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Ρ ΑΠ∆ 技术及其在藻类学研究中的应用
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近年来 o分子标记技术在海洋

生物研究领域中的应用取得了很

大 的 发 展 o 尤 其 是 以 °≤�

k°²̄¼°̈ µ¤¶̈ ≤«¤¬± � ¤̈¦·¬²±l 技术为

核 心 的 � �°⁄k�¤±§²° �°³̄¬©¬̈§

°²̄¼°²µ³«¬¦⁄��l 标记方法在藻类

学研究中得到了较广泛的应用 ∀

� �°⁄技术是由美国杜邦公司的

⁄µq •¬̄̄¬¤°¶等和美国加利福尼亚

生物研究所的 • ¨̄¶«等于 t||s年

几乎同时报道的一种 ⁄��分子标

记技术 ∀该技术一经出现 o便以其

简便 o快速 o高效和灵敏等特点引

起广大生命科学工作者的极大兴

趣 ∀目前 o已在生命科学的许多领

域中得到富有成效的运用 ≈t ∀文献

检索结果表明 o以 � �°⁄标记为主

要研究手段的论文多于 t sss篇 o

足见其应用之广泛 ∀在分子标记技

术应用于藻类学的研究中 o 与

� �°⁄技术相关的应用报道日益增

多 ∀本文就 � �°⁄标记技术的原理 !

