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钝裂银莲花ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系优化
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摘要：本研究以改良的ＣＴＡＢ法提取的甘肃合作钝裂银莲花（Ａｎｅｍｏｎｅ　ｏｂｔｕｓｉｌｏｂａ）基因组ＤＮＡ为模板，通过正交

和单因素试验，探讨引物浓度、聚合酶浓度、Ｍｇ２＋浓度、ｄＮＴＰｓ浓度和模板浓度对银莲花ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响。

结果表明，钝裂银莲花ＩＳＳＲ－ＰＣＲ最佳反应体系：总体积２０μＬ，模板浓度２０ｎｇ，聚合酶２Ｕ，Ｍｇ
２＋ 浓度２．５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｄＮＴＰｓ浓度０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１，引物浓度０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，引物ＵＢＣ８０７退火温度为５１℃。
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　　ＩＳＳＲ（Ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｐｅａｔ）又称简单
重复序列扩增，是由Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等［１］１９９４年提出的
一种ＤＮＡ标记技术，是近年来发展起来的一类新
型的分子标记技术。ＩＳＳＲ标记技术具有无需知道
任何靶标序列的微卫星背景信息、遗传多态性高、检
测快等特点，在植物分类与进化、遗传多样性研究以
及遗传图谱构建和基因定位方面具有广泛的应用前
景［２］。虽然ＩＳＳＲ－ＰＣＲ具有重复性高的优点［３］，但
不同材料、不同引物的扩增条件有异，反应体系不同
也可产生不同的结果。因此，有必要建立与优化不
同实验材料的ＩＳＳＲ－ＰＣＲ的反应体系和扩增程序，

以期获得稳定、可靠的ＩＳＳＲ分析结果。

钝裂银莲花（Ａｎｅｍｏｎｅ　ｏｂｔｕｓｉｌｏｂａ）为毛茛科
（Ｒａｎｕｎｃｕｌａｃｅａｅ）毛茛亚科银莲花属（Ａｎｅｍｏｎｅ）［４］

植物。分布于喜马拉雅山区和青藏高原东缘，祁连
山、帕米尔高原一带，多数分布于西南部。由于其生
长海拔高、生境分布广泛、进化较为低等，是很好的
分子遗传学和分子生态学的研究材料［５］。因此，本
研究通过提取甘肃合作的高寒草甸地区钝裂银莲花
的ＤＮＡ，采用ＩＳＳＲ分子标记技术，对银莲花进行

ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应条件优化，以期建立重复性高、反应
条件稳定的反应体系，为深入研究高寒草甸银莲花
属植物遗传多样性［６］奠定良好的基础。

１　材料与方法

１．１材料　钝裂银莲花样品采集于甘肃省甘南藏

族自治州合作市（海拔２　９７３ｍ，３４°５７′Ｎ，１０２°５３′Ｅ），
材料采后立即放入保鲜袋中，用硅胶干燥保存。

１．２实验药品与仪器　引物 ＵＢＣ８０７（ＡＧ）８Ｔ、
Ｔａｑ　ＤＮＡ 聚合酶、ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰｓ、１００ｂｐ　ＤＮＡ
Ｌａｄｄｅｒ　Ｐｌｕｓ　Ｍａｒｋｅｒ（购自上海生物工程有限公
司），ＰＣＲ仪（型号 ＭＧ９６＋，杭州朗基科学仪器有
限公司生产）、电泳仪（型号ＤＹＹ－１１，北京六一仪器
公司生产）。

１．３　ＤＮＡ的提取及检测　采集钝裂银莲花幼苗
期嫩叶，采用改良的 ＣＴＡＢ法［７］提取获得基因组

ＤＮＡ，即用氯仿－异戊醇抽提之前加用苯酚∶氯
仿∶异戊醇（２５∶２４∶１）抽提一次，以减少酚类物质
和其他杂质的含量。用紫外可见分光光度计测定

２６０、２８０ｎｍ 处的吸收值，计算 ＤＮＡ 的含量。以

１％琼脂糖凝胶电泳检测所提取ＤＮＡ的质量。

１．４　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系设计与ＰＣＲ扩增
１．４．１　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系正交试验设计　采用

Ｌ１６（５４）正交试验设计对模板浓度、ｄＮＴＰｓ浓度、引
物浓度、Ｍｇ２＋浓度、Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶浓度进行５因
素４水平筛选（表１、表２）。

