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唐古特大黄 ISSR—PCR反应条件的优化 

胡延萍 一，谢小龙1一，王 莉 ，杨 建 一，李 毅1 
(1．中国科学院 西北高原生物研究所 高原适应与进化重点实验室，西宁 810001；2．中国科学院 研究生院，北京 100049) 

摘 要：利用单因素试验对影响唐古特大黄 ISSR—PCR扩增的重要参数进行优化，以期建立其最佳反应条件。 

结果如下 ：2O L反应体系包括 1．5×PCR buffer(15 mmol／L Tris—HCI，75 mmol／L KCI)，1．00 mmol／L 

MgC12，0．6U Taq DNA聚合酶，0．125 mmol／L dNTP，0．5~mol／L引物和 3O ng模板 DNA；引物 UBC888适 

宜的退火温度为 57．4℃。ISSR反应条件的建立为利用分子标记技术研究唐古特大黄居群遗传多样性奠定 

了良好基础。 
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Abstract：Inter-Simple Sequence Repeats(ISSR)is a good molecular marker for revealing genetic diversity．Reaction 

system differed in different species，SO optimization of ISSR-PCR reaction is very important．Factors which affect the 

ISSR—PCR amplification，such as the concentration of Mg抖 ，Taq DNA polymerase，dNTP，primer and template DNA 

with different annealing temperatures，were optimized and selected by using the genomic DNA of Rheum tanguticum 

as materia1．Optimal PCR(20 L)mix contained 1．5×PCR buffer(15 mmol／L Tris—HCI，75 mmol／L KCI)，1．00 

mmol／L MgCI2，0．6 U Taq DNA polymerase，0．125 mmol／L dNTP，0．5／*mol／L primer and 30ng template DNA． 

The suitable annealing temperature was 57．4℃ for primer UBC888．Establishment of the PCR reaction conditions 

could favor further studies on the genetic diversity of R．tanguticum by using ISSR molecular marker techniques． 

Key words：Rheum tanguticum ；ISSR-PCR；optimization 

ISSR(Inter—simple Sequence Repeats)标记，即 

简单重复序列区间 DNA标记 ，是 由加拿大蒙特利 

尔大学 Zietkiewicz等于 1994年创建的一种基于 

PCR的分子标记技术。基本原理是：利用基因组中 

存在的简单重复序列(Simple Sequence Repeats， 

SSR)本身设计引物，在 SSR的 3 或 5 端加锚 1～4 

个随机碱基，然后以此为 3 或 5 引物，对两侧具有 

反向排列 的 SSR间 的基 因组 片段进 行扩增。与 

RAPD相同，ISSR具有操作简单 ，所需 DNA量少， 

无需预知研究对象基因组序列等优点，但 ISSR标 

记产物多态性远比 RFLP、SSR、RAPD丰富，可提 

供更多关于基因组的信息，且由于其引物较长、退火 
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温度较高，使其多态性和稳定性 明显优于 RAPD标 

