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0 引言

从数千年前的植物驯化到现在的以遗传理论为基

础的作物育种，无一不是为了作物产量的提高、品质的

改良或抗性的增强。这一直是并且将来仍然是农业生

产的重要目标。其过程总是在具有遗传变异的群体中

选择理想的个体，或者将优良性状导入到种质中从而

创造变异，再行选择。传统的育种主要是根据植株在

田间的表现进行评价与选择。由于表型性状不仅取决

于遗传组成，也受控于环境条件。有时环境条件的影

响可遮盖植株在基因型上的差异。因此，仅从表型选

择显然是不理想的。特别是对受多基因控制的数量性

状选择，更难做到准确。虽然育种学已建立了一套完

整的选择程序，并在农业生产上培育出了许多高产优

质多抗的新品种，然而周期长、工作效率低仍是当今育

种中的主要难题。分子遗传学的发展及分子标记技术

的建立，使作物遗传育种进入了一个新阶段。新技术

与传统方法相结合，有可能解决目前育种中一些重要

环节上的主要难题，从而大大加速育种工作进程。分

子标记连锁图的构建，利用分子标记进行基因定位、辅

助选择、种质评估、基因克隆以及对杂种优势等重大理

论问题的研究，已显示出了非常诱人的前景。

高粱（Sorghum bicolor L. Moench）是全世界种植

的第五大禾谷类作物，具有C4植物高光效的特征，遗

传多样性丰富，杂种优势强，杂优利用广泛，而且抗旱、
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Abstract: In the recent years, the molecular techniques developed rapidly, and it was used in Sorghum
diversity. DNA mo1ecular markers had many advantages compared with the traditional methods, so they were
efficient techniques in Sorghum research. This paper briefly introduced six major types of DNA molecular
markers, and summarized the present situations of molecular markers in relevant study and application in
sorghum breeding in past years, such as the construction of genetic spectrum and gene locating, association of
genetics, mutants. Finally, the perspective and the question of molecular marker’s application in Sorghum
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耐盐碱和耐瘠薄。因此，作为粮食作物—高粱在干旱

