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Abstract　By using an improved SDS method , we obtained high qualified genomic DNA of Gomphocerus sibiricus

(L.).The effects of several parameters (contents of dNTP , Mg2+ , Taq DNA polymerase and template DNA) on

amplification were examined.The optimal reaction system of RAPD of G.sibiricus was determined as followed:0.24

mmol/ L dNTP, 2.0 mmol/ LMg2+ , 1.0 U Taq DNA polymerase , 45 ng template DNA and 30 ng primer in total 25μL

reaction volume.Modified thermal profile consisted of an initial denaturation step at 94℃ for 1 min and 45 s , followed

by 45 cycles of 94℃ for 30 s , 35℃ 1 min and 30 s and 72℃ for 2 min , and a final exposure to 72℃ for 10 min.
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摘　要　以西伯利亚蝗 Gomphocerus sibiricus(L.)为研究材料 ,利用改良的 SDS 法提取高质量的 DNA , 分

别测试了 dNTP浓度 、镁离子浓度 、Taq DNA聚合酶用量 、模板 DNA 的量等因素对反应结果的影响。通过

各因子的组合比较 ,建立了西伯利亚蝗 RAPD优化体系:25 μL PCR反应体系 , 10×buffer 2.5 μL;dNTP

0.24 mmol/L;MgCl2 2.0 mmol/L;Taq DNA 聚合酶 1 U;DNA 模板 45 ng;引物 30 ng。扩增程序为:94℃预变

性 1 min 45 s、94℃变性30 s、35℃退火1 min 30 s 、72℃延伸 2 min , 45个循环 、72℃延伸 10 min。结果表明 ,

利用优化的反应条件进行西伯利亚蝗基因组 DNA分析 ,实验有着良好的重复性和稳定性。
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　　RAPD(random amplified polymorphic DNA)技

术即随机扩增多态性 DNA , 是 1990 年由

Williams和Welsh同时发展起来的一种 DNA 分

子水平上的多态性检测技术 ,能揭示个体间的

差异和物种间的相关性 。目前 , RAPD技术已

在昆虫学研究领域中得到广泛应用 ,其主要用

于亲缘关系
[ 1 ～ 4]

、遗传多样性以及系统进

化
[ 5 ,17 ～ 19]

方面的研究 。

西伯利亚蝗 Gomphocerus sibiricus(L.)是新

疆草原的主要危害种
[ 6]
,其广泛分布于北疆沿

天山一带 。已有报道对西伯利亚蝗的生物学特

性方面的研究
[ 7 , 8]
,但其遗传多样性方面还未

见报道。运用 RAPD技术对西伯利亚蝗进行遗

传多样性分析时 ,首先要建立稳定的反应体系 。

为此 , 本实验就西伯利亚蝗 RAPD 反应中的

dNTP 浓度 ,镁离子浓度 ,Taq DNA聚合酶用量 ,

模板 DNA 的量等因素对实验结果的影响进行

了摸索 ,建立了重复性好 ,稳定的西伯利亚蝗

RAPD反应体系 , 为进一步探讨西伯利亚蝗的

遗传多样性以及种间亲缘关系奠定基础。

1　材料与方法

1.1　材料来源

供试的西伯利亚蝗样品采自新疆哈密地区

的巴里坤草原(91°19′30″～ 94°48′30″E ,43°21′～
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45°5′19″N)。将野外采集的蝗虫个体饥饿 24 h

