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摘要  阐述了AFLP 在动物品种( 品系) 的鉴定与保护、遗传图谱构建、遗传多样性、新基因的发现和 DNA 甲基化等遗传育种研究中的
应用。
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  扩增片段长度多态性( AFLP) 是由荷兰科学家 Zabeau 和

Vos 发明的一种检测 DNA 多态性的新方法[ 1] 。是一种选择

性扩增限制性片段的方法, 是由PCR 和 RFLP 技术相结合产

生的一种新技术, 具有 RFLP 技术的重复性好、可靠性强和

PCR 技术的高效性、方便性和安全性的优点[ 2] 。AFLP 具有

RFLP 和RAPD2 种方法的优点,其接头和引物适用于不同的

生物类型 ,不需要了解基因组的信息, 不管基因组 DNA 有多

么复杂 ,理论上讲, 用 AFLP 方法都可以检测出它们的多态

性[ 3] 。它不仅具备了多态性丰富、共显性表达、不受环境影

响、无复等位效应的特点, 而且还具带纹丰富、用样量少、灵

敏度高、快速高效的特殊优点[ 4] 。通过试验验证,AFLP 被认

为是一种理想的有效的分子标记, 已经用于品种鉴定、基因

作图、基因表达等方面。目前,AFLP 不仅在水稻、小麦和棉

花等主要农作物上得以应用,而且在羊、猪、牛和狗等动物遗

传育种中也有广泛应用[ 5] 。

c DNA- AFLP 技术是 Bachem 等以 AFLP 为基础发明的用

于RNA 指纹分析的方法, 以反转录的 c DNA 为模板进行

AFLP的分析[ 6] 。cDNA- AFLP 作为一种研究基因表达的技

术,结合了 RFLP 和 RT- PCR 的优点, 不但具备 AFLP 的所有

优点, 而且重复性好、假阳性低, 可以检测低丰度表达的mR-

NA ,准确反映基因间表达量的差别和鉴定未知基因。因此 ,

它被广泛用于基因差异表达、表达基因遗传连锁作图和基因

克隆等研究中。

1  动物品种( 系) 的鉴定与保护

AFLP 的最适应用范围, 也是 Zabeau 和 Vos 申请专利的

关键, 是利用AFLP 技术鉴定品种指纹、检测品种的质量和纯

度、辨别真伪。因 AFLP 技术可以在较短的时间内检测出大

量多态性标记,与 RAPD 和RFLP 等标记一样 ,是基于对种质

基因组 DNA 水平的差异进行检测, 不受组织和器官种类、发

育阶段、环境条件等诸多因素的影响, 非常适合于品种( 系)

