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摘要  [ 目的] 探索建立卷丹百合RAPD- PCR 反应的最适体系。[ 方法] 用CTAB 法提取卷丹百合的基因组DNA,通过采用单因素逐项优
化的方法 ,对影响卷丹百合RAPD-PCR 扩增的反应组分浓度进行优化。[ 结果] 反应结果显示RAPD 对模板的适应性很大; 体系中Mg2 +

在1 .5～3 .0μl 都能产生较清晰的RAPD 带 ;dNTP 较适合的浓度范围为0 .4～1 .6μl ;引物较适合的浓度范围为1 .5～3 .0μl ;体系中 Taq
DNA 聚合酶在0 .1～0 .8μl 的浓度范围内均有良好的扩增效果。根据上述结果 ,卷丹百合 RAPD-PCR 反应最适的反应体系为 :20μl 的反
应体系中含基因组DNA 2 .0μl ,Mg2 +2 .0μl ,dNTP 1 .2μl ,引物2 .0μl , Taq DNA 聚合酶0 .2μl 。[ 结论] 该研究为在分子水平研究百合种质
资源的分类及亲缘关系奠定了基础。
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Abstract  [ Objective] The ai m was to explore the establishment onthe opti mumsystemfor the RAPD- PCRreaction of Liliu mlancifoli um .[ Method] The
genomic DNA of L. lancifoli um was extracted withthe method of CTAB and the concn.of components effecting the RAPD-PCR amplificationreaction of L.
lancifoliu m was opti mized by the method of the gradual opti mization of single factor .[ Result] The reaction result showed that RAPDhad large adaptability
ontemplate ; the system withthe Mg2 + concn.between 1 .5μl and 3 .0μl could produce clearer RAPDbands ; the suitable concn .range of dNTP was 0 .4
～1 .6μl ; the suitable concn.range of pri mer was 1 .5～3 .0μl ; the systemwith the Taq DNA polymerase concn.between 0 .1 μl and 0 .8μl had better
amplification effect .According to the above result , the suitable reactionsystemof the RAPD- PCRreaction of L . lancifoliu m was that 2 .0μl genomic DNA,
2 .0μl Mg2 + , 1 .2μl dNTP, 2 .0μl pri mer and 0 .2μl Taq DNA polymerase inthe 20μl reactionsystem.[ Conclusion] Theresearchlaid the foundationfor
the study of the classification and the genetic relationship of the Lily germplasmconservation at the molecular level .
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  随 机扩 增 多 态 性 DNA( Random Amplified Polymorphic

DNA,RAPD) 是1990 年在PCR 基础上发展起来的分子标记技

术,因其具有简便、快速、灵敏、多态性检出率高、所需 DNA

量少、无需预先知道基因组 DNA 的序列、无需探针标记和杂

交等特点, 己在植物亲缘关系、品种鉴定、遗传多样性检测、

遗传图谱的构建与基因定位、突变体的鉴定以及育种材料的

早期选择等方面得到了较多的应用, 但该技术易受外界因素

的影响 ,试验的重复性和稳定性较差。因此 ,必须建立一个

稳定的反应体系。笔者采用单因素逐项优化设计从模板、

Mg2 + 、dNTP、引物和 Taq DNA 聚合酶浓度5 因素对卷丹百合

RAPD 反应体系进行优化,以求最终获得最适反应体系 ,为在

分子水平研究百合种质资源的分类及亲缘关系奠定基础。

1  材料与方法

1 .1  试验材料  植物材料为卷丹百合,取自沈阳农业大学

花卉基地。

1 .2 试验方法

1 .2 .1 基因组 DNA 的提取。取卷丹百合的叶片, 用CTAB 法

提取 DNA[ 1] 。将样品稀释后用紫外可见分光光度计测定

OD260/ OD280值,估算样品的浓度,并结合0 .8 %琼脂糖( TaKaRa)

