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药用植物草珊瑚 RAPD扩增条件优化 
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摘 要：采用 CTAB-DNA提取方法，从草珊瑚植物的嫩叶中提取总 DNA。以此 DNA为模板 ，优化了草珊瑚 

RAPD-PCR的反应条 件。结果表 明，PCR扩增体系最适宜 的条件为 ：反应 体积 25 L，内含 2．5 mmol／L 

MgZ+、1．0U DNA聚合酶、0．4／*mol／L引物 、6O ng模板 DNA和 0．16 mmol／L dNTP。扩增程序为 ：94℃预 

变性 2 min；94℃变性 30 S，37℃复性 30 S，72℃延伸 80 S，40个循环；72℃延伸 10 min；4℃保存 10 min。 
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Abstract：The method 一DNA isolation was optimized and used tO extract genomic DNA from the tender leaves 

of Sarcandra glabra．Based on the genomic DNA。some essential factors that affect the result of RAPD were com- 

pared and the optimal RAPD system for S．glabra was established．The results showed that the optimal concentration 

of five important components such as Mg + ，1、aq DNA polymerase，primer，template DNA，and dNTP in 25 L 

RAPD reaction system were 2．5 mmol／L，1．0U，0．4／lmol／L，60 ng，0．16 mmol／L respectively．Modified thermal 

profile consisted of an initial denaturation step at 94℃ for 2 mins，followed by 40 cycles of 94℃ for 30s．37℃ for 3O 

S，72℃ for 80 S，and a final exposure to 72℃ for 10mins．Then stored in 4℃ for 10 mins． 
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草珊瑚(Sarcandra glabra)，又名九节茶、接骨 

金粟兰等，隶属于金粟兰科(Chloranthaceae)草珊瑚 

属(Sarcandra)。其全草药用，具活血祛瘀、消肿止 

痛、接骨续筋功效，民间常用来治疗跌打损伤，风湿 

痹症等 (江 苏新 医学 院，1997；中 国药 典 委员 会 ， 

2005)。现代医学研究表明草珊瑚全草含黄酮甙、内 

酯、香豆素、挥发油、有机酸及酚类等。黄酮类化合 

物为其最主要的活性成分，含量最多(王浴生等， 

2000)，是一类纯天然化合物，它的提取工艺仍是研 

究热点(罗显华等，2007)。 

目前国内外对草珊瑚的研究很多，化学成分方 

面，Luo等(2005)从草珊瑚中分离得到两种三萜皂 

苷，Lj等(2006)年得到 glabraoside A 和 dihydroch— 

alcone，并用光谱分析法阐明了二者结构，郁建生等 

(2007)探讨草珊瑚总黄酮提取工艺及其含量动态变 

化；药理方面，用动物实验观察表明草珊瑚有明显的 
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抗菌、抗炎和镇痛效果(蒋伟哲等，2000)和抗肿瘤作 

