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　　摘要：采用正交设计的方法对油松ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系５因素（ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋、模板 ＤＮＡ、ｄＮＴＰｓ、引物
的浓度）在４水平上进行优化试验，ＰＣＲ结果用ＳＰＳＳ数据软件分析。结果表明：各因素不同水平对 ＰＣＲ反应结果都
有显著的影响，且除ｄＮＴＰ因素外其他４因素影响均较大；筛选出各反应因素的最佳水平，建立油松 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ的最
佳反应体系（２０μＬ）为：ＴａｑＤＮＡ聚合酶１Ｕ、模板５μｇ／μＬ、Ｍｇ２＋２．０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰ０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ、引物０．４μｍｏｌ／Ｌ；
进行梯度退火试验，筛选出针对不同引物的最适的油松ＩＳＳＲ退火温度。该优化体系的建立为油松及其近缘种的系统
学和种质资源鉴定及遗传多样性的研究奠定基础。
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　　油松（Ｐｉｎｕｓｔａｂｕｌａｅｆｏｒｍｉｓ）为我国特有树种，是我国温带
针叶林中主要的建群树种，在工业用材、城镇绿化和荒山造林

中具有重要的价值。就目前研究的相关资料来看，国内关于

油松的遗传多样性和遗传结构的研究较多。如李毳等利用

ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简单重复序列区间）
等分子标记方法对天然油松群体作了遗传多样性分析［１－４］；

郝真真等从表观上对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ进行了优化，并研究了油松
种群遗传多样性和空间遗传结构特征［５］。ＩＳＳＲ分子标记技

术具有多态性水平高、可重复性好、ＤＮＡ用量少、成本低等优
点，广泛用于群体遗传多样性分析和种质鉴别等研究［６－１３］。

但是，采用正交设计的方法对油松ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系进行
优化还无报道，因此，本试验利用正交设计从 ＴａｑＤＮＡ聚合
酶、ｄＮＴＰｓ、引物、模板ＤＮＡ、Ｍｇ２＋等５个因素４个水平进行分
析，优化并建立油松ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，从而提高 ＩＳＳＲ分
析结果的可靠性和重复性，为油松品种的分子鉴定、遗传多样

性分析和品种改良奠定试验基础。

１　材料与方法

１．１　材料
油松选于河北省辽河源国家级森林公园（北纬４１°００′～

４１°１０′、东经１１８°３０′～１１８°４０′），采集当年生针叶置于冰盒中
带回实验室，置于 －７０℃超低温冰箱中保存备用。试验用
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ购自上海宝生科技发展有限公司，引
物（ＵＳＢ８１１）由上海宝生科技发展有限公司合成。
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１．２　基因组ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增
采用ＵＮＩＱ－１０柱式新型植物基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒

［购自生工生物工程（上海）股份有限公司］从油松叶片中提

取多株植物基因组总 ＤＮＡ，提取的 ＤＮＡ作为 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反
应体系的模板。所提ＤＮＡ样品的纯度和含量用紫外吸收和
０．８％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．３　ＰＣＲ反应因素的确定与正交表的设计

为了确定ＰＣＲ反应中５个因素（ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋、
模板 ＤＮＡ、ｄＮＴＰｓ、引物）的最佳反应浓度，采用正交设计
Ｌ１６（４

５）于４个水平上进行试验，每个处理重复２次，每个处

理体积均为２０μＬ（表１），其中加入２．０μＬ无 Ｍｇ２＋的１０×
Ｂｕｆｆｅｒ，其他成分按照正交设计所分析的浓度加入，不足
２０μＬ的用超纯水补足。１６个处理在美国 ＡＢＩ２７２０型 ＰＣＲ
仪上进行扩增，反应程序初步定为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃
再延伸７ｍｉｎ；４℃保温。ＰＣＲ产物用 １．５％琼脂糖凝胶在
３Ｖ／ｃｍ电压下电泳，电泳结果采用ＢＩＯ－ＲＡＤＤｏｃ－２０００自
动凝胶成像系统成像，并用ＳＰＳＳ１８．０软件进行方差分析，进
而获得油松ＩＳＳＲ－ＰＣＲ最佳反应条件。

