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桔梗 RAPD反应体系的优化 

孙丽娜，严一字 ，吴基 日，吴松权 ，金东淳，王立平 

(延边大学 农学院，吉林 龙井 133400) 

摘 要：以通化桔梗为材料，用改进的cTAB法提取桔梗叶片的总 DNA，通过对不同镁离子浓度、dNTP浓 

度、模板DNA含量、引物浓度、DNA聚合酶量条件下的RAPD扩增反应的效果，建立了一个适合桔梗的比较 

稳定的RAPD反应体系，用于桔梗遗传多样性分析。结果表明，桔梗 RAPD扩增反应的最佳体系为：模板 

DNA 2O ng，dNTP 150／zmol／L，引物 0．3／~mol／L，Mg2+浓度 2．0 mmol／L，TaqDNA聚合酶 1 Unit，10×Buff- 

er 2．0 L，PCR反应总体积为 2O L。按此优化 RAPD条件进行实验，重现性良好。 
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Optimization of RAPD conditions 

of Platycodon grandflorus 

SUN Li-Na，YAN Yi-Zi ，WU Ji—Ri，WU Song-Quan， 

JIN Dong—Chun，WANG Li—Ping 

(College of Agriculture，Yanbian University，Longing 133400，China) 

Abstract：The total DNA in young leaves of Platycodon grandifton,s from Tonghua was successfully extracted by U— 

sing the developed CTAB method．The optimum reaction system of RAPD for the P．grandifloFu$was established 

by RAPD analysis of the different M +，DNA templates，primers and DNA polymerase．The results show that the 

most optimal reaction system of RAPD is：20 ng template DNA，dNTP concentration 150 L，0．3 ttmol／L primer， 

MgClz 2．0 mmol，1 U Taq polymerase，10×Taq polymerase buffer at 2．0 ttL in the 2O L reaction volume．A high 

reproducibility was obtained with the optimized experiment condition． 
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桔梗(Platycodon grandiflorus)系桔梗科桔梗 

