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芥蓝×甘蓝 F2 群体的 2个 RAPD 标记
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　　 [摘　要 ]　在对芥蓝 C100212×甘蓝秋502Y7杂交组合构建 F 2 作图群体进行 RA PD 检测的基础上, 分别对 4 个

O 12, R 13, Q 14, P17进行了延长 1个碱基的研究,其中O 12和 P 17能将部分特异 RA PD 标记转化为稳定性更强的 ER 2
PAD 标记,但对R 13和Q 14随机引物未找到相应的 ER PAD 标记。
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　　基因组分析是生物科学领域的一大研究热点,

其中分子标记已经成为一种不可或缺的重要手段和

工具。甘蓝类作物具有广泛的变异,因而是多基因系

(m u lt igene fam ilies) 研究的理想材料[1 ]。但由于甘

蓝可利用的形态标记较少, 同工酶标记也有限, 因

此,有必要广泛开展甘蓝数量性状的分子标记研究

工作。

随机扩增多态性 DNA (R andom Amp lif ied

Po lymo rph ism DNA , RA PD ) , 是由 W illiam s 于

1990 年发展起来的一项新的分子标记技术 [2 ]。

RA PD 的本质是 PCR 反应,但由于它使用短引物和

低退火温度,并允许碱基误配,要获得能够完全重复

的结果比较困难。因此,人们对RA PD 作了许多方

面的改进, 衍生出 SCA R s (Squence Characterist ic

Amp lif ied R egion,序列特性扩增区域)等方法。但

SCA R s需要进行测序和设计引物,花费比较高。为

此,王晓武[3 ]利用延长随机引物扩增DNA (Ex tend2
ed R andom P rim er Amp lif ied DNA , ER PAD )标记

方法将所得到的某些标记转化为较稳定的标记。利

用这种方法进行引物的延长过程是一个逐步添加碱

基和筛选引物的过程,延长引物的设计无需额外的

碱基顺序信息,直接在随机引物的 3′端添加 1 个或

2个碱基。本研究只进行了延长 1个碱基的研究,以

期为分子标记辅助育种提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

　　本实验所用的亲本材料由中国农科院蔬菜花卉

研究所甘蓝组提供。以高代自交纯合的甘蓝自交系

“秋502Y7”为父本 (P 1) , 以经几代自交的芥蓝“C 100212”

为母本 (P 2) ,以C 100212×秋502Y7杂交组合 F 2 为试验材

料,群体的具体构建方法见文献[ 4 ]。

1. 2　基因组DNA 的提取

基因组DNA 提取方法参照王晓武等[5 ]的方

法。分离群体按单株取样 1 g 分别提取总DNA ,两

亲本及 F 1 每个单株取 0. 1 g 混合后提取总DNA。

DNA 质量浓度用琼脂糖凝胶电泳法测定。根据

DNA 质量浓度测定值将所有样品质量浓度调整到

40 ngöΛL。

1. 3　ER PAD 扩增设计

从所用的随机引物中选出 4 个扩增稳定、多态

性好的随机引物O 12, P 17,Q 14, R 13进行 ER PAD 引物

设计。在 3′端分别添加 1个碱基,然后进行延长碱基

的引物筛选, 分别由O 122A , O 122T , O 122C, O 122G 组

成如表 1所示的引物对。其他 P 17, Q 14, R 13与O 12组

成的引物对类同。

1. 4　RA PD 及 ER PAD 扩增程序

本试验中所使用的 PCR 仪为 PE480PCR , T aq

酶购自鼎国生物技术发展中心, 缓冲液购自
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P rom ega 公司, dN T P s购自华美生物工程公司。常

