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  分子标记是以生物体遗传物质———核酸的多态性为基

础的遗传标记。近10 多年来, 分子标记技术得以迅速发展

和应用, 极大地加深了人们对生物遗传规律的认识。目前广

泛应用的分子标记有 RFLP、RAPD、AFLP、SSR、STS、SCAR 等 ,

其中RAPD 技术以其突出的特点, 受到生物学家重视, 在生

物学多个领域得到广泛运用。

1  RAPD 技术原理和特点

随机扩 增多态 性 DNA( Randomly Amplified Polymorphic

DNA,RAPD) , 是1990 年由美国杜邦公司的 Williams 等和加州

生物研究所的 Welsh 等同时推出的一种分子标记。其基本

原理是根据DNA 聚合酶反应技术( PCR) 用人工合成的具有9

～10 个寡聚核苷酸的随机引物, 对所研究的基因组 DNA 进

行PCR 扩增, 扩增产物通过聚丙烯酰胺或琼脂糖凝胶电泳分

离, 经放射自显影或EB 染色检测扩增产物, 这些扩增产物多

态性反映了基因组相应区域的 DNA 多态性。RAPD 的生物

学基础是在引物结合序列上发生单个碱基点突变、缺失、重

复、易位、插入, 从而改变了扩增片段的大小或无法扩增, 形

成DNA 多态性片段。与其他分子标记技术相比 ,RAPD 具有

以下特点: ①PCR 效率高、样品用量少、灵敏度高和检测容

易; ②引物无种属界限, 具有通用性, 且无需预知物种 DNA

序列; ③无需制备克隆、标记探针, 及进行Southern 印迹、分子

杂交等工作 ; 操作简便迅速, 实验成本低, 无放射性污染; ④

RAPD 标记是显性标记, 不能区别生物纯合个体和杂合个体。

2  RAPD 技术在园艺植物种质资源和遗传育种中的应用

2 .1  种质资源的遗传多样性及其分类研究 遗传多样性是

生命系统的基本特性, 它源于核酸的性质和突变的存在, 以

及相关的交换和修饰机制。RAPD 是检测种质资源遗传多样

性的有效工具, 可用于种质资源研究时取样量的大小、取样

点的选择; 保护种质资源遗传完整性的最小繁种群体和最小

保种量的确定; 核心种质筛选等方面。

Patrick 等用RAPD 方法对美洲山核桃的遗传多样性及

其44 个品种的遗传关系进行了分析[ 1] 。彭建营等利用

RAPD 技术对64 个枣品种及类型的遗传变异进行了研究, 并

对扩增结果进行聚类分析, 把供试的64 个品种及类型分为8

类, 对基本品种的确定及种下品种群的划分做了尝试[ 2] 。沈
�
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向等对43 个杏品种进行RAPD 扩增, 根据相似系数进行 UP-

