
高原鼠兔ISSR 引物反应体系的优化与筛选

葛艳丽1 ,2 , 慈海鑫1 ,2 , 唐利洲1 ,2 , 林恭华1 ,2 , 苏建平1 *

 (1 .中国科学院高原生物适应与进化重点实验室,中国科学院西北高原生物研究所,青海西宁810001 ;2 .中国科学院研究生院,北京100039)

摘要  [ 目的] 筛选和优化高原鼠兔( Ochotona curzoniae) 适宜的ISSR 反应体系,以在对高原鼠兔进行ISSR 分析时获得清晰和多态性好的
扩增结果。[ 方法] 以高原鼠兔基因组DNA 为模板 ,通过单因素试验 ,对体系中的模板浓度、Mg2 + 浓度、dNTPs 浓度、Taq 酶用量、引物用
量、退火温度进行探讨。[ 结果] 结果表明 ,高原鼠兔ISSR- PCR 扩增的最佳条件为 :25 μl PCR 反应体系 ,其中4 μl DNA 模板 ,1 .5 mmol/ L
MgCl 2 ,0 .2 mmol / L dNTPs ,1 .25 U Taq 聚合酶 ,1 .5 μmol/ L 引物 ,复性温度4560 ℃( 退火温度随引物不同而确定) 。用11 条引物进行了PCR

扩增 ,筛选出效果较好的6 条引物。[ 结论] 该反应体系的建立为鼠兔遗传多样性和分子系统学研究提供技术支持。
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Abstract  [ Objective] The research ai med to study the suitable ISSRreaction systemfor Ochotona curzoniae ,to obtain highresolution and multiple poly-
morphic bands .[ Method] Based on the genomic DNA extracted from Ochotona curzoniae ,the effects of the main reaction systemelements such as Mg2 + ,
dNTPs ,pri mer ,template DNA, Taq DNA polymerase and anneali ng temperature were presented by single factor experi ment .[ Result] The results showed
that the opti mumconditions of ISSR- PCRamplification were as follow:The total volume of the reaction systemwas 25 μl ,consisted of 4μl DNAtemplate ,
1 .5 mmol/ L MgCl 2 ,0 .2 mm/ L dNTPs ,1 .25 U Taq DNA polymerase ,1 .5 μmol/ L pri mer and annealing temperature of 45 - 60 ℃ .The 11 ISSR pri mers
were usedto screenthe suitable pri mers ,of which 6 ISSR pri mers were screened .[ Conclusion] This opti mal systemoffered a technical systemof ISSRanal-
ysis suitable to Ochotona curzoni ae .
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  ISSR 是Zietkiewicz 等[ 1] 于1994 年在SSR 基础上创建、基

于PCR 扩增的一种新型分子标记技术。ISSR 具有操作技术

简单,试验成本低, 模板需要量少, 多态性丰富, 试验稳定性

高等优点。因此,ISSR 技术已广泛应用于品种鉴定, 物种的

分类7 系统学和居群生物学的研究中[ 2 - 4] 。

高原鼠兔( Ochotona curzoniae) 隶属于兔形目( Lagomorpha)

鼠兔科( Ochotonidae) 鼠兔属( Ochotona) , 是青藏高原的特有物

种,也是青藏高原及其毗邻地区主要的草原害鼠之一。关于

高原鼠兔的研究主要集中在形态、生态、生理生化、行为等领

域[ 5 - 8] 。笔者以高原鼠兔为研究材料, 对 Mg2 + 、dNTPs 1 引

物、Taq DNA 聚合酶、模板 DNA 的用量等因素的最佳反应条

件进行了筛选, 旨在为进一步进行高原鼠兔的遗传多样性和

分子系统地理学的研究奠定基础。

1  材料与方法

1 .1  材料 高原鼠兔样本采自西藏雅鲁藏布江南岸的江孜

热龙、浪卡子白地和北岸的尼木续迈、当雄纳木错4 个地区。

取鼠兔腿部肌肉组织保存在95 %的乙醇中。

1 .2  ISSR 引物 从加拿大哥伦比亚大学( UBC) 提供的100

条ISSR 引物序列中选取11 条,编号分别为 UBC809 ,UBC827 ,

UBC813 ,UBC812 , UBC829 , UBC816 , UBC823 , UBC872 , UBC855 ,

UBC884 ,UBC819 , 由TaKaRa 公司合成。

1 .3 DNA 的提取及检测  参照Sambrook 等用蛋白酶 K- 苯

酚/ 氯仿法[ 9] 提取基因组总 DNA。用0 .8 %的琼脂糖凝胶对

DNA 质量进行电泳检测, - 20 ℃保存 DNA。

1 .4  PCR 反应体系与引物筛选 对参与ISSR 反应的 DNA

模板、Mg2 + 、dNTPs 和 Taq DNA 酶用量以及退火温度进行了

优化试验 ,各参数优化设计梯度见表1。采用随机筛选的引

物UBC809 进行优化,初始反应程序为:94 ℃预变性4 min ;94

℃变性45 s ,47～61 ℃退火45 s ,72 ℃延伸90 s ,共37 个循环 ;

