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摘要：单核苷酸多态性（+,-.）是广泛存在于基因组中的一类 /,0 序列变异，其频率为 )1 或更高。它是由单个碱

基的转换或颠换引起的点突变，稳定而可靠，并通常以二等位基因的形式出现。采用生物芯片和 /,0 微阵列技术

来检测 +,-，便于对基因组进行大幅度和高通量分析。因此，作为新一代分子标记，+,- 在生物学诸多领域具有广

阔应用前景。本文简要叙述 +,-. 技术的发展历史、研究动态以及相关的理论，介绍了与 +,-. 相关的基本术语、概

念及其特点，列举了发现与检测 +,-. 主要技术的原理和方法，同时还根据一些具体实例介绍了 +,-. 在模式动、植

物遗传图谱构建、品种鉴定、物种起源与亲缘关系、连锁不平衡与关联分析及其在群体遗传结构及其变化机制研究

中的应用。最后展望了 +,-. 在群体遗传、分子育种和生物进化等研究领域中的应用前景。
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!: 前言

生命世界存在着极其丰富的多样性，这是人类

早就认识到但迄今仍在试图解释的现象。如今，随

着分子生物学的不断发展，来自分子水平的信息，尤

其是海量的 /,0 序列数据为人们进一步认识和解

释生命多样性提供了前所未有的机会。通常，基因

组 /,0 序列存在三种类型的天然变异：单个核苷酸

替换、一段核苷酸的插入或缺失以及卫星 /,0 重复

次数的差异。)**5 年，单核苷酸多态性（ +;<=AB ,:3
CAB@D;EB -@AGH@IFJ;.H，简称 +,-）这个术语第一次出

现在人类分子遗传杂志上，随后 VK<EBI（)**W）第一
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次正式提出 "#$% 为新一代分 子 标 记。(**+ , -..-
年，每年召开一次“ "#$% 与复杂基因组”国际会议，

其宗旨是探讨 "#$% 在复杂基因组研究中应用的可

能性，其内容包括方法、应用 与 伦 理。自 (*** 年 第

二次会议开始，新增加了群体遗传学与信息学内容。

近几 年 先 后 用 "#$% 构 建 了 密 度 为 - /0（ 1234 !"
#$5 ，(**+）以及含 (6- 万个 "#$%、密度达 ( "#$ 7 (5 *
89 的 人 类 遗 传 图 谱（ "2/:;<2323<2= !" #$5 ，-..(）。

-..- 年 (( 月，由 美、英、中、日、加 等 ! 国 参 与 的 人

类单倍型（:2>?@AB>C）图谱正式启动，预 计 & 年 内 完

成。这些图谱对开展致病基因的定位和人类起源与

进化的研究非常重要。

受到“ 人类基因组研究”巨大成果的刺激，近几

年人类 "#$% 的研究变得异常火爆。-..( 年公布的

人类基因组草图的初步分析表明，人类基因组 含 &
万个左右的基因，*!D 的基因组区域仍是一片有待

开发的荒漠，该区域的序列必定具有重要的生物功

能，隐藏着复杂的科学问题和巨大的商机。尽管人

与人之间基因组共性极大，但还是存在着遗传差异，

从而导致了人类群体的遗传多样性，形成不同个体

或群体对疾病的易感性不同，对药物和环境攻击的

反应也不同。因此如何采用大规模和高通量的方法

来发现、检测、研究与利用 "#$%，已引起了科学家和

商业公 司 的 极 大 兴 趣 和 激 烈 角 逐，其 实 质 是 一 场

“ 基因争夺战”。美国国立生物技术信息 中 心（#EF
GH）已建立了 "#$% 公用数据库，"#$% 登记数目成几

何级数增加。截止到 -..- 年 - 月，注册数已达 6(-
万。

随着人类 "#$% 研 究 的 迅 猛 发 展，动 植 物 "#$%
的研究和开发也受到广泛的关注，并在相关的研究

机构中 迅 速 开 展 起 来（ $I;==CI !" #$5 ，-..-；J2K2?%F
8;，-..-2），尤 其 是 在 模 式 动 植 物 和 重 要 农 作 物 中

已取得 了 可 喜 的 进 展（ L;3<9?2<FM@: !" #$5 ，-...；

N@%8;3% !" #$5 ，-..(；J2K2?%8;，-..-2，9；E:;34 !" #$5 ，

-..-）。NC3IB !" #$% 在 -..( 年 编 著 的 新 书《 $?23A
OC3@AB>;34：M:C P#Q R;34CI>I;3A;34 @K $?23A》中，评

述了近几年来植物基因型分析中 "#$% 的研究和应

用成果，J2K2?%8;（-..-2）也综述了 "#$ 在作物遗传

研究中的应用。除了制作遗传图谱以外，"#$% 也能

用于种质资源的 P#Q 指纹分析和生物多样性检测，

用于连锁不 平 衡 的 关 联 分 析 等。由 于 "#$ 检 测 与

分析技术的飞速发展，特别是与 P#Q 微阵列和芯片

技术相结合，使 其 迅 速 成 为 继 JRL$ 和 微 卫 星 标 记

（""J%）之后最有前途的第三代分子标记，正在生物

医学、农学、生 物 进 化 等 众 多 领 域 发 挥 着 巨 大 的 作

用。本文力图对 "#$% 的基本概念和特点作一简要

介绍，列举发现和检测 "#$% 的主要技术，重点评述

"#$% 在植物各研究领域中的应用现状和前景，以期

推动国内该领域研究的发展。

!" #$%& 的基本概念和特点

!’ (" 什么是 #$%&
"#$% 是 ";34?C #S/?C@A;<C $@?B=@I>:;%=% 的 缩

写，称为单核苷酸多态性。简单地讲，它是指基因

组 P#Q 序列中由于单个核苷酸（Q，M，E，O）的替

换而引起 的 多 态 性。 因 此，通 常 所 说 的 "#$% 不 包

括碱基 的 插 入、缺 失 以 及 重 复 序 列 拷 贝 数 的 变 化

（GI@@8C%，(***）。一 个 "#$ 表 示 在 基 因 组 某 个 位

点上有一个核苷酸的变化，主要由单个碱基的转换

（ 以一种嘧啶置换 另 一 种 嘧 啶 E"M 或 一 种 嘌 呤 置

换另一种嘌呤 Q"O）以 及 颠 换（ 嘌 呤 与 嘧 啶 互 换，

E"Q，E"O，Q" M）所 引 起。 具 有 转 换 型 变 异 的

"#$% 约 占 - 7 &，其 他 几 种 "#$ 在 相 似 的 水 平 上，因

为 E>O 二核苷 酸 的 胞 嘧 啶 是 人 类 基 因 组 中 最 易 发

生突变的位点，其中大多数是甲基化的，可自发地脱

去氨基而形成胸腺嘧啶。在任何已知或未知的基因

内或附近都可能找到数量不等的 "#$%，根据它们在

基因组 分 布 的 位 置 可 分 为 基 因 编 码 区 "#$%（ /"F
#$%）、基 因 周 边 "#$%（ >"#$%）和 基 因 间 "#$%（ ;"F
#$%）等三类（1234 !" #$% ，(**+）。总的说来，/"#$
比较少，因为在外显子内的变异率仅占周围序列的

( 7 !，但它在遗传病和育种的研究中却具重要意义，

因此倍受关 注。根 据 对 遗 传 性 状 的 影 响，/"#$% 又

可分 为 两 种：一 种 是 同 义 /"#$%（ "B3@3B=@S% /"F
#$%），即 "#$ 所致编码序列的改变并不影响其所翻

译的氨基酸序列，突变碱基与未突变碱基的“ 含义”

