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摘要：非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳技术的检测效果受到凝胶聚合速度、片段迁移率等多种因素影

响。以大白菜为供试材料，研究比较了凝胶聚合速度及ＰＣＲ产物在不同浓度凝胶上的检测效果。

不同浓度的凝胶是由２种〔４０％（１９∶１）和３０％（２９∶１）〕贮存液分别配制的４种浓度（５％，７％，

９％，１１％）。结果表明，在４～３０℃，凝胶聚合速度随温度的升高而加快；ＡＰＳ保持不变，不同温度

下ＴＥＭＥＤ∶ＡＰＳ合适配比也不同：４℃（冬季）时，ＴＥＭＥＤ／ＡＰＳ的合适配比是１∶１０，２５℃（春

秋）、３０℃（夏季），选择１∶２０的配比为宜；２种不同贮存液配制的相同浓度凝胶检测效果不同，３０％
（２９∶１）优于４０％（１９∶１），由前者配制７％的凝胶上ＤＮＡ片段分离效果好，带型清晰，分辨率高。
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　　ＰＣＲ扩增产物检测通常采用琼脂糖凝胶电泳
或聚丙烯酰胺凝胶电泳２种检测体系［１］。琼脂糖凝
胶电泳与聚丙烯酰胺凝胶电泳相比快速简单，但分
辨率不是很高；后者比前者分辨率高，能检测出较多
的条带，且通量高，可以对大批量样品检测，所需样
品量少［２］。另外，聚丙烯酰胺凝胶电泳还使操作者
远离ＥＢ的污染［３］。常用的聚丙烯酰胺凝胶有２
种，一种是变性聚丙烯酰胺凝胶，另外一种是非变性
聚丙烯酰胺凝胶，前者用于分离和纯化单链 ＤＮＡ
片段，后者用于分离和纯化双链ＤＮＡ片段。但非
变性聚丙烯酰胺凝胶更具有制胶简便快捷、点样迅
速、电泳条带整齐、易判读等优点，因此在具体实践
中更高效可行［４］。

但是，非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳在制胶的过
程中也存在一些问题，很少有人对制胶方法提出改
进［５］。主要的问题是：第一，由于凝胶浓度不合适造
成ＤＮＡ片段不通过，即使通过但条带不分离或者
分离效果不好，影响试验结果准确度；第二，若凝胶
速度太快，则灌胶时胶已凝固；若凝胶速度太慢，则
易漏胶，再补胶时由于胶浓度前后不一致，造成凝胶
浓度不均匀，不仅影响凝胶结果美观度，而且影响点
样和试验结果的准确性。

本试验旨在筛选检测效果较佳的凝胶浓度和有
效控制凝胶聚合的速度。目前大多学者采用４０％
（１９∶１）和３０％（２９∶１）的贮存液。据此采用４０％
（１９∶１）凝胶贮存液和３０％（２９∶１）凝胶贮存液配
制５％、７％、９％、１１％的凝胶，根据凝胶聚合构成因
素（温度，ＴＥＭＥＤ：ＡＰＳ），改变温度和 ＴＥＭＥＤ：

ＡＰＳ比例，测定凝胶聚合速度；ＰＣＲ扩增产物分别
在５％、７％、９％、１１％〔４０％（１９∶１）和３０％（２９∶
１）〕的凝胶上检测，筛选出可使 ＤＮＡ 片段充分分
离，易判读的凝胶浓度。以此对制胶方法提出改进
措施，为提高聚丙烯酰胺凝胶检测效果提供依据。

１　材料和方法

１．１　试验材料
选取农艺性状差异较大的６份不同来源的大白

菜ＤＨ系材料，代号分别为：５８－１０（ａ），６３－５（ｂ），６６－
８３（ｃ），Ｒ１６－１１（ｄ），Ｙ１５２－３（ｐ１），Ｙ２３１－３３０（ｐ２）。上
述材料由河南省农业科学院园艺研究所提供，所有
试验均在河南省农科院园艺所分子生物学实验室进
行。

