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　　摘要 :以山葡萄品种左山一的叶片和花芽为材料 ,对 cDNA - AFLP体系的几个关键因素进行摸索 ,建立了适宜山

葡萄的 cDNA - AFLP反应体系。结果表明 ,提取山葡萄的花芽 RNA适宜用改良的 CTAB法 ,提取叶片 RNA适宜用 SDS

- 酸酚法。在 2×Y/ T Buffer的作用下 ,500 ng的 cDNA利用 Mse I与 EcoR I双酶切 4 h即可酶切完全 ,将 16℃连接过

夜的产物稀释 5倍作为预扩增的模板 ,预扩增产物稀释 20倍作为选扩模板能获得带型稳定可重复性好的结果。
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Abstract :The cDNA - AFLP system for Vitis amurensis Rupr was established after optimizing several key factors af2
fecting cDNA - AFLP analysis. The result indicated that CTAB method could be used for extracting ideal RNA from leaf

and inflorescence of Vitis amurensis Rupr ,while SDS - acidic phenol method for extracting RNA from bud ;500 ng cDNA

was digested completely by EcoR I and Mse I for 6 hours. The reducible results was obtained when the ligation products

were diluted to 5 times for preamplification template and preamplification productsthe were diluted to 20 times for selec2
tive amplification.
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　　cDNA - AFLP技术是以 cDNA为模板进行 AFLP

分析的一项技术[1 ]。由于该技术具有多态性高、检

测基因覆盖面广 ,并且能对转录组进行全面系统研

究等优点 ,现已被公认为是进行转录基因组学研究

的重要工具和寻找差异表达基因的最有效手段。目

前已经利用该项技术在白菜[2 ]上构建了转录图谱 ;

从苹果[3 ]、葡萄[5 ]、水稻[6 ]等多种植物中分离和克隆

了多个有价值的基因 ;研究了棉花[6 ]、草菇[7 ]、板

栗[8 ]等植物发育或逆境胁迫下基因差异表达。

欧亚种葡萄非常容易遭受病虫害 ,并且很多地

方需要埋土防寒 ,培育抗病抗寒葡萄品种具有重要

的现实意义。山葡萄 ( Vitis amurensis Rupr. )是葡萄

属中最抗寒的一个种 ,对多种病害有较强的抵抗力 ,

因此研究山葡萄抗寒、抗病的分子机制对于葡萄育

种具有重要的意义。本研究拟以山葡萄为试材 ,建

立稳定的 cDNA - AFLP分析体系 ,为进一步定位、分

离及克隆山葡萄抗性基因奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　材料

植物材料采自中国农业科学院左家特产研究所

的山葡萄种质资源圃。2007年 5月 5日采左山一的

叶片、花芽 ,材料取后 ,用锡箔纸包好 ,液氮速冻后保

存于 - 80℃冰箱中备用。

1. 2　方法

1. 2. 1　RNA的提取及去除 DNA的污染　采用改进

的CTAB 法[9]和 SDS - 酸酚法[10]提取总 RNA ;参照

TakaRa 公司的 DnaseⅠ说明书去除 RNA中的 DNA ,反
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应体系 50μL : RNA 溶液 40μL ; DNase Buffer 5μL ;

RNase Inhibitor 1μL ;Rnase - Free DNaseI 3μL ;DEPC水

1μL。以上混合溶液在 37℃温浴 30 min ;用等体积氯

仿抽提一次 ;将上清转移入干净的离心管中 ,加入

1/ 10体积的 3 mol/ L NaAc 和 2 倍体积的无水乙醇 ,

- 70℃放置 0. 5 h沉淀 RNA ;4℃,12 000 r/ min离心 20

min ;弃去上清 ,沉淀经 75 %乙醇洗涤后吹干 ,用 30μL

DEPC处理水溶解沉淀 ,用紫外分光光度计测量样品

浓度 ,并用 112 %琼脂糖凝胶电泳检测 RNA完整性。

1. 2. 2　cDNA双链的合成与纯化 　cDNA第一链参

照 Promaga 公司的 M - MLV 反转录酶的说明书合

成 ,总 RNA的用量为 2μg ;第二链的合成和补平参

照 TakaRa 公司的 cDNA Synthesis Kit ,总体系为 150

μL :第一链混合物 25μL ;10×DNA polymeraseI Buffer

15μL ;DNA polymeraseI 20 U ,RnaseH 018 U ,dNTP(10

mmol/ L) 3μL ,ddH2O 补平体系。混匀后 ,16℃反应

215 h ,70℃灭活 10 min ,放在冰上。双链 cDNA末端

补平 :在上述反应物中依次加入 dNTP (10 mmol/ L)

