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甘蔗鞭黑粉菌 ISSR-PCR反应体系的优化
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摘要:以甘蔗鞭黑粉菌交配型分离物为试验材料，采用 CTAB法提取基因组 DNA，并对影响甘蔗鞭黑粉菌 ISSR-
PCR反应体系中的一些重要参数进行摸索和优化试验，建立起适合甘蔗鞭黑粉菌基因组 DNA的 ISSR-PCR 反
应体系。优化的反应体系为: 在 25 μL体系中，rTaq DNA聚合酶 1． 5 U、Mg2 +浓度为 2． 0 mmol /L、dNTP浓度为
0． 2 mmol /L、引物浓度为 0． 2 μmol /L、DNA模板 10 ～ 20 ng、10 × PCR buffer 1 μL、用重蒸水补足 25 μL。
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Optimization of ISSR-PCR Reaction System of Ustilago scitaminea Syd．
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Abstract: Using mating-type isolation of Ustilago scitaminea as material，genomic DNA of Ustilago scita-
minea was extracted by CTAB method． At the same time several factors which might affect ISSR － PCR ampli-
fication in Ustilago scitaminea genomic DNA were analyzed and a better system was established． In the total
volume of 25 μL，there were 1． 5 U rTaq DNA polymerase，2． 0 mmol /L Mg2 +，0． 2 mmol /L dNTP，0． 2
μmol /L arbitrary primer，10-20 ng template DNA and 1 μL10 × PCR buffer．
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甘蔗( Saccharum officinarum L． ) 是我国主要糖料作物，由甘蔗鞭黑粉菌( Ustilago scitaminea Syd． ) 引
起的甘蔗黑穗病是一种世界性重要甘蔗病害，也是我国经济危害最严重的甘蔗病害［1 － 2］。抗病育种是
防治甘蔗黑穗病最经济最有效的措施，但抗病育种需明确蔗区甘蔗鞭黑粉菌生理小种的发生情况。我
国大陆蔗区甘蔗黑穗病生理小种没有进行过系统研究，蔗区生理小种的种类、分布及优势生理小种不清
楚，甘蔗抗黑穗病育种存在较大的育目性［2］。对该病菌进行分子遗传多样性研究，探明我国蔗区甘蔗
鞭黑粉菌遗传分化类型，有助于从分子水平上研究我国蔗区甘蔗鞭黑粉菌生理小种的分化，为甘蔗抗黑

穗病育种提供科学依据。
由 Zietkiewicz等［3］在 PCR基础上发展起来的简单重复序列区间( Iinter-Simple Sequence Repeat，IS-

SR) 扩增多态性标记技术，已广泛应用于真菌遗传多样性分析、种属间遗传进化关系探讨、遗传图谱构
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表 1 用于本研究的甘蔗鞭黑粉菌交配型分离物
Tab． 1 A list of U． scitanminea mating-type isolates used in this study

分离物编号

Code of isolate
地理来源

Geographical origin
寄主( 甘蔗品种)

Host ( Sugarcane variety)
交配型

Mating type

1 广东广州( 甘蔗所) 台糖 134 +

2 广东广州( 甘蔗所) 台糖 134 －

3 广东广州( 甘蔗所) 粤糖 97 － 639 +

4 广东广州( 甘蔗所) 粤糖 97 － 639 －

5 广东广州( 增城) 新台糖 22 +

6 广东广州( 增城) 新台糖 22 －

7 广东湛江( 遂溪) 新台糖 10 +

8 广东湛江( 遂溪) 新台糖 10 －

9 广东广州( 甘蔗所) CP94 － 1100 +

10 广东广州( 甘蔗所) CP94 － 1100 －

11 广东湛江( 麻章) 新台糖 22 +

“+”为正交配型，“－”为负交配型。黑穗鞭采集时间为 2009 年 6 月—2011 年 6 月。
“+”for positive mating type，“－”for negtive mating type． Smut whips of U． scitanminea
were collected from June 2009 to June 2011．

建等诸多领域［4 － 6］，但在甘蔗鞭黑粉菌上尚未见报道。本研究拟对甘蔗鞭黑粉菌 ISSR-PCR反应体系中
的 DNA模板、Taq酶、Mg2 +、dNTP、引物等组分进行浓度梯度比较试验，以期建立最优的反应体系，为进
一步开展甘蔗鞭黑粉菌分子遗传多样性研究提供技术支撑。

