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　　摘　要：采用正交设计与单因素结合法，对国兰ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中的４个因素（ｄＮＴＰｓ、
引物浓度、Ｍｇ２＋、Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶）进行优化试验，结果用ＤＰＳ软件进行分析。结果表明：各因
素对ＰＣＲ结果均有显著影响，其中Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶对反应的影响最大；筛选出了各反应因素的
最佳水平，建立国兰ＩＳＳＲ－ＰＣＲ 的最佳反应体系（２５μＬ）为：ｄＮＴＰｓ　０．２ｍｍｏｌ／Ｌ、引物
１．０μｍｏｌ／Ｌ、Ｍｇ

２＋２．５ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶１Ｕ。
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　　中国兰花习称国兰，兰科（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）兰属
（Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ）植物，包括春兰（Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ　ｇｏｅｒｉｎｇｉｉ）、
蕙兰（Ｃ．ｆａｂｅｒｉ）、建兰（Ｃ．Ｅｎｓｉｆｏｌｉｕｍ）、墨兰（Ｃ．
Ｓｉｎｅｎｓｅ）、寒兰（Ｃ．ｋａｎｒａｎ）、莲瓣兰（Ｃ．ｔｏｒｔｉｓｅｐａｌｕｍ）和
春剑（Ｃ．ｔｏｎｇｉｂｒａｃｔｅａｔｕｍ）７个种［１］。具有极高的经济
价值和观赏价值。近年来对于国兰的育种进行了大量
研究，选育出了很多优质品种，但是仅凭传统的判断标
准来识别并对新品种进行分类以及注册登记等，存在
很大的困难。
分子标记技术可以在很大程度上弥补传统判断标

准的缺陷，因此广泛应用于植物品种的鉴定。ＩＳＳＲ（Ｉｎｔｅｒ

Ｓｉｍｐｌｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｒｅｐｅａｔ）即简单序列重复区间，又称
Ｉｎｔｅｒ　ＩＳＳＲ，是１９４４年Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｅｚ等发明的一种新分
子标记技术［２］。其基本原理是在ＳＳＲ的５′或３′加上
２～４个随机核苷酸，在ＰＣＲ反应中与特定的引物结
合，对结合引物互补区两侧具有反向排列ＳＳＲ的一段
基因组ＤＮＡ序列进行扩增。ＩＳＳＲ引物设计比较简
单，无需知道ＳＳＲ两端的单拷贝序列。和ＳＳＲ标记相
比种特异性不强；与ＲＡＰＤ相比其多态性更高；可以与
ＲＦＬＰ的精确度相媲美，而且检测十分方便。目前，
ＩＳＳＲ标记已广泛应用于植物品种鉴定［３］、遗传作
图［４］、基因定位［５］、遗传多样性［６］、进化及分子生态学
研究中［７］。但是由于其反应是基于ＰＣＲ，其反应条件
容易受到 Ｍｇ２＋、模板、Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ以及
引物浓度各种因素的影响，所以需要针对不同物种进
行反应体系优化。该研究采用正交设计和单因素试验
相结合的方法对ｄＮＴＰｓ、引物浓度、Ｍｇ２＋ 以及Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶４个因素进行筛选，对国兰ＩＳＳＲ反应体
系进行优化，以期获得适合于国兰ＩＳＳＲ反应的最佳体
系，为国兰的ＩＳＳＲ分子标记提供一定的参考


。

Ｓｔｕｄｙ　ｏｎ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ　ｆａｃｅｔｕｍＢａｌｆ．ｆ．ｅｔ　Ｗａｒｄ