215μL , T4DNA 聚合酶 5 U ,混匀后 , 37℃反应 30

min ,70℃灭活 10 min。dscDNA 用等体积的氯仿抽

提 ,取上清液 ,加入 011倍体积的乙酸钠 (pH 512)和

215倍体积冷无水乙醇 , - 20℃沉淀后 ,溶于无菌

ddH2O中 ,调整浓度至 100 ng/μL备用。

1. 2. 3　酶切与连接 　用 EcoR I和 Mse I两种限制

性内切酶在 2×Y/ Tango Buffer缓冲体系内同时进行

酶切 ,酶切总体系为 40μL : ds - cDNA (100 ng/μL) 5

μL , EcoR I 10 U , Mse I 10 U ,10 ×Y/ Tango Buffer 8

μL ,ddH2O补平体系。混匀后 ,37℃分别酶切 2 ,4 ,6 ,

12 h ,酶切结束后 70℃灭活 10 min 立即置于冰上。

取出 5μL用 1 %琼脂糖电泳检测酶切结果。

EcoR I 接头序列为 : 5′- CTC GTA GAC TGC

GTA CC - 3′;3′- CAT CTG ACG CAT GGT TAA - 5′;

Mse I接头序列为 :5′- GAC GAT GAG TCC TGA G -

3′;3′- TAC TCA GGA CTC AT - 5′,连接体系为 30

μL :酶切产物 20μL , EcoR I接头 (50 pmol/μL) 1μL ,

Mse I接头 (50 pmol/μL) 1μL ,ATP(10 mmol/ L) 1μL ,

T4连接酶 5 U ,10×T4Ligation Buffer 3μL ,ddH2O补平

体系。混匀后 ,16℃连接 10 h 以上 ,70℃10 min 中

止反应。

1. 2. 4　预扩增与选择性扩增　预扩增的引物序列

为 : E - 0 :5′- GAC TGC GTA CCA ATT C - 3′;M - C :

5′- GAT GAG TCC TGA GTA AC - 3′。将连接产物

原液及其稀释 5 ,10倍作为预扩增的模板 ,总体系为

25μL :模板 2. 5μL ,10×PCR Buffer 2. 5μL ,dNTP(10

mmol/ L) 0. 4μL , EcoR I预扩增引物 (10μmol/ L) 1. 0

μL , Mse I预扩增引物 (10μmol/ L) 1. 0μL , Taq 酶 2

U ,ddH2O补平体系。预扩增程序为 : 94℃预变性 2

min ;然后 94℃变性 30 s ,56℃退火 40 s ,72℃延伸 40

s ,进行 30个循环 ;最后 72℃延伸 5 min。取 5μL 用

1 %琼脂糖电泳检测。

选择性扩增的引物序列表 1所示。将预扩增引

物稀释 20倍作为选扩的模板 ,扩增体系为 20μL :模

板 3μL ,10×PCR Buffer 210μL ,dNTP(10 mmol/ L) 0. 4

μL , EcoR I引物 (10μmol/ L) 110μL , Mse I引物 (10

μmol/ L) 1. 0μL , Taq酶 2 U ,ddH2O补平体系。选择

性扩增程序为 :94℃预变性 4 min ;然后 94℃变性 30

s ,65℃退火 30 s(每个循环降 017℃) ,72℃延伸 60 s ,

进行 13个循环 ;94℃变性 30 s ,56℃退火 30 s ,72℃

延伸 60 s ,进行 23个循环 ;最后 72℃延伸 10 min。

表 1　筛选 AFLP分子标记的引物序列

Tab. 1　The sequences of AFLP primers screened

EcoR I引物
EcoR I primer

引物序列
Primer sequences

MseⅠ引物
MseⅠprimer

引物序列
Primer sequences

E1 5′2GAC TGC GTA CCA ATT CAG C23′ M1 5′GAT GAG TCC TGA GTA ACA A23′

E2 5′2GAC TGC GTA CCA ATT C AG G23′ M2 5′2GAT GAG TCC TGA GTA ACA C23’
E3 5′2GAC TGC GTA CCA ATT CAA G23′ M3 5′2GAT GAG TCC TGA GTA ACA G23′
E4 5′2GAC TGC GTA CCA ATT CAC T23′ M4 5′2GAT GAG TCC TGA GTA ACA T23′
E5 5′2GAC TGC GTA CCA ATT CAC A23′ M5 5′2GAT GAG TCC TGA GTA ACT G23′
E6 5′2GAC TGC GTA CCA ATT CAC G23′ M6 5′2GAT GAG TCC TGA GTA ACT A23′
E7 5′2GAC TGC GTA CCA ATT CAA C23′ M7 5′2GAT GAG TCC TGA GTA ACT C23′
E8 5′2GAC TGC GTA CCA ATT CAC C23′ M8 5′2GAT GAG TCC TGA GTA ACT T23′

