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[摘 要] 以芜菁、犬 白菜及其杂交 1代为试材 ，系统分析了 MgCI：浓度 、dNTP浓度 、 

随机引物浓度、模板 DNA用量、TaqDNA 聚台酶浓度以及不 同来源扩增缓冲液对 RAPD反 

应 的影响，建立了一套稳定的 RAPD反应体系 该体系反应体积为 2O．uL，MgC[ 浓度为 1．5 

mmol／L，dNTP浓度为 200~．moi／L，随机引物浓度为 0．4 g-moi／L，模板 DNA 为 2O“g，Taq 

DNA聚台酶为 6．67 t~mo[／(L·min) 在 8种热循环条件下，诚体系具有 稳定的重现性，其扩 

增程序为：94"C／1 ~ 36"C／20 一72℃／1 0 预扩增 2循环 ；94C／IO ~36"C／15 一72℃／70 扩增 

38循环；72℃／4 延伸效果最好 

[关键词]： ￡ ；墨垒￡ 基堕墨笪。1 p嘲擘仿驹 
[中国分类号] $634．1 [文献标识码] A 

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)是 基 于 PCR (Polymerase Chain 

Reaction)的一种 DNA分子标记。此方法 自WiltiamsIt3创立 以来，已广泛地应用于生物多 

样性检测0 、基因定位 、遗传作图 、QTL分析 、外源基因跟踪[ 及品种真 

实性检测 等领域。但由于 RAPD技术采用的引物比较短(通常为 10 核苷酸单链 

DNA分子)，退火温度比较低(常低于 45℃)，导致 RAPD标记对反应条件比较敏感 因此 

在应用 RAPD标记时，对RAPD反应条件进行优化十分必要 本研究以芜菁、太白菜及其 

杂种的 DNA 为模板 ，对 RAPD反应的各种因素进行全面比较分析，建立了稳定的 RAPD 

反应体系。 

1 材料与方 法 

1．1 材 料 

欧洲芜菁 ( m s ∞ campestris L_ssp，rapifera Metzg．)、中国大 白菜 (B．campestris 

L-ssp·penkinsis(Lour)Olss0n)及其二者的杂交 1代均由北京市蔬菜研究 中心白菜组 

余阳俊先生提供 欧洲芜菁 自交了 2代 ，CN~~g 98—148是 白交 8代以上的白交系，它 

们代表了t3．campestris的 2个极端变种 
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1．2 试剂和仪器 

