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　　摘要：以２个马铃薯品种为材料，对ＡＦＬＰ反应过程中的关键因素（ＤＮＡ浓度、酶切体系、扩增体系等）进行了优
化，旨在建立适合马铃薯的ＥｃｏＲⅠ／ＭｓｅⅠ内切酶组合的ＡＦＬＰ反应体系和筛选扩增条带丰富的引物。结果发现，优化
的马铃薯ＡＦＬＰ反应体系为３７℃酶切４ｈ，３７℃连接４ｈ，连接产物稀释１０倍用于预扩增，预扩增产物稀释３０倍用于
选择性扩增。利用建立的优化反应体系，以１０个甘肃省主栽马铃薯品种为材料，从２５６对引物组合中筛选出２４对扩
增条带多、条带清晰、多态性好的引物组合。
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　　马铃薯作为甘肃省的第三大粮食作物，在全省农业和农
村经济中占有重要的地位。作为马铃薯主产区，甘肃省马铃

薯种植面积稳居全国第二，２０１４年种植面积７０．８万 ｈｍ２［１］，
初步形成了高寒阴湿脱毒种薯繁育区、旱作雨养区中部高淀

粉及菜用型、河西及沿黄灌区全粉及薯片（条）加工型、陇南

天水早熟菜用型等四大优势生产区域。甘肃省开展马铃薯育

种工作已有４０多年，先后选育出陇薯系列、天薯系列、武薯系
列、庄薯系列和甘农薯等４０多个品种（系）［２］。

扩增 片 段 长 度 多 态 性 （ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）技术是由荷兰科学家 Ｖｏｓ等于１９９５年
在ＲＥＬＰ和ＲＡＰＤ基础上建立起来的一种选择性扩增酶切片
段的方法［３－４］。ＡＦＬＰ具有多态性高、ＤＮＡ用量少、结果稳定
性好的优点，在水稻、大豆、小麦、马铃薯、甘蔗、棉花等作物的

种质资源遗传多样性分析、遗传图谱构建、ＱＴＬ定位研究、亲
缘关系鉴定等研究中得到了广泛的应用［５－１２］。

近年来，分子标记技术已经开始广泛应用到我国马铃薯

种质资源的研究中，如应用 ＳＲＡＰ技术开展了马铃薯遗传多
态性研究［１３－１４］，利用ＳＳＲ和ＡＦＬＰ技术开展马铃薯指纹图谱
构建、遗传多样性、遗传图谱构建与 ＱＴＬ定位研究［１５－２０］。

ＡＦＬＰ作为目前多态性最为丰富的标记，针对甘肃省主栽马
铃薯品种和种质资源方面的研究还未见报道，本研究在前人

所用方法的基础上优化了马铃薯 ＡＦＬＰ反应体系，旨在为马
铃薯遗传多样性研究、遗传图谱构建、种质资源鉴定等奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　材料
以农业部西北旱作马铃薯科学观测实验站提供的马铃薯

品种远杂１８号和农天１号为材料，用于建立内切酶ＥｃｏＲⅠ／
ＭｓｅⅠ组合ＡＦＬＰ反应体系；以甘肃省主栽的新大坪、陇薯５
号、陇薯７号、陇薯８号、陇薯１０号、庄薯３号、青薯９号、大
西洋、费乌瑞它、ＬＫ９９等１０个马铃薯品种为材料筛选多态性
较好的引物组合。

１．２　试剂
本研究采用的基因组 ＤＮＡ提取试剂盒购自天根生化科

技（北京）有限公司，限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＭｓｅⅠ及 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶均购自ＮＥＢ（北京）有限公司；２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ
购自凌科生物科技（上海）有限公司；ＡＦＬＰ引物（表１）由生
工生物工程（上海）股份有限公司合成。

