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　 　 摘要：菰是一种稻族野生资源，水生或沼生，在我国有着广泛的分布。 野生菰群体不仅是一种重要的育种基因资源，同时

还有着巨大的生态作用。 为建立适宜于菰的 ＩＳＳＲ 反应体系，以菰 ＤＮＡ 基因组为模板对 ＩＳＳＲ 反应体系中的主要影响因子进

行优化。 采用单因素变量法在 １２ 个不同梯度水平上设计正交试验针对体系中 ｄＮＴＰｓ 浓度、Ｍｇ２ ＋ 浓度、Ｔａｑ 聚合酶浓度、引物

浓度、模板 ＤＮＡ 浓度及引物退火温度等 ６ 个因子进行优化，确定了在 ２０ μＬ ＩＳＳＲ 反应体系中各组分的最适因素水平分别为：
３． ０ ｍｍｏｌ Ｍｇ２ ＋ （１０ × Ｂｕｆｆｅｒ），０． ５ ｍｍｏｌ ｄＮＴＰｓ、１． ０ μｍｏｌ 引物浓度、０． ２４ Ｕ ／ μＬ Ｔａｑ 聚合酶、１． ５ ｎｇ ／ μＬ ＤＮＡ 模板以及 ５５ ℃退

火温度。 应用该优化体系对 ８０ 个菰材料进行扩增，证实了该体系的适用性和稳定性，为菰遗传资源的鉴定、评价与利用提供

了技术支撑。
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菰［Ｚｉｚａｎｉａ ｌａｔｉｆｏｌｉａ Ｇｒｉｓｅｂ（Ｔｕｒｃｚ）］ （ ｎ ＝ １７）为

须根性多年生挺水野生草本植物，属于禾本科（Ｇｒａ⁃
ｍｉｎｅａｅ） 稻亚科稻族 （Ｏｒｙｚａ） 菰亚族菰属 （Ｚｉｚａｎｉａ
Ｌｉｎｎａｅｕｓ） ［１⁃３］。 全世界的菰属包括 ４ 个种，其中美
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洲菰有 ３ 个种：水生菰（Ｚ． ａｑｕａｔｉｃ） ［４］、沼生菰（Ｚ．
ｐａｌｕｓｔｒｉｓ） ［５］、流水菰（Ｚ． ｔｅｘａｎａ） ［５］，广泛分布于加拿

大南部至墨西哥湾一带的浅湖、河流和沼泽中，特别

是美国和加拿大 ５ 大湖区广泛生长着北美菰［６］。 亚

洲菰有 １ 个种：菰（Ｚ． ｌａｔｉｆｏｌｉａ），主要生长分布于亚

洲东部和南部［７⁃８］。 在我国，菰主要分布于华东和

华南地区，其中大部分生长在长江中下游流域的各

支流、湖泊、沼泽等湿地地区［９］。 近年来受人类活

动的影响，湿地环境大面积减少，造成菰的生存空间

日益减小，再加上人们为了生产劳动而有意地定向

去除菰的自然生长，使得我国的菰种质资源日益减

少，尤其是对野生菰资源的破坏较为严重，所以对我

国菰种质资源的研究与保护迫在眉睫。
ＩＳＳＲ（ｉｎｔｅｒ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ）分子标记是

