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摘要: 以充分展开的山核桃 Carya cathayensis嫩叶为材料 , 利用改良 CTAB(十六烷基三甲基溴化铵)法与 CTAB裂解-硅

珠吸附法提取山核桃总 DNA, 对适合于山核桃叶片的 AFLP (扩增片段长度多态性 )分析体系进行了摸索。结果表明 :

!"改良 CTAB法适用于从山核桃叶中提取高质量的 DNA, 提取的 DNA可用于 AFLP 的分析 ; #"采用 EcoR I/MseⅠ酶切
组合 , 酶切连接一步法与两步法的效果没有明显的差异 , 但一步法操作更为简便 ; %&适合于山核桃叶 AFLP 分析的引
物组合为 E-ACT + M-CAT, E-ACT + M-CTG, E-ACG + M-CAT, E-ACG + M-CTG。扩增产物经 60 g·L-1变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳后进行银染 , 条带信号强度一致性好 , 条带分布均匀、清晰 , 分辨率较高。图 6 表 3 参 17
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Abs tract: Total DNA was extracted from young, fully opened leaves of Carya cathayensis ( hickory) by an

improved cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) method and a CTAB-silicon method, based on which

an amplified fragment length polymorphism (AFLP) analysis system for hickory was developed. An elec-

trophoresis was used on the amplified products in a 6% denatured polyacrylamide gel, followed by silver

staining, with clearly identified bands shown. Specifically: ( 1) the improved CTAB method was appropriate

for DNA extraction from hickory leaves with extracted DNA qualified for AFLP analysis; ( 2)with a combi-

nation of EcoRⅠand MseⅠfor enzyme cutting, the results were the same for the one-step method combining

enzyme cutting and adaptor ligation and the two-step method which separated them with the one-step method

being much easier; and ( 3) there were four primer pairs suitable for this AFLP analysis, namely E-ACT +

M-CAT, E-ACG + M-CAT, E-ACG + M-CAT, and E-ACG + M-ATG. [Ch, 6 fig. 3 tab. 17 ref.]

Key words : botany; Carya cathayensis ( hickory) ; extraction of DNA; amplified fragment length poly

morphism (AFLP)

AFLP( amplified fragment length polymorphism, 扩增片段长度多态性) 是一种检测 DNA多态性的

方法, 被称为 “下一代分子标记”[1] , 是结合 RFLP(限制性长度多态性分析)和 PCR(聚合酶链式反应)
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技术优点的基因组 DNA指纹技术。该技术具有重复性好 , 检测的多态性丰富 , 无需预先知道被分析

基因组 DNA序列信息等优点 , 但对 DNA模板的质量要求较高。AFLP 分析目前己广泛用于农作物、

蔬菜、林木和果树等植物的种质资源与品种鉴定、遗传多样性分析、遗传图谱构建、基因定位和标记

辅助育种等诸方面 [2 - 8]。山核桃 Carya cathayensis为胡桃科 Juglandaceae 山核桃属 Carya植物, 是我国

特有的优质干果和木本油料树种 [9] , 主要分布于浙皖交界处的天目山区。山核桃以其很高的经济和社

会效益而被广泛栽培, 其潜在的营养价值和医疗保健功能日益受到国内外专家学者的关注。我国是山

核桃原产地, 栽培历史悠久, 但至今仍无栽培品种, 对其研究尤其在分子水平上的研究甚少。目前 ,

美国已收集了部分山核桃种质, 针对山核桃的 RAPD (随机扩增多态 DNA)AFLP (扩增片段长度多态

性)标记的研究也刚刚开始 [10 - 12] , 尚未见有关 AFLP分析的报道。文章就山核桃的 AFLP标记实验体系

的建立进行了阐述, 为利用 AFLP标记对山核桃进行分子生物学研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 植物材料

