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高原鼠兔 ISSR引物反应体系的优化与筛选
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摘要　[目的]筛选和优化高原鼠兔 ( Ochotona curzoniae) 适宜的 ISSR 反应体系 ,以在对高原鼠兔进行 ISSR 分析时获得清晰和多态性好的
扩增结果。[方法]以高原鼠兔基因组DNA 为模板 ,通过单因素试验 ,对体系中的模板浓度、Mg 2 + 浓度、dNTPs 浓度、Taq 酶用量、引物用
量、退火温度进行探讨。[结果]结果表明 ,高原鼠兔 ISSR2PCR 扩增的最佳条件为 :25 μl PCR 反应体系 ,其中 4μl DNA 模板 ,1. 5 mmol/ L
MgCl2 ,0. 2 mmol/ L dNTPs ,1. 25 U Taq 聚合酶 ,1. 5μmol/ L 引物 ,复性温度4560 ℃(退火温度随引物不同而确定) 。用11 条引物进行了 PCR

扩增 ,筛选出效果较好的 6 条引物。[结论]该反应体系的建立为鼠兔遗传多样性和分子系统学研究提供技术支持。
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Optimization and Screening of ISSR Primer Reaction System for Ochotona curzoniae
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Abstract 　[Objective ] The research aimed to study the suitable ISSR reaction system for Ochotona curzoniae ,to obtain high resolution and multiple poly2
morphic bands. [Method] Based on the genomic DNA extracted from Ochotona curzoniae ,the effects of the main reaction system elements such as Mg2 + ,
dNTPs ,primer ,template DNA , Taq DNA polymerase and annealing temperature were presented by single factor experiment . [ Result ] The results showed
that the optimum conditions of ISSR2PCR amplification were as follow:The total volume of the reaction system was 25μl ,consisted of 4μl DNA template ,
1. 5 mmol/ L MgCl2 ,0. 2 mm/ L dNTPs ,1. 25 U Taq DNA polymerase ,1. 5μmol/ L primer and annealing temperature of 45 - 60 ℃. The 11 ISSR primers
were used to screen the suitable primers ,of which 6 ISSR primers were screened. [ Conclusion] This optimal system offered a technical system of ISSR anal2
ysis suitable to Ochotona curzoniae.
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　　ISSR 是 Zietkiewicz 等[1]于 1994 年在 SSR 基础上创建、基

于 PCR 扩增的一种新型分子标记技术。ISSR 具有操作技术

简单 ,试验成本低 ,模板需要量少 ,多态性丰富 ,试验稳定性

高等优点。因此 , ISSR 技术已广泛应用于品种鉴定 ,物种的

分类 7 系统学和居群生物学的研究中[2 - 4] 。

高原鼠兔 ( Ochotona curzoniae)隶属于兔形目 (Lagomorpha)

