
遗传 HEREDITAS (Beijing) 20(4): 31一33 1998
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不受地理环境、季节和气候影响的DNA分子标记技术是 90年代发展起来的检测遗传差异的一种新技术，特

别是RAPD (Random amplified polymorphic DNA，随机扩增的多态性DNA）技术近年来发展很快，因其位点

多，灵敏度高且操作简便，无须放射性探针，也不必预先知道模板DNA的碱基顺序，而广泛应用于种质资源分析、

杂种后代鉴定和性状早期预选〔”。在柑桔、苹果、葡萄、桃和李等多种果树上已有多篇报道〔2)。然而却未见

一篇关于梨RAPD方面的报道。实际上，RAPD技术并非如人们想像的那样简便易行，在某些植物中由于体内的

特殊内含物（如单宁类物质、酚类及色素物质）会影响DNA的质量，导致扩增失败〔3)．我们前期试图进行梨

RAPD分析也多次失败，就是因为以SDS法提取的梨DNA质量不高，褐变严重，无法扩增．Sayuri Teramoto

等（1994)以CTAB法提取梨DNA，然后过柱纯化作RFLP用〔4)，虽然能够成功，但药品成本较高，操作复

杂，对微量提取难于做到。因此，本试验试图对DNA的微量快速提取法一一-SDS法作一些改进，使之能够适

合RAPD分析的要求。

I材 料 和 方 法

1.1材料

本研究所用材料均取自华中农业大学果树标本园，供提取方法 比较用的材料为黄花梨 （Pyrus

pyrifolia Nakai)，其它供扩增检查用的梨品种分别为：长十郎 （P. pyrifolia Nakai)、金盖酥 ( P.

bretschneideri Rehd)、湘菊（P. pyrifolia Nakai)、克菲（P. communis L）。

1.2方法

1.2.1 DNA的提取 最初以肖顺元（(1995)的方法〔”稍作修改。取1--2个嫩梢尖或刚展开的幼叶（(O.lg左右或

更少），置灭过菌的1.5m1离心管中，用自制的玻璃棒将组织捣碎，加人700川提取缓冲液（100mmo1 / L Tris-HC1,

pH8.0, 50mmol / L Na2EDTA, pH 8,0, 500mmo1 / L NaCI, 100mmol / L /3-琉基乙醇(BME), 3％十二烷基磺酸

钠（SDS),搅匀后，在65℃水浴中保温20-30分钟，离心（12 OOOrpm, 2min)，将上清液转人干净离心管中，加人等体

积苯酚：氯仿：异戍醇(25：24：1)，缓慢颠倒混匀，离心（(12 OOOrpm, 5 min)，上清液再以氯仿：异戊醇(24：1）抽提

后离心（12 OOOrpm, 5min)，收集上清液，加人10,u15 mol / L醋酸钠和0.6倍体积异丙醇，摇匀，在一20℃下静置

l Omin，离心（12 OOOrpm, 2min)，倾去上清液，沉淀物用75％酒精浸泡，无水酒精漂洗，真空干燥，最后加人1OOUI

TE溶解，即为DNA粗提液。此方法在柑桔、苹果、桃等多种果树上提取效果均较好，但在梨中提得的DNA为

深褐色，无法用作RADP分析。因此，本试验在磨样时添加抗酚类氧化褐变的物质，各处理方法如下：

对照：提取缓冲液（100mmol / L Tris-HCI, pH8.0, 50mmol / L Na2EDTA, pH8.0, 500mmol / L NaCl,

l00mmol／L BME, 3 % SDS.