试验所用的材料为山核桃优株的实生子代 , 于 2002 年 10 月在浙江林学院实验苗圃实生繁殖而

成。2006年 4月中旬从实生子代上采集已充分展开的幼嫩叶片, 将它们放入自封塑料袋后置于冰盒,

带回实验室后液氮速冻, 并放入超低温冰箱中保存待用。

1.2 DNA提取

目前, 植物基因组 DNA的提取有多种方法。山核桃因富含单宁, 适用于其他植物的 DNA提取方

法并不一定适用于山核桃。在查阅资料的基础上, 实验尝试了 2 种常见的提取植物基因组 DNA的方

法 , 即 CTAB(十六烷基三甲基溴化铵)裂解-硅珠吸附法及改良 CTAB法 [13]。前者利用粉末状硅珠巨

大的表面积来吸附基因组 DNA, 用 GuSCN及乙醇进行漂洗; 而后者不需使用硅珠及 GuSCN, 但用乙

醇来沉淀、漂洗基因组 DNA, 并用 RNase消化 RNA。提取的 DNA用 10 g·L-1琼脂糖电泳检测, 并用

蛋白质核酸分析仪( Beckman Coultor DU800)检测 OD260和 OD280值。

1.3 AFLP 分析体系

1.3.1 酶切与连接 参考其他物种的酶切连接体系 [13, 14] , 实验尝试了一步法(酶切与接头连接同时进

行)及两步法 (先进行酶切 , 后连接接头)。选用了 EcoR Ⅰ/MseⅠ酶切组合, 实验中所用的接头序列

混合后 95 ℃温育 5 min, 并自然冷却至室温。

一步法中反应体系 25.00 μL, 包括 500 ng模板 DNA, 10 ×NE Buffer 2, 100 ×BSA( 100.00 mg·

L-1) , EcoRⅠ ( 333.4 ×10-3 kat·L-1, New England Biolabs) , Mse Ⅰ ( 166.7 ×10-3 kat·L-1, New England

Biolabs) , EcoR Ⅰ接头( 5.00 μmol·L-1) , MseⅠ接头( 50.00 μmol·L-1) (表 1) , T4 DNA连接酶( 83.35 ×

10-3 kat·L-1, Fermentas) , 10 ×连接缓冲液。混合液 37 ℃恒温培养箱( Heraeus)中酶切连接过夜。连接

产物- 20 ℃冰箱保存待用。

两步法中酶切反应体系 10.00 μL, 包括 200 ng DNA模板 , 10 ×NE Buffer 2, EcoRⅠ ( 333.4 ×

10 -3 kat·L-1, New England Biolabs) , Mse Ⅰ (166.7 ×10-3 kat·L-1, New England Biolabs) , 100 ×BSA

(100.00 mg·L-1)。37 ℃恒温培养箱 ( Heraeus)中酶切 2 h。连接反应体系 20 μL, 包括酶切后 DNA片

接头 序列( 5’～3’) 预扩引物 序列( 5’～3’)

CTCGTAGACTGCGTACC EcoR I

Mse I接头
GACGATGAGTCCTGAG

TACTCAGGACTCAT

Mse I

接头引物
GATGAGTCCTGAGTA AC

EcoR I接头 GACTGCGTACCAATTCA
CTGACGCATGGTTAA 接头引物

表 1 接头及预扩引物序列
Table 1 Sequences of adapters and primers for preamplification
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段 , T4 DNA连接酶 ( 83.35 ×10-3 kat·L-1, Fermentas) , EcoR Ⅰ接头 ( 5.00 μmol·L-1) , MseⅠ接头

( 50.00 μmol·L-1) (表1) , 10 ×连接缓冲液及去离子水。20 ℃恒温培养箱连接 2 h。

1.3.2 预扩增 PCR 预扩增体系 30.00 μL, 含酶切连接产物 , EcoR Ⅰ预扩增引物 ( 0.01 μmol·L-1) ,

Mse Ⅰ预扩增引物( 0.01 μmol·L-1) (表 1) , 25.00 mmol·L-1 MgCl2, 10 ×PCR 缓冲液 , Taq 酶( 83.35 ×

