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马铃薯 RAPD标记的 PCR技术影响因素的探讨

陈绪清1　柳　俊　郑用琏　谢从华
（华中农业大学生命科学技术学院　湖北武汉　430070）

摘　要　试验采用不同的马铃薯材料进行 PCR 技术体系的研究�建立和完善
了马铃薯少量材料的 DNA提取方法�研究了 PCR扩增中Mg2＋浓度、引物和底物浓
度对 PCR产物的影响。试验结果表明�在以引物为10-mer 的 PCR反应体系中�适
当提高Mg2＋浓度 （1∙5～2∙7mM） 有利于PCR反应的进行�而引物与底物只有在一
个相对适当浓度范围内才能获得理想的结果�过低会使扩增产物达不到可检测的水
平�过高则会影响扩增产物的特异性。本试验中引物的适宜浓度为0∙8μM�底物
为80～180μM。所建立的优化马铃薯 PCR体系同样适用于水稻、玉米、番茄和油
菜等作物。

关键词　马铃薯；PCR （polymerase chain reaction）；RAPD （randomly amplified
polymorphic DNA）

1　前　言
PCR （Polymerase chain reaction） 技术是

80年代末期发展起来的 DNA 扩增技术。它
是模拟生物 DNA 复制的基本过程�根据双
链 DNA 能在高温下变性成为单链 DNA�而
单链 DNA在温度较低时能按照碱基互补配
对原则再复性成为双链 DNA 的特性�通过
设计寡核苷酸引物�以生物 DNA 为模板�
在底物 dNTPs 存在的条件下�用 DNA 聚合
酶催化复制基因组中两个引物结合位点间的

DNA片断。在经过一定次数的变性—复性
—延伸的循环后�复制的 DNA片断数
　1　现工作单位为北京市农科院细胞工程室　
　收稿日期：1999—10—11

量呈指数增加�使其达到可检测的水平。近
年来�PCR技术已广泛应用于生命科学的众
多研究领域中�特别是根据 DNA 分子中核
苷酸排列及分布特点而精心设计各种不同类

型的引物分子所发展起来的分子标记体系�
如 RAPD、SSR、STS、ISSR、AFLP 等�已在
构建高密度遗传连锁图、目标基因的精细定
位、生物种质遗传多型性评估等方面取得了
许多重要进展〔1～6〕。

RAPD 技术是 1990 年由 Welsh〔7〕和
Williams〔8〕所领导的两个研究小组几乎同时
发展起来的以10mer随机序列的寡核苷酸片
段为引物�对总 DNA 分子进行 PCR 反应的
分子标记体系�在马铃薯的研究中已经得到
广泛应用〔9～12〕。但由于各研究者所使用的
DNA扩增仪及反应条件不尽相同�所获得
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的技术参数相距甚大。同时�国内在马铃薯
RAPD影响因素方面的研究尚不系统�导致
各研究者往往需要进行重复性探索试验�直
接影响了该技术在马铃薯研究中的应用。本
研究旨在系统了解马铃薯 RAPD反应中主要
的影响因子及其相互作用�以建立较为稳定
的 RAPD反应体系�为 RAPD标记在马铃薯
研究中的实际应用提供可靠参考。

2　材料与方法
2∙1　试验材料

本试验选用了不同类型的马铃薯栽培种

和野生种�以求试验结果具有较广泛的代表
性。其中所有材料均用于小量材料 DNA 的
提取方法研究�4份用于 PCR反应影响因素
的研究。

栽培品种 （2n＝48）：鄂马铃薯1号
（E-1）、N552、51-5、22-2、I-10

栽培种双单倍体 （2n＝24）：京丰1号
（JF-1）、DH4、93-34079

近缘栽培种 （2n＝24）：Solanum phureja
野生种 （2n＝24）：Solanum chacoense

2∙2　DNA提取
DNA小量提取法 （该方法参照1991年

Edwards方法〔13〕稍作修改）：取0∙1g新鲜叶
片�放入1∙5ml Eppendoff 管中用自制玻棒
充分研磨使其呈匀浆状�随即加入抽 提缓
冲液 （100mM Tris-HCl pH＝8∙0、500mM
NaCl、50mM EDTA、0∙7μl／mlβ-巯基乙醇）
600μl涡旋5s。静置一定时间 （1h 以内）
后在室温下13000r／m 离心1min�提取上
清液在其中加入4μl RNase （10mg／ml）�37
℃水浴30min�再加入等体积苯酚并充分混
匀�使呈浅绿色乳状�室温下13000r／m 离
心3min�小心提取上清液并在其中再加入
等体积积氯仿�充分混匀后用同样条件离心
3min�小心提取上清液并加入等体积—20℃

