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α 苹果AFL P分析体系的建立①
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摘　要　以 12个苹果砧木基因型为试材,建立了扩增酶切片段长度多态性 (A FL P)分析体系。对其分析过程

中DNA 提取、双酶切、连接、预扩增、标记和选择性扩增的效果进行了检测。用 P32M 64引物构建了供试苹果

砧木基因型的A FL P 指纹图谱。该指纹图谱拥有扩增条带 105条, 多态性带 67条 (占 63. 8 % ) ,条带清晰可

辨,扩增信号强,无背景干扰。讨论了A FL P 分析的影响因素。
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Abstract 　 A FL P (Amp lif ied F ragm en t L ength Po lymo rph ism ) analysis system w as

estab lished w ith 12 app le roo tstock geno types (M a lus ). T he resu lts of severa l react ion s
du ring A FL P analysis have been detected such as DNA ex tract ion, doub le enzym es

rest rict ion, adap ter2liga t ion, p re2amp lif ica t ion, labeling and select ive amp lif ica t ion. T he

A FL P fingerp rin t ings of 12 app le roo tstock geno types w ith p rim er P32M 64 have been

perfo rm ed, w h ich had 105 clear and strong amp lif ica t ion bands w ith b righ t background. T he

facto rs w h ich affect A FL P analysis w ere discu ssed.

Key words　A FL P system ; DNA fingerp rin t ing; app le roo tstock s

A FL P (即扩增酶切片段长度多态性)是一种新的DNA 分子标记技术[1 ] ,其基本原理是选

择性扩增带有人工接头的DNA 酶切片段。不同基因型DNA 的酶切位点不同,从而产生了扩

增片段的长度多态性[2 ]。A FL P 分析在分子生物学及动植物育种等领域具有广泛的应用前

景[3, 4 ] ,尤其对构建动植物DNA 指纹图谱具有重要价值[5, 6 ]。目前有关苹果的A FL P 分析未见

报道。本研究以苹果为试材,建立了A FL P 分析体系,以期达到完善技术和加快推广应用之目

的。

1　材料与方法

1. 1　材料

试验于 1996～ 1998年在中国农大农业生物技术国家重点实验室和中国农科院品资所农

业部作物种质资源与生物技术重点实验室进行。试材为苹果生产上应用的营养繁殖矮化砧木
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和实生繁殖乔化砧木[7 ]。包括:八棱海棠 (M a lus m icrom a lus)、山定子 (M . bacca ta)、小金海棠

(M . x iaoj inensis)、宁夏 8号 (M . p run if olia )、渥太华 3号 ( (M . bacca ta×M . S ieversii)×M .

p um ila)、Ь490 (M . p um ila )、Ь9 (M . p um ila )、CG57 (M . p um ila )、CG24 (M . p um ila )、SH 9

(M . p um ila×M . honanensis)、SH 7 (M . p um ila×M . honanensis)和 S63 (M . honanensis)。材

料取自北京农科院林果所苹果砧木资源圃。于春季取健康正常幼叶,用冰壶带回实验室后,用

0. 1 mo lõL - 1的HC l溶液洗涤和无菌水冲洗。低温干燥后,立即提取基因组DNA。

1. 2　方法

1. 2. 1　模板DNA 的制备　根据Doyle的CTAB (十六烷基三甲基溴化铵)法[8 ] ,从试材鲜叶

中提取基因组DNA。经紫外分光光度计 (Pharm acia, L KB U ltro spec Ë )、琼脂糖凝胶电泳和

酶切法检测合格后,将DNA 稀释至 200 ngõΛL - 1,备用。

1. 2. 2　酶切　总体积为 25 ΛL , 其中包括: DNA 250 ng, P st I 2. 5 U , M se I 2. 5 U , 5×RL

Buffer 2. 5 ΛL , 2. 5 ΛgõΛL - 1 BSA 0. 5 ΛL ,加水至 25 ΛL , 37℃保温 6 h。

1. 2. 3　连接　酶切后每个DNA 样品,加入 10 ΛL 连接混合液,其中包括: P st I接头 (25 pmo l

õΛL - 1) 1. 0 ΛL ,M se I接头 (25 pmo lõΛL - 1) 1. 0 ΛL , 5 mmo lõL - 1 A T P1. 0 ΛL , T 4DNA 连接酶

