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　　[摘　要 ]　通过对影响RA PD 标记稳定性的引物浓度梯度、退火温度梯度、dN T P 浓度梯度、T aq酶浓度梯度

等外部条件的优化研究,确定了 RA PD 反应适宜的引物浓度为 0. 1～ 0. 2 pmo löΛL ,退火温度为 48～ 52 ℃, dN T P

浓度为 0. 3～ 0. 15 mmo löL 及 T aq酶浓度为 0. 3 U öΛL ,提高了该反应体系中RA PD 的稳定性。

[关键词 ]　RA PD;引物浓度梯度;退火温度梯度; dN T P 浓度梯度; T aq酶浓度梯度

[中图分类号 ]　S635. 1　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2005) 0820103204

　　RA PD ( random amp lif ied po lymo rph ic DNA )

标记技术是W illiam s 于 1990 年在 PCR (po ly2
m erase chain react ion) 基因扩增技术的基础上发展

起来的一种新的标记方法[1 ]。由于RA PD 使用随机

引物和低退火温度,允许引物与模板适当的错配,从

而增大了引物在基因组DNA 中配对的随机性, 提

高了基因组分析的效率。目前, RA PD 标记技术已

广泛应用于蔬菜学研究的许多方面,如品种纯度鉴

定[2, 3 ]、遗传图谱构建[4～ 6 ]、基因定位[7 ]等。但RA PD

使用较短引物,致使标记的可重复性及稳定性较差,

因此在进行具体实验时必须严格优化其外部条件,

同时尽可能改善其内部因素,以提高标记的稳定性

和特异性[2 ] ,使RA PD 的应用范围更加广泛。所以

建立某种蔬菜的RA PD 反应条件之后,必须进行外

部条件的优化,以使该操作变得简便、快速[8 ] ,且在

不同的实验室通用。为了提高所用标记的特异性和

稳定性,本研究在利用RA PD 标记构建芥蓝×甘蓝

F 2 群体分子标记连锁图[5 ]时,进行了RA PD 标记外

部条件的优化研究,得到了一个稳定的RA PD 反应

体系。现将研究结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　本实验所用材料由中国农科院蔬菜花卉研究所

甘蓝组提供。

1. 2　基因组DNA 的提取

基因组DNA 提取方法参照王晓武[9 ]的方法。

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　RA PD 扩增

RA PD 扩增引物选用Operon 公司的 10 bp 寡

聚核苷酸随机顺序引物; 仪器用 PE9600 型 PCR

仪; T aq酶购自鼎国生物技术发展中心。RA PD 反应

混合液包括 10×PCR 反应缓冲液 2 ΛL , T aq DNA

聚合酶 6个单位,模板DNA 20 ng, 10 bp 随机引物

8 pmo l, dN T P 200 mmo löL ,纯水补至 20 ΛL。反应

程序参照王晓武等[7 ]所用程序并略有调整。RA PD

基本反应程序为 95 ℃ 3 m in,然后 36 ℃ 30 s, 72 ℃

80 s, 92 ℃ 20 s, 40个循环。PCR 扩增完成后,样品

加入 3 ΛL 15% F ico l 400 加样缓冲液, 混匀, 取 8

ΛL 进行 4%聚丙烯酰胺凝胶电泳。聚丙烯酰胺凝胶

电泳用简易银染法染色之后,用数码相机拍照,直接

输入计算机。

1. 4　浓度梯度设置

以亲本 P1的DNA 为模板,在反应体系中设置

引物浓度 (终浓度)梯度分别为 0. 1, 0. 2, 0. 4, 0. 6,

0. 8, 1. 0, 1. 2 pmo löΛL , dN T P 浓度 (终浓度)梯度分
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别为 0. 4, 0. 3, 0. 25, 0. 2, 0. 15, 0. 1 mmo löL , T aq酶

