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摘要 本文对芸薹种(Brassica campestris , 2n=20)蔬菜基因组DNA进行了 RAPD初步分析 , 并就 RAPD-

PCR反应条件的优化进行了探讨。结果表明:各个亚种或变种的品种之间存在着丰富的遗传多样性。
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Abstract I n this pape r some studies on the g enetic polymo rphisms in vegetable cr ops of Brassica campestris

(2n=20)by RAPD w ere conducted , meanw hile some discussions about the modificatio n of RAPD-PCR were

given.The study results indicated the re we re abundant g enetic po lymo rphisms among the cultivars in different

subspecies and v arieties.
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1990年 , Williams等提出的随机扩增多态性DNA(Random amplified polymo rphic DNA ,

RAPD)分子标记技术 ,为分析物种间的系谱关系 、研究系统发育 、理顺分类地位提供了全新

的方法
[ 11]
。1991年 ,Qurios等将 RAPD技术首次成功应用于 Brassica属系统研究 ,得到了A 基

因组所特有的分子标记[9 ] 。此后 ,RAPD技术广泛应用于大豆[ 1] 、葡萄[ 2] 、水稻[ 3] 、兰花[7 ]等多

种植物的遗传多样性分析上 ,效果理想。芸薹种(B rassica campestris , 2n=20)蔬菜的分类
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一直是颇有争议的问题 , 国内植物学家和园艺学家观点截然不同。以周太炎(1987)为代表

的植物学家倾向于将 n=10的蔬菜各类群划分为独立的种 , 园艺界则确认所有 n=10的蔬

菜归属于同一个种 B rassica campestris , 但对于芸薹种内亚种 、变种具体划分上有不同意

见 。关于中国白菜类的分类问题 ,李家文 、曹寿椿两人作了大量工作。李家文将大白菜划为

四个变种 ,曹寿椿将白菜划为六个变种的处理成为代表性的意见 ,为多数学者所赞同 。但两

人在对个别变种的处理上仍有不尽令人满意的地方 。目前 , 芸薹种 (Brassica campestris ,

2n=20)蔬菜的分类争议主要表现在:(1)白菜 、大白菜是否可以并为一个亚种或变种;(2)

日本水菜分类地位及其与分蘖菜之间的演化关系 , 还没有人做系统研究;(3)白菜亚种以下

变种 、 亚变种的划分还有不同意见
[ 4 , 6]

。本研究旨在应用这一技术对芸薹种 (Brassica

campestris , 2n=20)蔬菜进行遗传多样性分析 , 以揭示品种及类群之间的亲缘关系 , 并寻

找各类群的 DNA特征谱带 , 为杂交育种中进行血缘遗传控制与分子标记辅助选择 、杂种优
势预测与亲本选配提供理论基础。

1 材料和方法

1.1 材料

实验选取 17份材料 ,包括 7份大白菜(Brassica campestris L .ssp.pek inensis O lsson)

品种 、 1 份分蘖菜 (B .c .L .ssp.chinensis var .mult iceps Hor t.)品种 、 2 份芜菁

(B .c .L .ssp.rapi fera Matzg)品种 、3份塌菜(B .c.L .ssp.chinensis var.rosularis Tsen e t

Lee)品种 、 2份紫菜苔 (B .c.L .ssp.chinensis var .t sai -tai Hort.)品种和 2份薹菜

(B .c .L .ssp.chinensis var .tai-tsai Hor t.)品种 。这些材料都经过多代自交纯化 ,种子保

存在浙江大学园艺系细胞与分子生物学实验室 。

1.2 基因组 DNA的提取

DNA的提取按照曹家树等(1995)发表的方法进行[ 5] 。各样品编号同电泳泳道号 ,注明

在括号中。

1.3 基因组 DNA的检测

1.3.1 浓度测定 吸取约 800μl TE(pH8.0)溶液作空白对照校零点 ,然后取各样品 DNA 提

取液 800μl在紫外分光光度计(Shimadzu UV-210A , 日本)上测定 OD26 0和 OD2 80值 。

1.3.2 纯度检测 本实验共用 3种方法检测模板 DNA提取质量。

①根据 230nm 、260nm 、280nm和 325nm 的吸收值 ,可以估计核酸的纯度。

②对所有DNA样品均进行了225nm ～ 330nm宽幅扫描(S himadzu UV-210A , 日本)。

③取 10μl模板DNA原液 ,制备 0.7%琼脂糖凝胶 ,在中号水平电泳槽(DYY-Ⅲ 33A)上

45V ,稳压电泳 2hr ,紫外灯下观察照相。

1.4 RAPD-PCR

1.4.1 引物 购自上海 Sangon公司 ,为十聚体寡核甘酸随机引物。本实验共选用 70种引物 。

1.4.2 PCR体系 PCR所需试剂均购自上海 Sangon公司。反应体系如表 1所示。

1.4.3 PCR扩增程序 PCR在美国PERK IN-ELMER公司生产的 PE-2400型基因扩增
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仪上进行 , 反应参数为:94℃预变性

