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&

摘要! 模板
@AB

% 引物% 三磷酸碱基脱氧核苷酸"

CADEF

&! 镁离子'

G4

!H

&浓度%

6&7 @AB

聚合酶的用量以及退火温

度是影响简单序列重复区间扩增
!

聚合酶链式反应 "

IJJK!ELK

&的主要因素( 以麻楝
8*#9$&3-& 4&:#'&$-3

叶片基因组

@AB

为试验材料! 系统地测试这
$

个因素对麻楝
IJJK!ELK

反应结果的影响( 结果表明$ 最优的反应体系为
!& !M

反应体系中含
8& 34

模板
@AB

!

#9&& !*2-

)

M

$# 随机引物!

&9#? **2-

)

M

>#

CADEF

!

!9?& **2-

)

M

$#

G4

!H

!

!9?& % #$9$N

3O+< 6&7 @AB

聚合酶( 最佳退火温度为
?$ &

!

IJJK!ELK

反应程序为
%' &

预变性
?9" *,3

!

%' &

变性
'? F

!

?$ &

退

火
'? F

!

N! &

延伸
79? *,3

!

'"

个循环*

N! &

再延伸
N9" *,3

!

' &

保存( 应用优化的
IJJK!ELK

反应体系对
!'

份麻

楝个体材料进行扩增! 均能扩增出丰富稳定的条带( 图
(

表
7

参
!N

关键词! 林木育种学* 麻楝*

IJJK

*

ELK

条件* 优化

中图分类号!

JN!!98

文献标志码!

B

文章编号!

!"%?!"N?$

"

!"7!

&

"'!"$!"!"N

)F<+P-,F1*53< +3C 2Q<,*,:+<,23 2= +3 IJJK!ELK FRF<5*

=2; ;*#9$&3-& 4&:#'&$-3

ST L1234

'

UVWAX L1234-/

'

UVBAX Y234

'

'()*+ Z,34P,3

'

LV)A Y/

'

LV)A U153

#

K5F5+;01 I3F<,</<5 2= D;2Q,0+- [2;5F<;R

'

L1,35F5 B0+C5*R 2= [2;5F<;R

'

X/+34:12/ ?7&?!&

'

X/+34C234

'

L1,3+

&

!"#$%&'$( D15 4532*,0 @AB =;2* <.53<R!=2/; \+;,5<,5F 2= 45;*Q-+F* *+<5;,+- =2; ;*#9$&3-& 4&:#'&$-3 -5+\5F .+F

FRF<5*+<,0+--R +3+-R:5C =2; <5*Q-+<5 @AB

'

Q;,*5;

'

CADEF

'

G4

! H

023053<;+<,23

'

C2F+45 2= <&7 @AB

Q2-R*5;+F5

'

+3C +335+-,34 <5*Q5;+</;5 .,<1 +3 ,3<5; F,*Q-5 F5]/5305 ;5Q5+<

#

IJJK

&!Q2-R*5;+F5 01+,3 ;5+0<,23

#

ELK

&

9 K5F/-<F F12.5C <1+< <15 2Q<,*+- ;5+0<,23 FRF<5* =2; <15 IJJK .+F + !& !M FRF<5* 023<+,3,34 8& 34

<5*Q-+<5 @AB

'

79&& !*2-

)

M

$7

;+3C2* Q;,*5;F^ &97? **2-

*

M

$7

CADEF

'

!9?& **2-

*

M

$7

G4

!H

'

+3C !9?& %

7$9$N 3O+< <&7 @AB Q2-R*5;+F59 D15 2Q<,*+- +335+-,34 <5*Q5;+</;5 .+F ?$ & .,<1 <15 ELK Q;205C/;5 Q;5!

