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摘要 在保持1UTaq酶和0.2mmol/LdNTP两个条件不变的情况下,通过对模板DNA的浓度、引物浓

度与 Mg2+浓度的筛选,建立了台湾杉的优化ISSR反应体系,即在25μL的反应体系中,含有40ng模板DNA、

1UTaq酶、0.2mmol/LdNTP、0.4μmol/L引物、1.8mmol/LMg2+、2.5μL10×buffer。扩增程序为:94℃,

4min;94℃,45s,51~56℃,45s,72℃,2min,40个循环;72℃,7min。利用这种优化的反应体系,筛选出了

10条稳定性强、清晰度高并表现出一定多态性的ISSR引物,并进一步筛选出了这10条引物的最佳退火温

度。应用这些引物对分布于湖北利川市星斗山保护区的台湾杉野生居群的20个样品进行了扩增,结果表明,

利川星斗山台湾杉居 群 的 多 态 位 点 百 分 率 为61.97%,Nei’s基 因 多 样 性 和Shannon’s信 息 指 数 分 别 为

0.1369和0.2160。
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  台湾杉(TaiwaniacryptomerioidesHayata)又
名秃杉,属杉科台湾杉属,是特产于我国的一种古老

濒危的孑遗植物,国家一级保护树种,生长快、寿命

长、材质优良,而且四季常绿、树形优美,是优良的用

材树种、造林树种和庭园绿化树种;台湾杉也具有较

高的药用价值[1]。由于生境破坏、自身繁育习性等

原因,台湾杉的野外居群规模越来越小,处于濒危的

边缘,亟待保护[2]。
国内外对台湾杉的研究主要集中在解剖学、胚

胎学、细胞学、生态地理分布、群落和种群特征、引种

和繁殖栽培以及组织培养等方面[3-7],分子水平的研

究很少[8-9]。Zietkiewicz等[10]提出的简单序列重复

区间(intersimplesequencerepeat,ISSR)DNA 标

记技术,结合了SSR和 RAPD的优点,具有引物设

计简单、利用率高、稳定性好、多态性丰富,而较之

AFLP又具技术要求较低、操作简便快捷等优点。
近年来ISSR已广泛应用于品种鉴定与分类[11-12]、
遗传图谱构建[13-14]和种群的遗传结构评价及遗传多

样性研究[9,15-18]等领域。
对于一些居群数目多、分析样本数量大而遗传

背景又不清楚的濒危植物,可优先考虑选择ISSR

标记进行居群遗传多样性研究。本研究对影响台湾

杉PCR反应体系的条件进行了筛选,建立并优化台

湾杉的ISSR反应体系,筛选出合适的引物并检测

其有效性,为进一步开展台湾杉的保育遗传学研究

奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试材料采自湖北省利川市星斗山国家级自然

保护区境内的台湾杉残遗分布区,具体采样地点见

杨琴军等[19]的报道。随机选取20株成年大树,取
其新梢嫩叶,置于加入了足量硅胶干燥剂的塑料袋

中密封,带回实验室后置于-70℃的冰箱中保存。
反应体系筛选的模板为LC-5(随机从利川居群选

取)。引物筛选时则采用来自2个不同地区居群的

样品LC-5和LS-32(随机从贵州雷公山雷山县台湾

杉野生居群选取)。
1.2 试 剂

所用10×PCRbuffer、MgCl2、TaqDNA聚合酶、

dNTP、购于MBIFermantas公司,D3000Marker购于

上海英俊公司。引物序列由加拿大哥伦比亚大学
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UBC公司提供,引物合成由Invitrogen公司完成。
其他试剂购于上海国药公司,为分析纯。
1.3 DNA 提取和检测

