2G@: 4K %&&'!()' ID<L=G4: 2M2=D3 K4I $, '()*'+*))"

利用以上获得的
%&&'!()'

最佳反应体系进行可靠性检测! 对七叶一枝花野外采集的
B

个居群的
$6

个样品进行
()'

扩增! 结果见图
P

"

%&&'$

引物在
$6

个样品中均能扩增出清晰可辨( 稳定可靠( 多态

性高的条带! 证明该体系适合七叶一枝花样品的
%&&'!()'

扩增)

图
P

引物
%&&'$

对七叶一枝花
$6

个样品的
%&&'!()'

扩增结果

QG@RID P %&&'!()' <3F5GKGL<=G4: ID2R5= 4K $6 $, '()*'+*))" 2<3F5D2 CM FIG3D %&&'$

B

讨论

%&&'

分子标记技术是基于稳定而可靠的
()'

反应体系的一种技术!

%&&'!()'

反应易受
!"#708

聚

田风光等# 七叶一枝花
%&&'!()'

反应体系的建立
OP9
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月
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日

合酶! 模板
&'(

!

)'*+,

! 引物! 镁离子 "

-.

!/

#浓度及退火温度等多种因素的影响$ 七叶一枝花是重楼

属植物! 虽然同属其他植物也进行过
0112

分析研究! 但所建立的反应体系却各不相同%

!%!!!

&

! 说明物种

不同! 最适的反应条件也存在差异! 有必要针对特定物种建立最适的
0112"+32

反应体系$

本研究在单因素多水平筛选的基础上! 进行正交设计试验! 既考虑了各因素的最佳条件! 又兼顾了

因素之间的交互作用! 从而筛选出重复性好' 多态性高的七叶一枝花最佳
0112"+32

反应体系! 即
!45"

!6

体系中
)'*+, %5! 7789

(

6

!#

!

!"#&'(

聚合酶
%5:4#;<5<: =>?@

"

%A:4 B

)! 引物
%A< !789

(

6

!;

!

-.

!/

!A%

7789

(

6

!;

! 模板
&'( $% =.

! 引物
0112!

最适退火温度为
4! $

$ 该体系的建立为后续的七叶一枝花种质

资源鉴定和遗传多样性研究奠定了基础$
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