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摘 要 ：回顾分子标记的发展，介绍了一些有代表性的分子标记在生态学，聚类分析，品种差异性分析以及分 

子育种中等多方面的应用 ，并总结了它们的优缺点．随着深度测序技术的发展和多种序列信息库的完善，预测了未 

来分子标记的发展方向——功能性分子标记(Functional molecular marker)，这种新型的分子标记技术利用了基因中 

的一些功能元件或者重要的单碱基多态性(SNP)位点，提高了在应用中的分辨率和灵敏度． 
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自从第一代分子标记——RFLP分子标记问世以来，越来越多的分子标记被开发出来，如 RFLP， 

RAPD，AFLP，SSR等，这些分子标记应用于种质资源的评估、系统发育、进化分析以及 QTL定位中．然 

而，早期大多数分子标记都是位于基因的非编码区和非调控区，为中性标记．而在实际的育种工作中，往往需 

要针对作物的某一经济性状展开，如大豆的蛋白含量，油料含量，粒重等口 ]．这就需要开发出更加有效、准 

确的与基因功能相关联的分子标记．随着作物基因组、转录组、蛋白组信息越来越详细以及多种作物基因功 

能研究的深入，更高灵敏度和特异性的功能性分子标记(Functional Marker)被开发出来，这将是未来分子标 

记的发展方向． 

1 RFLP与 T—RFLP技术 

限制性片段长度多态性(restriction fragment length polymorphism，RFLP)标记是最早开发的DNA标 

记技术_4]，借助限制性内切酶切割基因组，获得具有多态性的DNA片段，利用 Southern印迹转移到硝酸纤 

维膜上，用放射性 DNA探针来显示膜上 DNA片段的多态性图谱．最终表现出不同个体间序列信息的差异． 

RFLP属于共显性标记，在构建遗传图谱时，具有不受非等位基因间上位作用的影响的优点，但由于 RFLP 

的步骤烦琐、周期长，渐渐不适用于现代分子育种研究．不过，现在仍可应用于比较基因组学的研究．Keim P 

等使用 17个 RFLP分子标记针对大豆属中的两大亚属，栽培大豆亚属(Glycine max(Linnaeus)Merril)和 

野生大豆亚属(Glycine soja Sieb．et Zucc)进行了基因组差异性分析，结果发现在栽培大豆亚属内的品种之 

间的基因组差异是最小的[5]．而在野生大豆亚属中各品种间基因组有明显的差异，Menancio DI等用 RFLP 

方法分析了7个野生大豆种之间的亲缘关系和变化，研究发现野生大豆种(Glycinetabacina Benth．)和另一 

野生大豆种(Glycine clandestine Wend1．)之间基因组差异最明显 ，从进化来源上分析 ，这种差异性是从野生 

大豆亚属(Glycine soja Sieb．et Zucc)开始慢慢分离的，并最终形成了两个不同的种 ]．可见 RFLP分子标 

记技术在揭示遗传层面上的物种演化和起源方面有着重要的意义． 

在 RFLP技术的基础上，末端限制性片段长度多样性(Terminal restriction fragment length polymorph一 
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ism，T—RFLP)技术于上世纪末被发明．在 RFLP引物的5’末端加入荧光标记后进行 PCR，再酶切，将这些 

