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#种楠木 $%&'反应体系优化建立
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'

#=
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'!'&%%

(

摘要! 采用核酸电泳缓冲液%

DE+

&结合十六烷基三甲基溴化铵%

(DFG

&提取的高质量楠木
6*"+7+

基因组脱氧核糖核

苷酸%

HEF

&可满足扩增片段长度多态性%

FIJK

&分析的要求' 利用浙江楠
6*"+7+ 8*+9-&%.+%3-3

基因组
HEF

优化建立

楠木
FIJK

反应体系如下$ 酶切反应
'"" 78

基因组
HEF

!

"=' !J

缓冲液
*

!

"=' !J

牛血清白蛋白"

$"" ' GLF

&!

:"

7>-? :8";"

!

!: 7>-? <3+"

! 双蒸水加至
'"=" !J

放置
'B (

恒温箱酶切
* 2

! 聚合酶链式反应 "

K(M

&仪上
<: )$:

,.7

( 连接反应
!"=" !J

酶切产物!

!=: !J D*

缓冲液!

<<<=& 7>-? D*

连接酶!

: N,3/ =8";"

接头!

$% N,3/ >3+"

接

头! 双蒸水加至
!:=% !J

!

$< )

连接过夜 %

$% O$* 2

&( 预扩增反应
!=% !J

连接产物!

!=% !J $% '

缓冲液!

'$=!:

7,3/

镁离子!

$<=<B 7>-? ?&@HEF

聚合酶!

* N,3/

脱氧核糖核苷三磷酸%

AEDK

&! 预扩增引物%

+*F

!

P*(

&各
< N,3/

!

双蒸水加至
!%=% !J

( 选扩增反应稀释
*%

倍的预扩产物
!=% !J

!

!=% !J $%+

缓冲液!

'$=!: 7,3/

镁离子!

* N,3/

AEDK

!

$<=<B 7>-? ?&@HEF

聚合酶! 选扩增引物%

P*(EE

&

$: N,3/

! 选扩增引物%

+QFEE

&

$! N,3/

! 双蒸水加至
!"="

!J

' 利用上面体系在
<*

对选扩引物中筛出
$'

对适于浙江楠
FIJK

分析的最佳引物组合' 图
:

表
'

参
!*

关键词! 林木育种学( 浙江楠( 紫楠( 桢楠( 闽楠(

HEF

提取(

FIJK

中图分类号!

LB!!='

文献标志码!

F

文章编号!

!"):!"B:<

%

!"$'

&

":!"B$%!"&

RN?.,.1-?.37 3@ -7 FIJK NS3?393/ T.?2 @34S 6*"+7+ 5N69.65

UVRW L26789-.

$

%

VWFEX V4-2378

$

%

DREX U-.>-78

$

%

YW Z.-3/.7

!

)

$= D26 E4S?4S.78 L?-?.37 @3S ?26 L?-?6 [6\ J-]3S-?3S\ 3@ L4]?S3N.9-/ L./^.94/?4S6

%

U26_.-78 F ` I W7.^6S5.?\

%

J.7

*

-7 '$$'%%

%

U26_.-78

%

(2.7-

"

!= +aN6S.,67?-/ I3S65? I-S, 3@ b.78\4-7 (347?\

%

b.78\4-7 '!'&%%

%

U26_.-78

%

(2.7-

(

!"#$%&'$

!

D3 ,66? ?26 766A5 3@ -7 -,N/.@.6A!@S-8,67?!/678?2!N3/\,3SN2.5,

#

FIJK

(

NS3?393/

%

2.82 c4-/.?\

8673,6 HEF T-5 6a?S-9?6A @S3, 6*"+7+ 8*+9-&%.+%3-3

%

6*"+7+ 3*+&$+$-

%

6*"+7+ A*+%%&%

%

-7A 6*"+7+

7"#$%+- 566A/.785 T.?2 .,NS3^6A 96?\/?S.,6?2\/-,,37.4, ]S3,.A6

#

(DFG

(

,6?23A5= I3S 3N?.,.1-?.37 3@

S65?S.9?.37 5\5?6,

#

'%=% !J

(%

?26 8673,6 HEF

%

'%% 78

"

T-5 ]4@@6S6A T.?2 %=' !J

"

]3^.76 56S4, -/]4,.7

#

GLF

(%

%=' !J

"

=8";"

%

:% 7>-?

