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摘要  [ 目的] 筛选适合高山红景天的RAPD-PCR 反应体系。[ 方法] 以药用植物高山红景天雌株的叶片为材料 , 采用改良的CTAB 法提
取基因组DNA ,并对影响RAPD 扩增反应的各因素进行优化。[ 结果] 结果表明 , 适合高山红景天的RAPD 反应体系为 :25 μl 总体积中含
DNA 模板20 ng ,Mg2 + 1 .5 mmol/ L, 引物10 pmol ,dNTP 100 μmol/ L ,Taq DNA 聚合酶1 .0 U。[ 结论] CTAB 法在高山红景天可获得质量较好
的基因组DNA。
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Abstract  [ Objective] The study ai med to choose RAPD-PCreaction systemof fit Rhodiola sachali nensis .[ Method] With the leaves of genomic plant
Rhodiola sachalinensis as materials ,the genomic DNA was extracted fromyoung leaves of endangered medicinal plant Rhodiola sachalinensis by means of

i mproved CTAB method .The RAPDreactionsystemfor Rhodiola sachalinensis was opti mized including cycling programand the concentration of template ,
pri mer ,dNTP,Taq DNA polymerase and Mg2 + .[ Result] The results indicated that the RAPDreactionsystemwere 20 ng of DNAtemplate ,1 .5 mmol/ L of
Mg2 + ,pri mer 10 pmol ,dNTP 100 μmol/ L ,Taq DNA polymerase 1 .0 U.[ Conclusion] The CTAB will obtain high quality genome team DNA in Rhodiol a

sachalinensis .
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  高山红景天( Rhodi ol a sachali nensis A.Bor .) 为景天科红景

