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RAPD的建立及优化研究 

蒲淑萍‘，王 希 ，段昌拄’ 

(1．重庆医科大学基础医学院生物学教研宣 重庆 400016；2．重庆职工医学院生物学教研宣 重庆 400050) 

【摘 蔓】肆的：建立优化的RAPD反应条件．为进一步进行遗传监控研究奠定基础。方法：按常规方法制备小鼠基因组 

DNA．在一定的RAPD—PCR反应条件下分别改变各组份浓度及退火温度。扩增产物在古瀵化乙健的1 5％琼脂糖凝艘中电 

沫，紫外透射仪上观察照相。姑果：当Mg2 浓度为1．5mrn~／L，4种dNTPs各为150／anolA,．Taq醇为1．5u，引物为0 2tool／ 

L，楼板DNA为50ng，退火温度为38"C，RAPE)一PCR扩增效果好。蛄论：在优化的条件下规范操作．RAPE)的稳定性、重复性 

好。 

【美■调】RAPE)；基因组DNA；优化反应条件 
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Screening the optimized condition of RAPD— PCR 

PU “一 ng，et 0f 

(Department of Biology，College of Basic Medical Sciences，Chongqing Medical University) 

【Abstractl “"：1lo establish the optimized RAPD—PCR reaction conditions for further genetic monitor— 

ing study．Matm~ ：Altering the concentrations of the reaction components and the annealing teraperatm'e of 

RAPD—PCR，PCR productsfrom RAPD were electrophoretically separatedin 础 gels and banding profiles 

were visualized by ethidium bromide staimng ．Results：RAPD —PCR reactions we performed in duplication 

with 50ng of geaaomie DNA，150／~mol／L each dNTP，0．2tmaol／L primer，1．5retool几 magnesium cEofide，1．5 

units of Taq polym~ ．annealing at 38℃ ．Under these conditions R PD method is stabk and reproducible． 

Co~elus／on：n1e optimized RAPD—PCR reaction cxmditions were established in this study． 

【Key words】Random arnp1搞ed polymorphie DNA(RAPD)；Genernie DNA；Optimal reaction conditions 

1990年Williams[“和Welsh[2 等几乎同时将随 

机引物与PCR技术结合，用于复杂基因组 DNA指 

纹分析，Williams等称之为随机扩增多态 DNA(ran— 

dom amplified polymorphic DNA，RAPD)分 析， 

WeIsh等 称 之 为 AP—PCR(arbitrarily primed 

PCR)。RAPD与AP—PCR并无本质的区别，均为 
一 种基于 PCR方法，应用单一引物的DNA多态检 

测技术。该技术利用一系列单一的碱基序列随机排 

列的短寡核苷酸为引物，对基因组 DNA进行PCR 

扩增，每一引物同基因组 DNA序列有其特定的结 

合位点，如果基因组在这些区域发生 DNA片段插 

入、缺失或碱基突变，就可能导致这些特定结合位点 

的分布发生相应的变化，从而使扩增产物增加、缺少 

作者介绍：蒲淑萍(1962一 )，女，重庄江津人 讲师．硒士。主要研 

充方向 动曲置人蕞袁痛遗传学 

或发生分子量的改变，形成多态 帆 片段，通过对 

P(、R扩增产物的检测即可找到基因组 DNA在这些 

区域的多态性。R D技术的特点之一是使用随机 

引物，通过一系列引物可检测到覆盖整个基因组范 

围的遗传改变，而无须预先了解被测基因组相关分 

子生物学信息。另一显著的优点在于RAPD技术 

相对简单、快捷、实验成本较低，加之有大量商品化 

的RAPD引物，可对任何生物的遗传变异进行基因 

分型；其最大特点是能自动进行基因型鉴定 。 

因而自它诞生至今，这项技术在国内外已广泛应用 

于动植物种系鉴定、遗传分析、连锁图的构建、疾病 

诊断、基因分离等_5J。随机引物法亦已用于检测大 

肠癌 卵巢癌、肺癌、皮肤癌、脑膜瘤等的基因组不稳 

定性及分离差异DNA片段，并将其克隆和定位_6J。 

RAPID反应非常灵敏，但稳定性、重复性不太令人满 
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意。为了克服这一缺陷，本研究对RAPD—PCR反 

