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铁皮石斛野生居群研究(IV)：
RAPD反应体系的构建与优化
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[摘要] 为获得铁皮石斛RAPD的最佳反应体系，本文对影响RAPD反应的模板含量、M酽+浓度、dNTP浓度、

Taq酶浓度、扩增程序及退火温度等多种因子进行了构建与优化．通过各因子的组合研究，我们得到铁皮石斛

RAPD反应最适扩增体系是：25 p,LPCR反应体积，10 X Buffer 2．5止，2．5 mmol／L MgCl2，dNTP 2．5灿(各2．5

mmoL／L)，模板DNA为30 ng，Taq聚合酶1．5 u，随机引物12 pmol，ddH20 14．2 IxL．最佳扩增程序：94℃预变性3

min，94℃变性50 S，38。C复性1 min，72℃延伸2min，循环40次；最后72℃延伸5min．40c保存．
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Studies of Wild Populations of Dendrobium officinale(Ⅳ)：
Establishment and Optimization of RAPD Reaction System

Ding Ge，Ding Xiaoyu，Shen Jie，Liu Dongyang，He Jia，Tang Feng

(College of Life Sciences，Nanjing Normal University，Nanjing 210097，China)

Abstract：To obtain the optimal amplification conditions for Dendrobium officinale，the effects of the con—

centrations of DNA templates，magesium，dNTP and Taq DNA polymerase and annealing tempreture are

tested and optimized．The optimal amplification conditions for Dendrobium officinale is acquired through

the experiments：25汕L PCR reaction volume，10×Buffer is 2．5 ILL，the concentration of magnesium is

2．5 mmo]／L，dNTP is 2．5 mmol／L，the concentration of DNA templates is 30 ng，Taq DNA polymerase

is 1．5 U，primer is 12 pmol，ddH20 is 14．2 IxL．The optical amplification program is also obtained：

94％180 S，1 cycle；94。C50 S；38。C 60 S；72。C 120 S，40 cycles；72℃300 S，1 cycle．stored in 4。C．
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0引言

铁皮石斛(Dendrobium officinale Kimura et Migo)为兰科石斛属多年附生草本植物，是我国特有的珍稀

濒危植物，是我国传统名贵中药之一，早在《本草纲目》中就被列为上品，具有养阴生津、润喉护嗓、温胃明

目等功效．为此，国内外学者对铁皮石斛的化学成分及药理作用进行了广泛研究，进一步证实铁皮石斛具

有抗肿瘤、抗衰老、增强机体免疫力等功效¨“。．

随机扩增多态DNA，简称RAPD(Random Amplified Polymorphic DNA)，是建立在PCR反应基础上的

分子生物学技术，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，被广泛应用于

生物遗传多样性∞o及分子鉴别帕。的研究中．为了研究铁皮石斛的遗传多样性，首先要建立稳定的反应体

系，保证RAPD结果的可靠性与重复性．本实验就模板浓度、M92+浓度、dNTP浓度、Taq酶浓度等影响
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RAPD反应的诸因素进行了构建和优化，建立重复性强、稳定性好的铁皮石斛RAPD反应体系，为进一步

研究铁皮石斛的遗传多样性、开发利用这一珍稀药用资源提供技术支持．

1材料与方法

1．1试验材料

材料：采自石斛的主产区云南、贵州、广西等地的原始森林，由南京师范大学丁小余教授鉴定，种质通

过组织培养保存于南京师范大学生命科学院植物组培室．

试剂：引物购于南京生兴生物公司，PCR反应缓冲液、高品质的Taq酶及dNTP均为上海Promega公司

产品．

1．2基因组DNA的提取与定量

取新鲜的叶片或茎0．1 g，或采用硅胶干燥材料，用无菌水冲洗干净，在液氮中研成粉末．根据QIA—

GEN试剂盒的使用指南进行高质量的总DNA提取．

提取后的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扩增反应．

1．3 RAPD反应程序

在PTC200扩增仪上，经过摸索，得到铁皮石斛RAPD分析的PCR反应程序：94。C预变性3 rain，94cE

变性50 S，38。C复性1 min，72。C延伸2 rain，循环40次；最后72。C延伸5 rain．4。C保存．

1．4 RAPD扩增中各影响因素

1．4．1 M92+含量

共同的PCR反应条件：25 IxLPCR反应体积，10 X Buffer 2．5 txL，dNTP 2．5止(各2．5 mmol／L)，模板

DNA30 ng，Taq聚合酶1．5 U，随机引物1．5 ILL，ddH20 14，2 IxL．不同浓度的M92+：

①1 mmol／L；②2．5 mmol／L；③3．5 mmol／L；④4．5 mmol／L；⑤5．5 mmol／L；⑥6．5 mmol／L．(图2．)

