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利用单因子和正交设计双重实验方法
优化广藿香 I SSR-PCR实验体系

曹嵩晓，李娟玲，刘国民，王　艺，戴　景
（海南大学 苦丁茶研究所，海南 海口 570228）

摘　要：为了建立广霍香优化的 ISSR-PCR 反应体系，首先通过单因子试验选定其各影响因子比较适宜的浓
度范围，再利用正交试验设计的方法，对影响广藿香 ISSR-PCR 反应的 5 种因素 4 水平进行优化试验。 结果
表明：广藿香 ISSR-PCR 的优化反应体系最终确定为：在 25 μL 反应体系中，含 DNA 模板 40 ng，Mg2 ＋浓度为

2． 5 mmol·L － 1，引物浓度为 0． 3 μmol·L － 1，Taq DNA 聚合酶用量为 1． 5 U，dNTPs 浓度为 150 μmol·L － 1。
PCR扩增程序为：94 ℃预变性 5 min，然后按 94 ℃变性 45 s，52． 7 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 90 s，进行 40 个循
环，最后 72 ℃延伸 7 min，4 ℃保存。
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广藿香［Pogostemon cablin （Blanco）Benth］为唇形科剌蕊草属植物，原产于菲律宾、马来西亚、印度等
国家，后传入我国。 广藿香全草入药，味辛，性微温，具有芳香化浊、开胃止呕、发表解暑等功效，是我国常
用的中药之一。 《中华人民共和国药典》规定为著名国家中药保护品种“藿香正气丸（胶囊、水）”和“抗病
毒口服液”的重要原料，同时也是其他 30 多种中成药的主要原料［1］ 。 有关广藿香种质资源鉴定和分类方
面，曹柳英等［2］采用 46 种引物进行 RAPD分析，筛选出可鉴别广藿香 RAPD图谱引物 6 条，将不同产地的
广藿香进行了聚类分析。 潘超美等［3］用从 80 个 RAPD随机引物中筛选出的 14 个具较高多态性检测能力
的引物对 5 个栽培居群的广藿香进行了分析。 但应用 ISSR技术研究广藿香的相关论文未见报道。

所谓 ISSR（Inter-simple sequence repeat，简单序列重复区间），是 Zietkiewicz 等 1994 年创建的一种基
于 SSR的简单重复序列区间扩增多态性分子标记［4］，具有模板需求量少、操作简单、实验成本低、多态性
丰富、重复性好等优点［5］ 。 但由于 ISSR分子标记是建立在 PCR反应基础之上的分子标记技术，其反应体
系不同可产生不同的结果。 为了确保 ISSR分析结果的可靠性和可重复性，进行 ISSR-RCR 反应体系优化
研究是十分必要的。 本研究综合运用单因子试验和正交实验 2 种方法，对影响 ISSR结果的主要影响因子
（dNTPs浓度、Taq DNA聚合酶用量、模板 DNA用量、引物浓度、Mg2 ＋浓度）和热循环参数（退火温度、退火
时间、循环次数等）进行了优化，建立了一套重复性好、适用于大批量广藿香种质材料 ISSR 分析的优化反
应体系，旨在为广藿香种质资源的鉴定和遗传多样性分析提供简便的方法。
1　材料与方法

1． 1　供试材料　广藿香嫩叶，取自海南大学苦丁茶种质资源圃。
1． 2　主要试剂与仪器
1． 2． 1　试剂　CTAB（十六烷基三甲基溴化铵）、Tris（三氯氨基甲烷）、EDTA（乙二胺四乙酸）均购自广州
威佳科技有限公司；所用 ISSR 引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成；DNA Marker（λDNA ／



