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香 ISSR 反应体系的建立

王钱洁，秦永华，陈厚彬，胡桂兵

(华南农业大学园艺学院，广东广州曰0642)

摘要:以 35 份香蕉品种为材料，采用正交设计 ~5 (56) 对 PCR 反应中的 DNA 质量浓度、Tαq DNA 聚合酶用量、Mg2 +

浓度、引物浓度、退火温度及甲毗胶浓度等 6 个因素在 5 个水平上进行了优化试验.建立了稳定的、可重复的香蕉

ISSR 最佳反应体系和 PCR 扩增参数.确定在 25μL 的反应体系中， DNA 模板质量浓度为 O. 8 ng/μL ， MI 浓度为

1. 5 mmoVL , dNTPs 浓度为 0.3 mmoVL，引物浓度为 O. 2μmoνL ， T，αq 酶为1. 25 U，退火温度为 52 "C. 
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Establishment of an Inter-Simple Sequence Repeats Reaction 

System (ISSR) for Banana (Musa AAA) 

W ANG Qian-jie , QIN Yong-hua , CHEN Hou-bin , HU Gui-bing 

(College of Horticulture , South China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: A suitable ISSR-PCR amplification system of banana was established using thirty five banana 

cultivars as materials. Orthogonal design was used to optimize the reaction condition of ISSR experiment in 

six factors (DNA , T，αq DNA polymerase , Mg2 
+ , primer , formamide and annealing temperature) at five lev­

els respectively. A stable and repeatable reaction system of ISSR for banana was established. PCR reaction 

volume of 25μL included O. 8 nglμL DNA template ,1. 5 mmoVL Mg2
+ ,0. 3 mmoVL dNTPs ,O. 2μmoVL 

primer concentration and 1. 25 U 1'.αq DNA polymerase dosage , and proper annealing temperature was 

52 "C. 
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分子标记技术以其反映大量遗传信息、不受时

间和空间制约的特点，在辅助植物遗传育种领域已

经得到广泛应用.但每种标记各有优缺点， RAPD 技

术快速、简便、经济但重复性不佳;RFLP 、 AFLP 技术

分辨力高，重复性较好，但操作复杂，试验成本较高;

简单重复序列 (SSR) 技术特异性、多态性、重复性均

较好，但需要知道重复序列两端的 DNA 序列来设计

特异的引物，因此只能局限于一些重要的物种[l]. 简

单重复序列中间区域 (Inter-simple sequence repeats , 

ISSR)技术是由 Zietkiewicz 等 [2] 创建的一种微卫星

类分子标记技术.其原理是真核生物广泛存在 SSR ，

如 (GA)n ， (AT)n ， (GAA)n 等，利用 SSR 本身设计

引物，通常为 16 - 18 个碱基序列.为扩增出反向排

列的、间隔不大的重复序列间的基因组片段，通常在

引物的 5'或 3'末端添加几个非重复的锚定碱基以保

证引物与基因组 DNA 中 SSR 的 5'或 3'末端相结合.

ISSR 通常为显性标记，具有多态性好、DNA 用量少、

技术要求低、成本低廉等优点更重要的是， ISSR 扩
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增的退火温度较高，从而保证了 PCR 扩增的可重复

性[3]. 因此， ISSR 在植物遗传育种中具有广阔的应用

前景.目前， ISSR 分子标记技术已经在李[町、苹

果[4J 、柑桶[町、甘蔚[6 J 、莲雾[7J 、杨梅[8J 等果树上广泛

应用，并且建立了柑桶[9J 、苹果[ IOJ 等品种的指纹图

谱， ISSR 分子标记技术在果树上己显示出了广阔的

应用空间.香蕉是世界四大名果之一，也是最重要的

热带亚热带水果之→，具有极高的经济价值和营养

价值.而有关 ISSR 分子标记技术在香蕉上的研究鲜

见报道.本研究以香蕉为材料，通过对 ISSR 反应体

系各影响因子进行优化，建立了适合香蕉的 ISSR 反

应体系，为该技术在香蕉种质资源研究和遗传育种

研究中的应用奠定了基础.

1 材料与方法

1. 1 材料

35 份香蕉品种，均取自东莞香蕉蔬菜研究所香

蕉种质资源圃.以 GCTCV-119 和巳西蕉品种为模板

对 ISSR 反应体系进行优化

Tαq DNA 聚合酶，购自 TaKaRa 公司; dNTPs 、甲

酷胶，购于上海生工生物工程有限公司 ;100 条 ISSR

引物，参照加拿大哥伦比亚大学(UBC) 提供的序列

由上海生工生物工程有限公司合成.

