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摘 要：扩 增 片 段 长 度 多 态 性 技 术 %!"#$.是 一 项 新 发 展 的 分 子 标 记 技 术 ，它 基 于 选 择 性 扩 增 完 全 酶 切

消 化 后 的 基 因 组 /0! 片 段 ，包 括 酶 切 与 连 接 、选 择 性 扩 增 和 检 测 分 析 * 个 步 骤 。该 技 术 综 合 了 1"#$ 的 可 靠

性 和 1!$/ 的 高 效 性 2可 适 用 于 任 何 来 源 和 各 种 复 杂 度 的 /0!。 在 此 论 述 了 该 技 术 的 基 本 原 理 、特 点 和 技

术 流 程 ，及 近 年 来 的 发 展 与 应 用 研 究 。
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近 &- 年来，现代分子生物学技术的迅猛发展，尤其是 $41 的出现，引起了 /0! 遗传分析的一 场

巨大革命。以 $41 为基础的 /0! 指纹技术大大加快了人类研究遗传多样性的步伐，为不同来源和不

同 复 杂 程 度 基 因 组 的 分 析 提 供 了 有 力 的 工 具 。 由 567869 等 &::+ 年 创 立 的 !"#$ %!;<=>?>8@ ?A6B;8CD
=8CBDE <F=G;FA<E>H;.技术 I&J是目前国际上最新的 /0! 指纹技术。该方法结合了 1"#$%18HDA>KD>FC ?A6CBL
;8CD =8CBDE <F=G;FA<E>H;.技 术 和 1!$/%16C@F; 6;<=>?>8@ <F=G;FA<E>K /0!.技 术 的 特 点 ，可 获 得 多 态 性

图 谱 I+J。!"#$ 具 有 重 要 的 实 用 价 值 ，&::* 年 就 被 M8GB8C8 公 司 以 专 利 形 式 买 下 ，并 注 册 于 欧 洲 专 利

局。567869 和 NFH 于 &::( 年以论文形式发表 I*J。

现有的分子标记技术大体上可以分为两类 O以分子杂交 为 基 础 的 分 子 标 记 2其 代 表 性 技 术 是 限 制

性片段长度多态性%1"#$.；以 $41 为基础的分子标记，如随机扩增多态性 /0!%1!$/.、序列特异性扩

增 区 %P4!1.、简 单 串 联 重 复 序 列 %PP1.和 扩 增 片 段 长 度 多 态 性 %!"#$.等 IQJ。 其 中 !"#$ 技 术 结 合 了

1!$/ 和 1"#$ 的特点，既具有 $41 的高效性 、安 全 性 和 方 便 性 的 特 点 ，又 具 有 1"#$ 可 靠 性 好 、重 复

性高的优点，不需要了解基因组信息，且只需少量纯化的基因组 /0! 即可对整个基因组 /0! 酶切片

段进行选择性扩增，适合于所有基因组的检测。它被广泛应用于动植物的遗传多样性研究、品系分

析、抗性育种、动物近交系选育、疾病诊断和生态分析 I(J等各个方面。

! "#$% 的原理和技术流程

!-! ./01 技术的基本原理

!"#$ 的 基 本 原 理 I,J是 对 基 因 组 总 /0! 酶 切 后 经 $41 进 行 选 择 性 扩 增 ，随 后 将 特 定 的 接 头 连 接

在这些 /0! 片段的两端。接头序列和邻近的限制性酶切位点序列作为引物结合位点，然后用特定引

物进行 $41 扩增，最后通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分离扩增的特异限制片段。利用一套特定的引物在

