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DNA分子标记技术在番茄育种上的应用
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　　摘　要:主要介绍了分子标记技术应用于遗传育种中的几种方法 ,并综述了 DNA分子标记

技术在番茄的遗传育种研究既番茄遗传图谱 、亲缘关系和遗传多样性研究 、品系指纹图谱构建及

品种纯度鉴定 、基因定位和标记辅助选择中的一些应用。并对分子标记在番茄育种上的进一步

应用做出了展望。
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　　蔬菜育种是蔬菜改良最重要的一种途径[ 1] 。它包

含两方面的工作 ,一是确认所需有用的遗传变异是否存

在于育种材料之中 ,二是采取有效的办法把目标基因转

移到品种中去 ,观察性状表现 ,稳定后应用于栽培 ,从而

实现品种的大面积生产[ 2] 。生物技术的创新发展和广

泛应用给传统的遗传育种研究带来了巨大的改变 ,目前

分子标记技术的应用尤为显著[ 3] 。

20世纪 80年代 ,标记技术逐渐发展到植物遗传育

种领域 ,使得广大学者大大加深了对某些性状遗传规律

的认知[ 4] 。自从 1974年 Rick[ 5] 等人对番茄进行分子标

记的遗传研究以来 , DNA分子标记技术的应用获得了

相当大的发展 ,运用 DNA分子标记技术已经建立了接

近饱和的番茄高密度分子遗传图谱[ 6] ,在番茄上有超过

285个已知的形态学的 、生理学的和抗病性的标记 ,36种

同工酶和超过 1 000个限制性内切酶片段长度多态性标

记(RFLP)。此外 ,当前有超过 162 000个表达序列标签

(EST),大约 3.2%已经被绘制成图谱。标记和图谱被

应用在抗病性和许多其他的园艺特性的基因或数量性

状遗传位点(QTL)定位和标记上。这些信息可以被用

在不同的方面 ,如分子标记辅助选择育种(MAS)和目标

基因或数量性状遗传位点(QTL)的基因克隆研究中
[ 7]
。

1　DNA 分子标记的介绍
在番茄遗传育种研究工作中使用的 DNA分子标记

主要涉及基于 Southern杂交的限制性片段长度多态性

标记(RFLP)、基于 PCR技术的 DNA 扩增方法的随机

扩增多态性 DNA 标记(RAPD),和简单重复序列标记

(SSR)、以及基于 PCR与酶切相结合的扩增片段长度多

态性标记(AFLP)和切割扩增的多态性序列标记

(CAPS)等 ,它们在番茄遗传图谱 、亲缘关系和遗传多样

性研究、品系指纹图谱构建及品种纯度鉴定、基因定位、

和标记辅助选择等方面都有广泛的应用。

RFLP 是英文 restriction fragment length polymor-

phism 的缩写。该技术由 Grodzicker 等人于 1974年创

立 ,其基本原理是:植物基因组DNA经限制性内切酶酶

切后 ,通过电泳将大小不同的酶切片段按照各自的长度

分离 ,通过Southern吸印与标记的探针杂交 ,放射自显

影检测酶切片段的多态性 ,此方法稳定可靠
[ 8]
。

RAPD是英文 randomly amplified polymorphic DNA

的缩写。1990年Williams等人发表了一篇关于检测核

苷酸序列多态性的 RAPD 标记法 ,它是以基因组总

DNA为模板 ,利用随机引物对模板进行 PCR扩增得到

多态性 DNA片段 ,然后通过电泳检测片段的多态性 ,以

此来诊断生物体内在基因排布与外在性状表现规律的

技术。它基于PCR ,无需预先知道 DNA序列信息[ 2] 。

SSR是英文 simple sequence repeat的缩写。简单重

复序列(SSR)又叫微卫星DNA(microsatellite DNA)。所

谓微卫星是由 2 ～ 6bp的重复单位串联而成 ,一个微卫

星长度一般小于100bp ,不同品种或个体核心序列的重复

次数不同 ,但重复序列两端序列多是保守的单拷贝序列 ,

因此可以根据这两端的序列设计与核心序列互补的一对

特异引物 ,通过PCR扩增其间的核心微卫星 DNA序列 ,

利用电泳分析不同基因型个体在每个 SSR位点上的多态

性[ 2 ,8] 。只要引物确定 ,使用极为简单 ,结果很稳定。

AFLP 是 amplified fragment leng th polymorphism

的缩写。它是1993年由Zabeau和Vos发明并申请欧洲

专利 ,之后于1995年以论文形式发表的检测 DNA多态
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性的方法。它基于三个方面 , DNA 的限制及寡核苷酸