凝胶电泳确定其含量和完整性,然后稀释至40 ng/ μl 。

1 .2.2 单因素逐项优化RAPD 反应体系。对模板浓度、Mg2 + 浓

度、dNTP 浓度、引物浓度和 Taq DNA 聚合酶浓度5 种因素分别

进行优化。模板浓度处理( 约40 ng/ μl ) :0 .25、0 .5、1 .0、2 .0、4 .0

μl ;Mg2 + 浓度的处理( 25 mmol/ L) :0 .5、1 .0、1 .5、2 .0、2 .5、3 .0 μl ;

dNTP 浓度的处理( 10 mmol/ L) :0 .1、0 .2、0 .4、0 .8、1 .6、3 .2 μl ;引

物浓度的处理( 20 ng/ μl) :0 .5、1 .0、1 .5、2 .0、2 .5、3 .0 μl ; Taq 酶浓

度处理( 5U/ μl ) :0 .1、0 .2、0 .4、0 .8 μl 。当某一因素设置不同浓度

处理时,其他成分浓度固定:模板为1 .5μl ,Mg2 + 为2 .0 μl ,dNTP

为1 .6μl ,引物为1 .5μl , Taq 酶为0 .1 μl 。所用试剂为MgCl 2 25

mmol/ L、Taq DNA 聚合酶( Promega 公司) 5 U/ μl ,dNTP( Biosharp

公司) 10 mmol/ L,引物( S1383 ,上海生工) 20 ng/ μl 。每管PCR 反

应体系中包含2μl buffer ,按各浓度处理加入各成分后, 用灭菌

的超纯水补充总体积至20μl 。

反应在TC-512 PCR 仪中进行,扩增程序为:94 ℃预变性4

min ;94 ℃变性30 s、38 ℃退火30 s、72 ℃延伸1 min ,45 个循环;72

℃延伸10 min。扩增结束后,在反应混合物中加入5μl 溴酚蓝,

混匀。取10μl 点入含0 .5 μg/ ml 溴化乙锭的1 .5 %琼脂糖凝胶

中,于1×TBE 电泳缓冲液中、120 V 电场下电泳90 min ,然后在

Gel Doc 凝胶成像系统( BIO- RAD) 中观察、照相。

2  结果与分析

2 .1 模板 DNA 浓度对RAPD 反应的影响 在20 μl 的反应

体系中 ,模板用量在0 .25～4 .0 μl 设置5 个浓度梯度, 其他成

分固定:Mg2 +2 .0 μl ,dNTP1 .6 μl , 引物1 .5 μl , Taq 酶0 .1 μl 。

经PCR 扩增后, 电泳谱带见图1。反应结果显示出模板DNA

浓度在较宽的浓度范围内均能很好地扩增出清晰的条带, 说

明RAPD 对模板的适应性很强。浓度较高时, 出现了非特异

性扩增带, 当 DNA 用量为4 .0 μl 时, 可见轻微的拖尾现象。

因此, 浓度过高时 ,可能出现严重拖尾现象, 甚至整个泳道一

片白,没有明显主带。说明 DNA 过量时, 引物过早被耗尽 ,

使扩增产物与模板 DNA 之间发生退火或在扩增产物之间发

生退火, 导致出现弥散状背景, 这种现象可通过增加引物量

和减少循环次数加以控制。

2 .2 Mg2+ 浓度对 RAPD 反应的影响  在20 μl 的反应体系

中,Mg2 + 用量在0 .5～3 .0 μl 设置6 个浓度梯度 ,其他成分固

定:模板1 .5 μl ,dNTP1 .6 μl , 引物1 .5 μl , Taq 酶0 .1 μl 。经

PCR 扩增后, 电泳谱带见图2。反应结果显示, Mg2 + 在1 .5～
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3 .0 μl 能产生较清晰的 RAPD 带。Mg2 + 浓度过低时, 无带或

者带很不清晰;Mg2 + 浓度过高, 扩增带也不清晰。反应体系

中,Mg2 + 的浓度显得非常重要。Mg2 + 浓度主要是通过影响

Taq DNA 聚合酶的活性从而间接影响 PCR 扩增。Mg2 + 是

Taq DNA 聚合酶的激活剂, Mg2 + 不足时, Taq DNA 聚合酶的

作用效率低,因此,Mg2 + 浓度过低时,无扩增条带或者条带不

清晰;Mg2 + 浓度过高就易螯合dNTP, 当dNTP 消耗殆尽 ,无延

伸反应, 扩增产物单链化, 因此, Mg2 + 浓度过高, 也会造成扩

增带不清晰。最佳反应用量为2 .0 μl 。

注 :泳道1～5 的模板用量依次为0 .25、0 .5、1 .0、2 .0、4 .0 μl 。M 为

DL2000 Marker ,下同。

Note :The amount of template DNA inlane 1 - 5 are 0 .25 ,0 .5 ,1 .0 ,2 .0 ,

4 .0 μl ,respectively ; Mstands for DL2000 Marker ; The same as be-

low.

