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水蛭 ISSR-PCR 反应体系的建立及优化 
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摘  要：目的  建立并优化水蛭 ISSR-PCR 反应体系及扩增程序，为水蛭进行遗传多样性研究提供依据。方法  使用引物

ISSR825，采用正交优化方法对影响 PCR 反应的 Mg2+、dNTP、引物、Taq DNA 聚合酶、模板 DNA 进行了体系优化，同时

对引物的最佳退火温度进行了选择。结果  在 25 μL 总体积中，其中包括 10×PCR 缓冲液 2.5 μL、Mg2+ 2.0 mmol/L、dNTP 
0.25 mmol/L、引物 0.8 μmol/L、Taq DNA 聚合酶 2.5 U、模板 DNA 2.0 ng/μL，最佳退火温度为 49.7 ℃。结论  所建立的最

佳 ISSR-PCR 反应体系稳定可靠，可用于水蛭遗传多样性评价、不同种源鉴定及亲缘关系分析。 
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Establishment and optimization of ISSR-PCR reaction system for Hirudo nipponica  
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Abstract: Objective  To establish and optimize the ISSR-PCR reaction system and amplification procedure for Hirudo nipponica and 
to provide the basis for its genetic diversity research. Methods  Using Primer ISSR825, the orthogonal test design was adopted to 
optimize the ISSR-PCR amplification system on H. nipponica in five factors (Mg2+, dNTP, primer, Taq DNA polymerase, and template 
DNA) at four levels, and the suitable anneal temperature of the primer was selected. Results  The suitable ISSR-PCR system (25 μL 
reaction volume) in H. nipponica included 10 × PCR buffer (2.5 μL), Mg2+ (2.0 mmol/L), dNTP (0.25 mmol/L), primer (0.8 μmol/L), 
Taq DNA polymerase (2.5 U), and template DNA (2.0 ng/μL); The suitable anneal temperature was 49.7 ℃. Conclusion  The 
established and optimized ISSR reaction system is stable and reliable, which could provide the basis for the analysis of genetic 
diversity, germplasm resources, and genetic relationship of H. nipponica. 
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水蛭是一味传统中药，具有破血、逐瘀、通经

之功效。《中国药典》2010 年版记载为医蛭科动物

水蛭 Hirudo nipponica Whitman、黄蛭科动物蚂蟥

Whitmania pigra Whitman 或柳叶蚂蟥 W. acranulate 
Whitman 的干燥全体。水蛭中除了含有熟知的水蛭

素以外，还有多种生物活性成分，包括蛋白酶、蛋

白酶抑制剂、血小板聚集抑制剂、血小板黏附抑制

剂等，在临床中广泛用于脑血栓、冠心病、脑水肿

等的治疗[1]。据报道水蛭还有改善微循环、改善脑

部缺氧、抗纤维化[2]及抑制肿瘤细胞[3]等作用。随

着水蛭及其相关产品的开发，其需求量快速增长，

水蛭已成为世界性的畅销中药材之一。水蛭种质资

源丰富，分布较广，各品种之间的药用效果差异显

著[4]，且水蛭种质资源的内在质量缺乏系统的分析

和评价。因此，有必要从分子水平上对其进行研究，

从而找到药效较好的中药材资源，为水蛭种质资源

的合理开发和利用提供技术指导。 
简单序列重复区间扩增多态性分子标记

（intersimple sequence repeat，ISSR）是建立在 PCR 反

应基础上的一种新的所用模板量少的扩增技术，其

产物的多态性比随机扩增多态DNA（random amplified 
polymorphic DNA，RAPD）丰富，而且比RAPD 技术

更为稳定可靠[5]。目前已广泛应用于种质鉴定[6-7]、多

样性分析[8-10]及遗传图谱[11-12]等方面的研究。 
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ISSR-PCR 具有重复性高的优点，但如果在不

