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女贞 ＲAPD-PCＲ 实验条件的优化
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( 1． 海南广播电视大学，海南，海口，570208; 2． 海南大学 苦丁茶研究所，海南，海口，570228)

摘 要: 采用单因素梯度试验对影响女贞 ( Ligustrum lucidum Ait． ) ＲAPD 扩增的若干重要影响因素 ( 包括

MgCl2、dNTPs、随机引物、TaqDNA 聚合酶浓度、模板 DNA 用量，以及退火温度与循环次数等) 进行了优化。

优化后的女贞 ＲAPD-PCＲ 反应体系为: 每 25 μL 体积中含 10 × 反应 buffer 2． 5 μL，2． 5 mmol·L －1 MgCl2 3． 0

μL，0． 2 mmol·L －1 dNTPs 0． 5 μL，2． 0 U Taq 酶 0． 4 μL，0． 4 μmol·L －1 引物 1． 0 μL，DNA 模板 60 ng。PCＲ

扩增程序: 在 94 ℃条件下预变性 4 min，然后依次在 94 ℃条件下变性 30 s，38 ℃条件下退火 45 s，72 ℃条件下

延伸 2 min; 进行 40 个循环，最后在 72 ℃条件下延伸 10 min，并于 16 ℃条件下保存。以该优化的 ＲAPD 反应体

系对木犀科女贞属植物不同居群间的女贞种质材料的扩增，均能获得丰富而清晰的条带，且重现性好。
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女贞( Ligustrum lucidum Ait． ) 系木犀科女贞属植物，是木犀科苦丁茶的主要种类之一，其嫩芽可代

茶，果实、种子、树皮、叶和根等部位均可入药［1 － 2］，尤其是其果实( 即女贞子) 中含有多种五环三萜类、皂
苷、多糖、油酸及微量元素等多种化学成分［3］，在临床上主要治疗眩晕耳鸣、腰膝酸软、须发早白、目暗不

明、慢性支气管炎、冠心病、高脂血症、高血糖、肝炎等多种疾病［4 － 5］。目前，有关女贞的研究主要集中在化

学成份和药用功效等方面［3 － 5］，未见有利用 ＲAPD 分子标记手段，研究女贞种质资源遗传多样性的相关报

道。ＲAPD ( Ｒandom Amplified Polymorphic DNA，随机扩增多态性 DNA) 分析技术因其具有快速简便和实

验成本低廉等优点，现已被广泛应用于种质资源的遗传多样性检测、种间关系的确定、物种鉴定、遗传图

谱的构建以及种苗质量鉴定等领域。但 ＲAPD 分析结果的可重复性，一直是人们关注的焦点［6 － 8］。因此，

笔者采用单因子试验系统地研究了女贞 ＲPAD 反应中的各种重要影响因子，建立了一套适用于对木犀科

女贞属苦丁茶大批量种质材料进行 ＲAPD 分析的优化的反应体系。

1 材料与方法

1． 1 供试材料 实验材料取自海南大学苦丁茶研究所苦丁茶种质资源圃中定植的第 30 号种质材料，取

0． 6 g 嫩芽提取其基因组 DNA 作为实验的模板 DNA。
1． 2 女贞基因组 DNA 的提取 采用改良 CTAB 法［9］提取女贞基因组 DNA，用紫外分光光度计测定其

OD 值，并采用 w = 0． 8 %的琼脂糖凝胶电泳检测其完整性; 将 DNA 样品释稀成 20 ng·μL －1，用于 ＲAPD
反应体系的优化实验。
1．3 ＲAPD-PCＲ 扩增反应及优化实验设计 ＲAPD-PCＲ 基本反应体系的组成为: 10 × 反应 buffer 2． 5 μL，

0． 2 mmol·L －1 dNTPs 0． 4 μL，2． 5 mmol·L －1 MgCl2 3． 0 μL，Taq 酶 2． 0 U，DNA 模板 60 ng，0． 4 μmol·
L －1引物 1． 0 μL，用无菌超纯水补足至 25 μL。在优化实验前进行预备实验，以初步筛选出具有较好扩增
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结果的引物，使之在优化实验时能获得理想的实验结果。ＲAPD-PCＲ 反应体系的优化实验按单因子梯度设

