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随着国内外基因组测序技术的飞速发展， 胡
麻的基因组研究逐渐成为热点， 但胡麻可利用
基因和分子标记资源的匮乏， 严重制约其发展，
因此急需开发更多有效的分子标记。 同时通过
表达序列标签（expressed sequence tags， EST）进

行 SSR�标记有利于植物分子水平的研究， 对种
质资源多样性的分析、 连锁图谱构建、 比较基
因组学等研究也具有重要的现实意义［1�-�3�］。 简
单序列重复（simple�sequence�repeats， SSRs）又称微
卫星（microsatellites）标记， 因具有共显性、 高多

胡麻 EST-SSRs 标记分布特征及 PCR
反应体系的优化
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摘要： 从美国 NCBI数据库中下载了 286 868条亚麻 EST， 利用 SSRIT软件检索出符合要求的 SSR重复序列
4 310条， 占整个 EST数据库的 1.50%。 其中三核苷酸出现频率最高， 占总 SSR的 40.09%； SSR重复类型总共 235
种， 序列中占总 SSR比例大于 1%的重复类型共有 21种， 占 SSR序列总数的 68.63%。 通过正交设计（L16）得到了胡
麻 EST-SSR 最佳 PCR 反应体系： 即 20 μL 反应体系里， 引物 0.2 μmol/L、 模板 DNA 50 ng、 dNTP 0.10 mmol/L、
Mg2+ 1.5 mmol/L、 Taq DNA聚合酶 0.50 U/μl、 2 μL 10×buffer， 其余用 ddH2O补齐。 并通过单因素优化试验， 对得到
的胡麻 EST-SSR最佳 PCR反应体系进行了验证， 结果完全一致。
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The Distribution Characteristics of EST-SSRs Marker and Its Optimization of
PCR Reaction System in Oil Flax
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（Institute�of�Crops�Research， Gansu�Academy�of�Agricultural�Sciences， Lanzhou�Gansu�730070， China）

Abstract： In this study， 286 868 expressed sequence tags （ESTs） are downloaded from the USA NCBI database. 4 310
appropriate simple sequence repeats （SSRs） are picked out with software of SSRIT. These SSRs accounted for 1.50% of the EST
database and 40.09% of them is trinucleotide which is the maximum type. A total of 235 SSR types are got， 21 of them accounted for
68.63% total SSRs picked out in this study， and each of the 21 SSRs is more than 1% of the total SSRs. The optimal PCR reaction
system for EST-SSR of flax is got by orthogonal design as follow： primer 0.2 μmol/L； template DNA， 50 ng， dNTP， 0.10 mmol/L、
Mg2+ ， 1.5 mmol/L、 Taq DNA polymerase 0.50 U/μl、 2 μL 10×buffer， and at last， filling 20 μL with ddH2O. The consistent result is got
from single factor optimization experiment on he optimal PCR reaction system for EST-SSR of flax.
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态性、 多等位性、 稳定性好以及操作简单等诸多
优点而被广泛应用［4�-�5�］。 胡麻即油用亚麻， 属于
亚麻科亚麻属， 是一种重要的油料作物［6� -� 7�］ 。
胡麻油富含 α- 亚麻酸和亚油酸这 2 种人体必需
脂肪酸， 具有促进人体智能、 强身健脑、 防止
心血管疾病、 抑制疾病基因等重要作用［8� -� 12�］。
随着对胡麻基因组学的深入研究， 开发新的标
记， 进行分子标记辅助选择育种， 对于提高胡
麻育种效率具有重要意义。 我们利用 NCBI 公布
的亚麻 EST 序列查找 EST-SSRs， 通过分析 SSR
在亚麻中的分布特征设计 SSR 引物， 并通过反
应体系中引物和 DNA�浓度、 Mg2+、 dNTP、 Taq�
酶进行 PCR 反应体系优化， 以期为亚麻高密度
遗传图谱的构建、 遗传多样性分析以及基因克
隆和数量性状基因位点（QTL）定位等研究提供基
础。
1���材料与方法
1.1 供试材料