酶切片段用自动测序仪分析，筛选出 5’末端被荧光标记的片段，即末端限制性片段 (Terminal restriction 

fragments，T—RFs)，不同长度的T—RFs就显示出不同的样本多态性，相比于 RFLP技术，由于其 5’端的荧 

光标记，所以筛选出的结果可信度更高，降低了假阳性造成的误差． 

2 RAPD与 SCAR技术 

随机扩增多态性 DNA(Random Amplified Polymorphic DNA，RAPD)技术是第一个利用 PCR技术的 

显性分子标记技术 ．以作物基因组序列为模版，设计长度为 1O bp左右的随机引物进行 PCR扩增，在不同 

的基因组中会扩增出多条长度不同的片段．其最明显的优点是，操作简单，并且可以在未知基因组序列信息 

的情况下使用，省去了 DNA探针的制备，减少了实验步骤．是一种粗略进行作物基因组多态性扫描与差异 

分离的方法．然而，在多倍体物种中，使用 RAPD技术无法保证结果的重复性、稳定性，会在后期的结果统计 

中增加许多不必要的麻烦．为了弥补 RAPD技术的不足，人们又陆续开发了序列扩增区域标记(sequence 

characterized amplified regions，SCAR)、相关序列扩增多态性标记(Sequence—related amplified polymor— 

phism，SRAP)、随即扩增微卫星多态性标记(Random amplified microsatellite polymorphism，RAMP)等标 

记[8]．而其中以SCAR分子标记技术最为优异，其结合了 RAPD和 SSR标记的优点，使 PCR扩增产物更特 

异，并且其稳定性和重复性都得以保证． 

3 AFLP标记技术 

继 RAPD分子标记之后，出现了一种与 RFLP标记相似的分子标记——扩增片段长度多态性标记(am— 

plified fragment length polymorphism，AFLP)l_g]．两者的相 同点是都要用限制性 内切酶对基 因组 DNA或 

cDNA进行切割，得到许多酶切片段，不同点是，AFLP技术会对得到的限制性片段进行扩增，扩增方法是将 

双链接头连接到限制性 DNA片段的末端，接头序列和相邻的限制性酶切位点作为引物结合位点，然后在高 

分辨率下的变性的PAGE电泳下，酶切片段长度多态性就被展现出来，这是一种共显性标记．AFLP的 PCR 

产物丰富多样，低产量与高产量的 PCR产物可以差 5000倍以上，在不同品种之间存在丰富的多态性，可用 

于鉴定品种之间纯度．在研究基因组与表型关联性中具有很高的可信度．AFLP分析常用的是 EcoR I／Mse I 

双酶切组合．Toru Takeuchi等人在对菜豆的抗矮黄病毒基因的定位研究中使用的就是该酶切组合 ．韩清 

等利用 cDNA—AFLP技术对比研究了辣椒核雄性不育两用系的不育植株品系和可育植株品系两者的基因 

表达差异，从 1024对 AFLP引物中筛选出 111对引物，共扩增出 205条差异性条带，在经过回收条带， 

BLAST比对后，对应筛选出 48个基因，其中32个基因在不育株系中差异表达，16个基因在可育株系中差 

异表达_1 ．Du H等利用 256对 AFLP引物分析了番茄抗叶斑病品种 PI 114490和不抗叶斑病品种 OH 

88119中的基因表达差异，从扩增条带结果中可以看到 79个差异性条带，对应了71个基因，其中共有 7个 

基因在抗叶斑病品种 PI 114490和不抗叶斑病品种 OH 88119中存在表达差异 ． 

4 SSR与 RAMP分子标记技术 

简单序列重复(simple sequence repeats，SSR)是基因组中的单一重复序列，拷贝数的差异导致了序列 

长度的不同，它的产生和 DNA复制、修复，以及 DNA聚合酶滑动导致的错配有关或是在减数分裂中姐妹染 

色单体的不均等交换有关口引．SSR作为一种共显性标记，大量分布于多种作物的基因组中，如拟南芥、小麦、 

水稻、大豆等．由于其密度足够大，覆盖整个基因组，广泛用于基因定位和聚类分析的研究中．Yoko Yamash— 

ita等人使用 SSR分子标记在大豆品种“wilis”中定位了抗矮化病毒的基因(Rsdv1)．最终把 Rsdvl基因定位 

在了44 kb的区间内，其中共 6个候选基因[1 ．杨凯敏等用 59个 SSR分子标记对 9O份大豆品种进行了基 

因组扫描，依照带型统计结果，利用 Popgene32软件计算品种间遗传距离，遗传距离(GD)跨度为 0．0307～ 

1．4529，在 GD=0．805处，将 9O份大豆材料分为 3大类群_1引．聚类分析研究可以确定品种之间遗传背景的 

差异，也可以确定与表型显著相关联的分子标记，对进一步寻找 QTL位点，开展分子育种工作有重要意义． 
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Wang YH等用 1O个 SSR分子标记对 5个野生大豆品种，共 195份材料进行多态性分析，发现具有多态性 

