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濒危植物望天树 SSR － PCR 反应体系的优化
＊?

张美玲1，2，李巧明1
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2． 中国科学院 研究生院，北京 100039)

摘要: 为探索适宜望天树( Parashorea chinensis) 的 SSR － PCR 反应体系，利用 L16 ( 45 ) 正交试验设计，对 SSR
－ PCR 反应体系中的 5 个反应组分( dNTPs、引物、DNA 模板、Mg2 +、Taq DNA 聚合酶) 进行优化． 结果显示，各

因素水平的变化对望天树 SSR － PCR 反应的影响由大到小依次为: 模板 DNA ＞ dNTPs ＞ 引物 ＞ Mg2 + ＞ Taq
DNA 聚合酶． 最终建立了适合望天树 SSR － PCR 分析的最佳反应体系: 在 25 μL 反应体系中，10 × buffer( Mg2 +

Free) 2． 5 μL，模板 DNA 30 ng，dNTPs 20 mmoL /L，引物 13 μmoL /L，Mg2 + 50 mmoL /L，Taq DNA 聚合酶 0． 5 U． 利

用该优化体系，采用 3 对不同引物对 12 份分布于不同地区的望天树材料进行了检验，证明此反应体系具有较

好的稳定性和可重复性．
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望天树( Parashorea chinensis) 又名擎天树［1］，

为龙脑香科( Dipterocarpaceae) 柳安属( Parashorea)

植物，其适生于终年高温高湿、静风的热带季风气

候，主要分布于我国滇南、滇东南及桂西南等局部

地区［2 － 3］． 望天树为常绿大乔木，其树形高大通直

圆满，质材优良，为世界著名用材［4］，并含有多种

有效药用活性成分［5］，有很大的经济开发价值． 而

且，望天树作为亚洲热带雨林的特有种，对研究我

国的热带植物区系有重要意义． 由于近年来人们对

望天树大量的采集和砍伐，望天树种群数量锐减．
加上人类经济活动的影响，望天树赖以生存的生境

也逐渐丧失和破碎化，致使其种群扩张更加困难，

望天树的生存受到严重威胁． 在《中国植物红皮

书》中，望天树被列为国家一级重点保护野生植

物［6］． 对其进行保护生物学方面的研究迫在眉睫，

而利用稳定高效的分子标记对于其进行遗传分析，

可为其保护措施的制定提供科学依据，对于合理、
有效的保护该物种具有重要科学意义．

SSR( Simple Sequence Repeat) 即简单重复序

列，是指由 1 ～ 6 个碱基组成的基序以首尾相接的

方式串联重复而成的一段 DNA 序列，在真核生物

的基因组中普遍存在，植物基因组中含量尤其丰

富［7］． 同一物种的不同基因型间，微卫星基序的重

复次数差异很大，从而造成了微卫星位点的长度多

态性［8］． SSR 标记呈共显性的孟德尔式遗传，其数

量极为丰富、覆盖整个基因组，信息含量极高，而且

对 DNA 数量及质量要求较低，具有灵敏度高、稳定

性好、可靠性高、操作简单等众多优点，现在已被广

泛应用于群体遗传多样性分析［9］、植物交配系统

研究［10］、种质资源鉴定［11］、遗传图谱构建［12］等多

个领域． 目前，已有多种龙脑香科植物有了 SSR 标

记方面的报道［13 － 17］，但由于 SSR 标记引物具有物

种特异性，不同物种的 SSR － PCR 反应体系也不一

样，因此，望天树 SSR － PCR 的最适反应条件还需

要摸索． 本研究利用正交设计分析法，优化并建立

适宜望天树的稳定高效的 SSR － PCR 反应体系，为

SSR 分子标记在望天树上的应用打下基础．

1 材料与方法

1． 1 材料
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1． 1． 1 试验材料 供试材料为分别来自云南河

