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摇 摇 摘要:摇 为建立萝卜逆转座子间扩增多态性(IRAP)技术体系,基于萝卜 Ty1鄄copia 类逆转座子逆转录酶的保守

序列设计引物,对 IRAP鄄PCR 反应主要因素进行分析。 建立的萝卜 IRAP 标记技术体系(20 滋l)为:20 ng 基因组

DNA 模板,1伊PCR buffer,0郾 25 mmol / L dNTPs,2郾 0 mmol / L Mg2+,0郾 4 滋mol / L引物,1 U Taq DNA 聚合酶。 将所建立

的 IRAP 标记技术体系应用于 14 个萝卜品种指纹图谱分析,结果显示,筛选出的 2 个特异引物 RsTy1F5 和

RsTy1F10 在 14 份萝卜材料中共扩增得到了 16 个多态性条带,可以将 14 份萝卜材料完全区分开,每份种质都有独

特的指纹图谱,表明 IRAP 技术可以有效地应用于萝卜种质鉴定和指纹图谱的构建。
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Establishment of inter鄄retrotransposon amplified polymorphism ( IRAP)
reaction system and construction of cultivar fingerprint in radish (Rapha鄄
nus sativus L. )

LI Fang,摇 XU Liang,摇 WEI Mei鄄tian,摇 GONG Yi鄄qing,摇 LIU Li鄄wang
(National Key Laboratory of Crop Genetics and Germplasm Enhancement / College of Horticulture, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095,China)

摇 摇 Abstract:摇 Based on the conserved domain of Ty1鄄copia鄄like retrotransposon reverse transcriptase of radish, inter鄄ret鄄
rotransposon amplified polymorphism (IRAP) primers were designed. Several important reaction factors of IRAP were stud鄄
ied to establish and optimize IRAP marker system in radish. The IRAP鄄PCR was performed in a optimized 20鄄滋l reaction
mixture containing 20 ng DNA, 1伊PCR buffer, 0. 25 mmol / L dNTPs, 2. 0 mmol / L Mg2+,0. 4 滋mol / L primer and 1 U Taq
DNA polymerase. DNA fingerprint maps of 14 radish genotypes were constructed with optimized IRAP molecular marker
system. A total of 16 polymorphic bands were generated with two primers, RsTy1F5 and RsTy1F10. The 14 radish geno鄄
types could be absolutely distinguished with the two IRAP primers. Each radish genotype had a unique fingerprint, sugges鄄
ting that IRAP marker was practical and effective in radish cultivar identification and fingerprint construction.

Key words:摇 radish; retrotransposon; inter鄄retrotransposon amplified polymorphism (IRAP); fingerprinting

摇 摇 逆转座子(Retrotransposon)为普遍存在于真核

生物基因组中的可移动转座元件,是核基因组的主

要组成部分,在植物基因组进化过程中扮演重要角

色[1鄄4]。 根据末端是否包含长重复序列(Long termi鄄
nal repeat, LTR),逆转座子可分为 LTR 和 non鄄LTR
逆转座子两大类。 LTR 逆转座子依据其编码区蛋白

基因顺序的不同,又可分为 Ty1鄄copia 和 Ty3鄄gypsy 2
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个亚类[5鄄7],其中 Ty1鄄copia 类逆转座子在植物界分

布较广,也是目前研究较多的一类。 逆转座子在植

物基因组中分布范围较广、异质性较高,并且具有高

拷贝和插入位点多等特性,非常适用于分子标记的

开发。 IRAP( Inter鄄retrotransposon amplified polymor鄄
phism)是一种基于逆转座子开发的分子标记,由
Kalendar[8]1999 年首次在大麦中提出,其原理是依

