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脉孢霉两对基因顺序四分子分析 
杨先泉, 赵勤, 傅体华 

四川农业大学农学院, 雅安 625014 

摘要: 真菌和单细胞藻类四分子分析能够利用单次减数分裂的 4 个产物进行独特的遗传分析, 是帮助人们直观

地理解遗传机制的重要手段, 已被用于高等生物遗传作图。文章运用孟德尔遗传规律、遗传重组机理与遗传作

图原理, 分析了两对基因杂交的子囊、子囊孢子类型间关系; 推导出了两对基因顺序四分子分析的完整步骤。 
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Ordered tetrad analysis of two genes in Neurospora 
YANG Xian-Quan, ZHAO Qin, FU Ti-Hua 
College of Agronomy, Sichuan Agricultural University, Ya’an 625014, China 

Abstract: Tetrad analysis helps to determine whether or not two genes are linked by using the four products of meiotic tet-
rads in Neurospora, yest and Chlamydomonas. This determination, which has been applied in genetic maps of eukaryotes, is 
critical to understand the mechanisms of heredity. Here, the relationship between ascus types and spore types was analyzed; 
a logic procedure of ordered tetrad analysis was suggested base on Mendelian laws, mechanisms of genetic recombination 
and mapping. 
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1  四分子分析及其发展 

多数真菌和一些藻类、苔藓植物单次减数分裂

产生的 4 个孢子均正常发育, 包裹在单一结构中或
保持附着状态, 可成组回收单次减数分裂的四分孢
子进行遗传分析(四分子分析)[1]。四分子分析可以对

这些生物进行等位基因分离分析、单次减数分裂遗

传交换检测以及基因间遗传作图 [2]。脉孢霉

(Neurospora)减数分裂及其有丝分裂过程中纺锤体
不发生交叠, 子囊中的 8 个子囊孢子按分裂过程顺
序排列(顺序四分子)。顺序四分子分析可实现高精度
着丝粒遗传作图[2, 3]。 

高等真核生物雄性性母细胞减数分裂的 4 个产
物分散、相互混合, 而雌性性母细胞减数分裂的 4个 

产物中仅一个正常发育, 因此传统四分子分析仅限
于真菌和单细胞藻类。Preuss等[4, 5]从拟南芥诱变群体

中筛选到qrt突变体, 其小孢子母细胞减数分裂 4 个
小孢子正常发育且花粉粒保持附着状态, 可用以进
行四分子分析。Linder等[6]用辐射处理阻止细磷大马

哈鱼卵母细胞减数第二次分裂, Park等[7]利用马铃薯

4x−2x杂种植株小孢子母细胞减数第一次分裂复原
(first division restitution, FDR), 采用分子生物学技术
检测减数分裂产物进行半四分子分析 (half-tetrad 
analysis)和着丝粒作图。 

2  四分子分析在遗传学教学中的应用 

四分子观察和分析有助于直观地理解减数分裂
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的遗传意义、孟德尔遗传规律、遗传交换与作图, 以
及基因转换和染色体干扰, 因此在遗传学教学中具
有重要的基础性作用[8, 9]。遗传学实验教学中常用的

材料是酵母(Saccharomyces)(非顺序四分子分析)和
脉孢霉(Neurospora)(顺序四分子分析)。粪壳菌属的
两个种Sordaria fimicola和So. brevicollis没有无性生
殖和分生孢子, 可以在很大程度上降低培养物污染, 
更便于教学应用。其中, So. fimicola遗传研究较深入
[10~12], 具有大量遗传标记, 能在完整子囊中观察到
孢子颜色突变性状(褐色孢子与灰色孢子)[10]。So. 
brevicollis为雌雄异体, 所有子囊均由菌株间异配产
生, 更易获得适合四分子分析的子囊; 但其减数第
二次分裂时纺锤体交叠[13], 降低了四分子分析的直
观性和展示减数分裂遗传学实质的教学效果。 

国内遗传学教材大多只介绍了粗糙脉孢霉一对

基因(赖氨酸缺陷型突变, lys-)顺序四分子分析[14~18], 
遗传学实验教材也在此基础上设计实验[19~22]。部分

教材还介绍了两对、3 对基因非顺序四分子分析和
两对基因顺序四分子分析[23~25]。通常两对基因顺序

四分子分析都以烟酸依赖型 (nic)和腺嘌呤依赖型
(ade)杂交(nic + × + ade)形成 7种基本的子囊类型为
例。由于nic与ade基因位于同一染色体臂上, 不便于
让学生理解当两对基因不连锁或位于着丝粒两端时

