
正交优化法建立沙打旺ISSR-PCR 最佳反应体系

陈志宏1 , 黄琳凯2 , 张新全2 , 王志刚1
( 1 .全国畜牧兽医总站畜禽牧草种质资源保存利用中心,北京100094 ;2 .四川农业大学动物科技学院草业科学系,四川雅安625014)

摘要  根据正交试验设计的原理,设计了探索性正交试验和细调性正交试验来确定沙打旺ISSR-PCR 体系中各成分的浓度。得到既稳
定又能扩出最多条带的适合沙打旺的ISSR- PCR 最佳反应体系 ,即20μl 的反应体系中含有1×buffer ,dNTP0 .2 mmol/ L ,Taq 酶1 .0 U,引物
0 .3μmol/ L ,Mg2 +2 .5 mmol/ L,DNA 模板2 .5 ng/ μl 。然后对沙打旺ISSR- PCR 最佳反应体系进行梯度退火试验 ,得到这条引物的最佳退火
温度为54 .1 ℃。这一最佳体系的建立为今后利用ISSR 标记技术 ,研究沙打旺的遗传多样性提供了标准化程序。
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Establishment of Astragalus adsurgens'ISSR- PCR Opti mal Conditions with Orthogonal Opti mization Method
CHEN Zhi- hong et al  ( Center of Genetic Resources of Livestock ,Foul and Herbage ,China Ani mal Husbardry & Veterinary Institute ,Beijing 100094)
Abstract  Orthogonal design is applied to the ISSR- PCR conditions opti mization inthis paper . Two orthogonal experi ments were made to investigate the
amplification efficiency of different amplification conditions . As a result ,a satisfactory ISSR techni que systemfor Astragalus adsurgens with desirable
repeatability and polymorphic bands was established .In a total vol ume of 20μl ISSR- PCRsystem,it contained 1×buffer ,0 .2 mmol/ L dNTP, 0 .3μmol/ L
Pri mer ,2 .5 mmol/ L Mg2 + ,1U Taq DNA polymerase and 2 .5 ng/ μl template DNA. The opti mal annealing temperature of this pri mer for ISSR-1PCR
reaction was proposed by gradient PCR and it was 54 .1 ℃ .The result provided standardizing ISSR- PCR programfor the analysis of genetic diversity of
Astragalus adsurgens .
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  沙打旺( Astragal us adsur gens Pall ) 又名直立黄芪, 为豆科

黄芪属多年生草本植物, 根系发达, 主根粗大, 是优良牧

草[ 1] 。沙打旺原产黄河故道地区, 是我国特有的栽培牧草、

绿肥和水土保持等兼用型草种, 在我国人工栽培已有近百

年[ 2] 。沙打旺经济价值高, 营养成分丰富而齐全, 蛋白质含

量高[ 3] 。从分子水平系统地研究沙打旺的遗传多样性 ,对其

资源的开发和持续利用有重要意义。

ISSR(Inter-si mple sequence repeat) ,即简单重复序列区间 ,

是由Zietkiewicz 等在1994 年创建的[ 4] 。ISSR 标记是利用在

基因组中常出现的简单重复序列作为引物 , 由1～4 个碱基

组成的串联重复和1～2 个非重复的锚定碱基组成, 锚定碱

基避免了引物在与 DNA 模板结合时在基因组上的滑动, 这

样就提高了PCR 的专一性。ISSR 操作简便、成本较低、重复

性高、多态性好, 其引物设计比较简单 ,不需要知道简单重复

序列两端的碱基序列[ 5 - 7] 。已在多种动植物的种质鉴定、遗

传作图、基因定位、遗传多样性等研究方面得到应用[ 8 - 13] 。

虽然ISSR 有诸多优点, 但ISSR 分子标记技术基于PCR

反应, 受到多种反应条件的影响, 不同物种对反应的要求也

存在差异, 因此在进行ISSR 分子标记技术时应首先对其反

应条件进行优化[ 14] 。该试验采用2 次正交试验, 设 Mg2 + 、

dNTP、Taq 酶、引物4 因素3 水平 ,对沙打旺ISSR- PCR 反应体

系进行优化, 以期快速地建立适合沙打旺ISSR- PCR 反应体

系, 为沙打旺分子水平的近一步研究打下良好的基础。

1  材料与方法

1 .1  材料 沙打旺种子来自全国畜牧兽医总站畜禽牧草种

质资源保存利用中心牧草基因库。Taq 酶、dNTP、10 ×PCR

buffer、Mg2 + 、引物均购自上海生工。Marker 购自赛百盛, 共10

条带( 分别是:200、400、600、800、1 000、1 200、1 400、1 600、1 800、 �
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2 000 bp) 。PCR 仪为美国产 GeneAmp PCR System9700。

