
玉 米 科 学 2013，21(3)：48～51 Journal of Maize Sciences

文章编号：1005-0906(2013)03-0048-04

玉米微卫星 PCR产物变性与非变性
PAGE-银染法的比较分析

王爱听，李永生，穆延召，李 玥，

白 杨，王 威，王汉宁
（甘肃农业大学农学院 /甘肃省干旱生境作物学重点实验室 /甘肃省作物遗传改良与种质创新重点实验室，兰州 730070)

摘 要：对变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行比较，探讨建立简便、快速、安全、可

靠、经济、效率高、毒害低的应用于玉米遗传多样性分析的 SSR标记方法。结果表明，用 2 对 SSR引物对 6 份玉米自

交系基因组 DNA 进行扩增，将扩增产物在变性与非变性聚丙烯酰胺凝胶(PAGE)上电泳，银染后微卫星扩增产物在

二者上的电泳结果存在差异。在变性胶中微卫星扩增产物目的条带清晰，易于鉴定；在非变性凝胶中表现有较多的

非特异性条带，但目的条带很明亮，容易看出来，不影响实验结果。非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳带型清晰准确、结果

可靠、经济快速，能真实地揭示玉米自交系间的遗传多样性，是玉米种质类群划分的有效分子标记方法。
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Comparison of Microsatellite Products of Maize Using Denatured and
Non-denatured PAGE-Silver-Staining Methods
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Abstract: Comparing the denatured PAGE and non-denatured PAGE to establish a simple, rapid, secure, reli-

able, economic, high efficient and low toxic method of SSR molecular marker, which was applied to genetic diversity

analysis of maize. Two microsatellite primer pairs were used to amplify the genomic DNAs of maize. The PCRproducts

were detected by denatured and non-denatured polyacrylamide gel electrophoresis(PAGE). The results of sil-

ver-staining indicated that there were many distinct differences about products between the two kinds of gel. The tar-

geted bands clearly appeared in denatured gels, which were easy to identify. There were many nonspecific bands in

non-denatured gels. However, targeted bands were very bright, easy to see and did’t affect experimental results. The

non-denatured gel could reveal genetic diversity analysis among maize inbred lines truly, which was an effective

molecular marker to divide germplasm groups of maize.
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微卫星标记作为继 RFLP 的第二代分子标记，

是目前广泛使用的遗传标记，已在玉米自交系类群
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划分、遗传图谱构建、个体亲缘关系鉴定、群体相关

性研究、动植物的遗传连锁分析、分子遗传多样性研

究、玉米纯度鉴定、目标基因定位及 QTL 分析等方

面得到了普遍应用[1～10]。关于玉米种质类群的划分，

一些文献主要采用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳技术

(浓度分别为 6%、4.5%、8%)和琼脂糖凝胶电泳技术

(浓度分别为 3%、4%)[11～21]。前人通过 SSR标记对玉

米种质类群进行划分，但成本高、毒害大、耗时耗力、

效率低。本研究针对上述薄弱环节，根据玉米 PCR
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扩增目的片段的大小和凝胶(变性和非变性)有效分

