
例对 6 － 姜辣素测定的影响，优选最佳色谱条件。考察了乙腈 －
甲醇 － 水( 43∶ 5∶ 52) ［10］、甲醇∶ 水( 55∶ 45) ［17］以及乙腈 － 甲
醇 － 水( 40∶ 5∶ 55) 为流动相系统进行实验筛选，结果发现以乙
腈 － 甲醇 － 水( 40∶ 5∶ 55) 为流动相系统的分离度较好，干扰的
杂质峰较少。
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摘要: 目的 优化并建立适合于水母雪莲的 ISSＲ － PCＲ 反应体系并筛选出稳定的 ISSＲ 引物。方法 采用 L16 ( 45 ) 正交设

计方法，以 TaqDNA 聚合酶浓度、dNTP 浓度、模板 DNA 浓度、引物浓度、Mg2 + 浓度 5 种因素 4 个水平对水母雪莲 ISSＲ －
PCＲ 反应体系进行优化; 并对反应体系进行验证。采用优化后的反应体系筛选出条带清晰且稳定的 ISSＲ 引物，通过退

火温度梯度试验确定最佳退火温度。结果 最终确立了水母雪莲 20μl ISSＲ － PCＲ 最佳反应体系，即包含 TaqDNA 聚合酶

0． 7U、dNTP 0． 125mmol /L、引物 0． 3 μmol /L、模板 DNA 40ng、Mg2 + 1． 5mmol /L。在此基础上，从 84 条 ISSＲ 引物中筛选

出条带清晰且稳定的 8 条引物，并通过梯度 PCＲ 反应确定最佳退火温度。结论 经过 11 份水母雪莲种质验证，证明所建

立的体系稳定可靠，可用于后续水母雪莲遗传多样性分析和种质资源鉴定。
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水母雪莲 Saussurea medusa Maxim 是菊科凤毛菊属植物，多

年生草本，高 5 ～ 20cm，全 株 密 被 白 色 绵 毛，生 于 海 拔 3700 ～
5200m 的高山流石滩，主要分布于青海、西藏、云南、四川、甘肃等

地; 克什米尔、尼泊尔也有分布［1］，是一种具有极高药用价值的

高原药材。经药理学研究证明，水母雪莲中所含黄酮类化合物、
生物碱类物质具有消炎镇痛、抗疲劳以及扩张血管的功效; 此外，

其甲醇提取物对癌细胞生长有抑制作用［2，3］。水母雪莲生长环

境恶劣、生长周期漫长，生物量极低。加之具有极高的药用价值，

近年来人们对其采挖量逐年上升，因此野生资源状况不容乐观。
如今，水母雪莲已经被列为我国三级保护植物，同时也被录入青

海省第二批重点保护野生植物名录。因此，急需对其种质资源和

遗传多样性进行研究，为制定保护策略提供理论支持。
ISSＲ 分子标记技术是将 1 ～ 4 个嘌呤或者嘧啶碱基加锚到

SSＲ 的 3＇或 5＇端，然后以此为引物，扩增两个方向相反但序列相同

的 SSＲ 之间的一段 DNA 序列，是一种快速、准确，产生大量多态

位点的方法，可用于大规模 DNA 指纹分析，在植物种质资源鉴别

中发挥巨大作用［4，5］。由于此技术是基于 PCＲ 反应的一种标记，

扩增结果易受到多种因素的影响，为了获得重现性好、可靠性高

的图谱，还需对各因素的最佳反应水平进行探索，建立稳定可靠

的反应体系［6］。本研究以水母雪莲总 DNA 为模板，利用正交试

验方法对其 ISSＲ 反应体系进行优化，建立 ISSＲ － PCＲ 反应体
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系，为进一步利用 ISSＲ 分子标记进行水母雪莲遗传多样性分析

和种质资源鉴定提供参考。
1 材料和方法

1． 1 植物材料 实验材料为本实验室水母雪莲组培苗，每一植株采

集新鲜叶片装入加有硅胶的自封袋中干燥后置于 －20℃冰箱保存。
实验所用 Taq DNA 聚合酶、dNTP、buffer 缓冲液均为宝生物工

程( 大连) 有限公司生产; 引物为哥伦比亚大学设计的 UBC 引物。
1． 2 方法

1． 2． 1 水母雪莲基因组总 DNA 提取 采用改良的 CTAB 法提取

水母雪莲总 DNA［7］，0． 8%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 纯度，Nano-
Drop 2000c 微量紫外分光光度计检测 DNA 浓度。
1． 2． 2 水母 雪 莲 ISSＲ － PCＲ 反 应 体 系 正 交 试 验 设 计 采 用

