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在名目繁多的分子标记中，基于Southern杂交的RFLP技术一直倍受人们的青睐，这主要归因于其结果稳

定可靠、重现性好。但其实验流程长、耗资大、信息量小以及以放射性同位素为主的标记技术让众多的实验者不

愿接受。于是人们一直试图发展基于 PCR技术的分子标记，其中最普及的莫过于RAPD技术，这一显性标记

虽在一定程度上提高了识别效率，但其低重复性让众多的研究者感到无奈。AFLP是一种将 RFLP与 PCR相结

合的标记技术，它信息量大，可产生无限的标记数目，但因其操作繁琐、大剂量同位素的使用而使人望而生畏。

目前，在这一领域中，人们越来越多地使用另外一种以PCR扩增为基础的分子标记，即微卫星标记。

微卫星（M icrosatellite）是指以少数几个核昔酸（多数为 2-4个）为单位多次串联重复的DNA序列，人们也称

之为简单序列重复（simple sequence repeats)、短串联重复（short tandom repeats）或简单序列长度多态性（simple se-

quence length polymorphism) ( 1) a 1982年，Hamada等在人心肌肌动蛋白（Ha-25）的内含子中发现了一个重复
25次的（(dT-dG）序列，同时指出这一序列在人及其它真核生物的基因组中广泛存在，并与Z-DNA的形成有

关（2, 3)。由于微卫星寡核昔酸的重复次数在同一物种的不同基因型间差异很大，于是这一技术很快便发展为一

种分子标记〔4)，并首先在人类和小鼠中构建了以微卫星为主的分子连锁图谱(5.6)．在植物中，这一技术的运用

相对较晚，但目前已在多种植物中发展了微卫星标记并用于遗传作图和种质鉴定等，如拟南芥〔7〕、大麦(8.9)

大豆〔10)、水稻( 11. 12)、小麦（”，、玉米（1, 14)、番茄〔15, 16)、葡萄（”，和苹果〔18，等。这一标记由于操作简

便、稳定可靠，而有逐渐取代RFLP标记之趋势。

1微卫星在真核生物基因组中的广泛分布

在真核生物中大约每隔10--50kb就存在1个微卫星（(19)，且人们从一开始就认识到微卫星在基因组中的分

布是随机的，不仅可以存在于内含子中，也可存在于编码区及染色体上的其它任一区域〔”。它们主要以两个核

昔酸为重复单位，也有一些微卫星重复单位为3个核昔酸，极少数为4个核昔酸或更多。人和动物中的微卫星重

复单位主要为（(TG)，人类和小鼠遗传图谱的构建也是以这类微卫星为主"-') , Hamada等列出了各种真核生物

含有poly(T-G)n元件的可能拷贝数（表1)，并指出基因组大的生物似乎含有更多的拷贝数〔”。

在植物中微卫星重复单位的碱基组成及拷贝数依不同的物种及序列来源而异（表 2和表3)。结合表 2和表3

可以看出，各种植物以检索结果估计的微卫星数普遍比从基因组文库中估计的数目多。而且重复单位的寡核昔酸

组成也不一样，从基因组文库筛选的含有微卫星的克隆重复单位以（GA）和（AC）为主（表 2)，而从DNA数据库检

索的结果中重复单位主要为（AT) (20)．由于目前数据库中的DNA序列，主要是一些结构基因，尚不能反映整个

基因组的全貌。这可能是造成这两种方法对微卫星数目估计差别很大的原因。从上述分析不难推测，在结构基因

区含有微卫星的频率要高于非结构基因区，而不同的重复单位在不同的染色体区域出现的频率也不一样、即
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(AT)n主要出现在结构基因内或其附近区域，而（GA)n和（AC)n的分布则远离结构基因区。

表1 几种真核生物基因组中含有poly(T-G)n元件的可能拷贝数

物 种 基因组大小（bps) 可能拷贝数 物 种 基因组大小（bps) 可能拷贝数

人 3x109 5x104 爪始 2 x 10"0 10+[5 ] 

牛 3x109 3x104 肚 6x109 2 x 10' 

小鼠 3x109 105 果蝇 2 x 108 2 x 103 
鸡 109 4 x 103 酵母 10' 102 

注：探针 poly(A-C/ T-G)n中的n值为25,

表2 几种植物微卫星的主要重复单位及其拷贝数（来源于基因组文库）

物 种 基 因 组 主要重复单位及拷贝数 微卫星总数 作 者

GA AC 

小麦 1.6 x 10'0 7.5 x 104 5.5 x 104 1.5x1护 MaZQ等 （1996) 

