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摘 要 : 随着研究方法的进步
,

分子生物学技术在原生动物研究中得到了越来越广泛的应

用
.

综述同工酶
、

代卫
、

凡汗D
、

序列测定及核酸原位杂交在原生动物研究中的应用
.
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1 文献标识码 : A

近几十年来
,

分子生物学技术极大地推动了生命科学的发展
.

随着分子生物学技术的

不断发展和完善
,

现在该技术已经迅速
、

广泛地渗透到了生命科学的各个分支学科
.

原生

动物学研究在许多领域已取得很大的进步
·

然而由于传统研究方簇的局限性
,

影响了这一

学科的进一步发展
.

分子生物学技术的应用赋予原生动物学研究新的内容和取得突破性进

展的可能性
.

本文将介绍一些常用的分子生物学方法在原生动物研究中的应用及进展
.

1 原生动物学的研究意义和概况

原生动物是最原始
、

最简单
、

最低等的单细胞动物
.

构成原生动物体的单个细胞
,

具

有一般细胞所具有的基本结构和维持生命和持续后代所必需的一切功能
,

是一个复杂的
、

高度集中的生命单位
,

`

是一个完整的有机体 〔̀ ]
.

原生动物的种类繁多
,

在地球上分布极为广泛
.

从海洋
、

江
、

河
、

湖泊到土壤
、

苔

醉
,

只要有水的地方
,

都会有原生动物的存在
.

这形成了原生动物高度的生物多样性
.

原生动物学自创立以来
,

获得了巨大的发展
,

为工业
、

农业
、

水产业
、

畜牧业
、

医学

的进步做出了贡献
.

原生动物是单细胞的生物
,

因此在研究生命起源和进化中是十分重要

的一个环节
.

大多数寄生原生动物对人类和家畜造成很大的危害
,

并且对于畜牧业和渔业

来说也是惨重的损失
.

同时
,

原生动物在生态系统的物质循环中占有重要的地位
.

而且
,

原生动物对环境变化敏感
,

因此在污水和水质监测方面是很好的指示生物〔` 一 3 ]
.

300 多年

前
,

人们就开始利用显微镜对原生动物进行观察和描述
,

并且对原生动物的研究在鉴别
、

形态描述和一般生物学方面已经发展形成了经典的理论系统
.

随着认识和研究手段的不断
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进步
,

各种新技术和方法的引进
,

原生动物学向微观与宏观两方面不断地发展
,

并在细胞

生物学和分子生物学方面取得了很大的进展
.

2 分子生物学技术在原生动物系统进化中的应用

60 年代以前
,

分类学家都是依靠对形态学和行为学特征分析来建立生物类群的系统

关系
.

然而原生动物分类学与系统发育研究仅借助于经典的形态学方法是不够的
.

50 年

代起
,

分子生物学技术开始应用于原生动物的研究中
,

并立即体现 了其快速
、

客观
、

准确

的优点
.

分子生物学方法以生物大分子作为标准
,

是对传统方法的完善和发展
.

当然
,

分

子生物学技术包括 了很多方面 的内容
,

无法一一 尽述
.

本文将关于 同工酶
、

PC R 及

RA D P
、

克隆测序等方面的应用分别进行阐述
.

2
.

1 同工酶技术

同工酶是指功能相同但结构不同的一类酶
.

其研究是从基因产物认识基因的存在及表

达
,

可以从蛋白质水平检测不同种 / 亚种间多种酶的差异
.

该方法对于确定原生动物的分

类地位以及鉴定它们种的特异性有了更深层次的突破
,

所得遗传相似系数和聚类分析图谱

在种群间的遗传差异和生物多样性研究方面较传统方法有更大 的说服力 [’, 5〕
.

但是由于原

生动物个体微小
,

而同工酶的提取需要依赖虫体培养技术的不断完善
,

许多种类会因此而

不易获得高纯度
、

低污染的同工酶 ; 更关键的是
,

多数同工酶带谱数盘不多 t’1
.

余育和等利用聚焦电泳法比较研究了上海四膜虫 ( eT :

har ~ an hs al 堵h a ie o is ) 与梨形

四膜虫复合种其他 14 个种的 8 种同工酶
,

根据酶谱分析了各种同工酶等电点的相似系数

(凡 )
,

结果表明有 7 个系数值在 。 产书叨 以上
,

其 中最大的达 0
.

7 7 0( T
.

p艺gr 舰时 os a 与 .T

ca n a 山二 is )
,

T
.

:
ha 咭ha 比sn 。 与所用各种四膜虫间的枷均小于上述值

,

除与 T
.

a 。 ,
耐 is 间

的 s。 为 0
.

43 8
,

其余均为 0
.

3 68 以下
,

从而证实 T
.

