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摘  要 本研究利用正交试验设计 L16 (45)对美国白蜡 SRAP-PCR 反应体系的五个因素(Mg2+, dNTP, 引物, Taq DNA 聚合酶

和模板 DNA)在四个水平上进行优化试验，结果表明，Mg2+浓度对反应体系的影响最大；建立的美国白蜡 SRAP-PCR 最佳

体系(25 μL)为：Mg2+ 2.5 mmol/L、Taq DNA 聚合酶 0.5 U、dNTPs 0.25 mmol/L、引物 0.4 μmol/L、模板 DNA 40 ng/μL。利

用优化后的反应体系对 4 个美国白蜡材料进行了种间多态性检测，结果表明，该体系能够很好的满足美国白蜡基因组 SRAP
扩增的要求。这一优化体系的建立为今后利用 SRAP 标记技术对美国白蜡进行分子遗传研究提供基础。 
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Optimization for SRAP-PCR System of Fraxinus Americana Based on 
Orthogonal Design 
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Abstract The SRAP-PCR system of Fraxinus Americana was optimized by the orthogonal design which was in four levels of five 
factors (Mg2+, Taq DNA polymerase, dNTPs, Primer, and DNA template). The result showed that the Mg2+ concentration was the 
most dominant factor affected on the result of PCR. The optimum SRAP-PCR system (25 μL volume) for Fraxinus americana 
included Mg2+ 2.5 mmol/L, dNTPs 0.25 mmol/L, Taq DNA polymerase 0.5 U, Primer 0.4 μmol·L-1, and DNA template 40 ng·μL-1. 
Then applied this optimized reaction system to detect the polymorphism of 4 Fraxinus americana materials, it was showed that this 
system could meet the demands for SRAP amplification in Fraxinus Americana. This optimized system would provide a foundation 
for molecular genetics research by using SRAP technique of Fraxinus Americana in the future. 
Keywords Fraxinus americana; SRAP; orthogonal design; system optimization 

研究背景 
美国白蜡(Fraxinus americana)又名白梣，木犀

科落叶乔木，原产北美，抗逆性强，适生范围广，

是良好的水土保持经济树种。另外，其树型美观，

树冠茂密，绿叶期较长，也是城市绿化的优良树种。

目前应用分子标记技术在白蜡树种上的研究尚未

见报道，因此，开展新型分子标记技术研究对促进

白蜡育种进程具有重要的指导作用。 
SRAP标记是由美国加州大学Li和Quiros博士

(Li and Quiros, 2001)开发的一种基于PCR扩增的分

子标记技术，其利用一对正反引物对开放阅读框

(ORFs)扩增而产生多态性。与其他分子标记相比，

该标记具有简单快速、稳定性好、多态性高、不需

预知物种序列等优点，目前已在植物遗传多样性分

析、遗传图谱构建及种质鉴定等领域广泛应用。对

于 SRAP-PCR 扩增体系已在多种植物研究中建立，

但在美国白蜡中尚未见报道。本研究利用正交设

计，以美国白蜡为材料，建立了一套对其适宜的

SRAP-PCR 反应体系，旨在为进一步开展美国白蜡

种质资源遗传多样性研究奠定工作基础。 

1 结果与分析 
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1.1 美国白蜡基因组 DNA 的提取及浓度检测 
采用改良的 CTAB 法(钟鸣等, 2002)对美国白

蜡基因组 DNA 进行提取，利用紫外分光光度计及

1%琼脂糖凝胶电泳检测其浓度及质量，电泳结果图

中电泳条带清晰完整(图 1)，所得的 DNA 质量较高，

能够完全满足后续的实验要求。经过稀释使其浓度

在 20 ng/μL 左右。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 1 1%琼脂糖检测基因组 DNA 
注: A: M: λDNA/Hind Ⅲ marker; 1~8: 美国白蜡基因组DNA; 
B: 1~5: λDNA, 从左到右分别为 15 ng, 30 ng, 60 ng, 90 ng, 
150 ng; 6~15: 稀释后的 DNA 
Figure 1 The total DNA isolates checked by 1% Agrose gel 
Note: A: M: λDNA/Hind Ⅲ marker; 1~8: The total DNA of 
Fraxinus Americana; B: 1~5: λDNA, from left to right, 15 ng, 
30 ng, 60 ng, 90 ng, 150 ng; 6~15: 20 ng/μL dilution  

1.2 引物筛选 
同一模板 DNA，16 个不同引物组合对其扩增

条带的多少和清晰度都不同，有的引物组合能够扩

增出清晰、丰富的条带，有的引物组合扩增的条带

较少、模糊(图 2)。因此，在 SRAP-PCR 反应中，  
 

 