1 材料与方法
1． 1 供试菌株
供试的甘蔗鞭黑粉菌交配型分离物详细信息见表 1，均由本课题组分离与保存。

1． 2 试剂及仪器
琼脂糖、dNTP、rTaq酶、10 × PCR buffer( 含 MgCl2 ) 及 DL2000 DNA marker 均由 TaKaRa( 大连) 生

物技术公司提供，EB替代物购于广州威佳生物技术公司，ISSR 随机引物由上海生工生物工程公司合
成。用 BIO － RAD DNA Engine Peltier Thermal Cycler 进行 PCR 扩增，用 Gene Genius Biomaging System
凝胶成像系统成像分析。
1． 3 基因组 DNA 提取
( CTAB法)
参照沈万宽等［7］的

方法，并稍作改进。挑取
甘蔗鞭黑粉菌交配型分离

物单菌落至 YePS液体培养
基中，于 28 ℃，200 r /min
扩大 培 养 1 ～ 2 d，至
OD600约 1． 2，取菌液 2 mL
于 2 mL 离 心 管 中，
12 000 r /m 离心 5 min，
倒去上清，加入 900 μL经
65 ℃ 预 热 的 20 g /L
CTAB抽提缓冲液，65 ℃
水浴 1 ～ 2 h，期间不时摇
匀，加入 900 μL 氯仿 /异
戊醇 ( 24 ∶ 1 ) 剧烈振荡
30 s，12 000 r /min超速离
心机上离心 10 min，取上
清液置于新的 2 mL离心管中，加入等体积氯仿 /异戊醇( 24∶ 1) 温和地混匀，12 000 r /min超速离心机上
离心 10 min，取上清液置于新的 1． 5 mL离心管中，加入 1 /10 体积 5 mol /L NaCl和等体积冷异丙醇，混
匀后置 － 20 ℃冰箱中 20 ～ 30 min，4 ℃下 12 000 r /min超速离心机上离心 10 min，弃上清液，沉淀分别
用冷体积分数 70%乙醇和冷无水乙醇各洗 1 次，室温下风干，溶于 50 μL双蒸水中( 用手指轻弹离心管
使沉淀充分悬浮) ，4 ℃ 过夜，用分光光度计检测 DNA质量，－ 20 ℃保存备用。
1． 4 ISSR － PCR反应体系参数设置
在预备试验的基础上，ISSR － PCR 反应体系中的 5 种主要成分模板 DNA、Mg2 +、dNTPs、rTaq DNA

聚合酶及引物等设置了 4 ～ 10 个不同浓度或质量梯度( 表 2) 。采用随机引物 104( 引物序列为 ATGAT-
GATGATGATGATG) ，以 2 号分离物的 DNA为模板进行 ISSR 反应体系的优化试验，当进行某一因素水
平试验时，其他因素均固定在第 4 个浓度梯度。
1． 5 反应程序及产物检测
反应程序为: 94 ℃预变性 5 min; 然后进入循环，94 ℃变性 30 s，50 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 2 min，

共 38 个循环; 最后 72 ℃延伸 8 min。反应结束后取 10 μL扩增产物于 18 g /L琼脂糖凝胶( 含 EB 替代
物) 中电泳 120 min( 95 V) ，在凝胶成像系统上检测并拍摄保存。
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M: DL2000;1 ～5:Mg2 +浓度依次为 0． 5，1，1． 5，2． 0，2． 5 mmol /L。

M: DL2000 DNA marker，1 － 5: Mg2 + concentration 0． 5，1，
1． 5，2． 0，2． 5 mmol /L．

图 1 Mg2 +对甘蔗鞭黑粉菌 ISSR-PCR反应的影响
Fig． 1 Effect of Mg2 + concentration on ISSR-PCR

amplification in U． scitanminea

M: DL2000;1 ～9: 引物浓度依次为 0． 1，0． 2，0． 3，0． 4，0． 5，0． 6，0． 7，0． 8，0． 9 μmol /L。
M: DL2000 DNA marker，1 － 9: primer concentration 0． 1，0． 2，0． 3，0． 4，0． 5，
0． 6，0． 7，0． 8，0． 9 μmol /L．
图 2 引物浓度对甘蔗鞭黑粉菌 ISSR-PCR反应的影响