ＣＨＥＮ　Ｐｉｎｇ－ｆｅｎ１，ＬＩＵ　Ｊｉａ－ｘｕｎ２，ＬＩ　Ｘｉｎｇ－ｇｕｉ　３，ＧＡＯ　Ｆｅｉ　２，ＬＩＡＮＧ　Ｍｉｎｇ－ｔａｉ　２
（１．Ｋｕｎｍｉｎｇ　Ｋｉｎｇ－Ｋｅｙｓ　Ｆｌｏｗｅｒ　Ｌｉｍｉｔｅｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｋｕｎｍｉｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ　６５０２１３；２．Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅ，Ｙｕｎｎａｎ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｋｕｎｍｉｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ　６５０２０５；３．Ｋｕｎｍｉｎｇ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅ，Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｋｕｎｍｉｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ　６５０２０４）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔａｋｉｎｇ　ｔｈｅ　ｓｅｍｉ－ｌｉｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｓｔｅｍｓ　ｓｅｇｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ａｎｎｕａｌ　Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ　ｆａｃｅｔｕｍＢａｌｆ．ｆ．ｅｔ　Ｗａｒｄ　ａｓ　ｅｘｐｌａｎｔｓ
ａｎｄ　ＷＰＭ　ａｓ　ｔｈｅ　ｂａｓｉｃ　ｍｅｄｉｕｍ　ｔｏ　ｓｔｕｄｙ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｈｏｒｍｏｎｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ　ｏｎ　ｂｕｄ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｏｏｔｉｎｇ　ｏｆ　Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ　ｆａｃｅｔｕｍ Ｂａｌｆ．ｆ．ｅｔ　Ｗａｒｄ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｂｅｓｔ　ｍｅｄｉｕｍ　ｆｏｒ
ｅｘｐｌａｎｔｓ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｗａｓ　ＷＰＭ＋ＺＴ　２．０＋ＩＡＡ　０．５ａｄｄ　ｓｕｃｒｏｓｅ　３０ｇ／Ｌ，ａｇａｒ　４ｇ／Ｌ，ｐＨ　５．０．Ｔｈｅ　ｓｔｅｍ　ｓｅｇｍｅｎｔｓ　ｏｆ
Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ　ｆａｃｅｔｕｍＢａｌｆ．ｆ．ｅｔ　Ｗａｒｄ　ｏｎ　ｉｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ　ｈａｄ　ｈｉｇｈｌｙ　ｒｅａｃｈｅｄ　８３％．Ｔｈｅ　ｂｅｓｔ　ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉｕｍ　ｗａｓ
ＷＭＰ＋ＺＴ　０．８ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．０５ｍｇ／Ｌ　ａｄｄ　ｓｕｃｒｏｓｅ　３０ｇ／Ｌ，ａｇａｒ　４ｇ／Ｌ，ｐＨ　５．０．Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍａｌ　ｒｏｏｔｉｎｇ　ｍｅｄｉｕｍ　ｗａｓ
ＷＭＰ＋ＩＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋ ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ，ａｄｄ　ｓｕｃｒｏｓｅ　３０ｇ／Ｌ，ａｇａｒ　７ｇ／Ｌ＋ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｃａｒｂｏｎ　３ｇ／Ｌ，ｐＨ　５．０，
ｒｏｏｔｉｎｇ　ｒａｔｅ　ｗａｓ　９３％．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ　ｆａｃｅｔｕｍＢａｌｆ．ｆ．ｅｔ　Ｗａｒｄ；ｔｉｓｓｕｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ；ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ

６３１



北方园艺２０１１（１７）：１３６～１３９ ·生物技术·

１　材料与方法
１．１　试验材料
四川省农业科学院园研究艺所提供的国兰１６个

不同品种，取新鲜幼嫩叶片１～３ｇ，立即用液氮研磨，
于－８０℃下保存。引物序列由上海生工合成；１０×
Ｔａｑ　Ｂｕｆｆｅｒ（不含 Ｍｇ２＋）、Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、
Ｍｇ２＋、Ｔｒａｎｓ２ＫＰｌｕｓ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ均购于 ＴｒａｎｓＧｅｎ
公司。
１．２　试验方法
１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取及检测　运用Ｄｅｌｌａｐｏｒｔａ［８］

