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摘 要 <MKN标记技术自诞生以来，由于集成高效性、高通量、无需知道序列信息等诸多优点而在分子生物学研究中得以广
泛应用。近年来，研究人员对该技术进行了不断的优化和完善，并由之衍生出多种相关技术，不仅能区分纯合子和杂合子，还

能够将感兴趣 <MKN条带进行位点特异性标记的高效转化，从而有利于进行大规模单位点检测和基因克隆，检测技术更趋高
效。重点评述近年来“常规”<MKN技术向更高通量、更加高效和信息完全 <MKN技术的转化和发展，了解这些变革对高效利用
<MKN技术实现研究目标具有重要的意义。
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<MKN（</-(4Q4,6 M18A/,@. K,@A.9 N’(=/’1-94?/，
<MKN）标记技术自 &’? %/ +,［;］发明以来，由于具有覆
盖面广、高保真性、高效性、高分辨率、所需 W*<量
少、事先毋需知道序列的任何信息、可在全基因组产

生标记、其标记的分离遵循孟德尔遗传规律等优点，

已被广泛用于生物多样性研究、种属特异性鉴定、分

类和进化研究、构建遗传连锁图谱和物理图谱、轮回

育种的背景选择、研究基因表达与调控、基因克隆、

甲基化研究、单核苷酸多态性（+*N）发掘以及转座

子研究等方面。但是 <MKN标记技术也有局限性，
自诞生后技术本身也在不断的发展和完善，并由之

衍生出许多相关技术。因此本文将重点述评 <MKN
标记技术的发展和完善，为研究人员高效利用该技

术实现研究目标提供一定的参考。

9 !"#$的几种衍生技术

9:9 ;!<"=!"#$———单限制性酶切 !"#$
其基本原理是，采用单限制性酶对基因组 W*<



或 !"#$进行消化，而非常规的双酶切，并且使酶切
和连接在同一反应体系中进行，选择性扩增产物在

琼脂糖凝胶电泳后即可进行分离检测［%］。对于基因

组相对简单的生物，利用单限制性酶切 $&’( 快速
而且重复性好，但对于基因组复杂的生物，由于琼脂

糖胶的分辨率较低，往往受到一定的限制。

!"# $%&’()*———二次消化 ’()*
)"*$&’(起初是为了甲基化状态的遗传稳定性

而建立的［+］，该方法首先采用单一限制性内切酶如

!"#!消化基因组 "#$或 !"#$并连接接头，接着
用无选择性碱基引物进行扩增，产生了没有甲基化

,残基的模板，扩增产物再经对甲基化敏感的内切
酶如 $"%!进行二次消化，然后接相应接头，接着用
带有选择性碱基的标准 $&’( 引物进行第二次扩
增，其产生的带型与标准 $&’( 所产生的带型进行
比较，原来在 $"%!位点包含有甲基化的 ,残基经
过初始的无选择性碱基引物扩增后可以被 $"%!二
次消化，而标准 $&’(的原始模板在 $"%!位点被甲
基化了的 ,残基则不能被 $"%!消化。
!"+ ,-&’()*———三限制性酶切 ’()*

-.*$&’( 是 /01 234 56477 #% &’［8］报道的一种基
于 $&’( 技术一种新的指纹技术。其基本原理是用
三种限制性内切酶切割基因组 "#$，一种多切点
酶，两种稀有切点酶，因此叫做 -.*$&’(（ 9:433
312;16!<30=3 $&’(）。该技术应用三种限制性内切酶
和两组接头在单一的缓冲体系中对基因组 "#$ 酶
切和连接来研究 "#$ 片段多态性。这种方法与传
统的双酶切 $&’( 技术相比由于多了一个酶切位
点，其分辨效力增加了，而扩增的总带数反而减少，

