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DNA 分子标记的研究进展及几种新型分子标记技术
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摘要:分子标记是继形态标记 、细胞标记和生化标记之后发展起来的一种比较理想的遗传标记技术。综述了

DNA 分子标记的类型 ,基本原理和特点 ,同时还对几种最新出现的分子标记技术作了简要的介绍。
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Abstract:DNA molecular marke r is a comparatively ideal g enetic marker s developed after the shape ma rker , cellu-

lar ma rker and biochemical marke r.I n this pape r , the type s , basic principles and cha racte rs we re summarized ,

meanw hile , several new types of mo lecular ma rkers we re introduced w hich appea red recently.
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　　DNA 分子标记技术研究始于 19世纪 80年代 ,

是指能够反映生物个体或种群间基因组中某种差异

的特异性 DNA 片段 ,是 DNA水平上遗传多态性的

直接反映 ,大多数 DNA 分子标记以电泳谱带的形

式表现个体之间的 DNA 差异[ 1] ,是生物分类学 、育

种学 、遗传学和物种起源与进化等研究的重要技术

指标之一 。DNA 分子标记有以下优点:(1)具有较

强的多态性;(2)直接以 DNA 为表现形式。不受环

境 、季节限制 ,不受个体发育阶段的影响 ,不存在基

因表达与否的问题 ,没有组织及器官特异性;(3)许

多分子标记表现为共显性;(4)数量的丰富性;(5)表

现为“中性” ;(6)经济方便和易于观察记录[ 2] 。

根据北京农科院王军等[ 1] ,通过检测手段或相

关技术 ,将分子标记划分为三代四类:

1　第一代分子标记技术
以 Southern杂交为核心的分子标记技术 。最

具代表性的是发现最早的 RFLP 标记。

RFLP(Restriction Fragment Leng th Po lymo rp

hism ,限制性片段长度多态性)是由 Grodzicker 等

于 1974年创建 , 80 年代中期发展起来的一种最早

的分子标记 。RFLP 是由于 DNA 中限制性内切酶

酶切识别序列中出现碱基的变异而导致酶切位点的

增减所引起的限制性片段长度的差异 。基本原理

是:将 DNA 用已知的限制性内切酶消化后 ,产生大

小不等的 DNA 片段 ,电泳分离 、Southern印迹转移

到硝酸纤维膜上 ,用放射性标记探针与膜上变性

DNA 杂交 ,放射自显影 ,显示出不同材料的多态性

图谱。RFLP 标记呈共显性遗传 。该技术步骤繁

杂 ,工作量大 ,且 DNA 的需要量大 ,在很大程度上

限制了 RFLP 技术的应用
[ 2]
。

2　第二代分子标记技术
第二代分子标记技术主要分为两类。第一类为

基于 PCR的 DNA 分子标记。根据所用引物的差

异 ,该类标记又分为随机引物 PCR标记和特异引物

PCR标记 ,随机引物 PCR主要包括 RAPD标记和

ISSR标记等 ,特异引物 PCR包括 SSR标记和 S TS

标记等 。第二类为基于 PCR与限制性酶切技术结

合的 DNA 标记。这类标记包括两种类型 ,一种是

通过限制性酶切片段的选择性扩增来显示片段长度
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的多态性 ,如 AFLP 标记等 ,另一种是通过对 PCR

