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［摘要］ 为获得中华补血草 ISSR的最佳反应体系，采用正交试验设计，对影响 ISSR 反应的模板含量、Mg2 +浓

度、dNTP浓度、Taq酶浓度、扩增程序及退火温度等多种因子进行优化筛选．通过各因子的组合研究，分析非特
异性条带的产生原因并进行条件优化，建立了可用于中华补血 ISSR － PCR 分析的稳定可靠的反应体系: 25 μL
PCR 反应体积，10 × Buffer 2. 5 μL，2 mmol /L MgCl2，dNTP 100 μmol /L，模板 DNA为 20 ng，Taq聚合酶 1. 5 U，随机
引物 0. 4 μmol /L，退火温度 52℃ ～58℃ ．所建立的中华补血草 ISSR反应体系具有标记位点清晰、反应系统稳定、

检测多态性能力较强、重复性好等特点，可以较好地应用于中华补血草的遗传多样性及物种保护的研究．
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Abstract: To obtain the optimal amplification of ISSR conditions for Limonium sinense，the effects of the concentrations
of DNA templates，magesium，dNTP，Taq DNA polymerase and annealing tempreture were tested and optimized by or-
thogonal designed experiment． The reliable ISSR － PCR systems for L． sinense was established by analyzing the reasons
for occurrence of differential bands and optimizing reaction conditions． The optimal amplification conditions for L．
sinense was 25μL PCR reaction volume，10 × Buffer was 2. 5 μL，the concentration of magnesium was 2 mmol /L，dNTP
was 100 μmol /L，the concentration of DNA templates was 20 ng，Taq DNA polymerase was 1． 5 U，primer was 0. 4

μmol /L． The appropriate annealing temperature was 52℃ ～ 58℃ ． The ISSR-PCR systems，which were established in
this paper for studying L． sinense，could provide clear reliable abundant polymorphisms molecular markers and were
proved suitable for studying genetic diversity and conservation of L． sinense．
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中华补血草( Limonium sinense) 为蓝雪科( Plumbaginaceae) 、补血草属( Limonium) 多年生草本植物，分
布于江苏、福建、山东、台湾等地的沿海滩涂．中华补血草根或全草入药，具有健脾补血、活血止血、抗菌消
炎、调经之功效，用于治疗感冒、失血和血热月经过多等症［1，2］．中华补血草既能药用，又可观赏，是江苏沿
海分布的一种经济价值较高的盐生植物资源［3］． 2001 年 2 月 13 日农业部第一次常务会议讨论通过，将中
华补血草列入《中华人民共和国农业植物新品种保护名录( 第三批) 》［3］．近年来，随着人们对沿海滩涂湿
地的开发利用，如围垦造田、过度淡水养殖、工业污染等，一些盐生和湿地植物品种正悄然消失或濒临灭
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绝．因此，寻找可靠的 DNA分子指纹标记方法对中华补血草的遗传多样性和种质保存进行研究就显得尤
为重要．

ISSR( Inter-simple sequence repeat) 称为简单重复序列间区标记技术，是由 Zietkiewicz 于 1994 年提出
来的，以锚定的微卫星 DNA为引物，扩增得到相邻 SSR间区域的扩增片段［4］．近年来，ISSR标记技术由于
具有操作简单、快速、无需预知受试基因组序列、稳定性和重复性高、引物设计简单等优点，广泛应用于药
用植物遗传多样性分析、DNA指纹图谱绘制、物种鉴定、亲缘关系分析、植物育种等领域［5-10］．利用 ISSR方
法研究中华补血草的遗传差异时，发现反应的各因素变化会直接影响实验结果的稳定性．为此，必须对中
华补血草 ISSR的反应体系进行优化，建立中华补血草 ISSR反应的可靠体系，为进一步研究中华补血草的
遗传多样性、开发利用这一珍贵药用资源提供理论依据和技术支持．

1 材料与方法
1. 1 材料
实验所用中华补血草材料采自江苏大丰麋鹿国家级自然保护区．

1. 2 基因组 DNA的提取与定量
取中华补血草新鲜叶片 0. 1 g，在液氮中研成粉末．利用德国 QIAGEN试剂盒提取高质量的模板 DNA，

用 1%的琼脂糖电泳检测( TBE系统) ．提取后的 DNA 用紫外吸收法和琼脂糖电泳双重检测 DNA 浓度和
纯度，用于 PCR扩增反应．
1. 3 ISSR反应体系正交设计
为了确定 PCR 反应中 5 个因素( Taq 酶、Mg2 +、模板 DNA、dNTP、引物) 的最佳水平组合，采用正交设

