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摘 要：分子标记辅助育种技术具有周期短、不受环境影响的优势，因而在作物育种上得以广泛应用。本文就分子标记

的种类及其特点做一简单的对比并概述了其在育种上的具体应用。
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Abstract：Compared with the traditional breeding technology, molecular marker assisted breeding technology has a
short cycle and is not affected by environment, so it is widely used in crop breeding. In this paper, types and charac⁃
teristics of molecular markers and their characteristics were compared and their specific application in breeding
summarized briefly.
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分子标记辅助育种技术（Molecular marker
assisted breeding technology）是指在小麦、水稻、玉

米、油菜、大豆等重要作物的品种选育中，借助现

代分子生物技术手段和经典遗传学的育种方法，

结合生物体的表型性状和基因型进行筛选，从而

选育出具备优良性状的新品种的辅助育种技术手

段。是利用与目标性状紧密连锁的 DNA分子标

记对目标性状进行间接选择，是从作物 DNA（脱

氧核糖核酸）分子水平上进行间接选育的，这种

选育方法有效克服了隐性基因的影响，与传统的

育种方法相比较具有准确、高效等优点，可以加

速育种进程而缩短选育世代。

1 遗传标记的发展历程

在应用传统的育种方法对作物的遗传分析

中，往往是选取典型性状作为遗传标记的。随着

遗传学的发展，遗传标记先后经历过四个发展阶

段。这四个发展阶段分别是最初的形态学标记阶
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段、细胞学标记阶段、蛋白质标记阶段和 DNA分
子标记阶段，遗传标记的每一个发展阶段都有着

鲜明的特征，形态学标记是以明确显示遗传多态

性的等位基因表型识别为特征的，细胞学标记通

常是以染色体的结构和数目为特征，蛋白质标记

以物种蛋白质结构的特异性为特征，分子标记以

DNA、DNA聚合酶链式反应 PCR为特征的。

20世纪 80年代初，Bostein首次提出了 DNA限
制片段长度多态的概念，随后 Mullis于 1985年提

出了 DNA聚合酶链式反应（PolymeraseChainReac⁃
tion, PCR）。以 DNA聚合酶链式反应为基础，研究

者们开发出了一系列的分子标记诸如随机扩增多

态 性 DNA 即 RAPD（randomly amplified polymor⁃
phicDNA）、简单重复顺序即微卫星 DNA标记 SSR
（Simple Sequence Repeat）、mRNA 指 纹 分 析 即

AFLP（based mRNA fingerprinting）等。这些标记的

开发推动了分子标记技术在作物育种上的大规模

应用 [1]。

DNA分子标记是以 DNA形式出现，表现在

DNA核苷酸水平上的差异以及单个核苷酸的不

同，因而检测起来具有方便、数量丰富、变异位点

多且不受环境的影响 [2]，对目标性状无影响等显

著优点。

东北农业科学 2017，42（2）：22-26
Journal of Northeast Agricultural Sciences DOI: 10.16423/j.cnki.1003-8701.2017.02.006

薛文君等：水稻品种选育中常用的分子标记概述



2期 薛文君等：水稻品种选育中常用的分子标记概述 23

迄今为止，经过研究者们的不断努力，已开发

出几十种 DNA分子标记。根据各类分子标记的

不同特点，可将分子标记分为 3大类。第一大类

是基于 DNA-DNA的 Southern杂交技术为基础的

分子标记 ,在这类标记中广泛使用的一种是限制

片段长度多态 RFLP（restriction fragment length
polymorphism）标记；第二类是基于 DNA聚合酶链

式反应 PCR为基础的分子标记，这类标记中广泛

使用的有 RAPD、SSR、AFLP、CAPS、ISSR、STS等；

第三类是其他类型的分子标记如单核苷酸多态性

SNPS（Single Nucleotide Polymorphisim）等标记。

2 作物育种上常用的几种分子标记

及特点

2.1 限制性片段长度多态

应用最为广泛的分子标记是限制性片段长度

多 态 RFLP（Restriction Fragment Length Polymor⁃
phism），也是发现最早的一种以 Southern DNA-
DNA 杂 交 技 术 为 核 心 的 第 一 代 分 子 标 记。