按表２设计的１６个反应体系组合，每个处理重
复２次进行加样，ＰＣＲ反应体系总体积为２０μＬ。

ＰＣＲ扩增程序［８］：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０
ｓ，引物退火４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，循环３５次；７２℃
延伸７ ｍｉｎ，４ ℃保存。采用１％琼脂糖凝胶电泳
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表１　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的因素与水平

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ

因素

Ｆａｃｔｏｒ

水平（体系浓度）

Ｌｅｖｅｌ（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ）

１　 ２　 ３　 ４

模板ＤＮＡ　ｔｅｍｐｌａｔｅ　ＤＮＡ／ｎｇ　 ２０　 ４０　 ６０　 ８０

ｄＮＴＰ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１　 ０．１　 ０．２　 ０．３　 ０．４

ΜＢＣ８０７Ｐｒｉｍｅｒ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１　 ０．２　 ０．３　 ０．４　 ０．５

Ｍｇ２＋／ｍｍｏｌ·Ｌ－１　 １．５　 ２．０　 ２．５　 ３．０

Ｔａｑ　ＤＮＡ酶ｐｏｌｙｍａｓ／Ｕ　 １　 ２　 ３　 ４

表２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的正交试验设计

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ

处理编号

Ｃｏｄｅ

模板ＤＮＡ

Ｔｅｍｐｌａｔｅ　ＤＮＡ／ｎｇ

Ｍｇ２＋／

ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ｄＮＴＰ／

ｍｍｏｌ·Ｌ－１
Ｔａｑ　ＤＮＡ酶

Ｐｏｌｙｍａｓ／Ｕ

引物Ｐｒｉｍｅｒ／

ｍｍｏｌ·Ｌ－１

１　 ２０　 １．５　 ０．１　 １　 ０．２

２　 ２０　 ２．０　 ０．２　 ２　 ０．３

３　 ２０　 ２．５　 ０．３　 ３　 ０．４

４　 ２０　 ３．０　 ０．４　 ４　 ０．５

５　 ４０　 １．５　 ０．２　 ３　 ０．５

６　 ４０　 ２．０　 ０．１　 ４　 ０．４

７　 ４０　 ２．５　 ０．４　 １　 ０．３

８　 ４０　 ３．０　 ０．３　 ２　 ０．２

９　 ６０　 １．５　 ０．３　 ４　 ０．３

１０　 ６０　 ２．０　 ０．４　 ３　 ０．２

１１　 ６０　 ２．５　 ０．１　 ２　 ０．５

１２　 ６０　 ３．０　 ０．２　 １　 ０．４

１３　 ８０　 １．５　 ０．４　 ２　 ０．４

１４　 ８０　 ２．０　 ０．３　 １　 ０．５

１５　 ８０　 ２．５　 ０．２　 ４　 ０．２

１６　 ８０　 ３．０　 ０．１　 ３　 ０．３

（电压为１００Ｖ）分析扩增产物，凝胶成像系统观察
成像记录。

１．４．２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的单因素试验设计　在
正交试验的基础上，对反应体系中各因素进行单因
素试验。将正交体系中得到的特异性谱带清晰、谱
带多态性较高，且谱带稳定的体系中的５个因素最
优水平的设为固定值，对单个因素进行梯度筛选，将
筛选出的该因素的最佳值作为固定值，然后将其他

４个因素中的一个作为变量进行梯度筛选，其他３
个固定因素不变，这样，依次完成对各因素的筛选，

从而得到最佳反应体系［９－１０］。

２　结果与分析
２．１　ＤＮＡ的提取与检测　提取高质量的钝裂银
莲花基因组的ＤＮＡ是ＩＳＳＲ扩增成功与否的关键。
本试验用改进的ＣＴＡＢ法，所提取的ＤＮＡ的电泳
显示在点样孔附近都呈现出一条亮带；且条带整齐
明亮，没有明显的拖尾，也未见ＲＮＡ条带，说明提
取的ＤＮＡ质量高，完整性好，可用于ＩＳＳＲ体系优
化分析和其他试验（图１）。

２．２　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的正交优化　参照何

０６
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正文等的方法［１１］，根据本试验的正交设计ＰＣＲ扩
增结果和电泳检测，依据琼脂糖电泳谱带的强弱和
杂带的多少进行直观分析。不同处理间，由于

