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摘  要 建立适宜百合 DNA 的 SRAP-PCR 扩增体系，为百合基因图谱的构建和分子标记打下基础。以百合为试验材料，

试验在确定了模板浓度和引物浓度后，采用二因素交叉试验方法，对影响百合 SRAP 反应体系的 5 种因素(模板 DNA、引物、

Mg2+浓度、dNTPs、Taq 聚合酶用量)进行优化筛选，建立了适合百合的扩增多态性高、重复性好、带型清晰的最佳 SRAP-PCR

反应体系，即在 15 μL PCR 反应体系中含有 1.5 μL 10×PCR Buffer、80 ng 模板 DNA、0.11 μmol/L 引物、1.67 mmol/L Mg2+、

0.267 mmol/L dNTPs、1.0 U Taq 聚合酶，PCR 产物变性时用 10 μL 变性剂。 
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Abstract The aim of the research was to establish SRAP-PCR amplification system which was suitable for Lilium  DNA so as to 

lay foundation for the construction of gene map and molecular marker in Lilium. Being taken as tested materials, SRAP-PCR 

reaction program in watermelon was investigated and the gradient experiment was conducted on each impact factors in SRAP-PCR 

reaction system to screen and establish the optimum SRAP-PCR reaction program and system that could amplify high polymorphism, 

good repeatability and clear band pattern. The optimum SRAP-PCR reaction procedure system (Total of 15 μl) was as follows: 1.5 μL 

10×PCR Buffer，DNA 80 ng, primer 0.11 μmol/L, Mg2+ 1.67 μmol/L, dNTPs 0.267 μmol/L, Taq polymerase 1.0 U. The program and 

system could meet the demands for genome SRAP amplification in Lilium. It was feasible to apply SRAP marker in genetic research 

in Lilium. The optimum volume of Loading buffer is 10 μL. 

Keywords Lilium; SRAP; Crossover test of two factors; PCR reaction; Optimization 

研究背景 

SRAP (Sequence-related amplified polymorphism，

相关序列扩增多态性)分子标记技术是由美国加州

大学 Li 和 Quiros 博士(2001)在 2001 首先提出，也

称为基于序列扩增多态性(Sequence-based amplified 

polymorphism，SBAP) (Li et al., 2003)，具有简单、

高效、高共显性、重复性、易测序等优点,适合应用

于遗传图谱构建、基因定位与克隆、比较基因组学、

遗传多样性分析等研究领域(Ferriol et al., 2003; Li et 

al., 2003; Li et al., 2001)。目前已经在辣椒、油菜、

大蒜、莴苣、芹菜、马铃薯、苹果、柑橘、樱桃、

梅子、棉花、小麦和水稻等植物研究中应用(Ferriol 

et al., 2003; Li et al., 2003; Li et al., 2001; 李丽等, 

2006; 李媛媛等, 2007; 林忠旭等, 2003; 林忠旭等, 
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2003; 任羽等, 2004; 吴伟怀等, 2004; 武志朴等, 

2005)。 

SRAP 分子标记是基于 PCR 的标记系统，因此

PCR 中模板 DNA、引物、Mg
2+浓度、dNTPs、Taq

聚合酶用量以及 PCR 中变性、退火、延伸的温度和

时间等因素均会对结果产生影响。本研究拟通过建

立百合 SRAP-PCR 反应体系并对其进行优化，以探

索新型分子标记技术 SRAP在百合遗传图谱构建及

分子标记辅助育种研究中应用的可行性，为百合优

质种质资源的科学利用、分子辅助育种和品种鉴定

奠定技术基础。 

1 结果与分析 

1.1 模板浓度对 PCR 结果的影响 

不同模板 DNA 浓度对 SRAP 扩增体系有明显

影响，由图 1 可以看出当模板 DNA 的量低于 20 ng

时，扩增产物的谱带相对较少，且谱带较淡，这是

因为模板的量太少，模板与引物不能有效配对，扩

增效率低；而大于 40ng 时，SRAP 产物基本保持不

变，说明 SRAP 扩增对模板 DNA 的浓度范围可以

较宽。 

本试验模板DNA用量在 10 ng到 90 ng之间均

能够扩出较为清晰的条带，但模板量在高于 80 ng 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 DNA 浓度对 SRAP 反应的影响 