１．３　基因组ＤＮＡ的提取及质量检测
采用试剂盒法提取马铃薯 ＤＮＡ，取１μＬＤＮＡ样品混合

上样缓冲液后在 ０．８％琼脂糖凝胶进行电泳检测，以
ＤＬ２０００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ做对照，电泳缓冲液为 １×ＴＢＥ
Ｂｕｆｆｅｒ，电泳结束 ２０ｍｉｎ后，取出凝胶放入浓度 １μｇ／ｍＬ的
ＥＢ的电泳缓冲液染色１５ｍｉｎ，取出凝胶后放置在美国 Ｂｉｏ－
ｒａｄ伯乐ＧｅｌＤｏｃＴＭＸＲ＋成像系统观察拍照，确定提取的ＤＮＡ
质量和完整性。

１．４　ＡＦＬＰ体系的建立
１．４．１　酶切体系　酶切连接分２步进行。以远杂１８号的基
因组ＤＮＡ为模板，使用限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ和ＭｓｅⅠ组合对
以上ＤＮＡ样品进行双酶切。酶切体系为２０μＬ，包括 １０×
Ｂｕｆｆｅｒ（含 ＢＳＡ、ＡＴＰ）２．０μＬ，ＥｃｏＲⅠ（２０Ｕ／μＬ）０．１～
０．２μＬ，ＭｓｅⅠ（１０Ｕ／μＬ）０．２～０．４μＬ，基因组 ＤＮＡ
（１００ｎｇ／μＬ）３～６μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１１．６３～１４．７０μＬ（表２），混匀
后３７℃水浴２～６ｈ。酶切结束后在６８℃失活２０ｍｉｎ，酶切
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表１　用于马铃薯ＡＦＬＰ分析的限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ和ＭｓｅⅠ接头及引物序列

限制性内切酶

与引物名称

ＥｃｏＲⅠ ＭｓｅⅠ
编号 核苷酸序列 引物序列 编号 核苷酸序列 引物序列

接头序列 Ｅ－ａＦ ５′－ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ－３′ Ｍ－ａＦ ５′－ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧ－３′
Ｅ－ａＲ ５′－ＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣＴＡＣ－３′ Ｍ－ａＲ ５′－ＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴ－３′

预扩增引物序列 Ｅ－Ａ Ｅ－Ａ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡ－３′ Ｍ－Ｃ Ｍ－Ｃ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣ－３′
选择性引物序列 Ｅ１ Ｅ－ＡＡＡ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＡ－３′ Ｍ１ Ｍ－ＣＡＡ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＡＡ－３′

Ｅ２ Ｅ－ＡＡＣ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＣ－３′ Ｍ２ Ｍ－ＣＡＣ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＡＣ－３′
Ｅ３ Ｅ－ＡＡＧ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＧ－３′ Ｍ３ Ｍ－ＣＡＧ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＡＧ－３′
Ｅ４ Ｅ－ＡＡＴ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＴ－３′ Ｍ４ Ｍ－ＣＡＴ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＡＴ－３′
Ｅ５ Ｅ－ＡＣＡ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＣＡ－３′ Ｍ５ Ｍ－ＣＣＡ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＣＡ－３′
Ｅ６ Ｅ－ＡＣＣ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＣＣ－３′ Ｍ６ Ｍ－ＣＣＣ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＣＣ－３′
Ｅ７ Ｅ－ＡＣＧ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＣＧ－３′ Ｍ７ Ｍ－ＣＣＧ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＣＧ－３′
Ｅ８ Ｅ－ＡＣＴ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＣＴ－３′ Ｍ８ Ｍ－ＣＣＴ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＣＴ－３′
Ｅ９ Ｅ－ＡＧＡ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＣＧＡ－３′ Ｍ９ Ｍ－ＣＧＡ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＧＡ－３′
Ｅ１０ Ｅ－ＡＧＣ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＣ－３′ Ｍ１０ Ｍ－ＣＧＣ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＧＣ－３′
Ｅ１１ Ｅ－ＡＧＧ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＧ－３′ Ｍ１１ Ｍ－ＣＧＧ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＧＧ－３′
Ｅ１２ Ｅ－ＡＧＴ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＴ－３′ Ｍ１２ Ｍ－ＣＧＴ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＧＴ－３′
Ｅ１３ Ｅ－ＡＴＡ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＴＡ－３′ Ｍ１３ Ｍ－ＣＴＡ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＴＡ－３′
Ｅ１４ Ｅ－ＡＴＣ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＴＣ－３′ Ｍ１４ Ｍ－ＣＴＣ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＴＣ－３′
Ｅ１５ Ｅ－ＡＴＧ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＴＧ－３′ Ｍ１５ Ｍ－ＣＴＧ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＴＧ－３′
Ｅ１６ Ｅ－ＡＴＴ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＴＴ－３′ Ｍ１６ Ｍ－ＣＴＴ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＴＴ－３′

