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摘  要：对茶树ISSR-PCR反应体系中的 5 因素(Taq酶浓度(U/(20 μL))、Mg2+浓度( mmol/L)、模板DNA质量浓度
( ng/(20 μL))、dNTP浓度( mmol/L)、引物浓度(μmol/L))在 4 水平上进行正交优化试验，筛选出各因素的最佳水平，
建立茶树最佳ISSR-PCR反应体系，即 20 μL反应体系中，Taq DNA聚合酶为 1.0 U/(20 μL)，Mg2+
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为 2.0 mmol/L，
模板为 40 ng/(20 μL)，dNTP为 0.20 mmol/L，引物为 0.25 μmol/L．对茶树ISSR-PCR最佳反应体系进行梯度退火试
验，确定引物ISSR1、UBC881 的最适退火温度分别为 52.4、59.0 ℃． 
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Optimization for ISSR-PCR reaction system of tea plant  
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Abstract: The orthogonal design was used to optimize ISSR amplification system of tea plant in five factors (Taq 
polymerase, Mg2+, DNA templet, dNTP, primer) at four levels respectively. The best level of each factor were selected, a 
suitable ISSR reaction system was established, namely 20 μL reaction system containing 1.0 U/(20 μL) Taq DNA 
polymerase, 2.0 mmol/L Mg2+

  

, 40 ng/(20 μL) DNA templet, 0.20 mmol/L dNTP, 0.25 μmol/L primer. The optimal 
annealing temperature for ISSR-PCR reaction was proposed by gradient PCR, showing that the most suitable 
temperature of primer ISSR1, UBC881 was 52.4 ℃, 59.0 ℃.  
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茶树的遗传基础研究目前还比较薄弱．传统育
种方法依赖表现型选择，局限性较大．简单重复间
序列 (ISSR)能反映出比RFLP、SSR和RAPD更丰富
的多态性，具有多态性高、稳定性强、操作简单、
成本低等优点，近年来在品种资源鉴定[1-4]、遗传多
样性研究[5-6]、遗传图谱构建[7-8]中得到了广泛的应
用．利用正交设计方法优化茶树ISSR-PCR反应体系

的研究尚未见报道．由于该方法是基于PCR的一种
标记，其反应条件易受到各因素浓度的影响．为了
确保ISSR分析结果的可靠性和重复性，通常需要对
其反应体系进行优化，严格控制反应条件．笔者对
茶树ISSR-PCR反应体系进行正交优化，旨在 为利用
ISSR分子标记对茶树种质资源鉴定、遗传多样性分
析等提供理论依据． 
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1 材料与方法 

1.1 供试材料与主要仪器 

2009 年 4 月，于湖南省茶叶研究所种质资源圃
采用茶树1芽2叶新梢，提取其DNA作为 ISSR-PCR
扩增的模板． 

十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)及其他试剂均
为国产分析纯．Taq酶(5 U/μL)、dNTP(10 mmol/L)、
MgCl2 (25 mmol/L)、Buffer均为MBI公司产品．标
准分子量(Marker)B031-1 购自北京鼎国生物技术有
限公司．ISSR引物由上海生工生物工程技术服务有
限公司合成．经筛选，把引物UBC827 (AC)8

主要仪器与设备为台式高速冷冻离心机
(MIKR022R)、PTC-100

G作为
正交试验的引物． 

TM

1.2 方  法 

PCR扩增仪、梯度PCR 扩
增仪(Biometra)、凝胶自动成像系统(Gene Genius)、
DYY-5型稳压稳流电泳仪 (北京六一仪器厂 )、
DYY-Ⅲ水平电泳槽(北京六一仪器厂)、超低温冰
箱、微波炉、电子天平、移液器、快速混匀器、高
压蒸汽灭菌锅、超纯水器、超净工作台、恒温水浴
锅、紫外分光光度计及其他分子生物学常用设备． 

1.2.1  DNA 的提取  
参照黄建安[9]

1.2.2  PCR 正交试验设计 

等的方法，采用改良的CTAB法提
取茶树基因组DNA，在岛津紫外分光光度计上测定
所提DNA的浓度和纯度，用 0.8%的琼脂糖凝胶电
泳检测DNA的相对分子质量及降解程度，并将其稀
释至 40 ng/μL，备用． 

采用正交设计[10]L16(45)，对参与ISSR-PCR反应
的 5 个因素在 4 个水平上进行试验(表 1)．共 16 个
处理，每处理 2 个重复，按表 1 中的数据加样．在
PTC-100TM