未知 /0! 序列的情况下，可在 & 次单个反应中检测大量片段。!"#$ 扩增可获得在某一品种出现而在

另一品种不出现的特定 /0! 谱带 I)J。因此，通过限制性酶切和 $41 扩增后得到的 /0! 多态性可作为

一种分子标记。进行 !"#$ 分析既可采用单酶切 IRJ也可采用双酶切。为了使酶切片段大小分布均匀，一

般采用双酶切，一种是切割位点多的识别 Q 个 碱 基 序 列 的 内 切 酶 %如 SH8!.，一 种 是 切 割 位 点 少 的 识
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别 ! 个碱基序列的内切酶"如 #$%&!’。因而 ()*+ 反应过程中产生的主要是两个酶共同酶切的片段，

其片段长度一般小于 ,-- ./，在 ()*+ 反应中可被优先扩增，产物可被很好的分离。()*+ 接头和引物

都是由人工合成的双链核苷酸序列。()*+ 引物包括 0 部分：,1端的与人工接头序列互补的核心序列

"23&#’、限制性内切酶特定序列"#45’和 01端的带有选择性碱基的粘性末端"#67’。其中 ()*+ 接头的

设计"包括核心序列和酶特定序列’是关键之处。()*+ 接头一般是长度为 89:8; 个核苷酸的双链 <4(，

常用的多为 #$%&!和 =>?!接头，接头和与接头相邻的酶切片段的碱基序列是引物的结合位点 @AB。由

于引物的核心序列与接头部分相对应，因此两者遵循相同的设计原则："具有合适的 2、C 含量，一般

2DC 的 含 量 大 于 ,-E；#限 制 性 片 段 与 对 应 的 接 头 连 接 应 保 证 原 限 制 性 内 切 酶 位 点 不 得 恢 复 ；$接

头不进行磷酸化，避免接头间自连接。扩增产物的多少主要取决于引物 01末端选择性 碱 基 的 数 目 及

核 苷 酸 组 成 。 理 论 上 ，每 增 加 8 个 选 择 性 碱 基 ，将 只 扩 增 限 制 性 片 段 的 8 F 9，而 在 两 个 引 物 上 都 有 0
个选择性碱基的情况下，则获得 8 F 9-A! 的片段。一般情况下，选择性碱基数不超过 0 个，大于 8-! ./
的基因组 <4( 可选用 0 个选择性碱基，8-, :8-! ./ 的基因组 <4( 可用 G 个选择性碱基。

!"# $%&’ 标记的技术流程

!"#"! 模板 $%& 的制备

首先提取基因组 <4(，经浓度和纯度检测后用 ! 个碱基识别位点的内切酶和 9 个碱基 识 别 位 点

的内切酶进行酶切，产生 0 种类型的酶切片段，如 #$%&! F =>?!酶 切 形 成 #$%&!H=>?!片 段 、#$%&
!H#$%&!片段和 =>?!H=>?!片段，实验证实扩增产物主要是 #$%&!H=>?!片 段 。 充 分 酶 切 后 的

<4( 片 段 在 79 连 接 酶 作 用 下 与 两 种 内 切 酶 相 应 的 接 头 相 连 接 ， 形 成 带 接 头 的 特 异 片 段 ， 即 模 板

<4(。

!"#"# ’() 扩增

一般酶切片段要进行两次连续的 +2& 扩增，以提供大量的模板，并产生清晰、重复性高的扩增结

果。第 8 次扩增为预扩增，扩增所用的引物 01端有 8 个选择性碱基。预扩增产物经稀释后接着进行第

G 次选择性扩增，使所需模板量不受限制。所用引物 011端有 0 个选择碱基的延伸，通过 0 个选择碱基

的变换获得丰富的 <4( 片段。

!"#"* 扩增产物的分离与检测

扩增产物一般在 9E:!E的变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳，然后根据引物的标记物质进行相应的产

物检测。检测方法主要包括放射自显影检测、银染检测和荧光检测等 @8-B。

!"#"+ 结果分析

应 用 放 射 自 显 影 、 银 染 和 荧 光 测 序 仪 等 方 法 显 示 结 果 。 通 过 C?I?J$KI C?L$%M/KN OKIPJ$KI 和

