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7�摘　要：在水稻功能基因的图位克隆中，常需要高密度的分子标记，而目前公布的各种标记的密度还远未达到令人满意
的程度。ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ标记是新型的分子标记类型，基本可以满足精细定位目的基因的需要。ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ标记可以较容
易地通过生物信息学的方法获得，而且经济实用、特异性高、稳定性好。介绍了设计ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ标记的方法，并以一个水
稻卷叶基因的研究为实例，介绍了在基因精细定位研究中利用这两种标记的方法和提高标记设计成功率的注意点。
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7�　　水稻是最重要的粮食作物，也是单子叶模式植

物。水稻重要基因的精细定位和克隆已成为当前植

物功能基因组学研究的热点之一，而功能基因克隆

的最基本和最重要的方法是图位克隆。图位克隆的

关键是寻找与目标基因紧密连锁的分子标记，然而，

目标基因周围已有的分子标记密度常常不能满足需

要。因此，合理地利用亲本之间ＤＮＡ序列的多态

性来发展新的分子标记，是提高图位克隆效率的重

要方法。双亲间ＤＮＡ序列的多态性是发展分子标

记的基础，基于ＰＣＲ的共显性分子标记是现在最常

用的标记类型。通常用于发展这类分子标记的

ＤＮＡ序列多态性有３种基本的形式：简单序列重复

长度多态性（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙ-

ｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＳＲ）、插入缺失长度多态性（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ-

ｄｅｌｅｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＩｎＤｅｌ）和单核苷酸

多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ），由

这３种基本的多态性产生的分子标记分别为ＳＳＲ

标记、ＩｎＤｅｌ标记和ＳＮＰ标记。

7�ＳＳＲ标记应用最为广泛，在水稻基因组中已经

公布了２７４０个ＳＳＲ标记，平均每１５７ｋｂ就有１个

ＳＳＲ标记 7�［１-２］ 7�，而水稻基因组中平均每１０．３６ｋｂ有

１个基因 7�［３］ 7�。由此看来，尽管ＳＳＲ标记增加了遗传

图谱的密度，但就某个具体需要克隆的基因而言，这

样的标记密度还远未达到图位克隆所需的密度。

7�ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ在水稻基因组中都有较高的分布

7�频率。Ｓｈｅｎ等 7�［４］ 7�将日本晴（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．ｓｓｐ．

ｊａｐｏｎｉｃａ）和９３-１１（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．ｓｓｐ．ｉｎｄｉｃａ）

的全基因组序列用软件 ＭＵＭｍｅｒ３．０进行了比对，

构建了反映这两个基因组序列多态性差异的ＳＮＰ

和ＩｎＤｅｌ数据库，结果表明平均每２６８ｂｐ有１个

ＳＮＰ，每９５３ｂｐ有１个ＩｎＤｅｌ。Ｆｅｌｔｕｓ等 7�［５］ 7�也对日

本晴和９３-１１的全基因组序列进行了ＢＬＡＳＴ比

较，发现这两个基因组之间的ＳＮＰ和单碱基的

7�ＩｎＤｅｌ的多态率分别是每１ｋｂ有１．７０个和０．１１

个，而且它们在基因组中的分布是不均匀的，ＳＮＰ

的富集区域比稀缺区域少４×１０ 7�６ 7�ｂｐ。这就需要研
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7�究者在某个具体基因的图位克隆中除利用已公布的

