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　　区间简单重复序列标记（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，
ＩＳＳＲ）是一种微卫星基础上的第２代分子标记技术，其基本
原理是用锚定的微卫星ＤＮＡ为引物，在简单重复序列（ＳＳＲ）
的３′端或５′端各加２～４个非重复随机核苷酸序列作为引物，
在聚合酶链式反应（ＰＣＲ）中锚定引物可引起特定位点退火，
并对重复序列间的ＤＮＡ片段进行ＰＣＲ扩增［１－３］。ＩＳＳＲ标记
结合了随机扩增多态性 ＤＮＡ标记（ＲＡＰＤ）、ＳＳＲ技术的优
点，具有模板 ＤＮＡ用量少、引物设计简单、成本低、ＰＣＲ扩增
产物多态性丰富、产物重复性和稳定性好、试验安全性较高及

技术难度较低等特点［４］，现已在植物遗传作图、基因定位、品

种鉴定、遗传多样性及亲缘关系分析等方面被广泛应用［５－９］。

我国是李的起源地之一，有着非常丰富的李种质资源，是

李种质遗传多样性中心［１０］。李是优良的蜜源植物，其叶簇、

花朵、果实有一定的观赏价值，可作庭园绿化树种［１１］。中国

李对土壤要求不严格，适应性好，生长迅速，结实期早，产量

高，抗灰腐病力强，果实耐贮藏，被世界各国引种栽培，并作为

培育李的重要亲本，而在长期选育过程中，李的亲缘关系复

杂［１２］。本试验对李种质资源基因组进行 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增，
以期筛选出扩增良好的引物，对李种质资源亲缘关系的鉴定

及研究能提供有益的参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１８份李种质资源，由国家果树种质公主岭寒地果树资源

圃提供，试验编号及种质名称见表１。试验引物共４１个（表
２），参照哥伦比亚大学公布的 ＩＳＳＲ引物序列，由生工生物工
程（上海）股份有限公司合成。

１．２　植物基因组ＤＮＡ的提取
采用十二烷基苯磺酸钠（ＳＤＳ）法提取植物基因组 ＤＮＡ。

２０１６年５月，自李树刚萌发的新梢上采集幼嫩叶片，液氮速
冻，置于 －８０℃冰箱中保存，备用；取适量叶片，液氮条件下

表１　用于ＩＳＳＲ分子标记引物筛选的１８份李种质资源

编号 名称 编号 名称 编号 名称

１ 牛心李 ７ 砬门伏李 １３ 麦芽黄

２ 铁把 ８ 孔雀蛋实生 １４ 紫肉李

３ 吉林二道沟老杏梅 ９ 美丽李 １５ 香蕉李

４ 二场干脆李 １０ 石人李 １６ 公主红

５ 李子梅 １１ 牡丹江１号 １７ ９２－１－３
６ 本园无名 １２ 向阳红 １８ ９２－１－１０

研磨至粉末状，装于２ｍＬ离心管，加入ＢｕｆｆｅｒＡ提取液，立即
混匀；６５℃水浴１６ｍｉｎ，其间摇动离心管２次；取出离心管，
冷却至室温，加入体积比为２５∶２４∶１的酚、三氯甲烷、异戊
醇混合液 ８００μＬ，轻轻摇匀 ２～３ｍｉｎ；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
８ｍｉｎ，上清转移至１．５ｍＬ离心管中，尽量不要触动中间蛋白
层；加入０．７倍体积的异丙醇至上清液中，轻轻混匀，直至絮
状沉淀产生；用毛细管勾出絮状沉淀，转移至装有 ２００μＬ
７０％乙醇的１．５ｍＬ离心管中进行洗涤；吸干离心管中乙醇，
ＤＮＡ在管中自然晾干；加入２００μＬ含ＲＮＡ酶的１×ＴＥ缓冲
液以充分溶解ＤＮＡ，４℃或－２０℃保存，备用。
１．３　ＰＣＲ扩增与电泳检测

