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摘 要

侧耳(Pleurotus)属于白腐真菌类．除了具有食用价值外．冈其可以通过

分泌木质素降解酶、漆酶等从而有效地氧化木质素和芳香族污染物，最终将其

矿化为二氧化碳和水，因此在生物制浆，纸浆生物漂白，环境保护，节约能源

等方面有重要的研究意义和应用价值。糙皮侧耳(Pleurotus ostreatus)为侧耳属

的模式年4·，代表着该属的主要形态特征。目前本实验室已经进行了有关于侧耳

菌产生木质素降解酶的活性及产量等的研究，并筛选出了相应的木质素降解酶

高产菌株。

本论文开展了以下几方面进行了研究并获得了相应结果：1．为了在较短

时间内获得大量菌丝体以提取总DNA，对糙皮侧耳的不同培养条件进行了对

比。初步确定了该真菌的最佳液体培养条件为CMA液体培养．最适培养温度

为25℃。2．对糙皮侧耳的AFLP分析条件进行了筛选和优化，发现E一3／M．3

引物组合扩增获得的片段数罱最多．清晰度高，片段大小分布也较均匀．其中

又以引物对E．AGC／M．CAT和E．AGC／M—ACC得到的扩增效果最好，是最适

合做糙皮侧耳AFLP分析的引物组合。3．制作了糙皮侧耳的AFLP指纹图谱，

对其中的多态性片段进行了统计和分析，发现菌株P17和杂3相似性程度最

高，达到了81％：菌株侧5与其它糙皮侧耳菌株亲缘关系相对最远。4．回收

并克隆了部分菌株的多态性片段，完成了其中两条片段的序列测定和分析，两

条片段的大小分别为1099bp和679bp。确定大小为1099bp的片段上具有。一个

阅读框。将这两条片段用BLAST与本实验室已有的木质素降解模式菌一黄孢

原毛平革菌全基因组进行序列比对，未发现有同源性的片段：再输入Gene
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Bank，用BLAST做序列比对，也未发现有与之同源性较高的其它物种的片段。

5．对AFLP聚类分析所得到的相似性结果与常规从形态结构、生理特点等表

型性状分类的方法进行了印证。

关键词：糙皮侧耳 AFLP DNA指纹图谱 遗传多样性 多态性片段

聚类分析
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Abstract

Pleurotus belongs to white—rot fungi．In addition to its value on edible，

Pleurotus call secrete ligninolytic enzymes、laccases to oxidatively cleave lignin

and aromatic pollutants．These enzymes are greatly potential in bio—pulping，

bio—bleaching of pulp and treatment of environmental pollutants，etc．Pleurotus

ostreatus which delegate the main characteristic of genus Yleurotus is the mode

of the genus．Research in our laboratory have screened out some Pleurotus strains

with high yield of ligninolytic enzymes，analyzed the activity and output of

ligninolytic enzymes．

Studies were carried out in the following 5 aspects and corresponding results

were obtained．Firstly,the optimal submerged culture and growth conditions for P

oslrealus were screened．It was shown that the best medium for P ostrealus iS

CMA culture and the temperature is 25"C．Secondly,conditions of the AFLP

fingerprinting analysis for户ostreatus were tested and then 14 strains of P

oslrealus from different areas were analyzed with AFLP method．The results

showed that the primer pairs E-3／M一3 especially E—AGC／M—CAT and

E—AGC／M—ACC could give more amplified DNA fragments than others．Thirdly,

from the fingerprinting map of the primer pair E--AGC／M··CAT,1 84 clear and

stable DNA bands were demonstrated，including 101 polymorphOUS bands that are

accounted for 54．89％．Fourthly,the fragments of the strain P oslrealus 8 1 0 1 with
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AFLP fingerprinting analysis were successfully purified and cloned in pMDl8-T

Vector．Then，two purified fragments were sequenced．Finally,The genetic distance

of 1 4 strains was calculated and its dendrogram was performed based on AFI．P

data from 1 0 E一3／M-3 primer pairs．

Key words：Pleurotus oslrealus

polymorphic fragment

DNA fingerprinting map genetic diversity

AFI。P phenrogram analysis
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第一章糙皮侧耳的生长速率比较和鉴定

摘 要

本研究选取14株不同产地、不同生长速度的糙皮侧耳菌株，经由PDA固

体培养和CMA液体培养对比．以期获得能快速、大量产生糙皮侧耳菌丝体并

无培养基杂质的方法。此外，还对不同菌株的生长速度及影响糙皮侧耳生长的

因素进行了分析比较，初步鉴定了其中的快生型、慢生型菌株。经研究发现闽

3l生长速度最快；义平、AX3、农大11等为生长较快的菌株；佛罗里达、P17

生长速度最慢。为下一步AFLP分析种间多态性提供了良好的供提取总DNA

用的模板，并预期为分子生物学比较不同菌株多态性的实验结果提供形态学、

生理学上的对照。

关键词： 糙皮侧耳 AFLP 多态性分析

l引言

侧耳(Pleurotus)属于白腐真菌类；糙皮侧耳(Pleurotus ostreatus)为侧耳

属的模式种，代表着该属的主要形态特征口61[371。其主要分布在温带到亚热带

地区，生长迅速，产量高，味道鲜美，营养丰富，食用价值很高，在世界各地

广为栽培‘2”。除食用价值外，本身还参与了自然界中木质素降解过程[41。

木质素是植物木质纤维素的主要成分之一，它是植物细胞胞间层和初生壁

的主要填充物，其产量是仅次于纤维素的最为丰富的有机物，通常在木质细胞

中占15．30％。从化学结构来看，针叶树的木质素主要由松柏醇的脱氢聚合物

构成愈创木基木质素：阔时树的木质素由松柏醇和芥子醇的脱氢聚合物构成愈

创木基——紫丁香基木质素；而草木植物则是由松柏醇、芥予醇和对香豆醇的

脱氢聚合物和对香豆酸组成【l0】【2扪，从而使木质素成为结构复杂、稳定、多样

的且难于被微生物降解的生物大分子物质。植物的生物质，主要由木质素、纤



维素和半纤维素互相嵌和而成。木质素以衬质包裹着纤维素和半纤维素，且木

质素沉积或填充于纤维素构成的微晶纤维中，这些都阻碍了纤维素的生物降解

和利用。因此，木质素难于进行生物降解已经成为有效转化地球上最大可再生

碳源即纤维素和半纤维素的最大障碍，进而成为地球牛物圈中碳素循环的障碍

124】。农作物秸秆凶其含有大量的纤维索和半纤维素，产量丰寓，现难在成为

继木材之后的又一大造纸原料，同时还可以作为轻化工和清洁能源的原料。高

温高压强碱法去除木质素是目前工业制备纤维素材料的主要手段，也是制浆造

纸工业污染的主要来源和高能耗的关键，特别是以植物秸秆为原料的化学制浆

工业所排出的黑液对环境危害尤大。通过酶法降解木质素的生物制浆工艺，有

助于这一难题的解决【4儿5。，对改善生态环境，保护森林也同样具有重要作用。

现已知自然界参与木质素降解的微生物种类有真菌、放线菌和细菌，而真

菌是最重要的一类。目前已发现的可降解木质紊的真菌有苍烟管菌

(B]erkandera)【9]D3][2t】、香菇(Lentinula)16]、射脉菌(P^k6fa)[gl
11 51、平

革菌(PhⅡ盯e加chaete)[31[71USlll91[231、灵芝菌(Ganoderma)11 61、侧耳菌(Pleurotus)
f4】【l 61[t71 1211、多孔菌(PD咖D，螂)【161【171、密孔菌(毋c珂印。r“s)【141、栓菌(Trametes)
[2Itl‘1 U2]等。根据真菌降解术质素时木材的变化，将其分为白腐真菌(white，rot

fungi)、褐腐真菌(brown．rot fungi)和软腐真菌(sofl．rot fungi)，其中大型担

子真菌一一白腐菌是目前已知的自然界中对木质素具有最强降解能力的一类

真菌，它们也是已知唯一的在纯培养条件下能够将木质素最终矿化的微生物，

它们还具有降解环境污染物的能力。虽然褐腐菌、软腐菌、放线菌和细菌也能

在木质素降解过程中发挥一定的作用，但一般认为它们仅起二次·陛作用【251，

因此白腐菌已成为研究木质素降解的首选微生物。它们可以通过分泌木质索过

氧化物酶(Lignin peroxidases，LiPs)、漆酶(Laccases，Lacs)、锰过氧化物酶

(Manganese—dependent peroxidases，MnPs)等从而有效地氧化木质素和芳香

族污染物【10】，最终将其矿化为二氧化碳和水，因此在生物制浆．纸浆生物漂

白，环境保护，节约能源等方面有重要的研究意义和应用价值p”。

目前已有关于侧耳菌产生木质素降解酶的活性及产量等研究报道，并筛

选出了相应的木质素降解酶高产菌株。本研究在此基础上选取14株糙皮侧耳，

通过对其在固体和液体培养基上的不同条件下生长速率进行了对比，以在最短



时间内获得最多的培养产物，为进一步的研究掇供大量的DNA样品。

2材料与方法
2．1菌株

实验蓊株为14个未避行过凛妻|三质体融合的糙皮侧耳菌株：农夫t1(P o,，treatu$

N。ngdal I)、 义平(只ostreatus Yiping)、佛罗里达(P oslrealus Florida)、AX3(尸oMrealus

AX3)、ccEF89(P。ostreatuSCCEF89)、8101(只ostreatus 8101)、阚31(尹oslrealusMin31)、

女≈"C一号(P osO'ealusZayouNo．1)、P17(P ostrealus p17)、侧5(P oMreatusCe5)、矮

抗558(P oslrealusAikan9558)、中蔬{O号(p OMrgalNSZhongshuNo．10)、P46(户oslwatuS

P46)、 杂3(p oMrealztSZa3)。所钉实验酾株均购“四川省农科院凶籼室。剥J姒川黄

孢覆毛乎鼙莹1767(Phanerochaete chrysosporium BKM·F1767)，由本实验室

保存。

2．2主要仪器
HPS．160二崖摇霖，LRH-250A生纯培养铤。

2。3培养基

PDA培养基‘27】(1L)：

去蔽骂铃薯 2009

蔗糖 209

臻黧 l 5-209

水 加至1000mL

pH 妻然

马铃薯去皮，切成块煮沸30min，然后用纱布过滤，再加蔗糖和琼脂，加

窳至1000 mL，121℃灭蘩20min。

CMA壤葵蒺f321(IL)

MgS04．7H20

K}王2p04

O．59

0．469
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K2HP04

磷l二I腺

酵母膏

葡萄糖

琼脂

浓HCI

加水至

121℃灭菌20min。

1．09

2．垤

2．09

20．Og

20．Og

0．05mL

2．4菌株的培养

菌种的培养和保存，将菌种接种于PDA斜面上，25*(2培养，4"C冰箱保存

6个月转管一次。

2．4．1固体培养基上生长速率对比实验

将待试茼分别接种‘r PDA J_7；f养基斜丽¨^化．再将活化历的蔺株接利·J：铀

玻璃纸的PDA培养基平板上，2soc力n光照静置培养，24h后开始每隔ld记录

其生长速度。

2．4．2液体培养基上生长速度对比实验0331

在无菌条件下以大号打孔器在PDA培养基平板上取I．Ocm2菌丝体接种

于100mL CMA液体培养基中；25。C～26"C，200rmp加光照摇瓶培养120h。称

取菌体重量。

2．4．3不同温度对糙皮侧耳的生长速度影响‘33l

选取闽3l、义平、8101、矮抗558、P17、佛罗里达共6株糙皮侧耳，接

种于lOOmL CMA液体培养綦，分别于20"C、25"C、30"C F 200rmp摇瓶培养

120h，称取菌体重量。

3结果
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3．1不同菌株在固体培养基上生长速率对比

根据不同菌株生长速度问有明显差异，记录其在平板上出现菌丝体的时间

和菌丝体铺满平板时间，初步鉴定快生和慢生型菌株。实验结果见表t．1。

表1．I 不同菌株在固体培养基上生长速度比较

菌株 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d

农大11 ● + + ++ ++ +++ ++++ ++++

义平 ● -4- + ++ ++ ++ +++ ++++

佛罗里达 ●4- -I- 十+ ++ ++ ++ +++

AX3 + + ++ ++ ++++++ ++++ ++++

CCEF89 + + + + ++ ++ +++ ++++

810l + + + +4- ++++十+ ++++ ++++

闽31 + + ++ ++ ++十 ++++ ++++ ++++

杂优1 q + + + } 斗} _I+ ●{一+ 4++}

P17 ● + + + ++ ++ H ++

侧5 { + + 十十 ++ +++ +++ ++++

矮抗558 ●4- + ++ +十 +++ +++++++

中蔬10号 } + + ++ ++4-+4- ++++ +十++

P46 + + ++ ++ ++ +++ +++ +++

杂3 ●4- H ++ +++ +++ +++ +++

1767(对 + ++ ++ +++ ++++ ++++ 十+++ ++++

l础、

·来j11现菌丝体；+出现菌丝体t++菌丝体覆盖一半平板：+++蔺丝体基本覆盖甲板

++++菌丝体完全覆盖平板

平板覆盖实验结果显示：闽31生长速度最快，农大11、AX3、侧5也是

生K较快的菌株。相反，P46、P17、佛罗犀达生长速度较慢。对照菌——黄

孢原毛平革菌1767生长速度较糙皮侧耳整体速度更快一些。



3．2不同菌株在液体培养基上生长速度对比

各菌栋在0-48h为其适应期，接种菌丝体摇瓶籍呈球狄；48h一96h为增殖

生长期，菌丝体生长数量显著增加，体现为球状菌丝体个数大大增加；96h一120b

为稳定生长期，球校菌丝体明显增大。实验缩果见表1．2。

裘l。2誉辩蓠糠雀液体培弊基上培葬120h詹蕾体黧麓

菌 农 义 佛 A CC 81 阅 杂 Pl 侧 矮 中 P4 杂

大 平 罗X EF 01 3{ 伉 7 5 抗 蔬 6 3

株 11 里 3 89 l 558 10

迭 母 号

重量 14l 1．89 0．44 1．82 0舵 1．45 2．13 1+07 029 l舶 101 n88 0．73 085

电)

