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坛紫菜 ISSR反应体系的建立与优化

纪德华,谢潮添, 陈昌生, 徐 燕, 张 元, 刘 冰

(集美大学 水产学院,福建 厦门 361021)

摘要: 为了利用 ISSR 分子标记技术对坛紫菜(P orphy ra haitanensis )种质资源进行遗传分析及种质鉴定, 获

得清晰稳定、重复性好、多态性高的扩增结果, 对影响 ISSR PCR 扩增的多个因素, 包括 DNA 模板含量、

M g2+ 浓度、Taq DNA 聚合酶含量、引物浓度、dNT P浓度以及复性温度进行了全面比较和优化, 建立了坛紫

菜种质资源 ISSR PCR扩增的最佳反应体系: 25 L 的反应体系中含 2. 5 L 10 PCR 缓冲液, 5 ng 模板

DNA, 2. 5 mmol/ L Mg 2+ , 1. 5 U Taq DNA 聚合酶, 200 nmo l/ L 引物, 200 mo l/ L dNTP。最佳 PCR扩增程

序: 94  预变性 7 min;每个循环 94  变性 1 min, 48 复性 45 s, 72  延伸 2 min,共进行 35个循环;循环结束

后 72  再延伸 7 min。
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坛紫菜( Por phy r a haitanensi s )是我国特有的

暖温带性品种, 是福建、浙江和广东沿海人工养殖的

重要经济红藻, 其产量约占全国紫菜总产量的 80%

左右。以往紫菜的分类主要是依靠形态学的方法,

然而由于大多数形态性状受环境因数影响大, 可描

述的特征有限, 已经很难满足紫菜种质鉴定和良种

选育的要求。分子标记技术的出现给这一问题的解

决带来了契机, 它直接在 DNA 水平上标记检测基因

组的遗传变异, 不受发育时期和环境因素的影响, 数

量丰富且多态性好, 已经广泛应用于高等植物的种

质鉴定中
[ 1]
。近年来,陈昌生等

[ 2~ 4]
分离和培养出了

多个生长快、品质优、抗病力强、光泽性好、产量高的

坛紫菜新品系, 建立了坛紫菜种质资源库。进一步

的工作就是要建立分子水平的种质鉴定技术, 利用

分子手段管理种质库, 逐步探索分子标记辅助坛紫

菜育种技术,为坛紫菜栽培业的健康、持续发展奠定

基础。

简单序列重复区间扩增多态性 ISSR( inter sim

ple sequence repeat )是由 Zietkiew icz等[ 5]在 SSR标

记基础上发展起来的一种新型分子标记技术, 具有

DNA 样品用量少, 操作简单, 无需预先知道受试基

因组序列, 结果记录方便, 实验成本低, 且比 RAPD

技术更加稳定可靠, 实验重复性好等优点, 已经广泛

用于植物遗传多样性分析、指纹图谱绘制、品种鉴

定、进化及分子生态学研究中[ 6]。但迄今为止, ISSR

用于海藻研究的报道还很少, 国内仅见用 ISSR技术

对几个江蓠属海藻的遗传变异进行分析的报道
[ 7, 8]
。

虽然 ISSR标记具有以上优点, 但它也是基于 PCR

技术的一种分子标记技术, 最终结果易受到多种因

素的干扰,如模板 DNA、引物、dNT P、Taqase、Mg2+

浓度以及复性温度等。因此,为确保 ISSR 分析结果

的可靠性和重复性, 进行反应体系的优化是非常必

要的。本研究详尽探讨了影响 ISSR 扩增的各项实

验参数,建立了重复性好, 结果清晰、稳定的坛紫菜

种质 ISSR分析实验体系,为进一步利用该标记技术

研究坛紫菜种质的遗传多样性及分子标记辅助坛紫

菜育种奠定了基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

本实验采用的坛紫菜自由丝状体样本均为集美

大学坛紫菜种质改良与应用实验室选育、纯化并保

存于福建省坛紫菜种质资源库中的品系,其培养温

度为20  , 光照强度 1 000~ 1 500 lx ,光暗周期为 12

h !12 h。

DNA提取所用生化试剂均购置于上海生工生

物工程有限公司, 而 PCR扩增所需试剂均由大连宝

生物工程有限公司提供。所采用的引物依据加拿大
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哥伦比亚大学设计的 ISSR引物由大连宝生物工程

