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林大学& #%"+$

+"", !张!帆&信云霞&贾学五$大孔树脂对过氧化氢热稳定性的

影响+ ,̂$无机盐工业& #%")& .*"’#! )&()/$

+"#, !臧宝霞& 金!鸣& 李金荣$大孔树脂(凝胶柱层析法大规模

制备纯品羟基红花黄色素 T+ ,̂$心肺血管病杂志& #%%’&

#)"/#! &/&(&/+$

+"&, !陈!坤& 李!琪& 胡!茜& 等$大孔树脂1("%" 纯化黑骨藤

复方药物有效部位工艺研究+ ,̂$离子交换与吸附& #%")&

&&".#! &##(&&%$

+"., !粟!敏&汤!婷&唐玮蔚& 等$大孔树脂富集纯化黄蜀葵花

总黄酮的工艺研究+ ,̂$中药材& #%")& .%"/#! ".%#(".%+$

+"+, !舒祝明& 蒋剑平& 王建平& 等$大孔树脂纯化胡柚皮总黄

酮的工艺研究 + ,̂$中国现代应用药学& #%")& &. "+#!

/.*(/+&$

+"/, !齐!兵& 何志勇& 秦!肪& 等$陈皮中橙皮苷的提取与纯

化工艺研究+ ,̂$食品工业科技& #%"#& &&"#.#! &.&(&./$

+"), !刘!韶& 阳秀娟$大孔树脂分离纯化陈皮中多甲氧基黄酮

类化合物 + ,̂$天然产物研究与开发& #%".& #/ ""% #!

"+/#("+/)$

+"’, !崔蕊静&刘秀凤&常学东$安梨皮渣中总黄酮微波辅助提取

工艺优化+ ,̂$中国酿造& #%".& &&""##! ’+(’’$

+"*, !朱孔岳& 冯!琦& 盘赛昆& 等$响应面分析法优化超临界
Ml# 萃取陈皮精油工艺的研究+ ,̂$安徽农业科学& #%"/&

..""&#! +/(+’& /’$

+#%, !董爱君&刘华臣&刘!冰&等$肉桂酸薄荷酯的合成及抑菌

活性研究+ ,̂$食品科技& #%")& .#"+#! #+&(#+/$

+#", !舒祝明& 蒋剑平& 王建平& 等$大孔树脂纯化胡柚皮总黄

酮的工艺研究+ ,̂$中国现代应用药学& #%")& &."+#! /.*(

/+&$

+##, !王沙沙& 刘!洋& 牛真真& 等$大孔吸附树脂分离纯化猪

毛菜总黄酮及其抗氧化活性+ ,̂$精细化工& #%"’& &+""#!

+’(/.$

+#&, !张!星& 董!欣& 刘振春& 等$大孔树脂纯化黑豆异黄酮

的工艺优化+ ,̂$西北农林科技大学学报 "自然科学版#&

#%"’& ./""#! "&/(".+& "+.$

+#., !项!想& 孙成静& 宿树兰& 等$丹参茎叶酚酮有效部位的

提取纯化工艺研究+ ,̂$中草药& #%"’& .*""#! "#%("#)$

+#+, !任丽平& 李先佳& 金少举$大孔树脂分离纯化迷迭香叶总

黄酮及抗氧化活性研究+ ,̂$中国调味品& #%")& .#".#!

/*()&$

+#/, !邵金华& 何福林& 陈!霞& 等$梓树根皮总黄酮分离纯化

及其抑菌活性研究+ ,̂$食品与机械& #%")& &&"##! ".%(

"..& ##%$

白及 ++<18=<扩增体系的优化

徐德林! !陈红波! !马!激! !周!婷! !石忠令! !李!林! !钱!刚!

