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水葫芦苗 ISSR-PCR 体系的优化与引物筛选
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摘 要 以改良 CTAB 法提取水葫芦苗基因组 DNA 为模板，利用正交设计试验对影响 ISSR-PCR 反应体

系的 5 个因素(Taq DNA 聚合酶, dNTP, 引物, 模板及 Mg2+)进行了优化筛选。经极差分析和方差分析，最终建

立了水葫芦苗 ISSR-PCR 的最佳反应体系。结果表明，总体积 20 μL 的反应体系中各因素浓度分别为：Taq
DNA 聚合酶 0.025 U/μL、Mg2+ 1.5 mmol/L、dNTP 1.0 mmol/L、引物 0.5 μmol/L、模板 DNA 1.5 ng/μL。通过筛

选得到 10 条扩增条带清晰的 ISSR 引物，并通过梯度 PCR 确定了各引物的最适退火温度。在此基础上对循

环次数进行优化，最终确定最佳循环次数为 40 次。
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Abstract The genome DNA of Halerpestes cymbalaris was extracted by the improved CTAB method. The
orthogonal design method was used to the ISSR-PCR system of H. cymbalarisat four levels of five factors (the
concentration of Taq DNA polymerase, dNTPs, primer, template DNA and magnesium ion). The results were
analyzed using the range analysis and variance analysis. A suitable system of the ISSR-PCR reaction of H.
cymbalaris was established which contained 0.025 U/μL Taq polymerase, 1.5 mmol/L magnesiumion, 1.0 mmol/L
dNTPs, 0.5 μmol/L primer and 1.5 ng/μL template DNA in total 20 μL reaction. Ten ISSR primers with clear
bands were selected. And the annealing temperature of each primer was determined by the gradient PCR. On these
bases, the optimum cycles were determined. The optimum cycles were 40 times.
Keywords Halerpestes cymbalaris, ISSR-PCR, Orthogonal design, System optimization
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水葫芦苗(Halerpestes cymbalaris)为毛茛科碱毛

茛属多年生草本植物，多生长于海拔 2 200~3 900 m
的林下、林缘湿地、河漫滩、河边、沼泽草甸和阴坡的

潮湿地中，分布于青海、西藏、甘肃、四川、陕西、河

北、内蒙古、新疆、山东、黑龙江、吉林、辽宁等省区(王
文采等, 1980)。水葫芦苗全草可以入药，具有利水消

肿，祛风除湿等功效，是一种重要的湿地经济植物(郭

本兆等, 1987, 青海经济植物志, pp.169-170)，水葫芦

苗的生长状况可为湿地健康诊断提供依据(周华坤

等, 2004)。目前，对水葫芦苗的研究较少，国内的报道

中仅涉及其生长特性及形态学等方面的研究，而在

分子生物学水平上对水葫芦苗的研究国内外未见报

道。ISSR (inter-simple sequence repeats)是一种微卫星

基础上的 DNA 分子标记技术，该技术主要扩增 2 个
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距离较近的 SSR 间的序列，现已广泛用于植物的分

