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　　提　要　目的: 筛选优化小鼠 RAPD-PCR反应体系及扩增程序。 方法: 以 40条引物对 9个品系的小鼠

基因组 DNA在各种不同条件下进行 RAPD-PCR,分析比较扩增结果。 结果: 在下列反应体系及扩增程序下

结果较好: 在 25μl的反应体系中含有 10× buffer 2. 5μl, dNT P 200μmo l /L, Mg2+ 2. 5 mmo l /L ,引物 0. 2

μmol /L , Taq酶 1. 5 U ,模板 DNA 20 ng ,扩增程序为 94℃变性 1 min, 38℃退火 1 min, 72℃延伸 2 min, 40个

循环后接 10 min延伸。 结论:以上述反应体系及扩增程序进行小鼠 RAPD-PCR,扩增结果稳定。

　　关键词　随机扩增多态性 DNA;筛选

　　中图法分类号　 Q751

　　 RAPD( Random amplified polymorphic, DN A)是

近几年发展起来的一项 DNA多态检测技术 ,由于其

快速、简单、方便、经济、规范等优点 ,在动物、植物、微

生物种属鉴定、亲缘关系的划分及多态性分析中得到

广泛应用
[1 ]
。 然而 RAPD技术还不成熟 ,亦有一定缺

点 ,主要表现在各实验室结果可比性差 ,重复性差 ,这

是因为 RAPD技术对实验条件要求十分严格 , RAPD

图谱受诸多因素影响 [2 ]。 为此本实验对小鼠 RAPD-

PCR的反应体系及扩增程序进行了筛选及分析 ,以便

获得稳定的扩增结果。

1　材料与方法

1. 1　材料
1. 1. 1　实验动物　　 TA1、 BALB /c、 DBA /2、 615、 BALB /

c-nu /nu、 T739、 SCID近交系小鼠和昆明鼠、 NIH封闭群小鼠各

5只 ,由第三军医大学实验动物中心提供。

1. 1. 2　试剂　　 10× buffer、 Taq酶、 Mg2+ 、 dNT P均为德国

BM公司产品。

1. 1. 3　 PCR仪　　美国 PE2400型。

1. 1. 4　引物　　采用美国 Operon Techno logies公司的两套

试剂盒: Primer kits fo r RAPDS AB-0320-kitN 及 AB-0320-

kit 2,每套试剂盒含 20条引物 ,共 40条引物。

1. 2　方法
1. 2. 1　 DNA的提取　　取小鼠尾部组织 100 mg剪碎 ,匀浆 ,

加 消 化 液 ( 10 mmol /L T ris-HCl, 10 mmol /L EDT A,

10 mmo l /L NaCl, 1. 0% SDS, 200μg /ml蛋白酶 K, p H8. 0)消

化 ,按常规方法提取 DN A,乙醇沉淀 , TE( 10 mmo l /L T ris-

HCl, pH8. 0, 1 mmo l / L EDT A)溶解 ,各品系内小鼠 DNA样

品混匀 ,构成 DN A样品池 [3]。

1. 2. 2　 RAPD-PCR反应体系及扩增程序的筛选　　在

RAPD-PCR反应体系及扩增程序基本模式的基础上 ,分析改

变预变性时间、退火温度、循环次数、 dNT P的浓度、Mg2+ 的浓

度、 Taq的浓度、引物浓度、分析其对结果的影响。

2　结果

2. 1　模板 DNA预变性时间对 RAPD-PCR的影响

　　实验中我们分别采用对模板 DN A进行预变性 10、 8、 5、 3、

2、 1 min,以及不进行预变性 94℃直接启动的方法进行 RAPD-

PCR,结果显示 ,模板 DN A预变性时间的长短 ,以及是否预变

性 ,对扩增结果影响不大 , 94℃直接启动变性 1 min后足以扩

增出较好的结果 ,见图 1。

图 1　预变性时间对 RAPD-PCR的影响

Fig 1　 Ef fects of pre-denaturation time on RAPD-PCR

a. 10 min; b. 8 min; c. 5 min; d. 3 min; e. 2 min; f. 1

min; g. 0 min; DN A BALB /c小鼠 ; 引物: ABN-05;

1. Amplified DNA: DN A of BALB /c mouse

genome; 2. Primer used: ABN-05

2. 2　退火温度对 RAPD-PCR的影响

　　在 RAPD-PCR体系中不同模板 DNA,不同引物 ,其最适

退火温度不同 [4] ,实验中我们采用 ABN-11引物分别与上述 9

品系小鼠的模板 DN A反应和 DBA /2小鼠的模板 DN A分别
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与上述 40种引物反应的方法 ,在退火温度分别为 36℃、 38℃、

