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　　摘　要:在提取纯化温郁金DNA的基础上 ,利用 PCR扩增技术 ,对Mg
2+
、dNTP 、模板DNA 、

引物 、Taq聚合酶等反应条件进行优化 ,建立温郁金基因组 DNA 的 RAPD-PCR最佳反应体系。

结果表明:最佳条件是总体积为25μL ,其中 Mg
2+
(25 mM)2 μL ,Taq 聚合酶(5 U/μL)0.3μL ,引

物浓度(20μM)1.0μL ,模板 DNA(5 ng/μL)1.0 μL ,dNTP(2.5 mM)2.0μL ,10×PCRbuffer 2.5

μL;PCR扩增程序为 94℃预变性 5 min;94℃变性 35 s , 36℃退火 1 min , 72℃复性 1.5 min ,共42

个循环;最后72℃延伸 10 min ,该研究得出的体系是温郁金 RAPD-PCR的最适宜反应体系 ,具有

省时 、经济 、简便以及扩增条带较清晰 、稳定等特点 ,为今后温郁金的遗传多样性研究奠定了基

础。
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　　姜科植物温郁金(Curcumawenyuj in)是浙江省著名

道地药材 ,为中国药典多版收载品种 ,根茎干燥后为温

莪术 ,是我国常用名贵中药材 ,其性味辛 、苦 、温 ,归肝 、脾

经。具行气破血 ,消积止痛功效。临床用于治疗癥瘕痞

块 ,瘀血经闭 ,食积胀痛;早期宫颈癌等症。药理研究显

示 ,其具有抗炎 、镇痛 、抗肿瘤、抗早孕 、抗菌、升高白细

胞、保肝 、抑制血小板聚集和抗血栓形成等作用。含有

挥发油 、姜黄素类 、有机酸 、树脂和淀粉等[ 1-2] 。并且作为

一种抗肿瘤 、抗病毒 、抗炎的重要药材[ 3] ,临床用量和工

业化生产用量十分巨大。但是由于温郁金道地性强 ,农

民连年种植 ,再加上长期过度采收 ,野生资源急剧减少 ,

导致遗传变异逐渐减少。

RAPD(Random Amplified Polymorphic , DNA)是

1990年由Williams J G等
[ 4]
和Welsh J等

[ 5]
同时推出的

一种分子标记技术 ,是以 PCR反应为基础 ,以随机碱基

寡核苷酸为引物 ,对基因组 DNA进行扩增而显示出多

态性的 DNA指纹技术。因操作简单 、反应迅速 、成本低

和DNA用量少等优点而被广泛应用于药用植物种内或

种间亲缘关系和遗传多样性方面的研究 ,已成为一种广

泛的分子标记技术
[ 6]
。然而 , RAPD技术采用的引物较

短 ,退火温度较低 ,对反应条件比较敏感 ,应用 RAPD标

记时 ,对其反应体系进行优化十分必要[ 7] ,只有通过优

化试验来建立最佳反应体系 ,才能获得较为稳定而重复

性好的试验结果。现对温郁金 RAPD-PCR反应体系中

的 Mg
2 +
浓度 、dNTP 浓度 、模板 DNA 浓度 、引物浓度、

Taq 聚合酶量以及退火温度进行优化 ,以期建立一个较

为稳定而可靠的反应体系 ,为探索温郁金遗传多样性分

析奠定基础。

1　材料与方法
1.1　材料

试验材料采自于温州不同居群的温郁金叶片 ,样品

采集后 ,立即密封 ,放入冰桶内 ,回到实验室后 ,及时清

洗 ,并存放于-70℃超低温冰箱 ,备用。

1.2　方法

1.2.1　基因组 DNA的制备　叶片用液氮研磨 ,采用改
良的 CTAB法提取[ 8] 。

1.2.2　DNA样品的检测　所提取的DNA用紫外可见

分光光度计 ,在 A260与 A280的比值计算样品DNA纯度 ,

OD260/OD280均在 1.7 ～ 1.9之间 ,符合 PCR对 DNA纯

度的要求。然后用1.2%的琼脂糖凝胶电泳和凝胶自动
成像系统检测所提 DNA 的完整性 , PCR 扩增检测

DNA提取的效果。DAN浓度定为5 ng/μL ,于-20℃冰

箱中保存 、备用。

1.2.3　RAPD反应体系主要因素用量筛选　将 RAPD-

PCR反应体系的Mg2+ 、dNTP、模板DNA 、引物 ,Taq 聚

合酶量以及退火温度等因素分别设置若干水平 ,并进行

优化筛选。PCR扩增程序为:94℃预变性 5 min;94℃变

性 35 s ,不同温度退火 , 72℃复性1.5min ,共42个循环;

最后 72℃延10min。25μL反应终产物中 ,吸取 6μL反
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应液与 2μL 6＊加样缓冲液混合 ,扩增产物在含0.5μg/

