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摘要 :采用单因子和正交设计 2种方法 ,对影响广玉兰 ISSR2PCR反应体系的 5个因素 ( Taq酶、Mg2 +、dNTP、引模板

DNA)进行优化。结果表明 :正交设计采用直观分析法获得影响因素最佳反应水平与单因子试验找出影响因素最佳反应

水平有一定差异 ,通过综合比较分析 ,最终建立了广玉兰 ISSR2PCR的最佳反应体系 :在 20μl的反应体系中 , TaqDNA聚

合酶 1. 0 U、Mg2 + 1. 2～1. 5 mmol/L、dNTP 1. 80 mmol/L、引物 0. 5～0. 6μmol/L、30 ng模板 DNA、10 ×PCR buffer。同时 ,通

过 PCR比较 ,确定延伸时间为 2 m in,循环次数为 35个较为合适 ,确定了引物最佳退火温度 ,得到了广玉兰 ISSR2PCR反

应的最佳扩增程序。
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Comparison on Two Methods of

Op tim ization of ISSR2PCR Reaction System forM agnolia g rand if lora
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2. Research Agency J ining Garden Adm inistration of Shandong, J ining 272100, China)

Abstract: The effect of five factors ( Taq DNA polymerase,Mg
2 +

, dNTP, Primer, temp late DNA) on ISSR2PCR

app lication system have been investigated with single factor tests and orthogonal design for M agnolia

g rand if lora. The results indicated the best response level have same differences between single factor tests and

orthogonal design. ISSR2PCR reaction system was established through comp rehensive comparative analysis,

namely 20μl reaction system containing 1. 0 U Taq DNA polymerase, 1. 2 - 1. 5 mmol/L Mg
2 +

, 0. 18 mmol/L

dNTP, 0. 5 - 0. 6μmol/L p rimer, 10 ×PCR buffer, 30 ng temp late DNA. The extension time set for 2 m inutes

and number of cycles were 35. Better annealing temperatures for ISSR2PCR reaction for each p rimer was p ro2
posed by PCR. The result p rovided a standardizing ISSR2PCR p rogram forM agnolia g rand if lora.

Key words:　M agnolia g rand if lora; ISSR2PCR; single factor tests; orthogonal design.

　　广玉兰 (M agnolia g rand if lora) , 别名 :洋玉兰、大

花玉兰、玉兰 ,属木兰科木兰属。为优良的园林观赏树

种。原产北美东南部 ,我国长江流域以南有大量栽培。

广玉兰用途广泛 ,是理想的观赏树及行道树种 ,在材

用、城镇庭园绿化、香料、药用等方面具有很大的发展

潜力。目前 ,关于广玉兰的研究主要集中在育种 [ 1 ]、

繁殖 [ 2 ]、细胞学 [ 3 ]、离体培养和植株再生的繁殖体

系 [ 4, 5 ]等方面。另一个研究热点就是对广玉兰景观价

值的研究 [ 6 ] ,而对于其分子生物学方面的研究尚属空

白。

ISSR ( Inter2Simp le Sequence Repeat)又称简单序

列重复区间扩增 ,是近年来在微卫星技术上发展起来

的一种新型分子标记技术。 ISSR标记结合了 RAPD

和 SSR的优点 ,同时还具有模板需要量少、多态性丰

富、无需试剂盒、结果记录方便、实验成本低、操作简

单、实验稳定性较高等优点。现已在物种的遗传多样

性 [ 7, 8 ]等研究领域得到了广泛应用。不足之处在于稳

定性易受到 Taq酶、Mg
2 +、引物、dNTP、模板 DNA、退

火温度等多个因素的影响 ,因此 ,在利用 ISSR技术进
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行遗传多样性分析时 ,为保证结果的清晰、可靠和准