液体培养实验结梁迸一步证实：闽3I、AX3、义平为生长较茯的品种，

P17、佛罗里达生长较慢。在后期进一步的实验中要达到同样的菌体重量(以

2．09为标准)，生长较俊麓株只需要120—168h，雨生长较懂蘸株对需要

192．240h，靛异较为明显。

3．3不同温度对糙皮侧耳的生长速度影响
以20。C、25。C、30"C--缀温度培养120h，或察不同菠栋在液体培养中的

生长速度，较得的生物量见袭1．3。

表1．3 不同温度下糙皮调耳的生长羹对比

菌株 闺3l 义平810l 矮抗558 诺罗量透P17

20℃ 1．829 1．659 1．319 1．119 0．299 o．159

25℃ 2．t39 1．899 1．459 1．219 o．449 o．299

30℃ 1．999 1．779 1．299 1．049 0．319 o．199

由噩莨可稚，糙皮侧珲豹最适生长溢瘦仍然帮大多数囊萤一样为25 5C。
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4讨论

4．1不同培养基获得产物效率比较

本实验为在较短时间内获得大量的糙皮侧耳菌丝体，先后采用了PDA铺

玻璃纸固体平板培养及CMA液体培养两种方法。两者相较而言，后一种方法

获得糙皮侧耳产物的速度快，产量大，为下一步提取糙皮侧耳总DNA打F了

良好基础。前一种方法为以往文献报道的常用方法，其优点是真菌菌丝体可以

生长在玻璃纸上，获取产物时直接从玻璃纸上分离即可。这样非常方便且不会

搀杂培养基。但是该方法菌株生长较缓慢，产量很低；通常一个平板需培养

8d左右才能获得0．059-0．19菌丝体，不能满足本实验提取总DNA的产物要求。

所以，本实验最终采用了CMA液体培养方法获得待测菌株产物。

4．2其他条件对糙皮侧耳培养的影响
本实验对其他培养条件进行了比较：(1)CMA液体培养基中添加少量玻

璃珠进行摇瓶培养，可以明显加快菌株的增殖速度。这是利用玻璃珠在摇瓶时

可以适当增加菌丝体与之的碰撞机会，加快菌丝体的分裂增殖，并为菌丝体最

初的生长提供依附点。(2)糙皮侧耳的液体培养，通氧量也是比较重要的影响

因素之一，摇瓶速度和装液量都不同程度对液体培养糙皮侧耳的产量有影响。

经对菌株摇瓶实验对比，采用250mL三角瓶装培养液100mL；前48h摇瓶速

度1 80rmp，后72h．120 h摇瓶速度220rmp，生长效果最佳。



小结

1． 采用PDA和CMA培养基，对14个不同产地的糙皮侧耳菌株生长速度进

行了初步比较。经鉴定可知，闽31、义平、AX3为快生型的品种：8101、矮

抗558、杂优l号、侧5、中蔬10号、CCEF89等次之：佛罗里达、P17为慢

生型品种。

2．通过不同培养基、培养温度、通氧量等对比实验，确定了本实验糙皮侧耳

『向最适培养方式为液体培养，糙皮侧耳的最适液体培养条件为：25℃下，250mL

三角瓶装CMA液体培养基100mL，前48h摇瓶速度180rmp，后72h．120 h摇

瓶速度220rmp，光照培养。



第二章糙皮侧耳的AFLP指纹分析及分析条件的优化

摘 要

首先对糙皮侧耳的AFLP分析条件进行了优化，然后利用优化条件对14
个来自我国不同地区的糙皮侧耳(Pleurotus ostreatus)菌株进行了DNA指纹图
谱分析。结果表明，在合成的14条引物的不同组合中，引物对E一3／M．3可以
产生较多nq DNA多态片段，特别是E—AGC／M．CAT效果最好，利用此对引物
共获得1 84条DNA扩增带，多态性条带101条，占54．89％。在此基础上，
用UPGMA方法对所获数据进行聚类分析，计算得出不同菌株之间的遗传距
离，绘制了指纹分析树状图。

关键词：糙皮侧耳 AFLP分析DNA指纹图谱 聚类分析

1引言

AFLP(Amplified Fragment Length Polymor—phism)是1992年由荷兰科学家

Zabeau和Vos发展起来的一种检测DNA多态性的新方法【22】。它是在RFLP和

RAPD的基础上发展起来的，是RFLP和RAPD的结合，它克服了二者各自的

缺点，而集中了二者的长处。它既有RFLP的可靠性，也具有RAPD的方便

性‘201。由于它具有重要的实用价值，一出现就被Keygene公司以专利形式买

下。|=h于AFLP较其它分子标记有着明显的优越性．因此迅速传播开来，尽管

它已受到了专利保护，但世界上很多实验室都在努力探索在自己的研究中应用

AFLP技术。因此Zabeau和Vos不得不将其专利解密，并以论文形式正式发表

出来【221。AFLP被认为是迄今为止最有效的分子标记之一，不管所研究的基因

组DNA有多么复杂，从理论上讲，用AFLP方法都可以检测出任何DNA之

间的多态性唧1。

AFLP反应程序主要包括模板DNA制各，酶切片段扩增、凝胶电泳和聚类

分析3个步骤：
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1．模板DNA制备。在进行AFLP分析fl；】，首先要制备高分子量(HMWl

基因组DNA。然后用两种限制性内切酶酶切，通常一种酶的识别位点是6个

碱基，另一种是4个碱基，如EcoRl雨I Msel。选择这样两种酶共同酶切可

以产生比较小的酶切片段，经过PCR反应扩增出的DNA片段长100．1500bp。

HMW綦因组DNA的成功制备和避免部分降解是AFt。P成功的关键，在制备

过程中要特别注意避免核酸酶及各种失活物质的污染。

DNA酶切完成厉，经加热使限制。队内切酶失活，而把酶切片段连结到特

定的接头(adapter)上，形成扩增反应的模板。经过连接反应，接头和基因组

DNA酶切片段的粘性末端之间进行碱基配对并接连在一起，该接头及其毗邻

的酶切位点这段共同顺序就存在于所有限制性酶切片段的两端，成为以后进行

PCR扩增时引物的结台位点。AFLP接头是一种人工合成的双链DNA，一般

长度是14～18个核苷酸。已有报道使用过的6碱基内切酶接头，除EcoRt外，

还有PstI接头和Sad接头；4碱基内切酶接头除MseI外，还有Taq I接头和

Ssel接头。

2．酶切片段的扩增。在酶切片段中接上去的接头及其毗邻的酶切位点序

列就成为以后PCR扩增时引物结合的位点。在AFLP反应中，引物的3’末

端有1～3个选择性核苷酸序列。酶切片段结合位点中能够与引物上的选择性

核苷酸适当配对，被识别后用作模板而选择性地扩增出来。AFLP引物是一种

人工合成的单链寡核苷酸，一般长度为18—20个核苷酸。由核心序列(Core)、

内切酶位点特异序列(ENz)和选择性核苷酸序列(ExT)三部分组成。在AFLP

引物中，3’末端上选择性核苷酸数目的多少决定了AFLP扩增产物的多少。

实验中可根据基因组DNA的大小确定引物末端所需的选择性核苷酸数目。～

般大于108bp的基因组DNA可以用3个选择性核苷酸；105～108bp的基因组

DNA可以用2个选择性核苷酸。其它6碱基内切酶引物与EcoRI引物类似，

4碱基内切酶引物与Mse I引物类似，只是各自的内切酶位点特异序列彼此不

同。

3．扩增反应的条件。胁切片段婴经过连续2次I'CR=|：I'增，通过这样l；lIi步扩

增反应使产生的扩增结果更清楚、重复性更好。第1次PCR扩增被称为预扩

增反应(Pre．anaplification)，所用的AFLP引物只含有1个选择性核苷酸，选
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择扩静肚能较差，因此大景的扩增产物在凝胶巾往往形成连续的片。预扩增

爱馥祭々{二与常规PCR反应条件大致鞠丽。颈扩增反敷秘产物经过大量臻释箍

用作篇2次扩增反应(即选择性扩增反应，Selective amplification)的模板。选

择霞扩蹭反应掰耀静号}粝中选耩径核萤酸数羁l!}毒多少是决定扩臻产物多多的

主要闲予。另外，引物中用作选择性核营酸的G和c含量也对扩增出的产物

数嚣鸯较大彩鞠。一般露言，G和C含量越高，扩瀣窭静产物数目筵少。逸

择性扩增构反应条件与普通PCR有所不同，主要不同之处是复性温度，它是

采翊激发梯度PCR，其PCR，f：戆～l：麓瀣复蕊(艘慕阁65℃，比常筑PCR爱

应的复性温度高10℃)以期获得最佳选择性。以后复性潺度逐步降低，一直降

妥羹链效粟毁婷豹瀑凌(一簸是56。C)，然磊强持在遮嚷＼瀑瘦F复性+完成其众

的PCR循环周期。

扩增产物的凝蔽邀泳分析。选择瞧扩增产物～艘在5％～6％的变性聚裹臻

酰胺凝胶{PAGE序列分析胶)或2％琼脂糖凝胶上经过电泳分离，形成DNA指

纹，凝胶再缀过聚类分援软嚣送毒亍续聚分援。

侧耳(Pleurotus)属于白腐真菌类，除了具有食用价值外，因其可以通过

分泌木质素降解酶、滚酶等从而有效她氧化本质索和芳香羧污染物，最终穆箕

矿化为二氧化碳和水，因此在生物制浆，纸浆生物漂白，环境保护．节约能源

等方露霾骞重要豹研究意义帮成用捡袋13”。毯皮侧骂{Pteurotus ostreatus)为铡翳

属的模式种，代表糟该属的主要形态特征㈣[371。目前已有荧于侧耳菌产生木

矮素终解酶的活牲及产量等研究擐遂珏91{35I，并筛选爨了甥嶷豹木屡素降鼹酶

赢产菌株{16t。目前夜关侧耳的AFLP分柝寒见报道。本研究意在戢作糙皮能

耳的搬纹图谱，剩用其遗传多样性戈避一步研究已选黉出熬赢产木质素降鳃瓣

菌株．克隆商效表达的木质索降解酶基因提供分子标记。

2材料和方法

2。l实验材料

实验菌株为14个未进行过原生质体融合的糙皮侧耳菌株，详见第一章。

蜜验幢弼熬磊&l、EcoR l籍鑫上海叟工(Sangon)公蠲，dN’辨、T4 DNA

连接黼，Taq DNA聚合酶购自大连宝tL物工程公司。所使用弓l物由北京赛百脯



公司合成。

2．2主要实验仪器

UV一265可见紫外分光光度计(日本Shimadzu Inc．)：PTC。100TMPCR扩增

仪(1'rogrammable Thermal Controller,美国M J．Research．1nc．)：UVPs

GDS8000型凝胶分析系统(Gel Documentation and Analysis System)

2．3实验方法

2．3．1模板DNA的提取

模板DNA的制各按已述方法川进行。获得模扳DNA后，经紫外分光光

度计、琼脂糖凝胶电泳检测合格后，调整浓度为300ng．1／C。1备用。

2．3．2模板DNA的酶切

每个DNA样品酶切混合液总体积为20 u L，包括：模板DNA 500 ng，10

×buffer 2．0 1,1 L，EcoR I 2．0U，37"(2保温酶切3h，70℃保温15min终止反应。

DNA片段纯化后再加入Mse I 2．0U，10Xbuffer 2．0 la L，65℃保温酶切3h，80
／

℃保温20min终止反应，一20"C保存。

2．3．3 DNA片段和接头的连接

每个样品反应体积为50 u L，包括：双酶切模板DNA 500ng，10 11 t001．1J．1

Mse I接头2．0 u L，10 u m01．L’’EcoR I接头2．0u L’T4 DNA连接酶2．0U，10

×buffer 5 u L，1 8℃连接2h。取连接产物10 u L，按1：10比例用TEbuffer稀

释后用于预扩增反应。其余的一20"C保存。

2．3．4 AFLP预扩增反应

参考GIBCO．BRL公司的真菌AFLP试剂盒说明，采用不含选择性碱基

(+O)的预扩增引物．每个样品反应体积为5l p L，包括：模板DNA 5．0u L，

100 ng．u L—PrimerE一0 1．0p L，100 ng．u L～Primer M一0 1．0u L，Taq DNA聚

合酶2．0U．10mm01．L-I dNTP 1．0u L，10xPCRbuffer 5．011L，250mm01．L‘‘

MgCl2 5．0 u L，ddH20 32u L。
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反应条件： 94 6C变性30s．56℃退火30s，72℃延伸60s，共20个循环。

预扩增反应后，取3 u L反应产物按1：50用TE buffer稀释作为选择性扩增反

应模板。其余的一20。C保存。

2．3．5 AFLP选择性扩增反应

经反复对比验证，本研究采用3+3引物组合，即EcoR I和Mse I选择性

扩增引物均含3个选择性碱基。每个样品反应体积为20 H L，包括：模板DNA

5．0“L-100ng．u L～Primer-E 0．4 u L，100ng．¨L—Primer．M 0．4lj L，Taq DNA

聚合酶1．0U，10mrn01．u∥dNTP 0．4 u L，10×PCR buffer 2．0 u L，250

mm01．t，一MgCl2 2．0 u L。

采用梯度PCR方法，其反应条件为：起始反应温度94"C变性30s，68。C

退火30s， 726C延伸60s；以后每个循环中的退火温度逐次降低l℃，经l 3

个循环后降至56。C，其余条件不变，再进行23个循环。

2．3．6扩增产物的凝胶分析

扩增DNA用2％琼脂糖凝胶电泳，O．5％溴乙锭溶液染色，GDS照相。

3结果

3．1模板DNA制各及酶切

模板DNA参照文献【11的方法制备。与其他已见报道的真菌基因组DNA

制备方法相比．按该方法提取的基因组DNA速度较快，带清晰，无降解，无

RNA污染；说明这种方法更适合于糙皮侧耳基因组。经紫外分光光度计测定

结果OD260／OD：,80比值在1．8左右．DNA纯度较高．完全能满足AFLP分析的

要求。

按AFLP分析要求采用了常见酶切位点酶(EcoR I)和稀有酶切位点酶

(Mse I)双酶切。EcoR I的最佳酶切温度为37‘C，但Mse I的最佳酶切温

度为65。C，在37"C时仅有10％的酶活。所以本实验对同时双酶切和单酶切一沉

淀一单酶切方式进行了对比，从电泳结果来看后者酶切更为彻底。酶切产物片

段大小分布在50—1600bp之间。符合AFI，P分析对酶切片段大小的要求。



3．2模板DNA片段与接头的连接
模板DNA片段EcoR I、Mse I接头混合，16。C连接过夜。连接效率怕高

低主要取决于T4 DNA连接酶的活性。用2U比用lU T4 DNA连接酶的连接

效果好，主要体现在连接物预扩增效果较好。EcoR I、Mse I接头序列如下【341：

EcoR I接头：5’，CTCGTAGAC’FGCGTACC一3’

