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摘  要:单核苷酸多态性( SNP)作为第三代遗传标记, 已在主要模式植物和作物中大规模开发研

究。在果树中, SNP 研究起步相对较晚, 但进展不小。对以果树为主的 SNP 鉴定、开发状况, SNP

在遗传多样性分析、系统进化分析、分子标记与遗传作图、基因定位及功能研究中的最新进展进行

了综述。展望了 SNP 研究在果树上的利用前景。
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  单核苷酸多态性( SNP )是指生物基因组水平上

由单个核苷酸的变异所引起的 DNA 序列多态性。

由于每一个碱基位点在理论上可能是腺嘌呤、鸟嘌

呤、胞嘧啶和胸腺嘧啶等 4 种碱基之一, 因此, N 个

位点理论上就存在 4N种组合。虽然在自然进化过

程中碱基突变总是以一定的频率在发生, 但并不是

完全随机的, 已有研究指出, SNP 大部分是两等位

性的[ 1- 2] , 所以实际存在的 SNP 组合要小于理论值。

即使这样, SNP 也是目前所有分子标记中多样性最

丰富的标记。除此之外, SNP 还具有稳定性好、适

合规模化分析、易于理解等优点, 是继以 RFLP (限

制片段长度多态性)、SSR(简单序列重复标记)为代

表的第一、二代分子标记之后的最新一代分子标记。

利用 SNP 分子标记, 可以进行遗传多样性评价, 分

析群体的分类进化关系, 鉴定遗传性状的控制基因,

进行基因功能研究, 进行遗传作图及整合各种遗传

图谱, 进行分子标记辅助育种研究, 故 SNP 有着广

泛的应用前景。目前, 在所有生物中, 对人类 SNP

研究最为深入, 已发现 300 多万个 SNP 位点[ 3] , 这

些标记在人类遗传疾病[ 4-5]的鉴定及发病机理研究、

个体鉴别等方面已有日益广泛的应用。SNP 在主

要果树树种上的研究也取得了不少进展, 本文以果

树为主就 SNP 的发掘、鉴定及其在遗传育种中的应

用研究进展进行综述。

1 SNP的获得

  对于已知基因组序列或表达序列标签 ( EST )数

据较丰富的物种, 通过比较基因组学获得 SNP, 这

是目前最常见的方法。在植物中, 继模式植物拟南

芥[6]基因组测序完成后,水稻[ 7]、白杨[8]、葡萄[ 9]、番

木瓜[10]、高粱[11]、黄瓜[ 12]、玉米[ 13]和大豆[14]的基因

组测序也已相继完成。利用这些基因组序列, 加上

基因组数据库 (如: http: / / harv est. ucr . edu/ ; ht-

t p: / / cg f. ucdav is. edu; htt p: / / bio info. ibmcp. upv .

es/ genomics/ cfgpDB/ ; http: / / w ww . ncbi. nlm. nih.

go v等)中海量的 EST、互补 DNA( cDNA)序列等,

通过同物种间序列比对,就可得到丰富的多态性位

点。Velasco l[ 15]通过这种方法研究发现葡萄的基因

组有 86%位于 19 个连锁群上, 其中含有 96. 1%的

基因,在这些基因上有 175 万余个 SNP。Newcomb

等[16]对苹果 15 1487 条 EST 序列进行比对, 获得了

18 408 个 SNP。

  对于未知基因组序列以及 EST 序列不敷应用

的物种,可以通过设计引物, 扩增不同个体之间的同

源 DNA 序列, 克隆、测序后进行比对来得到 SNP ,

也可以通过细菌人工染色体 ( BAC)末端测序得到

SNP。Tero l等[ 17]对克里迈丁桔 C. reticulata Blan-

co. 的 28 000 个 BAC 克隆进行了末端测序, 经序列

比对分析得到了 3 800 个 SSR 和 6 617 个 SNP。
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2 SNP 的鉴定

