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摘要  在利用ISSR 技术对木荷的遗传多样性进行研究的试验过程中 ,对影响PCR 扩增效果的一些因素诸如模板DNA 用量、引物用量、
牛血清白蛋白浓度、Taq DNA 聚合酶用量、4×dNTP 浓度、Mg2 + 浓度以及退火温度等指标进行筛选和优化 ,确立了可用于木荷ISSR- PCR
分析最适宜的PCR 反应条件 :10 μl PCR 反应体积中,1×Taq 酶配套缓冲液( 10 mmol/ L Tris- HCl ,pH 值9 .0 ,50 mmol/ L KCl ,0 .1 % Triton
X-100) ,0 .75 U Taq DNA 聚合酶 ,1 .5 mmol / L MgCl 2 ,0 .2 mol / L 4×dNTP ,6 pmol 引物 ,2 mg/ ml 牛血清白蛋白 ,10 ng 模板DNA;适宜木荷ISSR
扩增的退火温度为56 .3 ℃。
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LI Jian- hui et al  ( College of Life Science , Hangzhou Teachers College , Hangzhou, Zhejiang 310018)
Abstract  In order to study the genetic diversity of Schi ma superba with ISSRtechnique , the factors which affected the ISSR amplification such as tem-
plate DNA dosage , pri mers dosage , bovi ne serumalbumin concentration, unit of Taq DNA polymerase , dNTP concentration , Mg2 + concentration and an-
neali ng temperature were selected and opti mized . The results showed that the conditions being suitable for ISSR-PCR of Schi ma superba were as follows :
1×Taq buffer(10 mmol/ L Tris- HCl , pH9 .0 , 50 mmol/ L KCl and 0 .1 % Triton X-100) , 0 .75 UTaq DNA polymerase , 1 .5 mmol / L MgCl 2 , 0 .2 mol/ L
4×dNTP, 6 pmol pri mers , 2 mg/ ml BSA and 10 ngtemplate DNA. The suitable anneali ngtemperature of Schi ma superba inthe ISSR-PCRreactionsys-
temwas 56 .3 ℃ .
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  木荷( Schi ma superba) 是隶属山茶科( Theaceae) 的常绿乔

木, 适应性强,分布广泛 ,是我国中亚热带东部常绿阔叶林的

常见种。其材质优良, 可用于建筑和园林绿化, 也可用于营

造防火林带[ 1] 。研究木荷分子水平的遗传变异, 对于中亚热

带常绿阔叶林的重建和发展、生物多样性的保护及其资源的

可持续利用具有重要意义。

简单重复序列区间扩增多态( ISSR) DNA 分析是由 Zi-

etkiewicz 等[ 2] 于1994 年建立的一种分子标记技术, 具有操作

简单、成本低、快速灵敏、多态性高、所需DNA 量少以及无需

预知研究对象的基因组序列等优点,同时也具有SSR 的稳定

性[ 3] 。因此 ,近年来已迅速应用于品种鉴定[ 4] 、物种遗传多

样性[ 5] 等领域的研究。

虽然ISSR 扩增步骤与RAPD 技术相似, 但不同植物材料

及不同引物的扩增条件存在差异 ,需通过实验对影响PCR 扩

增效果的一些因素诸如模板 DNA 用量、引物用量、牛血清白

蛋白( Bovine Serum Albumin ,BSA) 浓度、Taq DNA 聚合酶用量、

4×dNTP 浓度、Mg2 + 浓度以及退火温度等指标进行筛选和优

化。迄今为止, 适用于木荷的ISSR- PCR 反应体系尚未见报

道, 笔者探讨了适用于木荷ISSR 反应的最佳体系, 为今后利

用ISSR 标记技术开展木荷种群遗传变异分析和构建物理图

谱奠定基础。

1  材料与方法

1 .1  供试材料  木荷嫩叶, 采自浙江省临安市大明山。采

后用保鲜袋封装, 立即带回实验室, 洗净、晾干后 , 置于- 70

℃超低温冰箱中, 备用。

1 .2  模板 DNA 的制备与定量  采用改进的SDS 法抽提木

荷基因组DNA[ 6 - 8] 。所提取的 DNA 经0 .8 % 琼脂糖凝胶电

泳,在上海天能 GIS 凝胶成像分析系统中拍照, 经软件分析
�
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荧光面积, 与标准 DNA 分子量参照比较而定量, 稀释成20

ng/ μl ,贮存于 - 20 ℃冰箱中, 备用。

1 .3  试验处理  退火温度设12 个处理, 分别为48 .1、48 .5、

49 .6、50 .7、52 .4、54 .4、56 .3、58 .3、60 .6、62 .0、62 .7、63 .2 ℃ ;

