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伴随着遗传学的发展
,

遗传标记经历了形态学

标记
、

细胞学标记
、

生化标记和 分子标记

个阶段
。

分子标记诞生于 世纪 年代中期
,

与其他遗传标记相比
,

它具有如下优点 直接

以 的形式表现
,

在生物各个组织
、

各个发育

阶段都可以检测到
,

不受季节
、

环境限制 数

量极多
,

遍及整个基因组 多态性高
,

自然存

在许多等位变异 表现 “ 中性
” ,

既不影响 目

标性状的表达
,

与不良胜状也没有必然的连锁

许多分子标记表现共显性
,

能够鉴别纯合基因型与

杂合基因型
,

提供完整遗传信息
。

由于 分子

标记所表现出的极大优越性
,

现已被广泛应用于植

物分子生物学研究和作物遗传育种研究
,

如遗传图

谱构建
、

遗传多样性分析
、

系统进化及分类学
、

遗

传育种和种质鉴定以及基因定位等各个方面卜“
。

分子标记在海藻研究中的应用还刚刚开始
,

迄今海

藻的分子标记研究主要集中在紫菜中
,

而且主要还

是用似
一 ’“和 标记 ‘’

一‘ ,

近年来陆续有

对紫菜进行 ’“
,

‘刀和 ‘
,

’”分析的报道
。

作者

对分子标记在紫菜属遗传多样性分析
、

系统分类研

究
、

指纹图谱绘制和种质鉴定等各个方面的应用进

行综述
,

提出分子标记技术在紫菜遗传学研究
,

种

质资源分析和优良品种选育等方面广阔的应用前景
。

可以反映生物的个体和群体特征
。

自从 年

等创立限制性片段长度多态性技术以

来
,

已有几十种名称各异的分子标记技术相继问

世
。

它们分别是基于 分子杂交技术
、

扩

增技术和 序列信息技术的分子标记技术
。

基于 分子杂交技术的分子标记
限制性片段长度多态性

印
,

是应用最早的第一代

分子标记技术
。

年 等 首先提出利用

盯 作为标记构建遗传图谱
,

用限制性内切酶处

理样品 时
,

会产生大量的大小不同的酶切片段
,

这些长度不 同的片段通过凝胶电泳形成不同的条

带
,

当片段数量较多时
,

电泳条带难以分开
,

会连

成一片
。

故需通过与克隆的 探针进行

杂交和放射 自显影
,

从而判断 序列的多态性
。

标记是 分子水平上变异的反映
,

既可以

是内切酶识别序列的改变
,

也可能涉及部分片段的

缺失
、

插入
、

易位
、

倒位等
。

其缺点为 克隆能表

现基因组 多态性的探针较为困难
、

实验操作

较繁琐
、

检测周期长
、

费用高等
。

分子标记研究概述

分子标记是以生物 的多态性为基础

的遗传标记
,

它能够稳定遗传
、

且遗传方式简单
、
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基于 技术的分子标记
以非重复顺序为基础的标记

