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AFLP 技术在马铃薯育种中的应用
邸　宏�陈伊里∗
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摘　要：AFLP 技术因其高效、稳定而被广泛应用于多种作物�本文详细阐述了 AFLP 技术的原
理、特点及其在马铃薯育种中的应用�主要包括遗传多样性分析�构建高密度遗传连锁图�基因定位
及克隆�DNA指纹图谱等。
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　　虽然传统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、抗
病的新品种�然而周期长、工作效率低、品种退化
严重仍是当今马铃薯育种中的主要困难。进入80
年代�随着分子生物学及分子克隆技术的发展和完
善�诞生了直接从 DNA 水平上进行遗传分析的分
子标记。分子标记受环境因素影响小�且数量大�
可以快速鉴别亲本之间的亲缘关系�标记的数目
多�多态性高�成为育种工作新的手段。AFLP 是
继 RFLP、RAPD、SSR 之后近几年来发展最快的
DNA分子标记技术�因其快速、简便、高效�在
生命科学领域中得到广泛应用。
1　AFLP 原理及特点

AFLP 是1993年由荷兰科学家 Zabeau 和 Vos
建立起来的一种检测 DNA 多态性的新方法。这种
方法已申请了欧洲专利 （Zabeau�1993）�荷兰
Keygene公司拥有该技术的专利。它的原理是利用
一个由在基因组 DNA 中酶切位点稀有的内切酶
（识别位点一般有6个碱基） 和酶切位点丰富的内
切酶 （识别位点一般有4个碱基） 的酶组合�切割
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植物基因组 DNA�形成分子量大小不等的随机限
制性片段�将特定双链人工接头 （adapter） 连接在
DNA片段的两端�形成一个带接头的特异片段�
接头长度一般是14～18个核苷酸�由核心顺序和
内切酶位点特异序列组成�接头与基因组 DNA 的
酶切片段相连接作为 DNA扩增的模板。根据 DNA
接头及酶切位点的碱基序列�设计一系列3′末端
含数个选择性碱基的 PCR 引物�引物从5′～3′端
依次为核心序列、酶切识别序列、3′端选择碱基序
列三部分。核心序列与人工接头互补�选择核苷酸
延伸到酶切片段区�两端序列能与选择核苷酸配对
的限制性酶切片段被扩增［1］。扩增片段通过变性
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离检测�用放射性同位素
法、荧光法或银染法检测。

AFLP 标记是以 PCR 为基础的分子标记技术�
兼具 RFLP 和 RAPD 的优点�被认为是迄今为止
最有效的分子标记�具有较高的可靠性和高效性�
具有共显性和显隐性特点�多态性水平高�检测位
点多�分子认别率最高�DNA 用量少。但同时也
存在一些缺陷�如对模板质量要求较高�成本高�
要求有较高的技术水平等。AFLP 呈典型的孟德尔
式遗传�可以用于分析不同复杂程度的基因组
DNA和克隆的片段。AFLP 是一种显性标记�不
能获得相关位点在遗传图谱上的位置信息�如果
AFLP位点能够定位在 RFLP 和 SSR 连锁图谱上�
那么 AFLP 将是最有效的分子标记。
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目前 AFLP 技术因其突出的特点被广泛地应用
于各种研究中�如构建高密度遗传连锁图、目的基
因的定位、遗传多样性及分类和进化的研究、品
种、品系的 DNA指纹图谱�以及研究基因表达与
调控�辅助选择等［2］。
2　AFLP 技术在马铃薯育种中的应用
2∙1　遗传多样性分析

杂交育种是目前植物育种的重要技术�而杂交
亲本的选配是杂交育种的关键步骤。亲本选配必须
考虑的一个重要因素是测定亲本的遗传距离�确定
其亲缘关系。由于植物受内外环境因素、数量性状
遗传及显性、上位性等因素的制约�利用形态特性
进行分析的传统方法难免会出现偏差�而且效率较
低。分子标记由于受环境因素影响小�且数量大�
因而可以快速鉴别亲本之间的亲缘关系。Mil-
bourne等［3］利用 AFLP 技术分析了多种四倍体马铃
薯栽培种的遗传关系。McGregor 等［4］进行了39种
马铃薯栽培种的 AFLP 分析�鉴定其遗传多样性�
结果表明 AFLP 是研究遗传多样性效率很高的一种
方法。AFLP 技术还被应用于马铃薯病原菌的研
究。Knapova等［5］利用 AFLP 方法分析了134个晚
疫病生理小种的表型和基因型结构。
2∙2　高密度遗传连锁图谱的构建