3’．Cp汀CTGACGCArGGT’FAA．5

Mse l接头： 5’．GACGATGAG‘FCCllGAG-3’

3’一TACTCAGGACTCAT一5

3．3糙皮侧耳AFLP反应条件的优化

本实验的预扩增反应采用不带选择性碱基的E．0和M-0为引物。其序列

如下：

E．0的碱基序列为5’．GACTGCGTACCAATTC．3’

M．0的碱基序列为5’．GATGAGTCCTGAGTAA．3’

凝胶电泳结果显示，预扩增片段呈弥散型，分布范围在100．1500bp之问，

扩增信号强，各样品间一致性较好，实验结果见图2．1。为选择性扩增提供了

理想的模板，同时也说明前述的基因组DNA的提取、酶切、连接是符合实验

要求的。

在选择性扩增反应中，一般认为EcoR I／Mse I组合适用于较小的基因

组，通常较好的真菌的引物组合为E．2／M．1的组合形式。所使用的选择性扩增

引物是在预扩增反应使用引物的3’端再增加1-3个选择性碱基，即：

EcoR I引物5’．GACTGCGTACCAATTC NNN-3
7

Mse I引物5’．GATGAGTCCTGAGTAA NNN一3’

(其中N表示任何碱基，数量为1．3个)

在术实验巾，对多种引物组合的扩增效率进行了比较，以获得糙皮侧耳



AFLP扩增的最佳引物方案。部分引物扩增效率对比实验结果见图2．2。结果

表明：E一3／M．3引物组合扩增获得的片段数量最多，清晰度高，片段大小分布

也较均匀。引物E．2／M．0、E一2／M．1及E．2／M．3组合所得的扩增片段均存在效

果较差，片段区域分布不均等问题。在改变了DNA提取方法，加长酶切时间，

改变扩增反应的复性温度等实验条仲后，晟终最佳效果仍然为E．3／M．3组合方

式，这可能与作为大型真菌的侧耳菌基因组大小，及本身的核营酸组成特异性

有关。

浚图显示，对糙皮侧耳菌株农大1l和8101使用不同引物获得的扩增结果

均可分为3类：第1类是第2、3、9、10道，使用引物组合为E．2／M．1；第2

类是第4、5、11、12道，使用引物组合为E．2／M一3；第3类是6、7、13、14

道，使用引物组合为E．3／M．3。这3类引物的扩增效率总体呈梯度增长的形式，

第l类引物组合扩增出的片段极少：第2类引物组合扩增出的片段数目部分较

多，但是总体效果来看扩增效率不稳定，且分布也不均匀；第3类引物组合获

得的片段最多，分布也较均匀。因此，本实验最终选择了E．3tM．3的引物组合

形式。

进一步对任意的E．3／M一3引物组合所获扩增效果进行了比较，实验结果见

图2．3一图2．9。发现E—AGCIM．CAT和E。AGC／M．ACC扩增效果最佳，

E．ACG／M．cAT、E．AGC／M．CTC其次。

3．4糙皮侧耳的AFLP分析
用E．3／M一3引物对14个糙皮侧耳基因组DNA的限制酶切片段进行选择

性扩增，获得了清晰的DNA指纹图谱，片段大小在150～1500bp问。使用

E．AGC／M．CAT扩增的实验结果觅图。该指纹图谱扩增条带清晰可辨，信号强，

扩增强度基本一致，扩增片段密度比较均匀，无背景干扰。我们可以将该图分

为3个区域：I区为大片段区，分布范围为1500bp-600bp，该区多态性最强；

II区为600bp-200bp，该区多态性较I区有所减弱；III区为200bp以下，该区

多态性最低。

选用该对引物进行的选择性扩增共获得184条条带，其中共有条带83条，

这可能是侧耳属的基本带；获得多态性条带103条，多态性比率为54．89％，



说明糙皮侧耳具有很大的遗传多样性。图2的结果列于表l。但每一个品种都

有其特异性条带或特异性缺失条带与其他种类相区分，这些特异带或缺失带可

能可以作为识别不同菌株的分子标记。如在不同引物对组合获得的扩增结果

中，均发现侧5的特异带(特异一陀缺失带)最名．数同远高于其他参比茼株，

表明其在亲缘关系上与其他品种关系较远，这可能是由于它与其它菌种的基因

交流相对较少所造成的。而义平、闽31所获得的绝大多数条带均相同，特异

性条带相对最少，说明了这两个品种的亲缘关系很近，且在一定程度上反映了

两者间的比较频繁的基因交流。

表2．1 糙皮侧耳菌株的特异性DNA条带统计

P oslreatits 扩增带数特异日剩R数剁批率
菌株名称

农大11 16 2

义平 17 1

佛罗里达 11 1

AX3 12 1

CCEF89 8 0

8101 13 0

闽3l 10 1 54．89％

杂优一号 13 O

P17 11 O

侧5 13 4

矮抗558 14 1

中蔬10号 16 3

P46 13 l

杂3 17 1

共计 184



图2．I 部分糙皮侧耳样品预扩增产物电泳纬果

采用末端不带选择世p碱基的E．0[M．0为引物。

】农太11 2 8101 3史甲

4 AX3 5杂优I号 6矮抗558

图2．2不同引物的AFLP扩增结果比较

M为DNA梯度Marker,200bp-2000bp

第2．7和9．14道为DNA样品农犬||和8101

使用引物顺序为：2／9 E·AC／M-T 3／10 E—AA／M·G

4／I l E-AA／M．ACC 5112 E·AC，M-CAG

6／I 3 E．AGC／M-CAT 7114 E-AGC／M-CAA
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圈2．3 引物对E．AGC／M．CAT获得的糙皮侧耳AFLP指纹图谱

M为DNA梯度Marker,200bp·2000bp

第2-1 5道为侧耳样品打增结果：2农大lI

4佛罗里选 5 AX3 6 CCEF89 7

8闽3I 9杂优I号 10 PI 7

12矮抗558 13巾蔬10吁 l 4刚^

3义甲

8101

侧5

I 5杂3

圈2．4 引物对E．AGC／M—ACC获得的糙皮侧耳AFLP指纹图谱

M为DNA梯廑Markcr,200bp·2000bp

掷2．1，j苴为侧H：抖品扩增纠im：2寐人11 3义、I，

4佛罗曜选 5 AX3 6 CCEF89

8闽31 9杂优I号 10 P17

2矮抗558 13巾蔬10 E 14 P46

8

7 8101

I侧5

15杂3



圈2,5 引物对E-ACG／M．CAT获得的糙皮侧耳AFLP指纹图谱

M为DNA梯度Marker．200bp．2000hp

第2-1 5道为侧耳样品护增结果：2农大lI 3义平

4佛罗掣达 5 AX3

8刚，I 9舳fh"l‘

12矮抗558 13中蔬

6(’CEF89 7 810I

10¨7 Il删5

0 q 14 P46 I 5杂3

图2．6 引物对E—AGC／M．CTC获得的糙皮侧耳AFI。P指纹图谱

M为I]NA梯艘Mzrker,200bp．2000bp

第2．1 5道为侧耳样品护增结果：2农夫II 3义甲

4佛罗单达 5 AX3 6 CCEF89 7 810f

8闽3I 9杂优1号 10 Pl 7 11侧5

I 2矮抗558 13巾蔬10蛩 14 P46 I 5杂3



图2．7引物对E．AGC／M．CAA获得的糙皮侧耳AFLP指纹图谱

M为DNA梯度Marker．200bp·2000bp

第2．I 5道为侧耳样-哺jr增结果：2农大11 3义_甲

4佛罗q!达 5 AX3 6“‘阶89 7 8101

8眺3l 9加优【lJ l{J Pl 7

2矮抗558 I 3 III疏10口 I 4 P46

侧5

5杂3

图2．8引物对E-AGC／M．CAC获得的糙瘦侧耳AFLP指纹图谱
M为DNA梯鹰Ma Rkcr．200bp-2000hp

第2．15邋为侧耳样日·{r增站果：2农人II 3望5P

4佛罗里达 5 AX3 6 CCEF89 7 810I

8闽31 9杂优I碍 10 I'l 7 ll侧5

12矮抗559 1 3·I，蔬m U l 4 1'46 1 5杂3
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图2．9 引物对E—AcG，M—CAG获得的糙皮侧耳AFLP指纹图谱

