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葡萄 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的建立与正交设计优化
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　　摘要：建立和优化稳定的葡萄ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，为进一步开展葡萄遗传多样性研究和品种选优提供理论依
据。运用改良的ＣＴＡＢ法从葡萄嫩叶中提取基因组总 ＤＮＡ，通过单因素试验分析 ｄＮＴＰｓ浓度、Ｍｇ２＋浓度、引物浓度、
ＤＮＡ模板用量、ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量等５个因素对葡萄ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系扩增结果的影响，并采用正交设计试验
方法优化建立葡萄 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ最佳反应体系。优化的最佳 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）为：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、
０．２２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶 １．０Ｕ、１．００μｍｏｌ／Ｌ引物、２．７５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋、ＤＮＡ模板３０ｎｇ。利用优化的
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系能够扩增获得清晰、稳定的ＤＮＡ条带，可用于后续的葡萄种质资源遗传多样性分析。
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　　葡萄属于葡萄科（Ｖｉｔａｃｅａｅ）葡萄属（ＶｉｔｉｓＬ．）藤本植物，
是起源最古老的果树之一，其果实可用于酿酒、鲜食、制汁等，

具有重要的经济价值，在世界范围内广泛栽培。由于葡萄的

基因组高度杂合，使得其具有丰富的种质资源。种质资源是

进行农业生产和创新育种的重要物质保障，也是解决各种病

虫害问题有利的“基因武器库”。因此，充分了解葡萄种质资

源的遗传信息、分析其种质资源遗传多样性，对有效利用现有

的葡萄种质资源以及促进和加快葡萄分子育种进程具有重要

意义。目前，分子标记技术已广泛应用于葡萄遗传多样性研

究，以期为进一步开展葡萄分子育种奠定了一定的基础。黄

远飞利用ＲＡＰＤ技术对５３份葡萄材料进行遗传多样性分析，
发现５３份葡萄材料间具有较高的遗传多样性［１］。吴子龙等

建立了葡萄ＳＳＲ标记和 ＩＳＳＲ的反应体系，并研究了葡萄种
质资源的遗传多样性［２－３］。张淑静利用 ＳＳＲ技术分析了３９

份葡萄品种的遗传多样性，发现这些材料间存在明显的遗传

多态性差异［４］。郭大龙等建立了适用于葡萄的ＳＲＡＰ反应体
系，为葡萄种质遗传多样性评价、遗传改良等研究提供了基

础［５］。张君玉等建立了葡萄的目标起始密码子多态性的反

应体系，可用于葡萄种质遗传多样性评价［６］。赖呈纯等也分

别建立了适用于葡萄的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系。ＩＳＳＲ标记技
术结合了ＳＳＲ和ＲＡＰＤ等２种标记技术的优点，但其最关键
的步骤是须要针对不同的物种建立相应的 ＰＣＲ反应体
系［７－８］。虽然前人已建立了适用于葡萄的 ＩＳＳＲ技术的 ＰＣＲ
反应体系，但均未对Ｍｇ２＋这一影响因素进行分析，因此本研
究通过优化ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应中的各项参数，建立适用于葡萄
ＩＳＳＲ技术的最佳反应体系。以新疆葡萄种质资源嫩叶为材
料，通过单因素试验和正交设计试验优化葡萄种质资源 ＩＳＳＲ
反应体系，并对ＰＣＲ反应过程中的退火温度进行筛选，为进
一步开展葡萄遗传多样性研究和品种选优提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试葡萄种质嫩叶采自新疆鄯善县新疆瓜果研究中心葡

萄种质资源圃，－８０℃冰箱中保存备用。ＩＳＳＲ引物序列参考
哥伦比亚大学公布的序列，送往华大基因进行合成；所用试剂

ｄＮＴＰｓ和ＴａｑＤＮＡ聚合酶（简称Ｔａｑ酶）购自宝生物工程（大
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连）有限公司，其他药品均为国产分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　葡萄幼叶基因组 ＤＮＡ的提取与检测　采用改良的
ＣＴＡＢ法提取葡萄幼叶基因组 ＤＮＡ［９］。改良的 ＣＴＡＢ配方
为：３％ ＣＴＡＢ、１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ、２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、
２ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、４％ ＰＶＰ４０、２％ β－巯基乙醇、２０ｍｍｏｌ／Ｌ偏
重亚硫酸钠；提取步骤参照徐美隆等的方法［１０］进行。取

