
·生物技术· 北方园艺 2008(2):214～ 217

茉莉花 ISSR-PCR 反应体系的建立
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　　摘　要:以茉莉花为材料 ,研究了 PCR反应体系的主要成分及退火温度对茉莉花 ISSR扩增

结果的影响。结果表明:在 20 μL 的反应体中 ,Mg
2+
的用量为1.2 ～ 1.6 mmol/L , dNTPs浓度为

0.15 mmol/L ,引物的浓度为 0.5 μmol/ L , Taq DNA聚合酶的用量为 1U ,模板 DNA 的用量为

40 ～ 70 ng ,在 48 ～ 50 ℃的退火温度下 40个循环 ,能得到清晰、多态性高的 ISSR带谱。
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　　茉莉(Jasminum sambac (Linn.)Aiton.)也称茉莉

花 ,木樨科多年生灌木 ,素馨属(或茉莉属),属亚热带植

物 ,原产波斯湾一带。我国是世界上茉莉花产量最多的

国家[ 1] 。其鲜花香气清幽 ,花性味辛 、甘 、凉 ,具有理气 、

开郁 、辟秽 、和中的作用 ,广泛用于茶 、烹调 、保健食品中 ,

食之有清热明目 ,治高血压的作用。广西横县是全国最

大的茉莉花生产和花茶加工基地 ,至2002年全县种植茉

莉超过 4 000 hm2 ,年产鲜花 5万 t以上 ,茉莉花产量占

全国总产量的50%以上 ,茉莉花和花茶年销售产值达10

亿元以上 ,全县农民来自茉莉花的收入达 2.5亿元[ 2] 。

茉莉种植业和加工业已成为该县的经济支柱之一。茉莉
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花茶是广西出口的大宗产品之一。近年来随着花茶业

的发展 ,茉莉种植面积有进一步上升的趋势。充分了解

他们的性状特点 ,掌握其遗传关系是育种工作的关键。

　　ISSR (Inter- Simple Sequence Repeat ,简单序列重

复区间扩增)又叫随机扩增微卫星多态性标记(Random

Amplified Microsatellites Polymorphisms , 简称 RAMP),

是 Zietkiewicz 等于 1994 年在 SSR (Simple Sequence

Repeat )基础上创建 、基于 PCR扩增的一种新型分子标

记技术。其原理是根据基因组内广泛存在的微卫星基

序设计单一引物。在5′或3′锚定几个随机碱基 ,对基因

组 DNA进行扩增 ,扩增的指纹图可以同时提供基因组

内多个位点的序列信息。所用的引物是基于简单序列

重复而设计的寡核苷酸引物 , 用来检测 2个SSR之间

的一段短 DNA 序列的差异[ 3] 。它操作简单 ,遗传多态

性高 ,重复性好 ,而且为显性标记。并结合了 RAPD标

记简单 、快速和 RFLP 和 SSR标记可靠的优点 ,因而近

年来得到了广泛的应用
[ 4]
,作为一种随机扩增的PCR技
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术 , ISSR-PCR往往受到多种因素的影响 ,不同作物对

反应条件的要求也存在一定的差异
[ 5-7]

