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摘要  [ 目的] 为利用RAPD 技术进行油葵的亲缘关系分析及杂种鉴定奠定基础。[ 方法] 以6 种杂交油葵种子为试材 , 采用改良的CTAB
法提取油葵基因组DNA, 并对提取DNA 的浓度和纯度进行测定。通过单因子梯度试验 , 筛选出优化、稳定的RAPD- PCR 反应体系。[ 结
果] 采用改良CATB 法提取的油葵 DNA 质量好、得率高 , 且无蛋白质和酚类的污染。油葵的最适 RAPD-PCR 反应体系为 :2 .0 μl 10 ×
Buffer 、2 .0 mmol / L Mg2 + 、150 μmol/ L dNTPs 、1 .5 U Taq 酶、2 .0 ng/ μl DNA 模板、0 .25 μmol/ L 引物 , 总体积为20 .0 μl 。利用该体系对不同含
油量的6 个油葵杂交种进行扩增, 均表现为带形清晰稳定、带数适宜。[ 结论] 该RAPD 技术体系适用于各种油葵杂交种的DNA 分析。
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Abstract  [ Objective] The research ai med to lay the foundation for the genetic relationship analysis of oil sunflower and hybrid identification by RAPD
technology .[ Method] With 6 varieties of hybri d oil sunflower seeds as tested materials ,genomic DNA were extracted fromoil sunflower by the i mproved
CATB method and the concentration and purity of the extracted DNA were determi ned .Through single- factor gradient test ,the opti mized and stable RAPD-
PCRraction systemwas screened out .[ Result] DNA extracted fromoil sunflower by the i mproved CATB method had no pollution of protein and phenols ,
with good quality and high yield .The opti mumRAPD- PCRractionsystemwas as follows : 2 .0 μl 10×Buffer ,2 .0 mmol/ L Mg2 + ,150 μmol/ L dNTPs ,1 .5
U Taq enzyme ,2 .0 ng/ μl DNAtemplate and 0 .25 μmol/ L pri mers withtotal volume of 20 .0 μl .6 oil sunflower hybri ds with different oil content were am-
plified by this systemand they all showed clear and stable bands type withsuitable band number .[ Conclusion] This RAPDreaction systemwas suitable for
DNA analysis of all ki nds of oil sunflower hybrids .
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  杂交油葵( Oil sunflower hybrids) 是人工培育的籽实含油