口、马关，云南西双版纳白沙河、会都河、补蚌、会阴

河等 6 个居群的 12 份望天树叶片( 2 份 /居群) ，分

别编号 1 ～ 12，其中来自云南补蚌的 9 号为体系优

化模板，其它均为体系检测模板． 每株取其幼嫩叶

片，用变色硅胶干燥，室温保存．
1． 1． 2 主 要 试 剂 与 仪 器 所 用 试 剂 10 × PCR
Buffer ( Mg2 + Free ) 、dNTPs ( 2． 5 nmol /μL ) 、MgCl
( 25． 0 nmol /μL) 、Taq DNA 聚合酶( 5． 0 U /μL) 等

均为 TaKaRa 公司产品． 100 bp DNA Marker 为分子

量标准，购自百泰克公司．
引物为自行设计的 SSR 引物序列( 表 1) ，正交

试验所用引物为 JN900076，体系验证所用引物为

JN900061、JN900062、JN900078，均为上海生工生物

工程技术服务有限公司合成．
1． 2 方法

1． 2． 1 基因组 DNA 提取 采用改良的 3 × CTAB

法［18］从望天树叶片中提取基因组 DNA，用 1% 琼

脂糖凝胶电泳检测其质量和浓度，根据相对的 EB
染色荧光强度，对总 DNA 浓度进行粗略估算，最终

将 DNA 模板质量浓度定量在 20 ng /μL．
1． 2． 2 正交设计优化 SSR － PCR 反应体系 以云

南补 蚌 居 群 的 望 天 树 基 因 组 DNA 为 模 板，

JN900076 为引物，采用 L16 ( 45 ) 正交表 ( 表 2、3 ) ，

对 SSR － PCR 反应体系的 DNA 模板、Mg2 +、dNTP、
引物、Taq DNA 聚合酶共 5 个因素分别设 4 个浓度

梯度水平，共 16 个处理的正交设计来确定望天树

SSR － PCR 反应的最佳水平． 除表中变化因素外，

每个 反 应 体 系 均 含 有 2． 5 μL 10 × PCR Buffer
( Mg2 + Free) ，最后加入 ddH2O 补齐到 25 μL． PCR
扩增反应程序为: 95 ℃预变性 3 min; 94 ℃变性 30
s，54 ℃复性 60 s，72 ℃ 延伸 60 s，35 个循环; 最后

72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存． 扩增产物用 8%非变性

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离及银染检测．

表 1 4 对望天树 SSR 引物

Tab． 1 Four pairs of SSR primers of Parashorea chinensis

Genbank 序列号 引物序列 重复基元

JN900061
F: 5＇ CTGATTGATGGTGGACTA 3＇

R: 5＇ ATGTCTCGAATAAGGAGC 3＇
( TC) 10…( AC) 9

JN900062
F: 5＇ GAGCGCACGAGCTATCAA 3＇

R: 5＇ GATCGGGAGGGATTTCAG 3＇
( TGC) 3 tgg( TTC) 3 gtc( TTC) 5 ( GA) 9

JN900076
F: 5＇ TGGAGGGTTGCTGATGCT 3＇

R: 5＇ TCAACTGGCCCTTTGATG 3＇
( TC) 14

JN900078
F: 5＇ TAGCAGCTTTTATGGGATT 3＇

R: 5＇ GATTTGGATTTTAGTATTCTGG 3＇
( TC) 18

表 2 望天树 SSR － PCR 体系优化的因素及水平

Tab． 2 Factors and levels used for optimizing SSR － PCR reaction system of Parashorea chinensis

水平

因素

m( 模板 DNA) /
20 ng

c( Mg2 + ) /

( mmol·L －1 )

c( dNTPs) /

( mmol·L －1 )

c( 引物) /

( μmol·L －1 )

ρ( Taq DNA 聚合酶) /

( U·μL －1 )

1 30 25 15 8 0． 02

2 40 37． 5 20 10 0． 04

3 50 50 25 13 0． 06

4 60 62． 5 30 15 0． 08
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表 3 望天树 SSR － PCR 反应的 L16 ( 45 ) 正交设计因素水平

