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摘  要 以针叶树落叶松当年生新梢为试材，对落叶松总 DNA 提取方法和 ISSR-PCR 引物筛选进行了试验。改良 CTAB 法

可以在较短时间内提取到高纯度的 DNA 产物，用于 ISSR-PCR 扩增时其稳定性和重复性都很好。利用 50 个 ISSR 引物对来

自黑龙江省林口县青山林场的 10 个个体进行 PCR 扩增，筛选出了多态性丰富、条带清晰且重复性良好的 8 个引物。本研究

为落叶松种质资源的评估及遗传多样性分析奠定基础。 
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Abstract The methods of DNA extraction and primer screening of ISSR-PCR has been made using fresh leaves of the larch as 
experiment materials. The improved CTAB method could obtain pure DNA in short time and more suitable for ISSR-PCR. Fifty 
ISSR primers were used to screen the suitable primers with 10 samples of Larch in Qingshan Forest Farm of Heilongjiang Province 
Linkou County, of which 8 ISSR primers with high resolution and multiple polymorphic bands were screened. The present study 
could be used in the research for evaluation of germplasm resources and analysis of genetic diversity in Larch. 
Keywords Larch; DNA extraction; ISSR marker; primer screening 

研究背景 
落叶松为松科落叶松属的落叶乔木，是我国东

北、内蒙古林区以及华北、西南的高山针叶林的主

要森林组成树种，是东北地区主要三大针叶用材林

树种之一。ISSR (Inter-simple Sequence Repeats, 内
部简单重复序列 ) 分子标记技术是 1994 年

Zietkiewicz 等提出的，该技术具有模板 DNA 用量

少，实验操作简单、快速、高效，遗传多态性高，

重复性好等特点。已在多种动植物的种质鉴定(孙淑

霞等, 2011; He et al., 2007)、遗传多样性分析(李志

辉等, 2009; 杨传平等, 2005)、遗传作图和基因定

位(马红勃等, 2008; 连莲, 2008)研究方面得到广泛

应用。 

高质量的总 DNA 及稳定的引物是获取可靠分

子标记结果的前提，虽然已有对落叶松进行分子标

记研究的若干报道(那冬晨等, 2006; 张磊等, 2008),
但关于详细研究落叶松DNA提取方法的报道较少。

因此，本文拟研究获得提取高质量落叶松总 DNA
的方法并筛选适合 ISSR-PCR 反应体系的引物，为

进一步用 ISSR 技术进行落叶松生产中的品种快速

鉴定和种质资源的保护利用奠定基础。 

1 结果与分析 
1.1 落叶松 DNA 的提取 

改良 CTAB 法提取的落叶松基因组 DNA 主带

清晰，无明显拖尾，未降解，无 RNA，点样孔也没
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有过多的样品残留(图 1)，说明提取的 DNA 质量较

高，完整性较好，没有较多的蛋白质等污染。紫外

分光光度检测 OD260/OD280 值在 1.75~1.95 之间，表

明 DNA 样品纯度较高，可用于 ISSR 引物的筛选分

析和其他相关试验。 

 

 

 
 

图 1 部分样品基因组 DNA 电泳结果 
注: 1~6 号泳道分别为 1~6 号样品 
Figure 1 Electrophoresis of genomic DNA 
Note: Lane 1~6: Sample 1 to sample 6 

