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AFLP (Amplified fragment length polymorphism)标记

是1992年由荷兰科学家Zabeau和Vos等在PCR和RFLP技术的

基础上发展起来的一种DNA指纹分析技术，结合了RAPD标

记多态性检测率高和RFLP标记稳定性好的优点. 此项技术对

于基因组多态性检测不需要预先知道该基因组的序列特征，

易于标准化，检出的多态位点不仅能覆盖整个基因组，而且具

有稳定性好、谱带丰富、DNA用样量少和灵敏度高等特点[1]. 
AFLP一经产生后，便在树木的数量性状定位、种质资源鉴

定、遗传连锁图谱构建、群体遗传结构及多样性研究、演化

和亲缘关系研究等方面得到广泛的应用[2]. 
麻疯树(Jatropha curcas L.)属于大戟科( Euphorbiaceae)

麻疯树属(Jatropha)，为落叶灌木或小乔木，原产于热带美

洲，分布于热带亚热带地区，在热带地区以绿篱的方式被广

泛栽培，其种子对人类和动物具有毒性. 麻疯树是一种抗旱

耐瘠的多用途速生树种，是生产生物能源、生物农药的重要

原料，也是干热河谷地区荒山造林的好树种. 麻疯树种子含

油量高，种子油经过加工可生产柴油，其作为新型生物能源

中的佼佼者，具有广泛的开发利用前景[3, 4]. 目前，尽管已经用
SPAR[5]、ISSR[6~8]、RAPD[8~ 10]等技术对麻疯树的遗传多样性

进行了研究，但仍存在一些问题，由于研究手段的局限性及

居群材料的不同，造成对麻疯树遗传多样性的评价也不一

致 [5~9]. 因此，本研究利用AFLP技术对所收集的17份国内外麻

疯树种质进行遗传多样性分析，以期建立起麻疯树AFLP体

系的标准化程序及对麻疯树进行辅助育种. 

1  材料与试剂
1.1 材 料

本研究所用材料为采自国内外不同地区的麻疯树种质，

见表1. 
1.2 试剂与仪器  

试剂：EcoRⅠ、MseⅠ购自Biolabs，T4 DNA ligase、rTaq
酶、dNTPs购自TaKaRa(大连)有限公司. Mse I／EcoR I接头和

引物由Invitrogen公司合成. 亲和硅烷、剥离硅烷购自北京鼎

国生物技术有限责任公司. 其他试剂均为国产分析纯. 
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仪器：Bio-Rad (MC013208) PCR扩增仪，Gene Genius 
Bio-imaging System凝 胶成像仪，北京六一 仪器厂生产的

DYCZ-20C型垂直电泳系统，UV-VIS Spect rophotometer 
(Tu-1901)型紫外分光光度仪. 

2  方 法
2.1 基因组DNA提取与DNA质量检测  　

采用改良CTAB法进行DNA的提取 [11]. 取1 μL总DNA进

行1%的琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像分析系统检测DNA质

量. 然后用紫外分光光度仪分别测定其在260 nm、280 nm处

的OD值. 最后统一调整DNA浓度为200 ng.μL-1. 
2.2 麻疯树AFLP体系的建立

AFLP实验流程按Vos. P [12]的方法进行，略有修改. 
2.2.1  基因组DNA的限制性酶切  选用EcoRⅠ、MseⅠ酶切组

合来研究麻疯树的DNA多态性水平. 样品DNA模板设计5个

等次即100、200、300、400、500 ng. 为了获得麻疯树基因组
DNA双酶切的最佳时间，将反应液混匀后置于37 ℃分别酶切

1、2、3、4 h以及酶切过夜. 
2.2.2  接头连接    取20.9 μL经过酶切的DNA样品，加入EcoRⅠ

接头、MseⅠ接头以及T4DNA连接酶于16 ℃连接过夜. 一部分

稀释10倍作为预扩增模板. 
2.2.3  预扩增反应  取连接稀释后的DNA 3 μL，用EcoRⅠ、

MseⅠ预扩增引物，rTaq酶进行预扩增. 然后将预扩增产物稀

释5、10、15、20倍置于－20 ℃冰箱保存备用. 
2.2.4  选择性扩增  分别取稀释5倍、10倍、15倍和20倍的预

扩增产物各3 μL进行选择性扩增. 
2.2.5  聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染    聚丙烯酰胺凝胶电泳和

银染参照文献[13~15]方法，并稍做修改. 
2.2.6  选择性引物筛选    筛选适于麻疯树的AFLP引物，对

64 (8 × 8)对AFLP核心引物组合依次测试，比较指纹图谱的清

晰度与多态性. 

