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　　[摘　要 ]　为了避开基于限制性酶切位点分子标记技术的DNA 酶切环节,简化其复杂的程序,试验以辣椒为材

料,建立了一种新型DNA 标记技术——限制性位点扩增多态性 (R SA P) ,并对其反应体系进行了优化,对R SA P 适用

性、重复性进行了检验。结果显示, R SA P 技术的引物为2条长度均为18 bp 的引物,引物的3′端为4～ 6个碱基的限制

性酶切位点序列,接着是12～ 14个碱基的随机序列, 2条引物的限制性位点和随机序列不同; PCR 扩增的前5个循环

采用35 ℃的退火温度,随后的35个循环采用48 ℃的退火温度;在25 ΛL 反应体系中,模板DNA 用量为20 ng,M g2+

浓度为2. 5 mmo löL , dN T P s浓度为 0. 2 mmo löL , T aq DNA 聚合酶用量为 1. 5 U , 2条引物浓度均为 600 nmo löL ;

R SA P 技术重复性好,适用性广泛,是一种操作简便、产率中等、稳定可靠的DNA 标记技术。
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　　作为一种遗传标记,DNA 标记因具有数量多、

多态性高、可直接反映基因组DNA 等优点,已被应

用于生物遗传多样性分析、连锁图谱构建和重要基

因的标记等方面。然而DNA 标记的广泛应用和深入

推广有赖于DNA 标记技术的不断发展与改进。操作

简便、多态性丰富、产率中等、结果稳定可靠和成本

低廉,已成为分子标记技术的发展方向。基于生物基

因组上广泛分布的限制性内切酶识别位点 (简称限

制性位点) , Bo tstein D 等[1 ]创建了限制性片断长度

多 态 性 ( R estrict ion fragm en t length po lymo r2
ph ism , R FL P)标记技术,该技术通过克隆的杂交探

针来检测限制性位点之间的多态性,具有稳定可靠、

共显性等优点,但其中的Sou then 杂交耗时费力,使

其广泛应用受到一定限制。此后,伴随着PCR 技术

的诞生和方法的不断改进, 扩增片断长度多态性

(amp lified fragm ent length po lymo rph ism , A FL P ) [2 ]和一

些改良的A FL P 分子标记技术[324 ]先后产生。A FL P

结合了限制性酶切的可靠性和PCR 操作的简便性,

采用衔接子和对应引物避开对序列信息的依赖来检

测限制性位点的多态性,具有较高的产率,成为目前

广泛应用的DNA 标记技术之一。但该技术存在程序

复杂、步骤繁琐等不足, 整个过程包括了基因组

DNA 或 cDNA 的酶切,寡核苷酸衔接子的连接,连

接片断的选择性扩增等。其中DNA 不完全酶切时,

采用甲基化不敏感的酶会导致检测时带型不一致,

影响A FL P 指纹分析的准确性; 采用甲基化敏感的

内切酶,基因组的甲基化又会导致假多态性出现[2 ]。

其他一些改良的A FL P 技术,虽然不同程度地增加

了检出的多态性或简化了步骤,但仍离不开限制性

内切酶酶切和随后的复杂步骤[324 ]。为了进一步改进

技术, 本研究通过设计独特的引物和 PCR 扩增程

序,建立了一种新型的无需限制性酶切及其他复杂

步骤,仅一个简单PCR 即可实现对DNA 限制性位

点多态性进行检测的DNA 标记技术,命名为限制性

位点扩增多态性 (R estrict ion site amp lif ied po ly2
mo rph ism , R SA P) ,并以辣椒为试材,对该项技术进

行了优化,在苦瓜和水稻作物上对其适用性进行了

检验,现将研究结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　辣椒 (Cap sicum annuum L. )自交系 1 号、2 号
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和3号及苦瓜 (M om ord ica cha rn tia L. ) 1号和2号,

均由广东省农科院蔬菜研究所提供; 水稻 (O ry z a

sa tiva L. ) 1号和 2号DNA 为华南农业大学朱文银

博士馈赠; R SA P 引物的合成由上海基康生物技术

有限公司完成; T aq酶购自华美生物工程公司。

1. 2　方　法

1. 2. 1　DNA 的提取　辣椒和苦瓜DNA 的提取采

用SD S法,具体操作参照王得元等[5 ]的方法进行。

1. 2. 2　引物设计与适宜引物确定　R SA P 采用 2

条长度分别为18 bp 的引物,其结构组成为: 12～ 14

bp 的随机序列+ 4～ 6 bp 的某限制性内切酶识别位

点。引物的设计同时必须遵循一般引物设计原则,即

40%～ 50%的GC 含量, 不形成发夹或其他二级结

构。本文列举了4条R SA P 引物序列的例子 (表1)。
表 1　部分R SA P 引物

T able 1　Examp le of R SA P p rim ers used in th is study

引物名称
P rim er N o.