据逆转座子 LTR 的保守序列或逆转录酶的相对保

守序列设计引物,这些引物在 PCR 扩增过程中可与

LTR 逆转座子的相应区域退火,进而扩增出相邻的

同一家族 2 个逆转座子成员间的片段[9]。 IRAP 标

记具有操作简单、多态性丰富和检测效率高等优点,
目前已经在种质鉴定、遗传图谱检测和多样性分析

等领域得到了广泛应用[10鄄12]。 研究结果表明,IRAP
标记在大麦及烤烟不同品种间均可扩增出丰富的多

态性条带,特别适合作物遗传多样性研究[8],目前

已在茄子、马铃薯、梨、梅等作物中得到广泛应

用[13鄄16]。
萝卜为起源于中国的一种重要根菜类蔬菜作

物,其种质资源十分丰富,种质资源的保存和利用,
对于选育高产、 优质、 抗病新品种具有重要意

义[17鄄18]。 随着新品种的不断增加,基础育种材料亲

本被重复使用,新基因资源的缺乏造成遗传基础狭

窄,新品种的鉴定难度逐渐增大[19],同名异物或同

物异名现象时有发生,单纯依靠表型性状很难区

分[20]。 DNA 指纹图谱是在 DNA 分子标记基础上建

立的反映生物个体间差异的 DNA 电泳图谱,是进行

品种鉴定的重要技术,具有快捷、准确、稳定、经济等

特点,中国已将 DNA 指纹图谱鉴定作为品种质量监

控的重要手段之一[21]。 利用分子标记进行品种鉴

定并构建指纹图谱对知识产权保护和维护生产者与

育种者的利益尤为重要[19]。 随着基因组学研究的

发展,多种分子标记技术已经广泛应用于萝卜种质

鉴定和遗传多样性研究,如 RAPD、SSR、ISSR 等,但
尚未见有关萝卜 IRAP 标记分析的相关报道。

本研究以萝卜品种 NAU鄄SN 为试验材料,对萝

卜 IRAP 反应体系中 Mg2+、dNTPs 和引物浓度等主

要因素进行分析,建立并优化萝卜 IRAP鄄PCR 技术

体系,并应用于萝卜品种指纹图谱的构建,以期为开

展萝卜遗传多样性、品种鉴定与性状遗传标记定位

研究奠定技术基础,也为萝卜性状遗传改良和分子

育种提供高效的分子技术手段。

1摇 材料与方法

1. 1摇 试验材料

反应体系优化、引物筛选采用萝卜品种 NAU鄄
SN,用于指纹图谱构建的 14 个萝卜品种(表 1),均
由南京农业大学萝卜遗传育种研究室保存。

表 1摇 用于 IRAP 标记分析的 14 个萝卜品种

Table 1摇 The 14 radish genotypes used for IRAP analysis

编号 品种名 来源 皮色 抽薹

1 RG 中国 白 中

2 LLYB 中国 白 中

3 Sharlokhov 哈萨克斯坦 红 早

4 PI177065 美国 白 中

5 Summer Top 韩国 白 中

6 Late Spring Top 韩国 白 晚

7 PI436536 危地马拉 红 早

8 PI262942 俄罗斯 红 中

9 PI262941 俄罗斯 红紫 中

10 PI109562 美国 红紫 中

11 PI121018 土耳其 紫 中

12 PI140428 伊朗 白 早

13 WXQ 中国 绿 中

14 BLACK 德国 黑 中
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1. 2摇 基因组 DNA 提取

萝卜基因组 DNA 提取采用改良的 CTAB鄄氯仿鄄
异戊醇法[22]。
1. 3摇 IRAP 引物设计与合成

利用 Clustalx 软件对本研究室分离到的萝卜

Ty1鄄copia 类逆转座子逆转录酶序列进行多重比对,
在其保守区域设计特异引物(表 2)。

表 2摇 IRAP 引物名称及信息

Table 2摇 Information of IRAP primers

摇 引物 摇 摇 摇 摇 摇 序列(5忆鄄3忆)

