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Abstract:Abstract: The main component which affects SSR-PCR reaction system on potato, including template DNA, dNTPs

concentration, primer concentration, buffer concentration, Taq enzyme concentration and annealing temperature, were

optimized in a single factor experiment, and the optimized SSR amplification reaction system was established. The results

indicated that 20 µL volume SSR-PCR system containing 60 ng template DNA, 0.3125 mmol/L dNTPs, 2.4 pmol primer, 1.5

mmol/L Mg2 +, and 0.5 U Taq polymerase, combined with optimal annealing temperature for each primer, performed well, and

the optimized system of SSR-PCR, which was steady and reproducible, could be applied to the study of genetic diversity of

potato after PCR results were run by 2.0% agarose gel.
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摘 要：以马铃薯叶片DNA为模板，采用单因素试验的方法，对影响马铃薯SSR-PCR反应体系的主要成分

模板DNA、dNTP浓度、引物浓度、Mg2+浓度、Taq酶浓度及退火温度进行了优化，并建立最优化的马铃薯SSR扩

增反应体系。结果表明：在20 μL 反应体系中，模板DNA用量为60 ng，dNTP为0.3125 mmol/L，引物浓度为2.4
pmol，Mg2+ 为1.5 mmol/L，Taq酶为0.5 U，筛选各引物最适宜的退火温度，经2.0%琼脂糖凝胶电泳检测，扩增条

带清晰，优化后的SSR反应体系稳定性好，可用于马铃薯遗传多样性分析。
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在生产上应用的栽培种马铃薯均为同源四倍

体，以无性方式繁殖，由于其高度杂合，遗传背

景狭窄，基因分离复杂，常规杂交育种效率较

低。杂交育种过程中亲本的选择至关重要，要求

亲本携带目的基因，同时亲本间存在较大的遗传

差异，依据亲本的农艺性状和系谱关系确定其遗传

差异易受环境的影响和经验的限制，效率较低[1]。分

子标记技术的快速发展，为从DNA分子水平鉴定

马铃薯不同基因型的遗传差异提供了有利工具。简

单重复序列（Simple sequence repeat，SSR）分子标记
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自 1991 年创立以来，在马铃薯构建遗传连锁图

谱、研究群体遗传学、进行分子标记辅助育种、

系谱分析、品种指纹图谱绘制、品种纯度检测等

研究方面也得到了广泛应用 [2-5]。本研究对影响

SSR-PCR反应体系的各因素进行了优化，以期建

立一套适宜的马铃薯 SSR 反应体系，为利用 SSR
标记研究马铃薯遗传多样性和杂交育种亲本选配

提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

试验采用的6份马铃薯基因型为品种‘大西洋’，

品系‘M’、‘F’、‘LZ219’、‘LZ205’、‘LZ302’，
将各材料种植于大田，在马铃薯现蕾期采集幼嫩

叶片。其中，在马铃薯 SSR-PCR优化试验中均采

用‘大西洋’叶片DNA为模板，在优化体系的应用

试验中采用以上6个基因型DNA为模板。

1.2 试剂和仪器

PCR反应所使用的 Taq酶、dNTPs、Buffer（含

Mg2+）均购自天根生化科技（北京）有限公司，SSR
引物（表1）由生工生物工程（上海）股份有限公司合

成。试验仪器为：Heraeus 台式高速离心机，

XW-80A 漩涡混合仪、Mini-P25 离心机、S1000
PCR仪、FTI-500凝胶成像分析系统。

表 1 SSR引物序列及退火温度

Table 1 Pimers and annealing temperature of SSR

引物 Primer

S001（STM1064）

S002（STPATP1）

S003（STM1045）

S004（STM0006）

S005（STM0014）

引物序列（5'→ 3'） Sequences of Primer

GTTCTTTTGGTGGTTTTCCT
TTATTTCTCTGTTGTTGCTG
TGCAATGTGTCGAACAATCA
TAATTGGATAGGTCGGCCTG
GAAGTTTTATCAGAATCC
ATCACCTCATCAGCAATC
GAAGTTGACATTGAGCCC
GGATATCCATTCTTAGATGCA
CAGTCTTCAGCCCATAGG
TAAACAATGGTAGACAAGACAAA

