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摘要摘要 为建立并优化适合向日葵的Pst I和Mse I组合的AFLP技术体系，为下一步构建遗传连锁图谱及开展分子标记辅助育种

奠定基础，对向日葵基因组DNA提取方法、酶切连接体系和选择性扩增程序的影响因素进行优化，并对适合向日葵AFLP分析的

引物组合进行筛选。结果表明，模板DNA的提取采用改进CTAB法，酶切连接采用一步法反应14 h，在选择性扩增体系20 μL
中，Mg2+和dNTP浓度分别为2 mmol/L和0.3 mmol/L，选扩引物的浓度为0.6 mmol/L，预扩增产物最适稀释倍数为30倍。同时

筛选出了稳定且多态性丰富的48对适合向日葵AFLP分析的引物组合。
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Primer Screening and Establishment of AFLP Marked System of
Pst Ⅰ and Mse Ⅰ Endonuclease Combination in Sunflower

AbstractAbstract To provide technical support for construction of genetic linkage map and molecular markers assisted breeding of sunflower,
an optimized AFLP reaction system using double-digestion of Pst I and Mse I endonuclease has been established. The extraction
method of genomic DNA, the DNA digestion and ligation system and several key factors affecting the PCR selective amplification are
optimized. In addition, the primer combination which suits for analysis of AFLP is also screened in sunflower. The results show that
the high quality of genomic DNA as PCR template can be extracted with the improved CTAB method, and that the DNA digestion and
ligation can be used as a one-step process with the reaction time of 14 hours. In the optimized selection amplification system of total
volume of 20 μL, the Mg2+ concentration is 2 mmol/L, dNTPs concentration is 0.3 mmol/L, the primers concentration is 0.6 mmol/L
and the products of pre-amplification for selective amplification are diluted to 30 times. Moreover, 48 pairs stable and polymorphisms
primer have been selected for AFLP analysis in sunflower.
KeywordsKeywords sunflower; AFLP; establishment and optimization of the system; screening of primer pairs
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向日葵（Helianthus annuus L.）属菊科（Compositae）1年生

草本植物，原产美洲，是世界第 2大油料作物，中国第 4大油

料作物。由于向日葵具有抗旱、耐盐碱等特性，主要种植在

西北、华北、东北的干旱和半干旱地区。向日葵作为一种经

济作物，在改善中国西部地区生态环境、调整农业产业结构、

提高农民收益等方面具有重要作用[1]。

扩 增 片 段 长 度 多 态 性（amplified fragments length
polymorphism，AFLP），是由荷兰科学家Zabean和Vos[2]于1993
年建立起来的一种新的分子标记技术。AFLP由于具有多态

性高、DNA用量少、结果稳定性好等优点，在水稻、大豆、小
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麦、蚕豆、花生、燕麦等作物的种质资源遗传多样性研究、遗

传图谱构建、基因标定、QTL定位分析、杂种优势预测等研究

中得到了广泛的应用[3~10]。截止目前，已有多种分子标记在向

日葵研究中成功应用，如限制性内切酶片段长度多态性

（restriction fragment length polymorphism，RFLP）[11]、简单重复

序列（simple sequence repeats, SSR）[12]、相关序列扩增多态性

（sequence-related amplified polymorphism，SRAP）[13]等。应用

AFLP标记，刘杰等[14]鉴定了向日葵品种纯度，Mokrani等[15]构

建出遗传图谱，黄先群等[16]定位了体细胞胚胚胎发生率QTL，
所采用的酶切组合均为EcoR I-Mse I。赵会彦等[17]在油菜粒

色性状研究中AFLP标记采用Pst I和Mse I组合，并转换为

SCAR标记。杨娟等 [18]红花的 cDNA-AFLP内切酶选择研究

中，发现Pst I和Mse I内切酶组合酶切位点在基因组上分布

分散，且具有更高的多态性。向日葵AFLP标记应用中还未

见采用Pst I-Mse I组合的报道。

本研究在参考国内外相关文献的基础上，对影响AFLP

标记的因素进行优化，建立适合向日葵AFLP标记的Pst I-
Mse I组合反应体系，并应用优化体系筛选出标记向日葵材料

的引物，旨在丰富向日葵AFLP标记的酶切组合，为AFLP标

记在向日葵种质资源鉴定、遗传多样性分析、遗传图谱构建

等方面的研究奠定技术基础。

1 材料和方法
1.1 材料

研究用向日葵为内蒙古农牧业科学院提供的自选系K55
和K58。自选系K55用于建立内切酶Pst I和Mse I组合AFLP
反应体系，自选系K55和K58用于筛选引物。

