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摘要  以蓝莓幼嫩叶片为试材 ,采用CTAB 法提取基因组DNA, 并对影响RAPD 反应的因素进行了研究 ,建立了适用于蓝莓的RAPD 最佳
反应体系。结果表明 : 从幼嫩的叶片中提取的DNA 质量高 ;20 μl RAPD- PCR 体系中 , 退火温度37 ℃、dNTPs 浓度0 .25 mmol/ L、模板DNA
浓度0 .5 ～1 .5 ng/ μl 、引物浓度1 pmol/ μl 、Taq 酶用量1 .0 U 时 ,获得的特异性谱带清晰可靠 , 可重复性高。
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Establishment of Reaction Systemof RAPDfor Blueberry
XU Na et al  ( School of Environmental and Biological Science and Technology ,Dalian University of Technology ,Dalian,Liaoning 116024)
Abstract  By CTAB method the genomic DNA of blueberry was extracted ,using tender leaves as materials . Several factors which affected RAPDamplifi-
cationi n bl ueberry genomic DNA were analyzed and a better system was promoted .The results showed that the highest quality of DNA was fromtender
leaves .In 20 μl reaction system, the best annealing temperature was 37 ℃containing DNAtemplate 0 .5～1 .5 ng/ μl ,TaqE1u,dNTPs 0 .25 mmol/ L and
ten base randompri mer 1 pmol/ μl .The electrophoresis bands were clear and stable .
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  蓝莓属于杜鹃花科越橘属植物, 其果实具有极高的营

养价值和保健功能。我国虽然是野生蓝莓的主要产地 , 但目

前绝大多数栽培品种均引自国外。由于引种途径各异 , 许多

品种缺乏背景资料, 难以进行分类鉴定 , 造成品种名称混乱、

种系不清等问题, 严重影响我国蓝莓育种研究及商品苗木的

生产。从 DNA 水平上对我国蓝莓种质资源建立蓝莓的分子

鉴别、分类体系 , 了解各品种的遗传背景。这对蓝莓种质资

源的引进、合理利用等具有重要意义。

RAPD 技术是广泛应用于种质资源的鉴定和分类的手

段。由于不同物种对 RAPD 反应条件存在差异 , 而且 RAPD

技术对反应条件很敏感, 因此若要保证 RAPD 结果的可靠性

和重复性, 应首先对其反应条件进行优化筛选。笔者就Taq

DNA 聚合酶、dNTPs 、模板DNA 浓度、引物浓度、退火温度5 种

因素进行优化, 旨在建立适合蓝莓 RAPD 的反应体系, 为进

一步对蓝莓的种质资源及其分类研究创造条件。

1  材料与方法

1 .1  材料 供试蓝莓由大连越橘科技开发有限公司苗圃提

供, 选取嫩叶用于DNA 提取。

1 .2 酶及引物  Ex Taq 酶( 试剂盒) 、10 碱基随机引物都购

自大连宝生物工程有限公司。

1 .3 DNA 提取 采用CTAB 法[ 1] 。

1 .4 PCR 扩增  PCR 反应在Takara 公司TP600 型PCR 仪上

进行。反应体系20μl 。反应程序:94 ℃预变性4 min ;94 ℃40

s ,36 ℃45 s ,72 ℃2 min ,40 个循环;72 ℃,8 min 。扩增产物用

1 .5 % 琼脂糖凝胶( EB 染色) 电泳, 电泳结束后放在自动凝胶

成像仪中观察, 拍照记录。

1 .5 RAPD 反应体系优化  分别研究了模板浓度、底物浓

度、引物浓度、Taq 酶用量及退火温度对 RAPD 反应的影响。

变化某个因素时其他因素选择中间梯度, 固定不变。每组设

置3 次重复, 并用不同的引物及模板对试验结果进行验证。

各因素梯度设置、试验用引物及品种如表1 。 �
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  表1 蓝莓RAPD 反应体系优化各因素梯度设置

