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土鳖虫 DNA 的 RAMP-PCR 反应体系的建立及优化 
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摘  要：目的 建立并优化土鳖虫基因组 DNA 的 RAMP-PCR 反应体系及扩增程序，为土鳖虫遗传多样性的研究提供依据。方法 以
雌性土鳖虫为材料，常规酚/氯仿提取基因组 DNA。使用 RAMP 引物（ISSR807＋RAPD A5），采用正交优化方法对影响 PCR 反

应的 Mg2+、dNTPs、引物、DNA 聚合酶、模板进行体系优化，同时选择 佳的引物退火温度。结果 适引物（ISSR807＋RAPD 
A5）组合进行土鳖虫的 RAMP-PCR 分析的反应体系为总体积 25 μL，包括 10×缓冲液 2.5 μL、Mg2+ 1.00 mmol/L、dNTPs 2.00 
mmol/L、引物 0.50 μmol/L、TaqDNA 聚合酶 1.00 U、DNA 模板 1.50 ng/μL， 佳退火温度为 46.8 ℃。结论  本实验建立的

佳 RAMP-PCR 反应体系稳定、重复性好，可用于土鳖虫种质资源鉴定和遗传多样性研究。 
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Establishment and optimization of RAMP-PCR reaction system for DNA 
of Eupolyphaga sinensis 
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Abstract: Objective  To provide the basis for the genetic diversity research of Eupolyphaga sinensis by establishing and optimizing 
the random amplified microsatellite polymorphism RAMP-PCR reaction system and amplification procedure for genomic DNA. 
Methods  Phenol chloroform extraction of genomic DNA was performed on female E. sinensis. Based on RAMP Primer (ISSR807 + 
RAPD A5), the orthogonal test was adopted to optimize the RAMP-PCR amplification system on E. sinensis in five factors (Mg2+, 
dNTPs, primer, Taq DNA polymerase, and template DNA) at four levels, and the suitable anneal temperature of the primer was 
selected. Results  The optimal Primer ( ＋ISSR807 RAPD A5) for RAMP-PCR system (25 μL reaction volume) of E. sinensis was: 
10 × PCR buffer (2.5 μL), Mg2+ (1.0 mmol/L), dNTPs (2.0 mmol/L), primer (0.5 μmol/L), Taq DNA polymerase (1 U), and template 
DNA (1.5 ng/μL); The optimized anneal temperature was 46.8 .℃  Conclusion The established and optimized RAMP-PCR reaction system is 
stable and repeatable, which could provide the basis for the analysis of germplasm resources and genetic diversity of E. sinensis. 
Key words: Eupolyphaga sinensis Walker; orthogonal test; system optimization; RAMP-PCR system; genetic diversity 
 

土鳖虫Eupolyphaga sinensis Walker，俗名土元、

地鳖虫等，分类学归属节肢动物门昆虫纲蜚蠊目鳖

蠊科，是一味传统的活血化瘀类中药材，以雌虫干

燥体入药[1]，其药用历史悠久，首载于《神农本草

经》，具有破血散瘀、攻坚解凝的功效[2]。据报道土

鳖虫水煎剂对肾病囊肿具有抑制作用[3]，临床上广

泛用于、舌癌、胃癌、肝癌的治疗[4-8]。由于土鳖虫

种质资源丰富，地域分布广，不同地理种群间其体

型、种群颜色和生长发育存在一定差异[9]，但缺乏

分子水平的深入研究。因此，有必要对其种质资源

和遗传多样性进行研究，为土鳖虫的合理开发和利

用提供参考。 
随机扩增微卫星多态性（ random amplified 

microsatellite polymorphism，RAMP）是建立在聚合

酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）基础

上的新的 DNA 分子标记方法，具有操作简便、检 
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测快速、稳定性强、多态性及共显性高的特点[10-11]。