1.2 引物筛选 
采用已知的落叶松 ISSR-PCR 的最适反应体系

(林萍等, 2005)，从 50 条引物中筛选出 8 条有效引

物(表 1)，其扩增条带清晰、稳定、重复性好、多态

性丰富。 

1.3 样品扩增 
采用已知的落叶松 ISSR-PCR 的最适反应体系

和筛选出的 8 条引物对林口青山的 1~10 号样品进

行扩增，可见扩增条带清晰可辨，多态性丰富，差

异明显(图 2)，说明本实验提取的 DNA 和引物筛选

的质量较好，可以进行种质鉴定、遗传多样性分析

等方面的研究。 

2 讨论 
2.1 DNA 提取方法改进 

高纯度、高产率的基因组总 DNA 是分子生物

学实验关键的第一步。不同的植物，提取的方法各

异，对于同一植物，不同实验室所用仪器、试剂不

同，提取方法也不尽相同。在实际应用中，要进行

适当的改进方能获得较纯的产物。DNA 的提取质量

受许多因素影响，在提取基因组 DNA 过程中，各

步骤微小的改变都能产生明显的效果。我们针对落

叶松针叶不易磨碎、富含多酚、多糖、色素及蛋白

质的特点，在 CTAB 法的基础上通过增加以下步骤

提取总 DNA。①在研磨时加入石英砂，可使液氮研

磨针叶时能够尽可能地磨碎，保证其充分裂解；②

向提取液中加入抗氧化剂 β-巯基乙醇，可有效防止

提取过程中材料与氧接触，自发氧化褐变或在多酚

氧化酶(PPO)作用下发生酶促褐变，生成褐色的醌

类物质等；③利用在乙醇的盐溶液中 DNA 的沉淀

速度远远大于色素、多糖和酚类等其它物质的原

理，在用无水乙醇沉淀 DNA 时加入低浓度乙酸钠，

这样进一步去除了多糖、色素等其它杂质；④DNA
沉淀后用 RNase 消化，排除了 RNA 的干扰。这种

方法提取的 DNA 初提物呈白色，纯化后没有褐化

现象，收率得以提高，经 0.8%凝胶电泳和紫外分光

光度计检测，DNA 的质量和纯度都较好。 

表 1 筛选出的 8 条 ISSR 引物 
Table 1 Selected eight ISSR primers 

引物代码 

Primer 

引物序列(5'-3')  

Sequence (5'-3') 

总谱带数 

Total 

多态性谱带数 

Variable 

UBC807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 7 6 

UBC809 AGAGAGAGAGAGAGAGG 8 7 

UBC818 CACACACACACACACAG 8 8 

UBC826 ACACACACACACACACC 6 4 

UBC827 ACACACACACACACACG 5 4 

UBC834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 7 6 

UBC849 GTGTGTGTGTGTGTGTYA 9 9 

UBC856 ACACACACACACACACYA 8 8 
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图 2 引物 807, 809, 818, 849 对 1~10 号样品扩增结果 
Figure 2 Electrophoresis of 1~10 samples by primer 807, 809, 818, 849 

2.2 ISSR 引物的筛选 
试验以改进 CTAB 法提取的落叶松 DNA 为模

板，对 50 条引物进行了筛选，共筛选出 8 条条带

清晰、多态性丰富、重复性好的引物。通过引物的

适合筛选，可以应用 ISSR 标记技术进行落叶松育

种早期鉴定，为缩短育种年限、提高育种效率提供

可能；可以快速、准确地分析落叶松不同群体之间

以及同一群体内不同种质材料的遗传多样性水平

和遗传分化程度，明确其亲缘关系，从而为落叶松

种质资源鉴定、遗传图谱构建、分子标记辅助育种

和基因工程等研究领域提供分子生物学依据。 

3 材料与方法 
3.1 材料 
3.1.1 试验材料 

供试材料为落叶松当年生新梢，2009 年 6 月采

自黑龙江省林口县青山林场，置于冰上带回实验

室，保存于超低温(-70℃)冰箱中。 

3.1.2 主要药品及试剂 
(1)CTAB 抽提缓冲液：2% CTAB(m/v)，100 

mmol/L Tris-HCl (pH8.0)， 1.5 mol/L NaCl， 20 

mmol/L EDTA；(2)TE：10 mmol/L Tris-HCl；1.0 
mmol/L EDTA；(3)氯仿：异戊醇=24:1；(4)β-巯基

乙醇，TAE 电泳缓冲液、琼脂糖、EB 等。所用药

品均为国产分析纯。 (5)ISSR 引物由上海生工

(Sangon)合成，用于 ISSR-PCR 反应的 Taq 酶、dNTP
以及 DL 2000 均为 TaKaRa 公司生产。 

3.2 方法 
3.2.1 DNA 的提取 

用改进的 CTAB 法提取材料的总 DNA。具体

步骤如下： 
①在 1.5 mL 无菌离心管中加 700 μL CTAB 裂

解液和 20 μL 的 β-巯基乙醇，65℃浴热 10 min。 
②从-70℃冰箱中取出材料后用研钵加液氮和

石英砂研磨成粉末状，向步骤①中的每个离心管中

加约 0.04 g，颠倒均匀， 65℃恒温水浴 30 min，其

间定时温和摇匀。 
③溶液冷至室温，加入 700 μL 的氯仿-异戊醇

(24:1)，轻轻振荡 10 min。 
12 000 r/min④ 离心 10 min，取上清，加入氯

仿-异戊醇，重复抽提 2 次。 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

849 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

818 
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⑤将上清中加入 3 滴 3 mol/L 醋酸钠和 700 μL
无水乙醇，沉淀 30 min，12000 r/min 离心 15 min，
弃上清。 