确 ,必须对反应体系进行优化。

目前 ,对 ISSR2PCR反应体系进行优化主要采用

单因子试验和正交设计 2种方法。单因子试验是指分

别研究影响因素对 ISSR2PCR反应的影响情况 ,找出

各自的合适条件 ,通过各因素的组合建立 ISSR2PCR

反应的最优体系。目前 ,此方法已被广泛应用于 PCR

反应体系的优化中 ,赵杨等 [ 9 ]利用单因子实验设计已

建立和优化胡枝子属 ISSR2PCR反应体系。邢建宏

等 [ 10 ]利用单因子实验分别对 ISSR2PCR反应体系中所

涉及的各因子进行讨论得到了樟树 ISSR2PCR最佳反

应体系 ,实验证明 ,经过优化的体系适合樟树 ISSR2
PCR扩增。此后 ,杨志玲、谢运海等、王彦华等、穆立

蔷等 [ 11, 14 ] ,也采用正交设计分别对水曲柳、不结球白

菜和紫椴的 ISSR2PCR反应体系进行了优化 ,确立了

较为可靠的反应体系。

本研究分别采用 2种方法对影响广玉兰 ISSR2
PCR反应体系的 5个主要因素 ( Taq酶用量、Mg

2 +浓

度、dNTP浓度、引物浓度、模板 DNA )进行优化试验 ,

通过对 2种试验方法的综合比较与分析 ,选取最佳因

素水平 ,建立广玉兰 ISSR2PCR最佳反应体系。同时 ,

对扩增反应的延伸时间以及循环次数进行优化 ,得到

了广玉兰 ISSR2PCR反应的最佳扩增程序 ,通过梯度

PCR确定引物的最佳退火温度。为今后广玉兰地理

种源的群体遗传多样性研究及开发利用提供分子水平

上的借鉴与参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

2006年 4月到湖南省长沙林科院天际岭林场 ,采

集广玉兰幼嫩叶片 , - 20 ℃低温保存备用。

1. 2　主要试剂及仪器

用于 ISSR2PCR反应的 dNTP、Taq酶、Mg
2 +购自

TaKaRa公司 ,标准分子量 ( 100 bp Marker)购自 TIN2
GEN公司 ,引物参照加拿大哥伦比亚大学 (UBC)提供

的 ISSR引物序列 [ 15 ]
, Invertrigen公司合成。试验于中

南林业科技大学森林培育“芙蓉学者”实验室完成。

1. 3　方　法

1. 3. 1　广玉兰 DNA的提取

采用 TINGEN试剂盒提取广玉兰 DNA,方法按照

说明书进行。

1. 3. 2　单因子试验

根据影响 ISSR2PCR反应体系的 5个因素 ,每个

因素水平做 9个梯度实验。反应条件参考冯富娟 [ 18 ]

等人的 ISSR2PCR反应程序 : 94 ℃预变性 5 m in, 94 ℃

变性 30 s, 56℃退火 45 s, 72℃延伸 2 m in,循环 35次 ,

72 ℃延伸 7 m in, 4 ℃保存。PCR产物用 1. 5%琼脂糖

凝胶电泳检测 ,对结果进行直观评价 ,得到广玉兰 IS2
SR2PCR反应的最佳体系。

1. 3. 3　正交设计试验
表 1　广玉兰 ISSR2PCR反应中的影响因素水平

影响因素
母液

浓度

因素水平 (体积终浓度 )

1 2 3 4

Taq酶 (U /20μ l) 2. 5 0. 50 1. 00 1. 50 2. 00

Mg2 + (mmol/L) 25 1. 20 1. 50 2. 00 2. 50

模板 DNA ( ng/20μ l) 30 15. 00 30. 00 45. 00 60. 00

dNTP (mmol/L) 2. 5 0. 12 0. 15 0. 18 0. 20

引物 (μmol/L) 1. 0 0. 40 0. 60 0. 80 1. 00

针对影响 PCR反应的 Taq酶、Mg2 +、dNTP、引物

和模板 DNA5个因素 ,选用 L16 (45)正交表在 4个水

平上试验。参加 PCR反应的因素水平见表 1, L16 (4
5 )

正交设计方案 [ 19 ]见表 2。将表 2的 16个处理重复两

次 ,进行扩增反应。 ISSR2PCR扩增程序与单因子试验

相同 ,反应体系总体积为 20μl。PCR产物用 1. 5%琼

脂糖凝胶电泳检测。对结果进行直观分析 ,得到广玉

兰 ISSR2PCR反应各影响因素的最佳水平。
表 2　PCR正交试验设计

编号

影　响　因　素

Taq酶
(U·20μ l)