的ＣＴＡＢ法提取基因组ＤＮＡ，１％的琼脂糖凝胶电泳
检测ＤＮＡ质量，Ｔｏｔａｌａｂ软件检测ＤＮＡ含量，稀释到
５０ｎｇ／μＬ备用。
１．２．２　正交因素及水平设计　对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的
体系中的ｄＮＴＰｓ、引物、Ｍｇ２＋、Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶的用
量，在４个水平上进行试验。ＰＣＲ反应中各因素的水
平见表１，正交设计Ｌ１６（４５）见表２。ＩＳＳＲ反应对模板
含量不太敏感，各浓度都有比较清晰的扩增结果［９－１４］，
所以正交设计中没有考虑模板浓度的影响，该试验模
板浓度均选择５０ｎｇ。反应体系总体积为２５μＬ，１０×
ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，其它成分按照正交设计表２加样，不足
２５μＬ用超纯水补足。单因素试验是根据正交实验的
初步结果，在其它因子保持不变的情况下，对某一因按
梯度进行变化。从而筛选出各因素的最佳组合。４个
因子处理浓度梯度和正交设计见表１。
１．２．３　ＰＣＲ反应条件　扩增程序为９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，４４～５６℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，４０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存，并与２４ｈ
内检测。
１．２．４　ＰＣＲ产物检测　反应结束后，取１０μＬ产物在
１．８％琼脂糖凝胶上电泳（含１％核酸染料），ＴＢＥ（１×）
缓冲液，以 Ｔｒａｎｓ２ＫＰｌｕｓ　ＤＮＡ为 Ｍａｋｅｒ，１２０Ｖ电泳
９０ｍｉｎ，用紫外凝胶成像系统观测并拍照。
　　表１ ＩＳＳＲ－ＰＣＲ正交设计因素水平
水平 因素

ｄＮＴＰｓ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 引物／μｍｏｌ·Ｌ－１　 Ｍｇ２＋／ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔａｑ酶／Ｕ

１　 ０．１　 ０．５　 １．０　 ０．５

２　 ０．２　 １．０　 １．５　 １．０

３　 ０．３　 １．５　 ２．０　 １．５

４　 ０．４　 ２．０　 ２．５　 ２．０

表２　ＰＣＲ反应的因素水平Ｌ１６（４５）正交实验设计
编号 ｄＮＴＰｓ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 引物／μｍｏｌ·Ｌ－１　 Ｍｇ２＋／ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔａｑ酶／Ｕ

１　 ０．１　 ０．５　 １．０　 ０．５
２　 ０．１　 １．０　 １．５　 １．０
３　 ０．１　 １．５　 ２．０　 １．５
４　 ０．１　 ２．０　 ２．５　 ２．０
５　 ０．２　 ０．５　 １．５　 １．５
６　 ０．２　 １．０　 １．０　 ２．０
７　 ０．２　 １．５　 ２．５　 ０．５
８　 ０．２　 ２．０　 ２．０　 １．０
９　 ０．３　 ０．５　 ２．０　 ２．０
１０　 ０．３　 １．０　 ２．５　 １．５
１１　 ０．３　 １．５　 １．０　 １．０
１２　 ０．３　 ２．０　 １．５　 ０．５
１３　 ０．４　 ０．５　 ２．５　 １．０
１４　 ０．４　 １．０　 ２．０　 ０．５
１５　 ０．４　 １．５　 １．５　 ２．０
１６　 ０．４　 ２．０　 １．０　 １．５

２　结果与分析
２．１　电泳结果评分
正交设计ＰＣＲ结果如图１所示，根据何正文等［１５］

的方法，根据条带的多少以及亮度进行打分。无条带
视为最差记为１分，条带最多且最亮视为最好记为１６
分。分数越多表明多态性越好，灵敏度越高。该试验
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ正交设计设３次重复，统一计分，各处理打
分情况见表３。

图１　正交实验ＰＣＲ扩增结果（１～１６处理编号见表２）
注：Ｍ：Ｔｒａｎｓ２ＫＰｌｕｓ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ，图４、图７、图８同。

２．２　各因素对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系影响
将上述打分结果运用ＤＰＳ软件进行方差分析［１６］，

