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[摘　要 ]　采用正交试验设计 ,从 Mg2 + 、Taq DNA 聚合酶、dN TP、微卫星引物和随机引物浓度等方面对朱鹮

RMAPD扩增体系进行了优化。结果表明 ,朱鹮 RMAPD扩增的最佳体系为 :10×Buffer 2. 0μL ,MgCl2 3. 13 mmol/ L ,

Taq DNA聚合酶 1 U ,dN TP 0. 10 mmol/ L ,微卫星引物 0. 20μmol/ L ,随机引物 0. 50μmol/ L ,模板DNA 3. 75 mg/ L ,最后

补 ddH2 O至 20μL。将该体系用于朱鹮 RMAPD分析 ,得到了重复性和稳定性良好的朱鹮 RMAPD试验结果。
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Abstract : L 16 (45 ) ort hogonal experiment design was performed wit h 5 factors of t he concent ration of

Mg2 + , T aq DNA polymerase ,dN TP and primers for t he RMA PD reaction system in crested ibis. The re2
sult s indicated t hat t he RMA PD reaction system in crested ibis was 10×Buffer 2. 0μL ,MgCl2 3. 13 mmol/ L ,

T aq DNA polymerase 1 U ,dN TP 0. 10 mmol/ L ,microsatellite p rimer 0. 20μmol/ L , random primer 0. 50

μmol/ L ,template DNA 3. 75 mg/ L ,and adding dd H2 O to 20μL . Result s of RMA PD in crested ibis wit h

good repeatability and stability were obtained by using t he optimized reaction system.
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　　朱鹮是世界极濒危鸟类 ,曾广泛分布于日本、朝

鲜、中国和俄罗斯等地。由于人为捕杀和栖息地的

不断丧失 ,其野生种群到 20 世纪中叶已濒临灭

绝[1 ]。1981年 ,在陕西洋县发现了朱鹮 ,但其种群

数量只有 7只[1 ] ,目前洋县人工饲养的朱鹮种群就

是由这 7 只发展而来的。较小的群体和频繁的近

交 ,导致朱鹮群体出现一些死胚和畸形个体。利用

现代分子生物学方法对这一濒危物种的遗传多态性

和遗传背景进行研究 ,对于科学地指导朱鹮的保护

和扩繁工作具有重要意义。

由于 RA PD和微卫星等分子标记能够从 DNA

水平上检测遗传差异 ,且标记位点数目多、范围广 ,

又不受环境条件的影响 ,因而受到普遍青睐 ,并已在

朱鹮上得到应用 ,如范光丽等[2 ]、雷初朝等[3 ]、刘斌

等[4 ]和李军林等[ 5 ]分别利用 RA PD 标记技术对朱

鹮进行了亲缘关系鉴定。雷初朝[3 ]、J I Ya2jie 等[6 ]

利用微卫星标记对朱鹮亲缘关系进行了鉴定 ,但由

于 RA PD对扩增体系要求严格 ,而微卫星研究需要

筛选或设计特异性的引物来扩增[ 7 ] ,因而限制了其

在许多珍稀物种中的应用。受随机扩增微卫星多态
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性[829 ]的启发 ,张永德等[10 ]和蓝贤勇等[11 ]将随机引

