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牡丹渊 Paeonia suffruticosa冤为芍药科芍药属亚灌木袁观
赏价值高袁园艺化程度高袁大多为高度杂交的品种遥 许多牡
丹品种因亲缘关系较近袁仅靠花型尧花色尧叶型等传统的形
态指标难以区分袁这样既影响品种正确识别袁也给品种保护
和利用等带来困难袁 而分子标记技术可有效地用于品种鉴
定袁同时也可以指导育种工作袁特别是在杂交育种过程中袁
如果对选配亲本的亲缘关系不了解袁盲目杂交袁不利于保持
品种的遗传多样性遥目前袁分子标记技术应用在牡丹种及品
种间亲缘关系研究尧 遗传多样性分析及杂交后代鉴定等多
方面袁主要标记有 RFLP[1]尧RAPD[2-4]尧AFLP[5]尧ISSR等[6袁7]遥

ISSR渊 Inter Simple Sequence Repeat袁简单序列重复区间
扩增冤 是 Zietkiewicz等于 1994年在 SSR基础上创建的袁基
于 PCR扩增的一种新型分子标记技术遥 目前已广泛用于植
物品种鉴定尧遗传作图尧基因定位尧遗传多样性尧生物进化及
分子生态学等研究中[8]遥

ISSR技术也是基于 PCR的一种分子标记技术袁其扩增
结果易受 Mg2+尧dNTPs尧引物尧Taq DNA聚合酶尧模板 DNA等
因子的影响遥因此袁在将该技术应用于一种植物材料的研究
之前袁应先建立一个合适的 ISSR蛳PCR反应体系袁以期获得
可靠的结果遥正交试验设计具有均衡分散尧综合可比及效应
明确等特性袁既减小了试验规模袁又不使信息损失的太多袁
克服了单因素试验顾此失彼尧试验规模巨大的缺点 [9袁10]袁从
而最快找到最优水平组合[11]遥 为此袁笔者利用正交试验设计
对上述各因子反应条件进行优化袁建立适合牡丹的 ISSR反
应体系袁 为牡丹品种的分子鉴定和遗传关系的分析等研究
奠定了重要的技术基础袁也为其他物种 ISSR反应体系的建
立提供参考遥
1 材料与方法

1.1 材料 以野 凤丹冶渊 Paeonia ostii冤叶片总 DNA为材料遥
1.2 基因组 DNA 模板的提取 牡丹基因组总 DNA提取

采 用 CTAB 微 量 法渊 4 % CTAB曰100 mmol/L Tris 蛳HCl
渊 pH8.0冤曰50 mol/L EDTA曰1.5 mol/L NaCl曰 2 % PVP曰4 % 茁蛳巯
基乙醇冤遥 所提模板 DNA的质量采用琼脂糖凝胶电泳法检
测渊 图 1冤遥 淤将 650 滋l渊 65 益预热冤4伊CTAB提取液加入到研
磨好的叶片粉末中渊 成熟叶片研磨时加少量 PVP冤遥 混匀袁
65 益水浴 30 min遥于吸取上清至新管袁加入 650 滋l氯仿/异戊
醇渊 24颐1冤袁离心 12 000 r/min袁10 min遥 盂吸取上清至新管袁加
入 600 滋l氯仿/异戊醇渊 24颐1冤袁离心 12 000 r/min袁10 min遥 榆
吸取上清至新管袁加入等体积异丙醇渊 或 2倍体积无水乙
醇和 1/10体积 NaAc冤袁混匀袁-20益沉淀 30 min遥虞离心 12 000
r/min袁5 min遥 愚沉淀用 800 滋l 70 %乙醇洗 2耀3次遥 舆在空
气中风干或用烘箱烘干袁加 50 滋l TE渊 含 RNase冤遥 余65 益消
化 30 min袁-20 益冷冻保存待用遥

