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对长豇豆品种 ISSR反应体系中 4种关键成分的优化
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　　摘　要:对长豇豆 ISSR反应中模板、引物 、dNTP和酶的浓度进行了初步筛选 ,通过正交设计

实验确定了这 4种关键成分的最终浓度 ,即引物为 0.2μM 、模板为 0.015 ng/μL 、dNTP 各 200

μM/ L和Taq聚合酶为0.5 U时 , ISSR扩增效果最好。研究为利用 ISSR分子标记技术鉴定长豇

豆种质资源奠定了基础。
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　　ISSR是由 Zietkiewicz等[ 1]提出的用于扩增 2个距

离较近的相邻 SSR位点间序列的一种方法。其原理是

同一 ISSR引物序列同时与两个较近但方向相反的 SSR

重复序列互补结合[ 2] ,在模板、Taq 酶和 dNTP等存在的

情况下扩增这 2个 SSR位点间的序列 ,因此 ISSR变异

来源于 SSR位点多态性本身与 SSR位点间的序列变

异。在牛筋草和高粱的遗传分析中 , ISSR技术被认为比

RFLP 更便宜 ,比 RAPD重复性更高[ 2-3] 。而利用 SSR

分析豇豆品种间遗传关系时都得用聚丙烯酰胺进行分

辨 ,费时且费用较高;且目前具有多态性的SSR位点不

多(<30个)[ 4-5] ,难于对整个基因组进行全面分析。因

此 ISSR技术被认为更适合于遗传多样性较低的栽培品

种内的遗传分析[ 6-7] 。

王佳等[ 8] 利用正交组合设计试验了 Taq 酶 、

dNTPs、引物和 Mg2+4种因素对黄瓜中 ISSR体系的影

响 ,结果表明 4种成分对结果都有影响 ,由于实验室所

用的 PCR Buffer已经含有固定浓度的 Mg
2+
,因此试验

的组分包括前 3种 ,由于模板的浓度对 PCR也有影响 ,

因此 ,研究还加上模板浓度共 4种组份进行优化。在策

略上也和王佳等
[ 8]
的方法不一致 ,研究先是在较宽的浓

度范围内筛选引物与模板的浓度 ,之后再进行正交设计

进行分析。研究旨在为分析长豇豆品种间的遗传关系

奠定基础。

1　材料与方法
1.1　材料

长豇豆品种为江汉大学培育的新品种柳翠[ 9] ,种子

于室内发芽至2片真叶时收集叶片。

1.2　基因组 DNA的提取 、纯化、检测与稀释

按植物基因组 DNA 提取试剂盒(目录号:DP305-

02 ,TIANGEN ,北京)的操作手册提取与纯化基因组

DNA 。纯化后的 DNA 利用紫外可见分光光度计(SP-

1910UVPC ,上海光谱仪器有限公司 ,上海)测定波长为

260 nm和 280 nm 处的光密度值 ,计算 A260/A 280值以表

示 DNA 的纯度 ,并按 A260 ×2 500 计算母液的浓度

(μg/mL)。将母液稀释到15 ng/μL 作为使用液。

1.3　引物与模板浓度的预筛

预筛 时 引 物(序 列为:5'-AGAGAGAGAGA

GAGAGC-3' )采用 4 种浓度梯度 ,即 4 、0.4、0.04和

0.004μM 。模板采用 6 种浓度梯度 ,即 15 , 1.5 , 0.15 ,

0.015 ,0.0015和 0.00015 ng/μL。其余反应组分如下:

2μL 10×PCR buffer(组成:200mM Tris-HCl pH 8.4 ,

200mM KCl ,100mM(NH4)2SO4 , 15mM MgCl2 , 1mM

DTT , 50% glycerol and 1% Triton X-100),每种 dNTP

各 100 μM/L 和 0.5U Taq 聚合酶(目录号:ET101 ,

TIANGEN ,北京)。反应混合物于 PCR反应仪(5331 ,

Eppendorf ,美国)按以下程序进行反应:94℃预变性

4 min;94℃,1 min;52℃,1 min;72℃,2 min;循环 44次;

72℃延伸 8min。

反应结束后 , 10 μL 扩增产物用 2%的琼脂糖在

0.5×TBE buffer中 ,于5 V/cm 的电压电泳 2.5 h后于

UVP 凝胶成像系统中拍照。

1.4　PCR反应体系中关键成分的正交设计

确定了引物与模板的大致浓度后 ,再进行引物 、模

板 、酶与dNTP 的最佳浓度的最终确定 ,试验按 L9正交

表设计 ,每一因素 3个水平共9种处理见表1 ,每一处理

重复 3次。反应体系中采用引物 808 ,反应体系中其它

成分浓度以及凝胶成像同 1.3。
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　　表 1　　PCR反应体系中关键因素的正交设计