随机引物购 自上海 Sangon公 司；dN1、P购 自 Promega公司；Taq DNA聚合酶购 自 

中国科学 院遗传研究所；100 bp DNA ladder购 自GiBcoBRL公司。电泳仪为 Bio～RAD 

500／200型．电泳槽为北京六一仪器厂生产的DYY—w型电泳槽，PCR仪为PE9600型。 

1．3 基因组总 DNA的提取 

取 白菜 叶片 5 g，液氮研 磨，倒入 50 mL离心管 中，同时加入 20 mL预热 60'(2的 

CTAB提取液(2 g／L CTAB，1．4 moi／L NaCI，0．2 mL／L巯基乙醇，20 mmol／L EDTA， 

100mmol／LTris—HCI)缓慢混匀，置于 60~C水浴中缓慢振荡 30~60rain。取 出，待冷却至 

室温，加入 20 mL的氯仿、异戊醇混合液(体积比为 24：1)，缓慢来回颠倒 10 min，于 

8 000 r／rain，室温下离心 10 rain 将上清液移八另一干净的离心管中，加入 15 mL的冷异 

丙醇 ，慢慢混匀沉淀 DNA(或置 4"C过夜)。然后在 10 000 r／rain，4"C下离心 30 rain沉淀 

DNA 小心倒去上清液，在冰冻干燥器 中冻干 DNA，加入 500 TE溶 解，电泳检查 

DNA浓度、纯度。亲奉、F1的 DNA分别编号为 YII(芜菁)、YI2(F1)、Y22(大白菜)。 

1．4 试验设计 

在保持其他因素一致的条件下，变化单一因子，筛选最优参数 热循环采用 8号程序 

(见表 1)。反应 体积 为 20 ，扩增缓 冲液为 G一2B，模板 DNA 为 20 ng，引物 浓度用 

0·4 gmoi／L，dNTP浓度用2o0．umol／L，MgClz浓度用 1．5 mmol／L。 

表 1 8种热循环的基本参数 

MgCI 2浓度筛选 设置 1．0，1．5，2．0，2．5，3．0，3．5 mmol／L 6个终浓度梯度。2个 

物为 El5，HI2 2个模板 DNA为 Y11，Y22。 

模板 DNA用量筛选 模板 DNA为 Y1 2，引物为 H12和 H04。模板 DNA处理 为 2， 

20，100和 200 ng。 

dNTP浓度筛选 随机引物为 H12，F15。模 DNA 为 Y12(F1)。dNTP处理为 100， 

I50，200，250和 300~mol／L。 

随机引物浓度筛选 模板 DNA为 Yll，Y22 引物为 F15。随机引物处理为 0
． 1，0． 

2，0．4，0．6，0．8和 1．0~mol／L。 

Taq DNA聚合酶浓度 筛选 引物为 H09，H04，H12，F15。模板 DNA为 Yll，Y12 

Taq DNA聚合酶处理为每反应 1．67，3．33，6．67，10．00，13．33 moI／(L．min) 

不同来源扩增缓冲液比较 引物为H04，F15。模板DNA为 YI 2，扩增缓冲液来源分 
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别 为中国科学院遗传所(G 2B)、华美~ (SABC)、Promega公司(Promega)、原平、同正 

