
书书书

叶春秀，杨　雷，田　琴，等．应用ＲＡＰＤ标记技术鉴定２个新疆枣品种［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（５）：５５，５９．

应用 ＲＡＰＤ标记技术鉴定２个新疆枣品种
叶春秀，杨　雷，田　琴，庄振刚，谢宗铭

（新疆农垦科学院分子农业技术育种中心，新疆石河子８３２０００）

　　摘要：对新疆的２个枣材料（哈密大枣、哈密玉枣）进行ＲＡＰＤ分析，最终从１８条随机引物中筛选出２条稳定性
较好的引物，能够将这２个材料区分开来。研究结果为从分子水平上鉴定这２个材料提供了研究基础。
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　　新疆作为我国主要枣栽培地区之一，品种资源比较丰
富［１］。近年来新疆红枣产业发展较快，枣成为主要林果业树

种之一。在红枣栽培、引种、推广过程中，往往存在混杂、同物

异名、同名异物现象，这对红枣资源的研究和利用很不利，所

以建立稳定的红枣资源鉴定体系十分重要。目前，枣品种分

类主要是以形态学、用途及分布特征为依据［２］，随着分子生

物学技术研究的深入，分子标记技术以其快速、准确的特点也

逐渐被应用于动植物遗传多样性的鉴定［３］，ＲＡＰＤ分子标记
在果树遗传多样性鉴定方面已得到广泛应用［４］。本研究建

立了一种枣品种分子标记鉴定技术，旨在用于形态相似枣品

种分子水平上的鉴定。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料采自新疆哈密农十三师农业科学研究所。采集

幼嫩叶片放入冰盒，于实验室－８０℃存储。
１．２　方法
１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取　参照改良 ＣＴＡＢ法［５－８］并加以

改进，提取基因组ＤＮＡ。将提取的基因组ＤＮＡ在１％琼脂糖
凝胶中进行纯度和浓度分析，保存在－２０℃备用。
１．２．２　引物的合成与筛选　试验所用的随机引物由上海生
工生物工程技术服务有限公司合成，共１８条，引物序列如表１。
１．２．３　ＲＡＰＤ反应条件和反应体系　ＲＡＰＤ反应体系为
２０μＬ，各成分如下：１０×Ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）２．０μＬ，ｄＮＴＰｓ
（１０ｍｍｏｌ）０．４μＬ，引物１．５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）
０．２μＬ，ＤＮＡ模板（２０ｎｇ／μＬ）２．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１３．９μＬ。扩增
反应程序为：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，３６℃退火
１ｍｉｎ，７２℃延伸９０ｓ，共４０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。在冰盒
上将反应物加完后微甩，放入Ｂｉｏ－ＲＡＤＰＣＲ仪中扩增，反应
完成后取ＰＣＲ扩增产物１０μＬ点入含ＥＢ的２％凝胶中，电泳
到距底部１ｃｍ时在 Ｂｉｏ－ＲＡＤＧｅｌＤｏｃＸＲ凝胶成像分析系
统下观察并记录结果。

表１　ＲＡＰＤ分析所用引物

引物名称 引物序列（５′－３′） 引物名称 引物序列（５′－３′）
ＯＰＧ１４ ＧＧＡＴＧＡＧＡＣＣ ＯＰＵ１３ ＧＧＣＴＧＧＴＴＣＣ
ＯＰＨ０８ ＧＡＡＡＣＡＣＣＣＣ ＯＰＵ１６ ＣＴＧＣＧＣＴＧＧＡ
ＯＰＨ１９ ＣＴＧＡＣＣＡＧＣＣ ＯＰＵ２０ ＡＣＡＧＣＣＣＣＣＡ
ＯＰＪ０１ ＣＣＣＧＧＣＡＴＡＡ ＯＰＶ０２ ＡＧＴＣＡＣＴＣＣＣ
ＯＰＪ０７ ＣＣＴＣＴＣＧＡＣＡ ＯＰＶ０７ ＧＡＡＧＣＣＡＧＣＣ
ＯＰＯ０６ ＣＣＡＣＧＧＧＡＡＧ ＯＰＶ１０ ＧＧＡＣＣＴＧＣＴＧ
ＯＰＯ１０ ＴＣＡＧＡＧＣＧＣＣ ＯＰＶ１８ ＴＧＧＴＧＧＣＧＴＴ
ＯＰＰ０２ ＴＣＧＧＣＡＣＧＣＡ ＯＰＷ０２ ＡＣＣＣＣＧＣＣＡＡ
ＯＰＱ０４ ＡＧＴＧＣＧＣＴＧＡ ＯＰＷ０８ ＧＡＣＴＧＣＣＴＣＴ

