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摘要 基于火龙果Ty1-copia类反转录转座子的长末端重复序列信息设计引物,采用5因素4水平L16(45)

的完全随机正交试验,对 Mg2+浓度、dNTPs浓度、TaqDNA聚合酶用量、引物浓度和DNA含量进行优化,建立

火龙果IRAP分子标记反应体系。结果表明,25μL反应体系含基因组DNA20ng、2.5mmol/LMgCl2、0.10
mmol/LdNTPs、10×PCRBuffer2.5μL、TaqDNA聚合酶0.75U、0.25μmol/LLTR引物,0.080g/mL的非

变性PAGE胶适于IRAP多态性检测。
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  火龙果(Hylocereusspp.)为仙人掌科(Cacta-
ceae)三角柱属(Hylocereus)的果用栽培种,其果

实外形独特、营养丰富、绿色保健,含有一般植物少

有的植物性白蛋白、花青素及水溶性膳食纤维等,
是近年来被广泛关注的一种新兴热带、亚热带水

果[1-2]。国内外 学 者 多 采 用ISSR[3-4]和 RAPD[5]

等分子标记,对火龙果的遗传多样性评价、种质

鉴定及遗传稳定性检测等进行研究。但 RAPD
技术易受许多因素影响,实验的稳定性和重复性

较差,而ISSR标记对体细胞遗传变异的检测效

率较低[6]。
反转录转座子间扩增多态性(inter-retrotrans-

posonamplifiedpolymorphism,IRAP)是一种检测

反转录转座子插入位点间多态性的分子标记[7],具
有操作简单、多态性丰富、检测效率高等特点[8]。近

年来,IRAP标记技术已应用于苹果[9]、香蕉[10]及

柿[11]等果树的遗传多样性研究,但尚未见在火龙果

上的相关报道。本研究在已克隆出火龙果Ty1-co-
pia 类反转 录 转 座 子 的 长 末 端 重 复 序 列 的 基 础

上[12],设计引物,采用完全随机正交试验,以期建立

并优化火龙果IRAP标记的PCR反应和PCR产物

检测技术体系,为火龙果种质的遗传多样性分析、种
质鉴定及遗传变异分析等奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试火龙果材料为幼嫩肉质茎,采自贵州省农

业科学院果树研究所,用带有标记的自封袋将茎组

织封好,带回实验室,储存在-20℃的冰箱内。
1.2 基因组 DNA 的提取

采用PlantGenomicDNAKit(DP305-03,天
根生化科技有限公司)提取火龙果的幼嫩肉质茎基

因组DNA,-20℃保存备用。使用Cary-50紫外分

光光度计(美国 Varian公司)和0.010g/mL琼脂

糖凝胶电泳检测DNA质量。
1.3 引物设计和合成

引物的设计是根据贵州大学农业生物工程研究

院已克隆的火龙果Ty1-copia 类反转录转座子保

守区域,由上海生工生物工程股份有限公司合成。
引 物 序 列 为 5′-GACAACTACCCTACACCCT-
TCA-3′。
1.4 PCR 反应程序

94℃预变性3min;94℃变性45s,59℃退火

45s,72℃延伸60s,38个循环;循环结束后72℃延

伸7min,4℃终止反应。
1.5 PCR 反应体系的优化

采用正交试验设计法对PCR反应体系参数进
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行设 置,选 取 对 PCR 扩 增 影 响 最 大 的 MgCl2、

dNTPs、Taq酶、引物和DNA5个因子,各因子分别

设置4个浓度水平的L16(45)5因素4水平的正交

试验,共16个组合(表1)。
表1 IRAP-PCR反应体系的正交试验设计

Table1 OrthogonaldesignofIRAP-PCR

处理

Treatments
模板DNA/ng
GenomicDNA

引物/(μmol/L)
Primer

MgCl2/
(mmol/L)

TaqDNA聚合酶/U
TaqDNApolymerase

dNTPs/(mmol/L)

