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摘" 要" 以厚朴 )*+ 为模板，利用正交试验分别对影响厚朴 ,--./01. 反应的 !"# 酶浓

度、2*30 浓度、引物浓度、45# 6 浓度、模板 )*+ 浓度进行了优化，并通过梯度 01. 确定不

同引物的最佳退火温度和循环次数，最终确定厚朴最佳反应体系及扩增条件为：#( !7 体

系，其中包括 !8 ( 99:7·; <! 4517#，&= $ !9:7·; <! 引物，&8 &% >·!7 < !!"# 酶，&8 # 99:7·
; <! 2*30，% ?5·!7 < !模板 )*+，! @ ABCCDE；扩增程序：F% G预变性 ( 9H?，F% G变性 $& I，(&
G J’& G（退火温度随引物不同而定）退火 %( I，K# G延伸 F& I，共 %& 个循环，然后 K# G
延伸 L 9H?，% G终止反应。此外，还利用优化的反应体系成功筛选出 #! 条 ,--. 引物，并利

用部分引物对厚朴个体进行了遗传多样性分析。
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:U/H2D UEHTP:ITPOUD（2*30），O?2 UD9T7OUD )*+ \DED IUB2HD2 \HUP O? :EUP:5:?O7 DZTDEH9D?UO7 2D/
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!国家科技部公益性林业专项资助项目（ #&&K&%&##）。

!!通讯作者 ^/9OH7：V7YO?5&&&#_ !#’= X:9
收稿日期：#&&F/&$/!F" " 接受日期：#&&F/&L/&(

" " ,--.（ H?UDE/IH9T7D IDWBD?XD EDTDOU）是 RHDU‘/
HD\HXV 等（!FF%）于 !FF% 年创建的一种简单序列重

复区间扩增多态性分子标记。由于其具有引物通用

性、显性标记、符合孟德尔遗传规律及多态性高等特

点（ 0ED]:IU a bH7‘H?I:?，!FFF；钱 韦 等，#&&&；4H/
XPOD7，#&&’），已在物种的遗传结构与遗传多样性分

析（AOEUP %, "4B ，#&&#；葛永奇等，#&&$；QO7]O?9 %,
"4B ，#&&$）、品种鉴定（ 邱英雄等，#&&#；宿红艳等，

#&&L）、基因定位及植物基因组作图（)D]DY %, "4B ，

#&&#；朱元娣等，#&&$）等研究领域发挥了重要作用。

厚朴（E";+/4-" /00-(-+"4-& .DP2= DU bH7I）为木兰

科（4O5?:7HOXDOD）木兰属落叶乔木，是我国特有的药

用植物，被 列 为 国 家 二 级 保 护 濒 危 种（ 傅 立 国，

!FF!）。以往关于厚朴的研究主要集中在其栽培技
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术（伍四銮等，!""#；何世龙等，!""$）、厚朴酚（%&’(
!" #$) ，!""*）及和厚朴酚（+&,-./& !" #$% ，!""0；%12
!" #$% ，!""!；%&’( !" #$% ，!""3）的药理作用方面。近

年来，随着分子生物学技术的发展，建立在 %45 基

础上的各种分子标记技术在濒危动植物保护中得到

越来越广泛的应用（ 徐莉和赵桂仿，!""!），其中，

56%7（ ’&8/29 &9:;<=<>/ :2;192’:?<@ 7A6）技术（ 郭

宝林 等，!""0）、任 意 引 物 %45（ &’B<,’&’<;1 :’<9>/
%45，6%C%45）技术（苏应娟等，!""!）及 6DE%（&9C
:;<=<>/ =’&F9>8, ;>8F,? :2;192’:?<-9）技术（ 王 有 为