"遵义医学院! 贵州 遵义 +/&%%&$

收稿日期! #%"’(%&(#’

基金项目! 国家自然科学基金项目 "&"+/%%)*& &"+/%%’)#$ 贵州省科学技术基金项目 "黔科合UZ字 +#%"., )+.*#$ 贵州省中药现代化科技

产业研究开发专项项目 "黔科合,\字 +#%"&, &%%##$ 遵义市#%".年度 /"+’+"0 人才工程项目 "#%".#.#$ 遵义医学院精英人才工程项目 "#%"/#

作者简介! 徐德林 ""*’"%#& 男& 副教授& 研究方向为中药材遗传育种’ 345! "%’+"# #’/%*+*#& 2(6785! 9:I458<#%%%>"/&$?@6

!通信作者! 钱!刚 ""*/*%#& 男& 博士& 教授& 从事植物细胞与分子遗传学工作’ 2(6785! ;4<=G87E8@<=>"/&$?@6

摘要# 目的!优化白及 VV-(bM-扩增体系’ 方法!响应面法对 "% !U扩增体系中的模板 1OT质量浓度( 引物浓度(
# obM-689用量进行配比寻优& 再取 + 对2V3(VV-引物和 . 份种质& 分别在 "%( #+ !U扩增体系中对上述方案进行扩
增验证’ 结果!"% !U白及 VV-(bM-中模板1OT质量浓度( 引物浓度( # obM-689用量最优配比分别为 "L/% <=K!U(
"# !6@5KU( /L*’ !U’ 在 + 对引物分别于 . 份种质的扩增中& 以最优配比构建的 # 种体系均能扩增出稳定清晰的条带’
结论!本实验可对白及 VV-分子标记的研究奠定坚实基础’
关键词! 白及$ VV-(bM-扩增体系$ 响应面法
中图分类号! _)+!!!!!文献标志码! T!!!!!文章编号! "%%"("+#’"#%"’#"#(#/)#(%+
)*"!"%L&*/*KG$8DD<$"%%"("+#’L#%"’L"#L%"#

B3&"%"\$&"*#*5++<18=<$%34"5"!$&"*#0,0&-%*5G-8%+--#8>&+H’9#

0X14(58<& !MZ2OZ@<=(J@& !NT 8̂& !,ZlX38<=& !VZ[,A@<=(58<=& !U[U8<& !_[TOR7<=!

"V>.-09370%*(1.023+405-& V>.-0QR<;;<& 8&0.*#
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F@GHB<’+! B(350((*3D&0P’,*$ VV-(bM-76;58a8?7H8@< DBDH46$ ‘4D;@<D4D:‘a7?464HA@I

!!白及 B(350((* 45+0*5* "3A:<J$# -48?AJ$a$为兰
科白及属多年生草本植物& 药理作用广泛& 全世界
已知该属植物共 / 种& 主要分布在中国( 日本( 缅
甸北部等亚洲国家+", & 其中在我国有白及( 小白及
B#)’+,’4*.* "Z7B7H7# V?A5H‘$( 黄花白及 B#’%&+*L
%3* V?A5H‘$( 华白及B#40.3.404"-@5a4# V?A5H‘$& 均可
入药& 以白及为主+#, ’ 该药材主要以块茎入药& 具
有收敛止血( 抗菌消炎( 抗病毒+&, ( 抗肿瘤抗癌+., (
消肿生肌( 活血美白等功效++(/, & 不仅药用价值突
出& 在欧美国家还是一种重要的观赏植物’ 然而&
随着白及被无节制滥采挖& 导致野生资源日渐枯竭&
目前已被列为国家#级珍稀濒危保护植物& 并收录于
)濒危野生动植物国际贸易公约*+), ’

受白及市场价格持续走高和供不应求的影响& 市
场流通中该药材假冒伪劣现象十分常见& 传统药材鉴
别又以形态特征为主& 客观准确性常遭受质疑& 从而
导致对中药材准确鉴别难度大’ 近些年日臻成熟的
1OT鉴别技术 "亦称分子标记技术# 由于不受环境
因素影响( 鉴别结果稳定可靠等优点& 被广泛应用于
各物种种内与种间的研究分析+’("", & 但由于当前可用
的白及分子标记较少& 对其鉴别仍以传统的人为形态
辨别方式为主& 分子鉴别方面研究鲜有报道+"#("&, ’

VV-全称简单重复序列& 又称微卫星 1OT&
是一类广泛分布于基因组编码区和非编码区( 主要
以 " f/ 个碱基为重复基元的串联重复序列& 由于
其具有共显性( 多等位基因( 多态性检出率高等特
征& 拥有比 TSUb( -Tb1等鉴别技术更高的可靠
性+"., & 从而被广泛用于物种遗传多样性研究+"+("/, (
指纹图谱构建及物种鉴别+")(#%, ( 功能基因定
位+#"(#&,等领域’ 然而& 目前白及 VV-分子标记领

