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AFLP(Amplified fragment length polymorphism）国内译为扩增片段长度多态性，是1993年由荷兰Keygene

公司科学家Zabeau Mare和Vos Pieter发明创建的一种DNA分子标记新技术．它不仅具备了其它DNA分子标

记技术所具有的特点，多态性丰富，共显性表达，不受环境影响，无复等位效应，而且还具有带纹丰富，用样量

少，灵敏度高，快速高效等特殊优点．一个0.5mg DNA样品，可做4000个反应，获得8万个标记，650万条

带纹。美国加利福尼亚大学Mackill David t;利用14份水稻为材料，比较AFLP和R APD两种分子标记的实验

结果，发现RAPD方法21个引物获得 103条带纹．43个标记，而AFLP方法18个引物获得了529条带纹，

147个标记．通过一些实验室和科学家的使用和验证，AFLP被认为是一种十分理想的、有效的、先进的分子标

记（卜，，’〕．目前．不仅在小麦、水稻、玉米、大豆和棉花等主要农作物上得以应用，而且在蔬莱 （番茄、马铃

薯、鹰嘴豆）、林木 （垂枝桦Belula pendula,辐射松Pinus radiala)以及杭物基因组研究的模式植物拟南芥上广

泛应用．

1原 理

AFLP的原理是基于对植物基因组总DNA双酶切经PCR扩增后的限制性片段进行选择（’．，⋯’。）．具体是

植物基因组DNA经限制性内切酶双酶切后，形成分子量大小不等的随机限制性片段．将特定的接头（adapter)连

接在这些DNA片段的两端，形成一个带接头的特异片段，通过接头序列和PCR引物3'末端的识别，特异性片

段经变性，淬火和延仲周期性循环而扩增，最终通过聚丙烯酸胺凝胶电泳分子筛的作用，将这些特异的限制性片

段分离开来．

2流 程

AFLP流程包括模板准备、片段扩增和凝胶分析这3个主要步骤〔，，’，：’。，，各步骤具休的过程有：(1)提取

样本的DNA经浓度和质量检测后，针对杭物基因组常含AT的特点选择6个碱基识别位点的限制性内切酶，通

常是EcoRI或PSIT或Sad．和4个碱基识别位点的限制性内切酶，通常是M sel或Ssel在适宜的缓冲系统中进

行酶切．(2)酶切后的限制性片段在T4连接酶的作用下与特定的接头相连接，形成带有接头的特异性片段．(3)

利用磁珠（粉）在STEX盐溶液中反复洗脱2-3次，选择带有特定接头的限制性片段．(4) PCR前扩增．(5)利用

同位素32P或33P标定PCR引物．(6)在Taq聚合酶的作用下，完成94r-变性30秒－-651C淬火30秒一72℃延仲

60秒PCR扩增36个循环．(7) PCR产物变性后在含尿素的聚丙烯Ift胺变性胶上电泳．(A)将电泳后的凝胶转移
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吸附到滤纸上，经干胶仪进行干胶处理．(9)在X光片上感光，数日后冲洗胶片并进行结果分析．

