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摘要　[目的]为了研究牛血清白蛋白(BSA)在 RAPD分析技术中的作用。[方法]通过锁阳 RAPD分析中添加BSA ,观察其对 RAPD扩增
的改善情况。[结果]结果表明 ,在锁阳 RAPD分析过程中 ,添加BSA可显著改善锁阳的 PCR扩增效果 ,并降低 Taq 酶的用量 ,BSA最佳使
用浓度为 2μg/μl。[结论]添加BSA以改善植物 RAPD分析的方法是可行的 ;该研究为BSA在 RAPD分析技术中的应用提供依据。
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Effect of BSA on RAPD Analysis of Cynomorium songaricum
ZHOU Yu2bi et al　(Northwest Institute of Plateau Biology , Chinese Academy of Sciences , Xining , Qinhai 810001)
Abstract　The objective of the study is to study the effect of BSA on Random Amplified polymorphic DNA(RAPD) of Cynomorium songaricum Rupr was
studied , the result provided a reference basis for the better use of bovine serum albumin(BSA) . The results showed that 2μg/μl was the suitable concen2
tration of BSA used in RAPD of Cynomorium songaricum Rupr. BSA not only improved RAPD of Cynomorium songaricum Rupr. , but also reduced the
dosage of Taq DNA polymerase. It is concluded that BSA can be used to improve plant RAPD analysis. It is feasible to add BSA to improve RAPD analysis
of plants. This study has provided background for the application of BSA in RAPD analysis.
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　　锁阳 ( Cynomorium songaricum Rupr. )为锁阳科植物 ,具补

肾阳、益精血、润肠通便之功效 ,主要分布于我国西北各省区

的沙漠地区和半荒漠化地区 ,属于资源储量较丰富的沙地植

物资源之一。RAPD是 20世纪 90年代发展起来的分子标记

技术[1 - 2] ,具有效率高、特异性强、样品用量少及容易检测的

特点 ,被广泛应用于遗传多样性研究领域[3]。进行 RAPD分

析 ,必须建立稳定的 PCR扩增体系 ,以提高结果的重复性和

可靠性。由于植物DNA常含有内源多酚化合物 ,影响其 PCR

扩增。据报道 ,在反应体系中添加各种有效成分[4] ,可以获

得更理想的实验效果。有研究表明 ,牛血清白蛋白 (Bovine

serum albumin ,BSA)被应用于酶及 PCR反应系统中 ,可以起到

减少内源抑制物的干扰作用[5 - 9]。为此 ,笔者研究BSA在锁

阳 RAPD分析中的作用 ,以期为 BSA在植物药材 RAPD分析

中的应用提供参考依据。

1　材料与方法

1. 1　材料　锁阳于 2006年 5月采自甘肃安西县 (瓜州)锁阳

城 ,分析样品为晒干的肉质茎 ,存于 - 70 ℃超低温冰箱中 ,备

用。引物及试剂均购于上海 Sangon 公司。DNA Marker

DL2000购于 TaKaRa 公司 ,BSA为BM公司产品。

1. 2　总 DNA提取与质量检测　①总 DNA提取。采用高盐

低 pH值法[10]提取锁阳总 DNA ,最后将提取物溶于 50μl TE

中保存备用 ; ②质量检测。采用紫外分光光度法进行 DNA

质量检测。测定其 A260及 A280值 ,DNA纯度以 A260/ A280比值

判断。测定结果表明 ,试验提取的 DNA的 A260/ A280比值为

1. 8 ,质量完全满足 RAPD分析的要求。

1. 3　RAPD扩增及反应条件　PCR仪为美国 Bio2Rad公司

生产的 iCyclerTM。锁阳 RAPD扩增程序为 :94 ℃预变性 5

min ;94 ℃变性 40 s ;36 ℃复性 50 s ;72 ℃延伸 1. 5 min , 40个循

环 ;最后 ,72 ℃延伸 5 min。
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　　锁阳的 RAPD扩增条件 :25μl PCR反应体系 ,1×Taq 酶

缓冲液 , 0. 25 mmol/ L 4×dNTP ,20 ng模板DNA , 20pmol 引物 ,

MgCl2 1. 0 mmol/ L , Taq酶使用量见试验中具体设置。

1. 4　PCR产物的鉴定　取 8μl扩增产物在 1. 2 %琼脂糖凝

胶上进行电泳分析 , 制胶时在 1×TAE中加入 5mg/ ml 溴化

乙锭。电泳结束后置于凝胶成像系统 ( White/ Ultraviolet

Tranillu minator ,美国UVP公司生产)中观察 ,并照相保存。

2　结果与分析

2. 1　 Taq 酶用量及添加 BSA对 RAPD的影响　在锁阳DNA

的 PCR扩增过程中 ,为得到 Taq酶的适宜添加量 ,设置了 6个

酶单位梯度(0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5和3. 0 U)试验。结果表明(图

1) , Taq酶用量在0. 5～2. 0 U范围内 ,锁阳RAPD条带随 Taq酶

用量的增加而增强 ;当 Taq 酶用量达到 2. 0 U时 ,可获得较强

的 RAPD条带 ;其后 ,随 Taq 酶用量增加 ,RAPD条带虽有所增

强但不显著。因此 ,最适 Taq酶用量为 2. 0 U。

注 :1～6为锁阳的 RAPD扩增结果(引物 S262) , Taq 酶用量分别为

0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5和 3. 0 U ;M为DL2000分子量标准 ;7～12

