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天门冬 ISSR 分子标记技术的建立与体系优化 
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摘  要：目的  建立并优化天门冬 ISSR-PCR 反应体系和扩增程序，为探讨天门冬种质间遗传多样性提供依据。方法  采用

单因子试验和正交设计法，研究 Mg2+、dNTP、引物、Taq DNA 聚合酶、模板 DNA、延伸时间及循环次数对 PCR 扩增的影

响。结果  天门冬 ISSR-PCR 的最佳反应体系为 25 μL 的反应体系中含模板 DNA 40 ng、Mg2+ 1.25 mmol/L、dNTP 320 μmol/L、
引物 1.2 μmol/L、Taq DNA 聚合酶 1.5 U。在此基础上，从 50 条引物中筛选出 13 条扩增稳定、多态性丰富的 ISSR 引物，

并通过梯度 PCR 试验，确定引物最佳退火温度。结论  建立的天门冬 ISSR-PCR 反应体系，经过 17 份天门冬种质检验，证

明该体系稳定可靠，可用于天门冬遗传分析。 
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Establishment and optimization of ISSR-PCR reaction system in Asparagus 
cochinchinensis 
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Abstract: Objective  To establish and optimize ISSR-PCR reaction system for Asparagus cochinchinensis and lay foundation for its 
genetic diversity research. Methods  The single-factor test and orthogonal design were applied for optimizing seven factors in the 
ISSR-PCR reaction system including Mg2 +, dNTP, primers, Taq DNA polymerase, the template DNA, extension time, and cycle times. 
Results  The suitable PCR reaction system contained 1.25 mmol/L Mg2 +, 320 μmol/L dN TP, 1.2 μmol/L primer, 1.5 U Taq DNA 
polymerase, and 40 ng template DNA in total 25 μL reaction solution. On this basis, 13 primers were screened with stable amplification 
and rich polymorphism from 50 ISSR primers. The optimal annealing temperature for ISSR-PCR reaction was proposed by gradient 
PCR. Conclusion  It is proved that the established and optimized ISSR reaction system would be stable and credible by the germplasm 
testing result of 17 A. cochinchinensis populations. This would provide the basis for the genetic analysis of A. cochinchinensis. 
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天门冬 Asparagus cochinchinensis (Lour.) Merr.
为百合科天门冬属植物，原产非洲，我国多省有分

布，是传统的中草药，已有几千年的药用历史，其

块根有养阴润燥、清肺生津的作用，具有抗菌和抗

肿瘤等生理活性[1]，常用于治疗肺燥干咳、咽干口

渴和肠燥便秘等症[2]，并也常用作滋补品使用[3]，

极具开发价值。 
简单序列重复区间扩增（inter simple sequence 

repeats，ISSR）是在微卫星技术上发展起来的分子

标记技术，具有多态性高和产物特异性强等特点[4]，

广泛应用于物种鉴定、遗传作图、基因定位、系统

发育与进化等领域[5-9]。但同时该标记的稳定性易受

PCR 体系的组成和程序影响，不同植物的 ISSR 反应体

系中的各成分、反应程序和最佳引物均不同[10-12]，因

此进行 ISSR-PCR 体系的建立和优化是进行应用研

究的前提。本研究采用正交试验和单因素试验相结

合的实验设计，建立天门冬 ISSR-PCR 最佳反应体

系，同时筛选最佳的退火温度、延伸时间、循环次 
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数及引物，为天门冬资源的鉴定、系统进化与发育

等方面的研究奠定基础。 
1  材料与方法 
1.1  材料 

采自湖南、贵州、广西、浙江等省的 17 份不同

居群天门冬种质，经怀化学院曾汉元教授鉴定为天

门冬 Asparagus cochinchinensis（Lour.）Merr.的干燥

块根。采用 CTAB 法提取基因组 DNA，用 1.0%琼

脂糖电泳和核酸检测仪检测 DNA 质量浓度，并稀

释至 30 ng/μL。 
1.2  方法 
1.2.1  ISSR-PCR 反应体系正交试验设计  采用 L16

（45）正交试验设计，对 Mg2+、dNTP、引物、Taq
酶和模板 DNA 筛选（表 1），此外还包括 2.5 μL 10×
PCR Buffer，引物选用(AC)8T，总反应体系为 25 μL。
PCR 扩增程序:95 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 1 
min，50 ℃退火 70 s，72 ℃延伸 2 min，39 个循环，