多态性数据外，还要对日本晴和９３-１１在所涉及的

染色体区间的基因组序列 7�［６-７］ 7�进行比对，寻找ＩｎＤｅｌ

和ＳＮＰ，并据此设计分子标记。通过比较ＰＣＲ产

物的长度差异能较容易地发现ＩｎＤｅｌ标记，而且技

术要求低、针对性强、稳定性高。ＳＮＰ标记的检测

成本和技术相对高些，但通过一些衍生的检测手段

同样能使它成为一种实用的分子标记。本文拟就

ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ多态性检测、ＩｎＤｅｌ标记和ＳＮＰ标记

的设计方法以及这两种标记在图位克隆中的应用进

行论述。

7�１　ＩｎＤｅｌ标记

7�１．１　从水稻公共数据库中寻找ＩｎＤｅｌ

7�研究者可利用生物信息学的方法来设计ＩｎＤｅｌ

标记。

7�水稻图位克隆中的亲本一般都具有籼粳差异，

因而可根据粳稻日本晴和籼稻９３-１１的基因组序列

差异设计ＩｎＤｅｌ标记。日本晴的ＢＡＣ（ｂａｃｔｅｒｉａｌａｒ-

ｔｉｆｉｃｉａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ）序列已在染色体上定位，用鸟

枪法测序的９３-１１基因组序列也通过与日本晴的序

列比对而被锚定在各个染色体上。设计分子标记需

要先从ＲＧＰ网站（ｈｔｔｐ：／／ｒｇｐ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ）或

ＴＩＧＲ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔｉｇｒ．ｏｒｇ）找到目标区段

所包括的日本晴ＢＡＣ，根据需要选择目标ＢＡＣ，然

后在ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

ｂｌａｓｔ／）的ＰＬＡＮＴＢＬＡＳＴ网页，将此ＢＡＣ序列与

９３-１１基因组序列进行ＢＬＡＳＴ比较 7�［８］ 7�，通过分析

ＢＬＡＳＴ结果，就可以找到理想的ＩｎＤｅｌ。第１种方

法是寻找带有“－”的位置（“－”表示缺失的碱基），

第２种方法是比较每一段序列前后的数字差异（数

字表示在ＢＡＣ克隆中的碱基位置），再计算得出差

异大小。我们在精细定位一个水稻卷叶基因时，就

是利用这两种方法设计出了ＩｎＤｅｌ标记Ｐ１１２．９-４

和Ｐ１１２．９-６（图１）。

7�ＩｎＤｅｌ长度变化较大，主要集中在１～６４０ｂｐ，

其中１～２ｂｐ的ＩｎＤｅｌ占５６％，小于２０ｂｐ的ＩｎＤｅｌ

占９２％ 7�［９］ 7�。寻找ＩｎＤｅｌ时，应优先选择多态性差异

在５～２０ｂｐ的ＩｎＤｅｌ，这样的ＩｎＤｅｌ设计的成功率

高，而且便于检测。对于一个具体的研究群体而言，

双亲基因组之间的多态性情况可能有别于日本晴与

９３-１１之间的多态性，如双亲之间并不具有明显的

籼粳差异，就需要在参考日本晴／９３-１１之间基因组

序列多态性的同时，通过测序来寻找ＩｎＤｅｌ。

7�１．２　ＩｎＤｅｌ标记的设计

7�　　将包含ＩｎＤｅｌ的约１０００ｂｐ的日本晴序列导入

7�图１　Ｉｎｄｅｌ标记示意图

7�Ｆｉｇ．１．ＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＩｎＤｅｌｍａｒｋｅｒｓ．
7�ＩｎＤｅｌ标记Ｐ１１２．９-４和Ｐ１１２．９-６是由ＡＰ００５８８５（日本晴克隆）与９３-１１基因组序列ＢＬＡＳＴ比较得出的。Ｐ１１２．９-４所示日本晴基因组比

7�９３-１１基因组多８ｂｐ（ＡＰ００５８８５：２３７９８－２３８０５），据此差异设计出标记Ｐ１１２．９-４；ＡＰ００５８８５与ＡＡＡＡ０２００７０８６的两个片段比较可以发现
９３-１１基因组比日本晴基因组多２２５ｂｐ（ＡＡＡＡ０２００７０８６：１０５９４－１０８１８），据此差异设计出标记Ｐ１１２．９-６。

7�ＴｈｅＩｎＤｅｌｍａｒｋｅｒｓＰ１１２．９-４ａｎｄＰ１１２．９-６ｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＮｉｐｐｏｎｂａｒｅｇｅｎｏｍｅａｎｄ９３-１１ｇｅ-
ｎｏｍｅ，ｍａｒｋｅｒＰ１１２．９-４ｈａｄａｎｅｉｇｈｔ-ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎｉｎｔｈｅＮｉｐｐｏｎｂａｒｅｇｅｎｏｍｅ（ＡＰ００５８８５：２３７９８－２３８０５）；ＭａｒｋｅｒＰ１１２．９-６ｈａｄ２２５-

7�ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎｉｎｔｈｅ９３-１１ｇｅｎｏｍｅ（ＡＡＡＡ０２００７０８６：１０５９４－１０８１８）．
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7�软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０中设计引物 7�［１０］ 7�。引物长

度设置在１８～２２ｂｐ，正反向引物长度差异小于３

ｂｐ，一个引物的３′端应尽量避免与另一引物任何位

点产生互补，以免形成“引物二聚体”；引物的 Ｔ 7�ｍ 7�值

控制在５０～６０℃，且正反向引物 Ｔ 7�ｍ 7�值差异应小于

５℃；正反向引物的各种发卡、错配、二级结构的参数

Δ 7�Ｇ 7�最好小于２９．２８８ｋＪ／ｍｏｌ（７ｋｃａｌｓ／ｍｏｌ），引物末

端应无回文结构；ＰＣＲ产物长度控制在５００ｂｐ以内

7�为宜，正向和反向引物序列与９３-１１基因组序列应

完全匹配。若ＩｎＤｅｌ正好处于某个限制性内切酶位

点上，也可转化为 ＣＡＰＳ（ｃｌｅａｖｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙ-

ｍｏｒｐｈｉｃｓｅｑｕｅｎｃｅ）标记 7�［１１］ 7�，即扩增片段酶切长度

多态性。

7�２　ＳＮＰ标记

7�ＳＮＰ标记是由ＤＮＡ序列中因单个碱基的变异

而引起的遗传多态性，它是所有标记中密度最高的，

是克隆水稻功能基因的标记之一，其高检测成本和

技术曾一度限制了它在水稻遗传育种中的应用。近

年来，检测ＳＮＰ的方法越来越多，而且更加经济实

用，使它成为继ＳＳＲ之后的新一代分子标记。ＳＮＰ

标记在水稻遗传图谱的构建、图位克隆和 ＱＴＬ定

位、标记辅助选择育种、物种进化等方面已被广泛应

用。

7�２．１　从水稻公共数据库中寻找ＳＮＰ

7�同上述ＩｎＤｅｌ标记一样，将定位区间内的日本

晴基因组的ＢＡＣ序列与９３-１１的基因组序列进行

ＢＬＡＳＴ比对，寻找ＳＮＰ位点。由于这两个水稻基

因组测序结果中都存在间隙，可能某些区段无法匹

配到９３-１１基因组序列，则要依照日本晴的序列设

计ＰＣＲ引物扩增双亲ＤＮＡ模板，再通过测序的方

法获得。用基于ＰＣＲ的方法对ＳＮＰ进行检测，使

它成为简单实用而且高效的分子标记。

7�２．２　ＳＮＰ标记的设计

7�２．２．１　将ＳＮＰ标记转化为ＣＡＰＳ标记

7�ＳＮＰ正好处于限制性内切酶位点上，可将它转

化为ＣＡＰＳ标记（图２-Ａ），即在ＳＮＰ两侧设计引

物，经限制性内切酶对ＰＣＲ产物进行酶切后，电泳

检测产物的多态性。

7�２．２．２　将ＳＮＰ标记转化为ｄＣＡＰＳ（ｄｅｒｉｖｅｄｃｌｅａｖｅｄ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｓｅｑｕｅｎｃｅ）标记

