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金线莲 ISSR 反应体系的建立与优化 

张福生，郭顺星* 
中国医学科学院北京协和医学院 药用植物研究所，北京  100193 

摘  要：目的  针对台湾金线莲 ISSR 反应的特点，建立一个稳定性高、重现性好，适合金线莲 ISSR 遗传差异分析的反应

体系。方法  确立金线莲 ISSR 初始反应体系并对引物进行初筛；设定反应体系中各因子的不同浓度并进行 PCR 扩增，依据

稳定性高、重现性好的原则，对该反应体系进行调整与优化，最终建立稳定可靠的 ISSR 反应体系。结果  首次建立了金线

莲 ISSR 反应的最适体系（25 μL）：1×PCR buffer，2 mmol/L MgCl2，200 μmol/L dNTP Mixture，0.2 μmol/L 引物，1 U Taq
酶，DNA 模板约 20 ng；扩增程序：94 ℃充分变性 7 min，94 ℃变性 30 s，52 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 2 min，45 个循环

后，最后 72 ℃延伸 10 min。结论  所建立的金线莲 ISSR 反应体系具有稳定性高、重现性好、标记位点清晰、检测多态

性能力强等特点，可以较好地应用于野生金线莲的居群差异研究及经长期组培繁殖后金线莲无菌苗的遗传变异研究。 
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Establishment and optimization of ISSR reaction system for Anoectochilus 
formosanus 

ZHANG Fu-sheng, GUO Shun-xing 
Institute of Medicinal Plant Development, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College, Beijing 
100193, China 

Abstract: Objective  To establish a stable, reproducible, and suitable reaction system of Anoectochilus formosanus for ISSR analysis 
of genetic differences according to the ISSR-PCR characters in plants of Anoectochilus Bl. Methods  The initial ISSR reaction system 
in plants of Anoectochilus Bl. was established and then the primers were screened. After that, PCR amplifications were carried out until 
the different concentrations of the factors in the ISSR reaction system were designed, and based on the principle of high stability and 
reproducibility, the stable and reliable ISSR reaction system was eventually established after a series of adjustment and optimization of 
the reaction system. Results  The optimal ISSR reaction system in plants of Anoectochilus Bl. was reported for the first time, and the 
volume of 25 μL contained approximately 20 ng template DNA, 1 U Taq DNA polymerase, 0.2 mmol/L deoxyribonucleotide 
triphosphate (dNTP), 2 mmol/L MgCl2, 200 μmol/L dNTP Mixture, and 0.2 μmol/L primer within 1× reaction buffer [10 mmol/L 
Tris-HCl (pH 8.3), 50 mmol/L KCl]. The reaction mixtures were denatured at 94 ℃ for 7 min and subjected to 45 cycles of 30 s at 94 
℃, 45 s at 52 ℃, 2 min at 72 ℃, and a final extension step of 10 min at 72 ℃ and eventually stored at 4 ℃. Conclusion  The 
ISSR-PCR systems established for studying on the plants of Anoectochilus Bl. show the characters of stable reaction system, better 
repeatability, clear marker site, and reliable abundant polymorphisms. It is suitable for the study on genetic diversity in plants of 
Anoectochilus Bl. in difference wild populations and genetic variation of its sterile seedlings after long time tissue culture. 
Key words: Anoectochilus formosanus Hayata; inter simple sequence repeats (ISSR); Orchidaceae; genetic variation; germplasm resources 
 

金线莲为兰科（Orchidaceae）开唇兰属地生型

多年生草本植物，民间全草入药，属珍稀濒危药用

植物，主要包括福建金线莲 Anoectochilus roxburghii 
(Wall.) Lindl.、台湾金线莲 A. formosanus Hayata 和

恒春金线莲 A.koshunensis Hayata[1]，其中又以福建

金线莲与台湾金线莲的药用居多。该类植物主要分

布于中国西南部至南部等地，日本、斯里兰卡、印

度和尼泊尔等国也有少量分布；其生态分布比较特 
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殊，适应性较窄，常生于常绿阔叶林下或竹林下枯

枝落叶阴湿处，一般呈稀疏、散带分布，很少成片

密生。因其疗效确切，在民间素有“药王”、“金草”

