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提　要　以 DNA 核苷酸多态性为基础的分子标记技术�在 DNA 分子水平�实验室条件下�揭
示性状的遗传差异�为遗传研究提供了有力手段。本文对 RFLP 和 RAPD 等分子标记技术原理及
其在植物遗传育种中的应用作一综述。
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多年来�植物遗传学原理广泛应用于作物品种改良�并取得显著进展�尤其是玉米、小
麦、水稻等人类主要食物来源的作物种类更成为遗传改良的重点。至今�在育种和一些遗传
规律研究上的进步�实际上都是依靠对基因型的表现型进行选择和分析�而选择效果往往依
赖性状的遗传力强度�诸如环境、复合基因控制的数量遗传特性、部分及完全显性经常混淆
一个性状的遗传表达（Tanksley et al∙�1989）�影响选择效果；在种质资源评价和对育种材料
遗传关系分析上�有时也需庞大的试验设计�结论易受环境等试验因素的干扰�并需费时1a
或更长时间。近年�以揭示 DNA多态结构为特点的分子标记技术�在 DNA 分子水平显示
性状的遗传差异�使得许多以表现型为基础的遗传分析�都能通过利用一个 DNA 特征分析
的方法直接测定基因型�在实验室里得到分析结果�结论可靠�效率高。因此�DNA 标记技
术正被广泛应用到遗传研究中。本文试图介绍分子标记技术原理及在遗传育种研究中的应
用。
1　分子标记技术及其原理
1∙1　限制性片断长度多态性（RFLP）标记技术

这是较早发展起来的分子标记技术。该技术中�限制性内切酶在一个特定的核苷酸顺
序上识别并把 DNA分成几个小段�这使得在分子水平上探查变异成为可能。假如一个突
变种仅改变这个顺序中的一个单核苷酸�它能导致一个限定点的丧失�并且改变由内切酶分
解而产生的 DNA片断的长度�这就是限制片断长度的多态现象。限制性片段可以被电泳
分开�并由于与一个被放射性同位素示踪了的探针的“杂交”而被形象化。探针可以是一个
特性化的 cDNA、基因组 DNA或一个合成的寡核苷酸片断�以便于根据某一具体模板染色
体组的遗传信息测定遗传关系。RFLP 标记可靠�遗传稳定�符合简单孟德尔遗传方式�
RFLP 标记通常是共显性的。

RFLP 是测定遗传关系所使用的 DNA主要标记方法之一�由于这些标记是建立在基因
型间内切酶位点的变异上�因此�来自不同基因型的同样大小的限制性片断作为遗传类似物
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被表达�反之�不同大小的限制片断作为遗传差异被表达。
但是由于 RFLP技术较为复杂�操作中需要瞬间使用放射性同位素�因此�难于作大规模

遗传多样性分析�并且随着其他技术的出现�该技术略显陈旧（Waugh et al∙�1992；Haley et al∙�
1994）。
1∙2　聚合酶连锁反应（PCR）

聚合酶连锁反应最先由 Saiki和他的合作者所报道（Saiki et al∙�1985）。PCR技术通过扩
增并分开特定 DNA片断�为显示 DNA多态现象提供了新方法。这个方法中发生着聚合酶所
产生的特定 DNA片断的复制品的数百万次的联合�它是一个包含3个基本阶段的周期过程：
模板 DNA的变性、寡核苷酸引物与模板 DNA 结合、引物被一个 DNA 聚合酶延长（Yu and
Pauls�1992）。如此反复 DNA片断被指数地扩增多个周期�然后利用凝胶电泳分开并被一种溴
化物（EthBr）或银化物染色�而使其形象化（Mullis and Faloona．1987）。PCR技术的发展为探查
DNA多态性提供了新的方法。它研究已知基因的基本顺序�基因被扩增和排序�揭示结构。

