
　黑龙江农业科学 2006 ,(5):89 ～ 92
　Heilong jiang Ag ricultural Sciences　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　

苜蓿基因组 DNA 的提取及 RAPD反应
组成优化探讨

*

蒿若超1 ,曲春礼2 ,张月学1 ,唐凤兰1

(1.黑龙江省农科院草业研究所 ,哈尔滨 150086;2.宾县农业技术推广中心 ,宾县 150400)

摘要:比较了 CTAB法和 SDS法提取苜蓿基因组总 DNA的效果 ,这两种方法得到的全基因 DNA

具有较好的完整性 ,但从 DNA 的提取纯度可以看出 , CTAB 法优于 SDS 法。实验对苜蓿 RAPD

反应条件进行了优化:在 25μL 反应体系中 , 含 10×Buf fer(20mM M gCl2),1U Taq酶 , 25ng 的模

板 DNA ,150 mol /L 的 dN TPs ,0. 2 mol /L 引物 。PCR反应程序为:94 ℃预变性 3 min;94 ℃变性

15 s ,37 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸 1 min , 35个循环;72 ℃延伸 10 min;最后 4 ℃保存。
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报纸等宣传手段 ,通过各类新闻媒体进行广泛的宣

传引导 ,在全社会形成了解 、认识 、掌握农业标准化

的氛围 。要让农民知道 ,生产讲标准 、产品讲品牌 ,

实施标准化是提高产品收入的前提 。

3. 6　领导重视 ,狠抓落实

各级政府 、各有关部门要切实加强领导 ,狠抓落

实。一是要尽快建立健全相应的标准化管理机构 ,

充实农业标准化工作人员;二是要建立农业标准化

推广体系 ,稳定充实农业科技推广队伍;三是要发挥

各方面的作用 ,广泛吸收有关企业 、行业协会 、检测

机构 、科研机构和学术团体人员 ,充实完善农业标准

化技术委员会 ,充分发挥科技人员在标准制定 、修订

中的作用 。

3. 7　采用标准化示范 ,强化农民标准化意识

如何提高农业标准化意识 ,最有效的方法就是

加强农业标准的实施与示范 。围绕标准组织生产 ,

发挥比较优势 ,用标准规范农产品的生产行为和评

价农产品的质量优势 ,引导产业结构调整。采用标

准化示范的方式 ,促进先进农业技术的应用与普及 。

用标准培训农民 ,使农民从标准中学到独特的技术 、

技能 、技巧 、诀窍等 ,提高生产者的素质 。农业生产

者要面向市场 ,提高产品竞争能力 ,重要的问题是树

立正确的农业标准化意识 ,从标准中了解市场———

国际市场和本地市场及现实需求市场和潜在需求市

场。要善于用标准来保护自身的利益 ,把农业标准

化与整个生产经营活动紧密地联系起来。

我国农产品无论在品种上还是在数量上都很丰

富 ,部分农产品的价格在国际市场上也有较大的竞

争优势 ,但我国农产品却始终因在一些质量指标上

达不到国际要求 ,不符合国际标准或区域标准问题

而难以打人国际市场。农产品质量标准和规范是世

界各国实行农产品市场保护而采取的一项重要的贸

易技术壁垒措施 。实践表明 ,我们只有顺应经济全

球化 、农业国际化趋势 ,按照具有国际水准的农产品

质量标准和规范来组织生产 、加工 ,才能有效增强农

产品的市场竞争力 ,农业标准化建设是我国农业由

追求量变转向质变的跨越 ,是我国农业应对入世挑

战 、提升农产品竞争力的重要举措。
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Abstract:Tw o me thods (SDS method and CTAB method) fo r DNA ex tracting w ere compared ,

and whole DNA could be got by tw o methods. But took purity of DNA into account , CTAB

method w as bet ter than SDS method. M eantime , PCR amplif ied procedure w as established and

PCR amplif ied conditions w ere defined on the factors of Taq DNA polymerase , DNA densi ty ,

dN TPs density , primer density , and pre-denaturating temperature.
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　 　 RAPD ( Random Amplified Po lymo rphic