和鼎国 

MgC1 与 dNTP互作对 PCR反应的影响 用相同引物、相同模板 ，对 3个 MgCI 2浓 

度(1，2，3 mmol／L)和 3个 dNTP浓度(100，200，300．umol／L)随机组合 9个处理的 

RAPD结果进行比较，分析两者间的互作效应。 

反应体 系的稳定性检查 用 2个引物 G03和 G04，2种模板 DNA Y11和 Y22，对优 

化的RAPD反应体系，在 8种循环条件(表 1)下的扩增结果进行比较。同时分析了该反应 

体系对 MgC1。浓度的敏感性。 

2 结果与分析 

2．1 RAPD扩增体系的单园子筛选分析 

2．1．1 Mg 浓度筛选 图 1是以双亲(Yll，Y22)DNA为模板 ， I物 El5和 H12在 6 

种不同镁离子浓度下的 PCR扩增结果。 

可以看出 Mg。 浓度为 1．0 mmol／L时， 

无 RAPD扩增产物(泳道 1，I1，14)；在 

1．0～3．0 mmol／L时 ，随 Mg“浓度增 

加，RAPE)产物增加(泳道 3，5，9较泳 

道 2，4，8增加)。Mg 浓度在 3 mmol／L 

以上时扩增 产物 基本 不变 (如泳 道 9， 

10)。并且不同模板下，引物同镁离子浓 

度表现不同的互作反应 。模板 Y22和引 

物 El5的组合 (4，5，6泳道)，随镁离子 

浓度提高扩增产物 在逐渐增加。模板 

M z1615 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M 

Yll和 引 物 H12的 组 合 (8，9，10泳 图1 引物El5和HI?在不同镁离子 

道)，镁离子为 2．5 mmoI／L(9泳道)时 浓度下的PCR扩增结果 

扩增产物达最大 。综合分析认为镁离子浓度为 1．5～2．0 mmol／L时较为合适。 

2．1-2 模板 DNA用量试验 对同一引物 4个不同量的 2种模板 DNA进行 PCR扩增， 

结果表明(图 2)，在 2 ng的模板 DNA条件下扩增产物明显减少，100 ng的模板 DNA 时 

扩增产物浓度增加 ，200 ng的模板 DNA时 ，扩增产物背景模糊。由此可见，20 ng较为合 

适，在100 ng以内不影响扩增结果。 

2．1-3 dNTP浓度比较 同一模板 ，2种引物 (FI5，H12)，5个 dNTP浓度下的 PCR反 

应(图 3)表明，在 100，1 50．umol／L时，随 dNTP浓度变小，扩增带明显减少。200 mol／L 

以下时，扩增产物丰富、清晰、带浓。太于200 v．mol／L时扩增产物出现迷散(smear)状态。 

2-1·4 引物浓度对 RAPD的影响 用 2个模板 DNA，6种不同浓度的同一随机引物进 

行 PCR扩增。结果(图 4)表 明，当引物浓度低于 0．2．umol／L时扩增产物很少，在 

0-4～0-8,~mol／L时扩增结果相似 >0．8 vtmoltL时，扩增产物减少，但有些扩增带加强。 
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圈 2 模 板 DNA 用 量 对 

RAPD 的 影响 

A，B，c，D分别 代裘 200， 

1O0，20，2 ng的模 垣 

DNA Y12，引物 H04， 

M 为 a-DNA／Hind I 

圈 3 dN'l、P淮 度 时 

RAPD 的 影 响 
A．B．C，D．E分别代表 100．1 50， 

2。o，250，300 t~mo[／__的 dNTP， 

引物 F1 5一模板 Y12 DNA— 
M 为 fl-DNA／(Hind I+EcoR 【) 

日 4 不同引物浓度对 

RAPD的影响 

A，B，C，D．E，F分 别为 1．0．0 8，0 6 

0{，0．2，0．1 ol，1． 引物． 

M 为 t00 bp DNA Ladder， 

引物 ：F15，模板 DNA：Y22 

2．1．5 Taq酶浓度对PCR的影响 用4种引物、同一模板对5个Taq DNA聚合酶浓度 

的 扩增 结果 (图 5)表明，Taq酶在 6．67～10．00~mol／(L·min)时扩增效果相似 ，在 

13．33~tmol／(L·min)下扩增背景 出现迷散状。低于 6．67~mol／(L·rain)时，扩增产物 

减少，因此选择 6．67 vmol／(L·min)的低浓度酶用量，既可节约 Taq DNA聚合酶的耗 

费，又可得到好的结果。 

2．1．6 扩增缓冲液对 PCR的影响 对同 1种 Taq DNA 聚合酶和 2个引物在 G 2B， 

Promega，SABC，原平，鼎国，同正等不 同来源的扩增缓冲液下的 RAI D产物的比较(图 

6)表明，SABC与G一2B的扩增缓冲液均扩出相同的带型，且清晰，可见这 2种扩增缓冲液 

可以通用。而 Promega，原平，同正的扩增缓冲液扩增的产物少 ，并且浓度低，鼎国的扩增 

缓冲液扩增的产物略有增加，但扩增产物浓度降低 ，本研究以 G一2B为最佳选择 

图 5 Taq酶浓度对 

RAPD的影响 
A，B，C，D，E分别为 13．33，10．00 
6 67，3．33，1 67~mol,t(L·m／n) 

的 Taq DNA聚合酶， 
M 为 a-DNA／Hind l一引物 ：F15 

模 扳 DNA：Y22 

图 6 不 同扩增缓冲液对 
RAPD的影响 

A，B．C，D，E，F分别为 G 2B， 

SABC，Promega，原平 ， 

同正，鼎国的扩增缓冲液， 

引物：F15t模板 DNA Y12． 

M 为 DNA／(~tllnd I+E LoR 【) 

图 7 MgC[2和 dNTP互作对 

RAPD的影响 
引物为 F15， 

模板 DNA是 Y12， 

M 为 a-DNA／(Hind l+EcoR I】 

2—1·7 MgClz与 dNTP互作对 PCR的影响 用相同引物、相同模板 DNA 比较了 3个 

MgCI2浓度与 3个 dNTP浓度完全随机组合的 9个处理的PCR结果，研究了MgC1 与 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 2期 张鲁刚等 白菜 RAP])反应条件的优化 

