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红花基因组扩增片段长度多态性反应体系的建立和优化
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［摘要］　目的：探讨影响红花扩增片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）的各种因素，建立并优化

红花ＡＦＬＰ反应体系，为研究红花品质性状的遗传基础及建立分子辅助标记育种的技术平台奠定基础。方法：ＣＴＡＢ法提取

红花基因组ＤＮＡ，用Ｂｅｃｋｍａｎ紫外可见分光光度计测定样品ＤＮＡ浓度与纯度质量（Ｄ 值）；检测后分别进行一步法酶切与连

接，或两步法酶切与连接，以检测哪种方法更适合；酶切连接产物设置不同的稀释倍数（５倍、１０倍、１５倍、２０倍、２５倍和３０倍）

进行预扩增，预扩增产物设置不同稀释倍数（１０倍、２５倍、５０倍、７５倍、１００倍、１５０倍和２００倍）进行选择性扩增；选择性扩增

产物９５℃ 变性８ｍｉｎ后，用６％的聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，银染检测。结果：本研究建立适用于红花的ＡＦＬＰ体系：用乙醇

沉淀ＤＮＡ，建立的模板不含ＰＣＲ反应抑制剂及其他酶反应抑制剂，可被限制性内切酶ＭｓｅⅠ和ＥｃｏＲⅠ完全酶切；确定两步法

进行酶切、连接，酶切时间为３７℃３ｈ，连接１６℃ 过夜，缓冲液采用ＮＥＢ公司Ｂｕｆｆｅｒ２；预扩增产物最佳稀释倍数为２５倍；选择

性扩增最佳稀释倍数为７５倍；上述建立的ＡＦＬＰ反应体系，ＰＡＧＥ电泳中主带清晰，没有降解。结论：本研究建立的反应体

系适用于红花基因组ＤＮＡ的ＡＦＬＰ研究。
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　　红花为菊科一年生草本植物红花（Ｃａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｎｓ

Ｌ．）的干燥管状花［１］，是传统的活血化瘀中药，始载于《开宝

本草》，具有扩张冠状动脉、抗凝、降血压、耐缺氧、活血化瘀、

抗炎镇痛防治血栓等多种药理学作用［２］，临床应用广泛。由

于长期的自然选择和人工选择，红花种内产生了明显的分

化，形成了丰富的种质资源，从外部形态到有效成分的组成

及含量上均存在一定差异［３］。红花中有效成分含量的高低，
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是影响红花品质的主要因素和筛选红花优良品种的重要依

据，因此，采用分子标记技术，建立稳定、准确的鉴定红花相

关品质的方法具有重要意义。

　　扩增片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙ

ｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）是１９９３年由荷兰科学家Ｚａｂｅａｕ发明的一

种检测ＤＮＡ分子多态性的方法，ＡＦＬＰ与其他检测方法相

比具有多态性高、ＤＮＡ用量少、无需预知基因组序列信息、

稳定性好等优点［４］。这种方法已广泛应用于我国主要农作

物的基因多态性分析、定位与辅助育种，如小麦、玉米、棉花、

大豆等［５］，而就药用植物的重要性状，特别是品质性状的研

究罕见报道。本研究建立了药用植物红花基因组 ＤＮＡ的

ＡＦＬＰ技术体系，旨在建立红花重要的品质性状分子标记研

究的技术平台，为进一步进行红花品质性状的定向调控及分

子辅助标记遗传育种研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料　红花杂交Ｆ２代（♀×♂：品系１６号×２５号的杂

