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摘要:建立柳杉 Cryptomeria fortunei CAPS 反应优化体系是进行柳杉遗传多样性研究的前提 。

通过对影响柳杉 CAPS遗传标记反应体系结果主要因子的研究 , 确定了最佳的柳杉 CAPS扩

增反应体系:含有 2.0μL 10×Buffer , 0.08 mmol·L
-1

dNTPs , 200 mg·L
-1
铸型 DNA , 1.5 mmol·

L
-1

MgCl2 , 0.1μmol·L
-1
引物和 41.675 nkat Taq DNA聚合酶的 20μL反应液 。扩增程序是 94

℃预变性 5 min , 然后 94 ℃变性40 s , 58 ℃退火 40 s , 72 ℃延伸80 s , 共 35个循环 , 然后在

72 ℃延伸 5 min。PCR产物 10.0μL , 加入 2.0 μL 10×Buffer , 83.350 nkat内切酶 , 7.5μL双

蒸水构成 20μL酶切反应体系 。图 5表 1参 8
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柳杉 Cryptomeria fortunei 为我国特有种 , 常绿针叶乔木 , 是重要的用材和绿化树种 , 主要分布于

浙江天目山 、龙泉 , 福建南屏 、沙县 , 江西庐山及云南昆明等地。由于西天目山的生境条件适合柳杉

的生长 , 成为此地个体最大的建群树种 , 为西天目山最具特色的森林植被之一 。以老殿附近为中心 ,

分布有较大面积 , 天然林与人工林并存 。西天目山也由此以 “大树华盖闻九州” 而驰名中外
[ 1]
。近年

来 , 西天目山柳杉林呈现出逐渐衰退的迹象 。加强柳杉林的遗传多样性水平是解决西天目山柳杉林退

化的根本措施之一 , 同时柳杉林的个体经历了几百年甚至千年的环境胁迫和选择 , 本身就是一个珍惜

的种质资源基因库。把握该基因库的遗传多样性和遗传结构 , 对其育种利用也具有现实意义。CAPS(

cleaved amplified polymorphic sequence , 切割的扩增产物多态性序列)
[ 2, 3]
是将特异引物 PCR与限制性酶

切相结合而产生的一种 DNA标记技术 , 具有操作简便快捷 , 自动化程度高 , 所需 DNA量极少 , 结果

稳定可靠 , 且为共显性分子标记 , 含有的遗传信息大等优点
[ 2 ～ 5]

, 已成功应用于遗传多样性和遗传结

构等研究
[ 6]
。实验通过对影响柳杉 CAPS 遗传标记反应体系主要因子的研究 , 确定了柳杉 CAPS遗传

标记反应体系中最佳的 PCR扩增反应体系和酶切反应体系 , 为今后进一步研究柳杉遗传多样性和遗

传结构提供了技术支持。

1　材料与方法

1.1　材料

本实验使用的材料采自西天目山柳杉林 , 采取的针叶装入塑料袋 , 置于低温保鲜箱 , 带回实验室



置于-80 ℃冰箱待用 。所用试剂除注明外 , 均购自上海生工生物工程公司 。

1.2　DNA提取及检测

DNA提取采用改良 CTAB法
[ 7 ,8]

, 取约0.3 g 左右的针片 , 加液氮中迅速研磨成粉末 , 转入预热的

600μL CTAB提取液[ 20 g·kg
-1

CTAB , 20 mmol·L
-1

EDTA , 0.1 mol·L
-1

Tris (pH8.0), 1.4 mol·L
-1

NaCl]

中 , 加入 30μL 的巯基乙醇 , 于 65 ℃水浴 40 min。加入等体积氯仿∶异戊醇(24∶1), 混匀后离心(4

℃, 10 min , 1万 r·min
-1
)。取上清液 , 加入等体积的异丙醇 , 轻轻混匀 , 于-20 ℃下冰冻 2 h。离心

(条件同上), 弃上清液留沉淀物使其自然风干;用 600 μL 双蒸水充分溶解 , 离心(条件同上), 将上

清液移入干净的 1.5 mL 离心管中 。加入 300 μL 饱和酚和 300 μL 氯仿∶异戊醇(24∶1)抽提 2 h , 离心

(条件同上)取上清液;在上清液中再加氯仿∶异戊醇(24∶1)抽提 2次 , 离心(条件同上), 取上清液;

