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烤后烟叶 SSＲ反应体系的优化研究
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摘要:以烤烟 ＲG11 品种为原料，研究烤后烟叶简单重复序列( SSＲ) 分析中聚合酶链式反应( PCＲ)
体系各主要因素及其之间的相互作用对 SSＲ扩增的影响，结果表明:烤后烟叶 SSＲ － PCＲ 反应最佳
体系为 20 μL体系中含 35 ng 模板 DNA，1． 5 U TaqDNA 聚合酶，2． 375 mmol /L MgCl2，0． 6 mmol /L
dNTPs和 0． 4 μmol /L引物．
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The optimization research of flue-cured
tobacco SSＲ reaction system
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Abstract: Using flue-cured tobacco varieties ＲG11 as raw materials，the influence of simple sequence re-
peat( SSＲ) amplification on flue-cured tobacco SSＲ analysis of polymerase chain reaction ( PCＲ) system
of the main ingredients and among was studied，and the results showed that flue-cured tobacco SSＲ-PCＲ for
20 μL system，including template DNA 35 ng，1． 5 U TaqDNA polymerase，2． 375 mmol /L MgCl2，
0． 6 mmol /L dNTPs，0． 4 μmol /L primer．
Key words: flue-cured tobacco; simple sequence repeat( SSＲ) ; DNA system optimization; polymerase chain
reaction( PCＲ)

0 引言

在卷烟工业生产中，烟叶品种的稳定性直接影

响卷烟质量的稳定性． 如何保证烟叶原料品种准确
性一直都是烟草工业生产中较为棘手的问题，传统

的种质鉴定仅限于对烟叶的一些表型评价，受环境

和人为因素影响较大．随着 DNA分子标记技术的不

断发展，采用 DNA 指纹图谱技术可以从 DNA 水平
上对烟草品种进行快速准确的鉴定．

SSＲ( simple sequence repeat) ，即简单重复序列，
是由 S． Moore等［1］在 1991 年建立的分子标记技术，
也称微卫星标记． SSＲ 以 PCＲ( polymerase chain re-
action) 为基础，得到的遗传信息量大，多态性好［2］．
该技术根据串联重复序列两端的保守序列设计引
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物，由于不同品种基因组串联重复序列重复次数的

不同，扩增产物大小不一，从而达到区分不同品种

的目的． G． Bindler 等［3］利用 684 对 SSＲ 引物在 16
个烟草品种中的扩增结果建立了第一张烟草 SSＲ
图谱． H． S． Moon 等［4］分析了 100 对 SSＲ 引物对 5
个烟草品种基因组 DNA 扩增结果，共可获得 56 张
SSＲ图谱． C． S． V． Ｒao 等［5］利用 SSＲ 确定了 30 个
烤烟品种遗传变异，通过遗传相似系数分析，观察

到几乎所有研究所用的植物都是多形态的，SSＲ 标
记为密切相关的烟草种类的区分做了充分解释． G．
Bindler等［6］利用新功能性微卫星标记得到烟草基
因组的高分辨率遗传图谱，其中包含 2 317 个微标
记和 2 363 个位点，平均距离映射的微卫星标记间
距小于 2 万个碱基对或 1． 5 cm．
本研究以烤后烟叶为基础原料提取其 DNA，探

讨影响烤后烟叶 SSＲ扩增的各种因素，建立能够稳
定扩增烤后烟叶基因组的体系，以期为烤后烟叶的

品种鉴别奠定一定基础．

1 实验
1． 1 材料与试剂
烟叶品种 ＲG11，由云南红云红河烟草 ( 集团)

有限责任公司提供． SSＲ 引物序列来自 Solanum
lycopersicum consortium ( ITGSP，http: / / solgenomics．
net / ) ，由生工生物工程( 上海) 有限公司合成，引物
编号 PT20306，引物序列为: F: 5'-CCGAGTCTGTTTT-
GGTTG-3'，Ｒ: 5'-GCGAGCATCTCTCATTTC-3'; Taq
酶、250 bp DNA ladder marker 购自宝生物工程( 大
连) 有限公司; dNTP购自美国 Promega公司; PCＲ所
用 TapDNA聚合酶等均购自宝生物工程 ( 大连) 有
限公司．其他化学试剂均为国产分析纯．

0． 75 × CTAB提取缓冲液: pH =8． 0，含 7． 5 g /L
CTAB，1． 4 mol /L NaCl，0． 1 mol /L Tris，0． 02 mmol /L
EDTA2Na，2% PVP 和 2% β － 巯基乙醇; 2 × CTAB
提取缓冲液: 含 20 g /L CTAB，1． 4 mol /L NaCl，
0． 1 mol /L Tris，0． 02 mmol /L EDTA2Na，2% PVP 和
2% β －巯基乙醇; CTAB 沉淀缓冲液: pH = 8． 0，含
5 g /L CTAB，0． 01 mol /L EDTA，0． 5 mol /L Tris，
0． 04 mol /L NaCl．
1． 2 主要仪器

