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摘要　目的 :建立适于红花 cDNA2AFLP分析酶切组合及银染技术体系 ,为进一步进行红花重要性状相关基

因研究奠定基础。方法 :对 PstI/M se I和 M se I/EcoR I两种限制性内切酶组合酶切效率进行比较 ,并探讨测序

板处理中亲和硅烷和剥离硅烷的用量、测序胶中 TEMED的用量、预电泳、温度因素、显色液的配置等银染过

程中较关键的几个因素。结果 :选用 PstI/M se I限制性内切酶组合酶切效率较高 ,测序板应彻底清洁 ,

TEMED量应适中 ,应进行 30 m in预电泳 ,整个铺板电泳过程保持温度恒定 ,选用 4 ℃冷藏的碳酸钠做显色

液效果好 ,综合以上几方面能显著提高胶图的质量。结论 :本研究建立了适于红花的 cDNA2AFLP银染体系 ,

PstI/M se I较 M se I/EcoR I酶切组合具有更高的多态性率 ,能更全面地揭示红花研究材料间更为丰富的遗传

变异性 ;银染过程中成功克服了以往试验中常见的撕胶、背景太深、条纹不清晰等问题。
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Cho ice of restr iction endonuclea se and establishm en t of silver2sta in ing m ethod in

cD NA2AFL P System for C a rtham us tinc torius
YANG Juan, GUO Mei2L i (Department of Pharmacognosy, School of Pharmacy, Second M ilitary Medical University, Shanghai 200433,

China)

ABSTRACT　O bjective: To establishing an app rop riate combination of restriction endonuclease and silver2staining system for cDNA2
AFLP analysis in Cartham us tinctorius L,. M ethods: The efficiency of combination of PstI/M se I and M se I/EcoR I is compared. Several

key factors in silver2staining including the affiliation and dissection dosage in sequencing p late p rocessing, TEMED dosage in gel, p re2
electrophoresis, temperature factor, staining liquid configuration etc are researched and discussed. Results: Enzyme efficiency of PstI/

M se I is higher than M se I/EcoR I. Sequencing p late should be cleaned thoroughly. TEMED volume should be moderate. 30m ins p re2e2
lectrophoresis should be carried out. Temperature should be constant through the whole electrophoresis p rocess. Conclusion: This re2
search has found a high effective restriction endonuclease combination can further discover the genetic background of safflower and has

established an app rop riate silver2staining system which has overcome several p roblem s in staining p rocess.
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　　红花 ( Carthm us tinctorius L. )是常用的药用植

物 ,其花具有活血通经、散瘀止痛之功效 [ 1 ] ,是传统

的活血化瘀中药。黄酮类查尔酮成分 2羟基红花黄
色素 A (HSYA )是红花的主要活性成分 ,其含量的

高低 ,直接影响红花品质的优劣。因此 ,采用 cDNA2
AFLP分子生物学方法研究与红花黄酮含量高低相

关的分子标记 ,对于红花的分子标记辅助育种以及

对其品质进行定向调控具有重要意义。

cDNA2AFLP技术 ,作为分析基因表达水平及差

异表达基因筛选的重要方法之一 ,可不需要预先知

道序列信息的情况下对生物体转录组进行大规模全

面、系统的分析。被广泛地应用于植物遗传多样性

研究 [ 2 ]、遗传图谱的构建 [ 3 ]、基因定位等方面 [ 4、5 ]。

其中根据实验对象的基因组特征选择合适的限制性

内切酶组合 ,对其进行充分合理的酶切 ,以期获得足

够丰富并且能够提供较高的遗传变异性的该基因组

信息的酶切组合是该项技术的关键。

此外 ,以往的 cDNA2AFLP方法多采用由中心试

剂盒和引物试剂盒组成的商品化的试剂盒 ,对引物

或 ATP进行放射性标记 ,并采用放射性自显影技

术 [ 6～9 ]
,因此价格昂贵、检测时间较长 ,并需特殊防

护。银染显色是近些年新发展起来的显带方法 ,具

有成本低、无健康危害、检测时间短、染色后的胶可

长期保存等优点 ,有利于研究和分析 ,是一种安全、
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快速而有效的方法 [ 10 ]
,并被证明与 33

