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摘要　[目的]研究用 ISSR 标记分析甜荞栽培品种的遗传多样性。[方法]采用 ISSR 分子标记对来自 11 个省的 90 份甜荞种质的遗传多
样性进行了分析。[结果] 19 条 ISSR 引物共扩增出508 条条带 ,平均26. 7 条 ;其中多态性条带462 条 ,平均24. 3 条 ,多态性带的百分率为
90.1 %。Nei’s 遗传相似系数在 0. 67～0. 95。UPGMA 聚类分析显示 ,聚类结果与地理来源有较强的一致性 ,来自辽宁、内蒙古、陕西、四
川、甘肃等省的甜荞都是按来源各自聚为一类 ,但是发现了几个特殊的类型 , 即来自河北的甜荞 E、安徽的 82F 以及辽宁的辽荞 37 号均
单独聚为一类。不同地区材料之间的多态性信息指数 ( PIC) 差异较大 ,其中 ,辽宁的最高 ,为 0. 842 ,内蒙古的最低 ,为 0. 633。[结论]采
用 ISSR 分析甜荞遗传多样性 ,甜荞表现出丰富的多态性 ,表明可以用 ISSR 标记对甜荞进行分子水平的鉴定和遗传多样性分析。
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Abstract 　[Objective ] The research aimed to study the genetic diversity in common buckwheat ( Fagopyrum esculentum Moench) based on ISSR markers.
[Method] The genetic diversity of 90 common buckwheat accessions was analyzed by using ISSR markers. [ Result ] With 19 ISSR primers ,totally 508
bands were detected ,among which 462 bands were polymorphic ,and the average number of band per primer was 26. 7. The Nei′s similarity coefficient of
90 accessions ranged from 0. 67 to 0. 95. Cluster analysis based on ISSR data showed that the accessions could be categorized into 4 major groups and 3 in2
dividual genotypes. The“common buckwheat E”from Hebei ,“82F”from Anhui and“Liaoqiao37”fromLiaoning showed great genetic difference from other
materials. There were obvious genetic difference among the landraces from Hebei ,Anhui and Liaoning ,and high similarity among cultivars collected from
different provinces. The higher genetic variation was found among landraces from Liaoning ,followed by Anhui and Jiangxi ,Mongolia was the lowest . [ Con2
clusion] The study indicates that ISSR markers produced high polymorphism in common buckwheat . ISSR analysis can be used for the molecular evaluation
and studies of genetic diversity of buckwheat germplasm.
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　　荞麦属于蓼科 (Polygonaceae) 荞麦属 ( Fagopyrum Mill . ) 双