反应体系总体积为 １０μＬ，分别为 １０×上样缓冲液
（ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ）１μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．２μＬ，０．４μｍｏｌ／Ｌ
引物（Ｐｒｉｍｅｒ）０．４μＬ，５Ｕ／μＬＴａｑ酶０．１μＬ，５０ｎｇ／μＬＤＮＡ
模板２μＬ，用双蒸水补足１０μＬ。扩增程序参照文献［１２］，并
稍作修改，９５℃预变性４ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，４５～６１℃退火
４５ｓ（退火温度见表２），７２℃延伸２ｍｉｎ，共３４个循环；７２℃
延伸１０ｍｉｎ。扩增产物４℃保存，经２．５％琼脂糖凝胶电泳
检测，电泳液为１×ＴＡＥ缓冲液，ＤＬ２０００为 ＤＮＡ分子量标
准，电压为１３５Ｖ，电泳时间为５０ｍｉｎ；电泳结果采用凝胶成
像系统拍照记录，每个引物的扩增产物呈稳定而清晰的条带

作为统计数据，有条带的记为“１”，无条带的记为“０”；将数据
输入计算机，对其进行统计分析。

２　结果与分析

由图１、图２、图３可见，不同的生物基因组可使用同１个
引物，而对某一特定的基因组，不同引物的扩增效率是不同
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表２　筛选引物的名称、碱基序列及退火温度

编号 名称 序列（５′→３′）
退火温度

（℃） 编号 名称 序列（５′→３′）
退火温度

（℃）

１ ＵＢＣ８０７ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＴ ５０．７ ２２ ＵＢＣ８４８ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＧ ５５．０
２ ＵＢＣ８１０ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴ ５０．７ ２３ ＵＢＣ８５０ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＹＣ ５５．０
３ ＵＢＣ８１１ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣ ５３．８ ２４ ＵＢＣ８５２ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＲＡ ５２．３
４ ＵＢＣ８１２ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＡ ５０．７ ２５ ＵＢＣ８５３ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＲＴ ５２．３
５ ＵＢＣ８１５ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＧ ５３．８ ２６ ＵＢＣ８５４ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＲＧ ５５．０
６ ＵＢＣ８１８ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＧ ５３．８ ２７ ＵＢＣ８５５ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＴ ５２．３
７ ＵＢＣ８２０ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＣ ５３．８ ２８ ＵＢＣ８５６ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＡ ５２．３
８ ＵＢＣ８２１ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＴ ５０．７ ２９ ＵＢＣ８５７ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＧ ５５．０
９ ＵＢＣ８２５ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＴ ５０．７ ３０ ＵＢＣ８５８ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＲＴ ５２．３
１０ ＵＢＣ８２７ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＧ ５３．８ ３１ ＵＢＣ８５９ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＲＣ ５５．０
１１ ＵＢＣ８３４ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＴ ５２．３ ３２ ＵＢＣ８６０ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＲＡ ５２．３
１２ ＵＢＣ８３５ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＣ ５５．０ ３３ ＵＢＣ８６４ ＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧ ４７．８
１３ ＵＢＣ８３６ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＡ ５２．３ ３４ ＵＢＣ８６８ ＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡ ４７．８
１４ ＵＢＣ８４０ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＹＴ ５２．３ ３５ ＵＢＣ８７３ ＧＡＣＡＧＡＣＡＧＡＣＡＧＡＣＡ ５０．７
１５ ＵＢＣ８４１ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＹＣ ５５．０ ３６ ＵＢＣ８７６ ＧＡＴＡＧＡＴＡＧＡＣＡＧＡＣＡ ４５．０
１６ ＵＢＣ８４２ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＹＧ ５５．０ ３７ ＵＢＣ８７９ ＣＴＴＣＡＣＴＴＣＡＣＴＴＣＡ ４５．０
１７ ＵＢＣ８４３ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＲＡ ５２．３ ３８ ＵＢＣ８８０ ＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡ ５２．３
１８ ＵＢＣ８４４ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＲＣ ５５．０ ３９ ＵＢＣ８８１ ＧＧＧＴＧＧＧＧＴＧＧＧＧＴＧ ６１．０
１９ ＵＢＣ８４５ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＲＧ ５５．０ ４０ ＵＢＣ８９９ ＣＡＴＧＧＴＧＴＴＧＧＴＣＡＴＴＧＴＴＣＣＡ ５７．９
２０ ＵＢＣ８４６ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＴ ５２．３ ４１ ＵＢＣ９００ ＡＣＴＴＣＣＣＣＡＣＡＧＧＴＴＡＡＣＡＣＡ ５７．９
２１ ＵＢＣ８４７ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＣ ５５．０

