
个不同的形态标记为对象，进行豌豆杂

。

）是研究生物遗传变异规律及其物质

一、遗传标记的类型及发展

遗传标记（

种类型，即形态标记（

基础的重要手段。长期以来，遗传育种学家通过各种宏观或微观

的遗传标记来研究生物的遗传和变异现象，揭示其内在的规律，并

以此指导或辅助动植物育种，取得了累累硕果。遗传标记方法主

要有 、细胞学标记（

）和分子标记（、生化标记（

（一）形态标记

年，孟德尔就曾以

形态标记是以植物的外部特征，如株高、穗长、粒色、花色、粒

重等宏观性状作为遗传研究的标志。早在

豌豆的花色、种子形状、子叶颜色、豆荚形状、豆荚（未成熟的）颜

色、花序着生部位和株高

，为遗传学的诞生奠定了基础。形态标记具有简单直观的

交实验，对杂交后代进行分析研究，得出了著名的分离和独立分配

规律

特点，直到现在仍是遗传学研究和选择育种常用的经典方法。但

是形态标记数量少，易受环境条件影响，因此，形态标记的可靠性

较低，在遗传育种研究中的应用有很大的局限性。

（二）细胞学标记

染色体（或染色质）是生物最重要的遗传物质载体。几乎在所

有的真核生物细胞中，用光学显微镜或电子显微镜都可以看到染

色体的存在。各个物种的染色体都有特定的形态特征。在细胞分



，它借助于一套

）是

上，徐道觉等创立了 带技术

了

然后用

裂的过程中，染色体的形态和结构表现出一系列规律性的变化，其

中以有丝分裂的中期和早后期表现得最为明显和典型。因为这个

阶段染色体收缩到最粗、最短的程度，并且从细胞的极面上观察，

可以看到它们分散地排列在赤道板上，所以通常都以这个时期进

行染色体形态的识别和研究。

最初的细胞学标记主要是指染色体的核型包括染色体数目、

大小、随体、着丝点位置等。而染色体显带（

世纪 年代后期发展起来的一项细胞学技术

特殊的处理程序，使染色体显出深浅不同的带纹。染色带的数目、

位置、宽窄与浓淡具有相对的稳定性，从而在原来染色体形态的基

础上，又增添了一类新的标记，可以作为识别染色体的重要依据。

）和 他第一个成功地使用染色体显带的是

）处的同事。他们用一种吖啶染料芥子喹吖因（

理某些植物和动物中期染色体，把制片放在荧光显微镜下观察，发

现在紫外光照射下，每一条染色体都呈现出明暗不同的带纹。不

因类似的喹吖因（久 ）发现用与芥子喹

）处理，也能使植物染色体显带。与此同时，

发现老鼠的染色体经过一定的化学处理，用吉姆萨

。起初，

）染料染色，可使着丝粒周围的异染色质特异显色。在此基础

带专指着丝粒区异染色

带就

。随着

质带。后来发现，其他部位的异染色质也同样显带，因而

代表了组成型异染色质带（

带以外，还有

染色前处理程序的变化，染色体可以显示不同的带纹。除

等带型。

由于染色体技术的发展，可以更准确地鉴定染色体。通过蛋

白酶或酸、碱、盐等化学因素或温度变化等物理因素处理染色体，

、芥子 吖因（ ）等染料进行染色，可

使各对染色体上表现出不同的染色带型或荧光域，因而可以在经



。用

）基础上，进一步根据染色体的典的核型分析（

年，

华等（

带型更精细地分析染色体，故称为染色体带型分析（

。

（三）生化标记

和

先提出了同工酶

生化标记主要指同工酶等。同工酶是基因的直接表达产物。

阐述了乳酸脱氢酶的多种存在形态，并首

）的概念。随着对同工酶的结构功能、基

因表达、染色体基因定位等研究的深入展开，它在植物遗传育种中

的应用也越来越引人关注。用同工酶研究小麦、玉米、水稻、大豆、

烟草等的进化，均获得了与经典遗传学研究相一致的结果，并成功

地应用于研究、鉴定各类植物种质资源的地理起源、分类等

年

同工酶研究细胞分化，组织、器官的生长发育习性以及形态建成等

方面也取得了重大进展。近年来，在植物遗传育种研究领域里，进

一步研究了不同同工酶基因位点与植物的生物学特性、产量性状、

抗病性、抗逆性以及产品的品质等数量性状、质量性状的连锁关系

或相关性，同时还研究了这些连锁关系或相关性在植物育种过程

中的应用。 根据酶、蛋白质电泳迁移率与种间差异的

进行矮

