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　　摘要：以大头典竹叶片为材料，采用单因素分析法和正交设计直观分析法，对影响ＰＣＲ扩增效果的Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、引物、模板ＤＮＡ含量这５个ＰＣＲ反应体系主要成分以及退火温度和循环次数进行筛选。通过研究
建立了适合大头典竹的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系：２０μＬ反应液中含 ２．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，０．２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，１．２５Ｕ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶，０．６μｍｏｌ／Ｌ引物，１０ｎｇ模板ＤＮＡ，２μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ，１０．５５μＬｄｄＨ２Ｏ。相应反应程序为９４℃预变性

５ｍｉｎ；９４℃ 变性４５ｓ，５４．５℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。应用建立的优化反应
体系成功地筛选出１６条多态性较高的引物，表明该体系具有较高稳定性、重现性、适用性，可较好地应用于大头典竹
不同地理种源间的遗传多样性研究。
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　　地球上的竹类植物共有８８属１４００多种，主要分布在亚
太区、美洲区、非洲区［１］。中国竹类主要分布于长江中下游，

其中以福建、浙江、江西、湖南４省最多，占全国竹林面积的
６０．７％［２］。大 头 典 竹 ［Ｄｅｎｄｒｏｃａｌａｍｏｐｓｉｓｂｅｅｃｈｅｙａｎａｖａｒ．
ｐｕｂｅｓｃｅｎｓ（Ｐ．Ｆ．Ｌｉ）Ｋｅｎｇｆ．］属于竹亚科（Ｂａｍｂｕｓｏｉｄｅａｅ）绿
竹属［Ｄｅｎｄｒｏｃａｌａｍｏｐｓｉｓ（ＣｈｉａｅｔＨ．Ｌ．Ｆｕｎｇ）Ｋｅｎｇｆ．］的丛生
竹，别称新竹、荣竹，具有繁殖生长快、根系发达、适应性广等

特点。目前，在我国关于大头典竹在分子生物方面的研究

较少。

近年来，随着现代分子生物学的快速发展，分子标记技术

被广泛应用于遗传多样性以及指纹图谱构建的研究［３－５］。目

前应用最为广泛的分子标记技术主要有 ＲＦＬＰ、ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ、
ＩＳＳＲ、ＳＲＡＰ等［６］。其中ＳＳＲ序列广泛分布在高等生物的染
色体上，因此利用该简单重复序列标记（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）技术可以获得较多的分子标记。ＩＳＳＲ的引物长
度较ＲＡＰＤ引物长，因此 ＩＳＳＲ具有重现性的特点，可以获得
较可靠的遗传多样性信息，有利于植物种间及种内的鉴

别［７］。已有研究表明，竹亚科植物不同地理种源间的遗传变

异较丰富［８］，为了进一步证实上述观点，本试验采用 ＩＳＳＲ方
法对大头典竹的群居差异进行研究，旨在建立 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ最
佳反应体系，为其地理种源的遗传多样性分析和亲缘关系的

鉴定奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
供试的材料来源于福建省东山国有赤山林场的大头典竹

地理种源试验样地。采摘洗净的竹叶３～５张，放入自封袋并
冰袋保存，尽快转移至－８０℃冰箱，以备ＤＮＡ的提取。
１．２　试剂与仪器

主要试剂：ＩＳＳＲ引物都参考哥伦比亚大学公布的１００条
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引物，由上海生物工程技术服务有限公司合成。ＴａｑＤＮＡ聚
合酶、ｄＮＴＰｓＭｉｘｔｕｒｅ、Ｍｇ２＋、ＲＮＡ降解酶、ＤＮＡｌａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ、
１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ、６×ｌｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ均购上海生物工程技术服
务有限公司；琼脂糖、核酸染料均购自北京赛西盛公司。

主要仪器：ＪＳ－６８０全自动数码凝胶成像分析仪、Ｔ６新世
界紫外分光光度计、ＬａｂＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪、ＤＹＹ－８Ｃ电泳仪、
ＴＧＬ－２０Ｍ台式高速冷冻离心机等。
１．３　ＤＮＡ的提取与检测

大头典竹ＤＮＡ的提取采用博日公司Ｂｉｏｓｐｉｎ植物基因组
ＤＮＡ提取试剂盒提取的方法。将提取出的 ＤＮＡ用紫外分光
光度计检测其浓度、纯度，再用琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ的
完整性及是否有降解现象。

１．４　ＩＳＳＲ原初扩增程序和反应体系
原初设定的扩增程序为９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

