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黄瓜cDNA．AFLP分析体系的建立
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摘要：以黄瓜为研究材料，研究了影响cDNA—AF冲反应体系的几个关键因素，建立了适宦黄瓜的cDⅣA’AFLP分析

体系，并得到了较为清晰可辨的cDNA—AFLP指纹图谱。结果表明．适用于黄瓜dscDHA的酶切组合为z却I和-如I，

dscDNA酶切用量为300 ng，用作预扩增模板的连接产物稀释倍数为l倍，作为选择性扩增模板的预拶增反应产物的

适宜稀释倍数为30倍。
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Establishment of cDNA-AFLP Analysis System for Cuclmber
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Abstract：Afler 8yste瑚tic8l studies on tlle factors a饪＆ti“g cDNA—AFljP analysis 8ystem of cucuHlber，an叩ti“zed

system was established which showed a di出nct electmphoretogram 0f cDNA—AFLP 111e resu】Ls indicated that the restIic-

tion en2yme colllbination was TⅡ叮I and V甲I，the dos89e 0f dscDNA was 300 Ilg，th ligation products usi“g as te“1plafe

of pre一姗pli6cation were diluted t0 one time，and th8 p工e一叫lpli6cation products u8i。增as tefnplate of select—ampH矗c撕on
were diluted to 30 times．
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cDNA—AFIP(cDNA ampli6ed fmgment len舛h poly—

morphism)技术是Bachem等“o以AFLP为基础发明

的用于RNA指纹分析的方法。该技术具有灵敏度

高、检测的基因覆盖面广，且不需要预先知道序列信

息等优点，已成为转录基因组学研究的重要工具和

寻找差异表达基因的有效手段L2 J。cDNA—AFLP技

术自创立以来，在植物发育、逆境胁迫反应以及植物

生理调控等相关基因的分离方面得到了广泛应用。

目前已从马铃薯⋯、牵牛花⋯、玉米”、棉花。“、草

菇’6 o等植物中分离和克隆出多个有价值的基因。但

是该技术操作要求高，步骤繁琐，长期以来，人们多

是采用由中心试剂盒和引物试剂盒组成的商品化的

试剂盒(AFLP分析系统)进行分析，价格昂贵。而且

对于其关键技术参数，如限制性内切酶组合的选择、

dscDNA酶切用量、用作预扩增模板的连接产物和作

为选择性扩增模板的预扩增产物的稀释倍数等，则

因物种不同而有所差异。黄瓜是一种重要的蔬菜作

物，对其基础理论和重要经济性状进行分子水平研

究，具有重要意义。目前，利用cDNA．AFIP技术对

黄瓜进行相关研究鲜见报道，且未曾见到对黄瓜

cDNA。AFLP分析体系的研究。本研究拟以黄瓜为

试材，建立适合黄瓜的廉价、高效cDNA—AF廿分析

体系，为进一步分离、克隆及定位黄瓜差异表达基因

奠定基础。

l材料和方法

1．1材料

非单性结实的全雌黄瓜材料，以赤霉素诱导雄

花。雄花和雌花均在开花前1～2 d束扎花冠进行

隔离。开花当天7：30～8：30人工授粉。开花当天
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未经授粉子房作为授粉前的幼果样品，授粉后6，

