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分子标记技术在牧草遗传多样性上的研究进展
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摘要：随着分子生物学技术的飞速发展，牧草遗传多样性的研究已从宏观走向微观，进一步深入到

分子水平。介绍了分子遗传标记的定义及分类，综述了ＲＡＰＤ、ＳＳＲ、ＩＳＳＲ、ＳＲＡＰ、ＳＮＰｓ等分子标

记技术在牧草遗传多样性研究中的应用情况，在此基础上分析了分子标记技术在牧草研究中存在

的问题，并对今后发展方向作了展望。
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　　我国是世界上牧草遗传多样性最丰富的国家之
一，不仅盛产温带、亚热带和热带草种，而且还拥有
许多具有特殊生态价值和经济价值的旱生、超旱生
及耐寒、耐盐碱草种，如沙打旺、骆驼刺、碱茅等。然
而，随着人类活动对环境影响的增强，一些优良牧草
种和种群的生存环境受到威胁，其遗传多样性正在
消失［１］，加紧并深入研究牧草遗传多样性迫在眉捷。
牧草遗传多样性的研究手段与方法，分别经历了形
态学标记、细胞学标记、生化标记和分子标记４个发
展阶段。随着人们研究水平的不断提高，对研究精
细程度的要求也越来越高。鉴于前３种标记在技术
水平上的局限性，如表型易受外部环境和发育状况

的影响、标记位点较少、没有真正涉及遗传物质本身
等，人们开始更多地关注分子标记技术在牧草遗传
多样性上的应用。为此，综述了分子标记技术在牧
草遗传多样性上的研究进展，旨在为该领域的科研
工作提供借鉴与参考。

１　分子标记的概念与分类

分子标记是指能够在全基因组水平上代表其差

异的特定ＤＮＡ片段［２］。与传统的遗传标记相比，
分子标记广泛分布于各种组织之中，多态性异常丰
富而且不受基因多效性和环境因素的影响。目前可
用于牧草遗传多样性研究的分子标记有很多，根据
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特点可将其粗略分为８个大类［２－４］。

表１　用于牧草遗传多样性研究的分子标记

分类依据 分子标记名称

基于ＤＮＡ分子杂交 ＲＦＬＰ、ＶＮＴＲ

基于随机引物 ＲＡＰＤ、ＡＰ－ＰＣＲ、ＤＡＦ

基于特异引物 ＳＳＲ、ＩＳＳＲ、ＳＲＡＰ、ＳＣＡＲ、ＳＰＡＲ、ＳＳＣＰ

基于限制性酶切和ＰＣＲ　 ＡＦＬＰ、ＣＡＰＳ

基于ＤＮＡ芯片 ＳＮＰｓ

基于反转录转座子 ＲＢＩＰ、ＲＥＭＡＰ、ＩＲＡＰ

基于ＲＮＡ　 ｃＤＮＡ－ＳＳＣＰ、ＲＡＰ－ＰＣＲ、ｃＤＮＡ－ＡＦＬＰ

基于细胞器ＤＮＡ　 Ｃ－ＳＳＲ、Ｍｔ－ＳＳＲ

　注：ＲＦＬＰ．限制性片段长度多态性；ＶＮＴＲ．数目可变串联重复
多态性；ＲＡＰＤ．随机扩增多态性ＤＮＡ；ＡＰ－ＰＣＲ．任意引物
ＰＣＲ；ＤＡＦ．ＤＮＡ扩增指纹印迹；ＳＳＲ．简单重复序列；ＩＳ－
ＳＲ．区间简单重复序列；ＳＲＡＰ．序列相关扩增多态性；
ＳＣＡＲ．序列特异性扩增区；ＳＰＡＲ．单引物扩 增 反 应；
ＳＳＣＰ．ＤＮＡ单链构象多态性；ＡＦＬＰ．扩增片段长度多态性；
ＣＡＰＳ．酶切扩增多态性序列；ＳＮＰｓ．单核苷酸多态性；
ＲＢＩＰ．反转录转座子插入多态性；ＲＥＭＡＰ．反转座子微卫
星扩增多态性；ＩＲＡＰ．区间反转录转座子扩增多态性；
ＲＡＰ－ＰＣＲ．随机引物ＰＣＲ的ＲＮＡ指纹图谱；Ｃ－ＳＳＲ．叶绿
体微卫星；Ｍｔ－ＳＳＲ．线粒体微卫星。

