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　　摘　要:通过不同浓度 Mg2+ 、dNTP、模板DNA 、引物的组合试验 、及不同浓度引物 、Taq DNA

聚合酶的单因素试验 , 筛选蜡梅最佳 ISSR 反应体系为:每 20μL 中含 1×PCR buffer 、

2. 5mmol L -1MgCl2 、0. 2mmol L -1 dNTP、0. 3μmol L - 1引物 、30 ng 模板 DNA 、1U TaqDNA

聚合酶;同时通过梯度 PCR试验确定了不同引物的适宜退火温度。
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　　蜡梅(Chimonanthus praecox link)又称腊梅 、黄梅

花 ,原产我国中部地区 ,以河南鄢陵 、南京中山陵风景

区、湖北武汉和重庆等地居多 ,为我国特有的优良冬季

香花树种 ,同时也是珍贵的天然香料植物 、药用植物 、桩

景和切花材料 ,应用十分广泛。我国有悠久的栽培历

史 ,品种丰富 ,但是至今还没有形成完善的分类体系 ,且

品种名称混乱 ,同名异物 、同物异名的现象很普遍 ,争议

颇多 ,从而给科研 、生产 、园林应用 、交流等方面带来诸

多不便和困难
[ 1]
。利用分子标记技术进行蜡梅的遗传

多样性 、分类 、品种鉴定等研究显得尤为必要。

简单重复序列区间扩增多态 DNA ( ISSR)分析是

建立在 PCR反应基础上的一种新的分子标记技术
[ 2]
。

近年来已广泛用于品种鉴定 、居群生物学以及物种的分

类系统学研究等领域
[ 3 , 5]

。

由于 ISSR技术也是基于 PCR的一种分子标记技

术 ,其扩增结果易受 Mg2 + 、dNTPs、引物、Taq DNA聚

合酶 、模板DNA 等因子的影响。因此 ,在将该技术应用

于一个新的植物材料之前 ,都应先建立一个合适的ISSR-

PCR反应体系 ,以期获得可靠的结果。为此 ,研究对上

述各因子的最佳反应条件进行了优化 ,建立了适合于蜡

梅的 ISSR反应体系 ,为蜡梅品种的分子鉴定和遗传关

系的分析等研究奠定技术基础。

1　材料与方法
1. 1　材料

供试材料为生长于上海市嘉定外冈的钱门蜡梅古

树 ,春季取新鲜嫩叶片进行DNA 提取。

1. 2　方法

1. 2. 1　DNA 提取与定量　采用改进的 SDS 法 ,按文

献[ 6] 提取基因组 DNA 。DNA 经 1. 5%琼脂糖凝胶电泳

分析 ,用λDNA /EcoRⅠ+HindⅢ为定量标记 ,同时检测波

长 260nm时的吸光值 ,DNA -20 ℃保存备用。

1. 2. 2　ISSR原初扩增条件及 PCR扩增程序　原初的

扩增反应条件为 20 μL PCR 反应体积 ,1×buf fer(10

mmol L
-1
Tris  HCl ,pH 值 9. 0 , 50 mmol L

- 1
KCl ,

0. 1%Triton X-100 ),1. 5 mmol L
- 1
MgCl2 ,1 U Taq

酶 ,30 ng 模板 DNA ,0. 4μmol L
- 1
引物 ,dATP 、dCTP、

dGTP 、dTTP 各0. 4mmol L -1 ,根据引物的 Tm 值及参

考文献 ,初步确定 ISSR-PCR扩增程序为:94 ℃预变性

1. 5 min , 94 ℃变性 40 s , 52 ℃退火 45 s , 72 ℃延伸

1. 5min ,共38个循环 ,72℃完全延伸 5 min[ 7] 。试验所

用的 PCR试剂MgCl2和PCR Buffer购自上海生工生物

工程有限公司 ,其它药品(dNTP 、Taq E 、Primer 以及
SDS 、Tris-HCl、EDTA 、琼脂糖)均购自北京鼎国生物技

术责任有限公司。试验所用仪器为:Eppendorf公司生

产的 Mastercycler 5333和 Mastercycler gradient两种型

号 PCR仪 ,BIO-RAD Laboratories公司生产的 PowerPac

BasicTMEN61010-1电泳仪和Gel DocTMEQ 170-8060凝胶

成像仪 ,Varian公司生产的 UV-100紫外可见光分光光

度计等。扩增产物在 1. 4% 的琼脂糖凝胶(含

0. 5μg /mL溴化乙锭)中电泳 ,电泳缓冲液为 1×TAE ,

用 100 bp DNA梯度做分子量标记。

1. 2. 3　退火温度的确定　采用梯度 PCR模式 ,自动将

温度设定为 45～ 59℃,生成的温度梯度为 45℃、45. 1℃、

45. 9℃、47. 2℃、48. 8℃、50. 6℃、52. 5℃、54. 5℃、56. 2℃、

57. 7℃、58. 9℃、59. 5℃。其余 PCR扩增程序同 1. 2. 2 ,

以确定最合适的退火温度。
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ISSR-PCR扩增反应体系表