加入 1/10体积的3 mol·L
-1

NaAc和2倍体积的无水乙醇 , 轻轻混匀 , 于-20 ℃冰冻2 h;离心(条件同

上), 弃上清液 , 将沉淀物用乙醇洗涤后 , 自然晾干。加入 100μL TE溶解 , -20 ℃保存 。

用紫外分光光度计(DU800)和凝胶自动成像系统(VDS)检测 DNA , OD260/OD280为 1.8 , 电泳条带

清晰完整的DNA用于实验分析 。

表 1　Mg
2+
, dNTP , 引物 , DNA浓度和内切酶活性梯度

Table 1　Test to Mg2+ , dNTP , primer , DNA and restriction enzyme concentration

编号
Mg2+浓度/

(mmol·L-1)

dNTP浓度/

(mmol·L -1)

引物浓度/

(μmol·L-1)

DNA 质量浓度/

(mg·L -1)

内切酶活性/

nkat

1 2.4 0.18 0.40 200 133.360

2 2.1 0.16 0.35 20 116.690

3 1.8 0.14 0.30 100.020

4 1.5 0.12 0.25 83.350

5 1.2 0.10 0.20 66.680

6 0.9 0.08 0.15 50.010

7 0.10

8 0.05

　　说明:内切酶活性按 1U=16.67 nkat换算。

1.3　优化实验设计

PCR反应体系的优化:从

影响 PCR扩增的因素如Mg
2+
,

dNTP , 引 物 [ CD1216 (5 '

GCCAAGACCCTGAGCAAATC 3' , 5'

CCTGTGCGAAAGCCAATCAA 3')] ,

铸型 DNA 的质量浓度梯度设

计实验(表 1)。PCR 扩增在

PE9700进行 , 扩增的反应程

序:94 ℃预变性 5 min , 然后

是94 ℃变性 40 s , 58 ℃退火

40 s , 72 ℃延伸80 s , 共 35个

循环 , 然后在 72 ℃延伸 5

min , 4 ℃结束扩增
[ 9]
。取 10μL 扩增产物经 10 g·kg

-1
琼脂糖凝胶电泳观察扩增结果。

酶切反应的优化:设计内切酶的浓度梯度(表 1)。PCR产物经酶切后用 30 g·kg
-1
琼脂糖凝胶电泳

观察结果 。

2　结果与分析

2.1　Mg
2+
浓度

Mg
2+
浓度梯度的 PCR扩增产物经酶切结果见图 1。由图 1可以看出 , 第 4条泳道条带明亮清晰。

由此可以得出 PCR扩增的最佳Mg
2+
浓度是1.5 mmol·L

-1
。

2.2　dNTP浓度

dNTP浓度梯度的 PCR扩增产物酶切结果见图 2。可以看出第 6条泳道条带明亮清晰 。由此得出

PCR扩增的最佳 dNTP 浓度是 0.08 mmol·L
-1
。

2.3　引物浓度

引物浓度梯度的 PCR扩增产物酶切结果见图 3。可以看了第 7泳道条带较为清晰和明亮。由此得

出PCR扩增的最佳引物浓度是0.10μmol·L
-1
。

2.4　DNA质量浓度

铸型 DNA质量浓度梯度的 PCR扩增产物酶切结果见图 4。反应体系中含有 200 mg·L
-1
铸型 DNA ,

其PCR扩增及其酶切的效果比含有20 mg·L
-1
的要明亮并清晰。由此可以得出结论 , 200 mg·L

-1
左右

为较佳DNA质量浓度 。
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图1　Mg
2+
浓度梯度的 PCR产物酶切结果

　　(编号见表 1)
Figure 1　Effect of Mg2+ concent ration on PCR products'

　　　　restriction digestion (See table 1 for details)

图 2　dNTP 浓度梯度 PCR产物酶切结果

　　(编号见表1)
Figure 2　Effects of dNTP concentration on PCR products'

　　　　restriction digestion (See table 1 for details)

图 3　引物浓度梯度 PCR产物酶切结果

　　(编号见表 1)
Figure 3　Effects of primer concentration on PCR products'

　　　　restriction digestion (See table 1 for details)

