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　　安诺兰［Ａｎｏｔａｈａｉｎａｎｅｎｓｉｓ（Ｒｏｌｆｅ）Ｓｃｈｌｔｒ］为兰科安诺兰
属植物，海南省特有种，产于海南省中南部低海拔丘陵地区，

热带附生兰，附生于低海拔丘陵地区的枫树上。安诺兰在春

节前后开花，花朵清丽、密集而芳香，是极好的新春贺岁花卉。

ＩＳＳＲ（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ）标记即简单重复序列
区间ＤＮＡ标记，是由 Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等于１９９４年提出的一种新
型分子标记技术［１］，它利用基于ＳＳＲ而设计的寡核苷酸引物
来检测２个ＳＳＲ之间的一段短 ＤＮＡ序列差异。该技术的优
点是所需ＤＮＡ量少、多态性好、无须预知研究对象基因组序
列等［２］，因此该技术已被广泛用于品种鉴定［３］、基因定位及

遗传多样性分析［４－５］。由于ＩＳＳＲ技术也是基于 ＰＣＲ的一种
分子标记技术，所以它同其他分子标记技术一样，结果容易受

多种因素干扰，如模板ＤＮＡ浓度、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、引
物浓度等都能影响扩增结果，甚至其中一个因素改变都会影

响扩增条带的位置或使其消失，从而影响整个试验结果，因此

在研究时应先建立合适的反应体系并对其进行优化［６－１０］。

本研究对海南省特有安诺兰ＩＳＳＲ反应体系进行探索，旨在建
立适于安诺兰的ＩＳＳＲ反应体系。

１　材料与方法

１．１　材料
供试安诺兰来自于海南省农业科学院园林花卉研究所兰

圃，试验地点在海南省农业科学院园林花卉研究所实验室。

１．２　试剂
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ等试剂均购于上海

生工生物工程有限公司。１００条 ＩＳＳＲ引物参照加拿大哥伦
比亚大学（ＵＢＣ）提供的序列，由上海生工生物工程有限公司
合成。

１．３　试验方法
１．３．１　采用改良 ＣＴＡＢ法提取 ＤＮＡ　用０．８％琼脂糖凝胶
电泳，以ＤＬ２０００为标准，检查所得 ＤＮＡ的分子量、含量、纯
度、完整性，并将ＤＮＡ浓度稀释至４０ｎｇ／μＬ。
１．３．２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ正交试验设计　采用正交试验建立
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系并进行优化，参照陶兴林等的方法［１１－１５］

设置各个因素，考察模板ＤＮＡ浓度、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、
引物浓度等４个因素对 ＩＳＳＲ反应体系的影响，设定５个水
平，建立Ｕ２０（５

４）均匀设计表（表１、表２），确立海南安诺兰
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，每个处理重复２次。

表１　安诺兰ＩＳＳＲ反应体系正交试验因素水平

水平

Ａ：ＴａｑＤＮＡ
聚合酶

（Ｕ／μＬ）

Ｂ：ｄＮＴＰｓ
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｃ：引物浓度
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｄ：模板ＤＮＡ
浓度

（ｎｇ／μＬ）
１ ０．００８ ５０ ０．１ ０．８
２ ０．０２０ １００ ０．３ １．２
３ ０．０３０ １５０ ０．５ １．６
４ ０．０４０ ２００ ０．８ ２．０
５ ０．０６０ ３００ １．０ ２．４
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表２　安诺兰ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系正交试验设计

序号
Ａ：ＴａｑＤＮＡ
聚合酶

Ｂ：ｄＮＴＰｓ Ｃ：引物浓度 Ｄ：模板ＤＮＡ
浓度

１ １ １ ３ ２
２ １ ２ ４ ５
３ １ ３ ２ １
４ １ ４ ５ ３
５ １ ５ １ ４
６ ２ １ ４ ３
７ ２ ２ １ １
８ ２ ３ ３ ４
９ ２ ４ ２ ５
１０ ２ ５ ５ ２
１１ ３ １ ２ ４
１２ ３ ２ ３ ３
１３ ３ ３ ５ ５
１４ ３ ４ １ ２
１５ ３ ５ ４ １
１６ ４ １ １ ５
１７ ４ ２ ５ ４
１８ ４ ３ ４ ２
１９ ４ ４ ３ １
２０ ４ ５ ２ ３
２１ ５ １ ５ １
２２ ５ ２ ２ ２
２３ ５ ３ １ ３
２４ ５ ４ ４ ４
２５ ５ ５ ３ ５