同的实验条件下，甚至在相同实验条件下其反应体

系不同，也可能产生不同的结果。为了确保 ISSR
分析结果的可靠性和可重复性，有必要对 ISSR-PCR
反应体系进行优化。本研究以水蛭为模板，采用正

交试验设计的方法[13]，对 ISSR 反应体系进行优化，

并对 PCR 反应程序中的退火温度进行选择，以期获

得适合水蛭的最优的 ISSR 反应体系，并用 10 份水

蛭材料对优化后的体系进行验证，为水蛭遗传多样

性的研究提供技术支持。 
1  材料 

水蛭药材购于哈尔滨中药材大市场，批号为

110901，来源为黑龙江省鹤岗，共分成 10 份。经东

北农业大学白秀娟教授鉴定为水蛭 Hirudo nipponica 
Whitman 的干燥体。−20 ℃冰箱保存，用于基因组

的提取及 ISSR-PCR 实验研究。dNTP 购自哈尔滨海

基生物科技有限公司，Taq DNA 聚合酶、Mg2+购自

北京全式金生物科技有限公司。实验所使用的引物

根据哥伦比亚大学发布的 ISSR 引物序列，由北京

华大基因合成，通过预试验，筛选出引物 ISSR825
作 为 此 次 实 验 的 固 定 引 物 ， 引 物 序 列 为

ACACACACACACACACT。 
2  方法 
2.1  总 DNA 的提取及检测 

按照常规酚/氯仿抽提法进行 DNA 提取，使用

紫外分光光度计，测定 DNA 浓度。根据记录的

A260/A280 比值，估测 DNA 质量，一般 A260/A280 在

1.6～1.8，可以满足试验要求。根据记录的 A260 数

值及稀释倍数，换算出待测 DNA 的浓度，并做相

应的稀释，以 50 ng/μL 分装，作为工作液 4 ℃保存

使用，DNA 原液于−20 ℃保存。 
2.2  ISSR-PCR 正交试验设计 

针对影响 ISSR-PCR 的 5 个主要因素（Mg2+、

dNTP、引物、Taq DNA 聚合酶、模板 DNA）在 4
个水平上进行正交设计，采用 L16(45) 正交表进行

试验，设计方案见表 1，反应体系中除表中的因素

外，还有 10×缓冲液（Mg2+）2.5 μL，加双蒸水至

25 μL。共 16 组，每组 2 次重复，共 32 管。 

表 1  ISSP-PCR 反应体系的正交试验设计 
Table 1  Orthogonal test design of ISSR-PCR reaction system 

编号 Mg2+ / (mmol·L−1) dNTPs / (mmol·L−1) 引物 / (μmol·L−1) Taq DNA 酶 / U 模板 DNA / (ng·μL−1)
1 2.0 0.10 0.2 1.0 0.8 
2 2.0 0.15 0.4 1.5 1.2 
3 2.0 0.20 0.6 2.0 1.6 
4 2.0 0.25 0.8 2.5 2.0 
5 2.6 0.10 0.4 2.0 2.0 
6 2.6 0.15 0.2 2.5 1.6 
7 2.6 0.20 0.8 1.0 1.2 
8 2.6 0.25 0.6 1.5 0.8 
9 3.2 0.10 0.6 2.5 1.2 

10 3.2 0.15 0.8 2.0 0.8 
11 3.2 0.20 0.2 1.5 2.0 
12 3.2 0.25 0.4 1.0 1.6 
13 4.0 0.10 0.8 1.0 1.6 
14 4.0 0.15 0.6 1.5 2.0 
15 4.0 0.20 0.4 2.5 0.8 
16 4.0 0.25 0.2 2.0 1.2 

2.3  ISSR-PCR 扩增 
用引物 ISSR825 在 PCR 仪上进行扩增，反应

体系为 25 μL。扩增程序为 94 ℃预变性 5 min；94 
℃变性 30 s，51 ℃复性 45 s，72 ℃延伸 1.5 min，
循环 38 次；72 ℃延伸 8 min，4 ℃保存。用 2.0%
琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。 
2.4  退火温度的确定 