相同；另 一 种 是 非 同 义 /"#$%（ 3@3F%B3@3B=@S% /"F
#$%），即指碱基序列的改变将导致编码氨基酸的改

变从而产生蛋白质序列的改变，可能最终影响到蛋

白 质 的 功 能。 大 多 数 "#$% 位 于 基 因 组 的 非 编 码

区，它们对个 体 的 表 现 型 是 无 意 义 的，但 对 群 体 而

言，这些 "#$% 作 为 遗 传 标 记 在 群 体 遗 传 和 生 物 进

化的 研 究 中 却 很 有 用（ "BT23C3，-..(）。 在 描 述

"#$% 时，当前的 一 致 意 见 是 用 术 语“ :2>?@AB>C”（ 单
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倍型）代替术 语“ &’’(’(”（ 等 位 基 因 ）。 单 倍 型 定 义

为在给定的一条染色体的紧密连锁的位点上多个等

位基因的集合，通常 ! ) * 个相邻等位基因彼此靠近

而构成的单倍型可作为一个整体而遗传（ 称为单倍

型块，+&,’-.’-/0）（ 123&425 &) ./6 ，#77%；8&9&’50:，
#77#），见表 %。

从表 % 可见，在所研究玉米的 ; 个基因型中有

! 个单倍型（<%，<#，<!），它们分别由 ! ) * 个相邻

的 =>? 构成。<# 和 <% 比较，在外显子 @A 的 B" 处

（C#D）、内含子 @A 的 #!#（C#D）和 #!E 处（C#D）

有 ! 个 =>?5，这两个单倍型至少是 ! 个等位基因的

集合。<! 和 <# 比 较，在 碱 基 %!7 处（ D#C）、#!#
（C#D）、%EB（F#D）、#!E 处（C#D）有 * 个变异，它

们是 * 个等位基因的集合。

!" !# $%&’ 是基因组中分布最广泛而稳定的点突变

在人 类 群 体 中，=>?5 的 频 率 约 占 %G 甚 至 更

高。据估计，在人类 H>F 的 !7 亿对碱基中，平均每

!77 ) %777 个碱基 对 就 有 % 个 =>? 发 生，因 此 一 个

个体应至少 携 带 !77 万 个 =>?5，全 部 人 群 的 =>?5
总数可达 千 万（I4--05，%JJJ）。在 植 物 基 因 组 中 特

别是在玉米和水稻中，几十个或 %77 多个碱基出现

% 个 =>?5，其频率超过人类和果蝇，可见 =>?5 是生

物基 因 组 中 最 大 量、最 普 遍 的 点 突 变（ 8&9&’50:，
#77#&；>&5K，#77#）。=>?5 又是一种古老而高度稳

定的突变（ 尤 其 是 处 在 编 码 区 的 /=>?），因 此 对 于

大规模的研究而言，它比微卫星标记和其他的重复

序列更可靠，后者在经历了少数几代后，就会明显发

生变化（L&45+&’’，%JJ"）。

!" (# $%&’ 是二等位基因分子标记

理论上，在一 个 二 倍 体 生 物 群 体 中，=>?5 可 能

是由 # 个、! 个或 * 个等位基因构成，但实际上 ! 个

或 * 个等位基因的 =>?5 很罕见，故 =>?5 通常被简

单地 称 为 二 等 位 基 因 分 子 标 记（ I4--0(5，%JJJ）。

因此，在对基因组筛选时往往只需对 =>?5 进行 M N
O 的分析，而无需进行 H>F 片段的长度分析，这就

有利于发展 自 动 化 技 术 来 筛 选 或 检 测 =>?5。就 生

物技术本身的发展而言，当今在许多实验室都拥有

多种分子标记技术，然而检测大多数分子标记的方

法如 8PQ?、8F?H、FPQ?、==8 等 都 要 依 赖 H>F 片

段在 FR&4-5( 胶或 ?S 胶 上 的 电 泳 分 离。尽 管 毛 细

管电泳和荧光 H>F 分析技术能同时进行多位点检

测，它们能达到相当高的自动化程度，但毕竟都未摆

脱“ 凝胶电 泳 系 统”这 个 瓶 颈。这 种 基 于 凝 胶 电 泳

基础上的分析仍然是费时和费力的，远远不能满足

大规模和高 通 量 对 基 因 型 分 析 的 要 求。=>?5 本 身

的特点使其具备其他分子标记无可比拟的优越性，

奠定了 应 用 H>F 微 阵 列、H>F 芯 片 等 高 新 技 术 来

发现 与 检 测 生 物 基 因 组 之 间 差 异 的 基 础。 然 而，

=>?5 的 二 态 性 也 使 它 在 应 用 时 受 到 一 定 的 限 制。

许多评论强 调，使 用 二 等 位 基 因 的 =>?5 系 统 难 以

取代多 等 位 基 因 系 统 如 8PQ? 和 ==8。但 =>?5 在

基因组的分布比 ==8 要广泛得多，因此这个不足可

以通过使用更多的位点，加大分布密度来弥补，一张

完整的 =>?5 图谱可以提供远高于基因精确定位所

要 求 的 密 度。 T4KR’U&0 &) ./6 （ %JJJ ）指 出，

一个二核苷酸重复多态性标记的信息大约是=>?5的

表 )# * 个用于 $%&’ 分析的玉米基因型间储藏蛋白基因 !"#$%"&’)+’ 位点中的单倍型（ 引自 I+&VV4&W&00: X 8&9&’50:，#77%）
D&.’( %$ D+( W&Y-4 +&,’-VU,(5 9-KZ2 :Z V+( 4(R:-Z 5,&ZZ:ZR :ZV4-Z @A -9 V+( 0/#12/"-%[5 ’-/K5 &W-ZR (:R+V W&:\( R(Z-VU,(5 K5(2 9-4
=>? &Z&’U5:5

单倍型

<&,’-VU,(
基因型名称 N 编号

S(Z-VU,( Z&W( N Z-6

多态碱基的位置 ?-’UW-4,+:/ .&5( ,-5:V:-Z

外显子 1]-Z @A

B" %!7 %EB

内含子 @ZV4-Z @A

#!# #!E #"*

外显子 1]-Z A

!"*

<% <[* D D F D D >H C

<[! D D F D D >H C
<[% D D F D D >H C
1[# D D F D D >H C
I["! D D F D D >H C

<# L^%" C D F C C H C
I[% C D F C C H C

<! <E7 C C D D D H C
注：所检序列长度为 *7! .,，只显示多态碱基位置，>H 示未检测，H 示缺失。
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)* )! + )* ! 倍，也 就 是 说 一 个 有 ,-- + .--- 个 均 匀

