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利用 RAPD技术快速鉴定番茄种子纯度
戴修纯　王佛娇　谢伟平　张　华

　　种子质量是影响农作物品质和产量的重要因素 ,

虽然我国已加入国际种子检验协会 ( ISTA ) ,但由于

种子检测设备、技术相对落后 ,至今仍未有通过 ISTA

认证的种子检测机构 ,使我国种子质量难以得到有效

的保证。为了防止假冒伪劣种子给农业生产造成危

害 ,实现种子的产业化 ,加快与国际接轨的步伐 ,必须

进一步完善种子质量尤其是种子纯度检测技术。

近年发展起来的 RAPD ( Random ly Amp lified

Polymorphic DNA)技术〔1～3〕简便易行 ,目前已在多

种作物的杂种纯度鉴定中应用〔4～8〕
,笔者利用

RAPD技术鉴定两个番茄一代杂种的种子纯度 ,建

立了适合于番茄 RAPD分析的程序 ;并从 100个随

机引物中筛选到十几个合适的随机引物 ,能快速、准

确地鉴定 F1种子的纯度。

1　材料与方法

1. 1　材料　供试番茄为一代杂种金丰 1号及其父

本、母本 ,益丰及其父本、母本 ,均由广州市农业科学

研究所提供。种子在 25～30 ℃条件下发芽 ,以芽为

DNA提取材料 ,质量约 0. 5 g。

试验所用的 Taq DNA 聚合酶、dNTP、模板

DNA、琼脂糖以及随机引物均购自华美生物工程公

司 ,其它常规试剂为国产分析纯试剂。使用德国

B iometra 公司生产的 Tgradient PCR 扩增仪和

UV Ifec凝胶成像系统。

1. 2　方法

1. 2. 1　提取 DNA　将 2×CTAB提取液于 65 ℃水浴

锅中预热 30 m in (分 ) ,取金丰 1号和益丰及其父本、

母本各 1颗芽 ,称取 0. 5 g,先用 2×CTAB提取液 350

μL研磨 ,转入 1. 5 mL离心管中 ,再用 2 ×CTAB提取

液 300μL清洗研钵加入离心管中。把 6支离心管置

于 65 ℃水浴锅中保温 20 m in (分 )后 ;拿出冷却至室

温 ,加入等体积的氯仿 ∶异戊醇 (24 V ∶1 V ) ,上下颠

倒混匀 , 4 ℃下 12 000 rpm离心 10 m in (分 ) ;将上清

液转移至干净的离心管中 ,加入 2 /3体积的异丙醇 ,

上下颠倒混匀 ,室温放置 30 m in (分 )后 , 8 000 rpm离

心 10 m in (分 ) ,弃上清液 ,沉淀用 75 %乙醇 100μL

清洗 3 m in (分 ) , 12 000 rpm短暂离心 ,弃乙醇 ,再用

100 %乙醇清洗 1 m in (分 ) ,把离心管倒置晾干 ;用

TE缓冲液 100μL溶解 ,置于 4 ℃冰箱中。

1. 2. 2　DNA扩增反应和琼脂糖凝胶电泳　反应体

系 :先取 25 mmol·L
- 1

MgCl2 26μL, 10 ×PCR Buffer

26μL, Taq DNA聚合酶 ( 5 U·μL - 1 ) 2. 5μL, 4 ×

dNTP (每种 10 mmol·L
- 1 ) 1. 4μL,无菌双蒸水

1. 59μL混合 ,取混合液 17μL,模板 DNA ( 10 ng·

μL
- 1 ) 2μL,随机引物 (40μmol·L

- 1 ) 1μL,反应总

体积 20μL,扩增前 12 000 rpm短暂离心。PCR反

应程序 :先 94 ℃预变性 5 m in (分 ) ,然后 94 ℃ 30 s

(秒 ) , 36 ℃ 1 m in (分 ) , 72 ℃ 2 m in (分 )扩增 40个

循环 ,之后再 72 ℃保持 5 m in (分 )。

琼脂糖凝胶电泳检测 :在全部 20μL反应产物

中加入 6 ×凝胶加样缓冲液 ( 0. 25 %溴酚蓝 ,

0. 25 %二甲苯青 , 40 %蔗糖水溶液 ) 4μL混匀 ,取

10μL点入 1. 4 %琼脂糖凝胶中 ,用 0. 5 ×TBE电泳

缓冲液 ( 0. 045 mol·L
- 1

Tris -硼酸 , 0. 001 mol·

L
- 1

EDTA ) ,先在 120 V·cm
- 1电场强度下电泳 10

m in (分 ) ,然后在 45 V·cm - 1电场强度下电泳 100

m in (分 ) ,取出凝胶在 0. 5μg·mL - 1溴化乙锭溶液

中染色 20 m in (分 ) ,然后在清水中脱色 1 h (小时 ) ,

取出在凝胶成像系统下观察。

2　结果与分析

2. 1　改良 CTAB法提取 DNA　应用改良的 CTAB

法提取番茄芽 DNA样品 ,经 UV Ifec凝胶成像系统

观察检测 (图 1) , DNA条带 (上部 )清晰 ,其分子量
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图 1　番茄 D NA电泳图谱

大约为 28 000 bp。

2. 2　引物筛选和杂种鉴定 　用华美生物工程公司

生产的 100条随机引物分别扩增了金丰 1号和益丰

两个番茄一代杂种及其父本、母本 ,共筛选出 10个

能同时鉴定出金丰 1号及其父本、母本的引物 , 6个

能同时鉴定出益丰及其父本、母本的引物 ,其中引物

S27能同时用来鉴定两个品种的纯度 (图 2)。对这

些引物进行重复试验 ,结果稳定 ,而且与田间形态观

察鉴定结果相吻合。

金丰 1号纯度鉴定中 (图 2) ,引物 S296为偏父

型 ,即父本与 F1扩增条带形状与数目一致 ,该引物

只能鉴定 F1 与母本 ; S22、S27、S29均为杂合型引

物 ,父本、F1、母本三者扩增条带形状或数目不一致 ,

能同时鉴定父本、母本与 F1。

益丰纯度鉴定时 (图 2) ,引物 S296、S22为偏父

型 ,该引物只能鉴定 F1与母本 ; S17为偏母型 ,该引

物只能鉴定 F1与父本 ; S27为杂合型引物 ,能同时

鉴定父本、母本与 F1。

图 2　金丰 1号、益丰纯度鉴定的引物筛选

3　讨论

应用 RAPD技术鉴定作物种子纯度 ,首先要求

DNA的提取方法简单、易行、快速、费用低。本试验

应用改进的 CTAB法提取 DNA ,不需应用苯酚、

RNA se酶等试剂 ,全部操作在 2 h (小时 )内完成 ,且

提取的 DNA适于 RAPD分析 ;利用传统的田间纯度

鉴定方法 ,至少需要几百株 ,而且需要生长到一定的

阶段 ,既占用田间资源 ,又浪费人力物力。应用

RAPD技术鉴定作物种子纯度 ,只需在实验室发芽

4～5 d (天 ) ,提取 DNA需 2 h (小时 ) ,扩增反应 3 h

(小时 ) ,电泳 1 h (小时 ) ,整个鉴定过程在一个星期

内完成 ,扣除仪器设备费用 ,平均每株约需 1元的药

品费。因而应用 RAPD技术鉴定作物种子纯度 ,具

有简单、快速、准确、费用低的优点。
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分析方法规范 ,使用标准计量单位 ,测试精确度高 ,是配方施肥和平衡施肥的必备仪器。

对 1998年前购买海淀土壤分析仪器厂仪器的用户优惠换购新仪器。
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