接头的连接作用 、多组限制性酶切片段的选择性扩增和

被扩增片段的凝胶分析[ 9] 。它的原理是把限制性酶切

片段通过PCR反应进行扩增 ,再把扩增好的酶切片段通

过聚丙烯酰胺凝胶等高分辨率的分析胶电泳 ,最后检出

片段的多态性。它建立在 PCR和 RFLP 标记技术基础

上 ,被认为是最有效的分子标记[ 10] 。

CAPS 是英文 cleaved amplified polymorphic se-

quence的缩写。CAPS 技术也是利用 PCR对 RFLP 标

记进行了转化 ,CAPS技术与 AFLP 技术相反 ,它是在先

获得某个位点特异扩增产物的基础上 ,再将该扩增产物

进行酶切 ,电泳检测酶切片段的多态性[ 8] 。

2　番茄遗传图谱的构建
遗传图谱(genetic map)是以染色体重组交换率为

相对长度单位 ,以遗传标记为主体所建构的染色体线状

连锁图谱
[ 11]
。伴随以 RFLP为代表的分子标记的出现 ,

遗传作图在许多物种中得到了飞速发展
[ 12]
。值得一提

的是植物中的第一张 RFLP 标记图谱
[ 13]
,第一张含有

1000多个分子标记的高密度图谱全都是在番茄上首先

完成的
[ 14]
。

番茄的分子遗传图谱主要是发展自 1992年 Tanks-

ley
[ 15]
等学者利用栽培番茄 Lycopersicon esculentum cv

VF36-Tm2a 与潘那利番茄 Lycopsersicon pennel lii

LA716的F2代群体建构出的番茄遗传图谱。这个图谱

以 RFLP遗传标记为主并包含有同工酶和形态学等遗

传标记 ,它包括遗传标记 1 030个 ,共占 1 276个图距单

位 ,这个高密度的遗传图谱 ,大约每1.2cM(厘摩)就有一

个标记。使番茄的遗传图谱达到了一个新的水平。

随着分子标记的不断发展 ,已报道了很多番茄分子

遗传图谱的研究。Zhang等利用栽培番茄与多毛番茄的

BC1群体制作了含 142个 RFLP标记 、29个抗病基因域

(RGAs)、总长度为 1 469cM 的番茄分子遗传图谱 ,标记

平均间距为 8.6cM
[ 16]
。Colwyn等人在运用AFLP标记

构建番茄分子遗传连锁图谱时 ,利用分离群体和 728个

引物 ,从42 000个 AFLP片段中筛选出了3个 AFLP标

记 ,并将它们定位在番茄第 1条染色体的短臂上。在

728个引物中每个引物组合产生 58 个 AFLP 片段 ,

33.3%具有多态性
[ 17]
。刘杨等人把一种在每序花数 、始

花节位和单果重等性状上存在显著差异的栽培番茄和

野生醋栗番茄进行杂交 ,之后把产生的142个F2 代单株

作为作图群体 ,使用 SSR标记技术构建了一个番茄遗传

连锁图谱 ,此图谱包含 112个标记 ,总长度为 808.4 cM ,

标记平均间距 7.22 cM
[ 18]
。

番茄遗传图谱的构建在番茄基因组研究中起了非

常重要作用 ,它可以为基因定位 、基因克隆 、基因组结构

和功能的研究 ,和番茄的分子标记辅助育种打下良好的

基础[ 12] 。

3　亲缘关系和遗传多样性研究
分子标记技术检测的是番茄在基因组水平上的差

异 ,它不受外界环境的影响 ,因而具有客观和稳定的特

点 ,它在分析种质亲缘关系及检测种质资源多样性方面

发挥着相当大的作用 ,利用分子标记可以确定亲本之间

的亲缘关系及遗传差异 ,确定亲本之间的遗传距离 ,进

一步划分出杂交优势群 ,提升杂种优势潜力[ 19] 。

Villand等人对亚洲蔬菜研究与开发中心(AVRDC)

