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黄芪是豆科黄芪属植物蒙古黄芪和膜荚黄芪的干燥根[1]遥
随着对黄芪药理作用研究的不断深入及其药用范围的不断

拓宽袁对其需求量越来越大遥 由于长期过度采挖袁造成野生
黄芪资源已近枯竭袁 因此栽培黄芪是黄芪产业发展的必然
趋势遥 由于各种原因袁 目前各地种植黄芪种质资源非常混
杂袁 因此对栽培黄芪种质资源进行评价就成为黄芪栽培的
迫切需要遥

RAPD 是 1990年由美国科学家 Williams 和 Welshi 几
乎同时采用 PCR 技术发展起来的一种 DNA 分子标记技
术遥 该方法具有操作简洁尧试验成本低尧灵敏度高尧通用性
强袁且在不了解物种基因组相关分子生物学信息下就可进行
等优点遥 目前袁RAPD方法正广泛应用于种质资源的评价和
栽培植物品种鉴定等方面遥但该方法对反应条件非常敏感袁
具有稳定性和重复性差的缺点袁因此必须建立一个稳定的尧
最佳的反应体系来克服这一缺点[2]遥 为此袁笔者就黄芪RAPD
反应中的模板 DNA尧引物浓度尧dNTP浓度尧镁离子浓度尧Taq
聚合酶用量等因素和扩增程序进行了优化袁 旨为 RAPD技
术在黄芪种质资源和遗传关系等方面的研究提供依据遥
1 材料与方法

1.1 材料 供试材料为膜荚黄芪和蒙古黄芪袁于 2005年 6
月在延边大学农学院中草药圃内采集新鲜幼嫩植物叶片袁
并保存在-75 益冰箱中备用遥
1.2 方法

1.2.1 DNA的提取遥采用稍做改进的 CTAB法[2]遥 取 2耀3个
叶片袁用液氮研磨并装入 1.5 ml离心管后袁加入提取缓冲液
[浓度为 2 %的 CTAB曰 浓度为 20 mmol/L的 EDTA曰 浓度为
100 mmol/L的 Tris-HCl渊 pH 值为 8.0冤曰浓度为 1.4 mol/L 的
NaCl曰浓度为 1 %的 pvp] 650 滋l和 茁蛳巯基乙醇 10 滋l袁置于
65 益水浴保温 45 min遥 加入等体积的氯仿颐异戊醇渊 体积比
为 24颐1冤袁剧烈震荡袁在室温下冷却遥 然后 10 000 r/min离心
10 min袁取出的水相用氯仿颐异戊醇渊 体积比为 24颐1冤再抽提 1

次遥 接着在抽提后的水相中加入 2/3体积冰冷的异丙醇袁静
置于-20 益 30 min遥 然后在 10 000 r/min离心 5 min袁倾去上
清液袁加入浓度为 70 %的酒精洗涤沉淀袁在滤纸上沥干遥
当沉淀无乙醇味时袁 加入 1伊TE缓冲液 100 滋l袁RNase 2 滋l
并在 37 益下保温 1 h以裂解 RNA袁最后 10 000 r/min离心 2
min遥取 DNA溶液 5 滋l袁在 0.7 %的琼脂糖上电泳袁检测 DNA
浓度及纯度遥 检测后的 DNA保存在 4 益待用或-20 益长期
保存遥 取等量黄芪 DNA混成基因池袁以此为优化体系的模
板 DNA遥
1.2.2 RAPD反应成分用量遥 首先确立基本反应条件袁即
PCR反应总体积为 20 滋l袁其中含模板 DNA 为 20 ng袁引物
为 0.2 滋mol/L袁dNTP 为 150 滋mol/L袁MgCl2 为 1. 5 mmol/L袁
Taq DNA聚合酶为 1 unit袁10伊反应缓冲液为 2 滋l袁其余以重
蒸馏水补充至 20 滋l遥 以 OPD06渊 ACCTGAACGG冤为引物袁对
反应体系中的模板 DNA尧引物尧dNTP尧MgCl2尧Taq DNA聚合酶
分别设置不同浓度梯度渊 表 1冤袁进行优化并确定最适用量遥

1.2.3 PCR程序与参数遥PCR反应在 Eppendorf PCR仪上进
行袁 反应程序为预变性 94 益 5 min袁94 益变性 45 s尧36 益退
火 60 s尧72 益延伸 90 s袁共循环 40次袁最后 72 益延伸 7 min遥
在此基础上袁以 OPD06渊 ACCTGAACGG冤为引物袁退火温度
为 35 益依5 益设 袁11 个温度梯度 袁 分别为 30.1袁30.6袁
31.5袁32.6袁33.9袁35.3袁36.6袁37.9袁39.0袁39.9袁40.4 益袁来确定最
佳反应程序遥
1.2.4 PCR产物检测遥 扩增产物用含有浓度为 0.5 滋g/ml溴
化乙锭的 1.4 %琼脂糖凝胶进行电泳袁 用 Dolphin凝胶成像
仪照相遥
2 结果与分析

2.1 模板浓度筛选 模板 DNA浓度对 RAPD反应影响较

黄芪 RAPD反应体系的优化
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摘要 以蒙古黄芪和膜荚黄芪为材料袁建立了黄芪 RAPD反应优化体系遥即在 20 滋l反应体积中袁模板 DNA为 5 ng袁引物为 0.2 滋mol/l袁
dNTP为 150 滋mol/L袁MgCl2为 2 mmol/L袁Taq DNA聚合酶为 1 unit袁1伊Buffer袁反应程序为预变性 94 益 5 min袁94 益 45 s袁38 益 60 s袁72 益
90 s,共循环 40次袁最后 72 益延伸 7 min遥
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表 1 RAPD反应体系中的成分用量