1. 2. 5　选择性扩增产物聚丙烯酰胺凝胶电泳检测　

将选择性扩增产物加入 10μL变性剂 ( 98 %去离子甲

酰胺 ,10 mmol/ L EDTA (pH 810) ,0125 %二甲苯氰)混

匀 ,95℃变性 5 min ,立即冰浴。将 6 %的变性聚丙烯

酰胺凝胶恒功率 80 W预电泳至温度 50℃,加 6μL 冰

浴变性混合液上样 ,恒功率 50 W电泳至二甲苯氰距

胶下缘 2/ 5处停止。银染显色后统计结果。

1. 2. 6　差异片段的回收　从聚丙烯酰胺凝胶上回

收差异片段至 015 mL 离心管中 ,加入 20μL 灭菌

水 ,室温浸泡 24 h ,100℃水浴中煮沸 10 min ,8 000
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r/ min离心 10 min ,取上清作模板 ,进行 PCR扩增 ,扩

增体系 50μL如下 :模板 4μL ,10×PCR Buffer 5μL ,

dNTP (10 mmol/ L) 014μL , EcoR I引物 (10μmol/ L)

110μL , MseⅠ引物 (10μmol/ L) 110μL , Taq 酶 2 U ,

ddH2O补平体系。扩增程序同预扩增程序。扩增产

物用 115 %琼脂糖进行检测。

2　结果与分析

2. 1　总 RNA和 cDNA的质量

由图 1可以看出 ,提取山葡萄叶片总 RNA ,利用

CTAB法和 SDS - 酸酚法都可以 ,泳道干净无拖尾 ;

通过紫外分光光度计测定发现 SDS - 酸酚法的

OD260/ OD280值在 118～210 ,说明该法能有效抑制山

葡萄叶片中多酚和多糖类物质对 RNA的影响 ,提取

的总 RNA纯度高、完整性好 ,可用于后续的反转录

反应。提取山葡萄花芽的总 RNA 只能采取 CTAB

法 ,OD260/ OD280值在 119～210 ,SDS - 酸酚法提取的

RNA有明显的降解。

利用M - MLV和 OligdT18合成的 cDNA ,取 2μL

进行琼脂糖检测 ,结果如图 2 所示 ,cDNA 在 015～

210 kb范围内呈弥散分布 ,符合 cDNA - AFLP的试

验要求。

图 1　CTAB和 SDS - 酸酚法提取 RNA的电泳结果

Fig. 1　The flower bud RNA result with

different extracting method

图 2　反转录第一链的电泳结果

Fig. 2　cDNA from grape leaf and inflorescence

2. 2　dsDNA的酶切时间

dsDNA 的完全酶切是多态性得以检测的根本保

证。本研究采用经典的双酶 EcoRⅠ和 Mse Ⅰ组合

进行酶切 ,由于这两种酶使用的 Buffer不同 ,如果分

开酶切耽误的时间太多 ,并且试验步骤繁琐 ,所以我

们采用 2 ×Y/ Tanger Buffer 作为两种内切酶的公用

Buffer ,在同样的条件下进行酶切 ,并且设置了不同

的酶切时间 ,从图 3 可以看出 ,酶切 2 h 不彻底 ,而

酶切 4 ,6和 12 h的效果是一样的 ,都可以将 dsDNA

切开 ,酶切片断集中在 100～600 bp。所以采用 37℃

酶切 4 h。

1.双酶切 2 h ;2.双酶切 4 h ;3.双酶切 6 h ;
4.双酶切 12 h ;5. EcoR I酶切 4 h ;6. Mse I酶切 4 h。

1. Digested for two hours ;2. Digested for four hours ;
3. Digested for six hours ;4. Digested for 12 hours ;

5. EcoR I digested for 4 hours ;6. Mse I
digested for 4 hours ;M. DL2000.

图 3　山葡萄 DNA酶切的电泳结果

Fig. 3　The grape DNA digested by Eco R I and Mse I

2. 3　连接产物稀释倍数对预扩增的影响

预扩增是为选择性扩增提供模板 ,并对模板起

选择性纯化作用 ,本试验采用的是 EcoR I + 0/ Mse I

+ C的引物组合 ,并对影响预扩增反应的关键因子

连接产物的稀释倍数进行了优化 ,结果如图 4所示 ,

连接产物稀释 10倍扩增信号较弱。直接利用连接

原液或稀释 5 倍进行预扩增 ,其片段集中在 400～

1 000 bp 范围内 ,信号较强 ,扩增效果一致 ,说明预

扩增效果较好 ,因此选择稀释 5倍的连接产物作为

预扩增的模板。

1 ,2.利用连接产物的原液作模板预扩增的结果 ;

3 ,4.稀释 5倍 ;5 ,6.稀释 10倍 ;M. DL2000。

1 ,2. The pre - amplifing result with the ligation product ;

3 ,4. The pre - amplifing result with the ligation product

diluted 5 times ;5 ,6. The ligation product diluted 10 times.

