
第 17卷　第 3期 大　豆　科　学 Vol. 17　 No. 3

1998年　　 8月 SOYBEAN　 SCIEN CE Aug.　　 1998

大豆 RAPD影响因素的探讨
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摘　　要

为确保 RAPD结果的重复性和真实性 ,本文对影响大豆 RAPD结果的主要

因素进行了研究。 这些因素包括: Taq酶、 MgCl2、模板、 dN TPs、引物浓度 ,双引

物扩增及热循环数。最终优化的大豆 RAPD反应体系为: 25ul反应液中 , 10倍

反 应缓冲液 ( 100mM Tris - HCl pH8. 0, 500mM KCl, 0. 1% gelatin ) , 2.

0mMMgCl2 , dCT P、 dGTP、 d T TP、 dATP各为 0. 2mM , 15ng引物 , 25ng DN A,

1u Taq酶。研究结果还表明 ,双引物比单引物扩增的小片段数增多 ,但也存在着

原有单引物扩增条带缺失现象。
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RAPD( Random Ampli fied Polymorphic DN A)技术是以多聚酶链式反应 ( PCR)为基

础 ,用随机排列的寡聚脱氧核苷酸单链扩增基因组中不同位点的 DNA,进而揭示等位位

点间的多态性 (Wil liams等 , 1990; W elsh等 , 1990)。此技术已在遗传作图、基因定位、种质

遗传多样性和系谱关系分析等方面得到广泛应用。 RAPD具有检测快速、操作简单、费用

较低等优点。 但此技术也有些不足 ,如重复性和稳定性差 ,反应体系的某些细小变化都可

能改变扩增结果等。 我们在大豆抗病基因定位研究中 ,对 RAPD影响因素 ,如 Taq酶、

MgCl2、模板、 dN T Ps、引物浓度 ,循环数等进行了大量实验探索 ,并在此基础上建立了大

豆 RAPD研究的稳定体系。

材料与方法

1　大豆材料及 DNA提取

本研究所用大豆材料东农 9674和东农 91212为常规育种中的稳定品系 ,由东北农业

 收稿日期　 1997- 08- 13　 This paper w as received on Aug. 13, 1997.



大学大豆研究所提供。大豆叶片在液氮中研磨粉末状 ,然后按 Thomas等 ( 1990)方法提取

DNA。

2　 RAPD反应条件设置

本实验所用 5个引物均购自美国 Operon公司 ,编号及序列列于表 1。 Taq酶由中国

科学院遗传所生产。 9600型 PCR仪是美国 Perkin Elmer公司产品。扩增产物在 1. 4%琼

脂糖凝胶 , 1× T AE缓冲液中电泳 ,经 EB染色 ,在紫外灯下观察结果并记载。基本反应体

系 ( 25μl ): 10倍反应缓冲液 ( 100mM Tris- HCl pH8. 0, 500mM KCl, 0. 1% gelatin) , 2.

0mM M gCl2 , dCT P、 dGTP、 dT TP、 dATP各为 0. 2mM , 15ng引物 , 25ngDN A, 1u Taq

酶。基本反应条件: 94℃ 1min, 36℃ 2min, 72℃ 2min, 5个循环 ;接着 94℃ 30s, 36℃ 1min,

72℃ 1min 30s, 35个循环 ; 72℃ 10min。各种研究的影响因素列于表 2。在研究各项影响因

素时 ,只改变基本反应体系中的某项因素 ,其它因素不变。
表 1　研究中所用的引物

Table 1　 Primer s used for this study

RAPD引物

RAPD p rimers

引物序列 ( 5→ 3)

Primer s equence

RAPD引物

RAPD p rim ers

引物序列 ( 5→ 3)

Primer sequence

O PA- 01 CAGGCCCTT C O PH- 15 AAT GGCGCAG

O PA- 02 TGCCGAGCT G OPR- 02 CACAGCTGCC

O PA- 03 CAGTAGCCAG

表 2　 RAPD反应中研究的影响因素

Table 2　 Affecting facto rs studied in RAPD reac tions

Taq聚合酶 (μ)

Taq enzyme

MgCl2

( mM)

模板 ( ng)

Tem plate

dN TPs

( mM )

引物 ( ng )

Primer

循环数*

Cycles

0. 50 1. 0 15 　　　 0. 05 　　　 2 25

0. 75 1. 5 25 0. 1 5 30

1. 00 2. 0 40 0. 2 10 35

1. 25 2. 5 55 0. 4 15 40

1. 50 3. 0 70 0. 6 20 45

2. 00 3. 5 25

4. 0 30

　　* 在此循环数之前 ,均有 5个与基本反应条件相同的循环。

* Before th es e cycles , th ere are all f ive cycles which are same as th e basic condi tions