类学鉴定、基因定位、遗传图谱构建和遗传多样性分

析等方面(杨晶和张广臣, 2013)。本研究利用正交设

计方法对水葫芦苗 ISSR-PCR 体系中 5 个因子进行

了优化，以建立最优的 ISSR-PCR 扩增反应体系，并

通过优化建立适合水葫芦苗 ISSR-PCR 的最佳反应

程序，筛选得到扩增特异性较高的 ISSR 引物，为进

一步利用 ISSR 法对水葫芦苗遗传多样性研究提供

理论基础。

1 结果与分析

1.1 水葫芦苗基因组 DNA 提取

获得的基因组 DNA 用 0.8%琼脂糖凝胶电泳检

测(图 1)，条带清晰无拖尾，说明用改良 CTAB 法提

取的 DNA 完整性较好。
用 NanoDrop 2000c 微量分光光度计测得 DNA

溶液浓度在 200 ng/μL 左右，OD260/OD280 比值在 1.8~
2.0 之间，说明 DNA 样品杂质较少，可以用于后期的

ISSR-PCR 扩增反应。

1.2 ISSR-PCR 正交试验结果分析

ISSR-PCR 正交试验(图 2)，不同处理结果之间

有明显差异，对其进行评分后，选择最佳体系。依据

评分结果计算每因素同水平下的评分之和 T 及每因

素同水平下的评分的平均值 Ai，对每一因素不同水

平间进行极差分析(表 1)。极差 R 的大小表示该因素

对结果的影响程度。R 值越大，该因素的影响越显

著，反之亦然。各因素极差值依次为：dNTP>引物>
Taq DNA 聚合酶>模板 DNA>Mg2+，所以在本试验中

对扩增条带特异性影响最大的因素是 dNTP。对正交

试验结果进行方差分析(表 2)，结果表明，dNTP 浓度

对应的 F 值(p<0.05)最大，说明其对体系的影响作用

最强；其他因素对反应体系的影响依次为：引物>Taq
DNA 聚合酶>模板 DNA 浓度>Mg2+ 浓度，但后 4 个

因素对反应体系的影响均未达到显著水平。

图 1 水葫芦苗基因组 DNA 琼脂糖凝胶电泳

注: 1~10 分别为不同水葫芦苗个体

Figure 1 Electrophoresis on agarose gel of genomic DNA in Hal-
erpestes cymbalaris
Note: Lanes 1~10 represent the individuals of Halerpestes cymba-
laris

经过方差分析可知，只有 dNTP 这一因素对扩

增结果的影响达到了显著水平，所以依据极差分析

平均值 Ai 的大小选择每一因素的最佳水平，最大平

均值所对应的水平即为该因素的最佳水平。
由关系波动曲线可知(图 3)，Taq DNA 聚合酶对

扩增结果的影响不明显，但是，当 Taq 酶量过高时会

使电泳条带背景过深，不利于分析，所以 Taq 酶在

0.025U/μL时体系反应效果最佳，因此选择 0.025U/μL
水平为最佳反应水平。从关系曲线的波动幅度可知，

随着镁离子浓度的增加扩增效果呈下降趋势，选择最

大平均值对应的水平作为最佳反应水平，所以在本试

验反应体系中 Mg2+ 的最佳反应水平为 1.5 mmol/L。
dNTP 在 0.5 mmol/L、0.75 mmol/L、1.0 mmol/L 3 个

水平之间差异显著，1.0 mmol/L 和 1.25 mmol/L 之间

差异不显著。当 dNTP 浓度在 0.5~1.0 mmol/L 时，结

果呈上升趋势，当浓度继续增大时逐步下降。所以选

择 dNTP 的最佳浓度为 1.0 mmol/L。
引物在四水平之间差异均不显著，但从关系曲

线可以看出当引物浓度增大时扩增效果会增强，但

引物浓度太大会导致非特异性扩增增加，且扩增条

带模糊，所以选择最适引物浓度为 0.5 μmol/L。
模板 DNA 在各水平之间差异不显著，随着浓度

增加扩增效果降低，在 1.5 ng/μL 和 2.0 ng/μL 条件下

扩增结果差别不大，所以选择 2.0 ng/μL 为模板 DNA
的最佳量。所以在本实验 ISSR-PCR 最佳反应体系

中，各因素浓度分别为：Taq DNA 聚合酶 0.025 U/μL，

Mg2+ 1.5 mmol/L，dNTP 0.1 mmol/L，引物 0.5 μmol/L，

模板 DNA 1.5 ng/μL。

1.3 引物筛选及最适退火温度

在最佳反应体系基础上，分别使用 100 条引物

(UBC801~UBC900)对水葫芦苗样本进行扩增，从中

图 2 ISSR-PCR 正交试验电泳(引物为 UBC825)
注 : M1: 100 bp molecular ladder; M2: 200 bp molecular ladder;
1~16: 处理序号(表 4)
Figure 2 Electrophoresis for ISSR-PCR orthogonal design (UBC-
825 primer)
Note: M1: 100 bp molecular ladder; M2: 200 bp molecular ladder;
1~16: Numbers are showed (Table 4)
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选出扩增条带清晰，多态性丰富的 10 条引物用于后

