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空间诱变辣椒 ＡＦＬＰ反应体系的优化
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　　摘　要：为了建立适合空间诱变辣椒的ＡＦＬＰ反应体系，以３～４叶期的辣椒叶片为试材，对
体系中的ＤＮＡ用量、酶切与连接、预扩增及产物的稀释倍数等关键因素进行了优化，确立了适合
空间诱变辣椒的ＡＦＬＰ反应体系。结果表明：采用该体系对空间诱变辣椒进行ＡＦＬＰ分析，能够
得到清晰稳定的分子标记图谱。
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　　空间诱变是指利用空间环境中的强辐射、微重力、
高真空等条件，使植物种子发生基因突变和染色体畸
变，从而诱发植物突变的一种育种方式。经研究发现，
经过空间诱变的辣椒种子，可发生遗传性基因突变，主
要表现在植株、果型、产量、品质等性状改变。除此以
外，维生素Ｃ和可溶性固形物、铜、铁等微量元素含量
也有所提高［１］。因此，选择利用空间环境对辣椒进行
诱变，在一定程度上可以加速其育种进程，改善品质。

ＡＦＬＰ（Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｌｅｎｇｔｈ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）
技术是ＲＦＬＰ和ＰＣＲ相结合的产物，其特点是所需
ＤＮＡ量少，不需要Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交和预先知道ＤＮＡ序
列，具有高效、快速、稳定、可靠等优点［２－４］。已经被广
泛应用于植物的遗传多样性分析、品系鉴定等研
究［５－６］。但因植物的种类不同，ＡＦＬＰ的技术体系也有
所差异。该试验主要对空间诱变辣椒叶片的ＤＮＡ提
取方法、酶切、预扩增体系等方面进行优化，确立了一
套适合空间诱变辣椒ＡＦＬＰ的反应体系，为进一步深
化空间诱变辣椒的分子生物学研究奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
该研究所用的材料由黑龙江省农业科学院园艺分

