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珍稀濒危植物五小叶槭 ＩＳＳＲＰＣＲ反应体系
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摘　要：五小叶槭为珍稀濒危植物，在研究被子植物的系统发育和古地理、古气候等方面具有重要的科学价值。本
研究采用２ＸＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ，综合考虑Ｔａｑ酶、Ｍｇ２＋和ｄＮＴＰｓ，对影响五小叶槭 ＩＳＳＲＰＣＲ反应的３个因素（ＤＮＡ模
板、引物和ＭａｓｔｅｒＭｉｘ）进行３水平正交试验，从而优化出五小叶槭ＩＳＳＲＰＣＲ反应最佳体系。结果表明，引物用量
对反应结果影响最大，其次为ＤＮＡ模板，２ＸＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ对反应结果影响最小。最佳反应体系（２５μＬ）为：ＤＮＡ
模板（５０ｎｇ·μＬ－１）１μＬ，引物２μＬ，２ＸＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ１３５μＬ。
关键词：五小叶槭；ＩＳＳＲＰＣＲ反应体系优化；引物筛选；正交设计
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等级标准（ＩＵＣＮ１９９４），该种已属于极危物种［１～２］。

目前为至，仅在四川省雅江县米龙乡［２］，九龙县三

岩龙乡和呷尔镇洛莫村［３］，康定县普沙绒乡，以及

木里县卡拉乡５处发现有分布。近年来，随着分子
生物学技术的发展，建立在ＰＣＲ基础上的各种分子
标记技术在珍稀濒危动植物保护中得到越来越广泛

的应用［４～６］。分子标记可在分子水平上直接反应物

种遗传多样性［７～９］。ＲＦＬＰ、ＲＡＰＤ、ＳＳＲ、ＣＡＰＳ和 ＩＳ
ＳＲ等是目前常用的分子标记［１０～１２］。

简单序列重复区间扩增多态性（ＩｎｔｅｒＳｉｍｐｌｅ
ＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｐｅａｔ，ＩＳＳＲ）是 Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等创立的一种
新型的分子标记技术［１２］。它综合了其他分子标记

技术的优点，比 ＲＦＬＰ、ＲＡＰＤ和 ＳＳＲ反映更丰富的
多态性；ＩＳＳＲ分子标记为显性标记，稳定性较好，无
需知道物种 ＳＳＲ背景，一套 ＩＳＳＲ引物可以在多个
物种中共用，保证 ＰＣＲ扩增反应的重复性［１３～１６］。

因而，ＩＳＳＲ分子标记技术已经被广泛用于物种鉴定
及分类、亲缘关系鉴定和遗传多样性分析当中［１７］，

从而为探讨珍稀濒危动植物种群的进化机制，预测

小种群未来发展趋势起着至关重要的作用。

确定ＰＣＲ反应最佳的反应体系是 ＩＳＳＲ分子标
记成功与否的关键［１８］，能为下一步研究打下良好基

础。目前，大部分反应体系通常分别研究 Ｔａｑ酶、
Ｍｇ、ｄＮＴＰｓ、引物和 ＤＮＡ模板共５个因素对反应的
影响，通常处理多，工作量比较大，分析繁杂。本文

中采用目前市面上的 ＰＣＲ反应预装混合液 Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ，对 Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰｓ和 Ｍｇ２＋这 ３个因素综合考
虑，这样既可以减少试验因素，又能获得较好的试验

结果［１０］。五小叶槭ＩＳＳＲＰＣＲ反应体系的优化目前
尚属研究空白，本研究旨在从 ＤＮＡ模板、引物和
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ共３个因素优化五小叶槭 ＩＳＳＲＰＣＲ反
应体系，为进一步对五小叶槭种群遗传多样性分析

和保护遗传学研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
分别在雅江县米龙乡，九龙县三岩龙乡和呷尔