一种以微卫星序列（ＳＳＲ）为引物，进行多位点 ＰＣＲ
扩增 ２ 个序列相同但方向相反 ＳＳＲ 之间的一段

ＤＮＡ 序列的技术［１０］。 ＩＳＳＲ 技术简易、快捷、成本低

廉，同时兼备 ＡＦＬＰ（扩增酶切片段多态性）、ＳＳＲ（简
单重复序列）和 ＲＡＰＤ（ＤＮＡ 随机扩增多态性）等分

子标记的优点。 ＩＳＳＲ 标记以其高多态性，产物信息

丰富已被广泛应用于种质收集、物种遗传多样性分

析、图谱构建、基因定位等研究［１１⁃１３］。 目前，由加拿大

英属哥伦比亚大学开发的一套（共 １００ 条）ＩＳＳＲ 引物

使用最为广泛。 大量的研究证明，这套引物广泛应用

于真核生物，尤其是在高等植物领域的应用上颇为突

出。 但在应用 ＩＳＳＲ 技术时，由于每个引物并不适合

于所有物种，不同引物要求的反应条件也不相同，且
目前尚未见 ＩＳＳＲ 技术在菰领域的研究与应用，因此

对引物的筛选和条件的优化是非常必要的［１４］。
本试验以菰基因组 ＤＮＡ 为模板建立菰种质资源

的 ＩＳＳＲ 反应体系，对后续研究我国菰的种质资源的

分布、收集与保存、菰的遗传多样性及菰野生基因库

的合理开发利用具有重要意义。 同时也为 ＩＳＳＲ 分子

标记技术在菰种质资源的研究与应用提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

２０１３ 年 ４ 月赴江西省鄱阳湖流域周围 １０ 个

县，在距离湖区约 １ ～ ８ ｋｍ 范围内，采取 ３０ 个野生

菰居群的 ８０ 个个体样本（表 １），单株割蔸后连根种

植于中国水稻研究所富阳试验基地网室内，待其长

出新叶后取新鲜叶片于 － ８０ ℃冰箱保存备用。
所用引物由加拿大哥伦比亚大学公布的 ＩＳＳＲ

引物序列，由上海桑尼（Ｓｕｎｎｙ）生物科技有限公司

合成。 本试验选用引物编号为 Ｚ９：（ＡＧ） ８ Ｇ。 Ｔａｑ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、１０ × Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ 、ｄＮＴＰｓ 购自北京鼎

国昌盛生物科技有限责任公司。
１􀆰 ２　 菰基因组 ＤＮＡ 的提取

参照奉保华［１５］水稻 ＤＮＡ 简易抽提法提取菰叶

片基因组 ＤＮＡ，所得 ＤＮＡ 经 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳

和紫外分光光度计检测质量和浓度后，用 ｄｄＨ２Ｏ 稀

释至终浓度为 ２０ ｎｇ ／ μＬ， － ８０ ℃保存备用。
１􀆰 ３　 ＰＣＲ 扩增

ＩＳＳＲ 基本扩增体系为 ２０ μＬ，各组分母液包括

１０ × Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ（含 ２０ ｍｍｏｌ Ｍｇ２ ＋ ），２ ｍｍｏｌ ｄＮＴＰｓ，
２ Ｕ ／ μＬ Ｔａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ， ２０ ｎｇ ／ μＬ ＤＮＡ， １０
μｍｏｌ 引物。 ＰＣＲ 反应的优化包括体系中各成分的

最优浓度和引物的最佳退火温度。 试验采用单因素

变量法，每个因素的水平设计如表 ２。 引物退火温

度梯度设置在最低 ４５ ℃至最高 ５７ ℃范围内（根据

引物的 Ｔｍ 值确定退火温度范围），中间各温度梯度

值由北京东胜生物公司生产的东胜龙 ＰＣＲ 仪自动

生成， 共有 １２ 个温度梯度： ４５􀆰 ０ ℃、 ４５􀆰 ６ ℃、
４６􀆰 ４ ℃、 ４７􀆰 ６ ℃、 ４９􀆰 ２ ℃、 ５０􀆰 ７ ℃、 ５１􀆰 ９ ℃、
５３􀆰 ３ ℃、５４􀆰 ８ ℃、５５􀆰 ８ ℃、５６􀆰 ５ ℃、５７􀆰 ０ ℃。

ＰＣＲ 反应参数：９４ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ，３５ 个循环

扩增（９４ ℃变性 ４５ ｓ，退火温度按梯度设置，４５ ｓ，
７２ ℃延伸 ９０ ｓ），７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ，４ ℃保存。 扩增

