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　　摘　要:以5'-(AG)8(AGC)C-3' 为引物对育种代号为82-6的平欧杂种榛品系的 ISSR反应体

系中各个主要影响因子进行优化筛选。结果表明:在 20μL ISSR反应体系中各组分的最适浓度

分别是 ,DNA模板为 2.5 ng/μL , Mg
2+
浓度为 1.875 mmol/ L ,1×buffer(不含 MgCl2),引物的浓

度为0.3μmol/L ,Taq DNA聚合酶 1 U ,dNTP 浓度为 200μmol/L。并利用该优化体系对平欧杂

种榛的 15个品种(系)进行了 ISSR扩增 ,证实该体系稳定可靠。

关键词:榛子;ISSR;体系优化

中图分类号:S 664.4　文献标识码:A 　文章编号:1001-0009(2010)04-0125-04

　　榛子榛科(Corylaceae)榛属(Cory lus L.)植物 ,又名

榛树是世界四大坚果果树之一 ,也是古老而宝贵的木本

油料树种 ,开发和利用榛子资源具有极其重要的经济效

益。我国是榛树的原产国之一 ,榛子的利用历史悠久。

但自古以来以野生果实采摘为主 ,园艺化栽培甚少。辽

宁省经济林研究所梁维坚、许万英等人开展的榛子杂交

育种获得成功 ,培育出具有抗寒 、大果 、丰产特性并对我

国气候适应性强的平欧杂种榛。于是 ,从 20世纪 90年

代开始 ,我国进入了榛子的园艺化栽培阶段[ 1-4] 。

简单重复间序列(Inter-simple sequence repeats , IS-

SR)分子标记方法是加拿大蒙特利尔大学 Zietkiewicz等

1994年建立的 ,是一种基于 PCR的微卫星类分子标记

新技术 ,根据位于反向排列的 SSR之间的 DNA序列多

态性来鉴别个体。其优点是引物设计较为简单 ,不需要

知道 DNA序列即可利用引物进行扩增 ,一般通过琼脂

糖凝胶电泳就可以检测。 ISSR标记技术最早在作物上

得到应用
[ 5]
,近些年来在一些果树上也得到广泛应

用
[ 6-10]

。

1　材料与方法
1.1　试验材料

以沈阳农业大学榛树资源圃的 3 a生平欧杂种榛

15份资源为试材(具体名称及电泳泳道见表1),于 2007

年5月从田间选取刚萌发1 a生新梢上的幼叶放入冰盒

中迅速带回实验室 ,用自来水和蒸馏水冲洗干净后再用

滤纸吸干叶片表面水分 ,投入液氮中速冻后放-70℃超

低温冰箱中保存备用。

　　表 1　　　参试平欧杂种榛资源名称
泳道编号 品种名称 泳道编号 品种名称

1 82-81 9 82-32

2 84-2 10 81-67

3 84-308 11 83-63

4 81-31 12 85-145

5 81-18 13 85-57

6 84-487 14 85-49

7 85-8 15 82-6

8 84-24

1.2　基因组 DNA的提取

试验采用改良的CTAB 法
[ 11]
提取榛试材幼叶中的

DNA ,提取的总DNA样品分别用含 EB(0.5 μg/mL)的

0.8%琼脂糖凝胶电泳检测和核酸蛋白分析仪检测。在
紫外透射仪(UVP 3UV TM Transilluminator)上观察电泳

结果 ,用佳能A610数码相机拍照记录凝胶图像。

1.3　试剂

试验所用的 Taq DNA聚合酶购自天根公司 ,dNTP

购自北京原平皓公司 ,引物的合成来自于联星公司。

1.4　ISSR反应体系优化

ISSR-PCR反应体系在赵国芳
[ 12]
实验方法的基础上

进行了主要构成因素的进一步优化。首先在榛 ISSR引

物退火温度研究中 ,在 PCR反应体积为 20 μL、内含1×
PCR反应缓冲液(天根公司)、1.875 mmol/ L MgCl2(天

根公司)、0.2 mmol/L dNTP(天根公司)、0.3 μmol/ L引

物(TaKaRa)、1 U Taq DNA 聚合酶(天根公司)、DNA

2.5 ng/μL 条件下 ,引物退火温度设 47.3℃、48.1℃、

49.1℃、50.6℃、52.6℃、54.7℃、56.6℃、58.0℃、59.0℃、

59.8℃10个温度梯度 ,根据引物的表现选择各引物所

适合的退火温度。
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其次 ,在 ISSR反应体系各反应成分用量的研究中 ,

