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TE缓冲液对 RAPD带型的影响�

刘春林,阮　颖,王学军,官春云
(湖南农业大学 生物技术系 作物基因工程湖南省重点实验室,中国湖南 长沙　410128)

摘　要: TE 作为一种溶解 DNA 的常缓冲液, 它对 RAPD带型的影响往往没有受到重视. 通过对 TE 缓冲液

与 RAPD带型之间关系进行了较系统的研究, 结果说明 TE 对 RAPD带型有明显影响; 并且显示在 M g+ + 为

2 mm ol/ L 时, TE 是影响 RAPD 带型的敏感因素.还针对 T E 的不利影响, 提出了有效的解决办法.
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Affect of TE Buffer on RAPD Prof ile
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Abstract: T he r elat ionship betw een T E buf fer and Random Amplifed Polymorphic DNA ( RAPD)

pr ofile has been studied and the result show ed that T E buffer could change the prof ile of RAPD,

especially at the 2 mmol / L o f M g
+ +

concentration. Accor ding to the results, T E w as regarded as a

sensit ive factor chang ing RA PD pro file. An alternat iv e so lut ion w as suggested to so lve the problem .
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　　随机扩增多态性 DNA ( Random Amplif ied

po lymo rphic DNA ,简称 RAPD)作为一种常用的

分子标记方法
[ 1]
, 被广泛应用于动物、植物、人和

微生物的遗传多样性检测、基因定位、品系鉴定、

医学诊断、遗传图谱构建和系统学研究[ 2～5] .

RAPD技术在应用于不同研究领域的过程中, 由

于影响 RAPD带型的因素比较多,加上操作人员

的技术熟练程度不一, RAPD技术的可靠性曾一

度受到怀疑. 为了彻底改变这一混乱局面, 人们对

RAPD 反应体系中的各种因素如 Mg + + 浓度、

DNA 质量、模板 DNA 浓度、随机引物和 dNT P

浓度、T aq酶的商品型号、反应时间的长短和温度

高低等都做过详细的研究, 并且确立了 RAPD 技

术为一可靠分子标记技术[ 6] . 但在已有影响因素

的研究中都未报道有关 T E( DNA 常用溶解缓冲

液)对 RAPD带型影响的系统研究. 本文就我们

对这一问题的研究作如下报道.

1　材料与方法

1. 1　材料

以油菜 DNA ( D ( 260) / D( 280) = 1. 9)为模

板, 引 物 S5 购 自 上 海生 工, 碱 基 序 列 为

T GCGCCCT TC.

1. 2　方法

在已筛选出的最佳反应体系的基础上
[ 7]
, 设

5个水平 TE 浓度: 1、1/ 10、/ 100、1/ 1 000 TE 和

水 ( DNA 模板溶解在水中) ( T E: 10 mmol/ L

T ris· Cl, 1 mmol / L EDT A, pH8. 0) .同时, 设
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计了 8 个 Mg
+ +
浓度: 1. 5、2 、2. 5、3、3. 5、4、4.

5、5 mmo l/ L (检验 T E 与 Mg
+ + 的相互关系) . 一

个 T E 水平与 8 种 Mg+ + 浓度构成一组, 共 40

管,设一次重复. PCR 扩增在 PTC-100热循环仪

上完成. 扩增产物用 1. 9%的琼脂糖凝胶电泳分

离;电泳结果在凝胶分析系统 Gel Doc 1 000上分

析并打印出结果.

2　结　果

图 1-1～1-5分别代表 5种不同浓度的 T E,

即 1、1/ 10、1/ 100、1/ 1 000 TE 和水,以及它们与

8种不同 Mg
+ + 浓度组合扩增的结果.