随机扩增多态性
,

由 ‘和 两个研究小组

创立
,

以 为基础
,

无需知道 目标 序列
,

利用人工合成的短核普酸 作为引物
,

对所研

究的基因组 进行单引物双向扩增
,

扩增产物

用琼脂糖凝胶电泳分离
,

经澳化乙锭 染色来检

测扩增产物 片段的多态性
。

由于不同品种

序列之间
、

引物结合点以及两结合点之间都存

在差异而产生 片段多态性
。

标记以其

简单
、

快速
、

不涉及同位素的使用等优点而被广泛

使用
。

但 标记同时又具有稳定性差
、

重复和

可靠性不高而影响到其应用
。

扩增性片段长度多态性
,

是 年由 发明继而由

等曰 】发展起来的一种检测 多态性的技术
,

基

本原理是用两种限制性内切酶对基因组 进行

酶切
,

然后再将特定的接头连接在酶切片段的两

端
,

形成一个带接头的特异性片段
,

以此为模板
,

以接头序列和 限制性内切酶的切点序列为基础设

计引物
,

进行 扩增
,

扩增产物通过变性聚丙烯

酞 胺 凝 胶 电 泳 仃
,

分离检测 ,
· 。

结合

了 和 的优点
,

具有多态性丰富
、

结果

稳定可靠
、

重复性好
、

所需 量少
、

不需要

杂交
、

且可以在不需预先知道基因序列的

情况下进行研究等特点
,

非常适合于品种指纹图谱

的绘制
、

遗传连锁图谱的构建
、

遗传多样性分析
、

系统进化及分类学研究
。

序列特异扩增区域
,

标记是在 技术的基础上发展起来

的
,

为了提高 分析的稳定性
,

在对基因组

作 分析后
,

对 目标 片段进行克

隆并对其末端测序
,

根据片段两端序列设计特定引

物
。

对基因组 片段再进行 特异扩增
,

这样

就把与原 片段相对应的单一位点鉴别出来 】
。

标记为共显性遗传
,

具有高度重现性
,

应用

于基因定位和作图等
。

以重复顺序为基础的标记

微卫星 一 也称为简单重复

序列
, ,

是指基因组中

由凡个核昔酸 一 个 为重复单位组成的长达几十

个核普酸的重复序列
,

分布于整个基因组的不同位

置上
,

由于重复次数的不同和重复程度的不完全造

成了每个位点的多态性
。

可以利用某个微卫星

两端的保守序列设计一对特异引物
,

扩增这个位点

的微卫星 序列
,

经聚丙烯酞胺凝胶电泳即可

显示不同基因型个体在这个 位点上的多态性
,

这种由保守序列确定的 可以检测出复等位基

因的差异
,

常表现为共显性
。

与 和 相

比
,

标记具有数量多
,

覆盖范围广
,

多态性高
,

重复性好
,

以孟德尔式遗传
,

呈共显性
,

对

质量要求不高
,

用量少等诸多优点
,

深受青睐
。

标记的缺点在于 引物具有种属特异性
,

在对一

个物种第一次进行 分析时
,

必须首先要进行

引物的开发
,

较费时耗力 ‘
。

虽然现在认为

引物可在近缘物种间进行转移应用
,

但能否转移以及

转移的成功率在不同的物种间表现较大的差异 ,
。

基于 技术的分子标记技术由于具有操作

简单
、

方便的特点而得到了广泛应用
。

并由此衍生

出一系列的分子标记技术
。

如 测序的标记位点
, ,

扩增产物指纹分析

行 印
, ,

简单重复

间序列
一 , 。

还有

近 年 来 发 展 起 来 的 相 关 序 列 扩 增 多 态 性
一 , ,

靶 位 区 域 扩 增 多 态 性 几笔
,

以及限制性位点扩增多态性
,

等等
。

基于 序列信息的分子标记
单核普酸多态性

,

标记是指基因组水平上单个核普酸变

异 转换或颠换 引起的 序列多态性
。

砷 一般
只有 个等位基因和 种基因型

,

又称为双等位基

因标记
,

包括存在于基 因编码 区的功 能性突变

及随机分布于基因组的

大量单碱基变异
。

众所周知
,

可分为同义

, ,



和 非 司 义
,

前者是碱基改变导致的基因编

码序列改变
,

并不影响所翻译蛋白质的氨基酸序

列 后者是碱基序列的改变使蛋白质氨基酸序列发

生改变
,

从而影响蛋白质的功能
,

这种变异常是导

致生物性状改变的直接原因
。

表达序列标签 即
,

标记技术是一种相对简便和快速鉴定大批基因表

达的技术
。

一个基因表达次数越多
,

能够检测到的

相应 越多
,

因此近年来有学者提出 作为分

子标记
,

可以了解基因表达情况和丰度
。

每种分子标记各有其优缺点
,

没有一种分子标

记能够取得全面的
、

理想的效果
。

因此
,

针对需要

解决的问题选择合适的分子标记技术意义十分重

大
,

对研究结果的产生
、

分析和应用有着决定性的

影响
。

以下就分子标记技术在紫菜属系统分类
、

遗

传多样性分析
、

指纹图谱绘制以及种质鉴定等各个

方面的应用进行综述
,

同时对分子标记在紫菜遗传

学研究和优 良品种选育方面的应用进行展望
。

分子标记在紫菜属中的应用

现状

遗传多样性分析
分子标记既能检测种间的遗传多样性

,

也可以

对种内的遗传多样性进行比较
。

研究表明 在 自然

界中紫菜存在丰富的遗传多样性
,

这种多样性不一

定表现为形态上的多样性
。

因此利用分子标记来