dNTP的互作效应(图 7，】49泳道分别代表 MgCI (retool‘b--t)／dN FP(mmol’L-。)的 

浓度为 1／o．1．1／0．2．1／0．3，2／0．1．210．2，2／0．3，3i0．1．3／o．2，3／o 3)。结果表明，MgC1, 

在低浓度时，过量的ONTI 对Mg 的螯合作用明显，袅现为降低MgCl a的酶催作用(泳 

道 2，3)，而低量的dN FP螯合作用较小(泳道 1)．随着 MgC[：浓度增加，dN'I’P的抑制作 

用减小，PCR扩增产物增多 在高 MgCI 浓度下 ，dNTP元抑制效果(泳道 7～9) 在相 同 

MgCI 2浓度和足量的 dNTP时，扩增产物相似(泳道 5，6)。 

综合分析确定了优化的 RAPD反应体系，反应体积为 20／*L，其中DDH zO，10×的扩 

增缓冲液，2 mmol／L的 dNTP，0．4~*mol／L的 随机 引物 ，6．67 t~mol／(L‘rain)的 Taq 

DNA聚合酶和 20 mg／I 的模板DNA分别为 1 3．8，2— 
2，2，0．2和 1 L。 

2．2 优化的 RAPD反应体系的稳定性检测 

2．2．1 对 MgC1 浓度 的敏感性 在 6种 MgC1：浓 

度，同 一模 板 (Y12)，同一 引物 (F1 5)下，按 优 化 的 

RAPD反应体系扩增，结果 r图 8)可以发现．在 1．0～ 

3．5 mmol／L浓度内均扩出了产物 ，并且带型相似，说 

明该体系对 MgC1。的敏感性较低。其中1．5，2 mmo~／L 

浓度下的带型丰富、均匀。 

2．2．2 不同热循环条件下的扩增效果 用引物 G03， 

G04和 2个模板 Y11．Y22，按照优化的 RAPD反应体 

系在 8种热循环条件下(表 1)的扩增结果，在 5个循环 

条件下(编 号为 3～4，6～8，下 同)扩增 出完全和 同的 

带谱，2个循环(2，5)下表现为迷散状 (smear)，在 1个 

循环条件(1)下多扩 出1条带。由此说明该反应体系是 

比较稳定的 

3 讨 论 

图 8 MgCI 椎j=堂对优化的 

ICAPD反应体 系的影响 
AtB，C．DtE·F分别为 3 j-3 0．2 5—2．0 

1． ，1．0mmot／【 的 Mgcl?；引物 F?t5， 

模扳 DNA Y12 扩增缓冲液为原平 

RAPD是基于 PCR反应，反映 DNA多态性的一种分子标记技术，固此影响 PCR反 

应的各种因素 ，诸如 Mg ，aN FP，引物，Taq DNA 聚合酶 ，模板 DNA，热循环等同样影 

响 RAPD的扩增结果 。 

1)Taq DNA聚合酶是Mg： 依赖性酶。本研究中，Mg”浓度低于 1 mmo~／L时，其催 

化作用几乎丧失，不产生扩增产物，随着 Mg 浓度 的增加催化作用逐渐增强，扩增产物 

增多，产物浓度增大，但到 r一定程度，则易出现非特异性扩增 综合认为 Mg”为 1．5～ 

2 mmol／L对大多数引物适宜。同时还发现 Mg 的最终反应浓度还受到 dNTP，引物，模 

板及扩增缓冲体系中各种组成成分的制约，Mg 浓度的确定应同时考虑这些因素。 

2)dNTP是 RAPD扩增的反应底物。当 dNT[ 的量太低时，直接影响扩增产物的浓 

度 ，一般认为在 200 umol／L条件下的 dNTP能够满足正常RAPD反应的要求 但不同引 

物扩增的RAPD产物的数量不同，对反应体系中 dNTP量的要求也不同。过多的 dNTP 

对 Mg 会产生拮抗作用 ·特别在 Mg”浓度较低时 ，dNTP的拮抗作用特别显著。 
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1)Taq DNA 聚合酶是Mg 依赖性酶。本研究中+Mg”浓度低于 1 mmol／L时，其催 