C53+</;,:5C +< %' & =2; ?9& *,3^ C53+</;,:5C +< %' & =2; '? F^ +3C +335+-5C +< ?$ & =2; '? F .,<1 +3

5_<53F,23 +< N! & =2; 79? *,3

'

+ ;5+0<,23 2= '& 0R0-5F

'

+3C ;5!5_<53F,23 +< N! & =2; N *,39 D15F5 Q;2C/0<F

.5;5 <153 F<2;5C +< ' &9 K5F/-<F ,3C,0+<5C <1+< F<+P-5 P+3CF 02/-C P5 +*Q-,=,5C9

+

L1

'

( =,49 7 <+P9 !N ;5=9

,

)*+ ,-%.#( =2;5F< <;55 P;55C,34

" ;*#9$&3-& 4&:#'&$-3" ,3<5; F,*Q-5 F5]/5305 ;5Q5+<

#

IJJK

&"

Q2-R*5;+F5 01+,3

;5+0<,23

#

ELK

&

023C,<,23F

"

2Q<,*,:+<,23

麻楝 ;*#9$&3-& 4&:#'&$-3 是中国热带和南亚热带珍贵乡土速生用材树种- 麻楝木材纹理交错' 结构细

且均匀' 质量及硬度属中等' 干燥状况良好' 干燥后木材稳定' 耐腐蚀' 易加工' 切面光泽性强' 用途

广泛' 径面刨切单板花纹鲜艳夺目' 为胶合板材的优良贴面材料' 也是名贵高档家具. 房屋建筑. 室内

装修. 音箱. 钢琴壳. 雕刻. 仪器箱盒等用途的高档木材+

7

,

( 仲崇禄等+

!

,初步分析了麻楝在中国华南地

区的发展潜力' 建议在广东和福建种植麻楝人工林( 此外' 麻楝还是一种药用树种+

8

,

' 近年来对麻楝挥

发油成分研究较多 +

'$$

,

( 目前' 对麻楝人工经营技术了解甚少' 同时世界上对麻楝遗传改良工作也刚刚
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开始! 还不了解麻楝种源变异规律以及人工林的生长特点等" 因此! 了解麻楝的遗传变异结构! 开展麻

楝种源筛选及有效繁殖技术以提高麻楝人工林产量等研究是亟待解决的重要问题" 因此! 利用简单序列

重复区间扩增#

$%%&

$标记技术探讨麻楝种质资源的遗传多样性! 对麻楝的开发和利用具有重要意

义 %

$%%&

&

'()*+!,'-./* ,*01*(2* +*.*3)

$是
455#

年
6'*)7'*8'29

等'

:

(在简单重复序列#

%%&

$的基础上! 基于

聚合酶链式反应#

;<&

$创建的一种新的分子标记技术! 现已在遗传图谱构建'

="5

(

) 基因定位'

4>

(

) 遗传多样

性分析'

44

(

) 种质资源鉴定'

4?

(等方面得到广泛应用% 该标记具有模板需求量少! 操作简单! 成本低! 多态

性丰富! 重复性好且稳定等优点'

4!

(

% 本研究以麻楝叶片基因组
@AB

为模板! 分析了模板
@AB

用量) 引

物浓度) 三磷酸碱基脱氧核苷酸&

CAD;,

$) 镁离子&

EF

?G

$浓度)

!"# @AB

聚合酶用量及退火温度对
$%%&!

;<&

扩增结果的影响! 建立了适合麻楝
$%%&

分析的反应体系! 旨在为
$%%&

分子标记技术应用于麻楝的

遗传变异分析) 分子辅助育种) 系统进化等研究奠定基础%

4

材料与方法

!"!

试验材料

麻楝幼叶于
?>4?

年
?

月采自广州中国林业科学研究院热带林业研究所珍贵树种育苗基地&

?>44

年
H

月播种$半年生的麻楝幼苗% 建立
$%%&!;<&

反应体系的试材基因组
@AB

为来自老挝&

IBJ%

$种源的
?

个

单株! 分别记为
I4

和
I?

%

!"#

主要试剂和仪器

用于
$%%&!;<&

反应的
!"# @AB

聚合酶)

CAD;,

)

EF

?G均购自上海生工生物技术有限公司! 引物序

列由上海生工生物技术有限责任公司合成%

@AB

浓度和纯度检测使用
A3(K@+K. ?>>>

紫外分光光度计

&

DL*+-K M',L*+

$%

;<&

反应在
B../'*C N'K,O,)*- ;<&

仪上进行%

!"$

试验方法

4P!P4

麻楝基因组
@AB

的提取 麻楝基因组
@AB

提取是以十六烷基三甲基溴化铵&

<DBN

$法'

4#

(为基础!