1.3 优化 ISSR蛳PCR 反应体系的正交设计 为确定牡丹

ISSR蛳PCR反应的最适扩增条件袁经初步筛选袁引物 UBC850
[渊 GT冤 8YC袁其中渊 Y=CT冤 ]作为此次正交试验的引物遥 分别对
Mg2+浓度尧TaqDNA聚合酶用量尧引物浓度尧dNTPs浓度和模
板 DNA用量等 5个主要影响因子各 4个水平作正交试验遥
选用 L16渊 45冤正交表袁设计 PCR扩增体系各成分的因素-水
平正交设计试验渊 表 1袁表 2冤遥 反应体系为 10 滋l袁除表中所
列因素外袁每管还有 1伊PCR Buffer袁不足体积用无菌双蒸水
补足[12]遥
1.4 ISSR-PCR的扩增反应 实验所用 ISSR引物均由上
海生物工程有限公司合成袁 引物序列参照加拿大哥伦比亚
大学 渊 UBC冤 公布的第 9套 ISSR引物序列袁dNTPs尧buffer尧
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摘要 以野 凤丹冶渊 Paeonia ostii冤基因组 DNA为模板袁采用正交试验设计方法袁研究牡丹 ISSR反应体系的影响因素袁建立了适合牡丹的
ISSR反应体系及程序遥 10 滋l反应体系为院1伊反应缓冲液袁2.5 mmo1/L Mg2+袁0.4 mmo1/L dNTPs袁1.0 U Taq聚合酶袁0.75 滋mol/L引物袁10耀
20 ng模板 DNA遥 反应程序为院94 益预变性 3 min曰94 益变性 45 s袁45耀60 益渊 不同引物退火温度各异冤复性 45 s袁72 益延伸 90 s袁35个循
环曰72 益延伸 7 min曰4 益保存遥 通过梯度退火试验袁确定不同引物的退火温度遥
关键词 牡丹曰ISSR蛳PCR曰正交设计曰反应体系
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Study on Optimization for ISSR Reaction System of Peony with Orthogonal Design
WANG Jia et al (College of Landscape Architecture袁 Beijing Forestry University袁Beijing 100083)
Abstract With Paeonia ostii genomic DNA as a template, the orthogonal design was used to optimize ISSR amplification system of Peony. A
suitable ISSR reaction system was established袁namely 10 滋l reaction system containing 1伊PCR buffer, 2.5 mmol/L Mg2+, 0.4 mmol/L dNTPs,
1UTaq DNA polymerase, 0.75 滋mol/L primer袁10~20 ng DNA templet. PCR reactions were pre蛳denaturing at 94 益 for 3 min, 35 cycles of de蛳
naturation at 94 益 for 45 s, annealing at 45~60 益 for 45 s and extension at 72 益 for 90 s, with a 7 min final extension at 72 益袁and then saved at
4 益. The optimal annealing temperature for ISSR蛳PCR reaction was proposed by gradient PCR. Each primer has different annealing temperature.
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图 1 不同牡丹品种的模板 DNA
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Mg2+
mmo1/L Taq DNA聚合

酶椅U/10滋l dNTPsmmo1/L 引物滋mo1/L 模板 DNA用
量椅ng/10滋l

1 1.5 0.5 0.1 0.25 10
2 2.0 1.0 0.2 0.50 203 2.5 1.5 0.3 0.75 30
4 3.0 2.0 0.4 1.0 40

浓度梯度

表 1 ISSR反应的主要影响因子浓度梯度

注院表中共有 16个处理袁每个处理 2个重复袁共 32管袁按表中的数
据加样遥

编号 Mg2+
mmol/L TaqDNA聚合

酶椅U/10滋l dNTPs浓度mmol/L 引物浓度滋lmol/L 模板 DNA用
量椅ng/10滋l1 1.5 0.5 0.1 0.25 10

2 1.5 1.0 0.2 0.50 203 1.5 1.5 0.3 0.75 304 1.5 2.0 0.4 1.0 40
5 2.0 0.5 0.2 0.75 40
6 2.0 1.0 0.1 1.0 30
7 2.0 1.5 0.4 0.25 208 2.0 2.0 0.3 0.50 10
9 2.5 0.5 0.3 1.0 20
10 2.5 1.0 0.4 0.75 1011 2.5 1.5 0.1 0.50 4012 2.5 2.0 0.2 0.25 30
13 3.0 0.5 0.4 0.50 30
14 3.0 1.0 0.3 0.25 4015 3.0 1.5 0.2 1.0 10
16 3.0 2.0 0.1 0.75 20

表 2 PCR扩增体系各成分因素要要要水平正交设计 L16渊 45冤

引物序列(5'-3') 退火温度椅益
807 (AG)8T 60811 (GA)8C 58
812 (GA)8A 58825 (AC)8T 55
827 (AC)8G 60846 (CA)8RT 58
850 (GT)8YC 58
859 (TG)8RC 53864 (ATG)6 55

899CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA 45
881(GGGTG)3 60895AGAGTTGGTAGCTCTTGATC 53
注院其中 R=AG袁Y=CT遥

表 3 引物序列及最佳退火温度

MgCl2和 Taq DNA 聚合酶等购自 TaKaRa 公司遥 渊 Marker冤
DL2000为天为时代公司生产遥PCR扩增反应用美国 MJ Re蛳
search公司生产的 PTC蛳225型扩增仪遥

扩增程序院94 益预变性 3 min曰94 益变性 45 s袁45耀60 益
渊 不同引物退火温度各异冤复性 45 s袁72 益延伸 90 s袁35个循
环曰72 益延伸 7 min曰4 益保存遥扩增反应结束后袁将扩增产物

