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梨属植物 RAPD 反应体系的建立与优化
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　　[摘　要 ]　以鸭梨、杜梨为材料,对梨属植物DNA 的提取及RA PD 反应体系进行了系统优化,建立了梨属植

物最佳反应体系及参数。结果表明,适当提高抗氧化、抗酚类物质的浓度 (2% Β2巯基乙醇, 2% PV P240, 20 mmo löL
N a2S2O 5) ,提取的基因组DNA 纯度较高; 反应体系中含有M g2+ 2. 0 mmo löL , dN T P s浓度 200 Λmo löL ,引物 0. 4

Λmo löL ,模板DNA 1. 6 ngöΛL , T aq DNA 聚合酶 0. 06 U öΛL ,可成功用于梨属植物RA PD 扩增。说明改良的CTAB

法能成功用于梨属植物DNA 提取,建立的最佳反应体系可用于梨属植物 RA PD 扩增。
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Abstract: T ested w ith Yali pear and B etu laef olia , the paper studied the ex tract of DNA of Py rus and

the op t im ized RA PD react ion system. T he resu lt show ed as fo llow s: by ra ising the concen tra t ion s of an t iox2
ida t ive componen ts and an t ipheno lic compounds (2% Β2M E, 2% PV P240, 20 mmo löL N a2S2O 5) , the pu rity

of the ex tracted genom ic DNA w as h igher. Itπs concluded that the op t im um react ion system that con ta ined

M g2+ 2. 0 mmo löL , dN T P s 200 Λmo löL , p rim er 0. 4 Λmo löL , 1. 6 ngöΛL temp late DNA , 0. 06 U öΛL , T aq

DNA po lym erase w ou ld be app lied in the amp lif ica t ion of RA PD. It exp la ined that refo rm ed CTAB m ethod

cou ld ex tract the genom ic DNA of Py rus successfu lly, and the op t im um RA PD react ion system cou ld am 2
p lif ica te RA PD in Py rus L. .
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　　RA PD 技术是建立在 PCR (Po lym erase Chain

R eact ion)基础上的一种可对整个未知序列基因组进

行多态性分析的DNA 分子标记技术[1 ] ,被广泛应用

于果树种植资源研究中。在国外, 1998年Bo tta 等[2 ]

应用RA PD 技术研究了意大利皮埃蒙特 (P iemon te)

的梨种质资源,鉴别了 17个梨品种,并建立了系统发

育关系图; 2000年 K im 等[3 ]讨论了RA PD 技术在梨

树品种鉴定方面应用的潜力与局限性,并揭示了供试

梨树品种的亲缘关系; 2000年 T eng 等[4 ]对原产中国

的梨属植物 13 个种进行分析,探讨了新疆梨的分类

地位,并对供试材料进行了聚类分析。在国内, 1998

年王丙旭[5 ]应用RA PD 技术对梨树种质资源的秋子

梨、砂梨、白梨和西洋梨的 40 个品种进行了品种鉴

定、亲缘关系和分类研究。但RA PD 技术在梨属植物

应用过程中,优化和稳定体系的研究不系统。本试验

以栽培品种鸭梨和野生品种杜梨为材料,在前人已初
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步建立起 RA PD 反应体系的基础上, 对梨属植物

RA PD 反应体系进行了更加系统的优化,使其能更广

泛的应用于梨属植物,为RA PD 技术在梨属植物资

源利用方面的应用提供参考。

1　材料和方法
1. 1　材料与药品

　　材料:鸭梨与杜梨成熟叶片,采自河北农业大学

标本园。

供试药品: 试验所用普通化学试剂购自保定海

泰克生物技术有限公司、保定博爱欣生化试剂公司;

所需 PCR 试剂 (T aq DNA 聚合酶、dN T P s、引物等)