子叶植物 ,在世界上很多国家都有种植 ,但主要分布在中国、

俄罗斯、乌克兰、日本、加拿大等国家。全世界有荞麦属植物

约 15 种 ,我国有 10 种 1 变种[1] ,是种类最多的国家。荞麦属

有 2 个栽培种 ,分别为甜荞 ( F. esculentum Moench) 和苦荞

[ F. tataricum (L. ) Gaertn. ]。

研究发现 ,荞麦具有独特的营养价值和食疗保健功能 ,

是药食同源作物 ,已被营养学家誉为 21 世纪具有前途的绿

色食品[2] 。近年来 ,随着人们保健意识的增强和对农产品质

量要求的提高 ,荞麦作为高营养的保健食品越来越受到人们

的重视。因此 ,荞麦的种植、品质的改变及其制品的开发具

有良好的发展前景。

近年来 ,国内外学者利用等位酶技术[3] 、染色体计数技

术[4] 、RAPD 技术[5] 、AFLP 技术[6] 、SSR[6]技术等对甜荞进行

了分析 ,但还未见有关甜荞的简单序列重复区间扩增多态性

( Inter2simple sequence repeats ,ISSR)分析方面的报道。ISSR 是

由 Zietkiewicez 等于 1994 年提出的一种以 PCR ( Polymerase

chain reaction)扩增为基础的分子标记技术[7] 。其基本原理是

在 SSR 重复序列的3′或5′端锚定1～4 个嘌呤或嘧啶碱基 ,从

而保证 ISSR 引物能够对 SSR 之间的 DNA 序列进行 PCR 扩

增 ,并对两侧具有反向排列 SSR 的一段 DNA 序列进行扩增。

由于微卫星在基因组中广泛分布 ,且等位变异特别丰富 ,因

而 ISSR 可以检测到高的多态性 ,它揭示的多态性比 RFLP、

RAPD、SSR 更多。现已广泛应用于种质资源鉴定、遗传作图、

基因定位、遗传多样性、进化、系统发育、分子标记育种等方

面。另外 ,ISSR 不像 SSR 具有物种特异性 ,它可以和 RAPD

一样用于各类动植物的研究。只是 ISSR 对引物设计的要求

与 RFLP、SSR、RAPD 不同 ,但其产物多态性远比 RFLP、SSR、

RAPD 更加丰富 ,可以提供更多的关于基因组的信息 ,而且比

RAPD 技术更加稳定可靠 ,试验重复性更好[8 - 9] 。为此 ,笔者

用 ISSR 标记分析甜荞栽培品种的遗传多样性。

1 　材料与方法

1. 1 　材料　试验材料共 90 份 ,分别来自辽宁、内蒙古、山西、

陕西、甘肃、四川、安徽、江西、贵州、云南、河北 11 个省 ,这些

材料均为地方品种。供试材料由中国农业科学院作物科学

研究所种质资源库提供。材料名称及来源见表 1。

1. 2 　DNA的提取与纯化　采用改良 CTAB 法提取 DNA[10] 。

每个材料随机选取20 个单株 ,每株剪取1 个新鲜幼嫩叶片混

合 ,在液氮条件下迅速研磨成粉末 ,将粉末放入到 50 ml 的离

心管中 ,然后加入缓冲液 22. 5 ml ,充分混匀。将离心管置于

65 ℃水浴锅中 ,水浴 1. 0～1. 5 h ,每管加入等体积的氯仿 -

异戊醇 (24∶1)溶液 ,混匀 ,8 000 r/ min 离心 20 min ;将上清液

小心转移到新的离心管中 ,每管加入等体积的氯仿—异戊醇

(24∶1)溶液 ,混匀 ,8 000 r/ min 离心 20 min ;将上清液小心转

移到新的离心管中 ,加入等体积的预冷的异丙醇 ,缓慢混匀 ,

挑出 DNA 后 ,用 70 %的乙醇洗涤 DNA。将离心管置于室温

使其干燥 ,加入适量的 1 ×TE 溶解 DNA ,进行纯化后 ,在

- 20 ℃下保存备用。

1. 3 　ISSR扩增与检测　从加拿大 British Columbia 大学生物

技术实验室提供的 100 个引物中选择了 44 条 ,另外根据前人

对玉米的研究经验选取了 8 条引物[11] (引物由上海生工合

成) ,结果从中选取了多态性较好的 19 条引物进行后续试

验。引物名称见表 2。

1.4 　ISSR反应体系及程序 　反应体系为 25μl ,其中模板

DNA 60 ng ,引物 5μmol/ L 1. 0μl ,10 ×PCR buffer 2. 5μl ,10

mmol/ L dNTPs 0. 5μl , Taq 酶 1U ,ddH2O 补足 ,另加石蜡油覆
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表 1 　供试材料名称、类型及来源地

