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核桃遗传改良及种质评价的分子标记研究进展
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　　摘　要:分子标记技术应用于核桃的遗传改良及种质资源评价 ,可快速而准确地获得其相关

遗传信息。现对 RAPD 、AFLP及 ISSR等分子标记在核桃上的应用进行了概述 ,继而在此基础上

探讨了存在的问题并提出建议。
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　　核桃(Juglans regia L.)为胡桃科(Juglandaceae)核

桃属(Juglans)坚果和木本油料树种[ 1] ,原为中国古老的

栽培植物之一 ,又名胡桃。核桃在我国 24个省区都有

广泛的栽培和分布 ,其面积和产量均居世界首位[ 2] 。核

桃种仁营养丰富 ,含有多种植物脂肪、蛋白质 、不饱和脂

肪酸 、碳水化合物以及磷 、钙 、铁、钾等矿物元素和 VB 、

VC与VE ,是世界传统的坚果食品。核桃在长期的栽培

过程中表现出了很多特有的优良性状 ,如早实性 、孤雌

生殖以及物种的多样性等。核桃的早实性研究对于核

桃品种改良以及实现高产高效有重要意义
[ 3-6]

。核桃种

类繁多 ,种植广泛 ,同名异种亲缘关系区分混乱的现象

普遍 ,解决上述问题可以借助孢粉学
[ 7]
、形态学

[ 8]
、同工

酶[ 9] 、核型分析[ 10-11] 、等位酶基因型指纹[ 12] 等方法 ,采用

分子标记技术对核桃进行识别及其亲缘关系探讨 ,可以

为其在种间分类的研究上提供依据。

在现代生物技术快速发展的今天 ,分子标记技术也

得到了突飞猛进的发展 ,至今已产生了几十种分子标记

技术 ,这些技术被广泛应用到植物的遗传育种 、基因组

作图 、基因定位 、植物亲缘关系鉴别 、基因库构建以及基

因克隆等各个研究领域
[ 13]
。分子标记技术具有快速 、方

便、直观 、成本低等特点 ,可应用于核桃品种的鉴别及指

纹图谱的构建。从而控制和实现核桃的早实性以及研

究核桃花芽分化[ 4] 等问题。采用分子标记技术对核桃

进行识别及其亲缘关系探讨 ,可为其提供种间分类研究

的理论依据。

1　分子标记技术
1.1　RAPD

随机扩增多态性DNA(Random Amplified Polymor-

phic DNA ,PAPD)是20世纪 90年代发展起来的一种分

子标记技术 ,简单 、快速 、易行 ,通常用于寻找2组 DNA

样品间的多态性差异
[ 14-15]

。RAPD技术多应用于各种

农作物如蔬菜和粮食作物的特异基因的标记及遗传转

化
[ 16-18]

,而在木本植物上的应用相对较少 ,主要集中在

各种果树如核桃 、板栗 、桃等上
[ 19-21]

。

1.2　RFLP

限制性片段长度多态性(Restriction Fragment

Length Polymorphism , RFLP),这种多态性是由于限制

性内切酶酶切获得 DNA 片段大小的变异引起的。

RFLP是最早产生并发展的以分子杂交为基础的 DNA

标记技术。RFLP 标记具有共显性 、信息完整 、重复性和

稳定性好等优点[ 22] 。由于上述优点 ,RFLP 技术曾被广

泛的应用于各种农作物如水稻 、小麦 、玉米等的遗传图

谱构建。

1.3　AFLP

扩增片段长度多态性(Amplified Fragment Length

Polymophrism ,AFLP)是最早由荷兰 Kcygene公司科学

家 Zabeau和Vos
[ 23]
发明的一种 DNA 分子标记技术 ,是

在 RFLP和 RAPD的基础上发展起来的 ,兼具 RFLP的

可靠性和 RAPD的简便性。AFLP 技术广泛应用于植

物分类 、图谱构建 、基因分离 、品种鉴定 、系统发育 、分子

标记辅助选择育种等多个方面。

1.4　SSR与 ISSR

简单重复序列(Simple sequence repeats , SSR)是由

1 ～ 6个碱基为重复单元的串联重复序列 ,在大多数真核

生物基因组中均有广泛分布
[ 24]
。ISSR(Inter-simple se-

quence repeat)是由 SSR发展起来的一种新的分子标记 ,
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属于微卫星标记[ 25] 。ISSR引物是利用 SSR重复序列在