(Pharm acia B io tech) (1 UõΛL - 1) 2 ΛL , 5×RL Buffer 1. 0 ΛL ,加水至 10 ΛL , 37℃保温 18 h。

1. 2. 4　预扩增　取 5 ΛL 连接完成的DNA 样品,加入 15 ΛL 如下混合液: P st I引物 (POO ,

50 ngõΛL - 1 ) 1. 5 ΛL , M se I引物 (M OO , 50 ngõΛL - 1 ) 1. 5, 10×PCR Buffer 2. 0 ΛL , T aq 酶

(5 UõΛL - 1) 0. 1 ΛL , 2. 5 mmo lõL - 1 dN T P 1. 6 ΛL ,加水至 15. 0 ΛL。混匀后,在M J R esearch

Co. PTC2200型热循环仪上按如下 PCR 条件扩增: 94℃30 s, 56℃30 s, 72℃60 s,共 30 个循

环,预扩增完成后,取 5 ΛL 预扩增产物和 1 ΛL L oading Buffer混匀后,在 0. 8%琼脂糖凝胶电

泳中检测预扩增的效果,取 5 ΛL 预扩增产物加入 95 ΛL 0. 1×T E,混匀后- 20℃保存备用。

1. 2. 5　引物标记　配制标记混合液 5 ΛL (适合 10 个DNA 样品) : P st I引物 (50 ngõΛL - 1)

1. 0 ΛL , 10×T 4 多聚核苷酸激酶Buffer 0. 5 ΛL , T 4 多聚核苷酸激酶 (9. 5 UõΛL - 1) 0. 1 ΛL ,

10 ΛC iõΛL - 1的 (Χ233P)A T P 0. 1 ΛL ,加水至 5. 0 ΛL , 37℃保温 10 h。

1. 2. 6　选择性扩增　取 5 ΛL 稀释的预扩增混合液,加入 15 ΛL 如下反应液 (适合 1个DNA

样品) :M se I引物 (50 ngõΛL - 1) 0. 6 ΛL , 2. 5 mmo lõL - 1 dN T P 1. 6 ΛL ,标记的引物混合液0. 5

ΛL , T aq酶 (5 U õΛL - 1) 0. 1 ΛL , 10×PCR Buffer 2. 0 ΛL , 加水至 20. 0 ΛL。混匀后, 按如下

PCR 程序扩增: 94℃30 s, 65℃30 s (每循环降低 0. 7℃) , 72℃60 s, 为 12 个循环; 以后变为:

94℃30 s, 56℃30 s, 72℃60 s,共 23个循环。扩增后的样品中加入 20 ΛL L oading Buffer,混匀

后,经 95℃变性 5 m in 立刻转移到冰浴中冷却,待用。

1. 2. 7　电泳、成像　用 6. 0%的聚丙烯酰胺胶 100 mL 加入 10%过硫酸铵 500 ΛL 和 T EM ED

100 ΛL 制胶。用B ioR ad 3000电泳系统 110 W 恒功率电泳 2. 5 h。干胶后,用M D Sto rm 2820

系统压磷屏、扫磷屏、检测、压片、冲片、照相、冲印相片。

2　结果与分析

2. 1　模板D NA 的检测

采用改进的 CTAB 法制备苹果基因组模板DNA 电泳图 (图 1) , 可见, 所提取基因组

DNA 主带清晰,DNA 片段大小在 30 kb 以上,无降解,无RNA ,样品间均匀。紫外分光光度计
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测定结果OD 260öOD 280比值均在 1. 7～ 1. 9范围内,DNA 纯度较高,新鲜叶片提取产量在 10