Table 1 　The name ,types and origins of test materials

品种名称

Cultivars name

类型

Type

来源

Origin

品种名称

Cultivars name

类型

Type

来源

Origin
辽荞 31 号 地方品种 辽宁农业科学院 辽荞 35 号 地方品种 辽宁农业科学院
辽荞 32 号 地方品种 辽宁农业科学院 辽荞 36 号 地方品种 辽宁农业科学院
辽荞 33 号 地方品种 辽宁农业科学院 辽荞 37 号 地方品种 辽宁农业科学院
辽荞 34 号 地方品种 辽宁农业科学院 辽荞 38 号 地方品种 辽宁农业科学院
辽荞 39 号 地方品种 辽宁农业科学院 822322(82C) 地方品种 安徽濉溪双堆
辽荞 40 号 地方品种 辽宁农业科学院 822622(82D) 地方品种 安徽临泉
凉城荞麦 地方品种 内蒙古凉城 282628(82E) 地方品种 安徽临泉
兴和荞麦 A 地方品种 内蒙古兴和县 822721(82F) 地方品种 安徽庐江
兴和荞麦B 地方品种 内蒙古兴和县 822929(82G) 地方品种 安徽凡昌
和林荞麦 A 地方品种 内蒙古和林县 8229210(82H) 地方品种 安徽凡昌
和林荞麦B 地方品种 内蒙古和林县 铅山荞麦 3 地方品种 江西港东乡
红花荞 A 地方品种 山西右玉 萍乡市荞麦 地方品种 江西东源乡
小三棱荞 地方品种 山西平鲁 丰城荞麦 地方品种 江西圳头乡
大三棱荞 地方品种 山西平鲁 德兴荞麦 地方品种 江西龙头山农牧场
小棱荞 地方品种 山西太原 钢鼓荞麦 地方品种 江西镇坪乡
三角狗头荞 地方品种 山西榆次 瑞金荞麦 地方品种 江西内石乡
荞麦 地方品种 陕西靖边 上饶荞麦 2 地方品种 江西上饶
灰小荞麦 地方品种 陕西靖边 会昌荞麦 2 地方品种 江西西江乡
老荞麦 地方品种 陕西宝鸡 高兴荞麦 地方品种 江西村前乡
紫花荞麦 地方品种 陕西宝鸡 玉山荞麦 地方品种 江西童坊乡
花麦 地方品种 陕西宁强 红花甜荞麦 地方品种 贵州威宁
春荞 地方品种 陕西宁强 白花荞麦 A 地方品种 贵州威宁
小米花荞 地方品种 陕西宁陕 白花荞麦B 地方品种 贵州威宁
花荞 A 地方品种 陕西宁陕 白花荞麦 C 地方品种 贵州兴义
花荞B 地方品种 陕西镇坪 花江荞麦 A 地方品种 贵州安顺
小荞麦 地方品种 甘肃敦煌 花江荞麦B 地方品种 贵州安顺
甜荞 A 地方品种 甘肃安西 甜荞 C 地方品种 贵州贵阳
大荞 地方品种 甘肃成县 红花荞 C 地方品种 贵州遵义
米米荞 地方品种 甘肃成县 路南荞麦 地方品种 云南昆明路南县
甜荞B 地方品种 甘肃平凉 巧家荞麦 地方品种 云南昭通巧家县
红花荞B 地方品种 甘肃平凉 花荞 C 地方品种 云南恕江马吉
紫花荞 A 地方品种 甘肃宁县 小黑花荞 地方品种 云南维西
额齿 地方品种 四川喜得县则约乡 马衔荞麦 地方品种 云南曲靖罗平县
额期 地方品种 四川喜得县深沟乡 洛河荞麦 地方品种 云南王涣市
细米荞 地方品种 四川木里县列瓦乡 华宁荞麦 地方品种 云南华宁
额其 地方品种 四川雷波县丁家平乡 花荞 D 地方品种 云南会泽
岩处 地方品种 四川德昌县大陆乡 绿春荞麦 地方品种 云南红河绿春县
呃处 地方品种 四川德昌县大平乡 黑褐色荞麦 地方品种 云南腾冲瑞滇
两河甜荞 地方品种 四川甘洛县两河乡 甜荞 D 地方品种 河北张北县
大花荞 地方品种 四川木里县博瓦乡 甜荞 E 地方品种 河北张北县
额楚 地方品种 四川金阳县红卫乡 甜荞 F 地方品种 河北张北县
822121(82A) 地方品种 安徽石台 甜荞 G 地方品种 河北张北县
822321(82B) 地方品种 安徽濉溪双堆 甜荞 H 地方品种 河北张北县
甜荞 I 地方品种 河北张北县 甜荞 K 地方品种 河北张北县
甜荞 J 地方品种 河北张北县 甜荞L 地方品种 河北蔚县

表 2 　引物序列及多态性比较

Table 2 　The comparison of primer sequences and their polymorphism

引物

Primer

重复序列

Repeated sequences

位点数∥个

Number of loci

多态性位点数∥个

Number of polymorphic loci

多态性位点百分率 PPB ∥%

Percentage of polymorphic loci

多态性信息指数

PIC
U808 (AG) 8C 40 　　　　　　39 　　　　　　97. 5 0. 913
U815 (CT) 8 G 19 18 94. 7 0. 903
U818 VDV(CT) 7 23 23 100. 0 0. 875
U834 (AG) 8 YT 24 21 87. 5 0. 880
U840 ( GA) 8 YT 27 26 96. 3 0. 943
U842 ( GA) 8 YG 32 31 96. 9 0. 914
U845 (CT) 8RG 33 33 100. 0 0. 941
U852 (TC) 8RA 10 9 90. 0 0. 836
U857 (AC) 8 YG 35 31 88. 6 0. 944
U886 VDV(CT) 7 38 36 94. 7 0. 953
U888 BDB(CA) 7 17 16 94. 1 0. 906
M01 (CA) 6R 29 18 62. 1 0. 927
M02 (CA) 6RY 16 16 100. 0 0. 920
M03 (CA) 6RG 35 32 91. 4 0. 935
M04 ( GT) 6 YR 47 47 100. 0 0. 957
M05 ( GCT) 4 Y 26 25 96. 1 0. 938
M06 (AGC) 4 Y 19 4 21. 0 0. 833
M07 (AGC) 4 GYorGR 18 17 94. 4 0. 904
M08 (AGC) 4AY 20 20 100. 0 0. 922
合计 Total 508 462 0. 913