5'或3' 末端加上 2 ～ 4个随机选择但是通常是简并的核

苷酸作为引物 ,对传统意义上的SSR之间的 DNA序列

进行 PCR扩增[ 26] 。ISSR在发现基因多态性方面非常

有用 ,其不需要预先获知序列 ,又克服了 RFLP 技术的

局限性和 RAPD技术的假阳性 ,所以 ISSR分子标记被

看成是一种较新的基因标记技术。ISSR多为显性标记 ,

不能区分一个位点扩增的 DNA 片段 ,在引物的筛选上

具有随机性 ,并且对循环扩增退火温度的掌握要求严

格。

2　分子标记技术在核桃研究中的应用
2.1　核桃 DNA提取方法的研究

核桃的分子标记技术中DNA提取质量的差异直接

影响到试验的成功与否。核桃为多年生果树 ,由于采样

时间较晚等原因 ,其体内酚类 、多糖等次生物质含量较

高 ,对其核酸的提取造成了很大的障碍。目前 ,核桃

DNA提取中主要应用的方法有常规 CTAB 法和改进

CTAB 法[ 27-29] 。

与常规的CTAB 法相比 ,采用改良的CTAB 法提取

的核桃全基因组 DNA质量及纯度均较高[ 30-32] 。常规

CTAB 法得到的 DNA 中含有些许棕色物质 ,张虎平

等
[ 33]
利用常规 CTAB提取法 ,采取树冠外围上方叶片做

为试验材料 ,所提取的 DNA中仍含有杂质 ,进一步研究

还发现用氯仿 、苯酚和乙醇很难将其溶解去除 ,且多糖

污染 DNA造成胶状物总是聚集于点样孔 ,形成亮带。

而改进的 CTAB法提取 DNA ,不论新叶老叶 ,均可获得

高纯度的 DNA ,可以有效降低多糖和酚类物质对 DNA

提取液的污染。张虎平等[ 33] 、樊靖等[ 28] 在研究中均采

用核桃幼嫩叶片做为试验材料 ,发现利用氯化钠等高浓

度盐可以去除核桃叶片 DNA中的多糖等次生物质 ,在

研磨前加入 PVP与 β-巯基乙醇配合使用 ,可以助研和

有效地阻止酚类物质的氧化 ,在细胞核裂解前采用低速

离心可以有效的将细胞核与酚类物质 、多糖分离;另外 ,

王国安等
[ 34]
利用核桃树冠外围上方叶片 DNA 建立

RAPD-PCR反应体系 ,其研究结果表明 ,采用过分简化

的DNA提取技术 ,可能影响到 DNA的提取质量 ,从而

导致扩增失败 ,不能使分子标记产生有效的扩增结果。

2.2　RAPD分子标记技术在核桃中的应用

在核桃的 RAPD标记中 , RAPD技术可能并非想象

的那么简单。在 RAPD反应体系中各组分的浓度 、DNA

扩增中各步骤的温度和时间等 ,均会直接影响扩增效

果 ,所以在试验过程中如何获取高纯度的基因组 DNA

和通过试验确定 PCR的扩增条件 ,建立最优的 PCR反

应体系显得尤为重要。在 PCR反应体系中 ,Mg
2+
浓度

与酶的用量是首要考虑的重要因素 ,不适宜的 Taq酶浓

度会导致出现非特异性扩增带和扩增产物量减少 ,Mg
2+

为 Taq 酶的激活剂 ,其影响酶的活性以及合成的可靠

性。相关研究表明 ,当 Taq酶为0.75 U ,Mg2+浓度为3.