供试材料为胡麻品种资源“STS”与“低亚麻酸”，
由甘肃省农业科学院作物研究所提供。
1.2 试验方法
1.2.1����DNA 的提取 采用改良 CTAB 法提取植物
基因组 DNA， 用 0.8%的琼脂糖凝胶和紫外分光
光度计对其质量和浓度进行检测， 提取的 DNA
溶解于 100�μl� TE 后放入 4�℃冰箱备用。 Mg2+、
dNTPs、 Taq�DNA�聚合酶、 Maker 及引物合成及
其他常规试剂均由自北京天根生物有限公司提
供。
1.2.2������EST 序列中 SSR 的检索 从NCBI（HTTP//�
www.ncbi.nlm.nlh.gov/）下载了 286�868 条亚麻 EST，
利用 SSRIT（Simple��SequenceRepeat��Indentification�
Tool）软件检索重复单元为二核苷酸、 三核苷酸、
四核苷酸、 五核苷酸和六核苷酸的 SSR， 标准为
重复序列长度≥20�bp， 即二核苷酸、 三核苷酸、
四核苷酸、 五核苷酸、 六核苷酸重复次数分别大
于或等于 10、 7、 5、 4、 4。
1.2.3���� L16 正交反应体系的建立 对影响胡麻
SSR-PCR 反应体系的 Taq 酶浓度、 Mg2+ 含量、 模
板 DNA 用量、 dNTP 浓度及引物用量等 5 个因素
采用正交设计在 4 个水平上进行试验， 其中 Taq
酶浓度设定为 0.5、 1.0、 1.5、 2.0�U/μl； Mg2+ 含量

设为 1.5、 2.0、 2.5、 3.0�mmol/L； 模板 DNA 用量
设为 50、 100、 150、 200�ng； dNTP 浓度设为 0.1、
0.2、 0.3、 0.4�mmol/L； 引物用量设为 0.2、 0.4、
0.6、 0.8�μmol/L。 每管加入 2.0�μL�10×PCR�loading�
buffer， 反应体系 20�μl， 其余用 ddH2O 补足。 试验
设 2 次重复。 体系优化使用的模板 DNA 为亲本
STS， 引物为ZS1（PrimeA： CGACGACTTCCAGCAT�
TG， primeB： T�T�G�G�T�G�G�T�C�A�T�C�A�T�C�A�C�T�T�A�T�C），
ZS-2�（PrimeA： C�T�C�C�T�T�C�A�A�C�T�C�G�T�C�G�T�C�T， prime�
B： TGCTGCTGCTACTTCACTC）。 PCR 运行程序设
置为梯度 PCR： 94�℃预变性 4�min， 变性 1�min；
62�℃退火 45�s； 72�℃延伸 1�min； 94�℃变性 1�
min； 55�℃退火 45�s； 72�℃延伸 1�min； 72�℃延伸
10�min； 16�℃延伸 10�min； 4�℃保存。
1.2.4����单因素试验优化反应体系 通过正交试验
结果， 将筛选出的反应体系作为 PCR 基本反应体
系， 再通过调节各因素对反应体系效果最好的浓
度水平进行单因素优化试验， 其他因素用量固定
不变， 进一步优化各反应成分的最终用量。 单因
素试验中各因素梯度设计为： 引物（0.1、 0.2、 0.3、
0.4、 0.6、 0.8、 1.0�μmol/L）； DNA 模板（25、 50、
75、 100、 150、 200、 250�ng）； dNTP（0.05、 0.10、
0.15、 0.20、 0.30、 0.40、 0.50�mmol/L）； Mg2+（0.25、
0.50、 0.75、 1.00、 1.50、 2.00、 3.00� mmol/L）；
TaqDNA�聚合酶（0.25、 0.50、 0.75、 1.00、 1.50、
2.00、 2.50�U/μl）。 试验设 3 次重复。
1.2.5����电泳检测 凝胶电泳及银染扩增反应结束
后， 先在扩增产物中加入 2�μl�6×Loading�buffer 混
匀， 在 8%的聚丙烯酰胺凝胶中， 通过 1×TBE 的
电极缓冲液中电泳检测。 最后银染显色， 照相保
存。
2���结果与分析
2.1 EST 序列中 SSR 的检索

从表 1 可知， 从 286�868 条亚麻 EST 序列中
共检测出符合要求的 SSR 重复序列 4�310 条， 占
整个 EST 数据库的 1.50%。 二、 三、 四、 五和六
核 苷 酸 重 复 基 元 分 别 占 总 SSR 的 24.41% 、
40.09%、 17.15%、 9.07%和 9.28%， 其中三核苷酸
出现频率最高， 其次是二核苷酸和四核苷酸， 五
核苷酸和六核苷酸重复基元出现的频率较低且相
近（表1）。
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2.2 胡麻 EST-SSRs 标记分布特征
从表 2 可知， SSR 重复类型总共 235 种。 二