离 DNA 片段范围的不同，采用变性(6%、8%)与非变

性(8%)聚丙烯酰胺凝胶电泳这两种方法检测玉米的

微卫星位点，对微卫星 PCR 产物变性与非变性

PAGE 银染法进行比较分析，将玉米微卫星 PCR产

物变性与非变性 PAGE 中的过程和结果进行比较，

为玉米遗传多样性分析提供更简便、快捷、高效的实

验方法。

1 材料与方法

1.1 实验材料

6 个国内标准测验种丹 340、B73、黄早四、掖

478、齐 319、Mo17(编号 1～6)由甘肃农业大学平凉

玉米育种站提供。采用 75%酒精消毒后播于底部铺

有滤纸的培养皿中，于 28℃培养箱里黑暗培养 4～

5 d，剪取幼芽用于基因组 DNA 提取。

1.2 DNA 提取

CTAB 法提取玉米基因组 DNA[22]，在 0.8%的琼

脂糖凝胶电泳检查 DNA 的完整性后用 HITACHI

U-5100 分光光度计测定 DNA 的浓度和纯度，将

DNA 浓度稀释至 20 ng/滋L 于 -20℃保存备用。

1.3 S S R扩增反应体系和扩增程序

PCR扩增仪采用德国 Biometra 的 PCR扩增仪。

PCR 总反应体系为 10 滋L，包括 10×PCR buffer

1.0 滋L，2.5 mmol/L dNTPs 0.6 滋L，Primer 共 0.6 滋L，

2.5 U/滋L Taq DNA 聚合酶 0.1 滋L，20 ng/滋L DNA

1.0 滋L，ddH2O6.7 滋L。扩增反应程序为，95℃预变性

5 min，94℃变性 30 s，52.5℃/56℃退火 30 s，72℃延

伸 30 s，共进行 36 个循环；最后 72℃延伸 10 min，

4℃结束程序并保存。SSR引物 Phi065 序列：5'-3'F：

AGGGACAAATACGTGGAGACACAG，3'-5'R：CGAT-

CTGCACAAAGTGGAGTAGTC；引物 Umc1196 序列：

5'-3'F：CGTGCTACTACTGCTACAAAGCGA，3'-5'R：

AGTCGTTCGTGTCTTCCGAAACT，引物来自玉米遗

传与基因组数据库(http://www.maizegdb.org/ssr.php)，

由北京六合华大基因科技股份有限公司合成。

1.4 胶的制备及电泳检测

30%变性胶 19颐1 配制：丙烯酰胺 142.5 g，甲叉

双丙烯酰胺 7.5 g，ddH2O定容至 500 mL，尿素 42%；

30%非变性胶 29颐1 配制：丙烯酰胺 145 g，甲叉双丙

烯酰胺 5 g，ddH2O定容至 500 mL。将 PCR扩增产物

分别在变性(6%、8%)与非变性(8%)聚丙烯酰胺凝胶

上进行电泳。对于变性电泳，在电泳前需要向 10 L

PCR样品中加入 5 L 6×Loading Buffer，混匀后于

95℃变性 5 min，然后迅速放置在冰上再进行点样，

恒压 200 V，1×TBE 电泳 65 min。电泳仪为 DYY-12

型电泳仪(北京市六一仪器厂)；电泳槽为 DYCZ-30

型双板夹芯式垂直槽(105 mm×185 mm×1 mm)。

1.5 银染程序

凝胶依次放在 10%冰乙酸溶液中固定 5 min，

ddH2O水洗 1 次(每次低于 10 s )，0.2%硝酸银染色

10 min，ddH2O水洗 1 次(每次低于 10 s)，然后放进现

配的显色液(3%氢氧化钠、0.5%甲醛)中显色至条带

清晰，ddH2O水洗 1 次(每次低于 10 s)，最后 10%冰

乙酸定影。

2 结果与分析

由图 1、图 2 可以看出，相同 PCR产物分别使

用变性和非变性胶聚丙烯酰胺凝胶两种电泳方法均

能检测出扩增的目的片段，在变性聚丙烯酰胺凝胶

中目的条带清晰，易于鉴定，非特异性条带少；非变

性聚丙烯酰胺凝胶中，有非特异性条带。同一引物扩

增的产物相比，6%变性 PAGE 的图像条带模糊，8%

变性和 8%非变性 PAGE 的图像条带清晰。小型双

垂直电泳槽的变性胶和非变性胶进行 SSR分析时

的差异见表 1。

是否需要溶解尿素 需要 不需要

碎胶有无 有 无

加 6×Loading Buffer 后是否需要变性 需要 不需要

是否需要预电泳 需要 不需要

电泳时间 30 min(预电泳)+65 min(电泳) 65 min 电泳

条带是否清晰、稳定 8%：清晰稳定；6%：模糊弥散 清晰稳定