引物浓度设 0.1 、0.3 、0.5 、0.8 、1.0 μM 共 5个梯度 ,

DNA模板设 20 、30 、40 、50 、60 ng 共 5 个梯度 , Taq

DNA聚合酶设 0.5 、1.0、1.5、2.0 ,2.5 U共 5个梯度 ,

dNTP设 50 、100 、150、200 、250 300 μmol/L 共 6个浓度

梯度 ,Mg2+浓度设置0.625 、1.25 、1.875 、2.5 、3.125 mM

共5个梯度 ,反应体系为 20 μL。体系优化时 ,固定其他

条件 ,每次改变1个参数 ,以确定该参数对 ISSR结果的

影响。

PCR反应程序为:94℃预变性 5 min , 94℃变性

1 min ,退火温度 54.7 ～ 59℃1 min , 72℃延伸 2 min ,进

行40个循环 ,最后72℃延伸 10 min。PCR反应在美国

MJ公司的PTC-200型 PCR循环仪上进行。

　　表 2　　ISSR引物序列和适宜退火温度
引物名称 引物序列 退火温度/ ℃

E1 5' —(CA)8A(AG)G—3' 59

E2 5' —(GA)8(CT)C—3' 56.6

E3 5' —(AG)8(CT)C—3' 54.7

E4 5' —(AC)8(CT)A—3' 54.7

E5 5' —(AC)8(CT)T—3' 59

E6 5' — (AG)8C —3' 58

E7 5' —(CT)8(AG)C—3' 54.7

E8 5' —(AGT)(GCT)(AGT)(AC)7—3' 59

E9 5' —(AGC)(ACT)(AGC)(GT)7—3' 54.7

E10 5' —(AG)8(AGC)C—3' 56.6

2　结果与分析
2.1　平欧杂种榛 ISSR分子标记最佳反应体系的建立

2.1.1　适宜退火温度的确定　不同引物的退火温度不

同 ,同一引物对于不同的物种退火温度也可能不同。而

退火温度对于 ISSR-PCR反应影响明显。因此该试验基

于梨属 ISSR反应体系 ,以平欧杂种榛82-6号的总DNA

为模板进行温度梯度试验。在美国 MJ公司的 PTC-

200型 PCR仪上进行扩增反应 ,10个引物各自适宜的退

火温度见表 1。如图 1所示 ,当退火温度较低和较高时 ,

试验扩增出的片段都较少 ,带也较弱。当退火温度达到

56.6℃时 ,引物 E10扩增出的 DNA 谱带多且最清晰。

因此引物 E10适合于平欧杂种榛 ISSR反应体系的退火

温度为 56.6℃。

图 1　引物 E10的不同退火温度对杂种榛 DNA 扩增结果的影响

注:M:100 bp DNA ladder;1～ 9泳道的退火温度依次为:

47.3℃、48.1℃、49.1℃、50.6℃、52.6℃、54.7℃、56.6℃、58.0℃、59.0℃。

2.1.2　模板 DNA适宜浓度确定　PCR反应中对模板

浓度要求范围较宽 ,试验在 20 μL 反应体系中 ,固定

Mg2+浓度为 1.875 mM ,1×buffer(不含 MgCl2),引物的

浓度为0.3μM , Taq DNA聚合酶1 U ,dNTP浓度为200

μmol/L 条件下 ,DNA模板设 20 、30 、40 、50 、60 ng 共5个

梯度。从图2所示 ,在其他因素不变的情况下 ,DNA模

板含量的变化对扩增结果影响不大 ,因此试验选择DNA

模板含量为50 ng 。

图2　模板 DNA含量不同对杂种榛 DNA扩增结果的影响

　　注:M:100 bp DNA ladder;1 ～ 5泳道的模板 DNA 含量依次为:20、

30、40、50 、60 ng。

2.1.3　引物适宜浓度的确定　引物浓度是影响扩增的

一个重要因素 ,合适的引物既能增加特异性又能增加敏

感性。试验在 20 μL 反应体系中 ,固定 Mg2+浓度为

1.875 mM , 1×buffer(不含 MgCl2), DNA 模板 2.5

ng/μL ,Taq DNA聚合酶 1 U ,dNTP浓度为200μmol/ L

条件下 ,引物浓度设为 0.1 、0.3、0.5 、0.8、1.0μM共 5个

梯度 ,如图3所示:引物浓度的变化对扩增的影响不明

显 ,试验选择引物的浓度为0.3μM 。

图3　不同引物浓度对杂种榛 DNA扩增结果的影响

　　注:M:100 bp DNA ladder;1～ 5泳道的引物浓度依次为:0.1 、0.3 、0.

