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分子生物学技术在生物海洋学研究中的应用

ΠΕΡΣΠΕΧΤΙς Ε ΟΦ ΜΟΛΕΧΥΛΑΡ ΒΙΟΛΟΓΙΧΑΛ ΤΕΧΗ2
ΝΙΘΥΕΣ ΑΠΠΛΙΕ∆ ΙΝ ΒΙΟΛΟΓΙΧΑΛ ΟΧΕΑΝΟΓ Ρ ΑΠΗΨ

梁 俊 李道季 张 经

华东师范大学河口海岸国家重点实验室 上海

国家重点基础研究规划项目第 号 教育部

骨干教师计划项目 ∀

第一作者 梁俊 出生于 年 硕士研究生 目前在研课

题项目 中国沿海鳗鲡遗传结构的研究 ∀通信地址 华东师

范大学河口海岸国家重点实验室 上海 ∞2 ∏2

∏

收稿日期 2 2 修回日期 2 2

本世纪 年代 由于限制性内切酶的发现 !⁄

重组技术的建立 !⁄ 序列快速测定方法的发明 分

子生物学及其技术以迅猛的速度发展 ∀ 年代 °≤

技术的产生和发展 加速了分子生物学技术在生物学

各研究领域的广泛应用 ∀分子生物学技术应用于海洋

生物学及生物海洋学研究始于 年代中期 近年来

此技术在国外发展十分迅速 ∀我国学者在此领域的研

究尚处在起步阶段 本文将就国际上相关的研究及发

展做一些简要的讨论 ∀

分子生物学技术在生物地球化学循

环研究中的应用

关于海洋生物固氮

固氮作用是固氮微生物将不太活泼的氮分子转

变为生物体所能够利用的氨的过程 这一环节一直被

认为是整个氮循环中的主要瓶颈 ∀在海洋中生物的固

氮作用显得尤为重要 因为固氮效率的高低会直接影

响到整个自然界的氮循环及其平衡 ∀目前我们对于海

洋中生物体 主要是一些微型藻类 如 蓝细菌 !绿细

菌等 固氮作用的研究还只局限于测定不同生物体的

固氮效率 以及运用传统的比较学及形态学方法来研

究影响固氮作用的化学因子 ∀但是除了影响固氮作用

的化学因子之外 这些固氮生物体自身的生长还依赖

于其它一些必需的化学因子 ∀这些因子有可能成为限

制因素 并对固氮效率的测定起到干扰作用 ∀传统的

方法比较复杂而且精度差 难以排除干扰因子的影

响 ∀这样 一种新的更精确的研究方法也就因运而生

了 ∀

科学家们发现大多数海洋固氮生物中 如 古细

菌 !绿细菌 !蓝细菌等 都具有固氮酶的结构基因 νιφ

Η∆Κ或 νιφ Η∆ΓΚ ∀这样我们就可以利用 ⁄ 探针来

探测 νιφ基因或 νιφ基因产物的存在 进而确定固氮

生物体的存在 ∀

这项技术的理论依据在于 尽管大多数的海洋固

氮生物在进化过程中沿着不同的进化路线 在遗传上

及形态上发生了变异 但是它们编码各自固氮酶的基

因却是高度保守的 ∀也就是说 即使是遗传距离相当

大的两个固氮微生物 它们固氮酶的 ⁄ 线性顺序

仍是一致的 固氮酶的氨基酸顺序也是相同的 ∀正因

为有了上述理论 我们就可以利用同位素或荧光标记

的 ⁄ 探针来探测生物体内固氮酶或固氮还原酶的

存在及活性 并进一步检测其固氮效率 ∀这种新技术

的出现为我们提供了一个绝好的工具来研究固氮微

生物的分布及固氮酶基因在转录 !转译过程中的限制

因素 ∀

此外 等人还利用 °≤ 技术扩增出了不同固

氮生物体内的 νιφ Η基因 , 最近又扩增出了 νιφ ∆

基因 ≈ ∀他们将扩增后的 ⁄ 片断克隆并测序 然后

比较与未知的固氮微生物 ⁄ 顺序上的细微差别并

在此基础上绘制出它们之间的种系发生关系 ∀这种方

法用于探测未知的固氮生物体并确定它们的遗传学

关系要比传统的形态学 !比较学方法精确得多 ∀
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关于海洋中碳循环的研究 ) ) ) 海洋微