HindⅢ，100 bp plus DNA ladder）购自中科瑞泰（北京）生物科技有限公司；Taq DNA 聚合酶和 4 × dNTP
mix购自上海申能博彩生物科技有限公司。
1． 2． 2　仪器　离心机，电热恒温水浴锅，移液枪，紫外分光光度计，icyclerTM Thermal Cycle 型 PCR 仪，水
平电泳仪，UVP凝胶成像系统等。
1． 3　实验方法
1． 3． 1　广藿香 DNA的提取　采用李娟玲等［6］的改良 CTAB法提取广藿香基因组 DNA，用紫外分光光度
计检测 DNA浓度和纯度，并采用 w ＝ 0． 8％的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量。 最后将样品释稀成 20 mg
·L － 1，用于 ISSR反应体系的优化实验。
1． 3． 2　单因子试验　ISSR 基本反应体系组成为：10 ×反应 buffer 2． 5 μL，MgCl22． 5 mmol·L － 1，DNA 模
板 40 ng，引物 0． 4 μmol·L － 1，Taq DNA聚合酶 2． 0 U，dNTPs 200 μmol·L － 1，最后用无菌超纯水补足至
25 μL。 ISSR-PCR基本扩增程序为：94 ℃预变性 5 min，然后按 94 ℃变性 45 s，52 ℃退火 45 s，72 ℃延伸
90 s，进行 40 个循环，最后 72 ℃延伸 7 min。 根据预实验结果，选定 UBC － 868 为 ISSR优化引物。 反应体
系的优化先按单因子梯度设置进行（见表 1），即在保持其他因子不变的条件下，变化单一因子，筛选比较
适宜的浓度范围。 取扩增产物 10 μL和 2 μL的 loading buffer 混匀，点样于 w ＝ 1． 5 ％的琼脂糖凝胶（含
0． 5 μg·m L － 1EB）的上样孔中，以 100 bp plus DNA ladder作为对照分子质量标准，在 0． 5 × TBE 缓冲液
中电压 4． 5 V·cm － 1电泳 2． 0 h，然后在 UVP型凝胶成像分析系统下照相并记录，检验并分析优化结果。

表 1　ISSR-PCR 体系优化的因素与水平

水平
模板用量 ／

ng
Mg2 ＋浓度 ／

（mmol·L － 1）
引物浓度 ／

（μmol·L － 1）
Taq DNA 聚合酶用量 ／

U
dNTPs浓度 ／
（μmol·L － 1）

1 5 0． 5 0． 1 0． 5 50
2 10 1． 0 0． 2 1． 0 100
3 20 1． 5 0． 3 1． 5 150
4 40 2． 0 0． 4 2． 0 200
5 60 2． 5 0． 5 2． 5 250
6 80 3． 0 0． 6 3． 0 300
7 160 3． 5 0． 7 3． 5 350
8 320 4． 0 0． 8 4． 0 400

　　注：模板用量为 25 μL 反应体系中的用量，以下同
1． 3． 3　ISSR-PCR 反应因素水平的正交设计　在正交设计中，以 DNA 模板用量、Mg2 ＋浓度、引物浓度、
Taq DNA聚合酶用量以及 dNTPs浓度 5 个因素 4 个水平设计，以单因子试验结果获得的适宜浓度范围作
为参考依据，以避免在某一因素的水平设计时偏离正常的浓度范围太远。 选用 L16（45）正交表，在 4 个水
平上进行实验（见表 2）。 ISSR-PCR扩增程序、PCR产物检测与单因子试验相同。

