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隐性核不育芝麻 AFLP 反应体系的优化

杨敏敏 刘红艳 左 阳 赵应忠
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摘要 以芝麻细胞核雄性不育系95ms-5为材料,对AFLP反应体系中的酶切连接、预扩增和选择性扩增中

的关键性因素进行了优化。结果表明,在模板DNA质量浓度为200ng/μL、37℃酶切连接6h的情况下,预扩

增中最佳 Mg2+浓度为1.0mmol/L,dNTP最佳浓度为0.3mmol/L,Taq酶量以0.5U为宜,预扩增引物终浓

度为0.4mmol/L;选择性扩增中,预扩增产物稀释10倍后,以 Mg2+0.8mmol/L、dNTP0.2mmol/L、Taq酶

1.0U、选扩引物0.6mmol/L为宜。
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  芝麻(Sesamumindicum L.)属于胡麻科胡麻

属植物,是我国重要的优质油料作物之一。扩增片

段长度多态性(AFLP)是限制性片段长度多态性

(RFLP)与随机扩增多态性(RAPD)相结合的一种

分子标记技术,AFLP标记具有不需要预先知道基

因组背景、多态位点丰富、灵敏度高和重复性好等优

点,因此被称为最有力的分子标记[1-2]。自1995年

以来,该技术已被广泛应用于植物分子遗传图谱的

构建和重要性状基因定位[3-5]、植物遗传结构和遗传

多样 性 分 析[6-7]、分 子 标 记 辅 助 选 择 育 种[8-11]。

AFLP作为目前最有发展前景的标记技术之一,在
芝麻上AFLP分子标记的优化,国内还未见报道。
本试验在前人研究工作的基础上,对芝麻AFLP分

子标记体系进行优化,为进一步开展芝麻分子生物

学研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

芝麻隐性细胞核雄性不育系95ms-5,由中国农

科院油料作物研究所培育。
1.2 方 法

1)模板DNA的制备与检测。采用改良CTAB
法提取DNA:参照陆光远等[12]的方法,用水溶性的

PVP代替水不溶的PVPP,在提取之前向提取液中

加入1%β-巯基乙醇,以防止植物组织中酚类的氧

化。DNA沉淀用无水乙醇代替异内醇,并同时加入

1/10体积的3mo1/L醋酸钠。DNA浓度和质量用

1%琼脂糖胶检测,同时用NanoDrop微量分光光度

计(DN2000)定量测定DNA的浓度和D 值,根据测

定 值 将 样 品 质 量 浓 度 稀 释 到 200ng/μL,置 于

-20℃保存备用。

2)预扩增反应。预扩增反应体系:总体积为10

μL,连 接 产 物2.00μL,10×Buffer1.0μL、25
mmol/LMg2+0.8μL、10mmol/LdNTPs0.2μL,

TaqDNA Polymerase0.5 U,引 物 P0/MC(50
mg/L)各0.4μL作为基础体系。采用单因素试验

设计进行优化。
单因素设计优化:对 Mg2+、dNTPs、Taq酶和

引物浓度分别设5个浓度梯度(表1),每次改变预

扩体系中的1个因素,以确定该因素对AFLP预扩

增结果的影响。
预扩增反应条件为:94℃1min;94℃30s,

56℃30s,72℃1min,25个循环;72℃5min;

10℃10min,4℃保存。

3)选择性扩增反应及其优化。预扩增产物稀释

一定倍数后进行选择性扩增,选择性碱基数为3。
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表1 预扩增各因素处理方案

Table1 Differenttreatmentsofpre-amplificationfactors

因素

Factor

25mmol/L
Mg2+/
(mmol/L)

10mmol/L
dNTPs/
(mmol/L)

TaqDNA
polymerase/

U

10mmol/L引物

P0/Mc/
(mmol/L)

