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摘 要! 综述了应用于优质蛋白玉米种质辅助选择的分子标记"提出了优质蛋白玉米的分子标记辅助选择策

略#通过对回交家系赖氨酸分析和 667 分子标记检测结果"对该技术的可靠性进行了验证#考虑到成本核算和可操

作性"认为该分子标记辅助选择技术"应用于育种实践是非常经济有效的$
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玉米是畜禽饲料的主要能量来源$ 通常普通玉

米中赖氨酸% 蛋氨酸% 色氨酸等必需氨基酸含量很

低" 其中赖氨酸是影响玉米营养价值的第一限制性

氨基酸$ 单靠提高子粒蛋白质含量来提高玉米的营

养价值是不够的"更重要的是改良蛋白质的质量"尤

其是增加赖氨酸的含量$ 普通玉米子粒中赖氨酸含

量只有 ";(,‘左右" 而畜禽饲料需要 ";&‘ a ";+‘$
!%&) 年"/BSV@ 等发现 PXEUGB$(-简 称 P(Y基 因 能 够

把胚乳中的赖氨酸和色氨酸含量提高近一倍" 全子

粒赖氨酸和色氨酸含量提高约 b"‘$ P( 基因通过调

节蛋白质的合成方向"减少胚乳中的醇溶蛋白"增加

清蛋白%球蛋白%白蛋白和富含赖氨酸的谷蛋白"进

而提高了胚乳中赖氨酸的含量$然而含 P( 基因的子

粒为粉质%容重低%出苗力弱%容易感染穗腐病等不

良性状$ :EB@ 等-!%&%Y证实胚乳修饰基因的存在"通

收稿日期! ("",$"b$")
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过轮回选择积累这些基因"可以把 P( 玉米的软质胚

乳变成不同程度的硬质胚乳$此后"美国和国际玉米

小麦改良中心-M1//d5Y的科学家做了大量努力"把

许多玉米资源转育成硬质胚乳的高赖氨酸玉米"并

正式称为优质蛋白玉米-<:/Y"从而提高了产量和

抗病虫能力$ 优质蛋白玉米可以增强赖氨酸生产能

力"用作畜禽饲料可大幅度提高动物生产性能"改善

饲料转化效率"减少动物粪便中氮的排出"缓解养殖

业对环境的污染$大力发展优质蛋白玉米生产"可以

减少我国赖氨酸%豆粕和玉米的进口量"有利于调整

农村产业结构"实现农业的可持续发展$
美国较早开始优质蛋白玉米研究"近年来"优质

蛋白玉米研究重新得到重视" 并作为美国玉米种质

扩增计划-I3/Y的重要目标之一$ 美国育种家把衣

阿华坚秆综合种和伊利诺抗病高油等综合种变成了

P( 遗传背景$ 中美%南美和非洲的一些国家也积极

开展了 <:/ 研究和利用" 相继发放了多个 <:/ 品

种$ M1//d5 从 !%&# 年起就开始高赖氨酸玉米研

究"并在 b" 年代中期引入修饰基因"!%%( 年曾被迫

中断" 到 !%%b 年重新恢复并加强了 <:/ 研究$ 到
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!""! 年 !#$%%&’ 已 经 育 成 并 发 放 了 () 个 *+%
+,,-.!/" 个 *+% 群体和 ! 个高油 *+% 群体! 以及

00 个 *+% 自交系" /12) 年以来! 我国从 #$%%&’
引进了一批 *+% +,,-. 和群体! 如 +,,-))#+,,-)3#
+,451 和 +,42" 等" 从这些资源中选育出一批配合

力很高的 *+% 自交系!如齐 !"0 和 #6)20 等!并培

育了一批优质高产的新组合! 如中单 1371 和中单

)2/"!初步实现了优质高产的目标" 但是 *+% 杂交

种仍存在品种单一#抗病性差#生育期偏晚的问题!
适应性满足不了我国玉米产区复杂多变的气候与自

然条件!急待挖掘新的种质资源"
目前!*+% 育种 ,! 和修饰基因的主要来源是

#$%%&’ 种质!将这些材料与温带普通种质重组!培

育新的 *+% 自交系! 是克服 *+% 种质基础狭窄和

提高抗病性的有效途径" 在 *+% 转育过程中!除了

保证准确地鉴定纯合的 ,! 基因型外!还必须转移修

饰基因" 尽管利用传统育种方法已经成功地转育了

一些 *+% 自交系!但转育周期长#效率低#预见性

差!已越来越不适应现代育种目标的需要"89$:6 技

术提供了一种快速测得赖氨酸含量的方法! 但检测

结果仅仅是赖氨酸含量相对比较值!而且方法复杂!
很难适应现代育种的需要"近年来!生物技术的发展

为优质蛋白玉米遗传育种研究提供了新途径" 通过

转座子标签法!已经克隆了 ,! 基因!以其序列为模

板设计引物!开展分子标记辅助选择!已成为选育高

赖氨酸材料的一种手段"借助与 ,! 基因紧密连锁的

分子标记!可以鉴别后代高赖氨酸基因型!即前景选

择$同时依靠标记对后代个体进行全基因组选择!加

速轮回亲本基因组的恢复!即背景选择!从而提高选

择效率!加速育种进程"