化作用几乎丧失，不产生扩增产物，随着 Mg 浓度的增加催化作用逐渐增强 ，扩增产物 

增多，产物浓度增大，但到了一定程度，则易出现非特异性扩增 。综合认为 Mg 为 1．5～ 

2 mmol／L对大多数引物适宜。同时还发现 Mg 的最终反应浓度还受到 dNTP，引物 ，模 

板及扩增缓冲体系中各种组成成分的制约，Mg”浓度的确定应同时考虑这些因素。 

2)dNTP是 RAPD扩增的反应底物。当dNTP的量太低时，直接影响扩增产物的浓 

度，一般认为在 200~mo／／L条件下的 dNTP能够满足正常RAPD反应的要求。但不同引 

物扩增的RAPD产物的数量不同，对反应体系中dNTP量的要求也不同。过多的dNTP 

对 Mg 会产生拮抗作用 ，特别在 Mg 浓度较低时，dNTP的拮抗作用特别显著。 

3)随机引物是 RAPD反应中的起始点，只有同模板 DNA稳定结合的引物 ，才能扩 

增产生 RAPD产物。由于不同引物同模板的结合能力存在差异，因而对 Mg”，dNTP的 

浓度都有不同的要求，因此，确定 Mg“，dNTP浓度时，应同时对 3～4个扩增产物不同的 

引物进行筛选 ，这样确定的反应体系才具有普遍性及通用性。随机引物的浓度对 RAPD 

也有一定影响，过多的引物会增加错配的机会，适当低浓度引物是合适的选择。 

4)Taq DNA聚合酶是 RAPD扩增中的关键因素 本研究还发现不同来源甚至同一 

来源不同批次的 Taq酶 ，其活性也有差异，在 RAPD扩增 中尽可能采用同一种 Taq DNA 

聚合酶，避免中途更换，这点很重要。Taq DNA聚合酶浓度对 RAPD扩增的影响主要表 

现为在高浓度下的非特异性扩增增加，出现迷散状 ，低浓度时扩增产物减少。另外值得注 

意的是在初始摸索反应条件时 RAPD反应数较少 ，特别是单管加酶 时，由于 Taq DNA聚 

台酶附着力强，实际用酶量往往大于微量加样器显示的刻度量 ，在随后的大批量检测时， 

应适当加大用酶量，才能保持前后结果的一致。 

5)模板 DNA用量。对于某一特定的 RAPD扩增，模板 DNA是确定的，即不可选择 

的。但是模板 DNA的提取与稀释等也会影响 RAPD扩增，模板 DNA 的提取方法直接影 

响着 DNA 片段的大小，迷散状的 DNA不适于 RAPD扩增。模板 DNA稀释时 TE缓冲 

液中 EDTA 的浓度会影响反应体系中 Mg 的实际浓度。在批量分析 中应保持各 DNA 

样品稀释液中TE浓度一致 一般而言模板 DNA在 5～100 ng均有RAPD产物 ，但不同 

物种 DNA结构不同，具体的最适 DNA用量也有差异。 

总之，RAPD扩增体系的优化应经过单 因子筛选与复 因子检测两步完成，在单 因子 

筛选中应保证非筛选因子处于足量或最适条件下进行 复 因子检测 ，主要是分析 MgCI。 

与dNTP的互作及Taq DNA聚合酶与扩增缓冲液的互作，最后确定的RAPD反应体系 

应以对 MgC1 z及热循环有较少的敏感性为佳。 
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Abstract：In this paper，the effeCtS of concentration of M gCI ，dNTP，random 

primers，template DNA ，Taq DNA polymerase and differertt buffers 0n R丸PDs wete 

analyzedwithturnip，Chinese cabbage andtheir hybrid F ．An optimalizedRAPD system 

with tota1 volume of 20 L including MgCI 2 at 1．5mmol／L，dNTP at 200 ttmol／L， 

random primer at 0．4~tmol／L，2O ng template DNA，and 6．67~tmol／(L ·min)(unit)of 

Taq DNA polymerase was set up．This system showed stable repetition at 8 temperature 

cycle condition，in which 0n program with pre—ampiification 94℃ ／1 — 36℃／2O 

72℃／10 for 2 cycles；amplification 94℃／1O 36℃／1 5 72℃／70 for 38 cycles；and 

extension at 72℃ for 4 min presertted a better result． 

Key words{Chinese cabbage：RAPD ；amplification condition 
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