
!３７"　!１２#

２００９$１２%

!"#$%&'(()

（
&'()*

）

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｏｒｔｈｗｅｓｔＡ＆ＦＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔ．Ｓｃｉ．Ｅｄ．）
Ｖｏｌ．３７ Ｎｏ．１２

Ｄｅｃ．２００９

01犐犛犛犚»©3Ð>ùiy©ª



ÛËÜ

１，２，
'vÝ

２，
k　O

３

（１�W)4 5²()/Å)4

，
Ë, �W４３２０００；２¬ú-.()4 ��67/Å89%<

，
¬ú ÒÊ７５０００２；

３+Ð.)4 �³)4

，
gÐ ø¸６５０２２４）

［
A　B

］　 【>?

】
@y��^_»9�ïÆMdoL?4de

，
j��?c$^_ëÇ!oLzC�Yc�

�¨z�u·åV

。【
de

】
f��jz}

，
OＩＳＳＲＰＣＲÒy%³×Øbcé*rs{�ºÂ

，
J¡��ＩＳＳＲＰＣＲ

?Í¸ÒyVd

；
yzq£{�Vd

，
O��?８��c

（
d

）
z５�T.��05S^rsc$^_ëÇ!oL

。

【
��

】
��ＩＳＳＲＰＣＲ?Í¸ÒyVdj

：
Û２５μＬÒyVd%�１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，４０ｎｇc�ＤＮＡ，２．０ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｍｇ
２＋，０．１ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．６μｍｏｌ／ＬÑ2

，１Ｕ犜犪狇ＤＮＡHIi

；１５�Ñ2Ó１３Å��c$%q�®è８０�Ý

ã

，
[%ëa!Ýãþ６１Ý

，
ëa_`�xj７６．３％；１３Å�z}~�oj２¹

：
�¹��þ¬�１¸Z[T�S

^

、
¬�２¸Z[T�S^

、
g*Ö

、
¬�３¸Z[T�S^

、０６１６Z[T�S^

；
��¹��þ０４０３３２Z[T�

S^

、０４０３２９、,d

。
ÙH¹��Èð

，
¬�２¸

、
¬�３¸

、０４０３３２�T.��:Uó?05S^�#^��

，
Ó

ＤＮＡ©ªÒX5¨�È7û»9

。【
�·

】
!¡?ＩＳＳＲＰＣＲ{�ÒyVd�q���^_ëÇ!z�él89

。

［
CDE

］　��

；ＩＳＳＲ；Vd{�

；̂
_ëÇ!

［
FGHIJ

］　Ｓ５６７．２３ ［
KLMNO

］　Ａ ［
KPQJ

］　１６７１９３８７（２００９）１２０１３３０６

ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＩＳＳＲｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍａｎｄｉｔｓｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｉｎｗｏｌｆｂｅｒｒｙ（犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿Ｌ．）

ＤＵＡＮＬｉｊｕｎ
１，２，ＣＡＯＹｏｕｌｏｎｇ２，ＺＨＯＵＪｕｎ３

（１犆狅犾犾犲犵犲狅犳犔犻犳犲犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犡犻犪狅犵犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犡犻犪狅犵犪狀，犎狌犫犲犻４３２０００，犆犺犻狀犪；２犖犻狀犵狓犻犪犠狅犾犳犫犲狉狉狔

犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔犚犲狊犲犪狉犮犺犆犲狀狋犲狉，犖犻狀犵狓犻犪犃犮犪犱犲犿狔狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犲犪狀犱犉狅狉犲狊狋狉狔犛犮犻犲狀犮犲狊，犢犻狀犮犺狌犪狀，

犖犻狀犵狓犻犪７５０００２，犆犺犻狀犪；３犛犮犺狅狅犾狅犳犚犲狊狅狌狉犮犲犕犪狀犪犵犲犿犲狀狋，犛狅狌狋犺狑犲狊狋犉狅狉犲狊狋狉狔犆狅犾犾犲犵犲，犓狌狀犿犻狀犵，犢狌狀狀犪狀６５０２２４，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：【Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ】Ｔｈｅｓｔｕｄｙｗａｓｃｏｎｄｕｃｔｅｄｔｏｏｂｔａｉｎａｎａｌｙｓｉｓｍｅａｎｓｏｆｗｏｌｆｂｅｒｒｙｉｎｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａ

ｔｉｏｎａｎｄｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ．【Ｍｅｔｈｏｄ】ＴｈｅｏｐｔｉｍａｌＩＳＳＲＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｉｎｗｏｌｆｂｅｒｒｙｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙ

ｓｔｕｄｙｉｎｇｍａｉｎｉｎｆｌｕｅｎｔｉａｌｆａｃｔｏｒｓ．Ｉｔｗａｓｕｓｅｄｔｏａｓｓｅｓｓｔｈｅｇｅｒｍｐｌａｓｍｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｍｏｎｇ１３ｉｎｄｉｖｉｄｕ

