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分子生物学技术是有目的地利用及定向改造生物体系（包括组织、细胞及其组分）的技术。海藻分

子生物技术指有目的地利用和定向改造海藻的有关分子生物学技术，它包括蛋白质工程、基因工程、以

及与藻类天然产物开发有关的分子生物学技术。更广义地讲，它应包括应用于海藻学研究领域的所有

分子生物学技术。目前的一些分子生物学技术如蛋白质同工酶、基于遗传物质基因组 DNA 的限制片段

长度多态性（RFLP）技术、随机扩增多态性 DNA（RAPD）技术、扩增片段长度多态性（AFLP）技术、微卫星

DNA（miCrosatellite DNA）、小 卫 星 DNA（minisatelliteDNA）、简 单 重 复 序 列 间 扩 增（ intersimple sequenCe
repeats，ISSR）、DNA 测序、差减文库（SSH、MSH）技术等一系列的 DNA 指纹技术，都是分子生物学技术，它

们已经在生物领域得到了广泛的应用，并且取得了较大的研究进展。分子生物学技术在海藻中的应用

已有了许多研究报道，本文旨在对近年来分子生物学技术在海藻方面的应用与发展研究情况作一综合

阐述。

1 蛋白质同工酶

早在 20 世纪 60 年代中期，蛋白质电泳首先成为被广泛应用的分子遗传技术，应用于检测分子水平

的遗传与变异，蛋白质同工酶是生物体内基因转录和翻译的直接表达产物，它反映了编码酶蛋白的

DNA 序列信息，酶谱的变化反应了等位基因和位点变化。通过对酶谱的进一步分析，可以较深入、直接

地了解物种的遗传信息。Chang 等［1］首先将同工酶凝胶电泳应用于高等植物天然种群研究，而该技术

在藻类学领域得以应用则是自 FredriCk［2，3］开始，同工酶电泳技术使用大大促进了人们对海藻种群的遗

传过程认识，并且随着生化分析技术的提高，这种研究方法不断得以完善，在海藻学研究领域中继续拓

展。



Gallagher［4］将 PAGE 运用于骨条藻（ Skeletonema costatuin）种群的研究中，通过分析 5 种同工酶位点

的多态性，第一次定量检测了微藻的种群遗传学结构；FuJio 等［5］在研究条斑藻紫菜（P . yezoensis）叶状体

的种群遗传变异时，经 SGE 检测了 12 种酶位点，论证了该种群的遗传变异水平与其大量无性繁殖方式

有关；这与 Pearaon 和 Murray［6］在研究加利福尼亚地区的珊瑚藻（Lithothrix aspergillum Gray）种群时得出

海藻种群遗传学结构和遗传变异状况与该种群的生殖方式、生活史以及散布能力密切相关的结论一致。

MatloCk 和 Romeo［7］使用 PAGE，以五种同工酶位点作为分离和鉴别弓江蓠（:racilaria arcuata）、缢江蓠

（: . Salicornia）和可食江蓠（: . Edulis）的遗传标记，结果表明在遗传学上弓江蓠与缢江蓠的亲缘关系很

近，而与形态上相差较大的可食江蓠的亲缘关系较远，应该划分成两个遗传学上明显不同的种群，最终

准确的将不同种予以区分和定位。同样，Hayhome 等［8］和 Chinain 等［9］在从形态相同的同属甲藻中辨认

出有毒种类时，也是以其作为特异性遗传标记，准确而又快速的得出鉴定结果，避免了因形态学区分所

造成的困难，也抛开了由生化分析藻类毒素带来的烦琐。Zhou 等［10］将同工酶应用于海带（ Laminaria
spp.）不同品系的分析，成功地建立了不同品系间的亲缘关系，在品系鉴定中确立了 Adk - l 和 Hk - l 位

点作为海带区分的标记，并且在海带育种中初步确立了品系不育或雄性不育的同工酶标记。

2 DNA 水平上的分子生物学技术

进入 20 世纪 80 年代，随着生物分子生物学及克隆技术的发展和不断地完善，诞生了直接从 DNA
水平上进行遗传分析的分子生物学技术，且在人类基因组织计划的大力推动下，这种分子生物学技术得

