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摘要　试验以香茶菜属植物的蓝萼香茶菜 [ Isodon japonica ( Burm. f. ) Hara va r. glaucocaly x ( Maxim. ) ]为材

料 ,采用改进的 CT AB法提取基因组 DN A,首次建立适合于蓝萼香茶菜的 RAPD ( Random am plified

polymorphic NDA,随机扩增的多态性 )分析的 PCR反应体系。 通过对 RAPD条件优化分析 ,确定蓝萼香茶菜

RAPD的最佳方案为: 25μl反应体系中包括三磷酸脱氧核苷酸 ( dN TPs) 0. 1 mmol /L ,引物 0. 4μmol /L ,模板

DNA90ng , Taq酶 ( Sangon) 3u, 2. 5μl 10× buffer缓冲液 (含 20mmol / L Mg2+ ) ,其余部分用无菌超纯水补平 ; PCR

扩增循环为 93℃预变性 4 min, 93℃变性 45s, 36℃复性 75s, 72℃延伸 2 min, 40个循环 ,最后 72℃延伸 10 min。
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Abstrac　 The total DN A from the young leaves of I. japonica ( Burm. f. ) Hara var. glaucocalyx

( M axim. ) Hara w as successfully ex t racted by using the developed CTAB method and a steady

system of PCR reaction for I . japonica ( Burm. f. ) Hara var. glaucocaly x ( Maxim. ) Hara w as

built. The optimal PCR system for RAPD analy sis w as as follow s: 0. 1 mmol /L dN TPs, 0. 4μmol /L
random primer, 90ng DNA template, 3u Taq polymerase in 25μl reaction solution. The reaction
program was devised for one cycle at 93℃ 4 minutes and follow ed by 40 cycles, each with 45

seconds at 93℃ , 75 seconds at 37℃ , 2 minutes at 72℃ , and a final ex tension at 72℃ for 10

minutes.

Key words　 Isodon japonica ( Burm. f. ) Hara var. glaucocaly x ( M axim. ) Hara, RAPD,
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　　香茶菜属 ( Isodon sp. )植物全世界大约有 150

种 ,已研究品种达 80种 [1 ]。 香茶菜属约有 30种原植

物在民间作药用 ,具有清热解毒、活血化淤、抗菌消

炎、抗肿瘤、治疗各种肝炎、乳痛和蛇虫咬伤等功

效 [2, 3 ]。对于香茶菜属植物的研究国内报道较多 ,但大

多为对其化学结构、化学成分及药用功效的研究 ,有

关其遗传多样性的研究未见报道。

　　 RAPD是 1990年 Willianms等
[4 ]
建立起来的一

种分子标记技术 , RAPD具有简单、快速和试验费用

较低 ,不需预知研究对象的基因组序列等优点 ,是目

前众多分子标记技术中应用最广的技术 ,被广泛地应

用于个体和品系鉴定、基因定位、构建遗传图谱 、遗

传多样性检测 、标记辅助选择和种间遗传分析 [ 5]等

研究领域。 但是 RAPD在某些方面由于稳定性和可

重复性较差 ,实验时 ,需要进行体系的优化。本文用含

20 mmol /L Mg
2+ 的 buffer缓冲液 ,就 RAPD反应中

三磷酸脱氧核苷酸 ( dN T Ps)的浓度 , Taq酶用量 ,模

板 DNA浓度 ,引物浓度及退火温度等因素对实验结

果的影响进行蓝萼香茶菜 [ I. japonica ( Burm. f. )

Hara var. glaucocal yx ( Maxim. ) Hara ]实验 ,建立重

复性强、稳定性好的蓝萼香茶菜 RAPD反应体系 ,为

进一步研究蓝萼香茶菜的遗传多样性 ,利用和开发药

用植物资源提供理论基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

　　材料: 实验的材料是采自生长在扎兰屯东山阴
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坡、东山阳坡和秀水的蓝萼香茶菜幼叶。采摘幼叶后