的比率为 97．78 ，可以看出这 5个野生大豆品种有丰富的遗传多样性，SSR标记位点的 Shannon指数 

(H’)的分布范围为 0．3595～O．6506，平均值 0．5386，Nei's变异系数为0．1533，基因流动频率为 1．3805，作 

者对这些数据分析得出，在这 5个野生大豆中既存在大量的遗传变异又有大量的基因交换口引． 

然而，SSR分子标记在亲缘关系相近的品种中应用时，产物的多态性会很低．为了解决这一问题，人们 

设计出 RAMP(random amplified microsatellite polymorphisms)分子标记技术，其中一条引物以微卫星 

DNA核心序列作为引物，并在引物的 5’端或 3 端加上几个锚定碱基，另一条引物为 1O bp左右的随机引 

物．这时，引物的组合就有 2种类型(1)一条引物的 3’端加上锚定碱基，另一条引物使用 RAPD引物；(2)一 

条引物的5’端加上锚定碱基，另一条引物使用 RAPD引物．利用 RAMP方法既增加了扩增结果在相近品种 

之间的多态性，又能体现出微卫星DNA核心重复序列在基因组数量上的优势[1 ． 

5 SNP位点的应用 

得益于 SNP数据库，酶切扩增多态性序列(Cleaved Amplified Polymorphie Sequences，Caps)标记技术 

被大量开发出来．最早应用于拟南芥的基因定位中_1 ．如今，多个作物的全基因组序列被测序完成，Caps技 

术应用也更加广泛，既可用于品种之间的多态性分析，又可以用于遗传作图和基因定位．操作流程大概是先 

设计特异性引物扩增出含有 SNP位点的特异性片段，再用限制性内切酶切割目的片段，从而鉴别出不同品 

种序列信息的差异．以大豆品种 william82和菏豆 12中某一段序列为例． 

w订liam82序列 5’CGTTCcCATCATAAATAAGCTGcATAATAGCAACCATCAT 3’； 

菏：豆 1 2序歹 5’CGTTCCCATCATAAATAAGCAGCATAATAGCAAcCATCAT 3’． 

限制性内切酶 Alu I可以识别“AGCT”并切割序列，在 william82和菏豆 12中，由于一个碱基的差异， 

形成一个 SNP位点，结果 A1u I可以将 Wi1liam82的序列切成两条带，却切不开菏豆 12的序列，从而显示出 

品种间差异．然而 SNP正好位于酶切识别位点上的情况并不是很多，因此，许多 SNP位点并不能被用于设 

计分子标记，这就局限了Caps引物的开发与应用．因此衍生酶切扩增多态性序列(derivant Cleaved Ampli— 

