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摘要  [ 目的] 寻找一个可用于温郁金ISSR- PCR 的最适宜反应体系。[ 方法] 利用CTAB 法提取基因组DNA ,同时利用PCR 扩增技术和
方法 ,对引物、模板DNA、Mg2 + 、dNTP、Taq 聚合酶等反应条件进行优化。[ 结果] 反应体系的最佳条件是总体积为25μl ,其中Mg2 + 浓度(25
mmol/ L) 2 .2 μl , Taq 聚合酶( 5 U/μl)0 .4 μl ,引物浓度( 20 μmol/ L)1 .5 μl ,模板 DNA( 5 ng/μl) 1 .5 μl ,dNTP( 2 .5 mmol/ L) 2 .2 μl ,10×PCRbuffer
2 .5 μl ;PCR 扩增程序为 :1 个循环的94 ℃预变性5 min;94 ℃变性35 s ,相对应的引物退火温度退火1 min, 72 ℃复性1 .5 mi n,共36 个循环 ;
最后72 ℃延伸10 min。[ 结论] 该体系是适合温郁金ISSR- PCR 反应的最适宜体系 ,具有省时、经济、简便以及扩增条带清晰而稳定等特
点 ,为今后温郁金遗传多样性的研究奠定了基础。
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Establishment of ISSR- PCR Reaction Systemfor Curcu ma wenyuji n and Its Conditions Opti mization
TANG Xiao-chuang et al  ( Pharmacy College , Wenzhou Medical College , Wenzhou, Zhejiang 325035)
Abstract  [ Objective ] The research ai med to seekthe opti mumISSR-PCR amplificationreaction systemfor Curcuma wenyujin . [ Method] The genomic
DNA was extracted by CATB method . And the reaction conditions such as pri mers , template DNA,Mg2 + ,dNTP, Taq polymerase were opti mized by using
PCR amplification technology and method . [ Result] The opti mumconditions of the reaction systemwere as follows : the total volume of 25 μl , 2 .2 μl 25
mol/ L Mg2 + , 0 .4 μl 5 U/ μl Taq polymerase , 1 .5μl 20 μmol/ L pri mer , 1 .5μl 5 ng/μl template DNA and 2 .2 μl 2 .5 mol/ L dNTP, 2 .5 μl 10×PCR
buffer . PCR amplification procedure was as follows :one cycle of pre-denaturing at 94 ℃for 5 min; 36 cycles of denaturing at 94 ℃for 35 s , annealing
at the pri mer’s annealing temperature for 1 min and renaturi ng at 72 ℃for 1 .5 min; Extendi ng at 72 ℃for 10 minfi nally . [ Conclusion] This systemis
the opti mumsystemfor ISSR- PCRreaction of C . wenyuji n . It has the characteristics suchas being fast , economic and si mple and having clear and stable
bands . This researchlaid the foundation for studying the genetic diversity of C . wenyujin infuture .
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  姜科植物温郁金( Curcu ma wenyuji n) 是浙江省著名道地