根据正交试验结果，选择合适的反应体系，设

定温度梯度，通过对比，选出最适退火温度。 
2.5  ISSR-PCR 优化所得体系稳定性的验证 

用 10 份水蛭的基因组 DNA 对所建立的反应体

系可靠性和稳定性进行检测，反应程序同 ISSR-PCR
扩增反应程序。 
3  结果分析 
3.1  水蛭基因组 DNA 的提取与检测 

水蛭组织的 DNA 用紫外分光光度计测定浓度，

A260/A280值为 1.6～1.8，用琼脂糖凝胶电泳可清晰显现

基因组 DNA 条带（图 1），DNA 可用于后续实验。 
3.2  PCR 正交试验设计的直观分析 

正交试验在 16 个处理组合中，由于 Mg2+浓度、

dNTP、引物、Taq DNA 聚合酶、DNA 模板 5 种影响

因素组合的不同，扩增效果存在着明显差异（图 2）。 
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1～10 为 10 份样品  M-Marker 

1－10-Ten samples of H. nipponica  M-Marker 

图 1  水蛭总 DNA 1%琼脂糖凝胶电泳分析 
Fig. 1  1% Agarose gel electrophoresis analysis 

            of total DNA from H. nipponica 

 
1～16 为处理号  M-Marker 

1—16-treatment number  M-Marker 

图 2  ISSR-PCR 正交试验设计电泳结果 
Fig. 2  Electrophoresis results of ISSR-PCR orthogonal test design 

体系 11 无条带，体系 1、5、6、9、12、15 虽然有

条带，但扩增效果差，条带弱且多态性低。综合比

较，体系 2、3、4、10、13 的条带特异性好，其中

体系 4 条带多特异性最好。因此确定水蛭 ISSR-PCR
反应的最佳体系为：反应总体系 25 μL 其中包括

10×PCR 缓冲液 2.5 μL，Mg2+ 2.0 mmol/L，dNTP 
0.25 mmol/L，引物 0.8 μmol/L，Taq DNA 聚合酶 2.5 
U，模板 DNA 2.0 ng/μL，加双蒸水补足 25 μL。 
3.3  体系中不同因素对 ISSR-PCR 的影响 

