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分子变异与生态学问题 

 

1  引   言 

 

分子遗传学的新进展为生态学提供了许多新的并且具有很高价值的技术 就象这些技术似乎是解决生

态遗传学和进化生态学问题的基础一样  它们也开始为其他生态学领域提供了有用的研究工具 现在有

一种倾向  批评许多生态学家喜好和应用这些新技术是一种潮流 或可能是生态学中的最新 时尚

(Abrahamson 等 1989) 但我们认为这是生态学家们的积极响应  因为这种新的可能性实际上会引发一次

关键性的技术飞跃  

这些技术直接的重要作用是有效地检测生物个体间的差别 DNA 组成所有 DNA分子的四种核苷酸的显

然很简单的线性排列与表现在以下几个方面巨大而复杂的异质性是很不相符合的 这些方面包括进化速

率  差异很大的序列结构 突变速率 固定速率以及选择压力等(图 1) 许多生物体的一   

 

些基因组具有不同的遗传方式和序列进化率(见图 2) 对于它们的比较可以得到有价值的认识 另外 可

用的各种分子技术本身提供了不同的敏感程度  这样就使从近缘的各种个体到在古代就已趋异的物种之

间的每一种亲缘关系程度  最近已可能在目标 DNA 分级与适合作定量遗传差异(或相似)的分子方法间选

择到一种结合  

 

长期以来,对表型变异与保持感兴趣的生态学家们 通过分离等位变异涉及表型的基因 能够直接分

离和研究其遗传构成  这将与在商业上具重要价值的动 植物物种早已开展分子遗传研究一样 是一种

自然的进步  

在这个综述中 我们主要集中于 DNA 变异的分析, 而不是特异序列功能或特定位点选择过程的研究  

我们通过有关生态学问题的实例来阐明其应用的范围 附表中 我们总结了迄今为止运用各种分子方法解

决的生态学问题  我们顺序介绍其应用领域 并努力强调在每个领域中 现在看来最合适的方法  

由于大多数的技术可用于处理种种问题 为避免重复  首先我们来简单描述一下主要的新技术   
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2 技术与术语  

 

这一节论述了所用到的不同技术的一个概貌  与生态学家的需要特别有关的两本手册分别是由

Heolzel(1992)和 Hillis 与 Moritz(1990)编著的 本章所描述的已建立的主要方法在上述两本书上有详

细的叙述和操作程序  其它的文献在需要的地方给出   

 

2.1 材料来源  

 

实际上 任何细胞组织都是合适的 DNA 来源 在脊椎动物研究中 因为血液的获得是非破坏性的 所

以是最常用的材料 DNA所需的量依所用的技术的不同而不同 例如 对于以 DNA-DNA 杂交为基础的方法

如多位点 DNA 指纹 每次样品操作需要 5ugDNA(一般这个量足够以进行若干次操作) 材料从鸟类的血液

(它的红细胞是具核的)中获得只需 1-2ul 对于哺乳动物来讲 只有白细胞具核 则需要 1ml血液 对于

应用扩增技术的方法来讲 如聚合酶链式反应(PCR) 虽然由于存在潜在的污染问题 通常都避免这么小

的取样 但是在理想条件下 开始于一单倍体基因组(haploid genome)的分析是可行的  

尽管多数实验室一直都是采用冷冻的方法保存用于提取 DNA 的组织 但已经证明各种化学混合剂(包

括促溶剂,螯合剂 乙醇和浓盐溶液)能够在环境温度下保存适用于大多数分析方法的相对较长的 DNA 分子

至少几周或几月( 见 Bruford 等,1992) 例如 从酒精中保存 6 年之久的动物组织中提取出大量可被限

制性核酸内切酶切断的 DNA(Smith 等 1987)  但是另外的研究则报道了低的产量和快速降解(Seutin

等,1990)  不同之处可能是由于商业酒精的污染(lto,1992)   

 

2.2 DNA-DNA 杂交  

 

 杂交方法被用来(i)估计两个种基因组间总的相似性或(ii)在克隆之前 检测一个特殊的序列 它的

简单方法是点樱(dot blot)  即在与标记了的探针杂交前 将等分试样的 DNA(甚至血液)点到滤膜上并

固定 探针最常用的是放射性标记了的 但是非放射性标记的方法逐渐发展并普遍起来  通过各种合适

的对照来比较其杂交强度可以测定目标样品中探针序列的存在  杂交的检测可以通过 X 射线放射自显影

或直接在膜上探针的化学染色 当研究一特异性序列时 探针可以是一克隆了的 DNA 片段或一非常短的

典型的是 20- 30 个碱基对 人工合成的寡核苷酸序列 一旦一个克隆被测序后  就可以设计寡核苷酸探

针 并且原则上允许相对快速而方便地对序列变异数据的收集(如 Gardes 等 1991)  

