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分子标记概述及其在藻类中的应用
＊

王秀良　赵凤娟　吕　慧　姚建亭　刘吉东　段德麟

(中国科学院海洋研究所 , 青岛　 266071)

遗传标记经历了形态标记 、细胞学标记 、 蛋白质标记及 DNA标记的四个重要发展

历程。纵观遗传学的发展历史 , 遗传学的发展推动了新型遗传标记的发展 , 每一种新型

遗传标记的发现 , 均推进了遗传理论与技术的发展。 19世纪后期 , 孟德尔以豌豆为材

料 , 利用 7对形态学标记对杂种后代的不同个体依据性状表现进行归类分析 , 发现了著

名的遗传分离规律和独立分配规律。细胞学标记是指能明确显示遗传多态性的细胞学特

征 , 如染色体形态 、 数目和结构在不同物种中的差异等 , 可以作为一种遗传标记来进行

基因定位。 20世纪 50年代 , 人们发现同工酶是一种可用于物种起源与进化研究 、 种质

鉴定 、 分类等诸多领域的分子标记技术(Markertetal., 1959)。 20世纪后期以来 , DNA

分子标记技术不断涌现 , 相继建立了 RFLP(restrictionfragmentlengthenpolymorphisis)、

DNA指纹 (DNAfingerprint), RAPD(randomamplifiedpolymorphismDNA)、 AFLP(am-

plifiedfragmentlengthenpolymorphism)、 微卫星 DNA(microsatelliteDNA)、 SNP(single

nucleotidepolymorphism)等专门的技术 , 在生物研究中得以广泛应用 。分子标记技术应

用于藻类学研究较晚 , 主要用于藻类的系统发生 、 地理分布 、种群遗传 、分类 、 亲本鉴

定 、杂种优势的鉴别及种质鉴定等领域。
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一 、同工酶标记及其在藻类中的应用

同工酶作为遗传标记是 Markert等(1959)最早提出的。同工酶是指一个以上基因位

点编码的酶的不同的分子形式 , 其具有相同的催化功能但理化性质又不同的一类酶 , 其

结构的差异来源于基因类型的差异 , 因此并不一定是同一基因的产物 。与此相对 , 由一

个基因位点的不同等位基因编码的酶的不同形式称为等位酶 。同工酶通常利用非变性淀

粉凝胶或聚丙烯酰胺凝胶电泳及特异性染色来检测 , 即酶的多种形式形成肉眼可辨的带

型 ———酶谱 , 根据酶谱的不同来显示酶蛋白在遗传上的多态性。这种多态性可能是由于

基因编码的氨基酸序列的不同引起的 , 或者是由于蛋白质后加工的糖基化等引起的 。与

形态标记 、 细胞学标记相比 , 同工酶标记可以通过直接采集组织 、器官等少量样品进行
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分析 , 首次突破了把整株样品作为研究材料进行分析的方式 , 并可以直接反映基因产物

的差异 , 因此同工酶标记在过去的二三十年中受到相当的重视与发展 , 已被广泛应用于

种群分析 、 种质鉴定和分类等研究领域。但同工酶分析也有其内在的局限性 , 如每一种

同工酶标记都需特殊的显色方法和技术;同工酶是基因表达的产物而非基因本身 , 因此

其状况常受环境及发育状态的影响;并且同工酶检测到的多态性位点的数量有限 , 它只

能分析那些编码可溶性酶的基因 , 而且还要求其产物易于提取并能通过凝胶电泳进行检

测等。

尽管如此 , 同工酶技术已应用于研究多种海藻 , 如蕨藻(Caulerpataxifolia)(Benz-

ie, etal., 1997;2000), 江篱 (Gracilariachilensis)(Intasuwan, 1993), 石花菜(Gelidi-

um)(Sosaetal., 1992, 1993), 紫菜 (Porphyra)(Lindstrometal., 1991)以及海带

(Laminaria)(Neefusetal., 1992)等 。虽然该技术在海藻的应用中不是很普遍 , 主要是

因为藻类多糖对蛋白提取的干扰 , 特别是在选择红藻与褐藻作为研究对象时 。同工酶标

记的研究表明藻类群体相对于维管植物在遗传与变异方面有其自身独有的特点。到目前

为止 , 在高等植物中 , 29%的同工酶由一个基因位点编码 , 大多数由两个甚至更多的位

点编码(Weedenetal., 1989);而在所研究的藻类同工酶中 , 约 50%是由单一的基因位

点编码 , 只有 3种同工酶是由 4个以上的基因位点编码的 , 它们是酸性磷酸酶(Cheney

etal., 1978)、超氧化物歧化酶(Sosaetal., 1992;1993)和黄素酶 (Sosaetal., 1992;

