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DNA分子标记技术及其在小麦育种及
遗传研究中的应用
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摘　要 :本文介绍了几种常用的 DNA分子标记 ,如 RFLP、RAPD、AFLP、SSR、STS、SNP等 ,并简要

综述了分子标记技术在小麦遗传育种研究中的应用现状 ,包括基因标记与定位、遗传图谱构

建、外源染色体鉴定与标记、种质资源鉴定和辅助育种等。
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Abstract :Molecular marker techniques ,such as RFLP、RAPD、AFLP、SSR、STS and SNP are introduced , and the

following aspects of their application in wheat breeding are discussed : gene tagging and location ,genetic mapping ,

identification and marker of alien chromosomes ,identification of germplasm resources and assisted breeding.
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遗传标记 (genetic markers)是用来区分不同个体或群体 ,并能够稳定遗传的物质或性状。在遗传育

种研究中 ,遗传标记指的是与目标性状紧密连锁 ,同该性状共分离的可遗传的标识。最早出现的遗传标

记是形态标记 (morphological markers) ,而后在显微镜技术的支持下诞生了细胞学标记 (cytological markers)

20世纪 60年代随着电泳技术的发展又出现了生化标记 (biochemical markers) 。这 3种标记都是基因表

达的结果 ,是对基因的间接反映 ,易受环境条件和发育阶段的影响 ,标记位点数较少 ,多态性较差。

20世纪 80年代以来 ,以 DNA多态性为基础的分子标记技术蓬勃发展起来。DNA分子标记 (DNA

molecular markers)是以个体间遗传物质内核苷酸序列变异为基础的遗传标记 ,是 DNA水平遗传多态性

的直接反映。与上述 3种标记相比 ,DNA分子标记具有如下特点 : (1)直接以 DNA形式表现 ,因而可以

对各发育时期的个体 ,组织、器官甚至细胞作检测 ,不受环境影响 ,也不存在表达与否的问题 ; (2)数量极

多 ,遍布整个基因组 ; (3)多态性很高 ,无须专门创造特殊的遗传材料 ; (4)表现为“中性”,即不影响目标

性状的表达 ,与不良性状也无必然连锁 ; (5)多数分子标记表现为共显性 ,能够鉴别出纯合与杂合基因

型 ,提供完整的遗传信息 ; (6)操作相对简便。

小麦是世界上最主要的粮食作物。运用生物技术加快小麦育种进程、提高小麦产量、改善小麦品质

已是育种学家和生物技术工作者共同面临的重大使命。由于小麦拥有庞大的基因组 ,使得分子标记技

术在小麦中的应用落后于大麦、玉米、水稻等作物。但近年来 ,随着分子标记技术及检测系统的发展与

完善 ,分子标记技术在小麦中的应用已有了很大进展。本文将介绍一些常用的分子标记 ,并就其在小麦

遗传育种研究中的应用现状作一简要概述。
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1　几种常用的分子标记技术

自 1980年 Botstein等首次提出 DNA限制性片段长度多态性 (RFLP)以来 ,近 20种各种 DNA分子标

记技术相继建立起来 ,下面简要介绍几种常用的分子标记技术。

111　限制性片段长度多态性( Restriction Fragment Length Polymorphism ,RFLP)

RFLP技术是由于不同基因型中内切酶位点的碱基插入、缺失、重组或突变 ,使得基因组 DNA经限

制性内切酶酶切后产生长度不同的 DNA片段 ,凝胶电泳后通过 Southern印迹杂交 ,将这些 DNA片段转

移到硝酸纤维膜或尼龙膜上并与特异探针杂交 ,最后经放射自显影显示多态性。RFLP是第 1代 DNA

分子标记 ,来源于自然变异 ,具有共显性特点 ,且无表型效应。该技术成熟 ,结果可靠 ,应用较广 ,但对

DNA质量要求高 ,需要量大 ,操作烦琐 ,需用放射性 ,成本较高 ,所以其应用受到了一定限制。

112　随机扩增多态性( Random Amplified Polymorphism DNA ,RAPD)

