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［摘要］) 以四川泽泻为实验试材，采用改进的 *+,-法提取了泽泻的高质量总 ./,模板，克服了泽泻中所富

含的酚类物质的影响0对泽泻 !""#反应体系中各个主要影响因子进行了优化和筛选，建立了标记位点清晰、稳

定、重复性好、可用于泽泻 !""#12*#分析的最适反应体系，它们是：$3 !4 2*#反应体系中，%& 5 +67酶配套缓冲

液，%8 +67 ./,聚合酶，%9 : ; $9 & <<=> ? 4 @A*>$，%&& !<=> ? 4 B/+2，&9 C !<=> ? 4引物，./,模板约 %& ; $& DA，

退火温度在 3$ ; E&F；为进一步研究泽泻居群的 !""#分子标记鉴别奠定了基础0
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) ) 泽泻［!"#$%& ’(#)*+&"#$（,&%-）TUVMW］为泽泻科泽泻属一年生草本植物，主产福建、四川、江西等地0药
材分别称为“建泽泻”、“川泽泻”和“江泽泻”，以福建、四川产者最为著名，其中又以建泽泻质量最佳，被

载入中国道地药材的南药［%］0
关于泽泻科植物的分类研究，前人已从核型分析、果皮及果实的微形态特征、花粉形态特征等几个不

同方向进行了的分类研究，作为泽泻不同属分类的依据［$］0关于泽泻药材的化学成分，彭国平等研究发现：
$，C 乙酰泽泻醇 -的含量可用作控制泽泻质量的指标成分［C，H］0随着分子生态学的迅猛发展，道地性药材
的鉴别不仅可以根据道地性化学成分特征性指纹图谱，而且还可以根据 ./, 分子指纹标记0关于泽泻的
分子标记方面的研究目前仅有道地药材建泽泻的 #,2.研究［3］和泽泻 %:" \ $E"P#/, 及其 !+" 片断的序
列分析［$］$ 篇报道0因此，在检测泽泻药材道地性时，需寻找更可靠的 ./,分子指纹标记方法0

!""#（ LDRMP1NL<W>M NM7UMDIM PMWM6R）是一种建立在 2*# 反应基础上的 ./, 分子标记，由 ‘LMR[LMXLMV等
人于 %’’H 年创建0近年来，!""#已成功用于植物遗传多样性分析、./,指纹图谱绘制、分子生态学研究等
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领域［! " #$］%该技术无需预知受试基因组序列，成本低，操作简单且稳定性好，被认为是非常理想的分子标记
方法%在利用 &’’( 方法研究泽泻的遗传差异时，我们发现改变 &’’( 反应的各因子会直接影响到 &’’( 试
验结果的稳定性%为此，必须对泽泻 &’’(的反应体系进行优化，分析非特异性条带的产生原因，以建立泽
泻 &’’()*+(反应的可靠体系，为深入开展泽泻居群道地性及其混淆品的差异研究奠定基础%

#, 材料和方法
#- #, 材料
, , 实验所用的泽泻［!"#$%& ’(#)*+&"#$（,&%-）./012］材料采自我国泽泻的主要产区福建、四川，取其鲜叶
或药用球茎进行硅胶干燥保存%
#- 3, 试剂

456 789聚合酶、:84*均购自 *;<=5>5生物公司，789 =5;?1;（#@@ " 3@@@ A2）购自南京天为时代科技
有限公司，B! 条 &’’(引物由上海生工生物公司合成%
#- C, 方法
#- C- #, 789提取及检测
, , 改良的 +49D法提取 789：将洗净处理过的样品中加液氮、#E *F* 研磨，加入约 !G@ !H 的 +49D 提
取液（3E +49D，G@ ==<I J H4;KL)M+I）（2M NO- @），3@ ==<I J HP749（2M NO- @），#- $ =<I J H85+I，3E的 "
"巯基乙醇充分混合，!GQ 温育 $@ R !@ = KS%加入与 +49D等体积的苯酚 "氯仿 "异戊醇（3GT 3$T #）颠
倒混匀，! G@@ ; J =KS 离心 G =KS后，取上清，加入等体积的苯酚 "氯仿 "异戊醇重复一次%再取上清，加入
3- G 倍体积的无水己醇沉淀 789（ " 3@Q3 U）% #@ @@@ ; J =KS离心 G =KS，取沉淀，B@E酒精反复清洗 3 次后
在超净台吹干，于双蒸水中溶解（C@ R G@ !H）% 纯化后采用分光光度计法定量检测其浓度，并根据基因组
789的浓度值将样品稀释至 3@ S> J !H用于 &’’()*+(分析%
#- C- 3, &’’()*+(初始条件及程序
根据我们扩增铁皮石斛 &’’(的反应体系，同时参考有关 &’’( 分析的文献［#3 " #!］，泽泻 &’’( " *+( 初

