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摘要:对甜槠 Castanopsis eyrei进行遗传多样性研究的过程中 , 为了获得清晰可靠 、重复性强

的 ISSR扩增结果 , 利用正交设计对Mg
2+
, dNTP , 引物 , Taq酶 , 牛血清蛋白(BSA)和模板

DNA等 6种因素 5个水平进行筛选和优化 。确定甜槠 ISSR-PCR最适宜反应体系为:10 μL反

应体积中 , 1×Taq酶配套缓冲液(10 mmol·L
-1

Tris-HCl , pH 9.0 , 50 mmol·L
-1

KCl , 10 g·L
-1

TritonX-100), 1.7 mmol·L
-1
Mg

2+
, 0.25 mmol·L

-1
dNTP , 8.34 nkat TaqDNA 聚合酶 , 1.5 g·

L
-1
牛血清白蛋白 , 6 pmol引物 , 12 ng 模板 DNA 。甜槠扩增时引物 UBC846的最适退火温度

为56.3 ℃。图2表 1参 23
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甜槠 Castanopsis eyrei是中亚热带常绿阔叶林主要建群种和优势种之一 , 在我国亚热带森林生态系

统中占重要地位
[ 1]
。在过去的十几年中 , 国内学者就天台山 、武夷山和古田山等地甜槠林的种群学 、

群落学 、水文学和生物量等
[ 2 ～ 5]
做了大量的研究工作 , 但分子生态学方面的研究还未见报道。 ISSR

(inter simple sequence repeat)是一种用微卫星引物PCR(polymerase chain reaction)扩增产生多态位点标记

的技术 , 它既简单又快捷 , 并具备 SSR (simple sequence repeat), AFLP (amplified fragment length