属植物，它既是一种资源植物，又是一种药、食、观赏 

兼用的经济植物(刘德军等，2001)。国内外对桔梗 

的化学成分和组织培养方面研究较多，而在分子水 

平上对桔梗进行分类的研究还未见报道(舒娈等， 

2001)。随机扩增多态 DNA是运用随机引物扩增 

寻找多态性 DNA片段，用以作为分子标记的一种 

分子生物学研究手段，具有快速、简便等优点(赵喜 

华等，2005)。运用 RAPD技术对桔梗进行遗传多 

样性分析时，首先要建立稳定的反应体系，以保证 

RAPD结果的可靠性与重复性。为此，本实验就桔梗 

RAPD反应中的 dNTP浓度、镁离子浓度、Taq酶用 

量、模板 DNA浓度、引物浓度等因素对实验结果的影 

响进行探讨，建立了重复性好、稳定的桔梗 RAPD反 

应体系，对桔梗运用 RAPD技术进行探讨，为进一步 

分析桔梗遗传多样性打下基础。 
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1 材料与方法 

1．1材料 

1．1．1实验材料 模板 DNA制备材料取 自吉林省 

延边大学农学院桔梗试验田，取干净的通化桔梗嫩 

叶，迅速放入封口袋密封，置于一7O℃低温冰箱中保 

存备用。 

1．1．2试 剂 琼 脂 糖；CTAB、EDTA、dNTP、 

MgCI2、Taq酶、Tris、10×Taq酶配套缓冲液、引物、 

p一巯基乙醇等。以上药品均由上海华美生物工程公 

司提供。 

1．1．3仪器 凝胶成像系统；紫外分光光度计(U一 

3010)；三恒多用电泳仪(北京六一仪器)；台式离心 

机(HERMLE2383K)；PCR仪 (PCR System9700)； 

超低温冰箱等。 

1．2方法 

1．2．1 DNA模板的制备与定量 基 因组总 DNA的 

提取，采用改进的 CTAB法(张吉宇等，2004)称取 

0．1～O．3 g幼叶，在液氮中研磨至粉末状，置于 1．5 

mL离心管中，加入650 L预热到65℃的 2×CTAB 

提取缓冲液(2 ；2O mM EDTA；100 mM Tris— 

HCI(pH8．O)；1．4 MNaCI；1 pvp)和 1O 巯基乙 

醇，65℃水浴45 min，取出在室温下冷却。加入等体 

积的氯仿／异戊醇(24：1)，剧烈振荡。室温下 12 000 

rpm离心 10 min，取上清液置于1．5 mL离心管中，再 

加入等体积的氯仿／异戊醇(24：1)振荡混匀，在室温 

下 12 000 rpm离心 5 rain。取上清液置于新离心管 

中，加入 2／3体积一2O℃预冷的异丙醇，置一2O℃冰箱 

中放置30 rnjn至出现絮状沉淀，弃去上清液，用 7O 

的酒精洗涤沉淀两次，将离心管倒置于吸水纸上干 

燥。加入 100 p．L l×TE缓冲液溶解DNA，加入2 L 

RNase 37℃保温 1 h去除 RNA。紫外分光光度计检 

验 DNA的浓度及 纯度。将 DAN浓度定为 10 ng／ 

L，于一2O℃冰箱中保存、备用。 

1．2．2体系优化的试验设计 首先确立基本反应条 

件，即 PCR反应总体积为 2O L体系，其中含模板 

DNA 20ng，引物 0．2 tLmol／L，TaqDNA聚合酶 1 u— 

nit，dNTP 200 p．mol／L，MgC1 2 1．5 mmol／L，10× 

PCR缓冲液 2．0 L，其余 以重蒸馏水补充至 2O 

L，在上面覆盖一薄层矿物油。在保持其它因素一 

致的条件下改变单一因子，以 UBC320(CCG GCA 

TAG A)为引物对反应体系中的模板 DNA、引物、 

dNTP、MgCI。、Taq DNA聚合酶分别设置不同浓度 

梯度(表 1)进行优化并筛选出最优参数(张吉宇等， 

2004；常爱霞等，2004)。 

表 1 RAPD反应体 系中的各成分用量 

Table 1 Amount of components 

in RAPD reaction system 

1．2．3 PCR程序与参数设定 PCR反应在 System 

9700 PCR仪上进行，反应程序为预变性 94℃ 5 

min，94℃变性 1 rain、40℃退火 1 rain、72℃延伸 

90 S共循环4O次，最后 72℃延伸5 rain。扩增产物 

用 1．4 (含有 0．5／~g／mL溴化乙锭)的琼脂糖凝胶 

进行电泳，用 Dolphin凝胶成像仪照相。 

2 结果与分析 

2．1桔梗 DNA的提取及分析 

按照上述方法进行桔梗的 DNA抽提，经紫外 

分光光度计检测，结果 OD230、OD260、OD280分别 

为 0．452、1．092、0．587，其 OD260／OD280为 1．86， 

说明所提取 的 DNA较纯、不含有蛋 白质和酚； 

OD260／OD230为 2．4，说明 DNA中没有残存的盐 

和核苷酸、氨基酸、酚等小分子杂质。 

2．2体系优化的分析 

2．2．1模板浓度筛选 模板DNA浓度对 RAPD反应 

影响极大(图 1)。DNA用量在 5 ng和 5O ng之间均 

能扩出谱带，但在5 ng和 1O ng下扩增出的带不太清 

晰；3O、4O ng和 5O ng时缺失部分带；DNA用量在 2O 

ng时可得到好的扩增结果，模板 DNA用量少且清 

晰。因此，将模板 DNA的用量定为2O ng比较理想。 

2．2．2引物浓度筛选 引物浓度对 RAPD反应影响 

也较大(图2)。随着引物浓度的增加，扩增出的带较 

多且清晰，但从 0．3 tLmol／L以后带型基本一致，引物 

用量在 0．3 tLmol／L时，带型清晰且引物用量少。因 

此，本研究的引物用量以0．3 tLmol／L为最适值。 

2．2．3 Taq聚合酶浓度 筛选 Taq聚合酶浓度对 

RAPD反应影响很大。Taq聚合酶浓度过高或过低 

都出现缺失的带，图 3中可以看出 Taq聚合酶浓度 
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1 400 