1 10 0.30 0.50 0.50 0.10

2 10 0.40 1.50 0.75 0.20

3 10 0.50 2.00 1.00 0.25

4 10 0.60 3.00 1.25 0.30

5 20 0.30 1.50 1.00 0.30

6 20 0.40 0.50 1.25 0.20

7 20 0.50 3.00 0.50 0.20

8 20 0.60 2.00 0.75 0.10

9 30 0.30 2.00 1.25 0.20

10 30 0.40 3.00 1.00 0.10

11 30 0.50 0.50 0.75 0.30

12 30 0.60 1.50 0.50 0.25

13 40 0.30 3.00 0.75 0.25

14 40 0.40 3.00 0.75 0.25

15 40 0.50 1.50 1.25 0.10

16 40 0.60 0.50 1.00 0.20

1.6 非变性胶技术体系的确定

40mL的总体积,各组分的质量浓度设置如表

2。配制时,首先加入ddH2O,然后逐量迅速加入0.30

g/mLPAM、10×TBE、0.10g/mLAPS、TEMED,利
用供试火龙果材料的基因组DNA优化PCR反应体

系,确定非变性聚丙烯酰胺凝胶的最适质量浓度。

表2 非变性聚丙烯酰胺凝胶质量浓度的设置

Table2 Concentrationdesignfornon-denaturingpolyacrylamidegel

所用试剂

Reagents

非变性聚丙烯酰胺凝胶质量浓度/(g/mL)Non-denaturingpolyacrylamidegel

0.035 0.045 0.050 0.060 0.080 0.100

0.30g/mLPAM/mL 4.67 6.00 6.67 8.00 10.70 13.33

10×TBE/mL 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00

0.10g/mLAPS/μL 500.00 500.00 500.00 500.00 500.00 500.00

TEMED/μL 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00

ddH2O/mL 30.78 29.45 28.78 27.45 24.75 22.12

1.7 PCR 产物的检测

上样缓冲液与PCR反应产物混合后上样,用

2.5g/mL琼脂糖凝胶和1×TBE缓冲液,电泳

电压为3.5V/cm,时间为90min,0.5μg/mL的

EB染色35min,在凝胶成像系统中观察拍照并

记录。
非变性聚丙烯酰胺凝胶的电泳:恒定电压为

150V,时间为2.0~2.5h。电泳后的凝胶置于含

有固定液(50mL的冰醋酸和100mL的无水乙醇,
去离子水定容至1000mL)的托盘中,摇床(100
r/min)上固定20min。0.002g/mL的 AgNO3置
于摇床(100r/min)上银染15min,迅速冲洗3次,
每次20s。将冲洗后的胶放入显色液中,轻轻摇动

显色10min。用去离子水冲洗3次,去除胶表面的

显色液,拍照记录后分析。
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2 结果与分析

2.1 火龙果 DNA 的提取

17份火龙果幼嫩肉质茎基因组DNA用Cary-
50紫外可见分光光度计测定D260/D280的平均值为

1.89,D260/D230的平均值为2.18。用琼脂糖凝胶

(1.0g/mL)电泳检测(图1),DNA集中在上样孔

附近且为整齐的亮带,表明提取的DNA纯度较高,
无RNA污染,蛋白质、盐、多糖和酚类等杂质含量

较低,可用于IRAP分子标记。

 泳道1~17:提取的火龙果基因组DNALanes1-17:ThegenomicDNAof17dragonfruitgenotypes;M:λDNA/HindⅢ.

