
0 引言

天门冬 [Asparagus cochinchinensis (Lour.) Merr.]

为百合科天门冬属植物，原产非洲，中国主产于贵州、

云南、四川、湖南、湖北等省，是传统的中草药，在中国已

有几千年的使用历史，在《神农本草经》和《千金方》等中

均有记载，是多个民族的常用药。目前，对天门冬的研

究主要集中在化学成分、药理药效及临床应用等方面，

多项研究表明天门冬主要成分为糖类[1-2]、氨基酸类[3]、

皂苷类[4]等，天门冬的临床应用主要集中在治疗乳腺

小叶增生 [5]、治疗恶性淋巴肉瘤 [6]、镇咳、祛痰及平喘

作用 [7]等方面，以往主要采用形态学、孢粉学和显微

结构等方面进行天门冬的物种鉴定 [8-12]，上述方法主
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摘 要：为探讨天门冬种质间遗传多样性奠定基础，采用单因子试验，建立并优化了天门冬AFLP反应体

系，研究酶的用量、酶切时间、预扩增体系和选择性扩增等对 PCR 扩增的影响。酶切反应体系加入

5.0 U EcoR I 和 Mse I 于 37℃保温 3 h；连接反应体系加入 1.0 U T4-DNA 连接酶、2.0 pmol Mse I 接头和

2.0 pmol EcoR I接头，16℃保温过夜；选择性扩增反应体系加入1.0 U Taq DNA聚合酶，0.4 μL EcoR I和

Mse I选择性引物；并筛选得到了8对清晰、多态性高的AFLP引物。17份天门冬种质对建立的AFLP反

应体系检验，证明该体系稳定可靠，可用于天门冬种质多样性的分析。
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Abstract: To establish and optimize AFLP reaction system for Asparagus and lay foundation to analyze its
genetic diversity, the single-factor was applied for optimizing four factors in the reaction system including
restriction enzyme amount, time of digestion, preamplification system and final amplification. The DNA was
completely digested by 5 U enzyme EcoRⅠand MseⅠ in 37℃ water-baths for 3 h. The digested fragments
were legated with 2.0 pmol EcoR Ⅰ, 2.0 pmol Mse Ⅰ adaptors and 1 U T4-DNA ligase at 16℃ to stand
overnight. The Final amplification system included 1.0 U Taq polymerase, 0.4 μL EcoR I and Mse I primers.
On this basis, 8 primers were screened with stable amplification and rich polymorphism. It was proved that this
system was stable and credible. This optimized AFLP system would provide the basis for the genetic analysis of
Asparagus.
Key words: Asparagus; AFLP; system optimization
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要是针对某几个物种且不能有效的进行区分，从而导

