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柑桔 SRAP 和 ISSR 分子标记技术体系的建立与优化
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摘 要 通过对 PCR 反应程序、反应体系(DNA 模板量、PCR 反应体积、Mg2+ 浓度、dNTP 浓度、Taq 酶用量、引

物量)、电泳检测方法的系统优化，建立了柑桔 SRAP-PCR 和 ISSR-PCR 体系；以此进行大规模引物筛选，从而

建立了柑桔 SRAP 和 ISSR 分子标记技术体系。SRAP-PCR：25 μL 体系，模板 DNA 25 ng，Tris-HCl 10 mmol/L，

KCl 50 mmol/L，Mg2+ 1.2 mmol/L，dNTP 120 μmol/L，Taq 酶 1.5 U，引物 0.4 μmol/L，反应程序为 94℃预变性

5 min，35 个循环(94℃ 30 s，47℃ 1 min，72℃ 1 min)，72℃延伸 10 min；ISSR-PCR：25 μL 体系，模板 DNA 25 ng，

Tris-HCl 10 mmol/L，KCl 50 mmol/L，Mg2+ 1.6 mmol/L，dNTP 200 μmol/L，Taq 酶 1 U，引物 0.8 μmol/L。筛选

出稳定性好、多态性高的 24 对 SRAP 引物和 13 条 ISSR 引物。
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Abstract Here we have established SRAP-PCR and ISSR-PCR system in Citrus by optimization of PCR reaction

program, reaction system (template DNA, reaction volume, Mg2+, dNTP, Taq DNA polymerase and primer) and

electrophoresis detection experiments. Based on these reaction systems, a mass of primers have been screened. In

the end, we got optimum SRAP and ISSR marker systems in Citrus. SRAP-PCR system: template DNA 25 ng,

Tris-HCl 10 mmol/L, KCl 50 mmol/L, Mg2+ 1.2 mmol/L, dNTP 120 μmol/L, Taq DNA polymerase 1.5 U, primer

0.4 μmol/L in 25 μL system, reaction program: initial denaturation step for 5 min at 94℃, followed by 35 cycles at

94℃ for 30 s, 47℃ for 1 min and 72℃ for 1 min, followed by a final extension step at 72℃ for 10 min; ISSR-PCR

system: template DNA 25 ng, Tris-HCl 10 mmol/L, KCl 50 mmol/L, Mg2+ 2.0 mmol/L, dNTP 200 μmol/L, Taq

DNA polymerase 1 U, primer 0.8 μmol/L in 25 μL system. 24 pairs of SRAP primers and 13 ISSR primers, with

high stability and polymorphism, has been obtained.

Keywords Citrus, SRAP, ISSR, Establishment, Optimization

分子标记技术已在作物遗传多样性分析、分类、

品种鉴定和遗传图谱构建等方面得到广泛应用。

SRAP 标记(sequence-related amplified polymorphism,

序列相关扩增多态性)和 ISSR 标记(inter-simple se-

quence repeat, 简单重复序列间扩增多态性) 是两种

常用的分子标记技术。SRAP 是美国加州大学蔬菜作

物系 Li 与 Quiros (2001)提出的，它利用开放阅读框

(ORFs)外显子富含 GC、内含子和启动子富含 AT 的

序列，设计正反两个引物，扩增出基于内含子和外显

子的多态性。该技术具有简单、稳定、在基因组中分

布均匀等特点，已广泛应用于棉花(林忠旭等, 2003)、

水稻(胡铁柱等, 2003)、番茄(Ruiz et al., 2005)、油菜

(Riza et al., 2001)、桃 (Ahmad et al., 2004)、芹菜(Li

and Quiros, 2001)、辣椒(任羽等, 2004)等植物的研究
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中，但在柑桔类果树中尚未见相关报道。