相关性，用统计学方法对同工酶蛋白质电泳谱带的迁移进行数据

处理，计算种群内基因的多型性，种群间的不同基因频率及每个位

点不同基因的总数，求得遗传相似系数

、周人纲（

生豌豆生长实验时发现，其生长速度与过氧化物酶活性成反比，即

生长缓慢时，过氧化物酶活性较高。 ）报

道，高粱、小麦、玉米伸长节间的过氧化物酶活性与株高呈负相关，

且过氧化物同工酶在高生和矮生品种间有显著差异。

℃处理烟草悬浮培养液，结果用不同温度

在低温

明显高于高温

℃）条件下，细胞质体以及线粒体中过氧化物酶的活性

）处理的细胞，而且同工酶酶带也较多。马国

，分别）报道，用稻瘟病菌（ ）菌种

、　 、　
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序列的差异作为标

异

和

给水稻抗病和感病品种接种，发现感病品种比对照的过氧化物酶

活性增加少，且不同品种的过氧化物酶活性与病情指数呈负相关。

个玉米杂交组合及其亲本中的分析了 种同工

。在番茄

、高粱（张维强，

酶，提出同工酶的差异指数可以用来预测一般配合力

等， 等作物中同工酶与作物杂

。总之，同工酶作为一种遗传标记应种优势存在一定的相关性

用于植物育种取得了一定的进展。

总的说来，生化标记虽然具有一定的多态性，但其标记数有

限，无法满足大量遗传基础变异研究和辅助育种的需要。

（四）分子标记

）是指可遗传并可检测的特广义的分子标记（

序列、

（ 或

或蛋白质。蛋白质标记包括种子贮藏蛋白、同

工酶及等位酶等。同工酶是指由一个以上基因位点编码的不同分

子形式的酶。等位酶是指由同一基因位点的不同等位基因编码的

不同分子形式的酶。狭义的分子标记仅指 ）标记，而

年，

这个界定现在被广泛采纳。本书所讨论的分子标记也只涉及核酸

多年的历史。早在

就开始了核酸的研究。到

和

年人们才提出

）的概念。从此，人们对其化学组成、结构

年及其功能进行了深入研究。 提出了

双螺旋结构及其半保留复制模型，继而得到了证明。之后，对基因

序列及其表达和调控等方面的研究取得了长足进展。

年代中期，从细胞中分离基因的工作拉开了基因工程的序

年代初，人们主要致力于研究基因的体外分

将生物个体之间

水平上研究遗传变异的新阶

，简

的推动下，分子标记的研究与应用得到了迅速的发展。与

标记范畴。人类对核酸研究已有

瑞士医生

两种核酸（

年代末和

的

世纪

幕。

年离技术。

记用于遗传作图，从此开创了在

段。近 年来，在人类基因组研究计划（

称



，能够鉴别出纯合基因型与杂合基

。当前分子标记已应用于诸多生

上述 种标记相比，分子标记具有以下优越性： 直接以核酸作为

研究对象，在植物体的各个组织、各个发育时期均可检测，不受季

节、环境限制，与发育时期无关，可用于植物基因型的早期选择。

②标记数量极多，遍及整个基因组。③多态性高，由于自然存在着

许多等位变异，不需专门创造特殊的遗传材料。④有许多分子标

记表现为共显性（

因型，可提供完整的遗传信息

质资源鉴定（

命科学研究领域，如作物遗传资源及育种研究，分别被称为分子种

）和分子标记辅助育种

（ 。或

或目前，分子标记技术（这里指

态性检测技术）已有限制性长度片段多态性（

、随机扩增多态性

、扩增片段长度多态性（

、简单重复序列

、染色体或基因组原位杂交（

差别显示（

分子水平上的多

、抑制消减杂交法（

减杂交法（

、消

、代表性差异分析法（

、任意引物

扩增指纹（

单引物扩增反应（

表达位点扩增（

锚微卫星寡核苷酸（

序

、加

、单

核苷酸多态性（

，

、序列标签位点

等 。

以上各种类型的遗传标记方法有其各自的优、缺点，在特定的

研究领域中都有不可替代的作用。但从总体上看，理想的遗传标



体外扩增技术是近年来分子生物学领域的一项重大技术

突破，它给整个分子生物学研究方法带来了一次重大的革命，它的

二、分子生物学发展史上的里程碑

记应具备以下几条主要标准： 具有较强的多态性；②表现为共显