之美誉；也因福建金线莲与台湾金线莲的性味功效

极为相似，台湾民间常把两者混淆使用[2]。该类植

物在民间治疗范围较广，具有清热凉血、祛风利湿、

强心、固肾、利尿、平肝、降血压等功效[3]；现今

金线莲主要用于治疗高血压、糖尿病、心脏病、肾

炎以及肝脏、肺部等多系统的疾病[2, 4-6]。此外，金

线莲也是一种观赏价值极高的室内观赏珍品，因此

该类植物具有广阔的开发与利用前景。但因其生长

习性独特、天然蕴藏量极为稀少，再加上人为的肆

意采挖，造成其野生资源的极度匮乏和价格的居高

不下[7]。 
作为国内较早开展金线莲研究的实验室之一，

本实验室先后进行了金线莲的组织培养、人工栽培，

野生金线莲的化学成分，金线莲内生真菌的分离、

内生真菌与其菌根的相互作用及作用机制，金线莲

类植物鉴别等多方面的研究[7-12]。国内外对金线莲

的研究除部分有关药理活性外，其他内容仍主要集

中于本草考证、商品调查、组培繁殖及人工栽培等

方面。 
大量研究表明，野生植物不同居群间差异明显，

存在着遗传多样性；而且无菌苗经长时间组培繁殖

后会发生一定的遗传变异[13-16]。为了阐明以上问题，

本实验首次采用 inter simple sequence repeats（ISSR）
分子标记技术对野生金线莲的居群差异和经长期组

培繁殖后金线莲无菌苗的遗传变异[17]分别进行研

究，且在研究中发现 ISSR 反应各因子浓度的改变

会直接影响到其实验结果的稳定性与重现性。为此，

在实验开展之前首先对金线莲 ISSR 的反应体系进

行了优化，并最终建立了金线莲 ISSR-PCR 反应的

可靠体系，为深入开展金线莲的种质资源居群差异

及组培苗的遗传变异研究提供理论支持，也为金线

莲资源的可持续开发与利用奠定基础。 
1  材料和方法 
1.1  材料 

实验所用材料台湾金线莲A. formosanus Hayata
采集于福建省，由本实验室郭顺星研究员鉴定，经

表面消毒等一系列处理后进行常规组织培养，保存

于本实验室。 
1.2  仪器与试剂 

高转速低温离心机（Eppendorf），凝胶成像系

统（Bio–Rad），微量分光光度计（Bio–Rad），电

泳仪（北京六一仪器厂），梯度 PCR 仪（Eppendorf），
植物基因组 DNA 提取试剂盒（Tiangen 公司），Tris
碱（Amresco），EDTA（Amresco），PCR 试剂盒

（TaKaRa 公司），DL2000 DNA marker（Tiangen 公

司），琼脂糖（Biowest），EB（北京鼎国昌盛生物

技术有限责任公司），ISSR 引物（生工生物工程（上

海）有限公司），其他试剂均为国产分析纯。 
1.3  基因组 DNA 的提取与检测 

根据 TIANGEN 植物基因组 DNA 提取试剂盒

的操作步骤进行实验材料总 DNA 的提取，同时采

用分光光度法定量检测其浓度。 
1.4  ISSR-PCR 初始反应条件及扩增程序 

参考相关文献方法 [18-19]，确定金线莲 ISSR- 
PCR 初始反应条件为：总体积 25 μL，包含 1×PCR 
buffer ， 2.5 mmol/L MgCl2 ， 160 μmol/L dNTP 
Mixture，0.2 μmol/L 引物，1.5 U Taq DNA 聚合酶，

DNA 模板约 20 ng（取自台湾金线莲），其余用

ddH2O 补齐。扩增程序为：94 ℃ 充分变性 7 min，
94 ℃变性 30 s，52 ℃退火 45 s，72 ℃ 延伸 2 min，
45 个循环后，最后 72 ℃延伸 10 min。反应结束后，

产物置于 4 ℃冰箱保存。 
1.5  实验设计 

以台湾金线莲的基因组 DNA 为模板，用 ISSR- 
PCR 初始反应体系及扩增程序对 50 条引物进行了

初筛。结果发现，有 34 条引物具有扩增的多态性条

带，但多数条带的带型不够清晰，有时还会出现拖

尾及非特异性条带的扩增。因此，在此初始反应体

系的基础上采用单因素实验设计，对影响金线莲

ISSR-PCR反应的各个因素分别设置了不同的处理：

（1）dNTP：80、160、200、240、320、400 μmol/L；
（2）引物：0.16、0.2、0.24、0.3、0.36、0.4、0.5 mmol/L；
（3）Mg2+：1.2、1.5、1.8、2、2.2、2.5、3 mmol/L；
（4）Taq DNA 聚合酶：1、1.5、2、2.5、3 U；（5）
DNA 模板：10、20、30、40、50 ng；（6）退火温