M为DNA梯Jl|：Mmkcr．200hp．20(10hp

第2．I 5道为侧耳样品}J增结采：2农人lI 3义甲

4佛罗里达 5 AX3 6 CCEF89 7 810l

8|!Ii』31 9杂优l马 l O P1 7 lI倒5

12矮抗558 1 3 II’蔬IO‘j 14 P46 I 5杂3

圈2．10糙皮侧耳的指纹图谱数值分析树状图

VI农大1I， V2义平． v3佛罗里达， V4AX3，V5CCEF89，V6 8101，

v7闽31．V8杂优一号，V9 P17， VIO侧5．V|l矮抗558，V12中蔬10号

V13 P46． V14杂3．

21



3．5糙皮侧耳亲缘关系分析

使用NTSYS2．0分析软件对所获数据进行聚类分析。条带存在记为1，条

带缺失记为0，采用DICE系数对14个糙皮侧耳菌株的PCR产物进行相似性

系数计算，再使用UPGMA法(Un weighted Pair Group Method Using Arithmetic

Average)获得AFLP指纹图谱分析树状图，见图2．10。

从图2．10可以看出，侧5最早与其他样本分丌，表明它与其他糙皮侧耳

亲缘关系相对较远，这与侧5本身是14个样品中唯一的耐高温菌株这一生理

特点相符，所以这种较大差异可能是侧5是耐高温品种的一个分子依据。除侧

5外，其他样品可以分为4组。第l组为农大1l、义平、8101、AX3和闽31，

为快生型菌株组，与第一章所测定的AX3、闽31和义平为生长速度晟快的菌

株这一表型性状相符合。另外，义平和闽3l的地理分布区重叠，形态相近，

这也与聚类分析树状图符合。说明AFLP指纹分析对相关性较高的菌株分群具

有一定的参考价值。第2组为CCEF89和杂优一号。第3组为佛罗里达、P17、

杂3、矮抗558和P46，其中P17和杂3的相似性系数最高，达到了81．2％，

表明这两个品种具有较高的相关性。中蔬10号自成一组，说明它与其他种亲

缘关系较远。

4讨论

4．1影响糙皮侧耳AFLP分析的因素
有很多因素会影响AFLP的分析效果，其中DNA的质量是该分折的关键。

此外，酶切是否彻底、连接的效果及模板DNA受外来污染等也会直接影响到

AFLP的分析结果。酶切不充分，容易产生假阳性，重复性差，出现高分子量

的带多，这样的结果不能代表DNA的多态性【2⋯。连接不完全则导致引物极少

与底物相匹配，易使实验失败。模板DNA受外来污染会导致假阳性或假阴性。

预扩增是检测酶切并11连接的必要手段，预扩增片段如范恩窄丽小说明酶切不完

全或连接效率低，不能作为模板使用。本实验预扩增反应产物大小为

100bp一1 500bp，产物量较大，种间一致性较好。选择性扩增的主要影响因素为

Taq DNA聚合酶的质量．Taq DNA聚合酶活性强，信号扩增就随之增强．反

之减弱。本实验中较以往文献适当加大了Taq DNA聚合酶的用量，阻保证最



佳扩增效果。此夕}，本实验对同一样本进行多次重复检测，结果表明，其电泳

谱带完全相同．说明接头、扩增反应模板在一定范围内变动，扩增结果不受影

响。本实验袋矮2％壕A嚣糠凝胶电泳代辑5％聚丙烯礁琏凝腔电泳，虽然其分

辨率不高，但可以减少～一些难以确定的弱带，提高弱带的读舣率。此外，为了

避免图谱模糊，较以往文献适当提商了选择性扩增数初始复性温度。以获得最

佳选择性．但还是存在扩增产物中有少量大小接近的片段分离效果不够好。

4．2 AFLP分析在糙皮侧耳研究中的暾用前漾

糙皮侧琢(俗称平菇)，属于侧驿属，怒我国最大的食用菌类之一，不仅

在不同品种闷存在形态差异，而且薪和翩令满的风滕茹韧伞、侧耳属的其他，L

神食用菌在形态上发生混淆【261。对糙皮侧耳进行AFLP分板确立其指纹图谱

将有助于从分子生物学角度准确识别菌种，有效利用不同糙皮侧耳品种的优

势，进一步开发其栽培价值，促进生产的发展。

利瘸AFLP分析研究糙瘦侧耳不仅可潋探究品种之闻瀚亲缘关系和揭示

其进化演变的联系，还可以进一步进行基因定位等，如为研究糙皮侧耳高产木

质索酶解酶基因提供分子标记等。



小 结

1．利用AFLP技术建立了糙皮侧耳的DNA指纹图谱。荠谶一步通过聚类分

析，证实了AFLP指纹分析与表型性状分析的一一致性。其中某些菌株扩增出的

多态性片段，体现了该菌株的独有生理特性。

2．在已报邋适合真蔺迸行AFLP分析的实验条件基础上，错+对糙皮侧耳的基

因组大小和特点对AFLP引物、反应温度进行了筛选和优化。缀对比发现

E一3tM．3为黢适合糙皮侧睇的弓l物组合，其中弓l扬对E—AGC／M*CAT、

E—AGCIM．ACC扩增效果最好。选择性扩增的最适初始退火温度为68℃，以

后每个循环邋火温度依次下降1"C。13个循弼：后降鬣56"(2；丽爵僳持其他反

应条件不变，在此条件下获得的选择性最佳。



第三章AFLP多态性片段的分析

摘 要

水删究在摸索和优化了糙皮侧耳AFLP分析体茉的接矾b发展了多悉性

AFLP产物姚兜隆方法。将部分AFLP选择性扩增”段直接进行纯化∞Il改，与

pMDl8。T Vector连接届，转入Escherichia．coil，通过菌落PCR和常规提取重

组予质粒为模扳的PCR检测展，选取其中两个多态性片段进行了序列测定。

经序列分析发现其中一个多态性片段中包禽了阅读框。

关键词： AFLP片段 糙皮侧耳 序列分析

1弓l育
前文已述，DNA指纹技术(DNA fingerprinting technique)在遗传连锁图

的绘制和鉴定与目标基因连锁的分子标记中起着羹要作用。AFLP是在RFLP

和ILAPD的基础上发腱起来的最新的DNA指纹技术之一122]，它从原璇上结合

了RFLP和RAPD的优点，通过对基因组DNA的限制往酶切片段进行选择径

扩增而揭示多态性。AFLP技米自1995公布以来，以其稳定性和强有力的多

态检出率而受到分子生物学家的关注，迅速褥到了广泛晌应尉p翻。

作为新一代的DNA指纹技术，AFLP能够检溯样品闻的缅徽差剐丽箍示

多态性，这些多态性AFLP产物经分离和壳隆后，能在更深入的遗传学研究中

发挥更大的作用。蘑前已有对水稻、玉米等作街的AFLP多态性片段避行蔺牧

和箍寇的报道。前文融述，本实验室已经选育潞本质紊降解酶静离产糙疫褥写

菌株，本研究对高产菌株的多态佼片羧进行虱收并测序，戮便进一步筛选控裁

高产术质索降解酶的萋园相关的分予标记。

2材料与方法
2．1实验材料

稳疫稍嚣∽ostreatus)蔼株810t，最coil JM·109。



2．2主要实验仪器及试剂
主要仪器：同第二章。

主要试剂：pMDl 8-T Vector购自大连TAKARA公司．Taq DNA聚合酶、

柱式PCR产物回收试剂盒购自上海上海生．1：公司．其他试剂为国产分析纯试

剂。

2．3培养基
LB培养基【28】(1000mL)：

Triton 109

Yeast 59

NaCI 109

用5mol／LNaOH调节pH为7．0

加dH20定容至1000mL。121℃高压灭菌20min。

LM平板【28I：

在LB培养基中加入琼脂糖，使其终浓度为1．6％，制备平板时加入AP

使终浓度为75 p g／mL。

SOB培养基【28l(300mL)：

Triton 69

Yeast 1．59

5M NaCl 0．6mL

2M KCl 0．375mL

100×Mg” 3mL

NaOH调节pH至7．0

加dH20定容至300mL。



SOC培养基：

在SOB培养基高压灭菌后冷却至60"C以下时加入20mL无菌的1mol／L

葡萄糖溶液，使终浓度为20mmol／L。

2．4实验方法
2．4．1 PCR产物的纯化

采用上海生工UNIQ-10柱式PCR产物纯化试剂盒纯化。

2．4．2多态性DNA片段的克隆

2．4．2．1感受态细胞的制备【28l

菌种的活化：取单菌落接入2mL LB，3TC培养过夜，再划平板．再取单

菌落接八2mL LB过夜培养。

转移过夜培养的菌液O．5mL于50mL SOB培养液中(于250mL三角瓶中)，

置摇床上18℃剧烈震荡培养18．24h，测得A600=O．6。取出三角瓶冰浴10min，

转移菌液至50mL离心管中，4000rmp离心9min。沉淀悬浮于冰冻的15mL TB

缓冲液巾，冰浴10min，2000rmp离心15min。沉淀再次悬浮于4mL TB，加

250 u L冰冻的DMSO，轻摇混匀，终浓度为7％。冰浴15min，分装每一EP

管600 u L，液氮保存5rain以上。

2．4．2．2连接

反应体系共10uL，包括：4HL纯化PCR产物，l HLpMDl8．TVector
5“L连接液。16。C反应45min，全量转化至E coli JMl09感受态细胞中。

pMDl 8-T Vector结构图见图3．1．

2．4．2．3转化【“3

小心取出感受态细胞冰浴融化，每一EP管分装200 u L，冰浴。将1—10

“L质粒或连接DNA(连接DNA要稀释5倍。质粒只需1州∞与融化细胞混

合，冰浴30min。放入45℃热水浴中热冲击30s，继续冰浴。加入800 u L SOC

混合，37"C震荡培养60min。4000r／5min，吸尽上清，溶沉淀于50 u L ddH20

11I，涂们丁LM(禽AI，50¨g／ml。)、P板过夜J仵养。
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图3．1 pMDl8-Tvector结构图

2．4．3菌落PCR快速检测吲

用牙签挑取重组子菌落．迅速与不含Taq DNA聚合酶的PCR扩增缓冲液

混合后，再加入Taq DNA聚合酶，先在94℃高温温育5min，然后94℃变性

30s，56℃退火30s，72℃延伸60s，循环30次，最后再72"C延伸5 min。每个

反应体系10u L，包括：i0×PCRbufferl．0 u L，TaqDNA聚合酶1．0U，10mmol

L～dNTP 0．2u L，250 mm01．L1 MgCl2 1．0 u L，ddH20 7．6u L。

2．4．4质粒的提取及PCR重新扩增

将菌种接种于2ml LB培养基中，37"(2震荡过夜培养。取1．5mL培养基于

1．5或2mL EP管中，离心10，000rmp离心30s，吸尽上清。加入SlnI 100p L

混匀(混匀后溶液应变混浊)。再加入Sln2 200u L，混匀(溶液应变清，未澄

清的EP管倒置，避免剧烈震荡)。最后加入Sln3 150u L．颠倒混匀(溶液不

再粘稠)。4℃放置10rain，10，000rmp离心5min(先摇匀再放入离心机)。一J二清

篡蚤蟊裂篆



捅2倍体积无承乙醇沉淀，4 4C放黄25rain(或．20。C1 5rain)；10，000rmp离心

3rain，去上清晨沉淀溶于100u l。dd I{20．37℃l 5rain。加ddH20至200¨L，

鸯拜1／10{术积3tool／L KAC，2倍体税无水乙醇，予．20℃沉淀25rain。{O、000rmp

离心5rain，70％乙醇洗涤，彻戚于燥。加50 u L ddH20溶解沉淀。

以褥驳质粒为模授，进行PCR反趣，循环条{孛丽蔼藩PCR检测。每个反

鹿体系为10u L，包括10xPCRbufferl．0u L，TaqDNA聚合酶1．0U，10mm01．

#L‘{dNTP 0．2#L，250mmol+L～MgCt2{．0#L，ddH20 7．6#{，。

2。4．5序≯《澍定

随机选取两条大小约为1100bp和700bp的片段，由上海，土工公司进行了

窿列溅邃。

3结果
3．1菌落PCR检测结果
蔼薄PCR楚裁；；{；l在誊筑PCR靛，终蘩体PCR反应瀵含滚翻热煮溺霓分镑，

使DNA模板从细菌细胞中释出，并使核酸酶和蛋白酶失活。然后经PCR反

应30个疆繇扩缮嚣霉惩璩l警穗奄泳鼹察鉴定。这样，擐多豹蘩落裁戆同薅蔽

分析。黼落PCR较以往用提取质粒-双酶切．电泳来鉴定重组子的方法，工作

羹大大减少。本实验用该方法捻溅了∞个熏缎子，部分实验终莱冕妥3，l。由

圈上可以看出，糙皮侧耳菌株8101原有的13条AFLP扩增产物，大部分成功

貔经试裁盒固牧著支鍪到T pMDl8-T Vector中。

3．2戮燕缝震粒力模援重薪PCR扩堰糗测多态缝产物

经由琼脂糖电泳鉴定的部分实验结果见图3,3。实验结果与菌落PCR实验

结果相符，即：糙皮翻耳菌株8t01的大部分AFLP扩掰产耪成功豹克隆到了

pMDl8-1‘Vector中，飚收片段大小的范围从200bp到1500bp左右。



图3．2 用菌落PCR检测回收片段的部分结果

M为DNA梯JⅡillarkel,200-2000bp

2-2l道为用，川勿对E-AGC／M—cAl’晕新打增蕈{：|_【予的部分结果。

图3．3 以重组质粒为模板重新扩增多态性产物部分结果

M为DNA梯度IIla[kcr,200·2000bp。

第2道为810IAFLP选择性扩增结果对照。

筇3-23遗为以引物对E-AGC／M．CAT乖新扩增同收片段结果。



3．3回收片段测序结果及分析

绛比刈，选取r大小为1100bp雨I 700bpfF,J两条多态性产物进行序列测定。

经测定，其序列分别如h

』r段l(1099bp)

Q△￡I鱼￡堡王△翌￡△△IIg△鱼￡AGGATCA'I、CGAC I．A’I、ACAACACAGCGG

CT／＼11G-I-TfATAGCGGTGTT(：}^G／＼TT(_：^fri(’^nnllC(!‘I’A(1f八rCAfCG^TG

AAAA(：C lAALj I—l’AC，llCGGT(jC(jTCTC^：rG^_l、CA11‘AAl、ACTrICA^(：GflllC^1’

(’C八l”{’CCTA^(：CC人CACCCTTAGACGG人CAGT人0C1'人．I’(jTC(?CCTCGAT丁

A(”11(’Al‘({人(jTC八I‘(1^G八I’人CGG^八i1(”T1(jG(j(¨’(jAG(：C}l rI(；r11(2CCqlC人CT．r

AC人C’I‘CArGC，ITAGAAl”rGAC，l、TGAtll，l’GGAAGGAAAl GTCCGTCGAAGp汀

GAl’CCCGACGTAGCCGAAGAACAGTCAAGCGCCGAGCAGCCAGGGGCG

TCGTCCAATGTAGGTACCTTCAGATGCACAATCGCCCTGCAC丁CATGGAA

(、(1(j^．In(j(1CTC人COCGC人O^aCC^T(]CC’I’人rlCC人(j({A(1人(j^(1(j人A(’^，I’G

G(；TCAGGT八rGl、AGTCArCAACAACAIiAArl’GCTGAGCGTCTGArCGAllT

GJICCA(．1GAGCGAGGGG小人CGTATTCA(1G^TCCTCCTCAAGATCA^GA
GACGAGGTCAAAC’rCCAACTGGTCAGGATCArCCCCAAGTGlAGGTTGC

CT|1CAGC’I^ATGCGTCGGTCAACCACTCAA：rAGGTTCATTCATTCACGCAG

下ACGGGTCATATGATGACGAAGACATGGATCAGGTAAGTTGTTAGCCGCA

G(、人CG(jTTGC’r(_；Tn(．^rTrr(-；人(1C人(1G人C(!^A^(j(-；^(：^-1-人CCCGf：(j^(1^CG

C人G(jGAC，l，I。I“I’CGAGG 11(jAC(jCaG 1’GCAllAaGGGACCl．ATCllACTGCCA

TCCACGAATCATCAAACATAAGCCAGCAAATAC．rTGATGCAC，I’GCTl‘TCC

GAGCOACGGTCAAAI'AGCGGT^(：A(：CCCCC‘rcl’cGAGGACG I‘TTTGGAC

GCAGGACAGGAAGCGTCGGGGAGGGGGAT’rACGACGCCGACGATGACG

ATGCTCCTGGACCTCGlllTGACAGGACCTCGGAAGCGACGTAGCGCAAG

GGACAACCAACTTGCGGTGAGCGTCAGCAAGGCCCTTGTTTGCTGGATG

，I．rlG八rCrI’-rC^T(、人GG^GG^CGT^人(_；^TC^(’^(’^C^^G^AAC r’r(j△i：Q工!：

△￡]：￡△gQ△￡：l：g』堑：￡



片段2(679bp)

Q△eIa￡Q工△￡￡△△工工￡△Q￡CTCGAAAACGCGTCTTTTGACAAGGTGGTACl’AT^GCT

ATCGAAAAAGATGCATTTGACCCACATTTCCTA『rCl’AACCTGTCGCGAATGGGGCAG

GTCAAGGTCGACCATC八r^TGCAGOCTGTCCGGCCAGTG人GTAATo^C^TTa0GCGT

TGGGGCAACTCGCCAACTGATGll’ACGAAGGCCAACGACGCCACCCAGA7r^TTTOA

GAGGAGGCAGCGTGCAGAAGAGGAAGCllTCTCCTCACAGCATCAGACCGGGCGC

ATCOACGCCTACTCACTCACCGACCTCCTCGATGCACGTAAATCATGllACTTCTCCTT

CCGACATTCGCCAACTCOCCGAAAAGllATCGCATGGACCCAAGCGTCGTCGAGGAG

1’TGTCOCGCAGCGTGA—lTAGTCCA^GTOTTG—汀．AGAAA下^0GGTGAGG^CGGAGAT

AGGGA^GGATGG^GAGGAACTTGTTTCGG’rC^CTGl．0^GCGC^ACl_^^TCCC．rGOA

TTGCAaAGGATGTO^TTTTGAC^TG^GTl_人GGC’pGCTrGG^1’C^^TCCTCCC／订’^GC

ACGTCGOTOACGAATGGGACCGCl_ACCCCAGTG下GATGGCTTGCAGCATCl'AGAAC

OGAcATTcTOcTGAAcccAccTcTTcTAcATGAAAAOGc△IQ工王△￡I￡△QQ△eI￡丛

￡

下

通过ORF Fiader在片段l中找NT一个400bp左右的阅读框，其序列如

106 atg ggg cag gtc aag gtc gac cat cat atg cag gct gtc cgg cca

M G Q V K V D H H M Q A V R P

1 51 gtg agt aat gac att ggg cgt tgg ggc aac tcg cca act gat gtt

V S N D l G R W G N s p T D V

196 acg aaggcc aac gacgcc acc cag atatttgag agg agg cag cgt

T K A N D A T Q I F E R R Q R

241 gca gaa gag gaa gct ttc tcc tca cag cat cag aCC ggg cgc atc

A E E E A F S S O H Q T G R 1

286 gac gcc tac tca ctc acc gac ctc ctc gat gca cgt aaa tca tgt

D A Y S L T D L L D A R K S C



act tct cct tcc gac att cgc caa ctc gcc gaa aag tat cgc atg

T S P S D I R Q L A E K Y R M

gac cca agc gtc gtc gag gag ttg tcg cgc age gtg aat agt CCa

D P S V V E E L S R S V N S P

agt gtt gat aga aat agg gtg agg acg gag ata ggg aag gat gga

S V D R N R V R T E I G K D G

gag gaa ctt gtt tcg gtc act gtg agc gca act aat CCC tgg att

E E L V S V 1’ V S A T N P W I

gca gag gat gtg attttg acatga 534

A E D V 1 I。T +

将这两个片段输入Gene Bank中进行比对，用BLAST进行同源性检索，

未发现有与它同源的较长的序列。此外，与黄孢原毛平革菌全基因组进行比对

也未发现有较长的同源序列。

4讨论
1．回收多态性片段的克隆

从菌落PCR和常规PCR检测结果来看，均不同程度存在非特异性扩增的

情况。在提高了退火温度(至56"C)后，情况宥所改善但仍无法完全避免。

另有少数PCR结果显示有两条或两条以上较强的扩增片段，这可能有两种原

因：1．是由于回收AFLP多态性片段时，部分片段发生了串联，转入质粒后重

新PCR检测就会出现多带现象。2．是由于PCR反应中退火温度仍然过低导致

的非特异性扩增。

2．序列测定及分析

完成回收片段的序列测定后，经由BLAST比对，未发现与其同源性较高

的序列，这可能是由于目前仅随机选取了其中两条回收片段进行测定丽没有更

进一步进行全部多态性片段的序列测定和分析。

1
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小结

网lI叟并克隆了糙皮侧耳菌株8101的两条AFLP多态性片段。经序列测定，

两条片段的大小分别为1099bp、679bp。再经序列分析，发现在片段1(1099bp)