2. 1 以核酸分子杂交为基础的 SNP鉴定  分子杂

交鉴定的基本原理是设计合成特异性探针, 在适当

的条件下, 探针和目标核酸分子上的碱基完全互补

时会形成稳定结合的杂交分子, 不能完全互补的则

结合不稳定或在给定条件下不能杂交结合。基于此

原理, 目前已设计出一些可以通过发光、荧光共振、

质谱等检测 SNP 的技术,如等位基因特异寡核苷酸

法( ASO )、分子信标 ( Mo lecular beacons)、T aqman

探针法、动态等位基因特异杂交( DASH )、寡核苷酸

连接分析 ( OLA ) 以及 SNPlex 等方法。Lijavetz-

ky[ 18]把 SNPlex 基因分型技术和测序相结合对葡萄

基因组中一段 100. 5 kb 的序列进行分析, 得到了

1 573个 SNP 和 52 个插入/缺失 ( Indel) , 并利用这

些 SNP 进行品种鉴定。

  基因芯片在高通量 SNP 研究中应用最多。它

是根据已知 SNP 设计出系列检测探针, 利用杂交分

子之间的洗脱差异性来检测 SNP 是否存在, 检测范

围可以覆盖全基因组。目前, 基因芯片已广泛应用

于人类 SNP 研究[ 19]。由于基因芯片价格昂贵, 且

不适用于对大量样本的 SNP 分析,所以在果树上应

用较少, 不过也有公司致力于开发果树的 SNP 芯

片, 比如 Affymetrix公司在 2006年成功开发出了含

有检测 5 023 个 SNP 位点的柑桔基因芯片。基因

芯片虽可用于其近缘品种的 SNP 鉴定上, 但不能鉴

定待检样品中未知 SNP, 且错误率较高, 约为

20% [ 20]。

2. 2 通过测序进行 SNP 鉴定  传统 Sanger DNA

测序是目前应用最普遍、结果最可靠的 SNP 鉴定方

法, 其测序准确度可达 99. 99% [ 21] , 但存在成本高、

速度慢等问题。进入 21世纪后,新一代测序技术如

Roche公司的 454 技术、Illumina公司的 Solexa 技术

和 ABI公司的 SOL iD 技术发展迅速, 利用这些技

术, 可以以更低的成本、更短的时间获得较多的

SNP位点[ 22]。但这一代测序技术的主要问题是测

序结果准确率不够高。Myles 等[ 23]用 Illumina测序

技术获得了葡萄的 469 470 个 SNP位点。Ba rbazuk

等[ 24]用 454 测序技术一次性得到了玉米的7 000多

个 SNP, 对 2 400 条基因中的 4 900 个 SNP 用 San-

ger 测序证实其成功率大于 85% , 这与 Novaes 等[25]