引物序列
P rim ers sequence

限制性位点
Restriction site

限制性内切酶
Restriction enzym es

R 1 5′2CA CA GCA CCCA CT T TAAA 23′ T T TAAA D raÉ
R 2 5′2GA CT GCGTA CA T GAA T TC23′ GAA T TC E coR É
R 3 5′2A T T TCA GCA CCCA CGA TC23′ GA TC M boÉ
R 4 5′2A TA GTCCT GA GCGGT TAA 23′ T TAA M seÉ

　　为确定一次PCR 反应中适宜选用的引物,本试

验设计了 3种不同的引物: (1) 1条限制性内切酶识

别位点为 4 bp 的引物 (R 4) ; (2) 1 条限制性内切酶

识别位点为6 bp 的引物 (R 2) ; (3)采用2条限制性内

切酶识别位点和序列组成不同的引物 (R 22R 4) , 分

别进行PCR 扩增。

1. 2. 3　退火温度的确定　借鉴相关序列扩增多态

性 ( sequence2rela ted amp lif ied po lymo rph ism ,

SRA P) [6 ]的PCR 程序,具体如下: 94 ℃变性 5 m in;

94 ℃ 1 m in, 35 ℃ 1 m in, 72 ℃ 1 m in, 5个循环; 94

℃ 1 m in, 45～ 50 ℃ 1 m in, 72 ℃ 1 m in, 35个循环;

72 ℃ 10 m in, 4 ℃保存。反应在 GeneAmp○R PCR

System 9700扩增仪上进行。

为确定最佳退火温度,试验将后 35个循环的退

火温度分别设为 45, 46, 47, 48和 50 ℃,以辣椒 1号

和2号的DNA 为模板,分别采用3对引物组合 (R 12
R 2, R 22R 3, R 22R 4)进行PCR 扩增。

1. 2. 4　反应体系中模板DNA 和M g2+ 浓度的确定

　为确定适宜的 PCR 扩增体系, 本研究以下面的

PCR 反应体系为基础,即25 ΛL 反应总体积中,模板

DNA 30 ng,M g2+ 浓度为2. 0 mmo löL , dN T P s浓度

0. 2 mmo löL , T aq DNA 聚合酶量为 1. 5 U , 2 条引

物浓度均为600 nmo löL ,逐步对PCR 反应体系中的

模板浓度和M g2+ 浓度进行优化。

(1)模板浓度的确定。以辣椒自交系1号的DNA

为模板,设置10种DNA 浓度 (25 ΛL 的反应体积中,

DNA 的量分别为 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 和

90 ng) ,采用R 22R 4引物组合进行扩增。

( 2)M g2+ 浓度的确定。以辣椒自交系 1 号的

DNA 为模板,设置6种M g2+ 浓度,即0, 0. 5, 1. 0, 1.

5, 2. 0, 2. 5和3. 0 mmo löL ,采用R 22R 4引物组合进

行扩增。

1. 2. 5　R SA P 方法的重复性检测　为验证R SA P

技术的重复性,确保其稳定性,本研究以辣椒1号、2

号和3号的DNA 为模板,采用R 22R 4引物组合,分2

次进行R SA P 扩增。

1. 2. 6　R SA P 方法的适用性检验　以禾本科的水

稻1号和2号,葫芦科的苦瓜1号和2号为材料,分别

采用R 12R 2, R 22R 3, R 22R 4 3 对引物进行R SA P 扩

增,以检验R SA P 方法的适用性。

1. 2. 7　R SA P 产物的检测　R SA P 的扩增产物采

用 60 göL 的变性聚丙烯酰胺凝胶进行电泳 (70 W

恒功率) ,银染检测。银染程序参照许绍斌等[7 ]的方

法并略加改进。即胶板从电泳槽取下后,将附有凝胶

的长板放入装有2 L 染色液 (1 göL A gNO 3)的槽中,

摇动 10～ 15 m in,捞出沥干,再放入装有显色液 (40

g N aOH , 0. 8 g N a2CO 3, 8 mL 甲醛,加双蒸水 2 L )