性（ ，能够鉴别出纯合基因型或杂合基因型；③遍布整

个基因组，且分布均匀；④实验程序易自动化，检测手段简单、快

速，成本较低；⑤结果重复性好，便于数据交换 。

变

聚合酶）。该酶虽然在

广泛应用极大地促进了生命科学的发展。

以检测到的单拷贝

的出现使得原先难

产生的差异扩增数百万倍乃至上亿倍而

得以检测。它是绝大多数以核酸作为研究对象的分子标记技术的

基础，在分子标记研究上具有至关重要的作用。

年曾发表文章指出：“经过

的发明及其基本原理

及其同事于

聚合酶延伸引物，并不断重复该过程性，与合适引物杂交，用

便可克隆

时很难进行测序和合成寡核苷酸引物，而且当时（

基因。”这是核酸体外扩增最早的设想。但由于当

年）由于

等发现了

年，美所以，

限制性内切酶，使体外克隆基因成为可能。

等的早期设想未引起人们的重视。直到

等人才发明了具有划时国

，使人们

公司的人类遗传研究室

代意义的聚合酶链反应（

梦寐以求的体外无限扩增核酸片段的愿望成为现实。

是一种在体外模拟自然

聚合

复制过程的核酸扩增技术，

即无细胞分子克隆技术。开始科学家们使用大肠杆菌

酶

后都要重新补加

来扩增人类基因组中的特异片段。由于该酶不耐热，因

酶。在操作多份标此，每次加热变性

年， 从等本时，这一过程耗时、费力，且易出错。

）中分离出热稳定性 聚合酶噬热菌

℃以上合成 的能力有限，但是



。但等的文章中推知如何操作

在高温时仍较稳定，而且不会发生不可逆变性。在一个 预备

试验中，每次循环时的上限温度为

环

公司推

年于

小

技术的逐步完善，它已在

片段的方法。从图

下游

背。在合适条件下，由

℃（试管内）处理 ，则循

次后 的活性 。耐热

反应更易于自动化，继而

聚合酶仍可保持

聚合酶的应用使得

出了第一台 热循环仪，使该技术自动化成为现实。

于

年），美国

年得到了美国专利局的专利授权。但两年后

公司对该专利提出了异议。其理由是，早

的雏形已由

公布于众， 聚

实验室的一系列文章阐明，并

技术应当是公共产权。斯坦福大学因研究

也认为，任何具备生物技术知识合酶而获得诺贝尔奖的

的人都可以从

公司的异议被美国专利局驳回。

个循环就可在技术经过变性、复性和延伸约

年问世以来，在国际上引起了极大

扩增数百万倍，并具有操作简单、快速、特异和灵敏

的特点。所以，该技术自

本人由于发明了

的反响，并以惊人的速度广泛应用于生物科学的各个领域，成为分

子生物学发展史上的又一个里程碑。

年诺贝尔奖。随着方法而获得

。

分子生物学、医学、考古学、人类学等许多研究领域中广泛应

用

或

链为模板，由一对人工合成

是一种选择性体外扩增

可看出，它以待扩增的两条

聚合酶的寡核苷酸引物介导，通过 酶）催化反应，在体外

物序列决定的。所谓引物就是与待扩增

成百万倍地扩增一段目的序列。其特异性是由两个人工合成的引

片段两翼互补的寡

聚核苷酸。待扩增

端序列特异复性。此时，两引物的 端相

模板加热变性后，两引物分别与两条单链

端相对，

酶（或其他 聚合酶）催化引物引导

由于

时内将靶

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com







合成的新模板。

条（包括

个

个循环后一个单拷贝基因才

新链的合成，即引物的延伸。上述过程是由控制温度实现

循环（图的。这种热变性一复性一延伸的过程就是一个

就是在合适条件下不断重复这种循环。延伸的产物经第

二循环变性后，又与引物互补，作为引物引导

条增为因此，第二循环后，延伸的模板由第一循环的

扩增产量是指数上升的，即增加

原始模板在内），依次类推，以后每一循环后的模板均比前一循环

倍。理论上讲，目标

拷贝。循环后，产量为

始模板

须注意的是，超出两引物限定区的延伸产物仅能发生在以原

为模板的扩增产物中，所以，这种扩增产物每一循环

后仅增加 ，即条，其扩增量为

增加至 条单链，电泳时根本无法检测如此微量的

在 扩增片段出现于第二循环，以后每

倍，并很快成为主要的扩增产物。