fied Polymorphic Sequences，Dcaps)标记就应运而生，这种分子标记是在扩增引物中引入错配碱基，一般引 

入错配碱基的数量不超过两个，否则会降低引物结合稳定性，影响扩增的准确性和效率．Dcaps标记是由错 

配碱基和 SNP位点共同组成一个酶切识别位点，这样一来，Caps和Dcaps几乎可以利用所有的 SNP位点， 

这两种分子标记，都是共显性标记，利用了品种之间 SNP的差异和限制性内切酶切割位点不同，从而多态性 

区分的．Ryoji Takahashi利用 Caps分析方法，在比较大豆紫花和蓝紫花的基因差异的研究中发现，大豆蓝 

紫色花的表型与一个 MYB家族中编码转录因子的基因——GmMYB-G2O一1有关，此基因在大豆紫花品种 

与大豆蓝紫花品种两类之间，存在单碱基的差异_】 ．某些基因中 SNP的差异会影响表型变化，如大豆高镉 

品种与低镉品种中镉含量有明显的高低差异．是由于GmHMA1a——与金属离子运输相关的基因中存在一 

个碱基 G到 A的差异，表现为谷氨酸到甘氨酸的变化造成的[2 ．为了筛选这种可以影响植物性状的 SNP 

位点，许多分子育种学家使用定向诱导基因组局部突变技术(Targeting Induced Local Lesions IN Ge— 

nomes，Tilling)，这种手段最早由美国的 Fred Hutchinson癌症研究中心 Steven Henikoff领导的研究小组 

发展起来，是一种反向遗传学研究方法，可以揭示不同物种中等位基因之间的差异．在美国的拟南芥 Tilling 

项 目中，一年时间内就获得了100个基因上的1 000多个突变位点[2 ．如今，高通量测序技术已经相当成熟， 

比对不同品种的EST序列测序，也会发现许多 SNP和 InDel位点．以大豆为例，对比不同大豆品种的 EST 

序列，就会发现 3899个 SNP位点[2引．这些 SNP位点都是与基因功能相关，这对于更深入的研究基因功能， 

蛋白作用或是应用与作物分子育种的研究都有重要意义． 

6 DArT技术 

在大数据的今天，高通量技术才能满足人们对基因序列的探索，因此，多样性序列芯片技术(Diversity 

arrays technology，DART)于 2001年被Jaccoud等开发出来 ，这种技术具有高通量，低成本，自动化，可重 
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复等优点，通过基因芯片杂交的技术，来区分不同序列信息多态性的方法．每一个多态性位点即是一个 

