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摘要  利用正交试验设计 , 从Mg2 + 、dNTP、引物、酶4 种因素3 个水平上对石榴RAPD 反应体系进行优化 , 确立了适合石榴 RAPD 反应体
系 : 在25 μl 反应体系中 ,含1×PCR buffer、2 .5 mmol/ L MgCl 2 、200 μmol/ L dNTP、0 .2 μmol/ L 引物、50 ng 模板DNA、0 .5 U Taq DNA 聚合酶。
通过梯度PCR 测验, 确定了适宜的退火温度37 ℃。利用优化的RAPD 反应体系对11 个石榴品种进行亲缘关系分析 ,结果表明 ,11 个品
种之间的多态性比较高 , 变异大。聚类图结果表明,11 个品种被明显分为临选1 号、净皮甜、新大甜、临选14 号 ; 大粒三白甜、大青皮酸、
小红皮酸、白花、江石榴、薄皮糙、玉石籽两个类群。因此, 这一优化体系适合于石榴品种间的亲缘关系鉴定。
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Study on Opti mizationfor RAPD Reaction Systemand Genetic Relationship in Punica granatu m
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Abstract  Inthis study ,orthogonal design was used to opti mize RAPDamplificationsystemon pomegranate of four factors : Mg2 + ,dNTP ,pri mers and Taq
DNA polymerase in three levels respectively .A suitable RAPDreaction systemwas established ,namely ,25 μl reaction systemcontaining 1 ×PCR buffer ,
2 .5 mmol/ L MgCl 2 ,200 μmol/ L dNTP,0 .2 μmol/ L pri mer ,50 ng DNAtemplate and 0 .5 U Taq DNA polymerase .The opti mal annealing temperature for
RAPD- PCRreaction system was proposed by gradient PCR .On the basis of this opti mal reaction system,the systematic classification of 11 cultivars of
pomegranate was studied .It was revealed that the polymorphismof RAPD mark i nthe 11 cultivars was very high,and the variance was large .The result of
clustering also showed that 11 cultivars could be classified i nto two groups : Linxuan No .1 ,Jingpitian ,Xindatian ,Linxuan No .14 ;Dalisanbaitian ,Daqing-
pisuan ,Xiaohongpisuan,Baihua ,Jiangshiliu ,Baopizao and Yushizi .So this opti mal reaction adapted to the RAPDreaction.
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  石榴( Punica granat um L .) 是我国古老的栽培果树之一 ,

