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摘要：在比较遗传分析中常用的随机 DNA 分子标记及目的基因标记的基础上，综述高等植物中最新定义的分

子标记类型，即功能性分子标记，它包括间接类型及直接类型的功能性分子标记。功能性分子标记是建立在关联

分析或近等基因系中等位基因的功能性基序中单核苷酸多态性位点基础上的一类新型显性分子标记，它不依赖于

分子遗传作图；利用该标记可大大提高分子标记辅助选择的效率。 
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Abstract: The authors have reviewed one new kind of molecular marker in higher plants, functional markers (FMs), based on 
comparisons with random DNA markers (RDMs) and gene targeted markers (GTMs) that are usually applied in genetic analysis. 
FMs include direct functional marker (DFM) and indirect functional marker (IFM). FMs are derived from polymorphic sites within 
gene motifs causally involved in phenotypic trait variation, which exhibit dominant genetic characters. FMs are independent of 
molecular genetic mapping and may enhance the efficiency of marker-assisted selection in crops breeding. 

Key words: Functional marker; Random DNA marker; Gene targeted marker; Allele gene; Single nucleotide polymorphisms; 
Higher plants 

 
遗传标记通过遗传作图最初用于确定基因在染色

体上的顺序，1913 年 Sturtevant 首次在果蝇中采用了

6 个形态学性状完成了第一张遗传图谱[1]，随后，Sax
等在大豆的研究中利用遗传标记提出质量/数量性状

（种子颜色和种子大小）位点的遗传连锁[2]，如今，

遗传标记被广泛应用于高等植物的基础生物学、育种、

基因分离、分子辅助基因渐渗及品种保护等方面的研

究[3]。遗传标记的类型也从最初的形态学标记发展到

现在的 DNA 分子标记。尽管形态学标记比较直观，

然而其受环境的影响较大，数量有限，并且有些性状

需到植物发育后期才能完成标记，再加上基因多效性

引起的形态标记之间互作影响等不利因素，使得形态

学标记的应用受到了很大限制。DNA 分子标记是以个

体间核苷酸序列变异为基础的遗传标记，直接在 DNA
水平上检测生物个体之间的差异，是生物个体在 DNA
水平上遗传变异的直接反映。自 20 世纪 70 年代

Grodzicker 创立限制性酶切片段多态性（restriction 
fragment length polymorphism，RFLP）标记技术以   
来[4]，众多基于 Southern 杂交或 PCR 扩增技术的 DNA
分子标记陆续建立起来并应用于高等植物遗传分析
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中，如 RAPD（random amplified polymorphism DNA）[5]、

SSR（simple sequence repeat）[6]、AFLP（amplified 
fragment length polymorphism ） [7] 、 SNP （ single 
nucleotide polymorphism）[8]等，另外还有在上述标记