的鉴定和保护。

杨兴元等对西门塔尔牛、延边牛、南阳牛3 个品种进行

AFLP 指纹比较分析,结果表明 :3 个牛品种都有其特殊的指

纹图谱,而且有其特异的条带 , 从而为这3 个牛品种的鉴别

提供了科学依据[ 7] 。S .Sasazaki 等对日本黑牛和黑白花牛进

行AFLP 指纹图谱分析得到特异性片段 , 为今后鉴定不同的

品种( 品系) 提供科学依据[ 8] 。高玉时等利用6 对AFLP 引物

组合对中国12 个地方鸡种进行了遗传检测, 构建了各个品

种的AFLP DNA 指纹图谱,根据 AFLP 分析结果,每个群体检

测到数量不等的特异性条带 , 这些都是某一品种所具有

的[ 9] 。从而表明,AFLP 指纹用于我国地方鸡品种间的鉴定

是可行的。马巍等以7 个警犬品种为试验材料进行 AFLP 分

析得到75 个特异性标记, 并根据 UPGMA 法对7 个警犬品种

进行聚类分析[ 10] , 为以后警犬品种的鉴定打下了基础。梁

智勇等应用AFLP 技术对10 个品系小鼠进行分析 ,通过筛选

获得特异性AFLP 标记[ 11] 。R.Negrini 等采用 AFLP 指纹技术

区分了欧洲不同牛品种之间的进化及它们的亲缘关系[ 12] 。

任军等利用12 对 AFLP 引物组合检测了19 个中国地方

猪种( 群) 、1 个培育猪种和 4 个欧美引进猪种, 结果表明 ,

AFLP 标记有着很高的多态检测效率 , 平均每个引物组合检

测到17 .3 个多态标记 , 非常适合于猪种( 群) 遗传多样性分

析和品种鉴定[ 13] 。E.Alves 等用15 对引物组合对伊比利猪

和杜洛克猪进行 AFLP 分析, 结果发现, 其中14 个特异片段

在伊比利猪上没有找到, 只存在于杜洛克猪中[ 14] 。以上分

析结果表明:应用 AFLP 标记技术可鉴定辨别来自于同一个

基础群的不同猪品系 ;同时也说明该标记可用于区分遗传背

景或外观形态极其相似的猪品系 ,为动物的遗传质量分析和

品系鉴定提供参考资料。针对在分类上存在混淆的点带石

斑鱼和协带石斑鱼, 杜佳莹等用 AFLP 技术对2 种石斑鱼及

其杂种子代进行分子鉴定,研究结果将为2 种石斑鱼种质资

源的鉴定和保护及人工繁育的可续性提供重要参考[ 15] 。

Maldini 等选取不同品种的鱼进行 AFLP 分析,结果表明: 每个

品种都有独特的差异性片段, 可以将这些品种区分开来[ 16] 。

根据分析结果,可以判断外型相似的动物是否同属于一品种

( 系) ,也可以为市场上鉴定以假乱真的现象提供科学依据。

2  构建遗传图谱和 QLT 定位

遗传连锁图谱是利用遗传标记进行遗传连锁分析来反

映遗传标记之间的相对关系, 随着 RFLP、AFLP 等分子标记

安徽农业科学,Journal of Anhui Agri . Sci .2008 ,36( 21) :8936 - 8939                    责任编辑  姜丽 责任校对 卢瑶