等，!""$）也已在厚朴的研究中被应用，但至今未见

GHH5 技术在厚朴研究中的相关报道。

虽然进行 GHH5 标记研究的原理十分简单，只要

获得不同物种的适用引物和 %45 反应条件就可进

行，但对于未开展过 GHH5 研究的物种来讲，所选的

GHH5 引物并不一定适合，并且反应体系不同也可产

生不同的结果（姜静等，!""*）。可见，开展 GHH5 相

关研究之前，对 GHH5C%45 反应条件优化和引物的

筛选是非常必要的。鉴于此，本文通过 # 因素 3 水

平的 正 交 试 验，对 厚 朴 GHH5C%45 反 应 体 系 中 的

+F! I 、引物、/AJ%-、&#’ 酶和模板 7A6 等因素进行

梯度优化，并利用优化体系筛选可用于厚朴扩增的

GHH5 引物，旨在建立适合厚朴的 GHH5C%45 反应体

系并筛选其特异 GHH5 引物，以期为濒危物种厚朴遗

传多样性的分析和分子鉴定的研究奠定基础。

!" 材料与方法

!# !" 供试材料

厚朴样品取自中国林科院亚热带林业研究所内

的中亚苗业基地。厚朴叶片采摘后，用冰盒迅速带

回实验室置于 K $" L超低温冰箱中保存备用。

!# $" 试验方法

!# $# !" 厚朴叶片总 7A6 的提取M 根据黄绍辉和方

炎明（!""$）的 H7HC4J6N 结合法，并加以改进，提取

基因组 7A6，利用紫外可见分光光度计检测 7A6
的纯度和浓度，0O琼脂糖凝胶电泳检测 7A6 质量。

!# $# $" 厚朴 GHH5C%45 原初扩增体系及扩增程序

M GHH5 引物设计参照加拿大哥伦比亚大学网站公

布的序列（P8<Q>’-<,1 2= N’<,<-? 42;.9B<&，H>, A2) R，

A2) S"0CR""），由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成。原初的扩增反应体系为 !# !;，包括 !T "
992;·E K0 +F4;!，"T 3 !92;·E K0 引物，"T "3 P·

!; K 0 &#’ 酶，"T ! 992;·E K0 /AJ%，* 8F·!; K 0 模板

7A6，0 U N.==>’；扩增程序为：R3 L预变性 # 9<8，R3
L变性 *" -，#" L V W" L（退火温度随引物不同而

定）退火 3# -，$! L延伸 R" -，共 3" 个循环，然后 $!
L延伸 S 9<8。扩增产物经过 0T #O 琼脂糖凝胶电

泳，XN（ 溴化乙锭，"T # !F·9; K0 ）染色，N<2C5&/ 凝

胶成像仪拍照、观察；通过 N&8/H@&8 #T " 软件对凝

胶电泳图进行泳道校正、数据提取，然后用凝胶分析

软件 Y>;C%’2 3T # 分析并统计目的条带长度及其他

相关信息。

!# $# %" 厚朴 GHH5C%45 反应体系的正交优化设计

M 采用 E0W（3#）的正交设计，在 3 个水平上进行优

化试验。所用引物为 PN4S0"，扩增体系及扩增程

序同 0T !T !，退火温度根据其 J9 值初步确定为 ##
L。以 7E!""" +&’(>’（宝生生物有限公司）作为分

子量标记。因素水平表见表 0，E0W（3#）正交设计方

案见表 !。

!# $# &" 温度梯度 %45M 采用温度梯度 %45 模式，

将温度设定为 3$ L V #$ L，自动生成 S 个温度

梯度，由高到低分别为#$T "、#WT !、#3T R、#*T "、#"T $、

表 !" ’() 反应因素水平表

*+,- !" .+/0123 +45 678763 19 ’() 27+/0:14

水平
+F! I

（992;·
E K0）

/AJ%
（992;·

E K0）

&#’ 酶
（P·
!; K 0）

引物
（!92;·

E K0）

模板 7A6
（8F·
!; K 0）

0 0 "T 0 "T "! "T ! !
! 0T # "T 0# "T "* "T * *
* ! "T ! "T "3 "T 3 3
3 !T # "T !# "T "# "T # #

表 $" ;<<)=’() 反应正交试验设计 >!?（&@）

*+,- $" A20B1C14+6 573:C4 912 ;<<)=’() 27+/0:14 >!?（&@）

编号
+F! I

（992;·
E K0）

/AJ%
（992;·

E K0）

&#’ 酶
（P·
!; K 0）

引物
（!92;·

E K0）

模板 7A6
（8F·
!; K 0）

0 0 "T 0 "T "! "T ! !
! 0 "T 0# "T "* "T * *
* 0 "T ! "T "3 "T 3 3
3 0 "T !# "T "# "T # #
# 0T # "T 0 "T "* "T 3 #
W 0T # "T 0# "T "! "T # 3
$ 0T # "T ! "T "# "T ! *
S 0T # "T !# "T "3 "T * !
R ! "T 0 "T "3 "T # *
0" ! "T 0# "T "# "T 3 !
00 ! "T ! "T "! "T * #
0! ! "T !# "T "* "T ! 3
0* !T # "T 0 "T "# "T * 3
03 !T # "T 0# "T "3 "T ! #
0# !T # "T ! "T "* "T # !
0W !T # "T !# "T "! "T 3 *
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!"# $、!%# % 和 !%# &，’() 体系中的 *+, - 浓度、./0’
浓度、!"# 酶浓度、引物浓度和模板 1/2 浓度根据