ａｌｓｏｆｗｏｌｆｂｅｒｒｙ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｅｉｇｈｔｃｕｌｔｉｖａｒｓａｎｄｆｉｖｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｐｌａｎｔｌｅｔｓｂｙａｎｔｈｅｒｃｕｌｔｕｒｅ．【Ｒｅｓｕｌｔ】Ｔｈｅ

ｏｐｔｉｍａｌＰＣＲｓｙｓｔｅｍｆｏｒＩＳＳＲａｎａｌｙｓｉｓｗａｓａｓｆｏｌｌｏｗｓ：１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，４０ｎｇｔｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ，２．０

ｍｍｏｌ／ＬＭｇ
２＋，０．１ｍｍｏ１／ＬｄＮＴＰｓ，０．６μｍｏｌ／ＬＰｒｉｍｅｒａｎｄ１Ｕ犜犪狇ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅｉｎ２５μＬｒｅａｃｔｉｏｎ

ｖｏｌｕｍｅ．８０ｔｏｔａｌｂａｎｄｓｗｅｒｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍ１３ｗｏｌｆｂｅｒｒｙｗｉｔｈ１５ＩＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓ，ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈ６１ｗｅｒｅｐｏｌｙ

ｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ．Ｔｈｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｗａｓ７６．３％．Ｉｎｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｓ，ｔｈｅｙｃｏｕｌｄｂｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓ：ｏｎｅｇｒｏｕｐｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ９ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｓｕｃｈａｓＮｉｎｇｑｉＮｏ．１，ＨｕａｐｅｉＮｏ．１，ＮｉｎｇｑｉＮｏ．２，ＨｕａｐｅｉＮｏ．２，

Ｘｉａｏｍａｙｅ，ＮｉｎｇｑｉＮｏ．３，ＨｕａｐｅｉＮｏ．３，Ｇｏｕｑｉ０６１６，Ｈｕａｐｅｉ０６１６；ｔｈｅｏｔｈｅｒｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇｏｆ４ｏｎｅｓｓｕｃｈａｓ

Ｇｏｕｑｉ０４０３３２，Ｈｕａｐｅｉ０４０３３２，Ｇｏｕｑｉ０４０３２９，Ｂｅｉｆａｎｇ．ＩｔｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＨｕａｐｅｉＮｏ．２，ＨｕａｐｅｉＮｏ．３ａｎｄ

Ｈｕａｐｅｉ０４０３３２ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈｅＤＮＡｌｅｖｅｌｖａｒｉａｔｉｏｎｓ．【Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｂｔａｉｎｅｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒ

 ［
¾¿À#

］　２００９０４０７
［
�ÁÂ>

］　ÃÄ&'()�ÁÂ>

（３０７６０１２７）

［
iÈÉÊ

］　}¨Ù

（１９８２－），¹，Ë,à�Ò

，
ÕÖ

，
×ØÙÚ��52/Å89

。Ｅｍａｉｌ：ｄｌｊ１２１＠ｔｏｍ．ｃｏｍ
［
ÛÜiÈ

］　`þ#

（１９６３－），Î，¬ú%¬Ò

，
89F

，
åÖ

，
×ØÙÚ��52/Å89

。



ｗｏｌｆｂｅｒｒｙｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄｇｉｖｅｔｈｅｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｂｒｅｅｄｉｎｇｏｆｗｏｌｆｂｅｒｒｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿Ｌ．；ＩＳＳＲ；ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ；ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

　　ＩＳＳＲ+cＺｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ@

［１］
�１９９４$�è?�

c��ＰＣＲo*ÆC/Å?4/Å

，
¼zq１５～

２４�g�?'T�ÈÑ2�®ＳＳＲ õ(?G}

，

ýþúiÉ�

、
'T!:

、
,È!�

、
ëa!³´@

{`

［２］，
+�cñ:þXÆ²=? ＤＮＡ ��/

Å

［３］。
>²

，
£/ÅÓ©î

、
Í

、
Iü

、
o�

、
GH@

ëci2?ＤＮＡ��_ß±!

、
¦��È

、̂
_ë

Ç!�ïÆMd�È@d¾Uóyq

［４８］。
Ó��

^_Yc%

，
�Ã�@

［９］、Ｃｈｅｎ@

［１０］
yq ＲＡＰＤ

o*ÆC/ÅO¤r¹Mz¥©Ò?��rs¨8

9

；
âm/@

［１１］
qｎｒＤＮＡＩＴＳ|foL¨１８Å¬

ú���³?^_ëÇ!

，
¥zqＩＳＳＲo*ÆC

/Å89��stuvw

。

��

（犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿 Ｌ．）OH(

，
+ë$5

°ÖQª

，
Çø��*

，
[É�³´

，
N+³�?%

ü.

，
R+<:?�Ø�

［１２］。
��4�cÂY+�

�£þ�c37

、
�$?Mõ/Åíî

。
¥+:]

��Ycê#G

，
��o�0

，
Yc-x§

。
£qT

�Yc�f¯þYc}~?�I

、
7�Yc$�

、
�

�ÂÃ-�

。
'«

，
ÛFT.��zgj*��e

U?05S^y¤�È+�øVS^

，̂
o+T.