规 PCR 扩增程序是: 95 ℃ 3 m in,然后 36 ℃ 30 s,

72 ℃ 80 s, 92 ℃ 20 s, 40个循环; ER PAD 扩增程序

是: 94 ℃ 3 m in,然后 42 ℃ 30 s, 72 ℃ 80 s, 94 ℃20

s, 40个循环。

表 1　筛选的引物对

T able 1　Pairs of p rim ers to be selected

引物 P rim ers O 122A O 122T O 122C O 122G

O 122A O 122A O 122A + O 122T O 122A + O 122C O 122A + O 122G

O 122T O 122T O 122T + O 122C O 122T + O 122G

O 122C O 122C O 122C+ O 122G

O 122G O 122G

1. 5　ER PAD 标记引物筛选

确定目标谱带后,选用 F 2 单株和父母本DNA

为模板进行扩增, 筛选这 40 个引物时, 使用 ER 2
PAD 程序进行扩增。根据 PCR 扩增结果,确定能得

到与RA PD 标记片段分子质量相同、且产量最高的

引物对入选。然后用该引物对扩增 F 2 所有单株和父

母本DNA 进行检测。延长 1个碱基有 10种引物组

合。筛选在RA PD 扩增中目标谱带扩增最强的引物

组合作为 ERA PD 引物。延长引物组合时用 5

pmo löΛL的单一引物混合。用 ERA PD 程序扩增。

1. 6　单株 ERA PD 标记检测

ERA PD 标记检测类似单株RA PD 标记检测,

将 RA PD 引物换成 ERA PD 引物组合, 利用 ER 2

A PD 程序扩增。

2　结果与分析

2. 1　亲本的多态性分析及RA PD 随机引物对 F 2

群体的扩增

共用 300 个随机引物扩增亲本芥蓝C 100212和甘

蓝秋502Y7,其中 257 个引物扩增出清晰可辨的带型,

谱带总数为 3 642条,有效引物比例为 74% ,平均每

个引物扩增的带数为 14条。选用其中 52个带型清

晰、多态性丰富的随机引物,用于 F 2 群体的扩增。其

中, O 12, P 17, Q 14, R 13经过多次重复扩增效果稳定,带

型清晰 (图 1, 2)。

2. 2　ER PAD 扩增结果

对随机引物O 12及其延长 1个碱基的引物组合,

选用 P 1, P 2 和随机选取单株 2、单株 3做模板,分别

对随机引物O 12和延长 1个碱基所组成的 10个引物

对进行扩增,结果发现,延长 1个碱基的引物组合能

扩增出比原 RA PD 引物扩增较多的带, 其中原

RA PD 扩增出 2条特异带,分别为 1 050, 1 100 bp ,

经延长 1 个碱基的引物对筛选发现,A + G 组合即

O 122A + O 122G 组合可以扩增出 1 050 bp 和 1 100

bp 的特征带, 且所找到的谱带都相应地得到加强
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(图 3)。随后用A + G 组合进行单株检测,上述两条

带能够和原RA PD 特征谱带吻合,且稳定性得到增

强。

对随机引物 P 17及其延长 1个碱基的引物组合,

选用 P 1, P 2,单株 6,单株 7进行扩增筛选,结果发现

原 RA PD 扩增出 4 条谱带, 分别为 200, 550, 560,

1 100 bp ,其中分子质量为 550 和 560 bp 的特征谱

带有A + G 组合扩出,且谱带比较强,此组合也扩增

出了1 100 bp 谱带,但较弱。200 bp 特征谱带在延

长引物组合中未找到对应的扩增物。用前 1～ 46个

单株和亲本进行单株检测,发现 P 172A + P 172T 能特
意扩增 550和 560 bp 的特征谱带,经反复试验都能

得到相同的结果。

对随机引物Q 14和 R 13也进行了延长引物组合

的研究,但研究发现, 在随机引物Q 14和 R 13及其随

机引物的延长引物组合中未找到对应的特异谱带。

图 3　O 12延长随机引物组合筛选

M. H indË + E coR É ; A + A. O 12 3′2端延长 1个碱基A ; A + T. O 12 3′2端分别延长 1个碱基A 和 T 的引物组合;其余依此类推

F ig. 3　3′2end- ex tended random p rim ers of RA PD p rim er O 12

M. H indË + E coR É ; A + A. D eno tes that 3′2end of p rim er O 12 ex tended a“A”; A + T. D eno tes com bination of O 122A and O 122T