 

 

 

 
图 2 不用引物组合对扩增结果的影响 
注: M: DL2000 marker; 1~16: 16 个 SRAP 引物组合 
Figure 2 The influence of different match primers on amplified 
products 
Note: M: DL 2000 marker; 1~16: 16 different match primers 
combination 

应通过不同的引物组合，筛选条带丰富、清晰的引

物作为扩增引物。 

1.3 正交试验电泳结果分析 
按表 1 设计的 16 个处理进行 PCR 扩增后，产

物用 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测(图 3)，根据条带数

量丰富度、扩增条带敏感性与特异性进行打分(何正

文等, 1998)，即背景深、条带多且清晰的记 16 分，

反之记为 1 分。从两次分别独立的打分结果来看，

两个重复统计比较一致。通过统计分析，求出各水

平的均值 T1、T2、T3、T4 和各因素的极差 R 值。

结果表明：各因素水平变化对 PCR 反应的影响均较

大，其中 Mg2+浓度对扩增结果的影响最大，引物浓

度影响最小。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 3 SRAP-PCR 正交试验设计 PCR 电泳 
注: M: DL 2000 marker; 1~16: 处理编号(表 1) 
Figure 3 The result of SRAP-PCR products electrophoresis by 
orthogonal design 
Note: M: DL 2000 marker; 1~16: The treatments as showed in 
table 1 

1.4 Mg2+浓度对 SRAP 扩增结果的影响 
从 Mg2+浓度与 PCR 评分结果关系来看，Mg2+

浓度各水平间均达到显著水平，说明 Mg2+浓度对

PCR 结果的影响较大(图 4)。研究表明，Mg2+浓度

对PCR扩增的产量和特异性有显著的影响，当Mg2+

浓度过低时，会降低 Taq DNA 聚合酶活性，使反应

产物减少；浓度过高时，反应特异性降低，则产生

非特异性扩增。本实验结果 1.5 mmol/L~2.0 mmol/L
范围内结果均值随 Mg2+浓度的增加而下降，这可能

是由于反应各因素的共同作用等原因所致。因此，

选择 2.5 mmol/L 为最佳浓度水平。 
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表 1 PCR 反应 L16 (45)正交设计表 
Table 1 L16 (45) orthogonal design of PCR reaction 

得分 
Score 

编号 
Serial No. 

Mg2+ 

(mmol/L) 
dNTPs 
(mmol/L) 

Taq DNA 聚合酶 
(U·25 μL-1)  
Taq DNA polymerase 
(U·25μL-1) 

引物(μmol/L) 
Primer (μmol/L)

模板 DNA 
(ng·25 μL-1) 
DNA template 
(ng·25 μL-1) 

1   2 

平均得分 
Average score 

1 1.5 150 0.2 0.2 10 1   1 1 

2 1.5 200 0.4 0.3 20 1   1 1 

3 1.5 250 0.6 0.4 40 12  10 11 

4 1.5 300 0.8 0.5 80 10   3 6.5 

5 2.0 150 0.4 0.4 80 4   2 3 

6 2.0 200 0.2 0.5 40 4   6 5 

7 2.0 250 0.8 0.2 20 2   4 3 

8 2.0 300 0.6 0.3 10 2   3 2.5 

9 2.5 150 0.6 0.5 20 9   9 8 

10 2.5 200 0.8 0.4 10 10   8 9 

11 2.5 250 0.2 0.3 80  14  16 15 

12 2.5 300 0.4 0.2 40 3   5 4 
13 3.0 150 0.8 0.3 40 6   4  5 

14 3.0 200 0.6 0.2 80 5   7 6 

15 3.0 250 0.4 0.5 10 5   6 5.5 

16 3.0 300 0.2 0.4 20   9   7 8 

T1 4.875 4.25 7.25 3.5 4.5   

T2 3.375 5.25 3.375 5.875 5   

T3 9 8.625 6.875 7.75 6.25   

T4 6.125 5.25 5.875 6.25 7.625   

R 5.625 4.375 3.875 4.25 3.125   

 
 
 
 
 
 
 
 

图 4 Mg2+浓度与 PCR 评分结果关系图 
Figure 4 Relationship between Mg2+ concentration and PCR 
score results 