度：根据 Tm值（解链温度）＝4（G＋C）＋2（A＋

T），确定 Tm值并以该值为基准上下浮动 6 ℃，确

定出退火温度的优化范围（Tm±6）℃，之后在梯

度 PCR 仪上进行 12 个温度的梯度扩增；（7）循环

次数：按照 PCR 常规扩增次数，设置 3 个处理，即

38、45 和 50 次。 
1.6  ISSR-PCR 产物鉴定 

在 1×TBE 电泳缓冲液中，以 D2000 为Marker，
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用 1.5%的凝胶（含 EB），以 5 V/cm 电压分离 PCR
产物，在凝胶成像仪上拍照并进行数据分析。 
2  结果与分析 
2.1  ISSR-PCR 初始反应体系的调整 
2.1.1  dNTP 浓度的选择  dNTP 是 PCR 扩增反应

中磷酸基团的主要原料，dNTP 的浓度对 PCR 反应

有着至关重要的影响；当 dNTP浓度（＞200 μmol/L）
较高时，可加快 PCR 的反应速度，但同时也会增加

碱基的错误掺入率与实验成本；当 dNTP 浓度较低

（＜50 μmol/L）时，则会导致 PCR 的产率下降；因此，

dNTP 的浓度常控制在 50～200 μmol/L 为最佳[18]。 
本实验对 dNTP 的 6 个不同浓度分别进行了

PCR 扩增，如图 1 所示，当 dNTP 在低浓度（80、
160 μmol/L）时，PCR 的产率较低，所扩增出的条

带较模糊；当 dNTP 的浓度较高（240～400 μmol/L）
时，PCR 产物的非特异性扩增又会增加；只有当

dNTP 的浓度为 200 μmol/L 时，PCR 的扩增位点才

足够的清晰，且扩增稳定、重现性强，故本实验最

终选定 dNTP 的浓度为 200 μmol/L。 

 
1～6-dNTP 的浓度分别为 80、160、200、240、320、400 μmol/L， 

由 IS 4 扩增，M-marker 
1—6-80, 160, 200, 240, 320, and 400 μmol/L dNTP (Primer IS 4) 

图 1  不同浓度 dNTP 的 ISSR-PCR 扩增电泳图 
Fig. 1  Electrophoresis of ISSR-PCR with different 

concentrations of dNTP 

2.1.2  引物浓度的调整  引物浓度会对 PCR 所扩

增的带型产生明显的影响，浓度过低时 PCR 产率会

大大降低，甚至不能扩增；浓度过高时 PCR 所扩增

的条带会变得模糊，还会产生新的位点，非特异性

扩增增加。为了减少非特异性条带的扩增，提高实

验的重现性，本实验确保 PCR 产率的前提下，采用

了较低引物浓度 0.2 μmol/L，结果稳定，重现性较

好（图 2）。 
2.1.3  Mg2+浓度的调整  Mg2+作为 ISSR-PCR 反应

中的一个主要因素，其浓度的变化对整个 PCR 反应 

  
1～7-引物的浓度分别为 0.16、0.2、0.24、0.3、0.36、0.4、0.5 mmol/L 
1—7-0.16, 0.2, 0.24, 0.3, 0.36, 0.4, and 0.5 mmol/L Primer IS 4 

图 2  引物（IS 4）不同浓度的 ISSR-PCR 扩增电泳图 
Fig. 2  Electrophoresis of ISSR-PCR with different  