1993), 表明在藻类中同工酶编码基因的位点相比高等植物要低。海藻的生活史具有多

样性 , 有的只有一个世代 , 有的具有两个世代(单倍和 2倍), 有的则存在 3个世代(寄

生在红藻的雌配子体的果孢子体)(DeWreedeetal., 1988)。在不同的世代藻体的倍性

不同 , 有的海藻 , 即使在同一生长时期 , 也同时存在着自由生活的同型的单倍与 2倍的

藻体。一种假设认为单倍体藻体的酶谱应该简单 , 在单倍体中每个位点只有一个等位基

因 , 因此每一条带代表着一个位点。在蕨藻(Caulerpapeltata)中 , 几种同工酶的复杂带

式表明这种蕨藻可能是多倍体(Benzieetal., 1997)。Abo等(1996)对两种紫菜(Por-

phyratenera和 P.yezoensis)的生活史中两个不同阶段的单倍与 2倍的异型藻体的同工酶

进行了研究 。检测海藻群体的遗传变异的程度与分析样本群体的大小及分析的同工酶位

点的多少紧密相关。在报道的高等植物的研究中 , 一般要在几百个 2倍体个体中考察 10

多个位点 , 而在藻类种群的研究中 , 分析的同工酶位点介于 3 ～ 22个位点之间 , 分析的

样本数为 30 ～ 60。整体而言 , 与高等植物相比 , 藻类中同工酶的多态性要低 , 在所有

位点中 , 只有 25%的位点呈多态性(P), 每个位点的平均等位基因为 1.39(A), 表观杂

合度为 0.074(H);而高等植物中 , P为 54.4%, A为 2.00 , H为 0.152(Sosaetal.,

1999;Frankeletal., 1995)。多数海藻存在无性繁殖生活史 , 这种繁殖方式将降低藻类

种群的遗传多样性。无性繁殖会使得在一个种群内许多个个体保持遗传的同一性(Van

Oppenetal., 1995)。 Sosa等(1996)认为 Ganary岛内江篱(Gracilariacervicornis)3个种

群遗传变异非常低是由无性繁殖引起的 , 在两个种群内已经几年没有采集到具有繁殖能

力的产四分孢子的藻体了 。另外 , 无性繁殖使得藻类群体间的遗传分化变高。 Pearson

等(1997)对加州北部与南部的红藻 Lithothrixaspergillum群体进行了同工酶分析 , 发现

群体间的遗传分化非常高;同时还发现南部种群是有性繁殖 , 表现为较高的种群内部遗
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传多样性 , 而北部种群为无性繁殖 , 种群内遗传多样性较低 。

同工酶标记多用于海藻种群的遗传多样性分析及种群在不同地理分布中的遗传分化

的研究 。Sosa等(1993)对分布在西班牙 Canary岛的 3个不同区域中的石花菜(Gelidium

canariensis)的孢子体种群及配子体种群进行了分析 , 发现在 3个区域中的单倍体亚群的

遗传变异(包括多态位点数 , 同一位点的平均等位基因数及遗传多样性)低于 2倍体亚

群 , 并且发现种群遗传分化与这 3个区域的地理间隔无相关性。 Johansson等(2003)利

用 13种同工酶标记 , 研究了波罗的海和北海的刚毛藻(Cladophorarupestris)种群的遗传

分化 , 从 11个不同的海区中采集 328个样本进行分析 , 检测的超氧化物歧化酶位点存

在多态性 , 聚类分析将所有样本划分成波罗的海和北海类群 。同工酶标记也适用于藻类

的分类及种属鉴定。 Lindstrom等(1991)利用同工酶标记结合藻体的形态特征及染色体

的数目对北太平洋和北大西洋的 5对紫菜的类属关系进行了研究。 Brostoff等(1997)对

新西兰岛 27个地点的紫菜(Porphyra)进行了等位酶分析 , 发现该地区的紫菜种类远比

先前报道过的要多 , 但不能清楚地辨别这些新的紫菜种类。

二 、限制性片段长度多态性(RFLP)及其在藻类中的应用

RFLP(restrictionfragmentlengthpolymorphisms)在 20世纪 70年代首次报道(Grodzick-

eretal., 1974), 但从人类遗传学家 Botstein等(1980)首次提出 DNA限制性片段长度

多态性可作为遗传标记的观点之后 , 该技术才得到了不断的发展和应用 , 并广泛用于植

物遗传连锁图的构建 、 分子标记辅助选择 、 遗传关系分析及数量遗传研究等方面 。

RFLP的产生主要是由于 DNA序列上的变化 , 如碱基的替换 、缺失以及重排等 , 导致某

种限制性内切酶 (restrictionenzymes, 简称 RE)酶切位点的增加或丧失 , 从而造成基因

型间限制性片断长度的差异 。对每一个 DNA/RE而言 , 所产生的片段是特异性的 , 它

可作为某一 DNA所特有的 “指纹 ”。 RFLP分析是一项综合技术 , 涉及 DNA的提取 、限

制性酶消化 、琼脂糖凝胶电泳 、 Southern杂交等多项分子生物学技术。它的获得是将特

定生物类型的基因组 DNA经限制酶消化后 , 通过琼脂糖电泳将消化后的 DNA片段按大

小顺序分离开 , 并按原来的顺序与位置转移至易于操作的尼龙膜或硝酸纤维素膜上 , 用

放射性(如
32
P)或非放射性物质 (如生物素 、 地高辛等)标记的 DNA探针 , 与膜上的

DNA进行 Southern杂交 , 依据 DNA酶切片段与探针序列的同源性程度的高低 , 即可显

示出不同来源的 DNA的限制性酶切片段的长度多态性。

RFLP分析有两种不同的方法:对酶切带型进行直接比较(直观 RFLP分析)或对分

子杂交带型进行比较(杂交 RFLP或 RFLP)。直观 RFLP分析是对基因组 DNA的酶切产

物直接进行电泳比较(如 cpDNA和 mtDNA的直观 RFLP分析)。经杂交后的 RFLP可形

成少数条带 , 或多条带 , 同时考察多个位点的差异的 DNA指纹分析。

与形态学标记及同工酶标记相比 , RFLP没有表型效应 , 不受环境条件 、 发育阶段

和组织特异性的影响 , 可以检测出编码区的变异 , 也可以检测出非编码区的变异 , 因此

其标记的数目几乎是无限的。大部分 RFLP标记符合孟德尔遗传规律的共显性标记 , 双

亲的两个以上的分子量不同的多态性片段均在杂种 F1中表现 , 很容易将杂合子与纯合
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子分开 , 基于 RFLP的共显性特点已被广泛应用于多种生物的分析中 , 特别是成功地构