的遗传学分析。文献[25]分析了两对基因不连锁、位

于着丝粒两端及位于同一染色体臂上等 3 种情况, 
但将子囊类型简化为 4种; 习题中又出现了 7种基本
子囊类型的情况, 难以根据教材分析作练习。四分子
分析成了遗传学教学的难点, 也是遗传学教师关注
的热点[26~29]。 

3  两对基因顺序四分子分析原理 

3.1  一对基因着丝粒作图 

一对杂合基因接合子减数第一次分裂分离(MI)
与减数第二次分裂分离(MII)两种方式, 产生 6 种子
囊 [15~25] (2 种非交换型：＋＋＋＋−−−−、−−−−＋＋

＋＋; 4 种交换型：＋＋−−＋＋−−、＋＋−−−−＋＋、

−−＋＋＋＋−−、−−＋＋−−＋＋), 此时： 

1 100
2

= ×
交换型子囊数

基因与着丝粒间的重组率 ％
子囊总数

3.2  两对基因杂交作图 

以脉孢霉任意两对基因杂交(+ + × a b)为例, a, 
b基因各两种分离方式 , 形成 4 种分离方式组合
(MIaMIb, MIaMIIb, MIIaMIb和MIIaMIIb), 6×6＝36 种
子囊孢子排列顺序(表 1); a, b基因间呈 3种重组关系
(PDab−亲本二型, NPDab−非亲本二型和TTab−四型); 
排除着丝粒随机定向产生的子囊孢子排列顺序差异
[23~25, 27], 可合并为 7种基本子囊类型(表 1)。 

显然如果a, b完全连锁 , 就只产生亲本二型
(PDab, 即 + )① ⑤ 子囊。否则a, b基因在染色体上关系
可能存在 3 种情况：分别位于不同染色体上、位于
同一染色体的两臂、位于同一染色体臂。当连锁基

因间及基因与着丝粒间不表现远距离连锁时[27], 对
3种情况产生的各类子囊间关系进行下列分析。 

3.3  a, b基因分别位于不同染色体上 

由于染色体间分离与交换互不影响, a, b基因的
分 离 方 式 也 相 互 独 立 , 根 据 概 率 乘 法 定 理
MIaMIb( )① 比例应为 MIa( + )① ③ 与 MIb( + )① ④ 比例

的乘积, 即： 
P1=MIa×MIb=(P1+P2) × (P1+P3)     (2) 

同理可得： 
P2=MIa×MIIb=(P1+P2) × (P2+P4)     (3) 
P3=MIIa×MIb=(P3+P4) × (P1+P3)     (4) 

P4=MIIa×MIIb=(P2+P3) × (P2+P4)     (5) 
由于  a、 b间自由组合 , 重组率 ( Rfa b− =  

1NPD TT
2ab ab+ )[24,25]为 50%, 可得： 

12 42 2 3 43
1Rf P P (P P P ) 50%
2a b− = + + × + + =   (6) 

a、b基因间自由组合时 4种子囊孢子(两种亲本
型、两种重组型)比例相等。TTab型中 4种孢子比例
相等 , 因此： PDab=NPDab, 其中： PDab=P11+P41, 
NPDab=P12+P42。可得： 

P11+P41=P12+P42            (7) 
在 a, b基因均为 MI分离时( )① 有： 

P11=P12                 (8) 
在 a, b基因均为 MII分离时( )④ 有： 

P41=P42                         (9) 

3.4  当 a, b基因位于同一染色体的两臂上 
×  

(1) 
由于 a, b 基因间具有连锁关系, 因此各类子囊

孢子不再满足式(6)~(9); 但两基因的分离方式之间 



 
 
 
 
 
 
 
表 1  + + × a b 杂交产生的 36 种子囊 
Table 1  Thirty-six ascus types produced by + + × a b zygote 

分离方式组合 
Combination of seg-

regation 

MIaMIb 
4 (2×2) 

MIaMIIb 
8 (2×4) 

MIIaMIb 
8 (4×2) 

MIIaMIIb 
16 (4×4) 

++ ab +b a+ ++ +b ++ +b a+ a+ ab ab ++ ++ a+ a+ +b +b ab ab ++ ++ ab ab +b +b a+ a+ ++ +b ++ +b a+ ab a+ ab

++ ab +b a+ +b ++ +b ++ ab ab a+ a+ a+ a+ ++ ++ ab ab +b +b ab ab ++ ++ a+ a+ +b +b ab a+ ab a+ +b ++ +b ++

ab ++ a+ +b a+ a+ ab ab ++ +b ++ +b +b ab +b ab ++ a+ ++ a+ ++ ab ++ ab +b a+ a+ +b +b ++ a+ ab ++ +b ab a+