分布的 "#$% 图 谱 在 进 行 基 因 组 扫 描 时，它 所 能 提

供的信息量就足以和目前最常用的有 /-- 个标记位

点的多态性 图 谱 的 信 息 量 相 当，而 且 "#$% 的 检 测

速度很快，最终能取代 ""0，用于编码复杂性状的多

基因研究。

!" #$%& 的发现与鉴定

!’ (" #$%& 的发现

由于 "#$% 作为一种新型的分子标记在理论研

究和实际应用上均具有极大的潜力，国际上学术机

构和商业公 司 均 投 入 了 很 大 的 力 量 寻 找 "#$%。目

前，可采用几种不同的路线来发现 "#$%，包括直 接

对 $10 产物进行测序、用鸟枪法从基因组文库以及

2"3 文库筛选序列等（04546%78，)--)）。

9#: 片段的直接测序是发现 "#$% 的最直接和

最常用的方法。最好是选择一套差异大但又是近交

的纯合个体进行 $10 反应，它们既能代表待研究群

体的多样性，又便于检测个体的多态性水平和清楚

地确定单倍型。通常从待测定的基因或 2"3% 提供

的序列设计引物，扩增出 /-- + ’-- ;< 的片段，对扩

增产物进行双链测序。然后，还要对所得序列进行

排序并仔细鉴别真正的多态性和由于测序误差而产

生的 差 异。 在 此，必 须 强 调 指 出，直 接 测 序 鉴 定

"#$% 的主要问 题 是 它 的 误 差。一 般 序 列 分 析 的 误

差率刚 好 是 . ;< = .-- ;<，相 当 于 许 多 植 物 种 内

"#$% 发生的 频 率（ 2>?4@>% !" #$% ，)--.）。 如 果 测

序误差没有及时检测出来，将造成在设计等位基因

特异 的 寡 核 苷 酸（ :66A6AB"<AC858C D68EFGHC6AFI8>A 简

称 :"D）引物和进行 "#$% 评估方面的浪费。此外，

详细的搜索要检测许多基因型，这样就又混合了序

列误差。直接测序更为明显的问题是在许多植物种

中有杂合体或多倍体存在，在上述两种情况下，实际

上经 $10 得到 的 是 从 同 源 和 部 分 同 源 的 位 点 而 衍

生的多个产物，不能准确鉴定碱基的变化，因此事先

要对 $10 产物进行克隆，这样就大大增加了工作量

（JK4II@4L477 M 04546%78，)--.）。用 上 述 直 接 测 序

方法在美国优良玉米品种资源中发现了高水平的多

态性，在非编码区平均每 /N ;< 出现 . 个 "#$，在编

码区每 .&. ;< 有 . 个 "#$，在不同群体中多态性比

例不同，这些多态性分布在少数几个保守的单倍型

中，意味着在美国栽培玉米群体的历史中存在瓶颈

效应（04546%78，)--);）。最近对大豆序列多样性的

研究表明，在 )) 个多态性高的大豆基因型中，"#$%
的出现频率在编码区每 7; 发现 .* O/ 个 "#$，在非

编码区每 7; 发现 /* N! 个 "#$，被测序基因的 &P端
有 . = & 含 "#$%（04546%78，)--)4）。

迄今为止，在相关的数据库中存在大量的序列

信息（ 如 2"3% 数据库等），因此采集和分析现有序

列数据也是发现 "#$% 的重要方法。拟南芥（ &’#()*
+,-.). "/#$)#0#）的全基因组测序已经完成，水稻基因

组序列草图已发表，第 . 和第 / 号染色体精确图也

已公 布，这 些 都 为 发 现 "#$% 提 供 了 极 大 的 方 便。

1A@AFG 公司比 较 了 拟 南 芥 两 个 生 态 型 基 因 组 数 据

库的 9#: 序列，发现了 !O --- 个多态性，其中 "#$%
将近 /- ---。日本植物基因组中心通过分析 & 个日

本水稻 品 种（ #8<<FG;4@A，Q4%464IK 和 Q8I447A）、) 个

印度品 种（ Q4%464IK 和 RH4GEB6HB48 /）以 及 野 生 稻

1% ’23)-,4,0（ST .,/&）基因组 /.’ 个推测的基因间

隔区，发现了 )N-- 个序列变异（ 包括碱基替换、插入

与缺 失、""0），其 频 率 为 平 均 每 N, ;< 出 现 . 个

"#$，或在两个随 机 挑 选 的 品 系 间 每 )&) ;< 出 现 .
个 "#$，如此丰富的碱基变异仅次于 玉 米。我 国 科

学家新近完成了水稻粳稻（1’56# .#")7# %%<* 8#-,0)*
9#）第 / 号染色体的精确测序（UAGE !" #$* ，)--)），在

选自该染色体（ 全长 &/* O V;）上 )* & V; 的片段中

鉴定出了 ,-!O 个 "#$%，平 均 每 )ON ;< 出 现 . 个

（#4%H !" #$% ，)--)）。

2"3 数据 库 是 一 种 新 的 和 有 潜 力 的 获 得 丰 富

"#$% 的来源，其优点是包括许多表达基因的序列资

料。人 们 有 理 由 期 待 至 少 某 些 2"3 会 涉 及 重 要 的

农艺性状。与一些无名（ 4GFGWLFH% ）标记如微卫星

标记等不一 样，来 自 2"3 的 "#$% 本 身 可 能 就 是 所

研究性状的决定者。再者，从特异和不同的基因型

衍生 而 来 的 独 立 的 2"3 序 列 分 析，将 使 得 在 9#:
芯片上寻找 "#$% 成 为 可 能，而 这 是 进 一 步 发 现 植

物 "#$% 更好 的 方 法。 如 今，许 多 生 物 技 术 公 司 创

建了多种农作物如玉米和大豆的 2"3% 的专有数据

库，这些数据库是存在于物种间、群体间、个体间多

态性的丰富来源。当前面临的挑战是如何充分利用

这种资源来 挖 掘 "#$%，通 过 数 据 采 掘 来 鉴 定 "#$%
可能是一种比较经济的途径，这种方法已用于人类

"#$% 的鉴定（$8CCFH6I !" #$% ，.,,,）。一些专业化的

称为“$F6W;4WA%”的软件（V4@IK !" #$* ，.,,,）可在几
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秒钟 之 内 分 析 大 批 量 样 品，为 高 通 量 地 发 掘 &’()
提供了重要手段（&*+,-.-，/00%）。

!" #$ %&’( 的检测

从技术上来讲，凡是检测点突变的方法都可用

于鉴定 &’()，但迄今为止还没有任何一种方法是万

能的。在实际应用时要根据研究目的、实验室设备

与技术条件以及经费情况进行选择。在众多的方法

中，根据等 位 基 因 特 异 的 寡 核 苷 酸（ 122.234 &5.43634
72389-:42.9;3<. 简称 1&7）(=> 或杂交、限制性位点

酶切、寡核苷酸连接以及引物延伸等方法较为常见。

有关 &’() 检测的方法学已有不少很好的评述可供

参考（?:;，/00%；&*+,-.-，/00%）。

等位基因特 异 的 (=> 或 杂 交 已 成 为 广 泛 使 用

的方法，特定地 设 计 (=> 引 物 可 用 于 区 分 &’() 等

位基因。&.. &) ./@（/000）在 大 麦 中 发 展 了 这 种 设

计引物的方法。为了扩增一个特定位点和准确地区

分 &’() 的等位基 因，他 们 在 (=> 反 应 中 用 了 ! 个

引物：/ 个正向引物，在其 AB端分别用不同颜色的荧

光标记，在 其 !B端 分 别 与 &’() 二 等 位 基 因 中 的 一

个相匹配；另有 % 个反向引物。表 / 表示根据大麦

基因组位点 0!1CA 的 序 列 设 计 的 一 套 等 位 基 因 特

异引物。

扩增的具荧 光 的 (=> 产 物 经 电 泳 分 离 后 可 在

一种特殊的荧光仪（ 例如 DEFG7!）上检测，也可以

直接在 !""H’1 自动测序仪上分离和检测。等位基

因可根据荧 光 颜 色 和 (=> 产 物 大 小 记 录 下 来。在

此例中绿色荧光的电泳带为等位基因 1，红色 荧 光

带为等位基因 ?，若发现同时存在红绿两种荧 光 的

带则为两个品种的杂交后代，或同一野生群体中的

杂合个体。由此可见，采用等位基因专一的 (=> 方

法确定杂合体是很方便的。

1:)I:.2 实验室（HJ.-K,J< &) ./ @ ，/00%）在构建

拟南芥的遗传图谱时发展了另一套简单的等位基因

特异的扩增策略，其改进是在引物最后 # 个碱基中

引入了另外一个额外的错配碱基，它与原先在 !B端
天然存在的错配偶联，导致非特异性等位基因扩增

产物大量减少，而对特异性等位基因的扩增影响较

小，因此明显增加了引物的专一性。他们称这种改

进的方法为 &’1(，并 根 据 一 套 经 验 数 据 编 写 了 一

个名为 &’1(L> 的计算机程序（M;;5：N N OOO@ 5,;M9@
P8M@ Q,J+,J<@ .<: N ,:)I:.2O.I），以 评 估 不 同 的 外 加