平均 Average 26. 7 24. 3

　注 :R = (A ,G) ; Y= (C ,T) ;B = (C ,G,T) (i . e. not A) ;D = (A ,G,T) (i . e. not C) ;V = (A ,C ,G) (i . e. not T) 。

Note :R = (A ,G) ; Y= (C ,T) ;B = (C ,G,T) (i . e. not A) ;D = (A ,G,T) (i . e. not C) ;V = (A ,C ,G) (i . e. not T) .
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盖。10 ×PCR buffer ,MgCl2 , Taq 酶 ,dNTPs ,均购自天根生化

科技。

　　反应程序为 :94 ℃预变性 5 min ;94 ℃变性 30 s ,52 ℃退

火 1 min ,72 ℃延伸2 min ,循环47 次 ;72 ℃延伸10 min ,4 ℃下

保存。在 PTC2100 PCR 仪上扩增。

1. 5 　PCR产物凝胶电泳　扩增产物采用 5 %变性的聚丙烯

酰胺凝胶检测。扩增样品中加入 4. 5μl 的 Loading buffer

(0. 25 %溴酚蓝、0. 25 %二甲苯青 FF、30 %甘油水溶液) ,恒功

率 80 W ,电泳 2 h 左右 ,银染检测[12] 。

1. 6 　数据处理与分析 　ISSR 是显性标记 ,同一引物扩增产

物中电泳迁移率一致的条带被认为有同源性 ,电泳结果采取

“0/ 1”赋值记带 ,按照相同迁移带上有扩增带记为“1”,无扩

增带记为“0”,缺失记为“9”的方法进行记录 ,仅记录清晰、可

重复的扩增带。用 NTSYS 2. 1 软件中的 Jaccard 法计算品种

的遗传相似系数 ,用 UPGMA 法进行聚类分析 ,绘制树状聚

类图[13] 。

2 　结果与分析

图 1 是 ISSR 扩增结果。19 条引物平均扩增出 26. 7 条条

带。其中 ,M04 扩增出来的带最多 ,为 47. 0 条 ;U852 扩增出

的带最少 ,为 10. 0 条。在 19 条引物中 ,多态性位点平均达到

24. 3 个 ,最多的也是M04 ,达到 47. 0 个 ,部分引物的位点多态

性位点百分率达 100. 0 % ,平均多态性位点百分率达 90. 1 %

(表 2) ,表明 ISSR 扩增出来的甜荞 DNA 片断具有高度多

态性。

图 1 　引物 M04 ISSR甜荞扩增结果

Fig. 1 　ISSR amplification results of common buckwheat with primer

M04

　　根据 ISSR 数据统计 ,90 份甜荞材料之间的遗传相似系

数为 0. 67～0. 95 ,材料的遗传差异较显著。采用 UPGMA 法

产生的聚类图 ,大部分材料被分成 4 大组 ,其他材料形成了

独立的特殊类型。

在 Nei′s 遗传相似系数为 0. 82 处 ,大部分材料被分成 4

组。第 1 大组可分为 2 个小组 ,第 1 小组的 16 份材料包括来

自辽宁的 8 份、内蒙古的 5 份和山西的 3 份材料 ;第 2 小组的

21 份材料包括来自陕西的 9 份、甘肃的 6 份和四川 6 份 ,其

中 ,来自陕西的春荞和花荞 A 遗传相似系数达到了 0. 95 ,来

自山西的大三棱荞和小棱荞材料单独聚类 ,与这 2 个小组共

同构成了第 1 大组。第 2 大组的 8 份材料包括来自四川的 3

份和安徽的 5 份 ,来自辽宁的辽荞 36 号单独聚为一类。第 3

大组的 10 份材料包括来自安徽的 2 份 ,其余 8 份全部来自江

西 ,来自安徽的 82B 与来自甘肃的红花荞 B 与前 3 大组聚为

一大类。第 4 大组主要分为 2 个小组 :首先 ,来自江西的玉

山荞麦和来自贵州的红花甜荞麦聚为一类 ,与其他 2 个小组

共同构成第 4 大组 ;第 1 个小组的 15 份材料包括来自贵州的