基础上开发出来 AP-PCR、ISSR、STS、CAPS、SCAR
等分子标记[9,10]。此类 DNA 分子标记所检测的多态性

在基因组的位置大多为随机分布，因此可以通称为随

机 DNA 分子标记（random DNA markers，RDMs）。

RDMs 的发展大大提高了人们对基因组多样性、遗传

作图等的研究效率[11]，然而，由于遗传重组引起的

RDMs 与目的等位基因位点之间的遗传连锁问题限制

了 RDMs 作为诊断性分子标记的应用[12]。随着结构及

功能基因组学的飞速发展，基于目的基因开发形成的

目的基因标记（gene targeted markers，GTMs）及功能

性分子标记（functional markers，FMs）成为一类新型

分子标记类型。 

1  功能性分子标记的概念 

随机 DNA 分子标记基于基因组中随机多态性位

点开发而成，目的基因标记基于基因与基因之间的多

态性开发而成，而功能性分子标记基于功能基因基序

（motif）中功能性单核苷酸多态性（SNP）位点开发

而成。RDMs 与 GTMs 的开发可以不依赖于表型，而

基于功能基因基序中单核苷酸多态性位点开发而来的

FMs 则需要与表型直接相关。先前有关来源于功能基

因的分子标记在植物育种[13~15]、生物多样性[16]及人类

遗传[17,18]研究中已经开始应用，例如，“功能标记”、

“目的基因标记”及“诊断标记”等名词出现[14~16]，

但是都没有明确提出“功能性分子标记”这个概念。

Andersen 和 Lübberstedt 在 2003 年最早定义了功能性

分子标记的概念，即与表型相关的功能基因基序中功

能性单核苷酸多态性位点开发而成的新型分子标记，

功能性分子标记又可以分为直接类型功能性分子标记

（direct functional maker，DFM）和间接性类型功能性

分子标记（indirect functional marker，IFM）[19]。表 1
中比较了不同类型分子标记的 DNA 来源、多态性位

点的功能、功能序列的分析方法、标记开发的费用及

标记的有效性等特点，表 1 中可以看出功能性分子标

记由于其完全关联功能性基序，在应用上比 RDMs 和
GTMs 更具有优越性[19]。相对于 RDMs 和 GTMs，FMs
可以不用首先对世代群体作图而直接利用，因此也避

免了由于重组引起的遗传信息的丢失，可以更好地表

现自然群体或者育种群体的遗传变异。总的来说，FMs
具有以下几个特点：（1）更有效地固定群体中的等位

基因；（2）有助于控制平衡选择；（3）有助于筛选

自然群体及育种群体中的等位基因；（4）在育种中有

助于组合影响相同或不同性状的等位 FM；（5）有助 
于构建连锁的 FM 单倍型。 

 
表 1  不同类型分子标记的标比较  

Table 1  Comparison of marker type 

标记类型 
Marker type 

DNA 序列来源 
Origin of DNA  
sequence 

多态性位点功能 
Function of  
polymorphic site 

分析方法 
Method for functional sequence 
motif characterization 

标记开发费用 
Marker development  
costs 

标记的有效性 
Quality of marker

RDM 

GTM 

IFM 

DFM 

未知 Unknown 

基因 Gene 

基因 Gene 

基因 Gene 

未知 Unknown 

未知 Unknown 

功能基序 Motif 

功能基序 Motif 

- 

- 

关联分析 Association study 

近等基因 Isogenic gene 

低 Low 

低 Low 

中 Middle 

高 High 

低 Low 

中 Low 

高 Middle 

高 High 

RDM：随机 DNA 分子标记；GTM：目的基因分子标记；IFM：间接类型功能性分子标记；DFM：直接类型功能性分子标记（参考 Andersen[19]）。下同 
RDM: Random DNA marker; GTM: Gene targeted marker; IFM: Indirect functional maker; DFM: Direct functional maker. The same as below 
 

2  功能性分子标记的开发 

功能性分子标记的开发首先需要鉴定出群体中与

表型相关的功能基因的功能性基序的序列，具有明确

基因功能的基因分离是功能性分子标记开发的前提。

尽管目前在基因数据库（GenBank+EBI+DDJB）登录

的基因序列已经有相当大的数量，但是已明确具体基

因功能的基因仍然不多，在模式植物拟南芥中（约 25 000

个基因），仅有 10 %的基因明确了具体的功能，在其

它物种中，具有明确具体功能的基因相对更少。然而，

基于同源序列功能推测的方法，在其它物种中推定的

功能基因约为 30%～50 %。采用这种同源推测方法及

植物基因组的线性关系，已成功鉴定出了大量农艺性

状相关的基因[20~23]。另外，通过利用 RNA 干扰[24]、

T-DNA和转座子基因标签[25,26]及基因表达QTL作图[27]

等方法也鉴定出了许多功能基因。总之，随着分子遗
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传学、分子生物学与功能基因组学等的发展，越来越

