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【生物技术】 

DNA分子标记技术在苜蓿研究中的应用 
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摘要：本文概述 了 DNA 分子标记技术在苜蓿种质鉴 定、连锁 

图谱构建、种质渐渗、基因定位和杂种优 势五方面的研究 

进展 。 
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以往的苜蓿遗传标记主要有 3种，即形态学标 

记、细胞学标记和生化标记(同功酶和种子蛋白)。与 

新兴的DNA分子标记相比，传统标记方法有以下缺 

点，即费时长、标记位点少、不能有效鉴别优异材料、 

易受环境和植株发育影响及遗传图谱饱和度低等；而 

分子标记则具有标记分布广、多态性高、不受环境、季 

节和发育期影响等优点。目前，苜蓿研究中应用最广 

泛的 DNA分子标记是 RFLP(Restriction fragment 

length polymorphism，限制性 片段 长度 多态性)、 

RAPD(Random amplified polymorphism DNA，随机 

扩 增 生 态性 DNA)、AFLP(Amplified fragment 

length polymorphism，扩增片段长度多态性)和SSR 

(Simple sequence repeat，简 单 序 列 重 复；又 称 

Microsatellite DNA，微卫星DNA)等。本文就这几种 

分子标记在苜蓿中的应用做一综述。 

1 种质鉴定 

种质遗传多样性和确定优异育种材料的遗传背 

景是植物育种工作的基础，而对于苜蓿这种异花受粉 

物种(异交率 72 9／6—87 9／6)，此项工作的意义更加重 

要。苜蓿基因组上存在着大量的分子标记位点，据 

RFLP和 RAPD标记研究显示苜蓿具有非常强的杂 

合性，以单株为研究对象，品种内差异大于品种间差 

异I1]。Kidwell等I2 用 RFLP标记研究了构成北美苜 

蓿品种遗传背景的 9个引进品种间的遗传关系，发现 

品种内多态性非常大，但品种间总体差别不大，只有 

从前苏联和秘鲁引进的两个苜蓿种质间具有明显的 

差异。之后，我国学者李拥军等 利用RAPD技术对 

18个中国苜蓿地方品种进行了遗传多样性分析，结 

果表明，我国苜蓿地方品种间的遗传差异较小，原因 

是我国苜蓿地方品种的地理分布相对较窄，品种间基 

因交流的机会多，故品种间遗传组成趋于一致。 

另外，Barcaccia等 ]利用 RAPD技术标记了减 

数分裂中苜蓿的突变植株，在突变植株中发现了大量 

特异性标记，他们指出可以用这些特异性标记研究突 

变植株的 2 n配子形成机制。Pupilli等 用 16个 

RFI P探针和 3种限制性酶研究了 7个常用栽培品 

种和 3个适合于意大利中部地区生态的苜蓿材料，发 

现 7个栽培种间的多态性小于 3个生态型材料间的 

多态性。Gjuric等_6]用 RAPD无显性组合分析法对 

四倍体苜蓿 F 和S 代个体进行分析，指出用在亲本 

中发现的 5个特异性标记可有效区分 F 和S 后代， 

并可估计其亲本的杂交率。 

与其它分子标记相比，SSR用于苜蓿的研究起 

步较晚。Diwan等_7 发现四倍体苜蓿基因组中约有 

19 000个 (AT) +(CT) +(CA) +(ATT) SSRs， 

且 4个用于试验的SSR位点的分离符合孟德尔分离 

规律。Mengoni等_8 研究了 1O个苜蓿材料中 4个 

cpSSR(叶绿体SSR)位点上等位基因的变异情况，结 

果共发现了 24个等位基因，其中 4个等位基因对 

Iside品种具有专一性。 

与此同时，学者们对采用群体标记法和单株标记 

法进行了比较研究。在每份样品中取等量 DNA 混 

合，Yu和Paul[g 用RAPD群体标记法鉴别了 3个苜 

蓿品种(Dupuits、Peace和 Anik)和 4个育种材料的 

遗传关系，结果与传统分类关系相符。他们还建议在 

利用分子标记研究苜蓿系谱发育关系和选择亲本挖 

掘最大杂交潜力时，应采用群体标记法。用筛选出的 

10条特异性引物，在每个品种或材料中取 1O个单 

株，就可以区分 18—72个苜蓿品种或材料。相反， 

Kidwell等_2 用 RFLP比较了单株标记和群体标记 

鉴定苜蓿种质的异同，指出采用群体标记法低估了品 
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种内的变异，从而影响了品种间遗传距离的准确估 