有限公司合成。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 基因组 DNA 提取

收集培养液中培养的各品系自由丝状体用滤纸

吸干后,取 0. 5 g 置于微型匀浆机中进行高速匀浆,

然后采用传统的 CTAB 法[ 9] 稍作改良后进行 DNA

的提取和纯化, 在 1. 0%的琼脂糖胶电泳中检查所提

取 DNA 的完整性,并在 Beckman DU 600核酸蛋白

紫外分析仪上测定 DNA 浓度。

1. 2. 2 实验处理

按照预实验结果及 PCR反应的一般规律, 对影

响 ISSR PCR 扩增的主要参数设置了以下不同处

理:反应体系为 25 L, 其中 DNA 模板设 0. 5, 1, 5,

10, 30, 50, 100 ng 7个梯度;引物设 25, 50, 100, 200,

400 nmol/ L 5 个梯度; dNT P 设 50, 100, 200, 400,

600 mo l/ L 5 个梯度; M g
2+
设 0. 5, 1. 5, 2. 0, 2. 5,

3. 0, 3. 5, 4. 5 mmol/ L 7 个梯度; Taq DNA 聚合酶

设 0. 25, 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2 U 共 5个梯度; PCR反应中

的复性温度依据引物 T m 值设 46, 48, 50, 52, 54,

56  6个梯度。

1. 2. 3 ISSR PCR反应及产物检测

以提取的坛紫菜自由丝状体基因组 DNA 为模

板, 821为引物,分别对 1. 2. 2中设定的各参数进行

ISSR PCR反应优化。根据大量预实验结果, 在进行

梯度实验时, ISSR PCR反应体系中除需优化的参数

外,其余各参数均按最佳浓度进行。PCR 扩增程序

参照 T sumura [ 10]的体系: 94  预变性 7 min;每个循

环 94  变性 1 min,复性温度下退火 45 s, 72  延伸

2 m in, 共进行 35 个循环; 循环结束后 72  再延伸
7 m in。PCR 反应在美国 M J 公司的 PT C 200 型

PCR仪上进行,扩增后 PCR产物置于 4  保存。

最后取扩增产物 6 L 在 1. 5%琼脂糖胶中电

泳,经 EB染色后在紫外灯下观察结果并拍照。

2 结果与分析

2. 1 基因组 DNA 提取

采用改良的 CT AB法提取的基因组 DNA 呈白

色或无色絮状沉淀, 电泳显示条带清晰完整,无明显

降解(图 1)。紫外分光光度计分析结果表明纯度较

高, A 260 / A 280值都在 1. 7左右, 完全能满足 ISSR 扩

增的要求。

图 1 坛紫菜基因组 DNA 电泳图

Fig . 1 Patt erns o f P. haitanensis genomic DNA

1~ 4. 基因组 DNA; M.分子质量标记

1~ 4. genomic DNA; M . DNA mark er

2. 2 ISSR PCR 反应参数的优化

2. 2. 1 模板 DNA 含量的优化

DNA模板的含量是制约扩增产物得率及特异

性的一个重要因子, 本实验设置了 7个梯度的模板

含量, 即在 25 L 的反应体系中, 用于 PCR扩增的

模板 DNA 含量分别为 100, 50, 30, 10, 5, 1, 0. 5 ng。

图 2( 1~ 7)中显示了不同模板含量的 ISSR PCR 扩

增结果。从图 2 中可以看出, 模板 DNA 的含量对

ISSR扩增结果具有显著影响,在模板含量为 0. 5 和

1 ng时, PCR无扩增结果或扩增条带数很少;在 5 和

10 ng 时,扩增出了基本相同的带型;而在 DNA 含量

大于 30 ng时, PCR扩增结果则随着模板 DNA含量

的增加,条带数减少, 谱带也逐渐模糊, 这可能是因

为 DNA模板量的增加,使得反应体系中由模板带入

的抑制 PCR反应的物质也同样增加,抑制了 PCR反

应的进行。

2. 2. 2 M g
2+
浓度的优化

Mg
2+
浓度是 ISSR PCR 反应的一个主要变化

因素,是 DNA聚合酶的辅助因子, 在多数情况下, 低

Mg
2+
浓度会造成 DNA 聚合酶活力的下降,使扩增

效率降低,而较高的 Mg