表２　酶切反应体系中限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ／ＭｓｅⅠ量与ＤＮＡ浓度梯度

编号
酶切组分（μＬ）

ＥｃｏＲⅠ（２０Ｕ／μＬ） ＭｓｅⅠ（１０Ｕ／μＬ） ＤＮＡ（１００ｎｇ／μＬ） １０×Ｂｕｆｆｅｒ ｄｄＨ２Ｏ 总量

１ ０．１００ ０．２０ ３．０ ２ １４．７０ ２０
２ ０．１２５ ０．２５ ３．０ ２ １４．６３ ２０
３ ０．１５０ ０．３０ ３．０ ２ １４．５５ ２０
４ ０．１７５ ０．３５ ３．０ ２ １４．４８ ２０
５ ０．２００ ０．４０ ３．０ ２ １４．４０ ２０
６ ０．１２５ ０．２５ ４．０ ２ １３．６３ ２０
７ ０．１２５ ０．２５ ５．０ ２ １２．６３ ２０
８ ０．１２５ ０．２５ ６．０ ２ １１．６３ ２０

产物在１．２％琼脂糖凝胶电泳检测。期间对酶切反应体系中
的限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＭｓｅⅠ浓度、基因组ＤＮＡ浓度、酶切
时间进行梯度优化。

１．４．２　连接反应　连接反应液１０μＬ：５μｍｏｌ／ＬＥｃｏＲⅠ退火
接头０．５μＬ，５０μｍｏｌ／ＬＭｓｅⅠ退火接头０．５μＬ，Ｔ４ＤＮＡ连接
酶（４００Ｕ／μＬ）０．５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．５μＬ，室温
下混匀，加入到１０μＬ酶切产物中，连接体系共２０μＬ，设４个
处理，分别为３７℃ ４ｈ，３７℃过夜，１６℃ ４ｈ，１６℃过夜。连
接反应结束后，６５℃下反应１０ｍｉｎ使连接酶失活，连接产物
在１．２％琼脂糖凝胶电泳检测，其余在－２０℃保存备用。
１．４．３　预扩增优化　将连接产物分别设置６个不同的稀释
倍数（１×，５×，１０×，１５×，２０×，３０×）梯度，作为预扩增的
模板，进行预扩增反应。预扩增反应体系２０μＬ，组分为酶切
连接产物１．０μＬ，２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ预混液１０μＬ，预扩增引
物Ｅ－Ａ（５０μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ，预扩增引物Ｍ－Ｃ（５０μｍｏｌ／Ｌ）
１．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．０μＬ。混匀离心后按以下程序扩增：９５℃
３ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５６℃ １ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，２２个循环；７２℃
１０ｍｉｎ，１０℃保存。预扩增产物在１．２％琼脂糖凝胶电泳检
测，其余在－２０℃保存用于选择性扩增。

１．４．４　选择性扩增优化　将预扩增产物设置６个不同的稀
释倍数（１０×，２０×，３０×，４０×，５０×，６０×）梯度，作为选择
性扩增模板，进行选择性扩增反应。选择性扩增反应体系