天属( Rhodi ol a L .) 多年生草本植物, 民间多以其匍匐的根状

茎为药用, 多用于强壮剂。高山红景天是雌雄异株的植物 ,

其性别类型较复杂, 有雌株、雄株和两性株, 两性株主要由雄

花和两性花组成[ 1] , 各性别的形态在营养生长期差别不大 ,

只有在生殖生长时才可能根据花器形态进行准确的鉴别。

近几年, 随着分子生物学实验技术的发展, 利用分子标记技

术早期鉴别不同性别[ 2] , 已成为雌雄异株植物研究较常用的

技术手段。该研究旨在通过对高山红景天 RAPD 扩增条件的

优化,筛选适合高山红景天的RAPD- PCR 反应体系, 为进一步

开展高山红景天性别分化研究提供理论依据和实验技术。

1  材料与方法

1 .1  材料 高山红景天植株采自吉林省和龙市高山红景天

栽培基地 , 取高山红景天雌性植株5 株, 取干净的嫩叶, 迅速

放入封口袋密封, 置于- 70 ℃低温冰箱中保存备用。

1 .2 方法

1 .2.1 基因组总DNA 的提取。基因组总DNA 的提取 , 采用

改进的 CTAB 法[ 3] , 具体步骤如下: 称取0 .1 ～0 .3 g 叶片, 在

液氮中研磨至粉末状, 置于1 .5 ml 离心管中, 加入600 μl 预

热到65 ℃的含有1 %PVP 的2×CTAB 提取缓冲液和β- 巯基

乙醇,65 ℃水浴45 min , 取出在室温下冷却。加入等体积的

氯仿/ 异戊醇( 24∶1) , 剧烈震荡。室温下11 000 r/ min 离心10

min , 取上清液置1 .5 ml 离心管中, 再加入等体积的氯仿/ 异

戊醇( 24∶1) 震荡混匀 , 室温下11 000 r/ min离心10 min。取上

清液置于新的离心管中, 再加入2/ 3 体积- 20 ℃预冷的异丙

醇, 置- 20 ℃冰箱中放置30 min 至出现絮状沉淀,11 000

r/ min 离心10 min , 小心弃去上清液, 用70 % 的酒精洗涤沉淀3

次, 将离心管倒置于吸水纸上干燥 , 加入1 ×TE 缓冲液溶解

DNA, 再加入2 μl RNase37 ℃保温1 h 去除RNA。待溶解后加

入0 .3 mol/ L NaCl 、等体积的无水乙醇 , 冰上放置20 min 沉

淀,13 000 r/ min 离心15 min , 小心去掉上清液, 沉淀用70 % 酒

精润洗2 次, 晾干, 溶于50 μl TE 中, - 20 ℃保存, 备用。

1 .2 .2 基因组 DNA 检测。将提取的 DNA 样品吸取150 μl ,

用1 ×TE 缓冲液稀释20 倍, 以0 .7 % 琼脂糖凝胶电泳检测

DNA 的完整性, 根据所测 DNA 的浓度, 用1×TE 缓冲液将其

稀释至10 ng/ μl , 于- 20 ℃冰箱中保存、备用。

1 .2 .3  RAPD 扩增反应。建立25 μl 反应体系, 分别加入10

×PCR Buffer 2 .5 μl , 模板DNA( 5 、10、20 、30 和40 ng) , 随机引

物( 5、10 、20 和30 pmol) , Taq DNA 聚合酶( 0 .5、1 .0 、1 .5、2 .0 和

2 .5 U ) ,2 .5 mmol/ L dNTP( 50、100、150、200 和250 μmol/ L) ,

Mg2 +( 0 .5、1 .0 、1 .5、2 .0 和2 .5 mmol/ L) 。PCR 仪的型号为 :

PCR system9700 , 反应程序为[ 4] :94 ℃预变性5 min , 然后进行

40 个循环 ,94 ℃变性45 s ,37 ℃退火45 s ,72 ℃延伸1 min , 循

环结束后72 ℃延伸10 min 。

1 .2 .4 引物的初步筛选。该试验把220 个随机引物( 由北京

惠泽奥公司合成) 作为筛选对象, 进行了预扩增试验, 选取扩

增效果较好的1 条引物S12 用于优化扩增反应。

1 .2 .5  PCR 产物的检测。PCR 反应结束后, 通过1 .4 % 的琼

脂糖凝胶( 含0 .5 μg/ ml 的溴化乙淀) 电泳2 h(5 V/ c m) , 电泳结

束后, 将凝胶平铺在凝胶成像仪的紫外透射灯上照相、记录。

2  结果与分析

DNA 提取质量往往是 RAPD 分析成功与否的关键。用

改良的CTAB 法提取的高山红景天基因组 DNA , 样品色泽近

白色或无色 , 总 DNA 电泳后呈现一条迁移率很小的整齐条

带, 无弥散的荧光出现 , 表明所提取的 DNA 样品较纯,DNA

基本无降解, 不含有RNA( 图1) 。

2.1  模板 DNA 浓度对 RAPD 扩增效果的影响  该试验设

置模板DNA 浓度为5 个梯度( 图中1 ～5 号) , 分别为5 、10 、

20 、30 和40 ng , 进行PCR 扩增。结果表明,DNA 用量在5～40

ng 均能扩增出条带, 这说明高山红景天 RAPD 反应对模板
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图1 高山红景天基因组DNA 电泳检测结果

Fig .1 Electrophoresis result of the DNAfrom Rhodiola sachali nensis

DNA 浓度要求不严格, 但5 和10 ng 扩增的谱带较弱,20、30

和40ng 的扩增结果无明显差异, 因此, 将模板 DNA 的用量

定为20 ng 比较理想( 图2) 。

 注 :M 为 DNA marker ; 数字为 DNA 浓度梯度。

 Note : Mis DNA marker ;1 to 5 mean concentration grades of template

DNA .