代号
Mg2+浓度

/ mmol L - 1

dNTP 浓度

/ mmol L - 1

DNA 量

/ng

引物浓度

/μmol L -1

Taq 量

/ U

1 2. 0 0. 15 20 0. 4 1

2 2. 0 0. 15 30 0. 4 1

3 2. 0 0. 15 40 0. 4 1

4 2. 0 0. 2 20 0. 4 1

5 2. 0 0. 2 30 0. 4 1

6 2. 0 0. 2 40 0. 4 1

7 2. 0 0. 25 20 0. 4 1

8 2. 0 0. 25 30 0. 4 1

9 2. 0 0. 25 40 0. 4 1

10 2. 5 0. 15 20 0. 4 1

11 2. 5 0. 15 30 0. 4 1

12 2. 5 0. 15 40 0. 4 1

13 2. 5 0. 2 20 0. 4 1

14 2. 5 0. 2 30 0. 4 1

15 2. 5 0. 2 40 0. 4 1

16 2. 5 0. 25 20 0. 4 1

17 2. 5 0. 25 30 0. 4 1

18 2. 5 0. 25 40 0. 4 1

19 3. 0 0. 15 20 0. 4 1

20 3. 0 0. 15 30 0. 4 1

21 3. 0 0. 15 40 0. 4 1

22 3. 0 0. 2 20 0. 4 1

23 3. 0 0. 2 30 0. 4 1

24 3. 0 0. 2 40 0. 4 1

25 3. 0 0. 25 20 0. 4 1

26 3. 0 0. 25 30 0. 4 1

27 3. 0 0. 25 40 0. 4 1

28 2. 0 0. 2 30 0. 2 1

29 2. 0 0. 2 30 0. 3 1

30 2. 0 0. 2 30 0. 4 1

31 2. 0 0. 2 30 0. 5 1

32 2. 0 0. 2 30 0. 4 0. 5

33 2. 0 0. 2 30 0. 4 1

34 2. 0 0. 2 30 0. 4 1. 5

1. 2. 4　ISSR-PCR扩增反应体系的优化　ISSR-PCR

扩增反应体系的优化采用完全组合方式 ,共 3 个因素各

3个水平 ,其中 Mg2 +浓度为 2. 0 、2. 5 、3. 0mmol L - 1 ,

dNTP 浓度为0. 15 、0. 2 、0. 25 mmol L- 1 ,模板 DNA量

为每 20μL 反应体系中含 20、30 、40ng ,其余条件同

1. 2. 2。同时进行了引物浓度与 Taq DNA聚合酶单因素

试验 ,引物浓度分别为:0. 2、0. 3 、0. 4 、0. 5μmol L - 1;

Taq 酶浓度分别为 0. 5 、1. 0、1. 5 U(见表)。

2　结果与分析
2. 1　退火温度的确定

退火温度不仅与引物序列有关 ,还与物种 DNA的

序列有密切关系 ,因此在进行 ISSR 扩增优化之前确定

引物的退火温度非常重要[ 8] 。先根据原初的 PCR反应

条件进行引物的初筛 ,选择能看到清晰条带的引物 UBC

840进行退火温度的确定。从图 1可看出 ,退火温度对

ISSR-PCR的影响非常明显。从45 ～ 59℃共14 ℃的温

度间隔里 ,对 PCR 结果的影响可以分为三类:45和

45. 1℃为第一大类 , 扩增条带不清晰 ,亮度较小;从

45. 9℃～ 50. 6℃为第二大类 ,扩增条带数目明显较多 ,亮

度强;从 52. 5 ～ 59. 5℃为第三大类 ,有两条明显的带。

引物 UBC 840根据公式[ 8]
Tm =4(G+C)+2(A+T)计

算的退火温度为52. 5℃,而在研究中 ,最适的退火温度为

48. 8 ～ 50. 6 ℃,因此选择低于 Tm 的 50. 6 ℃为蜡梅的

最适温度。不同的引物有不同的退火温度 ,而其它引物

UBC 810 、UBC 811 、UBC812 、UBC813 、UBC851 等均以

52. 5 ℃的退火温度为最佳 ,因此可用 52. 5 ℃先进行筛

选 ,选择清晰 、不弥散的引物进行下一步研究 ,对于退火

温度差距较大的 ,则再次采用梯度 PCR进行退火温度

筛选。

图 1　梯度 PCR结果(左图为引物 UBC840 ,右图为引物 UBC 811)

