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　　摘　要:以满天星试管苗叶片为材料 ,进行满天星基因组 DNA 提取及 RAPD扩增条件

优化。结果表明 ,采用 CTAB法提取的 DNA 质量较高 ,适宜于 RAPD分析;RAPD扩增最

佳反应体系为 25μL:14. 17μL ddH 2O ,150μmol /L dN TP ,1. 5μmo l/L M gC L2 ,2. 5μL Buf f-

er ,0. 3μmo l/L 引物 ,10ng DNA 模板 , 1U T aqDNA聚合酶 。扩增反应程序为:94 ℃预变性

5min ,94℃变性 1min , 36℃退火 1m in ,72℃延伸 1. 5min;45个循环;最后 72 ℃延伸 7min 。

关键词:基因组 DN A ;优化;扩增产物;条带

中图分类号:S681. 903. 6　文献标识码:B　文章编号:1001 -0009(2007)02- 0146 - 04

　　满天星(Gypsophila elegans L. ),又名霞草 ,是

石竹科石竹属的植物[ 1] 。原产小亚细亚一带。满天

星茎部直立 ,散状分枝 ,叶似披针 ,叶色粉绿 ,花呈圆

锥状聚伞花序 ,花朵小而繁多 ,白色 ,略带清香 ,盛开

时细如豆粒的白花 ,宛如天空繁星点点 ,具有素雅 、圣

洁 、朦胧的美感 ,是著名的切花种类 ,在世界切花市场

上占有重要地位 。

目前虽然该花的研究较多 ,但主要集中在快速繁

殖和组织培养方面 ,从分子微观方面的研究尚未见报

道。RAPD技术是由William s[ 2] 等于 1990年创立的

一种 DN A 分子标记技术 , 它可直接反应染色体组

DNA 多态性 ,能从遗传本质上揭示品种间多态性及

亲缘关系 ,不受环境限制 ,具有操作简单快捷 、成本

低 、通用性好 、灵敏度高 ,且不需预先了解基因组的相

关分子生物学信息等优点而广泛应用于种质资源分

析
[ 3]
、生物种群划分 、遗传相关分析 、遗传图谱构建 、

基因定位
[ 4]
等方面。在利用 RAPD技术对满天星进

行遗传多样性分析时 ,首先要建立稳定的反应体系 ,

以保证 RAPD结果的可靠性 、重复性 。为此 ,该试验

就满天星 RAPD反应中的模板 DNA 浓度 、引物浓

度 、dNTPs浓度 、M g
2+
浓度 、Taq酶用量等因素进行

了试验 ,建立了稳定性好 、重复性高的满天星 RAPD

反应体系 ,为进一步分析满天星遗传多样性提供了基

础资料 。

1　材料与方法

1. 1　材料

试验所用的满天星材料 ,是由本实验室通过组织

培养得到的无菌试管苗。

1. 2　主要试剂及仪器

RNase 、T aqDNA 聚合酶 3unit /μL 、100 个随机

引物(Operon 公司) 10 ×Buf fer 、M gCl2 、2. 5m M

dNT P 、200bp DNA Ladder M arke r、琼脂糖(西班牙

分装)、CTAB 、PVP 、EDTA 、Tris 碱。2 %CTAB 提

取缓冲液:称取 10g CTAB 与 2gPVP 分别溶于

500m L (20mM EDTA , 100m M T ris - H CL (pH

8. 0), 1. 4M N aCL)混合液中 。TE(pH8. 0)缓冲液:

10mM Tris - H CL(pH 8. 0),1mM EDTA(pH 8. 0)。

仪器:新加坡产的 PCRsy stem 9700 ,凝胶成像系

统(GDS - 8000 型),台式低温冷冻离心机(H ERM-

LE2383型),N U - 6621W34 型超低温冰箱 ,电泳仪

(DYY - 12型)及各种规格电泳槽 。

1. 3　基因组 DNA 的提取

DNA的提取采用 C TAB 法
[ 5]
:(1)从培养基上

取出满天星试管苗 ,称取 1 ～ 2g 叶片放在预冷的研

钵中加液氮研成粉末 ,迅速装入 50m L 的离心管中 ,

加入 10mL65℃预热的 CTAB ,再加入 200μL 的 β -

巯基乙醇 ,使之混匀。(2)放在 65℃的水浴锅中温浴

0. 5 ～ 1 h 。(3)取出待其冷却至室温后加入等体积的

氯仿 ∶异戊醇(24 ∶1), 轻轻将其混匀。(4)在

8000r /min下离心 15min ,将上清液抽出 。(5)重复

(3)、(4)的步骤一次 。(6)在上清液中加入 0. 6 倍体

积 - 20 ℃下预冷的异丙醇 , 放入 - 20℃的冰箱中
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30min 。(7)从冰箱中取出离心管 , 用移液枪挑出

DNA ,转入1. 5m L的小离心管中 ,用 70 %的乙醇漂洗

3次 ,自然晾干 DNA 。(8)根据所提 DNA 的多少 ,分

别在小离心管中加入不同体积的 TE ,放在水浴锅中

溶解 DN A 。(9)根据所加 TE的量 ,在小离心管中分

别加入 2 ～ 3μL 的 RNase ,放到 37℃水浴锅中过夜 ,

然后贮存于- 20℃冰箱中保存备用 。

1. 4　电泳检测提取 DNA的质量

采用 DYY - 12 型稳压稳流电泳仪 , 缓冲液为

TBE(p=0. 7%)的琼脂糖凝胶电泳检测 ,电压 50V

(5 V /cm),电泳 2h 。电泳结束后在凝胶成像仪下照

相 ,并记录结果 。

1. 5　PCR扩增条件优化

1. 5. 1　DNA 扩增反应程序　反应程序设置为:(1)

