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摘要：对亚麻ＩＳＳＲ反应条件进行了优化。同时利用３个有代表性的亚麻样品从６０条ＩＳＳＲ引物中筛选出１３

条多态性好、重复性高的引物，为亚麻的分子鉴定奠定了基础。
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　　亚麻是我国重要的纤维作物，同时也是重要

的经济作物。对亚麻种质资源的正确评价是亚麻

育种的关键，分子方法能直接从ＤＮＡ水平上反

映各材料间的遗传差异，从而消除环境或人为因

素造成的误差。ＩＳＳＲ标记是ＺｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚＥ等
［１］

提出的一种ＤＮＡ分子标记技术，具有ＲＡＰＤ技

术的优点，又可克服ＳＳＲ和ＲＡＰＤ技术的某些缺

点。由于其标记所揭示的多态性效率较高，在对

绝大多数缺乏遗传学研究背景的濒危植物遗传多

样性水平评价中，ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ发挥着极为重

要的作用［２３］，近年来在作物ＤＮＡ标记上也得到

较多应用［４５］。

１　材料与方法
１．１　材料

１．１．１　植物材料　供试亚麻品种有：原２００３

８４、Ｋ６５４２、ＳＸＹ８，均由黑龙江省农业科学院经

济作物研究所提供。

１．１．２　酶与试剂　ｒＴａｑＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰ、

ＤＮＡ提取试剂盒，１００ｂｐｌａｄｄｅｒ、琼脂糖及常规

试剂购于Ｔｉａｎｇｅｎ生化科技有限公司。

１．１．３　ＰＣＲ引物　６０条ＩＳＳＲ引物委托上海生

工合成。

１．２　方法

１．２．１　亚麻总ＤＮＡ提取与检测　亚麻总ＤＮＡ

提取参照 ＴｉａｎｇｅｎＤＮＡ提取试剂盒试验步骤。

分别取０．６ｇ３个亚麻品系的叶片提取总ＤＮＡ，

提取的ＤＮＡ分装贮于－２０℃；亚麻总ＤＮＡ的浓

度检测采用琼脂糖凝胶电泳法，琼脂糖凝胶电泳

方法参照文献［６］，取１μＬ提取的各基因组ＤＮＡ

在０．８％Ａｇａｒｏｓｅ上进行电泳，用标准分子量

λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ 进行比较，进而检测所提取各基

因组ＤＮＡ的浓度和完整性。

１．２．２　ＩＳＳＲ反应条件　为确定最佳的ＰＣＲ反

应体系，设置４个 Ｔａｑ酶浓度：０．５、１．０、１．５、

２．０Ｕ·ｍＬ１；４个ｄＮＴＰ浓度：０．１５、０．２０、０．２５、

０．３０ｍｍｏｌ·Ｌ１。选用 Ｕ８５３引物，其浓度设４

个：０．３、０．４、０．５、０．６μｍｏｌ·Ｌ
１；退火温度设３

个：５０、５５、６０℃。根据扩增结果，选择出最佳的

ＰＣＲ反应体系。ＰＣＲ扩增程序为：９４℃４ｍｉｎ；

９４℃４０ｓ，５０、５５、６０℃１ｍｉｎ，７２℃９０ｓ，４０个循

环；７２℃１０ｍｉｎ。

２　结果与分析
２．１　ＰＣＲ反应优化

２．１．１　不同 Ｔａｑ酶浓度对扩增结果的影响　

Ｔａｑ酶浓度共用４个梯度，从图１中可以看出

１．０Ｕ·ｍＬ１时能扩增出条带，但不清晰，当增加

到１．５Ｕ·ｍＬ１时扩增效果较好，因此确定

１．５Ｕ·ｍＬ１是最佳浓度。

图１　Ｔａｑ酶浓度对ＰＣＲ反应的影响

２．１．２　不同引物浓度对扩增结果的影响　

引物浓度设４个梯度，图２中显示０．３μｍｏｌ·Ｌ
１

时未扩出条带，０．４μｍｏｌ·Ｌ
１扩的条带不清晰，

０．５和０．６μｍｏｌ·Ｌ
１扩增的效果好，但二者没有
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图２　引物浓度对ＰＣＲ反应的影响