鼠兔科 (Ochotonidae)鼠兔属( Ochotona) ,是青藏高原的特有物

种 ,也是青藏高原及其毗邻地区主要的草原害鼠之一。关于

高原鼠兔的研究主要集中在形态、生态、生理生化、行为等领

域[5 - 8] 。笔者以高原鼠兔为研究材料 ,对 Mg2 + 、dNTPs 　引

物、TaqDNA 聚合酶、模板 DNA 的用量等因素的最佳反应条

件进行了筛选 ,旨在为进一步进行高原鼠兔的遗传多样性和

分子系统地理学的研究奠定基础。

1 　材料与方法

1. 1 　材料　高原鼠兔样本采自西藏雅鲁藏布江南岸的江孜

热龙、浪卡子白地和北岸的尼木续迈、当雄纳木错 4 个地区。

取鼠兔腿部肌肉组织保存在 95 %的乙醇中。

1. 2 　ISSR引物 　从加拿大哥伦比亚大学 (UBC) 提供的 100

条 ISSR 引物序列中选取 11 条 ,编号分别为 UBC809 ,UBC827 ,

UBC813 ,UBC812 ,UBC829 ,UBC816 ,UBC823 ,UBC872 ,UBC855 ,

UBC884 ,UBC819 ,由 TaKaRa 公司合成。

1.3 　DNA 的提取及检测 　参照 Sambrook 等用蛋白酶 K2苯
酚/ 氯仿法[9]提取基因组总 DNA。用 0. 8 %的琼脂糖凝胶对

DNA 质量进行电泳检测 , - 20 ℃保存 DNA。

1. 4 　PCR反应体系与引物筛选 　对参与 ISSR 反应的 DNA

模板、Mg2 + 、dNTPs 和 Taq DNA 酶用量以及退火温度进行了

优化试验 ,各参数优化设计梯度见表 1。采用随机筛选的引

物UBC809 进行优化 ,初始反应程序为 :94 ℃预变性 4 min ;94

℃变性 45 s ,47～61 ℃退火45 s ,72 ℃延伸90 s ,共37 个循环 ;

72 ℃延伸 7 min , 4 ℃保存。扩增产物在 1. 2 %的琼脂糖凝胶

(含 0. 5 g/ ml 溴化乙锭) 中电泳 ,电压不超过 5 V/ cm ,电泳缓

冲液为 1 ×TAE ,用一定的 DNA 梯度作分子量标记 (以 M 表

示 ,分子量从大到小依次为 :4 000、3 000、2 500、2 000、1 800、

1 600、1 400、1 200、1 000、800、600、400、200 bp) ,紫外凝胶自动

成像仪照相。

表 1 　ISSR2PCR反应体系的优化试验设计

Table 1 　The optimization design of ISSR2PCR reaction system

反应成分
Reaction component

浓度梯度 Concentration gradients

1 2 3 4 5 6 7
模板 DNA 浓度∥μl 　0. 5 　1. 0 　2. 5 　4. 0 　5. 0 　7. 5

　
15. 0

Template DNA
concentration
Mg2 + 浓度∥mmol/ L 1. 0 1. 5 2. 0 2. 5
Mg2 + concentration
引物浓度∥μmol/ L 0. 5 1. 0 1. 5 2. 0
Primer concentration
dNTPs 浓度∥mmol/ L 0. 10 0. 15 0. 20 0. 25
dNTPs concentration
Taq 酶浓度∥U 0. 50 1. 00 1. 25 1. 50 2. 00
Taq enzyme concentration
退火温度∥℃ 47 49 51 53 57 59
Annealing temperature

2 　结果与分析

2. 1 　模板 DNA浓度对 ISSR2PCR反应的影响　该试验提取

到了较好的总 DNA ,电泳图显示 DNA 带型完整 ,清晰一致 ,

没有拖尾现象 ,说明其中蛋白质和 RNA 的量少或没有 ,无明

显降解 (图 1) 。该试验没有测量 DNA 模板的具体浓度 ,只是

以加模板的体积来作比较 ,模板浓度从 1 个单位 (在 25μl 反

应体系中 ,设置了 0. 5、1. 0、2. 5、4. 0、5. 0、7. 5、15. 0μl 的体积

变化)到 30 倍单位变化时 ,所得产物的条带数和位点数基本
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没有变化 ,只是在模板浓度低时产物浓度会变低 ,条带变弱

