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与苦丁茶冬青雄性性状连锁的 RAPD标记

罗轶奇，李娟玲，刘国民，成善汉，潘学峰，翟丽艳
( 海南大学 苦丁茶研究所，海南 海口 570228)

摘 要: 通过正交试验设计对影响苦丁茶冬青 RAPD-PCR反应的 5 种因素 4 水平进行优化试验，最终确定
苦丁茶冬青 RAPD-PCR的最佳反应体系为: 在 25 μL反应体系中，DNA模板 20 ng，Mg2 + 2． 5 mmol·L －1，引物

浓度为 0． 3 μmol·L －1，Taq聚合酶浓度为 2． 0 U，dNTPs浓度为 200 μmol·L －1。最佳的 RAPD-PCR扩增程
序为: 94 ℃ 预变性 5 min，然后 94 ℃ 变性 30 s，36 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 120 s，进行 40 个循环，最后 72 ℃
延伸 10 min; 4 ℃ 保存。然后通过 RAPD技术筛选了 91 条随机引物，共计有 24 条引物能在雌 /雄 DNA/样品
池间显示多态性，其中引物 S164 和 S191 分别扩增得到 2 个雄性特异标记 S164 － 900 和 S191 － 800。经多次
重复实验，RAPD标记均能在雄性个体中稳定出现，故此标记可应用于苦丁茶冬青性别的早期鉴定。
关键词: 苦丁茶冬青; RAPD标记; 优化; 性别鉴定
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“苦丁茶”并非指一种特定的植物，而是我国民间一大类传统代茶饮料的统称。苦丁茶主要有两大类，一
是以苦丁茶冬青( Ilex kudingcha) 为代表的冬青科苦丁茶; 另一类则是以粗壮女贞( Ligustrum robustum) 为代
表的木犀科苦丁茶。苦丁茶冬青除含有多种维生素、多种氨基酸以及矿质元素等营养成分，还富含苦丁茶苷
元、熊果酸、蛇麻脂醇、α －香树脂醇等多种功能成分，能显著降低血液总胆固醇、甘油三脂及低密度脂蛋白
( LDL) 的含量 ，改善血液粘稠度，对高血压、动脉血管硬化症、肥胖症、冠心病、便秘、咽喉肿瘤、慢性咽喉炎等
多种疾病有显著疗效。除此之外，苦丁茶冬青为多年生常绿阔叶树，树体、花序、果实，均具有良好的观赏价
值，是一种珍贵的园林绿化树种，常作为人道树种植于公园或庭院，亦作为中心树种植于回车道或花坛［1 － 4］。

苦丁茶冬青是雌雄异株的多年生乔木，性生理成熟期长，在其童期无法通过外部形态区分其性别。采用传统
的常规杂交育种面临许多困难，耗时，工作量大，手续繁杂。因此，对苦丁茶冬青性别进行早期鉴定已成为苦
丁茶冬青育种中急需解决的问题。分子标记技术可以为苦丁茶冬青的育种工作提供强有力的辅助作用，可
以大大加速育种的进程。利用与性别决定基因紧密连锁的分子标记，完全有可能在短时间内对苦丁茶冬青
的性别进行早期鉴定。RAPD分子标记具有技术简单、操作方便和 DNA样品用量少等优点，因此，得到广泛
应用。国内外有不少学者已利用 RAPD分别找到与银杏( Ginkgo biloba L． ) 、菠菜( Spinacia oleracea L． ) 、阿
月浑子( Pistacia vera L． ) 、毛白杨( Populus tomentos Carrière) 等植物性别相关的 RAPD 标记［5 － 9］。但由于
RAPD分子标记技术是建立在 PCR反应基础之上的分子标记技术，其反应体系不同会产生不同的结果，为了
确保 RAPD分析结果的可靠性和可重复性，进行 RAPD-RCR反应体系优化研究是十分必要的。本研究运用
正交实验方法，对影响 RAPD 结果的主要影响因子( dNTPs 浓度、Taq 酶用量、模板 DNA 浓度、引物浓度和
Mg2 +浓度用量) 和热循环参数( 退火温度、循环次数等) 进行了优化，建立了一套适用于苦丁茶冬青种质材料
RAPD分析的优化反应体系，并运用该优化的反应体系，利用 S164 和 S191 两条 RAPD引物分别扩增得到了
2个与雄性性状连锁的 RAPD特异标记 S164 －900和 S191 －800。
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1 材料与方法