  

2.3 限制性片段分析   

 

用点樱法简单地检测相似序列经常是不够的  我们需要更详细的有关杂交的目标 DNA 的信息 直到

最近 估测 DNA 序列变异的最简单方法是应用限制性片段(或限制性片段长度多态性,RFLP)来分析 首先

样品 DNA 被许多合用的限制性内切酶之一种切成一定的片段  然后依它们的长度将这些片段通过电泳分

离  限制性片段可以通过电泳凝胶片的染色观察或如上所述  按 Southern 樱法永久地转移到一个滤膜

上经过杂交检测 ( 现在有些方法为了避免樱这一步 而是把片段在凝胶上干燥后直接杂交凝胶 如

Schafer 等 1988) DNA 片段的存在与否暗示着应用特定限制性内切酶来识别的特异性目标序列的变异

  

 

2.4 DNA 指纹分析   

 

有两种不同级别的 DNA指纹分析 多位点和单位点指纹 对于后者 通过与一克隆的小卫星探针的

Southern 樱杂交  可以检测在一个单位点上等位 DNA 限制性片段的不同大小(Wong 等 1987) 一个典型

的小卫星DNA 序列的长度大于20,000个碱基对,它包括一个短的10-60 碱基对的非编码序列的重复拷贝

重复的次数有显著的差异 可以产生易于检测的不同长度的限制性片段 从而在一些小卫星位点得到了很
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高水平的多态性(杂合率达 100%)  小卫星位点是 可变数量的串联重复(VNTR) 位点的例子  

在多位点 DNA 指纹法中 用到了一个 多核心(poly-core) 探针  它可与部分重复单位(即 核心 )

自动杂交  这种重复单位在微卫星的很多分离的位点上是很普通的(Jeffrey 等,1985a,b) 可以用不同

的核心探针来检测非依赖性小卫星带谱(independent minisatellite profiles)  多位点指纹法的一个

主要优点是核心探针可用在广泛的生物体中(如 Burke 和 Bruford 1987, Dallas 1988,Taggart 和 

Ferguson 1990,Carvalho 等 1991;见 Burke 等 1991a 综述) 有关多位点和单位点小卫星 DNA指纹法的详

细实验室操作程序见 Bruford 等(1992)的文章  

多位点指纹法的一个缺点是指纹谱复杂 难以比较  特别是在不同的凝胶上得到的谱 组成的 DNA

片段也不能归因于特异性位点 单位点指纹法通过允许基因型归因于常常是高度变异的位点避免了这些问

题  但它也有缺点 就是在所研究的每一个物种中或至少在一个近缘种中都得找出一种标记系统(Hanotte

等,1991a,b,1992) 然而  现在可以使用一种相对有效的分离这种位点的方法(Armour 等 1990,Hanotte

等 1991a,b;Bruford 等(1992) 的操作程序)  

另外一种级别的  VNTR 位点包括了简单的序列    或微卫星多态性(Tautz1989) 微卫星(micro

satellite)包含不同数量简单而短的串联重复 如(GT)n 或(CAC)n 小卫星和微卫星的区别是随意的 但

实际的区别是微卫星总的长度小到允许应用 PCR 技术分析 所以微卫星的变异分析比小卫星容易得多(见

Rassmann 等 1991,Schiotterer 等(1991)的方法)  特异位点微卫星系统常在宽范围的近缘种中适用

(Schltterer 等,1991), 在一定程度上比小卫星探针更有用  由于这里数据太少而不能在两个级别的两

个位点进行典型变异的细致比较 高水平的多态性很可能在小卫星位点上得到  但微卫星的变异似乎适

合作大量的应用   

 

2.4 DNA 放大  

  