"

-7A >3+"

%

!: 7>-?

"

-7A .794]-?6A -? 'B ,( @3S * 2

"

?267 ?26 S65?S.9?.37

671\,6 T-5 >.//6A T.?2 <: ,( @3S $: ,.7= D26 ]65? /.8-?.37 5\5?6,

#

!:=% !J

(

T-5 T.?2 !%=% !J 3@ ?26 A.865?.37

NS3A49?5

"

D* ]4@@6S

%

!=: !J

"

D* /.8-56

%

<<<=& 7>-?

"

=8";" -A-N?6S

%

: N,3/

"

-7A >3+" -A-N?6Sd $" N,3/

"

-7A /6@? -? $< ,( 3^6S7.82?

#

$"C$* 2

(

= D26 3N?.,-/ NS6-,N/.@.9-?.37 5\5?6,

#

!"=" !J

(

.79/4A6A !=" !J

/.8-?.37 NS3A49?5

"

$" ' ]4@@6S

%

!=" !J

"

P8

!Q

%

'$=!: 7,3/

"

?&@ HEF N3/\,6S-56

"

$<=<B 7>-?

"

AEDK

%

*

N,3/

"

NS6!-,N/.@.9-?.37 NS.,6S5

#

+QF

(%

< N,3/

"

-7A NS6!-,N/.@.9-?.37 NS.,6S5

#

PQ(

(%

< N,3/= F/53

%

?26

]65? 56/69?.^6 -,N/.@.9-?.37 5\5?6,

#

!"=" !J

(

T-5 !=" !J

%

$e*% NS6!-,N/.@.9-?.37 NS3A49?5

"

#% ' ]4@@6S

%

!=%

!J

"
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!Q

%

'#=!: 7,3/

"

AEDK

%
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"

?&@ HEF N3/\,6S-56

%

#<=<B 7>-?

"

-,N/.@.9-?.37 NS.,6S5

#
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(EE
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#: N,3/

"

-7A -,N/.@.9-?.37 NS.,6S5
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+QFEE
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#! N,3/= P3S63^6S

%

59S667.78 T.?2 ?26 3N?.,.16A
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$

*"+#,# /"#''&'

$

*"+#,#

,+0.'#%

$

789 2:-1.;-+36

$

9<=>

楠木属
*"+#,#

属樟科
=.?1.;2.2

% 约
@0

种" 分布于亚洲热带及亚热带& 中国楠木属植物有
$0

种
$

变种" 分布于长江流域及以南地区" 以浙江' 福建' 江西' 湖北' 贵州' 云南' 四川' 广西' 广东为

多% 在中国亚热带地区天然常绿阔叶林中呈零星分布% 也有少量以楠木建群种的群落存在% 现为中国三

级濒危植物!

A!$

#

& 本研究的研究对象为浙江楠
*"+#,# 1"-$%&'(-')%)

% 紫楠
*"2 )"-&.-.%

% 桢楠
*"2 /"-''&'

和闽楠
*"2 ,+0.'-%

等
0

种楠木属植物& 目前% 对其研究主要集中在生理生态及人工引种栽培方面 !

0!@

#

&

温强等 !

A"

#以闽楠叶片为材料% 研究了闽楠基因组脱氧核糖核苷酸(

789

)提取方法及随机扩增多态性

789

标记 (

B9>7

)反应条件$ 田晓俊等 !