它将 RAPD 和 SSR 相结合，所得谱带可以显示

RAPD 的多态性，又隐含或长或短的核心重复序列，

且能增加小相对分子质量区域清晰可辨的带纹数

目，可用于区分亲缘关系较近的物种[12]。另有研究

报道指出，与 RAPD 相比，RAMP 更适合研究遗传

背景不太清楚的物种的遗传多样性 [13-15]。但

RAMP 引物组合不同获得的带型不同，且锚定引物

的退火温度比随机引物的退火温度高 10～15 ℃，

解链温度（Tm）值会影响引物的特异性和扩增条带

多态性[16]。因此，为了获得 丰富的遗传信息和确

保 RAMP 标记结果的可靠性，有必要对 RAMP-PCR
反应体系进行优化。本研究选用 RAMP 方法，以土

鳖虫 DNA 为模板，通过多对引物组合筛选出 适

RAMP 引物组合（ISSR807＋RAPD A5），利用正交

试验设计，对 RAMP 反应体系进行了优化，并对

PCR 反应程序中的退火温度进行筛选，以期获得适

合土鳖虫的 RAMP 反应体系， 后用 10 份土鳖虫

材料对优化后的体系进行验证，为土鳖虫遗传多样

性的研究奠定基础。 
1  材料与试剂 
1.1  材料 

土鳖虫活体购于山东省临沂市中药材市场，经

东 北 农 业 大 学 白 秀 娟 教 授 鉴 定 为 土 鳖 虫

Eupolyphaga sinensis Walker 的雌性活体。−20 ℃猝

死冻存，用于基因组的提取及 RAMP-PCR 研究。 

1.2  仪器与试剂 
所需仪器包括 PCR 仪、琼脂糖凝胶电泳仪、凝

胶成像仪。所使用的引物 ISSR806～815 和 RAPD 
A1～A20、B1～B20 是根据哥伦比亚大学发布的 ISSR
引物序列和RAPD引物序列，由北京华大基因合成，

通过预试验，筛选出 PCR 目的条带整齐清晰且多态

性高的 RAMP 引物组合为 ISSR807＋RAPD A5。

dNTPs 购于哈尔滨海基生物科技有限公司，

TaqDNA 聚合酶、Mg2+购自北京金式全生物科技有

限公司。 
2  方法 
2.1  DNA 的提取及检测 

按照常规酚/氯仿抽提法进行总 DNA 的提取[17]，

使用分光光度计，检测 DNA 浓度。根据测定的

A260/A280 值，估测 DNA 质量，一般 A260/A280 在 1.6～
1.8，可以满足实验要求。根据记录的 A260 值及稀释

倍数，换算出待测 DNA 的浓度，并进行相应的稀

释，以 50 ng/μL 分装，工作液 4 ℃保存，DNA 原

液于−20 ℃保存。 
2.2  RAMP-PCR 正交试验设计 

针对影响 RAMP-PCR 的 5 个主要因素（Mg2+、

dNTP、引物、TaqDNA 聚合酶、模板 DNA）在 4
个水平上进行正交设计，采用 L16(45) 正交表进行

试验，设计方案见表 1，除反应体系表中的因素外，

还有 10×缓冲液（Mg2+）2.5 μL，加灭菌去离子水

至 25 μL 体系。 

表 1  RAMP-PCR 反应体系的正交试验 
Table 1  Orthogonal test of RAMP-PCR reaction system 

编号 模板 DNA / (ng·μL−1) Mg2+ / (mmol·L−1) dNTPs / (mmol·L−1) 引物 / (μmol·L−1) TaqDNA 酶 / U 
1 0.75 1.00 1.00 0.25 0.25 
2 0.75 1.50 1.50 0.50 0.50 
3 0.75 2.00 2.00 0.75 0.75 
4 0.75 2.50 2.50 1.00 1.00 
5 1.00 2.00 1.50 0.25 1.00 
6 1.00 2.50 1.00 0.50 0.75 
7 1.00 1.00 2.50 0.75 0.50 
8 1.00 1.50 2.00 1.00 0.25 
9 1.25 2.50 2.00 0.25 0.50 

10 1.25 2.00 2.50 0.50 0.25 
11 1.25 1.50 1.00 0.75 1.00 
12 1.25 1.00 1.50 1.00 0.75 
13 1.50 1.50 2.50 0.25 0.75 
14 1.50 1.00 2.00 0.50 1.00 
15 1.50 2.50 1.50 0.75 0.25 
16 1.50 2.00 1.00 1.00 0.50 
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2.3  RAMP-PCR 扩增 
使用引物 ISSR807＋RAPD A5 进行 PCR 扩增，