DNA RAPD技术是建立于 PCR基础之上 ,使用一系列 10bp 左右的单链随机引物 ,对基因组进行

PCR扩增 ,并通过凝胶电泳检测多态性。RAPD技术继承了 PCR效率高、灵敏度高、易于检测等优点 ;其

引物较短且随机排列 ,使 RAPD技术可以在对物种没有任何分子生物学研究的背景下进行 DNA多态性

分析 ;所需 DNA用量少 ,质量要求低。

RAPD技术在实际应用中的不足之处 ,首先是显性遗传 ,不能识别杂合位点 ,使得遗传分析相对复

杂 ,其次是稳定性不佳而导致重复性差 ,可能是所用引物较短、复性温度低、特异性差而导致 RAPD的检

测对反应条件敏感所致。许多研究表明[1～2 ] ,复性温度、变性时间、变性与复性之间及复性与延伸之间

的间隔、模板的浓度及质量、Mg2 +的浓度、引物的浓度及序列、dNTP的浓度、聚合酶的浓度、种类及提供

者、热循环仪的种类等都会影响到扩增结果。目前多从以下几方面考虑来提高反应的稳定性 : (1)规范

操作 ,反应体系的组分力求一致 ,尽可能使 RAPD反应标准化 ; (2)提高扩增片段的分辨率 ; (3)将 RAPD

标记转化为 SCAR(Sequence Characterized Amplified Regions) ,即序列特异扩增区域 ,标记后再进行常规的

PCR分析 ,可以显著提高反应的稳定性。由于近年来该技术得到了不少改进 ,因而被广泛应用于基因定

位、遗传图谱构建和遗传多样性分析等方面的研究。

113　扩增片段长度多态性( Amplified Fragment Length Polymorphism ,AFLP)

AFLP是 1993年由 Zabeau发现 ,并由 Vos发展起来的一项专利技术[3 ]。其原理是基于 PCR技术扩

增基因组 DNA限制性片段。基因组 DNA先用限制性内切酶切割 (一般用两种限制性内切酶 ,一种是六

碱基识别位点的低频剪切酶 ,如 EcoRⅠ;一种是四碱基识别位点的高频剪切酶 ,如Mse Ⅰ) ,形成大小不

等的 DNA限制性片段 ,在其两端接上双链人工接头 ,作为 DNA模板 ,利用两个选择性引物进行 PCR扩

增 ,最后用 PAGE电泳检测多态性。可见 ,AFLP实质上是 RFLP和 RAPD相结合的产物 ,既具有 RFLP的

稳定性 ,又有 RAPD的灵敏性。多态性极其丰富 ,DNA用量少 ,检测效率高 ,可靠性好 ,重复性高 ,是一种

十分理想的分子标记。但不足之处是费用比较昂贵 ,且对 DNA的纯度和内切酶的质量要求很高。该技

术目前已广泛应用于遗传图谱构建、轮回选择育种及遗传多样性分析等领域 ,有着广阔的应用前景。

随着 AFLP技术的不断进步和完善 ,各种基于 AFLP的经济快速、操作简便的方法应运而生。例如 ,

在AFLP技术的基础上又发展了一种新的分子标记———TE2AFLP
[4 ] (three endonuclease amplified fragment

length polymorphism)即三限制性酶切扩增片段长度多态性 ,这种方法与传统的双酶切 AFLP技术相比分

辨率更高 ,而且可以减少带谱的数目 ,具有可靠、快速、方便的特点 ,应用前景广阔。

114　简单重复序列( Simple Sequence Repeat ,SSR)

SSR或称为微卫星DNA(Microsatellite DNA) ,它以 1～6个碱基为基本单元的串联重复序列。其分布

遍及大多数真核生物的基因组中 ,且重复单位数具有高频率的变异[5 ]。利用微卫星 DNA两侧的特异性

序列作为引物 ,以 gDNA为模板 ,经 PCR扩增后检测其 DNA多态性。SSR作为遗传标记的优点是 :SSR

位点在整个基因组中分布广泛、均匀且数量充足 ,因而态性极其丰富 ;SSR标记呈孟德尔共显性遗传 ,可

以区分纯合与杂合基因型 ;仅需要少量 DNA ,且质量要求不高。因而此标记已广泛应用于目标基因标
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记、绘制连锁图及种质资源鉴定等方面 ,是比较理想的分子标记。但对所有研究物种的一系列 SSR位

点进行克隆和序列分析 ,则是非常费时、费力且代价昂贵的工作。

115　序列标志位点( Sequence2tagged sites , STS)

STS由 Olson提出 ,最早发现于人类基因组中[6 ]。它是根据单拷贝的 DNA片段两端的序列设计一

对特异引物 ,扩增基因组 DNA产生一段长度为几百 bp 的特异序列 ,通过分析其多态性界定基因组的特

异位点 ,不同的 STS间不会出现重叠现象。该标记分析结果稳定可靠 ,可以作为比较遗传图谱和物理图

谱的共同位标。

116　单核苷酸多态性( Single Nucleotide Polymorphism ,SNP)

