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女贞 ISSR-PCR 反应体系的建立与优化
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摘 要: 利用单因子试验，测试了女贞 ISSR-PCR 反应体系中的主要影响因子。经过优化实验，建立了一套

适合于女贞的稳定的 ISSR-PCR 反应体系: 10 × buffer 2． 5 μL，2． 0 mmol·L －1 的 MgCl2，200 μmol·L －1 的

dNTPs，1． 5 U 的 Taq 酶，0． 4 的 μmol·L －1的引物，10 ng 的 DNA 模板。PCR 扩增程序为: 94 ℃ 预变性 4 min，

94 ℃ 变性 40 s，52 ～ 62 ℃ 退火 45 s，72 ℃ 延伸 120 s，进行 35 个循环，72 ℃ 延伸 8 min，4 ℃ 保存。应用该

优化的 ISSR-PCR 实验体系对 12 份女贞种质材料进行了扩增，均能扩增出丰富稳定的条带。
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女贞( Ligustrum lucidum Ait． ) 系木犀科女贞属常绿灌木或小乔木，其果实、种子、树皮、叶、根均可入

药，且毒性较低［1］。女贞是木犀科苦丁茶的主要种类之一［1］，主要分布在我国四川和云南等省区，民间也

俗称为“苦丁茶”，并在民间广泛作为代茶饮料( 苦丁茶) 饮用［2］。女贞果实( 即女贞子) 中含有多种五环

三萜类、皂苷、多糖、油酸及微量元素等多种化学成分［3–4］，在临床上主要治疗眩晕耳鸣、腰膝酸软、须发早

白、目暗不明、慢性支气管炎、冠心病、高脂血症、高血糖、肝炎等多种疾病［5–6］。利用 ISSR-PCR 标记技术

探讨女贞苦丁茶种质资源的遗传多样性，对女贞苦丁茶的开发和利用具有重要的意义。

ISSR ( Inter-simple Sequence Repeats) 分子标记是由 Zietkiewiez E 等人［7］于 1994 年创建的，是在 SSR

基础上发展起来的一项新的标记技术，已在多种动植物的种质鉴定、遗传作图、基因定位、遗传多样性分

析等研究方面得到应用［8］。为了确保 ISSR 分析结果的可靠性和可重复性，进行 ISSR-PCR 反应体系的建

立与优化是非常必要的。本研究以女贞嫩叶为材料，采用改良 CTAB 法提取其基因组 DNA，并以此基因

组 DNA 为模板，采用单因素设计的方法对其 ISSR 反应体系进行优化，为进一步开展女贞种质资源遗传

多样性研究奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 材料 从海南大学苦丁茶种质资源库所定植的 100 余份女贞种质材料中，任选不同地域的 12 份植

株，取其嫩芽作为供试材料，各份种质材料的编号和采集地如表 1 所示。

1． 2 仪器与试剂

1． 2． 1 仪器 电热恒温水浴锅，台式离心机，低温冰箱，移液器，紫外分光光度计，icycleTM Thermal Cycler

型 PCR 仪，DYY －Ⅲ型稳压稳流电泳仪，DYY －Ⅲ型电泳槽，UVP 型凝胶成像系统等。

DOI:10.15886/j.cnki.rdswxb.2010.02.012



表 1 供试材料及来源

编 号 产 地 编 号 产 地

NZ － 001 云南省永善县溪落渡镇甘河村 NZ － 023 贵州省台江县城

NZ － 002 贵州省湄潭县 NZ － 027 贵州省扎佐县贵州省林业学校

NZ － 007 云南省昆明市 NZ － 028 云南省西畴县法斗乡

NZ － 009 湖南省祁东县白鹤乡 NZ － 029 江西省南昌市

NZ － 011 贵州省贵阳市植物园 NZ － 046 湖南省祁东县白鹤铺镇高原村高原组

NZ － 013 湖南省祁东县步云桥镇双江村对塘组 NZ － 097 南京农业大学校园

1． 2． 2 试剂 Lambda DNA /HindⅢ + EcoRⅠMarkers，6 × loading buffer，10 g·L －1 Rnase A，Taq DNA poly-
merase 和 4 × dNTP mix 均购自上海申能博彩生物科技有限公司; 100 bp plus DNA ladder 购自中科瑞泰