物与微卫星单引物结合起来扩增基因组 DNA ,并将

其命名为随机微卫星扩增 DNA 多态性 (random mi2
crosatellite amplify polymorphic DNA , RMAPD)。研

究表明 ,利用该方法分析朱鹮群体遗传多样性是可

行的 ,且显示出了较为丰富的多态性 ,稳定性比

RA PD得到了较大提高[10 ]。但由于 RMA PD 技术

也是建立在 PCR基础上 ,其稳定性易受扩增体系的

影响 ,所以获得 PCR最佳扩增体系显得尤为重要。

目前 ,常用的 PCR优化试验多采用多次单因素设计

方法进行优化 ,但 PCR反应受多种因素的影响 ,取

其一而试之 ,难免顾此失彼 ,忽视互作效应 ,而正交

试验设计可克服上述缺陷 ,容易发现各因素之间的

内在规律 ,较快地找到最优的水平组合[12 ]。本试验

利用正交试验设计 ,进行了 Mg2 + 、T aq DNA 聚合

酶、dN TP、微卫星引物和随机引物浓度 5 因素 4 水

平试验 ,对朱鹮 RMA PD 扩增体系进行优化 ,从系

统模型上探讨优化选择的方法 ,以期获得适合朱鹮

RMA PD研究的 PCR扩增体系 ,为今后朱鹮种群的

遗传多样性研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　血样　43只朱鹮血样采自陕西省洋县朱鹮

保护观察站 , - 80 ℃保存。

1. 1. 2　试剂与仪器 　Tris饱和酚、T aq DNA 聚合

酶、dN TP和 SD004 Marker 等为鼎国生物公司产

品 ,蛋白酶 K为 Merk公司产品。M222R低温高速

冷冻离心机为 Biomet ro 公司产品 , T gradient 96

PCR仪为德国 Biomet ro 公司产品 , Kodak DC120

凝胶成像系统为美国柯达公司产品。

1. 2　朱鹮全血基因组 DNA的提取

按常规的酚2氯仿法提取 ,DNA 经 8 g/ L 琼脂

糖电泳检测 ,紫外分光光度计确定浓度 ,稀释成 50

mg/ L 备用。

1. 3　引物的筛选

1. 3. 1　微卫星引物 　参考文献 [ 13 ]的扩增体系和

扩增程序 ,利用其他物种的微卫星引物对 43份朱鹮

血样DNA进行 PCR扩增。筛选出 1对具有多态性

产物的微卫星引物 H EL1F : 5′2CA G T GA GAC

GA T TAC CT T GG23′; H EL1R : 5′2A GG CTA

CA G TCC A T G GGA T T23′。

1. 3. 2　随机引物　参考文献 [ 14 ]的扩增体系和扩

增程序 ,从 30 个随机引物中筛选出 2 个随机引物

RB06 : 5′2GGT CTA CAC C23′和 RA10 : 5′2CAA

A GC GCT C23′。

引物由上海生工生物工程有限公司合成。

1. 4　朱鹮 RMA PD正交试验因素及水平的选定

由于试验的影响因素多 ,在一次试验中不可能

研究全部因素 ,可选择几个主要因素进行分析 ,对于

同一因素所选取的不同水平及其水平间隔 ,依据以

往的经验及实际情况来定。本研究选择了 Mg2 +浓

度 (A) 、T aq DNA聚合酶用量 (B) 、dN TP浓度 (C) 、

微卫星引物浓度 (D)和随机引物浓度 ( E) 5个因素 ,

每因素设 4个水平 ,采用正交表设计 L 16 (45 )正交试

验 ,详见表 1。
表 1　朱鹮 RMA PD扩增 L 16 (45 )正交试验的设计

Table 1　Orthogonal experiment design scheme of L 16 (45 ) of RMA PD in crested ibis

组别
Groups

因素 Factors

A/ (mmol·L - 1) B/ U C/ (mmol·L - 1) D/ (μmol·L - 1) E/ (μmol·L - 1)

1 1 (1. 88) 1 (0. 50) 1 (0. 10) 1 (0. 10) 1 (0. 20)
2 1 2 (0. 75) 2 (0. 15) 2 (0. 20) 2 (0. 30)
3 1 3 (1. 00) 3 (0. 20) 3 (0. 30) 3 (0. 40)
4 1 4 (1. 25) 4 (0. 25) 4 (0. 40) 4 (0. 50)
5 2 (2. 50) 1 2 3 4
6 2 2 1 4 3
7 2 3 4 1 2
8 2 4 3 2 1
9 3 (3. 13) 1 3 4 2
10 3 2 4 3 1
11 3 3 1 2 4
12 3 4 2 1 3
13 4 (3. 75) 1 4 2 3
14 4 2 3 1 4
15 4 3 2 4 1
16 4 4 1 3 2

1. 5　朱鹮 RMA PD正交试验

按表 1 设计的正交试验进行 PCR 扩增 , PCR

扩增体系中含有模板 DNA (50 ng/μL) 1. 5μL ,其余

试剂按表 1 设计添加 ,最后补 dd H2 O 至 20μL。
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RMA PD的 PCR反应程序参考文献 [ 15 ]中介绍的

“对称 PCR”方法并稍作修改 :95 ℃预变性 4 min ;94

℃变性 30 s ,56 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸 45 s ,94 ℃变

性 30 s ,36 ℃退火 60 s ,72 ℃延伸 90 s ,35个循环 ;