立即放入冰盒 ,带回实验室于 - 80℃冰箱中保存 ,备

用。

　　试剂: 引物购于北京赛百盛公司 , dN T Ps、 Taq

DN A聚合酶、 Buf fer和琼脂糖由北京鼎国公司提供。

　　仪器: PCR仪为德国产 PE-480,紫外凝胶成像

系统 UV P-8000。

1. 2　基因组 DNA的提取及含量测定

　　提取方法是根据 Murray Thompson[6 ]、 Saghai-

Maroof等 [7 ]的方法修改而成。提取的 DNA溶于

50μl× TE中备用 。纯化后的 DNA用紫外吸收法和

琼脂糖电泳双重检测 DNA浓度和纯度。 用于 PCR

反应的模板用 0. 1× TE稀释为统一的浓度。

1. 3　RAPD扩增

1. 3. 1　 RAPD条件优化

　　实验设计在其它因子保持不变的情况下 ,按一定

梯度变化单一因子 ,确定适合蓝萼香茶菜 RAPD反

应所要求的各个因素的浓度范围。反应体系的因素设

置梯度水平为: 模板 DNA浓度为 30 ng、 60 ng、 90

ng、 120 ng、 150 ng、 180 ng; TaqDN A酶的浓度为 0. 5

u、 1. 0 u、 1. 5 u、 2. 0 u、 2. 5 u、 3. 0 u; dN TPs的浓度为

0. 06 mmol /L、 0. 08 mmol /L、 0. 10 mmol /L、 0. 12

mmol /L、 0. 14 mmol /L、 0. 16 mmol /L;引物浓度为

0. 1μmol /L、 0. 2μmol /L、 0. 4μmol /L、 0. 6μmol/L、

0. 8μmol /L、 1. 0μmol/L; 退火温度为 35℃、 36℃、

37℃。

　　在单因子试验基础上 ,对 RAPD影响因素设置

不同的梯度水平 ,进行正交实验 ,筛选最优条件再进

行 PCR扩增分析。采用 L16 ( 4
5 )正交表 ,设计 4因素 4

水平 (表 1)的正交试验 ,对出带的组合进行重复实

验 ,确定最佳反应体系。
表 1　 L16 ( 4

5 )正交设计各因素的水平设计

Tabl e 1　 Determination of levels f rom each factor in L16 ( 4
5 )

orthogonal design

水平数
Levels

dN TPs
( mmol /L )

Taq酶
Taq polymerase

( u)

引物
Primer
(μmol / L)

模板 DN A
Template DNA

( ng)