错配碱基对改变 (=> 扩增的影响。&’1( 策略的优

点是：通 过 在 引 物 的 !B端 另 外 加 入 错 配 碱 基，大 大

提高了引物的专一性；只要是每两个等位基因专一

的引物都用于其中一个等位基因的扩增，就有可能

检查出杂合体或异源双链，在此可作为共显性标记；

并可方便地在标准的琼脂糖凝胶电泳上检测，不要

求特殊的设备和复杂的方法，因此可普及到任何分

子生物学实验室。

等位基因特异的杂交已用于大批量和高通量的

&’() 鉴定，例如 H’1 芯 片 的 设 计 和 使 用。当 涉 及

有关 &’() 的 芯 片 时，指 的 是 处 理 基 因 型 分 析 的 芯

片，而 不 是 通 常 所 讨 论 的 L&R 基 础 上 的 表 达 芯 片。

所有基因型分析的芯片的核心是 1&7，它的序列对

一个等位基因是专一的。选择简单或复杂的芯片取

决于 能 获 得 多 少 覆 盖 众 多 位 点 的 等 位 基 因 序 列

（L<O,J<) &) ./@ ，/00%）。在使用较复杂的芯片时须

用到 H’1 微陈 列 技 术，例 如 1&7) 微 阵 列 的“ 铺 砖

途径”（ ;323-8 5,;M）是 为 芸 台 属（ !’.((",.）植 物 基 因

型分析芯片而设计的（S.P3.:T ，/00%）。在芯片操

作中多用激光共聚胶扫描仪判读芯片上的荧光信号

以 确定基因型，然后根据一个专有的规则系统进行

表 #$ 大麦基因组位点 !"#)* 的序列及其内部的 %&’ 引物（ 选自 &.. &) ./2 ，/000）
R,I2. /$ RM. ).U:.-4. ,-< 3-;.J-,2 5J3P.J) ,; ;M. 0!1CA 2943 3- I,J2.* 8.-9P.

位点 1F?A 的序列 $ &.U:.-4. ,; ;M. 0!1CA 2943
ABVR??=?1=R=R?1R?=R1=?1RR??1R=1?=1?1?===1=11?RR??=====?==R???11??1==?R
R=1R=W=R=R11??R?=1?11=11=??1?=1R1R=?1=RRR1=11==R=?1=1???111=??1=?1?==?=
?1?=1R??11R??1?1R=R1=R?11?=?=RR=R1=1=1R11==?==?1R1?1R==R=1V!B

位点 1F? 的内部 &’( 引物 $ G-;.J-,2 5J3P.J) ,; ;M. 0!1CA 2943
QLXV=R???11??1==?RR=1R=?
D1EV=R???11??1==?RR=1R=1，
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数据分析。可以预见，在不久的将来，拟南芥和主要

农作物如玉米、水稻、小麦和大豆的基因型分析芯片

会形成商品。由于基因型分析芯片的显著优点，它

能在主要农业性状的 )"*% 内检测多样性，毫无疑问

将成为大批 量、高 产 率 +#, 指 纹 的 首 选 方 法（ )-.
/01-% !" #$2 ，3445；67088190::; !" #$2 ，3445）。

近几年动态 等 位 基 因 特 异 性 杂 交（ -<=09;> 0?.
?@?@.%A@>;B;> 7<C1;-;D08;E= 简 称 +,"F）受 到 青 睐，此

技术是根据在连续升温条件下的荧光强度动态变化

而 求 得 不 同 样 品 的 *9 值 来 分 辨 不 同 的 基 因 型

（FE/@?? !" #$2 ，5GGG；曾朝阳等，3443）。我国湘雅医

学院 等 单 位（ 曾 朝 阳 等，3443）用 +,"F 技 术 对 GH
份人外周血样品成功地进行了 3 个 "#$% 位点的基

因分型。他 们 计 算 了 在 大 规 模 进 行 "#$% 检 测 时，

每份样品的费 用 仅 合 人 民 币 I 元，因 此 认 为 +,"F
是一种相对准确、经济、高通量鉴定 "#$% 的技术。

基质辅助 激 光 解 吸 电 离 飞 行 时 间 质 谱 法（ 90.
81;J.0%%;%8@- ?0%@1 -@%E1A8;E= 8;9@ EB B?;K78 90%% %A@>.
81E9@81< 简称 L,M+N.*OP），依 赖 于 扩 增 的 +#, 片

段与特定的 ,"O 的忠实杂交，然后洗提下来这种结

合的 ,"O 用 质 谱 仪 分 析，是 一 种 强 有 力 的 分 析

"#$% 的工具，在几秒钟之 内 可 分 析 大 批 量 样 品，但

须与高度多重化 $QR 接轨（S1;BB;= !" #$2 ，5GGG）。变

性高压液相（-@=08T1;=K 7;K7.A@1BE190=>@ ?;UT;- >71E.
908EK10A7< 简称 +F$MQ）有 赖 于 +#, 同 源 双 链 与

异源双链之间物理性质的差异，根据异源双链和同

源双链在变性反向高压液相离子对柱层析过程中，

滞留时间不一致而分离（O@B=@1 !" #$2 ，5GGV）。单链

+#, 片段构 象 变 异 多 态 性（ ";=K?@."810=- QE=BE190.
8;E= $E?<9E1A7;%9 简称 ""Q$）是指由于单个碱基替

换而引发的小片段单链 +#, 三维构象的变异而产

生的多态 性。近 几 年 ""Q$ 技 术 有 新 的 改 进，利 用

变 性 梯 度 胶 电 泳（ +SS) ）和 温 度 梯 度 胶 电 泳

（*SS)）可检测 !44 W 5444 CA 的片段，检出率可达

544X（)8>7@;- !" #$2 ，5GGV）。

此外，基 于 限 制 性 酶 切 的 RPM$，$QR.RPM$，

Q,$"（ 即 $QR.""Q$）已成为实验室检测 "#$% 的常

规手段。用 --#*$ 诱 导 引 物 延 伸 的 技 术 也 受 到 重

视，已在大麦育种中应用（ $01;% !" #$2 ，3445）。一些

公司基于核苷酸连接发展了用于检测 "#$% 的裂解

酶和 荧 光 探 针 例 如 *0UL0= 荧 光 探 针（ $) 6;E%<%.
8@9%）和称 为 分 子 信 标（LE?@>T?01 C@0>E=，L6%）的

