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Abstract:Amplified f ragment leng th po lymo rphism (AFLP)is one o f mo lecular marker tech-

nique s to detect DNA polymo rphism.In this pape r , the basic principle , characters and technical

pro cess of AFLP molecular marke r w ere review ed.It s applications in genetic diversi ty , resistance

related marker , peanut rhizobia , fingerprinting and its pro spect in peanut w ere also summarized.
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　　花生是世界范围内广泛栽培的油料作物与经济

作物 ,具有较高的经济价值 、高含油量以及丰富的蛋

白质 ,在世界 100多个国家广泛种植 。随着科学技

术和经济的发展 ,国际资源交流和相互引种日益增

多 ,资源的保护以及与资源有关的知识产权的保护逐

渐受到人们的重视 ,相应的技术方法也随之产生。

扩增片段长度多态性 (amplif ied f ragment

leng th polymorphism , AFLP),是 1993年由荷兰科

学家 Zabeav 等[ 1] 发展起来的一种检测 DNA 多态

性的方法。该方法结合了 RFLP(rest rict ion f rag-

ment length polymorphism)技术和 RAPD(random

amplif ied polymorphic DNA)技术的特点 , 既具有

PCR的高效性 、安全性和方便性的特点 ,又具有

RFLP 可靠性好 、重复性高的优点 ,不需要了解基因

组信息 ,只需少量纯化的基因组 DNA 即可对整个

基因组 DNA 酶切片段进行选择性扩增 ,适合于所

有基因组的检测[ 2] 。它被广泛应用于各种生物方面

的研究 。与其他农作物相比 ,AFLP 技术在花生上

的研究范围和深度远远落后于其他农作物 ,为此 ,就

AFLP分子标记技术的基本原理 、技术流程 、特点及

其在花生领域的研究进行综述。

1　AFLP 的原理和技术流程

1.1　AFLP 技术的原理

AFLP的基本原理是先利用限制性内切酶酶切

基因组 DNA 产生不同大小的 DNA 片段 ,然后在其

两端接上双链人工接头的酶切片段 ,作为扩增反应

的模板 DNA 。接着用特定的引物(人工接头的互

补链)进行预扩增 ,随后进行选择性扩增 ,最后通过

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离检测获得 DNA 扩增片

段 ,根据扩增片段长度的不同检测出多态性 。利用

一套特定的引物在未知 DNA 序列的情况下 ,可在 1

次单个反应中检测大量片段 。AFLP 扩增可获得在

某一品种出现而在另一品种不出现的特定 DNA 谱
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带[ 3] 。因此 ,通过限制性酶切和 PCR扩增后得到的

DNA 多态性可作为一种分子标记。

进行 AFLP 分析时 ,一般应用 2种限制性内切

酶对基因组 DNA 进行酶切 ,一种为低频剪切酶 ,识

别位点为六碱基的内切酶;另一种为高频剪切酶 ,识

别位点为四碱基的内切酶。双酶切产生的 DNA 片

段长度一般小于 500 bp ,在 AFLP 反应中可被优先

扩增 ,扩增产物可被很好地分离 ,因此一般多采用稀

有切点限制性内切酶与多切点限制性内切酶相搭配

使用的双酶切
[ 4]
。目前常用的 2种酶是 4个识别位

点的 Mse Ⅰ和 6个识别位点的 EcoRⅠ 。

AFLP 接头和引物都是由人工合成的双链核苷

酸序列。AFLP 接头一般长 14 ～ 18个碱基对 ,由 1

个核心序列和 1个酶专化序列组成。常用的多为

EcoRⅠ和 Mse Ⅰ接头 ,接头 、与接头相邻的酶切片

段的碱基序列是引物的结合位点[ 5] 。AFLP 引物包

括 3部分:(1)5′端的核心碱基序列;(2)限制性内切

酶特定序列;(3)3′端选择性碱基序列。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:(1)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;(2)具有合适的 G 、