院提供的经过空间诱变、能稳定遗传的辣椒品种。采
集３～４叶期的辣椒叶片，称取重量约１．０ｇ左右，立即
用液氮冷冻，放入－８０℃待用。

１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取　基因组ＤＮＡ的提取采用了改
良ＣＴＡＢ法［７］。具体步骤如下：① 将叶片放入研钵
中，加液氮充分研磨成粉末后转移到１．５ｍＬ离心管
中，加入６５℃预热的２％的ＣＴＡＢ提取液（提取液中，
加入１％ 的ＤＴＴ）７００μＬ，６５℃水浴３０ｍｉｎ。②将离心
管取出冷至室温，加氯仿：异戊醇（２４∶１）７００μＬ，充分
混匀，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。③取上清液转移至
新离心管，重复②１次。④ 取上清液至新离心管后加
入等 体 积 预 冷 的 异 丙 醇 －２０℃ 沉 淀 ２０ ｍｉｎ，
１０　０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ。⑤ 去上清液，沉淀用预冷
的７０％的乙醇漂洗２次后风干，加入５０μＬ灭菌的去
离子水溶解，置于－２０℃冰箱中保存备用。取５μＬ用
１％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．２．２　酶切和连接　采用ＥｃｏＲⅠ和ＭｓｅⅠ２种限制性
内切酶对ＤＮＡ进行２种酶切方法的比较。方法１：先
加入ＭｓｅⅠ酶切，后加入ＥｃｏＲⅠ酶切，总体系为５０μＬ，
ＤＮＡ　５μＬ，ＭｓｅⅠ（１０Ｕ／μＬ）１μＬ，１０×Ｔａｎｇｏ　ｂｕｆｆｅｒ
４μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　３０μＬ，６５℃反应２ｈ置于冰上，再加入
ＥｃｏＲⅠ（１０Ｕ／μＬ）１μＬ，１０×Ｔａｎｇｏ　ｂｕｆｆｅｒ　１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
８μＬ，３７℃反应２ｈ，７５℃灭活１５ｍｉｎ。方法２：ＭｓｅⅠ和
ＥｃｏＲⅠ２种酶同时加入体系进行双酶切，总体系为
４０μＬ，ＤＮＡ　５μＬ，１０×Ｔａｎｇｏ　ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，ＭｓｅⅠ
（１０Ｕ／μＬ）１μＬ，ＥｃｏＲⅠ（１０ Ｕ／μＬ）１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
３８μＬ，３７℃反应２ｈ，７５℃灭活１５ｍｉｎ。此步骤中设定
模板量梯度，即加入的基因组ＤＮＡ的浓度分别设为
２０、４０、６０、８０、１００ｎｇ／μＬ比较不同模板ＤＮＡ量对酶切
的影响。酶切后加入１０μＬ的连接液，１６℃连接过夜。
１．２．３　预扩增　取酶切连接产物５μＬ作为ＤＮＡ模
板，ｄＮＴＰ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ，ＭｇＣｌ２
（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．２μＬ，Ｅ００（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．６μＬ，Ｍ００
（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．６μＬ，Ｔａｑ 酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，加
ｄｄＨ２Ｏ至总体系２０μＬ。在预扩增的同时进行单变量
的优化，Ｍｇ２＋ （２５ｍｍｏｌ／Ｌ）浓度的优化梯度是０．８、
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１．２、１．６、２．０、２．５μＬ，其它体系不变；ｄＮＴＰ（２ｍｍｏｌ／
Ｌ）浓度的优化梯度是１．０、１．５、２．０、２．５、３．０μＬ；引物
的优化梯度是０．４、０．６、０．８、１．０、１．２μＬ；Ｔａｑ酶（５Ｕ／

μＬ）用量的优化梯度是０．１、０．２、０．３μＬ。对预扩增产
物稀释１０、２０、３０、４０、５０倍后分别进行选择性扩增，比
较预扩增产物在不同稀释倍数下的选择性扩增效果。
１．２．４　选择性扩增　选择性扩增的体系与预扩增优
化后的体系相同，取预扩增稀释产物５μＬ为ＤＮＡ模
板进行选扩，产物经６％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳后
进行银染检测。在２０μＬ选择性扩增产物加入５μＬ
甲酰胺上样缓冲液，９５℃变性１０ｍｉｎ后，置于冰上，取
５μＬ在６％的聚丙烯酰胺凝胶中电泳，当第一条蓝色
指示带电泳到电泳板底端时停止，取下电泳板进行
银染。

２　结果与分析
２．１　基因组ＤＮＡ的提取
用改良的ＣＴＡＢ法提取的基因组ＤＮＡ经过１％

的琼脂糖电泳检测结果如图１，ＤＮＡ片段完整，条带整
齐，没有降解，表明该方法提取的基因组ＤＮＡ质量较
好，符合ＡＦＬＰ的要求。

图１　基因组ＤＮＡ质量检测
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｌｅ　ＤＮＡ

２．２　酶切和连接
由图２可知，２种酶切方法得到的片段都在１００～

５００ｂｐ之间，但是方法１比方法２酶切的效果更好，片
段更集中，所以使用方法１比较妥当。试验结果表明，
模板ＤＮＡ用量的不同对ＡＦＬＰ分析结果影响不大，所
以体系采用１００ｎｇ／μＬ　ＤＮＡ用量，既节约ＤＮＡ的用
量，又可以完全酶切。

图２　酶切效果比较
注：１：方法１；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；２：方法２。

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｎｚｙｍｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
Ｎｏｔｅ：１：ｏｎｅ　ｍｅｔｈｏｄ　１；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；２：ｔｗｏ　ｍｅｔｈｏｄ．