( 北京) 生物科技有限公司; 引物序列参照哥伦比亚大学公布的 ISSR 引物序列，委托上海生工生物工程技

术服务有限公司合成; 琼脂糖购自 Spanish，其他试剂均为分析纯。
1． 3 方法

1． 3． 1 基因组 DNA 的提取 基因组 DNA 的提取参照梁远发等的改良 CTAB 法［9］: 先用 w = 0． 8% 的 琼

脂糖凝胶电泳检测 DNA 完整性，EB 染色，以 Lambda DNA /Hind Ⅲ + EcoRⅠMarkers 为参照，电泳结果用

UVP 型凝胶成像分析系统下照相并记录。再用 Eppendorf 公司生产的 Biophotometer 紫外分光光度计分别

测定 OD260和 OD280，并计算出 OD260 /OD280比值，每份样品的 OD260 /OD280比值均要求在 1． 8 ～ 2． 0 范围内。

测定每份样品 DNA 的质量浓度，并将其稀释至 20 mg·L －1，分装后，置 － 20 ℃冰冻层保存。
1． 3． 2 ISSR-PCR 实验条件优化设计 以提取的女贞( 地理距离相差较远的 NZ － 009 和 NZ － 097) 基因

组 DNA 为模板，根据预备的实验结果，对影响 ISSR-PCR 扩增结果的主要影响因子( 模板 DNA 浓度、Mg2 +

浓度、Taq DNA 聚合酶用量、dNTPs 浓度、引物浓度) 和热循环参数( 循环次数、退火温度等) 分别设置 8 个

不同处理梯度进行实验( 见表 2) 。
表 2 影响 ISSR-PCR 扩增的主要参数

参数 梯度 1 梯度 2 梯度 3 梯度 4 梯度 5 梯度 6 梯度 7 梯度 8
Template / ( mg·L －1 ) 0． 2 0． 4 0． 8 1． 6 3． 2 6． 4 9． 6 12． 8
Mg2 + / ( mmol·L －1 ) 1． 0 1． 5 2． 0 2． 5 3． 0 3． 5 4． 0 4． 5
Taq / ( U·μL －1 ) 0． 01 0． 02 0． 04 0． 06 0． 08 0． 10 0． 12 0． 14
dNTPs / ( μmol·L －1 ) 50 100 150 200 250 300 350 400
Primer / ( μmol·L －1 ) 0． 1 0． 2 0． 3 0． 4 0． 5 0． 6 0． 7 0． 8
Cycles / ( times) 20 25 30 35 40 45 50 55

预备实验 PCR 扩增反应体系各组分参数为: 10 × buffer 2． 5 μL，2． 5 mmol·L －1的 MgCl2，200 μmol·L －1

的 dNTPs，Taq 酶 1． 5 U，引物 0． 5 μmol·L －1，DNA 模板 40 ng，最后用灭菌的 ddH2O 补足至 25 μL。
预备实验 ISSR-PCR 基本扩增程序: 94 ℃预变性 4 min，94 ℃ 变性 40 s，52 ～ 62 ℃ 退火 45 s，以 72 ℃

延伸 120 s，进行 35 个循环，最后以 72 ℃ 延伸 8 min，4 ℃ 保存。反应体系的优化按单因子梯度设置进

行，在保持其他因子不变的情况下，变化单一因子，筛选最优水平，每一个实验水平优化后作为后续研究

的一个固定因子。
扩增产物在 w =1． 5%的琼脂糖凝胶( 含 ρ =0． 5 mg·L －1的 EB) 电泳( 0． 5 × TBE 缓冲液，电压 5 V·cm －1 )