玉米 2.5 x 109 3.1 x 10' 1.9 x 103 5.7 x 103 Taramino G等 （1996) 

水稻 4.3 x 108 1.36 x 103 1.23 x 103 3.8 x 103 Panaud O等 （1995) 

大麦 4.87 x 109 1.5 x 104 7.8 x 103 Liu Z W 等 （1996) 

番茄 9.5 x 108 8 x102 8 x102 Brown P等（1996) 

表3 通过 EMBL对几种植物微卫星的检索结果

物 种 检索 DNA长度 微卫星数目 估计总数目 物 种 检索 DNA长度 微卫星数目 估计总数目

(kbs) (kbs) 

大麦 156.4 1 3.1 x 104 玉米 410.5 7 4.3 x 104 
小麦 144 7 7.8 x 105 番茄 195.5 6 2.9 x 104 

水稻 208 9 1.8 x 104 拟南芥 424.2 6 2x10; 

值得注意的是，并不是所有的微卫星都严格按照重复单位的碱基组成串联重复，这种重复可能被另外一些核

昔酸所打断，形成不完整的微卫星。这可能是由于碱基的替换、错配及不均等交换所致〔”，。

2微卫星分析的一般流程

微卫星分析的关键在于开发基因组中某个微卫星两侧的引物序列。如果有现成的微卫星引物，在 PCR扩增

后，即可利用电泳技术进行分析。以下根据流程的先后，分4个步骤进行介绍，前两步是为开发新的微卫星引物

所必须的。一般的实验室应用已知的微卫星引物进行多态性分析，只需掌握后两步即可。

2.1微卫星序列的获得

这是微卫星分析的第一步，也是最复杂的一步。通常有两种途径可获得这一序列。

2.1.1从基因组文库中获得含有微卫星的阳性克隆 首先构建某种生物的小片段（300---800bps）插人文库，再用

含有特定微卫星序列的探针去筛选这一文库中的阳性克隆，随后对这些阳性克隆进行序列测定即可。为了提高筛

选效率，可以构建富含微卫星的小片段基因组文库，Karagyozqov等在筛选小鼠小片段插人文库含poly(CA)n

的克隆时，经过两轮富集，阳性克隆从1％提高到40% (22)。为了减少测序的工作量，有必要对所有的阳性克隆

进行预检测，即通过PCR扩增去除那些空载体或插人片段不在所要求范围内的克隆。也可通过设计引物排除那

些微卫星序列在插人位点附近的克隆，因这些克隆无法确定微卫星两侧的保守序列〔23.24)。

2.1.2通过检索GenBank, EMBL和DDBJ等DNA序列数据库 相对而言，这种搜索微卫星序列的方法简

便、易行，随着公布的DNA序列越来越多，人们可以轻而易举地从互联网上获得含有微卫星的序列。这一方法

可以省去构建基因组文库、杂交、测序等繁琐的工作，但所获得的微卫星信息往往不如基因组文库。如Akagi

从DDBJ数据库中搜索了11798个水稻序列，找到了369个微卫星〔25)，而从水稻基因组文库中估计则有5 700
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一10 000个微卫星。

