
SSR 分子标记实验操作及其注意事项 

SSR(Simple Sequence Repeats ) 又称微卫星 DNA，是一类由几个(多为 1~6 个) 碱基组成的基序

(motif )串联重复而成的 DNA 序列，其长度一般较短，它们广泛分布于整个基因组的不同位置上，每个座

位上重复单位的数目及重复单位的序列都可能不完全相同，因而造成了每个座位上的多态性。SSR 标记数

量丰富，覆盖整个基因组，而且分布均匀，多态性高，呈共显性遗传，重复性好，操作简便，是一种理想

的分子标记技术，被广泛应用于构建基因连锁图分子辅助育种品种鉴定遗传资源的保存等方面。 

一、试剂配制 

1.0.2%亲水 binding silence（现配现用）：1500μL95%乙醇，7.5μL 冰醋酸，再加入 3μLbinding silence，

混匀后使用。 

2.0.5%疏水 repel silence（购买后可直接使用） 

3.TBE 母液（5×TBE）：Tris Base,54g;硼酸,7.5g;EDTA(0.5M pH8.0),20ml.搅拌溶化，定容至 1000ml，

无需灭菌，室温保存，母液的 pH 值应保持在 8.3 左右。 

4.Urea－TBE(一块胶板用量)： 5×TBE,12ml;尿素,27g.加双蒸水溶解后定容至 51ml，使用漏斗过滤。 

5.40％丙烯酰胺：丙烯酰胺,380g;甲叉双丙烯酰胺,20g.加热至 37℃使之溶解，加水定容至 1000ml，用

醋酸纤维素滤膜（入 Nalge 滤器，0.45μm 孔径）过滤，棕色瓶避光保存于室温。 

6.10％APS（过硫酸铵）：超纯过硫酸铵,2g;超纯水,18ml.溶解后，4℃保存。 

7.TEMED（购买后可直接使用）：电泳级的 TEMED 可购自 Bio-Rad，Sigma 或其他供应商。 

8.Loading buffer：去离子甲酰胺 ,50ml;0.5MEDTA(pH8.0),1ml;二甲苯腈蓝 cyanol,0.125g;溴酚

蓝,0.125g.混匀后置于 4℃保存。 

9.固定液：无水乙醇 50ml，冰醋酸 2.5ml，水 447.5ml。配制成终浓度为 10％ 乙醇，0.5% 冰醋酸的

固定液。 

10.染色溶液(ACS 试剂)：无水乙醇 50ml，冰醋酸 2.5ml，水 447.5ml，AgNO3 1g。配制成终浓度为



10％ 乙醇，0.5% 冰醋酸，0.2% AgNO3 的染色液。 

11.显影溶液：15g NaOH，0.5ml 甲醛，水 500ml。终浓度为 3％NaOH，0.1%甲醛。 

二：DNA 提取过程中的注意事项 

(1) 避免试验材料间 DNA 的交叉污染或外来 DNA 的污染。使用冷冻干燥叶片法，可以将每个样品在单

独的离心管中研磨，研磨使用的小钢珠球最好是一次性的，如果是反复使用的小钢珠球，必须彻底清洗干

净使用液氮和研钵研磨叶片组织时，必须在每次研磨前彻底清理干净研钵和研磨棒。 

(2) 试验材料应选取幼嫩组织，因为植物幼嫩组织 DNA 含量高，且多糖多酚含量少。 

(3) 装入离心管的叶片组织最好不要超过离心管的 1/3-1/2，否则会引起细胞裂解不完全，导致产量和纯

度下降。 

(4) 使用液氮研磨时，要先将研钵用液氮冷却，在加入液氮后，要先将叶片压碎，研磨时要快速用力，尽

量使样品磨成粉末状。 

(5) 水浴前需要确保试管盖盖严，或使用辅助工具进行加固，以防止水浴时因温度较高导致试管盖开裂。 

(6) 水浴过程中，每隔 10-15min 将离心管取出振荡摇匀，使粉碎的叶片组织尽量与裂解液充分接触，破

坏细胞结构，释放 DNA。 