浓度梯度分别为 0. 8, 0. 6, 0. 5, 0. 4, 0. 3, 0. 2 U öΛL ,

退火温度梯度为 36, 40, 44, 48, 52, 55 ℃,其他条件

同1. 3。

2　结果与分析

2. 1　引物浓度梯度对RA PD 扩增结果的影响

　　在反应体系中设置了不同的引物浓度梯度,以

分析其对扩增反应结果的影响。从图 1可以看出,当

引物浓度在 0. 1 pmo löΛL 时, 形成的扩增较弱, 只

扩增出几条较强的谱带, 而引物浓度为 0. 2

pmo löΛL时,扩增效果较好; 当引物浓度增加到 0. 4

pmo löΛL 时, 扩增的谱带明显增多, 导致一些细小

的非特异谱带增加,而且随着引物浓度的增加,非特

异谱带的增加越多 (图 1, 1～ 7 泳道)。试验结果表

明,引物浓度以 0. 1～ 0. 2 pmo löΛL 为宜。

图 1　不同引物浓度梯度和退火温度梯度对 RA PD 扩增结果的影响

M. H indË + E coR É ; 1～ 7. 引物浓度分别为 0. 1, 0. 2, 0. 4, 0. 6, 0. 8, 1. 0, 1. 2 pmo löΛL ,所用引物为A 03;

8～ 13. 退火温度分别为 55, 52, 48, 44, 40, 36 ℃,所用引物为B01

F ig. 1　Effect of differen t p rim er concen tra t ion and annealing temperatu re on RA PD

M. H indË + E coR É ; T he concen tration of p rim er of 1- 7 are 0. 1, 0. 2, 0. 4, 0. 6, 0. 8, 1. 0, 1. 2 pmo löΛL , respectively; the p rim er used is A 03;

T he temperate of 8- 13 55, 52, 48, 44, 40, 36 ℃, the p rim er used is B01

2. 2　退火温度梯度对RA PD 扩增结果的影响

从图 1 中 8～ 13 泳道的电泳图片可以看出,随

着退火温度的升高,谱带的数量明显减少,当退火温

度为 55 ℃时,只扩增出两条主要的谱带 (图 1 泳道

8) ,几乎形不成有效的扩增。这说明随着退火温度的

升高,碱基之间配对的严谨性也提高,从而使扩增的

谱带数减少。当退火温度为 36 ℃时,有较多的谱带

扩出, 这说明碱基之间错配较多, 扩增的严谨度下

降。从试验结果可以看出,当退火温度在 36～ 52 ℃

时,都能够扩增出主要的目标条带,但为了使试验有

较高的严谨性,可以适当的提高退火温度。因此,在

实验中退火温度以 48～ 52 ℃为宜,既扩增出了主要

的目的条带,又减少了非特异性谱带的产生。

2. 3　dN T P 浓度梯度对RA PD 扩增结果的影响

从图 2 可以看出, dN T P 浓度为 0. 4 mmo löL
时, 扩增出的谱带较多, dN T P 浓度为 0. 3～ 0. 15

mmo löL 时,扩增的主要谱带比较清晰,而且非特异

谱带明显减少; 而浓度为 0. 1 mmo löL 时, 可能是

dN T P 的浓度太低,几乎形不成扩增。因此,在实验

中 dN T P 浓度以 0. 3～ 0. 15 mmo löL 为宜,既扩增

出了主要的谱带,又减少了非目标谱带的产生。

2. 4　T aq酶浓度梯度对RA PD 扩增结果的影响

从图 3 可以看出, 当 T aq 酶浓度为 0. 8～ 0. 6

U öΛL 时, 扩增出的谱带较多, 随着 T aq 酶浓度下

降,扩增出的谱带减少,当 T aq酶浓度为 0. 2 U öΛL

时,只能隐约扩增出几个扩增比较强的带,而当 T aq

酶浓度为 0. 4～ 0. 3 U öΛL 时, 扩增的谱带比较清

晰,非特异性谱带也减少。但出于节约的缘故,可以

将 T aq酶的终浓度确定为 0. 3 U öΛL。

采用引物浓度为 0. 1～ 0. 2 pmo löΛL ,退火温度

为 48～ 52 ℃, dN T P 浓度为 0. 3～ 0. 15 mmo löL 及

T aq 酶浓度为 0. 3 U öΛL 的反应体系, 利用 300 个

随机引物对芥蓝C 100212和甘蓝秋 502Y7两个亲本多

态性进行了RA PD 检测,并用筛选到的 150多个多
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态性引物对 F 2 群体进行了多态性检测, 结果见图