2.2微卫星引物的设计

由于微卫星两侧的序列在同一物种间是高度保守的，即可据此设计引物，用以扩增同一物种甚至不同物种其

它基因型的微卫星片段。引物设计的原则同一般PCR扩增引物的设计，简单地讲．微卫星重复序列两侧的引物

在基因组内应具有高度的专一性。每条引物一般为18-24个核昔酸，(G十C)％含量接近50% (Tin值为60℃左

右）。避免引物内二级结构的产生及某个核昔酸的连续出现，3’一末端最好富含GC, PCR的扩增产物在100--

3 00b ps之间。

2.3 PCR扩增

引物设计好后，只要合成引物就可对微卫星进行扩增了。由于其是特异性扩增、相对来说，重现性和稳定性

都较好。但由于每对引物的（G十C)％含量不同、扩增产物的长度有异，因此、有必要给每对引物一个合适的扩增

条件。这一般可通过改变退火温度、缓冲液中Mg 2+的浓度及循环数来获得清晰可靠的条带〔16.26)。Tautz在讨

论这一问题时指出，当第一对引物扩增到后期时，可通过加人另一个与目标序列互补的引物来去除那些由于引物

与其它位点的同源性而产生的非相关扩增条带。但他同时也指出，尽管通过多次预实验来改变反应条件，也不能

完全避免某些PCR扩增所带来的假带(19)。

2.4对扩增产物进行检测

由于扩增的片段短（一般小于300bps)，基因型间的差异小（一般为几个bps)，故通常使用分辨率高的聚丙烯

酸胺凝胶电泳。早先的研究趋向于在扩增时加人某种含有放射性标记的dNTP，再将扩增产物经变性聚丙烯酞胺

凝胶电泳后，通过放射自显影显示出结果〔11. 12)。这一方法虽然灵敏度高，条带清晰，但由于放射性同位素的使

用而使其黯然失色。利用银染来检测扩增产物可避免操作同位素的危险，也不会降低灵敏度〔21)。银染的分辨率

很高，能检测出lng以下的DNA。但聚丙烯酞胺凝胶电泳操作起来总没有琼脂糖凝胶电泳那样得心应手。Wu

等在检测水稻13个微卫星的多态性时，有3个经过4％的琼脂糖凝胶电泳在两个亲本间找到了多态川〕，而

Akagi利用3% Metaphor琼脂糖凝胶（(FMC公司）电泳在35个水稻微卫星标记中，有28个标记在两个亲本间显

示出多态〔25)。如能用琼脂糖凝胶电泳代替变性聚丙烯酞胺凝胶电泳，则微卫星的操作程序还可进一步简化。这

样，任何一家实验室只要有一台PCR仪，即可对其进行分析。我们建议，如果PCR产物在高浓度（3--4%）的琼

脂糖凝胶上检测不出多态性，则可再进一步进行变性或非变性聚丙烯酞胺凝胶电泳。

3微卫星长度的多态性

由简单序列的重复次数所造成的多态性常常表现为复等位性，在不同的基因型间广泛存在。多数研究者认为

这种多态性起因于复制过程中的滑动（Slippage) (2' zs) o Panaud等利用25对引物，对20个亚洲栽培稻进行扩
增，每对引物的位点数从2到9不等，平均为5，而当同时扩增稻属另外4个种时，平均每对引物的位点数上升

到8。而且遗传距离越远，多态性越丰富，如亚洲栽培稻（基因组为AA）与药用野生稻（基因组为CC)。为了阐明

这种多态性的分子基础，他们又对其中一对引物 RM16在3个栽培稻品种IR24, DGWG和IR127的扩增产物

进行了序列测定。结果发现，除微卫星中寡核昔酸的重复次数不同外，其它序列在3个品种中完全一样〔11)。他

们认为、重复次数的多寡与多态性之间不存在相关性，但 Valdes等认为在人类中重复次数低于5的微卫星几乎

检测不出多态性〔29) o Smulders等根据对茄科的220个微卫星序列分析表明，重复次数多的微卫星既能在种

间，又能在品种间产生多态性，而重复次数少的微卫星，仅能在种间产生多态（表4) c 16)。

从表 4可见，不论重复次数多少，微卫星在种间的多态性都高达70̂-90%，而只有长的微卫星在品种间多

态性才丰富，达 60 。有意义的是，他们利用从番茄中获得的引物去扩增同一科另一属中土豆的微卫星，结果

有50％的引物仍可扩增出产物。同样，利用来自土豆的7对引物去扩增番茄，有3对可扩增出产物。这意味着

同一科不同属间可共享某些引物，这可望解决某些物种已知微卫星引物数目少的困难。但显然这与属间的亲缘关

系紧密相关，如只有 14％的番茄引物可在另一亲缘关系较远的辣椒属中的胡椒中扩增出条带。
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4微卫星标记的应用

4.1用于遗传疾病的诊断

人们发现至少有3种遗传病与人体内的微卫星有关〔29)。这类微下星主要以3个核昔酸为重复单位，但重复

次数却不稳定．正常的个体在微卫星座位上的重复次数都有一个严格的上限，由于一些未知的机理，某些个体微

卫星重复单位的重复次数超过这一上限，处于一种前突变状态（Premutational state)，而它们后代的重复次数则会

急剧增加，可达几千拷贝以上。如Fragile X基因中（(CGG）的重复次数在正常家族中为6-54，大多为29个重

复，而在前突变体中的重复次数为50-200,病变的个体则有200̂-1 500个拷贝。据此，即可由扩增片段的大小

来诊断与微卫星突变有关的疾病。

表4微卫星长度对茄科种间和品种间多态性的影响程度
品种间 重复数 ＿．、＿＿．｝有多态性的座位数 多态性座位百分数 种 间 重万教 座位数 有多态性的座位数 多态性座位百分数