以上 ,使其消化道内物质排空 ,双蒸水冲洗干净

后浸入无水乙醇中浸泡 14 h ,置换无水乙醇 ,

4℃冰箱保存 。

1.2　试剂与仪器

所用的蛋白酶 K , RNase A , 100 bp DNA

Ladder ,RAPD-PCR扩增试剂盒和 RAPD随机引

物购自上海生物工程有限公司 ,其它药品与试

剂为国产AR级。

所用 PCR 扩增仪为 Master Cycler Gradient

型梯度 PCR仪 ,离心机为 Biofuge fresco 型台式

高速 冷 冻 离 心机 , 凝胶 成 像 仪 型 号 为

GelDoc2000型 。

1.3　基因组 DNA提取和检测

采用SDS法 ,参照文献
[ 9～ 11]
并做部分改进。

三蒸水浸泡标本 48 h以上 ,取蝗虫后足股

节剪碎装于 2 mL 的 EP 管中 ,加入 0.8 mL ,

-20℃预冷的 TE(10 mmol L Tris-Cl , 1 mol L

EDTA , pH 8.0),研磨成匀浆状 ,加入 0.1 mL 的

5%的 SDS 和 0.1 mL 的 2 mg mL 的蛋白酶 K ,

37℃水浴消化过夜;加入 RNA酶继续消化 1 h ,

再分别用等体积的酚 ,氯仿∶异戊醇(24∶1)抽

提 ,8 000 r min ,10 min离心分层 ,加入 2倍体积

的无水乙醇 , -20℃沉淀 30 min , 12 000 r min ,

离心 10 min ,70%的冷乙醇洗涤 ,自然风干 ,用

TE缓冲液溶解(-20℃保存备用)。

用紫外分光光度计检测基因组 DNA 的浓

度和纯度 。选取质量好的 DNA ,将其稀释至 15

ng μL。

1.4　RAPD反应条件的优化

参照张迎春
[ 12 ～ 14]

等的反应条件 ,采用 25

μL 的反应体系 ,对影响反应体系的各因素设置

不同的梯度水平:模板 DNA 的量分别设置为

15 ,30 , 37.5 , 45 , 60 ng;Mg
2+
浓度为 1.0 , 1.5 ,

2.0 ,2.5 ,3.0 ,3.5 mmol L;Taq DNA酶的浓度为

0.5 ,1 , 1.5 , 2.0 U;dNTP 的浓度为 0.08 , 0.12 ,

0.16 ,0.2 , 0.24 ,0.32 mmol/L;当进行某一因素

水平实验时 ,仅相应调整灭菌双蒸水的量以保

证总反应体系为 25 μL ,其它条件与所参照反应

体系保持一致 。分析各因素对 RAPD-PCR结果

的影响 ,从而筛选出最适的反应体系 。在此基

础上 ,对反应程序中的退火温度进行优化 ,确定

最适的循环条件 。本实验以西伯利亚蝗基因组

DNA 为 模 板 , 以 S3 为 引 物 (序 列 5' -

CTACTGCGCT-3' ),进行反应条件的优化 。

1.5　RAPD扩增产物鉴定

PCR扩增产物在0.8%琼脂糖凝胶(0.5×

TBE ,含 0.5 mg L 溴化乙锭)上进行电泳分析 ,

电压 80 V。电泳结束后 ,在凝胶成像系统中观

察并拍照。

2　结果与分析

2.1　基因组 DNA的提取

用改良 SDS 法提取的 DNA 带型整齐 ,在

DNA Ladder 在处有一亮带(如图 1),说明提取

的 DNA分子量在30 kb以上 。紫外分光光度计

检测结果表明 ,DNA样品 OD260 280值普遍在

1.6 ～ 1.9之间 ,说明该法提取的 DNA可以满足

实验需要。

图 1　SDS 法提取西伯利亚蝗的总 DNA
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2.2　反应条件的优化