优化试验的结果而定，’() 扩增程序同 3# ,# ,，以确

定此引物最合适的退火温度。

!" #" $% 厚朴 455) 引物筛选及遗传多样性6 利用优

化的反应体系从哥伦比亚大学公布的 3&& 个 455)
引物中筛选出能够应用于厚朴相关研究的 455) 引

物，并利用筛选到的部分 455) 引物对其遗传多样性

进行分析。

!" &% 数据处理

!" &" !% 正交试验数据6 对每个因素处理产生的可

识别的条带数进行计数；计算每个因素同一水平下

的试验值之和 $%（ % 7 3，,，8，!），极差 &（$9:; < $9=>）

（& 值反映了影响因素对 455)?’() 反应体系的影

响程度，& 值越大，说明该因素对试验结果影响越显

著）；对不同因素在不同水平下产生的条带数进行

多因素方差分析。

文中所涉及的数据处理及差异性分析均在软件

5’55 33# @ 和 A;BCD 中进行，’"&# &@ 为显著差异，’
"&# &3 为极显著差异，’ E &# &@ 为差异不显著。

!" &" #% 遗传数据分析6 将 455) 琼脂糖凝胶电泳图

谱记录后进行人工读带，以 1/2 *:FGCF 1H,&&& 作

为相对分子量标准，对照反应产物在凝胶上的对应

位置，有带记为 3，无带记为 &，得到 455) 分析的原

始数据矩阵（ 金则新等，,&&%）。用 ’I’JA/A 软件

（KCL M NOPDC，3$$%）对所选厚朴个体进行遗传参数

分析。

#% 结果与分析

#" !% 1/2 质量

高质量的 1/2 是进行 455)?’() 反应的基础。

图 !% 部分厚朴样品基因组 ’()
*+,- !% ./012+3 ’() 14 !"#$%&’" %((’)’$"&’*
*：1H,&&& 1/2 分子量标准；N：阴性对照；3 Q !：厚朴样品编号。

经紫外可见分光光度计检测，所提取的厚朴 1/2 的

I1 值 ,R& >9 S ,"& >9 介于 3# "& Q 3# "@，平均值为

3# "8,，表明所提取的 1/2 纯度较好；琼脂糖凝胶电

泳结束后在点样孔附近都有单一的高分子量条带

（图 3），利用凝胶分析软件 JCD?’FO 2>:DPTCF !# @ 对

提取的基因组 1/2 条带长度进行计算判读，发现条

带长度在 ,& GU 左右，所提 1/2 较完整，质量高，可

用于后续 455)?’() 反应。

#" #% 455)?’() 正交试验的直观分析

厚朴 455)?’() 正交试验的电泳结果见图 ,，数

据统计结果见表 8。经软件 JCD?’FO 2>:DPTCF !# @ 分

析电泳结果，确定条带数。发现，处理 ,、8、!、R、"、

$、3& 和 3@ 扩增条带数较多，相比之下，处理 8、!、$
的主带更为明显，且条带明亮清晰。因此，这 8 个处

理在厚朴 455)?’() 扩增中效果较好。

#" &% 各因素对厚朴 455)?’() 反应的影响

在正交试验结果分析中，常根据电泳条带数、亮

度和背景对每个处理进行打分，然后再计算分析

（ 周凌瑜等，,&&"），然而这种主观的打分方法会直

图 #% 正交试验 567 产物电泳图

*+,- #% 89/3:;1<=1;/>+> 2?< 14 567 <;1@A3:> 14 :=/ 1;:=1,10?9 :/>:>
*：1H,&&& 1/2 分子量标准；3 Q 3R 为正交试验中的 3R 个处理；3% 为阴性对照。
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表 !" 正交试验数据分析