计。在放射自显影条件下，一个片段能否被发觉的可 

能性依赖于引物与杂交片段间的同源性和模板DNA 

的浓度。用RFLP标记研究四倍体苜蓿时，假如A是 

一 个与杂交探针相对应的等位基因，则会存在四种不 

同的基因型 Aaaa、AAaa、AAAa和 AAAA，杂交片 

段的强度取决于A的剂量。因而在一个数目较小的 

群体内，A数量的不可知性会增加杂交片段被发觉的 

不确定性，所以研究重点应放在增加群体内植株的数 

量上 ]，他们还根据初步的研究结果认为用 200株个 

体建池易于鉴别品种间差异。但是，Labombarda 

等【1叩用个体数分别为 2O、5O和 1O0的群体 RFLP标 

记法鉴定了两个苜蓿品种之间的遗传关系，发现 3种 

方法之间的特异带出现频率无显著差异。目前，关于 

群体标记法的主要争议是群体内个体数目的大小，数 

目过大，使发现低频率特异带的可能性降低；数目过 

小，则缺乏代表性。不同分子标记方法中，适宜群体数 

目的确定有待进一步研究。 

2 连锁图谱构建 

苜蓿分子连锁图谱的构建现在主要基于RFLP、 

RAPD、AFLP和SSR四种分子标记技术以及传统的 

形态学、细胞学和同功酶等方法。四倍体的遗传特性 

使四倍体苜蓿各种性状的分离复杂化，而且由于缺乏 

相应的四倍体遗传分析软件，以及在杂合双亲的F： 

自交后代或在回交后代中不易获得等位基因无偏分 

离的个体，所以第一个苜蓿的连锁图谱是根据二倍体 

苜蓿绘制的。由Brummerl_l 、Eehtl_1 和 Kissl_1 各 自 

领导的 3个研究小组分别于 1993年先后发表了他们 

构建的二倍体苜蓿连锁图谱，但由于采用的材料和选 

用的标记方法各不相同，目前三个图谱还不能融为一 

体。而且研究人员发现上述三个连锁图谱中有 1／3到 

1／2的标记位点 的分离与传统分离定律 不一致 

(Brummer等，48％；Eeht等，34％；Kiss等，55％)， 

这种现象是由于 F 代近交产生的有害隐性等位基因 

造成的。然而，Tavolettil_1 等指出利用非自交方法可 

以解决此问题，他们利用非 自交的F 代构建了一个 

二倍体苜蓿遗传图谱，其中只有 8．8 的位点不符合 

传统分离定律。 

除此之外，Kalo等r1 在二倍体苜蓿F 代的 8个 

连锁群中发现了 868个遗传标记(4个形态学标记、 

12个同功酶标记、26个种子蛋白标记、216个 RFI P 

标记、608个 RAPD标记和 2个特殊 PCR标记)。所 

有标记总共覆盖了 754cM 的遗传距离，标记间的平 

均密度为 0．8个／cM，遗传标记距离与碱基间的换算 

关系为 1 000—1 300 kb／cM。他们还发现连锁群 6、7 

和 8中的有些标记与以前公布的有所不同，原因可能 

是以前的研究未能正确估算连锁标记间的分离关系。 

二倍体苜蓿分子标记研究可以为四倍体苜蓿连 

锁图谱的构建提供有价值的信息，但二倍体苜蓿基因 

间的遗传距离不等于四倍体苜蓿基因间的遗传距离， 

而且，以二倍体苜蓿为研究对象不可能发现四倍体苜 

蓿 的所 有性 状，特 别是数 量性 状。Yu—KF和 

Paulsl_1 利用 RAPD标记了苜蓿 A70—34(母本)和 

Arrow36(父本)杂交产生的F 代，建立了第一个四 

倍体苜蓿的分子连锁图谱。他们共发现的9个连锁组 

归属于四个连锁群，连锁群中RAPD标记间的重组 

率最大可达 37 。此外，在F 代筛出的32个 RAPD 

标记中，其中有 27个符合减数分裂中同源染色体随 

机分离、染色单体随机分离的规律。因此，他们指出四 

倍体苜蓿中染色体随机分配在减数分裂中虽然占优 

势(120／121)，但并非唯一模式。同时 Yu和Pauls[ ] 