图 4　连接产物稀释不同的倍数预扩增的电泳结果

Fig. 4　The pre - amplifing result with template

diluted differently from ligation product
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2. 4　选择性引物筛选结果

本研究共选择了 8个 E - NNN与 8个M - NNN

组合成 64对引物对山葡萄左山一叶片和花芽进行

研究 ,结果发现只有 44对引物扩增结果理想 ,其余

20对引物中有 12 对引物扩增片段大 ,并且多集中

在胶板上部 ,不利于统计 ,另外 8对几乎没有扩增产

物。30对引物 (其中 E - ACT/ M - AAC、E - ACT/ M

- CAT、E - AAG/ M - GAA、E - AAG/ M - CTT和 E -

AAG/ M - NNN扩增结果如图 5所示)共扩增出 2 695

条可分辨的 AFLP条带。其中 9 对引物多态性很

高 ,平均每对引物产生的差异片段为 15条。表 2详

细说明每对引物组合的扩增情况。

图 5　四对引物在山葡萄叶片和花序中的扩增结果

Fig. 5　The selective amplified result with

four pairs in leaf and inflorescence

表 2　各引物组合出现的 AFLP带数及其多态性

Tab. 2　AFLP fragment number amplified by different primer combination

引物 Primer M - CAA M - CAC M - CAG M - CAT M - CTG M - CTA M - CTC M - CTT

E - AGC 60 × × × 56 × 49 50

E - AGG × × × × × × × ×
E - AAG 68 × × 67 64 69 × ×
E - ACT 70 68 75 65 3 65 78 67 65

E - ACA 75 73 3 70 3 69 74 73 76 71

E - ACC 65 60 3 × × 73 67 56 68 3

E - ACG 67 61 73 75 57 3 67 69 65 3

E - AAC 64 3 63 59 65 3 67 70 67 64

　注 :×.代表扩增效果不好的引物组合 ; 3 .是多态性高的引物组合。
　Note :The amplified results was not ideal with ×;The primer is high polymorphic with 3 .

2. 5　差异片段的回收及 PCR检测

从聚丙烯酰胺凝胶上回收的 DNA量少 ,而且可

能含有非目的片段 ,难以直接用于克隆 ,所以先通过

PCR进行扩增 ,以增大特异片段的含量 ,将 E -

ACA/ M - CAC引物扩增产生的差异片段进行回收 ,

按照与预扩增相同的体系和程序进行扩增 ,只是将

退火温度提高到 60℃。结果如图 6所示 ,共回收了

8条差异带 ,其中 7条回收成功 ,只有一条没有扩增

产物 ,证明从聚丙烯酰胺凝胶上回收差异片段及扩

增体系是成功的。

图 6　从聚丙烯酰胺凝胶电泳上回收的

差异带 PCR扩增结果

Fig. 6　The PCR result with different gene

fragment as the template

3　讨论

cDNA - AFLP 程序多且复杂 ,任何一步的疏忽

都会影响试验结果。其中总 RNA 的纯度及完整性

是 cDNA - AFLP顺利完成的关键步骤。葡萄组织中

含有大量的多酚和多糖类物质 ,并且不同组织含有

的内含物不同 ,因此需要不同的提取方法[11 ]。本研

究的结果表明叶片适宜用 SDS - 酸酚法 ,而花芽只

适合用 CTAB法。与 CTAB法相比 ,SDS - 酸酚法最

大的优点就是节省提取时间 ,整个步骤只需要 3 h ;

与传统的 SDS法相比 ,利用醋酸钠饱和酚代替水饱

和酚提取 RNA ,使蛋白和 DNA的变性更彻底 ,减少

RNA中 DNA的污染。

其次 ,dsDNA 的完全酶切是多态性得以检测的

根本保证。本研究为了使酶切充分又不浪费时间 ,

因此设置了不同的酶切时间 ,最终确定 37℃酶切

4 h。用于预扩增的连接产物量直接影响预扩增的

严谨度和效率 ,模板浓度过高会引起非特异性扩增 ;

稀释倍数过大 ,PCR产物过少 ,影响统计分析。

随着酿酒葡萄黑皮诺的基因组测序的完成 ,今

后对葡萄研究进入了功能基因组学的研究 ,功能基

因组学的一个重要研究内容就是转录基因组的研

究 ,而 cDNA - AFLP是公认的研究转录基因组的重

要工具。因此可以利用本研究建立的 cDNA - AFLP

分析体系对葡萄不同发育阶段或者是处于不同逆境

中基因在转录水平上的表达丰度及差异表达等情况

进行研究。获得的差异片段与葡萄基因组序列进行
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比对 ,极有可能直接获得基因全长 ,这样极大加快了

研究葡萄基因功能的步伐。
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