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小麦基因组 DNA的高效提取和稳定 RAPD体系的构建
*
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摘　要:对小麦黄化苗 、叶片和种子基因组 DNA 提取 , 以及对影响 RAPD 结果的反应体系和反应条件的各

项因素进行了研究。建立了快速 、高效的适合于多种情况的 DNA 提取方法。构建了适用面宽而且稳定可靠

的 RAPD 反应条件和反应体系。即反应条件为 94℃预变性 3 min , 37℃退火 1 min , 72℃延伸 2 min , 循环 2

次 , 94℃变性 1 min , 37℃退火 1 min , 72℃延伸 2 min ,再从 94℃变性 1 min 开始循环 38 次 , 最后 72℃延伸 10

min;20 μL 反应体系为 2. 5 mmol /L Mg2+ , 0. 2 mmo l /L dNTP , 10 pmo l引物 , 25 ng模板 , 0. 8 UTaq酶。
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Abstract:Tw o efficient methods o f ex tracting w heat genome DNA and an optional react ion RAPD sys-

tem were established. The methods we re simple and rapid in etiola tions , leaves and seeds genomic

DNA isolation , and the optional reaction RAPD system we re set up for the assay and usage in w heat

by test ing and comparing some e ssential factor s. The reaction prog ram consisted of 2 cycles of prede-

naturat ion at 94℃ fo r 3 min , annealing at 37℃ fo r 1 min , and extension at 72℃ for 2 min , fol low ed

by 38 cycles of denaturation at 94℃ for 1 min , annealing at 37℃for 1 min , and ex tension at 72℃ fo r

2 min. T he f inal cy cle had a 10 min extension at 72℃. The PCR mix tures o f 20 μL contained 25 ng

template DNA , 0. 2 mmo l /L of each deoxynucleio tide (dN TP. dATP. dG TPandTTP), 2. 5 mmo l /L

Mg 2+ ,10 pmol primer and 0. 8 U Taq polymerase.
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　 　 RAPD (Random amplified polymorphic

DNA ,随机扩增的多态性 DNA)技术是美国杜邦

公司 Williams 等于 1990 年初首先建立的一种

DNA 分子标记技术[ 1 , 2] 。该技术是用 9 ～ 10个碱

基的任意顺序的寡聚核苷酸片段作为引物 ,以未

知序列的基因组 DNA 为模板进行 PCR(Poly-

merase chain react ion),得到的这种随机扩增的

多态 DNA片段称为 RAPD标记
[ 3]
。RA PD标记

具有信息量大、快速高效和成本低廉等优点
[ 3]
。

目前已经在遗传图谱构建 、基因的定位与克隆 、物

种亲缘关系和进化关系研究 、品种鉴定等诸多领

域广泛应用[ 4] 。RAPD 标记主要缺点是稳定性

差 ,所以建立稳定可靠的反应体系是 RAPD标记

关键所在 。影响 RAPD 反应的主要因素是模板

DNA 的浓度和纯度 、Taq酶活性及退火温度 。本

文对小麦叶片 、黄化苗及种子 3种材料的基因组
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DNA 提取方法进行比较研究 ,同时对 RAPD反

应体系中模板浓度 、Taq 酶的种类及用量 、Mg
2+

和退火温度等进行了优化 ,希望建立稳定可靠的

小麦 RAPD标记体系 ,为小麦 RAPD技术的应用

研究奠定理论和实践基础 。

1　材料与方法

1. 1　材 料

本研究所用小麦的品种有 87341 和陕优

225。

1. 2　DNA提取(参照 Doyle等的方法[ 5] ,略作修

改)