12，24，36，48，72 h的幼果等质量混合后作为授粉后

的幼果样品。

1．2方法

1．2．1 总RNA的提取和cDNA的合成 用上海生

工的uNIO．10柱式TRIZOL总RNA抽提试剂盒分别

提取授粉前和授粉后幼果样品的总RNA，用Pol，A‘r—

tract。mRNA IsolaIion svstemⅢ(Profne帮，IJsA)磁珠

法纯化P0lv A+RNA。采用MMLv第一链cDNA合

成试剂盒(sangon，shan曲ai)合成单链cDNA(sscD—

NA)，用大肠杆菌DNA聚合酶l和置换法合成eDNA

第二链(dscD—A)。dscDNA用等体积的氯仿抽提，取

上清液，加入o。1倍体积的乙酸钠(pH 5，2)和2．5

倍体积冷无水乙醇，一20℃沉淀后，溶于无菌ddH20

中，调整浓度至500 n∥”I．。

1．2．2 dscDNA酶切用量的选择 分别取100，300

和500 ng的dscDNA，用7如I和脚I两种限制性内
切酶酶切。在0 2 mI．的离心管中分别加入不同用

量的dscDNA，10×Y+／T肌901“Buffer 4止，丁的I(10

u／皿)1止，补ddH20至40止，充分混匀，65℃保温

2 h。然后将离心管冰浴，加入下列组分：lO×Y+／

Tan90。”Btl雎r 1 J￡L，脚I(10 u／止)l皿，ddH20 8

止。37。C保温2 h，70℃加热10 frIin结束反应，电泳

检测结果，确定台适的酶切用量。向选用的dseDNA

用量的酶切反应液中加入以下组分：死口I双链接头

(表1)(50“mol／L)l止，脚I双链接头(表1)(50

肛mol／L)l pL，10×T4DNA H爵ase Bu∞fbr 6弘L，T4DNA

Ligase(3 u／pL)l pL，ddH20 l pL，轻轻混匀后离心3

—5 s，16℃连接2 h。

1．2．3预扩增 扩增反应分为2个步骤进行。首

先利用无选择碱基引物进行预扩增，然后利用具有

2个选择碱基引物进行选择性扩增(预扩增及选择

性扩增引物序列见表1)。将连接产物进行l倍和

lO倍稀释后，分别取5“L作为预扩增反应的模板，

加入z幻I预扩增引物(10 pmol／L)1止，唧I预扩
增引物(10肛mol／L)1『』L，10×PcR Buffer(+Mgcl2)

2．5 fIL，dNTP Mix(10 m㈨1／L)O．5肛，野‘DNA Poly—

merase(5 u／止)O 2皿，ddH20 14．8皿，混匀，离心3

～5 s，按下述PcR条件进行扩增：94℃变性3 min；

94℃变性30 s，56℃退火30 s，72℃延伸l嘶n，共15

个循环；72℃延伸7 111in。确定用于预扩增反应的连

接产物适宜稀释倍数。

1．2．4选择性扩增 将预扩增反应产物10，30和

50倍稀释后，作为选择性扩增的模板，进行选择性

扩增。反应总体积为25血，包括模板DNA 5止，

细I选择性扩增引物(10 pmol／L)l止，脚I选择
性扩增引物(10"m。l／L)1血，lO×PcR Bu雎r 2，5

pL，MgCl2(25 mmol／L)l 5弘L，dNTP Mix(10唧ol／L)
0．5弘L，z如DNA Polymemse(5 u／pL)O．13 pL，ddH20

13．37血，依据下述反应条件进行PcR扩增：94℃变

性30 s，65℃退火30 s(一0．7℃／每个循环)，72℃延

伸1 min，共13个循环；94℃变性30 s，56℃退火30

s，72℃延伸1 Il】in，29个循环；720C延伸7 min。扩增

结束后，琼脂糖电泳检测结果，确定选择性扩增模板

的适宜稀释倍数。

表l引物及接头序列

Tab．1 PriIIler and a山ptor sequences

愁鬻盥曲。。序触一⋯AdaDton and口nmers

‰J双链接头

-如T双链接头

5’．(nCGATGAGTCCT(MC一3’

3：TAC。I℃ACGACT【七C一5。

57．CTCCfrAGACI℃CGTACC一，

3：C个GACGCATGGAl：5’

脚I预扩增引物 5：GAcGATGA∞ccTGCAccGAc一3。
‰J预扩增引物 5，_cTcGl、AGAcTGcGllAccTAAT_3，

彻I选扩增引物 5，-GAcGA他AG代cTG∽cGAcNN一3
‰I选扩增引物 5：cTc(玎AGAcTGcGTAccTAATNN一3，

1．2．5产物检测 取扩增成功的选择性扩增产物

6．5与3 5血变性液(98％去离子甲酰胺，10

mmoL／L EDTA(pH 8．O)，0．25％溴酚蓝及二甲苯氰)