产物加入 ３ μＬ ２ × Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 混匀后用含有核

酸染料 ＥｘＲｅｄ 的 １􀆰 ０％ 琼脂糖凝胶在 ５ Ｖ ／ ｃｍ 条件

下电泳分离 １􀆰 ０ ｈ，电泳结束后在紫外凝胶成像系统

（ＢＩＯ⁃ＲＥＤ）下观察并拍照记录。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同退火温度对 ＩＳＳＲ 引物扩增的影响

进行 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增首要解决的就是引物退火

温度的确定，以保证其他因素优化结果的可靠性、有
效性和稳定性。 引物 Ｚ９ 在 ４５􀆰 ０ ～ ５７􀆰 ０ ℃温度范围

内扩增结果表明，在 ４５􀆰 ０ ～ ４５􀆰 ６ ℃范围内扩增背景

模糊，条带较弱，说明较低的退火温度易使引物与模

板发生错配，非特异性条带增多。 反之，较高的退火

温度会导致扩增条带的减少和扩增量的减少，在
５６􀆰 ５ ～ ５７􀆰 ０ ℃范围内扩增条带明显减弱，所以此引

物的退火温度范围在 ４６􀆰 ４ ～ ５５􀆰 ８ ℃之间，考虑到反

应的特异性和扩增条带信息量的双重因素，在

５４􀆰 ８ ～ ５５􀆰 ８ ℃范围内效果最佳（图 １）。 最终，选择

５５􀆰 ０ ℃作为此引物的最佳退火温度，其他因素的优

化在此退火温度条件下筛选。
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表 １　 鄱阳湖流域 ３０ 个菰居群的地理分布

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ３０ Ｚ． ｌａｔｉｆｏｌｉａ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｐｏｙａｎｇ Ｌａｋｅ ｂａｓｉｎ