3应 用

AFLP和其它DNA分子标记技术一样．在遗传学和育种学领域具有广泛的应用前景．目前由于 AFLP技

术比较新颖，又受到专利保护 （欧洲专利号EP 0 534 858 A 1)，所以，其应用仅仅局限于荷兰、美国、德国和英

国等少数发达国家的科研单位和高等学府从事非盈利性的研究，其范围包括：

3.1遗传多样性的研究

美国康耐尔大学的Blair (s〕利用AFLP技术评价54份水稻品种的遗传多样性、研究其系统发育和分类．并

与同功酶生化标记及RFLP标记比较，发现不仅其结论一致，而且认为AFLP对于研究水稻品种的遗传变异和

构建基因组图谱更为理想．英国剑桥实验室中国留学生朱嘉辉c;从菲律宾国际水稻所仃RRD随机选取来源于不

同地理生态区的200份水稻种质资源研究其多样性，并根据AFLP数据结果提出水稻模式核心种质（Model core

collection)．比利时Breyne Peter a)分析拟南芥种内和种间的22个群休，1个反应即可发现大量特异性带纹，不

同群体间50％以上有多态性，根据相关系数和聚类分析。比较群体间的遗传距离．中国留荷研究生漆小泉（私人

通讯）利用A FLP技术研究十字花科白菜品种间的遗传多样性，也获得了良好的结果．

3.2构建遗传图谱

法国Faye }”一人利用3个玉米分离群休仅花费3个月的时间专门构建了玉米的AFLP遗传图谱，共1 032

个 F^LP标记．德国J. Becker等人（，〕则利用春大麦品种Proctor x Nudinka杂种F：创建的双单倍体（Doubles

haploid)群体（113株）确定了116个AFLP标记，补充到大麦RFLP遗传图谱上，分布在大麦7个同源群染色体

上，其中IH 18个．2H 21个，3H 18个，4H 21个，5H 8个，6H 6个和7H 24个，不仅填补了大麦RFLP遗

传图谱上6H染色体和2H及4H染色休长臂上的空隔区（Gaps)，而且增加了大麦遗传图谱的长度．荷兰Van Eck

Herman (7)利用马铃薯构建遗传图谱群休研究AFLP标记与217个已知的马铃薯形态的、同工酶的和RFLP的

标记，构建多种标记综合的遗传图谱．荷兰Kcygcnc公司Pot Jcrina c”构建了拟南芥高密度的遗传图谱，其中

有”P标定的AFLP位点500个，又补充荧光索标定的位点200余个．覆盖了拟南芥的整个染色休组．

3.3标定基因

美国普渡大学Ismal DWeikat c6）以小麦近等基因系为材料，利用Kcygcnc公司生产试剂盒的9个PsII引物

和8个EcoRI引物，定位了抗麦蝇(Hessian fly) ME因H6和H16，自行设计PsII, EcoRI和Sad 3种酶切的10

个引物，其中4个引物分别与抗麦蝇基因H5, H6, H10和H16紧密连锁．加利福尼亚大学即标记了抗葛直菌

霉(Bremia faciucae)基因的Dm5和Dm8.德国Max-Planck研究所K. Mcksem (2.’〕报道了他们发现的3200

个AFLP位点与马铃薯V染色体上抗Phgiaphihora infeslans基因R1具有连锁关系，其中8个位于R1基因的

RFLP标记GP21和GP 147之间，最近遗传距离仅为0. 8CM.英国C. M. Thomas ca〕利用番茄与野生种

Lycopersicon pennellil种间杂交FZ群休发现42 000条AFLP带纹与番茄抗叶霉病基因Cf-9紧密连锁，其中3

个标记与Cf-9基因表现共分离．

3.4辅助育种

美国Texas大学的Rcddy⑦用AFLP技术指导棉花育种．把长绒的海岛棉与高产的陆地棉进行远缘杂交，

利用计算机Gencscan672软件分析“个AFLP引物实验结果，在杂交后代F2群休中发现300个标记与亲本的

长绒和高产性状有关．芬兰Satu Akcrmam（‘〕利用A FLP技术研究垂枝桦树的2个杂交组合后代30-32个

体，产生3-12有意义的多态性带纹．分子堂范围在200-700bp之间．带纹的分离完全符合孟德尔的遗传规

律．美国Vantoal C”用AFLP技术指导大豆回交育种，比较大豆双亲与回交1代C。及回交2代C。的异质程

度，平均每个 AFLP引物产生 10个多态性标记，10对 AFLP引物可以检测出 100多个位点的纯合或异质程
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度。美国生命技术公司的Lin”利用AFLP技术研究大豆的数量性状，发现每个反应均表现大量的多态性带，

每对引物具有高频率 （> 90%）的多态性，可以作为大豆数量性状的标记。

3.5鉴定品种绘制指纹图谱

AFLP最适的应用范围，也是M. Zabcau和P. Vos中诸专利的关键是利用AFLP技术鉴定品种的指纹

(Fingerprint),检测品种的质量和纯度，辨别真伪，十分灵敏．著名的美国先锋种子公司首先引用了AFLP技术

用于玉米自交系和杂交种的鉴定工作，建立指纹档案，保护品种专利．法国Faye rn用1个AFLP引物在玉米2

个基因型中发现30条以上的多态性带纹，十分适合用于玉米基因型的指纹鉴定．

3.6促进新产品和新兴产业

AFLP作为新兴的一种DNA分子标记技术，带动了相应学科的研究和发展．Kcygcne公司生产的AFLP

试剂盒在全世界推销；美国生命技术公司在上海建1.}t_了上海技术服务部，经营和推销AFLP的试荆和技术；美

国Gupta, Manju c'〕改进的生物系统DNA自动序列仪ABT377，专为AFLP技术使用；相应开发的AFLP计

算机软件Gcnescan 672，可以提供2.5倍的信息，准确的DNA分子量，快速的电泳分析和自动化数据处理．

应该指出，AFLP技术并非十全十美的技术，如使用同位朱，对环境和人身安全构成一定的危害；其实验成

本和造价也比较高，特别是4碱基限制性内切酶的价格十分昂贵．但是，它也在不断发展和完善．美国生命技术

公司以及康耐尔大学的Blair都利用非放射性化学试剂代特放射性同位米；关国Vantoal利用银染技术代替了同

位素的使用，同时还省略了磁珠（粉）选择的过程．直接进行PCR扩增，都获得了较好的效果．
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