polymorphism)标记的优点和 RAPD(random amplified polymorphic DNA)标记的普遍性 , 相对于 RAPD技

术(引物碱基数为10), 因其使用了更长的引物(16 ～ 25个碱基)提高了退火温度而具有更高的重复

性
[ 6]
。由于不需预知基因组的序列 , ISSR技术要比其他标记系统简单

[ 7]
, 已被广泛地应用于濒危物种

遗传多样性
[ 8]
、作物遗传育种

[ 9]
和生殖生态学

[ 10]
等领域的研究。此实验以甜槠 DNA为材料 , 采用正

交设计方法 , 旨在综合考虑各种因素及因素间的相互关系对扩增结果的影响 , 筛选出最适宜的反应体

系 , 为甜槠遗传多样性研究奠定良好的基础 。

1　材料与方法

1.1　材料

甜槠叶采自浙江省丽水市松阳县箬寮岘自然保护区。选取植株上当年萌发的幼嫩叶片 , 置于保鲜

袋中 , 封口 , 用样品储藏箱(由超低温冰袋保持冷藏条件)带回实验室洗净 , -70 ℃低温冰箱保存。



ISSR引物序列由加拿大哥伦比亚大学(University of British Columbia , Set No.9 , No.801-900)提供 ,

由上海生物技术工程公司合成 , UBC846:(CA)8RT。

1.2　DNA的提取与定量

按李钧敏等
[ 11]
描述的方法 , 采用改进的SDS法进行甜槠DNA的提取 , DNA经8 g·L

-1
琼脂糖凝胶

电泳后 , 用上海天能 GIS凝胶成像分析系统(上海天以科技服务公司)拍照 , 利用 TANON Gel version

3.71软件 , 以 250 ngλDNA为标准量 , 按荧光密度对 DNA条带进行定量 。将 DNA稀释成 20 mg·L
-1
,

贮存于-20 ℃冰箱中备用 。

1.3　ISSR扩增

这项实验初始聚合酶链式反应(PCR)扩增体系设定为:10μL PCR反应体积中含1×Taq酶配套缓

冲液(10 mmol·L
-1

Tris-HCl , pH 9.0 , 50 mmol·L
-1
KCl , 10 g·L

-1
TritonX-100), 8.34 nkat TaqDNA聚合

酶(华美生物工程公司), 1.5 mmol·L
-1
Mg

2+
, 0.15 mmol·L

-1
dNTP , 10 ng 模板 DNA , 10 pmol引物;2

g·L
-1
牛血清白蛋白(BSA)。初始的 ISSR扩增反应程序:94 ℃预变性 5 min , 94 ℃变性 30 s , 55 ℃退

火 45 s , 72 ℃延伸 1.5 min , 共 35个循环;72 ℃延伸5 min。PCR反应在美国 Thermo 公司生产的P×2

梯度热循环仪中进行 。扩增产物在 16 g·L
-1
琼脂糖凝胶(含 5 mg·L

-1
溴化乙锭)上进行电泳 , 电泳缓冲

液为 0.5×TBE(Tris-硼酸和 EDTA), 电泳结果于上海天能 GIS 凝胶成像分析系统拍照保存。

1.4　退火温度优化

采用梯度 PCR模式 , 生成的温度梯度为 48.1 , 48.5 , 49.3 , 50.7 , 52.4 , 54.4 , 56.3 , 58.3 ,

60.6 , 62.0 , 62.7 , 63.2 ℃。其余PCR扩增条件同 1.3 , 以确定最合适的退火温度 。

1.5　实验正交设计处理

针对Mg
2+
, dNTP , Taq酶 , BSA , 引物和模板 DNA等6种因素 , 各设 5个水平 , 选用 L25(5

6
)正

交表 。ISSR-PCR正交实验设计表如表1所示。

2 　结果与分析

2.1　退火温度的确定

退火温度取决于所选引物中 GC 碱基对的含量 , 通常温度范围为 45 ～ 65 ℃
[ 6]
。在 PCR反应中 ,

退火温度的高低直接影响到引物与模板 DNA 的特异性结合和扩增谱带的样式
[ 12 , 13]

。该实验先根据原

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 846 进行退火温度的确定(图

1)。结果表明退火温度对 ISSR扩增谱带有明显的影响 。总的变化趋势为:在较低温度下(48.1 ～ 50.7

℃), 条带数较少 , 长度为759和636 bp的条带亮度较弱或缺失 。随退火温度的升高(52.4 ～ 58.3 ℃),

条带数增多 , 亮度增加。随温度再升高(60.6 ～ 63.2 ℃), 引物和模板的特异性结合增强 , 但扩增条带

明显减少 , 亮度减弱 。根据公式 T=4 (G+C)+2 (A+T)
[ 14]
计算 , 理论上退火温度为 52.0 ℃。从

图1可看出 , 退火温度在 52.4 ℃和 54.4 ℃时 , 扩增出的带型清晰 , 但长度为 1 163 bp 的条带缺失 ,

长度为 923 bp的条带较弱 。而退火温度为 56.3 ℃时可扩增获得清晰 、 完全的条带 , 虽然背景略有增

高 , 但可以在进一步的条件优化中消除 , 因此 , 56.3 ℃为该引物的最适退火温度。但不同引物有不

同的退火温度 , 我们先根据公式
[ 14]
计算引物的退火温度 , 对于理论温度为 52.0 ℃左右的引物 , 采用

56.3 ℃进行筛选 , 选择清晰 、 不弥散的引物进行下一步研究 , 而对于理论退火温度差距较大的 , 则

再度采用梯度 PCR去进行退火温度的筛选。

2.2　PCR正交实验设计的直观分析

PCR扩增结果 , 依据其谱带的强弱及杂带的多少 , 并结合这项试验目的 , 作直观分析(图 2)。从

图2中可看出 , 具有较好条带的处理有 2个 , 为处理 15和处理 24。Taq 酶是Mg
2+
依赖性酶 , Mg

2+
浓

度是影响 PCR结果的重要因素之一
[ 15, 16]

