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　　摘要：通过单因素考察结合正交试验的方法，基于反应体系中ＴａｑＤＮＡ聚合酶量、ＤＮＡ模板用量、ｄＮＴＰｓ浓度、引
物浓度、Ｍｇ２＋浓度等５因素４水平条件对ＩＳＳＲ反应体系进行优化。白花蛇舌草 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ的２０μＬ最佳反应体系
为引物浓度０．５６２５μｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ２＋浓度２．７５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰｓ浓度０．３７５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＤＮＡ模板量６０ｎｇ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶
１．２５Ｕ，２．０μＬ１０×ＴａｑＢｕｆｆｅｒ，其余用ｄｄＨ２Ｏ补齐。该试验建立并优化了白花蛇舌草 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，为白花

蛇舌草种质资源遗传多态性的研究提供参考依据。
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　　白花蛇舌草（ＨｅｄｙｏｔｉｓｄｉｆｆｕｓａＷｉｌｌｄ．）为茜草科耳草属植
物，常于夏秋采集，洗净，鲜用或晒干［１］。白花蛇舌草产于我

国广东、香港、广西、海南、安徽、云南等省（区），多见于水田、

田埂和湿润的旷地，始载于《广西中药志》［２］。中医认为其味

苦、甘，具有清热解毒、利尿消肿的功效，壮医认为其味苦、甜，

可用于通龙路、解热毒、除湿毒、散结消肿［１］。白花蛇舌草的

主要成分为有萜类、黄酮类、蒽醌类、甾醇类等，有抗癌、抗氧

化和抗炎等作用，临床上常用于治疗多种癌症［３］，且效果良

好，是一味常用的中药材。

随着分子标记快速发展，越来越多的学者利用分子标记

对物种遗传分化进行研究。常见的分子标记有随机引物扩增

ＤＮＡ多态性（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍＤＮＡ，ＲＡＰＤ）、扩
增片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｒｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｈｉｓｍ，
ＡＦＬＰ）、限制性片段长度多态性（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＲＦＬＰ）、简单重复序列标记（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）、简单重复序列间标记技术（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）等几类。ＩＳＳＲ是由加拿大学者
Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等于１９９４年在 ＰＣＲ的基础上创建的分子标记技
术［４］，其以微卫星重复序列为引物，通常为１６～１８个碱基序
列，由１～４个碱基组成的串联重复序列和几个非重复的锚定
碱基组成，提高了 ＰＣＲ扩增反应的专一性。同时 ＩＳＳＲ分子
标记具有多态性高、重复高、稳定性好、操作方便及成本低等

优点，被视为理想的遗传标记方法［５］。

ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应易受多种因素的影响，本试验利用单因
素结合正交设计的方法，旨在建立适合于白花蛇舌草 ＩＳＳＲ－
ＰＣＲ反应的最佳体系，为白花蛇舌草种质资源遗传多态性的
研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　白花蛇舌草新鲜叶片采自广西中医药大
学仙葫校区，并由广西中医药大学中药鉴定教研室主任田慧

教授鉴定为茜草科耳草属植物白花蛇舌草（Ｈｅｄｙｏｔｉｓｄｉｆｆｕｓａ
Ｗｉｌｌｄ．）。
１．１．２　试剂与仪器　新型植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒、Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（Ｄ２０００）、５×ＴＢＥ均购自天
根生化科技（北京）有限公司；琼脂糖（西班牙）；ＧｅｌＲｅｄ核酸
染料（美国）；其他所用试剂均为国产分析纯。ＩＳＳＲ－ＰＣＲ引
物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ移液枪（德国艾本德生命科学公司），电子分析
天平（ＢＳＡ２２４Ｓ，北京赛多利斯科学仪器有限公司），超纯水机
（ＭＩＬＩＰＯＲＥＺＭＱＳ５００１，法国 ＭＩＬＩＰＯＲＥ公司），旋涡混合器
（ＸＷ－８０Ａ，上海青浦沪西仪器厂），高速冷冻离心机（ＳＩＧＭＡ
Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ，德国赛默飞世尔公司），紫外分光光度计［ＵＶ１７８０
岛津企业管理（中国）有限公司］，梯度 ＰＣＲ仪（Ｔ１００，美国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），电泳仪（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），凝胶成像系
统（ＧｅｌＤｏｃＴＭＸＲ＋，美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）。
１．２　方法
１．２．１　白花蛇舌草植物总ＤＮＡ的提取　根据新型植物基因
组ＤＮＡ提取试剂盒的操作步骤对试验材料进行植物总 ＤＮＡ
的提取，并采用琼脂糖电泳及紫外分光光度法检测总ＤＮＡ的
纯度及浓度，将其稀释至４０ｎｇ／μＬ备用。
１．２．２　单因素条件考察　查阅相关文献［５－７］，设定该试
验ＩＳＳＲ－ＰＣＲ基本反应体系组成为总体积２０μＬ，ＴａｑＤＮＡ
聚合酶１．０Ｕ，ＤＮＡ模板量４０ｎｇ，ｄＮＴＰｓ浓度０．２２５ｍｍｏｌ／Ｌ，
引物浓度０．５μｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ２＋浓度２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ
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２．０μＬ，其余用ｄｄＨ２Ｏ补齐。扩增程序：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；
９５℃变性３０ｓ，退火３０ｓ（退火温度由引物Ｔｍ值决定），７２℃
延伸２ｍｉｎ，３０个循坏；最后７２℃延伸５ｍｉｎ，４℃保存。以初
步筛选出的引物ＵＢＣ８２６（ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣ）作为单
因素试验及正交试验的引物。对影响白花蛇舌草ＩＳＳＲ－ＰＣＲ
反应体系的５个因素：ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量、ＤＮＡ模板量、
ｄＮＴＰｓ浓度、引物浓度、Ｍｇ２＋浓度分别设置６个水平浓度梯
度，采取控制单一因素变量的方法，初步确定该因素对