DArT标记．这种方法大致可以分为 3步，基因组代表 DNA芯片的制备，探针的制备，杂交结果观察． 

(1)基因组代表 DNA芯片的制备 

首先要将待测基因组 DNA经不同切割频率的限制性内切酶酶切，如切割频率高的内切酶Tap I，Bsn I， 

Ban II和切割频率低的内切酶 Pst I．在酶切后，样本基因组 DNA的复杂性就会降低，会得到初始样本的 

0．1 ～10 的“基因组代表 DNA”，将这些 DNA加上特异性接头后扩增，如 Pst I的接头．将会得到“基因 

组代表 DNA”多个拷贝，再按照构建文库的方法，转人克隆载体，筛选阳性子，扩增纯化后点人芯片中得到基 

因组代表 DNA芯片．代表基因组DNA的多态性会直接影响到后续基因型评价时获得的多态性位点的数 

量，所以在酶切时要注意适度的降低初始样品的 DNA复杂性．这些步骤与 AFLP技术很相似，wenzl等就 

采用了这种技术在大麦中构建了基因组代表性文库，从中筛选出多态性片段的比例为 15 ～2o l2 ．不同 

物种的基因组特点和限制性内切酶的选择都会影响获得的多态性片段的比例，Wittenberg等当使用 Pst I， 

EcoR I，Taq I 3种限制性内切酶对拟南芥样本 DNA进行酶切时，实验结果相比于 Pst I／Taq I两种酶切法 

要更好 。 ． 

(2)探针的制备 

总体来说，探针的制备要与制备芯片上的代表 DNA使用相同限制性内切酶处理，连接相应的内切酶的 

接头，进行 PCR扩增，最后加上荧光标记，才能作为 DNA探针使用． 

(3)杂交结果观察 

当探针与基因芯片杂交时，由于不同样本“代表基因组 DNA”的差异，探针在芯片上同一点结合反馈的 

荧光值是不同的，每一种差异结果就是一个 DArT标记．DarT技术在分子标记辅助育种的研究中从 QTL 

位点附近筛选分子标记是非常有效的一种方法．Niedziela A等利用 DArT技术从小黑麦 7R和3R染色体上 

的耐铝性的 QTL位点中共筛选出24个多态性 DarT标记_2引．这些标记的开发对以后小黑麦耐铝性相关基 

因的精细定位研究非常有帮助．自从 wenzl在大麦中构建了第一张 DArT遗传连锁图谱以来，DArt标记被 

运用到木薯，小麦，高梁等多种多倍体作物中的染色体高密度遗传图谱的构建中．Mantovani等利用 162个 

SSR标记和 497个DArT标记构建了硬粒小麦的遗传连锁图谱L2 ．Hearnden等用442个DArT标记和536 

个 SSR标记构建了大麦的高密度遗传图谱，图谱距离为 1i00．1 cM，标记问平均距离为 1．0 eMl_2 ．另外由 

于 DArT技术可以借助芯片进行大量的片段分析，所以其优势也就不言而喻了．Sanchez—Sevilla，J F等从 

62个草莓品种中共可以得到 7680条片段来作为代表基因组 DNA芯片，其中可用 DArT标记为 603个 引． 

7 SCoT与 PAAP技术 

目标起始密码子多态性(start codon targeted polymorphism，SCOT)标记是随着功能基 因组学的发展 

而出现的一类分子标记，基于单引物扩增反应(single primer amplification reaction，SPAR)，根据基因中 

ATG翻译起始位点侧翼保守性区域来设计的 ．它同样可以像 RAPD一样，应用于未知的基因组中分析品 

种之间的基因差异，但其扩增的产物比RAPD更特异，每个引物平均 5～10条扩增产物[。 ．Deng L等使用 

了 SCoT标 记 对 柿 (Diospyros kaki Thunb)，野 柿 (D．kaki vat"．sylvestris Mak．)，君 迁 子 (D．1otus 

Linn．)，油 柿 (D．oleifera Cheng．)中共 95份材料进行了基因多样性分析，共分为3个组，它们的相似系数 

为 0．608，在4个品种中，野柿的多样性程度最高．它又可以分为两个亚组，之间的相似系数为 0．19l_3 ．陈大 

霞使用 SCoT标记对中国境内66份川续断(Dipsacus asperoides C．Y．cheng．et T．M．Ai)材料进行多态 

性检测，2O条引物共得到 181条扩增带，其中有 109条呈多态性．并且不同引物扩增的多态性比率有较大差 

异，变幅为 25．0O ～81．82 ，这说明川续断野生种质资源具有较高的遗传多态性 引．因为 SCoT标记多展 

示的是与基因相关联的多态性，可作为传统标记的互补手段，目前已经广泛应用于水稻和花生的多样性分析 

与重要性状标记等研究中． 

与SCoT技术类似的还有一种技术—一启动子锚定扩增多态性(promoter anchored amplified polymor— 

phism，PAAP)，是将启动子区域作为引物的锚定结合位点，一条引物结合在已知启动子核心保守序列区， 
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另一条为随机引物．这两种技术的相同点是，可以反映功能基因区域的多态性．而不同点有二，其一，引物设 

