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摘要  [ 目的] 建立及优化松江鲈鱼ISSR-PCR 的反应体系。[ 方法] 采用ISSR-63 引物 , 通过正交试验设计 , 分别对 Taq DNA 聚合酶、
Mg2 + 、dNTPs 和引物浓度等4 种PCR 原料进行优化 , 以确立松江鲈鱼的ISSR- PCR 反应最佳体系 , 并通过温度梯度PCR , 筛选适宜的退火
温度。[ 结果] 确定了松江鲈鱼的最适ISSR-PCR 反应体系 ,20 μl 反应体系中含2 .5 mmol/ L Mg2 + ,250 μmol/ L dNTPs ,0 .25 μmol/ L 引物 ,1 .0
U Taq DNA 聚合酶 ,30 ng DNA 模板及1×PCR buffer , 确立退火温度为50 .8 ℃。利用所建立的ISSR-PCR 反应体系 ,通过对24 份野生松江
鲈鱼样本的检验 ,获得了清晰、重复性好、多态性高的DNA 谱带。[ 结论] 该研究为松江鲈鱼的遗传多样性分析及种质资源研究奠定了一
定的基础。
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Establishment and Opti mization of ISSR- PCR Systemin Trachider mus fasciatus Heckel
YU Jian-feng et al  ( Depart ment of Biology and Food Engi neering ,Changshu Institute of Technology ,Changshu,Jiangsu 215500)
Abstract  [ Objective] The ai mof this study is to establish and opti mize the ISSR- PCR systemi n roughskin sculpin ( Trachidermus fasciatus Heckel) .
[ Method] By usi ng the pri mer ISSR-63 ,the concentrations of Taq DNA polymerase , Mg2 + ,dNTPs and pri mer were opti mized by orthogonal design for es-
tablishing the suitable ISSR-PCR systeminroughskin scul pin; moreover ,the suitable anneal temperature was yiel ded fromgradient PCR on temperature .
[ Result] The opti mized ISSR-PCR system( 20 μl reaction vol ume) in roughskin sculpin was proved to be : 2 .5 mmol / L Mg2 + ,250 μmol/ L dNTPs ,0 .25
μmol / L pri mer ,1 U Taq DNA polymerase ,30 ng DNAtemplate and 1 ×PCR buffer ;and suitable anneal temperature was determined to be 50 .8℃ .The es-
tablished systemwas further confirmed in 24 wil d roughskin sculpi nsamples .[ Concl usion] The results lay a foundationfor the analysis of genetic diversity
and germplasmresources of roughskin sculpin.
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  松江鲈鱼( Trachi der mus fasciat us Heckel) , 属鱼由形目( Scor-