��%&Ó.Ø

、
.)

、
TK@VpF?]y

，
[ø

!&ÓTC!

。
x89O��ＩＳＳＲÒyVd%?

³�×Øbcé*rs¨{�ºÂ

，
J¡¨��

ＩＳＳＲＰＣＲ?Í¸ÒyVd

，
yzq£{�VdO

１３Å��c$}~rs¨^_ëÇ!oL

，
f#j

��ïxÂ^z�cIu¢Y��u·åV

。

１　}~�de

１．１　�　�

１．１．１　Ý(Þß　¬�１¸

、
¬�２¸

、
¬�３¸

、

,d

、
g*Ö

、０４０３２９、０４０３３２、０６１６@８���

�c

（
d

），
c¬ú��67/Å89%<c$�³

ª��

，
T�¬�１¸

、
T�¬�２¸

、
T�¬�３

¸

、
T�０４０３３２、T�０６１６@５���05S^

ÛFT.��eU

。

１．１．２　%)6_`　zj

：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ、犜犪狇

ＤＮＡHIi

、Ｍｇ
２＋、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡＬａｄｄｅｒ@

，
�Ì

&Ò«565267/Å34þ���

，
jＳｉｇｍａ

��3�

；
89q?ＩＳＳＲＰｒｉｍｅｒｓÿncÒ«56

5267/Å34þ���Iø

。

×Ø ÿ A

：Ａｌｐｈａｌｎｎｏｔｅｃｈ Û Ü ø Ý d v

，

ＰＴＣ２００8ＰＣＲ ÿ

，ＤＹＹ１２8©ªõÚ�¡

（
,

?P�

），ＴＵ１９００nW�uo¢¢ûÿ

。

１．２　Ù　Ú

１．２．１　!"ＤＮＡ=VW　£qＰａｔｅｒｓｏｎ@

［１３］
?

de

，
yrs¨noOº{�

。
Ù��±5��T

.��05S^ÖG%�½�él ＤＮＡ，ö�

０．１×ＴＥ，y{¯ó２０ｎｇ／μＬ，�－２０℃w&b

q

。

１．２．２　ＩＳＳＲＰＣＲ#$　f¬�１¸jz}

，
�ª

¤r?c�ＤＮＡ、犜犪狇ＤＮＡHIiq7

，
fZ¤r

? Ｍｇ
２＋、

Ñ2zｄＮＴＰｓnûZã58û-ûlI

z�

，
å�OＩＳＳＲÒyVd%?³×Øbcé*

rsºÂ{�

。
�ÈＰＣＲ?�xÒyVdj

：
áV

�２５μＬ，[%�１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，c�ＤＮＡ２０

ｎｇ，Ñ2nû０．６μｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰｓ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，

犜犪狇ＤＮＡHIi１Ｕ，Ｍｇ
２＋ １．５ｍｍｏｌ／Ｌ，f'·

¸©Øw)２５μＬ。ＩＳＳＲＰＣＲ�®7|j

：９４℃

÷»!５ｍｉｎ；９４℃»!４５ｓ，５２℃ã5９０ｓ，７２℃

ÔÕ９０ｓ，４１�Ö×

；
Í�７２℃ÔÕ７ｍｉｎ，¦8)

４℃oTÒy

。

ＰＣＲ�®32Ó１５ｇ／Ｌ?���ÛÜÒõÚ

o�

（１×ＴＡＥdv

），ＥＢZ[�

，
°qＡｌｐｈａｌｎｎｏ

ｔｅｃｈ（Ｉｎｃ，ＵＳＡ）ÛÜøÝdv]*yÞk

。

１．２．３　3(%ø　zq{�?ＰＣＲÒyVd

，
Ù

５０�ＩＳＳＲÑ2%ºÂè１５��®ã8�^

、
'T

!:?Ñ2

。
¯q{kÑ2O１３����c

（
d

）

Z05S^Ç�rs�®

。

１．２．４　�&'56mn　Ó�rêR_ª

，
þãC

j１，¶ãCj０，�®aí�gaCj９，fájÆ

Çv wＩＳＳＲ � ® 3 2

，
y ! ¡ � V u

。
z q

ＤＰＳｖ８．０１oLWÞ%?Ｎｅｉ’ｓdez ＵＰＧＭＡr

sH¹oL

。

２　���oL

２．１　ñ2ＤＮＡ>��ytu

xz��½?��ＤＮＡ��[�`§¨

，
õ

Ú���XＤＮＡL`

，
¶¸�¦r

（
_１）。qnW

o¢¢ûw�È ＤＮＡ? 犗犇２６０／犗犇２８０æj１．３～

１．８，ú¸�½?ＤＮＡ�û�:

，
�fq�ＩＳＳＲo

L

。

４３１ +,-.(/0))v

（
&'()*

）
!３７"