Mg2 + 浓度梯度设置3 个处理, 分别为1 .5、2、2 .5 mmol/ L;4×

dNTP 浓度梯度设置3 个处理, 分别为0 .1、0 .15、0 .2 mmol/ L ;

模板DNA 用量梯度设置3 个处理, 分别为6、10、16 ng ;Taq

DNA 聚合酶用量设置3 个梯度 , 分别为0 .25、0 .5、0 .75 U; 引

物用量设置3 个处理, 分别为6、12、18 pmol ;BSA 浓度梯度设

置3 个处理, 分别为0、1、2 mg/ ml 。

1 .4 ISSR 反应 ISSR 引物采用加拿大哥伦比亚大学( Uni-

versity of British Columbia ,Set No .9 , No .801-900) 提供的序列 ,

由上海生工生物工程公司合成。原初ISSR 扩增反应体系为

10μl 的PCR 反应体积中,0 .5 U Taq DNA 聚合酶( 华美生物工

程公司) ,1 .5 mmol/ L MgCl 2 ,0 .15 mol/ L 4×dNTP ,12 pmol 引物

( 上海Sangon 公司) ,2 mg/ ml 牛血清白蛋白,10 ng 模板 DNA。

该试验所用的PCR 仪为美国 Ther mo 公司生产的 P×2 梯度

PCR 仪。PCR 扩增反应程序为:94 ℃预变性5 min ,1 个循环 ,

94 ℃变性30 s ,55 ℃退火45 s ,72 ℃延伸1 .5 min , 共35 个循

环,72 ℃最后延伸5 min。扩增后的PCR 产物在4 ℃中保存。

1 .5  PCR 产物的鉴定 扩增反应结束后, 在1 .6 % 琼脂糖

凝胶( 0 .5×TBE, 含0 .5 mg/ L 溴化乙锭) 中分离扩增产物, 用

上海天能GIS 凝胶成像分析系统拍照记录。

2  结果与分析

2 .1  退火温度对ISSR 扩增的影响  引物的退火温度极大

地影响着ISSR 反应的进行 ,随引物的不同, 退火温度也会不

一样, 因而确定一个合适的退火温度非常必要。首先根据原

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 UBC835 进行退火温度的测定。该实验从48 .1～63 .2 ℃

共15 .1 ℃的温度梯度里, 研究了不同的退火温度对ISSR 扩

增的影响。结果表明 :当退火温度为54 .4 和56 .3 ℃时 ,均扩

增出清晰而明亮的条带; 当退火温度高于56 .3 ℃或低于54 .4
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℃时, 扩增条带减少,亮度减弱( 图1) 。考虑到在允许的范围

内, 选择较高的退火温度可减少引物和模板之间的非特异性

结合,提高PCR 反应的特异性[ 9] , 因此, 笔者确定适宜木荷

ISSR- PCR 分析的退火温度为56 .3 ℃。而根据公式 Tm = 4( G

+ C) + 2( A + T) [ 9] 计算的引物 UBC835 理论退火温度为56

℃。由此可见,对于木荷而言, 引物 UBC835 的理论退火温度

和实际退火温度基本一致。对于其他不同的引物,应先根据

公式计算引物的理论退火温度, 对于具相似退火温度的引物

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; 而对于退火温度相差较大的, 则再次采用梯度 PCR 去