注: M: DL2000 DNA maker; 1: 10 ng DNA/15μL; 2: 20 ng 

DNA/15 μL; 3: 30 ng DNA/15 μL; 4: 40 ng DNA/15 μL; 5: 50 ng 

DNA/15 μL; 6: 60 ng DNA/15 μL; 7: 70 ng DNA/15 μL; 8: 80 ng 

DNA/15 μL; 9: 90 ng DNA/15 μL 

Figure 1 The effects of DNA concentration on SRAP patterns 

Note: M: DL2000 DNA maker; 1: 10 ng DNA/15 μL; 2: 20 ng 

DNA/15 μL; 3: 30 ng DNA/15 μL; 4: 40 ng DNA/15 μL; 5: 50 ng 

DNA/15 μL; 6: 60 ng DNA/15 μL; 7: 70 ng DNA/15μL; 8: 80 ng 

DNA/15 μL; 9: 90 ng DNA/15 μL 

和低于 40 ng 时分别出现高分子量条带的模糊和中

分子量条带的缺失。推测模板量太低，影响扩增产

物的形成，而过多的模板 DNA 在扩增产物积累到

一定量时会限制反应。通过比较，本研究选用 80 ng

为最佳模板。 

1.2 引物浓度梯度试验结果 

结果见图 2。从反应结果来看最佳引物浓度十

分重要：较低的引物浓度(A1、A2、B1、B2 所示条

带)，引物与模板的结合概率下降，扩增条带浅，有

的甚至检测不出来。较高的引物浓度(A8、A9、B8、

B9 号带)扩增的条带整齐清晰，效果较好。适中的

引物浓度(A3、A4、B3、B4 号带)扩增的条带整齐

清晰，效果也较好，考虑到较高的引物浓度会引起

引物二聚体的产生，确定引物浓度为 0.11μmol/L。 

 

 

 

 

 

 

图 2 引物浓度对 SRAP 反应的影响 

注: 引物浓度设置见表 2; M: DL2000 DNA maker 

Figure 2 The effects of primer concentrations on SRAP 

Note: primer concentrations designed in table2; M: DL2000 

DNA marker 

1.3 最佳 Mg
2+浓度的确立 

结果如图 3 所示。在引物浓度相同时，随着

Mg
2+浓度的增加，产物量先增加后减少。考虑到

Mg
2+浓度过低不利于酶的激活，Mg

2+浓度太高又容

易产生非特异性扩增，故试验最终选定 Mg
2+浓度为

1.67 mmol/L。 

1.4 dNTP 浓度对 PCR 结果的影响 

Mg
2+浓度为 1.67 mmol·L

-1的情况下，随着 dNTPs

浓度的增加，PCR 扩增产物的量逐渐增加；同时非

特异性带也随之增加；当 Mg
2+浓度为 0.83 mmol/L

时，随着 dNTP 浓度的增加，扩增产物先增加后减

少。这与前人的研究不完全一致(李严等, 2005)。本

试验最终选择 dNTP 浓度为 0.267 mmol/L，Mg
2+浓

度为 1.67 mmol/L。结果如图 4 所示。 
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图 3 Mg2+和引物浓度对 SRAP 反应的影响 

注: Mg2+和引物浓度设置见表 2; M: DL2000 DNA maker 

Figure 3 The effects of Mg2++concentrations on SRAP  

Note: Mg2+ and primer concentrations designed in table4; M: DL2000 DNA marker 

 

 

 

 

 

 

 