到了迅猛的发展。它直接以 DNA 的形式表现，不受环境条件和生物个体发育阶段的影响，标记的数目

众多，多态性高，并且许多分子标记表现为共显性，能提供完整的遗传信息。当前它广泛地已应用于海

藻种群个体基因组研究的各个方面。

DNA 分子生物学技术的发展日新月异。DNA 通常分为核 DNA 和细胞器 DNA，其基本的技术包括

DNA 提取、限制性内切酶分析、聚合酶链式反应（polymerase Chain reaCtion，PCR）、分子杂交、CDNA 基因文

库构建、DNA 测序等。基于这些技术建立起来的分子生物学技术已广泛地在海藻学方面得到应用和发

展。

限制片段长度多态性（restiCtion fragment length polymorphism，RFLP）是 20 世纪 80 年代中期发展起来

的一种最早的分子标记生物技术。1980 年 Bostein 等［11］首先提出了利用 RFLP 作为标记构建遗传图谱，

它是指限制性内切酶酶切不同个体基因组 DNA 后，用印迹转移杂交的方法检测同源序列酶切片段在长

度上的差异。这种差异显现和检测采用克隆的 DNA 片段作为探针进行 Southen 杂交，通过放射自显影

来实现。RFLP 具有数量丰富、无表型效应、共显性、检测不受环境和发育阶段的影响等特点，是目前在

海藻种群遗传学方面应用较为广泛的一种分子标记生物技术。在红藻门中，Mariela Gonzalez 等［12］对采

自 Chile 的江蓠（:racilaria），Shigeru Araki 等［13］对紫菜（Bangiales，Porphyra，Rhodophyta）的不同种群属

都用此法来分析它们之间的多态性；在甲藻纲中，SCholin 和 Anderson［14］用此方法鉴定了 Alexandrium 的

甲藻纲（Dinophyceae）品系、种；蓝藻门中，MiChelle 和 David［15］用 RFLP 对聚球藻（ Synechococcus spp.
Cyanobacteria）的种群品系的 DNA 多态性进行分析，并用 WH7803 与之杂交反应区分了不同种群品系。

SCholin 和 Anderson［14］用 此 方 法 区 别 了 Alexandrium 地 方 甲 藻 种 和 品 系 之 间 的 差 异，在 绿 藻 门 中，

Lemieux［16］研究了团藻目（VolvoCales）的分类和进化。同样在褐藻门中 Fain［17］和 Fain 等［18］中也应用此

研究了海带的分类和进化的关系。

随机扩增多态性 DNA（random amplified polymorphiC DNA，RAPD）。20 世纪 80 年代后期随着 DNA 聚

合酶链式反应（PCR）技术的问世。使直接扩增 DNA 多态性成为可能。在此基础上，1990 年由 Williams
等［19］和 Welsh 和 Clellund［20］领导的 2 个研究小组几乎同时发展了一种新型的 DNA 分子生物学标记技

术。它基本采用随机合成的寡核苷酸引物（通常为 10bp）作为 PCR 反应的引物，对所研究生物的基因组

进行 PCR 扩增。一般某一个引物在基因组中存在多个可能结合位点，经过 35 ~ 45 个循环，即可以得到
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大量的 DNA 片段克隆，扩增产物经检测，形成 RAPD 条纹。虽然 Mizukami 等［21］研究了 DNA 的提取程序

对 RAPD 重复性的影响，但直至目前，RAPD 无论是在海藻遗传图谱、种群遗传学方面的研究，还是在种

群品系的鉴定研究应用仍是最广泛的。绿藻门中，Haring 等［22］用 RAPD 作为工具建立了成熟衣藻

（Chlamydmonas eugametos）的遗传图谱；红藻门中，Mohsin 等［23］RAPD 作为标记鉴别石花菜（ :elidium
vagum）杂种优势，DutCher 和 Kapraun［24］用 RAPD 来区分三个杂合体和纯合体紫菜（Bangiales，Porphyra，