结果如表３所示，方差大小反映了各因素对体系的影响
情况。结果分析可见，ＴａｑＤＮＡ聚合酶对反应结果的影
响最大，而ｄＮＴＰｓ对反应的影响则最小。由表４可知，
４个因素对反应结果影响的顺序是Ｔａｑ酶＞Ｍｇ２＋＞引
物＞ｄＮＴＰｓ。可以看出各因素水平间的差异达到了显
著水平，因此进行各因素内的多重分析比较。

　　表３　 １６个处理评分
组合 １　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ７　 ８　 ９　 １０　 １１　 １２　 １３　 １４　 １５　 １６

１　 ３　 １２　 １１　 １３　 ５　 ６　 １３　 １２　 ６　 １６　 １　 １　 ８　 １３　 １　 ２
２　 ２　 １０　 １０　 １０　 ４　 ５　 １１　 １４　 ２　 １４　 １　 ２　 ５　 １２　 １　 １
３　 ２　 １０　 １０　 １１　 ４　 ４　 １２　 １０　 ９　 １３　 １　 １　 ７　 １２　 １　 １

２．３　因素内各水平对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ结果的影响
２．３．１　ｄＮＴＰｓ浓度对ＰＣＲ结果的影响　ｄＮＴＰｓ是
ＰＣＲ反应的底物，其浓度与扩增产物的生成直接相关。
ｄＮＴＰｓ浓度对ＰＣＲ反应影响结果如图２。由图２可
以看出，ｄＮＴＰｓ浓度对ＰＣＲ结果影响具有明显的规

律，即在０．１～０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度区间内整体效果较
好，并且具有缓慢的上升趋势；在０．２～０．３ｍｍｏｌ／Ｌ的
浓度区间内ＰＣＲ结果呈明显的下降趋势；且在０．３～
０．４ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度区间差异不显著。结合单因素试
验，结果如图４（１～４）所示，浓度过高（０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）错
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配率增加，可能是与 Ｍｇ２＋竞争从而使ＴａｑＤＮＡ聚合
酶的作用效率降低，反而使扩增效果变差。２号浓度
即０．２ｍｍｏｌ／Ｌ所得结果最清晰。因此该试验验选择
ｄＮＴＰｓ的最佳水平为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ。
　　表４ ＰＣＲ反应各因素间方差分析
误差来源 方差 自由度 Ｓ　 Ｆ值 Ｐ

ｄＮＴＰｓ　 ４０．３３３３３　 ３　 １３．４４４４４　 ２２ ＜０．０５
引物 ８１．１６６６７　 ３　 ２７．０５５５６　 ４４．２７２７３ ＜０．０５
Ｍｇ２＋ ２０８．８３３３　 ３　 ６９．６１１１１　 １１３．９０９１ ＜０．０１
Ｔａｑ酶 ３６５．１８７５　 ３　 １２１．７２９２　 １９９．１９３２ ＜０．０１
误差 １．８３３３３３　 ３　 ０．６１１１１１

２．３．２　引物浓度对ＰＣＲ结果的影响　引物浓度在很
大程度上决定ＰＣＲ的带型，浓度过低不能扩增，浓度
过高又会产生新的位点［１７］。引物浓度对ＰＣＲ反应影
响结果如图３。引物浓度在０．５～１．０μｍｏｌ／Ｌ的ＰＣＲ
的结果有明显差异，且呈明显的上升趋势；１．０～１．５
μｍｏｌ／Ｌ差异显著，并呈明显的下降趋势；１．５～２．０
μｍｏｌ／Ｌ差异不显著。结合单因素试验，结果如图４
（５～８）６号浓度即１．０μｍｏｌ／Ｌ所得结果最清晰。因此
该试验选择１．０μｍｏｌ／Ｌ为最佳引物浓度。

图２　ｄＮＴＰｓ浓度与结果均值关系

图３　引物浓度与结果均值关系

２．３．３　Ｍｇ２＋对ＰＣＲ结果的影响　Ｍｇ２＋在ＰＣＲ中是
通过改变聚合酶的活性来产生影响，Ｍｇ２＋浓度过低时
Ｔａｑ酶活性较低，扩增产物较少；Ｍｇ２＋浓度过大时由
于酶活性过高，可能产生大量非特异性的弥散带，甚至
扩增产物消失。Ｍｇ２＋各浓度对结果的影响见图５，表
现为１．０～２．５ｍｍｏｌ／Ｌ范围内，反应结果均值随Ｍｇ２＋