交后代第２代）的叶片采自第二军医大学药学院药圃；限制

性内切酶ＭｓｅⅠ和ＥｃｏＲⅠ均购自 ＮＥＢ公司，Ｔ４ＤＮＡ连接

酶购自 ＭＢＩ公司；尿素、丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺、过硫酸

胺、ＴＥＭＥＤ购自上海华舜生物公司；Ｔａｑ酶、硝酸银、剥离硅

烷、亲和硅烷购自北京鼎国生物工程公司；引物、接头由上海

生工生物公司合成；其余试剂均为国产分析纯。

１．２　仪器　ＤＹＣＺ２０Ａ型电泳槽、ＤＹＹ１２型电泳仪电源（北

京六一仪器厂），Ｐ２７０型摇床（中国科学院武汉科学仪器厂），

ＤＫＳ１２型电热恒温水浴锅（上海华连医疗器械有限公司），

ＰＬ３００２型电子天平（ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司）。ＰＣＲ仪（德

国Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司），ＥＬＩＴＥ３００型电泳仪、ＧＥＳ型电泳槽、

Ｗｅａｌｔｅｃ凝胶成像系统（ＤｏｌｐｈｉｎＤＯＣ）均为美国公司产品，高速

离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），ＨｅλＩＯＳγ型紫外可见分光光度

计（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）。

１．３　模板ＤＮＡ提取　以红花幼嫩叶片为材料，按照ＣＴＡＢ
微量法［６］提取 ＤＮＡ，并针对红花叶片内含物特殊性对

ＣＴＡＢ法加以改进，具体步骤如下：取红花新鲜叶片１．０ｇ，

用液氮研磨成粉末，迅速转入１．５ｍｌ的离心管中；加６００μｌ

２％ ＣＴＡＢ提取液（提取液中加入１％抗氧化剂β巯基乙

醇），在涡旋混合器上振荡，颠倒混匀后，放置于６５℃ 水浴锅

中加热１ｈ；加入等体积的氯仿异戊醇（２４１）混合液，混

匀，３７℃ ，振荡３０ｍｉｎ；８０００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清液；加２倍

体积－２０℃ 的无水乙醇沉淀ＤＮＡ；８０００ｒ／ｍｉｎ离心，弃上

清，用７５％乙醇洗沉淀２次；室温干燥ＤＮＡ 沉淀；用１００～
２００μｌＴＥ（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，５０μｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ８．０）溶