荧光探针（*<0K; !" #$% ，5GGH）等也用于 "#$% 检测。

!" #$%& 的应用

"#$% 在基因组广泛而稳定的存在，提供了一批

很好的分子标记，在高密度遗传图谱构建、性状作图

和基因的精确定位、群体遗传结构分析以及系统发

育分 析 等 方 面 均 具 有 广 阔 的 应 用 前 景（ 61EE:%，
5GGG；R0B0?%:;，34430，C）。下面我们将简要介绍几

个主要的应用领域。

!’ (" 遗传图谱的构建

除了在 人 类 基 因 组 的 应 用 外，"#$% 的 信 息 丰

富、稳定遗传、适于做近交系之间的杂交分析等优点

同样为实验遗传的模式动物———鼠（&’( )’(*’$’(）
的 研 究 提 供 了 有 力 的 工 具。 M;=-C?0-.*E7 !" #$2

（3444）报道了 在 鼠 基 因 组 中 大 规 模 的 "#$% 分 析。

他们在 V 个 鼠 的 品 系 中 揭 示 了 核 苷 酸 多 态 性 的 比

例，采用高密度 ,"O 阵列在 5’!! 个 "*"%（ 序列标记

位点，%@UT@=>@ 80KK@- %;8@%）中鉴定了 3VIV 个 "#$%，
其中的 & Y I 已用于鼠基因组作图，构建了鼠的第一

代 "#$ 图 谱。 近 一 个 世 纪 以 来，果 蝇（ +,-(-./0$#
)!$#1-2#("!,）的遗传分析已成为研究基因功能的强

有力工具，但长期缺乏好的构建分子遗传图谱的标

记。继人、鼠、植物的 "#$.遗传图谱之后，FE%:;=% !"
#$%（3445）基于果蝇 "*" 的物理图谱，发展了贯穿

整个基因组的一套高密度的 I’I 个 "#$% 标记，用于

构建高分辨率的二等位基因遗传图谱。这个新的图

谱立即在果蝇研究中起了很好的促进作用。

在模式 植 物 拟 南 芥（ 3,#405-.(0( "/#$0#1#）以 及

许多农作物中，一系列重要的生物学过程诸如开花、

授粉、发育式样、细胞程序化、抗病机理等研究已经

模式化。要 迅 速 有 效 地 鉴 定 和 研 究 某 个 物 种 的 变

异，必须有一个高密度、含有易于基因型分析的遗传

图谱。Q@1@E= S;=E9;>% 公 司（3445）公 开 的 信 息 指

出，在拟南芥（3% "/#$0#1#）的两个生态型序列中，平

均每 &2 & :C 有 5 个 "#$，对 这 个 拥 有 5&4 LC 的 基

因组 而 言，这 种 碱 基 转 换 的 变 异 大 约 为 I4 444 个

"#$%。Q7E !" #$2 （ 5GGG ）用 一 种 抗 真 菌 病 基 因

65(5H 序 列 中 的 3&’ 个 "#$% 标 记 在 拟 南 芥（ 3%
"/#$0#1#）中构建了分辨率为 &2 ! >L 的 二 等 位 基 因

遗传图谱，这 个 过 程 简 要 说 明 如 表 &。这 是 第 一 次

在二倍体植 物 中 构 建 的 二 等 位 基 因 标 记 的 遗 传 图

谱，它 所 确 立 的 一 系 列 方 法 也 可 用 于 其 他 植 物 的
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表 !" 在拟南芥（!" #$%&’%(%）中用于构建图谱的 #$%& 的鉴定（ 引自 &’( &) ./0 ，%)))）
*+,-. !$ &’+/+01./23+12(4 (5 6789 2:.41252.: 24 10 )2./".-. 5(/ ;+<<24=

6789 标记的性质

7+1>/. (5 678 ;+/?./9
占 @%A 个转换型 6789 的百分比

8./0.41+=. (5 B*@%A 6789（C ）

总数

*(1+-

DE8F& G 测序鉴定 H:.41252.: ,I DE8F& G :2:.(JI 9.K>.4024= @L"
格式化 @%A 个 B6M 的微阵列 N(/;+1.11.: (4 B*@%A (-2=(4>0-.(12:. +//+I @%A
成功的 8&O 扩增 6>00.995>- 8&O +;<-2520+12(4 )P !)Q
单个扩增后的强杂交信号 E2=’ ’I,/2:23+12(4 92=4+- 5(--(R24= 924=-.<-.J +;<-2520+12(4 LP !P%
多重扩增后的强杂交信号 E2=’ ’I,/2:23+12(4 92=4+- 5(--(R24= ;>-12<-.J +;<-2520+12(4 L% !!A
识别两个生态型的 D290/2;24+12(4 ,.1R..4 &(->;,2+ +4: F+4:9,./= &)&,). ’(;(3I=(1.9 #@ A#A
识别纯合子与杂合子的 D290/2;24+12(4 ,.1R..4 ’(;(3I=(1.9 +4: ’.1./(3I=(1.9 P" A!P

识别纯合子与定位到一条染色体上的 D290/2;24+12(4 ,.1R..4 ’(;(3I=(1.9 +4: ;+<<24= 1(
>42K>. 0’/(;(9(;+- <(9212(4 PL A!"

6789 遗传图谱 构 建。在 NA 代 收 获 以 后，这 个 二 等

位基因图谱构建的整个过程花了不到两天的时间，

而要用 ONF8 标记得到同样的结果须花几个月时间

（&’( &) ./S ，%)))）。

在许 多 物 种 中 发 现、收 集 与 鉴 定 的 6789 已 经

构成了庞大的序列变异数据库，极大地促进了遗传

图谱的构建工作，使得原来冗长乏味的事情变得轻

松而有趣。在玉米中，保守地估计可获得 A 千万个

以上的 6789 供分析用，故用 6789 构建 T6* 遗传图

谱变得比较容易（O+5+-9?2，AQQA,）。为此目的，首先

在作图群体的父本、母本中用直接测序方法检测目

标基因 !U端未转录区域的 6789，然后通过一个记录

6789 的 流 程 对 子 代 的 基 因 型 作 图。D+V29 &) ./S
（AQQ%）通过 这 个 途 径 成 功 地 用 高 分 辨 率 的 W"! X
Y(%" 作 图 群 体（ ’11<：G G RRRS +=/(4S ;299(>/2S .:> G
&((< G &(45 G AQQ% G Q!B,91/+019S <:5）构 建 了 玉 米 的 遗

传图谱。如此超高密度的 6789 贯穿整个玉米基因

组，也大大促进了基于连锁不平衡的关联图谱构建。

用 678 标 记 还 有 助 于 将 遗 传 图 谱 和 物 理 图 谱

进行进一步的整合（O+5+-9?2，AQQA+）。物理图谱通

常是由 WB& 克隆的重叠群组成，这样可以通过检测

WB& 末端的重复序列来发现 6789，然后再将这些来

自 WB& 末端的 678 标记进行遗传作图，从而达到将

遗传图谱和物理图谱进行整合的目的。据报道，在

玉米中大约 AQC 的 WB& 末端序列是单拷贝或低拷

贝，因此可以用于图谱的整合（O+5+-9?2，AQQA+）。

’( )" *$+ 指纹的确立

作为一 种 新 型 的 D7B 指 纹，6789 标 记 在 物 种

鉴定、物种起源与亲缘关系、遗传育种等领域得到了

广泛的应用。8/2;;./ &) ./S（AQQA）在两种雀型目的

食虫鸟（3",&$4/. 2*5#/&4,. 和 30 ./6",#//"(）中揭示了

鸟类基因组 的 高 核 苷 酸 多 态 性。迄 今 为 止 在 Z.4[
W+4? 数据库中能查到的鸟类序列信息非常有限，只

占脊椎动物序 列 的 QS @C ，而 且 其 中 的 A G ! 来 自 一

种家养鸡。3",&$4/. 属食虫鸟种的复合体已成为研

究物种形成和杂交的重要模式系统，因此研究 6789
标记的应用潜力非常重要。他们从其他鸟类现有的

序列设计引物，然后用 8&O 扩增同源的食虫鸟序列

以及从上述两种鸟的基因组文库得到的随机克隆进

行测序两种策略，成功地在两个种种内的约 )S % ?,
序列分别鉴定了 P% 个和 #% 个 6789，其频率分别为

% G %"P ,< 和 % G %PQ ,<；此外在 %" 个同源位点鉴定了

两个种种间的碱基差异的频率 \ PQC ，而在比较的

#)A ,< 的 66O 序列中没有种间 6789。食虫鸟总的

核苷酸多 态 性 为 QS QQA! ] QS QQA"，比 人 类 的 6789
高 ! ] # 倍。鸟类基因组较高的核苷酸多态性可能

是由于食虫鸟有效种群的历史比人类古老。

6+V(-+24.4 &) ./S（AQQQ）用测序和 66&8 方法比

较了异交和自交的拟南芥属（ 1’.6"$#5("(）植物在乙

醇脱氢酶基因（1$2）位点的核苷酸多态性式样。在

此基因区域 发 现 了 L 个 不 同 的 插 入 与 缺 失，L ] %P
个“*”重 复 以 及 %P 个 核 苷 酸 替 换。进 一 步 分 析 表

明，1’.6"$#5("( /*’.). 中 的 核 苷 酸 多 样 性 为 QS QQ!L，

低于 10 )2./".-. 中的Q 0 QQ#)，但 10 /*’.). 群体中 的

序列多样性要比 10 )2./".-. 群体中的高得多。两个

种该基因区域中分离位点（ 9.=/.=+124= 921.9）的分布

也不同，在 10 /*’.). 的 北 美 群 体 中 存 在 过 量 的 多 态

性位点，而在 10 )2./".-. 中却罕见这种现象；两个种

多态性的地理分布差异也很大。这些差异是不同的

交配系统所致，也反映了 10 )2./".-. 在迅速扩张过
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程中瓶颈效应的影响。

