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摘要 用试剂盒法提取菜豆(Phaseolus vulgaris L.)嫩叶的基因组 DNA，并以此为模板对影响 ISSR-PCR 反应体系的
Taq酶量、模板浓度、dNTP浓度、Mg2+浓度、引物浓度 5个因素进行了优化。结果表明总体积为 25 μL的菜豆 ISSR-PCR

反应最优体系为：45 ng模板 DNA，1 U Taq酶，2 mmol/L Mg2+，0.6 μmol/L引物和 0.1 mmol/L dNTP，在此基

础上对循环次数进行优化，最终确定最佳循环次数为 45次。利用该体系，选取引物 823对 8份材料进行扩增，验证了该

体系的稳定性。本研究旨在建立菜豆 ISSR反应的最优体系，为今后利用该分子标记技术进行有关菜豆种质及遗传方面的研

究奠定技术基础。 
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Abstract The genomic DNA of common bean was extracted from tender leaves by DNA secure plant kit method, and optimized 

ISSR reaction condition with it as template. We established optimum ISSR-PCR system for common bean using ISSR-PCR 

amplification with five factors (Taq DNA polymerase, DNA template, dNTP, Mg2+ concen- tration and primer). The optimum 

reaction system with 25 μL total reaction volume contains 45 ng DNA template, 1 U Taq DNA polymerase, 2 mmol/L Mg2+, 0.6 
μmol/L ISSR primer and 0.1 mmol/L dNTP. The suitable cycles was 45 cycles that screened from three different treatments. 8 

soybeans were easily amplified with primer 823 under the optimized reaction conditions. This reaction system will provide a 

technological base for germplasm and genetic study in common bean. 

Keywords Phaseolus vulgaris L., ISSR, System optimization 

 

菜豆(Phaseolus vulgaris L.)是世界上栽培面积
最大的食用豆类(郑卓杰, 1997, 中国农业出版社, 
pp.222-249)，在中国大部分省(市、区)均有栽培，
是中国重要的食用蔬菜。中国较大的地理纬度跨度

及多样化的生态环境造就了菜豆品种的多样性。以

往主要是通过细胞学特征和表型性状研究菜豆品

种资源的遗传多样性，随着分子生物学的发展，利

用分子标记进行菜豆资源鉴定和分类、构建分子遗

传图谱、基因定位和品种抗性鉴定方面已取得一定

进展。目前应用的分子标记主要包括 RAPD (Beebe 
et al., 2000; 栾非时和祖元刚, 2002; 孙晓丹, 2003)，
SSR (田甜等, 2012; 王坤等, 2009)和 SCAR (古瑜等, 
2011)标记，关于菜豆 ISSR分子标记的研究报道很
少。 
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ISSR (inter-simple sequence repeats)是用于扩增
2 个距离较近的相邻 SSR 位点间序列的一种 DNA
分子标记技术(Zietkiewicz et al., 1994)。其原理是同
一 ISSR 引物序列同时与两个较近但方向相反的
SSR重复序列互补结合，并扩增这 2个 SSR位点间
的序列。ISSR 分子标记的 PCR 产物可提供比
RAPD、SSR 和 RFLP 更为丰富的多态性，试验重
复性好，现被广泛应用于植物的品种鉴定

(Tantasawat et al., 2010)、遗传图谱构建(邱英雄等, 
2002)、基因定位(赵国芳, 2003)和种质资源的遗传
多样性分析(李红等, 2012)等方面的研究。本研究通
过单因素设计研究最优的菜豆 ISSR-PCR 反应体
系，为今后利用该分子标记技术进行有关菜豆种质

及遗传方面的研究奠定技术基础。 
 
1结果与分析 
1.1 DNA浓度检测 

提取的基因组DNA用1%的琼脂糖凝胶电泳检
测，由图 1可知，用试剂盒法所提取的 DNA 片段
无拖尾现象且较整齐，可用于后期 ISSR-PCR反应。
用紫外分光光度计检测 DNA浓度为 126.1 ng/μL，
OD260与 OD280比值为 1.89，可知 RNA杂质很少。
OD260与 OD230比值为 2.20，说明溶液中无盐和小
分子杂质，所提取 DNA质量较好，可用于 ISSR扩
增。 

