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摘 要
:
应用 R

”
D 与 d p R

AP
D 方法鉴定萝 卜一 甘蓝 型油菜中萝 卜基因组

,

筛选了 14 0 条随机引物
。

结果表明
,

平

均每条引物 (组合)能产生的萝 卜基因组特异标记数 d pR AP D 高于 R”D
,

分别为 1
.

69 和 1
.

33 ;在 dp R”D 扩增产物

中有 7 7
.

6 % 谱带清晰易辨
,

略高于 R A P D (75
.

4 % )
。

两者所检测到的萝 卜基 因组标记大部分为各 自特异的扩增产

物
。

由于结合了荧光标记引物
,

d pR AP D 反应产物可在 G en et i。 A na ly ze :
上分离检测

,

因此能检测到 10 0 bp 以下的小

片段 D N A
。

关挂词 : R AP D ; d pR AP D ;聚丙烯酸胺凝胶电泳 ;银染
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A b stra e t : N o r m ally
, a s in g le 1 0

一

m e r 0 11,
n u elco t id e p r im e r 15 u s e d in a R A PD a m p lifie a t io n

.

H o w e v e r ,

if

p a ir s o f tw o p r im e rs a r e u s e d
,

the o re tie a lly m o r e fr a g m e n ts sh o u ld b e am p lifie d
.

In th is e x p e r im e n t
,

w e u s ed

1 4 0 d e e a m e r p r im e rs t o s e r e e n m o le e u la r m a r k e r s sp e e ifie fo r in d iv id u al r a d is h eh ro m o so m e s in R a ph a n o b r a s sie a ,

bo th in d iv id u ally a n d in p a irs (he re n am e d d p R A PD ) w ith t hr e e flu o r e s e e n e e 一

la b ell
e
d p r im e r s :

O PD llFA M
,

O PG 1 9 T e t a n d O PH 1 5 H e x
.

O n th e a v e ra g e , e a e h s in g le p r im e r g e n e r a te d 1
.

3 ehro m o s o m e 一s p e e ifie m a rk e r s in

R A PD
,

w h ile e a eh p a irw ise e o m b in a tio n o f p r im e r s g e n e ra t e d 1
.

7 m a r k e r s in d p R A PD
.

T he p e r e e n t a g e o f
e x -

e e lle n t a n d g oo d ba n d s in d p R A PD (7 8 % ) w a s h ig he r th a n fo r R A PD (7 5 % )
.

It w a s fo u n d tha t the m ajo r ity o f

d p R A PD ba n d s a re d iffe re n t fr o m o r ig in al R A PD ba n d s
.

F r a g m e n ts w ith le n g th u n d e r 1 0 0 bp w hie h a r e d iffie u lt

to b e id e n t ifie d b y p o lya e r yla m id e o r a g a ros e g e l ele e tro p h o re s is a r e d e t e e ta ble u sin g G e n e t ie A n aly z e r
.

It w a s

sho w n th a t d p R APD 15 a u s efu l e o m p le m e n t to elass ie a l R A PD a n a lys is
.

K e y w o rd s : R A PD ; d p R AP D ;Po lya ‘r yla m id e g el e le e t ro p ho r e s is ; S ilv e r s t a in in g

为了将萝 卜中对根结线虫的抗性转移到甘蓝型

油菜
,

Pet er ka H 等通过种间杂交
、

回交方法得 到一

整套甘蓝型油菜 的萝 卜染 色体附加 系
。

在此基础

上
,

M o us s a M A A川构建了萝 卜分子遗传图谱
,

包

括 9 个连锁群
,

并把含抗根结线虫基因的染色体 D

定位在其中的一个连锁群
。

为进一步明确萝 卜其余

8 条染色体与连锁群 的关 系
,

需要运用 R A PD 方法

筛选更多的多态性标记
。

w el sh 等〔
“〕曾对 R AP D 方

法进行改进
,

在 PC R 扩增体系中应用双 引物组合
,

发现扩增谱带增加
,

扩增片段减小
。

在本研究中
,

我
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们在 R APD 扩增体系 中加人 了由荧光标记引物与

非荧光标记引物组合的双引物进行 R A PD 反应 (称

之为 d p R A PD )
,

比较其 与经典 R A PD 之 间在多态

性
、

扩增谱带清晰程度以及检测范围等方面的差异
,

期望寻找一条更有效
、

更节俭的实用方法
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

萝 卜亲本 A2 4 /2 和 A 10 7八 (记为 P l 和 PZ
)

,

甘

蓝型油菜亲本 A 3 /1 和 A2 46 /1 (记 为 P3 和 马 )
,

以

及 8 个标准系
: St

.

l( 含萝 卜染色体 B
,

D
,

E ) ; st
.