Vetiti 型 PCＲ 仪，Applied Biosystems 产; DYY—
6C电泳仪，北京市六一仪器厂产; MicroCL17 型离心

机，Thermo electron corporation 产; T6 新世纪紫外分
光光度计，北京普析通用有限责任公司产; Mini Bis
Pro型凝胶成像分析系统，以色列 DNＲ 凝胶成像系
统有限公司产．

1． 3 方法
1． 3． 1 基因组 DNA的提取 基因组 DNA的提取

采用改良 CTAB 法［7］，利用琼脂糖凝胶电泳及紫外

分光光度计检测 DNA 完整性及浓度，样品稀释至
50 ng /μL，－ 20 ℃保存备用．
1． 3． 2 体系优化实验设计 参照文献［8］初步设
计 SSＲ － PCＲ 反应为 20 μL 体系，含模板 DNA
35 ng，1． 5 U Taq DNA 聚合酶，1． 5 mmol /L MgCl2，
350 μmol /L dNTPs，0． 25 μmol /L 引物． 首先采用单
因素试验确定各因素的最佳参数，再设计正交试验

对反应体系进一步优化． 反应程序为: 94 ℃预变性
5 min;然后 94 ℃变性 45 s，55 ℃退火 45 s，72 ℃延
伸 45 s，34 个循环后延伸 5 min，4 ℃保存．

2 结果与分析

2． 1 模板用量对 SSＲ扩增的影响
在保持其他反应因子不变的条件下，改变模板

用量对 SSＲ扩增的影响如图 1 所示，其中第 1—9 泳
道的模板用量分别为 5 ng，15 ng，25 ng，35 ng，
45 ng，55 ng，65 ng，75 ng，85 ng; M 泳道为 Mark．由
图 1 可知，每个模板梯度均能扩增出条带，说明模板
用量在一定范围内对 SSＲ － PCＲ 影响不大，从第 4

泳道开始，扩增条带变得清晰并且稳定． 因此，为保
证结果可重复性的同时节省模板材料，笔者选择

25 ～ 55 ng 为最适的模板用量范围．

图 1 模板用量对 SSＲ扩增的影响
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2． 2 Mg2 +浓度对 SSＲ扩增的影响
Mg2 +浓度对 SSＲ扩增的影响如图 2 所示．

图 2 Mg2 +浓度对 SSＲ扩增的影响

其中，第 1—9 泳道的 Mg2 + 浓度 分 别 为

0． 875 mmol /L，1． 125 mmol /L，1． 375 mmol /L，
1． 625 mmol /L，1． 875 mmol / L，2． 125 mmol /L，
2． 375 mmol /L，2． 625 mmol /L，2． 875 mmol /L; M 泳
道为 Mark．
在 SSＲ反应体系中，Mg2 +浓度对反应体系的扩

增效率影响较大: Mg2 +浓度太低会限制 Taq 酶的激
活，影响扩增效果; Mg2 +浓度较高，则会使扩增的严

谨性及匹配度下降，导致扩增结果不稳定和失真．
由图 2 可知，保持其他反应因子不变的条件下，在
5—9 泳道 Mg2 +浓度范围内，扩增效果较好，带纹较

清晰．因此，选定 1． 875 ～ 2． 625 mmol /L 为 Mg2 +浓

度的最佳应用范围．
2． 3 dNTPs浓度对 SSＲ扩增的影响

dNTPs浓度对 SSＲ扩增的影响如图 3 所示．

图 3 dNTPs浓度对 SSＲ扩增的影响

其中，M泳道为 Mark，第 1—9 泳道的 dNTPs浓
度分别为 0． 200 mmol /L，0． 300 mmol /L，0． 400
mmol /L，0． 500 mmol /L，0． 600 mmol /L，0． 700
mmol /L，0． 800 mmol /L，0． 900 mmol /L，1． 000
mmol /L． dNTPs在 SSＲ 反应中作为底物，其浓度过
低，反应速率会下降，导致扩增出的带纹弱并且不

清晰; dNTPs浓度过高，会与大量的 Mg2 +螯合，致使

用来激活 Taq酶的Mg2 +较少，影响酶的活性．由图 3
可知，在 2—6 泳道的 dNTPs 浓度范围内，扩增较为
清晰．因此，选定 0． 300 ～ 0． 700 mmol /L为 dNTPs浓
度的最佳应用范围．
2． 4 引物浓度对 SSＲ扩增的影响
引物浓度对 SSＲ扩增的影响如图 4 所示．

图 4 引物浓度对 SSＲ扩增的影响

其中，M泳道为Mark;第 1—9泳道的引物浓度分
别为 0． 200 μmol /L，0． 300 μmol /L，0． 400 μmol /L，
0． 500 μmol /L，0． 600 μmol /L，0． 700 μmol /L，
0． 800 μmol /L，0． 900 μmol /L，1． 000 μmol /L．引物浓度
对 SSＲ 反应的影响较大: 引物浓度低时，由于存在
竞争机制，模板与引物的结合率低，许多结合位点