遗传图谱的构建是对基因组系统研究的基础�
是植物遗传育种的依据。遗传图谱是基于具有不同
性状的亲本及其后代的分离情况而构建的�用传统
方法构建一个包含一定数量基因的遗传图谱�可能
要进行许多杂交组合的观察分析�并且不反应 DNA
水平基因的存在�而是该基因表达产物的观察。传
统的遗传图谱只存在于少数几种作物中�基因间图
距相对较远。由于分子标记是反映基因位点的多态
性�因此可以用来构建遗传图谱。自1980年 Bostein
等首次提出用于建立遗传连锁图谱的设想以来�Do-
nis－Keiler等建立了第一张人的 RFLP 图谱。目前已
绘制了大多数农作物的遗传连锁图�如水稻、玉米、
马铃薯［6～8］、、大麦［9］、大豆［10］等。

由于 RFLP 只适合单或寡拷贝基因�使用受到
限制�而 AFLP 能对整个基因组适应�从而能广泛
应用于构建分子图谱［11］。AFLP 是目前为止作图
效率最高的一种标记。典型的 AFLP 分析每次反应
的产物经过变性聚丙烯酰胺凝胶电泳可以检测的谱

带数在50～100条之间�多态性好的酶切引物组合
一次可以检测到20个以上的多态性。Van Eck
等［1］ （1995） 建立了二倍体马铃薯的高密度 AFLP
遗传连锁图谱。Rouppe van der Voort 等［12］利用5
个远缘二倍体 Solanum tuberosum绘制了包含733个
AFLP标记位点的连锁图�这些标记在染色体上的
座位及使用的引物组合等信息公开发布在 http：／
www．spq．wau／pv／aflp／catalog．htm1［13］。

为避免四体遗传的复杂性［14］�几乎所有的遗
传图谱研究都是在二倍体水平进行的。但二倍体的
缺陷是由于近交衰退而降低了育性和生活力�因而
采用高效的 AFLP 技术来克服四体遗传的不便�重
新引起了人们对马铃薯四倍体水平上进行遗传分析

的兴趣［15～17］。
2∙3　基因标记及定位

分子标记还可以对某一特定 DNA 区域内的目
标基因进行定位。研究表明用与目标质量性状基因
紧密连锁的分子标记�是进行质量性状选择的有效
途径。根据样品的来源�有两种常用的基因定位的
方法。第一 �近等基因系法。近等基因系［18］是由
提供目标基因的供体亲本跟轮回亲本杂交�并经多
次回交�多代对目标性状基因的选择而获得。该系
除了目标基因外其余基因大部分同轮回亲本相同。
这样就可以对轮回亲本和近等基因系的同工酶或者

DNA进行多态性分析�找出两基因组产物的差异�
并以此为标记�利用遗传图谱�就可以对目标性状
基因定位。近等基因系是筛选质量性状分子标记的
理想群体�但因需多次回交耗时较长。第二�分离
群体分群分析法。这是 Michelmore等［19］1991年建
立起来的一种连锁标记分析方法。原理是依据目标
性状将某一杂交组合分离世代群体分为两组�产生
两个混合的 DNA 样品池�两池具有完全相对的性
状�在所选则的区域遗传上是相异的�而在其它区
域则是混合的。利用分子标记分析在两个混合池之
间寻找有差异的分子标记�该标记在遗传上可能与
目标性状的基因座位相连锁。该方法需要的分离群
体可在短时间内建立�因此不需要长期的育种基
础�因此在各种作物的质量性状甚至是数量性状基
因的定位研究中获得广泛的应用。

Meksem 等［20］利用 F1群体�找到与马铃薯抗
晚疫病紧密连锁的 AFLP 标记�该标记位于5号染
色体上。Bendahmane A等［21］利用 AFLP 标记定位
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高抗 PVX的 Rx 基因�获得与目标基因相距0∙23
cM 的 AFLP 标记。

表现连续变异的数量性状�受微效多基因控
制�受环境影响较大 �选择效果不好。随着分子
标记技术的发展�将复杂的数量性状分解为单一的
遗传组分�用单基因的效率来处理这些性状�对数
量性状基因位点 （QTL） 作图�将数量性状基因
绘制在连锁图上�找到与其紧密连锁的分子标记。
Bradshaw 等［22］分析了对囊线虫数量性状具有高水
平抗性的两个四倍体亲本及78个杂交后代�找到
与双显性抗虫主基因的 QTL 紧密连锁的 AFLP 标
记�定位于二倍体 SSR 遗传图谱中的第Ⅳ条染色
体上。利用 AFLP 技术�Ballvora 等 （1995） 将抗
金线虫的主基因 Gro1定位与Ⅶ号染色体。Rouppe
van der Voort 等［23］将抗囊线虫的主基因 Gpa2定位
于Ⅻ号染色体上。Collins 等［24］研究晚疫病抗性基
因的 QTL。
2∙4　基因克隆及表达调控