反应体系为 25 μL。扩增程序为 94 ℃预变性 5 min；
94 ℃变性 45 s，48 ℃复性 45 s，72 ℃延伸 30 s，
循环 40 次；72 ℃再延伸 8 min，4 ℃保存。用 1.0%
琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。 
2.4  RAMP-PCR 优化体系稳定性的验证 

用 10 份土鳖虫基因组 DNA 对所建立的反应体

系的可靠性和稳定性进行检测，反应程序同

RAMP-PCR 扩增反应程序。 
3  结果与分析 
3.1  土鳖虫基因组 DNA 的提取与检测 

本实验提取的基因组 DNA 经紫外分光光度计

检测，A260/A280 值均在 1.6～1.8，1%琼脂糖凝胶电

泳结果见图 1，可见整齐的基因组 DNA 条带。DNA
可用于后续实验。 

 
1～10-10 份样品  M-Marker 

1—10-ten samples of E. sinensis  M-Marker 

图 1  土鳖虫总 DNA 1%琼脂糖凝胶电泳分析 
Fig. 1  1% Agarose gel electrophoretogram of total DNA 

from E. sinensis 

3.2  PCR 正交试验的直观分析 
RAMP-PCR 正交试验结果见图 2，由于 5 种影

响因素按不同的添加量进行组合，因此这 16 个体系

的扩增效果存在明显差异。体系 13 扩增效果差，无

条带；体系 1～6、9、15、16 虽有条带，但过于模

糊且多态性低，扩增效果较差；综合比较，体系 7、
8、10、11、12、14 的条带清晰，特异性好，其中

体系 14 的扩增效果 好，条带多，特异性高。因此

确定土鳖虫 RAMP-PCR 的 佳体系为 DNA 模板

1.50 ng/μL，Mg2+ 1.00 mmol/L，dNTPs 2.00 mmol/L，
引物 0.5 μmol/L，10×（Mg2+）缓冲液 2.5 μL，Taq 
DNA 聚合酶 1.00 U，并加去离子水至 25 μL。 
3.3  体系中不同因素的影响 