所收集到的96种全球范围的番茄品种进行了 RAPD标

记研究 ,他们使用 41个 RAPD引物分析了这 96个品

种 ,共产生出98个多态性 RAPD标记。结果表明来源

于厄瓜多尔 、秘鲁和智利的品种间的差异大于来自其它

地区的品种 ,普通番茄内部品种之间存在着地域引起的

差异[ 20] 。

宋建等人从400对SSR引物中筛选出24对多态性

高 、扩增稳定、重复性好的引物 ,对来自国内外的36份番

茄材料进行SSR标记 ,之后利用 NTSYS软件对所得结

果进行聚类分析 ,36份材料被聚成 7大类 ,结果说明番

茄材料之间存在一定程度的遗传分化 ,野生种的亲缘关

系较远;而栽培番茄的亲缘关系较近 ,遗传背景狭窄;野

生种与栽培品种之间的亲缘关系也较远[ 21] 。温庆放等

人应用 RAPD的方法对 32个国内外樱桃番茄品种进行

了分析 ,筛选出的 27个引物扩增出 207条谱带 ,其中有

139条多态条带 ,多态性程度为 67.15%,根据 RAPD位

点对这些品种的基因型进行了聚类分析 ,绘制了 32个

樱桃番茄的亲缘关系树状图[ 22] 。

李景富等人对番茄属 9 个种的 43份材料进行了

RAPD分析 ,将番茄属分为4个类群。通过对遗传丰度、

遗传离散度 、基因杂合度和Shannon表型多样性指数的

分析 ,得出结论为野生类群的遗传多样性大于普通番茄

类群 ,这表明在野生类群中存在着较为丰富的可用于番

茄遗传育种的遗传资源
[ 23, 24]

。

DNA分子标记技术在番茄种质亲缘关系和遗传多

样性的研究中有着快速和准确的优势 ,为现阶段蔬菜育

种中减少杂交组合数目 、有效划分杂交优势群 、提高品

种质量及育种效率提供有力依据 ,对于番茄种质资源的

收集与保存 ,尤其是在育种上的应用展现了广阔的前

景
[ 19, 25]