47JQJ/$G8 等软件进行数据分析 @88，8GB。

# &,-’ 技术的特点

#"! ()$ 需要量少，检测效率高

()*+ 分析仅需要少量的 <4(，且部分降解的样品也可用来分析，但样品必须没有扩增 的 抑 制 物

存在。8 个 -R, MS 的 <4( 样品可做 9 --- 个反应。#NT?NK 等"8AA;’仅用 G 个 ()*+ 引物组合就揭示了

从西班牙收集到的 !U 个不同葡萄样品间的遗传相似性 @80B。

#"# 可靠性好，重复性高

()*+ 分析基于电泳条带的有或无，高质量的 <4( 和过量的酶可以克服因 <4( 酶切不完全而产

生 的 失 真 ，同 时 由 于 它 采 用 的 是 特 定 的 引 物 ，且 退 火 温 度 高 ，使 假 阳 性 降 低 ，因 而 其 分 析 具 有 很 强 的

重复性和可靠性。

#"* 多态性高

()*+ 分析可以通过改变限制性内切酶和选择性的碱基种类与数目调节扩增的条带数，具有较强

的多态分辨能力 @89B。李传友 @8,B将 ()*+ 标记与 &)*+ 标记和 &(+< 标记进行了比较，认 为 鉴 别 多 态 的

功能顺序是 ()*+V&(+<V&)*+。
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!"# 稳定的遗传性

!"#$ 分子标记是显性标记，能检测整个 基 因 组 的 遗 传 变 异 ，在 后 代 的 遗 传 和 分 离 中 遵 循 孟 德 尔

定 律 ，可 作 为 物 理 图 谱 和 遗 传 图 谱 的 联 系 桥 梁 ，用 于 构 建 基 因 组 高 密 度 连 锁 图 谱 。种 群 的 !"#$ 标 记

位点遵循 %&’()*+,-.,’/ 平衡 0123。

!"$ 易操作且样品适应性广

!"#$ 标记技术易于操作，适用性广，尤 其 适 合 于 一 些 多 态 性 低 或 特 定 品 种 的 遗 传 研 究 和 连 锁 图

谱的构建。!"#$ 技术适用于任何来源和各种复杂度的 45!。如基因组 45!、645!、785!、质粒、某一

个基因或基因片段，且未 知 这 些 45! 序 列 特 征 ，用 同 样 一 套 限 制 酶 ，接 头 引 物 可 对 不 同 生 物 45! 进

行标记研究。

!"% 聚类敏感、定位专一

!"#$ 图 谱 比 8"#$ 图 谱 聚 类 要 显 著 得 多 9:&6;,< =，,< &>，1??@A，在 可 分 辨 的 长 度 范 围 内 ，不 同 长

度的等位基因可共显与同一胶上， 其 标 记 是 显 性 标 记 ，在 重 复 序 列 中 小 的 变 异 ，诸 如 1 .B 染 色 体 片

段缺失或插入也能被检测出来。如果 !"#$ 扩增产物在凝胶中具有相同的移动性，那么这些产物很可

能同质而基因位点专一。

! "#$% 标记技术的发展

&"’ 限制性内切酶的选择应用

内切酶的选择决定了接头和引物的设计、扩增条件的设定及扩增形成 45! 片段的数目。经典的

!"#$ 技术应用两种内切酶；一种是识别 2 个碱基的内切酶，一种是识别 C 个碱基的内切酶。然而近年

来，一些研究者对 !"#$ 技术进行了优化和简化，使其快捷方便而且多态检出率高。%&.D 等选用了 1
个限制性内切酶来筛选 785! 样品的基因表达差异。虽然单酶切 !"#$ 法敏感性不如双酶切，但由于

