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摘要  采用ISSR 技术对马氏珠母贝进行PCR 扩增 ,100 个引物筛选出48 个呈阳性反应的引物。对影响ISSR- PCR 反应的Mg2 + 浓度、模
板浓度、Taq 酶浓度、引物退火温度和反应循环数进行了优化 ,并对甲酰胺对试验的影响进行了初步探讨。结果表明 :优化的马氏珠母贝

ISSR 反应条件为①反应体系2 .5μl 10×buffer ,镁离子浓度1 .5 mmol / L ,Taq 酶1 .0 U,200 nmmol / L ISSR 引物 ,模板浓度为50 ng/ μl ,2 %甲酰
胺 ,0 .10 mmol/ L dNTP,加双蒸水至总体积25μl ;②反应程序预变性94 ℃ ,5 min;变性94 ℃ ,30 s ;退火52 ℃ ,1 min;延伸72 ℃ ,2 min;39 个循
环 ;延伸72 ℃ ,7 min。
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  简单重复序列间扩增多态性( ISSR) 是由Zietkiewicz 等[ 1]

最早提出来的。ISSR 分子标记是在SSR( 简单重复序列) 标

记基础上发展起来的一种新技术。其基本原理是在SSR 引

物的5’或3’端加锚1～4 个�呤或��碱基, 然后以此为引

物,对两侧具有反向排列SSR 的一段基因组 DNA 进行扩增 ,

而不是扩增SSR 本身。由于重复序列和锚定碱基是对具有

相同重复形式的许多SSR 座位进行筛选, 使得最终扩增的

ISSR 片段不致于太多,扩增产物适于聚丙烯酰胺或琼脂糖凝

胶电泳分离[ 2] 。ISSR 标记在多数物种中是显性标记或共显

性,在无需知道物种的基因组的情况下即可进行 PCR 扩增。

目前已广泛用于植物品种鉴定、遗传作图、基因定位、遗传多

样性、进化及分子生态学研究中[ 3] 。

ISSR 引物长度一般为15～23 个碱基, 操作简单, 标记重

复性好, 稳定程度高, 多态性丰富[ 4] , 克服了 RAPD 标记稳定

性差[ 5 - 6] 、RFLP 费用高[ 7] 、AFLP 操作繁琐[ 4] , 而且不需预先

知道其靶序列。所以, 对于目前大多遗传背景研究得还不太

清楚的水产动物, 在研究其遗传多样性方面具有较大的应用

潜力。该文以我国主产海水珍珠的马氏珠母贝 DNA 为模

板, 探讨了ISSR 引物的筛选和反应条件的优化。

1  材料与方法

1 .1  基 因组 DNA 的制 备  供试马 氏珠 母贝[ Pi nct ada

martensii ( Dunker) ] 取自海南省三亚市近海。取其贝壳肌0 .2 g

于75 %酒精中保存, 备用。DNA 提取按常规的酚/ 氯仿提取

方法, 用0 .8 % 生理盐水清洗贝壳肌, 于研钵中加液氮磨成粉

末状,加入500μl 组织匀浆缓冲液, 混匀后后加入终浓度为

0 .8 %和100 g/ ml 蛋白酶K, 消化过夜, 分别用等体积的饱和

酚、饱和酚∶氯仿( 1∶1) 、氯仿抽提,2 倍体积的冷冻无水乙醇

沉淀,70 %酒精洗涤后干燥,TE( pH8 .0) 溶解, 置4 ℃保存 ,

备用。

1 .2 反应体系的优化  ISSR 引物购自加拿大哥伦比亚大学

(set No .9 ,No .801-900) 。PCR 反应体系参照 Tsumura 等的报

道[ 8] ,并且进行适当的调整。对影响反应体系的 Mg 离子

( 1 .0、1 .2、1 .5、1 .8、2 .0 mmol/ L) 、Taq 酶( 2 .0、1 .0 U) 和模板浓

度( 50、25 ng/ μl ) 3 因素进行组合,共得到20 个组合,并且研究

了甲酰胺对试验效果的影响。

1 .3  反应程序的优化 调整了在反应程序中对整个反应起

重要影响的退火温度。根据厂家推荐的各引物的退火温度

和碱基序列,共设计了37、45、52、55、60 ℃5 个温度值。另外 ,

为了提高工作效率, 比较了40、45 2 个不同循环数对PCR 扩

增结果的影响。

1 .4 PCR 扩增产物的电泳  PCR 反应在PTC-100( M.J Re-

search) 扩增仪上进行, 扩增产物用6 % 非变性聚丙烯酰胺凝

胶分离, 染色参照Sanguinetti 等快速银染法[ 9] 染色 ,染色时间

一致。DNA 片段通过计算机凝胶成像系统观察记录。

2  结果与分析

2 .1  PCR 反应体系的优化  模板浓度( A1 50 ng/ μl 、A2 25

ng/ μl ) ,Taq 酶( B1 2 .0 U、B2 1 .0 U) 及 Mg 离子( C1 1 .0 mmol/ L、

C2 1 .2 mmol/ L、C3 1 .5 mmol/ L、C4 1 .8 mmol/ L、C5 2 .0 mmol/ L) 3

因素组合得到20 个组合( 表1) 。

  表1 镁离子、Taq 酶和模板浓度各水平组合

1～10 组 A1B1C1 A1B1C2 A1B1C3 A1B1C4 A1B1C5 A1B2C1 A1B2C2 A1B2C3 A1B2C4 A1B2C5

11～20 组 A2B1C1 A2B1C2 A2B1C3 A2B1C4 A2B1C5 A2B2C1 A2B2C2 A2B2C3 A2B2C4 A2B2C5

  为了保证试验的可信度和易分辨度,各组试验均采用同

一模板 ,引物选用扩增效果较好的S891 , 按常规扩增程序进

行扩增,即94 ℃5 min ,94 ℃1 min ,52 ℃2 min ,72 ℃2 min ,2～

4 步骤44 个循环,72 ℃10 min 试验结果见图1。扩增效果和
