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海带子包子体DNA随机扩增反应条件优化

胡远皆，周志刚
Ct海水产大学泡业学院，上海 江口回)

摘 要z从海带炮子体的酶解单细胞中提取的基因组DNA，可用F随机扩增多在I爪A(RAPD)的重复性研究ο

通过对扩增反应体系中各国子和扩增程序的梯度实验叮确定优化反应体系为0马皿ol!L引物J知�OνL

Mi+ ，100rmoVLdNIP，l.O'C Taq DNA聚合酶，30吨模板DNA;优化反应程序为94'C变性2nùn，接着45个循

环包括94气C变性lmin，37飞退火lmin，72'C延伸2minj最后72'C延伸lOmin。 在此优化条件下得到的RAPD图

谱有较好的特异性和重复性，为海带遗传多样件种质鉴定、分子标记反辅助育种等研究提供了有用的手段。

关键词海带，袍子体，随机扩增多态DNA;基因组DNA
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Optimization of random amplified reaction conditions for 

Laminm也japonica (Phaeophyta) sporophyte DNA 

HU Yuan-jie， ZHOU Zhì-gdIlg 
( Fi<;阳白白l1ege，S町，Slwnghni氛阻剧Ch刚)

Abs伽'3ct: Unicells Îso!a<<过from lnminaria japoni阳sporopl甲e with en叩matic d回国CIatlOn， were 田ed t.o extract 
gen刷UC DNA and to study the reproclucihility of血e random皿1plified polymorphic DNA (RAPD) paltems 咀e
m"，叫j，血""d pn事回田 of ampl凶ed reactions were individ田且y optJmi阳t 吁le reactlOllS were compùl始d of 

0.2μmolJL阳mer，1.5mmoVLM(+ ，100阳10lJL dNTP， 1 .0 U Taq DNA polymera脯，30 ng template DNA. The 
叩，timized阴刀.... 皿s were pl时enaturation at 94 't: for 2 min; and then 45 cycles containing denaturation 1 min at 
94'1:: .缸mealiJl唱1 IIlÎn at 37吧，and elOl各血.on 2 mìn at 72'(:;四d at last holding 10 min at 72'C. The叩timized
conclitionsι�>()uld result in 晒tisfactory sp酬的Clty 皿d ，叩mducibility of RAPD amplification pattems， and 
CO�呵uently provide a田eful means for the re把血"Ch of genetic diven;呵， molecular mar虹r，gen呻lasm identification 
and auxiliruy breeding in L.J吨muca
Keywo时S: Wmir皿'"'，叫xmica ; sporophyte; RAPD; genomic DNA 

随机扩增多态DNA(RAPD)是二十世纪九十年代发展起束的一种DNA分子标记技术[1，2J。 由于该
为法具有安全、快捷、简便、有效等特点时，因此被广泛应用1生物的遗传多样性、群体遗传、分类、亲缘
关系分析、特定基因分离与定位及遗传育种等许多研究领域。 对大型红矗如紫菜(Pm抖yro)的研究，己
有成功应用的报道[4-6]但对于褐理如海带( f1JJTlinaria j吨"m"，叫的研究，由于抱于体中吉吉大量的粘性

多糖，影响了高质量基因组DNA的提取['1造成该方面的研究进展缓慢。 若通过酶解海带抱于体得到
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榄离的单细胞，并用于总DNA的提取，则可有效除去多糖的污染和用于PC民扩增7 本立通过多重实验，
对扩增条件和程序应行优化 ，可以得到海带袍子体DNA向庄重复和稳定性的且也l'D国谱3

1 材料和方法

1.1 材料和试剂
海带抱子体'1' 1998年4月*fi大庄，冷藏于 2O'C"用丁程序优他的lObp随机引物购自上海生物

工程公司， 经筛选后干纠引物可成功地用于扩增， 522 ( TCCCGAG口'G) ， 523 ( AGTCACCCAC)、524
(AAT C日二GCTG)、咀7 (G^AACGGCTC) ，S28 (ω'GAIιGTAGG)、S29 ( GGGTAA:ιGCC)、S65 ( GATCACCCCC)、

捕时GAJ气CGCAC吼;)、S68 (τT;CAιCGGTG); T，呵D1IA聚合酶购自加拿大Bioslar公司; dNTP购自美国

Pm，时:ga公司υ

1.2 实验方法
经酶解袍子体得到的单细胞用于基因组DNA的提取，实验程序参照血和Zhou(川的Ji法。25μL

PCR基本反应体系组成为:O. 2[J.IIlollL宴核背酸，，1啊，缓冲洛液中古[皿川νL KCl，2.0nnnol/L M亡，
lOmmol/L Tris(pH 8.3) ] ，1OOpmoVL耐1P，2.0 u Taq DNA罪什酶，40 ng模桓DNA， 循环反应体系的优