DNA),即随机扩增多态性 DNA 。它是以人工合成

的 、由 9 ～ 10个核苷酸组成的随机寡聚核苷序列为

引物 ,以基因组总 DNA 为模板 ,利用 PCR 技术随

机扩增得到一系列长度多态性 DNA 片段 ,并通过

凝胶电泳将长短不同的 DNA 片段分开
[ 1]
。其操作

简便快速 、所需 DNA 量少(15 ～ 25 ng),因此在各

种作物的种质进化 、遗传图谱构建 、分子标记辅助育

种等方面有非常广泛的应用前景。本文以研究苜蓿

为实验材料 ,摸索一种方便 、快捷 、适合苜蓿基因组

DNA 提取的方法 ,并探讨了适合苜蓿 RAPD 反应

的 Taq酶浓度 、dN TPs浓度 、引物浓度及退火温度 。

1　材料和方法
1. 1　材料

材料取自黑龙江省农业科学院草业研究所 ,品

种为法国苜蓿 、亮苜 350 、龙牧 801 、图牧 1 号 、草原

2号 。

1. 2　方法

1. 2. 1　苜蓿总 DNA提取与检测　总 DNA提取采

用 CTAB 法和 SDS 法。CTAB 法[ 1] :(1) 称取

100 mg嫩叶 ,置于冷冻的灭菌研钵中 ,加液氮 ,研磨

至粉末后迅速移至 1. 5 mL 离心管中 。(2)加入

900 μL预热到 65 ℃的2×CTA B缓冲液 ,65 ℃水浴

20 min(每隔 2 min摇匀一次),取出放凉。(3) 4 ℃

下 12 000 r / min离心 10 min ,取上清液 。(4)加入

500 μL 等体 积的 酚 、氯仿 摇匀 , 在 4 ℃下

12 000 rpm离心 10 min。(5) 取上清液置新的

1. 5 mL离心管中 ,重复第三步 。(6) 取上清液 ,再

加入 500 μL 氯仿—异戊醇混合液(24∶1),轻轻混

匀后 ,在4 ℃下 7 500 r / min离心 10 min 。(7)取出

上清液 ,加入 1 /10体积 3 mol /LNaAc和等体积的

异丙醇 ,轻摇至出现絮状沉淀。置于 - 20 ℃1 h(此

步可过夜)。(8) 4 ℃下 12 000 r / min离心10 min。

弃去上清液后 ,用 75%乙醇(100μL)清洗两次 ,室温

下干燥 1 h ,溶于 45 μL T E 缓冲液(pH8. 0);SDS

法
[ 2]
:在离心管内加入 SDS提取缓冲液 ,于 65 ℃保

温 15 ～ 30 min 加入 1 /10体积的酚 ,保温之后加入

等体积氯仿 ,轻摇 ,离心(10 000 ～ 12 000 r / min),

取上清液加入等体积氯仿 ,轻摇 、离心 ,此过程可重

复几次直至界面清晰为止。取上清液转至新的离心

管中 ,加 2 /3体积的冷异丙醇沉淀 DNA 。12 000 ～

15 000 r / min离心之后 ,沉淀用 75%乙醇冲洗 2 ～ 3

次 ,吹干溶于 TE之中。

向上述方法提取的 DNA中加入纯的 RNA 酶 ,

37 ℃下保温 30 min ,加入酚 、氯仿- 异戊醇(24∶1)

抽提。取上清液 ,加 1 /10体积3 mo l /L 的醋酸钠 ,2

倍体积的无水乙醇 - 20 ℃沉淀 60 min 或过夜 , 12

000 ～ 15 000 r / min离心 10 min ,沉淀用 75%乙醇

冲洗 ,干燥之后 , TE 溶解 , - 20 ℃保存 。

提取的苜蓿基因组用 0. 8%琼脂糖凝胶电泳初

检 ,再用紫外分光光度计测定 DNA 样品浓度。

DNA 的质量浓度(mg /mL)=OD260 ×50 ×稀释

倍数。

1. 2. 2　RA PD 反应条件 　RAPD反应体积为 25

μL , RA PD反应物组成为:模板 DNA 、dN TPs 、随机

引物 、Mg 2+ 、 Taq 酶。 其中 Taq 酶 、 buffer 及
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dN TPs购自大连 TaKaRa公司(大连),引物由上海