7 份和来自云南的 8 份 ;第 2 小组的 10 份材料包括来自云南

的 2 份和来自河北的 8 份。另外 ,发现了来自河北的甜荞 E、

安徽的 82F 以及辽宁的辽荞 37 号这些单独聚为一类的特殊

类型。

3 　结论与讨论

杨淑达等应用 ISSR 技术研究了滇牡丹的 16 个自然居群

和 1 个迁地保护居群的 511 个个体 ,采用 10 个 ISSR 引物 ,共

检测到 92 个多态位点 ,在物种水平上 ,多态性位点百分率为

79. 31 % ,居群水平上的多态位点百分率为 44. 61 % ,居群间的

遗传分化系数达 0. 434 9[14] 。这表明滇牡丹的遗传多样性水

平较高 ,居群间遗传分化较大。陶爱芬等用 17 个 ISSR 引物

对 30 个红麻品种的基因组 DNA 进行 PCR 扩增 ,共扩增出

149. 0 条条带 ,平均每个引物 8. 76 条 ,其中多态性条带共 97

条 ,多态性条带比率为 65. 1 %[15] 。杨本超等应用 ISSR 标记

对 24 种烤烟代表性种质进行了遗传多样性分析 ,采用 10 个

ISSR 引物 ,共检测到 208 条稳定性条带 ,其中多态性条带为

141 条 ,平均多态性比率为 67. 79 %[16] 。由于分析位点数及

种质数均有差异 ,不同研究结果之间很难直接进行比较[17] 。

王莉花等用 RAPD 研究云南野生荞麦资源的多样性和

亲缘关系 ,采用 19 个随机引物对 26 份材料进行分析 ,共获得

162 条 DNA 扩增带 ,其中多态性带 153 条 ,多态性带的比率

94. 4 % ,平均每个引物可扩增出 8. 53 条带[18] 。该试验采用

19 条 ISSR 引物对 90 份甜荞进行了遗传多样性分析 ,其中 90

份甜荞共扩增出 508 条条带 ,平均每个引物 26. 7 条 ,多态性

条带 462. 0 条 ,平均每个引物 24. 3 条 ,多态性位点百分率为

90. 1 %。缺失数据[19]将导致遗传多样性指数的低估 ,从扩增

结果来看 ,该研究检测的荞麦的平均等位变异数为甜荞 26. 7

个 ,比红麻 (8. 76 个) 、烤烟 (20. 8 个) ,玉米 (22. 6 个) [20] 高。

与 SSR 标记相比 [用 SSR 标记研究玉米 (21. 7 个) [21] 、大豆

(21. 4 个) [22]也较高 ] ,在分析甜荞种质资源遗传多样性时

ISSR技术是适用的 ,并且有一定的优越性。

根据 ISSR 聚类图可知 ,大部分材料的遗传相似系数在

0. 82 处 ,说明材料间遗传变异较小 ,有个别品种表现特殊 ,如

河北的甜荞 E、安徽的 82F 以及辽宁的辽荞 37 号均单独聚为

一类 ,说明这些材料与其他材料的亲缘关系较远 ,可能有特

殊的基因型 ,建议对这些材料进一步研究。来自陕西的春荞

和花荞 A 遗传相似系数达到 0. 95 ,这 2 份材料亲缘关系比较

近 ,很可能有共同的祖先。大部分材料的聚类结果与地理来

源有一定的相关性 ,地域特性比较明显。

Kump 等用 RAPD 技术评估了来自世界各地的甜荞麦居

群及品种的遗传多样性 ,结果显示甜荞麦居群间存在适度水

平的多态性[5] 。Murai 等利用 RAPD 技术分析了来自世界各

地的栽培甜荞麦居群 ,结果表明中国南部地区栽培的甜荞麦

居群表现出最高的遗传多态性 ,并认为栽培荞麦沿 2 条主要

路线散布[23] 。到目前为止 ,还未见有关甜荞的 ISSR 分析的

相关报道。该研究采用 ISSR 标记对来自我国 11 个省的 90

份栽培甜荞进行了分析 ,采用 19 个引物共扩增出了 508 条条

带 ,其中多态性条带 462 条 ,多态性带的比率达 90. 1 %。根

据遗传相似系数 ,利用 UPGMA 进行聚类分析 ,结果表明栽培

甜荞麦与地理来源有明显的一致性。
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王丽侠利用 SSR 标记对中国栽培大豆的遗传多样性进