 
1.2 ISSR-PCR反应中各影响因素的确定 
1.2.1 ISSR-PCR反应中 Taq酶用量的确定 
Taq酶为反应的主要影响因素(吴小丽等, 2007)，其
用量及种类直接影响扩增反应是否成功。由图 2可
知，Taq酶为 1.0 U时产生清晰稳定的扩增条带，
当 Taq酶量小于 1.0 U时扩增产物量少，随着 Taq
酶量增加，扩增条带的亮度明显增加，但扩增条带

有弥散和缺失现象，说明 Taq酶量 1.0 U已接近使
用上限。所以在 25 μL反应体系中，最佳 

 
图 1 菜豆 DNA 电泳结果 注: 1~8: 表 1 所列菜豆品种 

Figure 1 Electrophoresis result of DNA on common bean 

Note: 1~8: Varieties of common bean listed in the following 

table 1 

 
图 2 Taq 酶量对 ISSR 的影响 

注: M: DL2000 marker; 1: 0.5 U; 2: 1.0 U; 3: 1.5 U; 4: 2.0 U; 5: 

2.5 U 

Figure 2 Effect of Taq DNA polymerase concentration on ISSR 

amplification 

Note: M: DL2000 marker; 1: 0.5 U; 2: 1.0 U; 3: 1.5 U; 4: 2.0 U; 

5: 2.5 U 

 
Taq酶用量为 1.0 U。 
1.2.2 ISSR-PCR反应中模板用量的确定 

ISSR-PCR 反应对模板浓度适应范围较大，适
宜的模板用量可保证扩增的特异性，浓度太低，无

扩增产物或产物不稳定；浓度太高，则会相应增加

非特异性扩增产物(冒维维等, 2006)。由图 3可知，
模板用量为 25 ng、45 ng和 55 ng时能产生清晰稳
定的扩增条带，在 65 ng时主条带不清晰，扩增产
物减少，因此建议在菜豆 ISSR-PCR反应体系中，
模板用量取 45 ng为宜。 
1.2.3 ISSR-PCR反应中 dNTP用量的确定 
    dNTP作为 PCR反应的原料，浓度低则扩增产
物少，影响效果，甚至会因 dNTP消耗过早而导致
产物单链化；浓度高会导致 PCR错配，进而出现非 

 
图 3 DNA 量对 ISSR 的影响 

注: M: DL2000 marker; 1: 25 ng; 2: 35 ng; 3: 45 ng; 4: 55 ng; 5: 

65 ng 

Figure 3 Effect of DNA concentration on ISSR amplification 

Note: M: DL2000 marker; 1: 25 ng; 2: 35 ng; 3: 45 ng; 4: 55 ng; 



 
豆科基因组学与遗传学(网络版), 2013年, 第 4卷, 第 29-35页 
Douke Jiyinzuxue Yu Yichuanxue (online), 2013, Vol.4, 29-35 
http://biopublisher.cn/index.php/LGG/index 

 

 31 

5: 65 ng 

特异性扩增。由图 4可以看出，dNTP浓度在 0.1~ 0.2 
mmol/L 之间时产生的条带较清晰且无拖尾现象，
经比较，0.1 mmol/L的 dNTP所扩增条带分辨率较
高，当其浓度大于 0.2 mmol/L时条带明显缺失，故
dNTP浓度为 0.1 mmol/L比较适合本反应体系。 

 

图 4 dNTP 量对 ISSR 的影响 

注: M: DL2000 marker; 1: 0.10 mmol/L; 2: 0.15 mmol/L; 3: 

0.20 mmol/L; 4: 0.25 mmol/L; 5: 0.30 mmol/L 

Figure 4 Effect of dNTP concentration on ISSR amplification 

Note: M: DL2000 marker; 1: 0.10 mmol/L; 2: 0.15 mmol/L;    