3  结果与分析
AFLP技术步骤繁多，需经总DNA提取、酶切连接、预扩

增、选择性扩增、变性聚丙烯酰胺凝胶电泳、银染等一系列

的步骤，任何的不当操作都会直接影响实验的结果. 
3.1 模板DNA的提取

首先，提取高质量的DNA是实验成功的前提. 高质量的
DNA既要求DNA分 子具备完整性，又要符合严格的纯度要

求. 若DNA断裂，酶切片断的结果显然不能代表真实的DNA
结构，指纹图谱的可靠性就会降低甚至完全不能反映真实的

情况. 所以，模板DNA的制备是非常重要的一个环节. 提取麻

疯树DNA采用改良CTAB法，在液氮研磨麻疯树幼嫩叶片的

同时加入少量的PVP可有效防止多酚的氧化，水浴后用氯仿:
异戊醇(24:1)抽提两遍，所得DNA进行1%琼脂糖凝胶电泳，

结果如图1所示：1~3道均为麻疯树DNA，所得的DNA完整，

没有杂带，可用作后续试验，说明改进CTAB法可用于麻疯树
DNA的提取. 而且，经过测定，改良CTAB提取的麻疯树DNA
的D260 nm/D280 nm值在1.8左右，说明经改良的CTAB 法所提DNA
纯度是很高的，可以用来进行麻疯树AFLP分析. 

3.2 模板DNA浓度的确定
由于AFLP技术对模板浓度不敏感，在一定模板浓度范

围内都能得到理想的结果 [12]，所以从节约的目的出发，确定

一 个能得到满意结果的酶切模 板浓度即可. 酶切时 设 计了
DNA的量100、200、300、400、500 ng共5个梯度，酶切结果如

图2. 从图2可以看出，DNA 100 ng、200 ng的酶切产物十分少，

其余则都获得了较为理想的酶切片段. 所以麻疯树AFLP分析
DNA模板用量以300~500 ng为宜，太少其产物的量不够，太

多则容易导致酶切不充分. 考虑到经济的因素，确定麻疯树
AFLP反应体系最佳的DNA用量为400 ng. 
3.3 酶切时间对酶切反应的影响　

AFLP结果的准确性主要取决于DNA酶切的彻底性和

接头连接的充分 性，基因组DNA是否被完全酶切影响着最

终结果. 如果DNA酶切不完全，酶切片段覆盖不了整个基因

组，反映的不是真实的多态性，也就难以建立真实的分子指

纹图谱. 酶切时间的长短是影响模板DNA能否酶切充分和完

全的一个重要因素，不同种类的植物由于基因组大小不同，

酶切时间长短也有差异. 经1%琼脂糖凝胶电泳后的结果如图
3：1~4道分别为酶切1、2、3、4 h产物，5道为酶切过夜产物，

其带型都相同，说明1 h就能将麻疯树DNA切开. 随着时间进

表1 麻疯树种质来源
Table 1  Source locations of the J. curcas accessions

编号 No. 采集地点 Collection site 生长状态 Growth status
1 贵州贞丰 Zhenfeng, Guizhou 种子萌发 Seed germination
2 贵州册亨 Ceheng, Guizhou 种子萌发 Seed germination
3 四川攀枝花市 Panzhihua, Sichuan 种子萌发 Seed germination
4 四川西昌市 Xichang, Sichuan 山区 Mountain area
5 海南罗东 Luodong, Hainan 种子萌发 Seed germination
6 海南八所 Basuo, Hainan 种子萌发 Seed germination
7 海南海口市 Haikou, Hainan 种子萌发 Seed germination
8 云南丽江市 Lijiang, Yunnan 公路边 Roadside
9 云南永胜县 Yongsheng, Yunnan 公路边 Roadside
10 广西田阳县 Tianyang, Guangxi 公路边 Roadside
11 广西隆林县 Longlin, Guangxi 公路边 Roadside
12 马里 Mali, Africa 苗圃 Nursery
13 布基纳法索 Burkina Faso, Africa 苗圃 Nursery

14 印度尼西亚 A.B A.B, Indonesia, 
Asia 苗圃 Nursery

15 印度尼西亚 LAMPVN LAMPVN, 
Indonesia, Asia 苗圃 Nursery

16 缅甸 Burma, Asia 种子萌发 Seed germination
17 老挝 Laos, Asia 种子萌发 Seed germination

图1  DNA琼脂糖凝胶电泳检测
Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of DNA samples

1~3道均为麻疯树DNA  Lanes 1~3: Extracted DNA from J. curcas    
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一步延长，酶切产物的分 子量越 来越小，浓度也 就越 来越

大. 由此可见，适当增加酶切时间，可以提高酶切效果. 但是

时间过长，势必延长整个试验周期. 为了节省时间并且保证

双酶切的充分，确定酶切时间为2~3 h. 双酶切充分后，进行

连接. 

