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摘要  为了建立小麦RAPD 反应的最佳体系 ,保证反应结果的稳定性和可靠性 ,寻找小麦冷暖型基因差异, 降低试验成本, 在相同PCR
扩增程序( 94 ℃预变性5 min ,94 ℃变性45 s ,38 ℃退火1 min,72 ℃延伸1 .5 min,40 个循环,72 ℃延伸10 min,4 ℃保存) 下 ,对冷暖型小麦基
因组DNA 的RAPD 扩增体系各参数进行比较筛选, 创建其最佳反应体系为 :25μl 反应体系中 ,模板DNA 20 ng ,10×PCR 缓冲液2 .5 μl ,
dNTPs 0 .2 mmol/ L ,Taq 酶1 U,Mg2 + 浓度为2 .0 mmol / L ,ddH2O12μl ,随机引物10 ng。
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Abstract  In this research, withthe same PCR program:94 ℃/ 5 min→94 ℃/ 45 s ,38 ℃/ 1 min,72 ℃/ 1 .5 min, 45 cycle →72 ℃/ 10 min→4 ℃
forever , the effects of the compositions of RAPD-PCR reaction systemon the gene difference of the cold and warmtype of wheat were studied . An
opti malzed RAPDsystemwas set up : total volume was 25 μl ,including DNA20 ng template DNA,10×PCR buffer at 2 .5μl ,dNTPs at 0 .2 mmol/ L ,Taq
DNA polymerase at 1 U,Mg2 + at 2 .0 mmol/ L ,ddH2O12μl and 10 ng randompri mers .
Key words  Cold wheat ;RAPDreaction system

  冷型小麦是指灌浆成熟期间( 开花至成熟 ,下同) , 冠层

温度与当地生产上长期起骨干作用的对照品种相比较 ,相当

或持续偏低的小麦 ;所谓暖型小麦则指上述期间与对照品种

相比较持续偏高的小麦[ 1] 。冷型和暖型小麦的冠层温度以

及其他一些重要性状都具有较明显的单态性,即不论各年天

气如何 ,冷型小麦的冠层温度与对照品种相比总表现为持续

偏低, 暖型小麦则总表现为持续偏高; 与之相伴随的一些重

要内、外性状,冷型小麦较为优良, 而暖型小麦则明显逊色。

生物的代谢活动是由生物体内的遗传基因所决定的, 如果可

以从基因的角度对冷暖型小麦的差异加以揭示, 从基因的水

平进一步对冷型小麦的特征进行说明, 对未来小麦的分子育

种, 实现小麦的稳产高产都有重要的意义[ 2] 。

RAPD( DNA 随机扩增多态性) [ 3 ,4] 技术自问世以来 ,以其

简便、经济、快捷 ,且无须事先了解物种的相关分子生物学信

息等特点, 迅速渗透到基因组研究的各个领域[ 5 ,6] 。采用

RAPD 技术定位冷型小麦的特征基因, 是比较经济和理想的

方法, 但RAPD 反应影响因素较多, 各反应因子的优化组合 ,

是获得清晰、可重复扩增产物的前提, 也是扩增反应成功的

关键[ 7 ,8] 。为了保证反应结果的稳定性和可靠性, 降低反应

成本, 笔者研究了各种因素变化对扩增结果的影响, 建立了

冷型小麦RAPD 反应的最佳体系。

1  材料与方法

1 .1  试验材料 试验材料是经多年种植遗传稳定的冷型小

麦小偃6 号、RB6 , 以及与之对照的暖型小麦 NR9405、9430。

1 .2 方法

1 .2 .1 基因组DNA 的提取。采用 CTAB 法提取冷暖型小麦

基因组 DNA。

1 .2 .2 DNA 浓度及纯度测定。①电泳 :在0 .8 % 琼脂糖凝胶

( 含 EB 为0 .5 μg/ ml) ,1×TAE 缓冲液( 0 .04 mol/ L Tris- HCl ,

0 .001 mol/ L EDTA) ,3～5 V/ c m下电泳, 以λDNA/ HindⅢ作对

照,检测所提的DNA 分子量大小、浓度及纯度。②紫外分光
�
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光 OD 值:取DNA 溶液4 μl , 加无菌蒸馏水396μl , 即稀释100