表 2　ISSR-PCR 体系优化正交试验设计 L16（4
5）

编号
模板用量 ／

ng
Mg2 ＋浓度 ／

（mmol·L － 1）
dNTPs浓度 ／
（μmol·L － 1）

Taq DNA 聚合酶用量 ／
U

引物浓度 ／
（μmol·L － 1）

1 20 1． 5 100 1． 0 0． 3
2 20 2． 0 150 1． 5 0． 4
3 20 2． 5 200 2． 0 0． 5
4 20 3． 0 250 2． 5 0． 6
5 40 1． 5 150 2． 0 0． 6
6 40 2． 0 100 2． 5 0． 5
7 40 2． 5 250 1． 0 0． 4
8 40 3． 0 200 1． 5 0． 3
9 60 1． 5 200 2． 5 0． 4
10 60 2． 0 250 2． 0 0． 3
11 60 2． 5 100 1． 5 0． 6
12 60 3． 0 150 1． 0 0． 5
13 80 1． 5 250 1． 5 0． 5
14 80 2． 0 200 1． 0 0． 6
15 80 2． 5 150 2． 5 0． 3
16 80 3． 0 100 2． 0 0． 4
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1． 3． 4　两种优化体系的比较　比较分析广藿香 ISSR-PCR单因子试验和正交设计试验的优化结果，确定
其 ISSR-PCR较适宜的反应体系。
1． 3． 5　退火温度的确定　运用上述反应程序和较适宜的反应体系，根据所购引物的理论退火温度，设计
了 5 个退火温度梯度，即：49． 3，50． 9，52． 7，54． 4，55． 2 ℃，对所购引物进行退火温度筛选，根据 ISSR-PCR
扩增带结果确定其优化体系的退火温度。 最后在保持以上影响因子和热循环参数不变的情况下，对循环
次数进行了 5 个梯度试验，即：25，30，35，40，45 个循环，确定适宜的循环次数。
2　结果与分析

2． 1　广藿香 DNA提取　高质量的广藿香 DNA 是进行
ISSR-PCR研究的基础。 本研究采用改良 CTAB 法提取
的 DNA呈无色絮状沉淀，电泳结果显示 DNA 长度等于
或接近 23 kb，且无拖尾现象，这说明所提取的 DNA完整
性好，基本上无断裂。 DNA 的 OD260 ／ OD280均在 1． 8 左
右，说明 DNA纯度高（如图 1）。 用这种方法提取的广藿
香 DNA有利于 ISSR-PCR优化实验的研究。
2． 2　单因子试验结果分析
2． 2． 1　模板 DNA 用量对 ISSR-PCR 反应的影响　DNA 模板用量
是影响 ISSR-PCR扩增效果的因素之一。 从图 2 可以看出，在本试
验设计的 8 个模板用量范围内，均能扩增出清晰、稳定的条带。 当
模板 DNA用量为 5 ng时，扩增出的条带较少（如图 2 泳道 1），当用
量为 10 ～ 20 ng时，扩增出的条带增多，但有个别条带不清晰（如
图 2 泳道 2 ～ 3）；当模板 DNA用量为 40 ～ 320 ng时，扩增出的条带
数和清晰度基本一致（如图 2 泳道 4 ～ 8）。 在保证扩增条带数量和
清晰度的情况下通常尽量选择低用量，所以在广藿香 ISSR-PCR 反
应体系中，模板最适用量为 40 ng。
2． 2． 2　Mg2 ＋

浓度对 ISSR-PCR 反应的影响　Mg2 ＋ 作为 Taq DNA
聚合酶的辅助因子，其浓度的高低不仅影响 Taq DNA聚合酶活性，
而且还由于它能与反应液中的 dNTPs、模板 DNA 及引物结合，故影
响到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［7］ 。 从图 3 可以看出，当Mg2 ＋浓度为 0． 5 ～1． 0 mmol·L － 1时，扩增出的条
带较少（如图 3泳道 1 ～ 2）；当Mg2 ＋浓度为 1． 5 ～2． 5 mmol·L － 1时，扩增出的条带逐渐增多（在进行正交设
计时，Mg2 ＋浓度的水平设计取值范围可考虑在 1． 5 ～ 2． 5 mmol·L － 1之间），其中，当 Mg2 ＋ 浓度为 2． 5
mmol·L － 1时，扩增出的条带最多且清晰（如图 3 泳道 3 ～ 5）；当 Mg2 ＋浓度大于 2． 5 mmol·L － 1时，特异性
条带增加，背景逐渐模糊（如图 3 泳道 6 ～ 8）。 因此，广藿香ISSR-PCR反应体系中 Mg2 ＋的适宜浓度确定为