座 仅 数

番茄 4-8 18 1 6 番茄属 4̂-8 18 15 83 

7个 9.11 8 3 36 4个 9--11 8 7 88 

品种间 >12 10 6 60 种间 >12 10 7 70 

4.2用干构建遗传图谱

这是微卫星标记的一个主要用途．它是一种共显性标记，不仅简化了遗传分析过程，且利于不同作图群体间

的标记转换〔18)．它也是一种STS标记，便于从遗传图谱向物理图谱过渡〔30,31)a 1996年，Dietrich等建成了一

张含有7 377个遗传标记的小鼠连锁图，其中有6 580个是微卫星标记〔‘〕，而Dib等构建了一张含有5 264个

微卫星标记的人类遗传图谱c 5)。其它如大鼠C 32)、牛（川和羊〔34)的基于微卫星的连锁图谱也逐渐发展起来。

在植物的遗传图谱中，微卫星标记还没有占据主导地位，目前只是将其添加到以RFLP标记为主的连锁图上。

如Bell和Ecker将30个微卫星标记添加到拟南芥的连锁图上〔’〕．Akkaga等将34个微卫星标记置于大豆的连
锁图上，其它作物如大麦(8)、水稻(23, 24)和玉米（14)中的研究也类似。最近，Chen等将94个最新发展的及27

个以前报道的微卫星标记整合到了水稻4个群体的RFLP框架图上，平均每16--20 cM就有一个微卫星，没有

发现微卫星标记集中分布于着丝粒或端粒附近〔24)。目前，我们实验室的水稻窄叶青8号x京系17的DH群体

的遗传图谱已含 89个微卫星标记（徐云碧等，科学通报，待发表）．从人和动物遗传图谱来看，构建以微卫星标

记为主的植物遗传图谱也是完全可能的。拟南芥、水稻、番茄、土豆和玉米在遗传图谱上l cm分别相当于物理

距离的150 kb, 300 kb, 500 kb, 1 000 kb和1 500 kb 1211．这样，在拟南芥中每1 cm就有2.5个微卫星，而在

基因组较大的物种如水稻中每 1 cm就有 4个以上的微卫星标记。由此可见，仅以2个、3个和4个核昔酸为重

复单位的微卫星标记就足以构建饱和的遗传图谱甚至STS物理图谱．

4.3用干种质鉴定

由于微卫星座位的复等位性，使它易于鉴别同一物种的不同基因型．Olufowote等指出选择4个微卫星标记

即可有效地评估栽培稻内的不同品种间的异质性（( 3s) e Powell等指出微卫星比其它分子标记如RFLP, RAPD

和AFLP更能揭示遗传多样性(36)。Guifford等利用3个微卫星标记就能区分21个苹果品种〔18)，而Akagi等

利用高度多变的含（AT)n的17个微卫星标记，成功地区分了59个亲缘关系极近的梗稻品种〔37)。同样可用这类
标记来鉴别种子的纯度和真假杂种，当然也可用此来研究物种的系统发生、亲缘关系及起源。

另外，微卫星标记还可用于基因定位及分子标记辅助育种．Bligh定位了一个与水稻糯性基因紧密连锁的微

卫星标记‘383．Yu等找到一个微卫星标记与大豆抗花叶病毒基因紧密连锁(39)。Zhang等利用微卫星标记来预

测产量和估计杂种优势〔40)．同样，可用微卫星标记来提高选择携带外源基因植株的效率，以便在育种早期排除

那些非必需染色体区段。遗传学发展到今天，不管是理论上的研究，还是实践上的应用，都离不开分子标记这一

手段．微卫星标记虽然设计和合成引物工作繁琐、费时、耗资大，但这一工作只需少数实验室来完成，一般实验
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室均可应用现成的微卫星标记进行简单易行的常规分析，这是 RFLP标记所无法攀比的．相信，微卫星标记在

遗传学和育种学中将成为一种不可缺少的分子标记，发挥其独特的优势。
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