的开发, 遗传作图工作得到了飞速的发展。遗传连锁图谱的

构建是遗传学研究的一个重要领域 , 它在分子标记辅助育

种、基因定位与克隆、比较基因组作图等方面有重要的应用

价值, 也是动植物遗传育种和人类遗传病诊断的依据[ 17] 。

因为AFLP 技术呈孟德尔遗传,1 次反应可以检测大量的多

态位点, 且不需预先知道研究对象的遗传背景 ,因此在遗传

背景了解相对较少的动物中, 被广泛应用于连锁图谱的构建

和QTL 的定位。

Knorr 等利用204 个 AFLP 分子标记增加了东方兰辛鸡

遗传连锁图谱的密度,使连锁群总长增加了25 % ,AFLP 标记

位点在该图中均匀分布[ 18] 。王伟继等利用拟测交理论分别

构建中国明对虾雌虾、雄虾的遗传连锁图谱, 利用F2 自交模

型构建共同的AFLP 分子标记连锁图谱[ 19] 。Moore 等同时用

微卫星和 AFLP 技术对3 种对虾进行研究, 结果从246 个标

记中检测到44 个连锁群,并构建了简单的遗传连锁图谱[ 20] 。

D.Lallias 等用AFLP 和微卫星标记技术构建出欧洲可食牡蛎

的遗传连锁图谱。他还首次采用 AFLP 技术构建出蓝贝雌性

和雄性的遗传连锁标记图谱[ 21] 。L .Zhang 等采用 AFLP 和微

卫星标记技术构建出与太平洋白虾性别有关的遗传连锁

图谱[ 22] 。

任军等根据AFLP 分析结果计算了24 个猪种( 群) 间的

遗传相似系数, 据此构建了 UPGMA 聚类关系图 , 结果表明 ,

AFLP 标记有着很高的多态检测效率 , 平均每个引物组合检

测到17 .3 个多态标记[ 13] 。他还采用 AFLP 技术对国内外45

个猪种基因组进行了指纹图谱的构建, 并检测到28 个多态

性标记[ 23] 。Xiao Q 等人根据牛肉大理石纹脂肪含量不同把

牛肉分成2 个等级 ,用 AFLP 技术找出与大理石纹脂肪含量

相关的 QTL 连锁图谱 ,并根据人的序列把它们定位在相应的

染色体上[ 24] 。S.Kikuchi 等同时利用 AFLP 和微卫星标记技

术构建了鹌鹑的遗传连锁图谱[ 25] 。B.S .Sharma 等根据奶牛

抵抗乳房炎的程度不同, 将其分成临床抵抗性强和易感染2

个组; 用AFLP 进行分析, 找出了它们的差异, 绘制出了遗传

连锁图谱,并对它们进行定位[ 26] 。K. Wi mmers 等选择杜洛克

和柏林猪F2 代杂种猪作为试验材料,利用48 对AFLP 引物组

合研究并寻找影响眼肌面积、胴体长等的基因座[ 27] 。AFLP

标记分析结合基因型的选择可以作为一种检测家畜中包含

有QTL 的染色体组区域的方法[ 27] , 为标记辅助选择育种提

供了有力的参考。

3  遗传多样性和亲缘关系的分析

遗传多样性是生物学研究中的一个重要领域,是生物多

样性的基础 ,是评价自然生物资源的重要依据 ,同时也是合

理利用自然生物资源、种质资源开发和保护、生物遗传育种

及改良的基础, 对起源进化、分类鉴定及遗传育种等都有重

要意义。随着分子遗传技术的发展,AFLP 技术能更全面、准

确地分析种群的遗传变异及不同品种资源的遗传独特性, 还

可以进行不同种群亲缘关系分析, 计算种群间的遗传距离 ,

为种质资源的合理利用和保护提供科学的理论依据。

L .Ollivier 等34 位学者( 来自9 个国家) 对68 个分布在欧

洲16 国的猪品种和品系,包括地方品种、各国对国际品种引

进后经改良育成的本国新品种或新类群、纯系和合成系, 外

加1 个中国梅山猪和1 个欧洲野猪, 利用微卫星标记( 50 个

座位) 和AFLP 标记( 148 个座位) 进行了品种间和品种内的遗

传多样性的研究, 于2005 年发表了欧洲猪品种间遗传多样性

的研究成果,他们的工作值得借鉴[ 28] 。吴丰春等以 AFLP 标

记研究了贵州小型香猪遗传多态性方面的应用和该品系猪

个体基因组DNA 的AFLP 的扩增结果, 用10 条 AFLP 引物组

合检测出17 头猪的116 个位点, 结果表明 ,AFLP 标记在贵州

小型香猪中能产生丰富多态性, 适宜于其遗传检测[ 29] 。J .L .

Fouller 等应用AFLP 技术分析了来自14 个不同国家地区的3

个猪种共59 个样品, 结果发现 ,不同的品种之间都有各自的

特异性条带,即使来自同一国家地区的同一品种也存在条带

的差异[ 30] 。这些说明它们之间存在遗传多样性。K.S.Ki m

等利用3 对AFLP 引物对韩国6 个猪种( 包括1 个本地品种)