PCR技术在群体研究、分类学和系统发育研究方面非常适用�而在鉴定同物种的遗传变异
方面更显优势（He et al∙�1992）。

在 PCR技术的基础上�发展起来一批以选择性 DNA扩增为基础的新的遗传分析方法。
这些方法的一个显著特点是操作上可自动化�简单易行�在利用较少的基因位点测定大量的个
体基因型的试验中更显优势。然而由于需在操作前了解有关 DNA核苷酸顺序这一先决条件�
限制了这些方法的应用（Tingey et al∙�1992）。但 RAPD技术克服了这一缺点。
1∙3　随机扩增多态性 DNA（RAPD）标记技术

这是一个90年代初在两个不同实验室独立发展起来的遗传分析方法（Williams et al∙�
1990；Weish et al∙�1991）。为随机扩增多态性 DNA（RAPD）�在一个以 DNA放大为原理（PCR）
的分析中�仅使用一个任意的短单核苷酸顺序引物来测定 DNA中核苷酸顺序。在这个反应
中�引物结合到染色体 DNA模板的双螺旋的不同位点上�假如这些结合点是在一个可扩增的
片断上�通过热周期扩增就产生了一个 DNA产物�这些产物可以看作是染色体 DNA和寡核苷
酸引物间的完全或部分核苷酸顺序的同源物。每个引物将引起染色体上许多基因位点的扩
增�使得该分析在筛选核苷酸顺序多态性方面成为一个有效方法。RAPD标记是共显性的�符
合孟德尔简单遗传方式。

RAPD技术主要有下述优点：①无需知道有关模板 DNA结构的信息；②与其他方法相比
分析过程相对快速�简单易行；③使用荧光代替放射性元素�无放射性污染（Williams et al∙�
1992）；④由于该技术是一个以 DNA扩增为原理的方法�所以仅需要非常微量（十亿分之一克）
的DNA样本；⑤可实现自动化操作（Tingey et al∙�1992）；⑥一套共用引物可用于多种生物测
定；⑦结果明确（谱带或者有或者无）。

由于上述优点及分析过程中不需要复杂的设备或全面的技术培训�RAPD技术已经广泛
应用于植物遗传育种的各研究领域。

除上述方法外�还有等位基因系聚合酶连锁反应（ASPCR）、扩增片断长度多态性（AFLP）、
变性／温度梯度电泳现象（DGGE／TGGE）、串联重复易变量（VNTR）、同工酶标记等。ASPCR
和 AFLP也是补充的 PCR方法�ASPCR是在 PCR方法中用一对等位基因特异性的寡核苷酸
引物进行该等位基因差异的个体 DNA的扩增。它具有快速、准确、敏感的特点�但受限于等位
基因试剂的发展程度。这项技术主要用于鉴定基因型。DGGE／TGGE方法是把观察点放在单
一碱基的取代上�因此�它在研究突变种上较为有效�主要应用在群体研究中。
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2　分子标记技术的应用
下面仅以 RFLP和 RAPD技术为例介绍分子标记技术在植物遗传育种中的应用。

2∙1　基因连锁图
连锁图是将基因或标记绘制到具体的连锁组�并提供有关这些基因或标记的位点说明。

遗传连锁图在作物育种基础遗传研究中有重要的应用价值�首先�它提供了有关性状遗传控制
的信息�尤其是对那些复合变异类型；其次�连锁图说明了性状变异间的连锁关系；第三�对于
控制农艺性状的基因�连锁图可以作为路标指示对有关基因的转化（Bassett�1988；Gepts et al∙�
1993）。

一些作物如玉米、水稻、马铃薯等的 RFLP 基因连锁图已经产生（Helentjaris�1987；Bonier-
bale et al．�1988；McCough et al．�1988）。

RAPD技术出现以后�一些学者也绘制了 RAPD标记的连锁图�并由于 RAPD分析的高效
率�取得的研究进展也非常显著。如 Reiter et al．（1992）仅用了4个人／月的工作量就定位了
A∙thalian的重组自交系群体的250多个新遗传标记�快速获得了涵盖当地和世界其他地区的
A∙thaliana基因连锁图；而针叶松类由于染色体的巨大�加之其 F2群体分离较为混乱而使其遗
传关系分析进展缓慢（Carllson et al∙�1991）�由于依靠了 RAPD分析前所未有的分析速度�Cha-
parro et al∙（1992）仅用了6个人／月的工作量创建了一个有191个标记的RAPD火矩松连锁图�
由于 RAPD的优势使得他们各自的研究中取得了独一无二的学科优势。
2∙2　基因示踪与标记选择

