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　　摘要：为了研究牡丹种质资源的遗传多样性和ＤＮＡ鉴定，采用ＩＳＳＲ标记的方法来进行试验，即采用改良的ＣＴＡＢ
法从成熟干燥的牡丹叶片中提取基因组ＤＮＡ，其质量检测采用琼脂糖凝胶电泳法和超微量分光光度计法，用优化的
ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应系统，对加拿大哥伦比亚大学（ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＢｒｉｔｉｓｈＣｏｌｕｍｂｉａ，ＵＢＣ）公布的２２０条ＩＳＳＲ引物进行筛选。

结果表明，从６个牡丹品种的叶片中提取的 ＤＮＡ浓度范围在３０×１０－３～１００×１０－３μｇ／μＬ之间，ＤＮＡ样品纯度
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值在１．７～１．９之间；从２２０条ＩＳＳＲ引物中筛选出了１２条适合牡丹的扩增结果好的引物，选出的引物

扩增条带清晰、多态性高、重复性好。说明提取的ＤＮＡ质量较好，该改良的ＣＴＡＢ法适用于从蛋白质和酚类物质含量
较高的植物材料中提取基因组ＤＮＡ；筛选出的１２条ＩＳＳＲ引物为进一步研究牡丹资源的遗传多样性奠定了基础。
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　　牡丹（Ｐａｅｏｎｉａｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ），是芍药科芍药属多
年生落叶灌木［１］，是一种传统中国花卉，也是世界

著名花卉，姿态万千、色彩丰富，不但在园林和花卉

文化中占有重要地位，深受中国人民喜爱，而且在

对外传播和交流时受到世界人民喜爱。同时，牡丹

也是一种重要的花卉植物和资源植物，其药用、文

化和观赏历史已约有２０００余年。中国牡丹主要分
布在洛阳、兰州、彭州、菏泽、延安、铜陵等地。据调

查，不同产地的牡丹共计约有１５００个品种［２－４］。

近年来，ＲＡＰＤ、ＳＳＲ、ＩＳＳＲ、ＡＦＬＰ和 ＳＲＡＰ等分
子标记已广泛用于牡丹的遗传多样性分析、核心种

质构建、种质资源分类鉴定等方面［５］。ＩＳＳＲ（ｉｎｔｅｒ－
ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ）标记是由 Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等开发
的分子标记［６］。ＳＳＲ（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ）广泛
分布在真核植物基因组中，由１～６个碱基对组成，
其两端序列通常是相对保守的单拷贝序列，因此，

可以设计特异的寡核苷酸引物进行 ＳＳＲ－ＰＣＲ，根
据串联重复序列的数量，通过扩增串联重复序列揭

示了ＳＳＲ的长度多态性［７］。ＩＳＳＲ是基于 ＳＳＲ发展
起来的一种新型分子标记技术，它根据基因组内广

泛存在的微卫星序列设计单一引物，扩增出ＤＮＡ序

列在ＳＳＲ之间的反向排列，然后对扩增产物进行电
泳、染色，根据条带的存在及相对位置来分析不同

样品间ＩＳＳＲ标记的多态性［８－９］。ＩＳＳＲ标记方法由
于其高效性、重复性好、操作简单等特点，被广泛应

用于种质资源鉴定、遗传多样性分析、杂种后代快

速鉴定等领域［１０］。目前，ＩＳＳＲ标记已经用于湖南、
云南香格里拉、福建、四川［１１－１４］牡丹的遗传多样性

分析，然而，ＩＳＳＲ标记尚未用于分析洛阳牡丹的遗
传多样性。本试验采用优化的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体
系筛选ＩＳＳＲ引物，选出１２条引物，为研究洛阳牡丹
的遗传多样性奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验植物材料采自洛阳市牡丹研究院，共有

６个牡丹品种：鹤顶红、文培紫、海棠争润、银粉金
鳞、似荷莲、锦袍江，对这６个牡丹品种从１～６依次
进行编号，干燥处理后保存于自封袋备用。本试验

于２０１９年在洛阳师范学院生命科学学院生科楼
４０６和５０９实验室实施。
１．２　主要仪器设备

ＹＸＱ－ＳＧ４６－２８０Ｓ型手提式压力蒸汽灭菌器
（施都凯仪器设备有限公司）；１０１－１ＡＢ型电热鼓风
干燥箱（天津市泰斯特仪器有限公司）；ＳＣＩＥＮＴＺ－４８
型高通量组织研磨机（宁波新芝生物科技股份有限