多的功能基因被分离及验证。 
2.1  间接类型功能性分子标记 

多态性的等位序列是功能性分子标记开发的必要 
条件，然而，迄今为止，大规模基因组序列或表达序

列标签主要集中在一个物种中的一个基因型或少数几

个基因型中[28,29]，因此，仅有少数基因可以比较其等

位基因的序列多态性[30,31]。由两个个体同一位点上平

均序列分歧决定的核苷酸多样性在物种及种间存在相

当大的变异[32~37]，其中，自花授粉物种的变异远低于

异花授粉物种[38,39]。关联分析方法（association studies）
依赖于以基因组中等位基因单倍型的非随机性为基础

的连锁不平衡（linkage disequilibrium，LD），关联分

析方法可以用来鉴定表型相关的基因和基因内部的功

能基序[30,31]。采用关联分析，除了要鉴定出大量等位

序列以外，植物群体表型特点的获得同样非常重要。

准确区分基因内多态性对表型变异的效果要求基因组

具有低的 LD 水平，在模式植物拟南芥中，存在 LD
的位点一般在几十 kb 以内，即超过几十 kb 的两位点，

由于重组原先的 LD 就会消失[40]，而在玉米中只有距

离小于 1 kb 的位点才有可能存在 LD[30,41]。因此，在

类似玉米低水平 LD 值的物种中，关联分析方法在分

离基序中具有非常大的潜力，例如分离与表型相关的

核苷酸片断或者插入缺失序列，同时关联分析也可以

获得此类基序的等位影响。然而，关联分析在区分单

倍型结构中一些表型中性位点的成因时存在局限   
性[30]，另外，物种的遗传背景也会影响到关联分析的

结果，同时，统计学的方法已经用来控制未知群体的结

构[42]，关联分析方法只提供了序列基序间接或者统计

上的证据，因此，这种开发策略得到的功能性分子标

记被称为间接类型功能性分子标记（图）[19]。 
2.2  直接类型功能性分子标记 

 

 
 
EMS: Ethylmethane sulfonate; HR: Homologous recombination; TILLING: Targeting-induced local lesions in genomes 

 

图  不同类型分子标记描述 

Fig.  Definition of marker types based on the level of functional characterization 

 

直接类型功能性分子标记可以通过直接比较近等

基因系中功能基序的差异。近等基因型可以通过采用

TILLING（targeting-induced local lesions in genomes）
技术筛选大规模群体获得，另外还可以通过同源重组

得到（homologous recombination）。TILLING 技术最

早 用 来 筛 选 模 式 植 物 拟 南 芥 经 EMS （ ethyl 

methanesuffonate）诱导的突变体，通常为 C/G 到 T/A
的转换，因此，很多靶基因常会发生无义等位突变[43]。

采用此方法，在豆科植物（Lotus japonicus）中，每     
3 000 株植株中可以检测到一个对于 SYMRK 基因结构

域特异性突变。因此，结合表型和 TILLING 的方法可

以直接检测到自然或者诱导的突变多态性位点，由于
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EMS 可以诱导大量的突变，目前，结合 TILLING 方

法在作物中的应用非常广泛。此外，通过遗传转化将

等位位点转化至近等基因系中可以直接验证基序中多

态性位点突变后的功能。但是由于高等植物遗传转化

过程中，T-DNA 在基因组中大多为随机插入整合，位

点效应及多点插入等原因可能会影响到覆盖等位基因

间的数量表型效应，这些问题可以通过基因位点目的

性同源重组来解决[44]。总之，EMS 诱变结合 TILLING
的方法是目前最有效的检测等位基因功能基序单核苷

酸多态性位点的方法，这种开发策略得到的功能性分

子标记被称为直接类型功能性分子标记（图）[19]。 

3  功能性分子标记的应用 

随着越来越多的功能基因及其等位基因的分离和

注解，功能性分子标记已成为继 RDMs 和 GTMs 之后

的又一新型分子标记，可以大大提高标记的效率。由

于 FMs 完全与功能基因的功能性基序相关，因此，它

比 RDMs 和 GTMs 更具有优越性，表 2 中列出了一些

已报道的可能用于开发功能性分子标记的功能基因，

目前这些基因主要集中在一些大田作物中，如玉米、

小麦及水稻等。 
在植物育种中，采用 RDMs 标记时进行 QTL 作 

 
表 2  可用于功能性分子标记开发的候选基因 

Table 2  Candidate genes for functional marker development 

物种 Species 基因 Genes 性状 Traits 参考文献 References 

玉米 Maize  

 