。在 2个处理中 , Mg
2+
浓度大于 1.7 mmol·L

-1
, 显示甜槠的

ISSR扩增需较高浓度的Mg
2+
。
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表 1　ISSR-PCR正交试验设计表
Table 1　Orthogonal design for ISSR-PCR optimization

编号
Mg2+/

(mmol·L -1)

dNTP/

(mmol·L -1)
Taq 酶/(mkat·L-1)

BSA/

(g·L-1)

引物/

(μmol·L -1)

模板 DNA/

(mg·L-1)

1 1.5 0.05 0.417 0 0.6 0.4

2 1.5 0.10 0.834 0.5 0.9 0.8

3 1.5 0.15 1.250 1.0 1.2 1.2

4 1.5 0.20 1.667 1.5 1.5 1.6

5 1.5 0.25 2.084 2.0 1.8 2.0

6 1.6 0.05 0.834 1.0 1.5 2.0

7 1.6 0.10 1.250 1.5 1.8 0.4

8 1.6 0.15 1.667 2.0 0.6 0.8

9 1.6 0.20 2.084 0 0.9 1.2

10 1.6 0.25 0.417 0.5 1.2 1.6

11 1.7 0.05 1.250 2.0 0.9 1.6

12 1.7 0.10 1.667 0 1.2 2.0

13 1.7 0.15 2.084 0.5 1.5 0.4

14 1.7 0.20 0.417 1.0 1.8 0.8

15 1.7 0.25 0.834 1.5 0.6 1.2

16 1.8 0.05 1.667 0.5 1.8 1.2

17 1.8 0.50 2.084 1.0 0.6 1.6

18 1.8 0.15 0.417 1.5 0.9 2.0

19 1.8 0.20 0.834 2.0 1.2 0.4

20 1.8 0.25 1.250 0 1.5 0.8

21 1.9 0.05 2.084 1.5 1.2 0.8

22 1.9 0.10 0.417 2.0 1.5 1.2

23 1.9 0.15 0.834 0 1.8 1.6

24 1.9 0.20 1.250 0.5 0.6 2.0

25 1.9 0.25 1.667 1.0 0.9 0.4

图 1　不同退火温度 ISSR-PCR扩增(引物为 UBC 846)
M.λDΝΑ/ EcoRⅠ +HindIII 标准分子量参照物;1～ 12.温度依次为 48.1,

48.5 , 49.3 , 50.7 , 52.4 , 54.4 , 56.3 , 58.3 , 60.6, 62.0 , 62.7和 63.2 ℃

Figure 1　ISSR-PCR amplification patterns under dif ferent annealing

temperatures(using primer UBC846)　　　　

M.λDΝΑ/ EcoRⅠ +HindIII molecular weight standard;1～ 12:The annealing

temperatures were 48.1 , 48.5 , 49.3, 50.7 、 52.4 , 54.4 , 56.3 , 58.3 , 60.6 ,

62.0 , 62.7 and 63.2 ℃, respectively

　　dNTP 是 PCR 的原料 , 过低导致

PCR产率下降
[ 17]
。2个处理中 dNTP 浓

度分别为 0.25 mmol·L
-1
和 0.20 mmol·

L
-1
, 因此 , 较高浓度的 dNTP 对获得

清晰稳定主带是必需的。

Taq酶用量是影响 PCR的一个重

要因素 , 浓度过低不能扩增 , 浓度太

高导致背景增加
[ 18]
。由图 2 可知 , 10

μL反应体系中 , 处理 15 和处理 24 的

Taq酶用量分别为 8.34 nkat 和 12.42

nkat , 均可获得清晰条带 。适宜的 Taq

酶用量(8.34 nkat或 12.42 nkat)是甜槠

ISSR扩增的关键。

BSA可以通过其分子中富含赖氨酸

的阳离子与多酚化合物的阴离子相互

作用 , 或是通过疏水相互作用力消除

内源的多酚类化合物 , 起到阻止它们

与 Taq 酶结合 , 从而提高酶的活性 ,

最终起到改善 PCR反应的作用
[ 19]
。另外 , BSA 还有助于封闭体系中的杂质对 Taq 酶的活性影响 , 在

PCR反应体系中添加一定量的BSA ,可以提高实验的效果 ,增加条带 , 减少弱带
[ 21 , 22]