�
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试验成本表明,组合A1B2C3 最好( 图1 第8 组) ,即25μl 反应

体系: 模板浓度为50 ng/ μl ,Taq 酶1 .0 U, 镁离子浓度在1 .5

mmol/ L 扩增效果较好。

2 .2  反应程序的优化  研究表明, 大多数引物在52 ℃时得

到稳定的扩增效果。对于含 AT 多的引物( 801、802、803、804、

805、806) ,即使在37 ℃时也不能得到扩增产物。而退火温度

太高时, 扩增的带相对少, 而且不稳定。试验表明, 在退火温

度为52 ℃时,大多数引物能获得最好的扩增效果。该试验

设计了2 组扩增程序( 表2) 。
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注 :每3 个泳道为1 组 ;A 为1～7 组 ,B 为8～14 组 ,C 为15～20 组。

图1 体系优化电泳图谱

  表2 ISSR 反应程序

1 组

步骤 程序

2 组

步骤 程序

1 预变性:94 ℃5 min 1 预变性: 94 ℃5 min
2 变性 : 94 ℃1min 2 变性:94 ℃30 s
3 退火:52 ℃2 min 3 退火:52 ℃1 min
4 延伸:72 ℃2 min 4 延伸 :72 ℃2 min
5 2～4 步骤 :44 个循环 5 2～4 步骤:39 个循环
6 延伸:72 ℃10 min 6 延伸:72 ℃7 min

  研究表明, 两组扩增程序结果并没有明显区别 , 但第2

组程序比第1 组省时1 .5 h ,提高了工作效率。

2 .3 呈阳性反应的引物 按照上述优化, 得到反应体系, 并

且进行引物的筛选。25 μl 反应体系:2 .5 μl 10 ×buffer ,1 .5

mmol/ L MgCl 2 ,200 nmmol/ L ISSR 引物,2 % 甲酰胺,1 .0 U Taq

酶,0 .10 mmol/ L dNTP,50 ng DNA , 加双蒸水至总体积25μl 。

反应程序 :94 ℃预变性5 min ,39 个循环( 94 ℃30 s ,52 ℃

1 min ,72 ℃2 min) , 最后72 ℃延伸7 min。结果表明,在100 个

ISSR 引物中共检测到呈阳性反应的引物48 个。呈阳性反应

引物的碱基序列见表3。

  表3 呈阳性反应的ISSR 引物

引物 序列 引物 序列

807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 847 CACACACACACACACARC
809 AGAGAGAGAGAGAGAGG 849 GTGTGTGTGTGTGTGTYA
812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 850 GTGTGTGTGTGTGTGTYC
813 CTCTCTCTCTCTCTCTT 852 TCTCTCTCTCTCTCTCRA
814 CTCTCTCTCTCTCTCTA 853 TCTCTCTCTCTCTCTCRT
815 CTCTCTCTCTCTCTCTG 854 TCTCTCTCTCTCTCTCRG
816 CACACACACACACACAT 855 ACACACACACACCYT
817 CACACACACACACACAA 856 ACACACACACACCYC
822 TCTCTCTCTCTCTCTCA 858 TGTGTGTGTGTGTGTGRT
823 TCTCTCTCTCTCTCTCC 865 CCGCCGCCGCCGCCGCCG
824 TCTCTCTCTCTCTCTCG 866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC
825 ACACACACACACACACT 874 CCCTCCCTCCCTCCCT
827 ACACACACACACACACCG 878 GGATGGATGGATGGA
829 TGTGTGTGTGTGTGTGC 881 GGGTGGGTGGGGTG
830 TGTGTGTGTGTGTGTGG 886 VDVCTCTCTCTCTCTCT
834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 887 DVDTCTCTCTCTCTCTC
835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 888 DBDCACACACACACACA
836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 889 DBDACACACACACACAC
840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 890 VHVGTGTGTGTGTGTGT
841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 891 HVHTGTGTGTGTGTGTG
843 CTCTCTCTCTCTCTCTRA 895 AGAGTTGGTAGCTCTTGATC
844 CTCTCTCTCTCTCTCTRC 898 GATCAAGCTTNNNNNNAT
845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG 899 CATGGTGTTGGTCATTCTTCC
846 CACACACACACACACART 900 ACTTCCCCACAGGTTAACACA