～ 20 Λgõg - 1。这说明采用该法提取基因组DNA 质量好、产量高,完全能满足A FL P 分析对

DNA 的要求。

2. 2　酶切

A FL P 分析酶切为双酶切,即采用稀有碱基切点酶和常见碱基切点酶同时进行酶切。本试

验采用 P stÉ 为 6个碱基切点内切酶 (图 2) ,基因组中切点数量少,酶切片段较大,主带消失,

呈梯度模糊状。M seÉ为 4个碱基切点的内切酶,基因组中切点数量多,酶切片段较前者小的

多,一般在 50～ 1 500 bp。同时进行双酶切后,片段大小类似M seÉ ,同样大多在 50～ 1 500 pb

范围内。这表明,无论是 P stÉ或M seÉ单酶切,还是 P stÉ和M seÉ双酶切,酶切完全,酶切产

物片段大小符合A FL P 分析对酶切片段的要求。

图 1　苹果砧木DNA 电泳 (1 Λgõ道- 1)

　　1 宁夏 8号,　2 小金海淀,　　3 山定子,

4 八棱海棠, 5 渥太华 3号, 6 Ь490

7 Ь9, 8 CG57, 9 CG24,

10 SH 9, 11 SH 7, 12 S63

图 2　苹果DNA 单双酶切电泳
(1 Λgõ道- 1)

1 叶片DNA , 2 P st I酶切, 3M se I酶切

4 P st I和 5M se I双酶切, CK 对照

2. 3　连接

本研究发现,连接效率的高低主要取决于T 4DNA 连接酶。图 32A 为连接反应中其他成分
不变, T 4DNA 连接酶半量 (1 U ö反应)情况下的预扩增结果。与图 32B T 4DNA 连接酶全量

(2 U ö反应)相比,预扩增片段范围小,预扩增信号强度弱,个别样品出现明显异常变化。说明

本试验条件下, T 4DNA 连接酶的用量每个反应应在 1 U 以上,以 2 U 为宜。

2. 4　预扩增

供试样品的预扩增结果见图 32B。本试验采用不带有任何选择性碱基的引物 (POO 和

M OO )作为预扩增的引物。POO 的碱基序列为 5′2GA CT GCGTA CA T GCA 23′,M OO 的碱基

序列为 5′2GA T GA GTCCT GA GTAA 23′。电泳结果表明,预扩增片段范围较大,一般在 50～

1 500 pb 范围内,扩增信号较强,各样品间相对一致。说明,本试验预扩增效果很好,为随后进

行的选择性扩增提供了理想的模板。同时也表明,前面基因组DNA 的提取和双酶切以及连接

也是符合要求的。
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　　A　T 4DNA 连接酶 1 Uõ反应- 1　　　　　　　　　B　T 4DNA 连接酶 2 Uõ反应- 1

图 3　苹果砧木A FL P 分析预扩增电泳

图 4　苹果砧木A FL P
指纹(P32M 64)

1～ 9为33P 0. 5 ΛC iõ反应- 1;

10～ 12为33P 110 ΛC iõ反应- 1

2. 5　标记

应用 P32M 64 引物构建的 12 个苹果砧木基因型的A FL P 指

纹图谱 (图 4) ,其中,样品 1～ 9号采用半量同位素,即 0. 5 ΛC iõ反
应- 1; 10～ 12号为全量,即 1. 0 ΛC iõ反应- 1。图中显示,同位素半量

与全量相比,扩增效果无明显差别,但全量时,样品间一致性较好。

2. 6　选择性扩增

本试验采用筛选出的 P32M 64作为对试材进行选择性扩增的

引 物, 扩 增 结 果 见 图 4。 P32 的 引 物 序 列 为 5′2
GA CT GCGTA CA T GCAAA C23′, 选择性碱基为 5′2AA C23′; M 64