混匀，94℃变性5血n，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6

血冰浴变性混合液上样，恒功率80 w电泳至二甲

苯氰距胶下缘2／5处停止。银染显色。在x光胶片

观察灯下，用目测法统计结果。

2结果与分析

2．1总RNA和mRNA的质量

用uNIO．10柱式TR上ZOL总RNA抽提试剂盒提

取授粉前和授粉后2个幼果样品的总RNA。经紫外

分光光度计测定，2个幼果样品总RNA的0D2鲫／OD瑚

值都在1．6～I 7之间，取2皿RNA进行琼脂糖凝胶

电泳。电泳结果显示，28 s rRNA亮于18 s rRNA，且

条带清晰(图1)，表明总RNA的纯度和完整性较高，，

采用Prome嗣公司的P0ly皿ract。m刚A IsolatioⅡsys．
temⅢ分离纯化的mRNA，经紫外分光光度计测定，授

粉前和授粉后2个幼果样品InRNA的Olb∞／OD280值

都在2．2～2．5之间，说明·nRNA样品的纯度较高，基

本未被其他物质污染。取2皿mRHA进行琼脂糖凝

胶电泳，从电泳图谱(图2)可以看出，“州A从300 bp

至2 kb的范围呈弥散分布，表明rnRNA比较完整，基

本没有被降解，符合进一步试验的需要。合成的
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dscDNA经进一步的纯化后符合AFLP技术要求。

M LuIlbda DHA／＆DR I+H【nd IIl M盯ker；1授粉|j{『的幼果样品

2授粉后的幼果样品(网2同)

M Idmb【ja DNA／踟R I+mLd III Ma山er；1 YoLL峭hult befwe

PoUln¨10n；2 Y0uIIg hLt血e。p0U1nallon

图1总RNA电泳图谱

Fig．1 Tot—RNA ekctrophoretogram

M hmbda nNA／胁JR I+埘Hd III Muk盯；1。2授粉后的幼粜样品；

3，4授书}前的幼皋样品；5阴性对照；1．3稀释1倍的连接产物．

2，4稀释lo倍的连接产物

M＆ne Ruk 50 bp[}NA Ladd盯；1，2 YoL⋯ghlnim7l圳lnⅢⅢ儿，

3，4 Y。“nghlt befom倒h帅n；5 cK；l，3 i x11舻㈨pr_)ducts；
2，4 lO×Hgallon∽duets

图3不同连接产物浓度的预扩增图谱

Fig．3 PR，ampl计沁atio“pancrn from出Ikrential

c帅雌ntra吐on 0f ligation products

2．4预扩增产物稀释倍数对选择性扩增的影响

影响选择性扩增结果的因素很多，其中预扩增

产物稀释倍数对扩增结果的影响最大，稀释倍数太

大，扩增条带减弱，稀释倍数太小，发生拖带，带型模

糊难以辨别。凶此，本试验对预扩增产物稀释倍数

进行丁】0，30和50倍对比试验，发现稀释30倍后

的选择性扩增效果最好(图4)。

图2 mRNA电冰幽谱

Fig，2 mRNA elemophor咖gmm

2．2 d解DNA的酶切用量

dscDNA的完全酶切是多态性得以检测的根本

保证，而影响酶切完全的一个重要因素就是dscDNA

酶切用量。dscDNA量过多，容易导致酶切不完全，

过少，则模援浓度太低。本研究比较了100，300，500

ng dscDNA的酶切效果，结果表明，500 ng的dscD—

wA，酶切电泳后得到的谱带少，且谱带多集中在测 样羔：蒜羔嘉：涮i嚣：。?：嵩嘉j’：蔫；嚣髻淼；
序胶的上部；100“g的dscDNA，所得谱带浓度较低5 3，4 30倍稀释产物；5，6 50倍稀释产物