提出了通过建立回交群，利用 RAPD技术构建四倍 

体苜蓿遗传图谱的设想。具体过程如下：①选取遗传 

基因型相反的双亲，通过杂交产生 100株 F。后代； 

②在双亲间筛选特异性 RAPD引物；③用能正常分 

离的特异性标记逐一分析 F。代植株，并判断该植株 

在此位点属于单显性组合或双显性组合；④从 F 代 

中选出一株苜蓿，它必须同时具有单显性组合和双显 

性组合且这两个基因都来自双亲一方的特异性标记， 

将此植株与另一亲本回交，建立回交群；⑤从回交群 

中选出 150—200个单株，用特异性引物分析其分离 

规律；⑥分析回交后代中成对标记间的双分离频率并 

确定连锁关系；⑦用最大可能性方程分析连锁标记间 

的重组关系。 

Wu等 提出了SDRFs(Single dose restriction 

fragments，单剂量限制性片段)标记方法可简化多倍 

体物种连锁图谱的绘制。Brouwer等Ds]利用SDRFs 

标记方法绘制了同源四倍体苜蓿的连锁图谱，该图谱 

包括 7个连锁群和 88个标记位点，覆盖了 443cM 的 

遗传距离。此外，Diwan等 9]用 10个SSR特异性位 

点对现有二倍体苜蓿的RFLP连锁图谱进行了补 

充，并利用 F 代绘制了四倍体苜蓿的连锁图谱，在四 

倍体苜蓿中每个 SSR标记可检测到 2—4个等位基 

因。 

3 种质渐渗 

苜蓿属包括 56个种，其中 22个种为多年生异花 
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受粉，34个种为一年生自花受粉。除人工种植紫花苜 