２０μＬ，组分为预扩增产物２．０μＬ，２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ预混液
１０μＬ，选择性扩增引物 Ｅ－ｎｎｎ（５０μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ，预扩增
引物Ｍ－ｎｎｎ（５０μｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ６．０μＬ，混匀离心后
按以下程序扩增：９５℃３ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，６５℃ ３０ｓ（每个循
环减低 ０．７℃），７２℃ １ｍｉｎ，１２个循环；９４℃ ３０ｓ，５６℃
３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，２３个循环；７２℃５ｍｉｎ，１０℃保存。选择性
扩增产物在１．２％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．５　聚丙烯酰胺凝胶电泳

取１０μＬ选择性扩增产物，加入 ５μＬＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，
９５℃ 变性５ｍｉｎ并迅速在冰浴中冷却后，在恒定功率 ８０Ｗ、
变性聚丙烯酰胺凝胶（６０ｍＬ凝胶母液，３００μＬ过硫酸铵，
６０μＬＴＥＭＥＤ）中电泳９０ｍｉｎ。
１．６　银染及引物筛选

银染方法参照文献［２１］，具体步骤：将凝胶放置在
１５００ｍＬ的固定液中（含１０％乙醇，０．５％乙酸）固定５ｍｉｎ，
转入含有０．１％ ＡｇＮＯ３与０．１％ 甲醛的染色中染色６ｍｉｎ；蒸
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馏水漂洗２ｓ；立即放入含１％ ＮａＯＨ与０．２％甲醛的显影液
中轻轻摇晃显影至条带清晰。

２　结果与分析

２．１　基因组ＤＮＡ提取
ＡＦＬＰ标记对ＤＮＡ的纯度及完整性要求较高，为了确保

参试材料的基因组ＤＮＡ纯度和完整性，本研究采取试剂盒法
提取了１２份马铃薯材料的基因组 ＤＮＡ。经０．８％琼脂糖凝
胶电泳检测结果（图１）表明，基因组 ＤＮＡ浓度较低，无拖尾
现象，残留杂质少且完整性好，在纯度上完全能够满足 ＡＦＬＰ
分析的要求。

２．２　ＡＦＬＰ体系优化
２．２．１　酶切反应　以品种远杂１８号的基因组ＤＮＡ为材料，
使用限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ和ＭｓｅⅠ在３７℃进行双酶切反应
４ｈ，对限制性内切酶量与 ＤＮＡ浓度进行梯度筛选。酶切产
物经１．２％琼脂糖凝胶电泳检测结果（图２）表明，不同限制
性内切酶浓度对基因组 ＤＮＡ经限制性内切酶消化后片段大
小集中在１００～１０００ｂｐ之间，弥散带分布均匀，表明酶切彻
底，符合ＡＦＬＰ对酶切效果的要求，其中当ＥｃｏＲⅠ、ＭｓｅⅠ分别
为０．１２５、０．２５μＬ时，ＤＮＡ浓度４００～６００ｎｇ可满足酶切效
果，确定 ＥｃｏＲⅠ（２０Ｕ／μＬ）０．１２５μＬ、ＭｓｅⅠ（１０Ｕ／μＬ）
０．２５μＬ、ＤＮＡ（１００ｎｇ／μＬ）５μＬ为酶切体系的反应浓度。

　　以远杂 １８号基因组 ＤＮＡ为材料，将 ２０μＬ酶切体系
［ＥｃｏＲⅠ（２０Ｕ／μＬ）０．１２５μＬ，ＭｓｅⅠ（１０Ｕ／μＬ）０．２５μＬ，
ＤＮＡ（１００ｎｇ／μＬ）５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１２．６３μＬ］放
置在３７℃下，设置２、３、４、５、６ｈ等５个梯度下筛选酶切反应
时间，酶切产物经１．２％琼脂糖凝胶电泳检测结果（图３）表
明，酶切３～５ｈ，产物弥散带分布均匀，且条带亮度较高，表明
酶切产物丰富，符合ＡＦＬＰ对酶切效果的要求，确定４ｈ为适
宜的酶切时间。