")*+,-). !" #$/（0111）在研究 02 个玉米调控基

因（ % 基因）时，对该基因一个 !13 45 区域测序发现

了 006 个 "#$% 和 &7 个 0 8 ! 45 插入和缺失。在栽

培与祖先玉米基因型中有 & 个主要的单倍型。% 基

因调控玉米花青素形成的水平和式样，它的多样性

反映了表 现 型 和 进 化 的 关 系。9:,- !" #$/ （0111）

尝试采用玉米中称为“ 进化位点”的 "%0 基因的 "#$
数据来回答栽培玉米的起源问题。他们从 0’ 个玉

米（&!# ’#() %%5/ ’#()）基 因 型 的 转 录 区 和 非 转 录

的上游区大约 ;/ 1 <4 序列搜寻 "#$%，其中 0; 个基

因型属于 &* ’#() +#,-./$0’.)（ 玉 米 的 祖 先 ），! 个

基因型属于 &* ’#() ’!1.2#3#。野生玉米在编码 "%0
蛋白的基因部 分 的 序 列 仅 有 &= 变 异，而 在 启 动 子

区域的变异却非常高；但所有栽培玉米在该启动子

区域的变异却非常低。因此，他们认为在玉米的长

期栽培过程中，影响启动子区域的选择要比影响编

码 区 强 得 多，这 些 选 择 导 致 玉 米 表 现 型 的 变 化。

>:?:*%<+ !" #$/（0111）对 2 个 玉 米 近 交 系 几 百 个 位

点的序列分析表明，每 2& 45 有 0 个 "#$%，每 ;!7 45
有一个小的插入或缺失，并发现玉米储藏蛋白基因

/$%0 中仅有少数几个单倍型（ 见表 0）。因为玉米是

一种异花授粉物种，在群体内和群体间如此高的遗

传变异主要决定于交配系统的类型。他们观察到，

在当今玉米 及 其 祖 先 中 的 某 些 单 倍 型 的 保 守 性 与

")*+,-). !" #$*（0111）所得的结果一致，只不过是从

更多的样品中 得 到 证 实。@),:+**A, !" #$/（;770）对

玉米（ &* ’#() %%5/ ’#()）0 号 染 色 体 上 分 布 的 ;0
个位点的 B#C 序列多态性式样曾进行过仔细研究。

他们对来自美国以外的 06 个地方品种和 1 个美国

近交系总共 ;! 个 个 体 进 行 了 ;0 个 基 因 位 点 的 测

序，结果表明，在任何两个样品之间，每 073 45 就有

0 个 "#$。比较地方品种和近交系两者之间的遗传

多样性发现，近交系平均保留了地方品种多样性的

’’= 。DA-- !" #$* （;77;）最 早 用 基 因 型 分 析 芯 片

来检测玉米 "#$%。他们从 00 个玉米近交系的 ; 个

基因片段和 !; 个 ""> 位 点 序 列 的 两 翼 鉴 定 了 &;3
个序列多态性，其中含 ;02 个 "#$%，076 个插入或缺

失。该研究的主要目的是找到一种提供大量序列多

态性的方便来源，以用于玉米基因型分析。他们根

据 &; 个 ""> 连锁位点和 ; 个基因连锁位点设计和

合成了 0;& 个 ;7 碱 基 的 C"E%，这 0;& 个 C"E% 以

一定的格式共价结合到一块玻璃片上，然后这块芯

片与&& $ 标记的 $F> 产物杂交，并根据 C"E 的杂交

数据构建了 00 个玉米近交系的亲缘关系树状图。

在水稻中，直链淀粉的含量常常是决定烹调和

米食加工质 量 的 一 个 重 要 指 标，含 量 低 者 米 质 好，

软、粘而有光泽，含量高者米质发干而松散。负责合

成直链淀粉的淀粉合成酶是由 4#1( 基因（41）编码

的，曾报道有一个多态的 ""> 序列（56）3 紧密连锁

到 41 基因上。为了确定这个序列的多态性是否与

直链淀粉的含量相关，CG.)% !" #$/（011’）测试了 1;
个水稻品种的 家 系，鉴 定 出 41 的 ’ 个（ 56）3 等 位

基因。为了进一步确定 41 ""> 等位基因与直链淀

粉含量之间密切相关性的分子基础，他们对随机选

取的 3; 个 品 种 中 上 述 2 个 等 位 基 因 的（ 56）3 的

;77 45 片段（ 在 41 编码区推测的先导内含子 !H裂
解位置）进 行 了 序 列 分 析，发 现 所 有 直 链 淀 粉 含 量

低于 02= 的 品 种 其 序 列 都 是 CC@@C@C；而 所 有 直

链淀粉含量在中等水平以上的 ;6 个品种在该位置

的序列都是 CCI@C@C。这 种 @I 转 换 与 直 链 淀 粉

含量的相关性在育种实践中很有价值（CG.)% !" #$/ ，

011’）。#:%J !" #$/（;77;）比较了不同水稻品种的

"#$% 多态性后发现，品种 K:%:*:LM 和野生稻 9013&
之间 的 多 态 频 率 最 高（ 7/ ’!= ）；其 次 是 I3 和

9013& 之间（7/ ’0= ）；粳 稻 品 种 和 9013& 之 间 分

别为 7/ &&= 和 7/ &3= 。 这 些 数 据 表 明 与 野 生 稻

9013& 遗传 关 系 更 近 的 是 日 本 品 种，而 不 是 籼 品

种。他们还发现水稻 0; 条不同染色体分布的式样

也不同。两个密切相关的品种 #+55A,4:.) 和 KA%M+N
M+<:.+ 之间的 13 个 "#$% 能转换成分子标记，并确立

了贯穿整个基因组分布的 ;0& 个共显性标记，这些

作为分子标 记 的 "#$% 在 水 稻 基 因 组 研 究、群 体 遗

传研究和分子育种中有巨大的潜力。

"#$% 指纹 在 区 分 近 缘 种 的 研 究 中 非 常 有 效。

红云杉（7.2!# ,0%!3)）和黑云杉（7* ’#,.#3#）在形态

上难以区分，它们和白云杉（7* /$#02#）在北 美 地 区

又是分布区重叠的种。为了鉴定 & 个近缘种之间的

多态性，I).O:,A !" #$/（0111）从每个种代表不同地

理群体的 3 个个体取样，对叶绿 体 ",3K 的 内 含 子、

",3K、,+$&&8+)#PN",3$ 区域以及核 B#C 的 Q@" 区域进

行测序，结果发现了 0& 个叶绿体的和 0; 个核 B#C
的种间 "#$%，其分布如图 0 所示。他们用群体采样

方 式（ 样 品 采 自 种 苗 原 产 地 ，具 有 广 泛 的 代 表 性 ，



!"#$$ 生 物 多 样 性 $ $ !"#$"%&’(")* +,"&-,& %% 卷

图 !" # 个云杉种间 $%&’ 在叶绿体 !"#( 内含子、"$%##)$&’*)!"#& 区域以及核 +,%- 的 ./$ 区域的分布
长方形盒子示基因编码区：&，)’-’ 区域；(，’./!!).(0*))’-+ 区域；,，核 -./ 的 012 区域。数字示种间 2.+3 的相对位置；2.+ 下面的字母示每个