参见文献[20]。
1.4 PCR 反应体系的优化

模板DNA的浓度、Taq酶的用量、引物浓度、

Mg2+浓度及dNTP浓度等因素都会影响扩增的结

果。经过多次试验比较发现每个PCR反应(反应体

系为25μL)加1UTaq酶和0.2mmol/LdNTP,
扩增结果比较好。

因此,在保持这2个条件不变的情况下,对引物

浓度、Mg2+ 浓度及模板 DNA 的浓度设置三因素

2~3个水平完全组合试验(表1)。反应体系筛选的

模板为LC-5,引物为(AG)8T。
表1 ISSR-PCR反应体系的筛选

Table1 TheselectionoftheoptimalISSR-PCRrecationsystem

体系编号

Numberofsystem
模板DNA的用量/ng

ContentoftemplateDNA
引物浓度/(μmol/L)
Concentrationofprimer

Mg2+浓度/(mmol/L)
ConcentrationofMg2+

体系1System1 20 0.2 1.5
体系2System2 20 0.2 1.8
体系3System3 20 0.2 2.0
体系4System4 20 0.3 1.5
体系5System5 20 0.3 1.8
体系6System6 20 0.3 2.0
体系7System7 20 0.4 1.5
体系8System8 20 0.4 1.8
体系9System9 20 0.4 2.0

体系10System10 40 0.2 1.5
体系11System11 40 0.2 1.8
体系12System12 40 0.2 2.0
体系13System13 40 0.3 1.5
体系14System14 40 0.3 1.8
体系15System15 40 0.3 2.0
体系16System16 40 0.4 1.5
体系17System17 40 0.4 1.8
体系18System18 40 0.4 2.0

1.5 引物筛选和最佳退火温度的确定

选取来自2个不同居群的样品LC-5和LS-32,
采用优化的反应体系、较低的退火温度52℃,对
ISSR引物进行初步筛选。

由于每条引物的最佳退火温度不一样,选择

51、52、53、54、55、56℃ 等6个退火温度,对初步筛

选出来的引物进一步进行退火温度的比较试验,以
确定每个引物的最佳退火温度。选择能扩增出清

晰、稳定条带的引物用于所有样品分析。
1.6 PCR 扩增程序及产物检测

扩增程序:94℃,4min;94℃,45s,51~56℃,

45s,72℃,2min,40个循环;72℃,7min。扩增在

PE9600型PCR仪上进行。
产物检测:以1×TAE为电泳缓冲液,取10μL

的扩增产物在含有0.5%EB的1.8%琼脂糖凝胶上

电泳2h左右(5V/cm)。采用 DNA 标准样品

Marker:100bpDNALadder,分子质量范围100~
3000bp。电泳结束后利用Gel-Logic200凝胶扫描

成像系统拍照并保存。

1.7 结果统计与数据分析

PCR产物统计:电泳图谱中的每1条带(DNA
片段)作为1个分子标记,并代表1个引物结合位

点。根据各分子标记的迁移率及其有无计算所有位

点的二元数据:显带计为“1”,无带计为“0”。强带和

弱带均赋值为“1”。
基因多样性的度量:运用POPGENE32软件计

算Nei’s基因多样性指数He[21]和Shannon信息指

数I[22]。

2 结果与分析

2.1 优化的 ISSR 反应体系

通过对上述18个反应体系的PCR扩增产物的

琼脂糖凝胶电泳检测,观察比较电泳图谱,确定体系

17的扩增效果最好,即在25μL的反应体系中,含
有40ng模 板 DNA、1U Taq 酶、0.2 mmol/L
dNTP、0.4μmol/L引物、1.8mmol/LMg2+、2.5

μL10×buffer。
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2.2 引物筛选和退火温度筛选

利用优化的ISSR反应体系,从38个ISSR引

物中筛选出了10个引物,引物的序列及最佳的退火

温度见表2。重复试验表明:这10个引物均能够扩

增出清晰、重复性好、多态性高的条带,可用于台湾

杉的ISSR分析(图1)。
表2 筛选出的10个ISSR引物的序列、退火温度及多态性片断数1)

Table2 Thesequence,annealingtemperatureandthenumberofpolymorphiclociofselected10ISSRprimers

引物序号

Primer
引物序列

Sequence1)
退火温度/℃

Annealingtemperature
扩增总带数

No.oftotalbands
多态性带数

No.ofpolymorphicbands

ISR1 (AG)8T 52 9 6

ISR3 (AG)8YT 52 7 3

ISR4 (AG)8C 55 3 2

ISR6 (AG)8YC 52 8 7

ISR7 (AG)8YA 52 8 4

ISR9 (AC)8YG 53 9 7

ISR15 (GA)8YC 52 11 6

ISR25 (CT)8RC 52 7 5

ISR29 (CTC)6 52 4 3

ISR32 (TCC)6 52 5 1

Total 71 44

 1)R=A,G;Y=C,T.

