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苹果 RAPD反应体系的研究 
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[摘 要] 对苹果基周组 DNA的RAPD扩增体系各参数进行筛选比较，建立的最佳反 

应体系为：模板 DNA 1．0mg／L，引物 1．5mg／L，Taq DNA 聚台酶 0．1 mol／(L·rain)，Mg 

2．5 mmoi／L．dNTPs O．4 mmol／L。 
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苹果是我国重要果树 品种之一。由于它属于多年生木本果树，树体 占地面积大，遗传 

背景复杂，采用传统的方法进行遗传育种研究有相当的局限性⋯ 近年来，分子生物技术 

迅速发展，极大地改进了探索果树遗传规律的方法和手段，为果树学研究提供了新的途 

径。以PCR(Polymorase Chain Reaction聚合酶链式反应)为基础的RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA 随机扩增多态性 DNA)技 术，以操作简便 、反应迅速、无放 

射性污染等特点 ，已经在果树 的分类研究、基因标记、遗传 图谱构建等方 面得到 了广泛的 

应用 J。RAPD反应因素较多，各反应因子的优化组合，是获得清晰、可重复的扩增产物 

的前提．也是扩增反应成功的关键 J 为了保证反应结果 的稳定性和可靠性，降低反应成 

本，本研究探讨了苹果基因组 DNA 的RAPD反应体系中，各种因素变化对扩增结果的影 

响，建立了苹果 RAPD反应的最佳体系，以期为苹果的遗传研究提供可靠方法 

1 材料与方法 

1．I 材 料 

供试材料为苹果品种红星，取 自西北农业大学果树站苗圃。 

1．2 基因组 DNA 的提取 

1年生幼嫩枝条刮去表皮，取韧皮部约 0．06 g，液氮研磨均匀，置人预先加好 500 L 

高盐 缓 冲 液 (Tris—HCI，pH 8．0，200 mmol／L；EDTA 70 mmol／L；NaCI 2 mmol／L； 

Na S O 20mmoltL)的1 5mL离心管，混匀。再加入100 pL 50 g／kg肌氨酸钠，充分混 

合 65 c水浴保温30min。1 3 000 r／min离心8min，转移提取缓冲液。重复2次。转移 

上清，加 人与上 清等 体积氯仿-异戊 醇，抽提 2次。取上清，加入 上清 1／2体积的 

10 mmol／L NH4Ac和等体积的预冷异丙醇，一2O℃静置 30 min以上。13 000 r／min离心 

1 5 min，得到 DNA沉淀。室温干燥，溶于 TE缓冲液(Tris—HCI 10 mmol／L，EDTA 0．1 
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mmol／L，pH 8．3)，加入 1 I RNase，37℃保温 1 h。一20 c冷藏备用。 