特点以及在藻类学中的应用方面

作简要论述 ∀

t � �°⁄方法的原理

� �°⁄意指随机扩增多态性

⁄�� o它通常以一个 ts碱基的任意

序列的寡核苷酸片段为引物 o在未

知序列的基因组 ⁄��上进行随机

的 °≤� 扩增 ∀在基因组上 o某一引

物可以与 ⁄��中多个位点互补结

合 ∀当这些引物在基因组 ⁄��某一

区域上具有反向平行的两个结合

位点 o并且这两个位点之间的距离

是 °≤� 能够扩增的区域时 o那么该

⁄��片段就可以被扩增出来 ∀通常

在基因组中有多少这样的位点 o一

次 � �°⁄反应就能扩增出多少个

⁄��片段 ∀扩增出的 ⁄��片段可

用琼脂糖凝胶电泳进行分离 o并经

溴化乙锭专一性染色后进行观察

和记录 ∀

通过 � �°⁄技术检测出的多态

性的理论依据主要有如下几方面 }

ktl 在两个退火位点之间插入了一

个大的片段而使原来的片段太大

而不能扩增 o从而失去这个位点 ~

kul 引物的两个退火位点之间失去

一个携带的 ⁄��片段也导致一个

位点的丢失 ~ kvl 在两个退火位点

之间发生碱基突变而影响到所在

位点上引物的退火而导致多态性

片段的得失 ~ kwl 小片段的插入或

缺失会改变扩增片段的大小 o从而

产生共显性 � �°⁄片段 o但实际上

片段大小的改变很难见到 ∀

u � �°⁄标记技术的特点

uqt 无需预先知道供试基因

组的有关 ⁄��序列 o多

态性高 o信息量大

� �°⁄标记通常以单个 ts碱

基的寡核苷酸片段作为引物对基

因组 ⁄��进行随机扩增 o不需预先

知道基因组中某一特定的 ⁄��序

列 ∀理论上任意 ts碱基的引物有

w
ts种 o如果在 � �°⁄标记中使用双

引物组合 o更可有接近于 w
ts ≅ w

ts
ru

种组合 o因此可以说可供选择的引

物几乎是无限的 o所得到的信息也

几乎是无限的 ∀ � �°⁄标记在引物

结合区的单碱基突变往往就可以

导致扩增带型的变化 o 因此 o 用

� �°⁄标记可以检测到单碱基的突

变 o多态性很高 ∀另外 o� �°⁄扩增

所用的引物是任意序列的寡核苷

酸片段 o因此理论上可以覆盖到基

因组的任何位置 o可以弥补其他标

记所覆盖不到的基因组区域 ∀

uqu � �°⁄标记为显性标记 o

符合孟德尔遗传规律

在杂交体系中 o � �°⁄片段在

ƒt 代表现为两个亲本扩增片段的

叠加 o ƒu代表发生分离 o符合孟德

尔遗传规律 ∀它所揭示的遗传变异

是核苷酸的碱基变化的结果 o改变

了引物的结合位点或是在扩增范

围内有突变 k大片段的插入或缺

失l 都会导致扩增产物缺失 o因此

� �°⁄标记是一种显性标记 o它不

能区分纯合体 k��l和杂合体 k�¤l

基因型 o这是 � �°⁄标记的主要缺

陷 ∀但在一些单倍体群体的后代

中 o如苔藓 !真菌 !海带等一些海藻

的配子体 o 银杏尚未受精的胚珠
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等 o� �°⁄标记 k�¤l在子代中将表

现为 tΒ t的分离比例 o显性标记

直接为 � ∀因此 o在单倍体群体的标

记研究中 o � �°⁄标记直接表现为

共显性 ∀

uqv 快速 !高效 !简便

� �°⁄只需一台 °≤� 扩增仪

和一套电泳设备即可进行检测 o无

需克隆 o杂交等复杂操作 o无需使

用同位素或其他非放射性标记 o所

用引物也已商品化 o一个反应所需

的 ⁄��量也极少 o只需几 ±ªo操作

起来相对于其他标记方法要容易

得多 o更适宜于群体研究与分析 ∀

v � �°⁄标记技术在藻

类学中的应用

自 |s年代以来 o � �°⁄标记技

术以其独特的优点 o已广泛应用于

动 !植物的遗传育种 !基因诊断 !种

群遗传学 !生物系统与进化等研究

中 ∀但 � �°⁄标记在藻类学中的应

用尚不如高等植物开展得深入和

广泛 o现就其在藻类学研究中应用

的几个方面作一简要论述 ∀

vqt 遗传变异分析

�̄ ¥̈µ·²等 ≈w 用 � �°⁄标记研

究了石花菜 k Γελιδιυµ σεσθυιπεδαλεl

的 v个自然种群的遗传相似性 o认

为 � �°⁄遗传标记对石花菜的遗传

相似性分析有意义 ∀⁄∏·¦«̈µ等 t||w

年用 � �°⁄标记技术对红藻中的紫

菜 k Πορπηψραl 的 v个种进行了鉴

定 o用该技术可以区分异源和同源

的品系 ∀另外 o ≤²¼̈ µ等 ≈w 对褐藻

k Ποστελσια παλµαεφορµισl的遗传变异

进行了分析 o能有效地区分个体之

间的差异 ∀ �∏¤±ª等
≈x 和 ≥²±ª等

≈y 

对 中 国 养 殖 和 野 生 的 紫 菜

k Πορπηψραl 进行了研究 o能够区分

同源和异源的细胞系 ∀从这些研究

可以看出 o � �°⁄标记技术对于海

藻遗传变异的研究十分有效 ∀

vqu 用于经济海藻的种质鉴

定和辅助育种工作

海带 !裙带菜 !紫菜 !江蓠等海

藻具有重要的经济价值 o已形成生

产规模 ∀但目前在这些经济海藻的

育种工作中 o仍然以混合系栽培为

主 o没有建立起完整的良种鉴定 !