２　分子标记技术在牧草遗传多样性研
究中的应用

自２０世纪７０年代以来，随着分子生物学的飞速
发展，分子标记技术被逐渐应用到牧草遗传多样性的
研究中。如Ｂｒｕｍｍｅｒ等［５］和Ｅｃｈｔ等［６］就利用ＲＦＬＰ
分子标记技术对苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ）的ＤＮＡ多态性进行
了分析。但由于ＲＦＬＰ标记操作繁琐、费时费力、成
本较高且多态性不是很高，近年来催生了新一代的分
子标记。新一代的分子标记正向如下方向发展：多态
性高；在基因组中稳定分布；组织和ＤＮＡ等试验材料
用量少；测定简便、快捷；可重复性高；价格合适。目
前用于牧草遗传多样性研究的分子标记主要有

ＲＡＰＤ、ＳＳＲ、ＩＳＳＲ、ＳＲＡＰ和ＳＮＰｓ等。

２．１　ＲＡＰＤ标记

ＲＡＰＤ标记是１９９０年在ＰＣＲ基础上建立起来
的一种分子标记技术［７］，采用引物为１０ｂｐ左右的
寡核苷酸随机序列来揭示研究对象的多态性。这种
技术具有多态性较高、ＤＮＡ用量少、操作简单、成本
较低的优点，其不足之处在于对反应条件敏感、重复
性低、属显性标记、不能区分纯合子和杂合子。

ＲＡＰＤ标记技术最早应用于苜蓿分子标记、种
质鉴定和遗传多样性研究［８］，是现今人们最常用的
成熟技术。这种标记技术可以有效检测出种群的遗
传多态性，在披碱草（Ｅｌｙｍｕｓ）［９］、决明草（Ｃａｓｓｉｉ－
ｎａｅ）［１０］、狼尾草（Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍ）［１１］、三叶草（Ｔｒｉｆｏ－
ｌｉｕｍ）［１２］、雀麦（Ｂｒｏｍｕｓ）［１３］、针茅（Ｓｔｉｐａ）［１４］以及羊

茅（Ｆｅｓｔｕｃａ）［１５］的遗传多样性研究中均有应用。

Ｕｌｌｏａ等［１２］运用 ＲＡＰＤ标记研究了２０个来自智
利、阿根廷、乌拉圭和瑞士的红三叶（Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ
ｐｒａｔｅｎｓｅ　Ｌ．）繁育品系和栽培品种的遗传多样性，
结果检测到了高水平的多态性。Ｆｅｄｏｒｅｎｋｏ等［１６］评
估了俄罗斯奥涅加湖岛上草地羊茅（Ｆｅｓｔｕｃａ　ｐｒａ－
ｔｅｎｓｉｓ　Ｈｕｄｓ．）的遗传多样性，检测了３个种群的６４
个ＲＡＰＤ 位点的变异性，多态位点的百分率为

３０．２％。这表明对于异花受粉的植物来说，遗传多
样性还是比较低的。另外，也有研究利用ＲＡＰＤ标
记揭示种群内和种群间的遗传差异。姜健等［１７］利
用ＲＡＰＤ技术分析了２５个紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｓａ－
ｔｉｖａ　Ｌ．）耐盐品种的遗传结构和遗传多样性，结果
表明，采用单株ＤＮＡ样品比采用混合ＤＮＡ样品能
更好地揭示紫花苜蓿品种内和品种间的遗传变异水

平。苗佳敏等［９］使用ＲＡＰＤ和ＳＲＡＰ标记技术对
采自我国青藏高原和新疆地区的６４份垂穗披碱草
（Ｅｌｙｍｕｓ　ｎｕｔａｎｓ　Ｇｒｉｓｅｂ．）进行遗传多样性分析，发
现垂穗披碱草的遗传变异主要存在于种群间［９］。

Ｚｈａｏ等［１４］用ＲＡＰＤ标记技术测定了内蒙古锡林郭
勒草原上５个大针茅（Ｓｔｉｐａｇｒａｎｄｉｓ）种群的遗传
变异，分析表明，其大部分的变异也发生在种群内。

２．２　ＳＳＲ标记

ＳＳＲ标记又称微卫星标记，是一段简单重复的

ＤＮＡ序列，包含了１～５个核苷酸的串联重复，在绝
大多数真核生物基因组中均有分布［１８］。由于ＳＳＲ
两端多是保守的单拷贝序列，因此，可以根据其两端
的序列设计特异引物，通过ＰＣＲ扩增和电泳分析来
获得其长度多态性［１９］。ＳＳＲ标记的优点在于多态
信息量大、属共显性标记、可以区分纯合子和杂合
子、分布广泛、重复性好、ＤＮＡ用量少、操作简便，缺
点是开发设计引物工作量大、费用较高。