４５ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸 ９０ｓ，３５个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ，４℃保存。原初扩增反应体系为２．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，
０．２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，１ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶，０．６μｍｏｌ／Ｌ引物，
５０ｎｇ模板ＤＮＡ，２μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ，９．８μＬｄｄＨ２Ｏ。原初扩增
程序和反应体系均参考李炎梅的方法［９］。

１．５　试验设计
经过初步的引物筛选，引物 ＵＢＣ８１０能产生清晰度高、

多态性好的条带，因此可以用于ＩＳＳＲ－ＰＣＲ体系的筛选（图
１）。分别采用单因素多水平梯度试验法和正交设计分析法
（表１、表 ２）对影响 ＰＣＲ反应的 Ｍｇ２＋浓度、ｄＮＴＰｓ浓度、
ＴａｑＤＮＡ聚合酶含量、引物浓度、模板 ＤＮＡ含量、退火温度
及循环次数７个主要因素进行筛选。最后建立最优反应体
系，并利用该体系从 １００条引物中筛选出 １６条最适宜的
引物。

表１　扩增体系单因素筛选

水平

因素

Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｑ酶浓
度（Ｕ）

引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
模板ＤＮＡ
量（ｎｇ）

１ １．０ ０．０５ ０．５ ０．３ １０
２ １．５ ０．１ ０．７５ ０．４ ２０
３ ２．０ ０．１５ １．０ ０．５ ４０
４ ２．５ ０．２ １．２５ ０．６ ６０
５ ３．０ ０．２５ １．５ ０．７ ８０
６ ３．５ ０．３ １．７５ ０．８ １００
７ ４．０ ０．３５ ２．０ ０．９ １２０

１．６　扩增产物检测
取９μＬ的ＰＣＲ产物，加入１．５μＬ６×ｌｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ并混

匀，上样到加有核酸染料的１．５％琼脂糖凝胶上，电泳１ｈ，电
压设为５Ｖ／ｃｍ。待电泳时间结束到紫外凝胶成像分析仪观
察和拍照。

２　结果与分析

２．１　单因素多水平梯度试验结果分析
２．１．１　Ｍｇ２＋浓度对 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　Ｍｇ２＋浓度变
化直接影响反应液中ＴａｑＤＮＡ聚合酶的活性，也间接影响引
物与模板ＤＮＡ的双联杂交体的解链和退火温度以及扩增产
物的特异性［１０］，因此选择合适的Ｍｇ２＋浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反

表２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应的因素水平Ｌ１６（４５）正交试验设计

编号
Ｍｇ２＋浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄＮＴＰｓ浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｑ酶含
量（Ｕ）

引物浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
模板ＤＮＡ
含量（ｎｇ）

１ １．０ ０．０５ ０．５ ０．３ １０
２ １．０ ０．１５ １．０ ０．５ ４０
３ １．０ ０．２５ １．５ ０．７ ８０
４ １．０ ０．３５ ２．０ ０．９ １２０
５ ２．０ ０．０５ １．０ ０．７ １２０
６ ２．０ ０．１５ ０．５ ０．９ ８０
７ ２．０ ０．２５ ２．０ ０．３ ４０
８ ２．０ ０．３５ １．５ ０．５ １０
９ ３．０ ０．０５ １．５ ０．９ ４０
１０ ３．０ ０．１５ ２．０ ０．７ １０
１１ ３．０ ０．２５ ０．５ ０．５ １２０
１２ ３．０ ０．３５ １．０ ０．３ ８０
１３ ４．０ ０．０５ ２．０ ０．５ ８０
１４ ４．０ ０．１５ １．５ ０．３ １２０
１５ ４．０ ０．２５ １．０ ０．９ １０
１６ ４．０ ０．３５ ０．５ ０．７ ４０

应至关重要。研究发现，Ｍｇ２＋浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，无扩增
条带出现；在Ｍｇ２＋浓度为１．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增出的条带极少
且模糊；Ｍｇ２＋浓度为２．０～４．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增条带数一致，
但Ｍｇ２＋浓度在２．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩增条带较多清晰（图２）。因
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此，反应液中Ｍｇ２＋最佳浓度定为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ。
２．１．２　ｄＮＴＰｓ浓度对 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　ｄＮＴＰ是
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应的原料，其浓度的高低直接影响产物的产量
和特异性［１１］。研究发现，ｄＮＴＰｓ浓度为０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ时，扩
增的条带较为清晰明亮；当ｄＮＴＰｓ浓度低于０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ时，