的，引物扩增效率的高低由其产生的多态性条带数决定。由

表３可见，４１个引物中可筛选出２５个多态性高的引物用于
扩增，这 ２５条引物分别为 ＵＢＣ８０７、ＵＢＣ８１０、ＵＢＣ８１１、
ＵＢＣ８１２、ＵＢＣ８１５、ＵＢＣ８１８、ＵＢＣ８２１、ＵＢＣ８２５、ＵＢＣ８２７、
ＵＢＣ８３４、ＵＢＣ８３５、ＵＢＣ８３６、ＵＢＣ８４１、ＵＢＣ８４２、ＵＢＣ８４３、
ＵＢＣ８４４、ＵＢＣ８４５、ＵＢＣ８４６、ＵＢＣ８４７、ＵＢＣ８４８、ＵＢＣ８５６、
ＵＢＣ８５７、ＵＢＣ８５９、ＵＢＣ８７３、ＵＢＣ８８１；２５个多态性引物对１８份
李种质资源进行 ＰＣＲ扩增，扩增出的条带数在８～２３条之
间，扩增出的分子量大多在１５０～２４００ｂｐ之间；共扩增出条

带数为３８５条，其中样品间相同的条带数有５３条，呈多态性
的条带数为３３２条，平均多态位点百分率为８６．２３％；扩增出
的多态性条带占比在 ５５．５６％ ～１００．００％之间，其中，引物
ＵＢＣ８１２、ＵＢＣ８１５、ＵＢＣ８２１、ＵＢＣ８４４、ＵＢＣ８４８、ＵＢＣ８８１扩增出
的条带多态性相对较好，多态性条带占比达到１００．００％。

３　结论与讨论

目前，应用分子生物学技术对李种质资源的研究已取得

较大进展。ＩＳＳＲ分子标记技术具有操作简单、可靠性强、重
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表３　２５个引物对１８份李种质资源的扩增结果

引物名称
总带数

（条）

多态带数量

（条）

多态带占比

（％） 引物名称
总带数

（条）

多态带数量

（条）

多态带占比

（％）

ＵＢＣ８０７ １３ １１ ８４．６２ ＵＢＣ８４２ １６ １４ ８７．５０
ＵＢＣ８１０ １４ １３ ９２．８６ ＵＢＣ８４３ ９ ８ ８８．８９
ＵＢＣ８１１ １８ １７ ９４．４４ ＵＢＣ８４４ ２２ ２２ １００．００
ＵＢＣ８１２ １６ １６ １００．００ ＵＢＣ８４５ ２３ １９ ８２．６１
ＵＢＣ８１５ １４ １４ １００．００ ＵＢＣ８４６ １７ １１ ６４．７１
ＵＢＣ８１８ ８ ６ ７５．００ ＵＢＣ８４７ １３ ９ ６９．２３
ＵＢＣ８２１ １２ １２ １００．００ ＵＢＣ８４８ １２ １２ １００．００
ＵＢＣ８２５ １４ １３ ９２．８６ ＵＢＣ８５６ １１ ８ ７２．７３
ＵＢＣ８２７ １９ １８ ９４．７４ ＵＢＣ８５７ １８ １７ ９４．４４
ＵＢＣ８３４ １７ １６ ９４．１２ ＵＢＣ８５９ １５ １２ ８０．００
ＵＢＣ８３５ ２０ １２ ６０．００ ＵＢＣ８７３ ２２ ２０ ９０．９１
ＵＢＣ８３６ ９ ５ ５５．５６ ＵＢＣ８８１ １５ １５ １００．００
ＵＢＣ８４１ １８ １２ ６６．６７ 合计 ３８５ ３３２ ８６．２３

复性高等特点，但运用 ＩＳＳＲ分子标记技术时，每个引物在不
同物种上的扩增效率不同，引物的多态性水平越高，则说明物

种的种质资源越丰富。因此，针对不同物种筛选出条带清晰、

稳定性高的引物是必不可少的［１３］。本试验筛选出的引物多

态性程度相对较高，平均多态位点百分率为８６．２３％，说明李
种质资源的遗传基础较为广泛，种质资源较为丰富，这可能与

我国是李属植物的起源中心且自然分布较广有关；从４１个引
物中筛选出的２５个引物能够很好地反映出供试李种质资源
的差异性，扩增出的条带多态性占比在５５．５６％ ～１００％之
间，其中，引物 ＵＢＣ８１２、ＵＢＣ８１５、ＵＢＣ８２１、ＵＢＣ８４４、ＵＢＣ８４８、
ＵＢＣ８８１扩增出的条带可用于多态性标记，与刘威生等的研
究结果［９，１４］基本一致。
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