72 ℃延伸7 min , 4 ℃保存。扩增产物在1 .2 %的琼脂糖凝胶

( 含0 .5 g/ ml 溴化乙锭) 中电泳 ,电压不超过5 V/ c m, 电泳缓

冲液为1×TAE , 用一定的 DNA 梯度作分子量标记( 以 M 表

示, 分子量从大到小依次为:4 000、3 000、2 500、2 000、1 800、

1 600、1 400、1 200、1 000、800、600、400、200 bp) , 紫外凝胶自动

成像仪照相。

表1 ISSR-PCR 反应体系的优化试验设计

Table 1 The opti mizationdesignof ISSR- PCRreactionsystem

反应成分
Reaction component

浓度梯度Concentration gradients

1 2 3 4 5 6 7
模板DNA浓度∥μl  0 .5  1 .0  2 .5  4 .0  5.0  7 .5  

15 .0
Template DNA
concentration
Mg2 + 浓度∥mmol/ L 1 .0 1 .5 2 .0 2 .5
Mg2 + concentration
引物浓度∥μmol/ L 0 .5 1 .0 1 .5 2 .0
Pri mer concentration
dNTPs 浓度∥mmol/ L 0 .10 0 .15 0 .20 0 .25
dNTPs concentration
Taq 酶浓度∥U 0 .50 1 .00 1 .25 1 .50 2.00
Taq enzyme concentration
退火温度∥℃ 47 49 51 53 57 59 61 
Annealing temperature

2  结果与分析

2 .1 模板 DNA 浓度对ISSR-PCR 反应的影响  该试验提取

到了较好的总 DNA, 电泳图显示 DNA 带型完整 , 清晰一致 ,

没有拖尾现象,说明其中蛋白质和 RNA 的量少或没有, 无明

显降解( 图1) 。该试验没有测量DNA 模板的具体浓度 ,只是

以加模板的体积来作比较,模板浓度从1 个单位( 在25 μl 反

应体系中,设置了0 .5、1 .0、2 .5、4 .0、5 .0、7 .5、15 .0 μl 的体积

变化) 到30 倍单位变化时, 所得产物的条带数和位点数基本
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没有变化, 只是在模板浓度低时产物浓度会变低, 条带变弱