2. 2　Mg2+浓度对 ISSR扩增的影响

Mg
2+
浓度对 Taq DNA 聚合酶的活性 、退火和产物

的特异性都有影响[ 9] 。在蜡梅的 ISSR-PCR 扩增中 ,

Mg
2+
浓度的变化对 ISSR带的数量和强弱影响较大(图

2)。Mg2+浓度在 2. 5 mmol L -1时 ,条带清晰可见;当

Mg
2+
浓度增加至 3. 0 mmol L

-1
时 ,条带亮度反而下

降;因此 ,确定 Mg2+浓度以 2. 5mmol L -1较为适宜。

2. 3　dNTP 浓度对 ISSR扩增的影响

dNTP 作为扩增的底物 ,直接影响

PCR扩增
[ 10]
。在试验中 ,dNTP 浓度的变

化对 ISSR 带强弱影响较小(图 2)。在

0. 15～ 0. 2mmol L- 1时可扩增出清晰的

条带。

2. 4　模板DNA 量对 ISSR扩增的影响

模板DNA 量是制约扩增产物及特

异性的一个重要因子。模板量过低 ,分

子碰撞的概率低 ,偶然性大 ,扩增产物无或不稳定;模板

量过高 ,会相应增加非特异性产物的扩增。试验在20μL

反应体积中 ,当模板 DNA 的量为20 ng时 ,条带较弱 ,当

增大到 30 ～ 40 ng 时 ,条带较清晰(图 2),因此在 20μL

反应体积中最适模板DNA 用量为 30 ng 。

2. 5　Taq 酶对 ISSR扩增的影响

Taq 酶的用量也对试验结果影响较大 ,酶用量过高
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不仅增加成本 ,还会造成非特异性的扩增产物 ,过低则

会使酶过早地消耗完 ,产物合成效率低[ 11] 。试验在

20μL反应体积中 ,当 Taq 酶单位增加至 1. 5 U 时 ,条带

亮度明显增加 ,但同时背景也略有增加。因此认为在

20μL反应体积中最适的 Taq 酶量为1 U。

2. 6　引物浓度对 ISSR带的影响

引物浓度会对 ISSR-PCR的带型产生明显的影

响 ,浓度过低不能扩增 ,浓度太高会产生新的位点[ 12] 。

在试验中引物浓度为0. 2 ～ 0. 3μmol L -1时 ,条带清晰;

随着引物浓度升高到0. 4μmol L - 1时 ,条带数目增多 ,

但大片段条带不清晰(图2)。为了减少非特异性扩增 ,

加强重复性 ,试验在确保产量的前提下 ,采用了较低的

引物 浓 度 , 即 20 μL 反 应 体 积 中 加 入 引 物

0. 3μmol L- 1 。

图2　不同条件 ISSR反应结果

3　结论
ISSR扩增易受多种因素的干扰 ,因此 ,在

研究时都应先建立起合适的反应体系并对其进

行优化 ,以获得重复性和可靠性较高的 ISSR带

谱。研究结果显示蜡梅的 ISSR分析较适宜的

扩增条件为:每 20 μL 中含 1×PCR buffer、

2. 5mmol L -1MgCl2 、200μmol L - 1dNTP 、0.

3 μmol  L - 1 引物 、30 ng 模 板 DNA 、1U

TaqDNA聚合酶;最适退火温度为 52. 5℃。
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Study on Optimization for ISSR Reaction System in Chimonanthus Praecox
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search Institute, Shanghai Academy of Ag ricultural Science , Shanghai 201106 ,China)

Abstract:To optimize ISSR amplification system on Chimonanthus praecox , the effect of three factors ,Mg
2+
,dNTP and

DNA were studied on three levels respectively , the suitable concentration of primer and Taq DNA Polymerase were stud-

ied also. The results showed that optimum ISSR reaction system of Chimonanthus praecox was every 20μL reaction sys-

tem containing 1×PCR buffer ,2. 5mmol L
-1
MgCl2 ,0. 2mmol L

-1
dNTP , 0. 3μmol L

- 1
primer ,30 ng DNA template

and 1U Taq DNA polymerase. The optimal annealing temperature for ISSR-PCR reaction was proposed by gradient PCR.

Keywords:Chimonanthus praecox;ISSR;Reaction system;Gradient PCR
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