1. 2. 3  PCR 扩增程序和退火温度选择 

PCR扩增仪上进行扩增，反应体系 20 
μL，除表中所列因素外，每管还有 10×PCR Buffer． 

反应程序为 94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 1 
min，58 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 2 min，共 38 个循
环，72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存．反应结束后， 

表 1  ISSR-PCR 反应体系的正交试验设计 
Table 1  L16(45

试验号 

) orthogonal design for the factors and levels of PCR 
reaction 

因素Ⅰ 因素Ⅱ 因素Ⅲ 因素Ⅳ 因素Ⅴ 
 1 0.5 1.0 40 0.10 0.25 
 2 0.5 1.5 60 0.15 0.30 
 3 0.5 2.0 80 0.20 0.35 
 4 0.5 2.5 100 0.25 0.40 
 5 1.0 1.0 60 0.20 0.40 
 6 1.0 1.5 40 0.25 0.35 
 7 1.0 2.0 100 0.10 0.30 
 8 1.0 2.5 80 0.15 0.25 
 9 1.5 1.0 80 0.25 0.30 
10 1.5 1.5 100 0.20 0.25 
11 1.5 2.0 40 0.15 0.40 
12 1.5 2.5 60 0.10 0.35 
13 2.0 1.0 100 0.15 0.35 
14 2.0 1.5 80 0.10 0.40 
15 2.0 2.0 60 0.25 0.25 
16 2.0 2.5 40 0.20 0.30 
因素Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ分别为Taq酶浓度(U/(20 μL))、Mg2+

ISSR-PCR 产物用 1.5%的琼脂糖凝胶(含 0.5 μg/mL
溴化乙锭)于 3 V/cm下电泳约 80 min．电泳结果用
凝胶成像系统拍照，用 DPS 软件分析，得到茶树
ISSR-PCR 反应各因素的最佳水平．选用引物
ISSR1、UBC881，根据其 Tm值分别设置最低温度
46、48 ℃，最高温度 66.0、64.0 ℃，在梯度 PCR
扩增仪上自动生成 12 个温度，对 PCR 产物进行电
泳检测，筛选出最适退火温度．  

浓度( ( mmol/L)、模

板DNA质量浓度( ng/(20 μL))、dNTP浓度( mmol/L)、引物浓度(μmol/L)．下同． 

2 结果与分析 

2.1  电泳结果评分 

参照何正文等[11]

 

的正交设计直观分析方法，根
据图 1 电泳结果和本试验目的，将 16 个处理从高 

 
 
 
 
 
 

M 为 marker；1～16 对应表 2 中的试验号． 

图 1  正交试验 ISSR-PCR 产物电泳结果 
Fig.1  Electrophoresis result of ISSR-PCR products  
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到低依次评分，最佳产物(条带丰富，清晰度高，背
景低)记为 16 分，最差产物记为 1 分．图 1 中各处
理从左至右重复记分结果依次为 2、2；4、5；11、
11；1、1；9、10；10、9；8、7；15、16；5、4；12、
13；13、12；7、8；6、6；3、3；14、14；16、15．  

2.2  各因素对 ISSR-PCR 反应影响的差异 

由表 2 中F值可知，dNTP浓度、Taq酶浓度、
Mg2+

表 2  ISSR-PCR 反应各因素间方差分析表 

浓度对反应结果影响较大，模板DNA 浓度的
影响最小．由P值可知，各因素水平间的差异均达
到极显著水平． 

Table 2  The variance analysis for the factors of ISSR-PCR reaction 

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

Taq 酶浓度 166.750 0  3 55.583 3 177.866 7 0.000 1 

Mg2+ 157.750 0 浓度  3 52.583 3 168.266 7 0.000 1 

模板 DNA
质量浓度 

40.750 0    3 13.583 3 43.466 7 0.000 1 

dNTP 浓度 225.750 0  3 75.250 0 240.800 0 0.000 1 

引物浓度 84.000 0  3 28.000 0 89.600 0 0.000 1 

误差 5.000 0 16  0.437 5   

总计 680.000 0 31    
 

2. 3  各因素对 ISSR-PCR 结果的影响 

2.3.1  Taq 酶浓度的影响  
当Taq 酶浓度为0.5～1.0 U/(20 μL)时，均值随

Taq 酶浓度的增加急剧上升，在1.0 U/(20 μL)时达
到峰值；Taq 酶浓度继续增加，均值下降，但下降
趋势不明显，且1.5~2.0 U/(20 μL)时的结果差异不
大．可见，Taq 酶浓度过低，PCR产物信号较弱，
产物合成效率低；浓度过高，造成非特异性扩增，
电泳背景加深，因此，选取1.0 U/(20 μL)作为茶树
ISSR-PCR反应体系中Taq酶的最佳浓度． 
2.3.2  Mg2 +