2

(含萝 卜染色体 E
,

G
,

I) ; St
.

3( 含萝 卜染色体 A
,

B
,

F) : S t
.

4 (含萝 卜染色体 D
,

G
,

H ) : St
.

5 (含 萝 卜染色

体 F
,

H
,

I) ; S t
.

6(含萝 卜染色体 B
,

C
,

F) ; S t
.

7 (含萝

卜染色体 A
,

C
,

H ) ; St
.

8( 含萝 卜染色体 A
,

E
,

I)
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 D N A 提取 D N A 提取方法参照 D ella p o r t a

等的设计 [”〕
。

D N A 浓度用分光光度计 (u h ro ap ec

2000
,

Pha r m a eia B io t e eh ) 在 2 60 n m 测定
,

最终浓

度调整为 s n g 车L
。

1
.

2
.

2 R A PD 反应体系 RAP D 反应条件参考

w illi
am s

等〔4〕的设计
,

略作改动
。

反应体系为 8 拌L :

1 6 n g 基因组 D NA
,

1 X PCR b u ffe r
(1 0 m m o l几 T r is

一 H C I
,

pH 8
.

3
,

5 0 m m o l几 K C I)
,

2
.

5 m m o l/L

M g CIZ
,

0
.

2 5 m mo l/L d N T P (dA T P
,

dC T P
,

d G T P

和 d T T P )
,

0
.

1 U T a q D N A p o lym e r a se (In V it ek )
,

o
,

4 m m o l几 p r im e r ,

d d H Z O 补齐 8 拜L
,

混匀
,

离心

收集
。

在 P e R 扩增仪 (Pe R s y st e
m 9 7 0 0

,

PE )上进

行反应
,

反应程序
: 9 4 ℃变性 5 m in

,

94 ℃变性 30
5

一 3 6 ℃退火 3 0 5
~ 7 2 ℃ 延伸 1 m in

,

4 5 个循环后
,

9 5 ℃变性 5 m in
,

然后在 4 ℃保存
。

本实验中引物

均购自O pe ro n
公司

。

1
·

2
·

3 d p R妙
D 反应体系 反应条件基本 同上

,

只在引物加人上有所差异
,

在 d p R A PD 反应中同时

加人荧光标记引物和非荧光标记引物
。

其中荧光标

记 引 物 有 3 种
:

OPD IIFAM
,

OPG 1 9 T e t 和

OPH 1 5H e x 。

1
.

2
.

4 扩增产物的分离与显色 R AP D 反应中
,

扩

增产物通过聚丙烯酞胺凝胶电泳分离
。

电泳在 1 义

T BE 缓冲液中先做 4 0 W
,

50 ℃预电泳 10 m in
,

然后

调整至 1 00 W
,

50 ℃电泳 Z h
。

分离后的 D N A 片段采用 Bas sa m 等 [s] 的银染

法显色
。

用 10 % 醋酸固定 10 m in
,

然后蒸馏水漂洗

3 次
,

每次 3 m in
,

再在 0
.

2 % A g N O 3 (含 甲醛 )溶液

中染色 30 m in
,

再转人 6
.

0 % N a Z CO 3 (含甲醛和硫

代硫酸钠 )显 色
,

直至 出现清晰的 D N A 条 带
,

再放

人 10 % 醋酸终止反应
,

最后于蒸馏水中漂洗后取出

风干
。

d p R A PD 反应中
,

经 PCR 扩增后
,

取其 中的 1

拜L 扩增产物在 G e n e t ie A n a ly z e r
(AB I p r io m 3 1 0 )上

进行分析
,

剩余部分按上述方法进行聚丙烯酞胺凝

胶电泳分离
。

2 结果与分析

2
.

1 R A P D 与 d pR A P D 检测多态性标记频率

本实验采 用 了从 O PA 一 O PE
、

OPK 及 OPL 7

组共 140 个随机引物
,

应用萝 卜一 甘蓝型油菜标准

系筛选萝 卜基因组的特异性标记
。

在 R A PD 分析

中
,

每个扩增 反应使用单个 随机引物 ; 在 d p R”D

分析中
,

每个反应使用一个 随机引物结合三个荧光

标记引物中的一个进行双引物扩增
。

表 1 R A p n 与 d pR A PD 反应扩增产生的

萝卜染色体特异标记数t

引物组 RAP D
+ OPD llFAM

dpRAPD

+ OPG 1 9Te t + OP H15He
x

OP A 24 47 34 37

OP B 14 37 30 一

OP C 21 59 29 一

OP D 2 0 34 35 一

OPE 57 49 36 一

OPK 27 32 34 23

OP L 24 20 22 18

总计 187 278 220 78

576

占总数比率(%) 1
.