2． 5 mmol·L － 1。
2． 2． 3　引物浓度对 ISSR-PCR反应的影响　引物浓度的高低也是 PCR 反应中的影响因素。 从图 4 可以
看出，在 8 个浓度梯度中，当引物浓度在 0． 1 ～ 0． 2 μmol·L － 1时，扩增出的条带少且不清晰（如图 4 泳道
1 ～ 2）；当引物浓度在 0． 6 ～ 0． 8 μmol·L － 1时，扩增出的条带背景逐渐加深且大片段条带逐渐变得模糊
（如图 4 泳道 6 ～ 8）；当引物浓度在 0． 3 ～ 0． 5 μmol·L － 1时，扩增出的条带基本一致且清晰（如图 4 泳道
3 ～ 5，在进行正交设计时，引物浓度的水平设计取值范围可考虑在 0． 3 ～ 0． 5 μmol·L － 1之间）。 为了降低
成本，将广藿香 ISSR-PCR反应体系中引物的适宜浓度确定为 0． 3 μmol·L － 1。
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2． 2． 4　Taq DNA聚合酶的用量对 ISSR-PCR反应的影响　在 PCR反应中，Taq DNA聚合酶的单位量也是
影响 PCR结果的重要因素。 Taq DNA聚合酶的用量高，不仅增加试验成本，而且会导致非特异性产物增
加；Taq DNA 聚合酶的用量低，则会使酶过早耗完，导致产物合成率下降［8］ 。 从图 5 可以看出，当 Taq
DNA聚合酶用量在 0． 5 U时，扩增出的条带较少（如图 5 泳道 1），当 Taq DNA 聚合酶用量在 1． 0 ～ 2． 5 U
时，扩增出的条带较清晰且带型基本一致，但当 Taq DNA聚合酶用量在 1． 5U时，扩增出的条带最清晰（如
图 5，泳道 2 ～ 5，在进行正交设计时，Taq DNA聚合酶用量之水平设计的取值范围可考虑在 1． 0 ～ 2． 5 U之
间）；当 Taq DNA聚合酶用量大于 2． 5 U时，条带出现弥散现象且出现非特异性产物（如图 5 泳道 6 ～ 8）。
因此，广藿香 ISSR-PCR反应体系中 Taq DNA聚合酶的最佳用量确定为 1． 5 U。
2． 2． 5　dNTPs 浓度对 ISSR-PCR 反应的影响　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［9］ 。 从图 6 可以看出，当 dNTPs浓度为 50 μmol·L － 1时，所扩增出的条带较少（如
图 6 泳道 1）；当 dNTPs浓度为 100 ～ 200 μmol·L － 1时，扩增出的条带基本一致（如图 6 泳道 2 ～ 3，在进行
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正交设计时，dNTPs浓度的水平设计取值范围可考虑在 100 ～ 200 μmol·L － 1之间），但以 dNTPs 浓度为
150 μmol·L － 1时，扩增出的条带最为清晰；当 dNTPs 浓度为 250 μmol·L － 1时，扩增的条带数变少，且个
别条带变得模糊（如图 6 泳道 5）；当 dNTPs浓度为 300 ～ 400 μmol·L － 1时，扩增的条带数逐渐变少（如图
6 泳道 6 ～ 8）。 因此，广藿香 ISSR-PCR反应体系中 dNTPs的最佳浓度确定为 150 μmol·L － 1。
2． 3　PCR正交设计直观分析　正交试验 PCR产物电泳结果见图 7。 在 16 个组合中，均有谱带产生。 参
照何正文等［10］的方法，依据谱带的强弱和杂带的多少对 PCR 扩增结果依次打分。 条带数量丰富、清晰、
稳定的最佳产物记 16 分，最差的计 1 分。 16 个组合的分数从左到右依次为：5，16，6，8，15，3，11，13，2，
14，4，7，1，12，9，10 分 。