中存在一个400bp左右的阅读框。将这两条片段的序列输入Gene Bank及和

本实验室已有的黄孢原毛平革菌全基因组用BLAST比对，均未发现有与糙皮

侧耳同源性较高的片段。
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AFLP分子标记的研究发展与应用

1分子标记的产生和发展

DNA分子标记是指在DNA分子水平上，通过一定方式或特殊手段来反应

生物个体之间或种群之问具有差异性状的DNA片段。RFLP(Restriction

Fragment Length Polymorphism限制性片段长度多态性)、RAPD fRandom

Amplified Polymorphic DNA随机扩增多态性DNA)、SSR(Simple Sequence

Repeat简单重复序列)、AFLP(Ampified Fragment Length Polymorphism扩增

片段长度多态性)是目前最普遍使用的四种分予标记，因而它们被合称为新⋯

代分子标记。一般来说，分子标记可以分为两类，即PCR途径f如RAPD、

SSR、AFLP)和非PCR途径(如RFLP o

最近十多年来，分子生物学得到了迅速的发展，DNA分子标记的研究十

分活跃。这些分子标记为物理图谱的构建、DNA指纹分析、基因定位以及作

物育种等方面的研究提O,LT有效的方法，并渗透到生物学的相关科学，使相关

科学得到了飞跃性的发展。因此，新一代分子标记具有重要的使用价值和，。阔

的应用前景。如：在过去几十年景，遗传育种科学发生了巨大变化，对世界粮

食生产产生了很大影响。在这期间，优良品种的贡献在农作物增产总额中占到

30—40％。传统的育种方法育成一个新品种往往需要许多时间(6-7代)，甚至长

达lO年，大大延缓育种进程，不利于粮食生产。而近十年来分子遗传学对遗

传育利t技术产生了巨大影响，大量的分子标记技术用于遗传育种，例如基因组

分析、基因克隆、品种鉴定、外源基因导入。

分子标记研究的关键是建立饱和的遗传冈，饱矛nff,j遗传图对于定位克降极

其重要㈣【231。最早的分子标记技术是RFLP技术【5l，目前已经构建了大批的

RFLP图谱。做图的目的之一是染色体步行，染色体步行要求2个条件：(1)

是目标基因附近有紧密连锁的DNA标记，(2)是知道这些标记与目的基因的

位置，一旦建立与目的基因紧密连锁的分子标记图，就可以找到染色体步行的

起始点，从而进行定位克隆。RFLP的结果稳定可靠，重复性好，特别适应于



建立连锁图，例如水稻RFLP连锁图的建立。RFLP比较作图进一步揭示了在

主要粮食作物中，RFLP标记在染色体上的排列具有类似的顺序。因此，RFLP

闩⋯现不令虽然已有10名印了．ff=I它仍足。1令应用展，’‘泛的。种分了标记。

但是，RFLP必须经过滤膜转移幕1 Southern杂交，费时、费力、周期长。另外，

RFLP对DNA多态性榆出的灵敏度不高， 难以分析大量的DNA，而且遗传图

饱和度低，RFLP连锁图上还有很多大的空间区，分子标记间距离比较大，不

利于定位克隆12“．这限制了它的进一步发展。

PCR对分子标记技术的发展产生了巨大的推动作用，迄今所用的分子标

记技术尽管可以分为多种类型，其实除了以传统的Southern杂交为基础的

RFLP外，其它备类分予标记都涉及PCR。1990年以来，发展了RAPD、DAF、

AP．PCR(Caetano．Anolles，1991；wjlsh和Mc—Clelland，1990：Williams，1990)

等技术，这些方法主要根据PCR技术，用随机引物扩增DNA，在不需要知道

DNA序列情况下，产生DNA片段的指纹模式。RAPD就是以随机引物为模板

通过PCR扩增进行DNA多态性研究的，与RFLP相比，它较便宜，方便易行，

非常灵敏，DNA用量少，而且不需要同位素，安全性好。继RFLP之后，RAPD

是应用最为广泛的，特别是在寻找与目的基因连锁的分子标记方而。

近年来报道了大量的与各种目的基因连锁的RAPD标记。近来西红柿Pto

基因和水稻Xa21基因的成功分离就是首先找到了与目的基因紧密连锁的

RAPD标记，然后通过MBC(Mapbasedcloning)方法克隆了目的基因【27】(401。但

是RAPD最大的缺点是它对反应条件非常敏感，受条件影响很大，因此对设

备、条件及操作的要求都很严格，如果达不到要求，稳定性和重复性就难保证，

从而限制了其应用。

AFLP‘是在RFLP和RAPD的基础上发展起来的。它是RFLP和RAPD的

结合，但不是笼统的结合，它克服了二者各自的缺点，而集中了二者的长处。它既

有RFLP的可靠性。也具有RAPD的方便性。它方便快速，只需要极少量DNA

材料，不需要Southern杂交，不需要预先知道DNA的顺序信息．实验结果又

稳定可靠．可以快速获得大量的信息：AFLP产物呈典型的孟德尔方式遗传；

因此AFLP称为最有力的分子标记或下一代分子标记。不管所研究的基因组

DNA有多么复杂，理论卜讲．用AFI，P方法都可以榆测|}I任何DNA之问的多



态性。它可以应用于一般分子标记的所有应用范围，自从其问世以来，已广泛

用于基因鉴定、基因作图、基因表达等方面。

2几种主要分子标记的基本原理及步骤
2．1 RFLP的原理及步骤

RFLP是Grodzicker于1974年创立，碱基纳改变和染色体结构的变化导

致生物个体或种群之间DNA片段酶切位点的变化，用限制性内切酶切割改变

的DNA则产生长短、种类、数目不同的限制性片段。这些片段经聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离后，在凝胶f_l：呈现不同的带状分布，具有差异性的DNA片段可

通过Southern杂交检测出来。电泳所得到DNA片段，对于分子量较小的可以

经E13染色后赢接在紫外灯光下观察，蓿选择靴DNA，则将在凝胶上呈带状

分布的DNA通过Southern转移到NC膜或尼龙膜上，再利用探针进行Southern

杂交后，洗去多余探针．经放射自显影即可得到靶DNA。

RFLP技术的主要步骤包括：限制性内切酶切割、聚丙烯酰胺凝胶电泳、

Southel·13转移和杂交、放射自显影。

2．2 RAPD的原理及步骤

1990年Williams等人创立了RAPD，这一分子标记建立在PCR基础之上，

使用一系列具有10个碱基的单链随机引物．对基因组的DNA全部进行PCR

扩增以检测多态性。由于整个基因组内存在众多反向重复序列，因此需对每一

随机引物单独进行PCR，单一引物结合在反向重复序列上在其之间的区域内，

若遗传特性发生变化，经PCR扩增后，则导致一系列PCR产物表现其差异性。

由于使用一系列引物，几乎整个基因组差异就会显露出来，经聚丙烯酰胺或琼

脂糖凝胶电泳分离后，通过EB染色或放射自显影就可检测出被扩增的DNA

多态性。

其主要反应步骤为：首先将获得引物进彳亍高温变性，通常为95℃条件下

进行，加入PCR反应体系和一系列引物，然后在35．45℃条件下进行低温退火

处理，单链引物与模板DNA进行配对结合，最后在72．75℃条件下进行适温

延伸反应，这时引物在TaqDNA聚合酶作用下以引物的3’．OH为起始进行合



成，一个循环结束再进行下一次循环，每一单链引物重复20．30个循环后，更

换另一单链引物进行PCR扩增。切勿将两个或几个引物同时加入PCR反应体

系，否则达不到RAPD的目的。

2．3 SSR技术的原理及步骤
SSR技术．又名微卫星(Microsatellite)技术。i989年3个独立的研究小

组几乎同时建立了这一技术，并且证实它作为位点特异遗传标记具有巨大潜

力。SSR技术的特点是：呈共显性遗传；在数量方面没有生物学上的限制：其

标记带型简单，记录的条带一致、客观、明确；采用PCR技术进行检测只需

少景D N A样品，且质量要求不高，即使是部分降解的样品也可进行分析；每

个位点均有许多等位形式；另外，它还具有多态性高、实验程序简单等优点。

SSR技术的生物基础一般而言，在生物的整个基因组中并不是每个位点的

基因都能表达，只有一小部分(大约10％)参与生物体的功能和结构的表达。即：

每一个位点朐基因都有相应的产物．这部分基因被称作编码基因或结构基因，

另一部分基因由或长或短的碱基序列以不同的重复数目组成，分布于整个基因

组中。这些重复序列不含有蛋白质合成的遗传信息，不能转录和翻译。因此，

这些序列在生物进化过程中通常没有被选择，即使在同一物种内非亲缘关系个

体问撼因序列亦有巨大差异。同时出于其重复性，可产生大量的可描述的有差

异的DNA位点，可以帮助人们从DNA分子水平上认识品种及个体间的遗传

差异。

实验步骤如下：提取目标物种的基因组DNA，用RE切成均匀的小片段

进行凝胶电泳，回收大小为300．500bp的片段。把回收片段克隆放大，用标记

探针杂交，筛选出含重复序列的克隆并对其测序证实重复序列的存在。对重复

序列PCR扩增(用片段两端区域设计的引物)，然后对少量样本进行预试验，

挑选出重复性好。具有多态性的微卫星位点。

由于SSR技术主要针对VNTRs进行分析，因此，一般用于亲子鉴定、个

体识别。

2．4 AFLP的发展、基本原理和步骤



AFI。P(Amplified Fragment Length Polymor—phism)是1992零l{{菝兰载学

家Zabcau并¨Vos发展超来的“种检测DNA彩念性的新方法。I∽。以具有熏

要豹实翅铃氆，一爨现裁被Key gene公司以孥利影式买下。内予AFI，P较其

它分子标记有精明显的优越性，因此迅速传播开来，尽管它已爨到了专利保护，

{昼遒嚣上缀多实验室都在努力探索在自己鹣鞭究中应鼹AFLP技术。遐此

Zabeau和Vos不得不将其专利解密㈣，并以论文形式正式发液出来㈣。

与RFLP类似，AFLP也是通过限制性内切酶片段的不蒯长度检测DNA

多态性的一种DNA分子标记技术。但AFLP疑通过PCR反应先把酶切片段扩

增，然质把扩墩的弼切"段张髓J)"7J}；Iti'l；J JillJiJ≯分{Ji姣l：进行II,泳，多态,l+l-t．1li以

-D。增片段的陡度不同被检测出来。实验巾酶切片段首先与含有与其共同粘末端

的人工接头连接，连接后的糕末端顺序和接头顺序就作为以麟PCR反应的引

物结合位点。谯实验中，根据需要通过选择在末端上分剐填加了I-3个选择健

核苷蚋不同引物组合，裁可以达到选择性扩增的目的。这螳选择性核筒酸使得

引物髓选择往她敬剐其有特昴黼对顺序的内切酶片段，进行缔合，从丽导致特

异性扩增。

AFLP的鏊本反应程序主鬃包括：模板DNA制蒋，酶切片段扩增及凝胶

电泳分析3个步骤，其实验过程见图1．

2,4．1模板DNA制铸

在进行AFLP分耩时，蓄先要翎铸离分予羹(HMW)基因缝DNA，然惹

用两种限制性内切酶酶切，通常一种酶的识别位点是6个碱基，另-；l,b是4

个溅揍，魏EeoR l和Mse l，选择这样两释酶共同酶仞可班产生篦较，j、静酶韬

片段，经过PCR反应扩增出的产物主鬻在Ikb左右，范围可能在100。1500bp。

}lMw麓函组DNA静残功稍备和避兔部分降解建AFLP成功鹣关键。在痞《器

过程m1要特别注意避免核酸酶及各种失活物质的污染。在用限制性内切酶酶解

时，一定要翻残。

DNA酶切完成后，经加热使限制性内切酶失活，再把酶切片段避结到特

定翡缓头(adapter)一毫，形藏扩缮反瘦豹模援。经过逐搂爰纛，接头霉1蒺霹缀

DNA酶切片段的粘性米端之间进行碱基配对并接连檄一起，该接头及其毗邻
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图1 AFLP反应过程示意圈

的酶切位点这段共同顺序就存在于所有限制性酶切片段的两端，成为以后进行

PCR扩增时引物的结合位点。



AFLP接头是一种人工合成的双链DNA，一般长度是14．18个核苷酸，由

核心顺序和内切酶位点特异顺序两部分组成。因为在绝大多数真核生物基因组

DNA中，EcoR I总是给予可靠的酶切结果，价格又很便宜，而Mse I可以产

生比较小而稳定的酶切片段。因此，目前商品出售的AFLP试剂盒中用的是

EcoRI接头和MseI接头，其序列如F．：

EcoR I adapter： 5’-CTCGTAGACTGCGTACC一3’

3’一CATCTGACGCATGGTTAA．5’

Mse I adapter： 5’一GACGAqlGAG7’CCTGAG一3’

3’．TACTCAGGACTCAT．5’