P检测同样可

靠 [ 11 ]。但其在操作技术要求上要高于其它方法 ,因

此建立并优化反应的每一步显得非常重要。

本研究旨在建立适合红花分析的 cDNA2AFLP

酶切组合及银染技术体系 ,为进一步进行红花重要

性状相关基因研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　植物材料　红花 Ca rthm us tinctorius L.种植

于第二军医大学药用植物园 ,取红花花蕾在液氮中

速冻 , 270 ℃保存备用。

1. 1. 2　试剂和仪器 　尿素、丙烯酰胺、甲叉丙烯酰

胺、过硫酸胺、TEMED;硝酸银、剥离硅烷、亲和硅烷

购自北京鼎国生物工程公司 ;限制性内切酶、Taq

Plus DNA聚合酶、dNTP M ixture、10 ×PCR buffer及

DNA分子量标准 DL22000均购自天根生化科技有

限公司 ; RNA提取所用 Trizol、DEPC购自 Gibco公

司 (USA ) ;反转录酶、cDNA双链合成试剂盒购自

TaKaRa公司 ( Japan) ;引物由上海生工生物公司合

成。电泳仪、电泳槽 (W EALTEC EL ITE300 PLUS美

国 ) ;凝胶成像系统 (W EALTEC Dolphin2DOC 美

国 ) ; PCR扩增仪 (B iometra TGRAD IENT德国 ) ; DY2
CZ220A型电泳槽、DYY212型电泳仪电源 (北京六

一仪器厂 ) ; P270型摇床 (中国科学院武汉科学仪器

厂 )。

1. 2　方法

1. 2. 1　cDNA2AFLP反应 　总 RNA提取 :采用 Tr2
izol法提取红花总 RNA。双链 cDNA合成 :参照

TaKaRa M 2MLV RTase cDNA synthesis Kit方法说

明。酶切 :选用限制性内切酶 PstI和 M se I组合与限

制性内切酶 M se I和 EcoR I组合进行比较 ,对其效果

加以比较 ,确定适宜的限制酶组合 ,用于遗传作图。

连接 :用 T4 DNA连接酶将接头与酶切片段连接 , 16

℃ 12 h。预扩增 :对连接产物稀释 20倍 ,扩增程序

为 72 ℃ 3 m in、94 ℃ 30 s、56 ℃ 30 s、72 ℃ 1

m in, 30个循环 ; 72 ℃ 5 m in; 4 ℃保温。选择性扩

增 :将预扩增产物稀释 150倍作模板 ,采用选择性扩

增引物组合 ,扩增程序为 94 ℃ 1 m in、94 ℃ 30 s、65

℃ 30 s,每循环降低 0. 7 ℃, 72 ℃ 1 m in 12个循环 ,

94 ℃ 30 s、56 ℃ 30 s、72 ℃1 m in 25个循环 , 72 ℃

10 m in; 4 ℃保温 (表 1)。

表 1　cDNA2AFLP反应体系

酶切体系 用量 / (μL) 连接体系 用量 / (μL) 预扩增体系 用量 / (μL) 选择性扩增体系 用量 / (μL)

cDNA (333 ng/μL) 1. 0 酶切产物 40. 0 连接产物稀释 20倍 4. 0 预扩产物稀释 400倍 5. 0

M seI (10 U /μL) 0. 5 MA (50μM) 1. 5 M 00 (50 ng/μL) 1. 5 M se I + 2 (50 ng/μL) 0. 8

EcoR I (10 U /μL) 0. 5 EA (10μM) 1. 5 E00 (50 ng/μL) 1. 5 EcoR I + 2 (10 ng/μL) 0. 8

M seI (10 U /μL) 0. 5 MA (50μM) 1. 5 M 00 (50 ng/μL) 1. 5 M se I + 2 (50 ng/μL) 0. 8