具有较高的食用、药用及观赏价值[ 1] 。近40 年来对于石榴

的研究论文较少[ 2] , 大都集中在化学成分研究、丰产栽培技

术和组织培养等方面。对于石榴品种的鉴定和分类研究主

要集中在形态方面。续九如等[ 3] 根据果皮颜色和口感 , 把陕

西临潼的石榴品种分为食用型和观赏型。徐迎碧等[ 4] 和熊

红等[ 5] 将同工酶应用到个别的品种分类中。关于分子标记

用于石榴的报道更少[ 6 - 7] 。显然, 目前对于石榴品种的鉴定

和亲缘关系的研究多选择形态学的指标, 且所用材料多局限

在某一区域的石榴品种, 可供比较研究的品种数量少。石榴

的分类到目前仍没有统一的分类标准, 以至出现了许多同名

异物或同物异名的现象。因此, 通过建立科学、标准的分类

方法将为石榴新品种的培育以及进一步开发利用提供依据。

植物品种鉴定与分类[ 8] 、遗传作图[ 9] 、进化及遗传多样

性[ 10] 、基因定位[ 11 - 12] 等方面的研究已广泛使用 RAPD 标记

技术。随机扩增多态性DNA( RAPD) 技术是一种运用随机引

物扩增基因组寻找多态性 DNA 片段作为分子标记的新技

术。由于它是基于PCR 的一种分子标记, 所以其反应条件易

受许多因素的干扰, 如模板 DNA 、Taq DNA 聚合酶、Mg2 + 、

dNTP、引物等浓度都能影响RAPD- PCR 的扩增结果。若仅以

单因素试验, 难免顾此失彼, 忽视其互作效应 , 而正交试验设

计具有均衡分散、综合可比及可伸可缩、效应明确的特性, 了

解各因素之间的内在规律, 较快地找到最优的水平组合[ 13] 。

该研究利用正交试验设计, 从Mg2 + 、dNTP、引物、Taq 酶4

种因素3 个水平上, 对石榴RAPD 反应体系进行优化分析, 并

对PCR 反应程序中的退火温度进行梯度测验, 建立适合于石

榴的RAPD 反应体系, 同时 , 对11 个石榴品种进行了 RAPD

扩增, 分析其亲缘关系。为今后从分子水平上进一步确定石

榴种质资源品种、变种之间的亲缘关系奠定基础[ 14] 。

1  材料与方法

1 .1 材料  石榴品种由黄山学院提供( 表1) 。

  表1 石榴品种和来源

编号 品种名称 来源 编号 品种名称 来源

1 大青皮酸 蒙自市  7 白花 蒙自市

2 临选1 号 临潼市 8 小红皮酸 蒙自市

3 净皮甜 蒙自市 9 江石榴 蒙自市

4 新大甜 临潼市 10 薄皮糙 蒙自市

5 临选14 号 临潼市 11 玉石籽 蒙自市

6 大粒三白甜 蒙自市

1 .2 方法

1 .2 .1  基因组 DNA 提取和 检测。CTAB 法 提取基因 组

DNA[ 15] 。分别用琼脂糖凝胶电泳及紫外分光光度计检测

DNA 质量及浓度。

1 .2 .2  PCR 正交试验设计。采用L9( 34) 正交表设计, 由Taq

酶、dNTP、引物和 Mg2 + 4 因素各3 个水平组成( 表2) 。

  表2 正交试验因素水平

水平
因素

引物∥μmol/ L dNTP∥μmol/ L Mg2 + ∥mmol/ L 酶∥2 .5 U/ μl

1 0.2 0 .2 1 .5 0 .25

2 0.4 0 .4 2 .0 0 .35

3 0.6 0 .6 2 .5 0 .50

  设计的PCR 各反应成分的正交试验设计见表3 。设9 个

处理, 每个重复2 次, 共18 个反应 , 按表2 加样。反应体系总

体积为25 μl , 除上述变化因素外, 每管中还含有 1 ×PCR

buffer 、50 ng 模板 DNA、灭菌水。反应程序为:94 ℃预变性5

min ,94 ℃变性30 s ;37 ℃退火45 s ;72 ℃延伸90 s , 循环40

次,72 ℃延伸7 min 。扩增产物在1 .5 % 琼脂糖凝胶中电泳

2 .5 h( 80 V 电压) 后, 在紫外投射反射仪下观察、照相并分析。
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  表3 PCR 正交试验设计 μl