3:0.20 mmol/L; 4: 0.25 mmol/L; 5: 0.30 mmol/L 

 
1.2.4 ISSR-PCR反应中Mg2+用量的确定 

Mg2+浓度直接影响 Taq DNA 聚合酶的活性，
故其对 PCR 产率及扩增的特异性影响显著，Mg2+

浓度过低会降低 Taq酶的活性，使产率减少；浓度
过高，则降低反应的特异性，进而导致非特异性扩

增。如图 5所示，Mg2+浓度在 2 mmol/L时效果最
佳。 
1.2.5 ISSR-PCR反应中引物用量的确定 
引物用量也是 ISSR-PCR扩增的重要影响因素。引
物浓度太低，扩增条带弱，产物少；引物浓 

 
 

图 5 Mg2+量对 ISSR的影响 注: M: DL2000 marker; 1: 1.0 

mmol/L; 2: 1.3 mmol/L; 3: 1.6 mmol/L; 4: 2.0 mmol/L; 5: 2.3 

mmol/L 

Figure 5 Effect of Mg2+ concentration on ISSR amplification 

Note: M: DL2000  marker;  1: 1.0 mmol/L;  2: 1.3 mmol/L;  

3:1.6 mmol/L; 4: 2.0 mmol/L; 5: 2.3 mmol/L 

度太高，易导致碱基错配进而产生非特异性扩

增，还会增加引物二聚体的形成(曾亮等, 2012)。由
图 6可知，引物浓度为 0.6~0.7 μmol/L时可产生清
晰稳定的扩增条带，当引物浓度在 0.4 μmol/L时，
条带较少且较弱。因此在能够保证条带清晰的条件

下，选用较低的引物用量，即引物浓度为 0.6 μmol/L
为宜。 

 
图 6 引物浓度量对 ISSR 的影响 

注: M: DL2000 marker; 1: 0.4 μmol/L; 2: 0.5 μmol/L; 3: 0.6 

μmol/L; 4: 0.7 μmol/L; 5: 0.8 μmol/L 

Figure 6 Effect of primer concentration on ISSR amplification 

Note: M: DL2000  marker;  1: 0.4 μmol/L;  2: 0.5 μmol/L;    

3:0.6 μmol/L; 4: 0.7 μmol/L; 5: 0.8 μmol/L 

 
1.2.6 ISSR-PCR反应中循环次数的确定 
ISSR-PCR产物的产量受循环次数的影响较大，循
环次数多，会引起非特异性扩增；循环次数少，则

产物量较低，条带相对较弱。本研究用引物 823对
最佳反应体系的菜豆进行 DNA扩增，次数依次为
35次，40次和 45次。结果表明，45次循环时扩增
条带亮度高，条带清晰，且未产生非特异性扩增

现象；35次循环和 40次循环扩增条带均较弱。因
此 45次循环为本体系最佳循环次数(图 7)。 

 

 
图 7 循环次数对 ISSR 的影响 

注: M: DL2000 marker; 1: 35 cycles; 2: 40 cycles; 3: 45 cycles 

Figure 7 Effect of cycles on ISSR amplification 

Note: M: DL2000 marker; 1: 35 cycles; 2: 40 cycles; 3: 45 

cycles 
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1.3对优化后菜豆 ISSR-PCR体系的验证 
通过以上的研究最终确立适合菜豆的 ISSR 反

应体系(25 μL)为：模板 DNA 45 ng，Taq酶 1 U，
Mg2+浓度 2 mmol/L，引物浓度 0.6 μmol/L，dNTP
浓度 0.1 mmol/L，其它成分为无菌双蒸水；45次循
环。 