预冷的异丙醇轻轻地混匀�—20℃静置3h
以上�使 DNA充分沉淀。然后�13000r／m
室温离心5min�弃上清液�晾干 DNA。使
用时加入100μl 重蒸水溶解 DNA。取10μl
DNA溶液�以0∙8％的琼脂糖凝胶电泳检测
DNA质量。溶解后的 DNA 可直接用于 PCR
扩增。

此外�为了检验本试验建立的 PCR 体
系的实用性�试验还将其它几个作物的
DNA用于 PCR扩增�其 DNA 来源有由华中
农业大学作物遗传改良国家重点实验室袁美

提供的4份SDS 法提取的油菜总DNA （两份
芥菜型油菜、两份甘蓝型油菜）、安贤惠提
供的两份小量提取法提取的甘蓝型油菜总

DNA （未经苯酚—氯仿抽提纯化）、冯纯大
提供的两份棉花总 DNA （抗病品种、感病
品种）、许莉提供的两份玉米总 DNA （可育
品种、雄性不育品种） 和黄烈健提供的两份
番茄总 DNA。
2∙3　PCR试剂

Taq DNA 聚合酶、反应缓冲液及 MgCl2
购自上海生工生物工程公司、华美生物工程
公司、武汉卫检科技开发服务公司；dNTPs
购自 Promega公司；引物购自 Operon公司的
10-mer随机引物。
2∙4　PCR扩增运行程序

试验采用的 PCR 扩增仪为 Perkin Elmer
DNA Thermal Cycler 480。PCR 扩增运行程
序 设置为：94℃3min—38℃2min—72℃
2min2次循环—94℃1min—40℃1min—72
℃1min30s40次循环—72℃10min�保存
温度4℃。

3　结果与分析
PCR反应体系的主要因子包括供试模板

DNA、dNTPs、引物、MgCl2、Taq 酶及反应
缓冲液。在建立马铃薯 PCR 反应体系时�
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固定使用同一公司的 Taq酶及其提供的反应
缓冲液。除此之外�本试验主要就模板
DNA的质量、dNTPs浓度、Mg2＋浓度和引物
浓度进行最佳组合方案的探讨�研究其对
PCR扩增结果的影响。
3∙1　马铃薯总 DNA的提取

本试验采用 DNA小量提取法提取 DNA�
目的在于使所建立的整套试验方法实用于在

育种实践中早期的小量材料的选择鉴定。试
验结果显示�该方法提取 DNA方便、快速�
并且质量和纯度也很高 （图1）�这为 PCR
结果的稳定性提供了重要保证。
3∙2　dNTPs浓度对 PCR结果的影响

dNTPs浓度的影响主要体现在 PCR扩增

产物量的多少。在一定的浓度范围内 （80～
180μM） 一般不影响扩增产物的带型�只是
产物中部分带的亮度增加 （图2）。但当底
物浓度超过200μM 时�扩增产物中就可能
出现一些非特异扩增。
3∙3　引物浓度对 PCR结果的影响

引物浓度太高或太低对 PCR 扩增都有
很大的影响。本试验中引物浓度低于0∙4μM�
扩增产物量很低�电泳时很难检测到可分辨
的带型�但当引物浓度高于1∙2μM 时�扩
增反应也无法进行�这可能是由于引物浓度
过高引起分子间的相互干扰�形成引物二聚
体�使 PCR 扩增无法进行。本试验引物浓
度以0∙8μM为最佳 （图3）。

图1　马铃薯总 DNA琼脂糖凝胶电泳
1�2为 E-1；3�4为51-5；5�6为22-2；7�8为 I-10；9�10为 N552；11�12为 DH4；13�14为93-34079；

15�16为 JF-1；17�18为 S．chacoense；19�20�21为 S．phureja。

图2　同一引物 （OPA-09） 不同 dNTPs浓度的 PCR扩增产物的凝胶电泳
1～7依次为80μM、100μM、120μM、140μM、160μM、180μM、200μM。
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　图3　同一引物 （OPA-09） 不同浓度　的
PCR扩增产物的凝胶电泳