图1 不同模板DNA 浓度的RAPD- PCR 反应体系的扩增结果

Fig .1 Theamplificationresults of RAPD-PCRsystemwith different

concentrations of template DNA

注 :泳道1～6 的Mg2 + 用量依次为0 .5、1 .0、1 .5、2 .0、2 .5、3 .0 μl 。

Note :The dosage of Mg2 + in lane 1 - 6 are 0 .5 ,1 .0 ,1 .5 ,2 .0 ,2 .5 ,3 .0

μl respectively .

图2 不同Mg2+ 浓度的RAPD- PCR反应体系的扩增结果

Fig .2 Theamplificationresults of RAPD-PCRsystemwith different

concentrations of Mg2 +

2 .3 dNTP 浓度对RAPD 反应的影响  在20μl 的反应体系

中,dNTP 用量在0 .1～3 .2 μl 设置6 个浓度梯度,其他成分固

定:模板1 .5 μl , Mg2 +2 .0 μl , 引物1 .5 μl , Taq 酶0 .1 μl 。经

PCR 扩增后, 电泳谱带见图3。由图3 可以看出,dNTP 较适合

的浓度范围为0 .4～1 .6 μl 。dNTP 浓度过低, 电泳后出现无

带或条带不很清晰等不良现象;dNTP 浓度过高 ,条带弱或不

清晰, 或者出现拖尾现象 ,还有非特异性条带出现。当dNTP

浓度过高时, 会从两方面影响PCR 的扩增: 错误率增加 ; 同

Taq DNA 聚合酶竞争 Mg2 + , 从而使得反应体系中游离 Mg2 +

的量下降 , Taq DNA 聚合酶活性受到影响。该试验中,dNTP

最佳用量为小于1 .6 μl 大于0 .8 μl 。

注 :泳道1～6 的dNTP 用量依次为0 .1、0 .2、0 .4、0 .8、1 .6、3 .2 μl 。

Note : The amount of dNTPin lane 1 - 6 are 0 .1 ,0 .2 ,0 .4 ,0 .8 ,1 .6 ,3 .2

μl ,respectively .

图3 不同dNTP 浓度的RAPD-PCR 反应体系的扩增结果

Fig .3 Theamplificationresults of RAPD-PCRsystemwith different

concentrations of dNTP

2.4  引物浓度对 RAPD 反应的影响  在20 μl 的反应体系

中, 引物用量在0 .5～3 .0 μl 设置6 个浓度梯度 ,其他成分固

定:模板1 .5 μl , Mg2 +2 .0 μl ,dNTP 1 .6 μl , Taq 酶0 .1 μl 。经

PCR 扩增后, 电泳谱带见图4。由PCR 产物的电泳结果可见 ,

引物较适合的浓度范围为1 .5～3 .0 μl 。引物浓度较低时, 与

模板碰撞机会减少, 结合机率下降,扩增反应过早终止,扩增

受到影响 , 造成扩增条带过浅。当随机引物达到一定浓度

时,出现随机引物争夺模板 DNA 的情况 ,这时只有部分位点

可以和随机引物结合, 优先结合的是那些产生强带的位点 ,

会导致弱带的消失。当引物浓度偏高会引起错配和非特异

性产物扩增 , 也可增加引物之间形成二聚体或多聚体的机

率。该试验中,引物的最佳用量为2 .0 μl 。

注 :泳道1～6 的引物用量依次为0 .5、1 .0、1 .5、2 .0、2 .5、3 .0 μl 。

Note : The amount of pri mer inlane 1 - 6 are 0 .5 ,1 .0 ,1 .5 ,2 .0 ,2 .5 ,3 .0

μl ,respectively .