2+
浓度虽然可以增加产量,

但也会增加非特异性扩增, 降低反应的忠实性。为

了确定最佳浓度本实验设置了 0. 5, 1. 5, 2. 0, 2. 5,

3. 0, 3. 5, 4. 5 mmo l/ L 7 个梯度的 Mg2+ 浓度, 图

2( 8~ 14)显示了不同 Mg
2+
浓度下 ISSR PCR的扩

增结果。从图 2中可以看出, 在浓度为 0. 5 mmol/ L

时, PCR无扩增结果; 在浓度为 1. 0~ 2. 5 mmol/ L

时, PCR 扩增出了基本相似的带型, 其中又以

2. 5 mmo l/ L时, 条带最为清晰、完整;而在浓度大于

3. 0 mmol/ L 时, PCR 非特异性扩增条带明显增加,
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且谱带模糊。

图 2 不同模板 DNA 含量和 Mg2+ 浓度 ISSR PCR扩增结果

Fig . 2 The results of ISSR amplification with different amounts of template DNA ( 1~ 7) and different concentrations of Mg 2+ ( 8~ 14)

1~ 7. 100, 50, 30, 10, 5, 1, 0. 5 ng 模板 DNA; 8~ 14. M g2+ 浓度 0. 5, 1. 5, 2. 0, 2. 5, 3. 0, 3. 5, 4. 5 mmol/ L; M .分子质量标记

1~ 7. 100, 50, 30, 10, 5, 1, 0. 5 ng template DNA; 8~ 14. 0. 5, 1. 5, 2. 0, 2. 5, 3. 0, 3. 5, 4. 5 mmol/ L Mg2+ ; M . DNA m ark er

2. 2. 3 DNA聚合酶含量的优化

在 ISSR PCR 反应体系中, DNA 聚合酶含量直

接影响扩增反应的成功与否。很多实验都已经表

明, 不同厂家、不同批次、不同用量的 DNA 聚合酶

均会造成 PCR 扩增结果的明显不同。本实验使用

的 DNA 聚合酶均为购自大连宝生物工程有限公司

同一批次的 DNA 聚合酶, 在 DNA 聚合酶的用量

上, 25 L 的反应体系中, 设置了 0. 25, 0. 5, 1. 0,

1. 5, 2 U 共 5个梯度的反应, 结果如图 3( 1~ 5)所

示。由图中可以看出在 DNA 聚合酶含量为 0. 25和

0. 5 U时, PCR 扩增结果条带数很少; 在 1. 0 和

1. 5 U时, PCR 扩增出了基本相似的带型, 但以

1. 5 U时, 带型较为清晰完整; 在 2. 5 U 时, 虽然

PCR扩增结果条带也清晰完整, 但出现了较多的非

特异性扩增条带。

2. 2. 4 引物浓度的优化

引物浓度对 PCR 结果的带型会产生明显影响,

为了减少非特异性扩增, 保证实验的重复性, 本实验

设置了 25, 50, 100, 200, 400 nmol/ L 5个梯度来考察

引物浓度对 ISSR PCR反应的影响,结果如图 3( 6~

10)所示。从图中可以看出, 在引物浓度为 25 和

50 nmo l/ L时, PCR扩增无结果或扩增条带很少; 在

浓度为 100和 200 nmol/ L 时, PCR扩增出了基本相

似的谱带,但以 200 nmo l/ L 条件下扩增出的谱带比

较清晰完整; 当引物浓度增加为 400 nmol/ L 时,

PCR扩增结果出现了明显的非特异性条带。

图 3 不同 DNA 聚合酶浓度、引物及 dNTP 浓度 ISSR PCR 扩增结果

Fig . 3 The r esult s of ISSR amplification w ith different amounts of TaqDNA polymerase, different concentrations of primer s and

different concentr ations of dNTP

1~ 5. 0. 25, 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2 U DNA 聚合酶; 6~ 10. 引物浓度 25, 50, 100, 200, 400 nm ol / L;

