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乌药Q@@C扩增条件的优化

"顾婧婧&!!!!金则新!&!!李钧敏!!!李建辉!!!毕泉鑫!

"&?西南大学 三峡库区生态环境教育部重点实验室!重庆 北碚<""’&;%!?台州学院 生态研究所!浙江 临海$&’"""#

摘!要!为了确保Q@@C分析的可靠性和重复性!有必要进行Q@@CBF‘C反应体系的优化"以浙江
省天台山乌药#($*;)0##%%0)%#2#$自然种群随机个体的基因组G0A为研究对象!通过对反应体
系中的 XD!̂ 浓度%E0OF浓度%模板G0A用量%O-KG0A聚合酶用量%S@A浓度%引物用量进行
筛选和优化!得出了适用于乌药Q@@C分析的扩增条件&&",cF‘C反应体积!&[O-K酶配套缓冲
液#!"">>).’cU&O+95’H‘.!JH#?#!&"">>).’cU& f‘.!&VO+91),hB&""!&"">>).’cU&

#0H<$!@d<!!">>).’cU& XD‘.!$!"?;8O-KG0A聚合酶!&",D模板G0A!&"J>).引物!"?<
>>).’cU&E0OF"利用优化反应体系从&""个Q@@C引物中筛选出&!个重复性好%稳定性高的引物
对!"个乌药个体的G0A进行扩增!共得到&<!个位点!其中!&"!个为多态位点!多态位点百分率为

’&?#$V!049指数为"?!#<$!@2-,,),信息指数为"?<&;$!乌药的遗传多样性处于较高水平"
关键词!乌药(Q@@C(优化(遗传多样性
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!!Q@@C"Q,14+B@9>J.4@4K*4,L4C4J4-1#又称为

Q,14+B@@C!称为简单重复序列区间!是g941T94394M

等&&’于&==<年创建的建立在F‘C基础上的一种新
的分子技术!它结合了@@C和CAFG的优点!并由
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于其具有引物开发费用低!G0A用量少!多态水平
高等特点"!#$近年来已广泛用于品种鉴定!物种多样
性等相关领域的研究"$B<#%由于Q@@C技术也是基
于F‘C的一种分子技术$因此$影响F‘C效果的因
素诸如牛血清白蛋白浓度!XD!̂ 浓度!E0OF浓度!
模板G0A用量!引物用量以及O-KG0A聚合酶用
量等均会影响Q@@C的扩增结果%因此$为了获得
稳定而可靠的扩增结果$在研究时都应先建立合适
的反应体系并对其进行优化%
乌药&($*;)0##%%0)%#2#’属樟科山胡椒属$常

绿灌木或小乔木$主要分布于长江以南广大地区$是
一种重要的药用植物$具有温胃散寒!理气止痛的功
效%目前$对乌药的研究主要集中在其药理以及根!
茎!叶的化学成分方面";B=#$关于其种源苗期性状变
异方面也有报道"&"#$但是利用Q@@C分子标记研究
乌药种群的遗传多样性迄今未见报道%笔者以乌药
的基因组G0A为模板$探讨Q@@CBF‘C反应体系
中%种因素对扩增的影响$以期获得乌药Q@@C反
应的最佳体系$为乌药遗传多样性的分析奠定基础%

&!材料与方法

A?A!材料
试验材料采自浙江省天台县泳溪乡四合村蜡烛

田$海拔;"">%随机选取!"株乌药个体$每个个
体至少间隔!">$采集植株的幼嫩叶片置于保鲜袋
中$并编号!封口$于样品贮藏箱&由超低温冰袋保持
冷藏条件’带回实验室$U’"W低温冰箱保存$供

G0A提取%

A?B!方法

&?!?&!G0A 提取与定量 ! 采用改进的 @G@
法"&&#%G0A经"?#V琼脂糖凝胶电泳分析$用eQ@
凝胶成像分析系统&上海天能科技服务公司’拍照定
量$稀释成终浓度!",D(,c

U&$U!"W保存$备用%

&?!?!!Q@@C原初扩增条件及F‘C扩增程序!Q@B
@C引物采用加拿大哥伦比亚大学提供的序列&8,9B

:4+5917)/S+91952‘).*>N9-$@410)?=$0)?#"&!
=""’$由上海生工生物工程公司合成%原初Q@@C
扩增反应体系为)&",c的F‘C反应体积中$"?$
>>).(cU&E0OF$&>D(>cU&牛血清白蛋白$&"
,D模板 G0A$&"J>).引物&上海@-,D),公司’$

"?;8O-KG0A 聚合酶&北京鼎国公司’%Q@@CB
F‘C扩增采用O)*L2E)3,F‘C扩增程序)=<W预
变性;>9,$=<W变性&>9,$;’W退火&>9,&每个
循环降低"?;W’$’!W延伸&?;>9,$共&"个循环*