1 0.4 0.1 0.5 0.2

2 0.6 0.2 1.0 0.4

3 0.8 0.3 1.5 0.6

4 1.0 0.4 2.0 0.8

5 1.2 0.5 2.5 1.0

反应体系为:总体积10μL,稀释后的预扩增产物为

2.00μL,10×Buffer1.0μL,25mmol/LMg2+0.8

μL,10mmol/LdNTPs0.2μL,TaqDNAPoly-
merase5U,引物P02/M10(10mmol/L)0.4μL作

为基础体系。采用单因素试验设计进行优化。
单因素设计优化:同预扩增方案。
选择性扩增反应条件为:94℃ 1min;94℃

30s,65℃(每个循环降0.7℃)30s,72℃1min,13
个循环;94℃30s,56℃30s,72℃1min,26个循

环;72℃5min;10℃10min,4℃保存。
表2 选择性扩增各因素处理方案

Table2 Differenttreatmentsofselectiveamplificationfactors

因素

Factor

稀释倍数

Diluted
times

25mmol/L
Mg2+/
(mmol/L)

10mmol/L
dNTPs/
(mmol/L)

TaqDNA
polymerase/

U

10mmol/L
引物P0/Mc/
(mmol/L)

1 2.5 0.4 0.1 0.5 0.2

2 5 0.6 0.2 1.0 0.4

3 10 0.8 0.3 1.5 0.6

4 15 1.0 0.4 2.0 0.8

5 20 1.2 0.5 2.5 1.0

  4)PAGE电泳及银染检测。反应结束后,选择

性扩增产物与上样缓冲液[体积分数为98%甲酰

胺;10.0mmol/L乙二胺四乙酸(EDTA),pH8.0;
体积分数为0.25%溴酚蓝;体积分数为0.25%二甲

苯青]等体积混合,95℃变性5min后迅速将PCR
管置于冰上待用。恒定功率80W 预电泳10min
后,取4μL变性液加到6%聚丙烯酰胺凝胶中电泳

70min。经凝胶固定、银染、显影,得到AFLP扩增

的DNA谱带。

2 结果与分析

2.1 基因组 DNA 提取与检测

CTAB法提取的芝麻叶片DNA经过琼脂糖凝

胶电泳检测,条带十分清晰明亮且无拖尾、背景干扰

等现象,表明蛋白质等杂质去除较干净,纯度较高。
经测定,吸光度D260/D280比值在1.8~1.9之间;用
量为200ng。
2.2 预扩增体系优化

试验 结 果 表 明,Mg2+ 的 浓 度 从0.4 到1.0
mmol/L,扩 增 弥 散 带 逐 渐 变 亮;但 增 加 至 1.2
mmol/L,弥散带反而变暗。高 Mg2+浓度有增加非

特异扩增的趋势,使产物不稳定,因此确定最佳

Mg2+的浓度为1.0mmol/L。
反应体系中dNTPs浓度为0.3、0.4mmol/L

时,扩增弥散带都比较亮,产物量比较稳定,弥散带

均匀。因此,综合考虑试验成本和扩增效率,选择

dNTPs浓度为0.3mmol/L。Taq酶酶量为0.5、

1.0U时,扩增产物稳定,弥散带均匀;Taq酶酶量

为1.5、2.0、2.5U时,预扩增产物不稳定。因此,
选择Taq酶酶量0.5U。引物浓度为0.4mmol/L
时条带最清晰明亮,因此确定预扩增引物浓度为

0.4mmol/L。
2.3 选择性扩增体系优化

对预扩增产物稀释倍数及选择性扩增反应各因

素进行优化试验。将预扩增产物稀释后进行6%聚

丙烯酰胺凝胶电泳检测,结果显示:预扩增产物稀释

10倍时(图1),条带最清晰;选择性扩增体系中各关

键因素的最适用量为 Mg2+0.8μL(图2)、dNTP
0.2μL、Taq酶1.0U、选扩引物0.6μL。

 M.DL2000marker;A、B、C、D、E.2.5、5.0、10.0、15.0、20.0
倍2.5,5.0,10.0,15.0,20.0times.

图1 不同稀释倍数的选择性扩增

Fig.1 Differentselectiveamplificationresults
withdifferentdilutionmultiple
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 M.DL2000marker;A,B,C,D,E.0.4、0.6、0.8、1.0、1.2

mmol/L.