孢子顺序 
Order of spores 

ab ++ a+ +b ab ab a+ a+ +b ++ +b ++ ab +b ab +b a+ ++ a+ ++ ab ++ ab ++ a+ +b +b a+ a+ ab +b ++ ab a+ ++ +b

a-b重组关系 
Recombination be-
tween a, b genes 

PDab NPDab TTab TTab PDab NPDab TTab 

子囊类型 
Ascus type 

① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ 

P1 P4 
比例 
Ratio 

P11 P12 

P2 P

P P

3 

P41 42 43 
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互不影响(一条臂上交换, 不影响另一条臂上基因的
分离方式), 因此子囊类型间仍然满足(2)～(5)各式。 

3.5  当 a, b基因位于同一染色体臂上 

此时 a, b 基因间连锁, 且两基因分离方式不再
独立, 因此不满足前述(2)~(9)各式。各类子囊间关系
取决于两对基因与着丝粒的排列顺序。为了便于描述, 
以 c代表 a, b基因所在染色体的着丝粒。 

当 a基因位于着丝粒与 b基因之间(排列顺序为
cab)时, 设 b基因与着丝粒间区域只发生 0~2次交换, 
且双交换的两次交换分别发生在 c-a与 a-b。此时 a, 
b 基因间不会产生非亲本二型(NPDab)子囊(②和 ), ⑥

即：P12=0, P42=0。 
3 个基因位点间交换情况完全可以按照高等真

核生物三点测验进行分析, 将资料整理如表 2。各类
子囊中：第⑤类由 c-a单交换产生; 第③类由 a-b单
交换产生; 第④类由 c-a和 a-b二线双交换产生; 第
⑦类包括三线双交换与四线双交换, 根据交换发生 

机理：三线双交换发生频率为四线双交换的 2倍[25], 
因此三线双交换比例为 2/3 P43, 四线双交换比例为
1/3 P43。 

分析可知：仅当 a-b发生四线双交换, 且 c-a不
发生交换时, 产生第②类子囊(P12≠0); a-b 发生四线
双交换 , 且 c-a 发生单交换时 , 产生第⑥类子囊

(P42≠0)。 
根据交换发生机理, 二线双交换发生频率与四

线双交换发生频率相等[25], 可知： 
P3 = 1/3 P43              (10) 

同时单交换频率高于双交换频率, 由表 2 知双
交换频率为：P3+P43。可得： 

P2 > P3+P43 >> P3           (11) 
P41 > P3+P43 >> P3           (12) 

同理, 当 b位于着丝粒与 a之间(排列顺序为 cba)
时, 有： 

P2 = 1/3 P43              (13) 
P3 > P2+P43 >> P2           (14) 

P41 > P2+P43 >> P2           (15) 
 
表 2 子囊类型与交换位置 
Table 2  Ascus type and crossover site 

交换 
Crossover 

孢子顺序 
Spore order 

a基因分离 
a segregation 

b基因分离 
b segregation 

a, b基因关系 
Recombination 
between a and b 

子囊比例 
Ratio of ascus 

types 
亲本型 

Parentals 
+++ 
+++ 
cab 
cab 

MI MI PDab  

      

c-a单交换 
c-a single crossover 

+++ 
c++ 
+ab 
cab 

MII MII PDab P41 

      

a-b单交换 
a-b single crossover 

+++ 
++b 
ca+ 
cab 

MI MII TTab P2 

      

二线 
2 - strand 

+++ 
+a+ 
c+b 
cab 

MII MI TTab P3 

      

三线 
3 - strand 

++b 
+a+ 
c++ 
cab 

MII MII TTab 2/3 P43 

      

双交换 
Double 

crossover 

四线 
4 - strand 

++b 
+ab 
c++ 
ca+ 

MII MII TTab 1/3 P43 
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4  两对基因顺序四分子分析步骤 

根据上述分析, 对任意两对基因杂交(+ + × a b)
实验结果, 剔除由于基因转换等原因产生的各基因
不符合 4 : 4比例的子囊, 按表 1统计 7种基本的子囊
数目、比例。可按下列步骤进行两对基因着丝粒作图。 

4.1  基因间连锁关系与排列顺序推断 

1) 如果仅有两种亲本二型(PDab, + ), ① ⑤ 表明

a, b 基因完全连锁, 可用式(1)计算它们与着丝粒间
的重组率。 

2) 如果资料基本符合式(6)～(9), 表明 a, b 基
因分别位于不同染色体上, 可用式(16)、(18)分别计
算 a, b 与着丝粒间重组率并作图; 如果不符合, 表
明 a, b基因连锁, 继续进行后述分析。 

