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摘要  [ 目的] 为进一步从分子水平上研究春兰种群的遗传多样性奠定基础。[ 方法] 以春兰基因组 DNA 为模板 ,通过单因子试验研究
ISSR 反应体系中主要成分对扩增结果的影响 ,以寻找适合春兰ISSR 分析的反应体系。[ 结果] 春兰的 ISSR 反应体系较适宜的扩增条件
为 :25μl PCR 反应体积中 ,15 .78μl 双蒸水 ,2 .5μl 1×CR buffer ,1 .1 U Taq DNA 聚合酶 ,100 ng 基因组 DNA ,2 .0 mmol/ L MgCl2 ,150 μmol/ L
dNTPs ,2μmol/ L 引物。最佳扩增程序为 :94 ℃预变性5 min,然后进行40 个循环;94 ℃ 变性45 s ,复性温度比各引物的TM 值略低1～2
℃ ,45 s ,72 ℃ 延伸75 s ,循环结束后72 ℃ 延伸7 min ,4 ℃ 保存。[ 结论] 该优化系统的建立为进行春兰鉴定及种质遗传多样性分析提供
了一个标准化程序。
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Establishment and Opti mization of ISSR- PCR Reaction Systemfor Cybidiu m goeringii
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Abstract  [ Objective] The ai mwas to lay the foundationfor the further study of population genetic diversity of Cybidium goeringii fromthe molecular level .
[ Method] Withthe genomic DNA of C. goeringii as template , the influence of the maincomponents inthe ISSRreactionsystemonthe amplificationresult was
studied by single factor experi ment to searchfor the reaction systemsuitable for ISSR analysis of C. goeringii . [ Result] The suitable amplification conditions
of ISSRreaction systemin C . goeringii was as 15 .78μl double distilled water , 2 .5μl 1×PCR buffer , 1 .1 U Taq DNA polymerase , 100 ng genomic DNA,
2 .0 mmol/ L MgCl2 ,150μmol/ L dNTPs ,2μmol/ L pri mer inthe 25μl PCRreaction volume . The opti mumamplification programme was that after pre-denatur-
ing of 5 min at 94 ℃, 40 cycles were performed withdenaturing of 45 s at 94 ℃ , denaturingtemperature of 1～2 ℃lower thanthe different pri mer’s TMval-
ue , annealing of 45 s , extension of 75 s at 72 ℃ , a final extension step of 7 min at 72 ℃ and preservation at 4 ℃ . [ Conclusion] The establishment of the
opti mization systemlaid the standardization programfor the identification of C . goeringii and the analysis of its gemplasmgenetic diversity .
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  春兰( Cymbidium goeringii ) 属于兰科( Orchidaceae) , 兰属

( Cymbidium) ,是多年生草本植物。在我国有悠久的栽培历

史, 具有很高的观赏价值和经济价值, 但由于过度开采,其种

质资源遭到了很大破坏。对物种进行遗传多样性和遗传结

构的研究是探讨其适应性、生存力的基础, 也是分析濒危物

种致濒机制的基础 ,从而帮助制定科学有效的保护策略和措

施, 常用手段有 RELP、AFLP、RAPD、SSR、ISSR 等[ 1] 。

目前, 关于兰科植物的研究主要集中在形态学、分类学、

生理学、孢粉学、区系地理学和繁殖生物学等方面, 而关于居

群遗传学的研究则较少, 其中绝大多数是采用等位酶的方

法[ 2 - 4] 。关于ISSR 技术的应用已有较多报道, 而采用 ISSR

技术对野生春兰的遗传多样性和居群遗传结构进行的研究

目前尚少有报道[ 5 - 7] 。笔者拟建立了重复性高、结果清晰且

稳定的 ISSR 反应体系, 以期为进一步从分子水平上研究春

兰种群的遗传多样性以及探索切实可行的保护策略提供

依据。

1  材料与方法

1 .1  材料 春兰实验样品采自江西省吉安市井冈山兰圃 ,

每个兰圃采集15～20 个样本, 同时采集凭证标本供研究用。

采集比较幼嫩的叶片提取 DNA , 样品用硅胶干燥法进行干

燥[ 8] 。

1 .2 方法

1 .2.1  DNA 提取与检测。采用 CTAB 法提取春兰基因组

DNA。用1 .0 %琼脂糖电泳检测 DNA 质量; 用分光光度计测

定其纯度和浓度( DNA 纯度用 OD260/ OD280 的比值来估算 ;