 注 :R = ( A,G) ;Y = ( C ,T) ; B = ( C ,G,T) ; D= ( A ,G,T) ; H= ( A ,C ,T) ;

V = ( A,C,G) ;N= ( A,C,G,T) 。

3  讨论

研究表明, 影响ISSR- PCR 反应的主要因子是反应体系

中Mg2 + 浓度、Taq 酶和模板浓度。TaqDNA 聚合酶是 Mg2 + 依

赖性酶, 对Mg2 + 浓度敏感,而且引物与模板双链杂交体的解

链与退火温度受二价阳离子的影响, 特别是 Mg2 + 浓度。

Mg2 + 浓度的降低会导致扩增产物的减少, 而 Mg2 + 浓度过高

会降低产物的特异性。与RAPD 标记相比较,ISSR 对Mg2 + 浓

度比较敏感[ 10] ,所以Mg2 + 浓度的调整尤为重要。研究表明 ,

随着Mg2 + 浓度的升高, 非特异扩增产物的增多 ,扩增得到的

DNA 片段因连成一片而模糊不清。在 PCR 反应体系中,Taq

酶的使用量也是影响试验的一个重要因素。使用高浓度的

Taq 酶 ,不仅成本过高, 而且导致产物的特异性降低, 而其浓

度过低又会导致产物的合成效率降低。同时,模板浓度也是

制约产物特异性和合成效率的一个重要因子。若模板浓度

过低, 则扩增产物不稳定 ,而若模板浓度过高 ,则非特异性带

增加。

在PCR 扩增程序中,退火温度是影响扩增效果的一个重

要环节。引物退火温度受碱基序列长短和 GC 含量的影

响[ 11] 。该研究根据引物提供的参考退火温度, 不同引物采

用不同的退火温度。试验表明, 在以马氏珠母贝为模板的

PCR 反应中, 大多数引物在52 ℃时得到较好的扩增效果。而

对于参考退火温度较高( 60 ℃以上) 或参考退火温度较低( 40

℃以下) 的引物, 在其参考退火温度和52 ℃时几乎都不能得

到扩增产物。

甲酰胺具有减少背景和增加产物稳定性的作用。由于

ISSR 引物含有简单重复序列, 甲酰胺可以有效地防止引物自

身形成二级结构。Tsumura 等在分析 Douglas-fir ( Psedotsuga

menziesii ) 和Sugi ( Crypt oneri a japonica) 时认为,2 % 甲酰胺可以

提高绝大多数引物扩增产物的清晰度, 但其浓度过高则会抑

制反应的进行[ 8] 。该试验也得到与之相符的结论 ,在反应体

系中加入甲酰胺后, 可明显减少背景, 扩增结果更加清晰。

研究表明 ,马氏珠母贝优化的ISSR 反应条件: ①反应体

系为2 .5μl 10×buffer , 镁离子浓度1 .5 mmol/ L ,Taq 酶1 .0 U,

200 nmmol/ L ISSR 引物,模板浓度为50 ng/ μl ,2 %甲酰胺 ,0 .10

mmol/ L dNTP ,加双蒸水至总体积25μl ; ②反应程序为预变性

94 ℃,5 min ;变性为94 ℃,30 s ; 退火52 ℃,1 min ;延伸72 ℃ ,

2 min ;39 个循环; 延伸72 ℃,7 min。

ISSR 标记可以在没有任何分子生物学研究基础的情况

下进行基因组分析, 呈孟德尔方式遗传, 一般呈显性或共显
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宁、庆元、缙云、遂昌、松阳 ,多生于海拔400～1 500 m常绿阔

叶林中, 或林缘及溪谷边 , 耐荫 , 喜湿润。枝叶繁茂, 春季白

花满树 ,夏秋串串红色浆果悬挂枝头, 耀眼夺目。可作观果

树种, 宜作基础栽植或点缀风景林。

11  紫珠( Callicarpa bodinieri)