11~ 15. dNTP 浓度 50, 100, 200, 400, 600 mol/ L; M . 分子质量标记

1~ 5. 0. 25, 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2 U T aqDNA polymeras e; 6~ 10. 25, 50, 100, 200, 400 nmol/ L primers;

11~ 15. 50, 100, 200, 400, 600 m ol/ L dN TP; M . DNA mark er
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2. 2. 5 dNT P 浓度的优化

dNT P 是 PCR反应的原料, 浓度过高过低均会

造成扩增结果的变化,为了确定 dNT P 的最佳浓度,

作者设定了 50, 100, 200, 400, 600 mol/ L 5个浓度

梯度, 结果如图 3( 11~ 15)所示。从图中可以看出在

dNT P 浓度为 200 mo l/ L 时, ISSR PCR 反应能得

到背景清晰,稳定完整的条带;在dNT P浓度为50和

100 mo l/ L 时, 虽然背景也比较清晰, 但扩增条带

数较少; 而在 dNT P 浓度为400和600 mo l/ L , PCR

扩增结果背景模糊, 而且条带数也减少了。dN TP

浓度提高,扩增结果条带数反而减少的可能原因是

dNT P 浓度的增加, 结合了较多的 Mg2+ , 导致游离

Mg 2+ 浓度降低, 从而引起 DNA 聚合酶活性下降的

结果。

2. 2. 6 复性温度的优化

复性温度是 PCR反应中的一个关键参数, 它决

定着引物同目的序列能否有效退火, 使 PCR 反应得

到准确、稳定的扩增。为了确定坛紫菜 ISSR PCR

扩增的最佳复性温度,作者以引物 T m 值为依据, 设

定了 46, 48, 50, 52, 54, 56  6个温度梯度。实验结

果如图 4所示。从图中可以看出在复性温度为 48  
时, PCR扩增结果背景清晰, 条带稳定完整; 在 46  
的条件下, PCR结果背景模糊, 条带也不清晰; 而在

复性温度高于 48  时, PCR 扩增结果条带逐渐减

少,甚至完全消失。

图 4 不同复性温度 ISSR PCR 扩增结果

Fig . 4 The r esults of ISSR am plification w ith differ ent

annealing temperatures

1~ 6. 复性温度分别为 46, 48, 50, 52, 54, 56  ; M . 分子质量标记

1~ 6. each annealing temperature is 46, 48, 50, 52, 54, 56  ;

M . DNA m ark er

3 讨论

从上述的实验结果中可以看出影响 ISSR 实验

结果的因素很多, 为了利用这一分子标记进行遗传

多样性分析及分子标记辅助育种, 获得重复性和可

靠性较高的 ISSR结果, 提高分析的准确性, 非常有

必要对各个影响因子进行全面优化, 筛选出最佳的

适合于坛紫菜种质资源 ISSR分析的条件。

DNA模板是 PCR 反应的底物, 是 PCR 成功的

先决条件, 由于 PCR 反应中对模板浓度要求的范围
较宽,一般每个反应中 1~ 500 ng DNA 都能提供好

的结果,因此,很多研究者认为在具体实验时可以不

把模板 DNA 含量作为重点优化的参数
[ 11]

; 而且冯
富娟等 [ 12]在红松( P inus koraiensis Sieb. et Zucc. )