记技术，现已广泛应用于动植物的种质资源鉴定、遗 

传连锁图谱的构建、基因定位、分类、进化和遗传多 

样性 等方 面 的研 究 (王建 波 ，2002；周延 清 ，2005； 

Nagaoka等，1997；Ammiraju等 ，200l；Sankar等 ， 

2001；Kim 等 ，2002)。由于 ISSR 技 术 也 是 基 于 

PCR的一种分子技术，所以同其它标记一样，其最 

终结果易受 多种 因素 的干扰 ，如 Mg抖、Taq DNA 

聚合酶、模板 DNA、dNTP和引物等都能影 响扩增 

的结果 ，甚至其中一个 因子的改变都会导致扩增条 

带弥散 、消失及位置的改变 ，从而严重影响整个实验 

结果，因此，在研究时都应先建立合适的反应体系并 

对其进行优化(李文表等 ，2006；顾奇萍等 ，2007)。 

唐古特大黄(Rheum tanguticum)，又名鸡爪大 

黄，为蓼科 (Po1ygonaceae)大黄属 (Rheum)多年生 

草本植物，分布在西藏东部、青海 、甘肃，生于海拔在 

1 700~4 300 m的山坡林缘、灌丛及半阴坡石堆中 

(中国科学院西北高原生物研究所，1991)，是我国的 

特有种(李安仁，1998；吴玉虎，2004)。其干燥根及 

根茎人药，性寒，昧苦；具有泻热通肠，凉血解毒，逐 

瘀通经之功效；为“正品大黄”之一(国家药典委员 

会 ，2005)。迄今为止 ，对唐 古特 大黄 的药用化学成 

分提取，HPLC指纹图谱 (郑俊华，1991；李磊等， 

2005)，有效成分的药理作用(李淑娟等，2005)，组织 

培养(董相军等 ，2004)和细胞学(胡延萍等，2007)进 

行了大量研究 。有关唐古特大黄的分子生物学研究 

甚少 ，文献报道仅见杨美华 (2001)以 RAPD标记鉴 

别三种正品大黄；采用 ISSR分子标记来研究唐古 

特大黄植物 ，至今未见报道 。 

本文以唐古特大黄基因组 DNA为模板，建立 

了条带清晰、重复性好 的唐古特 大黄 ISSR—PCR反 

应体系，为进一步利用该技术进行唐古特大黄种质 

资源鉴定及遗传多样性研究奠定了良好技术基础。 

1 材料和方法 

1．1材料 

来源 ：唐古特大黄幼嫩叶片采 自青海省果洛州， 

硅胶干燥后于一2O℃ 冰箱保存。主要试剂：ISSR引 

物采用加拿大哥伦 比亚大学 (University of British 

Columbia)提供的序列，由上海生工生物工程技术 

服务有 限公 司合 成。Taq DNA 聚合 酶，dNTP， 

MgC12，200bp DNA Ladder Marker均购 自宝生物 

工程Ck连)有限公 司。 

表 1 ISSR-PCR体 系的因素与水平 

Table l Factors and levels used in ISSR—PCR reaction system 

MgCI2(mmol／I ) 

Taq DNA聚合酶(u／2oi ) 

dNTP(rnmol／I ) 

Primer(p．mol／I ) 

DNA(ng／201 ) 

1．00 

0．4 

0．050 

0．1 

50 

1．25 

0．6 

0．075 

0．2 

40 

1．50 

0．8 

0．100 

0．3 

30 

1．75 

1．O 

0．125 

0．4 

20 

2。OO 

l_2 

0．15O 

0．5 

1O 

1．2方 法 

1．2．1 DNA提取与检测 基因组 DNA提取采用改 

进 CTAB法 (Doyle等 ，1987；杨美 华 ，2001)。用 

0．8％琼脂糖 凝胶对 DNA 质 量进 行 电泳检测 ，以 

DNA／HindⅢ 为对 照，检测 DNA 片段 的长 度和 

DNA浓度。 

1．2．2 PCR反应与产物检测 ISSR—PCR原初反应 

体系为20 L PCR反应体积中，1．5×PCR buffer 

(15 mmol／L Tris—HCJ，75 mmol／L KC1)，1．875 

mmol／L MgC12，0．075 mmol／L dNTP，0．3#mol／L 

引物，0．9 U TaqDNA聚合酶，2O ng模板 DNA。 

扩增 反应在 DyadDiseipleTM Peltier Thermal Cy— 

cler型 PCR仪上进行。扩增程序为 94℃变性 5 

min，然后进行 38个循环 ：94℃变性 20 S，55℃复性 

60 S，72℃延伸 80 S，循环结束后 72℃延伸 6 min，4 

℃保存 。扩增产物在 1．5 的琼脂糖凝胶 (含 0．5 

／~g／mL EB)中电泳 ，电泳缓冲液为 1×TAE，电压 3 

～ 5 V／cm，UVP Biolmaging System紫外成像系统 

拍照记录电泳结果。 

1．2．3 ISSR反应体系的优化 ISSR—PCR扩增反应 

体系的优化采用单因素试验，试验因素及水平见表 

1，每个水平重复 2次，每一因素的合适条件确定后 

作为后续因素研究的基础。 

1．2．4退火温度的确定 采用梯度 PCR模式：在 
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UBC888引物 Tm(53．8℃)值上下设 置 12个温度 

