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菝葜RAPD扩增条件优化

仇 萍1, 2 ,刘春林1 ,盛孝邦1 * ,黄宇明2 ,张光贤2

( 1 湖南农业大学, 湖南 长沙 410128; 2 怀化正好制药有限公司,湖南 怀化 418000)

摘 要:目的 研究菝葜的 RAPD PCR 扩增体系最适宜的条件。方法 采用 CTAB 提取方法,从菝葜的嫩叶中提

取总基因组 DNA,以此为模板, 优化菝葜 RAPD PCR的反应条件。结果 最适宜的 PCR 扩增体系为:反应体积

30 L , 内含 0 20 mol/ L 引物、200 mo l/ L dNTP、40 ng 模板 DNA、2 U Taq DNA 聚合酶、2 mo l/ L Mg2+ 。结

论 通过扩增条件优化实验,建立了重复性好、稳定性高的药用植物菝葜 RAPD PCR 扩增体系最适宜的条件, 筛

选出条带清晰多态性好的 14 条随机引物, 共扩增得到 144 条电泳带, 其中有多态性带 62 条, 检测到了62 个多态性

位点,多态率为 43%。
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菝葜 Smilax china L 为百合科菝葜属植物,

别名金刚藤、金刚刺、铁菱角、马加勒、筋骨柱子、红

灯果等。在我国 400年前就有菝葜药用的记载, 始

载于 名医别录!。民间称药用菝葜为金刚藤, 其根
茎具有祛风利湿、解毒散瘀的功效,多用于治疗风湿

关节痛、跌打损伤、胃肠炎、痢疾、消化不良、糖尿病、

乳糜尿、白带、癌症等, 其叶外用可治疗疔疮、烫

伤[ 1 2]。目前市场上以菝葜根茎的提取物为主要组

分的药品有金刚藤糖浆、金刚藤颗粒、金刚藤片、金

刚藤胶囊、三金片、金鸡胶囊等, 主要用于治疗附件

炎和附件炎性包块及妇科多种炎症等, 年销售量达

5~ 10亿元人民币, 是临床上治疗妇科炎症的常用

药品;复方菝葜颗粒则用于治疗癌症。因此, 菝葜的

药用价值很高, 极具开发潜力。

RAPD 技术是 DNA 分子标记技术的一项创

新,可直接反映染色体组 DNA 多态性, 不受环境限

制,具有操作简单快捷、成本低、通用性好、灵敏度

高,且无需预知基因组的相关分子生物学信息等优

点,广泛应用于遗传多样性、生物种群划分、遗传图

谱构建、基因定位等方面的研究 [ 3 10]。在用 RA PD

技术进行植物种的遗传多样性分析时, 首先要建立

稳定的反应体系, 以确保其结果的可靠性、重复

性
[ 1 1]
。为此, 本实验就菝葜 RAPD 反应中的模板

DNA 浓度、引物浓度、dNT Ps浓度、Mg
2+
浓度、Taq

酶用量等因素进行实验,初步建立稳定性好、重复性

高的 RAPD反应体系, 为深入分析菝葜遗传多样性

提供了基础资料。

1 材料与方法

1 1 材料: 根据菝葜的分布情况,于 2005年 5月和

8月分别从金刚藤主产区湖南省芷江、会同、靖州、

雪峰山和鸡公界 5个地区采集。其中材料 1采自芷

江明山下、材料 2~ 4采自会同、材料 5~ 7采自靖州

寨芽、材料 8~ 10采自雪峰山大峰、材料 11~ 15采

自鸡公界。

1 2 主要试剂及仪器

1 2 1 试剂: T aq DNA 聚合酶、15 个随机引物

( Sangon 公司)、10 ∀ Buffer、MgCl2、dNT P、DNA

Ladder M arker、琼脂糖(西班牙分装)。

1 2 2 仪器: 凝胶成像系统 ( Gel DOC 1000, BIO

RAD) ,台式高速冷冻离心机 ( T GL # 16M ) , Smart
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Spec TM plus Spectr ophoto Meter ( BIO RAD, 美