Fig． 2 Effect of primer concentration on ISSR-PCR amplification in U． scitanminea

表 2 ISSR － PCR反应体系中 5 种成分用量表
Tab． 2 A scale of five components in ISSR － PCR reaction system

处理号

No． of treatment
dNTPs /

( mmol·L －1 )

引物 /

( μmol·L －1 )

Primer

模板 DNA/ng
Template DNA

Mg2 +浓度 /

( mmol·L －1 )

Mg2 + concentration

rTaq酶 /U
rTaq polymerase

1 0． 05 0． 1 100 0． 5 0． 5

2 0． 10 0． 2 50 1． 0 1． 0

3 0． 15 0． 3 25 1． 5 1． 5

4 0． 20 0． 4 12． 5 2． 0 2． 0

5 0． 25 0． 5 6． 25 2． 5

6 0． 30 0． 6 3． 13

7 0． 35 0． 7 1． 56

8 0． 40 0． 8

9 0． 45 0． 9

10 0． 50

2 结果与分析
2． 1 基因组 DNA提取
本实验提取的甘蔗鞭黑粉菌交配型分离

物基因组 DNA 的 OD260 /OD280值为 1． 8 左
右，含量为 100 ng /μL 左右，有较高的纯度，
可用于 ISSR-PCR反应体系优化实验。
2． 2 Mg2 +对 ISSR-PCR扩增结果的影响

Mg2 +是 Taq DNA聚合酶的激合剂，Mg2 +

不足，Taq 酶作用效率低。此外，dNTP 同样也
竞争Mg2 +。扩增结果( 图1) 表明，当Mg2 +浓度
低于 1． 0 mmol /L 时不产生扩增条带，当 Mg2 +

浓度处于 1． 5 ～ 2． 0 mmol /L 时，扩增条带数和
亮度随着Mg2 +浓度的增加而增加。当 Mg2 +为
2． 0 mmol /L时，条带清晰，容易计数;当Mg2 +浓
度为 2． 5 mmol /L 时，扩增条带
数变少且不明亮。因此，Mg2 +

的浓度以 2． 0 mmol /L为宜。
2． 3 引物浓度对 ISSR-PCR
反应的影响

引物浓度也是 ISSR-PCR
反应中的重要影响因素。引物
浓度偏低，导致引物与模板的

结合率降低，多态性减少; 引物

浓度太高，过量的引物导致非

特异性扩增和引物二聚体的产

生，从而同靶序列竞争 dNTP
和 Taq酶，影响靶序列产量。
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M: DL2000; 1 ～ 7 依次为 100，50，25，12． 5，6． 25，3． 13，1． 56 ng。
M: DL2000 marker; 1 － 7: DNA template 100，50，25，12． 5，6． 25，3． 13，1． 56 ng．
图 3 模板 DNA的量对甘蔗鞭黑粉菌 ISSR-PCR反应的影响

Fig． 3 Effect of template DNA concentration on ISSR-PCR
amplification in U． scitanminea

M: DL2000; 1 ～ 10: dNTP的浓度依次为 0． 05，0． 1，0． 15，0． 2，0． 25，0． 3，0． 35，
0． 4，0． 45，0． 5 mmol /L。

M: DL2000 marker，1 ～ 10: dNTPs concentration 0． 05，0． 1，0． 15，0． 2，0． 25，
0． 3，0． 35，0． 4，0． 45，0． 5 mmol /L．

图 4 dNTP浓度对甘蔗鞭黑粉菌 ISSR-PCR反应的影响
Fig． 4 Effect of dNTPs concentration on ISSR-PCR amplification in U． scitanminea

