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应用于作物体细胞杂种鉴定的遗传标记方法

张 　瑜 , 赵云云
(首都师范大学 生命科学学院 ,北京 100037)

　　摘　要:着重介绍了 4类遗传标记方法的原理及特点 ,简要概述了其在作物体细胞杂种鉴定

方面的应用进展。
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　　作物体细胞杂种的鉴定研究离不开遗传标记 ,遗传

标记是遗传物质的特殊的易于识别的表现形式 ,可以用

于研究基因遗传和变异的规律。随着分子生物学和生

物技术的迅速发展 ,遗传标记技术也得到了迅猛的发

展。目前 ,遗传标记主要分为四大类:形态学标记 、细胞

学标记 、生化标记和分子标记。形态学标记指可以观察

到的一些表型性状;细胞学标记主要包括核型 、染色体

带型等;生化标记主要是指同工酶和贮藏蛋白质等生化

物质;分子标记是以生物大分子 ,尤其是生物体的遗传

物质--核酸的多态性为基础的遗传标记。
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　　植株形态 、叶片形态 、花器官形态 、果实特征等形态

学特征是判断及筛选体细胞杂种的基本而又重要的标

准。形态学标记可以直接的体现杂种与双亲的形态区

别 ,方法非常简单。但是它易受环境和其它遗传效应影

响 , 且标记的数量较少。

2　细胞学标记
核型 、染色体带型和原位杂交及染色体的非整倍性

和结构变异等细胞学标记是鉴定体细胞杂种的一种有

效的方法。

2.1　制片分析

通常以根尖 、茎尖、幼叶 、叶片愈伤组织等为材料 ,

采用压片法进行染色体标本制备 ,需用卡宝品红 、醋酸

洋红等染色液进行染色、镜检和计数。制片分析作为最

基本的细胞学分析手段 ,方法比较简单 ,但是易受材料

和时间的限制。

2.2　原位杂交
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　　1969年Gall 、Pardue和 John等(2002)首次建立该技