1. 2. 1　叶片大量提取法 　在小麦营养生长期内

取嫩叶片 2 g ,剪成 2 ～ 3 cm 段状。 - 80℃保存待

用或即刻提取。 ①在干净的 50 mL 离心管中 ,加

入 8 mL 1. 5×CTAB 提取液(150 mmol /L Tris-

C l , 105 mmol /L NaCl , 15 mmol /L EDTA ,1. 5%

CTAB),和 8 μL β-巯基乙醇 ,待用 。 ②用液氮预

冷干净且干燥的研钵 ,把叶片放入研钵并倒入适

量液氮开始研磨 ,磨碎叶片至颜色泛白即可 ,迅速

转入离心管中 , 65℃水浴振荡 1 h 。 ③冰浴 5

min ,加入 1×体积的氯仿 /异戊醇(24∶1),振荡

30 min。 ④24℃6 500 r /min离心 30 min 。⑤吸

上清到另一离心管中 ,加入 10 μL RnaseA , 37℃

温育 30 min 。⑥加入 1×体积的异丙醇( - 20℃

预冷),4℃沉淀 30 min 。⑦轻轻振荡 ,用玻璃钩

钩出 DNA 。或 4℃5 000 r /min离心 4 min 沉淀

出 DNA 。⑧将 DNA 转入 1. 5 mL 离心管中 ,用

75%乙醇清洗 DNA 2 ～ 3次 。 ⑨弃去乙醇 ,在超

净工作台中风干 ,加 ddH 2O 或 T E溶解待用 。

1. 2. 2　黄化苗大量提取法 　培育黄化苗:取约

100粒种子用 0. 1%的升汞消毒 10 min。然后冲

洗干净 ,浸泡过夜 。把种子腹沟朝下均匀摆放在

铺有厚约 2 ～ 3 mm 吸水纸的培养皿上。再将培

养皿置于暗箱中培养 。在培养期间要经常浇水保

持吸水纸湿润 。待 8 ～ 9 d 后即可剪下苗进行

DNA 提取 。方法同 1. 2. 1。

1. 2. 3　种子小量提取法　 ①种子砸成粉末放入

1. 5 mL 离心管 ,并加 800μL 1. 5×CTAB提取缓

冲液 ,震荡 30 min。10 000 r /min离心。 ②取上

清 800 μL 的 Tris-饱和酚 , 震荡 5 min , 然后

10 000 r /min离心 10 min。 ③吸上清加入氯仿 -

异戊醇(24∶1)800 μL ,震荡 5 min , 10 000 r /min

离心 10 min。 ④吸上清 ,加入 - 20℃预冷的异丙

醇。轻轻颠倒混匀 , 钩出 DNA 或离心沉淀

DNA 。⑤用 75%乙醇清洗 2次 。弃去乙醇。 ⑥

在超净工作台中风干 , 加 ddH2O 或 TE 溶解待

用。

1. 3　RAPD反应体系及条件

本试验用上海生工公司的 2个引物 ,即 S37

(GACCGCTTG T)和 S389(TGCGAGAGTC),

该引物在预实验中经过筛选多态性较好。T aq酶

为 Promega 、Famentas(MBI)、天为时代和东胜四

家公司的产品 ,dN TP 为德国宝灵曼公司(B. M. )

产品 ,H 2O为重蒸水。PCR扩增在 PTC-200(MJ

Research 公司 ,美国)、PE9 600(PE 公司 ,美国)

和 PCR SYS TEM9700(A BI ,美国)上进行 。扩增

产物在 1. 5%琼脂糖凝胶 、0. 5×TBE缓冲液中电

泳 ,经 EB 染色 ,在凝胶成像系统(Bio imag ing

sy stem)照相并保存。基本反应体系(20 μL):2

mmo l /L 10 ×Buffer , 2. 5 mmo l /L M g2+ , 0. 2

mmo l /L dN TP , 10 pmo l 引物 , 25 ng 基因组

DNA 模板 , 0. 8 U Taq酶。基本反应条件为 94℃

3 min , 37℃1 m in ,72℃2 min ,循环 2次 ,94℃1

min , 37℃ 1 min , 72℃ 2 min ,循环 38 次 , 最后

72℃延伸 10 min 。

2　结果与分析

2. 1　DNA的纯度和产率

DNA 样品用蛋白核酸紫外分光光度计和

0. 9%琼脂糖凝胶(3. 5 V /cm 约 1. 5 h , 0. 5×

TBE缓冲液)电泳检测(图 1)。经 RAPD-PCR验

证 ,均可扩增出较好条带(图 2)。结果表明:①3

种材料所提 DNA 的纯度黄化苗最高 ,叶片次之 ,

籽粒最后;OD260 /OD280 分别为 1. 89 、1. 86 和

1. 85 。②产率(每2g的材料所提DNA的量)最

M 为λDNA /EcoR Ⅰ　M :λDNA /EcoR Ⅰ

1和 4为用黄化苗所提 DNA 1 , 4 DNA from etiolat ion ;