10-3 kat·L-1, 上海生工生物工程技术服务有限公司) , 10 mmol·L-1 dNTP (上海生工生物工程技术服务

有限公司)及水。预扩增在 Gene Amp PCR System 9 700 ( applied biosystems)上进行 , 条件为 95 ℃ 1

min; 95 ℃ 30 s, 56 ℃ 1 min, 72 ℃ 1 min, 30 个循环 ; 72 ℃ 5 min; 4 ℃保持。预扩增后 , 取 5.00

μL预扩增产物在 10 g·kg-1琼脂糖凝胶上电泳检测预扩增的效果。

1.3.3 选择性扩增 实验借鉴前人成熟的 AFLP选扩体系, 针对实验过程遇到的问题对原体系进行优

化。原选择性扩增的反应体系 20.00μL, 含稀释 10倍后的预扩增产物, EcoR Ⅰ引物 ( 0.01 μmol·L-1) ,

Mse Ⅰ引物( 0.01 μmol·L-1) , dNTP( 10.00 mmol·L-1) , 10 ×PCR缓冲液, 25.00 mmol·L-1 MgCl2, Taq酶

( 83.34 ×10-3 kat·L-1)。

MgCl2(氯化镁)用量的确定: 原体系中除MgCl2之外的其他试剂配比不变, 对MgCl2的用量做梯度试

验(表 2)。

不同公司 Taq 聚合酶对选扩的影响: 确定 MgCl2用量以后, 在其他条件不变的情况下 , 选用了 2

个公司 (公司 1 与公司 2)生产的 Taq 聚合酶进行试验 , 每公司酶的用量分别为 16.67 ×10-3 kat 和

41.67 ×10-3 kat。

在实验中, 两选择性引物的碱基数均为3。EcoRⅠ引物及 MseⅠ引物各 8个, 共 64个组合(表 3)。

1.3.4 扩增产物的电泳分析 电泳用 60.0 g·L-1变性聚丙烯酰胺胶含 33.6 g尿素, 16.00 mL 5 ×TBE,

12.00 mL Acr: Bis储备液(丙烯酰胺 38.0 g, 亚甲丙烯酰胺 2.0 g, 加水定容至 100.00 mL) , 24.00 mL

双蒸水 , 0.40 mL 100.0 g·L-1过硫酸铵及 40.00 μL TEMED(N’, N’, N’, N’-四甲基乙二胺)。胶凝

固后恒功率 70 W预电泳 30 min。选择性扩增产物与上样染料以 2∶1 体积混合后 95 ℃变性 5 min, 立

刻冰浴 , 每个样品上样 6 μL。恒功率 70 W电泳至溴酚蓝近胶底部。电泳结束后凝胶经体积分数为

10%冰醋酸固定, AgNO3(硝酸银)染色, 无水 Na2CO3加甲醛及硫代硫酸钠显影。胶板自然干燥后拍照。

2 结果与分析

2.1 DNA质量

试验用 2种方法提取山核桃叶片基因组 DNA, 所得到的 DNA的质量有所不同。CTAB裂解-硅珠

吸附法所得 DNA数量不稳定, 有较多的 RNA, 且操作时间长而繁琐; 而改良 CTAB法所得到的 DNA

EcoRⅠ

引物
序列( 5’～3’)

MseⅠ

引物
序列( 5’～3’)

E1 GACTGCGTACCAATTCAAC M1 GATGAGTCCTGAGTAACAA

E2 GACTGCGTACCAATTCAAG M2 GATGAGTCCTGAGTA ACAC

E3 GACTGCGTACCAATTCACA M3 GATGAGTCCTGAGTAACAG

E4 GACTGCGTACCAATTCACT M4 GATGAGTCCTGAGTAACAT

E5 GACTGCGTACCAATTCACC M5 GATGAGTCCTGAGTA ACTA

E6 GACTGCGTACCAATTCACG M6 GATGAGTCCTGAGTA ACTC

E7 GACTGCGTACCAATTCAGC M7 GATGAGTCCTGAGTAACTG

E8 GACTGCGTACCAATTCAGG M8 GATGAGTCCTGAGTAACTT

表 3 选择性扩增引物序列
Table 3 Sequences of primers for selective amplification

表 2 MgCl2用量梯度试验
Table 2 A gradient test of the MgCl2 concentrations

编号 MgCl2/μL
体系中 Mg2+终

浓度/(mmol·L-1)

1 0.4 0.50

2 0.6 0.75

3 0.8 1.00

4 1.0 1.25

5 1.2 1.50

6 1.4 1.75

7 1.6 2.00

8 1.8 2.25

9 2.0 2.50
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条带清晰, 纯度较高。OD(光密度)值测定所得的结果也说明了这一点。改良 CTAB法提取的山核桃叶