镇洛莫村，康定县普沙绒乡，以及木里县卡拉乡５处
五小叶槭居群采集叶片组织样品（各样本间距离 ＞
２０ｍ），不同植株随机选择３～５片无病虫害新鲜幼
嫩叶片，硅胶快速干燥保存备用。提取五小叶槭基

因组 ＤＮＡ试剂盒，以及用于 ＩＳＳＲＰＣＲ反应的 ２ｘ
ＭａｓｔｅｒＰＣＲＭｉｘ，ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ和ＩＳＳＲ引物均购置

于北京擎科新业生物技术有限公司（ｗｗｗ．ｔｓｉｎｇｋｅ．
ｎｅｔ）。所选用的 ＩＳＳＲ引物根据加拿大哥伦比亚大
学（ＵＢＣ）公布的第９套 ＩＳＳＲ引物序列进行初步筛
选，选择ＵＢＣ８０７（ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＴ）正
交实验引物固定引物，ＵＢＣ８０９（ＡＧＡＧＡＧＡＧＡ
ＧＡＧＡＧＡＧＧ）作为最佳反应条件验证引物。
１．２　方法
１．２．１　基因组ＤＮＡ提取和检测

采集的五小叶槭叶片选用北京擎科新业生物技

术有限公司植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒进行 ＤＮＡ
的提取，操作步骤按照试剂盒说明书进行。配制

０８％的琼脂糖凝胶进行五小叶槭基因组ＤＮＡ完整
性和浓度的检测。将ＤＮＡ模板浓度统一稀释至５０
ｎｇ／μＬ，将稀释好的ＤＮＡ保存于－２０℃备用。
１．２．２　ＩＳＳＲＰＣＲ各反应因素的确定

试验采用 ２ＸＭａｓｔｅｒＰＣＲＭｉｘ，里面包含有
ｄＮＴＰＳ，Ｍｇ２＋以及 Ｔａｑ酶，减少了反应影响因素，可
以较好的控制实验，对试验进行综合评价。对影响

ＩＳＳＲＰＣＲ反应的 ３个因素（ＤＮＡ模板，引物和
Ｍｉｘ），按照Ｌ９（３

３）三因素三水平进行正交实验（见

表１）。

表１五小叶槭ＩＳＳＲＰＣＲ反应体系各因素水平
　Ｔａｂ．１　ＴｈｅｌｅｖｅｌｓａｎｄｆａｃｔｏｒｓｏｆＩＳＳＲＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ
水平 Ｌｅｖｅｌｓ

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
ＤＮＡ模板／μＬＤＮＡＴｅｍｐｌａｔｅ １ ２ ３

引物／μＬＰｒｉｍｅｒｓ １ ２ ３
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ／μＬ １１．５ １２．５ １３．５

１．２．３　ＩＳＳＲＰＣＲ扩增测序及扩增产物检测
ＰＣＲ反应采用２５μＬ扩增体系，各反应如表２

所示，用ｄｄＨ２Ｏ补足２５μＬ。ＰＣＲ扩增程序为：９４

表２　ＰＣＲ反应因素水平的Ｌ９（３
３）正交设计方案

Ｔａｂ．２　Ｌ９（３
３）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

ｏｆＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ

编号
Ｎｏ．

ＤＮＡ模板（μＬ）
ＤＮＡＴｅｍｐｌａｔｅ

引物（μＬ）
Ｐｒｉｍｅｒｓ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（μＬ）

１ １ １ １１．５
２ １ ２ １２．５
３ １ ３ １３．５
４ ２ ３ １１．５
５ ２ １ １２．５
６ ２ ２ １３．５
７ ３ ２ １１．５
８ ３ ３ １２．５
９ ３ １ １３．５
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℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２
℃延伸１ｍｉｎ３０ｓ，３５个循环，７２℃总延伸５ｍｉｎ，８
℃保存。取１０μＬＰＣＲ扩增产物用２％琼脂糖凝胶
进行电泳检测。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取结果检测
本次实验一次性同时提取６份不同个体五小叶