结合其他多种提取方法进行优化'

4Q"4H

(

%

@AB

纯度及浓度用紫外分光光度计检测! 用
RN

染色后!

4?P> F

*

7F

"4的琼脂糖凝胶电泳检测
@AB

质量%

4P!P? $%%&!;<&

反应体系的优化
$%%&

基本反应体系为
?>P> !I

的反应体系! 其基本组成为
?P> !I

4>#

缓冲液&

S1TT*+

$'三羟甲基氨基烷!盐酸&

D+',!U</

$

4>>P> --K/

*

I

"4

&

.U 5P>

$! 氯化钾&

V</

$

W>> --K/

*

I

"W

!

表面活性剂
A;!#> QP> F

*

7F

"W

! 硫酸铵&

AU

#

$

?

%J

#

$

=>P> --K/

*

I

"W

(!

WP>>#WHPH: (73) !"# @AB

聚合酶!

>PW

--K/

*

I

"W

CAD;,

!

WP> --K/

*

I

"W

EF

?G

!

>P# !-K/

*

I

"W

$%%&

引物!

?>P> (F

模板
@AB

! 最后补加双蒸水至
?>P>

!I

%

$%%&!;<&

基本扩增程序为
5# $

预变性
QP> -'(

!

5# $

变性
!> ,

!

QQ $

退火
#Q ,

!

:? $

延伸
5> ,

!

#>

次循环! 最后
:? $

再延伸
:P> -'(

!

# $

保存% 取
;<&

扩增产物
W>P> !I

加入
?P> !I

的溴酚蓝染料

混匀! 于
W=P> F

*

7F

"W的琼脂糖凝胶上电泳! 然后在
XY;

型凝胶成像分析系统成相保存% 根据预实验结

果! 选定引物
=>:

&

BZB ZBZ BZB ZBZ BZB ZD

$为
$%%&

体系优化引物% 反应体系的优化参数及各参数

的优化梯度见表
W

! 逐一优化每个参数! 优化后的参数保持不变! 再进行下一个参数的优化%

梯度 模板
@AB[(F

引物浓度
[

&

!-K/

*

I

"W

$

CAD;,[

&

--K/

*

I

"W

$ 镁离子
[

&

--K/

*

I

"W

$

!"# @AB

聚合酶
[(73)

温度
[$

W Q >P?> >P>Q > >P?Q%WHPH: Q>

? W> >P#> >PW> WP>> >PQ>#WHPH: Q?

! ?> >PH> >PWQ WQ> WP>>#WHPH: Q#

# !> >P=> >P?> ?P>> WP?Q#WHPH: QH

Q #> WP>> >P?Q ?PQ> WP:Q#WHPH: Q=

H Q> WP?> >P!> !P>> ?P>>#WHPH: H>

表
!

影响
%&&'!()'

扩增的主要参数

D3S/* W ;+'-3+O .3+3-*)*+, '(T/1*(2'(F 3-./'T'23)'K( KT $%%&!;<&

武 冲等+ 麻楝
$%%&\;<&

反应体系的建立及优化
H?W
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年
%

月
!&

日

!

结果与分析

!"#

基因组
$%&

纯度及浓度测定

本试验提取的麻楝叶片基因组
'()

呈无色絮状沉淀! 真空干燥后加
!&&*& !+ #!,-

缓冲液溶解!

之后在紫外分光光度计上检测
'()

纯度和浓度" 结果表明# 麻楝基因组
'()

的纯度
!

值 $

!."

$

"

%

!/"

0

"

$

"

%

!%&

%均为
#*%1#*2

! 说明样品
'()

中蛋白质& 多糖等杂质含量较少!

'()

纯度高'

'()

电泳检测结

果条带清晰! 质量较好(图
3

%)说明用改良
4,)5

法提取的麻楝
'()

可以满足后续的
6778"948

优化试验"

图
3 !&

个样品的基因组电泳图

:;<=>? # -@?AB>CDEC>?F;F DGBB?>H CI <?HCJ;A '() I>CJ !" FGJD@?F

!"!