一个相对较新的方法应用于大多数DNA样品中 包括相当粗提的总DNA 这个方法是聚合酶链式

反应(PCR)(Mullis 和 Faloona, Saiki 等 1988) 这种技术可以产生足量的确定长度的 DNA,适合各种方法

的进一步分析 如 RFLP 测序和与特异探针的杂交 在聚合酶链式反应中 应用一耐高温的 DNA 聚合酶

循环复制相反的两条 DNA 链上两个引物部位之间的序列, 这个反应需要两个合成的寡核苷酸引物的存在

与 DNA上的这些部位互补,每循环一次,产量成倍增加 这个过程的灵敏度使得它可以对极少量 DNA 进行分

析,例如这些DNA可来自单个精子细胞(Amheim 等1990),单根头发(Higuchi等,1988),单个羽毛(Taberlet

和 Bouvet,1991),古代的骨胳(Hagelber,1989)或博物馆中的标本(Thomas 等,1989,1990) 由于所研究的

序列只需要很少的完整拷贝 , 甚至固定的或包埋了的组织都适合来提取DNA作PCR(Greer等1991),所以,

很简单的野外样品保存和实验室提取的操作程序都会令人满意  

因为扩增的 PCR 产品有足够的量可供直接在电泳凝胶片上检测,所以 PCR 为杂交方法提供了另一个很

好的选择  例如可以检测引物部位间的序列长度变异或检测在一个引物部位本身的变异 PCR 产物可以

用作点印迹 DNA-DNA 杂交时的靶材料,也可用作限制性分析 它们和其它技术(下文)可以不需要广泛地测

序就可以相对方便地收集有用的基于序列的标记数据   

 

2.6 DNA 测序 

 

 直到最近,得到一个序列之前, 必须先从所研究的生物体中克隆一个序列 比如对整个基因的 DNA

多态性的研究 , 需要分别地从每个个体克隆基因 ( 如 Kreitman 1983)  一旦一特定位点至少在一个亲

缘生物体中得到克隆并测得序列(由此可设计出寡核苷酸引物),PCR 的优点是通常可以绕过克隆这一步

对一些位点来说,可以鉴定两侧的序列段(stretches of flanking sequence),它们在一广阔范围的类群中

是高度保守的,允许设计 通用 的引物(Kocher 等 1989,Hillis 和 Dixon 1991,Tabeerlet 等 1991) 现

在已经有了直接对 PCR 产物测序的很好的操作程序(如 Winship 1989,Innis 等 1990,Lee 1991)  一些

工作者喜欢在测序前亚克隆 PCR 产物,但是这就意味着,特别是当多序列需要排除人工核苷酸替换的可能

时,可能造成相当大的额外工作量   
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2.7 变性梯度凝胶电泳  

既便通过 PCR 和直接测序可以相对比较容易地获得序列数据, 但是要积累起适合作核基因等位基因

或线粒体单膜类型(haplotypes)比较的种群频率数据,是一个令人胆怯的任务 虽然除医学遗传学外,变性

梯度凝胶电泳(DGGE) 尚未被广泛应用,DGGE 及其相近的方法(如温度梯度凝胶电泳(TGGE)(Riesner 等

1989)和 PCR-单链构象多态性(SSCP)分析(Hayashi 1991))能够提供用来测序数十个样品的较低劳动强度

的方法 Lessa(1992)和 Myers 等(1989)提供了 DGGE 方法详细的指导,但是,简单地说,这种方法需要为所

研究的具有长 G-C 尾的区域准备一个引物 这种具有抗变性的 G-C 键的扩增产物可在含有脲的梯度凝胶

上电泳 不同序列的产物在不同的脲浓度上部分地变性,对长度小于 500bp 的产物,小到只有 1个碱基对替

换的变化能够通过移动距离的不同而分辨出来 频率数据(包括杂合子的辨别)可直接由凝胶上得到 如果

有要求的话,代表已检测了迁移等级的谱带上的样品可以被再放大并测序 在这种应用中, DGGE 对研究

DNA 片段在种群内或其它研究单位内的中等变异是最有用的(就是说,不是所有的个体都是独特的) 然而, 

这对从种群遗传或系统发育角度作初步探索可能有同等的价值,即在被选择的各种个体的 DNA 片段测序前,

在种群或分类群内或之间去评估最初放大的 DNA 片段是否有一定程度的变异   

 

2.8 随机放大多态性 DNA  

人们现在广泛地探索随机放大多态性 DNA(RAPD), 部分是由于它显著的简单性 它依赖由被研究的生

物体中提取的 DNA(有时来自分离的细胞器中), 应用几组短的单链随机序列引物来测定变异(Williams 等

1990; Hardrys 等 1992) 经过琼脂糖电泳和溴化乙锭染色后,比较放大产物时, 一些引物将产生少许分离

的带,它们的一部分在种群内或种群间是多态的 当检测时, 这些标记通常呈现显著的孟德尔遗传特性

(Williams 等 1990, Arnold 等 1991) 在动植物中,这些标记可用来制作基因连锁图(Williams 等 1990)