生物生物量的估算

海洋是一个高度复杂的生态系统 要研究这样一

个复杂的系统 必须抓住海洋生态系统的两个基本属

性 ∞活性生物体的生物量 ƒ 生物体的代谢活

性 ≈ ∀这是因为生物量是活性生物体存在的基石 而

生物体的代谢过程是生物地球化学循环的驱动力

量 ∀在海洋中微生物无论是从种类上还是数量上都在

系统中占支配地位 ∀而作为海洋中能流和物流的驱动

力量 微生物的生长 !发育及代谢过程可以通过微生

物生物量的变化观察到 ∀因此 海洋中微生物生物量

的估算就成了研究海洋生态系统能流 !碳循环及微生

物新陈代谢的重要手段 ∀

用于估算微生物生物量的新方法不断涌现 估测

的精度及专一性也不断提高 分子生物学技术也开始

应用于这一领域 ∀比如 运用 ×°!叶绿素 !磷

酸化的磷脂细胞膜 ° 2° !磷脂酸膜 ° ƒ !麦角脂

醇 ∞ !脂多糖 °≥ !胞壁酸 !⁄ 等作

为分子生物标志物来估测海洋中微生物的生物

量 ≈ ∀利用 ⁄ 作为分子生物标志物估算微生物生

物量的方法 其依据在于所有的活性生物体体内都含

有 ⁄ 而且在生物体内 ≤ ⁄ 的比率是恒定的 ∀这

样我们就可以先用过滤器收集颗粒状的 ⁄ 然后利

用电量计来分析 ⁄ 在生物体内的含量 ∀但是 这种

方法也有其局限性 ∀首先 它是一种非专一性的生物

量估测方法 因为 ⁄ 在细菌 !古细菌及真核生物中

都有分布 其次 许多可溶性的以及无活性的 ⁄ 颗

粒遍布整个海洋中 这样对测定结果的精度将产生影

响 ∀

国外科学家已经将上述方法用于研究微生物的

生长代谢过程 ∀他们首先利用同位素标记的方法将含

有≈ × 或≈ 的嘧啶碱加入异养细菌的培养基

中培养 以便含标记物的嘧啶碱参与微生物整个的

⁄ 合成过程 ∀然后 利用上面提到的方法通过样品

中放射性活度的测定来计算生物体内 ⁄ 的含量及

⁄ 的比率 ∀这种改进提高了测量精度 可以更

精确地估算微生物的生长代谢情况 ∀为了将细胞中的

⁄ 与岩屑中的 ⁄ 相区别 • 和 在 年

提出了一种方法 由于腺嘌呤 是大多数生物体必

需的一种核酸 因此他们就用 ≈ 标记了一定量的

并加入样品中示踪 然后比较全部微生物样品中的

放射性强度和细胞内 °的放射性强度 ∀如果颗粒

状 ⁄ 全部是活性生物体内的 那么在单位时间内

前者的放射性强度与后者的放射性强度之比应为

Β 如果不是 Β 的关系那就可以通过放射性强

度的差异来确定不进行复制的 ⁄ 无活性 ⁄ 的

量 ∀这样一来就很好地解决了上述的干扰现象 ∀

总之 运用 ⁄ 与生物量的关系来确定海洋中

微生物的生物量仍然是一种不太完善但又充满吸引

力的方法 目前有关学者也正在努力完善这一方法并

设法使其真正成为实用的工具 ∀

分子生物学方法在海洋生物系统发

育学研究中的应用

系统发育学是研究生物遗传学关系及其进化史

的科学 ∀生命起源于海洋 因此海洋中的生物进化及

遗传关系自然成了科学研究的热点问题 ∀国外科学家

很早就将分子生物学方法应用于海洋系统发育学的

研究 并在此基础上形成了一门新兴学科 ) ) ) 分子系

统发育学 ∀分子系统发育学是通过研究生物大分子的

基本结构来重新认识生物大分子的进化史 ∀他们通过

比较携带遗传信息的生物大分子的线性序列 经分析

后给出不同物种之间的进化关系 ∀这种方法的理论依

据在于 生物体进化过程中 生物体内的任何突变都

会造成生物体细胞内核苷酸顺序的变化而被生物体

本身记录下来 而且这种随机发生突变的累积频率在

一个较长时间尺度上是恒定的 我们就能以核苷酸顺

序的变化来推断生物体之间的遗传关系及生物进化

史 ∀

分子系统发育学得以迅速应用于海洋生物学各

领域的主要原因在于 它为我们提供了一种直接的方

法来探测和区别不同时空范围内的生物 ∀过去我们一

般用人工培养的方法来分离海洋中的微生物 并借助

于比较学和形态学方法来区分这些生物体 ∀但是海洋

中生物的多样性比陆地生态系统丰富得多 在如此复

杂的海洋生物集合体中 仅通过这些非定量的方法来

研究海洋生物的遗传和进化显然很难有所突破 ∀相比

之下基于分子生物学技术的 ⁄ 序列比较分析使得

上述研究深入到了遗传 !进化现象的本质层面 并且

能够定量化地描述生物体内的这些变化 ∀这样一来分

子生物学方法在这一领域便有了用武之地 ∀

首先 最直接的方法自然是比较不同生物体的氨

基酸或核苷酸顺序 然后根据生物体之间的遗传距离
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绘制出它们的遗传关系 ∀目前 利用分子系统发育学

