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辽东栎 SSＲ 反应程序和反应体系的优化

康峰峰，秦英英，韩海荣
( 北京林业大学省部共建森林培育与保护重点实验室，北京 100083)

摘 要: 本文针对辽东栎遗传多样性研究过程中的 SSＲ 反应程序和反应体系进行了优化研究。优化后的反应程序

为: 94℃ 预变性 3 min; 94℃ 变性 45s，58℃ 退火 45 s，72℃ 延伸 7 min，72℃ 延伸 45 s，33 个循环; 经优化后的反应

体系为 30 ngDNA 模板，2 μL10 × Buffer( Mg2 + Plus) ，150 μmol·L －1 dNTP Mixture，0． 3μmol·L －1 上下游引物，1U( 5
u·μL －1 ) Taq 酶，反应总体积为 20 μL。研究结果对 SSＲ 分子标记在栎属植物遗传多样性中的应用也有一定的参

考价值。
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The Optimization of the SSＲ Ｒeaction Program and the Ｒeaction
System in Ｒesearches on Quercus liaotungensis

KANG Feng-feng QIN Ying-ying HAN Hai-rong
( Key Laboratory for Silviculture and Forest Conservation of Ministry of Education，

Beijing Forestry University，Beijing 100083，China)

Abstract: In this paper，optimization researches were conducted on the SSＲ reaction program and the re-
action system for the research process of Q． liaotungensis genetic diversity． The optimized reaction program
was to adopt 33 cycles，which included 3 minutes of pre-denaturing at 94℃，45 seconds of denaturing at
94℃，45 seconds of annealing at 58℃，45 seconds of extension at 72℃，and a final extension step was
carried out at 72℃ for 7 minutes． The optimized reaction system was as follows: 30 ng DNA，2 μL10 ×
Buffer( Mg2 + Plus) ，150 μmol·L －1 dNTP Mixture，0. 3 μmol·L －1of each primer，1U( 5 u·μL －1 ) Taq
polymerase，and the total reaction volume was 20 μL． The results had a certain reference value for the ap-
plication of the SSＲ marker in the research on the genetic diversity of oak plants．
Key words: Quercus liaotungensis，SSＲ，Ｒeaction program，The reaction system，Optimization

辽东栎是一种具有重要的生态价值和经济价值

的树种［1，2］。它主要分布在黑龙江、吉林、辽宁、内

蒙古、河北、山西、陕西、宁夏、甘肃、青海、山东、河南

等省区。辽东栎在辽宁半岛常常生长于低山丘陵

区，在华北地区则常生于海拔 600 m ～ 1 900 m的山

地，而 在 陕 西 省 和 四 川 北 部 可 达 海 拔 2 200 m ～
2 500 m，常生于阳坡和半阳坡，成小片纯林或混交

林。另外，辽东栎在朝鲜北部也有分布［2］。为了更

好地进行辽东栎的保护和利用，近年来针对辽东栎

抗 性、空 间 格 局 和 生 理 生 态 等 方 面 的 研 究 很

多［3 ～ 11］，但对其进行的遗传多样性方面的分析则较

少［12，13］，SSＲ 分子标记则是进行遗传多样性分析的

一个非常好的方法之一。SSＲ 是一种由 2 到 5 个核

苷酸位单位多次串联重复的核苷酸序列，长达几十

或者几百个核苷酸［14］。SSＲ 广泛分布于真核生物

基因组，在每个座位的重复数量可能并不完全相同，
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从而产生多态性［15］。SSＲ 分子标记在植物中的应