条带是否弥散、拖带 8%：不弥散、不拖带；6%：弥散、不拖带 不弥散、不拖带

统计的难易程度 8%：容易统计；6%：难统计 容易统计

统计结果是否可靠 8%：结果可靠；6%：结果不可靠 结果可靠

项 目 Item 变性胶(8%、6%) Denatured PAGE 非变性胶(8%) Non-denatured PAGE

表 1 变性胶和非变性胶进行 S SR分析时的差异

Table 1 The difference between denatured and non-denatured PAGE in the course of making gel
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在制胶过程中，因为预电泳和室温的变化导致

尿素析出，所以变性胶中碎胶很多，需要处理干净，

否则会影响点样的效果；变性胶上样之前需要变性

5 min，然后迅速放置在冰上；大型垂直电泳槽变性

胶还需要有腐蚀性的亲和硅烷和剥离硅烷涂玻璃

板。本实验采用的小型垂直电泳槽跑变性和非变性

胶时均不需要上述二者试剂。从上述二者的差异可

以看出，非变性胶简洁方便，省时省力，减少毒害和

污染，节约成本，提高效率。

8%非变性 8%变性 6%变性

注：1～6 为玉米自交系个体。下图同。

Note: 1-6, Maize inbred lines samples. The same below.

图 1 Phi065 PCR扩增产物在PAGE 上的电泳图结果

Fig.1 PCRproductions of Phi065 on PAGE gel

8%非变性 8%变性 6%变性

图 2 Umc1196 PCR扩增产物在 PAGE 上的电泳图结果

Fig.2 PCRproductions of Umc1196 on PAGE gel

3 结论与讨论

SSR标记具有多态性高、信息量高、共显性遗

传、等位基因形式多、实验程序简单、结果重复性好、

成本高等特点。本研究通过对变性与非变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳进行比较，结果表明，非变性聚丙烯酰

胺凝胶条带清晰、结果可靠、减少费用、降低工作量

和毒害性，提高效率，广泛适于动植物的遗传标记；

变性聚变稀酰胺凝胶电泳过程复杂、成本高、效率

低。研究结果和其他研究在检测微卫星 PCR产物方

面变性优于非变性 PAGE 的结论不同[23，24]。分析二者

差异产生的原因有以下几个方面：①由于微卫星的

突变率很高，具有丰富的高度多态性，扩增过程中

DNA 复制时新生链和模板链相对滑动，产生错配，



使得一个或者几个重复单位形成环状未能参与配

对，这就是非特异性条带，但这种扩增的片段拷贝数

远远少于特异性扩增产物的拷贝数，因此，无论是非

变性胶还是变性胶在主带前面都会有一条相距很近

的非特异性条带；②在非变性胶中，部分可能是单

链，部分可能会形成双链进而有突环形成，大大降低

其在电泳过程中的速度，因此在非变性胶中有较多

的非特异性条带；③在变性胶中，PCR产物以单链

形式存在，不受碱基组成的影响，不形成二级结构，

因此条带可以真实地反映出微卫星扩增结果；④

PCR扩增过程中的一些因素也会对电泳结果造成

影响，如酶量过多、引物量过多、PCR循环次数过

多、引物的退火温度过低以及变性不充分等因素。

微卫星 DNA 是研究当前种内遗传变异中分辨

率最高、揭示力最强的核 DNA 标记，随着微卫星

DNA 研究的不断深入，微卫星标记将为各个领域的

研究工作带来新的革命。本实验证明，微卫星 PCR

扩增产物经变性和非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳均能

检测出目的片段，但变性聚丙烯酰胺凝胶电泳操作

过程繁琐，成本高，耗时耗力，效率低，难以在玉米自

交系种质类群划分中广泛应用；非变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳带型清晰准确、结果可靠、经济快速，利用

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳将加速玉米的各方面研

究工作。
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