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摘要：以１２份烤烟品种为模板，针对６对 ＳＣＡＲ引物进行引物比例和退火温度
的条件优化，采用多重ＰＣＲ技术，建立了１２份烤烟品种的多重 ＰＣＲ指纹图谱
和鉴别路线．结果表明，同普通ＰＣＲ相比，多重ＰＣＲ具有高效、快速、节约时间、
成本低的优点，６对ＳＣＡＲ引物稳定性好、条带特异性强，能准确区分１２份烤烟
品种．
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０　引言

１９８８年，Ｊ．Ｓ．Ｃｈａｍｂｅｒｌａｉｎ等［１］首次提出多

重ＰＣＲ技术，多重ＰＣＲ技术指加入两对或者两

对以上的特异性引物，使模板ＤＮＡ在不同区域

扩增多个目的片段或者多个模板 ＤＮＡ的反应

体系，具有高效、快速、节约时间、成本低等优

点．目前，多重 ＰＣＲ技术已广泛应用于植物病

虫害检测和植物分子育种等领域［２－７］，但应用

于烟草方面的报道却很少．２００８年，高玉龙

等［８］采用多重 ＰＣＲ技术对烟草转基因进行了

检测，通过在多重 ＰＣＲ反应体系中添加增强

剂，验证了多重ＰＣＲ技术在烟草中的稳定性与

可使用性．２０１５年，马林等［９］对烤后烟叶多重

ＰＣＲ反应体系进行了优化，结果表明烤后烟叶

多重ＰＣＲ扩增的最佳及应体系为：２０μＬ体系

中含模板 ＤＮＡ４５ｎｇ，Ｍｇ２＋浓度２．５０ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｄＮＴＰ浓度０．４０ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶用量４．００Ｕ．