浓度梯度 DNAng 引物滋mol/L dNTP滋mol/L MgCl2mmol/L TaqDNAseU
1 2.5 0.1 50 0.5 0.25
2 5.0 0.2 100 1.0 0.503 10.0 0.3 150 1.5 1.00
4 15.0 0.4 200 2.0 1.50
5 20.0 0.5 250 2.5 2.00
6 25.0 0.6 300 3.0 2.50
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大渊 图 1尧2冤遥DNA用量在 5 ng时袁膜荚黄芪和蒙古黄芪都能
扩增出比较清晰且不缺失的条带袁 多态性较高袁 因此模板
DNA用量取 5 ng遥
2.2 引物浓度筛选 引物用量的变化对 RAPD带的数量

和强弱影响较大渊 图 3尧4冤遥引物浓度在 0.1 滋mol/L时不能扩
增出清晰的条带曰在 0.2尧0.3 滋mol/L时膜荚黄芪和蒙古黄芪
的扩增产物条带最清晰袁亮度最大曰达到 0.5尧0.6 滋mol/L时袁
某些条带缺失袁亮度减弱并产生一些新的条带遥 因此袁引物

滋mol/L时比较理想遥
2.4 MgCl2浓度筛选渊 图 7尧8冤 从图 7尧8可以看出袁随着
Mg2+浓度增加袁膜荚黄芪和蒙古黄芪扩增条带数不断增加袁
图谱清晰袁 扩增效果好袁 但到了一定浓度 渊 膜荚黄芪 2.0
mmol/L曰蒙古黄芪为 2.0尧2.5 mmol/L冤以后袁扩增条带数不再
增加且缺失部分条带遥 因此 MgCl2浓度为 2 mmol/L时比较
理想遥

2.5 Taq聚合酶浓度筛选 渊 图 9尧10冤 从图 9尧10中可以
看出袁Taq聚合酶浓度对 RAPD反应影响较大遥 Taq聚合酶
浓度低于 0.25 U时袁扩增的带少曰在 0.50耀1.00 U时袁扩增出
较多清晰的 DNA带遥从扩增效果和经济效率考虑袁Taq聚合
酶浓度以 1.00 U为宜遥
2.6 扩增程序筛选渊 图 11尧12冤 在试验区间范围内袁随着变
性温度的提高袁扩增产物的条带数和产量增加袁但到了一定
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图 1 不同浓度的模板 DNA对膜荚黄芪 RAPD反应的影响
注院M为 200 bp的 DNA分子量标记袁数字为 DNA浓度梯度遥图 2同遥

图 2 不同浓度的模板 DNA对蒙古黄芪 RAPD反应的影响
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图 3 不同浓度的引物对膜荚黄芪和 RAPD反应的影响
图 4 不同浓度的引物对蒙古黄芪和 RAPD反应的影响

用量以 0.2 滋mol/L为最适值遥
2.3 dNTP浓度筛选 渊 图 5尧6冤 从图 5尧6可以看出袁 随着
dNTP浓度的增加袁 扩增产物的条带有明显增多的趋势袁但

浓度增高到一定程度时袁 膜荚黄芪泳道 6缺失约 600 bp的
条带袁蒙古黄芪泳道 4缺失约 650 bp的条带遥 综合 dNTP浓
度对膜荚黄芪和蒙古黄芪 RAPD的影响袁dNTP浓度为 150
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图 5 不同浓度的 dNTP对膜荚黄芪 RAPD反应的影响
图 6 不同浓度的 dNTP对蒙黄芪 RAPD反应的影响注院M为 200 bp的 DNA分子量标记袁数字为 dNTP浓度梯度遥 图 6同遥

注院M为 200 bp的 DNA分子量标记袁数字为引物浓尧浓度梯度遥 图 4同遥
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的温度渊 膜荚黄芪为 36.6耀37.9 益袁蒙古黄芪为 37.9耀39 益冤袁
扩增产物的条带数和产量不再增加甚至减少遥 故将退火温
度确定为 38 益遥
3 结论与讨论

RAPD反应体系中的成分用量的变化对 RAPD图谱会
产生较大的影响袁从而影响 RAPD分析的准确性袁而 RAPD
带谱的准确性是利用 RAPD标记进行种质资源和遗传关系
等研究的基础袁因此对 RAPD体系的优化是非常必要的遥

合适的退火温度是 PCR成功的重要条件袁是引物与模
板 DNA结合的关键遥不同物种所需要的退火温度也必然不

同袁 因此筛选适合不同物种的退火温度对 RAPD分析来说
也是非常必要的遥该试验中袁退火温度太高或太低都会影响
扩增的条带数目和背景袁最佳退火温度为 38 益遥

通过该试验建立的 RAPD优化体系袁 为进一步进行黄
芪种质资源的 RAPD分析及其亲缘关系尧 遗传多样性研究
提供了可靠的试验依据遥
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注院M为 200 bp的 DNA分子量标记袁数字为 MgCl2浓度梯度遥图 8同遥
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图 9 不同浓度的 Tap聚合酶对膜荚黄芪 RAPD反应的影响
图 10 不同浓度的 Tap聚合酶对蒙古黄芪 RAPD反应的影响
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图 11 不同退火温度对膜荚黄芪 RAPD反应的影响
图 12 不同退火温度对膜荚黄芪 RAPD反应的影响
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图 8 不同浓度MgCl2对蒙古黄芪 RAPD反应的影响
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图 7 不同浓度MgCl2对膜荚黄芪 RAPD反应的影响

注院M为 200 bp的 DNA分子量标记袁数字为 Taq浓度梯度遥 图 10同遥

注院M为 200 bp的 DNA分子量标记袁数字为退火温度梯度遥 图 12同遥
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