始 3G !H反应体系包含：#@ V 456酶配套缓冲液，3- G ==<I J H W>+I3，#!@ !=<I J H :84*，@- $ !=<I J H 引物，#
X 456 789聚合酶，789模板约 3@ S>%相应的扩增程序为：Y$Q预变性，G =KS，然后是 Y$Q变性 $G L，G!Q
复性 $G L，B3Q延伸 #- G =KS，共 $@ 个循环后，B3Q延伸 B =KS补齐%
#- C- C, 实验设计
本实验 789模板量有以下 G 个梯度：#@，3@，C@，$@，G@ S>；W>3 Z设立以下 ! 个梯度：#- @，#- 3，#- G，

#- O，3- @，3- G ==<I J H；:84*设立以下 G 个处理：!@，#@@，#3@，#!@，3@@ !=<I J H；引物设立以下 ! 个处理：
@- #，@- 3，@- C，@- $，@- G，@- ! !=<I J H；456 789聚合酶设立以下 G 个处理：@- O，#- @，#- G，3- @，3- G X；引
物的退火温度在理论退火温度的基础上设置，每次设置 ! 个温度梯度；另外，每一种组合都设立相应的阴
性对照%
#- C- $, &’’()*+(产物鉴定
反应产物在含有 PD的 #- GE琼脂糖凝胶中电泳分离，用 7H3@@@ 的 789 =5;?1;（#@@ " 3@@@ A2）作为

相对分子质量标记，以 G F J [=的电压电泳 3- G U，在紫外凝胶成像系统（XF* \7’ "O@@@）上观察并记录电
泳结果%

3, 结果与分析
以四川泽泻居群为模板，用以上 &’’()*+( 初始条件及程序进行引物初筛%结果显示：在引物库的 B!

条引物中，有 C! 条引物具有扩增的多态性条带，但 &’’(的初始反应条件暴露出很多问题，如：条带不够清
晰、拖尾严重、负对照中出现扩增条带等不理想结果%
本文通过设定影响泽泻 &’’(反应的诸因子浓度，建立并优化了泽泻 &’’(的反应体系%

3% #, 789模板量和引物浓度的调整
在其它条件不变的情况下，我们对比研究了 3G !H 反应体系中模板用量在 #@、3@、C@、$@、G@ S> 时，$$

号引物 &’’(的扩增结果，由图 # 可以看出，当模板量 3@ R G@ S>时均有扩增条带，且数目相对比较稳定%此
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外，我们还发现，当 !"#模板不纯时，模板用量在 $% &’ 时的扩增效果要好于
模板用量在 (% &’时的扩增效果)
() (* +’( ,和 -"./浓度的选择
本试验采取了两步优化法，在确定了 +’( ,和 -"./的有效浓度范围后，就

+’( ,和 -"./浓度设计了互作组合浓度，希望找出一个合理的，能够扩增出清
晰带型的浓度组合)
图 ( 表明+’( ,有效浓度范围在 $0 1 2 (0 % 3345 6 7之间，图 8 表明 -"./有

效浓度在 $%% 2 (%% !345 6 7之间)（所用引物为 9( 号）
如表 $ 所示) 当 +’( ,浓度在 $0 1 2 (0 % 3345 6 7 之间，-"./ 浓度在 $%% 2

(%% !345 6 7之间时均有扩增条带，但条带的多少、真伪有明显差异；只有当
-"./的浓度为 $%% !345 6 7，+’( ,浓度为 $0 : 3345 6 7和 (0 % 3345 6 7时可以得
到清晰的条带，且没有非特异性扩增，+’( ,浓度为 $0 : 3345 6 7 时效果最佳)
（+’( ,浓度视具体引物而定）

表 !" #$% &、’()*互作组合浓度对 +,,-./-结果的影响

-"./的浓度

+’( ,的浓度
$0 ( 3345 6 7 $0 1 3345 6 7 $0 : 3345 6 7 ( 3345 6 7

正常扩增 负对照 正常扩增 负对照 正常扩增 负对照 正常扩增 负对照

$%% 3345 6 7 ; ; , ; , , ; , , ;
$(% 3345 6 7 , ; , ; , , , 6 ; , , ;
$9% 3345 6 7 , , , ; , , , , , , 6 ;
(%% 3345 6 7 ; ; , , , , , , , , , ,

注：,表示有扩增条带，, ,表示扩增条带多，, 6 ;表示扩增条带不稳定，;表示无扩增条带)

() 8* 引物浓度的调整
根据以往 /<=试验所确定的引物浓度范围，我们设计 1 个浓度梯度，结果显示：在其他因素不变而

!"#模板量为 (% &’时，只有引物浓度（图 >，所用引物为 9( 号）为 %0 8 !345 6 7 时，扩增效果最佳；随着引
物浓度的提高，扩增条带变得模糊)
() >* .?@酶的选择
在确定了 +’( ,、-"./、模板量、引物浓度之后，我们设置了 1 个 .?@ 酶浓度梯度)结果表明（图 1，所