比常规 $&’(带数减少大约 %>?左右。由于该方法
采用了酶切连接同步进行和一步 (,@反应，省去了
预扩增步骤，使得分析速度和成本都低于常规的

$&’(分析方法，特别适用于复杂基因组的分析，操
作简单、省时。

!". $/012345267 ’()*———差减 ’()*
为解决 $&’(中样品间共同片段对多态性片段

识别的干扰，,:0A B*& #% &’［C］将差减抑制杂交原理［D］

和 $&’(标记技术［E］相结合，建立了一种“减法 $&’(
标记技术”，基本原理是将 -3=934 "#$和 "4A/34 "#$
分别双酶切并和接头连接，进行预扩增，将预扩产物

纯化后作模板，再行酶切连接，然后进行两轮差减抑

制杂交，再将差异片段纯化后进行预扩和选扩。他

们运用该技术对小麦中的外源染色体片段进行了标

记。该法的优点是能够显著减少样品间的共同扩增

片段，在非变性聚丙稀酰胺凝胶上带型差异明显，多

态性片段容易分辨，但该方法也存在明显的缺点，其

操作步骤非常繁琐、流程长且成本高。

!"8 9:53;1426<<:26&’()*———微卫星 ’()*
FA!4;=093<<A93 $&’(，又 称 )$F(’ （ =3<3!9A/3

0GH<A7A!09A;1 ;7 GA!4;=093<<A93 H;<IG;4H:A! "#$），这是将
@$F(（ 4012;G<I 0GH<A7A32 GA!4;=093<<A93 H;<IG;4H:A=G）
微卫型引物和选择性 $&’(随机引物相结合的一种
指纹技术，能够扩增含有简单序列重复域（))@）的
限制性片段，产生高频率的共显性标记，该技术整合

了 ))@标记共显性和 $&’(标记带型丰富的特点，
能够揭示更多的遗传信息，可靠性高、假阳性较

低［J，K］。@$F(引物由 CL端铆钉序列和 +L端重复域
序列构成，而扩增区段是 @$F(引物结合区和选择
性扩增 $&’(引物结合区之间的序列。产生的指纹
因 $&’(选择性碱基组成、@$F(引物的 CL端铆钉序
列和 +L端重复域序列的不同有所差异。该技术也
无需事先知道序列信息就能够扩增简单序列重复

域，进一步丰富了 $&’(指纹技术，可以对目标生物
快速的进行常规的分子检测，因此也是一种值得尝

试的强有力作图工具。

!"= 5%>’&’()*———互补 %>’&’()*
M0!:3G #% &’［N］将 $&’( 技术应用于 G@#$ 表达

差异分析，发展了一种 G@#$ 指纹图谱技术，即
!"#$*$&’(技术。基本原理是将分离纯化的 G@#$
反转录成 !"#$第一链，再以第一链为模板合成双
链 !"#$，然后以此双链 !"#$ 为模板进行酶切连
接、预扩和选扩，最后找到差异表达的片段。该技术

保留了 $&’( 技术的可靠性与高效性，可广泛地应
用于植物生长发育过程基因分离与表达特性的研

究。该法比较灵敏和可靠，不需要知道基因或 .)-
的任何序列信息，一次能够分析大量差异表达的基

因，并能够检测出低丰度表达的转录本。自从其诞

生以来，许多研究者将此法用于基因的差异表达谱

分析以及差异表达基因的克隆。但该法的主要局限

性在于不易分离到全长序列。

# 相对低通量和信息不完全 ’()*技
术向高通量、信息完全技术的转化

#"! 由同位素标记、生物素标记技术、银染技术向
荧光标记技术的转化

同位素标记（通常是+% ( 或++ (）技术比较灵敏，
相当一部分实验室仍采用同位素标记，其最大的缺

点就是具有放射性。由于同位素的不安全因素，现
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在部分实验室采用生物素标记（如地高辛）代替同位