图 4 dNTPs 浓度对 SRAP 反应的影响 

注: 引物浓度设置见表 2, M: DL2000 DNA maker 

Figure 4 The effects of dNTPs concentrations on SRAP  

Note: dNTPs concentrations designed in table5; M: DL2000 DNA marker 
 

1.5 Taq 聚合酶的用量对 PCR 结果的影响 

试验表明，Taq 酶量在 0.5 U-2 U/15 μL 反应体

系时都能得到可重复的清晰条带，基于经济原因考

虑本试验最终选择采用 1 U/15 μL 反应体系，结果

见图 5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5 Taq DNA 聚合酶的纯度和用量对 SRAP 反应的影响 

注: 酶浓度从左至右依次为 2.0, 1.5, 1.0, 0.5; M: DL2000 

DNA maker 

Figure 5 The effects of Taq DNA Polymerase 

Note: Taq DNA Polymerase concentrations 2.0, 1.5, 1.0, 0.5; M: 

DL2000 DNA marker 

1.6 退火温度和循环次数对扩增的影响 

退火温度的高低影响 PCR 的特异性，退火温度

越高，扩增的特异性越高，本试验按照 Li 等(2001)

的反应程序对百合 DNA 进行扩增，电泳结果显示

扩增条带不够清晰。因此设计了退火温度梯度试

验：采用了在一个循环体系中采用一低一高两个不

同退火温度，首先在 34℃的退火温度下扩增 5 次循

环，然后适当提高退火温度在 50℃扩增 35 个循环。

可以得到比较理想的扩增结果如图 6 所示。 

优化后的程序为：94℃ 5 min，94℃ 1 min，34℃ 

1 min，72℃ 1 min, 5 cycles；接下来将复性温度提

高到 50℃，94℃ 1 min，50℃ 1 min，72℃ 1 min， 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6 循环程序对 SRAP 反应的影响 

注: 1-6 采用循环程序 1; 7-12 采用循环程序 2; M: DL2000 

DNA maker 

Figure 6 The effects of circles program on SRAP patterns 

Note: 1-6 adopted circles program1; 7-12 adopted circles 

program2; M: DL2000 DNA marker 
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35 cycles，最后 72℃ 5 min，4℃保存。从图 6 中可

以看出能够扩增出清晰稳定的条带，并有较好的多

态性。 

1.7 SRAP-PCR 体系及反应参数的稳定性检测结果 

选择 SRAP 引物组合 me9+em8 进行 PCR，

电泳结果如图 7 所示，所选择的引物能扩增出清

晰、重复性好的条带，表明优化的反应体系参数

稳定可靠。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 7 引物 me9+em8 SRAP 的扩增结果 