1．3 RAPD扩增条件 

10 I 反应体系中 Tris HCt(pH 8．3)10 mmol／L，KCI 50 mmol／L，MgC1 1．0～4．5 

mmoi／l ．明胶 0．01 g．／L，牛血 清白蛋 白 5．0 p-g，dNTPs 0～0．8mmol／L，引物 0～1．5 

mg／L，"l"aq DNA 聚合酶 0～1．0／~mol／L，模板 DNA 0．05～1．2 mg／L。 

对每个参数进行筛选时，其他参数取值按 RAPD引物生产厂家 Operon公司所建议 

的扩增条件：Tris HC1(pH 8．3)10mmol／L，KCI 50mmol／L，明胶 0，001 g／L ，MgC1。2．0 

mmol／L，dNTPs分 别 为 0．1 mmol／L+引 物 0～ 0．6 mg／L，Taq DNA 聚 合 酶 

0．5 p．mol／min，模板 DNA 1．0 mg／LL7]。 

该体 系可 作为苹 果 基 因组 RAPD 多样 性 分析 的参 考 体 系。PCR 反应 在 Idaho 

Technology公司生产的 1605型气浴式毛细管 PCR仪上进行。扩增程序为：94℃变性 60 

s，37℃复性 10 s，72℃延伸 40 s，斜率 3，2个循环；94℃变性 5 s，37℃复性 10 s，72℃延 

伸 70 s+斜率 3，50个循环；72 C延伸 5rain。 

1．4 电 泳 

扩增产物用 14 g／kg琼脂糖凝胶电泳分离。每 100 mL凝胶 中加 1‰溴化 乙锭(EB)储 

备液 0．05mL。电泳缓冲液为 1XTAE，电压 4～ V／cm。紫外透射仪观察照相。 

2 结果与分析 

2．1 模板质量浓度对扩增结果的影响 

图 1表明，模板质量浓度在 0．6～1．0 mg／L时+扩增产物元显著差异。当浓度从 0．6 

mg／L逐渐降至 0．02 mg／L，RAPD产物的强度也相应减弱 ，分子量大的片段表现尤为明 

显 。模板质量浓度 在 1．2 mg／L或更高时+出现某些 片段 缺失 (箭头所 示)。浓度 达 

2，0 mg／L时，甚至元扩增产物。因此，选择 1．0 mg／l 为最适宜模板质量浓度。 

图 1 模板质量 浓度对 RAPD扩增结果的影响(引物 OPj11) 

I．2．0mg／I一}2 1．5 mg／L~3．I．2mg／Ll 4 1．0mg／L~5．0．8mg／Ll 6．0．6mg／t ‘ 

7 0 4 mg／L；8．0．2mg／L19．0．1 mg／L~IO 0 05mg／L‘11．0．02mg／I 

2．2 随机引物对扩增结果的影响 

图 2表明+引物浓度低于 0，75 mg／L时，元扩增产物。浓度为 0．75，1．5，2．25 mg／L 

时+扩增片段的产率随之增加。为 了保证反应结果 的稳定性和特异性 ，引物浓度 以 1．5 

mg／L左右为宜。 
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■1  
图 2 随机弓l物质量浓度对 RAPD扩增 

结果 的影响(引物 OPJ04) 

1．0{2．0．1 mg／[ 3 0 5 mg／L} 

4 0 75mg／[ }5．】_5mg／Ll 6．2．2 5mg／[ 

■ 
图 3 Taq酶浓度对 RAPD扩增 

结果的影响(引物 OPQ07) 
l 0；2 0．02 moil(1 ·min)I3．0．0S moi／(L ·min) 

4．0．1 tool／(【 ·rain)}5 0 2tool／(L·rain)I 

6 0 4mol／(L ·mia) 

2．3 Taq DNA聚合酶对扩增结果的影响 

不 同浓度 Taq酶的试验结果 (图 3)表明，当 7’a口酶浓度低于 0．1 mol／(L·rain)，扩 

增产率低或无产物。浓度为 0．1，o．2，0．4mol／(L·min)时，较大分子质量的 DNA片段扩 

增强度减弱。笔者认为，当Mg 浓度恒定时，Taq酶浓度增加会使 Mg“对酶的激括能力 

相对减弱，导致大分子质量 DNA片段的产率下降。因此，选择浓度为 0．1 tool／(L·rain) 

的 Taq酶用于扩增反应效果最好。 

2．4 Mg“浓度对扩增结果的影响 

图 4表明，当Mg 浓度为 1．0 mmol／L时，某些 DNA片段(箭头所示)不扩增。浓度 

为 1．5，2．0，2．5 mmol／L的扩增带型基本一致。浓度增至3．5 mmol／L时，扩增 片段有弥 

散趋势，浓度升高，弥散现象更明显，认为是高浓度Mg 对 Taq酶活性产生严重影响所 

致 所 ，Mg 浓度 以2．5 mmol／L为宜。 

图 4 Mg”浓度对 RAPD扩增 

结果的影响(引物 OPB03) 

l 1 0 ramol，L；2．1．5 ramol／L；3．2．0mmol／[ 

4．2．5 mmol／L{5．3．5 mmoi／LI 

6．4 0mmo[／[ }7．4．5retool／1 

图 5 dNTPs浓 度对 RAPD扩增 

结果的影响(引物 OPOI 3) 

