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ISSR技术是利用复杂基因组中锚定的简单重复序列
设计引物袁在 SSR寡核苷酸的 3爷或 5爷末端随机锚定 2耀4个
碱基袁 促使 SSR两侧反向排列的基因组片段的扩增遥 ISSR
引物序列较长袁具有高重复性和稳定性袁可用于辨别相关物
种的基因型[1]遥

青钱柳渊 Cyclocarya paliurus冤是胡桃科青钱柳属植物袁
为我国特有的单种属植物袁是天然保健食品资源遥笔者以青
钱柳的 DNA为模板袁 探讨了 ISSR蛳PCR反应体系中 6种因
素对扩增的影响袁以期获得青钱柳扩增的最佳反应体系遥
1 材料与方法

1.1 材料 于浙江省临安市大明山风景区内海拔 900 m袁
坡向为 NE42毅采集植株幼叶袁装在保鲜袋中袁封口袁放置于
样品贮藏箱中渊 箱中有超低温冰袋维持冷藏条件冤袁带回实
验室袁-80 益保存袁用于 DNA的提取遥
1.2 方法

1.2.1 DNA的提取与定量遥 采用改进的 SDS法提取青钱柳
的总 DNA袁经 0.8 %琼脂糖凝胶电泳袁用 GIS凝胶成像分析系
统渊 上海天能科技服务公司生产冤拍照定量袁-20 益保存备用遥
1.2.2 ISSR原初扩增条件及 PCR扩增程序遥 ISSR引物采
用加拿大哥伦比亚大学提供的序列袁 由上海生物工程有限
公司合成遥 原初的扩增反应条件是 10 滋l PCR反应体积袁包
括院1伊Taq酶配套缓冲液 渊 浓度为 10 mmol/L Tris窑HC1袁 pH
值 9.0袁浓度为 50 mmol/L KC1袁0.1 % Triton X蛳100冤袁浓度为
1.5 mmol/L MgCl2袁浓度为 0.6 mmol/L 4伊dNTP袁浓度为 2 mg/ml
牛血清白蛋白渊 BSA冤袁 10 ng模板 DNA袁20 pmol 引物渊 上海
Sangon公司生产冤袁 0.75 U Taq酶渊 上海华美公司生产冤遥 初
步设定的 ISSR蛳PCR扩增程序为院94 益预变性 5 min袁94 益
变性 30 s袁55 益退火 45 s袁72 益延伸 1.5 min袁 共 35个循环曰

72 益完全延伸 5 min遥
扩增反应在 P伊2梯度热循环仪 渊 美国袁Thermo公司生

产冤中进行袁扩增产物在 1.6 %的琼脂糖凝胶渊 含 0.5 g/mL
溴化乙锭冤中电泳渊 电泳缓冲液为 0.5伊TBE冤袁采用 姿DNA/
EcoR I+Hind III作标准分子量参照物袁用 GIS凝胶成像分析
系统拍照保存遥
1.2.3 退火温度的确定遥 采用 PCR温度梯度模式袁自动设
定温度袁生成的温度梯度为 48.1尧48.5尧49.3尧50.7尧52.4尧54.4尧
56.3尧58.3尧60.6尧62.0尧62.7尧63.2 益 遥 其余 PCR 扩增程序同
野 1.2.2冶袁以确定最合适的退火温度遥
1.2.4 ISSR蛳PCR扩增反应体系的优化遥 采用单因素试验袁
共设计了 6个因素各 4个水平渊 表 1冤遥 其余条件同野 1.2.2冶遥

2 结果与分析

2.1 退火温度的确定 根据原初反应条件进行引物的初

筛袁 选择能看到清晰条带的引物 UBC825进行退火温度的
确定袁结果见图 1遥 从图 1可以看出袁退火温度对扩增的影
响很大遥 在 48.1~49.3 益袁低分子量的条带清晰明亮袁但高分
子量的条带缺失曰在 50.7~60.6 益袁条带数目最多袁并且随着
温度从 50.7~56.3 益袁 条带的清晰度与亮度逐渐增加袁至
56.3 益时袁条带亮度最高袁清晰度也最高曰随着温度的继续
升高袁条带亮度逐渐减弱曰当温度达到 62.7和 63.2 益时袁条
带数目明显减少袁亮度减弱遥 因此袁青钱柳最适的退火温度
为 56.3益遥
2.2 模板 DNA量对 ISSR扩增的影响 随模板 DNA量的
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摘要 采用改进的 SDS法提取青钱柳基因组 DNA袁测试青钱柳 ISSR扩增的最适退火温度袁并采用单因素试验袁测试了模板 DNA尧
Mg2+尧dNTP尧BSA尧引物 \Taq酶 6个因素对青钱柳 ISSR扩增的影响遥 结果表明院合适的退火温度为 56.3 益曰适宜的扩增体系为院10 滋l
PCR反应体积中袁1伊Taq酶配套缓冲液浓度为渊 10 mmol/L Tris窑HCl袁pH值 9.0袁 浓度为 50 mmol/L KCl袁0.1 % Triton X蛳100冤袁 12 ng模板
DNA袁浓度为 1.5 mmol/L MgCl2袁浓度为 1.0 mmol/L 4伊dNTP袁 1mg/ml BSA袁15 pmol引物袁0.75 U Taq酶遥
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Abstract The genomic DNA of Cyclocarya paliurus was extracted with the improved SDS method. Bsed on its DNA, the ISSR amplificatory
reaction system was optimized. The fitting annealing temperature was confirmed and the effect of Mg2+ concentration袁 dNTP concentration袁 BSA
dosage袁 primer dosage, Taq DNA polymerase dosage and DNA templates dosage on ISSR amplification were tested with the single factor method.
The result was that, the fitting annealing temperature was 56.3 益 and the optimal reaction system of ISSR for Cyclocarya paliurus was determined
as follows: 1伊Taq polymerase corresponding buffer (10 mmol/LTris窑HCl pH 9.0袁50 mmol/L KCl,0.1 豫 Triton X蛳100), 12ng template DNA,
1.5mmol/L MgCl2, 1.0 mmol/L 4伊dNTP, 1mg/ml BSA, 15 pmol primer袁0.75U Taq DNA polymerase in total 10 滋l reaction volume. Thus, the
establishment of ISSR蛳PCR reaction system settled the genetic diversity foundation for Cyclocarya paliurus.
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注院BSA为牛血清白蛋白遥