致出现了较多的天门冬药材赝品。

AFLP（amplified fragment length polymorphism）技

术是基于 PCR技术扩增基因组DNA限制性片段，基

因组DNA先用限制性内切酶切割，然后将双链接头连

接到DNA片段的末端，接头序列和相邻的限制性位点

序列，作为引物结合位点。它结合了RFLP和PCR技

术特点，具有RFLP技术的可靠性和PCR技术的高效

性。由于AFLP扩增可使某一品种出现特定的DNA

谱带，而在另一品种中可能无此谱带产生。因此，这种

通过引物诱导及DNA扩增后得到的DNA多态性可作

为一种分子标记。AFLP分子标记检测出的多态位点

覆盖整个基因组，易于标准化，且稳定性好、谱带丰富

和灵敏度高[13]。近年来，已普遍应用于药用植物DNA

指纹图谱的构建[14-15]、种质资源的鉴定[16]和遗传多样性

分析[17]等方面的研究。欲进行AFLP分析，必须先建

立其优化体系，不少药用植物的AFLP体系已经得到

和应用[18-19]。本研究采用单因素实验设计，建立天门冬

AFLP优化体系，为天门冬种质的鉴定和亲缘关系的

确定等方面的研究等提供基础。

1 材料与方法

1.1 材料和主要试剂

采自湖南、贵州、广西、浙江等省的17份不同居群

天门冬种质，经怀化学院曾汉元教授鉴定（表 1）。采

用CTAB 法提取基因组DNA，用1.0%琼脂糖电泳和核

酸检测仪检测DNA质量浓度，并稀释至 30 ng/μL，存

于-20℃冰箱备用。

MseⅠ和EcoRⅠ限制性内切酶、T4-DNA连接酶、

Taq聚合酶、2000 bp Marker购自上海生物技术有限公

司，广谱高密度Marker购自北京恩泽基因科技有限公

司。MseⅠ/EcoRⅠ接头、MseⅠ/EcoRⅠ核心引物及

MseⅠ/EcoRⅠ选择性扩增引物由上海生物技术有限

表1 用于AFLP分析的不同居群天门冬

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

居群

浙江杭州

贵州独山

广东广州

湖南衡山

贵州余庆

湖南永州

湖南新宁

湖南坪阳

湖南甘溪

编号

10

11

12

13

14

15

16

17

居群

贵州沿河宝塘

广西南宁

贵州凯里

贵州福泉

贵州瓮安珠藏

贵州花溪

贵州黔西

贵州兴义

公司合成。

1.2 双酶切

天门冬基因组DNA样品同时用EcoRⅠ和MseⅠ
进行双酶切，每种酶的用量作 8个的处理：1、2.0、3.0、

4.0、5.0、6.0、7.0、8.0 U，酶切反应体系如下：2 μL

Buffer、0.2 μL 100×BSA，根据处理添加EcoR Ⅰ（20 U/L）

和Mse Ⅰ（0 U/L）；200 ng DNA模板；加灭菌超纯水至

总体积为20 μL。酶切体系置于37℃水浴酶切10 h，然

后放进70℃水浴10 min，灭去酶活性。取5 μL双酶切

产物于 1.6%琼脂糖上电泳，观察结果，选择适合的酶

量。

取天门冬基因组样品同时进行EcoRⅠ和MseⅠ
双酶切，使用上述试验确定的酶用量，酶切时间分别设

置为 1、2、3、4、5 和 6 h，酶切反应结束后 70℃水浴

10 min灭酶活性。选择适合的酶切时间。

1.3 连接

基因组DNA双酶切产物与EcoRⅠ和Mse Ⅰ接头

连接，连接反应体系为：2.5 μL10 × T4-DNA Ligase

Buffer、0.4 μL EcoR Ⅰ接头（5 pmol/μL）和 0.4 μL Mse

Ⅰ接头（50 pmol/μL）、1 U T4-DNA Ligase、15 μL DNA

双酶切产物，补充灭菌超纯水至25 μL，16℃过夜。

1.4 预扩增反应体系的优化

用DNA连接产物作模板，用有一个选择性碱基的

引物E+AAT和没有选择性碱基的引物M0进行预扩

增，对扩增体系的dNTPs、Mg2 +、引物、DNA模板和Taq
酶5个因素进行L16 (45)的PCR正交试验。PCR反应程

序是：94℃预变性2 min；94℃变性30 s，56℃退火30 s，

72℃延伸1 min，共30个循环；最后72℃延伸5 min。

1.5 选择性扩增

预扩增产物用灭菌超纯水稀释20 倍作模板，对引
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物E1-E16和M1-M16进行随机配对，采用经优化的反