公司）；ＪＡ２００３Ａ型电子天平（上海精天电子仪器有
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限公司）；ＬＸ－２００迷你型离心机（海门市其林贝尔
仪器）；ＴＧＬ－１６Ｂ台式离心机（上海安亭科学仪器
厂制造）；ＤＹＹ－６Ｃ型电泳仪（北京市六一仪器
厂）；ＣｈａｍｐＣｈｅｍｉ６１０Ｐｌｕｓ型全自动多色荧光及化
学发光凝胶成像系统（北京赛智创业科技有限公

司）；ＴＨＺ－８２Ａ数显恒温振荡器（常州朗越仪器制
造有限公司）；ＳＥＤＩＧ型梯度 ＰＣＲ仪；ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ
型ＰＣＲ仪；Ｋ５５００Ｐｌｕｓ型超微量分光光度计。
１．３　主要试剂

ＣＴＡＢ、ＥＤＴＡ，均购自生工生物工程（上海）股
份有限公司；Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值＝８．０）、三氯甲烷、异
戊醇、乙酸钠、冰乙醇、β－巯基乙醇、ＧｏｌｄＶｉｅｗＩ型
核酸染色剂、１０×ＤＮＡｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，均购自北京索
莱宝科技有限公司；２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ混合液（康
为，ＣＷ０６９０Ｍ）。
１．４　试验方法
１．４．１　牡丹ＤＮＡ的提取　根据改良的ＣＴＡＢ磁珠
法［１５］提取牡丹基因组 ＤＮＡ。取少量干燥叶片于
２ｍＬ的研磨管中，并放入直径３ｍｍ的钢珠，再将
研磨管放进组织研磨机中进行研磨，６０ｓ后取出。
加入１０００μＬ２％ ＣＴＡＢ溶液和８μＬβ－羟基乙
醇，放入水浴锅中６５℃水浴１ｈ，每１０ｍｉｎ倒置１
次以混均匀。水浴锅中取出后，加入５００μＬＣＩ（三
氯甲烷 ∶异戊醇 ＝２４∶：１），摇床 １０ｍｉｎ（强度约
１６０ｒ／ｍｉｎ左右）。然后在室温下１２００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液 ６５０μＬ（视具体情况而定）于
１．５ｍＬ离心管中（弃去有机相）。再加入５００μＬＣＩ
于１．５ｍＬ的离心管中，摇床摇１０ｍｉｎ。然后在室温
下１２００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液５００μＬ（视情
况而定）于１．５ｍＬ离心管中（吸取时小心仔细）。加
入１／１０体积３ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠和２倍体积冰乙醇（体
积与吸取的上清液相比）低温静置２４ｈ（－２０℃）。
保留白色球状物，倒去溶液（可先离心）。加入

５００μＬ７５％乙醇清洗２次，倒去溶液（根据情况离
心，尽量第１次不离心，第２次离心。１２００ｒ／ｍｉｎ离
心２～３ｍｉｎ）。将离心管倒扣在吸水纸或卫生纸
上，约５～１０ｍｉｎ，常温下干燥 ＤＮＡ，之后再开盖放
在烘干机中，５０℃烘干 ２０ｍｉｎ左右。加入适量无
菌水（５０～１００μＬ）溶解ＤＮＡ。　
１．４．２　ＤＮＡ浓度测定　通过超微量分光光度计测
定ＤＮＡ的浓度，通过测定 ＤＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比
确定 ＤＮＡ的纯度和完整程度。最后将适用牡丹
ＤＮＡ保存于４℃备用。

１．４．３　ＰＣＲ扩增反应　牡丹 ＰＣＲ反应体系见表１
（ＤＮＡ模板是从３５种牡丹中随机选取的６个牡丹
基因组ＤＮＡ）。ＰＣＲ扩增程序见表２。

表１　ＰＣＲ反应体系

组分 加样体积（μＬ）

２×ＰＣＲＭｉｘｔｕｒｅ ７．５０

引物 ０．７５

ＤＮＡ模板 １．２５

Ｈ２Ｏ ５．５０

共计 １５

表２　ＰＣＲ扩增程序

步骤
温度

（℃） 扩增时间 循环数

预变性 ９４ ３ｍｉｎ １

变性 ９４ ３０ｓ ３６

退火 ５０／５５ ３０ｓ ３６

延伸 ７２ １．５ｍｉｎ ３６

延伸 ７２ １０ｍｉｎ １

１．４．４　琼脂糖凝胶电泳　在锥形瓶中称取０．３ｇ
的琼脂糖，加入 ３０ｍＬ１×ＴＡＥ缓冲液，配制成溶
液，加热混匀，向溶液中加入２μＬＧｏｌｄＶｉｅｗＩ型核
酸染色剂，混合，倒入模具中（注意不能有气泡，否