5 、0.8、1.0μM 。

2.1.4　dNTP适宜浓度的确定 　dNTP 是 PCR反应的

原料。其浓度过高容易产生错配 ,同时与 Taq 酶竞争

Mg2+ ,使 Taq酶不能充分发挥聚合活性;浓度太低则扩

增产率低。在 20 μL 反应体系中 ,固定 Mg2+浓度为

1.875 mM ,1×buf fer(不含 MgCl2),引物的浓度为 0.3

μM ,DNA模板 2.5 ng/μL , Taq DNA 聚合酶 1 U 条件

下 ,dNTP设 50、100 、150、200 、250 、300μmol/L共 6个浓
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度梯度。如图 4所示:dNTP 浓度为 200μmol/L时效果

最佳。

图 4　不同 dNTP浓度对杂种榛 DNA扩增结果的影响

注:M:100 bp DNA ladder;1～ 6泳道的 dNTP浓度依次为:

50、100、150 、200、250 、300μmol/ L。

2.1.5　Taq DNA聚合酶适宜浓度的确定　酶的用量直

接关系到实验结果 ,用量过多不仅增加成本 ,而且容易

产生非特异性扩增产物 ,量少则会使酶过早地消耗完 ,

产物合成效率低。在 20 μL反应体系中 ,固定 Mg2+浓

度为 1.875 mM ,1×buffer(不含 MgCl2),引物的浓度为

0.3μM ,DNA模板 2.5 ng/μL ,dNTP 浓度为 200 μmol/

L条件下 ,Taq DNA 聚合酶设 0.5、1.0 、1.5 、2.0 、2.5 U

共5个梯度 ,如图5所示:Taq DNA 聚合酶浓度除 0.5

U 外其它浓度的变化不会对 PCR结果产生显著的影

响 ,同时考虑到节省经费 ,试验中 Taq DNA聚合酶浓度

选择 1 U。

图 5　不同 Taq DNA 聚合酶含量对杂种榛 DNA

扩增结果的影响

注:M:100 bp DNA ladder。 1～ 5泳道的 Taq DNA 聚合酶含量依次

为:0.5、1.0 、1.5、2.0 、2.5 U。

2.1.6　Mg
2+
适宜浓度的确定　Mg

2+
浓度是 ISSR-PCR

的一个主要变化因素 ,作为 Taq 酶的辅助因子 ,Mg2+浓

度不仅影响 Taq酶的活性 ,还能与反应液中的dNTP 、模

板DNA及引物结合 ,影响引物与模板的结合效率 、模板

与PCR产物的解链温度以及产物的特异性。在 20 μL

反应体系中 ,固定 1×buffer(不含 MgCl2),引物的浓度

为0.3μM ,DNA模板2.5 ng/μL ,Taq DNA聚合酶1 U ,

dNTP浓度为 200 μmol/L 条件下 ,Mg
2+
浓度设 0.625 、

1.25 、1.875 、2.5 、3.125 mM 共 5个浓度梯度 ,如图 6所

示:Mg2+浓度在1.875 mM时条带最清晰。

2.2　优化后的榛属 ISSR-PCR分析体系及验证

2.2.1　优化后的榛属 ISSR-PCR分析体系　以上试验

结果表明 ,榛属植物 ISSR-PCR分析的最适反应体系为:

20μL 反应体系中 ,DNA 模板为 50 ng ,Mg2+浓度为

1.875 mM ,1×buf fer(不含 MgCl2),引物的浓度为 0.3

μM , Taq DNA 聚合酶 1 U ,dNTP 浓度为 200 μmol/L。

PCR反应程序为:94℃预变性 5 min , 94℃变性 1 min ,

退火温度 54.7～ 59℃1 min ,72℃延伸2 min ,进行 40个

循环 ,最后72℃延伸 10 min。通过1.5%琼脂糖凝胶电

泳检测其扩增产物。

图 6　不同 Mg2+浓度对杂种榛DNA 扩增结果的影响

　　注:M:100 bp DNA ladder;1 ～ 5泳道的 Taq DNA 聚合酶含量依次

为:0.625、1.25、1.875 、2.5、3.125 mM 。

2.2.2　优化后的榛属 ISSR-PCR分析体系的验证　应

用上述体系选择2个引物对15份平欧杂种榛资源进行

扩增实验 ,以检测优化后榛属植物的 ISSR-PCR反应体

系的效果。结果如图 7、8所示 ,15份资源都能扩出清

晰 、重复性好 、多态性高的带 ,表明优化确立的榛属植物

ISSR-PCR反应体系稳定可靠 ,可应用于榛属植物的亲

缘关系和遗传多样性的研究。

图7　引物 E1 在15 份杂种榛资源中的 ISSR扩增结果

图8　引物 E6 在15 份杂种榛资源中的 ISSR扩增结果
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3　讨论
ISSR分子标记技术受反应条件 、扩增程序变化以

及物种不同等诸多因素的影响。为确保 ISSR分子标记

的准确性和有效性 ,尤其是在某一树种上初次应用该技

术 ,对 ISSR反应体系进行优化是必不可少的。试验对

引物退火温度 、模板 DNA浓度 、引物浓度 、dNTP 浓度 、

Taq DNA聚合酶浓度和 Mg
2+
浓度6个影响 PCR反应

体系的主要因素进行了研究。引物的退火温度对 ISSR

反应的结果有直接重要的影响。引物由于碱基序列的

长短不同而具有不同的退火温度 ,同种引物在不同树种

上的退火温度也可能不尽相同。从试验结果上看 ,当引

物的退火温度过低或过高时扩增产物的条带较少且不

是很清晰。这与桂腾琴[ 13]在果梅和齐靖[ 14] 在枣上的研

究规律相一致。选择适合的退火温度可以获得较好的

条带及最多的信息量。

在试验中发现 Mg2+浓度较低时扩增产物较少且条

带较弱 ,而浓度过高时又会出现条带弥散 ,背景模糊的

现象。具体原因可能是 Taq DNA 聚合酶对 Mg2+浓度

依赖性较高 ,适宜的Mg2+浓度有利于 PCR反应的顺利

进行 ,使 PCR反应扩增结果更为清晰。这与郭凌飞[ 15]

和付燕[ 16]的研究结果相一致。

dNTP浓度逐渐升高时 ,扩增片段逐渐清晰 ,当浓度

大于 250μmol/L ,扩增片段减少且开始模糊不清。原因

可能是 dNTP为 PCR反应的主要原料 ,浓度过低时 ,扩

增产物的产量较少 ,造成谱带不清。而高浓度的 dNTP

易产生错误掺入 ,导致某些片段可能扩增不出产物。而

试验中模板 DNA浓度 、引物浓度 、Taq DNA 聚合酶浓

度的变化对反应体系的影响不大。
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Optimization of the Inter-simple Sequence Repeat Reaction System and Its
Verification in Ping' ou Hybrid Hazelnut

WEI Xin1 ,WEI Yong-xiang1 ,WANG Ying2 , LIU Cheng1 ,WANG Xing-dong1 , DONG Wen-xuan3

(1.Liaoning Fiuit Reasearch Institute , Liaoning , Xiongyao 115009;2.Horticultural College of , Jinlin Agricultural University , Changchun , Jilin

130118;3.College of Horticultural , Shenyang Agricultural Vniersity , Shenyang , Liaoning 110161)

Abstract:The optimization of main influential factors of ISSR reaction system about the ping' ou breeding strain 82-6 was

studied with primer 5'-(AG)8(AGC)C-3' .The results showed that the optimum concentrations of components such as

template DNA , Mg2+ , Buffer , primer , Taq DNA polymerase , dNTP in 20μL reaction system w ere 2.5 ng/μL ,1.875

mmol/ L ,1×buffer(without Mg2+), 0.3 μmol/L ,1 U , 200 μmol/ L.Amplifications of 15 ping' ou breeding varieties

(strains)of hazelnut were achieved using this optimum system.
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