7�ＳＮＰ所处的位置不是限制性内切酶识别位点，

但可以经改造引入错配碱基而变为酶切位点，将它

转化为ｄＣＡＰＳ标记（即衍生的扩增片段酶切长度

多态性 标记） 7�［１２-１３］ 7�。可 用 ｄＣＡＰＳＦｉｎｄｅｒ 7�［１４］ 7�、

ＳＮＰ２ＣＡＰＳ 7�［１５］ 7�等软件来设计引物；或者凭经验对

序列进行目测来设计引物。其基本原则是先确定引

入错配碱基的正向引物，以紧靠ＳＮＰ位点外侧的碱

基为正向引物的３′末端向５′端延伸约２０ｂｐ作为正

7�向引物的基序，再在３′端引入１～２个错配碱基，使

在亲本之一的ＰＣＲ扩增产物上产生一个常用限制

性内切酶识别位点，而在另一个亲本的ＰＣＲ扩增产

物上并没有新增这个限制性内切酶识别位点，即双

亲的ＰＣＲ产物具有酶切长度差异。然后再按引物

设计的一般原则确定反向引物。产物大小应控制在

５００ｂｐ以下（图２-Ｂ）。

7�ｄＣＡＰＳ标记现已是水稻图位克隆中不可或缺

的分子标记，在水稻功能基因ｓｄ-１ 7�［１６］ 7�、Ｒｆ-１ 7�［１７］ 7�、

Ｐｉ-ｄ２ 7�［１８］ 7�的图位克隆中都发展了一批新的ｄＣＡＰＳ

标记。

7�２．２．３　等位基因特异ＰＣＲ（ａｌｌｅｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，

ＡＳ-ＰＣＲ）策略

7�基因组中只有 ３０％ ～４０％ＳＮＰ 能转化为

ＣＡＰＳ或ｄＣＡＰＳ标记，其他的ＳＮＰ经改造后也不

能成为常用的限制性内切酶识别位点，但可用ＡＳ-

ＰＣＲ的方法来检测 7�［１９］ 7�。同ＣＡＰＳ和ｄＣＡＰＳ标记

一样，用ＡＳ-ＰＣＲ方法检测的ＳＮＰ标记也是共显性

7�标记，而且同样经济实用、易于操作。

7�与ｄＣＡＰＳ标记引入错配碱基的引物后在ＳＮＰ

位点都能扩增出ＰＣＲ产物不同的是，ＡＳ-ＰＣＲ利用

的是自然的碱基错配，并不能扩增出ＰＣＲ产物。

ＡＳ-ＰＣＲ方法设计了两条特异的正向引物和一条反

向引物，两条特异的正向引物的３′端碱基分别与

ＳＮＰ的两个碱基相同（图２-Ｃ），其中一条正向特异

引物（ＳｐｅｃｉｆｉｃＰｒｉｍｅｒ１）与一个亲本（Ａｌｌｅｌｅ１）能完

全匹配，能与反向引物一起扩增出ＰＣＲ产物，而与

另一亲本（Ａｌｌｅｌｅ２）不能完全匹配，也不能扩增出

ＰＣＲ产物；另一特异引物同样只能与反向引物从亲

本（Ａｌｌｅｌｅ２）扩增出ＰＣＲ产物。这两种引物组合都

能从杂合体中扩增出ＰＣＲ产物（图２-Ｃ１）。为了提

高ＰＣＲ检测的效率，郑艳萍等 7�［１２０］ 7�将其中一条特异

引物的５′端加上了２０ｂｐ的其他物种的ＤＮＡ序列

（Ｍ１３），两条特异引物与反向引物配对扩增出的

ＰＣＲ产物就有了长度差异，３条引物可以同时在一

个ＰＣＲ反应中检测样品的标记值，如图２-Ｃ２所示。

由于特异引物、Ｔａｑ酶等反应体系和ＰＣＲ反应程

序的原因，ＡＳ-ＰＣＲ并不能完全抑制由于错配引起

的非特异扩增而出现假阳性的结果。为了克服这个

7�９４４ 7�潘存红等：ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ标记在水稻图位克隆中的应用
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缺点，Ｄｒｅｎｋａｒｄ等 7�［２１］ 7�在特异引物３′端的３ｂｐ的范