梯度 (50．0、50．3、50．9、51．7、52．8、54．3、56．0、 

57．4、58．5、59．3、59．8、60．0℃)进行筛选，其余 

PCR扩增程序同 1．3．2。 

2 结果与讨论 

2．1 Me 浓度对 ISSR扩增的影响 

Mg 浓度是影响 PCR扩增的一个主要 因素。 

作为 Taq DNA聚合酶的辅助因子，Mg抖浓度不仅 

影响 Taq DNA聚合 酶的活性 ，还能与反应液 中的 

dNTP、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 (林万 明，1993)。本试 

验对 5个 Mg 浓度梯度(表 1)进行比较，结果(图 

1)显示不同浓度间扩增结果差异较大：Mg。 浓度的 

变化不仅影响 ISSR条带的数量，还影响其强弱及 

有元。Mg抖浓度大子等于 1．50 mmol／L时，出现 

非特异性模糊条带且泳道背景较深；Mg抖浓度为 

1．25 mmol／L时，两个重复不一致，2号扩增在 600 

bp和 800 bp之间出现一条模糊条带 ，且大于 1 400 

bp处也有模糊条带 ；Mg。 浓度为 1．O0 mmol／L时， 

扩增条带清晰，稳定性好，因此，Mg 浓度选用 

1．00 mmol／L。 

图 l Mg +对 ISSR扩增的影响(引物 UBC888) 

Fig．1 Effect of Mg0+ concentration on ISSR 

amplification(Primer UBC888) 

1'-5 为1—5的重复，1-5：M 浓度分别为 1．00、1．25、1．50、1．75、 

2．00 mmol／L；M：200 bp标准分子量参照物，下同。 

2．2 Taq DNA聚合酶对ISSR扩增的影响 

Taq DNA聚合酶是 PCR扩增反应的关键因 

素。在实验过程中，为了保持扩增反应的稳定性，应 

尽量使用同一厂家同一批次的 Taq DNA聚合酶。 

Taq DNA聚合酶为 0．4 U时(图 2)，扩增条带少， 

重复性差；Taq DNA聚合酶大于等于 0．8U时，扩 

增条带数量增多 ，但 出现模糊条带，不易辨认 ；唯有 

Taq DNA聚合酶为 0．6U时 ，扩增条带清晰且稳定 

性好。2O L反应体 系 Taq DNA 聚合酶 的量以 

0．6 U较为适宜 。 

图2 Taq DNA聚合酶对ISSR扩增的影响 

Fig．2 Effect of Taq DNA polymerase 

on ISSR amplification 

1 一5 为 I一5的重复，1-5：Taq DNA聚合酶的量 

分别为：0．4、0．6、0．8、1．0、1．2 U。 

图 3 dNTP对 ISSR扩增的影响 

Fig．3 Effect of dNTP concentration 

on ISSR amplification 

1'-5 为 1—5的重复，1—5：dNTP浓度分别为 0．050、 

0．075、0．100、0．125、0．150 mmol／L。 

2．3 dNTP浓度对 ISSR扩增的影响 

dNTP是 PCR反应的原料。dNTP浓度过低 

会导致扩增带产率低，过高会产生错误掺入。当 

dNTP浓度为0．050 mmol／L和0．100 mmol／L时， 

扩增条带少，且位于 1 400~2 000 bp之间的条带模 

糊不易辨认；当dNTP浓度为0．150 mmol／L时，两 

次重复不一致；当dNTP浓度为 0．075 mmol／L时， 

1 600 bp左右的条带有些模糊，且800~1 000 bp之 

间出现一条非特异性带。dNTP浓度为 0．125 

mmol／L时，产物丰富，条带清晰，重复性好。从整 
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图 4 模板 DNA对 ISSR扩增的影响 