3.4 预扩增产物稀释倍数的影响
由于预扩增引物3’端只带 有一 个 选择性碱基，其选择

扩增性能较差，因此大量的扩增产物在琼脂糖凝胶中往往

形成 连 续的弥散带，需进 一步 进行 选择性扩增. 预扩增反

应产物进行稀释后用作选择性扩增反应的模板，用M-CAT/
E-ACA引物组合进行选择性扩增，其产物琼脂糖凝胶电泳结

果如图4，1~4道的模板分别为稀释20、15、10、5倍的预扩增

产物. 从图5中可看出，稀释5、10、15、20倍的预扩增产物都

可以得到比较稳定的选择性扩增条带. 虽然AFLP对DNA的

浓度要求不严格，但低于1 ×10-12 g μL-1时得到的AFLP指纹样

式往往不可靠[12]，因此确定预扩增产物的稀释倍数为10倍. 
3.5  聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染

在选择性扩增后，用5%的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，

然后银染. 在整个银染过程中都要注意水温. 在电泳结束后

的第一次固定中(尤其在冬季)，必须使水温达到一定温度，

否则显影时会出现整个胶板发黄现象，固定效果不好. 同时

在显影时也要控制显影液的温度(一般为10 ℃左右)，否则室

温下(夏季)会造成显影后胶板下部的条带发虚. 掌握好染色

后漂洗时间和显色时间，在染色结束后的漂洗时间不要超过
10 s，否则显影时造成“白板”或者染色较浅，不易分辨. 部
分银染结果如图5，该图为第2次引物筛选银染结果，可见条

带清晰、丰富. 

3.6 选择性引物的筛选
对一 个个体的DNA，用64对引物进行扩增，筛选出22

对扩增条带丰富且多态性较好的引物. 再用所有个体的混合
DNA，用这 22对引物进行复筛，得到8对扩增条带丰富、均

匀、多态性好的引物(表2). 第2次引物筛选结果见图5，图中标

号1~8为所筛选出的引物，与表2中的引物相对应. 

4  小 结
由于AFLP实验流程较长，步骤较多，涉及因素也较多，

所以具体操作中容易出现问题. 为了成功建立麻疯树AFLP体

系，在实验中必须严格按实验流程操作，特别应注意以下几

图2  DNA双酶切检测

Fig. 2  Detection of DNA double enzymes digestion 
1~5道的DNA量依次为100、200、300、400、500 ng 
Lanes 1~5: Digestied DNA of 100, 200, 300, 400 and 500 ng, respectively

图3  DNA不同双酶切时间的琼脂糖凝胶电泳检测

Fig. 3  Agarose gel electrophoresis of DNA double enzyme digestion at 
different times

1~4道分别为双酶切1、2、3、4 h产物；5道为双酶切过夜产物

Lanes 1~4: Products of enzyme digestion from 1, 2, 3, 4 h, respectively; Lane 
5: Products of enzyme digestion after one night

    图4  不同稀释倍数的模板的选择性扩增产物琼脂糖凝胶电泳图
   Fig. 4  Agarose gel electrophoresis of the selective amplification products 

with different diluted templates
1~ 4道 分 别 为 以 稀 释 2 0、15、10、5 倍 的 预 扩 增 产 物 为 模 板 的 选 择
性扩增产物   Lanes 1~4: The selective amplif ication products of the 
preamplification products of diluted by 20, 15, 10, 5 times respectively as 
template

图5 第2次引物筛选银染结果
Fig. 5   Silver-staining result of the second screened primers

1~8道为筛选出的8对引物  Lanes 1~8: The screened out 8 pairs of primer
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点: ① DNA的质量是体系建立成功的前提. 所以提取材料最

好选用幼嫩部分，为了防止多酚氧化，在液氮研磨时应加入

少量的PVP. ② 掌握好酶切和连接时间. AFLP结果的准确性

主要取决于DNA酶切的彻底性和接头连接的充分性，所以，

酶切要彻底，连接要充分. ③ PAGE胶的制备中，玻璃板必须

洗干净，以免产生气泡而影响点样和观察. 同时，胶的厚薄要

均匀，否则条带易倾斜，同时显影时也会造成条带出现时间

不一致. ④ 在整个银染过程中要注意温度对结果的影响，尤

其在冬季，低温下所用试剂醋酸、甲醛溶液等会发生聚合，

降低活性，会严重影响试验结果. ⑤ 要掌握好染色后漂洗时

间和显影时间，在染色结束后的漂洗时间不要超过10 s. 
综上所述，我们成功建立了适用于麻疯树的AFLP体系，

为以后利用AFLP技术对麻疯树进行遗传多样性研究提供了

标准化的程序，以及对麻疯树进行辅助育种. 
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表2 筛选出的8对选择性扩增引物
Table 2   List of 8 pairs of screened primers

编号 No. MseⅠ引物 Primer EcoRＩ引物 Primer
1 M-CAG E-AAG
2 M-CAA E-ACT
3 M-CTG E-ACA
4 M-CAA E-ACC
5 M-CAT E-ACA
6 M-CAG E-AGG
7 M-CAT E-AGG
8     M-CTA E-AAG