进行退火温度的筛选。

 注 :1～12 的退火温度依次为48 .1、48 .5、49 .6、50 .7、52 .4、54 .4、

56 .3、58 .3、60 .6、62 .0、62 .7、63 .2 ℃ ; M 为λDNA/ EcoR I +

Hind III 标准分子量参照物。

图1 不同退火温度对木荷ISSR扩增的影响

2 .2 Mg2+ 浓度对ISSR 扩增的影响 Mg2 + 浓度是制约ISSR-

PCR 扩增结 果的一 个重要因 素。从图 2 可以 看出, 1 . 5

mmol/ L Mg2 + 浓度效果最佳, 可扩增出明亮清晰且稳定的条

带;当 Mg2 + 浓度升高至2 .0 和2 .5 mmol/ L 时, 条带数量变化

不大,但扩增背景明显增高, 这可能是由于 Mg2 + 浓度偏高带

来的非特异性扩增所引起的。因此, 该试验确定 Mg2 + 的最

适浓度为1 .5 mmol/ L。

2 .3  dNTP 浓度对ISSR 扩增的影响 dNTP 是ISSR- PCR 反

应的原料底物,dNTP 浓度的变化对ISSR 条带的数量和强弱

有一定的影响( 图2) 。当4×dNTP 浓度为0 .2 mmol/ L 时, 扩

增的条带最为明亮清晰, 且无非特异性扩增; 当4×dNTP 浓

度为0 .1 和0 .15 mmol/ L 时 , 条带数量减少。因此,4×dNTP

的浓度以0 .2 mmol/ L 较为适宜。

2 .4  Taq DNA 聚合酶用量对 ISSR 扩增的影响  在ISSR-

PCR 反应体系中,Taq DNA 聚合酶用量直接影响到扩增反应

的成功与否。由图2 可见, 在 10 μl 的反应体积中, 当 Taq

DNA 聚合酶用量为0 .25 U 时,ISSR 扩增条带有些模糊不清 ,

这可能是用量过低所致 ;当 Taq DNA 聚合酶用量增加至0 .5

U时 ,条带有所增加; 当Taq DNA 聚合酶用量增加至0 .75 U

时,条带明显增强, 清晰明亮, 效果最佳。因此 , 该试验 Taq

DNA 聚合酶用量采用0 .75 U。

2 .5 BSA 浓度对 ISSR 扩增的影响  BSA 对于酶活性有一

定的促进作用[ 10] , 同时可以减低ISSR 扩增的背景。从图2

可以看出,当BSA 浓度为0 mg/ ml 时, 扩增的条带较弱, 有些

条带丢失 ;当BSA 浓度为1 mg/ ml 时, 条带增加; 当BSA 浓度

增加至2 mg/ ml 时,条带明显增多, 清晰度增强。所以最终选

择最适的BSA 浓度为2 mg/ ml 。

2 .6 引物用量对ISSR 扩增的影响( 图2)  引物用量直接关

系到扩增产物的质量。当引物用量为6 pmol 时,ISSR 条带最

为清晰明亮( 图2) ;当引物用量增加至12 和18 pmol 时 ,扩增

条带变化不大,但扩增背景明显提高。所以引物的最适用量

为6 pmol 。

2 .7 模板DNA 用量对ISSR 扩增的影响 模板 DNA 用量是

影响ISSR- PCR 扩增的最重要因素之一。从图2 可以看出, 当

模板DNA 用量为6 ng 时,扩增的条带较少,亮度较弱;当模板

DNA 用量为10 和16 ng 时, 均可扩增出清晰的条带, 同时随

着模板DNA 用量的增加, 扩增背景也明显提高。因此, 该研

究采用的木荷模板 DNA 用量为10 ng。

注 :M为λDNA/ EcoR I + Hind III 标准分子量参照物 ;1～3 ,Mg2 + 浓

度分别为1 .5、2 .0、2 .5 mmol/ L ;4～6 ,4×dNTP 浓度分别为0 .1、

0 .15、0 .2 mmol/ L ;7～9 ,Taq DNA 聚合酶用量分别为 0 .25、0 .5、

0 .75 U;10～12 ,BSA 浓度分别为0、1、2 mg/ ml ;13～15 ,引物用量

分别为6、12、18 pmol ;16～18 ,模板DNA 用量分别为6、10、16 ng。

图2 不同因素对木荷ISSR扩增的影响

3  结论

ISSR分子标记技术基于 PCR 反应 , 其扩增条带虽较

RAPD 标记稳定,但是也受反应条件变化以及物种不同的影

响。该试验结果证明, 采用不同的反应体系会对ISSR 扩增

产生较大的影响, 从而影响ISSR 分析的准确性, 而ISSR 带谱

的准确性与稳定性是进行遗传多样性分析的前提条件。为

了利用这一分子标记对木荷进行遗传多样性分析 ,获得重复

性和可靠性较高的ISSR 带谱, 有必要对其影响因子进行筛

选和优化,确立最适宜的ISSR 反应体系。

该试验选择56 .3 ℃为最佳退火温度, 经过对反应体系

的筛选和优化,确立了可用于木荷ISSR 分析较适宜的扩增条

件为:10μl PCR 反应体积中,1×Taq DNA 聚合酶配套缓冲液( 10

mmol/ L Tris- HCl ,pH 值9 .0 ,50 mmol/ L KCl ,0 .1 % Triton X-100) ,

0 .75 U Taq DNA 聚合酶( 华美生物工程公司) ,1 . 5 mmol/ L

MgCl2 ,0 .2 mol/ L 4×dNTP ,6 pmol 引物( 上海Sangon 公司) ,10 ng

模板DNA,2 mg/ ml 牛血清白蛋白。以此条件对同一木荷植株

DNA 进行3 次ISSR 分析,结果可靠,带型稳定清晰。
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3) ,用于供试菌株的 RAPD 扩增和 DNA 图谱分析。