 

假设不了解被放大的区域,并且有关的书面出版物很少, 对于每一种新的生物必须检验从不同个体中

多次分别提取和放大(若有可能也包括遗传力) 的产物模式的重复能力 应用得好,这种方法仅需要 DNA分

离  放大和琼脂糖凝胶电泳过程,就可提供丰富的多态性标记数据 避免了限制性酶和放射性标记的高消

耗和复杂性   

 

3 生态学应用  

 

在这一部分,我们讨论生态学家感兴趣的领域 所研究不同范畴的问题及用到的方法的实例列在附表

中 我们试着尽可能地选择与生态学家有关系的实例并尽可能包括有代表性的分类群 在很多情况下,虽

然一个新而有前途的技术建立了,但仍没有正式发表的应用实例, 反映了这一领域中技术发展的步伐还不

快 阅读附表时,应注意这种可能性 就象在附表中所列的一样,读者必须明白所选的一些实例并不代表最

有效的方法   

 

3.1 性别鉴定  

 

 Fisher(1930)预言,在有性的物种中, 一种亲本应该在它的每一性别的后代中有均等的总投入

Trivers和Willard(1973)争辩说,当亲本的投入影响到一个后代以后的生殖成功(reproductive success) 

并且在生殖成功中某一性别的变异较大时,那么一种亲本应该在这种性别有较大的投入 对于许多通常的

生物体研究对象来说,由于难于在幼年期作性别鉴定(sexing  juveniles),因此这些粗放的试验  相关的

假设以及一般性的生活史的研究受到了障碍 有一个在形态上可区别性别的例子,东部蓝色鸣鸟( Sialia 

sialis )的雄性亲本在它们的雌性后代中有较多的投入(Gowaty 和 Drage 1991) 有人认为,这个物种从

出生到繁殖扩散之所以很低是因为嗜杀父(Phiopatric) 的雄性鸟可以为了雌性而要与它的亲生父亲竞争,

所以雌性后代将占雄性适合度较大的比例  
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性别是由遗传决定的关键是至少在一种性别的本身具某些特异性 DNA 原则上这种情况只需一个位

点的等位基因的差异,而实际上差异一般广泛得多,常常包括了具性别特异的染色体 在这些情况下细胞学

的性别鉴定是可行的,但通常要求作大样品是不切实际的(见 Parker 等 1991) 用分子标记去鉴别特殊的

性染色体的序列特征,已有了一些实例 例如,Griffiths 和 Holland(1990)使用一种减法克隆

(subtraction  cloning) 技术分离了食鲱鱼鸥(Larus argentatus) 的 W 染色体(雌性特异的)的特异性

探针 遗憾的是,就象其它类似的探针一样,这个探针只对很少一些近缘种有应用价值 也偶尔地发现了对

其它一些物种的伴性探针(如 Quinn 等 1990,Rabenold 等,1991)  

长期以来,鉴定和分析性别决定基因本身似乎避免了这个问题 最近分离了在 Y-染色体上的性别决

定区(SRY)的基因, 并认为它对人类来说是性别决定位点(Sinclair 等 1990, Gubbay 等 1990)  它能够作

为一个探针用印迹分析来确定一系列哺乳动物的性别(Sinclair 等 1990) 虽然在其它脊椎动物分类群中,

它好象可能具有一个相同功能的同源物, 但首次在鸟类寻找这样一个同源基因并不成功(Griffiths 

1991) 一旦得到了合适的序列数据, 至少就可以设计和合成在大范围的哺乳动物物种中有用的寡核苷酸

探针,或至少可以设计寡核苷酸引物应用于 PCR   

 

3.2 交配制度   

 

进化生态学家对交配制度特别感兴趣,他们希望能够度量个体在自然条件下的生殖成功情况 或者,

也需要测量互助个体间的亲缘关系 在实践中, 父本和母本的检验是测量亲缘关系的一种特殊情况(如

Birkhead 等 1990)  为这个目的,应用分子方法 特别是多位点 DNA 指纹和随机 RFLP 分析 进行研

究,可见 Burke(1989)的综述 最近,单位点指纹分析发展迅速, 现在已成为可选用的方法(Burke 等

1991b)  