DNA 浓度(μg/ ml) = OD260×50×稀释倍数) , 计算 DNA 获得

率( DNA 量/ 所用叶片量×100 %) 。

1 .2 .2 ISSR- PCR 条件筛选。根据相关文献报道和实验要求

对 DNA 扩增中的一些参数进行梯度设置, 并严格控制其他

参数和反应条件, 确保实验的准确性和可比性。根据预试验

结果设置了浓度梯度。Taq polymerase 的浓度分别为0 .15、

0 .18、0 .20、0 .22、0 .25 μl ,DNA 的浓度分别为20、40、80、100、

120、150、300、600 ng ,Mg2 + 的浓度分别为1 .0、1 .5、2 .0、2 .5、3 .0

mmol/ L , dNTPs 的 浓 度 分 别 为 100、120、150、180、210、240

mmol/ L。每次选择的TM 值比引物TM值低1～2 ℃。

1 .2.3  ISSR- PCR 扩增。将各样品 DNA 稀释 20 倍至 20

ng/ μl 。取1 .5 ml 已灭菌的eppendorf 管, 依次加入 ddH2O→10

×缓冲液→ dNTPs → Taq 酶 , 混匀后分装入各扩增薄壁管

中, 依次加入模板 ,按循环次序放入PCR 扩增仪中,按以下程

序进行扩增。扩增完毕, 将样本取出, 置于4 ℃冰箱中保存

备用。

图1 ISSR-PCR 扩增程序

Fig.1 ISSR- PCRamplificationprogram

1 .2 .4  ISSR 引 物 筛 选。ISSR 引 物 根 据 加 拿 大 British

Columbia 大学公布的序列设计, 由上海生物工程技术服务有

限公司合成,编号为 UBC 808- UBCISSR22 , 共66 条引物。

1 .2 .5  电泳和拍照。以 DL2000( 大连宝生生物有限公司提

供) 为分子标记,用含有0 .1 % EB 的1 .5 %琼脂糖凝胶对PCR

扩增产物进行电泳( 0 .6 g 琼脂糖,40 ml 1 ×TAE 反应缓冲

液) 。在100 V 稳压和100 mA 电流下电泳约55 min ,电泳后的

凝胶在凝胶成像仪下拍照并保存。
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2  结果与分析

2 .1  引物筛选结果  设置0 .22、0 .25、0 .28、0 .3 μl 4 个 Taq

酶浓度, 首先用817、818、819、820、821、822、823、824、825、826 10

个引物进行扩增。扩增结果显示, 当 Taq 酶浓度为0 .22 μl

时效果较好,如图2 和图3 所示。从图中可看出1、6、7、8、5

条带明显, 分别由引物817、822、823、824、826 扩增得到; 故选

择 Taq 酶浓度为0 .22 μl , 进行下一步试验, 同时筛选827、

828、829、830、834、835、876、840、841 为扩增引物, 扩增结果如

图3 所示。从66 个 ISSR 引物中, 筛选出了14 个稳定性高、

重复性好的引物,ISSR 引物及其序列如表1 所示。

注 :1～10 :0 .22 μl ;11～20 :0 .25 μl ;20～25 :0 .28 μl 。

Note : 1 - 10 ,0 .22μl ; 11 - 20 ,0 .25 μl ; 20 - 25 ,0 .28μl .

图2 引物筛选结果图

Fig .2 Thescreeningresult of pri mers

注 :1～5 :0 .28 μl ;6～16 :0 .30 μl 。

Note :1 - 5 ,0 .28 μl ; 6 - 16 ,0 .30μl .