1.2 试剂

研究用限制性内切酶Pst I和Mse I及T4 DNA连接酶均

购自纽英伦生物技术（北京）有限公司；Mg2+、dNTPs、Taq DNA
聚合酶及 10×Buffer 均购于上海生物工程技术有限公司，

AFLP引物（表1）由北京擎科生物技术有限公司合成。

表 1 用于向日葵AFLP分析的限制性内切酶接头及引物序列

Table 1 Adapters and primers sequences used in the AFLP analysis of sunflower

引物名称

接头序列

预扩增引物

选择性扩引物

序列

Pst I
top：5'-CTC GTA GAC TGC GTA CA-3'

bottom：3'-TGC ACA TCT GAC GCA TGT-5'
5'-GAC TGC GTA CAT GCA G-3'（P0）

P-GCT：5'-GACTGCGTACATGCAGGCT-3'
P-GCC：5'-GACTGCGTACATGCAGGCC-3'
P-CGA：5'-GACTGCGTACATGCAGCGA-3'
P-CGT：5'-GACTGCGTACATGCAGCGT-3'
P-CGC：5'-GACTGCGTACATGCAGCGC-3'
P-GAT：5'-GACTGCGTACATGCAGGAT-3'
P-CAC：5'-GACTGCGTACATGCAGCAC-3'
P-CAT：5'-GACTGCGTACATGCAGCAT-3'
P-CAG：5'-GACTGCGTACATGCAGCAG-3'
P-TAG：5'-GACTGCGTACATGCAGTAG-3'

Mse I
top：5'-GAC GAT GAG TCC TGA G-3'
bottom：5'-TAC TCA GGA CTC AT-3'
5'-GAT GAG TCC TGA GTA A-3'（M0）

M-GA：5'-GATGAGTCCTGAGTAAGA-3'
M-GT：5'-GATGAGTCCTGAGTAAGT-3'
M-GC：5'-GATGAGTCCTGAGTAAGC-3'
M-GG：5'-GATGAGTCCTGAGTAAGG-3'
M-TA：5'-GATGAGTCCTGAGTAATA-3'
M-TT：5'-GATGAGTCCTGAGTAATT-3'
M-TC：5'-GATGAGTCCTGAGTAATC-3'
M-TG：5'-GATGAGTCCTGAGTAATG-3'
M-AT：5'-GATGAGTCCTGAGTAAAT-3'

1.3 DNA提取与检测

参照陈昆松[19]改良CTAB法提取DNA并加以改进，经氯

仿∶异戊醇（体积比 24∶1）抽提 2次后，再用 1.5倍 1×CTAB沉

淀 1 次 DNA，提高 DNA 的纯度。取 4 μL DNA 溶液用含

0.01%核酸染料的 0.8％琼脂糖凝胶进行电泳检测，以 2000
bp DNA Marker作对照，电泳缓冲液为 1×TBE Buffer。电泳

20 min后，取出胶板用 Biometra UVIdoc凝胶成像系统仪照

相，初步确定DNA的提取质量。

1.4 AFLP体系的建立

1.4.1 酶切连接

酶切连接采用一步法。酶切片段和接头连接后，酶切位

点侧翼的保护性序列己改变，不能被Pst I和Mse I内切酶识

别[20]，本试验中同时进行酶切和连接，既简化了试验步骤，还

保证了反应体系的准确性，确保试验结果准确。酶切连接体

系总体积为20 μL，包括10×Buffer（NEB Buffer2）2.0 μL，BSA
（10 mg/mL）0.2 μL，ATP（10 mmol/L）0.4 μL，Mse I adapter
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(50 pmol/μL) 0.4 μL，Pst I adapter（5 pmol/μL）0.6 μL，Mse I
（10 U/μL）0.5 μL，Pst I（20 U/μL）0.3 μL，T4连接酶（350
U/μL）0.3 μL，基因组 DNA（100~200 ng/μL）2.0 μL，ddH2O
13.3 μL，混匀后37℃水浴。