4min;94℃变性 15s , 42℃复性 30s ,

72℃延伸 75s , 45个循环;最后在 72℃

下延伸 7min ,反应产物在 4℃下保存。

2 结果与分析

2.1 DNA 的浓度与纯度

徐州薹菜 DNA 产率很高 , 单位鲜

重的 DNA产率为 402μg/g , 其它供试

材料的 DNA 产率在 20 ～ 160μg/g 之

间 。 ①芜菁耐病(日本品种 , 编号 9)

OD260/OD280比值为 1.25偏低 , 其余 16份 DNA 材料均在 1.8 ～ 2.0之间 , 表明 DNA 纯度

较高。②宽幅扫描结果表明所有供试样品呈典型的 DNA 光吸收曲线。③凝胶电泳检测表明

DNA大小在 20Kb以上 , 结构完整 , 带型整齐一致 , 基本上无降解。我们事先采用 S 200引

物对所有样品进行了 RAPD-PCR初步分析 , 结果扩增带型明晰 , 多态性丰富 。样品中存

在少量的蛋白质不会影响 PCR中 DNA 聚合酶的活性 , 在电泳时会滞留在加样孔中 , 对于

较小的 DNA扩增片段(通常在 2～ 3Kb)不会产生阻滞 。3种纯度检测方法相比较 , 以琼脂

糖凝胶电泳检测效果最好 , 紫外分光比色法其次 , 宽幅扫描效果相对较差。

2.2 芸薹种(B rassica campestris , 2n=20)蔬菜基因组 DNA的遗传多态性

在不同引物的扩增产物中 , 仅个别亚种或品种在某一片段长度处有条带出现 , 这种差

异条带可作为该亚种或品种的特殊标记。引物 S18扩增的结果显示在芜菁 、大白菜 、塌菜 、紫

菜苔和薹菜等亚种(或变种)的各品种之间 , 存在着不同程度的遗传差异(图 1)。日本芜菁品

种耐病(编号 9)具有一条扩增带 S18 -1510 , 区别于中国芜菁品种气死孩(编号 10)。常州乌

塌菜(编号 13)具有扩增带 S18 -1350 ,区别于小八叶(编号 11)和黄心乌(编号 12)这两个塌

菜品种 。徐州薹菜(编号 16)具有扩增带 S18-1350 , 花叶薹菜(编号 17)具有扩增带 S18 -

1850 , 2个薹菜品种可以依据这两条带加以鉴别。曲阳青麻叶(编号 4)、白帮河头(编号 5)、

青核头(编号 6)和天津青麻叶(编号 7)等 4个北方大白菜品种都有扩增带 S18 -1350 , 而翻

心白(编号 1)、杭州黄芽菜(编号 2)和早皇白(编号 3)等 3个南方大白菜品种都没有这条带 ,

因此也可以根据这条带将本实验中的南方大白菜品种和北方大白菜品种区分开 。另外 , 早

皇白(编号 3)具有一条特征带 S18 -1480 , 特异于其他 6个大白菜品种 。引物 S18是从 70个

引物中筛选出的 ,扩增效率很高 ,扩增结果具有可重复性 ,检测结果可靠 。

3 讨论

3.1 RAPD-PCR条件的优化

漆小泉等(1995)对大白菜和紫菜苔自交系染色体组 DNA 进行了 RAPD 分析 , 并就适

陈云鹏等 芸薹种(B rassica campestris , 2n=20)

蔬菜遗传多样性的 RAPD 初步分析

表 1　PCR 体系(总体积 25μl)

Table 1 PCR components(the final volume per tube 25μl)

加样体积(μl) 反应终浓度

ddH2O(无菌) 10.83

MgC l2(2mM) 3.33 2.0mM

dNTPs(2mM) 2.5 0.2mM

10×PCR buf fer 2.5 1×PCR buf fer

Taq Polymerase(5U/μl) 0.24 1.2U/ 25μl

Prim er(15ng/μl) 1.6 24ng/ 25μl

TemplateDNA
(12.5ng/μl) 4.0 50ng/ 25μl
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图 1 引物S 18在芸薹种(Brassica campestr is , 2n=20)蔬菜中扩增的 RAPD 谱带图

Fig.1 RAPD products f rom dif feren t vegetable cul tivars of Brassica campestr is (2n=20)using p rimer S18