马林等［１０］运用烟草 ＲＡＰＤ方法开发了烟

草ＳＣＡＲ标记技术，利用６对ＳＣＡＲ引物，成功

地建立了１２个烤烟品种的分子ＩＤ和鉴别路线．

本文拟将已建立的特异性引物相互组合，利用多

重ＰＣＲ技术的优势，快速鉴别１２份烤烟品种，

建立烤后烟叶多重ＰＣＲ指纹图谱和鉴别路线．

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
主要试剂：烤烟烟叶品种１—１２分别为：红

花大金元，Ｋ３２６，ＮＣ１０２，ＮＣ２９７，云烟８５，云烟

８７，云烟９７，中烟１００，翠碧－１号，ＫＲＫ２６，龙江

９１１，南江３号，均由河南中烟工业有限责任公

司提供；Ｔａｑ酶，ｄＮＴＰ，１０×ｂｕｆｆｅｒ，ＭｇＣｌ２，

ＤＬ２０００ＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ，均购自宝生物工程

（大连）有限公司．

引物来源：６对ＳＣＡＲ引物均由生工生物工

程（上海）股份有限公司合成，引物信息见表１．

表１　ＳＣＡＲ引物

Ｔａｂｌｅ１　ＳＣＡＲｐｒｉｍｅｒｓ

ＳＣＡＲ引物 引物对 序列（５′→３′） 碱基数／ｂｐ 退火温度／℃ 扩增片段长度／ｂｐ

ＳＣＡＲ１
Ｓ１－１ ＧＴＣＣＡＣＡＣＧＧＧＧＣＡＡＴＴＡＡＴＧ ２１

６２～６４ ５４５Ｓ１－２ ＧＴＣＣＡＣＡＣＧＧＣＴＡＴＧＡＧＡＴＴＡ ２１

ＳＣＡＲ２
Ｓ２－１ ＣＡＣＧＧＣＴＧＣＧＡＡＧＡＧＣＴＡＡＧ ２０

６９ ７３３Ｓ２－２ ＣＡＣＧＧＣＴＧＣＧＴＧＴＴＡＴＧＡＡＣ ２０

ＳＣＡＲ３
Ｓ３－１ ＣＡＡＴＣＧＣＣＧＴＡＡＡＴＡＣＡＣＡＡＡＧＴＡ ２４

５７～５９ ８８７Ｓ３－２ ＡＡＴＣＧＣＣＧＴＣＡＧＧＡＧＡＧＡＧＡ ２０

ＳＣＡＲ４
Ｓ４－１ ＣＣＡＣＡＧＣＡＧＴＣＴＧＡＴＡＴＴＧＧＡＴＧ ２３

５７～５９ ３１３Ｓ４－２ ＣＣＡＣＡＧＣＡＧＴＡＡＣＡＧＣＡＧＧＡ ２０

ＳＣＡＲ５
Ｓ５－１ ＡＧＧＣＴＧＴＧＣＴＴＡＣＴＧＣＴＴＣＴＡＣ ２２

６８ ５５５Ｓ５－２ ＡＧＧＣＴＧＴＧＣＴＡＴＴＧＴＡＧＧＡＴＧＡＧＡＣ ２５

ＳＣＡＲ６
Ｓ６－１ ＴＴＴＧＡＧＡＡＴＡＣＧＴＣＴＴＡＡＣＧＡＣＣＡ ２４

６３ １７６０Ｓ６－２ ＣＣＡＣＡＧＣＡＧＴＣＣＣＴＴＣＣＴＡＡ ２０
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１．２　方法
１．２．１　烤后烟叶基因组ＤＮＡ提取　烤后烟叶