个拷贝，约

程序与方法

一循环都比前一循环增加

个循环后，扩增量为

对引物限定的区域内

。相反，

个拷贝

（二 ）一般

试剂：

不同，引物设计不同（见下文）。引物：根据待扩增

耐热 聚合酶：此酶是从耐热细菌中分离出来的，能

℃）。

缓 冲 液：

明胶。

和 钠贮存液：将

调灭菌去离子水溶解，用合并，加入

浓度最好用

到

吸收法℃保存。中性，分装 ，于

溶液商品供应（精确测定。另外，现在已有中性

公司和

公司、

公司等）。

模板制备试剂：不同 标本所需试剂不同，根据

盐各

耐受高温



操作程序基本相同，只是根据引物与靶序操作程序：

具体情况而定（见后续有关章节）。

列的不同，选择不同的反应体系与循环参数。基本的操作是将

反应必需成分加入一微量离心管中，然后置于一定的循环参

数条件下进行循环扩增。每个实验室或每个研究者可有不同的操

作方法，但须遵守一定的操作规范，才能保证试验结果有可比性和

参考价值。基本程序操作如下：

缓冲液

向一微量离心管中依次加入：

体积

各

物 各

模板

的关键所

序列。引物质

℃变性置于

（

）冷却至延伸温度

在此温度下作用

℃时，加入 聚合酶，

）于变性温度下，使模板 变性适当时间。

在复性温度 ℃下，使引物与模板杂交一定时间。

）在延伸温度

循环。）步骤

℃下，使复性的引物延伸合适的时间。

次，每次即为一个）重复（ ）

合适的

微量琼脂糖凝胶电泳检查扩增产物。

引物，能使其有效地扩增模板

量的优劣直接关系到 的特异性及成功与否，是

在。

成功，但通过计算机的

引物质量优劣则取决于核苷酸序列的设计。对引物的设

计不可能有一种包罗万象的规则确保

帮助，并遵循以下原则，则有助于引物的设计。

个拷贝

补至终体积（终体积

，使反应成分集中于管底。

于反应液表面以防蒸发。将反应管加石蜡油

混匀后，离心

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



一对引物间不应多于

。使

①长度：寡核苷酸引物的长度为 ，一般为

② 含量一般为含量： 值接近

，达到复性的最佳条件。

端不应有超过

③碱基的随机分布：引物中四种碱基的分布最好是随机的，

不要有聚嘌呤或聚嘧啶存在。尤其 个连续的

或 富集序列区错误引发。，因为这样会使引物在

避免引物互补：引物自身不应存在互补序列，否则引物自

身会折叠成发夹状结构，或引物本身复性。引物自身连续互补碱

基不能大于 。同时，两引物之间也不能有互补性，尤其应避免

端的互补重叠以防引物二聚体的形成

个连续碱基有同源性或互补性。

⑤引物末端的修饰：由于引物的延伸是从

端不能进行任何修饰。引物的

端修饰包括：加酶切位点；标记生物素、荧光素、

等；引入突变位点，插入与缺失序列和引入启动子序

端开始的，因而

端则可以被修饰而不影响扩增

的特异性。引物

地高辛、

列等。

⑥密码子的简并：在扩增编码区域，引物

位易发生简并，会影响扩增特异性位，因密码子的第

端不要终止于密

码子的第

与效率。

⑦引物的特异性：引物与非特异扩增序列的同源性不要超过

个互补碱基同源。

条件的优化

样品之间）存的反应成分之间（尤其是引物和

在着非常复杂的相互作用，影响扩增反应专一性的因素很多，而且

这项技术的应用范围很广泛，因此，不可能有一套对所有情形都最

适宜的扩增条件。但在多数情况下，采用上述条件，常常能获得满

意的结果。在特定试验中对反应参数加以修改也是必要的，这样

或有连续

（三）

由于



反应中引物的终浓度为

产 物 量 基 本 相 同 。 但 引 物 低 于

待扩增的模板核酸： 反应的模板可以是 或

（先反转录为 ，模板加入量一般为 个拷贝。核酸标

本来源可以不同，但无论标本来源如何，待扩增核酸都必须纯化，

主要使核酸标本中不含 聚合酶抑制剂。扩增靶序列的长度

根据不同目的而定，一般用于检测 多态性的扩增片段长度为

以内，以 为好。这里需要注意的是， 的扩

增须首先逆转录成 后才能进行正常 循环。

