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新型植物油莎豆 ＤＮＡ提取与 ＳＲＡＰ体系优化
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　　摘要：以１４个不同地理来源的油莎豆品系为实验材料，研究了油莎豆ＤＮＡ快速提取方法；以ＳＲＡＰ反应体系
中ＤＮＡ模板量、Ｍｇ２＋浓度和引物浓度３个因子分别设置３个水平，共配制２７个反应体系，对油莎豆 ＳＲＡＰ反应体
系进行优化。研究结果表明：改良ＣＴＡＢ法可获得较高质量的 ＤＮＡ，参试材料的 Ａ２６０／Ａ２８０介于１．７０～１．９８；在２７

个ＳＲＡＰ反应体系（１５μＬ）中，最优反应体系为 ＤＮＡ模板 ２５ｎｇ、Ｍｇ２＋１．５ｍｍｏｌ／Ｌ、引物浓度 １μｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ０．３
ｍｍｏｌ／Ｌ和Ｔａｑ酶１Ｕ，可扩增出清晰稳定的多态性条带。
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　　我国油料供需矛盾日益突出，大力提高我国油
脂供给能力、保障食物消费安全，已成为研究者需要

解决的一项重要的科研课题［１～４］。油莎豆（ｔｉｇｅｒｎｕｔ，
ＣｙｐｅｒｕｓｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓＬ．）为莎草科一年生草本油料作
物，原产于非洲地中海地区，我国于１９６０年引进，现
在北自内蒙、新疆，南至广西、江苏等２０多个省区种
植［５］。油莎豆具有生育期短、产油量高、综合利用

价值较高等优势，其抗逆性强、适应性好，适合在滩

涂地、沙质地和盐碱地等边际地种植，是极具开发潜

力的新型油料作物。大力开发、种植油莎豆，不仅可

以充分利用边际土地资源、增加油脂供给能力，而且

有利于促进油料种植业、加工业及饲料畜牧业等产

业发展，带动农民增收和就业，综合效益明显［６］。

国内外对油莎豆的研究较少，且大多集中于油

脂营养成分、栽培技术、油脂提取工艺及多倍体育种

研究等方面［７～１０］。我国油莎豆资源多从国外引进，

遗传基础不详，关于油莎豆资源遗传多样性的研究

未见报道。利用分子标记技术进行遗传多样性分

析，已广泛应用于水稻、小麦、油菜、花生、马铃薯等

主要粮油作物［１１～１３］，目前广泛应用的分子标记主要

有ＲＡＰＤ、ＳＳＲ、ＳＲＡＰ和 ＡＦＬＰ等。其中 ＳＲＡＰ是近
年来发展起来的新型分子标记，具有引物设计简单、



多态性好以及对ＤＮＡ纯度要求不高等优点，已在多
种作物中应用［１４～１６］。本研究以油莎豆种质资源为

材料，进行改良的ＣＴＡＢ方法提取 ＤＮＡ和 ＳＲＡＰ体
系优化研究，建立油莎豆ＤＮＡ快速提取方法和适用
的ＳＲＡＰ反应体系，为进一步开展油莎豆种质资源
评价、遗传多样性分析及分子育种等后续研究提供

技术基础。

１　材料与方法
１．１　参试材料

实验所用１４份材料收集于河南省、河北省、湖
北省、辽宁省、浙江省、江苏省、内蒙古自治区和新疆

维吾尔自治区等８个省区，具体收集地、编号与块茎
表型特点见表１。

表１　参试材料、来源与块茎特征
Ｔａｂｌｅ１　Ｏｒｉｇｉｎａｎｄｔｕｂｅｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ１４ｔｉｇｅｒｎｕｔｃｌｏｎａｌｓ