ISSR 是由加拿大蒙特利尔大学 Zietkiewicz 等

(1994)提出，其基本原理是在 SSR 的 3' 或 5' 末端加

锚 1~4 个嘌呤或嘧啶碱基，然后以此为引物，对两侧

具有反向排列 SSR 的一段序列进行扩增，得到两个

SSR 间序列的多态性。ISSR 标记简便快速、多态性

好、可信度较高，现已广泛地应用于小麦(Nagaoka

and Ogihara, 1997)、马铃薯 (Prevost and Wilkinson,

1998)、桃(Dirlewanger et al., 1998)、苹果(宣继萍等 ,

2002)、葡萄(吴子龙等, 2006)等植物的研究中；Fang

和 Roose (1997)以及 Fang 等(1998)用 ISSR 标记分

析了 35 个种之间的亲缘关系，并认为其可应用于柑

桔遗传图谱的构建；Sankar 和 Moore (2001) 利用 IS-

SR 标 记 对 柚 与 枳 的 回 交 群 体 进 行 作 图 分 析 ，与

RFLP、RADP 及同工酶标记构建的遗传图谱进行整

合，构建了新的遗传图谱；吴兴恩等(2006)利用 ISSR

标记对 22 份柑桔资源进行亲缘分析，根据遗传距离

划分为 6 个不同的类群；Shahsavar 等(2006)通过 ISSR

分析了 33 个柑桔资源的进化关系，其中包括一些未

知的区域品种。

本研究以柑桔为材料，针对 SRAP 和 ISSR 的特

点，对其反应程序、反应体系(模板量、反应体积、Mg2+、

dNTP Mixture、Taq 酶、引物的浓度)和扩增产物电泳

检测方法进行优化，并利用优化后的 SRAP-PCR 和

ISSR-PCR 体系进行大规模引物筛选，最终建立了适

合于柑桔指纹图谱构建、遗传连锁图谱构建、遗传多

样性分析和分子标记辅助育种等的标准化 SRAP 和

ISSR 分子标记技术体系。

1 材料与方法

1.1 材料

供试材料为纽荷尔脐橙 (C. sinensis Osbeck cv.

Newhall)、德尔塔夏橙(C. sinensis Osbeck cv. Delta)、

福桔(C. reticulata Blanco cv. Tangerina)、本地早桔(C.

reticulata Blanco cv. Succosa)、 宫 本 温 州 蜜 柑 (C.

reticulata Blanco cv. Miyamoto)、大浦温州蜜柑 (C.