_１　１３���Ç�?áＤＮＡõÚ��_ß

Ｆｉｇ．１　ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＷｏｌｆｂｅｒｒｙｓａｍｐｌｅｓ

２．２　ＩＳＳＲ»©3Ð>ùi

２．２．１　�(ＤＮＡ)��ＩＳＳＲＰＣＲ#$=��

　x89�ª¨１，５，１０，２０，３０，４０，５０，６０，７０z８０

ｎｇ１０�c�ＤＮＡq7-û

。
Ù_２�fðè

，
¼

/c�ＤＮＡq7?®¯

，
þk�®ÝãKû-þ

®¯

；
c�ＤＮＡq7j１ｎｇã

，
�®32Ux§

，

�®ÝãÉ

；
c*ＤＮＡq7j５～４０ｎｇã

，
��®

è�r?ã8

，
[%f４０ｎｇ?�®ÝãÍ�^

；
c

�ＤＮＡq7j５０～８０ｎｇã

，
�®ÝãÒ«�Î

。

éá

，
ÓVQＩＳＳＲＰＣＲz�ã

，
Û２５μＬ?ÒyV

d%c�ＤＮＡq7Èj４０ｎｇ。

２．２．２　Ｍｇ
２＋

*³�ＩＳＳＲＰＣＲ #$=��　

Ｍｇ
２＋

ÛFST犜犪狇ＤＮＡHIi?6!bcＰＣＲ

�®

［５］。
m Ｍｇ

２＋
nû�j１．０，１．５，２．０，２．５，３．０，

３．５，４．０z４．５ｍｍｏｌ／Ｌ８�tu

，
��

（
_３）�X

，

Ｍｇ
２＋

nû?»�OＩＳＳＲã?�7bc¤0

，
¥OÝ

ã?OÉbc�0

。
¼/ Ｍｇ

２＋
nû?®�

，
�®?

^9!�É

，
�®ÝãKû-þÁ¦

，
¬Ýã12c

¢

、
¤,È

。
��« 

，Ｍｇ
２＋

nûj２．０ｍｍｏｌ／Ｌã

Ýã�^

，
12�]�

，
jÍ5nû

。

_２　c�ＤＮＡq7O��ＩＳＳＲＰＣＲ

�®��?bc

１．１ｎｇ；２．５ｎｇ；３．１０ｎｇ；４．２０ｎｇ；５．３０ｎｇ；６．４０ｎｇ；

７．５０ｎｇ；８．６０ｎｇ；９．７０ｎｇ；１０．８０ｎｇ

Ｆｉｇ．２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＤＮＡｏｎＩＳＳＲＰＣＲ

ｉｎ犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿Ｌ．

_３　Ｍｇ
２＋

nûO��ＩＳＳＲＰＣＲ�®��?bc

１．１．０ｍｍｏｌ／Ｌ；２．１．５ｍｍｏｌ／Ｌ；３．２．０ｍｍｏｌ／Ｌ；４．２．５ｍｍｏｌ／Ｌ；

５．３．０ｍｍｏｌ／Ｌ；６．３．５ｍｍｏｌ／Ｌ；７．４．０ｍｍｏｌ／Ｌ；

８．４．５ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｍ．ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００

Ｆｉｇ．３　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＭｇ
２＋ｏｎＩＳＳＲＰＣＲｉｎ

犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿Ｌ．

２．２．３　犜犪狇ＤＮＡ+7Ø)��ＩＳＳＲＰＣＲ#$=

��　x89�ª¨０．５，０．７５，１．０，１．２５，１．５，

１．７５，２．０z２．５Ｕ８�犜犪狇ＤＮＡHIiq7-û

。

Ù_４�fðè

，
¤r犜犪狇ＤＮＡHIiq7?�

®-�Y9�g

，
[%6犜犪狇ＤＮＡHIiq7Ó

１．０～１．７５Ｕãã8�^

；犜犪狇ＤＮＡHIiq7j

０．５z０．７５Ｕã¤��®èL`?ã

，
�®32U

x§

，
�®?ÝãÉ

；犜犪狇ＤＮＡHIiq7j２．０

z２．５Ｕã�®Ýã�É¬12c¢

。
Ù�)?�

û4�

，犜犪狇ＤＮＡHIiq7f１．０Ｕj�

。

２．２．４　ｄＮＴＰｓ*³�ＩＳＳＲＰＣＲ#$=��　

ｄＮＴＰｓ+ＰＣＲÒy?K~õ�

，
x89�ª¨５０，

１００，１５０，２００，２５０，３００，３５０z４００μｍｏｌ／Ｌ８�

ｄＮＴＰｓnû-û

。
Ù_５�fðè

，ｄＮＴＰｓnûj

５０μｍｏｌ／Ｌã¤��®èL`?Ýã

，
�®32U

x§

，
� ® ? Ý ã É

；ｄＮＴＰｓn û Ó １００～４００

μｍｏｌ／Ｌã���®è�^,È?Ýã

。
Ù�)?