ＩＳＳＲ－ＰＣＲ的影响。各因素水平如表１所示。将 ＰＣＲ所得
产物置于１％琼脂糖凝胶中，７５Ｖ电压电泳５０ｍｉｎ。使用凝
胶成像系统观察并采集图像。

表１　白花蛇舌草ＩＳＳＲ－ＰＣＲ单因素试验设计

水平
引物浓度

（μｍｍｏｌ／Ｌ）
Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＤＮＡ模板
量（ｎｇ）

ＴａｑＤＮＡ聚
合酶量（Ｕ）

１ ０．１２５ １．０ ０．０７５ ２０ ０．５
２ ０．２５０ １．５ ０．１５０ ４０ １．０
３ ０．３７５ ２．０ ０．２２５ ６０ １．５
４ ０．５００ ２．５ ０．３００ ８０ ２．０
５ ０．６２５ ３．０ ０．３７５ １００ ２．５
６ ０．７５０ ３．５ ０．４５０ １２０ ３．０

１．２．３　正交试验设计　根据单因素试验的结果，确定各因素
的正交试验水平，见表２。采用 Ｌ１６（４

５）正交试验设计，根据

单因素试验结果分别确定５个相关因素的４个水平，共１６个
处理组，见表３。其基础反应体系和反应程序与单因素试验
所用体系和程序均一致。

表２　白花蛇舌草ＩＳＳＲ－ＰＣＲ正交试验水平

水平
引物浓度

（μｍｍｏｌ／Ｌ）
Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＤＮＡ模板
量（ｎｇ）

ＴａｑＤＮＡ聚
合酶量（Ｕ）

１ ０．４３７５ ２．５０ ０．１５０ ２０ １．２５
２ ０．５０００ ２．７５ ０．２２５ ４０ １．５０
３ ０．５６２５ ３．００ ０．３００ ６０ １．７５
４ ０．６２５０ ３．２５ ０．３７５ ８０ ２．００

１．２．４　退火温度的优化　利用 ＰＣＲ，以 ＵＢＣ８２６引物的 Ｔｍ
值（５２±５）℃为范围，由 ＰＣＲ仪自动生成 ８个温度梯度：
５７．０、５６．２、５５．０、５３．２、５０．９、４８．９、４７．７、４７．０℃。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取结果
通过琼脂糖凝胶电泳及紫外分光光度法检测，本试验所

表３　白花蛇舌草ＩＳＳＲ－ＰＣＲ正交试验设计

水平
引物浓度

（μｍｍｏｌ／Ｌ）
Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＤＮＡ模板
量（ｎｇ）

ＴａｑＤＮＡ聚
合酶（Ｕ）

１ ０．４３７５ ２．５０ ０．１５０ ２０ １．２５
２ ０．４３７５ ２．７５ ０．２２５ ４０ １．５０
３ ０．４３７５ ３．００ ０．３００ ６０ １．７５
４ ０．４３７５ ３．２５ ０．３７５ ８０ ２．００
５ ０．５０００ ２．５０ ０．２２５ ６０ ２．００
６ ０．５０００ ２．７５ ０．１５０ ８０ １．７５
７ ０．５０００ ３．００ ０．３７５ ２０ １．５０
８ ０．５０００ ３．２５ ０．３００ ４０ １．２５
９ ０．５６２５ ２．５０ ０．３００ ８０ １．５０
１０ ０．５６２５ ２．７５ ０．３７５ ６０ １．２５
１１ ０．５６２５ ３．００ ０．１５０ ４０ ２．００
１２ ０．５６２５ ３．２５ ０．２２５ ２０ １．７５
１３ ０．６２５０ ２．５０ ０．３７５ ４０ １．７５
１４ ０．６２５０ ２．７５ ０．３００ ２０ ２．００
１５ ０．６２５０ ３．００ ０．２２５ ８０ １．２５
１６ ０．６２５０ ３．２５ ０．１５０ ６０ １．５０

提取白花蛇舌草 ＤＮＡ条带清晰、明亮、无拖尾；ＤＮＡ样品的
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ＝１．８３，介于１．８０～２．０之间，说明ＤＮＡ样品的
纯度较高，能满足后续试验的需要。