。因此 ,采用 IS-

SR分子标记技术时应首先对其反应体系进行优化筛

选。现以茉莉花为研究材料 ,对 Mg
2+
、dNTPs 、引物的

浓度 、Taq DNA 聚合酶 、模板 DNA 的用量以及退火温

度等因素的最佳反应条件进行筛选 ,获得了背景清晰 、

可重复的扩增条带图谱 ,建立了适合茉莉花的 ISSR反

应体系 ,为进一步进行茉莉花种质鉴定 ,遗传多样性检

测 ,亲缘关系分析等研究奠定了重要的技术基础。

1　材料与方法
1.1　材料

1.1.1　试验材料　选用品种为广西横县那阳镇东安村

和横州镇周塘村提供的扦插苗。用改良后的CTAB [ 8] 法

提取 DNA作为此次 ISSR-PCR的扩增模板。

1.1.2　试剂　用于 ISSR-PCR反应的 Taq 酶 、dNTP以

及标准分子量 MarkerDL2000购自上海生工生物工程公

司 ,引物由上海鼎安公司合成 ,经初步筛选 , 确定

887DVD(TC)7为此次试验的引物。

1.2　方法

1.2.1 　DNA 的提取　CTAB 法提取基因组 DNA ,用

Eppendorf BioPhotometer核酸测定仪测定所提DNA 的

浓度和纯度 ,用0.8%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA。

1.2.2　PCR设计与分析　采用 20μL的反应体系 ,内含

10×buffer 2μL ,DNA模板50 ng , 引物浓度0.25μmol/ L ,

dNTPs 0.15 μmol/L , Taq DNA 聚合酶 1 U , Mg2+

1.5 mmol/L。逐一改变 ISSR 反应体系中的 Mg
2+
、

dNTPs、引物、TaqDNA 聚合酶、DNA模板的浓度进行

PCR扩增。各因素设置5个水平(见表 1)。在 Biome-

t ra Thermocycler扩增仪上进行扩增 ,反应程序为:94 ℃

预变性 5 min;94 ℃变性1 min , 50 ℃退火 1 min , 72 ℃

延伸 2 min ,循环40次;72 ℃延伸 10 min;4 ℃保存。扩

增反应结束后 ,每管加入 5 μL 溴酚蓝 ,离心混匀后在

1.8%琼脂糖凝胶上电泳 ,电泳缓冲液为 1×TBE ,电压不

超过5V/cm ,电泳结束后在紫外透射仪上观测并照相。

经分析得到茉莉花 ISSR-PCR的最佳反应水平。

　　表 1　　　　PCR反应的因素水平

因素
水平(体系终浓度)