１．０μＬＤＮＡ进行１％琼脂糖凝胶电泳检测，并通过紫外分光
光度计检测Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ，从而确定ＤＮＡ的浓度和纯度。
１．２．２　单因素筛选试验　研究ｄＮＴＰｓ浓度、Ｍｇ２＋浓度、引物
ＵＢＣ８４８［（ＣＡ）８ＲＧ］浓度、ＤＮＡ模板用量、Ｔａｑ酶用量５个因
素对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ体系的影响（表１）。在单因素分析过程中，
当对某一个因素进行梯度优化时，其他因素保持不变，得到的

最优浓度带入下一个因素的梯度试验，依次进行。扩增程序

为：９５℃预扩增３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５２℃退火５０ｓ，７２℃
延伸９０ｓ，共４０个循环；最终７２℃延伸１０ｍｉｎ［１１］。ＰＣＲ扩增
产物经１５％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色后凝胶成像系统拍照
保存。

表１　葡萄ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系单因素水平优化变化值

水

平

ＤＮＡ模
板用量

（ｎｇ）

Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｑ酶
用量

（Ｕ）

１ ２０ ０．５ ０．０５ ０．２５ ０．５
２ ４０ １．０ ０．１０ ０．５０ １．０
３ ６０ １．５ ０．１５ ０．７５ １．５
４ ８０ ２．０ ０．２０ １．００ ２．０
５ １００ ２．５ ０．２５ １．２５ ２．５
６ １２０ ３．０ ０．３０ １．５０
７ １４０ ３．５ ０．３５ １．７５

１．２．３　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的正交试验设计　在单因素试
验的基础上，对筛选出的ｄＮＴＰｓ浓度和Ｍｇ２＋浓度等的较优浓
度进一步细化，引物浓度和ＤＮＡ模板用量则直接使用单因素
筛选的３个较适水平。采用Ｌ９（３

４）进行正交设计，检测ｄＮＴＰｓ
浓度、Ｍｇ２＋浓度、引物 ＵＢＣ８４８浓度及 ＤＮＡ模板用量对
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ结果的影响，从中筛选出最佳组合，方案如表２所

表２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的Ｌ９（３４）正交试验设计

编号
引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＤＮＡ模板
用量（ｎｇ）

１ ０．７５ ０．１７５ １．７５ ３０
２ ０．７５ ０．２２５ ２．２５ ６０
３ ０．７５ ０．２７５ ２．７５ ９０
４ １．００ ０．１７５ ２．２５ ９０
５ １．００ ０．２２５ ２．７５ ３０
６ １．００ ０．２７５ １．７５ ６０
７ １．２５ ０．１７５ ２．７５ ６０
８ １．２５ ０．２２５ １．７５ ９０
９ １．２５ ０．２７５ ２．２５ ３０

示，扩增程序与单因素试验结果一致。

１．２．４　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系退火温度的优化　利用温度梯
度ＰＣＲ扩增仪，对引物８４２［（ＧＡ）８ＹＧ］设置１１个温度梯度，
即４８．０、４８．４、４９．３、５０．７、５２．２、５３．８、５５．５、５７．１、５８．６、６０．０、
６０．９℃，筛选最佳退火温度。
１．２．５　最佳体系稳定性检测　利用筛选的最佳体系和引物
８４２对２４个不同葡萄品种 ＤＮＡ样品进行 ＰＣＲ扩增，检测最
优体系的稳定性。

２　结果与分析

２．１　葡萄幼叶基因组ＤＮＡ纯度的检测结果
采用改良的ＣＴＡＢ法提取的葡萄幼叶基因组ＤＮＡ无色、

透明，经紫外分光光度计检测发现，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ均在１．７５～
１．８８范围内；琼脂糖凝胶电泳检测结果（图１）显示，ＤＮＡ条
带清晰、明亮、整齐、杂质含量低且基本无降解，可用于开展后