编号
因素

Mg2 + dNTP 引物 酶

1   0 0 .5 0.5 0 .10

2 0 1 .0 1.0 0 .15

3 0 1 .5 1.5 0 .20

4 0 .5 0 .5 1.0 0 .20

5 0 .5 1 .0 1.5 0 .10

6 0 .5 1 .5 0.5 0 .15

7 1 .0 0 .5 1.5 0 .15

8 1 .0 1 .0 0.5 0 .20

9 1 .0 1 .5 1.0 0 .10

1 .2 .3  退火温度的确定。根据正交试验结果及相关资

料[ 6 - 7 ,16] , 设定退火 温度: 33 、34 、35、36、37 、38、39 ℃进 行

RAPD 扩增( 反应程序同“1 .2 .2”) 。

1 .2 .4 11 个石榴品种的 RAPD 扩增。应用筛选出的最佳反

应体系和扩增程序对11 个石榴品种的 DNA 进行 RAPD- PCR

扩增验证。以11 个石榴品种的一个( 1 号) 作为模板, 对15

条RAPD 引物( 上海生工) 进行选择, 从中选出条带清晰、背

景清晰、重复性好的6 条引物进行扩增。PCR 扩增体系和退

火温度参照“1 .2 .2”和“1 .2 .3”。对扩增结果进行统计, 有带

记为1 , 无带记为0 , 获得0 、1 二元数据列。用TFPGA 软件计

算11 个石榴品种间的 Nei 遗传距离, 并用加拿大 Alberta 大

学开发的UPGMA 法构建聚类图。

2  结果与分析

2 .1 PCR 正交试验设计结果分析 对PCR 扩增结果进行电

泳, 依据琼脂糖电泳条带的强弱及杂带的多少进行直观分

析[ 17] 。从图1 可见,1 ～3 号处理中, dNTP 的用量是依次增

多, 它们的条带是逐渐减弱。4 ～9 号处理的结果和前者一

样。dNTP 的用量为1 .5 μl 时, 条带较弱 ;dNTP 的用量为0 .5

μl 时条带亮, 杂带多, 不清楚;dNTP 的用量为0 .1 μl 时清晰

度和亮度最好。由此可知,dNTP 为反应的重要影响因素。4

和5 号处理,Mg2 + 为2 .0 mol/ L , 扩增的条带多, 但模糊不清;2

号处理 , 产物相对较少, 主带和副带不明显;8 号处理, 产生条

带多且清晰 , 亮度高为最佳组合。实际上,PCR 扩增的结果

是由多个因素综合影响的, 根据谱带数、特异性及经济性的

原则 , 确定8 号处理最佳, 因此得出, 石榴RAPD- PCR 反应体

系的最佳组合, 即在25 μl 反应体系中, 含1 ×PCR buffer 2 .5

μl 、MgCl 2 2 .5 mmol/ L、dNTP 200 μmol/ L、引物0 .2 μmol/ L、模板

DNA 50 ng 、TaqDNA 聚合酶0 .5 U。

注 :1 ～9 为处理代号 , 参见表1 , 引物为S2154 。

图1 RAPD-PCR 正交试验设计结果

2 .2 退火温度的确定  根据正交试验设计结果, 以8 号处

理组合进行退火温度的梯度测验。由图2 可见, 虽然扩增条

带没什么变化, 但退火温度较低时, 有杂带, 背景不清( 33～35

℃) ; 随着退火温度升高( 33 ～39 ℃) , 扩增结果的特异性结合

增强, 杂带减少。由于条带太亮或太弱不清楚都不利于统计

与分析 , 故RAPD 反应的退火温度选为37 ℃。利用其他引物

进行梯度PCR 扩增, 亦得到了相似结果。

注 :1 ～7 对应温度为33 、34 、35 、36 、37 、38 、39 ℃ , 引物为S2154 。

图2 退火温度对RAPD 反应的影响

2 .3 11 个石榴品种的 RAPD 结果分析 应用上述最佳反应

体系和扩增程序, 对11 个石榴品种进行扩增。15 个引物用

于RAPD 分析其中6 个引物能产生清晰的扩增产物( 表4) ,

部分引物的扩增结果见图3 。从表4 可以看出,6 个引物共产

生63 个位点, 其中多态性位点51 个, 多态性比例平均达到

80 .9 % 。说明RAPD 标记能够反映出石榴品种间的多态性 ,

可以用来进行石榴品种间的系统分类研究。

  表4 RAPD 引物序列及扩增结果

引物 引物碱基序列
位点总

数( Nl)

多态性位

点数( Nbl)