以K55为实验材料，对酶切连接时间进行优化，设5个时

间梯度（8、10、12、14、16 h）。酶切连接后用1.5%琼脂糖凝胶

电泳检测。

1.4.2 预扩增

预扩增体系 20 μL，组分为 10×PCR Buffer 2.0 μL，dNTP
（2.5 mmol/L Each）1.8 μL，Mg2+（50 mmol/L）1.0 μL，预扩增

引物 M0（10 μmol/L）1.0 μL，预扩增引物 P0（10 μmol/L）
0.6 μL，Taq-polymerase（5 U/μL）0.12 μL，酶切连接产物2.0 μL，
ddH2O 11.48 μL，混匀离心后按以下程序扩增：94℃ 4 min；

94℃ 30 s，56℃ 30 s，72℃ 80 s，30个循环；72℃ 7 min，4℃保

存。预扩增产物-20℃保存用于选择性扩增。

1.4.3 选择性扩增优化

为获得清晰稳定的条带，参照徐微[13]的方法对主要影响

扩增效果的Mg2+、dNTP、引物及模板浓度进行优化。

以K55为材料，对于Mg2+和 dNTP浓度，试验采用正交设

计（表 2）；引物浓度梯度分别设置为 0.3、0.4、0.5、0.6、0.7
mmol/L；模板浓度即预扩产物稀释倍数设置为10、20、30、40、
50倍，分别进行单因素实验。选择性扩增程序：94℃ 4 min；
94℃ 30 s，65℃ 30 s（每个循环降低0.7℃），72℃ 80 s，12个循

环；94℃ 30 s，56℃ 30 s，72℃ 80 s，25个循环；72℃ 7 min，4℃
保存。6%聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，综合实验结果确定最佳

选择性扩增体系。

表 2 Mg2+和 dNTP正交试验设计

Table 2 Mg2+and dNTP orthogonal experiment design

序号

1
2
3

Mg2+/（mmol·L-1）

1.6
1.6
1.6

dNTP/（mmol·L-1）

0.20
0.25
0.30

序号

4
5
6

Mg2+（mmol·L-1）

2
2
2

dNTP/（mmol·L-1）

0.20
0.25
0.30

序号

7
8
9

Mg2+/（mmol·L-1）

2.4
2.4
2.4

dNTP/（mmol·L-1）

0.20
0.25
0.30

1—12 h；2—14 h；3—8 h；4—10 h；5—12 h；6—14 h；7—16 h；
Marker 从上到下依次为2000、1000、750、500、200和100 bp

图2 两种内切酶组合酶切连接电泳结果

Fig 2 Electrophoresis results of two kinds of incision
enzyme combination after the cutting

1，2—CTAB法提取的DNA；3，4—改良CTAB法提取的DNA；
Marker 从上到下依次为2000、1000、750、500、200和100 bp

图1 沉淀次数对基因组DNA纯度的影响

Fig. 1 Effects of precipitation time on
genome DNA purity

1.5 聚丙烯酰胺凝胶电泳

20 μL选择性扩增产物，加入 5 μL Loading Buffer，94℃
变性5 min后，在恒定功率70 W、聚丙烯酰胺凝胶（60 mL 60
g/L PAGE胶，300 μL 100 g/L APS，60 μL TEMED）中电泳 90
min。
1.6 银染及引物筛选