Grodzicker于 1974年创立了限制性片段长度多态

的概念，Bostein等 [3]于 20世纪 80年代初提出了利

用 RFLP标记构建遗传连锁图的设想，1988年 Pat⁃
erson等首次成功将 RFLP标记应用在番茄育种

上。RFLP标记的原理是利用特定的限制性内切

酶（restrictio enzyme, RE）识别、切割不同生物个体

的基因组 DNA,经过特定的程序处理获得反映特

异性的 RFLP图谱。其操作过程包括生物个体总

DNA的提取和纯化、选择特异性的内切酶并构建

反应体系等，DNA在反应体系中被酶切成不同长

度的片段、然后经过电泳检测。酶切的基因组较

小时 ,通常选用溴化乙锭（EB）进行染色并统计谱

带的带型。而对于较大的基因组进行酶切时就必

须借助分子杂交手段（Southern blotting）来实现，

它的主要步骤是把特定的 DNA谱带转移到硝酸

纤维膜或尼龙膜上 ,用制备好的目标 DNA探针

（含有放射性标记的已知碱基序列 DNA分子片

段），采用 Southern blotting杂交法，使探针 DNA与
硝酸纤维膜或尼龙膜上的 DNA酶切片段进行充

分的分子杂交 ,经放射自显影后统计 DNA的多态

性并进行结果分析。

2.2 随机扩增多态性DNA
随机扩增多态性 DNA (Randomly Amplifie

PolymorphismDNA，RAPD）是由 Williams 和 Welsh
等在 1990年以 DNA聚合酶链式反应为基础开发

的一种新型分子标记技术。这种标记主要是利用

8～10 bp的随机排列的寡聚脱氧核酸单链引物 ,
对基因组 DNA进行非定点 PCR扩增以获得不同

长度的多态性 DNA片段，RAPD所使用的引物各

不相同，每一种特定的引物在基因组 DNA序列都

有特定的结合位点 ,当基因组 DNA在这些特定区

域发生碱基突变、片段插入或缺失时 ,可导致这些

特异性位点的分布发生变化 ,引起扩增的 DNA数
量和长度的差异,从而表现出多态性。

2.3 简单序列重复

简单重复序列 (Simple Sequence Repeat,SSR)
又称微卫星 DNA(Microsatellite, MS)，是 Moore 和

Sollotterer在 1991年同时提出来的。真核生物基

因组中普遍存在着由 1～5个碱基对组成的长达

几十个核苷酸的重复序列，分布在整个基因组的

不同位置上。微卫星（microsatellit）DNA，与其他

分子标记相比，结果更准确可靠；同一类微卫星

DNA可分布于整个基因组的不同位置上 ,其多态

性主要源于碱基对重复次数或重复程度的不同。

根据 SSR核心序列碱基数目的差异 , 可将

SSR分为单碱基重复型、2碱基重复型、3碱基重

复型及 4碱基重复型等。在植物基因组中不同的

SSR的丰度（即频率）也有差异，植物基因组中最

丰富的 SSR是（AT）n；在同一类型的 SSR内 ,核心

序列碱基种类不同的 SSR,其频率也有很大差

别 [4]。

利用微卫星标记的前提条件是必须知道扩增

DNA片段两侧序列，通常情况下研究者并不清楚

SSR两侧序列，这就限制了 SSR技术在分析中的

应用；1994年蒙特利尔大学的 Zietkiewicz等发明

的锚定简单重复序列 ISSR（Inter Simple Sequence
Repeat）则可以克服这个障碍 [5]，ISSR的依据是在

植物 DNA中广泛存在 SSR的特点，利用 SSR本身

设计引物 ,不需要预先对 DNA进行测序和克隆。

即使 DNA发生降解，仅需很微量的 SSR分子，也

能进行鉴定分析 [6]。康奈尔大学的 McCouch教授

等通过检索数据库得到六千多个包含微卫星的

SSR序列，并从这些序列中成功开发了两千多个

微卫星标记，现在水稻中微卫星标记数已达到三

千多个，且这些已全部在网上公布，研究者们都

可以免费通过网上检索、下载使用 [7-9]。

2.4 扩增片段长度多态性

扩增片段长度多态性（Amplified Fragment
Length Polymorphism, AFLP），被称为最有力的分

子标记 [10]已被广泛应用于基因定位、连锁图的绘

制和基因追踪。是在 1992年由荷兰人 Zebeau和
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Vos等开发的介于 RAPD和 RFLP之间的一种检验