域的研究鲜有报道& 并且主要集中于指纹图谱构建
和群体遗传多样性+#.(#+, & 尚无作为白及 VV-分析
基础的 VV-(bM-体系筛选优化’ 因此& 本实验旨
在利用响应面法对白及 VV-(bM-扩增体系进行优
化& 以期为基于 VV-分子标记技术的白及种群结
构分析( 指纹图谱研究( 功能基因定位及分子辅助
育种等相关研究奠定坚实基础’
(I材料

白及采自遵义医学院医学细胞生物学教研室中
药材遗传育种课题组的白及种质基地 "表 "#& 经
专家鉴定为正品’ 选取生长状态良好的新鲜嫩叶&
进行基因组1OT提取’

表 (I药材基本信息
;$6c(I:$0"!"#5*.%$&"*#*5%-)"!"#$4%$&-."$40

试验 代码 花色(果色 来源
响应面优化 " 紫花(紫果 贵州遵义
最优扩增体系验证 ZZ 黄花(紫果 贵州遵义
最优扩增体系验证 eZ 白花(紫果 贵州遵义
最优扩增体系验证 ,V 紫花(紫果 陕西
最优扩增体系验证 UV 紫花(绿果 陕西

!!N[M-l#"K#"-型冷冻离心机 "美国 3A4‘6@公
司#$ 1\Mb(&"1O型水平电泳仪 "北京六一生物科技
有限公司#$ M"%%%3N 3A4‘675MB?54‘型 bM-仪( R45
1@?3N0-Q型凝胶成像仪 "美国e8@(-7I公司#$ 1\(
M,(&%M型垂直电泳仪 "北京市六一仪器厂#$ TR
##&&"Z76J:‘=型紫外分光光谱仪 "德国2;;4<I@‘a公
司#’ # obM-689购自北京擎科梓熙生物科技有限公
司$ M3Te( 213T( 3‘8D"分析纯# 等均购自上海生
工生物技术有限公司’ 优化方案筛选所用引物为
,\eV(#& 最优组合验证所用引物为,\eV(")( ,\eV(
&&( ,\eV(&.( ,\eV(./( ,\eV(.’& 具体见表 #’

表 JI引物基本信息
;$6cJI:$0"!"#5*.%$&"*#*53."%-.0

引物 引物序列"+m#&m# 长度KJ; 6NKg 重复序列 扩增长度KJ;
,\eV(# 正向RM3RM333MMT333MMTRMM #% /%L"" "3#"& #.*

反向RMTR3TTRMTTRM3RTTRTRM #" +*L’)
,\eV(") 正向3TTTRTRTRMRTRMTTRMMT #% +*L&* "RT#’ #"&

反向TRM33MMT3MMMTTMTTTMTRT ## /%L"/
,\eV(&& 正向MTMR33R3RRRT33TTRRM3 #% +’L"’ "3M#) #))

反向3TTTRRRRTRRRTRRMTTRT #% +*L’’
,\eV(&. 正向3MRMM333M33RR33RM3M3 #% +*L’* "3T#) ##/

反向RMMT3MTRMRTT3R3RT3TRM #" +*L’%
,\eV(./ 正向RMRMRMTRT3MTRT3MTTTR #% /%L%. "MTT#/ #./

反向RRT33R3RTR3RTRMRRRTT #% /%L%.
,\eV(.’ 正向TRRMT3MT33M3RR3RRR3R #% /%L%& "RTT#/ #%#

反向RTRRRRTT3T3RMRMRR3TT #% +*L*)
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JI方法
#L"!基因组 1OT提取!采集 + 份药材新鲜嫩叶&
)+!乙醇表面擦拭以消除外源性污染& 晾干表面乙
醇后& 改良 M3Te法提取叶片基因组 1OT& 紫外
分光光度计检测 1OT浓度及纯度& 并调整成质量
浓度为 #% <=K!U的工作液作为 VV-(bM-反应体系
的1OT模板& 于q.% g下保存备用’
#L#!VV-(bM-!"% !U反应体系响应面设计!选择
模板 1OT质量浓度 "T#( 引物浓度 "e#( # o
bM-689用量 "M# 作为影响因素& 响应面法优化
方案设计 "表 &#& 中心试验点设置 + 个重复& 共
得到 ") 种处理 "表 .#’ 然后& 将设计所得的 ")
种处理方案在 bM-仪上进行扩增& 扩增所用引物
为,\eV(#’