PstI (10 U /μL) 0. 5 PA (5μM) 1. 5 P00 (50 ng/μL) 1. 5 PstI + 2 (50 ng/μL) 0. 8

Buffer 4. 0 T4 Ligase (4 U /μL) 0. 25 10 ×PCR Buffer 4. 0 10 ×PCR Buffer 2. 5

BSA 0. 2 Buffer 2. 0 Taq酶 (2. 5 U /μL) 0. 6 Taq酶 (2. 5 U /μL) 0. 5

ddH2O 33. 8 BSA 0. 5 dNTP (10 mM) 1. 0 dNTPs (10 mM) 0. 5

ddH2O 4. 25 ddH2O 27. 4 ddH2O 14. 9

1. 2. 2　银染

1. 2. 2. 1　测序板的制备 　用亲和硅烷处理长玻璃

板 ,使凝胶与之粘贴 ,用玻璃硅烷处理小玻璃板 ,使

凝胶易于玻璃。将玻璃板用洗洁精洗涤 ,用双蒸水

漂洗干净 ,玻璃板晾干后 ,用无水乙醇蘸在拭镜纸上

擦洗 ,晾干。重复一次。处理短板 :加 3 mL剥离硅

烷于玻板上 ,用拭镜纸将其均匀涂抹在整个表面。

室温干燥 30 m in,重复一次 ,晾干。处理长板 :将亲

和硅烷加于玻板上 ,对所加亲和硅烷设置不同量

(1、2、3 mL )进行对比研究 ,用拭镜纸抹满整个平

面 ,室温 30 m in,用双蒸水冲洗一遍 ,晾干。准备 1

cm间隔条 ,加样梳和金属夹 ,将处理好的玻板置于

制胶模具上 ,准备灌胶。

1. 2. 2. 2　灌胶 　取 70 mL6%胶储备液 ,迅速加入

TEMED,分别设不同量 ( 15、45、75μL )进行比较 ,

加入 10%新鲜配制的 AP1000μL,用 50 mL注射器

吸取凝胶 ,慢慢灌入准备好的模具中 ,边灌边用手轻

拍玻板 ,以防气泡的出现。模具注满后 ,用梳子平端

推入灌胶口约 1 cm深 ,用夹子夹紧 ,待胶凝聚完全 ,

即可电泳。

1. 2. 2. 3　电泳　将凝聚完全的胶撤去梳子 ,安装到

电泳槽内 ,上下电泳槽内各加入适量 1 ×TBE电泳

缓冲液 ,接通电源 1 800 V , 100 W恒功率预电泳 30

m in。同时设定空白对照 ,即不进行预电泳。用移液

枪小心冲洗凝胶上界面 ,冲去析出的尿素和碎胶。

将选扩产物与 10 ×loading buffer按 3ζ 1体积比混

合 ,置于水浴锅 95 ℃变性 8 m in,立即置于冰上 , 3

m in后开始点样。每个点样孔上样 10μL。上样后 ,
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1 800 V, 100 W恒功率电泳至溴汾兰条带接近胶

底 ,停止电泳。

1. 2. 2. 4　银染 　①银染试剂的配制 :固定液 , 100

mL冰醋酸加入 900 mL ddH2 O中 ;染色液 , 1 g Ag2
NO3和 115 mL甲醛溶于 1 LddH2 O中 ;显色液 , 60 g

Na2 CO3溶于 2 L ddH2 O中 ,冰浴至 4 ℃,使用之前

加 3 mL37%甲醛和 400μL 10 mg/mLNa2 S2 O3。同

时如上配制 NaOH显色液作为对照。②银染操作步

骤 :固定 ,在固定专用托盘中加入固定液 ,至浸没凝

胶 ,充分振荡 20 m in。洗胶 ,用超纯水振荡洗胶 ,轻

摇 10 m in,倒去纯净水 ,重复 2次。凝胶染色 ,把凝

胶浸入染色溶液中充分摇动 30 m in。洗胶 ,从染色

溶液中迅速取出凝胶放入装有超纯水的托盘中浸洗

4 s。显影 ,在 4 ℃预冷好的显影液一半倒入托盘

中 ,充分振荡 ,直至模板带开始显现 ,再把剩下的一

半显影液倒入 ,振摇 ,直至条带全部显现 ,另取常温

放置显色液显色作为对照 ;固定凝胶 ,将固定液倒

入 ,终止显色。然后用双蒸水漂洗 10 m in。

2　结果与分析

2. 1　两种内切酶组合酶切效率的比较 　132对

Eco I/M se IAFLP引物总共获得了 6 751条不同迁移

率的条带 ,其中只有 33 条为多态性条带 ,占

0149% ,平均每对引物获得 51条带 ,其中 0. 25条为

多态性带。与此形成对照的是 , 256对 PstI/M se I

AFLP引物总共获得了 5 635条不同迁移率的条带 ,

其中 768条为多态性带 ,占 13. 63% ,平均每对引物

获得 22. 01条带 ,其中 3条为多态性带。可见 ,在红

花整体基因组序列未知的情况下 ,M se I/PstI酶切组

合是更为合适的选择 ,其酶切点更多地位于差异基

因附近 ,其酶切结果可更好地显示基因组表达序列

的多态性差异 ,更利于对红花转录组进行全面、系统

的分析 ,较为适用于表达基因遗传连锁作图和基因

克隆研究中 (表 2)。

表 2　PstI/M se I与 M se I/EcoR I酶切组合酶切效率比较

酶切组合 选择性扩增引物
组合数 (对 )