( 图2) 。由图2 还可知, 模板 DNA 浓度对PCR 产物的特异性

和稳定性影响不大。当模板 DNA 的量为2 .50～15 .0 μl 时 ,

扩增产物条带均比较清晰明亮。考虑到模板过少,分子碰撞

的几率低, 偶然性大,影响试验的稳定性;模板过多又会降低

特异性扩增效率, 增加非特异性产物, 使电泳图谱背景呈弥

散状。因此,该试验选用4 μl 作为PCR 反应的用量。

图1 鼠兔DNA电泳图

Fig .1 The electrophoretogramof DNAin Ochotona curzoniae

图2 模板DNA 浓度对扩增结果的影响

Fig .2  Effects of template DNA concentration on the amplification

results

2 .2  Mg2+ 浓度对ISSR- PCR 反应的影响 Mg2 + 浓度对ISSR

的特异性和扩增效率影响很大。在一定的浓度范围内 ,随着

Mg2 + 浓度的增高,扩增的特异性减弱, 但扩增片段的产率增

加。该试验中,不同的Mg2 + 浓度下均有扩增产物,当Mg2 + 在

1 .0～1 .5 mmol/ L 时, 条带清晰可见 , 但在1 .0 mmol/ L 时, 条

带较弱 ;当Mg2 + 增加至2 .0、2 .5 mmol/ L 时, 谱带亮度明显增

加,但背景模糊难辨( 图3) 。因此, 选择1 .5 mmol/ L 的 Mg2 +

浓度作为高原鼠兔ISSR 分析的最佳浓度。

图3 Mg2 + 浓度对扩增结果的影响

Fig .3 Effects of Mg2+ concentration ontheamplificationresults

2.3  Taq DNA 聚合酶浓度对 ISSR- PCR 反应的 影响  

Taq DNA 聚合酶是扩增反应的关键因素。从图4 可以看出 ,

在25 μl 反应体系中使用0 .50～2 .00 U 的 Taq 均有扩增产

物。在1 .5、2 .0 U 时背景较深, 在0 .50～1 .25 U 时带型和强

度较好, 考虑到酶量过少, 其催化能力不够强且影响扩增的

稳定性。因此,选用1 .25 U 为最佳 Taq 酶用量。

图4 TaqDNA 聚合酶浓度对扩增结果的影响

Fig . 4 Effects of Taq DNApolymeraseconcentrationontheamplifi-

cationresults

2.4 dNTPs 浓度对 ISSR- PCR 反应的影响  dNTPs 是 PCR

反应的原料 ,该试验设计了4 个浓度梯度, 扩增结果见图5。

从图5 可以看出,在0 .10～0 .25 mmol/ L 的dNTPs 浓度范围内

均有扩增产物,但dNTPs 浓度为0 .10 和0 .15 mmol/ L 时条带

相对较弱( 尤其是1 800 bp 处条带) ; dNTPs 浓度为0 .20 和

0 .25 mmol/ L 时扩增 产率 较高, 条带 较亮。由于 在 0 .25

mmol/ L时条带相对弥散( 尤其是500、550 bp 处条带) , 所以最

适dNTPs 浓度选为0 .20 mmol/ L。

图5 dNTP 浓度对扩增结果的影响

Fig .5 Effects of dNTPconcentrationonthe amplificationresults

图6 引物浓度对扩增结果的影响

Fig.6 Effects of primer concentrationonthe amplificationresults

2 .5  引物浓度对ISSR-PCR 反应的影响  引物浓度也是影

响ISSR 扩增的一个重要因素。该试验共设置了4 个引物梯
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度,结果如图6 所示。从图6 可以看出, 引物浓度为0 .5、1 .0

μmol/ L 时,扩增条带弱; 引物浓度为1 .5、2 .0 μmol/ L 时条带

较亮, 但在2 .0 μmol/ L 时非特异性扩增产物增多, 背景模糊 ,

相对而言 ,在引物浓度为1 .5 μmol/ L 时, 扩增产物清晰 ,亮度

适宜, 是较为理想的浓度。

2 .6  退火温度对ISSR- PCR 反应的影响  退火温度与ISSR

指纹的稳定性也至关重要。引物809理论退火温度为52 ℃ ,

以开始低于 Tm 值5 ℃ ,再以2 ℃为增量的原则, 对809 进行

退火温度的筛选, 结果如图7 所示。从图7 可以看出, 在47

～55 ℃时, 温度低, 产生非特异扩增, 出现片状拖带现象;当

温度升高到61 ℃时,扩增的条带数明显减少。在57、59 ℃时扩

图7 退火温度对扩增结果的影响

Fig .7 Effects of annealingtemperatureontheamplificationresults

增的条带之间界限分明,背景干净且亮度也适宜。为了提高反

应的特异性,选择稍高的温度,以59 ℃为最佳退火温度。

2 .7 优化反应体系的确定 根据上述试验结果, 最终确定

在25 μl 的反应体系中模板为4 μl ,Mg2 + 浓度为1 .5 mmol/ L ,

dNTPs 浓度为0 .2 mmol/ L , Taq 酶用量为1 .25 U, 引物浓度为

1 .5 μmol/ L, 退火温度为59 ℃。

2 .8 引物筛选和体系验证 按照上述优化体系筛选TaKaRa

公司合成的11 条引物, 经过最佳温度调试, 可重复性试验 ,

共筛选出6 条扩增条带数多、条带清晰、可重复性好、多态性

丰富的高原鼠兔ISSR 引物 ,见表2。

表2 6 条ISSR引物序列和最佳退火温度

Table 2 Sequences of 6 ISSRprimers andthe opti mumannealingtempera-

ture ℃

引物序号

Pri mer No .