术 ,并应用于组织切片和细胞标本上。原位杂交技术(in

situ hybridization ,ISH)是根据核酸分子碱基互补配对原

则 ,利用标记探针与组织 、细胞或染色体的 DNA进行杂

交 ,对细胞中的待测核酸进行定性 、定位或相对定量分

析(张明 ,曹家树 ,2000)。

随着组织化学和分子生物学的进一步的发展 ,染色

体原位杂交技术不断改进。在植物体细胞杂种研究方

面 ,原位杂交技术日益显示出其优势 ,可用于倍性变异

的来源检测 、融合双亲的基因组互作、染色体行为分析

等。例如 , Itoh等(1991)应用原位杂交技术对油菜非对

称杂种进行了研究 ,发现所检测的 5个杂种都丢失了供

体1 ～ 3条染色体。

2.2.1　特异片断的荧光原位杂交　20世纪 80年代末 ,

出现了利用荧光素进行标记或检测的荧光原位杂交

(f luorescence insitu hybridization ,FISH)技术 ,使信号检

出率提高。Wang 等(2005)通过 FISH 技术分析 wheat

和 Agropyron elongatum 的体细胞杂种 ,发现杂种中有

A.elongatum的小染色体片断 ,从而证明了杂种的性

质。FISH 比 ISH 有两个优点:不同的探针可以同时测

定几个不同序列在染色体上的物理顺序;通过数字成像

显微技术就可以获得更为准确的图谱。

2.2.2　基因组原位杂交　采用整个基因组的 DNA可

作为 FISH探针来识别植物杂种 、异源多倍体和重组的

育种品系中不同来源的染色体和染色体片段 ,这一重要

的FISH技术变型称为基因组原位杂交(genomic in situ

hybridization ,GISH)。Wolters等(1994)应用 GISH 技术

研究了番茄与马铃薯属间体细胞杂种的有丝分裂 、减数分

裂行为 ,发现存在很多异常现象。GISH技术更直接简便 ,

可与整条染色体杂交 ,而且杂交位点可以在细胞分裂任何

时期观察到。通过 GISH 不仅能了解配对同源染色体的

来源 ,还能观察到异源染色体易位互换重组现象。

2.3　流式细胞仪分析

通过流式细胞分析仪(flow cytometer ,FCM)对大量

处于分裂期间染色体的细胞 DNA含量进行检测 ,经仪

器的附设计算机自动进行统计分析 ,绘制出 DNA含量

(倍性)的分布曲线图。以已知倍性的同类试材为对照 ,

确定待测植株的倍性。相对常规染色体制片法来说 ,采

用流式细胞仪进行倍性分析操作简便 ,不受材料和时间

的限制。但该方法的单独使用 ,尚不能鉴别出是否为异

源四倍体 、二倍体胞质杂种 ,而且流式细胞仪价格昂贵 、

使用成本较高。

3　生化标记
生化标记(biochemical marker)主要是同工酶

(isozyme)和种子贮藏蛋白(如醇溶蛋白)等生化物质的

遗传标记。

3.1　同功酶分析

由于酶的结构主要是由遗传物质DNA分子上碱基

排列顺序决定的 ,因此对酶的分析可以间接反映不同生

物的不同基因结构。同功酶结构上的差异 ,可在电流中

表现出来 , 因而易于识别。

国内外近年来用同功酶分析法鉴定杂种 ,已取得了

一些结果。Trabelsi 等(2005)通过 PEG处理 potato So-

lanum L .tubero sum 和 Solanum vernei的原生质体融合

得到了 5棵再生植株 ,采用酯酶和过氧化酶分析来初步

鉴定再生株的杂种特性。

3.2　蛋白质分析

各种蛋白质都有其特有的等电点 ,在高于其等电点

pH的缓冲液中 ,将形成带负电荷的质点 ,在电场中向正

极泳动 ,在同一条件下 ,不同蛋白质带电荷有差异 ,分子

量大小也不同 ,所以泳动速度不同 ,蛋白质可分成多条

区带。向凤宁等(2001)采用双向电泳技术分析杂种蛋白

质组分可见 ,杂种不仅含有双亲的蛋白质组 ,而且还产

生了特异的新蛋白。

在电泳和等电聚焦时 ,蛋白质迁移率的差异 、共显性

等蛋白质多态性在数量上是有限的。很多蛋白质的多态

性不能通过电泳检测 ,因为氨基酸改变了 ,蛋白质的物化

性质没变。而且 ,基因编码的多态性蛋白质本身可能不被

作图。由于这些因素 ,蛋白质标记具有一定局限性。

4　分子标记
分子标记(molecular marker)是以生物的某些大分

子物质(主要指核酸)的多态性为基础的遗传标记。依

其多态性检出所用的分子生物学技术 ,大致可分为以

Southern杂交技术为核心的分子标记和以 PCR技术为

核心的分子标记。

4.1　基于 Southern杂交技术的分子标记

该技术利用限制性内切酶酶解不同生物体的 DNA

分子后 ,用特异探针进行 southern杂交 ,通过放射自显

影或非同位素来检测 DNA 的多态性 ,其中最具代表性

的是发现最早的限制性片段长度多态性(RFLP , restric-

tion fragment length polymorphisms)。其基本原理是用

限制性内切酶把DNA分子降解成大量的长短不等的小

片段 ,这些小片段的数目及长度反映了限制性内切酶酶

切位点在DNA分子上的分布。不同来源的 DNA具有

不同的限制酶酶切位点的分布 ,每一种 DNA/限制酶组

合所产生的片段是特异的 ,从而产生多态性。其可靠性

高 ,是共显性标记。但 DNA用量大 ,操作繁琐 , 技术复

杂 ,工作量大 ,有放射性危害。

Cheng等(2004)曾运用 RFLP 标记技术对 Triticum

aestivum 和 Agropyron elongatum 体细胞杂种的线粒体

基因进行分析 ,发现杂种细胞是供体和受体基因自由组

合和分离的结果。
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4.2　以 PCR技术为基础的分子标记

PCR技术即聚合酶链式反应 ,就是利用 DNA聚合

酶进行体外扩增 DNA的技术 , 方法简便 、快速。根据

使用引物的特点可概括为两种类型。

4.2.1　单引物 PCR技术　以一寡聚核苷酸序列(4 ～

20bp)为引物 ,对基因组 DNA进行随机 PCR扩增 ,产生

扩增片段长度多态。包括 RAPD(randomly amplified

polymorphic DNA),DAF(DNA amplification fingerprint-

ing),SPAR(single primer amplification reaction),SSR-

Anchord -PCR (simple sequence repeat -anchord -

PCR)等。这些标记与 RFLP相比 ,操作简便 , 自动化程

度高 , 但稳定性稍差(吴俊 2002)。RAPD 、DAF 、AP-

PCR标记其技术流程大同小异 ,即用单引物扩增基因组

DNA ,PCR结束后电泳分析 ,在紫外光下观察或照像 ,不

同之处在于所应用的引物类型不同。RAPD标记技术:

RAPD即随机扩增多态 DNA 标记 , 由 Williams 等

(1990)研究小组建立 ,是一种以 PCR技术即多聚酶链式

反应为基础的分子标记 ,其基本原理是以一个通常为

10bp的寡聚核苷酸为引物 ,通过 PCR扩增反应 ,产生不

连续的 DNA产物 ,用以检测 DNA 序列的多态性。Si-

gareva等(1999)利用 RAPD技术对 Camelina sativa 和

rapid-cycling Brassica oleracea 原生质体融合获得的体

细胞杂种进行了分析.其中 7个杂种的谱带中具有双亲

的谱带。RAPD技术优点:①引物无种属特异性;②模

板用量极少 ,灵敏度高;③标记计数量多;④分析自动

化 , 技术方便快捷 ,实验成本低 ,使用范围广。但 RAPD

技术的稳定性较差 , PCR反应对反应条件极为敏感 ,反

应条件的细微变化可能影响扩增结果的重复性;RAPD

技术通用性差 ,物种对 PCR的反应条件不同。DAF 标

记技术:DNA扩增指纹由Caetano-Anolles等(1991)建

立。DAF 所用引物长度比 RAPDs短 ,甚至可短至5bp ,

因此它所提供的谱带信息比 RAPDs大得多。DNA指

纹图谱是指某一品种具有的区别于其他品种的特异

DNA片段 ,其表现方式为一系列电泳图谱的差异。Wu

等(2005)运用 DAF标记技术对初步鉴定为多倍体的杂

种进行了分析 ,证实了杂种细胞中确实存在双亲的

DNA 。各品种的 DNA指纹差异可直接提供与目标性状

有关的 DNA水平的信息 ,避免了环境干扰;不受生长发

育时间的制约;成本低且准确可靠。AP-PCR 标记技

术:任意引物PCR , 由 Welsh和 Mcclelland(1990)建立。

AP-PCR使用的引物较长(10 ～ 15 bp),但 PCR反应前

2个循环的严谨条件较低 ,最终的反应结果与 RAPD类

似。SSR-Anchored-PCR:SSR锚定 PCR标记系统由

Zietkiewicz等(1994)建立 ,其技术要点是引物设计时 ,在

引物的 3′端或 5′端锚定上简单序列重复(尤其是(CA)