DNA多态性的标记技术，AFLP有着其他分子标记

无法比拟的优越性,因而被广泛地应用 [11-12]。

AFLP标记技术的原理是在一定条件下酶切

生物体基因组 DNA并选择特定长度的 DNA片段

进行扩增。进行 AFLP分析时 ,也可以对基因组

DNA进行双酶切 ,双酶切所产生的片段长度一般

较小 ,可优先被扩增 ,可以只采用单酶切。在酶切

时通常使用双链人工“接头”（adapter），与“接头”

相邻的碱基序列可作为引物的结合位点。AFLP
标记所用的引物通常是由核心碱基（Core se⁃
quence, CORE）序列、内切酶识别序列（Enzyme
specific sequence, ENZ）、选择碱基序列（Selection
extension, ENT）组成的；只有那些能与碱基配对的

限制性酶切片段才被扩增 ,扩增片段可进行电泳

检测 [13-14]。

1994年由 zietkiewicz等创建的一种简单序列

重复区间扩增多态性分子标记技术即：简单序列

重复区间扩增多态性分子标记（Inter-Simple Se⁃
quence Repeat，ISSR），是一种新型的分子标记。

2.5 酶切的扩增多态性

酶切的扩增多态性序列 (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequences，CAPS)首先对 DNA 进行

PCR扩增 ,针对待定位点设计引物 ,然后用内切酶

对扩增产物进行酶切、电泳、EB染色分析；CAPS
技术也可称为 PCR-RFLP。在 CAPS技术的基础

上又发展出 dCAPS(derived CAPS)技术 ,这种技术

是检测单核苷酸多态性的一种良好的方法 [15]。

单核苷酸多态性（Single Nucleotide Polymor⁃
phism, SNP）又被称为第三代多态性标记，是指相同

位点上的不同等位基因之间在核苷酸水平的微小

差异或只有小的插入、突变或缺失等。获得 SNP的
方法一是可以通过表达序列标签（EST）的分析来

完成 SNP的搜寻，第二种方法是通过 DNA测序来

获得 SNP或者通过查询、搜索 SNP数据库得到，

SNP标记可区分不同个体遗传物质的差异。人类

基因组有 25万～40万个 cSNP[16]，大约 1 000 bp中
会出现一次 SNP。因此 SNP可以作为一种特异性

的标记，结合并借助于 DNA芯片技术 ,随着科技

的发展如果能将所有 SNP信息记入 DNA芯片 ,就
可制造基因组扫描仪，用来扫描每个个体并分析

它们在基因组成上的差异。

表1 分子标记的特点

标记特性

基因组分布

DNA质量要求

DNA需求

遗传特性

多态性

基因座位数

技术难度

可靠性

引物 /探针类

型

同位素使用

时间因素

实验成本

RFLP
低拷贝编码序列

高

5～10μg
共显性

中高

1～3
高

高

基因组 DNA/DNA
特异低拷贝探针

常用

多

高

RAPD
整个基因组

低

1～100ng
共显性

较高

1～10
低

低 /中等

9～10bp
随机引物

不用

少

较低

SSR
整个基因组

中高

50～120ng
共显性

高

1～5
低

高

14～16bp
特异引物

可不用

少

中等

ISSR
整个基因组

低

25～50ng
共显性

较高

1～10
低

高

16～18bp
特异引物

不用

少

较低

AFLP
整个基因组

高

1～100ng
共显性

较高

20～200
中等

高

16～20bp
特异引物

常用

中等

较高

Indel
整个基因组

高

50ng
共显性

低

2
低

高

22～25bp
特异引物

不用

少

中等

SNP
整个基因组

高

≥50ng
共显性

高

2
高

高

AS-PCR
引物

不用

多

高

3 生物分子连锁图谱绘制

对目标性状进行分析和对目标基因进行克隆

的一种有效手段就是 DNA分子连锁图谱的绘制。

传统的遗传图谱是根据基因表达性状绘制的且标

记也很少，现在通过 DNA分子标记能够很容易地

对目的基因进行跟踪和定位。通常对构建的作图

群体进行分子筛选，与目标基因紧密连锁的分子

标记可以通过 PCR来选择，然后对作图群体的

DNA带型进行分析作图，可以很准确地将目标基
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因定位在 2个相邻的分子标记之间，为对该基因