应的各项组份，诸如模板DNA、 q酶、镁离子、引 

物、dNTP等进行浓度梯度比较实验，以期建立最优 

反应条件。同时使用同一PeR仪，同一公司生产的 

1 酶，获得稳定性、重复性良好的扩增产物。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

G7BL／6J小鼠购自重庆医科大学实验动物中心，取小 

鼠肝脏组织备用 

1 2 试刑与引糟 

1O×buffer、TaqDNA聚合酶，M~C12、dNTP均为上海生 

物工程公司产品。 

随机引物为美国Ol~an Technologies公司产品、每一引 

物为 lO个碱基的寡聚棱苷教，实验用引物为 AB一0320一 

t2— 2 即 (AB2— 2)：GGJr( GI ；AA；．M37一 l： 

CAAA~ A鹋 一 12：GA~ GAACX2；AB9— 7 

=Gc1 0GGA等 

1．3 基因蛆 DNA的卅● 

取小飘肝脏组织适量，加少量液氮研碎，按常规方法加 

人消化藏(10m~l／LTds—HCI，pH8．0，100mrad／LEDTA， 

0 5％SD8。20~Iml RNsse，1001~lml蛋白酶 K)消化．用酚、 

氯仿提取 DNA，乙醇沉淀，TE溶解，置4"C冰箱备用。 

1 4 FCR仪：美回PE2400型 

1．5 RAPD—IW．,R置应备件厦扩坩程序 

参照Witliem~ 辱晦穷{壹带棒謦馥后进行 反应总体 

积为25 ，其中畚 哼 l buf 如曲日0I／L Tris—HCI，pH 

8．3．50mmd／L I毂，O．001％嘎胶)，1．5tr~ ／L~gCl2． 

150mml 啪  鼙机引钧0．2 nno1儿，25—5ong基目组 

DNA．T蜩辔龋曩音鬻1．5十单位 反应程序为：94℃预变 

性2mln；94"C变性 I口 。粥℃复性 lm．m， ’C薏伸2min，40 

个循环后，稳B豫种 l IizI。在以上条件下，分曩4改变退火 

温度、棋板 晖 墩度、M b穰度、1 Utltlt：、 
引物浓赓 浪藏耍 十pcR套繁．井保持萁它条件不 

变 扩增产糖钰含曩他己蕞的1．S％琼脂糖蕞腔中电罚c，紫 

外遗射仪上观察照相。 

2 结果与讨论 

虽然RAPD技术有许多其它分子生物学技术 

无法比拟的优点[’一 ，由于RAPD技术是以PCR技 

术为基础，加之短引物的使用及其在扩增过程中不 

完全配对，影响最终产物获得的因素较多，其中最重 

要的是M 、dNTPs、引物、模板DNA浓度和退火 

温度。实验结果表明，当Mg2 浓度为1．5mmol／L， 

4种dNTPs各为 150~mol／L， 酶为 1．5U，引物 

为0．2／and／L，模板 DNA为 50rig，退火温度为 

38℃，扩增效果较理想。经大量实验证明，在此条件 

下规范操作，RAPD的稳定性、重复性好。 

2．1 退火温度对 PCR的影响 

实验中分别设置35℃，38℃，40℃，42℃，45℃ 

退火，温度过低(35℃)则特异性差，背景深；温度过 

高(45℃)，扩增带减少、变弱，扩增效率低。在保证 

扩增效率的同时又要达到增强特异性的目的 我们 

认为38℃较适宜。退火温度较低，能保证短核苷酸 

引物与模板的稳定配对，同时也允许了适当的错配， 

以扩太引物在基因组DNA中配对的随机性。 

2．2 M 浓度甘 PCR的影响 

Mg2 直接影响聚合酶的活性，它使双链DNA 

的Tm值增加．Mg2 与心{11P3形成的复台物才是 

聚合酶作用的底物．因此  ̂ 浓度对PCR扩增 

的效率和特异性具显著影响【7J。实验中分别以 

0．5retool／L、1．5rnmol／L、2．Ommot几 、2．5retool几 、 

3．Ommol／L的Mg2’浓魔进行扩增，结果如图1，浓 

度高则出现非特异扩增，背曩深；过{氐其 蔫括性显著 

下降。由于反应混合钧的楱板饼 、引物、dNTPs 

等均可结合Mg2’．从而降低其游离浓度，特别是过 

量的dNTPs使其大量减少，导致 PCR产物减少。 

从实验结果可知1．5～2．0mmol／L的Mg2 浓度其 

扩增效率和特异性较理想。 
bp 曹 c d c b a 

a 0 5m b．1．5∞∞I／L c．2．Omm ／L 

d．2 5nmxR／L e．3 0mind／L 

(M：Marker) 