1． 5 ～ 2． 0 h，以 100 bp plus DNA ladder 作标准分子质量参照物，UVP 型凝胶成像分析系统照相并作记录。

2 结果与分析

2． 1 DNA 质量检测 用改良后的 CTAB 法提取 12 份女贞苦丁茶种质材料的基因组 DNA，经紫外分光光

度计检测其 OD 值，结果显示，其 OD260 /OD280均在 1． 90 左右( 表 3) ，表明蛋白质、多糖类等杂质含量少，所

提取的基因组 DNA 质量高。经 w = 0． 8% 的琼脂糖凝胶电泳检测并与 Lambda DNA /Hind Ⅲ + EcoRⅠ
Markers 比较，片段长度均接近或等于 21 Kb，无弥散现象( 图 1) 。这表明所提取的 DNA 完整性较好，符合
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ISSR 扩增要求。

图 1 女贞 12 份种质材料基因组 DNA 琼脂糖凝胶

电泳检测图

1 ～ 12 泳道分别为: NZ － 001，NZ － 002，NZ － 007，NZ
－ 009，NZ － 011，NZ － 013，NZ － 023，NZ － 027，NZ －
028，NZ － 029，NZ － 046，NZ － 097

表 3 12 份女贞不同种质材料基因组 DNA 的紫外分光光度分析

编 号 OD260 OD280 OD260 / OD280 ρ / ( mg·L －1 ) 编 号 OD260 OD280 OD260 / OD280 ρ / ( mg·L －1 )

NZ － 001 0． 1001 0． 0535 1． 87 500． 5 NZ － 023 0． 1338 0． 0675 1． 98 669． 0
NZ － 002 0． 0882 0． 0471 1． 87 441． 0 NZ － 027 0． 0568 0． 0289 1． 97 284． 0
NZ － 007 0． 0720 0． 0392 1． 84 360． 0 NZ － 028 0． 0937 0． 0486 1． 93 468． 5
NZ － 009 0． 0849 0． 0451 1． 88 424． 5 NZ － 029 0． 1002 0． 0512 1． 96 501． 0
NZ － 011 0． 1129 0． 0593 1． 90 564． 5 NZ － 046 0． 0889 0． 0451 1． 97 444． 5
NZ － 013 0． 0878 0． 0460 1． 91 439． 0 NZ － 097 0． 1183 0． 0620 1． 91 591． 5

2． 2 预备实验 不同的物种有其相应的不同引物，不同的引物在相同的条件有不同的退火温度，同一引

物对不同的物种其退火温度也有所不同。因此，在对某一物种进行实验条件优化前，有必要进行预备实

验，找出 ISSR-PCR 扩增效果相对较好的引物及其退火温度用于实验条件优化，其效果较好。

图 2 预备实验结果
泳道 1 ～ 6 为引物 UBC － 811，退火温度分别为 48． 6，
50． 7，52． 6，54． 6，56． 7 和 58． 6 ℃ ; 泳道 7 ～ 12 为引物
UBC － 873，退火温度分别为 47． 6，49． 4，51． 7，53． 6，55． 4
和 57． 7 ℃ ; 泳道 13 ～ 18 为引物 UBC － 891，退火温度分
别为 47． 6，49． 4，51． 7，53． 6，55． 4 和 57． 7 ℃