图 4　DNA质量浓度梯度 PCR产物的酶切结果

　　(编号见表 1)
Figure 4　Effects of DNA concentration on PCR products'

　　　　restriction digestion (See table 1 for details)

2.5　内切酶活性

PCR产物酶切时酶活性梯度结果见图 5。可以看出酶活性对结果影响很大 , 过多或过少不仅使电

泳条带不清楚 , 甚至根本没有电泳条带 。第 4条泳道条带比较明亮和清晰 , 其对应酶活性是在 10 μL

的PCR产物中加入 83.35 nkat(5个单位)内切酶。

图5　内切酶活性梯度的结果

　　(编号见表 1)
Figure 5　Effects of restriction enzyme concentration

　　　　(See table 1 for details)

　　通过对影响柳杉 CAPS遗传标记反应体系结果主要

因子的研究 , 确定了柳杉 CAPS遗传标记反应体系中最

佳的 PCR扩增反应体系和酶切反应体系:20.0μL扩增

反应体系(2.0 μL 10×Buffer , 41.675 nkat)Taq DNA 聚

合酶 , 0.08 mmol·L
-1

dNTPs , 200 mg·L
-1
铸型 DNA ,

0.15 mmol·L
-1

MgCl2 , 0.1 μmol·L
-1
引物), 20.0 μL 酶

切反应体系(2.0 μL 10×Buffer , 83.350 nkat 内切酶 ,

7.5 μL双蒸水 , 10μL PCR扩增产物)。

3　讨论

3.1　DNA品质和质量浓度对扩增效果的影响

高品质的 DNA和适宜的DNA质量浓度是扩增好坏

的先决条件 , 所以在提取 DNA时选取适当的方法 , 是

非常关键的 。而且 , 也应尽量除去如饱和酚 、 氯仿和异戊醇等影响 Taq DNA酶活性的物质 。在柳杉
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DNA提取过程中异丙醇沉淀 DNA后 , 可以用枪头将絮状沉淀挑出来代替常用的离心沉淀 , 这样可以

减少提取的DNA中杂质的量。

3.2　CAPS遗传标记反应体系的优化

Mg
2+
是 Taq酶不可缺少的辅助因子 , Mg

2+
浓度过高会抑制 Taq DNA聚合酶的活性 , 影响扩增效

果。同时Mg
2+
浓度也影响引物与 DNA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。

dNTP是合成 DNA 的原料 , 在 Taq DNA 聚合酶的作用下 , 引物与单链 DNA 碱基配对相结合 ,

dNTP延伸结合上去 , 产生了不同长度的 DNA片段 , dNTP 浓度过高会产生错误渗入 , 过低导致 PCR

产率下降 。

引物浓度的高低对扩增结果影响也很大 。引物浓度低时 , 与模板碰撞机会减少 , 不足以扩增出供

EB染色的 DNA;引物浓度过高时 , 又会引起错配。

模板浓度是 PCR反应的一个制约因子。其浓度过低扩增产物无或不稳定 , 其浓度过高会相应增

加非专一性扩增产物 。
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Abstract:An optimized system for CAPS reaction in Cryptomeria fortunei is a precondition for analyzing genetic

diversity of Cryptomeria fortunei.The authors optimized a reaction system for CAPS in Cryptomeria fortunei by

analyzing different factors.The results showed that the best one was 20μL amplification reaction solution composed

of 2.0μL 10×Buffer , 0.08 mmol·L
-1

dNTPs , 200 mg·L
-1

template DNA , 1.5 mmol·L
-1

Mg
2+
, 0.1 μmol·

L
-1

primer and 41.675 nkat Taq DNA polymerase , which was amplified under the program of predenaturing at 94

℃ for 5 min , followed by 35 cycles of denaturing at 94 ℃for 40 s , annealing 58 ℃for 40 s , extension 72 ℃for

80 s , and a final extension 72 ℃ for 5 min.The restriction digestion system consisted of 10μL PCR products ,

2.0 μL 10×Buffer , 83.350 nkat restriction enzyme and 7.5μL ddH2O .[Ch , 5 fig.1 tab.8 ref.]
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