ｄＮＴＰ、引物、Ｍｇ２＋ 和 Ｔａｑ　ＤＮＡ 聚合酶的浓度不
同，其扩增结果存在明显差异（图２）。反应体系１、

９、１４没有条带出现；２、５、１３拖带，背景较重；４扩增
条带较弱，但多态性较高；６扩增条带的多态性较

低，且谱带较弱；８、１６只有两条清晰的条带，扩增条
带的多态性较低；１６为模板、ｄＮＴＰ浓度和 Ｍｇ２＋浓
度过高，使Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶的活性降低，反应不完
全；１０、１１、１２、１５扩增条带的多态性较低，且谱带较
弱；３、７扩增条带多态性高，且较清晰，但７中 Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶浓度过低，可能会使反应无法充分进
行，从而影响扩增效果［１２］。最佳组合应选择特异性

图１　钝裂银莲花２４个样品基因组ＤＮＡ电泳检测

Ｆｉｇ．１　Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　２４　Ａｎｅｍｏｎｅ　ｏｂｔｕｓｉｌｏｂａ　ｓａｍｐｌｅｓ
注：１～２４分别为合作黄色钝裂银莲花１～２４号样。

Ｎｏｔｅ：１－２４ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　２４　Ａｎｅｍｏｎｅ　ｏｂｔｕｓｉｌｏｂａ　ｓａｍｐｌｅｓ．

图２　正交试验设计ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的扩增结果

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｄｅｓｉｇｎ
注：１～１６分别为ＩＳＳＲ－ＰＣＲ正交试验处理编号。

Ｎｏｔｅ：１－１６ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｃｏｄｅ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｄｅｓｉｇｎ　ｉｎ　ｔａｂｌｅ　２．

谱带清晰、谱带多态性较高，且谱带稳定的组合［１３］，

故本试验选择反应体系３为最佳组合，即２０μＬ　ＩＳ－
ＳＲ－ＰＣＲ反应体系中含有模板２０ｎｇ、１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆ－
ｅｒ　２ μＬ、ｄＮＴＰｓ　０．３ ｍｍｏｌ·Ｌ－１、引 物 ０．４

ｍｍｏｌ·Ｌ－１、Ｍｇ２＋２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、和３ＵＴａｑ　ＤＮＡ
聚合酶。

２．３　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的单因素试验
２．３．１不同模板ＤＮＡ浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系
的影响　ＤＮＡ模板的质量和用量是ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩

增效果的重要影响因素［１４］，用量过高会出现非特异

性扩增，甚至抑制扩增的进行，浓度过低则得不到扩
增产物。本试验设置了４个模板ＤＮＡ的梯度（图

３），模板ＤＮＡ为２０ｎｇ时，扩增条带多且较亮；为

４０ｎｇ时，扩增条带清晰且背景弱；为６０、８０ｎｇ时，
扩增条带较强，背景较亮，多态性较差。因此，本试
验选择４０ｎｇ为反应体系中模板ＤＮＡ的用量。

２．３．２　ｄＮＴＰ浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的影响　
ｄＮＴＰ作为ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应的原料参与新链ＤＮＡ
的合成过程。在ＰＣＲ反应中，ｄＮＴＰｓ的用量影响
到碱基掺入的正确与否以及扩增产率的高低，浓度
过高或过低都导致分子量相对较大的条带得不到有
效扩增。本试验设置了 ０．１、０．２、０．３ 和 ０．４
ｍｍｏｌ·Ｌ－１共４个浓度梯度。ｄＮＴＰｓ浓度为０．１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１时扩增条带模糊，为０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，

１６
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扩增条带清晰，但背景较高，０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１时扩增
条带清晰，背景清晰，产率最高，０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１时
出现非特异性条带（图４）。因此，钝裂银莲花ＩＳＳＲ－
ＰＣＲ反应体系选择０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ｄＮＴＰｓ浓
度。

图３　不同的模板ＤＮＡ
用量下的扩增结果

Ｆｉｇ．３　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ　ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｅｍｐｌａｔｅ　ＤＮＡ
注：１～４分别为２０、４０、６０和８０ｎｇ模板；Ｍ 为１００ｂｐ　ＤＮＡ

Ｌａｄｄｅｒ。

Ｎｏｔｅ：１－４ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　２０，４０，６０，ａｎｄ　８０ｎｇ　ｔｅｍｐｌａｔｅ　ＤＮＡ；

Ｍ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ．

图４　不同的ｄＮＴＰ浓度

用量下的扩增结果

Ｆｉｇ．４　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ　ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄＮＴＰ
注：１～４分别为０．１、０．２、０．３和０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ｄＮＴＰｓ；Ｍ
为１００ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ。