解，加入１／１００体积的１０ｍｇ／ｍｌＲＮＡ酶，３７℃ 消化３０ｍｉｎ；

加入等体积的氯仿异戊醇（２４１）混合液，混匀，３７℃ ，振

荡３０ｍｉｎ；８０００ｒ／ｍｉｎ离心，弃上清，加入５ｍｏｌ／Ｌ醋酸铵至

终浓度０．５ｍｏｌ／Ｌ，混匀；加２倍体积－２０℃ 无水乙醇沉淀

ＤＮＡ；８０００ｒ／ｍｉｎ离心，弃上清，用７０％乙醇沉淀２次；室

温干燥ＤＮＡ沉淀；用４℃５０μｌＴＥ溶解，－７０℃长期贮存。

１．４　ＤＮＡ浓度与质量测定　用Ｂｅｃｋｍａｎ紫外可见分光光

度计测定样品ＤＮＡ浓度与纯度质量（Ｄ值）；１．０％琼脂糖凝

胶电泳检测ＤＮＡ质量：５μｌＤＮＡ样品＋２μｌ溴酚蓝上样缓

冲液，加样于含溴化乙锭（ＥＢ）凝胶上，于４Ｖ／ｃｍ 电压下电

泳０．５ｈ后，紫外灯下观察、拍照。

１．５　限制性消化与接头连接　酶切反应体系为ＤＮＡ（１００

ｎｇ／μｌ）２．５μｌ，ＭｓｅⅠ（１２Ｕ／μｌ）０．２５μｌ，ＥｃｏＲⅠ （１０Ｕ／μｌ）

０．２５μｌ，Ｂｕｆｆｅｒ４μｌ，ＢＳＡ０．２μｌ，ｄｄＨ２Ｏ１２．７μｌ，３７℃ 酶切３

ｈ，７２℃１０ｍｉｎ；连接体系为酶切完成的ＤＮＡ样品，再加 ＭＡ
（２５μｍｏｌ／Ｌ）１．０μｌ，ＥＡ（５μｍｏｌ／Ｌ）０．５μｌ，ＡＴＰ（１０ｍｍｏｌ／

Ｌ）０．２５μｌ，Ｔ４ＤＮＡ连接酶（３Ｕ／μｌ）０．１５μｌ，Ｂｕｆｆｅｒ１．０μｌ，

ｄｄＨ２Ｏ２．１μｌ，１６℃ 连接过夜。

１．６　预扩增　预扩增反应体系为连接完成的 ＤＮＡ样品

１．０μｌ，Ｍ００（５０ｎｇ／μｌ）０．６μｌ，Ｅ００（５０ｎｇ／μｌ）０．６μｌ，１０×

ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．０μｌ，Ｔａｑ酶（５Ｕ／μｌ）０．２μｌ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／

Ｌ）０．４μｌ，ｄｄＨ２Ｏ１５．２μｌ，混合后加１滴石蜡油，进行预扩

增；反应条件为：７２℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃ ２

ｍｉｎ，２０个循环；７２℃５ｍｉｎ，４℃ 保温，扩增在ＰＣＲ热循环仪上

进行，预扩增后，扩增产物在１．５％琼脂糖检测，－２０℃保存备

用。

１．７　选择性扩增　选择性扩增反应体系为预扩增混合液

５．０μｌ，ＭｓｅⅠ引物（５０ｎｇ／μｌ）０．８μｌ，ＥｃｏＲⅠ引物（５０ｎｇ／μｌ）

０．４μｌ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．０μｌ，Ｔａｑ酶（２Ｕ／μｌ）０．４μｌ，

ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．４μｌ，ｄｄＨ２Ｏ１１．０μｌ，混合后加１滴石

蜡油，进行选择性扩增；反应条件为９５℃２ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，

６５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３个循环；９５℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃１

ｍｉｎ，２４个循环；７２℃５ｍｉｎ，４℃ 保温，１．５％琼脂糖凝胶电泳

检测，－２０℃ 保存备用。

１．８　电泳　按３０Ｖ／ｃｍ的电压进行２０～３０ｍｉｎ预电泳。

扩增产物９５℃ 变性８ｍｉｎ，然后立即冰浴。预电泳结束后除

去尿素，加入ＰＣＲ扩增产物甲酰胺上样液（９８％甲酰胺，

１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．２５％溴酚兰）８３混合，开始用３０Ｖ／

ｃｍ进行电泳，５ｍｉｎ后提高至４０～６０Ｖ／ｃｍ，并保持恒压状

态。５５ｃｍ长，０．４ｍｍ厚的凝胶板，在２．５ｋＶ恒压状态下

电泳２ｈ即可走到底部。

１．９　银染检测　固定胶：将胶小心放置盛有１０％醋酸溶液

的玻璃缸内，在摇床上摇动２０ｍｉｎ或至电泳染料颜色消失。

洗胶：在摇床上用超纯水洗胶３次，每次２ｍｉｎ。染色：将胶

移至０．１％的预冷硝酸银溶液（内含０．１５％甲醛）玻璃缸中，

染色３０ｍｉｎ。显色：将胶浸入超纯水中、取出沥水、立即放入

盛有预冷反应液（每２０ｍｌ的３％的碳酸钠＋３０μｌ甲醛＋４

μｌ１０ｍｇ／ｍｌ的硫代硫酸钠）的玻璃缸中。胶从超纯水中取

出到放入反应液中的时间为５～１０ｓ。胶在摇床上摇动至出

现模板带或可见第一条带。将胶转至剩余的１Ｌ预冷的反

应液中，继续显色２～３ｍｉｎ或至全部条带显现出来。终止

显色反应：倒掉反应液，加入１Ｌ１０％醋酸溶液，在摇床上反

应２～３ｍｉｎ，终止显色反应。洗胶：用超纯水漂洗聚丙烯酰

胺凝胶２次，每次２ｍｉｎ。干胶：通过热对流或室温放置，使

胶变干。

２　结　果

２．１　模板ＤＮＡ的检测　用改进后的ＣＴＡＢ法提取的红花
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基因组ＤＮＡ，ＤＮＡ主带清晰，测定结果Ｄ２６０／Ｄ２８０为１．８７，浓

