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沙地云杉 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的初步优化
郑舒文，田有亮，白玉娥，何炎红
（内蒙古农业大学林学院，呼和浩特０１００１９）

　　摘要：以沙地云杉叶基因组 ＤＮＡ为材料，采用单因素试验方法对 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ体系中的主要成分 Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、引物浓度、退火温度进行筛选，建立并优化沙地ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系。结果表明，ＵＢＣ８３５是最适引
物，适宜退火温度为５０℃。沙地云杉ＩＳＳＲ－ＰＣＲ分析的最适反应体系（２０μＬＰＣＲ反应体系）为：２．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋、
１．０Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶、０．２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、０．２５μｍｏｌ／Ｌ引物、５０ｎｇ／μＬ模板ＤＮＡ。ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性
４ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５０℃退火４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，４０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ，４℃保存。
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作者简介：郑舒文（１９９０—），女，辽宁本溪人，硕士研究生，主要从事
森林培育理论与技术的研究。

通信作者：何炎红。Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｙｈ２００１２００８＠ｉｍａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　沙地云杉（Ｐｉｃｅａｍｏｎｇｏｌｉｃａ）是中国稀有珍贵树种，集中
成片地分布在生态环境恶劣的内蒙古自治区以克什克腾旗的

白音敖包自然保护区，形成了罕见的沙地森林。沙地云杉具

有耐旱抗寒、防风阻沙、调节气候等特点，并且生存年代久远，

所以被称为沙漠上的“绿宝石”和“生物活化石”［１］。自引种

到辽宁、北京、呼和浩特成功之后［２］，沙地云杉不再是内蒙古

草原的特有树种。目前，沙地云杉的研究仍停滞在生态学水

平，对其遗传多样性的研究尚未见报道。

简单重复序列间区标记技术（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）是由加拿大蒙特利尔大学的 Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等于

１９９４年发展起来的一种微卫星的分子标记［３］。ＩＳＳＲ标记呈
孟德尔式遗传，大部分ＩＳＳＲ标记为显性标记。它结合了ＳＳＲ
和ＲＡＰＤ的优点［４］，具有模板ＤＮＡ用量少、质量要求低，扩增
产物特异性强，重复性高，试验操作简便，费用较低等特点，又

比ＲＦＬＰ、ＲＡＰＤ、ＳＳＲ能更多地提供遗传信息，已被广泛应用
于品种鉴定、遗传多样性、系统进化关系、遗传作图、基因定

位、标记辅助选择［５］等研究，通过遗传多样性手段对沙地云

杉作进一步研究。本试验以沙地云杉叶基因组为模板 ＤＮＡ，
分析引物、ｄＮＴＰｓ、Ｍｇ２＋、ＴａｑＤＮＡ聚合酶浓度、退火温度对
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响，建立适合沙地云杉ＩＳＳＲ－ＰＣＲ的反
应体系，为研究沙地云杉的系统进化、物种鉴定和种间杂交育

种提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　材料　试验材料来自内蒙古浑善达克沙地，种子于
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４０℃烘箱中烘干后取出，浸于７５％甲醇中一段时间，然后放
在培养箱中培养。将长出的嫩叶放入 －８０℃保存，以备
取用。

１．１．２　试剂　提取基因组 ＤＮＡ：ＣＴＡＢ提取液，β－巯基乙
醇，１×ＴＥ缓冲液。引物参照哥伦比亚大学（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ
ＢｒｉｔｉｓｈＣｏｌｕｍｂｉａ，ＵＢＣ）公布的 ＩＳＳＲ引物序列，由北京华大基
因有限公司合成。本试验反应体系优化试验固定引物 ＵＢＣ
８３５的序列为：ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣ。用于 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ
的试剂：ｄＮＴＰｓ、Ｍｇ２＋、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）购自天根（ＴＩＡＮＧＥＮ）生化科技有限公司。
１．２　方法
１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取　本试验采用ＣＴＡＢ法提取沙地
云杉基因组ＤＮＡ。
１．２．２　ＤＮＡ浓度及纯度检测　用紫外分光光度计测定ＤＮＡ
样品在２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处的吸光度，检测其浓度和纯度。
用１．２％琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ质量并进行ＰＣＲ扩增，最
后稀释至５０ｎｇ／μＬ保存在－２０℃中备用。
１．２．３　ＰＣＲ单因素试验　单因素试验是其他因子保持不
变，其中１个因子按照一定浓度梯度变化，从而筛选出各因子
适合继续优化的最适浓度。本试验是为了筛选出适合于沙地

云杉ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的各因素最佳浓度。不同因素浓
度水平见表１。

表１　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中不同因素浓度梯度

因素 不同因素浓度梯度（２０μＬ体系）
引物浓度（μｍｏｌ／Ｌ） ０．１５、０．２０、０．２５、０．３０
Ｍｇ２＋（ｍｍｏｌ／Ｌ） １．０、１．５、２．０、２．５
Ｔａｑ酶（Ｕ／μＬ） ０．５０、１．００、１．５０、２．００
ｄＮＴＰｓ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．１５、０．２０、０．２５、０．３０

１．２．４　ＰＣＲ反应条件　９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，
ＵＢＣ８３５的退火温度是５０℃，退火４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，４０
个循环，７２℃延伸７ｍｉｎ，４℃保存备用。
１．２．５　扩增产物检测　１．２％的琼脂糖凝胶在０．５×ＴＢＥ缓
冲液中电泳检测，用ＵＶＰ凝胶成像系统照相保存。