3hodophyta）种群。褐藻门中 Billot 等［25］用 RAPD 作为鉴定掌状海带（ Laminaria digitata）亲本遗传标记

的工具。

扩增片段长度多态性（amplified fragment legth polymorphism，AFLP）是 1993 年 Zebeau 和 Voss［26］发明

的一种 DNA 分子生物标记技术，它主要是对基因组 DNA 进行限制性酶切片段的选择性扩增，具体是将

酶切后的基因组 DNA 进行限制性酶切后，将特定的接头连接在 DNA 酶切片段的两端，从而形成一个带

接头的特异片段，通过接头和 PCR 引物 3’端的识别，进行 PCR 扩增，最终经过银染或放射自显影检测。

它实际是将 RFLP 和 PCR 结合的一种分子生物学技术。此技术在海藻的研究中应用较少，但也有应用，

如在红藻门中，Donaldson 等［27］把 AFLP 作为鉴定红藻的一种遗传标记手段，研究了种群间和种群内的

遗传变异情况。

微卫星、小卫星（miCrosatellite DNA，minisatellite DNA）最初是由 Jeffreys 等［28，29］发展起来的一些人类

小卫星探针，这些探针后来广泛地用于动植物［30，31］，微生物［32，33］等的大量研究领域，后来逐渐应用在海

藻方面，并且显示了巨大的潜力和优势。Fain 等［18］报道了大型藻 CpDNA 酶切重复和简单重复序列在

进化上的保守性，Coyer 等［34，35］用多位点 DNA 指纹（multi-loCus DNA fingerpint）鉴定了褐藻门中巨藻

（Macrocystis pyrifera）的单倍体和二倍体及亲本和子代的种群遗传关系。在海藻种群差异的应用研究中，

Coyer 等［34］和 Billot 等［36］分 别 已 经 有 所 报 道。在 红 藻 门，Remi 等［37］利 用 此 方 法 对 江 蓠（ :racilaria
:racilis）的遗传属性和种间的保守关系进行了研究，Yuzuru 等［38］对条斑紫菜叶状体（Porphyra yezoensis
larev）的短状重复序列进行分析，实验充分证明它是研究种属群体进化的一种较好的分子生物学技术，

今后有更广泛的应用和发展前景。

DNA、RNA 测序（线粒体和叶绿体 DNA）是区分个体间遗传差异最彻底的分析方法，特别能提供基

因组特异区域的完全的遗传信息。但对所有生物基因组 DNA 都进行测序即无必要，也非易事。随着

PCR 技术的发展，基因组特殊区域或特异基因的测序逐渐实用，在解决所关注的等位基因的差异、快速

进化的 DNA 序列测定问题上是一种很好的方法。在海藻种群遗传学方面的许多研究中，DNA 的测序

技术应用较为广泛。诸如 BhattaCharya 和 Durehl［39］对褐藻中的一种藻（Costaria costata）的 DNA，Kazuhiro
等［40］对萱藻（Scytosiphonales，Phaeorphyceae）的 rbCL、部分 rbCS、LSU nrDNA 进行了测序，并进行了系统遗

