
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

第 31卷　第 5期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 31 N o. 5
2003年 10月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) O ct. 2003

RAPD 标记稳定性的影响因素探析
Ξ

陈　宏1, 2,孙维斌1,雷初朝1,王敏强3

(1 西北农林科技大学 动物科技学院,陕西省分子农业生物学重点实验室,陕西 杨陵 712100;

2 徐州师范大学 生物技术研究所,江苏 徐州 221009; 3 烟台大学 化学生物理工学院,山东 烟台 264005)

　　[摘　要 ]　结合近年来 RA PD 标记研究中存在的一些技术问题,详细分析了影响 RA PD 标记可重复性和稳

定性的几种因素,包括引物的种类、长度、浓度, DNA 的质量和浓度,扩增条件以及操作技术等。并结合研究工作,

说明了在进行生物遗传分析时,必须进行 RA PD 方法的优化和标准化,才能够得到可靠、正确的结果。
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　　PCR (po lym erase chain react ion)技术人们已很

熟悉,是由 Genu s公司发展,并由 Saik i等[1 ]于 1985

年第一次在“Science”上发表。接着,在此基础上发

展 了 4 种随机引物方法, 即 RA PD ( random

amp lif ied po lymo rph ic DNA ) 法, A P2PCR

( arb it rary p rim ed po lym erase chain react ion ) 法,

DA F (DNA amp lif ica t ion fingerp rin t ) 法和 A FL P

(amp lif ied fragm en t length po lymo rph ism )法。4种

方法的基本逻辑相同,但在引物长度、PCR 条件、片

段的区分及检测技术上有别。由于RA PD 技术的许

多优点,如短的制备时间, 微少的DNA 需要量, 产

物的非放射性检测和不需预先的序列信息,使得近

年来RA PD 标记的应用领域不断扩大。然而,关于

RA PD 标记的可重复性、稳定性及技术上应注意的

问题时常有人提及,并问到有哪些因素影响其效果,

是否限制其应用,如何克服等。为此,结合作者的研

究工作,对RA PD 标记的影响因素作一探讨分析。

1　RA PD 标记的技术特点

要回答RA PD 标记的影响因素问题,必须先从

RA PD 的技术特点说起。RA PD 技术与 PCR 一样,

是一个酶促链式反应,理论上可无限扩增DNA。因

此对于一个基因组的特定DNA 序列的证明具有很

高的敏感性,使得DNA 分析方法快速和灵敏,与其

他方法相比,需要相对少的实验设备和少的费用。

RA PD 技术反应的原理与细胞内DNA 在模板

上复制的原理一致。酶需要一个引物,即一个与模板

链互补杂交和由聚合酶开始的核酸分子。在体外应

用合成的随机寡核苷酸引物,一般为 9个或 10个碱

基寡聚物作引物进行DNA 扩增。

RA PD 技术由 3个不同温度的反应步骤连续循

环所组成。第一步,欲扩增DNA 双链的变性,DNA

双链在 90～ 95 ℃加热变成单链,快速冷却阻碍了单

链DNA 的重新结合。第二步,退火,随机寡核苷酸

引物互补地靠在DNA 模板链的目标位置上。退火

温度通常在 35～ 39 ℃[2 ] , 但也有在 40～ 45 ℃

的[2～ 4 ],对于理想的RA PD 技术条件按经验必须优

化。退火温度依赖于所用引物的长度和核苷酸序列

以及引物序列与DNA 目标序列的同源性[5 ]。RA PD

技术的第三步是模板链的复制, 温度提高到DNA

聚合酶最适的反应温度 (72 ℃)。每经 1个循环,使

扩增的DNA 片段量增加 1 倍, 它们再作为下一个

循环中的模板。当反应的循环次数为 n 时,分子的数

量按照公式 2n 增加。比如, 45 个循环后,扩增的分

子提高到 3. 5×1013。但实际上,在 PCR 反应中,当

扩增的量达到一定时,增加的幅度变得缓慢或不再

增加了。

将具有随机序列的单个寡核苷酸 (如, 102m er)

用作引物,接合到目标基因组上,通过 PCR 扩增两

者之间的片段。扩增片段描述了DNA 标记的成分,

这个DNA 标记被用于不同分类水平上基因组的识

别[6 ]。通常一个特定引物产生 2～ 20个可评价的片
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段,这些片段或者是多态的,或者是单态的。这些产