(图 2) 。由图 2 还可知 ,模板 DNA 浓度对 PCR 产物的特异性

和稳定性影响不大。当模板 DNA 的量为 2. 50～15. 0μl 时 ,

扩增产物条带均比较清晰明亮。考虑到模板过少 ,分子碰撞

的几率低 ,偶然性大 ,影响试验的稳定性 ;模板过多又会降低

特异性扩增效率 ,增加非特异性产物 ,使电泳图谱背景呈弥

散状。因此 ,该试验选用 4μl 作为 PCR 反应的用量。

图 1 　鼠兔 DNA电泳图

Fig. 1 　The electrophoretogram of DNA in Ochotona curzoniae

图 2 　模板 DNA浓度对扩增结果的影响

Fig. 2 　Effects of template DNA concentration on the amplification

results

2. 2 　Mg2 + 浓度对 ISSR2PCR反应的影响　Mg2 + 浓度对 ISSR

的特异性和扩增效率影响很大。在一定的浓度范围内 ,随着

Mg2 + 浓度的增高 ,扩增的特异性减弱 ,但扩增片段的产率增

加。该试验中 ,不同的Mg2 + 浓度下均有扩增产物 ,当Mg2 + 在

1. 0～1. 5 mmol/ L 时 ,条带清晰可见 ,但在 1. 0 mmol/ L 时 ,条

带较弱 ;当Mg2 + 增加至 2. 0、2. 5 mmol/ L 时 ,谱带亮度明显增

加 ,但背景模糊难辨 (图 3) 。因此 ,选择 1. 5 mmol/ L 的 Mg2 +

浓度作为高原鼠兔 ISSR 分析的最佳浓度。

图 3 　Mg2 + 浓度对扩增结果的影响

Fig. 3 　Effects of Mg2 + concentration on the amplification results

2. 3 　Taq DNA 聚合酶浓度对 ISSR2PCR 反应的影响 　
TaqDNA 聚合酶是扩增反应的关键因素。从图 4 可以看出 ,

在 25μl 反应体系中使用 0. 50～2. 00 U 的 Taq 均有扩增产

物。在 1. 5、2. 0 U 时背景较深 ,在 0. 50～1. 25 U 时带型和强

度较好 ,考虑到酶量过少 ,其催化能力不够强且影响扩增的

稳定性。因此 ,选用 1. 25 U 为最佳 Taq 酶用量。

图 4 　TaqDNA聚合酶浓度对扩增结果的影响

Fig. 4 　Effects of Taq DNA polymerase concentration on the amplifi2

cation results

2. 4 　dNTPs 浓度对 ISSR2PCR反应的影响 　dNTPs 是 PCR

反应的原料 ,该试验设计了 4 个浓度梯度 ,扩增结果见图 5。

从图 5 可以看出 ,在 0. 10～0. 25 mmol/ L 的 dNTPs 浓度范围内

均有扩增产物 ,但 dNTPs 浓度为 0. 10 和 0. 15 mmol/ L 时条带

相对较弱 (尤其是 1 800 bp 处条带) ; dNTPs 浓度为 0. 20 和

0. 25 mmol/ L 时扩增产率较高 ,条带较亮。由于在 0. 25

mmol/ L时条带相对弥散 (尤其是 500、550 bp 处条带) ,所以最

适 dNTPs 浓度选为 0. 20 mmol/ L。

图 5 　dNTP浓度对扩增结果的影响

Fig. 5 　Effects of dNTP concentration on the amplification results

图 6 　引物浓度对扩增结果的影响

Fig. 6 　Effects of primer concentration on the amplification results

2. 5 　引物浓度对 ISSR2PCR反应的影响　引物浓度也是影

响 ISSR 扩增的一个重要因素。该试验共设置了 4 个引物梯
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度 ,结果如图 6 所示。从图 6 可以看出 ,引物浓度为 0. 5、1. 0