Tm (℃)

55.0

56.0

52.5

54.4

54.3

参考文献 Reference

Ghislain et al. [5]； Milbourne et al. [6]

Provan et al. [7]

Ghislain et al. [5]；Milbourne et al. [6]

Ghislain et al. [5]； Milbourne et al. [6]

Milbourne et al. [6]

1.3 PCR反应体系

本试验采用20μL反应体系进行PCR扩增，根据

Taq酶说明书建议用量 10 × Buffer（含Mg2 +）2 μL，
2.5 mmol/L dNTPs（dATP，dGTP， dCTP，dTTP 各

2.5 mmol/L）2 μL，5.0 U/μL Taq酶0.25 μL，20 pmol/
μL 引物 1.00 μL，50 ng/μL DNA 模板 1.00 μL 建立

初始体系，当其中某一成分进行浓度梯度变化

时，其他成分不变，比较不同处理对 PCR扩增的

影响。

1.4 PCR反应程序及检测

95℃预变性 4 min；95℃变性 30 s，53℃退火

30 s，72℃延伸 1 min, 共 35 循环，最后 72℃延伸

10 min；5℃保存备用，产物用 2.0%琼脂糖凝胶电

泳检测，0.05% EB 染色，用 DS 2000 Marker（含

100，250，500，750，1 000，2000 bp 6条带）作为

分子量梯度的标准，120 V下电泳 20 min，在凝胶

成像系统下观察，并照相分析。

1.5 PCR反应体系的优化

PCR 反应体系的优化采用 SSR 引物 S001，
模板采用‘大西洋’叶片基因组DNA。在20 μL反应

体系下进行PCR的扩增，各成分的初始浓度需要提

前配置，根据体积变化而形成不同的终浓度，5种

PCR主要成分体积变化各设置8个浓度梯度，其中

10 × Buffer（含Mg2 +）（3 mmol/L MgCl2）体积依次为：

0.50, 1.00, 1.50, 2.00, 2.50, 3.00, 3.50, 4.00 μL；
dNTPs（2.5 mmol/L）体积依次为：0.50，1.00，1.50，
2.00，2.50，3.00，3.50，4.00μL；引物（20 pmol/μL）
体积依次为：0.40，0.80，1.20，1.60，2.00，2.40，
2.80，3.20 μL；DNA（50 ng/μL）体积依次为：0.40，
0.80，1.20，1.60，2.00，2.40，2.80，3.20 μL； Taq
酶（5.0 U/μL）体 积 依 次 为 ： 0.05， 0.10， 0.15，
0.20，0.25，0.30，0.35，0.40 μL。
1.6 引物退火温度筛选

退火温度的筛选采用 4 对 Tm 值不同的引物，
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退火温度设置8个梯度，根据PCR仪特点，运行前