槭叶片 ＤＮＡ。电泳结果显示，提取 ＤＮＡ效果较好，
点样孔干净，无蛋白污染，条带清晰单一，浓度较高，

无明显降解，比较完整（见图１）。
２．２　ＩＳＳＲＰＣＲ扩增产物检测及评分

按照表正交设计的９个处理进行 ＰＣＲ扩增，为
了减少试验误差，每个处理设置３个重复。从琼脂

图１　ＤＮＡ提取电泳图
Ｍ为ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ，１～６为份不同个体五小叶槭叶片ＤＮＡ

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ

糖凝胶电泳结果看出９个反应均出现扩增条带（见
图２）。根据电泳结果，将９个处理从高到低依次打
分（见表３）。条带清晰度高、数量丰富、背景干扰低
的最优产物记为９分，而最差产物记为１分，３个重
复分别独立统计。

图２　ＩＳＳＲＰＣＲ反应扩增产物电泳结果图
Ａ，Ｂ，Ｃ为３个重复结果，１～９为表２中对应的９个处理，Ｍ为ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ

Ｆｉｇ．２　ＩＳＳＲＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．Ａ，Ｂ，Ｃｍｅａｎｔｈｒｅｅｒｅｐｅａｔｓ

　　表３ 正交设计中９个处理综合评分结果
Ｔａｂ．３ Ｓｃｏｒｅｓｏｆ９ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｉｎｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

重复
Ｒｅｐｅａｔ

评分 Ｓｃｏｒｅ
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９

Ⅰ １ ８ ９ ６ １ ８ ７ １ １

Ⅱ １ ８ ７ ６ １ ８ ７ １ １

Ⅲ １ ８ ９ ６ １ ７ ７ １ １

２．３　各因素之间对五小叶槭 ＩＳＳＲＰＣＲ反应影响
差异分析

上述各处理评分结果利用 ＤＰＳ７．０５统计软件
进行方差分析（见表４）。从 Ｆ值可以看出，引物浓
度对五小叶槭 ＩＳＳＲＰＣＲ反应影响最大，其次为模
板ＤＮＡ浓度。各因素水平变化对ＩＳＳＲＰＣＲ反应影
响顺序为：引物 ＞ＤＮＡ模板 ＞ＭａｓｔｅｒＭｉｘ。并且各
因素水平间的差异均达到极显著水平，因而可以更

进一步对各因素内进行多重比较分析。

表４　五小叶槭ＩＳＳＲＰＣＲ反应各因素间方差分析

Ｔａｂ．４ Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅａｍｏｎｇｆａｃｔｏｒｓ

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 ｐ值
ＤＮＡ模板 ３６．２２２２ ２ １８．１１１１ ９７．８ ０．０００１
引物 １９７．５５５６ ２ ９８．７７７８ ５３３．４ ０．０００１

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２４．６６６７ ２ １２．３３３３ ６６．６ ０．０００１
误差 ３．３３３３ １８ ０．１８５２ 　 　

２．４　因素内各水平对五小叶槭 ＩＳＳＲＰＣＲ扩增结
果的影响

为了获得各水平最优的反应条件，对各因素内

进行多重比较分析。由 Ｆ值可知，引物浓度为３个
优化因素中对ＰＣＲ反应影响最大的。在２５μＬ反应
体系中，引物浓度为 ０４μｍｏｌ·Ｌ－１、０８μｍｏｌ·
Ｌ－１、１２μｍｏｌ·Ｌ－１３个水平间差异达到极显著水
平，在引物浓度为０８μｍｏｌ·Ｌ－１水平时表现最好。
因此，确定引物浓度为０８μｍｏｌ·Ｌ－１作为最佳反
应引物浓度。
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ＤＮＡ模板浓度在影响五小叶槭ＩＳＳＲＰＣＲ反应
的因素中处于第２位。在２５μＬ反应体系中，ＤＮＡ
模板为５０ｎｇ、１００ｎｇ、１５０ｎｇ这３个水平间差异达到
极显著，且随着模板量增加，反应平均得分降低。由