Mg+浓度椅mmol/L 1.5 1.75 2 2.25
dNTP浓度椅mmol/L 0.4 0.6 0.8 1.0BSA浓度椅mg/ml 1 2 3 4
模板 DNA用量椅ng 6 12 18 24
引物用量椅pmol 10 15 20 25
Ta酶用量椅U 0.50 0.75 1.00 1.25

1 2 3 4
水平

表 1 ISSR蛳PCR体系优化的因素和水平
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注院M为 姿DNA/EcoRI+Hind 芋标准分子量参照物曰1耀12为退火温度分
别为 48.1尧4 8.5尧49.3尧50.7尧52.4尧54.4尧56.3尧58.3尧60.6尧62.0尧62.7尧63.2益遥
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图 1 退火温度对青钱柳 ISSR扩增的影响
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注院M为 姿DNA/EcoRI+Hind 芋标准分子量参照
物曰1耀4为模板 DNA量分别为 6尧12尧18尧24 ng遥
图 2 模板 DNA量对青钱柳 ISSR扩增的影响

增加袁其条带的亮度也逐步增加遥当 DNA量为 6 ng时袁条带
很弱袁背景值很高曰当 DNA量为 24 ng时袁条带很亮袁背景值

虽低袁但也一片模糊渊 图 2冤遥 所以袁青钱柳扩增的模板 DNA
量最适为 12 ng遥
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注院M为 姿DNA/EcoRI+Hind 芋标准分子量参照物曰1耀4为 Mg2+浓度分别为 1.50尧1.75尧2.00尧2.25 mmol/L曰5耀8为 dNTP浓度分别为 0.4尧0.6尧
0.8尧1.0 mmol/L曰9耀12为 BSA浓度分别为 1尧2尧3尧4 mg/ml曰13耀16为引物用量分别为 10尧15尧20尧25 pmoL曰17耀20为 Taq酶的用量是 0.50尧
0.75尧1.00尧1.25 U遥

图 3 几种因素对青钱柳 ISSR扩增体系的影响

2.3 Mg2+浓度对 ISSR扩增的影响 Mg2+浓度变化对扩增
的影响不大袁条带的数量和强弱相似渊 图 3冤遥 因此袁采用最
低 Mg2+浓度 1.5 mmol/L进行青钱柳 ISSR的扩增遥
2.4 dNTP浓度对 ISSR扩增的影响 dNTP浓度的变化对
ISSR带的数量和强弱影响较大渊 图 3冤遥当 dNTP浓度为 0.4
mmol/L时袁一片模糊袁没有条带曰当 dNTP浓度为 0.6 mmol/L
时袁开始出现条带袁但条带很弱曰当 dNTP浓度跃0.6 mmol/L
时袁条带开始清晰起来曰当 dNTP浓度为 1.0 mmol/L时袁条带

清晰袁而且明显比其他 3个梯度亮度高遥因此袁青钱柳 dNTP
最适宜浓度为 1.0 mmol/L遥
2.5 BSA 浓度对 ISSR 扩增的影响 BSA 用量的 4 个梯
度袁条带数量基本上没有变化袁同时袁随 BSA用量的逐步提
高袁条带也越来越弱遥 当 BSA浓度为 1 mg/ml时袁其亮度要
比其他 3个梯度的亮渊 图 3冤遥 故青钱柳的最适 BSA浓度为
1 mg/ml遥
2.6 引物用量对 ISSR带的影响 引物用量对条带数量的

影响不大渊 图 3冤遥 当引物为 10 pmol时袁高分子量条带亮度
较大曰当引物跃10 pmol时袁高分子量条带亮度减弱曰引物跃15
pmol时袁低分子量条带亮度加强曰过高的引物用量会造成非
特异性扩增遥 因此袁综合这 4个梯度的条带袁选择引物用量
15 pmol进行青钱柳扩增遥
2.7 Taq 酶单位对 ISSR 扩增的影响 Taq 酶单位的变
化袁对条带的数量影响不大渊 图 3冤遥 Taq酶单位的 4个梯度
中袁0.50 U梯度条带亮度弱袁其余 3个梯度高分子量条带亮
度接近曰另外袁这 4个梯度只有 0.75 U的背景值相对较低遥
因此考虑到经济因素袁选择 0.75 UTaq酶用于青钱柳遗传多
样性的扩增遥

3 结论与讨论

研究结果显示袁 青钱柳 ISSR分析适宜的退火温度为
56.3 益曰 青钱柳 ISSR分析较适宜的扩增体系为院10 滋l PCR
反应体积袁1伊Taq酶配套缓冲液渊 10 mmol/L Tris窑HCl pH 9.0袁
浓度为 50 mmol/L KCl袁0.1 % Triton X蛳100冤袁12 ng模板DNA袁
浓度为 1.5 mmol/L MgCl2袁浓度为 1.0 mmol/L 4伊dNTP袁浓度
为 1 mg/mlBSA袁15 pmol引物袁0.75U Taq酶遥
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