�û4�

，ｄＮＴＰｓf１００μｍｏｌ／ＬjÍ5nû

。

２．２．５　3(*³�ＩＳＳＲＰＣＲ#$=��　x8

9�ª¨０．１，０．２，０．４，０．６，０．８z１．０μｍｏｌ／Ｌ６

�Ñ2nû-û

。
Ù_６�fðè

，
Ñ2nûj０．１

μｍｏｌ／Ｌã�®?ÝãÉ

；
Ñ2nûj０．４z０．６

μｍｏｌ／Ｌã�®?ÝãÍ�^

；
Ñ2nûj０．８z

１．０μｍｏｌ／Ｌã35ñ^9!�®32

，
12c¢

。

éá

，
x89%Ñ2nûÂ０．６μｍｏｌ／ＬjÍ5n

û

。

５３１!１２# }¨Ù

，
@

：
��ＩＳＳＲÒyVd?{��yq



_４　犜犪狇ＤＮＡHIiq7O��ＩＳＳＲＰＣＲ

�®��?bc

１．０．５Ｕ；２．０．７５Ｕ；３．１．０Ｕ；４．１．２５Ｕ；５．１．５Ｕ；

６．１．７５Ｕ；７．２．０Ｕ；８．２．５Ｕ；Ｍ．ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００

Ｆｉｇ．４　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ犜犪狇ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｏｎ

ＩＳＳＲＰＣＲｉｎ犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿Ｌ．

_５　ｄＮＴＰｓnûO��ＩＳＳＲＰＣＲ�®��?bc

１．５０μｍｏｌ／Ｌ；２．１００μｍｏｌ／Ｌ；３．１５０μｍｏｌ／Ｌ；

４．２００μｍｏｌ／Ｌ；５．２５０μｍｏｌ／Ｌ；６．３００μｍｏｌ／Ｌ；

７．３５０μｍｏｌ／Ｌ；８．４００μｍｏｌ／Ｌ；Ｍ．ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００

Ｆｉｇ．５　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄＮＴＰｓｏｎＩＳＳＲＰＣＲ

ｉｎ犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿Ｌ．

_６　Ñ2nûO��ＩＳＳＲＰＣＲ�®��?bc

１．０．１μｍｏｌ／Ｌ；２．０．２μｍｏｌ／Ｌ；３．０．４μｍｏｌ／Ｌ；

４．０．６μｍｏｌ／Ｌ；５．０．８μｍｏｌ／Ｌ；６．１．０μｍｏｌ／Ｌ；

Ｍ．ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００

Ｆｉｇ．６　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒｏｎＩＳＳＲＰＣＲ

ｉｎ犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿Ｌ．

２．２．６　,-�³�ＩＳＳＲＰＣＲ#$=��　Ñ2

ã58û�ªj４８～６０℃，%(8ûcＰＴＣ２００

8ＰＣＲ ÿ&15ø

，
q１０�8û-û

，
fÑ2

ＵＢＣ８８６j7

。
Ù_７�fðè

，
6ã58ûj

４８．０～５３．１℃ã

，
bkÝã?Kû�É¬c¢

，
�

k0?G}�®ga

；
6ã58ûj５５．２z５６．９

℃ã

，
�®?Ýã�>ë

、
ã8�^

、
Kû56

；
6ã

58û��５６．９℃�

，
�®?Ýã�>�Î

，
Í5

8ûÈj５５．２℃。

２．３　１３301�¬��>ＩＳＳＲ487Ý¡Ó�

H{

１５�Ñ2Ó１３Å��c$%q�®è¨８０

�ＩＳＳＲÆC_`

，
ª�ÛÝÑ2�®è５．３�_

`

，
[%þ６１�ëa_`

，
ëa_`�xj７６．３％

（
\１）。ÛÝÑ2?�®_`�j３～８�

，
�®:

U?ＤＮＡG}GûÓ２００～３０００ｂｐ。

_７　ã58ûO��ＩＳＳＲＰＣＲ�®��?bc

１．４８．０℃；２．４８．３℃；３．４９．１℃；４．５０．０℃；５．５１．４℃；６．５３．１℃；７．５５．２℃；８．５６．９℃；９．５８．２℃；１０．５９．１℃

Ｆｉｇ．７　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎＩＳＳＲＰＣＲｉｎ犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿Ｌ．

６３１ +,-.(/0))v

（
&'()*

）
!３７"



8１　01ＩＳＳＲ×Ø7ÝïðñØ¡=�KL

Ｔａｂｌｅ１　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＩＳＳＲＰｒｉｍｅｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆｂａｎｄｓ

Ñ2

Ｐｒｉｍｅｒ

|f

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
犜犿／℃ 犜犪／℃

áÝã�

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｔｏｔａｌｂａｎｄｓ

ëa!Ýã�

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ

ëa_`�x

／％
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ

ＵＢＣ８１１ （ＧＡ）８Ｃ ５２ ５３．１ ８ ７ ８７．５

ＵＢＣ８１５ （ＣＴ）８Ｇ ５２ ５３．１ ５ ４ ８０

ＵＢＣ８２３ （ＴＣ）８Ｃ ５２ ５３．１ ５ ３ ６０

ＵＢＣ８２５ （ＡＣ）８Ｔ ５０ ５１．４ ４ ２ ５０

ＵＢＣ８３４ （ＡＧ）８ＹＴ ５４ ５５．２ ３ ２ ６６．７

ＵＢＣ８４０ （ＧＡ）８ＹＴ ５４ ５５．２ ３ １ ３３．３

ＵＢＣ８４４ （ＣＴ）８ＲＣ ５６ ５８．２ ３ １ ３３．３

ＵＢＣ８４５ （ＣＴ）８ＲＧ ５６ ５９．１ ５ ５ １００

ＵＢＣ８５３ （ＴＣ）８ＲＴ ５４ ５５．２ ６ ５ ８３．３

ＵＢＣ８５７ （ＡＣ）８ＹＧ ５６ ５８．２ ７ ６ ８５．７

ＵＢＣ８７３ （ＧＡＣＡ）４ ４８ ４９．１ ７ ６ ８５．７

ＵＢＣ８７８ （ＧＧＡＴ）４ ４８ ４９．１ ５ ４ ８０

ＵＢＣ８７９ ＣＴＴＣＡ）３ ４２ ４８ ６ ５ ８３．３

ＵＢＣ８８６ ＶＤＶ（ＴＣ）７ ５４ ５５．２ ８ ６ ７５

ＵＢＣ８９０ ＶＨＶ（ＧＴ）７ ５４ ５５．２ ５ ４ ８０

ª� Ａｖｅｒａｇｅ ５２．１ ５３．９ ５．３ ４．１ ７６．３

　　�

：犜犿．Ñ2�r8û

，犜犪．Ñ2ã58û

。Ｎｏｔｅ：犜犿．Ｍｅｌｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；犜犪．Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

_８　１３Å��c$}~oofＵＢＣ８１５zＵＢＣ８３４jÑ2?ＩＳＳＲ�®��

１．¬�１¸

；２．¬�２¸

；３．¬�３¸

；４．０４０３３２；５．０４０３２９；６．０６１６；７．,d

；８．g*Ö

；９．T�¬�１¸

；

１０．T�¬�２¸

；１１．T�¬�３¸

；１２．T�０４０３３２；１３．T�０６１６；Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ（３ｋｂＤＮＡＬａｄｄｅｒ）

Ｆｉｇ．８　ＩＳＳＲａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐｒｉｍｅｒＵＢＣ８１５ａｎｄＵＢＣ８３４ｏｆｔｈｅ１３犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿Ｌ．

１．ＮｉｎｇｑｉＮｏ．１；２．ＮｉｎｇｑｉＮｏ．２；３．ＮｉｎｇｑｉＮｏ．３；４．Ｇｏｕｑｉ０４０３３２；５．Ｇｏｕｑｉ０４０３２９；６．Ｇｏｕｑｉ０６１６；７．Ｂｅｉｆａｎｇ；８．Ｘｉａｏｍａｙｅ；

９．ＨｕａｐｅｉＮｏ．１；１０．ＨｕａｐｅｉＮｏ．２；１１．ＨｕａｐｅｉＮｏ．３；１２．Ｈｕａｐｅｉ０４０３３２；１３．Ｈｕａｐｅｉ０６１６；Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ（３ｋｂＤＮＡＬａｄｄｅｒ）

２．４　１３301�¬��>:;5êyＩＳＳＲ�I

H{

���®32�Vu

，
q ＤＰＳｖ８．０１? ＵＰＧ

ＭＡeO１３Å��c$}~rsH¹oL

。
ÙＩＳ

ＳＲÆC?H¹µ

（
_９）�fðè

，１３Å�z}~�

f¸�Çoj２�¹�

：
�¹��þ¬�１¸Z[

T�S^

、
¬�２¸Z[T�S^

、
g*Ö

、
¬�３

¸Z[T�S^

、０６１６Z[T�S^

；
��¹��þ

０４０３３２Z[T�S^

、０４０３２９z,d

。
ÙH¹�

�Èð

，
¬�１¸

、
¬�２¸

、
¬�３¸

、
g*Ö

、０６１６

ïÆMd�¶

；
,d��»c�０４０３２９，０４０３３２ï

ÆMd�¶

。０４０３２９、０４０３３２?#xv+¬�１

¸

，
�xv+,d»c

，
Cc���[�xïÆMd

�¶

，
�#xïÆMd�Â�H

。
¬�２¸

、
¬�３

¸

、０４０３３２�T.��:Uó?05S^�#^�

�

，
ÓＤＮＡ©ªÒX5¨�È7û»9

。

_９　１３Å��c$}~?ＩＳＳＲH¹_

Ｆｉｇ．９　Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆｔｈｅ１３犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿Ｌ．

ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆＩＳＳＲｄａｔａ

７３１!１２# }¨Ù

，
@

：
��ＩＳＳＲÒyVd?{��yq



３　A　·

ＩＳＳＲ�®ÒyxI2?³lo

（
Ð�c�

ＤＮＡq7��û

，
Ñ2

、Ｍｇ
２＋

zｄＮＴＰｓ?nû

，

犜犪狇ＤＮＡHIiq7@

）
fZＰＣＲÒy%?ã5

8û@

，
vMbcＤＮＡ�®

，
Ù«bc�®32?