引物的质量：合成的引物必须经聚丙烯酰胺凝胶电泳或

反向高压液相层析（ 纯化。因为合成的引物中会有相当数

呤产物以及可检量的“错误序列”，其中包括不完整的序列和脱

所用引物质量要高，且须纯

测到的碱基修饰的完整链和高分子量产物，这些序列可导致非特

异扩增和信号强度的降低。因此，

化。

引物的用量：一般

。在此范围内，

时，则产物量降低。引物浓度过高，会促进引物的错误

引导而合成非特异产物，还会增加二聚体的形成。非特异产物和

聚合酶、引物二聚体也是 反应的底物，与靶序列竞争

底物，从而使靶序列的扩增量降低。

缓冲液：目前最为常用的缓冲体系为

缓℃）。 是一种双极性离子缓冲剂。

冲液的变化通常会影响扩增结果，特别是 ，其浓度对扩增作

用的专一性和扩增量有重大影响。改变 的浓度可以进一步

提高反应的专一性，这主要是通过提高反应的严谨性或影响酶活

性等来实现的。

其他：通过调节退火时的温度，可以在一定程度上控制退

火过程的严谨性。尽量缩短退火和延伸过程的时间，将会减少由

反应结果。才能获得专一性强、产量高的



酶会获得更好的扩增效果。

的应用

后补加一些

过剩 聚合酶导致的错误启动和延伸作用的机会。降低引物

和聚合酶的浓度也将减少错误启动（尤其是导致形成二聚体）的发

生。扩增染色体 时至少需 个循环，如在第 个循环

（四）

技术具有简便、快速、灵敏度极高、特异性强等优点。因

此，

主要用于以

技术广泛地用于分子生物学研究、传染病的早期快速诊

断、遗传病的诊断、癌细胞与癌基因的检测、法医学鉴定、考古学研

究及性别鉴定等。在植物分子生物学研究领域，

下几个方面。

引物中附加酶切位点，用于基因克隆与分离：在

噬菌体载体中。扩增的 经酶切后，可直接克隆到质粒或

产物还可

这种方法比构建噬菌体质粒文库、重组克隆的筛选和酶切图谱制

作以及亚克隆等方法简单得多，快得多。但这种方法需预先知道

目的片段两翼或其附近的序列。除加酶切位点外，

以进行钝端克隆，或用一种称为无连接酶亚克隆（

）法进行克隆。用 法获得待克隆的目的片段时，可

采用任何标准化的方法进行扩增。须指出的是，扩增循环数应尽

平台期

噬菌体的启动

片段在体外就可

聚合酶进行转录，而不需要通过复杂的克隆

的序列分析：用于

个循环内。因为这可减少因量少，一般限定在

片段的末端，从而使

所产生的非特异扩增产物的干扰。有人也曾将

子区掺入到扩增

利用噬菌体的

过程。

技术还可直接用于

片段中制备测序模板，比以前的细胞依赖性

序列分析。它与传统方法有很大的不同。它直接从基因组或克隆

扩增方法更为有

效，完全避免了细菌培养、模板提取这些重复性操作。它与自动测

序技术相结合后成为一种最快、最有效的测定核苷酸序列的方法。



扩增并分离出自人类亮氨酸

聚合酶的缺陷

产物可以克隆到载体内进行测序，或不用克隆而直接进

部分 片段克隆到

行测序。由于亚克隆费时，且有可能造成序列错误，因此，目前大

测序工作致力于产物的直接测序。与

聚合酶由于有错误掺入的问题，产物直接测序

质粒或病毒载体内进行测序相比，直接测序法有两大优点：第一，

易于标准化与自动化，因为该方法不依赖于生物体；第二，更快速，

更可靠。

产物，因此，为弥补往往需测定几份

等（

而进行的多份重复测序为该法的可靠性提供了保证。

曾成功地用

）基因座上的等位变异子，

基因座单链

，简称

并直接测定了 的序列。

用于生物进化研究：扩增 的快速测序可直接获

得可比较的资料，而无须进行费时费力的克隆。这一技术在群体

生物学中不仅可用于物种起源的研究，还可用于物种基因进化的

年，研究。自 和 提出蛋白质序列和基因序

列的比较可以像分子钟一样用于标志现存物种分化的时间以来，

各种生化方法被用于系统发育的研究。同功酶的电泳分析、免疫

序列分析学比较、蛋白质序列分析、 杂交、核糖体

先后被广泛地应用，为生物进化学做出了重要贡献。但这些技术

大多有局限性，因为它们是间接估计而不是直接测定序列的差别。

而近年来的筛选克隆文库、制作克隆子的图谱及测序虽然是直接