C 含量 ,一般 G+C的含量大于 50%;(3)接头不进

行磷酸化 ,避免接头间自连接 。

1.2　AFLP 分子标记技术流程

AFLP 反应程序主要包括模板 DNA 制备 , 酶

切片段扩增及凝胶电泳分析 3个步骤。

1.2.1　模板 DNA 制备　DNA 的酶切以及与人工

合成的寡聚核苷酸接头连接 。在进行 AFLP 分析

时 , 首先要制备高分子量基因组DNA , 然后用限制

性内切酶酶切(为了使酶切片段大小分布均匀 ,一般

采用双酶酶切), DNA 酶切完成后 , 经加热使限制

性内切酶失活 , 再把酶切片段连结到特定的接头

上 , 形成扩增反应的模板。

1.2.2　选择性扩增酶切片段　一般酶切片段要经

过连续 2 次 PCR 扩增。第 1次 PCR扩增为预扩

增 ,一般用带 1个选择性碱基的引物进行 ,第 2次为

选择性扩增 ,即预扩增反应的产物经过大量稀释后

用作第 2次扩增反应 ,所用引物 3′端有 3个选择性

碱基 。经两步扩增反应使产生的扩增结果更清楚 、

重复性更好。

1.2.3　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上经过

电泳分离 , 形成 DNA 指纹 , 凝胶经过干燥 、放射性

自显影后进行相应的产物检测 。目前最常用的方法

是银染检测法。

2　AFLP 技术的特点和不足之处

2.1　AFLP 技术的特点

2.1.1　样品用量少 ,检测效率高　AFLP 检测所需

要的样品 DNA 量较少 ,通常为 0.5μg 。Ervera 等

仅利用 2 个 AFLP 引物组合就揭示了从西班牙收

集到的 67个不同葡萄样品间的遗传相似性
[ 6]
。

2.1.2　多态性高　在任何情况下 , PCR扩增都会

产生大量反映生物个体内变异或非变异的条带。

AFLP标记具有比 RFLP 、RAPD 标记经济 、有效 、

可靠地揭示物种多态性水平的特点。李传友等[ 7] 将

AFLP标记与 RFLP 、RAPD标记进行了比较 ,认为

鉴别多态的功能顺序是 A FLP >RAPD >RFLP ,

AFLP是 DNA 多态性检测的一项重要技术。

2.1.3　可靠性好 ,重复性高　PCR反应中较高的

退火温度和较长的引物可将扩增反应中的错误减

少 ,使假阳性降低 ,可靠性增强。不断重复的 AFLP

反应显示出了其近乎完美的可重复性 。 Jones等[ 8]

研究表明 ,在欧洲 8 个不同实验室对同种材料进行

AFLP标记分析 ,其误差小于 0.6%,与微卫星标记

的效果相近 。

2.1.4　对模板浓度的变化不敏感　模板浓度在相

差 1 000倍的范围内可得到基本一致的结果。只是

模板浓度很低时 ,谱带强度较弱 ,有谱带发生缺失。

2.1.5　操作相对简便且样品适应性广　AFLP 技

术不需要 Southe rn 杂交 ,不需要制备探针 ,且不需

要预先知道被分析基因组 DNA 的序列信息 ,操作

较简单 ,易于标准化和自动化 。A FLP 技术适用于

任何来源和各种复杂度的 DNA , 如基因组 DNA 、

cDNA 、质粒 、某一个基因或基因片段 ,且不需要预

知这些 DNA 的序列特征 。用同样一套限制酶 、接

头和引物 ,可对各种生物的 DNA 进行分子遗传标

记研究[ 2] 。

2.1.6　稳定的遗传性　AFLP 标记在后代中的遗

传和分离中符合 Mendel 式遗传规律 , 种群中的

AFLP 标记位点遵循 Hardy-Weinberg 平衡 。

2.1.7　分辨率高　理论上 A FLP 可产生无限多的

标记数并可覆盖整个基因组 ,其中至少一些的标记

会存在变异区域 ,因此可以揭示任何生物有机体的

十分细微的遗传差异。

2.2　AFLP 分子标记的不足

虽然 AFLP 具有多态性丰富 、灵敏度高 、稳定

性好 、可靠性高 、不易受环境影响等优点 ,但也存在

着一些缺点 ,如由于 AFLP 技术所用试剂昂贵 ,操

作步骤多 ,任何步骤的失误均可导致整个试验失败。
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AFLP 分析需要同位素或非同位素标记引物 ,因此