DNA OD260 /OD280 比值为 1.7 ～2.0; CTAB裂解-硅珠吸附法提取的 DNA OD260 /OD280 比值为 1.3 ～1.7。

这说明改良 CTAB法能有效降低多

酚、单宁和多糖等次生代谢物对

DNA的污染而获得高质量的 DNA,

对富含单宁的山核桃叶片尤为如

此 , 提取的山核桃基因组 DNA 质

量较好(图 1)。

2.2 酶切与接头连接

实验结果显示, 无论用一步法或者是两步法, 所得到的连接产物经 10.0 g·kg- 1 琼脂糖电泳检测 ,

结果均显示 DNA酶切充分 , 2 种方法没有明显的差异。但由于一步法操作相对简单 , 能更好地保证

操作的可重复性, 故后续实验所采用的酶切连接产物均为一步法所得。

2.3 预扩增

实验用一个选择性碱基的引物对, 对一步法产生的酶切连接产物进行预扩增(图 2)。从预扩增产

物的琼脂糖电泳结果来看, 扩增产物多集中在 1 000 bp 以下, 这样变性聚丙烯酰胺凝胶电泳( PAGE)

的结果可以反映酶切的效果。

2.4 选择性扩增及扩增产物的电泳

采用预扩增产物稀释 10倍作为选择性扩增的模板。

2.4.1 Mg2+浓度对 PCR 结果的影响 Mg2+主要是通过改变聚合酶的活性对 PCR 反应结果产生影响 [16]。

经过进一步多重比较试验可知 , 不同浓度水平的 Mg2+对 PCR 结果有影响 , 表现在 1.25, 1.50, 1.75,

2.00 mmol·L-1 水平间无显著差异 , 这三者与 2.25 mmol·L-1 水平间均有显著差异。当 Mg2+浓度超过

2.25 mmol·L-1时, 由于酶活性过高, 产生大量非特异性的弥散带, 从而产生很亮的背景。由图 3可知

Mg2+浓度在 1.25 mmol·L-1时 , 反应结果均值是最高的。所以选 1.25 mmol·L-1作为本试验 Mg2+的最佳

反应水平。

2.4.2 不同公司试剂对选扩的影响 实验选择了 2个公司的浓度的聚合作对比, 并对酶用量做了简单

的分析实验 , 从图 4 可以看出 , 在相同浓度的情况下 , 公司 2 的效果优于公司 1。对于 2 种酶用量 ,

16.67 ×10- 3 kat和 41.67 ×10- 3 kat的扩增效果都没有太大差别。由于实验材料多, 试剂使用量大, 出

于节约目的, 后续实验中 Taq酶的用量采用折中的方法, 即 20 μL的反应体系选用 25 ×10-3 kat。

基于对 Mg2+浓度以及 Taq 酶的选择 , 确定最终的选扩体系为 : 稀释 10 倍的预扩引物 3.00 μL,

EcoRⅠ引物(0.01μmol·L-1)0.2μL, MseⅠ引物(0.01μmol·L-1) 0.60μL, Taq酶(83.35×10-3 kat·L-1) 0.30

μL, 10 ×PCR Buffer 2.0 μL, dNTP( 10.00 mmol·L-1) 0.30 μL, MgCl2( 25.00 mmol·L-1) 1.20 μL, 水

补足至 20.00 μL。PCR 体系为: 95 ℃ 1 min; 95 ℃ 30 s, 65 ℃ 40 s, 72 ℃ 1 min, 每循环一次退火

温度降低0.7 ℃, 共 13个循环; 95 ℃ 30 s, 56 ℃ 40 s, 72℃ 1 min, 共 25个循环; 72 ℃ 5 min; 4 ℃

保持。由图 5可以看出, 该优化后的体系可以满足 AFLP的实验要求。

图 1 改良 CTAB法提取部分山核桃叶样品 DNA的电泳结果(所

有 DNA均为原液稀释 25倍; 泳道 1～10分别为不同样品)
Figure 1 Electrophoresized DNA ( 25 times diluted) extracted by the improved CTAB

method ( Lanes 1 to 10 were the different DNA samples)

图 2 预扩产物的琼脂糖凝胶电泳检测
Figure 2 Preamplified products electrophoresized on the agrose gel