Tab． 3 The L16 ( 45 ) orthogonal design for SSR － PCR of Parashorea chinensis

编号

因素

m( 模板 DNA) /
20 ng

c( Mg2 + ) /

( mmol·L －1 )

c( dNTPs) /

( mmol·L －1 )

c( 引物) /

( μmol·L －1 )

ρ( Taq DNA 聚合酶) /

( U·μL －1 )

1 30 25 15 8 0． 02

2 30 37． 5 20 10 0． 04

3 30 50 25 13 0． 06

4 30 62． 5 30 15 0． 08

5 40 25 20 13 0． 08

6 40 37． 5 15 15 0． 06

7 40 50 30 8 0． 04

8 40 62． 5 25 10 0． 02

9 50 25 25 15 0． 04

10 50 37． 5 30 13 0． 02

11 50 50 15 10 0． 08

12 50 62． 5 20 8 0． 06

13 60 25 30 10 0． 06

14 60 37． 5 25 8 0． 08

15 60 50 20 15 0． 02

16 60 62． 5 15 13 0． 04

10 × PCR Buffer( Mg2 + Free) 均为 2． 5 μL，加 ddH2O 至 25 μL．

1． 2． 3 数据分析 参照何正文等［19］的方法，对 16
个处理的扩增条带按其主带的强弱，杂带的多少以

及背景的深浅进行评分，共设 4 次重复． 主带清晰

度越高，杂带越少，背景越浅的评分越高，最高记为

16 分; 反之，主带模糊有弥散现象，杂带多，背景深

的评分越低，最低记为 1 分． 采用 SPSS 软件对 4 次

评分结果做方差分析和多重比较，用 EXCEL 软件

做出曲线图．
1． 2． 4 SSR － PCR 体系稳定性检测 以表 1 中的

JN900061、JN900062、JN900078 为引物，用优化的

最佳 SSR － PCR 体系对所有的 12 份望天树材料进

行扩增，PCR 产物用 8%非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳检测，以验证其稳定性和广泛性．

2 结果与分析

2． 1 SSR － PCR 正交设计结果 将正交设计的

16 个处理( 表 3) 按上述扩增程序进行 SSR － PCR

反应，反应产物经 8%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

后银染检测，检测结果如图 1 所示，除了第 14 个反

应体系没有扩增出条带，其余 15 个具有扩增条带，

说明试验所设计的各个试验因素浓度梯度均没有

偏离最适范围． 依照评分标准，对各处理进行评分，

评分结果见表 4． 4 次计分结果比较一致，表明各处

理重复性好．
2． 2 正交试验结果分析 将以上处理的的评分结

果用 SPSS 软件进行方差分析，由表 5 可知，模板

DNA 的量对 PCR 反应结果的影响最大，Taq DNA
聚合 酶 浓 度 的 影 响 最 小，各 因 素 水 平 的 变 化 对

PCR 反应的影响由大 到 小 依 次 为: 模 板 DNA ＞
dNTPs ＞ 引物 ＞ Mg2 + ＞ Taq DNA 聚合酶． 由 P 值

可知各因素水平间的差异均达到了极显著水平，因

此进一步对各因素进行因素内多重比较．
2． 2． 1 DNA 模板用量对 SSR － PCR 反应体系的

影响 方差分析显示，模板 DNA 的用量对 PCR 反
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应结果的影响最大． PCR 反应中，模板 DNA 含量过

低，与引物的碰撞几率降低，则结合概率亦降低，扩

增产物量少或扩增不稳定; 模板 DNA 含量过高，则

会增加非特异性扩增． 图 1 中，1 到 8 号处理均有

清晰的条带，而在 9 ～ 16 号处理中，除了 3 个处理

( 9，13，14) 扩增条带极弱或者无，其它 5 个处理条

带的亮度也远远低于 1 ～ 8 的处理． 图 2 的结果与

此相合，当 DNA 在 30 ～ 40 ng 时，均能扩增出较好

的产物，且随着模板 DNA 用量的增加，评分结果均

值逐步递增; 当DNA用量为40 ～ 60ng时，评分结

( a) : 4%琼脂糖凝胶电泳图谱; ( b) : 8%聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱; M: DNA Marker． ( 1 ～ 16 为 16 个组合)