。

4　品系指纹图谱构建及品种纯度鉴定
番茄 ,又叫西红柿、洋柿子等 ,品种数量非常多 ,它

们的品种名和地方俗名混淆使用 ,而且从国外引入品种

的音译名杂乱不规范 ,造成很多同名异物和同物异名的

现象 ,给品种资源的收集 、分类 、保存和利用造成不必要

的麻烦[ 26] 。品系指纹图谱的建立可以规范番茄品种 ,解

决很多不便。建立起标准的品种指纹图谱 ,就可以在分

51



·专题综述· 北方园艺 2007(6):50～ 53

析研究时将需要鉴定的品种的指纹与标准指纹进行对

照分析 ,进而明确品种类别和品种纯度[ 27] 。

Broun等人对 GATA 和 GACA重复序列作图 ,结

果表明它们在基因组中不是随机分布 ,而是集群分布 ,

特别是紧邻于着丝粒分布 ,分析认为(GATA)n和 GATA

可用于检测品种的多态性[ 28] 。栾雨时等人用放射性同

位素标记人工合成的简单重复序列(GATA)4 ,与经DraⅠ

酶切的 8个番茄栽培品种的 DNA进行 Southern杂交 ,

得到的 DNA指纹可见各品种间都有差异带型 ,而且各

品种内单株与单株之间无差异[ 29] 。

Rom等人对 3个番茄品种(Naama , Ty20 ,5692)的

F1 杂交种进行了纯度分析 ,提取每个杂种及其亲本二叶

期叶片的 DNA进行 RAPD分析 ,从 50个随机引物中筛

选出两个引物用以区分杂种一代和母本 ,表明 RAPD标

记可用于杂种鉴定[ 30] 。李丽等人对京丹1号和毛粉802

两个番茄品种的F1 代杂交种纯度运用 RAPD标记进行

了鉴定 ,此研究结果显示 ,双引物的扩增反应对于鉴定

双亲亲缘关系极近的杂交种纯度比单引物扩增反应更

有效 ,经过进一步分析证明 RAPD标记在鉴定双亲亲缘

关系极近的杂交种纯度上是可靠的[ 31] 。

高蓝等人以番茄 F1代杂交品种强选 1号的干种子

为材料 ,用 RAPD标记方法成功地对种子的纯度进行了

初步的鉴定 ,这种方法无需进行田间种植即可完成番茄

杂种纯度的鉴定工作[ 32] ,2006年高蓝等人又对西北地区

广泛种植的优良番茄一代杂交品种纯度进行了 RAPD

分析 ,结果表明毛粉808 、毛粉802 、毛粉 818 、强选1号和

西粉 3号这 5个番茄品种及其亲本之间的遗传背景比

较接近。实验还为找到准确性更高的 SCAR标记打下

基础[ 33] 。栾雨时等[ 34] 、李继红等[ 35] 、蒲汉丽等人[ 36]也都

成功地利用 RAPD技术进行了番茄的品种纯度分析。

可以说分子标记在构建品种指纹图谱上区别于其

它的杂种纯度鉴定手段 ,它不受栽培条件的影响 ,可以

通过计算机系统管理 ,能更好 、更准确地认定和保护品

种 ,并进行进一步研究[ 37] 。

5　基因定位
蔬菜作物的许多重要的农艺性状一部分表现为质

量性状遗传的特点 ,如抗病性 、抗虫性 、某些抗逆性和育

性等;另一部分表现为数量性状遗传特点 ,如产量 、品

质、抗性 、成熟期等[ 38] 。质量性状是分离群体中表现为

不连续变异而显示质的差异的性状[ 2] 。近等基因系分

析法(NILS)和分离群体分组分析法(BSA)是寻找与目

标基因紧密连锁的分子标记的有效方法。这两种方法

主要运用于质量性状基因定位的研究[ 39] 。数量性状是

一类受多基因控制的复杂性状。多基因在染色体上的

位置称为数量性状基因座(QTL)[ 40] 。

Chunwongse等人利用分子标记与 QTL结合将新

的抗晚疫基因Ph-3定位在第9染色体上 ,证明这个基因

与原来的晚疫病抗性基因Ph(定位于第7染色体)或Ph-

2(定位于第 10染色体)是非等位基因[ 41] 。田苗英等应

用 RAPD标记技术 ,在 F2 代群体中采用BSA 法分别构

建了抗 ToMV 病DNA混合池及感 ToMV 病 DNA混合

池 ,最终获得了与番茄 ToMV(烟草花叶病毒)抗性基因

Tm 2nv连锁的分子标记 O PD201700 ,其遗传距离为

7.067cM ,LOD值为 16.768 ,此结果不仅可用于番茄抗

ToMV 育种材料的筛选与鉴定 ,而且还为日后定位和克

隆此基因打下基础[ 42] 。

卫丽等人采用AFLP标记与 BSA技术相结合的方

法 ,对由显性核基因(RL-4)控制的番茄野生种 L.peru-

vianum抗白粉病抗性进行了研究。在F2 代抗病池和感

病池间随机筛选了 256对引物 ,利用 Joinmap软件对筛

选结果进行连锁分析 ,找到了与番茄抗白粉病基因 RL-4

连锁的 6个 AFLP 标记 ,起遗传距离分别为 4.3、5.5、

5.5、5.6 、6.6和 11.9cM [ 43] 。

刘杨等人以每序花数性状差异显著的栽培番茄与

野生醋栗番茄杂交产生的 F2 为作图群体 ,应用 SSR标

记构建了番茄的遗传连锁图谱也鉴定出 2个控制每序