选育体系 o造成了育苗和养殖的不

稳定性 ∀近年来 o利用 � �°⁄标记技

术对经济海藻的种质鉴定和辅助

育种的工作逐渐开展起来 ∀ °¤·º¤µ¼

等 t||w年应用 � �°⁄标记对石花

菜 k Γελιδιυµ ϖαγυµl 的杂种优势进

行了研究 o将杂交后代的杂种和纯

种区分开 o比较分析证实 o杂种生

长速度比对照组的四分孢子体快

|qxh ∗ tvsh o显示出较强的杂种

优势 ∀贾建航等 usss年应用 � �°⁄

分子标记技术对我国紫菜生产上

常采用的细胞系做了种质鉴定工

作 o作者也应用 � �°⁄分子标记技

术对我国海带栽培中常见的细胞

系进行了鉴定工作k待发表l ∀这为

应用分子标记技术对经济海藻种

质鉴定和辅助育种提供了帮助 ∀

vqv 构建遗传图谱

遗传图谱的构建是当前分子

遗传学研究的热点 ∀ � �°⁄标记由

于其快速 !高效 o因此有利于构建

高密度的遗传图谱 ∀ �̈ ¤∏°²±·t||y

年报道 o在多种农作物和其他高等

植物中已应用 � �°⁄标记单独或在

原有图谱的基础上构建了遗传图

谱 ∀在藻类研究领域中 o �¤µ¬±ª等

t||y年为了研究雌雄异株的绿藻

k Χηλαµψδοµονασ ευγαµετοσl 的与性

别相关的一些性状 o构建了一个具

有 tx个 � �°⁄标记 ov个形态学标

记和一个 � ƒ�°标记的部分连锁图

谱 ∀这为运用遗传图谱研究与性相

关的性状 o及以遗传图谱为基础克

隆有关基因的工作打下基础 ∀

vqw 存在的问题和解决方法

虽然 � �°⁄标记有许多优点 o

但是也存在着许多问题 o其中之一

就是 � �°⁄的重复性问题 ∀

� �°⁄对反应条件很敏感 o主

要由于所用引物很短 o与模板的结

合不是很稳定 o扩增时受到多种因

素的影响 o 包括模板的浓度与纯

度 o引物与 §�×°的用量 o �ª≤̄ u的

浓度 o 缓冲系统的种类与 ³� 值 o

Ταθ酶的来源与用量 o扩增程序等 o

这些因素都可能影响到 � �°⁄扩增

的样式 ∀

解决 � �°⁄重复性的问题的办

法 o一是将 � �°⁄全部过程尽可能

标准化 o从作者的实验结果来看 o

� �°⁄的重复性问题没有如当初想

象得那么严重 ∀在作者对海带配子

体细胞系 � �°⁄标记的研究中 o将

各种条件都标准化后 o两批材料的

结果基本一致k结果待发表l ∀汪小

全等 t||y年也探讨了 � �°⁄应用

于遗传多样性和系统学研究中的

方法学问题 o他们也认为 o采用相

同的 °≤� 流程在同一型号的 °≤�

仪上运行 o 结果具有很好的重复

性 ∀

解决 � �°⁄重复性的问题的办

法之二是先用 � �°⁄标记技术对问

题进行研究 o筛选出有意义的 ⁄��

片段 o 如与某一性状紧密连锁的

� �°⁄片段 o然后将该片段转换成

可靠的和操作简单的标记 ∀ °¤µ¤±

等于 t||v年发展了一种新型的分

子标记技术称为 ≥≤��k≥̈ ∏́̈ ±¦̈

≤«¤µ¤¦·̈µ¬½̈ § �°³̄¬©¬̈§ � ª̈¬²±l o 它

是建立在 � �°⁄技术基础之上的 !

更为可靠的分子标记技术 ∀这种标

记通常是对感兴趣的片段进行克

隆和测序 o通过序列分析设计出一

对较长的特异引物 o用该引物将原

来感兴趣的 � �°⁄片段专一地扩增

出来 ∀这些扩增出的 ≥≤�� 片段或

者维持原来的 � �°⁄片段的显性行

为 o或者转换成为共显性标记 ∀

相对于 � �°⁄标记 o≥≤�� 标记

是一个特异的 °≤� 扩增 o对反应条

件不敏感 o因而得到可靠的和重复

性好的扩增产物 ∀虽然 ≥≤�� 标记

工作量较大 o但是 ≥≤�� 标记有许

多优点 o因此将有意义的 � �°⁄片

≥≤�∞�≤∞ ≥≤ �°∞
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段转换成 ≥≤�� 标记 o有助于研究

