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摘要  综述了水稻图位克隆技术的原理、技术环节及其在水稻基因克隆上的应用 ,分析了当前存在的主要问题,并对其应用前景作出了
展望。
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  近年来 ,水稻基因组研究进展非常迅速, 高密度遗传图

谱和物理图谱的构建, 全基因组序列的公布, 数以万计 EST、

全长c DNA 等序列及功能分析数据的释放以及新型水稻分子

标记及其高效检测技术的发展等 ,为基因的图位克隆带来了

新的思路和方法。同时 ,这些新的进展也能够使基因的精细

定位和物理图谱构建等相关工作大大简化, 使基因的图位克

隆朝着更加简便、快速的方向发展。

1  图位克隆技术原理

图位克隆( Map- based Cloning) 又称定位克隆( Positional

Cloning) ,1986 年首先由剑桥大学的 Alan Coulson 提出[ 1] 。用

该方法分离基因是根据目的基因在染色体上的位置进行, 无

需预先知道基因的 DNA 序列, 也无需预先知道其表达产物

的有关信息,而是通过分析突变位点与已知分子标记的连锁

关系来确定突变表型的遗传基础。实现基因图位克隆的关

键是筛选与目标基因连锁的分子标记。

近几年来 ,水稻各种分子标记的日趋丰富和各种数据库

的日趋完善,在很大程度上得益于以粳稻日本晴和籼稻9311

为代表的基因组测序的完成[ 2 - 3] 。目前已有几十种技术可

用于分子标记筛选, 其中最常用的是简单序列长度多态性

(SSLPs) 、单核苷酸多态性( SNPs) 和插入缺失多态性( Inser-

tion/ Deletion ,InDel) [ 4 - 7] 。Shen 等利用日本晴和9311 基因组

序列构建了水稻基因组水平的 DNA 多态性数据库, 其中包

括1 703 176 个单核苷酸多态性( Single Nucleotide Polymor-

phism,SNP) 和479 406 个插入缺失多态性( InDel) [ 8] 。Feltus 等

通过对除去多重拷贝序列及低质量序列后的日本晴和9311

基因组草图的比对分析, 得到408 898 个 DNA 多态性 , 包括

SNP 和单碱基 InDel [ 9] , 这些差别的核苷酸通常位于非编码

区[ 10] 。

目前, 常把SNP 多态性转化成基于PCR 的剪切扩增多态

性( Cleaved Amplified Polymorphic Sequences ,CAPS) 或 CAPS 衍

生的dCAPS 标记[ 11 - 12] 。CAPS 标记是PCR 反应和酶切相结

合产生的一种分子标记。如果不同材料间在PCR 扩增区域

有SNP 位点, 且该位点是限制性内切酶作用位点 , 那么不同

材料的PCR 扩增产物经特定的酶切后 ,再进行琼脂糖凝胶电

泳就会表现多态性。当SNP 恰好位于限制性酶切位点比较

少时, 这种情况可以在 CAPS 标记的基础上通过在扩增引物

中引入错配碱基, 则可以结合SNP 位点引入新的限制性内切

酶作用位点,产生和 CAPS 标记类似的多态性, 这就是dCAPS

的方法。用CAPS 或dCAPS 的方法则可以将几乎所有的SNP

位点转化成以PCR 为基础的分子标记[ 12] 。

2  图位克隆技术环节

2 .1  构建遗传作图群体  对于基因图位克隆而言, 构建特

殊的遗传作图群体是筛选与目标基因紧密连锁分子标记的

关键环节。常用的作图群体有 F2、近等基因系、重组自交系

等群体 ,水稻常用F2 群体。创建F2 群体应注意优先选择基

因组已测序的日本晴、9311 和培矮64S 等品种为亲本之一。

2 .2 基因初定位 一般说来,当标记为显性遗传时, 欲获得

最大遗传信息量的F2 群体,需借助于进一步子代测验,以分辨

F2 中的杂合体。为此,Michel more 等发明分离群体分组分析法

( Bulked Segregant Analysis ,BSA) 以筛选目标基因所在局部区域

的分子标记[13] 。其原理是将目标基因的F2( 或BC) 代分离群体

各个体仅以目标基因所控制的性状按双亲表型分为2 群,每一

群中各个体DNA 等量混合,形成2 个DNA 混合池( 如抗病和感

病、不育和可育) ,并且用目的基因附近的所有分子标记对混合

DNA 样品池进行分析, 根据所有池中包含有交换的DNA 池的

比例来确定与目的基因连锁最紧密的分子标记和目的基因附

近所有分子标记的顺序。混合样品作图可以极大提高分子标

记分析效率,减小DNA 提取工作量。

2 .3 基因精细定位 一旦把目标基因初步定位在2 个标记

之间后,就可以从国际水稻基因组测序计划( IRGSP) 公布的

序列中下载这2 个标记区域的部分PAC/ BAC 克隆序列。利

用软件SSRIT 搜索克隆序列中的微卫星序列, 然后选择合适

的微卫星序列进行特异PCR 引物的设计。也可以直接借助

于公共数据库的序列进行比较, 如寻找 RGP 基因组数据库

( 粳稻) 与中国华大基因组数据库( 籼稻) 的单核苷酸多态性

( SNP) 序列差异,设计CAPS 或dCAPS 标记和插入/ 缺失多态
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性标记( InDel) 等。利用这些标记对大群体进行分析, 可以迅