方法已经构建出了一些物种的种系发生关系 如 海

洋微藻 ≈ !鳗鲡 ≈ 等等 ∀随着 ⁄ 测序技术的发展及

免疫学方法的引入 直接比较法已经被更多的人所接

受 因为这是一种最为可靠 !可信的方法 ∀但是由于直

接比较大分子物质的线性序列 技术上太复杂 !太费

时 并不是每一位研究人员都能接受这种方法 ∀

为了在不影响精度的前提下减少工作量 科学家

们发展出了一种被称为限制片长多态性分析 ƒ °

的方法 ∀这种方法首先将 ⁄ 从不同的生物体内分

离出来 并用同一种限制性内切酶消化 这样就在各

个识别位点将 ⁄ 切成很多片段 接下来就可以通

过电泳将这些片段按不同的长度分离 由于各物种的

遗传密码 ⁄ 序列 存在高度保守的区域 而这些保

留的区域就可以作为一种标识物制成同位素或荧光

标记的 ⁄ 探针与上述片段进行杂交 并找出与标

识物同源的基因 ∀得到这些数据后我们就能借助数理

统计的方法及计算机程序来绘制出不同物种的进化

关系 ≈ ∀

除上述两种方法之外 还有利用核酸杂交

⁄ ⁄ ⁄ 杂交 和比较分析法来分析不同物种

的遗传距离 !进化关系 ∀这些方法都大同小异 这里就

不再详细讨论了 ∀

另一种在海洋生物系统发育学研究中应用得极

为广泛的分子生物学方法是 序列比较 ∀我们知

道 的两个亚基都带有大量的进化信息 而这些

信息可以通过分析和比较 的碱基顺序来获取 ∀

由于 在生物体内的大量分布 而且许多

的碱基顺序是高度保守的 因此这些序列可以作为靶

物质用于核酸杂交分析 ∀国外科学家已经利用荧光标

记 作为探针与不同的生物体进行原位荧光杂交

ƒ ≥ 并以此为基础描绘出不同物种之间的遗传学

关系 ≈ ∀

运用分子生物学方法研究海洋生物

的生长 !发育过程

生物学领域中 研究生物体的生长 !发育过程始

终是一个热点问题 ∀因为这对于提高水产品 包括淡

水水产品和海水水产品 的产量和品质有至关重要的

作用 ∀

在过去的 年中 人们逐步发现 尽管大多数动

物具有受精卵 !幼体 !成体等不同的生长阶段 并且在

这些不同阶段具有各自不同的形态 但控制这些生

长 !发育过程以及细胞功能的基因却是高度保守的 ∀

正是因为这种 / 高度保守性0 使我们有可能运用 ⁄

重组 !分子杂交等分子生物学方法来分离和分析特定

的基因 ∀ 年代末 随着 °≤ 技术的出现和发展 大

大加快了分离和分析特定基因的效率 ∀目前 国外一

些科学家已经将这一技术应用到了海洋生物学领域

并且在许多不同种类的海洋动物中分离并分析了这

种生长调节基因 ∀

⁄ 等人主要以无脊椎动物为对象 研究调控

其生长 !发育基因的表达和识别 ≈ ∀由于控制着无脊

椎动物细胞生长 !繁殖及抗病性的基因在其组织 !细

胞内都有表达 所以研究人员就可以通过 ×2°≤ 技

术 先将基因转录的产物 逆转录成 ⁄ 然后