多位点分析已应用于一些完全在野外进行的繁殖系统研究上, 现在几乎已经成为常规方法 迄今多

数的研究集中在鸟类上, 反映了鸟类作为行为生态学研究对象的普遍性, 并且涉及到基本上是单配制度

中确定是父性或是母性(见 Burke 等 1991b,Birkhead 和 Moller 1992) 或者关注互助繁殖群成员之间的血

统分布以及亲缘关系的程度(  Burke 等 1989,   Rabenold 等 1990,Jones  等 1991, Pacher 等 1991, 

Davies 等 1992)  

第一类研究范畴是关于交替交配对策(alternative mating strategies)的发生,例如,用排除分析

(exclusion analyses) 发现子代基因型与它们的推断亲本不一致,以此来检测额外配对( extra- pair) 

交配或种内繁殖寄生现象(brood parasitism) 例如,在鸟类饲养场对斑纹鸣鸟 (Taeniopygia guttata)

的交配行为的研究导致期望额外配对的父本可以在自然种群中出现 在对一野外种群指纹的推断研究中,

由行为指定(behaviourally-assigned)的双亲本是完全的,并且经过排除分析,确认额外配对的父本以较

低的频率发生(82 个后代中有 2 个) , 而种内繁殖寄生现象则意外地较显著 ( 80 个后代中有 9

个)(Birkhead 等 1990)  

例如, 在一个目的是为说明家系的研究中,绝大多数岩鹨( Prunella modularis )一般为多雄受

精繁殖,2个或更多的雄性共同拥有一个雌性 这些雄性一般互相没有亲缘关系,但有一种显性的关系, 可

能其中一个或两个雄性一起去帮助雌性喂养雏鸟 虽然这些雄性对它们的后代没有明显的偏爱,但应用多

位点指纹的分析表明如果它们存在某些家系关系,它们就会倾向于喂养同窝的雏鸟(Burke 等 1987) 如果

观察到一只雄鸟在雌鸟已受精还未产卵前一段时期内排外性地去接近雌性,那么它就更倾向于帮助喂养, 

而且由雄性喂养的程度与排外性地接近雌鸟的程度显著相关 指纹分析的数据表明,用观察接近的途径是

一个好的家系指示,所以这就意味着雄性岩鹨就是用它们接近雌鸟的程度来决定是否喂养雏鸟 随后在一

系列的去除(removal)实验中, 通过人工操作使雄性个体交配成功(通过 DNA 指纹来确认), 以上观点被实

验所证实(Davis 等 1992)  

就象在岩鹨的研究中的情况一样,在只有少数的雄性候选者的情况下, 应用多位点指纹分析能有效

地指示家系,但是这经常需要对许多潜在的双亲作检验 在这种情况下,应用一个单位点指纹分析的系统是

更有效的, 它能在一系列高度多态位点上指示个体的基因型 Gibbs 等(1990)将多位点和单位点指纹分析

结合起来,鉴别了 28%第 3 代红翅乌鸫幼鸟的几乎所有父本, 这些幼鸟不是由拥有它们出生地的雄性所生



 186 

的  这就说明了在一个雄性的领地上产生的后代数和它的实际生殖成功之间没有显著的相关,而且在它们

自己领地上生育较大比例后代的这些雄性也进行了较多的额外交配的受精 Gibbs 及其合作者所用的单位

点探针是一个鼠的组织相容性(histocompatibility)位点cDNA,它的用途是通过与一包含限制性片段的小

卫星的偶然杂交而发现的;但是没有发现它普遍能用于其它的鸟类(Gibbs,私人通信)  分别获得高多态性

的小卫星或微卫星位点的特异性探针或引物的一般性的方法都是可行的(见前文),而且这样一些位点结合

使得多位点指纹法变得过时(Wong 等 1987,Hanotte 等 1991a) 其它的分子方法偶而也用到 Quinn 及其

合作者们发现由雪雁中随机克隆的一系列 RFLP 有可观的变异,并且可用来进行这个种的家系分析(Quinn

和 White 1987,Quinn 等 1987) Williams 和 Strobeck(1986)确认了果蝇 Y 染色体的核糖体基因的特异

性 RFLPs,由此我们能够揭示在野外种群中雌性果蝇发生过多次交配 本领域更详细的论述已超出本文的

范围,读者可参考一些已发表的综述(Burke 1989,Burke 等 1991b 和 Burke 等 1991a 中的其它论文)   

 

3.3 种群结构   

 