在操作过程中必须具有特殊的防护措施以及配套的

仪器设备 。AFLP 对 DNA 纯度和内切酶的质量要

求较高 ,基因组 DNA 酶切不完全会影响试验结果

等。同时 AFLP 也存在着对模板反应迟钝 、谱带可

能发生错配与缺失等一系列问题 。此外 , AFLP 作

为一项专利技术 ,受到专利权保护 ,使用成本比较

高 ,还有资料表明 ,该方法在鉴别同源标记即等位基

因时还有一定的难度 ,在对等位基因的精确定位中

存在一定的局限性
[ 9]
。

3　AFLP 在花生上的应用

3.1　遗传多样性研究

开展遗传多样性研究有利于正确制定植物资源

收集保存策略 ,制定植物遗传多样性检验和分析方

法。对花生育种工作者而言 ,种质资源的遗传多样

性及其亲缘关系信息尤为重要。因此 ,研究人员对

花生的遗传多样性进行了广泛而深入的研究 。陈强

等[ 10]对 32个来源于中国不同产地的花生品种进行

了 AFLP 指纹图谱及相似性聚类分析。结果表明:

所有供试花生品种的遗传相似性为 35%,在 45%的

相似性水平上分为 3 个群 ,表明中国花生品种存在

遗传多态性 。

Liezel
[ 11]
采用 AFLP 分析评价了 21个南非栽

培花生基因组型的遗传多样性 ,并对使用的 2 种酶

进行了比较 ,但 2种酶组合都能有效检测密切相关

的栽培花生内遗传多样性 ,并对使用的 2种酶组合

EcoRⅠ/Mse Ⅰ和 Mlu Ⅰ/Mse Ⅰ进行了比较。结果

表明 ,尽管 EcoR Ⅰ/Mse Ⅰ比 Mlu Ⅰ/Mse Ⅰ酶组合

检测出更多的各个引物片段组合 ,分别为 67.8个和

29.7个 ,但是 2种酶组合都能有效检测密切相关的

栽培花生内遗传多样性。

夏友霖等[ 12] 对来自川渝地区的 2个亚种 4 个

类型的 43份主要花生种质资源和主要推广品种的

基因组 DNA 进行 AFLP 分析 , 120 对引物中每对

引物扩增出 30 ～ 110条带 ,平均约 60 条带 。其中

54对引物扩增后产生多态性带共 89条 ,每对引物

产生 1 ～ 6条 ,平均每对引物产生 1.648条差异条

带。结果表明 ,川渝地区花生品种存在遗传多样性 。

3.2　抗性相关分子标记研究

化学药剂对花生病害的防治效果并不理想。据

报道 ,药剂防效一般在 60%左右
[ 13-14]