Ｎｏｔｅ：１－４ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　０．１，０．２，０．３，ａｎｄ　０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ｄＮＴＰｓ；Ｍ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ．

２．３．３　Ｍｇ２＋浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的影响　
Ｍｇ２＋ 作为 ＴａｑＤＮＡ 聚合酶的辅因子，它影响着

ＴａｇＤＮＡ聚合酶的活性、退火温度和产物的特异

性，而且能和反应体系中的ｄＮＴＰ、模板ＤＮＡ和引
物结合，影响它们的有效浓度［１５］，从而影响ＩＳＳＲ－
ＰＣＲ扩增结果。本试验验设置了１．０、１．５、２．０和

２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１共４个梯度。当 Ｍｇ２＋浓度为１．０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１时扩增条带不稳定且背景较重，１．５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１时扩增条带不稳定，２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时
扩增条带减少，２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１时能扩增出清晰稳
定的条带且无非特异性扩增（图５）。因此，在钝裂
银莲花遗传多样性ＩＳＳＲ分析中，Ｍｇ２＋浓度以２．５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１较为适宜。

图５　不同的 Ｍｇ
２＋ 浓度用量

下的扩增结果

Ｆｉｇ．５Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ　ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｇ２＋

注：１～４分别为１．０、１．５、２．０和２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｍｇ２＋；Ｍ
为１００ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ。

Ｎｏｔｅ：１－４ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　１．０，１．５，２．０，ａｎｄ　２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｍｇ２＋；Ｍ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ．

２．３．４　ＴａｇＤＮＡ聚合酶浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系
的影响　在ＰＣＲ反应中，Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶的用量
是扩增结果的一个重要因素。用量过多不仅增加试
验成本，而且容易扩增出非特异性条带。本试验设
置了１、２、３、４Ｕ共４个梯度。当酶的用量为１Ｕ时
条带很弱，说明酶用量不足，２Ｕ时条带清晰且非特
异性条带少，产物稳定，３和４Ｕ时条带强度明显增
强，但有非特异性条带出现（图６）。因此，在钝裂银莲
花遗传多样性ＩＳＳＲ分析中，Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶以２Ｕ
较为适宜。

２．３．５引物浓度对ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的影响　
ＰＣＲ中过高的引物浓度会造成引物二聚体。因此，
本试验设置０．２、０．３、０．４和０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　４个浓
度梯度。浓度在０．２和０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，扩增条
带弱，背景较亮，而在０．４和０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，可
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以扩增出较为清晰稳定的条带（图７）。因此，在钝
裂银莲花遗传多样性ＩＳＳＲ分析中，最佳引物浓度
为０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１。

图６　不同ＴａｇＤＮＡ聚合酶浓度

用量下的扩增结果

Ｆｉｇ．６　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ　ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＴａｇＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
注：１～４分别为１、２、３和４ＵＴａｑ　ＤＮＡ聚合酶；Ｍ 为１００

ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ。

Ｎｏｔｅ：１－４ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　１，２，３，ａｎｄ　４ＵＴａｑ　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ；

Ｍ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ．

图７　不同的引物浓度用量

下的扩增结果

Ｆｉｇ．７　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ　ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒ
注：１～４为０．２、０．３、０．４和０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１引物；Ｍ 为１００

ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ。

Ｎｏｔｅ：１－４ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　０．２，０．３，０．４，ａｎｄ　０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ｐｒｉｍｅｒ；Ｍ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　１００ｂｐ　ＤＮＡ　ｌａｄｄｅｒ．

３　讨论
本试验利用正交设计的方法得到了钝裂银莲花

ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应的最佳试验条件的组合，即：２０ｎｇ、

１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ、ｄＮＴＰｓ　０．３ｍｍｏｌ·Ｌ
－１、引

物０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１、Ｍｇ２＋ ２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１和３Ｕ
Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶。但该方法也存在着一定的局限
性，不能很好地估计试验误差。在正交试验的基础
上，结合单因子试验的方法，这两种方法的结合，不
仅克服了正交试验主观上造成的误差，也克服了单
因素忽视了各因子间的相互效应的影响，所得到的
模板、ｄＮＴＰｓ和引物最佳浓度是一致的，证明了试
验的可信度［１６－１７］；另外在Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶和 Ｍｇ２＋