计 L16( 45 ) 进行试验，以 I2( ( AC) 8AT) 为实验引物，L16( 4
5 ) 正交设计见表 1．

表 1 中华补血草 ISSR反应因素水平 L16( 45 ) 正交试验设计

Table 1 L16( 45 ) orthogonal design of factors and levels of PCR reaction of Limonium sinense

试验

号

Taq酶 /

U
Mg2 + /

( mmol /L)

模板

DNA /ng

dNTP /

( μmol /L)
引物 /

( μmol /L)
试验

号

Taq酶 /

U
Mg2 + /

( mmol /L)

模板

DNA /ng

dNTP /

( μmol /L)
引物 /

( μmol /L)

1 1. 0 1. 0 10 80 0. 2 9 2. 0 1. 0 40 160 0. 4
2 1. 0 1. 5 20 100 0. 4 10 2. 0 1. 5 60 120 0. 2
3 1. 0 1. 8 40 120 0. 6 11 2. 0 1. 8 10 100 0. 8
4 1. 0 2. 0 60 160 0. 8 12 2. 0 2. 0 20 80 0. 6
5 1. 5 1. 0 20 120 0. 8 13 2. 5 1. 0 60 100 0. 6
6 1. 5 1. 5 10 160 0. 6 14 2. 5 1. 5 40 80 0. 8
7 1. 5 1. 8 60 80 0. 4 15 2. 5 1. 8 20 160 0. 2
8 1. 5 2. 0 40 100 0. 2 16 2. 5 2. 0 10 120 0. 4

扩增程序为: 94℃预变性 5 min，94℃变性 50 s，54℃复性 50 s，72℃延伸 1. 5 min，循环 40 次，最后 72℃
延伸 7 min，4℃保存．
1. 4 ISSR扩增中各影响因素
1. 4. 1 Mg2 +含量
共同的 PCR 反应条件: 25 μL PCR 反应体积，10 mmol /L Tris-HCl，10 mmol /L KCl，8 mmol /L

( NH4 ) 2SO4、pH 9. 0，Taq 酶 1. 5 U，dNTP 100 μmol /L，引物 0. 4 μmol /L，DNA 模板约 20 ng． 不同浓度的
Mg2 + : ( 1) 1. 0 mmol /L; ( 2) 1. 5 mmol /L; ( 3) 1. 8 mmol /L; ( 4) 2. 0 mmol /L．
1. 4. 2 dNTP浓度
共同的 PCR 反应条件: 25 μL PCR 反应体积，10 mmol /L Tris-HCl，10 mmol /L KCl，8 mmol /L

( NH4 ) 2SO4、pH 9. 0，2 mmol /L MgCl2，Taq 酶 1. 5 U，引物 0. 4 μmol /L，DNA 模板约 20 ng． 不同浓度的
dNTP: ( 1) 80 μmol /L; ( 2) 100 μmol /L; ( 3) 120 μmol /L; ( 4) 160 μmol /L．
1. 4. 3 引物浓度
共同的 PCR 反应条件: 25 μL PCR 反应体积，10 mmol /L Tris-HCl，10 mmol /L KCl，8 mmol /L

( NH4 ) 2SO4、pH 9. 0，2 mmol /L MgCl2，Taq 酶 1. 5 U，dNTP 100 μmol /L，DNA 模板约 20 ng． 不同浓度的引
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物: ( 1) 0. 2 μmol /L; ( 2) 0. 4 μmol /L; ( 3) 0. 6 μmol /L; ( 4) 0. 8 μmol /L．
1. 4. 4 Taq酶单位
共同的 PCR 反应条件: 25 μL PCR 反应体积，10 mmol /L Tris-HCl，10 mmol /L KCl，8 mmol /L

( NH4 ) 2SO4、pH 9. 0，2 mmol /L MgCl2，dNTP 100 μmol /L，引物 0. 4 μmol /L，DNA模板约 20 ng．不同浓度的
Taq酶: ( 1) 1 U; ( 2) 1. 5 U; ( 3) 2 U; ( 4) 2. 5 U．
1. 4. 5 模板 DNA浓度
共同的 PCR 反应条件: 25 μL PCR 反应体积，10 mmol /L Tris-HCl，10 mmol /L KCl，8 mmol /L