GMA 聚类, 结果发现, 品种间表现出较强的地理分布集中性 ,

也有广泛的遗传信息交流[ 3] 。张立平对葡萄属 RAPD 聚类

分析结果表明, 美洲葡萄类群可聚为一类, 起源于我国的东

亚类群分属于8 个类型, 圆叶葡萄单独聚为一类[ 4] 。此外 ,

在苹果无融合生殖资源、甜茶、龙眼、杨梅、南瓜、栽培大豆上

都进行了类似的种质资源多样性及分类研究。

2 .2 系谱分析 利用 RAPD 技术可以了解物种 DNA 之间的

同源程度 , 从而确定它们的亲缘关系和进化地位。温州蜜柑

虽在日本栽培较早, 但起源于我国。RAPD 分析为此提供了

又一证据。Omura 等发现, 温州蜜柑的 RAPD 带型接近中国

宽皮柑桔, 而与日本原产的立花桔( Citrus tachibana) 差异较

大, 说明温州蜜柑与宽皮柑桔关系更近[ 5] 。Harada 等用RFLP

和RAPD 技术确认Tsugarn 的亲本为红玉, 三倍体的乔纳金和

陆奥的亲本为二倍体 , 经系谱分析认为是母本金冠在减数分

裂过程中为其后代提供了二倍体配子[ 6] 。柠檬起源是一个

存在争议的问题,Deng 等采用 RAPD 分析, 结果认为柠檬可

能源于枸橼[ 7] 。另外, 对南瓜属、兰花、黄瓜等进行了类似亲

缘关系研究。

2 .3  种质资源鉴定研究  对种质资源分类鉴定常以形态学

特征、细胞学特征、同工酶等来区别, 但这些方法都有局限

性, 尤其是某些关系较近的材料不能被准确区分。RAPD 分

析可在DNA 水平上提供大量的遗传信息, 应用于分类鉴定

具有明显优势。

罗正荣等的研究结果表明, 在柿品种鉴定中,RAPD 技术

比同工酶更为有效, 仅用1 个引物就能区分供试的15 个品

种, 甚至可能鉴别芽变品种[ 8] 。Galderisi 等利用 RAPD 技术

区分了6 个不同的可食无花果品种 , 并准确鉴别出既可制

干, 也可制汁的独特品种“Bianco del Cilento”[ 9] 。

王跃进采用RAPD 技术在幼苗期鉴定出圆叶葡萄和真

葡萄亚属杂交的杂种[ 10] 。Stan 等以 RAPD 方法鉴别了来自

草莓分生组织的体细胞无性系变异体[ 11] 。栾雨时利用

RAPD 技术快速鉴定番茄杂种纯度[ 12] 。RAPD 技术还鉴别了

葡萄的性别, 香蕉、桃及玫瑰花等的芽变类型 , 加拿大白杨和

菊花的突变类型。

2 .4  目标性状基因的分子标记  基因标记就是筛选与目的

基因连锁的遗传标记 , 它是基因定位克隆和分子辅助选择育

种的前提。通过RAPD 分析找出与靶基因连锁的RAPD 标记
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的方法目前运用的主要有2 种: 近等基因系法( Near Isogenic

Lines , 简称 NIL) 和集群分离分析法[ 13] ( Bulked Segregant Anal-

ysis , 简称BSA) 。近等基因系的获得, 对果树而言 , 需较长时

间, 故多用在1 年生作物上。

Wang 等采用 BSA 法对与葡萄无核基因性状连锁的

RAPD 标记进行了研究, 从100 个引物中筛选出 UBC- 269 可

以扩增出UBC-269500 片段与无核性状连锁, 并在杂种、亲本及

无核基因供给者群体中得到了验证, 且对所获得的葡萄无核

基因 RAPD 标记的序列进行了分析[ 14 - 15] 。Striem 等利用

Early Muscat ×Flame Seedless 的F1 后代对与葡萄无核性状相

关的平均种子鲜重、每果种子总鲜重、种子发育状况、种衣发

育状况、胚乳发育状况及胚发育状况等进行了 RAPD 分析 ,

建立了它们与RAPD 标记的多元线性回归模型 , 为早期筛选

葡萄无核后代提供了分子依据[ 16] 。

苹果黑星病是欧美各国苹果生产中的主要病害。多花

海棠( Mal us flori bunda) 821 因含有苹果抗黑星病的基因( Vf) ,

被广泛运用于苹果的抗黑星病育种中。Tartarini 应用BSA 法

筛选出了5 个与Vf 基因连锁的 RAPD 标记 , 其中的2 个与Vf

基因连锁极为紧密 , 间距仅为0 .9 c m。对不同来源的抗性单

株检测结果也证实了这一点[ 17] 。Yang 等把与 Vf 基因紧密

连锁的 RAPD 标记 OPD20/ 600 进行克隆并测序, 然后合成特

异序列引物, 成功地对苹果品种及优系进行抗病性鉴定[ 18] 。

Markussent 用 BSA 法找到了苹果抗白粉病基因相连锁的

RAPD 标记[ 19] 。

Badenes 等寻找到了与杏子雄性不育性及自交亲和性相

连锁的 RAPD 标记[ 20] 。郜刚等利用BSA 法结合已构建的分

子标记连锁图谱, 获得了马铃薯青枯病抗性的3 个 RAPD 标

记[ 21] 。另外, 许多学者还利用RAPD 技术标记了大豆的耐盐

基因、西瓜野生种质耐冷性基因及抗枯萎病基因等控制作物

农艺性状的基因。

2 .5 构建分子遗传图谱  在果树育种上, 早期选择具有重

要意义。分子标记辅助选择( Marker Assisted Selection , MAS)