SNP是指在染色体基因组水平上单个核苷酸的变异引起的 DNA序列多态性 ,包括单碱基的转换、

颠换、插入及缺失等形式[7 ]。SNP标记通常具有双等位基因多态性 ,其突变率相当低 ,是一种稳定的突

变。而且 SNP标记密度高 ,富有代表性且易实现分析自动化。检测 SNP的方法有 DNA芯片技术、阵列

杂交分析、同源杂交法及直接测序法等。其中以 DNA芯片技术方法最佳 ,已得到大规模的发展与应用。

SNP被称为继 RFLP、SSR之后的第 3代分子标记。随着 DNA芯片技术的发展 ,SNP有望成为最重要、最

有效的分子标记技术。

2　分子标记技术在小麦遗传育种中的应用

211　标记和定位目的基因

小麦育种工作的目的是实现品种改良 ,品种改良的实质就是对目的基因进行选择并实现优良基因

集成的过程。因而 ,将目的基因进行标记进而将其快速定位 ,提高其选择效率 ,是加快小麦育种进程的

关键。

小麦的农艺性状分为质量性状和数量性状。标记质量性状基因的方法目前主要有两个 ,即群体分

离分析方法 (Bulked Segregant Analysis ,BSA)和近等基因系法 (Near Isogenic Lines ,NIL) 。这两种方法都是

选择两个在目标性状上存在差异的群体 ,所以得到的揭示多态性的分子标记就极可能与目标基因紧密

连锁 ,然后通过进一步检测和连锁分析 ,则可以确定它与目标基因是否连锁及连锁的紧密程度。其中

BSA要比 NIL法简单快速 ,是一种对基因快速标记定位的有效方法。Hu等[8 ]利用 BSA法对抗病品种郑

州 871124进行 RAPD分析 ,从 1300个随机引物中筛选到与小麦抗白粉病基因 Pm1共分离的 2个 RAPD

标记 ,UBC320420和 UBC638550。Qi 等[9 ]对 Pm21 进行 RAPD 分析 ,用 BSA 法找到了与 Pm21 连锁的标记

OPH171900。刘艳华等
[10 ]利用 BSA法对山农 9021中的 14 + 15亚基基因进行 RAPD分析 ,筛选出稳定的

与 14 + 15优质亚基基因连锁的标记 OPH071275。魏艳玲等
[11 ]利用 SSR技术定位了来自斯卑尔脱小麦新

的抗条锈病基因 YrSp ,位于 3A染色体上。

小麦的许多重要农艺性状和经济性状一般都是由多基因控制的数量性状 ,对数量性状进行遗传研

究的一个有效方法就是确定数量性状座位 (Quantiative Trail Loci ,QTL) 。利用分子标记进行遗传连锁分

析 ,可将 QTL定位 ,并借助与 QTL连锁的分子标记 ,在育种中对有关的 QTL 遗传动态进行跟踪 ,进而提

高对数量性状优良基因型选择的准确性和预见性。目前 ,已报道的小麦 QTL 已多达数百个 ,广泛分布

于小麦的多条染色体上。但与其他作物相比 ,小麦 QTL的研究起步较晚 ,目前仅仅处于初级阶段 ,还没

有哪个数量性状的全部 QTL被精确定位出来 ,所以对小麦 QTL的研究还需要进一步深入。

212　构建遗传图谱

遗传图谱的构建是对基因组系统研究的重要内容和基础 ,也是小麦育种和分子克隆等应用研究的

理论依据。自 1980年 Bostein首次提出利用 RFLP标记构建遗传图谱的设想以来 ,以分子标记构建遗传

图谱得到了迅猛发展 ,目前各主要作物的 RFLP图谱都已基本构建完成。由于小麦种间多态性较差 ,所

以小麦遗传图谱的构建相对发展较慢。目前小麦的 RFLP图谱主要有两套 ,一套为英国剑桥实验室绘

制 ,该图谱标记已有 500多个 ,平均每条染色体上有 25个 ;另一套为美国康耐尔大学与法国等合作绘

制 ,标记数 850多个 ,已较为饱和。
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由于 RFLP图谱在育种实践中使用不便 ,因此 ,有必要使用一些相对经济方便的分子标记来构建图