( NH4 ) 2SO4、pH 9. 0，2 mmol /L MgCl2，Taq酶 1. 5 U，dNTP 100 μmol /L，引物 0. 4 μmol /L．不同浓度的模板
DNA: ( 1) 10 ng; ( 2) 20 ng; ( 3) 40 ng; ( 4) 60 ng．
1. 5 PCR产物的检测
扩增产物用 1%琼脂糖凝胶( 0. 5 × TBE，0. 5 mg /L EB) 电泳，在紫外凝胶成像系统( UVP GDS － 8000)

上观察并记录电泳结果．

2 结果
2. 1 正交试验结果
从 PCR结果分析，第 1、5、9、13、14 组几乎无扩增条带或只有微弱条带，可能由于反应体系中 Mg2 +浓

度较低; 第 6 组扩增产物少且有非特异性条带产生，可能由于 dNTP浓度过高; 第 7、11 组扩增条带数量不
稳定，可能是由于模板过高、过低以及引物浓度过高造成; 第 3、4、10、15、16 组扩增条带较多、信号较好，但
多态性相对较低; 第 12 组扩增产物不稳定，可能由于 Taq 酶较多所致; 第 2、8 组扩增效果较好，条带较清
晰．
2. 2 各因素对 ISSR结果的影响
2. 2. 1 Mg2 +和 dNTP浓度的选择
当 Mg2 +浓度在 1. 5 mmol /L ～ 2 mmol /L、dNTP浓度在 80 μmol /L ～ 160 μmol /L时均有扩增条带，但条

带的多少、真伪有明显差异; 只有当 dNTP的浓度为 100 μmol /L、Mg2 +浓度为 2 mmol /L时可以得到清晰的
条带，且没有非特异性扩增．

表 2 Mg2 +、dNTP组合浓度对 ISSR结果的影响
Table 2 Effect of combined concentration of Mg2 +、dNTP on ISSR

dNTP浓度 /

( μmol /L)
1. 0 mmol /L 1. 5 mmol /L 1. 8 mmol /L 2 mmol /L

正常扩增 负对照 正常扩增 负对照 正常扩增 负对照 正常扩增 负对照

80 － － － － + + / － + + + / －
100 － － + － + + / － + + －
120 + － + + + + + + + + + +
160 － － + + + + + + + +

注: +表示有扩增条带，+ +表示扩增条带多，+ / －表示扩增条带不稳定，－表示无扩增条带．

2. 2． 2 DNA模板量和引物浓度的调整
图 1 表明，25 μL反应体系中，模板 DNA量在 10 ng ～ 60 ng时都能扩增出相同的带型，模板量在 20 ng

时扩增产物最为清晰稳定，当模板量大于 40 ng时扩增产物开始模糊．所以在中华补血草的 ISSR 分析中，
我们采用的 DNA模板量为 20 ng．

表 3 模板用量为 20 ng时不同引物浓度下的扩增结果
Table 3 Amplification of 20 ng of template with

different primers’concentration

引物浓度 /
( μmol /L) 正常扩增 负对照

0. 2 + －
0. 4 + + －
0. 6 + + +
0. 8 + + + / －
注: +表示有扩增条带，+ +表示扩增条带多，+ / －

表示扩增条带不稳定，－表示无扩增条带．

在其他因素不变而 DNA模板量为 20 ng 时，只有引物浓
度为 0. 4 μmol /L时，扩增效果最佳; 随着引物浓度的提高，扩
增条带变得模糊，二聚体增多，且出现一定的非特异性条带

( 表 3) ．
2. 2. 3 Taq酶的选择
在 25 μL反应体系中，加入 1 U ～ 1. 5 U Taq 酶都可以获

得重复清晰的条带，且无非特异性条带，以 1. 5 U时条带最清
晰( 图 2) ．但当 Taq酶含量≥2 U时，条带变得不清晰，背景开
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始模糊，出现了非特异性条带．

图 1 模板浓度梯度对 ISSR 扩增结果的影响
Fig.1 Effect of template concentration gradient on the

results of ISSR amplification

M 1 2 3 4 M 1 2 3 4 M

图 2 不同 Taq 酶浓度的扩增结果
Fig.2 Amplification results with different concentration of

Taq enzyme

2. 2. 4 退火温度的调整
在进行退火温度的优化时，首先采用最简单的方法( Tm = 4 ( G + C) + ( A + T) ) 估算引物 －模板对的

Tm值，然后以 Tm值为基准、2℃为间隔、上下浮动，从高于 Tm值 6℃到低于 Tm值 6℃的一系列反应筛选
出最佳退火温度．实验结果表明，大部分引物的最适退火温度高于理论退火温度．