图 1　TE 缓冲液对 RAPD 带型的影响

Fig. 1　Affect of T E Buffer on RAPD Profile

　　根据图 1, 大体上可分为两组, 一组为水、

1/ 1 000和 1/ 100的相对低浓度 T E 组, 这 3种浓

度的 T E 分别与 8种不同浓度的 Mg
+ + 组合, 扩

增后各电泳道的 RAPD 带型基本一致(图 1-1～

1-3) . 另一组为 1/ 10和 1倍的相对高浓度的 TE

组, 这 2 种浓度的 TE 分别与 8 种不同浓度的

Mg+ + 的组合, 扩增后各电泳道的 RAPD 带型除

第 3电泳道之外, 其它基本一致(图 1-4～1-5) .这

两组之间的主要区别在第 3电泳道( M g
+ + 的浓

度为 2 mmol/ L ) ;相对低浓度的 T E 组,只有 2条

明亮的主带, 且大小均匀一致; 相对高浓度的 TE

组,有 3条明显的带, 其一条为明亮的主带, 其它

2条相对较暗.

3　分　析

TE 作为一种溶解 DNA 的常缓冲液, 它对

RAPD带型的影响往往没有受到重视.从以上实

验结果可以看出, T E 浓度的变化对 RAPD 的带

型有影响,特别是 Mg
+ +的浓度为 2 mmol / L 时,

带型变化非常明显. 从组成成分的角度分析, TE

是由三羟甲基氨基甲烷( T ris)和乙二铵四乙酸

( EDT A)组成, 其中 EDT A 是一种螯合剂, 可与

Mg
+ + 的结合, 降低游离的 Mg

+ + 的浓度. 作为

T aq 聚合酶, 其最佳 Mg + + 浓度为 2 mmo l/ L .

M g
+ +
浓度的下降,可影响 Taq聚合酶与DNA 分

子上不同部位的亲和力, 最终导致扩增后带的亮

度和扩增带数发生变化. 从版图中还可看出, 在

Mg
+ +
为 1. 5 mmol / L (第 I 电泳道)时, TE 的变

化对其 RAPD 带型影响不大. 同样 Mg
+ +大于 2

mmol/ L 时, TE 的变化对其 RAPD 带型影响也

不大. 所以,当 Mg
+ +
为 2 mmo l/ L 时, T E 可以被

认为是 T aq聚合酶活性特征的重要影响因素, 是

影响 RAPD 带型的敏感因素. 在实际操作中, 由

于提取的DNA 浓度不一致, (下转第 279页)
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图 2　回收 Bt 4. 071 8 质粒 DNA 片段 P1、P2、P 3 的

PCR 产物电泳图

M : GeneRulerT M 100 bp DNA Ladder P lus Marker;

A、B、D:回收质粒 DNA 片段 P1、P 2、P3 的 PCR 产物;

C: 对照.

Fig. 2　T he electr ophor esis of PCR products

on r ecovering plasmid DNA( P 1, P 2, P 3)

M : Gene RulerT M 100 bp DNA Ladder Plus Marker;

A , B, D : PCR products On recover ing DNA o f

plasmids( P1, P 2, P 3) D N A ; C: contr ol.

高,可以用于各种分子生物学的操作,加快了实验

的进程. 目前此三种方法在本实验室已成常规技

术而被应用.

　　另外, 本文介绍的 Bt 质粒 DNA 回收方法需

注意两个操作要点:一是方法( i)的挡板下边(插

入凝胶的一边)务必整齐, 膜应与胶贴紧, 否则

DNA 将从缝隙中遗漏而达不到应有的回收率.

二是操作过程中切胶块尽可能快, 且一定要用长

波长(波长> 300 nm)紫外灯,尽可能减少紫外线

的照射量.
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在用水配制模板 DNA 时,取用的 DNA 体积不一

致,最终模板溶液中 T E的浓度不一致. T E 浓度

不一致, 就会干扰 RAPD 的带型. 所以, 为清除

TE 的不利影响. 根据这一实验结果, 建议 DNA

纯化后和配制模板 DNA 时, 以超纯水( 0. 2 �m
孔径过滤器过滤超纯水, 然后在高压锅中高压灭

菌)为溶剂 4 ℃保存.用这种方法保存的 DNA 三

年后仍然完整如初(结果待发表) .
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