图1 火龙果基因组DNA琼脂糖凝胶电泳检测结果

Fig.1 ElectrophoresisanalysesofgenomicDNAofdragonfruitinagarosegels

2.2 PCR 反应体系的优化

PCR结果如图2,依照电泳条带的多少、亮暗及

清晰程度,从优到差的排序为7-8-10-12-11-3-2-15-
13-14-5-16-6-1-4;第9泳道无条带,第4泳道出现严

重拖尾。第7、第8、第10、第11、第12泳道的条带

较多、明亮且清晰。第6、第13、第14泳道的电泳条

带清晰度较低,第2、第3、第5、第15泳道的条带较

暗,第1、第16泳道的条带数量少。第7、第8泳道

的扩增结果优于第10、第11、第12泳道。综上,第

7泳道(处理7)和第8泳道(处理8)更适合于火龙

果IRAP分析(表1,图2)。比较2个处理的各个因

子,第7组中dNTPs用量为2.0μL,为降低成本将

dNTPs减少为1.5μL,TaqDNA聚合酶0.5U,用
量甚微,易导致操作失误。第8组中 MgCl2的浓度

较低,因 Mg2+ 对PCR反应扩增效率影响较大,故
提高 MgCl2用量至2.5μL。综上,最适IRAP-PCR
反应 体 系 含 基 因 组 DNA 20ng、2.5 mmol/L
MgCl2、0.10mmol/LdNTPs、10×PCRBuffer2.5

μL、TaqDNA聚合酶0.75U、0.25μmol/LLTR
引物,该体系用于火龙果IRAP分子标记技术较好。

泳道1~16同表1处理Lane1-16standsforthetreatmentsgiveninTable1;M:λDNA/HindⅢ.

图2 火龙果IRAP正交设计[L16(45)]PCR电泳结果

Fig.2 OrthogonaldesignofIRAP-PCRreactioncomponents[L16(45)]andelectrophoresisresultsofdragonfruit

2.3 非变性胶技术体系

从图3可看出,图3A (0.035g/mL)和图3B
(0.045g/mL)的非变性PAGE胶浓度较低,分辨能

力较差,故电泳条带比较集中,不能很好地分散;图

3C(0.050g/mL)的非变性PAGE胶基本不能显示

条带,电泳结果不理想。图3D(0.060g/mL)的

PAGE胶中间部分条带模糊,不利于计数统计。图

3E(0.080g/mL)的非变性PAGE胶条带显示最

多,但清晰度有待提高,需改善实验操作过程;图3F
(0.100g/mL)的非变性PAGE胶与0.080g/mL
的PAGE胶相比较,由于胶浓度较大,故部分小片

段条带丢失。综合评价,非变性PAGE胶 的最适合

质量浓度为0.080g/mL。

3 讨 论

IRAP分子标记技术的多态性源自反转录转座

子结构特征、组成成分、分布特点和转录过程[13-15]

等。因反转录转座子存在着高丰度性,故可以利用

LTRs引物来检测反转录转座子之间(IRAP)的关

系[9]。范付华等[12]成功克隆了火龙果 Ty1-copia
类反转录转座子反转录酶序列,表明反转录转座子

在火龙果基因组中的存在性及反转录转座子分子标
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 A:0.035g/mL;B:0.045g/mL;C:0.050g/mL;D:0.060g/mL;E:0.080g/mL;F:0.100g/mL;泳道1~17:17份火龙果种质在

不同质量浓度非变性PAGE胶条件下的电泳结果Lane1-17standsfortheelectrophoresisresultsof17dragonfruitgenotypesusing

variousnon-denaturingPAGEconcentrations;M:100bpDNAladder.

图3 不同质量浓度非变性PAGE胶IRAP电泳结果

Fig.3 IRAPelectrophoresisresultsofvariousnon-denaturingPAGE

记技术在火龙果上应用的可能性,本研究结果进一

步证明了IRAP标记技术在火龙果上应用的可

行性。
反转录转座子标记技术的检测重点各不相同,

IRAP是检测反转录转座子插入位点之间多态性的

一种分子标记技术[6],其引物是基于反转录转座子

LTRs含有的非常保守的序列所设计的。在PCR
过程中,引物与LTRs反转录转座子的相应保守区

域退火,继而扩增出相邻的同一家族的反转录转座

子成员间的片段[8,16-17]。因为IRAP标记是基于

PCR技术来检测反转录转座子插入位点间的多态

性,所以欲获得清晰稳定的扩增结果,PCR反应参

数的优化是非常必要的[8-9]。
在优化IRAP-PCR反应体系过程中,由于不同

果树基因组存在差异和药品规格不同,PCR反应中

各因素的最适浓度也有所不同。本研究利用17份

火龙果材料对IRAP-PCR最适反应体系进行研究,
主要针对各因素的浓度对扩增反应的影响进行了探

讨。结果表明各因素浓度对扩增反应存在不同程度

的影响,其中以 Mg2+浓度和dNTPs浓度的影响最
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大。Mg2+浓度较低时,扩增效果较模糊,不够理想。
随着 Mg2+浓度的逐渐提高,扩增条带逐渐清晰;在