退火温度

Annealingtemperature

理论温度

Theoretical temperature

UBC823 57 52

UBC812 56 50

UBC829 59 52

UBC872 45 40

UBC855 60 51

UBC813 58 50

  采用上述确定的优化体系, 用引物 UBC872 在24 鼠兔资

源中进行了扩增, 见图8。从图8 可以看出 , 扩增谱带清晰 ,

多态性强,表明该优化体系具有较强的稳定性和可靠性。

注 :1～17 的个体为浪卡子白地种群 ;18～24 为江孜热龙种群。

Note :1 - 17 standfor populations from Baidi Town of Langkazi County ;18 - 24 stand for populations from Relong Town of Jiangzi County .

图8 引物UBC872 在24份鼠兔样品中的ISSR 扩增结果

Fig .8 ISSR amplificationresults of 24samples of O. curzoniae withprimer UBC872

3  结论与讨论

虽然ISSR 具有多态性高、稳定性强的优点 ,但它的稳定

性仍然受到 DNA 模板浓度,Mg2 + 浓度, dNTPs 浓度, Taq DNA

聚合酶浓度, 引物浓度, 退火温度等因素的影响,因此试验条

件的优化是必要的。

在影响ISSR- PCR 扩增结果的因素中, 酶是最主要的影

响因素。在其他反应条件一致的情况下,对同一样品使用不

同厂家、不同商标的DNA 聚合酶 ,常常会有不同的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。此外 , Taq 酶的用量对 PCR 扩增也有很大影响。

Taq 酶浓度过高不仅提高了试验成本, 而且也容易产生非特

异性扩增产物,扩增条带的背景模糊, 不易辨认 ;而 Taq 酶浓

度过低时, 聚合酶的催化能力不够强, 导致产物的合成效率

下降。

DNA 模板的含量是影响扩增产物及其特异性的一个重

要因素, 模板中含有一定量的 RNA 和少量蛋白质不会对扩

增结果产生明显影响 , 但为避免模板中含有 Taq 酶抑制剂 ,

应尽量纯化模板。该试验结果表明,ISSR 对模板的要求并不

严格, 在一定浓度范围内都可以扩增出条带, 只是扩增量有

所差异 ,从而导致条带的亮度不同。

  Mg2 + 是ISSR 扩增结果中重要的影响因素之一,作为 Taq

酶的辅助因子,Mg2 + 浓度不仅影响 Taq 酶的活性 , 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 产物的解链温度以及产物的特异性和引

物二聚体的形成[ 10] 。

( 下转第14430 页)

42441              安徽农业科学                        2008 年



究结果表明 ,1 株凝结芽胞杆菌经90 ℃、60 min 湿热处理和

120 ℃、60 min 干热处理后其活菌数只下降了一个数量级, 显

示了凝结芽胞杆菌较强的抗热性[ 18] 。对 Y- 1 菌株进行了热

耐受试验 ,结果显示,Y- 1 菌株具有很强的耐高温特性, 芽孢

的这种耐高温特性使得芽孢在饲料生产过程中可以保持很

好的活性,使它用于饲料生产成为可能。

表8 Y-1 菌对抗生素的抑菌圈大小

Table 8 The bacteriostaticcircle of strain Y-1against antibiotics

浓度

Concentration
SMZ

抑菌圈Bacteriostatic circle
泰洛菌素

Tylosin

呋�唑酮

Furazolidone
10 mg/ ml 2 .85 3 .95 2 .90
5 mg/ ml 2 .82 3 .60 2 .75
2 .5 mg/ ml 2 .80 3 .44 2 .61
1 .25 mg/ ml 2 .73 3 .30 2 .82
0 .625 mg/ ml 2 .65 2 .90 2 .41
312 .5μg/ ml 2 .60 2 .80 2 .25
156 .25μg/ ml 2 .49 2 .90 1 .95
78 .125μg/ ml 2 .40 2 .40 1 .89
39μg/ ml 1 .60 2 .20 1 .68
19 .5μg/ ml 1 .31 1 .85 1 .45
9 .8μg/ ml 1 .25 1 .50 1 .35
4 .9μg/ ml 1 .25 1 .30 1 .35
2 .5μg/ ml 1 .15 1 .30 1 .30
1 .25μg/ ml 1 .00 1 .20 1 .20

参考文献

[1] FULLER R.Probiotics in man and ani mals[J] .J Appl Bacteriol ,1989,66(5) :
365 - 378.

[2] SALMINENS, BOULEY C, BOUTRON-RUAULT M C,et al .Functional food
science and gastrointestinal physiology and function[ J] . Br J Nutr ,1998 ,80
(S1) :147 - 171.

[3] SHORTT C,O’BRIENJ.Handbookof functional dairy products[ M] .NewYork :
CRC Press LLC,2004 :1- 29.