和半干旱农业生产中占有极其重要的位置[1]，它也是

重要的饲料植物和酿造业原料。但是在高粱育种中

由于对高粱许多性状的遗传机制还缺乏了解，阻碍了

高粱育种工作的进程。所以，如何提高高粱产量，改

善高粱品质和增强高粱抗性，实现高粱生产的高产、

优质、广适、多抗已成为育种工作者的主要目标。长期

以来，高粱育种工作者大多数是借用易于鉴别的形态

学和同工酶等遗传标记来辅助育种，并取得了很大的

成功。但由于标记数量有限、不易找到与目标性状密

切相关的标记，所以很难应用于高粱育种实践。随着

分子生物学的迅速发展，建立在DNA变异基础上的

分子标记技术在高粱育种中已得到了广泛的应用。

现在涉及到的分子标记的类型主要包括 RFLP、

AFLP、RAPD、SSR 以及正在处于高速发展期的 SNP

等。在高粱的遗传育种方面，分子标记技术主要用于

遗传图谱的构建、基因定位、关联遗传学、突变体等方

面。此文综述了分子标记的主要类型及在高粱育种上

的应用。

1 常用的分子标记技术

自1980年Botstein等[2]首次提出DNA限制性片段

长度多态性（RFLP）以来，经过十几年的发展，已有近

20种DNA分子标记技术相继问世，主要有两大类，一

类是基于 Southern 杂交的分子标记，另一类是基于

PCR技术的分子标记。

1.1 基于Southern杂交的分子标记

这类标记利用限制性内切酶酶切不同生物体的

DNA分子，然后用特异探针进行 Southern杂交，通过

放射性自显影或非同位素显色技术揭示DNA的多态

性。

1.1.1 限制性片段长度多态性（Restriction Fragment

Length Polymorphism，RFLP）RFLP技术是发展最早，

应用最广泛的DNA分子标记技术，该技术是利用特定

的限制性内切酶识别并切割不同生物个体基因组

DNA中的特定位点，产生许多大小不等的酶切片段，

经 PAGE 电泳分离后，与 DNA 探针进行 Southern 杂

交，只有与探针有高度同源性的酶切片段才能与探针

发生杂交而被检测出，再用放射自显影或其他显色技

术检测，形成反映个体特异性的RFLP图谱。不同的

个体或种群由于碱基的突变、缺失、插入以及染色体的

变化，导致原有酶切位点的消失或新的位点的产生而

表现为多态性。RFLP标记具有共显性特点，标记位

点数量不受限制，通常能检测到的基因座位数为 1~4

个。在分离群体中可区分纯合基因型与杂合基因型，

提供标记位点完整的遗传信息[3]。目前多种农作物的

RFLP分子遗传图谱已经建成。但其分析所需DNA量

较大，步骤较多，周期长，制备探针及检测中要用到放

射性同位素，尽管可用非放射性同位素标记方法代替，

但成本高、成功率低，且实验检测步骤较多，依然影响

其使用、推广。

1.1.2 小卫星DNA（Minisatellite DNA）又称数目可变

串联重复序列（Variable Number of Tandem Repeat，

VNTR）是一种重复DNA小序列，为十至几百个核苷

酸，拷贝数 10~1000不等。多态性由于重复单位之间

的不平衡交换，从而产生不同等位基因，可通过杂交检

测出。其缺点是多态性分布集中，合成探针困难，应用

并不广泛。

1.2 基于PCR技术的分子标记

1.2.1 随 机 扩 增 多 态 性 （Random Amplified

Polymorphism DNA，RAPD） RAPD技术是在 1990年

由 Williams 等 [4]以 DNA 聚合酶链式反应为基础提出

的。RAPD以PCR为基础而又不同于经典的PCR，该

技术是用一个随机的寡核苷酸序列（通常为8~10个碱

基）作引物，通过 PCR对基因组DNA进行随机扩增，

产生长度不同的DNA片段，然后凝胶电泳分离扩增片

段，经染色来显示扩增片段的多态性。扩增片段的多

态性反应了基因组相应区域的DNA多态性。RAPD

技术继承了PCR效率高、灵敏度高、易于检测等优点；

其引物较短且随机排列，使RAPD技术可以在对物种

没有任何分子生物学研究的背景下进行DNA多态性

分析；该法所需DNA用量少（10 ng DNA即可完成一

次分析），质量要求低。但是RAPD技术因使用的引物

比较短，对反应条件极为敏感，稍有改变便影响扩增产

物的重现，重复性较差，稳定性不好。另外，RAPD是

显性标记，不能区分纯合基因型与杂合基因型，无法直

接用于基因型分析。近年来该技术得到了不少改进，

因而仍然被广泛应用于基因定位、遗传图谱构建和遗

传多样性分析等方面的研究。

1.2.2 特 异 性 扩 增 子 多 态 性（Specific Amplificon

Polymorphism，SAP） RFLP技术成本高，实验步骤多，

周期长；RAPD标记稳定性较差，不利于育种中应用。

在用RFLP和RAPD分析找到多态性DNA片段以后，

将 它 们 转 化 为 特 异 性 扩 增 子 多 态 性（Specific

Amplificon Polymorphism，SAP）或 称 序 标 位

（Sequence Tagged Sites，STS）可以解决这些缺点。主

要包括以下两种：（1）酶切扩增多态性序列（Cleaved

Amplified Polymorphic Sequence，CAP）将 RFLP 探针

的两端测序，合成 22-mer引物进行PCR扩增，扩增产
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物往往无多态性，需用内切酶酶解产物，产生多态性。