速地将目标基因范围缩小到一个很小的基因组区域。

2 .4  功能互补验证  完成基因精细定位后,可以根据已有

的与目标基因紧密连锁的分子标记, 找到目标基因在已公布

的RGP 物理图谱上的位置, 通过序列拼接, 实现目标基因区

域遗传图谱和物理图谱的电子整合, 得到该区域的基因组序

列, 从而减少文库构建、筛选等繁重的工作, 加速图位克隆进

程。从一系列侯选基因中鉴定目标基因是定位克隆技术的

最后一个关键环节。一种找到突变基因的有效方法是测序 ,

通过设计PCR 引物来扩增覆盖最小目标区域的多个重叠片

段。将这些片段测序后拼接起来以得到整个目标区域的序

列, 然后将它与野生型的序列进行比对, 就可以找到这个区

域中的目标基因。现在最常用的方法是用含有目标基因的

大片段克隆,如BAC 克隆或 YAC 克隆去筛选c DNA 文库, 并

查询生物数据信息库, 待找出侯选基因后, 把这些侯选基因

进行下列分析以确定目标基因: ①精确定位法检查 c DNA 是

否与目标基因共分离; ②检查c DNA 时空表达特点是否与表

型一致 ;③测定c DNA 序列, 查询数据库, 以了解该基因的功

能;④筛选突变体文库,找出DNA 序列上的变化及与功能的

关系; ⑤进行功能互补试验 ,通过转化突变体观察突变体表

型是否恢复正常或发生预期的表型变化。功能互补试验是

最直接的最终鉴定基因的方法。利用新兴的 RNA 干扰技术

( RNAi) 也可有效地确定目的基因。

3  图位克隆技术的应用

水稻高精密遗传图谱和物理图谱的相继构建成功[ 14] ,

尤其是全基因组测序结果的公布[ 2 - 3] ,为水稻基因的精细定

位以及后续的图位克隆创造了优越的条件。截至2006 年11

月,Oryzabase 网站( http :/ / www.shigen . nig .ac .jp) 公布了约

2 356个水稻突变体( 含数量性状基因) 。自1995 年应用图位

克隆技术在水稻中成功分离出 Xa21 基因以来 ,已克隆了50

多个水稻突变体基因, 其中包括我国克隆的 MOC1、BC1、

ALK、GH2、GS3 和 ygl 1 等基因。

4  问题与展望

图位克隆过程中常会遇到许多问题,使工作难以进行。首

先,在分析自然发生的变异时,最有可能遇到的复杂情况是一

个给定的性状由不止一个基因位点控制,这样很难或者不能通

过图位克隆技术来克隆基因。对这些基因中的任何一个位点

精细定位都要求降低作图群体的遗传复杂性,通过高代回交创

造只有一个位点保持多态性的重组近交系;其次, 表观遗传是

图位克隆工作中又一个可能遇到的复杂情况。表观遗传是描

述一个基因在表达和功能上的可遗传改变,而不涉及 DNA 序

列的改变[ 15] 。已有文献证明花发育基因 SUPERMAN 衍生的

cl ark kant 等位基因是可遗传的,在 SUPERMAN 基因的 DNA 序

列中都具有相似的胞��甲基化现象, 能减少 SUPERMAN 基

因转录子的表达,但能被带有 SUPERMAN 基因的转基因所恢

复[ 16] 。目前,对于这种表观遗传突变产生的原因以及出现的

频率研究较少;最后,位于或接近着丝粒区域限制了图位克隆

进程。通常染色体上位点的物理和遗传距离的比值变化较小,

对作图影响较小[ 17] 。然而着丝粒附近较小的重组率严格限制

了精细定位。在这个区域中重复DNA 单元的广泛分布使研究

者很难辨认出散布的单拷贝序列,这些单拷贝序列能产生有疑

问的遗传标记。一般在水稻染色体全序列1 % 重组的遗传距

离相当于100～400 kb 的物理距离,平均是250 kb ,然而着丝粒

区域1 %重组的遗传距离相当于1 000～2 500 kb。最近对着丝

粒区域的分析显示,这些区域通常包含重复DNA,几乎不含表

达的基因[18] 。因此,位于或接近着丝粒区域的突变基因,不适

合使用图位克隆技术进行克隆。另外, 作图分析的株系 DNA

序列的重排,基因片段染色体之间的复制, 以及线粒体基因组

的DNA 片段向染色体转移等,给图位克隆工作带来较大困难。

图位克隆有自身的局限性 , 整个过程涉及遗传图谱、物

理图谱的构建,基因组文库或 cDNA 文库的建立与筛选 ,近等

基因系等群体的构建以及 DNA 测序 , 基因表达分析和互补

测验等,这些环节的工作比较复杂,所花费的人力、物力和时

间较多。然而近些年来生物技术和生物信息学的迅猛发展 ,

大大加快了水稻图位克隆工作的进行。随着对水稻基因组

结构的进一步认识, 也将有助于解决上述提到的复杂问题。
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