1． 1 供试材料 苦丁茶冬青嫩叶，取自海南大学苦丁茶种质资源圃。

1． 2 主要试剂与仪器
1． 2． 1 试剂 CTAB( 十六烷基三甲基溴化铵) 、Tris( 三氯氨基甲烷) 、EDTA( 乙二胺四乙酸) 购自广州威
佳科技有限公司; RAPD引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成; DNA Marker( λDNA /HindⅢ) 、
100 bp plus DNA ladder、琼脂糖凝胶回收试剂盒购自中科瑞泰( 北京) 生物科技有限公司; Taq DNA poly-
merase和 4 × dNTP mix购自上海申能博彩生物科技有限公司。
1． 2． 2 仪器 离心机，电热恒温水浴锅，移液枪，紫外分光光度计，icyclerTM Thermal Cycle型 PCR仪，水平
电泳仪，UVP凝胶成像系统等。
1． 3 实验方法
1． 3． 1 苦丁茶冬青 DNA的提取及 DNA池的构建 采用李娟玲等［10］改良的 CTAB 法提取苦丁茶冬青基
因组 DNA，用紫外分光光度计检测 DNA浓度和纯度，采用 w = 0． 8%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量。

将样品释稀成 40 g·L －1，分别等量混合 10 份雌、雄性种质材料的 DNA，分别构成雌、雄性 DNA样品池。
1． 3． 2 利用正交设计对苦丁茶冬青 RAPD体系进行优化 参考张凤琴等［11］的方法选取影响苦丁茶冬青
RAPD-PCR反应体系的 5 个因素( DNA模板、Mg2 +、引物、Taq DNA 聚合酶和 dNTPs) ，比较其适宜的浓度
范围( 见表 1) ，选用 L16 ( 4

5 ) 正交表在 4 个水平上进行实验( 见表 2) ，2 次重复。RAPD-PCR扩增程序参考

张凤琴等［11］的方法设定。
表 1 苦丁茶冬青 RAPD-PCR 反应体系正交组合试验设计的因素与水平

水平
因素

DNA/ng Mg2 + / ( mmol·L －1 ) 引物 / ( μmol·L －1 ) dNTPs / ( μmol·L －1 ) Taq DNA聚合酶 /U
1 20 1． 0 0． 1 150 1． 0

2 40 1． 5 0． 2 200 1． 5

3 60 2． 0 0． 3 300 2． 0

4 80 2． 5 0． 4 400 2． 5

表 2 RAPD-PCR体系优化正交试验设计 L16 ( 4
5 )

编号 DNA/ng Mg2 + / ( mmol·L －1 ) 引物 / ( μmol·L －1 ) dNTPs / ( μmol·L －1 ) Taq DNA聚合酶 /U
1 20 1． 0 0． 1 150 1． 0
2 20 1． 5 0． 2 200 1． 5
3 20 2． 0 0． 3 300 2． 0
4 20 2． 5 0． 4 400 2． 5
5 40 1． 0 0． 2 300 2． 5
6 40 1． 5 0． 1 400 2． 0
7 40 2． 0 0． 4 150 1． 5
8 40 2． 5 0． 3 200 1． 0
9 60 1． 0 0． 3 400 1． 5
10 60 1． 5 0． 4 300 1． 0
11 60 2． 0 0． 1 150 2． 5
12 60 2． 5 0． 2 200 2． 0
13 80 1． 0 0． 4 200 2． 0
14 80 1． 5 0． 3 150 2． 5
15 80 2． 0 0． 2 400 1． 0
16 80 2． 5 0． 1 300 1． 5
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1． 3． 3 退火温度及循环次数的确定 根据引物的理论退火温度，设置 5 个温度梯度对其退火温度进行优