（2）序 列 特 异 性 扩 增 区（Sequence-characterized

Amplified Region，SCAR）和 位 点 特 异 相 关 引 物

（Allele-Specific Associated Primers，ASAP），对RAPD、

AFLP片段两端测序，根据DNA序列，合成 24-mer双

引物进行PCR扩增。SCAR、CAP可以降低了成本，操

作简便，稳定性强，对仪器要求低，可实现自动化分析，

适合于大样本的快速分析。

1.2.3 简单重复序列（Simple Sequence Repeat，SSR）

SSR技术是于 20世纪 80年代末、90年代初发展起来

的一种分子标记技术。它是一类短的串连重复序列基

序（1~6个核苷酸）组成的简单重复序列，分布于整个

基因组的不同位置上，两边有保守的DNA序列。由于

重复次数的不同及重复程度的不完全造成了每个位点

的多态性。根据微卫星DNA两端的保守序列设计一

对特异性引物，扩增这个位点的微卫星DNA序列，经

PAGE电泳即可显示不同基因型个体在这个SSR位点

的多态性。SSR技术以孟德尔方式遗传，为共显性标

记，可以区分纯合基因型与杂合基因型，具有高度的

等位基因多态性，多态性强，杂合度高，分布广泛而均

匀，灵敏度好，退火温度高，特异性强，已广泛应用于

遗传图谱的构建、比较基因组研究、遗传多样性分析

和系统学研究之中，是一种比较理想的分子标记技

术。只是标记的获得依赖于基因组文库的建立和筛

选，相对较复杂，且开发和合成新的SSR引物投入高、

难度大。

1.2.4 扩 增 片 段 长 度 多 态 性（Amplified Fragment

Length Polymorphism，AFLP）AFLP技术是 1992年由

荷兰科学家Zabeau和Vos发展起来的一种检测DNA

多态性的方法，具有专利权 [5]。AFLP 也是一种基于

PCR技术扩增基因组DNA来检测其多态性的分子标

记技术。该法是将DNA先利用限制性内切酶酶切，在

所有片段两端接上带有特定序列的接头（adapter），用

与接头互补的且 3’端有几个随机选择的核苷酸的引

物对特定的片段进行PCR扩增，只有那些与3’端严格

配对的片段才能得到扩增，最后用PAGE电泳检测多

态性。AFLP 结合了 RFLP 和 RAPD 的优点，稳定可

靠，重复性好，方便快速，只需极少量的DNA样品，不

需要 Southern 杂交，不需要预先知道 DNA 的序列信

息，而且绝大部分为显性标记，显示的多态性信息量也

很高。因而，非常适合于品种指纹图谱的绘制，遗传图

谱的构建及遗传多样性的研究。但不足之处是费用比

较昂贵，且方法需经多步操作，统计分析困难，对DNA

的纯度和内切酶的质量要求很高。

2 分子标记在高粱遗传育种中的应用

2.1 高粱遗传连锁图谱的构建

遗传连锁图谱是指通过遗传重组分析得到的基因

在染色体上的线形排列图，基因间的距离通常用遗传

重组值来表示。高密度分子标记遗传连锁图谱的构

建，可为基因定位、物理图谱构建和以图谱为基础的目

的基因克隆奠定基础，还可为分子标记辅助选择创造

条件。遗传图谱既是遗传研究的重要内容，又是作物

资源、育种及分子克隆等许多应用研究的理论依据和

基础。

20世纪80年代，分子标记技术的发展促进了遗传

连锁图谱的构建，高粱分子遗传图谱的构建始于20世

纪 90 年代。Hulbertetal[6-7]最早报道用 ShanguiRed ×