率较高的栽培型向日葵, 作为一种新型油料作物其种植面积

逐年扩大[ 1] 。因此, 在实际育种过程中, 其遗传分析及品种

纯度鉴定方面的研究具有重要的理论和实用价值。刘杰

等[ 2] 对油葵杂交种 A15 的 DNA 提取及检测进行过初步探

讨, 但其DNA 提取技术体系有待完善。笔者对目前在生产

中被广泛应用的油葵杂交种的 DNA 提取技术及 RAPD 分析

中的关键因子进行了较为系统的探索, 旨在建立油葵杂交种

简单、实用、有效的DNA 分析技术体系, 为进一步采用 RAPD

对油葵的亲缘关系进行分析及杂种鉴定奠定基础。

1  材料与方法

1 .1  材 料  6 种 杂 交油 葵: ① 新 葵杂 四 号, ② 矮 大 头

( 567DW) , ③利马349( A15) , ④新101( 长城油葵) , ⑤欧洲种杂

( A17) , ⑥引进的罗马尼亚品种“精选”。均由河北正阳葵业

科技有限责任公司提供。

1 .2 方法

1 .2 .1 基因组DNA 提取。DNA 的提取采用CTAB 法[ 3] 并加

以改进。取种仁0 .5 g , 在液氮中迅速研磨成粉末 , 转至5 ml

离心管中 , 加入2 ml 65 ℃预热的 CTAB 提取液[ 100 mmol/ L

Tris- HCl ,20 mmol/ L EDTA ,1 .4 mol/ L NaCl ,2 % CTAB , 用前加

入2 % 体积β- 巯基乙醇,1 % 体积PVP( W/ V) ] ,65 ℃水浴45

min , 间隔10 min 摇匀1 次; 待冷却到室温后,8 000 r/ min 离

心10 min , 将上清液转入5 ml 离心管中, 加入等体积苯酚/ 氯

仿/ 异戊醇( 25∶24∶1) 后混匀,8 000 r/ min 离心10 min , 取上

清, 再加入等体积氯仿/ 异戊醇( 24∶1) , 混匀,8 000 r/ min 离心

10 min ; 吸取上清液至新的5 ml 离心管中, 加入1 μl Rnase( 10

mg/ ml) 37 ℃水浴25 min , 等体积氯仿/ 异戊醇( 24∶1) 抽提1

次, 加入1/ 10 体积3 mol/ L 醋酸钠( pH 值5 .2) ,2 倍体积4 ℃

无水乙醇, 混匀后用无菌牙签缠出 DNA 至1 .5 ml 离心管 ,

70 % 的乙醇洗涤2 次, 风干后TE 溶解。

1 .2 .2 DNA 检测。凝胶电泳:DNA 在1 .0 % 的琼脂糖凝胶上

电泳60 min( 5 V/ c m) ,EB 染色后观察 ; 分光光度计检测:UV-

2401PC 紫外分光光度计测定波长260 和280 nm 时的 OD 值 ,

算出其浓度和纯度。

1 .2 .3 RAPD- PCR 反应体系的建立。RAPD 反应中各组分浓

度及用量见表1 ,DNA 选用新葵杂四号。参照李先平等[ 4] 及

张今今等[ 5] 的方法采用单因子梯度试验, 即在其他因子不变

的情况下按一定浓度梯度改变某一因子( 表2) , 筛选出优化、

稳定的反应体系。PCR 程序: 预变性94 ℃4 min ;94 ℃ 30 s ,

36 ℃60 s ,72 ℃70 s ,40 循环 ;72 ℃ 延伸10 min。4 ℃保存。

表1 油葵RAPD- PCR 反应体系

Table 1 RAPD- PCRreactionsystemfor oil sunflower

反应成分

Reaction components

试剂浓度

Actual concentration

体积/ μl

Volume

终浓度

Final concentration
Buffer 10× 2 .0 1×

MgCl2 20 mmol/ L 2 .0 2 .0 mmol/ L

dNTPs 2 .5 mmol/ L 1 .2 150 μmol/ L

Taqpolymerase 2 .5 U/ μl 0 .6 1 .5 U

DNA 40 ng/ μl 1 .0 2 ng/ μl

Pri mers 5 μmol/ L 1 .0 0 .25 μmol/ L

 注 : Taq 酶由上海Promega 公司提供 , 引物( CAATCGCCGT) 由上海生工

公司提供。下同。

 Note : Taq polymerase comes frompromega ,pri mer ( CAATCGCCGT) offered by

Shanghai Sangon corparation .The same as below.

1 .2 .4 凝胶电泳成像  扩增产物在1 .0 % 琼脂糖凝胶上电

泳。电泳缓冲液1 ×TAE 点样5 μl , 电压3 ～5 V/ c m。电泳50

min 后在AITM-26 型凝胶成像系统上检测。

2  结果与分析

2 .1  DNA 质量检测 DNA 在1 .0 % 琼脂糖水平电泳结果见
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图1 , 改良的CTAB 法提取的DNA 片段大小在23 kb 左右。紫

外分光光度计测定,6 种油葵基因组 DNA 的 A260/ A280 比值为

1 .8～2 .0 , 表明样品中蛋白质和酚类物质去除较干净; 按照公

式DNA( μg/ ml) = OD260 ×50/ 1 000 ×稀释倍数, 将 DNA 浓度

稀释到40 ng/ μl 。

表2 RAPD- PCR 反应体系优化设计

Table 2 Opti mumdesignfor RAPD-PCRreactionsystem

序号

No .
Mg2 + ∥μl dNTPs∥μl

Taq 酶∥μl

Taq polymerase
Pri mers∥μl

1   1 .2   0 .8   0 .4   0 .5

2 1 .6 1 .2 0 .5 0 .1

3 2 .0 1 .6 0 .6 2 .0

4 2 .5 2 .0 0 .7 3 .0

CK 0 0 0 0

注 :M.λDNA/ Hind Ⅲ Makers ;1 ～6 泳道分别为油葵①、②、③、④、

⑤、⑥。

Note : M.λDNA/ Hind Ш Markers ; Lanes 1 ～6 indicate oil sunflower ① ,

② , ③ , ④ , ⑤ , ⑥ .