应体系进行扩增，挑选扩增产物片段大小合适，分布较

均匀的引物组合。PCR 反应条件：94℃ 2 min，94℃
30 s，65℃ 30 s，72℃ 1 min，接下来的 12个循环，每个

循环降低0.7℃；然后94℃ 30 s，56℃ 30 s，72℃ 1 min进

行23循环；最后72℃ 5 min，4℃保存。扩增产物用2%

琼脂糖凝胶电泳。

2 结果与分析

2.1 基因组DNA提取

DNA提取的结果所提取的基因组DNA的A260/

A280比值在1.8~2.0之间，电泳图条带清晰无拖尾（图

1），说明所提取的基因组DNA完整且质量较高，符合

AFLP分析的要求。

2.2 双酶切酶量和酶切时间的确定

酶切结果显示，8 种处理的酶量均能把基因组

DNA 切为弥散状的条带(图2-a)，酶量小于4 U时仍有

些大于2000 bp的片段，酶切不够彻底；而当酶量为5 U

泳道1~8为天门冬种质，参考表1

图1 部分天门冬基因组DNA

图2 不同水平酶量（a）和酶切时间（b）效果图

或 5 U以上时酶切彻底，酶切片段都在 1000 bp以下，

因此选用 5 U的酶用量。1~2 h酶切不彻底，3~6 h均

能完全酶切，片段大小在100~1000 bp之间（图2-b），选

择3 h为实际酶切时间。

2.3 预扩增体系的确定

预扩增正交试验结果表明，8号组合的扩增产物

在 750 bp以下（图 3），片段大小比较适合，故选用 8号

预扩增体系，即：2 μL 10×PCR Buffer、0.6 μL dNTPs、

0.4 μL引物E、0.4 μL引物M、1.0 U Taq酶、2 μL模板，

补充灭菌超纯水至20 μL。

2.4 选择性扩增体系的确定

经过筛选，有8对引物的扩增产物分布较均匀、产

物片段大小合适（表 2）。对 17个天门冬居群DNA样

品用选择性引物E+AAC/M+CTC进行扩增，结果显示

了不同居群的多态性（图4），这说明建立的AFLP技术

体系符合研究要求。

3 结论与讨论

AFLP反应体系中，不同的植物种类有不同的适

宜酶切时间、酶的用量和引物等，因此不同的植物需要

进行体系的建立与优化。笔者通过正交和单因素试验

M为Marker，1~16为正交试验编号

图3 正交试验电泳图

表2 筛选得到的AFLP引物

编号

1

2

3

4

EcoRⅠ引物

E+AAC

E+ AAC

E+AAG

E+AGA

MseⅠ引物

M+CAG

M+ AAC

M+CAC

M+CG A

编号

5

6

7

8

EcoRⅠ引物

E+AGT

E+ATT

E+AT A

E+ATC

MseⅠ引物

M+CTC

M+CTG

M+CGG

M+CGC

250 bp

500 bp
750 bp

a b
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及体系的优化，适宜于天门冬AFLP分析的扩增体系，

并筛选得到了 8对清晰、多态性高的AFLP引物，这为

天门冬DNA指纹图谱的构建、种质资源的鉴定和遗传

多样性分析等方面的研究奠定了基础。

一般进行AFLP分析都采用聚丙烯酰胺胶电泳[20]，

其优点是分辨率高，可达1 bp，但同时存在如电泳有很

多干扰的影子带，有时很容易误认为是多态性条带和

操作复杂，耗时长，需要技术熟练等不足。相比而言，

高浓度的琼脂糖凝胶电泳是更好的分辨方法，虽然分

辨力不及前者，但提高琼脂糖浓度足以分辨几个bp的

差异，且无影子带干扰，只要筛选到合适的引物，其快

捷简便低廉的优点更适于实际应用，因此本研究全部

采用高浓度的琼脂糖凝胶。

AFLP体系的建立涉及到很多方面。首先是基因

组DNA的质量，如果纯度不高，杂质多则影响酶切效

果，一般说来，采用CTAB法提取DNA时加入蛋白酶

和RNAase酶，抽提时注意操作，最后做个纯化得到的

DNA能满足AFLP分析的要求；其次，酶的用量和酶切

时间也是影响AFLP体系建立的重要因素，酶切不充

分时，会出现大片段和只有部分酶切片段，而AFLP指

纹在完全酶切和不完全酶切及有大片段存在时产生的

效果大不相同；最后，还有预扩增和选择性扩增体系的

优化。只有把影响AFLP效果的各个因子找准，才能

准确地进行AFLP分析。
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M为Marker，1~17为天门冬种质，顺序参考表1

图4 优化的AFLP反应体系对17份天门冬种质DNA扩增结果
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