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　　摘要 :以砂珍棘豆 ( Oxytropis racemosa Turcz. ) DNA为材料 ,应用分子标记技术 ,分析了DNA模板浓度、Mg2 +浓度、引

物浓度和 dNTP浓度对 ISSR2PCR扩增结果的影响 ,经优化试验建立了砂珍棘豆 ISSR2PCR反应体系。20μL PCR反应

液含有的组分和终浓度分别为 :20 ng DNA模板 ,1 U Taq酶 ,0124μmol/ L引物 ,210 mmol/ L MgCl2 ,0115 mmol/ L dNTPs。
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Abstract :Several factors that affected the ISSR2PCR applification of O. racemosa Turcz. ,such as concentration of

template DNA ,primer ,Mg2 + and dNTP were examined. The optimal ISSR2PCR reaction system in the experiment was es2
tablished as follows :20 ng template DNA ,0124μmol/ L primer ,210 mmol/ L MgCl2 and 0115 mmol/ L dNTPs. The re2
search provided some foundamental data to the studies and use of O. racemosa Turcz.
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　　砂珍棘豆是豆科棘豆属 ( Oxytropis DC. )多年生

草本植物 ,属于黄土高原—蒙古高原种 ,生于海拔

600～1 900 m的沙地、山坡地、沙滩及河岸 ,其分布

向东延伸至辽河平原 ,向南至黄土高原区 ,是沙质草

原群落的特征种[1 ,2 ]。砂珍棘豆有一定药用价值 ,

能消食健脾 ,主治小儿消化不良 ,在蒙药和藏药中广

泛应用 ,也可饲用[1～4 ]。此外 ,植物的花有很好的观

赏价值 ,可考虑作为花卉资源开发利用[1 ] ,其根系能

防风固沙 ,对沙地生态系统保护、可持续发展及生物

多样性有重要的作用。

简单重复序列区间 ( Inter simple sequence re2
peats ,ISSR) 是一种较新的分子标记 [5 ] ,其原理与

RAPD相似 ,在 SSR的 3′或 5′端加 1～4个锚定碱基 ,

然后以此为引物 ,对两端有反向排列 SSR 的一段

DNA序列进行扩增 ,经电泳、染色后 ,根据条带的有

无及相对位置来分析不同样品的 ISSR分子标记的

多态性。与 RAPD不同之处在于引物序列较长 ,退

火所需温度高 ,因而有比 RAPD更高的重复性和稳

定性 ,多态性产物也更丰富[5 - 8 ] ,它结合了 SSR和

RAPD的优点 ,在 PCR 反应中模板用量少、操作简

便、试验稳定性高。已广泛用于种群生物学、品种鉴

定、物种亲缘关系及遗传多样性研究[8 - 25 ]。

目前 ,对砂珍棘豆的研究集中在植物学[1 - 3 ]、生

态学[3 ]和分类学[1 ,2 ,4 ]等领域 ,在 DNA 水平进行种

群遗传学的研究甚少。本研究对砂珍棘豆的 ISSR2
PCR的反应条件进行优化 ,旨在为利用该分子标记

研究砂珍棘豆种群的遗传结构、基因组变异及分化

和遗传多样性奠定基础 ,为植物的研究利用提供理

论依据。

1　材料和方法

111　植物材料

在内蒙古乌审旗境内采集砂珍棘豆的成熟叶

片 ,将植物材料置变色硅胶迅速干燥 ,带回实验室置
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- 80℃低温冰箱保存 ,以备 DNA提取。

112　DNA提取和 PCR扩增

用改进的 CTAB[26 ,27 ]法提取基因组总 DNA ,

018 %琼脂糖凝胶电泳检测模板质量并测定浓度 ,

DNA用 011×TE稀释至 5 ng/μL ,4℃保存。

试验所用 ISSR引物UBC813由上海生工公司合

成 ,引物序列参照加拿大哥伦比亚大学 (UBC)的第 9

套。设计 4组优化试验实施 PCR ,具体方案见表 1。
表 1　砂珍棘豆 ISSR2PCR优化试验设计方案

Tab. 1　The optimal experiment design of ISSR2PCR in Oxytropis racemosa Turcz.

DNTP
/ (mmol/ L)

Mg
/ (mmol/ L)

Taq
/ U

模板/ ng
DNA templates

引物/ (μmol/ L)
Primer

10×PCR
/μL

ddH2O
/μL

1. 1 0. 10 1. 0 1 20 0. 24 2 11. 2
1. 2 0. 10 1. 5 1 20 0. 24 2 10. 8
1. 3 0. 10 2. 0 1 20 0. 24 2 10. 4
1. 4 0. 10 2. 5 1 20 0. 24 2 10. 0
1. 5 0. 10 3. 0 1 20 0. 24 2 9. 6
2. 1 0. 10 2. 0 1 10 0. 24 2 12. 4
2. 2 0. 10 2. 0 1 20 0. 24 2 10. 4
2. 3 0. 10 2. 0 1 30 0. 24 2 8. 4
2. 4 0. 10 2. 0 1 40 0. 24 2 6. 4
2. 5 0. 10 2. 0 1 50 0. 24 2 4. 4
3. 1 0. 10 2. 0 1 20 0. 12 2 10. 8
3. 2 0. 10 2. 0 1 20 0. 24 2 10. 4
3. 3 0. 10 2. 0 1 20 0. 36 2 10. 0
3. 4 0. 10 2. 0 1 20 0. 48 2 9. 6
3. 5 0. 10 2. 0 1 20 0. 60 2 9. 2
4. 1 0. 05 2. 0 1 20 0. 24 2 10. 8
4. 2 0. 10 2. 0 1 20 0. 24 2 10. 4
4. 3 0. 15 2. 0 1 20 0. 24 2 10
4. 4 0. 20 2. 0 1 20 0. 24 2 9. 6
4. 5 0. 25 2. 0 1 20 0. 24 2 9. 3

