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摘要  [ 目的] 旨在筛选出茶薪菇RAPD 反应体系的最佳条件。[ 方法] 采用单因素试验 ,对RAPD 反应体系所需的 Mg2 + 浓度、模板 DNA
浓度、引物浓度、dNTPs 浓度、Taq 酶浓度以及退火温度进行初步筛选。[ 结果] 茶薪菇RAPD 扩增的最佳反应体系为:2 .5 μl Buffer ,2 .0
mmol/ L Mg2 + , 75 ng DNA,0 .5 μmol/ L Pri mer ,150 μmol/ L dNTPs ,2 .0 U Taq 酶。反应程序为 :92 ℃预变性5 min ,( 92 ℃1 mi n,35 .5 ℃ 1 min,
72 ℃延伸2 min)35 个循环,72 ℃ 10 min 。[ 结论] 为茶薪菇RAPD 分析及其亲缘关系、遗传多样性研究提供了参考依据。
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Abstract  [ Objective] The experi ment was ai med to select opti mumRAPDreaction systemon genomic DNA of Agrocybe chaxingu Huang .[ Method] The
single factor experi ment was adopted to select the required Mg2 + concentration ,template DNA concentration,pri mer concentration ,dNTPs concentration,
Taq enzyme concentration and anneal temperature initially .[ Result] The opti mumreactionsystemfor RAPDamplification of Agrocybe chaxingu Huang was

listed as follow:2 .5 μl Buffer ,2 .0 mmol/ L Mg2 + ,75 ng DNA,0 .5 μmol / L pri mer ,150 μmol / L dNTPs and 2 .0 Taq enzyme .The reaction procedure was
also listed as follow: denaturationfor 5 min at 92 ℃,35 circulations(1mi n at 92 ℃,1 minfor 35 .5 ℃ and elongation for 2 mi n at 72 ℃) ,10 min at 72
℃ .[ Conclusion] The experi ment provided reference for conducting RAPDanalysis of and studyi ng on genetic relationship and genetic diversity of Agrocybe
chaxingu Huang .
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  茶薪菇( Agrocybe chaxingu Huang) 是一种味道鲜美、盖肥