２．２　单因素试验结果
由图１可知，引物浓度在０．５００～０．６２５μｍｍｏｌ／Ｌ时，扩

增出的条带数多且较为清晰明亮；浓度降低时，条带暗淡，条

数减少；浓度增大时，条带异常明亮，粘连在一起，特异性降

低。由图２可知，当 Ｍｇ２＋浓度为１．０～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增
的条带少，且不清晰，当浓度为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，条带逐渐增
多，当浓度为３．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增条带亮度降低。由于Ｍｇ２＋

是ＴａｑＤＮＡ聚合酶的辅助因子，其浓度影响ＴａｑＤＮＡ聚合酶
的活性，又兼在保证特异性条带和清晰度的情况下，确定

ＩＳＳＲ体系中 Ｍｇ２＋浓度 ２．５０～３．２５ｍｍｏｌ／Ｌ。由图 ３可知，
ｄＮＴＰｓ浓度在０．１５０～０．３７５ｍｍｏｌ／Ｌ时，条带清晰明亮，特异
性强，浓度增大时，条带数减少，亮度降低。由图４可知，ＤＮＡ
量在２０、４０、６０、８０、１００ｎｇ时，条带均清晰明亮，特异性强，但
考虑到试验成本，故确定正交试验中 ＤＮＡ量的范围是２０～
８０ｎｇ。由图５可知，ＴａｑＤＮＡ聚合酶量在１．５～２．０Ｕ时，条
带相对清晰明亮，无拖尾，特异性强。

２．３　正交试验结果
由图６可知，依照遗传多样性分析要求，对正交试验ＰＣＲ

结果依次打分，结果中条带稳定、清晰、丰富的最佳产物记为
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１６分，最差的记为１分。编号１～１６打分结果依次为 ２、１２、
１２、１０、３、９、１０、９、１４、１６、７、１３、１１、１２、７、１。根据打分结果算
出每个因素同水平下的均值和极差，见表４。
２．４　退火温度的优化结果

由图７可知，当退火温度为５６．２～５７．０℃时，扩增条带

少，部分条带缺失；退火温度为５０．９～５３．２℃时，扩增条带少
且模糊，亮度较低；退火温度在４７．０～４８．９℃时，由于温度过
低导致扩增条带背景弥漫，难以分辨，当退火温度为５５．０℃
时，条带数目多且清晰明亮，因此确定５５．０℃为 ＵＢＣ８２６号
引物的最佳退火温度。

表４　各因素水平下的均值和极差

因素 均值１ 均值２ 均值３ 均值４ 极差

引物浓度 ９．００ ７．７５ １２．５０ ７．７５ ４．７５
Ｍｇ２＋浓度 ９．００ ７．７５ １２．５０ ７．７５ ４．７５
ｄＮＴＰｓ浓度 ４．７５ ８．７５ １１．７５ １１．７５ ７．００
ＤＮＡ模板量 ９．２５ ９．７５ ８．００ １０．００ ２．００
ＴａｑＤＮＡ聚合酶量 ８．５０ ９．２５ １１．２５ ８．００ ３．２５

３　讨论与结论

影响白花蛇舌草扩增反应效果的主要因素包括引物浓

度、ｄＮＴＰｓ浓度、ＤＮＡ模板量、Ｍｇ２＋浓度、ＴａｑＤＮＡ聚合酶量
等。在本试验中，ｄＮＴＰｓ浓度对扩增反应的影响最大，ｄＮＴＰｓ
浓度过高可加快反应速度，同时也增加碱基的错误掺入率和

试验成本；反之，低浓度的 ｄＮＴＰｓ会导致反应速度的下降，但
可提高试验的精确性。由于ｄＮＴＰｓ可能与Ｍｇ２＋结合，因此应
注意ｄＮＴＰｓ浓度和 Ｍｇ２＋浓度之间的关系。如果 ｄＮＴＰｓ的浓
度达到１ｍｍｏｌ／Ｌ，则会抑制ＴａｑＤＮＡ聚合酶的活性。引物浓
度偏高会引起错配和非特异性产物增加、引物之间易形成二

聚体，浓度太低又可能得不到扩增结果或产量过低。最佳的

Ｍｇ２＋浓度对于不同的引物和模板都不相同，较高的浓度可以
增加产量，但也会增加非特异性扩增，降低忠实度。ＴａｑＤＮＡ
聚合酶量过高，会引起非特异性产物的扩增；浓度过低则合成

产物量减少，得不到预期的ＰＣＲ产物产量。

本试验运用单因素结合正交设计的方法，首先确定各因

素用量或浓度的有效范围，再利用正交设计进行优化组合，确

立了白花蛇舌草的最佳２０μＬＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系：引物浓
度 ０．５６２５μｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ２＋浓度 ２．７５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰｓ浓度
０．３７５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＤＮＡ模板 ６０ｎｇ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 １．２５Ｕ，
２．０μＬ１０×ＴａｑＢｕｆｆｅｒ，其余用ｄｄＨ２Ｏ补齐，为以后开展白花
蛇舌草ＩＳＳＲ多态性的相关研究奠定了基础。
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