素标记，其灵敏性略低于或相当于同位素，其优点是

没有放射性，对人体不会造成伤害，但采用生物素标

记流程较长，步骤比同位素标记繁琐，而且成本也

高。银染 !"#$是将扩增产物经过变性聚丙烯酰胺
凝胶电泳后，用银染方法代替放射性标记进行多态

性的检出。虽然 %&’(&)*+ !" #$［,-］认为银染 !"#$技
术与同位素标记一样可靠，均能得到清晰的条带，但

我们的研究表明，银染技术一般来说灵敏性小于同

位素标记和生物素标记，不过比同位素标记操作安

全且成本较低，对人体的伤害较小（银染过程所用的

甲醛也有毒害），其缺点是流程也比较长，稳定性较

差，染色和显色反应受环境温度、染色和显影时间及

温度、染色液和显影液的组成等多种因素的影响，但

如果操作熟练，并且能够在温度相对恒定的条件下

操作，仍能够取得很好的效果（李韬，未发表结果）。

由于 !"#$扩增带比较多，采用上述三种方法不易
做到高通量，即每块序列胶只能利用 ,次，每个泳道
无法重复上样。荧光标记技术最大的好处是可以做

到高通量，通常采用 , . /色荧光标记（通常为 01%，
"!2，$34和 536），荧光强度 01% 7 "!2 8 536 8
$34，可同时检测 , . /种不同标记来源的模板或标
记引物的扩增情况。但该法需要借助自动测序仪电

泳装置（如 9:--、!;1或 #1%<=）分离扩增片段。其
优点是简便快速，但设备昂贵，标记费用成本很高。

对于基因组简单的生物，应用单限制性酶切基因组

65!，扩增产物经含溴乙锭的琼脂糖凝胶电泳后即
可得到分离。

!"! #$%&指纹图谱库的建立、相关数据包的开发
和自动化

>’? !" #$［,,］建立了一个大型的 !"#$数据处理
软件包，也是类似于核酸数据库概念的一个 !"#$
指纹图谱数据库，包含有 !"#$ 指纹资料的最基本
信息，包括使用的技术、限制性内切酶和引物组合、

模板来源、带的大小、相对强度、释义、处理原始标记

数据的算法、带的集成和指纹图谱的比较等等。

由于 !"#$扩增的带比较多，如果群体较大和
选用的引物较多，靠人工判读和处理凝胶图像数据

非常费时，而且容易出错，现在已开发出许多专门针

对 !"#$ 的数据处理包，仅 #1@%<= 公司就开发出
AB?B 1C’D1=42、E!A!2F和 !"#$ G*’?H’I42 $I)三种不
同的软件，可以对 !"#$图谱进行编辑和自动分析，
很大 程 度 上 解 决 了 数 据 分 析 的 瓶 颈 制 约。

!"#$G*’?H’I42$I)［,J］功能非常强大，可对近红外、同

位素标记和荧光标记产生的 !"#$指纹图谱进行高
通量和准确的分析，能够自动校正由于背景、电泳和

上样差异造成的误差，剔除假阳性条带，并通过内标

将单一条带校正到同一迁移率。该软件包还有一个

强大的功能，它可以通过量化带的强度进行表达谱

分析以及区分纯合子和杂合子，即将显性标记转化

成共显性标记。

!"#$技术越来越多地应用于序列已知生物类
型或 ;!%克隆的情况，EHBK&’?B !" #$［,9］开发的 !"#$
指纹图谱模拟软件 !"#$L?EL(LM) 可以模拟 M65! 和
65!序列，产生虚拟的 !"#$ 指纹图谱，可以对
!"#$片段进行高通量鉴定。该软件可以建议选择
更合适的内切酶组合，产生大小适于扩增的片段（ N
9---+K），而不需要人工通过实验尝试不同的内酶切
组合。如果给定内切酶组合和 !"#$选择性引物，
则 !"#$ 的带型、迁移率、扩增带在染色体上的位
置、序列、数目和大小及是否含有开放阅读框（<="）
均可自动给出，从而能够大大缩短实验进程（&HHK：OO
PPPQ KR+Q I*DQ ’MQ +BO+L)L?S)IC’HLMRO!"#$L?EL(LM)Q &HC(）。
硬件方面：A3#E%!59---、!;1 65! !?’(TUBI、!$1