度为２５０ｎｇ／μｌ。说明提取的ＤＮＡ纯度高，蛋白含量较少，

能够满足ＡＦＬＰ分析的需要。实验发现，在２％ＣＴＡＢ提取

液中加入１％抗氧化剂β巯基乙醇以排除酚类物质及色素的

干扰，可以增加ＤＮＡ提取物的溶解性；沉淀ＤＮＡ所选的有

机溶剂是乙醇，它对盐类的沉淀少，且痕量的乙醇易于挥发。

２．２　限制性消化与接头连接　用内切酶ＭｓｅⅠ、ＥｃｏＲⅠ双

酶切红花ＤＮＡ基因组后，片段集中在１００～５００ｂｐ，说明酶

切较完全。实验中，对红花基因组酶切和连接的“一步法”虽

然具有实验周期短，时间效率高等优点，但是，由于限制性内

切酶和连接酶对缓冲液及最佳反应温度的要求不太一致，

“一步法”所得到的产物较少。通过对比实验，确定０．５Ｕ／

２５０ｎｇ的Ｔ４ＤＮＡ连接酶用量，“两步法”中酶切时间为３７℃

３ｈ，１６℃ 过夜，ＮＥＢＢｕｆｆｅｒ２后续的扩增效果最好。

２．３　预扩增反应　对连接产物设置不同的稀释倍数（５倍、

１０倍、１５倍、２０倍、２５倍、３０倍）进行对比研究，电泳结果表

明，稀释倍数为２５倍的高相对分子质量区域（＞１０００ｂｐ）未

见条带，说明消化完全，连接效率较高，如图１所示。

图１　红花基因组ＤＮＡ稀释２５倍的ＡＦＬＰ预扩增电泳图

Ｆｉｇ１　Ｐｒｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆ２５

ｄｉｌｕｔｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅｓｉｎＣａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｎｓＬ．

ｇｅｎｏｍｅｗｉｔｈＡＦＬＰ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１３：ＰｒｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｉｎＣａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｎｓ

Ｌ．ｇｅｎｏｍｅ

２．４　选择性扩增反应　选择性扩增的条带，实际上是从扩

增产物中，筛选出能被合适引物组合选择性碱基识别的

ＤＮＡ片段，其结果需要用高分辨的聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测［６］，对预扩产物设置不同稀释倍数（１０倍、２５倍、５０倍、７５
倍、１００倍、１５０倍和２００倍）对比实验，稀释７５倍的扩增效

果最好，稀释１００倍的信号较弱，２００倍无条带。结果见图２。

３　讨　论

　　到目前为止，有关中药红花基因组ＤＮＡ的研究较少，我

们曾研究了红花品种的随机扩增多态ＤＮＡ（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉ

ｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，ＲＡＰＤ）分子鉴定技术［７］，但 ＲＡＰＤ
标记本身存在重复差和共迁移问题，在琼脂糖电泳下不能分

开红花基因组大小相同而碱基序列不同的片段。本研究建

立的ＡＦＬＰ技术稳定性好，其银染检测系统能分辨出红花基

因组一次扩增约５０～８０条扩增带。

图２　红花基因组ＤＮＡ稀释７５倍不同引物

扩增产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳图

Ｆｉｇ２　Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｐｒｏｆｉｌｅｏｆａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆ７５ｄｉｌｕｔｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅｓ

ｉｎＣａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｎｓＬ．ｇｅｎｏｍｅｗｉｔｈＡＦＬＰ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＥＡＣＣＭＣＡＡ；２：ＥＡＣＣＭＣＡＣ；３：ＥＡＣＣＭ