μmol/L 时 ,扩增条带弱 ;引物浓度为 1. 5、2. 0μmol/ L 时条带

较亮 ,但在 2. 0μmol/ L 时非特异性扩增产物增多 ,背景模糊 ,

相对而言 ,在引物浓度为 1. 5μmol/ L 时 ,扩增产物清晰 ,亮度

适宜 ,是较为理想的浓度。

2. 6 　退火温度对 ISSR2PCR反应的影响　退火温度与 ISSR

指纹的稳定性也至关重要。引物 809理论退火温度为 52 ℃,

以开始低于 Tm 值 5 ℃,再以 2 ℃为增量的原则 ,对 809 进行

退火温度的筛选 ,结果如图 7 所示。从图 7 可以看出 ,在 47

～55 ℃时 ,温度低 ,产生非特异扩增 ,出现片状拖带现象 ;当

温度升高到61 ℃时 ,扩增的条带数明显减少。在57、59 ℃时扩

图 7 　退火温度对扩增结果的影响

Fig. 7 　Effects of annealing temperature on the amplification results

增的条带之间界限分明 ,背景干净且亮度也适宜。为了提高反

应的特异性 ,选择稍高的温度 ,以 59 ℃为最佳退火温度。

2. 7 　优化反应体系的确定 　根据上述试验结果 ,最终确定

在 25μl 的反应体系中模板为 4μl ,Mg2 + 浓度为 1. 5 mmol/ L ,

dNTPs 浓度为 0. 2 mmol/ L , Taq 酶用量为 1. 25 U ,引物浓度为

1. 5μmol/ L ,退火温度为 59 ℃。

2. 8 　引物筛选和体系验证　按照上述优化体系筛选 TaKaRa

公司合成的 11 条引物 ,经过最佳温度调试 ,可重复性试验 ,

共筛选出 6 条扩增条带数多、条带清晰、可重复性好、多态性

丰富的高原鼠兔 ISSR 引物 ,见表 2。

表 2 　6 条 ISSR引物序列和最佳退火温度

Table 2 　Sequences of 6 ISSR primers and the optimum annealing tempera2

ture ℃

引物序号

Primer No.

退火温度

Annealing temperature

理论温度

Theoretical temperature

UBC823 57 52

UBC812 56 50

UBC829 59 52

UBC872 45 40

UBC855 60 51

UBC813 58 50

　　采用上述确定的优化体系 ,用引物 UBC872 在 24 鼠兔资

源中进行了扩增 ,见图 8。从图 8 可以看出 ,扩增谱带清晰 ,

多态性强 ,表明该优化体系具有较强的稳定性和可靠性。

注 :1～17 的个体为浪卡子白地种群 ;18～24 为江孜热龙种群。

Note :1 - 17 stand for populations from Baidi Town of Langkazi County ;18 - 24 stand for populations from Relong Town of Jiangzi County.

图 8 　引物 UBC872 在 24 份鼠兔样品中的 ISSR扩增结果

Fig. 8 　ISSR amplification results of 24 samples of O. curzoniae with primer UBC872