M: DL2000; 1 ～ 4: rTaq酶浓度依次为 0． 5，1，1． 5，2 U。
M: DL2000 marker，1 －4: rTaq polymerase concentration 0． 5，1，1． 5，2 U．
图 5 rTaq酶浓度对甘蔗鞭黑粉菌 ISSR-PCR反应的影响
Fig． 5 Effect of rTaq polymerase concentration on ISSR-PCR

amplification in U． scitanminea

本试验设置了 9 个引物浓
度梯度，结果( 图 2) 表明，引物
浓度在 0． 1 ～ 0． 4 μmol /L 内，
条带数多、清晰易读数; 当引物
浓度在 0． 5 ～ 0． 9 μmol /L 内，
条带虽多，但呈弥散状态，难以

计数。综合考虑，引物浓度以
0． 2 μmol /L为宜。
2． 4 模板 DNA 的量对 ISSR-
PCR反应的影响
本试验设置了 7 个模板

DNA 量的梯度并进行了扩增，
从扩增结果( 图 3 ) 可以看出，
当 DNA用量较多时，扩增条带
数较少、条带亮度太强; 当
DNA量为 50 ～ 1． 56 ng 时，扩
增条带清晰、条带数多、带型一
致。为了保险起见，在 25 μL
ISSR-PCR 反应体系中，加入 10
～20 ng模板 DNA较为合适。
2． 5 dNTP浓度对 ISSR － PCR
反应的影响

底物 dNTP 浓度过高，会
导致聚合酶错误掺入，浓度过

低，又会影响合成效率，甚至会

因 dNTP过早消耗而使产物单
链化，影响扩增效率。试验结
果表明( 图 4 ) ，当 dNTP 浓度
在 0． 05 ～ 0． 1 mmol /L 及 0． 25
～ 0． 35 mmol /L 时，条带数多，但略弥
散; 当 dNTP 浓度在 0． 4 ～ 0． 5 mmol /L
时，条带数明显减少，甚至无扩增条带。
当 dNTP浓度为 0． 2 ～ 0． 25 mmol /L 时，
条带数多、清晰，容易计数。因此，dNTP
浓度为 0． 2 mmol /L较造宜。
2． 6 rTaq 聚合酶用量对 ISSR-PCR 反
应的影响

Taq 酶的活性及用量对 ISSR-PCR
扩增的条带数量和强弱有重要影响。使
用高浓度的 Taq 酶不仅经济上浪费，而
且容易产生非特异性扩增产物; Taq 酶
过低，则会使新链合成效率下降，导致扩

增产物的减少。本试验结果( 图 5) 表明，当 Taq酶用量为 0． 5 ～ 1 U时，扩增效率不足; 当 Taq 酶用量扩
大到 1． 5 ～ 2． 0 U时，扩增条带数增多，且清晰。从实际扩增效果及经济角度考虑，在 25 μL ISSR － PCR
反应体系中，加入 1． 5 U Taq酶较合适。
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M: DL2000; 1 ～ 11: DNA模板依次为 1 － 11 号分离物基因组 DNA。
M: DL2000 DNA marker;1 －11: template DNA of No． 1 －11 isolates of U． scitanminea．
图 6 新建立的甘蔗鞭黑粉菌 ISSR － PCR体系的稳定性检验

Fig． 6 Stability test of the newly established ISSR － PCR system in U． scitanminea

表 3 优化的甘蔗鞭黑粉菌 ISSR-PCR反应体系
Tab． 3 Optimized ISSR-PCR reaction system in U． scitanminea

样品名称

Name of sample
用量 /μL

Sample volume
终浓度

Terminal concentration

10 × Buffer 2． 5 1 × Buffer

dNTP( 2． 5 mmol /L each) +

Mg2 + ( 25 mmol /L)
2． 0

0． 2 mmol /L( dNTP) ;
2 mmol /L( Mg 2 + )

primer( 5 μmol /L) 1． 0 0． 2 μmol /L

rTaq DNA polymerase( 5 U /μL) 0． 3 0． 06 U /μL

Template( 10 ～ 20 ng /μL) 1． 0

dd H2O 18． 2

Total 25

2． 7 最佳甘蔗鞭黑粉菌 IS-
SR-PCR反应体系的建立
影响 ISSR-PCR 的因素

较多，扩增结果的质量由反

应中各因子的共同作用决

定。经上述反应体系各成分
的优化筛选，本研究最后建

立的甘蔗鞭黑粉菌 ISSR-
PCR反应体系见表 3。
2． 8 新建立的甘蔗鞭黑粉
菌 ISSR － PCR 体系的稳定
性检验

为了检验新建立的甘蔗

鞭黑粉菌 ISSR － PCR 反应
体系的稳定性，利用新建立

的反应体系，用随机引物

104 ( 序列 ATGATGATGAT-
GATGATG) 对 1 ～ 11 号分离
物的基因组 DNA进行扩增。
从扩增结果( 图 6 ) 可知，11
个参试分离物均能扩增出清