μL 溴化乙锭(EB)的1.2%琼脂糖凝胶中电泳 ,电泳缓冲

液为1＊TAE ,电泳强度为 5V/cm ,电泳完毕 ,凝胶成像

系统下观察拍照。

2　结果与分析
2.1　温郁金叶片基因组DNA的质量

按方法所述对温郁金叶片DNA进行抽提 ,经1.2%

琼脂糖凝胶电泳 ,凝胶成像仪中分析结果见图 1 ,结果显

示温郁金 DNA 分子量在 15 kb以上 ,确定为基因组

DNA ,提取的DNA只有 1条带 ,说明其具有良好的完整

性 ,经紫外分光光度计检测 ,其 OD260/280的值在 1.8左

右 ,可用作 RAPD的模板。

图 1　部分温郁金叶片基因组 DNA的质量图谱

2.2　引物的筛选

从50条随机引物中筛选出 31条引物能扩增出片

断 ,对31条引物进一步检测表明 ,有10条能在所有的温

郁金材料中扩增出片断多、亮度大的条带 ,可用于RAPD

分析。用已经筛选好的引物对所有的温郁金材料扩增。

从扩增结果图谱来看(如图 2和图 3),各样品间的差异

既表现出了种内的遗传稳定性 ,又反映出了品种之间的

遗传差异。

　　　　　图 2 引物 0176 的 PAPD扩增图谱 图 3 引物 0165的 PAPD扩增图谱

　　表 1　　　　RAPD扩增引物筛选结果
引物 核苷酸碱基序列 5′-3′ RAPD标记数 多态性标记数

0163 TGCTCTGCCC 8 6

0165 GAGAGCCAAC 10 8

0172 ACCCGGTCAC 5 3

0176 AATCGGGCTG 15 12

0181 AGCCAGCGAA 4 4

0188 AAAGCTGCGG 7 6

0194 GGAGGGTGTT 8 5

0196 AGGTGACCGT 10 7

0201 GTTGCGATCC 5 4

0212 GGACACCACT 11 9

2.3　Mg
2 +
浓度对 RAPD反应的影响

不同 Mg
2 +
浓度对 RAPD扩增结果的影响如图 4

所示。由图 4可知 ,Mg
2 +
浓度过低扩增的条带数非常

少 , Mg
2 +
浓度高于 2.0时 ,扩增带的条数减少 ,亮度也

有所降低 ,部分条带没有出现或有些模糊。Mg2 +是 Taq

聚合酶实现聚合反应所必须的一种二价阳离子 ,选择合

适的 Mg2 +浓度 ,对 RAPD反应至关重要。根据试验结

果 ,Mg2 +浓度确定为2.0μL。

2.4　Taq 聚合酶浓度对 RAPD反应的影响

图 5是不同浓度 Taq聚合酶的扩增结果。25μL反

应体系中 ,Taq 聚合酶浓度为 0.75 U时 ,只有 2个扩增

条带。Taq聚合酶浓度为1 ～ 2U时 ,都有条带出现并且

亮度也很好。浓度为2.5 U时 ,由于 RAPD反应中高浓

度 Taq聚合酶容易产生非特异扩增产物 ,其产生的大量

弥散使电泳背景过深 ,不利于遗传多态性分析。从经济

角度和试验结果看 ,Taq 聚合酶 1.5 U为合适。
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　　　　图4　Mg2+浓度梯度的 RAPD扩增结果 图 5　Taq 聚合酶浓度梯度的 RAPD扩增结果

注:Mg2 +(25 mM)浓度分别为:1.2 、1.5 、1.8、2.0 、2.5μL;Taq 聚合酶浓度分别为:2.5 、2.0、1.5、1.25、1.0 、0.75 U。