94℃预变性5min ,94℃变性1min ,36℃退火1min ,72℃延

伸1. 5min ,45个循环 ,最后72℃延伸7min。反应体系为

(25μL):14. 17μL ddH2O , 150μmol /L dNTP , 1. 5μmol /L

MgCL2 ,2. 5μL 10 ×Buffer , 0. 3μmol /L 引物 , 10ng DNA

模板 ,1U TaqDNA 聚合酶。

1. 5. 2 　PCR扩增体系　采用 25μL 反应体系 ,包括

ddH2O 、dN TP 、10 ×Bufer 、M gcl2 、引物 、模板 、Taq

酶 。设置 DNA 模板 2. 5 、5 、10 、15 、20 、25 、30 、35ng 8

个处理 ,引物浓度 0. 1 、0. 2 、0. 3 、0. 4 、0. 5 、0. 6μmol /L

6 个处理 , dN TP 设置为 50 、100 、150 、200 、250 、

300μmo l /L 6个梯度 、M gC L2 为 0. 5 、1 、1. 5 、2 、2. 5 、

3μmol /L 6 个梯度 , TaqDNA 聚合酶 0. 25 、0. 5 、1 、

1. 5 、2 、2. 5u (1u为 0. 33μl)6个梯度 ,退火温度设为

34 、35 、36 、37 、38 、39 、40 、41 、42 、43℃10个处理 。每

次 PCR扩增除比较因素按上述浓度梯度变动外 ,其

他反应因子相同 。通过反复对比试验找出最佳反应

体系 ,并且每个因素 3次重复进行优化条件的检验 。

图 1　满天星基因组总 DNA 电泳图谱

1. 5. 3　电泳检测　PCR扩增反应结束后 ,采用 0. 5

×TBE 电泳缓冲液 , 1. 4%的琼脂糖凝胶(含 0. 5%

EB)电泳。取 10μL 扩增产物与 2μL 电泳载体缓冲

液混匀 ,电压为 80 V ,电泳产物在 GDS - 8000型凝

胶成像仪下观察 ,拍照。

2　结果与分析

2. 1　满天星试管苗基因组DNA琼脂糖凝胶电泳分析

凝胶电泳检测如图 1所示 ,满天星试管苗基因组

DNA 电泳条带较整齐 、清晰 、无弥散 、拖尾现象 ,说明

提取的 DNA 样品较纯 ,基本无降解和 RNA污染 ,可

用于 RAPD扩增 。

2. 2　模板 DNA含量对 RAPD扩增的影响

模板 DNA 含量是 PCR扩增的重要影响因素 ,

含量过高会出现非特异性扩增条带甚至抑制扩增 ,过

低则得不到所需的扩增产物。根据试验显示 ,只要提

供足够的 PC R扩增所需的模板含量 ,一般会得到稳

定的扩增条带。如图 2 所示当模板 DNA 含量为

5ng 、10ng 、15ng 时 ,均能得到扩增产物 ,而 10ng 时条

带更为清晰 ,当模板 DNA 含量小于 5ng 时 ,扩增的

产物少 ,条带弱;模板 DNA 含量超过 20ng 时 ,出现

非特异性扩增 ,并有弥散状背景 ,模板 DNA 含量为

35ng 时 ,没能得到扩增产物 。可见 ,模板 DNA 的用

量影响 RAPD的扩增 ,该试验中 ,适合满天星 RA PD

扩增的适宜模板含量为 10ng 。

图 2　模板 DNA 含量对 RAPD扩增的影响

2. 3 引物浓度对 RAPD扩增的影响

RAPD反应开始时 ,首先必须使双链 DNA 解离

为单链并使之与引物相结合 ,在 Taq DNA 聚合酶的

催化下以引物为复制起点进行 DNA 链的延伸 。引

物浓度过低时 ,与模板的结合机率降低 ,出现扩增不

足的现象;引物浓度过高时 ,引起错配和非特异性扩

增 ,且可增加引物之间形成二聚体或多聚体的机会 。

由图 3可见随着引物浓度增加 ,扩增得到的条带数随

着增加 ,当引物浓度为 0. 3μmol /L 时 ,扩增条带数比

较多 ,且清晰 , 随着浓度的升高条带变得模糊 ,非特
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异性扩增增多。