L16 ( 45 ) 正交实验设计方法，对反应体系中的 TaqDNA 聚合酶浓

度 、dNTP 浓度 、模板 DNA 浓度、引物浓度、Mg2 + 浓度 5 因子进

行 5 因素 4 水平筛选( 表 1) 。
UBC810( 5＇－ GAGAGAGAGAGAGAGAT － 3＇) 作为引物，根据

表 1 设计配置 20μl 反应体系进行扩增，扩增程序为 94℃预变性

5 min，94℃变性 20 s，52． 2℃复性 1 min，72℃延伸 80 s，循环 38
次; 72℃延伸 6 min，4℃ 保存。PCＲ 产物经 1． 2% 琼脂糖凝胶

( 0． 5μg /ml 溴化乙锭) 电泳后在凝胶成像系统中拍照。按照条带

清晰度、条带数目、背景亮度等指标划为 16 个处理进行打分，条

带丰富、亮度高、背景暗的处理记为 16 分，相反最差的记为 1 分。
评分情况经 DPS 7． 05 统计软件进行极差与方差分析。
1． 2． 3 ISSＲ － PCＲ 退火温度优化 采用筛选出的最佳反应体系，

在引物 Tm 值上下波动 3℃，设置 8 个梯度，对引物 UBC817 及

UBC862 进行退火温度优化，其他扩增程序不变。PCＲ 产物经

1． 2%琼脂糖凝胶电泳后进行紫外成像检测电泳结果。
1． 2． 4 ISSＲ － PCＲ 反应体系稳定性检测及引物筛选 用引物

UBC817 和 UBC862 对水母雪莲不同个体进行 ISSＲ － PCＲ 扩增以

检测所筛选体系稳定性并进行引物筛选。
2 结果

2． 1 水母雪莲 DNA 提取结果 水母雪莲总 DNA 溶液经 Nano-
Drop 2000c 微量紫外分光光度计测定 OD 值为 1． 8 ～ 2． 0 之间，纯

度较高。琼脂糖凝胶电泳显示条带清晰，且无拖尾现象( 图 1) ，证

明所提取的水母雪莲基因组 DNA 完整，可以满足后续实验要求。
2． 2 ISSＲ － PCＲ 正交试验数据分析 ISSＲ － PCＲ 正交试验扩增

产物电泳结果如图 2 所示。试验中 16 个处理均扩增出条带，但

条带数目及亮度等有明显差异，14 号处理电泳结果优于其它处

理组合，说明不同因子组合影响 ISSＲ － PCＲ 反应结果。3 次重复

评分结果见表 1。

表 1 ISSＲ － PCＲ 反应体系正交实验设计

编号

因素
TaqDNA
聚合酶

/U·( 20μl) － 1

脱氧核糖

核苷三磷酸

/mmol·L －1

模板 DNA
/ng

引物

/μmol·L －1

镁离子

/mmol·L －1

评分结果

重复 1 重复 2 重复 3

1 0． 4 0． 100 20 0． 3 1． 35 2 1 1
2 0． 4 0． 125 40 0． 4 1． 50 4 3 2
3 0． 4 0． 150 60 0． 5 1． 65 5 7 3
4 0． 4 0． 175 80 0． 6 1． 80 3 2 4
5 0． 5 0． 100 40 0． 5 1． 80 6 6 7
6 0． 5 0． 125 20 0． 6 1． 65 7 5 8
7 0． 5 0． 150 80 0． 3 1． 50 1 4 5
8 0． 5 0． 175 60 0． 4 1． 35 8 10 9
9 0． 6 0． 100 60 0． 6 1． 50 11 9 6
10 0． 6 0． 125 80 0． 5 1． 35 15 11 11
11 0． 6 0． 150 20 0． 4 1． 80 10 13 10
12 0． 6 0． 175 40 0． 3 1． 65 13 14 14
13 0． 7 0． 100 80 0． 4 1． 65 9 8 12
14 0． 7 0． 125 60 0． 3 1． 80 16 16 15
15 0． 7 0． 150 40 0． 6 1． 35 12 12 13
16 0． 7 0． 175 20 0． 5 1． 50 14 15 16