续水葫芦苗遗传多样性分析，引物编号及序列(表 3)。
退火温度影响水葫芦苗 ISSR-PCR 的扩增结果

(图 4)。以引物 UBC873 和 UBC887 为例，当退火温

度较低时，扩增条带较多但条带模糊，背景较深，扩

增特异性不好；当温度较高时，条带较弱，扩增效率

不高，当退火温度在 51.8℃时，两条引物的扩增条带

清晰，结果多态性较好，所以这两条引物最适退火温

度都为 51.8℃。其他引物最适退火温度(表 3)。

1.4 循环次数筛选以及最佳反应体系验证

以 UBC825 为引物，以筛选到的体系进行扩增，

扩增循环次数分别设置为：25×、30×、35×、40×、45×、
对水葫芦苗 DNA 进行扩增，由于在 35×~45×循环之

间扩增结果差别不明显，继续以 36×、38×、40×、42×、
44×循环次数进行细筛(图 5)，在 40 次循环时扩增结

表 1 水葫芦苗正交试验极差分析

Table 1 Range analysis of orthogonal design of Halerpestes cymbalaris

参数

Parameter
T1
T2
T3
T4
A1
A2
A3
A4
R

Taq 酶

Taq polymerase
362.670 0
304.670 0
284.500 0
289.930 0
30.222 5
25.389 2
23.708 3
24.160 8
6.514 2

镁离子

Mg2+

322.330 0
309.660 0
306.670 0
303.110 0
26.860 8
25.805 0
25.555 8
25.259 2
1.601 7

dNTPs

272.270 0
250.170 0
368.670 0
350.660 0
22.689 2
20.847 5
30.722 5
29.221 7
9.875 0

引物

Primer
344.170 0
275.670 0
267.260 0
54.670 0
28.680 8
22.972 5
22.271 7
29.555 8
7.284 2

模板 DNA
Template DNA
324.330 0
323.600 0
288.500 0
305.340 0
27.027 5
26.966 7
24.041 7
25.445 0
2.985 8

注: T1~T4: 每一因素同一水平下的总和; A1~A4: 每一因素同一水平下的平均值; R: 极差

Note: T1~T4: Sum of every factor under the same level; A1~A4: Mean of every factor under the same level; R: Range

表 2 水葫芦苗 ISSR 各因素方差分析

Table 2 Analysis of variance for factors of ISSR in Halerpestes cymbalaris

变异来源

Source
Taq 酶

Taq polymerase
Mg2+

dNTPs
引物

Primer
模板 DNA
Template DNA
误差

Error

平方和

SS
321.234 122 90

17.493 522 92
841.483 589 60
513.955 922 90

72.790 900 00

2 444.825 600 00

自由度

df
3

3
3
3

3

32

均方

MS
107.078 041 000

5.831 174 306
280.494 529 900
171.318 641 000

24.263 600 000

76.400 800 000

F 值

F value
1.401 5

0.076 3
3.671 4
2.242 4

0.317 6

p 值

p value
0.260 3

0.972 3
0.022 2
0.102 4

0.812 6

表 3 筛选到的引物序列及其最适退火温度

Table 3 Sequences and annealing temperature of each selected
primer

引物

Primer
808
810
811
825
826
853
864
873
887
891

最适退火温度(℃)
Annealing temperature (℃)
53.8
50.2
55.5
52.2
56.8
54.5
49.4
51.8
51.8
50.4