药材, 根茎干燥后为温莪术,是我国常用名贵中药材 ,其性味

辛、苦、温, 归肝、脾经。具行气破血、消积止痛功效。含有挥

发油、姜黄素类、有机酸、树脂和淀粉等[ 1 - 2] 。并且还是一种

抗肿瘤、抗病毒、抗炎的重要药材[ 3] , 临床用量和工业化生产

用量十分巨大。

简单重复序列区间扩增(ISSR) 是由Zietkiewicz 于1994 年

建立[ 4] ,用锚定的微卫星DNA 为引物 ,在SSR 序列的3′或5′

端加锚2～4 个随机核苷酸,在PCR 反应中, 锚定引物可以引

起特定位点退火, 导致锚定引物互补间隔不太大的重复序列

间DNA 片断进行PCR 扩增。ISSR 标记为显性标记, 具有较

长的引物序列, 退火温度高, 表现出较好的稳定性[ 5] , 且结合

位点丰富, 可以检测到基因组中多个位点的差异,因此,在植

物遗传育种中有广阔的应用前景[ 6] 。近年来已迅速应用于

植物亲缘关系、指纹图谱、遗传图谱、种质资源遗传多样性等

方面的研究[ 7 - 9] 。

ISSR- PCR 分子标记技术并不是每个引物都适合于所

有物种。同时,不同引物要求的反应条件也各不相同, 因此

对反应体系条件的筛选与优化十分重要。笔者对温郁金

ISSR- PCR反应体系中的Mg2 + 浓度、dNTP 浓度、模板 DNA 浓

度、引物浓度、Taq 聚合酶量以及复性温度和反应次数进行

优化, 以期建立一个较为稳定而可靠的反应体系, 为探索温

郁金的遗传多样性分析奠定基础。

1  材料与方法

1 .1  材料 试验材料采自于不同居群的温郁金叶片。立即

密封,放入冰桶内, 回到实验室后, 及时清洗, 并存放于- 70

℃超低温冰箱中, 备用。

1 .2 方法

1 .2 .1 基因组DNA 的制备。叶片用液氮研磨, 采用改良的

CTAB 法提取[ 10] 。

1 .2 .2 DNA 样品的检测。A260/ A280计算样品 DNA 纯度 , 均

在1 .7～1 .9 , 符合PCR 对DNA 纯度的要求。然后用1 .2 %的

琼脂糖凝胶电泳和凝胶自动成像系统检测所提 DNA 的完整

性。DAN 浓度定为5 ng/ μl ,于 - 20 ℃冰箱中保存、备用。

1 .2 .3 ISSR 反应体系主要因素用量筛选。将ISSR - PCR 反

应体系的 Mg2 + 、dNTP、模板DNA、引物、Taq 聚合酶量以及退

火温度等因素分别设置若干水平, 并进行优化筛选。PCR 扩

增程序为:1 个循环的94 ℃预变性5 min ;94 ℃变性35 s , 不同

引物的退火温度1 min , 72 ℃复性1 .5 min ,共36 个循环; 最后

72 ℃延10 min。

25 μl 反应终产物中,吸取6 μl 反应液与2 μl 6×加样缓

冲液混合 ,扩增产物在含0 .5 μg/ μl 溴化乙锭( EB) 的1 .5 % 琼

脂糖凝胶中电泳, 电泳缓冲液为 1 ×TAE , 电泳强度为 5

V/ c m,电泳完毕, 凝胶成像系统下观察拍照。

2  结果与分析

2 .1  温郁金叶片基因组 DNA 的质量  按上述方法所述对

温郁金叶片DNA 进行抽提, 经1 .2 %琼脂糖凝胶电泳, 凝胶

成像仪中分析结果见图1。结果显示温郁金 DNA 分子量在

15 kb 以上,确定为基因组 DNA , 提取的 DNA 只有1 条带, 说

明其具有良好的完整性,经紫外分光光度计检测, 其 OD260/ 280

的值在1 .8 左右 ,可用作ISSR 的模板。

2 .2 引物的筛选及退火温度的选择 退火温度对PCR 反应

的影响非常明显, 退火温度过低导致非特异性扩增, 重复性

降低[ 10] , 而温度过高条带较少, 可能导致许多反应多态性的
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条带消失[ 11] ; 不同的引物其退火温度也各不相同。因此选