paeniformes) 杜父鱼科( Cottidae) , 是一种生活于浅水底层的肉

食性洄游鱼类 , 常栖息在与海水相通的湖泊或河流中。然

而, 由于江河水质受到污染, 河道内又大量兴建水利设施, 破

坏了其原有生境, 导致松江鲈鱼濒临灭绝, 被列为国家二级

保护动物[ 1 - 2] 。对松江鲈鱼的生物学研究, 目前主要在其分

布和繁殖生物学方面[ 3] 。ISSR 分子标记是在PCR 扩增技术

的基础上发展起来的一种操作简单、成本低廉的分子标记技

术, 已广泛应用于遗传多样性鉴定、基因作图及分子生态学

研究[ 4 - 6] 。目前, 有关于松江鲈鱼的DNA 水平的遗传多样性

研究的报道不多 , 也没有ISSR- PCR 系统建立和条件优化的

报道。该研究通过建立并优化松江鲈鱼的ISSR- PCR 反应体

系和扩增条件, 以期为利用该技术进行松江鲈鱼遗传多样性

评价、不同种源鉴定及亲缘关系分析奠定基础。

1  材料与方法

1 .1  材料与试剂 样品为采集于辽宁省丹东市的野生松江

鲈鱼。引物ISSR-63( 5′- AGAGAGAGAGAGAGAGCT-3′) 购自南

京生兴生物技术有限公司; Taq DNA 聚合酶系列和 DNA

Maker DL2000 购自 TaKaRa 公司;DGL2000 DNA maker 购自北

京鼎国生物技术有限责任公司。

1 .2 方法

1 .2.1 基因组DNA 提取。以松江鲈鱼肌肉为试验材料, 采

用2 %SDS 法提取基因组DNA , 用0 .8 % 琼脂糖电泳检测DNA

质量, 紫外分光光度计测定 DNA 浓度。

1 .2.2 PCR 反应体系的正交试验设计。采用L9( 34) 正交试

验设计, 对 Mg2 + 、dNTPs 、引物、Taq DNA 聚合酶浓度进行优

化, 方案如表1。根据表1 制备总体积为20 μl 的PCR 反应体

系, 除表1 所列供试因素外, 该体系还含有1 ×PCR buffer 和

30 ng 模板 DNA, 引物选用ISSR-63。PCR 扩增程序为:95 ℃预变

性3 min ;94 ℃变性30 s ,52 ℃复性45 s ,72 ℃延伸90 s ,40 循环;72

℃延伸5 min。扩增反应结束后,PCR 产物在含0 .05 % 溴化乙锭

的1.2 %琼脂糖凝胶上电泳, 电极缓冲液为1×TAE , 电压5 V/ cm,

电泳结束后在凝胶图像分析仪上观测分析并照相。

表1 松江鲈鱼ISSR- PCR 正交试验

Table 1 Orthogonal designof ISSR- PCRsystemin T . fasciatus

处理号

Treatment

No .

因素Factor
Taq DNA 聚合酶∥U/ 20 μl

Taq DNA polymerase

dNTPs

μmol/ L

引物∥μmol/ L

Pri mer

Mg2 +

mmol/ L
1 0 .5 150 0 .25 2 .0

2 0 .5 200 0 .50 2 .5

3 0 .5 250 0 .75 3 .0

4 1 .0 150 0 .50 3 .0

5 1 .0 200 0 .75 2 .0

6 1 .0 250 0 .25 2 .5

7 1 .5 150 0 .75 2 .5

8 1 .5 200 0 .25 3 .0

9 1 .5 250 0 .50 2 .0

1.2.3 退火温度确定。根据正交试验结果, 选择合适的反应体

系, 结合引物的退火温度设定梯度PCR 的温度范围为48～62 ℃。

1 .2.4 优化体系的应用。根据以上试验结果确定ISSR- PCR

的最佳反应体系和扩增条件。对辽宁丹东的24 份野生松江

鲈鱼进行DNA 扩增, 检测优化体系的稳定性。

2  结果与分析

2 .1 正交试验结果  PCR 扩增受 Mg2 + 、dNTPs 、引物和 Taq

DNA 聚合酶等因素综合作用的影响。从正交试验的结果( 图

1) 可知,9 个处理组合扩增结果存在着明显差异。第1 、2 、3

组合谱带强度较弱, 其原因可能是 Taq DNA 聚合酶的量过

低, 其在PCR 过程中起主要的限制作用, 随 DNA 聚合酶浓度
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的提高,PCR 产物的强度也明显增强, 背景也增加。而且强

度也随引物、Mg2 + 和dNTPs 的浓度增大而增加; 当浓度过高

时, 明显出现非特异性扩增产物, 同时造成背景干扰从试验

结果看 , 对非特异条带的影响程度最大的是引物浓度, 第6、8

组的引物浓度为0 .25 μmol/ L , 因此非特异性条带相对较少 ,

当引物浓度在0 .5 μmol/ L 和0 .75 μmol/ L 时, 在低分子量区

明显的条带增多, 如第4、5、7 和9 处理组。通过比较, 以特异

谱带多态性高、背景干扰低、主带清晰、副带明显为原则, 同

时结合试验成本等因素, 确定第6 组合为ISSR- PCR 的最佳反

应体系, 即 20 μl 反应体 系中含有 2 .5 mmol/ L Mg2 + 、250

μmol/ L dNTPs 、0 .25 μmol/ L 引物、1 .0 U Taq DNA 聚合酶。

注 :1 ～9 为处理号 ;M,DL2000 DNA marker 。

Note :1 - 9 ,Treat ment No . ;M,DL2000 DNA marker .