建植物遗传图谱 。但 RFLP标记也存在所用的 DNA量较大 , 一般为 5 ～ 15μg, 检测步骤

繁琐 , 周期长 , 需要的仪器 、 设备较多 , 探针的制备成本较高等不足 。尽管 RFLP标记

遍布全基因组 , 与其他 DNA分子标记相比 , 其检测的 DNA变异仍然是有限的 , 同样用

一个具有 6碱基识别位点的限制性内切酶检测 10
9
碱基对的基因组时 , 尽管有多达

250 000个位点被检测到 , 但也只有 1.5×10
6
个碱基对 , 只相当于扫描了整个基因组的

0.15%, 而其他大部分基因组的 DNA变异位点并没有被检测到 。

PCR-RFLP技术的出现很快得到了人们的认可。这种技术摒弃了 RFLP分析过程中

繁琐的 Southern杂交步骤 , 只需纳克水平的 DNA作为扩增模板 , 然后对 PCR扩增的

DNA片段进行限制性酶切 , 电泳分析后就可以清晰地检测出 DNA片段的差异 , 而不需

要 Southern杂交过程 , 就如同对相对较小的 DNA分子(如线粒体 DNA和叶绿体 DNA)

进行直接酶切后电泳分析一样 。

RFLP分析在藻类中应用的报道不是很多。在藻类中 , RFLP分析的主要对象是叶绿

体 DNA(cpDNA), 主要是由于藻类的叶绿体基因组中基因的排列顺序变化很大 , 酶切

后 DNA片段的大小与多少也不同 , 因此容易发现酶切片段的多态性(Saunderetal.,

1993)。但分离藻类的质体 DNA, 步骤比较繁琐 , 时间较长(Goffetal., 1988), 因此限

制了 RFLP标记在藻类中的应用 。

藻类 cpDNA的 RFLP分析常被用来进行种属分类及同种不同居群的分析 。 Fain等

(1988)以海带目分属于 3个科的几个种 Lessoniopsislittoralis, Nereocystisluetkeana, Alaria

marginata, Laminariasaccharina, MacrocystisintegrifoliacpDNA基因文库分离到的多拷贝

DNA片段 pMiR23S和单拷贝片段 pMir432、 pMiH7作为印迹探针 , 进行了 cpDNA的

RFLP分析 , 探讨了 3个科的分类关系 , 结果将 Lessoniopsis-Macrocystis-Alaria归为翅藻

科 , Laminaria-Nereocystis则归为海带科。这与以形态特征为依据的分类结果不同 。

Goff等(1988)通过质体 DNA的 RFLP分析 , 便可将 3种江篱(Gracilarialemanefor-

mis, G.pacifica和 G.robustaSetchell)完全区分开。对于 G.lemaneformis的位于北美太

平洋沿岸 3200km范围之内的不同种群进行的质体 DNA的 RFLP分析 , 无论是对酶切片

段电泳后直接的 RFLP分析 , 还是用特异的探针进行 Southern杂交的 RFLP分析 , 结果

均表明不同种群的 RFLP图谱是完全一致的。而 Rice等(1990)对欧洲及世界其他地区

的红藻 G.verrucosa(Hudson)Papenfuss和一个相似种 , 及一个作为外群的不同种 G.sor-

didaW.Nelson的总共 11个种群进行了质体 DNA的 RFLP分析 , 发现没有两个种群的

RFLP的图谱是完全一致的(即使是属于同一个种)。这表明地理间隔使得同一种的不同

种群发生了遗传分化 。

也有人以藻类基因组 DNA作为 RFLP的研究对象。 Bhattachaya等(1987)对处于北

太平洋两种生长环境差异很大的多肋藻 Costariacostata(Turner)Saunders(常年处于浪溅

处的种群和常年处于没有浪溅的种群), 以线虫 18 ～ 28srDNA间隔区作为印迹探针 , 对

基因组 DNA进行了 RFLP分析 , 尝试了多种限制性内切酶(EcoRI, HpaI, XbaI, MboI),

但没发现两种种群的 RFLP有多态性。 Coyer等(1997)对 California沿岸相隔距离为小

于 1m, 10m, 25m, 16km和 250km的 Postelsiapalmaeformis(Phaeophyceae)5个种群进行
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了以 M13为印迹探针的基因组 DNA的 RFLP分析 , 发现居群内的遗传相关性非常高 。

相隔小于 1m的居群间的相似度高于相隔 25m以上的居群间的相似度 , 而 RFLP的分析

结果却显示相隔 25m居群间的相似度与相隔 250km的居群间的相似度一致。这表明

RFLP分析只适合分析相隔 25m以内的居群的遗传变异。

PCR-RFLP在藻类的研究中多应用于种属鉴定 。Bolch等(1996)用 cpcBA-IGS片段的

PCR-RFLP对分属于蓝藻的 3个形态种 Anabaenacircinalis, Microcyctisaeruginosa, Nodu-

lariaspumigena的 19株蓝藻进行了分析 , 发现每个种内均存在较高的多态性 , M.aerug-

inosa, 和 N.spumigena其在北半球株系和澳洲株系的 RFLP也存在多样性 。这表明该方

法适用于属及属以下分类水平的系统发生学研究 。 Teasdale等(2002)采用 rbcL基因的

PCR-RFLP分析 , 对紫菜的不同种进行了区分和鉴定。 Stiller等 (1996)利用 18 srDNA

基因的 PCR-RFLP分析表明 , 15种紫菜均有各自独有的 RFLP图谱 , 并且利用这些图

谱 , 鉴定出一个新种 P.rediviva。 ITS的 PCR-RFLP曾被研究者用来鉴定区分江篱属

(Gracilaria)的不同种(Goffetal., 1988)。 Candia等(1999)利用 ITS-RFLP对来自智利

不同地域及新西兰不同地域的 6个种群进行了分析 , 结果表明来自智利的 4个种群属于

一个种 G.chilensis, 位于新西兰惠灵顿的 Scorching湾的居群也属于该种 , 而另一处的种

群则属于另外一个种类。

三 、随机扩增多态性 DNA(RAPD)及其在藻类中的应用

RAPD(randomamplifiedpolymorphismDNA)技术是 1990年由 Williams和 Welsh两

个研究小组同时发展起来的一种 DNA水平上的多态性检测技术(Williamsetal., 1990;