种群结构是广义的话题,包括从社群(social groups) 内到种群间在各种水平上研究亲缘关系与遗

传分化 在前面一节内,我们单独讨论了近缘家族关系的分析  

除等位酶不属于本评述的范围外,线粒体 DNA(mtDNA)是用于许多种群分化研究的大分子(Avise 等

综述 1987) 例如,84 只座头鲸(humpback whale)的 mtDNA(由皮肤活体解剖得到)的 RFLP 分析证明,在亚

种群之间,以及来自北大西洋和北太平洋的种群之间有明显的单模标本(haplotypes)的分离(Baker 等

1990) 单模标本的地理分布与先前报道的夏季取食地与冬季繁殖地之间的迁移模式有惊人的一致 研究

者认为,这种遗传分离反映了 迁移目的的母系习性(materal traditions in migratory destination) ,

揭示了要考虑到行为模式在种群结构分析中的重要性 在植物中,质粒 DNA 也提供了很多类似 mtDNA 同样

的进展,并已在少数的种群结构研究中得到应用(如 Goff 和 Coleman 1988)  

从总基因组文库中分离的随机克隆已在种群水平上用于 RFLP 的研究 Mcdonald 和 Martinez(1990) 

研究了从一块麦地得到的一种真菌病原体 Mycosphaerella  graminicola 的种群结构 他们发现了高程

度的遗传变异,包括一片叶子上不同的侵蚀斑(lesions)之间 他们的研究强调了在确认从不同地理位置取

得的少量样品是否代表种群水平的变异之前,评估空间尺度变异的重要性  

也偶尔使用另外一些 DNA 标记类型,如核糖体 DNA(如 Learn 和 Schaal 1987) 尽管一般认为小卫星

进化太快而不能用于种群水平的分析,Gilbert 等( 1990)发现在讨论南加利福尼亚的海峡岛(channel 

islands)上矮小狐(dwarf foxes)小的分离种群的系统发育,以及分离种群间遗传变异的相关水平时, 指

纹模式能提供有益的信息 在大部分分离的岛上,他们发现在取样的狐之间没有指纹变异,一个指纹模式甚

至在自交的实验室小鼠群中也未发现过 多位点指纹在鉴别自然种群内无性系成员方面也可有重要价值

(Nybom 和 Schaal  1990,Turner 等 1990,Carvalho 等 1991,Brookfield 1992)  

PCR 使得在种群研究中收集实际的 DNA 序列是可行的,而且它也允许用收藏在博物馆中的标本作实

验 Thomas 等(1990)利用这种有利条件,发现 78 年间 3 个口恶(kangaroo rat)种群的种群结构没有明显

的变化   

 

3.4 迁移和基因流   

 

当然,迁移是种群结构的一个重要成分,所以,同样的方法学上的各种途径是有用的 在这个前提下,

我们列举了一些实例来着重强调应用分子的方法有时可以推断迁移模式  

例如,在现代人的地理起源这个有争议的问题上, 通过从多类人种和黑猩猩取样的 mtDNA 替位环区

(displacement loop region)的序列比较, 确认了人类 mtDNA 进化树的非洲起源( Vigilant 等 1991; 例

外见 Templeton  1992) Hagelberg 等(1989)在研究人类的人口迁移时,扩展了 PCR 的用途 证明了扩

增 5450 年以上的人骨的 mtDNA 的可行性 在一系列研究上,无疑地, 对在形态学上无症状的骨头片段作了

鉴定  

将 RFLP 分析与等位酶相结合,mtDNA 也被用在遗传学上研究和确认蝾螈两个种之间的历史上描绘
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的杂种地带(hybrid zone) 的变迁 ( Arntzen 和 Wallis 1991) 代替了有花纹的蝾螈 (Triturus 

marmoratus)种群的有冠肉的蝾螈(T.cristatus)种群的特征是存在一种低的但可辨认的渐渗的

marmoratus 等位基因频率  

Culex pipiens 蚊通过非特异性过量的产生多种酯酶来抗有机磷酸酯杀虫剂 这些酯酶中有一个

在 B 位点上用电泳可察觉到的扩增了的 B2等位基因 来自非洲 亚洲和北美洲样品的 B2酯酶结构基因序

列的限制位点分析显示其高度的同源性 这就指出了 B2等位基因是由单突变发展而来, 并通过对杀虫剂诱

导选择的有利性,在世界范围种群之间快速扩散  

 

 3.5 渐渗现象与杂交地带  

 

 适用于种群结构分析的技术也适于特殊情况的杂交地带  分析沿着杂交地带的基因渐渗,mtDNA

特别有价值(Harrison 1989 综述) 核糖体 DNA 也应用于某种程度的研究中(如 Baker 等 1989)  