1 .2  DNA 提取 将每份材料的种子萌发至有一定数量的幼

嫩叶片,液氮冷冻研磨处理后, 参照 Frederick 等( 1998) CTAB

的方法并略作改进提取叶片 DNA[ 15] 。具体步骤是 :取1 .0～

1 .5 g 幼嫩叶片放入小研磨中, 加入液氮研磨成粉末, 转移至

15 ml 的离心管中。将预热的 CTAB 裂解液5 ml ,倒入有叶片

的离心管并混匀, 放入65 ℃恒温水浴30 min , 其间轻轻地上

下颠倒几次。然后向离心管中加入等体积氯仿异戊醇( 24∶

1 ,V∶V) ,再在水浴震荡器中振荡10 min 左右, 至管中溶液分

层, 放入离心机,8 000 r/ min 离心10 min , 取上清液; 重复上述

步骤2～3 次( 第2 次加RNA 酶) 。最后加入等体积异丙醇 ,

放入- 20 ℃冰箱保存, 待出现 DNA 絮状沉淀, 钩出沉淀至

1 .5 ml 离心管中; 用70 %乙醇洗涤3 次,再用无水乙醇洗涤数

次, 每次至少20 min ,然后风干沉淀; 加入适量TE 溶解 DNA。

用1 %琼脂糖凝胶电泳检测 DNA , 并在分子生物学分光光度

计中测其浓度和 A260/ A280的值。将 A260/ A280值在1 .8～2 .0

的DNA 分装稀释保存在 - 20 ℃冰箱中备用。

1 .3  PCR 扩增  PCR 扩增在美国产 GeneAmp PCR System

9700 上进行,扩增程序为:94 ℃预变性5 min ,94 ℃变性45 s ,

52 ℃退火60s ,72 ℃延伸90 s , 进行35 个循环, 最后72 ℃延伸

7 min , 然后置于4 ℃待电泳检测。

扩增结束后,每管各加入上样缓冲液4μl 混匀后, 取10

μl 扩增产物在1 .5 % 琼脂糖凝胶电泳, 凝胶中含0 .05 % 的溴

化乙锭, 电泳缓冲液为1×TAE , 电压60 V, 电泳结束在BIO-

RAD Gel Doc- XR 凝胶成像系统上观察照相。

1 .4 ISSR-PCR 反应体系的正交试验 采用L9( 34) 正交设计

表,根据相关文献[ 8 - 13] 的ISSR- PCR 反应体系, 首先对dNTP、

引物浓度、Mg2 + 浓度、Taq 酶浓度进行4 因素3 水平的探索性

正交试验, 探索性正交试验因素水平和正交设计见表1、2。

再根据探索性正交试验的结果, 缩小各个因素的浓度梯度进

行细调性正交试验, 细调性正交试验因素水平和正交设计见

表3、4。除表中变化因素外, 每管中还含有1×buffer 和50 ng
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模板 DNA, 引物序列为5′- GAGAGAGAYT- 3′[ Y = ( C,T) ] , 试验

设2 次重复。

对细调性正交试验结果用 BIO- RAD GelDoc- XR 凝胶成

像系统中 Qaquatity One 软件测出每个条带的相对浓度值, 然

后进行正交直观分析[ 16] 。

  表1 探索性正交试验水平- 因素

水平
dNTP

mmol/ L

Taq 酶

U/ 20μl

Pri mers

μmol/ L

Mg2 +

mmol/ L
1 0 .1 0 .5 0 .2 1
2 0 .3 1 .5 0 .4 2
3 0 .5 2 .5 0 .6 3

  表2 探索性正交试验设计[ L9(34) ]

处理组合
dNTP

mmol/ L

Taq 酶

U/ 20μl

Pri mers

μmol/ L

Mg2 +

mmol/ L
1 0 .1 0 .5 0 .2 1
2 0 .1 1 .5 0 .4 2
3 0 .1 2 .5 0 .6 3
4 0 .3 0 .5 0 .4 3
5 0 .3 1 .5 0 .6 1
6 0 .3 2 .5 0 .2 2
7 0 .5 0 .5 0 .6 2
8 0 .5 1 .5 0 .2 3
9 0 .5 2 .5 0 .4 1