当Mg
浓度的影响 

2+浓度为 1.0～2.0 mmol/L时，反应结果差
异明显；均值随浓度的增加急剧上升，2.0 mol/L时
达到最高，2.5 mol/L时有所下降，表明Mg2+浓度过
低，Taq 酶作用效率低，PCR产物多态性不高；浓
度过高，容易产生非特异性弥散带，故选取 2.0 
mol/L为茶树ISSR反应体系中Mg2+

2.3.3  模板 DNA 浓度的影响 

的最佳浓度． 

当模板DNA浓度为40～60 ng/(20 μL)时，反应
结果差异明显；均值随浓度的增加急剧下降，在
60～100 ng/(20 μL)呈缓慢上升趋势，但均值变化不
大，表明在60～100 ng/(20 μL)，模板DNA浓度对
ISSR-PCR反应结果影响不大，所以，选取40 ng/(20 
μL)为茶树ISSR-PCR 反应体系中模板DNA的最适
浓度． 
2.3.4  dNTP 浓度的影响 

当dNTP浓度为 0.1～0.2 mmol/L时，均值随浓
度增加而上升，在 0.2 mmol/L时达到最高；当dNTP
浓度为 0.2～0.25 mmol/L时，差异明显，随浓度的
增加而下降，表明dNTP作为PCR反应的原料，浓度
太低会使扩增反应不完全，从而降低PCR产物的产
量；浓度过高会对Mg2+产生抑制作用，降低Mg2+

2. 3. 5  引物浓度的影响 

的
有效浓度，影响Taq酶的活力，造成浪费，因此，
选取 0.20 mmol/L为茶树ISSR反应体系中dNTP的最
适浓度．  

当引物浓度为 0.25～0.30 μmol/L 时，均值随浓
度的增加明显下降；当引物浓度为 0.30～0.35 
μmol/L时均值无明显差异；当引物浓度为 0.35～0.4 
μmol/L 时，均值呈下降趋势，表明浓度过高容易使
电泳背景加深，产生非特异性扩增，故选取 0.25 
μmol/L 为茶树 ISSR 反应体系中引物的最佳浓度． 

2.4  最适退火温度的确定 

由图 2 和图 3 可知，退火温度过低时，扩增特 

 

 

 
 
 
 
 
 

M  marker；1～12 依次为 46.0、46.4、47.8、50.0 、52.4、54.8、
57.2、59.5、61.9、64.1、65.5、66 .0 ℃． 

图 2   引物 ISSR1 梯度退火电泳结果 
Fig.2  Electrophoresis result of annealing temperature on ISSR 

amplification of primer ISSR1 
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M  marker；1～12 依次为 48.0、48.4、49.5、51.4、53.3、55.2、

57.1、59.0、60.8、62.5、63.6、64.0 ℃． 

图 3   引物UBC881 梯度退火电泳结果 
Fig.3 Electrophoresis result of annealing temperature on ISSR 

amplification of primer UBC881 

异性差，条带弥散，背景深；退火温度过高时，引
物与模板结合差，PCR 产物多态性低，电泳条带亮
度变弱，不同引物的最适退火温度也不同，所以，
确立引物 ISSR1、UBC881 的最适退火温度分别为
52.4，59.0 ℃． 

3  结论与讨论 

20 μL茶树ISSR-PCR反应体系中，Taq DNA聚
合酶为1.0 U/(20 μL)，Mg2+为2.0 mmol/L，模板为40 
ng/(20 μL)， dNTP为 0.20 mmol/L，引物为 0.25 
μmol/L．引物 ISSR1、UBC881的最适退火温度分别
为52.4、59.0 ℃，表明最适退火温度因引物而异． 

目前，建立茶树ISSR-PCR反应体系使用较多的
方法是单因素试验法[12-13]．该方法过程繁琐，既不
能考察各因素间的交互作用，也不能保证各因素最
佳浓度的组合就是反应的最佳体系．正交试验设计
具有均衡分散、综合可比及可伸缩、效应明确等特
性，既能考察各因素的交互作用，又可分析每一因
素不同水平对扩增结果产生的影响，克服了单因素
试验顾此失彼、试验规模大的缺点，从而快速地找
到最优的水平组合[14-16]
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．本试验结果为进一步利用
ISSR分子标记技术对茶树进行种质资源鉴定、遗传
多样性分析及遗传图谱构建等研究奠定了基础． 
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