在桉树上用 454 测序技术得到的结果相近。

Mokry[ 26]用改良的 SOLiD技术对已知序列的 1. 69

兆基因组序列进行测序, 得到 SNP 的准确率为

96. 4%。

  随着测序技术理论的提高和方法的改进, 近期

出现了 H eliscope单分子测序、SMRT ( Sing le mole-

cule real time) 技术和 Ox ford Nanopo re Techno lo-

g ies 公司正在研究的纳米孔单分子技术等第三代测

序技术[ 27]。由于是单分子测序, 故准确度更高, 且

周期更短,可望为 SNP 的发掘鉴定提供更有效的方

法,但目前技术还不成熟, 尚未商业化。

2. 3  基于核酸分子物理稳定性的 SNP鉴定  单链

核酸分子在一定条件下,可以在分子内形成碱基配

对。存在 SNP时, 分子内的碱基配对会发生改变,

导致单链分子的空间构像发生改变, 即所谓的单链

构像多态性( SSCP )。这样的分子在电泳时会以不

同的速度通过凝胶, 从而将 SNP 显示出来。Sa-l

maso 等[28]利用 SSCP鉴定葡萄的 SNP ,测序验证得

到 247 个 SNP,认为该方法是有效的。

  含 SNP 的杂合分子与纯合分子在解链温度上

不一样,前者要低一些。在变性梯度凝胶电泳和温

度梯度凝胶电泳中, 这种解链速度和温度的差别以

迁移率的大小表现出来, 据此可以鉴别出 SNP。

HRM(高分辨融解曲线)技术是利用杂合分子和纯

合分子在温度渐进升高条件下解链速度的差异, 结

合荧光染料来鉴定 SNP 的存在, 这种方法准确率

高,可达 100% [29]。Wu[ 30]利用这种方法, 得到了杏

的 100 个 SNP , 并认为这种方法廉价高效, 适于

SNP 鉴定。

  但是这些方法不能准确确定 SNP 所在的位置

和碱基类型,因此, 要得到准确的 SNP 信息还需要

进一步测序验证。

2. 4  基于酶切的 SNP 鉴定  限制性内切酶是一类

可识别并切割双链 DNA 中特定位点 (通常 4 ~ 6

bp)的酶类。SNP 的存在可以在 DNA 上产生或消

除一个特定内切酶位点,从而改变酶切割后产生的

DNA 片段的大小和数目,以此来鉴定 SNP 的存在。

基于酶切原理的 SNP检测技术有 CAPS(酶切扩增

多态性序列) [ 31]、dCAPS (衍生型 CAPS) [32]和引

物入侵分析[ 33]等技术。CAPS 是利用 PCR 产物中

自然存在的酶切位点酶切后电泳检测多态性, 而

dCAPS 在 CAPS 技术的基础上,在引物上人工引入

错配、创造酶切位点, 来进行多态性鉴定。引物入侵

分析技术是在目标碱基两端分别设计两种探针, 信

号探针的 5c端和插入探针的 3c端在多态性位点处

产生至少一个碱基的重叠, 这种结构能被特异性的
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外切酶 FEN 识别,从而切割信号探针含荧光标记基