M91051的F2群体55个单株和来源于玉米基因组克隆

的 37个RFLP探针构建了第 1张含有 36个RFLP标记

和 8个连锁群(LG)的遗传连锁图，连锁图长 283 cM。

随后的报道分别用不同的F2群体构建的高梁遗传连锁

图[8-12]，虽然连锁图的长度有所增加，标记的位点数也

增多，但还远不够完善，连锁群的数目与高粱染色体的

数目（n=10）远不相符。实际上，最初的所谓高粱遗传

连锁图只是一些含有分子标记的遗传连锁片断，标记

数目稀少，连锁图长度也十分有限。近年来发表的高

粱遗传连锁图的标记位点数不断增加，连锁群趋于完

整，连锁图对全基因组的覆盖率增加，标记间的平均距

离减少。标记位点数的增加，有利于基因的精细定

位。到目前为止，基于临时性作图群体的高粱遗传图

谱至少有14个，基于永久性作图群体的高粱遗传图谱

至少有 17个。构建最完整也最具影响力的有两张高

密度的近于饱和的遗传图。Menz等[13]发表了一张含

有 2926 个标记位点，以 AFLP 为主要标记的遗传图

谱。该连锁图长度为1713 cM，用BTx623×IS3620C的

RIL群体构建，含有 2425个AFLP标记、136个SSR标

记和 336RFLP标记。RFLP探针主要来自于高粱、玉

米、水稻和燕麦，平均标记间距离为 0.5 cM。Bowers

等[14]发表了一张由2050个同源和异源RFLP探针构成

的，含有 2512 个标记的遗传连锁图，连锁图长度为

1059 cM，平均标记间距离为0.4 cM，约300 kb，最大间

隙7.8 cM，只有7个间隙大于5 cM。其中有1189个探

针来源于高粱 gDNA，464个探针来源于高粱 cDNA，

其余86个探针分别来源于玉米、麦类作物、粟类作物、甘

蔗和拟南芥，这就为禾本科作物间基因组的比较研究提

供了便利，这两张图谱具有一个共同的亲本BTX623，

同时具有共线性[15]。这两张由不同实验室构建的遗传

图谱对高粱基因组学的深入研究有着重要意义。
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2005年以前，高粱遗传图谱一直缺少一个统一的

命名系统，因此对不同研究者的遗传图谱进行比对和

使用时非常困难和复杂。2005年，Kim[16]根据有丝分

裂中期每条染色体的细胞学特征，制定了一个大家认

可的高粱染色体命名系统，方便了研究者们对不同的

遗传图谱进行比对和分析。

目前，覆盖高粱全基因组的高密度分子遗传连锁

图谱已构建完成，正在进行高粱遗传图谱与物理图谱

的整合，把遗传连锁群与相应的染色体对应起来，并确

定染色体重要结构在遗传连锁图上的位置，整合后的

高粱遗传连锁图谱、物理图谱和细胞分子图谱不仅对

高粱基因组，而且对整个禾本科作物基因组的比较研

究都十分重要。

2.2 QTL定位

在许多基础研究和应用研究需要的推动下，许多

性状已经被定位在高粱的连锁图谱上。种间杂交群体

在描述与驯化相关的基因如种子大小、落粒性[17]、分蘖

性和地下茎繁殖[17]的特征上具有特殊的用途。株高和

开花期[18-19]一直是优先研究的性状。同样，高粱杂交种

的重要性也推动了对高粱育性恢复遗传控制的许多研

究[20-22]。高粱病害[23-30]、害虫[31-34]和杂草方面[23,35]的抗性

基因已经被定位在染色体上。非生物胁迫相关的基因

和QTL包括花后干旱抗性（持绿）[36-39]、收获前发芽[40-41]