银染参照Bassam等[21]提出的方法并加以改进，具体步骤∶

将凝胶置于 2000 mL固定液（体积比为 20∶1∶180的乙醇-冰
乙酸-蒸馏水混合液）中固定 15 min；放入含 0.25%AgNO3的

银染液中轻轻摇动15 min；蒸馏水速漂小于30 s；立即放入显

影液（60 g氢氧化钠+8 mL 370 g/L甲醛溶于 2 L蒸馏水）中，

显影至谱带清晰。

2 结果与分析
2.1 DNA提取

AFLP分析对DNA的纯度及完整性要求均较高，为确保

基因组DNA的完整性和纯度，本研究对CTAB提取方法作了

改良，采用氯仿-异戊醇抽提后又用 1×CTAB进行 1次沉淀。

1%琼脂糖凝胶电泳检测结果表明（图 1），基因组 DNA 经

CTAB多沉淀1次，虽然浓度有所降低，但杂质残留少且完整

性好，在纯度上能够满足AFLP分析的要求。

2.2 AFLP体系优化

2.2.1 酶切连接时间

使用EcoR I和Mse I内切酶组合，酶切连接后在 750 bp
处有明显主带（图 2（a）），Pst I和Mse I内切酶组合的酶切连

接产物为弥散状。大多数情况下增加内切酶的量可缩短酶

切时间，但随着内切酶用量的增加研究成本也会增加。本研

究确定酶切体系中的Pst I和Mse I内切酶的用量分别为 6和
5 U。

（a）E/M组合酶切连

接电泳结果

（b）P/M组合酶切连接电泳结果
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确定内切酶Mse I、Pst I和 T4连接酶用量分别为 5、6和