择一个条带数较多且清晰、稳定性好的退火温度非常重要。

从35 条随机引物中筛选出16 条引物能扩增出片断, 对16 条

引物进一步检测发现,有5 条能在所有的温郁金材料中扩增

出片断多、亮度大的条带, 可用于ISSR 分析( 表1) 。

2 .3 Mg2+ 浓度对ISSR- PCR 反应的影响 Mg2 + 是 Taq 聚

合酶实现聚合反应所必须的一种二价阳离子, 选择合适的

Mg2 + 浓度对ISSR 反应至关重要。作为 Taq 酶的辅助因子 ,

它不仅影响 Taq 酶活性,还能与反应液中的dNTP、模板DNA

及引物结合, 影响引物与模板的结合效率、模板与PCR产物
图1 部分温郁金叶片基因组DNA 的质量

Fig .1 Qualityof the genomic DNAfrompart leaves of Curcuma wenyujin

表1 ISSR扩增引物筛选结果

Table 1 Screening results of ISSRamplification pri mers

引物

Pri mers

核苷酸碱基序列5′-3′

Nucleotide sequence from5′end to 3′end

ISSR标记数

ISSR marker number

多态性标记数

Number of polymorphic markers

Tm 值∥℃

Tm value

最适退火温度∥℃

Opti mumannealing temperature
809 AGAGAGAGAGAGAGAGG      14      6 52 60

862 ACACACACACACACACC 16 10 52 63

861 ACCACCACCACCACCACC 8 8 60 63

868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA 20 9 48 58

873 GACAGACAGACAGACA 7 3 48 59

的解链温度以及产物的特异性和引物二聚体的形成[ 12] 。扩

增结果表明 ,Mg2 + 浓度过低扩增的条带数非常少;Mg2 + 浓度

高于2 .2 μl 时,扩增的条数减少 ,亮度也有所降低, 部分条带

没有出现或有些模糊。根据试验结果, Mg2 + 浓度确定为2 .2

μl ( 图2) 。

注 :Mg2 +( 25 mmol/ L) 浓度①1 μl ; ②1 .5 μl ; ③1 .8 μl ; ④2 .0 μl ; ⑤

2 .2 μl ;⑥2 .5 μl ;⑦2 .8 μl ; ⑧3 μl ;⑨3 .3 μl 。

 Note :Mg2 +( 25 mmol/ L) concentration : ①1 μl ; ②1 .5 μl ;③1 .8 μl ;

④2 .0 μl ;⑤2 .2 μl ; ⑥2 .5 μl ; ⑦2 .8 μl ; ⑧3 μl ; ⑨3 .3 μl .

图2 Mg2+ 浓度梯度的ISSR 扩增结果

Fig .2 ISSRamplificationresults of Mg2+ concentration gradients

2 .4 Taq 聚合酶浓度对ISSR- PCR 反应的影响 Taq 聚合

酶的用量过高过低都会对PCR 产生不利的影响。过高不仅

增加成本, 还会造成非特异性的产物 ; 过低则会使酶过早消

耗完, 产物结合的效率低[ 13] 。图3 为 Taq 聚合酶浓度优化的

扩增结果,25 μl 反应体系中, Taq 聚合酶浓度为0 .25～1 .5 U

时, 条带少且比较弱; Taq 聚合酶浓度为2～3 U 时,条带较多

且亮度也很好。从经济角度和试验结果看, Taq 聚合酶浓度

为2 U最为合适。

2 .5 引物浓度和模板 DNA 用量对ISSR- PCR 反应的影响

 引物浓度和模板 DNA 用量也是影响 PCR 反应的重要因

素。由图4 可知, 随着引物和模板浓度的增加, 条带逐渐清

晰。但当模板和引物浓度为11、12和13 时 , 条带模糊 , 不易

注 : ①0 .25 U; ②0 .5 U;③1 U; ④1 .5 U;⑤2 U;⑥2 .5 U; ⑦3 U。

Note : ①0 .25 U; ②0 .5 U;③1 U; ④1 .5 U;⑤2 U;⑥2 .5 U; ⑦3 U.

图3 Taq 聚合酶浓度梯度的ISSR 扩增结果

Fig .3  ISSR amplification results of Taq polymerase concentration

gradients

注 :模板浓度和引物浓度分别为 :1 . 0 .5 ,0 .5 ;2 . 0 .5 ,1 .0 ;3 . 1 .0 ,

1 .0 ;4 . 1 .0 ,1 .0 ;5 . 1 .0 ,1 .5 ;6 . 1 .5 ,1 .0 ;7 . 1 .5 ,1 .5 ;8 . 1 .5 ,2 .0 ;

9 . 1 .5 ,2 .5 ;10 . 2 .0 ,1 .0 ;11 . 2 .0 ,1 .5 ;12 . 2 .0 ,2 .0 ;13 . 2 .0 ,2 .5。

Note :The concentrations of templates and pri mers were as follows : 1 . 0 .5

and 0 .5 ;2 . 0 .5 and 1 .0 ;3 . 1 .0 and 1 .0 ;4 . 1 .0 and 1 .0 ;5 . 1 .0

and 1 .5 ;6 . 1 .5 and 1 .0 ;7 . 1 .5 and 1 .5 ;8 . 1 .5 and 2 .0 ;9 . 1 .5

and 2 .5 ;10 . 2 .0 and 1 .0 ;11 . 2 .0 and 1 .5 ;12 . 2 .0 and 2 .0 ;13 .