ＳＳＲ分子标记技术可以检测出很高的多态性，
在黑麦草（Ｌｏｌｉｕｍ）［２０］、鸭茅（Ｄａｃｔｙｌｉｓ）［２１］、披碱
草［２２］、苜蓿［２３］等牧草的遗传多样性研究中都有应
用。Ｊｕｌｉｅ等［２４］利用ＳＳＲ标记技术对来自欧洲、北
美、南美、澳大利亚和新西兰的１６个白三叶（Ｔｒｉｆｏ－
ｌｉｕｍ　ｒｅｐｅｎｓ　Ｌ．）优质栽培品种进行了遗传多样性评
估。结果表明，８６．５％的遗传变异存在于种群内，

１２．８％的遗传变异存在于种群间。同样地，李鸿雁
等［２５］应用 ＳＳＲ 分子标记对内蒙古野生扁蓿豆
（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｒｕｔｈｅｎｉｃａ　Ｌ．）４个地理种群进行的遗传
多样性研究也表明，内蒙古野生扁蓿豆有丰富的遗
传多样性，而且种群内变异明显高于种群间变异。

Ｍｅｎｇｏｎｉ等［２６］应用ＳＳＲ和ＲＡＰＤ标记对来自意大
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利和埃及的紫花苜蓿种质资源的研究结果与一般情

况不同，他们的结果表明，苜蓿种群内和种群间都存
在着较大的遗传变异。鄢家俊等［２２］基于ＳＳＲ 和

ＳＲＡＰ分子标记分析了青藏高原东南缘８个老芒麦
（Ｅｌｙｍｕｓ　ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ　Ｌ．）自然居群的遗传变异状况，
结果表明，青藏高原老芒麦在群体水平上的遗传多
样性较低，而在物种水平上显示出较高的遗传多样
性。该项研究中使用了更多的ＳＳＲ引物，多态位点
百分比为８６．８８％，高于 Ｚｈａｎｇ等［２７］和 Ｇａｕｄｅｔｔ
等［２８］分别用 ＲＡＰＤ分子标记对该属另外２个种

Ｅｌｙｍｕｓ　ａｌａｓｋａｎｕｓ和Ｅｌｙｍｕｓ　ｔｒａｃｈｙｃａｕｌｕｓ所测得
的平均多态位点百分比（４９．５％、６７．４％）。因此推
测，在这项技术的实际应用过程中，增加引物的数量
和材料来源可能会提高检测的多态性。

２．３　ＩＳＳＲ标记

ＩＳＳＲ最早是由Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ等［２９］在１９９４年开
发出来的一种ＤＮＡ标记技术。该技术以在３′端或

５′端加锚的微卫星ＤＮＡ为引物来扩增ＩＳＳＲ　ＤＮＡ
序列，以期增加它们的特异性［３０］。除此以外，其他
操作与ＲＡＰＤ和ＳＳＲ十分相似。虽然ＩＳＳＲ标记
继承并结合了ＲＡＰＤ和ＳＳＲ的优点，多态性高、大
多数情况下属共显性标记、ＤＮＡ用量少、操作简单、
成本不高，但是不易确定ＰＣＲ扩增的反应条件。
这种分析技术所检测到的遗传多态性高，常应

用于鸭茅［３１］、雀麦［３２］、早熟禾（Ｐｏａ）［３３］、苜蓿［３４］、柱
花草（Ｓｔｙｌｏｓａｎｔｈｅｓ）［３５］和红豆草（Ｏｎｏｂｒｙｃｈｉｓ）［３６］等
牧草的遗传多样性研究。田青松等［３２］对来自国内
外９６份雀麦属材料的遗传多样性的ＩＳＳＲ分析和
唐燕琼等［３５］对４８份柱花草属种质的遗传多样性的

ＩＳＳＲ分析，都表明了这种分析技术可检测到牧草种
质丰富的遗传变异，而且变异发生在所研究种质的
种群内。赵桂琴等［３３］利用ＩＳＳＲ对６种早熟禾属种
质材料进行了遗传多样性分析，结果表明，早熟禾属
种群间存在丰富的遗传多样性。另外，通过用ＩＳＳＲ
标记对牧草种质资源遗传多样性的分析，可以确定
种间的亲缘关系，能够为杂交育种亲本选择组配提
供有价值的分子水平上的信息［３７］。
由于在使用ＩＳＳＲ技术的过程中不易确定各个

种ＰＣＲ扩增的最适条件，因此，也有相关研究人员
对部分牧草的ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增体系进行了优化，
以期为开展遗传多样性等相关研究工作做准备。
如隋晓青等［３８］优化并确立了克氏针茅（Ｓｔｉｐａ　ｋｒｙ－
ｌｏｖｉｉ）ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中的各种成分，建议在建
立某一具体物种的反应体系时，要对不同引物的退
火温度逐一筛选。王方等［３９］确定了冰草〔Ａｇｒｏｐｙ－