图3 引物筛选结果图

Fig .3 Thescreeningresult of pri mers

表1 筛选出的ISSR引物及其序列

Table 1 Thescreened ISSR pri mers andtheir sequences

序号No. 序列Sequences

817 CAC ACA CAC ACA CAC AA
822 TCT CTC TCT CTCTCT CA
823 TCT CTC TCT CTCTCT CC
824 TCT CTC TCT CTCTCT CG
826 ACA CAC ACA CAC ACA CC
827 ACA CAC ACA CAC ACA CG
828 TGT GTGTGT GTGTGT GA
829 TGT GTGTGT GTGTGT GC
830 TGT GTGTGT GTGTGT GG
834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC
836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA
841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC
842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG

 注 :N= ( A ,C ,T ,G) ; R= ( A ,G) ; Y = ( C,T) ; B = ( C ,G,T) ; D= ( A ,G,

T) ; H= ( A ,C ,T) ; V = ( A,C,G) 。

 Note :N= ( A ,C ,T ,G) ; R= ( A ,G) ; Y = ( C ,T) ; B = ( C,G,T) ; D= ( A,

G,T) ; H= ( A,C,T) ; V = ( A ,C ,G) .

2 .2 Taq 酶对ISSR- PCR 反应的影响 在不同 Taq 酶浓度

梯度度下 ,PCR 扩增结果如图4 所示, 由图4 可知, 扩增结果

随 Taq 酶浓度升高呈梯度变化, 当 Taq 酶浓度为0 .15 μl 时

基本检测不到电泳条带;当 Taq 酶浓度为0 .18、0 .20、0 .25 μl

时有条带出现, 但条带数目较少且不清晰, 非特异性扩增较

多。当 Taq 浓度为0 .22 μl 时,PCR 扩增产物能得到清晰稳

定的条带 ,且无非特异性扩增, 背景较暗。因此, Taq 酶浓度

在该组实验中的最适浓度为0 .22 μl ( 5 U/ μl ) 。

2 .3  模板 DNA 浓度对 ISSR-PCR 反应的影响  由图5 可

知, 当模板浓度在40～100 ng 时, 均能得到清晰稳定的条带 ,

基本无非特异性扩增 ,产物稳定;当模板浓度大于100 ng 时 ,

虽也能扩增出条带, 但随模板浓度的升高, 条带弥散现象也

随之明显; 当模板浓度为600 ng 时完全不能扩增出条带; 模

板浓度为100 ng 时,扩增出的条带最清晰。

图4 Taq DNA 聚合酶对ISSR 扩增的影响

Fig .4 Effects of Taq DNA polymeraseonISSRamplification

图5 DNA浓度对ISSR扩增的影响

Fig .5 Effects of DNA concentrationonISSR amplification

2.4 Mg2+ 浓度对ISSR- PCR 反应的影响  由图6 可知 , 当

Mg2 + 浓度为1 .0 mmol/ L 时, 扩增的谱带背景模糊难辨且不

稳定,基本上无条带出现 ; 当Mg2 + 浓度为2 .0 mmol/ L 时 , 扩

增产物出现了清晰稳定的条带, 且无非特异性扩增; 当 Mg2 +

浓度为1 .5 mmol/ L 时 ,虽有谱带出现, 但谱带较少且不稳定 ,

常出现非特异性扩增 ;当Mg2 + 浓度为2 .5、3 .0 mmol/ L 时, 仅

产生一些小的非特异性片段, 扩增产物的谱带背景模糊难辨

且不稳定。因此, 春兰 ISSR 分析的最佳 Mg2 + 浓度为 2 .0

mmol/ L。

2 .5 dNTPs 浓度对ISSR- PCR 反应的影响 由图7 可知, 当

dNTPs 浓度为240 μmol/ L 时 ,几乎无扩增产物;dNTPs 浓度为

100 μmol/ L 时,虽有扩增产物, 但扩增产物谱带较弱, 不易辨
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认; 当dNTPs 浓度为120～210 μmol/ L 时 , 扩增产物均出现清