3　讨　论

RA PD 是建立在 PCR 基础上的一种试验技术,

具有快速、简便、花费较少的优点,但也存在稳定性

和重复性差、易于产生假阳性的缺点。由于存在这些

缺点,在试验时必须严格对其外部条件进行优化,同

时尽可能对其内部因素进行改善,以提高其稳定性

和特异性。

RA PD 反应主要包括 2 个阶段,第一个阶段是

引物与模板结合形成引物—模板复合体,第二个阶

段是在特定条件下通过链的延伸而形成扩增产物。

影响第一个阶段的因素主要有引物、模板和退

火温度。对于任一特定的引物,它同基因组DNA 序

列有其特定的结合位点。而且引物在模板的两条链

上有互补位置,引物 3′端相聚在一定的长度范围内

(一个扩增子)就能形成扩增。所以,符合扩增条件的

引物形成引物模板复合体的机会多,反之,形成引物

模板复合体的机会少。可见,引物与模板的结合是非

常重要的一步。模板质量浓度的影响也是非常重要

的因素,对某一特定RA PD 扩增, 模板本身是确定

的, 但是模板质量浓度的大小常常直接影响DNA

片段的大小,质量浓度过高易导致非特异引物模板

复合体的产生,模板质量浓度过低则易形成随机扩

增。退火温度影响反应体系的严谨性。较高的退火

温度能减少错配的机率, 但退火温度较低时,DNA

错配的机率增加。而RA PD 反应中一般用低退火温

度,错配的机率较高。

在 RA PD 反应的第二个阶段, 主要受M g2+ 浓

度、T aq酶浓度、dN T P 浓度、缓冲体系的浓度、所形

成的引物—模板复合体的数量等因素影响。对这些

反应体系外部条件的研究很多,而且已经总结出比

较严谨的反应体系。但大都是在W illam s的基础上

加以改进。这些外部条件的改进只能在一定程度上

提高RA PD 的稳定性和特异性。

1993 年 Paran 等建议在引物上进行改进, 将

RA PD 标记转换为 SCA R 标记。但 SCA R 标记要求
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将 RA PD 引物克隆测序,而且合成的引物较长, 花

费较高且程序繁琐。本研究设计利用 ER PAD 的方

法,即在原 RA PD 引物的 3′端进行改进, 添加 1 个

碱基,组成引物对,然后挑选特异扩增原RA PD 特

征谱带的引物对。经王晓武等[5 ]验证, ER PAD 标记

无论在稳定性或是特异性方面都优于RA PD 标记。

本研究只进行了延长 1 个碱基的研究, 4 个引物中

有两个引物在延长 1个碱基时可以较有效地扩增出

目标特异谱带,但另外两个引物不能有效扩增出目

标谱带,而其非特异谱带有所增多。若要进一步提高

其特异性,有效消除非目标谱带,还必须进行延长 2

个碱基的引物筛选工作。
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Abstract: Fou r random p rim ers O 12, R 13,Q 14, P 17 w ere researched by screen ing 3′2end2ex tended random

p rim ers, in o rder to enhance the stab ility and specif icity of RA PD m arkers of F 2 popu la t ion from B . oleracea

var. cap ita ta×B . oleracea var. a lbog labra. T he stab ility of ER PAD m arker w as h igher than that of the o rig i2
nal RA PD m arkers of O 12 and P 17, How ever, such ER PAD m arker w as no t derived from R 13 and Q 14.

Key words: RA PD; ex tended random p rim er amp lif ied DNA (ER PAD ) ; cabbage (B rassica oleracea var.

cap ita ta)

24

西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 33卷