标记选择就是以分子分析中某些特定标记的有无作为个体（基因）选择的依据。标记选择
首先需确定与目标基因有联系的分子标记�也就是示踪基因�基因示踪也是以 DNA分子标记
的多态性为基础。

Delourme et al∙（1994）在确定油菜O型胞质雄性不育恢复基因（Rfo）的RAPD标记分析中�
使用138个随意寡核苷酸作引物�发现其中4个引物产生的多态现象与恢复基因是完全连锁
的�找到了 Rfo基因的分子标记。Haley et al∙（1994）在确定菜豆（Common bean）锈病抗病位点
的 RAPD标记研究中�利用抗病和感病的近缘系标记特点�继而找到了一个与抗锈病基因（Ur
－3）紧密连锁的 RAPD标记。

一些研究也发现某些分子标记不是在所有状况下都适用�例如 Miklas et al∙（1993）发现与
菜豆锈病抗性基因（Ur－3）紧密连锁的显性 RAPD标记 OA141100�仅在中美洲基因库材料中起
作用。
2∙3　遗传关系分析

常规方法研究遗传关系是通过对试材的形态性状观察分析或追朔种质的起源来进行�利
用形态学性状测定遗传变异�由于性状易受环境影响而使结论有一定误差�而在分子水平上的
基因型差异的比较�则可提供一个相对准确的结果。

利用分子标记研究遗传变异的报道较多。在种质评价方面�CIMMTY 的科学家利用
RFLPs已经发现了热带玉米不同遗传组群的分子特征（Melchinger�1993）。Novy et al∙（1994）利
用 RAPD技术鉴定22个大酸果蔓品种�22个引物扩增了162个 DNA片断�其中有66个是多
态的。在这66个多态型中�有17个是独特的�而不是期望的22个�并且只有14个独特的多
态型分别代表一个品种�另外8个品种被另3个 RAPD多态型所表述�作者认为 RAPD多态性
在大酸果蔓品种鉴定和遗传变异评价方面是有效果的。
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在遗传变异数量测定方面�Kresovich et al∙（1992）在一个由花椰菜（Brassica oleracea L∙）和
芙箐（B∙rapa L∙）的个体组成的测试群样本中�利用RAPD方法�仅使用25个不同的内核苷酸
引物�收集到了140个多态性状。

也有关于利用 RAPD标记在系统发育研究方面的报道�Hu and Quiros（1991）报道了他们
的研究结果�他们仅使用了4个随机引物�所产生的扩增多态性谱带区分出了14个不同的花
茎甘蓝和12个不同的花椰菜品种。

有关利用分子标记研究遗传变异的报道较多�涉及到多种作物�这些研究都表明�分子标
记方法在植物遗传分析、植物分类和品种鉴定等方面的应用价值。

以往利用分子标记测定遗传关系的研究�多利用 RFLP 标记�RAPD方法出现以后�有学
者对比了 RFLP和 RAPD标记在遗传关系研究中的效果。Thormann et al∙（1993）在研究油菜
属中包括芥菜（B∙juncea L∙）、花椰菜（B∙oleracea L∙）、芙菁（B∙rapa L∙）和甘蓝型油菜
（B∙napus L∙）等品种内和品种间共19个品种的遗传关系时�对比使用了 RAPD和 RFLP标记
分析中收集到3种类型的分子标记数据：RAPD－在 PCR反应中以10个基本核苷酸顺序为引
物而得到的数据；cRFLP－以 cDNA为探针克隆而得到的数据；gRFLP－以基因组DNA为探针
克隆而得到的数据。结果 RFLP方法中仅有部分探针探查出试材的多态性�并且是容易探查
的＜6kb的 RFLP 标记�而 RAPD 方法中所有引物都探查了品种间和／或品种内的多态性。
RAPD中平均每个引物标识出10∙5个谱带�每个 gDNA探点仅平均标识出6∙4个谱带�每个
cDNA探点平均标识出7∙4个谱带。分析结果表明�对于本试材的遗传关系�RAPD方法得到
了非常相似于 RFLP方法的信息。