的进一步克隆奠定基础。

3.1 利用分子标记构建作物遗传图谱

构建作物的遗传图谱通常需要一定的过程。

主要步骤包括亲本系的选择、建立一个适合作图

的子代 F2作图群体、对子代 F2群体中不同植株的

基因型进行统计分析并确定各分子标记间的相对

位置。研究者们应用这种作图方法，已经构建了

包含数十种动植物的RAPD遗传图谱 [17]。

在水稻研究中，1988年 McCouch等在爪哇稻

和籼稻品种 IR36杂交所得的 F2群体的 53个植株

DNA中，检测等位 RFLP的分离而建立起世界上

第一张 RFLP分子标记图谱 [18]。该图谱共包含 135
个分子标记，图谱总长为 1224.6厘摩；1994年，康

乃尔大学的 Causse等又构建了一个含有 726个分

子标记的 RFLP遗传图谱 [19]；同期的研究还有 1995
年陈洪等利用 RAPD标记构建了含有 52个 RAPD
标记的水稻分子标记图谱 [20]，1998年日本的 Har⁃
ushima构建了包含 2 275个标记的水稻分子图谱，

随后研究者们不断完善将标记从 2 275个标记增

加到 3 267个 [21]；这些遗传图谱的绘制，为水稻育

种工作者利用这些标记对水稻等作物进行遗传多

样性分析提供了极大的便利。

3.2 利用分子标记进行基因定位和对作物种质

进行检测

利用这些已经开发的分子标记可以对作物重

要性状的基因进行标记定位。例如在水稻中，通

过分子标记定位的基因大多是抗病性基因。据粗

略统计，利用分子标记定位的水稻抗稻瘟病主效

抗性基因至少已有 51个 [17]以及为数众多的抗稻

瘟病 QTL位点。张彦等应用 SSR分子标记将水稻

抗白叶枯病基因 Xa-25定位在第 4染色体上长臂

末端的RM6748和RM1153两个标记之间 [22]。

利用绘制的分子图谱还可以分析作物植株间

的亲缘关系和对作物种子纯度进行鉴定以及对作

物进行遗传多样性分析；有研究利用 DNA指纹图

谱对水稻品种及其纯度进行快速、准确的鉴定，

而且用这种方法对作物种质鉴定操作简便、鉴定

成本低廉、不受植株生长环境和发育阶段的影

响。2002年赵勇等利用 SSR分子标记鉴定水稻种

质资源，有效地将水稻种质资源分为 2个大类 [23]；

郝晓芬等用 SSR标记分析了采自几个稻区的 96
份水稻品种，将其分为 5个大类 [24]。由此可见用

分子标记来对作物种质资源进行鉴定是可行的。

3.3 分子标记在水稻育种上的主要应用

研究者们在作物育种实践中，利用分子标记

辅助育种技术还能够对作物品种进行改良和对优

势或抗病目标基因进行预测。育种工作者往往借

助分子标记技术有效地将作物的优良性状基因导

入到另一作物内，也可以追踪目标基因在植物体

内的表达，还可以将多个优良性状的基因聚合在

一个作物品种内。2003年 LIU等通过分子标记将

抗性基因导入珍汕 97中，获得了较好的效果 [25]。

分子标记辅助选择的原理是如果已经找到与

目标基因连锁的标记基因 ,在杂交后代群体里只

要通过分子标记找到标记基因的个体 ,该个体就

是一个符合育种需要的目标个体。把它选育出来

进行繁衍成系，就可培育出一个新的抗病品种，

从而大大缩短了育种时间。

4 展 望

到目前为止，分子标记技术已经在作物育种

上大规模地应用，并取得了巨大的经济和社会效

益。相信在不久的将来，随着基因工程技术的发

展和作物育种研究的深入，分子标记辅助育种技

术的应用范围将能够不断地突破。
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