晰的谱带;但dNTPs 浓度为180～210 μmol/ L 时, 扩增产物不

稳定且有非特异性扩增; 当 dNTPs 浓度为150 μmol/ L 时, 扩

增产物条带清晰、背景较暗、扩增产物稳定、重复性强。因

此,dNTPs 的适宜浓度为150 μmol/ L。

图6 Mg2+ 浓度对ISSR 扩增的影响

Fig .6 Effect of Mg2+concentrationonISSR amplification

图7 dNTPs 浓度对ISSR扩增的影响

Fig.7 Effects of dNTPs concentrationonISSRamplification

3  结论与讨论

(1) 该研究确定春兰ISSR- PCR 较适宜的扩增条件为:25

μl PCR 反应体系中, 双蒸水15 .78 μl ,1 ×PCR buffer 2 .5 μl ,

Taq 1 .1 U DNA 聚合酶( 上海申能博彩科技有限公司) , 模板

DNA 100 ng ,MgCl 2 2 .0 mmol/ L ,4 种dNTPs 各150μmol/ L , 引物

2μmol/ L。最佳扩增程序为 :94 ℃预变性5 min ,40 个循环: 94

℃变性45 s ,复性45 s( 复性温度比相应引物的TM值低1～2

℃) ,72 ℃延伸75 s ,循环结束后72 ℃延伸7 min ,4 ℃保存。

( 2) 由于ISSR- PCR 反应受许多因素的影响 ,使得最佳扩

增条件在不同物种中各有不同, 为了获得重复性和可靠性较

高的 ISSR 谱带,提高分析的准确性, 对不同物种反应体系中

各影响因子进行优化, 筛选出最适宜的ISSR 反应条件是较

为重要的。

( 3) 在ISSR- PCR 反应体系中,使用不同厂家甚至同一厂

家不同批次的 Taq 酶都会得出不同的PCR 扩增结果。因此 ,

在试验过程中要尽量选用同一厂家同一批次的 Taq 酶[ 9] 。

另外, Taq 酶用量也直接关系到试验结果, 用量多不仅增加

试验成本而且容易产生非特异性扩增产物,同时扩增条带的

背景模糊, 不易辨认; 用量少则会使酶过早地消耗完而且其

聚合酶的催化能力不够强, 产物合成效率低[ 10] 。该试验结

果表明, Taq 酶浓度为0 .22～0 .25 μl ,均能得到清晰的条带 ,

当 Taq 酶浓度为0 .22 μl 时,扩增效果最好。

(4) 春兰ISSR 反应对模板 DNA 浓度不敏感, 在25 μl 反

应体系中 ,含有40～100 ng 模板DNA 时,均能获得较清晰的

谱带, 但模板浓度为100 ng 时, 扩增的条带最多且最清晰。

( 5) Mg2 + 作为 Taq 酶的辅助因子, 其浓度的大小不仅影

响 Taq 酶活性 ,还会与反应液中dNTPs、模板 DNA 及引物结

合,影响引物与模板的结合效率、模板与 PCR 产物的解链温

度以及产物的特异性和引物二聚体的形成[ 11] 。引物与模板

的双链杂交体的解链与退火温度受二价阳离子的影响, Mg2 +

浓度影响反应的特异性和扩增片段的产率[ 12] 。该试验确定

的 Mg2 + 的优化浓度为2 .0 mmol/ L。

( 6) 该研究结果表明, 过高或过低浓度的 dNTPs 均使

PCR 产物电泳结果模糊不清。dNTPs 浓度太高容易产生错

配, 同时dNTPs 与 Taq 酶竞争Mg2 + , 使 Taq 酶不能充分发挥

聚合酶活性, 从而出现非特异性扩增, 导致扩增失败 ;浓度太

低则扩增产率低, 甚至会因 dNTPs 的过早消耗完而使产物单

链化[ 13] 。
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