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摘  要 本研究采用 L16 (4
5)正交实验设计,对 SRAP-PCR 反应体系中 Mg2+、dNTPs 和引物浓度以及 Taq DNA 聚合酶和模板

DNA 用量等 5 个因素进行了优化,并确立了适合金花茶(Camellia nitidissima) SRAP-PCR 的反应体系。金花茶的 SRAP-PCR

最佳反应体系为:反应体系总体积 20 μL，含 1.50 mmol/L Mg2+、0.20 μmol/L dNTPs、0.30μmol/L 引物、75 ng 模板 DNA、1.00 

U Taq DNA 聚合酶及 1×PCR Buffer。各因素对金花茶基因组 DNA SRAP-PCR 扩增结果的影响程度不同,其中 Mg2+浓度的影

响最大,dNTPs 浓度的影响最小。通过对优化的 SRAP-PCR 反应体系进行验证,获得了多态性丰富、条带清晰的扩增图谱,表明

所确立的金花茶 SRAP-PCR 反应体系稳定可靠。 
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Abstract By the orthogonal experiment design L16(4
5), five factors including Mg2+  concentration, dNTPs concentration, primer 

concentration, Taq DNA polymerase amount and template DNA amount in SRAP-PCR reaction system were optimized, and the 

optimization SRAP-PCR reaction system suitable for genomic DNA from Camellia nitidissima  were also established. The optimal 

SRAP-PCR reaction system is as follows: total volume 20μL, containing 1.50 mmol/L Mg2+, 0.20 μmol/L dNTPs, 0.30 μmol/L 

primer, 75 ng template DNA, 1.00 U Taq DNA polymerase and 1×PCR buffer. The effects of five factors on amplification result of 

SRAP-PCR are different in which, the effect of Mg2+ concentration is the greatest but that of dNTPs concentration is the least. The 

optimal SRAP-PCR reaction system is identified and the amplification pattern with rich polymorphism and clear band is obtained. It 

is concluded that this SRAP-PCR reaction system used for genomic DNA from Camellia nitidissima is steady and reliable. 

Keywords Camellia nitidissima; SRAP-PCR; Orthogonal experiment design; Optimization of reaction system 

研究背景 

金花茶 (Camellia nitidissima Chi)是山茶科

(Theaceae)山茶属金花茶组植物，为常绿灌木或小

乔木。作为国家一级保护植物和稀有物种金花茶已

列入中国植物红皮书(傅立国, 1992)和《国际生物多

样性公约》附属Ⅱ物种(黄付平, 2001)。金花茶花蜡

质金黄、金瓣玉蕊，它含有特殊的黄色遗传基因

KNA 在植物界十分罕见,填补了园艺学家梦寐以求

的黄色系列茶花的空白(秦小明等, 2005)。因此金花

茶是世界珍稀的观赏植物和种质资源,被人们誉为

“茶族皇后”和植物界的“大熊猫”。 

邓桂英等(2000)对金花茶的杂交育种、染色体

数目及核型分析、分类及其演化、孢粉学以及应用

研究等方面的最新进展作了总结概述。但是金花茶

的分子生物学研究相对滞后，目前已报道的应用于

金花茶的分子标记主要有 RAPD (施苏华等, 1998; 
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唐绍清等, 1998), ISSR (宾晓芸等, 2005) 和AFLP (宾