图1 6 种油葵基因组DNA 电泳图谱

Fig .1 Electrophoresis patterns of genomic DNAfrom6oil sunflower

varieties

注 :1 .1 .2 μl ;2 .1 .6 μl ;3 .2 .0 μl ;4 .2 .5 μl 。

图2 Mg2+ 浓度对RAPD 扩增的影响

Fig .2 Effects of Mg2+ concentration on RAPDamplification

2 .2  RAPD- PCR 反应体系建立

2 .2 .1  Mg2 + 浓度。不同 Mg2 + 浓度下 RAPD 结果如图2 所

示,Mg2 + 为1 .2 ～2 .0 μl 时 , 谱带清晰,2 .0 μl 时谱带清晰且条

带多,2 .5 μl 时谱带模糊, 带数少。故较理想的 Mg2 + 量为2 .0

μl 。其原因可能是 Mg2 + 作为 Taq 酶的激活剂, 浓度过低时

Taq 酶的活性也较低, 导致扩增不完全; 浓度过高时同样影

响酶的活性, 引起带型弥散。

注 :1 .0 .8 μl ;2 .1 .2 μl ;3 .1 .6 μl ;4 .2 .0 μl 。

图3 dNTPs 浓度对RAPD 扩增的影响

Fig .3 Effects of dNTPs concentrationon RAPD amplification

2 .2 .2 dNTPs 浓度。dNTPs 作为反应成分之一, 其含量直接

影响着扩增产物的效果:dNTPs 浓度过高时易错配, 浓度过低

时产率较低。由图3 可知, 当dNTPs 加入量为1 .2 μl 时谱带

稳定清晰, 故试验选择该浓度。

2 .2 .3  Taq 酶浓度。Taq 酶的用量为 RAPD 的关键因子之

一。试验设计的4 个浓度梯度时 RAPD 的结果见图4 , 用量

为0 .6 μl 时扩增的带数多、带形清晰稳定, 过低时带数少, 过

高时带形模糊, 出现假阳性。故试验选用 Taq 酶为0 .6 μl ( 即

1 .5 U) 。

注 :1 .0 .4 μl ;2 .0 .5 μl ;3 .0 .6 μl ;4 .0 .7 μl 。

图4 Taq DNA 聚合酶对RAPD 扩增的影响

Fig.4 Effects of Taq polymeraseconcentrationon RAPDamplification

注 :1 .0 .5 μl ;2 .1 .0 μl ;3 .2 .0 μl ;4 .3 .0 μl 。

图5 随机引物对RAPD 扩增的影响

Fig .5 Effects of randomprimers concentrationon RAPDamplification

2 .2 .4 Pri mers 浓度。引物浓度直接影响着 RAPD 谱带的真
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伪性。不同引物浓度下RAPD 结果见图5 , 引物浓度为0 .5 μl

时带数少、带形模糊 , 浓度为1 .0 μl 时条带多、带形稳定清

晰, 浓度为2 .0 和3 .0 μl 时条带分辨不清。因此, 引物为1 .0

μl ( 0 .25 μmol/ L) 时适宜。

2 .2 .5 RAPD- PCR 体系建立。采用优化后的 RAPD 体系( 10

×Buffer 2 .0 μl , Mg2 + 2 .0 mmol/ L ,dNTPs 150 μmol/ L , Taq 酶

1 .5 U,DNA2 .0 ng/ μl ,RAPD 引物0 .25 μmol/ L) 对6 个油葵杂

交种进行扩增, 结果如图5 所示 , 不同含油量的6 个杂交种

均表现出带形清晰稳定, 带数适宜。故该RAPD 技术体系对

不同油葵杂交种都较为适用。

注 :1 ～6 泳道分别为①、②、③、④、⑤、⑥。

Note :Lanes 1 ～6 indicate ① , ② , ③ , ④ , ⑤ , ⑥respeetively .

图6 不同油葵杂交种RAPD 图谱

Fig .6 RAPDpatterns of different oilsunflower hybrids

3  讨论

CTAB 法常用于提取植物 DNA, 但因油葵为高油料作物 ,

特别是种子, 故其 DNA 的提取难度相对较大[ 2 ,6] 。该试验采

用改良的CTAB 法, 即添加1 次CTAB 提取液, 后期辅以Rnase

和盐处理, 从6 个油葵杂交种子中直接提取出了 DNA, 其得

率高、简单实用。利用该方法提取的DNA 进行后续的 RAPD

体系建立和优化, 图谱清晰、稳定, 证明该DNA 质量也较高。

通常,RAPD- PCR 对 DNA 质量要求不高, 模板中的少量

RNA 和蛋白质对 RAPD 扩增影响不大[ 7] 。但该试验中 , 油葵

杂交种子中脂类物质丰富, 其提取的DNA 对RAPD- PCR 效果

产生影响。故该试验中采用较低浓度的 DNA( 2 .0 ng/ μl ) 以

降低反应体系中有机物杂质的含量 , 同时采用较高浓度的

Taq 酶( 1 .5 U) 和 Mg2 + ( 2 .0 mmol/ L) 来降低这些杂质对PCR

扩增效率的影响。在 RAPD- PCR 体系优化过程中, 采用单因

子梯度试验 , 筛选出各反应物的浓度, 但其缺乏对反应物在

反应中的动态交互作用, 如能考虑到反应物之间的相互影

响, 无疑将使得到的RAPD- PCR 反应体系更加完善。
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时产生大量氧自由基、离子, 发生复杂的声化学反应 , 亦能作

用于微生物的遗传物质, 引起突变[ 3 - 4] 。另外在超声波作用

下, 存在于液体中的微小气泡( 气泡或空穴) 所发生的一系

列动力学过程足可以改变孢子壁结构[ 5] , 使细胞内外发生物

质交换, 促进硫酸二乙酯进入细胞内, 使诱变作用更加充分。

这样超声波照射时的生物学效应与硫酸二乙酯协同作用, 产

生了更强的突变效果, 提高了高产菌株的筛选得率。尽管

2 %DES 单因子诱变的诱变强度也很高, 但是诱变作用因子

单一, 不能多方位的充分诱变, 容易发生回复突变, 而且大量

研究表明, 采用复合诱变对遗传性较稳定抗逆能力极强的孢

子处理 , 能导致较大的突变。

该试验采用活性生物测定的筛选方法[ 6] , 直接根据诱变

株对供试菌抑制圈直径的大小来确定诱变效果的好坏 , 结果

证明这种筛选方法是有效可行的, 较之一般的随机筛选, 可

减少盲目性, 减轻工作量, 提高筛选效率。在产物产生及调

控机制不明晰的情况下, 此方法不失为一种理性的筛选

方法。
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