1. 2 方法

1. 2. 1 基因组 DNA 的提取采用改良 CTAB 法[ 11 J 

提取香蕉幼叶基因组 DNA，用分光光度计( BioPho­

tometer) 和凝胶电泳法检测 DNA 的浓度和质量，并

将 DNA 稀释至 5.0 nglμL 备用.

1. 2. 2 PCR 扩增 PCR 扩增反应在 Bio-Rad 公司生

产的 iCycler Thermal Cycler 5828R 仪器上进行，扩增

程序为 :94 ℃预变性 5 min 后，94 "'c变性 45 s ,52 "'c 

退火 1 min , 72 "c延伸 2 min ，进行 35 个循环，然后

72 "C延伸 10 min ,4 "c保存.

PCR 产物用 15 glL 的琼脂糖凝胶电泳分离，经

澳化乙链染色后在 Bio-Rad 公司的 Gel-2000 凝胶成

像系统上观察，并采集图像.

度，即 0 、0.5% 、1. 0% 、1. 5% 和 2.0% ，反应总体积为

25μL 共 25 个试验组合(表 1 ) . 

1. 2. 4 退火温度的筛选 利用正交试验从 1∞条

引物选出对香蕉品种扩增性较好的引物，对 35 个香

蕉品种进行 ISSR 扩增.然后利用扩增效果较好的引

物 818 、847 和 855 ，设置 55 、 54 、 53 、 52 、 51 、 50 、49 和

48 "'c共 8 个温度梯度，以香蕉品种 GCTCV-119 和巴

西的 DNA 为模板进行 ISSR 扩增.并确定各引物最

佳的退火温度.

表 1 ISSR L2S ( 56 )正交试验设计表

Tab. 1 ISSR L2S ( 56) orthogonal design 

组 p(DNA)/ C( Mg2+)/ 叫树TP)/ C~l#>/' 
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聚合黝U 胶)/%

0.50 0 ，
、
J
n
u
q
d
n
υ
q
d
ζ
J
n
u
ζ
J
A
U
，
、
"
，
、
ν
n
u
ζ
J
n
υ
ζ
J
，
、
d
n
u
，
、
M
A
U
，
、
ν
ζ
J
A
U
，
、
"
。
υ
ζ
J

·········E·········· 

n
u
t
-
-
1
鸣
，
"
句
4
A
υ
t
i
'
I
q
&
叶
，
-
A
U
'
1
1
1
7

街
叫

4
0
υ
1
1
1
1
句
4
9
&
n
υ
t
i
t
i
句
4
7
"

∞

E
m
m

且

m
m
N

乃
∞
勿
∞
万
到

m
m
乃

titi'lnot-nUAHV'It--lti--AHUAHV 

10 m
M
υ

却

m
m
m
M
U
m

药

m
m
m
m

苟
明

m
m
M
υ

药

m
m
m

臼

m
M
m
m

臼

m
m
万

·············E 

n
H
υ
A
H
υ
A
H
V
A
H
u
n
H
U
A
H
υ
A
H
υ
A
H
υ
A
H
U
A
H
U
A
H
V
A
H
V
A
H
v
n
H
v
n
H
V
A
H
υ
n
H
υ
A
H
V
A
H
U
A
H
V
A
H
v
n
H
V
A
H
U
A
H
υ
A
H
U
 

O. 1 

2 10 

3 10 

4 10 

5 10 

6 15 

7 15 

8 15 

9 15 

10 15 

11 20 

0.2 0.75 

0.3 1.∞ 

0.4 1.25 

0.5 1.50 

0.3 1.25 

0.4 1.50 

0.5 0.50 

0.1 0.75 

0.2 1.∞ 

0.5 0.75 

，
、
d
n
u
q
d
n
υ
n
u
q
d
n
U
Z
J
，
、
u
n
υ
，
、
"
n
υ
n
u
ε
J
A
U
Z
J
ε
J
O
U
，
、
u
n
υ

····E···E········· 
A
U
'

且

T
i
q
句
句
'
'
-
n
υ
。
υ
'
1
1
1
1
1
7
&
A
U
A
U
'
1
1
1
1
1
句
'
-
n
u
n
u
n
u
'
E
t
i
m
4
n
u