不同迁移率
条带 (条 )

多态性条
带数 (条 )

平均每对引物获得
多态性条带数 (条 )

多态性条带所占
比例 ( % )

PstI/M se I 256 5 635 768 3 13. 63

M seI/ EcoR I 132 6 751 33 0. 25 0. 49

2. 2　测序板制备效果的比较　实验中发现 ,涂抹 3

mL亲和硅烷与 1 mL亲和硅烷比较 ,其发生撕胶现

象比例大大增加。且长玻璃经亲和硅烷处理后应用

去离子水再次冲洗 ,以去除多余的亲和硅烷 ,否则极

易发生撕胶现象。由此可见 ,在测序板的制备过程

中 ,亲和硅烷的用量较为关键 ,在涂抹均匀的前提

下 ,用量应尽量减少 ,否则易发生撕胶。与之相比 ,

剥离硅烷的用量可略微宽松 ,在涂抹均匀的前提下

可适当多涂些。此外 ,测序板的彻底清洗也是避免

撕胶的重要因素之一。

2. 3　测序胶制备效果的比较　在配置测序胶时 ,应

控制 TEMED的量 , TEMED作为催化剂 ,引发丙烯

酰胺发生链式反应 ,交联成交联体。若 TEMED量

少 (15μL ) ,胶板易粘胶而导致胶破裂 ;若 TEMED

量过多 (90μL) ,一方面不容易进行后续操作 ,如测

序胶凝结较快 ,易堵塞针筒 ,影响灌胶过程的顺利进

行 ,并且灌胶后插入梳子时极易产生气泡 ,易导致灌

胶过程失败。另一方面过多的 TEMED影响电泳 ,

cDNA带容易发虚、扭曲。经实验反复调试 ,发现以

加入 TEMED 45μL为宜。

2. 4　预电泳的作用 　预电泳时间一定要大于 30

m in,保证胶板温度达到 50～55 ℃,低于此温度 ,条

带发虚 ,模糊不清 ,温度过高会出现 Smear带 ,还有

可能使胶板炸裂 ,且经 30 m in预电泳后 ,测序胶中

TEMED充分溶出 ,染色后 cDNA条带平稳整齐且清

晰。若未经预电泳 ,测序胶中 TEMED未能充分溶

出 ,且测序板存在温差 ,染色后 cDNA条带易发虚扭

曲 ,影响后期观察比较 (图 1)。

图 1　银染条带扭曲

2. 5　染色时显色液的影响　实验中发现 ,用 4 ℃预

冷的 Na2 CO3溶液进行显影时较之常温 Na2 CO3溶

液 ,背景显影较浅 ,且显影速度较慢 ,易于控制整个

显影过程。当用 NaOH代替 Na2 CO3配制显色液时 ,

其显色速度迅速加快 ,并且背景颜色明显加深 ,较难
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识别特异条带 ,影响后期分析 (图 2)。因此综上比