Welshetal., 1990), 是第一种以 PCR技术为基础的 DNA分子标记技术。 RAPD技术所

用的引物短 , 复性温度低 , 用一个随机序列的寡核苷酸作为引物(通常为 8 ～ 10bp), 以

基因组 DNA作为模板 , 在较低的退火温度下(36 ～ 40℃)进行 PCR扩增。如果不同个

体在结合位点上的序列因突变存在差异 , 或者两个结合位点间由于 DNA序列的插入 、

缺失造成距离变化 , 就会形成扩增产物的出现或者消失或者长度变异等多态现象 , 从而

成为基因组 DNA多态的分子标记 。

RAPD技术的特点是无需预知研究对象的基因组序列 , 可免去 RFLP中的探针的克

隆制备 、同位素标记 、 杂交等步骤;RAPD引物现已商品化 , 而且无生物种属特异性 ,

同样一套引物可用于不同生物基因组的分析 , 并且可以检测整个基因组;RAPD所需模

板 DNA量少 , 每个反应仅需要几十纳克的模板 DNA, 能在短时间内分析大量样本;操

作简便易行 , PCR扩增产物 , 经琼脂糖凝胶电泳 EB荧光染色后就能检测到 DNA序列的

多态性 , 当然有的研究者为了增加 RAPD带型的分辨率 , 而采用聚丙烯酰胺凝胶电泳银

染的方法。不过这样操作要复杂一些。RAPD标记一般表现为显性遗传 , 扩增产物只能

记为 “有或无”, 因此不能鉴别出杂合子与纯合子 , 在杂交研究中 , 如果在每一位点父

母本皆为纯合 , 则在父母本中显现的条带均应出现在杂交 F1代中 , 而在 F2代中 , 多态

性条带应该以 3∶1的比例分离。

Paran等(1993)提出了一种将 RAPD标记转化为特异序列扩增区域标记 SCAR(se-
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quencecharacterizedamplifiedregion)的新方法 , 将目标材料作 RAPD分析之后呈多态性

的片段克隆之后 , 根据测序结果设计长为 18 ～ 24 bp的引物 , 重新进行 PCR扩增检测是

否还能扩增出原来的多态性 , 这样转化成功的标记就称为 SCAR标记 。由于 SCAR标记

所用的引物长 , 因此它具有更高的重复性 , 且 SCAR标记有时呈现出共显性遗传的特

点 , 它比 RAPD和其他利用随机引物的标记方法在基因定位和遗传作图中有更好的应用

前景。

RAPD标记局限性主要是再现性差 。由于采用的引物短 , Tm值低 , 扩增结果易受外

界因素的影响 , 造成实验的重复性较差。但研究者普遍认为 , 只要对 RAPD标记的试验

条件进行摸索后 , 将其标准化 , 就可以提高 RAPD标记的再现性 。此外 , 由于存在共迁

移的问题 , RAPD的扩增产物在不同个体中出现的相同分子量带 , 并不能保证这些个体

拥有同一条(同源)片段;同时 , 在胶上看见的一条带也有可能包含了不同的扩增产物 ,

因为所用的凝胶电泳类型只能分开不同分子量大小的片段 , 而不能分开有不同碱基序

列 , 但有相同分子量大小的片段。尽管如此 , 由于该技术操作简单 、 快速 , 因此一经诞

生即受到重视 , 现已被广泛用于基因定位 、连锁标记 、 物种识别及遗传多样性检测 、种

质资源鉴定和系统学研究等许多方面 。

RAPD标记技术在藻类学研究中应用最为广泛 , 常被用来进行藻类种群的遗传变异

分析(Bouzaetal., 2006;Coyeretal., 1997;Engelenetal□, 2001;Faugeronetal.,

2001;Faugeronetal., 2004;Wright, 2000)。Valatka等(2000)用 RAPD标记 , 对 Fur-

cellarialumbricalis(Gigartinales, Rhodophyta)分属于波罗的海的 12个居群的 12个样本进

行了遗传多样性分析 。UPGMA聚类分析将其分为 4个簇群 , 12个样本中存在着很高的

遗传多样性 , 每个样本均能和其他的样本彼此分开 , 这可能是由于藻体的漂浮扩散以及

基因组的重排或是该藻的有性繁殖方式引起的 。Meneses等(1996)利用 RAPD标记对

位于智利 3个不同地点的 Gracilariachilensis的自然群体和养殖群体进行了研究 , 在种群

内或种群间存在较高的多态性 , 聚类分析表明有两个地点的 G.chilensis个体混杂聚在一

起 , 另一个地点的个体单独成为 1个类群 。这表明由于移植的作用 , 使得前两个地点的

种群的遗传相似性比较接近;与智利本土和来源于瑞典的 G.tenuitipitata的样本之间的

遗传相似性(0.45 ～ 0.53)相比 , 本土种群之间的遗传相似性要高(0.74 ～ 0.88), 这表

明智利本土的江蓠均属于一个种为 Gracilariachilensis。Dutcher等(1994)利用 RAPD标记

对紫菜属(Porphyra)的 3个种做了个体间 、 居群间和种间关系分析 , 发现北大西洋和墨

西哥湾不同区域的 3种紫菜的 6个不同株系 , 既有在遗传上同型的居群 , 又有异型的居

群 , 种间的相似性为 40%～ 66%。Alberto等(1997)利用 RAPD标记对葡萄牙南部的 3个

石花菜 Gelidiumsesquipedale自然种群进行了遗传分析 , 分析表明 3个种群之间的遗传相

似性非常高 , 距离远的相似性较低。 Yeh等 (2000)对台湾Caulerpa的种群用 RAPD标记

进行了分析 , 研究表明种间及种内的遗传变异的差异不明显 , 且遗传变异和地理距离没

有相关性。

进化的基本单位不是个体而是居群 , 进化就是居群间基因库的改变。居群遗传结构

就是遗传变异或者说基因和基因型在时间和空间上的分布样式。对群体遗传结构及其影

响因子的研究是群体遗传学中的重要部分 。在藻类中 , Faugeron等(2004)利用 RAPD标
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记对智利南部海岸 Gigartinaskottsbergii种群的遗传结构进行了研究。利用 17个 RAPD标