。从结果可知 ,
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图 2　ISSR-PCR正交设计处理结果(引物为 UBC846)
M:λDΝΑ/ EcoRⅠ +HindIII标准分子量参照物:1～ 25:处理代号参见表

Figure 2　The electrophoresis result s of ISSR-PCR orthogonal design (using primer UBC 846)

M.λDΝΑ/ EcoRⅠ +HindIII molecular weight standard;1～ 25.Treatment No.as showed in Table 1

BSA的浓度对扩增结果影响不大 , 当 BSA质量浓度为 0.5 ～ 1.5 g·L
-1
时均可达到优化 PCR的目的。

可获得清晰条带处理的模版DNA的用量为 12 ～ 20 ng , 显示模板 DNA 用量对甜槠 ISSR扩增影响

不大 。Reddy
[ 6]
的研究表明在 20μL 的PCR反应体系中 , 10 ng 的 DNA模板用量得到了与 25 ng和 50 ng

相同的扩增结果 。谢运海等
[ 12]
, 余艳等

[ 16]
的研究也得到相似的结论。

引物用量对扩增结果有明显的影响 , 较高的引物用量会增加引物与模板之间的非特异性结合 , 导

致条带弥散 , 背景增高。2个处理中适宜的引物用量均为 6 pmol , 显示甜槠 ISSR扩增在较低的引物用

量时就可获得清晰的条带 。

综合以上的分析 , 在 25个处理中 , 处理 15最佳 , 其主带明显 , 背景较低 , 清晰度较高。

3　结论

ISSR技术是基于 PCR扩增反应 , 易受模板浓度 、 引物浓度 、 Taq 酶用量 、 Mg
2+
浓度和扩增程序

与循环次数等诸多因素的影响
[ 22]
。正交试验设计的特点是在实验的全部处理组合中 , 仅挑选部分有

代表性的水平组合(处理组合)进行实验 , 通过部分事实了解全面试验情况 , 从中找出较优的处理组

合
[ 23]
。这项研究结果显示甜槠 ISSR扩增时引物UBC 846的最适退火温度为 56.3 ℃, 扩增的最适条件

为:10 μL反应体积中 , 1×Taq酶配套缓冲液(10mmol·L
-1

Tris-HCl , pH 9.0 , 50 mmol·L
-1

KCl , 10 g·

L
-1

TritionX-100), 1.7 mmol·L
-1
Mg

2+
, 0.25mmol·L

-1
dNTP , 8.34 nkat TaqDNA聚合酶 , 1.5 g·L

-1
牛血

清白蛋白 , 6 pmol引物 , 12 ng 模板 DNA 。
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Optimization of ISSR-PCR reaction system of Castanopsis

eyrei by orthogonal design
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Abstract:Obtaining the stable and repeatable ISSR-PCR amplification result is the basic work to study genetic

diversity of Castanopsis eyrei.The ISSR-PCR amplification system was optimized by using orthogonal design in six

factors and five levels (Mg
2+
, dNTP , primer , Taq DNA polymerase , bovine serum albumin and template

DNA).The suitable reaction conditions of ISSR-PCR were shown as follows:1×Taq buffer (10 mmol·L
-1

Tris-

HCl , pH 9.0 , 50 mmol·L
-1

KCl , 10 g·L
-1
TritonX-100 , 1.7 mmol·L

-1
Mg

2+
, 0.25 mmol·L

-1
dNTP , 8.34

nkat Taq DNA polymerase , 1.5 g·L
-1

bovine serum albumin , 6 pmol primer , 12 ng template DNA in 10 μL

reaction volume.The optimal annealing temperature for primer UBC 846 was 56.3 ℃.[ Ch , 2 fig.1 tab.23

ref.]
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