生工生物工程技术服务有限公司和上海申能博彩生

物科技有限公司合成 。

为确定最佳的 PCR反应体系[ 3] ,设置 4个 Tag

酶浓度:0. 5 、1 、1. 5 、2U 。4 个 dN TP 浓度:100 、

150 、200 、250μmol /L 。选用OPB08引物 ,其浓度设

置 3个:0. 1 、0. 15 、0. 2 μmo l/L 。退火温度设置 6

个:35 、36 、37 、38 、39 、40 ℃。最后根据扩增结果 ,选

择出最佳的 PCR反应体系 。

PCR扩增程序为:94 ℃3 min;94 ℃15 s ,35 ～

40 ℃30 s ,72 ℃1 min , 35个循环;72 ℃10 min;最

后 4 ℃保存 。PCR扩增产物用 0. 8%琼脂糖凝胶在

1×TBE缓冲液中电泳 ,电压为 3V / cm ,稳压 2. 5

h ,溴化乙锭染色检测。

2　结果与分析
2. 1　苜蓿基因组提取

图 1　SDS法和 CTAB法对苜蓿基因组 DNA 提取

效果

SDS法(1～ 5泳道)、CTAB法(6～ 10泳道)

　　核酸的嘌呤 、嘧啶中都有共轭双键 ,对紫外光

有强烈的吸收[ 4] 。天然双链DNA在 260nm 处的吸

收值与 280nm 处的吸收值比值(OD260 /OD2 80)应在

1. 8左右 ,低则说明制剂中蛋白质可能未除尽 ,高则

说明制剂中还有 RNA [ 5] 。用两种方法提取的 DNA

琼脂糖凝胶电泳图谱见图 1。5 份材料两种方法的

提取物均是一条带 ,基本无降解现象。通过紫外分

光光度计测定 DNA 样品纯度(见表)。从表可以看

出 ,通过 CTAB法提取的DNA ,OD260 /OD280比值在

1. 7 ～ 1. 9 之间。SDS 法提取的 DNA 纯度 , OD 260 /

OD 280比值在 1. 5 ～ 1. 6 之间。因此 CTAB 法提取

的 DNA 纯度高于 SDS 法。

表　两种方法提取 DNA 的纯度比较

材料 方法 OD260 OD 280 OD 260 /OD280

法国苜蓿 CTAB法 0. 0192 0. 0102 1. 8824

亮苜 350 C TAB法 0. 1148 0. 0627 1. 8309

龙牧 801 C TAB法 0. 0358 0. 0203 1. 7635

图牧 1号 CT AB法 0. 2864 0. 165 1. 744

草原 2号 CT AB法 0. 0042 0. 0023 1. 826

法国苜蓿 SDS 法 0. 064 0. 0365 1. 546

亮苜 350 SDS 法 0. 0149 0. 0083 1. 683

龙牧 801 SDS 法 0. 0132 0. 0073 1. 594

图牧 1号 SDS 法 0. 1552 0. 0884 1. 685

草原 2号 SDS 法 0. 0073 0. 004 1. 574

2. 2　PCR反应优化

2. 2. 1　不同 Tag 酶浓度对扩增结果的影响　Taq

酶的活性高低是整个 PCR反应成败的关键 ,见图

2 , Taq 酶浓度为 0. 5U 时 ,未扩增出任何 DNA 片

断 。当 Taq酶浓度为 1 、1. 5 、2. 0U 时 ,扩增结果相

同 。由于 Taq酶已经商品化 ,价格较为昂贵 ,因此 ,

对于 25μL 的反应体系 1 ～ 1. 5U 的用量较为恰当 ,

本实验选择 1U为最佳浓度 。

2. 2. 2　不同 dN TPs浓度对扩增结果的影响　见图

3 ,当 dN TPs 浓度为 100 μmol /L 时 ,不能满足 Taq