１．２　ＤＮＡ提取方法
基因组ＤＮＡ的提取采用改良的ＣＴＡＢ法［６］，

利用１％的琼脂糖检测其质量和均匀度，保存于

－２０℃冰箱中备用。

１．３　ＰＣＲ扩增体系和条件

ＰＣＲ体系为２０μＬ，其中ｄＮＴＰｓ　０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶１Ｕ，Ｍｇ２＋２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ
２μＬ，上下游引物为０．２５μｍｏｌ／Ｌ，模板ＤＮＡ　５μＬ
（１０ｎｇ／μＬ），ｄｄＨ２Ｏ补足至２０μＬ。ＰＣＲ扩增程序
参数为：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃
退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；最后

７２℃延伸７ｍｉｎ，４℃下保存产物。

１．４　凝胶聚合速度比较
设置２种不同配比的凝胶贮存液分别为４０％

（１９∶１）（１００ｍＬ　Ｈ２Ｏ中３８ｇ丙烯酰胺和２ｇ　Ｎ，

Ｎ－甲叉双丙烯酰胺）和３０％（２９∶１）（１００ｍＬ　Ｈ２Ｏ
中２９ｇ丙烯酰胺和１ｇ　Ｎ，Ｎ－甲叉双丙烯酰胺）。用
秒表分别计时测定由上述２种贮存液配制的５％、

７％、９％、１１％工作液的凝胶聚合时间，凝胶配制方
法见表１。测定时根据季节的变化，温度利用冰箱
和恒温箱设置成４℃（冬）、２５℃（春秋）、３０℃（夏）

３个水平。４０％（１９∶１）的各工作液中设置２个水平
的ＴＥＭＥＤ 和 ＡＰＳ（１０％）配比，分别是１∶１０，

１∶２０（ＡＰＳ量不变）；３０％（２９∶１）设置３个水平的

ＴＥＭＥＤ和ＡＰＳ（１０％）配比，分别为１∶５，１∶１０和

１∶２０。对凝胶浓度、温度、ＴＥＭＥＤ与ＡＰＳ配比３
个因素设置正交试验。

表１　４０％（１９∶１）与３０％（２９∶１）贮存液配制各浓度
工作液的配制方法

贮存液浓度
凝胶浓
度／％

ｄｄＨ２Ｏ／
ｍＬ

１０×ＴＢＥ／
ｍＬ

贮存液
体积／ｍＬ

总体
积／ｍＬ

４０％（１９∶１） ５　 ４７．５　 ６　 ７．７　 ６０
７　 ４３．５　 ６　 １０．５　 ６０
９　 ４０．５　 ６　 １３．５　 ６０
１１　 ３７．５　 ６　 １６．５　 ６０

３０％（２９∶１） ５　 ４４　 ６　 １０　 ６０
７　 ４０　 ６　 １４　 ６０
９　 ３６　 ６　 １８　 ６０
１１　 ３２　 ６　 ２２　 ６０

１．５　非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳
采用北京六一仪器厂生产的ＤＹＣＺ－３０型双板

夹心式垂直电泳槽电泳。采用４０％（１９∶１）与３０％
（２９∶１）贮存液配制不同浓度的工作液，各工作液中
依次加入ＴＥＭＥＤ　６０μＬ，ＡＰＳ（１０％）６００μＬ，混匀
后立即灌胶，插上梳子，待胶完全聚合（约４０ｍｉｎ）
后，在电泳槽中各加入适量０．５×ＴＢＥ电泳缓冲液，
小心拔出梳子，迅速用电泳缓冲液把上样孔中的气
泡驱逐干净，然后取１μＬ　ＰＣＲ扩增产物与２μＬ　６×
Ｌｏａｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ混匀后上样，室温，２００Ｖ恒压电泳。
由于不同浓度的凝胶筛孔大小不同，ＤＮＡ片段迁移
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速度不同，电泳时间也不同，５％、７％、９％、１１％凝胶
电泳的时间分别是４５ｍｉｎ，６０ｍｉｎ，９０ｍｉｎ，１２０
ｍｉｎ。电泳结束后用银染法染色［７］，然后用数码相
机对凝胶进行拍照。