国) , M DF # U 4086S 型三洋超低温冰箱, 电泳仪

( PT C # 100型)及各种规格电泳槽。

1 3 总 DNA 提取及浓度测定: 提取方法为 CT AB

法。取 1 g 左右的幼嫩叶片, 吸干水分放入预冷的

研钵(研钵置于冰上) , 加入 PVP 及石英砂, 再加入

液氮反复研磨至冻粉状。迅速转入 5 mL 离心管

中,加入 4 mL CT AB( 65 % 预热)及 100 L 2 巯基

乙醇,混匀后于 65 % 水浴 1 h(期间轻摇数次)。吸

上清液,加入等体积的抽提液氯仿 异戊醇( 24& 1) ,

10 000 ∀ g 离心 10 m in,再吸上清液加入抽提液反复

离心,直至上清液较为透亮。在上清液中加入1/ 10体

积的乙酸钠, 2倍体积的 4 % 无水乙醇, 立即有白色

絮状物出现。用吸头将絮状物吸到 1 mL 离心管

中,加入 4 % 无水乙醇离心漂洗 2次, 倒掉乙醇, 置

于室温下风干至半透明。加入 100 L T E 溶解

DNA。取 1 L DNA 样品稀释 25 倍, 在 Smart

Spec TM plus Spect ropho to M eter 上测定浓度、260

nm及 280 nm处的吸光度值和 A 260 / A280的值。

1 4 RAPD反应体系的初步优化

1 4 1 RAPD主要成分用量的优化: 参照汪小全

等[ 1 2]的方法, RA PD 反应体系的 5 种主要成分引

物、dNTP 的用量、DNA 模板、T aq DNA 聚合酶、

Mg
2+
设置 6 个浓度梯度(表 1)。以引物 S12 ( 5∋

CCTT GA CGCA 3∋)和菝葜基因组 DNA 为模板进

行 RAPD反应体系的单因素优化实验。当进行某

一因素水平实验时, 其他因素均固定在第 3个浓度

梯度,所有反应体系均为 30 L。

1 4 2 引物的筛选:根据已知的具有有效扩增产物

的随机引物,选出了 15条随机引物对菝葜进行扩增

(表 2) ,筛选出扩增效果好、多态性高的引物用于分

子标记分析。

表 1 RAPD反应体系中 5 种成分用量

Table 1 Different amounts of five components

used in RAPD reaction system

因 素
水 平

1 2 3 4 5 6

引物/ ( mol∃ L- 1) 0 05 0 10 0 20 0 30 0 40 0 50

dNT P/ ( mm ol∃ L- 1 ) 0 10 0 13 0 16 0 20 0 23 0 26

模板 DNA/ ng 10 20 30 40 50 60

T aq酶/ U 0 50 1 00 1 50 2 00 2 50 3 00

Mg2+ / ( mmol∃ L- 1) 1 00 1 50 2 00 2 50 3 00 3 50

表 2 引物及序列

Table 2 Primers and sequences

引物 序 列 引物 序 列 引物 序 列

S3 5∋CATCCCCCTG3∋ S25 5∋AGGGGTCT T G3∋ S48 5∋GTGT GCCCCA3∋
S5 5∋TGCGCCCT TC3∋ S28 5∋GT GACGT AGG3∋ S52 5∋CACCGT ATCC3∋

S7 5∋GGT GACGCAG3∋ S34 5∋T CT GT GCTGG3∋ S59 5∋CT GGGGACT T3∋
S12 5∋CCTT GACGCA3∋ S36 5∋AGCCAGCGAA3∋ S67 5∋GTCCCGACGA3∋
S17 5∋AGGGAACGAG3∋ S41 5∋ACCGCGAAGG3∋ S75 5∋GACGGAT CAG3∋