40℃、 45℃、 50℃条件下进行 RAPD-PCR,发现在 36℃～ 42℃

范围内随温度升高 , RAPD谱带更清晰 ,特异性更强 ,但在 40℃

时有阴性结果出现 ,并随退火温度的升高 ,结果阴性率逐渐增

多 ,在 45℃退火条件下 ,结果阴性率不但更高 , RAPD谱带反而

变弱 , 50℃退火时 ,很难扩增出结果 ,说明随退火温度的升高 ,

引物和模板结合的特异性增强 ,结合的机率减少。反之 ,引物和

模板结合的特异性降低 ,结合的机率增加。 考虑到既要尽量避

免出现阴性结果 ,又要增强结果的特异性 ,我们认为退火温度

为 38℃较适宜。

2. 3　循环次数对 RAPD-PCR的影响
　　 RAPD-PCR循环次数的多少直接影响扩增产物的量及结

果的特异性 ,循环次数少 ,产物量少 ;循环次数太多 ,则有非特

异性产物产生。因为 PCR反应到达一定程度后 ,会产生平台效

应 [5] ,过多的循环会增加非特异产物的数量和复杂性 ,本实验

认为循环次数为 35～ 40次足够。

2. 4　dN T P浓度对 RAPD-PCR的影响
　　 dN TP是反应的底物 ,其浓度过低影响反应速度和产量 ,

表现为 RAPD谱带中明带变强 ,弱带消失 ;其浓度过高又会增

加碱基误配 ,导致非特异产物增加 , RAPD谱带中非特异带增

加 ,我们分别在 dN TP浓度为 100μmo l /L、 150μmo l /L、 200

μmo l /L、 250μmol / L的情况下进行 RAPD-PCR,发现 dN TP

浓度为 200μmol / L时扩增结果较理想 ,见图 2。

图 2　 dNTP浓度对 RAPD-PCR的影响

Fig 2　 Ef fects of dNTP′s concentrations on PAPD-PCR

a. 250μmol / L; b. 200μmol / L; c. 150μmo l /L; d. 100

μmo l /L; m. Marker; DN A. DBA /2小鼠 ;引物: AB2-20;

1. Am plified DNA: DNA of DBA /2 mouse genome; 2.

primer used: AB2-20

2. 5　 Mg
2+
浓度对 RAPD-PCR的影响

　　 Mg2+是 Taq酶的激活剂 ,除直接影响 PCT的特异性和效

率外 ,也有利于引物和模板的结合及增加引物和模板结合后的

稳定性 ,这对于使用非特异性引物的 RAPD-PCR反应来讲 ,

Mg2+ 显得更重要 ,因此在 RAPD-PCR反应中要使用高浓度

Mg2+ (可达 2. 5 mmo l /L或更高 ,一般 PC R Mg2+ 浓度为 1. 5

mmo l /L ) [6]。但是反应体系中所示 Mg2+浓度 ,并不一定是参加

反应的游离 Mg2+ 浓度 ,因为反应体系中 DN A模板的浓度、纯

度、引物、 dN TP均会影响 Mg2+ 浓度。 因此 ,在优化 Mg2+ 最适

浓度时应设置几个浓度梯度来精确其最适浓度。经本实验筛选

认为 Mg2+浓度为 2. 5 mmo l /L时扩增结果较好。

2. 6　 Taq酶对 RAPD-PCR的影响

　　 Taq酶的浓度决定产物的特异性和产量 , Taq酶浓度太高

会增加非特异性产物 ,过低又会使产物量降低。本实验认为 ,在

25μl的反应体系中加入 1. 5 U的酶较合适。另外 ,不同厂家从

不同菌株上分离的 Taq酶其活性可能有差异应加以注意。

2. 7　引物浓度对 RAPD-PCR的影响
　　由于 RAPD-PC R反应使用的是单一的随机引物 ,所以反

应体系中使用高浓度引物更有利于造成引物和模板错配的机

会 ,但是引物浓度不宜太高 ,否则会有非特异性产物产生 ,反应

体系中含有 0. 2μmol / L的引物即可。

3　讨论

　　对 RAPD-PCR影响因素很多 ,除本实验涉及的

因素外下列因素也都对 RAPD-PCR有影响: ①模板

DNA的浓度及纯度 ,因为引物和不同浓度的模板

DNA结合有所不同 , DN A在制备过程中若残留过多

的酚、氯仿、酒精、蛋白质等均对 RAPD-PCR有影响 ;