蓿(Medicago sativa ．)外，苜蓿属中其余绝大部分 

为野生种。这些野生种是经长期的自然选择保存下来 

的，具有一些特殊优点，如适应性好、抗逆性强，能够 

在风土较差的条件生存生长。通过种质渐渗，将苜蓿 

野生种中有利基因转移到苜蓿栽培种内，提高栽培种 

的抗逆能力，并改善其有关经济性状，这是苜蓿改良 

工作的重要内容之一。McCoy等-2o]在抗寒抗病性强 

的同源四倍体苜蓿 M．dzhawakhetica中发现了 70 

个 RAPD标记和 15个 RFI P标记。利用这些特异性 

标记进行分子标记辅助选择 (MAS)有利于 M． 

dzhawakhetica中优良基因向栽培苜蓿品种内的转移。 

多年生异花受粉的二倍体苜蓿 M．ruthenica起 

源于西伯利亚、外蒙古和我国的东北，具有抗寒耐瘠 

薄的特性。Campbell： 对 M．ruthenic的17个无性 

系和紫花苜蓿 。一AC。的 17个无性系进行了种内 

和种问遗传距离分析，研究应用了4条 AMCP(An 

chored microsatellite prime，锚定微卫星引物)，测得 

M．ruthenic和 。一AC。种内的平均遗传距离分别 

为 0．50和 0．56，两个种质问的遗传距离为 0．73；而 

用 9条 SSR特异性引物测得两者种内的平均遗传距 

离分别为 0．29和0．40。另外 McCoy等 。 将 CADL 

(Cultivated alfalfa at the diploid level，二倍体苜蓿 

栽培种)和二倍体苜蓿野生种 M．daghestanica、M． 

pironae三者进行三体杂交，发现所有的F 代杂种都 

是二倍体，并且可以观察到 F 代植株减数分裂中期 

二价染色体的配对现象，但所有的F 代雄性、雌性都 

不育。他们还指出RAPD技术在分析种质渐渗方面 

有很大的潜力。Pupilli等[2 利用原生质融合技术，使 

四倍体苜蓿和二倍体苜蓿产生体细胞杂交植株。用 

RFLP技术分析其核型组成，结果发现在杂交植株中 

来 自双亲的染色体都存在，但来自二倍体亲本的等位 

基因发生不完全合并。 

4 基因定位 

与苜蓿重要农艺性状相关的基因定位还处于起 

步阶段，育种工作者们只做了初步的研究。Kiss等 4_ 

发现苜蓿叶型改变为粘连状的突变体基因位于 6号 

连锁群上，在 RFLP标记 UO533和 TMS32两者之 

间；接种根瘤菌后，形成白色无效根瘤的基因在 7号 

连锁群上，与RAPD标记OEP7X相连锁。除此之外， 

苜蓿中的周期素(cylins)与蛋白激酶 p34cdc2和周期 

素依赖性蛋白激酶有关，后两者是控制细胞分裂的基 

本调控物质。Savoure 等发现紫花苜蓿的周期素合 

成基因在 5号连锁群上，位于 RFI P标记 UO89A和 

CG13之间。Barcaccia等_2 发现了一个 AFLP标记 ， 

它与控制苜蓿卵子不完全减数分裂的其中一个基因 

距离 10．1 cm。此外，育种家已初步发现了苜蓿的一 

些重要数量性状位点，如与耐铝、抗寒和产量等有关 

的基因_1 。 

5 杂种优势 

合理地选择亲本，充分挖掘亲本间的杂交优势潜 

力对 苜蓿新 品种 的选育 具有重 要意义。Yu和 

Pauls L】 指出RAPD技术可为杂交育种获得最大杂 

交优势而合理选择亲本提供大量有效的遗传信息。但 

是，自交衰退而缺乏纯合基因型和四倍体遗传的复杂 

性妨碍了苜蓿遗传中杂交优势的利用和近交问题的 

研究，其中自交衰退表现在四倍体苜蓿 和CADL 

的生活力和育性的强烈减弱上。Bingham等[2 指出， 

紫花苜蓿的近交衰退和杂种优势的表现与显性连锁 

位点上互补基因的相互作用有关。在近交情况下，这 

种互补基因的相互作用迅速消失，导致近交衰退；杂 

种优势的表现是由于最大化连锁失衡和互补基因作 

用的最大化引起的。与二倍体苜蓿相比，四倍体苜蓿 

的互补基因作用更强。 

6 结语 

分子标记技术的兴起和发展有力地推动了苜蓿 

研究的进程，而同时这项技术本身还处于一个自我完 

善的过程中，各种标记方法都存在一些弊端需要解 

决。另一方面，与其它主要农作物相比，由于苜蓿研究 

得不到应有的重视以及其遗传的复杂性，所以明显滞 

后。目前以下两方面的工作应得到苜蓿育种者的重 

视：①四倍体苜蓿连锁图谱的绘制 连锁图谱无论在 

理论上或实践上都具有十分重要的价值，它使人们对 

遗传物质的观察进入了一个更深的层次，从而使某些 

性状的分析更加详实准确，亲本选配更加合理。研究 

人员应结合新的标记手段，并对苜蓿中现有的遗传标 

记和二倍体(或四倍体)连锁图谱的研究数据进行整 

理分析，绘制出一个饱和度较高的四倍体苜蓿连锁图 

谱。②分子标记辅助育种 分子标记技术目前最有价 

值的实际应用就是分子标记辅助育种，分子标记使苜 

蓿育种中的早期选择和预测成为可能，同时一些不易 
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区分的性状通过分子标记的间接选择可以达到目的。 