系列、#1@%<= 65! 分析系统等分析仪器在 !"#$研
究中的应用也日益广泛。#1@%<=的 <VTRRBT红外荧
光扫描成像系统还可将 !"#$ 电泳条带回收。总
之，从硬件系统到软件的开发和应用极大地促进了

本来功能就比较强大的 !"#$ 指纹技术在植物、动
物和微生物领域更加广泛的应用。

!"’ #$%&显性标记向共显性标记的转化
尽管 !"#$标记技术有很多优点，但其最明显

的不足之处是绝大部分表现为显性标记，共显性标

记频率仅为 /W . ,XW［,/，,X］。显性标记是一种信息
不完全标记，即通过凝胶或荧光标记的方法只能记

录染色体特定位置带的有或无，无法区分纯合子和

杂合子，因而会丢失很多遗传信息，无法估计等位基

因频率［,Y］，直接影响构建标记遗传图或数量性状基

因（G4#）图以及标记辅助选择（2!E）的效率和精
度［,: Z ,[］。\’?R@$BHBI !" #$［J-］提出了专门将 !"#$显
性标记转化为共显性标记的正态分布混合模型方

法，其基本原理是通过度量 !"#$ 扩增带的强度或
光密度值，并进行统计处理，从而区分分离群体中特

定个体在某一位点基因型是纯合还是杂合。对于一

个 "J个体来说，有 9种可能的标记基因型，!!O!’O
’’，理论上讲标记基因型 !!的带强度是 !’的 J倍。
但带的强度可能受多种因素的影响，如电泳过程和

样品上样量等，因此 ]’?RB? !" #$［J,］将 \’?R@$BHBI !"

9Y^李 韬等：!"#$标记技术的发展和完善



!"［#$］的方法和模型做了进一步修正和完善，对于 %#
群体来说，某标记基因型则存在 & 种可能，分别为
’’()*+ !!(’!()*+ ’’(!!，在进行作图分析时则排
除两种不能确定的情形，)*+ !!和 )*+ ’’。’,-! !"
#$［./］在对控制小麦赤霉病的 0+1作图时发现，如果
按显性标记处理数据，单一环境条件下总共发现了

2个 0+1，可解释的表型变异率为 ..3.4 5 66374；
如果按共显性标记处理数据，除了能检测到上面 2
个 0+1位点外，还检测到了另外 .#个 0+1位点，且
可解释的表型变异率提高到 87384 5 &&324。可见
如果能够将 ’%19 标记转化为共显性标记，可进一
步提高 ’%19技术在进行连锁分析、数量基因作图、
标记辅助选择等方面的功效。:;<=>;? !" #$［##］则通
过 ’%19与 @@A9相结合的方法来对 ’%19指纹进行
共显性标记分析。BC<""<; !" #$［.7］认为利用详细的
系谱资料信息可以将 ’%19显性标记转化为共显性
标记。’%19的衍生技术 BDE;>F!G<""DG<H’%19［2，I］也可
产生高频率的共显性标记，该技术整合了 @@J标记
共显性和 ’%19 标记带型丰富的特点，能够揭示更
多的遗传信息。’%19 分析软件包 ’%19 0C!,G!;+B

9;>则已经整合了将 ’%19 标记位点自动转化成共
显性标记的功能［.#］。通过银染检测的 ’%19技术，
目前尚难以通过已有软件或按照 K!,F<, !" #$［#.］及
L!,FH9<G<; !" #$［#$］的方法和模型区分杂合子或纯合
子，因为银染流程长，影响因素多，因此采用