n),另一端再设计 2 ～ 4个碱基;用这种引物扩增 DNA ,

扩增出的产物为简单序列重复之间的 DNA 序列。

SPAR标记技术:SPAR ,单引物扩增反应。该标记系统

由 Gupta等(1994)提出 ,其技术流程同 RAPD。该系统

所用引物为微卫星序列或简单序列重复 ,扩增产物为各

简单序列重复间的DNA片段。

4.2.2　双引物 PCR技术　通过特异的双引物选择扩增

基因组 DNA或基因组 DNA限制性酶切片段 ,产生扩增

片段长度多态。包括 STS(sequence -tagged sites),

SCAR(sequence characterized amplified regions), AFLP

(amplified fragmentlength polymorphism), SRAP (se-

quence related amplified polymorphism ), TRAP(target

region amplified polymorph-ism)。这类标记为共显性 ,

多态性高 , 分辨率高 , 稳定性强 , 重复性好 , 速度快 , 自

动化程度高。STS 标记技术:序列标志位点是基于

RFLP发展起来的一类 PCR标记技术。STS 技术的基

本原理是:对 RFLP 标记使用的克隆进行测序 ,根据序

列信息设计一对引物 ,用于对基因组 DNA 进行特意扩

增 ,对扩增产物进行常规的 DNA电泳检测扩增产物的

多态性。甘蓝型油菜与花椰菜原生质体通过 PEG法诱

导融合 ,采用 STS标记引物鉴定 32株再生植株为杂种。

(惠志明等 2006)。STS 作为一种基于 PCR的标记技

术 ,显然具有 RFLP无法比拟的实用性。SCAR标记技

术:SCAR标记技术由 Paran和 Michemore(1993)建立 ,

其原理是将一个理想的 RAPD标记克隆后 ,对其末端进

行测序 ,而后设计出较长的引物(如 24个碱基),对不同

材料中该标记的有无进行特异扩增。这样 ,不同材料中

DNA 序列的差异可通过这个单一带的出现与否加以判

断。李映等(2005)利用两个 SCAR双侧翼标记对马铃

薯四倍体栽培种的双单倍体系与二倍体野生种的原生

质体融合体细胞杂种进行分子标记辅助鉴定。SCAR的

稳定性比 RAPD增强了许多 ,而且待检 DNA间的差异

可直接通过有无扩增产物来显示 ,这甚至可省去电泳的

步骤。AFLP 标记技术:AFLP 扩增片段长度多态性。

该标记系统由Zabeau和 Vos(1995)发明 ,其原理是选择

性扩增基因组 DNA 的酶切片断。由于不同材料的

DNA的酶切片断存在差异 ,因而便产生了扩增产物的

多态性。利用 AFLP 技术对 Thlaspi caerulescens 和

Brassica napus原生质体融合获得的体细胞杂种进行了

分析 ,发现 17个植株都具有10个以上的双亲的特征谱

带 ,属于双亲融合的体细胞杂种(Brewer ,1999)。AFLP

技术与 RAPD技术相比有以下优点:①显性标记 ,多态

性强;②稳定性好 ,分辨率高 ,重复性强 ,可靠性好。但

是其实验程序比 RAPD技术复杂;需使用同位素等标记

引物 ,成本高 ,对人体有害。SRAP 标记技术:相关序列

扩增多态性是一种新型的基于PCR的标记系统 ,由美国

加州大学蔬菜作物系 Li与 Quiros(2001)提出 ,也称基于
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序列扩增多态性(FERRIOL 和 PICO 2003)。SRAP 的

原理是利用独特的引物设计对 ORFs(open reading

frames ,开放阅读框架)进行扩增 ,上游引物长17bp ,5′端

的前 l0 bp是一段填充序列 ,紧接着是 CCGG ,它们组成

核心序列及 3′端 3个选择碱基 ,对外显子进行特异扩

增。下游引物长 18 bp ,5′端的前 10 ～ 11 bp是一段填充

序列 ,紧接着是AATT ,它们组成核心序列及 3′端 3个

选择碱基 ,对内含子区域 、启动子区域进行特异扩增 ,因

个体不同以及物种的内含子 、启动子与间隔长度不等而

产生多态性。陆地棉品种 Coker 201和克劳茨基棉通过

对称融合获得体细胞杂种。采用 SRAP标记检测再生

植株中含有双亲的特征带 ,证明了杂种的真实性(张献

龙等 ,2004)。相关序列扩增多态性是近年来发展起来的

一种新型分子标记系统 , 它具有简便 、中等产量、高共显

性、重复性 、易于分离条带及测序等优点 , 最大的特点是

它针对的是基因的阅读框区域。TRAP 标记技术:靶位

区域扩增多态性是基于PCR的新型标记系统 ,由 Hu与

Vick(2003)提出。与 SRAP 、RAPD和 AFLP 等标记技

术无须任何序列信息即可直接 PCR扩增不同 ,TRAP 技

术是基于已知的 cDNA或 EST 序列信息。其原理是利

用生物信息学工具和表达序列标签(EST)数据库信息 ,

产生目标候选基因区多态性标记。该技术采用 2个 18

核苷酸引物 ,一个为固定引物 ,依据 EST 序列设计;另一

个为随机引物 ,针对外显子或内含子的特点 ,设计分别

富含 GC或 AT 核心区的任意序列。通过对目标区域

PCR扩增 ,产生围绕目标候选基因序列的多态性标记。

SRAP与 TRAP是最近发展的新型分子标记系统 ,具有

简便 、高效、重复性好等优点 ,作为遗传标记在作物体细

胞杂种的鉴定中有着广阔的前景。

4.3　以重复序列为基础的分子标记

以重复序列设计出的双引物对重复序列及其间的

序列进行扩增 , 产生扩增片段长度多态。包括 SSR

(simple sequence repeat),5S rDNA 间隔序列分析 、ISSR

(inter-Simple sequence repeat)。这类标记为共显性 ,

多态性很高 ,稳定。

4.3.1　SSR 标记技术 　SSR , 由 Rafalshi 和 Tingey

(1993)提出。SSR即简单重复序列 ,短串联重复或称简

单序列长度多态性 ,它是由基因组中的二核苷酸 、三核

苷酸和四核苷酸的简单串联重复DNA序列。SSR的标

记属于共显性标记 ,符合孟德尔方式的分离和遗传规

律;标记的数量是无限的;每个位点上有许多等位形式;