核苷酸重复类型有 8 种， 其中， CT 和 AG 出现频
率较高， 分别占 SSR 序列总数的 9.54% 、 和
8.10%； 其次是 TC， 占 SSR 序列总数的 3.41%。
三核苷酸重复类型共有 54 种， 以 CTT 出现的频

率最高， 占 SSR 序列总数的 5.45% ； 其次是
TTC、 CCA、 GCT、 TCT 和 GAA， 各占 SSR 序列
总数的 3.09%、 3.06%、 2.83%、 2.53%和2.23%。
四核苷酸重复类型出现 58 种， 其中 CTTT 出现
的频率最高， 占 SSR 序列总数的 7.91%， 其次是
AGAA 和 TACA， 这 2 种核苷酸分别占 SSR 序列
总数的 2.02%和 1.39%。 五核苷酸重复类型 60
种， 其中以 TCTTC 出现的频率最高， 占 SSR 序
列总数的 4.78% 。 六核苷酸重复类型出现 55
种， 以 CAGTAG 出现的频率最高， 占 SSR 序列
总数的 4.13% 。 表 2 为 EST-SSRs�序列中占总
SSR 比例大于 1%的重复类型， 这些重复类型总
共有 21 种 2�958 条， 占 SSR 序列总数的68.63%，
其余 214 种核苷酸的重复类型分布比较分散，
出现频率均较低， 所占比例不足 SSR 序列总数
的 1%。
2.3 L16PCR 反应体系的优化及建立
2.3.1����引物浓度优化 引物是 PCR 特异性扩增的
关键， 引物浓度过低或过高都不能得出理想的扩
增条带［13�-�14�］。 PCR 扩增结果显示（图1）， 当引物
浓度为 0.1�μmol/L 和 0.2�μmol/L 时扩增条带相对清
晰 ； 浓 度 为 0.50� μmol/L、 0.75� μmol/L 和 1.00�
μmol/L 时， 随着引物浓度的增加条带逐渐变弱，
故选择扩增条带清晰、 引物用量较少且背景较浅
的 0.20�μmol/L�为最适反应浓度。

2.3.2����模板 DNA�浓度优化 DNA�作为 PCR 反应
的模板， 如果其含量过低则扩增产物减少， 含量
过高则会引起非特异扩增［15�-�16�］。 6 个含量梯度的
PCR 扩增结果显示（图2）， 当 DNA�含量达到 50�ng
后扩增产物的增加变得不明显， 且 50-90�ng 扩增

重复核苷酸数 EST-SSRs条带数
/条

占总EST-SSRs的比例
/%

二核苷酸 1�052 24.41

三核苷酸 1�728 40.09

四核苷酸 739 17.15

五核苷酸 391 9.07

六核苷酸 400 9.28

合计 4�310 100.00

核苷酸
名称

重复
类型
总数
/种

重复
类型

数量
/条

占总SSR
比例
/%

占所在核苷酸
种类的比例

/%

二核苷酸 8 CT 411 9.54 39.07

AG 349 8.10 33.17

TC 147 3.41 13.97

GA 59 1.37 5.61

TA 45 1.04 4.28

三核苷酸 54 CTT 235 5.45 13.60

TTC 133 3.09 7.70

CCA 132 3.06 7.64

GCT 122 2.83 7.06

TCT 109 2.53 6.31

GAA 96 2.23 5.56

GAT 60 1.39 3.47

TAA 49 1.14 2.84

AAG 47 1.09 2.72

AGA/CAG 43 1.00 2.49

四核苷酸 58 CTTT 341 7.91 46.14

AGAA 87 2.02 11.77

TACA 60 1.39 8.12

五核苷酸 60 TCTTC 206 4.78 52.69

AGCTT 49 1.14 12.53

六核苷酸 55 CAGTAG 178 4.13 44.50

表 1 EST-SSRs 序列中不同重复核苷酸数的数量及百分比

表 2 EST-SSRs 序列中不同重复类型及其数量和百分比

图 1 引物浓度优化图谱

0.1������0.2�����0.3������0.4�����0.6������0.8�����1.0���������μmol/L

3



甘肃农业科技 Gansu Agr. Sci. and Techn. No. 10 20162016 年 第 10 期甘肃农业科技

条带差异不大。 因此， 综合考虑， 选择 50�ngDNA�
含量为最适反应含量。
2.3.3����dNTP 浓度优化 dNTP�是 PCR�反应的原材
料， 其浓度过低或过高同样会影响 PCR 扩增效果。
从实验结果分析（图3）， 当 dNTP 浓度为 0.05、
0.10�mmol/L 时， 扩增条带逐渐清晰， 而浓度为
0.15、 0.25、 0.35、 0.45�mmol/L 时， 也同样能得到
较清晰的条带， 但随着浓度的增大扩增条带有逐
渐变弱的趋势， 结合成本等因素考虑， 选择 0.10�
mmol/L 为最适反应浓度。