3) 如果资料基本符合式(2)～(5), 表明 a, b基因
位于同一染色体的两臂上, 可用式(17)、(19)分别计算
a, b 与着丝粒间重组率并作图; 如果不符合, 表明 a, 
b基因位于同一染色体臂上, 继续进行后述分析。 

4) 如果资料基本符合式(10)～(12), 表明 a 基
因位于着丝粒与 b基因之间, 可用式(16)计算 a与着
丝粒间重组率、用式(20)或(21)计算 a-b重组率; 反
之, 如果资料基本符合式(13)～(15), 表明 b 基因位
于着丝粒与 a基因之间, 可用式(18)计算 b与着丝粒
间重组率、用式(20)或(21)计算 a-b重   组率。 

4.2  重组率计算公式 

1) 当 a基因与着丝粒间无遗传标记且 a, b基因
分别位于不同染色体上时, a与着丝粒间重组率： 

3 4P P1Rf MII
2 2c a a−

+
= × =        (16) 

当a, b基因位于同一染色体的两臂上, 第②组

非亲本二型(NPDab)产生于a, b间四线双交换, 式(16)
未考虑其中可能包含的a与着丝粒间的交换类型 [27, 

29]。但是双交换可能发生在a与着丝粒间、b与着丝
粒间、两个区域各发生一次交换, 根据已有资料无
法分解。侯占铭将其归到着丝粒的一端计算遗传距

离[27]; 而李友勇和赵元增建议将其分别计入两个区
域的交换[29], 按后者方法得到a与着丝粒间重组率： 

12 3 4P P P
Rf

2c a−
+ +

=           (17) 

2) 当 b与着丝粒间无遗传标记且 a, b基因分别
位于不同染色体上时, b与着丝粒间重组率： 

2 4P P1Rf MII
2 2c b b−

+
= × =         (18) 

当 a, b 位于同一染色体的两臂上, 考虑到四线
双交换类型, 可得 b与着丝粒间重组率： 

12 2 4P P P
Rf

2c b−
+ +

=           (19) 

3) 当 a, b相邻连锁, 且未发生双交换时(P12=0, 
P42=0), 表 2中 a-b单交换及双交换子囊中均有一半
孢子产生于 a-b交换, a, b间重组率： 

( )4332434332 PPP
2
1P

3
1P

3
2PP

2
1Rf ++×=⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ +++×=−ba

 (20) 
如果P12≠0, P42≠0, 表明a-b间发生四线双交换, 

同时也意味着四型(TTab)中有部分由a-b间发生三线
双交换产生[25]。此时可用两对基因非顺序四分子分

析方法[23~25]计算a, b间重组率： 

( )

( )2 3 43 12 42

1Rf 6
2
1 P P P 6 (P P )
2

a b ab abTT NPD− = × +

= × + + + × +    
   (21) 

5  两个问题讨论 

5.1  两对基因杂交实验结果可靠性检验 

按 4.1 进行两基因间连锁关系及排列顺序推断
时, 第 2)～4)步均有多个表达式可用, 根据前述分
析可知：理论上同一分析中多个表达式是等效的 , 
分析可选其中最简便的表达式进行推断。 

另一方面, 同一分析中多个表达式的符合情况
应该一致, 同时应用多个表达式还可以对试验资料
的可靠性进行推断。如果多个表达式符合情况一致, 
表明资料的可靠性高; 否则在杂交实验或子囊类型
检测过程中可能存在差错。 

5.2  关于遗传距离矫正 

在 4.2计算重组率的过程中, 当a, b基因分别位于
不同染色体上时, 用式(16)、(18)计算两个基因与着丝
粒间重组率时均只能考虑基因与着丝粒间发生一次交

换的情况。当基因与着丝粒间距离大于 5 cM时, 发生
两交换的可能性增大, 应该参照文献[24, 25, 30]用作图函

数对遗传距离进行矫正。 
当 a, b基因位于着丝粒的两侧时, 用式(17)、(19)

计算两基因与着丝粒间重组率, 部分考虑到 a, b 间
双交换的情况, 但单个基因与着丝粒间的双交换类
型仍然无法分析, 也应根据情况加以矫正。 

当 a, b基因位于同一染色体臂上且 a, b间未发生
双交换时, 用式(20)计算 a, b间遗传距离无需进行矫
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正; a, b间发生双交换时用式(21)计算 a, b间遗传距离, 
也无需进行遗传距离矫正。但着丝粒与邻近基因间双

交换情况仍然无法检测, 应根据情况加以矫正。 
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