带型简单 ,客观明了;既可用于探针 ,又能通过PCR快速

扩增(马义勇和李殿申 ,2005)。运用SSR标记技术对胡

萝卜和川西獐牙菜体细胞杂种的叶绿体 DNA分析表

明 ,杂种细胞中双亲叶绿体基因组随机分离并发生重组

(李子东等 ,2005)。

4.3.2　5SrDNA 间隔序列分析　5SrDNA 在至今研究

的所有真核生物中是以串联重复单位组成的 ,属简单多

基因家族 ,120 bp的编码区之间是随不同生物而长度不

同的非转录间隔区。高等植物的间隔序列长度在 90 ～

400 bp之间 ,同一属的不同种植物之间以及同一种植物

之间间隔序列的碱基序列和长度不同。以保守的 5S

rDNA编码区的一致序列为基础设计 PCR引物 ,用来选

择性扩增变异较大的非转录间隔区 ,以区别融合双方的

核基因组 ,据此可进行体细胞杂种的鉴定。Cheng 等

(2004)曾运用5S rDNA 间隔序列分析对 Triticum aesti-

vum L和 Agropyron elogatum 的体细胞再生植株和愈伤

组织进行鉴定。5S rDNA间隔序列分析操作方便 ,重复性

好 ,在生长发育的各个时期均能检测 ,所需 DNA量少 ,是

一种分子水平上鉴定体细胞杂种的好方法。但由于此法

检测的基因组位点数目较少 ,可与其它的分子检测技术如

RAPD、RFLP 等相结合 ,对体细胞杂种中的异源基因作出

更精确、更全面的定位与分析(周爱芬等 ,1990)。

4.3.3　ISSR标记技术　ISSR利用植物基因组中常出

现的 SSR序列本身设计引物 ,无需克隆和测序。 ISSR

引物通常是一段长度在 15-20bp左右的一段简单重复

序列 ,扩增产物则为满足扩增子的SSR之间的 DNA区

域。Redblush和 Duncan g rapef ruit的原生质体对称融

合得到了再生植株 ,采用不同的引物运用 ISSR标记技

术鉴定它的本质(Scarano等 ,2002)。

4.4　以单核苷酸为基础的分子标记

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 ,因此在分子水平上对单个核苷酸的差

异进行检测是很有意义的。目前SNP 作为一种新的分

子标记 ,已有 2 000多个标记定位于人类染色体上 ,在植

物上也在进行开发研究。

5　讨论
理想的遗传标记应具备多态性高 、重复性高 、稳定

遗传 、能检测整个基因组 、不受内外环境的影响 、操作经

济等特征。相比之下 ,形态学标记 、细胞学标记和生化

标记的多态性较低 、信息量小 ,它们都是以基因表达的

结果为基础 ,是对基因的间接反映 ,而基因表达过程本

身包含着内外环境与基因之间的相互作用。DNA分子

标记是 DNA水平上遗传变异的直接反映 ,它们是最能

稳定遗传的 ,且可遍及整个基因组。因此 , DNA 分子标

记具有信息量大 ,多态性高 ,许多多态性标记在非编码

区 ,不影响目标性状的表达 ,与不良性状无必然的连锁

遗传现象 ,不受内外环境(组织类别 、发育时期等)的干

扰 ,与基因表达与否无关 ,检测迅速 ,操作简便等优点。

DNA分子标记是目前最为理想的分子标记 ,被广泛应

用于作物杂种的研究中。

然而 ,DNA分子标记技术本身也存在着缺点和不
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足 ,如各类分子标记的应用很不平衡 ,以 RAPD为最多 ,

RFLP 其次 ,AFLP 最少。而 RAPD技术本身不稳定 ,只

有转化为 STS或SCAR才能应用。随着分子生物学的

发展 ,DNA 分子标记将在作物杂种研究上取得更加长

足的进步 ,使种质资源的研究 、分子遗传图谱的构建日

趋成熟 ,使遗传群体 、基因标记以及基因文库得到充分

利用 ,使绝大多数性状基因得到准确定位 ,并利用图位

克隆技术克隆重要性状基因 ,加快作物遗传学研究和遗

传改良的进程。
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Genetic Markers for Somatic Hybrid Identification in Crop

ZHANG Yu , ZHAO Yun-yun

(College of Life Science, Capital No rmal University , Beijing 100037 , China)

Abstract:The principles and characters of four kinds of genetic markers were emphasized , and their applications in somat-

ic hybrid identification w ere summarized in this paper.
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