进行遗传变异和遗传关系的研究, 结果表明: 韩国地方猪种

遗传变异不大, 与引进猪种的亲缘关系较远[ 31] 。这与以前

应用微卫星分析所得结果相一致。M.S .Critobal 等利用148

个AFLP 标记引物对58 个欧洲猪种和1 个中国猪种进行了

基因型分析, 并与以前用50 对微卫星标记同样品所得结果

进行了比较分析, 发现两者差异不大, 数据间还可以相互补

充[ 32] 。这表明 AFLP 标记可结合微卫星对猪的遗传多样性

进行评估分析。Covilo 等用12 对AFLP 引物鉴定具有较高近

亲繁殖率的2 个伊比利猪群体的基因型 ,揭示品系特异多态

性和在种群保护和管理方面的应用[ 33] 。

P .Aj mone- Marsa 等采用AFLP 技术检测意大利褐牛、玛列

姆牛和经高度选择的荷斯坦- 弗里生牛品种间( 内) AFLP 多态

性, 得到了品种间的遗传距离, 并估计了它们的相对遗传距

离及亲缘关系[ 34] 。他还采用了7 对 AFLP 引物组合分析了7

个意大利山羊种群内和种群间遗传多样性, 其中,6 个山羊种

群遗传多样性与地理分布有关, 只有1 个种群的遗传多样性

与地理距离无关, 可能受迁移、基因流和起源的影响[ 35] 。曹

少先等运用AFLP 和RAPD2 种标记对波尔山羊、徐淮山羊和

海门山羊进行分析, 结果表明: 徐淮山羊与海门山羊具有最

近的亲缘关系,而波尔山羊与徐淮山羊的亲缘关系较波尔山

羊与海门山羊的亲缘关系近[ 36] 。苟本富等用 AFLP 和 RAPD

技术对南江黄羊基因组DNA 研究, 结果表明, 南江黄山羊存

在遗传多样性[ 37] 。同时他还把 AFLP 标记应用到乌羊遗传

多样性上,结果证明是可行的。

胡小芬等利用15 对 AFLP 引物组合检测了8 个地方鸡

种、1 个培育品种和1 个外来品种的遗传变异 , 计算了10 个

鸡种的遗传相似系数, 结果表明: 地方鸡种和引进品种之间

的亲缘关系较远; 南城黑鸡和余干黑鸡的遗传距离最近, 两

者有着极密切的亲缘关系[ 38] 。高玉时等利用20 个微卫星标

记和6 对AFLP 引物组合对中国19 个地方鸡种进行了遗传

检测,并根据2 种标记分析的遗传距离进行了聚类分析 , 结

果表明, 它们之间具有较大的一致性, 并与所保存地方鸡种

的地理分布、现实状况相吻合[ 39] 。这表明应用AFLP 指纹分

析可以分析遗传多样性和品种间的亲缘关系。M.De Marchi

等对意大利本地4 个鸡种进行 AFLP 技术分析, 结果发现它

们之间存在遗传多样性[ 40] 。C. W.Huang 等用16 对 AFLP 引

物组合分析了103 只绿头鸭,结果表明不同个体之间存在遗
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传多样性,从亲缘关系来看所有后代都来自其中亲本的一个

形状[ 41] 。鄢绯寰等利用 AFLP 技术分析我国8 种常见家鸭

和2 种野鸭基因组 DNA 的多态性[ 42] 。王志勇等从 AFLP 指

纹和标记基因序列分析我国养殖的4 种鲍的亲缘关系[ 43] 。

K.K.Dasmahapatra 等采用 AFLP 技术评估小鼠近亲交配程度,

并计算了它们之间的亲缘关系[ 44] 。

4  性别鉴定

为了获得畜牧业生产经济利益的最大化和防治连锁性

遗传病的发生,人们有目的地对性别进行控制。性别控制的

前提是动物的早期性别鉴定。由于 AFLP 技术具有强有力的

多态性检出能力, 能分辨出极细微基因组的变化, 因此 AFLP

技术在很多的物种中已成功地筛选到了与个体性别连锁的

标记。Griffiths 等将 AFLP 技术用于鱼类性别鉴定, 并且在三

刺鱼中分离到了2 个基因紧密连锁的 AFLP 标记[ 45] 。在一

些种的遗传性鉴别中,AFLP 可以识别 XY 或 WZ 性染色体 ,

与用核型分析或通过育种鉴别的结果是一样的, 并且比它们

更简便快速;另外,AFLP 技术还可以用于虾类和鸟类的性别

鉴定[ 46] 。K.Khamnamtong 等用256 对 AFLP 引物组合对斑节

对虾进行性别特异性连锁鉴定, 成功地筛选出与性别连锁的

标记[ 47] ,为今后的斑节对虾的性别鉴定提供科学依据。

S.L.Chen 等用64 对 AFLP 引物组合对半滑舌鳎进行性

别之间差异的分析 ,结果发现 ,1 个350 bp 的差异片段在雄性

个体中找不到, 只存在于雌性个体中[ 48] 。A.Felip 等[ 49] 用

AFLP 技术分析了与虹鳟鱼性别连锁几个标记, 构建连锁图

谱,并把它们定位在相应的染色体上。Jian Z C 等将 c DNA-

AFLP 技术用于红鳍东方鱼屯性别鉴定, 结果从差异片段中发

现5 个与性别控制有关的序列, 其中,TDF1、TDF2、TDF4 和

TDF5 只能在成熟和未成熟的雌性中得到验证, 而TDF3 只能

在雄性中得到证明 ;用同样的样品进行 DNA 水平上的 AFLP ,

只检测到 TDF5 存在[ 50] 。利用该技术可以在动物生长的早

期就可以知道动物的性别,这些具有重大的生产应用价值。

5  新基因的发现

利用c DNA- AFLP 可以较多地发现和分离差异表达的

c DNA 片段, 已经是公认的鉴定差异表达基因的 有效方

法[ 51-52] 。将 c DNA- AFLP 技术与 RACE、电子克隆以及全长

c DNA 文库等全长克隆技术结合起来可以得到目的片段的全

长c DNA。

Rubinstein 等进行了斑马鱼的 cyc 野生型及 cyc 突变体

的c DNA- AFLP 分析, 发现了2 个新基因 Crestin 和 Calretic-

uli n ,并研究了它们在不同组织及发育时期的表达[ 53] 。K.