置进行( 见表 1) 。在保持其他因子完全不变的条件下，改变单一因子，以确定每种单因子比较适宜的浓度。
预备实验: 本研究试验了 3 个引物，每个引物均设计了 3 个退火温度梯度，即 37，38，39 ℃ ; 基本扩增

程序: 在 94 ℃条件下预变性 4 min 后再分别变性 30 s; 37，38，39 ℃条件下退火 45 s; 然后在 72 ℃条件下

延伸 120 s; 进行 40 次循环; 再于 72 ℃条件下延伸 10 min。扩增产物于 16 ℃条件下保存。在通过单因子

试验获得优化的反应体系后，采用该体系，以基本扩增程序进行了循环次数分别为 25，30，35，40，45，50 和

55 次的一系列 ＲAPD-PCＲ 扩增实验，确定最佳的循环次数。根据引物理论退火温度原理［10］，共设计了 8
个退火温度梯度，即 35，36，37，38，39，40，41，42 ℃，所购引物进行退火温度筛选，筛选出其扩增条带丰富、
带型清晰而稳定的引物，并确定其适宜的退火温度。

取扩增产物 8． 0 μL 和 2． 0 μL 上样缓冲液( 含 w = 40 %蔗糖及 w = 0． 25 %溴酚蓝) 均匀混合，点样于

w = 1． 5 % 的琼脂糖凝胶( 含 0． 5 μg·mL －1的 EB) 的上样孔中，以 100 bp plus DNA ladder 作为对照相对

分子质量标准，在 0． 5 × TBE 缓冲液中电泳 1． 5 ～ 2． 0 h( 电压 5 V·cm －1 ) ，然后，在 Gel Doc XＲ 型凝胶成

像分析系统下照相并记录，检验、分析优化结果。

表 1 ＲAPD-PCＲ 体系优化的因素与水平

Tab． 1 The factors and levels used in the optimization of ISSＲ-PCＲ reaction system

水平
Levels

Mg2 + 浓度 /
( mmol·L －1 )

Concentration of Mg2 +

dNTPs 浓度 /
( mmol·L －1 )