表 KI因素水平
;$6cKIL$!&*.0$#)4-N-40

水平
因素

T模板1OTK
"<=-!Uq"#

e引物K
"!6@5-Uq"#

M# obM-689K!U

" + . #
# "+ ’ +
& #+ "# ’

#L&!bM-扩增和电泳结果统计!bM-采用31(bM-
程序进行扩增& 具体步骤为 *. g预变性. 68<& &+
个循环! 首先*. g变性&% D& /% g退火&% D& )# g
延伸 &% D& 共 + 个循环& 然后退火温度每降 " g各
进行 +个循环& 直至 +’ g& 接着在 +’ g进行最后
#+个扩增循环$ 最后 )# g延伸+ 68<& "/ g下保
存’ 扩增产物用 #L%!琼脂糖凝胶电泳 ""#% d(
&% 68<# 分离后& 凝胶成像仪拍照保存’ 参照文献
+#/(#*, 在 VV-(bM-优化体系构建中对电泳结果的
赋值评分法& 将 ")组处理中扩增效果最优组赋值 ")
分& 未能扩增组赋值 " 分& 其余组根据条带亮度(
清晰度( 杂带数和拖带等情况予以具体赋值& 平行
&次& 取平均值& 结果见表 .’
#L.!验证试验!本试验选用 + 对 VV-引物& 即
,\eV(")( ,\eV(&&( ,\eV(&.( ,\eV(./( ,\eV(
.’& 并以 . 份种质分别进行 "%( #+ !U体系扩增验
证& 扩增程序和扩增结果检测与记录同前’
KI结果
&L"!基因组 1OT提取与检测!基因组 1OT的
l1#/% Kl1#’%均在 "L’ 左右& 平均质量浓度为
"#"L" <=K!U& 满足本实验要求& 并将全部受试
药材的终质量浓度调节至 #% <=K!U& q.% g下保
存备用’

表 QI试验设计及结果
;$6cQI’-0"/#$#).-0O4&0*5&-0&0

试验号
T模板1OTK

"<=-!Uq"#

e引物K

"!6@5-Uq"#

M# obM-

689K!U
平均评分

" + . + ’
# + ’ ’ ".
& #+ ’ ’ ".
. "+ . ’ *
+ #+ "# + "/
/ "+ ’ + "+
) "+ ’ + "+
’ #+ . + *
* "+ "# ’ ")
"% + "# + ".
"" "+ . # "
"# "+ "# # "
"& #+ ’ # "
". "+ ’ + "+
"+ "+ ’ + ".
"/ + ’ # "
") "+ ’ + "&

&L#!扩增结果及赋值统计!图 " 显示& 方案 * 的
扩增条带最清晰& 并且无杂带& 赋值 ")$ 方案
"" f"&( "/ 均无扩增& 赋值 "$ 其余方案根据电泳
实际情况赋值’

注! N为1OTN7‘P4‘

图 (I8=<产物电泳图
L"/c(I@4-!&.*32*.*/.$%*58=<3.*)O!&0

&L&!响应面分析!将表 . 数据通过 14D8=<(29;4‘H
软件进行拟合& 得到赋值评分 "\# 回归方程为
[p".L.% Q%L&)?Q#L/&BQ/L#+8Q%L#+?BQ
#L%%B8q"L%)?# q"L+)B# q+L’&8#& 三因素一次
项系数均为正值& 表明随着各因素正向增加& 相应
响应值 "赋值评分# 也随之增大& 同时三者二次
项系数均为负值& 表明该方程抛物面开口向下& 拥
有最大值& 满足最佳扩增组合预测需求’