AA

#以闽楠和润楠属
3&1"%40)

的红楠
5&1"%40) 6"0',-.(%%

基因组

789

为模板% 对扩增片段长度多态性(

9<=>

)分析各环节的条件进行优化% 建立了适于闽楠' 红楠的

9<=>

分析的反应体系$ 张炜等!

A!

#研究了桢楠
789

提取和
B9>7

条件的优化&

9<=>

结合了限制性内切

酶片段长度多态性(

B<=>

)和
B9>7

技术的优点% 具有高效' 快速' 稳定' 可靠等特点 !

A$!A0

#

% 已被广泛

用于遗传多样性分析' 植物种质鉴定' 目的基因定位' 遗传图谱构建' 基因差异表达分析等研究 !

A)!!"

#

&

9<=>

体系过程较复杂% 针对不同的物种具有一定的特殊要求% 因而实验体系的优化或建立成为
9<=>

分子标记检测研究的基础工作& 本研究以
0

种楠木为材料% 探讨
9<=>

分子标记各步骤的影响因素% 对

9<=>

反应体系各关键因素进行正交设计并单因素试验优化% 建立了稳定的
9<=>

分析体系% 为研究楠

木遗传多样性' 亲缘关系' 遗传分化及对种源区划' 种质资源保存和遗传育种改良提供技术支撑&

A

材料和方法

)*)

材料

A&A&A

试验材料 试验材料为浙江省庆元县实验林场培育的
0

种
A

年生楠木叶片& 采摘后用冰盒带回实

验室% 置于
!$" "

冰柜备用&

A&A&!

试剂和仪器 主要试剂*

5)-!

%

71+8!

%

C0

连接酶% 购自纽英伦公司$

9&: 789

聚合酶% 脱氧核

糖核苷三磷酸(

58C>

)% 镁离子% 购自上海生工生物工程(上海)有限公司$

A"" /D 789

梯状(

E.5521

)和

7=!"""

标记(

F.1G21

)% 购自宝生物工程(大连)有限公司$ 引物及接头由上海生工生物工程(上海)有限

公司合成$ 银染试剂购自北京鼎国公司$ 其他试剂为实验常规药品&

C+44?2EH421#0I

多样品组织研磨机%

JKC9'J#'<ALBM"

离心机% 数控超低温恒温槽%

8.63713D

微量分光光度计 (

87#A%%%

)%

N+3#B97 O#%%%CP

C(21F.E 'H;E21 >'B

%

Q2E 73;CP

凝胶成像系统%

C4#!%%%9

脱色摇床%

N+3#B97

电泳仪%

O2R?+#Q26QC

核

酸测序电泳系统%

QO#I%% '.E+/1.-25 7264+-3F2-21

扫描仪&

)*+

方法

#&!&# 789

提取与质量检测 本研究基于已有的文献资料% 结合核酸缓冲液(

C8S

) (

#%% FF3E

+

=

!#三羟

甲基氨基甲烷盐酸(

-1+4#J'=

)%

%&!) F3E

+

=

!#氯化钠%

!% FF3E

+

=

!#乙二胺四乙酸(

S7C9

)% 体积分数为

!T##

巯基乙醇)% 对比十六烷基三甲基溴化铵(

'C9N

)法!

!A

#

' 十二烷基磺酸钠(

O7O

)法!

!!

#

'

'C9N#

硅珠吸

附法 !

!$

#提取楠木基因组
789

% 并用
8.63713D

微量分光光度计测定
789

的纯度和浓度% 同时每个样品

取
)&% $=

% 加
A&% $= L$

上样缓冲液混合后% 于
A%&% ,

+

=

!A琼脂糖凝胶进行电泳检测&

A&!&! 9<=>

反应体系优化
%

基因组
789

的酶切与连接& 采用
;1+8!

和
5)-!

双酶切% 以浙江楠基因

组
789

为反应底物% 参考文献!