明显区别，因此确定０．５μｍｏｌ·Ｌ
１是最佳浓度。

２．１．３　不同ｄＮＴＰ浓度对扩增结果的影响　

ｄＮＴＰ浓度设了４个梯度，图３中ｄＮＴＰ浓度为

０．１５ｍｍｏｌ·Ｌ１时扩增条带少，而且条带模糊，而

０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ１扩增的条带数目多而且清晰，因

此０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ１是最佳浓度。

图３　ｄＮＴＰ浓度对ＰＣＲ反应的影响

２．１．４　不同退火温度对扩增结果的影响　

退火温度设３个梯度，由图４可知，５５℃是最佳退

火温度。

图４　退火温度对ＰＣＲ反应的影响

２．２　优化后亚麻最佳ＩＳＳＲ 反应条件及 ＰＣＲ

程序

通过Ｔａｑ酶浓度优化、ｄＮＴＰ浓度优化、引物

浓度优化，优化出适宜亚麻ＩＳＳＲ的ＰＣＲ反应体

系 ＰＣＲ 体 系（２０μＬ）：１０ × Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ，

Ｍｇ
２＋（２．５ｍｍｏｌ·Ｌ１），ｄＮＴＰ（０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ１），

ＩＳＳＲ引物（０．５μｍｏｌ·Ｌ
１），ＧｅｎｏｍｅＤＮＡ（５０ｎｇ），

Ｔａｑ１．５Ｕ·μＬ
１。通过退火温度梯度试验优化出

适宜亚麻ＩＳＳＲ的ＰＣＲ程序，确定优化后的ＰＣＲ

程序为９４℃ ４ｍｉｎ；９４℃ ４０ｓ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃

９０ｓ，４０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

２．３筛选出适宜亚麻ＩＳＳＲ的引物

该试验筛选出适宜亚麻ＩＳＳＲ的引物１３条，

其序列见表１。

表１　筛选出的ＩＳＳＲ引物序列

引物编号 引物序列 引物编号 引物序列

Ｕ８２２ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＡ Ｕ８５４ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＲＧ

Ｕ８２４ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＧ Ｕ８５７ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＧ

Ｕ８３５ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＣ Ｕ８５９ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＲＣ

Ｕ８３６ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＡ Ｕ８８６ ＶＤＶＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴ

Ｕ８４１ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＹＣ Ｕ８８８ ＢＤＢＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡ

Ｕ８４８ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＧ Ｕ８８９ ＤＢＤＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣ

Ｕ８５３ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＲＴ

图５　原２００３－８４、Ｋ－６５４２、ＳＸＹ８为

模板进行ＰＣＲ所筛选ＩＳＳＲ引物结果

１：Ｕ８２２，２：Ｕ８２４，３：Ｕ８３５，４：Ｕ８３６，５：Ｕ８４１，６：Ｕ８４８，

７：Ｕ８５３，８：Ｕ８５４，９：Ｕ８５７，１０：Ｕ８５９，１１：Ｕ８８６，１２：Ｕ８８８，

１３：Ｕ８８９，Ｍ：１００ｂｐｌａｄｄｅｒ

　　从６０条ＩＳＳＲ引物中选取扩增结果较好的

引物（见图５），综合原２００３８４、Ｋ６５４２、ＳＸＹ８，３

个品种为模板的结果，６０条ＩＳＳＲ引物中有１３条

（序列见表１）扩增出的条带清晰，多态性好，重复

性高。

３　结论与讨论
植物材料ＤＮＡ的提取质量往往是决定ＰＣＲ

成功与否的关键。由于亚麻叶片中含有大量单

宁、多糖类及色素等物质，同时蛋白质含量也较

高，且越老的叶片中这些杂质含量越高，这些物质

１１
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易与ＤＮＡ结合形成粘稠的胶状物，既难溶解，又

会抑制Ｔａｑ酶活性，从而影响ＰＣＲ反应的质量。

因此该试验以亚麻的幼嫩叶片为材料提取ＤＮＡ，

并且采用 Ｔｉａｎｇｅｎ公司生产的 ＤＮＡ 提取试剂

盒，这样既保证了试验质量，又提高了试验效率。

通过优化适宜亚麻ＩＳＳＲ的ＰＣＲ体系和程

序，利用筛选出的适宜亚麻的ＩＳＳＲ引物可以对

亚麻种质资源进行分子鉴定，并为亚麻种质资源

的亲缘关系提供分子依据。
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