300”g的dscD州A，能够得剑浓度合适、大小适宜的 M LamI)da DNA／‰R T+埘“IJIII M血州l，3．5 Y。unghll血甜

谱带。}l：|此确定50“酶切体系中以300“g dscDNA p。111m。“；2，4，6 7m⋯g mⅢ㈨’肼掣ujll山。n；7。‘；

为官、 1，2 10。dlh】。n；3，4 30。dilLl‘1。”；5·6 50。‰⋯1

：：f’连接产物稀释倍数对预扩增反应的腓 篙。篙芝=竺嚣慧等黧=
预扩增足为选择性扩增提供模板，并埘模板起 mlute tim目o，pmⅢ衄ca60。prod。I!ts

选择性纯化作用，因此预扩增引物一般只含有一个 2．5部分选择性扩增产物电泳及银染检测结果
选择性碱基或不含，选择性能较差，因此大量的扩增 通过刘影响。DNA—AFLP反应体系关键技术参
产物在琼脂糖凝胶中往往形成连续的一片。本试验 数的优化，建立了黄瓜的。DNA—AFLP分析体系，并
对影响预扩增反应的关键网子连接产物稀释倍数进 对部分选择性扩增产物进行了电泳及银染榆测，结
行了优化，结聚显示，连接产物稀释1倍后的预扩增 果显示扩增条带清晰、扩增信号强度基本一敛、扩增

产物较亮、较宽，且一致性较好(图3)，说明预扩增 条带密度分布均匀，且主要分布于100．300 bp之间
效果较好，为选择性扩增提供了良好的模板。 (图5)，说明以上优化和建立的黄瓜。DNA—AFLP分

析体系可以廊川于黄瓜的cDM～一AFLP分析。
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图5部分选择性扩增产物的银染结果

Fig．5 s叶cr staini“g resIllts 0f辨veral

鲥ect-蛐plmcatjo”pr(，ducts

3 讨论

cD^A—AFLP程痔多且复杂，任何·步的疏忽都

会影响试验结果。在黄瓜的cnNA—AFLP分析过程

中应注意以下几个问题。首先，总RNA和rⅡRNA的

纯度及完整性是cDNA—A兀。P顺利完成的关键步骤。

mRNA的质量将直接影响到c-DNA合成的效率以及

所有的后续试验，用于AFT．P分析的模板dscDNA只

有完整无降解才能够真实地反映出细胞内的遗传信

息。因此，从黄瓜组织分离完整兀损、纯度高羽『无基

凼组DNA污染的RNA是试验成败的关键。其次，

限制性核酸内坷酶组合的选择也很重要。可用于

AFTIP分析的限制性核酸内切酶有多种，包括＆oR

I，肼ld TTT，nz I，划II，姗ⅡlI，尬B I，细I和脚I
等。但是不同的物种，选择的限制性核酸内切酶组

合电略有不1一J。为了使酶切片段大小分布均匀，一

般采用2个限制性内切酶，一个6 bp的，一个4 b1)

的。n叮I和脚I位点在cDNA中相对广泛存
在⋯，是进行cDNA—AF伸分析的常用酶切组合。我

们分析了曰前在GenBank中登记的4()2条黄瓜全K

和近全长cDNA序列，其中，19 7％(79／402)的序列

有bp I和mq l酶切位点，56 7％(228／402)至少有2

个肠g I位点，推测mq I和砾f)T酶切组合可能剥

黄瓜76．4％(307／402)的cDNA序列进行有效分析。

凼此，本研究选用％q I和bp I酶切组合是合理可

行的。另外，PcR扩增反应分预扩增和选择性扩增，

在整个试验中起着决定性的作用。预扩增不仅是检

验酶切和连接效果的必要手段，而且也决定了选择

性扩增的成败。只有预扩增片段范围较亮、较宽而

且样品问一致性较好的DNA才能作为AFLP选择性

扩增的模板。适宜稀释倍数的预扩增产物经选择性

扩增后才能得到高质量的指纹图谱。应用本试验建

立的黄瓜cDNA-AFIJP体系，对部分选择性扩增产物

进行了电泳及银染检测，得到了带纹清晰可辨、扩增

信号强度基本一致、扩增条带密度分布均匀的指纹

图谱，说明该体系可以用于黄瓜的cDNA—AFⅡ分

析。
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