5 mM 组合时扩增背景暗 ,带型均匀[ 33-34] 。邹喻萍等[ 35] 、

李晋涛[ 36]认为模板浓度在一定的范围内并不会影响扩

增条带的增减 ,但是会对扩增产量有影响。当模板DNA

浓度为 40 ng时的扩增产率高 ,带型均匀 ,结果稳定。研

究还显示 ,在反应缓冲液中加入小牛血清蛋白(BSA)4

μg时有助于酶活力的稳定[ 34] 。而杨恩等[ 37] 以漾濞核桃

与三台核桃叶片为试验材料 ,进行 RAPD反应体系优化

时发现 ,BSA的作用甚微 ,可以不用 ,且明显节约试验成

本。

RAPD标记可以应用于核桃的种质资源鉴定 ,确定

其亲缘关系。Orel等
[ 38]
在对核桃与铁核桃的研究中 ,利

用 RAPD技术对其叶绿体 DNA进行标记 ,结果表明 ,核

桃与铁核桃之间具有非常近的亲缘关系。这个结果与

前人所做的细胞学
[ 8]
、形态学

[ 38]
、同工酶

[ 39]
鉴定结果相

似。

核桃的早实性是一种重要的基因资源 ,参照近等基

因系法与分群法 ,通过寻找与早实性相关的 RAPD标

记 ,可以进一步开展核桃早实性分子标记辅助选择

(MAS)及其基因定位和基因克隆工作。张虎平等[ 40] 、王

国安等[ 41]利用RAPD技术对核桃的早实性进行分析 ,均

成功筛选出一条 710 bp的特异片段(OPG15710),分析

认为这个特异片段很可能为与核桃早实性相关的

RAPD标记。而杨克强等
[ 42]
、王晓梅等

[ 43]
、彭建营等

[ 44]

利用混合分离群体法(Bulked seg regant analysis ,

BSA)[ 45]也获得了相关性状的分子标记。

SCAR标记是一种由 RAPD技术转化过来的实用

性技术 ,其使用常规 PCR仪 ,简便 、易行 、对操作人员无

特殊要求 ,结果稳定 ,重复性好[ 46] 。共显性的 SCAR标

记则综合了 RAPD和 RFLP 二者的优点[ 47-49] 。有研究

者利用 RAPD技术对新疆核桃早实性的分子标记研究

中扩增得到一条710 bp的早实核桃特异片段 ,之后成功

根据克隆测序结果将其转化为重复性和特异性更好的

SCAR标记[ 50] 。

可见 ,利用 RAPD(SCAR)分子标记对核桃种质资

源的遗传多样性及早实性进行研究 ,充分考虑 RAPD对

所研究问题的适宜性 ,认真细致优化并严格控制反应体

系 ,可以快速获得相对准确的试验结果 ,为进一步开展

核桃的育种工作打下坚实的基础。

2.3　AFLP分子标记技术在核桃中的应用

核桃经长期的异花授粉和自然选择 , 其遗传背景
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比较复杂[ 51] 。利用 AFLP 技术对核桃的遗传多样性进