购自上海生工 (Sangon)生物工程公司; 电泳检测所

需琼脂糖和 DNA 分子量标准 (M arker: Gene

R u lerTM 100 bp DNA L adder P lu s)为M B I产品,均

购自上海生工 (Sangon)生物工程公司。

1. 2　基因组DNA 的提取

基因组DNA 的提取参照经典的CTAB 法[6 ] ,并

加以改进, 即在提取液中加入抗酚类、抗氧化物质

2% Β2巯基乙醇, 2% PV P240, 20 mmo löL N a2S2O 5。

1. 3　RA PD 扩增

RA PD 扩增反应在W hatm an B iom etra 型热循

环仪上进行。以 0. 2 mL Eppendo rf管编号,采用 25

ΛL 体系进行 RA PD 扩增, 各组分浓度及其用量分

别为: 10×PCR 缓冲液, 2. 5 ΛL (即 100 mmo löL
KC l, 8 mmo löL (N H 4 ) 2SO 4, 10 mmo löL T ris2HC l

(pH 9. 0) ) ; 25 mmo löL M gC l2 2 ΛL ; 5 Λmo löL 引物
2 ΛL ; 2. 5 mmo löL dN T P s 2 ΛL ; 20 ngöΛL 模板

DNA 2 ΛL ; 5 U öΛL T aq DNA 聚合酶 0. 3 ΛL ;

DDW (双蒸水) 14. 2 ΛL。加入 20 ΛL 矿物油覆盖,扩

增程序: 94 ℃预变性 3 m in; 94 ℃变性 1 m in,退火 1

m in, 72 ℃延伸 1. 5 m in, 43 个循环; 72 ℃保温 10

m in,最后 4 ℃保温 (为了使本体系更加具有广泛

性,优化体系过程中使用的引物不是单一的,也不固

定,随机使用所购买的引物)。

1. 4　RA PD 扩增产物的检测

RA PD 扩增产物用 1. 5%琼脂糖凝胶 (含 0. 5

ΛgömL EB )电泳分离,电泳缓冲液为 0. 5×TBE,电

泳于D YY2Ë稳压电泳仪上进行 (电压 3. 5 V öcm )。

根据扩增片段的大小,适时停止电泳。电泳结果在紫

外透射仪上观察,照相。同时,本着节约的原则,在体

系优化过程中未使用M arker。

2　结果与分析
2. 1　基因组DNA 的提取和检测

　　基因组DNA 的提取是RA PD 扩增能否成功的

关键。许多研究表明[728 ] ,影响 RA PD 扩增的DNA

杂质往往不是RNA 或蛋白质这些大分子物质, 而

是多糖类和酚类等小分子物质,但梨属植物叶片含

有多糖类和酚类物质。因此,在对抗氧化、抗酚类物

质进行浓度梯度预试验基础上,适当提高抗氧化、抗

酚类物质的浓度 (本试验采用 2% Β2巯基乙醇, 2%

PV P240, 20 mmo löL N a2S2O 5) ,用CTAB 法提取梨

基因组DNA ,结果见图 1。图 1结果表明,提取的基

因组DNA 多呈透明无色状, 且易溶于 1×T E 中,

经过 0. 7%琼脂糖凝胶电泳检测呈 1条亮带。

图 1　部分供试类型基因组DNA 的电泳检测结果
A. 去除RNA ; B. 未去除RNA

F ig. 1　E lectropho retic p roducts of the genom ic DNA from m ateria ls of Py rus tested in th is study
A. T reated w ith Rnase; B. N o t treated w ith Rnase

　　一般认为,OD 260öOD 280值在 1. 5以上即可进行

RA PD 分析,本试验中各样品的OD 260öOD 280值均在

1. 6～ 2. 0,只有很少一部分在 1. 4～ 1. 6,表明蛋白

质等杂质均较少, DNA 纯度较高, 无需去除 RNA

即可用于 RA PD 2PCR , 为 RA PD 稳定扩增奠定了

基础。
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2. 2　RA PD 反应体系的优化

2. 2. 1　模板DNA 用量对RA PD 扩增结果的影响

　在反应体系中, 其他条件不变, 加入模板DNA

0. 4, 0. 8, 1. 6, 3. 2, 6. 4, 12. 8 ngöΛL ,研究模板DNA

用量对RA PD 扩增结果的影响,结果见图 2。图 2结

果表明,在模板DNA 用量为 0. 4～ 12. 8 ngöΛL 时,

鸭梨和杜梨均能产生清晰的带型。说明模板DNA

用量对RA PD 扩增结果不太敏感。本试验确定的模

板DNA 用量为 1. 6 ngöΛL。

图 2　模板DNA 用量对RA PD 扩增结果的影响
a. 鸭梨; b. 杜梨; 1～ 6. 模板DNA 用量分别为 0. 4, 0. 8, 1. 6, 3. 2, 6. 4, 12. 8 ngöΛL