Arnold 等(1991)用一种选择叶绿体基因的 PCR和 RAPD 来研究路易斯安那鸢尾杂交种的形成 物种

专有的 RAPD 标记的地理分布支持这样一个假设: Iris fulva 和 I.hexagona 通过基因流导致了定位的

和扩散的渐渗 一个扩增的叶绿体基因片段(携带在雌性细胞质中)的 RFLP 分析,说明是由于传粉而不是种

子散布导致了基因流  

这个领域提供了某些成功应用 DGGE 的首例 Lessa(1992)应用 DGGE 研究了一种地鼠的杂交地带  

为了了解在形态上还识别不了有杂种存在的地区,在有杂交潜势的白栎物种间基因交换的程

度,Whittemore和Schaal(1991)观察了用来自矮牵牛叶绿体和大豆细胞核核糖体重复(ribosomal repeat)

的克隆探针消化的基因组 DNA 限制片段印迹 他们发现,虽然叶绿体基因型有某些大尺度的地理变异, 在

同一地点一起生长的物种(包括常绿的和落叶的)却经常地具有相同的叶绿体基因型 一个种在不同的地点

具有不同的叶绿体基因型,而细胞核核糖体的标记则显示了一种分布格局与所期望的物种界线

(boundaries)是一致的  他们在叶绿体核 DNA 中观察到的地理变异和明显的基因流的极明显的悬殊差别

的格局, 强调了在依据由细胞器得来的数据解释种群或类群界线时要特别谨慎( Pamilo 和 Nei,1988)

  

 

3.6 物种的鉴定   

 

总 DNA 的提取物间杂交的程度已被广泛地作为一种方法用来估测物种间的亲缘关系 特别是在原核

生物之间,当一些生物具 90%或以上的杂交值时,这种方法就用来把它们粗粗定为物种(Woese 1987) 然而,

这种方法的分辨率和分类学范围经常是低的,需要作比较就要求有大量的 DNA  

物种特异性探针在研究宿主 媒介(vector) 寄生物系统中特别有用 Kukla 等(1987)使用包含有

重复序列的放射活性标记的限制片段克隆, 鉴定了采采蝇组织中锥虫的种和亚种 他们发展了一种应用于

野外的方法,将分离的蝇腹部整个地放在尼龙膜上与标记的探针杂交,就能确认和鉴定肠锥虫 通过筛选一

个基因文库,Harnett 等(1989)发现并测定了一寡核苷酸探针的序列,它能区别引起人类河盲症(river 

blindness)的一种线虫 Onchocerca  volvulus 和形态上相似但不是病原体的另外一个 Onchocerca 种,

它们携带在同样的蚋(blackfly)媒介上  

Persing 等(1990)应用包柔氏螺旋体( Borrelia )特异性引物和 PCR 去研究博物馆鹿标本上蜱

中的症状DNA片段,表明Lyme疾病的临床发现至少30 年前就已经在美国存在了 Lyme病原体 Borrelia 

burgdorferi 另外一随机克隆的序列分析,能够帮助设计PCR引物,以此把北美类型与欧洲和亚洲隔离类

型分辨开(Rosa 等 1991)  

Goff 等(1988)应用探针研究 Anaplasma marginale 表面蛋白基因, 检测了蜱与牛被传染的频

率 由此可监测宿主携带状态 疾病传染方式和地方性兽病区蜱传染的流行 Rowan 和 Powers(1991)测定

了由 22个海洋动物宿主类群上取得的 131个个体隔离群的单细胞藻类共生体的 rDNA 小亚基片段序列 系

统发育上远缘的宿主上发现了近缘的藻类  这种折衷的和如此广的分布区对藻类共生体来说,是一种结合

的群聚模式, 这种模式与某些动物寄生物的分化历史有时同宿主一致的情况是十分不一样的(Page 



 188 

1990)  

DNA 分析可以进行血液寄生节肢动物的寄主的分类 为更好地说明这种方法的潜力,Coulson 等

(1990)应用单位点小卫星指纹分析蚊子的肠子内含物,得到了被这种蚊叮过的人的基因型   

 

3.7 系统学  

 

 生态学家之所以对系统学感兴趣,是考虑到去识别特殊的物种以及对物种间进化关系的理解 分子

技术可广泛地应用于系统学的研究,这个领域已广泛地评述过了(Hillis 和 Moritz 1990,Hewitt 等 1991;

