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摘 要：为了建立甜菜DAMD扩增体系，以期利用DAMD引物应用于甜菜品种指纹图谱的构建及分子

标记辅助育种。本实验利用单因素变量的方法对甜菜 DAMD 体系进行优化。同时选用 12 个甜菜品

种，利用优化的体系对25条DAMD引物进行扩增。获得甜菜的最适DAMD体系：总体积为20 μL，包含

模板 DNA 10~80 ng、0.75 U 的 DNA 聚合酶、0.2 μL 的 dNTPs (2.5 mmol/L each)以及 2.0 μL 的引物

(10 μmol/L)。同时25条引物均扩增出了清晰条带，除了个别引物多态性较差外，其余引物多态性都非

常的丰富，其中引物62H(-)就可以把实验中用到的12个甜菜品种全部区分开。由此可见，DAMD引物

的扩增效率很高，并且扩增结果稳定，条带清晰，非常适合甜菜品种指纹图谱的构建及遗传多样性分析。
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Abstract: To establish a beet DAMD amplification system and apply DAMD primer in construction of beet
varieties fingerprint and molecular marker assisted breeding, this experiment optimized the beet DAMD system
by using the single factor variable method. 12 beet varieties were chosen; the optimized system was used to
amplify 25 DAMD primers. The optimum DAMD system of beet was as following: a total volume of 20 μL,
template DNA 10- 80 ng, 0.75 U of DNA polymerase, 0.2 μL of dNTPs (2.5 mmol/L each) and 2.0 μL of
primers (10 μmol/L). At the same time, 25 primers were all amplified out of the clear bands, and except
individual primers whose polymorphism was poorer, the other primers had very abundant polymorphism. The
primers 62 H(-) could distinguish all 12 beet varieties. Thus, DAMD primers had high amplification efficiency,
the amplification result was stable and the bands were clear, so DAMD primers were very suitable for the
construction of fingerprint and the genetic diversity analysis of beet.
Key words: beet; direct amplification of mini satellite DNA by PCR; system optimization; fingerprinting;
DNA
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0 引言