记对周边 2个种群及中部的 4个原始种群总共 113个单倍体个体进行了等位基因的多样

性(He)及等位基因数目多少(A)的研究 。表明过度的采集使得 G.skottsbergii周边种群

的遗传多样性与中部的原始种群相比明显较低 , 且周边种群的遗传分化明显较高(Fst=

0.35 >Fst=0 ～ 0.25)。 Martinez等(2003)用 RAPD标记对智利北部潮间带延伸 600km

的昆布 Lessonianigrescens的遗传恢复进行了研究 , 研究发现 20年前遭受 ElNiño效应后

大面积死亡的 Lessonianigrescens遗传多样性远低于其他地域的遗传多样性的 1 /2。这说

明藻类自然种群的遗传多样性一旦遭到毁灭性的破坏是很难恢复的。 Engelen等(2001)

用 RAPD标记研究了风向 、 海湾等因素对 Curacao岛 (NetherlandsAntilles)潮间带及潮

下带的马尾藻(Sargassumpolyceratium)的遗传多样性及遗传结构的影响 , 结果表明 , 不

同海湾间的种群遗传多样性有差别 , 但种群间并未完全隔离 , Mantel检验表明在岛的两

面因距离远近而引起的遗传分化均显著 , 但处于上风向的一面 , 这种遗传分化尤为

显著。

不少研究者对 RAPD技术局限性提出质疑 。Vanopen等(1996)详细研究并总结了

RAPD标记在生物地理种群分析中的应用 , 作者发现由于技术本身及 RAPD重复性的原

因 , RAPD标记比较适合于大距离范围内的生物种群分析 , 如几百或几千公里 , 当距离

缩短时 , RAPD标记就会表现出较大的分析误差 。Coyer等(1997)对海带目的研究表明 ,

RAPD可以很好区分间隔 16 ～ 250km的群体的遗传变异 , 但无法区分间隔 1 ～ 25 m的群

体的变异。另外 , Faugeron等(2001)利用 17个 RAPD标记对智利中部不同空间范围内

Mazzaellalaminarioides的 288个配子体的遗传分化进行了研究。在 30m的距离内 , 遗传

距离与地理距离没有相关性;而在 5 ～ 60 km的空间范围内 , 可以明显的观察到随着地

理间隔的增大 , 遗传距离也相应的增大 , 这表明基因的流动只发生在临近的种群之间;

间隔 60km的居群之间的遗传分化(Fst>0.25)明显高于间隔距离为 5km的居群之间的

遗传分化(Fst=0.07), 而在更低的距离内遗传分化只有 Fst=0.025。

RAPD标记可用于藻类种间及种内的鉴定。 Ho等(1995)利用 RAPD标记对不同种

的马尾藻(Sargassum)进行了研究 , 表明该技术可用于区分同属不同种的马尾藻 , 也可

作为同种下不同个体的指纹图谱。 Baillie等(2000)利用 RAPD标记对寄生于巨蛤上的

虫黄藻进行了遗传变异的分析 , 分析表明不仅寄生于不同种巨蛤的 , 而且寄生于同种巨

蛤的不同个体的 , 甚至寄生于同种巨蛤的同种个体的虫黄藻均存在着遗传变异 。Muray-

ama等(1998)研究表明 RAPD标记不仅适用于不同种赤潮藻 Chattonella的区分鉴定 ,

而且也同样适用于同种的不同株。Park等(1998)利用 31个随机引物对采自韩国 6个不

同地域的 Hizikiafusiformis的 6个样本进行了遗传变异的研究 , 结果表明这 6个样本的遗

传相似性介于 23%～ 59%之间。Jia等(2000)利用多个 RAPD位点来区分不同的紫菜品

系(Wengetal., 2005)。Wang等(2004)建立了 15种中国海带养殖品系配子体的 RAPD

种质鉴定指纹图谱 , 并将其中 3个 RAPD位点转化为配子体特异的 SCAR标记 。

RAPD标记也可用于藻类的杂种优势的研究中 。Patwary等(1994)首次将 RAPD标

记用于石花菜 Gelidiumvagum的杂种优势研究过程中 , 用 RAPD标记可以确认子一代的

杂种性 。Billot等(1999)将 RAPD标记用于海带的亲本鉴定 , 在一个包含 4个母本的随
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机杂交过程中 , 利用 RAPD标记可以辨认子代的亲本。