传 学 的 研 究、Rintoul 和 Sheath 等［41］对 地 理 分 布 在 北 美 洲 的 红 藻 门 种 群 中 的 弯 枝 藻 目 的

（Compsopogonales，Rhodophyta）18sRNA 进行测序分析了，确定了其遗传关系。Saunders 和 Durehl［42］对海

带（ Laminariales）的 小 核 糖 体 RNA（ SSU-RNA）测 序、在 绿 藻 中，Kooistra 等［43］对 膜 质 拟 刚 毛 藻

（Cladophoropsis menbranacea）的 DNA 测序都取得了很好的研究结果，在甲藻门中，SCholin 等［44］对全球分

布的聚球藻类（Alexadrium）的 LSU rRNA 进行测序，很好地解决了种群中及地理区域种群之间的遗传关

系，测序具有直观、准确的优点。

mRNA 差异显示技术（Differential Display）是这些年来建立起来一种新技术，它可以从一对细胞群体

或基因型各自生产的 15 000 种 mRNA 中，有效地鉴别并克隆差别表达的基因。它是一种差减 CDNA 克

隆原理和 PCR 的结合，直观筛选差别表达基因的新方法，可以广泛地应用于生理和病理过程特异基因

的检出、克隆和序列分析，通过这种方法可以分离出一些重要的基因，寻找一些重要的特异性标记，使这

种标记更有针对性。在海藻方面基本上很少见到有所报道。

3 蓝藻质粒及基因工程载体系统

20 世纪 70 年代发现蓝藻质粒以来，已在 50 余株单细胞及丝状体蓝藻中证明了质粒的存在。迄今
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为止构建的蓝藻质粒载体都是嵌入细菌遗传标记的重组质粒，能在细菌和蓝藻中复制，称为复制载体。

研究表明：不同藻系的不同质粒或同一藻系的不同质粒具有同源序列，并推测可能含有与细菌相似的可

转移元件。

藻类基因工程亦称藻类遗传工程或藻类重组 DNA 技术，是以海藻为研究对象将某种生物基因通过

基因载体或其他手段运送到海藻活细胞中，并使之增殖（克隆）和行使正常的功能（表达），从而创造出藻

类新品种的遗传技术。单细胞藻外源基因的整合和表达已经有很多报道［45，46］，外源基因在伞藻（Aceta
bularia）中的稳定表达已经实现，并且已经构建了杀死蚊子的 Cyanobacteria 转基因模式，外源基因在团