�C!z,È!

。
éá

，
x89O³bcé*rs

{�

，
ºÂè¨��Í5�?ＩＳＳＲÒyÝÞ

。
c

�q7+\��®32UxZ^9!?��'Øé

*

，
c�q7F§

，
�®-x§

，
F��MæËñ^

9!�®

。
x89Oc�ＤＮＡ rs¨２���

，

�û��

，５～４０ｎｇq7��Uó�:?�®�

�

。犜犪狇ＤＮＡ HIi+ ＰＣＲÒy?¸�j

［１４］。

犜犪狇ＤＮＡHIiq7Fë¤Â®¯z�øx

，
«¬

é�35ñ^9!�®32

；
FÎ�MæË32?

Iø-xÁ¦

，
éáyÂÃI5?犜犪狇ＤＮＡHI

iq7

。
xz�Ó２５μＬÒyVd%Âq１．０Ｕ?

犜犪狇ＤＮＡ HIi

，
��eU¨,È�^?ßã

。

Ｍｇ
２＋

nû+bcＩＳＳＲＰＣＲ��?��'ØéN

，

[¤Âbc犜犪狇ＤＮＡHIi?6!

，
é��Òy

�%?ｄＮＴＰｓ、c�ＤＮＡZÑ2�I

，
bcÑ2�

c�?�I-x

、
c��32?r¬8ûfZ32

?^9!zÑ2aHV?Dø

［１５］。
x89Uó?

Ｍｇ
２＋

5Inûj２．０ｍｍｏｌ／Ｌ。ｄＮＴＰｓ+ＩＳＳＲ

ＰＣＲÒy?K~

，ｄＮＴＰｓnûF�MæËＰＣＲÚ

^

，
Ù«è£ñ^9!�®

；
nûF§RMbcIø

-x

，
Ý)MéFu�\«°32�¬�

，
bc�®

-x

［８］。
xz�%ｄＮＴＰｓnûO�®��bc¤

0

。
Ñ2nû1§

，
bcIø-x

；
F��ÑïÚ^

z35ñ^9!�®

，
«¬�®¯Ñ2õ(Døa

HV?qM

。
Ñ2ã58û¸�bc�®ßãQ

Ç

，
8ûF§�F�vM35ñ^9!Ýã

，
bc>

?Ýã?�^û

。

［
��KL

］

［１］　ＺｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚＥ，ＲａｆａｌｓｋｉＡ，ＬａｂｕｄａＤ．Ｇｅｎｏｍｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇｂｙ

ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ（ＳＳＲ）ａｎｃｈｏｒｅｄｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ

ｔｉｏｎａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，１９９４，２０（２）：１７６１８３．

［２］　¦r´

，
�<ù

，
¦D«．©î¢8÷Q¤Yd?ＩＳＳＲzＳＳＲ

^_oL��

［Ｊ］．o*S2Yc

，２００３，１（１）：４２４７．

ＬｉＪＢ，ＪｉａｎｇＬＲ，ＬｉＣ Ｈ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓ

ｂａｓｅｄｏｎＩＳＳＲａｎｄＳＳＲｉｎＰＧＭＳａｎｄＴＧＭＳｒｉｃｅｌｉｎｅｓ［Ｊ］．

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔＢｒｅｅｄｉｎｇ，２００３，１（１）：４２４７．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［３］　êÔ�

，
2!Å

，
¦l¨

，
@．zqＲＡＰＤzＩＳＳＲo*ÆCo

L¹àc$^_ëÇ!

［Ｊ］．^_

，２００４，２６（６）：９２２９２８．

ＺｈｏｕＹＱ，ＪｉｎｇＪＺ，ＬｉＺＹ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉ

ｔｙｏｆ犚犲犺犿犪狀狀犻犪犵犾狌狋犻狀狅狊犪ｇｅｒｍｐｌａｓｍｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＡＰＤｓａｎｄ

ＩＳＳＲｓ［Ｊ］．Ｈｅｒｅｄｉｔａｓ，２００４，２６（６）：９２２９２８．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［４］　à¢ó

，
¬�À

，
ðÚø

，
@．¯qＩＳＳＲ ÆC�o©î�c?

z�89

［Ｊ］．C�©î

，２００６，２１（３）：６４６７．

ＨｕａｎｇＧＷ，ＣｈｅｎＪＬ，ＷａｎｇＷＣ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｔｕｄｉｅｓｏｎ

ｕｓｉｎｇＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｒｉｃｅｖａｒｉｅｔｉｅｓ［Ｊ］．Ｈｙｂｒｉｄ

Ｒｉｃｅ，２００６，２１（３）：６４６７．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［５］　@�5

，
©¤&

，
<!ª

，
@．ÍＩＳＳＲÒyVd?{�z��_

ß?±!