化。参考张凤琴等［11］的方法，设置 5个循环次数对苦丁茶冬青的 RAPD-PCR反应的循环次数进行优化。

1． 3． 4 在雌、雄 DNA样品池间筛选出有差异的引物 采用经正交优化后的苦丁茶冬青 RAPD 实验条件

和扩增程序对 91 条 RAPD引物进行筛选，筛选出背景干净、条带清晰明亮、无拖尾的引物和剔除无法对苦

丁茶冬青扩增以及扩增效果差的引物。分别以苦丁茶冬青雌、雄 DNA样品池的 DNA混样作为模板，对有

效引物再做进一步筛选，选出能在雌、雄 DNA样品池中扩增出有差异性片段的引物。

1． 3． 5 用单样验证雌、雄 DNA样品池间有差异的引物 分别用组成雌、雄 DNA样品池的 DNA 单样( 包

括雌、雄种质材料的 DNA单样各 10 份) ，对雌、雄 DNA样品池间有差异的引物进行验证，找出与苦丁茶冬

青性别相关的 RAPD标记。

图1 苦丁茶冬青基因组DNA琼脂糖凝胶电泳检测结果

M为 λDNA/HindⅢ ，1 ～ 8 为苦丁茶冬青 DNA

2 结果与分析

2． 1 苦丁茶冬青基因组 DNA 质量检测及雌、雄基因

池的构建 采用经改良的 CTAB 法提取的 DNA 呈无

色絮状沉淀。其电泳结果显示: 条带完整，带型清晰明

亮，无拖尾现象( 见图 1 ) 。经分光光度计检测的苦丁

茶冬青基因组 DNA的 OD260 /OD280均约为 1． 8，说明苦

丁茶冬青基因组 DNA的纯度高，用这种方法提取的苦

丁茶冬青 DNA能满足 RAPD-PCR 分析实验要求。选取 C-020，C-026，C-031，C-083，C-037，C-040，C-071，

C-084，C-075，W-074，共计 10 份雌性苦丁茶冬青种质材料的 DNA，等量混合，组成雌性 DNA样品池; 选取
C-013，C-021，C-025，C-034 ，C-059，C-061，C-078，C-092，C-094，C-115，共计 10 份雄性苦丁茶冬青种质材

料的 DNA，等量混合，组成雄性 DNA样品池。

2．2 RAPD-PCR实验条件正交设计结果直观分析 正交设计优化的 RAPD-PCR产物电泳结果见图 2。参

照何正文等［12］的方法，依据条带的多少及其明亮程度和背景的清晰度对 PCR 扩增结果依次打分。将电泳条

带数量丰富、清晰、稳定的最佳组合记 16分，最差的组合计 1分( 见表 3) 。

图 2 正交实验结果

泳道 M为分子质量标准( 100 bp plus DNA ladder) ，泳道 1 ～ 2 为 1 号组合，泳道 3 ～ 4 为 2 号组合，以此类推
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表 3 各正交组合的评分

重复
各处理的评分

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Ⅰ 5 12 14 15 1 4 9 13 1 7 11 16 6 10 3 8
Ⅱ 5 12 14 15 1 3 9 13 1 7 11 16 6 10 4 8
总计 10 24 28 30 2 7 18 26 2 14 22 32 12 20 7 16

参照刘新亮等［13］的方法，首先对试验结果进行极差分析，极差 R 反映了影响因素对反应体系的影响
大小，R值越大，说明相关因素对实验体系的影响越显著。由表 4 可知，各因素水平的变化对苦丁茶冬青
RAPD-PCR反应的影响从大到小依次为: Mg2 +﹥模板 DNA﹥ dNTPs﹥ Taq DNA聚合酶﹥引物。

表 4 正交设计实验结果的极差分析

评分项
因素

DNA Mg2 + 引物 DNTPs Taq DNA
Y

K1 92． 00 26． 00 55． 00 80． 00 57． 00
K2 53． 00 65． 00 65． 00 84． 00 60． 00
K3 70． 00 64． 00 76． 00 60． 00 79． 00
K4 55． 00 104． 00 74． 00 46． 00 74． 00
k1 11． 50 3． 25 6． 88 10． 00 7． 13 8． 44
k2 6． 63 8． 13 8． 13 10． 50 7． 50
k3 8． 75 8． 00 9． 50 7． 50 9． 88
k4 6． 88 13． 00 9． 25 5． 75 9． 25
R 4． 87 9． 75 2． 62 4． 75 2． 75

2． 3 RAPD-PCR实验条件正交设计结果方差分析
2． 3． 1 模板 DNA用量对 RAPD-PCR反应的影响 DNA 模板用量是影响 RAPD-PCR 扩增效果的 1 个重
要因子。在一定范围内，PCR的产量会随着模板浓度的升高而增加，但当模板浓度过高时，有可能导致非
特异性产物的出现，从而影响 PCR扩增结果［14］。经多重比较分析后发现，本试验中 DNA 模板用量为 20
ng时，与 DNA模板用量为 40，60，80 ng处理水平间的差异均达到显著水平( 见图 3) ，故本实验的 PCR确
定 DNA模板用量为 20 ng。
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图 3 DNA模板用量对 RAPD-PCR的影响 图 4 Mg2 +浓度对 RAPD-PCR的影响