为 Taq 酶用量分别为 0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5和 3. 0 U ,均添加

2. 0μg/μl BSA。

图 1　Taq 酶用量及添加 BSA对锁阳 RAPD扩增的影响

为了获得更佳的试验效果 ,在含有各 Taq 酶用量的

RAPD反应体系中分别加入等量的BSA(2. 0μg/μl)。结果表

明 (图 1) ,添加BSA后的主要条带位置及数量变化较小 ,但使

扩增片断的 RAPD条带明显增强 ,特别是对较弱条带的影响
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较大。此外 ,在含有 0. 5 U Taq 酶的体系中添加 2. 0μg/μl

BSA后 ,锁阳 RAPD扩增后电泳条带的清晰度超过了含有3. 0

U Taq酶而不添加BSA时的效果 (图 1中编号 7和 6)。由此

可见 ,添加BAS不仅有助于提高锁阳 RAPD扩增效果 ,而且

可以明显降低 Taq酶的用量。

2. 2　BSA对 RAPD条带的影响　为了筛选出适宜的 BSA

浓度 ( Taq 酶用量均为 2. 0 U) ,设置了 7 个 BSA浓度梯度

(0. 5、1. 0、2. 0、3. 0、4. 0、5. 0及 6. 0μg/μl)。结果表明 (图 2) ,

当BSA浓度为 0. 5～3. 0μg/μl时 ,均能使 RAPD条带增强 ,但

浓度为 2. 0μg/μl时效果最佳 ,浓度为 3. 0μg/μl 时 ,RAPD条

带稍有扩散 ;浓度为 4. 0～6. 0μg/μl时 ,PCR扩增产物会出现

乳白色沉淀 ,RAPD条带开始减弱 ,特别是当浓度为 5. 0和

6. 0μg/μl时 ,乳白色沉淀结成团状 ,影响电泳时取样。因此 ,

建议在 RAPD扩增中控制BAS的使用量为≤3. 0μg/μl。

注 :1～6为锁阳的 RAPD扩增结果(引物 S262) ,BSA浓度分别为0. 5、

1. 0、2. 0、3. 0、4. 0、5. 0及 6. 0μg/μl ;M为DL2000分子量标准。

图 2　BSA浓度对锁阳 RAPD扩增的影响

3　小结与讨论

植物DNA中常含有能与相应蛋白质结合而使 Taq 酶失

活的内源多酚化合物。关于 BSA的作用机制 , Kreader 认为

可能是BSA作用于多酚体系 ,BSA通过其上富含赖氨酸的阳

离子与多酚化合物阴离子相互作用或通过疏水作用力消除

的作用 ,阻止其与 Taq 酶结合 ,而使 Taq 酶活性提高[6] ;Al2
Soud等认为BSA可以封闭 Taq 酶抑制物的作用 ,从而改善

PCR过程中酶的稳定性[5]。在进行 RAPD实验时 ,通常不添

加辅助成分。但由于各植物材料的特殊性 ,添加辅助成分可

起到去除干扰物质的作用 ,取得更理想的实验结果。该试验

结果表明 ,添加BSA不仅可明显减少 Taq 酶使用量 ,降低试

验成本 ,而且对主要条带的位置及数量影响较小 ,进一步验

证了上述报道的相关结论。因此 ,该方法有望推广运用于其

他植物类药材的 RAPD分析体系中。

据报道 ,BSA的添加量一般以2. 0μg/μl为宜[7]。由于植

物种类特性的不同 , BSA的最佳使用浓度亦不同 ,如花生的

适宜浓度为 2. 0～3. 0μg/μl [7] ,与该试验结果基本一致 ;水杉

和七子花的BSA最佳使用浓度分别为 0. 6与 1. 0μg/μl [8] ,彩

棉为0. 25μg/μl [9] ,与该试验结果差异较大。依据 BSA的作

用机制 ,提取DNA中内源多酚类化合物或杂质成分较多时 ,

添加BSA浓度可能需相应提高。根据相关报道 ,RAPD扩增

体系中的BSA浓度 > 4. 0μg/μl时 ,通常产生沉淀[8]或弱带消

失[7] ,而且 BSA 浓度变化对 RAPD 条带的数量影响较

大[8 - 9]。然而 ,该试验结果表明 ,BSA浓度对锁阳 RAPD条带

数量的影响较小。此外 ,不同厂家生产 BSA的质量差异 ,也

可能会对 PCR扩增结果产生不同影响。因此 ,在植物 RAPD

分析中 ,应根据植物种类、所提取DNA质量及BSA来源等方

面的因素 ,确定其最佳使用浓度。
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