用(孙文娟等，2003)；群 落学 方面，对其群落植物物 

种多样性 (张志 勇等 ，2007)、群落特征及其主要种 

群生态位等进行研究(张益锋等，2007a；2007b)。分 

子方面的研究报道极少。 

Williams等 1990年 创 立 的 RAPD 技 术 是 

DNA分子标记技术的一项创新 。它可直接反应染 

色体组 DNA多态性，不受环境限制，具操作简单快 

捷 、成本低 、通用性好 、灵敏度高，且无需预知基 因组 

的相关分子生物学信息等优点而广泛应用于遗传多 

样性(邓传良等，2007；张仁波等，2007；Dawson等， 

1993)、生物种群划分 (沈曦等，1999；Brauner等， 

l992；Buren等，l994)、遗传 图谱构建 (魏伟等， 

1999)、基因定位(林菲等 ，2002)等方面的研究 。在 

用 RAPD技术进行植物种的遗传多样性分析时，首 

先要建立稳定的反应体系，以确保其结果的可靠性、 

重复性 (孙丽娜等 ，2007)。为此 ，本 实验就草珊瑚 

RAPD反应中的模板 DNA浓度、引物浓度、dNTPs 

浓度、Mg 浓度、Taq酶用量等因素进行实验，初步 

建立稳定性好、重复性高的 RAPD反应体系，为深 

入分析草珊瑚遗传多样性提供了基础资料。 

1 材料与方法 

1．1材料来源 

所用草珊瑚 的幼叶采 自重庆北碚缙云山杉木园 

(冰壶中保存)。 

1．2主要试剂及仪器 

TaqDNA 聚 合 酶 5 U／ L、40个 随 机 引 物 

(Sangon公 司 )10× Buffer、MgCI2、2．5 mmol／L 

dNTP、80O0bp DNA Ladder Marker、琼脂糖 (西班 

牙分装 )、CTAB、PVP、EDTA、Tris碱、核 酸染料一 

GoldView。2 CTAB提取缓 冲液 ，TE(pH8．0)缓 

冲液灭菌保存，备用等。 

仪器：MyCyclerTM PCR仪(B10一RAD)，凝胶 

成像系统(Universal Hood 1I，BIO—RAD)，台式高 

速冷冻离心机 (TGL一16M)，Smart SpeeTM plus 

Spectrophoto—Meter (BIO—RAD， USA )，MDF— 

U4086S型三洋超低温冰箱，电泳仪 (PowerPac300， 

BIO—RAD)及各种规格电泳槽。 

1．3总 DNA提取及浓度测定 

总 DNA提取方法为 CTAB法。取 1 g左右的 

幼嫩叶片，吸干水分放人预冷的研钵(研钵置于冰 

上)，加入 PVP及石英砂，再加入液氮反复研磨至冻 

粉状 。迅速转入 5 mL离心管中，加人 4 mL CTAB 

(65℃预热)及 100 L 2一疏基乙醇，混匀后于 65℃ 

水浴 I h(期间轻摇数次)。 

吸上清液，加入等体积的抽提液(氯仿 ：异戊醇 

一 24：1)，10 000 g离心 10 min，再吸上清液再加人 

抽提液反复离心，直至上清液较为透亮。在上清液 

中加入 1／10体积的乙酸钠 ，2倍体积的 4℃无水 乙 

醇 ，立即有 白色絮状物 出现。 

用吸头将絮状物吸到 1 mL离心管中，加入 4 

℃无水乙醇离心漂洗 2次 ，倒掉 乙醇 ，置于室温下风 

干至半透明。加入 100 L TE溶解 DNA。取 l L 

DNA样品稀释 25倍，在 Smart SpecTM plus Spec— 

trophoto—Meter上测定浓度、260及 280 nm处 的吸 

收值 以及 OD260／280的比值。 

1．4 RAPD反应体系的初步优化 

1．4．1 RAPD主要成分用量的优化 参照汪小全等 

(1996)的方法，RAPD反应体系的 5种主要成分 

Mg抖、TaqDNA聚合酶、引物、DNA模板、dNTP的 

用量设置 7个浓度梯度(表 1)。以筛选得到的$13 

号(5，_TTCCCCCGCT一3 )为随机引物 ，以草珊瑚基 

因组 DNA为模板进行 RAPD反应体系的单因优化 

实验。当进行某一因素水平实验对，其他因素均固 

定在第 3个浓度梯度。所有反应体系均为 25 L。 

表 1 RAPD反应体系中 5种成分用量 

Table 1 Different amounts of five important 

components used in RAPD reaction 

1．4．2扩增程序的优化 筛选出各因素的最佳水平 

组合后，在基本扩增程序的基础上，主要针对主循环 

的变性时间、复性温度、延伸时间设置 6种程序(表 

2)，其他参数不变。 

1．4．3扩增产物检测 RAPD产物经 1．0％琼脂糖 

凝胶(含 GoldView)电泳(10 V／cm，50 mins)分离， 

每块凝胶加一个 230~-8 000 bp已知分子量的DNA 
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表 2 6种不同的扩增程序 