8OO 
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图 1 模板 DNA浓度对 RAPD反应的影响 

Fig．1 Effect of template DNA concentration 

on RAPD reaction 

M：200 bp的DNA分子量标记；数字为DNA浓度梯度(表1)。下同。 

2OObp DNA ladder~lanes 1 tO 6 correspond to concentration 

grades for template DNA listed in table 1．The same bellow． 
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图 2 引物浓度对 RAPD反应的影响 

Fig．2 Effect of primer concentration 

for RAPD reaction 
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图 3 Taq聚合酶浓度对 RAPD反应的影响 

Fig．3 Effect of Taq DNAse concentration 

on RAPD reaction 

在 1．0 U和 2．0 U时扩增出较多、清晰的DNA带， 

扩增产物数量没有变化，从扩增效果和节约实验费 

用考虑，认为Taq聚合酶浓度以 1U为宜。 

2．2．4 dNTP浓度筛选 图 4表明，dNTP浓度在 

1OO～250／lmol／L之间扩增产物条带清晰明亮。浓 

度过低和过高均有缺失的带，浓度过高时缺失 1 050 

bp和 l 600 bp DNA带(泳道 5、6)。从扩增效果和 

1 400 

8OO 

600 

4OO 

图 4 dNTP浓度对 RAPD反应的影响 

Fig．4 Effect of dNTP concentration 

on RAPD reaction 

节约实验费用考虑，dNTP浓度在 150~mol／L时是 

较合理的。 

2．2．5 MgC1z浓度 筛选 由图 5看出，除了 0．5 

mmol／L时没有扩增产物外，在 1．0～3．0 mmol／L 

内均有较清晰的谱带，为避免 MgC1 浓度过低影响 

聚合酶活性而过高造成非特异性扩增，MgC1 浓度 

选择 2．0 mmol／L。 

1 400 
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图 5 MgCI2浓度对 RAPD反应的影响 

Fig．5 Effect of MgCh concentration 

on RAPD reaction 

2．3优化后反应体系的扩增结果 

采用优化后的反应体系，用引物 OPD19对 24 

种桔梗种质资源进行扩增(图 6)。可以看出，扩增 

谱带清晰，说明优化后的反应体系均适合于桔梗的 

RAPD分析(陶钧等，2005)。 

3 结论 

不同的材料，不同的实验方法，所需要的扩增条 

件也很不一样，会对 RAPD的图谱产生较大的影 

响，从而影响 RAPD分析的准确性，而 RAPD带谱 

的准确性与稳定性是利用 RAPD标记进行遗传多 

样性分析的前提条件，而有关 RAPD报道的文献非 

常多，但没有统一的反应物用量尺度，因此有必要对 
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图 6 优化后反应体系的 RAPD结果 

Fig．6 The result of optimized reaction system on RAPD analysis 

RAPD进行优化，而本实验经过多次重复，都能很好 

地反映以上结果。利用 UBC公司(加拿大)引物优 

化的体系在对于华美公司合成的引物(如 OPD19) 

扩增时得到很好的 RAPD图谱(图 6)，这说明不同 

公司的引物可用于本文优化的RAPD体系。 

因此本实验得出桔梗 RAPD扩增反应的最佳体 

系为：在 20 L PCR反应体积中，模板 DNA 20 ng， 

dNTP 150／~mol／L，引物 0．3／~mol／L，Md 为 1．5 

mmol／L， FaqDNA聚合酶 1 Unit，10×Buffer 2．0 L。 

按照优化的 RAPD条件进行实验，重现性 良好。 
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