1．4．2 dNTP浓度

共同的PCR反应条件：25 IxLPCR反应体积，10×Buffer 2．5 ILL，M92+2．5 mmol／L，模板DNA30 ng，Taq

聚合酶1．5 U，随机引物1．5 IxL，ddH：0 14．2 IxL．不同浓度的dNTP：

①1 mmo]／L；②2．5 mmol／L；③3．5 mmol／L；④4．5 mmol／L；⑤5．5 retool／L；⑥6．5 mmol／L．(图3．)

1．4．3引物浓度

共同的PCR反应条件：25 IxLPCR反应体积，10×Buffer 2．5 ILL，Mg“2．5 mmo]／L，dNTP 2．5 IxL(各2．5

mmol／L)，模板DNA30 ng，Taq聚合酶1．5 U，ddH20 14．2¨L．不同浓度的引物：

①4 pmol；②8 pmol；③12 pmol；④16 pmol；⑤24 pmol；⑥32 pmo]．(图4．)

1．4．4模板DNA浓度

共同的PCR反应条件：25／虬LPCR反应体积，10 X Buffer 2．5 ILL，Mg“2．5 mmo]／L，dNTP 2．5止(各2．5

mmol／L)，Taq聚合酶1．5 U，随机引物1．5斗L，ddH：0 14．2 ILL．不同浓度的模板DNA：

①10 ng；②30 ng；③50 ng；④70 ng；⑤100 ng．(图5．)

1．4．5 Taq酶单位

共同的PCR反应条件：25 IxLPCR反应体积，10×Buffer2．5 IxL，Mg“2．5 mmol／L，dNTP2．5 IxL(各2．5

mmol／L)，模板DNA30 ng，随机引物1．5 IxL，ddH20 14．2斗L．不同浓度的Taq酶：

①1 U；②1．5 U；③2 U；④2．5 u⑤3 U；⑥4 U．(图6．)

1．4．6退火温度

共同的PCR反应条件：25 IxLPCR反应体积，10×Buffer 2．5止，Mg“2．5 mmo]／L，dNTP 2．5 IxL(各2．5

mmoL／L)，模板DNA30 ng，Taq聚合酶1．5 u，随机引物1．5 IxL，ddH20 14．2 IxL．不同的退火温度：

①36。C；②38。C；③40。C．(图7．)

1．5 PCR产物的鉴定

扩增产物用1．5％琼脂糖凝胶(0．5×TBE，0．5 mg／LEB)电泳，在紫外凝胶成像系统(UVP GDS一

8000)上观察并记录电泳结果．
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2实验结果

2．1模板DNA的检测

DNA经1％的琼脂糖凝胶电泳(0．5 x TBE，0．5 mg／LEB)，电压100 V，电泳2．5 h，通过UVP GDS一

8000凝胶成像系统观察，显示结果(图1)表明，相对分子质量都在1．32×107 g／mol以上，可以证明利用

QIAGEN试剂盒提取的基因组DNA是高质量的．

2．2 Mg“浓度

当Mgn浓度为1 mmol／L时，无条带出现；在2．5 mmol／L能得到清晰的带，带型稳定性好．从4．5

mmol／L开始发生带型的变化，并且随着M92+浓度的增加，带的数量增加，开始出现非特异性条带．(图
2．)

图1铁皮石斛总DNA凝胶电泳结果 图2 M[矿浓度梯度对扩增带型的影响

2．3 dNTP浓度

当dNTP为1 iLL时，反应所产生的条带较少且亮度较低；当dNTP为2．5¨L～4．5 IxL时，产生的条带

基本一致；但当dNTP为2．5¨L时，所产生的条带重复性好．当dNTP为5．5¨L和6．5 txL时，产生的条带

明显减少，且有的条带亮度降低．(图3．)