ISSR PCR实验中认为纯度不会影响 ISSR 的扩增
结果。因此模板 DNA 在 ISSR反应中的优化经常被

忽略。但是实际情况并非如此, 当模板 DNA 纯度不
高时,模板 DNA 的用量同样会对 ISSR扩增结果产

生重要影响,因为过量的不纯 DNA 模板中同样含有

过量的抑制 PCR扩增的物质,如多糖、蛋白质等, 当
这些物质超过一定量, 就会导致 PCR扩增的失败。

本实验中的坛紫菜样品, 由于含有较高的多糖, 在
DNA抽提时很难完全去除干净,再加上紫菜细胞中

又含有较高的 DNase[ 13] , 为了防止后期 DNA 的降

解,在采用改良 CTAB 法提取模板 DNA 时, 必须加
入过量的EDTA 来抑制DN ase的活性, 而EDT A 却

是 PCR扩增的抑制物,所以在进行坛紫菜 ISSR 反
应条件优化时, 必须重点优化 DNA 模板含量, 否则

模板含量过低, PCR反应底物不足会引起扩增失败,

含量过高,同时带入的多糖和 EDTA 等物质同样会

引起 PCR 扩增的失败。Zhou 等[ 14] 用红花中国莲

( N elumbo nuci f er a Gaer tn. ) DNA进行RAPD扩增
时认为,模板浓度过高时, 扩增结果会丢失大部分条

带。本实验的优化结果表明, 在进行坛紫菜 ISSR

PCR扩增时最佳的模板 DNA 用量为 5 ng。

Mg2+ 浓度影响 PCR 的多个方面, 不仅影响

DNA聚合酶的活性,还能与反应液中的 dNT P、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
物二聚体的形成等[ 15]。因此不同的反应体系所需要

的最佳 Mg
2+
浓度存在着较大的差异,在一般的 PCR

反应中, 1. 0~ 2. 5 mmol/ L 是较为合适的 Mg2+ 浓度

范围[ 16] , 本实验所优化得到的 Mg 2+ 浓度范围同其是

一致的,但以 Mg
2+
浓度为 2. 5 mmol/ L 时为最佳。

在 PCR 反应中, DNA 聚合酶的种类及使用量

直接决定扩增反应的结果: 使用高浓度的 DNA 聚合
酶不仅增加成本,而且也容易产生非特异性条带; 而

DNA聚合酶浓度过低,又会导致产物的合成效率下

降;并且不同厂家、不同批次的 DNA 聚合酶也存在
着一定的差异[ 17] 。因此,在具体实验中必须根据节

约成本并得到最佳扩增的原则对 DNA 聚合酶用量
进行优化,而且为了减少实验误差, 应尽量使用同一

厂家同一批次的产品,只有这样才能对 PCR扩增结
果进行准确的评价和分析。本实验的优化结果表

23



研究报告 REPORTS

海洋科学/ 2008年/第 32卷/第 6 期

明,在坛紫菜 ISSR PCR 反应中, 最佳的 DNA 聚合

酶用量为 1. 5 U。
引物浓度的不同同样会造成 PCR扩增结果带

型的差异:浓度过低, 引物与模板 DNA 的结合位点
少,扩增产量下降, 并且有可能出现 smear 现象; 浓

度过高会导致碱基错配和非特异性反应的发生, 还
易形成引物二聚体[ 15] 。一般在 PCR扩增时, 最佳的
引物浓度为 50~ 400 nmol/ L [ 18] , 本实验的优化结果
表明坛紫菜 ISSR PCR 反应中, 最佳的引物浓度为

200 nmol/ L。
dNT P 是 ISSR PCR反应的原料, dNT P 浓度过

高,会导致 PCR过程错配率的增加, 从而出现非特
异性条带, 有时过量的 dN TP 也会结合较多的

Mg
2+

,在 Mg
2+
含量较低时, 使 PCR 扩增出现假阴

性结果;而浓度过低,又会影响 DNA合成效率,甚至
会因过早的消耗而使产物单链化, 影响扩增效果[ 15]。
在常规 PCR反应中, dNT P 浓度在 50~ 200 mo l/ L