ＣＡＧ；４：ＥＡＣＣＭＣＡＴ；５：ＥＡＣＣＭＣＴＡ；６：ＥＡＣＣＭＣＴＣ；７：Ｅ

ＡＣＣＭＣＴＧ；８：ＥＡＣＣＭＣＴＴ；９：ＥＡＡＧＭＣＡＡ１０：ＥＡＡＧＭ

ＣＡＣ；１１：ＥＡＡＧＭＣＡＧ；１２：ＥＡＡＧＭＣＡＴ；１３：ＥＡＡＧＭＣＴＡ；

１４：ＥＡＡＧＭＣＴＣ

　　ＡＦＬＰ操作步骤复杂，流程长，影响因素多，需要针对不

同植物品种进行系统研究，并优化每一步反应条件，建立相

应的ＡＦＬＰ反应体系。

　　模板ＤＮＡ的纯度质量直接影响ＡＦＬＰ成功。本研究建

立的ＤＮＡ提取方法适用于红花叶片内含物特殊性，提取的

ＤＮＡ纯度在１．８～２．０之间，能满足红花ＡＦＬＰ的需要。

　　根据我们实验结果，“两步法”在连接时可不用担心酶的

过度消化，提高了连接效率，分别在限制性内切酶和Ｔ４ＤＮＡ
连接酶的最佳温度分别是３７℃ 和１６℃，完成酶切和连接反

应。

　　在ＡＦＬＰ两次的扩增中，不同稀释倍数产物对实验结果

有一定影响，设置红花基因组的ＰＣＲ产物不同的模板浓度

梯度，研究发现产物稀释２５倍进行预扩增，再稀释７５倍进

行选择性扩增，扩增效果较好。另外，预变性时间设定为５

ｍｉｎ可以增加红花基因组的扩增产物的得率的方法。

　　ＡＦＬＰ的聚丙烯酰胺凝胶电泳检测是非常关键的一步，

也是较难操作的步骤，本研究的凝胶电泳长度大于４０ｃｍ才

能确保红花基因组ＤＮＡ的有效分离。此外，玻璃板一定要

非常清洁，否则会产生气泡，并导致染色背景，在剥离时更容

易使凝胶撕裂；制胶完成后，要恒定功率预电泳以去除尿素，

提高分辨率，同时可以使凝胶温度升高，保证红花选择性产

物的单链状态。实验用６％的聚丙烯酰胺胶电泳，采用不同

的恒功率（９０Ｗ、１１０Ｗ、１５０Ｗ）进行电泳实验，结果无大差

异；而太高的电压会使凝胶的分辨率降低，并且使带扩散。
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银染中水的质量很关键，杂质使低分子量条带可能无法出

现，我们试验了蒸馏水、重蒸水、去离子水的影响，蒸馏水结

果不好，去离子水成本太高，重蒸水能取得满意结果，成本也

不高。染色后的洗涤时间很重要，需要根据不同的物种摸索

合适的洗涤时间，如果凝胶洗涤时间太长，银颗粒会脱离

ＤＮＡ，产生很少或没有序列信号，如果洗涤时间过长，染色

步骤需要重新进行。整个银染可以在室温下进行所有步骤，

但显影反应除外，显影溶液必须预冷至１０～１２℃ 以减小背

景杂色，同时在显影溶液中加入甲醛和硫代硫酸钠；染色及

显影溶液都用新配的，重复使用任何溶液都会对条带的清晰

度产生影响。

　　总之，我们的研究表明，要得到稳定、重现性好、特异性

强的结果，不能照搬 ＡＦＬＰ的常规操作步骤和方法，一定要

系统研究，逐个条件摸索，才能建立特异性的反应体系，得到

满意结果。ＡＦＬＰ标记技术的关键，在于高质量模板提取和

特异性反应体系的建立，本研究建立了红花特异性ＡＦＬＰ反

应体系，为红花重要的品质性状分子标记研究技术平台的建

立及红花品质性状的定向调控奠定了基础。
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