2． 3． 2 Mg2 +浓度对 RAPD-PCR反应的影响 Mg2 +浓度对 PCR 扩增的特异性和产量有显著的影响。它
不仅影响 Taq酶的活性，还能与反应液中的 dNTPs、模板 DNA 及引物结合，影响引物与模板的结合效率，
模板与 PCR产物的解链温度以及产物的特异性和引物二聚体的形成［15］。经多重比较分析后，发现本试
验 Mg2 +浓度为 2． 5 mmol·L －1时与Mg2 +浓度为 1． 0，1． 5 和 2． 0 mmol·L －1处理水平的差异均达到显著水
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平( 见图 4) 。故确定 PCR体系中的 Mg2 +浓度为 2． 5 mmol·L －1。
2． 3． 3 引物浓度对 RAPD-PCR 反应的影响 引物浓度关系到 PCR 扩增产物的质量，浓度太低，其与
DNA模板结合位点就少，不能进行有效的扩增; 浓度太高则会促使引物错误地引导非特异性产物二聚体
的生成［16］。经多重比较分析后发现，本试验中引物浓度为 0． 3 μmol·L －1时，与引物浓度为 0． 1，0． 2，0． 3
μmol·L －1处理水平的差异均达到显著水平( 见图 5) ，故选择引物浓度为 0． 3 μmol·L －1。
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图 5 引物浓度对 RAPD-PCR的影响 图 6 dNTPs浓度对 RAPD-PCR的影响

2． 3． 4 dNTPs浓度对 RAPD-PCR反应的影响 dNTPs 浓度过高，可能会导致聚合酶掺入错误，影响扩增
的特异性，还会与 Taq DNA 聚合酶竞争 Mg2 +，从而使 Mg2 +总量下降，影响聚合酶的活性; 如果 dNTPs 浓
度过低则会使 dNTPs过早消耗使产物单链化。本实验 dNTPs 浓度为 200 μmol·L －1时，PCR 效果显著好
于其他水平( 见图 6) ，故选用 200 μmol·L －1为 dNTPs浓度。
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图 7 Taq DNA 聚合酶浓度对 RAPD-PCR 的影响

2． 3． 5 Taq DNA 酶用量对 RAPD-PCR 反应的影响 在
PCR反应中 Taq DNA 聚合酶的浓度过高会使试验成本增
加，且会导致非特异性产物增加; 浓度过低时，酶在 PCR 过
程中过早消耗完，导致产物合成率下降。在本实验中，Taq
DNA聚合酶为 2 U 时，扩增效果与其他水平具有显著性差
异( 见图 7) ，这说明 Taq DNA聚合酶对苦丁茶冬青的 RAPD
实验有较大影响，故采用 2． 0 U 为 Taq DNA 聚合酶用量。
最终确定本实验的 RAPD 反应体系为: 25 μL 反应体系组
成: 10 × buffer 2． 5 μL，Mg2 + 2． 5 mmol·L －1，DNA 模板 20
ng，引物 0． 3 μmol·L －1，Taq酶 2． 0 U，dNTPs 200 μmol·L －1。
2． 3． 6 PCR扩增程序参数对 RAPD-PCR反应的影响 引物退火温度偏低，会导致电泳图谱的背景模糊，
且条带偏弱; 引物退火温度偏高，会导致扩增产物少，且不利于长片段产物的扩增。本实验选用 AU04 引
物，循环次数为 40，参考 AU04 理论 Tm值，设置 33，34，35，36，37 ℃ 5 个温度梯度，测定 RAPD 合适的退
火温度。结果( 见图 8) 表明，5 个退火温度的扩增效果均良好，无显著差异。由于在允许的温度范围内，
较高的温度会提高反应特异性，减少非特异性产物的生成，因此，本实验选用 36 ℃作为退火温度。

RAPD-PCR循环次数不够，扩增产物少，会导致部分谱带不能够被检测; 过多的循环次数可导致一些
非特异性的产物干扰，发生错配的比例会上升，引起弥散现象。本实验选用 AU04 引物，退火温度为
36 ℃，设置 25，30，35，40，45 ℃ 5 个循环参数，测定 RAPD 合适的循环次数。实验结果( 见图 9) 表明: 25
次循环时，无法检测到扩增产物; 30 次和 35 次循环时，扩增产物产量不足，条带较弱且部分条带缺失; 40
次和 45 次循环时，扩增产物亮度高，清晰度好。由于在可以检测到扩增片段的条件下，循环次数以较少
为好，因此，确定 40 次循环为本实验的最佳反应参数。由此确定最佳的 RAPD-PCR扩增程序为: 94 ℃ 预
变性 5 min，然后 94 ℃ 变性 30 s，36 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 120 s，进行 40个循环，最后 72 ℃ 延伸10 min;
4 ℃保存。
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图 8 退火温度对 RAPD-PCR的影响 图 9 循环次数对 RAPD-PCR的影响