围内又引入１个错配碱基来提高ＡＳ-ＰＣＲ反应的

特异性，并编写了程序 ＳＮＡＰＥＲ（ｈｔｔｐ：／／ｐａｔｈｏ．

ｍｇｈ．ｈａｒｖａｒｄ．ｅｄｕ／ａｕｓｕｂｅｌｗｅｂ）来设计 ＡＳ-ＰＣＲ引

物，示意图见图２-Ｃ３。Ｈａｙａｓｈｉ等 7�［２２］ 7�用改良的ＡＳ-

ＰＣＲ的方法设计ＳＮＰ标记对水稻抗稻瘟病基因

Ｐｉｚ进行了定位，还提出了在两个ＳＮＰ位点相隔不

远的情况下，可以将两条特异引物分别设计在两个

ＳＮＰ位点而且在不同亲本上，将２条特异的正向引

物与反向引物放在同一ＰＣＲ反应体系中进行ＰＣＲ

扩增，这样既保证了反应的特异性，又提高了检测效

率（图２-Ｃ４）。但是，有时由于两个ＳＮＰ位点可能

相距太远或两个特异引物之间可能会形成互补、发

夹结构等原因而不能在同一ＰＣＲ反应体系中进行

扩增。综合以上方法的优缺点，我们在研究中提出，

在增加另一个错配碱基的基础上，将其中一条特异

引物的５′端接上２０ｂｐ其他物种的序列，即可将３

条引物置于同一ＰＣＲ体系中对群体进行标记检测，

其引物设计见图２-Ｃ５，ＰＣＲ产物的电泳示意图见图

２-Ｄ。

7�为了增加 ＡＳ-ＰＣＲ的特异性，在引物设计和

ＰＣＲ反应时需遵循以下原则：由于在正向引物３′端

引入错配碱基的种类和数量不同，ＡＳ-ＰＣＲ的特异

性也不同，研究者需要用不同的ＰＣＲ反应条件来检

7�图２　ＳＮＰ标记示意图

7�Ｆｉｇ．２．ＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＳＮＰｍａｒｋｅｒｓ．

7�ＳＮＰ是由日本晴克隆ＡＰ００５８８５与９３-１１基因组序列通过ＢＬＡＳＴ比较而来。Ａ－ＣＡＰＳ标记，标记Ｃ４３５３３具有限制性内切酶 ＮｈｅⅠ识

别位点差异；Ｂ－ｄＣＡＰＳ标记，标记Ｄ１２０９３５具有Ｔ／Ｇ的差异，在正向引物中引入１个错配碱基使两亲本的ＰＣＲ产物具有限制性内切酶

7�ＳａｃⅠ识别位点差异；Ｃ－ＡＳ-ＰＣＲ标记，日本晴与９３-１１基因组具有Ａ／Ｃ的差异，设计两条仅在３′末端有差异的正向引物和一条反向引物通

过两次ＰＣＲ扩增使之成为共显性标记；Ｃ１－ＡＳ-ＰＣＲ标记的ＰＣＲ扩增示意图；Ｃ２－在一条正向引物５′端加２０ｂｐ左右的Ｍ１３序列；Ｃ３－在

7�两条正向引物中引入１个错配碱基；Ｃ４－在相距５００ｂｐ以内的两个ＳＮＰ分别设计一条正向引物；Ｃ５－在正向引物中引入错配碱基，在另一

条引物５′端加入Ｍ１３序列；Ｄ－ＡＳ-ＰＣＲ电泳示意图。

7�ＳＮＰｗａｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ９３-１１ｇｅｎｏｍｅａｎｄＮｉｐｐｏｎｂａｒｅｇｅｎｏｍｅ．Ａ，ＣＡＰＳｍａｒｋｅｒ．ＭａｒｋｅｒＣ４３５３３ｈａｄｐｏｌｙｍｏｒ-

ｐｈｉｓｍｏｆｔｈｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓｉｔｅ（ＮｈｅⅠ）；Ｂ，ｄＣＡＰＳｍａｒｋｅｒ．ＭａｒｋｅｒＤ１２０９３５ｈａｄａｓｉｎｇｌｅ-ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｃｈａｎｇｅｆｒｏｍＴｔｏＧ，ａｎｄａｍｉｓｍａｔｃｈ

7�ｗａｓｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒｔｏｃｒｅａｔｅｎｏｖｅｌｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅ（ＳａｃⅠ）ｉｎｏｎｅｏｆｔｈｅａｌｌｅｌｅｓ．Ｃ，ＡＳ-ＰＣＲｍａｒｋｅｒ．Ａｃｏｄｏｍｉｎａｎｔｍａｒｋｅｒ

7�ｗａｓｄｅｓｉｇｎｅｄｗｉｔｈｔｗｏｆｏｒｗａｒｄａｎｄｏｎｅｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒｓａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏａｃｈａｎｇｅｆｒｏｍＡｔｏＣ．Ｃ１，ＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＡＳ-ＰＣＲｓｔｒａｔｅｇｙ；

7�Ｃ２，Ａｔｗｅｎｔｙ-ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＭ１３ｗｅｒｅｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅ５′ｅｎｄｏｆｏｎｅｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ；Ｃ３，Ａｍｉｓｍａｔｃｈｗａｓｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｗｏ

7�ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒｓ；Ｃ４，ＴｗｏｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄｉｎｔｗｏｎｅａｒＳＮＰｓ；Ｃ５，Ｍｉｓｍａｔｃｈｓｗｅｒｅｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｗｏｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒｓ，ｆｕｒ-

ｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＭ１３ｗｅｒｅｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅ５′ｅｎｄｏｆｏｎｅｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ．Ｄ，ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆａｇａｒｏｓｅｇｅｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＳ-ＰＣＲｍａｒｋｅｒ．
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7�测引物的特异性，选择特异性高的引物用于基因定