图2 模板DNA 浓度对RAPD 反应的影响

Fig.2 Effects of template DNA concentrationon RAPDreaction

2 .2  引物浓度对RAPD 扩增效果的影响 适合的引物浓度

是对某一物种进行扩增所必需的, 该试验设置4 个引物浓度

梯度( 图中1～4 号) , 分别为:5、10、20 和30 pmol , 进行PCR 扩

增。结果表明, 引物浓度在5 pmol 时有条带缺失,10 pmol 条

带增多且清晰,20 和30 pmol 时条带弥散, 因此, 确定10 pmol

为最适引物浓度值( 图3) 。

注 :M 为 DNA marker ; 数字为引物浓度梯度。

 Note :Mis DNA marker ;1 to 4 standfor concentration grades of pri mer .

图3 引物浓度对RAPD 反应的影响

Fig .3 Effects of pri mer concentrationon RAPDreaction

2.3  Taq DNA 聚合酶浓度对 RAPD 扩增效果的影响  

RAPD 扩增产物的质和量与 Taq DNA 聚合酶的活力密切相

关, 而酶浓度的高低直接影响着酶活力的发挥 , 影响扩增结

果, 浓度太低扩增效果差, 浓度太高会引起非特异性扩增。

该试验设置 Taq DNA 聚合酶5 个浓度梯度( 图中1 ～5

号) , 分别为:0 .5 、1 .0、1 .5 、2 .0 和2 .5 U 进行PCR 扩增。结果

表明, Taq DNA 聚合酶在0 .5 U 时扩增条带较弱,1 .0 ～2 .5 U

条带清楚且基本一致, 因此, 认为1 .0 U 为适宜的Taq DNA 聚

合酶浓度( 图4) , 且节约成本。

注 :M 为 DNA marker ; 数字为 Taq DNA 酶浓度梯度。

   Note :Mis DNA marker ;1 to 5 mean concentration grades of Taq

DNA polymerase .

图4 Taq DNA 聚合酶浓度对RAPD 反应的影响

Fig .4 Effects of Taq DNA polymerase concentration on RAPDre-

action

    注 :M 为 DNA marker ; 数字为dNTP 浓度梯度。

    Note :Mis DNA marker ;1 to 5 stand for concentration grades of

dNTP .

图5 dNTP 浓度对RAPD 反应的影响

Fig .5 Effects of dNTPconcentrationon RAPDreaction

注 : M 为 DNA marker ; 数字为 MgCl 2 浓度梯度。

 Note :Mis DNA marker ;1 to 5 stand for concentration grades of MgCl 2 .

图6 MgCl2 浓度对RAPD 反应的影响

Fig.6 Effects of MgCl2concentration on RAPDreaction

2.4 dNTP 浓度对RAPD 扩增效果的影响 dNTP 是PCR 反

应的重要原料, 浓度太高或过低都影响扩增效果。该试验设

置了5 个dNTP 浓度梯度( 图中1 ～5 号) , 分别为:50 、100 、150 、

200 和250 μmol/ L 进行PCR 扩增。结果表明,50 μmol/ L 时扩

( 下转第13063 页)
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2  结果与分析

2 .1  ESBLs 的质粒提取 用微量质粒提取试剂盒对双纸片

协同法检测产生 ESBLs 的大肠杆菌临床菌株进行 ESBLs 的

质粒提取, 都提取到了ESBLs 质粒( 图1) 。

2 .2 ESBLs 的PCR 扩增 以DNA 为模板进行PCR 扩增, 在

所有材料中均扩增出1 条与预期大小一致的TEM 型ESBLs

片断, 而没有扩增出SHV 型 ESBLs 片断( 图2) 。

 注 :1 .Marker ;2 、4 、6 、10 分别为开封、山东、原阳、荥阳鸡大肠杆菌

TEM 引物 PCR 扩增产物 ;8 . 洛阳猪大肠杆菌 TEM 引物 PCR

扩增产物 ;3 、5 、7 、11 分别为开封、山东、原阳、荥阳鸡大肠杆

菌SHV 引物 PCR 扩增产物 ;9 . 洛阳猪大肠杆菌 SHV 引物

PCR 扩增产物。

 Note :1 .Marker ;2 ,4 ,6 ,10 .PCR amplification products of avian E . coli

by TEM pri mer in Kaifeng ,Shandong , Yuanyang and Xingyang ,

respectively ;8 . PCR amplification product of swine E . coli by

TEMpri mer in Luoyang ;3 ,5 ,7 ,11 .PCR amplification products of

avian E . coli by SHV pri mer in Kaifeng ,Shandong , Yuanyang

and Xingyang ,respectively ;9 .PCR amplification product of swine

E . coli by SHV pri mer in Luoyang .