２．３　预扩增反应体系的优化
试验结果证明，当 Ｍｇ２＋浓度过小时，扩增量很少，

当 Ｍｇ２＋浓度过大时，非特异性扩增则增加，影响扩增
的效率，因此，Ｍｇ２＋浓度应设定为２．０ｍｍｏｌ／Ｌ。试验
中设计ｄＮＴＰ浓度分别为０．１、０．１５、０．２、０．２５、０．３
ｍｍｏｌ／Ｌ，结果表明当浓度为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增效果
最好。引物浓度小于０．３μｍｏｌ／Ｌ时，则扩增量少，大
于０．３μｍｏｌ／Ｌ时，扩增量无明显差别，但非特异性扩
增增多，所以，引物浓度设定为０．３μｍｏｌ／Ｌ。该试验设
计了３个Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶的用量梯度，结果表明，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶浓度低会导致扩增效果不明显，所以浓度
设定为１Ｕ，即能获得好的扩增效果又不会造成浪费。
通过对选择性扩增的电泳谱条带背景的比较发现预扩

增产物稀释１０、２０倍后背景颜色较深，条带不清晰，不
利于读取；而３０～５０倍能够得到较清晰的条带，并且
节约成本，因而确定预扩增产物稀释倍数在３０～５０
之间。
２．４　优化后的ＡＦＬＰ体系
通过对影响ＡＦＬＰ反应体系中几个关键因素的比

较优化试验，建立了适合空间诱变辣椒的ＡＦＬＰ反应
体系。
２．４．１　酶切连接体系　基因组ＤＮＡ的浓度为１００
ｎｇ／μＬ，酶切体系为５０μＬ，ＤＮＡ　５μＬ，ＭｓｅⅠ（１０Ｕ／μＬ）
１μＬ，１０×Ｔａｎｇｏ　ｂｕｆｆｅｒ　４μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　３０ｍＬ，６５℃反应
２ｈ后置于冰上，再加入ＥｃｏＲⅠ（１０Ｕ／μＬ）１μＬ，１０×
Ｔａｎｇｏ　ｂｕｆｆｅｒ　１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　８μＬ，３７℃反应２ｈ，７５℃灭
活１５ｍｉｎ。酶切完成后加入１０μＬ的连接液，１６℃连
接过夜。ＤＮＡ样品可做下一步ＡＦＬＰ预扩增的模板。
２．４．２　预扩增２０μＬ反应体系　由表１可知，预扩增
反应程序：（１）９４℃３ｍｉｎ；（２）９４℃３０ｓ；（３）５６℃３０ｓ；
（４）７２℃１ｍｉｎ；（５）２９ｔｉｍｅｓ　ｔｏ（２）；（６）７２℃５ｍｉｎ；（７）
ＥＮＤ。ＰＣＲ反应结束后，将预扩增产物稀释３０倍后，
用做选扩的模板。
　　表１ 预扩增反应体系

　　Ｔａｂｌｅ　１ Ｔｈｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ　ｏｆ　ｐｒｅ－ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
试剂

Ｒｅａｇｅｎｔ

试剂原浓度

Ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

用量

Ｄｏｓａｇｅ／μＬ
酶切连接产物

Ｅｎｚｙｍｅ　ｃｕｔ　ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ
５．０

Ｅ００　 １０μｍｏｌ／Ｌ　 ０．６
Ｍ００　 １０μｍｏｌ／Ｌ　 ０．６
ｄＮＴＰ　 ２ｍｍｏｌ／Ｌ　 ２．０
ＭｇＣｌ２ ２５ｍｍｏｌ／Ｌ　 １．６

Ｔａｑ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　 ５Ｕ／μＬ　 ０．２
ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ　 １０× ２．０
ＭｉｌｌｉＱ　Ｈ２Ｏ ８．０