和耐铝害[42]已经被鉴定出来。其它形态学方面的性状

已经被定位在种间和（或）种内杂交的群体上[10]。随着

对能源甜高粱研究的重视，茎杆中糖分含量相关性状

的QTL定位也有相关报道[43-45]。

2.3 关联遗传学

高粱序列的很多价值可以通过更好地认识现存种

质资源的多样性水平和模式而得以实现。这些种质资

源有助于分析特定基因的功能和改良具有特殊需要的

高粱。高粱中度的连锁不平衡[46]和自花授粉模式非常

适合进行关联作图。大量的外源高粱种质资源存在于

美国国家植物种质系统 ICRISAT中。目前，在 3.3 Mb

序列上发现的750多个SSR和1402个SNP位点[47-49]在

禾本科植物比较基因组学中心相关数据库中可以免费

获得。

2.4 突变体及其特征

目前存放在C. Franks（美国农业部研究中心，得

克萨斯州拉伯克）里的约400份高粱突变体，为验证每

个基因的假设功能提供了一个开端。但是这些突变体

数量还远远不够，仍需要更广泛的收集突变体，最好是

收集到每个基因的多个功能缺失突变体，以对其功能

进行鉴定。高粱填补了水稻和玉米以外的更广泛的反

向遗传学资源，提供了研究玉米或水稻中难以处理的

基因或基因家族的机会。这是因为在玉米和水稻中这

些基因已经进行了复制，但是在高粱中却是单拷贝；同

时，通过关联遗传学或其他的方法可以对重要性状相

关的特殊基因进行功能分析。为了加速鉴定对验证高

粱基因功能非常有用的突变体，用EMS对高粱基因型

BTX623进行处理，产生1600个M3突变体株系[50]。现

在正在对每个突变体的特征进行描述。到目前为止，

每个鉴定的M3都可以和原始的材料区分，而且很多

基因都有多个突变体表型。转座子标签是获得高粱突

变体的另一个方法。Cs1是第一个从高粱中分离出来

的有活性的转座因子。作为插入诱变因子它有自身的

优势，Cs1的同源序列在高粱和其他禾本科植物中包

括苏丹草，玉米，水稻，墨西哥类蜀黍和甘蔗中是以单

拷贝数存在的[51]，低拷贝数和高的转座频率暗示Cs1

是一个有效分离基因的工具。对Cs1作为诱变因子的

最初研究显示用Cs1作为标签工具是可行的。

2.5 高粱及其相关近缘物种基因组研究结果的交叉利

用

高粱从甘蔗亚族的谷类植物起源进化而来，该族

还包括栽培甘蔗，约翰逊草和莠。在具有相同染色体

数目的密切相关的物种中，这个稀奇的种群表现出 6

倍的基因组大小变异[52]；在大多数 Parasorghums中染

色体数目都有一个明显的降低，从祖先的20条减少到

10条[53]；自从甘蔗从该族中分离出来，染色体至少进行

了两次复制[54]；同时有天然假高粱[17]和人工栽培甘蔗[54]

产生的多倍体化。对这个特殊族里的植物基因组大小

和结构进化机制、水平和模式的了解，将有助于揭示高

粱基因组达到目前的状态的途径，同时也为进一步研

究甘蔗和该族中其它重要的成员奠定基础。在甘蔗和

玉米全基因组复制过程中高粱体现出非常重要的作

用。玉米和高粱从共同的祖先分离出来不久，玉米就

进行了全基因组复制[55]。因此，这使得高粱成为推断

祖先复制位点的位置、序列、调控和其他特征状态的优

良外群。利用甘蔗可以研究多倍体形成后的最初状

态，尽管不同的分类和杂交有不同程度的优先配对，但

是大部分是以同源多倍体的形式存在[54,56-57]。与玉米

或甘蔗相比，尽管对约翰逊草的研究还不多，但是约翰

逊草与多倍体形成的时间更近。这是因为多倍体的形

成推迟了双色高粱和拟高粱的分离时间，据粗略估计

双色高粱和拟高粱在100~200万年前从共同的祖先分

离。在多倍体进化的开始，虽然这三种多倍体化在配

对的特异程度上不同是非常可能的，然而复制基因缺

失和（或）沉默相对程度的研究将有助于澄清近来的关
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于基因组对多倍体状态适应的假说[58]。

3 分子标记展望

分子标记技术的发展已经有20年的时间，它在遗

传连锁图谱的构建、基因定位、关联遗传学、突变体等

高粱育种方面发挥了重要的作用，随着分子生物学理

论与技术的迅猛发展，必将研发出分析速度更快、成

本更低、信息量更大的分子标记技术。

（1）在种质资源有效利用方面，利用分子标记技术

合理分类、发现、鉴定和利用与高粱高产、优质、高抗的

基因，提高育种效率。

（2）大规模标记目标基因

目前中国收集保存的高粱种质资源中蕴含了大量

的有益基因，如何将这些基因有效地利用于育种实践

中，发挥它们在优质抗病育种中的作用是一个亟待解

决的问题。如果能够大量筛选与目标基因紧密连锁的

分子标记，并将这些标记运用于遗传育种的早期辅助

选择中，就可以大大提高目标基因的转移选择效率，同

时也可为目的基因的分离、克隆奠定基础。

（3）开展数量性状位点（QTL）定位

研究高粱的大多数重要农艺性状均表现为数量性

状，如产量、株高、穗长等。分子标记技术的发展使得

人们能够将数量性状分解成易为遗传育种者操作的单

个位点即QTL进行研究。所以应尽快开展高粱重要

农艺性状的QTL定位研究，建立QTL和分子标记之间

的连锁关系，以便育种者们能利用分子标记对数量性

状进行选择，提高育种选择的效率。

（4）高粱是研究植物适应不同逆境遗传基础的模

式种，采用DNA微阵技术等高产出基因表达技术，研

究高粱在不同胁迫条件下基因表达图谱模式，可为揭

示植物与环境间信息交流和破译基因调控网络做出贡

献。但就目前而言，分子标记育种技术仍主要局限于

基础研究领域，不能脱离常规育种技术而单独使用，与

实践结合较少，还有一定的局限性。相信在不久的将

来，随着分子标记技术的深入发展，分子标记技术将成

为高粱育种的重要途径之一。
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