遗传图谱的构建是当前分子遗传学研究中的热点 , RAPD标记也在构建高密度的遗

传图谱中起重要作用 。每个 RAPD片段可作为分子图谱的一个位点 , 大量的 RAPD位点

既可以使原有的根据形态性状或 RFLP构建的遗传图谱变得更饱和 , 加大定位基因的密

度 , 也可以单独构建连锁图 。在高等植物中用 RAPD构建的遗传图谱已应用于各种重要

的农作物材料中 , 藻类方面少有报道 , Haring等(1996)首次尝试利用 RAPD标记和一

个 RFLP标记构建了衣藻 Chlamydomonaseugametos的连锁图谱。

除此之外 , Santelices等(1996)对江蓠 G.chilensis孢子混合附生的异质性进行了研

究 , 异质性藻体表现为多态性 , 而单一藻体则表现为单态性 。Meneses等(1999)利用

RAPD技术对 G.chilensis的营养生殖的遗传变异受培养环境条件的影响进行了研究 , 结

果表明 , 遗传变异对培养环境的依赖具体表现为遗传相似度分布的变化 , 当从野外移至

实验室时 , 低遗传相似度的频率降低 , 而中等遗传相似度的频率则升高。

四 、扩增片段长度多态性(AFLP)及其在藻类中的应用

AFLP(amplifiedfragmentlengthpolymorphisms)技术是由荷兰科学家 Zabeau等

(1993)发明的一种新型的 DNA分子标记技术 , 它结合了 RFLP技术的可靠性及 RAPD

技术的高效性 , 并克服了两者的弱点 , 一次 PCR反应可以检测大量的遗传位点 , 被认

为是分子标记技术中多态性最丰富的一种。其遗传多样性的分子机理与 RFLP方法相

似 , 来源于限制性酶切位点的碱基的缺失与替换 , 或像 RAPD那样 , 来源于 PCR引物

结合位点碱基的变化 。

AFLP分析的原理是 , 基因组 DNA经两种常用的限制性内切酶(识别位点为 4碱基

的 MseI和识别位点为 6碱基的 EcoRI)消化后 , 在限制性片段两端连接上人工接头 , 根

据接头序列和限制位点临近区域的碱基序列 , 设计含有随机变化的选择性碱基的 PCR

引物来进行特异性 PCR扩增 , 只有那些跟限制性位点的侧翼序列与引物 3′端选择性碱

基相匹配的片段才能得到扩增 , 扩增的片段主要是两个酶组合后产生的片段 , 经变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离后 , 可通过同位素标记显影 , 银染显示出多态谱带 , 也可将荧光

标记的 AFLP产物在 ABI377自动测序仪上做荧光检测 , 用软件 GeneScan扫描分析后 ,

根据峰值来统计多态性。

AFLP技术的特点在于其原理和 RAPD相似 , 不需要预先知道 DNA序列的信息 , 因

而可用于研究没有任何分子生物学研究基础的物种;还可用于 AFLP分析的限制性内切

酶与选择性碱基组合的数目和种类;所产生的标记数目非常丰富;其多态性远远超过其

他分子标记 , 在变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳可检测到 50 ～ 100条 AFLP扩增产物;模板

用量少 , 而且对模板浓度的变化不敏感 , 由于利用特定引物扩增 , 退火温度高 , 因而假

阳性低 , 可靠性高;AFLP标记多数为共显性表达 , 表现为孟德尔遗传。但 AFLP技术

也受试验步骤多 、流程长 、 需要优化每一步的试验条件等局限性。如模板 DNA的纯化 ,

内切酶的选择与完全消化 、接头的连接效率 、 预扩增的条件与产物的稀释 、 选择性扩增

时引物组合的筛选(选择碱基的数目与组成)、 引物对浓度的比例以及在现实可能条件
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下检测手段的确定等 。此外 , 由于 AFLP技术受专利保护 , 目前用于分析的试剂盒价格

昂贵 、 分析成本高 , 也是该技术的不足之处。

AFLP技术已被广泛用于基因鉴定 、基因作图 、 基因表达和遗传多样性等研究中 ,

是一种比较好的分子标记 。而在藻类中的应用刚刚起步(Kusumoetal., 2000;Donaldson

etal., 2000)。 Donaldson等 (1998)首次将该技术用于皱波角叉菜 (Chondruscrispus

Stackh)的分析 , 从 25对引物组合中筛选出了 6对用来做进一步的研究 , 每个引物对得

到的条带数从 3 ～ 25不等 , 从居群间或居群内鉴定了一批保守或多变标记 , 并且一些标

记对某些个体来说是独特的 , 证明了 AFLP可作为一种遗传标记用于藻类的居群遗传研

究 , 并且发现 AFLP标记在种群内及种群间的多态性太高 , 以至于无法进行分析 。这可

能是由于角叉菜本身的遗传变异过高的缘故 。此外 , 对 AFLP的重复性进行研究后发

现 , 对于同一批次的 DNA, 虽然 AFLP的带型一致 , 但是带的强弱有所不同 , 而对于不

同批次的 DNA, 得不到一致的带谱 , 因此 , DNA模板的质量对于 AFLP分析至关重要

(Donaldsonetal., 2000)。Schaeffer等(2002)曾成功地利用 AFLP标记对同种 Lithophyl-

lummargaritae(Rhodophyta)的两种形态差异较大的种群进行了种群间及种群内的分析 ,

结果表明两种不同生长形态的种群虽属于同一种 , 但其遗传分化较大 , 个体的 AFLP带

谱式样与邻近不同生长形态的个体差异很大 , 而与 250km之外的同一生长形态的个体

却非常接近 。两种不同种群内的遗传相似度分别为 0.75 ～ 0.85和 0.55 ～ 0.67。这表明

两种形态之间的基因流动非常有限 , 这跟其营养体断裂生殖方式有关 , 也有可能这两种

不同形态的种群 , 实为两个不同的种。 Kusumo等(2000)利用 AFLP标记 , 对加拿大及

美国太平洋沿岸的 AlariamarginataPostels和 Ruprecht的种群遗传结构进行了研究 , 在

用 206个 AFLP标记 , 对相隔几分米到 185km的 3个不同区域的 71个样本进行了遗传

相似度的分析后 , 发现遗传相似度明显地随着地理间隔距离的增大而降低 , 当间隔距离

为几个分米时 , 相似度为 76%, 间隔距离增至 15m时为 71%, 而距离为 185km时则为

67%;此外 , 研究者还发现处于没有风浪处的几个区域的遗传相似度要高于位于浪溅处

的区域的相似度值;即使同一区域的遗传相似度在不同季节时也有变化。这可能是由于

不同季节由不同世代的藻体占优势的缘故。Mannschreck等(2002)对 Chara(Chrophyta)