则会影响跑胶结果），冷却１０ｍｉｎ。等琼脂糖胶凝
固后，将梳子垂直拔出。在电泳槽内加入１×ＴＡＥ
缓冲液，将配好的胶放入电泳槽中，准备点样。从

冰箱拿出扩增好的产物，第 １个孔内加入 １μＬ
１０×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ和４μＬＭａｒｋｅｒ，之后每个孔内加
入５μＬ扩增好的产物。按照顺序依次迅速精准点
样，以防止样品扩散，导致跑胶条带不清晰。加样

完毕后，设置电压为１２０～１３０Ｖ，电流为１１０ｍＡ，电
泳时间３０～４５ｍｉｎ。电泳结束后，轻轻取出凝胶并
放入凝胶成像系统中观察成像结果。

１．４．５　引物筛选及退火温度的确定　本试验根据
已优化的ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系，用鹤顶红、文培紫、
海棠争润、银粉金鳞、似荷莲、锦袍江６个牡丹 ＤＮＡ
样品，对ＵＢＣ公布的２２０条 ＩＳＳＲ引物（表３）进行
初筛和复筛，使用温度梯度模式选择合适的退火温

度。温度设定为４５、５０、５５、５９℃４个温度梯度。
１．４．６　数据处理　各个 ＤＮＡ样品的浓度和
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值采用 Ｋ５５００Ｐｌｕｓ型超微量分光光
度计进行测定，各组引物的ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增图通过
ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＰｏｗｅｒＰｏｉｎｔ２０１３和 ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐＣＳ５软
件进行制作。
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表３　ＩＳＳＲ引物序列

引物编号 序列 （５′→３′） 引物编号 序列 （５′→３′）

ＩＳＳＲ－１ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＴ ＩＳＳＲ－７６ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＴＡ

ＩＳＳＲ－２ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＧ ＩＳＳＲ－７７ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＡ

ＩＳＳＲ－３ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＣ ＩＳＳＲ－７８ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＣＡ

ＩＳＳＲ－４ ＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＡ ＩＳＳＲ－７９ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＴＣ

ＩＳＳＲ－５ ＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＣ ＩＳＳＲ－８０ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＣ

ＩＳＳＲ－６ ＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＧ ＩＳＳＲ－８１ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＣＣ

ＩＳＳＲ－７ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＴ ＩＳＳＲ－８２ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＴＧ

ＩＳＳＲ－８ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣ ＩＳＳＲ－８３ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＧ

ＩＳＳＲ－９ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧ ＩＳＳＲ－８４ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＣＧ

ＩＳＳＲ－１０ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴ ＩＳＳＲ－８５ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＡＡ

ＩＳＳＲ－１１ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣ ＩＳＳＲ－８６ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＧＡ

ＩＳＳＲ－１２ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＡ ＩＳＳＲ－８７ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＡＴ

ＩＳＳＲ－１３ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＴ ＩＳＳＲ－８８ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＧＴ

ＩＳＳＲ－１４ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＡ ＩＳＳＲ－８９ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＡＧ

ＩＳＳＲ－１５ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＧ ＩＳＳＲ－９０ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＧＧ

ＩＳＳＲ－１６ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＴ ＩＳＳＲ－９１ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＴＴ

ＩＳＳＲ－１７ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＡ ＩＳＳＲ－９２ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＧＴ

ＩＳＳＲ－１８ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＧ ＩＳＳＲ－９３ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣＴ

ＩＳＳＲ－１９ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＡ ＩＳＳＲ－９４ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＴＡ

ＩＳＳＲ－２０ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＣ ＩＳＳＲ－９５ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＧＡ

ＩＳＳＲ－２１ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＴ ＩＳＳＲ－９６ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣＡ

ＩＳＳＲ－２２ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＡ ＩＳＳＲ－９７ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＴＧ

ＩＳＳＲ－２３ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＣ ＩＳＳＲ－９８ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＧＧ

ＩＳＳＲ－２４ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＧ ＩＳＳＲ－９９ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣＧ

ＩＳＳＲ－２５ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＴ ＩＳＳＲ－１００ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＡＴ

ＩＳＳＲ－２６ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣ ＩＳＳＲ－１０１ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＧＴ

ＩＳＳＲ－２７ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＧ ＩＳＳＲ－１０２ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＡＣ

ＩＳＳＲ－２８ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＡ ＩＳＳＲ－１０３ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＧＣ

ＩＳＳＲ－２９ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＣ ＩＳＳＲ－１０４ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＡＡ

ＩＳＳＲ－３０ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＧ ＩＳＳＲ－１０５ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＧＡ

ＩＳＳＲ－３１ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＴＡ ＩＳＳＲ－１０６ ＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣ

ＩＳＳＲ－３２ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＧＡ ＩＳＳＲ－１０７ ＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣ

ＩＳＳＲ－３３ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＣＡ ＩＳＳＲ－１０８ ＡＧＴＡＧＴＡＧＴＡＧＴＡＧＴＡＧＴ

ＩＳＳＲ－３４ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＴＣ ＩＳＳＲ－１０９ ＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧ

ＩＳＳＲ－３５ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＧＣ ＩＳＳＲ－１１０ ＣＣＧＣＣＧＣＣＧＣＣＧＣＣＧＣＣＧ

ＩＳＳＲ－３６ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＣＣ ＩＳＳＲ－１１１ ＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣ

ＩＳＳＲ－３７ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＴＧ ＩＳＳＲ－１１２ ＧＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＣＧＧＣ

ＩＳＳＲ－３８ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＧＧ ＩＳＳＲ－１１３ ＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡ

ＩＳＳＲ－３９ ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＣＧ ＩＳＳＲ－１１４ ＧＴＴＧＴＴＧＴＴＧＴＴＧＴＴＧＴＴ

ＩＳＳＲ－４０ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＴＴ ＩＳＳＲ－１１５ ＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣ

ＩＳＳＲ－４１ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧＴ ＩＳＳＲ－１１６ ＴＡＴＴＡＴＴＡＴＴＡＴＴＡＴＴＡＴ

ＩＳＳＲ－４２ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣＴ ＩＳＳＲ－１１７ ＧＡＴＡＧＡＴＡＧＡＴＡＧＡＴＡ

ＩＳＳＲ－４３ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＴＣ ＩＳＳＲ－１１８ ＧＡＣＡＧＡＣＡＧＡＣＡＧＡＣＡ

ＩＳＳＲ－４４ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧＣ ＩＳＳＲ－１１９ ＣＣＣＴＣＣＣＴＣＣＣＴＣＣＣＴ

ＩＳＳＲ－４５ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣＣ ＩＳＳＲ－１２０ ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＴＡＧＣＴＡＧ
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表１（续）

引物编号 序列 （５′→３′） 引物编号 序列 （５′→３′）

ＩＳＳＲ－４６ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＴＡ ＩＳＳＲ－１２１ ＧＡＴＡＧＡＴＡＧＡＣＡＧＡＣＡ

ＩＳＳＲ－４７ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧＡ ＩＳＳＲ－１２２ ＴＧＣＡＴＧＣＡＴＧＣＡＴＧＣＡ

ＩＳＳＲ－４８ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣＡ ＩＳＳＲ－１２３ ＧＧＡＴＧＧＡＴＧＧＡＴＧＧＡＴ

ＩＳＳＲ－４９ ＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＡＴ ＩＳＳＲ－１２４ ＣＴＴＣＡＣＴＴＣＡＣＴＴＣＡ

ＩＳＳＲ－５０ ＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＧＴ ＩＳＳＲ－１２５ ＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡ

ＩＳＳＲ－５１ ＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＡＣ ＩＳＳＲ－１２６ ＧＧＧＴＧＧＧＧＴＧＧＧＧＴＧ

ＩＳＳＲ－５２ ＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＧＣ ＩＳＳＲ－１２７ ＡＣＡＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴ

ＩＳＳＲ－５３ ＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＡＧ ＩＳＳＲ－１２８ ＣＣＣＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴ

ＩＳＳＲ－５４ ＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＧＧ ＩＳＳＲ－１２９ ＧＣＧＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴ

ＩＳＳＲ－５５ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴＴ ＩＳＳＲ－１３０ ＡＧＡＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴ

ＩＳＳＲ－５６ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＴ ＩＳＳＲ－１３１ ＣＧＣＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴ

ＩＳＳＲ－５７ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣＴ ＩＳＳＲ－１３２ ＣＴＣＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴ

ＩＳＳＲ－５８ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴＣ ＩＳＳＲ－１３３ ＧＣＧＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴ

ＩＳＳＲ－５９ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣ ＩＳＳＲ－１３４ ＧＧＧＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴ

ＩＳＳＲ－６０ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣＣ ＩＳＳＲ－１３５ ＧＴＧＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴ

ＩＳＳＲ－６１ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＴＧ ＩＳＳＲ－１３６ ＣＡＣＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡ

ＩＳＳＲ－６２ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧ ＩＳＳＲ－１３７ ＣＣＣＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡ

ＩＳＳＲ－６３ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣＧ ＩＳＳＲ－１３８ ＣＧＣＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡ

ＩＳＳＲ－６４ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＡＡ ＩＳＳＲ－１３９ ＧＡＧＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡ

ＩＳＳＲ－６５ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＧＡ ＩＳＳＲ－１４０ ＧＣＧＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡ

ＩＳＳＲ－６６ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＡＣ ＩＳＳＲ－１４１ ＧＧＧＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡ

ＩＳＳＲ－６７ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＧＣ ＩＳＳＲ－１４２ ＴＡＴＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡ

ＩＳＳＲ－６８ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＡＧ ＩＳＳＲ－１４３ ＴＣＴＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡ

ＩＳＳＲ－６９ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＧＧ ＩＳＳＲ－１４４ ＴＧＴＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴＡ

ＩＳＳＲ－７０ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＡＴ ＩＳＳＲ－１４５ ＡＣＡＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧ

ＩＳＳＲ－７１ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＧＴ ＩＳＳＲ－１４６ ＡＧＡＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧ

ＩＳＳＲ－７２ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＡＣ ＩＳＳＲ－１４７ ＡＴＡＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧ

ＩＳＳＲ－７３ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＧＣ ＩＳＳＲ－１４８ ＣＣＣＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧ

ＩＳＳＲ－７４ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＡＧ ＩＳＳＲ－１４９ ＣＧＣＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧ

ＩＳＳＲ－７５ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＧＧ ＩＳＳＲ－１５０ ＣＴＣＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧ

２　结果与分析

２．１　基因组ＤＮＡ提取质量检测结果
通过改良的ＣＴＡＢ法提取牡丹 ＤＮＡ，用超微量

分光光度计测 ＤＮＡ浓度。测得 ＤＮＡ浓度范围在
３０～１００ｎｇ／μＬ，ＤＮＡ样品纯度Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值范
围在１．７～１．９之间，提取的ＤＮＡ质量较好，无蛋白
质、酚类的污染。

２．２　ＩＳＳＲ引物筛选结果及退火温度的确定
如果退火温度太低，可能会发生非特异性扩

增，并降低重复率；但是，如果温度过高又会使条带

减少，导致一些可能反应多态性的条带消失［１６］。因

此确定合适的退火温度十分必要。本研究将温度设

定为４５、５０、５５、５９℃４个温度梯度，选择最佳退火温
度。最后选出２个退火温度：５０、５５℃。用优化的
ＰＣＲ反应体系对２２０条引物进行扩增、筛选。根据
ＰＣＲ产物的凝胶成像，最终从２２０条引物中共筛选出
１２条扩增条带清晰、多态性好的 ＩＳＳＲ引物，引物筛
选结果和退火温度的确定（表４、图１、图２和图３）。

３　讨论与结论

牡丹不仅具有较好的观赏价值，同时还有很高

的药用价值。为了筛选出适合牡丹遗传多样性分

析的ＩＳＳＲ引物，本试验利用改良的ＣＴＡＢ法从牡丹
成熟干燥的叶片中提取ＤＮＡ，与Ｒａｗａｔ等的ＩＳＳＲ－
ＰＣＲ反应体系优化研究中同样是选用成熟干叶的
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表４　引物筛选结果