对影响RAMP-PCR扩增的 5个因素模板DNA、 

 
1～16-体系号  M-Marker 

1—16-system number  M-Marker 

图 2  RAMP-PCR 正交试验电泳结果 
Fig. 2  Electrophoretogram of RAMP-PCR orthogonal test 

Mg2+、dNTPs、引物、TaqDNA 聚合酶设置不

同的添加量组合。结果表明，模板 DNA 在一

定 的 用 量 范 围 内 均 能 扩 增 出 条 带 ， 对

RAMP-PCR 的扩增无显著影响。引物浓度严重

影响扩增产物的质量，浓度过低时，与模板的

结合位点结合不充分，降低扩增的效果；浓度

过高会增加引物二聚体的形成 [18]，由图 2 可知，

引物浓度为 0.50 μmol/L 扩增条带清晰且多态

性增强，为 适宜引物浓度。Mg2+浓度是制约

PCR 扩增效果的重要因素。Taq DNA 聚合酶需

要 Mg2+的激活，引物与模板双链杂合体的解链

及退火温度均受二价阳离子的影响 [19-21]。当

Mg2+浓度≥2.0 mmol/L，扩增的条带增多，但

带弱且不清晰，浓度为 1.00、1.50 mmol/L 时，

扩增条带清晰明亮，尤其以 1.00 mmol/L 效果

佳。TaqDNA 聚合酶的添加量直接关系实验

的结果，随着浓度的逐渐增加，条带逐渐变得

清晰，当酶量为 1.00 U 时，条带 整齐明亮。

dNTPs 作为 PCR 反应的原料，其浓度直接关系

扩增产物的量和特异性，同时过量 dNTPs 会对

Mg2+造成拮抗作用，综合考虑，选择 dNTPs 浓

度为 2.00 mmol/L 适宜。  
3.4  退火温度的确定 

根据正交试验结果，选择合适的反应体系，设

定退火温度（45±10）℃，PCR 仪自动生成 12 个

温度梯度 40.0、40.2、40.9、42.0、43.2、44.4、45.6、
46.8、48.0、49.1、49.8、50.0 ℃。通过 1%琼脂糖

凝胶电泳结果对比（图 3），当退火温度较低时，扩

增的条带弱且弥散，随着退火温度的升高，扩增条

带逐渐清晰且多态性增多，但超过 47 ℃后条带虽

然清晰可多态性减少。因此确定 RAMP 引物组合的

适宜退火温度为 46.8 ℃。 

   1   2   3  4   5   6   7   8   9   10  M 
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1～12-对应的退火温度 40.0、40.2、40.9、42.0、43.2、44.4、45.6、
46.8、48.0、49.1、49.8、50.0 ℃  M-Marker 
1—12-the corresponding temperatures are 40.0, 40.2, 40.9, 42.0, 
43.2, 44.4, 45.6, 46.8, 48.0, 49.1, 49.8, and 50.0 ℃  M-Marker 

图 3  RAMP-PCR 退火温度的筛选 
Fig. 3  Optimized anneal temperature of RAMP-PCR 

3.5  RAMP-PCR 优化体系的检测 
采用引物组合 ISSR807＋RAPD A5 在体系 14

的基础上进行 10 份土鳖虫个体的 RAMP-PCR 扩

增，扩增结果用 1%琼脂糖凝胶电泳，检测体系的

稳定性（图 4）。如图所示，不同模板 DNA 的扩增

条带存在遗传多样性差异，但均能获得清晰明亮、

重复性好、多态性高的条带，说明经过优化的

RAMP-PCR 体系 14 稳定性好，可用于后续实验。 

 

图 4  10 份土鳖虫个体最优体系扩增的结果 
Fig. 4  Amplification of ten samples of E. sinensis 
       with optimal RAMP-PCR reaction system 

4  讨论 
RAMP 标记是一种建立在 PCR 基础上将 SSR

标记和RAPD标记的优点结合在一起的新型分子标

记技术[22-23]，具有较高的稳定性和可重复性，更能

揭示物种间和物种内的多态性，适合于遗传背景尚

不太清楚的物种的研究[14]。但对于不同的物种，需

选用不同的微卫星引物和 RAPD 引物组合[12]，且

RAMP 易受反应体系中各因素的配比和 PCR 反应

程序的影响。因此，在运用 RAMP 标记进行某物种

研究时，先筛选出适合该物种的 ISSR 引物和 RAPD
引物组合，再根据引物选取适宜的退火温度，确立

和优化适用于该物种的 RAMP-PCR 体系是获取丰

富、科学、稳定和准确的 RAMP 标记遗传信息，并

为其种质资源和遗传多样性研究提供可靠依据的必

不可少的前期工作。 
本实验选用 20 对 RAPD 引物和 10 对 ISSR 引

物，进行引物组合的筛选，确定 佳引物组合为

ISSR807＋RAPD A5。同时采用 5 因素 4 水平正交

设计对反应体系中相互影响的模板用量、Mg2+浓

度、引物浓度、dNTPs 浓度、TaqDNA 聚合酶进行

了梯度设置。其中，模板 DNA 的用量对扩增结果

的影响较小，而 Mg2+浓度、引物浓度、dNTPs 浓

度、TaqDNA 聚合酶的用量对 RAMP-PCR 的影响

较大。经过正交体系表的重复试验，确定适合引物

组 合 （ ISSSR807 ＋ RAPD A5 ） 进 行 土 鳖 虫

RAMP-PCR分析的 佳反应体系为：DNA模板1.50 
ng/μL，10×（Mg2+）缓冲液 2.5 μL，Mg2+ 1.00 
mmol/L，dNTPs 2.00 mmol/L，引物 0.5 μmol/L，Taq 
DNA 聚合酶 1.00 U，并加去离子水至反应总体积

25 μL。 佳退火温度为 46.8 ℃。同时经过 10 份土

鳖虫个体的验证，建立了反应稳定、重复性好的

RAMP-PCR 反应体系。该体系为 RAMP 分子标记

技术的发展和下一步土鳖虫遗传多样性分析和构建

遗传图谱提供技术铺垫。 
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