续试验。

２．２　葡萄ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系单因素水平的优化结果
２．２．１　ｄＮＴＰｓ浓度对 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的影响　由图２
可知，随着ｄＮＴＰｓ浓度的逐渐增大，扩增的条带数和条带亮
度均逐渐增高；当ｄＮＴＰｓ浓度为０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增反应不
完全，扩增的条带数少且亮度暗；ｄＮＴＰｓ浓度为 ０．２０～
０．３０ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增的条带多且亮度较高，所以初步确定
ｄＮＴＰｓ浓度在０．２０～０．３０ｍｍｏｌ／Ｌ较为合适。

２．２．２　Ｍｇ２＋浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应的影响　从图３可以看
出，Ｍｇ２＋浓度在０．５～３．５ｍｍｏｌ／Ｌ范围内增大时，扩增条带
明显增多，当Ｍｇ２＋浓度为２．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增条带数达到最
高，当Ｍｇ２＋浓度增大至２．０～３．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增条带数基
本不变，但亮度增加。因此，初步确定 Ｍｇ２＋浓度在 ２．０～
３．０ｍｍｏｌ／Ｌ较为合适。
２．２．３　ＤＮＡ模板用量对 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应的影响　不同
ＤＮＡ模板用量的扩增结果（图 ４）显示，ＤＮＡ模板浓度在
２０～１２０ｎｇ范围内逐渐增大时，扩增条带数基本不变，但条带
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亮度有所增加；其中模板浓度在４０～８０ｎｇ时，条带亮度最
佳，继续增至１００ｎｇ时，条带亮度过高，因此初步确定 ＤＮＡ
模板浓度在４０～８０ｎｇ较合适。
２．２．４　引物浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应的影响　不同引物浓度
扩增结果（图５）显示，当引物浓度在０．２５～１．２５μｍｏｌ／Ｌ范
围内逐渐增大时，ＰＣＲ扩增条带的数量增加，亮度也有所增
大，当浓度为１．２５μｍｏｌ／Ｌ时条带最多；当引物浓度继续增至
１．７５μｍｏｌ／Ｌ时，ＰＣＲ扩增出的条带数量和亮度变化不明显，
因此初步确定引物浓度在０．７５～１．２５μｍｏｌ／Ｌ较合适。

２．２．５　Ｔａｑ酶用量对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应的影响　由图６可知，
Ｔａｑ酶用量为 ０．５Ｕ时，条带亮度较暗，当 Ｔａｑ酶用量在
１．０Ｕ时，ＰＣＲ扩增条带亮度明显增大；随着Ｔａｑ酶用量的继
续增加，ＰＣＲ扩增的条带亮度增加不明显，所以最终确定 Ｔａｑ
酶用量为１Ｕ。
２．３　正交设计试验结果

由图７可知，１号组合片段模糊，２号、３号组合小片段未
扩增出，４号、６号、７号、８号、９号组合大片段扩增结果较模
糊，只有５号组合条带亮度均匀且稳定。综合考虑条带亮度
及丰富度，最终确定５号组合为最佳的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系
组合，即每２０μＬ的反应体系中含有１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋

ｆｒｅｅ）、ｄＮＴＰｓ０．２２５ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ酶１．０Ｕ、引物１．００μｍｏｌ／Ｌ、
Ｍｇ２＋２．７５ｍｍｏｌ／Ｌ、ＤＮＡ模板３０ｎｇ。

２．４　最适退火温度的确定
引物８４２不同退火温度的扩增结果（图８）显示，当退火

温度较低时，ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的条带模糊，说明扩增的特异
性较差；当退火温度较高时，扩增出大片段但条带模糊，说明

扩增效率不高；退火温度为５５．５℃时，扩增条带数较多且条
带清晰。因此，确定５５．５℃为引物８４２的最佳退火温度。

２．５　优化ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系稳定性检测结果
以２４个葡萄品种为材料，检测正交试验设计中组合５的

ＰＣＲ反应体系的稳定性，结果（图９）显示，所有品种均能得到
较为清晰整齐的条带。说明该正交组合可用于不同葡萄品种

中扩增出较好的条带，适用于葡萄的ＩＳＳＲ分析。

３　结论与讨论

ＩＳＳＲ技术是基于ＰＣＲ的一种分子标记，其扩增反应常受
引物浓度、ＤＮＡ模板用量、Ｍｇ２＋浓度、ｄＮＴＰ浓度及 Ｔａｑ酶用
量等多种因素的影响，此外，反应体系还受退火温度的影