图 1 望天树正交设计 SSR － PCR 产物电泳结果

Fig． 1 Electrophoresis profi1es of SSR － PCR of Parashorea chinensis by orthogonal design

表 4 L16 ( 45 ) 正交设计的 16 个处理

Tab． 4 The L16 ( 45 ) orthogonal design for SSR － PCR

重复
评分

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 10 16 15 12 15 14 16 13 6 10 10 7 3 1 10 8

2 11 15 14 13 16 15 15 12 7 11 9 8 2 1 8 7

3 9 16 15 12 15 15 16 14 5 10 10 9 4 2 9 8

4 10 16 13 13 16 14 15 12 6 9 10 8 4 2 10 8

表 5 PCR 反应各因素间方差分析

Tab． 5 The results of variance analysis among factors

变异来源 自由度( DF) 平方和( SS) 均方( MS) F 值 显著水平( P 值)

模板 DNA 3 662． 643 220． 881 589． 016 ＜ 0． 001

Mg2 + 3 63． 810 21． 270 56． 720 ＜ 0． 001

dNTPs 3 165． 810 55． 270 147． 386 ＜ 0． 001

引物 3 98． 810 32． 937 87． 831 ＜ 0． 001

Taq 酶 3 24． 500 8． 167 21． 778 ＜ 0． 001

误差 48 18． 000 0． 375

总变异 63 1041． 750
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图 2 模板 DNA 用量与评分结果的关系

Fig． 2 The relationship between template DNA concentra-
tion and the evaluation result

果均值呈递减趋势，用量越高评分越低． 对模板

DNA 的 4 个用量水平进行多重比较，结果显示，30
ng 与 40 ng 间无显著差异． 因此，从经济的角度考

虑，将模板 DNA 的最适用量定为 30 ng．
2． 2． 2 dNTPs 浓度对 SSR － PCR 反应体系的影响

dNTPs 的浓度是影响望天树 SSR － PCR 的另一

个重要因素． dNTPs 是 PCR 反应的原料，浓度过低

会导致扩增产量低，而浓度过高则会与 Taq DNA
聚合酶竞争性结合 Mg2 + ，使酶反应活性降低，从而

降低扩增效率． 由图 3 可见，当 dNTPs 的浓度为 20
mmol /L 时扩增效果最好，25 mmol /L 时扩增效果最

差． 对 dNTPs 各浓度水平进行因素内多重比较，结

果显示，20 mmol /L 和其它 3 个浓度水平均有显著

差异． 因 此，选 定 模 板 dNTPs 的 最 适 浓 度 为 20
mmol /L．

2． 2． 3 引物浓度对 SSR － PCR 反应体系的影响

引物浓度直接影响到 PCR 产物的生成，浓度过低

时，所结合的模板 DNA 减少，造成模板 DNA 的浪

费，扩增产量降低; 浓度过高时则会引起模板与引

物的错配，增加非特异性结合的几率，容易形成引

物二聚体． 由图 4 可见，当引物浓度为 13 μmol /L
时，所得的评分结果均值最高，而当低于或高于此

浓度时，评分结果均值均为减少． 对引物浓度进行因

素内多重比较，结果表明，引物浓度各水平间差异均

达到极显著水平． 因此，试验中采用 13 μmol /L 的引

物浓度为宜．
2． 2． 4 Mg2 + 浓度对 SSR － PCR 反应体系的影响

Mg2 + 是 Taq DNA 聚合酶的激活剂，适量浓度的

Mg2 + 可促进 Taq DNA 聚合酶发挥聚合作用． 但当

Mg2 + 浓度过高时，容易生成非特异产物; 而 Mg2 + 浓

度过低时，会使扩增产物量减少． 如图 5 可见，Mg2 +

含量在 50mmoL /L 时评分结果均值最高，当低于或

高于这个浓度时，评分结果均值降低． 对 Mg2 + 浓度

进行因素内多重比较，结果表明，50 mmol /L 和 60
mmol /L 间差异不显著． 为了节约成本，故选择 50
mmol /L 为 Mg2 + 最适用量．
2． 2． 5 Taq DNA 聚合酶对 SSR － PCR 反应体系的