最佳浓度的确定上，两种方法的结果存在差异，这可
能与ＰＣＲ反应的不稳定性有关系，也可能是由于两
者各自的局限性所造成的。结合两种方法，尽可能
减少试验误差。该试验中模板量较低，扩增条带弱
且少，模板量较大，扩增条带较强；ｄＮＴＰｓ浓度对结
果影响较小，较低浓度扩增条带模糊，较高出现非特
异性条带；Ｍｇ２＋浓度过低造成扩增产物量不足，过
高出现非特异性扩增。说明钝裂银莲花ＩＳＳＲ反应
体系对 Ｍｇ２＋浓度较为敏感；Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶浓度
过低条带弱，过高出现非特异性产物且成本过高；引
物浓度对结果影响不太明显，都有条带出现，说明体
系对引物的浓度不敏感［１８－１９］。

致谢：本研究得到了兰州大学高寒草甸与湿地
生态系统定位研究站的支持与帮助，在此衷心感谢！

参考文献
［１］　Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ　Ｅ，Ｒａｆａｌｓｋｉ　Ａ，Ｌａｂｕｄａ　Ｄ．Ｇｅｎｏｍｅ　ｆｉｎｇｅｒ－

ｐｒｉｎｔｉｎｇ　ｂｙ　ｓｉｍｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｐｅａｔ（ＳＳＲ）－ａｎｃｈｏｒｅｄ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，

１９９４，２０（２）：１７６－１８３．
［２］　Ｊｅｌｅｎａ　Ｍ，Ｍｉｋｅ　Ｃ，Ｌｅｉｔｃｈ　Ａ　Ｒ，ｅｔ　ａｌ．Ｖｉｎｊａ　Ｂｅｓｅｎｄｏｒｆｅｒ

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ

ｔｈｒｅｅ　ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ　ＤＮＡ　ｆａｍｉｌｉｅｓ　ｉｎ　Ａｎｅｍｏｎｅ　ｈｏｒｔｅｎｓｉｓ　Ｌ．
（Ｒａｎｕｎｃｕｌａｃｅａｅ）［Ｊ］．Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００９，１７：

３３１－３４６．
［３］　钱韦，葛颂．居群遗传结构研究中显性标记数据分析方

法初探［Ｊ］．遗传学报，２００１，２８：２４４－２５５．
［４］　刘媖心．中国植物志［Ｍ］．北京：科学出版社，１９９３：１７－６７．
［５］　赵志刚．青藏高原高寒草甸常见毛茛科植物繁殖对策

研究［Ｄ］．兰州：兰州大学，２００６：５．
［６］　李昂，葛颂．植物保护遗传学研究进展［Ｊ］．生物多样

性，２００１，１０（１）：６１－７１．
［７］　肖冰梅，周小江，罗京，等．总ＤＮＡ提取方法的比较研

究［Ｊ］．湖南中医药大学学报，２００８，２８（２）：３１－３２．
［８］　曾黎辉，洪自同，许家辉，等．龙眼ＩＳＳＲ反应体系的建

３６



ＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥ（Ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．０１） ０１／２０１２

立和优化［Ｊ］．中国农学通报，２００７，２３（９）：１１１－１１４．
［９］　白锦军，魏安智，王佳，等．仁用杏ＩＳＳＲ分析体系的正

交优化［Ｊ］．分子植物育种，２００９，７（６）：１２３７－１２２４．
［１０］　ＴｓｕｍｕｒａＹ，Ｏｈｂａ　Ｋ，Ｓｔｒａｕｓｓ　Ｓ　Ｈ．Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ａｎｄ　ｉｎｈｅｒ－

ｉｔａｎｃｅ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｐｅａｔ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ

ｉｎ　Ｄｏｕｇｌａｓ－ｆｉｒｃ（Ｐｓｅｎｄｏｔｓｕｇｕ　ｍｅｎｚｉｅｓｉｉ）ａｎｄ　ｓｕｇｉ
（Ｃｒｙｐｔｏｍｅｒｉａ　ｊａｐｏｎｉｃａ）［Ｊ］．Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９９６，９２（１）：４０－４５．
［１１］　何正文，刘运生，陈立华，等．正交设计直观分析法优