设定最高和最低退火温度，中间6个梯度的退火温

度在 PCR 扩增结束后确定。PCR 反应程序以及扩

增产物检测均按1.4方法。

2 结果与分析

2.1 Buffer(含Mg2+)对SSR-PCR扩增的影响

如图1所示，泳道 1，7，8均没有扩增条带的

产生；而泳道2至6中都有清晰完整的扩增片段出

现，其中2，3，4，5，6泳道中的条带亮度均能达

到试验要求，其中 4 泳道条带亮度最强，即当

Buffer（含Mg2+）体积为2.00 μL时最亮，扩增效果较

好，也较经济，为最适反应体积。

2.2 dNTPs对SSR-PCR扩增的影响

如图2所示，随着dNTPs体积的增加，其终浓

度增大，PCR扩增条带逐渐变亮，至7泳道即dNTPs
体积为 3.5 μL 时条带最亮，第 8 泳道条带亮度降

低，与目的扩增条带亮度变化趋势相同还有产生的

二聚体，综合考虑，选用5泳道即为2.50 μL时扩增

效果较好，为最适反应体积。

2.3 引物对SSR-PCR扩增的影响

如图3所示，随着引物浓度的增加，目的扩增

条带亮带逐渐增强，至泳道6亮度最强，以后随着

引物终浓度的增大，亮度逐步减弱,其中2至6泳道

条带亮度均可满足实验要求。随着引物终浓度用

量的增大，二聚体条带亮度逐渐增强，但总体而

言，二聚体条带较暗，引物终浓度过高也会增加成

本，综合考虑，选择引物体积用量1.20 μL为宜。

2.4 模板DNA浓度对SSR-PCR扩增的影响

如图 4 所示，随着模板 DNA 终浓度的增大，

扩增目的条带亮度逐渐增强，为防止过高的模板

M: DS 2000 Marker；泳道1~8: 不同体积的Buffer（含Mg2+）。

M: DS 2000 Marker; lane 1-8: different volume of Buffer (contain⁃
ing Mg2+).

图 1 Buffer(含Mg2+)对SSR-PCR扩增的影响

Figure 1 Effects of Buffer ( containing Mg2+ )
concentrations on SSR patterns

M 1 2 3 4 5 6 7 8

M 1 2 3 4 5 6 7 8

M: DS 2000 Marker; 泳道1~8: 不同体积的dNTPs
M: DS 2000 Marker; lane 1-8: different volume of dNTPs.

图 2 dNTPs浓度对SSR-PCR扩增的影响

Figure 2 Effects of dNTPs concentrations
on SSR patterns

M 1 2 3 4 5 6 7 8

M: DS 2000 Marker； 泳道1~8: 不同体积的引物。

M: DS 2000 Marker; lane 1-8: different volume of primer.
图 3 引物浓度对SSR-PCR扩增的影响

Figure 3 Effects of primer concentrations
on SSR patterns

M 1 2 3 4 5 6 7 8

图 4 模板DNA浓度对SSR-PCR扩增的影响

Figure 4 Effects of template DNA concentrations
on SSR patterns

M: DS 2000 Marker; 泳道1~8: 不同体积的模板DNA。

M: DS 2000 Marker; lane 1-8: different volumes of template DNA.
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DNA浓度引起非特异性条带产生，综合考虑，选

择模板DNA体积用量1.20 μL为宜。

2.5 Taq酶对SSR-PCR扩增的影响

如图 5所示，随着Taq酶体积的增加，其终浓

度增大，1至5泳道扩增条带亮度逐渐增强，6和7
泳道条带亮度逐渐变暗，8 泳道没有目的条带出

现。2至 8泳道均出现了非特异性条带，这是由于

Taq酶浓度过高发生较高的错配率而产生非特异性

条带的原因造成的，Taq酶浓度过低则导致产物合

成减少，综合考虑，确定Taq酶适宜用量为 20 μL
体系中加入0.10 μL。

2.6 引物退火温度的筛选

如图 6~9所示，4对引物各设置了 8个退火温

度梯度，分别为 62.0， 61.1， 59.3， 56.1， 52.2，
49.2，47.0，46.0 ℃。在图6中，引物S002在8个退

火温度下均有目的条带产生，随着退火温度的降

低，条带亮度逐渐增强后减弱，至52.2℃条带亮度

最强，同时随温度降低非特异性条带数量增多、亮

度增强，综合考虑该引物的适宜退火温度为52.2℃。

在图 7中，引物 S003在 62.0，61.1℃下没有目

的条带出现，其它退火温度下均出现目的条带，在

52.2℃时目的条带亮度最强，综合考虑，该引物的

最适退火温度为56.1℃。

在图8中，引物S004在8个退火温度下均出现

目的条带（在59.3℃时，条带亮度较弱），温度较高

条带亮度较弱，无非特异性条带出现，但当温度较

低时，特异性条带亮度较弱，同时非特异性条带数

量增多、亮度增强，当温度为56.1℃时，特异性条

带亮度最强，该引物的最适退火温度为56.1℃。

M 1 2 3 4 5 6 7 8

M: DS 2000 Marker; 泳道：1~8: 不同体积的引物。

M: DS 2000 Marker; lane 1-8: different volumes of Taq enzyme.
图 5 Taq酶浓度对SSR-PCR扩增的影响