  表3 引物及其碱基组成

引物 碱基组成(5′-3′) 引物 碱基组成(5′-3′)

S8 GTCCACACGG S36 AGCCAGCGAA

S18 CCACAGCAGT S37 GACCGCTTGT

S20 GGACCCTTAC S43 GTCGCCGTCA

S22 TGCCGAGCTG S51 AGCGCCATTG

1 .3 .3  RAPD 扩增。采用25 μl 反应体系:10×PCR 反应缓

冲液2 .5 μl ;10 mmol/ L dNTP 2 μl ;10 μmol/ L 随机引物1 μl ;

2 .5 U Taq 酶0 .5μl ; 模板DNA 1μl ; 重蒸水18μl 。反应循环

参数为:94 ℃变性2 min ;94 ℃变性20 s ,35 ℃退火30 s ,68 ℃

延伸1 min , 共40 个循环; 最后68 ℃延伸6 min。取扩增产物

10μl , 加2 μl 上样缓冲液混匀 , 点入含溴化乙锭( EB) 的

1 .0 %琼脂糖凝胶孔中 , 在 1×TAE 缓冲液中电泳, 之后在

254 nm紫外光下检测。200 bp DNA ladder 为北京天为时代

科技有限公司产品。

1 .3 .4  数据分析。利用 DPS 统计软件的 UPGMA 法( 非加

权配对算术平均法) 处理结果, 得到所有供试菌株的亲缘关

系聚类图。

2  结果与分析

2 .1  利用 Nit 突变体划分营养体亲和群  将来自不同分离

株的不同类型的Nit 突变体配对培养时得到了明显的亲和

现象( 图1) , 即两型突变体菌落交界处形成了旺盛的气生菌

丝带。对10 个供试菌株两两测定, 将其划分为3 个营养体

亲和 群( VCGs) 。XY1、LH2、LH3、ZK1、XC1 和 ZK2 属 于

VCG1 ;LH1、XX1 和JZ1 属于 VCG2 ;ZK3 单独属于 VCG3。测

定结果表明 : ①新月弯孢菌种内不同分离株间遗传背景有

差异 ; ②Nit 突变体技术可以用于玉米弯孢病菌营养体亲和

 注 :A .NitM 型突变体与周围的 Nit1 型突变体间产生的旺盛白

色气生菌丝带 ;B . Nit M 型突变体与周围的 Nit1 型突变体

间 , 及Nit1 型突变体间的旺盛白色气生菌丝带。

图1 不同菌株的两型突变体间的亲和现象

群的划分 ,菌株间亲和与否很容易判断。

2 .2  利用 RAPD 标记划分遗传类型  对10 个测试菌株的

菌丝基因组进行 DNA 扩增 , 利用 DPS 软件处理结果 , 得到

其遗传距离聚类图( 图2) 。在遗传距离0 .5 处 ,将测试菌株

分为3 类 :①XY1、LH2、LH3、ZK1、XC1 和ZK2 ;②LH1、XX1 和

JZ1 ;③ZK3。由图2 可以看出 , 除菌株 XY1 与 LH2、LH3 与

ZK1 间有较近的亲缘关系外, 其他菌株间的亲缘关系均较

远, 尤其是ZK3 单独属一个遗传类型 , 在遗传距离1 .00 处

才与其他测试株归为一个遗传组。这表明新月弯孢菌种内

存在明显的遗传分化。

图2 测试菌株的遗传聚类

3  小结与讨论

利用 Nit 突变体进行营养体亲和性测定时, 部分 Nit1 型

突变体间也出现了白色气生菌丝带 , 其原因有待进一步研

究。不同菌株两型突变体间的亲和测定将供试菌株分为3

个 VCG,RAPD 扩增后进行遗传聚类也将供试菌株分为3 个

遗传类型 , 且3 个 VCG 与3 个遗传类型相对应。因此,Nit

突变体技术可用于玉米弯孢叶斑病菌营养体亲和性的研

究。该方法具有费用低、操作简便、结果容易识别等优点,

结合 DNA 的分子标记技术可以更好地了解病原菌的遗传

背景。2 种技术研究的结果均表明 , 来自河南省的玉米弯孢

叶斑病菌存在遗传分化现象。因此 , 要提高警惕, 以防气候

条件变化、品种更换等造成该病害再度流行和暴发。
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