花数的 ,分别在第2和5染色体上 ,其结果与很多学者关

于控制花数性状定位的研究结果比较彼此之间均有很

大的差异 ,说明数量性状由多基因控制很复杂 ,研究手

段与结果不稳定[ 44] 。

在番茄遗传育种中 QTL 技术的应用很广泛 ,其中

Tanksley 教授作出的贡献尤为突出 ,他应用高代回交

QTL法(AB-QTL)将野生种 L.hirsutum的特异 QTL导

入到加工番茄品种 E6203中 ,使其产量增加了 48%,可

溶性固形物含量增加 22%,番茄红素含量增加 33%,并

且这些结果经过了各种生产环境的考验 ,相对传统育种

使这些性状指标每年以 1%的速度增长是相当卓越的成

绩[ 45] 。

6　标记辅助选择
近年来 ,蔬菜作物中有许多重要的性状基因已被标

记 ,并已经在育种实践中应用 ,这就是所谓的分子标记

辅助选择(MAS)
[ 46]
。因此一旦发现某一目标基因被定

位在某一染色体上 ,就可以选择分散在染色体不同位点

的标记 ,逐渐逼近 ,找到该基因的分子标记[ 47] 。

Chague等鉴定了与 Sw-5基因连锁的 4个 RAPD

标记 ,其连锁距离不超过 10.5cM ,其中两个似乎与 Sw-5

紧密连锁 ,还有 1个以排斥相连锁 ,这就能够对杂合性

的和易感性的植株做出鉴定
[ 48]
。陈丽静等人利用一个

PCR反应体系 ,同时对分别与番茄的抗番茄花叶病毒病

的 Tm2
2
基因和抗斑点萎凋病毒病的 Sw-5基因紧密连

锁的 SCAR标记进行了扩增筛选 ,经验证此方法可用于

苗期早期辅助选育 ,能加快番茄育种进程[ 49] 。
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寿森炎等人以番茄高抗青枯病品种“T51A”与高感

青枯病品种“T9230”为材料 ,用 64个EcoRⅠ/MseⅠ引物组

合对两亲本及其 F2 代抗病和感病基因池进行了 AFLP

标记分析 ,扩增出的约 4 200条带中有 2条为稳定差异。

经过 F2代分离群体对2个特异条带与目的基因的遗传

连锁性进行的分析 ,结果表明特异条带 AAG/CAT 与抗

青枯病基因 RRS-342(暂定名)紧密连锁 ,二者之间的遗

传距离为 6.7cM。将 AAG/CAT 片段回收 、克隆及测

序 ,将其成功地转化为 SCAR标记 ,可以进一步应用于

标记辅助育种[ 50] .

于拴仓等人根据番茄叶霉病抗病基因 Cf-5的基因

序列设计特异扩增引物 ,以 7个含有不同叶霉病抗病基

因的品种为试材 ,成功建立了 Cf-5基因的共显性 CAPS

标记。此研究为Cf-5基因的分子标记辅助育种奠定了

良好基础[ 51] 。

李红双等人应用 RAPD技术筛选到一个与番茄抗

根结线虫病基因紧密连锁 RAPD标记 OPD201454 ,并将

其成功地转化成了SCAR标记 SCD201000 ,此研究结果为

进一步实现分子标记辅助选择育种及克隆抗根结线虫

病基因打下了基础[ 52] 。

李君明等人以来自保加利亚含有 ps-2基因的不育

材料 CMC1ps2为母本 ,以加工番茄92155为父本构建了

123个 F2 分离群体 ,采用 AFLP 分子标记技术 ,通过对

64对AFLP引物组合的筛选 ,获得了与可育基因ps-2位

点紧密连锁的 3个AFLP标记 ,它们与可育基因 ps-2的

遗传图距分别是 6.04cM 、6.04cM 、6.06cM ,位于可育基

因的同一侧 ,分别扩增出 390bp 、150bp 、80bp的 DNA片

断。获得的 3个标记可直接用于标记辅助选育 ,加速番

茄雄性不育的转育和应用[ 53] 。

7　展望
番茄既是蔬菜也是水果 ,其中含有丰富的维生素 C

对心血管有良好的保护作用;番茄红素具有良好的抗氧

化作用 ,能清除体内废物 ,增加免疫力。它也是营养师

大力提倡的减肥食品。它早已成为人们日常生活中的

不可缺少的食物。因此 , DNA 分子标记技术在番茄遗

传图谱 、亲缘关系和遗传多样性研究、品系指纹图谱构

建及品种纯度鉴定 、基因定位 、和标记辅助选择等方面

的研究与应用非常有实用意义。

该文章大都选用的是国内学者 、研究人员的成果 ,

这说明我国近些年分子标记方面的研究的很多 ,文章也

很多。虽然分子标记实验的药品很多都对身体有害 ,但

许多研究人员都在做分子标记 ,很多学校和科研单位都

已建备相对完善的实验室和实验程序 ,这会给目前以至

以后的科学育种研究带来很大的推进及影响 ,希望我们

能更好 、更有效的利用分子标记技术 ,多做一些有意义 、

有创新的研究 ,使其更有成效地应用于科技研究中 ,同

时也希望能将分子标记技术与常规育种更好的结合起来 ,

培育出更多对菜农和食用者都有益的好品种来。
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