Thormann et al．在1994年发表的文章中�对 RAPD和 RFLP 标记比较后�提出了补充观
点：对于种内材料二者所显示的遗传相关非常相似�对于种间材料二者所显示的结果却不同�
认为 RAPD数据的可信度低于 RFLP 数据�作者认为这是由于 RFLP 谱带是建立在全部探针
顺序与模板染色体 DNA顺序的同源�而 RAPD标记仅是单股短引物与模板 DNA间某种程度
的同源。

值得注意的是�由于 RAPD标记共显性特点�理论上杂种 F1与亲本之一的带型可能完全
一致�故在有关分析中�仅用一个引物有时可能无法区分某一位点是纯合的还是杂合的�这时
需针对一对亲本再筛选几个引物以区别亲本间的差异。
2∙4　测定遗传距离

利用分子遗传标记也可以估测遗传距离�确定某些变异的遗传关系�并帮助育种者确定自
交系是否适合作某一特定杂交组合的亲本。

目前�所有分子标记方法都是为个体确定特殊化的谱带类型�而每一个谱带都能够代表一
个标记基因型。由于基因型的遗传模式是已知的�所以�利用标记位点上等位基因频率的差别
可以计算群体或个体间的遗传距离�已发表的有关种质评价方面的文章多利用 Roger距离测
定法（RD）和改进的 Roger距离测定法（MRD）（Melchinger�1993）。

Lee et al∙（1989）在利用分子数据建立玉米自交系杂交模式的适用性研究中�对 BSSS 和
C103衍生系等共8个自交系的28个杂交种进行了产量测定�并估算了组合的特殊配合力�同
时对28个杂交种的双亲自交系测定了 RFLP 数据的遗传距离（MRD）。结果表明�子粒产量、
特殊配合力、MRD值都表现了一致的趋向�BSSS 和 C103模式的组合具有最高的子粒产量和
最大的 MRD值�而同种质的自交系间的杂交组合�则具有最小的 MRD值和子粒产量。自交
系B79与BSSS衍生系的杂交组合的子粒产量和 MRD值低于或小于B79与 C103衍生系杂交
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组合的子粒产量和 MRD值�这与已知的B79在育种中的表现相吻合；分子数据和产量数据也
同时表明�B77与BSSS和 C103均具有相对远的血缘关系。因此作者认为�利用 RFLP 数据对
遗传距离的估测与自交系的杂优组合模式有非常一致的相关性�RFLP 位点可以用于划分玉
米自交系优势种群和区别自交系血缘关系。

Melchinger（1993）列举了一些有关玉米杂交种双亲自交系间遗传距离与其 F1产量、中亲
优势和特殊配合力相关研究结果�分析后认为�只要自交系不是来自两个遗传配合混乱（由数
量遗传引起）的群体�利用 RFLP数据估测的遗传距离预测杂种 F1产量表现、中亲优势和特殊
配合力是可行的。利用分子遗传距离测定 F1表现的作物还有油菜（Brassica napus L．）、甜菜
（Beta vulgaris L∙）、向日葵（Helianthus annuus L∙）等。

当分子标记谱带复杂�不能确定基因型时�测定遗传距离的通用方法是通过测定两个体的
谱带共同部分而外的零散部分（Nei ＆ Li�1979）�这个方法也称为 NLD法。由这种方法也可以
获知个体间的遗传相似性�遗传相似性 GS＝1－GD（遗传距离）。Melchinger（1993）等的研究表
明�来自同一种质的玉米自交系的分子遗传相似系数明显高于不同种质自交系间的分子遗传
相似系数�尤其对欧洲硬粒型和马齿型玉米的研究结论更为明显。表明了分子数据在遗传距
离测定中的准确性和适用性。