研究基因表达的传统方法是利用 cDNA文库筛选
和 Northern杂交�但这种方法不能同时比较发育的不
同时期。利用AFLP衍生的 cDNA－AFLP技术来研究
基因表达�可以获得满意的结果。利用 cDNA－AFLP
技术�Bachem 等［25］ 克隆 Stsnap 基因�该基因在
CaMV35s启动子的调控下反意表达�影响细胞的形
态建成�并改变同化产物的转运�如淀粉和可溶性糖
在叶片中的积累。Bachem 等用同样的技术�获得
CB12基因�该基因对薯块生长和植株形态建成中重
要物质的新陈代谢起作用�Petters等［26］研究了马铃薯
叶片中一个防御基因的表达与晚疫病菌浸染之间的关

系。Law 等［27］对薯块分生组织DNA进行 AFLP分析�
研究5′－CCGG－3′序列甲基化程度的瞬时降低与休眠
的关系。
2∙5　种质鉴定及遗传背景分析
2∙5∙1　DNA指纹图谱

在作物育种中�选择遗传差异丰富的亲本进行
杂交可以拓宽遗传基础�增加育种群体的杂合度�
保持育种群体的丰富多型性。对于马铃薯来说�拓
宽狭窄的遗传基础尤为重要。因为马铃薯四倍体的
育种群体来源于 S∙tuberosum 种�并且有性杂交
的频率相对于其他作物来说很低。长期以来判别作
物品种主要依靠一些表型数据�为克服常规形态鉴
别技术的局限性�也常使用同工酶和蛋白电泳技

术�同工酶和蛋白是基因表达加工后产物�仅是
DNA全部多态性的一部分�其特异性易受环境条
件和发育阶段的影响�因此远不及分子标记分析快
速、准确、可靠。当品种间的差异较小时�传统的
检验方法就无法判别�分子标记可以作为判别品种
的新手段。利用稳定的 DNA 谱带�可以绘制品种
的指纹图谱�提供种质的基因型�该技术不受栽培
条件影响�可通过计算机进行系统管理�从而达到
认定和保护品种的目的。

分子标记所需 DNA 可以从植物体任何部位提
取�尤其可从幼苗中提取进行种质的鉴定分析�克
服了其他遗传标记随环境条件或组织发育阶段而异

的缺陷。
AFLP 技术可在较短的时间内检测出大量的多

态性标记�因而很适合鉴定品种 DNA 指纹�这是
AFLP 最适的应用范围�也是 Zabeau 和 Vos［28］申
请专利的关键。AFLP 标记可以用于品种的鉴
定［29］�品种纯度的评估�分离和鉴别遗传材料�
辅助选择�可以快速鉴定目标基因�鉴定体细胞杂
种�用于种质资源的保存以及分子生物学研究。
Powell等［30］在种质研究中比较了 RFLP�RAPD�
AFLP 和 SSR 四种分子标记�AFLP 的效率最高�
其缺点是对技术的要求较高�成本较高。McGre-
gor等绘制了39种马铃薯栽培种的 RAPD�ISSR�
AFLP 和 SSR四种指纹图谱�并对着四种分子标记
方法进行了对比�AFLP 的效率最高�多态性强�
一次反应获得的多态性条带最多。
2∙5∙2　野生资源的利用

掌握一个物种及其野生群体的遗传背景和分类

学上的关系�是保护和利用这些遗传资源的基础。
遗传基础狭窄是制约马铃薯育种发展的主要因素�
因此具有广泛遗传多样性的野生种质资源的利用受

到越来越多的关注。许多研究表明马铃薯野生种中
含有抗病、高产、高淀粉等多种优良基因［31］。利
用 AFLP 技术 McGregor R 等分析野生马铃薯 A-
canlia的分类及种质上的丰富性�Kardolus等［32］对
马铃薯野生种 S∙acaule 进行分类学研究�为这些
野生资源的利用提供了分子方面的依据。Bryan
等［33］采用 AFLP技术将野生种马铃薯 S∙vernei 中
的抗孢囊线虫基因的 QTL 定位与第Ⅴ连锁群。

随着马铃薯原生质体培养再生技术的发展�
1984年 Barsby 等开始采用细胞融合技术利用马铃
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薯的野生资源�将野生种中的有利基因导入栽培品
种中�分子标记技术在体细胞杂种鉴定中应用的越
来越 广 泛。Barone 等［34］ 应 用 AFLP 技 术 对
S∙commersonii和 S∙tuberosum 的四倍体体细胞杂
种进行分子鉴定�提高了鉴定的效率和可信度。
3　展　望

虽然 AFLP 技术在马铃薯的研究中得到广泛的
应用�但目前大多数的研究仍处于探索实验阶段�
真正大规模的应用于生产实践还需时日�工作的重
点仍是建立近饱和的 AFLP 遗传连锁图谱�鉴定、
克隆、利用与马铃薯高产、优质、抗病虫害、抗逆
有关的基因�加强对野生资源的研究利用。AFLP
标记具有广阔的应用前景�与其他分子标记方法相
比更高效�更可靠�将其与常规育种相结合�必将
对马铃薯的遗传育种研究产生巨大的推动作用。
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