RsTy1F1 摇 摇 CACGGAGAGTTGGAGGAGGA

RsTy1F5 摇 摇 AGCAGGCTCCAAGGCAGTG

RsTy1F10 摇 摇 GAAGCGAGCACGACATCTG

1. 4摇 IRAP 扩增反应体系和参数设置

PCR 反应各组分浓度及优化条件见表 3,其中

Mg2+、dNTPs 和引物分别设置 3 个浓度梯度,共有 27
个处理。

表 3摇 IRAP鄄PCR 体系各组分浓度优化

Table 3 摇 The design of components concentrations for IRAP鄄PCR
protocol

反应成分摇 摇 摇 浓度

Mg2+(mmol / L) 1. 00 2. 00 3. 00

dNTPs (mmol / L) 0. 10 0. 25 0. 50

引物 (滋mol / L) 0. 20 0. 40 0. 80

摇 摇 PCR 扩增程序参照 Campbell 等[16] 设定并稍加

改良:94 益 4 min 1 个循环; 94 益 30 s,49 益 30 s,
72 益 2 min 38 个循环;72 益延伸 10 min,10 益保

存。 PCR 扩增产物在 8 %聚丙烯酰胺凝胶上分离,
120 V 电泳 3 h 左右,AgNO3染色并显色后,拍照记

录。

2摇 结果与分析

2. 1摇 IRAP鄄PCR 扩增体系建立

2. 1. 1摇 最优 Mg2+浓度水平筛选摇 Mg2+在反应过程

中主要影响 Taq DNA 聚合酶的活性,在图 1 中,泳
道1 ~ 9 Mg2+浓度为 1郾 0 mmol / L,泳道 10 ~ 18 Mg2+

浓度为 2郾 0 mmol / L,泳道19 ~ 27 Mg2+ 浓度为 3郾 0
mmol / L,结果显示,当 Mg2+浓度处在一个较低的水

平(1郾 0 mmol / L)时,不能有效扩增,产生的条带基

本没有或者较少,一些片段明显缺失;当 Mg2+ 浓度

处在一个较高的水平(3郾 0 mmol / L)时,相对的条带

清晰度有所下降,条带有缺失现象,主要为弱带;当
Mg2+浓度处在中间水平(2郾 0 mmol / L)时,扩增的条

带清晰,基本无缺失现象,所以本研究中最适宜

Mg2+浓度为 2郾 0 mmol / L。
2. 1. 2 摇 最优 dNTPs 与引物浓度水平筛选 摇 结果

(图 1)显示,当 dNTPs 浓度为 0郾 1 mmol / L,引物浓

度为 0郾 2 滋mol / L时(泳道 1、10、19),随着 Mg2+浓度

的升高,扩增条带从无到有,部分片段缺失;当

dNTPs 浓 度 为 0郾 10 mmol / L, 引 物 浓 度 为 0郾 4
滋mol / L时(泳道 4、13、22),不同 Mg2+浓度均能扩增

出条带,且随着 Mg2+ 浓度的升高,条带数量有所增

加;当 dNTPs 浓度为 0郾 10 mmol / L,引物浓度为 0郾 8
滋mol / L(泳道 7、17、25),随着 Mg2+ 浓度的升高,弱
带数增加, 当 Mg2+浓度处于最高水平时,条带数量

减少,部分条带缺失。
当 dNTPs 浓度为 0郾 25 mmol / L,引物浓度为 0郾 2

滋mol / L时(泳道 2、11、20),扩增效果不明显,随着

Mg2+浓度的增加,条带从无到有,但不清晰且部分片

段不能扩增;当 dNTPs 浓度为 0郾 25 mmol / L,引物浓

度为 0郾 4 滋mol / L时(泳道 5、14、23),随着 Mg2+浓度

的升高,扩增条带从无到有,并逐渐清晰,同时条带

的数量也增加,尤其是弱带的数量增加明显;当
dNTPs 浓度为 0郾 25 mmol / L, 引物为高浓度 0郾 8
滋mol / L时(泳道 8、17、26),随着 Mg2+浓度增加某些