图 1 水母雪莲基因组 DNA 电泳图

M: 100 bp 标准分子量标记; M＇: 200 bp 标准分子量标记;

1 ～ 16 为处理组合编号( 见表 1)

图 2 ISSＲ － PCＲ 正交试验电泳结果( 引物为 UBC810)

根据得分计算水母雪莲 ISSＲ － PCＲ 反应的各因素在每一水

平的分数之和( T) 与平均值( X) ，以及各因素在不同水平上评分

平均值的极差 Ｒ( 表 2) 。

表 2 ISSＲ － PCＲ 反应各因素极差分析

计算结果
TaqDNA

聚合酶

脱氧核

糖核苷

三磷酸

模板

DNA
引物 镁离子

T1 37． 0000 78． 0000 102． 0000 102． 0000 105． 0000
T2 76． 0000 113． 0000 106． 0000 98． 0000 90． 0000
T3 137． 0000 95． 0000 115． 0000 116． 0000 105． 0000
T4 158． 0000 122． 0000 85． 0000 92． 0000 108． 0000
X1 3． 0833 6． 5000 8． 5000 8． 5000 8． 7500
X2 6． 3333 9． 4167 8． 8333 8． 1667 7． 5000
X3 11． 4167 7． 9167 9． 5833 9． 6667 8． 7500
X4 13． 1667 10． 1667 7． 0833 7． 6667 9． 0000
Ｒ 10． 0833 3． 6667 2． 5000 2． 0000 1． 5000

T1 ～ T4 为每一因素同一水平下的总和; X1 ～ X4 为每一因素同一水平下的平均

值; Ｒ 为极差
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极差 Ｒ 代表某一因素对反应的影响程度，Ｒ 值越大，表示该

因素对反应影响越显著，反之则表示该因素对反应影响越不显

著。极差分析结果显示水母雪莲 ISSＲ － PCＲ 反应中各因素浓度

变化对扩增情况的影响由大到小依次为 TaqDNA 聚合酶浓度、
dNTP 浓度、模板 DNA 浓度、引物浓度和 Mg2 + 浓度。

最大平均值 X 反映了某一因素的最佳反应浓度，据此得出

水母雪莲 ISSＲ － PCＲ 反应的五种因素理论最适浓度水平分别为

TaqDNA 聚合酶 0． 7 U /20 μl、dNTP 0． 175 mmol /L、模板 DNA 60
ng、引物 0． 5 μmol /L、Mg2 + 1． 8 mmol /L。

方差分析结果显示各因素对 PCＲ 扩增结果的影响差异显著

( 表 3) 。F 值与 Ｒ 值相一致，TaqDNA 聚合酶浓度对试验结果影

响最大，而 Mg2 + 浓度对试验结果影响最小。P 值显示出 TaqDNA
聚合酶、dNTP、模板 DNA 对试验结果的影响达到了极显著水平

( ＊＊P ＜ 0． 01 ) ，引物的影响达到了显著水平 ( * P ＜ 0． 05 ) ，而

Mg2 + 的影响不显著( * P ＞ 0． 05) 。

表 3 ISSＲ － PCＲ 反应各因素方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值
TaqDNA
polymerase

771． 8333 3 257． 2778 116． 5031 0． 0001

dNTP 95． 5000 3 31． 8333 14． 4151 0． 0001
DNA 39． 5000 3 13． 1667 5． 9623 0． 0024
Primer 26． 0000 3 8． 6667 3． 9245 0． 0171
Mg2 + 16． 5000 3 5． 5000 2． 4906 0． 0780
Error 70． 6667 32 2． 2083