表１　油松ＰＣＲ反应因素的Ｌ１６（４５）正交试验设计

处理编号

因素 分值

２０μＬ体系
Ｔａｑ酶（Ｕ）

Ｍｇ２＋
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

２０μＬ体系模板
ＤＮＡ（μｇ）

ｄＮＴＰ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

引物

（μｍｏｌ／Ｌ） 重复Ⅰ 重复Ⅱ

１ ０．５ １．５ ５０ ０．１５ ０．３ ５ ７
２ ０．５ ２．０ ８０ ０．２０ ０．４ １６ １６
３ ０．５ ２．５ １１０ ０．２５ ０．５ １４ ９
４ ０．５ ３．０ １４０ ０．３０ ０．６ ３ ３
５ １．０ １．５ ８０ ０．２５ ０．６ ８ １０
６ １．０ ２．０ ５０ ０．３０ ０．５ ７ １４
７ １．０ ２．５ １４０ ０．１５ ０．４ １０ １３
８ １．０ ３．０ １１０ ０．２０ ０．３ １５ １５
９ １．５ １．５ １１０ ０．３０ ０．４ １２ ６
１０ １．５ ２．０ １４０ ０．２５ ０．３ ２ １
１１ １．５ ２．５ ５０ ０．２０ ０．６ ９ ４
１２ １．５ ３．０ ８０ ０．１５ ０．５ ４ ５
１３ ２．０ １．５ １４０ ０．２０ ０．５ １ ２
１４ ２．０ ２．０ １１０ ０．１５ ０．６ １１ １２
１５ ２．０ ２．５ ８０ ０．３０ ０．３ ６ １１
１６ ２．０ ３．０ ５０ ０．２５ ０．４ １３ ８

１．４　退火温度梯度检测
在正交试验结果分析的基础上，利用扩增仪进行 ＰＣＲ反

应程序中退火温度梯度试验，退火温度设置为４６～５５℃，扩
增仪自动生成４６．０、４９．０、５２．０、５５．０℃等４个温度梯度。所
用的ＰＣＲ扩增体系为正交设计所得出的最佳体系。

２　结果与分析

２．１　电泳结果评分
正交试验ＰＣＲ产物电泳结果见图１，获得的１６个处理的

谱带结果存在很大差异。参照何正文等的方法［１４］，依据谱带

强弱和杂带的多少对ＰＣＲ扩增结果依次打分。其中，条带数
量多、清晰的扩增结果计１６分，最差的计１分。２次重复分
别独立统计，１６个处理的分数见表１。
２．２　各因素对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应影响的差异分析

将上述处理和评分结果用 ＳＰＳＳ数据处理软件进行方差
分析，结果见表２。由 Ｆ值可知，模版 ＤＮＡ的浓度对反应结
果的影响最大，ｄＮＴＰｓ浓度的影响最小，各因素水平变化对
ＰＣＲ反应的影响从大到小依次为模板ＤＮＡ的浓度、ＴａｑＤＮＡ
聚合酶的浓度、引物的浓度、Ｍｇ２＋的浓度、ｄＮＴＰｓ的浓度。由
于各因素水平间的差异除 ｄＮＴＰｓ和 Ｍｇ２＋的浓度外均达到了
显著水平，可以进一步进行因素内水平间的多重比较（表３）。
２．３　因素内各水平对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ结果的影响
２．３．１　ＴａｑＤＮＡ聚合酶浓度对ＰＣＲ结果的影响　ＴａｑＤＮＡ

聚合酶在０．５、１．０、１．５、２．０Ｕ等４个水平间差异达到显著或
极显著水平（表２）。同时，由结果均值与酶量的关系（表３）
可知，ＴａｑＤＮＡ聚合酶浓度对 ＰＣＲ结果影响相对较大。Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶浓度过高时会产生大量弥散带（处理１３至处理
１６），使电泳背景过深，不利于遗传多态性分析。ＴａｑＤＮＡ聚
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表２　ＰＣＲ反应各因素的方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
ＴａｑＤＮＡ聚合酶 １５５．２５ ３ ５１．７５０ ８．０３９ ０．００１
ｄＮＴＰｓ １８．２５ ３ ６．０８３ ０．９４５ ０．４４２
引物 １１５．００ ３ ３８．３３３ ５．９５５ ０．００６
Ｍｇ２＋ ５９．７５ ３ １９．９１７ ３．０９４ ０．０５６
模版ＤＮＡ ２２８．７５ ３ ７６．２５０１１．８４５ ０．０００

　　注：代表０．０１水平差异显著。

合酶在１Ｕ左右时达到了最佳效果，ＰＣＲ反应的敏感性和特
异性均最高，因此选择１Ｕ水平为最佳反应水平。
２．３．２　ｄＮＴＰｓ浓度对 ＰＣＲ结果的影响　ｄＮＴＰｓ在 ０．１５～
０３０ｍｍｏｌ／Ｌ等４个水平间差异不显著（表 ２、表 ３）；但从
ｄＮＴＰｓ与估计均值关系（表４）可知，其在０．２ｍｍｏｌ／Ｌ时效果
最佳，因此，从效果及经济角度考虑，ｄＮＴＰ的最佳水平为
０１５～０２０ｍｍｏｌ／Ｌ。　