2 3 dNTPs浓度对 PCR的影响 

dNTPs是 PCR反应的底物，其浓度过低则反应 
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速度和产量下降，过高则特异性下降。实验中 

dNTPs的 浓 度 分 别 为 50／maol／L、100／gnol／L、 

1．50／~mol／L、200panol／L、250vmol／L(图 2)。在 100 
～ 250 几之间扩增效果较好，故选择 150p．moI／ 

L用于实验。 

2．4 Taq酶浓度对PCR的影响 

如图3，25／~I反应体系中Taq酶的用量分别为 

0．5U、1．0U、2．0U、3 0U、4．0U，当Taq酶为 0．5U 

时，PCR产物量极少，Taq酶为3U以上时。出现了 

弥散状背景，非特异产物增加，Taq酶为 1～2U时 

效果较好。 

e d c b - _ bp 

I5l3 

g94 

897 

glS 

7 

圈2 dNTPs浓度对 RAPD结果的影响 

a．50vn~l／L b i00VmoVL c 150vmol／L 

d 200~ ／L e．250vmol／L 

(M：Marker) 

圈3 Taq醇浓度对RAPD结果的影响 

a 0 5U b l 0U c 2 0U 

d 3．0U e．4．0U 

(M：Marker) 

2．5 模板 DNA浓度对PCR的影响 

模板DNA用量从50rig至800rig，扩增结果基 

本一致(图4)。模板DNA用量在十倍左右范围内 

变动都不会影响扩增结果，说明RAPD对模板浓度 

要求不十分严格。但本实验证明若模板DNA降解 

严重或质量太差(如含杂质过多，DNA提取过程中 

残留的蛋白酶、核酸酶、SDS、酚、氯仿等，可抑制 

Taq酶活性)，出现扩增产物减少，背景弥散或无扩 

增产物L9 J。为了避免模板严重降解，在提取 DNA 

时应尽量避免剧烈或不恰当的操作，以便获得大分 

子量的模板。实验中也曾用高浓度的基因组 DNA 

作为模板，结果扩增产物很少或无扩增产物，这是因 

为模板DNA量大，其中抑制物量也可能增加，致使 

扩增效率下降。同时反应空间过分拥挤可能也不利 

于效率的提高。在对肿瘤与其相应正常组织、不同 

个体、不同品系间进行比较时模板浓度应尽量保持 
一 致。 

2．6 引物农度对 PcR的影响 

引物浓度过低时会影响产量，过高时一则浪费， 

二则会出现非特异扩增L9j。实验中引物浓度梯度 

为 0．1／~mol／L、0．2／~mol／L、0．4vrnol／L、0．6／maol／L、 

0 8vmol／L)。0．2／~mol／L引物浓度最适宜。 

田4 横板DNA维度对RAPD结果的髟响 

a 5Or】g b 100ng c 200ng d．400rig 

e 600rig f．800ng 

(M：Marker) 

总之，进行RAPD实验时应尽量保持实验用品 

的一致性，如使用同一批次的TaqDNA聚合酶及同 
一 台PCR扩增仪等。建立最优反应条件，严格规范 

操作，可获得重复性、稳定性好的实验结果。 

(下转第442酉) 
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染性休克的病理变化的后期阶段起着重要的作用， 

在这一过程中可能属于后期细胞因子，与该病理变 

化严重程度及其预后密切相关。本研究结果提示， 

当E一 广L<150ng／ml，IL一1O<19pg／ml时，有感 

染进一步加重的可能；E—SLT>328nglml，IL一10 

>40pn／rd对．患者预后不良，甚至有死亡的可能。 

因此，黄们认为厨时 定儿一10和E—s￡，T血清水 

平在反映感染或感染性休克严重程度和预后上具有 
一 定的价值和意义。 

本研究表明，sCD̈ 和 TNF—a在术后并发严重 

感染的早期病理过程中起着重要的作用，与早期感 

染密切相关；IL一1o和E—SLT可能在感染病理变 

化过程的后期起着重要的作用，属后期细胞因子，与 

感染严重程度密切相关。E—SLT、IL一10和sCI~4 

是反映术后并发感染病人病情变化和预后的可靠指 

标之一。 
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