3 讨论
ISSR标记技术以其操作简单、稳定性好、多态性高等优点，成为植物资源保护和种质资源保存常用的

分子标记，已成功用于植物遗传多样性分析、DNA指纹图谱绘制、分子生态学研究等领域［11 － 14］．在对药用
植物中华补血草进行研究之前，建立其 ISSR － PCR反应的可靠体系是必要的．

PCR反应中，Mg2 +是 Taq酶的激活剂，其浓度的变化能影响反应的特异性和扩增片段的产率，是 ISSR
反应中的一个主要变化因素． Mg2 +浓度过低时，酶活力显著降低，产物减少; Mg2 +浓度过高时会导致非特

异性扩增产物的积累．相对来说，Mg2 +浓度是一个容易控制的参数，因为所有的浓度变化都可以在不同的

反应管中同时进行［15，16］．目前实验所用的 Taq DNA 聚合酶，附带单独的 MgCl2 溶液，可以简化 Mg2 +浓度

的调节［17，18］．本实验结果表明，Mg2 +在 2 mmol /L时扩增最好，扩增带型没有变化．
dNTP是反应中磷酸基团的主要来源，是 DNA 合成的原料．在 PCR 反应中，dNTP 浓度过高可加快反

应速度，但同时也会增加碱基的错误掺入率和实验成本．反之，低浓度的 dNTP会导致反应速度的下降，但
可提高实验的精确性．此外，由于 dNTP 直接螯合相应数量的 Mg2 +，它们浓度的任何改变都会影响有效

Mg2 +的浓度［15，16］．本实验表明，当 Mg2 + 浓度在 1. 5 mmol /L ～ 2 mmol /L、dNTP 浓度在 80 μmol /L ～ 160
μmol /L时均有扩增条带．但只有当 dNTP的浓度为 100 μmol /L、Mg2 +浓度为 2 mmol /L时可以得到清晰的
条带，且没有非特异性扩增．

DNA模板量也是影响 ISSR － PCR扩增效果的主要因素之一．模板质量浓度过低，无扩增产物或产物
不稳定; 模板质量浓度过高，又会导致扩增条带模糊并且会增加非特异性产物的出现［15，16］．在本研究中，
模板 DNA量在 10 ng ～ 60 ng时都能扩增出相同的带型，模板量在 20 ng时扩增产物最为清晰稳定．
引物与模板比会对 PCR的特异性产生影响． PCR反应中引物与模板比太高，倾向于产生非特异产物，

而且容易形成引物二聚体; 如果比例太低，PCR 的反应效率就会大大降低［15，16］．在本实验中，当其他因素
不变，DNA 模板量为 20 ng、引物浓度为 0. 4 μmol /L时，扩增效果最佳，没有非特异性条带出现．
退火温度对 ISSR 条带的数量和强弱也会产生一定的影响．因退火温度的改变，在同一 PCR 反应中，

产生错配的程度也有所不同．通常较低的温度在保证引物与模板结合稳定性的同时，会使引物与模板之间
未完全配对的一些位点间得到扩增，即产生一定的错误扩增．因此，在允许的范围内，选择较高的退火温度
可减少引物与模板之间的非特异性结合，提高反应的特异性［15，16］．
通过对上述条件的优化，筛选出适宜于中华补血草 ISSR － PCR 分析的反应体系，组成为: 10 × Buffer
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2. 5μL，2 mmol /L MgCl2，Taq酶 1. 5 U，dNTP 100 μmol /L，引物 0. 4 μmol /L，DNA模板量约 20 ng，总体积为
25 μL．反应循环参数为: 94℃预变性 5 min，94℃变性 50 s，52℃ ～58℃复性 50 s，72℃延伸 1. 5 min，循环 40
次，最后 72℃延伸 7 min，4℃保存．利用此优化系统，对中华补血草进行扩增，可得到条带清晰、多态性丰
富的扩增条带( 图 3) ，可用于中华补血草的遗传多样性及种质资源保护分析．

图 3 I2 引物对中华补血草的扩增结果
Fig.3 Amplification of Limonium sinensewith primer I2
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