序列(5'-3')
Sequences (5'-3')
AGAGAGAGAGAGAGAGC
GAGAGAGAGAGAGAGAT
GAGAGAGAGAGAGAGAC
ACACACACACACACACT
ACACACACACACACACC
TCTCTCTCTCTCTCTCRT
ATGATGATGATGATGATG
GACAGACAGACAGACA
DVDTCTCTCTCTCTCTC
HVHTGTGTGTGTGTGTG

注: D=(A,G,T); H=(A, G, T); R=(A,G); V=(A,C,G)
Note: D=(A,G,T); H=(A, G, T); R=(A,G); V=(A,C,G)

水葫芦苗 ISSR-PCR 体系的优化与引物筛选
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果最好，条带清晰，背景较浅，作为最佳循环次数。随

机选取 2 个引物以最佳反应体系对水葫芦苗不同样

本进行 ISSR-PCR 扩增(图 6)，扩增条带清晰，多态性

丰富，说明筛选到的最优体系稳定，重复性好，可以

用于后续试验。

2 讨论

ISSR 是一种显性遗传标记，由于其操作简单，多

图 3 水葫芦苗 ISSR-PCR 各因素浓度与评分结果均值的关系曲线

Figure 3 Curve between concentration and the mean value of factors for Halerpestes cymbalaris

图 4 UBC873 和 UBC887 退火温度试验

注: M1: 100 bp molecular ladder; M2: 200 bp molecular ladder; 1~8: UBC873; 9~16: UBC887
Figure 4 The annealing temperature test of UBC873 and UBC 887
Note: M1: 100 bp molecular ladder; M2: 200 bp molecular ladder; 1~8: UBC873; 9~16: UBC887

态性较好及成本低等优点，已被广泛用于药用植物

遗传多样性分析及遗传图谱建立等方面的研究(Qi
et al., 2015)。目前关于 ISSR-PCR 反应体系优化方面

的报道多采用单因素试验优化选择(罗海燕和陈业

渊, 2007; 刘欢等, 2010; 李瑞等, 2012)，过程复杂，且

并未考虑到各因素之间的交互作用，这可能使得最终

结果与最佳反应体系之间存在差异。本试验用正交

设计法对水葫芦苗 ISSR-PCR 体系进行了优化，结果
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证明，不同的正交体系组合对水葫芦苗 ISSR-PCR 扩

增结果具有较大影响。极差分析和方差分析结果皆

显示体系中不同 dNTP 浓度对水葫芦苗 ISSR-PCR
扩增结果具有显著影响，为主要因素。这与华扁穗

草ISSR-PCR 体系的优化的研究结果一致(包蕊等,
2014)。体系中 Mg2+ 浓度会影响 Taq DNA 聚合酶的

活性，而 Taq 酶对扩增结果的特异性和扩增速率有

较大影响，引物浓度直接影响扩增产量和错配概率，

所以对每种因素选择合适的浓度对扩增结果具有很

大的影响，而模板 DNA 量的许可范围较大，在不同

水平上对扩增产物的多态性影响不显著，只影响扩

增产量(Xing et al., 2015)。在本研究中，4 个因素对扩

增结果的影响大小依次为：dNTP>引物>Taq DNA 聚

合酶>模板 DNA>Mg2+，这与穆立蔷等(2006)对紫椴

的研究结果一致。其中 dNTP 浓度对扩增结果有显

著影响，而模板 DNA 对扩增结果的影响并不显著，

这与廖丽和郭巧生等(2009)对夏枯草 ISSR-PCR 体

系的研究结果一致。Mg2+ 浓度、TaqDNA 聚合酶量及

引物浓度这 3 个因素对水葫芦苗 ISSR-PCR 扩增结

果的影响并不显著，这与紫云英及果梅等植物(桂
腾琴等, 2009; 孙清信等, 2012) 中的研究结果不同，

这可能是由于物种差异造成的。

图 5 ISSR-PCR 循环次数筛选(引物为 UBC825)
注: M1: 100 bp molecular ladder; M2: 200 bp molecular ladder; 1: 36; 2: 38; 3: 40; 4: 42; 5: 44
Figure 5 Cycle times for ISSR-PCR (UBC825 primer)
Note: M1: 100 bp molecular ladder; M2: 200 bp molecular ladder; 1: 36; 2: 38; 3: 40; 4: 42; 5: 44