的引物序列为 5′2GA T GA GTCCT GA GTAA 23′,选择性碱基为 5′2
GA C23′。引物选择性扩增的条带实际上是从预扩增产物中筛选出

能被 P32M 64引物的选择性碱基所识别的DNA 片段。该电泳结果

表明,在预扩增产物中,能被 P32M 64 引物识别的DNA 片段多达

105 条,即选择性扩增的总扩增条带数; 其中有 67 条 (占 63. 8% )

在各试材基因型间有差异,也就是说,试材基因型间的多态性带为

67条, (占 63. 8% )。可见,A FL P 选择性扩增具有很强的检测基因

型间遗传变异的能力。从图 4还可以看出,该 P32M 64指纹图谱扩

增条带清晰可辨,扩增信号强度基本一致,扩增片段分布密度比较

均匀。说明 A FL P 指纹图谱的质量是非常高的。我们可以将

P32M 64 A FL P 指纹图谱分为 3 个区域: É 区为大片段区,分布范

围为 1 000 bp 该区多态性最强; Ê 区为中片段区, 分布范围为

1 000～ 500 bp , 该区多态性中等; Ë 区为小片段区, 分布范围为

500 pb 以下,该区多态性最低。

3　讨论

本试验采用 P32M 64引物扩增的苹果砧木基因型A FL P 指纹
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图谱,具有两个明显的特点: 一是扩增效率高。该图谱总扩增条带为 105条,其中多态性带 67

条,占 63. 8%。这意味着该引物对苹果砧木基因组 105个位点进行了检测,发现多态性位点 67

个,多态性比例为 63. 8%。这是迄今为止报道的苹果基因组DNA 指纹分析中扩增效率最高的

DNA 指纹图谱[9, 10 ]。二是图谱质量好。该A FL P 指纹图谱,条带清晰,信号强,无背景干扰,为

进一步的分子标记研究奠定了基础。

有许多因素影响A FL P 分析的效果。DNA 提取的质量是A FL P 分析的基础。本试验试用

过 3 种提取基因组DNA 的方法均能达到A FL P 分析的要求,其中, CTAB 法简单、快速、实

用。双酶切必须完全彻底,否则会出现胶板的上部扩增带多而密,中下部扩增带稀少的现象。酶

切之后要马上进行连接,其间不要灭活内切酶,以防酶切片段的自连。预扩增是检验酶切和连

接效果的必要手段,预扩增片段小而窄说明酶切不完全或连接效率低,不能作为模板使用。本

试验预扩增片段大小范围较宽,约 50～ 1 500 bp ,预扩增产物量大,且样品间一致性较好,是选

择性扩增的理想模板。标记是A FL P 分析的关键。本试验用过 2家公司的Χ233P A T P、3家公

司的 T 4 多聚核苷酸激酶。其中比较理想的是Am ersham 公司的Χ233P A T P 和 Pharm acia 公司

的 T 4 多聚核苷酸激酶。本试验中同位素的用量大都采用半量,其效果与全量无明显差别,这样

可大大降低成本。标记效率可在电泳结束后立即用M on ito r检测,若同位素大都在最前沿,而

第一道指示剂后面信号很弱,则表明标记效率太低; 若在第一道指示剂处信号很强,该指示剂

后面信号很弱,则不是标记的问题而是选择性扩增的问题。选择性扩增的主要影响因素是T aq

酶的质量。T aq酶活性强,信号扩增也强,反之则弱。除了上述因素之外,许多因素也会影响

A FL P 的效果。如丙烯酰胺胶聚合不好,尿素析出太多,电泳时温度过高,甲酰胺质量太差等都

会因起DNA 扩增带发虚、发散和扭曲。

本研究认为,A FL P 分析是一种高效的DNA 指纹图谱技术,具有多态性强、灵敏度高、稳

定可靠的特点,具有非常广泛的应用前景。
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