图 3 MgCl2浓度梯度试验( 1 ～9处理代号参见表 2)
Figure 3 A gradient test of the MgCl2 concentrations( refer to Table 2

for numbering)
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选择性扩增的产物在变性 PAGE 胶上电泳后

进行银染。银染步骤繁琐且对每一步操作要求都

很高。为保证最终的效果, 选择性扩增产物的变

性温度提高到 95 ℃, 时间为 5 min; 银染液、显

影液预先配置, 其中显影液要低温处理。实验中

发现, 显影液温度过高, 会导致背景颜色深, 分

辨率差, 故显影液温度保持在 6 ℃以下为宜。染

色时间和显影时间是影响银染质量的关键, 染色

时间过长则会加深背景的颜色, 显影时间过长也

会导致背景加深, 条带相对模糊 [17]。图 6 为 2 个

样品进行引物筛选的变性 PAGE胶局部效果, 条

带清晰, 分离度较好。

2.5 山核桃叶片 AFLP 分析之引物筛选

利用本研究建立的反应体系对选择性碱基数为 3 的引物组合 (表 3)进行筛选, 从供试的 64 对引

物组合筛选出四对适用于山核桃叶片 AFLP 分析的引物组合 , 它们是 E-ACT + M-CAT, E-ACT + M-

CTG, E-ACG + M-CAT, E-ACG + M-CTG。

3 讨论

AFLP 分析所用的 DNA采用改良 CTAB法提取 , 在基本提取液中添加 10 g·kg-1 PVP20, 在提取

过程中将约 20 μLβ-琉基乙醇加入样品中 , 可以较彻底地去除山核桃叶片中所含的多酚、多糖、单

宁及配类等物质 , 提取的山核桃叶片 DNA纯度较高 , 符合 AFLP 的分析要求。采用限制性内切酶

Mse I / EcoR I 双酶切组合 , 一步法酶切连接过夜 , 可以保证酶切充分完全。预扩增后将预扩增产物

稀释 10 倍进行选择性扩增, 扩增引物含有 3 个选择行碱基。既可确保一定数量的条带 , 又能保证条

带彼此分离; 如采用 1个或 2个选择性碱基, 则选择性扩增的产物量大, 难以保证条带清晰。为确保

良好的 PCR效果及实验的稳定性, 一旦确定了实验条件, 正式样品分析时均应使用固定厂家的试剂。

选扩产物经 60 g·L-1变性聚丙烯酰胺凝胶电泳后进行银染。银染过程所需要的溶液如固定液、染色

液、显色液等应当天事先配好待用, 其中染色液中的硝酸银要充分溶解, 显色液在使用前一定要保持

图 6 选择性扩增产物变性 PAGE 胶的电泳结果

(局部 ) DNA 样品为编 14, 编 17; 引物组

合为 E4/M4, E4/M7, E6/M4, E6/M7
Figure 6 Selectively amplified products electrophresized in the

denatured PAGE gel ( partial)DNA samples were

numbered 14 and 17; Primer pairs were E4/M4, E4/

M7, E6/M4 and E6/M7

图 4 不同厂家 Taq酶同一样本选扩产物琼脂糖

电泳图(泳道 1, 2 酶活力为 16.67 ×10-3

kat; 3, 4 为 41.67 ×10-3 kat; 泳道 1, 3

为公司 1的酶; 泳道2, 4为公司 2的酶)
Figure 4 Products selectively amplified by the Taq enzymes

produced by different companies from the same

sample and electrophoresized on the agrose gel

( Lanes 1, 2 for the enzyme of 16.67 ×10-3 kat and

Lanes 3, 4 for that of 41.67 ×10-3 kat; Lanes 1, 3

for the enzyme produced by Company 1 and Lanes 2,

4 for that by Company 2)

图 5 选扩产物的琼脂糖凝胶电泳检测
Figure 5 Selectively amplified products electrophoresized in

the agrose gel
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足够的低温, 以确保浅色的凝胶背景; 银染每一步操作的时间要求很严格, PCR扩增良好时显影迅速

且敏感, 应注意显影时间。

致谢: 本研究在进展过程中得到了王正加、郑炳松、黄有军等老师的指导, 在此一并表示感谢。
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