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岩 虱 子 RAPD 反 应 体 系 的 研 究
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　　摘　要:利用 RAPD(随机扩增多态DNA)技术对濒危植物岩虱子进行了 RAPD反应体系的

研究。以岩虱子叶片为材料 ,采用改良的 CTAB 法提取其基因组 DNA ,进行 RAPD反应条件的

优化试验。通过单因子试验分别研究了模板DNA用量 、Mg
2+
浓度 、dNTPS浓度 、Taq 酶的用量

和引物浓度对 RAPD反应的影响 ,建立了适于岩虱子 RAPD分析的有效的稳定的反应体系 ,即在

25μL 总反应体系中 ,模板DNA的最适用量为 10 ng 、Mg
2+
的适宜浓度为 2. 0mmol /L 、dNTPs 的

适宜浓度 2. 2mmol /L 、Taq 酶的用量以 1 U 、随机引物的浓度以2. 5μmol/L为佳。
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　　岩虱子(Euptelea pleiosperma)为昆栏树科(Tro-

chodendraceae)领春木属 Euptelea Sieb. &Zucc),学名:

多子领春木。系落叶灌木或小乔木。通过摸索岩虱子

RAPD-PCR最适反应条件 ,系统探讨反应条件对扩增结

果的影响。利用 RAPD技术对岩虱子的 RAPD-PCR反

应条件进行优化 ,探讨扩增程序和反应条件对扩增结果

的影响。为岩虱子的分类研究 、品种鉴定 、多样性保护 、

遗传图谱构建 、基因定位 ,进而为其种质资源的保存工

作的开展提供技术保障和分子生物学依据。

1　材料与方法
1. 1　材料

岩虱子 ,采自甘肃麦积山林区。

1. 2　方法

用改良的 CTAB法[ 7 ,8]提取岩虱子基因组。

1. 2. 1　引物的筛选　一般认为 ,随机引物序列中 G+C

含量大于 60%对 RAPD形成有较好作用 ,信号较强的带

明显增加。试验所用的 100条引物购自 BIOASIA公司

(上海博亚生物技术有限公司),从中筛选出与岩虱子基

因组亲和力强 ,条带清晰的 3 条引物分别为 BA0031

(CAATCGCCGT ), BA0077(TTCCCCCCAG), BA0091

(TGCCCGTCGT)。

1. 2. 2　RAPD反应体系的优化设计　RAPD反应受多

种因素的影响 ,是一个比较复杂的生物化学反应 ,反应

体系中各组分的相互作用相当复杂 ,各个组分的配比直

接影响到试验结果 ,因此欲使 RAPD 技术得到广泛应

用 ,需建立标准化的反应体系。在对珍稀濒危植物岩虱

子遗传多样性研究过程中 ,为了使扩增产物产量高 ,条

带丰富 ,对影响 RAPD反应的主要因素进行了系统的研

究 ,以建立适合于岩虱子 RAPD分析的可靠性和重复性

好的反应体系 ,以用于该种植物的遗传操作分析。

RAPD反应梯度设计见表 ,每个梯度做了2个重复。

RAPD反应系统优化设计表
项目 1 2 3 4 5 6

Template DNA /ng 0. 5 5 10 20 40 60

MgCl2/mmol L -1  μL - 1 0. 5 1. 0 2. 0 2. 2 2. 6 3. 5

dNTPs /mmol L- 1  μL - 1 1. 0 1. 4 1. 6 1. 8 2. 2 2. 8

TaqDNA polymerase /U 0. 5 1 1. 5 2 2. 5 3. 8

Primer/μmol L - 1 0. 5 1. 0 1. 5 2. 5 3. 5 4. 5

1. 2. 3　RAPD扩增产物的检测　取 25 μL 扩增产物

10μL ,加入溴酚蓝 ,混匀 ,进行点样。在 1. 5%的琼脂糖

凝胶上 ,电压为5V /cm的情况下电泳1. 5 h取出凝胶放

进 EB溶液中染色 20 min ,然后通过凝胶成像系统拍下

RAPD扩增图谱并保存在计算机硬盘中。

2　结果与分析
2. 1　基因组 DNA的提取

用改良的 CTAB 法提取岩虱子基因组 DNA ,采用

琼脂糖凝胶电泳检测结果见图1 ,岩虱子基因组DNA电

泳得到的条带比较整齐 ,清晰 ,基本无降解 ,完整性较

好。说明所提取的DNA 的质量和产量都较高。

2. 2　模板 DNA用量

模板 DNA用量试验结果见图2 ,当模板量为 0. 5 ～

80 ng时 ,都有扩增带产生。但是0. 5～ 5 ng只有5条带 ,

当模板量大于等于10 ng时产生6条带 ,用量为10 ng时 ,

可以得到清晰条带 ,因此模板用量为10 ng是合适的。

2. 3　Mg2+浓度

Mg2+浓度试验结果见图 3 , 当 Mg2+浓度为

0. 5mmol /L时没有扩增产物 ,Mg2+浓度大于2. 2mmol /
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L时 ,虽有扩增出条带 ,但很弱 ,模糊不清;当 Mg2+浓度