Figure 5 Effects of Taq enzyme concentrations
on SSR patterns

1 2 3 4 5 6 7 8 M

M: DS 2000 Marker; 泳道1~8: 不同退火温度。

M: DS 2000 Marker; lane 1-8: different annealing temperatures.
图 6 引物S002不同退火温度对PCR扩增的影响

Figure 6 Effects of S002 primer annealing
temperatures on SSR patterns

1 2 3 4 5 6 7 8 M

M: DS 2000 Marker；泳道1~8: 不同退火温度。

M: DS 2000 Marker; lane 1-8: different annealing temperatures.
图 7 引物S003不同退火温度对PCR扩增的影响

Figure 7 Effects of S003 primer annealing
temperatures on SSR patterns

1 2 3 4 5 6 7 8 M

M: DS 2000 Marker；泳道 1~8: 不同退火温度。

M: DS 2000 Marker; lane 1-8: different annealing temperatures
of S004 primer.

图 8 引物S004不同退火温度对PCR扩增的影响

Figure 8 Effects of S004 primer annealing
temperatures on SSR patterns
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在图9中，引物S005在8个退火温度下均出现

目的条带，温度较高或较低时条带亮度较弱，当温

度为61.1，59.3，56.1℃时，特异性条带亮度最强，

综合各因素，该引物的最适退火温度为59.3℃。

2.7 优化体系的应用

利用上述优化后的反应体系，20 μL 反应体

系含10 × Buffer（含Mg2+）2.00 μL，2.5 mmol/L dNTPs
2.50 μL，5.0 U/μL Taq酶0.10 μL，20 pmol/μL引物

1.20 μL，50 ng/μL DNA模板 1.20 μL。选择确定好

的退火温度的引物 S003 对 6 份马铃薯基因型进行

PCR扩增。如图10所示，条带清晰、完整，无非特

异性条带与二聚体出现，有较好的稳定性和可重复

性。结果表明，本试验优化的SSR-PCR反应体系稳

定性、重复性好，适用于马铃薯分子标记。

3 讨 论

PCR反应是SSR技术中的重要环节，反应体系

中各组成成分均影响扩增效果。Mg2+离子浓度对PCR
扩增效率影响较大，浓度过高可降低PCR扩增的特

异性，浓度过低则影响PCR扩增产量甚至使PCR扩

增失败。引物是关键，PCR 产物的特异性取决于引

物与模板DNA互补的程度，在优化过程中以最低引

物量产生所需要的结果为好，引物浓度偏高会引起

错配和非特异性扩增，且可增加引物之间形成二聚

体的机会。dNTPs浓度过高会导致聚合酶错误的渗

入，与Taq酶竞争Mg2+，使Taq酶活性下降，扩增结

果受到影响，同时提高了成本；dNTPs浓度过低时影

响合成效率，甚至会因为dNTPs过早消耗而导致产

物单链化。Taq酶的使用量过高，使成本增加，并容

易产生非特异性产物，过低导致其合成效率的下降。

本试验建立的马铃薯 SSR-PCR 反应体系为：

在 20 μL 反应体系中，模板 DNA 用量为 60 ng，
dNTPs 为 0.3125 mmol/L，引物浓度为 2.4 pmol，
Mg2+为 1.5 mmol/L，Taq 酶为 0.5 U。经验证，该体

系稳定性、重复性好，非特异扩增少，扩增效果良

好，可适用于马铃薯的分子标记。
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1 2 3 4 5 6 7 8 M

M: DS 2000 Marker; 泳道: 1~8 不同退火温度。

M：DS 2000 Marker; lane 1-8: different annealing temperatures
of S005 primer.

图 9 引物S005不同退火温度对PCR扩增的影响

Figure 9 Effects of S005 primer annealing
temperatures on SSR patterns
M 1 2 3 4 5 6

M: DS 2000 Marker； 泳道1~6分别为马铃薯品种‘大西洋’、

品系M、F、LZ219、LZ205、LZ302。
M: DS 2000 Marker; lane 1-6： Atlantic, M, F, LZ219, LZ205 and

LZ302, respectively.
图 10 引物S003对6个马铃薯基因型PCR扩增结果

Figure 10 Amplification results by primer S003 for
six potato genotypes
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