谱 ,或将已有的 RFLP标记转化为其他分子标记。1998 年 Roder 等[12 ]建立了第一张微卫星遗传图谱。

与 RFLP标记相比 ,大多数小麦 SSR标记都是基因组专化性的 ,只在小麦 A、B或 D基因组含有一个 SSR

的特定位点扩增。由于利用方便和信息量高 ,SSR已逐步替代 RFLP进行小麦的遗传作图 ,迄今有近千

个 SSR标记已作图。Korzun等[13 ]将来自于六倍体小麦的 79个双核苷酸微卫星位点整合到一个硬粒小

麦 ( Triticum turgidum L. )的遗传连锁图上。

213　鉴定标记外源染色体片段

分子标记技术在鉴定外源染色体片段方面有着广泛的应用。它不仅可以鉴别外源染色体片段 ,还

可以对其携带的外源基因进行标记和定位。LIU等[14 ]利用 GISH、RAPD和 SDSPAGE、A2PAGE等方法 ,对

普通小麦 K型细胞质雄性不育保持系 T911289的染色体组成进行了鉴定与分析 ,结果表明 T911289缺

少 1BS染色体臂或 1BS末端片段 ,其外源遗传物质来源于黑麦的 1RS。翁跃进等[15 ]用 29个小麦 RFLP

探针与 6种限制性酶切的M染色体组DNA杂交 ,得到 55个M染色体组的 RFLP标记 ,其中 15个与小麦

染色体组 A、B、D相同 ,40个为M染色体组的特殊标记。Peil等[16 ]用 SSR标记鉴定了二体小麦2Aegilops

markgrafii附加系 ,并找到了可以区分其染色体 A、B、C、D、F、G的特异 SSR标记。

214　种质资源鉴定

传统的种质资源鉴定方法是建立在表型与杂交基础之上的 ,不同程度上均带有一定的人为性 ,而且

耗时耗力 ,效率与准确度均不高。分子标记的引入应用为这一研究工作提供了一个强有力的工具 ,极大

地提高了种质资源鉴定的成效与准确性。Vaccino等[17 ]采用 RFLP技术 ,利用两个特异性的麦谷蛋白和

麦醇溶蛋白基因探针 K9和 K32 ,将 54个意大利小麦栽培种区分开。Prasad等[18 ]用 12个 SSR引物区分

了 48个小麦品种。John等[19 ]对英国过去 60年普遍种植的 55个小麦品种进行了 AFLP分析 ,研究结果

认为 AFLP非常适合于鉴定小麦品种的真实性及纯度。

215　分子标记辅助育种

目前 ,小麦的许多重要性状都已获得了分子标记 ,包括与抗病、抗逆有关的质量性状和与产量、品质

有关的数量性状。在小麦育种过程中 ,利用这些与目标基因紧密连锁的分子标记进行辅助选择 ,可以大

大提高选择效率 ,缩短育种年限 ,有着很大的优越性。Talbert等[20 ]用与抗小麦条纹花叶病 Wsm l 连锁的

RAPD标记克隆测序后 ,合成了专化 RAPD引物。该引物使 Wsm v的抗性在实验室中进行大批量的早代

选择 ,进而加速了 Wsm l导入生产品种的进程。还有研究报道 ,利用 SSR标记进行小麦抗大麦黄矮病毒

的标记辅助选择。此外 ,还有利用 SSR进行小麦抗俄罗斯蚜虫辅助育种的研究报道。

3　结语

从上述分子标记技术在小麦遗传育种中的应用来看 ,DNA分子标记技术已成为小麦分子遗传及辅

助育种研究中的重要工具。目前小麦分子遗传育种虽然进展很快 ,但总的来说还处在摸索期。分子标

记技术尚不完全成熟和完善 ,在小麦中标记的多态性频率偏低 ,小麦遗传图谱的饱和度也不够高。而且

已报道的小麦分子标记多为 RFLP和 RAPD标记 ,不便用于育种实践 ,应将其转化为 SSR、SCAR、STS等

便于应用的标记。所以分子标记技术还不能作为一种独立的方法加以应用 ,还须与常规育种技术相结

合才能发挥作用。随着分子生物学技术的不断发展应用 ,DNA分子标记技术将在发掘与利用新的小麦

种质资源、提高小麦产量、改善小麦品质等研究中发挥越来越重要的作用 ,势必将遗传育种和遗传改良

推向一个新的层次和高度 ,开创小麦育种的新局面。
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