为1. 0 ～ 2. 0 mmol /L时条带一致 ,但相比较而言 , Mg2+
浓度为 2. 0 mmol /L 时更加清晰 ,并且条带跑的分开一

些 ,因此Mg2+浓度为 2. 0 mmol /L时是比较理想的。

图 1　改良的CTAB 法提取 DNA图谱

注:泳道 1～ 4均为岩虱子总DNA。

图2　模板 DNA 用量对扩增结果的影响(引物 91)

　　 注:模板 DNA 用量分别为 0. 5、0. 5 、5 、5 、10 、10、

20 、20、40 、40 、80 、80 ng;M. D2000 DNA Ladder Marker。

2. 4　dNTPs浓度

dNTPs浓度试验结果见图 4 ,当 dNTPs的浓度在

1. 0 ～ 2. 8 mmol /L 时 , RAPD 反应都有扩增产物 ,当

dNTPs的浓度低于为2. 2 mmol /L时 ,条带很弱 ,个别条

带模糊不清;当dNTPs的浓度为 2. 2 mmol /L和

2. 8mmol /L ,扩增效果最佳 ,有 5条带 ,并清晰可见。虽

然浓度为 2. 2mmol /L 时条带亮度不及 2. 8mmol /L ,但

是用于遗传多样性分析其清晰度已经足够 ,考虑到节约

dNTPs用量和它与 Taq 酶竞争 Mg2+ ,因此优化的体系

中选用 2. 2mmol /L。

图 3　Mg2+浓度对扩增结果的影响(引物 91)

　　注:1-1～ 6-2 mg2+浓度分别为 0. 5 、0. 5 、1. 0、1. 0、2. 0 、2. 0 、2. 2 、

2. 2、2. 6 、2. 6 、3. 5、3. 5 mmol /L;M. D2000 DNA Ladder Marker

图 4　dNTPs 浓度对扩增结果的影响(引物31)

　　注:1～ 6 dNTPs 浓度分别为 1. 0 、1. 4、1. 6、1. 8、2. 2 、

2. 8 mmol /L;M. D2000 DNA Ladder Marker。

2. 5　TaqDNA 聚合酶浓度

图 5　Taq 酶用量对扩增结果的影响(引物 77)

　　注:1-1～ 6-2 Taq 酶用量分别为 0. 5、0. 5 、1. 0 、1. 0、1. 5 、1. 5、

2. 0、2. 0 、5. 0 、2. 5、3. 8 、3. 8 U;M. D2000 DNA Ladder Marker。

　　TaqDNA 聚合酶浓度试验结果见图5 , TaqDNA 聚

合酶用量为0. 5 U 时 ,有的带扩不出来。当用量为 1. 0

U 时 ,扩出的DNA 带型和强度都较好。当 Taq 聚合酶

的用量大于1. 0 U时 ,条带比较一致 ,但是渐渐变弱 ,个

别条带变得模糊不清。因此采用 1. 0 U 的 Taq 聚合酶

作为最优反应条件 ,这样既取得了良好的扩增条带 ,又

节约了酶试剂。

2. 6　引物浓度

引物浓度试验结果见图 6 ,试验结果在试验范围内

基本都能扩增出清晰且带型一致的图谱。0. 5 ～ 2. 5

μmol/L 时 ,条带渐渐变强 ,2. 5 ～ 4. 5μmol /L 时条带又

渐渐变弱。但在引物浓度 2. 5μmol/L时 ,扩增的图谱最
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佳 ,条带丰富 ,并且非常清晰 ,故引物的最优浓度为

2. 5μmol/L。

3　结论与讨论
3. 1　采用液氮提取DNA

采用液氮并且加入适量(叶片质量的 1%～ 6%)的

PVP粉末快速研磨 ,研磨后应立即加入提取液。这样既

减少了植物叶子与空气接触的时间 ,防止酚类物质被氧

化变成棕褐色 ,又防止了植物叶片受到伤害后活性增加

的DNase降解DNA ,保证了基因组的完整性。

3. 2　选择幼叶作为DNA的提取材料

一般植物组织中的多糖及其他一些次生代谢产物 ,

如酚、脂 、萜等 ,会对DNA 的提取造成很大的困难 ,而且

这些物质的含量随植物组织器官的生长而增加。因此 ,

在试验中选用幼叶作提取材料。

图 6 　引物浓度对扩增结果的影响(引物31)