编号
Ｃｏｄｅ

来源
Ｏｒｉｇｉｎ

块茎类型
Ｔｕｂｅｒｔｙｐｅ

编号
Ｃｏｄｅ

来源
Ｏｒｉｇｉｎ

块茎类型
Ｔｕｂｅｒｔｙｐｅ

１ 河南省
ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ

长椭圆形
Ｌａｒｇｅ－ｏｖａｌｓｉｚｅ ８ 内蒙古自治区

ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＲｅｇｉｏｎ
长椭圆形

Ｌａｒｇｅ－ｏｖａｌｓｉｚｅ

２ 河南省
ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ

圆形
Ｓｐｈｅｒｉｃａｌｓｉｚｅ ９ 辽宁省

ＬｉａｏｎｉｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ
长椭圆形

Ｌａｒｇｅ－ｏｖａｌｓｉｚｅ

３ 湖北省
ＨｕｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ

圆形
Ｓｐｈｅｒｉｃａｌｓｉｚｅ １０ 浙江省

ＺｈｅｊｉａｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ
圆形

Ｓｐｈｅｒｉｃａｌｓｉｚｅ

４ 河北省
ＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ

椭圆形
Ａｖｅｒａｇｅ－ｏｖａｌｓｉｚｅ １１ 江苏省

ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ
圆形

ｐｈｅｒｉｃａｌｓｉｚｅ

５ 河南省
ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ

圆形
Ｓｐｈｅｒｉｃａｌｓｉｚｅ １２ 内蒙古自治区

ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＲｅｇｉｏｎ
圆形

Ｓｐｈｅｒｉｃａｌｓｉｚｅ

６ 河北省
ＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ

圆形
Ｓｐｈｅｒｉｃａｌｓｉｚｅ １３ 河南省

ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ
圆形

Ｓｐｈｅｒｉｃａｌｓｉｚｅ

７ 河北省
ＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ

长椭圆形
Ｌａｒｇｅ－ｏｖａｌｓｉｚｅ １４ 新疆维吾尔自治区

ＸｉｎｊｉａｎｇＵｙｇｕｒＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＲｅｇｉｏｎ
椭圆形

Ａｖｅｒａｇｅ－ｏｖａｌｓｉｚｅ

１．２　基因组ＤＮＡ提取
实验采用改良的 ＣＴＡＢ法对油莎豆叶片进行

ＤＮＡ提取。具体方法如下：
１）取０．５～１．０ｇ油莎豆叶片于研钵中，加液氮

研磨成粉末状后迅速装入１．５ｍＬ离心管中；２）加
入６５℃预热的 ＣＴＡＢ溶液 ８００μＬ（５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤ
ＴＡ，１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ８．０，１．４ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，２％ ＣＴＡＢ，１％ （ｖ／ｖ）β－巯基乙醇），充分摇
匀后于６５℃水浴３０～４５ｍｉｎ，每１０ｍｉｎ搅动１次；３）
加入等体积的氯仿

!

异戊醇（２４∶１），轻摇混匀后于
室温下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；４）取上清液重复
步骤３，共两次；５）加入１／１０体积的３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ
（ｐＨ５．２）和等体积的冷冻异丙醇，轻摇混匀后于
－２０℃冰箱放置约３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；

６）弃上清液，用７６％酒精（１０ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４ＡＣ）浸泡
洗涤沉淀，重复２～３次；７）室温下于超净工作台上
晾干，加入２００μＬＴＥ缓冲液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，
ｐＨ８．０，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）溶解 ＤＮＡ，每管加入３μＬ
ＲＮａｓｅＡ（１０ｍｇ／ｍＬ），３７℃水浴２ｈ。ＤＮＡ溶液放入
－２０℃冰箱备用。
１．３　ＤＮＡ纯度与浓度检测

取ＤＮＡ原液 ５μＬ用双蒸水稀释至 １００μＬ，用
ＢＥＣＫＭＡＮＤＵ６５０紫外分光光度计测定 ２３０ｎｍ、
２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处的吸光值，计算ＤＮＡ溶液浓度。
取ＤＮＡ原液２μＬ用双蒸水稀释至１０μＬ，用１×ＴＡＥ
电泳缓冲液，１％琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ质量，电
泳设定为４Ｖ／ｃｍ。
１．４　ＰＣＲ反应因子水平的确定与扩增体系设计

表２　ＳＲＡＰ体系３个主要因子的优化设计
Ｔａｂｌｅ２　ＯｐｔｉｍｉｚｅｄｄｅｓｉｇｎｏｆＳＲＡＰｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｗｉｔｈｔｈｒｅｅｍａｊｏｒｆａｃｔｏｒｓ

编号
Ｃｏｄｅ

因子 Ｆａｃｔｏｒ
ＤＮＡ

Ｔｅｍｐｌａｔｅ／ｎｇ
Ｐｒｉｍｅｒｓ
／（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｍｇ２＋
／（ｍｍｏｌ／Ｌ）

编号
Ｃｏｄｅ

因子 Ｆａｃｔｏｒ
ＤＮＡ

Ｔｅｍｐｌａｔｅ／ｎｇ
Ｐｒｉｍｅｒｓ
／（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｍｇ２＋
／（ｍｍｏｌ／Ｌ）