属的 3个种 C.hispida, C.intermedia和 C.tomentosa的 33个样本的种间及种内的遗传变异

进行了 AFLP分析 , 筛选出的 6对引物组合共检测出了 1265个多态性位点 , 其中 99%的

位点是多态性位点 , 种内的 AFLP标记的多态性比率分别为 C.hispida(85.3%), C.inter-

media(83.3%)和 C.tomentosa(91.4%)。这表明种内的遗传变异非常高 , 这也与种内表

现出的形态的多样性相一致 , 聚类分析的结果与以形态为基础的分类相一致。此外 , Wer-

ner等(2001)在衣藻 Clamydomonasreinhardtii中发现了一些与交配型 m+连锁的 AFLP标

记 , 并将其中几个成功地转化为 STS(sequencetaggedsite)标记。

五 、微卫星标记(Microsatellite)及其在藻类中的应用

在真核生物基因组内存在着大量的重复序列 , 微卫星 DNA(microsatelliteDNA)是

其中的一种 , 又称为 SSR(simplesequencerepeat), 其重复单位一般由 1 ～ 6个碱基组
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成 , 重复次数在 10 ～ 60之间 , 长度一般为几十个碱基数 。由于这些序列广泛存在于基

因组中 , 且串联重复的数目是可变的而呈现出高度多态性 , 因而可作为比较理想的分子

标记 , 称为微卫星标记。

微卫星标记常用 PCR方法检测 。虽然微卫星 DNA分布于整个基因组的不同位置

上 , 但其两端的序列多是相对保守的单拷贝序列。根据此序列设计一对特异性引物 , 利

用 PCR技术 , 扩增每个位点的微卫星 DNA序列 , 通过电泳分析 , 即可显示不同基因型

个体的微卫星的多态性。这种多态性来源于微卫星 DNA在基因组的不同位置上的重复

次数的不同及重复程度的不完全。

微卫星标记与其他标记技术相比 , 重复性好 , 稳定可靠 , 具有许多优点 , 如检测出

多态性的频率极高 , 而 RFLP技术在某一位点处仅能发现 2 ～ 3个等位变异 , 但微卫星

标记可找到多达 29个等位变异;微卫星标记为共显性标记 , 可鉴别出杂合子和纯合子;

对模板 DNA的质与量要求不苛刻等。其缺陷在于 , 微卫星标记必须依赖测序设计引物 ,

开发成本高 。但目前许多物种已有现成的 、 商品化的 SSR引物 , 对于一般实验室而言 ,

只需利用现成的 SSR引物进行 PCR扩增 , 即可分析 DNA的多态性 。目前 SSR标记已广

泛应用于遗传作图和种质鉴定等。

Zietkiewicz等(1994)在 SSR标记的基础上又开发成功了一种新的分子标记 ISSR(In-

ter-simplesequencerepeatpolymorphicDNA), 其具体做法是用结合于两个相邻 SSR区域

内的引物去扩增它们中间的单拷贝序列 , 然后通过电泳检测其扩增产物的多态性。其引

物由 1 ～ 4个碱基组成的串联重复和几个非重复的锚定碱基组成随机引物 , 从而保证了

引物与基因组 DNA中的 SSR的 5′和 3′末端结合 , 通过 PCR反应扩增微卫星之间的 DNA

片段。同 SSR标记相比 , ISSR不需要预先知道基因组的序列信息 , 因而大大节约了实

验的前期准备工作 , 因而在其创立时间不久 , 即得到广泛应用。

微卫星标记目前在藻类中的应用还比较少 , 其应用的前提是必须开发重复序列两翼

的特异性引物 (Billotetal., 2003;Coyeretal., 2003;Vanetal., 2000, 2003;Engelet

al., 2004)。Billot等(1998)从 Laminaria.digitata(Phaeophyta)孢子体基因组中分离和

鉴定了 10个微卫星标记 。研究者从构建的两个部分基因文库中 , 通过探针杂交 , 从 216

个阳性克隆中筛选出 48个含有序列长度超过 20bp的微卫星序列 , 设计引物在 50个孢

子体中验证后 , 发现只有 10个标记有多态性 , 最多的一个微卫星标记在一个位点处有

17个等位基因 。而 Luo等(1999)对江蓠 G.gracilis进行 SSR分析得到了 9个多态性微卫

星位点 。

尽管微卫星标记在藻类中的开发刚刚起步 , Wattier等(1997)用分离到的 4个微卫

星标记对世界范围内的江蓠 G.gracilis进行了分析 , 发现 Gv1AAG和 Gv1AAC位点没有

等位基因变异 , 而另两个微卫星探针 Gv1CT和 Gv2CT在种群内显示出高度的多样性 ,

93%的种群个体有独特的基因型 , 因此该探针为江蓠科中不同物种的识别提供了有用的

遗传标记。

Vis(1999)用 ISSR技术对采自美国宾夕法尼亚州的 Powdermill河流的一种红藻串珠

藻 Batrachospermumboryanum进行了种群内的遗传多样性分析 , 5条引物在 15个配子体

中产生了 57条不同的带 , 每一个配子体的综合带型都不完全相同 , 个体之间的相似百
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分比在 41% ～ 82%。因此 ISSR标记似乎在区分居群间的单个配子体时是有用的 。构建