用非常的广泛，，如在水稻［16］、玉米［17］、大豆［18］、小

麦［19］、桑树［20］等植物中都有很多的应用，不过在辽

东栎方面，尚未有人用 SSＲ 做过相关的研究。而

SSＲ 标记的反应体系在应用于不同的物种时会有一

定的差异，因此，在对辽东栎群体进行 SSＲ 分析之

前，建立一个适合于辽东栎的 SSＲ 反应体系是非常

必要的。

1 材料和方法

1． 1 材料

进行辽东栎 SSＲ 反应体系优化的辽东栎叶片

来自于山西省灵空山的辽东栎群体，随机选取 3 个

健康的辽东栎个体作为优化的材料，用变色硅胶迅

速干燥。采样时间为 2010 年 5 月。用 于 优 化 的

SSＲ 引物序列为 GCTCCCTGGTAGTCGGCTAAAGA、
CAATTGGGACAACATGGAAGCAT。
1． 2 DNA 提取

虽然 SSＲ 反应对 DNA 质量的要求不高，但是

DNA 的质量还是会影响反应的结果。为了保证提

取的 DNA 的质量，使用 DNA 提取试剂盒从干燥的

辽东栎叶片中提取总 DNA，提取好的 DNA 用 1% 的

琼脂糖凝胶电泳检测其质量，用紫外分光核酸测定

仪检测其浓度，然后定量。
1． 3 PCＲ 反应程序和反应体系的优化

PCＲ 反应在美国 ABI Veriti 96 孔快速梯度 PCＲ
仪上完成，所用试剂全部来自 TaKaＲa ( 大连) 有限

公司，引物合成公司为英潍捷基( 上海) 贸易有限公

司合成。聚丙烯酰胺凝胶电泳所使用的电泳仪为

Biorad 高压电泳仪 HV －5056，电泳槽为 Bio-Ｒad Se-
qui-Gen GT System，规格为 38 cm ×50 cm。

在 Ueno 等人所提供的反应体系［21］的基础上进

行优化，使用的反应程序为 Ueno 等人所提供的反

应程序［21］。由于 Ueno 等人所用的反应总体积为 8
μL，而反应体积过小容易造成实验误差，故而实验

采用的反应体积为 SSＲ-PCＲ 常用的 20 μL。实验采

用单因素法对 DNA 浓度、dNTP 浓度、引物浓度、Taq
酶用量等因 素 进 行 了 优 化，所 使 用 的 10 × Buffer
( Mg2 + Plus) 均为 2 μL( 体系优化时所使用引物为

PL109 － 110) ，实验结果用 1. 5% 的琼脂糖凝胶电泳

进行检测，每个反应重复两遍。所设置的反应体系

优化梯度如表 1、2、3、4 所示。

表 1 DNA 单因素优化

Table 1 The single factor optimization of the DNA's con-
centration

序号
DNA
( ng)

dNTP Mixture
( μmol·L －1 )

引物
( μmol·L －1 )

Taq 酶
( U)

1 10 200 0． 4 1
2 20 200 0． 4 1
3 30 200 0． 4 1
4 40 200 0． 4 1

表 2 dNTP Mixture 单因素优化

Table 2 The single factor optimization of the dNTP's con-
centration

序号
DNA
( ng)

dNTP Mixture
( μmol·L －1 )

引物
( μmol·L －1 )

Taq 酶
( U)

1 30 100 0． 4 1
2 30 150 0． 4 1
3 30 200 0． 4 1
4 30 250 0． 4 1

表 3 引物单因素优化

Table 3 The single factor optimization of the Prime's con-
centration

序号
DNA
( ng)

dNTP Mixture
( μmol·L －1 )

引物
( μmol·L －1 )

Taq 酶
( U)

1 30 200 0． 2 1
2 30 200 0． 3 1
3 30 200 0． 4 1
4 30 200 0． 5 1

表 4 Taq 酶单因素优化

Table 4 The single factor optimization of the Taq
polymerase's concentration

序号
DNA
( ng)

dNTP Mixture
( μmol·L －1 )

引物
( μmol·L －1 )

Taq 酶
( U)

1 30 200 0． 4 0． 5
2 30 200 0． 4 1
3 30 200 0． 4 1． 5
4 30 200 0． 4 2

1． 4 反应程序的优化

使用优化后的反应体系来进行反应程序的优

化，主要针对反映的循环程序进行初步的优化，分别

使用 30、33、35、37、40 个循环作为反映的循环次数。
1． 5 结果检测

使用 1. 5% 的琼脂糖凝胶电泳进行检测，每个

反应重复两遍。

2 结果与分析

由图 1 ( 从左到右 DNA 浓度分别为 10 ng、20
ng、30 ng、40 ng) 可以看出，当 DNA 浓度为 10 ng 的

时候，看不到明显的扩增产物，仅有引物二聚体的产
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生，浓度为 20 ng、30 ng 和 40 ng 时，均可以看到明

显的扩增条带，但是相比之下，DNA 浓度为 30 ng 时

得到的产物条带更细更亮，浓度为 40 ng 的条带后

则有模糊的引物二聚体条带，故而选择的 DNA 最优

浓度为 30 ng。

图 1 DNA 优化结果图

Fig． 1 The result of the DNA optimization

从图 2( 从左到右 dNTP 浓度分别为 100 μmol·
L －1、150 μmol·L －1、200 μmol·L －1、250 μmol·
L －1 ) 得知，dNTP 浓度的变化对 SSＲ-PCＲ 扩增反应

的影响并不是很大，但是当其浓度过大或者过小时

都会造成 SSＲ-PCＲ 的产物量的减少。从图 2 中可

以看出，dNTP 浓度为 100 μmol·L －1 和浓度为 250
μmol·L －1时，产物的量要更少，浓度为 150 μmol·
L －1和 200 μmol·L －1时得到的条带比较清晰，且清