图4 不同引物浓度的RAPD- PCR反应体系的扩增结果

Fig .4 Theamplificationresults of RAPD-PCRsystemwith different

concentrations of pri mer

2.5  Taq 酶浓度对 RAPD 反应的影响  在20 μl 的反应体

系中, Taq DNA 聚合酶用量在0 .1～0 .8 μl 设置4 个浓度梯

度, 其他成分固定 :模板1 .5 μl ,Mg2 +2 .0 μl ,dNTP 1 .6 μl , 引物

1 .5 μl 。经 PCR 扩增后, 电泳谱带见图5。由图5 可知, Taq
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DNA 聚合酶在所设置的浓度范围内均有良好的扩增效果。

浓度较低时 ,效率降低, 延伸不完全 , 扩增产物较少, 可能是

由于Mg2 + 浓度恒定时 , Taq 酶减少会使 Mg2 + 对酶的激活能

力相对减弱造成的。因此, 浓度过低可能不产生扩增产物 ;

浓度过高时, 可能非特异性会增加, 出现弥散。该试验中 ,

Taq 酶的最适用量为0 .2 μl 。

注 :泳道1～4 的 Taq 酶用量依次为0 .1、0 .2、0 .4、0 .8 μl 。

Note : The amount of Taq polymerase inlane 1 - 4 are 0 .1 ,0 .2 ,0 .4 ,0 .8

μl ,respectively .

图5 不同 Taq 酶浓度的RAPD-PCR 反应体系的扩增结果

Fig .5 Theamplificationresults of RAPD-PCRsystemwith different

concentrations of Taq polymerase

百合RAPD- PCR 反应最适的反应体系为 :20 μl 的反应体

系中含模板DNA2 .0μl ,Mg2 +2 .0μl ,dNTP 1 .2μl , 引物2 .0μl ,

Taq DNA 聚合酶0 .2 μl 。

3  结论与讨论

( 1) 该试验和有关资料均表明[ 2 - 4] ,Mg2 + 浓度过高或过

低均会影响扩增结果。Mg2 + 是 Taq 酶的激活剂, Mg2 + 浓度

过低, 对 Taq 酶的活化作用不够 ,过高又会抑制该酶的活性。

Mg2 + 除直接影响 PCR 的特异性和效率外, 还有利于引物和

模板的结合及增加引物和模板结合后的稳定性, 这对于使用

非特异性引物的RAPD 反应来讲, Mg2 + 显得更重要。但是反

应体系中所示Mg2 + 浓度并不一定是参加反应的游离Mg2 + 浓

度,因为反应体系中DNA 模板的浓度、纯度、引物、dNTP 均会

影响Mg2 + 浓度。该试验中Mg2 + 的最适浓度为2 .5 mmol/ L。

  dNTP 是作为 RAPD 扩增的反应底物, 它的用量直接影

响扩增产物的多少、扩增特异性的高低以及合成的忠实性。

dNTP 浓度过低会影响合成效率, 直接影响扩增产物的浓度 ,

甚至会因dNTP 过早耗尽而使产物单链化而影响扩增效果 ;

dNTP 浓度过高 ,容易与 Mg2 + 结合 ,降低 Mg2 + 浓度, 抑制 Taq

酶活性,会使核苷酸错误掺入, 引起碱基的错配,产生新的条

带。Taq 酶的活性与用量是关系到扩增能否正常进行的重要

因子, 不同的生产厂家对酶浓度的标定可能不同, 因此在实

验的过程中 ,应针对所用的 Taq 酶确定用量。Taq 酶浓度过

低导致效率降低, 延伸不完全, 扩增产物减少 ;使用高浓度的

Taq 酶 ,不仅造成经济上的浪费, 而且容易产生非特异性扩

增产物的积累, 影响实验结果[ 5] 。在该试验中, 从试验效果

和经济角度考虑, Taq 酶适宜用量为1U。

(2) 单因素逐项优化其表达方式直观, 能从几个水平中

轻易择优 ;但另一方面也忽略了各因素的相互作用。该研究

单因素优化的结果与笔者之前所做的正交设计所得的结果

是一致的 ,也说明了单因素逐项优化设计的可行性。在反应

条件一旦确定后, 整个试验过程中就应保持不变, 同时还应

注意尽可能地使用同一厂家的药剂和同一PCR 仪等设备, 以

提高分析结果的重复性和可靠程度。
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