用引物为 >> 号）：在 (1 !7反应体系中，加入 $ 2 $0 1 A .?@ 酶都可以获得重复清晰的条带，以 $0 1 A 时条
带最清晰)但当 .?@酶含量高于或等于 ( A时，条带变得不清晰，背景开始模糊)
() 1* 退火温度的调整
在进行退火温度的优化时，我们首先采用方法（!" B >（C , <）,（# , .））估算引物 ;模板对的 !"

值，然后以 !"值为基准，(D为间隔，上下浮动，从高于 !"值 9D直到低于 !"值 9D的一系列反应筛选出
最佳退火温度)实验结果表明，大部分引物的最适退火温度与理论退火温度存在差异)例如本文中的 9( 号
—::—
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引物理论退火温度应为 !"#，而实验表明其最适退火温度应为 !$# %

&% ’( 循环次数的调整
我们分别试验了 )!、"*、"! 个循环，结果表明循环次数在 "* 左右时条带强弱合适，清晰可辨%
最后我们随机选择了 &、"、&’、&+、"!、"’、’*、’" 号引物对此优化系统进行了检测，得到了背景清晰，多

态性丰富稳定的 ,-.片段（图 ’，退火温度 !$#）%

)( 讨论
泽泻中含有较多的多酚类物质，一般对于新鲜的植物材料采用加入 ! /巯基己醇防止多酚类物质的

氧化（褐变），但由于我们采用的干燥保存的叶片多酚类物质已被氧化，因此参照 012342［56］等的方法，可
加入 57 898 分离已被氧化的多酚类，898 对抑制多酚氧化酶和细胞色素氧化酶的活性有很好的效果%另
外，由于泽泻的叶片较老，我们采用酚 /氯仿 /异戊醇作为抽提液，可使获得 ,-. 溶液的颜色明显变浅%

:;;<反应对模板浓度不太敏感，但我们在实验中发现 ,-.模板纯度对扩增的稳定性有较大影响%在
,-.不纯的情况下，应使用有效范围内的较低浓度，使抑制聚合酶活性的因子影响到最小［5*］%所以我们根
据不同的模板纯度，在实验过程中选用了 5* = &* >?不同用量%
引物与模板 ,-.结合的程度和结合量是影响 80<扩增产率和稳定性的主要因子%实验表明：引物浓

度不同扩增片段大小存在差异%引物浓度越大，扩增片段越小%但引物浓度过高会增加非特异性扩增%
@AB,-.聚合酶的用量是影响 :;;<扩增结果的重要因素%量少时产物合成效率低，量多容易产生非特

异性产物且增加试验成本%不同厂家生产的 @AB酶性能上有差异，而且同一厂家不同批次的产品也存在一
定的差异［5"，5!］，所以为增加可比性，在本实验中使用的是同一厂家同一批次的 @A?酶%

C?& D浓度对扩增结果也十分重要，80<反应中，C?& D浓度能影响 80< 反应效率%不同材料，不同引物
的 C?& D浓度需要通过试验来确定%浓度过高，容易生成非特异性扩增产物；反之，浓度过低会降低扩增产
率%此外，由于 E-@8直接螯合相应数量的 C?& D，它们浓度的任何改变都会影响有效 C?& D的浓度［5’，5$］%
另外，同一物种，引物不同，其退火温度不同%但即使是同一引物，对不同的物种其退火温度也不尽相
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同!为减少非特异性扩增，可在允许范围内适当提高引物的退火温度! 从理论上说，"#$ 反应循环次数越
多，扩增产率越高!但反应时间过长，又会造成 %&’谱带的降解!在实验中应选择适合的循环次数!
因此，任何组分的量过多过少都会对实验结果造成严重的影响!实验证明，在扩增结果相差不大的前

提下，应尽可能选择药品使用量少、条带清晰的泳道!最后，我们确立了适用于泽泻 ())$ 扩增的 *+ !, 反
应体系为：-. //01 2 , 345678#1、-. //01 2 , 9#1、: //01 2 ,（&8;）*)<;、=8 >? .，-? : @ *? . //01 2 , AB#1*，3CD
酶 - E，F&3" -.. !/01 2 ,，引物 .? G !/01 2 ,，%&’模板量约 -. @ *. HB（视模板纯度而定）!反应循环参数
为：>;I预变性，+ /5H，然后是 >;I变性 ;+ 6，+* @ J.I复性 ;+ 6，K*I延伸 -? + /5H，共 ;. 个循环后，K*I延
伸 K /5H补齐!
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