马鞭草科 ,落叶灌木, 伞形花序腋生, 花冠白色, 果球形

紫色, 似串串紫色珍珠。花期4～5 月, 果期8～9 月。产全区

各县, 多生于海拔1 000 m以下林中、林缘和灌木丛中, 喜光 ,

耐旱, 易栽培,为优秀的花果木 ,可作基础栽植或点缀风景林

及草坪等。

12  青荚叶( Helwingiajaponica)

山茱萸科 ,落叶灌木, 叶纸质 , 卵形或卵状椭园形叶; 花

为伞形花序或雌花1～3 朵簇生; 核果球形, 熟时由绿转红 ,

最后转黑。花期4～5 月,生于海拔400～1 200 m山坡林中或

林下, 花果皆生于叶面,耐荫,喜湿 ,可作花坛布置。

13  紫金牛( Ardisia japonica)

紫金牛科 ,小灌木 ,不分枝, 花3～5 朵组成亚伞房花序。

花瓣粉红或白色, 果径5～6 mm, 熟时鲜红色转黑色。产全区

各地, 生于海拔400～1 000 m山坡、沟谷常绿阔叶林或混交林

下阴湿灌丛中, 常呈小生长, 耐荫, 喜肥, 可布置花坛或点缀

草坪。

14  交让木( Daphniphyllum macropodum)

虎皮南科 ,常绿乔木,小枝粗。叶簇生枝顶, 窄长椭圆形

或倒卵状长椭圆形, 下面被白粉 ,叶柄及脉基部带红色,总状

花序腋生,花期4～5 月, 果期9～10 月。产龙泉、景宁、庆元、

缙云、遂昌, 生于海拔500～1 500 m湿润林中。该树叶大而浓

绿, 可引作园林及行道树。

15  青榨槭( Acer davi dii )

槭树科, 落叶乔木 ,嫩枝紫绿色。叶片卵形或长卵形, 先

端尾状渐尖, 基端心形或圆形, 幼叶下面脉有红褐色短柔毛 ,

总状花序下垂,花黄绿色, 翅果熟时黄褐色。花期4 月, 果期

9 月。产云和、龙泉、景宁、庆元、缙云、遂昌, 喜生于海拔250

～1 400 m湿润的阴坡及山谷。树冠整齐, 叶形美丽, 入秋叶

呈黄褐色,可供园林绿化用。

16  树参( Dendropanx dentiger)

五加科, 常绿乔木或灌木, 叶革质、叶形变化大。不分裂

叶通常椭圆形 , 分裂叶为倒三角形, 掌状2～3 深裂或浅裂 ,

俗称“十八变”,花期8～10 月,果期10～12 期。产全区各县 ,

常生于海拔200～1 200 m林缘、沟谷及灌丛。可孤植或列植

供赏叶。

17  清香藤( Jasminumlanceolarium)

木犀科, 攀援状灌木,叶对生,三出复叶、革质或近革质 ,

花多数芳香, 花冠白色, 花期4 ～6 月, 果期8～12 月。产莲

都、龙泉、青田、缙云、遂昌, 生于林缘或灌丛中。适宜用于花

架、花栅及绿廊等。

18  扶芳藤( Euonymus fortunei)

卫矛科, 常绿匍匐灌木,茎枝具气生根,可攀援生长。单

叶对生,长卵形至椭圆状倒卵形 ,表面通常浓绿色, 背面脉明

显;聚伞花序腋生, 花白色, 蒴果红色。产莲都、龙泉、缙云、

遂昌,生于溪边山谷林缘, 常缠绕树上或岩石上 , 略喜光 , 稍

耐旱。叶色油绿光亮 ,入秋红艳可爱 ,又有较强的攀缘能力 ,

宜作垂直绿化。
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性标记。目前应用于马氏珠母贝群体遗传分析的方法主要

有同工酶和 RAPD 分子标记等[ 10 ,12 - 14] 。其中 ,RAPD 与IS-

SR 标记一样属于随机扩增 , 不同的是ISSR 引物序列来源于

简单重复序列区域 ,比随机扩增的多态 DNA( RAPD) 引物序

列长 ,所以退火温度较高。钱韦等采用 RAPD 和 ISSR 标记

探讨中国疣粒野生稻的遗传多样性, 认为这2 种标记都可

用来进行遗传多样性评估 , 但ISSR 标记比PARD 检测多态

性更为敏感, 反应系统更为稳定[ 15] 。试验表明, 在100 个引

物中有48 个呈阳性反应 , 而且个体间都表现出明显的多态

性, 说明ISSR 标记适用于马氏珠母贝的群体遗传分析。笔

者应用该优化的反应体系 , 对马氏珠母贝育种群体遗传结

构变化的研究取得了满意的结果。
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