柄脆、气味清香的食用菌, 为我国发现的新种, 首次记载于

《真菌试验》, 然而关于茶薪菇的分类地位, 还有待研究认定。

RAPD( Random amplified polymorphic DNA , 随机扩增 DNA

多态性) 技术是1990 年 William[ 1] 等人建立的物种鉴定方法 ,

该技术以RCR 为基础, 采用随机引物对特定的 DNA 片段进

行扩增。RAPD 标记技术因具有快速、准确、多态性好、灵敏

度高等特点而在动植物及微生物的生态、遗传研究中广泛应

用。但RAPD 标记对试验程序和条件变化较敏感, 使得不同

物种的 RAPD 最优体系所需条件不同。为此, 笔者以茶薪菇

基因组 DNA 为试材, 对加入反应体系的模板 DNA 浓度、Taq

酶浓度、Mg2 + 浓度、引物浓度、dNTPs 浓度及不同退火温度进

行初步优化, 旨在为今后进行茶薪菇的遗传多样性分析与明

确茶薪菇分类地位奠定理论基础。

1  材料与方法

1 .1 材料  供试菌种为茶薪菇菌株, 由北京市农林科学院

植保环保所保存; 供试试剂为随机引物( Pri mer) 、Mg2 + 、dNTPs

( 各10 mmol/ L) 、Taq DNA 聚合酶( 5 U/ μl ) 、10×PCR buffer 、100

bp DNA Ladder , 均购自上海生工生物工程公司, 其余试剂均

为国产或进口分析纯 ; 供试仪器为 Eppendorf 5331 型 PCR 扩

增仪、WFZ UV-2802 型紫外可见光分光光度计( 尤尼柯上海仪

器有限公司) 、DYY-10C 型电脑三恒多用电泳仪( 北京六一仪

器厂) 、BIO- RAD 型凝胶成像系统、GL-20G-Ⅱ型冷冻离心机

( 上海安亭) 、SD- 110VAC 型掌型离心机( 江苏海门市其林贝

尔仪器制造有限公司) 。

1 .2 方法

1 .2.1 模板DNA 的制备与检测。采用CTAB 法[ 2] 提取DNA

样品。取5 μl 进行0 .8 % 琼脂糖凝胶电泳( 5 V/ c m) ,EB 染色

后在凝胶成像系统下观察 DNA 的电泳条带, 同时用紫外分

光光度计测定DNA 浓度。

1 .2.2  RAPD 反应体系与扩增条件。RAPD 反应体系组成

为[ 3] :10 ×Buffer ( Mg2 + ) 2 . 5 μl , dNTPs150 μmol/ L, 引物 0 .4

μmol/ L, Taq DNA 聚合酶1 .5 U, 模板 DNA50 ng , 补ddH2O 使

总体积为25 μl 。扩增条件为:92 ℃预变性5 min ,( 92 ℃ 1

min ,35 ℃1 min ,72 ℃延伸2 min) 35 个循环,72 ℃10 min。

1 .2.3 单因素设计方案。在上述反应体系及扩增条件的基

础上设置单因素优化试验, 筛选最佳反应条件。具体设计见

表1。

表1 各因素的单因素设计

Table 1 Design of singlefactor test

序号

Serial number
DNA∥ng

Taq 酶∥U
Taq enzyme

Mg2 +

mmol/ L

引物∥μmol / L
Pri mer

dNTPs
μmol/ L

1   0   0   0   0 0

2 10 0 .5 0 .5 0 .1 50

3 25 1 .0 1 .0 0 .2 100

4 50 1 .5 1 .5 0 .3 150

5 75 2 .0 2 .0 0 .4 200

6 100 2 .5 2 .5 0 .5 250

7 150 3 .0 3 .0 0 .6 300

8 200 3 .5 3 .5 0 .7 350

 注:1～8 表示各因素浓度序号。

 Note :1-8 represent corresponding concentration of every factor .

  对上述因素进行优化时, 退火温度先设为35 ℃, 待扩增

反应组成成分确定后再筛选退火温度。退火温度设为27 .0

℃、27 .1 ℃、28 .0 ℃、29 .3 ℃、31 .2 ℃、33 .2 ℃、35 .5 ℃、37 .7

℃、39 .7 ℃、41 .5 ℃、42 .8 ℃、43 .6 ℃。每次仅改变1 个因素 ,

其他因素均保持不变 , 每个因素水平3 次重复。

1 .2 .4 PCR 产物检测。PCR 结束后 , 在PCR 管中加入5 μl 6

×溴酚蓝上样缓冲液 , 混匀, 取6 μl 混合液上样于1 .2 % 琼脂

糖凝胶( 含0 .5 μg/ ml EB) , 电泳1 .5 h 后于紫外凝胶成像系统

上拍照。优化结果以背景低、谱带清晰、数目适中、稳定可重
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复的组合为最佳反应条件。

2  结果与分析

2 .1  模板 DNA 浓度对 RAPD 扩增的影响  模板 DNA 浓度

是制约RAPD 扩增产量和特异性的主要因素。相关文献表

明[ 4 - 5] ,RAPD 反应对模板DNA 用量的适宜范围较大。由图

1 可知 , 随着 DNA 浓度的增大, 扩增条带的清晰度随之增强,

但浓度过高, 条带清晰度反而减弱。当DNA 浓度为75 ng( 泳道

5) 和100 ng( 泳道6) 时, 扩增条带较清晰。本着遵循条带清晰、

经济的原则, 确定最佳模板DNA 浓度为75 ng( 泳道5) 。

注 :M:100 bp DNA Ladder ,1 ～8 :8 个 DNA 浓度。

Note : M,100 bp DNA Ladder ,1 - 8 ,8 different DNA concentrations .