酶的需求 ,因此大分子量的片断没有扩增出来。当

浓度为 150 μmo l/L 和 200 μmol /L 时 , 扩增效果

好 。当 dNT Ps 浓度为 250 μmol /L 时 , 高浓度

dNTPs与模板的随机碰撞增加 ,同时与 Taq酶竞争

Mg2+ ,从而干扰了 Taq酶功能的正常发挥 ,扩增效

果最差 。因此选择 150 μmol /L 为最佳浓度。

2. 2. 3　不同引物浓度对扩增结果的影响　由图 4

可见 ,当引物浓度低时 ,严重影响 PCR反应效率。

本研究选择 3个引物浓度 ,根据扩增结果 ,选择 0. 2

μmo l /L 为最佳浓度 。

2. 2. 4　不同退火温度对扩增结果的影响　当退火

温度过低时 ,非特异性条带扩增增多 。而退火温度

过高 ,特异性的扩增条带数明显减少 。图 5所示 ,根

据扩增效果 ,退火温度为 37 ℃时 ,扩增出的条带清

晰 ,因此选择 37 ℃为最佳退火温度。

2. 3　优化后苜蓿最佳 RAPD反应条件及 PCR程序
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苜蓿最佳 RPAD反应条件:10×Buffer(20mM

MgCl2),1UTaq酶 , 25ng 的模板 DNA ,150μmol /L

的 dN TPs ,0. 2 μmo l /L 引物。

PCR扩增程序为:94 ℃预变性 3 min;94 ℃变

性 15 s , 37 ℃退火 30 s , 72 ℃延伸 1 min , 35 个循

环;72 ℃延伸 10 min;最后 4 ℃保存。

图 6　OPA - 08和 OPA - 10引物对 5个苜

蓿品种的 RAPD扩增电泳

　　如图 6所示 ,利用优化 RAPD反应条件和 PCR

扩增程序 ,随即挑选了 OPA - 08和 OPA - 10 2 条

RAPD引物对 5个苜蓿品种进行扩增 ,扩增条带清

晰 ,说明利用 CTAB 法提取的苜蓿基因组 DNA 能

够满足 RAPD分析。

3　讨论
本实验采用 CTAB 法和 SDS 法提取苜蓿全基

因组 DNA 。在这两种方法里 , CTAB 试剂和 SDS

试剂的作用都是破坏植物细胞膜 ,使细胞内含物释

放出来。不同的是:CTAB 是与 DNA 结合形成复

合物 ,有利于 DNA 与变性蛋白及多糖分开。而

SDS是与蛋白质和多糖形成复合物 , 经离心后与

DNA 分开[ 5] 。因此利用 SDS法提取 DNA时 ,易含

有蛋白质和多糖等杂质。在本试验中 , SDS 法提取

的 DNA通过紫外分光光度计的测定 , OD260 /OD280

比值偏低 , 证明含有较多的蛋白质等杂质 。而

CTA B法提取的 DNA ,其 OD 260 /OD280比值在 1. 8

左右 ,纯度高 ,可以满足分子生物学的要求 。

另外 ,本文通过不同 Taq酶用量 、不同 dN TPs

浓度 、不同引物浓度及退火温度对 PCR反应体系进

行优化 ,认为苜蓿基因组 DNA 最佳 RA PD反应条

件为:在反应总体积为 25μL 中 , 含 10 ×Buffer

(20mM M gCl2),1U Taq酶 , 25ng 的模板 DNA , 150

mol /L 的 dN TPs , 0. 2 mo l /L 引物 。PCR扩增程序

为:94 ℃预变性3 min;94 ℃变性15 s ,37 ℃退火30

s ,72 ℃延伸 1 min , 35个循环;72 ℃延伸 10 min;最

后 4 ℃保存。
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