基因组ＤＮＡ的提取采用文献［１１］的方法．

１．２．２　多重ＰＣＲ引物组合的条件优化　引物

组合建立在本实验室前期引物组合实验的基础

上．引物３＋引物４，引物３＋引物６，引物３＋引

物５，这３种引物组合前期预实验结果没有理

想的扩增条带，特异性不明显，没有后续实验优

化的必要．根据引物退火温度相差的大小进行

分组，结果见表２．

表２　引物组合分组

Ｔａｂｌｅ２　Ｐｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

退火温度 引物组合 引物退火温度

相近
引物１＋引物６ 引物１为６４℃，引物６为６３℃
引物２＋引物５ 引物２为６９℃，引物５为６８℃
引物１＋引物２ 引物１为６４℃，引物２为６９℃

相差较大 引物４＋引物６ 引物４为５８℃，引物６为６３℃
引物４＋引物５ 引物４为５８℃，引物５为６８℃

对于退火温度相近的引物组合，只进行引

物比例优化；对于退火温度相差较大的引物组

合，其引物比例和退火温度都要进行条件优化．

多重ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性６ｍｉｎ；

９４℃ 变性 ５０ｓ；各自退火温度下退火 ２０ｓ；

７２℃ 延伸，反应３５个循环；７２℃延伸６ｍｉｎ，

４℃保温．

２　结果与分析

２．１　多重ＰＣＲ引物组合的条件优化
２．１．１　退火温度相近的引物组合的优化

１）引物１＋引物６的条件优化结果如图１

所示．

由图１可知，引物１的扩增条带在５４５ｂｐ

左右，引物６的扩增条带在１７６０ｂｐ左右，与普

通ＰＣＲ扩增结果一致．泳道１—６的引物比例

分别为１１．５，１１．８，１２，０．８１，１０，

０１，Ｍ为ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ．１—６泳道中，泳道５

和泳道６作为单引物对照．１—２泳道只出现引

物１的扩增条带，随着反应体系中引物６所占

比例的增加，泳道 ３—４出现两条引物扩增条

带，其中泳道３的两条特异性扩增条带最清晰，

所以引物１与引物６的最佳优化比例为１２．

２）引物２＋引物５的条件优化结果如图２

所示．

图１　引物１＋引物６条件优化实验结果

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒ１＋ｐｒｉｍｅｒ６

图２　引物２＋引物５条件优化实验结果

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒ２＋ｐｒｉｍｅｒ５

由图２可知，引物２的扩增条带在７３３ｂｐ

左右，引物５的扩增条带在５５５ｂｐ左右，与普

通ＰＣＲ扩增结果一致．泳道１—６的引物比例分

别为 １０，０１，１０．８，１．５１，１．８１，

２１，Ｍ为 ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ．泳道１和泳道２作

为单引物扩增对照．泳道３只出现引物５的扩

增条带，随着反应体系中引物２所占比例的增

加，泳道４—６出现两条引物扩增条带．其中泳

道５的两条特异性条带最为清晰，所以引物２

与引物５的最佳优化比例为１．８１．

２．１．２　退火温度相差较大的引物组合的优化

１）引物１＋引物２的条件优化结果

泳道 １—１５如表 ３所示，Ｍ为 ＤＬ２０００

Ｍａｒｋｅｒ，扩增结果如图３所示．

由图３可知，引物１的扩增条带在５４５ｂｐ

左右，引物２的扩增条带在７３３ｂｐ左右．泳道

·３５·
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１—５中，１—３泳道都只出现了引物１的扩增条

带，应该增大反应体系中引物２所占的比例；泳

道４—５没有扩增条带，表明退火温度太高，不

利于引物１的条带扩增．泳道６—１０中，随着引

物退火温度的提高，泳道８出现两条引物扩增

片段，退火温度继续提高，泳道９只出现引物２

的扩增条带，泳道１０没有扩增条带，表明退火

温度和引物比例的提高都有利于引物２的条带

扩增．泳道１１—１５中，泳道１１—１３都出现了两

条引物的扩增条带，其中泳道１３的两条扩增条

带最清晰．所以引物１与引物２的最佳优化比例

为１１．５，退火温度６６℃．

２）引物４＋引物６的条件优化结果

泳道 １—１８如表 ４所示，Ｍ为 ＤＬ２０００

Ｍａｒｋｅｒ，扩增结果如图４所示．

表３　引物１＋引物２实验电泳顺序

Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒ１＋ｐｒｉｍｅｒ２

引物
比例

引物组合退火温度／℃
６２ ６４ ６６ ６８ ７０

１．５１ 泳道１ 泳道２ 泳道３ 泳道４ 泳道５

１１ 泳道６ 泳道７ 泳道８ 泳道９ 泳道１０

１１．５ 泳道１１ 泳道１２ 泳道１３ 泳道１４ 泳道１５

图３　引物１＋引物２条件优化实验结果

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒ１＋ｐｒｉｍｅｒ２

表４　引物４＋引物６实验电泳顺序

Ｔａｂｌｅ４　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ

ｐｒｉｍｅｒ４＋ｐｒｉｍｅｒ６

引物
比例

引物组合退火温度／℃
５８ ５９ ６０ ６１ ６２ ６３

０．８１ 泳道１ 泳道２ 泳道３ 泳道４ 泳道５ 泳道６
１１ 泳道７ 泳道８ 泳道９泳道１０泳道１１泳道１２
１１．５泳道１３泳道１４泳道１５泳道１６泳道１７泳道１８