reticulata Blanco cv. Oura)、岩溪晚芦 (C. reticulata

Blanco cv. Yanxiwanlu)和椪柑新生系 3 号(C. reticu-

lata Blanco cv. Ponkan varieties nucellar line No.3)，均

来自中国农业科学院柑桔研究所“国家果树种质(重

庆)柑桔圃”。

1.2 柑桔基因组 DNA 提取

取幼嫩叶片，用本实验室改进的 CTAB 法(雷天

刚等, 2007)提取 DNA。

1.3 PCR 反应程序

SRAP 扩增程序：① 94℃预变性 5 min，5 个循环

(94℃ 30 s, 35℃ 1 min, 72℃ 1 min)，35 个循环(94℃ 30 s,

50℃ 1 min, 72℃ 1 min)，72℃延伸 10 min；② 94℃预

变性 5min，35 个循环(94℃ 30 s, 47℃ 1 min, 72℃ 1 min)，

72℃延伸 10 min。扩增反应在德国 Biometra 公司 T1

Thermocycler 型 PCR 扩增仪上进行。

ISSR 扩增程序：94℃预变性 5 min，35 个扩增循

环 (94℃ 30 s, 45℃~55℃ 1 min, 72℃ 1 min)，72℃延

伸 10 min。比较不同退火温度和循环数对扩增结果

的影响。扩增反应在德国 Biometra 公司 T-GRADI-

ENT 型梯度 PCR 扩增仪上进行。

1.4 PCR 基本反应体系

以岩溪晚芦 DNA 为模板，SRAP 引物为 DN04

和 UP05，ISSR 引物为 IS01。设置 6 个模板 DNA 量，

分别为 10 ng、20 ng、30 ng、40 ng、50 ng、60 ng 进行

PCR 扩增，选择最优模板量。然后设置 5 个反应体

积，分别为 10 μL、15 μL、20 μL、25 μL、30 μL，选择

最优反应体积。在最优模板量和最优反应体积的基

础上，确立基本反应体系：Tris-HCl 10 mmol/L，KCl

50 mmol/L，Mg2+ 1.6 mmol/L，dNTP 200 μmol/L，DNA

聚合酶 1 U，引物 0.8 μmol/L。

1.5 PCR 反应体系优化

在基本反应体系中进行单因素梯度优化实验，

包括 Mg2+ 浓度(1.2 mmol/L、1.6 mmol/L、2.0 mmol/L、

2.4 mmol/L)、dNTP 浓度 (120 μmol/L、160 μmol/L、

200 μmol/L、240 μmol/L)、Taq 酶用量 (0.5 U、1.0 U、

1.5 U、2.0 U) 和引物浓度 (0.4 μmol/L、0.8 μmol/L、

1.2 μmol/L、1.6 μmol/L)。所用试剂均购自上海生工

生物工程技术服务公司。

1.6 电泳检测方法

PCR 产物每管加入 2 μL 上样缓冲液(40%蔗糖,

0.25%二甲苯青, 0.25%溴酚蓝)，分别于 10%、8%、6%

的非变性聚丙烯酰胺凝胶(非变性 PAGE)中电泳。参

照雷天刚等(2007)的方法银染显色。

1.7 大规模引物筛选

参照已有的报道，选择 SRAP 引物 20 条(其中上

游引物 10 条、下游引物 10 条, 序列见表 1)，随机设

计 64 个 SRAP 引物组合用于引物筛选。ISSR 引物方
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面，用 perl5 脚 本 程 序 MISA (http://pgrc.ipk-gater-

sleben.de/misa) 搜 索 NCBI 的 EST 数 据 库 (http:

//www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST) 中柑桔 EST-SSR 序

列，根据 EST-SSR 序列在柑桔中的丰度用 Primer

5.0 设计部分引物，并根据 EST-SSR 序列在柑桔中

的丰度从加拿大哥伦比亚大学公布的 ISSR 系列引

物中选择部分引物，共 40 对 ISSR 引物用于筛选(表

1)。所有引物均由上海生工生物工程技术服务公司

合 成 ，PAGE 纯 化 。 应 用 上 述 已 建 立 优 化 的

SRAP-PCR 和 ISSR-PCR 体系进行大规模引物筛选。

表 1 SRAP 和 ISSR 引物序列

Table 1 Sequences of SRAP and ISSR primers

No.

DN01

DN02

DN03

DN04

DN05

DN06

DN07

DN08

DN09

DN10

UP01

UP02

UP03

UP04

UP05

UP06

UP07

UP08

UP09

UP10

Sequence

TGAGTCCAAACCGGATA

TGAGTCCAAACCGGAGC

TGAGTCCAAACCGGAAT

TGAGTCCAAACCGGACC

TGAGTCCAAACCGGAAG

TGAGTCCAAACCGGTAA

TGAGTCCAAACCGGTCC

TGAGTCCAAACCGGTGC

TGAGTCCAAACCGGTCA

TGAGTCCAAACCGGGCT

GACTGCGATCGAATTAAT

GACTGCGATCGAATTTGC

GACTGCGATCGAATTGAC

GACTGCGATCGAATTTGA

GACTGCGATCGAATTAAC

GACTGCGATCGAATTGCA

GACTGCGATCGAATTCAA

GACTGCGATCGAATTCTG

GACTGCGATCGAATTCGA

GACTGCGATCGAATTCAG

SRAP primers

No.

IS01

IS02

IS03

IS04

IS05

IS06

IS07

IS08

IS09

IS10

IS11

IS12

IS13

IS14

IS15

IS16

IS17

IS18

IS19

IS20

Sequence

(CT)8GC

(TA)8C

(AC)8GA

(TA)8G

(AG)8YT

(AG)8S

(CA)8T

(GA)8G

(CTGC)4

(GTC)6

(GT)8A

(CT)8C

CCA(GTG)4

(TG)8A

(CT)8T

(CTC)5

GSG(GT)6

(TC)8C

(CT)8RT

(AC)8T

No.

IS21

IS22

IS23

IS24

IS25

IS26

IS27

IS28

IS29

IS30

IS31

IS32

IS33

IS34

IS35

IS36

IS37

IS38

IS39

IS40

Sequence

(CCG)5

(CA)8RC

(GGAT)4

(GA)8YG

(GA)8T

(TG)8G

(AT)8G

(TA)8G

(GT)8T

(GA)8G

(TG)8A

(CA)8A

(TC)8RG

(CT)8RG

(AGT)5

(TGC)5

(AG)8G

(TG)8C

(TG)8RC

(CA)8G

ISSR primers

Note: Y=(C,T); R=(A,G); S=(C,G)