AI

#初步确定酶切反应体系为,

$%% 6,

基因组
789

%

$&% $= A%$

缓冲液

0

%

%&$ $=

牛血清白蛋白(

A%%$NO9

)%

)% 6G.- ;1+8!

%

!) 6G.- 5)-!

% 加双蒸水至
$%&% $=

% 置
$U "

恒温

箱酶切
AVL (

- 聚合酶链式反应(

>'B

)仪上
L) " A) F+6

灭活限制性内切酶%

0 "

保存& 连接反应体系

为*

!%&% $=

酶切产物%

!&% $= A%$C0

缓冲液%

LLL&I 6G.- C0

连接酶%

) DF3E ;1+8!

接头%

A% DF3E 5)-!

接头(表
A

)% 加双蒸水至
!)&% $=

%

AL "

连接过夜(

A%VA0 (

)&

&

预扩和选扩反应的正交试验设计优化&

预扩增反应采用
!%&% $=

体系% 运用正交试验设计对体系中的连接产物'

58C>

' 镁离子'

9&: 789

聚

合酶' 预扩增引物(

SW9

'

PW'

)(表
A

)的用量进行优化% 采用
L

因素
)

水平设计试验% 因素水平设置参考

U@%



第
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卷第
#

期 周生财等!

$

种楠木
%&'(

反应体系优化建立

编号
连接产物

)

预扩产物

稀释
$"

倍
)!'

镁离子
)!'

"

*#+" ,,-.

#

'

/0

$

123()!'

"

*+# ,,-.

#

'

/0

$

45%)45%22)

!'

"

0"+" !,-.

#

'

/0

$

657)65722)

!'

"

0"+" !,-.

#

'

/0

$

!"#)!'

"

8!+!# ,9:;

#

!'

/0

$

0 0 0+"" 0+" "+*)"+! "+*)"+< "+0"

* 0 0+*# 0+! "+$)"+# "+$)0+" "+0#

! 0 0+#" 0+< "+<)"+= "+<)0+$ "+*"

$ 0 0+=# 0+> "+8)"+> "+8)0+8 "+*#

# 0 *+"" *+* 0+")0+0 0+")*+* "+!"

< * 0+"" 0+! "+<)"+= "+8)0+8 "+!"

= * 0+*# 0+< "+8)"+> 0+")*+* "+0"

8 * 0+#" 0+> 0+")0+0 "+*)"+< "+0#

> * 0+=# *+* "+*)"+! "+$)0+" "+*"

0" * *+"" 0+" "+$)"+# "+<)0+$ "+*#

00 ! 0+"" 0+< 0+")0+0 "+$)0+" "+*#

0* ! 0+*# 0+> "+*)"+! "+<)0+$ "+!"

0! ! 0+#" *+* "+$)"+# "+8)0+8 "+0"

0$ ! 0+=# 0+" "+<)"+= 0+")*+* "+0#

0# ! *+"" 0+! "+8)"+> "+*)"+< "+*"

0< $ 0+"" 0+> "+$)"+# 0+")*+* "+*"

0= $ 0+*# *+* "+<)"+= "+*)"+< "+*#

08 $ 0+#" 0+" "+8)"+> "+$)0+" "+!"

0> $ 0+=# 0+! 0+")0+0 "+<)0+$ "+0"

*" $ *+"" 0+< "+*)"+! "+8)0+8 "+0#

*0 # 0+"" *+* "+8)"+> "+<)0+$ "+0#

** # 0+*# 0+" 0+")0+0 "+8)0+8 "+*"

*! # 0+#" 0+! "+*)"+! 0+")*+* "+*#

*$ # 0+=# 0+< "+$)"+# "+*)"+< "+!"

*# # *+"" 0+> "+<)"+= "+$)0+" "+0"

表
!

