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四种花色一串红 RAPD分析

胡国富 ,李凤兰 ,袁　强 ,胡宝忠

(东北农业大学生命科学学院 ,哈尔滨 150030)

摘要:以 4 种花色一串红为试材进行了 RA PD 研究 ,筛选出的 RAP D最佳反应体系为:采用 25 μL的

反应体系 ,其中含有 2μL 的 10×buffer , 0. 45 mmo l L - 1的 dN T P s , 2. 0mmol L - 1的 M g2 + , 2U 的

T ag DN A 聚合酶 , 0. 30 μmol L - 1的引物 , 40 ng的模版 。共筛选出 12 个特异引物 ,扩增出 84 条带 ,

具有特异性的谱带为 28条 , 占总带数的 33%, 在聚类图分析中 ,把 4 种花色一串红划分为两大类:首

先是红色和红白双色聚为一类 , 然后和紫色聚在一起 ,白色单独为一类。
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RAPD Analysis in the Four Kinds of Color-flowered
Salvia splendens Ker-Gawl

HU Guo-fu , LI Feng-lan , YUAN Qiang , HU Bao-zhong

(Life Science Co lleg e , No rtheast A gricultural U niversi ty , H arbin 150030)

Abstract:F our kinds of Co lo r-flow ered Sa lv ia splendens K er-G awl w ere ana lyzed using RA PD. T he

results showed that the optimal RA PD r eaction co nditions w ere as follow s:T he optimal reactio n mix-

ture(25 μL to tal volume)contained 2. 0 μL 10×buffer , 0. 45 mmo l L - 1 dN T Ps , 2. 0 mmo l L - 1

M g2 + , 2U T aq DN A poly merase , 0. 30 μmol L - 1 prime r and 40 ng genomic DN A , 84 bands wer e

amplified fr om 12 primer s used , the diffe rential bands had 28 ba nds , w hich acco unt fo r 33% of total

bands. In cluste r gr oup analy sis , the fo ur kinds of colo r-flow ered w ere divided into 2 styles:at the

fir st , the red co lo r and red-w hite co lo r were g rouped tog ethe r , then they g r ouped w ith purple color in-

to one cluster and the w hite colo r w as sing le.
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　　一串红(S alvia sp lendens Ker-Gaw l)是唇形科

(Labiatae),鼠尾草属(Salv ia L)的植物。原产于

南美巴西 ,是重要的观赏花卉 ,花期长达几个月。一

串红花期都在 6 ～ 10月之间 ,花期较长 ,尤其是常用

的红色品种 ,其花萼 、花冠的红艳 ,色泽纯正 、花序比

较大 ,表现极为突出 。但其花色比较单一 ,只有红色

系 、白色系和紫色系等较少的花色 ,因此 ,花色改良

及确定其亲缘关系对于育种方面重要的性状改良研

究是十分必要的 。

RAPD技术是Willam s J与 Welsh J两个研究

小组于 1990 年同时提出的一项 DNA 多态性分析

技术[ 1] 。这种方法以 PCR技术为基础 ,无须预先了

解 DN A 序列的信息 ,具有分析速度快 , DNA 样品

用量少 ,操作简便 ,随机引物合成方便等优点。因

此 , RAPD技术广泛应用于鉴定植物种间和种内的

亲缘关系领域的研究中 。本实验通过 RAPD对 4

种花色一串红进行遗传分析 ,来探讨不同花色一串

红的亲缘关系 ,为花色及其他改良提供新依据。

1　材料与方法
1. 1　材料

实验以美国进口品种太阳神系列中的 4种花色

一串红:红色 、紫色 、红白相间 、白色为试材 。
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1. 2　实验方法