  表3 细调性正交试验水平- 因素

处理组合
dNTP

mmol/ L

Taq 酶

U/ 20μl

Pri mers

μmol/ L

Mg2 +

mmol/ L
1 0 .15 0 .5 0 .2 1 .5
2 0 .20 1 .0 0 .3 2 .0
3 0 .25 1 .5 0 .4 2 .5

  表4 细调性正交试验设计[ L9(34) ]

处理组合
dNTP

mmol/ L

Taq 酶

U/ 20μl

Pri mers

μmol/ L

Mg2 +

mmol/ L
1 0 .15 0 .5 0 .2 1 .5
2 0 .15 1 .0 0 .3 2 .0
3 0 .15 1 .5 0 .4 2 .5
4 0 .20 0 .5 0 .3 2 .5
5 0 .20 1 .0 0 .4 1 .5
6 0 .20 1 .5 0 .2 2 .0
7 0 .30 0 .5 0 .4 2 .0
8 0 .30 1 .0 0 .2 2 .5
9 0 .30 1 .5 0 .3 1 .5

1 .5  体系稳定性检测  选用其他的模板 DNA , 分别用细调

性正交试验9 个处理组合中的最好组合和统计理论上的最

佳处理组合进行ISSR- PCR。检测2 个体系的稳定性并比较2

个体系的扩增效率。

1 .6  最佳退火温度的确定 在试验确定的最佳反应体系基

础上,在德国 Eppendorf 公司产 Mastercycler Gradien PCR 仪上

进行最佳退火温度的筛选。设置了11 个退火温度:46 .1、

46 .8、47 .9、49 .2、50 .8、52 .5、54 .1、55 .6、56 .9、57 .9、58 .5 ℃。

2  结果与分析

2 .1  探索性正交试验结果及其分析  探索性正交试验结果

见图1 , 探索性正交试验结果不太理想, 正交试验各个处理组

合的结果不尽相同, 有1 个组合没有扩出条带, 有些组合只

有1 个能扩出条带 ,另外一个重复不能扩出条带, 说明这些

处理组合的反应体系重复性不太好。其原因可能是由于探

索性正交试验所设计的各个因素的梯度比较大, 有些组合偏

离最优的组合较远。其中2、4 号处理组合重复性好, 条带清

晰。说明他们所对应的条件离优化中心偏离不是很大。再

以这2 个处理组合的条件为基点, 缩小各个因素的梯度进行

细调性正交试验。

注 : M.Marker ;1～9 .处理组合1～9 ;10 . 对照( 未加模板DNA) 。

图1 探索性正交试验结果

2 .2 细调性正交试验结果及其观察分析 结果见图2 ,所有

的处理组合都扩出了大约为400 和600 bp 的2 条带。其中3、

4 号处理组合扩出较多条带但2 次重复结果不太一样, 扩增

背景也较深,说明这2 个反应体系不太稳定。1、7 和9 号处

理组合扩出了3 个条带,条带也比较清晰、重复性较好。6 号

处理扩出了4 个条带 , 而且条带清晰、重复性好。试验效果

最好的是2、5 号处理组合, 总共扩增出5 个条带而且条带清

晰、重复性也好, 为最佳的处理组合。

注 : M.Marker ;1～9 .处理组合1～9 ;10 . 对照( 未加模板DNA) 。

图2 细调性正交试验结果

2 .3  细调性正交试验结果的正交直观分析 具体计算结果

见表5 , 在9 个处理组合中2 号处理组合的相对浓度和最大 ,

说明该组合的扩增效率最高, 综合细调性正交试验的观察结

果,2 号为9 个处理组合中最佳处理组合。而 R 值的大小反

映了该因素对扩增结果的影响程度, 细调性正交试验结果的

直观统计分析表明, 在此次细调性正交试验所设计的各因素

的浓度梯度下,Taq 酶浓度对ISSR- PCR 扩增结果的总浓度影

响最大 ,其次分别是dNTP 浓度、Mg2 + 浓度、引物浓度。利用

T 值可以确定每一个因素各水平的最佳浓度 ,每一个因素的

3 个 X 中最大的 X 值所对应的水平即为该因素最佳浓度 ,此

次试验的最佳处理组合为:dNTP 0 .2 mmol/ L ,Taq 酶1 .0 U, 引

物0 .3μmol/ L ,Mg2 +2 .5 mmol/ L , 再加上1×buffer 和2 .5 ng/ μl

的DNA 模板。这个最佳处理组合从理论上来说, 应该是最

理想的条件体系。为了验证这个推论, 用这个最佳处理组合

和2 号处理组合进行比较, 所用的 DNA 为其他材料的6 份

DNA。结果见图3 ,由图3 可知2 个体系的扩增结果都不错,2

个体系扩增条带基本一样,但最佳处理组合扩增出的有些条
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带明显比2 号处理组合扩增处理的亮。所以选用最佳处理