行准确的评价 ,可为亲本选配 、后代遗传变异以及辅助

选择育种提供理论指导。由于物种间的差异 ,酶切连接

的基因组 DNA用量 、酶切连接时间 、预扩增产物稀释倍

数等关键技术参数均有所不同 ,所以需要通过对核桃基

因组 AFLP 分析模板的制备和反应体系进行优化 ,摸索

出适合核桃 AFLP的试验方案。

AFLP分析过程中的首要步骤是酶切反应 ,在二步

法中内切酶和连接酶都处于最佳活性状态 ,可以有效的

获得连接产物[ 52] 。对核桃遗传多样性的研究发现 ,在酶

切连接过程中采用 7 h酶切 ,DNA 片段呈弥散状 ,酶切

充分 ,连接采用 16℃过夜效果较好 ,在选择性扩增过程

中 ,将预扩增产物稀释 5倍后再进行扩增比较合适 ,可

以获得足够的模板 ,也可获得适于 AFLP 分析的电泳图

谱[ 53] 。其次 AFLP分子标记中的银染技术要求较高 ,条

件苛刻 ,容易造成污染。王林等[ 54]在对核桃 AFLP银染

体系的研究中提出 ,在银染过程中可以采用 10%的乙酸

固定 30 min ,双蒸水漂洗 3次 ,每次 2 min ,放入染色液

(0.1%的硝酸银+0.16%的37%的甲醛)染色30 min ,双

蒸水漂洗 5～ 10 s ,放入预冷的显色液(3%的 Na2CO3 +

0.16%的甲醛),全部条带都出现时在 10%的乙酸中停

显2 ～ 3 min。目前银染是代替同位素标记的最好检测

方法 ,但是银染过程相对复杂 ,要求水与试剂不含有离

子杂质 ,难度较高[ 52、54-55] 。另外 ,AFLP 分析技术的另一

个关键是基因组DNA是否充分酶切 ,DNA的酶切完全

与否直接影响 AFLP的指纹图谱质量
[ 53]
。

陈梁华等
[ 56]
通过 AFLP 技术对四川核桃资源的遗

传多样性进行了分析 ,以四川省 3个野生核桃(Juglans

regia)种群和 1个野生铁核桃(J .sigil lata)种群共 46个

样品为试验材料 ,通过试验发现核桃与铁核桃其种群间

遗传分化不大 ,显示AFLP 分析可以较好地反映群体遗

传结构以及群体间的遗传分化。王红霞等[ 53] 以辽宁

1号 、辽宁 2号 、辽宁 3 号、辽宁6 号 、辽宁 8号为试材 ,

筛选出 20对多态性高的 AFLP 引物组合 ,获得了清晰

的指纹图谱 ,用于分析核桃的种质资源多样性。Kafkas

等[ 57] ,Bayazit等[ 58]将 AFLP 技术应用于核桃的品种基

因型鉴定 、遗传结构和遗传多样性评价等方面 ,并取得

了一定的成果。

AFLP体系具有准确性 、高效性 、实用性等特点 ,建

立核桃的 AFLP 体系 ,可应用于核桃的图谱构建 、分子

标记辅助育种 、品种鉴定 、QTL 分析 、杂种优势预测等多

方面的研究。

2.4　SSR与 ISSR分子标记技术在核桃中的应用

ISSR标记操作简单 ,成本低 ,不需要预知基因组序

列信息 ,扩增产物的特异性更强 ,稳定性更高 ,需要建立

ISSR-PCR反应体系 ,现 PCR反应体系和反应程序通

常采用 Daniel Potter建立的反应体系[ 59] 。退火温度明

显影响扩增谱带式样 ,由于 ISSR引物的长短不一 , Tm

值的差异也较大 ,因此在特定的反应条件下 ,不同的引

物具有不同的退火温度 ,通常引物的退火温度往往比其

Tm 值低 2～ 5℃[ 60] 。而陈少瑜[ 61] 在试验中发现有些引

物如 ISSR16的 Tm 值为 57℃,但是试验表明其最佳退

火温度为 48.8℃,相差8.2℃。

钱韦等
[ 62]
在通过 RAPD与 ISSR技术分析野生稻

的过程中指出 ,ISSR分子标记技术应用于遗传多样性研

究时比 RAPD技术具有更多如扩增产物特异性更强和

稳定性更高等优点 ,ISSR标记能够获得单位引物多态位

点的能力高于 RAPD。陈少瑜等[ 63] 以昆明树木园当年

萌发的漾濞核桃新叶为试材 ,通过试验建立了漾濞核桃

ISSR-PCR反应体系。在此反应体系的基础上 ,对云南

省 11个主要栽培品种进行了 ISSR分子标记研究 ,结果

共检测出位点102个 ,其中多态性位点 62个 ,建立了 11

个品种的指纹图谱[ 64] ,为核桃的种质资源划分 ,亲缘关

系确定提供了良好的依据。ISSR分子标记技术应用于

核桃品种鉴别及指纹图谱构建 ,具有快速高效可靠性强

等特点 ,而且可以在苗期对品种进行鉴定 ,为苗木鉴定

推广提供一个可靠的依据[ 63] 。

郝艳宾等[ 65] 通过 SSR标记 17对多态性较高的黑

核桃微卫星引物成功分析了核桃属的 12个种 ,得出的

结果与经典遗传分类一致 ,认为SSR用于近缘种多态性

分析时位点的等位基因数量较低 ,SSR通常用于分析种

间同源性。Daniel等[ 59] 用 ISSR标记分析了 48个核桃

品种的遗传关系后也提出了 ISSR呈经典孟德尔式遗

传 ,在种间分析上 SSR更具优势。郝艳宾等
[ 65]
对核桃

组中 29 份核桃(Juglans regia L.)样品 、2份铁核桃(J.