1 4 3 PCR 扩增程序及参数: PCR扩增体系为 30

L, 其中 dNT P、模板 DNA、引物、聚合酶和 MgCl2

按优化筛选结果取量。在 PT C # 100 型 PCR 仪上

进行扩增,于 94 % 预变性 3 min, 94 % 变性 50 s, 35

% 退火50 s, 72 % 延伸1 min, 共39个循环, 72 % 延

伸 10 min。扩增产物在 1 9%琼脂糖凝胶上电泳

(含 0 5 mg/ L 的溴化乙锭) , 进胶电压 120 V, 电泳

电压 85 V, 电泳 4 ~ 5 h 后, 取出凝胶板, 在 Gel

DOC1000凝胶分析系统上进行信息采集、处理、分

析、保存和结果输出。

2 结果与分析

2 1 RAPD反应体系主要成分的优化

2 1 1 引物浓度的筛选结果:引物浓度变化对菝葜

RAPD反应结果存在影响(图 1 A)。从图中可以看

出,总的趋势是随引物浓度增加,扩增带的数量与亮

度也增加。当引物浓度水平小于 0 05 mol/ L ( 1

泳道)时, 扩增带数量少、亮度弱, 扩增效果不理想。

当引物水平由 0 1 mol/ L 逐渐升高时, 扩增效果

明显改善,扩增带的数量和亮度明显增加。引物浓

度达到或大于 0 2 mol/ L 时, 带的数量和亮度趋

于稳定一致。在此范围内,引物水平的不同对扩展

结果的影响不明显。从扩增效果和节省开支两方面

考虑,引物浓度以 0 2 mol/ L 为宜。

2 1 2 dNTP 水平的筛选结果: 图 1 B 为不同

dNTP 浓度对菝葜 RAPD反应结果的影响。dNTP

( dAT P、dGT P、dCTP、dT TP)是 DNA 合成的底物,

当 dNTP 的浓度为 100 mo l/ L ( 1泳道)时, 扩增强

度不够,谱带少而且暗,说明被扩增的片段和扩增量

均较少,随着 dNT P 浓度的逐渐增加, 扩增强度和

背景均逐渐加强, 到 dNTP 为 200 mol/ L ( 4泳道)

时达到峰值。其后,随 dNT P 浓度水平的继续升高

( 4~ 6泳道) ,扩增带数、带型和带的明暗程度变化

不大,出现所谓的平台效应。根据这一实验结果,选

择 200 mol/ L 的浓度水平作为正式扩增条件。
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2 1 3 T aq DNA 聚合酶水平的筛选结果: 图 1 C