模板
$%&

浓度对
'(()!*+)

的影响

模板
'()

质量和用量是影响
6778"948

扩增能否实现的重要因素 *

3K

+

) 低浓度的模板
'()

扩增产物

不稳定甚至无法扩增出目的产物! 而高浓度的模板
'()

又会导致非特异性扩增 *

3%

+

) 如图
!

所示! 当模

板
'()

为
L*" H<

时! 扩增出的条带少且模糊, 模板
'()

为
L"*" H<

时! 扩增条带模糊有阴影, 模板

'()

为
!"*"#M"*" H<

时!

6778"948

扩增带型基本一致! 其中以模板为
$"*" H<

时条带明亮清晰! 扩增效

率最高) 因此!

!"*" !+

反应体系中模板
'()

用量为
$"*" H<

对
6778"948

扩增较适合)

!,-

引物浓度对
'(()!*+)

的影响

引物质量与浓度是
948

扩增特异性反应的关键!

948

扩增产物的特异性取决于引物与模板
'()

的

互补程度*

32$!"

+

) 由图
$

知# 引物浓度为
"*!13*! !JC@

-

+

$3时均能扩增出条带! 当引物浓度为
"*! !JC@

-

+

$3

图
!

模版浓度对
6778

扩增的影响

:;<=>? ! -II?ABF CI B?JD@GB? '() ACHA?HB>GB;CHF CH 6778

>?F=@BF

图
$

引物浓度对
6778

扩增的影响

:;<=>? $ -II?ABF CI D>;J?> ACHA?HB>GB;CHF CH 6778 >?F=@BF

/!!
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时! 扩增条带少且模糊" 当引物浓度为
$%& !'()

#

*

!+时! 扩增条带有阴影" 引物浓度为
+%" !'()

#

*

!+时!

扩增条带清晰$ 稳定% 因此确定引物浓度为
+%" !'()

#

*

!+时是
,--."/0.

反应体系的最适引物浓度%

!"# !"# $%&

聚合酶浓度对
'(()!*+)

的影响

!"# 123

聚合酶是
/0.

反应中最关键因素! 其质量与用量关系到扩增能否正常进行 &

&$

'

!

!"# 123

聚合酶含量低使
/0.

反应扩增不出目的产物!

!"# 123

聚合酶用量过高也会产生非特异性扩增! 造成

假阳性&

&&

'

% 本试验设置了
4

个
!"# 123

聚合酶浓度梯度进行优化反应% 在
&5%6 !*

反应体系中加
67&8#

+4%49 :;<= !"# 123

聚合酶时! 扩增产物条带较少! 且不清晰" (

6%86>+766

)

#+4749 :;<=

时! 条带虽然清

晰! 但是没有扩增出小于
866 ?@

的条带" (

&>!

)

#+4749 :;<=

时! 条带清晰! 扩增效率较高(图
#

)% 因此!

综合比较本试验选择
&786#+4749 :;<= !"# 123

聚合酶浓度为
&6 !*

反应体系的最适浓度%

!",

镁离子!

-.

!/

"浓度对
'(()!*+)

的影响

AB

&C浓度是
,--."/0.

反应的一个主要变化因素 &

&!

'

%

AB

&C作为
!"# 123

聚合酶的辅助因子!

AB

&C不

仅可以影响
!"# 123

聚合酶的活性! 还可以与反应体系中的
D2E/F

! 模板
123

及引物结合! 从而影响

引物与模板的结合效率和模板与
/0.

产物的解链温度以及产物的特异性以及引物二聚体的形成 &

&#

'

% 本

试验设置了
4

个
AB

&C浓度梯度进行优化反应% 结果显示*

AB

&C浓度为
6>!76 ''()

#

*

!+时! 均可以扩增出

条带" 虽然在对比反应体系中未加
AB

&C

! 但也可以扩增出条带产物! 这是因为缓冲液中含
AB

&C

! 但其含

量不足以满足
/0.

反应所需用量! 所以扩增出的条带少且不清晰% 综合比较! 当
AB

&C浓度为
&78 ''()

#

*

!+时! 条带最清晰! 主次分明(图
8

)% 因此! 确定
&78 ''()

#

*

!+为
,--."/0.

反应的最适
AB

&C浓度%

图
# !"# 123

聚合酶对
,--."/0.