多态性位点

比例∥%
S66 5′GAACGGACTC3′   13   11    84 .6

S1309 5′ACTGGGTCGG3′ 9 5 55 .6

S1440 5′ACGGAAGTGG3′ 10 10 100

S1510 5′ACTGCCCGAC3′ 11 10 90 .9

S2154 5′ACTGCCCGAC3′ 12 10 83 .3

S2085 5′GGAACGCTAC3′ 8 5 62 .5

总计 63 51

平均 10 .5 8 .5 80 .9

  根据遗传距离远近, 对 RAPD 扩增产物所得位点进行分

析, 获得11 个石榴品种间的遗传距离和遗传一致性结果。

并在此基础上利用非加权配对算术平均法( UPGMA) 得到石

榴11 个品种间的聚类图( 图4) 。可以看出11 个石榴品种可

以分为两类 , 其中临选1 号、净皮甜、新大甜、临选14 号为一

类; 大青皮酸、大粒三白甜、玉石籽、白花、小红皮酸、薄皮糙

和江石榴为二类。

3  讨论

RAPD 分子标记技术是一项相对不稳定的标记技术, 容

易受到许多因素的影响[ 18 - 19] 。在该试验中不同的组分浓度

对条带数以及亮度的影响是不同的。经综合比较后 , 酶、

Mg2 + 和dNTP 显著地影响了条带数; 酶和 Mg2 + 影响了条带的

亮度, 这些与单因素试验结果[ 20] 相一致。Taq DNA 聚合酶对

该试验的影响相对较大, 浓度太高, 产生大量弥散性带, 使电

泳背景过深; 浓度太低, 则无扩增产物或产物较弱。这两种

情况均不利于多态性分析, 因此, 酶量取0 .5 U。综合前人研
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究, 该试验25 μl 的反应体系中模板DNA 为50 ng 。与以往的

单因素PCR 优化设计相比, 利用正交试验直观分析的方法 ,

虽然能够对多因素水平进行考察 , 并且能够迅速获得较为理

想的试验结果, 但该方法亦存在一定的局限性。如对试验结

果本身优劣的判断依据带有主观成分, 不能很好地估计试验

误差, 说明各个试验条件之间的相互作用等, 如果能够对

PCR 扩增条件及结果建立一种新的优化PCR 反应体系的试

验方法和分析方法[ 17] , 无疑将极大地促进PCR 技术的发展。

注 :1 ～11 为样品编号 ,M 为分子量 marker 。

图3 引物RAPD66( 左) 和引物RAPD1309( 右) 的扩增结果

注 :1 ～11 为样品编号。

图4 石榴11 个品种基于RAPD 数据的UPGMA 聚类

  中国石榴品种繁多, 品种分类的研究大都集中在形态学

和园艺学方面。该试验从分子水平上依据UPGMA 聚类图可

将该研究中的11 个石榴品种成一支分为两类。其中临选1

号、净皮甜、新大甜、临选14 号为一类, 它们的花型都是单

瓣、果味甜、花色红、果皮颜色红 , 从形态上看这4 个品种比

较接近, 该试验也证实了这一结果, 它们聚在了一起 ; 大青皮

酸、大粒三白甜、玉石籽、白花、小红皮酸、薄皮糙和江石榴为

二类, 花型也是单瓣, 第二类中的白花和大粒三白甜的花色

为白色, 果味为甜 , 但是试验中两者没有聚在一起。江石榴、

小红皮酸和薄皮糙的花色都为红色, 果皮也是红色, 但味道

不同, 前两者味酸后者味甜, 却聚在了一起。从该试验看, 分

子水平上的分类与形态分类有一些冲突, 但基本上与将花型

作为形态分类标准[ 20] 相一致。运用选出的优化体系对11 个

石榴品种进行RAPD 扩增, 共扩增了63 条带 , 其中多态性条

带51 条, 多态性比率达到81 % , 说明RAPD 是鉴定石榴亲缘关

系的有效手段, 同时也说明笔者选出的体系适合于石榴品种分

类的研究。从结果看, 支持以瓣形作为形态分类的标准, 更证

明了正交设计所得到的体系的准确性和可靠性, 为以后运用

RAPD 标记技术研究石榴品种分类提供了一个新途径。
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