２．２．２　连接反应　经ＥｃｏＲⅠ２．５Ｕ和ＭｓｅⅠ２．５Ｕ对５００ｎｇ
ＤＮＡ在３７℃下酶切４ｈ的产物为模板，在１０μＬ酶切体系中
加入１０μＬ连接反应液，连接体系共２０μＬ，经不同温度和时
间连接反应后，６５℃下 １０ｍｉｎ使连接酶失活，连接产物在
１．２％ 琼脂糖凝胶电泳检测结果表明，４个处理的连接产物均
为弥散状，片段主要集中在１００～１０００ｂｐ，符合ＡＦＬＰ反应要
求，３７℃连接４ｈ和过夜后片段浓度较低，亮度低，１６℃连接
４ｈ和过夜后，片段亮度高，连接效果较好，从缩短试验周期、
节约时间角度考虑，确定酶切连接温度为３７℃，时间为４ｈ
（图４）。

２．２．３　预扩增优化　预扩增以远杂１８号基因组 ＤＮＡ的酶
切连接产物为模板，连接产物稀释倍数分别为 １、５、１０、１５、
２０、３０倍，同时以农天１号基因组ＤＮＡ的酶切连接产物为重
复。预扩增产物经１．２％琼脂糖凝胶电泳检测结果（图５、图
６）表明，不同稀释倍数的模板即模板浓度对预扩增效果并无
明显影响，不稀释时条带集中在５００ｂｐ附近，稀释２０倍和３０
倍的模板扩增的条带不清晰，稀释１０倍和１５倍时条带清晰，
因此选择稀释１０倍为最佳稀释倍数。
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２．２．３　选择性扩增优化　选择性扩增以远杂１８号基因组
ＤＮＡ预扩增产物为模板，预扩增产物稀释倍数分别为１０、２０、
３０、４０、５０、６０倍，同时以农天１号基因组 ＤＮＡ的预扩增产物
为重复。预扩增产物经１．２％琼脂糖凝胶电泳检测结果（图
７、图８）表明，不同稀释倍数的模板即模板浓度对预扩增效果
并无明显影响，选择性扩增片段介于１００～５００ｂｐ之间，均符
合ＡＦＬＰ分析要求，稀释１０倍、２０倍和４０倍时的模板选择性
扩增的条带不清晰，预扩增产物稀释３０倍、５０倍和６０倍时
条带清晰，因此选择稀释３０倍为最佳稀释倍数。
２．３　最佳ＡＦＬＰ体系的确定与引物筛选

为了验证所建立的马铃薯 ＡＦＬＰ反应体系是否稳定，能
否在各引物组合间普遍使用，试验以品种陇薯７号材料所建
立的体系，对１２个甘肃省主栽马铃薯品种对限制性内切酶
ＥｃｏＲⅠ和ＭｓｅⅠ的引物２５６对组合进行了初步筛选。结果得
到多态性均在５个以上的引物组合７０对，多态性位点在８个
以上的引物组合２４对，分别为 Ｅ－ＡＣＴ／Ｍ－ＣＧＣ、Ｅ－ＡＣＡ／
Ｍ－ＣＣＴ、Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－ＣＣＣ、Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－ＣＣＡ、Ｅ－ＡＣＡ／
Ｍ－ＣＡＴ、Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－ＣＡＧ、Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－ＣＡＣ，Ｅ－ＡＡＣ／Ｍ－