预扩
"

选扩反应体系的正交试验设计方案
3:?.@ * AB;C-D-E:..F @GH@BI,@E;:. 1@JIDE K-B HB@!:,H.IKIL:;I-E ) J@.@L;IM@ :,H.IKIL:;I-E JFJ;@,

%&'(

接头及引物 序列

$%&'"

接头 "双链$

#"!737 N3%N%73N7N3%77!!"

!"!7%373N%7N7%3NN 33%%!#"

()*"

接头 "双链$

#"!N%7N %3N%N3773N%N!!"

!"!3%737%NN%737 %3!#"

+%&,"

预扩增引物!

45% #"!N%73N7N3%77%%33 %!!"

$%&,"

选扩增引物!

45%22 #"!N%73N7N3%77%%33 %22!!"

()*"

预扩增引物!

657 #""!N%3N%N3773N%N3% 7!!"

()*"

选扩增引物!

65722 #"!N%3N%N3773N%N3% 722!!"

表
# $%&'

接头及引物序列

3:?.@ 0 %1:H;@B :E1 HBI,@B J@OP@EL@J IE ;C@ %&'( @GH@BI,@E;

-

*#

"

#

<

$正交试验设计表"表
*

$% 预扩增
(7Q

反应程序为
>$ #

预变性
# ,IE

&

>$ $ !" J

'

#< $ 0 ,IE

'

=*

$ 0 ,IE

'

*#

个循环& 最后
=* $

延伸
0" ,IE

'

0< $

保存% 取
*+" !'

预扩增产物加
<%

上样缓冲液混合

后' 在
<"+" D

#

'

&0非变性聚丙烯酰胺凝胶中电泳检测预扩增效果% 选扩增反应采用
*"+" !'

体系' 运用

正交试验设计对体系中预扩产物稀释
$"

倍后的模板(

123(

( 镁离子(

!"# R2%

聚合酶( 选扩增引物

"

45%22

(

65 722

$"

2

指代
1%6(

脱氧腺苷(

136(

脱氧胸苷(

176(

脱氧胞苷及
1N6(

脱氧鸟苷$引

物"表
0

$的用量进行优化' 采用
<

因素
#

水平设计试验' 因素水平设置参考
-

*#

"

#

<

$正交试验设计表"表
*

$%

选扩增
(7Q

反应程序为
>$ $

预变性
# ,IE

&

>$ $ !" J

'

<# $ !" J

"每循环降低
&"+= $

$'

=* $ 0 ,IE

'

0!

个循环&

>$ $ !" J

'

#< $ !" J

'

=* $ !" J

'

*#

个循环& 最后
=* $

延伸
0" ,IE

'

0< $

保存% 取
*+"

=>0
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月
!"

日

!&

预扩增产物加
' !

上样缓冲液混合后! 在
'%(% )

"

&

"#非变性聚丙烯酰胺凝胶中电泳检测选扩增效果#

"

选扩反应的单因素试验设计# 在预扩体系优化基础上! 以正交设计试验优化的选扩体系进行单因素设

计试验# 对某一因素进行单因素设计时! 其他因素采用正交优化的水平# 以最终优化的预扩和选扩反应

体系对退火温度进行
* #

波动范围优化试验!

+,-

仪上
'!(*.'/(* $

!

*$(*.*0(* $

范围间自动生成
1!

个温度梯度# 取
!(" !&

预扩增产物加
'%

上样缓冲液混合后! 在
'"(" )

"

&

"1非变性聚丙烯酰胺凝胶中电

泳检测预扩增效果#

#

引物组合多态性和通用性检测# 以优化的
23&+

反应体系对
0

份浙江楠基因组

452

进行引物多态性及通用性的筛选分析#选扩增产物与上样缓冲液$体积分数为
607

甲酰胺%

1% 889:

"

&

;1乙二胺四乙酸 $

<4=2

&!

>? 0(%

%

!(* )

"

&

"1溴酚蓝%

!(* )

"

&

"1二甲苯青
33

&等体积混合!