为进一步确定各因素最适反应浓度，对除了 Mg2 + 之外的剩

下四种因素进行 Duncan 多重比较( 表 4) 。在表 4 中，TaqDNA 聚

合酶浓度四水平差异显著; dNTP 浓度水平 2 和水平 4 二者差异

不显著，水平 1 和水平 3 差异显著; 模板 DNA 水平 1、水平 2、水
平 3 三者之间差异不显著，而三者与水平 4 差异显著; 引物浓度

水平 1 与水平 3 无显著差异，水平 1、水平 2、水平 4 之间无明显

差异。
本次试验中 TaqDNA 聚合酶浓度水平是影响水母雪莲 ISSＲ

－ PCＲ 反应的最重要因素，由图 2 可知，随着 Taq DNA 聚合酶浓

度的增加，扩增出的条带相应增加，结合表 4 分析结果最终确定

水平 4( 0． 7U) 为 TaqDNA 聚合酶最佳浓度水平; 图 2 电泳结果中

dNTP 水平 2 和水平 4 差异不大，与表 4 分析结果相同，从经济的

角度考虑，选择水平 2( 0． 125mmol /L) 为 dNTP 最佳浓度水平; 模

板 DNA 水平 1、2、3 所扩增出的条带均明显亮于水平 4，结合表 4
分析结果选择中间水平即水平 2( 40ng) 为模板 DNA 最佳浓度水

平; 引物浓度四水平在电泳结果未表现出明显差异，因此根据表

4 Duncan 多重比较结果选择水平 1 ( 0． 3μmol /L) 为引物最佳浓

度水平。

表 4 ISSＲ － PCＲ 反应各因素水平间 Duncan 多重比较

TaqDNA

聚合酶

/U·20 μl － 1
均值

脱氧核糖

核苷三磷

酸 /mmol·L －1

均值

模板

DNA
/ng

均值
引物

/μmol·L －1 均值

0． 7 13． 1667a 0． 175 10． 1667a 60 9． 5833a 0． 5 9． 6667a
0． 6 11． 4167b 0． 125 9． 4167a 40 8． 8333a 0． 3 8． 5000ab
0． 5 6． 3333c 0． 150 7． 9167b 20 8． 5000a 0． 4 8． 1667b
0． 4 3． 0833d 0． 100 6． 5000c 80 7． 0833b 0． 6 7． 6667b

综上分析结果，水母雪莲 ISSＲ － PCＲ 反应体系各因素最佳

浓度 为: 20 μl 反 应 体 系 中 包 含 TaqDNA 聚 合 酶 0． 7U、dNTP
0． 125mmol /L、模板 DNA 40 ng、引物 0． 3 μmol /L、Mg2 + 1． 5 mmol
/L。

2． 3 引物退火温度对水母雪莲 ISSＲ － PCＲ 扩增的影响 引物退

火温度对试验结果的影响见图 3。结果显示引物退火温度对水

母雪莲 ISSＲ － PCＲ 扩增结果影响显著。引物 UBC817 退火温度

降低，条带数目减少且亮度减弱，扩增 特 异 性 差; 当 温 度 高 于

52℃时小分子核酸条带数目增多，亮度高。退火温度为 52℃ 时，

扩增条带清晰稳定，所以 UBC817 最佳退火温度为 52℃ ; 引物

UBC862 与引物 UBC817 退火温度试验结果相似，当退火温度为

57℃时扩增条带清晰、丰富且稳定，背景较暗，可以作为 UBC862
退火温度。

M 为 100 bp 分子量标记，M＇为 200 bp 分子量标记;

1 ～ 8 为 8 个温度梯度，A． UBC817 分别为 53℃、
52． 7℃、52℃、50． 8℃、49． 4℃、48． 2℃、47． 4℃、47℃ ;