可大大提高选择的准确性和提高育种效率。在这一过程中 ,

利用连锁图谱寻找与目的基因( 性状) 紧密连锁的分子标记

是辅助选择的关键。

近年来,RAPD 以其多种优越性已广泛应用于动植物遗

传图谱的构建, 利用RAPD 构建遗传连锁图谱通常需要有回

交、测交或 F2 分离群体, 这对多年生果树而言并非易事。

Hemmat 等在传统的果树杂交育种理论基础上提出“双假测

交构想”( double pseudotestcross format) , 即利用多年生果树遗

传上高度杂合F1 代即发生分离的特点, 以F1 分离后代为作

图群体 , 使多年生果树遗传作图的难题迎刃而解[ 22] 。

Lodhi 等利用“双假测交战略”方法, 研究葡萄种间杂交

组合Cayuga×Aurore 的60 个后代, 构建其遗传连锁图谱。该

图谱共有RAPD 标记439 个, 标记间平均遗传距离约6 .1 c M。

Cayuga 图谱全长1 196 c M,214 个座位分属于20 个连锁群。

该遗传图谱的绘制有可能使葡萄数量性状分析和利用图谱

进行基因克隆( map based gene cloning) 取得重大进展, 可对未

来的分子标记辅助育种产生巨大的推动作用[ 23] 。

Dirlewanger 以模式植物桃的F2 分离群体为试材, 从524

个引物中筛选出38 个具有多态性引物, 构建了 8 个连锁

群[ 24] 。他于1998 年用甜桃( Ferj al on jalousi n( r) ) 和酸桃( Fan

t asra) 杂交所得的F2 群体分析了控制桃果实酸甜度的数量性

状位点( QTL) , 用同工酶、RFLP、RAPD 和AFLP 构建了包括12

个连锁群的遗传图谱, 其中控制果实pH 值、果酸、可溶性糖

含量等都有至少1 个QTL 被检测, 并发现它们大多都在第二

连锁群上[ 25] 。近年来 , 在苹果、李、杏、葡萄、核桃、香蕉、樱

桃、西瓜及其他园艺植物上也利用 RAPD 标记进行了分子遗

传图谱构建。

3  结语

分子标记及其连锁遗传图无论在理论上或实践中都十

分有价值。但也存在一些问题: 关于园艺植物经济性状的标

记报道较少, 而对控制园艺植物重要农艺性状的数量性状基

因研究更少 ; 遗传连锁图上标记间的距离大; 采用的标记多

为RAPD 标记, 然而RAPD 标记本身并不稳定。鉴于此, 应注

重寻找与重要农艺性状连锁更为紧密的分子标记 , 注重数量

性状的研究, 加强 QTL 作图; 提高分离群体的可靠性, 选用多

种分子标记进行研究, 增加图谱的饱和度; 开辟果树基因定

位及功能鉴定新途径; 将传统育种方法与分子标记相结合 ,

加速培育果树新品种。随着分子生物学的发展 , 分子标记

在果树品种改良、品种鉴定、品种保护、资源创新及辅助选择

育种等方面的应用具有广阔的发展前景, 将大大缩短育种周

期、加速育种进程。
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40 ～45 c m, 用4 .3 c m 钢管作颈夹。如不用颈夹, 还可以2 ～3

根钢粗索横固在槽上, 只能让牛伸出头吃草吃料, 防止其进

入饲喂道, 饮水槽、矿物舔槽可另设。

图2 自由牛床尺寸

注 : 图中单位为c m, 下同。

图3 扫入式浅槽牛舍示意

2 .2 固定床位牛舍

2 .2 .1 传统牛舍。这种牛舍有单排与双排, 牛多时可用双

排。双排中头对头牛舍便于饲喂, 尾对尾牛舍便于挤奶、出

粪。图4 为头对头的固定牛床的一半, 其外边槽高54 ～60

c m, 内面高15 c m, 一般牛床长为1 .6 m, 槽内边与外边厚度为

7～8 c m, 牛前脚站立处有35 c m 水平地面, 以防牛探食时滑

倒, 接着牛床到粪沟有2 .5 c m 坡度, 以利排尿。

图4 固定床位牛舍示意

2 .2 .2 平铺地牛舍。这种牛舍有颈夹, 奶牛站在固定的床

位。其特点是将双排间走道、粪尿沟与牛床建在一个水平面

上。牛床可有微小的坡度, 粪尿沟盖上漏缝铁板, 与走道平

齐, 牛床仍铺垫草( 图5) 。这种平铺地牛舍是传统的牛床、粪

沟的一大改进, 其优点有: ①管理牛方便, 清扫粪便、杂物、铺

垫草所用时间短; ②牛舍内清洁整齐, 没有死角; ③大大减少

了对牛乳房、肢蹄的伤害; ④便于清扫, 饲喂机械化; ⑤不受

牛体长的限制, 只需做好粪尿清洁即可。当然漏缝铁板下面

也需定时清洁。

图5 平铺地牛舍示意

  关于通风, 可用牛舍的前后窗户, 但要注意不能形成穿

堂风, 窗户上最好装风斗 , 让进来的气流先吹到牛舍上空, 防

止风直接吹到牛背上。通风的主要方式为用通气筒从牛舍

中通到屋顶或用天窗换气。夏季炎热时牛舍中可安装电风

扇散热、换气。

3  结语

奶牛场场址的选择要有周密考虑 , 统筹安排和长远规

划。必须与农牧业发展规划、农田基本建设规划以及修建住

宅等规划结合起来, 并符合兽医卫生和环境卫生的要求, 选

择周围无传染源、无人畜地方病的地方建场。所选场址 , 应

能适应现代化养牛业的发展趋势。牛舍建筑, 要根据当地的

气温变化和牛场生产、用途等因素确定。修建牛舍的目的是

为了给牛创造适宜的生活环境, 保障牛的健康和生产的正常

运行。但设计时要符合生产工艺要求, 保证生产的顺利进行

和畜牧兽医技术措施的实施, 要做到经济合理、技术可行。

此外, 奶牛舍修建还应尽量降低工程造价和设备投资, 以降

低生产成本, 加快资金周转。自由牛床牛舍更符合奶牛的自

然和生理需要, 能使牛根据生理需要全天候自由采食、自由

运动, 同时, 在散栏饲养中奶牛的行为特性多数能得到充分

的表现。自由牛床牛舍及散栏饲养工艺是我国奶牛舍饲养

模式的发展方向。
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