 M.Marker;1~4,5~8,9~12,13~16,17~20,21~24道分别为引物ISR1,ISR4,ISR7,ISR15,ISR3,ISR6扩增的带型;1,3,5,7,9,

11,13,15,17,19,21,23道的模板DNA为LC-5,2,4,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24道的模板为LS-32;1,2,5,6,9,10,13,14,17,18,

21,22道的退火温度均为52℃,3,4,7,8,11,12,15,16,19,20,23,24道的退火温度均为55℃。

 M.Marker;Thebandsinlane1-4,lane5-8,lane9-12,lane13-16,lane17-20,lane2124wereamplifiedbyprimersISR1,ISR4,ISR7,

ISR15,ISR3andISR6,respectively;DNAtemplateofLC-5wasusedinlane1,3,5,7,9,11,13,15,17,19,21,23;DNAtemplateofLS-

32wasusedinlane2,4,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24;theannealingtemperatureof52℃wasusedinlane1,2,5,6,9,10,13,14,17,

18,21,22;theannealingtemperatureof55℃ wasusedinlane3,4,7,8,11,12,15,16,19,20,23,24.

图1 部分ISSR引物的退火温度比较

Fig.1 Comparisonofresultsunderdifferentannealingtemperature

  由表2可知,这10条引物中,有8条为二碱基

重复引物,2条为三碱基重复引物。而5′端锚定的

二碱基重复引物如BDV(CA)7、VHV(GT)7、DBD
(AC)7、HVH(TG)7、VBV (CA)8、VDV(GT)8
(B=C,G,T;D=A,G,T;H=A,C,T;V=A,C,

G)等均没有扩增带,或者扩增的带谱要么呈弥散

型、要么没有多态性而被淘汰。
2.3 优化体系对台湾杉的扩增效果

采用优化的反应体系和筛选出的10条引物对

采自湖北利川的野生台湾杉居群(共20个样品)进
行了扩增,结果得到了背景清晰、多态性丰富、重复

性好的DNA扩增片段(图2),证明本试验建立的体
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系稳定可靠,可用于台湾杉居群遗传变异的分析

研究。
通过对利川居群的遗传分析得到如下结果:10

条引物共扩增出71条谱带,每个引物扩增的条带数

为3~11不等(表2),扩增谱带的分子质量在250~
2000bp之间,多态性带共有44条,多态位点百分

率为61.97%,Nei’s基因多样性和Shannon’s信息

指数分别为0.1369和0.2160。

 M.Marker;1~20道和21~40道分别为引物ISR1和ISR3的扩增图谱。退火温度:52℃。M.Marker;theamplifiedbandsin1-20

laneand21-40laneusingprimerISR1andISR3respectively,annealingtemperature:52℃.

图2 引物ISR1和ISR3对利川居群样品的扩增

Fig.2 TheamplifiedbandsofthesamplesfrompopulationLCusingprimerISR1andISR3

3 讨 论

本试验通过对影响PCR反应体系条件的筛选,
建立并优化了台湾杉的ISSR-PCR反应体系,即在

25μL的反应体系中,含有40ng模板DNA、1U
Taq酶、0.2mmol/LdNTP、0.4μmol/L引物、1.8
mmol/LMg2+、2.5μL10×buffer。基于此反应体

系筛选出了10条扩增效果好的引物用于台湾杉的

ISSR分析。10个引物的序列中有8个为二碱基重

复,并且都是3′端锚定的,2个为三碱基重复。其

中,5条引物是基于(AG)重复、1条引物基于(GA)
重复,扩增的多态性最高(表2),其他二碱基重复或

三碱基重复的引物扩增的多态性较低。由于3′端
的锚定碱基不同,即使具有相同碱基重复序列的引

物,在基因组上的扩增序列也是不同的。通过对这

些引物序列的分析,表明在台湾杉的基因组中,以
(AG)或(GA)二碱基重复的微卫星序列最丰富、拷
贝数最多、多态性最高、在个体或居群间发生的突变

几率也可能最大;其次,以(AC)二碱基重复的微卫

星序列的含量也比较丰富,但多态性一般。

Mehdi等[15]在利用ISSR 标记研究 Thymus
daenensissubsp.daenensis的遗传多样性时对引物

选择进行了分析,结果表明,含(AG)和(AC)二碱基

系列引物扩增的带更清晰,多态性带数更多,筛选出

15条引物中,二碱基系列引物有11条,三碱基重复

引物只有4条,同时这15条引物中有12条属于3′
端锚定的,3条为5′端锚定的,由此表明3′端锚定引

物比5′端锚定引物更有效,扩增出的带更清晰;