Mg2 +

(mmol/L)
DNA

( ng/20μ l)
dNTP

(mmol/L)
引物

(μmol/L)

1 0. 5 1. 2 15 0. 12 0. 4

2 0. 5 1. 5 30 0. 15 0. 6

3 0. 5 2. 0 45 0. 18 0. 8

4 0. 5 2. 5 60 0. 20 1. 0

5 1. 0 1. 2 30 0. 18 1. 0

6 1. 0 1. 5 15 0. 20 0. 8

7 1. 0 2. 0 60 0. 12 0. 6

8 1. 0 2. 5 45 0. 15 0. 4

9 1. 5 1. 2 45 0. 20 0. 6

10 1. 5 1. 5 60 0. 18 0. 4

11 1. 5 2. 0 15 0. 15 1. 0

12 1. 5 2. 5 30 0. 12 0. 8

13 2. 0 1. 2 60 0. 15 0. 8

14 2. 0 1. 5 45 0. 12 1. 0

15 2. 0 2. 0 30 0. 20 0. 4

16 2. 0 2. 5 15 0. 18 0. 6

1. 3. 4　最佳退火温度、延伸时间、循环次数的确定

根据所选引物序列计算理论退火温度 Tm , Tm = 4

( G + C ) + 2 (A + T) [ 20 ]
,设定退火梯度 [ ( Tm ±

5)℃ ] ,仪器自动形成 1～12个梯度 ,确定最佳退火温

度。采用 1. 0、1. 5、2. 0、2. 5 m in延伸时间和 30、35、40
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个循环次数比较优化。

2　结果与分析

2. 1　单因子试验结果分析

2. 1. 1　Taq酶用量对 ISSR2PCR的影响

酶的用量是影响 PCR的一个重要因素 ,浓度过低

不能扩增 ,浓度太高产生非特异性扩增。本试验从 0、

0. 5、1. 25、2. 0、2. 5、3. 0、3. 75、4. 5、5 U共 9个水平分

别进行扩增 (图 1) ,发现不同 Taq酶用量所得到的扩

增结果不一致 ,在低于 0. 5 U时没有扩增 ,当 Taq酶用

量达到 1. 25 U时效果最好 ,然后随着 Taq酶用量的增

加 ,多态性逐渐降低 ,扩增条带减弱 ,清晰度下降。因

此 ,确定 1. 25 U为 ISSR2PCR反应体系中 Taq酶的最

佳用量。

图 1　不同水平 Taq酶的 ISSR2PCR电泳结果

　　注 : 1～9: Taq酶浓度分别为 : 0、0. 5、1. 25、2. 0、2. 5、3. 0、3. 75、4.

5、5 U,M: 100 bp标准分子量。

2. 1. 2　Mg
2 +浓度对 ISSR2PCR的影响

Mg
2 +浓度是影响 PCR结果的重要因素之一。

Mg
2 +不仅影响 Taq酶活性 ,还能与反应液中的 dNTP、

引物及模板相结合 ,影响引物与模板的结合效率、产物

特异性及引物二聚体的形成。从图 2中可以看出

Mg
2 +浓度低于 0. 8 mmol/L时没有条带 ,在 1. 5、1. 8

mmol/L的扩增明显好于其它浓度 ,当浓度大于 2. 0

mmol/L时几乎没有条带。因此 ,选择 Mg
2 +浓度在 1. 2

～1. 8 mmol/L之间作为 ISSR2PCR反应体系中 Mg的

最佳浓度。

图 2　不同水平 Mg2 +及 dNTP的 ISSR2PCR电泳结果

　　注 : 1～9: Mg2 +浓度为 : 0、0. 2、0. 5、0. 8、1. 0、1. 2、1. 5、1. 8、2. 0
mmol/L , 11～19: dNTP浓度为 : 0、0. 02、0. 05、0. 08、0. 10、0. 12、0. 15、
0. 18、0. 20 mmol/L,M: 100 bp标准分子量。