。种植抗病品

种(系)仍是防治花生病害的有效方法。花生对黄曲

霉菌侵染的抗性 ,是以种皮的特殊生化成分及种皮

的完整性抵御黄曲霉菌的侵染与定殖 ,从而减低或

避免花生中的黄曲霉毒素污染。雷永等[ 15] 利用抗 、

感黄曲霉侵染的花生品种为亲本配制杂交组合“中

花 5号 ×J11” ,以其 F 2 分离群体为研究材料 ,采用

AFLP技术和 BSA 分析方法 ,获得了与花生曲霉菌

侵染抗性连锁的 2个分子标记 ,标记与抗性间的遗

传距离分别为 8.8 cM 和 6.6 cM ;并且利用获得的

分子标记对抗 、感黄曲霉的花生种质资源进行了分

子鉴定 。

姜慧芳等[ 16] 以栽培种花生 2个亚种 4个植物

学类型的 31份对青枯病具有不同抗性的种质为材

料 ,通过 AFLP 和 SSR 技术分析了其 DNA 多样

性 ,并与通过形态和种子品质性状揭示的表型多样

性进行了比较。结果表明 ,不同类型的抗青枯病花

生品种之间存在丰富的 DNA 多样性 , SSR揭示的

品种间遗传距离大于 AFLP 揭示的品种间遗传距

离 ,基于二者的聚类分析结果趋势一致 ,结合花生的

植物学类型 、地理来源和系谱分析 ,以 SSR的聚类

结果与表型性状的聚类结果更为吻合 。

侯慧敏等[ 17] 利用抗 、感锈病花生品种为亲本 ,

配制了杂交组合远杂 9102 ×ICGV86699 ,并利用

AFLP技术和 BSA 法对其 F 2 分离群体进行了分

析 。结果表明 , ICGV86699叶部均无夏孢子堆 ,表

现为高抗 ,远杂 9102 发病较重 ,表现为高感。对该

组合 F2 群体的 130个单株进行抗性鉴定 ,叶部无夏

孢子堆的植株为抗病 ,反之为感病。同时也获得了

与锈病抗性连锁的 2个分子标记 ,与抗性基因间的

遗传距离分别为 10.90 cM 和 7.89 cM 。根据抗性

鉴定结果 ,经χ
2
测验 ,锈病抗性符合 3∶1的分离比

例 。接着利用上面提到的分子标记对 F3 群体的 47

份材料进行验证 ,其中有 6份抗病材料在 F 3群体发

生了分离 ,抗感比例接近于 3∶1 ,其余的 41 份材料

没有发生分离 。其中标记 M3L3-460 在 30个抗性

材料中均有带 ,而在 17个感病材料中均没有带 ,分

子标记与抗性的符合率达 100%。

3.3　构建花生指纹图谱

AFLP 标记是选择扩增基因组 DNA 酶切片段

所产生的多态性 ,这种多态性是因扩增片段的长度

不同而被检测出来的。AFLP 标记分辨率高 ,结果

可靠 ,因而非常适合绘制品种的指纹图谱 。

翁跃进等[ 18] 利用 AFLP 技术对从国际半干旱

所(ICRISA T)引进的 9 份花生抗旱品种绘制指纹

图谱 ,通过引物 E-ACA 和与之匹配的 M-CAG 和

M-CA T ,在 300 ～ 6 000 bp的范围内共获得 1 577条

AFLP 扩增产物 ,每个品种有主带和次带至少 71

条 ,其中 10 条为多态性的条带 。He 等
[ 19]
利用
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AFLP 技术对花生栽培种进行多态性鉴定 , 64 对

AFLP 引物中有 28对检测出 DNA 多态性 。

3.4　花生根瘤菌研究

AFLP 技术在花生根瘤菌研究中也有着广泛的

应用 。

3.4.1　花生根瘤菌竞争结瘤的研究　陈强等
[ 20]
以

5株慢生型花生根瘤菌和天府 3号花生为材料 ,用

AFLP 技术研究了慢生型花生根瘤菌 Spr2-9 、Spr3-

3 、Spr3-5 、Spr4-5和 Spr7-1的遗传特性和竞争结瘤

能力 。结果显示 ,传代次数对菌株的遗传性状无明

显影响 。将供试慢生型花生根瘤菌分别接种天府 3

号花生 ,光照培养 30 d后 ,随机各取 4个根瘤 ,从根

瘤中提取类菌体 DNA 进行 AFLP 分析 ,各根瘤类

菌体 DNA 的 AFLP 指纹图谱与该菌株纯培养物

AFLP 指纹相同。将 5个菌株混合接种天府 3号花

生 ,不同菌株的占瘤率存在差异 , Spr3-3 和 Spr3-5

的竞争结瘤能力最强 ,两菌株的占瘤率之和为 85.

4%,Spr2-9的竞争结瘤能力最差。

3.4.2　花生根瘤菌的遗传多样性　张小平等[ 21] 采

用 AFLP 分子标记技术 ,对分离自中国 、津巴布韦 、

以色列的 133株慢生花生根瘤菌和 13个代表菌株

的 DNA 扩增长度多态性进行了分析 ,并根据各供

试菌株的遗传相似性进行了聚类分析。结果表明 ,

慢生花生根瘤菌的 AFLP 有很高的多态性 ,每个菌

株的谱带均与其他菌株完全不同 ,这充分说明花生

根瘤菌群体内存在的遗传多样性。

4　展望

AFLP 分子标记应用于花生方面的研究 ,目前

多集中于花生遗传多样性 、构建花生指纹图谱等方

面的研究
[ 22-23]

。虽然花生的分子标记研究取得了一

定的成果 ,但还有许多方面工作有待深入研究 。今

后应重视应用有效的 AFLP 分子标记技术对花生

属种质资源的亲源关系 、分子标记辅助育种 、遗传图

谱构建以及优质 、抗病等优良基因的发掘等方面的

研究 ,为花生的品种改良提供重要的理论依据 。
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