晓芸, 2005)。 

相关序列扩增多态性(sequence-related amplified 

polymorphism, SRAP)分子标记是一种基于 PCR 的

新型标记,具有简便、快捷、稳定、高效、共显性高

及在基因组中分布均匀等特点(Li et al., 2001)。该分

子标记的引物设计简单，上、下游引物分别对外显

子区域及内含子和启动子区域进行特异扩增，根据

不同个体和物种的内含子、启动子及间隔区长度的

不同而产生多态性，并且 17 bp 的正向引物、18 bp

的反向引物以及 50℃的退火温度保证了扩增结果

的稳定性。迄今为止，SRAP 标记在观赏植物研究

中的应用甚少，仅在石斛(樊洪泓等, 2006)、石蒜(袁

菊红等, 2007)、百合(陈琼等, 2007)、牡丹(Han et al., 

2008; Hao et al., 2008)、桂花(李梅等, 2009)和菊花

(张飞等, 2009; Zhang et al., 2010)中有相关报道，在

金花茶研究中尚未见报道。 

由于不同的植物的 SRAP最佳反应体系差别很

大(刘立军等, 2006)，甚至同一种植物在不同的试验

条件下其研究结果都有差异(柴丹丹等, 2008)。因

此，本研究以观赏植物金花茶基因组 DNA 为模板,

探讨 SRAP-PCR 反应体系中 5 种因素对扩增的影

响，以期获得金花茶 SRAP 扩增的最佳反应体系，

为进一步利用 SRAP标记技术开展金花茶种质资源

遗传多样性研究、连锁遗传图谱构建和分子标记育

种等方面将发挥重要作用。 

1 结果与分析 

1.1 金花茶茶基因组 DNA 的 SRAP-PCR 反应体系

的正交实验 

参照穆立蔷等(2006)的方法，对金花茶基因组

DNA 的 SRAP-PCR 反应体系中 Mg
2+浓度、dNTPs

浓度、Taq DNA 聚合酶用量、引物浓度和模板 DNA

用量等 5 个因素 4个水平组合的正交实验结果进行

统计分析，结果见表 1。由表 1 中的 R 值可以看出，

对金花茶基因组 DNA 的 SRAP-PCR 扩增反应结果

的影响由大到小依次为: Mg
2+浓度、模板 DNA 用

量、Taq DNA 聚合酶用量、引物浓度、dNTPs 浓度。

从 k 值来看，Mg
2+浓度为 1.50 mmol/L、dNTPs 浓

度为 0.25 μmol/L、引物浓度为 0.30 μmol/L、 Taq 

DNA 聚合酶用量为 1.0 U、模板 DNA 用量以 100 ng

时，扩增结果最好。 

根据正交实验结果，初步确立金花茶基因组DNA

的SRAP-PCR反应的适宜反应体系应含1.50 mmol/L 

Mg
2+、0.25 μmol/L  dNTPs、0.30 μmol/L引物、100 ng

模板 DNA 及 1. 00 U Taq DNA 聚合酶。 

采用不同的反应体系，金花茶基因组 DNA 的

SRAP-PCR 扩增电泳图谱见图 1。由图 1 可以看出，

采用 dNTPs 浓度、Mg
2+浓度、引物浓度、Taq DNA

聚合酶用量以及模板DNA用量不同的 16个反应体

系，扩增结果存在差异。第 5、6、7、8、9、10、

11、13 和 14 号反应体系的扩增效果较差,条带弱而

且多态性较低，有弥散和拖尾现象；第 1、2、4、

12 和 15 号反应体系的扩增条带虽然丰富，但是条

带较弱;第 3 和 16 号反应体系的扩增结果不仅多态

性好，且条带较清晰。综合比较条带强弱及多态性,

初步选定将第 3 号反应体系(含 1.50 mmol/L Mg
2+、

0.20 μmol/L  dNTPs、0.40 μmol/L 引物、75 ng 模

板DNA及1.50 U Taq DNA聚合酶)作为金花茶基因

组 DNA 的 SRAP-PCR 反应体系。 

1.2 金花茶 SRAP-PCR 反应体系的确立 

对表 1 的统计分析结果及图 1 的直观分析结果

进行综合分析，结果显示，根据正交实验结果筛选

出的金花茶基因组 DNA 的 SRAP-PCR 适宜反应体

系与根据扩增图谱筛选出的第 3 号反应体系存在

差异。综合考虑实验成本及扩增效果，最终确定金

花茶基因组 DNA 的 SRAP-PCR 的最佳反应体系

为：反应体系总体积 20 μL，含 1.50 mmol/L Mg
2+、

0.20 μmol/L dNTPs、0.30 μmol/L 引物、75 ng 模板

DNA、1.00 U Taq DNA 聚合酶及 1×PCR Buffer。 

1.3 金花茶 SRAP-PCR 反应体系的稳定性分析 

应用上述最佳反应体系，随机选择 SRAP 引物

组合 Me5-Em3，对随机选择的金花茶 10 个单株进

行 SRAP-PCR 扩增，结果见图 2。由图 2 可以看出，

引物组合对每份DNA样品均能扩增出多态性丰富、

条带清晰的DNA片段,说明该 SRAP-PCR反应体系

稳定可靠，适用于金花茶基因组DNA的 SRAP-PCR

扩增反应。 

2 讨论 