33 1
.

9 8 1
.

5 7 1
.

30

1
.

69

注 :表中
“

一
”

指无该组合

在 R A PD 分析 中
,

共得到 18 7 条萝 卜染色体特

异谱带
,

平均每个随机引物产生 1
.

33 个特异标记
。

在 d p R A PD 分析中
,

共得到 576 条萝 卜染色体特异

谱带
,

平均 每个随机 引物组 合产生 1
.

69 个特异标

记
。

其中与 O PD IIFA M 结合的组合产生特异标记

的频率最高
,

每组合平均为 1
.

98 个标记 ;其次是与

OPG 19 T et 结合 的引物组合
,

平 均每个 组 合产生

1
.

5 7 个标记 ;只有与 O PH 15 H ex 结合的组合产生特

异标记的频率(1
.

30 )略低于 R AP D 分析 (1
.

33
,

见

表 1 )
。

说 明采用双 引物组合的 dp R APD 方法 比

R A PD 方法产生更多的多态性标记
,

而且其数量与
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不同的引物组合有关
。

2
.

2 特异带的质最

根据电泳和银染结果
,

将所获得 的特异标记按

谱带 的强弱
、

相邻两条带的距离分成很好
、

好
、

差 3

类
。

其中很好指带型清晰
、

相邻带距离较远
,

最容易

辨析 的标 记
,

如 萝 卜 G 染 色体 标 记 O PA0 9 +

O PD llFAM一0 0
,

F 染 色 体 标 记 OPA0 9 +

OPD llFAM 4 4 7 和 H 染 色 体 标 记 OPA0 9 +

O PD ll F AM礴0 1 ; 好指 带 型清 晰或相 邻 带距 离较

远
,

能比较容 易辨认的标记
,

如萝 卜C 染色体标记

OPA0 9 + O PD l lFAM
一

3 3 8 ; 差指带型很 弱而且相邻

谱带 紧挨
,

不易分 辨的标记
,

如萝 卜F 染色体标记

OPA0 9 + O PD IIFAM
一

2 2 5 (图 1 )
。

标记的分子大小相同
,

并且为同一条染色体所特有
,

则它们被视为相 同标记
。

在与 O PD IIFA M 组合产

生的 2 7 8 个 d p R A PD 标记中
,

有 19 个与相应单引物

产 生 的 R A PD 标 记 相 同
,

其 重 复 率 为 6
,

8 % ; 与

OPG 1 9 T e t 组合所得的 2 2 0 个 d p R A PD 标记 中有 4 1

个与 相 应 的 R A PD 标 记相 同
,

重 复率 18
.

6 % ; 与

O PH 15 H e x 组合所得的 7 8 个 d p R A PD 标记 中
,

有 9

个 为 重 复 标 记
,

重 复 率 为 1 1
.

5 %
。

从 总 体 上 看

d p R AP D 与相应的 R A P D 标记重复率为 12 %
,

表明

d p R A PD 方法能扩 增 出更多 与相应 R A PD 不 同的

特异片段
,

可以大大提高标记效率
。

表 2 R A PD 与 d p R A PD 方法产生特 异标记质 t 比较

引物组
R A I

〕
D dPR APD

O PA 5 14 5 3 7 4 2 39

O PB

O PC

O PD

OPE

O PK

O PI

总计

占总数百分率(% )

1
.

O PA0 9 + OPD llFA M
一

5 0 0 (G ) ; 2
.

O PA0 9 + OPD llF
,

AM
一

4 4 7 (F ) ;

3
.

O PA 0 9 + OPD llFA M
一

4 0 1 (H ) ; 4
.

O PA0 9 + O PD l lFAM
一

3 3 8 (C ) ;

5
.

OPA 0 9 + OPD llFAM
一

2 2 5 (F )

图 1 引物组合 0 PA0 9 + O PD i 1 FA M 扩增的萝 卜

染色体特异标记

据统计
,

R A PD 方法所获布气的 1.8 7 条萝 卜染色

体特异标记 中
,

有 1 41 条属 于很好或好
,

占总数 的

75
.

4 % ; 而 d p R A PD 方法所产生 的 576 条萝 卜染色

体特异标记 中
,

有 4 4 7 条属 于很好或好
,

占总数的

7 7
.

6 %
,

略高于 R A PD 方法
。

说明 dP R A PD 方法扩

增产生 的特异带质量相对较高(表 2 )
。

2
.

3 d p R A PD 产 生的特异标记与相应的 R A PD 标

记的重复率

比较 d p R A PD 与相应的 R A PD 标记
,

如果两个

2
.