(7) 实验过程中振荡动作不宜剧烈，移液枪头最好使用大孔枪头，移液动作不能太快，以免使 DNA 断裂。 

(8) 当 DNA 以小球状固体沉积在离心管底部后，倾倒离心管中多余液体时，应避免把 DNA 小球一起倒

出 可在倒去大部分液体后，改用吸水纸吸取剩余液体。 

(9) DNA 风干最好在无菌操作台上进行，待乙醇彻底风干后才能加入 TE 或 ddH2O 溶解，如果有残留的

乙醇，可能会影响 PCR 反应的试验结果。 

(10) 如果 DNA 纯度不好，可将粗提物用溶液 1×TE 充分溶解，离心后，取上清液再次沉淀 DNA，可有

效除去多糖。 

三：实验步骤 



1、玻璃板清洗： 

1）用洗涤剂把玻璃反复擦洗干净，用酒精擦干、干燥。在疏水玻璃板上均匀涂上 300-500μL 的 0.5%的

疏水剂 Binding Silane。可放置过夜。 

2）配制凝胶前，在亲水玻璃板上均匀涂上 2％的亲水剂 Repel Silane，保证玻璃板的每个地方都涂上亲

水剂，晾干至少 5min，然后用酒精轻轻擦拭以去掉多余的亲水剂。 

3）玻璃板彻底干燥后进行玻璃板组装。两块玻璃板两边边缘割伤配套的硬纸条，橡皮夹子夹住两边，在

橡皮夹子里加上硬纸片可以保证玻璃板的水平，可以有效地防止条带跑歪。下边套上有旋钮的塑料套，旋

紧旋钮，以防止底下漏胶在插入梳子的位置插入一个硬纸条以保证上方凝胶界面水平且整齐。 

4）将装好的玻璃板水平放置于桌面上，亲水玻璃板至于下面，而带电极的疏水玻璃板朝上，保证玻璃板

的水平。 

2、聚丙烯酰胺凝胶的制备 

1）每一块胶的用量配制如下：（大胶） 

Urea－TBE               51ml 

40%丙烯酰胺              9ml 

10%APS                400μl 

TEMED                  30μl 

共计                  约 60ml 

2）迅速轻轻摇匀，注意不要用力搅拌，混匀后立即灌胶。 

3）将混合液导入大注射器中，将导管中气泡挤出，迅速将导管口插入灌胶口，在重力作用下，混合液流

入两块玻璃板之间，人为控制流速以防止气泡产生。 

4）灌胶完成后，聚合时间至少在 1 小时，若凝胶要放置过夜，则须在凝胶两头铺上湿滤纸（以 1×TBE

浸湿）以防止凝胶变干。4℃保存，凝胶使用之前可保存 1-2 天。 



3、凝胶电泳 

1）正极槽（底下）中加入 600ml 的 1×TBE 缓冲液，组装上配好凝胶的玻璃板，拔去维持凝胶上方水平

的硬纸条，负极槽上加入 800ml 的 0.5×TBE 缓冲液直至覆盖了凝胶上方。 

2）将凝胶上方多余的胶用枪冲洗干净，并将气泡清除。 

3）预电泳 30min，保持在恒定功率 55W（相当于电压 1441V，电流 38mA）。 

4）预电泳完成后，关闭电源，用枪将凝胶上方多余的气泡和胶清除干净，插入梳子，再用枪将梳子中的

气泡清除干净。 

5）加入 3μl 已由 loading buffer 处理过的样品 DNA，每块板子可点 1-3 个 Marker，55W 恒定功率电

泳 1.5h，至第一条 Loading buffer 指示带（二甲苯青带，约相当于 260bp 双链 DNA）跑至胶板的 2/3

处（距底部 1/3 处）时停止电泳。 

6）通过带电极玻璃板中部的出水孔排出 0.5×TBE 缓冲液，剩余的 0.5×TBE 缓冲液直接倒掉，缓冲液可

反复使用几次。 

7）小心的分开两块玻璃板，这时凝胶会粘连在涂有亲水剂的玻璃板上。 

4、银染 

1）将带凝胶的玻璃板浸在固定液（10％ 乙醇，0.5% 冰醋酸）中 20min，凝胶朝下放置，玻璃板位于

上方。 