晰的条带，大部分菌株条带

数 4 ～ 6 条。说明新建立的
甘蔗鞭黑粉菌 ISSR － PCR
反应体系稳定性较好。

3 讨 论
ISSR 技术是基于 PCR

反应的分子标记技术，影响 PCR扩增反应结果的因素很多，确定反应体系中每个因子最适的扩增参数
是保证 ISSR分析稳定性和重复性的前提［8 － 10］。PCR反应体系中，DNA模板的含量是决定 PCR扩增能
否顺利进行的关键因素。模板含量过低，分子碰撞机率低，偶然性大，不能扩增出产物或扩增不稳定; 模
板含量过高，会增加杂质的含量，降低 DNA的纯度，抑制反应正常进行或增加非特异性产物的扩增。本
试验研究结果表明，甘蔗鞭黑粉菌 DNA 模板质量浓度在 10 ～ 20 ng / ( 25 μL) 反应体系内扩增效果较
好。另外，根据实践经验，在扩增不出任何条带的情况下，可将 DNA 模板稀释 10 倍或 50 倍，往往会扩
增出较好的结果。主要因为通过稀释降低了模板 DNA 中杂质的浓度，从而减少了杂质对 PCR 反应的
抑制作用［11］。

Mg2 +作为 Taq酶的辅助因子，不仅影响 Taq酶的活性，还能与反应液中的 dNTP、模板 DNA 及引物
结合，影响引物与模板的结合效率、模板与 PCR 产物的解链温度以及产物的特异性和引物二聚体的形
成。Mg2 +浓度太高或太低均不能得到好的扩增效果［9］。本研究中，Mg2 +浓度为 2． 0 mmol /L 获得了较
好的扩增效果。

Taq酶是 PCR反应中不可缺少的成分，引物与模板结合后，在 Taq 酶作用下延伸。使用高浓度的
Taq酶不仅增加实验成本，而且会增加产生非特异性扩增产物的机率，Taq 酶浓度过低则会导致产物的
合成效率下降。一般的随机扩增反应中，Taq DNA聚合酶的用量为 0． 5 ～ 5 U［12］。本研究中，最适合的
Taq DNA聚合酶的用量为 1． 5 U。

dNTP作为 PCR反应的原料，其浓度直接影响扩增产物的合成。浓度过低则产率下降，浓度过高不
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仅会导致 PCR错配，而且 dNTP会对 Mg2 +产生拮抗作用，使实际反应中 Mg2 +浓度下降而影响 Taq 酶的
活性，从而影响 PCR反应的扩增效果，甚至导致 PCR反应的失败。在 PCR反应中，dNTPs的浓度一般为
0． 1 ～0． 2 mmol /L，此时，产物量、特异性及忠实性较好［13］。本研究结果表明，当 dNPTs的浓度为 0． 2 mmol /L，
甘蔗鞭黑粉菌 ISSR-PCR扩增效果较理想。
引物浓度也是影响 PCR 扩增的一个重要因素。引物浓度过高，易引起碱基错配和非特异性扩增，

还易形成引物二聚体; 引物浓度过低，其与 DNA 模板结合位点少，PCR 扩增效率会大大降低。PCR 反
应中引物浓度一般为 0． 1 ～ 0． 5 μmol /L［5 － 6］。本研究中，引物浓度为 0． 2 μmol /L。
本研究中发现为了提高试验的稳定性、扩增结果的可重复性，应严格控制实验条件，包括仪器、药品

的一致性，反应加样的精确性，保证 DNA 的纯度及尽量减少所用实验材料的更换。这与盖树鹏等［14］、
刘春林等［15］、桂秀梅等［16］的结论一致。
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