倍,在紫外分光光度计上测 OD260、OD280值及 OD260/ OD280比

值,由 OD260×5 即得 DNA 浓度( μg/ μl ) 。由 OD2602/ OD280比

值可判断DNA 纯度, 比值在1 .60～1 .90 可用于PCR 扩增。

1 .2 .3  RAPD 扩增反应体系。利用PTC2200 型 PCR 仪进行

反应。反应体系为: 模板 DNA 20 ～80 ng ,10×PCR 缓冲液

2 .5μl ,dNTPs 0 .1～0 .3 mmol/ L ,Taq 酶0 .5～2 .5 U,Mg2 + 浓度

为1 .5～3 .0 mmol/ L ,随机引物5～20 ng ,总体积25μl , 加盖10

μl 矿物油。在对反应体系中每个成分进行筛选时 ,初始反应

体系中其他参数按MBI 公司所建议的数值。PCR 扩增程序 :

94 ℃预变性5 min ,94 ℃变性1 min ,36 ℃退火1 min ,72 ℃延伸

2 min ,45 个循环,72 ℃延伸10 min ,4 ℃保存。

1 .2 .4 PCR 产物的电泳分离。利用1 .4 %琼脂糖胶( 琼脂糖

加热溶于1×TAE 缓冲液中, 稍微冷却后加EB5 ng/ ml) ,在1

×TAE 缓冲液中进行水平电泳, 电压5 V/ c m。利用 UVP2 凝

胶成像系统( GDS2800) 检测电泳结果, 并利用该系统进行凝

胶扫描照像。

2  结果与分析

2 .1  模板质量浓度对扩增结果的影响 扩增反应中的模板

DNA, 一般是含有待研究或待分离目的基因的总核 DNA。从

理论上讲 , 一个细胞中的 DNA 量就足够用做扩增反应的模

板,但是模板分子数越多, 则错误扩增越少, 因此模板 DNA

需要一定的量。然而当模板 DNA 量过多, 又将降低扩增效

率, 增加非特异性产物。根据相关文献, 在建议的扩增条件

下, 每25 μl 反应混合物中, 模板 DNA 加入量宜为15～100

ng[ 9] 。图1 表明 ,模板质量为10～40 ng 时, 扩增产物无显著

差异,但以20 ng 为最优; 模板质量为40 ng 时,RAPD 产物的

带型开始有弥散; 当模板质量小于10 ng 时 ,RAPD 产物的强

度也相应减弱, 而且扩增出的条带数也相应地减少; 当模板

质量大于40 ng 时 ,RAPD 产物出现严重拖尾现象 , 带型分不

清楚。因此 ,选择20 ng 为 RAPD- PCR 反应体系中最适宜模

板质量。

2 .2  随机引物的浓度对扩增结果的影响  引物量的多少对

扩增条带的影响比较大。在研究 RAPD 反应体系中发现, 引
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注 :1～5 号分别为模板质量10、20、30、40、50 ng。