图 3 模板质量浓度试验

1 ～ 8 泳道的质量浓度分别为: 0． 2，0． 4，0． 8，

1． 6，3． 2，6． 4，9． 6，12． 8 mg·L －1

从图 2 的扩增结果可以看出，引物 UBC －811 退火温度为 48． 6 ℃ 和 50． 7 ℃ 时，扩增条带数少，有些

条带模糊( 泳道 1，2) ; 当退火温度为 58． 6 ℃ 时，扩增条带虽然清晰，但条带数较少( 泳道 6) ; 当退火温度

在 52． 6 ～ 56． 7 ℃ 时，扩增的条带较多且带型清晰( 泳道 3 ～ 5) 。考虑到温度过高扩增产物降低，过低会

产生非特异性条带，故引物 UBC － 811 退火温度确定为 56． 7 ℃ 。引物 UBC － 873 退火温度在 47． 6 ～
49． 4 ℃ 时，背景模糊不清，弱带较多，说明温度太低非特异性条带多( 泳道 7，8) ; 当退火温度为 55． 4 ℃
和 57． 7 ℃时，条带逐渐减少( 图 2 中泳道 11，12) ; 当退火温度范围在 51． 7 ～ 53． 6 ℃时，带型稳定且清晰
( 泳道 9，10) 。故引物 UBC －873 的退火温度确定为 53． 6 ℃。引物 UBC －891 退火温度在 47． 6 ～ 57． 7 ℃
时，条带数量极少，且随着温度的升高，条带变得越来越暗，故引物 UBC － 891 不适用于女贞 ISSR-PCR 的
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扩增。最后确定引物 UBC －811 和 UBC －873 可用于以后的分析实验，其相应的退火温度分别为 56． 7 ℃
和 53． 6 ℃。
2． 3 DNA 模板浓度对反应体系的影响 DNA 模板的用量是影响 ISSR-PCR 扩增效果的一个重要因子，

在一定范围内 PCR 产物随着模板浓度的升高而升高，但浓度过高，又会相应增加非特异性产物的出现。
ISSR 反应中对模板 DNA 浓度要求的范围通常较宽，但不同的物种、类群以及不同的 DNA 提取方法所要

求最佳的 DNA 模板浓度范围也不尽相同［10］。从图 3 的扩增结果可知，在 25 μL 反应体系中，在 5 ～ 320
ng 之间，设定了 8 个梯度的模板 DNA 用量，扩增出来的条带数量和清晰度基本一致，条带丰富稳定且清

晰可辩，说明女贞 ISSR-PCR 反应体系中模板 DNA 的适宜范围较宽，在 5 ～ 320 ng 用量范围内均可作为女

贞 ISSR 反应体系中模板的浓度。由于是单因子实验，故本实验的模板质量浓度确定为 10 ng。
2． 4 Mg2 + 浓度对 ISSR-PCR 扩增结果的影响 Mg2 + 浓度对 PCR 扩增的特异性和产物有显著的影响，

Mg2 + 作为 Taq 酶的辅助因子，不仅影响 Taq 酶的活性，还能与反应液中的 dNTPs、模板 DNA 及引物结合，

影响引物与模板的结合效率、模板与 PCR 产物的解链温度以及产物的特异性和引物二聚体的形成［11］。
从图 4 中可以看出，当 Mg2 + 浓度为1． 0 mmol·L －1时，扩增条带很少( 泳道1) ; 当 Mg2 + 浓度为1． 5 mmol·L －1

时，扩增条带清晰，但有一主条带缺失( 泳道 2) ; 当浓度在 2． 0 ～ 3． 0 mmol·L －1时，扩增的条带数量基本

一致，且清晰稳定( 泳道 3 ～ 5) ; 当 Mg2 + 浓度在 3． 5 ～ 4． 5 mmol·L －1时，虽然有些条带变亮，但有些主条带

逐渐消失，出现非特异性扩增( 泳道 6 ～ 8) ，所以其合适浓度为 2． 0 mmol·L －1。

图 4 Mg2 + 浓度试验

1 ～ 8 号泳道的浓度分别为: 1． 0，1． 5，2． 0，

2． 5，3． 0，3． 5，4． 0，4． 5 mmol·L －1

图 5 Taq 酶浓度试验

1 ～ 8 泳道的浓度分别为: 0． 01，0． 02，0． 04，

0． 06，0． 08，0． 10，0． 12，0． 14 U·μL －1

2． 5 Taq DNA 聚合酶浓度对 ISSR-PCR 扩增的影响 在 ISSR-PCR 反应体系中，Taq DNA 聚合酶用量

直接影响到扩增反应的成功与否，Taq DNA 聚合酶浓度过高不仅增加试验成本，而且会导致非特异性产

物增加，浓度过低则会使酶过早耗完，导致产物合成率下降甚至扩增失败［12］。从图 5 可以看出，当 Taq
DNA 聚合酶用量为 0． 01 U·μL －1时，有一主条带缺失( 泳道 1) ; 当 Taq DNA 聚合酶用量在 0． 02 ～0． 1 U·μL －1