6* $

变性
'

8@A

! 立刻置于冰上待用! 采用
07

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染方法进行检测 '

!B

(

# 显带后在
CD&0%%

,E:@FGEHIJ 4IAK@H98IHIG

扫描仪上扫描! 选择具有清晰) 易读电泳条带的引物作为
23&+

反应的最佳引物#

!

结果与分析

!"#

基因组
$%&

提取与质量检测

高质量的基因组
452

是进行
23&+

分析的关键因素! 普通
,=2L

法和
D4D

法提取的
452

纯度低!

电泳拖带严重%

,=2L

结合硅珠法提取的
452

纯度好! 但得率低! 且过程繁琐) 毒性高% 本实验发现!

采用
=5<

结合
,=2L

法具有高质) 快速和低毒的优

点! 且提取的
452

所测
!

$

$

&

'% M !

$

$

&

!0%

均为
1(0.

!(%

!

1%(% )

"

&

"1琼脂糖电泳条带整齐一致! 表明杂质

去除较干净! 纯度较高! 可用于
23&+

分析$图
1

&#

!"! &'()

反应体系优化

!(!(1

酶切与链接 基因组
452

酶切是否完全直接

影响实验结果的分析! 酶切不完全会造成相应的指

纹片断的缺失! 降低
23&+

的分析精度 '

1B

(

# 实验中

以
$%% A) 452

为模板进行不同时间的酶切处理! 经

琼脂糖凝胶电泳发现! 酶切
1 N 452

不能酶切完全!

酶切
! N

!

$ N

后在
! %%% F>

到
# *%% F>

之间仍有弥

散片段! 酶切
B N

!

* N

!

' N

后
452

均弥散在
# *%% F>

之下! 因而采用
B N

酶切处理# 实验也证明!

B

N

酶切产物选扩增后图谱带型较好# 连接反应则按照描述的方法操作#

!(!(!

预扩和选扩反应正交试验设计优化 预扩增反应是采用
<O2

引物和
PO,

引物初步对酶切片段进

行扩增! 体系中各因素用量均与最终结果相关# 正交试验处理的实验产物在
'%(% )

"

&

"1非变性聚丙烯酰

胺凝胶上检测发现! 预扩增片段在
1%%.0%% F>

扩增信号较强! 各样品间相对一致! 说明基因组
452

的

提取和酶切连接体系比较合适%

'

因素仅取值在两端的水平组合选择性片段扩增量或者较少 $泳道

1

!

6

!

1%

!

10

&! 或者背景太深$泳道
0

!

!$

&而带型模糊不清! 其他组合均有较好带型$图
!

&# 经对比分

析认为! 预扩增反应体系各因素水平范围宽泛# 据经济适用原则! 确定最佳预扩增反应体系为*

%(' !&

PO,

$

1%(% !89:

"

&

"1

&!

%(' !& <O2

$

1%(% !89:

"

&

"1

&!

!(% !&

连接产物!

1(!*!&

镁离子$

!*(% 889:

"

&

"1

&!

1(' !& J5=+

$

!(* 889:

"

&

"1

&!

%(! !& "#$ 452

聚合酶$

0$($* 8QEH

"

&

"1

&!

!(% !& 1% %

缓冲液! 加双蒸水

至
!%(% !&

# 选扩增反应是采用
<O255

和
PO,55

对预扩增片段进行再次扩增# 使用上述优化过的预扩

体系产生的预扩产物进行选择性扩增体系优化! 正交试验处理的产物在
'%(% )

"

&

"1非变性聚丙烯酰胺凝

胶上检测发现! 选扩增片段在
*%.*%% F>

扩增信号较强%

'

个因素不同水平组合对选扩反应影响较大!

仅实验组合
'

!

/

!

11

!

1'

!

10

!

16

!

!1

!

!!