1.5 dNTPs 浓度对 SRAP 扩增结果的影响 
dNTPs 为 PCR 反应中的原料，其浓度过低会影

响扩增效果，降低产率；过高则会影响扩增的准确

性，且 dNTPs 能与 Mg2+结合，使游离的 Mg2+浓度

下降而影响聚合酶活力；同时 dNTPs 浓度过高也会

导致不必要的浪费。从 dNTPs 浓度与 PCR 评分结

果关系可以看出，在 0.15 mmol/L~0.3 mmol/L 范围

内，随着 dNTPs 浓度的增加 PCR 结果均值总体呈

上升趋势，在 0.25 mmol/L 时达到最高，随后呈下

降趋势；除 0.2 mmol/L 与 0.3 mmol/L 水平间差异

不显著外，其余各水平间均差异显著，最终选择 0.25 
mmol/L 为最佳浓度水平(图 5)。 

1.6 Taq DNA 聚合酶浓度对 SRAP 扩增结果的影响 
Taq DNA 聚合酶浓度是影响 PCR 反应的一个

重要因素，酶的浓度过低会影响扩增效率，使扩增

产物量减少；浓度太高容易导致非特异性扩增，并

且会造成浪费。由 Taq 酶浓度与 PCR 评分结果关系
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可知，Taq 酶在 0.5 U、1.5 U 和 2.0 U 水平间差异不

显著，而三个水平均与 1.0 U 水平差异显著。0.5 U~1 
U 范围内结果均值明显下降，随后又随酶浓度的升

高而上升(图 6)，这一结果可能是由于直观分析以及

反应各因素的相互作用等原因所致。催化典型的

PCR 反应约需酶量 2.5 U(总反应体积为 100 μL)。本
实验采取 25 μL 体积，而且 0.5 U 时已经达到了较

好的扩增效果，因此选择 0.5 U 为最佳反应水平。 
 
 
 
 
 
 
 

图 5 dNTPs 浓度与 PCR 评分结果关系图 
Figure 5 Relationship between dNTPs concentration and PCR 
score results 

 
 
 
 
 
 
 
 
图 6 Taq 酶浓度与 PCR 评分结果关系图 
Figure 6 Relationship between Taq DNA polymerase 
concentration and PCR score results 

1.7 引物浓度对 SRAP 扩增结果的影响 
引物浓度过低时，其与模板 DNA 的结合率降

低，扩增产物量少；浓度过高时会引起非特异性扩

增，易形成引物二聚体。从引物浓度与 PCR 评分结

果关系可以看出，引物浓度在 0.2 μmol/L~0.5 
μmol/L 范围内呈先上升后下降的趋势，0.3 μmol/L
和 0.5 μmol/L 水平间差异不显著，其余每二者之间

的差异均达到显著水平。当在 0.4 μmol/L~0.5 
μmol/L 水平范围内，随着引物浓度的增高，结果均

值呈下降趋势(图 7)，这说明过高的引物浓度在一定

程度上影响了扩增条带的数目和质量，因此，选择

0.4 μmol/L 为最佳浓度水平。 

 
 
 
 
 
 
 

图 7 引物浓度与 PCR 评分结果关系图 
Figure 7 Relationship between primer concentration and PCR 
score results 

1.8 模板 DNA 浓度对 PCR 结果的影响 
DNA 是 PCR 反应的模板，DNA 浓度过低时

扩增条带少且模糊；浓度过高则易产生非特异扩

增，出现扩增结果不稳定的假象。本试验反应结

果，DNA 在 10 ng·25/μL 和 20 ng·25/μL 水平间差

异不显著，10 ng·25/μL~80 ng·25/μL 水平呈显著

上升趋势，其余水平间差异极显著(图 8)。已有研

究表明，模板 DNA 的适合范围较宽，由于低 DNA
浓度容易导致反应体系不稳定，同时为降低 TE
缓冲液中 EDTA对反应中 Mg2+的影响，综合考虑，

最终选定 40 ng·25/μL 为最佳反应浓度。 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 8 模板 DNA 浓度与 PCR 评分结果关系图 
Figure 8 Relationship between DNA template concentration 
and PCR score results 

1.9 美国白蜡 SRAP-PCR 反应体系的验证及不同种

源间多态性检测 
为了进一步验证优化扩增体系的有效性，随机

选用8对引物组合对4个不同种源的美国白蜡(亚拉

巴马种源,宾夕法尼亚种源, 密西西比种源及田纳

西种源)材料进行 SRAP-PCR 扩增，产物经聚丙烯

酰胺凝胶电泳及银染后检测，结果均扩增出清晰的

谱带并表现出很好的稳定性(图 9)，说明本试验建立
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扩增体系是可行的。选用的 8 对引物组合均能在 4
个材料中扩增出多态性条带，且多态性位点丰富，

说明 SRAP 标记适合用于美国白蜡品种的遗传多样

性分析及分子鉴定。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 9 8 对引物组合在 4 个不同种源美国白蜡材料中扩增出的

SRAP 条带 
Figure 9 SRAP fragment amplified by primer combination in 
different material Fraxinus americana 