甜菜是世界上重要的糖料作物之一，甜菜糖的产

量大约占到世界食糖总量的 25%，中国的甜菜糖厂都

分布在北方，据统计，2016年中国生产加工的糖厂共

23家，分别分布在新疆、内蒙古、黑龙江和甘肃 4个省

份，2016年中国甜菜播种面积16.87万hm2。随着国家

供给侧结构改革的推进，玉米种植面积的减少，甜菜的

种植面积会逐渐增加。目前甜菜生产上面临的一个问

题就是品种鉴别，由于甜菜的遗传基础比较狭窄[1]，采

用传统的形态学方法很难鉴别，而且耗费时间也长。

而分子标记技术在鉴定品种纯度以及指纹图谱的构建

上则发挥着越来越重要的作用，目前已经有多种分子

标记技术应用到了作物的指纹图谱构建及遗传多样性

分析上，如RAPD[2]、AFLP[3]、SRAP[4]、SSR[5]、SNP[6]以及

DAMD[7] 等 。 DAMD(Direct Amplification of

Minisatellite DNA by PCR)是利用 PCR直接扩增串联

重复序列可变区，1993年由Health等[8]提出，目前已经

广泛应用于多种动植物，如黄瓜[9]、甜瓜[10]、小麦[11]以及

鼠尾草[12]等等的指纹图谱构建，但目前DAMD引物尚

未有在甜菜上进行应用的报道。

本研究以 12份甜菜品种为材料，以小卫星DNA

核心序列为引物，利用单一变量因素建立甜菜的

DAMD反应体系，并利用确定的反应体系对适合甜菜

品种扩增的DAMD引物进行筛选，以开发出适合甜菜

品种指纹图谱构建的DAMD引物，为将来利用DAMD

分子标记建立甜菜品种的指纹图谱打下基础。

1 材料与方法

1.1 材料

实验中用到的甜菜品种分别来自于德国的KWS

公司、德国的斯特儒博公司、美国的BETASEED公司、

丹麦的麦瑞博公司以及瑞士的先正达种子公司，所有

品种的名称及编号见表1。

品种编号

1

2

3

4

5

6

品种名称

KWS0149

KWS2463

ST13092

SD13829

HI0544

Beta356

品种来源

KWS公司

KWS公司

斯特儒博公司

斯特儒博公司

先正达公司

BetaSeed公司

品种编号

7

8

9

10

11

12

品种名称

KWS9149

KWS5145

KWS4121

MA3018

HI0871

MA097

品种来源

KWS公司

KWS公司

KWS公司

麦瑞博公司

先正达公司

麦瑞博公司

药品名称

dNTPs (2.5 mmol/L each)

Primer (10 μmol/L)

Taqase (2.5 U/μL)

DNA模板

原初体系

0.4

2

0.4

2.5

单因素变量

1

0.1

0.5

0.1

0.5

2

0.2

1

0.2

1

3

0.3

1.5

0.3

1.5

4

0.4

2

0.4

2

5

0.5

2.5

0.5

2.5

6

0.6

3

0.6

3

7

0.7

3.5

0.7

3.5

8

0.8

4

0.8

4

表1 甜菜品种名称及其编号

1.2 实验方法

1.2.1 甜菜基因组DNA的提取 实验中用到的甜菜品

种播种于黑龙江大学甜菜改良中心的温室中，苗期每

个品种取 5 株混合，利用 CTAB 法提取甜菜基因组

DNA[13]，最后用核酸蛋白测定仪检测提取的DNA浓度

和纯度，并稀释到10 ng/μL的工作液备用。

1.2.2 DAMD引物来源及反应体系的优化 引物来源：

实验中用到的引物均来自于文献[14-18]。

反应体系的优化：参考其他反应体系[19]，建立甜菜

DAMD的原初反应体系，20 μL反应体系中包含 10×

PCR buffer 2 μL，0.4 μL dNTPs (2.5 mmol/L each)，

10 μmol/L 的引物 2 μL，2.5 U/μL 的 Taqase 0.4 μL，

10 ng/μL的模板DNA 2.5 μL。在此基础上设置单因

素变量实验，最终用灭菌的去离子水将反应体系补充

到20 μL，处理结果见表2。

1.2.3 甜菜DAMD扩增程序与电泳 DAMD扩增程序

采用 94℃变性 4 min；然后 35 个循环，94℃变性 40 s，

55℃退火 40 s，72℃延伸 40 s；最后 72℃延伸 5 min。

表2 单因素变量处理

兴 旺等：甜菜DAMD-PCR体系的建立及优化
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PCR结束后，扩增产物加入 1×Loading buffer，利用平

板离心机离心 3 min，用 6%的非变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳对扩增产物进行分离，快速银染法染色[20]，用数码