吵
'
-
1
J
A
斗
，
、
"
，
。
句
，
，
。
o
n
Y
A
U
-
-
句
，
"
句
3
A
啡
，
、
u

t
i
'
1
1
1
1
1
'
E
t
I
s
i
-
-
7
-
7
"
句
，
，
"
?
"
句
，
，
"
匀
，
缸

n
u
n
u
n
u
n
υ
，
、
u
，
、
d
ζ
J
ε
J
F
、
d
A
U
A
U
A
U
n
u
n
u

q
-
q
L
码
，
"
匀
，
&
句
'
'
-
7
&
句
，
缸
句
，
"
句
，
缸
句
3
1
d
句
3
句
3
1
d

'
1
句
马
句
3
A

丛T
匀
，
"
句
、
d
a
a
T
ζ
J
T
i
A
斗
，
、
"
1
1
句
马
句
3

···E········· 

A
H
U
A
H
υ
A
H
υ
n
H
U
A
H
U
n
H
U
A
H
u
n
H
U
A
H
υ
A
H
V
A
H
U
A
H
V
A
H
υ
A
H
U
 

1. 2. 3 PCR 反应体系的正交试验 采用正交设计

助于软件设计 L25 ( 56 )正交试验， DNA 模板设置 2 结果与分析
0.4 、0.6 、 O. 8 、1. 0 、1. 2nglμL; Mg2 + 浓度设置 0.5 ，

1. 0 、1. 5 、 2.0 、 2.5 mmoνL; dNTPs 浓度设置 0.10 、

O. 15 、0.20 、0.25 、 0.30 mmoVL; 引物浓度设置 O. 1 、

0.2 、 0.3 、 0.4 、 0.5μmoVL; nαq 酶设置 0.50 、 O. 75 、

1.∞、1. 25 、1. 50 U;此外，还设计了甲眈肢体积比梯

2.1 正交试验优化组合

以 GCTCV-119DNA 为模板，选用 824 、 836 和 889

共 3 条引物进行正交试验.结果表明，在 25 个组合中，

扩增效果有明显差异(图 1 ) .从图 1 可以看出，第 13

个组合在不同的 3 个引物扩增下，无论在条带数量，还
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是条带亮度方面均表现不错.最佳组合的选择标准是

条带多、清晰、且条带表现相对稳定.因此，第 13 个组

合为香蕉 ISSR 最佳体系，即 DNA 模板质量浓度为

0.8 nglμL ， Mg2+ 浓度为1. 5 mmoVL , dNTPs 浓度为

0.3 mmoνL，引物浓度为 0.2μmoVL ， TaqDNA 聚合酶

为1. 25U，总反应体积 25μL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

A:引物824
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 IS 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2S 

B 引物836

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 I1 12 13 14 1 当 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

C:引物889

图 1 25 个组合在引物 824 ， 836 和 889 中正交试验 ISSR 扩

增结果

Fig. 1 Results of ISSR-PCR amplification by orthogonal design 

with primer 824 , 836 and 889 

2.2 不同退火温度对 ISSR 扩增的影晌

研究表明，退火温度对 ISSR-PCR 扩增谱带有明

显的影响[叫，因此本研究探讨了不同退火温度对香

蕉 ISSR 扩增的影响，以确定每条引物较佳的退火温

度.图 2 的结果表明，在 48 - 55 "c的温度范围中， 3

条引物对 GCTCV-1l 9 和巳西这 2 个香蕉品种的 IS­

SR 扩增谱带基本一致，没有明显的条带差异在退

火温度较高时，条带清晰，但条带相对较少;在退火

温度较低时，条带较亮，但有些条带并在一起，这对

后续读带处理工作造成一定困难.因此我们选择中

间条带多且清晰的扩增退火温度，以求达到最佳的

试验效果.由图 2 可见，第 4 个退火温度，即 52 飞是

香蕉 ISSR 扩增的最佳退火温度，这与邹喻苹等[ 13 J 研

究结果一致.

2.3 香蕉 ISSR 优化体系的应用

利用引物 818 、847 和 855 对 35 份香蕉品种进行

PCR 扩增，以检测优化的 ISSR 体系的扩增效果.结

果如图 3 所示， 3 个引物在 35 份香蕉品种上均能扩

增出清晰、重复性好、条带多的谱带.表明建立的

香蕉ISSR 反应体系稳定可靠，可以应用于后续的

研究

1 (1) 2 (2) 3 (3) 4 (4) 5 (5) 6 (6) 7 (7) 8 (8) 

A:寻|物818
1 (1) 2 (2) 3 (3) 4 (4) 5 (5) 6 (6) 7 (7) 8 (8) 

B:引物847

1 (1) 2 (2) 3 (3) 4 (4) 5 (5) 6 (6) 7 (7) 8 (8) 

C 引物855

1 , (1 ) :55 "c ;2 , (2) :54 "c ;3 , (3) :53 "c抖， (4) :52 "c ;5 ,(5) :51 "c ;6 ,(6): 