2. 1. 3　dNTP浓度对 ISSR2PCR的影响

dNTP是 PCR的原料 ,浓度过高会产生错误掺入 ,

浓度太低导致产率下降。从图 2可以看出 , dNTP浓度

低于 0. 08 mmol/L时条带模糊 ,浓度为 0. 15 mmol/L

时效果最好 ,当浓度为 0. 18 mmol/L时效果变差 ,达到

0. 20 mmol/L时几乎没有条带。因此 ,选择 0. 15～

0. 18 mmol/L作为 ISSR2PCR反应体系中 dNTP的最佳

浓度。

2. 1. 4　引物浓度对 ISSR2PCR的影响

引物浓度关系到扩增产物的质量 ,浓度偏高会引

起错配和非特异性产物扩增 ,增加引物二聚体的形成

几率 ,浓度太低则无法进行有效扩增。从图 3中可以

看出 ,在各引物浓度下 ,当浓度为 0. 5μmol/L时 ,反应

稳定 ,条带最清晰 ,多态性好 ,条带最多可以达到 13

条 ,随着引物浓度的升高 ,扩增条带由多到少。因此 ,

选择 0. 5μmol/L作为 ISSR2PCR反应体系中引物的最

佳浓度。

图 3　不同水平引物及模板 DNA的 ISSR2PCR电泳结果
　　注 : 1～9:引物浓度为 : 0、0. 2、0. 5、0. 8、1. 0、1. 2、1. 5、1. 8、2. 0 mmol/

L , 11～19: DNA浓度为 : 0、6、15、24、30、36、45、54、60 ng/20μl,M: 100 bp

标准分子量。

2. 1. 5　模板 DNA浓度对 ISSR2PCR的影响

就模板 DNA而言 ,影响 PCR的主要因素是模板

的数量与浓度。量少导致产物过少 ,量多则可能增加

非特异性产物 DNA中的杂质。从图 3中可以看出 ,模

板 DNA浓度为 30 ng/20μl时条带最清晰 ,多态性最

好 ,为反应最优水平 ,模板 DNA浓度太低没有条带 ,太

高则条带不清晰。因此 ,选择 30 ng /20μl作为 ISSR2
PCR反应体系中模板 DNA的最佳浓度。

2. 2　PCR正交设计直观分析

根据 L16 ( 4
5 )正交试验 PCR产物电泳结果 (图

4) ,按照遗传多样性分析要求 ,对 PCR扩增结果从高

到低依次打分。条带数量丰富、清晰度高的最佳产物
记为 9分 ,与此相反 ,最差的记为 1分。9个组合的分

数依次为 : 3、5、6、6、9、9、7、4、8、5、5、7、9、6、7、3。根据

分数求出每个因素同一水平下的试验值之和 Ki以及

每一因素水平下的数据平均值 ki,并求出同一因素不

同水平间平均值的极差 R (表 3)。
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图 4　正交试验 PCR产物电泳结果