2.3.4����Mg2+ 浓度优化 Mg2+ 浓度变化能够影响
DNA 聚合酶活性， 并间接影响 PCR 扩增反应，
浓度不合适往往会引起扩增失败。 实验结果显
示（图4）， 浓度 0.5、 1.5�mmol/L扩增条带清晰， 而
浓度为 2.0、 3.0、 4.0�mmol/L 时， 且随着 Mg2+ 浓
度的增大扩增条带明显逐渐变弱。 我们综合各
种因素， 选择 1.5�mmol/L 为最适反应浓度。

2.3.5����Taq�DNA 聚合酶浓度优化 Taq�DNA�聚合
酶用量是影响的关键因素之一， 其用量也会对
PCR�反应体系产生影响。 实验结果表明（图5），
Taq�聚合酶用量为 0.25�、 0.50�U/μl 时， 扩增条带
由弱变清晰， 浓度为 1.0、 1.5、 2.0、 2.5�U/μl 时，
扩增条带依然较清晰， 之后随着浓度的增大条带
变弱， 同时背景也在明显加深。 选择 0.50�U/μl 为
最适反应用量。

通过以上单因素试验的结果， 得到的最佳反
应体系浓度为： 引物 0.2�μmol/L、 模板 DNA�50�ng、
dNTP�0.10�mmol/L、 Mg2+��1.5�mmol/L、 Taq�DNA 聚
合酶 0.50�U/μl、 2�μL�10×buffer、 ddH2O�补齐至
20�μL。
2.4 引物 ZS16对优化反应体系的验证

以引物 ZS16 对筛选出的最佳反应体系进行稳
定性及可靠性验证（图6）。 在 10 个来源不同的胡
麻品种中均扩增出了多态性条带， 表明优化后的
反应体系可以应用于胡麻 EST-SSR 标记的开发及

图 4 Mg2+浓度优化图谱

图 5 Taq DNA 聚合酶浓度优化图谱

图 2 模板 DNA 含量优化图谱

图 3 dNTP 浓度优化图谱

�25������50������75������100������150������200������250����������（ng） 0.25������0.50�����0.75�����1.00�����1.50�����2.00�����3.00��������� （mmol/L）

0.05������0.10�����0.15�����0.20�����0.30�����0.40�����0.50��������（mmol/L）

0.25������0.50�����0.75�����1.00����1.50����2.00����2.50���� （U/μl）
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图 6 ZS16在不同胡麻品种中的扩增条带

遗传多样性的分析等研究中。
3���小结与讨论

利用甘肃省农业科学院作物研究所胡麻课题
开发的 EST-SSR 引物， 通过 L16 正交设计试验结
合单因素设计， 首次对胡麻 EST-SSR 反应体系进
行了优化， 得到胡麻 EST-SSR 最佳 PCR 反 应 体
系为 0.20�μmol/L�引 物、 50� ng�模板 DNA、 0.10�
mmol/L�dNTP、 1.5�mmol/L�Mg2+、 0.50�U/μl�Taq�DNA
聚合酶、 2�μL�10×buffer、 ddH2O�补齐至 20�μL。
经验证该体系能够扩增出了清晰而稳定的多态性
条带。

SSR-PCR 反应体系的优化一般通过正交试验、
单因素试验或完全试验进行。 但是， 完全随机设
计试验由于组合数较多导致工作量较大， 较费时
费力， 因此目前大多选用单因素试验和正交试验。
我们采用 L16 正交试验设计结合单因素试验， 对
胡麻 SSR-PCR 反应体系中的主要成分进行了优
化， 建立了一套适用于胡麻的 SSR-PCR 反应体
系， 得到了理想的结果， 为今后胡麻 EST-SSR 分
子标记的开发以及应用于指纹图谱的构建、 遗传
多样性分析、 基因定位、 比较基因组学等方面研
究打下了基础。
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