105 U，探索最佳酶切连接时间。研究结果表明（图2（b）），基

因组DNA 37℃酶切 8和 10 h仍有残留，12 h后无残留DNA，

但酶切片段稍大；14和16 h后片段主要集中在100~1000 bp，
符合AFLP反应要求，从缩短实验周期、节约时间角度考虑，

确定酶切连接时间为14 h。
2.2.2 Mg2+和dNTP浓度

Mg2+是Taq酶的激活剂，dNTP是PCR反应的原料。在反

应体系中 dNTP可与Mg2+相互结合而互相影响 PCR的效果，

故对Mg2+和 dNTP浓度进行二因素正交试验，探索出最优的

dNTP和Mg2+组合。通过3%琼脂糖凝胶电泳检测各个组合下

的扩增效果，结果见图3。

9组扩增体系（表2）设2个重复，相邻泳道为1个组合，每

个组合的扩增效果不同。Mg2+从 1.6 mmol/L增至 2.0 mmol/L
扩增条带变亮；增至 2.4 mmol/L扩增效果反而变差，带型模

糊。固定Mg2+浓度，随着dNTP由0.2 mmol/L增至0.3 mmol/L，
条带清晰度逐渐改善，在 0.3 mmol/L时能够稳定地扩增出清

晰的条带，符合AFLP的要求。因此确定体系中Mg2+和 dNTP
浓度分别为2 mmol/L和0.3 mmol/L为最优浓度组合。

2.2.3 引物浓度

引物浓度也是影响扩增效果的主要因素之一，实验设 5
个引物浓度梯度：0.3、0.4、0.5、0.6、0.7 mmol/L，1.5%琼脂糖凝

胶电泳检测结果如图 4所示。从图 4可以看出，引物浓度从

0.3 mmol/L递增到 0.6 mmol/L，扩增条带逐渐变亮，说明适量

增加引物浓度可提高扩增效率，但增加到0.7 mmol/L，扩增效

果无显著改善，因此确定选扩引物的浓度为0.6 mmol/L。
2.2.4 选择性扩增模板浓度

选择性扩增以预扩增产物为模板，预扩增产物稀释倍数

分别为10、20、30、40、50倍，每组2个重复，电泳结果如图5。

由图 5可见，不同稀释倍数的模板即模板浓度对扩增效

果并无显著影响，但稀释 10倍和 50倍的模板扩增的条带不

清晰，预扩产物稀释30倍条带最清晰。

2.3 最佳反应体系的确定及引物筛选

为了验证所建立的向日葵AFLP反应体系是否稳定，能

否在引物组合间普遍使用，实验以K55和K58材料验证所建

立的体系，对 90对 Pst Ⅰ和Mse Ⅰ的引物组合进行初步筛

选。结果得到多态位点均在6个以上的引物48对，分别为P-
GCT/M-GT 、P-GCT/M-GC 、P-GCT/M-TA 、P-GCC/M-GA、

P-GCC/M-GT、P-GCC/M-GC、P-GCC/M-TA、P-GCC/M-TG、

P-CGA/M-GA、P-CGA/M-GT、P-CGA/M-GC、P-CGA/M-TA、

P-CGT/M-GG、P-CGT/M-GG、P-CGT/M-GA、P-CGT/M-GA、

P-CGT/M-GT、P-CGT/M-GC、P-CGT/M-TA、P-CGT/M-TG、

P-CGC/M-GG、P-CGC/M-GG、P-CGC/M-GT、P-CGC/M-GC、
P-CGC/M-TA、P-CGC/M-TA、P-CGC/M-TT、P-CGC/M-TG、

P-GAT/M-GT、P-GAT/M-TA、P-CAC/M-GG、P-CAC/M-GA、

P-CAC/M-GT、P-CAC/M-GC、P-CAC/M-TA、P-CAC/M-TG、

P-CAT/M-GG、P-CAT/M-GG、P-CAT/M-GA、P-CAT/M-TA、

P-CAT/M-TT、P-CAG/M-GT、P-CAT/M-GC、P-CAT/M-TA、

P-CAT/M-TG、P-TAG/M-GT、P-TAG/M-TA、P-TAG/M-TG
（图6）。

1，2—Mg2+ 1.6 mmol/L，dNTP 0.2 mmol/L；3，4—Mg2+ 1.6 mmol/
L，dNTP 0.25 mmol/L；5，6—Mg2+ 1.6 mmol/L，dNTP 0.3 mmol/L；
7，8—Mg2+ 2 mmol/L，dNTP 0.2 mmol/L；9，10—Mg2+ 2 mmol/L，
dNTP 0.25 mmol/L；11，12—Mg2+ 2 mmol/L，dNTP 0.3 mmol/L；
13，14—Mg2+ 2.4 mmol/L，dNTP 0.2 mmol/L；15，16—Mg2+ 2.4
mmol/L，dNTP 0.25 mmol/L；17，18—Mg2+ 2.4 mmol/L，dNTP 0.3
mmol/L；Marker从上到下依次为1000、750、500、200和100 bp

图3 Mg2+和dNTP浓度对选择性扩增的影响

Fig. 3 Effects of Mg2+ and dNTP in different
concentrations on selective amplification

1—0.3 mmol/L；2—0.4 mmol/L；3—0.5 mmol/L；
4—0.6 mmol/L；5—0.7 mmol/L；Marker从上到下依次为

2000、1000、750、500、200和100 bp

图4 引物浓度对选择性扩增效果的影响

Fig. 4 Effects of primers concentration on
selective amplification

1，2—10倍；3，4—20倍；5，6—30倍；7，8—40倍；9，10—50倍；

Marker从上到下依次为2000、1000、750、500、200和100 bp

图5 预扩产物稀释倍数对选择性扩增的影响

Fig. 5 Effects of dilution ratios of pre-amplification
products on selective amplification
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3 讨论
AFLP标记技术涉及到的步骤多、影响因素也较多，在实