　　由图４可知，引物４的扩增条带在３１３ｂｐ

左右，引物６的扩增条带在１７６０ｂｐ左右．当引

物４与引物６的比例分别为０．８１，１１，１

１．５时，引物６始终没有出现条带，由于两个引

物之间的扩增片段大小相差太大，一般的引物

比例不能满足引物６的扩增要求，应加大反应

体系中引物６所占的比例．随着退火温度的提

高，泳道１、泳道３、泳道４和泳道１５出现引物

二聚体，而当退火温度分别为 ５９℃，６２℃和

６３℃时，条带扩增清晰，无拖带现象．结果表

明：退火温度为５９℃，６２℃或者６３℃时，均能

达到理想的扩增效果．

引物４＋引物６引物比例实验结果如图５

所示．

由图５可知，选取退火温度为６２℃，引物４的

扩增条带在３１３ｂｐ左右，引物６的扩增条带在

１７６０ｂｐ左右．泳道１为引物比例０．２３，泳道２为

引物比例０．２２，Ｍ为ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ．泳道１出现

两条特异性扩增条带，且条带最为清晰，故引物４

与引物６的最佳优化比例为０．２３．

３）引物４＋引物５的条件优化结果

泳道１—１２如表５所示，Ｍ为ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ，

图４　引物４＋引物６条件优化实验结果

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒ４＋ｐｒｉｍｅｒ６

图５　引物４＋引物６引物比例实验结果

Ｆｉｇ．５　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒ４＋ｐｒｉｍｅｒ６
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扩增结果如图６所示．

由图６可知，引物４的扩增条带在３１３ｂｐ

左右，引物５的扩增条带在５５５ｂｐ左右．泳道

１—４中，只有１—２泳道出现两条引物扩增条

带，随着退火温度的提高，只有引物５的扩增条

带可见．表明引物 ４的最佳退火温度是 ６２～

６４℃．泳道５—８中，只有泳道５出现两条引物

扩增条带．泳道９—１２中，只有泳道９出现两条

引物扩增条带．泳道１，２，５，９中，两条条带亮度

比较均衡的是泳道５，故引物４与引物５的最佳

优化比例为１１，退火温度６２℃．

２．２　１２份烤烟品种的多重ＰＣＲ指纹图谱
实验采用优化后的多重 ＰＣＲ反应体系和

引物组合对 １２份烤烟品种进行 ＰＣＲ扩增筛

选，每对引物组合至少重复扩增３次，以保证扩

增的稳定性．在上述实验的基础上，选取扩增结

果稳定同时能实现快速鉴别１２份烤烟品种的

引物组合，最终选取３对引物组合即可实现１２

份烤烟品种鉴别．多重 ＰＣＲ扩增图谱见图７—

图９．图中，１—１２表示 １２份烤烟品种，Ｍ为

ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ．经过第一次多重 ＰＣＲ，可能会

出现４种情况：只有一条引物的扩增条带，只有

表５　引物４＋引物５实验电泳顺序

Ｔａｂｌｅ５　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ

ｐｒｉｍｅｒ４＋ｐｒｉｍｅｒ５

引物
比例

引物组合退火温度／℃
６２ ６４ ６６ ６８

１．５１ 泳道１ 泳道２ 泳道３ 泳道４
１１ 泳道５ 泳道６ 泳道７ 泳道８
１１．５ 泳道９ 泳道１０ 泳道１１ 泳道１２

图６　引物４＋引物５条件优化实验结果

Ｆｉｇ．６　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒ４＋ｐｒｉｍｅｒ５

图７　引物组合１（引物１＋引物２）对

１２份烤烟品种的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．７　Ｐｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ１（ｐｒｉｍｅｒ１＋ｐｒｉｍｅｒ２）

ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ１２ｔｏｂａｃｃｏｖａｒｉｅｔｉｅｓ

图８　引物组合２（引物４＋引物６）对

１２份烤烟品种的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．８　Ｐｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ２（ｐｒｉｍｅｒ４＋ｐｒｉｍｅｒ６）

ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ１２ｔｏｂａｃｃｏｖａｒｉｅｔｉｅｓ

图９　引物组合３（引物４＋引物５）对

１２份烤烟品种的ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．９　Ｐｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ３（ｐｒｉｍｅｒ４＋ｐｒｉｍｅｒ５）

ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ１２ｔｏｂａｃｃｏｖａｒｉｅｔｉｅｓ

另一条引物的扩增条带，同时有两条引物的扩

增条带，没有扩增条带．进行第二次多重 ＰＣＲ，

可能出现４种同样情况，将每小组依次分开，再

进行第三次多重 ＰＣＲ，最终一一分开，实现１２

份烤烟品种的鉴别．如图７所示：泳道１，２，３，

６，７扩增条带在７３３ｂｐ左右；泳道４，９，１１，１２

扩增条带在５４５ｂｐ左右；泳道５，８，１０在５４５ｂｐ

左右和 ７３３ｂｐ左右均有扩增条带．如图 ８所

示：泳道１，２，８，９扩增条带在１７６０ｂｐ左右；泳

道４，７扩增条带在３１３ｂｐ左右；泳道５，６，１０，

１２在３１３ｂｐ左右和１７６０ｂｐ左右均有扩增条
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带；泳道３，１１无扩增条带．如图９所示：泳道１，

３扩增条带在３１３ｂｐ左右；泳道７，８，１０，１１扩

增条带在５５５ｂｐ左右；泳道９在３１３ｂｐ左右和

５５５ｂｐ左右均有扩增条带；泳道２，４，５，６，１２无

扩增条带．与普通ＰＣＲ扩增结果一致．

２．３　烤烟品种鉴别分析
多重 ＰＣＲ扩增鉴别路线如图１０所示，其

中＋表示有扩增条带；－表示无扩增条带；１—

１２为不同烤烟品种．

由图１０可知，利用３对引物组合对１２份

烤烟品种进行多重 ＰＣＲ扩增，建立了１２份烤

烟品种的鉴别路线．经过第一步引物１和引物

２的多重ＰＣＲ扩增，出现３种情况，分别为只

有引物１的扩增条带、只有引物２的扩增条带

和同时有引物１和引物２的扩增条带．这３种

情况再经过第二步引物 ４和引物 ６的多重

ＰＣＲ扩增，出现４种情况，分别为只有引物４

的扩增条带、只有引物６的扩增条带、同时有

引物４和引物６的扩增条带、没有扩增条带．

第三步引物４和引物５的多重 ＰＣＲ扩增主要

鉴别剩余的４个品种，出现３种情况，分别为

只有引物４的扩增条带，只有引物５的扩增条

带，没有扩增条带．结果表明，３对引物组合的

扩增结果同普通 ＰＣＲ扩增结果保持一致，同

时能快速实现对１２份烤烟品种的鉴别，使鉴

别时间大大缩短．

３　结论

本文采用多重ＰＣＲ技术对６对ＳＣＡＲ引物

进行引物组合，对引物比例和退火温度进行条

件优化，运用优化后的多重ＰＣＲ技术和引物组

合对１２份烤烟品种进行多重 ＰＣＲ扩增，主要

结论如下．

１）退火温度相近的引物组合中，引物１与

引物６、引物２与引物５的最佳优化比例分别为

１２和１．８１时，分别都有两条特异性条带，

与单引物扩增条带完全吻合．

２）退火温度相差较大的引物组合中，引物１

与引物２的最佳优化比例为１１．５、退火温度为

６６℃；引物 ４与引物 ６的最佳优化比例为

０．２３，引物４与引物５的最佳优化比例为１１，

退火温度均为６２℃，分别都有两条特异性条带．

３）利用多重 ＰＣＲ优化体系和３对引物组

合对１２份烤烟品种进行多重 ＰＣＲ扩增，得到

１２份烤烟品种多重ＰＣＲ指纹图谱，建立了多重

ＰＣＲ扩增鉴别路线．

同普通ＰＣＲ相比，本文采用的多重ＰＣＲ具

有高效、快速、节约时间、成本低的优点，６对

ＳＣＡＲ引物稳定性好、条带特异性强，使鉴别时

间大大缩短．后期可以设计转化更多的引物，扩

图１０　多重ＰＣＲ扩增鉴别路线

Ｆｉｇ．１０　ＭｕｌｔｉｐｌｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｏｕｔｅ
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大品种鉴别范围，以建立更多品种的多重 ＰＣＲ
指纹图谱．
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