再将此 ⁄ 片段进行 °≤ 扩增 ∀接下来运用电泳方

法 比较扩增后的特定基因在生物体不同生长阶段表

达量的差异 并以此为基础来判断不同的基因在生物

体不同生长阶段的作用 ∀为了能够扩增出不同的基因

家族中的同源框基因 ∀他们设计了一对特殊的引物

简并的核苷酸引物 来完成 ⁄ 的 °≤ 扩增 ≈ ∀

至于分离和识别这种特定的调节基因 人们采取

了两种策略 ∞利用其它无脊椎动物 如 海鞘 !鲍鱼

等 已经被识别的生长调节基因作为探针来探测海胆

细胞内未知的同源框基因 ∀ƒ 由于编码信号肽 !受体 !

第二信使和促转录因子的基因在生物体内也是高度

保守的 因此也可以通过分离上述基因作为探针来识

别未知的同源框基因 ∀目前为止 已经有许多信号肽

及转录因子的基因已经被分离了出来 如 • 基因 !

基因 ! 编码 2 蛋白的基因及编码

∏ × 蛋白的基因 ≈ ∀

在进一步研究无脊椎动物生长 !发育机制的基础

上 国外科学家已经运用 ⁄ 重组和转基因技术改

造海洋生物体的基因结构 以期加快生物体的生长 !

发育进程 ∀° 等人运用电穿孔的方法将重组 ⁄

导入鲍鱼卵中 并且在此基础上对鲍鱼的促生长基因

进行了修饰 重组一部分基因序列使其易位表达 !重

新引入后 他们发现鲍鱼的生长速率大大加快了 ∀

此外 人们发现软体动物的神经激素是直接作用

于靶物质的 而且其中有一种被称为 ° ∏

∏ 2 的蛋白能够促进软体动物的生

长 ∀接着 利用简并引物引导的 ×2°≤ 方法分离出了

鲍鱼小脑神经节中的 °基因 并与启动子融合后导
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入鲍鱼细胞 ≈ ∀通过对鲍鱼幼体及成体细胞的基因表

达分析证明 °基因确实被表达 而且加快了生物

体的生长速率 ∀这同样为我们提供了一种高产转基因

海洋动物的方法 ∀

结语

分子生物学技术应用于海洋学的研究仅是近十

几年的事 但海洋分子生物学作为一门新兴学科在国

外已经蓬勃地发展了起来 ∀相信随着分子生物学技术

的进一步发展 这门技术应用在海洋学领域的研究前

景必定会更加广阔 ∀
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在全球各大海域中 初级生产力是能量流动和物

质转化的关键环节 也是一切草食 !肉食乃至腐食生

物赖以生存的物质基础 ∀海洋初级生产力的大小 依

赖海域的地理位置而变化 以有机碳的产量计 从

∗ # 不等 ∀其变化范围如此之大的原因

一方面是受光照 !温度的影响 另一方面 也是最重要

的方面 是受到海水中 ° ≥ ƒ 等营养元素的

限制 ∀这些营养元素是植物进行光合作用 !合成有机
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