结果与分析

1　 Taq聚合酶浓度

如图 1所示 ,当 Taq聚合酶的浓度在每 25ul0. 50u至 2. 0u之间时 ,扩增结果基本一

致。但 0. 50u与 0. 75u时 ,扩增条带较 1. 0、 1. 25和 1. 5u的亮度稍弱 ;当浓度升高到 2. 0u

时 ,有少量的小片段产生 ,但量较少 ,带型模糊。 所以 , Taq聚合酶的含量在 1. 0～ 1. 5u /
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25ul较为合适。

2　 MgCl2浓度

Mg 是 Taq酶的激活剂 , Mg 不足时 , Taq酶的作用效率降低。由图 2可见 ,浓度低

于 2. 0mM时 ,无扩增产物形成 ( 1. 0mM )或扩增带型很弱而不便于观察 ( 1. 5mM )。浓度

分别为 2. 0、 2. 5、 3. 0mM时 ,扩增带型一致 ,也较为清晰。 当浓度提高到 3. 5和 4. 0mM

时 ,背景开始变模糊 ,且扩增产物也有所增加 ,这是高浓度的 Mg
 
导致非特异扩增产物积

累的结果。由此可见 , Mg
 浓度的变化对扩增结果有着重要的影响。

3　模板浓度

模板与引物的比例是 RAPD反应成功的关键。 如果模板浓度过高或过低 ,都不会有

扩增结果。本研究中模板 DNA的量从 15ng到 70ng时 ,扩增结果一致 (图 3) ,这说明模板

DNA的量在一定范围内对 RAPD扩增结果无明显影响。

4　 dN TPs浓度

dN TPs是反应中磷酸根的主要来源 ,其浓度的任何变化都会影响到 Mg 的有效浓

度 。为检验 dN T Ps浓度的影响 ,在基本反应体系下 ,将 dN TPs浓度由 0. 05mM增加到

0. 6mM。结果表明: dN T Ps量过高时 ( 0. 6mM ) ,无扩增条带 (图 4)。 可能的解释是 ,

dN TPs与 Taq聚合酶竞争 Mg
 

,过量的 dN TPs使 Taq酶无法正常发挥聚合作用。 0.

05mM dN T Ps的量又过低 ,扩增带型较弱 ,不利于观察。当 dN TPs浓度为 0. 1、 0. 2和 0.

4mM时 ,扩增带型一致且较为清晰 ,可见 dN TPs用量在此范围内较为适合。

5　引物浓度及双引物扩增

由图 5可见 ,引物量为 2ng和 5ng时 ,无扩增结果 ,当引物量进一步增加时 ( 30ng ) ,扩

增产物中产生较模糊的小片段 ,引物在 10ng至 25ng范围内 ,扩增结果较好且带型一致。

双引物扩增可揭示单引物无法检测到的多态性 ,比单引物扩增的小片段增多 ,但也存在原

有单引物扩增的条带缺失现象 (图 6)。

6　循环数

使用标准反应体系 ,在前 5个循环 94℃ 1min, 36℃ 2min, 72℃ 2min不变的情况下 ,我

们将后续的循环数分别设为 25、 30、 35、 40、 45(图 7)。 结果表明 , 25个循环时 ,扩增量较

少 ,不易观察记载 ; 30个循环时 ,扩增结果要好于 25个循环 ,但扩增条带的亮度稍差于

35、 40和 45个循环 ;循环数在 35圈以上时 ,扩增效果较好 ,且带型也一致。所以 ,在此条

件下 ,为提高机器的利用率和节省时间 ,后续扩增的循环数定为 35圈较好。

讨　　论

本实验的影响因素研究 (除双引物扩增外 ) ,均采用两种模板 DNA和 5种引物进行

扩增 ,所得结果基本一致。 结果还表明 ,不同引物扩增的条带数有明显差别 ,如 O PH- 15

只扩增出一条带 (图 1) ,而 O PA- 02却可扩增出 8条带 (图 6)。双引物的扩增 ,可揭示出

单引物无法检测到的条带 , Williamson等 ( 1994)就曾利用双引物扩增筛选出与番茄根结

线虫抗性紧密连锁的遗传标记 ,利用双引物的扩增大大提高了引物的利用率。

RAPD反应涉及很多影响因素 ,任何一种因素发生改变 ,都有可能影响到整个扩增
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结果。因此 ,利用 RAPD进行遗传分析首先就要考虑所得结果的重复性和真实性 ,对不同