的范围是比较合适的浓度范围
[ 18]
。本实验优化结果

表明坛紫菜 ISSR 扩增中 dNT P 的最佳浓度是

200 mo l/ L。
在同一 PCR 反应系统中,复性温度不同, 扩增

结果会出现很大的差异: 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, 即产生一定的非特

异性扩增;而太高的温度又会造成引物与模板无法
发生有效的退火,导致扩增失败[ 15]。因此,在具体实

验时,必须在允许的范围内, 选择较高的复性温度减
少引物和模板之间的非特异性结合, 提高 PCR 反应

的特异性,同时又可以避免发生假阴性结果。在一
般 PCR反应中复性温度一般设定为比引物 T m 值低
5~ 10  [ 16]。而且不同的引物, 由于 Tm 值不同, 最

佳的复性温度也不同,在本实验中,为了避免对不同
引物分别优化最佳复性温度的麻烦, 提高 ISSR PCR

反应的可操作性, 综合 Tm 值和复性温度的优化结

果,统一将坛紫菜 ISSR PCR 扩增反应中的复性温
度定为 48  。

综上所述, 经过优化, 坛紫菜 ISSR PCR扩增反
应的最佳反应体系是: 25 L 的反应体系中含2. 5 L

10 PCR Buf fer, 5 ng 模板 DNA, 2. 5 mmo l/ L

Mg
2+

, 1. 5 U DNA 聚合酶, 200 nmol/ L 引物,

200 mo l/ L dN TP。最佳 PCR扩增程序为: 94  预
变性 7 min; 每个循环 94  变性 1 min, 48  复性
45 s, 72  延伸2 min, 共进行35个循环;循环结束后

72  再延伸 7 min。作者利用此优化系统对本实验
室选育、纯化和保存的坛紫菜不同色泽丝状体进行
了 ISSR遗传变异分析,获得了清晰稳定, 重复性好,

多态性高的 DNA 谱带。
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Key words: beach profiles; ero sion accumulat ion changes; no rth Jiangsu Province; t ida l flat

Abstract: Based on obser ved data near T iao zini sand ridges during 1999~ 2000 and collected data in Dong

sha Sand Ridge during 1982~ 1983, this paper mainly deals w ith spat ial temporal changes of t idal f lats in

no rth Jiangsu Provicne. T he results show that the seasonal characterist ics of beach prof iles located at the
Tiaozini sand ridges are accumulation in autumn w inter and ero sion in spring summer; the beach prof iles ar e

er oded in the outer area o f Dong sha Sand Ridge and accumulated in the center area. Because depo sit ion o f

high concentration of suspended sediment in the periphery o f T iaozini has higher values in autumn and w in

ter than in summer, the beach pro files of T iaozini sand r idges seasonally change. T he erosion at the outer
ar ea of Dongsha Sand Ridges w as caused by st rong w ind induced w ave and t idal cur rent .
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Establishment and optimization of ISSR reaction system for
Porphyra haitanensis
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Abstract: Por phy ra hai tanensis is the most economically impo rtant seaw eeds in south China. The facto rs

w hich affect the ISSR analy sis in the study of the genet ic diversity and variety ident ificat ion of P. haitanen

sis, such as the amount of template DNA, Taq DNA po lymerase, pr imer s concentration, M g
2+

concentra
t ion, dNT P concentrat ion and annealing temperatur e, were studied for opt imizing condit ions of the ISSR

PCR. T he r esults showed that the opt imal condit ions being suitable for ISSR PCR of P. hai tanensis wer e

as follow s: 25 L react ion system containing 2. 5 L 10 PCR Buffer, 5 ng template DNA, 2. 5 mmol/ L
Mg 2+ , 1. 5 U T aq DNA po lymerase ( produced by T akara company) , 200 nmo l/ L primers and 200 mol/ L

dNT P. With an M J thermal cycle opt imal amplif icat ion pro gram was 1 cycle of 7 min at 94  ; 35 cycles o f

1 m in at 94  , 45 s at 48  , and 2 min at 72  ; 1 cycle 7 m in at 72  , using block control style. Al l these

results prov ided a standardizing ISSR PCR progr am for the analysis o f genet ic diver sity and var iety ident ifi
cation of P. hai tanensis.

(本文编辑: 张培新)
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