Concentration of dNTPs

Taq 酶用量 /U
Dosage of Taq
polymerase

模板用量 / ng
Dosage of

Template DNA

引物用量 /
( μmol·L －1 )
Dosage of primer

1 0 0 0 0 0

2 1． 5 0． 10 0． 5 10 0． 4

3 2． 0 0． 15 1． 0 20 0． 6

4 2． 5 0． 20 1． 5 40 0． 8

5 3． 0 0． 30 2． 0 80 1． 0

6 3． 5 0． 40 2． 5 160 1． 2

7 4． 0 0． 50 3． 0 240 1． 4

8 4． 5 0． 60 3． 5 320 1． 6

2 结果与分析

2． 1 预备实验结果 从图 1 可以看出，引物 S22 在 3 个温度梯度中扩增出的条带均有拖尾现象，背景模

糊( 1 ～ 3 泳道) ; 引物 S28 在 3 个温度梯度中均能扩增出清晰的条带( 4 ～ 6 泳道) ; 引物 S30 在 3 个温度梯

度范围内，扩增出的条带模糊，背景不清晰( 7 ～ 9 泳道) 。根据预实验的结果，本实验选用 S28 作为优化其

他因子的引物。
2． 2 模板 DNA 用量对女贞 ＲAPD-PCＲ 扩增的影响 从图 2 可以看出，在不加 DNA 模板的条件下，没

有扩增出条带( 1 泳道) ; 当模板 DNA 用量在 10 ～ 320 ng 范围时，所扩增出的条带丰富而清晰，带型一致

且稳定( 2 ～ 8 泳道) 。这表明，女贞的模板 DNA 用量对 ＲAPD-PCＲ 扩增结果之影响不明显，其适宜的范

围较宽。本实验结果支持汪小全等人的观点，即模板 DNA 的量对 ＲAPD 的条带影响不大，但对扩增产物

的量有不同程度的影响［11］。根据上述实验结果，本研究中在对其他因子进行优化时，采用的模板 DNA 用

量确定为 60 ng。

573第 4 期 赵 峰等: 女贞 ＲAPD-PCＲ 实验条件的优化



图 1 预备实验

泳道 1 ～ 3 的引物为 S22; 泳道 4 ～ 6 的引物为 S28; 泳

道 7 ～ 9 的引物为 S30。3 个引物的退火温度依次为

37，38，39 ℃
Fig． 1 Preparative experiment of annealing temperature
Lanes 1 to 3: Primer S22; Lanes 4 to 6: S28; Lanes 7
to 9: S30． The annealing temperatures of 3 primers were
37，38，39 ℃，successively

图 2 模板 DNA 用量试验

M 为 100 bp plus DNA ladder; 1 ～ 8 号泳道的浓度分

别为 0，10，20，40，80，160，240 和 320 ng
Fig． 2 Testing of dosage of Template DNA

Lane M: 100 bp plus DNA ladder; Lanes 1 to 8: the
treatments at template concentrations of 0，10，20，40，

80，160，240，320 ng，respectively

2． 3 Mg2 + 浓度对女贞 ＲAPD-PCＲ 扩增的影响 Mg2 + 浓度是影响 ＲAPD-PCＲ 结果的重要变量之一，它

可以通过影响 Taq DNA 聚合酶的活性而影响到 ＲAPD-PCＲ 扩增结果［12］。因此，选择适宜的 Mg2 + 浓度是

决定 ＲAPD-PCＲ 反应成败的关键因素之一。Mg2 + 浓度的变化对 ＲAPD-PCＲ 扩增条带的数量和强弱均有

较大影响。从图 3 可知，在不加 Mg2 + 和 Mg2 + 浓度为 1． 5 mmol·L －1的情况下，均不能扩增出条带( 1 ～ 2
泳道) ，表明，没有 Mg2 + 或 Mg2 + 浓度太低时，均不能有效地激活 Taq 酶活性。这可能是由于在该条件下，

模板、引物及 dNTPs 竞争与 Mg2 + 结合，导致用于激活 Taq 酶的自由 Mg2 + 不足，造成酶活力显著下降，进

而导致扩增反应失败的缘故。当 Mg2 + 浓度为 2． 0 mmol·L －1 时，只能扩增出 3 条弱带( 3 泳道) 。随着

Mg2 + 浓度的进一步提高，扩增出的条带数量及其亮度均有所增加，其带型基本一致，条带丰富，而且清晰

( 4 ～ 8 泳道) 。当 Mg2 + 浓度大于 3． 0 mmol·L －1时，泳道的背景加深，并呈现有拖尾现象( 5 ～ 8 泳道) 。由

此可见，Mg2 + 浓度过高会使反应出现非特异性扩增，故在本研究的 ＲAPD-PCＲ 扩增反应中，Mg2 + 浓度确

定采用 2． 5 mmol·L －1。

图 3 Mg2 + 浓度试验

M 为 100 bp plus DNA ladder; 1 ～8 号泳道的浓度分别

为 0，1． 5，2． 0，2． 5，3． 0，3． 5，4． 0 和 4． 5 mmol·L －1

Fig． 3 Testing of Mg2 + concentration
Lane M: 100 bp plus DNA ladder; Lanes 1 to 8: the
Mg2 + concentrations of 0． 0，1． 5，2． 0，2． 5，3． 0，3． 5，

