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大白菜+E6D反应体系的建立与优化
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摘!要!以大白菜基因组234为模板"通过 正 交 试 验 设 计"从 aB!b$F/T酶$C3F5J$引 物$模 板8种 因 素)
个水平对大白菜R745!R,TL,-G,=Q,I/K,C/PUIANA,CUMIOPMQUHAJP"序列相关扩增多态性#反应体系 进 行 优 化"

建立了适合于大白菜的R745=567优化反应体系"该体系为!8$;%aB
!b 浓度为&’"PPMI&;"C3F5J为"’!

PPMI&;"F/T酶$’8S"引物为"’!$PMI&;"模板234#&’!-B’567反应程序为%*)d预变性8PA-(*)d变

性$PA-"&8d复性$PA-"#!d延伸$PA-"8个循环(*)d变性$PA-"8"d复性$PA-"#!d延伸$PA-"&8个

循环"#!d延伸$"PA-’

关键词!大白菜(R745(优化(正交试验
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e43+<A/-C>?43+;L=B/-B"
!6MII,B,MN?MQKAGLIKLQ,"3MQKHW,JK4hZS-AV,QJAKO"e/-BIA-BRH//-[A!#$!$"""6HA-/#

6<=98)/9%SJA-B6HA-,J,6/XX/B,!+&$00’"$"$:A*0#&’0JO-’Q/U/;’JJU’4*N’/*/0’0!9,(&#,)00,/#

B,-MP,234/JK,PUI/K,"KH,P/@MQGMPUM-,-KJMNR745"JLGH/JGM-G,-KQ/KAM-JMNaB!b"C3F5J"

F/T234UMIOP,Q/J,"UQAP,QJ/-CK,PUI/K,"W,Q,MUKAPAY,CA-KHAJJKLCOXOMQKHMBM-/IC,JAB-A-NAV,
N/GKMQJNMLQI,V,IJQ,JU,GKAV,IO’FH,Q,JLIKJJHMW,CKH/KKH,MUKAPLPR745Q,/GKAM-JOJK,PA-GILC,J
aB!b&’"PPMI&;"C3F5J"’!PPMI&;"234K,PUI/K,#&’!-B"F/T234UMIOP,Q/J,$’8S/-C
UQAP,Q"’!$PMI&;A-KH,!8$;VMILP,Q,/GKAM-’FH,PMJKJLAK/XI,UQMKMGMIW/JA-AKA/IIOC,-/KLQA-B
/K*)dNMQ8PA-"KH,-UQ,=/PUIANOA-B/K*)d$PA-"&8d$PA-/-C#!d$PA-NMQNAV,GOGI,J"NA-/IIO
/PUIANOA-BNMQ&8GOGI,JWH,-KH,/--,/IA-BK,PU,Q/KLQ,W/J/C@LJK,CKM8"d’
>,?:%8*=%6HA-,J,G/XX/B,!+&$00’"$"$:A*0#&’0JO-’Q/U/;’JJU’4*N’/*/0’0 !9,(&#,)00,/#(

R745(:UKAPAY/KAM-(:QKHMBM-/IC,JAB-

!!R745)$*!R,TL,-G,=Q,I/K,C/PUIANA,CUMIO=
PMQUHAJP"序列相 关 扩 增 多 态 性#标 记 是 由 美 国

加州大学蔬菜作物系;A和<LAQMJ发展的一种基

于567反应的新型分子标记 技 术’其 原 理 是 针

对基因外显子中+6含量丰富"而启动子$内含子

中4F含 量 丰 富 的 特 点 设 计 两 组 引 物 进 行567
扩增"因不同个体的内含子$启动子与外显子间隔

区长 度 不 等 而 产 生 多 态 性’其 中 正 向 引 物!Z=
UQAP,Q#长$#XU"8‘端 的 前$"XU是 一 段 填 充 序

列"紧接着是66++"它们组成核心序列加上&‘端

&个选择碱基"对:7ZJ外显子进行特异扩增(反

向引物!7=UQAP,Q#长$(XU"8‘端的前$$XU是一段

填充序 列"紧 接 着 是 44FF"它 们 组 成 核 心 序 列

加上&‘端&个选择碱基"以特异结合富含4F的
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内含 子!启 动 子 区 域 和 间 隔 序 列 进 行 特 异 扩 增"

R745具有多态性和信息量丰富#技术简便#结果

稳定#成本较低#适用于基因定位!基因克隆!生物

多样性 $!%!遗传图谱构建$&%!G234指纹图谱!预

测杂种优势!比较基因组学$)%等诸多研究领域#已
广泛应 用 于 芸 薹 属 作 物!马 铃 薯!水 稻!莴 苣!大

蒜!苹果!柑桔属作物!芹菜$$%!棉花$8%!辣椒$%%!小
麦$#%!柿 属 植 物$(%!花 生$*%!烟 草$$"%!甘 薯$$$%等 植

物中"就不同植物类群而言#R745的最佳反应

条件会有所差别#主要的影响因子有 aB!b 浓度!