注:分子量标准物为λDNA /EcoR Ⅰ +Hind Ⅲ。加样孔 1 ～ 3为南方大白菜 , 4 ～ 7为北方大白菜 , 8

为分蘖菜 , 9 ～ 10为芜菁 ,11 ～ 13为塌菜 , 14 ～ 15为紫菜苔 , 16 ～ 17为薹菜 。根据带 S18 -1480可以将早皇白

(3)与其他 6个大白菜品种区分开 。3个南方大白菜品种缺少扩增带 S18 -1350 , 4个北方大白菜品种则都有

S18 -1350这条带 。

宜的扩增条件进行了探讨 。他认为采用 35℃的复性温度比较合适 , 过高或过低的复性温度

都不利于 DNA 片段的扩增[ 8] 。我们采用 37℃的复性温度对芸薹类 (2n=20)蔬菜基因组

DNA进行的多次扩增实验表明 , 在 37℃时扩增出较多的条带 , 但基本带和多态带产量均

较低 , 多为弱带 , 无法进行统计分析 。将复性温度提高到 42℃, 可以有效地防止非特异性

扩增 , 提高多态带的产量 , 并且带型稳定。本实验证明对于整个芸薹类(2n=20)蔬菜来说 ,

42℃复性温度更合适 。

模板 DNA 浓度直接影响扩增的重复性和特异性。过量的模板导致错配率增加 , 从而非

特异性增大 。模板量太少 , 扩增高分子量 、低拷贝数的 PCR产物 , 则重复性不佳。而且 , 常

常造成 PCR产物的量不足以检测 。漆小泉等(1995)运用 15ng 的基因组 DNA , 没能检测出

扩增的 DNA片段。增加到 50ng , 出现效果较好的扩增带
[ 8]
。本实验发现在 50 ～ 100ng 之

间 , 模板 DNA都能扩增 , 但效果也以 50ng 为好。

Mg
2 +浓度对扩增结果影响也较大。陈洪等(1995)认为 , 使用较高浓度的 Mg

2+扩增体

系 , 虽然能扩增较多的片段 , 但会增加 RAPD多态性扩增的不稳定程度 , 往往会给多态性

片段的识别造成不便
[ 3]
。我们发现 , 若完全不加入 Mg

2 +
, 则不能扩增 。或者 , 即使个别品种

能够扩增出 1 ～ 2条带 , 也是弱带。原因可能是 10×PCR缓冲液中本身含有少量的 Mg
2 +
,
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可以部分激活 Taq DNA聚合酶的活性。若提高 Mg
2 +
浓度 , 则产率明显增加 。本实验表明 ,

采用 2mmol/L 的 Mg
2 +
浓度比较合适 。

必须强调的是 , RAPD-PCR操作应一次性完成 , 中途不能停顿。我们在实验过程中发

现 , PCR反应体系配制好后 , 若置于室温或 4℃下过久 , 扩增效果就不好。表现为条带模糊

不清 , 基本带都很弱 。有的样品甚至完全不能扩增 。所以 , 在 RAPD-PCR操作中 , 除了要

求加样精确迅速外 , 更强调实验的一次性完成。

3.2 RAPD-PCR技术用于芸薹种(Brassica campestris , 2n=20)蔬菜遗传多样性研究

的可行性

RAPD-PCR技术用于芸薹种(Brassica campestris , 2n=20)蔬菜遗传多样性的研究

还是近几年的事情。Qurios等对芸薹属 Brassica的研究成为这一技术在系统学研究中成功

的范例[ 9] 。此后 , RAPD-PCR技术作为研究植物遗传多样性的一种新方法 , 在生物种内及

种间都进行了尝试 , Ren J P 等(1995)报道了有关芸薹种(Brassica campestris , 2n=20)内

的 RAPD分析及其遗传多样性研究
[ 10]
。我们研究证实不同自交系间扩增的 DNA 谱带差异

显著 , 而从同一自交系的不同单株抽提的染色体组 DNA 扩增较一致的 DNA谱带。这表明

RAPD也可以象 RF LP 一样 , 用于芸薹种(Brassica campestris , 2n=20)蔬菜基因组 DNA

遗传多样性的分析。

3.3 基于 RAPD标记的芸薹种(B rassica campestris , 2n=20)蔬菜亲缘关系的分析

我们在田间观察中发现南方大白菜叶面严重皱缩 ,而北方大白菜叶面相对光滑 ,皱缩不

很明显 。本实验结果证明 ,南方大白菜与北方大白菜存在着这种遗传上的差异 。由于栽培技

术的改进和长期的人工选育 ,大白菜对环境的适应性大大增强 ,某些品种的地域性已经不很

明显 ,南北都能够种植 ,这构成了南方大白菜和北方大白菜之间的过渡类型 ,如早皇白(编号

3)。两个紫菜薹品种(编号 14 、15)和常州乌塌菜(编号 13)都是从白菜型油菜(薹心菜)演化

而来 ,两者分化都较早 ,亲缘关系较为亲密 。至于检测出的特征带所代表的植物学性状以及

它与非特征带之间的相关性问题则还有待于进一步研究 。
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50TC ID50 、25TCID5050μl/孔检测结果一致 ,为节省病毒抗原 ,我们确定 50TCID5050μl/孔

为最佳接种浓度 , 且这两种方法不需抗原的提纯(很多国产的 ELISA 试剂盒的非特异性较

高原因之一可能与抗原提纯不当有关), 因此我们选用 50TC ID5050μl/孔作为正式试验的病

毒接种浓度 ,这对规范检测方法具有重要的参考价值。
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