1. 2. 1　随机引物　本实验共采用 60个随机引物 ,

分别为 L01 - L20 、O01 - O10 和 F01 - F10 、A01

- A10 、P01 - P10 共 60 个 , 为北京赛百盛公司

产品 。

1. 2. 2　DNA 的提取及凝胶检测 　采用改良后的

SDS法进行 DNA 提取 ,对提取的 DNA 进行紫外吸

收和凝胶电泳检测。

1. 2. 3　RAPD实验体系的建立　RAPD反应条件

参照 William s[ 1] 推荐的反应条件 ,以 4种花色混合

DNA为模板建立实验体系 ,筛选最佳反应体系 。

1. 2. 4 　电泳结果数字化记录与多态性判断 　

DNA 模板经 PCR 扩增 ,反应条件为 94℃变性 4

min;45 个循环:94℃变性 90 s , 34℃退火 1 min ,

72℃延伸 105 s;72℃延伸 7 min ,反应终止 ,对重复

性好且条带清晰的图片作数据统计 。对同一引物不

同模板的电泳结果 ,迁移率相同的带为分子量相同

的 RAPD带 ,所有模板都具有的带为公共带 ,表示

无多态性 ,其余为特异带 ,表示有多态性 。有带记为

1 ,无带记为 0 ,得出二态数据矩阵 。

1. 2. 5　RAPD扩增带分析　对 4种花色 RAPD 条

带进行统计和比较 ,计算多态性位点百分率并寻找

品种特异带及特有带 。并利用软件 SPSS12. 0进行

聚类分析 ,构建聚类图。

2　结果与分析
2. 1　DNA 的最优提取方法

通过对改良的 SDS法所提取的 DNA颜色为透

明色 , A 260 /A 280的比值在 1. 61 ～ 1. 88。且电泳谱带

清晰 ,无降解 ,说明利用该方法提取的 DNA 较纯 ,

可以用于一串红 RAPD分析的要求 。

2. 2　RAPD反应的优化

2. 2. 1　DNA 模板浓度对 RAPD扩增的影响 　为

了确定一串红 RAPD 分析的 DNA 浓度 ,在 25 μL

反应体系中进行了 4个不同浓度梯度(15 、20 、30 、40

ng)的比较实验。当模板浓度在 30 、40 ng 时有扩增

带出现 ,其它浓度扩增的带型模糊或无明显的扩增

带。所以初步认为在 25 μL 反应体系中用 30 ng 或

40 ng 的模板 DNA比较适宜。

2. 2. 2 　dNT Ps 浓度对 RAPD 扩增的影响 　

dN TPs是 RAPD 反应的底物 ,当 dNTPs不足时扩

增过程会过早终止 ,导致产物减少 ,但浓度过高时 ,

会增加碱基的错配率 ,并且与 TaqDNA 聚合酶竞争

Mg 2+ ,影响 TaqDN A聚合酶的活性。本实验设计

了不同的 dNT Ps 浓度(0. 15 、0. 25 、0. 35 、0. 45

m mol L -1)进行比较研究。结果表明 , dNTPs浓

度为0. 15 、0. 25 m mol L - 1时 ,扩增谱带不明显 ,当

dNTPs浓度为 0. 35和 0. 45 mm ol L
-1
时 ,扩增产

物条带清晰 。

2. 2. 3 　M g2+浓度对 RAPD 扩增的影响　反应体

系中的离子强度 ,尤其是 M g2+浓度对 RAPD反应

的特异性和扩增效率都有影响。在其他反应条件一

定的情况下 ,设计了 M g2+浓度为 0. 5 、1. 0 、1. 5和

2. 0 m mol L - 14个梯度 。结果表明 ,当 M g2+浓度

小于 2. 0 mm ol L
- 1
时 ,扩增条带减少 ,而 Mg

2+
浓

度为 2. 0 mm ol L
- 1
得到理想的扩增产物 ,即条带

清晰。

2. 2. 4　引物浓度对 RAPD扩增的影响　引物浓度

过低时 ,与模板的结合几率降低 ,扩增到的片断数量

少 ,在琼脂糖凝胶电泳上无法检测到 ,引物浓度过高

时 ,引起错配和非特异性扩增 ,并且可增加引物之间

形成二聚体或多聚体的机会 ,使其特异性表达下降。

为此设计了 0. 15 、0. 25 、0. 30 和 0. 35 μmol L
- 1

4

个浓度梯度的引物浓度。结果表明:在 0. 30 、0. 35

μmo l L - 1之间都可扩增出条带 ,且带型清晰 ,但引

物浓度较小(小于 0. 25 μmol L
- 1
)时 ,出现弥散现

象;所以引物浓度 0. 30 、0. 35 μmo l L - 1为宜。

最后综合考虑各个因素对 RAPD反应的影响 ,

确定为如下方案:采用 25 μL 的反应体系:2 μL 的

10 ×buf fe r;0. 45 mmo l L
- 1
的 dN TPs;2. 0 mmo l

 L - 1的 Mg 2+;2U的 Tag DNA 聚合酶(TaKaRa);