Table 2 Six different amplification programs 

号 D 思 N
o． 

time(min) temDerature time(min) 

1．O 

1．0 

0．5 

0．5 

1．0 

0．5 

35 

35 

35 

37 

37 

37 

4／3 

2 

2 

2 

4／3 

4／3 

2 结果与分析 

2．1 RAPD反应体系主要成分的优化 

从图 l：A 可看 出，Mg抖在 1．0 mmol／L是无扩 

增条带，在 1．5～2．0 mmol／L时扩增产物条带较模 

糊 ，在 3．5～4．0 mmol／L时个别扩增产物消失，所 

以选择 2．5～3．0 mmol／L，相 比之下 2．5 mmol／L 

时扩增产物效果要好些 。引物 的用量对 RAPD体 

系有一定的影响(图 1：B)，在 0．40／~mol／L时，扩增 

的条带最清晰。TaqDNA聚合酶(图 1：C)对 RAPD 

体系有较大的影响，在 1．00U 时条带最亮 ，这也是 

从经济角度和实验效果综合考虑。在实验设置的范 

围内，模板 DNA的用量 (图 l：D)和 dNTP的用量 

(图1：E)对 RAPD体系影响不大，4O～8o ng的模 

板 DNA用量、0．12～0．32 mmol／L dNTP均可扩 

增出稳定的条带，从扩增效果和经济角度综合考虑， 

选用的模板 DNA用量为 60 ng、dNTP浓度为 0．16 

mmol／L。因 此，优 化 的 RAPD 反 应 体 系 为：在 

25 L反应体系中，Mg抖、TaqDNA聚合酶．引物、模 

板 DNA和 dNTP 5种主要成分的适宜浓度或用量 

分别为 2．5 mmol／L、1．0U、0．4 ttmol／L、6O ng模板 

图 1 5种主要成分和 6种扩增程序对 RAPD反应体系的影响 (A、B、C、D、E巾的1—7见表1；F中的卜6见表2) 

Fig．1 Effects of five components and six amplified programmes Oil RAPD reaction(1-7 in A、B
、C、D and E represent 

concentration gradients indicated in Table 1；1—6 in F are the same as that in Table 2．A．Mg ：B
． Primer： 

C．Taq DNA polymerase；D．Template DNA；E．dNTP；F．Different thermal programmes) 

DNA 和 0．16 mmol／L dNTP。 

2．2 RAPD扩增程序的优化 

在优化的反应体系基础上，用 6种程序(表 2) 

进行扩增，以程序 5和 6的效果最好，扩增的条带多 

且清晰，但程序 6比5的特异性有所提高；程序 3次 

之，扩增条带较多但模糊；程序 1和 2扩增的条带都 

很模糊；程序 4最差，扩增效率较低，条带少且弱(图 

1：F)。可能是程序 5与 6扩增时间较短，对酶活性 

的保持相对会好些。由于程序 6比5的特异性好， 

故确定程序 6为优化的程序。 

2．3 RAPD扩增产物图 

用 2．1中所得到的优化体系和 2．2中的第 6种 
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扩增程序进行扩增反应。图 2为引物 S13对部分草 