２　结果与分析

２．１　温度对凝胶聚合速度的影响
从表２可以看出，由贮存液３０％（２９∶１）、４０％

（１９∶１）配制的同一浓度的凝胶在不同温度下凝胶聚
合速度存在一定的变化规律，随着温度的升高，凝胶
聚合所需的时间越短，即凝胶聚合速度随温度的升高
而加快。以３０％（２９∶１）贮存液配制的５％的凝胶为
例，在４℃、２５℃、３０℃时，凝胶聚合时间分别是１２．４
ｍｉｎ、８．６ｍｉｎ、６．７ｍｉｎ，时间相差较大，因此，温度的高
低很大程度上影响凝胶的聚合时间。４０％（１９∶１）与

３０％（２９∶１）的凝胶变化规律相一致。

表２　不同温度对凝胶聚合时间的影响 ｍｉｎ　

凝胶
浓度／％

３０％（２９∶１）

４℃ ２５℃ ３０℃
４０％（１９∶１）

４℃ ２５℃ ３０℃
５　 １２．４　 ８．６　 ６．７　 ８．５　 ３．８　 ３．０
７　 １１．５　 ７．５　 ５．０　 ８．０　 ３　 ２．６
９　 １０．３　 ６．５　 ４．２　 ７．５　 ２．６　 ２．３
１１　 ９．５　 ５．５　 ３．５　 ７．０　 ２．５　 ２．０

　注：ＴＥＭＥＤ与ＡＰＳ的配比是１∶１０（ＡＰＳ不变）。

２．２　ＴＥＭＥＤ与ＡＰＳ配比对凝胶聚合时间的影响

ＡＰＳ是催化剂，ＴＥＭＥＤ是加速剂，在工作液
中加入不同比例的ＴＥＭＥＤ和 ＡＰＳ凝胶聚合时间
不同（表３）。从表３可以看出，在不同温度和凝胶
浓度下，ＴＥＭＥＤ与ＡＰＳ的配比是１∶５时，凝胶聚
合时间之间相差不大，都在２ｍｉｎ左右。在２５℃
时，以３０％（２９∶１）贮存液配制的７％的工作液为
例，当 ＴＥＭＥＤ与 ＡＰＳ的配比是１∶１０和１∶２０
时，凝胶聚合时间分别是７．５ｍｉｎ，１３．５ｍｉｎ，且后者
聚合所需时间明显比前者长。同一温度下，其他工
作液中加入１∶１０和１∶２０的ＴＥＭＥＤ和ＡＰＳ配
比时，凝胶聚合时间与２５℃下３０％（２９∶１）贮存液
配制的７％凝胶聚合时间变化规律一致。

有效控制凝胶聚合速度对非变性聚丙烯酰胺凝
胶技术有重要意义，大部分初学者来说，由于季节的
变化，对很难在不同温度下快速做出高质量的凝胶。
经过此次试验，由表３显示，４℃（冬）时ＴＥＭＥＤ与

ＡＰＳ的比例为１∶１０较宜，在２５℃（春秋），３０℃
（夏）时可以采用１∶２０的比例。根据季节的变化，
室内温度也随之变化，在冬季凝胶速度慢，相反夏季
凝胶聚合速度较快。由于不同实验室存在条件差
异，所用的ＴＥＭＥＤ和ＡＰＳ比例可以略做调整。

表３　不同ＴＥＭＥＤ和ＡＰＳ配比时
凝胶聚合的时间 ｍｉｎ　

ＴＥＭＥＤ／ＡＰＳ 浓度／％ ４℃ ２５℃ ３０℃

１∶５　 ５　 ３．０　 ２．６　 ２．５
７　 ２．２　 ２．１　 ２．２
９　 ２．０　 ２．０　 １．８
１１　 １．９　 １．８　 １．５

１∶１０　 ５　 １２．４　 ８．６　 ６．７
７　 １１．５　 ７．５　 ５．０
９　 １０．３　 ６．５　 ４．２
１１　 ７．５　 ５．５　 ２．０

１∶２０　 ５　 ２５．０　 １５．３　 １２．３
７　 ２４．０　 １３．７　 １０．８
９　 ２２．７　 １３．３　 ７．８
１１　 ２１．５　 １２．３　 ６．３