最后 72 ℃延伸 10 min。扩增结束后，产物在 3.0%
琼脂糖凝胶上电泳，凝胶中含 0.05%溴化乙锭，电

极缓冲液为 1×TAE，电压 5 V/cm。电泳结束后在

凝胶成像分析仪上观测分析并照相。 
1.2.2  ISSR-PCR 反应体系单因素试验  依据正交

试验结果，选择扩增效果较好的反应体系，在此基 

表 1  L16（45）正交试验 
Table 1  L16(45)Orthogonal test for ISSR-PCR 

因素 
试验号 Taq 酶

/U 
dNTP/ 

(µmol·L−1) 
Mg2+/ 

(mmol·L−1) 
引物/ 

(µmol·L−1)
DNA/

ng

1 0.5 200 1.00 0.8 25 

2 1.0 200 1.25 1.0 30 

3 1.5 200 1.50 1.2 35 

4 2.0 200 1.75 1.4 40 

5 1.5 260 1.25 0.8 40 

6 2.0 260 1.00 1.0 35 

7 0.5 260 1.75 1.2 30 

8 1.0 260 1.50 1.4 25 

9 2.0 320 1.50 0.8 30 

10 1.5 320 1.75 1.0 25 

11 1.0 320 1.00 1.2 40 

12 0.5 320 1.25 1.4 35 

13 1.0 380 1.75 0.8 40 

14 0.5 380 1.50 1.0 35 

15 2.0 380 1.25 1.2 25 

16 1.5 380 1.00 1.4 30 

础上进行单因素试验，进一步优化影响扩增效果的

因素。其中 Taq 酶用量设置 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、
3.0 U 6 个梯度，dNTP 浓度设置 140、200、260、
320、380、440 μmol/L 6 个梯度，Mg2 +浓度设置 1.00、
1.25、1.50、1.75、2.00、2.25 mmol/L 6 个梯度，引

物浓度设置 0.60、0.80、1.00、1.20、1.40、1.60 μmol/L 
6 个梯度，DNA 模板设置 25、30、35、40、45、50、
55、60、65、70 ng 共 10 个梯度，重复 2 次。每一

个最佳条件确定后作为后续研究的一个条件。 
1.2.3  ISSR-PCR 反应程序优化  在确定最佳反应

体系基础上，对延伸时间和循环次数进行优化筛选。

延伸时间为 0.5、1、1.5、2 min；延伸温度为 72 ℃；

设 5 个循环次数，分别为 25、30、35、40、45 次。 
1.2.4  引物筛选  根据 ISSR-PCR 的最佳反应体系

和扩增条件进行引物筛选。 
1.2.5  数据分析  以上试验各重复 3 次，取 3 次扩

增效果相同的图谱进行统计分析。 
2  结果与分析 
2.1  PCR 正交设计直观分析 

根据 L16（45）正交试验 PCR 产物电泳结果发

现，所有组合均能扩增出条带，但不同组合条带的 
数目和清晰度不一致（图 1）。以特异谱带多态性高、

背景干扰低、主带清晰、副带明显为原则，同时考

虑实验成本，确定实验 11 为天门冬 ISSR-PCR 的最

佳反应体系。 
2.2  单因素试验结果分析 
2.2.1  Taq 酶用量对 ISSR-PCR 的影响  在一定范

围内，扩增条带的清晰度随着 Taq 酶用量的增加而

逐渐增加（图 2）。当 Taq 酶用量达到 1.5 U 时，扩

增条带达到最清晰，随着酶用量增加，清晰度的增

加不再明显，结合条带的清晰度和实验成本，确定

天门冬 ISSR-PCR 体系中酶的最佳用量为 1.5 U。 
2.2.2  dNTP浓度对 ISSR-PCR的影响  低 dNTP浓

度（＜200 μmol/L）时，扩增条带清晰度较低且数

目较少；随着浓度的上升，谱带数目增多且逐渐变

得清晰，当浓度为 320 μmol/L 时谱带达到最清晰；

随着浓度的增加条带的清晰度和数目不再增加（图

3）。因此，选择 320 μmol/L dNTP 为天门冬

ISSR-PCR 反应体系的最佳浓度。 
2.2.3  Mg2+浓度对 ISSR-PCR 的影响  随着 Mg2+

浓度的增加，条带数目增多，清晰度增加，当浓度

为 1.25 mmol/L 时条带最为清晰（图 4）。因此，选

择 1.25 mmol/L 的 Mg2+ 为天门冬 ISSR-PCR 反应体

系的最佳浓度。 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 42 卷 第 2 期 2011 年 2 月 • 355 •