4 扩增片段大小

在 R A PD 分析 中
,

由于绝大多数扩增 片段大于

2 0 0 bp
,

其扩增产 物采用聚丙烯 酞胺凝胶 电泳分离

的时间通常为 3 h
。

而用 同样 的方法分离 d p R A PD

扩增产物
,

小于 2 00 b p 的片段 就不容易检测得到
,

但如果 电泳时间改为 Z h
,

则会有更多 的
、

分子大小

介 于 10 0 一 2 0 0 b p 的片段检测到
。

这说 明与 R A PD

分析相 比
,

d p R A PD 方法扩增 的 D N A 片段更小
。

2
.

5 应用 G en e tie A n a一yz e r 进行 d p R A p D 分析

在 d p R A p D 反应中由于加入 了荧光标记引物
,

其扩增产物有的两端都 带有荧光标记
,

有 的只在一

端带荧光而另一端无荧 光
,

有 的两端均 不带荧光
。

在聚丙烯酞胺凝胶 电泳 中
,

经银染显 色后
,

d p R A PD

反应 的所有扩增产物都能检测到
,

而在 G en et ic A n -

al yz er 上只有带荧光 的扩 增产物才 能检测 到
,

它 以

峰状 显 示 多 态 性
。

如 利 用 引 物 组 合 O P A09 +

O PD IIFA M 扩增的产物在 G e n e ti。 A n a ly z e : 上分析

得 到 萝 卜 H 染 色 体 的 特 异 标 记 OPA 09 +

O PD IIFA M一9 7
、

F 染 色 体 的 特 异 标 记 O PA Og +

OPD IIFA M
一

44 4 以及 G 染色体的特异标记 O PA0 9

+ O PD llFA M
一

4 9 8 (图 2 )
,

在图 1 中
,

这些标记以谱

带状显示
。

用 G en eti
c A na ly z e :

分析扩增 片段
,

分子
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大小更精确
,

理想 的检测 范围为 35 一 50 0 bp
,

因此
,

在 d p R A PD 分析 中若结合 聚丙烯 酞胺凝胶 电泳和

G en et ic A na lyze r ,

则对 Pc R 扩增产物的检测范围可

扩大到 3 5 一 2 0O0 bp
。

个结果
。

因此
,

在遗传指纹分析 中 d p R A PD 方法可

以获得更多的信息
。

从实验结果看
,

不 同引物组合对分析的效率有

影响
。

OPD ll 的引物组合检测 到的萝 卜染色体 特

异标记频率最高
,

而 OP G 19 的引物组合扩增谱带与

相应的 R A PD 扩增谱带重复最 多
。

但 本实验使用

的引物数 目有限
,

这种差异到底有多大
,

还需进一步

证明
。

比较 d p R A PD 与相应的 R A p D 特异扩增产物
,

平均只有 12 % 重复
,

重复率很低
。

w el sh 等仁“」也发

现类似情况
,

他们认为可能是由于在 PCR 扩增 时小

片段在延伸 中比大片段更有效
。

另外
,

双引物组合

中的一个引物标记荧光后
,

其 R A PD 扩增产物也能

在 G e n e ti。 A n a ly z e : 上进 行分析
。

而 G e n e tic A n a -

ly ze : 一次可同时分析 3 个 由不 同荧光标记 的引物

组合扩增的产物
,

与经典 R A PD 分析 比较
,

大大节

省了时间
。

图 2 引物组合 0 P A 0 9 + O PD l lFAM 扩增产物

在 e
姗

tie A n a lyz e r
上分析结 果

3 讨论

近 20 多年来
,

分子标记技术研究发展很快
。

在

多种分子标记中
,

R A PD 技术 因其操作简便
、

快速
、

成本相对较低等优点而被广 泛应用 于多个领域
,

如

种质资源的鉴定
、

分类与保存
、

遗传多样性研究
、

品

种纯度鉴定
、

突变检测
、

遗传图谱 的构建
、

基因的标

记与定位克隆
、

基因组 比较等
。

在 R A PD 方法基础

上
,

本文采用 了与荧光标记结合的双引物扩增方法

分析萝 卜一 甘蓝型油菜 中萝 卜基因组
,

结果表明其

分析效率高于经典的 R A PD 方法
,

提高 了试剂 的利

用率
。

在实际研究 中
,

根据实验需要可 自由组合任

何两个随机引物
。

假设有 N 个引物
,

在 R A PD 方法

中只能得到 N 个 分析结果
,

而 d p R A PD 则能组合

成 N (N 一 l) /2 个引物对
,

也就育自导到 N (N 一 1) /2
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