1 2 3 4 5

Mg2+/ mmo l·L-1 0.8 1.2 1.6 2.0 2.5

dNTPs/mmol·L-1 0.10 0.15 0.20 0.30 0.35

引物/μmol·L-1 0.25 0.50 1.00 1.50 2.00

Taq酶/ U(20μL)-1 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

1.2.3　退火温度的筛选　在确定试验最佳反应体系的

基础上 ,对退火温度进行优化筛选 ,所用引物为 ISSR

887 ,退火温度为44 ～ 52℃。

2　结果与分析

2.1　PCR体系单因素试验

试验结果表明 , ISSR反应体系中的 Mg
2+
、dNTPs、

引物 、DNA模板 、Taq DNA聚合酶的浓度分别对反应体

系有很大的影响。

2.1.1 　Mg2+浓度　Mg2+是 Taq 酶的激活剂 ,Mg2+不

足 , 则 Taq 酶的作用效率低。同样 ,引物与模板的双链

杂交体的解链与退火温度受二价阳离子的影响 ,特别是

其中的 Mg
2+
浓度能影响反应的特异性和扩增片断的产

率[ 9] 。试验设了 5个浓度梯度 ,结果表明(图 1):Mg2+

浓度为 0.8 mmol/ L时 ,使产生的片断量较少 , Mg
2+
浓

度过低会导致 ISSR扩增无法正常进行;而浓度为1.2～

1.6 mmol/L 时 ,能产生清晰的扩增带 ,背景相对清晰。

当 Mg2+浓度在 2.0 mmol/L 和 2.5 mmol/ L时 ,几乎扩

不出清晰的带 , 在重复性试验中 2.0 mmol/L和

2.5 mmol/L的也能扩出带 ,但条带稳定性不及 1.2 ～

1.6 mmol/L的体系 ,且高浓度的 Mg2+会使引物的错配

频率增加 ,影响扩增的特异性。因此 , Mg2+的适宜用量

为 1.2 ～ 1.6 mmol/ L。

图 1　Mg2 +浓度对 ISSR扩增的影响

　　注:1～ 5:Mg2 +浓度分别为 0.8 、1.2、1.6 、2.0 、2.5 mmol/ L , 7～ 11是

1～ 5的重复引物:887 ,M:marker DL 2000。由上至下依次为 2 000、1 500、

1 000、700 、400 、200 bp。

图 2　dNTPs 对 ISSR扩增的影响

　　注:1～ 5 dNTPs:0.10 、0.15 、0.20、0.30、0.35 mmol/ L , 7～ 11是 1～ 5

的重复。

2.1.2　dNTPs浓度　dNTPs是 PCR反应的原料之一 ,

dNTP 的量对反应的特异性 、扩增产物的量有较大的影
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响。dNTPs浓度过低 ,分子碰撞的几率降低 ,导致扩增