SRAP-PCR 反应受反应条件和扩增程序变化等

因素影响，此外，不同物种对反应条件的要求也存

在一定的差异。因此，对金花茶基因组 DNA 的 
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表 1 金花茶基因组 DNA 的 SRAP-PCR 反应的正交实验设计及结果 

Table 1 The design and result of orthogonal experiment of SRAP-PCR reaction system of genomic DNA from Camellia nitidissima 

编号 

Code 

因素 

Factors  

Mg2+ mmol/L dNTPs μmol/L Taq DNA U  Primers μmol/L Template DNA ng 

1 1.50 0.10 0.50 0.20 25 

2 1.50 0.15 1.00 0.30 50 

3 1.50 0.20 1.50 0.40 75 

4 1.50 0.25 2.00 0.50 100 

5 2.00 0.10 1.00 0.40 100 

6 2.00 0.15 0.50 0.50 75 

7 2.00 0.20 2.00 0.20 50 

8 2.00 0.25 1.50 0.30 25 

9 2.50 0.10 1.50 0.50 50 

10 2.50 0.15 2.00 0.40 25 

11 2.50 0.20 0.50 0.30 100 

12 2.50 0.25 1.00 0.20 75 

13 3.00 0.10 2.00 0.30 75 

14 3.00 0.15 1.50 0.20 100 

15 3.00 0.20 1.00 0.50 25 

16 3.00 0.25 0.50 0.40 50 

k1 5.43 4.50  4.83 4.83 4.83 

k2 5.25 4.93 5.18 5.18 4.33 

k3 4.33 4.83 5.00 4.93 4.93 

k4 4.40 5.15 4.40 4.48 5.25 

R 1.10 0.65 0.78 0.70 0.92 

注: k 代表某因子在某水平参与反应所产生的扩增条带的平均值; R 为某因子 k 值的极差 

Note: k indicates the average amplificated bands of a factor at a certain level in all the PCR reations; R indicates the  

range of k value for a certain factor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 不同反应体系中金花茶基因组 DNA 的 SRAP-PCR 扩增图谱(引物组合 Me2-Em10) 

注: M: 100 bp Plus DNA Ladder; 1-16: 反应体系编号 

Figure 1 SRAP-PCR amplification pattern of genomic DNA from Camellia nitidissima in different reaction systems (primer 

combination Me2-Em10) 

Note: M: 100 bp Plus DNA Ladder; 1-16: No of amplification systems  
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图 2 金花茶基因组 DNA 的 SRAP-PCR 扩增图谱 

注: M: 100 bp Plus DNA Ladder; 1-10: 10 个金花茶单株编号 

Figure 2 SRAP-PCR amplification pattern of genomic DNA 

from Camellia nitidissima 

Note: M: 100 bp Plus DNA Ladder; 1-10: No of 10 individuals 

of Camellia nitidissima  

SRAP-PCR 反应条件进行优化是非常必要的。正交

实验设计可以考察各因素之间的相互效应，具有均

衡分散、综合可比、伸缩灵活及效应明确的特点，

能迅速获得满意的试验结果，而且试验规模小，节

省人力物力。所以利用正交实验设计对影响

SRAP-PCR 反应的主要因素进行筛选，能较快地寻

找到合适的反应参数,避免单因素实验结果的不足。

但在个别因素用量方面也存在一定差别，可能由于

正交设计中主要根据电泳条带的清晰度及条带数

目判断依据带有一定的主观成分所致 (邹小云 , 

2010)。 

袁菊红等(2007)的研究结果表明，Mg
2+浓度对石

蒜 SRAP 扩增结果的影响最明显，但 dNTPs 浓度对

扩增结果影响不明显；本研究结果和郭大龙等(2006)