2 .0 and 2 .5 .

图4 引物和模板的ISSR扩增结果

Fig .4 ISSRamplificationresults of templates and pri mers
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做统计 ;当模板和引物浓度为9 和10 时,都能扩增出条带, 但

背景过高, 当浓度过低时, 条带数较少, 且清晰度降低。最终

确定模板DNA 用量和引物浓度分别为1 .5 和1 .5 μl 。

2 .6  dNTPs 浓度对ISSR- PCR 反应的影响 dNTPs 是PCR

反应的原料。许多结果表明 ,dNTPs 浓度对PCR 扩增影响较

大,其浓度过高时 ,会与Mg2 + 螯合,抑制扩增反应或导致核苷

酸错误参入 ; 过低又影响合成效率, 甚至影响扩增效果。由

图5 可知,当dNTPs 浓度过低或过高时,没有扩增产物或条带

数较少 ,都不能扩增出较好的条带 ;当dNTPs 的浓度在2 .2～

3 .0 μl 时, 反应体系均能扩增出较好的条带, 但从试验的稳定

性来看 ,最后确定dNTPs 的浓度为2 .2 μl 。

注 :dNTPs( 25 mmol/ L) : ①1 μl ; ②1 .5 μl ; ③1 .8 μl ; ④2 .0 μl ; ⑤2 .2

μl ;⑥2 .5 μl ;⑦2 .8 μl ;⑧3 .0 μl ;⑨3 .3 μl 。

Note :dNTPs( 25 mmol/ L) :①1 μl ; ②1 .5 μl ; ③1 .8 μl ; ④2 .0 μl ; ⑤

2 .2 μl ; ⑥2 .5 μl ; ⑦2 .8 μl ; ⑧3 .0 μl ; ⑨3 .3 μl .

图5 dNTPs 浓度梯度的ISSR 扩增结果

Fig.5 ISSRamplificationresults of dNTPs concentrationgradients

2 .7 部分引物的筛选结果 用已经筛选好的引物对所有的

温郁金材料进行扩增。从扩增结果图谱来看( 图6、7) , 各个

图6 引物809 的ISSR 扩增图谱

Fig .6 ISSRamplificationpattern with Primer 809

图7 引物873 的ISSR 扩增图谱

Fig .7 ISSRamplification patternof Primer 873

样品间的差异既表现出了种内的遗传稳定性, 又反映出了品

种之间的遗传差异。

3  结论与讨论

( 1)ISSR 分析具有简便、灵敏度高、不需要 DNA 序列材料

等优点, 但不同材料适合的引物不同, 因此在ISSR 多态性分

析前需要筛选引物。该研究筛选出了5 条在温郁金材料上

均能扩增出清晰条带的引物, 为以后的试验打下了基础。

( 2)ISSR 反应的影响因子包括模板 DNA、引物、Mg2 + 、

dNTP、Taq 聚合酶等 ,这些因素之间也相互发生着作用。引物

与模板结合后在 Taq 酶作用下进行延伸 , Taq DNA 聚合酶是

Mg2 + 依赖性酶 ,受Mg2 + 浓度影响, 而Mg2 + 又受dNTP 的拮抗

作用[ 14] 。实践证明,在较为稳定的实验室环境中 , 采用上述

反应体系, 能够获得非常满意的PCR 扩增效果。该反应体系

是否适合于其他药用植物基因组 DNA 的分子标记分析,还有

待于进一步研究。

( 3) 以温郁金为材料,建立了重复性好、分辨率高的ISSR

反应体系, 即在25 μl 体系中 ,Mg2 + 浓度( 25 mmol/ L) 2 .2 μl ,

Taq 聚合酶( 5 U/ μl ) 0 .4 μl ,引物浓度( 20 μmol/ L) 1 .5 μl , 模板

DNA( 5 ng/ μl ) 1 .5 μl ,dNTP( 2 .5 mmol/ L) 2 .2 μl ,10 ×PCRbuffer

2 .5 μl ;PCR 扩增程序为94 ℃预变性5 min ;94 ℃变性35 s , 相

对应的引物退火温度退火1 min , 72 ℃复性1 .5 min ,共36 个

循环; 最后72 ℃延伸10 min。
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