的槽中轻摇,直到清晰的条带显示为止 (一般需3～ 4

m in) ; 将凝胶板取出,稍沥干,放入装有清水的槽中

漂洗2～ 3 m in,捞出晾干,观察并拍照。

2　结果与分析

2. 1　引物数目的选择

　　从图1可以看出,采用1条引物,无论含6 bp 或

含 4 bp 的限制性位点识别序列的引物进行PCR 扩

增,均不能扩增或很少扩增出条带; 而采用2条不同

的引物组合进行PCR 扩增时,可获得丰富的扩增谱

带,得到类似A FL P 的扩增带图谱,初步证明R SA P

引物设计是科学合理的, R SA P 技术的路线是可行

的。
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图 1　不同引物条数扩增效果的比较

1, 2. 以R 22R 4组合为引物; 3, 4. 以R 4为引物; 5, 6. 以R 2为引物; 1,

3, 5. 以辣椒2号基因组为模板; 2, 4, 6. 以辣椒1号基因组为模板

F ig. 1　Comparison of p rofile amp lified

by differen t p rim er num bers

1, 2. Amp lified by R 22R 4 p rim er com bination; 3, 4. Amp lified by

p rim er R 4; 5, 6. Amp lified by p rim er R 2; 1, 3, 5. Pepper N o. 2; 2, 4,

6. Pepper N o. 1

2. 2　模板DNA 浓度的确定

模板DNA 浓度的确定结果见图2。

图 2　模板DNA 浓度对R SA P 反应的影响
1～ 10. 模板DNA 量分别为0, 10, 20,

30, 40, 50, 60, 70, 80和90

F ig. 2　Effect of concen tra t ion of DNA temp lets

1- 10. Q uan tity of DNA is 0, 10, 20,

30, 40, 50, 60, 70, 80 and 90 ng

结果 (图2)表明,模板量为10～ 90 ng 均能获得

成功扩增,电泳带型基本一致,说明R SA P 技术对模

板DNA 量的要求范围较宽。同时也发现,模板量为

10 或 90 ng 时条带较淡, 表明模板浓度过低 (≤10

ng)或过高 (≥90 ng)均不太适宜,过低使起始拷贝

数少,影响扩增产物量,过高则可能会妨碍扩增,导

致产物量减少。为节省DNA ,推荐在R SA P 分析中

选用20 ng 的模板量。

2. 3　最适M g2+ 浓度的确定

反应体系中M g2+ 浓度是非常重要的。由图3可

知,M g2+ 浓度为1. 0和1. 5 mmo löL 时,几乎无扩增

产物;M g2+ 浓度为2. 0 mmo löL 时,扩增条带清晰但

很少; 之后随着M g2+ 浓度的增加,扩增产物谱带数

也增加。从扩增结果来看,M g2+ 浓度以2. 5 mmo löL
较为合适, R SA P 条带数较多、且清晰稳定。

图 3　M g2+ 浓度对R SA P 反应的影响
1～ 7. M g2+ 浓度分别为3. 0, 2. 5, 2. 0, 1. 5,

1. 0, 0. 5和0 mmo löL ; 8. DNA M arker

F ig. 3　Effect of M g2+ concen2
t ra t ion on R SA P reaction

1- 7. M g2+ concen tration is 3. 0, 2. 5, 2. 0,

1. 5, 1. 0, 0. 5 and 0 mmo löL ; 8. DNA M arker

2. 4　PCR 退火温度的确定

由图4可以看出, 50 ℃时, 2种模板和 3对引物

组合的扩增产物条带清晰但较少; 45～ 48 ℃时均获

得了清晰稳定的条带,其中以48 ℃时效果最好。故

R SA P 的退火温度应为48 ℃。
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图 4　R SA P 退火温度的优化

1. DNA m arker; 2～ 7, 8～ 13, 14～ 19, 20～ 25和26～ 31的退火温度分别为45, 46, 47, 48和50 ℃; 2, 3, 8, 9, 14, 15, 20, 21, 26, 27的引物为

R 22R 4; 4, 5, 10, 11, 16, 17, 22, 23, 28, 29的引物为R 22R 3; 6, 7, 12, 13, 18, 19, 24, 25, 30, 31的引物为R 12R 2; 单号泳道 (1号除外)模板为辣