影响 由方差分析得知，在望天树 SSR － PCR 反应

体系中，Taq DNA 聚合酶浓度的影响最小． 由图 6
可知，Taq DNA 聚合酶的 4 个浓度梯度均有大于 10
的评分结果均值，且 Taq DNA 聚合酶浓度为0． 02
U /μL 时，扩增结果评分最高，浓度为 0． 02 ～ 0． 08
U /μL 时，评 分 结 果 均 值 则 逐 步 递 减． 对 Taq
DNA聚合酶的4个浓度水平行多重比较，结果显

图 3 dNTPs 浓度与评分结果的关系

Fig． 3 The relationship between dNTPs concentration and
the evaluation result

图 4 引物浓度与评分结果的关系

Fig． 4 The relationship between the primers concentration
and the evaluation result
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图 5 Mg2 + 浓度与评分结果的关系

Fig． 5 The relationship between Mg2 + concentration and the
evaluation result

图 6 Taq DNA 聚合酶浓度与评分结果的关系

Fig． 6 The relationship between Taq DNA polymerase con-
centration and the evaluation result

示，0． 02 U /μL 与其它 3 个水平有极显著差异，因

此，选 定 Taq DNA 聚 合 酶 的 最 佳 浓 度 为 0． 02
U /μL．

综上所述，本试验得到望天树 SSR － PCR 反应

的最适 宜 体 系: 25 μL 体 系 中，10 × buffer ( Mg2 +

Free) 2． 5 μL，模板 DNA 30 ng，dNTPs 20 mmol /L，

引物 13 μmol /L，Mg2 + 50 mmol /L，Taq DNA 聚合酶

0． 02 U /μL． SSR － PCR 扩增程序为: 95 ℃预变性 3
min; 94 ℃变性 30 s，54 ℃复性 60 s，72 ℃延伸 60 s，
35 个循环; 最后 72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存．
2． 3 最佳 SSR － PCR 反应体系的验证 采用上