2和 5为用叶片所提 DNA 2 , 5 DNA from leaves;

3和 6为用种子所提 DNA 3 , 6 DNA from seeds

图 1　不同材料所提小麦 DNA的电泳图谱

Fig. 1　The electrophoretogram of wheat genome

DNA extracted from dif ferent material
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高的是黄化苗为约 400 μg ,叶片其次为 300 μg ,

籽粒最低为 30 μg 。 ③从不同材料中所提出的

DNA 均未出现降解 , RNA 和蛋白含量也极低。

有研究认为 ,DNA中含有少量的 RNA 和蛋白质

对 RAPD-PCR扩增影响不大
[ 7]
。

2. 2　RAPD反应体系优化

2. 2. 1　模板 DNA 浓度　模板 DNA 的浓度对

RAPD结果有较大影响。试验表明 ,在 20 μL 体

系中 ,当模板的量在 10 ～ 50 ng 范围内时 ,扩出的

条带数较多而且带型清晰(图 2 , 4)。

M:DL2000(TaKaRa)　M :DL2000(T aKaRa);

1 , 2 , 3为品种 87341　4 , 5 , 6为品种陕优 225 　1 , 2 , 3 variety

is 87341;4 , 5 , 6 variety is shaanyou 225;1 , 4所用模板为用

黄化苗提取的 DNA　1 , 4 tem plate DNA from etiolat ions;2 , 5

所用模板为用叶片提取的DNA　2 , 5 template DNA from leaves;

3 , 6所用模板为用种子提取的 DNA　3 , 6 template DNA from seeds

图 2 三种方法提取两个小麦品种 DNA

经 RAPD-PCR 扩增后电泳图(s37)

Fig. 2　 RAPD pattern with different template DNA obtained

from two varieties and three extraction methods　　

这个范围与前人研究结果有所不同 ,刘列钊

等认为在 25 μL 的体系中能扩出清晰条带模板的

量范围在 5 ～ 25 ng 内[ 8] ,而郭长虹等认为在 25

μL 的体系中模板的量范围在 15 ～ 100 ng 内
[ 9]
。

当模板量低于 10 ng 或高于 50 ng 时 ,条带弱或

扩不出条带 ,而且极易产生拖尾 ,造成带与带之间

连接难以辨认。

2. 2. 2　酶的浓度及生产厂家　酶是 PCR反应中

又一重要影响因素 。本试验做了酶的浓度梯度 ,

结果与刘列钊等研究结果一致[ 8] ,即在 20 μL 体

系中 ,酶量在 0. 5 ～ 1 U 范围内就可扩增出较好

的条带。酶量太少导致产物量少 ,条带数少带型

弱;量大成本高 ,易出现非特异性扩增。

　　本试验又比较了 Promega(美国)、MBI(立陶

宛)、天为时代(国产)和东胜(国产)公司不同厂家

的酶对 PCR结果的影响 ,结果表明在相同反应体

系及条件下 , 4个厂家的酶均能扩增出多态性丰

富的条带;但是不同厂家的酶扩增出的条带不同

(图 3)。因此 ,在构建 RAPD反应体系时 ,根据试

验需要选定某一厂家的 Taq酶 ,切忌中途更换 ,

以免前后结果不一致造成误差 。

M:DL2000(TaKaRa)　M:DL2000(T aKaRa);