C3F5J浓 度!F/T聚 合 酶 浓 度!引 物 浓 度!模 板

234浓度等"目 前#对 于R745反 应 体 系 的 某

些影响因子已有一些初步的研究#但在大白菜中

尚鲜见报道"笔者通过正交试验设计建立了一套

适合于大白菜R745=567分析的反应体系#以期

为大白菜的分子生物学研究提供技术支持"

$!材料与方法

5’5!材料

试验 材 料 为 大 白 菜 杂 交 一 代 4$=!%c"!R$)*=8
的自交Z! 群体#由西北农林科技大学园艺学院白

菜组提供"所 用 F/T聚 合 酶 购 于 华 美 生 物 工 程

公司#C3F5J购于 保 罗 曼 公 司#分 子 量 标 准 为 宝

生物工程&大 连’有 限 公 司 2;!"""#5F6=!""型

567仪为美国 ag7,J,/QGH公司产品#+,I=!"""
凝胶成像系统为.AM=7/C公司产品"R745引物

根据;A和 <LAQMJ公布的引物序列#由上海生 物

工程有限公司合成"
正向引物ZMQW/QCUQAP,Q(

P,$(8‘F+4+F6644466++4F4&‘
P,!(8‘F+4+F6644466++4+6&‘
P,&(8‘F+4+F6644466++44F&‘
P,)(8‘F+4+F6644466++466&‘

P,8(8‘F+4+F6644466++44+&‘
P,%(8‘F+4+F6644466++F44&‘
P,#(8‘F+4+F6644466++F66&‘
P,((8‘F+4+F6644466++F+6&‘
反向引物 7,V,QJ,UQAP,Q(

,P$(8‘+46F+6+F46+44FF44F&‘
,P!(8‘+46F+6+F46+44FFF+6&‘
,P&(8‘+46F+6+F46+44FF+46&‘
,P)(8‘+46F+6+F46+44FFF+4&‘
,P8(8‘+46F+6+F46+44FF446&‘
,P%(8‘+46F+6+F46+44FF+64&‘
,P#(8‘+46F+6+F46+44FF644&‘
,P((8‘+46F+6+F46+44FF6F+&‘
,P*(8‘+46F+6+F46+44FF6+4&‘
,P$"(8‘+46F+6+F46+44FF64+&‘
,P$$(8‘+46F+6+F46+44FF664&‘

5A@!BC6的提取

取大白菜幼苗的幼嫩真叶#用改良6F4.法

提取 234#参 照 李 永 明$$!%的 方 法#水 浴 略 有 改

动"

5AK!+E6D反应体系的优化

采用;$%&)8’正 交 试 验 设 计#对R745反 应

体系中的 aB!b 浓度!C3F5J浓度!F/T聚合酶浓

度!引物浓度!模板234浓度进行8因素)水平

的筛选分析&表$和表!’#共$%个处理"
反应体系总体积为!8$;#扩增程序 为(*)d

预变性8PA-)*)d变性$PA-#&8d复性$PA-#

#!d延伸$PA-#8循环)*)d变性$PA-#8"d复

性$PA-##!d延 伸$PA-#&8循 环)#!d延 伸$"
PA-"567产物用!9的琼脂糖&..1公 司 产 品’
凝胶 电 泳 分 离#经 溴 化 乙 锭&].’染 色 后 在 +,I=
!"""凝胶成像系统上采集图像"

表5!D"E反应的因素与水平

Q)<$,5!7)/9%8=)&*$,J,$=%0D"E8,)/9’%&

因素
Z/GKMQ

水平&体积’;,V,I&ZA-/IGM-G,-KQ/KAM-’

$ ! & )
C3F5J&!’8PPMI*;’*$; $’" !’" &’" )’"
aB!b&!8PPMI*;’*$; $’" !’" &’" )’"
F/T酶 &8S+$;\$’*$;F/T234UMIOP,Q/J, "’$ "’! "’& "’)
引物*&$"$PMI+;\$’*$;5QAP,Q "’8 "’#8 $’" $’!8
模板234&&%’%-B+$;\$’*$;234K,PUI/K, "’8 $’" $’8 !’"