2． 4 苦丁茶冬青 RAPD 雄性特异标记的获得 以雄性种质材料 C-013 的基因组 DNA 为模板，在 91 条
引物中筛选出 79 条能对苦丁茶冬青基因组的 DNA进行有效扩增，其中 28 条可在雌 /雄 DNA样品池间显
示出多态性，引物筛选结果见图 10。这 24 条引物中，有 2 个引物 S164 和 S191 获得了苦丁茶冬青雄性特
异片段，其中 S164 得到约 900 bp雄性特异片段( 见图 11) ，暂命名为 S164-900; S191 得到约 800 bp 的雄
性特异片段( 见图 12) ，暂命名为 S191-800。经多次重复实验，RAPD标记均能在雄性个体中稳定出现，故
此标记可应用于苦丁茶冬青性别的早期鉴定。

图 10 部分引物在雌 /雄 DNA样品池扩增的结果
M为相对分子质量标准，♀: 雌性种质材料，♂: 雄性种质材料

3 讨 论

从现有文献来看，利用 RAPD分子标记技术得到的 DNA标记序列都是非编码序列，且多含有分散存

在的重复序列［16］。片段序列分析结果表明，本实验得到的苦丁茶冬青雄性特异标记序列也是非编码序
列，且多含 A或 T的重复序列框。目前，利用 RAPD 技术从雌雄异株植物扩增出的性别特异性片段大小
一般在 150 ～ 2 500 bp 之间，而且这些标记大多是雄性特异性的。对于那些有明确性染色体的物种来说，
此标记可能是与雄性相连锁的，因为雄性一般是异型染色体。但在那些性染色体还未鉴定的物种中，存
在雄性连锁的标记表明该物种存在性染色体或者是该标记是与性别决定基因紧密连锁的［17］。
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图 11 S164 引物在 20 份苦丁茶冬青种质材料中的扩增结果
M为相对分子质量标准，♀: 雌性种质材料，♂: 雄性种质材料

图 12 S191 引物在 20 份苦丁茶冬青种质材料中的扩增结果
M为相对分子质量标准，♀: 雌性种质材料，♂: 雄性种质材料

RAPD标记具有成本低、操作简单等特点，在种质资源遗传多样性分析［18］和基因标记［19］等方面有广
泛的应用。但由于其在显示特异性标记的同时还显示了其他信息，专一性不强，且稳定性差，不易重复等
显著缺点限制了它的发展。在 RAPD标记基础上进一步发展的 SCAR标记十分稳定，专一性强，有效地解
决了 RAPD标记的上述问题［20］。将 RAPD标记转化为 SCAR标记是当前分子标记的一个重要研究方向，

将本研究获得的 RAPD片段进行测序，并根据测序结果设计 SCAR 引物，从而将其转化为 SCAR 标记，这
将是苦丁茶冬青性别早期鉴定的下一步研究方向。
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RAPD Markers Linked to the Male Character
of Ilex kudingcha C． J． Tseng

LUO Yi-qi，LI Juan-ling，LIU Guo-min，CHENG Shan-han，PAN Xue-feng，ZAI Li-yan
( Kudingcha Research Institute，Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: An orthogonal design was made to optimize RAPD-PCR amplification system of Ilex kudingcha in 5
factors ( DNA template，Mg2 +，primer，dNTPs，Taq polymerase) at 4 levels，respectively． Through comprehen-
sive analysis，an optimized RAPD-PCR reaction system，was established: 10 × buffer 2． 5 μL，20 ng DNA tem-
plate，2． 5 mmol·L －1 Mg2 +，0． 3 μmol·L －1 primers，2． 0 U Taq polymerase，and 200 μmol·L －1 dNTPs in
the 25 μL reaction system，and the optimized RAPD-PCR amplification program: predenaturing at 94 ℃ for 5
min，then denaturing at 94 ℃ for 30 s，elongation at 36 ℃ for 30 s and extension at 72 ℃ for 120 s，running
for 40 cycles，and final extension at 72 ℃ for 10 min． The products were stored at 4 ℃ ． Furthermore，a total
number of 91 random primers were screened in the RAPD-PCR． Polymorphic fragments were detected with 24
primers in female and male DNA samples pools． Two male-associated fragments ( S164-900 and S191-800) were
respectively generated with S164 primer and S191 primer． Repeated experiments indicated that these RAPD
markers appeared stably in male individuals． So these RAPD markers can be applied to identify the sex of the
young plantlets of Ilex kudingcha C． J． Tseng at the early stage．
Key words: Ilex kudingcha C． J． Tseng; RAPD marker; optimization; sex identification
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