２　结果与分析

２．１　枣基因组ＤＮＡ的提取
考虑到枣叶片含有较多的糖类物质，在提取过程中易造

成ＤＮＡ样品黏稠，影响后期试验结果，因此对文献［５］中的
基因组ＤＮＡ提取方法稍加改进，增加了离心速率和酚／氯仿
抽提次数，最终得到浓度、纯度较好的ＤＮＡ样品，能够在后期
ＲＡＰＤ扩增体系中得到具有差异性的扩增产物（图１）。

２．２　ＲＡＰＤ引物筛选及材料鉴定
采用１８条随机引物对２个试验材料进行 ＰＣＲ扩增，分

析扩增结果，最终筛选出２条稳定性较好的引物，用于最终试
验分析。经过重复性扩增，在２个试验材料上得到稳定的扩
增产物，从扩增结果可以看出，这２个材料的扩增图谱在主带
上存在明显差异（图２）。

３　结论与讨论

３．１　影响ＲＡＰＤ反应的因素
在ＲＡＰＤ反应过程中，影响其稳定性的因素较多，对每个

（下转第５９页）

—５５—江苏农业科学　２０１３年第４１卷第５期



２３６．３６ｇ，表现为前期增长迅速，后期保持较大干物质积累量
的时间较长，可以有效提高籽粒灌浆，协调穗数与粒重的矛

盾；玉 米 产 量 与 冠 层 内 不 同 层 次 透 光 率 符 合

Ｙ＝ｅ［ａ＋ｂ×ＴＰＡＲｈ＋ｃ×ｌｎ（ＴＰＡＲｈ）］，高产群体穗位层适宜透光率在
１６２６％左右，地面漏光率在０．９９％左右。冠层适宜的光分
布有利于叶片提高光合效率，维持较高 ＬＡＤ，实现玉米群体
高产。提高作物群体的光合作用效率和物质生产能力主要在

于改善群体冠层的通风透光能力，提高群体光合性能。

生产中常通过栽培管理和调整株型与叶片的方位等来影

响群体结构，从而改善植株对光的有效截获［１２－１４］，提高群体生

产力。本试验研究结果对构建玉米高产群体结构提供了重要

的参考价值，为高产玉米育种和栽培提供了有价值的参数指

标。同时，生产实践中须重视在玉米生长的关键时期各项田间

管理措施的有效配合，延缓ＬＡＩ下降速度，保证较高ＬＡＤ，增加
干物质积累量，提高光合速率，将有利于玉米超高产的实现。
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反应因子进行重复性探索，才能最终确定能够得到稳定扩增

结果的反应体系。在影响 ＲＡＰＤ稳定性的因素中，基因组
ＤＮＡ模板浓度、纯度是重要影响因子之一。本研究通过对
ＤＮＡ模板浓度的研究发现，模板对反应体系的影响不大，反
应结果的稳定性在很大程度上是各反应因子综合影响的结

果，须经过重复性试验在各因子间找到一个平衡点，得到最佳

组合，最终得出较稳定和可靠的结果。本研究经过重复试验，

最终找到了适合枣品种鉴定的反应体系。

３．２　２个新疆红枣材料的差异性分析
新疆是我国新兴的枣产业基地，也是枣资源较丰富的地

区，不仅具有特异的枣种质资源，而且近年来也选育和引进了

不少枣品种。在种质资源选育和引进过程中，难免存在同物

异名和同名异物的情况，为避免这种现象发生，采用有效的鉴

别方法进行区分就显得比较重要。本研究采用的２个枣材料

（哈密大枣、哈密玉枣）是哈密地区特有的枣种质资源，而且

哈密玉枣是新育成的品种，其来源不是很清楚，在形态学上与

哈密大枣比较相似，在生产和栽培过程中常被混淆，本研究利

用ＲＡＰＤ分子标记技术对其鉴定和分析，为准确区分这２个
材料提供了理论依据，也为红枣品种鉴定提供了一种方法。
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