有学者（Smith et al∙�1990；Brunklaus－Jung et al∙�1993；Messmer et al∙�1993等）以玉米为
试材�对比了分子遗传距离和 f 值（常规方法中的共世系值）在遗传相似性估测上的相关性�结
论是美国玉米带自交系及杂交种和热带玉米自交系的 f 值与遗传相似系数 GS 显著相关（r＝
0∙84∗∗�－0∙90∗∗）�欧洲玉米自交系的 f 值与 GS 系数虽较低�但也都达到极显著水平（r＝
0∙61∗∗�－0∙91∗∗）。证实了分子遗传学标记在遗传距离和遗传相似性测定上的应用价值。

国内最新研究也得到了类似结果�刘新芝、彭泽斌等（1997）利用 RAPD分子标记对我国目
前推广的玉米杂交种的15个主要亲本自交系进行了遗传距离测定�由此所划分的遗传类群与
已知的系谱追朔完全一致。研究结果也表明�RAPD标记在玉米自交系组群划分上是可行的。
该文针对 RAPD可重复性差的问题�认为只要严格控制反应程序的各个环节及各个循环参数
的稳定性�重复的结果不难得到�并已筛选出玉米 PCR反应的最佳条件。

分子标记作为研究遗传变异的有力手段�被广泛运用到各研究领域�除上述方面外�分子
标记特征作为“指纹”也被应用于品种鉴定和保护（Jondle�1992）；在种质研究中�也试图利用分
子标记划分新的玉米种质群（Phillips�1993）。
3　小　结

分子标记技术使得有关遗传差异的研究�从传统的形态学性状分析跨入到以 DNA的核苷
酸多态性为基础的分子分析�可以说实现了遗传研究质的飞跃。也不可否认�目前由于分子技
术自身的特点�在应用上也有某种局限性�如 RFLP 技术分析过程冗长�花费高�有放射性环
境�在群体研究中�由于 RFLPs标记通常是共显性的�所以如不配合常规遗传方法�也将难于
区分杂合基因型和纯合基因型；RAPD技术虽然在技术上比 RFLP 简单易行、可自动化、效率
高�但由于引物在扩增时可能同时扩增多个不同染色体基因位点�这些位点往往遮蔽 RAPD标
记位点�使得 RAPD在一些遗传分析�尤其是遗传距离测定上影响效果（Melchinger�1993）。另
外�在一些作物和某些情况下�RAPD标记的可重复性低�尽管如此�RFLP 和 RAPD等分子标
记技术在植物遗传育种上的应用不断扩大和深入�取得的成果也十分显著。

随着分子生物技术的进一步完善和发展�将允许育种者在实验室中合成所需的基因型�创
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造新的遗传变异�控制性状的遗传表达�尤其是数量性状的遗传表达�分子标记技术在植物遗
传育种中将会扮演一个越来越重要的角色。
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Applications of Molecular Marker Techniques in
Plant Genetic Studies and Breeding

XIE　Jun
（ Jilin Academy of Agricultural Sciences �Gongzhuling136100）

Abstract　 The molecular markers of DNA-based polymorphism reveal the genetic variation at
DNA level in laboratory�which have provided a powerful tool to genetic study．The purpose of this pa-
per is to introduce the fundamentals of RFLP�RAPD techniques and their applications in plant breeding
and genetic studies．
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（上接第19页）③根据甜玉米自交系的遗传距离所进行的聚类分析�虽然可以把亲缘关系较近
的系统归为一类�但对于杂种优势预测和亲本选配的实际指导意义不大。

④研究遗传距离与产量杂种优势关系时�应用对照优势更有实际意义。
⑤甜玉米亲本自交系的遗传距离与产量特殊配合力间呈五次曲线关系�其通式为：S∙C∙A

＝a＋bD＋cD2＋dD3＋eD4＋fD5。
⑥在一定条件下�数量性状遗传距离具有稳定性。
⑦遗传距离具有特殊的生物学意义。
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