扩增片段的限制性酶切来揭示扩增区段的多态性 ,

如 CA PS标记等 。

2.1　基于 PCR的 DNA 分子标记

2.1.1　随机引物 PCR标记　(1)RAPD(Random

Amplified Polymorphic DNA , DNA 随机扩增多态

性):RAPD是由 Williams和 Welsh 两个研究小组于

1990年分别研究提出的一种分子标记 , 是建立在

PCR基础上的一种可对整个未知序列的基因组进行

多态性分析的 DNA分子标记技术 。以样品 DNA 为

模板 ,以一个人工合成的随机寡核苷酸序列为引物 ,

通过 PCR非定点扩增 DNA 片段 ,用凝胶电泳分析扩

增产物 DNA 片段的多态性[ 3] 。RAPD 具有技术简

单 、检测迅速 、灵敏度高 、特异性强 、检测容易 、DNA

样品用量少的特点 ,但 RAPD为显性遗传 ,存在共迁

移问题 ,并且重复性较差。可将 RAPD转化为 SCAR

标记 , SCAR 通常为显性标记 ,通过转化可以增加

RAPD标记的稳定性和信息量
[ 4]
。(2)ISSR(Inter

simple Sequence Repeats ,内部简单重复序列):ISSR

分子标记是由Ziet kiew iez E 于 1994年创建的 ,是在

微卫星分子标记基础上发展起来的一种分子标记。

ISSR基本原理与 SSR相似 ,利用人工合成的 16 ～ 18

个核苷酸重复序列作为引物 ,对 SSR之间的 DNA 序

列进行 PCR扩增。 ISSR在引物设计上比 SSR简单

得多 ,不需知道 DNA序列即可用引物进行扩增 ,又可

以比 RFLP 、RAPD、SSR提供更多的遗传信息 ,现已

在遗传作图 、基因定位 、遗传多样性 、进化 、系统发育

等研究方面被广泛应用。但 ISSR作为一种显性标记

(部分共显性),多数情况下不能区别一个位点扩增的

DNA片段 ,且不同物种 SSR不同 ,造成引物在筛选上

具有相对的不随机性[ 5] 。

2.1.2　特异引物 PCR标记　(1)SSR(Simple Se-

quence Repeats ,简单重复序列):SSR 分子标记由

Li tt M ,等于 1989年创建的 。简单重复序列 6 ～ 8

个核苷酸的重复序列 ,分布于整个基因组的不同位

置上 。由于重复次数的不同及重复程度的不完全造

成了每个位点的多态性。根据其两端的保守序列设

计一对特异性引物 , PCR扩增 ,再经聚丙烯酰胺凝

胶电泳即可显示不同基因型个体在这个 SSR位点

的多态性
[ 6]
。(2)S TS(Sequence tag ged Site , 序列

标记位点):STS 标记是由 OlsonM 于 1989 年创建

的 ,是一种等位点的标记 ,在不同基因组间具有特异

性 ,它是将 RFLP 标记技术转化为基于 PCR 的方

法 ,通过设计一对长度约 20bp的特异引物 ,对基因

组 DNA 进行扩增 ,该方法在设计引物时也需要测

序 ,但是 ,一旦获得引物 , STS 法就变得和 RAPD 一

样简单 、迅速[ 1] 。

2.2　基于 PCR 与限制性酶切技术结合的 DNA

标记

2.2.1　限制性酶切片段的选择性扩增来显示片段

长度的多态性　(1)AFLP(Amplified Fragment

Leng th Polymo rphism , 扩增片段长度多态性):

1993年由荷兰科学家Zabeau等创建的 AFLP 分子

标记技术 ,是利用 PCR技术检测 DNA 多态性的一

种方法[ 7] 。AFLP 的基本原理是对 DNA 限制性酶

切片段进行选择性扩增 。具体操作为基因组 DNA

经限制性内切酶双酶切后 ,形成分子量大小不等的

限制性片段 ,再将双链人工接头(arti ficial adapter)

连接在这些 DNA 片段的两端 ,形成一个带接头的

特异片段 ,并作为扩增反应的模板 ,扩增片段经过聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离检测[ 8] 。