2 结果与分析

2.1 PCR 反应程序

两套 SRAP 扩增程序都能得到较清晰的谱带

(图 1)，主带清晰，谱带数较多，重复性较好；程序 2

扩增的条带比程序 1 的明亮，主带和弱带之间的差

异更明显，因此本研究以后的 SRAP 扩增反应均采

用程序 2。

ISSR 梯度 PCR 实验表明，退火温度 45℃~50℃

时，扩增产物电泳谱带拖尾严重；退火温度 52℃~55℃

时的扩增结果较好，谱带比较清晰，无明显拖带现象，

没有明显的背景影响。PCR 扩增不同循环数的比较结

果表明，35 个扩增循环电泳图谱的背景噪音明显小

于 40 个循环；此后本研究 ISSR-PCR 扩增的退火温

度 52℃~55℃，35 个扩增循环。

图 1 2 套 SRAP 程序对 4 个柑桔品种的扩增结果

注: M: DL2000 DNA Marker; 1,5: 福桔; 2,6: 本地早; 3,7: 宫本;

4,8: 大浦; 1~4: 程序 1; 5~8: 程序 2; 引物: DN07/UP09

Figure 1 Results of 2 different SRAP program among 4 citrus cul-

tivars

Note: M: DL2000 DNA Marker; 1,5: Tangerina; 2,6: Succosa;

3,7: Miyamoto; 4,8: Oura, 1~4: program 1; 5~8: program 2;

Primer: DN07/UP09
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2.2 PCR 基本反应体系

总 体 来 看 ， 模 板 DNA 量 和 反 应 体 积 对

SRAP-PCR 和 ISSR-PCR 结果影响不大。供试 6 个不

同的 DNA 模板量所得到的结果基本相同，无明显差

异，说明在这个浓度区间均能得到较好的扩增结果，

此后本研究的模板 DNA 量均为 25 ng。5 个反应体

积均得到较好的扩增结果，20 μL 和 25 μL 得到的带

型稍优，多态性更好，本研究选择常用的 25 μL 反应

体系。

2.3 PCR 反应体系优化

SRAP-PCR实验结果(图 2)，Mg2+ 浓度为 1.2 mmol/L

和 1.6 mmol/L 时扩增谱带较好，主弱带差异明显，浓

度为 2.0 mmol/L 和 2.4 mmol/L 时，扩增谱带比较

少，因此确定 Mg2+ 浓度为 1.2 mmol/L。dNTP 浓度为

120 μmol/L 时，谱带清晰，主弱带之间差异明显，浓

度为 160 μmol/L 时，主带不明显，浓度为 200 μmol/L

和 240 μmol/L 时，带少且不清晰，因此确定 dNTP 浓

度为 120 μmol/L。Taq 酶量为 0.5 U 和 1.0 U 时，扩增

的带少，1.5 U 和 2.0 U 时，扩增的谱带较多，2.0 U 时

背景模糊，可能与产物浓度较高有关，因此以后的实

验采用 1.5 U 的 Taq 酶。引物浓度为 0.4 μmol/L 时，

谱带多且清晰，引物浓度越高，谱带逐渐减少，因此

之后引物浓度均为 0.4 μmol/L。综合上述结果，优化

后的 SRAP-PCR 反应体系为：反应体积 25 μL，其中

模板 DNA 25 ng，Tris-HCl 10 mmol/L，KCl 50 mmol/L，

Mg2+ 1.2 mmol/L，dNTP 120 μmol/L，Taq 酶 1.5 U，引

物 0.4 μmol/L。

图 2 基本反应体系中 Mg2+ 浓度、dNTP 浓度、Taq 酶浓度和引物浓度对 SRAP 反应的影响

注: 品种: 岩溪晚芦; 引物: DN04/UP05; M: DL2000 DNA Marker; 1~4: Mg2+ 浓度分别为 1.2 mmol/L、1.6 mmol/L、2.0 mmol/L、2.4 mmol/L;

5~8: dNTP 浓度分别为 120 μmol/L、160 μmol/L、200 μmol/L、240 μmol/L; 9~12: Taq 酶浓度分别为 0.5 U、1.0 U、1.5 U、2.0 U;

13~16: 引物浓度分别为 0.4 μmol/L、0.8 μmol/L、1.2 μmol/L、1.6 μmol/L

Figure 2 Effect of Mg2+, dNTP, Taq DNA polymerase and primers concentrations on SRAP patterns in basic system