[4] TANNOCK G W.Probiotics :A critical review[ M] . Norfolk , United Kingdom:
Horizon Scientific Press ,1999 .

[5] FULLER R.Probiotics 2:applications and practical aspects[ M] .London:Kluwer
Academic Publishers ,1997 .

[6] YUANJUNLEE.Handbook of probiotics[ M] . New York :John Wiley & Son,
Inc ,1999 .

[7] RIAL DR.The role of probiotic cultures inthe control of gastrointestinal health
[J] .J Nutrition,2000 ,130 :396 - 402.

[8] 河南农业大学.动物微生物学[ M] .3 版.北京:中国农业出版社,2007.
[9] 杜连祥,路福平.微生物实验技术[ M] .北京:中国轻工业出版社,2006 :

9.
[10] 东秀珠,蔡妙英.常见细菌系统鉴定手册[ M] .北京:科学出版社,2001 :

62 - 65 .
[11] 李阜隶,喻子牛,何绍江.农业微生物学实验技术[ M] .北京:中国农业
出版社,1996 :157- 158 .

[12] 孟军,刘淑英.动物微生态制剂鸡肠源菌的分离与鉴定[J] .宁夏大学
学报,2005(12) :365 - 368 .

[13] 谢晶,葛绍荣.多粘类芽孢杆菌拮抗成分分离及其特性[J ] .化学研究
与应用,2004 ,16(6) :775 .

[14] 沈萍,范秀容,李广武.微生物学实验手册[ M] .3 版.北京:高等教育出
版社,1999 .

[15] 布坎南R E,吉本斯NE.伯杰细菌鉴定手册[ M] .8 版.北京:科学出版
社,1984 .

[16] HOODS K,ZOTTOLAE A.Effect of lowpHontheability of lactobacillus aci-
dophilus tosurvive and adhere to humanintestinal cells[J] .J Food Sci ,1988 ,
53(5) :1514 - 1516.

[17] EWING WN.The living gut [ M] .Nottingham:University Nottingham,1994 .
[18] 王艳萍,陈莹,赵虎山,等.一株芽胞乳酸杆菌TQ33 产芽胞特性及抗
性的研究[J] .中国乳品工业,1996 ,24(3) :9 - 12 . �

[19] ZHANGT, QU L Y,ZHU Q.Preli minary identification of a marine bacterial
strain HZBN43[J] .Agricultural Science &Technology ,2008,9(5) :34- 36.

[20] 刘燕.猪益生性芽孢杆菌的筛选与特性研究[ D] .北京:中国农业科
学院,2006 .

[ 21] DENGCP,LIUHX,YANXZ,et al .Phylogenetic analysis of the 16SrDNAof
astrain isolated fromdiseased larva of Anoplophora glabripennis ( Motsch.)

[J] .Agricultural Science &Technology ,2008 ,9(2) :67 - 69 ,89 .

( 上接第14424 页)

  dNTP 作为PCR 反应的原料之一, 合适浓度的优化也是

十分重要的。浓度太高容易产生错配, 从而出现非特异性扩

增;浓度太低则扩增效率低, 甚至会因为dNTPs 的过早消耗

而使产物单链化, 影响扩增效果[ 11] 。

对于引物浓度而言, 浓度不宜偏高也不能偏低。浓度偏

高时, 易引起碱基错配和产生非特异性扩增, 还易形成引物

二聚体 ; 浓度偏低时, 则与 DNA 模板结合位点少 , 扩增产量

下降, 并有可能出现涂抹现象[ 12] 。

在ISSR- PCR 扩增中 , 退火温度明显影响了扩增结果。

退火温度不仅与引物( 碱基种类, 序列长短) 有关 , 还与物种

DNA 的序列有关 ,同一引物对不同物种退火温度往往不同。

退火温度不同, 产生错配的程度也不同, 通常较低的温度在

保证引物与模板结合稳定性的同时, 也会使引物与模板之间

未完全配对的一些位点得到扩增, 即产生一定的错误扩增。

因此, 在允许的范围内, 选择较高的退火温度可减少引物和

模板之间的非特异性结合,提高PCR 反应的特异性[ 13] 。

高原鼠兔分子标记的研究国内外报道不多。该试验稳

定的ISSR 体系可以为鼠兔ISSR 试验的后续工作提供参考 ,

特别是可为应用ISSR 技术进行鼠兔遗传多样性研究奠定一

定的基础,并对探讨ISSR 反应的影响具有一定的参考价值。
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