测定序列的差别，但所需的工作量非常大，以至不可能对待测物种

进行更多的个体检测。聚合酶链反应克服了用于进化研究的传统

序列水平上进分析法的局限性。序列的快速扩增使在

行大量的种群研究成为可能。单链扩增能对几十或几百个个体进

行快速测序而不经过以前所需的繁琐的克隆步骤。一旦得到了一

组具有代表性的序列数据，可用更方便而简单的分析方法，如用等

位基因寡聚核苷酸探针来获得等位基因的序列数据。由序列分析



的发生树 。这一研究为关于人类线粒建成了这些人群

区作为 扩增的靶分子，从 名 人群（南非一种过着

与世隔绝的生活的人群）和其他人群发根中扩增 ，测序后构

体 发生树起源于非洲之说提供了有力的证据。

用于分子分类学：利用核酸序列数据分析进行分类研

究所达到的分辨率是其他方法无法比拟的。但在过去，序列比较

技术可快速获得

了

数据的积累过程是十分繁琐的。由于利用

泳或分析细胞核或细胞器

序列资料，并可直接进行序列间差异的比较，而不需进行杂交、电

的限制图谱。更为重要的是，利用

技术获得两种灭绝动物

该技术获得的序列资料，不仅可以对现代生物进行分类学研究，亦

可对已灭绝物种与现代物种间的关系进行研究。因为只要有靶序

列的几个分子，扩增就可以完成。许多以前很难进行分子分类分

析的样品都可以使用。有人曾用

。这是首例利用

斑驴和袋狼的序列资料，得出灭绝袋狼与其他澳大利亚食肉

对博物馆保存的标有袋动物同样的结论

年的脑

本进行分子分类工作的报道。还有人在佛罗里达泥炭沼泽中保存

中发现其含有一个在现存土著美洲人中不存

在的

技术

特殊类型。这为人们利用现代分子生物技术将古代

人群与现代人群进行比较提供了一定的理论基础。由

。

所提供的快速测序法，促进了分子数据在各种分类研究中的应用，

也促使分子分类学的范围大大扩展

素有“化石”之称的 在分子分类中是用于分析的首选模

等选择高度变异的线粒体辨力更好的结果。

差异信息，并且可产生比同工酶分析和限制性内切酶图谱分析分

基因）的扩增和 测序可提供不同个体间的许多体细胞色素

内的一系列啮齿动物类群。另外，对进化速度较快的基因（如线粒

年扩增研究了图。 及助手通过保存标本的皮肤

中得出的数据可为各种类群的生物提供一个共同的系统发育框



等适合不同目的要求的、反向

的引物中引进翻译起始信号，可在体外翻译这些 拷贝。另

技术不仅能简单快速地检测目外，在外源基因追踪的研究中，

的基因是否导入植株，而且还可检测导入目的基因的完整性。

除常规 之外，近来又发展出了诸如不对称 、复 合

体外扩增方法。随着

技术的日臻完善，其应用范围必将更加广泛。

三、植物分子标记常用技术系统概述

（一）限制性扩增片段长度多态性（

素（通常用

是最早发展的分子标记技术。这是一项利用放射性核

或非放射性物质（如地高辛）标记探针，与转移于支

样就可以从扩增 片段上合成出 的转录子。通过在合适

转录子的定量分析。这种方法是在引物中掺入噬菌体启动子，这

分子。最近，已报道了特异些特殊细胞株中罕见的

模板来完成的。现在这种方法已经在许多研究中用来检测一

种 作为转录子是通过用反转录酶从一个 合成

应用于遗传变异的分析外，它还是检测基因表达的有效方法。这

技术除了用于基因表达和外源基因追踪的检测：

紫色光养菌归为一个属

产物 进行测序与遗传聚类分析，证明这些菌和根瘤菌、

固氮共生根瘤菌和紫色光养菌两种菌共同特征的细菌时，通过对

等在研究一些具有豆科植物的形成地下腹菌的生活方式。

有共同的祖先，根须腹菌属已经历了一个快速形态进化过程，使之

基因在测序后的遗传聚类分析表明，根须腹菌属与牛肝菌属

扩增的线粒体态特征被划分在牛肝菌科的不同位置，而用

属（腹菌科）内的腹菌与牛肝菌属蘑菇非常近缘。这两种菌依其形

基因，并证明了根须腹菌等扩增和测序了线粒体析。

已越来越广泛地应用于不同物种的遗传聚类分扩增的

板序列，通过分析 可比较界或门分类水平上的生物。用
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