居群编号

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ Ｎｏ．
县

Ｃｏｕｎｔｙ
镇（乡）
Ｔｏｗｎ

村

Ｖｉｌｌａｇｅ
纬度（Ｎ）
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

经度（Ｅ）
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

海拔（ｍ）
Ａｌｔｉｔｕｄｅ

１ 南昌 泾口乡 山头村 ２８°３８′０３􀆰 ５４″ １１６°１６′２３􀆰 ５４″ １５
２ 南昌 泾口乡 东湖村 ２８°３８′４０􀆰 ００″ １１６°１４′５８􀆰 １４″ １５
３ 南昌 南新乡 乡政府驻地 ２８°４７′５２􀆰 ９０″ １１６°０４′１４􀆰 ３０″ １７
４ 进贤 三阳集乡 孟后村 ２８°３５′２４􀆰 ５０″ １１６°１６′２７􀆰 ４７″ ２７
５ 进贤 三里乡 六圩村 ２８°３８′０５􀆰 ４５″ １１６°１９′３０􀆰 ４４″ ２７
６ 进贤 三里乡 池尾村 ２８°４１′３４，９８″ １１６°２４′１４􀆰 １７″ ２２
７ 余干 瑞洪镇 镇驻地 ２８°４４′０９􀆰 ９０″ １１６°２４′３７􀆰 １６″ １６
８ 余干 三塘乡 下潭村 ２８°４４′４５􀆰 ３７″ １１６°３４′０８􀆰 ７０″ １３
９ 余干 石口镇 石口村 ２８°４９′４９􀆰 ４５″ １１６°３８′０２􀆰 ５９″ １５
１０ 鄱阳 双港镇 尧山村 ２９°０３′２４􀆰 ００″ １１６°３５′４２􀆰 １２″ １８
１１ 鄱阳 双港镇 乐亭村 ２９°０７′０１􀆰 ５１″ １１６°３４′２９􀆰 ０６″ １４
１２ 鄱阳 白沙洲乡 车门村 ２９°０９′３８􀆰 ８９″ １１６°３７′５０􀆰 １８″ ２３
１３ 都昌 西源乡 茭塘村 ２９°１３′１７􀆰 ３３″ １１６°１６′５９􀆰 ９９″ ２３
１４ 都昌 三叉港镇 镇驻地 ２９°１６′３８􀆰 ４０″ １１６°２３′５５􀆰 ３４″ ３８
１５ 都昌 大树乡 大树下 ２９°１６′３２􀆰 ７４″ １１６°１６′０５􀆰 ３８″ ２７
１６ 都昌 多宝乡 老爷庙 ２９°２２′３４􀆰 ２４″ １１６°０３′４３􀆰 ３０″ １５
１７ 湖口 高垄乡 乡政府驻地 ２９°３４′３２􀆰 ４４″ １１６°０４′３８􀆰 ４０″ ３６
１８ 星子 蓼花镇 胜利村 ２９°２１′３６􀆰 ３６″ １１６°００′１０􀆰 ００″ ４２
１９ 星子 蓼南乡 樟树曹村 ２９°１９′１２􀆰 ３０″ １１５°５９′２２􀆰 ３０″ ２２
２０ 星子 蛟塘乡 畈上村 ２９°１８′３７􀆰 ４５″ １１５°５５′２８􀆰 ７０″ ２５
２１ 共青城 苏家垱乡 膏良周村 ２９°１５′１３􀆰 ２２″ １１５°５１′３７􀆰 ７０″ ３０
２２ 共青城 富华大道 富华大道 ２９°１４′３０􀆰 ５０″ １１５°４８′５９􀆰 ４１″ ２７
２３ 共青城 江益镇 罗家村 ２９°１２′３０􀆰 ６６″ １１５°４６′４９􀆰 ７８″ ３８
２４ 永修 恒丰镇 牛头山 ２９°０８′００􀆰 ６４″ １１５°５１′４０􀆰 ４４″ １８
２５ 永修 九和乡 杨柳村 ２９°０３′２４􀆰 ４３″ １１５°４９′３５􀆰 ０４″ １７
２６ 永修 马口镇 陈新村 ２８°５７′２０􀆰 ４１″ １１５°４６′１０􀆰 １５″ １７
２７ 新建 大塘坪乡 大塘村 ２８°５９′２８􀆰 ２９″ １１５°５４′２８􀆰 ７１″ ２４
２８ 新建 铁河乡 乡镇府驻地 ２９°０１′３８􀆰 ９２″ １１５°５８′３０􀆰 ３０″ １５
２９ 新建 昌邑乡 镇政府驻地 ２９°０１′０１􀆰 ００″ １１６°０３′４６􀆰 ９０″ ２０
３０ 新建 联圩乡 下万村 ２８°５０′５０􀆰 ００″ １１６°０１′３６􀆰 ４５″ １７

表 ２　 菰 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 体系优化时各因素的处理水平

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｚ． ｌａｔｉｆｏｌｉａ ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ １２
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ

水平

Ｌｅｖｅｌｓ
１０ × Ｔａｑ
Ｂｕｆｆｅｒ

ｄＮＴＰｓ
（ｍｍｏｌ）

Ｔａｑ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（Ｕ ／ μＬ）

ＤＮＡ
（ｎｇ ／ μＬ）

引物

（μｍｏｌ）

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２

０􀆰 ５
１􀆰 ０
１􀆰 ５
２􀆰 ０
２􀆰 ５
３􀆰 ０
３􀆰 ５
４􀆰 ０
４􀆰 ５
５􀆰 ０
５􀆰 ５
６􀆰 ０

０􀆰 １
０􀆰 ２
０􀆰 ３
０􀆰 ４
０􀆰 ５
０􀆰 ６
０􀆰 ７
０􀆰 ８
０􀆰 ９
１􀆰 ０
１􀆰 １
１􀆰 ２

０􀆰 ０４
０􀆰 ０８
０􀆰 １２
０􀆰 １６
０􀆰 ２０
０􀆰 ２４
０􀆰 ２８
０􀆰 ３２
０􀆰 ３６
０􀆰 ４０
０􀆰 ４４
０􀆰 ４８

０􀆰 ２
０􀆰 ４
０􀆰 ６
０􀆰 ８
１􀆰 ０
１􀆰 ２
１􀆰 ４
１􀆰 ６
１􀆰 ８
２􀆰 ０
２􀆰 ２
２􀆰 ４

０􀆰 １
０􀆰 ２
０􀆰 ３
０􀆰 ４
０􀆰 ５
０􀆰 ６
０􀆰 ７
０􀆰 ８
０􀆰 ９
１􀆰 ０
１􀆰 １
１􀆰 ２

２􀆰 ２　 ｄＮＴＰｓ 浓度对 ＰＣＲ 扩增的影响

ｄＮＴＰ 是 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增反应体系中的主要成

分，其含量直接影响到扩增产物的稳定性和特异性，
其浓度过低会影响扩增的效率及扩增产物的准确

性，过高则易导致碱基的错配和非特异性条带的产

生。 在本试验菰 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增中，设计了 １２ 个不

同浓 度 水 平 的 ｄＮＴＰ， 结 果 表 明， ｄＮＴＰ 浓 度 在

０􀆰 ３ ｍｍｏｌ 以下时条带背景较浅，扩增结果模糊；但
在 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ 以上浓度时扩增量逐渐减少，非特异性

条带增多；浓度在 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６ ｍｍｏｌ 时扩增条带清晰，
杂带相对较少 （图 ２）。 最后，选择 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ 的

ｄＮＴＰ 浓度作为菰 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应体系的最佳浓度。
２􀆰 ３　 Ｍｇ２ ＋浓度的影响

Ｍｇ２ ＋ 在 ＰＣＲ 反应中是 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶的激活

剂，且与 ｄＮＴＰ、ＤＮＡ 模板及引物相结合，从而影响引
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Ｌａｎｅ １⁃１２：４５􀆰 ０ ℃，４５􀆰 ６ ℃，４６􀆰 ４ ℃，４７􀆰 ６ ℃，４９􀆰 ２ ℃，５０􀆰 ７ ℃，５１􀆰 ９ ℃，５３􀆰 ３ ℃，５４􀆰 ８ ℃，５５􀆰 ８ ℃，５６􀆰 ５ ℃ ａｎｄ ５７􀆰 ０ ℃，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，Ｍ：ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ

图 １　 引物 Ｚ９ 在不同退火温度下 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ Ｚ９

Ｌａｎｅ １⁃１２：０􀆰 １，０􀆰 ２，０􀆰 ３，０􀆰 ４，０􀆰 ５，０􀆰 ６，０􀆰 ７，０􀆰 ８，０􀆰 ９，１􀆰 ０，１􀆰 １ ａｎｄ １􀆰 ２ ｍｍｏｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，Ｍ：ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ

图 ２　 不同 ｄＮＴＰｓ 浓度对 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增反应的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄＮＴＰｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

物与模板结合的效率及扩增的特异性。 本试验使用

的 １０ × Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ 内含浓度为 ２０ ｍｍｏｌ 的 Ｍｇ２ ＋ ，所以

本试验通过改变体系中１０ × Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ 的用量来确定

Ｍｇ２ ＋ 的最佳反应浓度：当浓度小于 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ 时扩增条

带不稳定，扩增量较少；当浓度大于４􀆰 ０ ｍｍｏｌ 时，扩
增条带减弱，浓度达到 ５􀆰 ０ ｍｍｏｌ 以上时基本扩增不

出条带，因此认为 Ｍｇ２ ＋ 最适浓度范围在 ２􀆰 ０ ～
３􀆰 ５ ｍｍｏｌ，本试验选择浓度为 ３􀆰 ０ ｍｍｏｌ（图 ３）。

Ｌａｎｅ １⁃１２：０􀆰 ５，１􀆰 ０，１􀆰 ５，２􀆰 ０，２􀆰 ５，３􀆰 ０，３􀆰 ５，４􀆰 ０，４􀆰 ５，５􀆰 ０，５􀆰 ５，ａｎｄ ６􀆰 ０ ｍｍｏｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，Ｍ：ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ

图 ３　 不同 Ｍｇ２ ＋ 浓度对 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增体系的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｇ２ ＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２􀆰 ４　 Ｔａｑ 聚合酶浓度

Ｔａｑ 酶在 ＰＣＲ 扩增反应中是最关键因素，浓度

过低会导致扩增产物量少甚至无法进行有效的

ＰＣＲ 扩增；而过高的浓度不仅是经济上的浪费，且

易扩增出假阳性的条带和高亮拖尾的弥散产物。 在

菰的 ＩＳＳＲ 反应体系中 Ｔａｑ 聚合酶的最适浓度在

０􀆰 ２４ Ｕ ／ μＬ 时扩增产物稳定清晰，在低于此浓度时

扩增结果模糊，条带不稳定，杂带较多（图 ４）。

Ｌａｎｅ １⁃１２：０􀆰 ０４，０􀆰 ０８，０􀆰 １２，０􀆰 １６，０􀆰 ２０，０􀆰 ２４，０􀆰 ２８，０􀆰 ３２，０􀆰 ３６，０􀆰 ４０，０􀆰 ４４，ａｎｄ ０􀆰 ４８ Ｕ ／ μＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，Ｍ：ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ

图 ４　 不同 Ｔａｑ 聚合酶浓度对 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增体系的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｏｎ ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２􀆰 ５　 引物浓度的影响

在 ＰＣＲ 反应过程中，过高的引物浓度会产生引

物二聚体，对试验结果产生干扰。 所以在设计引物

浓度梯度时应保持较低水平的引物浓度，本试验设

计的引物浓度在 ０􀆰 １ ～ １􀆰 ２ μｍｏｌ。 试验结果表明，引

物浓度在小于 ０􀆰 ７ μｍｏｌ 时扩增条带暗淡模糊；而浓

度大于 １􀆰 ０ μｍｏｌ 时条带开始弥散，故认为引物最佳

浓度范围在 ０􀆰 ８ ～ １􀆰 ０ μｍｏｌ，本试验选取引物浓度为

１􀆰 ０ μｍｏｌ（图 ５）。
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Ｌａｎｅ １⁃１２：０􀆰 １，０􀆰 ２，０􀆰 ３，０􀆰 ４，０􀆰 ５，０􀆰 ６，０􀆰 ７，０􀆰 ８，０􀆰 ９，１􀆰 ０，１􀆰 １ ａｎｄ １􀆰 ２ μｍｏｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，Ｍ：ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ

图 ５　 不同引物浓度对 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增体系的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２􀆰 ６　 模板 ＤＮＡ 的含量

由图 ６ 可见，试验设计的 １２ 个水平的模板 ＤＮＡ
浓度扩增结果的条带数和清晰度基本一致，说明菰

ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 反应体系对模板 ＤＮＡ 的浓度要求不是很

敏感，但从结果看出浓度在 １􀆰 ４ ～ １􀆰 ６ ｎｇ ／ μＬ 时扩增

效率较其他要好，故本试验选择的浓度为 １􀆰 ５ ｎｇ ／ μＬ。

Ｌａｎｅ１⁃１２：０􀆰 ２，０􀆰 ４，０􀆰 ６，０􀆰 ８，１􀆰 ０，１􀆰 ２，１􀆰 ４，１􀆰 ６，１􀆰 ８，２􀆰 ０，２􀆰 ２ ａｎｄ ２􀆰 ４ ｎｇ ／ μＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，Ｍ：ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ

图 ６　 模板 ＤＮＡ 浓度 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增体系的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２􀆰 ７　 优化体系的验证

为了确定反应体系各成分的优化结果，本试验

根据综合以上各成分确定的优化结果对来自江西省

鄱阳湖流域 ３０ 个居群的 ８０ 个菰样本进行 ＩＳＳＲ⁃
ＰＣＲ 扩增，优化后的各组分参数如下：０􀆰 ５ ｍｍｏｌ
ｄＮＴＰｓ，１０ × Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ （含 ２０ ｍｍｏｌ Ｍｇ２ ＋ ） 浓度为