#$%& !" ’$($ $)$*+,-, ./ .0(1.2.)$* (3,(,

编
号

!"# $

（%%&’·
( )*）

+,-.
（%%&’·

( )*）

!"# 酶
（/·
!’ ) *）

引物
（!%&’·

( )*）

模板 0,1
（2"·
!’ ) *）

扩增
片断

* * * * * * 3
# * # # # # 4
3 * 3 3 3 3 4
5 * 5 5 5 5 6
7 # * # 3 5 8
9 # # * 5 3 6
8 # 3 5 * # 8
4 # 5 3 # * 4
6 3 * 3 5 # 6
*: 3 # 5 3 * 4
** 3 3 * # 5 8
*# 3 5 # * 3 9
*3 5 * 5 # 3 9
*5 5 # 3 * 5 5
*7 5 3 # 5 * 6
*9 5 5 * 3 # 7

接影响最终的分析结果（穆立蔷等，#::9）。为使结

果更加客观，可根据每个处理产生的可识别的条带

数进行极差分析（表 5）。由表 5 可知，引物浓度对

厚朴 ;<<=>.?= 反应的影响最大，其次为 !"# $ ，而

!"# 酶和 +,-. 作用相当，0,1 模板对厚朴 ;<<= 扩

增影响最小。

由于极差分析不能估计实验误差，因此降低了

实验结果的精度，为了准确判断各因素对厚朴 ;<>
<=>.?= 反应的影响是否显著，进一步进行方差分

析（表 7），发现，除 0,1 浓度对试验结果的影响未

达到显著水平（$ % :@ 7779，& A :@ :7）外，其他因素

均达到极显著水平（& B :@ :*），由大到小依次为：引

物、!"# $ 、!"# 酶、+,-. 和 0,1 模板。这一结果与

极差分析的结果相同。

45 6" 各因素的不同水平对厚朴 ;<<=>.?= 扩增的

影响

45 65 7 " 引物浓度对;<<=>.?=扩增的影响 C 引物

表 6" 扩增片断数总和及极差分析

#$%& 6" 89: ./ (13 $:;*-/-3< %$)<, $)< 0$)23 $)$*+,-,

项目
!"# $

（%%&’·
( )*）

+,-.
（%%&’·

( )*）

!"# 酶
（/·
!’ ) *）

引物
（!%&’·

( )*）

模板 0,1
（2"·
!’ ) *）

’* #4 #7 #5 #: #4
’# 3* #6 3: #6 #6
’3 3: 3* #6 #4 #6
’5 #5 #4 3: 39 #8
( 8 9 9 *9 #
’) 表示每个因素在同一水平下的试验值之和（ ) % *，#，3，5）；( 表示

极差。

表 =" >88?@AB? 正交试验各因素间的方差分析

#$%& =" C$0-$)D3 $)$*+,-, /.0 /$D(.0, ./ .0(1.2.)$* (3,(, ./
>88?@AB?

变异来源
方差
**

自由度
+$

均方
,*

$ 值
$

!"# $ *6@ #7 3 9@ 5*98 4@ 7779!!

+,-. *3@ :: 3 5@ 3333 7@ 8884!!

!"# 酶 *4@ 87 3 9@ #7:: 4@ 3333!!

引物 9*@ 87 3 #:@ 7433 #8@ 5555!!

0,1 *@ #7 3 :@ 5*98 :@ 7779
误差 *#@ :: *9 :@ 87::
总和 *#9@ :: 3*
!!表示在 :@ :* 水平差异极显著。