图1 不同浓度的DNA 扩增结果

Fig .1 Theamplificationresult of DNA at different concentrations

2 .2  Taq 酶浓度对 RAPD 扩增的影响  Taq 酶是PCR 反应

中最重要的因素之一。如果 Taq 酶浓度过大, 不仅造成浪

费, 且容易产生非特异带 ; Taq 酶浓度过小, 则得不到扩增产

物。由图2 可见, 随着 Taq 酶浓度的增大 , 扩增条带的清晰

度随之增强[ 当浓度为1 .0 U( 泳道3) 时, 产生的扩增条带比

浓度为0 .5 U( 泳道2) 和1 .5 U( 泳道4) 产生的条带清晰, 原因

可能是在加样时存在一定的误差 , 弃除] ; 当 Taq 酶浓度为2 .

0 U( 泳道5) 时, 扩增条带清晰, 当 Taq 酶浓度大于2 .0 U( 泳

道6～8) 时, 虽然条带较清晰, 但试剂用量大。因此, 将 Taq

酶的最佳扩增浓度确定为2 .0 U( 泳道5) 。

注 :M:100 bp DNA Ladder ,1 ～8 :8 个 Taq 酶浓度。

Note : M,100 bp DNA Ladder ,1 - 8 ,8 different DNA concentrations .

图2 不同 Taq 酶浓度的扩增结果

Fig .2 The amplification result of Taq enzyme at different concen-

trations

2 .3  Mg2+ 浓度对 RAPD 扩增的影响  由图3 可见 , 当 Mg2 +

浓度小于1 .0 mmol/ L( 泳道1 ～2) 时, 无扩增条带出现; 随着

Mg2 + 浓度的增大 , 扩增出的条带随之增多( 泳道3 ～5) , 且清

晰度也逐渐增强; 当浓度大于2 .5 mmol/ L( 泳道6 ～8) 时, 扩

增条带的清晰度 反而减弱。可 见, Mg2 + 最适浓度为 2 .0

mmol/ L( 泳道5) 。

注 : M:100 bp DNA Ladder ,1 ～8 :8 个 Mg2 + 浓度。

Note : M,100 bp DNA Ladder ,1 - 8 ,8 different DNA concentrations .

图3 不同 Mg2+ 浓度的 扩增结果

Fig .3 Theamplificationresult of Mg2 +at different concentrations

2.4  引物浓度对 RAPD 扩增的影响  引物浓度对 RAPD 影

响较大。当引物浓度增大时 , 引物与模板的结合机会增多 ,

扩增产物也随之增多; 但若引物浓度过大, 容易形成二聚体 ,

并且有非特异性条带产生。由图4 可见, 随着引物浓度的增

大, 扩增条带逐渐出现, 并且清晰度也随之增强, 当引物浓度

为0 .5 μmol/ L( 泳 道6) 时 , 条带最清晰 ; 当浓度大于 0 .5

μmol/ L( 泳道7 ～8) 时, 扩增条带的清晰度反而降低。因此 ,

引物最佳扩增浓度为0 .5 μmol/ L( 泳道6) 。

注 :M:100 bp DNA Ladder ,1 ～8 :8 个引物浓度。

Note : M,100 bp DNA Ladder ,1 - 8 ,8 different DNA concentrations .

图4 不同引物浓度的扩增结果

Fig .4 Theamplificationresult of pri mer at different concentrations

2 .5 dNTPs 浓度对 RAPD 扩增的影响  dNTPs 是PCR 的原

料, 浓度过高或过低均影响扩增条带效果[ 6] 。由图5 可以看

出, 当dNTPs 浓度小于100 μmol/ L( 泳道1～3) 时, 扩增条带不明

显; 当dNTPs 浓度大于300 μmol/ L( 泳道7～8) 时, 条带清晰度降

低; 当浓度为150 μmol/ L( 泳道4) 时, 扩增产物较多, 条带清晰。

因此,dNTPs 的最佳扩增浓度为150 μmol/ L( 泳道4) 。

2 .6 退火温度对 RAPD 扩增的影响  RAPD 扩增中, 将退火

温度通常控制在35 ～37 ℃之间。由图6 可知 , 在12 个温度

梯度下, 扩增条带的清晰度逐渐增强, 当温度为35 .5 ℃( 泳

道7) 时, 条带最清晰; 当温度大于35 .5 ℃( 泳道8～12) 时, 扩
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注 : M:100 bp DNA Ladder ,1 ～8 :8 个dNTPs 浓度。

Note : M,100 bp DNA Ladder ,1 - 8 ,8 different DNA concentrations .