2．4引物浓度

当引物浓度为6 pmol、8 pmol时，反应出现较少的条带，且亮度较弱．当引物浓度为12 pmol、16 pmol

时，扩增产物带型相似，背景干扰较小．当引物浓度为24 pmol、32 pmol，反应出现非特异性条带并且背景干

扰增大．(图4．)
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图3 dNTP浓度梯度对扩增带型的影响 图4不同引物浓度的扩增效果
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2．5模板DNA浓度

当模板含量为10 ng、100 ng时，反应都有扩增，且其扩增的带型变化不大．但当模板为10～30 ng时，

扩增的条带多且清晰、重复性好．当模板含量大于50 ng时，扩增产物反而减少，条带亮度稍有减弱．(图

5．、

2．6 Taq酶浓度

当酶浓度为1～1．5U时，扩增的条带相似，条带清晰特异性强．当酶浓度达到2 u及以上时，扩增条带

发生较大改变．有时条带多且拖尾现象明显；有时条带数又明显减少，扩增条带不稳定．(图6．)

图5模板浓度梯度对扩增带型的影晌 图6不同Taq酶浓度的扩增效果

2．7退火温度

见图7，退火温度对扩增结果产生较大的影响．当退火温度为36。C时，

产生非特异性条带较多，且条带亮度稍弱．退火温度为38。C时，产生的条带

较多而且稳定存在，是本实验采用的扩增程序．当退火温度为40℃时，产生

的条带少，亮度低，扩增特异性不高．

3讨论

RAPD标记技术以其操作方便、多态性好、灵敏度高等优良品质，成为

植物资源保护和种质资源保存的依据一J，被广泛用于药用植物的鉴别。8‘1叫

以及物种亲缘关系、进化趋势o2’”o的研究，特别是对濒危物种的研究更有

实际的意义‘-引．在对濒危药用植物铁皮石斛研究之前，构建稳定的RAPD
图7不同退火温度的扩增效果

反应体系是必要的．

高质量的DNA模板是保证RAPD反应稳定性和重现性的重要因素之一．本文中的DNA是利用德国

QIAGEN试剂盒提取的新鲜组培物，所获DNA均为20 kb以上，所以能确保DNA的质量．当反应体系中

DNA模板含量在10～100 ng范围之间，均扩增出清晰条带，且带型基本无变化，说明模板含量的高低在相

当大的范围内不会对RAPD反应结果产生太大的影响．这一结论与汪小全等的实验结果类似¨“．当DNA

模板在10～30 ng时，扩增条带最为清晰稳定，所以本实验的模板浓度均采用30 ng．

RAPD扩增条带的质和量与Taq聚合酶的质量和活力密切相关．我们在实验中选择了高质量的Taq

酶，以减少低品质Taq酶的错配，增加了反应的重现性．在RAPD中Taq酶的用量一般为0．5～2．0 U，过高

会有小片断出现，过低则会导致扩增条带太弱．模板的纯度、Mg“浓度、反应温度都是通过影响聚合酶的

活力而进一步引起扩增结果的差异。1 4I．

M92+是Taq酶的激活剂，其浓度的变化对RAPD扩增结果有重要影响．M92+浓度过低时，酶活力显著

降低，产物减少；过高时会导致非特异性扩增产物的积累，背景模糊¨6。．本实验结果表明M92+在2．5

mmol／L时扩增最好，扩增带型没有变化．

dNTP是反应中磷酸的主要来源，是合成DNA的原料，其浓度略高一些，可以保证PCR扩增反应的完

全，因为在浓度低于2．5 mmol／L时可以看到扩增条带明显减少．但如果dNTP浓度过高，就会与Taq酶竞

争M92+，使Taq酶无法正常完全发挥聚合作用．
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引物的浓度与扩增产物的特异性有关．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dNTPs，均使靶序列的扩增

量降低，而出现非特异条带，与前人结果类似‘17|．本实验所采用的引物浓度为12 pm01．

退火温度对RAPD条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36。C时，产生非特异性条带较多．退火温度为40。C时，产生的非特异性条带较少．本实验采用了

38℃的退火温度．

通过多次实验，我们得出铁皮石斛RAPD扩增的最佳体系是(25“L反应体积)：2．5 mmol／LMgCl：，

dNTP 2．5 txL(各2．5 mmol／L)，模板DNA30 ng，Taq聚合酶1．5 U，随机引物1．5 tzL．最佳扩增程序为：

94℃预变性3 min，940C变性50 S，38℃复性1 min，72℃延伸2 min，循环40次；最后72℃延伸5 min．4℃保

存．
‘
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