1～4依次为0∙4μM、0∙8μM、1∙2μM、1∙6μM。

3∙4　Mg2＋浓度对 PCR结果的影响
Mg2＋在 PCR中是 Taq 酶的辅因子�Taq

酶活性的发挥需要 Mg2＋的存在。同时�
PCR体系中�DNA、dNTPs等对Mg2＋都有结
合作用�这样使反应体系中游离态的 Mg2＋

浓度远低于表观 Mg2＋浓度。因此�在进行
PCR条件探索时�适当提高 Mg2＋浓度更有
利于 PCR 扩增。在本试验中�Mg2＋浓度在
较宽的范围内 （1∙5～2∙7mM） 对 PCR扩增
无影响 （图4）。

　图4　同一引物 （OPA-09） 不同 Mg2＋　
浓度的 PCR扩增产物的凝胶电泳
1～5依次为1∙5mM、1∙8mM、2∙1mM、
2∙4mM、2∙7mM。

　　综合上述三个因素�优化的PCR体系为：
　重蒸水 8∙5μl　　　
　dNTPs （500μM） 6∙0μl　　　
　15mM MgCl2 2∙5μl　　　
　10×反应缓冲液 2∙5μl　　　
　引物 （10μM） 2∙0μl　　　
　Taq酶 （2U／μl） 0∙5μl　　　
　DNA （30μg／μl） 3∙0μl　　　

　总体积 25μl　　　

图5　不同作物DNA在同一引物 （OPA-08） 和相同反应体系下的PCR扩增产物的凝胶电泳
1�2为芥菜型油菜 DNA；3�4为甘蓝型油菜 DNA（小量提取法）；5�6为甘蓝型油菜 DNA（大量提取法）；
7�8为棉花 DNA；9�10为玉米 DNA；11�12为番茄 DNA；13�14为马铃薯 DNA。

·198· 马铃薯杂志�第13卷�第4期�1999



3∙5　不同作物 DNA在优化后反应体系中的
扩增情况

为了检验优化试验获得的 PCR 体系的
稳定性和实用范围�在上述建立的体系中用
同一引物 （OPA-08） 对油菜、棉花、玉米和
马铃薯同时进行 PCR 扩增�结果显示其扩
增反应均得到满意效果 （图5）。由此说明�
该体系也适用于上述作物的任意引物 PCR
扩增。

4　讨　论
4∙1　DNA提取

以PCR技术为基础的 RAPD标记之所以
被认为是最有可能直接应用于育种实践�其
主要原因之一就是 PCR反应所用 DNA量少�
从而使其在育种早期材料量较少的情况下�
能够用于早期辅助选择。然而�如果采用常
规的方法提取 DNA�通常需要较多的植物材
料�这在育种早期材料的鉴定中往往很难实
现�所以分子鉴定应用首先就要有材料用量
很少的 DNA 提取方法。本试验在 Edward
（1991）〔13〕微量提取DNA的方法基础上进行了
适当改进�试验结果表明�改进后的 DNA小
量提取法仅用0∙1g新鲜植物材料�就可以获
得用于PCR扩增所需的模板DNA量。同时这
一方法还具有提取速度快�整个过程只需4h
左右；所需药品的种类和用量少�提取步骤
简单�单位材料 DNA产量高�一般可达200
～250ng／g�DNA质量好 （OD260／OD280为1∙50
～1∙79） 等优点。

在试验中观察到�采用小量 DNA 提取
法必须注意以下几点：首先是所用植物材料
一定要新鲜�最好采用幼嫩叶片或试管苗；
其次是研磨要迅速充分�呈匀浆状时要迅速
加入缓冲液并涡旋�以免细胞内物质氧化而
导致提取的 DNA变褐；最后是 DNA沉淀要
充分�以便提高DNA产量�最好采用—20℃

预冷的异丙醇。未经预冷的异丙醇在加入混
匀后要在—20℃冰箱内放置3～4h 以上�
使 DNA充分沉淀。
4∙2　PCR体系中各试剂对 PCR产物的影响

试验采用4份马铃薯材料研究了 MgCl2
底物及引物浓度对 PCR扩增产物的影响。结
果显示在一定浓度范围内�高浓度 MgCl2和
适宜的底物及引物浓度是获得理想扩增产物