图 3　引物浓度对 RAPD扩增的影响

2. 4　dN TP 浓度对 RAPD扩增的影响

dN TP 是 PCR的原料 ,浓度太高产生错误掺入 ,

浓度太低产率太低[ 6] 。该试验采取 6种不同浓度的

dN TP ,由图 4可以看出 ,当 dN TP 小于 100μmol /L

时 ,扩增信号明显减弱;当 dN TP 为 250μmol /L 时 ,

扩增 产物较少且 条带较弱;而 dN TP 用量为

300μm ol /L 时 , 未 扩 增 出 条 带;只 有 用 量 为

150μm ol /L时 ,扩增产物条带多而且清晰 ,因此 ,试验

采用的 dN TP 浓度为 150μm ol /L ,作为 PCR扩增的

最佳浓度 。

图 4　dNTP 浓度对 RAPD扩增的影响

图 5　M g2 +浓度对 RAPD扩增的影响

2. 5 M g
2+
浓度对 RA PD扩增的影响

Mg2 +影响引物和模板的双链杂交体的解链和退

火温度 ,确定扩增体系的最佳 M g2+的浓度对 PCR

至关重要
[ 7]
。试验设置了 6个不同浓度水平。由图

5 可见 ,当 M g2+浓度小于 1μmo l/L 大于 2μmol /L

时 ,扩增出来的条带数少 ,模糊且亮度不够;M g2+浓

度在 1 ～ 2μmo l/L 时扩增效果较好 ,而扩增条带的明

亮度 、清晰度和稳定性都以 1. 5μmo l/L 最佳 ,故最终

选择的 M g2+浓度为 1. 5μm ol /L。

2. 6　Taq DNA 聚合酶用量对 RA PD扩增的影响

在 PCR反应中 , Taq DNA聚合酶用量受到反应

体积 、酶活性 、酶的耐热性及反应程序等因素的影

响[ 8 - 11] 。为了确定满天星 RAPD反应中 Taq DNA

聚合酶的适宜用量 ,试验选择 6个酶梯度 ,结果表明

(图 6)Taq DNA聚合酶用量在 0. 5 ～ 2U /反应范围

内扩增结果差异不大 ,经多次重复比较试验确定1U /

反应为满天星 RAPD扩增的最适用量 。

图 6　TaqDNA 聚合酶用量对 RAPD扩增的影响

图 7　退火温度对 RAPD扩增的影响

2. 7　退火温度对 PCR扩增体系的影响

退火温度是影响 RAPD 反应最重要的条件之

一 ,同时它也具有相对的灵活性 ,是优化 RAPD反应

的重要控制措施[ 12] 。在上述试验因子的最适条件

下 ,对退火温度作单因子试验。设置了 10个梯度温

度 ,依次为 34 、35 、36 、37 、38 、39 、40 、41 , 42 、43 ℃ ,结

果如图 6 。从图 6结果分析 ,试验的退火温度在 35 ℃

～ 37℃较为适宜 ,谱带清晰且数目较多。退火温度较

低 ,能保证引物与模板的稳定配对 ,同时允许适当的

错配 ,以扩大引物在基因组 DNA 中配对的随机性 。

温度过高(40℃),扩增条带减少 、变弱 ,扩增效率低 。
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在保证扩增效率的同时又要达到增强特异性的目的 ,

我们认为 36 ℃较适宜 。

3　讨　论

3. 1　满天星基因组 DNA的提取

DNA 提取质量往往是 RAPD 扩增成功与否的

关键 ,试验采用的满天星材料是无菌的试管苗 ,叶片

新鲜 ,积累的次生物质少 ,同时又在提取液中加入抗

氧化剂如 PVP(聚乙烯毗咯烷酮)、β - 巯基乙醇 ,从

而有效地避免了酚类物质氧化 ,蛋白质污染 ,糖类 、色

素等物质干扰 ,提取的 DNA 质量较高 。

3. 2　PCR体系的优化

RAPD反应涉及诸多因子 ,任何一种因子不适宜

都会明显影响整个扩增反应的结果 。首先 , 模板

DNA 的纯度及数量对反应有重要影响 ,模板的纯度

不高 ,残留在模板中的蛋白质 、酚类等成分都会使

DNA 与引物的结合效率降低 ,造成非特异性扩增或

无扩增条带 ,或扩增产物不稳定 ,造成扩增产物电泳

过程中的弥散现象[ 13 , 14] 。其他几个因子对 PC R的

作用也是非常重要的 ,只有在所有因素都适合时 ,才

能扩增出较好的产物 。

通过 对 比 优 化 试 验 , 建 立 了 满 天 星 的

RAPD - PC R最佳反应体系 ,即反应体系为(25μL):

14. 17μL ddH 2O , 150μmol /L dN TP , 1. 5μmol /L

MgCL2 , 2. 5μL Buffer ,0. 3μmo l/L 引物 , 10ng DNA

模板 , 1U T aqDNA聚合酶 。反应程序为:94℃预变

性 5 min ,94 ℃变性 1 min ,36℃退火 1 min ,72℃延伸

1. 5 min;45个循环;最后 72℃延伸 7 min。为进一步

进行满天星种质资源的 RA PD分析及其亲缘关系 、

遗传多样性研究提供了可靠的试验依据 。
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Genomic DNA Extraction and Optimization of RAPD

Amplifying Conditimons of Gypsophila elegans L.

CAO T ian-xu , W U Song-quan , LIAN M ei-lan , PIAO Xuan-chun

(Depar tment o f Ho rticulture , Agriculture Co lleg e of Yanbian Univ ersity , Longjing 133400)

Abstract:U sed fresh leaves o f Gypsophila elegans L. as matenals. The me thod o f g enomie DNA ex traction and

the opt imization of RA PD analy tic condi tions w ere studied in Gypsophi la elegans L. T he result show ed that

the high-quality genomie DNA w as obtained by the C TAB me thod. The optimal PC R sy stem fo r RAPD analy-

sis w as as follow s :14. 17μL dd H 2O ,150μmol /L dNTP ,1. 5μmol /L M g2 +,2. 5μLBuf fer ,0. 3μmo l/L random

prime r , 10ng template ,1U Taq po lymerase in 25μL react ion sy stem. The prog ram o f amplifying react ion w as

as follow s:After pre-denaturing at 94 ℃for 5 m in , under the condition of denaturing a t 94℃ for 1 min , an-

nealing at 36℃ for 1 min , ex tension at 72℃ fo r 1. 5 min , am plify ing for 45cycles , and extension at 72℃ fo r 7

min at last 。

Key words:Genomie DNA ;Optimization;A mplif icat ion products ;Bands
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