Figure7 The SRAP result with primer me9+em8 

2 讨论 

研究表明，不同种的试验材料PCR扩增反应体

系和扩增程序不同，大多数研究者进行SRAP研究

时都会都会对PCR扩增反应体系与扩增程序进行优

化，但是通常他们的优化方法都是采用正交实验的

方法(杨琦等, 2007; 王振国, 2007; 郭大龙, 2008)。

正交实验的优点为：完成试验要求所需的实验次数

少，数据点的分布很均匀，可用相应的极差分析方

法、方差分析方法、回归分析方法等对试验结果进

行分析，引出许多有价值的结论。但是其缺点也很

明显，即有可能得到的实验条件并不是最优条件。

所以本试验在确定了模板浓度和引物浓度后，主要

采用二因素方法确定剩下的反应条件。虽然会加大

一定的工作量，但得到的结果也更加准确可靠。 

SRAP是一种不需要内切酶消化的分子标记技

术，通常适宜植物PCR的模板DNA量为1-100 ng。

SRAP的产生是由于遗传材料的基因组DNA在特定

引物结合区域产生DNA片段的插入、缺失或碱基突

变后可能导致PCR产物增加、缺少或发生变化，产

生特异的条带。因此微量的DNA差异也可能导致

PCR产物的变化。汪小全等(1996)认为模板浓度在

一个相当大的范围内不影响扩增结果，而模板降解

程度则会对SRAP的结果产生影响。本试验支持汪

小全等的观点。 

目前在SRAP-PCR中使用2种扩增程序。第1种

由Li等(2001)提出的即最初5个循环的退火温度设

为35℃。后30个循环的退火温度升高为50℃。第2

种是Budak等(2004)提出的：94℃变性1 min，47℃

退火1 min，72℃延伸1 min (35个循环)，72℃ 5 min。

本试验采用了在一个循环体系采用一低一高两个

不同退火温度，扩增效果较为理想。 

关于SRAP的反应体系和程序优化的报道(任羽

等, 2004; 武志朴等, 2005)很多，其中模板DNA、

Mg
2+浓度、引物浓度、dNTPs、TaqDNA聚合酶等

各组分的用量会影响扩增结果。本试验在优化

SRAP扩增体系时发现，Mg
2+、引物、dNTPs、Taq 

DNA聚合酶作为SRAP扩增的底物，有一个相对适

宜的用量范围，浓度过低，不能满足扩增要求；浓

度过高，组分间可能会产生竞争，降低各组分的活

性,影响扩增效果。因此，构建同一物种在相同仪器

设备和一定操作规范下的最佳的优化技术体系是

进行SRAP研究的关键所在。 

3 材料与方法 

3.1 试验材料 

亲本材料：采用实验室胚培养的“雷山一号”与

“晶体”做为父母本材料低温冰箱保存备用。 

群体材料：采集 180 株 RIL 群体新生幼嫩叶片

低温冰箱保存备用。 

3.2 基因组 DNA 的提取 

参照黄永芳等(2006)提出的改良的CTAB法提

取百合群体基因组 DNA。用紫外分光光度计测定

DNA 样品的质量和浓度，并于 1%琼脂糖凝胶检

测。最后将纯化后的 DNA 稀释到 200 ng/μL 用于

后续试验。 

3.3 PCR 反应 

PCR反应在BIO-RAD公司的 PTC-100 PCR仪

中进行，扩增程序为：94℃ 预变性 5 min，94℃1 min，

34℃ 1 min，72℃ 1 min，5 cycles，94℃ 1 min，50℃ 

1 min，72℃ 1 min，35 cycles，最后 72℃ 5 min，4℃

保存。PCR 反应总体积是 15 μL。PCR 产物采用 6%

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，Na2CO3 银染法染色显

影，在荧光灯上观察分析条带。 
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3.4 PCR 反应体系优化的二因素交叉试验设计 

3.4.1 模板浓度对 PCR 结果的影响 

不同模板 DNA 浓度对 SRAP 扩增体系有明

显影响，模板浓度梯度设置如表 1(进行两次重复)

所示。 

3.4.2 引物浓度梯度试验 

最佳引物浓度十分重要，在确定模板浓度之

后，引物浓度其浓度梯度设置如表 2(进行两次重复)

所示。为了保证电泳和检测的的效果，采用的是变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳并用银染法进行检测。

SRAP 所用引物序列如表 3 所示。 

表 1 模板浓度梯度 

Table 1 The concentrations gradient of template 

序号 

NO. 

模板浓度(ng/15 μL) 

Template concentrations (ng/15μL) 

序号 

NO. 

模板浓度(ng/15μL) 

Template concentrations (ng/15μL) 

1 10 11 10 

2 20 22 20 

3 30 33 30 

4 40 44 40 

5 50 55 50 

6 60 66 60 

7 70 77 70 

8 80 88 80 

9 90 99 90 

表 2 引物浓度梯度 

Table 2 The concentrations gradient of primer 

序号 

NO. 

引物浓度(umol/L) 

Primer concentrations (umol/L) 

序号 

NO. 