因素
梯度设置

① ② ③ ④ ⑤

随机

引物
品种

模板浓度∥ng/ μl 0 .5 1 .0 1 .5 2 .0 2.5 opy13 Blomidon

dNTP 浓度∥mmol / L 0 .125 0 .25 0 .375 0 .5 0.625 opg10 Northblue

引物浓度∥pmol/ μl 0 .5 1 .0 1 .5 2 .0 2.5 opg10 Northblue

Taq 酶用量∥U/ 20 μl 0 .5 1 .0 1 .5 2 .0 2.5 opa18 Blomidon

退火温度∥℃ 35 36 37 38 39 opy13 Blomidon

2  结果与分析

2 .1 DNA 的制备  采用 CTAB 法提取蓝莓基因组 DNA。由

图1 可知,DNA 各样品主带明显, 带型整齐, 没有降解现象 ,

总DNA 分子量都在19 kb 左右。DNA 经紫外分光光度计检

测, 其 OD260/ OD280 值在1 .8 ～2 .1 之间, 说明提取的 DNA 无

蛋白质及 RNA 污染, 纯度较高。用此 DNA 作为模板进行

RAPD 反应扩增到较多特异条带 , 表明该 DNA 提取方法可以

满足蓝莓RAPD 反应对模板的要求。

注 :M 为 DNA Marker λ- EcoT14 Ⅰdigest ;1～12 为蓝莓基因组 DNA。

图1 蓝莓基因组DNA 电泳图谱

2 .2 RAPD- PCR 反应条件的优化

2 .2 .1 模板DNA 浓度对RAPD 反应的影响。模板DNA 的含

量是制约扩增产物得率及特异性的重要因子。模板含量过

低, 分子碰撞的机率低, 偶然性大, 无法得到扩增产物或使

结果不稳定; 模板含量过高, 又会增加非特异产物的扩增, 造

成弥散型电泳结果。适于 RAPD 反应的模板浓度范围因物

种不同而异。如小麦 RAPD 反应中, 模板DNA 用量在0 .2 ～

0 .4 ng/ μl [ 2] , 而霸王基因组 RAPD 反应 最适 DNA 用量为

2 ng/ μl [ 3] 。该研究选用的不同 DNA 浓度都可扩增出条带( 图

2) , 但随着浓度增加, 条带数量逐渐减少,2 .5 ng/ μl 时只出现1
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条带。用0 .5 ～1 .5 ng/ μl 的 DNA 作为模板, 扩增出的条带清

晰、数量最多。据此, 以下试验采用的模板浓度为1 .0 ng/ μl 。

 注 :1 ～5 模板 DNA 浓度分别为 0 .5 ,1 ,1 .5 ,2 ,2 .5 ; M 为 DL2000

Marker 。

图2 模板DNA 浓度对RAPD 反应的影响

2 .2 .2 底物dNTPs 浓度对RAPD 反应的影响。dNTPs 是作为

PCR 反应的原料参与新链 DNA 的合成过程, 其浓度变化对

RAPD 扩增条带的数量和强弱影响较大。一般认为dNTP 在

反应体系中的最终浓度以0 .1 ～0 .2 mmol/ L 最佳[ 4] 。由图3

可知,dNTP 浓度为0 .125 ～0 .25 mmol/ L 时均可扩增出数量较

多且清晰的条带,0 .25 mmol/ L 效果最佳; 高于该浓度, 扩增

条带变弱或消失。

 注 :1 ～5dNTPs 浓度分别为0 .125 ,0 .25 ,0 .375 ,0 .5 ,0 .625 mmol/ L ;