另外 ，对某些不期望的性状也能够及 时地发现和淘 

汰。但分子标记辅助育种的前提是标记出与苜蓿重要 

农艺性状紧密连锁的基因，如抗旱、抗涝、抗寒、抗热、 

抗盐碱、抗病虫、耐践踏等抗性基因。目前，国内已经 

开始了这方面的研究。 
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Application of DNA M olecular M arkers 

in Alfalfa(Medicago Sativa L．)Research 

YANG Qing—chuan ， LIU Zhi—peng ， HU Tian—ming ， HU Xiao—yan 

(1．Institute of Animal Science，CAAS，Beijing 100094，China；2．Animal Science and Technology College， 

Northwest Science and Technology University Of Agriculture and Forestry，Yangling Shanxi 7121O0，China) 

Abstract：This paper summarizes the research progress of applying DNA molecular markers to alfalfa 

research (Medicago sativa L．)，including germplast characterization，construction of linkage map，germplast 

introgression，gene localization and heterosis． 

Key words：molecular markers；alfalfa；forage 

该品种属连续开花型，单株分枝9条，主茎高46cm，侧枝长48cm，株型直立紧凑。叶片倒卵形，叶形较 

小，叶色深绿，叶片较厚。荚果普通型。百果重240克。百仁重 102克，果壳薄，出米率72．6 。种子休眠 

期长，收获期不发芽。开花早、开花集中，花量大，结果性能好，结果集中，双仁果率90 以上，单株结果数 

20—36个，荚果整齐。经济系数0．48。中熟品种，春播生育期133天左右，夏直播地膜栽培生育期110天。麦 

行套种生育期 125—130天。比鲁花 11早熟3-5天。该品种具有如下特点：产量潜力高，增产幅度大。该品 

种耐肥水，耐密植，地上生长与地下生长协调，特别抗倒伏。最大叶面积系数可达 7以上，全生育期平均 

3．72，后期保叶性能好，收获期叶面积系数可保持 3以上。光合能力强，结果性能好，大田常规密度栽培，单 

墩结果数量最高达到 1l0个。1千克果数450—550。高产潜力 667 m 产 700千克以上，高产示范田667 m 

产达到662千克，在日照(夏直播)、滕州(麦套)、宁阳(春播)、泰安(春播)等9个点次的品比试验中比鲁花 

11增产15．75 。在 1998至 1999年山东省花生新品种区域试验中，22个点次平均比对照品种鲁花 11增 

产 12．9 ，居大花生组第一位。在2000年山东省花生新品种生产试验中，比鲁花 11增产 16．8 ，居第一 

位。该品种抗病性强，适应性广，高抗叶斑病和锈病，后期叶片不早衰，落叶晚，保持青枝绿叶成熟。耐重茬 

性能好。抗旱、耐瘠、耐肥、耐涝。对缺铁、缺锌反应不敏感，耐盐碱。收获期一般不烂果。根系和根瘤发达。 

适宜高肥地、丘陵旱地、瘠薄地、微碱地栽培。适宜春播和夏播盖膜、麦田套种等多种种植方式，尤其适合高 

产栽培。质地香脆，有甜味，口感好，耐贮藏。 

经农业部油料及制品质量检测中心分析，丰花 1号籽仁粗蛋白含量28．46 ，粗脂肪含量 51．09 ，油 

酸、亚油酸比率1．6。经中华人民共和国山东进出口商品检验局检验，丰花1号果型属传统出口大花生。规 

格可加工 7／9出13花生果，并可加工24／28出口花生仁，符合目前大花生果、仁出口要求。品质符合出口各 

项指标。通过加工试验，果适合制烤果，仁适合炸制、煮制、脱皮花生制品的加工。适宜在黄淮海地区及长 

!江流域大花生区推广。适宜高肥地、丘陵旱地、瘠薄地、微碱地栽增。适宜春播和夏直播盖膜、麦田套种等： 
{多种种植方式。尤其适合高产栽培。 
+ 

{ (摘自‘‘十五’’国家科技攻关成果《农作物后补助新品种》) 
+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ ．+ 。+ -+ -+ -+ -+ -+  +  + ．+ 。+ -+ -+ -+ 。+ ．+ 。+ -+ -+ -+ -+ 。+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ 一+ -+ -+ -+ -+ -+ -—卜-—卜 —卜 +  —卜 —卜一—卜 -—+- 
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