的邻接树(NJ-tree)并没有表现出一种基于位置的从上游到下游的居群结构的分布 , 而

是采自最上游位点的个体与最下游个体的关系最近 , 这些都说明了基因的高度流动或是

分散。 Hall等(2002)也采用 ISSR标记对美国东北部 9个州的 9条河流其中俄亥俄州一

条河流的上 、中 、下游总共 11个区段的 B.helminthosum(Batrachospermales, Rhodophy-

ta)进行了种群的遗传变异分析 , 每个区段平均包含 15个样本 。对所有个体的比对分

析表明在 9条河流中有显著的遗传分化(P<0.05), 但是种群的遗传变异与地理间隔没

有相关性。对俄亥俄州一条河流上 、 中 、 下游 B.helminthosum的遗传分析表明 , 三者

之间的遗传变异(21%)远低于它们之内的遗传变异(79%)。Wang等(2005, 2006)利

用 ISSR检测技术检测了中国养殖海带和裙带菜配子体的遗传多样性 , 表明养殖海带 、

裙带菜各品系经过长时间的人工选择之后其遗传组成发生了不同程度的变异。

六 、单核苷酸多态性(SNP)及其在藻类中的应用

由单核苷酸差异引起的遗传多态性特征的 DNA区域 , 可以作为一种 DNA标记 , 即

新发展起来的 SNP(Singlenucleotidepolymorphism)标记。 SNP在大多数基因组中存在较

高的频率 , 在人类基因组中平均每 1300碱基对就有一个 SNP存在。理论上 , 在每个

SNP位点可以存在 4个等位基因 , 如 A, G, T, C。但实际上大多数 SNP位点只有两个等

位基因 , 即(A/T, 或 G/C), 所以 SNP的最大的杂合度为 50%。尽管单一的 SNP所提

供的信息量远小于现在常用的遗传标记 , 但是由于 SNP数量丰富 , 可以进行自动化检

测 , 同时 , SNP标记是一种共显性标记 , 因此 , SNP有广泛的应用前景。

鉴定 SNP标记的主要途径有单链构象多态性分析(SSCP)、 异源双链分析和 DNA测

序 。DNA测序是鉴定 SNP最常用 、 最精确的方法。其中随机鸟枪法测序 、使用 PCR方

法的扩增子的测序以及 EST的比较分析是最常用的方法。大规模的 SNP鉴定则要借助

于 DNA芯片技术 。尽管 SNP标记已成为人类遗传研究的有力工具 , 但迄今为止 , SNP

在植物遗传与育种中应用的研究报道不多 , 其主要原因是通过大规模测序去寻找基因组

中 SNP标记的成本太高所至。

SNP在藻类中的应用迄今为止 , 只见有两例相关的报道 。 Zuccarello等(1999)运用

SSCP方法对 Bostrychiamontagne质粒的变异和亲本遗传进行了分析。通过 SSCP检测质

粒编码的 rbc酶大 、小亚基的间隔区的 DNA序列的变异 , 发现 B.montagne质粒中的 3

种变异模式 , 揭示了不同品系间杂交的物质基础 , 这说明 SSCP是一种快速检测红藻种

群中质粒变异的方法 。

Batley等(2003)利用 SnuPE(Singlenucleotideprimerextension)对 500个 Nodularia

(Cyanobacteria)丝状体在 3个基因 rDNA的 ITS、藻胆体蛋白的基因间隔区(PC-IGS)及

编码气囊主要结构蛋白的基因(gupA)处的 SNP进行了检测 , 研究表明 97%的个体在 3

个基因区域的 SNP表现为同一基因型 , 2.4%的个体在两个区域处表现为同一基因型 ,

剩余的 0.4%没有产物。该研究表明 , 该方法适用于含有大量个体的群体遗传学研究。
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七 、展　　望

人类基因组测序的成功 , 将生物学研究带入了 “组 ” 学时代(基因组学 、 蛋白组

学 、转录组学 、 代谢组学等)。基因组作为多态性最高的 “标记” 已被广泛用于生物学

研究的各个领域 。在藻类中 , 除了几种单细胞蓝藻和一种硅藻(Thalassiosirapseudonana)

的基因组全序列得到阐明以外 , 大型海藻的基因组测序正处于酝酿当中 。不过 , 许多藻

类的叶绿体和线粒体的基因组序列已经测序成功 。我们相信新型的 “标记 ” 会在藻类

的进化及遗传的研究中起重要作用 。尽管如此 , 各种 DNA分子标记仍将在藻类及遗传

的各研究领域中发挥重要的作用 , 采用哪种分子标记进行研究 , 这主要取决于研究的目

的 , 以及对各种分子标记方法的特点有清楚的认识 , 尤其对于处于 “组” 学研究前夜

的藻类 , 更是如此。
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ABSTRACT

Thedevelopmentofgeneticshasenteredintonewgeneticmarkersapplicationysagewhich

developedoneaftertheotherfromMendelianmorphologicalmarker, cytogeneticsmarker, alloz-

ymemarkertoDNAmarkersinalgalresearch.Basedonmorphologicalfeaturessuchasthecol-

oursandseedsizesofpea, Mendeldiscoveredthefamousgeneticlaws.Thecytogeneticsmark-

ersincludedchromosomemorphology, numberandstructure, whichcanbeusedforgenelocali-

zation.Allozymesareallelicvariantsofproteinsproducedbyasinglegenelocus, andareofin-

terestasmarkersbecauseoftheexistingpolymorphism.Sincethe1970s, ithasbeenused

widespreadforpopulationgeneticsandotherfieldsinbiology.Sincethelastdecadeofthe20
th

century, variousDNAmarkertechniqueshavebeeninvented, suchasRFLP, RAPD, AFLP,

SSRandSNP.WithDNAmarkers, itisconvenientlyandeasilytoobserveandexploitgenetic

variationintheentiregenome.However, theapplicationofmolecularmarkersisstillinitspri-

marylevel.Heretheprinciplesandcharactersofkindsofmolecularmarkerswerereviewedin-

cludingtheirapplicationsinalgaeresearch, respectively.