晰度相似。为了节约试剂，故而选取 dNTP 的浓度

为 150 μmol·L －1为最佳浓度。

图 2 dNTP 浓度优化结果图

Fig． 2 The result of the dNTP concentration optimization

图 3 引物浓度优化结果图

Fig． 3 The result of the Primer concentration optimization

从图 3( 从左到右引物浓度为 0. 2 μmol·L －1、
0. 3 μmol·L －1、0. 4 μmol·L －1、0. 5 μmol·L －1 ) 中

可以看出，引物浓度过低时得到的产物条带非常的

不明显，但对于辽东栎来讲，引物 PL109 － 110 的浓

度在 0. 3 μmol·L －1、0. 4 μmol·L －1 和 0. 5 μmol·

L －1时得到的条带的量和清晰度都相似，均没有引物

二聚体的产生，故而选择引物浓度为 0. 3 μmol·
L －1为最佳反应浓度。

图 4 中 Taq 酶的浓度从左至右为 0. 5 U、1 U、
1. 5 U、2 U，当 Taq 酶浓度为 0. 5 U 时，无扩增产物

的产生，说明这个浓度过小，而 Taq 酶浓度为 1U、1．
5U、2U 时可以得到清晰、细亮的条带，但随着 Taq
酶浓度的升高，拖尾现象有越来越严重的趋势。这

也说明辽东栎的 SSＲ-PCＲ 反应体系所需的酶浓度

较低，当酶浓度为 1U 时足以满足反应的需求。

图 4 Taq 酶浓度优化结果图

Fig． 4 The result of the Taq polymerase concentration opti-
mization

另外，实验结果表明，33 个循环所得到的条带

数更为清晰，更容易识别。最终确定的反应程序如

下:

33 个循环

94℃ 预变性 3 min
94℃ 变性 45 s
58℃ 退火 45 s
72℃ 延伸 45 s
72℃ 延伸













7 min

( 不同引物退火

温度略有不同)

3 讨论

优化后得到的最终辽东栎 SSＲ 反应体系为 30
ngDNA 模板，2 μL10 × Buffer( Mg2 + Plus) ，150 μmol
·L －1 dNTP Mixture，0. 3 μmol·L －1 上下游引物，

1 U( 5 u·μL －1 ) Taq 酶，反应总体积为 20 μL。最

终确定的反应程序的循环数为 33 个循环。
SSＲ-PCＲ 的影响因素有很多，DNA 纯度、反应

程序、循环数、DNA 浓度、dNTP 浓度、引物浓度、Taq
酶浓度、退火温度等均可以对其结果产生较大的影

响。在进行大批量的 SSＲ 扩增反应之前需要对其

进行反应程序和反应体系的优化，特别是对于之前

没有先例的，更需要针对其作出优化，得到一个适合

该物种使用的 SSＲ-PCＲ 反应程序。
由实验可知，辽东栎的 SSＲ-PCＲ 反应体系中，

各个反应条件对反应结果均有影响，其中 DNA 浓度
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和退火温度对反应结果的影响较大，dNTP 浓度、引
物浓度和 Taq 酶浓度虽然对其反应结果也有较大的

影响，但相对不那么敏感，在一定的浓度范围内均能

得到相似的理想结果。这说明辽东栎的 SSＲ-PCＲ
反应条件相对不是特别敏感，但是在进行大批量的

反应之前对其反应体系进行优化是非常有必要的，

一方面可以使得反应条带更为清晰，结果更为准确，

另一方面，可以对不同的反应因子选取一个合理的

反应浓度，减少不必要的浪费。
在 SSＲ-PCＲ 反应中，各种因素的含量会对反应

结果造成不同的影响，DNA 的浓度对 SSＲ 反应的影

响是比较大，在浓度较小的时候，会造成反应得到的

产物量过少而无清晰条带的产生，而在浓度过大的

时候，则容易造成非特异性扩增，出现引物二聚体，

影响条带的正确判读，有的时候还会造成无反应产

物出现。而 dNTP 浓度的过大或者过小都会造成产

物量的减少，dNTP 是反应的底物，当其浓度过低时，

产物量减少，过高时，它会与 Taq 酶争夺 Mg2 + 的结

合，导致酶活性的降低，同样会造成扩增产物的量的

减少，并且还容易造成产物在凝胶上出现拖尾现象。
Taq 酶浓度的过低会造成扩增产物的量的减少，而

如果量过高则会导致非特异性扩增和拖尾现象的出

现。本文优化后得到的辽东栎 SSＲ-PCＲ 反应体系

具有酶用量较低、dNTP 浓度较低等特点，如仁用杏

的 SSＲ 反应体系为 200 μmol·L －1 的 dNTP，1. 5 U
的 Taq 酶［22］，油葵的 SSＲ 反应体系为 200 μmol·
L －1的 dNTP，2 U 的 Taq 酶［23］。

另外，循环数的增加容易使得 PCＲ 产物过多容

易产生涂抹带或者片状带，甚至导致非特异性产物

的产生和增多，而循环数过低则会使得 PCＲ 产物量

过少，从而导致条带不清晰甚至看不到。文章对循

环数进行重复对照试验最终确定的循环数为 33 个

循环，这也是适合于辽东栎 SSＲ 反应的循环数。实

际上，SSＲ 反应对于反应程序的要求并不像 AFLP
分子标记试验那么严格，延伸时间的长短也可以根

据具体的反应来进行调整，在一定范围内的反应程

序的变化并不会造成非常大的影响，在实际的操作

中，每个实验室都会有其根据经验所总结得出的最

适的 SSＲ 反应程序。
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