位。每个ＳＮＰ可设计２～４组引物，在ＰＣＲ反应中

设立高退火温度和低退火温度（根据具体引物来

定）、高浓度和低浓度的模板 ＤＮＡ（相差１０倍以

上）、多循环数和少循环数（３８个和２８个循环）的对

比试验，选择在各对比试验中都表现有特异性的引

物组，即根据亲本之一设计的特异引物只能在这个

特异亲本中扩增出产物，而在另一个非特异亲本中

并不能扩增出产物。

7�２．２．４　其他检测方法

7�在ＳＮＰ处设计的ｄＣＡＰＳ和ＡＳ-ＰＣＲ引物并不

7�都能有效地扩增出ＰＣＲ产物，或者扩增出的产物中

带有非目标产物而不能正确地进行标记检测分析。

这时，可用其他方法来对个体进行ＳＮＰ分型 7�［２３］ 7�。

7�３　ｎＤｅｌ和ＳＮＰ标记在水稻基因精细定位

7�中应用的一个实例

7�３．１　研究的基因和精细定位策略

7�我们研究的是一个卷叶基因。该基因是一个不

完全隐性主基因，杂合体表型为叶片中度卷曲，纯合

7�体表现为叶片卷曲。以卷叶亲本为卷叶基因供体亲

本，与平展叶亲本杂交和回交，构建了近等基因系。

ＢＣ 7�４ 7�Ｆ 7�２ 7�群体用于初步定位；ＢＣ 7�４ 7�Ｆ 7�２ 7�中选卷叶杂合单

株（经ＰＣＲ检测在定位区间两侧标记为杂合带型），

其自交后代共３６５０个单株，用于精细定位。

7�在初步定位区间 7�［２５］ 7�内发展新的分子标记，并对

7�分离群体进行检测。针对在这两个标记之间发生交

换的单株，缩小定位区间；再用亚区间内新发展的分

子标记进行检测，不断缩小区间。最后，通过对小区

间的ＰＣＲ扩增和测序，进一步发现多态性并发展了

新的分子标记，达到精细定位的目的。

7�３．２　定位区间内ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ标记的发展

7�由于该卷叶基因所覆盖的物理区间内没有

Ｓｈｅｎ等 7�［４］ 7�和Ｆｅｌｔｕｓ等 7�［５］ 7�公布的ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ，故

从 ＲＧＰ 下载此 区间 日 本晴 克隆（ＡＰ００４１８８、

ＡＰ００４１６０、ＡＰ００５８８５）的序列，通过与籼稻品种９３-

１１的序列进行ＢＬＡＳＴ比较来获得ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ

多态性信息，发展新的分子标记。研究中先后共发

展了２５个ＩｎＤｅｌ标记和１５个ＳＮＰ标记，其中３３个

7�标记在亲本间表现多态性（表１，表２），成功率高达

7�表１　新发展的亲本间多态性ＩｎＤｅｌ标记

7�Ｔａｂｌｅ１．ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＩｎＤｅｌｍａｒｋｅｒｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｉｎｍａｐｐｉｎｇｒｏｌｌｅｄｌｅａｆｇｅｎｅ．

7�标记

7�Ｍａｒｋｅｒ
7�ＢＡＣ
7�正向引物序列

7�Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ

7�反向引物序列

7�Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ

7�产物长度

7�Ｌｅｎｇｔｈｏｆ

7�ｐｒｏｄｕｃｔ／ｂｐ

7�ＩｎＤｅｌ长度

7�Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ-

7�ｄｅｌｅｔｉｏｎ

7�ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

7�Ｐ１１２ �a．８ 7�ＡＰ００４１６０ ��7�５′-ＣＡＡＧＴＣＴＡＡＡＧＡＧＧＧＡＧＴＧＧＧ-３′ 7�５′-ＡＡＧＣＡＧＧＧＴＡＧＴＡＡＡＣＡＧＣＧＴ-３′ 7�３５４ #�7�５６ %�

7�Ｐ１１２ �a．９-１ 7�ＡＰ００４１６０ ��7�５′-ＴＧＡＴＧＡＣＧＧＧＴＴＣＴＴＣＴＣ-３′ 7�５′-ＴＡＴＡＡＴＧＴＧＧＧＧＧＣＣＴＴＴ-３′ 7�４９７ #�7�２０ %�

7�Ｐ１１２ �a．９-２ 7�ＡＰ００４１６０ ��7�５′-ＧＣＴＣＴＣＣＣＧＣＣＣＡＴＣＣＴＡ-３′ 7�５′-ＡＣＴＣＧＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＣＣＡ-３′ 7�２０５ #�7�１１ %�

7�Ｐ１１２ �a．９-３ 7�ＡＰ００４１６０ ��7�５′-ＴＣＣＡＣＡＡＴＣＡＴＡＧＣＡＣＣＴＧ-３′ 7�５′-ＧＴＧＴＴＧＧＡＧＧＧＴＴＡＣＴＴＴＣ-３′ 7�５８５ #�7�２６ %�

7�Ｐ１１２ �a．９-４ 7�ＡＰ００５８８５ ��7�５′-ＣＡＴＴＧＡＣＣＴＴＧＣＣＡＧＡＣＴ-３′ 7�５′-ＣＧＡＴＧＣＴＴＴＧＧＴＴＡＧＡＴＡＧ-３′ 7�３３２ #�7�８ %�

7�Ｐ１１２ �a．９-５ 7�ＡＰ００５８８５ ��7�５′-ＡＴＡＧＧＴＧＴＣＣＴＡＴＴＣＴＧＴＴＴＣ-３′ 7�５′-ＡＧＴＡＴＧＴＴＴＧＴＴＴＴＧＴＧＴＴＧＡ-３′ 7�２０３ #�7�６ %�

7�Ｐ１１２ �a．９-６ 7�ＡＰ００５８８５ ��7�５′-ＧＡＴＴＡＧＧＡＧＧＣＡＴＣＡＡＣＴＧ-３′ 7�５′-ＡＴＡＡＣＣＧＡＴＡＡＧＣＣＧＴＡＣＡ-３′ 7�６８６ #�7�２２５ %�

7�Ｐ１１２ �a．９-７ 7�ＡＰ００５８８５ ��7�５′-ＴＧＡＧＡＴＴＧＣＧＧＴＧＡＣＧＡＡ-３′ 7�５′-ＡＧＣＡＴＣＴＡＡＧＧＴＣＣＴＧＧＧＴ-３′ 7�７１１ #�7�７０ %�

7�Ｐ１１２ �a．９-８ 7�ＡＰ００５８８５ ��7�５′-ＣＴＡＣＡＣＣＡＴＡＧＣＡＴＴＣＣＴＡＣＴ-３′ 7�５′-ＣＣＡＡＣＡＡＧＴＡＴＣＡＧＣＴＡＧＴＡＣ-３′ 7�３１２ #�7�２０ %�

7�Ｐ１１３ �a．１ 7�ＡＰ００５８８５ ��7�５′-ＴＣＡＡＡＣＣＣＴＡＴＴＴＴＡＣＡＣＧ-３′ 7�５′-ＴＴＴＡＴＣＡＴＡＡＣＣＣＣＡＴＣＣＡ-３′ 7�５４８ #�7�２５ %�

7�Ｐ１１３ �a．２ 7�ＡＰ００５８８５ ��7�５′-ＴＡＧＣＡＣＡＧＴＣＧＡＴＴＡＧＧＣ-３′ 7�５′-ＡＴＧＴＴＣＴＴＣＣＧＴＧＴＴＡＴＧ-３′ 7�３４６ #�7�６ %�

7�Ｐ１１３ �a．２-４ 7�ＡＰ００５８８５ ��7�５′-ＴＣＴＴＡＧＡＧＧＣＴＣＡＴＣＣＡＧ-３′ 7�５′-ＡＣＡＧＡＧＴＡＧＧＣＡＣＡＴＴＣＧ-３′ 7�５１２ #�7�４０ %�

7�Ｐ１１３ �a．３ 7�ＡＰ００５８８５ ��7�５′-ＡＴＡＡＡＧＧＣＡＣＡＧＴＴＴＧＧＡＴ-３′ 7�５′-ＴＣＴＧＴＣＴＴＧＴＴＴＧＧＴＴＴＴＣ-３′ 7�３２０ #�7�６ %�

7�Ｐ１１３ �a．４ 7�ＡＰ００５８８５ ��7�５′-ＡＧＧＣＴＴＡＴＴＴＡＧＴＴＧＡＡＧＧ-３′ 7�５′-ＡＡＧＴＴＧＡＡＡＧＧＡＧＡＴＧＣＴＡ-３′ 7�４１０ #�7�１１ %�

7�Ｐ１１３ �a．６ 7�ＡＰ００５８８５ ��7�５′-ＴＡＣＡＧＴＡＧＧＴＧＧＡＡＧＧＧＡＡ-３′ 7�５′-ＴＣＣＴＡＣＡＡＧＡＣＴＧＧＡＡＡＧＣ-３′ 7�３２９ #�7�１３ %�

7�Ｐ１１３ �a．７ 7�ＡＰ００５８８５ ��7�５′-ＴＴＧＴＴＴＣＧＴＡＧＡＧＧＴＧＧＴＧ-３′ 7�５′-ＧＡＴＴＴＧＴＧＧＧＴＴＴＧＣＴＴＧ-３′ 7�３９４ #�7�２６ %�

7�Ｐ１１４ �a7�ＡＰ００６０６０ ��7�５′-ＣＴＧＴＡＧＴＴＧＴＡＴＡＧＧＧＧＡＧＴ-３′ 7�５′-ＣＡＧＡＴＴＧＡＣＴＧＧＧＡＡＧＡＣ-３′ 7�３０１ #�7�１３ %�

7�Ｐ１１５ �a7�ＡＰ００６０６０ ��7�５′-ＧＣＴＴＧＡＣＡＡＴＧＧＴＧＡＧＧＴ-３′ 7�５′-ＧＧＣＴＧＡＡＡＧＴＣＴＧＡＡＡＣＧ-３′ 7�４４１ #�7�２１ %�

7�Ｐ１１５ �a．５ 7�ＡＰ００６０６０ ��7�５′-ＧＧＣＡＴＴＣＡＡＡＴＡＣＴＣＣＧＴＣ-３′ 7�５′-ＧＧＧＴＣＴＣＣＴＧＧＧＣＴＴＣＴ-３′ 7�２３８ #�7�１２ %�

7�Ｐ１１６ �a7�ＡＰ００６０６０ ��7�５′-ＴＣＣＡＡＧＴＡＧＡＧＧＣＡＡＣＡＣ-３′ 7�５′-ＡＴＡＴＣＣＧＧＧＡＴＡＡＡＧＡＣＣ-３′ 7�３５１ #�7�２０ %�

7�Ｐ１１７ �a7�ＡＰ００６０６０ ��7�５′-ＣＴＡＧＡＧＧＴＴＡＴＧＧＡＡＴＧＧＧＴＴ-３′ 7�５′-ＧＡＧＡＣＧＧＴＧＧＴＧＧＧＡＧＡＣ-３′ 7�３４４ #�7�１０ %�

7�Ｐ１１８ �a7�ＡＰ００５７７５ ��7�５′-ＧＴＡＴＴＴＧＣＧＧＡＴＡＡＴＧＴＣＧ-３′ 7�５′-ＴＴＴＧＧＧＡＴＧＴＴＡＧＴＴＴＧＡＴ-３′ 7�５０８ #�7�３４ %�

7�１５４ 7�潘存红等：ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ标记在水稻图位克隆中的应用
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7�表２　 新发展的亲本间有多态的ＳＮＰ标记

