
书书书

桂腾琴，伍　伟，卢　鹏，等．正交设计优化荷花品种ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（７）：７１－７３．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０７．０１９

正交设计优化荷花品种 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系
桂腾琴１，２，３，伍　伟１，卢　鹏１，王颖娟１，３，张万芹１，３，子文童１，李　珏１

（１．兴义民族师范学院生物与化学学院，贵州兴义５６２４００；２．西南大学生命科学学院，重庆 ４００７１５；
３．贵州省民族药用生物资源研究与开发重点实验室，贵州兴义５６２４００）

　　摘要：以东方明珠荷花为试验材料，应用Ｌ９（３
４）正交设计，探讨反应体系中引物、ＴａｑＤＮＡ聚合酶等４个不同因

素的３个水平对荷花品种反应体系的影响，正交设计所用引物为ＵＢＣ８４３，ＰＣＲ结果应用ＭＩＮＩＴＡＢ软件进行方差分析
和极差分析。结果表明，荷花最佳ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：２．５μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ，２．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ，０．４０μｍｏｌ／Ｌ引物，２０～８０ｎｇ模板ＤＮＡ，１．００ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶。优化的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系稳定性高、重
复性较好，为从分子水平对荷花品种进行各项研究奠定了基础。
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　　荷花（ＮｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａＧａｅｒｔｎ．）为睡莲科莲属植物，是中
国传统的十大名花之一，素有“活化石”之称［１］。安龙荷花种

质资源丰富，但优良品种较少，在长期自然杂交过程中，不仅

形成了类型多样的品种，而且品种间的亲缘关系也较为复杂，

给荷花种质资源的收集、保存、研究等带来了不便。传统的形

态指标容易受到生态环境及基因显隐性影响，不能客观地估

计遗传变异性。因此，从分子水平对荷花品种的亲缘关系和

遗传多样性进行研究是非常必要的。１９９４年 Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等
创建了简单重复序列间扩增（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，
ＩＳＳＲ）技术［２］，它具有稳定性、可操作性、多态性高等优点［３］，

但是ＩＳＳＲ－ＰＣＲ易受诸多因素如 ＴａｑＤＮＡ聚合酶、引物、退
火温度等干扰，而且不同物种 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ最佳反应体系的差
别也很大［４－５］。正交试验设计可以克服传统单因素试验的不

足，考虑各因子的相互作用，具有齐整可比、均衡分散等优

点［６］，能通过较少的试验组合快速找到最佳反应体系［７］。黄

宇等以６份荷花品种的叶片为材料，采用单因素方法优化ＩＳ
ＳＲ－ＰＣＲ反应体系［８］；孙祖霞等以荷花品种新红的叶片为材

料，采用Ｌ１６（４
５）正交设计优化荷花相关序列扩增多态性ＰＣＲ

（ＳＲＡＰ－ＰＣＲ）反应体系［９］；徐君等也是采用单因素方法优化

ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系［１０］。迄今为止，关于荷花品种 ＩＳＳＲ－
ＰＣＲ反应体系正交优化的报道较少，本研究拟用Ｌ９（３

４）正交

设计优化反应体系，以期为后续研究打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
供试材料为东方明珠，其花瓣采于贵州省安龙县招堤荷

花池，花瓣采集后用硅胶干燥，正交设计过程中用到的引物为

ＵＢＣ８４３（ＣＴ）８ＲＡ。
１．２　ＤＮＡ的提取

东方明珠花瓣 ＤＮＡ的提取参考桂腾琴等方法［１１］；ＤＮＡ
纯度、浓度用ＵＶ－４５０１Ｓ紫外分光光度计测定；ＤＮＡ质量用
１％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．３　正交试验设计

采用Ｌ９（３
４）正交设计，各因素 －水平组合见表１。每个

处理重复 ２次，反应总体积为 ２５μＬ。反应程序为：９４℃
５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５０．６℃ ３０ｓ，７２℃ ９０ｓ，３５个循环；７２℃
７ｍｉｎ，扩增结束后于４℃保存。ＰＣＲ扩增产物用１．４％琼脂
糖凝胶电泳检测，ＥＢ染色电泳后，在 Ｂｉｏ－ＲＡＤ凝胶成像系
统中进行观察和分析。

表１　荷花ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系Ｌ９（３４）正交试验设计

处理号

因素

Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｑ酶浓度
（Ｕ／２５μＬ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