1 , 5 , 9 , 13为 Promega 公司 Taq酶　1 , 5 , 9, 13 pat terns w ith

Taq polymerase f rom Promega;2 , 6 , 10 , 14为 Fam entas

(MBI)公司 Taq酶　2 , 6 , 10 , 14 pat terns w ith Taq

polymerase f rom Famentas(M BI);3 , 7 , 11 , 15为天为时代

公司 Taq酶　3 , 7 , 11 , 15 pat terns wi th Taq polym erase

f rom TIANGEN;4 , 8 , 12 ,16为东胜公司 Taq酶　4 , 8 , 12 , 16

pat tern s w ith T aq polymeras e f rom Don gsheng

1～ 8为引物 S37;9～ 16为引物 S389。 1～ 4和

9～ 12的模板为品种 87341的 DNA;5～ 8和

13～ 16的模板为品种陕优 225的 DNA

图 3　不同产地的酶对 RAPD-PCR结果的影响

Fig. 3　RAPD patterns with Taq polymerase

from different company

2. 2. 3　Mg2+ 、dN TP 和引物　公司一般都是把

Mg 2+和酶一起捆绑销售的 ,而且提供了其 Mg2+

和酶的适合比例 ,根据所扩的条带情况 ,也可做适

当范围内的调整 。本试验设了 Mg 2+的浓度梯

度 ,结果和前人的研究基本一致:在 20 μL 体系

中 ,1. 2 ～ 4. 0 mmoL 范围内都可扩出较好的条带

(图 4 ,表 1)。dN TP 在 20μL 体系中浓度在 0. 05

～ 0. 3 mmol即可 。另外 ,不同公司生产的 dNTP

差别不大 ,可以随意选择。引物在 20 μL 体系中

有 10 ～ 25 pmol都可扩出较好的条带 。在构建稳

定反应体系时 ,可以把这些 PCR反应成分定量到

许可范围内的中间值上 ,以避免由于操作或仪器

的误差而造成不稳定的结果。

2. 2. 4　PCR仪　本试验用 3个公司的 PCR仪 ,

2个引物和 2个小麦品种的基因组 DNA ,用同一

反应体系来检验其对 RAPD 结果的影响。PCR

仪分别 是 PE9600 (PE USA), PCR SYS-

TEM9700(ABI USA)和 PTC-200(M J Research

USA)。反应条件为:94℃预变性 3 min , 37℃退
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火 1 min ,72℃延伸 2 min ,循环 2 次 , 94℃变性 1

min , 37℃退火 1 min , 72℃延伸 2 min ,再从 94℃

变性 1 min 开始循环 38 次 , 最后 72℃延伸 10

min;20 μL 反应体系为:2. 5 mmol /L M g2+ ,0. 2

mmo l /L dN TP ,10 pmol引物 ,25 ng 模板 ,0. 8 U

Taq酶。结果发现 ,相同的 PCR反应体系在 3种

不同型号的 PCR仪上运行 ,结果基本一致 ,只有

一个条带的差异(图 5)。表明 PCR仪的型号对

扩增效果基本没有影响。

图 4　不同模板 DNA量 、Mg2+浓度和 Taq酶用量的 RAPD-PCR 的电泳图

(泳道 1～ 27 代表的浓度组合见表 1)

Fig. 4　RAPD pattern with different concentration of template DNA、Mg2+and Taq polymerase.

(line 1 ～ 27 in stand for combination of dif ferent concentration in table 1)

表 1　1 ～ 27 泳道代表的浓度组合

Table 1 　Line 1～ 27 in stand for combination of different concentration

DNA /ng

Mg2+ / (mm ol /L)
1. 25 Taq polymerase /u

0. 4 0. 8 1. 2

2. 5 Taq polymerase /u

0. 4 0. 8 1. 2

3. 75 Taq polym erase /u

0. 4 0. 8 1. 2

10 1 2 3 4 5 6 7 8 9

50 10 11 12 13 14 15 16 17 18

100 19 20 21 22 23 24 25 26 27

M :DL2000　M:DL2000(TaKaRa);1 , 4 , 7 , 10在 PE9600型

PCR仪上运行　1 , 4 , 7 , 10 in PE9600(PE USA);