相机进行拍照。

2 结果与分析

2.1 不同成份浓度对甜菜DAMD扩增反应的影响

2.1.1 dNTPs 浓度对甜菜 DAMD 扩增反应的影响 利

用 1号品种和引物URP2R进行甜菜DAMD体系的优

化，实验重复2次，实验结果见图1。

从图 1可以看出，在 20 μL反应体系中，加入 0.2~

0.8 μL的 dNTPs均能扩增出清晰的条带，并且条带之

间没有差别，而加入 0.1 μL 的 dNTPs 则没有扩增条

带，因此从节约的角度考虑，选择 20 μL体系中加入

0.2 μL dNTPs作为甜菜DAMD反应体系的最佳浓度。

M为标准分子量，1~8为同一变量不同浓度，浓度与表2对应

图1 4种单因素变量对甜菜DAMD扩增产物的影响

2.1.2 引物浓度对甜菜DAMD扩增反应的影响 从图1

第 2部分可以看出，当 20 μL体系中加入 0.5 μL引物

时，几乎没有扩增条带的产生，加入 1.0 μL和 1.5 μL

时，虽然有扩增条带，但条带不是很清晰，只有达到

2.0 μL引物时，才产生清晰的扩增条带，且随着引物浓

度的增加，扩增条带没有任何差异，故选择20 μL体系

中加入 2.0 μL引物作为甜菜DAMD扩增反应的最佳

浓度。

2.1.3 Taqase 浓度对甜菜 DAMD 扩增反应的影响 从

图1第3部分可以看出，在20 μL体系中加入Taqase 从

0.25 U到2 U都能够扩增出条带，但0.25 U和0.5 U扩

增的个别条带比较模糊，因此在考虑节约和不影响扩

增效果的情况下，20 μL扩增体系中选择 0.75 U作为

甜菜DAMD扩增反应的最佳浓度。

2.1.4 DNA 模板浓度对甜菜 DAMD 扩增反应的影响

从图 1 第四部分可以看出，20 μL 反应体系中加入

DNA模板从10 ng到80 ng均扩增出清晰的条带，因此

可以认为模板浓度在 10~80 ng之间对扩增结果没有

影响。

2.2 甜菜DAMD-PCR体系的验证

利用 12 个甜菜品种对 25 条 DAMD 引物进行扩

增，结果表明 25条引物均扩增出了清晰条带，出了个

别引物多态性较差外，其余引物多态性都非常的丰富，

非常适合甜菜品种指纹图谱的构建，单个引物扩增多

态性条带最多的是 62H(-)，共扩增多态性条带 25条，

图 2为引物 62H(-)对 12个甜菜品种的扩增结果，从图

中可以看出，引物62H(-)多态性非常的丰富，只需要一

条引物就可以完全将12个甜菜品种区分开。

3 讨论与结论

利用单因素变量优化甜菜DAMD体系，最终确定

了甜菜最适DAMD扩增体系为 20 μL反应体系中包

含 模 板 DNA 10~80 ng、0.75 U 的 DNA 聚 合 酶 、

2.5 mmol/L each 的 dNTPs 0.2 μL 以及 2.0 μL 的引物

(10 μmol/L)。胡建斌等[9]构建了黄瓜 20 μL的DAMD

其中1~12对应的品种编号与表1相同

图2 引物62H(-)对12个甜菜品种的扩增结果

·· 8
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反应体系其中包括 0.25 mmol/L dNTPs、1.2 U Taq酶、

2.0 μmol/L 引物和 10~80 ng 模板 DNA，与其相比在

Taq酶的使用上有所节省，但由于每个作物有着自己

特殊的性质，所以在体系建立上也有所差别，本研究首

次建立了甜菜 DAMD 体系，增添了甜菜引物研究类

别。同时利用 12 个甜菜品种及优化的体系对 25 条

DAMD引物进行扩增，25条引物均扩增出了清晰的条

带，其中有2个引物多态性较差外，其余引物多态性都

非常的丰富，其中引物62H(-)就可以把12个甜菜品种

全部区分开，说明DAMD引物的扩增效率很高，非常

适合甜菜品种指纹图谱的构建。另外由于DAMD引

物G和C的含量比较高，而且碱基数一般都在15个以

上，使用的退火温度较高，所以扩增的重复性要高于

RAPD，具有很好的稳定性。

甜菜DAMD体系的建立为DAMD在甜菜上进行

应用提供了可能，同时进行DAMD引物的筛选，拓宽

了甜菜引物应用面，为甜菜品种的指纹图谱构建、遗传

多样性分析以及其他分子标记辅助育种提供了新的思

路，将来随着DAMD引物开发的增多，DAMD分子标

记技术会在甜菜分子标记辅助育种上发挥越来越大的

作用，DAMD引物除用于甜菜指纹图谱构建外，今后

还可尝试进行关联分析等研究。

本研究借鉴DAMD在其他作物上的应用，最终确

定了DAMD在甜菜应用中的最适体系，体系总体积为

20 μL，包含模板 DNA 10~80 ng、0.75 U 的 DNA 聚合

酶、0.2 μL 的 dNTPs (2.5 mmol/L each)以及 2.0 μL 的

引物(10 μmol/L)，同时从 25对DAMD引物中筛选出

23对多态性好的引物，其中引物62H(-)可以把12个甜

菜品种全部区分开，23对引物均可用作甜菜指纹图谱

构建。
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