5’M!反应体系稳定性的检测

选择R745引 物 P,$,P&对 随 机 选 取 的$!
个模 板 234#0%!0$&#X8)!X8##分 别 进 行 扩

增#对优化过的大白菜R745反应体系的稳定性

进行检测"
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表@!D"E反应因素水平45O!MN"正交试验设计

Q)<$,@!45O!MN"%89;%(%&)$*,=’(&%09;,0)/9%8=)&*$,J,$=%0D"E8,)/9’%&

编号
3M’

C3F5J!$;
"!’8PPMI#;\$$

aB!b!$;
"!8PPMI#;\$$

F/T酶!$;"8S#$;\$$
F/T234UMIOP,Q/J,

引物5QAP,Q!$;
"$"$PMI#;\$$

模板234234K,PUI/K,!$;
"&%’%-B#$;\$$

得分
RGMQ,

$ $’" $’" "’$ "’8 "’8 "
! $’" !’" "’! "’#8 $’" $
& $’" &’" "’& $’" $’8 &
) $’" )’" "’) $’!8 !’" &
8 !’" $’" "’! $’" !’" $
% !’" !’" "’$ $’!8 $’8 !
# !’" &’" "’) "’8 $’" 8
( !’" )’" "’& "’#8 "’8 8
* &’" $’" "’& $’!8 $’" "
$" &’" !’" "’) $’" "’8 $
$$ &’" &’" "’$ "’#8 !’" )
$! &’" )’" "’! "’8 $’8 )
$& )’" $’" "’) "’#8 $’8 $
$) )’" !’" "’& "’8 !’" &
$8 )’" &’" "’! $’!8 "’8 &
$% )’" )’" "’$ $’" $’" !
$̂ # ! ( $! *
!̂ $& # * $$ ( &("F%$

&̂ * $8 $$ # $"
)̂ * $) $" ( $$
0$ $’#8 "’8 !’" &’" !’!8
0! &’!8 $’#8 !’!8 !’#8 !’"
0& !’!8 &’#8 !’#8 $’#8 !’8
0) !’!8 &’8 !’8 !’" !’#8
7 $’8 &’!8 "’#8 $’!8 "’#8

注&根据电泳条带多少’清晰程度’亮度得分(

3MK,&RGMQA-BAJ/GGMQCA-BKMKH,TL/-KAKO)TL/IAKO/-CXQABHK-,JJMNKH,,I,GKQMUHMQ,JAJQ,JLIKJ’

图5! 改良"Q6V法提取得到的BC6电泳结果

7’(A5!Q;,,((I$)&9$,)J,=BC6:’9;2%*’0’,*"Q6V

!!结果与分析

@A5!大白菜基因组BC6的提取

使用改 良6F4.法 提 取 的234)沉 淀 颜 色

呈白色)能够完全溶解(从图$可见)条 带 清 晰)
没有 脱 尾 现 象(分 光 光 度 计 测 定 结 果 显 示)

4!%"!4!("值位 于$’#!$’*之 间(结 果 表 明)
用改 良 的 6F4.方 法 抽 提)能 够 得 到 高 质 量 的

234)可以直接用于R745=567反应(

@A@!大白菜+E6DHD"E反应体系的优化

正交 实 验 设 计R745=567反 应 体 系)选 取

P,&,P!作为引物)随机选取$个模板234进行

扩增)电泳结果见图!(从图!可以看出)不同的

组合)由于各因素浓度不同)因此扩增结果存在明

显的差异(结果显示第#’(’$$’$!组合扩增的结

果比较理想)谱带不仅清晰)并且多态性较好)主

带较明显)尤其#’(最优(第&’)’%’$)’$8组合

扩增出的结果)谱带多态性也较高)但谱带强度和

主带较差(其他组合只能扩增出较弱的谱带或几

乎扩增不出条带(

!!由图!可以看出)C3F5J浓度在)个水平变

化时)扩增产物电泳条带呈现正态分布)最好的产

物谱带#’(’$$’$!出现在8!(和*!$!组合中)
即C3F5J浓 度 为"’!PPMI!;和"’&PPMI!;
时产物谱带比"’$PPMI!;和"’)PPMI!;时产

物谱带质量较高(
当C3F5J浓 度 在 前&个 水 平 时)在$!))8

!(和*!$!组 合 中))条 谱 带 均 为 由 弱 变 强 趋

势)即 aB!b 浓 度 在&个 水 平 的 变 化 与 扩 增 产 物

电泳条带呈 现 线 形 关 联)随 aB!b 浓 度 增 加 谱 带

质量增高)aB!b 浓度在&’)两个水平扩增结果相

似(在C3F5J浓度为"’)PPMI!;时)即$&!$%
组合)$8’$)的扩增产物较$&’$%好)可见在较高

#$!$#&期!!!!!!!!!!!!!!!!!!杨!琦等&大白菜R745反应体系的建立与优化

万方数据



C3F5J浓度下!中 等 的 aB!b 浓 度 和 中 等 的 F/T
酶浓度比较适宜"

!!$!$%为表!中处理编号!$!$%/Q,KH,KQ,/KP,-KJJHMW,C

A-K/XI,!’a/Q0,QAJ2;!"""