图2 ESBLs 质粒提取物的PCR 扩增产物电泳图谱

Fig .2 Electrophoretogramof PCR amplification products of ESBLs

plasmid extracts

3  讨论

(1) 采用PCR 方法检测 ESBLs 的基因型具有特异性强、

敏感性高等特点。该研究利用 GenBank 上已公布的序列设

计TEM 型和SHV 型引物, 对不同地区分离的5 株产ESBLs 大

肠杆菌进行了耐药基因扩增, 结果均得到TEM 型引物, 与双

纸 片协同法检测结果一致 , 证明双纸片协同法检测ESBLs

的产生菌, 具有较高的可靠性 , 与张春辉等报道的 结果

一致[ 7] 。

( 2) 该试验结果显示, 从产生 ESBLs 细菌中都能扩增出

TEM 型ESBLs , 没有发现携带SHV 型 ESBLs 的耐药基因 , 这

可能与使用头孢菌素类药物的种类和频率有关。同时 , 也未

发现同时携带TEM 型和SHV 型 ESBLs 耐药基因, 说明目前

国内畜禽产 ESBLs 大肠杆菌还未通过质粒进行细菌间耐药

基因的交换。

( 3) 细菌耐药性检测是临床细菌室的一项重要任务。兽

医临床应用的第3 代头孢类抗生素, 抗菌活性强, 药代动力

学特征优良, 毒、副作用小 , 残留低[ 8] , 但水解它们的新的 ES-

BLs 不断涌现[ 9 - 11] 。故应尽早检测 ESBLs , 研究产生 ESBLs

的耐药基因并控制其流行和传播; 研究其耐药质粒的消除 ;

优化、设计出β- 内酰胺环类抗生素更为合理的给药方案, 指

导兽医临床合理用药。
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增条带较弱 ,100 和150 μmol/ L 时扩增基本一致, 且条带清

楚, 因此, 确定以100 μmol/ L 为最佳浓度( 图5) 。

2 .5  MgCl 2 浓度对 RAPD 扩增效果的影响 Taq DNA 聚合

酶需要 Mg2 + 激活,Mg2 + 对 RAPD 反应的扩增效果影响较大。

该试验设置了5 个 Mg2 + 浓度梯度( 图中1 ～5 号) , 分别为 :

0 .5、1 .0、1 .5 、2 .0 和2 .5 mmol/ L 进行 PCR 扩增。结果表明 ,

0 .5 mmol/ L 时无扩增产物,1 .0 mmol/ L 时扩增产物不清晰 ,

在1 .5 mmol/ L 时带型清晰, 因此, 以1 .5 mmol/ L 为最佳反应

浓度( 图6) 。

3  结论与讨论

该试验以高山红景天雌性植株叶片为材料, 利用 CTAB

法提取其基因组DNA, 结果DNA 条带整齐、清晰且无降解现

象, 可以满足后续的各种试验的要求, 说明CTAB 法在高山红

景天可获得质量较好的基因组 DNA。利用单因素梯度对

RAPD 反应体系进行了优化, 建立了适合高山红景天 RAPD

扩增的PCR 反应体系为 : 在25 μl 体积中,DNA 模板20 ng 、

Mg2 + 1 .5 mmol/ L, 引物10 pmol ,dNTP 100 μmol/ L ,Taq DNA 聚

合酶1 .0 U。
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