２　结果与分析

２．１　引物浓度的优化
引物浓度是影响 ＰＣＲ结果的重要变量之一。浓度过低

阻碍引物与模板ＤＮＡ的结合，不能产生有效扩增条带。浓度
过高会引起非特异性扩增产物和引物二聚体等的形成［６］，使

目的ＤＮＡ片段扩增量下降，条带不清晰。由图１可见，浓度
为 ０．１５μｍｏｌ／Ｌ时，扩 增 条 带 较 弱，不 清 晰；０．２０、
０．３０μｍｏｌ／Ｌ条带比０．１５μｍｏｌ／Ｌ清晰，但有弥散现象，不是
很稳 定，所 以 ２０μＬ反 应 体 积 中 确 定 条 带 稳 定 的
０．２５μｍｏｌ／Ｌ为最适引物浓度。
２．２　Ｍｇ２＋浓度的优化

Ｍｇ２＋浓度对 ＰＣＲ扩增的特异性和产物有显著的影响，
Ｍｇ２＋作为ＴａｑＤＮＡ聚合酶的依赖性因子，不仅影响Ｔａｑ酶的
活性，反应体系中的ｄＮＴＰｓ、模板ＤＮＡ及引物都会与 Ｍｇ２＋结
合［７］。Ｍｇ２＋浓度过高反应特异性降低，出现非特异扩增；浓
度过低会降低ＴａｑＤＮＡ聚合酶的活性，使反应产物减少。由
图２可知，４个Ｍｇ２＋浓度，即２．０、１．０、１．５、２．５ｍｍｏｌ／Ｌ条件

下均有扩增产物，但是Ｍｇ２＋浓度在１．０、１．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，条带
较少；浓度在 ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ时出现非特异性扩增，浓度在
２．０ｍｍｏｌ／Ｌ时条带清晰，稳定性高。所以 Ｍｇ２＋用量为
２．０ｍｍｏｌ／Ｌ是最佳浓度。
２．３　ＴａｑＤＮＡ聚合酶的优化

ＴａｑＤＮＡ聚合酶的用量是影响扩增的重要因素，浓度过
低会使酶过早地消耗完造成合成效率下降，浓度过高容易产

生非特异性扩增且增加成本。从图３可见，不同ＴａｑＤＮＡ聚
合酶浓度从０．５、１．０、１．５、２．０Ｕ／μＬ均有扩增产物，浓度在
０．５Ｕ／μＬ条带相对较弱，１．０、１．５、２．０Ｕ／μＬ时扩增出的条带
无显著差异，考虑稳定性和成本，而且１．５Ｕ／μＬ的条带亮度高
和稳定性强。最终确定ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量为１．０Ｕ／μＬ。
２．４　ｄＮＴＰｓ浓度的优化

ｄＮＴＰｓ浓度与 ＰＣＲ扩增效率有密切关系，ｄＮＴＰｓ能与
Ｍｇ２＋结合，使游离的 Ｍｇ２＋浓度降低。浓度高会导致片段缺
失，而浓度太低又会导致扩增产率下降［４］。从图４中可见，
ｄＮＴＰｓ浓度为０．１５、０．２０、０．２５、０．３０ｍｍｏｌ／Ｌ均有扩增条带，
ｄＮＴＰｓ浓度为０．１５、０．３０ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增出的条带较少；在
０．２０、０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ时扩增条带较多，但 ０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ比
０．２０ｍｍｏｌ／Ｌ条带清晰。因此确定ｄＮＴＰｓ浓度为０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ。
２．５　退火温度的优化

为了确定引物的最适退火温度，参照所选引物序列计算

理论退火温度 Ｔｍ，Ｔｍ ＝４（Ｇ＋Ｃ）＋２（Ａ＋Ｔ）
［８］。温度低于

Ｔｍ值，扩增产物特异性降低，扩增出来的条带较弱；温度过高
不利于引物扩增。在本试验中所用引物的Ｔｍ值为５３℃，从

—９４—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第８期



４１～５３℃共设定 １３个温度梯度，扩增结果见图 ５。４１～
４７℃ 时，条带少且弱。在４８～５３℃区间，扩增条带数都很
多，清晰明亮。最后选择条带清晰稳定的５０℃作为最佳退火
温度。

３　结论与讨论

试验结果表明，通过各个因素的综合对比分析，得出反应

体系中４个因子的最佳浓度：０．２５μｍｏｌ／Ｌ引物、２．０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｍｇ２＋、１．０Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶、０．２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、
５０ｎｇ／μＬ模板 ＤＮＡ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性 ４ｍｉｎ；
９４℃ 变性４５ｓ，ＵＢＣ８３５退火温度是５０℃，退火４５ｓ，７２℃
延伸２ｍｉｎ，４０个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ，４℃保存。

ＩＳＳＲ－ＰＣＲ具有高重复性的优点，但其扩增仍受多种因
素的影响，如Ｍｇ２＋用量、引物浓度、ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量、退
火温度、模板 ＤＮＡ等。试验研究发现，模板 ＤＮＡ对 ＩＳＳＲ－
ＰＣＲ扩增的影响不是很大，而 ＴａｑＤＮＡ聚合酶和 Ｍｇ２＋对其
有很大的作用。Ｍｇ２＋浓度控制 ＴａｑＤＮＡ聚合酶的活性，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶的活性又是 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的关键。而 ｄＮＴＰ
是ＰＣＲ反应的原料，浓度过高时容易导致错配，同时ｄＮＴＰ会
对Ｍｇ２＋产生拮抗作用［９］，退火温度高低制约扩增条带的分辨

率。上述因素相互依赖、相互抑制。为获得重复性好、可靠性

高的扩增条带［１０－１１］，本试验采用单因素试验方法来确定各因

素的最佳浓度。单因素试验设计可对每个影响因子不同水平

进行直观的判断。确定了沙地云杉 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ各因素的最
适浓度，试验结果对沙地云杉进行遗传多样性分析等研究奠

定了基础。
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