2）将玻璃板取出，浸在染色液（10％ 乙醇，0.5% 冰醋酸，0.2% AgNO3  (ACS 试剂)）中 15min，

凝胶朝下放置，玻璃板位于上方。 

3）用自来水（最好用双蒸水）短时间（5-10s）冲洗玻璃板两面，玻璃板须离水近些，否则凝胶容易变

黑。 

4）将凝胶浸在显影液（3％NaOH，0.1%甲醛）中，显影 20-30min，直至带纹出现。凝胶朝上放置。 

5）用自来水（最好用双蒸水）冲洗凝胶两遍，每次 2min。 



6）室温下自然干燥，干燥后的胶板覆盖保鲜膜，可以永久保存，也可以进行拍照记录。 

四、PCR 反应 

1、模板及引物配制 

1）模板 DNA：使用 25ng/μl 的 DNA 作为模板。 

2）引物：母液 250M，取 10μl 的母液加水至 100μl 即得到 25μM 的引物。 

2、DNA 片段扩增： 

取 2uL 烯释的模板 DNA(25ng/uL)加入 18uL 如下的反应液： 

H2O                13.5 

10×buffer           2 

dNTPs(10mM)       0.4 

引物Ⅰ(25uM)       0.4 

引物Ⅱ(25uM)       0.4 

MgCL2(1.5mM)      1.2 

Taq 酶(5U/uL)       0.1 

Total               18 

混合后按如下 PCR 程序扩增： 

 Step1         95℃        9M； 

  Step2         94℃        50S； 

  Step3         退火温度    45S； 

  Step4         72℃        90S； 

Srep5 Go to Step2，repeat 27 cycles； 

 Step6         72℃        7M。 



扩增后的样品中加入 3/4 体积的 Loading Buffer，混合，95℃变性，待用。 

五：PCR 反应实验操作注意事项 

PCR 反应过程中应特别注意不要使样品相互污染， 以免造成试验结果不准确， 同时也要注意所加试

剂或样品必须是经过混匀后的液体， 这样才能保证反应液各成分的浓度和体积的均一性 所用试剂需从正

规商家购进， 以保证试剂的质量。 

( 1) 尽量使用一次性手套 专用整套移液器 成套试剂和其他必需品， 避免外来 DNA 污染反应体系( 2) 

DNA 模板应稀释为适宜的浓度， 使加入 PCR 反应的 DNA 样品体积最好在 4 ～ 5 l 如果 DNA 模板

样品量太少， 仅有 1 ～ 2 l， 不仅实验操作难度大， 而且如果操作时间长， 会导致 DNA 反应液部分

或全部蒸发掉， 影响 PCR 反应结果。 

( 3) 可以先将 DNA 样品加到 PCR 管底部， 再加其他 PCR 反应混合液 加样时选择不同的方位加 

DNA 模板和其他 PCR 反应混合液， 这样枪头靠壁加样时不会交叉污染。 

( 4) 加样完毕后， 盖上盖子， 混匀反应液， 再低速离心片刻( 1 min 左右) 如果不是立即进行 PCR 扩

增， 需将 PCR 反应混合液置于 － 20 ℃保存备用。 

( 5) PCR 扩增反应使用的酶不能长时间放置于室温下， 须随用随取， 使用完毕后立即放回 － 20 ℃

冰箱否则， 酶易失活。 

( 6) PCR 反应的退火温度应根据不同的引物来确定最佳退火温度， 以确保扩增的条带中杂带少， 目标

带明显， 引物退火温度一般按照 Tm = 4 ℃( G + C) + 2 ℃( A + T) 公式计算。 

 