,
ha 咭 h a沁sn 。 是与 T

.

a sIL t ar ils 亲缘关系

较接近的一新种 v1[
.

冯荪莲等将上海 sl 株四膜虫与 12 种具小核梨形四膜虫 ( eT t ar h” 能an )

的 4 种同工酶 ( A ce
,

hdI
,

伪 h
,

oT ) 进行电泳图谱分析表明该株为梨形四膜虫的一新种 s1[
.

2
.

2 P C R

CP R
,

是一种选择性体外扩增 D N A 或 R N A 片段的方法
.

其特异性是由两个人工合成

的引物序列决定的
.

整个扩增过程分三步
: ①变性 :

加热使模板 D N A 双链间的氢键断裂

而形成两条单链 ; ②退火 :
突然降温后模板 D NA 与引物按碱基配对原则互补结合 ; ③延

伸
:
在 DN A 聚合酶及酶离子等存在的条件下

,

从引物的 3
’

端开始
,

结合单核昔酸
,

形成

与模板链互补的新 D N A 链
.

上述三步为一个循环
,

咒R 就是在合适条件下的这种循环 的

不断重复以 10]
.

P C R具有快速
、

灵敏
、

操作简便等的优点
,

因此得到广泛的应用
:
它不仅用于基因的

分离
、

克隆和 DNA 序列分析 ; 用于突变体和重组体的构建
、

基 因表达与调控的研究 ; 还

可以用于生物基因多态性的检测
.

在具体应用中 P C R 还包括了嵌套 PC R ( esn 喇 代讯 )
,

RT
一

CP R (逆转录酶介导 的 PC R ) 和定童 CP R ( qu an it
ha ve P CR ) 等内容

.

周金林和李培

英使用 PC R 方法来检测奶牛粪便中鼠隐抱子虫
,

这种方法具高敏感性和强 特异性 ll[ ]
.

C” 面 。
和 c 时 d 利用 PC R 和嵌套 Pc R 方法检测废水中的 `如咸。 和 q , 卿脚瓜翻拼 t川

.

Sha on

和 加恤 应用 PC R 方法鉴定环境中存在的 灿祠少向户成止 (一种 自由生 活的变形虫 ) [川
.

CP R技术非常灵敏
,

为研究者提供了一种检侧和 t 化特定的结构基因的表达的强有力工
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具
.

该技术的应用为环境监测开辟了一条新的途径
,

相信将在这一领域发挥越来越大的作

用
.

2
.

3 凡锣 D

凡护 D 技术是用短的 (通常 9 一 10 ha ) 随机序列 D N A作为引物对基因组 D N A 进行 P cR
扩增而产生的多态性 D N A 片段

.

扩增 D NA 片段的多态性反映了基因组相应区域的 D N A 多

态性〔’ 4〕
.

对每一个引物而言
,

检测基因组 D N A 多态性的区域是有限的
,

但利用一系列引

物则可使检测区域几乎覆盖整个基因组
,

因此
,

R人P D 可以对整个基因组 D N A 进行多态性

检测
.

该方法可 以在对物种没有任何分子生物学研究的情况下对其进行 DN A 多态性分析
,

具有检测效率高
、

样品用量少
、

灵敏度高和检测容易的优点
,

已广泛运用于动植物的品系

鉴定
、

基因定位
、

构建基因图谱及种群多样性等方面的研究
,

而且在原生动物系统学方面

的研究开始了广泛的应用和迅速的发展
.

黄念等对累枝虫属 (。朗业 月瘤州。 ) 的 3 个种进行 RA P D分析
,

计算出遗传相似度和

变异度
,

即遗传距离
,

初步确立相互间的进化关系〔川
.

缪伟等用 RAp D 方法对原生动物

缘毛目中独缩虫 属 (晓拙 Q沉触3众切乙 )
、

累枝虫属 (晓加
。
你众州 is ) 和 钟虫属 (晓

n幽

vort 放枷 ) 间的遗传相似度进行研究比较
,

得出其进化关系 [川
.

孙琳等对 3 个地域媳状独

缩虫 ( ca cr 凡韶 i , oP加 in。 )群体进行遗传多样性分析
,

显示 3 个不同地区的媳状独缩虫

群体彼此存在着明显的差异
,

3 个地域群体的遗传相似度平均值为 0
.

47 76
,

遗传变异度高

达 1
.

5 2 24 (即 5 2
.

解% )〔川
.

2
.

4 分子克隆测序

分子生物学的研究
,

从一开始的蛋白质
、

核酸大分子研究
,

已逐步更趋向于碱基序列

的测定
.

序列测定最具说服力
,

且可延伸到属级甚至科级阶元的多
’

样性检测
,

而且最充分

揭示 D N A 多样性的方法是 DNA 序列分析
.