引物浓度(umol/L) 

Primer concentrations (umol/L) 

A1 0.05 B1 0.05 

A2 0.08 B2 0.08 

A3 0.11 B3 0.11 

A4 0.14 B4 0.14 

A5 0.17 B5 0.17 

A6 0.20 B6 0.20 

A7 0.23 B7 0.23 

A8 0.26 B8 0.26 

A9 0.29 B9 0.29 

表 3 SRAP 所用引物序列 

Table 3 The primer sequences used in SRAP analysis 

编号 

Code 

正向引物 

Forword primers 

编号 

Code 

反向引物 

Reverse primers 

me4 5'TGAGTCCAAACCGGACC3' em6 5'GACTGCGTACGAATTAAC3' 
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3.4.3 最佳 Mg
2+浓度的确立 

最佳引物浓度与最佳 Mg2+浓度的确立显得十

分重要，考虑到引物浓度与 Mg2+浓度互作的影响，

在初步确定引物浓度之后，在前期所做的工作基础

上，开展引物浓度和 Mg2+浓度的二因素交叉实验，

引物组合采用 me10+em4，浓度梯度设计如表 4 (重

复两次, A, a 重复，B, b 重复, C, c 重复)所示。 

3.4.4 dNTP 浓度对 PCR 扩增的影响 

针对 dNTP 浓度和 Mg
2+的互作效应，进行了二

因素试验设计，浓度梯度设置见表 5。 

反应体系： 

Taq Enzyme 0.3 μL 

Taq Buffer 1.5 μL 

Mg
2+

  1.8 μL 

dNTP Mix 1.2 μL 

PrimersFR 1.5+1.5 μL 

DNA  1.5 μL 

ddH2O  5.7 μL 

3.5 优化体系的稳定性检测 

选择另外 5 对 SRAP 引物作为检测引物，用优

化的百合 SRAP 反应体系，对百合基因组 DNA 进

行 PCR 扩增,每对引物重复 3 次。扩增产物经变性

聚丙烯酰胺凝胶电泳后观察结果。检测引物的序列

如表 6。 

表 4 引物浓度与 Mg2+浓度梯度设置 

Table 4 Designed gradients of Mg2+ and primer 

序号 

NO. 

引物浓度(umol/L) 

Primer concentrations 

Mg2+浓度(mmol/L) 

Mg2+ concentrations 

序号 

NO. 

引物浓度(umol/L) 

Primer concentrations 

Mg2+浓度(mmol/L) 

Mg2+ concentrations 

A1 0.11 0.83 a1 0.11 0.83 

A2 0.11 1.67 a2 0.11 1.67 

A3 0.11 2.5 a3 0.11 2.5 

A4 0.11 3.33 a4 0.11 3.33 

A5 0.11 4.17 a5 0.11 4.17 

A6 0.11 5 a6 0.11 5 

B1 0.13 0.83 b1 0.13 0.83 

B2 0.13 1.67 b2 0.13 1.67 

B3 0.13 2.5 b3 0.13 2.5 

B4 0.13 3.33 b4 0.13 3.33 

B5 0.13 4.17 b5 0.13 4.17 

B6 0.13 5 b6 0.13 5 

C1 0.16 0.83 c1 0.16 0.83 

C2 0.16 1.67 c2 0.16 1.67 

C3 0.16 2.5 c3 0.16 2.5 

C4 0.16 3.33 c4 0.16 3.33 

C5 0.16 4.17 c5 0.16 4.17 

C6 0.16 5 c6 0.16 5 
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表 5 dNTP 浓度与 Mg2+浓度梯度设置 

Table 5 Designed gradients of Mg2+ and dNTP 

序号 

NO. 

材料编号 

Material 

code 

Mg2+浓度 

(mmol/L) 

Mg2+ 

concentrations 

dNTP 浓度 

(mmol/L) 

dNTP 

concentrations 

序号 

NO. 