sigillata D.)样品 、4份 J.sigi llataD.×J.regia L.样品

进行 SSR标记分析 ,研究结果显示铁核桃与西藏核桃亲

缘关系较近 ,应聚为一组 ,其结果与杨自湘等[ 39]利用传

统分类学得出的结果有出入。

在核桃样本的聚类分析中 ,不同研究者选用的引物

数量与多态性位点数不同 ,为了获得可靠的研究结果 ,

通常采用较多多态位点数 ,孟清照[ 66]利用 SSR对 40个

核桃样本的 66个位点进行了分析 ,指出当多态性位点

增加到一定数量时 ,其增加的位点对于准确性的贡献已

有限。该研究还发现 ,利用SSR标记技术分析秦巴山核

桃种源关系时 ,得出的结论与利用传统分类得出的结论

不一致[ 67] 。此外 ,表达序列标签(Expressed Sequence

Tags ,EST)是从随机选择的 cDNA 克隆中进行 5' 或 3'
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端一次测序获得的 cDNA序列片段 ,长度一般在 300 ～

500 bp左右 ,代表1个完整基因的一部分。EST-SSR标

记具有与性状连锁 ,通用性强等特点[ 68] ,朱艳[ 69] 利用 11

对EST-SSR引物对核桃属无融合生殖子代4个种 5个

样品进行了扩增 ,提出了通过核桃 EST 序列开发 EST-

SSR标记是一种有效途径 ,验证了核桃 EST-SSR标记

建立的可行性。

3　结论与讨论
由于核桃生长世代周期长 ,基因组高度杂合 ,限制

了诸如近交系等遗传材料的产生 ,需要通过基因标记筛

选与目的基因连锁的遗传标记 ,为基因定位克隆和分子

标记辅助选择育种打下坚实的基础 ,及早淘汰不符合育

种目标的杂种后代 ,提高育种效率 ,实现早实 、优质。分

子标记中的 AFLP 、ISSR、RAPD等技术已经越来越广泛

的应用到研究核桃的品种改良和亲缘关系鉴别中。分

子标记作为一种重要的辅助手段应用于核桃的遗传育

种工作中 ,可使人们对于核桃的遗传规律更加了解 ,从

而减少亲本选配的盲目性 ,加快育种进程 ,缩短育种年

限。中国作为世界核桃的原产中心之一 ,拥有大量的种

质资源 ,利用分子标记技术开展核桃种质资源研究对发

展核桃生产 、开发、综合利用以及培育新品种等具有重

要意义。利用分子标记技术对核桃的种质资源进行评

价 ,收集核桃的重要基因资源 ,为核桃育种筛选重要而

且丰富的种质材料。

然而 ,分子标记在核桃方面的研究 ,目前主要应用

于分析核桃早实性以及种质资源鉴定 ,其它方面涉及的

内容较少。可见 ,由于分子标记技术的操作难度以及其

所能产生的效益限制问题 ,在核桃研究中并未广泛应

用 ,同时分子标记在分类研究上存在与传统分类相抵触

的问题 ,都有待深入研究解决 ,而上述问题的解决需要

研究人员更加紧密的交流合作和分子生物学与相关学

科更深层次的相互渗透。
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Current Progress of Molecular Makers on Genetic

Improved and GermplasmEvaluation of Walnut

LIU Yan , XIN Pei-yao , XU Yu-lan , HE Cheng-zhong , DUAN An-an , ZHOU Jun

(Southwest Forestry College, Key Laborato ry for Forest Resources Conservation and Use in Southwest Mountains of China , Kunming , Yunnan

650224)

Abstract:Applying molecular marker in the genetic improvement and the germplasm resources assessment of walnuts

could help us to get the relative genetic information quickly and accurately.On the basis of summarizing the applications

of RAPD ,AFLP and ISSR in the researchment of walnuts , we investigated the present problems and put forward some

reasonable proposals to the problems.

Keywords:walnut;heredity improve;germplasm resource;molecule mark;to make headw ay;problem and proposal
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