相对带型较好$图
$

&# 经对比分析认为! 选扩体系重要

的影响因素依次是
PO,55

!

<O255

! 预扩产物! 镁离子!

J5=+

!

"#$ 452

聚合酶% 初步确定最佳选扩

反应体系为
1(! !& PO ,55

!

1(! !& <O255

!

!(% !&

稀释
B%

倍的预扩产物)

!(% !& 1%%

缓冲液)

1(!*

!&

镁离子!

1(' !& J5=+

!

%(! !& "#$ 452

聚合酶! 加双蒸水至
!%(% !&

#

!(!($

选扩反应的单因素实验优化 由正交试验结果知* 预扩产物用量!

J4=+

!

<O255

及
PO,55

对

选扩体系影响较大! 采用单因素试验设计进一步研究!

<O255

水平调整为
%('

!

%(6

!

1(!

!

1(*

!

1(0 !&

图
1

改良
,=2L

法提取的
452

琼脂糖凝胶

电泳结果

3@)RGI 1 2)EG9KI )I: I:ISHG9>N9GIK@K 9T 452 IUHGESHIJ FV

HNI @8>G9WIJ ,=2L 8IHN9J

/6!
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图
$

预扩增体系的正交试验电泳图谱

%&'()* $ +,*-.)/01/)*2&2 03..*)4 /5 /).1/'/43, .*2.2 5/) 0)*!360,&5&-3.&/4

!

7"89 !6/,

"

:

"7

#$ 选扩体系中单因素不同水平试验电泳图谱显示!图
;

#% 各因素水平控制良好& 较好带

型均出现在因素中值附近' 预扩增产物(

<=>?

和退火温度在一定水平内对反应体系影响均明显&

@A

B==

的用量要稍大于
+AB==

$ 进一步优化的选扩增反应体系为%

78# !: @AC==

!

79 !6/,

"

:

"7

#&

78D !:

+AB==

!

7989 !6/,

"

:

"7

#&

D89 !:

稀释
;9

倍的预扩产物&

D89 !: 79#

缓冲液&

78D# !:

镁离子!

D#89 66/,

"

:

"7

#&

78E !: <=>?

!

D8# 66/,

"

:

F7

#&

98D !: !"# G=B

聚合酶!

H!8!# 6I3.

"

:

"7

#& 双蒸水加至
D989 !:

$ 退火温度采用

中值
E# $

和
#E $

$

D8D8;

引物筛选 利用随机选取的
H

个浙江楠
G=B

样品对
E;

对选扩引物组合进行筛选& 基于聚丙烯酰

胺凝胶上显示的条带数( 清晰度及重复性情况& 选出
!D

对引物组合& 经进一步试验研究& 有
7!

对!表

!

中 )

AA

* 示意#是做浙江楠
B%:?

分析的最佳选扩引物组合!图
#

#$

图
!

选扩体系的正交试验电泳图谱

%&'()* ! +,*-.)/01/)*2&2 03..*)4 /5 J).1/'/43, .*2.2 5/) 2*,*-.&K* 360,&5&-3.&/4

周生财等%

;

种楠木
B%:?

反应体系优化建立 LM!
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阿拉伯数字为选扩引物组合代码!表
$

"

图
&

引物组合筛选结果图
'()*+, & -,.,/0,1 2+(3,+ 24(+5

图
6

选扩增体系的单因素不同水平试验电泳图谱

'()*+, 6 7.,/0+8298+,5(5 2400,+: 8; 1(;;,+,:0 ;4/08+ <45,1 8: )+41(,:05 0,50 ;8+ 432.(;(/40(8:

$

讨论

楠木属植物含有较多生物碱# 多糖# 多酚及芳香类物质$ 对比温强等%

="

&研究的闽楠
>?@

提取方法$

AB6



第
!"

卷第
#

期

说明! "

$

# 表示筛选出的符合要求的引物组合$ %

!