２　结果与分析

２．１　反应体系中各因子对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响
２．１．１　ＤＮＡ模板对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　从图１可以看
出，ＤＮＡ模板用量对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增条带的影响较大，１５μＬ
反应体系中，模板ＤＮＡ用量为２０～５０ｎｇ，当模板 ＤＮＡ用量
为４０ｎｇ时能扩增出清晰条带，因此本研究采用的最适合模
板ＤＮＡ用量为４０ｎｇ。

２．１．２　ＴａｑＤＮＡ聚合酶对 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶用量是影响 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的重要因子，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶浓度过低会降低 ＰＣＲ扩增产物的合成效率。由
图２可见，１５μＬ反应体系中，ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量分别为
０２、０．５、０．７５、１．０Ｕ时的扩增结果不同。当 ＴａｑＤＮＡ聚合
酶用量为１．０Ｕ时，所得扩增条带清晰，因此确定ＴａｑＤＮＡ

聚合酶的用量是１．０Ｕ。
２．１．３　ｄＮＴＰｓ浓度对 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　 ｄＮＴＰｓ是
ＰＣＲ扩增的原料，ｄＮＴＰｓ浓度过高导致ＰＣＲ错配，ｄＮＴＰｓ浓度
过低致使反应不充分，影响扩增效果，甚至会因为 ｄＮＴＰｓ过
早消耗使产物单链化。为了确定最适合的 ｄＮＴＰｓ浓度，本研
究设置了５个ｄＮＴＰｓ梯度筛选，结果见图３。由图３可看出，
当ｄＮＴＰｓ浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ时扩增条带清晰；但当ｄＮＴＰｓ浓
度为５０、１００μｍｏｌ／Ｌ等时，扩增条带模糊。因此，本研究中最
佳ｄＮＴＰｓ浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ。

２．１．４　引物浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　在 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ
扩增中，引物浓度会对反应结果产生明显影响，引物浓度太低

不能扩增，引物浓度过高则会引起非特异扩增，并形成引物二

聚体。本研究采取５个梯度对引物扩增条带结果进行比较。
从图４可以看出，当引物浓度为０．５μｍｏｌ／Ｌ时，扩增条带清
晰，且没有二聚体扩增带，因此本研究中最佳引物浓度为

０．５μｍｏｌ／Ｌ。　

２．２　最佳反应体系的验证
正交试验得到的最佳海南安诺兰 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增反应

体系为：总体积 １５μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）２．０μＬ，
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２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．５μｍｏｌ／Ｌ引物，１．０ＵＴａｑＤＮＡ聚合
酶，模板ＤＮＡ４０ｎｇ，其他为超纯水。因此，本研究用ＩＳＳＲ引
物８２３在退火温度５６℃时对海南安诺兰陵水群体进行 ＩＳＳＲ

－ＰＣＲ扩增，能够得到清晰、多态性高的ＩＳＳＲ条带（图５），表
明确立的优化体系稳定可靠，可用于海南安诺兰分子的鉴定

和遗传关系的分析等分子研究。

３　结论与讨论

ＩＳＳＲ技术已被广泛用于植物种质资源鉴定、植物遗传多
样性等研究。ＩＳＳＲ扩增以 ＰＣＲ扩增为基础，因此影响 ＰＣＲ
扩增的因素如引物浓度、ｄＮＴＰｓ浓度、模板浓度等都会对 ＩＳ
ＳＲ扩增产生影响。植物种类、试验条件不同，各因子间相互
影响产生的扩增结果也不相同，本研究中不同处理下的扩增

条带存在差异，因此须要对这些因子进行优化，选择最佳组

合。ＤＮＡＴａｑ酶浓度是影响试验结果的重要因素，其浓度过
高容易产生非特异性扩增产物；浓度过低时，扩增产物效率下

降。ｄＮＴＰｓ浓度太高容易引起错配，浓度过低会影响扩增效
率。引物浓度则会影响扩增产物质量，浓度偏高会产生非特

异性扩增，浓度太低则无法进行有效扩增。另外，退火温度、

循环次数等也是反应体系建立和优化的重要因素［１６－１７］。

本研究采用单因素与正交试验相结合的方法，对 ＰＣＲ各
单因子进行研究，建立了适合海南安诺兰的 ＩＳＳＲ反应体系，
即：总体积 １５μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）２．０μＬ，
２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．５μｍｏｌ／Ｌ引物，１．０ＵＴａｑＤＮＡ聚合
酶，模板ＤＮＡ４０ｎｇ，其他为超纯水。并用ＩＳＳＲ引物８２３检验
了该体系的稳定性和可靠性，为海南安诺兰的种质资源分析

奠定了基础。
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