浓度对 ;<<=>.?= 的带型和背景会产生明显的影响

（周凌瑜等，#::4），极差分析（ 表 5）和方差分析（ 表

7）都表明引物浓度不但能够显著影响试验结果，而

且是所有因素中影响最明显的。从图 31 可以看

出，随引物浓度的增加，扩增条带数呈先增后减再增

的趋势，当浓度为 :@ 7 !%&’·( )* 时，扩增条带数达

到最大值。虽然引物浓度在 :@ 7 !%&’·( )* 产生的

条带数最多，但在图 # 中 :@ 7 !%&’·( )*下条带背景

相对较差，并且稍微出现非特异性扩增条带，因此，

在本实验条件下，引物浓度确定为 :@ 3 !%&’·( )*。

45 65 4" !"# $ 浓度对 ;<<=>.?= 扩增的影响 C !"# $

的作用主要是与反应液中的 +,-.、引物及模板相结

合，影响引物与模板的结合效率，同时对 !"# 酶的活

性产生影响（ 席嘉宾等，#::5）。图 3D 表明，5 个

!"# $ 浓度下，产生的条带数呈先增加，然后趋于平

缓，最后减少的趋势，由于 !"# $ 浓度过高易产生非

特异性扩增，所以在 !"# $ 浓度 *@ 7 与 #@ : %%&’·
( )*扩增效果相当的情况下，选择 *@ 7 %%&’·( )* 较

为适宜。

45 65 !" !"# 酶浓度对 ;<<=>.?= 扩增的影响 C 在

.?= 反应体系中，!"# 酶用量过高不仅增加成本，还

会产生非特异性扩增，过低则会降低产物合成效率

甚至不能扩增。从图 3? 可以看出，!"# 酶浓度在

:@ :# E :@ :3 /·!’ ) *所产生的条带数是一个明显增

加的趋势，当达到 :@ :3 /·!’ ) * 后，条带数便不再

增加，变化范围也相对较小，图 # 显示 !"# 酶浓度在

:@ :5 /·!’ ) * 产物的稳定性明显好于 :@ :3 和 :@ :7
/·!’ ) *，因此，综合考虑确定厚朴 ;<<=>.?= 反应

体系中酶的浓度为 :@ :5 /·!’ ) *。

45 65 6" +,-. 浓度对 ;<<=>.?= 扩增的影响C +,-.
是 !"# 酶的底物，其浓度直接影响到扩增反应的效

率。由图30可知，在:@ * E :@ #7 %%&’·( )* ，扩增
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图 !" 各因素不同水平对 #$$%&’(% 的影响

)*+, !" #-./01-21 3. 4*..151-6 /171/8 3. 691 .:26358 3- #$$%&’(% 51:26*3-

条带数随引物浓度增大而先增加再减少。当 !"#$
浓度达到 %& ’ (()*·+ ,- 时，条带数目最多，同时，

图 ’ 也显示此浓度下扩增产物的亮度及其稳定性最

高，背景颜色相对较浅，因此，确定 %& ’ (()*·+ ,-

为厚朴扩增的最适 !"#$ 浓度。

;< =< >" 模板 ."/ 浓度对 01123$42 扩增的影响5
从图 67 可以看出，虽然模板 ."/ 浓度不同，但是扩

增产生的条带数相差不大（! 8 %& %9）（表 9），且极差

值（表 :）也是所有因素中最低。可见，."/ 浓度在 ’
;9 <=·!* , - 对试验结果影响不显著。这也与谢运

海等（’%%9）及曹福亮等（’%%>）的研究结果一致。

;< >" 最适退火温度的确定

$42 反应中，引物序列和物种的不同都会对退

火温度产生影响（?@<= "# $%& ，’%%’），这也使退火温

度成为影响 01123$42 稳定扩增的重要因素。由图

: 可以看出，第 : 和第 9 泳道背景清晰，扩增条带数

最多，且主带明显，因此退火温度以9:& A B ;96& % B
最佳。由于较高的退火温度可降低非特异性扩增，

图 =" 梯度 ’(% 电泳图

)*+, =" ?/12653@93518*8 @:6615-8 3. +5:4*1-6 ’(%
C：.+’%%% ."/ 分子量标准；D：阴性对照；- ; > 退火温度分别为

9E& %、9F& ’、9:& A、96& %、9%& E、:>& A、:E& E 和 :E& % B。

因此选取 9:& A B为最适宜的退火温度。

;< A" 循环次数对 01123$42 的影响

选择适宜的循环次数将会获得良好的扩增图谱

（穆立蔷等，’%%F）。从理论上说，循环次数越多，扩

增产物产率越高，但实际上会受到各反应成分的用

量限制。在原来的反应程序的基础上，其他条件不

变，分别试验了 6%、69、:%、:9 个循环对扩增结果的

影响（图 9）。发现随着循环次数的增加，扩增产物

的量也增多，但是非特异性条带和涂带也开始较为

严重，因此，相比之下，:% 个循环得到的条带强弱合

适，清晰可辨，为最佳循环次数。

;< B" 厚朴特异 0112 引物筛选及遗传多样性

通过厚朴模板 ."/ 进行反复试验，最终确定厚

朴 01123$42 反应的适宜体系及扩增条件。其 ’9 !*
反应体系为：-& 9 (()*·+ ,- C=4*’，%& 6 !()*·+ ,-

引物，%& %: G·!* , - ’$( 酶，%& ’ (()*·+ ,- !"#$，

: <=·!* , -模板."/，- H DIJJ@K；扩增程序为：A: B

图 >" 不同循环次数电泳图
)*+, >" C1/ 1/12653@93518*8 *- 4*..151-6 2D2/18
C：.+’%%% ."/ 分子量标准；D：阴性对照；- ; : 循环次数分别为：
6%、69、:%、:9。
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预变性 ! "#$，%& ’变性 () *，!) ’ +,) ’（退火温