Note: Cultivar: Yanxiwanlu; Primer: DN04/UP05; M: DL2000 DNA Marker; 1~4: Mg2+ concentration is 1.2 mmol/L、1.6 mmol/L、

2.0 mmol/L、2.4 mmol/L, respectively; 5~8: dNTP concentration is 120 μmol/L、160 μmol/L、200 μmol/L、240 μmol/L, respectively;

9~12: Taq DNA polymerase concentration is 0.5 U、1.0 U、1.5 U、2.0 U, respectively; 13~16: Primers concentration is 0.4 μmol/L、

0.8 μmol/L、1.2 μmol/L、1.6 μmol/L, respectively

ISSR-PCR结果表明(图 3)，Mg2+ 浓度为 1.2 mmol/L

时，扩增谱带很少，浓度为 1.6 mmol/L 和 2.0 mmol/L

时，扩增谱带比较清晰，2.0 mmol/L 稍优于 1.6 mmol/L，

浓度 2.4 mmol/L 时，背景模糊，因而以后 ISSR-PCR 均

采用 1.6mmol/LMg2+。dNTP 浓度为 120μmol/L 时，扩

增出的谱带很少，浓度 160 μmol/L 和 200 μmol/L 时，

谱带较多且较清晰，200 μmol/L稍优，浓度 240 μmol/L

时，带少且背景模糊，因此此后均采用 200 μmol/L

的 dNTP。反应体系中加入 0.5 U 的 Taq 酶时，几乎无法

观察到弱带，1.0 U 最优，1.5 U 和 2.0 U 时背景模糊，因

此以后的实验采用 1.0 U Taq 酶。引物浓度 0.4 μmol/L

和 0.8 μmol/L 时，谱带和背景都比较清晰，0.8 μmol/L

时弱带更为清晰，浓度为 1.2 μmol/L 和 1.6 μmol/L

时，背景较模糊，可能是产物浓度较高所致，因而此

后引物浓度均采用 0.8 μmol/L。经上述试验优化的

ISSR-PCR 反应体系为：反应体积 25 μL，其中模板

DNA 25 ng，Tris-HCl 10 mmol/L，KCl 50 mmol/L，

Mg2+ 1.6 mmol/L，dNTP 200 μmol/L，Taq 酶 1.0 U，引

物 0.8 μmol/L。

PCR 反应是 SRAP 和 ISSR 分子标记体系的重

要环节，反应体系中各组分浓度均影响扩增结果，

SRAP-PCR 和 ISSR-PCR 的最佳反应体系中同一组

分的浓度也不相同。Mg2+ 浓度影响 PCR 反应的特异

性和扩增效率，是 Taq 酶的激活剂。dNTP 是 PCR 反

应底物，浓度过高会引起错误的渗入，产生错配，同

时将与 Taq 酶竞争 Mg2+，使酶活性下降，浓度过低则
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DN08/UP08

DN03/UP06

DN02/UP04

DN06/UP03

DN09/UP09

DN02/UP06

DN07/UP09

DN04/UP10

DN10/UP10

DN07/UP01

DN05/UP10

DN07/UP03

DN01/UP02

DN09/UP03

DN07/UP02

DN10/UP06

DN05/UP06
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图 3 基本反应体系中 Mg2+ 浓度、dNTP 浓度、Taq 酶浓度和引物浓度对 ISSR 反应的影响

注: 品种: 岩溪晚芦; 引物: IS01; M: DL15000 DNA Marker; 1~4: Mg2+ 浓度分别为 1.2 mmol/L、1.6 mmol/L、2.0 mmol/L、2.4 mmol/L;

5~8：dNTP 浓度分别为 120 μmol/L、160 μmol/L、200 μmol/L、240 μmol/L; 9~12: Taq 酶浓度分别为 0.5 U、1.0 U、1.5 U、2.0 U;

13~16: 引物浓度分别为 0.4 μmol/L、0.8 μmol/L、1.2 μmol/L、1.6 μmol/L

Figure 3 Effect of Mg2+, dNTP, Taq DNA polymerase and primers concentrations on ISSR patterns in basic system