BDE;>F!G<""DG<H’%19进行共显性分析，可能是一种不
错的选择。

!"# $%&’ 标记向位点特异性标记（()$* 或
)$’(）或等位基因特异性标记（(+’）的转化
由于 ’%19很难或不适合于进行大规模单位点

检测、标记辅助选择和图位克隆，因此很有必要对重

要的标记进行位点特异性标记的转化，以便进行快

速和高通量检测和分析，如转化成 @+@（F<MC<,E<
G!==<N FDG<）［#8］、A’9@（ E"<!O<N !PQ"DRD<N Q>"?P>;QSDE
FDG<）［#6］， @A’J （ F<MC<,E< ES!;!EG<;DT<N !PQ"DRD<N
;<=D>,）［#&，#7］和 @)9（FD,="< ,CE"<>GDN< Q>"?P>;QSDFP）［#2］

标记。’%19标记转化成位点特异性标记通常有以
下几种方法：其一，通过回收 U克隆 U测序 U设计特
异引物的方法；当多态性位点不在端部且目的扩增

片段较长时，该法容易成功。其二，当多态性位点在

扩增片段端部时，很难直接转化，往往采用巢式 9AJ
法（)<FG<N 9AJ）；其三，’%19是基于酶切和扩增的技
术，其多态性若因酶切部位碱基的替换造成，而不是

由长度差异造成，则很难直接借助 ’%19 片段本身

的序列信息设计特异引物进行特异性标记转化，但

可通过序列本身设计上游或下游引物，另一引物可

为随机引物或 @@J等特异引物，然后在未经酶切的
完整基因组中扩增跨酶切位点识别区的序列，找到

造成多态的 @)9 位点，然后再据此设计特异性引
物。设计位点特异性引物需要 ’%19目的条带的序
列信息，而特异引物的设计除了能够检测特异性位

点外，最好能够分辨同一位点内的等位基因之间的

差异，通常的做法是对位点内已知等位基因进行测

序，然后找出等位基因特异性单位点多态性（@)9）。
标记的转换从技术上来看似乎比较简单，但是由于

共迁移带的影响、背景扩增条带的干扰和扩增片段

偏短，’%19标记转化为位点特异标记或等位基因特
异性标记时往往比较费时且成本也高，大多不易转

化成功。因此成功转化首先需要克服两大主要障

碍：其一，从序列胶上回收目的片段时排除背景带和

共迁移条带的干扰，否则回收的条带经二次扩增时，

会产生很多条带，无法确定目的条带（李韬，未发表

结果）；其二，解决扩增片段偏短的问题，因为片段太

短不易找到合适的引物，也不易在片段内部发现多

态性位点，而内部多态性位点可用来区分等位基

因［#&］。为此，V;C=P!,F !" #$［#2］提出了一种基于
’%19的微型测序的转化方法（’%19HP<ND!G<N PD,DH
F<MC<,ED,=），该法整合了多种技术，能够对感兴趣
’%19扩增条带进行高效和可靠转化，其基本流程见
图 .。

图 . ’%19标记转化为位点特异性标记流程图
%D=W. %">XES!;G >R E>,O<;GD,= !,? ’%19 P!;Y<; D,G> ! FD,="<

">ECF 9AJHZ!F<N P!;Y<; !FF!?
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! 展望

!"#$标记技术由于集成了诸多优点已广泛用
于各种生物类型的研究，如动物、植物、微生物以及

线虫等等，其主要缺点是显性标记、扩增片段偏短、

不能反应标记的位置信息和大规模进行单位点检测

等，但随着 !"#$ 操作平台构建和方法的完善以及
生物测序进展，上述缺点都逐渐得到克服，不仅适用

于对序列未知或知之较少的生物类型，而且对序列

已知的生物可进行大规模表达分析和信号传导关键

组分的筛选，尤其在生物多样性研究、种属特异性鉴

定、表达谱分析、精细作图、基因克隆以及甲基化研

究等方面具有其它标记技术无可比拟的优势。
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