际的操作中容易出现问题，导致扩增失败。因此，从DNA提

取、酶切连接、PCR到电泳、银染，每个环节都必须满足分析

技术要求，才能得到最佳的分析结果。

提取高质量的基因组DNA是AFLP标记实验成功的关

键。向日葵叶片中酚类含量较高，容易造成提取的DNA中酚

类含量较高，这样会干扰内切酶与模板的结合，导致酶切不

充分。因此，本研究采用改进CTAB法提取DNA，即采用氯

仿-异戊醇代替酚氯仿抽提。由于氯仿-异戊醇易溶于乙醇，

容易去除，克服了由于酚等的残留带来的酶切上的困难 [22]。

向日葵基因组较大，对机械剪切敏感，因此抽提次数过多会

打碎DNA，本研究在2次抽提后再用1×CTAB沉淀1次，既保

证了蛋白等杂质的去除，又尽量减少DNA的断裂。此外，在

提取过程中加液时沿管壁缓慢加入，也可减少DNA的物理

剪切。

酶切连接也是AFLP标记成功的关键环节之一。大多数

内切酶的最适温度都是37℃，而连接酶一般在较宽温度范围

内都具有活性，说明酶切连接可以同时进行，不受温度影

响。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Pst I和 MseⅠ就不能识别酶切

位点[20]。刘秀菊等[23]在蚕豆AFLP分析中用“一步法”可完成

酶切-连接，即连接反应可在37℃进行。本研究选用的Mse I
和Pst I的最适温度为37℃，酶切连接也选用一步法，可以使2
种内切酶和连接酶都能在最适温度下充分反应。这样既简

化了分析步骤，又减少多个步骤衔接中出现的错误，保证了

反应体系的准确性，分析结果较理想。连接成功与否不能直

接检测，只有通过预扩增进行判断。如果预扩增有稳定产

物，则说明连接成功。本研究预扩增得到稳定的产物，且产

物弥散在 200~750 bp之间，表明所用的预扩增体系达到要

求，因此不需再做优化。

利用AFLP标记分析基因组，选择合适的内切酶很重要，

一般使用的限制性内切酶有两类，一类是识别位点为 4碱基

的高频剪切酶（frequent cutter），如Mse I和Taq I；另一类是识

别位点为 6碱基的低频剪切酶（rare cutter），如Pst I、EcoR I、
Sac I和Apa I等。由于Mse I内切酶相对于其他内切酶而言，

可产生较小且分布均匀的片段，是一种理想的多切点酶，考

虑到本研究供试材料向日葵的基因组较大（约 1.8×109 bp），

故选择了该内切酶，另一种内切酶选择了侧翼保护碱基序列

比较短的Pst I内切酶[24,25]。不同的内切酶对碱基修饰的敏感

程度不同，检测位点在染色体上的分布范围也存在很大的差

异。EcoR I对甲基化胞嘧啶比较敏感，着丝粒附近的碱基序

列富含甲基化胞嘧啶，EcoR I-Mse I的检测位点主要集中在

着丝粒附近，而Pst I对甲基化胞嘧啶不敏感，Pst I-Mse I检测

位点在整个基因组的分布比较均匀[24]。本研究使用EcoR I-
Mse I组合进行酶切，效果不理想，检测酶切连接产物在 750
bp处有明显的主带，酶切片段大小差异不大，多态性不高；而

Pst I-Mse I酶切连接产物在100~1000 bp呈弥散状分布，选择

性扩增产物凝胶电泳检测，条带清晰，且多态性高，这与杨娟

等[18]在红花上的研究结果相似，故以Pst I-Mse I组合为酶切

手段。AFLP 分子标记技术对模板DNA的浓度不敏感[19,24,26]，

但选择性扩增模板DNA浓度太大时，易发生拖尾现象，带型

模糊，影响分辨率；太小时，显带很弱或显不出带，影响统计

分析。本研究中酶切连接产物的浓度适宜，不需要稀释就可

以直接进行预扩增，但预扩产物需稀释30倍后用于选择性扩

增，这样既保证了拥有足够的DNA模板，又得到了清晰的电

泳图谱。

4 结论
选用Pst I-Mse I组合建立了向日葵AFLP-PCR的最佳反

应体系。即采用改良CTAB法提取DNA，酶切连接一步法时

间是 14 h，预扩产物稀释 30倍作为选择性扩增的模板，选择

性扩增中Mg2+和dNTP浓度分别为2 mmol/L和0.3 mmol/L、选
扩引物浓度为 0.6 mmol/L时效果最好。使用建立的体系从

90对引物组合中筛选出了48对扩增条带清晰、多态性好的引

物组合。
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