M 为 DL2000 Marker 。

图3 底物dNTPs 浓度对RAPD 反应的影响

 注 : M 为 DL2000 Marker ;1 ～5Taq 酶含量分别为 0 .5 ,1 .0 ,1 .5 ,

2 .0 ,2 .5 U。

图4 Taq 酶用量对RAPD 反应的影响

2 .2 .3 Taq 酶用量对 RAPD 反应的影响。在 RAPD 反应中 ,

使用高浓度的Taq 酶不仅浪费, 而且容易产生非特异扩增 ;

Taq 酶含量过低会使新链的合成效率下降, 导致扩增产物减

少或消失。Taq 酶用量还与模板的质量及酶的活性有关[ 5] 。

由图4 可知 , 该研究中Taq 酶用量低于1U 时, 无扩增条带; 当

用量为1～1 .5 U 时, 扩增出的条带较多且主带较强; 高于1 .5

U, 扩增出的条带出现脱尾现象。考虑到经济因素, 选择1 U

作为蓝莓RAPD 反应的Taq 酶用量。

2 .2 .4  随机引物浓度对 RAPD 反应的影响。RAPD- PCR 中 ,

引物浓度过低, 引物与模板结合机率下降, 扩增反应会过早

结束, 造成引物条带过浅甚至没有条带 ; 引物浓度太高会导

致非特异性产物的出现。由图5 可知, 引物浓度为1 pmol/ μl

时扩增出的主带亮而清晰, 引物浓度增加, 扩增出的条带数

量减少 , 主带变弱 , 可见蓝莓RAPD 体系中最佳引物浓度为1

pmol/ μl 。

 注 :M 为DL2000 Marker ;1 ～5 随机引物浓度分别为0 .5 ,1 ,1 .5 ,2 ,

2 .5 pmol / μl 。

图5 随机引物浓度对RAPD 反应的影响

2 .2 .5 不同退火温度对 RAPD 反应的影响。退火温度是影

响扩增特异性的主要因子之一。在一定温度范围内, 退火温

度越高扩增特异性越高; 随着温度的降低扩增产物的特异性

也降低。由图6 可知, 该试验在36～39 ℃范围内均可扩增出

明显主带,37 ℃以上扩增出的条带清晰, 可重复性好, 因此可

选择37 ℃作为蓝莓RAPD 反应的退火温度。

 注 :M 为 DL2000 Marker ;1 ,3 ,5 ,7 ,9 退火温度分别为 35 ,36 ,37 ,

38 ,39 ℃ ;2 ,4 ,6 ,8 ,10 依次为1 ,3 ,5 ,7 ,9 的重复。

图6 不同退火温度对RAPD 反应的影响

3  讨论

准确性和稳定性是利用 RAPD 进行遗传分析的前提条

件。不同的材料、不同的DNA 提取方法、不同的仪器和不同

的反应体系对 RAPD 反应结果有较大的影响。任何一个反

应因子设置不好, 都会影响整个反应过程。因此 , 系统地探

索其反应最佳条件, 优化反应体系是提高RAPD 反应可靠性

和重复性的关键。该研究通过多次重复试验建立了适合蓝

莓RAPD 分析的反应体系:20 μl 体系中, 模板 DNA 浓度0 .5

～1 .5 ng/ μl 、dNTPs 0 .25 mmol/ L、引物1 pmol/ μl 、Taq 酶活性值

1 .0 U, 退火温度37 ℃。

研究发现,DNA 模板质量是影响蓝莓 RAPD 稳定性的主

要因素, 若模板质量差, 即使按照优化的体系也难以达到准

确一致的效果。该研究用CTAB 法从幼嫩的叶片或组培苗叶

片提取 DNA 质量较好, 用其作为模板,PCR 扩增出的条带清

( 下转第5793 页)
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2 .2  2 ,4- D 对榆黄菇胞外多糖含量和菌丝体得率的影响  