4． 0，4． 5 mmol·L －1，respectively

图 4 Taq 酶浓度试验

M 为 100 bp plus DNA ladder; 1 ～ 8 号泳道的浓度分

别为 0，0． 5，1． 0，1． 5，2． 0，2． 5，3． 0 和 3． 5 U
Fig． 4 Testing of Taq concentration

Lane M: 100 bp plus DNA ladder; Lanes 1 to 8: Taq
concentrations of 0． 0，0． 5，1． 0，1． 5，2． 0，2． 5，3． 0，

3． 5 U，respectively
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2． 4 Taq DNA 聚合酶的用量对女贞 ＲAPD-PCＲ 扩增的影响 TaqDNA 聚合酶是 Mg2 + 的依赖性酶。因

此，选择合适的 Taq DNA 聚合酶对 PCＲ 扩增反应至关重要。本实验设置了 1 个对照和 7 个 TaqDNA 聚合

酶浓度梯度。从图 4 可知，当 TaqDNA 聚合酶用量在 0． 5 ～ 1． 0 U 内时，虽均有扩增产物生成，但扩增出的

条带数明显较少( 2 ～ 3 泳道) ; 当 TaqDNA 聚合酶用量为 1． 5 ～ 3． 0 U 时，所扩增出的条带丰富且清晰，带

型基本一致 ( 4 ～ 7 泳道) ; 当聚合酶用量为 3． 5 U 时，相对分子质量在 2 000 bp 以下的 2 条带均明显变暗

( 8 泳道) 。为了节约成本，本研究的 ＲAPD 扩增实验中，DNA 聚合酶的用量确定采用 1． 5 U。
2． 5 dNTPs 浓度对女贞 ＲAPD-PCＲ 扩增的影响 从图 5 可以看出，当 dNTPs 浓度在 100 ～ 400 μmol·
L －1范围内时，扩增出的带型一致，条带数较多，而且清晰( 2 ～ 6 泳道) ; 当浓度为 500 ～ 600 μmol·L －1时，

虽能扩增出条带，但其条带数随着 dNTPs 浓度的增加而减少( 7 ～ 8 泳道) 。为节约实验成本，本实验在进

行 ＲAPD-PCＲ 扩增时，采用的 dNTPs 浓度确定为 200 μmol·L －1。
2． 6 引物浓度对女贞 ＲAPD-PCＲ 扩增的影响 从图 6 可以看出，没有引物( 对照) 不能扩增出条带( 1
泳道) ; 当引物浓度在 0． 4 ～ 1． 0 mmol·L －1范围内时，其扩增结果的差异不显著，带型基本一致，但在该浓

度范围内，随着引物浓度的递增，扩增强度随之略有递增，且趋于稳定( 2 ～ 5 泳道) ; 当引物浓度为 1． 2 ～
1． 6 mmol·L －1时，扩增条带的亮度虽明显加深，但开始出现轻微的弥散现象，且扩增出的弱小片断之条

带有所增加( 6 ～ 8 泳道) 。考虑到在 ＲAPD-PCＲ 反应中，引物用量过少会导致扩增量不足，而用量过多则

会导致非特异性扩增，故笔者将引物的适宜浓度确定为 1． 0 mmol·L －1。

图 5 dNTPs 浓度试验

M 为 100 bp plus DNA ladder; 1 ～ 7 号泳道的浓度分

别为 0，100，150，200，300，400，500 ，600 μmol·L －1

Fig． 5 Testing of dNTPs concentration
Lane M: 100 bp plus DNA ladder; Lanes 1 to 8: dNTPs
concentrations of 0． 0，100，150，200，300，400，500
and 600 μmol·L －1，respectively

图 6 引物浓度试验
M 为 100 bp plus DNA ladder; 1 ～8 号泳道的浓度分别

为 0，0． 4，0． 6，0． 8，1． 0，1． 2，1． 4 ，1． 6 μmol·L －1

Fig． 6 Testing of primer concentration
Lane M: 100 bp plus DNA ladder; Lanes 1 to 8: primer
concentrations of 0． 0，0． 4，0． 6，0． 8，1． 0，1． 2，1． 4
and 1． 6 μmol·L －1，respectively