３􀆰 ０ ｍｍｏｌ、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶浓度为 ０􀆰 ２４ Ｕ ／ μＬ、引物

浓度 １􀆰 ０ μｍｏｌ、模板 ＤＮＡ 浓度为 １􀆰 ０ ｎｇ ／ μＬ，选择

引物 Ｚ９ 的退火温度为 ５５􀆰 ０ ℃。 ＰＣＲ 扩增结果显

示，引物 Ｚ９ 对 ８０ 个菰样本有较好的扩增效率，共扩

增出 ９ 条多态性条带，扩增条带稳定、分辨率高，能
较好的反应出各个体之间的多态性关系（图 ７），由
此说明此优化体系可以适用于以后的菰 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ
扩增检测。

图 ７　 引物 Ｚ９ 对 ８０ 个菰个体的 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ． ７　 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ８０ Ｚｉｚａｎｉａ ｌａｔｉｆｏｌｉａ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ Ｚ９
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３　 讨论

ＩＳＳＲ 技术现已广泛应用于植物遗传多样性研

究、物种亲缘关系分析、种质资源的保存、遗传图谱

构建和基因定位等方面，但不同物种其反应体系也

各不相同［１６⁃１９］。 为了获得清晰、重复性好的 ＩＳＳＲ
扩增结果，需要对 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增体系各成分进行

比较、优化，包括引物退火温度、引物浓度、ｄＮＴＰｓ 浓

度、Ｍｇ２ ＋ 浓度、Ｔａｑ 聚合酶浓度和模板 ＤＮＡ 浓度，以
便确定一个最适宜的扩增条件［２０］。

从本试验对菰的 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增体系的优化可

以得出，除了模板 ＤＮＡ 以外，其他各成分的不同浓

度对 ＰＣＲ 扩增结果都有明显的影响。 其中引物的

退火温度是进行 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增的首要关键因素，
过低的退火温度不仅会导致扩增效率低、背景模糊，
而且容易产生非特异性的扩增，过高的退火温度则

会导致扩增条带数目的减少，甚至得不到扩增条带；
ｄＮＴＰｓ 的浓度对反应体系的影响较为敏感，浓度过

低和过高时均会影响扩增效率，过低时体系中游离

的碱基不足以供应 ＰＣＲ 反应的需求，过高时会降低

Ｔａｑ 聚合酶的活性；试验中当 Ｍｇ２ ＋ 的浓度小于

１􀆰 ５ ｍｍｏｌ 时，扩增效率低，结果不稳定，当 Ｍｇ２ ＋ 浓

度大于 ４􀆰 ５ ｍｍｏｌ 时，得不到扩增条带，可能是因为

Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液中的其他成分对 Ｔａｑ 聚合酶活性的抑

制。 本试验结果显示 Ｔａｑ 聚合酶浓度过低造成扩增

量的不足，过高出现了非特异性扩增；由于试验中引

物起始浓度设置较低，因此当达到设计的最大值时，
没有产生二聚体和非特异性条带，不过低浓度扩增

出的产物明显较少。 另引物长时间保存于 ４ ℃条件

下可能发生降解而影响扩增效率。
本试验优化菰的 ＩＳＳＲ⁃ＰＣＲ 扩增体系的最终

结果为：在 ２０ μＬ 总反应体积内各成分的终浓度

分别为：Ｍｇ２ ＋ （１０ × Ｂｕｆｆｅｒ） ３􀆰 ０ ｍｍｏｌ， ｄＮＴＰｓ ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ、引物 １􀆰 ０ μｍｏｌ、Ｔａｑ 聚合酶 ０􀆰 ２４ Ｕ ／ μＬ、ＤＮＡ
模板１􀆰 ５ ｎｇ ／ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补齐反应体系。 本反应体

系的建立为菰遗传资源的鉴定、评价与利用提供

了技术支撑。
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