目前，已有报道使用过的6碱基内切酶接头，除EcoRI外，还有pstI接

头和Sac I接头，4碱基内切酶接头除MseI外，还有TaqI接头和Sse I接头。

2,4．2酶切片段的扩增

在酶切片段中接上去的接头及其毗邻的酶切位点顺序就成为以后PCR扩

增n,-t弓l物结合的位点，形成扩增反应的模板。在AFLP反应中，B1物的3 7末

端有1．3个选择性核苷酸顺序。酶切片段结合位点中能够与引物上的选择性核

苷酸适当配对的，就被识别并用作模板而选择性地扩增出来。AFLP引物是一

种人工合成的单链寡核苷酸，一般长度为18．20个核苷酸。由核心顺序

(CORE)、内切酶位点特异顺序(ENZ)和选择性核苷酸顺序(EXT)三部分组

成。下面以目前常用的EcoR I引物和Mse I引物为例说明各部分的组成．图

中N代表1．3个核苷酸。

CORE ENZ EXT

EcoR I Primer：5’．GACTGCGTACC AATTC NNN。3
7

Mse I Primer：5’．GATGAGTCeTGAG m气A NNN一3’

在AFLP引物中，3’末端上选择性核苷酸数目的多少决定了AFLP扩增

产物的多少。实验中可根据基因组DNA的大小确定引物末端所需的选择性核

苷酸数目。一般大子108bp的基因组DNA可以用3个选择性核苷酸：105—109bp

的基因组DNA可以用2个选择性核苷酸．文献中常提到的+3或+2就是表示

在引物3’末端的选择性核苷酸数目分为3或2。其它6碱基内切酶引物与
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EcoR l引物类似，4碱基内切酶引物与Mse I引物类似，只是各自的内切酶位

点特异顺序彼此不同。目前作为商品出售的AFLP选择性扩增引物只有两种，

即EcoRI引物和MseI引物。

扩增反应的条件：酶切片段要经过连续2次PCR扩增，通过这样两步扩

增反应使产生的扩增结果更清楚、重复性更好。第1次PCR扩增被称为预扩

增反应(Pre．amplification)，所用的AFLP引物只含有1个选择性核苷酸，选择

扩增性能较差，因此大量的扩增产物在凝胶中往往形成连续的一片。预扩增反

应条件与常规PCR反应条件大致相同。

预扩增反应的产物经过大量稀释后用作第2次扩增反应(即选择性扩增反

麻，Selective amplification)的模板。选抒性扩增反应所用的引物巾选择性核苷

酸数目的多少是决定扩增产物多少的主要因子。

目前在植物基因组DNA的AFLP分析中，选择性扩增反应所用的引物一

般含有3个选择性核苷酸顺序。在这种情况下，每个样品扩增产物数目平均在

50个左右。范围为10．100个。另外，引物中用作选择性核苷酸的G和C含量

也对扩增出的产物数目有较大影响。一般而言，G和c含量越高，扩增出的

产物数目越少。当然，所分析的基因组DNA越大，扩增出的产物数目也相应

较多，其DNA指纹图也较复杂。

选择性扩增的反应条件与普通PCR有所不同，主要不同之处是复性温度，

它是采用温度梯度PCR。其PCR开始于高温复性(一般采用65"C，比常规PCR

反应的复性温度高IO'C)以期获得最佳选择性。以后复性温度逐步降低，一

直降到复性效果最好的温度(一般是56"C)，然后保持在这个温度下复性．完成

其余的PCR循环周期。

2．4．3扩增产物的凝胶电泳分析

选择性扩增产物一般在5％．6％的变性聚丙烯酰胺凝胶(PAGE序列分析

胶)或是2％琼脂糖凝胶卜．经过电泳分离，形成DNA指纹．凝胶经过干燥、

放射性自显影后即可进行结果分析。

3 AFLP分子标记的优缺点



3．1 AFLP分子标记鳇优点

AFLP用作分子遗传标记的优点主要有下列几点f321【54】：AFLP技术基于

PCR，因此快速、经济简便，喇同时对髓机分枢在染色体上的许多不同的DNA

区域(雾位点)避行分析。在试验条件优化后，一个研究者可以在一个月内分析

几千个位点，面且30％的德点是多态的。

问RAPD⋯样，不需要预先知道所要扩埔DNA的序列，适合对遗传背精

了解不多的静类进行分析。不论来源和复杂性如何，侵何DNA都可得到AFLP

的指效图谱。再者AFLP模檄需要豹数量较少．郎使部分降解的样本仍然可以

使用。因此，AFLP可以应用剥例如大型或小型的昆出这样的领域巾。在昆嫩

中只鬻擒提到总DNA就可避彳亍AFLP分丰斤。

与RAPD相比，AFLP对基因组的扩增是在强制基础上的选择性扩增，魁

双弓{物扩增酶切片段，扩增怒在较斋的遐火潞度下(如56 oc)进行酶，扩增结聚

重复性较好，AFLP标记实验室之间的重复搴可以在99．4％以上，类似于微卫

重的麓复率∞l。RAPD扩蹭辩模板浓度是较敏感的，褥AFLP对模援的浓度楚

不敏感的，在很大浓度范围内扩增结果没有变化，再者AFLP引物与模板的错

配和产秘藤统计镑谖都大大低予RAPD，鬻诧AFLP重复毪郛霹靠经都鲍

RAPD等随机引物扩增技术骚离，可以预见AFLP可能会取代RAPD等随机引

耪扩增技术藏用在生物遗传避佬方甏瓣繇究中。

AFLP具有较高的分辨举。通过弓I物的组合可以扩增出许多产物，例如在

复杂鏊蠢维中，两种痛切酶每次组会裁麓够扩增le万条豢，蠢每一个AFLP

反应仅选择其中的10．100条带进行扩增。这些AFLP标记中至少有部分标记

往予蜜弄豹区域，嚣诧胃酸袋汞静群内徽，l、麓遗传变异，著鬻疆蔫测穿凝黢泉

区分AFLP扩增带间的单个核苷酸的差异。

AFLP可缢获褥高密度的标谗，丽嚣少帮分AFLP搽记(占4％．1 5％臻；共鼹缝

的，与其它遗传标记例如RFLP和SSR相比，AFLP具有最高的信息含量㈣1。

众多硪究者对嚣大分子标记AFLP、SSR、RAPD、RFLP送行了魄较，谈为

AFI。P具有最高的有效复合比(Effective Multiplex Ratio．EMR)，SSR具有最商

靛期整异震稳(Expected Heterozygosity)。1995年7莠3e强美国嚣艺学会燕

92腻年会的与会专窳一致认为当今世界上四大分予标配系缆综合效用大d,N



彦应该是AFLP>SSR>RAPD>RF[。P㈣。因此AFLP燮适宜予遗传连锁熙激躲

构建。AFLP分子标记与其他分子标记主要特点比较见图2{32】。

表1 几种常用分子标记的圭嚣特点比城

注：MAAP包括了RAPD、DAF、AP．PCR兰神技术

3．2 AFLP分子标记的局限性
擞然AFLP是蠢籍效率最高静分子标记之一，餐楚AFLP氇寄箕缺点。与

RAPD等显性标记相似，AFLP产生的标记多数是显性的，嘲此不能区分某～



位点是杂合体还是纯合体。与共显性标记相比，不能更好地估算种群遗传的变

异，对种群遗传结构的分析不能提供更多的统计信息。在分析自然种群遗传结

构时，AFLP假定AFLP位点都处于HaMy，Weinberg平衡，但是此假定常是站

不住脚的。实际上有些AFLP位点是不处于Hardy．Weinberg平衡I引I，用这些

位点来估算种群遗传变异就会得到较大的误差。

从技术上与RAPD相比，仍然是比较复杂，需要酶切、接头连接、预扩

增和扩增等几个步骤。试验操作技术要求较高。经常使用对人体有害的放射性

同位索来检测产物。

当个体之间的序列同源性低于90％时，AFLP将会在个体之间得到很少相

同的带，因此AFLP不适宜予亲缘关系很远的物种，一般来说AFLP适于种下

的研究。而在个体之问同源性很高时，只有极少的序列存在变异，AFLP仍然不

能检测到这些序列的差异。

在进行AFLP分析时，对基因组DNA的质量有较高的要求，不能含内切

酶的抑制剂．因为基因组DNA需要完全酶切，这也是AFLP分析的先决条件，

如果酶切和连接不完全，可能会扩增出被认为是多态性的带，导致错误的分析

结果。在消化时间足够长的情况下，基因组D N A酶切不完全可能是基因组

DNA中含有酶的抑制荆例如残留酚、多糖等。

4 AFLP分子标记的改进和发展
为了尽可能地克服AFLP的缺点，人们又对AFLP技术进行了某些改进，

例如不使用同位素【8It361．对某些步骤进行增减‘431等。同时，人们又以AFLP为

基础，发展了许多相关的技术，这些技术主要有以下几个。

4．1扩增片段长度随机多态性(AFRP)和微卫星AFLP(SAMPL)

扩增片段长度随机多态性(Amplified Fragment Random Polymorphism，

AFRP)。AFRP是利用一个AFLP选择引物和一个随机引物进行扩增。为了提

高AFLP共显性标记的比例，人们又发明了其它技术例如微卫星AFLP或者称

为选择扩增的微卫星多态DNA(Selective Amplification of Mierosatellite

Polymorphic DNA，SAMPL)I硒1。此技术与AFLP相似，使用的模板是AFLP预

48



扩增熬产壤。健在第：次扩壤中使爆⋯个与AFLP不阕斡弓|物，即SAMPL弓|

物，SAMPL引物是根据植物中复合微卫星序列而设计的。引物含有混合微卫

星序列(含有掰个短小麓复序YJJ)，每个差复序列有嚣个核营酸组成，蹩个引物

跃度为18．20个核苷酸，并用放射性同位素标记。放射性标记的SAMPL引物与

复合微卫星的连接区域序列互{}，因此可以在不知道微卫星侧翼序列的情况下

扩增模板DNA中微卫星位点，扩增的片段鼹从SAMPL引物副AFLP引物之

间∞片段，此片段中含有微卫攫序列。出于SAMPL技术可以扩增微卫星位点，

从而增．1lIl了j《箍性标融的比例。

4．2赢接扩增长度多态谯(DALP)

应用在动物中的类似技术是直接扩增长发多态性(Direct Amplification of

Length Polymorphisms，DALP)”孤。DALP不需要酶切连接等步骤。扩增是髑

M1 3测序通用引物，只是正向引物的5 7端共有M1 3序列还在其3’端加2-4

个核替酸的选择序列。反向弓l物是MI 3铡序弓f耪，扩增也怒分两步，第2次

扩增与第1次不同在于使用的引物不同。DALP的产物可以爨接测序，通过比

较扩增产物的有无、片段大小来研究渤耪的进纯。

4-3序歹l|特征扩增(scA融)
序列特微扩增(Sequence Characterized Amplified Regions，SCARs)t”J。最初

是在RAPD的基础上发展超来静，其萋本多骤是先避行RAPD分耩。然盖把遗

传的RAPD片段(与翻的基因连锁的RAPD H+段)避j于纯化、克隆和测序：根据

RAPD片段两笨赣酌序襄设计特殊位焘弓l豹，秀进行PCR褥异扩穗，这样霹

以把与原RAPD片段相对应的单一位点鉴定出来，此俄点就称为SCAR。SCAR

跑RAPD有鬟赢静耋复往，褥记楚装嚣毪兹。SCAR主要簸熹建螽采饺稷莛国

于引物结合位点处某个或一然核苻酸的错配而导致菜些RAPD带的多态性，

两这骛多态稳的带豫在亏|耪缩台位意外其余帮分彦醐没有蓑弹，酃么选择这魏

带进行SCAR分析时，可能得到没有麓异的结果。由于AFLP同RAPD一样都

是显经标记，函瓮AFLP氇霹浚遂露SCAR疆究。



4．4 TE—AFLP技术(Three Endonuclease．AFLP)

TE．AFLP技术(Three Endonuclease．AFLP)t491。是用三种而不是两种内切

酶进行酶切。基因组DNA酶切后，加入接头连接，但不提供与密切酶互补的的

接头。由于加入了第3种酶使得AFLP降低了带数，具有更高的分辨率，对研

究复杂的基因组更加方便。同时1’E．AF[．P分析可以减少试验时间，降低试验

赞川。

对于AFLP相关技术的发展，相信随着分子生物学技术的进步，人们会不

断地推出以AFLP技术为基础的其它标记，最大限度地克服其缺点，充分发挥

其优点。

5 AFLP分子标记的应用领域及取得的进展
5．1 AFLP分子标记的应用领域
s．1．1遗传多样性和种质鉴定

AFLP的最适应用范围，也就是M．Zabeau和EVos申请专利的关键，是利

用AFLP技术鉴定品种指纹(Finger print)，检测品种的质量和纯度，辨别真伪，

十分灵敏。著名的美国先锋种子公司首先引用了AFLP技术用于玉米自交系和

杂交种的鉴定工作，建立它们的指纹档案，保护品种专利。法国Faye[79埔1

个AFLP引物组合在玉米2个基因型中发现了30多条多态性区带，这表明

AFLP非常适合用于玉米基因型的指纹鉴定。

Zabeau实验室的Thomas等人通过对F2群体进行集群聚类分析(BSA)，

从42000个AFLP位点中找到了3个与西红柿叶霉病抗性基因el-9连锁并表

现为共分离的AFLP标记【471，并以这些标记为起点，通过MBC方法已将Cf-9

基因克隆。应该指出的是：完成42000个位点分析，对于RFLP和RAPD分

析而言是相当大的工作量，但对AFLP分析而言，只要10多块胶板即可完成，

每块胶板可以比较几千个AFLP位点，信息量很大，这正是AFLP突出的优点。

美国康耐尔大学的Blairl7815F[I用AFLP技术对54份水稻品种的遗传多样性

进行了分析，研究其系统发育和分类，并与用同功酶研究得出的结果进行了比

较，发现不仅其结论一致，而且认为AFLP对研究水稻品种的遗传变异和构建

基因组图谱十分理想。朱嘉辉【78】从2000份水稻种质资源中随机选取来源于不



同生态区域的200份材料，用AFLP技术研究其多样性，并根据分析结果提出

水稻模式核心种(Modelcore c01lection)假说。比利时的Breyne Petert781分析了拟

南芥菜种内和种间的22个生态型，发现1个反应即可发现大量特异性区带，

在所有检测的区带中50％以上在不同的生态型中表现出多态性。

5．1．2遗传作图

很久以来，科学家希望利用遗传图和遗传标记来加速植物育种进程，自

1980年．Botstein等提出用RFLP构建人的遗传罔谱i5l以来，现彳E已构建了许

多生物的RFLP图，但大多数图的密度很低，因此需要构建商密度的遗传图。

高密度遗传图在基础研究和应用研究方面具有很多功能：①它们是染色体

步行的关键工具。为了克隆一个基因(利用染色体步行)，必须找到一个与目的

基因紧密连锁的分子标记，这样刁。能提供一个步行的起始点，而高密度遗传图

可以为染色体步行提供起始点：②高密度遗传图在育种上有直接的应用。它们

至少可确定一个与任何目的基因紧密连锁的分子标记，利用这些连锁标记，在

育$1'41‘划中就可以根据图选择目的基因m1【45l：③高密度遗传图使基因组完全

被分子标记覆盖(即无很大的标记空隙)。这一点对于检测数量性状基因(QTL)