F ig. 2　Effect of temp late concen tra t ion on RA PD amp lificat ion

a. YaL i pear; b. Betu laefo lia; 1- 6. DNA concen tration in o rder: 0. 4, 0. 8, 1. 6, 3. 2, 6. 4, 12. 8 ngöΛL

2. 2. 2　dN T P s 浓度对 RA PD 扩增结果的影响　

在反应体系中,其他条件不变,加入 dN T P s的浓度

分别为 50, 100, 200, 400, 600, 800 Λmo löL , 研究

dN T P s 浓度对 RA PD 扩增结果的影响, 结果见图

3。由图 3可以看出, dN T P s浓度低于 100 Λmo löL

时,扩增条带较少;浓度在 200 Λmo löL 以上时,条带

基本一致, 其中以 200 Λmo löL 时产生的条带最清
晰。因此, 本试验确定的 dN T P s 使用浓度为 200

Λmo löL。

图 3　dN T P s浓度对RA PD 扩增结果的影响
a. 鸭梨; b. 杜梨; 1～ 6. dN T P s浓度依次为 50, 100, 200, 400, 600, 800 Λmo löL

F ig. 3　Effect of dN T P s concen tra t ion on RA PD amp lificat ion
a. YaL i pear; b. Betu laefo lia; 1- 6. dN T P s concen tration in o rder: 50, 100, 200, 400, 600, 800 Λmo löL

2. 2. 3　T aq DNA 聚合酶对 RA PD 扩增结果的影

响　在反应体系中,其他条件不变,加入 T aq DNA

聚合酶的浓度分别为 0. 02, 0. 04, 0. 06, 0. 08, 0. 10,

0. 12 U öΛL , 研究 T aq DNA 聚合酶对 RA PD 扩增

结果的影响,结果见图 4。从图 4 可以看出, 0. 02,

0. 04 U öΛL 处理的谱带少且不清晰,而 0. 06～ 0. 12

U öΛL 处理从条带数量及清晰度上基本无差异。因

此,确定 T aq DNA 聚合酶浓度为 0. 06 U öΛL。
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图 4　T aq DNA 聚合酶对RA PD 扩增结果的影响

a. 鸭梨; b. 杜梨; 1～ 6. T aq DNA 聚合酶浓度依次为 0. 02, 0. 04, 0. 06, 0. 08, 0. 10, 0. 12 U öΛL

F ig. 4　Effect of T aq DNA po lym erase concen tra t ion on RA PD amp lificat ion

a. Yali pear; b. Betu laefo lia; 1- 6. T aq DNA po lym erase concen tration in o rder: 0. 02, 0. 04, 0. 06, 0. 08, 0. 10, 0. 12 U öΛL