表中的实例) 实际上, 任何客观的 基于遗传的特性都具有可为分类学提供资料的意义,不同方法的价值

将按所研究的群体内遗传多样性的大小而不同 尽管由 DNA-DNA 杂交提供的表型性的方法成功地应用着

(特别是在鸟类中;Sibley 和 Ahlquist 1990);DNA 序列的系统发育分析被看好,而且现在由于 PCR 的发明

而使之变得更加可行  在这之前,只有核糖体 RNA 基因能测序到值得注意的程度(Woese 1987,Hillis 和

Dixon 1991)  

应用 PCR的首次研究为测定 mtDNA 序列而研究了通用引物的特性( Kocher 等 1989) 例如,Richman

和 Price(1992)应用这样的引物,从 8 个 Phylloscopus 鸣禽同地种,得到了具有 910 个碱基对的线粒

体细胞色素 b 序列, 建立了这些群体的系统发育 支持这些物种的形态学  取食行为和生态学适应解释

的一个比较分析中,系统发育被用来核实共同祖先的影响  

物种的分类与保护特别有关系,这一点已被一系列 mtDNA 变异的研究结果所强调过,在设想是分离

的小地鼠(Learn 等 1982)和海滨麻雀(Avise 和 Nelson 1989)的物种或亚种间,在可能是杂种起源的红狼

(Wayne 和 Jenks 1991) 以及被外源基因渐渗的濒危的美洲狮和灰狼种群(见 O Brien 和 Mayr 1991)中,

都见不到有 mtDNA 明显的分化 通过使用 PCR 对红狼标本的分析,排除了杂交是最近发生的可能性 分子

系统学也用来揭示这样的事例 不同的分类群可被归并为一个种,特别是在形态上保守的谱系中

(Daugherty 等 1990)   

 

3.8 群落多样性   

 

多个 rDNA 小亚基序列的同时扩增提供了一个检测微生物自然多样性的有用方法 Giovannoni 等

(1990)把从浮游细菌的自然种群得到的 16s rRNA 基因扩增部分的克隆测了序 经过培养,增加了可检测

的多样性, 一些以前未知的分类群既在系统发育上是分离的,又是微生物群落中在数量上重要的成员  

Ward 等(1990)简单地检测了一陆地温泉中蓝藻细菌丛中微生物物种的组成 用一保守的寡核苷酸

引物,他们通过从环境样品中取得的 16s rRNA 合成了 DNA 经过克隆和测序,并与来自相似生境培养的有

机体的16s rRNA 序列相比较后发现,所检测的8个序列类型没有一个同这一地点以前已知的14 种生物相

一致 这清楚地表明 分子工具可以揭示出微生物群落中从前未检测出的多样性,而且新生物体的检测并

不限于稀有类群   

 

4 结  论  

 

DNA 水平变异的程度和类型,特别是在物种内,只是最近才为人所知 新技术特别是 PCR 的发明,使

得检测这类变异变得容易起来 一般来讲,以 PCR 为基础的方法已经成为并且将来仍是我们所选择的研究

方法  

出于对一些有利因素的考虑,mtDNA 已经成为在 DNA(限制片段)水平上研究不同种群的通用信息源

(见 Hillis 和 Moritz 1990) 这延伸了由 PCR 获得序列数据的情况,原因可能是由于 mtDNA 分子具有比核

DNA 序列更经常的核苷酸置换率;对 mtDNA 一些区域的了解和高度不同的进化速率; 通用 引物的可用性

(Kocher 等 1989)以及线粒体基因组的单倍性 最后一点避免了在双倍体核基因组中潜在的问题,也避免了

测定单模标本的序列(Kreitman 1991)  通常核标记也是可行的(Pamilo 和 Nei 1988),虽然在这里经常用

到 等位酶 ,而 DNA 标记在确定变异程度时能提供更大的灵活性 由于物种内典型的核苷酸多态性水平
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是 1%或更小(Kreitman 1991),对生态学家来说,样品的大量序列分析一般不是最适合的方法 于是,我们

转向更简捷的方法,例如,应用DGGE,寡核苷酸探针,限制性酶切片段,或者对已测序的多态区中的PCR产物

的简单的大小测度  

虽然这些技术变的易于掌握,但它们的成功应用仍需要很多的脑力劳动, 而且生态学家要注意,不

要陷入只把实验室工作看作简单技术活动的错误之中 最后,分子方法在生态学过程研究中的应用,将是由

不辞辛劳,互相了解对方优缺点的科学家们将野外和实验室工作巧妙结合的结果  
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