2 ,4- D 在低浓度时可作为一种植物调节剂, 高浓度时作为一

种除草剂。2 ,4- D 常作为除草剂和植物生长调节剂使用, 在

农林业中发挥了重大作用, 尤其在水果保鲜中应用广泛[ 5] 。

由图2 可以看出 ,2 ,4- D 对榆黄菇菌丝体生长和胞外多

糖含量均有一定的影响。当2 ,4- D 浓度为0 .7 mg/ L 时 , 菌丝

体得率和胞外多糖含量均达到了最大值。因此, 榆黄菇菌丝

体得率和胞外多糖产生的2 ,4- D 最佳浓度是0 .7 mg/ L, 太高

或太低的浓度均不利于其生长。

图2 2,4- D 对菌丝体生长和多糖含量的影响

2.3  IBA 对榆黄菇胞外多糖含量和菌丝体得率的影响  

IBA 是一种吲哚类的植物生长调节剂。它可以促进植物细

胞根系的生长, 主要用于促进插枝生根。在二级培养基中分

别加入0、0 .5、1 .0、1 .5、2 .0、2 .5 mg/ L IBA, 设5 个重复。

由图3 可以看出,IBA 对榆黄菇菌丝体的生长具有明显

的促进作用。随着IBA 浓度的升高。菌丝体得率和多糖含

量都升高, 当IBA 浓度为1 .5 mg/ L 时菌丝体得率和多糖含量

达到最高, 尔后随着浓度的升高, 菌丝体得率和多糖含量皆

有不同程度的下降。因此, 较高浓度的IBA 对榆黄菇的菌丝

体生长和多糖的产生有明显的抑制作用。由此可知, 榆黄菇

菌丝体生长和多糖产生的IBA 最佳浓度约为1 .5 mg/ L。

图3 IBA 对菌丝体生长和多糖的影响

2 .4  L- Glu 对榆黄菇胞外多糖含量和菌丝体得率的影响  

由图4 可

太明显。随着浓度的变化, 菌丝体得率无明显的变化 ; 而 L-

Glu 对胞外多糖的影响较大, 当L- Glu 浓度达1 .0 mg/ L 时多糖

含量达最高, 尔后随着L- Glu 浓度的升高多糖含量不再上升。

因此, 榆黄菇胞外多糖产生的L- Glu 最佳浓度为1 .0 mg/ L , 而

L- Glu 对菌丝体的生长几乎无影响[ 6] 。

图4 L- Glu 对菌丝体生长和多糖含量的影响

3  结论

研究表明, 在培养基中分别添加的 NAA 、2 ,4- D,L- Glu 、

IBA4 种生长因子对榆黄菇菌体生长及胞外多糖产量均有不

同程度的影响。在深层发酵中, 榆黄菇在不添加任何生长因

子时, 菌丝体得率和胞外多糖产量都比较低。研究发现 , 当

NAA 的添加量为0 .2 mg/ L 时菌丝体得率最高, 浓度为0 .3

mg/ L 时胞外多糖产量最高;2 ,4- D 的添加量为0 .7 mg/ L 时 ,

菌丝体得率和胞外多糖产量都达到最高值;IBA 的添加量为

1 .5 mg/ L 时, 榆黄菇菌丝体得率和胞外多糖产量都达到最大

值;L- Glu 的添加量为 1 .0 mg/ L 时, 胞外多糖含量达到最大

值, 而对菌丝体得率无明显影响。

4 种因子所产生影响的对比研究表明, 对榆黄菇菌丝体

得率影响最大的因子是NAA , 而对胞外多糖产量影响最大的

因子是IBA;4 种因子对榆黄菇菌丝体得率和胞外多糖产量

的影响具有正相关性 , 即添加4 种因子促进生物量提高的最

佳量与促进胞外多糖提高的最佳量基本一致。
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晰, 而且结果重复性好。从成熟叶片中提取 DNA 为模板,

由于难以消除多糖、酚类物质及蛋白等的影响 , 结果往往不

稳定。因此 , 探索快速、高效提取田间成熟叶片 DNA 的方

法是当务之急。
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