图 6 引物 UBC887 对水葫芦苗不同个体 ISSR-PCR 的扩增

注: M1: 100 bp molecular ladder; M2: 200 bp molecular ladder; 1~16: 不同的水葫芦苗个体

Figure 6 Amplification of ISSR-PCR in different individuals of Eichhornia crassipes seedlings by primer UBC887
Note: M1: 100 bp molecular ladder; M2: 200 bp molecular ladder; 1~16: The individuals of Halerpestes cymbalaris

循环次数决定着 ISSR-PCR 的扩增效率，循环次

数过多会使非特异性产物增加，降低 ISSR-PCR 扩增

特异性；循环次数过少，则会导致扩增产量降低。在

本研究中对扩增程序中的循环次数进行了优化，证

明不同的循环次数对扩增结果有明显影响，筛选得

到最佳循环次数为 40 次，从而建立了扩增程序。
退火温度也是影响水葫芦苗 ISSR-PCR 扩增结

果的重要因素，较低的退火温度可以提高扩增反应

的敏感性，但扩增特异性较差；较高的退火温度可以

提高扩增特异性，但扩增效率较差，所以选择合适的

退火温度就尤为重要。本试验梯度 PCR 结果显示不

同引物的最适退火温度不同。同一引物在不同物种

中的退火温度可能不同，为了保证实验的可靠性，应

该对所用引物的退火温度进行逐一筛选。
本研究利用五因素四水平正交试验方法，对影

响水葫芦苗 ISSR-PCR 扩增反应的 5 个因素进行了

优化筛选，并通过极差分析和方差分析，对实验结果

进行了统计学对比分析，最终得到水葫芦苗 ISSR-
PCR 的最佳反应体系，即 20 μL 反应体系中，各因

素 浓度分别为：Taq DNA 聚合酶 0.025 U/μL，Mg2+

1.5 mmol/L，dNTP 0.1 mmol/L，引物 0.5 μmol/L，模板

DNA 1.5 ng/μL。通过优化筛选得到水葫芦苗 ISSR-

水葫芦苗 ISSR-PCR 体系的优化与引物筛选
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PCR 反应的最佳循环次数为 40 次。从 100 条引物中

筛选到条带清晰稳定的 10 条 ISSR 引物，并确定了

各条引物的最适退火温度；通过对不同水葫芦苗DNA
样本进行扩增，证明筛选得到的扩增体系和程序的

稳定可靠，可用于后续水葫芦苗 ISSR-PCR 扩增和遗

传多样性分析方面的研究。

3 材料与方法

3.1 试验材料

水葫芦苗样品于 2012 年 8 月 21 日采自青海省

大通县黑泉水库 (37觷14'39.9''N/101觷27'36.1''E)，用硅

胶快速干燥后置于 -20℃冰箱中保存备用。
ISSR 通用引物使用加拿大哥伦比亚大学(Uni-

versity of British Columbia)提供的序列，由上海生物

工程技术服务有限公司合成。TaqDNA 聚合酶，dNTP，

DNA Ladder 均购自 TaKaRa 宝生物工程(大连)有
限公司。

3.2 水葫芦苗基因组 DNA 提取

水葫芦苗总 DNA 提取采用改良 CTAB 法(Pan
et al., 2006)，以 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 纯