物按大小通过电泳分开, 用B isbezim id 或 EB 染色

的凝胶检测。

目前, RA PD 标记已广泛应用于生态和群体生

物学中对个体、品种和物种有争议的问题的识别,以

及动植物的育种和交配体制的研究,生物亲缘关系

分析及家畜经济性状遗传标记和辅助选择的研究等

方面。为了更好地利用这一标记,对其影响因素必须

倍加注意。

2　RA PD 标记影响因素探析

在RA PD 标记应用中,人们关注RA PD 标记的

核心是它的可重复性问题,其次是扩增产物量的问

题,这两个问题都会影响分析的准确性。由于众多因

素的影响和现有技术上的不完善,对以上两方面都

会产生影响,然而RA PD 标记的确具有潜在的应用

可能性。用特殊寡核苷酸引物扩增的片段依赖于特

殊的反应条件[7 ] ,但反应的参数不一致时,带谱常常

发生变化。因此,在进行RA PD 扩增之前, DNA 扩

增的条件首先需要优化,最终可以实现扩增可重复

的RA PD 图谱。

2. 1　DNA 分离的方法

模板DNA 的质量影响RA PD 指纹图谱。不同

方法所获得的DNA 质量可能不同, 所以, DNA 制

剂间的差异是 RA PD 图谱不可重复性的主要原

因[8 ]。

许多学者报道,酒精沉淀后用不同方法获得的

来自同一基因组的DNA 产生不同的RA PD 指纹图

谱。他们发现,用玻璃钩勾起的DNA 能够产生高重

复性的带谱, 而通过离心机收集到的 DNA 导致

RA PD 指纹图谱的多变性。其原因是通过离心得到

了很短的DNA 片段,这些短的DNA 片段可能作为

反应中的引物使用。所以, DNA 的分离方法对于

RA PD 分析特别重要。在作者的研究中,使用了玻

璃钩勾起的方法,于是在所有样品中保证了RA PD

图谱的可重复性。

2. 2　DNA 的浓度

在 PCR 反应中加入合适的DNA 量对于产生

一个富含信息的RA PD 指纹是必要的。只有理想的

DNA 浓度才能产生可重复性的RA PD 指纹, 这必

须通过试验来确定。在作者的研究中,对于RA PD

扩增进行了不同DNA 浓度的测验, 过低或过高的

DNA 浓度均导致没有扩增产物,即使在DNA 的浓

度界限附近可得到扩增产物,但其表现出扩增片段

的大小、数目及带强度的差异。不同的DNA 浓度对

于不同的引物,其扩增结果也是不同的。在应用引物

Gen 6023时, 50, 100, 600和 800 ng DNA 没有扩增

产物,而仅在 200和 400 ng DNA 组有扩增产物。然

而, 在应用引物 Gen 8021 时, 100, 200, 400, 600 和

800 ng DNA 浓度都有较好的扩增结果。这表明,扩

增效果不仅仅依赖于DNA 量, 而且也依赖于所使

用的引物。根据DNA 浓度的测定结果,在后来的研

究中,每一个 PCR 反应中用 200 ng DNA 都取得了

很好的结果。所以,要获得恒定的带纹,需选择理想

的DNA 浓度,以便用于进一步的研究。

E llsw o rth 等[7 ]报道, 在 RA PD 2PCR 中不同的

DNA 浓度会导致图谱的改变,随着模板DNA 浓度

的增加, 扩增产物不断减少, 然而, 在一定的DNA

浓度界限内可获得可重复的扩增。从中同样得出,通

过试验获得理想的DNA 浓度是重要的。

2. 3　引物的选择

Gen 60 和 Gen 80 族引物的碱基组成不同, 前

者A T 含量为 40% ,而后者A T 含量为 20%。在作

者研究的预试验中,分别用 2 种不同的引物扩增了

6 个动物种 (牛、绵羊、山羊、猪、马和鱼)的DNA ,以

测验这 2 种引物 (Gen 60 和 Gen 80) , 结果表明,

Gen 80比 Gen 60产生了较多的RA PD 指纹带。这

种现象与不同探针对于特定物种产生不同的DNA

指纹的情况相类似。产生多而且清晰带纹的引物也

具有较高的揭示多态性的潜力。所以,对于特定生物

的遗传分析来说,必须选择合适的引物,从中得出每

一个随机引物需要一个理想的扩增条件。曹顶国

等[9 ]和刘德武等[10 ]认为, RA PD 分析中所用引物的

数目和所分析的样本数亦影响鉴定结果。一般来说,

一定数量的引物 (至少用 13个引物)和样本数 (10～

15个个体已基本可以反应群体的遗传信息,如果要

求准确性较高, 应适当增加样本数)基本能保证

RA PD 分析的准确性。

2. 4　引物的浓度

按许多学者的经验,每个反应所使用的引物浓

度为 1 Λmo löL ,这个浓度能获得很好的扩增效果。

引物的浓度主要影响带的出现和强度。当在相对恒

定的模板DNA 浓度时,引物量的变化、扩增效率与

扩增片段的大小有一个清楚的关系,但在引物浓度

较高时,会产生小片段 (< 500 bp ) ,而在引物浓度低

时,大的片段很容易被扩增[12 ]。

2. 5　扩增的条件

扩增条件涉及 PCR 所用的程序: 变性、复性和
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扩增的温度、时间以及循环的次数。理论上扩增能够