2.+ 能区分的种：4 表明其上的 2.+ 将白云杉与红云杉和黑云杉分开，5 表明其上的 2.+ 将黑云杉与红云杉和白云杉分开，6 表明其上的 2.+
将红云杉和白云杉分开（ 根据 789:&;< *= %>>> 改绘）。

?@A= %$ 1B8 98C&D@E8 F<3@D@<;3 <G @;D893F8,@G@, 2.+3 @; DB8 A8;8 98A@<;3（(<H8I &98&3）<G 1",&0 &98 3B<J;=
&= )’-K @;D9<; 98A@<;，(= ’./!!).(0*))’-+ 98A@<;，,= ;L,C8&9 012 98A@<;= .L:(893 @;I@,&D8 DB8 9&C&D@E8 F<3@D@<; <G @;D893F8,@83 2.+3= M8DD893 (8C<J 2.+3
@;I@,&D8 DB8 3F8,@83 DB&D 8&,B 2.+ I@3D@;AL@3B83：4 I@3D@;AL@3B83 JB@D8 3F9L,8 G9<: 98I &;I (C&,K 3F9L,8，5 I@3D@;AL@3B83 (C&,K 3F9L,8 G9<: JB@D8 &;I 98I
3F9L,8，6 I@3D@;AL@3B83 98I 3F9L,83 G9<: JB@D8 &;I (C&,K 3F9L,8=

包括来自 %% 个原产地的 NO 株红云杉，来自 !P 个原

产地的 #N 株黑云杉以及来自 QQ 个原产地的 >P 株

白云杉）对几 个 种 专 一 的 叶 绿 体 2.+3 和 012 2.+3
通过限制性 酶 切、22R+ 和 /2S)+R6 方 法 进 行 了 鉴

定。有 Q 个 2.+3（% 个叶绿体 -./ 的，% 个核 -./
的）将黑云 杉 与 红 云 杉 和 白 云 杉 分 开，在 所 检 测 的

个体中 >OT U %PPT 一 致。例 如，其 中 的 )’-’ 2.+
%P 定位于 20)’ 密码的第 N%P 碱基位置，在黑云杉

中它编码异亮氨酸，而在红云杉和白云杉中却编码

亮氨酸；有 V 个 2.+3 将白云杉与红云杉和黑云杉分

开（N 个叶绿 体 2.+3，% 个 核 的 2.+），在 所 检 测 的

个体中 %PPT 一 致。他 们 还 进 一 步 用 双 盲 法 对 NV
个匿 名 的 红、白、黑 云 杉 样 品（ 从 微 量 针 叶 提 取 的

-./ 样品）进行了 2.+3 鉴定。为了鉴定白云杉，用

)’-’ 2.+%、Q 和 ! 进行 22R+ 分析以及 012 的 2.+ "
进行 !(.%Q#O% 分 析；然 后 用 )’-’ 2.+%P 的 /2S)
+R6 分析以及 012 2.+% 的 !()W% 分 析 将 黑 云 杉 与

白、红云杉 区 分，其 结 果 %PPT（NV X NV）正 确。这 些

方法简单而灵敏，通常比等位酶、6?M+ 和 6/+- 等

分子标记更为有效。

01 #" 群体遗传和连锁不平衡

群体遗传学研究群体的基因库或者说群体遗传

组成及其变化机制。从它的发展历史可以发现，群

体遗传学研 究 在 很 大 程 度 上 依 赖 于 特 定 的 遗 传 标

记，每种新的遗传标记的发现和应用都对其发展产

生重要影响（ 葛颂，洪 德 元，%>>N；5L,KC89 Y 1B<9;3)
(899Z，QPPQ）。因此，在分子水平上的群体遗传学研

究取决于能否得到足够的 -./ 多态性。尽 管 与 一

些常 用 的 分 子 标 记（ 如 226）相 比，二 等 位 基 因 的

2.+ 显得多态性并不高（ 期望杂合度较低），但如果

考虑许多单 碱 基 位 点 变 异 所 构 成 的 单 倍 型 时，2.+
所含的信息量就非常大了。因为如 前 所 述，2.+ 在

基因组中非常丰富，这一丰富的变异性为开展群体

水平的研究提供了有力的工具。除了前述进行指纹

分析、物种鉴定和种间关系研究外，2.+ 标记在群体

水平上的应用最具有吸引力的方面是利用群体遗传

学中的连锁不平衡原理来进行高密度图谱的构建和

进行关联分析（ 2ZE&;8;，QPP%）。从某种意义上说，

当前人们对 2.+3 产生如此之大的兴趣在于它作为

一种标记，通过连锁不平衡作图法可以用于鉴定导

致生物特定 性 状（ 如 人 类 疾 病）的 基 因。其 基 本 原

理在于首先确定一批按一定间隔存在、覆盖整个基

因组的 2.+ 标记，然后在特定群体中寻找这些 2.+
标记与待研究特征之间的关系，即确定与特征相关
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的 "#$ 基因型，从而确定导致生物出现特定性状的

基因组区域。这一方法最初提出是用来定位人类疾

病基因，作为复杂疾病基因精确作图的工具，随后扩

展到在基因组整体水平上的关联研究，它同时还用

于人类基因组的重组研究以及探讨人类的起源和进

化历史等（ $*+,-./*0 1 $*2345*%6+，7889）。

在此，我 们 简 要 介 绍 一 下 与 "#$% 应 用 直 接 相

关的两个基本概念：连锁不平衡和关联分析。连锁

不平衡（:+;6/<3 =+%3>?+@+A*+?B，简称 :=），指群体内

不同位点 上 等 位 基 因 间 的 非 随 机 组 合 式 样（ C5@0D
%,3+;，7889）。 由 群 体 遗 传 学 的 基 本 定 理 E/*0FD
G3+;A3*< 平 衡 可 知：如 果 有 两 个 位 点，每 个 位 点 上

均有两个等位基因 H 和 I，它们在群体中的频率分

别为 !（H）和 !（I），那么经过一个世代的随机交配，

单倍型 HI 的频率应为 H 频率和 I 频率的乘积，即 !
（HI）J !（H）!（I）。如 果 上 述 条 件 不 能 满 足，那 么

等位基因 H 和 I 就处于连锁不平衡（ :=）（ ",?BKL，
7887）。简言之，连 锁 不 平 衡 就 是 不 同 位 点 的 等 位

基因之间存在连锁关系而不是自由组合关系。由于

位点之间的这种连锁关系，就可以利用连锁不平衡

技术通过标 记 位 点 的 变 化 来 预 期 其 他 位 点 的 变 异

（I*556%，9(((）。关 联 研 究（ /%%5-+/,3 %,?0F），又 称

关联分析，主要是研究群体中的分子变异与表型变

异之间的相关关系。关联研究的优点在于不需要构

建作图群体，因而对于不能进行控制实验的人类群

体非常有效，而且得到结果快，当存在高度 := 的情

况下 也 有 很 高 的 分 辨 率（ I?-6@3* 1 M.5*;%A3**F，

7887）。由此可见，从分子标记的角度看，连锁不平

衡与关联研究有着密切关系，关联研究的成效如何

在很大程度上取决于群体中连锁不平衡的强弱和式

样（I*556%，9(((；$*+,-./*0 1 $*2345*%6+，7889）。

由于 "#$% 在 基 因 组 十 分 丰 富，它 的 稳 定 性 和

容易记录使得人们可以利用连锁不平衡（:=）技 术

来深入研究群体遗传学的一些基本理论问题，并在

此基础上进行关联研究。在理想的高水平 := 状况

下，可以根据某位点上的等位基因来预测另一个位

点上将出现哪一种等位基因，从而通过确定基因组

中很小部分区域的多态位点基因型来分析整个基因

组大部分区域的变异。但实际情况并非如此理想。

因为 := 是一 个 十 分 复 杂 的 现 象，诸 如 突 变、选 择、

随机漂变等遗传因素以及群体的交配系统和进化历

史等群体动态因素均对 := 有很大的影响（I*556%，
9(((；",?BKL，7887）。以 人 类 研 究 为 例，在 北 欧 后

裔的人群中 := 通常可以延伸达 N8 6A，而在非洲人

群中 := 要小得多。这种差别大概反映了北欧人在

历史上经历过严重的瓶颈效应（O/L/@%6+，7887/）。

在植物遗传研究中，重组自交系被成功地用于

98 P &8 -Q 区 域 的 RM: 作 图，但 建 立 在 := 基 础 上

的关联研究 可 以 确 定 RM:% 所 代 表 的 实 际 基 因，提

供了比 遗 传 图 谱 要 高 得 多 的 分 辨 率（ O3B+;<,5; "#
$%S ，7889）。M3;/+@@5; "# $%S （7889）收 集 了 美 国 以