Cappelli 等采用c DNA- AFLP 对马进行了研究, 从差异片段中

发现了对氧磷酶2( PON2) 和因尿黑酸1 ,2- 加双氧酶( HGD) 2

个新的基因,且在 NCBI 上检索到与人的同源性较高[ 54] 。K.

Cappelli 等采用同样的方法克隆出与马的忍耐性有关的 IL8、

RBBP6、Eif4 g3、hsp90 4 个基 因[ 55] 。Fukuda 等利 用 c DNA-

AFLP 技术分析了小鼠可转移的骨肉瘤 c DNA, 克隆得到了4

个与骨肉瘤高转移性状连锁系列的基因,将它们与一些已知

其功能的基因进行比较,发现骨肉瘤的转移与骨架蛋白表达

的改变、生物膜成分及增殖的改变相关[ 4] 。Maji ma 等应用同

样的方法克隆出与肾癌发生相关的1 种新基因- Niban [ 56] 。

这表明 AFLP 法适用于肿瘤相关基因的筛选与检测, 是研究

肿瘤发病机制的一种较为理想的方法。

6  参与甲基化的研究

DNA 甲基化是真核细胞基因组主要的修饰方式之一 ,

DNA 甲基化程度对基因的表达有重要的调控作用。研究表

明,胚胎发育、X 染色体失活、基因印迹、某些疾病和肿瘤的

发生与 DNA 甲基化都有着密切的联系[ 57] 。随着甲基化研究

的深入, 检测甲基化的方法也不断改进更新。新近出现的一

种检测基因组甲基化状况的方法 : 甲基化敏感扩增多态性

( Methylation Sensitive Amplification Polymorphism,MSAP) 就是在

AFLP 的基础上稍作修改而成的。这种方法的原理就是以对

甲基化敏感的限制性内切酶酶基因组 DNA ,通过 AFLP 分析

来检测甲基化的状况[ 58] 。通过检测基因组甲基化的变化情

况,可以帮助人们进一步了解 DNA 甲基化与动植物生长发

育变化的规律、DNA 甲基化与某些疾病的关系。通过 AFLP

分析人们可以知道基因组发生 DNA 甲基化的具体位置 , 为

研究和治疗一些疾病提供科学理论依据。

甲基化敏感扩增多态性主要应用在杂种优势和某些疾

病方面的研究。杂种优势的利用是提高屠宰率、胴体重、瘦

肉率和眼肌面积等胴体性状生产水平的措施之一。众多的

研究表明,杂种优势的产生归根到底是亲子代基因差异表达

的结果。基因活性的调节机制在杂种优势等复杂现象中起

着重要的作用。DNA 甲基化是基因表达调控机制之一 ,因此

直接研究 DNA 甲基化差异对胴体性状的影响可能揭示杂种

优势产生的规律。蒋曹德等应用 MSAP 技术分析了猪个体

DNA 甲基化的差异与胴体形状之间的关系[ 59] 。徐青等建立

了荧光标记的甲基化敏感扩增多态性方法来检测鸡基因组

甲基化的变化情况[ 60] 。唐韶青等应用 MSAP 技术 ,检测和分

析了猪、牛、羊、小鼠、鸡和鸭基因组的甲基化程度[ 61] ,为寻找

物种间的甲基化差异 ,探讨动物基因组全甲基化水平与动物

进化及基因表达调控等方面的关系奠定了基础。

7  结语

目前,AFLP 技术由于具有多态性强、分辨率高、重复性

好等优点, 已经成为生命科学各领域, 尤其是分子遗传学研

究的一种重要工具和手段。但该技术也存在着一些不足之

处, 如对样本的质量要求很高从而易于导致偏差, 设备费用

较高等。近年来, 随着技术的不断改进和完善, 该方法更加

方便和易于操作, 已经广泛用于遗传图谱构建、遗传多态性

分析、品种鉴定、基因表达、杂种优势预测等方面。
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