扩增产物条带模糊；ｄＮＴＰｓ浓度过低会影响底物与引物的酶
促反应速度的下降，导致扩增条带产率低、效果差；当 ｄＮＴＰｓ
浓度大于０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＰＣＲ扩增条带较一致（图３）。因
此，从降低成本考虑，ｄＮＴＰｓ浓度选用０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ。

２．１．３　ＴａｑＤＮＡ聚合酶对 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　在
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应中，ＴａｑＤＮＡ聚合酶是影响扩增效果的关键
因素之一。ＴａｑＤＮＡ聚合酶用量过多会引起非特异性扩增，
过低则会使得扩增产物减少［１２］。另外 ＴａｑＤＮＡ聚合酶的活
性还受Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ浓度的影响［１３］。研究发现，当 ＴａｑＤＮＡ

聚合酶含量为０．５～１．０Ｕ时，扩增的条带较少，总体条带数
较为模糊，但扩增条带随着 ＴａｑＤＮＡ聚合酶含量的增加依次
增加；当ＴａｑＤＮＡ聚合酶含量为１．２５～２．００Ｕ时，扩增条带
数增加，条带清晰（图 ４）。因此，ＴａｑＤＮＡ聚合酶含量选
用 １．２５Ｕ。

２．１．４　引物浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　引物的浓度过
高时容易引起引物二聚体的形成，从而导致扩增条带模糊或

减少，还会产生新的非特异性位点；过低则会使 ＰＣＲ反应提
前结束，使扩增条带减少甚至没有条带出现［１４］。研究发现，

当引物浓度为０．３、０．４μｍｏｌ／Ｌ时，扩增的条带数目减少且模

糊；当引物浓度为０．５、０．６μｍｏｌ／Ｌ时，条带清晰，扩增条数比
０．３、０．４μｍｏｌ／Ｌ时的条带数增多；当引物浓度大于
０．６μｍｏｌ／Ｌ时，条带清晰度明显减弱（图５）。因此，本试验
选用 ０．６μｍｏｌ／Ｌ引物浓度为 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的最佳
浓度。
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２．１．５　模板 ＤＮＡ用量对 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响　一般情
况下，模板ＤＮＡ含量过低，会导致无扩增产物，过高则会引起
非特异性产物的出现或扩增条带的模糊［１５］。少数情况下，模

板ＤＮＡ含量对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增影响不大［１６］。研究发现，本

试验设计的７个梯度水平的ＤＮＡ含量均能扩增出清晰、明亮
的条带且无明显差异（图６）。考虑到ＤＮＡ用量越少越好，因
此本试验选择１０ｎｇ模板 ＤＮＡ为 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的最
佳用量。

２．２　正交试验设计的直观分析
本试验的主要影响因素浓度，以单因素多水平梯度试验

的数据为基础，设计成５个影响因素、４个水平、１６个试验处
理的正交设计，并建成关于大头典竹的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ标记的反
应体系表。研究发现，处理４、处理７、处理８扩增条带最为清

晰，条带数比较多，而处理３、处理１１、处理１６没有扩增条带。
参照何正文等的方法［１７］，根据 ＰＣＲ扩增条带的多少、条带的
亮暗程度和清晰度进行评分。最好的评 １６分，最差的评 １
分，依次对１６条扩增条带进行评分。１６个处理的分数依次
为６、１１、１、１６、１３、７、１４、１５、１２、８、１、１２、５、１０、９、１分（图７）。

　　根据评分结果求出每个因素同一水平下的试验值之和
Ｋｉ以及每一因素同水平下的数据平均值 ｋｉ并求出同一因素
不同水平间平均值的极差Ｒ。极差Ｒ反应各影响因素对反应
体系的影响，Ｒ越大则影响越显著［１２］。各因素水平变化对

ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系影响从大到小排序为 Ｔａｑ酶含量 ＞

Ｍｇ２＋浓度＞引物浓度＞ｄＮＴＰｓ浓度＞模板ＤＮＡ含量（表３）。
每一因素同水平下的数据平均值 ｋｉ反应影响因素各水平对
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的影响情况，ｋｉ越大，水平对反应体系
越有利［１２］。因此，正交设计试验下，大头典竹的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ
反应体系的最佳浓度为２．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，０．３５ｍｍｏｌ／Ｌ