较 ,显色液应以 4 ℃低温 Na2 CO3溶液为宜。

图 2　银染背景加深

3　讨论

AFLP具有在一次实验中同时观测大量限制性片

段的优点 ,被认为是迄今为止最有效的分子标记技

术。不管研究的基因组 cDNA有多么复杂 ,理论上

讲 ,用 AFLP方法都可以检测出 cDNA之间的多态性。

而 AFLP片段的多态性及丰富性是由酶切的多态性

和丰富性来决定的 ,因此 ,酶切质量是决定 AFLP成

功与否的关键。对 cDNA进行充分酶切是后续所有

试验步骤的基础 ,为保证酶切充分 ,应慎重选择限制

性内切酶组合 ,用量适当 ,酶切时间可适当延长 ,在本

实验中 ,我们发现 PstI/M se I较 M se I/EcoR I酶切组合

具有更高的多态性率 ,能更全面地揭示出红花评析材

料间更为丰富的遗传变异性。并且 ,在实验条件允许

的情况下 ,最好选用可靠大公司生产的酶和试剂

(ATP、dNTP等 ) ,因不同公司的酶活性不一样 ,甚至

同一公司不同批次的酶活性也不一样 ,因此应尽量保

证所用的药物来源于同一公司同一批次。

传统的 cDNA2AFLP方法是采用同位素进行引

物标记 ,因为同位素对人体有害 ,这就需要相应的防

护措施以及配套的仪器设备 ,因此 ,大大提高了 cD2
NA2AFLP技术的成本。并且同位素曝光一般需要

几天的时间 ,实验周期比较长 ,这就限制了 cDNA2
AFLP的推广应用。目前 ,利用银染等非放射性方

法代替放射性同位素检测 cDNA2AFLP的报道还不

多见。本试验利用银染的方法 ,获得了清晰的 cD2
NA特征图谱。利用银染的方法不需要特殊的实验

设备和防护措施 ,从电泳到得到最后的银染仅需要

半天时间 ,大大缩短实验周期。另外 ,经过硝酸银染

色后的凝胶自然干燥后可以长期保存 ,而且对于特

异性的谱带可以直接从胶上准确地切下 ,然后进一

步扩增和克隆 ,能降低实验成本 ,提高实验效率 ,便

于该技术在植物育种、分子标记筛选和高密度遗传

图谱地构建中广泛应用。但 cDNA2AFLP银染技术

对操作人员技术要求较高 ,任何一步的疏忽都会影

响试验结果。在整个试验过程中 ,我们发现若能注

意文中所提若干关键点 ,则可获得理想的胶图。

测序板应充分清洗至不挂水 ,用乙醇去除残留

的洗涤剂 ,否则灌胶时 ,在污染处易产生气泡 ,且此

类气泡不易去除。并且 ,若测序板未清洗干净 ,在后

期的试验中 ,还极易发生撕胶 ,产生褐色背景等不良

现象。灌胶过程中 , TEMED的量也较为关键 ,若测

序胶中 TEMED未能充分溶出 ,染色后 cDNA条带易

发虚扭曲。因此也是为了减少 TEMED对电泳的影

响 ,一般需先进行 30 m in的预电泳。

温度对银染效果的影响也较大。在实验中发现 ,

不仅制胶时的温度对试验有影响 ,在电泳过程中 ,温

度始终是一个重要影响因子。尤其在冬季温度低的

情况下 ,用冷的自来水和去离子水清洗玻璃板后 ,会

造成玻璃板不同部位热胀冷缩的程度不一。因此 ,在

电泳前 ,应先进行 30 m in的预电泳 ,使测序板、测序

胶、缓冲液受温均匀。并且在电泳时 ,始终保持室温

恒定 ,否则 ,电泳几分钟后 ,便可观察到指示剂不在同

一条直线上 ,呈拱桥状或此起彼伏状 ,最终因条带清

晰度不均一而无法准确地进行统计分析。

碳酸钠在显影液中有提供碱性环境、促进显影

剂显影能力的作用。试验中 ,将无水碳酸钠溶液进

行 4 ℃预冷 ,可以延缓显影时间 ,便于控制显影过程

及中止反应时间 ,同时减少背景着色。在试验中发

现 ,碳酸钠溶液在冷冻到冰针状之前整个温度范围

内 ,其温度越低 ,背景着色越浅 ,效果也越好。如果

用氢氧化钠代替无水碳酸钠或提高碳酸钠的浓度 ,

其显影液碱性增强 ,显影时间缩短 ,但背景颜色明显

加深。

总之 ,高效的酶切组合、合适的银染条件是

AFLP技术成功的关键。AFLP技术能很好地分离

鉴别相差几个碱基的核酸小片段 ,结果可永久保存 ,

并且可从该胶中回收的 cDNA纯度极高 ,适用于分

子生物学中较高要求的实验。但其实验操作要求较

高 ,一定程度上限制了它的广泛运用。本研究通过

反复对比尝试 ,成功克服了红花银染体系中 ,酶切效

率低、撕胶、胶板背景太深、条纹不清晰等关键性问

题。为进一步构建 cDNA文库、mRNA差异显示分

析、cDNA克隆等深入研究奠定了基础。
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