　注：贮存液浓度是３０％（２９∶１），ＴＥＭＥＤ变，ＡＰＳ不变。

２．３　ＰＣＲ扩增产物结果检测
选取农艺性状差异较大的４份不同来源的大白

菜ＤＨ系，代号分别是５８－１０（ａ），６３－５（ｂ），６６－８３（ｃ）和

Ｒ１６－１１（ｄ），进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ扩增产物经２％琼
脂糖电泳检测（图１），从琼脂糖电泳检测的结果可以
看出，ＰＣＲ扩增产物带型单一，具有多态性。

图１　琼脂糖电泳检测结果

２．４　４０％（１９∶１）与３０％（２９∶１）各浓度凝胶检测
结果的比较

将上述ＰＣＲ产物用非变性聚丙烯酰胺凝胶检测，
凝胶浓度为５％、７％、９％、１１％，分别由４０％（１９∶１）
（图２）和３０％（２９∶１）（图３）贮存液配制。从图２
可以看出，只有５％的凝胶上ＤＮＡ 片段带型整齐，
分离程度较强，易于分辨。从图３可以看出，各浓度
凝胶上的ＤＮＡ片段带型整齐，但是５％和７％凝胶

Ａ－Ｄ．非变性聚丙烯酰胺凝胶浓度分别是５％、
７％、９％、１１％；Ｍ．ＤＬ２０００

图２　４０％（１９∶１）非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳结果
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上的条带不仅整齐，而且分离程度较好，易于分辨，可
以有效地进行品种间差异鉴定。虽然由３０％（２９∶１）
和４０％（１９∶１）贮存液配制的５％的凝胶上条带很清
晰，但胶太软，在染色时难于操作，所以选择浓度为
７％（２９∶１）聚丙烯酰胺凝胶最为合适。

Ａ－Ｄ．非变性聚丙烯酰胺凝胶浓度分别是５％，７％，９％，１１％；
Ｍ．ＤＬ２０００

图３　３０％（２９∶１）贮存液配制的７％非变性聚丙烯酰胺
凝胶电泳结果

２．５　３０％（２９∶１）贮存液配制的７％聚丙烯酰胺凝胶
的应用

为检验３０％（２９∶１）贮存液配制的７％聚丙烯酰
胺凝胶的应用效果，以Ｙ１５２－３（ｐ１），Ｙ２３１－３３０（ｐ２）基
因组ＤＮＡ为试材，进行ＳＳＲ扩增。将ＳＳＲ扩增产物
在由３０％（２９∶１）贮存液配制的７％凝胶上检测（图

４）。从图中看出条带清晰，带型准确，结果可靠，分离
度强。此种浓度的凝胶筛孔大小合适，节省电泳时
间，ＤＮＡ片段范围在１００～６００ｂｐ时都能得到清晰的
条带，带型特征亦明显。

图４　３０％（２９∶１）贮存液配制的７％聚丙烯酰胺
凝胶电泳结果

３　结论与讨论

理想的的电泳分离技术应具备分离性能强、图谱
分辨率高、重复性好、操作简便快捷等特征［８］。其中，
凝胶贮存液配比浓度、工作浓度以及ＴＥＭＥＤ／ＡＰＳ
的比例等制胶技术是影响凝胶聚合速度和分辨率的
关键因素，同时还受温度的影响。本试验通过研究凝
胶聚合时间和凝胶浓度等，从而提高了非变性聚丙烯
酰胺凝胶电泳技术的试验效率。

在温度和ＴＥＭＥＤ／ＡＰＳ配比对凝胶聚合速度研
究方面，以往的报道很少，张明等［３］研究认为，凝胶聚
合速度随温度的升高而加快，本研究的结果与其保持

一致。ＴＥＭＥＤ／ＡＰＳ配比是决定聚合速度的主要内
在因素之一，本试验综合研究了凝胶聚合所需的温度
和ＴＥＭＥＤ∶ＡＰＳ这２个因素，结果表明，在４℃
（冬）选择 ＴＥＭＥＤ／ＡＰＳ的配比是１∶１０，２５℃（春
秋）、３０℃（夏）选择１∶２０的配比，有利于灌胶。但张
明等的研究结果表明，２０～２５℃下ＴＥＭＥＤ／ＡＰＳ配
比是１∶１０较宜［３］。造成结果差异的原因是凝胶浓
度不一致所致，在他的研究中凝胶贮存液的浓度是