7�Ｔａｂｌｅ２．ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＳＮＰｍａｒｋｅｒｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｉｎｍａｐｐｉｎｇｒｏｌｌｅｄｌｅａｆｇｅｎｅ．

7�标记

7�Ｍａｒｋｅｒ

7�类型

7�Ｔｙｐｅ

7�正向引物序列

7�Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ

7�反向引物序列

7�Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ

7�限制性

7�内切酶

7�Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

7�ｅｎｚｙｍｅ

7�产物长度

7�Ｌｅｎｇｔｈｏｆ

7�ｐｒｏｄｕｃｔｓ

7�／ｂｐ

7�Ｃ１８８１３ ��7�ＣＡＰＳ 7�５′-ＡＡＧＣＧＡＡＧＧＣＡＴＣＣＡＣＡＡ-３′ 7�５′-ＧＣＡＴＴＴＣＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＣ-３′ 7�ＸｂａⅠ 7�５５１ %P
7�Ｃ２０２５０ ��7�ＣＡＰＳ 7�５′-ＧＴＡＴＣＣＧＧＴＴＴＴＣＴＧＧＴＣ-３′ 7�５′-ＧＣＣＴＡＴＴＴＧＡＧＣＣＴＣＴＡＴＣ-３′ 7�ＸｓｐⅠ 7�２８３ %P

7�Ｃ４３５３３ ��7�ＣＡＰＳ 7�５′-ＡＴＡＡＡＧＧＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡ-３′ 7�５′-ＡＧＣＡＧＴＣＴＧＡＣＧＡＴＴＣＴＡ-３′ 7�ＮｈｅⅠ 7�２５６ %P
7�Ｃ１６２３７ ��7�ＣＡＰＳ 7�５′-ＴＧＣＣＡＴＴＣＣＧＴＧＡＣＡＡＣＡ-３′ 7�５′-ＣＣＡＴＴＴＣＴＧＣＣＣＴＡＣＧＣＴ-３′ 7�ＰｓｈＢⅠ 7�９７７ %P
7�Ｄ２１９９１ ��7�ｄＣＡＰＳ 7�５′-ＡＴＡＴＧＧＡＧＣＧＴＧＣＡＴＧＡ Ｇ）ＴＡ-３′ 7�５′-ＧＡＡＴＡＧＴＣＣＴＧＧＴＧＣＡＧＴ-３′ 7�ＳｓｐⅠ 7�２６４ %P
7�Ｄ３６０４６ ��7�ｄＣＡＰＳ 7�５′-ＴＴＣＴＣＴＡＧＴＴＡＡＴＧＡＡＧ ＣＡＡ）ＡＴ-３′ 7�５′-ＣＴＧＡＡＡＣＣＴＣＴＧＴＴＡＡＴＡＡＣＴ-３′ 7�ＳｐｈⅠ 7�１４９ %P
7�Ｄ３７３６６ ��7�ｄＣＡＰＳ 7�５′-ＣＴＡＧＧＣＣＴＣＧＡＣＣＣＣＴＴ-３′ 7�５′-ＣＧＡＣＣＡＣＧＡＧＣＡＣＴＧＣ Ｇ）-３′ 7�ＰｖｕⅡ 7�２７８ %P

7�Ｄ３５５６５ ��7�ｄＣＡＰＳ 7�５′-ＧＧＡＡＴＡＡＣＡＴＧＣＴＴＧＴＴＴ Ｔ）ＡＧ-３′ 7�５′-ＣＴＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＴＧＡＡＧＡＧＡＡ-３′ 7�ＨｉｎｄⅢ 7�１４３ %P
7�Ｄ１２０９３５ ��7�ｄＣＡＰＳ 7�５′-ＣＴＧＧＡＡＣＡＣＧＴＡＧＴＡＧＴＴ Ｃ）Ａ-３′ 7�５′-ＧＧＡＧＡＧＧＴＴＧＡＡＣＡＧＧＴＡＡＣ-３′ 7�ＳａｃⅠ 7�１９５ %P
7�Ｄ１２８４６５ ��7�ｄＣＡＰＳ 7�５′-ＴＧＧＡＧＡＣＣＡＣＧＧＴＡＴＧＧ Ｃ）Ａ-３′ 7�５′-ＡＣＴＣＧＡＡＡＣＡＡＧＡＡＣＴＣ Ａ）ＴＣ-３′ 7�ＨｉｎｄⅢ／ＸｈｏⅠ 7�３１９ %P
7�Ａ１０１２８９ ��7�ＡＳ-ＰＣＲ 7�５′-ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣ- - 7�５′-ＣＡＡＴＧＴＴＧＣＡＣＴＣＴＴＧＡＴＣＧＡ-３′ 7�２３３ %P
7�ＧＡＴＣＴＧＴＴＧＴＴＡＴＴＣＡＴ Ａ）Ｃ-３′
7�５′-ＧＡＴＣＴＧＴＴＧＴＴＡＴＴＣＡＴ Ａ）Ａ-３′