方差分析 "表 +# 显示& 模型!W%L%%% "& 失
拟项!j%L%+& D# p%L*’+ ’& D#7IGp%L*/) /& 表明
有 */L)/!的响应值可通过该模型予以确定$ 因素
e "引物浓度#( M "# obM-689用量# !W%L%"&
e#( M# !W%L%+& 表明两者对于 VV-(bM-体系扩
增有显著影响& 响应面分析+&%(&",见图 #’ 综上所
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述& 各因素影响程度依次为 # obM-689用量 j引
物浓度j模板1OT质量浓度’

表 YI方差分析
;$6cYI9#$4,0"0*5N$."$#!-

来源 离均差平方和 自由度 均方 F值 !值

模型 ++#L") * /"L&+ +.L%# W%L%%% "

T "L"& " "L"& %L** %L&+# ’

e ++L"& " ++L"& .’L+. %L%%% #

M &"#L+% " &"#L+% #)+L"/ W%L%%% "

Te %L#+ " %L#+ %L## %L/+& #

TM %L%% " %L%% %L%%% "L%%% %

eM "/L%% " "/L%% ".L%* %L%%) "

T# .L’) " .L’) .L#’ %L%)) #

e# "%L.. " "%L.. *L#% %L%"* %

M# ".#L’) " ".#L’) "#+L)* W%L%%% "

残差 )L*+ ) "L". % %

失拟项 .L)+ & "L+’ "L*’ %L#+* &

绝对误差 &L#% . %L’% % %

总和 +/%L"# "/ % % %

D# p%L*’+ ’&D#7IGp%L*/) /

图 JI各因素响应面图
L"/cJI<-03*#0-0O.5$!-34*&05*.N$."*O05$!&*.0

!!由此可知& 最佳扩增组合为模板 1OT质量浓
度 "L/% <=K!U& 引物浓度 "# !6@5KU& # obM-689
用量 /L*’ !U& 其余用灭菌后的 IIZ#l补足& 预测
赋值评分 "’L)&+& 再进行验证试验& 结果见图 &’
由图可知& 在 "%( #+ !U验证体系中& + 对引物均
能在 . 份种质中稳定扩增& 而且条带清晰( 无杂
带& 表明该组合扩增效果良好& 稳定可靠’

注! N为N7‘P4‘& T为 "% !U扩增体系& e为 #+ !U扩增

体系& " f. 为 ,\eV(")& + f’ 为 ,\eV(&&& * f"# 为
,\eV(&.& "& f"/ 为,\eV(./& ") f#% 为,\eV(.’

图 KI扩增组合验证试验
L"/cKI‘-."5"!$&"*#&-0&05*.$%34"5"!$&"*#0,0&-%0

QI讨论
bM-是 VV-分子标记技术相关研究的基础&

其结果易受 bM-体系与扩增程序的影响& 并且不
同物种对于bM-扩增的灵敏度和要求也不尽相同&
同时各影响因素之间还存在互作效应& 故对于白及
VV-(bM-体系的构建与优化非常必要’

在设计因素选择中& 除了模板 1OT与引物之
外& 本实验还采用了当前市场中常用的 # obM-
689& 可让bM-实验程序更简便& 同时也更便于操
作’ 通过对响应面设计方案的扩增分析得知& + 个
重复对照之间的扩增结果无明显差异& 表明结果稳
定性良好$ 通过拟合方程的方差分析可知& 白及
VV-(bM-体系拟合方程模型可靠& 完全满足最佳
体系预测计算的需求$ 结合效应面图得知& 各因素
对扩增结果的影响程度依次为 # obM-689用量 j
引物浓度j模板 1OT质量浓度& 最佳扩增组合为
模板 1OT 质量浓度 "L/% <=K!U& 引物浓度
"# !6@5KU& # obM-689/L*’ !U’ 另外还发现& #
倍bM-689加入 bM-反应体系时& 最佳使用量并
非按照 # o来使用’

综上所述& 本实验探索出白及 VV-(bM-中
1OT模板质量浓度( 引物浓度( # obM-689用量
的最佳扩增配比组合& 从而避免了实验材料浪费&
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节省了时间和试剂耗材成本& 为基于 VV-分子标
记技术的白及相关研究提供坚实基础’
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