谷类植物 Cereals  

水稻 Rice  

 

 

小麦 Wheat  

 

 

 

 

 

 

油菜 Oilseed  

番茄 Tomato  

西瓜 Watermelon  

几种作物 Several plants  

几种作物 Several plants  

Dwarf8 

tb1 

Dwarf8 orthologs 

GBSS 

AOX 

xa-5 

Cre3 

Lr10 

Wx 

Pina 

PPO 

Rht 

Vrn 

VFR2 

fw2.2 

LCYB 

NBS-LRR 

ERF 转录因子 ERF transfer factor 

开花时间 Flowering time 

株高 Plant height 

株高 Plant height 

品质 Food quality 

低温胁迫 Cold stress 

稻瘟病 Bacterial blight 

抗线虫 Nematode resistance 

抗锈病 Leaf rust resistance 

淀粉合成 Granule-bound starch synthase 

谷粒质地 Grain texture 

多酚含量 Polyphenol oxidase activity 

株高 Plant height 

春化作用 Vernalisation 

春化作用 Vernalisation 

果实大小 Fruit size 

茄红素 Lycopene 

抗病 Resistant disease 

胁迫响应 Stress response 

30 

45 

46～48 

49 

50 

51 

52 

53 

54 

55 

56 

46, 57 

58, 59, 60 

61 

62 

63 

64 

65 

 

图，不同的杂交群体需要重新进行RDMs标记，而 FMs
的应用可以不用事先构建作图群体和遗传图谱而直接

应用，这在构建分离群体亲本材料的选择、系谱选择

及近交选择等育种工作中非常方便；同时，在杂交育

种及复合育种中 FMs 可以将功能等位基因整合到一

起，从而防止群体选择和循环选择中有益基因位点的

遗传漂移；此外，FMs 还可以通过在不同变种中选择

等位基因与表型相关的功能性位点的存在和缺失情况

来评价和区分种质。在水稻中，抗稻瘟病基因 xa-5 为

隐性遗传，因此在表型选择抗稻瘟病时候速度就非常

慢，常规的分子标记辅助选择存在标记与 xa-5 基因不

直接连锁和重组后分离的问题， Iyer-Pascuzzi 和

McCouch 通过将 xa-5 等位基因中功能性 SNP 位点转

化成 CAPS 标记，从而开发成功能性分子标记，可以

快速直接筛选带有 xa-5 功能性位点的材料和变种，并

且具有 100 %的可靠性，大大提高水稻抗稻瘟病育种

进程[51]。尽管目前全球的气候呈现变暖的趋势，但是

在很多情况下，植物的生长发育仍旧会遇到低温胁迫

的影响，造成生长发育受阻或者减产。高等植物线粒

体中存在一条特殊的呼吸途径，即线粒体交替氧化酶

途径，线粒体交替氧化酶基因在很多情况下被认为与

低温胁迫相关，近年来，众多研究发现在植物受到环

境胁迫时，线粒体交替氧化酶基因及交替氧化酶的活

性明显提高[50,66~68]。Abe 等研究发现 OsAOX1a 基因在

不同水稻变种中有一个 SNP 使得该位点编码的氨基

酸从赖氨酸（Lys）变成天冬氨酸（Asn），结果 OsAOX1a
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基因所编码的蛋白质也从 32 kD 变成 34 kD，该位点