４０％（１９∶１）。根据实验室温度适当调整ＴＥＭＥＤ和

ＡＰＳ的比例从而来调整凝胶聚合速度。一般凝胶聚
合的有利时间是１０ｍｉｎ左右。此外，未凝固的胶在
灌制过程中不断搅拌，会有效减慢凝胶聚合速度，有
利于灌胶。凝胶聚合的速度快与慢直接影响试验进
度和工作效率。凝胶聚合速度过慢，聚合反应时间过
长，漏胶很难避免，会造成梳齿不齐，操作较难掌握，
影响点样，致使检测结果不佳；凝胶速度过快，聚合反
应时间太短，胶还没灌完已凝固，或者来不及插梳子
胶已凝固，造成无法点样。

不同浓度的非变性聚丙烯酰胺凝胶对相同ＰＣＲ
产物进行电泳产生不同的检测效果，这是因为凝胶的
性能，尤其是分子筛效应，决定了电泳分离性能和图
谱分辨率［９］。浓度高分子筛孔小，反之亦然。在非变
性聚丙烯酰胺凝胶检测效果研究中，对丙烯酰胺：甲
叉双丙烯酰胺（Ａｃｒ∶Ｂｉｓ）不同配比（１９∶１和２９∶１）
的报道很少，本研究比较了３０％（２９∶１）和４０％
（１９∶１）２种配比的贮存液，结果表明，前者检测效果
优于后者。此外，２种贮存液配制的５％凝胶上虽凝
胶条带分离度强，分辨率高，但凝胶较软，银染检测时
胶易碎，影响试验结果。３０％（２９∶１）配制的７％浓度
的凝胶上不仅条带分离程度强，分辨率高，而且凝胶
容易掌握，省时，此浓度最为合适。艾鹏飞等［４］和吉
家敏等［１０］对ＳＳＲ标记非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳条
件的优化研究中采用３０％（２９∶１）配制的６％的凝胶
检测得到理想的效果，与本研究结果相似。
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生长最慢。山桐子属于速生油料树种，１年生苗木苗

高可达１００ｃｍ以上，开发潜力大。元坝、朝天位于四

川北部，采自这２个地方的山桐子均能在浙江生长，

且长势较好，这给山桐子异地引种和资源保存提供了

很大的空间。目前山桐子多采用种子繁殖，由于山桐

子自然种子繁殖能力低，所以可行的无性繁殖将是繁

育山桐子的主要手段。本试验结果表明，其他各省份

的山桐子苗木亦能在浙江省富阳市正常生长，本课题

组对山桐子良种选育工作已做过一些相关研究，下一

步将通过嫁接或扦插的方式来加快繁育进程，这也是

推进山桐子育种进程的重要手段。

１２个产地间山桐子苗木苗高生长差异达到显

著水平，而区组间苗高、产地间和区组间地径生长差

异均未达到显著水平。综合分析得出，山桐子苗木

生长量在各产地间存在着较大的差异。由此表明，

山桐子的生长习性与其他植物一样，受环境因素影

响较大。根据各个产地山桐子苗木在富阳地区生长

情况的差异性分析结果，下一步将对这些苗木在多

省进行多点示范栽植，为地区选育合适物种提供理

论参考和实践依据。山桐子是一种优良的木本油料

植物，具有可再生性，耐旱、耐贫瘠，适合山地和丘陵

地区生长，可在荒山荒地栽培，不与粮食争土地，具

有一次种植，多年受益的特点［６－７］。同时山桐子又是

一种“环境”资源，它除了提供能源外，还具有绿化荒

山，防止水土流失，改善生态环境和农林牧生产条

件，维护生态平衡等作用。此外，它还可以增加农民

收入，促进区域经济发展，可以在缓解能源压力、稳

定经济发展方面发挥积极作用［８－１１］。因此，有必要

进一步对山桐子苗木生长性状及规律进行深入研

究，以加快山桐子良种选育及育种进程。
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