图1 在25μl 体系中添加不同模板质量的扩增结果

物的浓度对RAPD 指纹图谱影响很大, 随着引物浓度的增

加,产生的条带也增加,引物浓度太小 ,容易发生错配。若引

物浓度小于10 ng , 一般 RAPD 反应不会成功, 或者使一些引

物的再现性差。通常引物量为10～100 ng。图2 表明, 在25

μl 的反应体系中, 引物量为5 ng , 无扩增产物; 引物量为10、

15、20 ng 时,扩增片段的产率随之增加, 但扩增出的条带数减

少,尤其是弱带减少。为了保证反应结果的稳定性和特异

性, 引物浓度以10 ng 为最佳。

 注 :1～4 分别添加的引物量是4、10、15、20 ng。

图2 在25μl 体系中添加不同引物量的扩增结果

2 .3 Taq DNA 聚合酶对扩增结果的影响  Taq 酶对 RAPD

反应的稳定性非常重要, 直接关系到试验的成功与否[ 10] 。

在PCR 反应体系中Taq 酶用量一般为0 .5～2 .5 U,然而由于

DNA、引物以及其他条件的差异,Taq 酶的用量也有差异。反

应混合物中酶量过大, 会使非特异性扩增产物含量增高, 特

异性减少, 扩增产物的电泳呈弥散状; 若酶浓度过低 ,则合成

产物的量减少。图3 是选用 MBI 公司聚合酶不同加入量的

扩增效果。对不同公司出品的 Taq 酶在试验的初期阶段要

做比较试验,不一定就是越好的Taq 酶做 RAPD 的效果就越

好, 这要和试验的目的相结合。在该试验中 ,由于定位的是

复杂性状, 就要求品种间差异较多, 反映在结果上就要求有

较多稳定出现的高质量条带。

2 .4 Mg2+ 浓度对扩增结果的影响 Mg2 + 浓度对 RAPD 反应

的特异性和扩增效率都有影响。在反应系统其他方面都可

以稳定下来的时候对Mg2 + 的优化十分重要[ 10] 。当 Mg2 + 浓

度过高时, 会使非特异性扩增产物增加 ,而且扩增电泳图谱

中容易产生弥散状背景; 当Mg2 + 浓度低时,会使扩增产物条

带变暗, 数目变得不稳定。当 Mg2 + 浓度为1 .0 mmol/ L 时 ,

RAPD 的PCR 扩增产物不存在;当 Mg2 + 浓度为1 .5、2 .0、2 .5、

3 .0 mmol/ L 时,RAPD 的PCR 扩增产物的带型基本一致,但以

Mg2 + 浓度为2 .0 mmol/ L 时扩增电泳条带最为清晰。而当浓

度增至2 .5 mmol/ L 时 ,扩增片段开始有弥散趋势 ; 浓度升至

3 .0 mmol/ L 时, 弥散现象更为明显,认为是高浓度Mg2 + 对Taq

酶活性产生严重影响。所以, 从试验结果来看( 图4) ,Mg2 + 浓

度以2 .0 mmol/ L 为宜。

注 :1～4 Tap 酶浓度依次是0 .5、1 .0、1 .5、2 .0 U。

图3 在25μl 体系中不同的聚合酶浓度扩增的结果

注 :1～4 Mg2 + 浓度依次递增 :1 .5、2 .0、2 .5、3 .0 mmol/ L。

图4 在25μl 体系中Mg2+ 不同浓度扩增的结果

2.5 dNTPs 浓度对扩增结果的影响  dNTPs 为 RAPD 扩增

反应的底物。浓度过低,产率下降, 使条带数目不稳定, 明暗

有变化 ; 浓度过高, 错误掺入率增加, 使扩增条带有弥散。

试验中选用Taq 酶指定dNTPs 浓度, 以0 .2 mmol/ L 为dNTPs

的最适宜浓度。

2 .6  RAPD 反应体系中各个阶段温度、时间的优化 对绝大

多数的反应体系, 起初的变性温度都在94 ℃, 由于小麦的基

因组较大,所以变性的时间较长, 有研究表明必须在30 s 以

上才可以使基因组变性完全[ 11] 。大多数引物的最适复性温

度为35～38 ℃[ 12] , 但有一些引物在此温度下,无论如何调整

其他反应条件, 如酶量、引物、dNTP、MgCl2 浓度等, 均不能显
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著减少非特异性产物, 只有提高复性温度, 才能提高扩增产

物的特异性,产生清晰的带型。该试验曾采用40～46 ℃的复

性温度,虽然可以得到清晰的条带,但是条带数太少 ,不能满

足试验要求。延伸温度选用RAPD 的最适温度72 ℃。

3  结论与讨论

3 .1  模板 DNA 浓度对扩增结果的影响  反应体系中模板

浓度会对扩增结果产生直接影响。以往的报道中模板质量

浓度从15～100 ng 不等[ 13] 。该试验模板质量浓度为30 和40

ng 时,某些扩增条带存在拖尾现象, 影响试验结果的分析 ;