［Ｊ］．�µ)v

，２００５，２２（６）：６２６６２９．

ＬｉｕＷＳ，ＦｅｎｇＣＪ，ＹａｎｇＪＭ，ｅｔａｌ．ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＩＳＳＲｒｅａｃ

ｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｃｕｌｔｉｖａｒｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎａｐｒｉｃｏｔ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｒｕｉｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００５，２２（６）：６２６６２９．（ｉｎＣｈｉ

ｎｅｓｅ）

［６］　$!ª

，
ð　Ø

，
¬y|

，
@．noIüc$^_ëÇ!�ïÆ

Md?ＩＳＳＲÆCoL

［Ｊ］．i2)v

，２００６，３２（３）：３７３３７８．

ＱｉＪＭ ，ＷａｎｇＴ，ＣｈｅｎＳＨ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｇｅｎｅｔｉｃ

ｒｅｌａｔｉｖｅｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｏｂａｃｃｏｇｅｒｍｐｌａｓｍｂａｓｅｄｏｎｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ（ＩＳＳＲ）［Ｊ］．ＡｃｔａＡｇｒｏｎｍｉｃａＳｉｎｉｃａ，２００６，３２

（３）：３７３３７８．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［７］　¬)½

，
7m8

，
¬�²

，
@．o�c$^_ëÇ!?ＲＡＰＤz

ＩＳＳＲZ[\8�VoL

［Ｊ］．+,S2)v

，２００７，２７（４）：６６２

６７０．

ＣｈｅｎＸＪ，ＣｈｅｎｇＺＦ，ＣｈｅｎＪＦ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｐｅｐ

ｐｅｒｇｅｒｍｐｌａｓｍｗｉｔｈＲＡＰＤ，ＩＳＳＲａｎｄｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｄａｔａ［Ｊ］．Ａｃ

ｔａＢｏｔＢｏｒｅａｌＯｃｃｉｄｅｎｔＳｉｎ，２００７，２７（４）：６６２６７０．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［８］　%Ú«

，
X_¸

，
Ð�È

，
@．­ÃÐdGHc$�³?ＩＳＳＲÆ

CoL

［Ｊ］．¦j)v

，２００６，３３（５）：１１０９１１１２．

ＭａｏＷＨ，ＤｕＬＭ，ＢａｏＣＬ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｇｅｎｅｔｉｃ

ｒｅｌａｔｉｖｅｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｕｔｈｅｒｎｌｏｎｇｅｇｇｐｌａｎｔｇｅｒｍｐｌａｓｍｂａｓｅｄ

ｏｎｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ（ＩＳＳＲ）［Ｊ］．ＡｃｔａＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕ

ｒａｅＳｉｎｉｃａ，２００６，３３（５）：１１０９１１１２．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［９］　�Ã�

，
ö　m

，
ð　�．¤r¹M×Ø|�¬ú���c?

ＲＡＰＤoL

［Ｊ］．+,-.(/0))v

：
&'()*

，２００７，

３５（１）：９１９５．

ＷｅｉＹＱ，ＸｕＸ，ＷａｎｇＰ．ＲＡＰＤａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿

Ｌ．ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｉｎｄｉｆｅｒｅｎｔａｒｅａｓｏｆＮｉｎｇｘｉａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｏｒｔｈ

ｗｅｓｔＡ＆ＦＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ：ＮａｔＳｃｉＥｄ，２００７，３５（１）：９１９５．（ｉｎＣｈｉ

ｎｅｓｅ）

［１０］　ＣｈｅｎＫＴ，ＣｈａｎｇＣＨ，ＨｕａｎｇＨ，ｅｔａｌ．ＲＡＰＤａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犔狔

犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿 ｍｅｄｉｃｉｎｅｉｎＴａｉｗａｎｍａｒｋｅｔ［Ｊ］．ＢｏｔＢｕｌｌＡｃａｄ

Ｓｉｎ，２０００，４１：１１１４．

［１１］　âm/

，
¤　F

，
IC¬

，
@．��ｎｒＤＮＡＩＴＳ|f?１８Å¬

ú���³?^_ëÇ!

［Ｊ］．¤/-}()

，２００８，３６（２４）：

１０３７９１０３８０．

ＳｈｉＺＧ，ＡｎＷ，ＪｉａｏＥＮ，ｅｔａｌ．ＧｅｎｅｔｉｃＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆ１８

犔狔犮犻狌犿犫犪狉犫犪狉狌犿ｒｅｓｏｕｒｃｅｓｂａｓｅｄｏｎｎｒＤＮＡＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎｈｕｉＡｇｒｉＳｃｉ，２００８，３６（２４）：１０３７９１０３８０．

（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

（
!"#１４５$

）

８３１ +,-.(/0))v

（
&'()*

）
!３７"