其快捷方便的特点，同样也可以得到好的结果 01E，1F3。GD&HI 等在使用 !"#$ 标记技术时，用单酶切消化

基因组，并只进行 1 次 $J8 扩增得出了准确的结果。目前也有研究者采用三酶切法进行 !"#$ 标记。

K&D/L 等应用 M 种限制性内切酶消化基因组 45!，产生的限制性片段只与两种选择性接头连接，检测

结果证实比两种内切酶组合具有更高的分辨力，能运用于更为复杂的基因组分析。

&"! 引物的标记与结果显示

引物标记已从同位素标记发展到目前的荧光标记，用无污染的荧光染料代替放射性同位素进行标

记得到的片段，可用自动化测序仪进行检测。该方法较传统方法可获得更多的信息，是 !"#$ 技术的一

大进步。荧光标记减少了同位素对人体的损害，同时结果分析更加准确，但是研究费用仍然很高。也有

研究报道不标记引物，扩增产物经聚丙烯酰胺凝胶电泳后通过银染显示结 果 ，虽 无 同 位 素 危 害 ，但 染

色步骤繁琐 01?3。

&"& 结果分析

!"#$ 扩增产物形成的 45! 指纹，采用已知长度的恒定片段作为标准对照可把不同的凝胶电泳结

果进行比较。电泳结果通过扫描进行数字化图像分析，更为先进的是应用荧光自动测序仪分析。目前

可以应用很多软件对 !"#$ 电泳分析，并且这些软件大多数已经商品化，如 N,O,G6&O 软件、N,>JI7B&,
软件和 PD&O<&’ 等 0QR，Q13。

& "#$% 技术应用研究

!"#$ 结合了 8"#$ 和 8!$4 各自的优点，方便快速，只需极少量 45! 材料，不需 GID<L,O 杂交，可

在对物种无任何分子生物学研究基础上构建指纹图谱，被称为最有力的分子标记或下一代分子标记。

#"’ 构建指纹图谱、鉴定种质或品种

虽然 !"#$ 技术问世较短，但已进行了一些物种 !"#$ 指纹图谱的研究。"&)6 用 1 个引物在玉米

Q 个基因型中发现了 MR 条以上的多态性条纹，十分适合与玉米基因型的指纹鉴定 0QQ3。 美 国 先 锋 种 子

公司首先引用 !"#$ 技术用于玉米自交系和杂交种的鉴定工作，建立指纹档案，保护品种专利。张扬
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等!"##$ 年%应用 &’() 技术分析广东稻瘿蚊不同生物型种群的结果表明，&’() 方法对稻瘿蚊 *+& 扩

增出丰富的指纹带 ,"-.。

!"# 遗传多样性研究

品种之间的遗传变异是系统发育研究和分类研究的基础。动植物标本经 &’() 扩增形成 丰 富 的

*+& 指纹，可以获得多达 /$# 个位点特异性片段，能够充分反映遗传多样性的变化。根据 &’() 片段

的差异进一步进行多态性分析、遗传距离检测及判定物种起源和标记基因型等具有重要价值。美国康

耐尔大学的 01234 利用 &’() 技术对 $5 份水稻品种进行遗传多样性分析，研究其 系 统 发 育 和 分 类 ，并

与同工酶生化标记及 6’() 标记相比较，发现结论一致。中国明对虾!’788749 :7827;< =>387<78<3<%&’()
分 子 标 记 遗 传 连 锁 图 谱 构 建 最 近 也 取 得 了 进 展 ，岳 志 芹 等 !"##5%获 得 了 中 国 明 对 虾 密 度 的 遗 传 连 锁