图@!引物2,K,2@的正交设计D"E
反应体系扩增结果

7’(A@!Q;,)2I$’0’/)9’%&8,=.$9=%0D"E8,)/9’%&

=?=9,2=08%2%89;%(%&)$*,=’(&

!!分析最优组合##(#$$#$!和 最 差 组 合$#!#

*#$"的F/T酶浓度和模板234浓度可以看出!
最优和 最 差 组 合 均 涵 盖 了 F/T酶 浓 度 和 模 板

234浓度的)个 水 平!可 见 F/T酶 浓 度 和 模 板

234浓度在反应体系中对扩增结果不是决 定 因

素!而与其他因素的互作效应大于单独效应$同时

发现最优组合##(#$$#$!中引物浓度在较低的水

平!说明过高的引物浓度不利于扩增"
根据电泳条带明亮#清晰和条带多少 再 进 一

步对$%个组合排序得分!条带质量越高得分越高

%表!&"在假设不存在交互作用的情况下进行直

观分析’&求各列各水平的和 $̂#̂!#̂&#̂)$’
由于各列各水平均重复了)次!故可由和求出各

水平的均值0$#0!#0&和0)$(用 各 列 最 大 平 均

值减 去 最 小 平 均 值 得 各 列 的 极 差7"显 然7越

大!说明该因素对指标影响越大"因 此 可 利 用7
给出各因素影响指标的主次顺序"结果显示!在

选定的)水 平 范 围 内!8个 因 素 的 主 次 顺 序 为’

aB!b#C3F5J#引物#F/T酶#模板234"从平均

值上看!aB!b 以 水 平&好!C3F5J以 水 平!好!
引物以水平$好!F/T酶以水平&好!模板234
以水 平)好"综 合 看 来!最 优 组 合 为’aB!b 为

&’"PPMI(;!C3F5J为"’!PPMI(;!F/T酶 为

$’8S!引 物 为"’!$PMI(;!模 板 234 为#&’!
-B"该体系除模板234浓度外与最优反应材料

#和(的组成基本一致"

@’K!反应体系确定

选择引 物 P,$,P&!随 机 挑 选$!个 模 板!对

反应体系的稳定性进行检测"从图&可见!每个

反应都能扩增出多态性强!条带清晰!重复性好的

结果!表 明 此 反 应 条 件 适 合 于 大 白 菜 的R745=
567反应体系"

图K!引物2,5,2K的扩增结果

7’(AK!E,=.$9=%0D"E)2I$’0’/)9’%&.=’&(I8’2,82,5,2K

&!讨 论

R745是 一 种 基 于567技 术 的 新 型 分 子 标

记!其原理是针对基因外显子中+6含量丰富!而
启动子#内含子中4F含量丰富的特点来设计两

组引物进行567扩增!因不同 个 体 的 内 含 子#启

动子与外显子间隔区长度不等而产生多态性"该

标记使用的扩增程序一般为’*)d预变性8PA-$

*)d变 性$PA-!&8d复 性$PA-!#!d延 伸$
PA-!8循 环$*)d变 性$PA-!8"d复 性$PA-!

#!d延伸$PA-!&8循环$#!d延伸$"PA-"前8
个循环复性温度设为&8d!主要是考虑到低的复

性温度能够 确 保 两 个 引 物 与 靶234部 分 配 对$
随后循环中复性温度升到8"d!可以保证前8个

循环的扩增产物在余下循环中进行指数式扩增$
如果复性温 度 在)"个 循 环 中 都 保 持&8d!扩 增

片断重复性将很低)$&*"
改良6F4.法提取的234无论质量还是数

量 均 有 很 大 的 提 高 !其 纯 度 和 浓 度 均 达 到 了

R745反应的 要 求"234模 板 的 适 宜 的 范 围 较

大 !一般而言!模板234在8!$""-B均有567
产物 !但不同物种 234结构不同 !具体的最适

234用量也有差异"
混合 物 中 的 离 子 浓 度!尤 其 是 aB!b 浓 度 对

567的特异性及扩增效率有很大的影响"aB!b

浓度过高非特异性产物增加!aB!b 的浓度过低 !
则C3F5J本 身 要 结 合 一 部 分!模 板 中 的]2F4
螯合一部分!这样就没有足够的aB!b 来激活F/T

+!!$+ 西!北!农!业!学!报!!!!!!!!!!!!!!!!$%卷
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酶!最终导 致 扩 增 产 物 减 少 甚 至 失 败"C3F5浓

度过高!扩增时错误掺入率也增加!C3F5浓度过
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反应过早终止!从而导致扩增图谱无产物"而引

物浓度过高!就会引起引物与模板的非特异性配

对!造成扩增背景模糊"
最终确定的适合于大白菜的R745体系!在

aB!b#C3F5以 及 引 物 浓 度 上 与 李 严 等$$)%对 西

瓜研究中的用量差别不大!而F/T酶用量差别较
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