ｒｏｎ　ｃｒｉｓｔａｔｕｍ（Ｌ．）Ｇａｅｒｔｎ．〕ＩＳＳＲ－ＰＣＲ扩增体系的
主要参数，发现退火温度对扩增结果好坏具有明显
的影响。沈紫微等［３６］采用正交设计法建立了红豆
草（Ｏｎｏｂｒｙｃｈｉｓ　ｖｉｃｉａｅｆｏｌｉａ　Ｓｃｏｐ）的ＩＳＳＲ最佳反应
体系。

２．４　ＳＲＡＰ标记

Ｌｉ等［４０］在２００１年提出了ＳＲＡＰ标记的概念。

其特点在于它是利用富含ＡＴ或ＧＣ的引物对来对
开放阅读框（ＯＲＦｓ）进行扩增，用于检测多态性。作
为一种比较新的分子标记技术，ＳＲＡＰ集高多态性、

高重复性、中等产率和操作简单等优点于一身，不足
之处在于它并非完全的共显性标记。

ＳＲＡＰ技术多应用于粮食、水果和蔬菜等作物
的遗传多样性研究，近年来开始应用于牧草种质资
源遗传多样性分析，如苜蓿［４１］、黑麦草［４２］、三叶

草［４３］、牛鞭草（Ｈｅｍａｒｔｈｒｉａ）［４４］、披碱草［４５］等，并表
现了它的优越性。张伟丽等［４６］利用ＳＲＡＰ对９份
柱花草种质材料进行了遗传多样性分析，结果显示，

其多态性比率高达９７．３６％，表明柱花草属植物存
在着丰富的遗传变异，与ＲＡＰＤ和ＩＳＳＲ在柱花草
属植物遗传多样性方面的研究结果相吻合。张宇
等［４７］对３１份紫花苜蓿和黄花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｆａｌ－
ｃａｔａ　Ｌ．）的ＳＲＡＰ分析和周良彬等［４８］对来自我国
新疆、哈萨克斯坦、波兰等地区的３１份杂花苜蓿
（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｖａｒｉａ　Ｍａｒｔｙｎ．）种质进行的ＳＲＡＰ分析
均表明，对于同样材料，ＳＲＡＰ技术要优于 ＲＡＰＤ
或ＳＳＲ分析技术。然而，Ｍａｊｉｄ等［４９］对４８份来自
伊朗的４个栽培紫花苜蓿种进行了ＳＲＡＰ分析，结
果却发现每个种的遗传多态性平均值比用ＳＳＲ标
记所测的值低。这说明遗传多态性除了与所使用的
标记类型外，可能还与对材料的研究方法有关。

２．５　ＳＮＰｓ标记

ＳＮＰｓ是指在染色体基因组水平上单个核苷酸

变异引起的 ＤＮＡ 序列的多态性［５０］。在基因组中

ＳＮＰ的数量很大，其突变率大约为１０－９左右。由这
种方式产生的单碱基突变形成许多双等位型标记

物［５１］。例如，在玉米基因组中，平均每６０～１２０个

碱基对就有１个ＳＮＰ［５２］；在拟南芥基因组中，平均

每１　４００个碱基对就有１个ＳＮＰ［５３］。由于ＳＮＰｓ标
记具有标记数目多、密度大、稳定性高和检测与分析
都能达到自动化等特点，使其成为了新一代的分子
标记。但是，目前ＳＮＰｓ标记主要应用于玉米［５４］、

大豆［５５］、小麦［５６］等作物，在牧草遗传多样性研究中
的应用还比较少。
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３　问题与展望

从目前来看，分子标记技术在牧草遗传多样性
的研究上已取得了很大的成绩，但是，在具体应用方
面还存在着几个问题：（１）运用在牧草遗传多样性研
究中的分子标记还十分有限，远不如在农作物等方
面的丰富；（２）鉴于牧草染色体倍性复杂，在不同种
甚至同一种内种质材料之间染色体数目也不尽相

同，要选择理想的分子标记十分困难；（３）标记的稳
定性、揭示多态性的准确度、试验的成本以及数据分
析的能力都需要更多的考虑。对于这些问题，一些
学者使用了不同类型的分子标记组合来研究牧草的

遗传多样性［７，２４］。另外，随着科技的不断进步，势必
会有分析效率更高、成本更低、普遍性更广泛的分子
标记甚至是一些全新的技术、方法问世。目前，分子
标记在我国牧草遗传多样性上的研究比较落后，因
此，必须借鉴国外先进技术和经验，借鉴植物基因工
程方面取得的研究成果，尽快加强有关牧草分子生
物学及生物技术的基础研究和应用研究，增加科研
投入，促进我国草业科学的快速发展。
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