B． UBC862 分别为 58℃、57． 7℃、57℃、55． 8℃、
54． 4℃、53． 2℃、52． 4℃、52℃

图 3 UBC817 和 UBC862 退火温度实验

2． 4 ISSＲ － PCＲ 最优体系验证和筛选引物结果 采用所筛选出

的反应体系和引物 UBC817、UBC862 对水母雪莲不同个体进行

ISSＲ － PCＲ 扩增，结果显示能够得到清晰、稳定且丰富的特异条

带( 图 4) ，证明所优化筛选的反应体系稳定可靠。
利用本次优化的反应体系从 84 条引物中筛选到 8 条引物，

扩增结果均清晰稳定，并通过退火温度试验分别确定了每种引物

的最佳复性温度( 表 5) 。
3 讨论

ISSＲ 分子标记技术本身依托于 PCＲ 反应，因而会受到 PCＲ
扩增底物诸如 TaqDNA 聚合酶、dNTP、模板 DNA、引物、Mg2 + 浓度

以及其它反应条件的影响，但影响程度在不同物种间有着显著差

异。在本次研究中，TaqDNA 聚合酶浓度是影响水母雪莲 ISSＲ －
PCＲ 反应的最主要因素，随着酶量增加条带数目也相应增加，但

要避免浓度过高所导致的非特异性条带增多以及条带弥散现象。
此外，酶量不足则会引起扩增量减少，条带亮度低［6，8，9］。因此在

设计时既要保证酶量充足又要避免酶量过大而降低扩增特异性。
引物浓度对扩增产物的质量有直接影响，浓度过高则错配和非特

异性扩增几率增加，极易形成引物二聚体; 浓度太低则无法进行

有效扩增［9］。dNTP 作为 PCＲ 反应扩增原料，浓度较低则不足以
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支撑完成既定循环，浓度较高不仅会造成浪费而且其磷酸根会与

体系中 Mg2 + 结合从而降低 Mg2 + 有效浓度［10，11］。此外，Mg2 + 主

要是通过改变 TaqDNA 聚合酶活性来 影 响 ISSＲ － PCＲ 反 应，

Mg2 + 浓度过高，扩增产物特异性下降，背景噪音强; Mg2 + 浓度过

低，扩增产率下降，甚至扩增失败［8，12］。在本次研究中 Mg2 + 对反

应体系影响最小，这与王帅等［13］ 的研究不同。模板 DNA 作为

PCＲ 扩增的底物之一，其浓度在许多研究中对试验结果影响较

小［14 ～ 16］，而在本次研究中对 ISSＲ － PCＲ 扩增结果有很大的影

响。试验中设定的模板浓度太高会导致非特异性扩增加强，电泳

背景模糊，条带出现弥散; 浓度过低，扩增出的条带亮度低或无扩

增产物。但总体来说，模板 DNA 浓度的适宜范围较宽泛［12］。此

外，各因素对试验影响大小不仅与物种有关，而且不同处理组合

中各因素相互影响也会造成明显差异。

M 为 200 bp 分子量标记，M＇为 100 bp 分子量标记;

A: 引物 UBC817，B: 引物 UBC862
图 4 UBC817 和 UBC862 对不同

水母雪莲个体 ISSＲ － PCＲ 扩增结果

表 5 筛选出的引物序列和退火温度

引物 序列( 5＇→3＇) 退火温度 /℃
817 CAC ACA CAC ACA CAC AA 52
841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 55． 8
850 GTG TGT GTG TGT GTG TYC 57
851 GTG TGT GTG TGT GTG TYG 57
862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC 57
864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 50
873 GAC AGA CAG ACA GAC A 51
880 GGA GAG GAG AGG AGA 50

Y = ( C，T) 。Note: Y = ( C，T)

另外，退火温度是影响水母雪莲 ISSＲ － PCＲ 反应的关键因

素，这与许多研究结果相同［17］。引物退火温度制约 PCＲ 产物特

异性与产量，退火温度高会使特异性增强，但温度过高引物难以

与模板结合牢固，降低扩增产率; 退火温度低则使产量增加，但过

低会增加错配几率，特异性降低，因此筛选合适的退火温度也是

水母雪莲 ISSＲ － PCＲ 反应的关键。
4 结论

本次试验采用 L16 ( 45 ) 正交试验方法对影响水母雪莲 ISSＲ
－ PCＲ 反应的主要因素: Taq DNA 聚合酶 、dNTPs 、模板 DNA、

引物、Mg2 + 5 种因素进行优化筛选，最终确立了适合于水母雪莲

的最佳 ISSＲ － PCＲ 反应方法，即在 20 μl 反应体系中，包含 0． 7
U TaqDNA 聚合酶，0． 125mmol /L dNTP，0． 3 μmol /L 引物，40
ng DNA 模板，1． 5mmol /L Mg2 +。同时，筛选出扩增效果较好的 8
条引物并逐一确定了各引物的最佳复性温度。经水母雪莲不同

个体扩增后，证明该体系稳定可靠，可用于后续遗传学分析。
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