最后 72 ℃延伸 10 min。扩增产物进行 20 g/ L 琼脂

糖凝胶电泳检测 ,电压为 5～6 V/ cm ,电泳缓冲液为

0. 5×TB E ,电泳 0. 5～1 h 后在凝胶成像系统上检

测结果并拍照。

2　结果与分析

2. 1　朱鹮全血基因组 DNA的提取结果

朱鹮全血基因组 DNA 提取结果见图 1。从图

1可以看出 ,DNA提取效果较好 ,无降解 ,可用于朱

鹮 RMA PD正交试验分析。

2. 2　朱鹮 RMA PD扩增体系的正交试验结果

由图 2可知 ,1、2组试验无任何扩增条带 ;3、9、

16组试验条带数少 ,且不清晰 ,重复性差 ;8和 11组

试验条带数较多 ,带型清晰 ,重复性好。最后确定第

11组 A3B3 C1 D2 E4 为朱鹮 RMA PD 的最佳扩增体

系 ,即 20μL 体系中包含 10×Buffer 2. 0μL ,MgCl2

3. 13 mmol/ L , T aq DNA 聚合酶 1 U , dN TP 0. 10

mmol/ L ,微卫星引物 0. 20μmol/ L ,随机引物 0. 50

μmol/ L ,模板 DNA 3. 75 mg/ L。

2. 3　朱鹮基因组 RMA PD的扩增

利用优化的扩增体系对 43只朱鹮基因组 DNA

进行扩增 ,得到较理想的 RMAPD扩增结果 (图 3 ,图

4) ,琼脂糖凝胶电泳带纹清晰 ,重复性和稳定性好。

图 1　朱鹮全血基因组 DNA琼脂糖凝胶电泳结果

1～12.分别为 12份朱鹮基因组 DNA电泳结果

Fig. 1　Agarose gel elect rophoresis result s

of crested ibis genome DNA

1 - 12. Agarose gel elect rophoresis result s

of genome DNA in 12 crested ibis

图 2　朱鹮 RMA PD正交试验优化结果

1～16.分别为 1～16组正交试验扩增结果

Fig. 2　RMA PD optimized orthogonal

design result s of crested ibis

1 - 16. 16 groups RMAPD ort hogonal design

result s of crested ibis

图 3　朱鹮 RMAPD (RA10与 H EL1F)的扩增结果

1～14.分别为 14份朱鹮 RMAPD( RA10与 HEL1F)

扩增结果 ;M. SD004 Marker

Fig. 3　RMA PD amplified result s of crested

ibis (RA10 and H EL1F)

1 - 14. RMAPD amplified result s of 14 crested ibis ( RA10

and H EL1F) ;M. SD004 Marker

图 4　朱鹮 RMA PD (RB06与 H EL1F)的扩增结果

1～14.分别为 14份朱鹮 RMAPD( RB06与 H EL1F)

扩增结果 ;M. SD004 Marker

Fig. 4　RMA PD amplified result s of crested

ibis (RB06 and H EL1F)

1 - 14. RMAPD amplified result s of 14 crested ibis ( RB06

and H EL1F) ;M. SD004 Marker
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3　讨　论

3. 1　正交试验用于 RMA PD体系优化的合理性

RMA PD是利用随机引物和微卫星的上游或下

游引物一起作为扩增引物的一种分子标记方法。由

于该标记方法中含有随机引物 ,故能影响 RA PD的

因素也可能影响 RMA PD。引物的种类、长度、浓

度、DNA的质量和浓度、扩增条件和操作技术等都

可能影响 RA PD的扩增结果 ,从而降低试验的重复

性或出现错误的带纹[16218 ] ,所以在进行遗传分析时 ,

必须对 RMA PD扩增体系进行优化和标准化 ,这样

才能够得到可靠、稳定的结果。

正确、合理地选用试验设计方法 ,是快速获得良

好分子生物学结果的前提 ,但迄今为止 , PCR 扩增

体系优化多采用单因素设计方法。事实上 ,多因素

间的交互作用是影响 PCR反应稳定性的重要原因

之一。PCR正交试验设计是研究多因素试验的一

种有效设计方法 ,可以通过部分试验了解试验全面

的情况和因素之间的内在规律 ,从中找出较优的处

理组合。柳淑芳等[ 19 ]以 mRNA 差异显示 PCR 中

模板 DNA 浓度、dN TP浓度、Mg2 +浓度、随机引物

浓度、锚定引物浓度以及 T aq DNA 聚合酶用量为

因素进行了 6因素 4水平的正交试验 ;王彦华等[20 ]

利用正交试验设计对不结球白菜 ISSR的扩增体系

进行研究 ,均取得了理想的试验效果。本研究采用

正交法优化朱鹮 RMA PD扩增体系 ,考虑到 Mg2 + 、

T aq DNA 聚合酶、dN TP、引物等因素在 PCR反应

过程中的交互作用 ,一次 PCR反应即可确定最佳扩

增体系 ,简化了反应条件的优选程序 ,节省了时间 ,

减少了试剂用量 ,降低了试验成本 ,且扩增带纹数量

丰富、清晰 ,效果较理想 ,表明正交法是优化

RMA PD扩增体系的一种理想方法。

3. 2　正交试验结果的判定及试验体系对结果的影

响

到目前为止 ,对 PCR正交试验结果的判定还没

有一个统一标准 ,判定结果带有个人主观成分 ,往往

对结果分析带来不确定因素 ,容易漏掉试验的最佳

组合 ,给分析各组成成分对结果的影响程度造成了

困难 ,使其不能充分发挥正交试验的作用 ,因此 ,寻

找 PCR正交试验可靠的判断指标应成为下一步的

研究目标。一旦对 PCR扩增条件的客观标准格式

予以模型上的确定 ,无疑将对 PCR技术产生较大的

影响。

PCR扩增体系是由多种成分组成的复杂体系 ,

一种或者多种成分的改变会对结果造成很大影响。

从本试验结果也可以看出 ,由不同试验组合得到的

试验结果差距很大 ,也就是说 , PCR 试验中各种组

成成分的不同水平 ,会对试验结果造成较大的影响 ,

会影响到带纹的有无、清晰度以及数量的多少 ,所以

获得最佳的试验体系就显得尤为重要。试验体系一

旦确定 ,试验中的试剂和各种成分的比例都不要再

进行改动 ,以免对结果的可靠性造成影响。
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