ＣＣＧ、Ｅ－ＡＡＣ／Ｍ－ＣＧＣ、Ｅ－ＡＴＧ／Ｍ－ＣＧＴ、Ｅ－ＡＴＧ／Ｍ－
ＣＧＣ、Ｅ－ＡＴＡ／Ｍ－ＣＧＴ、Ｅ－ＡＴＡ／Ｍ－ＣＧＧ、Ｅ－ＡＧＧ／Ｍ－
ＣＧＡ、Ｅ－ＡＧＧ／Ｍ－ＣＣＧ、Ｅ－ＡＧＧ／Ｍ－ＣＣＡ、Ｅ－ＡＧＧ／Ｍ－
ＣＡＴ、Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＡＴ、Ｅ－ＡＧＣ／Ｍ－ＣＡＡ、Ｅ－ＡＴＴ／Ｍ－
ＣＣＧ、Ｅ－ＡＡＧ／Ｍ－ＣＧＧ、Ｅ－ＡＣＧ／Ｍ－ＣＣＣ、Ｅ－ＡＣＡ／Ｍ－
ＣＣＧ、Ｅ－ＡＴＴ／Ｍ－ＣＧＡ（图９）。

３　讨论

ＡＦＬＰ标记技术操作流程复杂，涉及到的步骤多、影响因

素繁多，在实际的应用过程中容易出现问题，导致整个试验的

失败。因此，在ＤＮＡ提取、酶切、连接、预扩增、选择性扩增、
凝胶电泳和银染分析的每个环节都必须满足技术要求，才能
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得到最佳结果。

高质量的ＤＮＡ是 ＡＦＬＰ标记分析成功的关键。完整的
基因组ＤＮＡ能保证在后续的试验中获得整个基因组的多态
性信息；高纯度的ＤＮＡ能保证限制性内切酶酶切充分完全。
本研究采用试剂盒法提取的马铃薯基因组ＤＮＡ纯度较高、完
整性较好，符合ＡＦＬＰ标记酶切反应对ＤＮＡ质量的要求。

酶切过程是ＡＦＬＰ标记分析成功关键环节。酶切时间受
到植物样本的基因组大小、序列以及所含的次生代谢产物影

响［２２］。本研究在３７℃下设置了５个时间处理，酶切时间过
短时，基因组ＤＮＡ酶切不完全，没有产生丰富的片段，不能真
实地反映整个基因组信息；酶切５、６ｈ酶切效果与４ｈ的无明
显差异，最终确定酶切时间为４ｈ，既能保证酶切完全充分，也
降低了酶切过量的可能性。

酶切后的ＤＮＡ片段和接头连接后，酶切位点侧翼的保护
性序列就发生了改变，内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＭｓｅⅠ就不能识别酶
切位点［２３］。酶切产物连接要充分，连接时间过短，人工接头

与酶切片段不能完全连接上，会造成预扩增产物中缺少目的

片段而使试验失败，本研究确定在３７℃连接４ｈ。
预扩增反应在ＡＦＬＰ的整个反应体系起到承上启下的作

用。酶切和连接成功与否，只能通过预扩增进行判断，预扩增

不仅可以作为酶切和连接反应是否完全充分的标志，而且还

直接影响到选择性扩增的结果，只有到预扩增能产生稳定的

片段，才能说明连接反应成功且预扩增体系稳定。本研究将

连接产物稀释１０倍时预扩增产物产生较为稳定的弥散带，大
小介于１００～１０００ｂｐ之间，且稳定性好，不需要对预扩增体
系进一步优化。预扩增产物的稀释倍数对于选择性扩增的成

败非常重要，稀释倍数太大导致带型模糊，难以辨别；稀释倍

数太小显带很弱或显不出带，不利于条带的读取及多态性片

断的检出。本研究将预扩增产物稀释３０倍时，选择性扩增结
果较好，带型清晰，稳定性好，便于读带和统计。

４　结论

本研究选用限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ／ＭｓｅⅠ组合建立了马
铃薯ＡＦＬＰ的最佳反应体系，即采用试剂盒法提取 ＤＮＡ，
３７℃ 酶切４ｈ，３７℃连接４ｈ，连接产物稀释１０倍，预扩增产
物稀释３０倍作为选择性扩增的模板。通过建立的 ＡＦＬＰ体
系从２５６对引物组合中筛选出了２４对扩增条带清晰、多态性
好的引物组合。
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