１ １．５ ０．７５ ０．１５ ０．２０
２ １．５ １．００ ０．２０ ０．３０
３ １．５ １．５０ ０．２５ ０．４０
４ ２．０ ０．７５ ０．２０ ０．４０
５ ２．０ １．００ ０．２５ ０．２０
６ ２．０ １．５０ ０．１５ ０．３０
７ ２．５ ０．７５ ０．２５ ０．３０
８ ２．５ １．００ ０．１５ ０．４０
９ ２．５ １．５０ ０．２０ ０．２０

１．４　退火温度的确定
设定 ６个退火温度：４７．６、４８．６、４９．６、５０．６、５１．６、

５３．６℃，选用正交设计确定的最佳反应体系对引物 ＵＢＣ８４３
（ＣＴ）８ＲＡ退火温度进行筛选试验，其余参数不变。

２　结果与分析

２．１　正交设计分析
计分参照何正文等方法［１２］，根据条带的多少、特异性与
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清晰程度依次打分：条带多而亮、清晰，记 ９分；最低分记 １
分；２次重复独立计分。９个组合的分数（２次重复）依次为：
３、３；８、７；４、６；９、９；６、５；７、１；１、４；５、８；２、２。由图１可见：第７
号、第９号、第６’号、第９’号处理效果较差，背景深、条带少，
且条带不整齐；第４号处理最好，２次重复扩增条带比较稳
定，条带多且清晰。

２．２　各因素不同水平对ＰＣＲ的影响
为确定最佳的ＰＣＲ反应体系，需要对各因素不同水平进

行多重比较。极差的大小表明该因素对 ＰＣＲ扩增影响的强
弱。由表２可以看出：引物浓度对ＰＣＲ扩增的影响最强，其次
是ＴａｑＤＮＡ聚合酶，影响最弱的是ｄＮＴＰｓ。正交试验扩增的结
果用ＭＩＮＩＴＡＢ软件进行方差分析，由表３可知：方差分析与极
差分析的结果比较一致；引物不同水平间差异在方差分析中达

到显著水平（Ｐ＜０．０５），其余因素在水平间差异不显著。
２．２．１　ＴａｑＤＮＡ聚合酶浓度对ＰＣＲ扩增结果的影响　由表

２可知，ＴａｑＤＮＡ聚合酶浓度在该试验中是影响 ＰＣＲ扩增的
次要 因 素。由 图 ２可 以 看 出：ＴａｑＤＮＡ 聚 合 酶 在
１．００Ｕ／２５μＬ水平差异明显，而在０．７５Ｕ／２５μＬ（１、４、７号
处理）、１．５０Ｕ／２５μＬ（３、６、９号处理）２个水平差异不明显；
Ｔａｑ酶量为１．００Ｕ／２５μＬ（２、５、８号处理）扩增的条带清晰，
条带丰富。综合结果可知，１．００Ｕ／２５μＬ为 Ｔａｑ酶最佳浓
度，与刘艺平等的研究结果［１３－１４］一致。

表２　ＰＣＲ反应各因素间极差分析结果

数据

类别

ＴａｑＤＮＡ聚合酶
浓度（Ｕ／２５μＬ）

Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

极小值 ３．６６７ ３．６６７ ４．３３３ ３．５００
极大值 ６．５００ ６．１６７ ６．１６７ ６．８３３
极差 ２．８３３ ２．５００ １．８３４ ３．３３３

表３　正交设计方差分析结果

变异来源 自由度 方差 均方 Ｆ值 Ｐ值
ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ２ ２４．３３３ １２．１６７ ３．６５０ ０．０６９

Ｍｇ２＋ ２ １９．０００ ９．５００ ２．８５０ ０．１１０
ｄＮＴＰｓ ２ １２．３３３ ６．１６７ １．８５０ ０．２１２
引物 ２ ３４．３３３ １７．１６７ ５．１５０ ０．０３２

误差 ９ ３０．３３３ ３．３３３
总计 １７ １２０．０００

　　注：“”表示在０．０５水平差异显著。

２．２．２　Ｍｇ２＋浓度对ＰＣＲ扩增结果的影响　图２显示：Ｍｇ２＋

浓度 ３个水平对 ＰＣＲ扩增影响不明显，Ｍｇ２＋浓度为
２．０ｍｍｏｌ／Ｌ时均分最大；Ｍｇ２＋浓度为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，均分呈
下降趋势。最终确定Ｍｇ２＋的最佳浓度为２．０ｍｍｏｌ／Ｌ。