为不同水平的 T aq DNA 聚合酶对 RA PD PCR 反

应结果的影响。从图中可以看出, Taq DNA 聚合酶

对 RAPD PCR反应结果的影响比较明显。当每个

反应的 Taq DNA聚合酶的用量低于 1 5 U 时( 4~

6泳道) ,扩增效果较差,主要表现为带弱; 当 T aq 酶

为 2、2 5 U 时( 2、3泳道) ,扩增效果较好; T aq 酶达

到 3 U 时 ( 1 泳道) , 带型则出现模糊现象。因此,

Taq DNA 聚合酶的用量以 2 U 为宜。

2 1 4 模板 DNA 水平的筛选结果: 图 1 D为不同

水平的模板 DNA 对 RAPD PCR扩增结果的影响。

从图中可以看出, 模板 DNA 对扩增反应的结果影

响相对较大, 当模板 DNA 为 5~ 10 ng 时( 1、2 泳

道) ,扩增产物少且带型模糊; 而从 30~ 60 ng( 3~ 6

泳道)均能获得较理想的扩增效果。因此,选择模板

DNA 的最适水平为 40 ng。

2 1 5 M g
2+
浓度的筛选结果:图 1 E 为不同水平

的 Mg2+ 对 RAPD PCR扩增结果的影响。Mg2+ 主

要通过影响 T aq DNA 聚合酶的活性从而间接影响

RA PD PCR扩增, 因为 T aq DNA 聚合酶是镁依赖

性酶。在反应过程中, Taq DNA 聚合酶需要游离的

Mg2+ 。从本实验可以看出: Mg 2+ 用量低于 1 5

mo l/ L ( 1、2泳道)时, PCR的效果不好, 扩增片段

和扩增强度都不够; M g
2+
以 2~ 3 mol/ L ( 3~ 5泳

道)为宜。

综合上述因素对 RA PD反应体系的影响,最后

M 分子量 Mark er; 1~ 6分别为不同水平

M M ark er; 1- 6 dif ferent level

图 1 RAPD扩增结果

Fig 1 RAPD Amplification results

确定反应体系为: 引物浓度为 0 20 mol/ L , dNT P

为200 mo l/ L , T aq DNA 聚合酶为 2 U ,模板 DNA

为 40 ng , M g
2+
为 2 mo l/ L。

2 2 引物筛选的结果:图 2为引物筛选的电泳结果

图。从图中可以看出, S36 引物无任何扩增产物和

扩增带,其他的 14个引物或多或少都有扩增产物和

扩增带。这 14个随机引物是 S3、S5、S7、S12、S17、

S25、S28、S34、S41、S48、S52、S59、S67和 S75。其序

列和编号见表 2。选择 14个引物对供试材料进行

正式扩增是为了使实验结果更为客观准确, 因为引

物的数目对种类鉴定和亲缘关系分析的结果有一定

的影响[ 13]。目前普遍认为,采用 RA PD分析植物的

亲缘关系时,引物的数目最好多于 12条;所以,筛选

14个引物对供试材料进行正式扩增。

2 3 菝葜材料 RAPD扩增结果: 将筛选出的 14条

随机引物( 10 bp)对供试的 15个材料进行正式扩增

(每个扩增反应均重复一次) , 扩增产物电泳后得到

了菝葜材料基因组 DNA 的指纹图谱 (图 3 显示部

分电泳结果)。这 14条引物共扩增得到 144条电泳

带,其中有多态性带 62条,检测到了 62个多态性位

点,多态性条带比率为 43%。

图 2 引物筛选结果

Fig 2 Screen results of primers

M 分子量 Mark er; 2~ 15 菝葜材料

M Mark er; 2- 15 marterials of S china

图 3 S3 引物对菝葜的 RAPD扩增结果

Fig 3 RAPD Amplification results

of S3 primer on S. china
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3 讨论

RAPD反应条件严格, 由实验结果可知,引物、

dNT P、模板 DNA、Taq DNA 聚合酶、Mg
2+
等因素

的变化都会对 RA PD图谱产生一定的影响,从而影

响 RAPD分析的准确性。

RAPD标记进行遗传多样性分析的前提条件就

是首先要保证 RAPD 带谱的准确性和稳定性。为

获得重复性和稳定性较高的 RAPD 带谱,在进行某

一物种的 RAPD分析前,筛选最适宜的RAPD条件

是很必要的
[ 14]
。虽然 RAPD反应涉及到诸多因素,

但通过严格控制反应条件, 尽量保证所有反应在同

一反应体系下完成, 如使用同一厂家相同批号的

Taq DNA 聚合酶,采用相同的扩增程序, 就能获得

重复性好、稳定性高的结果
[ 15]
。

通过扩增条件优化实验, 建立了药用植物菝葜

RAPD PCR扩增体系最适宜的条件, 即反应体积

30 L,内含 0 20 mo l/ L 引物、200 mo l/ L dNT P、

40 ng 模板 DNA、2 U T aq DNA 聚合酶、2 mol/ L

Mg 2+ ;而且筛选出条带清晰多态性好的 14 条随机

引物,共扩增得到 144 条电泳带, 其中有多态性带

62条, 检测到了 62个多态性位点, 多态率为 43%。

为进一步进行菝葜种质资源的 RA PD分析及其亲

缘关系、遗传多样性研究提供了可靠的实验方法。
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基于淫羊藿苷测定及HPLC指纹图谱分析的淫羊藿药材质量差异评价

张 萍1 ,孔维军1, 2 ,鄢 丹1 , 王晶彬1 , 任永申1, 2 ,赵艳玲1 ,肖小河1 * , 周 旭1

( 1 解放军 302医院全军中药研究所 北京 100039; 2 成都中医药大学药学院, 四川 成都 611137)

摘 要:目的 建立客观评价淫羊藿药材质量差异的方法。方法 采用高效液相色谱法, Kromasil C18柱( 250 mm ∀
4 6 mm, 5 m) ,流动相为乙腈 水( 23& 77) , 体积流量 1 mL/ min,检测波长 270 nm,进样量10 L ,建立不同产地、不

同品种淫羊藿药材不同生长部位(茎与叶)的 H PLC 指纹图谱,并测定其不同生长部位中淫羊藿苷的量。结果 淫

羊藿药材不同生长部位(茎与叶)的 H PLC 指纹图谱和淫羊藿苷的量存在差异, 从其叶和茎的特征指纹图谱中分别

提取出 19 和 10个共有峰,且叶中淫羊藿苷的量是茎中的 4~ 8 倍;叶与叶、茎与茎之间的化学特征存在差异,叶与

茎化学特征差异最显著。结论 建立的淫羊藿苷测定方法和指纹图谱的精密度、稳定性、重现性好, 可表征淫羊藿

药材质量的差异性,为淫羊藿药材的质量研究和建立淫羊藿药材的商品规格提供参考依据。

关键词:淫羊藿; 淫羊藿苷;成分; 指纹图谱;质量评价

中图分类号: R282 7 文献标识码: A 文章编号: 0253 2670( 2010) 11 1901 04

淫羊藿是多年生的草本植物,包括小檗科植物 箭叶 淫 羊 藿 Ep imed ium sag it tatum ( Sieb et
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