研究紫菜属的遗传多样性得到了广泛的应用
。

用 双 标记研究了北大西洋西部

海区和临近墨西哥湾海区的 种紫菜的遗传多样

性
。

川对条斑紫菜的 个品系进行了

分析
,

表明这些品系的遗传背景的多样性程度很

高
。

这说明利用分子标记可以检测紫菜种间乃至种

内的遗传变异
。

梅俊学等 用 标记对 个条

斑紫菜栽培品系的分析表明 这 个栽培品系间存

在较大的遗传差异
,

而且在单抱子形成能力上差异

较大者
,

其遗传距离也较远
。

这表明某些标记片段

与一定的表型相关
,

通过进一步的分子杂交或许能

够找到与该性状直接相关的标记
。

杨锐等 ’
,

‘ 利用

技术对不同条斑紫菜和坛紫菜品系进行了研

究
,

多态位点的比例高达 以上
,

而且各品系间的

遗传距离与其地理间距呈正相关关系
。

目前
,

多数研

究报道地理环境对紫菜的遗传变异影响较大【‘
,

‘ 。

崔灵英等
、

袁昭岚等汇‘”对不同紫菜品系的

分析也得到了较高的多态性位点
。

这些研究结果表

明利用分子标记技术可以有效地检测紫菜本身存

在的丰富的遗传变异
,

同时还可以追溯表型变异与

遗传变异之间的关系
。

表型变异反映的是表现型的

变异性
,

而分子标记直接反映 水平的变异
,

两者不一定完全一致
,

任何一种标记都不可能很全

面地反映生物所包含的全部变异
,

在实际应用中应

该两个方面结合使用
。

亲缘关系和系统分类研究
亲缘关系和系统分类研究是紫菜种质资源研

究的重要内容之一
。

传统的分类法依据物种的外部

形态和形态解剖特征进行分类
。

紫菜在自然界中的

变异程度较高
,

有的物种外部形态特征比较明显易

于鉴别
,

而很多紫菜则难以从外形或形态解剖上将

其分类
。

这时利用分子标记进行亲缘关系分析和系

统分类研究就成为十分迫切的问题
。

对于一些表型相似不易区分的品种 系
,

利

用分子标记丰富的遗传变异可以将其很容易地区

分开
。

如 等 ’对儿 , 成 的

进行 研究
,

揭示了东北太平洋沼泽地带这一

新种可 能源 于北大西 洋 的紫菜 尸
。

对大西洋西北部的紫菜样本进行 盯
分 析

,

将 亲缘 关 系 非 常接 近 的 种 紫菜 尸

和 夕 、加以区分
。

等 ’“根据

条斑紫菜 尸 彻 的 序列设计引物
,

对 个紫菜材料进行了 分析
,

将这些紫菜系

分成为 大类
,

结果与传统分类结果基本一致
。

有

时根据分子标记聚类所产生的进化树与传统分类

法不一定完全一致
。

如 等田 同时运用形态分

类方法和 技术对 种可能属于甘紫菜尸

但尚未确定的野生个体进行鉴定分类
,

两种结果表

明该野生个体属于甘紫菜
。

但基于 序列的
一

郡 分析结果则表明该个体与条斑紫菜具有
更近的遗传距离

。

这表明紫菜系统分类仅依靠外部

形态特征或者仅靠分子标记都是不全面的
,

将形态

与 分析两种手段相结合则可以较好地解决以

上问题
。
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种质鉴定
随着紫菜栽培规模的逐年扩大

,

中国紫菜面临

栽培品种退化和病害频发的局面
。

因此在紫菜品系

选育以及栽培过程中
,

优 良品系的遗传分析和鉴定

尤为重要
。

传统的分类方法不能满足生产的需要
,

利用分子标记构建 指纹图谱
,

进行种质鉴定

在近年得到较为广泛的应用
。

指纹图谱的绘制

等 利用 标记对紫菜 个种的 个

无性系进行了遗传多样性检测
,

建立了这些紫菜系

的 指纹图谱
。

等 “用 分析构建了

个种 个紫菜品系的指纹图谱
。

刘必谦等 用从

条斑紫菜 数据库中筛选合成的微卫星引物对

个坛紫菜 尸 、 丝状体品系进行 分析
,

构建了这些紫菜品系的 指纹图谱
。

在这些够

建的 指纹图谱中
,

每个品系都有其独一无二

的指纹模式
,

彼此很容易与其他品系区分开来
。

指

纹图谱的绘制有助于紫菜品系的鉴定
,

划分以及种

质保存
,

弥补了根据形态进行鉴定的诸多不足
,

使

种质鉴定变得更加准确可靠
。

标记的开发

利用 分子标记中某一个品系的特异性标

记可以对该品系进行鉴定
。

如石金锋等 用

标记找到了 个紫菜无性系中的 个特异的

分子标记
,

这些标记分别来 自 个不 司的无性系
,

利用这些标记可以有效地对这 个无性系进行特异

性鉴定
。

这 个特异标记中的两个被转化为两个品

种的特异 标
一

记
。

利用这些 标
一

记
,

通

过一个简单的 反应即可实现对某一物种的准

确鉴定
。

等
,

柳波等 也用类似的方法对

不同的紫菜系进行了 分析
,

并获得了某些特

异品系的 标记
。

这些特异的 标记可以

作为这些紫菜品系种质鉴定
、

优良品系选育和产权

保护的分子标记
。

标记的开发
,

为特异品种

系 的准确快速鉴定提供了更为便捷的途径
。

紫菜种质鉴定 为 ,
,

计算机应用软件的开发

贾建航等 】率先根据 分析结果开发了
一

匆
,

辅助进行紫菜无性系的鉴定
。

等 】

根据紫菜 的分析结果开发了
一

应用

软件
。

具体是指将已构建好的指纹图谱中的条带按

出现与否用
“ ”
和 “

”

