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在很多物种中高度多态 J。然而，MHC标记 

的分型技术虽然精细地反映了个体的特异性， 

却费时、费力、价格昂贵。直到不久前，PCR技 

术的问世才使得 MHC位点的分型可在 DNA 

水平迅速完成；同时，等位基因特异性的寡核苷 

酸探针亦能识别不同的等位基因。 

1．3 同工酶标记 同工酶标记是对同种酶 

不同分子形式的电泳谱带分析，通过识别控制 

这些谱带表达的基因位点和等位基因而达到在 

基因水平上揭示遗传变异的目的。虽然同工酶 

仍然只是遗传信息的表型，但通过其谱带的分 

析能够快速而简便地识别出编码这些谱带的基 

因位点和等位基因。由于同功酶谱带与基因位 

点直接相关，而且几乎 25％的位点具有多态 

性 J，所以这种技术已经成为一种十分有效的 

分子标记方法。近年来发展的等位酶水平切片 

凝胶电泳技术再次给同工酶标记以巨大的推进 

作用。这项技术已被广泛应用于系统学和进化 

学的研究中。同时，同工酶标记对于种群的遗 

传结构，即遗传变异的种群中的分布的研究，对 

保护生物学产生了不可估价的影响。 

2 DNA标记 

DNA是遗传信息载体，遗传信息正是储存 

于DNA的碱基序列中。7O年代末DNA重组 

技术的产生 及随之而来的分子克隆技术突飞 

猛进地发展使分子标记更准确而直接．即直接 

记标遗传物质DNA本身，这种 DNA标记的直 

接度量避免了以表型性状推测基因型时可能出 

现的许多问题。 

DNA标记的来源可分为核基因组DNA和 

细胞器DNA，细胞器DNA包括线粒体DNA与 

核糖体DNA(植物中还有叶绿体 DNA)。快速 

进行化且遵循母系遗传的线粒体DNA是动物 

遗传多态性的研究热点，尤其适合于种群分析， 

其中cytb的34bp适合于种、亚种间的遗传分 

析；同一物种不同家族群间的分析则选择可变 

的D-loop及其控制区。核糖体DNA在系统学 

和进化研究中价值非凡，其中保守的编码区适 

于高分类等级的系统分析，而高度可变的非编 

码区则适于遗传多样性和与观进化的研究H』。 

根据识别位点的不同，DNA分子标记分为 

三大技术：限制性片段长度多态性 (Restriction 

Fragment Length Polymorphism，RFLP)，简单 

序列长度多态性(Single S,~,quence Length Poly- 

morphism,SSLP)和随机扩增的 DNA 多态性 

(Random Amplified Polymorphie DNA， 

RAPD)．现分述如下： 

2．1 限制性片段长度多态性(RFLP) 迄今为 

止，已分离到的限制性内切酶种类已有500多 

种，它们各自有其特异的识别位点，并且在不同 

物种中有其各异的切割频率。因此，源于一个 

编码或不编码位点的碱基变化<替换，缺失，插 

入)可引起或破坏一个识别位点，从而改变限制 

性内切酶在该物种中的切割频率，表现在酶切 

图谱上即DNA片段数量和长度的变化，由此 

形成限制性长度的多态性。这种 DNA分型的 

多态性受限于物种基因组酶切位点的频率，即 

只能检测发生于识别位点的突变。假如突变只 

发生一个单拷贝基因，则最多只能揭示两个等 

位基因的多态现象。然而，各种限制性内切酶 

与DNA探针的组Al仍然能揭示出一大批 

DNA标记，从而有效地揭示DNA水平的遗传 

变异。 ’ 

2．2 简单序 Ⅱ长度多态性(KSLP) 

2．2．1 多位点探针与DNA指纹图谱(Mulfil~ 

eLIS Probe and DNA Fingerprint) 人类基医纽 

包含高达 30％的重复 DNA序列，其它真桉出 

物亦是如此。最初在血红蛋白基因附近发现两 

个含有高可变重复序列的位点，它们由1谨0 

60bp的重复序列串联重复而成，后来发现类似 

的高可变重复序列遍布于基因组的很多岱 

点 J。重复DNA元件的缺失和插入形成 请 

类可变数 目串联重复 (Variable Numbe~谜 

Tanem Repeats，VNTR)的多态性。 4 

以重复序列的核心序列为探针，与基因 蟹 

的限制酶谱进行杂交，从而得到该物种的DN埘 

指纹图谱或称DNA Profile。因其包含有丰富‘ 

的多态信息，选择合适的限制酶类和探针．便可 

得出具有个体特异性的指纹图谱。DNA指纹 
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图谱在诞生之初就在父本鉴定的研究中展示出 