度随引物不同而定）退火 &! *，-. ’延伸 %) *，共 &)
个循环，然后 -. ’延伸 / "#$，& ’终止反应。利用

此反应体系，对 0)) 条哥伦比亚大学网站公布的 123
24 引物进行筛选，成功筛选到 .0 条可用于厚朴

564 扩增的 1224 引物（表 -）。

随 机 选 取 引 物 786/0)、786/.-、786/(!、

786/(,、786/&.、786/&/、786/!- 对 0. 个厚朴个

体进行扩增，- 个 1224 引物对厚朴 0. 个个体共扩

增出 !, 条带，其中 (% 条是多态带，多态带百分率为

,%9 ,&:。 有 效 等 位 基 因 数（ !; ）为 09 .,0) +
09 ,))&，平均为 09 &(!!；<;# 基因多样性指数（"）为

)9 0!() + )9 (,)(，平均为 )9 .!!-；2=>$$?$ 多样性指

数介于 )9 .(() + )9 !&0!，平均为 )9 (/)%（表 /）。

表 !" #$$% 引物名称及序列

&’() !" $*+,*-.*/ ’-0 -’1* 23 4561*5/

引物名称
引物序列
（!@3(@）

退火温度
（’）

引物名称
引物序列
（!@3(@）

退火温度
（’）

786/)- （AB）/C !(9 ) 786/(, （AB）/DA !09 %

786/0) （BA）/C !&9 % 786/&0 （BA）/D6 !(9 -

786/00 （BA）/6 !09 % 786/&. （BA）/DB !,9 0

786/0. （BA）/A &-9 - 786/&& （6C）/46 !(9 -

786/0! （6C）/B !(9 - 786/&, （6A）/4C !(9 -

786/0- （6A）/A !!9 ) 786/&/ （6A）/4B !(9 -

786/0/ （6A）/B !%9 . 786/!, （A6）/DA !(9 -

786/.& （C6）/B !09 % 786/!- （A6）/DB !(9 -

786/.- （A6）/B !09 % 786/,& （ACB）, &!9 -

786/.% （CB）/6 !/9 ) 786/,/ （BAA）, &,9 %

786/(! （AB）/D6 !,9 0
4 代表 A，B；D 代表 6，C。

表 7" 由 #$$% 检测的厚朴 89 个个体的遗传变异

&’() 7" :*-*;6. 06<*5/6;= 0*;*.;*0 (= #$$% 6- 89 !"#$%&’" %((’)’$"&’* 6-06<60,’>/
引物名称 观测等位基因 !> 有效等位基因 !; <;# 基因多样性 " 2=>$$?$ 指数 #

786/0) 09 -!)) E )9 0,(- 09 !%(& E )9 0(/& )9 (./( E )9 )-(( )9 &-0! E )9 0)&.
786/.- .9 )))) E )9 )))) 09 ,))& E )9 )%(/ )9 (,)( E )9 )(,& )9 !&0! E )9 )&)-
786/(! 09 ///% E )9 0000 09 !!.. E )9 000& )9 (.!) E )9 )!&/ )9 &/&, E )9 )-&0
786/(, 09 !))) E )9 0/%) 09 .,0) E )9 0(,( )9 0!() E )9 )-.0 )9 .(() E )9 0).%
786/&. 09 !))) E )9 0/%) 09 .%%, E )9 00-. )9 0/!- E )9 )-0( )9 .-/, E )9 0),.
786/&/ 09 ,.!) E )9 0/() 09 (!,- E )9 0(,% )9 .0.. E )9 )-./ )9 (.0) E )9 0)(%
786/!- 09 !-0& E )9 .).) 09 (,0) E )9 0!() )9 .000 E )9 )/0, )9 (0&, E )9 00-.
平均 09 ,%,& E )9 ),.) 09 &(!! E )9 )&// )9 .!!- E )9 ).!% )9 (/)% E )9 )(,%