记录
,

转化为双元数字表

示的计
一

算机语台
‘

形式
,

输入计算机
。

在实际应用时
,

通常先对一批待鉴定材料进行相应分子标记分析

获得其 指纹
,

然后将每个样品的双元数字模

式的 指纹输入计算机
,

计算机会显示这个样

品属于 已构建图谱中已知品系中的某一个
,

如果这

一样品不属于这些品系
,

计算机则显示这是一个新

材料
,

并给出该样品与每个己知品系的相似系数
。

将该品系的指纹模式添加到该软件中就增加了该

品系的计算机指纹
。

如果在以后的鉴定中继续发现

其他的新品系
,

可以继续添加
,

使该软件所能检测

的紫菜品系数 目逐渐增加
。

如果新的品系用原构建

指纹图谱的条带不能再将其区分
,

则需要增加条带

数 如果这些引物没有可以增加的特异性条带
,

则

需要增加其他引物所扩增的条带
,

重新构建能涵盖

更多紫菜系的 指纹图谱
。

利用该软件还可以

对紫菜品系进行纯度鉴定
。

如 取某一品系的

个单株进行指纹分析
,

然后将其输入计算机
,

如果

个单株指纹与标准指纹一致
,

则纯度为

如果有一株不一致
,

则纯度为
。

软件的开

发应用
,

使紫菜品种鉴定变得更加简单化和 自动

化
。

分子标记在紫菜属遗传学研

究中的应用前景

分子标记技术由于其独特的优点
,

已被

应用于紫菜及大型海藻研究的各个方面
,

但是目前

多集中于遗传多样性分析
、

亲缘关系分析
、

系统分

类研究
、

指纹图谱绘制和品种鉴定等方面
。

关于紫

菜连锁图谱的构建以及重要经济性状相关分子标

记至今尚未见报道
。

这是由于紫菜的细胞遗传学基

础比较薄弱
,

染色体较小
,

不同品种的染色体数目

存在差异且染色体数 目还不确定
,

生殖方式多样
,

减数分裂的具体问题还未得到澄清
,

加之紫菜生活

史的复杂性
, ,

所有这些都阻碍了 分子标

记乃至分子生物学在紫菜以及大型海藻方面的发

展和应用
。

因此
,

充分利用分子标记及其他分子生

物学技术来动态检测紫菜细胞的生长
、

分裂
、

分化

直至衰老死亡的过程
,

从而不断完善人们对紫菜细

胞周期的认识
,

完善其生活史
,

为人们研究
、

利用

、
,



紫菜资源奠定细胞学基础
。

比如
,

目前紫菜生活史

存在的一个争论是壳抱子减数分裂发生的时期
,

其

结果为子代叶状体是否为嵌合体
。

应用 标记的

特异性单一位点特征
,

追踪杂合丝状体的同源位点

在子代叶状体中的分布
,

从而可间接确定壳抱子减

数分裂发生时期【’
。

同时利用 的共显性特点
,

可以确定叶状体是纯合体还是嵌合体
,

确定二倍体

丝状体是否为纯合体
,

为纯系紫菜品系的鉴定提供

分子生物学鉴定方法
。

相信随着这些新技术和新方

法的应用
,

关于紫菜减数分裂的细胞形态学观察
、

色素突变体和性别决定的遗传分析所存在的不同

认识
,

将会在个体
、

细胞
、

超微结构和分子水平研

究的基础上统一起来
。

紫菜及大型经济海藻的遗传育种还处于初级

阶段
,

目前在大规模栽培中主要依赖于 自然种群
,

中国的紫菜栽培业也面临种质资源匿乏
,

遗传多样

性丧失等诸多挑战 ,
“‘】

。

因此
,

从基因水平上认识

紫菜的遗传结构
,

构建紫菜完备的遗传图谱
,

发掘

遗传资源
,

对于丰富紫菜遗传育种理论
,

实现高技

术在紫菜育种实践中的应用具有重要的价值
。

如在

中国特有的重要栽培海藻类如坛紫菜等
,

绘制出与

重要经济性状如生长速度
、

高蛋白
、

抗病性等相连

锁的遗传图谱
,

对于品种选育具有重要的意义
。

利

用高信息量的 分子标记
,

构建高密度的紫菜

分子连锁图
,

标记控制紫菜重要经济性状的基因

通过定位克隆技术克隆这些基因 通过遗传转化和

分子标记辅助选择
一 ,

对紫菜进行遗传改良
。

这一系列分子生物学技术的

快速发展和应用
,

为紫菜遗传学研究和遗传育种展

示了美好的前景
。
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