条带从无到有,条带数明显增加。
当 dNTPs 浓度为 0郾 50 mmol / L,引物为低浓度

水平 0郾 2 滋mol / L时(泳道 3、12、21),随着 Mg2+浓度

增加,扩增条带从无到有,在 Mg2+ 浓度为中高浓度

时扩增条带数量基本无变化;当 dNTPs 浓度为 0郾 50
mmol / L,引物浓度为 0郾 4 滋mol / L时 (泳道 6、15、
24),随着 Mg2+浓度的增加,条带特别是弱带数量有

所增加;当 dNTPs 浓度为 0郾 50 mmol / L,引物浓度为

0郾 8 滋mol / L时(泳道 9、18、27),扩增条带的数量随

着 Mg2+浓度的增加而增加,但当 Mg2+浓度达到 3郾 00
mmol / L时,条带出现模糊情况,清晰度下降。 综上

所述,dNTPs 浓度与引物浓度的最优组合为:dNTPs
浓度 为 0. 25 ~ 0郾 50 mmol / L, 引 物 为 0. 4 ~ 0郾 8
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滋mol / L。 当引物处于相同浓度水平时,随着 dNTPs
浓度的升高,条带数量增多,但基本为弱带,变化范

围可以忽略,故选择 dNTPs 浓度为 0郾 25 mmol / L,引
物浓度为0. 4 ~ 0郾 8 滋mol / L。

M:DL2000 DNA marker;泳道 1、4、7、10、13、16、19、22 和25: 0. 10 mmol / L dNTPs;泳道 2、5、8、11、14、17、20、23 和26: 0. 25 mmol / L dNTPs;泳
道 3、6、9、12、15、18、21、24 和 27: 0. 50 mmol / L dNTPs;泳道 1 ~ 3、10 ~ 12、19 ~ 21: 0. 2 滋mol / L 引物;泳道 4 ~ 6、13 ~ 15、22 ~ 24: 0. 4 滋mol / L

引物;泳道 7 ~ 9、16 ~ 18、25 ~ 27: 0. 8 滋mol / L 引物;泳道 1 ~ 9: 1. 00 mmol / L Mg2+;泳道 10 ~ 18: 2. 00 mmol / L Mg2+;泳道 19 ~ 27:3. 00

mmol / L Mg2+。
图 1摇 萝卜 IRAP鄄PCR 电泳图谱

Fig. 1摇 IRAP鄄PCR profiles of radish

2. 2摇 萝卜品种指纹图谱的构建

以优化的 IRAP 标记体系为基础,对设计的

特异性引物进行筛选,从中选出 2 条扩增条带

清晰,多态性高且稳定性好的引物在 14 个萝卜

品种中构建指纹图谱,共扩增出 16 个多态性条

带(图 2) 。 根据 DNA 扩增图谱中 IRAP 标记位

点扩增条带分布情况进行数字化统计,以“1冶和

“0冶代表扩增条带的有和无,获得了各品种由

16 位数字组成的字符串,建立了基于 2 个引物

组合扩增的 14 个萝卜品种数字指纹图谱 ( 表

4) 。 利用 2 个引物组合可以将这 14 个品种完

全区分开来,每一份种质材料都有自己独特的

指纹图谱。

A:引物 RsTy1F5;B:引物 RsTy1F10。 M:DL2 000 DNA marker;1 ~ 14:RG、LLYB、Sharlokhov、PI177065、Summer Top、Late Spring Top、PI436536、
PI262942、PI262941、PI109562、PI121018、PI140428、WXQ、BLACK。 荩:多态性位点。

图 2摇 引物 RsTy1F5(A)和 RsTy1F10(B)在 14 个萝卜品种中的扩增图谱

Fig. 2摇 The PCR amplification profiles of 14 radish cultivars with primers RsTy1F5(A) and RsTy1F10(B)
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表 4摇 14 份萝卜品种的特征指纹图谱