/ 应用于优质蛋白玉米辅助选择的分

子标记

建立分子标记辅助育种程序!监测赖氨酸含量!
是 *+% 育种的关键技术环节"分子标记辅助选择被

认为是作物育种的发展方向! 但因技术及经济等方

面原因!一直未能在育种实践中实施"为了克服目前

,! 玉米存在的主要缺陷!实现玉米种质扩增!通常

采用回交程序! 选育 ,! 纯合材料" 但 ,! 为隐性基

因!并具有胚乳特异性!因此回交选择难度大"目前!
应用于优质蛋白玉米辅助选择的分子标记主要有如

下几种"
;<=< 等 >/113?建立了 ,! 的 @AB6 探针和 CDEF

$$$ 酶切相结合的 GH9+ 分子标记辅助选择系统!在

含 有 ,! 基 因 的 I53 与 普 通 玉 米 %,/2 和 ’J0K00

杂种之间表现出限制性长度多态性" 该系统能较精

确地鉴定 L! M L!#L! M ,! 和 ,! M ,! 基因型个体!但需

要 :,N=OPQE 杂交!操作步骤繁琐!费用较高!因此在

育种实践中难以应用"
基于 +#G 反应的分子标记的快速发展!为进一

步发展分子标记辅助育种创造了条件" 美国 +D,EPPQ
公司和 %D..,NQD 大学根据克隆的 ,! 基因序列分析!
设计了三对 ::G 引物" 用其中一对或两对!便可有

效地检测单个植株是否为 ,! 基因隐性纯合"我们研

究发现!ROD"02 为共显性标记! 能够区分杂合和纯

合基因型! 而 ROD//! 为显性标记$ 结合 ROD"02 和

ROD//! 对 ,! 基因进行检测! 可提高检测的可靠性"
::G 标记具有标记带型简单# 只需少量的 AB6 样

品# 操作流程简单等优点" 以其为基础!设计 %6:
程序!用于辅助育种! 将提高 *+% 选择效率! 降低

成本"
扩增片段长度多态性S6H9+T!可以一次性检测

大量位点! 从而可实现对后代个体的遗传背景进行

选择!提高选择效率" 目前!银染检测技术的普遍应

用!在提高工作效率的同时!大大降低了检测成本!
从而推进了分子标记辅助选择的实用化"