的前提。在PCR扩增过程中�需要较高浓度
的Mg2＋原因可能是 dNTPs中的磷酸根离子与
子DNA中的磷酸根残基共同竞争Taq DNA聚
合酶活性必须的Mg2＋�当 dNTPs浓度超出一
定范围或者DNA浓度过高时�使反应体系中
Mg2＋实际浓度远远低于表观浓度�从而使
Taq DNA聚合酶所需结合的 Mg2＋不足�影响
Taq DNA聚合酶的活性。因此�在 PCR反应
体系中�适当提高Mg2＋的浓度�有助于 PCR
反应的进行。在我们的试验中显示�Mg2＋的
浓度有一较宽的使用范围�选用上限浓度更
有利于 PCR扩增。dNTPs 浓度对扩增带型的
影响�主要是 dNTPs 浓度太低时�扩增的产
物量很少�一般很难用凝胶电泳检测出来。
但当 dNTPs浓度过高时则产生一些非特异带
而影响试验结果。我们的试验结果显示�当
dNTPs浓度高于200μM时即会出现非特异性
扩增�这可能是过高的 dNTPs 浓度是扩增过
程中的错误掺入率大大增加的缘故〔7�8〕。
4∙3　PCR循环对 PCR结果的影响

从理论上讲�PCR 循环次数达到25次
足以扩增出用于凝胶电泳检测所需的 DNA
量。循环次数太多可能出现非特异性扩增。
但是�在本试验中�25和30次循环很难扩
增出足够用于凝胶电泳检测 DNA 量�往往
需要35次以上才能扩增出足够用于检测的
用量�同时�在试验过程中还发现40～50
次的循环次数在扩增产物中也很少出现非特

异性扩增的带型�并且�扩增产物的量也有
一定的增加�特别是采用10mer 的随机引
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物进行扩增时�更是如此。原因可能是引物
不一定在每一个循环中都能与其靶位点结

合。每次循环的扩增产物的实际产量少于理
论产量。考虑到试验结果与试验时间�因此
本试验的 PCR循环采用40次。
4∙4　PCR结果的稳定性和可重复性

在适合的 PCR 体系建立后�PCR 结果
的稳定性和可重复性主要受引物长度和复性

温度的影响。一般说来�引物越长�复性温
度越高�结果的稳定性和重复性越高。以
RAPDs标记为目的的 PCR 技术�其所用的
引物长度为10个碱基 （10-mer）�因此当引
物与模板 DNA 退火形成复合物时�所需温
度不宜太高。一般为35～42℃�当温度高
于42℃时�10-mer 的随机引物一般很难与
模板 DNA的靶位点复性而扩增出稳定的可
重复的带型。有人认为 PCR 结果的稳定性
或重复性还受到模板 DNA 靶位点对引物竞
争的影响〔14〕。并且�Hallden 等〔15〕在1996
年通过研究�证实了 RAPD扩增结果的不稳
定性与引物结合位点竞争有关。
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FACTORS IN PCR REACTION SYSTEM INFLUENCING
POTATO RAPD MARKERS

Chen Xuqing�Liu Jun�Zheng Yonglian and Xie Conghua
（College of Life Science and Technology�Huazhong Agricultural University�Wuhan Hubei430070）

ABSTRACT： Different potato cultivars were involved in the experiment aiming at to establish a sta-
ble and efficient PCR system for potato RAPD markers．An improved protocol of DNA extraction with small
amount of potato plant materials was developed．The effects of concentrations of Mg2＋�primer and sub-
strate （dNTP） were investigated．The results showed that�in a PCR system with10mer primers�a rela-
tively high concentration of Mg2＋ （1∙5～2∙7mM in the experiment） insured a good result of the PCR re-
action while a proper concentration of the primer and substrate should be obtained�which were0∙8and80
～180μM respectively�lower produced undetectable bands and higher affected the specificity of amplified
products．The obtained optimized PCR system was approved with DNA samples of the other crops such as
rice�maize�tomato and oil seed rape．

KEY WORDS： potato；PCR （Polymerase chain reaction）；RAPD （Randomly amplified poly-
morphic DNA）
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