核糖体碱基作为 目前已知生物体的最小单位
,

其组成和排列顺序
,

在根本上决定了该个体相应结构的功能
,

因此
,

测得特定片段碱基序

列
,

可以从根本意义上了解该生物在生理特征
、

进化地位
、

遗传变异
、

种间 / 内差异等方

面的信息 [ 9
, ’ 5〕

.

以前用放射性标记和自显影
,

现在越来越普遍用荧光标记的自动测序仪
,

有软件供序

列 比较
.

由于 江爪A 的极其保守和稳定性
,

其碱基序列可 以很好地用于生物多样性的检测
,

同

时
,

1 6 5 至 23 5 的间隔区序列 已完全可以说明问题
,

因而可以不必测得其齐全序列 [’ 5〕
.

人

们在原生动物特定结构的测序工作已有部分进展
,

如
Q 一

、

归一
、
下一 微管蛋白

、

中心蛋

白
、

16 5 rD N A 等结构的序列测定
,

极大的丰富了人们对该大类生物的了解
.

谭明和梁爱

华对八肋游仆虫的 y 微管蛋白
C D N A 序列进行了分析 ll[ 〕

.

陈月琴和徐润林等对缘毛 目褶累

枝虫的 16 5 rD NA 基因 3
’

端 11巧 个核昔酸进行序列测定和分析
,

从分子水平探讨了累枝

虫属与缘毛 目其它属之间的亲缘关系〔’ 6 ]
.

2
.

5 原位杂交

核酸原位杂交 ( un d ` 。 即 id城ibr 山` ` on 运 is ut ) 技术是特定标记的已知顺序核酸作为

探针与细胞或组织切片中核酸进行杂交并对其实行检测的方法
,

是分子生物学和组织化学

成功结合的产物
.

原位杂交不需要从组织中提取核酸
,

对于组织中含量极低的靶序列有极

高的敏感性
,

并可完整地保持组织与细胞的形态
,

更能准确地反映出组织细胞的相互关系
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及功能状态
.

核酸杂交具有极高的特异性和灵敏度
,

可 以用来检测和定 t 环境中某种基

因
,

进而可以鉴别特定微型生物种群或种系的数量
、

分布及其变化趋势
.

原位杂交对于原

生动物这类个体微小的单细胞动物来讲
,

无疑是发展研究不可缺少的一部分
,

并具有很大

的发展空间
.

oD ID ht ee 等构建了嗜肺军 团菌 ( z召 g io n “ a p en “ 琳oP hi 范 ) 的一个 1s6
r R N A 标记

的寡核昔酸探针
,

并利用原位杂交方法来分析嗜肺军团菌与其宿主 (纤毛虫和阿米巴 ) 之

间的关系 〔’ 7 1
.

3 分子生物学技术在原生动物的研究中应用的前景

由于原生动物个体微小
,

并且许多种类形态上极其相似
,

仅仅依靠传统的形态观察和

银染技术
,

无法准确确定其在有系统演变中的进化地位
,

以及其系统分类上还存在许多的

馄乱
.

这些局限性是传统的方法难以突破的
,

分子生物学方法可揭示出研究对象的许多新

的特征且不受制于研究对象形态
,

并已广泛应用于原生动物分类学与系统进化的研究
.

随

着对遗传机制分子基础的阐明
,

生物大分子在系统进化的研究中发挥了越来越重要的作

用
.

分子生物学技术的应用在最大程度上摈弃了主观因素
,

并且可以从分子和基因水平提

供有益的补充和佐证
,

使之有 了新的发展
.

分子生物学技术在原生动物研究中的应用是从近 20 年开始发展的
,

这种新的研究方

法立即体现 了其可靠
、

准确的特点
,

并正在不断加速原生动物学的发展
.

该技术除了在系

统进化中得到了应用和发展 ; 原生动物在环境中的监测作用也突破了传统的方法
,

各种分

子生物学技术的不断应用也为环境监测开辟了一条新的途径
.

而且原生动物与周 围的微生

物及其内共生体的研究
,

通过分子生物学方法也得到了新的思维和发展的空间
.

分子生物

学技术对于我们研究原生动物开拓了新的内容和方向
.

同时
,

我们也认识到分子生物学技术在原生动物的应用研究起步较晚
,

且多数仅涉及

淡水种类
,

关于海洋种类的研究仍很是缺乏
.

例如 AFT 尸是一种优 良的多态性分子标记技

术
,

可产生丰富而稳定的遗传标记
,

可用于遗传分析的各个方面 〔’ s]
,

如分类
、

系统发育
、

种类鉴别及遗传图谱构建等的研究
.

然而国际间使用这种方法对原生动物系统分类的研究

仍为空白
.

相信分子生物学的各项技术在这个新的领域中的应用将会有很大的发展空间
,

并且原生动物学和生命科学也会随之有更快更大的发展
.
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