研究目的、不同扩增仪器和不同批次的试剂都应系统地摸索反应条件 ,优化反应体系。 虽

然对 RAPD反应存在众多的影响因素 ,但这些因素还是有一定规律可循的 ,如 Taq聚合

酶、引物、 MgCl2浓度等增加到一定程度 ,都可能使扩增产物中小片段增加 ,电泳背景模糊

及非特异性增强 ;并且 ,某些影响因素 (如模板浓度、 Taq聚合酶 )在一定变化范围内扩增

结果是一致的。基于此 ,本研究本着重复性好、经济性高和结果利于观察的原则 ,将大豆

RAPD反应体系确定为: 25ul反应液中 , 10倍反应缓冲液 ( 100mM Tris- HCl pH8. 0,

500mM KCl, 0. 1% gela tin) , 2. 0mM MgCl2 , dCT P、 dGT P、 d TT P、 dATP各为 0. 2mM ,

15ng引物 , 25ng DN A, 1u Taq酶。利用这一体系 ,我们已在大豆抗病基因定位、种间遗传

多样性分析及特异指纹图谱建立等方面开展了一些工作。在研究中 ,我们还发现 , RAPD

反应的重复性与引物模板的组合有重要关系。某种引物与模板 DNA的组合重复性较差 ,

反应条件 (如不同试剂来源和用量等 )稍有变化 ,就可能产生非常不同的结果 ;而某些引物

与模板的组合却重复性很好 ,在大多数 RAPD反应中都可得到重复可靠的结果 ,这种重

复可靠的引物与模板组合正是我们利用 RAPD筛选遗传标记的基础之一。
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Abst ract

To ensure tha t the results of RAPD w ill be reproducible and true, the ma jo r affect-

ing facto rs in soybean RAPD were studied. These factors included: the concentrations

o f Taq polymerase enzyme, Mg Cl2 , template, dN TPs, primer , amplification o f pai red
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primers and thermal cycles. The final optimized soybean RAPD condi tions w ere: in 25ul

reaction so lution, 10× Buf fer ( 100mM Tris- HCl pH8. 0, 500mM KCl, 0. 1% gelatin) ,

2. 0mM MgCl2 , 0. 2mM dN TPs, 15ng primer, 1. 0u Taq polymerase enzyme. The re-

sul ts a lso show ed that compa red w ith the amplication of single primer, paired primers

no t only resul ted in mo re small f ragments but also lost some bands.

Key words　 RAPD, Soybean (Gl ycine max ) , Affecting factors

图版说明:

图 1　不同 Taq聚合酶浓度的影响 (引物 OPH- 15)

Fig. 1　 Effects of dif ferent Taq polymerase enzyme concentration ( primer: O PH-

15)

M.分子量标准　 M. Mo lecula r ma rker

1、 2、 0. 5u; 3、 4、 0. 75u; 5、 6、 1. 0u; 7、 8、 1. 25u; 9、 10、 1. 5u; 11、 12、 2. 0u

图 2　不同 MgCl2浓度的影响 (引物: OPA- 03)

Fig. 2　 Effects of di fferent M gCl2 concentration( primer: OPA- 03)

M.分子量标准　 M. M olecular marker

1、 1. 0mM; 2、 1. 5mM; 3、 2. 0mM; 4、 2. 5mM; 5、 3. 0mM; 6、 3. 5mM; 7、 4. 0mM

图 3　不同 dN T Ps浓度的影响 (引物: O PR- 02)

Fig. 3　 Effects of di fferent dN TPs concentra tion( primer: O PR- 02)

1、 2、 0. 05mM; 3、 4、 0. 1mM; 5、 6、 0. 2mM; 7、 8、 0. 4mM; 9、 10、 0. 6mM

图 4　引物不同浓度的影响 (引物: O PH- 15)

Fig. 4　 Effects of di fferent primer concentra tion( primer: O PH- 15)

M.分子量标准　 M. M olecular marker

1. 2ng、 2. 5ng、 3. 10ng、 4. 15ng、 5. 20ng、 6. 25ng、 7. 30ng

图 5　不同模板浓度的影响 (引物: O PR- 02)

Fig. 5　 Effects of di fferent templa te concentra tion( primer: O PR- 02)

1、 15ng; 2、 25ng; 3、 40ng; 4、 55ng; 5、 70ng

图 6　双引物扩增

Fig. 6　 Amplified wi th pai red primers

M.分子量标准　 M. M olecular marker

1、 2、O PA- 01( 15ng ) ; 3、 4、 OPA- 02( 15ng ) ; 5、 6、O PA- 01( 7. 5ng )+ O PA-

02( 7. 5ng ) ; 7、 8、O PA- 01( 15ng )+ O PA- 02( 15ng )

图 7　不同循环数的影响 (引物: O PA- 02)

Fig. 7　 Effects of di fferent cycles( primer: OPA- 02)

M.分子量标准　 M. M olecular marker

1、 25; 2、 30; 3、 35; 4、 40; 5、 45
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