图谱，其中，父本 ?5 个分子标记，"$ 个连锁群，母本 @@ 个分子标记，"" 个连锁群 ,"5.。

!"$ 基因定位及辅助育种

由于 &’() 技术具有强有力的多态性检出能力，通过比较种群内和种群间的 &’() *+& 指纹差异，

可进行基因的快速定位，并能进一步将其分离出来。目前，已经精确定位了马铃薯的根孢囊线虫抗病

基因。A2432 B747<2 C74D742 等以美洲黑杨为材料，根 据 分 群 法 建 立 感 病 基 因 池 和 抗 病 基 因 池 ， 通 过

&’() 分析，找到了 - 个与抗病基因紧密连锁的 &’() 标记 ,"$.。

分子标记辅助选择是现代分子生物学与传统遗传育种的结合点，借助分子标记可以对育种材料

从 *+& 水平上进行选择，从而达到作物产量、品质和抗性等综合性状的高效改良。利用共迁移的方法

可寻找与性状连锁的分子标记，一旦鉴定出与目标性状如马铃薯线虫抗性相连锁的分子标记，就可在

短期内对所有预期的基因型进行筛选，从而在早期判断育种材料的抗性时，缩短育种周期 ,"@，"?.。67EEF
用 &’() 技术指导棉花育种，把长绒的海岛棉与高产的陆地棉进行杂交，在 ’" 群体中发现 -## 个标记

与亲本的长绒和高产性状有关。试验表明，根据 &’() 标记可以进行轮回选择，并跟踪基因的转移情

况。另外，有研究表明，如果 &’() 标记与要选择的基因紧密连锁，还可以在植物分离群体中早期筛选

含目的基因的植株。

! 结束语

&’() 技术作为一种新出现的分子技术也有其局限性，如对技术操作要求相对较高 ，*+& 纯 度 要

求严格，且药品费用高，扩增时还会有假阳性和假阴性结果以及凝胶背景 杂 乱 等 缺 点 ，但 该 技 术 综 合

了 6’() 和 6&)* 技 术 的 优 点 ，准 确 性 和 灵 敏 度 都 很 高 ，问 世 近 /# 年 来 ，倍 受 分 子 生 物 学 家 的 青 睐 。

随着其技术的不断进步和完善，&’() 分析的效率会进一步提高，并在构 建 遗 传 图 谱 、种 质 鉴 定 、遗 传

多样性研究、基因定位和基因的克隆和序列分析中发挥出重要作用。
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!"# 管理节水效果分析

!""!#!""$ 年 ，对 装 卡 井 与 常 规 井 稻 田 用 水 量 进 行 了 比 较 ，安 装 %& 卡 的 机 井 ! 年 平 均 用 水 量 为

’($)$ *$ + ,,- *!，常 规 井 用 水 量 ’$.)" *$ + ,,- *!，节 水 率 /)$0#/)10，因 此 ，在 使 用 机 井 水 种 稻 的 地

区，建议采用此方法，不仅可以节约用水，还能延长电机使用寿命，降低种稻成本。

!"$ 工程节水效果分析

在节水灌溉条件下，对“2”型水泥槽灌水渠道的用水量和普通灌水渠道的用水量进行了调查，结

果表明，由于水泥灌水渠减少了渠道渗漏，而且水流速快，!""! 年和 !""$ 年“2”型水泥渠平均用水量

/-’ *$ + ,,- *!，普 通 渠 用 水 量 为 ’-1)’ *$ + ,,- *!，用 水 量 比 普 通 渠 道 明 显 减 少 ，节 水 率 达 (.0以 上 ，

节水效果明显。但由于成本高，有条件的地区可以推广应用。

% 结 论

随着水资源日益匮乏，采取科学的灌溉方法，最大限度 地 节 省 灌 溉 用 水 ，提 高 水 的 利 用 效 率 是 目

前稻作生产面临的重大课题。节水稻作是有效利用水资源的可行途径之一。本研究通过对免耕轻耙、

节水灌溉与普通灌溉法的比较明确了免耕轻耙、节水灌溉以及管理节水、工程节水措施对节约灌溉用

水均有明显效果，其中免耕轻耙和节水灌溉节水率尤为突出。各地稻区可因地制宜推广应用。虽然节

水稻作内容不少，但农艺节水，即把节水栽培措施应用于水稻的整个生育过程仍是最重要的内容。发

展节水稻作，对于实现水稻生产可持续发展，保障我国粮食安全均具有重要意义。
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