此，选择５０ｎｇ的ＤＮＡ模板用量作为最佳水平。

虽然根据方差分析，ＭａｓｔｅｒＭｉｘ用量对 ＰＣＲ反
应结果影响最小，但是根据２５μＬ反应体系中，Ｍａｓ
ｔｅｒＭｉｘ用量为 １３５μＬ时得分最高。因而，选用
１３５μＬ作为ＭａｓｔｅｒＭｉｘ的最佳用量（见图３）。

图３　因素内各水平间与评分均值关系

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｔｈｅｍｅａｎｓｃｏｒｅ

２．５　对最佳反应体系的验证
用ＩＳＳＲ引物 ＵＢＣ８０９对６份不同个体的五小

叶槭进行反应最佳体系验证，琼脂糖凝胶电泳结果

显示扩增条带清晰，重复性好。上述最佳反应体系

可进行下一步五小叶槭群体遗传多样性研究（见图

４）。

图４　ＩＳＳＲＰＣＲ最佳反应体系验证结果
Ｍ为ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ，１～６为引物 ＵＢＣ８０９扩增６份不同五小叶

槭ＤＮＡ模板电泳结果

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄＩＳＳＲＰＣＲｓｙｓｔｅｍ

３　结论与讨论

ＩＳＳＲ分子标记技术是基于 ＰＣＲ反应基础上的

分子标记技术，目前通常以 ＤＮＡ模板、引物浓度、
Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ以及 ｔａｑ酶为主要因素研究其对 ＰＣＲ

反应的影响，并确定最佳适合研究材料的反应体

系［１９～２０］。利用２ＸＭａｓｔｅｒＭｉｘ将 Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ以及
ｔａｑ酶这３个因素进行综合考虑，进行 ＩＳＳＲＰＣＲ试
验还未见有人报道。本试验采用２ＸＭａｓｔｅｒＭｉｘ，减
少试验误差，提高效率，增强稳定性。采用正交设计

的方法，对影响ＰＣＲ反应的ＤＮＡ模板、引物和Ｍａｓ
ｔｅｒＭｉｘ共３个因素进行优化，通过ＤＰＳ统计软件分
析结果表明各因素水平变化对 ＩＳＳＲＰＣＲ反应影响
顺序为：引物 ＞ＤＮＡ模板 ＞ＭａｓｔｅｒＭｉｘ，并最终确立
五小叶槭 ＩＳＳＲＰＣＲ最佳反应体系（２５μＬ）为 １

μＬＤＮＡ模板（５０ｎｇ·μＬ－１）、２μＬ引物（１０μＭ）和
１３５μＬＭａｓｔｅｒＭｉｘ。同时通过最佳体系验证试验，
结果稳定，条带清晰。这就为应用ＩＳＳＲ分子标记技
术进行五小叶槭的遗传多样性研究奠定技术基础。

结果表明，五小叶槭种群间基因分化系数 Ｇｓｔ
为０３７２２，远远高于Ｈａｍｒｉｃｋ和Ｇｏｄｔ（１９８９）统计的
长寿命木本植物Ｇｓｔ平均值（００７３），这说明五小叶
槭种群起源较为古老，种间分化已达到了较高的水

平。

五小叶槭属于雅砻江中游干旱河谷地区的特有

物种，对干旱河谷环境的适生性普遍优于其它物种，

因此，这样的特化也使它的分布仅局限于这一狭窄

的区域。可见，五小叶槭的致危因素并不是来自于

其它物种种间竞争的压力。在实地调查中也发现，

五小叶槭种群不会形成单一优势种的群落结构，而

是与多种物种呈共优的局面；所以，五小叶槭群落的

０２ 　　 四　川　林　业　科　技 ３９卷



保育也不必追求单一优势种的群落结构。调查发

现，五小叶槭的结实能力较强，种子散落后也能完成

自然萌发，只是因旱季水分亏缺当年实生苗很难越

冬存活。这是其自身生物学特性所致，与其它物种

的竞争没有直接相关。
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