2.2.4  引物浓度对 ISSR-PCR 的影响  随着引物浓

度的升高，条带清晰度由弱到强；浓度为 1.20 
μmol/L 时，条带最为清晰，随着浓度的上升，条带

清晰度反而变弱（图 5）。因此，选择 1.20 μmol/L  

 
1～16-处理编号同表 1，M-Marker 

1—16-trentment orders refer to Table 1, M-marker 

图 1  天门冬 ISSR-PCR 正交试验 
Fig. 1  Electrophoregram of ISSR-PCR products of A. cochinchinensis 

 
图 2  Taq 酶用量对天门冬 ISSR-PCR 扩增的影响 

Fig. 2  Effect of Taq polymerases with different levels on ISSR-PCR amplication of A. cochinchinensis 

 
图 3  dNTP 浓度对天门冬 ISSR-PCR 扩增的影响 

Fig. 3  Effectof dNTP with different concentrations on ISSR-PCR amplication of A. cochinchinensis 

  

图 4  Mg2+浓度对天门冬 ISSR-PCR 扩增的影响 
Fig. 4  Effect of Mg2+ with different concentrations on of ISSR-PCR amplication of A. cochinchinensis 

 
    图 5  引物浓度对天门冬 ISSR-PCR 扩增的影响 

Fig. 5  Effect of primer with different concentrations on ISSR-PCR amplication of A. cochinchinensis 

M        0.60 μmol·L−1     0.80 μmol·L−1     1.00 μmol·L−1      1.20 μmol·L−1     1.40 μmol·L−1      1.60 μmol·L−1 

M      1.00 mmol·L−1     1.25 mmol·L−1    1.5 mmol·L−1       1.75 mmol·L−1       2.00 mmol·L−1      2.25 mmol·L−1

M       140 μmol·L−1       200 μmol·L−1       260 μmol·L−1      320 μmol·L−1      380 μmol·L−1     440 μmol·L−1 

M         0.5 U             1.0 U            1.5 U             2.0 U           2.5 U            3.0 U  

M   1      2      3     4     5      6     7      8     9     10     11    12    13     14     15     16   
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的浓度引物为天门冬 ISSR-PCR 反应体系的最佳

浓度。 
2.2.5  模板 DNA 用量对 ISSR-PCR 的影响  模板

DNA 用量为 25 ng 时，条带数目较少；在 30～55 ng
时条带多态性高，且 40 ng 时的清晰度最高；超过

55 ng 时，条带数目和清晰度减弱（图 6）。因此，

选择 40 ng 的模板为天门冬 ISSR-PCR 反应体系的

最佳用量。 
2.3  ISSR-PCR 反应程序优化 
2.3.1  循环次数对 ISSR-PCR 的影响  循环次数为

25 时,条带很少；以后随着循环次数的增加，条带数

目逐渐增多且清晰；当达到 40 个循环时，得到的

条带强弱合适,清晰度高；45 个循环时的条带与 40
个循环的几乎没差异（图 7）。因此，为节省时间，

确定 40个循环为天门冬 ISSR-PCR反应的最佳循环

次数。 

2.3.2  延伸时间对 ISSR-PCR 的影响  延伸时间的

长短与扩增片断的长度呈正相关，0.5 min 的延伸时

间过短，一些较大的片段无法完成扩增，造成条带

缺失；延伸时间达到 1.5 min 时，扩增的条带数目

多，较大的片段清晰可见，延伸时间为 2.0 min 与

1.5 min 基本相同（图 8）。因此，确定 1.5 min 为天

门冬 ISSR-PCR 反应的最佳延伸时间。 
2.4  ISSR-PCR 正交反应体系应用 

应用建立的天门冬 ISSR-PCR 的最佳体系，从

50 个 ISSR 引物中筛选出 13 个扩增稳定、多态性高

的引物。以(AC)8G 为引物，运用最优组合对 17 份

天门冬种质材料进行扩增，发现得到的条带数目多、

清晰、重复性好，能区分 17 份天门冬种质，结果见

图 9 和表 2。这表明建立的 ISSR-PCR 反应体系稳

定可靠，可应用于天门冬的分子标记研究中。 
通过正交试验和单因素试验及体系的优化，建 

 
图 6  模板 DNA 用量对天门冬 ISSR-PCR 扩增的影响 

Fig. 6  Effect of template DNA with different concentrations on ISSR-PCR amplication of A. cochinchinensis 

  
图 7  循环次数对天门冬 ISSR-PCR 扩增的影响 

Fig. 7  Effect of different cycle times on ISSR-PCR amplication of A. cochinchinensis 