Note: Cultivar: Yanxiwanlu; Primer: IS01; M: DL2000 DNA Marker; 1~4: Mg2+ concentration is 1.2 mmol/L、1.6mmol/L、2.0

mmol/L、2.4 mmol/L, respectively; 5~8: dNTP concentration is 120 μmol/L、160 μmol/L、200 μmol/L、240 μmol/L, respectively;

9~12: Taq DNA polymerase concentration is 0.5 U、1.0 U、1.5 U、2.0 U, respectively; 13~14: Primers concentration is 0.4 μmol/L、0.8

μmol/L、1.2 μmol/L、1.6 μmol/L, respectively

影响 PCR 的产率。Taq 酶用量影响 PCR 扩增效率，

过高则产生非特异性扩增，过低则合成产物量减少。

引物浓度影响 PCR 反应特异性，浓度过高也会引起

错配和非特异性扩增，且增加形成二聚体的几率。

2.4 电泳检测方法

PCR 扩增产物检测一般采用琼脂糖凝胶电泳或

聚丙稀酰胺凝胶(PAGE)电泳检测；琼脂糖凝胶电泳

要求上样量较大，且灵敏度不高，难以较好地区分相

差几个到几十个碱基的片段。PAGE 电泳灵敏度较

高；对于 SRAP 扩增产物，10% 的非变性 PAGE 电泳

得到的谱带效果较 8% 和 6% 好，谱带多且重复性

好，谱带清晰，不同谱带差别明显，背景影响小；对于

ISSR 扩增产物，电泳时间以指示剂(二甲苯青)跑出

凝胶为标准，6% 的凝胶电泳效果好，谱带清晰，谱带

多且重复性好，10% 的凝胶电泳谱带不能完全拉开，

集中在凝胶上样端 1/3 处，难以分辨谱带间差异。综

上所述，SRAP 扩增产物以 10% 的非变性 PAGE 电

泳检测、ISSR 产物用 6% 的非变性 PAGE 电泳检测

最佳。

2.5 大规模引物筛选

利 用 上 述 建 立 和 优 化 的 SRAP-PCR 和 IS-

SR-PCR 体系，以纽荷尔和岩溪晚芦 DNA 为模板，对

64 个 SRAP 引物组合和 40 条 ISSR 引物进行筛选，

结果表明，所有 SRAP 和 ISSR 引物都能得到条带清

晰、重复性好、稳定性高的谱带。进一步用这些引物

对 8 个柑桔品种进行指纹图谱检测，获得 8 个品种

间具有多态性谱带的 SRAP 引物组合 24 个、ISSR 引

物 13 条 (表 2)，各引物的多态性谱带数范围在 2~8

条之间。图 4 和图 5 分别为其中两对 SRAP 和 ISSR

引物的扩增图谱。可以看出，SRAP 标记在不同柑桔

表 2 适合柑桔 SRAP 和 ISSR 分析的引物

Table 2 Primers suitable for SRAP and ISSR analysis in Citrus

注: 引物编号同表 1

Note: Primers No. were same as Table 1

IS01

IS03

IS09

IS13

IS17

SRAP 引物组合 ISSR 引物

174



图 4 引物 DN05/UP06 和 DN07/UP09 对 8 个柑桔品种 DNA

的 SRAP 扩增带型

注: M: DL 2000 DNA Marker; 1,9: 纽荷尔; 2,10: 德尔塔; 3,11:

福桔; 4,12: 本地早; 5,13: 宫本 ; 6,14: 大浦 ; 7,15: 岩溪晚芦 ;

8,16: 新 生 系 3 号 ; 1~8: 引 物 为 DN05/UP06; 9~16: 引 物 为

DN07/UP09

Figure 4 SRAP profiles amplified among DNA of 8 citrus culti-

vars by primer DN05/UP06 and DN07/UP09

Note: M: DL 2000 DNA Marker; 1,9: Newhall; 2,10: Delta; 3,11:

Tangerina; 4,12: Succosa; 5,13: Miyamoto; 6,14: Oura; 7,15:

Yanxiwanlu; 8,16: Ponkan varieties nucellar line No.3; 1~8:

Primer DN05/UP06; 9~16: Primer DN07/UP09

图 5 引物 IS03 和 IS39 对 8 个柑桔品种 DNA 的 ISSR 扩增

带型

注: M: DL 2000 DNA Marker; 1,9: 纽荷尔; 2,10: 德尔塔; 3,11:

福桔; 4,12: 本地早 ; 5,13: 宫本 ; 6,14: 大浦 ; 7,15: 岩溪晚芦 ;

8,16: 新生系 3 号; 1~8: 引物为 IS03; 9~16: 引物为 IS39

Figure 5 ISSR profiles amplified among DNA of 8 citrus culti-

vars by primer IS03 and IS39

Note: M: DL 2000 DNA Marker; 1,9: Newhall; 2,10: Delta; 3,11:

Tangerina; 4,12: Succosa; 5,13: Miyamoto; 6,14: Oura; 7,15:

Yanxiwanlu; 8,16: Ponkan varieties nucellar line No.3; 1~8:

Primer IS03; 9~16: Primer IS39

品种间多态性较丰富，亲缘关系相近的柑桔品种间

ISSR 谱带差异较明显。

2 讨论

SRAP 和 ISSR 是两种常用的分子标记技术，

SRAP 技术简单、高效、稳定，ISSR 技术快速、可靠、

多态性好，已广泛应用于植物分子生物学的各个领

域。两种分子标记都是基于 PCR 的实验技术，因此

PCR 反应程序和反应体系对其结果有着重要的影响。

目前使用的 SRAP 程序有两种，一种由 Li 与 Quiros

(2001)建立，为了让两个引物与靶 DNA 更好的结合，

前 5 个循环的退火温度较低(35℃)；另一种由 Budak

等 (2004) 所提出，整个反应过程退火温度一直保持

47℃。这两种方法都能得到较好的扩增产物，重复性

较好。但前者由于前 5 个循环退火温度较低，容易产

生非特异性扩增；后者的特异性较好，稳定性更高。本

研究吸取二者的优点，通过优化相关参数，建立了适

合柑桔 SRAP 分析的最优扩增反应程序。ISSR 的反

应程序比较固定，与 Fang 和 Roose (1997)、Fang 等

(1998)、Sankar 和 Moore (2001)、Shahsavar 等(2006)报

道相比，除 Mg2+ 浓度和退火温度外，其他扩增参数基

本一致；Mg2+ 浓度为 1.6 mmol/L 时 PCR 反应的特异

性最好；根据特定引物的 Tm 值选择特定的退火温度

(Tm 1.5℃)，在退火温度 52℃~55℃获得了柑桔 IS-

SR-PCR 的最佳结果；此外，35 个扩增循环最适于柑

桔 ISSR-PCR 分析。

ISSR 引物中含有重复序列，在延伸过程中容易

产生滑动，造成拖带、背景模糊等现象，本研究在

PCR 反应体系加入 2%的甲酰胺和控制好银染显色

的各个环节，有效地降低了背景的模糊程度。将本研

究所用引物中的重复序列与 Jiang 等(2006)报道的柑

桔基因组中的 SSR 出现频率相比较，可发现扩增效

果较好的 ISSR 引物中的重复片段在柑桔基因组中

有着较高的丰度，而基因组中丰度较低 SSR 序列对

应的 ISSR 引物扩增结果不理想，因此在设计和筛选

ISSR 引物时可参考基因组中 SSR 的丰度，节省在引

物设计上的时间和经费。

对于 PCR 产物的检测，本研究采用灵敏度较高

的非变性 PAGE 电泳并对 PAGE 浓度进行了优化。

SRAP-PCR 产物片段较小，10%的非变性 PAGE 效果

最好；由于多数 ISSR-PCR 产物片段较大，采用 10%

的非变性 PAGE 电泳难以将大片段产物分开，用 6%

的非变性 PAGE 检测得到了很好的结果。与 Shah-

savar 等 (2006) 采用变性 PAGE 电泳相比，非变性

PAGE 电泳检测减少了实验步骤，节约了实验成本。

本研究优化建立的 SRAP、ISSR 分子标记体系

已成功地应用于构建 50 余个柑桔主栽优良品种的

指纹图谱，初步建成了这些品种的标准化指纹图谱

数据库，同时，本研究也为遗传连锁图谱构建、遗传

多样性分析、分子标记辅助育种等柑桔分子生物学

柑桔 SRAP 和 ISSR 分子标记技术体系的建立与优化

Establishment and Optimization of SRAP and ISSR Marker System in Citrus
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研究奠定了良好的基础。
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