时，随着 Taq 酶用量的增加，条带越来越清晰可辨，亮度逐渐增强( 泳道 2 ～ 6) ; 当 Taq DNA 聚合酶用量为
0． 12 U·μL －1及以上时，出现非特异性扩增产物( 泳道 7 ～ 8) 。考虑到实验成本，本实验确定 Taq 酶的适

宜用量为 0． 06 U·μL －1。
2． 6 dNTPs 浓度对 ISSR-PCR 扩增结果的影响 dNTPs 是反应的原料，其浓度与 PCR 扩增效率有密切

关系，浓度过高，会导致聚合酶错误地掺入，影响扩增的特异性和准确性，同时还会与 Taq DNA 聚合酶竞

争 Mg2 + ，使反应体系中的 Mg2 + 总量下降，从而影响聚合酶的活性; 浓度过低，会因 dNTPs 过早消耗而使产

物单链化，影响扩增效果［13］。本实验设置了 8 个浓度梯度( 图 6 ) ，当 dNTPs 用量在 50 ～ 100 μmol·L －1

时，有一主条带没扩增出来，且背景较深( 泳道 1，2 ) ; 当 dNTPs 用量在 150 ～ 200 μmol·L －1 时，扩增条带

数量逐渐增加，主带亮度也逐渐增加( 泳道 3，4) ; 当 dNTPs 用量在 250 ～ 400 μmol·L －1时，尽管条带变得

越来越清晰，但条带数量逐渐减少( 泳道 5 ～ 8) 。所以，确定 dNTPs 适宜的浓度为 200 μmol·L －1。
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图 6 dNTPs 浓度试验

1 ～ 8 泳道的浓度分别为: 50，100，150，200，

250，300，350，400 μmol·L －1

图 7 引物浓度试验

1 ～ 8 泳道的浓度分别为: 0． 1，0． 2，0． 3，0． 4，

0． 5，0． 6，0． 7，0． 8 μmol·L －1

2． 7 引物浓度对 ISSR-PCR 反应体系的影响 引物浓度关系到 ISSR-PCR 扩增产物的质量，浓度太低，

其与 DNA 模板结合位点就少，不能进行有效的扩增; 浓度太高则会促使引物错误地引导非特异性产物二

聚体的生成［14］。由图 7 可知: 当引物浓度为 0． 1 ～ 0． 3 μmol·L －1时，尽管扩增产物随着引物浓度的增加

而有所增多，但有一条主条带缺失( 泳道 1 ～ 3) ; 当引物浓度为 0． 4 μmol·L －1时，扩增的条带清晰稳定，

且条带数量较多( 泳道 4) ; 引物浓度为 0． 5 ～ 0． 8 μmol·L －1时，主条带亮度有所增加，但背景逐渐加深，

有些条带变得模糊( 泳道 5 ～ 8) 。故本实验适宜的引物浓度确定为 0． 4 μmol·L －1。

图 8 循环次数试验

1 ～ 8 循环次数分别为: 20，25，

30，35，40，45，50，55 次

2． 8 反应循环次数对 ISSR-PCR 扩增的影响 ISSR-PCR 循环次数对

扩增产物的量具有重要影响，且不同植物适合的循环次数不同。循环

次数不够，扩增产物少，部分谱带不能检测; 过多的循环次数可导致一

些非特异性的产物干扰，发生错配的比例也上升，引起弥散现象［15］。
实验结果( 图 8) 表明，当循环次数为 20 ～ 25 次时，不能获得扩增产物
( 泳道 1，2) ; 当循环次数 30 次时，有一主条带没扩增出来( 泳道 3) ; 当