材料编号 

Material 

code 

Mg2+浓度 

(mmol/L) 

Mg2+ 

concentrations 

dNTP 浓度 

(mmol/L) 

dNTP 

concentrations 

1 1 1.67 0.133 31 1 0.83 0.133 

2 2 1.67 0.133 32 2 0.83 0.133 

3 3 1.67 0.133 33 3 0.83 0.133 

4 4 1.67 0.133 34 4 0.83 0.133 

5 5 1.67 0.133 35 5 0.83 0.133 

6 6 1.67 0.133 36 6 0.83 0.133 

7 1 1.67 0.2 37 1 0.83 0.2 

8 2 1.67 0.2 38 2 0.83 0.2 

9 3 1.67 0.2 39 3 0.83 0.2 

10 4 1.67 0.2 40 4 0.83 0.2 

11 5 1.67 0.2 41 5 0.83 0.2 

12 6 1.67 0.2 42 6 0.83 0.2 

13 1 1.67 0.267 43 1 0.83 0.267 

14 2 1.67 0.267 44 2 0.83 0.267 

15 3 1.67 0.267 45 3 0.83 0.267 

16 4 1.67 0.267 46 4 0.83 0.267 

17 5 1.67 0.267 47 5 0.83 0.267 

18 6 1.67 0.267 48 6 0.83 0.267 

19 1 1.67 0.333 49 1 0.83 0.333 

20 2 1.67 0.333 50 2 0.83 0.333 

21 3 1.67 0.333 51 3 0.83 0.333 

22 4 1.67 0.333 52 4 0.83 0.333 

23 5 1.67 0.333 53 5 0.83 0.333 

24 6 1.67 0.333 54 6 0.83 0.333 

25 1 1.67 0.4 55 1 0.83 0.4 

26 2 1.67 0.4 56 2 0.83 0.4 

27 3 1.67 0.4 57 3 0.83 0.4 

28 4 1.67 0.4 58 4 0.83 0.4 

29 5 1.67 0.4 59 5 0.83 0.4 

30 6 1.67 0.4 60 6 0.83 0.4 
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表 6 SRAP 所用引物序列 

Table 6 The primer sequences used in SRAP analysis 

编号 

Code 

正向引物 

Forword primers 

编号 

Code 

反向引物 

Reverse primers 

ME1 5'GAGTCCAAACCGGATA3' EM1 5'GACTGCGTACGAATTAAT3' 

ME2 5'GAGTCCAAACCGGAGC3' EM2 5'GACTGCGTACGAATTTGC3' 

ME3 5'TGAGTCCAAACCGGAT3' EM3 5'GACTGCGTACGAATTGAC3' 

ME4 5'TGAGTCCAAACCGGACC3' EM4 5'GACTGCGTACGAATTTGA3' 

ME5 5'TGAGTCCAAACCGGAG3' EM5 5'GACTGCGTACGAATTAAC3' 

ME6 5'TGAGTCCAAACCGGTAA3' EM6 5'GACTGCGTACGAATTGCA3' 

ME7 5'TGAGTCCAAACCGGTCC3' EM7 5'GACTGCGTACGAATTCAA3' 

ME8 5'TGAGTCCAAACCGGTGC3' EM8 5'GACTGCGTACGAATTCTG3' 

ME9 5'TTCAGGGTGGCCGGATG3' EM9 5'GACTGCGTACGAATTCGA3' 

ME10 5'TGGGGACAACCCGGCTT3' EM10 5'GACTGCGTACGAATACGA3' 

  EM11 5'GACTGCGTACGAATTCCA3' 

 

4 结论 
本试验利用聚丙烯酰胺凝胶电泳的方法研究

百合 SRAP 标记的最佳反应体系和反应程序。试

验结果表明，百合 SRAP 分析的最优反应体系为：

在 15 μL 反应体系中模板为 80 ng，引物浓度为

0.11 μmol·L
-1，Mg

2+浓度为 1.67 mmol·L
-1，dNTP 浓

度为 0.267 mmol·L
-1，1 U 的 Taq 酶。百合 SRAP 分

析的最佳反应程序为：94℃ 1 min，34℃ 1 min，

72℃ 1 min，5 个循环，94℃ 1 min，50℃ 1 min，

72℃ 1 min，35 个循环。 
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