计不同．SCoT技术使用的是单引物，而 PAAP技术使用的是双引物．其二，使用条件和目的不同．SCoT技 

术可以在未知序列信息的物种中使用，多用于研究基因多样性．而 PAAP技术则要已知启动子的核心保守 

序列，针对不同的启动子保守序列设计不同的引物，但是，启动子区域序列信息大都是预测而来的，可以利用 

拟南芥中已知的转录因子如 MYB家族、ERF家族、KNOX家族等的蛋白结构，来预测启动子的简并性序列 

或者根据测序信息数据库比对得到．如今已知的一些典型的启动子核心区域都有对应的引物序列，如 G box 

对应引物“GCC—ACSTGTC”，GC box对应引物“NNNGGG-CGGN”，CAAT box对应引物“YRRCCA-AT— 

WSR”等．由于启动子侧翼序列的变异会直接影响该基因的表达，并或间接地影响到某些表型中去，所以 

PAAP技术对于研究作物 QTL位点功能具有非常重要的意义． 

8 总结与展望 

在过去的几十年中，可以把分子标记大致分为以下几类： 

1)最初的分子标记在基因组中的位置大都是随机的，在应用中并无序列针对性，如 RFLP、AFLP、 

RAPD．后来发展的SSR标记虽然利用了微卫星 DNA序列的特点，但是却多存在与基因组的内含子或非编 

码区中．人们为了更有针对性的使用分子标记，就必须把分子标记的特异性提高，扩大分子标记的覆盖范围． 

2)随着多种序列信息库的建立，设计出的分子标记也更加精细，然而，为了能深入研究等位基因间的功 

能，就需要筛选出大量的多态性位点．TILLING技术的发明在一步步的弥补这个空缺，它是一种揭示等位基 

因之间的多态性的方法__3 ．随后的分子标记选择育种(MAs)完善了表型与基因功能的联系，此种方法对于 

作物性状主效 QTL位点非常有效，但却不能捕捉到一些微效 QTL[ ]．为了解决这一问题，全基因组选择 

(genornic selection，GS)于 2001年被首次提出．利用覆盖整个基因组的标记来进行分子标记选择育种[3 ． 

3)可以预测出将来越来越多的是从功能基因中开发分子标记或是开发与功能基因紧密连锁的分子标 

记．利用这类分子标记应用到基因定位的研究中，可以减少回交次数和计算重组率的误差，使遗传作图也更 

精细[3 ]．然而，如果多个 QTL位点相隔很近，在定位 QTL时，就会造成遗传距离的偏差，这时就需要一种更 

高分辨率的方法一一全基因组关联分析(Genome Wide Association Studies，GWAS)，这种分析方法可以将 

QTL识别位点缩小到 1 Mbp的距离，Vaughn等使用这种方法研究了大豆种子多个性状的基因位点口 ． 

分子标记的发展离不开大数据库的完善和数据分析，然而，要想使用 GWAS分析方法，在多种作物中寻 

找到极个别有效的SNP位点还是有一定难度的，如今一种新型的寻找 SNP位点的技术——竞争性等位基 

因特异性 PCR(Kompetitive Allele Specific PCR，KASP)使寻找 SNP位点，对复杂基因组分析的工作变得 

更廉价和准确．此技术在小麦中应用广泛[3 ．基于功能性 SNP位点，开发与基因功能相关的分子标记才是 

分子标记未来 的发展方 向 ． 
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Abstract：Sports power construction is the new goal of our country sports．The construction of sports fields and facili— 

ties affect the sports power construction directly，but it is also the vital component of sports power construction．By means of 

literature review，mathematical statistics，comparison analysis，the paper researches the census data of the two General Survey of 

sports fields and facilities in China．The results show that the quantity of our country sports fields and facilities number，site ar— 

ea，site and quality as well as the sports area per capita and so on have been greatly improved in the past ten years．But there are 

some problems in the urban and rural per capita and regional distribution，structure of sports fields，average amount of field and 

utilization ratio，and finally propose some constructive suggestion for the development of construction of Chinese sports fields 

and facilities under the background of sports power construction． 
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Abstract：This paper reviews the development of molecular markers and introduces some typical molecular markers ap— 

plying for ecology，cluster analysis，species diversity analysis，molecular breeding of crops and so on，as well as，summarizes 

their advantages and disadvantages．W ith the development of deep sequencing technology and the improvement of sequence in～ 

formation database．functiona1 molecular markers will be the future development direction of molecular marker research．The 

new type of molecular marker takes advantage of some functional components or important single—base polymorphism (SNP) 

sites in gene to improve the sensitivity and resolution in the application． 
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