浓度的增加呈正比例递增。同时结合单因素试验，结
果如图７（１～４），浓度过低时（１～１．５ｍｍｏｌ／Ｌ）扩增产
物带型弱，在２．５ｍｍｏｌ／Ｌ获得稳定清晰地条带。因此

图４　ｄＮＴＰｓ、引物浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ结果的影响

该试验选择２．５ｍｍｏｌ／Ｌ为最佳反应浓度。
２．３．４　Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶浓度对ＰＣＲ结果的影响　由
方差结果可知Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶是ＰＣＲ反应的主要影
响因素。由此可知酶量在ＰＣＲ反应中起着举足轻重
的作用。Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶浓度对ＰＣＲ反应影响结果
如图６。在０．５～１．０Ｕ浓度区间里结果差异显著，并
且呈明显的上升趋势；在１．０～１．５Ｕ浓度区间里呈明
显的下降趋势；而在１．５～２．０Ｕ浓度区间无明显差
异。结合单因素试验，结果如图７（５～８），在０．５～２．０Ｕ
区间均有清晰稳定的条带，１Ｕ即６号所获结果最为
清晰稳定。因此该试验的酶浓度选为１Ｕ。

图５　Ｍｇ２＋浓度与结果均值关系

图６　Ｔａｑ酶浓度与结果均值关系

综上分析，该试验的反应条件为２５μＬ：１０×ｂｕｆｆｅｒ
２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ　０．２ｍｍｏｌ／Ｌ、引物１．０μｍｏｌ／Ｌ、Ｍｇ

２＋

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ 酶１Ｕ。
２．４　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ体系稳定性的检测
选择ＩＳＳＲ引物 Ｕ８２７对优化确立的国兰ＩＳＳＲ－

ＰＣＲ反应体系的稳定性进行检测。由图８可知，选用
的引物Ｕ８２７对所检测的国兰１６个品种都能扩增出清
晰、重复性好的谱带，表明优化确立的国兰ＩＳＳＲ－ＰＣＲ
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图７　Ｍｇ２＋、Ｔａｑ酶浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ结果的影响

图８　引物Ｕ８２７对１６种不同国兰的ＩＳＳＲ扩增结果
注：１．龙泉局；２．张荷素；３．翠盖；４．宋梅；５墨兰；６．三星蝶（夏
兰）；７．隆昌素；８．天香蝶；９．皇冠蝶；１０．秋素；１１．送春；１２．绿花蕙
兰；１３．红蝉；１４．醉妃；１５．副瓣蝶（夏兰）；１６．笑春。

体系是稳定可靠的。

３　结论与讨论
Ｍｇ２＋、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、引物、模板ＤＮＡ

浓度都会对ＩＳＳＲ的扩增结果产生影响。对于不同物
种在不同的试验条件下，需要对这几个因素进行最佳
组合的优化。该试验不同处理间确实存在显著的差
异，Ｍｇ２＋２．５ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ 酶１Ｕ、ｄＮＴＰｓ　０．４ｍｍｏｌ／
Ｌ、引物１．０μｍｏｌ／Ｌ为该试验的最佳反应条件，此外大
量的研究结果表明，ＤＮＡ模板浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应
的影响不大，因此该试验未对模板ＤＮＡ浓度进行考
察，选择ＤＮＡ模板浓度为５０ｎｇ。
该研究利用正交设计与单因素水平相结合的方法，

克服了正交设计的主观性，很好地弥补了单因素水平间
各因子缺少的互作效应。结合分析软件，迅速得到

ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应的最佳试验条件，使结果的分析更加客
观、科学和简便。最后采用最佳因素水平组合对反应体
系进行验证，所得结果条带清晰，多态性好，证明此优化
体系结果可靠，可以用于国兰的ＩＳＳＲ分子标记中。
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