注 : 1～16:处理编号同表 2; ,M: 100 bp标准分子量。

表 3　正交设计直观分析

结果
影　响　因　素

Taq酶 Mg2 + DNA dNTP 引物

K 1 20 29 23 19 20

K 2 29 25 23 23 28

K 3 25 25 23 32 24

K 4 25 20 30 26 27

k 1 5 29 /4 23 /4 19 /4 5

k 2 29 /4 25 /4 23 /4 23 /4 7

k 3 25 /4 25 /4 23 /4 8 6

k 4 25 /4 5 30 /4 26 /4 27 /4

R 9 /4 9 /4 7 /4 13 /4 2

极差 R反映了影响因素对反应体系的影响情况 ,

R越大 ,影响越显著。由表 3可知 ,各因素水平的变化

对广玉兰 PCR反应的影响从大到小依次为 : dNTP、Taq

酶、Mg
2 +、引物、模板 DNA。每一因素水平下的数据平

均值 ki反映了影响因素各水平对反应体系的影响情

况 , ki值越大 ,反应水平越好。由表 3可知 , ISSR2PCR

反应中 5个影响因素的最佳反应水平为 : Taq酶 1. 0

U、Mg2 + 1. 2 mmol/L、dNTP 0. 18 mmol、引物 0. 6

μmol/L、模板 DNA 30 ng/20μl。5个因素的最佳水平

组合并没有在正交表中出现 ,但与分值最高的 5号组

合接近 ,仅引物的用量不同。因此 ,在使用正交设计进

行反应体系优化时 ,可根据电泳结果直接选择 ,不经过

直观分析 ,也能够得到较好的反应体系。

2. 3　两种设计方法的综合比较分析

比较分析单因子试验与正交设计试验结果 ,可以

得到广玉兰 ISSR2PCR反应的最佳体系 :在 20μl的反

应体系中 , TaqDNA聚合酶 1. 0 U、Mg2 + 1. 2～1. 5

mmol/L、dNTP 1. 80 mmol/L、引物 0. 5～0. 6μmol/L、30

ng模板 DNA、10 ×PCR buffer。

2. 4　延伸时间对 ISSR2PCR的影响

在 ISSR2PCR反应中 ,延伸温度一般为 72℃,除了

退火温度外 ,延伸时间是另外一个重要的影响因素。

延伸时间的长短与扩增片断的长度呈正相关 [ 18 ]。时

间过短 ,无法完成扩增 ,产量低 ;时间过长 ,会产生非特

异扩增。从图 6可以发现 ,在 2 m in时 ,获得了稳定扩

增 ,因此 ,在本研究中采用 2 m in的延伸时间。

2. 5　循环次数对 ISSR2PCR的影响

选择适宜的循环次数将会获得良好的扩增图谱。

从理论上说 ,循环次数越多 ,扩增产物产率越高 ,但实

际上会受到各反应成分的用量限制。从图 6可以看
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出 , 35个循环得到的条带强弱合适 ,清晰可辨 ,为最佳

循环次数。

2. 6　引物筛选及退火温度的确定

ISSR2PCR扩增 ,退火温度明显影响扩增谱带式

样 [ 21 ]。图 7为引物 848 ( CA ) 8 AG的梯度退火 PCR,

从图中可以看出 ,退火温度过低 ,扩增特异性差 ,杂带

较多 ,背景深 ;退火温度过高 ,引物与模板结合差 ,电泳

条带弱 ,甚至没有扩增。对其他引物进行梯度 PCR,

也得到同样结果。在选择最佳退火温度时 ,如扩增结

果相近 ,宜选择较高退火温度 ,以提高反应的特异性。

图 7　引物梯度退火电泳图

　注 : 1～12:退火温度依次为 47. 0、47. 2、47. 7、48. 6、49. 7、51. 0、52.

4、53. 8、55. 0、56. 1、57. 0、57. 4 ℃,M: 100 bp标准分子量。

3　结论与讨论

ISSR2PCR反应对模板浓度的要求范围较宽。冯

富娟等 [ 18 ]在进行红松 ISSR2PCR反应体系优化时证实

模板纯度不会影响扩增结果 ,模板浓度在 10～200 ng/

μl之间扩增结果相同。本研究在进行优化时也发现 ,

采用 20～60 ng/μl比较好 ,浓度太高不利于 PCR扩

增 , 30 ng/μl作为模板浓度进行 PCR扩增 ,取得了良好

的扩增效果。本试验在正交设计中 ,认为引物浓度对

反应体系影响最大 , dNTP影响最小。而在单因子试验

中则发现 , dNTP、Taq酶和引物对反应体系均有明显影

响 ,Mg
2 +浓度在一定范围内变化对反应体系的影响不

大。

本研究针对目前常见的 2种 ISSR2PCR试验方法

进行反应体系优化 ,发现利用正交设计直观分析法 ,能

够迅速获得满意的试验结果。但该方法也存在一定的

局限性 ,如对试验结果本身的评价带有主观成分 ,打分

的高低直接影响分析结果 ,使影响因素最佳反应水平

的确定缺乏可靠性 , 2种方法所得到的因素最佳水平

在引物的含量上有一定差异 ,这既与 PCR反应的不稳

定性有关 ,也与正交设计采用的主观打分有关 [ 14 ]。虽

然正交设计采用直观分析 ,有的研究 [ 12 ]还采用方差分

析法对试验结果进行分析 ,但这仍不可避免由主观打

分所造成的试验误差。在以后的研究中 ,重点应放在

建立 PCR扩增结果的客观评价标准。
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