4,多次重复扩增都获得了一致的结果。以这些多态

性引物在 F 2 作图群体上产生的多态性带为基础构

建了甘蓝的基本遗传图谱[5 ]。

图 2　dN T P 浓度梯度对RA PD 扩增结果的影响

M. H ind+ E coR É ; 1～ 6. dN T P 浓度分别为 0. 4, 0. 3,

0. 25, 0. 2, 0. 15, 0. 1 mmo löL ,所用引物为A 03

F ig. 2　Effect of differen t dN T P

concen tra t ion on RA PD

A. H ind+ E coR É ; 1- 6. T he concen tration of

dN T P is 0. 4, 0. 3, 0. 25, 0. 2, 0. 15, 0. 1 mmo löL

separately, the p rim er used is A 03

图 3　T aq酶浓度梯度对RA PD 扩增结果的影响

M. H ind+ E coR É ; 1～ 6. T aq酶浓度分别为 0. 8, 0. 6,

0. 5, 0. 4, 0. 3, 0. 2 U öΛL ,所用引物为A 03

F ig. 3　Effect of differen t T aq

concen tra t ion on RA PD

M. H ind+ E coR É ; 1- 6. T he concen tration of T aq is

0. 8, 0. 6, 0. 5, 0. 4, 0. 3, 0. 2 U öΛL separately,

the p rim er used is A 03

图 4　O 12在 47～ 72单株中产生的多态性标记

M. H ind+ E coR É ; P1. 芥蓝C100212; P2. 甘蓝秋 502Y7; O 1221100和O 1221050是由O 12产生的多态性带

F ig. 4　M arkers p roduced betw een 47- 72 individuals by O 12

M. H ind+ E coR É ; P1. B . oleracea var. cap ita ta; P2. B . oleracea var. a lbog labra; O 1221100 and O 1221050 are po lymo rph ic m arhers

3　讨　论

由于RA PD 存在稳定性和重复性差、易于产生

假阳性等缺点,在试验时必须严格优化其外部条件,

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。

在引物与模板结合阶段,模板浓度的大小、退火

温度的高低都影响RA PD 反应的结果。在链的延伸

阶段,M g2+ 浓度、T ag 酶浓度、dN T P 浓度、缓冲体

系的浓度以及所形成的引物模板复合体的数量等外

部条件都会影响RA PD 反应的特异性和稳定性。本

研究结果表明,引物浓度为 0. 1～ 0. 2 pmo löΛL ,退

火温度为 48～ 52 ℃, dN T P 浓度为 0. 3～ 0. 15

mmo löL , T aq 酶浓度为 0. 3 U öΛL 时, 扩增的效果

较好。吴少华等[10 ]、蒲淑萍等[11 ]对RA PD 条件优化

的研究中也得到相似结论。如蒲淑萍等[11 ]研究认

为, dN T P 浓度以 0. 15 mmo löL , T aq酶的终浓度为

0. 15 U öΛL ,引物浓度为 0. 2 pmo löΛL ,退火温度 38
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℃左右扩增效果较好。但退火温度太低容易造成碱

基误配,形成非特异扩增,对这一点应该进行认真商

榷。

前人在改进RA PD 反应的外部条件上已经总

结出比较严谨的反应体系,但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,

对于特定的反应必须有特定的反应条件。因此,为了

提高利用RA PD 方法构建芥蓝×甘蓝分子标记连

锁图的通用性,本研究必须进行外部反应条件的优

化,以获得稳定扩增的目标条带。与此同时,还要选

用 ER PAD 或 Scar 等方法进行RA PD 内部条件的

优化。从而特异性地提高特征谱带,消除非目的谱

带[12 ]。
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O p tim izing cond it ion s affect ing the stab ility of RA PD
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Abstract: Facto rs that affect the stab ility of RA PD w ere op t im ized such as p rim er concen tra t ion grads,

annealing temperatu re grads, dN T P concen tra t ion grads and taq concen tra t ion grads. T he p roper concen tra2
t ion of p rim er w as 0. 1- 0. 2 pmo löΛL , the p roper annealing temperatu re 48- 52 ℃, the p roper concen tra2
t ion of dN T P 0. 3- 0. 15 mmo löL , the p roper T aq concen tra t ion 0. 3 U öΛL. and the stab ility of RA PD w as

enhanced in th is system.

Key words: RA PD; p rim er concen tra t ion grads; annealing temp la te concen tra t ion grads; dN T P concen2
t ra t ion grads; T aq concen tra t ion grads
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