处理
Taq 酶

/ U

dNTP 混合物

/μmol·L-1

引物

/μmol·L-1

模板

/ ng·μL-1

1 0.25 50 0.20 0.007

2 0.25 100 0.40 0.015

3 0.25 200 0.80 0.030

4 0.50 50 0.40 0.030

5 0.50 100 0.80 0.007

6 0.50 200 0.20 0.015

7 1.00 50 0.80 0.015

8 1.00 100 0.20 0.030

9 1.00 200 0.40 0.007

　　注:除模板浓度外 ,每一因素的中间水平与 Ajibade等[10] 使用的浓度一致。

2　结果与分析
2.1　长豇豆 ISSR-PCR引物与模板浓度的初步确定

图1所示为 6种模板浓度与 4种引物浓度组合下

的电泳图谱。从图1可以看出 ,不同的模板浓度对长豇

豆 ISSR-PCR扩增带的多少与清晰度有一定影响 ,但影

响不大 ,以模板为 0.015 ng/μL时的扩增效果最好。而

不同的引物浓度对不同分子量片段的扩增有强烈的选

择性 ,即引物浓度低的时候更有利于大分子量片段的扩

增 ,相反 ,引物浓度高时 ,则更有利于小分子量片段的扩

增。当引物浓度为 4μM/L 时 ,扩增片段分子量大小在

0.1～ 1 K之间;当浓度降低为 0.4μM/L时 ,扩增片段长

度增加到 0.3 ～ 1 K , 而引物浓度进一步降低为

0.04μM/L 时 ,扩增片段长度增加为 0.5 ～ 2 K ,以引物

浓度为0.4μM时 ,扩增带的数量多且清晰。综合来看 ,

选择模板浓度为0.015 ng/μL ,引物浓度为0.4μM时扩

增效果最好(图上箭头所示的泳道即为该处理)。

图 1　引物与模板浓度的初步筛选

注:M:Marker ,图上方的数字代表了模板的 6种浓度 ,每一浓度下 4种引物浓度,分别为 4、0.4 、0.04和 0.004μM 。

2.2　长豇豆 ISSR-PCR反应体系关键成分的最终优化

表2　不同植物材料 ISSR反应体系中关键成分的浓度
植物

材料

dNTP混合物

/μmol·L-1

引物

/μmol·L-1

模板

/ng·μL-1

Taq 酶

/ U
文献

水稻 25 1000.00 1.25 1.5 [11]

杨梅 250 0.30 2.40 1.0 [12]

乐昌含笑 250 0.13 2.40 1.0 [13]

五针松 200 0.50 2.00 1.0 [14]

豆属 100 0.40 0.75 0.5 [10]

大豆 250 0.20 1.00 0.5 [15]

　　通过对引物与模板的浓度初筛后 ,对 4种反应的关

键成分按正交设计进行了优化 ,其结果如图 2所示。从

图2可以看出:各处理间的带型相差较大 ,表明这4种组

分的浓度对长豇豆 ISSR-PCR的扩增效果有显著影响。

处理 1对大分子量的片段扩增效率低下 ,而对小分子量

的片段扩增效果较好;处理 2、4和 8的带数量偏少但较

为清晰;处理3 、5、7和 9的带的数量偏少且扩增量也很

少。综合来看 ,处理6不论是带的数量还是带的清晰度

都较好 ,因此该处理为最优组合 ,即引物 0.2μM 、模板

0.015 ng/μL 、dNTP各 200μM/L 和 Taq 聚合酶 0.5 U

时扩增效果最好。与 Ajibade 等
[ 10]
在豇豆属 ISSR反应

中所采用的体系相比较 ,研究获得的最优体系中模板与

Taq 聚合酶浓度都降低了。

图2　长豇豆 ISSR-PCR关键成分的优化

注:M:DL 2000 Marker;泳道 1～ 9为处理 1～ 9(表 1)。

3　讨论
研究共优化了4种 ISSR反应成分 ,表2所示为这4

种成分在已有的不同植物材料 ISSR反应中所采用的浓

度。从表 2可以看出 ,不同研究者在不同植物材料的

ISSR反应中采用了不同的浓度 ,且它们之间相互差异较

大 ,如 dNTP 混合物在杨梅中所使用的浓度达到了

250μmol/L ,而在水稻中仅为 25μmol/L ,二者差异达到

10倍;引物浓度的差异更大 ,水稻中达到1 000μmol/L ,

为五针松胚0.5μmol/L的 2 000倍 ,其它 2种成分的浓

度也存在差异。在不同植物材料中如此明显的差异表
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明 ,当将 ISSR反应应用于一种新的植物材料时 ,应该对

反应中这些关键成分进行优化以获得其最佳使用量。

另外 ,不同作者所用的PCR反应体系中的成分来源不一

致 ,特别是国外与国内的药品性能有可能存在较大差

异 ,有时甚至于对浓度的定义(如酶活力的定义)都不完

全一致 ,因此针对自己的反应体系 ,也存在优化的必要。
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The Optimization for the Four Key Elements in Asparagus Bean ISSR Reaction

PENG Hai , ZHANG Jing , ZHANG Lu-fan , CHEN Chan-you

(College of Life Sciences , Jianghan University , Wuhan ,Hubei 430056 , China)

Abstract:After the initial screening for the proper concentrations of template , primer , dNTP and enzyme , their ultimate

concentrations were determined by an orthogonal design experiment.The best electrophoreses profile was produced when

the concentrations of primer , template , dNTP and Taq polymerase were 0.2M , 0.015 ng/ L , 200M/ L and 0.5U , re-

spectively.This study set up a foundation for the identification of asparagus bean germplasm with ISSR technique.

Keywords:Asparagus Bean;ISSR Reaction;Germplasm
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