 
图 8  延伸时间对天门冬 ISSR-PCR 扩增的影响 

Fig. 8  Effect of different extension times on ISSR-PCR amplication of A. cochinchinensis 

 
1～17-不同天门冬种质，M-Marker 

1—17-different A. cochinchinensis germplasm, M-Marker 

图 9  优化的 ISSR-PCR 反应体系对 17 份天门冬种质 DNA 扩增的影响 
Fig. 9  Effect of optimized ISSR-PCR reaction system on DNA amplication of 17 A. cochinchinensis germplasm 

M     1      2     3      4      5     6     7      8      9     10    11     12    13    14     15    16    17 

    M                0.5 min                  1.0 min                   1.5 min                   2.0 min  

M        25  cycles            30  cycles          35  cycles             40  cycles          45  cycles 

M         25 ng     30 ng      35 ng       40 ng     45 ng      50 ng       55 ng      60 ng     65 ng      70 ng



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 42 卷 第 2 期 2011 年 2 月 • 357 •

表 2  筛选的天门冬 ISSR 引物和最佳退火温度 
Table 2  ISSR Primers and optimal annealing  

temperatures of A. cochinchinensis  
引物 序列 退火温度/℃ 

ISSR-807 (AG)8T 50.6 

ISSR-811 (GA)8C 52.2 

ISSR-815 (CT)8G 51.9 

ISSR-823 (TC)8C 52.5 

ISSR-825 (AC)8T 50.5 

ISSR-827 (AC)8G 51.5 

ISSR-843 (CT)8RA 50.3 

ISSR-849 (GT)8YA 50.7 

ISSR-851 (GT)8YG 52.1 

ISSR-853 (TC)8RT 50.3 

ISSR-857 (AC)8YG 51.8 

ISSR-861 (ACC)6 60.2 

ISSR-892 HVH(TG)7 59.5 
 
立了适宜于天门冬 ISSR-PCR 分析的扩增体系：25 
μL 的反应体系中含 40 ng 的模板 DNA、1.5 U Taq
酶、1.2 μmol/L 引物、0.32 mmol/L dNTPs、1.25 
mmol/L Mg2+以及循环 40 次，延伸时间 1.5 min，并

筛选得到了多个适合天门冬扩增的引物。 
3  讨论 

研究表明，ISSR 标记虽然是随机标记，但在

一定的条件下是比较稳定的，这个条件就是进行

ISSR-PCR 体系优化，得到适合该物种的最佳体系

和程序。影响 ISSR 扩增的因素很多，几乎组成反

应体系和程序中的每个因子都可以影响到扩增的效

果。因此，要获得较稳定、清晰、可重复的条带，

对 ISSR-PCR 反应体系的各种影响因子如Taq酶、

dNTPs、Mg2+、引物浓度、模板浓度以及循环次数

和延伸时间进行试验是完全必要的。 
dNTPs 作为聚合链的原料，Taq 酶作为聚合酶，

在 PCR 反应中起着非常重要的作用。一般说来，

PCR 体系中的 Taq 酶和 dNTPs 需要达到临界浓度，

才能避免条带的模糊和数目的减少。从本实验结果

来看，当 Taq 酶和 dNTPs 达到一定量时，扩增的效

果达到最佳，以后即使增加量，扩增效果只是和临

界位点一致；同时 dNTPs 浓度过高会与 Taq 酶竞争

Mg2+，抑制聚合酶的活性；因为 PCR 反应体系中，

Taq 酶和 dNTPs 是主要材料，所以为达到最佳扩增

效果和节约成本，应该在每个 PCR 反应大规模进行

前摸索出临界浓度。 
Mg2+浓度对 PCR 扩增效率影响很大，浓度过高

可降低 PCR 扩增的特异性，浓度过低则影响 PCR 扩

增产量甚至使扩增失败。从本实验的结果来看，反应

体系中 Mg2+浓度在 1.25～2.25 mmol/L 能扩增出较好

的条带。因此，认为天门冬 ISSR-PCR 反应对 Mg2+

浓度要求不是太严格，只要达到一定的浓度就能达

到很好的效果。 
ISSR-PCR 反应中，不是所有的引物都能扩增

出较好的条带。不同的植物种类有不同的适宜引物，

因此针对不同的作物种类，有必要进行最佳引物的

筛选。本实验通过筛选得到了13条适合天门冬 ISSR
分析的引物，为进一步研究天门冬的遗传多样性和

种质鉴定等奠定了基础。 
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