　　注:1-1～ 6-2. 引物浓度分别为 0. 5 、0. 5 、1. 0 、1. 0 、1. 5 、1. 5 、2. 5 、2. 5 、

3. 5、3. 5 、4. 5 、4. 5μmol /L;M.D2000 DNA Ladder Marker。

3. 3　模板 DNA 用量对 RAPD反应的影响

模板 DNA是制约 RAPD扩增产量和特异性的一

个主要因素。模板中残留的微量氯仿 、SDS , CTAB 、异

丙醇以及一些多糖、小分子有机物等往往影响扩增产

物 ,因此 ,在 DNA模板不很纯的情况下 ,可用有效范围

内的最低极限 ,使抑制 Taq酶活性的因子的影响降到最

小。因此在该反应体系中DNA模板最适用量为 10 ng。

3. 4　Mg
2+
对 RAPD反应影响

Mg
2+
的浓度对 RAPD-PCR反应的特异性和扩增效

果有着显著的影响 ,在试验中 ,岩虱子的 RAPD反应 ,在

一定浓度范围内 ,随着 Mg2+浓度的增高 ,并不出现非特

异性条带 ,当 Mg2+浓度为 2. 0 mmol /L 时 ,可以得到很

清晰的扩增条带 ,而当 Mg
2+
浓度高于 2. 0 mmol /L 时 ,

背景开始渐渐变得模糊起来。因此 ,Mg2+浓度最适浓度

为2. 0 mmol /L。

3. 5　dNTPs对 RAPD反应影响

dNTPs浓度过高导致扩增产物的错误渗入率增加 ,

且与Taq酶竞争Mg
2+
,抑制酶的活性;浓度过低 ,在反

应过程中被过早的用尽 ,使扩增的谱带数少 ,产率低下 ,

甚至会因 dNTPs过早消耗而使产物单链化 ,从而影响

扩增效果。试验发现 dNTPs 在 RAPD 反应浓度为

2. 2mmol /L时 ,取得了较理想的效果。

3. 6　Taq 酶对 RAPD反应影响

TaqDNA 聚合酶在 PCR反应中的用量受到反应体

积 、酶的活性 、酶的耐热性等因素的制约。在试验 6种

酶梯度中 ,在用量为 0. 5 U时 ,谱带少 ,这可能由于 Taq

酶减少 ,降低了引物与模板的结合能力 ,导致DNA 条带

产量下降;当用量为 1. 0 U 时 ,扩出的DNA 带型和强度

都较好。在试验的范围内 ,随着用量增加 ,没有出现非

特异性条带 ,反而个别条带变弱 ,或者扩增不出来。

3. 7　引物对 RAPD反应影响

引物浓度的变化实质上是改变了引物与模板配对

机率 ,从而影响扩增效率。引物浓度过低 ,模板量大 ,引

物与模板的结合机率降低 ,有许多应该结合的位点未结

合 ,即使结合了的位点也未达到最佳的状态 ,造成扩增

产物的强带变弱或消失 ,弱带模糊而不能反映扩增的真

实情况;引物浓度过高 ,引物与模板非特异性配对 ,出现

非特异性扩增 ,不稳定弱带增加。试验中发现 ,引物终

浓度 0. 5 mmol /L 时 ,条带微弱;引物浓度在 0. 5 ～ 2. 5

mmol /L时 ,条带渐强。当引物终浓度为 2. 5 mmol /L时

扩增效果最佳。试验范围内 ,引物浓度大于 2. 5mmol /L

时 ,未出现非特异扩增条带。

通过以上的试验 ,岩虱子优化的反应体系为:25μL

反应体系中 ,含模板DNA 10 ng ,Mg2+浓度2. 0mmol /L ,

引物浓度为 2. 5μmol/L , dNTPs浓度为 2. 2 mmol /L ,

Taq 聚合酶 1U。总的来说 , RAPD 反应条件严格 ,

Mg
2+
、Taq DNA 聚合酶 、引物 、模板DNA和 dNTP及等

因素均能影响扩增结果 ,已有的 RAPD反应体系不能适

合所有的物种。在试验中 Mg2+与 dNTP 对扩增反应影

响最显著 ,尤其是 Mg2+浓度稍微变化就会影响扩增效

果 ,有的条带变弱 ,甚至整个泳道的条带模糊。
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绿化刺槐突变株的离体组织培养

曹 君迈1 , 陈彦云2 , 高艳 明2

(1.西北第二民族学院 ,宁夏银川 750021;2.宁夏大学,宁夏 银川 750021)