的影响

GHBIJK # LMMKN=F (M !"# 123 @()O'KJ<FK N(:NK:=J<=H(:F (:

,--. JKFI)=F

图
8 AB

&C浓度对
,--."/0.

的影响

GHBIJK 8 LMMKN=F (M AB

&C

N(:NK:=J<=H(:F (: ,--. JKFI)=F

!"0 1%2*3

浓度对
'(()!*+)

的影响

D2E/F

在
/0.

反应体系中为
123

序列扩增提供原料! 它的质量和浓度与
/0.

扩增效率有密切的关

系 &

&8

'

% 本试验设置了
4

个
D2E/F

浓度梯度进行优化反应% 结果显示*

D2E/F

浓度在
5758>57!5 ''()

#

*

!$

时均可以扩增出条带! 而以
D2E/F

浓度为
57$8 ''()

#

*

!$时! 扩增效率最高! 条带最清晰! 且主次分明"

当
D2E/F

浓度小于
57$8 ''()

#

*

!$时! 扩增条带少! 条带很弱! 不清晰" 当
D2E/F

浓度大于
57$8 ''()

#

*

!$ 时! 扩增条带出现阴影不清晰(图
4

)% 因此! 本试验采用
57$8 ''()

#

*

!$ 的
D2E/F

浓度为最适

反应浓度%

!"4

退火温度对
'(()!*+)

的影响

退火温度影响
,--."/0.

反应扩增条带的式样! 不同引物具有不同的最适退火温度(

!

'

)

&

&4

'

% 本试验

根据
,--.

引物
P59

的理论
!

'

值! 设置了
4

个温度梯度! 分别为
85

!

8&

!

8#

!

84

!

8P

和
45 $

% 由图
9

知* 退火温度在
85>45 $

之间都可以扩增出条带! 但是在退火温度为
85 $

和
8& $

时! 扩增条带少! 且

武 冲等* 麻楝
,--.Q/0.

反应体系的建立及优化
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条带模糊! 当退火温度为
'& !

时" 扩增产物明显降低" 且条带很弱! 最终根据扩增产物的条带的多少

和条带的清晰度" 确定
(' !

为引物
%&)

的最适退火温度#图
)

$%

图
' *+,-.

对
/001"-21

的影响

345678 ' 9::8;<. =: *+,-. ;=>;8><7?<4=>. => /001 78.6@<.

图
)

温度对
/001"-21

的影响

345678 ) 9::8;<. =: <8AB87?<678 => /001 78.6@<.

$

结论与讨论

采用
/001

分子标记技术对麻楝种质资源进行遗传多样性研究" 必须以高质量的
C+D

为材料基础"

因此"

C+D

的提取就显得尤为重要% 试验证明& 以改良十六烷基三甲基溴化铵'

2,DE

(法可以提取高质

量的麻楝基因组
C+D

%

/001

标记技术所使用的引物较长" 退火温度较高" 对
-21

反应的敏感性较低" 但基于
-21

的分子

标记受诸如退火温度)

!"# C+D

酶用量) 引物浓度)

*+,-.

浓度以及
F5

!G浓度等因素的影响 *

!)

+

% 为了

得到具有较高的稳定性) 可重复性和可靠的试验结果" 我们对影响因子
,?H C+D

酶用量)

F5

!G浓度)

*+,-.

浓度) 引物浓度进行了梯度试验" 以
%&)

,

DID IDI DID IDI DID I,

(为引物" 筛选出的麻楝

最适宜
/001"-21

反应体系,

!& !J

(含
$& >5

模板
C+D

"

#K"" !A=@

-

J

#L随机引物"

"M#( AA=@

-

J

$#

*+,-.

"

!M(& AA=@

-

J

$#

F5

!G

"

!M(&%#'M') >N?< !"# C+D

聚合酶" 最佳退火温度为
(' !

!

/001"-21

反应程序为
OP

!

预变性
(M" A4>

"

OP !

变性
P( .

"

(' !

退火
P( .

"

)! !

延伸
LM( A4>

"

P"

个循环"

)! !

再延伸
)M"

A4>

"

P !

保存% 图
%

为
!P

个样本的扩增效果图%

图
% !P

个样本扩增效果

345678 % !P .?AB@8.

.

?AB@4:4;?<4=> 78.6@<.
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