2.2.1　dNTP 浓度对扩增效果的影响:本实验对

0.08 ～ 0.32 mmol/L 的 dNTP 浓度进行了筛选。

结果表明 ,该浓度范围内均有谱带产生。dNTP

浓度较低时扩增出谱带不全且弱 , 随着 dNTP 浓

度的增加 ,扩增出谱带的亮度也有所增加 ,但

dNTP浓度较高时会出现非特性扩增的谱带。

dNTP浓度为 0.24 mmol/L 时扩增结果较清晰完

整 ,为西伯利亚蝗适宜的 dNTP浓度(图2)。

图 2　dNTP对扩增效果的影响

2.2.2　Mg
2+
浓度对 RAPD 扩增效果的影响:

Mg
2+
是 RAPD反应中的一个重要因素 ,其浓度

影响酶的活性及合成的可靠性 。本实验对 1.0

～ 3.5 mmol/L 的 Mg
2+
浓度进行了筛选。图 3

表明 ,在该浓度范围内均能产生谱带 ,但低浓度

的Mg
2+
(<2.0 mmol/L)所产生的带型不稳定 ,

高浓度的 Mg
2+
(>2.5 mmol/L)缺失主带 。

Mg
2+
浓度达 2.0 mmol/L 时可以获得较好的扩

增效果。

图 3　Mg2+对 RAPD扩增效果的影响

2.2.3　Taq DNA聚合酶用量对 RAPD扩增效果

的影响:实验共设置 4个 Taq DNA 聚合酶浓度

梯度 。图 4 显示 , Taq DNA 聚合酶单位的变化

对 RAPD谱带的数量和强弱影响较大 。当 Taq

DNA聚合酶为 0.5 U时 ,扩增谱带少且不稳定;

当 Taq DNA 聚合酶用量增加 、至 1.5 U和 2 U

时 ,谱带数目有所增加且清晰 。多次重复实验

均发现 ,25 μL 体系中 1.0 U Taq DNA聚合酶用

量扩增效果较好 。

图 4　Taq DNA聚合酶对 RAPD扩增效果的影响

2.2.4　模板 DNA 的量对 RAPD扩增效果的影

响:模板的量对 RAPD扩增结果影响较小(图

5)。这与汪小全等曾提出模板的量对 RAPD谱

带影响不大的结论相似 。本实验在模板的量为

15 ,30 ,37.5 ,45 ,60 ng 的条件下分别进行 RAPD-

PCR扩增分析 。结果表明模板的量在该范围内

除了谱带的强弱有些变化外并无明显差异 ,故

采用 45 ng 的 DNA模板的量。

图 5　模板 DNA 对 RAPD扩增效果的影响

2.2.5　引物退火温度对扩增效果的影响:应用

PCR仪的温度梯度功能对 31 ～ 37.2℃之间的退
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火温度进行多次筛选 ,相应的退火温度值分别

为 31 , 31.1 , 31.4 , 31.9 , 32.5 , 33.3 , 34.1 , 35 ,

35.7 ,36.4 ,36.9 , 37.2℃。结果表明 ,退火温度

在31 ～ 37.2℃范围内均能扩增出清晰的谱带 。

由图 6可看出 ,在 31 ～ 37.2℃范围内随温度升

高 ,RAPD 谱带越清晰 , 且主带的强度有所增

加;但随温度的升高也会有一些非特异性扩增

产物的出现。当退火温度为 35℃时能获得较

好的扩增效果。

图 6　引物退火温度对扩增效果的影响

3　结论与讨论

本研究得出西伯利亚蝗的 RADP 分析适宜

的扩增条件为:25 μL PCR反应体系中含有 10

×buffer 2.5 μL , dNTP 0.24 mmol/L , MgCl2 2.0

mmol/L ,Taq DNA聚合酶 1 U , DNA模板 45 ng ,

primer 30 ng 。适宜的扩增程序为:94℃预变性 1

min 45 s;94℃变性 30 s;35℃退火 1 min 30 s;

72℃延伸 2 min , 45个循环;72℃延伸 10 min。

这一反应体系和扩增程序有着较好的扩增效果

和重复性 。

除本实验优化的实验条件外 ,还有很多因

素均会对 RAPD结果产生影响 ,如不同厂家 、甚

至同一厂家不同批次的 Taq 酶 、不同型号的

PCR仪和操作人员的素质都会影响 RAPD结果

的可重复性
[ 15]
。尽管要求不同实验室间的

RAPD实验结果具有较高的可比性尚存在一定

的困难 。但当保证实验条件相对稳定 ,同一操

作人员重复同一实验时 , RAPD 实验结果稳定

并且可靠
[ 16]
,我们经过多次反复实验也得出相

同结论。
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