处理A：将提取缓冲液中的BME浓度提高到200 mmoI/ L;处理B:提取缓冲液十0.05g / g鲜样水溶性PVP;

处理C:提取缓冲液十0.10g/ g鲜样水溶性PVP;处理D:提取缓冲液十0.05g / g鲜样不溶性PVP;处理E:提取缓冲
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液＋0.IOg/g鲜样不溶性PVP;处理F:提取缓冲液＋0.005g / g鲜样抗坏血酸（(Vc);处理G:提取缓冲液十0.05g / g鲜

样抗坏血酸；处理H:提取缓冲液＋0.5g / g鲜样抗坏血酸；其它程序同前。

1.2.2 DNA质量检测 提取的DNA以蒸馏水稀释25倍，在Berkman DU640紫外分光光度计上读取260nm

和280nm的OD值。

1.2.3 DNA扩增 扩增在 Perkin Elmer DNA Thermal Cycler 480 PCR仪上进行，每25川反应液中含

50mmo1／L Tris-HCI, pH8.3; 250pg／ml BAS, 2% Ficoll; lmmol/ L Tartrazine, 2mmol／L MgCl2,

200pmol / L dNTPs, 0.8pmol / L 10-mer primer, 0.8 unit Taq polymerase（作物遗传改良国家重点实验室制）及25

一50ng DNA。反应条件为：93 C 2 min；然后在93 C 1 min, 36C 1 min, 72C 2 min运行43个循环，之后721C延伸

10 min，扩增产物用1.6％琼脂糖凝胶电泳分离，澳化乙锭染色后，紫外分析仪上观察并照像。

2结 果 与 讨 论

2.1几种添加剂对提取液pH值的影响

添加抗氧化剂后，在磨样前后以精密pH试纸测提取液的pH(65 1C),结果见表1。可见水溶性PVP和不溶性

PVP对提取液的pH影响均较小，而添加Vc后pH值略有降低，随添加量不同而有变化。磨样后，不同处理即显

现不同颜色，在经苯酚抽提后，颜色的差异更明显，增加BME用量、加人水溶性PVP等几个处理与对照无差别，

添加不溶性PVP虽然颜色略有减轻，且能够沉淀出DNA，但仍然不能作RAPD分析用。唯有加Vc，磨样后颜色

变为浅红色，再经苯酚和氯仿抽提后，样液基本上为无色，少数仍微带颜色，加人醋酸钠和异丙醇后得到的DNA粗

提物微带颜色或白色。

表1添加剂对提取液pH和DNA褐变的影响

处 理 pH值 DNA 状 况 处 理 pH值 DNA 状 况

对 照 7.0 深褐色，不易沉淀 ＋不溶性 PVP 0.100g / g鲜样 7.0 褐色，易沉淀

+BM E 7.0 深褐 色 ，不 易 沉 淀 ＋Vc 0.0058 / g鲜样 6.8 褐 色 ，易 沉 淀

＋水溶性PVP 0.0508／g鲜样 7.0 深褐色，不易沉淀 ＋Vc 0.0508 / g鲜样 6.5一6.8 浅褐至浅绿色，易沉淀

＋水溶性PVP0.l00g/g鲜样 7.0 深褐色，不易沉淀 ＋Vc 0. l OOg / g鲜样 6.0 无色透明状沉淀
＋不溶性PVP 0.0508 / g鲜样 深褐色，易沉淀

