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摘要  探讨了影响梨扩增片段长度多态性( AFLP) 技术体系的关键因素 , 建立了梨的AFLP 标准技术体系, 指出DNA 的提取、酶的用量和
酶切时间、聚丙烯酰胺凝胶电泳、银染程序等都对标准技术体系产生不同程度的影响。
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Abstract  The key influencing factors of pear AFLP system were discussed . Pear AFLP standard technical systemwas established . It was poi nted out
that the DNA extraction, enzyme dosage , enzyme digestionti me , polyacrylamide gel electrophoresis , silver dye procedure and so on had different influ-
encing degrees on the standard technical system.
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  扩增片段长度多态性( AFLP) 技术是20 世纪90 年代发

展起来的一种新型的分子标记技术, 它是间隔区扩增( RFLP)

和基因扩增( PCR) 相结合的分析技术, 具有稳定、重复性好、

多态性丰富、DNA 用量少等特点[ 1] 。因此 ,AFLP 技术自问世

以来已被广泛应用于生物多样性研究、品种鉴定、分子遗传

图谱构建和基因定位等领域。目前,ALFP 技术已用于多种

作物的研究, 如水稻[ 2] 、大麦[ 3] 等。果树上的研究也有报道 ,

如猕猴桃[ 4] 、苹果[ 5] 、枣[ 6] 和香蕉[ 7] 等。但在梨上国内外的

相关报道还很少。因此, 笔者对影响梨 AFLP 技术体系的关

键因素进行了研究。

1  影响梨 AFLP 技术体系的关键因素

1 .1  DNA 的提取  在提取 DNA 的过程中 , 从叶片中提取

DNA 的方法很多, 但梨叶片中富含酚类、多糖、胶类等物质。

所以在提取DNA 时, 应尽量除去这些物质。提取DNA 时, 酚

虽然能有效地使蛋白质变性, 但不能完全抑制 RNA 酶的活

性, 而且它还能溶解带有长Poly( A) 段的 RNA 分子, 使用酚/

氯仿( 1∶1) 混合液可解决这一问题。继而用氯仿/ 异戊醇

( 24∶1) 抽提可除去核酸酶制品中的痕量酚。异丙醇的挥发

性比乙醇低, 因而更难除去。此外, 使用异丙醇时, 蔗糖或

NaCl 等溶质更容易与 DNA 共沉淀。一般乙醇沉淀效果较

好, 且用乙醇沉淀下来的 DNA 易溶于TE( pH 值为8 .0) 这样

离子强度低的缓冲液中。试验中利用 CTAB 法提取DNA, 在

提取过程中发现成熟叶片中多糖和酚类等次生物质含量比

幼嫩叶片多, 因此在提取过程中抗氧化剂的浓度应加以调

整, 以保证得到高质量的 DNA。

1 .2 酶的用量和酶切时间 在酶切和连接中, 酶的用量和

时间的掌握很重要。限制性内切酶和T4 DNA 连接酶的价格

昂贵, 因而探索出最适的用量是必要的。找到最适的酶切时

间既可以使酶切彻底又可以提高工作效率, 而在连接过程中

一般可以将该步反应安排在晚上 , 这样不仅能使连接反应时

间充分, 还能最大限度地利用仪器设备以提高工作效率。如

果条件允许, 可将酶切与连接在PCR 仪上进行, 因为PCR 仪

能精确控温, 效果较佳。

1 .3  聚丙烯酰胺凝胶电泳 聚丙烯酰胺凝胶的质量是关键

因素( 笔者试验使用的丙烯酰胺为日本进口产品,TEMED 和

甲叉双丙烯酰胺购自Sigma 公司) 。脲素质量不好不能使样

品DNA 变性, 造成带型拖尾, 条带模糊分不开。在灌胶时要

避免出现气泡, 因为胶中的气泡会使胶面出现凹坑, 造成点

样时渗样或电泳的条带变形。