尤为重要1221。除了利用RFLP分子标记遗传做图外，人们还利用RAPD技术

做图，但RAPD技术重复性差，在一次实验中不能得到大量的多态性DNA片

段，因而也限制了其应用。1992年，Zabeau等163】发明了AFLP技术，其技术

重复性好，且在一次实验中可观察到大量的DNA多态性片段。AFLP不仅能

缩小抗病基因与连锁标记之间的距离，而且在RFLP遗传图上，可增加染色体

末端标记和填充RFLP空隙，不干扰RFLP标记簇『4】。因而AFLP可以构建高

密度的遗传图。

近几年来，植物遗传学家和育种家己着手构建重要作物的AFLP图．或在

RFLP图上补充AFLP标记以构建饱和的遗传图。法国Faye C．179j报道他们以i

个人只花费3个月的时间就构建了玉米AFLP图谱，共有1032个AFLP标记。

荷兰Key gene公司Pot Jerina与PE公司合作构建了拟南芥菜高密度的AFLP

图谱．含有700多个AFLP位点。

Colwyn等112】在构建番茄AFLP图时。利用分离群体和728个引物，从



42000AFLP片段筛选了3个AFLP标记，并将其定位在番茄第1条染色体短

臂上。在这次实验中，每个引物组合产生58个AFLP片段，33 3％有多态性。

Meksem等【30J在马铃薯RFLP图谱上添加AFLP标记，利用分离群体和108个

引物组合．从3200AFI，P片段中发现有29个与马铃薯第5染色体Rl幕冈(RI

基因是抗Phytophthora infestans特异小利，的基因)连锁的AFLP标记，并将其

定位在第5染色体上。Ballvora等13】利用马铃薯的分离群体和144个引物组合。

进行AFLP分析，每个引物组合平均产生100个AFLP片段，38％有多态性．

从5500个多态性位点，发现2个AFLP标记，并将其定位在马铃薯第7条染

色体上。在大麦上，Becker等(781利用双单体。将11 8个AFLP标记定位在大

麦RFLP图上，这118个AFLP标记分布在大麦所有染色体上。有趣的是，AFLP

标记很少干扰RFLP标记簇，而是成群地分布在RFLP标记附近，大大增加了

遗传图的饱和度。在水稻上，Cho等【l 0】利用一套近等基因系，只用2个引物组

合，就找到2个AFLP标记，并分别将它们定位到第l、第9染色体上。随着

AFLP技术的进一步完善，许多植物已经有了AFLP图。

5．1．3利用AFLP快速鉴别与目的基因紧密连锁的分子标记

定位克隆技术是分离未知产物基因的重要技术，基本前提是基因定位，然

后以紧密连锁的分子标记为起点．通过染色体步行。最终克隆基因。所以要克隆

基因，必须鉴别与目的基因相连锁的分予标记。

近年来，一种新的称为分群分析法(Bulk Segregate Analysis。BSA)的方法

已发展起来，用于鉴定与目的基因连锁的分子标记。Arnheim等于1985年开

始提出这种方法【21，但它是用RFLP来做，用RFLP的缺点是找出多态性的效

率比较低。Meijer和More等∞1用这种方法找至d_--个与莴苣霜霉抗性基因相连

锁|I}勺RAPD标记，但RAPD方法的效率也不是很高。

Colwyn等【121提出用AFLP技术来筛选某一性状的连锁标记。利用BSA方

法，即利用两个独立的分离群体的各个个体的D咐A的混合样品，这两个分离

群体只有一个性状有差别或是同一性状的两个极端类型，这样就等于人为地产

生了一个近等基因系。Colwyn等很快找到三个与番茄抗性基因Cf-9紧密连锁

的AFLP标记。Ballvora等【31也利用BSA法．进行AFLP分析，找到了与抗线



虫綦因紧密连锁的AFLP标记。美国普渡大学Dweikat I．I”】以小麦近等基因系

为材料，通过AFLP分析定位了抗麦蝇(Hessianfly)基因H6和H9。德国

Max．Planck研究所发现了马铃薯v染色体上7个与抗晚疫病的基因Rl连锁的

AFLP标记，其中距Rl最近的1个标记与R1的遗传距离只有o．8cM。我国中

科院遗传所王斌等【781用AFLP方法对光温敏核不育水稻及其可育恢复突变体

进行了多态性分析，找到了与其不育基因连锁的分子标记．并用AFLP方法对

多种作物的多态性进行了比较研究。

5．1．4 AFLP辅助的选择育种

今天的作物品种是多年直接选择和间接选择的结果，随着有关的品种或种

中理想性状的转移，品种逐步得到改良，Tanksley|441认为这一过程需要用带理

想性状的材料与需改良的品种相杂交，再经过选择获得。而在植物轮回选择育

种过程中，亲本基因组对于子代的品种种质贡献是不同的，这对于选择是一个

很重要的问题，利用AFLP技术有助于克服早期选择的盲目性。

美国农业部土壤排水研究站的Vantori[501等研究了大豆回交选择过程中，

亲本基因组DNA对于子代的贡献。他们选择了30个材料，其中6个亲本材

料(2个亲本是本地适应性品种，4个是外地品种)，14个第一次回交选择的材

料，10个第二次回交选择的材料。利用一对引物，进行AFLP分析，研究结

果发现，经过2次回交选择，2个适应性亲本在后代的基因组中占75％，而4

个外地品种只占后代基因组成分的25％。平均每对AFLP引物可以产生10个

多态性标记，10对AFLP引物可检测出100个位点的纯合或异质程度。这个

试验表明，根据AFLP标记，可以进行回交选择，可以跟踪基因的转移情况，

如果AFLP标记与要选择的基因紧密连锁，这样就可以在早期筛选植物分离群

体中含目的基因的植株。

美国TexasA&M大学的Reddy【78】用AFLP技术指导棉花育种，把长绒的

海岛棉与高产的陆地棉进行远缘杂交，利用计算机Genescan 672软件分析64

个AFLP引物的扩增结果，在杂交后代F2群体中发现300个标记与亲本的长

绒和高产性状有关。美国生命技术公司的Liu J．J．【碍l利用AFLP技术研究大豆

的数量性状，发现每个反应都可检查出大量的多态性区带，每对引物都具有高



频率(>90％)的多态性，可以作为大豆数摄性状的标准。

5．1．5利用AFLP技术研究基因表达岛调控

蒸溺|ll句表达，善先要转录出mRNA，再黧泽成虽囱质，丽后控制生物代谢

过程。研究基因表达的传统方法是利用eDNA文库筛选和Northern杂交，但这

积，方法不能慝对比较稂物发育的不同雌翔一”。近年寒已经羁用AFLP衢鼍i的

cDNA．AFLP披术，来研究基因表达。

在过去，人们臻交了缡码主要贮藏鋈自懿基因，劳分离了与淀粉合成有关

的基因，但是，人们不知道块茎器官发生的基因表达及调控过程。Christian等【lII

采霸eDNA AFLP技本磋究了玛铃薯块茎发弯j鐾程基瓣表达。铡爱3令；l穆缀

合．进行块茎发育不同时期(卜10d)的eDNA AFLP分析，得到了2个块茎特异

转录懿片袋TDFs(TDFs3l彝TDF53￡，2令TDFs片段是与决定块茎形成豹关

键基因lox(脂肪氧合酶)高度同源的，这一点混由序列分析证实。经Northern

杂交，发瑰这豫令TDFs具有嫠雾表遮模式，TDF锑程O。2d低瘩乎表达，然屡

稳定增加，到第10d达到高峰。TDF536在第6d表达，而后增加。到第10d达

到高峰。而且TDF弼和TDF536在块茎中表达爨高，餐在报、茎、时中没有表

达。这袋明AFLP研究基因表达是非常有效的方法，可同时比较植物发育的不

弱时鲻以及分离菜些重要基因。

5。1。6分类秘进化硬究

品种间存在较多的形态差弊。这些差异在农业上徽重要，也是致力于系统

发育关系磅究的分类学家魇关渡豹。过去，人{}】剥曩RFLP技术进行分类及邀

化研究f柳f52l，但RFLP技术比较费时，需大蹙探针。现在，由于AFLP技术

珂在一次实验申同对捡测到更多的多态性片段，畜勘予遮德差异的更究全综台

和在捅似群进一步分类，因而用于鉴定不同晶种，进行分类和研究。Smitht3Sl

铃通过AFLP分板对44个玉米自变系进行了聚类分孵，揭承了玉米自交系闽

的联系。Rolf簿【35l利用AFLP技术，对24个妈铃薯胞囊线虫进行了分类。这

些作者认为AFLP技术与RFLP．RAPD技术产生相似的分类，但AFLP技术

比RFLP、RAPD技术更容易。



5．2应用AFLP分子标记取得的研究进展
5．2．1 AFLP技术在微生物方面的研究进展

5．2．1．1用于细菌的分型和分类

自Zabeau，Vos建立AFLP技术16川以来，其在细菌的分型和分类方面的应

用越来越多。Valsangiacom等【48】首先成功地将AFLP技术应用于嗜肺军团菌的

分子分型。他们采用单酶切，对来自环境和病人的军团菌进行研究，证实了

AFLP分型具有快速、有效和重现性好的优点。随后．AFLP相继用于大肠肝

菌、根瘤土壤杆菌124】、表皮葡萄球菌o”1、单核细胞增生李斯特氏菌等川的分型。

Janssen等【l 7l利用AFLP技术对总兆147个菌株(包括黄杆菌属、气单包菌属、

梭状杆菌属、不动杆菌属、假单胞菌属和弧菌属)进行了分析，他们采用了双

酶切，一条引物用放射性标记，在5％的聚丙烯酰氮凝胶上电泳得到了30．50

个80。550bp的可见片段。经高分辩的扫描仪扫描和计算机辅助分析，得到了

其相似性系数。并认为AFLP技术可以在亚属的水平上对细菌进行分类和鉴

定，且分析结果与DNA．DNA杂交、细胞脂肪酸分析法分析结果都具有较好

的一致性。进一步研究表明，AFLP技术在区别高度相关的菌株(属于同一个种

或同一个生物型的菌株)方面颇具潜力。Stephen等142l利用AFLP技术对138株

弯曲杆菌进行分析，揭示了其分类与流行病学的关系。

5|2 1，2用于微生物的鉴定

细菌感染是全世界致病率和死亡率的一个重要的因素，对其快速准确的鉴

定至关重要的。菌株的鉴别可以帮助选择治疗方案。Velappan等轳IJ利用酶切

AFLP方法对芽胞杆菌属(炭疽芽胞杆菌、蜡样芽胞杆菌、苏云金芽胞杆菌)、

大肠杆菌、耶尔森氏菌和金黄色葡萄球菌进行菌株的鉴定，通过仔细的选择

AFLP引物获得很高的重复性和敏感性．证明了SE(Single enzyme)AFLP在病

原菌的鉴定上具有很大的价值。Gibson等【14】利用AFLP技术，也用单酶切的

方法鉴定了来自28个病人的46株幽门螺杆菌，得到的AFLP图谱可以区分来

自不同个体的菌株，同时证实一些家庭成员所分离菌株存在共同来源。与其它

基因鉴定方法相比较，AFLP具有快速简便、结果可重复、分辨力高的特点。



AFLP技术也同样运用于真菌的分类和鉴定方面。如酵母在形态和生理的

特征不同仍是其分类的主要依据，然而随着分子生物技术的发展，⋯个基因一

个突变否定了很多特征，使得生物学种的概念在酵母分类h受到限制。且用杂

交来研究酵母变得非常用难，并F1不适合酵母n勺ri常!{；；；定。而-砦DNA分子

方法如染色体组型、RFLP和PCR等技术用于酵母的研究，都有一定的局限性。

近来，Miguel de Barros Lopes等人【3‘1在分析酵母的一些商业菌株、参比菌株

和酒类分离菌株的遗传差异，结果表明AFLP技术与传统的生理方法，半特异

PCR和26S rRNA分析的结果是一样的，表明AFLP技术鉴定菌株的可靠性。

进‘步研究，发现用基因内区引物体PCR技术不能区分来自同种酒但不同年

份分离得到的Saccharomyces bayanus菌株AWRll266和AWRl948；而用AFLP

技术却能轻易地将其辨别，表明AFI，P技术在辨别真菌菌株方面具有较高的分

辨能力。

5．2．1．3用于基因多样性和流行病学的调查

细菌为单细胞微生物，其基因易发生突变、移位等。了解其基因的多态性

列流行病学的调查具有重要意义。Jiang等【lsJ利用AFLP技术采用双酶切对20

年来在霍乱暴发期间取自于不同地点的临床和环境的74株霍乱弧菌进行了分

析。其结果表明了霍乱弧菌基因多样性。大量霍乱的流行是由独立进化的致病

性霍乱弧菌引起，环境中非致病的霍乱弧菌也可以成为下次流行中的致病菌。

Terefework等【46l利用荧光AFLP技术分析了山羊豆根瘤菌基因的多样性，进一

步证实了AFLP技术在基因多样’陆分析中的应用。它能更好地鉴别微生物，在

流行病学的监测中能迅速证明病原菌。对那些关系亲近的物种来说，AFLP能

根据基因距离推断出种系关系。

5．2．1．4用于衣原体、真菌等的全基因组分析

Meijer等㈣利用AFLP分析了19株肺炎衣原体、21株沙眼农原体、6株

鹦鹉热衣原体和一株羊群衣原体基因组之间的关系。发现19株肺炎衣原体基

因组指纹图相同，而来自人、鼠和猪的沙眼衣原体互不相同，鹦鹉热衣原体可

分为长尾鹦鹉型、鸽型和猫科型三种。羊群衣原体与其它衣原体均不相同。并



证明了AFLP技术在用于衣原体分型方面优于其它全基因分型方法，它具有所

需模板少、结果可靠、灵敏度高的特点。Jullian等【21】利用AFLP技术进行了植

物真菌病的分析。也获得了很好的效果。在大型真菌方而：贾建航等【69】利用