图1 松江鲈鱼ISSR- PCR 正交试验电泳结果

Fig .1 The electrophoresis pattern of orthogonal test for ISSR-PCR

of T.fasci atus

2 .2  梯度 PCR 分析  结果如图2 所示, 退火温度较低时

( 48 .0～48 .3 ℃) , 谱带背景较深且条带不清晰; 随着退火温

度的升高( 49 .3～62 .0 ℃) , 扩增条带逐渐减少, 当退火温度达

到50 .8 ℃时扩增背景较低, 主带清晰, 与引物 Tm 值基本一致;

温度过高, 条带强度和数量均减少, 并且条带不清, 可能主要是

退火温度影响了引物和模板的结合。因此该研究中退火温度

确定为50 .8 ℃。

 注 :1 ～12 退火温度分别为 48 .0 ℃、48 .3 ℃、49 .3 ℃、50 .8 ℃、

52 .5 ℃、54 .2 ℃、55 .8 ℃、57 .5 ℃、59 .2 ℃、60 .7 ℃、61 .7 ℃、

62 .0 ℃ ;M,DGL 2000 DNA Marker 。

 Note :1 - 12 represent the anneal temperature of 48 .0 ,48 .3 ,49 .3 ,

50 .8 ,52 .5 ,54 .2 ,55 .8 ,57 .5 ,59 .2 ,60 .7 ,61 .7 ,62 .0 ℃respec-

tively ; M,DGL2000 DNA Marker .

图2 退火温度对PCR 扩增结果的影响

Fig .2 Effects of anneal temperature on PCRamplificationresults

2.3  优化体系的应用 采用以上确立的优化体系, 以引物

ISSR-63对24 份松江鲈鱼进行 DNA 扩增。结果如图3 所示 ,

该引物对24 份松江鲈鱼材料都能扩增出清晰、重复性好、多

态性高的DNA 谱带, 表明已确立的ISSR- PCR 反应体系稳定可

靠, 可用于松江鲈鱼遗传多样性分析、种质资源鉴定等研究。

图3 优化ISSR- PCR 体系对24 个松江鲈鱼个体的PCR 扩增结果

Fig .3 PCRamplificationresults of theopti mized ISSR- PCRsystemin24 accessions of T.fasciatus

3  讨论

该研究利用 Taq DNA 聚合酶、Mg2 + 浓度、dNTPs 、引物等

4 个主要因素对 PCR 结果的影响[ 7] , 通过正交试验设计方

法, 初步建立并优化了松江鲈鱼ISSR 标记的PCR 反应体系。

在这4 个主要因素中, Taq DNA 聚合酶是保证PCR 成功的先

决条件, 其量要适当, 过低会造成扩增条带过少, 甚至得不到

结果, 降低PCR 的灵敏度, 但过多则会降低整个PCR 反应的

特异性 , 同时会出现大量的弥散片段。由于 Taq DNA 聚合酶

是 Mg2 + 依赖性酶, 因此在反应体系中 Mg2 + 浓度十分重要 ,

Mg2 + 浓度过高 ,PCR 反应特异性降低, 出现非特异性扩增; 浓

度过低则会降低 Taq DNA 聚合酶的活性, 使反应产物减少。

有报道[ 8] 称 ,Mg2 + 最终反应浓度还受到体系中其他成分, 尤

其是dNTPs 的影响, 因此,Mg2 + 浓度的确定应同时考虑这些

因素。dNTPs 会对 Mg2 + 产生拮抗作用, 主要原因是dNTPs 分

子中的磷酸基团能定量地与 Mg2 + 结合, 使实际反应中的

Mg2 + 浓度下降[ 9] 。在PCR 反应中,dNTPs 作为PCR 的反应原

料, 其浓度同样会影响PCR 结果, 浓度过高会导致 PCR 错

配, 造成非特异性的扩增; 浓度过低 , 又会降低合成效率 , 扩

增效果。该研究中, 发现引物浓度对PCR 的特异性反应起着

非常重要作用, 当引物浓度0 .25 μmol/ L 时能较好地控制非

特异性条带的出现, 而达到0 .50 μmol/ L 和0 .75 μmol/ L 时分

子量在100 bp 至200 bp 的非特异性条带明显增多 , 因此从正

交试验的结果可以明显看出, 浓度0 .25 μmol/ L 的引物比较

适合本反应体系。综上分析和试验得到的结果, 最终确立松

江鲈鱼的ISSR 标记的PCR 体系为:20 μl 体系中以 Taq DNA

( 下转第14465 页)
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施肥比重增加, 穗粒结构改善 , 穗型趋大( 表5) 。从茎蘖消长

来看, 群体发展随后期施肥比重增加稳发性趋好, 成穗率趋

高( 表6) 。说明适度控制前期氮素投入, 相应增加后期氮素

运筹比重, 宜于群体稳步发展和个体健壮发育 , 有利于改善

产量构成, 形成大穗增产模式。

表5 不同氮素运筹对机插稻产量及其构成的影响

Table 5 Effects of different N applicationonthe yield and yield components of machine-transplanted rice