组合为正式试验的ISSR- PCR 反应体系, 即20μl 的反应体系

中含有 1×buffer ,dNTP 0 .2 mmol/ L ,Taq 酶1 .0 U, 引物0 .3

μmol/ L ,Mg2 +2 .5 mmol/ L,DNA 模板2 .5 ng/ μl 。

  表5 细调性正交试验结果[ L9(34) ]

处理组合
dNTP

mmol

Taq 酶

U/ 20μl

Pri mers

μmol/ L

Mg2 +

μmol/ L

相对浓

度和
1 1 1 1 1 124.754
2 1 2 2 2 236.347
3 1 3 3 3 214.277
4 2 1 2 3 173.052
5 2 2 3 1 218.975
6 2 3 1 2 213.267
7 3 1 3 2 119.339
8 3 2 1 3 207.146
9 3 3 2 1 170.458
T1  575 .377 0  417 .144 0  545 .167 0  514 .486 0

T2 605 .293 5 662 .466 5 579 .855 5 568 .952 5

T3 496 .941 5 598 .001 5 552 .589 5 594 .473 5

X1 191 .792 3 139 .048 0 181 .722 3 171 .395 3
X2 201 .764 5 220 .822 2 193 .285 2 189 .650 8
X3 165 .647 2 199 .333 8 184 .196 5 198 .157 8

R 36 .117 3 81 .774 2 11 .562 8 26 .762 5

2 .4 最佳退火温度的筛选 退火稳定的梯度PCR 试验结果

见图4 , 由图4 可见, 当退火温度比较低时,ISSR- PCR 扩增的

效果条带很多而且模糊 ,背景也较深, 说明当退火温度较低

的时候ISSR- PCR 扩增的特异性不好。当退火温度比较高时

扩增的条带较少, 而且条带也较弱 ,扩增效率不高。当退火

温度在54 .1 ℃扩增条带比较亮, 条带清晰。因此确定这条引

物的最佳退火温度为54 .1 ℃。

 注 :1～6 为用2 号处理组合的体系对另外6 个沙打旺材料 DNA

进行ISSR- PCR 扩增的结果 ;7 ～12 为用最佳处理组合的体

系对另外6 个沙打旺材料DNA 进行ISSR- PCR 扩增的结果。

图3 2 种反应体系扩增结果

图4 不同退火温度对扩增的影响

3  讨论

( 1)ISSR 分子标记技术基于PCR 反应, 其扩增条带虽然

较RAPD 标记稳定 ,但同样受反应条件和扩增程序变化以及

物种不同的影响。采用不同的体系组合和扩增程序其结果

有一定差异,此次试验也证实了这一观点。因此在利用ISSR

分子标记技术时, 首先应对其反应条件进行优化。反应条件

一旦确定, 就应该保持不变 ,同时还应该使用同一厂家的药

剂和同一PCR 仪等设备 ,以保证ISSR 分析结果的可靠性。

( 2) 已有的关于PCR 体系优化的试验报道, 大多采用单

因素试验设计[ 17 ,18] ,对每个因素设计不同的梯度 , 进行多次

梯度试验 ,找到适合的ISSR- PCR 反应体系。这样过程繁琐 ,

且不能保证是最佳的试验体系。而正交设计的基本特点是 :

用部分试验来代替全面试验, 能通过部分试验找到最优的水

平组合( 包括处理组合中没有的水平组合) [ 19] 。正交试验的

关键是合理地设计各个因素的水平组合, 对于一个全新的

ISSR- PCR 反应体系,此次试验先设计了探索性正交试验, 再

根据结果缩小各因素的梯度, 设计细调性正交试验, 并对细

调性试验结果进行直接观察分析和正交直观分析 ,找到最佳

试验组合,取得了较好的试验结果,大大地缩短了试验进程。
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