在含有溴化乙锭渊 EB冤的 1.5 豫耀2.0 豫琼脂糖凝胶中电泳分
离袁DNA分子量标记为 DL2 000袁 以 3耀5 V/cm的电压电泳
1.5 h遥 电泳结束后袁 在紫外分析仪上观察扩增条带袁 并用
UVP紫外自动成像仪采集图像遥
1.5 退火温度梯度筛选 在正交试验结果分析的基础上袁
从 40个引物中筛选出适合牡丹 ISSR蛳PCR 反应的引物 12
个袁再利用 MJ Research PTC蛳225扩增仪进行退火温度梯度
试验袁设置退火温度在 42.0耀61.0 益袁扩增仪自动生成 12个
梯度遥选取其中 6个梯度院45.1尧50.0尧53.2尧55.9尧58.0尧60.6 益遥
所用 PCR扩增体系为正交设计所得的最佳体系遥
2 结果与分析

2.1 正交试验结果分析渊 图 2冤 依据琼脂糖电泳条带的强

弱和杂带的多少做直观分析遥 Mg2+浓度较低时袁会降低 Taq
DNA聚合酶的活性袁使反应产物减少渊 如 1袁2冤曰浓度过高
时袁反应特异性降低袁出现非特异性扩增渊 如 13袁15袁16冤遥 由
图 2可见袁Mg2+浓度 2.5 mmol/L袁条带最清晰袁亮度也最高遥
处理 1尧2的 Mg2+和 dNTP浓度较低袁 浓度过低会降低 PCR
产物的产量袁同时袁dNTP能与 Mg2+结合袁减少反应条带遥 处
理 5袁6背景弥散袁 其引物浓度和模板 DNA用量均较高袁引
物浓度过高会引起错配和非特异性扩增袁DNA用量过高其
中所含杂质亦过高袁影响 PCR结果遥 处理 9引物浓度过高袁
产生非特异性扩增袁条带模糊不清晰遥 处理 11袁12 TaqDNA
聚合酶和 DNA浓度均过高袁非特异性扩增多且一定程度上
抑制 PCR反应袁条带少且背景弥散遥 处理 3尧4尧7尧8尧14只能
扩增出较弱谱带或几乎扩增不出条带遥综合考虑各因素袁处
理 10号条带最清晰且亮度较高袁杂带较少袁为最佳组合袁
即 1 UTaq 酶袁1伊buffer袁10 ng/10 滋l 模板 DNA袁2.5 mmol/L

图 2 ISSR标记 5因素 4水平正交电泳结果(M为 DL2000)

Mg2+袁0.4 mmol/L dNTPs袁0.75 滋mol/L引物遥
2.2 退火温度的确定 同一引物对于不同的物种袁退火温
度可能不同[13]遥 根据正交试验结果袁选择处理 10进行退火
温度试验遥由图 3得出袁退火温度较低时袁产生的杂带多袁背
景较深渊 45耀60 益冤 ;当退火温度逐渐升高时袁扩增的特异性
升高袁杂带减少袁弥散背景减少遥 由于 ISSR的引物较长袁所
以退火温度要适当地提高遥 实验表明不同引物的最佳退火
温度不同袁不能以单一的退火温度进行所有引物的试验袁每
个引物的最佳退火温度均需筛选渊 表 3冤遥
3 讨论与结论

3.1 牡丹叶片 DNA提取 DNA 的质量直接影响 PCR 反
应的质量遥通常情况下袁嫩叶 DNA提取较容易曰成熟老叶因
其叶中多酚尧多糖等高分子物质明显增多袁使得提取较高质
量的 DNA困难遥试验表明袁研磨叶片时加少量 PVP渊 最好不

溶性的冤和抗坏血酸渊 Vc冤尧较高浓度的 CTAB提取液等渊 含
有 4 豫茁蛳巯基乙醇及 2 豫PVP冤均有利于去除老叶中多糖及

渊 下转第 6484页冤
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做好修筑梯田尧挖撩壕尧鱼鳞坑等水利工程袁并在梯田埂尧壕
边上种植紫穗槐尧三叶草等多年生绿肥作物袁既能减少水土
流失袁又能增加肥源遥其次袁要深扩宽树盘的活土层袁每年从
原来植树坑向外扩展深翻袁直至株间翻通为止曰回填土时把
表土填入底部袁分层压入绿肥更为理想遥