0. 30 μmol L -1的引物(上海生工);40 ng 的模版。

由于反应体系的一致性对于 RA PD来说极为重要 ,

一旦反应体系确定了就不要轻易改变 ,否则可能造

成某些非特异性 DNA 扩增。

2. 3　不同花色的 RAPD扩增结果

通过 60个随机引物对供试材料进行的 PCR

扩增 ,共筛选出 12 个引物 ,对 4 个不同花色的一

串红进行 RAPD 分析 , 得到了稳定性好 、条带清

晰 、具有多态性的谱带 ,扩增片段的大小在 150 ～

2 000 bp之间 。12个引物的序列及有关扩增情况

见表 1 。

由表 1可以看出 , 12个特异引物对 4个花色扩

增出 84条带 ,平均每个引物可获得扩增带 7条 ,最

少的也可扩增 5条带 ,最多的达 10 条 ,具有特异性

的谱带为 28条 ,占总带数的 33%。其中引物 L1的

扩增结果见图 1。
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表 1 　RA PD分析所用的引物序列及扩增谱带

引物 引物序列
每个引物

扩增带数

具有多态

性的带数

L01 5’ - GGCATGACC T - 3’ 8 3

L04 5’ - GAC TGC ACAC - 3’ 6 4

L07 5’ - AGGCGGGAAC - 3’ 8 4

L11 5’ - ACGATGAGCC - 3’ 7 2

L12 5’ - GGGCGGTAC T - 3’ 6 4

L13 5’ - ACCGCCTGC T - 3’ 5 2

L14 5’ - GTGACAGGC T - 3’ 8 1

O02 5’ - ACGT AGCG TC - 3’ 6 3

F3 5’ - CCTGA TCACC - 3’ 10 3

A05 5’ - AGGGGTC TTG - 3’ 8 2

P1 5’ - G TAGCACTCC - 3’ 7 0
G4 5’ - AGCGTGT CTG - 3’ 5 0

总计 84 28

图 1　引物 L1对白色一串红 10个个体的扩增结果

M 是 M arker(DL2000)

2. 4　数据的聚类结果

用 12个引物对 4种花色的一串红材料基因组

DNA 进行 PCR 扩增。扩增的结果转化成 1 、0 数

据 ,采用欧几里德统计量(见表 2),通过 SPSS 软件

数据处理系统 , 进行聚类分析 , 得到树状聚类

图(见图 2)。

表 2　4个花色一串红的欧几里德距离

颜色
欧几里德距离

紫色 红色 红白相间 白色

紫色 　0

红色 　7. 105 0

红白相间 　7. 496 　6. 61 0

白色 　11. 912 　12. 640 　9. 878 　0

图 2　根据欧几里德距离做的 4种花色一串红聚类图

1.紫色一串红;2.红色一串红;3.红白相间一串红;4.白色一串红

　　从一串红 4 种花色聚类图(见图 2)分析可知 ,

可把 4种花色一串红划分为两大类:首先是红色和

红白双色聚为一类 ,然后和紫色聚在一起。白色单

独为一类 。从这种划分中我们可以看出 ,红色和红

白双色亲缘关系较近 ,紫色距离红色亲缘关系较近 ,

而白色一串红和其他花色关系较远 ,但与红白双色

的距离较近 。

3　讨论
RA PD可鉴别形态学上难以区分的品种乃至

株系 ,更有利于生物种以下分类单元的鉴定区分 ,以

科学地阐明其遗传进化关系。在观赏植物方面 ,戴

思兰等[ 2] 对菊属 ,陈新露等[ 3]对丁香 ,梁红健等[ 4] 对

兰花 ,赵样云等
[ 5]
对百合的遗传关系进行了分析。

汪小全等[ 6] 用 RAPD方法研究了乌头属 、升麻属与

类叶升麻属植物的亲缘关系 ,结果与经典分类学结

果基本吻合 。此外 ,陈向明等
[ 7]
用 RAPD - PCR技

术对 7个花色 35个牡丹品种 ,曹雅男等
[ 8]
对正品龙

胆遗传多样性等都作了相关分析 ,并得到较好的效

果 。以上说明 , RAPD 技术己广泛应用于种内不同

种群间亲缘关系的研究 ,且其聚类结果与经典分类

学方法基本吻合;在种间或近缘属间关系的研究中

己显示一定的潜力 。

在一串红的 RA PD的研究中 ,通过聚类图可把

4种花色一串红划分为两大类:首先是红色和红白

双色聚为一类 ,然后和紫色聚在一起 。白色单独为

一类。从这种划分中我们可以看出 ,红色和红白双

色亲缘关系较近 ,紫色距离红色亲缘关系较近 ,而白

色一串红和其他花色关系较远 ,但与红白双色的距

离较近 。花色上 RAPD 的聚类结果与孢粉学分类

结果大致相同(另有报道),因此 RA PD和孢粉学结

合起来可作为一串红亲缘关系鉴定的一种有效

手段。
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