2. 2. 4　M g2+ 浓度对 RA PD 扩增的影响　在反应

体系中, 其他条件不变, 分别加入 0. 5, 1. 0, 1. 5,

2. 0, 2. 5, 3. 0 mmo löL M g2+ , 研究M g2+ 浓度对

RA PD 扩增结果的影响,结果见图 5。由图 5可以看

出, 在试验浓度范围内都能扩增, 但M g2+ 浓度为

0. 5, 1. 0, 1. 5 mmo löL 时, 扩增出的条带数和扩增

量均少,这是由于M g2+ 是 T aq酶的激活剂。M g2+ 浓

度低时, T aq 酶活性低,而当M g2+ 浓度在 2. 0～ 3. 0

mmo löL 时,均可产生稳定、清晰、一致的扩增带型。

因此,本试验确定的M g2+ 浓度为 2. 0 mmo löL。
2. 2. 5　引物浓度对RA PD 扩增结果的影响　在反

应体系中,其他条件不变,加入引物浓度分别为0. 1,

0. 2, 0. 3, 0. 4, 0. 5, 0. 6 Λmo löL , 研究引物浓度对

RA PD 扩增结果的影响,结果见图 6。图 6 结果显

示,引物浓度为 0. 1, 0. 6 Λmo löL 时扩增不稳定,其

他浓度产生的扩增结果基本一致。因此,本试验确定

的引物浓度为 0. 4 Λmo löL。
应用该反应体系对部分梨属植物 (表 1)进行扩

增,结果如图 7所示。图 7结果表明,应用优化后的

体系对 27个梨品种 (系)、类型进行RA PD 分析,都

能得到比较稳定的RA PD 图谱,扩增出的条带数在

4～ 8,且有些为多态性条带。

图 5　M g2+ 浓度对RA PD 扩增结果的影响

a. 鸭梨; b. 杜梨; 1～ 6. M g2+ 浓度依次

为 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0, 2. 5, 3. 0 mmo löL

F ig. 5　Effect of the M g2+ concen tration on RA PD amp lification

a. Yali pear; b. Betu laefo lia; 1- 6. M g2+ concen tration

in o rder: 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0, 2. 5, 3. 0 mmo löL

图 6　引物浓度对RA PD 扩增结果的影响
a. 鸭梨; b. 杜梨; 1～ 6. 引物浓度依次为

0. 1, 0. 2, 0. 3, 0. 4, 0. 5, 0. 6 Λmo löL

F ig. 6　Effect of p rim er concen tration on RA PD amp lification
a. Yali pear; b. Betu laefo lia; 1- 6. P rim er concen tration

in o rder: 0. 1, 0. 2, 0. 3, 0. 4, 0. 5, 0. 6 Λmo löL
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表 1　用于RA PD 分析的 27个梨属植物材料

T able 1　27 m ateria ls of Py rus app lied in th is study by RA PD

编号
N o. 名称N am e 编号

N o. 名称N am e 编号
N o. 名称N am e

1 日面红 F lem ish Beau ty 10 大香水D axiangshu i 19 早酥梨 Zao su li
2 延边明月 Yanbianm ingyue 11 秋白梨Q iubaili 20 麻梨M ali
3 绿宝石 L ubao sh i 12 满园香M anyuanx iang 21 茌梨 Ch ili
4 京白梨 J ingbaili 13 伏茄 Fuqieli 22 幸水 X ingshu i
5 苍溪梨 Cangx ili 14 锦香 J inx iang 23 八月红Bayuehong
6 歪把子W aibazi 15 佛见喜 Fuo jianx i 24 金坠梨 J inzhu ili
7 车头 Chetou 16 糖梨 T angli 25 青海马奶头Q inghaim anaitou
8 矮香A ix iang 17 红香酥 Hongxiangsu 26 甘肃麦梨 Gansum aili
9 蜜香梨M ixiangli 18 苹果梨 P ingguo li 27 杜梨D uli

图 7　27个供试梨属植物材料的RA PD 图谱
M. M aker; 1～ 27. 供试梨属植物

F ig. 7　27 patterns of 27 m ateria ls
M. M aker; 1- 27. M aterials of Py rus app lied in th is study

3　讨　论

基因组DNA 的提取是RA PD 扩增能否成功的

关键。本试验在提取DNA 的过程中加入抗氧化物

质,有效抑制了酚类物质和DNA 的氧化,保证了高

质量DNA 的成功提取。结果表明,改良的CTAB 法

能成功进行梨属植物DNA 提取。

确定反应体系中每个因子合适的反应参数是保

证RA PD 分析稳定性和重复性的前提[9 ]。本研究建

立的梨属植物 RA PD 优化反应体系为: 100

mmo löL KC l, 8 mmo löL (N H 4 ) 2SO 4, 10 mmo löL
T ris2HC l (pH 9. 0) (即 10×PCR 缓冲液, 2. 5 ΛL ) ,

M g2+ 2. 0 mmo löL , dN T P s 200 Λmo löL , 引物 0. 4

Λmo löL , 模板DNA 1. 6 ngöΛL , T aq DNA 聚合酶

0. 06 U öΛL ,其余用DDW。经与前人结果比较[5, 10 ]

认为,梨属植物RA PD 分析的最佳反应条件在不同

实验室之间有较强的一致性, 只需对引物、T aq

DNA 聚合酶和M g2+ 的用量进行小幅度调整。
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