　　　　　图 6　引物和模板的 RAPD扩增结果 图 7　dNTPs浓度梯度的 RAPD扩增结果

注:dNTPs(2.5 mM)浓度分别为:1.5 、1.8 、2.0、2.2 、2.5μL。

　　表 2　　　不同模板和引物的浓度配比
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

模板浓度/μL 0.5 0.5 1.0 1.0 1.0 1.0 1.5 1.5 2.0 2.0

引物浓度/μL 0.5 1 0.5 1.0 1.5 2.0 1.5 2.0 1.0 2.0

2.5　引物浓度和模板DNA用量对 RAPD反应的影响

　　引物浓度和模板 DNA用量也是影响 PCR反应的

重要因素 ,表2是不同模板和引物的浓度配比。不同引

物浓度和模板DNA用量的组合对RAPD扩增结果的影

响如图 6所示 ,可以看出随着引物和模板浓度的增加 ,

条带逐渐清晰 ,但引物和模板用量过大时 ,背景也随之

加深 ,当引物和模板浓度分别都为2μL时 ,条带模糊 ,不

易做统计。最终确定引物浓度和模板 DNA用量分别为

1.0μL和 1.0μL。

2.6　dNTPs对 RAPD的影响

dNTPs是 PCR反应的原料 ,必须达到一定的浓度

才能满足要求 ,但过高也会与 Taq 酶竞争Mg2 + ,对扩增

反而不利。许多结果证明 ,dNTPs浓度对 PCR扩增影

响较大。其浓度过高时 ,会与Mg
2 +
螯合 ,抑制扩增反应

或导致核苷酸错误参入。如图7所示 ,当dNTPs浓度过

低或过高时 ,条带数较少 ,都不能扩增出较好的条带。

根据试验结果 ,可以确定 dNTPs的浓度为2.0μL。

2.7　退火温度的选择

退火温度是影响 DNA特异性扩增的主要原因之

一 ,不同的退火温度可以导致扩增产物多少的差异
[ 10]
。

退火温度越高 ,扩增的特异性也越高 、条带也越清晰 ,但

是条带数也越少。退火温度越低 ,虽然条带数会增加 ,

但是非特异性扩增的增加会影响结果的统计。不同的

退火温度同时也影响着扩增的稳定性。因此选择一个

条带数较多且清晰 、稳定性好的退火温度非常关键。试

验设置了32℃、34℃、36℃、37℃、38℃、40℃,共 6个退火

温度梯度。经过大量的试验摸索 ,温郁金的PCR反应在

36℃时 ,结果较好 ,并且对多数的引物都合适。
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3　讨论
RAPD分析具有简便 、灵敏度高 、不需要DNA的序

列材料等优点 ,但不同的材料适合的引物不一样 ,因此

在 RAPD多态性分析前需要筛选引物
[ 11]
。研究筛选出

了10条在所有的温郁金材料上均能扩增出清晰条带的

引物 ,为以后的试验打下了坚实的基础。

RAPD反应的影响因子较多 ,PCR反应体系中各因

子浓度直接影响着试验结果的准确性 、重复性 ,只有建

立起最适合的反应体系 ,才能获得稳定的 、信息量大的

标记信息。除了 Mg2+ 、dNTP 、模板 DNA 、引物 , Taq 聚

合酶等因素外 ,提取分离 DNA的实验室环境也会影响

试验效果[ 10] 。实践证明 ,在较为稳定的实验室环境中 ,

采用上述反应体系 ,能够获得非常满意的 PCR扩增效

果。该反应体系是否适合于其他药用植物基因组 DNA

的分子标记分析 ,还有待于进一步研究。

通过分析对各因素不同浓度对 PCR的扩增结果 ,

发现 Mg2+ 、dNTP 、Taq 聚合酶的浓度对反应体系的影

响较大。当浓度过低时 ,PCR条带比较弱 、不清楚 ,不利

于统计;当浓度过高时 ,会产生非特异性条带 ,使背景过

高 ,因此 ,寻找出合适的Mg2+ 、dNTP 、Taq 聚合酶浓度极

为重要。退火温度对反应的影响也非常大。退火温度

过高 ,扩增的特异性越高 ,但是条带数也越少;退火温度

过低 ,扩增的非特异性越高;退火温度也会影响到 PCR

的稳定性。因此 ,寻找出一个合适的退火温度也非常

重要。

扩增条件的变化会对 RAPD图谱产生较大的影响 ,

从而影响 RAPD分析的准确性 ,而RAPD谱带的准确性

与稳定性是利用 RAPD标记进行遗传多样性分析的前

提
[ 12]
,从试验结果可以看出温郁金RAPD分析较适宜的

扩增条件为:总体积 25μL 时 ,Mg
2+
(25 mM)2μL , Taq

聚合酶(5U/μL)0.3μL ,引物浓度(20μM)1.0μL ,模板

DNA(5 ng/μL)1.0 μL , dNTP(2.5 mM)2.0 μL , 10×

PCRbuffer 2.5μL;PCR扩增程序为 94℃预变性 5 min;

94℃变性 35 s , 36℃退火1min , 72℃复性 1.5min ,共42

个循环;最后72℃延伸 10 min。
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Optimization of RAPD Reaction systems for Curcumawenyujin

WANG Xiao-hui1 , TANG Xiao-chuang1 , YANG En-xiu1 , JIANG Cheng-xi1 , LI Min2 , LI Xiao-kun1 , 2

(1.Ministry of Education , Engineer Research Center of Bioreactor and Pharmaceutical Development , Jilin Ag ricultural University , Changchun

130118 , China;2.Pharmacy Schoo l , Wenzhou Medical College, Wenzhou , Zhejiang 325035 , China)

Abstract:Some reaction condition w as optimized by amplifying technology and method of PCR based on isolating genomic

DNA from Curcuma wenyujin , to establish the best reaction condition of RAPD-PCR amplification system of Curcuma

wenyujin.Results showed that the best amplification system for Curcumawenyuj in was as follow s:total reaction vol-

ume 25μL , including Mg2+(25 mM)2.0μL , Taq polymerase(5 U/ L)0.3μL , random primer(20 M)1.0μL , template

DNA 1.0μL , dNTP(2.5 mM)2.0μL , 10×PCR buffer 2.5μL;the amplification procedure conditions were pre-dena-

ture at 94℃ for 5 min followed by denature at 94℃for 35 s , annealing at 36℃ for 1 min , extension at 72℃for1.5 min ,

cycling 42 times , last ex tension at 72℃for 10 min.This amplification sy stem was very economical , convenient and the

band w as clear and stable.It w as the most appropriate system , based for the genetic diversity of curcumawenyuj in.

Keywords:Curcuma wenyuj in;Genomic DNA ;RAPD-PCR amplication system
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