２．４．３　选择性扩增２０μＬ体系　由表２可知，选择性
扩增反应程序：（１）９４℃３ｍｉｎ；（２）９４℃３０ｓ；（３）６５℃
３０ｓ，－０．７℃／ｃｙｃ；（４）７２℃１ｍｉｎ；（５）１２ｔｉｍｅｓ　ｔｏ（２）；
（６）９４℃３０ｓ；（７）５６℃３０ｓ；（８）７２℃１ｍｉｎ；（９）２４ｔｉｍｅｓ
ｔｏ（６）；（１０）７２℃５ｍｉｎ。利用以上条件获得了 ＡＦＬＰ
的较好的扩增结果（图３）。
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　　表２ 选择性扩增体系

　　Ｔａｂｌｅ　１ Ｔｈｅ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ
试剂

Ｒｅａｇｅｎｔ
浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
用量

Ｄｏｓａｇｅ／μＬ

预扩增产物稀释液

Ｄｉｌｕｅｎｔ　ｏｆ　ａｄｖａｎｃｅ
ｐｒｏｄｕｃｔ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

５．０

ＥｃｏＲⅠｐｉｍｅｒ　 ５０ｎｇ／μＬ　 １．０
ＭｓｅⅠｐｉｍｅｒ　 ５０ｎｇ／μＬ　 １．０
ｄＮＴＰ　 ２ｍｍｏｌ／Ｌ　 ２．０
ＭｇＣｌ２ ２５ｍｍｏｌ／Ｌ　 １．６

ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ　 １０× ２．０
Ｔａｑ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　 ５Ｕ／μＬ　 ０．２
ＭｉｌｌｉＱ　Ｈ２Ｏ ７．８

图３　选择性扩增的电泳图
Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｐｏｌｙａｒｃｙｌａｍｉｄｅ　ｇｅｌｓ

３　讨论
ＡＦＬＰ技术主要包括模板ＤＮＡ的制备，酶切，连

接，预扩增与选择性扩增，凝胶电泳及银染，过程较繁
琐，技术难度较大，因此试验条件的优化显得更加重
要［８］。基因组ＤＮＡ的质量直接影响ＡＦＬＰ的结果，该
试验采用了改良的ＣＴＡＢ法，在缓冲液中用ＤＴＴ代替
了巯基乙醇，可有效的去除酚类物质并防止氧化，减少
刺激性气味，降低毒性，所获得的ＤＮＡ纯度较高，无污
染，符合ＡＦＬＰ标记的要求［９］。该试验选择了低频酶
ＥｃｏＲⅠ和高频酶ＭｓｅⅠ的组合，由于不同的酶有不同的
适宜温度，因此温度不一样，最好分开酶切，虽然 Ｍｓｅ　Ｉ
在３７℃也有一定的酶切活性，但酶切效率低，所以该试
验采用分步酶切。

　　预扩增和选择性扩增是ＡＦＬＰ分析的重要步骤，
其中 Ｍｇ２＋浓度是影响扩增结果的重要因素，Ｍｇ２＋过
低时，Ｔａｑ聚合酶的酶活明显降低，Ｍｇ２＋浓度过高时，
则非特异性扩增就增大，因此，选择合适的 Ｍｇ２＋浓度
是扩增反应成功的关键。ｄＮＴＰ浓度过低时，会引起
合成的效率降低，扩增量不够，导致扩增产物的单链
化，ｄＮＴＰ浓度过高会促进错误的掺入。当引物浓度
小时，扩增量就少，但引物浓度过高则导致非特异性扩
增的增加［１０］。因此看出，在扩增体系中各种试剂的优
化是十分重要的。
根据试验对ＡＦＬＰ体系中的几个重要参数的优

化，确立了适合空间诱变辣椒的ＡＦＬＰ反应体系。应
用该试验优化后的体系，对选择性扩增产物进行了电
泳和银染检测，得到了清晰可辨、扩增信号好、强度基
本一致的条带，为今后空间诱变辣椒的差异表达基因
分析和基因克隆等奠定了基础。
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