2 , 5 , 8 , 11在 PCR SYSTEM9700型 PCR仪上运行

2 , 5 , 8 , 11 in PCR SYST EM9700(ABI USA);

3 , 6 , 9 , 12在 PTC-200型 PCR上运行

3 , 6 , 9 , 12 in PTC-200(MJ Research USA)

图 5　不同 PCR仪对 RAPD结果的影响比较

Fig. 5　RAPD patterns in different thermal cycler

3　讨论

3. 1　关于 DNA提取

用CTAB法对小麦 3种材料进行了 DNA 的

提取 ,并对结果作以比较。结果表明这 3 种材料

都可提出较好的能用于做 RAPD 的 DNA 。这

样 ,无论小麦处于任何生长时期 ,只要有种子或叶

片就可用较少的试剂随时提取其 DNA ,既降低了

成本 ,又节约了时间 。

在提取过程中 ,用液氮研磨材料时 ,务必迅速

而且要保持研钵中有液氮 ,研磨完毕要趁液氮尚

未挥发干净转入离心管中 ,即刻进行下一步操作 ,

可有效防止 DNA 降解 。

值得一提的是 ,许多报道认为 ,在加入预冷的

异丙醇沉淀 DNA 时 ,应在 4℃或 - 20℃下静置

30 min或更长时间 。本文对此步骤进行了探究:

对同一个样品设计 4个重复。其中 2组样品在加

入异丙醇后轻轻摇动 ,使离心管中的两相逐渐混

合 ,另 2 组静置。结果发现 ,轻轻摇动 1 ～ 2 min

后即可产生棉絮状的 DNA 团 。而另 2 个静置 ,

30 min后也产生团状 DNA ,但是 DNA 团较小 ,

经轻轻摇动才逐渐变大。后经电泳检测和 PCR

验证 ,4个重复的 DNA质量并没有差别 。因此建

议将静置改为轻轻摇动 1 ～ 2 min ,以节省时间 ,
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但切忌用力太大 ,以避免震断 DNA 链 。另外 ,用

玻璃钩或枪头挑出得到的团状 DNA 比直接离心

收集的 DNA 杂质少 ,若因 DNA 不抱团而必须用

离心法收集 ,收集后用重蒸水溶解再加 2倍体积

的无水乙醇沉淀 ,可有效地纯化 DNA 。在 DNA

提取结束后 ,建议立刻检测其是否降解并进行定

量 ,然后根据实验所需浓度将其稀释并分装成多

管冷冻保存待用 。这样一则可以对某一浓度的

DNA 稀释液长期保存以备使用 ,二则可随时更新

以避免由反复冻融造成的 DNA降解。

3. 2　关于 RAPD反应参数

稳定的 RAPD体系与所用试剂的质量和剂

量有关 ,反应条件一般从变性温度和时间 ,退火温

度和时间 ,以及延伸时间和循环数等这几个方面

考虑 。本试验改变这些反应参数作以比较 ,结果

发现:变性温度在 94℃～ 95℃,时间在 1 ～ 3 min

之间 ,退火温度在 35℃～ 38℃, 时间在 0. 5 ～

1 min ,延伸温度 72℃,时间 2 min ,循环数30 ～ 39

间 ,都可扩出较好的条带 。

试验发现 ,退火温度是反应过程中最敏感的

条件之一 。对某一引物同一酶量这一温度扩出的

带好 ,而另一温度扩出的带弱 ,甚至扩不出带 。例

如退火温度在 37℃时 ,引物 S52和 S116扩增出

的条带极弱 ,而在 38℃时条带较为清晰 。这一结

果与刘红彦的报道一致[ 10] 。对于适宜温度较高

的引物并没有发现其与 G+C 含量有关。

若某一引物在一般反应条件下扩增不出条带

或条带弱 ,而调整退火温度也无效时 ,可以考虑调

整引物浓度和酶量。调整引物浓度和酶量可以从

降低和提高两方面着手 ,带弱并不一定就是量少

的原因。

本试验认为 ,在反应体系确定后 ,确定反应模

板的量并固定使用某一厂家同一批次的酶可以有

效提高 RAPD结果重复性 。
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