带产率低 ,因而条带模糊。而过高导致 Taq 酶在非耙位

置启动与核苷酸的错配 ,产生错误掺入[ 10] ,从而降低了

准确率。从图2可以看出 ,在各dNTPs浓度下都能扩增

出一致的条带 ,但浓度为 0.35 mmol/ L时 ,有的带不能

进行有效的扩增 ,或者变弱 ,说明高浓度的 dNTPs会抑

制相对分子质量较大的条带扩增。考虑到反应的稳定

性与可重复性 , 0.15 mmol/ L的dNTPs浓度较合适。

2.1.3　引物浓度　随机引物浓度的高低也是 PCR反应

中影响因素。浓度太低不能进行有效扩增 , 浓度太高又

会增加引物二聚体的形成[ 11] ,导致条带不稳定及清晰度

下降。根据 Weising 和 Nybom 等确认的引物浓度

(0.1～ 2.0 μmol/ L)[ 12] ,试验设置了5个浓度梯度 ,比较

对 ISSR扩增结果的影响。结果表明(图 3):浓度为

0.25μmol/L时 ,主带明显 , 杂带较少。当达到 1.0

μmol/ L时 ,条带的清晰度下降 ,引物浓度越高 ,条带越

弥散 ,扩增结果不理想。模板与引物浓度的比例还关系

到可重复性问题。在重复试验中 ,引物浓度为 0.5

μmol/ L时 ,反应稳定 ,条带清晰 ,故确定 0.5 μmol/ L为

ISSR反应适宜的引物浓度。

图 3　引物浓度对 ISSR扩增的影响

　　注:1～ 5引物:0.25 、0.50、1.00、1.50、2.00μmol/ L , 7～ 11是 1～ 5的

重复 ,引物:887。

2.1.4　Taq酶浓度　Taq 酶的活性与用量直接关系到

扩增能否正常进行 , 是PCR反应中最重要的因子。Taq

DNA 聚合酶的浓度太高不仅增加试验成本 ,而且极易

产生非特异性扩增产物造成假阳性。浓度太低会导致

扩增产物不足。在确定酶用量时应考虑到以下两方面

的问题:①Taq DNA聚合酶是 Mg
2+
依赖性酶 ,对 Mg

2+

浓度非常敏感 ,故应选择最适合酶活性的Mg2+浓度;②

不同厂家 ,甚至同一厂家不同批次的酶在酶活力上也会

存在差异 , 对 Mg
2+
浓度的要求也不同。试验采用的

Taq DNA聚合酶购自TaKaRa 公司 ,每个反应体系中从

0.5 ～ 2.5 U分别进行了扩增试验 ,结果如图4。试验结

果表明 , Taq DNA聚合酶用量为0.5 U和1 U时扩增谱

带结果稳定 ,重复性好 ,1.5 U 和2 U时扩增谱带出现模

糊 ,2.5 U 时带型发生变化。所以在确保试验结果稳定

的前提下 ,每个反应体系应采用的 Taq DNA 聚合酶浓

度为 1 U 。

图 4　Taq DNA聚合酶对 ISSR扩增的影响

　　注:1～ 5 Taq DNA 聚合酶:0.5、1.0 、1.5 、2.0、2.5 U , 7～ 11是 1～ 5

的重复 ,引物:887。

2.1.5　模板浓度　PCR反应中对模板 DNA浓度要求

的范围通常较宽 ,但最佳的 DNA模板浓度范围取决于

研究的物种 、类群以及 DNA 模板纯度。尽管理论上一

个细胞中的DNA量就足够作扩增反应的模板 , 但在实

际应用中 , 一定范围内模板分子数越多则错误扩增越

少;模板含量过高则可能使引物或 dNTP过早被耗尽 ,

出现扩增结果不稳定的假象[ 13- 14] 。此外 , 扩增效果还

与模板 DNA的纯度有关。研究对不同量的 DNA模板

分别进行了 PCR扩增 , 发现 40 ～ 70 ng 的模板 DNA浓

度用于茉莉花 ISSR-PCR扩增为最佳选择。

图 5　退火温度对 ISSR扩增的影响

　　注:1～ 5退火温度依次是 44、46、48 、50 、52℃;7～ 11是 1～ 5的重复。

2.2　退火温度的确定

引物长度不同 ,退火温度就不同 ,而且同一引物对

于不同材料的退火温度也不同。较低的退火温度能保

证引物与模板结合的稳定性 ,但也会引起引物与模板产

生错配 ,产生非特异性条带;退火温度过高则会抑制引
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物与模板的结合[ 15] 。对于 ISSR引物的退火温度 ,一般

根据引物的 Tm 值浮动 1 ～ 3℃。有的研究者采用逐步

筛选的方法[ 16] ,即所有引物先用一个较适宜的温度进

行筛选 ,总会得到一些扩增谱带清晰的引物 ,然后在此

温度上下进行下一步的引物筛选 ,直到筛完为止。为了

得到重复性好 、分辨率高的扩增谱带 ,最适的退火温度

还是通过温度梯度来确定更为准确。从图 5可以看出 ,

退火温度较低时(44 ～ 46℃),产生的杂带多 ,背景较深;

当退火温度逐渐升高时(48 ～ 50℃),扩增的特异性升

高 ,杂带减少 ,扩增的主带也减少 ,弥散背景减少。48℃

处理条带清晰 ,主带明显 ,因此 ,确定茉莉花 ISSR-PCR

扩增适宜的退火温度为48 ～ 50℃。由于 ISSR的引物长

度不同 ,可适当调节退火温度 ,以提高反应稳定性和重

复性。试验其它 PCR反应采用的退火温度为48℃。

3　讨论
影响 ISSR结果的因素很多[ 17] ,为了获得重复性和

可靠性较高的 ISSR谱带 , 提高分析的准确性 ,需要对不

同试验条件下的 PCR反应体系进行优化。试验筛选出

较稳定的茉莉花 ISSR-PCR的反应体系 ,即在 20 μL体

系中 ,Mg
2+
的浓度为1.2 ～ 1.6 mmol/L , dNTPs的浓度

为0.15 mmol/ L ,引物的浓度为 0.5 μmol/L , Taq DNA

聚合酶的用量为1 U ,模板DNA的用量为40～ 70 ng ,按

照此体系 ,在48 ～ 50℃的退火温度下循环 40次。利用

此优化系统 ,对茉莉花进 ISSR-PCR扩增 ,能得到清晰 、

多态性高的 ISSR带谱 ,并具有较好的重复性 ,多态位点

丰富。
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Optimization of ISSR-PCRReaction System for JasminumSambac(Linn)Aiton.
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(1.Guangxi University , Nanning , Guangxi 530004 , China;2.Guangxi Academy of Agricultural Sciences , Nanning , Guangxi 530007 , China)

Abstract:The factors that affecting the ISSR (inter-simple sequence repeat)result of Jasminum sambac (Linn)Aiton

were studied.By adjusting Mg
2+
, dNTPs , primer , Taq DNA polymerase and annealing temperature were optimized.

The results show ed that the optimized content consists of Mg2+w as 1.2 ～ 1.6 mmol/L , dNTPs was 0.15 mmol/L ,

primer was 0.5μmol/ L , Taq DNA polymerase w as 1 U , annealing temperature w as 48～ 50 ℃, in zoul reaction system.
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