2． 7 反应循环次数对女贞 ＲAPD-PCＲ 扩增的影响 从图 7 可以看出，当循环次数为 25 次时，只能检测

到少量扩增产物( 1 泳道) ; 当循环次数 25 ～ 35 次时，随着循环次数的增加，条带数亦随之增加，亮度亦较

明显，但其背景颜色较深( 2 ～ 3 泳道) ; 当循环次数为 40 次和 45 次时，其扩增结果一致，均能扩增出丰富

的条带，且其条带清晰而稳定( 4 ～ 5 泳道) ; 当循环次数达到 50 次和 55 次时，条带之亮度虽更加明显，但

其背景颜色过深( 6 ～ 7 泳道) 。
一般说来，在扩增结果符合要求的前提下，循环次数越少越好。因为过多的循环次数有可能导致一

些非特异性产物的干扰，而且发生错误的比例亦会上升［13］。本实验结果，女贞的 ＲAPD-PCＲ 反应体系的

循环次数为 40 次较合适。
2． 8 退火温度和延伸时间对女贞 ＲAPD-PCＲ 扩增的影响 从图 8 可以看出，在 35 ～ 37 ℃条件下，扩增

出的条带有明显拖尾现象，其背景模糊( 1 ～ 3 泳道) ; 38 ℃时所扩增出的条带清晰，可重复性好( 4 泳道) ;

当温度在 39 ～ 41 ℃范围时，随着温度的升高，有一主条带逐渐缺失( 5 ～ 7 泳道) ; 当温度升至 42 ℃时，条

带的亮度虽明显，但背景模糊，有弥散拖尾现象，说明存在非特异性扩增。
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图 7 循环次数试验

M 为 100 bp plus DNA ladder: 1 ～ 7 号的循环次数分

别为 25，30，35，40，45，50 和 55
Fig． 7 Testin g of cycles

Lane M: 100 bp plus DNA ladder; Lanes 1 to 7: the
cycles of amplification: 25，30，35，40，45，50 and
55，respectively

图 8 退火温度的影响

泳道 M 为 100 bp plus DNA ladder，泳道 1 ～ 8 分别为

程序 P35，P36，P37，P38，P39，P40，P41 和 P42
Fig． 8 Effect of annealing temperature

Lane M: 100 bp plus DNA ladder; Lane 1 to 8: P35，

P36，P37，P38，P39，P40，P41 and P42，respectively

退火温度是影响扩增特异性的主要因子之一。退火温度过高会引起引物不能与模板牢固结合，导致

DNA 扩增效率下降; 温度过低则可能造成引物与模板错配，从而导致非特异性产物增加。Williams 曾指

出，在 ＲAPD-PCＲ 扩增中，40 ℃以上的复性温度会使 10 个碱基的随机引物之 PCＲ 反应受到抑制［14］。因

此，笔者选择 38 ℃作为适宜的退火温度。
通常采用的 Taq 酶其最适延伸温度一般为 70 ～ 75 ℃，通常采用 72 ℃作为 ＲAPD 反应的延伸温度。

延伸时间主要根据欲扩增片段的长度来确定。本实验中设置了 30，60，90，120 s 等 4 种延伸时间。结果

显示，延伸时间为 120 s 时，扩增的条带数最多，且较清晰。这与陈宏等［15］和 Bielawski 等［16］所述的扩增

产物最大片段的大小和强度随延伸时间的加长而增加的研究结果相一致。Bielawski 等的实验证明，不同

的延伸时间( 30，60，120 s) 会导致带谱的差异。在本实验条件下，女贞的 ＲAPD-PCＲ 实验最佳延伸时间

为 120 s，故以 120 s 作为女贞 ＲAPD-PCＲ 扩增优化的延伸时间。
经反复试验，在以上优化的实验条件下多次对女贞种质材料 ＲAPD-PCＲ 进行扩增，均能获得理想的