concentrations of Primer IS 4   

中的 Taq DNA 聚合酶的活性、引物的退火温度以及

PCR 扩增条带的特异性都有一定的影响。 
本实验分别以 7 个不同浓度的 Mg2+对引物 IS 4、

UBC 834 进行了 PCR 扩增。结果表明，在相同的反

应条件下进行 PCR 扩增时，不同的引物所需要的最

适 Mg2+浓度有时会相同，如引物 IS 4 与 UBC 834
的最适 Mg2+浓度均为 2 mmol/L，此时的 PCR 产率

较高且所扩增出的条带也较为清晰（图 3）。 
2.1.4  Taq 酶的用量  在 PCR 反应中，不同生产厂

家及不同生产批次的 Taq 酶在用量及性能上都有着

较大的差异，酶质量的好坏直接关系到反应的稳定

性与重现性；而且酶的用量在 PCR 反应中也是一个

重要的影响因素，浓度过低则不能扩增，浓度太高

又会产生非特异性扩增且增加成本。本实验在确定

了 dNTP，引物及 Mg2+浓度之后，又设置了 6 个 Taq
酶量的梯度。结果表明（图 4），在 25 μL 体系中，

加入 1 U Taq 酶就可以获得重现性好而又清晰的条

带，而随着 Taq 酶用量的不断加大，扩增的条带也

逐渐变得越来越模糊且会出现一些非特异性条带。

鉴于 Taq 酶的成本较高，所以在确保实验结果稳定

可靠的前提下，选择了 1 U Taq 酶为最终的用量。

2.1.5  DNA 模板浓度的选择  DNA 模板量也是影

响 ISSR-PCR 扩增效果的主要因素之一。模板量过

低，无扩增产物或产物少而不稳定；量过高，又会

导致扩增条带的模糊和非特异性产物的出现。图 5
显示，25 μL 体系中，DNA 模板量在 20～50 ng 都

能扩增出相同的带型，20～40 ng 时扩增出的带型

最为清晰；当模板量大于 40 ng 时扩增出的带型开

始变得模糊。所以基于相同带型下模板用量最少的 

1    2    3    4    5    6     7   M 

2 000 bp

 

1 000 bp

  750 bp

 
500 bp

2 000 bp 
 
1 000 bp 
  750 bp 

  500 bp 

   
250 bp

 1     2    3    4    5    6     M 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 42 卷 第 1 期 2011 年 1 月 • 140 • 

 
1～7-Mg2+浓度分别为 1.2、1.5、1.8、2、2.2、2.5、3 mmol/L，由 IS 4 扩增； 
8～14-Mg2+浓度分别为 1.2、1.5、1.8、2、2.2、2.5、3 mmol/L，由 UBC 834 扩增 
1—7-1.2, 1.5, 1.8, 2, 2.2, 2.5, and 3 mmol/L Mg2+ (Primer IS 4); 8—14 - 1.2, 1.5, 1.8, 2, 2.2, 2.5 and 3 mmol/L Mg2+ (Primer UBC 834) 

图 3  不同 Mg2+浓度的 ISSR-PCR 扩增结果 
Fig. 3  Electrophoresis of ISSR-PCR with different concentrations of Mg2+ 

 
1～5-Taq 酶分别为 1、1.5、2、2.5、3 U，由 IS 4 扩增 
1—5-1, 1.5, 2, 2.5, and 3 U Taq (Primer IS 4) 

图 4  不同单位 Taq 酶的 ISSR-PCR 扩增电泳图 
Fig. 4  Electrophoresis of ISSR-PCR with different 

concentrations of Taq polymerase 

 

1～5-DNA 模板分别为 10、20、30、40、50 ng，由 IS4 扩增 
1—5-concentrations of DNA template are 10, 20, 30, 40, and 50 ng (Primer IS 4) 

图 5  不同浓度 DNA 模板的 ISSR-PCR 扩增结果 
Fig. 5  Electrophoresis of ISSR-PCR with different  

concentrations of DNA template 

原则，最终采用的 DNA 模板量约为 20 ng。 
2.2  ISSR-PCR 初始反应参数的调整 
2.2.1  退火温度对 ISSR-PCR 的影响  退火温度为

引物和模板结合时的温度参数，它是影响 PCR 特异

性的较重要因素。以引物 IS 4 [A (CA) 8G]为例，其

Tm为 54 ℃，其退火温度的优化范围为 48～60 ℃。

如图 6 所示，退火温度在 50.6～53.7 ℃时，所扩增

的带型基本一致，依据就高不就低的原则（在 Tm

值的允许范围内选择较高的复性温度，来减少引物

和模板间的非特异性结合，从而提高了 PCR 反应的

特异性），引物 IS 4 的退火温度应为 53.7 ℃，这与

其 Tm 值相当而高于理论上的退火温度（Tm 值下浮

5～10 ℃），与文献报道结果一致[18]。其余引物如

UBC 815、834、822、853 等，退火温度仍主要集

中在 52 ℃；可见在 PCR 反应中，同一物种随引物

的不同，退火温度也会发生改变。 
2.2.2  循环次数对 ISSR-PCR 的影响  PCR 循环次

数的多少决定着扩增产物量的高低，循环次数太少

则产物量极低；循环次数太多则达到反应平台后，

循环不会使产物明显增加，反而引起非特异性扩

增[19]。如图 7 所示，本实验分别进行了 38、45 和

50 次循环的 PCR 扩增，结果发现扩增 38 次循环时，

扩增产物的带型较少，产率不高；而扩增 45 与 50
次循环时，扩增产物的带型基本一致。基于上述结

果，本实验最终确定 PCR 扩增 45 次循环。 
3  结论 

通过对 ISSR-PCR 反应体系及反应参数的调整

与优化，筛选出了适合金线莲进行 ISSR-PCR 分析

的反应体系：1×PCR buffer（10 mmol/L Tris-HCl pH  
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1～12-退火温度分别为 48、48.6、49.4、50.6、52.2、53.7、 
54.9、56.3、57.8、58.8、59.5、60 ℃，由 IS 4 扩增 
1—12-Anneating temperatures are 48, 48.6, 49.4, 50.6, 52.2, 53.7, 
54.9, 56.3、57.8、58.8、59.5, and 60 ℃ (Primer IS 4) 