珊瑚单株 总 DNA 的扩增 结果 图。从图 2可以看 

出，扩增效果好 。 

图 2 引物 s13对部分单株总 DNA的扩增结果 

Fig．2 Amplification results of the total DNA 

templates of a part of plants by S1 3 

M：已知大小的标准核酸(23O～8 000 bp)；sm：杉木园 

居群，阿拉伯数字表示不同的草珊瑚个体 

M ：DNA marker(230— 8 000 bp)；sm：indicates the name 

of Fir garden population，Arabic numbers represent 

the different Sarcandra glabra individuals． 

3 讨论 

RAPD反应条件严格，由实验结果可知，Mg抖、 

TaqDNA聚合酶、引物、模板 DNA、dNTP、反应缓 

冲液及反应程序等因素的变化都会对 RAPD图谱 

产生一定的影响，从而影响 RAPD分析 的准确性。 

RAPD标记进行遗传多样性分析的前提条件就是首 

先要保证 RAPD带谱的准确性和稳定性 。为获得 

重复性和稳定性较高的RAPD带谱，在进行某一物 

种的 RAPD分析前 ，花适 当时间与精力筛选最适宜 

的 RAPD条件是很必要的(李钧敏等 ，2002)。虽然 

RAPD反应涉及到诸多因子，但通过严格的控制反 

应条件，尽量保证所有反应在同一反应体系下完成， 

如使用同一厂家相同批号的 TaqDNA聚合酶，采用 

相同的扩增程序，就能获得重复性好、稳定性高的结 

果(邹喻苹等，2001)。 

通过扩增条件优化实验，建立了药用植物草 

珊瑚 RAPD-PCR扩增 体系最适 宜 的条件 ，即反应 

体积 25／,I ，内 含 2．5 mmol／L M 、1．0U DNA 

聚合 酶、0．4#mol／L引物、6O ng模板 DNA 和 

0．1 6 mmol／L dNTP。扩增程序为：94℃预变性 2 

mins；94℃变性 30 s，37℃复性3O s，72℃延伸 8O 

s，40个 循 环 ；72℃ 延 伸 10 mins；4℃ 保 存 10 

rains。为进一步进行草珊瑚种质 资源 的 RAPD分 

析及其亲缘关 系、遗传 多样性研 究提供 了可靠 的 

实验方法。 

参考文献： 

江苏新医学院．1997．中药大辞典(上册)[M]．上海 ：上海科学 

技术出版社 ，42 

王浴生，邓文龙，薛春生．2000．中药药理与应用[M]．北京：人 

民卫生出版社，7】4 

邹喻苹 ，葛颂 ，王晓东．2001．系统与进化植物学中的分子标记 

EM]．北京 ：科学出版社，30—5O 

中国药典委员会．2005．中国药典[M]．北京 ：化学工业出版社 

出版，533 

Brauner S，Crawford DJ，Stuessy TF．1992．Ribosomal DNA and 

RAPD variation in the rare plant family Lactoridaceae[J]．Amer 

J Bot，79：1 436—1 439 

Buren RV，Andersen W R，Harper KT，et a1．1994．Evaluation the 

relationship of autumn buttercup(Ramunculus acriJbrmis var． 

aesti~ lis)to some close congeners using random amplified poly— 

morphic DNA[J]．Am r J Bot，81：514—519 

Dawson IK，Chalmers KJ，Waugh R，et a1．1993．Detection and a— 

nalysis of genetic variation in Hordeum spontaneum population 

from Israel using RAPD markers[J]．Mol Ecol。2：151——159 

Deng CL(邓传 良)，Liu J(刘建)，Zhou J(周坚 )．2007．Analysis 

of population genetic diversity of Lycoris longituba (Amarylli- 

daceae)by RAPD(长筒石蒜居群遗传多样性RAPD分析)口]． 

Guihaia(广西植物)，27(3)：401—405 

Jiang WZ(蒋伟哲)，Kong XL(孔晓龙)，Huang RB(黄仁彬)，ela1． 

2O00．Studies on anti-inflammatory and antibacterial effects of ta- 

bellae Sarcandrae(肿节风片 的抗 茵和抗炎作 用研究)[J]．J 

()uangxi Trod Chin Med iv(广西中医学院学报)，3：5O一52 

Li JM(李钧敏)，Jin ZX(金则新)，Ke SX(柯世省)，et a1．2002． 

Optimal choice for compo sitions in RAPD analysis of Heptaco— 

diummiconioides(濒危植物七子花 RAPD条件的优化)EJ]． 
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