编号
Ｃｏｄｅ

因子 Ｆａｃｔｏｒ
ＤＮＡ

Ｔｅｍｐｌａｔｅ／ｎｇ
Ｐｒｉｍｅｒｓ
／（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｍｇ２＋
／（ｍｍｏｌ／Ｌ）

１ ２５ ０．５ １．２ １０ ５０ ０．５ １．２ １９ ７５ ０．５ １．２
２ ２５ ０．５ １．５ １１ ５０ ０．５ １．５ ２０ ７５ ０．５ １．５
３ ２５ ０．５ １．８ １２ ５０ ０．５ １．８ ２１ ７５ ０．５ １．８
４ ２５ １ １．２ １３ ５０ １ １．２ ２２ ７５ １ １．２
５ ２５ １ １．５ １４ ５０ １ １．５ ２３ ７５ １ １．５
６ ２５ １ １．８ １５ ５０ １ １．８ ２４ ７５ １ １．８
７ ２５ １．５ １．２ １６ ５０ １．５ １．２ ２５ ７５ １．５ １．２
８ ２５ １．５ １．５ １７ ５０ １．５ １．５ ２６ ７５ １．５ １．５
９ ２５ １．５ １．８ １８ ５０ １．５ １．８ ２７ ７５ １．５ １．８

０４ 中国油料作物学报　２０１１，３３（１）



　　为确定 ＰＣＲ最佳反应体系，以 Ｍｅ７（ＴＧＡＧＴＣ
ＣＡＡＡＣＣＧＧＴＴＧ）为正向引物、Ｅｍ８（ＧＡＣＴＧＣＧ
ＴＡＣＧＡＡＴＴＡＧＣ）为反向引物，对 ＰＣＲ反应体系中
ＤＮＡ模板量、Ｍｇ２＋浓度和引物浓度３个因子分别设
置３个水平，共配制２７个反应体系（表２），对ＳＲＡＰ
反应体系进行优化。所用引物购于美国 Ｏｐｅｒｏｎ公
司，Ｔａｑ酶和 ｄＮＴＰ购于上海生工公司，ＰＣＲ反应在
Ｂｉｏ－Ｒａｄ１００ＰＣＲ仪上进行。反应体积为 １５μＬ，
ＰＣＲ程序为：９４℃ 预变性 ５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，３５℃
１ｍｉｎ，７２℃ １．５ｍｉｎ，５个循环；９４℃１ｍｉｎ，５０℃１ｍｉｎ，
７２℃ １．５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．５　电泳、检测

ＰＣＲ产物在６％变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳。
电泳缓冲液为 １×ＴＢＥ，电泳时先 ２０００Ｖ预电泳
３０ｍｉｎ，ＰＣＲ产物加１０μＬ上样缓冲液（ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆ
ｅｒ）、沸水浴变性５ｍｉｎ，于冰上冷却后上样，２０００Ｖ电

泳１．５ｈ，二甲苯青电泳至板约２／３处停止电泳，凝胶
固定、银染、显影等步骤参照陆光远［１７］方法进行。

２　结果与分析
２．１　ＤＮＡ提取质量检测

采用改良ＣＴＡＢ法提取１４个参试材料ＤＮＡ，所
提ＤＮＡ样品 Ａ２６０／Ａ２８０介于１．７０～１．９８，表明 ＤＮＡ
质量较高；Ａ２６０／Ａ２３０介于１．４１～２．０４，但有３个材料
大于１．９０，占所有材料的２１．４％，表明含有部分多
肽、苯酚类等杂质。实验采用３次氯仿／异戊醇重复
抽提样液，以彻底去除蛋白、色素等杂质，保证了ＤＮＡ
的纯度和质量。提取产物溶于２００μＬＴＥ缓冲液，测
定ＤＮＡ浓度为１６７～８８５ｎｇ／μＬ。１％琼脂糖电泳检
测结果表明（图１），点样孔处无杂质遗留，条带较为
清晰，无拖尾现象。表明改良ＣＴＡＢ法用于油莎豆叶
片的ＤＮＡ提取，可获得较高纯度和质量的ＤＮＡ。

注：１～１４指１４个油莎豆材料编号，同表１
Ｎｏｔｅ：１～１４ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅ１４ｔｉｇｅｒｎｕｔｃｌｏｎａｌｓｌｉｓｔｅｄｉｎＴａｂｌｅ１；ＭｗａｓＤＮＡＬａｄｄｅｒ