=<W变性&>9,$;!W退火&>9,$’!W延伸&?;
>9,$共!;个循环*’!W延伸;>9,%所有反应在美
国S9)BC-E公司生产的FO‘!!"F‘C仪中进行%
扩增产物在&?%V的琼脂糖凝胶 &含"?;,D(>c

U&

溴化乙锭’中电泳$电泳缓冲液为"?;[OSa$用

!""NJG0Ac-EE4+做分子量标记$于eQ@凝胶成
像分析系统&上海天能科技服务公司’拍照保存%根
据原初F‘C反应条件$筛选出扩增条带多且清晰的

8S‘#"’作为优化的引物%

&?!?$!乌药Q@@CBF‘C扩增反应体系的优化!按
常规方法$采用单因素试验$共试验了%个因素各<
个水平&表&’%其余条件同+&?!?!,%

!!结果与分析

B_A!W0#用量对-00V扩增的影响
植物G0A中常含有内源多酚类化合物$该类

化合物可与相应的蛋白质结合$致使酶失活$而

S@A可以通过其上富含赖氨酸的阳离子与多酚化
合物的阴离子相互作用$或通过疏水相互作用力消
除内源多酚类化合物$起到消除多酚化合物与蛋白
质的作用$即阻止它们与 O-K酶结合$从而提高酶
活性$最终对F‘C反应起到改善的作用"&!#%但研
究中发现$添加S@A会使分子量小的条带亮度明显
下降甚至丢失&图&BA’%因此$在本研究采用不添
加S@A的方法%

表A!Q@@CBF‘C体系优化的因素与水平

O-N.4&!O24/-L1)+5-,E.4:4.5/)+124)J19>9M-19),)/Q@@CBF‘C+4-L19),57514>

水平
S@A&牛血清
白蛋白’浓度
-&>D(>cU&’

XD!̂ 浓度-
&>>).(cU&’

模板G0A
用量-,D

O-K
&G0A聚合酶’
用量-8

E0OF&三磷酸脱氧
核糖核苷酸’浓度
-&>>).(cU&’

引物用量
-J>).

& " !?"" ; "?; "?$ ;
! & !?!; &" &?" "?< &"
$ ! !?;" &; &?; "?; &;
< $ !?’; !" !?" "?% !"

B_B!J2B‘浓度对-00V扩增的影响

XD!̂ 浓度是影响Q@@CBF‘C扩增结果的一个
重要因素%它通过影响O-KG0A聚合酶的活性从

而显著地影响F‘C扩增"&$#%在乌药的Q@@CBF‘C
扩增中$XD!̂ 浓度的变化对Q@@C的条带数量影响
不大%从图&BA可以看出$XD!̂ 浓度以!?"">>).
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!cU&效果最佳"可扩增出明亮清晰且稳定的条带#
随着 XD!̂ 浓度升高"条带数量变化不大"而扩增背

景略有增高"但差异不明显"因此"本研究中"XD!̂

的最适浓度为!?"">>).!cU&$

!!X%!""NJG0Ac-EE4+标准分子量参照物#A&!<%S@A浓度分别为"&&&!&$>D!>cU&#A;!#%XD!̂ 浓度分别为!?""&!?!;&!?;"&!?

’;>>).!cU&#A=!&!%模板G0A用量分别为;&&"&&;&!",D#A&$!&%%O-KG0A聚合酶用量分别为"?;&&&&?;&!?"8#A&’!!"%E0OF浓

度分别为"?$&"?<&"?;&"?%>>).!cU&#A!&!!<%引物用量分别为;&&"&&;&!"J>).#S&!<%O-KG0A聚合酶用量分别为"?!&"?$&"?<&"?

;8$

图A!几种因素对乌药Q@@C扩增的影响

69D?&!O244//4L1)/5)>4/-L1)+),Q@@C->J.9/9L-19),)/(8#%%0)%#2)

B_C!模板X$#用量对-00V扩增的影响
从图&BA可知"模板G0A用量的变化对Q@@C

条带的数量和强弱影响不大$&",c反应体积中"
模板G0A用量从;!!",D均可扩增获得清晰的条
带"带型与亮度变化不大"只是当模板G0A用量为

;,D时"扩增的条带亮度较弱$考虑到模板G0A
浓度过低"将导致扩增产物不稳定"而模板G0A浓
度过高"又会增加非特异性产物的扩增"因此"本研
究采用的最适模板G0A用量为&",D$

B_G!R+NX$#聚合酶用量对-00V扩增的影响
在F‘C反应中"O-KG0A聚合酶用量的变化

影响实验结果$用量过少"不能扩增#用量过多"不
仅增加实验成本"而且导致非特异性产物增加$在

&",c的反应体系中"当 O-KG0A聚合酶用量为

"?;8时"条带最多且最清晰"此后随着O-KG0A
聚合酶用量的增加"条带变得模糊不清"O-KG0A
聚合酶用量过高"会引起F‘C扩增效果的降低"这
与其他文献报道一致’&<B&;($其原因可能是受 O-K
G0A聚合酶中甘油成分的影响"甘油是O-KG0A
聚合酶的抑制剂"能够降低 O-K聚合酶的活性"从
而影响扩增结果’&%($为了确定最佳O-KG0A聚合
酶用量"对该因素做了进一步分析)图&BS*"发现当