循环次数为 35 ～ 40 次时，条带基本一致，且清晰稳定( 泳道 4，5) ; 当循

环次数为 45 ～ 55 次时，条带数量变得越来越少，且背景模糊，出现非特

异性可扩增。考虑到过多的循环次数可导致一些非特异性产物的干

扰，而且发生错误的比例也上升［16］，因此，本实验确定女贞 ISSR-PCR
扩增的适宜循环次数为 35 次。
2． 9 退火温度的确定 引物的退火温度极大地影响着 ISSR 反应的进

行，不同的引物，在同样条件下，退火温度也不一样。一般而言，退火温

度偏低，背景模糊，弱带较多; 而退火温度偏高，则片段少，而且不利于

长片段的扩增［15］。本实验根据 ISSR 引物的理论 Tm 值，设置了 6 个温度梯度对 40 条引物进行筛选，最

终确定女贞 ISSR-PCR 实验条件优化体系的适宜引物为 UBC －811 和 UBC －873。
综上所述，适合女贞扩增的 ISSR-PCR 的反应体系为: 25 μl PCR 反应体系中，内含 10 × buffer 2． 5 μL，

2． 0 mmol·L －1的 MgCl2，200 μmol·L －1的 dNTPs，Taq DNA 聚合酶 1． 5 U，引物 0． 4 μmol·L －1，DNA 模

板 10 ng。PCR 扩增程序为: 94 ℃ 预变性 4 min，94 ℃ 变性 40 s，52 ～ 62 ℃ 退火 45 s，72 ℃ 延伸 120 s，进

行 35 个循环，72 ℃ 延伸 8 min，4 ℃ 保存。

3 讨 论

通过 OD260 /OD280值可估测 DNA 的纯度，一般情况下 OD260 /OD280值为 1． 8 ± 0． 1，表明 DNA 纯度很

高。本实验采用改良 CTAB 法提取女贞基因组 DNA，其 OD260 /OD280值为 1． 9 左右，表明所提 DNA 的纯度

已基本符合要求。
邹喻苹等［17］用中国红花莲 DNA 进行 RAPD 扩增时认为，模板质量浓度在 1 ～ 10 mg·L －1的范围内获
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得最佳结果，达到 50 mg·L －1 时会丢失大部份的条带。笔者进行 ISSR 扩增的最适宜模板质量浓度为
10 mg·L －1，这与邹喻苹的结论完全吻合。

在 ISSR 反应体系优化的报道中，以往学者应用的退火温度大多在 52 ～ 56 ℃之间，本实验结果表明，

有些引物的退火温度达到 62 ℃。因此，对 ISSR 这样的随机引物标记，根据其引物序列的碱基构成进行相

应的退火温度设计和优化是十分必要的。
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Establishment and Optimization of ISSR-PCR Reaction System
of Ligustrum lucidum Ait．

LI Chuan-dai1，2，CHEN Fei1，2，WANG Tian-di1，2，LIU Guo-min1，2

( 1． Key Laboratory of Tropical Biological Resources，MOE，Hainan University，Haikou 570228，China;

2． Kudingcha Research Institute of Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: Single factor experiment was used to test the effect factors of ISSR-PCR reaction system． After the op-
timization，a suitable ISSR-PCR reaction system of Ligustrum lucidum Ait． was established as follows: 10 ×
buffer 2． 5 μL，2． 0 mmol·L －1 MgCl2，200 μmol·L －1 dNTPs，1． 5 U Taq polymerase，0． 4 μmol·L －1 prim-
ers，10 ng DNA template，which were contained in 25 μL reaction solution． The optimized amplification program
was that predenaturing at 94 ℃ for 4 min，denaturing at 94 ℃ for 40 s，annealing at 52 ℃—60 ℃ for 45 s，
extension at 72 ℃ for 120 s，for 35 cycles，extension at 72 ℃ for 8 min at last． The products were stored at 4
℃ ． The optimized ISSR-PCR experiment system was applied in the amplification of 12 varieties of germplasm
materials of Ligustrum lucidum Ait and the results indicated that the rich and stable bands can be amplified．
Key words: Ligustrum lucidum Ait． ; ISSR; influential factors; optimization
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