图１　ＣＴＡＢ法提取油莎豆叶片ＤＮＡ的电泳图
Ｆｉｇ．１　ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｌｅａｖｅｓｉｎ１４ｔｉｇｅｒｎｕｔｂｙＣＴＡＢＣｌｏｎａｌｓ

注：１～２７指２７个不同ＳＲＡＰ反应体系，编号同表２．Ｍ：１ｋｂＬａｄｄｅｒ
Ｎｏｔｅ：Ｎｏ．１～２７ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅ２７ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＳＲＡＰｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓｌｉｓｔｅｄｉｎＴａｂｌｅ２．Ｍｗａｓ１ｋｂＬａｄｄｅｒ

图２　不同ＳＲＡＰ反应体系扩增产物的电泳检测结果
Ｆｉｇ．２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔＳＲＡＰｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ
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注：１～１４指１４个油莎豆材料编号，见表１
Ｎｏｔｅ：Ｎｏ．１～１４ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅ１４ｔｉｇｅｒｎｕｔｃｌｏｎａｌｓｌｉｓｔｅｄｉｎＴａｂｌｅ１

图３　ＳＲＡＰ引物对Ｍｅ９／Ｅｍ１０和 Ｍｅ９／Ｅｍ１１对油莎豆材料的扩增图谱
Ｆｉｇ．３　Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｆｉｌｅｏｆ１４ｔｉｇｅｒｎｕｔｌｉｎｅｓｂｙＳＲＡＰｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｏｆＭｅ９／Ｅｍ１０ａｎｄＭｅ９／Ｅｍ１１

２．２　ＳＲＡＰ扩增与体系优化
以１３号材料的油莎豆叶片基因组 ＤＮＡ为模

板，按照表２设计的 ＳＲＡＰ体系进行扩增。扩增产
物进行６％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，结果见
图２。可见，２７个体系中以体系 ５（总体积 １５μＬ，
ＤＮＡ模板２５ｎｇ、ＭｇＣｌ２１．５ｍｍｏｌ／Ｌ、引物浓度１μｍｏｌ／
Ｌ、ｄＮＴＰｓ０．３ｍｍｏｌ／Ｌ和Ｔａｑ酶１Ｕ）最为稳定，重复
三次的电泳银染结果，均可以扩增出清晰的条带。

利用建立的ＳＲＡＰ反应体系进行引物筛选，图３
为引物组合 Ｍｅ９／Ｅｍ１０和 Ｍｅ９／Ｅｍ１１对１４个参试
材料的扩增、银染结果。可见，不同材料间可扩增出

清晰条带，且条带多态性丰富、清晰稳定（重复电

泳、银染３次），能反映材料间的差异，表明该反应
体系适合进行油莎豆的ＳＲＡＰ分析。

３　讨论
油莎豆具有较高的综合利用价值，其发展潜力

已被越来越多的研究者所重视［１８］。因此，有必要开

展油莎豆遗传基础研究，为遗传育种和品质改良等

工作奠定基础。分子标记是鉴定种质资源遗传多样

性最为有效的方法之一，国外已有对油莎豆遗传多

样性的研究报道，但仅限于同工酶和 ＲＡＰＤ分子标
记技术［１９２１］。ＳＲＡＰ分子标记由于具有产率稳定、
操作简单及对 ＤＮＡ要求不高等优点而广泛应用于
不同作物的遗传多样性分析。本研究在前期预备试

验与参考前人文献的研究基础上［２２，２３］，用改良

ＣＴＡＢ法进行油莎豆ＤＮＡ快速提取，并分析了 ＤＮＡ
模板量、Ｍｇ２＋浓度和引物浓度 ３个因子对油莎豆
ＳＲＡＰ扩增结果的影响。结果表明，最优ＳＲＡＰ反应
体系为（１５μＬ）：ＤＮＡ模板 ２５ｎｇ、Ｍｇ２＋１．５ｍｍｏｌ／Ｌ、
引物浓度１μｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ０．３ｍｍｏｌ／Ｌ和Ｔａｑ酶１Ｕ。
值得注意的是，本研究中体系７、体系９、体系１１－
１３及体系２０也可以扩增出清晰条带，但它们在三
次重复间不稳定，所以选择体系５作为最佳的扩增
体系。

用建立的反应体系对１４个油莎豆材料进行扩
增，能够获得图谱清晰、可稳定重现的多态性条带，

表明获得的 ＳＲＡＰ反应体系较好，可为油莎豆遗传
多样性分析及分子育种等后续研究提供技术基础。
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