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　　摘　要:以改良的 SDS法提取辣椒基因组DNA ,利用正交设计优化辣椒 RAPD-PCR反应体

系中几个重要成分的浓度 ,建立了辣椒基因组适用的简单 、稳定和重复性较好的 RAPD-PCR反应

体系。
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　　RAPD(Random Ampli-fied PolymorphismDNA)技

术是由Williams和Welsh 等于1990年同时创立的一种

DNA 分子标记技术[ 1-2] ,因其成本低廉 ,操作简单 ,但能

直接反映 DNA水平上的差异 ,而且不受季节和环境条

件的限制 ,植物的各个器官 、组织和发育时期均可用于

检测等优点[ 3] ,已在番茄 、西瓜 、甘蓝等作物品种鉴定与

杂种纯度检验得到广泛应用 ,并逐步成为探索与改良作

物的主要手段之一。现以改良的 SDS 法提取辣椒基因

组DNA ,利用正交设计优化 PCR反应体系 ,取得了稳定

和重复性较好的 RAPD-PCR反应体系。现将结果报道

如下。

1　材料与方法
1.1　试验材料

供试材料辣椒由黑龙江省农科院园艺分院提供。

1.2　试验方法

1.2.1　叶片总 DNA的提取　总 DNA 的提取参照《植

物基因工程》[ 4] SDS法并加以修改进行。具体步骤:①

称取新鲜的辣椒叶片(3 ～ 4片真叶期)100～ 200 mg 用无

菌水冲洗 2～ 3次用灭菌滤纸吸干水分在液氮中快速研

磨成粉末转入 1.5 mL EP 管中。②迅速加 700 μL 经

65℃预热的提取缓冲液摇动使粉末充分散开加入78μL

20%的SDS在 65℃水浴中1 h间隔晃动2 ～ 3次。③取

出冷却至室温加入160μL 、5 mol/ L的KAC于-20℃冰

浴30 min。④12 000 rpm离心 5 min小心吸取上清液

(注意不要吸起位于中间的蛋白质层必要时可适当弃去

部分上清液)。⑤将上清液转入新的 EP 管中加入等体

积的酚∶氯仿(1∶1)轻轻颠倒数次放置片刻12 000 rmp

离心 10 min此步骤重复 2次。⑥吸取上清液加入等体

积的氯仿∶异戊醇(23∶1)12 000 rpm离心10 min(轻轻

颠倒静止5 min再离心)。⑦吸取上清液加入上清液1/5

体积的 3 mol/L NaAC(pH 5.2)充分混匀加入 2.5倍上

清液体积的无水乙醇轻轻摇匀 ,观察 DNA沉淀的生成 ,

室温放置 10 min 10 000 rpm离心 5 min倾上清。⑧用

80%乙醇洗 2 ～ 3 次吹干或室温晾干 ,加 20 ～ 40 μL

ddH2O。⑨加入3 ～ 5μL RNaseA混匀并在37℃下保温

30 min ,然后置-20℃下保存备用。

1.2.2　PCR条件的确立　RAPD反应条件要求严格涉

及到的因素较多。试验根据正交法对 DNA模板浓度、

dNTPs 、Mg2+浓度 、引物浓度 、TaqDNA 聚合酶浓度 5个

因素设置浓度梯度 ,每个因素选定 4个浓度水平 ,设计

因素水平表见表1。选用正交试验表 L16(45)安排试验 ,

见表2。按表2加样共有16个处理。在美国PE公司生

产的 PE-480型 PCR扩增仪上进行扩增 ,反应体系为 20

μL ,除表中所列因素外 ,每管还有10×PCR Buffer 2μL。

　　表 1　　　　　正交试验因素水平表

　　Table 1　　　　Factors level table of orthogonal design

水平Level

(终浓度Final

concent ration)

因素Factors

引物

Primer

/μmol·L-1

dNTPs

/μmol·

L-1

Mg 2+

/mmol·

L-1

Taq酶

Po lymerase

/ U·(20μL)-1

DNA模板

Template

/ng·(20L)-1

1 0.1 160 0.5 1 60

2 0.2 120 1 0.5 20

3 0.3 200 1.5 2 40

4 0.4 80 2 1.5 80

1.2.3　RAPD扩增条件　PCR扩增反应程序:94℃预变

性 5 min;94℃变性 1 min , 36℃复性 1 min , 72℃延伸

1 min ,35个循环;最后 72℃延伸 10 min。

1.2.4　RAPD产物电泳　扩增产物在 1.2%的琼脂糖

凝胶上电泳分离 ,溴化乙锭染色后 ,在紫外凝胶成像系

统中观察并拍照。
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　　表 2　　　　　L16(45)正交试验表

　　Table 2　　　The table of L16(45)orthogonal design

试验号

No.