　　根据打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（见表 3）。

表 3　正交设计实验结果的直观分析

项目
模板用量 ／

ng
Mg2 ＋浓度 ／

（mmol·L － 1）
dNTPs 浓度 ／
（μmol·L － 1）

Taq DNA 聚合酶用量 ／
U

引物浓度 ／
（μmol·L － 1）

K1 35． 00 23． 00 22． 00 35． 00 41． 00
K2 42． 00 45． 00 47． 00 34． 00 39． 00
K3 27． 00 30． 00 33． 00 45． 00 17． 00
K4 32． 00 38． 00 34． 00 22． 00 39． 00
k1 8． 75 5． 75 5． 50 8． 75 10． 25
k2 10． 50 11． 25 11． 75 8． 50 9． 75
k3 6． 75 7． 50 8． 25 11． 25 4． 25
k4 8． 00 9． 50 8． 50 5． 50 9． 75
R 3． 75 5． 50 6． 25 5． 75 6． 00

　　注：Ki：每个因素同一水平下的试验值之和；ki：每一因素同水平下的数据平均值；R：同一因素不同水平间平均
值的极差

极差 R反映了影响因素对反应体系的影响，R越大，影响越显著。 由表 3 可知，各因素水平的变化对
广藿香 ISSR-PCR 反应的影响从大到小依次为：dNTPs ﹥引物﹥ Taq DNA 聚合酶﹥ Mg2 ＋﹥ DNA 模板。
每一因素同一水平下的数据平均值 ki反映了影响因素各水平对反应体系的影响情况，ki 值越大，反应水
平越好［11］，因此，广藿香 ISSR-PCR最优反应体系为 DNA模板 40 ng，Mg2 ＋浓度为 2． 0 mmol·L － 1，引物浓度
为0． 3 μmol·L － 1，Taq DNA聚合酶用量为 2． 0 U，dNTPs浓度为 150 μmol·L － 1。
2． 4　两种优化体系的比较　根据单因子试验结果，较适宜的反应体系为 DNA 模板 40 ng，Mg2 ＋浓度为
2． 5 mmol·L － 1，引物浓度为0． 3 μmol·L － 1，Taq DNA聚合酶用量为 1． 5 U，dNTPs浓度为 150 μmol·L － 1。
而根据正交试验结果，最优反应体系为 DNA 模板 40 ng，Mg2 ＋浓度为 2． 0 mmol·L － 1，引物浓度为 0． 3
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μmol·L － 1，Taq DNA聚合酶用量为 2． 0 U，dNTPs浓度为 150 μmol·L － 1。 除了 Mg2 ＋浓度和 Taq DNA 聚
合酶用量不一样外，其他 3 个因素的最佳水平都一样。 为了确定广藿香 ISSR-PCR 最佳反应体系，笔者对
2 种优化体系进行了比较，每种体系重复 3 次（见图 8）。 从图 8 可以看出，单因子试验和正交设计试验所
显示出的条带数量和清晰度基本一致，但从节约 Taq DNA 聚合酶用量以降低实验成本的角度考虑，广藿
香 ISSR-PCR的最佳反应体系确定为单因子试验所得的优化体系。
2． 5　不同退火温度对广藿香 ISSR-PCR 扩增的影响　退火
温度是影响扩增特异性的主要因子之一。 退火温度过高时，引
物不能与模板牢固结合，DNA 扩增效率下降；退火温度过低则
可能造成引物与模板错配，非特异性产物增加。 用单因子试验
确定的广藿香 ISSR-PCR 最佳反应体系进行退火温度梯度试
验，设置的 5 个温度梯度分别为 49． 3，50． 9，52． 7，54． 4，55． 2
℃（见图 9）。 从图 9 可以看出，当退火温度为 49． 3 ～ 50． 9 ℃
时，扩增出的条带较少且有非特异性扩增现象发生（如图 9 泳
道 1 ～ 2）；当退火温度为 54． 4 ～ 55． 2 ℃时，扩增出的条带逐渐
变少且清晰度逐渐降低（如图 9 泳道 4 ～ 5）；当退火温度为
52． 7 ℃时，所扩增出的条带数量最多且最清晰（如图 9 泳道
3）。 因此，引物 UBC － 868 的最适退火温度确定为 52． 7 ℃。
2． 6　循环次数对广藿香 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［12］ 。 从图 10 可以看出，当循环次数为 25 次和 30 次时，不
能检测到扩增产物（如图 10 泳道 1 ～ 2）；当循环次数为 35 次和 40 次时，所扩增出的条带数量和带型基
本一致（如图 10 泳道 3 ～ 4），但是当循环次数为 40 次时，条带较亮；当循环次数为 45 次时，条带变少且有
弥散现象发生（如图 10 泳道 5）。 因此，最适宜的循环次数确定为 40 次。