外 9N 个地理品种和 ( 个美国近交系共 7! 个个体，

并对第一号染色体上的 79 个基因位点进行了测序

和各种统计 分 析。结 果 发 现，在 玉 米 中 := 消 失 得

特别快，只在平均几百个碱基内存在（ 见图 7），不同

位点之间不 存 在 :=。他 们 还 发 现，在 所 检 测 的 78
个位点 中，99 个 在 7!8 AK 的 距 离 内 := 降 到 & J
8S 7，! 个在 !88 AK 内 := 的 & 值降到 8S 7，还有 T 个

图 ! " 玉 米 #$% 标 记 的 连 锁 不

平衡与标记距离之间的关系
横坐标为标记间 距 离，纵 坐 标 为 显 著

性值（ 根 据 M3;/+@@5; "# $%S ，7889 改

绘）。

U+<S 7 ) M.3 -5**3@/,+5; A3,433;
,.3 "#$ @+;6/<3 0+%3>?+@+A*+?B /;0
A/%3 K/+* 0+%,/;-3 +; B/+23S V*0+D
;/,3 +;0+-/,3 %+<;+L+-/;, W/@?3，/;0
/A%-+%%/ +;0+-/,3 0+%,/;-3S



!"#$$ 生 物 多 样 性 $ $ !"#$"%&’(")* +,"&-,& %% 卷

基因在 &## ’( 到 !)## ’( 距离内 *+ 的 . 值降到 #,
-。这些结果和人类的研究明显不同。在人类中，在

基因组的某些区域 *+ 可以延伸 -, - . &, / 01，而且

人类不同基因的 *+ 值有很大差异，一些基因的 *+
通常超过 -, ) 2’（ 甚至可以延伸至 %# 2’），但另些

基因的 *+ 则下降很快（345678895 &) /0, ，-##%）。与

此同时，:4;75<=95 &) /0,（-##%）利用 & 个基因以及

/> 个 ??: 标记对玉米基因组 进 行 了 连 锁 不 平 衡 研

究，都到了基本相似的结果，但在他们的研究中不同

的基因 *+ 程度有较大差异。这些研究对玉米的关

联作图有很重要的指导作用，因为连锁不平衡结构

将影响到关联研究的设计和实施。由于玉米基因组

*+ 下降太快，因而无法象人类那样利用 ?@AB 来进

行基因组水平的关联测定，但在 C3* 作图之后再对

候选基因进行关联分析，对寻找具体基因甚至基因

内的具体区域的数量性状效果具有很大的应用前景

（:4;75<=95 &) /0, ，-##%）。但要达到此目的，?@A 检

测应该保证标记密度在 %## . -## ’( % 个 ?@A 的水

平（345678895 &) /0, ，-##%）。

模式植物拟南芥（12 )3/0"/-/）也是植物中开展

连锁不平衡研究最早的植物，由于是自交植物，其结

果与玉米 明 显 不 同。@9DE’9D< &) /0,（-##-）从 拟 南

芥中选择了 -# 个样本，对决定花期的基因位点 456
及其邻近 -)# 2’ 的区域进行了测 序，结 果 发 现 *+
明显地随着距离加大而下降，但基本上在 % 01（-)#
2’）的距离消失，这一数值远远高于玉米的结果，也

明显高于 其 他 的 生 物 类 群（ 例 如 果 蝇 ）的 结 果，即

*+ 下降的速度只相当其他生物的 % F )#。进一步对

一些地方群体的分析发现，由于奠基者效应的缘故，

*+ 的程度会更高。因此，@9DE’9D< 等认为建立在单

倍型基础上的 *+ 作图在拟南芥以及其他自交植物

中会非常有用。

群体遗传理论预期，群体的瓶颈效应和自交会

明显增加 *+。由于美国的栽培大豆在从亚洲引 进

的过程中曾经 历 了 严 重 的 瓶 颈 效 应，/ F ) 的 多 样 性

大约来自 > . %# 个引种的个体，而且大豆是自交物

种。因此，:6G68B27（-##-6）认为，美国的大豆群体可

能会显示高水平的 *+。由此可见，基因组中 *+ 的

程度和式样绝不仅仅是理论上的研究，而且它将决

定选择什么样的关联作图方法。迄今对 *+ 总体式

样的大致分析表明，不管是在基因上还是在非编码

区，总的情况很不一致，取决于基因组的不同区域以

及不同的群体。

近年来的人类连锁不平衡研究表明，人类基因

组是由许多“ 区块（ ’8902B）”组 成，这 些 区 块 似 乎 是

共同遗传的并由一些长度在 % . ) 2’ 的重组热点分

开。这些重组热点使得不同区块之间发生频繁的交

换，但区块内的重组却很少（ ?=H;(G，-##-）。这一

结构特点很可能也存在于其他生物类群中。因此，

连锁不平衡研究已经基本上从评估 *+ 如何随遗传

距离变化而变化，转化到揭示基因组中“ 区块”的边

界和它们之间的关联强度。一旦区块确定下来，相

对较少数量的标记就可以代表基因组中大部分的单

倍型，而那些重组热点区域就要相应增加标记的数

目（I98EB=475，-##%）。 可 以 预 见，人 们 对 基 因 组 结

构和功能的认识的不断深化，必将推动群体遗传学

理论和实践的发展。

!" 结束语

从某种意义上说，我们已进入 ?@AB 时代，对人

类 ?@AB 的发 现、描 述 及 其 在 确 定 表 现 型 中 的 成 功

标志着一 个 新 里 程 碑 的 出 现（JD992B，%KKK）。通 过

大批量、高通量 ?@AB 的发现与鉴定，人类 ?@ALM6(L
89=N(4 遗传图 谱 的 构 建，在 连 锁 不 平 衡 基 础 上 的 关

联分析等，有望为人体致病基因的寻找和疾病的防

治提供快速和有效的途径。

近几年 ?@AB 在生物医学和人类起源与进化研

究中的成果极大地促进了 ?@AB 在动植物基因组研

究中的应 用。 一 系 列 发 现 和 检 测 ?@AB 的 方 法、构

建图谱的策略以及连锁不平衡和关联分析等技术正

在动植物研究领域中受到广泛的关注，毫无疑问将

在分子和群体遗传、动植物育种和生物进化等研究

领域 中 发 挥 越 来 越 大 的 作 用。正 如 :6G68B27 &) /0,
（-##-6）认 为，通 过 ?@AB 标 记，人 们 将 能 广 泛 收 集

到植物基因组中的信息，并进行超高分辨率分析，从

而有效地利用几乎是无穷无尽的遗传信息宝库，并

将开发出与表现型相关的的基因芯片进行更有效的

关联分析。当前，在植物学研究中面临最大的挑战

仍然来自作 图 群 体 的 构 建 和 准 确 判 断 表 现 型 的 困

难，特别是对于那些容易受环境影响的性状，因而限

制了在芯片上作图。因此，上述目标的实现，仍需要

群体和分子遗传学、生物化学以及生物信息学等领

域学者专家的携手合作。
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