团的 5c端,使与其共存的淬灭基团分离, 发出荧光

信号,而当此位点出现错配将使 FEN 的切割速率大

大降低, 只能达到正确配对时的 1/ 300,进而实现对

SNP的检出。

3 SNP 的应用

3. 1 遗传多样性分析  SNP 能够广泛用于遗传多

样性研究, 这对于资源保存、种质利用有重要意义。

Tanya 等[34] 对 20 对 SSR 引物和 4 对 SNP 引物的

产物进行分析, 发现尽管 20 对 SSR 引物的 PCR 产

物多态性较高, 但二者的聚类分析结果相近, 说明

SNP很适合用于多样性分析。在果树上, 目前 SNP

研究大多集中于特异基因或部分基因组片段, 从整

个基因组水平上研究相对较少。Sa lmaso 等[ 28]利用

SNP对葡萄已知功能的 4 个基因进行研究, 结果表

明 SNP 同样适合对葡萄进行多样性评价。

  需要注意的是, 应用 SNP 分析群体遗传时, 要

得到较为准确的结果必须要分析数量足够多样本的

SNP才行, 否则容易导致出现误差[ 35]。在高变个体

和低变个体间比较时,个别碱基差异对于高变个体

的统计结果影响极小,而对于低变个体的统计结果

却可能有很大的影响[ 36]。

3. 2 系统进化分析  尽管目前多种分子标记都可

以用来构建系统进化树, 但单核苷酸的变异是一切

DNA 变异的基础, 故利用 SNP 分析系统进化在理

论上是可行的。VvmybA1 基因是花青素合成过程

中的转录调节因子, This [ 37]在 200 多个葡萄品种中

对该基因及等位基因的变异情况进行研究, 认为葡

萄的果实颜色进化与该基因在驯化过程中的人工选

择有关。Ince[ 38]在包括苹果属在内的 142 种植物中

研究了叶绿体 matK 基因, 结果发现 SNP 能够成功

地区分不同的科、属、种, 且可靠性高达 80% ~

100%。

  SNP在物种之间有很大的差异, 葡萄的发生频

率较高, 在编码区每 250 bp 就有一个 SNP , 在非编

码区每 182 bp 有一个 SNP[ 15] , 远高于苹果[ 16] 的

SNP发生频率。在葡萄栽培种和野生种之间共有

的 SNP 不足三分之一[ 23] , 说明栽培葡萄驯化后在

人工选择压力下, 其进化过程已经与野生种迴然不

同。K�lheim 等[39]对桉树的 4 个品种测序后得到

103 M bp 的序列, 对其中 23 个次生代谢基因进行研

究后发现品种间的 SNP 发生频率不同, 但相近品种

间同义和非同义 SNP 发生频率相似。在基因的蛋

白质编码区,对功能有害的变异很可能会在自然选

择中消失, 表现为突变发生的频率比较低, 每代为

10-9 / bp;而在基因间隔区, 变异率显然较高,达到了

10-4~ 10- 8/ bp[ 40]。利用突变率的分子钟特性可以推

断品种分化的时间, Pavy[41]根据 SNP 芯片对白云

杉和黑云杉的研究结果,结合 AFLP、SSR 等分子标

记分析,推测出这两个种在 1 000 万年前开始分化。

3. 3  分子标记与遗传作图  SNP 反映的是相应染

色体基因座上的遗传多态性状态,且分布广泛、高度

稳定。利用已知功能的 SNP作为分子标记, 不仅有

一般分子标记的优点, 而且可以定位目标性状。相

比之下, AFLP 是显性标记,不能区分杂合体和纯合

体,并且在作连锁分析和遗传连锁图构建时, 其缺点

是相当数量的标记在统计学上严紧度较高的条件下

不表现出与其他标记的连锁, 降低严紧度后则表现

出连锁较松散而使整个连锁图的长度显著增加[ 42]。

而 SNP是共显性标记, 发生密度高, 且能在全基因

组水平上进行大规模高通量分析, 因而更适用于高

密度遗传图谱和物理图谱的绘制以及 QTL 作图,

事实上,它也是连锁不平衡研究中最好的遗传标记。

  SNP 标记可以整合进其他 DNA 分子标记图

谱。T rogg io [43]对葡萄的 94个 F1 代做了研究,利用

483 个 SNP、132 个 SSR 和 379 个 AFLP 标记构建

了分子标记图谱, 覆盖基因组总长度 1 245 cM , 标

记间平均距离为 1. 3 cM。

3. 4  基因定位和功能分析  在利用连锁分析进行
基因定位时, SNP 也是非常有用的标记。Salmaso

等[44]把 138 个 SNP 和 108 个 SSR 标记进行了整

合,分析了葡萄的 139 个表达基因, 并探讨了对已知

功能基因进行 QTL 分析的可能。Ahmad 等[45] 利

用 454 测序技术对桃进行测序, 得到 1156 个 SNP

标记位点, 并对这些 SNP 与桃品质性状进行了

QT L 分析,可望用于辅助育种。Dav id[ 46] 对苹果的

35 万条 EST 序列进行比对得到了 71 482 个 SNP ,

经过筛选后在编码区得到了含 210 个 SNP的 93 个

标记位点,这些位于编码区的位点可能与苹果重要

的园艺学性状相关, 因此可用于遗传图谱构建和连

锁不平衡研究,也可用于蔷薇科群体遗传学分析。

  在功能基因中, 少数、甚至一个 SNP, 都有可能

引起某个性状的改变。Ho ffmann [47]研究发现葡萄

果穗的松紧程度与一个 SNP 位点和 4 个碱基的缺

失有关。This[ 37] 在 123 个葡萄品种中研究发现

Vv mybA1 基因启动子上一段长 44 bp 的 Indel和第
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一个外显子上的两个 SNP 与红色和粉红色果实性

状相关。番木瓜的一种严重病害是环斑病, 但番木

瓜的近缘野生种对此病的抗性很强, 研究发现原因

在于抗性基因上一个 SNP 位点的区别, 这个位点有

可能成为番木瓜抗病育种的一个重要标记[ 48]。

4  SNP 在果树上的研究利用前景

  SNP作为基因组中最普遍的现象, 在果树遗传

研究中具有重要的利用价值,获得了越来越多的关

注, 取得了可喜的进展。目前大多数果树树种尚未

进行完整基因组测序, 无法大规模开发 SNP , 相信

随着测序技术的改进和更多树种全基因组的测序完

成、以及 EST 的大量积累, 果树 SNP 的开发与鉴定

数量有爆炸式增长的可能。

  SNP鉴定方面,基因芯片的优势是适于小样本

高通量 SNP 检测, 随着技术的成熟和成本的降低,

基因芯片的价格有朝一日可能降到可被普遍接受的

水平, 这样作为高通量的鉴定方法, 获得单个位点

SNP的成本会大幅降低,届时有可能成为 SNP 高通

量分析的主要手段。HRM 技术适应检测样品量可

多可少, 操作方便、灵敏度高、成本低,近年来的应用

日益增多[ 29] ,主要问题是对硬件要求较高, 检测仪

器价格昂贵, 但随着仪器的价格下降和普及, HRM

有望成为 SNP 分析的重要方法。

  在应用方面, SNP 标记可能将会成为果树种质

资源的遗传多样性评价、进化、分类、品种鉴定等研

究中主要的分子标记,对提高种质资源收集、保存、

评价和利用的效率具有很大的意义。在分子遗传学

上, SNP 标记将在构建高密度遗传图谱、基因定位

和克隆以及基因功能分析方面起重要作用, 在对高

产、优质、抗病虫、抗逆性等果树遗传工程育种和常

规育种所需优异基因资源的发掘、鉴定方面作用重

大。在果树常规育种中, 利用 SNP进行分子标记辅

助选择, 有望克服果树育种中长期困扰果树育种工

作者的一些问题。比如: 利用 SNP进行目的基因的

早期选择以克服果树童期长带来的高成本问题, 利

用 SNP 早期鉴定部分树种如柑桔的杂合子和珠心

苗以解决杂种难获得的问题。可以预见, SNP 标记

必将在果树遗传育种研究中发挥更大的作用。
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