　　摘　要:对刺槐的 3种变异株进行了离体组织培养研究 ,结果表明:

MS+BA 1 mg /L+IBA 0. 05 mg /L+sugar 30 g /L 均适合 3个变异品种刺

槐芽分化 ,其分化率为 93. 3%～ 100%,且理想的增殖培养基为 MS+

BA 0. 5mg /L+IBA 0. 05 mg /L+KT 0. 5mg /L+sugar 30 g /L ,繁殖系数为

4. 5 ～ 8. 02 ,最适的生根培养基为 1/2MS +IAA 0. 05 mg /L +sugar

30 g /L+0. 1%活性碳 ,生根率为100%;练苗成活率49. 5%～ 72%,其中28

号变异株表现优良 ,有利于组培快繁。

关键词:刺槐变异株;离体培养

中图分类号:S 792. 27　文献标识码:A

文章编号:1001 - 0009(2007)08 -0197 - 02

　　目前 ,关于刺槐的组织培

养[ 1] 及影响培养的因素[ 2] 已有报

道 ,特别是关于饲料型四倍体刺

槐的组织培养技术研究较

多[ 3 - 5] 。在研究中 ,主要针对宁

夏暖泉农场从东北引进栽植的绿

化刺槐进行了研究 ,观察发现在

栽植的 50多棵树中 ,其中有3棵

变异株 ,在 6 a生长时间中树高

达10m以上 ,树径达15 cm ,达到

速生树种的要求[ 6] 。因此 ,对 3

种变异株的植物组织培养技术进

行了研究 ,利用刺槐变异的特殊

株 ,即生长速度快 ,树干笔直无

刺、高大粗壮 ,树枝分叉多 ,叉上

刺密 ,无种子(28号)或种子极少

(24 、34号)等特点 ,进行组织培

养快速繁殖 ,以便保持变异株的

特征特性 ,为生产提供优良的速生树种种苗 ,并为大规

模工厂化育苗提供科学的理论配方。

1　材料与方法
1. 1　材料

1. 1. 1　试验材料　从宁夏暖泉农场的刺槐林中 ,选择树

干高大 、粗壮 、无病虫害 、树干上无刺 ,而且树枝分叉多 、

刺密 、种子极少或无种子 、生长速度快的特殊变异种 ,于

2003年 5 月上旬取实际栽植顺序为第 24 棵 、第

28棵 、第34棵的嫩芽作为接种材料共3株 ,分别编为
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24号 、28号和34号。

1. 1. 2　试剂　试验试剂均为分析纯。BA 购于 Zew-

land ,其余为上海植生所生产。

1. 1. 3　培养基　诱导分化培养基为 4种:即:1. MS+

BA 3.0mg /L+IBA 1.0mg /L+sugar 30 g /L;2.MS+BA

2 mg /L +IBA 0. 5 mg /L +sugar 30 g /L;3. MS +
BA 1mg /L+IBA 0.05mg /L+sugar 30 g /L;4. MS+BA

0. 5mg /L+IBA 0. 05mg /L+sugar 30 g /L。增殖培养基

为 2种:即:5.MS+BA 1mg /L+IBA 0. 05mg /L+sugar

30 g /L;6. MS +BA 1 mg /L +IBA 0. 05 mg /L +

KT 0.5 mg /L+sugar 30 g /L。

1. 2　方法

把取回的嫩芽及时用洗洁精漂洗一遍 ,在自来水下

冲洗至无泡沫 ,然后将外植体带入接种室 ,把嫩芽夹

[ 8] 　曲士松 ,刘宪华 ,黄宝勇, 等. CTAB 法提取大蒜 、白菜基因组 DNA [ J] .山东农业大学学报(自然科学版),2000, 31 (4) :427-429.

Rearch on RAPDReaction System of Euptelea pleiosperma Hook. f. &Thoms

T IAN Shi-lin , LI Li

(College of Ag riculture and Fo restry Sciences , Istitute of Huanghuai , Henan 463000 ,China)

Abstract:RAPD technology was first employed to study the rare and endangered plant Euptelea pleiosperma Hook. f.

&Thoms. In this experiment ,modified CTAB methods were used to extract DNA from the leaves of Euptelea pleiosperma

Hook. f. &Thoms to optimize RAPD reaction system. An efficient and stable RAPD reaction system was established through

the investment of factors of:template DNA , Mg2+ , dNTPs ,Taq DNA polymerase and primers which will inf luence the re-

sults of RAPD. The results showed that the optimized RAPD reaction conditions were 10ng template DNA ,2. 0mmol /L

Mg
2+
,2. 2mmol /L dNTPs ,1unit Taq polymerase and 2. 5μmol/Lol /L primer in a total of 25μl reaction mixture.
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