藻（/olvox Carteri）中表达的研究结果也已经有所报道。Dunahay 等［47］克隆了 CoA 基因 aCCl，而且构建了

许多 and aCCl 基因克隆，用 aCCl 自身作为启动子和终止子，然后转移到小环藻（Cyclotella spp.）中，并使

之表达。在鱼腥藻（Aanabaena）PCC 7120 等藻类中也构建了相似的基因。外源基因在海洋硅藻小环藻

（Cyclotella Cryptica）和舟形藻（Navicula Saprophila）中的转化和稳定表达也有相关的报道。真核微球藻

的遗传转化带动了大型海藻的遗传转化研究的进展。从 90 年代初，大型藻类基因工程研究也发展起

来，将含有 CaMV35 启动子和 :us 基因的质粒 PVW426 用基因枪方法转入藻类中，并且检测到了 :us 基

因的瞬间表达，Kubler［48］将 :us 基因转入紫菜（Porphyra miniata），秦松［49］成功地将 :us 基因导入海带

（Laminariales）中，诸多的研究报道还表明：CaMV35S，N0S，SV40 不仅在真核微藻中，而且在大型藻类中

具有通用性。Qin 等［50］建立了海带模式转化系统，即以海带雌配子体为受体，以 cat 作为选择标记基

因，用基因枪转化，经孤雌生殖与氯霉素筛选，得到了再生的纯系转基因海带。

上述海藻转基因的研究的报道中，所有引入大型海藻的外源基因都是瞬间表达，而且，外源基因的

表达缺乏重现性，其原因尚无明确答案。可见，通过基因工程方法对海藻的遗传进行改良，最后达到培

育新品种的目的，需要对海藻的基因组结构、基因间的相互关系及基因表达的调控机制深入了解。然

而，海藻遗传背景的分子生物学研究基础还相当薄弱，只有在累积足够的基础资料后，才能真正实现外

源基因在海藻中的稳定表达和遗传，实现培育新品种的目的。

蓝藻质粒和海藻基因工程载体的构建为海藻的分子生物学方面的研究提供了更新的思路，为海藻

基因的分离和克隆奠定了基础，表达系统的建立和转化体的筛选，使海藻的应用前景越来越广阔。

4 结语

一种良好的分子生物学技术具有以下优点：①直接的形式表现；②数量极多；③多态性高；④表现为

“中性”；%有许多分子标记表现为显性、共显性，能够鉴别出纯合型和杂合型，提供完整的遗传信息遗传

育种等实践的利用。同工酶蛋白质显然不能达到这个要求和所研究的目的，它仅限于编码蛋白质（通常

是可溶性酶类）的基因，不能检测大多数分子遗传变异的类型。事实上，只能检测极少数已发生所有氨

基酸变化的类型，虽然同工酶被广泛应用于遗传图谱、种群分析等研究中，然而其数量却非常有限，加之

是结构基因的表达产物，只代表植物基因组的一个小部分；同时极易受到环境因素的影响，这些都限制

了它在海藻种群遗传学方面的应用和发展。虽然同工酶已在红藻、褐藻、甲藻类、绿藻等藻类系统演化

研究中的分析应用已经十分广泛，且通过比较同属中的不同种的同工酶，可以计算出种群间的遗传距

离，但在系统演化研究中使用同工酶资料时还应考虑到，尽管某些酶的同工酶资料在某些情况下对系统

演化研究有用，可在大多数情况下，单纯用同工酶资料对亲缘关系比较远的藻类种间、属间以及更高级

的类群建立系统树时可能存在较大的偏差，在研究海藻种群遗传学的研究中必须和其它的分子生物学

技术结合使用，以期结果的精确和进一步的完善。

RFLP 是基于 Southern 杂交分析的标记技术，一般只代表单克隆或低考贝的序列，只能分析基因组

中的基因富含区［51］，且此技术需要用同位素标记作为探针，检测多态性的费用较高，操作程序复杂，难

以普遍开展。RAPD 技术具有许多优点，如不需要探针、一套引物可用于多种生物基因的研究、操作简

便、快速、免去克隆制备、同位素标记、杂交等等。但它也有局限性如 RAPD 为显性分子标记扩增条件极

为严格易受外界因素影响、实验重复结果差等，但在海藻种群遗传学中却利用了它的优点，成为应用最
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为广泛的一种分子生物技术手段。AFLP 它具有稳定性和反应快速、灵敏的特点且扩增条带多（50 ~ 100
条）。大多数扩增片段与基因组的单一位置相对反应，实验重复性高，为孟德尔式遗传。然而由于该技

术的费用成本较高，此外该技术已申请专利等不利方面原因，在某种程度上限制了这种技术的应用开

展。不过 在 海 藻 种 群 遗 传 学 方 面 的 应 用 还 是 有 一 些 有 关 的 报 道。微 卫 星（SSR，multi-loCus DNA，

minisatellite DNA）等是一种短串联的重复序列，重复的长度变化极大，多态性丰富，共显性，因此作为遗

传标记受到人们的普遍关注。但是，由于微卫星等操作复杂，劳动量大，首先需建立基因组文库以筛选

合适的 SSR 等，这些都是该技术目前在应用上的局限，在海藻种群遗传学方面的应用有较少报道，ISSR
作为微卫星技术的一种因其有特别的优越性已经在动植物中有众多的应用，在藻类中也有所报道［52］。

微卫星由于其自身的优越性，从发展前景看具有巨大的发展潜力。DNA、RNA（叶绿体 DNA）测序这种

分子生物学技术虽然在实际的操作中也存在一些缺点，但是它能完整地提供生物个体种群的遗传信息，

尤其是对特异的序列，在解决种群遗传学中是一种很理想的方法，并且在海藻的种群遗传学的研究中最

为广泛。mRNA（SSH）由于海藻自身发展缓慢，海藻 CDNA 文库的不健全及 mRNA 本身的难以操作性，

这种生物技术在海藻种群遗传学中应用报道几乎很少。蓝藻质粒和海藻基因工程载体的构建和外源基

因的转运与表达目前在海藻中已经有广泛的研究。

随着分子生物学技术的进一步发展和完善，相信不久的将来会使海藻的研究有所日新月异的发展，

虽在研究海藻时所用分子生物学技术应该切合我们研究的实际情况，应用其中较为理想的而能说明情

况的一种，我们还是迫切希望把应用于高等植物方面的分子学方法能够更好地在研究海藻分子生物方

面得以应用，而不是相隔距离遥远，真正实现海藻的利用与开发。
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