⑥在沉淀中加入 75%的乙醇 700 μL清洗沉淀 2
次，12 000 r/min 离心 30 s 后轻轻倒去乙醇。 

⑦室温自然干燥离心管内的 DNA 沉淀，加入

50 μL TE，使 DNA 充分溶解。 
⑧加入 2~3 μL RNase (10 μg/μL)， 5 μL 

10×Buffer，37℃下 1~2 h。 

⑨加入等体积氯仿，12 000 r/min 离心 5 min，
取上清，加入 3 倍体积无水乙醇，混匀，12 000 r/min
离心 15 min，弃上清。 

⑩室温气干，加入 30 uL 灭菌的去离子水，使

DNA 充分溶解。 

3.2.2 DNA 质量、纯度检测 
取 2 μL 模板 DNA 在 0.8%的琼脂糖凝胶中，于

5 V/cm 电压下电泳，检测总 DNA 的质量。利用

Eppendorf 紫外分光光度计(德国)测定 DNA 纯度和

含量，以 OD260 值计算总 DNA 浓度，以 OD260/OD280

值判断总 DNA 的纯度。 

3.2.3 引物筛选方法 
参照哥伦比亚大学公布的 ISSR 引物序列合成

一系列引物，用林萍优化的落叶松 ISSR-PCR 反应

体系(林萍等, 2005)分别进行扩增，从中筛选合适的

引物。供试的 ISSR 引物序列情况见(表 2)。

表 2 试验所用引物及序列 
Table 2 Primers and sequence 

引物代码 
Pprimers 

碱基序列(5'-3') 
Sequence (5'-3') 

引物代码 
Primers 

碱基序列(5'-3') 
Sequence (5'-3') 

UBC803 ATATATATATATATATC UBC835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 
UBC804 TATATATATATATATAA UBC836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 
UBC805 TATATATATATATATAC UBC838 TATATATATATATATARC 
UBC807 AGAGAGAGAGAG AGAGT UBC839 TATATATATATATATARG 
UBC808 AGAGAGAGAGAGAGAGC UBC841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 
UBC809 AGAGAGAGAGAGAGAGG UBC843 CTCTCTCTCTCTCTCTRA 
UBC810 GAGAGAGAGAGAGAGAT UBC844 CTC TCT CTC TCT CTC TRC 
UBC811 GAGAGAGAGAGAGAGAC UBC845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG 
UBC812 GAGAGAGAGAGAGAGAA UBC848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 
UBC813 CTCTCTCTCTCTCTCTT UBC849 GTG TGT GTG TGT GTG TYA 
UBC814 CTCTCTCTCTCTCTCTA UBC852 TCTCTCTCTCTCTCTCRA  
UBC815 CTCTCTCTCTCTCTCTG UBC853 TCTCTCTCTCTCTCTCRT 
UBC818 CACACACACACACACAG UBC854 TCTCTCTCTCTCTCTCRG 
UBC819 GTGTGTGTG TGTGTGTA UBC855 ACACACACACACACACYT 
UBC820 GTGTGTGTGTGTGTGTC UBC856 ACACACACACACACACYA 
UBC821 GTGTGTGTGTGTGTGTT UBC858 TGTGTGTGTGTGTGTGRT 
UBC822 TCTCTCTCTCTCTCTCA UBC859 TGT GTG TGT GTG TGT GRC 
UBC823 TCTCTCTCTCTCTCTCC UBC861 ACCACCACCACCACCACC 
UBC824 TCT CTC TCT CTC TCT CG UBC862 AGCAGCAGCAGCAGCAGC 
UBC826 ACACACACACACACACC UBC869 GTT GTT GTT GTT GTT GTT 
UBC827 ACACACACACACACACG UBC872 GATAGATAGATAGATA 
UBC828 TGTGTG TGTGTGTGTGA UBC873 GACAGACAGACAGACA 
UBC829 TGTGTG TGTGTG TGTGC UBC878 GGATGGATGGATGGAT 
UBC833 ATATATATATATATATYG UBC882 VBVATATATATATATAT 
UBC834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT UBC884 HBHAGAGAGAGAGAGAG 
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