表３　ＰＣＲ反应因素各水平间方差分析

变异来源 水平 １ ２ ３ ４
ＴａｑＤＮＡ聚合酶 １ －２．３７５ ３．７５０ １．１２５
浓度 ２ ０．０８０ ６．１２５ ３．５００

３ ０．００９ ０．０００ －２．６２５
４ ０．３８８ ０．０１４ ０．０５５

Ｍｇ２＋浓度 １ －３．５００ －３．１２５ －１．８７５
２ ０．０１４ ０．３７５ １．６２５
３ ０．０２５ ０．７７１ １．２５０
４ ０．１５９ ０．２１８ ０．３３９

模板ＤＮＡ浓度 １ －１．１２５ －３．３７５ ４．０００
２ ０．３８８ －２．２５０ ５．１２５
３ ０．０１７ ０．０９５ ７．３７５
４ ０．００６ ０．００１ ０．０００

ｄＮＴＰ浓度 １ －１．３７５ ０．２５０ ０．６２５
２ ０．２９４ １．６２５ ２．０００
３ ０．８４６ ０．２１８ ０．３７５
４ ０．６２９ ０．１３４ ０．７７１

引物浓度 １ －４．０００ ０．７５０ ０．２５０
２ ０．００６ ４．７５０ ４．２５０
３ ０．５６３ ０．００２ －０．５００
４ ０．８４６ ０．００４ ０．６９９

　　注：上三角为评分均值差值，下三角为Ｐ值。

表４　各因素４水平评定结果均值

水平
ＴａｑＤＮＡ聚合酶

浓度
Ｍｇ２＋
浓度

模板

浓度

ｄＮＴＰ
浓度

引物

浓度

１ ９．１２５ ６．３７５ ８．３７５ ８．３７５ ７．７５０
２ １１．５００ ９．８７５ ９．５００ ９．７５０ １１．７５０
３ ５．３７５ ９．５００ １１．７５０ ８．１２５ ７．０００
４ ８．０００ ８．２５０ ４．３７５ ７．７５０ ７．５００

２．３．３　引物浓度对 ＰＣＲ结果的影响　引物除在０．３、０．５、
０６μｍｏｌ／Ｌ水平间差异不显著外，在其他水平间均差异极显
著（表３），即引物在０．４μｍｏｌ／Ｌ水平时，ＰＣＲ结果呈最优结
果，而在其他水平时ＰＣＲ结果的效果均较差（表４）。说明引
物浓度过小或过大均易引起非特异性扩增，导致条带模糊，因

此，本试验将０．４μｍｏｌ／Ｌ作为最佳引物浓度。
２．３．４　Ｍｇ２＋浓度对 ＰＣＲ结果的影响　Ｍｇ２＋在１．５ｍｍｏｌ／Ｌ

与２．０ｍｍｏｌ／Ｌ及１．５ｍｍｏｌ／Ｌ与２．５ｍｍｏｌ／Ｌ水平间差异显
著（表３）。同时，在１．５～２．０ｍｍｏｌ／Ｌ范围内，Ｍｇ２＋浓度对
ＰＣＲ结果影响较大（表４），在２．０ｍｍｏｌ／Ｌ与３．０ｍｍｏｌ／Ｌ水
平间扩增结果差异不显著（表３）。因此，从经济和效果考虑，
２．０ｍｍｏｌ／Ｌ为Ｍｇ２＋的最佳浓度。
２．３．５　模版ＤＮＡ浓度对ＰＣＲ结果的影响　模版 ＤＮＡ浓度
在７μｇ／μＬ与其他３个水平间差异显著或极显著（表２）。表
３也说明，在模板 ＤＮＡ浓度为 ５．５μｇ／μＬ时达到最佳，但
４．５μｇ／μＬ与５．５μｇ／μＬ间差异不显著。因此，模版ＤＮＡ浓
度在４．５～５．５μｇ／μＬ范围内均可，但从经济、效果等多方面
考虑应选择５μｇ／μＬ为ＤＮＡ的最佳浓度。
２．４　退火温度的确定