2 讨论 
美国白蜡生长速度快，绿化效果好，是沿海湿

地造林的优良树种之一。因其抗逆性强，具有优良

的抗逆基因资源，是进行林木抗性育种研究的理想

材料。由于美国白蜡遗传基础材料匮乏，并且为多

年生木本植物、世代周期长、遗传高度复杂等原因，

利用传统林木遗传育种的方法难以在分子水平上

揭示其遗传基础。DNA 分子标记技术是直接对其

DNA 进行研究，不受环境和发育阶段的影响，更具

目的性和高效性，是对其进行遗传图谱构建、不同

品种遗传多样性分析、良种鉴定及抗性基因定位等

研究的有力工具。 
SRAP 标记是目前一种较为理想的分子标记技

术，与其他常用的分子标记相比，弥补了它们的一

些不足，而且更能反应表型的多样性及进化史

(Ferriol et al., 2003a, 2003b)，提供的信息也更为优

良(Ferriol et al., 2004)。SRAP 标记引物通用性强，

不需要预知物种的序列信息，因此应用广泛。目前，

已经在蔬菜作物、果树等多种植物的遗传育种研究

中成功应用，在林木指纹图谱建立(王宇等, 2007, 
林业实用技术, (5): 3-5)、种质鉴定(於朝广等, 2009)
及林木遗传多样性分析(陈罡等, 2010; 王骞春等, 
2010, 辽宁林业科技, (6): 19-21, 48)等方面研究也

已陆续开展，本试验首次对美国白蜡的 SRAP-PCR

扩增体系进行优化，建立的扩增体系稳定可靠，能

够很好的用于美国白蜡分子遗传育种研究。 
由于SRAP标记是一种基于PCR的分子标记技

术，扩增结果受反应条件、材料、药品及仪器不同

等因素的影响，因此在应用前应对其扩增体系进行

优化，根据实际所用进行调整。SRAP 体系优化的

方法有多种，本试验对其反应体系中 5 个因素进行

正交设计，得到了美国白蜡 SRAP-PCR 的最佳扩增

体系，试验快捷简便，结果科学可靠。但该方法也

存在一定局限性，在对扩增谱带的优劣判断上带有

一定的主观成分，不能很好地说明各因素间的互作

等，如果能够建立客观的 PCR 扩增结果评价标准，

则能极大的促进以 PCR 技术为基础的分子标记技

术的应用。 

3 材料与方法 
3.1 试验材料 

供试材料为辽宁省林业科学研究院从美国引

进不同种源的美国白蜡成熟饱满种子，经组培扩繁

获得实生苗后，剪取其幼嫩叶片-70℃保存备用。 

3.2 基因组 DNA 提取 
采用 CTAB 法并略加改进后提取基因组 DNA。

用1%琼脂糖凝胶电泳检测提取DNA的质量及完整

性，并用 UV1102 紫外分光光度计测定其浓度，选

出适宜的作为模板 DNA，稀释至所需浓度后，-20℃
保存备用。 

3.3 引物筛选 
    SRAP 引物采用已发表(Li and Quiros, 2001)的
引物组合，由北京赛百胜生物公司合成。随机选取

16 对引物组合，参考 Li 和 Quiros 的扩增反应体系

及程序，进行引物筛选，选择条带丰富清晰的引物

组合进行优化实验。 

3.4 SRAP-PCR 反应体系及扩增条件 
采用正交设计确定 PCR 反应中 5 个因素(Mg2+, 

dNTP, 引物, Taq DNA 聚合酶及模板 DNA)的最佳

水平，正交设计方案(表 1)。随机选取一个模板按表

1 中的 16 个处理进行实验，每处理重复 2 次。扩增

反应均在 PTC-200 型 PCR 仪(BIO-RAD)上进行。反

应总体系为 25 μL，扩增程序首先是 94℃预变性 5 
min；然后前 5 个循环为：94℃变性 30 s，37℃退
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火 30 s，72℃延伸 1 min；随后的 35 个循环为：94℃
变性 30 s，50℃复性 30 s，72℃延伸 1 min；最后

72℃延伸 8 min，4℃保存。扩增产物用 2%琼脂糖

凝胶电泳进行分离，经 EB 染色后在 Gel-2000 凝胶

成像系统(BIO-RAD)上观察和记录。以上实验所用

试剂均购自北京 TIANGEN 生物有限公司。 

3.5 SRAP-PCR 反应体系验证及不同种源美国白蜡

多态性检测 
在优化后的反应体系基础上，选取 4 个不同种

源的美国白蜡材料进行体系验证，并对其进行

SRAP 多态性检测。PCR 产物用 8%非变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳进行分离，银染法染色显影后，用数

码相机拍照并观察。 
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