不能够被检测扩增出来，致使扩增带纹较浅，不能

真实反映结果; 引物浓度高时，会产生模板与引物

的非特异性扩增，造成扩增假象． 由图 4 可知，在
3—6 泳道的引物浓度范围内，都有较清晰地扩增条
带．因此，选定 0． 400 ～ 0． 700 μmol /L为烤烟引物浓
度的最佳应用范围．
2． 5 Taq酶用量对 SSＲ扩增的影响

Taq酶用量对 SSＲ 扩增的影响如图 5 所示． 其
中，M泳道为 Mark;第 1—9 泳道的 Taq 酶用量分别
为 0． 50 U，0． 75 U，1． 00 U，1． 25 U，1． 50 U，1． 75 U，
2． 00 U，2． 25 U，2． 50 U． Taq 酶用量增加并不能明
显提高扩增产物的量，但减少 Taq 酶用量扩增出来
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的条带会变得很弱． 因此，1． 25 ～ 2． 50 U 为 Taq 酶
用量的最佳范围．
2． 6 不同退火温度对 SSＲ扩增的影响
退火温度对 SSＲ 扩增的影响如图 6 所示．其中

第 1—8 泳道的退火温度分别为 54 ℃，55 ℃，56 ℃，
57 ℃，58 ℃，59 ℃，60 ℃，61 ℃ ; M泳道为 Mark．由
图 6 可见，以第 7 泳道的效果最好，所以确定最适退
火温度为 59 ℃ ．

2． 7 SSＲ － PCＲ反应体系的正交优化

在单因素试验确定模板用量、Mg2 +浓度、dNTPs
浓度、引物浓度和 Taq酶用量的基础上，进行 5 因素
4 水平的 L16 ( 4

5 ) 正交试验，试验水平设计和试验结

果分别见表 1 和图 7．
图 7 中第 1—16 泳道分别代表正交试验表中的

16 组数据，M泳道为 Mark．由图 7 可知，第 7，8 组实
验扩增的条带完整、清晰、亮度高容易分辨，其中第
7 组试验的扩增效果最好．因此，烤后烟叶 SSＲ反应
体系最佳组合为: 20 μL 反应体系中含 DNA 模板
35 ng，Mg2 + 浓度 2． 375 mmol /L，dNTPs 浓度 0． 6
mmol /L，引物浓度 0． 40 μmol /L，Taq酶用量 1． 5 U．

表 1 SSＲ反应体系正交试验表

试验
号
模板 /
ng

Mg2 +浓度 /
( mmol·L －1 )

dNTPs /
( mmol·L －1 )

引物 /
( μmol·L －1 )

Taq酶 /
U

1 1( 25) 1( 1． 875) 1( 0． 300) 1( 0． 400) 1( 1． 25)

2 1 2( 2． 125) 2( 0． 400) 2( 0． 500) 2( 1． 50)

3 1 3( 2． 375) 3( 0． 500) 3( 0． 600) 3( 1． 75)

4 1 4( 2． 625) 4( 0． 600) 4( 0． 700) 4( 2． 00)

5 2( 35) 1 2 3 4

6 2 2 1 4 3

7 2 3 4 1 2

8 2 4 3 2 1

9 3( 45) 1 3 4 2

10 3 2 4 3 1

11 3 3 1 2 4

12 3 4 2 1 3

13 4( 55) 1 4 2 3

14 4 2 3 1 4

15 4 3 2 4 1

16 4 4 1 3 2

图 7 SSＲ反应体系正交试验

3 结论

本文通过对烤后烟叶简单重复序列 DNA 反应
体系的优化研究，建立了一个适合烤烟的稳定的

SSＲ － PCＲ反应体系，主要结论如下:
1) 单因素的优化研究表明，在 20 μL 的反应体
系中，各因素的最佳浓度范围为: 模板 DNA 25 ～
55 ng，Mg2 +浓度 1． 875 ～ 2． 625 mmol /L，dNTPs浓度
0． 300 ～ 0． 700 mmol /L，引 物 浓 度 0． 400 ～
0． 700 μmol /L，Taq酶用量 1． 25 ～ 2． 50 U．

2) 考虑到 PCＲ 反应体系中各因素之间的相互
作用，通过正交试验得到 SSＲ － PCＲ 最佳反应体系
条件为: 20 μL反应体系中含 DNA模板 35 ng，Mg2 +

浓度 2． 375 mmol /L，dNTPs 浓度 0． 6 mmol /L，引物
浓度 0． 4 μmol /L，Taq酶用量 1． 5 U．
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和正方形网格定位算法冗余节点过多等问题，提出

了一种新的基于锚节点等边三角形分布的质心定

位算法．运用该算法，克服了正六边形网格质心定
位算法定位误差不稳定的弊端，当选取合理的搜索

半径时，能够得到较高的定位精度． 该算法简单，降
低了设计难度，减少了硬件投入和能耗，适用于对

硬件要求不高的定位环境． 与正六边形网格质心定
位算法相比，该算法的缺陷是增加了额外的锚节

点，且在判断盲节点是否在搜索半径内时须与给定

区域内所有的锚节点进行比对，这无疑大大增加了

计算量．这两方面仍需改进．
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