无限制地长期进行,但实际上受各种因素的限制[6 ]。

当循环次数少时,扩增产物的量对于某种分析太少,

当循环次数过多时,扩增的量不再增加。通常扩增在

30～ 45个循环。

变性的温度和时间能够影响扩增效果。在作者

的实验中,曾有 94和 95 ℃ 2种变性温度被测验,结

果在 94 ℃时取得了较好的扩增结果。B ielaw sk i

等[11 ]对于 Streifenb rasse 的DNA 测定了不同的变

性时间 (60, 30, 10 和 5 s) ,结果表明一些扩增产物

的强度随变性时间的减少而增加, 这个结果与 Yu

等[12 ]的结果相一致。然而,随着变性时间的减少会

出现错误的扩增,比如,高分子量的带不再出现了。

所以他们认为, 30 s的变性时间对于RA PD 图谱较

好,一个太短的变性时间对于大基因组DNA 分子

的变性是不充分的。在大部分发表的文献中,通常应

用 94 ℃的变性温度和 30 s的变性时间。

不同的退火温度和时间也导致扩增产物大小上

的差异[7, 11 ]。虽然带谱随着退火温度而改变,但在退

火温度与片段大小和扩增效率之间没有明显的直线

关系。在作者的试验中, 37 ℃和 42 ℃ 2个退火温度

被测验, 42 ℃获得了较好的结果。B ielaw sk i等[11 ]对

于 Streifenb rasse DNA 的扩增测定了不同的退火

时间 (5, 30 和 60 s) , 认为应该选择 30 s 的退火时

间,因为这样所产生的带谱是恒定的。然而,在大部

分发表的文献中采用了 1 m in 的退火时间。通常,一

个理想的退火温度也依赖于所用引物的长度和核苷

酸序列[5 ]。所以,理想的退火温度需通过试验来确

定。

B ielaw sk i等[11 ]的试验证明, 不同的延长时间

(30, 60, 120 s)会导致带谱的差异。扩增产物最大片

段的大小和强度随延长时间的加长而增加。大多学

者在试验中应用了 2 m in 的延长时间。

2. 6　PCR 仪

由于各种 PCR 仪在技术参数上的差异,也会导

致一定RA PD 带谱的改变。一些研究者测验了PCR

仪对带谱可重复性的影响并发现,所用 4 个引物中

的 1个因 PCR 仪而改变了扩增产物[13, 14 ]。这表明不

同的引物对于技术的边缘条件有不同的敏感性。因

此,许多学者认为,在不同 PCR 仪中产生一致性带

谱的引物可选择用于不同实验室数据的比较。产生

变异带谱的引物,用它在同一台仪器产生一致性的

带谱时,能够在一个实验室内部使用。不过,近年来,

科学技术的发展使 PCR 仪生产技术和工艺不断提

高,有可能从根本上解决这一问题。

2. 7　操作技术和方法

任何一个实验都需要熟练的操作技能,否则不

可能得到理想的实验结果,在分子生物学实验中尤

其如此。在RA PD 实验中,一些细微的技巧如果不

注意也会影响RA PD 带纹图谱, 尤其对于初学者。

所以,一般初次进入实验室的实验人员,必须进行一

定的技术训练,掌握其基本技能和方法。由于配制

RA PD 反应混合物都是微量操作, 稍不注意, 加的

量就不正确,从而影响RA PD 标记结果。在研究生

的分子遗传学实验中,大家都用相同的试剂、药品,

按相同的实验程序、方法操作,但常会得出不同的结

果。这说明, 科学、规范且熟练的实验操作, 对于

RA PD 标记的应用也是很必要的。

3　小　结

了解了RA PD 标记的技术特点与影响因素后,

作者认为优化RA PD 标记的途径为: 提取高质量的

模板DNA , 选择理想的DNA 浓度, 选择合适的引

物及引物数目和所分析的样本数,确定合适的引物

浓度,具备稳定的扩增条件以及熟练的操作技术等,

这些都是保证RA PD 扩增产物的可重复性和稳定

性的先决条件。如果能严格地按上述方法进行

RA PD 实验, 就一定能够得到可靠的、正确的实验

结果。
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Abstract: In th is paper, som e facto rs having influence on rep roducib ility and stab ility of RA PD m arker

w ere analyzed in the com b inat ion of som e ex ist ing p rob lem s of RA PD m arker research in recen t years.

T ho se facto rs included so rt, length and concen tra t ion of p rim ers, quality and concen tra t ion of DNA s,

condit ion s of amp lif ica t ion as w ell as m an ipu la t ive techn iques and so on. It w as indica ted that op t im izat ion

and standard iza t ion of RA PD m ethod is a p recondit ion in genet ic analysis of o rgan ism s, so that reliab le and

accu ra te resu lts can be ob ta ined.

Key words: RA PD m arker; inf luence facto r; rep roducib ility; stab ility; op t im izat ion
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