的深入 o如在大豆抗病基因研究中

的应用 ≈u ∀目前 o将特异的 � �°⁄标

记转换成 ≥≤�� 标记的工作已经在

紫菜和海带中取得了一定进展 o这

将对我国经济海藻的种质资源鉴

定 o目的基因的筛选与定位具有重

要意义 o为实现我国海藻栽培的良

种化提供坚实的科学依据 ∀
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营养盐是构成水域生态系统

的重要化学物质基础 o由于其分布

与浓度和生物过程紧密相关 o因此

营养盐的生物地球化学研究一直

受到广大海洋学者的重视 ∀特别是

近几十年来由于海洋 !湖泊等水体

的富营养化 o引发了诸如赤潮等环

境问题 o原有的生态平衡被打破 o

环境的可持续发展及人类的自身

健康受到了严重威胁 o而几乎所有

的水生环境问题都与营养盐有关 o

所以研究营养盐对生态系统的影

响及其相互作用对改善人类生存

环境 !保护自然生态有重要意义 ∀

不同水体中 o由于营养盐组成

不同 o浮游植物群落结构不同 o生

物地球化学过程不同 o对浮游植物

生长产生限制的营养盐也不尽相

同 ∀有关如何判断营养盐限制已有

了很多研究 }�§∏° t|zt年提出 /限

制因素0 对生物活动来说是维持这

种活动所需的物质处于最小临界

值 ~�µ½̈ ½¬±¶®¬t|{x年利用水体环境

或浮游植物中营养元素的原子比

是否偏离 � §̈©¬̈ §̄值 k�Β °Β ≥¬Υ

tyΒ tyΒ tl 判断潜在的限制因子 ~

�∏¶·¬¦等 t||x年通过计算水体环境

中的各种营养盐之间的原子比提

出了一套系统的评价营养盐限制

的化学计量标准 ~还有 ƒ¬¶«̈µt||u

年报道的营养盐加富集生物实验

等评估方法 ∀历史上研究的水体大

致可分为湖泊 !河口 !近海 !开放海

域 ∀比较常见的观点是 }海洋中浮

游植物的生长是受氮限制 o湖泊中

受磷限制 o河口可能是磷或氮交替

控制 ∀本文主要讨论不同水体类型

的营养盐限制特征及其形成这些

特征的原因 ∀

t 湖泊中的营养盐限制

湖泊是营养盐限制研究的相

对较多较深入的水体 ∀ ≥¦«¬±§̄ µ̈

t|zw年 o⁄j ∞̄¬¤等 t|{y年 o≤¤µ¤¦²

等 t|{z年就在不同规模上对其做

过研究 o包括 }小尺度的营养盐生

物测试 o中尺度水体生态系统相互

比较 o全湖营养盐富集实验等 ∀据

�¬®̈ ±¶t|zu年报道 o ys年代后期人

们对富营养淡水水域营养盐限制

的观点还是碳限制的可能性大于

磷和氮 ~但是据 ≥¦«¬±§̄ µ̈t|zt年 o

≥°¬·«t|{w年 o� ¦̈®¼和 �¬̄«°¤t|{{

年 o �̈ µ°¤±t||x年的报道 ozs年代

在加拿大安大略省西北的实验湖

区k∞��l对整个湖泊生态系统的营

养盐加富试验之后 o人们对湖泊中

的营养盐限制一般都认为是磷 ∀

≥¦«¬±§̄ µ̈t|zw年对加拿大安大略

省试验湖区的长期试验发现只有

在湖水中添加含磷的营养盐才能

明显激发浮游植物的生长 o生物量

≥≤�∞�≤∞ ≥≤ �°∞
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