O-K酶单位低于"?;8时"条带模糊不清甚至丢失"
因此"本实验确定最佳 O-KG0A 聚合酶用量为

"?;8$

B_H!@$R\用量对-00V扩增的影响

E0OF作为扩增的底物"其浓度变化直接影响

F‘C扩增结果$当E0OF的浓度为"?$>>).!

cU&时"分子量小的条带较清晰"但高分子条带亮度

较低弱#当E0OF浓度大于"?<>>).!cU&时"小
分子条带亮度明显下降甚至丢失"因此"本研究中的
最佳E0OF浓度为"?<>>).!cU&$

B_E!引物用量对-00V扩增的影响
引物浓度会对Q@@CBF‘C的扩增结果产生明显

的影响"浓度过低不能扩增"浓度太高则会引起非特
异性扩增"并形成引物二聚体$在本研究中"引物用
量的变化对扩增条带的数量和强弱影响较明显$当
引物量为;J>).时"条带亮度低"且分子量小的条
带扩增不出"当用量增加到&"J>).时"条带最多且
亮度清晰"但是当引物量增加至&;J>).和!"J>).
时"出现杂带"并且高分子条带亮度减弱$本研究选
择的引物用量为&"J>).$

B_O!乌药-00V扩增及遗传多样性
经以上分析"确立了乌药最适宜的Q@@C反应

体系"利用该反应体系对&""个引物进行了筛选"得
到&!个扩增条带清晰&重复性好&稳定性高的引物"
并作为正式扩增的Q@@C引物)表!*$用这&!个引
物对分布在天台县的乌药种群共!"个个体的G0A
进行Q@@C扩增"共扩增出&<!个G0A片段"分子
量为!""!!"""NJ$不同的引物在乌药中检测到
的位点数不同"如引物 8S‘#&;和 8S‘#!;只检测
到=个位点"而引物 8S‘#"’和 8S‘#<!却检测到

&;个位点$不同引物之间检测到的多态位点数目
也不相同"除引物 8S‘#’$检测到的多态位点较少
外"其 余 均 检 测 到 较 多 的 多 态 位 点"如 引 物

8S‘#&"&8S‘#&& 多 态 位 点 比 率 为 &""V$经

FdFea0a$!软件分析"在所检测到的&<!个位点
中"多态位点为&"!个"多态位点百分率为’&?#$V"
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049指数为"?!#<$!@2-,,),信息指数为"?<&;$!
表明乌药的遗传多样性处于较高水平"
表B!用于Q@@C分析的AB个随机引物序列

O-N.4!!O2454K*4,L4)/134.:4+-,E)>J+9>4+5/)+Q@@C-,-.7595

引物 序列 引物 序列 引物 序列

8S‘#"’ #Ae$#O 8S‘#!< #O‘$#e 8S‘#’$ #eA‘A$<
8S‘#&" #eA$#O 8S‘#!; #A‘$#O 8S‘### SGS#‘A$’
8S‘#&& #eA$#‘ 8S‘#<" #eA$#PO 8S‘#=" IHI#eO$’
8S‘#&; #‘O$#e 8S‘#<! #eA$#Pe 8S‘#=& HIH#Oe$’

$!结论与讨论

Q@@C技术是基于F‘C扩增反应的一种新型分
子标记技术!虽然具有诸多的优点!但同时也易受多
种因素的影响!通过分析 XD!̂ 浓度%E0OF浓度%

S@A浓度%模板G0A用量%引物用量%O-KG0A聚
合酶用量等因素对乌药Q@@C扩增结果的影响!获
得乌药Q@@CBF‘C反应体系较适宜的扩增条件为&

&",cF‘C反应体积中!& [O-K酶配套缓冲液
#!"">>).’cU& O+95’H‘.!JH#?#!&"">>).’

cU& f‘.!&V O+91), hB&""!&"" >>).’ cU&

#0H<$!@d<!!">>).’cU& XD‘.!$!"?;8 O-K
G0A聚合酶!&",D模板G0A!&"J>).引物!"?<
>>).’cU&E0OF"
经反复试验!在此优化条件下可以获得重复%稳

定的Q@@C扩增结果"采用&!个引物对分布在浙
江省天台县的乌药自然种群进行初步检测!其多态
位点百分率为’&?#$V!049指数为"?!#<$!@2-,B
,),信息指数为"?<&;$!表明天台山乌药自然种群
的遗传多样性较高"为进一步研究乌药种群遗传多
样性与遗传结构奠定了基础"
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