化按单因子棉度设置进行(去I)。

成 份
弓|韧(!Lffi()VL)
�li+ (川口ol!L)

dJ\-fp (;tlllolJl.) 
T叫酶(u1

摸极[)叫A (ng) 

表1 配R扩增且应体系的优化
Z'ab.l op也回zation of n细咀幅"""回ients fOJ阴::R"呻剧由"咀

棉 1>
0.025 0.05 0.1 0.2 

。但5 0.25 。5 1.0 

K】 20 50 1∞ 

0 25 0.5 1.0 2.0 

2.5 5.0 10 20 

0.4 0.8 

1.5 2.0 

2四} 300 
3.0 40 

40 80 

主在本扩增程序沟93'C预变性2min，接着4 5个循环包括93'C变性4 58，36'1:.:退业4 5:;;，72't延伸2min;

最后72'C延伸lOmin" 优化程序妻在2， 每步骤都在前由优化的基础上进行，而未优化的条件贝j同基卒
程序。

优化问7三
i屋火浏度(气c)
i屋火时间(s)
延伸泪度(气C)
延伸时间(且)
(预)变性报度(1:) 
变性时间(巴)
循环次数(次)

袤2 PCR扩增程序的优化
z'ab.2 句伽咀UÜ恤of reaction pro伊田1 for PCR阻.，Hfi曲"面

梯 度
刀、药、3637.38、39、41.44

钻到到ω65，70，75

64.68.72.76、叙)

缸}、l仪)、11O，lW，130、14íLlffi 
8881 ，92 Æ.9<L9S ，%.97 

丑)-45、(1).75

到、3自40 A5 ，50 

RAPD反应在日本ASTEC公司生产的PCR循环仪t进行，扩增产物在0.8%琼脂糖凝胶中电站(吉
0.5μg1ml澳化乙钝)，电排缓冲液为1 x T AE(Irr四川/L EIrI'A，20mmoliL Tris-acetate，pH 8时，电压最大不

íl) Hu ) ]， 7.hoo Z G. Extractioo of RAPD-friemllv D;'I/A fwm μmioo明月W阳(灿叫h相) aftt>I �=叩lic di&<，QCiation of the froretJ 
"P'Jrop!:tyte II时2001
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超过5V/cm，3h后紫外灯下观察结果井拍照记录。

2 结果与讨论

2.1 反应体系各因子的优化
2.1.1 随机引物

195 

随机引物在PCR反应体革中的浓度过高将会引起异位引导(ectopic sites) ，其结果是出现意外的非
靶陪列的扩增，且之，如果引物憧皮革足，即iJ PCR效率低下IS10 如图1.所示，在0.025"""，1/1.和0.05
阳回.VL时，没有PCR产物产生，而在O. l，unoI/L f且有产物形成但出现了靶序刑的吾失，在0.2、0.4相
0.8，unoI/L下得到的扩增产物完全-一致，没有非靶序列出现，说明O.2[ßIlOVL引物即可满足扩增反应。
2.1.2 TI呵DNA聚古酶

不同来源的DNA聚合酶会导致不同的RAPO产物[仇，一般来说在25μL反应体革中催化一典型的
PCR所需酶量约为0.5句tLdtole由国临时以看出.O.25lJ扣O.5UnJl.f酶平足以扩增到最大量的PCR产
物，当酶量增至2-4U时，产物不仅没有明显的增加，反而使扩增矗带亮度减弱，由此确定反应的最适
酶量为IU。
2.1.3 Mg'. 

Mg"浓度是PCR反应至关重要的因素，宫附激活T呵DNA靡合酶。 Mg'.浓度太低会主陀R产物
太高时置也铅配的慨率增加，导肆非特异性的产物产生[111 由闺1.可知，本实验的最佳Mg'.浓度应为
1.5"町菌。ν1.0

a b 

c d 

1.寻l物;h. 1沟DI'iA J配合院:t. M.i+ ;d胡四;. 筷I!i DNII) 
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2.1.4 dNTP 

d盯?是反应巾磷酸根的主要来掘，且其浓度的任何变化都将影响到M矿+的有放浓度。反肢体系
中太高的dNTP Itiilt会抑制T叫DNA聚合酶的活性12"' 山浓度过低则产率也低 。 罔 l d显示，当 dNTP

浓度低f1001).1阳νL时，得不到预期的PCR产物，而晶于200!-uJloIlL时则会发生错误路入时产生非靶序

列，所以最佳的dNTP浓度为l00p.moIlL，
2 . 1.5 模板 。NA

反)旦中应无分考虑模板与引物浓度的比例，因为它会影响扩增产物的质与最[10]巳模板。NA浓度
过高 将导致靶序列条带模糊，而浓度过低旦台造成扩增图t1年不完tl13l，实验结果说明2 O-40ng模阪

UNA 即能满足扩增反应(阳1 e)。

队本试验结果得出优化反应体系 的组成为，0，2μmollL '}I物，1，5川时/L Mg'\l∞fLmollL d町1'，1.0
Li TI叫D�A聚合酶，30 ng模板mA.