图 6  不同退火温度下的 ISSR-PCR 扩增电泳图 
Fig. 6  Electrophoresis of ISSR-PCR with different 

annealing temperatures 

 
1～3-PCR 循环次数分别为 38、45、50 次，由 IS 4 扩增 
1—3-38, 45, and 50 cycles (Primer IS 4) 

图 7  不同循环次数下的 ISSR-PCR 扩增电泳图 
Fig. 7  Electrophoresis of ISSR-PCR with different cycles 

8.3，50 mmol/L KCl），2 mmol/L MgCl2，200 μmol/L 
dNTP Mixture，0.2 μmol/L 引物，1 U Taq DNA 聚合

酶，DNA 模板 20 ng，总体积为 25 μL；扩增程序：

94 ℃充分变性 7 min，94 ℃变性 30 s，52 ℃退火

45 s，72 ℃延伸 2 min，45 个循环后，最后 72 ℃
延伸 10 min。利用此反应体系及扩增程序，以台湾

金线莲的基因组 DNA 为模板，对 50 条 ISSR 引物

分别进行了扩增，依据所扩带型清晰而重复性好的

原则，最终筛选出 17 条引物，见表 1。 
4  讨论 

近年来，分子标记技术作为有效的工到了长足

发展，并被用于多领域的研究当中，这其中也包括

了各种不同类型的 DNA 分子标记技术，如 ISSR 分

子标记技术。ISSR 标记技术是一种在 PCR 中直接 

表 1  ISSR 引物序列（Y= T or C，R= G or A） 
Table 1  ISSR Primer sequence (Y= T or C, R= G or A) 

引物编码 引物顺序(5′-3′) 引物编码 引物顺序(5′-3′)

IS 5 A(CA)7CTG UBC 823 (TC)8C 
IS 44 (AC)8GA UBC 824 (TC)8G 
IS 65 (AG)8CC UBC 827 (AC)7G 
IS 74 (ACTG)4 UBC 834 (AG)8YT 
UBC 807 (AG)8T UBC 836 (AG)8YA 
UBC 810 (GA)8T UBC 840 (GA)8YT 
UBC 811 (GA)8C UBC 853 (TC)8RT 
UBC 815 (CT)8G UBC 873 (GACA)4 
UBC 822 (TC)8A   

使用 SSR（simple sequence repeats）引物来进行 DNA
扩增的分子标记技术[20]。目前，因其操作方便，经

济实惠，不需要知道任何靶标序列的 SSR 背景信息

（即无需预先克隆和测序），且具有更高的多态性水

平与重现性[21-26]，该技术已被成功地应用于植物遗

传多样性及基因稳定性分析、DNA 指纹图谱绘制、

分子生态学研究等众多领域。 
本实验结果表明，ISSR 反应对 DNA 模板的用

量不是特别的敏感，在 25 μL 的反应体系中 DNA
量在 20～50 ng 均可获得比较一致的实验结果；而

合适的引物浓度对 PCR 产率及多态性水平扩增都

有着关键的影响；随着梯度 PCR 仪以及降落 PCR
程序使用的逐步增多，ISSR 反应中引物与模板退火

温度的确定也变得越来越简单与方便；相对于反应

体系中的其他成分而言，Taq 酶的质量直接决定着

实验的稳定性与重现性，因此选择质量上乘的 Taq
酶就成了实验开展前的首要任务。 

本实验通过对影响 ISSR-PCR 反应的多个因素

的系列调整与优化，建立了适合兰科药用植物金线

莲进行 ISSR 分析的 PCR 反应体系。本实验室将这

一反应体系成功地运用于其后开展的一系列有关野

生金线莲居群差异和经长期组培繁殖后金线莲无菌

苗的遗传变异[17]等实验研究当中，实验结果证明该

ISSR-PCR 反应体系稳定性高、重现性好，具有标记

位点清晰、检测多态性能力强等特点，为 DNA 分子

标记技术在兰科植物中的广泛应用提供理论基础。 
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