根据正交试验的扩增优化结果，对已筛选的１４条引物的
退火温度进行优化检测。采用的扩增体终浓度为：ＴａｑＤＮＡ
聚合酶１Ｕ，２μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ［１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值８．
８）、５００ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ］，模板５．０μｇ／μＬ，Ｍｇ２＋２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰ
０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ，引物０．４０μｍｏｌ／Ｌ。本试验对各引物分别设置
４６、４９、５２、５５℃等４个温度梯度，研究退火温度对 ＰＣＲ扩增
结果的影响，扩增结果如图２所示，并对扩增结果进行了评定
（表５）。

　　根据试验结果得出油松 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应条件各引物退
火温度优化结果：８２７、８８４最佳退火温度为４９℃；８３８、８２６最
佳退火温度为５２℃；其他引物以５５℃为最佳退火温度。

３　结论与讨论

遗传多态性分析结果往往具有不稳定性，这与 ＰＣＲ反应
的不稳定有关。ＩＳＳＲ－ＰＣＲ体系优化一般采用简单梯度试
验方法，通过进行多次的梯度试验，对每个因素的最佳水平进

行摸索，过程不但繁琐而且不能兼顾各因素间的交互作用。

本试验借助统计软件，将正交试验设计与分析应用到ＰＣＲ反
应系统的优化中，使分析结果具有均衡性、综合性、效果明显的
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表５　退火温度对ＰＣＲ结果的影响

引物
不同退火温度下的ＰＣＲ结果

４６℃ ４９℃ ５２℃ ５５℃
８２７ ＋／－ ＋／－ － －
８０８ ＋／－ ＋ ＋ ＋
８８４ ＋／－ ＋／－ － －
８３６ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋
８１２ ＋／－ ＋／－ ＋／－ ＋
８２６ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋
８１８ ＋／－ ＋／－ ＋／－ ＋
８４９ ＋／－ ＋／－ ＋／－ ＋／－
８２０ － － ＋／－ －
８２８ － － － ＋／－
８３４ － － ＋／－ ＋
８５５ － ＋／－ ＋／－ ＋＋
８０９ － ＋／－ － ＋＋
８３８ ＋＋ ＋＋ ＋＋ －

　　注：“＋”代表有扩增产物；“＋＋”代表扩增效率高；“＋／－”代
表扩增产物不稳定；“－”代表无扩增产物。

特点，最终确立油松 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ最佳的反应体系（２０μＬ）浓
度：２μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶１．０Ｕ、Ｍｇ２＋２．０ｍｍｏｌ／Ｌ、
模板ＤＮＡ５．０μｇ／μＬ、ｄＮＴＰｓ０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ、引物０．４μｍｏｌ／Ｌ。

试验中模板ＤＮＡ对反应体系影响显著，这与白锦军等的
研究结果［１５］相似，但与吴根土等的研究结果［１６－１７］相反，其原

因可能是因为模板 ＤＮＡ中含有酚、多糖等杂质，会抑制 Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶活性，从而影响结果，因此说明高质量的基因组
ＤＮＡ是获得稳定 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ结果的前提。在油松的
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中，ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋和引物的浓
度对ＰＣＲ扩增结果影响显著，这与前人的研究结果［１８－１９］相

同。本试验结果显示 ｄＮＴＰｓ的浓度变化对 ＰＣＲ结果影响不
显著，这不同于其他研究结果［２０－２１］，分析其原因可能是单因

素梯度试验结果的分析未考虑其他因素的交叉影响，造成不

可避免的试验误差，而本试验采用正交试验方差分析，从而提

高了分析结果的可靠性。

本试验构建的油松ＩＳＳＲ－ＰＣＲ最佳反应体系中，除模板
ＤＮＡ浓度偏高外，ＴａｑＤＮＡ聚合酶量、Ｍｇ２＋浓度、引物浓度、
ｄＮＴＰｓ浓度均与其他亲缘相近树种相似，如红松［２２］、云南

松［２３］等。ＩＳＳＲ反应对某些物种模板 ＤＮＡ浓度不太敏感，但
本研究结果显示影响是极显著的，也与贺佳等的研究结果［２４］

相同。退火温度在减少模板与引物间的非特异性结合，进而

提高ＰＣＲ反应的特异性方面具有重要作用，因此本试验对筛
选出的１４条引物逐个进行退火温度梯度试验，确定每个引物
的最适退火温度，为以后相似研究提供参考。本试验优化的

稳定ＩＳＳＲ反应体系可以为油松品种选育奠定基础，同时对油
松种质资源鉴定、亲缘关系分析、遗传多样性分析、遗传图谱

构建等领域提供科学依据。
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