1 .4  银染程序 在染色过程中,AgNO3 一定要充分搅匀后再

将玻璃板放入, 否则会使银颗粒不均匀潜入胶中, 导致背景

杂乱而影响结果统计。此外 , 显影时间要掌握好, 主要带纹

出现后立即定影, 时间过长会造成背景加深和一些弱带出

现, 而时间过短会使一些主带不能完全显现出来, 两者均会

影响结果统计。显影液不能过凉, 过凉会使显带时间过长 ,

导致背景过深。另外, 在染色过程中冲洗时间过短会造成胶

背景发黄, 颜色过深; 冲洗时间过长则可能导致“白板”。

2  梨 AFLP 技术体系的建立

2 .1 酶切体系 总体积为20 μl , 包括:DNA( 150 ng/ μl ) 3 μl ,

ddH2O14 .35 μl ,NEB buffer2 2 μl ,BSA 0 .2 μl , EcoRI( 20 U/ μl )

0 .15 μl , MseI( 10 U/ μl ) 0 .3 μl ,37 ℃ 酶切5 h ,10 ℃保温。

2 .2 连接体系 酶切完成的DNA 样品中加入5 μl 如下反应

液:ddH2O 0 .2 μl ,T4 buffer 0 .5 μl , MseI Adapter( 10 pmol/ μl ) 1

μl , EcoRI Adapter( 100 pmol/ μl ) 1 μl ,ATP( 10 mmol/ L) 1 .8 μl ,T4

ligase( 3 U/ μl ) 0 .5 μl ,37 ℃ 连接5 h ,10 ℃保温。

2 .3  预扩体系  将连接产物用1 ×TE 稀释10 倍用于预扩 ,

总体积20 μl : 稀释后 DNA 5 μl ,ddH2O10 .1 μl ,10 ×PCR buffer

2 μl ,dNTP1 .6 μl ,MOO0 .6 μl ,EOO0 .6 μl , Taq 0 .1 μl 。预扩程

序: ①95 ℃2 min ; ②95 ℃30 s ; ③56 ℃30 s ; ④72 ℃1 min ; ⑤

转到步骤②,30 个循环; ⑥10 ℃保温。

2 .4 选扩体系  将预扩产物稀释5 倍进行选扩, 总体积为

20 μl : 稀释后 DNA 5 μl ,ddH2O 9 .45 μl ,10 ×PCR buffer 2 μl ,

dNTP 1 .8 μl , MseI pri mer 0 .8 μl , EcoRI pri mer 0 .8 μl , Taq 0 .15

μl 。选扩程序: ①95 ℃2 min ; ②95 ℃50 s ; ③65 ℃( 每循环降

低0 .7 ℃) 40 s ; ④72 ℃1 min ; ⑤进入步骤②,13 个循环; ⑥95

℃50 s ; ⑦56 ℃ 40 s ; ⑧72 ℃1 min ; ⑨进入步骤⑥,31 个循

环; ⑩10 ℃保温。
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将细胞膜热稳定性作为高温逼熟生理指标 , 对高产、稳定性

好的早籼稻F2 进行高温胁迫, 选择生理特性好的优良单株 ,

通过花药培养进行纯合选优, 成功育成3 个耐高温优良早籼

稻新品种[ 43] 。

6  研究展望

随着温室效应的影响, 气温不断升高, 高温热害对水稻

生产的影响越来越严重, 因此开展水稻耐热性研究迫在眉

睫。应用分子辅助育种技术结合生理育种等其他育种手段 ,

培育更多更好的耐热性新品种是当前的一大重要任务。

今后应从以下几个方面开展水稻耐热性研究: ①进行水

稻幼穗分化期、抽穗开花期以及灌浆成熟期的耐热性生理机

制研究; ②进行水稻耐热性遗传机制研究; ③建立完善的水

稻耐热性评价方法和体系; ④利用耐热性 QTL 标记进行分子

辅助育种, 定位、克隆水稻耐热性基因 ; ⑤筛选优良的水稻耐

热性种质资源, 培育优良的耐高温品种。
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3  小结

该体系对于促进梨分子辅助育种及遗传连锁图谱的构

建等方面具有重要意义。
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