图5 不同dNTPs 浓度的扩增结果

Fig .5 Theamplificationresult of dNTPs at different concentrations

注 :M:100 bp DNA Ladder ,1 ～12 :12 个温度梯度。

Note : M,100 bp DNA Ladder ,1 - 12 ,12 different DNA concentrations .

图6 不同退火温度扩增结果

Fig .6 Theamplificationresult at different anneal temperature

增条带的清晰度反而降低。因此,35 .5 ℃( 泳道7) 为茶薪菇

RAPD 扩增反应的最佳退火温度。

3  结论与讨论

该研究在以往研究结果的基础上对影响扩增的主要因

素( Mg2 + 浓度、引物浓度、DNA 浓度、Taq 酶浓度、dNTPs 浓度

以及退火温度) 进行分析[ 7 - 9] 。经过对各因素条件的筛选 ,

得出茶薪菇RAPD 扩增反应的最佳反应体系为2 .5 μl Buffer ,

2 .0 mmol/ L Mg2 + , 75 ng DNA,0 .5 μmol/ L 引物, 150 μmol/ L

dNTPs ,2 .0 U Taq 酶。反应程序为:92 ℃预变性5 min( 92 ℃

1 min ,35 .5 ℃1 min ,72 ℃延伸2 min) 35 个循环,72 ℃10 min 。

该研究为进一步进行茶薪菇 RAPD 分析及其亲缘关系、遗传

多样性研究提供可靠的试验依据。

参考文献

[ 1] WILLIAMSJ GK.DNApolymorphismamplified by arbitrary pri mers are useful
as genetic markers [J] .Nucleic Acids Res ,1990,18(22) :6531 - 6535 .

[2] 曾凡亚,张义正.从多糖丰富的样品中制备食用真菌DNA[J] .食用菌
学报,1996,3(3) :13- 17.

[3] 黄晨阳.同工酶和RAPD 标记在金针菇鉴定和遗传多样性研究中的应
用[ D] .福州:福建农林大学,2002.

[4] 宿红艳, 王磊,刘林德,等.白平菇不同菌株菌丝体的RAPD 分析及系统
进化关系的研究[J] .食品科学,2007(7) :283 - 285 .

[5] 张丹,郑有良,王波,等. 毛木耳种质资源的RAPD 分析[J] .生物技术通
报,2007(1) :117- 123 .

[6] 邹喻萍,葛颂.系统与进化植物学中的分子标记[ M] . 北京: 科学出版
社,2001 :40 .

[7] 刘维侠.金针菇色泽基因的分子标记技术研究[ D] .福州:福建农林大
学,2004 .

[8] 叶明亮,王全立.铜绿假单孢菌随机扩增多态性DNA 分析中反应条件
优化方案的探讨[J] .军事医学科学院院刊,2001,25(3) :186 - 194 .

[9] 陆开宏,石志猛, 王扬才. 枝角类RAPD 条件优化和遗传多样性分析
[J] .上海水产大学学报,2003 ,12(4) :303 - 307.

( 上接第11673 页)

导, 并产生呼吸高峰, 乙烯合成前期以SAM 形式存在, 而SAM

正是PRMT 的甲基供体, 随着果实内乙烯释放量的增加,SAM

逐渐减少 ; 当乙烯释放达高峰时 ,RNA 和蛋白质的合成也达

高峰[ 17] 。由此推测, MaPRMT1 在乙烯释放高峰前期, 因甲基

供体SAM 的存在, 表达量较高; 随着SAM 的减少, 其表达量

也逐渐下降; 当乙烯释放达高峰时, Ma PRMT1 使 RNA 和蛋白

质甲基化, 从而增强了该基因的表达。MaPRMT1 的表达差

异, 特别是在果实采后不同成熟期的表达差异 , 为深入研究

香蕉果实成熟的分子机理奠定了基础, 具有重要的分子生物

学意义。
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