7�　　注：带下划线的碱基为错配碱基，括号内碱基为错配碱基的原始碱基。

7�Ｎｏｔｅ：Ｍｉｓｍａｔｃｈｅｓａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ，ｌｅｔｔｅｒｓｉｎｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓａｒｅｏｒｉｇｉｎａｌｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ．

7�８２．５％。通过发展这些ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ标记，最终实

现了对目的基因的精细定位和克隆（详细结果将另

文报道）。

7�４　ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ标记利用中的注意点

7�４．１　ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ标记在基因图位克隆中的重要

性

7�本研究组在精细定位卷叶基因时共发展了４０

个标记，全部为ＩｎＤｅｌ标记（２５个）和ＳＮＰ标记（１５

个）。其中３３个标记在亲本间表现多态性，同时在

日本晴与９３-１１间也存在多态性，多态率为８２．５％。

7�这样高的成功率充分说明了这两种标记在基因精细

定位中的重要性。

7�４．２　ＩｎＤｅｌ标记利用中的几个注意点

7�本研究组设计的标记中ＩｎＤｅｌ的平均大小为３１

7�ｂｐ，符合ＩｎＤｅｌ在近缘种属间平均差异大小为３６

ｂｐ的结论 7�［２４］ 7�，这也进一步说明，较小的ＩｎＤｅｌ在近

缘种属间是广泛分布的。由于ＩｎＤｅｌ可能会引起物

种的分化，在近缘种属中就存在较多的ＩｎＤｅｌ，这也

给我们应用ＩｎＤｅｌ标记提供了可能。ＩｎＤｅｌ长度变

化较大，小于２０ｂｐ的ＩｎＤｅｌ占了９２％，较长的

7�ＩｎＤｅｌ可能对生物有不同程度的危害，其比例也相对

很少 7�［９］ 7�。在ＩｎＤｅｌ标记的设计中应多利用较小的

ＩｎＤｅｌ，１～２ｂｐ的ＩｎＤｅｌ也可依照ＳＮＰ标记的设计

方法。较长的ＩｎＤｅｌ若经设计的引物检测是存在

的，则这个ＩｎＤｅｌ标记由于其ＰＣＲ产物经较短的电

泳时间就能分出多态而在检测大的定位群体时更为

高效和实用。

7�９３-１１的全基因组序列存在少量的测序错

误 7�［２５］ 7�，为了提高标记设计的成功率，根据经验，优先

7�选择多态性位点两侧序列在日本晴和９３-１１基因组

中完全匹配的ＩｎＤｅｌ，另外插入发生在９３-１１基因组

中，或缺失发生在日本晴基因组中的ＩｎＤｅｌ也是优

先考虑的对象。

7�４．３　ＳＮＰ标记利用中的几个注意点

7�ＳＮＰ是物种进化源泉———点突变的表现形式，

不仅在水稻亚种籼稻与粳稻之间有非常高的分布密

度，而且在亚种内的品种间也有较多的分布。Ｎａｓｕ

等 7�［２６］ 7�分析了３个粳稻品种、２个籼稻品种、１个野生

7�稻之间ＳＮＰ的发生频率，对６个材料两两比较，发

现每２３２个碱基存在１个ＳＮＰ，亲缘关系较远的广

陆矮４号和Ｋａｓａｌａｔｈ之间的ＳＮＰ频率为０．４９％，

亲缘关系较近的粳稻品种日本晴与 Ｋｏｓｈｉｈｉｋａｒｉ、

Ｋｉｔａａｋｅ之间的ＳＮＰ频率分别为０．０３％和０．０５％。

这些数据表明，在水稻的图位克隆中，当亲本的亲缘

关系较近时，对ＳＮＰ标记的利用就显得更加重要。

在亲缘关系较近的水稻品种间发展ＳＮＰ标记时，除

利用公布的一些基因组数据外，还可利用目标区段

内的ＥＳＴ和ＵｎｉＧｅｎｅ数据库 7�［２７］ 7�，或直接对亲本基

因组进行测序来寻找ＳＮＰ，根据ＳＮＰ的具体形式

来发展分子标记。

7�４．４　ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ标记的优缺点比较

7�ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ在水稻基因组中的分布频率较

高，因而ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ标记是图位克隆中不可或缺

7�２５４ 7�中国水稻科学（ＣｈｉｎｅｓｅＪＲｉｃｅＳｃｉ）　第２１卷第５期（２００７年９月）
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的。ＩｎＤｅｌ标记检测方法简单、经济，在基因的定位

区段还比较大时，应优先考虑。ＳＮＰ标记对引物设

计和检测方法都有着较高的要求，当基因的定位区

段较小而找不到ＩｎＤｅｌ标记时，利用ＳＮＰ标记可能

进一步缩小定位区间。同ＩｎＤｅｌ相比，ＳＮＰ在基因

内部的分布频率也较高 7�［２８］ 7�，ＳＮＰ标记有可能与目

标基因共分离。尽管ＩｎＤｅｌ和ＳＮＰ在水稻基因组

中的分布频率都较高，但它们的分布是不均匀的，它

们的位置有一定互补性，可根据目标基因所在区段

来设计相应的分子标记。
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