3　讨　论

ISSR标记技术已在植物遗传多样性检测、亲缘关系、品种鉴定及育种材料的早期选择等得到广泛应
用。 但 ISSR技术极易受外界因素的影响，扩增条件的变化对 ISSR 带谱的影响较大，并且直接影响 ISSR
分析的准确性和可靠性。 ISSR带谱的重复性与稳定性是 ISSR 进行遗传多样性分析的前提条件。 因此，

40 热 带 生 物 学 报　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2011 年　



为了获得可重复性高的 ISSR带谱，在对不同物种，甚至同一物种不种质材料之间进行 ISSR 分析之前，花
适当的时间与精力寻求最适宜的 ISSR-PCR扩增条件是十分必要的。

目前常用 ISSR实验条件优化的方法有 2 种，即：单因子优化和正交试验优化。 正交试验设计具有均
衡分散、综合可比及可伸可缩、效应明确的特性，可了解各因素之间的内在规律，较快地找到最优的水平
组合［13］ 。 但正交试验不能很好地估计实验误差，对结果的评价带有一定的主观成分，使各因素最佳反应
水平的确定缺乏可靠性。 采用单因子 PCR优化设计对各个影响因素逐一进行研究，对最佳水平的确定更
直观，但不能兼顾各成分之间的交互作用［11］ 。 笔者综合运用了 2 种实验方法分析广藿香 ISSR-PCR 体系
的影响因素，在一定程度上可有效克服 2 种方法各自的局限性，通过比较 2 种优化方法扩增结果，最终选
出广藿香 ISSR-PCR最适宜的反应体系为：DNA模板 40 ng，Mg2 ＋浓度为 2． 5 mmol·L － 1，引物浓度为 0． 3
μmol·L － 1，Taq DNA聚合酶用量为 1． 5 U，dNTPs 浓度为 150 μmol·L － 1。 然后又进行了退火温度和循
环次数的筛选，确定引物 UBC － 868 最佳退火温度为 52． 7 ℃和最佳循环次数为 40 次。 本实验确定了广
藿香最适宜的 ISSR-PCR反应体系，为广藿香种质资源的鉴定和遗传多样性分析提供科学依据。
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Optimization of ISSR-PCR Experimental System
for Pogostemon cabli n with the Dual Experiment Methods

of the Si ngle Factor and the Orthogonal Design

CAO Song-xiao，LI Juan-li ng，LIU Guo-mi n，WANG Yi，DAI Ji n
（The Kudingcha Research Institute，Hainan University，Haikou 570228，China）

Abstract： In order to establish the optimized ISSR-PCR experiment system for Pogostemon cablin，the single
factor experiments were used to detect the suitable concentration ranges of the different influential factors，and
then the orthogonal design was performed to optimize 5 factors （Mg2 ＋ ，dNTPs，primer，Taq polymerase，DNA
template）at 4 levels，which affect ISSR-PCR amplification system of Pogostemon cablin． The results indicated
that a suitable ISSR-PCR reaction system established：10 × buffer 2． 5 μL，40 ng DNA template，2． 5 mmol·
L － 1 MgCl2，0． 3 μmol·L － 1 primers，1． 5 U Taq polymerase，150 μmol·L － 1 dNTPs were contained in 25 μL
reaction solution． The optimized amplification program was that predenaturing at 94 ℃ for 5 min，then denatu-
ring at 94 ℃ for 45 s，primer annealing at 52． 7 ℃ for 45 s，extension at 72 ℃ for 90 s，for 40 cycles，at last
extension at 72 ℃ for 7 min，and the products were stored at 4 ℃ ．
Key words：Pogostemon cablin；ISSR-PCR；single factor tests；orthogonal design
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