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ISSR是由 Zietkiewicz等提出的用于扩增 2个距离较近的
相邻 SSR位点间序列的一种方法[1]袁比 RFLP便宜袁比 RAPD
重复性高 [2-3]袁且 ISSR多态性高袁较其他分子标记更适合遗
传多样性较低的栽培品种内的遗传分析 [4-5]袁因而被广泛应
用于分子标记研究中遥 目前还没有引物浓度与退火温度对
PCR扩增片段分子量大小影响效果的报道遥 笔者研究了引
物浓度与退火温度对 PCR扩增片段分子量大小的影响袁以
期其有助于深入了解 PCR原理和对有检测片段大小要求
的 PCR反应的应用遥
1 材料与方法

1.1 材料 长豇豆品种为江汉大学培育的长豇豆新品种

柳翠[6]袁种子于室内发芽至 2片真叶时收集叶片遥 紫外可见
分光光度计渊 SP蛳1910UVPC袁上海光谱仪器有限公司冤曰PCR
反应仪渊 5331袁Eppendorf袁美国冤遥
1.2 基因组 DNA的提取 按植物基因组 DNA 提取试剂
盒渊 目录号院DP305蛳02袁TIANGEN袁北京冤的操作手册提取与
纯化叶片中基因组 DNA遥 纯化后的 DNA利用紫外可见分
光光度计测定波长为 260 nm和 280 nm的光密度值以检测
其纯度并计算其浓度遥
1.3 引物序列尧 引物浓度与退火温度梯度 采用 Ajibade
等证明在豇豆属内扩增效果较好的 15条 ISSR引物渊 表 1冤 [5]袁
每条引物共设 4种浓度袁 分别为院4.00尧0.400尧0.040和 0.004
滋mol/L曰 12种退火温度袁分别为院46.0尧46.3尧47.4尧49.2尧51.5尧
54.1尧56.8尧59.5尧62.0尧64.1尧65.7和 66.5 益遥
1.4 ISSR分析 除引物浓度与退火温度外袁ISSR 分析参
照 Ajibade等进行[5]袁但为了多次电泳比较袁PCR反应体系扩
大为 50 滋l袁反应混合物于 PCR反应仪中进行遥 每一反应重
复 3 次遥 反应结束后袁10 滋l 扩增产物用 2 %的琼脂糖在
0.5伊TBE buffer 中 5 V/cm的电压电泳 2.5 h后于 UVP凝胶
成像系统中拍照遥
2 结果与分析

2.1 引物浓度对扩增片段大小的选择性 图 1表明袁不同
的引物浓度对不同分子量片段的扩增有强烈的选择性遥 并

且这种选择性在 15条试验引物中都表现出一致的趋势袁即
引物浓度低的时候更有利于大分子量的片段的扩增袁相反袁
引物浓度高时袁 则更有利于小分子量片段的扩增遥 例如当
808引物浓度为 4 滋mol/L的时候袁扩增片段分子量大小在
100~1 000 bp之间曰当浓度降低为 0.4 滋mol/L的时候袁扩增
片段长度增加到 300~1 000 bp袁而引物浓度进一步降低为
0.04 滋mol/L的时候袁扩增片段长度增加为 500~2 000 bp遥

2.1 退火温度对扩增片段大小的选择性 一般来说袁在较
高的退火温度下袁由于扩增的特异性增强袁条带逐渐减少袁
这与前人的研究相同遥 然而不同退火温度对扩增片段大小
也具有选择性袁但不如引物浓度的选择性强烈遥大部分引物
渊 14条袁占 93.33 %冤在一定温度范围内袁当退火温度逐渐增
高时袁小片段扩增逐渐增多袁大片段逐渐减少遥 温度对片段

表 1 ISSR引物编号与碱基序列
编号 序列 编号 序列
808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 861 ACCACCACCACCACCACC
812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA
817 CACACACACACACACAA 880 GGAGAGGAGAGGAGA825 ACACACACACACACACT 885 BHBGAGAGAGAGAGAGA
834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 888 BDBCACACACACACACA840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 889 DBDACACACACACACAC
842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 891 HVHTGTGTGTGTGTGTG856 ACACACACACACACACYA
注院序列来源于英国哥伦比亚大学遥 Y=嘧啶袁R=嘌吟袁B=无 A袁D=无

C袁H=无 G袁V=无 T遥

M 1 2 3 4

注院M为 DL2000 Marker曰 泳道 1~4为引物浓度为 4.00~0.004
滋mol/L的扩增结果遥

图 1 引物浓度对扩增片段大小的选择性

引物浓度与退火温度对 ISSR扩增片段大小的选择性

彭海袁张静袁李晓斐袁陈禅友 渊 江汉大学医学与生命科学学院袁湖北武汉 430056冤

摘要 用 ISSR法袁在不同浓度与不同退火温度下袁对长豇豆中基因组的不同分子量片段进行扩增袁结果表明袁引物浓度对扩增片段
大小具有强烈选择性袁对退火温度也具有一定的选择性遥
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Selectivity of Primer Concentration and Annealing Temperature to ISSR Amplified Fragment Length
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Abstract Fragments of different molecular weight in asparagus bean genome were amplified using ISSR method under different primer
concentrations and annealing temperatures. Result showed that primer concentration had strong selectivity to amplified fragment length and had
certain selectivity to annealing temperature.
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大小的选择性还表现为小分子量的片段在高温下扩增效率

增强遥 如引物 808袁当退火温度超过 58 益时袁小于 250 bp的
小片段才出现并且随温度的上升扩增量逐步增大袁同时超
过 1 500 bp的大片段逐渐消失渊 图 2 A冤遥 但引物 825渊 占 15
条引物的 6.67 %冤与这个规律不同袁即在较高温度下大片段
有效的扩增了袁且小片段并没有增加渊 图 2 B冤遥

3 讨论

根据研究的目的不同袁扩增片段分子量大小有所差别遥
例如在大片段测序尧长基因插入或删除的检测尧分子克隆尧
PCR介导的大片段重组体的构建时袁需要扩增 5 000~40 000
bp长度的 DNA片段[7-8]遥 从该研究来看袁该试验应选用较低
的引物浓度并配合较低的退火温度袁相反袁需要扩增较小分

子量的片段时袁选择较高的引物浓度并配合较高的退火温
度遥 已有报道中没有关于引物浓度与退火温度对扩增片段
大小选择性这一特殊现象的报道袁因此对其机理的研究将
有利于深入了解 PCR原理袁也有助于对有检测片段大小要
求的 PCR扩增的应用遥
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注院M为 DL2000 Marker曰泳道 1~12与 13~24分别为引物 808与 825在退火温度为 46~66.5 益的扩增结果遥
图 2退火温度对扩增片段大小的选择性
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渊 上接第 5071页冤
结合超声波提取的高效性和 SPE固相萃取柱的净化效果袁
可在合适的温度下完成大量蔬菜样品的前处理工序遥 和普
通人工前处理操作相比袁该装置可以同时进行 2组或多组
样品的快速连续前处理袁操作简便袁按平均处理 1个样品
25 min计算袁如用此装置同时处理 10个样品袁则平均每个
样仅用 2.5 min袁节省了样品前处理的时间遥 该设备简单廉
价袁灵敏度高袁适合大批量样品检测袁能满足一般检测需要遥
基于以上特点袁该装置可应用于蔬菜农药残留的现场处理
检测遥
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