度，利用 NanoDrop 2000c 微量紫外分光光度计测定

其浓度。

3.3 ISSR-PCR 反应体系的优化

用 L16(45)正交试验设计方法对 ISSR-PCR 扩增

的 5 个因素 (Taq DNA 聚合酶, dNTP, 模板 DNA, 引

物及 Mg2+)进行了优化筛选(表 4)。共 16 个处理，每

个处理 3 个技术重复，实验重复三次。以 UBC825
(5'-A CACACACACACACACT-3')为引物，反应 体

系总体积为 20 μL，扩增程序为：94℃预变性 5 min；

94℃变性 20 s、53℃复性 60 s、72℃延伸 80 s，37 个

循环；72℃延伸 6 min 及 4℃保存(胡延萍等, 2010)。在

1×TAE 电泳缓冲液、4 V/cm 电压条件下，用 1.2%琼

脂糖凝胶(含 0.5 ng/mL EB)，以 10 μL 上样量对水葫

芦苗 PCR 产物电泳检测，ChemiDocTM MP 凝胶成像

系统(Bio-Rad, USA)观察电泳结果。
对 16 个处理进行评定，按照亮度、清晰度、条带

数以及重复性对条带进行打分，亮度、清晰度和重复

性 3 个评分点最高等级为 10 分，最低为 0 分；条带

数评分时，每条带 1 分。每个处理计算总分，三次技

术重复求均值，作为一个处理的评分结果。对评分结

果用 DPS 7.05 统计软件进行分析。

3.4 ISSR-PCR 循环次数筛选

在最佳反应体系基础上，以筛选的引物进行PCR
扩增，设置不同循环次数(25×, 30×, 35×, 40×, 45×)进
行初步筛选，在相似结果的循环之间设置小梯度进

表 4 水葫芦苗五因素四水平正交试验设计

Table 4 Orthogonal design of L16(45) for Halerpestes cymbalaris

编号

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

Taq DNA 聚合酶(U/μL)
Taq polymerase (U/μL)
0.025
0.025
0.025
0.025
0.030
0.030
0.030
0.030
0.040
0.040
0.040
0.040
0.050
0.050
0.050
0.050

镁离子(mmol/L)
Mg2+ (mmol/L)
1.50
1.65
1.80
1.95
1.50
1.65
1.80
1.95
1.50
1.65
1.80
1.95
1.50
1.65
1.80
1.95

dNTP (mmol/L)

0.050
0.075
0.100
0.125
0.075
0.050
0.125
0.100
0.100
0.125
0.050
0.075
0.125
0.100
0.075
0.050

引物(μmol/L)
Primer (μmol/L)
0.2
0.3
0.4
0.5
0.4
0.5
0.2
0.3
0.5
0.4
0.3
0.2
0.3
0.2
0.5
0.4

模板 DNA (ng/μL)
Template DNA (ng/μL)
1.5
2.0
2.5
3.0
3.0
2.5
2.0
1.5
2.0
1.5
3.0
2.5
2.5
3.0
1.5
2.0
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行细筛，扩增产物用 1.2%琼脂糖凝胶检测，选择扩增

条带特异性最好的循环次数。

3.5 ISSR-PCR 引物筛选及退火温度试验

以 最 优 体 系 对 水 葫 芦 苗 DNA 进 行 扩 增 ，从

UBC801~UBC900 100 条引物中筛选出扩增结果多

态性与稳定性较好的引物，并对筛选出的引物进行

退火温度试验，筛选出各个引物的最佳退火温度。以

UBC873 和 UBC887 为例，以梯度 PCR 模式，在每个

引物 Tm 值上下浮动 3℃~5℃的范围设置 8 个梯度

(49℃, 49.5℃, 50.4℃, 51.8℃, 53.5℃, 54.8℃, 55.6℃,
56℃)，温度梯度由仪器随机生成，扩增程序如正交设

计试验程序。

3.6 ISSR-PCR 反应体系验证

用 UBC891 (5'-AGTACGAGTTGTGTGTGTGT-
GTG-3')引物对水葫芦苗不同个体进行 ISSR-PCR 扩

增，对筛选出的最优体系进行稳定性检验。
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