化ＰＣＲ条件［Ｊ］．湖南医科，１９９８，２３（４）：４０３－４０４．
［１２］　王江波，钟风林，潘东明，等．荔枝ＩＳＳＲ扩增条件优化

［Ｊ］．中国农学通报，２００８，２４（２）：７１－７４．
［１３］　李开拓，钟凤林，郭志雄，等．４０个黄皮品种的ＩＳＳＲ

分析［Ｊ］．亚热带植物科学，２００９，３８（４）：２２－２６．
［１４］　解新明，卢小良．ＳＳＲ和ＩＳＳＲ标记及其在牧草遗传与育

种研究的应用前景［Ｊ］．草业科学，２００５，２２（２）：３０－３６．
［１５］　Ａｒｒｅｃｉｂｉａ　Ａ，Ｇｅｎｔｉｎｅｔｔａ　Ｅ，Ｃｕｚｚｏｎｉ　Ｅ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｇｅｎｏｍｅ　ｏｆ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｒｉｃｅ（Ｏｒｙｚａ　ｓａｔｉ－
ｖａ　Ｌ）ｐｌａｎｔ　ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｖｉａ　ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔｓ　ｏｒ　ｉｎ－
ｔａｃｔ　ｃｅｌｌ　ｄｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｌｏ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｒｅｅｄｉｎｇ，１９９８，

４：９９－１０９．
［１６］　刘莉，邓春婷，包满珠．野牛草实生群体多样性的表型

及ＩＳＳＲ分析［Ｊ］．草业科学，２００８．２５（１）：１００－１０６．
［１７］　白成科，俞君如，于凤，等．山茱萸种质资源的ＩＳＳＲ遗

传多样性分析与初级核心种质库的构建［Ｊ］．西北植

物学报，２００９，２９（１２）：２４０１－２４０７．
［１８］　刘兴菊，汤新彩，梁海永，等．枣树ＩＳＳＲ反应体系的建

立及优化［Ｊ］．西北林学院学报，２００７，２２（５）：６２－６５．
［１９］　隋晓青，王堃．克氏针茅ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的建立

与优化［Ｊ］．草业学报，２００８，１７（３）：７１－７８．

Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｗｉｔｈ　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ
ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ　ｉｎ　Ａｎｅｍｏｎｅ　ｏｂｔｕｓｉｌｏｂａ

ＳＵＮ　Ｔａｏ，ＬＩＵ　Ｚｕｏ－ｊｕｎ，ＳＵＮ　Ｗｅｎ－ｂｉｎ，ＬＩＵ　Ｆｅｎｇ－ｍｅｉ，ＬＩ　Ｂｉｎｇ
（Ｓｃｈｏｏｌ　ｏｆ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｌａｎｚｈｏｕ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｌａｎｚｈｏｕ　７３００５０，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅ　ｇｅｎｏｍｅ　ＤＮＡ　ｅｘｔｒａｃｔｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｉｍｐｒｏｖｅｄ　ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ　ＣＴＡＢ　ｆｒｏｍＡｎｅｍｏｎｅ　ｏｂｔｕｓｉｌｏｂａｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
ｆｒｏｍ　Ｈｅｚｕｏ　ｒｅｇｉｏｎ　ｉｎ　Ｇａｎｓｕ　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ａｓ　ｍｏｄｅ　ｔｏ　ｏｐｔｉｍｉｚｅ　ｔｈｅ　ＩＳＳＲ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｂｙ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘ－
ｐｅｒｉｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｓｉｎｇｌｅ　ｆａｃｔｏｒ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．Ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍａｌ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ＩＳＳＲ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｆｏｒ
Ａ．ｏｂｔｕｓｉｌｏｂａ　ｗｅｒｅ　２０μＬ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ，ａｎｄ　ｉｔ　ｃｏｎｔａｉｎｅｄ　１０×Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ，Ｍｇ

２＋２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１，Ｔａｑ
ｅｎｚｙｍｅ　２Ｕ，Ｇｅｎｏｍｅ　ＤＮＡ　２ｍｇ·Ｌ－１，ｄＮＴＰｓ　０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ａｎｄ　ＩＳＳＲ　ｐｒｉｍｅｒ　０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１．Ｔｈｅ
ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　ＰＣＲ　ｗｅｒｅ　９４℃ｆｏｒ　５ｍｉｎ，３５ｃｙｃｌｅｓ（９４℃３０ｓ，５１℃４５ｓ，７２℃９０ｓ），ａｎｄ　７２℃ｆｏｒ　７ｍｉｎ，

ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｏｎｓｕｌｔ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｐｒｉｍｅｒ　ＵＢＣ　８０７．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：Ａｎｅｍｏｎｅ　ｏｂｔｕｓｉｌｏｂａ；ＩＳＳＲ－ＰＣＲ；ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ；ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ａｕｔｈｏｒ：ＬＩＵ　Ｚｕｏ－ｊｕｎ　Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｕｏｊｕｎｌ＠ｌｕｔ．ｃｎ

４６