诱人的前景，而且在第一个指纹图谱产生的七 

年里在个体识别、家系研究、分子进化以及社会 

生物学的领域中取得长足的进展。然而，由于 

这项技术不能精细地识别和标记全部位点，即 

它不可能将斑带(band)归于个体特异的位点． 

每一条可能包含几个位点相同太小的基因，或 

者实际上相同长度的位点却具有不同的内部结 

构 ]，因而妨碍了真正的遗传分析，使父车鉴 

定和其他遗传标记的结果只能建立于最大可能 

性的基础上。同时，由于其较低的重复性和表 

现在带深度的变异，有时需辅以其它的方法，才 

能给出可信和精细的结果。尽管如此．DNA指 

纹图谱在灵长类动物行为模式、婚配制度、家系 

分析相关的血亲鉴定中仍独具魅力。 

已知有四种多位点探针用于灵长类中的指 

纹图谱分析，其中三种具有类似的富含c的核 

心重复序列 J̈。常用的探针即最早的小卫星 

探针 33．15和 33．16 J。人类法医学对这两个 

探针应用的经验已用于从狐猴到猿的许多非人 

灵长类动物中[9-10]。野生薹}M13分离的探针 

也成功地用于黑猩猩_1 和猕猴Ll2 J韵研究。有 

趣的是．人类癌基因 Ha-ras探针在某些条件下 

可视为单位点探针．在另外的条件下却可与多 

位点限制片断杂交[13】。此外，人工合成的寡聚 

微卫星探针已用于多种灵长类动物中【14-15 1。 

2．2．2 单位点探针与 DNA分型(Single Locus 

冉。be and DNA Typing) 多位点探针应用的 

局限性使人们将 目光投向单位点探针的应用。 

单位点探针即识别单拷贝的 DNA序列．一对 

等位基因在杂合状态存在时呈现电泳图谱的二 

带模式。人们很快发现，单位点 DNA分型的 

优点在于种群或家族群中等位基因太小在分子 

水平上可被精细定义。这些数据形成群体遗传 

分析的基础，并用于小群体中等位基因频率和 

种群内的比较。因为这种来自分子水平等位基 

因的数据适合于方法学上的标准化．所以有可 

能积累每一物种的分子遗传分析。 

单位点探针Msl和Ms32已用于很多种非 

人灵长类的测试中I1 。Ms32在人类中高度可 

变，在黑猩猩中有三种不同的等位基因形式，但 

在另外一些种中呈现单态。Msl在猿类中表现 

为有限的多态，在狒狒中却多态丰富。人类中 

发现的许多单位点探针也开始用于非人灵长类 

中。Wolff等_1 用单位点探针 YNZ2在各种猩 

猩中发现高度的多态。Inoue 发现 Ⅵ z22 

在 日本猕猴中极具价值．但在猩猩中却不能检 

测到高可变位点。 

单位点探针的 DNA分型需要 4～5个探 

针的组合应用才能给出足够的个体信息。即么 
一

个新的问题是单位点探针的开发。如果有专 

门的实验室开发合适的探针．多个单位点探针 

组合应用的DNA分型技术有可能取代多位点 

探针的指纹图谱．以获得更准确的血亲关系分 

析。此外，单位点探针的DNA分型技术在种 

群结构、动物行为以及基因流中的研究也有可 

能展示诱人的前景。 

2．3．3 随机扩增的DNA多态性(RAPD)PCR 

技术在方法学上掀起了一场革命，并在生物学 

的分支学科中引导出一种新的分子标记技术 

随机扩增多态 DNA(RAJPD)。WiUiams_1 ]等首 

次用随机顺序的10bp的寡核苷酸作为引物，对 

末知序列的DNA(基因组 DNA．细胞DNA或 

其它DNA片段)进行PCR扩增，从而得到电泳 

图谱上一组不连续的片段。因为引物的随机 

性，所获得扩增片段在整个基因组上亦随机分 

布；同时，RAPD谱带呈觋典型的 Mendal遗传 

模式，因此，这种扩增谱带可被认为是分子图谱 

的位点，RAPD也被认为是一种有效的分子标 

记技术。虽然，显性标记的 RAPD不能进行等 

位基因的直接分析，但其快捷、通用，并且在对 

物种遗传背景无所知的情况下便能进行多态性 

分析，因此被广泛应用于物种鉴定，品质鉴定和 

种群遗传学研究。 

PCR技术为宏观动物学研究带来的又一 

个方法上的革新便是非损伤性DNA分型技术 

(Non·invasive DNA Genotyping)的出现。在此 

之前．人们无法想像一个毛囊 中提取的 DNA 

能够适合于任何一 种遗传学分析。1988年 

Higuchi等 首次以这种非损伤性的取样进行 
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了tRNA基因的 200bp的遗传分析。此后，非 

损伤性的DNA基因分型技术被用于分子系统 

学、行为生物学、种群生物学等各个领域，并将 

对保护生物学产生深远的影响。 
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