行分析时发现 ,不同省以及不同性状群资源间的结果均说

明 ,取样量会影响遗传多样性的比较结果。一般来说 ,取样

量越大分析结果越准确。对不同来源的参试品种进行遗传

多样性分析发现 ,辽宁资源具有最丰富的遗传变异 ,共扩增

出 235 条多态性条带 ,多态性带的比率为 50. 9 % ,来自内蒙

古的品种扩增出 105 条多态性条带 ,多态性带的比率为

22. 7 % ,是遗传变异最低的参试材料 ;来自辽宁的 10 个参试

品种的多态性信息指数最高 ( PIC = 0. 842) ,这可能与辽宁参

试品种数目较多 ,并且有 1 个特殊的类型 (辽荞 37 号) 有关 ;

来自安徽的 8 个参试品种的多态性信息指数 ( PIC = 0. 835)

位于第 2 ,这也可能与参试品种数目较多以及有 1 个特殊的

类型使其多态性增加有关 ;来自内蒙古的 5 个参试品种的多

态性信息指数最低 ( PIC = 0. 633) ,这可能与内蒙古的参试材

料数目较少有关。

图 2 　90 份甜荞的 ISSR数据聚类树状图

Fig. 2 　Dendrogram of 90 species of common buckwheat based on ISSR data
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灵敏的实验 ,引物对于一点点模板就能马上识别并进行复

制 ,一旦初始的引物与模板结合并在第 1 个循环中复制出了

目标基因 ,那么以后的循环就有了更多的模板。另外 ,聚合

酶是一种高效率的酶 ,它对温度的变化比较迟钝 ,也就是说

它可以在 30 次循环中反复的催化反应进行 ,所以说模板浓

度 5 mg/ ml 加入 1μl ,DNA 聚合酶加入 0. 25μl 已经足够。过

多的引物加入 ,只会使得引物二聚体的生成更加容易。

原理上 DNA 的解链需要很大的能量 ,尤其是 N 蛋白的

编码基因有 594 bp ,且 GC含量很高 ,所以在一开始的熔解温

度上 ,选择了 95 ℃,使得DNA 能够成功地解链。随后在退火

时 ,合适的温度使得引物能够特异性的与核酸两端相应的序

列结合 ,避免引物自身或者是前、后端引物之间进行匹配 ,导

致最后目标片段复制的特异性不好造成回收量的减少 ,对于

N 蛋白编码基因 ,退火温度为 55～60 ℃时对引物与模板的结

合没有大的影响 ,但是 50 和 65 ℃就完全形成了引物二聚体 ,

得不到痕量的目标 DNA。

由于 DNA 双链解旋后 ,在退火时 ,引物寻找到相匹配的

序列后与其结合 ,在 DNA 聚合酶的催化下 ,dNTP 与模板相互

匹配 ,逐渐合成新的 DNA 单链。这时延伸的时间决定了单

链DNA 是否能完全合成。过短的时间会导致 594 bp 的单核

苷酸还没有合成完毕 ,反应就中止 ,这将导致回收量的减少。

但是如果延伸时间过长 ,在单链 DNA 合成完毕后还有较长

时间空闲 ,就会使聚合酶“无事生非”,导致核酸突变 ,这样的

结果会致使蛋白在表达后发现氨基酸产生突变造成空间结

构的改变或者蛋白功能的丧失。该试验结果表明 ,延伸时间

在 60 s 时 ,效果最好 ,这与经验上认为聚合酶大约每秒合成

10 个单核苷酸的结论相符。

3 　小结

从数据分析的结果可知 ,对于 N 蛋白编码基因进行 PCR

反应时 ,反应的延伸时间主要影响到 DNA 产物回收的量。

在 PCR 反应过程中 ,有许许多多的因素影响试验结果的好

坏 ,并且根据编码核酸的组成成分和大小的长短 ,每种 DNA

所受到的牵制因素都不同 ,甚至是同一种 DNA 在进行不同

次重复的试验时都会得到不同的结果。因此 ,该试验中 ,笔

者尽量避免了由于试验操作的不规范带来的实验误差 ,比如

在加样的时候 ,对于微量的样品都采用同一水平的加样方

式等。
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