因素Factors

引物Primer dNTPs Mg2+
Taq酶

Polymerase

DNA模板

Template

1 1 1 1 1 1

2 1 2 2 2 2

3 1 3 3 3 3

4 1 4 4 4 4

5 2 1 2 3 4

6 2 2 1 4 3

7 2 3 4 1 2

8 2 4 3 2 1

9 3 1 3 4 2

10 3 2 4 3 1

11 3 3 1 2 4

12 3 4 2 1 3

13 4 1 4 2 3

14 4 2 3 1 4

15 4 3 2 4 1

16 4 4 1 3 2

2　结果与分析
2.1　辣椒基因组DNA的提取

各样品的基因组 DNA 采用改良的 SDS 抽提法提

取 ,用0.8%的琼脂糖电泳检测(见图 1)。从图中可见

DNA呈一条带 ,说明所提 DNA 具有良好的完整性 ,且

纯度较高 ,可以作为 RAPD的模板使用。

图 1　利用 SDS法提取的 DNA(1～ 10为所提取的辣椒叶片 DNA)

Fig.1　Extracted DNA of using SDS method

(1～ 10 were genomic DNA of dif ferent pepper leaves)

图 2　辣椒基因组 DNA RAPD-PCR正交试验扩增结果

Fig.2　The orthogonal design result s of pepper genomic DNA RAPD-PCR

2.2　辣椒 RAPD-PCR扩增反应体系的确立

该试验为 5因素 ,4水平试验 ,16个组合 ,试验结果

见图 2。从电泳图谱可见 16 种可能的组合中 ,有 13种

组合(1 、2 、3、4 、5 、6、7 、8 、9、10、11 、12 、13)扩增出的条带非

常清晰 ,而有的组合扩增出的条带数少 ,且不清晰。同

时注意到 ,从13个能扩出清晰条带的组合看出 ,有 7个

组合扩出的 RAPD图谱一致 ,但各片段的亮度在各组合

中不一样。即不同组合的优势扩增片段不同。组合 2 、

3、5 、6 、7、8 、9 、11的大片段(1 500 bp)呈优势扩增 ,而组

合7在小片段(550 bp)有清晰条带 ,重复性好 ,该组合用

于辣椒 RAPD鉴别。该试验所采用的优化体系见表 3。

3　讨论
DNA提取常用的方法有SDS法 、CTAB 法 、高盐低

pH法等多种
[ 5]
。它们的产率 、DNA 纯度和降解状态均

不相同。为了保障试验结果的稳定与可靠要确保样品

DNA的质量。在DNA提取的过程中 ,要防止 DNA降

解。如果在提取过程中 DNA降解的多 ,可能会导致一

些随机的扩增结果 ,从而对结果产生影响。辣椒 DNA

的提取以幼嫩的叶片为好 ,容易研磨 ,杂质少 ,产量高 。

　　表 3 　试验扩增反应体系

　　Table 3 　Optimized extend system

成分 Component 加入量Addition amount/μL

ddH2O 12

10×Buffe r缓冲液 2

MgCl2 2

dNTP 0.8

引物 1

TaqDNA 聚合酶 0.2

模板DNA 2

总体积 20
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该研究采用改良 SDS 法得到的 DNA纯度较高 ,片段较

大 ,符合 RAPD的要求。

　　已有的进行 RAPD-PCR体系优化的报道很多 ,但大

多是采用简单的梯度试验的方法 ,对每个因素的最佳水

平进行摸索 ,需要进行多次的梯度试验 ,过程繁琐且不

能兼顾到各因素间的交互作用。该试验采用正交法设

计 ,充分考虑RAPD-PCR反应中每个因素同时变化对反

应的影响 ,通过 1次试验就得到了最佳反应体系 ,大大

简化了试验过程 ,节省了时间 ,降低了试验成本。为今

后将 RAPD技术进一步应用于辣椒研究奠定了基础。

在辣椒种质资源亲缘关系的分析中 ,选择了该试验

优化的 DNA提取方法以及 PCR反应体系 ,部分辣椒种

质资源的 PCR产物扩增电泳结果如图3所示。

图 3　RAPD-PCR反应体系在不同辣椒品种上的应用效果

Fig.3　The application ef fect of RAPD-PCR react ion system in dif ferent pepper variety
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Genomic DNA Extraction and RAPD-PCR SystemOptimization of Hot Pepper
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Abstract:Hot pepper were used to extract genomic DNA by using the improved SDS method , concentrations of several

important components in RAPD-PCR conditions were optimized through the orthogonal method.RAPD-PCR system of

stability and reproducibility were established.
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