椒1号;双号泳道为辣椒2号

F ig. 4　Purificat ion of R SA P annealing temperatu re

1. DNA m arker; 2- 7, 8- 13, 14- 19, 20- 25, 26- 31. A nnealing temperatu re w ere respectively 45, 46, 47, 48 and 50 ℃; P rim er R 22R 4 of

2, 3, 8, 9, 14, 15, 20, 21, 26, 27; P rim er R 22R 3 of 4, 5, 10, 11, 16, 17, 22, 23, 28, 29; P rim er R 12R 2 of 6, 7, 12, 13, 18, 19, 24, 25, 30, 31; O dd

lanes pepper N o. 1; Even lanes pepper N o. 2

图 5　2次扩增的R SA P 图谱比较

1～ 3. 第 1次扩增结果; 4～ 6. 第 2次扩增结果; 1, 4. 辣椒 3号DNA

为模板; 2, 5. 辣椒2号DNA 为模板; 3, 6. 辣椒1号DNA 为模板

F ig. 5　Comparison of R SA P p rofile amp lified in tw o tim es

1- 3. Amp lified resu lt of first t im e; 4- 6. Amp lified resu lt of sec2

ond tim e; 1, 4. Pepper N o. 3; 2, 5. Pepper N o. 2; 3, 6. Pepper N o. 1

图 6　R SA P 在水稻与苦瓜上的应用
1, 5, 9. 水稻1号, 2, 6, 10. 水稻2号; 3, 7, 11. 苦瓜1号; 4, 8, 12. 苦瓜
2号; 1～ 4. 以R 22R 4为引物; 5～ 8. 以R 22R 3为引物; 9～ 12. 以R 12
R 2为引物

F ig. 6　R SA P app licat ion in rice and balsam pear
1, 5, 9, R ice 1; 2, 6, 10. R ice 2; 3, 7, 11. Balsam pear 1; 4, 8, 12. Bal2

sam pear 2; 1- 4. R 22R 4; 5- 8. R 22R 3; 9- 12. R 12R 2 p rim er
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2. 5　R SA P 方法的重复性检验结果

本试验建立的R SA P 技术采用较长的引物和较

高的退火温度,理应具有较好的稳定性。为证明这一

点,采用R 22R 4引物组合,以辣椒1号、2号和3号的

DNA 为模板,分2次进行R SA P 扩增。R SA P 方法的

重复性检验结果见图5。图5表明,第1次和第2次

R SA P 的扩增谱图几乎完全一致,说明本研究建立

的R SA P 技术及体系重复性好、稳定性强。

2. 6　R SA P 方法的适用性

3组R SA P 引物组合在 2 个水稻品种和 2 个苦

瓜品种上的扩增结果见图6。由图6可以看出, 3种引

物组合均在不同的水稻、苦瓜品种上成功扩增,初步

显示R SA P 技术是一种适用于多种作物的DNA 标

记技术。

4　结论与讨论

综上所述, R SA P 是一种操作简单、产率中等、

稳定可靠的DNA 标记技术。其适宜的退火温度为48

℃,在25 ΛL PCR 反应体系中,模板DNA 浓度为20

ng, M g2+ 浓度为 2. 5 mmo löL , dN T P s 浓度为 0. 2

mmo löL , T aq DNA 聚合酶量为 1. 5 U , 2条引物均

为600 nmo löL。

R SA P 技术的 PCR 扩增程序借鉴了 SRA P 技

术,前5个循环采用较低的退火温度 (35 ℃) ,以保证

引物通过部分匹配与模板相结合,提高扩增的效率;

后35个循环采用较严谨的退火温度 (48 ℃) ,对已扩

增片段进行特异性扩增,以保证扩增产物的稳定。引

物的设计借鉴了RA PD 随机序列的模糊匹配原理,

形成了以酶切位点为核心的序列,结合 5′端随机序

列的部分错配引物结构,从而实现了对限制性位点

的选择性扩增。引物长度设计为18 bp ,保证了扩增

结果的稳定可靠。从操作步骤上讲, R SA P 技术是

A FL P 的极大简化; 从基因组的扩增区域上讲,

R SA P 是对SRA P 和TRA P [8 ]的有效补充。因为后两

者主要针对单拷贝区扩增,而R SA P 扩增的限制性

位点则散布于整个基因组区 (包括重复区和单拷贝

区)。

R SA P 的引物可两两随机配对,产生较多引物

组合,一定程度上降低了引物的合成成本,加上步骤

简单和检测位点较多, R SA P 技术具有一定的成本

优势。在许多作物全基因组的测序结果未获得以前,

R SA P 在作物的遗传多样性分析、连锁图谱构建和

基因定位等方面具有一定的推广应用价值。
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Effects of sa lt st ress on grow th and physio log ica l characterist ic

of seven herbaceou s ground cover p lan ts
L UO J ian -x ia , CHA I C i- j iang, SH IYan - shan , XU W en ,Y U J ia- j ia