5O"C汀， (7):49 "c而， (8):48 "C ;1 -8:GCTCV-119; (1) - (8): 巴西

图 2 引物 818 、847 和 855 不同退火温度的 ISSR 扩增结果

Fig.2 Results of ISSR amplification by primer 818 , 847 and 

855 at different annealing temperatures 

2 3 4 ~ 6 7 11 9 10 JI 12 13 14 15 J(, 17 18 19 20 2] 22 2有 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3S 

A: 寻|物818
1 2 3 4 5 6 7 1I 9 10 II 12 U 14 IS 16 17 18 19 20 21 

B:寻|物847

C 寻|物855

1: GCTCV -105 ,2: GCTCV -247 ,3: GCTCV -119 ,4: 89-1 ,5 :华农甜蕉， 6 : 

龙州中把，7 :那龙高把，8 :天宝矮蕉，9 :那坡高把， 10 :粗把香芽， 11 :河

口高把， 12 :北大矮， 13 :泰国， 14: 大南香蕉， 15 :浦北中把， 16: 巳西，

17:浦北高把， 18 :东莞中把， 19 :那龙中把，20:8818 ， 21: 矮脚顿地雷，

22: 墨西哥，23 :天宝 988 ， 24:高脚顿地雷，25 :漳选 2 号， 26 :齐尾，27 : 

河口中把，28:菲律宾，29 :红河矮蕉， 30 :广东 2 号， 31: 天宝高脚， 32 : 

那龙矮脚，33 :索马里 3 号， 34 :浦北矮蕉， 35 :定安高芽

图 3 引物 818 ，847 和 855 的 ISSR 扩增结果

Fig. 3 The result of ISSR amplification by primer 818 , 847 and 855 
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3 讨论

基于 PCR 扩增反应的 ISSR 分子标记技术，具有

重复性好、灵敏、检测多态性能力强、所需 DNA 模板

的量少等优点[1]. 但其扩增结果同样受到模板浓度、

引物浓度、Tαq DNA 聚合酶用量等因素的影响[叫.

ISSR 分子标记技术反应体系中的 TαqDNA 聚合酶、

Ml+ 和 dNTP 等是相互影响的，聚合酶是依颇于

Mg2+ ，而 Mg2 + 能定量地与 dNTP 分子中的磷酸基团

结合， dNTP 浓度过高则会与聚合酶竞争 Mg2+ ，从而

影响到聚合酶活性，因此三者的有效浓度相互影响.

本试验中， 25μL 体系中 TαqDNA 聚合酶、 Mg2 + 与

dNTP 最佳组合分别确定为1. 25 U 、 1.5 mmoνL 和

0.3 mmoνL 研究表明，25μL ISSR 扩增体系中，酶

的用量在 0.3 - 2.5 U 之间，物种之间差异较大，可

能也与不同厂家酶的活性不同有关[3.川5 J • Taq DNA 

聚合酶的浓度过高不仅会导致非特异带的增加，而

且会产生弥散现象;过低则会降低扩增效率.本试验

所得 TαqDNA 聚合酶最佳用量为1. 25 U (25μL 体

系) ，既能保证试验结果的可靠性，又能减少试验

成本.

引物和模板 DNA 的量同样是影响 ISSR-PCR 扩

增效率和稳定性的重要因素[M]. 引物浓度过高易导

致碱基错配、引物二聚体的形成;过低则会导致扩增

效率下降，甚至扩增不出条带.模板 DNA 的浓度过

高不利于 PCR 扩增，甚至导致扩增失败;过低则会

降低扩增效率.本试验确定引物的最佳浓度为

0.2μmol/L ， DNA 模板的质量浓度为 0.8 nglμL 最

后采用最佳因素水平组合，利用引物 818 、847 和 855

对 35 份香蕉品种进行 PCR 扩增，扩增出清晰、重复

性好、条带多的谱带，这说明建立的香蕉 ISSR 反应

体系稳定可靠，为香蕉品种 ISSR 指纹图谱建立、品

种鉴定、新品种选育、数量性状基因定位等工作奠定

了基础.

正交试验具有设计均衡分散、综合可比、可伸可

缩、效用明显的特点[M] ，并得到广泛应用[ 17 山].本试

验利用正交设计 L25 (56) 对影响 PCR 反应条件的主

要因素进行了研究，较快的找到了最佳组合，建立了

稳定的、可重复的香蕉 ISSR 最佳反应体系和 PCR 扩

增参数.因此，在对 PCR 反应体系进行优化时，正交

试验是一种切实可行的方法.
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