1 0. 10 1. 5 0. 4 30

2 0. 12 2. 0 0. 6 60

3 0. 14 2. 5 0. 8 90

4 0. 16 3. 0 1. 0 120

1. 3. 2　 PCR扩增体系建立

　　 25μl反应体系中包括: dN TPs 0. 1 mmol /L,引

物 0. 4μmol/L, 模板 DNA90ng, Taq酶 3u , 2. 5μl10

× buf fer缓冲液 (含 20 mmol /L Mg
2+ ) ,其余部分用

无菌超纯水补平 ,以确保实验的准确性和可比性。

PCR扩增循环为 93℃预变性 4 min, 93℃变性 45 s,

36℃退火 75 s , 72℃延伸 2 min, 40个循环 ,最后

72℃延伸 10 min。扩增产物用 1. 5%琼脂糖凝胶 ( 0. 5

μg /ml EB)电泳 ,在紫外凝胶成像系统上观察电泳结

果并照相。

2　结果与分析

2. 1　模板浓度对 RAPD的影响

　　汪小全等 [8 ]曾提出模板 DNA的量对 RAPD的

条带影响不大 ,但对扩增产物的量可有不同程度的影

响。蓝萼香茶菜叶片中含有大量的酚类物质 ,在 DNA

提取过程中极易氧化变成褐色 ,与 DNA结合很难抽

提排除 ,可能影响 TaqDN A聚合酶的活性 ,进而影响

扩增结果。实验中发现未经纯化的 DNA扩增条带少

或模糊 ,经过纯化的 DNA扩增效果好 ,其原因是多

次提取 DNA时残存的乙醇、异丙醇、蛋白质沉淀剂

CI或 CT AB等小分子影响 TaqDN A聚合酶的活性。

因此应尽量保证模板纯度的一致性 ,以排除人为误

差。 本实验 DNA模板浓度在 30～ 180 ng时都有扩

增 ,且都为稳定扩增 , 90 ng时条带最清晰 ,条带的亮

度最大 ,确定扩增的最佳量为 90 ng。

2. 2　引物浓度对 RAPD的影响

　　引物浓度过低 ,无法与所有的模板 DNA结合位

点结合 ,导致扩增结果不理想 ;引物浓度过高时 ,会促

使引物错误地引导非特异性产物——引物二聚体的

合成 ,非特异性产物和引物二聚体亦均是 PCR反应

的底物 ,与靶序列竞争 DNA聚合酶和底物 dN TPs,

均使靶序列的扩增量降低 ,而出现非特异条带。 本实

验结合费用和效果等因素考虑 ,引物浓度采用 0. 4

μmol /L。

2. 3　dNTPs浓度对 RAPD的影响

　　 dN TPs为 60μmol/L和 80μmol /L时 , 无条带产

生 ,在 100μmol /L时条带最清晰。随着 dN TPs浓度

增加 , RAPD谱带变模糊 ,可能由于 dN TPs过多 ,可

与游离的 Mg2+ 结合 ,导致 Mg2+ 浓度的降低 ,反而使

RAPD谱带变模糊。

2. 4　 Taq酶浓度对 RAPD的影响

　　 TaqDN A聚合酶在低浓度 ( 0. 5u)下也有扩增结

果 ,只是条带稍少且不稳定 ; TaqDN A聚合酶的用量

与反应体系中的其它成分的纯度、含量有关。在 25μL

反应体系中 , Taq DN A聚合酶为 3u时扩增带型清

晰。另外 ,试验中发现不同批次购买的 Taq酶活性有

差异 ,导致扩增结果不一致 ,因此 ,建议购买大剂量分

装的 Taq酶 ,以获得较好的重复效果。

259广西科学　 2004年 8月　第 11卷第 3期



2. 5　退火温度对 RAPD的影响

　　退火温度对 RAPD带的数量和强弱影响较大。

当改变退火温度时 , RAPD带谱发生明显的变化。退

火温度为 35℃时 ,无扩增产物或量少 ,退火温度为

37℃时 ,条带模糊不清 (图 1)。退火温度为 36℃时 ,扩

增条带清晰。建议对香茶菜采用 36℃的退火温度 (图

2)。

图 1　以 SBS-P-12为引物的正交电泳图谱 ( 1～ 16泳道为 35℃ ; 17～ 32泳道为 37℃ )

Fig . 1　 Electrophoresis of o rthogonal with random prim er SBS-P-12( 1～ 16 lane at 35℃ ; 17～ 32 lane at 37℃ )

图 2　以 SBS-P-12为引物 36℃时的正交电泳图谱

Fig. 2　 Electropho resis of or thogonal with random primer SBS-P-12 at 36℃

3　结束语

　　 ( 1)由实验结果可知 ,扩增条件的变化会对

RAPD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 ,因此为

了获得重复性和可靠性较高的 RAPD带谱 ,在进行

某一物种的 RAPD分析前 ,筛选最适宜的 RAPD条

件是十分必要的。 在 RAPD实验进行中更换所用的

药品、仪器时 ,有必要对实验条件重新进行摸索。任何

条件的变化都可能引起扩增带型的变化 ,为保证实验

的精确性和可重复性 ,对于特定物种的同一批 RAPD

实验 ,应在优化实验参数的前提下 ,尽可能地保持条

件恒定。

　　 ( 2)蓝萼香茶菜 RAPD的最佳方案为 25μl反应

体系中包括: dN T Ps 0. 1 mmol /L,引物 0. 4μmol/L,

模板 DNA90 ng, Taq酶 3U, 2. 5μl 10× buf fer缓冲

液 (含 20 mmol /L Mg
2+
) ,其余部分用无菌超纯水补

平。 PCR扩增循环为 93℃预变性 4 min, 93℃变性 45

s, 36℃退火 75 s, 72℃延伸 2 min, 40个循环 ,最后

72℃延伸 10 min。
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