对于条件较好袁树龄较大的盛果期狮头柑园袁由于多年
荒芜袁杂草丛生袁树势衰弱袁产量大幅度下降袁需要施用综合
配套技术袁使其迅速恢复树势袁提高产量遥 放任生长的狮头
柑园袁一般土壤板结袁肥力很低袁恢复管理之初可进行全面
深翻袁并加强肥水管理遥 山区可就近堆沤绿肥或树盘压青袁
至少早春要追施 1次速效性氮肥袁 以利前期生长和雌花芽
的形成遥 施肥量应高于正常树袁并于施肥后立即灌水遥 长期
放任生长的狮头柑树袁一般表现树冠内膛空虚袁结果部位外
移袁枯枝较多曰或树冠枝条过多袁通风透风不良曰还有的树冠
大枝过多袁结果枝很少遥这类树应因树制宜袁进行改造修剪遥
对于放任树袁还可采用人工去雄和人工辅助授粉等措施袁提
高座果率和产量遥

3.3 病虫害的防治 防治病虫害要贯彻野 预防为主尧综合
防治冶的方针遥 首先应通过加强栽培管理尧合理负载等增强
树势袁提高树体的抗病尧抗虫能力遥在防治上袁要根据各地常
发生主要虫害和病害袁结合测报情况袁从方法简便袁少用药袁
收效大等方面综合考虑袁依据危害情况袁生活习性袁发生规
律等袁抓住防治的关键时期遥在运用中袁应根据树体高大袁栽
植分散袁缺少水源等具体情况袁多采用深翻树盘清除枯枝落
叶和杂草袁捉成虫袁挖虫茧尧虫蛹和虫卵等袁堵树洞袁拾落果袁
剪除病虫枝袁场所诱杀等农业防治措施袁以及灯光诱杀和田
间堆火诱杀等物理防治措施遥在化学防治时袁要注意药剂选
择与更换袁并严格控制用药量和用药次数袁防止滥用农药袁
以免大量杀伤天敌袁引起害虫的再猖獗和造成环境污染遥在
具体方法上袁可多采用地面撒药尧涂干尧灌根尧喷药带等经济
简便方法遥
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图 3 退火温度对 ISSR反应的影响
多酚物质遥沉淀时采用异丙醇效果好于无水乙醇渊 嫩叶正好
相反冤袁因异丙醇更易于沉淀小分子量物质袁减少多糖等高
分子物质的沉淀遥DNA中的 RNA消化对 PCR反应影响很小遥
3.2 牡丹 ISSR蛳PCR反应体系 在 PCR反应体系中袁DNA
模板用量过少袁引物与模板结合机率降低袁导致扩增产物的
稳定性下降曰用量过多袁又可能将模板中杂质过多地带入反
应体系袁导致扩增产物稳定性下降袁或过量扩增袁使电泳图
谱呈弥散状[13]遥 本研究表明院牡丹 ISSR体系具有较宽的模
板用量范围袁在 10 ng/10 滋l就可以扩增出较好条带袁大大节
约了模板用量遥

由文献分析所知 [8-11]袁TaqDNA 聚合酶用量一般为 1.0
U袁而 Mg2+浓度对 PCR扩增的特异性和产量有显著的影响袁
对牡丹 ISSR扩增结果影响很大袁 Mg2+是 TaqDNA聚合酶实
现聚合反应所必须的袁但它的有效浓度又与 PCR体系中的
模板用量 渊 含有一些杂质冤尧dNTPs 用量等有关袁 尤其受
dNTPs浓度的影响袁 因为 dNTPs分子中的磷酸基团能定量
地与 Mg2+结合袁使实际反应中 Mg2+的浓度下降遥因此将 Mg2+

浓度作为该正交试验的首要影响因子渊 表 2冤遥 试验结果表
明袁Mg2+ 1.5耀2.0 mmol/L浓度相对较低袁 产生的条带少或几
乎没有曰Mg2+ 2.5 mmol/L为最佳浓度袁 条带清晰且多曰 大于
2.5 mmol/L袁出现非特异性扩增遥

引物浓度过高会导致引物二聚体的形成袁 且易引起碱
基错配和产生非特异性扩增曰引物浓度过低袁其与 DNA模
板结合位点少袁扩增产量下降袁并有可能出现弥散现象遥 通
常引物浓度范围在 0.25耀1.0 滋mol/L遥 该试验结果表明引物

和 dNTPs的浓度差异对牡丹 ISSR扩增的影响不很明显遥
退火温度因引物变化而变化袁大多数 ISSR引物适合较

高的退火温度袁有时高于其 Tm值袁且同一物种所有引物退
火温度也不同遥 如该试验中 UBC899引物的最适退火温度
为 45 益袁远远低于其 Tm值遥因此在某种具体物种的反应体
系建立时袁不同引物的退火温度应逐一筛选遥
该试验利用正交试验设计方法特点[12]袁对影响 ISSR蛳PCR

反应的主要因素进行优化筛选袁 能够较快地找到比较理想
的实验组合袁因此比单一因素试验更加简便快速遥
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