当浓度达到60 ng 时, 扩增产物拖尾严重到难以分辨。认为

可能是由于模板质量浓度增加, 体系中杂质含量也相应增

多, 从而影响Taq DNA 聚合酶活性所致。随模板质量浓度降

低, 扩增带型的强度也随之减弱,以浓度为20 ng 时扩增结果

最佳。

3 .2 Taq DNA 聚合酶和 Mg2+ 对扩增结果的影响 Taq DNA

聚合酶和 Mg2 + 是影响 RAPD 反应的关键因素。Taq 酶浓度

太低, 扩增产率降低或无扩增产物。Mg2 + 则是酶的激活剂 ,

试验表明 Mg2 + 浓度低于1 .5 mmol/ L 时,反应产率下降; Mg2 +

浓度高于3 .0 mmol/ L 时, 酶活性受到影响, 扩增带型拖尾现

象严重,呈弥散状。所以Taq 酶浓度以1 .0 U 为宜, 相应的

Mg2 + 浓度以2 .0 mmol/ L 为宜。

3 .3 随机引物对扩增结果的影响  RAPD 反应的随机引物

一般是 10 碱基的寡聚核苷酸片段, G + C 含量在 50 % ～

70 % ,引物的浓度与扩增产物的特异性有关 ,引物浓度增加 ,

非特异性扩增产物也增加, 引物浓度低,PCR 产物减少。从

该试验结果来看, 引物浓度应在10 ng 左右。

3 .4 dNTPs 对扩增结果的影响  RAPD 反应中,4 种 dNTPs

的浓度通常在0 .05～0 .3 mmol/ L ,在该试验中,dNTPs 的最适

宜浓度为0 .2 mmol/ L。

综上所述 ,小麦RAPD 扩增反应的最佳反应体系是:25μl

反应体系中 , 模板 DNA 20 ng ,10×PCR 缓冲液2 .5μl ,dNTPs

0 .2 mmol/ L ,Taq 酶1 U,Mg2 + 浓度为2 .0 mmol/ L ,ddH2O12μl ,

随机引物10 ng。该体系可作为冷型小麦 RAPD 反应的参考

体系。
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香蜂花插条发生更多的不定根 , 尤以150 mg/ L 的 NAA 处理

效果最佳 ,是香蜂花扦插的最适浓度。同时 , 香蜂花属自身

生根能力极强的植物, 规模生产中为节约成本 , 提高生产效

率, 冬春两季均可直接用清水处理香蜂花茎段和梢段插条

2 h进行扦插育苗。

( 2) 冬春两季都可以进行香蜂花的扦插育苗, 但春季扦

插生根效果要优于冬季。春季插条切口不发生愈伤组织,

不定根多且生根所需时间短 , 这与彭玉华等对山茶花扦插

繁殖研究报道的结果一致[ 4] 。这可能与扦插环境温度有

关, 试验中春季扦插期间平均棚外气温为15 .8 ℃ , 棚内气

温为18 .4 ℃且在扦插繁殖期间气温逐渐上升 , 而冬季扦插

期间平均棚外气温仅11 .3 ℃ , 棚内气温为13 .2 ℃ , 分别比

春季低4 .5、6 .2 ℃ , 同时冬季扦插伴随气温逐渐降低, 从而

影响了香蜂花插条不定根的发生和生长。

( 3) 香蜂花在冬季扦插, 清水处理的梢段生根成苗效果

好于茎段 , 而生长素处理插条生根情况则相反 , 究其原因,

可能是香蜂花不定根的诱导需要较低的生长素水平, 同一

枝条梢段生长素水平比茎段要高 , 故其形成层细胞活动较

强, 有利于生根, 如吸收外源生长素过多 , 则会导致其体内

生长素水平过高从而抑制形成层细胞活动。此外, 生长素

对香蜂花插条不定根的诱导效应因季节不同而异 , 春季

NAA 处理对香蜂花插条不定根的诱导有明显的促进作用,

而冬季生长素的生根诱导效应则不如清水对照。王莉等在

桂花[ 5] 、司亚平等在康乃馨[ 6] 上的研究也有类似报道。推

测这可能与季节不同、插条自己合成的激素种类及其浓度

不同有关 ,但具体原因有待进一步研究。同时扦插后期, 发

现部分香蜂花的插条尤其是茎段插条 , 其叶片和茎干由浓

绿色变为紫红色, 且变色叶片极易发生腐烂 , 但变色生根苗

在大棚内盆栽和地栽, 其叶片和茎干又重新变成浓绿色 ,推

测可能是基质中缺少营养元素所致 , 具体原因尚待进一步

研究。
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