２．２．３　ｄＮＴＰｓ浓度对ＰＣＲ扩增结果的影响　从图２可以看
出：ｄＮＴＰｓ浓度为０．１５ｍｍｏｌ／Ｌ（１、６、８号处理）、０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ
（３、５、７号处理）时，扩增条带少且不稳定；ｄＮＴＰｓ浓度为
０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＰＣＲ扩增均分最高，确定其为最佳 ｄＮＴＰｓ
浓度。

２．２．４　引物浓度对 ＰＣＲ扩增结果的影响　本试验中影响
ＰＣＲ扩增的主要因素是引物浓度（表２）。引物浓度为０．２０、
０．３０μｍｏｌ／Ｌ时，均值差异不明显；当浓度为０．４０μｍｏｌ／Ｌ（３、
４、８号处理）时，均值达到最大（图２）。因此，选择引物最佳
浓度为０．４０μｍｏｌ／Ｌ，与李立升等研究结果［１５－１６］相同。

２．３　ＰＣＲ扩增退火温度的确定
ＩＳＳＲ引物退火温度对 ＰＣＲ扩增结果影响很大。由图３

可见：当退火温度为４７．６、４８．６、４９．６℃时，扩增不稳定且条
带少；当退火温度为５０．６、５１．６℃时，扩增条带清晰且数量
多、稳定。可见，在ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增中适当提高退火温度可

以增加特异性条带，因此引物 ＵＢＣ８４３的最适退火温度为
５１．６℃。
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２．４　最优体系的确定和稳定性验证
综上所述，荷花品种最佳ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：

２．５μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ，２．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，０．２０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，
０．４０μｍｏｌ／Ｌ引物，２０～８０ｎｇ模板ＤＮＡ，１．００ＵＴａｑＤＮＡ聚
合酶。利用引物ＵＢＣ８２７在退火温度为５１．６℃的条件下进
行体系稳定性检测，图４表明：体系稳定、效果好，可用于荷花
品种亲缘关系和遗传多样性的研究。

３　讨论与结论

正交设计可以克服传统的单因素试验和完全组合设计不

足，从复因子试验中挑选出有代表性的水平组合进行试验，节

约了成本、时间，具有齐整可比、均衡分散等优点［６，１７］。但是

对正交设计扩增结果进行直观分析有一定的主观性和随意

性［１８－１９］，要么可以适当增加试验重复次数，从而增加对 ＰＣＲ
扩增的评判次数，来减少打分误差，使试验数据更可靠［４］，要

么也可以借助分析软件对结果进行分析。

ＰＣＲ扩增结果受物种［４－５，７］、扩增程序、多因子等综合影

响，退火温度很小的变动就会引起扩增结果很大的变化。本

试验中各因素对 ＰＣＲ扩增的影响由强到弱为：引物浓度
!

ＴａｑＤＮＡ聚合酶浓度
!

Ｍｇ２＋浓度
!

ｄＮＴＰｓ浓度，结果与任风
鸣等的研究结果［２０］相似。而梨的正交试验［２１］和李伟等对锁

阳的ＩＳＳＲ－ＰＣＲ优化研究［５］认为，对 ＰＣＲ影响最关键的是
ＴａｑＤＮＡ聚合酶，其次是引物浓度。孙清信等研究表明，模板
ＤＮＡ浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增影响最小［２２－２３］，对荷花品种模

板ＤＮＡ浓度进行单因素优化时也得到相似的结果，模板
ＤＮＡ浓度在２０～８０ｎｇ／２５μＬ均能扩增出条带，且条带清晰；
但是如果模板 ＤＮＡ不纯，则导致扩增条带少或无扩增条
带［２１，２４］。出现这些差异要么与物种、引物特异性有关，要么

与主观评价有关。因此，为了更好地将正交设计广泛应用于

研究中，既可以建立客观的评判标准，也可以提高分析结果的

可信度。

综合考虑后得出荷花品种最佳反应体系（２５μＬ）：
２．５μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ，２．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，０．２０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，
０．４０μｍｏｌ／Ｌ引物，２０～８０ｎｇ模板ＤＮＡ，１．００ＵＴａｑＤＮＡ聚
合酶。该反应体系在其他引物中扩增获得了清晰的条带，为

后续研究奠定了坚实基础。
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