3 　结论与讨论

虽然 ISSR 具有多态性高、稳定性强的优点 ,但它的稳定

性仍然受到 DNA 模板浓度 ,Mg2 + 浓度 ,dNTPs 浓度 , TaqDNA

聚合酶浓度 ,引物浓度 ,退火温度等因素的影响 ,因此试验条

件的优化是必要的。

在影响 ISSR2PCR 扩增结果的因素中 ,酶是最主要的影

响因素。在其他反应条件一致的情况下 ,对同一样品使用不

同厂家、不同商标的 DNA 聚合酶 ,常常会有不同的 PCR 扩增

结果 ,因此在试验过程中要尽量选用同一厂家同一批次的

Taq 酶。此外 , Taq 酶的用量对 PCR 扩增也有很大影响。

Taq 酶浓度过高不仅提高了试验成本 ,而且也容易产生非特

异性扩增产物 ,扩增条带的背景模糊 ,不易辨认 ;而 Taq 酶浓

度过低时 ,聚合酶的催化能力不够强 ,导致产物的合成效率

下降。

DNA 模板的含量是影响扩增产物及其特异性的一个重

要因素 ,模板中含有一定量的 RNA 和少量蛋白质不会对扩

增结果产生明显影响 ,但为避免模板中含有 Taq 酶抑制剂 ,

应尽量纯化模板。该试验结果表明 ,ISSR 对模板的要求并不

严格 ,在一定浓度范围内都可以扩增出条带 ,只是扩增量有

所差异 ,从而导致条带的亮度不同。

　　Mg2 + 是 ISSR 扩增结果中重要的影响因素之一 ,作为 Taq

酶的辅助因子 ,Mg2 + 浓度不仅影响 Taq 酶的活性 ,还能与反

应液中的 dNTP、模板 DNA 及引物结合 ,影响引物与模板的结

合效率、模板与 PCR 产物的解链温度以及产物的特异性和引

物二聚体的形成[10] 。
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究结果表明 ,1 株凝结芽胞杆菌经 90 ℃、60 min 湿热处理和

120 ℃、60 min 干热处理后其活菌数只下降了一个数量级 ,显

示了凝结芽胞杆菌较强的抗热性[18] 。对 Y21 菌株进行了热

耐受试验 ,结果显示 ,Y21 菌株具有很强的耐高温特性 ,芽孢

的这种耐高温特性使得芽孢在饲料生产过程中可以保持很

好的活性 ,使它用于饲料生产成为可能。

表 8 　Y21 菌对抗生素的抑菌圈大小

Table 8 　The bacteriostatic circle of strain Y21 against antibiotics

浓度

Concentration
SMZ

抑菌圈 Bacteriostatic circle

泰洛菌素

Tylosin

呋喃唑酮

Furazolidone
10 mg/ ml 2. 85 3. 95 2. 90
5 mg/ ml 2. 82 3. 60 2. 75
2. 5 mg/ ml 2. 80 3. 44 2. 61
1. 25 mg/ ml 2. 73 3. 30 2. 82
0. 625 mg/ ml 2. 65 2. 90 2. 41
312. 5μg/ ml 2. 60 2. 80 2. 25
156. 25μg/ ml 2. 49 2. 90 1. 95
78. 125μg/ ml 2. 40 2. 40 1. 89
39μg/ ml 1. 60 2. 20 1. 68
19. 5μg/ ml 1. 31 1. 85 1. 45
9. 8μg/ ml 1. 25 1. 50 1. 35
4. 9μg/ ml 1. 25 1. 30 1. 35
2. 5μg/ ml 1. 15 1. 30 1. 30
1. 25μg/ ml 1. 00 1. 20 1. 20
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　　dNTP 作为 PCR 反应的原料之一 ,合适浓度的优化也是

十分重要的。浓度太高容易产生错配 ,从而出现非特异性扩

增 ;浓度太低则扩增效率低 ,甚至会因为 dNTPs 的过早消耗

而使产物单链化 ,影响扩增效果[11] 。

对于引物浓度而言 ,浓度不宜偏高也不能偏低。浓度偏

高时 ,易引起碱基错配和产生非特异性扩增 ,还易形成引物

二聚体 ;浓度偏低时 ,则与 DNA 模板结合位点少 ,扩增产量

下降 ,并有可能出现涂抹现象[12] 。

在 ISSR2PCR 扩增中 ,退火温度明显影响了扩增结果。

退火温度不仅与引物 (碱基种类 ,序列长短) 有关 ,还与物种

DNA 的序列有关 ,同一引物对不同物种退火温度往往不同。

退火温度不同 ,产生错配的程度也不同 ,通常较低的温度在

保证引物与模板结合稳定性的同时 ,也会使引物与模板之间

未完全配对的一些位点得到扩增 ,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和

模板之间的非特异性结合 ,提高 PCR 反应的特异性[13] 。

高原鼠兔分子标记的研究国内外报道不多。该试验稳

定的 ISSR 体系可以为鼠兔 ISSR 试验的后续工作提供参考 ,

特别是可为应用 ISSR 技术进行鼠兔遗传多样性研究奠定一

定的基础 ,并对探讨 ISSR 反应的影响具有一定的参考价值。
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