的研究结果一致，而与张飞等(2009)和王艳青(2009)

的研究结果存在差异，这可能与研究物种的不同有

一定的关系。在不同物种的 SRAP-PCR 反应体系

中，既有相似的影响因素，也有各自特殊的反应条

件，因此，应针对不同的研究对象设计不同的

SRAP-PCR 反应体系。本研究从经济有效的角度,

在对扩增图谱进行直观分析和对条带数目进行统

计分析的基础上，对最优反应体系参数做了适当

的调整，确定了金花茶基因组 DNA 的 SRAP-PCR

的最佳反应体系为：反应体系总体积 20 μL,含

1.50 mmol/L Mg
2+、0.20 μmol/L dNTPs、0.30 μmol/L

引物、75 ng 模板 DNA、1.00 U Taq DNA 聚合酶及

1×PCR Buffer。 

对该体系的验证结果证明, 本研究建立的金花

茶 SRAP-PCR 反应体系稳定、可靠, 这一优化的反

应体系为进一步利用 SRAP分子标记技术对金花茶

的资源鉴定、分类和分子遗传图谱的构建及基因定

位奠定了良好的试验基础。 

3 材料与方法 

3.1 供试材料与试剂 

 供试材料为金花茶，2010 年采自上海植物园山

茶资源圃。 

用于 SRAP 反应的引物等试剂均购自上海生

工生物工程技术服务有限公司，经初步筛选，确

定 Me2 (TGAGTCCAAACCGGAGC)和 Em10 (GA 

CTGCTACGAATTCAG)作为此次正交试验的固

定引物。 

3.2 金花茶基因组 DNA 模板的提取与检测 

取金花茶嫩叶采用CTAB微量法提取基因DNA，

将基因组DNA和Lambda DNA用质量体积分数1.0%

琼脂糖凝胶电泳，以检测基因组 DNA 的纯度和浓

度,并用双蒸水稀释至 100 ng/μL，-20℃保存备用。 

3.3 SRAP-PCR 反应体系的正交实验设计 

以金花茶的嫩叶为材料，采用正交设计 L16(4
5
)

进行试验，PCR 反应各因素水平见表 2。对 Mg
2+

浓度、dNTPs 浓度、Taq DNA 酶用量、引物浓度

和模板 DNA 用量进行 5 因素 4 水平正交实验，3

次重复。 

3.4 SRAP-PCR 扩增及检测 

扩增程序：94℃预变性 5 min；94℃变性 40s，

37℃复性 50 s，72℃延伸 1.5 min, 8 个循环反应；

94℃变性 40 s，50℃复性 50 s，72℃延伸 1.5 min，

32 个循环反应；72℃延伸 10 min。扩增反应结束后，

分别加入 0.5 μL 6×溴酚蓝，离心混匀后,取 7 μL 扩

增产物用质量体积分数 2.0%的琼脂糖凝胶电泳,凝

胶中含 0.05% 的溴化乙锭(EB)。电极缓冲液为

1×TAE，电泳电压 5V/cm，电泳时间 45 min，电泳

结束后,在凝胶成像分析仪上观测并拍照。 

3.5 SRAP-PCR 反应体系稳定性的检测 

随机选取金花茶10个个体植株的基因组DNA作

为模板，选用引物组合Me5-Em3，按照上述 SRAP- 

PCR 扩增及检测方法,对优化确定的金花茶基因组

DNA 的 SRAP-PCR 反应体系的稳定性进行检测。 
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表 2 PCR 反应的因素水平 

Table 2 Factors and levers of PCR reaction 

因素 

Factors 

水平(体系终浓度) 

Levels (final concertration) 

1 2 3 4 

Mg2+ (mmol/L ) 1.50 2.00 2.50 3.00 

dNTPs (μmol/L) 0.10 0.15 0.20 0.25 

Taq (U) 0.50 1.00 1.50 2.00 

引物 

Primer (μmol/L) 

0.20 0.30 0.40 0.50 

模板 

DNA template (ng) 

25 50 75 100 
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