Fig．4 Effect of template DNA concentration 

on ISSR amplification 

1'-5 为 1—5的重复，1-5：模板 DNA用量 

分别为 5O、4O、3O、2O、1O ng。 

体上看 ，dNTP的适宜浓度为 0．125 mmol／L。 

2．4模板 DNA量对 ISSR扩增的影响 

从图 4所示的 5个模 板梯度扩增结 果可 以看 

出：当模板用量大于等于 4O ng时，有模糊条带，不 

易辨认；模板用量越大，产物越多，条带越亮。当用 

量小于等于 20 ng时，出现一些模糊条带和非特异 

性带 ，且扩增条带不稳定 。模板用量为 3O ng时，条 

带稳定且清晰，亮度适 中，是最适模板 DNA用量 。 

图 5 引物浓度对 ISSR扩增的影响 

Fig．5 Effect of primer concentration 

on ISSR amplification 

1 一5 为 1-5的重复，1-5：引物浓度分别 

为 o．1、o．2、o．3、o．4、o．5,umol／L。 

图 6 UBC888退火温度梯度 

Fig．6 The gradient of annealing temperature in UBC888 

1 ～12 为 1-12的重复 ，1—12退火温度分别为 ：50．0、5O．3、50．9、51．7、52．8、54．3、56．0、57．4、58．5、59．3、59．8、60．0。 

2．5引物浓度对 ISSR扩增的影响 

当引物浓度为 0．1#mol／L时 ，无扩增产物；当 

引物浓度为 0．2 ptmol／L和 0．4／~mol／L时扩增 条 

带较少且强度弱；当引物浓度为 0．3~mol／L虽然 

扩增条带多，亮度增强，但大于 1 400 bp的条带模 

糊，不清晰。当引物浓度为 0．5／~mol／L时，带型清 

晰，稳定性好。本试验最佳引物浓度为0．5,umol／L。 

2．6退火温度的确定 

根据公式 Tm=4(G+C)+2(A+T)计算引物 

理论退火温度，ISSR—PCR退火温度一般在 Tm值 

附近上下浮动 1～3℃(陈大霞等，2007)。本试验以 

引物 UBC888为例，梯度 PCR仪在 50．0～6O．0℃ 

之间自动生成 12个退火温度梯度，电泳结果见图 

6。当退火温度 50．O～54．3℃时 ，扩增条带较弱 ，背 

景较深，且 出现模糊条带和非特异性条带 ；退火温度 

56．0℃时条带清晰，但大分子量(1 400 2 000 bp) 

的条带模糊；退火温度 58．5℃和大于59．8℃时，两 

个重复不一致，稳定性差 ；退火温度 59．3℃时出现 

非特异性条带。唯有退火温度57．4℃，扩增的条带 

之闻界限分明、亮度适宜、背景清晰且重复性好。故 

选择 57．4℃为 UBC888的最适退火温度。 

3 结论 

影响 ISSR—PCR扩增结果的因素很多，为获得 

稳定、可靠的ISSR谱带，有必要对其影响因子进行 

0 0 0  8  0 0 0  0  跏 兰兰曼兰啪Ⅲ 枷 Ⅲ 
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优化，筛选出最佳 ISSR扩增条件。唐古特大黄 IS— 

SR—PCR分析较适 宜的扩增条件是 ：2O L反应体 

积含 1．5×PCR buffer(15 mmol／L Tris—HC1，75 

mmol／L KC1)，1．00 mmol／L MgC12，0．6 U Taq 

DNA聚合酶 ，0．125 mmol／L dNTP，0．5／~mol／L 

引物，3O ng模板 DNA；引物 UBC888的最佳退火 

温度为 57．4℃。利用优化的系统 ，从 100个 ISSR 

引物中筛选 出重复性好、条带清晰的 15个引物，对 

图 7 引物 UBC888对唐古特大黄个体的扩增结果 

Fig．7 The amplification results of 14 R． 

tanguticum individuals by UBC888 

唐古特大黄不同个体进行扩增，能得到清晰、稳定、 

多态性高的 ISSR谱带(图 7)。这为进行唐古特大 

黄种质资源鉴定及遗传多样性研究奠定了良好基 

础。有关唐古特大黄居群遗传多样性和遗传分化将 

另发文章。 
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