引物编号 序列（５′→３′） 引物名称
退火温度

（℃）

ＩＳＳＲ－１１ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣ ８１１ ５０

ＩＳＳＲ－４４ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧＣ ８３５Ｇ ５５

ＩＳＳＲ－４５ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣＣ ８３５Ｃ ５５

ＩＳＳＲ－４８ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣＡ ８３６Ｃ ５５

ＩＳＳＲ－５９ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣ ８４１Ｇ ５５

ＩＳＳＲ－６０ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣＣ ８４１Ｃ ５５

ＩＳＳＲ－８１ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＣＣ ８５０Ｃ ５０

ＩＳＳＲ－９１ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＴＴ ８５５Ｔ ５０

ＩＳＳＲ－９３ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣＴ ８５５Ｃ ５５

ＩＳＳＲ－９４ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＴＡ ８５６Ｔ ５０

ＩＳＳＲ－９７ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＴＧ ８５７Ｔ ５５

ＩＳＳＲ－１２５ ＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡ ８８０ ５０

试验材料［１７］相一致。

利用ＩＳＳＲ分子标记技术研究牡丹遗传多样性
和品种鉴定，可以获得 ＤＮＡ水平上的遗传信息，不
受外界环境的影响［１８］。ＩＳＳＲ分子标记受多种内在
因素的影响，测定的可靠性、稳定性与 ＰＣＲ反应条
件密切相关［１９－２１］。退火温度决定着 ＰＣＲ的特异
性，它是引物和模板组合时的一个温度参数，过高

或过低都会影响 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的清晰度及条带
的多少［２２］。因此，在本试验中采用温度梯度 ＰＣＲ
模式，将温度设定为４５、５０、５５、５９℃４个温度梯度，
寻找合适的退火温度。

为了能够获得所需的扩增产物，在该试验中优

化了ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系。ＰＣＲ反应体系中５种
成分（ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰ、引物与模板
ＤＮＡ）的浓度与反应结果有很大的关系。ＴａｑＤＮＡ

聚合酶是 Ｍｇ２＋依赖性酶，其活性会受到 Ｍｇ２＋浓度
变化的影响，对Ｍｇ２＋浓度比较敏感。ＴａｑＤＮＡ聚合
酶用量过多时，不仅会造成成本的浪费，而且会出

现非特异性扩增的条带，产生弥散现象，用量过低

时会降低扩增效率［２３］。本试验刚开始采用 １０μＬ
的体系，包括引物 ０．４μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ１μＬ，ｄＮＴＰ
０８μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．２μＬ，双蒸水５．６μＬ，模

板ＤＮＡ２μＬ。凝胶成像显示其扩增结果并不理想。
之后用２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ混合液来代替１０×Ｂｕｆｆｅｒ、
ｄＮＴＰ和 ＴａｑＤＮＡ聚合酶，换为 １５μＬ反应体系：
２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ７．５０μＬ，引物０．７５μＬ，模板ＤＮＡ
１．２５μＬ，双蒸水５．５０μＬ。凝胶成像显示其扩增条
带清晰、多态性高、重复性好。利用此体系对所有

引物进行引物筛选，最终获得ＩＳＳＲ－１１、ＩＳＳＲ－４４、
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ＩＳＳＲ－４５、ＩＳＳＲ－４８、ＩＳＳＲ－５９、ＩＳＳＲ－６０、ＩＳＳＲ－８１、
ＩＳＳＲ－９１、ＩＳＳＲ－９３、ＩＳＳＲ－９４、ＩＳＳＲ－９７、ＩＳＳＲ－１２５
共１２条 ＩＳＳＲ引物。本试验用２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ混
合液来代替１０×Ｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰ和ＴａｑＤＮＡ聚合酶，不
仅可以有效解决它们之间的浓度配比问题，还可以节

省操作时间、避免污染，与李振山在枣研究中使用的

ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系和试验结果［２４］相似。

本研究结果表明，从鹤顶红、文培紫、海棠争

润、银粉金鳞、似荷莲和锦袍江６个牡丹品种的叶片
中提取的基因组 ＤＮＡ浓度范围在３０～１００ｎｇ／μＬ
之间，ＤＮＡ样品纯度 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值在１．７～１．９
之间，表明所提取的６个样品的 ＤＮＡ质量较好，没
有蛋白质和酚类物质的污染，证实了该改良的

ＣＴＡＢ法适用于从蛋白质和酚类物质含量较高的植
物材料中提取基因组 ＤＮＡ。从２２０条 ＩＳＳＲ引物中
筛选出了 １２条引物，以 ６个牡丹品种的基因组
ＤＮＡ为模板，通过优化的ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系进行
扩增，凝胶成像结果显示，扩增条带清晰、多态性

高、重复性好，共筛选出了１２条引物，为研究牡丹遗
传多样性分析奠定了基础。
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