应用上述体系用引物 823对表 1所示的 8份有
代表性的菜豆资源进行扩增试验，旨在检测优化后

的菜豆 ISSR-PCR体系效果。结果显示 8份菜豆资源
均能扩增出重复性好、多态性高且带型清晰的条

带，表明优化后的 ISSR-PCR体系稳定可靠，适用于
菜豆的遗传多样性及亲缘关系等研究(图 8)。 

该研究采用单因素研究方法对 Taq酶量、模板
DNA浓度、dNTP浓度、Mg2+浓度、引物浓度、循

环次数6个影响PCR反应体系的主要因素进行优化
筛选分析，建立了适合菜豆的 ISSR 反应体系：反
应总体积为 25 μL，Buffer 2.5 μL，模板 DNA 45 ng，
Taq酶为 1 U，Mg2+浓度 2 mmol/L，引物浓度为 0.6 
μmol/L，dNTP浓度为 0.1 mmol/L，其它成分为无
菌双蒸水；45次循环。此体系为利用 ISSR标记技
术开展菜豆遗传多样性分析和构建遗传图谱奠定

了基础。 

 
图 8 引物 823 在 8 份菜豆资源中的 ISSR 扩增结果 注: M: 

DL2000 marker; 1~8: 表 1 所列菜豆品种 

Figure 8 Result of ISSR-PCR products of 8 different varieties 

amplified with primer 823 

Note: M: DL2000 marker; 1~8: Varieties of common bean listed 

in the following table 1 

 
2讨论 

关于 ISSR 优化体系的建立，多数研究都认为
各因素中，Taq 酶浓度的影响最为主要(吴小丽等, 
2007)。Taq 酶用量的高低直接影响 PCR 产物的多
少，浓度过低合成产物量少，过高则易引起非特异

性扩增。本研究经比较确定 Taq酶的用量为 1 U，
在 8个品种的验证试验中效果较好。Mg2+是 Taq酶

实现聚合反应所必需的，Mg2+浓度低时扩增产物较

少且条带较弱，可能是因为 dNTP对Mg2+产生拮抗

作用或降低 Taq酶活性，适宜的Mg2+浓度可使 PCR
反应扩增结果更为清晰，这与魏鑫等(2010)的研究
结果一致。在研究中发现引物及 DNA浓度对 PCR
扩增结果影响不显著，这与何海燕等(2010)等得研
究结果相一致。 

ISSR反应条件的变化对扩增结果影响较大，引
物的退火温度对 ISSR 反应的结果有重要影响，本
体系中引物的退火温度是根据以往的研究所确定，

扩增出的谱带比较清晰，如果选用不同的引物，还

应通过试验摸索更为适合的退火温度。 
 
3材料与方法 
3.1供试材料 
本研究以吉林省各科研院所近十年来审定的 8

份菜豆资源为试材(名称, 来源及电泳泳道见表 1)，
于 2013 年 1 月种植于吉林农业大学园艺学院人工
气候箱内，取刚展开的健康幼叶于液氮中冷冻，

-80℃冰箱保存备用。 
Taq 酶，dNTPs 等均为 Fermentas 产品。研究

所用 ISSR引物 808和 823的序列分别为(AG)8C和
(TC)8C，由上海生工生物技术公司合成。 
 
3.2基因组 DNA提取 
采用植物基因组 DNA 提取试剂盒提取菜豆

DNA，用紫外分光光度计和 0.8%琼脂糖凝胶电泳
检测 DNA 的浓度和纯度。将所提基因组 DNA 稀
释到 10 ng/μL，保存于-18℃冰箱备用。 
 
3.3 PCR-ISSR反应体系设计及程序 

ISSR-PCR的反应程序为：94℃预变性 5 min；
以下程序循环 40次：94℃变性 40 s，54℃退火 45 s，
72℃延伸 80 s；最后于 72℃延伸 8 min，于 4℃终
止反应保存(表 2)。 
 
3.4 PCR产物的检测 

ISSR-PCR的扩增产物用1%的琼脂糖凝胶电泳
进行检测。取 1.5 μL溴酚蓝指示剂与 7.5 μL扩增产
物于一次性 PE 手套上吸打混匀后缓慢加入点样孔
中，在 0.5×TBE的电泳缓冲液中 120 V恒压电泳，
时间约为 40 min。 
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