Mg2+浓度低于2.0mmol/L时,在一定范围内随着

dNTPs浓度的提高,扩增条带数量逐渐增多且变

亮;当 Mg2+浓度大于3.0mmol/L时,增加dNTPs
浓度对扩增反应影响不大;在dNTPs浓度较高时,
增加 Mg2+ 浓度不能明显地增加扩增条带数量;在
引物浓度较低时,扩增条带较暗,随着浓度的增加,
扩增条带亮度逐渐提高;在反应体系中,TaqDNA
聚合酶和DNA浓度对PCR扩增反应影响较小,主
要是通过与其他因素相互作用来影响扩增效果的。
沈玉英等[8]对梅IRAP反应体系进行优化,确立了

适合梅的IRAP反应体系,相比之下,本研究结果除

了 Mg2+浓度相同外,其余参数均不相同。贾怀志

等[9]建立了适合苹果IRAP技术体系,除了Mg2+浓

度相同之外,其余各参数都不相同。这说明对于不

同种类的果树IRAP-PCR最适反体系存在着较大

的差异。
非变性PAGE胶的电泳结果表明,0.080g/mL

的胶电泳条带数量最多且清晰。聚丙烯酰胺凝胶质

量浓度较低时,扩增产物集中于胶的中部,条带很难

完全分开,判断基因型的难度较大,不利于条带的统

计。用较高浓度的聚丙烯酰胺凝胶电泳时,条带被

压缩而容易分开,但胶质量浓度过高(0.100g/mL)
使得条带迁移的阻力过大而降低了移动的速度,部
分条带出现缺失。Muhammad等[18]利用琼脂糖凝

胶检测基因型,并基于IRAP标记构建了香蕉的指

纹图谱。王利英等[19]研究发现,琼脂糖凝胶很难检

测出IRAP标记扩增出的全部条带,宜采用分辨率

更高的非变性聚丙烯酰胺凝胶。肖炳光等[20]采用

0.030g/mL的非变性聚丙烯酰胺凝胶检测烟草

IRAP-PCR产物,得到了丰富的多态性条带。本研

究采用0.080g/mL的PAGE胶对供试材料进行检

测,电泳条带多且较清晰。说明应用IRAP分子标

记对于不同种类植物进行研究时,采用PAGE胶的

类型和浓度存在差异。
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EstablishmentandoptimizationofIRAPmarker
methodologyindragonfruit

TAOJin1,2 QIAOGuang1 WENXiao-peng1 LIUTao3 PENGZhi-jun3

1.InstituteofAgro-bioengineering,GuizhouUniversity,Guiyang550025,China;

2.CollegeofLifeScience,GuizhouUniversity,Guiyang550025,China;

3.GuizhouInstituteofFruitTreeScienceofAgriculturalSciences,Guiyang550006,China

Abstract BasedontheLTRsequencesofdragonfruit(Hylocereusspp.)Ty1-copiaretrotrans-
posons,primersforIRAPweredesigned.ThecompleterandomorthogonaldesignL16(45)wasusedto
optimizetheIRAP-PCRsystematfourlevelsandfivefactors,namely,Mg2+,dNTP,TaqDNApolymer-
ase,primersandDNAtemplate.TheresultsshowedthattheoptimalsystemforIRAPamplificationwas
25μLmixturecontaining20ngoftemplateDNA,2.5mmol/LMgCl2,0.10mmol/LdNTPs,2.5μLof
10×PCRBuffer,0.75UofTaqDNApolymerase,0.25μmol/LLTRprimer.PAGEwith0.080g/mL
non-denaturingpolyacrylamidegelcouldyieldreproducible,clearandreliablebands,whichfacilitatethe
identificationofdragonfruitgermplasms,theelucidationoftheirgeneticdiversityaswellasassessment
ofgeneticvariation.

Keywords dragonfruit;IRAPmarker;orthogonaldesign
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