! 优质蛋白玉米的分子标记辅助选择

策略

在开发 ,! 基因的分子标记和遗传多样性研究

的基础上!我们针对不同育种目标要求!通过对回交

后代苗期叶片进行基因型检测"同时!发挥分子标记

不受环境条件影响的优越性!结合南繁加代种植!建

立了 *+% 分子标记辅助育种的策略! 正在将 ,! 基

因分别转入不同遗传背景的自交系中"
对于改良已有 *+% 自交系的某些不良特性!可

在同一杂种优势群内选择 *+% 自交系作为 ,! 基因

供体!将 *+% 自交系与普通自交系杂交后!以 *+%
自交系回交!在回交群体中!采用 ,! 基因的连锁标

记辅助筛选硬质胚乳的 ,!,! 隐性纯合基因型$如果

要使普通优良自交系与 *+% 自交系在后代遗传背

景中占同样比重!即选育二环系!可直接在 H! 代选

择硬质胚乳的纯合 ,! 基因型$如果要将普通自交系

转化为 *+% 自交系!可用普通系回交!在回交一代!
采用 ,! 基因的连锁标记辅助筛选 L!,! 杂合基因

型!同时按育种目标要求选择优良单株!再与普通系

回交!筛选 L!,! 杂合基因型" 通过控制普通亲本回

交的代数! 控制 ,! 基因在后代遗传背景中的比重!
最后选择优良单株连续自交 ! U 3 代! 便可获得性

状稳定的普通骨干系的近等 *+% 系>图 /T" 在选育

! 期 /"1田清震等%优质蛋白玉米的分子标记辅助选择



过程中!通过灯箱进行子粒胚乳分级!可以准确选取

硬质"半硬质子粒#通过营养钵育苗!利用 !!" 分子

标记进行筛选后!移栽到田间$ 此外!在选育二环系

时!普通自交系与 #$% 自交系应来自同一杂种优势

群!以方便杂种优势利用$

图 ! 优质蛋白玉米的分子标记辅助选择策略

通过回交培育 #$% 近等基因系是培育优质蛋

白玉米的有效方法之一$ 培育过程中! 在利用 !!"
标记监测 &’ 的同时! 用多态性高% 检测位点多的

()*$ 标记! 对回交群体内的单株及轮回亲本的遗

传背景进行鉴定! 选择与轮回亲本分子水平更相近

的单株进行回交!可以缩短回交世代&一般培育一个

近等基因系!需要回交 + 代以上!而通过分子标记进

行前景选择和背景选择! 仅需回交 , - . 代/"01234
等!56789&

: 优质蛋白玉米分子标记辅助选择的

可靠性验证

为了验证分子标记选择的可靠性!我们在/黄早

四 ; ; <(::= ; <>::=9回交群体中研究了 &? 基因的分

离规律&通过 !!" 标记!分别选择 &? 纯合和杂合型

个体!而后测定 &? 纯合%杂合及缺失个体子粒赖氨

酸含量!评价 &? 基因选择效应& 在 &?&?%@?&? 两种

基因型中!各选 :A 株!利用 B0&CDE&FG?A 氨基酸分

析仪分析全子粒赖氨酸含量&
研究结果表明!在回交群体中!检测到 8H 株为

&?&? 基因型!5A. 株为杂合 @?&? 基因型! 经 !? 检

验!基本符合 5I5 分离比例/!?J?K.+L!?
AKA=J:K8.9& :A

株 @?&? 基因型的赖氨酸含量在 AK?HM - AK..M!平

均值为 AK::.M!而 :A 株纯合 &?&? 基因型的赖氨酸

含量在 AK:8M - AK=AM!平均值为 AK.?8M&这充分说

明! 利用分子标记 ND0A=H 和 ND055? 进行 &? 基因选

择是有效的&

. 优质蛋白玉米分子标记辅助选择的

成本核算

我们初步核算了 &? 基因标记辅助选择的成本

费用& 若采用单叶片提取和纯化 5AA 份 OP>!所需

药品共计约 H= 元 /包括一些易耗品! 如 5K= F* QNR
NSTU&EV 管%枪尖等未计算在内9& 以 !!" 检测为例!
若采用 5A "* 反应体系!选用鼎国公司 W2X 酶!大约

6Y 个 $<" 管 5 次 $<" 反应需 ZKZ 元& 制作一块规

格为 :A CF [ :Z CF [ AK. FF .K=M的聚丙烯酰胺胶

/丙烯酰胺和甲叉丙烯酰胺为 !0\F2 生产9 约需 55KZ
元!电泳%染色所需药品费用约为 5ZKY 元& 这样通过

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 .Z 份 OP> 样品的扩

增带型共需费用计 :6K? 元& 如果两次点样!所需药

品费用会更低&加上一些易耗品和仪器使用费!总成

本也不过百元& 相比之下! 若采用化学分析法测定

6Y 份样品的赖氨酸含量则至少需要 . AAA 元以上&
若考虑到在选育二环系的 )? 代苗期采用标记辅助

选择系统!可以减少四分之三的田间工作量!节省大

量费用& 如果通过 >)*$ 进行背景选择!成本会有所

增加!但可以通过减少回交代数和缩小回交群体!节

约大量经费&
因此!本文建立的 &? 基因分子标记辅助选择技

术!是非常经济有效的&

= 展 望

目前!种质遗传基础狭窄已经成!下 转 第 ""# 页 $
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!上接第 ""# 页$为优质蛋白玉米育种发展的瓶颈! 利

用分子标记将普通自交系转化为 !"# 自交系"对拓

展 !"# 种质的遗传基础无疑具有重要意义!
但在研究中也发现"利用 $$% 引物分析普通玉

米和 !"# 自交系时" 个别材料可能有交换现象发

生! 例如"!"# 自交系齐 &’("在用 )*+’(, 分析时"
难以区分!因此"进一步发展新的分子标记是非常必

要的!
应用以上技术体系" 还可以创建多种优良性状

的聚合体! 例如"在选育高油玉米过程中"利用以上

策略"将 -& 基因导入高油玉米自交系"可以创造高

油#高赖氨酸的双高自交系!
总之"综合利用 $$%#./0" 等分子标记"并与南

繁加代技术#常规回交技术相结合"我们已经建立起

一套经济实用的优质蛋白玉米分子标记辅助育种新

体系"从而提高了选择效率和育种的科学性! 目前"
正在利用该分子育种体系" 加速培育优质蛋白玉米

自交系"组配新的 !"# 杂交种!
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X 为普通玉米黄早四"/ 为黄早四j6.SS("6 为优质蛋白玉米 6.SS("2k2] 为优质蛋白玉米材料

图 ! 利用微卫星标记 "#$%&’ 扩增 () 份优质蛋白玉米材料的单株基因型谱带

S 讨 论

8Y. 提取是分子标记技术应用于玉米育种研

究的关键步骤"高效#低成本是其普及推广的前提!
目前"$$% 标记技术已被用于种质鉴定#种子纯度分

析#遗传图谱构建#基因定位及标记辅助选择等研究

领域!本文优化提出的单粒种子胚和单叶片 8Y. 快

速提取方法实用性较强"操作步骤简单"需时短"完

全可以满足 $$%D"6% 扩增要求! 对于一个操作者来

说" 采用此法在一个工作日内可提取 2’’ k &’’ 份

样品的 8Y."成功率在 ]]l以上! 结合 $$% 标记技

术"种子检验部门和育种者可将此 8Y. 提取方法有

效地用于玉米品种纯度鉴定和分子标记辅助育种!
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