2.2.2　对 PCR扩增片段的限制性酶切来揭示扩增

区段的多态性　(1)CAPS(C leaved Amplified Poly-

morphic Sequence , 放大剪切序列多态性):CARS

标记是 1993年由 Paran在 RAPD 技术的基础上发

展起来的。基本流程是:先作 RAPD 分析 ,回收

RA PD片段 ,克隆和测序 ,再根据该序列设计特定

引物 ,进行 PCR扩增 ,可以鉴定出与原来的 RAPD

片段相对应的单一位点 。该标记为共显性遗传 。由

于 CARS 标记使用的引物长 ,因而实验的可重复性

高 ,因此比 RAPD和其它利用随机引物的方法在基

因定位和作图中的应用要好[ 2] 。

3　基于单核苷酸多态性的 DNA 分子

标记
　　第三代分子标记是基于单核苷酸多态性的

DNA 分子标记 ,如 SNPs 标记。(Simple N ucleo-

t ide Polymorphisms ,单核甘酸多态性)

同一位点的不同等位基因之间常常只有一个或

几个核苷酸的差异 ,从分子水平上对单个核苷酸的

差异进行检测具有重要意义。随着计算机和 DNA

芯片技术引入分子生物学领域 ,研究者可同时对成

千上万个克隆测序 ,用计算机分析数据和显示最终

结果 。目前 ,检测 SNPs标记最常用的方法有两种 ,

①随机扩增 DNA(RAPD)法 , ②DNA 芯片(DNA-

chip)检测法[ 1] 。

4　几种新型分子标记
4.1　RGAs 标记(Resistance Gene Analog s ,抗病

基因类似物)

RGAs是用基于抗病基因保守序列设计的引物

扩增基因组得到的抗病基因类似序列的新型的分子

标记。尽管基因间整个序列的同源性不足于用

RFLP 杂交检测 ,但抗病基因中存在的这些保守区

域为在其它植物中进行 PCR扩增和分离 RGAs提

供了机会
[ 9]
。

4.2　RMAPD标记(random microsatelli te amp lify
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po lymo rphic DNA ,随机微卫星扩增多态)

利用 RAPD引物和微卫星上游或下游引物结

合 ,对基因组 DNA 进行扩增 ,探索更有效的揭示所

有微卫星及其他 DNA 遗传多态性的方法 ,以期获

得研究 DNA 多态性的新的分子标记方法。因该方

法同时利用随机引物和微卫星引物进行扩增 ,暂时

定名为随机微卫星扩增多态 DNA [ 10] 。

4.3　SRAP(Sequence Related Amplified Polymor-

phism ,相关序列扩增多态性)

SRAP 标记是基于 PCR技术的新型分子标记

技术 ,其原理是利用基因外显子里 G 、C 含量丰富 ,

而启动子和内含子里 A 、T 含量丰富的特点设计两

套引物 ,对开放阅读框架进行扩增 。此技术具有简

便 、稳定 、中等产率和容易得到选择条带序列的特

点 ,在基因组中分布均匀 ,适合于不同作物的基因定

位 、基因克隆和遗传图谱构建
[ 11]

。

4.4　T RA P 标记(Target Region Amplif ied Po ly-

morphism ,靶位区域扩增多态性)

T RA P 是由 H UJG等于 2003年从 SRAP 技术

改进而来的新型分子标记技术 ,其原理是借助大规

模测序技术产生的庞大生物序列信息 ,利用生物信

息学工具和表达序列标签数据库信息设计引物 ,对

目标候选基因序列区进行 PCR 扩增产生多态性标

记。此标记具有操作简单 、重复性好 、稳定性好 、效

率高的特点。目前已经成功应用于许多植物的遗传

图谱构建 、重要性状基因标记 、种质资源的多样性研

究及分子标记辅助育种等方面[ 11] 。

分子标记作为新的遗传标记 ,具有比形态标记 、

细胞标记和同工酶标记显著的优点 ,因此自分子标

记诞生短短 20多年间 ,已发展了许多种分子标记技

术 ,并已被广泛应用于动植物遗传育种 、连锁图谱构

建 、基因定位与克隆和物种鉴定等方面 。尽管分子

标记有许多优势 ,但目前发现的任何一种分子标记

均不能满足作为理想的遗传标记的所有要求 ,但可

以预见 ,在不久的将来 ,分子标记技术会产生深远的

影响。
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