Table 4摇 The IRAP unique fingerprint map of 14 cultivars of radish

品种名摇 摇 RsTy1F5 RsTy1F10 指纹图谱

RG 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1001110110100111

LLYB 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1001110111000101

Sharlokhov 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1001111001110111

PI177065 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0101111100101111

Summer Top 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1100100111111001

Late Spring Top 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1100101101111001

PI436536 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1100111111111011

PI262942 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0001110100111110

PI262941 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0001111101111110

PI109562 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1011110001111010

PI121018 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1111111100111111

PI140428 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0001110101111111

WXQ 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0000111010110111

BLACK 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1101111011101111

3摇 讨 论

逆转座子在植物基因组中分布广泛,基于逆转

座子的分子标记具有丰富的多态性和高信息量等优

点[23]。 IRAP 标记作为逆转座子分子标记的一种,
可检测逆转座子在宿主基因组中的插入多态性,操
作简单,不需要进行酶切及引入引物接头等繁琐过

程,是应用较广泛的逆转座子标记之一[24]。
IRAP 标记基于 PCR 反应, 不同浓度 Mg2+、

dNTPs、引物等因素对扩增结果影响较大。 增加

Mg2+浓度对扩增条带的增加或减少有较大的影

响[25];低浓度的引物会使 PCR 效率降低,而浓度过

高又可能会产生非靶序列的扩增[26];高浓度的

dNTPs 会使反应速度加快,但成本高且不利于多态

性条带的扩增,浓度过低则相反。 本试验中 Mg2+浓

度过低时,条带缺失严重,增加其浓度,扩增条带增

加且清晰,但浓度过高却又影响了条带的清晰度和

扩增效果;引物浓度较低时条带数量与高浓度相比,
也有明显减少;而中等水平和高水平浓度的 dNTPs
扩增效果差异不大,均能得到理想条带,为节约成

本,故选择中等水平浓度。 因此本研究确定的萝卜

IRAP 标记体系为(20 滋l):20 ng DNA 模板,1伊PCR
buffer,0郾 25 mmol / L dNTPs,2郾 00 mmol / L Mg2+,0郾 4

滋mol / L引物,1 U Taq DNA 聚合酶,与前人研究结果

基本一致[17,27]。
摇 摇 萝卜是重要的蔬菜类作物,种质资源十分丰富,
随着选育品种的增多,种质材料间的差异越来越小,
单纯依靠表型性状来进行区分非常困难,利用 DNA
分子标记技术进行种质鉴定,结果稳定可靠且效率

高,不受环境等因素的影响[28]。 IRAP 标记较常规

DNA 分子标记而言,稳定性高且多态性更为丰富,
适用于种质鉴定、遗传多样性分析等研究,并已在茄

子和果梅等作物中得到广泛证实[29鄄30]。 陶爱芬等

利用 IRAP 和 ISSR 标记比较分析了 28 份烟草种质

资源多样性,结果表明 IRAP 标记中每个引物产生

的多态性条带及多态性比率明显高于 ISSR 标记,且
条带更稳定[31]。 27 份柿种质资源遗传多样性分析

结果表明 IRAP 标记产生的多态性远远高于 RAPD
标记[32]。 利用 IRAP 标记已经成功构建了柿属植

物、苹果指纹图谱, 并鉴定出芽变品种间的差

异[33鄄34]。 本试验根据已建立的萝卜 IRAP 技术体

系,从设计的 IRAP 引物中筛选出 2 条稳定性高、多
态性强的引物,在 14 份萝卜种质材料中检测出 16
个多态性位点,并成功构建了萝卜品种指纹图谱。
从本研究结果可以看出,利用 IRAP 分子标记构建

的萝卜指纹图谱条带清晰,指纹差异丰富,多态率
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高,表明建立的 IRAP 标记是构建萝卜品种指纹图

谱的一种理想标记,在萝卜遗传多样性分析方面是

有效的,将为萝卜优良品种选育和遗传改良提供新

型有效的分子技术手段。
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