　　PCR 扩增程序为 : 94℃预变性 3 min ;每循环

94℃变性 30 s ,52℃退火 45 s ,72℃延伸 90 s ,45个循

环 ,72℃7 min ,4℃保温。扩增产物用 115 %琼脂糖

凝胶电泳 ,1 kb Plus Marker作标准分子量对照 ,溴化

乙锭染色。结果用 Tanon GIS22010型凝胶成像系统

照相。

2　结果分析

211　Mg2 +浓度优化

由图 1可知 ,Mg2 +浓度为 110 ,115 mmol/ L 未出

现条带 ,215 ,310 mmol/ L 出现的条带数量和清晰度

基本相同 ,210 mmol/ L 较清晰 ,选择 210 mmol/ L 为

优化浓度。

1～5. Mg2 +1. 0 ,1. 5 ,2. 0 ,2. 5 ,3. 0 mmol/ L ;6～10.
模板 10 ,20 ,30 ,40 ,50 ng ;M. 1 kb Plus Marker.

1 - 5. Mg2 +1. 0 ,1. 5 ,2. 0 ,2. 5 ,3. 0 mmol/ L ;6 - 10.
DNA templates 10 ,20 ,30 ,40 ,50 ng ; M. 1 kb Plus Marker.

图 1　Mg2 +和模板浓度对 PCR的影响
Fig. 1　Influences to PCR amplification of different

concentration of Mg2 + and DNA templates

212　模板 DNA浓度优化

由图 1可看出 ,加入模板DNA 10 ,20 ,30 ng均可

扩增出条带 ,比较而言 ,20 ng的条带较多且清晰 ;

40 ,50 ng未扩增出条带 ,故选择 20 ng DNA模板浓度

较合适。

213　引物浓度优化

由图 2可知 ,引物在 5个浓度均出现条带 ,浓度

为 0112μmol/ L 时条带少 ,浓度为 0136 ,0148 ,0160

μmol/ L时清晰度下降且出现非特异性扩增 ,而 0124

μmol/ L时条带清晰且产量高 ,设为选择浓度。

11～15.引物 0. 12 ,0. 24 ,0. 36 ,0. 48 ,0. 60 mmol/ L ;
16～20. dNTPs0. 05 ,0. 10 ,0. 15 ,0. 20 ,0. 25 mmol/ L。

11 - 15. Primers 0. 12 ,0. 24 ,0. 36 ,0. 48 ,0. 60 mmol/ L ;
16 - 20. dNTPs 0. 05 ,0. 10 ,0. 15 ,0. 20 ,0. 25 mmol/ L.

图 2　不同浓度引物和 dNTPs对 PCR扩增的影响
Fig. 2　Influences to PCR amplifications of different

concentration of primers and dNTPs

214　dNTPs浓度优化

由图 2 知 ,dNTPs在浓度 0105 ,0110 ,0115 ,0120

mmol/ L均出现条带。浓度为 0105 ,0110 mmol/ L 时
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扩增出的条带少 ,浓度为 0115 mmol/ L 时条带多而

清晰 ,浓度为 0120 mmol/ L时出现非特异性产物 ,选

择浓度为 0115 mmol/ L。

3　讨论

一般 PCR反应中Mg2 +浓度在 115～210 mmol/ L

较合适[26 - 32 ] , Taq酶是 Mg2 +依赖性酶 , Taq酶活性

受Mg2 +浓度影响 ,对其非常敏感 ,因而选择合适的

Mg2 +浓度对 PCR反应的成功至关重要。引物与模

板双链杂交体的解链与退火温度也受二价阳离子影

响 ,尤其是Mg2 +浓度 ,它能影响扩增产物特异性 ,扩

增片段产率和引物二聚体的形成等 ,浓度过高可降

低扩增的特异性 ,过低则影响扩增产量 ,甚至使扩增

失败。游离的Mg2 +也可与 dNTPs的磷酸基结合 ,只

有Mg2 +浓度与 dNTP浓度在一定范围才能得到高质

量的 PCR扩增结果[28 - 34 ]。本试验 Mg2 +浓度设为

210 mmol/ L。

DNA模板的含量是制约扩增产物及特异性的

重要因子 ,含量过低则分子碰撞的几率低 ,无扩增产

物或结果不稳定 ;模板含量过高又会增加非特异性

扩增产物[31 ]。本试验加入 20 ng DNA 模板浓度较

合适。

引物浓度影响到扩增质量 ,浓度过低不能进行

有效扩增 ,过高会形成引物二聚体 ,导致条带不稳定

及清晰度下降[32 ]。本试验优化的引物浓度为 0124

μmol/ L。

dNTP浓度在 PCR 反应中一般为 0102～0120

mmol/ L ,过高会增加碱基错误掺入率 ,导致非特异

性扩增 ;过低会导致反应速度下降 ,影响到产物的多

样性和特异性[20 ]。dNTP 还能螯合一定数量的

Mg2 + ,增加 dNTP浓度将减少 Mg2 +的有效浓度[21 ]。

本试验加入 0115 mmol/ L的 dNTP ,结果很好。
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