1．0}2．0．05 mmol／L}3．0．1 mmol／L} 

4．0．2 mmo1．／I i5．0．4 mmd／L{6．0 8 mmol／L 
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2．5 d-NTPs浓度对扩增结果的影响 

图 5表明，浓度为 0～0．4 mmol／L时，扩增片段的产率和 dNTPs浓度呈正相关。浓 

度为 0．4和 0．8 mmol／L的扩增结果基本一致， 0．4 mmol／L为 dNTPs的最适宜浓度 。 

3 结 论 

3．1 模板 DNA浓度对扩增结果的影响 

反应体系中模板浓度会对扩增结果产生直接影响 以往的报道 中模板质量浓度从 

0．1 ng到几百 ng不等c7]。本研究模板质量浓度为 1．2和 1．5 mg／L时 ，某些扩增片段不稳 

定 。当浓度达到 2．0 mg／L时，无扩增产物 。认为可能是由于模板质量浓度增加 ，体系中杂 

质含量也相应增多 ，从而影响 Taq DNA 聚合酶活性所致 随模板质量浓度降低，扩增带 

型的强度也随之减弱，以浓度为 1．0 mg／L时扩增结果最佳。 

3．2 7’aq DNA聚台酶和 Mg 对扩增结果的影响 

Taq DNA聚合酶和Mg 是影响反应的关键因素 J。Taq酶浓度太低，扩增产率降低 

或无扩增产物。Mg 则是酶的激活剂 ，试验表明 Mg 浓度低于 1．5 mmol／L 时，反应产 

率下降，Mg 浓度高于 3．5 mmol／L时，酶活性受到影响，扩增带型成严重弥散状。所以 
’

口q酶浓度 以 0．1 mol／(L·rain)为宜，相应的 Mg 浓度为 2．5 mmol／L。 

3．3 随机引物对扩增结果的影响 

RAPD反应的随机 引物一般是 10碱基的寡聚核甘酸片段 ，G+c含量在 5∞～700 

g／kg，引物的浓度与扩增产物的特异性有关。Bruno等 发现引物浓度对 DNA片段的带 

型影响很大 ，引物浓度增加，非特异性扩增产物也增加。本研究支持这一观点，引物浓度为 

2．25 mg／L时有非特异性片段产生 笔者认为引物浓度应在 1．5 mg／L左右 

3．4 dNTPs对扩增结果的影响 

dNTPs为 RAPD扩增反应的底物。浓度过低 ，产率下 降；浓度过高 ，错误掺人率增 

加 ，本试验 中 dNTPs浓度在 0．2～0．8 mmol／L时扩增结果基本 一致 ，0．4 mmol／L为 

dNTPs的最适宜浓度 。 

综上所述 ，苹果 RAPD扩增反应的最佳反应体 系是 ：1O 反应体 系中含 Tris—HCl 

(pH 8．3)10mmol／L，KCI 50mmol／L，MgCl：2．5mmol／L ，明胶 0．01 g／L，牛血清 白蛋 

白 5．0 g，dNTPs 0．4 mmol／L，引物 1．5 mg／L，Taq DNA 聚合酶 1．0 mol／(L·min)， 

模板DNA 1．0mg／L。该体系可作为苹果基因组RAPD多样性分析的参考体系。 
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Study on RAPD reaction system of apple 
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Abstract：RAPD reaction factors of apple genetic DNA were compared and the 

optimum RAPD reaction condition for apple was obtained，The m ain fact0rs are as 

follows：0．1 mol／(L‘rain)Taq DNA polymorase，0，4 mmol／L dNTPs，1．0 mg／L 

template DNA，1．5 mg／L 10-mers random primer，2．5 mmol／L Mg ． 

Key words：apple；genetic DNA ；RAPD 
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