(D ep artm en t of H orticu ltu re, T ianj in A g ricu ltu ra l Colleg e, T ianj in 300384, Ch ina)

Abstract: Effects of sa lt st ress on grow th and physio logica l characterist ic of L im on ium bicolor, S ed um

linea re T hunb,A ch illea m illef olium , P h lox subu la ta , T hym us m ong olicus Ronn,D ian thus acicu la ris and F es2
tuca a rund inacea Sch reb po t ted p lan ts,w h ich trea ted w ith variou s concen tra t ion N aC l so lu t ion, w ere stud2
ied. T he resu lts show ed that the grow th of tested p lan ts w as retarded by adding N aC l in the po ts bu t de2
gree of inh ib ita t ion w as sign if ican t ly differen t betw een the seven species. T he o rder of rela t ive grow th w as

F estuca a rund inacea Sch reb. (86. 52% ) > L im on ium bicolor (78. 78% ) > A ch illea m illef olium (65. 38% ) >

D ian thus acicu la ris (56. 08% ) > T hym us m ong olicus Ronn (41. 02% ) > S ed um linea re T hunb. (32. 25% ) >

P h lox subu la ta (0. 00% ) ; T he pho to syn thet ic ra tes and stom ata l conductance decreased under sa lt st ress

bu t varied in ex tan t among the p lan ts. T he decrease ex tan t in pho to syn thet ic ra tes and stom ata l conduc2
tance w as rela t ively sm aller fo r F estuca a rund inacea Sch reb and L im on ium bicolor and greater fo r S ed um

linea re and P h lox subu la ta; V aria t ion of in tercellu lar CO 2 concen tra t ion appeared comp lica ted tendencies.

A cco rd ing to analysis of the resu lts, sa lt to lerance of the seven tested p lan ts cou ld be ranged as fo llow s:

L im on ium bicolor, F estuca a rund inacea Sch reb> A ch illea m illef olium > D ian thus acicu la ris> T hym us m on2
g olicus Ronn> S ed um linea re> P h lox subu la ta.

Key words: herbaceou s ground cover p lan ts; sa lt st ress; grow th; physio logica l characterist ic
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D evelopm en t and refinem en t of a new m arker techn ique-

R est r ict ion site am p lif ied po lym o rph ism (R SA P)

D U X iao-hua1, 2,W ANG D e-yuan 2, GONG Zhen -hui1

(1 Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 V eg etable Institu te, Guang d ong K ey B iotech L ab f or F ru its and V eg etables, Guang d ong A cad emy of

A g ricu ltu ra l S ciences, Guang z hou , Guang d ong 510640, Ch ina)

Abstract: To avo id DNA digest ion in som e m aker techn iques based on rest rict ion sites and simp lify

comp lex p rocedu re of these techn iques, a new m arker techn ique called rest rict ion site amp lif ied po lymo r2
ph ism (R SA P) w as developed and refined w ith pepper DNA as tria lm ateria l. T he rep roducib ility and b road

app lica t ion w ere tested as w ell. T he resu lts show ed that R SA P u sed tw o p rim ers of 18 nucleo t ides in w h ich

start ing at the 3′end of each p rim er w ere rest rict ion site sequences (4- 6 bases) , fo llow ed 12- 14 bases of

arb itary sequence, the differences betw een tw o p rim ers w ere rest rict ion sites and filler sequence; PCR am 2
p lif ica t ion w as run fo r the first 5 cycles w ith an annealing temperatu re of 35 ℃, fo llow ed by 35 cycles w ith

an annealing temperatu re of 48 ℃; the PCR react ion of 25 ΛL included 20 ng DNA temp lates, 2. 5 mmo löL
of M g2+ , 0. 2 mmo löL of dN T P, 1. 5 U of T aq DNA po lym erase, 600 nmo löL of each p rim ers. R SA P is a

new m aker techn ique w ith simp licity, modera te th roughpu t ra t io and reliab ility. R SA P is of good rep rodi2
cib ity and b road app lica t ion.

Key words: rest rict ion site amp lif ied po lymo rph ism ; DNA m arker techn ique; vegetab le b reeding
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