?" 讨" 论

目前，对 12243564 扩增体系的优化主要采用

单因素试验或正交试验 . 种方法。但与单因素试验

相比，正交试验可减小试验规模，又不使信息损失太

多，从而可以快速找到最佳水平组合，并可分析各因

素的主次顺序，为进一步试验明确方向，克服盲目性

（盖钧镒，.)))）；并且，正交试验设计具有均衡分

散、综合可比及可伸可缩、效应明确的特点，可以了

解各因素之间的内在规律，较快地找到最优的水平

组合（续九如和黄智慧，0%%/）。

本研究参照周凌瑜等（.))/）的方法，设计了 !
因素 & 水平的正交试验，同时，为了获得重复性和可

靠性较高的 1224 带谱，也对各因素浓度的选取进行

了综 合 的 考 虑，参 考 了 永 瓣 藤（ $%&’(%)*+,-.(
/0’&*&1*）（ 谢国文等，.))-）、紫椴（2’-’, ,(.3*&1’1）

（穆立蔷等，.)),）、银杏（4’&56% 7’-%7,）（曹福亮等，

.))/）、乐昌含笑（$’/0*-’, +1%’ 8,&9:）（ 邱英雄等，

.)).）以及三尖杉（;*)0,-%+,<.1 =%3+.&*’）（ 李因刚

等，.))/）等 1224 反应体系。总体来看，引物是本研

究中影响最为明显的一个因素。由于引物浓度不宜

偏高或过低，过高的引物浓度易引起错配和产生非

特异性扩增，过低则会无法进行有效扩增（ 宣继萍

和章镇，.)).；张志红等，.))&），针对这种情况，本试

验确定 )9 ( !"?F·G H0 为 最 佳 引 物 浓 度；其 次 是

IJ. K 、L<C5 和 2,> 酶。IJ. K 是 2,> 酶的激活剂，其

浓度不仅影响酶的活性及合成的可靠性，而且还影

响引物与模板的结合效率、模板与 564 产物的解链

温度，L<C5 分子中的磷酸基团能定量地与 IJ. K 结

合，使游离的 IJ. K 浓度降低，这二者之间具有相互

制约的作用，通过比较扩增条带数，以及扩增条带的

背景，最终确定 IJ. K 与 L<C5 浓度分别为 09 ! 和

)9 . ""?F·G H0对本实验较为适宜，2,> 酶最佳反应

浓度为 )9 )& 7·!F H 0，与冯夏连等（.)),）最佳的

2,> 酶浓度结论相同，在这个浓度下，既保证了实验

结果的可靠性，又节省试验成本；而模板 M<A 浓度

在 . + ! $J·!F H 0对试验结果影响不显著，但是过高

%&&.于华会等：濒危药用植物厚朴 1224 引物筛选及反应条件的优化



或过低的模板 !"# 浓度都不利于扩增反应，故而厚

朴 $%%&’()& 体系中 !"# 模板浓度最终确定为 * +,
·!- . /。

另外，引物不同，物种不同，其退火温度亦不相

同，如余艳等（0112）用 $%%& 技术检测沙冬青（!"#
"$%&%’()’*+ ,"$)-$.&/+,）时，引物 331 和 334 的退火

温度分别为 50 6和 51 6，而席嘉宾等（011*）在运

用 $%%& 引物检测地毯草（!0$)$%+, /$"%12,,+,）样品

时发现这 0 个引物的最佳退火温度分别是 70 6和

54 6。本实验也证实了这一点。以引物 89)325
和 89)357 为例，在华木莲（3()-.&2’&( 42/&4+(）中

（廖文芳等，011*），退火温度分别为 *4 6和 *3 6，

但在本研究中其退火温度分别为 57: / 6 和 53: 1
6。因此，对于不同引物，必须各自筛选其退火温

度，不能统一而论。

本文利用最终确定的 $%%&’()& 反应体系成功

筛选到 0/ 条可以在厚朴中稳定扩增的 $%%& 引物，

并利用其中的 ; 条引物对 /0 个厚朴个体进行扩增，

简单分析了其遗传多样性，所产生的 $%%& 标记位点

清晰，反应稳定，检测多态性能力较强，并且不同引

物显示的遗传多样性指标各不相同。可见，所筛选

的 $%%& 引物可以用于厚朴遗传多样性的相关研究，

为今后厚朴 $%%& 分子标记研究提供参考。

总之，$%%&’()& 反应体系的建立既要保证扩增

产物足量，条带清晰，重复性好，又要兼顾节约成本

和尽量缩短试验周期的原则。
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