Pradeep等[23]的研究也表明ISSR标记中3′端锚定

引物比5′端锚定引物更有效;这与本研究结果一

致。而Lu等[17]在分析中国西南部青杨的遗传多样

性时发现以(AC)重复的ISSR引物扩增的多态性

带数最多,并推测在青杨的基因组中,(AC)重复的

微卫星序列的多态性最丰富。在对小麦[24]和马铃

薯[25]的ISSR分析中也发现(AC)重复的二碱基引

物更有用。对贵州苏铁[16]、南洋杉[18]、水稻[26]和枸

橘[27]的ISSR研究则发现(AG)或(GA)重复的二碱

基引物扩增效果最好。

Li等[9]用ISSR标记研究了台湾杉的遗传多样

性,他所建立的台湾杉ISSR反应体系为:20μL反应

体系中,含有20ng模板DNA、1.5UTaq 酶、0.1
mmol/LdNTP、0.2μmol/L 引 物、2.5 mmol/L
Mg2+、50mmol/LKCl、2% 甲酰胺等。这与本试验

建立的反应体系有明显差别。Li等[9]用此反应体

系筛选出了15条引物用于台湾杉居群104个个体

的扩增。其中有5条引物与本研究筛选出的引物相

同:4条(AG)重复的引物和1条三碱基重复的引

物,即(AG)8T、(AG)8C、(AG)8YC、(AG)8YA、
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(CTC)6,其他引物则与本试验不相同。采用本试验

建立的反应体系和得到的10条引物对湖北利川星

斗山野生台湾杉居群20个样本的遗传多样性进行

了检测,结果得出星斗山台湾杉居群的多态位点百

分率、Nei’s基因多样性和Shannon’s信息指数分

别为61.97% 、0.1369和0.2160,远高于Li等[9]

用ISSR标记对湖北利川野生台湾杉居群(22个样

本)遗传多样性检测的结果。本试验得到的台湾杉

星斗山居群的遗传多样性与张瑞麟 [28]、Lin等[29]、
杨琴军[2]等对台湾杉居群遗传多样性的研究结果类

似,与其他濒危裸子植物相比,利川台湾杉居群具有

较高的遗传多样性。
总之,本研究建立了台湾杉的优化ISSR反应

体系,筛选出了10个有效的ISSR引物,通过对10
个引物序列的分析,讨论了台湾杉基因组序列的特

征,并运用这些引物对湖北利川台湾杉居群进行了

有效扩增。这为进一步从DNA水平上开展台湾杉

的遗传多样性研究及保护、利用工作奠定了基础。
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EstablishmentofISSRsystemfortherelictplant
TaiwaniacryptomerioidesHayata

YANGQin-jun1 YUANJi-lin2 FUQiang1 CHENLong-qing1

1.KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology,MinistryofEducation,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.AdministrationBureauofLeigongshanNationalNaturalReserve,Leishan557100,China

Abstract AnoptimalISSRreactionsystemforTaiwaniacryptomerioideswasestablishedwith
25.0μLreactionmixturemadeupof40nggenomicDNA,0.4μmol/Lprimer,1.8mmol/LMg2+,

1.0UTaq,0.2mmol/LdNTP,and2.5μL10×buffer.ThePCRwereperformedasfollows:4minat
94℃,40cyclesof45sat94℃,45sat51℃to56℃,and2minat72℃,withafinalextensionof7min
at72℃.Tenpolymorphicprimerswerescreenedusingthisreactionsystem.TwentyDNAsamplesfrom
thewildpopulationofT.cryptomerioidesdistributedinLichuanCityofHubeiProvincewereamplified
bythe10selectedprimers.Thepercentageofpolymorphicbandswas61.97%,Nei’sgenediversityand
Shannon’sinformationmeasurewere0.1369and0.2160,respectively.

Keywords Taiwaniacryptomerioides;ISSR;PCRconditions;reactionsystem;primerscreening
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