突变与水稻低温胁迫能力相关（Lys 位点耐低温胁迫，

Asn 位点不耐低温胁迫）[50]，因此，认为 AOX 基因可

能可以用于低温胁迫的功能性分子标记的开发[68,69]。

另外，Bang 等最近在西瓜瓤色的研究中发现，LCYB
基因单核苷酸多态性位点，在黄瓤西瓜中为 T 位点，

红瓤西瓜中为 G 位点，其杂合 F1 中 T/G 都存在，并

将这个位点转化成 CAPS 标记，可以明显区分不同瓤 
色的西瓜变种[63]。 

FMs 在遗传作图中表现十分优越，采用 RDMs（或

GTMs）标记进行遗传作图时，需依赖于标记与目标

基因座的连锁、标记与目标基因座的遗传距离、预期

跟踪的基因数目及连锁世代群体的数量，因此，表型

的确定至少需要进行 1 次标记选择来确定目的基因的

存在。然而，这可以通过 FMs 在回交过程的前期选择

来解决。此外，由于重组的相对缺乏，许多大的染色

体片段在不同世代间传递，导致许多目的基因与一些

不理想的基因一直保持连锁，尤其是一些性状不太理

想（具有 1 个或少数几个好的性状）材料作为回交的

供体时[70]。而 FMs 直接来源于功能基因的功能基序，

因此是与目标基因座完全连锁的，采用 FMs 的前期选

择比采用 RDMs 的前期选择具有更高的选择效率。采

用RDMs标记出的等位基因的数量可能与该基因真正

等位基因的数量不一致，例如，采用 AFLP 标记进行

生物多样性研究中，一般将相同标记的基因型归为同

一类群基因型，然而，通常与 AFLP 标记连锁的染色

体区域中等位组分存在很大的分歧，因此，此类 AFLP
标记就不能精确反映等位基因的真实数量，而 FMs 可
以精确地反映出等位基因真实的多样性[16]。 

4  讨论 

尽管已有许多功能基因可以用来开发功能性分子

标记（表 2），同时网络数据库中也提供了拟南芥

（http://walnut.usc.edu/）和其它物种（http://www.grasp- 
euv.dk）的许多等位基因的序列，但是，即使在模式

植物拟南芥中也只有 10%的基因被明确注释了功能，

在其它作物中可能低于 5%，目前被注释了功能的基

因也大多是生物学意义的功能，远远不能满足农艺性

状意义的功能。因此，FMs 的开发需要更多具有农艺

性状意义的功能基因的分离和验证，另外，是否所有

生态和农艺性状相关的基因都能检测到有用的等位基

因对于 FMs 的开发至关重要，此外，即使目的基因的

功能被注释和验证，合适试验材料的选择和通过表型

特点来区分表型遗传效果等因素对于 FMs 的开发同

样重要。 
间接类型功能性分子标记基于大量表型的关联分

子基础上开发而成，直接类型功能性分子标记基于近

等基因系功能基因功能基序的序列测定，开发的费用

相对较高。为了提高直接类型功能性分子标记开发的

效率并降低开发费用，应该首先通过关联分析筛选候

选功能基序，然后再进行近等基因系等位基因功能基

序的直接比对。Gao 等通过在引物设计过程中错配引

物 3′端的碱基，然后通过优化 PCR 反应条件可以检测

到单碱基突变位点，为功能性分子标记的开发提供简

便易行的思路[71]。无论关联分析还是近等基因系标记

都需要近交系，在一些自交不亲和与近交系近交程度

较低的物种中，需要比较异质群体中的功能性等位基

因，结果所能检测范围内的遗传变异会造成功能性分

子标记开发相对比较复杂。对于自花授粉、自交亲和

的物种，FMs 的开发比严格异花授粉物种容易的多，

但是自花授粉物种的染色体通常表现为单倍型结构，

因此，在进行关联分析和近等基因比较之前，首先要

获得高度重组自交系。分子标记辅助选择（marker- 
assisted selection，MAS）在育种过程中已表现出较高

的效率，尤其是对一些低遗传力的性状[72]，然而对多

数非主效基因来说，MAS 选择效率大大降低[73]。对于

数量性状，FMs 的开发同样也需要考虑到最合适的基

因数目，通常采用几个关键基因（key genes）更方便

进行性状控制。总之，FMs 作为一类新型的分子标记，

在将来的植物育种、生物多样性及遗传作图等方面的

研究中将会发挥更大的作用。 
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