述最佳体系，以分别来自 6 个自然居群的共 12 个

望天树个体为 DNA 模板，用 JN900078、JN900062
和 JN900061 共 3 对引物进行 SSR － PCR 反应． 反

应结果如图 7 所示，36 个反应中除了 1 个无扩增

产物，其它均能扩增出目的条带，且扩增条带清晰，

无弥散现象，说明此反应体系稳定，并由较高的可

重复性．

3 讨 论

PCR 反应是 SSR 检测过程中的一个重要环

节，建立稳定高效的 SSR － PCR 反应体系是 SSR
分子标记技术应用的基础． 而 SSR 反应涉及诸多

影响因素，且各个因素之间还相互影响，因此我们

选用正交设计来对望天树的 PCR － SSR 体系进行

优化． 正交设计利用正交表的整齐可比性和均衡分

散性，能够以有限可行的试验次数来研究多个因素

不同 水 平 间 的 交 互 作 用，比 单 因 素 试 验 更 加 可

靠［20］． 目前正交试验设计多已在多个物种的 SSR
－ PCR 反应体系的优化中得到应用［21 － 24］． 本试验

采用正交设计，结合统计分析软件，增强了试验的

可靠性和精确性．
本试验采用正交设计，结合统计分析软件，对

望天树反应体系进行了优化．
本研究中，DNA 模板的含量对 PCR 反应的影

响最大． 望天树组织细胞中含有较多的多糖和多酚

类次生代谢产物，这些物质很容易与 DNA 结合形

成不溶的复合物． 因此，DNA 模板量过多时，不光

会增加非特异性产物，DNA 中的杂质还会抑制 Taq
聚合 酶 的 活 性，从 而 影 响 到 PCR 的 效 率． 其 次

dNTPs 的 浓 度 也 对 PCR 反 应 有 着 较 大 的 影 响，

dNTPs 是 PCR 反 应 的 原 料，其 浓 度 直 接 影 响 了

PCR 产物的生成，浓度过低会导致扩增产量降低，

浓度过 高 则 会 与 Taq DNA 聚 合 酶 竞 争 性 结 合

Mg2 + ，从而影响 Taq DNA 聚合酶反应的活性，不仅

浪费，还会增加错配率． 此外，引物也要适量，浓度

过低无法启动 PCR 反应，过高则会产生引物二聚

体，出现非特异产物． Mg2 + 可催化 Taq DNA 聚合酶

的聚合作用，当用量不足时会抑制 Taq DNA 聚合

酶的活性，减少扩增产物的产量，而当用量过多时，

则会增加非特异产物的扩增． Taq 聚合酶浓度对望

天树 SSR － PCR 反应的影响最小，但当其浓度过高

时也会提高错配几率，导致非特异性条带的产生．
本文对 SSR － PCR 反应体系中 DNA 模板用

量、Mg2 + 浓度、dNTP 浓度、引物浓度和 Taq DNA 聚

合酶浓度进行了优化试验，最终建立了适合望天树
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图 7 3 对引物组合在 12 个望天树个体上的 SSR － PCR 扩增结果

Fig． 7 Electrophoresis profiles of SSR － PCR in 12 individuals of Parashorea chinensis with 3 pairs of primers

SSR － PCR 分析的最佳反应体系: 在 25 μL 反应体

系中，引 物 浓 度 为 13 μmol /L，dNTPs 浓 度 为 20
mmol /L，Mg2 + 浓度为 50 mmol /L，Taq DNA 聚合酶

浓度为 0． 02 U /μL，模板 DNA 用量为 30 ng． 经 3 对

望天树 SSR 引物对 12 份分布于不同地区的望天

树材料进行检测，所建立的体系稳定，重复性好． 此

优化体系的建立为今后利用 SSR 标记对望天树的

种质资源鉴定、交配系统研究、遗传多样性分析及

遗传图谱构建等工作奠定了良好的基础．
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Optimization of SSR － PCR reaction system on an endangerd
plant Parashorea chinensis

ZHANG Mei-ling1，2，LI Qiao-ming1

( 1． The Lab of Plant Phylogenetics ＆ Conservation，Xishuangbanna Tropical Botanical Garden，

Chinese Academy of Sciences，Kunming 650223，China;

2． Graduate School of the Chinese Academy Sciences，Beijing 100039，China)

Abstract: An orthogonal design of L16 ( 45 ) was applied to optimize the SSR － PCR system on Parashorea
chinensis，which employed five major components ( dNTPs，primers，template DNA，Mg2 + ，and Taq DNA polymer-
ase) ． The results indicated the significance of the effect of five factors on the PCR reaction was in the order of
template DNA ＞ dNTPs ＞ primer ＞ Mg2 + ＞ Taq DNA polymerase． An optimal 25 μL SSR － PCR reaction system
of Parashorea chinensis has been constructed，contained 2． 5 μL 10 × buffer( Mg2 + Free) ，30 ng template DNA，20
mmoL /L dNTPs，13 μmoL /L primers，50 mmoL /L Mg2 + ，0． 5 U Taq DNA polymerase． To validate the SSR － PCR
reaction system above，12 individuals of Parashorea chinensis which distributed in different areas and 3 different
SSR primers were employed in this research． The results indicated that the SSR － PCR reaction system is repeti-
tive and steady．

Key words: Parashorea chinensis; SSR; orthogonal design; PCR reaction; optimization
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