图2 不同Mg2+浓度选择性扩增

Fig.2 Selectiveamplificationbyusing
differentconcentrationofMg2+

2.4 最佳反应体系的确定及应用

综合试验结果,初步确立了适合芝麻的 AFLP
反应体系。以芝麻小凡13为材料,对最佳反应体系

进行验证。由图3可以看出,利用该优化体系,扩增

后谱带稳定,多态性条带丰富,为芝麻 AFLP分子

标记分析等后续的研究工作奠定基础。

 M.DL2000marker;F.可育株Fertileplants;S.不育株Sterile

plants.

图3 选择性扩增结果

Fig.3 Resultsofselectiveamplificationbyprimer
因此,采用CTAB法提取的DNA质量较好,酶

切的基因组DNA以200ng为宜,37℃条件下酶切

时间为6h较理想;预扩增产物的稀释倍数以10倍

为宜;在10.0μL预扩反应体系中 Mg2+ 的浓度为

1.0mmol/L,dNTP浓度为0.3mmol/L,Taq酶

量为0.5U,引物浓度为0.4mmol/L;在10.0μL
选扩 反 应 体 系 中 Mg2+ 的 浓 度 为0.8 mmol/L,

dNTP浓度为0.2mmol/L,Taq酶量为1.0U,引
物浓度为0.6mmol/L。

3 讨 论

基因组DNA的质量是进行AFLP分析成败的

决定性因素,因此分离到高质量的基因组DNA 至

关重要[13]。芝麻叶含有较多的糖分,特别容易褐

化。本研究在CTAB法的基础上进行改良,加入

PVP和β-巯基乙醇,有效地防止了芝麻DNA 的酚

类氧化;在DNA沉淀之前加入1/10体积3mol/L
NaCl,有效地去除凝胶状物质[14],获得较高质量芝

麻基因组DNA。
目前,酶切—连接反应的“一步法”和“两步法”

均有报道[15],在本试验中多次比较了这2种方法,
结果发现“一步法”完全可以得到供 AFLP研究的

理想模板,同时缩短了实验周期,提高了工作效

率[16]。
用氢氧化钠显影,显色速度快,背景为淡黄色,

DNA条带为棕褐色,对比明显,条带清晰可见。显

影过程中发现显影液对温度比较敏感,显影液温度

过低会导致显影不充分,谱带不清晰,甚至分子质量

较小的DNA片段显不出来;显影液温度过高则胶

面颜色 暗 黑,背 景 污 浊;影 响 统 计,夏 天 需 放 入

-4℃冰箱中备用;冬天显影液需要在显影之前温

水预热15~20min。银染液需用棕色瓶装入备用,
不需预热或冷藏。

酶切时模板以200ng为宜,酶切时间为6h。
预扩是一承上启下的步骤,既可以检测酶切和连接

的效果,又可以对选择性扩增模板起到纯化的作用。
预扩产物的稀释倍数对于选择性扩增的成败非常重

要,本研究中稀释10倍后的电泳谱带清晰,便于读

取,其他稀释倍数下的扩增条带数目少、不清晰且扩

增结果不稳定。
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OptimizationofAFLPreactionsystem
inrecessive-malesterileSesamumindicum L.

YANGMin-min LIUHong-yan ZUOYang ZHAOYing-zhong

OilCropsResearchInstitute,CAAS/KeyLaboratoryofOilCrop
BiologyoftheMinistryofAgriculture,Wuhan430062,China

Abstract Keyfactorsaffectingthedigestion-ligation,pre-amplificationandselectiveamplificationin
amplifiedfragmentlengthpolymorphism(AFLP)analysisinsesame(SesamumindicumL.)wereopti-
mized.Resultsshowedthatthebestprotocolwas200ng/μLtemplateDNA,digestion-ligationat37℃
for6h,1.0mmol/LMg2+,0.3mmol/LdNTP,0.5UTaqDNApolymeraseinthepre-amplification
systemandpre-amplificationproductsdilutedby10times,1.0mmol/LMg2+,0.2mmol/LdNTP,and
1.0UTaqDNApolymerase,0.6mmol/Lprimersintheselectiveamplification.

Keywords oilcrops;Sesamumindicum L.;AFLP;reactionsystem;optimization
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