响［１２］。因此，本研究针对这些影响因子进行优化设计，并建

立葡萄ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，结果表明，引物浓度、ＤＮＡ模板
用量、Ｍｇ２＋浓度、ｄＮＴＰ浓度及Ｔａｑ酶用量对ＰＣＲ扩增反应结
果均有不同程度的影响，并筛选出５５．５℃为引物８４２的最佳
退火温度。

目前，已有不少研究者建立了适用于葡萄的ＩＳＳＲ－ＰＣＲ
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反应体系，但均未对Ｍｇ２＋浓度这一影响因素进行分析。通过
本研究结果可以看出，Ｍｇ２＋浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的影
响较明显，可能是因为 Ｔａｑ酶需 Ｍｇ２＋激活，同时引物与模板
的双链杂交体的解链也受二价阳离子的影响［１３］。最终确定

Ｍｇ２＋浓度为２．７５ｍｍｏｌ／Ｌ，与茶树［１４］、杨树［１５］、枇杷［１６］等物

种的最适Ｍｇ２＋浓度接近。
ＤＮＡ模板的质量是保证 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的重要因素之

一，最佳的模板浓度范围取决于研究物种和模板纯度。在

ＤＮＡ模板不纯的情况下，宁可使用有效浓度范围内的最低限
度，使抑制Ｔａｑ酶活性的影响降到最低［１４］。宣继萍等确定苹

果ＩＳＳＲ反应体系中 ＤＮＡ模板用量为２０ｎｇ［１７］，刘晓静等确
定益智ＩＳＳＲ反应体系中ＤＮＡ模板用量为 １００ｎｇ［１８］，代培红
等确定葡萄ＩＳＳＲ反应体系中ＤＮＡ模板用量为３０ｎｇ［８］，可见
不同物种研究须确定不同的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ模板用量。本研究
确定ＤＮＡ模板用量为３０ｎｇ，与代培红等的研究结果［８］一致。

在其他条件不变的情况下，当引物浓度过高时，引物结合

模板的效率增高，进而导致大量的非特异性扩增，同时引物本

身也容易形成二聚体，导致部分ｄＮＴＰｓ和Ｔａｑ酶被消耗，从而
降低模板的扩增效率；当引物浓度过低时，引物与模板不能有

效结合，则导致不能有效检测出所有的相应位点，使得多态性

降低［１９］。本研究确定引物浓度为１．００μｍｏｌ／Ｌ，高于赖呈纯
等对葡萄种质资源ＩＳＳＲ体系的研究结果［７－８］，这可能与试验

材料、条件不同有关。

已有研究发现，ｄＮＴＰｓ浓度会显著影响 ＰＣＲ扩增效率，
浓度过高，会造成错误渗入；浓度过低，则会影响扩增产

率［１６］。在罗汉果［１２］、龙眼［２０］等物种中确定的最适 ｄＮＴＰｓ浓
度为 ０．１～０．８ｍｍｏｌ／Ｌ，本研究确定的 ｄＮＴＰｓ浓度为
０．２２５ｍｍｏｌ／Ｌ，在上述研究范围之内，且浓度更精确。

酶的用量也直接关系到试验结果，量多不仅会增加试验

成本，还容易产生非特异性扩增产物；量少则会使酶过早地消

耗完，产物合成效率低［１８］。本研究最终确定 Ｔａｑ酶用量为
１０Ｕ，与周俊亚等的研究结果［１２，２１］一致。

本研究结果表明，不同的反应体系扩增的ＩＳＳＲ结果有一
定的差异，ＰＣＲ反应体系的质量直接影响后续ＩＳＳＲ－ＰＣＲ的
准确性。在体系研究过程中，一方面要保证体系的完整性，另

一方面又要考虑到试验成本问题，须在二者之间找到一个平

衡点，因此本研究在单因素试验找出各因素较合适的浓度范

围的基础上进行正交设计分析，最终确定最佳的反应体系，且

建立的葡萄ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系稳定可靠，可为后续的葡萄
种质资源分析、品种鉴定、遗传多样性分析、分子育种等方面

的研究提供参考。利用正交设计优化得到的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反
应体系可在一系列的葡萄品种中扩增获得清晰、稳定的 ＤＮＡ

条带，可用于后续的葡萄种质资源遗传多样性分析。
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