2.2 VC添加f的优化
在提取缓冲液中分别添加不同量的Vc，观察对pH的影响，提样过程中颜色的变化，沉淀DNA的多少、颜色

和OD260/ OD2a。比值，结果见表2．由表2可见，Vc添加童越大，pH值降低越明显．但只要V。的量控制在

0.2508 / g鲜样以下，提取液的pH值可保持在6.0.6.5以上。磨样后的样品颜色也发生变化，随着Vc添加量增加，

磨样后样品颜色由褐色变为红色或淡红色，最终沉淀出的DNA颜色也逐渐减轻，变为白色或透明状，但量逐渐减

少．紫外检测结果也证实，若Vc添加A少于0. l 008 / g鲜样，则所得DNA的OD260 / OD28。比值低于1.8，表明其

中的蛋白质或酚类物质含量可能较高，若Vc添加量高于0.500g / g鲜样，则所得DNA的OD260/ OD28。比值达

2.0以上。可能 RNA含量较高。

衰2 Vc添加f对提取效果的影响

添加Vc f 提取液pH值 苯酚抽提后 DNA粗提物 OD260 OD280 OD260/ OD280

(g 9鲜样） (65 ̀C） 样液颜色 颜色

0.005 7.0 绿褐色＋＋ ＋＋＋ 3.0743 2.7709 1.1095 

0.025 7.0 绿 揭 色 ＋ ＋十 2.9562 2.6597 1.0669 

0.050 6.8 红色十 ＋ 2.9997 1.9459 1.5415 

0.100 6.5 红色＋ 2.9997 1.6197 1.8520 

0.250 6.0 红 色 ＋＋ 2.0743 1.1502 1.8034 

0.500 5.8 红色＋十十 1.1323 0.5238 2.1617 
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一般说来，DNA的OD260 / OD28。比值低于1.5，则难进行RAPD扩增。因此，在提取梨DNA时，磨样前添

加Ve 0.050--0.250 g/ g鲜样，可以沉淀出供RAPD扩增用的DNA，其中以0.100g / g鲜样左右较好．
2.3 RAPD扩增

以上述方法提取黄花、长十郎等品种 DNA．以Operon公司产引物OPV07扩增．结果见图 1.

1 2 3 4 5

图1 几个梨品种的RAPD图谱(OPV07)
1．黄花；2．长十郎；3．金盖酥；4．湘菊；5．克菲。

DNA的提取质量往往是决定RAPD分析成功与否的关键。CTAB法虽然是DNA提取中的经典方法，但由

于其成本较高，毒性较大，且操作繁琐，目前往往仅在需DNA量较大的RFLP等分析中采用。而SDS法对于模

板DNA质量要求不严的RAPD分析采用较多。肖顺元认为SDS提取的柑桔DNA的分子量可达50kb，可用于

RFLP分析〔”，戴思兰等采用更简单的碱（NaOH）法提取菊属植物DNA，也能用于RAPD扩增〔6)。

许多研究者认为，虽然RNA有无和带有少量的蛋白质并不会影响扩增，但是一些酸性多糖、多酚、单宁及色

素等严重影响Taq(DNA聚合酶）的活性，而导致扩增失败〔3)。在我们的前期试验中，由于梨DNA提取物含较多

酚类物质，呈深褐色，用苯酚、氯仿及乙醇等无法去除，不能用作RAPD扩增，甚至连DNA沉淀也难于得到．

为防酚类物质氧化成为一些非水溶性物质与DNA结合后影响DNA解链或降低Taq酶活性，通常都在提取

液中加人一定量的琉基乙醇（也防止DNA链断裂并重聚为二聚体），但在本试验中发现进一步提高BME浓度并不

能防止酚类物氧化变色；水溶性PVP和不溶性 PVP也是生物大分子提取时常用的防氧化褐变剂，我们在提取柑

桔、梨等植物的DNA时，发现水溶性PVP完全没有减轻褐变的效果，而不溶性PVP有一定的抗氧化褐变能力，

但对于梨，其抗褐变能力仍很有限。Vc是抗氧化剂，能阻止酚类物质氧化为不溶性物质，但Vc带梭基，对提取液

的pH会有影响。因此须用量适当，以不致影响提取液的pH值。在我们的试验完成时，看到戴思兰等在提取菊属

植物时也试用了VC，但他们未取得正结果〔6)，可能他们在试验中Vc添加量太低（约0.001g／管）。

一些报道中还提到不同时期、不同材料提样难度不同，而我们发现只要磨样容易，无论老叶新叶，磨样前添加

适量VC(约0, l 00g / g鲜样），均能得到较多的DNA粗提物，且色泽洁白，能够用于RAPD扩增。
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