2，2 反应程序的优化
2.2，1 退大温度和时间

最适i且火温度与靶序911的瞄革组成、核tl酸序刑、寻|物的长度政 fm值有天[J4]而H.APD标记选取
的是lObp随机，1物，不需要f解这且因素，所以不能通过理论公式惟导，只有经过实验时比确定c 经设
置楠匮试验表明 (图 2时，36-38 吃F条带清刚开，更高植度下没高出现更好的效果，而在较低温度33吧冉

35飞时 形成非特异性 产物，所以认为最适退火制度为 371:， {E此温度下进行i且火H-II日l试验，4 5 s时扩增

产物不完全.50 s比60旬的扩增带弱，进→步延t主退;1(时间，扩增产物没有明显增加，所以确定合适的退
此时间为 60 " 
2.2，2 延伸温度和时间

延伸温度和时间的确定主要与T叫酶有关。 对核Ii酸的掺入而言，75-8 O''C为T呵酶的最佳反应
温度[9]。 在优化条件f，进行延伸温度和时间楠度试验(国 2b)。延伸1M度为回℃时 ，特征性讲带减少，
低于68 'C时特.1谱带不清楚，从而确定合适延伸温度为 72'Cι 延fiII时间太短不利HJ的片段的形成，
归延伸时间过长，扩增效果 反而才好。如140-160 s时，扩增圈谱不稳定。 均得到更多广量的靶序夕]和

稳定的 图谱，选择延伸时间为120 !;o 

2，2.3 预变性和变性温度和变性时间

)般向言，94-95'C是模板DNA 变性所必需的15j 预变性和变性温度JJ8 8'C时， 特征性 长片段缺
失而出现非靶短序列(图 2叶，可能是 在较低温度F模板DNA 变性不完全而使t片段复制困难c 在

97'C的高温下，没有扩增产物形成，这时能是因;与T叫曲高温失活LH，;或反应成份如 dN1P分解所致(l71c
在变性温度为 94吃干，30 s和45 s背景较强，60 ，相75 �变性时间充足 ， 都能产生较好的 结果 ，最终取60

s 月'll'性时问。
2，2.4 循环次敢

在茸古因素处丁最适条件下，扩增程序中热循环次数将对PCH产物的 形成有 定的影响G热循环
眈数过少，得不到足够的产物量。 罔 2 d中可以看出，30次循环产牛的语带稍弱，4 0个循环后基本稳定，

所以确应45个循环即可满足扩增的需要。
综合上述结果得出优化反应程序月94'C变性 2min，接着45个循环包括94'C变性Imin，37飞;退大

lmì n，7 2吃延仰2min，最盯7 2'C延伸10minü

2，3 优化体系和程序的检验
用同 海带抱子体分别5次独立提出基因组DNA，应用优化体系组成刷优化程序，以引物565、姐6

做重复此照实验，得到1稳定1时重复性高的扩增图谱(国3 )。 在此优化反应条件r，成功地向建f海带抱
H丰DNA随机扩增图前(罔 4 )。
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凰朱时同ω • J<. • !I ('C) 量伸时"ω E伸‘!I('C)

a b 

c d 

阁2 不同扩增应序条件下的却增结果
Fig.2 Ampl面calinll reRul恼U阳是r也lIerenl am电)lifJCatiün阳19ran也
Lane M配fen; 10 the DNA 8;n' strn划配ds 118 in the le阳剖10 Fig J 

("退火温度和退火时间 u卓伸浏度和延伸时间 e 顶变利和变伺泌度和企件时IIIJ ;d 循环次数)

因3 号l物S65和役i6应用于优化
反应条件下扩增重复性的检验

向3 日eproducihility of RAPD P"-觅lf'_� fur fi，，� irnkl�峙"
DN;\ cxtradi俩。[ a singl的附加优under the optimi时

oonditions with pr四� S剧"""组蝠， ，回pecti"、'elv
Lane M refl酬w也.eDNA町_da由�

in the 1，*严nd 10 Fig 1 

罔4 10个寻l物对商带袍子体DNA样品
在优化条件下的扩增结果

Fig.4 \m圳而ealÍon reslllt� ufι j<1/1(Jn/ωDI\A s嗣 "' 

v.ith iO阳mers under吐m吨拟ß1Ìzed conditioIl8 
J.anc M rdi旷骂怕让}e nNA size地atxJard，; <IS in the lf习gem

10 Fi� 1. 100 numl阳n; above由e 1m"\!主s indic现e the prime附
严放，nt in ù，，� am邮cahon陀刷峭
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