& 表示被淘汰的引物组合$ %

$$

& 最佳选择引物组合'

引 物
%"&&' %"&&( %"&'& %"&') %"&'' %"&'( %"&(' %"&((

*"'&& +

,

-

$$

!

!

.

!

#

$

/

$

0

$$

1

!

*"'&' 2

!

+"

$

++

!

+-

!

+!

$

+.

!

+#

!

+/

!

*"'&( +0

$

+1

,

+2

$

-"

$

-+

!

--

!

-!

!

-.

!

*"'&) -#

$$

-/

!

-0

$$

-1

!

-2

!

!"

$

!+

!

!-

$

*"')& !!

!

!.

!

!#

!

!/

$

!0

$$

!1

$$

!2

!

."

$

*"')& .+

!

.-

!

.!

$$

..

!

.#

!

./

!

.0

$$

.1

$

*"')( .2

$

#"

$$

#+

$

#-

!

#!

!

#.

$$

##

!

#/

$

*"')) #0

$

#1

$

#2

$

/"

$$

/+

$$

/-

$$

/!

$

/.

!

表
!

选扩引物组合筛选结果

)3456 ! 7656896: ;<=>6< ;3=<?

本试验用体积分数为
-@!"

巯基乙醇的
)A% -

次重复洗涤( 能够很好地去除黏稠状物质( 再用预冷的异

丙醇沉淀
')&B

提取缓冲液中的
CA&

(

!-" #

放置
+" >=D

即可得到高纯度
CA&

'

!0 #

条件下用核酸缓

冲液 )

)%

*)

+" >>E5

+

F

!+

)<=?"G'5

(

+ >>E5

+

F

!+

%C)&

( 体积分数为
-@

核糖核酸酶*充分溶解
CA&

(

+H-

万

<

+

>=D

!+离心
# >=D

( 上清液中
CA&

质量最佳'

对比
-""2

年田晓俊等 ,

++

-建立的闽楠. 红楠
&IFJ

反应体系( 本试验采用正交结合单因素不同水平

实验设计( 可兼顾到各因素间的交互作用( 且有多处进行了优化!

!"#"

在缓冲液
.

中的活性高于缓冲

液
-

( 可少用
1H!!# DK39

的
!"$"

$ 有必要取
/H" #F

酶切产物琼脂糖检测酶切效果( 选用
!"H" #F

酶切体

系较合适$ 此外( 本实验连接产物不必稀释( 预扩增反应体系少用了
1H0# ;>E5

镁离子$ 选扩增反应中

多用
!H"" ;>E5 *$'AA

$

J'L

反应复性时间少一半( 为
!" ?

'

ME?

等,

+.

-研究发现(

&IFJ

主要扩增两端同时是
%"$ "

和
&'() "

酶切黏性末端的片段( 实验中要用

-

倍于
&'(* "

接头的
%"$ N

接头做连接反应' 这是因为
&'(*"

的酶切位点是
/

个碱基(

%"$"

的是
.

个

碱基( 依据
.

种碱基随机排列组合概率(

%"$"

的酶切位点要明显多于
&'(*"

( 则
%"$"

用量少于
&'(*"

理论上是可行的' 本试验表明这样的接头浓度要求是正确的( 且
*$&AA

的用量仅稍稍多于
%$&AA

的

试验结论符合
&IFJ

反应原理' 试验表明预扩反应各因素的水平比选扩宽泛( 也与
&IFJ

反应原理相符'

通过正交试验分析发现( 预. 选扩反应体系中不同实验因素的影响力是一致的( 依次为
*$'O*$'AA

(

%$&O%$&AA

( 模板( 镁离子(

:A)J

(

+,- CA&

聚合酶'

鉴于种间差异( 适用于闽楠. 紫楠及桢楠
&IFJ

分析的最佳选扩引物组合有可能与浙江楠的有所不

同( 但只需依照本优化体系筛选即可'
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