前后期氮素比例
Nratio inthe early
period to that
inlate stage

穗数∥万/ hm2

Spike number

总粒数
粒/ 穗

Total grain
number

实粒数
粒/ 穗

Filled-grain
number

结实率∥%
Seed-setting

rate

千粒重
g

1 000-grain
weight

理论产
量∥kg/ hm2

Theoretical
yield

实产∥kg/ hm2

Actual yield

7∶3 262 .1 133 .6 124 .0 92 .8 25 .6   8 319 .0 8 542 .5

6∶4 272 .7 146 .6 140 .8 96 .0 25 .4 9 753 .0 9 882 .0

5∶5 264 .5 159 .8 150 .6 94 .2 26 .2 10 424 .0 9 919 .5

表6 不同氮素运筹的茎蘖消长情况

Table 6 Thetiller growthand declinestatus with different Napplication

前后期氮素比例
Nitrogenratio in early
stage to that inlate stage

基本苗∥万/ hm2

Basic seedlings

达到穗数苗
Seedlings with certain spikes

时间Ti me 叶龄Leaf age

最高苗∥万/ hm2

Highest seedling
number

穗数∥万/ hm2

Spike number
成穗率∥%
Spike rate

7∶3 70 .0 07 - 11 10 .42 419 .9 262 .1 62 .4

6∶4 70 .2 07 - 12 10 .32 404 .6 272 .7 67 .4

5∶5 63 .9 07 - 13 10 .84 382 .1 264 .5 69 .2

3  结语

(1) 机插稻是水稻栽培走优质、高产、高效和规模化、集

约化之路的重要途径。其产量构成因子特点与手栽稻相比 ,

表现为穗数显增、穗粒略减、结实率和千粒重差异不明显。

(2) 机插稻产量与总颖花量和穗实粒数呈极显著正相

关, 与千粒重呈显著正相关。机插稻高产栽培策略适宜走建

立适中群体、提高成穗率、主攻大穗、增加千粒重之路, 穗数

型增产与穗重型增产相结合。

(3) 配套育好标准秧苗 , 适时抢插, 栽足适宜基本苗, 是

机插水稻高产的基础。适宜的机插规格应掌握在11 .7 ～

13 .3 cm×30 .0 c m、基本苗75 万～105 万/ hm2 , 有利于建立高

产群体 , 争取更多的低节位分蘖成穗, 确保穗足、穗重、穗齐。

(4) 机插稻前期一方面因苗体小、根系不发达而吸肥量

少, 另一方面分蘖节位多、分蘖势强、中后期群体大, 在肥料

运筹上, 应适当控制前期氮素投入, 降低基蘖肥比例 , 增加穗

肥比重 , 有利于在足穗基础上攻大穗。土壤肥力中等, 单产

9 000 kg/ hm2以上, 投入总氮( 纯) 270 ～300 kg/ hm2 , N∶P2O5∶

K2O 为1 .0∶0 .3∶0 .5 , 氮素基蘖肥与穗肥比例宜为5∶5 或6∶4 ,

磷素用作穗肥中的促花肥约占1/ 2 , 钾素用作长粗肥约占

45 % 。
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聚合酶1 U、dNTPs 浓度250 μmol/ L、Mg2 + 浓度2 .5 mmol/ L和

引物浓度0 .25 μmol/ L 。此外, 还有其他一些因素, 如模板

DNA 的量和质也是影响PCR 扩增的重要因素, 该研究确定

20 μl 反应体系中模板DNA 量为30 ng 。

就整个PCR 反应过程而言, 也有众多因素对 PCR 结果

产生影响, 如变性、退火和延伸的时间和温度以及循环次数

对反应结果都有一定的影响, 尤其是退火温度对PCR 结果特

别是对PCR 的成功与否和特异性影响很大。当然不同的引

物有其适宜的退火温度 , 需通过试验优化, 笔者主要研究了

ISSR-63 引物, 最终确立其退火温度为50 .8 ℃, 其循环次数主

要根据以往的研究定位在40 个循环。

采用所确定的ISSR 标记的PCR 体系对野生松江鲈鱼基

因组的扩增, 能获得了清晰、重复性好、多态性高的 DNA 谱

带, 表明已确立的ISSR- PCR 反应体系稳定可靠 , 为松江鲈鱼

遗传多样性分析、种质资源鉴定等研究奠定了一定的基础。
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