扩增结果( 图 9) 。

图 9 引物 S60 对部分女贞种质材料的扩增结果

Fig． 9 Amplifications of part of Ligustrum germplasm materials with primer S60

3 讨 论

ＲAPD 标记已广泛应用于植物种质资源的遗传多样性分析、亲缘关系检测、品种鉴定以及育种材料的

早期选择等方面。与其他分子标记方法相比较，ＲAPD 分子标记方法具有实验检测手段简单、快速、实验
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成本低廉等明显优点，但其可重复性不如 AFLP 等分子标记方法，扩增带谱容易受到外界因素的影响，从

而直接影响到 ＲAPD 分析的准确性和可靠性。而 ＲAPD 带谱的准确性与稳定性是 ＲAPD 进行遗传多样性

分析的前提条件。因此，为了获得准确而稳定的 ＲAPD 带谱，在对批量样品进行 ＲAPD 分析前，对 ＲAPD-
PCＲ 扩增条件进行优化是很有必要的。

目前，有许多学者考虑到各影响因素之间可能存在互作效应而采用正交设计实验，然后采用 SAS 软

件对试验结果进行分析，从而找出优化的实验条件。笔者认为，正交设计实验需要对试验结果实行“打

分”，这种评价方法本身就带有一定的主观成分，故势必会影响软件分析的实验结果。本实验在设计对照

的条件下，运用单因素试验方法，选定其各影响因子比较适宜的浓度，用于下一个因子的优化。这样，既

考虑了各因素之间可能存在的互作效应，又可以减少由于“打分”评价带有的主观成分导致的误差，从而

使实验结果更加客观。
根据实验结果，可以将女贞 ＲAPD-PCＲ 分析优化的实验条件归纳如下:

反应体系组成: 每 25 μL 体积中含 10 × 反应 buffer 2． 5 μL，25mmol·L －1的 MgCl2 3． 0 μL，0． 2 mmol·
L －1的 dNTPs 0． 5 μL，2． 0 U 的 TaqDNA 聚合酶 0． 4 μL，0． 4 μmol·L －1 的引物 1． 0 μL，DNA 模板 60 ng。
PCＲ 扩增程序: 在 94 ℃条件下预变性 4 min，然后在 94 ℃条件下变性 30 s，38 ℃条件下退火 45 s，72 ℃条

件下延伸 120 s; 进行 40 个循环，在 72 ℃条件下延伸 10 min; 扩增产物于 16 ℃条件下保存。
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Optimization of the Experimental Conditions for ＲAPD-PCＲ
of Ligustrum lucidum Ait．

ZHAO Feng1，LIU Guomin2，LI Juanling2，ZHANG Qiwen2，FU Wei2，ZHANG Enhua2

( 1． Hainan Ｒadio and TV University，Haikou 5700208; 2． The Kudingcha Ｒesearch Institute of Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: Ligustrum lucidum Ait． was used as the experimental material for ＲAPD-PCＲ． Some important fac-
tors，such as the concentrations of MgCl2，dNTPs，random primers，Taq polymerase and template DNA as well
as the annealing temperature and the cycles of amplification，were optimized by single factor experiment in order
to establish the optimal ＲAPD-PCＲ system and procedure． Stable ＲAPD-PCＲ reaction parameters for L． lucid-
um Ait． were determined and optimized． 2． 5 μL 10 × PCＲ buffer; 3． 0 μL 25 mmol·L －1 MgCl2 ; 0． 5μL
dNTPs，0． 4 μL Taq polymerase，1． 0 μL primers，and 60 ng DNA template were contained in 25 μL reaction
solution． The PCＲ amplification program was to pre-denature at 94 ℃ for 4 min，then denature at 94 ℃ for 30s，
anneal at 38 ℃ for 45 s，extend at 72 ℃ for 2 min，and conduct 40 cycles with the last extension at 72 ℃ for
10 min． The amplified products were stored at 16 ℃ ． With this optimized ＲAPD reaction system the DNA of
L． lucidum Ait． was amplified to produce rich，clear and repeatable bands．
Key words: Ligustrum lucidum Ait． ; ＲAPD; impact factors; system optimization．
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