—７３—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１０期



表３　正交设计直观分析

试验号

因素

Ｍｇ２＋
浓度

ｄＮＴＰｓ
浓度

Ｔａｑ酶
含量

引物

浓度

模板ＤＮＡ
浓度

Ｋ１ ３４ ３６ １５ ４２ ３８
Ｋ２ ４９ ３６ ４５ ３２ ３８
Ｋ３ ３３ ２５ ３８ ２３ ２５
Ｋ４ ２５ ４２ ４３ ４４ ４０
ｋ１ ８．５０ ９．００ ３．７５ １０．５０ ９．５０
ｋ２ １２．２５ ９．００ １１．２５ ８．００ ９．５０
ｋ３ ８．２５ ６．２５ ９．５０ ５．７５ ６．２５
ｋ４ ６．２５ １０．５ １０．７５ １１．００ １０．００

极差Ｒ ６．００ ４．２５ ７．５０ ５．２５ ３．２５

ｄＮＴＰｓ，１．０ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶，０．９ｍｏｌ／Ｌ引物，１２０ｎｇ模
板ＤＮＡ。
２．３　扩增程序参数的调整
２．３．１　退火温度的筛选　退火温度是影响ＰＣＲ特异性反应
的重要因素，退火温度不同，产生引物和模板 ＤＮＡ间的错

配［１８］。一般来说，每一个引物都有各自的理论退火温度。合

理的退火温度一般５５～７０℃，退火温度一般在设定引物的理
论退火温度±５℃范围内。在一定的温度范围内，退火温度
越高，扩增的特异性也越高，退火温度越低，扩增产物的特异

性也降低。如果退火温度过高，则引物与模板结合差，电泳条

带差，甚至没有扩增。如果温度过低，则扩增特异性差，杂带

较多，背景深［１９］。本研究发现，当退火温度为 ５０～５４．５℃
时，扩增的条带逐渐增多，条带逐渐清晰，当退火温度大于

５４．５℃时，扩增条带清晰度逐渐降低，条带数逐渐减少（图
８）。因此选择最佳退火温度为第 ６泳道的 ５４．５℃，与
ＵＢＣ８１０引物的理论退火温度５２．２℃相差不超过５℃，符合
文献报道［２０］。

２．３．２　循环次数的筛选　ＰＣＲ的循环次数对ＰＣＲ反应有重
要的影响，循环次数太低，会引起扩增产物的减少。循环次数

太高，又会产生非特异性产物［２１］。本试验对循环次数设了３
个梯度，分别为３０、３５、４０次。研究发现，当循环次数为４０次
时，扩增条带最为清晰（图９），因此４０次循环作为大头典竹
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应最佳反应的循环次数。

２．３　ＩＳＳＲ有效引物的筛选
利用建立好的大头典竹的最佳反应体系，对１００条引物

进行扩增。研究发现在选用不同的引物时，绝大部分都能扩

增出清晰、明亮的条带，只有少部分引物不能扩增出条带（图

１０）。研究结果说明，该反应体系稳定，并具有重复性。

３　结论与讨论

ＩＳＳＲ分子标记技术具有稳定性高、重复性好、ＤＮＡ用量
少等其他分子标记技术无法比拟的优势［９］，同时，也受到

ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ酶、引物、模板ＤＮＡ

等因素的影响［１７］。有关巨竹属植物的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系
的优化的研究表明，模板 ＤＮＡ含量对 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增有较
大的影响［１８］。而在本试验中，模板 ＤＮＡ含量对大头典竹
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增反应没有太大影响，可能是因为不同竹亚科
植物间的ＤＮＡ含量对扩增反应的影响也是有差别的。

在ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应的建立和优化中，通常采用单因素试
验方法和正交试验方法［１９－２５］。本试验分别采用２种方法，对
反应体系和扩增程序进行和优化，确定各影响因素浓度和循

环次数，并在建立好的体系上对有效引物进行筛选。通过对

２种试验方法的比较证实了单因素试验可以直接地反应出各
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影响因素的浓度或含量大小对反应体系的影响，试验操作要

求比较简单。正交试验可以考虑到各因素的交互作用，确定

各因素的主次关系，但操作比较复杂，试验时间过长，影响酶

等主要成分的活性［９］。本试验结果表明，２个试验方法所得
到结果差异比较明显，且正交试验方法，有部分产物未能扩增

出来。因此选择较为常用的单因素试验方法来进行 ＩＳＳＲ－
ＰＣＲ体系建立与优化。

综上，本试验建立了大头典竹最佳优化体系：２０μＬ的反
应液中含 ２．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，０．２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，１．２５Ｕ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶，０．６μｍｏｌ／Ｌ引物，１０ｎｇ模板 ＤＮＡ，２μＬ
１０×Ｂｕｆｆｅｒ，１０．５５μＬｄｄＨ２Ｏ，该体系将为大头典竹不同地理
种源的遗传多样性研究和亲缘关系评价提供技术基础。
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