②反应体系中其它杂质离子浓度过高也影响 RAPD-

PCR,我们在实验中发现 ,当反应体系中 Na
+
浓度超

过 40 mmol /L时 ,很难扩增出结果 ;③由于不同厂家
生产的 PCR仪控温精度有所不同 ,因此在优化

RAPD-PCR条件也应注意 ;④不同厂家生产的反应缓
冲液成份的细微差异 ,甚至即使同一厂家生产的缓冲

液 ,若使用的 Mg
2+
、 Taq酶与之不匹配有时也影响

RAPD-PCR。 另外 ,实验人员素质的差别对反应也有

影响 ,但是只要条件稳定 ,操作中养成严谨的态度 ,对

影响因素引起足够的重视 ,其结果是具有重复性的 ,

RAPD技术本身是稳定的。
　　综上所述 ,在本实验条件下得到的小鼠较好的

RAPD-PCR反应体系及扩增程序为: 在 25μl的反应
体系中含有 10× buf fer 2. 5μl, dN TP 200μmo l /L

Mg
2+

2. 5 mmo l /L,引物 0. 2μmo l /L , Taq酶 1. 5 U,

模板 DNA 20 ng ,扩增程序为 94℃变性 1 min, 38℃退

火 1 min, 72℃延伸 2 min, 40个循环后接 10 min

延伸。
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Optimizing of RAPD-PCR procedure in mice
*

Wu Fengchun, Wei Hong ( Labor ato ry Anima l Center , Third Milita ry Medica l Univ er sity, Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: To optimize the RAPD-PC R procedure in mice. Methods: Fo rty prim ers w ere

used to amplify DN A in 9 strains o f mice and then the results o f the amplification w ere ana ly zed. Resul ts:

Optimal reaction system was a s follow s: 25μl o f each PCR mix ture containing 2. 5μl of 10× Taq Reac tion

buffe r, 200μmo l /L of each dNT Ps, 2. 5 mmo / L o f Mg2+ , 0. 2μmo l /L o f primer , 1. 5 unit of Taq DNA po ly-

merase and 20 ng of total DN A. The reaction condition w as 40 cycles o f denatura tion at 94℃ fo r 1 min, an-

nea ling at 38℃ fo r 1 min and ex tension at 72℃ for 2 min. Conclusion: Th e use o f the above-mentioned reac-

tion sy stem and amplifying pro cedure fo r RAPD-PCR in mice can get stable results.

　　 Key words　 random amplified po lymo rphic DNA; optimizing

　* 　 This pr ojec t was suppo rted by the National Natur al Science Foundation of China, No . 3960079

腹部巨大淋巴增生 1例报告

A case report of abdominal castleman disease

戚跃勇 　初铭忠　 张哉根** 　　 (第三军医大学附属新桥医院放射科 )重庆 , 400037

　　腹部巨大淋巴结增生较少见 ,现报告 1例。

1　临床资料

　　患者男性 , 51岁 ,腹痛、腹胀、右下腹包块 3月。 包块 4 cm

× 4 cm大小 ,质硬。

　　影像表现: 钡剂灌肠发现右下腹包块与结肠无明显相关 ,

仅见回盲部位置较高 ,考虑游离盲肠。 腹部 B超示右下腹实性

占位包块。腹部 CT平扫见右下腹近腹壁有 5 cm× 5 cm大小类

圆形块影 , C T值 45 Hu,肿块后方及外侧有多个结节影。 肿块

下界达腹股沟 ,局部腹壁膨隆。

　　手术所见: 右下腹膜后于髂窝及盆腔内可见 10 cm× 18 cm

大小的实质包块 ,活动差 ,基底广。右侧输尿管及髂总动脉均包
绕在包块内 ,分界不清。 因包块与周围组织粘连 ,仅取活检。

　　病理诊断: 右下腹浆细胞型巨淋巴结增生。

2　讨论

　　巨大淋巴结增生 ,又叫 Castleman病 ,是 1956年 Castle-

man提出的 [1 ]。 临床上分为局灶性和多中心性 ,组织病理学分

为透明血管型、浆细胞型和混合型。 本例为浆细胞型 , (此类型

少见 )约占 10%。该病可发生在淋巴组织的任何部位 ,以纵隔淋

巴结最常见 ,发生于腹部较少见。其病因及发病机制尚不清楚 ,

炎症与感染可能是本病的病因 ,并与免疫因素有关 [2]。 本病以
青壮年多见 ,病程较长 ,多为体检时发现。 肿块多为单发的圆

形 ,椭圆形或结节状病变。

　　肿块内如见钙化者 ,腹部平片多能发现病灶 [3]。 腹部超声

检查多能显示肿块的形态及其与周围脏器的情况。钡剂灌肠可
排除结肠病变的可能性 ,并可显示肠道的推压及侵犯等情况。

C T检查是较好的手段。 该病例 C T检查能清楚地显示肿块的

位置、大小、形态、密度及其与周围脏器的关系等。文献 [1, 4 ]报

道该病多有强化 ,尤其是透明血管型 ,本病例因未行 CT强化

扫描 ,故术前未能发现右髂总动脉的受侵改变。 M RI能更好地

显示病灶与周围血管的关系 ,为治疗方式的选择提供依据。
　　关键词　巨淋巴结增生 ;腹部 ;影像诊断

　　中图法分类号　 R816. 4
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