为了建立水蛭 ISSR-PCR 最优体系，对影响

ISSR-PCR 扩增的因素模板 DNA、Taq DNA 聚合

酶、Mg2+浓度、引物浓度、dNTP 的浓度设置了不

同处理。结果表明，模板 DNA 对 ISSR-PCR 扩增

的结果无显著影响；Taq DNA 聚合酶在一定范围内

随着酶量的增加扩增条带的清晰度亦增加，当酶量

在 2.5 U 时，条带最清晰；Mg2+是影响 ISSR-PCR
反应的主要因素，在试验中设置的 Mg2+浓度梯度均

能扩增出条带，但随着 Mg2+浓度的升高，扩增条带

特异性越来越差，且清晰度不高。在 2.0 mmol/L 处

扩增的条带最清晰，多态性最好，选为最适浓度；

引物浓度对扩增的影响也较大，引物浓度较在 0.2 

μmol/L 时，条带较少或者模糊不清，随着引物浓度

的升高，扩增条带的清晰度和多态性都增强，当引

物浓度在 0.8 μmol/L 时最好。dNTP 的浓度决定着

ISSR-PCR 反应的成败，dNTP 与 Mg2+、Taq DNA
聚合酶相互影响，无论哪个因素的浓度过高或过低，

都影响扩增条带的有无，当三者浓度的比例在一定的

范围时即可扩增出清晰、多态性好的条带，综合各因

素的相互作用得出适宜的 dNTP 浓度为 0.25 mmol/L。 
3.4  退火温度的确定 

用以上所得最佳体系进行 48～54 ℃退火温度

梯度实验。电泳结果表明（图 3），在温度较低时，

扩增条带虽清晰，但多态性不好，随着退火温度的

升高，扩增条带的清晰度和多态性增强，若超过一

定的退火温度，有的引物的多态性减弱。由此确定，

该实验所用引物 ISSR825 的退火温度为 49.7 ℃。 

 
1～10 对应温度为 48.3、48.6、49.1、49.7、50.5、51.2、51.9、52.6、

53.2、53.6 ℃  M-Marker 

The annealing temperature of 1—10 is 48.3, 48.6, 49.1, 49.7, 50.5, 

51.2, 51.9, 52.6, 53.2, and 53.6 ℃  M-Marker 

图 3  退火温度对 ISSR 反应的影响 
Fig. 3  Effect of annealing temperature on ISSR-PCR reaction 

3.5  优化体系的验证 
采用最优PCR反应体系，用10份水蛭进行PCR

扩增以检测体系的稳定性，产物用 2%琼脂糖凝胶

电泳检测。结果如图 4，从图中的验证结果来看，

不同模板 DNA 均能获得清晰明亮、重复性好、多

态性高的电泳条带，说明经优化的 ISSR-PCR 反应

体系稳定性好，可用于后续实验。 
4  讨论 

ISSR 技术是一种具有较多优点的分子标记技

术，适用于各类生物资源和遗传多样性的分子研究，

但其扩增反应易受反应体系内各因子浓度和反应程

序的影响。且对于不同的物种，其实验参数均有差

异，没有一种普遍适宜的反应条件。因此，为了使

ISSR 研究获得科学、稳定、准确、可重复的结果，

为种质资源和遗传多样性研究提供可靠的实验数据， 
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1～10-10 份水蛭样品  M-Marker 

1—10-ten samples of H. nipponica  M-Marker 

图 4  用最优体系对 10 份水蛭个体扩增的结果 
Fig. 4  Amplication of ten samples of H. nipponica 

with optimized ISSR-PCR reaction system 

在进行某物种 ISSR 分子标记研究的前期，筛选出

适合该物种的 ISSR 引物，根据各引物选取适合的

退火温度，确立和优化适应该物种的 ISSR-PCR 体

系是非常必要的工作。 
反应体系中 Mg2+浓度十分重要，浓度过高，反

应特异性降低，易出现非特异性扩增，浓度过低则

会降低Taq DNA 聚合酶的活性，使反应产物减少[14]；

dNTP是 PCR反应的原料，参与新链 DNA的合成，

其浓度大小与 ISSR 扩增条带数量及强弱密切相

关[15]，浓度过低会降低 PCR 产物的产量，同时，

dNTP 能与 Mg2+结合，浓度过高将使游离的 Mg2+

浓度降低[16]；Taq DNA 酶的活性与用量直接关系到

PCR 扩增反应的成败，是 PCR 反应中最重要的因

子。Taq DNA 酶浓度过低扩增速率低，条带少且弱；

酶浓度过高则会产生非特异性条带，而且增加了成

本[17]；引物浓度偏高会引起错配和非特异性扩增，

且会在引物之间形成引物二聚体，当引物浓度偏低

时，会导致条带数目稀少、模糊[18]；ISSR 反应对模

板浓度不太敏感[19]；就反应程序而言，变性、退火

和延伸的时间及温度对反应结果都有一定的影响。 
本研究综合考虑各因素之间的互相作用，采用

5 因素 4 水平的正交试验的方法确定了水蛭

ISSR-PCR 反应的最佳体系：10×PCR 缓冲液 2.5 
μL，Mg2+ 2.0 mmol/L，dNTP 0.25 mmol/L，引物 0.8 
μmol/L，Taq DNA 聚合酶 2.5 U，模板 DNA 2.0 ng/μL，
加双蒸水补足 25 μL，最佳退火温度为 49.7 ℃。同时

用 10 份水蛭个体对最佳体系进行了稳定性验证。此

最佳体系的获得为利用 ISSR 标记技术开展水蛭遗传

多样性分析和构建遗传图谱提供一定的依据。 
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