AFLP技术对香菇的空问诱变体和原菌种建立了指纹图谱，为食用菌的空间变

异提供了了分子生物学证据。孟宇等【73l用AFI。P技术建立了糙皮侧耳的指纹图

谱，对不同产地的侧耳蔺株进行了亲缘关系分析并同收了部分多态性产物做进

一步研究。

5．2．2 AFLP技术在植物学方面的研究进展

5．2．2．1绘制指纹图进行品种鉴定

与RAPD、RFLP比较，AFLP法构建的指纹图谱具有重复性好、灵敏度

高的优点，展示了AFLP技术特别适合品种鉴定的应用价值和广阔前景。周志

勇等"3I采用双酶切的方法，将AFLP技术应用于人参、西洋参基因组指纹图

谱，发现二者在遗传上有较近的亲缘关系，但引种到我国吉林的西洋参与西洋

参基因组DNA相比有⋯定变异。证明了AFLP分子标记技术有望成为一种独

立的、确实可行的手段，用于人参、西洋参及其他药用植物品种的鉴别。祝军

等【84】用这一技术绘制了我国25个重要苹果品种的AFLP指纹图谱，作为不同

品种间的鉴别标签，区分供试的所有25个重要的苹果品种．其中包括红富士短

枝红寓=L、会冠会矮生、元帅新红星和旭威赛克4对突变系品种。周春玲等

㈣利用AFLP技术绘制了菊属植物的指纹图谱，比较了栽培菊花和野生近缘

种之间、栽培菊花种之间的亲缘关系远近及相似性系数，区分了滁菊、毫菊、

甘菊、毛华菊、菊花脑等品种。利用AFLP进行品种鉴定也同样已经运用于其

它一些重要的经济花卉如牡丹、长绿杜鹃、蕾草等。

5．2．2．2构建遗传图谱及基因定位

AFLP结合BAS(分群分析法)可进行基因的快速定位。Ballvoral31利用

AFLP技术结合BSA法精确定位了马铃薯的根包囊线虫抗病基因Grol。AFLP

技术能找出因基因枪法或完整细胞电穿孔而产生的转基因大米中发生的隐藏

的基因改变㈣。



Dewikat等t72j以,j、麦近等基因系为材料定位了小麦抗麦蝇基因H6和H16．

并分别找到了H5、H6、H10、H16紧密连锁的AFLP标记。Van der vortt761等

用AFLP技术定位土豆孢囊线虫的抗性基因，Qi等和Beeker等【761在小麦以及

Keim等1761先后在大豆等多种农作物中建立了高密度的AFLP标记遗传图。白

建荣等【删分析了栽培小麦和簇毛麦的AFLP图谱变化，以用AFLP分子标记签

定带有抗白粉病的小麦易位系。何光华等【67I对野败型杂交水稻恢复基因的

AFLP标记进行了研究。陈万权等t6sJN用AFLP分析将大麦部分抗性品种Vada

对叶锈病的4个数量抗性基因分别定位在1，2，6，7上离短臂末端分别为79cM，

186 cM，58 cM，117 cM处。熊立仲等[8l】在水稻中用AFLP分析，并绘制了一

张含612个分子标记位点的遗传连锁图。x．Oi等【58】用AFLP标记在大麦中构

建了高密度分子图谱。发现在重复序列中只要有一个碱基对缺失或插入，AFLP

技术就能检测出。Charles．w．Stuber等f9】用AFLP技术对杂种优势进行了遗传

学因素的研究。结果认为杂种优势不仅由基因的超显性所致。其中的QTL的

影响是一个不可忽略的因素。Paul Keim等[331用AFLP技术对大豆作连锁图时

发现要是某一标记与另一标记的距离小于35 cM且这一标记的插入不会引起

距离的显著变化，则该标记将永久的插入连锁框架图中。x．Qi等【5 71在许多研

究者试图用SSR对大麦作图难以实现的情况下用AFLP技术对其作图取得了

较为理想的成功。Yong等【621用该技术对水稻基因组中具体的变异标记进行了

克隆。

果树作为重要经济作物其遗传高度杂合，且大多数自交不亲和，所以很难

获得纯系，也就难以获得合适的群体。果树作物的遗传图谱发展迅速主要得益

于双假测交理论的提出和分子标记技术的发展。目前，苹果、桃、柑橘、梨、

葡萄、香蕉等主要果树作物都具有了遗传连锁图谱。Lu等126l用一个F2群体构

建了桃砧木AFLP遗传连锁图153个标记，分布在15个连锁群．覆盖1297cM，

平均图距9．1cM。AFLP标记在两个芒果品种(1{_citt×Tommy)杂交Fl代里孟

德尔分离的标记占53．99％．适合于进一步构建遗传连锁图【651。在不同基因型

和作图群体中，AFLP标记的同源性得到一定程度的证实15”，因而在整合遗传

连锁图谱上潜力很大，Sosinski等14ll整合了桃的来自3个不同群体的遗传图谱，

其中主要是AFLP标记。



5,2．2。3辅助育种

AFLP标记能灵敏的检测到{乍物赫种或亲本闽的遗传关系，对亲本送孝亍分

类从而在育种实践中指导亲本的选配、增加育种工作的预见住，避免传统育种

的盲翻性。另外．由于AFLP标记能稳定、快遗和准确的检测作物基因缀DNA

的差异，利用该标记进行检测，打破融标基霞和不利籀因之间的紧密连锁，选

择具有目标基因又不具有不利基因的新种质资源，对农作物改良有其十分重要

的意义，尤其燕在遗佟基碲稆对狭窄的作裙翔小麦等矮有十分广阔的蓊景。莉

时AFLP为保护种子权，法院裁决有关种子方面的纠纷也提供了强有力的工

其。

目前，AFLP标记在作物育种中融得到广泛的应用。吴敏生等瞵。】用AFLP

标记瑟玉米杂交种产亟，产量杂种优势进行了预涮，发现当鑫交系关系稆互阀

较远时；分子标记遗传距离与产量、杂种优势不相关，只有当亲缘关系很近时，

才表溪国穗关。丽爵他程还采糟AFLP标记瓣玉米囊交系进行聚类分析褥17

个自交系划分为六类。可见AFLP的出现为杂种优势群的划分提供了一个新的

方法。邵映蕊等iTSll弱AFLP标记我到了小麦抗条锈瘸基因Yrl 0的特异条带。

该标记可用于Yrl0基因的快速、有效、准确的检测。自建荣[641等对4个小麟

麦及亲本帮撬源供落簇毛麦进行了AFLP分耩，确定了4今夸簇麦是均含肖一

段簇纛麦DNA的易位系。表明AFLP也是一种准确、快速鉴定易位系的有效

方法。侯磊等秘gJ我到了鍪翔珍漉97不弯系与僳持系绸臆蒺瓣AFLP栋记。

S。2。3 AFLP技寒在动耱方蠢豹藓究避震

5．2．3．1构建遗传图谱

遗传圈落豹橇建是遗蕊学磷究酶一令重要豹矮域，是霹基鹜缝逡镗系统链

研究的基础，也是动植物遗传育种和人类遗传病诊断的依据，将使标记辅助选

择技拳豹应悉戒秀现实，献丽霹耗从掇本上改变传统的育耱方法，进一步改良

家禽晶种和大幅度提商家禽生产效率。构建高饱和度的遗传图谱有助于对一必

重要缀济份毽的基强进褥定位秘竟隆，如逮谯嶷韪秘的壤蠢，缝短育穆辩问。

因传统的遗传标记如形态标记(Morphological marker)、细胞标记(Cytological



marker)、生化标记(Biochemical marker)等构建遗传图谱，分辨率较低，标记少，

图距大，饱和度低，应用价值十分有限。随着分子生物学的发展，使利用DNA

水_甲上的变异作为遗传作图成为可能，从而诞生了。种现在被』。‘泛使用的重要

的DNA分子标记。目前应用于构建动植物遗传图谱的分子标记主要有RAPD、

AFLP等。而AFLP技术具有RFLP的可靠性和RAPD的简便灵敏性，并且不

需要知道基因组序列等优点，广泛应用于植物基因组图谱的构建。由于商品出

售的AFLP试剂盒主要都是针对植物的，故AFLP技术在动物上的应用还不多，

但其是一种十分理想和有效的遗传标记。

Thomas等【7Il利用AFLP植物基因图谱试剂盒构建了尼罗罗非鱼的遗传图

谱，筛选出12个AFLP引物，共产生了112个AFLP标记，证实了利用AFLP

技术构建动物高密度遗传连锁图的可行性。AFLP技术在动植物的遗传连锁图

谱的构建方面已开展了许多工作。近来．AFLP技术在海洋动物中的应用也已

开展，如用于虹鳟遗传连锁图谱的构建以及鲇鱼的遗传分析等。

5．2．3．2遗传多样性的研究

随着分子遗传学技术的发展，对遗传变异I．}勺分析已经从表型、蛋白质多态

性深入到DNA分子水平，利用DNA多态性能更全面、准确地分析种群的遗

传变异．还可以进行种群亲缘关系分析，即计算种群间的遗传距离。

家蚕是一种重要的经济昆虫，以生产茧丝出口为国家创造外汇，因此利用

分子标记技术研究家蚕多态性，对寻找有重要经济价值的基因资源具有极其重

要的经济价值。万春玲等人177】在用AFLP技术对植物遗传多态性研究的基础

上．将AFLP技术用于家蚕的遗传多态性研究。结果发现在家蚕中同样具有丰

富的AFLP标记的多态性。由此表明，AFLP技术亦适合研究家蚕等昆虫类动

物的遗传多样性。AFLP技术还可以用于鱼类遗传多样性分析，Z．Liu等于1998

年利用8个引物组合用于分析Catfish的遗传多样性17”，发现在Channel Catfish

种内的多态性较低，而在Channel Catfish和Blue Catfish种间的多态性却很高，

有38．6％．75．7％的多态性，每个引物组合能产生70—200以上条带。

Cervera等【7】对粉虱(Bemisia)3个种和9个参考生物型的13个种群进行了

AFLP研究，共得到354条多态带，结果表明丑tabaci的生物型可以聚类在一
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起，聚类形成4个分支，其问的最小相似性指数为O．32，而与其它的两个种的

相似系数是O．07。此结果与以前RAPD所得的结果相似。

5．2．3．3动物的性别鉴定

Griffiths等人【7111999将AFLP技术用于鱼类性别鉴定，并且在

Three．spined Stickleback(Gasterosteus aculeatus)q1分离到了两个与性基因紧密

连锁的AFLP标记．采用Gal F／Gal R引物组合，用于刚产生鱼苗f年龄<l天)

性别鉴定．虽然没有形态学特征的支持，仍然得到了鉴别雌性和雄性的染色体

带型的比例约为50／50(N=224，Female=11 8．Male=126)．表明引物组合Gal F／Gal

R具有极高的灵敏度，可以用于微小组织进行性别鉴定，同时也可以用于活动

物的性别鉴定。在一些种的遗传性鉴别中，AFLP可以识别XY或WZ性染色

体，与用核型分析或通过育种鉴别的结果是一样的，并且比它们更简便快速。

由于一些种的性特异DNA序列非常小，以至不能用细胞学的方法来进行性别

鉴定，而采用AFLP技术却能成功地进行性别鉴定。AFLP技术虽然在一些硬

骨鱼中获得了与性基因紧密连锁的AFLP标记，但由于一些种的性鉴别机制不

同而不能用于整个硬骨鱼类。目前，AFLP技术还可以用于虾类和鸟类的性别

鉴定㈣。

5。2．3。4基因定位及克隆

大多数代表重要经济价值的性状，如产量、品质、成熟期等菌表现为数量

性状的遗传特点，受到数量基因座位(QTL)和环境因子的共同作用。传统的数

量性状将控制数量性状大多基因作为一个整体，无法确定QTL的数目，单个

QTL的遗传特征及其在染色体上的位黉。随着分子遗传技术的进步，AFLP标

记将各种动物(家禽、鱼类、海洋动物等)的遗传图谱研究推向实用化，通过基

因定位，将一些控制表型性状的基因定位于某一染色体特定区域，并测定基因

在染色体上线性排列的顺序和相互问的距离。特别是人类基因组计划(HGP)fl{J

实施，大大地推进了对动物的基因作图工作。目前已有报道利用AFLP标记构

建了家禽、牛、羊、猪、鱼等动物的连锁图谱p“。找到目的基因的侧翼紧密

连锁的AFLP标记，然后利用这些标记筛选大片段的DNA文库，得到与分子

6



标记有关的克隆，继之分离到目的基因，如抗病基因。

6绪语
许多年来，人们一直希望能定向地改变生物的某些性状，定向克隆某些基

因，将某些生物的优良基因定向导入另。生物，h AFLP分予标记的问世和发

展为定向地对动、植物进行遗传操作和改良，提供了可能性，在今后的几年

中，AFLP技术将同益成为遗传学家和分子生物学家手中的有效工具。AFLP可

以加速获取重要基因的进程，AFLP与BSA(分群分析法)结合，可以更快找到

与目的基因紧密连锁的分子标记，以AFLP标记为起点，通过染色体步行或更

新的技术，定位克隆某些重要基因。在过去几年里，利用定位克隆方法已克隆

了许多基因。AFLP的进一步发展，必将克隆更多的基因，包括许多功能未知

的基因。AFLP分子标记也将是数量性状基因(QTL)研究的有效工具，当已知

的显著表型突变型的简单等位基因已在图上定位时，这种分析就可简化QTL

的鉴定，并可对QTL实施操纵。进行许多育种’的目的是将基因从一个亲本转

移到另一个亲本，传统方法是采用回交，有很大的局限性。而用AFLP方法，

可以跟踪外源基因，克服回交的缺点。AFLP技术现在正逐渐与已有的育种程

序结合起来，育种进程势必将因此大大加快，AFLP技术也很可能成为商业育

种中尽快取得经济效茄的一种技术。此外。AFLP分子标记技术还将在生物多

样性、系统发育、基因表达、微生物鉴定、杂种优势预测等与遗传和育种有关

的领域作出贡献。
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