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� � 原生动物是一种分布于地球各经度和纬度生境

的广域物种,且资源非常丰富,可分为寄生生活原生

动物和自由生活原生动物两大类群。寄生原生动物

对人与家畜的危害极大。世界卫生组织 ( WHO,

World Health Organization)提出六种人类重要的热带

病中,由原生动物引起的就占了三种,它们不仅危及

人体健康, 还直接造成了畜牧业生产的巨大损失。

自由生活原生动物因其一切功能都在单个细胞内完

成,所以是一个很有利的观察对象,其中四膜虫( Te�
trahymena)、草履虫( Paramecium )等是生物学各领域

研究中的模式种类[ 1, 2]。因此, 在原生动物学领域

进行微卫星研究是非常有意义的。微卫星 DNA( Mi�
crosatellite DNA)是构成简单、高度重复的 DNA序列,

被称为简单重复序列( Simple repeat sequence, SRS) ,

又因其由寡核苷酸串联、重复排列而成,也被称为短

串联重复(Short tandomrepeat, STR) ,在原生动物中含

(AC) n、(AAT) n 等。微卫星 DNA 变异度极高, 多态

信息容量( Polymor phism information conent, PIC)大,

是研究种群遗传学以及种间相互关系最有效的新遗

传标记之一。本文在简要概述了微卫星 DNA 的基

本概念及研究方法的基础上, 介绍了该技术在原生

动物学中种群遗传学研究、基因分型、寄生原生动物

检测、高分辨率种内及种间鉴定、原生动物与寄主关

系、基因作图等方面取得的研究成果和近期研究进

展,最后探讨了微卫星分析存在的一些问题和解决

方法,预测了微卫星DNA技术应用于寄生原生动物

以及自由生活原生动物分子进化和遗传分析的前

景。

1 � 微卫星 DNA遗传标记简介

1�1 � 微卫星 DNA的发现

遗传标记是研究生物遗传学的重要工具。早期

研究主要采用一些易于鉴定的形态和生理性状作遗

传标记, 但所获信息量少, 数量有限, 并易受环境因

素影响, 产生部分假象。20世纪 50年代中期起,开

始利用一些生理生化性状做遗传标记。然而,由于

来源和分析手段的限制, 种类有限以及一些生化性

状的变异程度较低, 极大地限制了遗传标记的深入

研究。20世纪 70年代,通过将随机剪切的 DNA在

CsCl2 或CsSO4中梯度离心, 发现 DNA总带外还有一

条完全不同的特有带,称作卫星 DNA( Satellite DNA)。

对卫星 DNA的进一步研究显示这些 DNA 是由一组
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大小不等的重复单元构成, 这些重复单元长度从几

百到几千碱基, 重复次数从几百到几千次。80年代

初, Jeffreys等人[ 3]检测到重复单元比卫星 DNA要小

的多的一系列串联重复单元, 被称为小卫星 DNA

(Minisatellite DNA)。随后, RFLP、LSrRNA、SSrRNA、

RAPD等一系列多态性研究给原生动物的分子生物

学研究带来了显著的变化。但前述方法的多态信息

含量普遍较低, 结果往往不很准确,而 RAPD的重复

性、稳定性和可比性比较差。在1987年Nakamura 等

检测到重复单元比小卫星更小的串联重复位点, 被

称为微卫星DNA [ 4]。其实早在 1974年, Skinner就在

寄居蟹中发现了这种序列, 到 1986年 Ali等人首次

用合成的寡核苷酸串联重复作为探针用于人的指纹

分析,从此微卫星 DNA分析才受到重视。

1�2 � 微卫星 DNA的性质

每个特定的微卫星 DNA位点均由两部分构成:

中间的核心区和外围的侧翼区。核心区含有一个以

上称为�重复�的短序列, 一般是该重复单位不变, 而

重复单位的数目是随机改变的。微卫星 DNA 核心

序列长度 1�6bp、重复次数 10 � 60次、总序列长度小
于300bp。侧翼区是相对保守的单拷贝序列, 因而

可根据两端的序列设计一对特异的引物, 扩增每个

位点的微卫星 DNA 序列。许多研究都成功地证实

了与微卫星位点有关的引物位置的保守性, 并适用

于相关的分类群[ 5]。

微卫星 DNA在多种生物基因组中具有丰富的

长度多态性 ( Simple Sequence Length Polymorphisms,

SSLP) , 在群体中变异范围大, 杂合性高、种类多、分

布广、重组率低容易筛选并顺序化,在种群中表现高

度的个体特异性、属于不稳定 DNA 序列, 并且按照

孟德尔共显性方式遗传, 遗传连锁不平衡,对表型无

影响。微卫星 DNA检测容易、重复性较好,耗时少,

适合于进行自动化分析。

普遍认为微卫星重复顺序的产生的原因主要是

三点:一、DNA 复制过程中滑动; 二、DNA复制和修

复时滑动链与互补链碱基错配;三、在减数分裂中的

不等交换,导致一个或几个重复单位的插入或缺失,

使这些重复序列的拷贝数发生了变化, 从而形成群

体内个体间的多样性即多态性[ 3]。

到目前为止, 微卫星的功能尚不清楚。已发现

微卫星能参与遗传物质的结构改变、基因调控及细

胞分化等过程, 有自身特异结合蛋白,尚能直接编码

蛋白质,是一种非常活跃的碱基序列。目前较公认

的是微卫星参与了基因重组, 是基因重组和基因变

异的来源。很多研究结果证明人[ 6]、多种动物[ 7]、多

种植物
[ 8]
基因组中都有微卫星 DNA序列,并用于亲

缘关系的确定。

1�3 � 微卫星 DNA的研究方法

微卫星 DNA的研究方法,大体可以分为三步进

行。

第一步,微卫星 DNA 的发现及筛选, 有两种方

法:一是通过检索 GenBank、EMBL 和 DDBL 等 DNA

序列数据库, 寻找微卫星位点。二是构建基因组文

库,用含有特定微卫星序列的探针去筛选,获得含微

卫星的阳性克隆。第二步是微卫星 DNA的扩增,遵

循一般PCR扩增引物设计的原则设计微卫星引物

或直接用相关物种的引物,进行 PCR扩增。第三步

是微卫星 DNA扩增产物的检测,常用的方法有高浓

度的琼脂糖凝胶、聚丙烯酰胺凝胶电泳或银染法。

也有很多研究者在扩增时掺入同位素, 在变性凝胶

上走电泳, 凝胶干后, 进行 X�胶片放射自显影。第
四步遗传分析,包括等位基因频率、哈迪温伯格平衡

检验、杂合度计算、多态信息含量、群体间 Nei氏标

准遗传距离、群体分化时间的处理等。

2 � 微卫星 DNA在原生动物研究中的应用

微卫星 DNA虽然早在 20世纪 70 年代就被发

现存在于真核基因组中, 但由于其微卫星引物不易

获得,限制了它的广泛应用,特别是在原生动物学方

面。开展工作较早的是 Rossi等[ 9] , 他们在 1994年

通过用( CA) n 探针杂交构建的利什曼原虫( Leishma�
nia)部分基因文库,筛选到 21个阳性克隆。对这些

克隆进行测序进一步确认了各种微卫星位点,例如

( CA) n、( CT) n 和( GCA) n。同时分析了 34株利什曼

原虫基因组中的微卫星位点 ( CA) n、( GGT ) n 和

( GCA) n 的基因频率和分布。对不同利什曼原虫株

系进行核型杂交实验, 表明这三个位点存在于整个

基因组,但是在同种异源染色体中分布不均匀。

如下列出的是截止到 2002年 3月进行过微卫

星 DNA 分析的 21种原生动物名录:开氏棘变形虫

( Acanthamoeba castella) , 莱哈衣滴虫( Chlamydomonas

reinhardtii )
[ 10]

, 隐孢子虫( Cryptosporidium parvum ) , 网

柄菌 ( Dictyostelium discoideum )
[ 11]

, 贾弟虫 ( Giardia

duodenalis)
[ 12]

,巴西利什曼原虫( Leishmania brazilien�
sis) , 利什曼原虫 ( L�guyanensis ) ; ( L�panamenia ) ;

( L�peruviana)
[ 13]

; ( L� infantum ) , 杜氏利什曼原虫

( L�donovani) , 墨西哥利什曼原虫( Leishmania mexi�
cana)

[ 14]
,恶性疟原虫( Plasmodium falciparum ) , 鼠弓
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形虫 ( Toxoplasma gondii ) , 阴道毛滴虫 ( Trichomonas

vaginalis) , 马媾疫锥虫( Trypanosoma equiperdum ) , 伊

氏锥虫( T� evansi ) , 布氏锥虫( T�brucei ( T . b . bru�
cei , T . b . gambiense, T . b. rhodesiense) )

[ 15]
, 克鲁兹锥

虫 ( T� cruzi ) , 锥 虫 ( T�rangeli )
[ 16]

, 活跃 锥 虫

( T� vivax )。

以下分别从群体遗传学研究、基因分型、寄生原

生动物检测、高分辨率种内及种间鉴定、原生动物与

寄主关系、基因作图等方面阐述原生动物微卫星

DNA的研究内容和进展。

2�1 � 群体遗传学研究
种群遗传结构的研究是当前分子进化研究的主

要内容之一。在进化过程中, 个体间、种群间基因型

产生多态, 从而使得物种演变或分化。种群遗传结

构是物种进化历史的反映, 并与选择、迁移、突变和

遗传漂变等影响基因频率的基因密切相关。原生动

物作为原始的真核生物类群, 是研究生物适应与进

化的良好模式生物, 利用分子生物学技术,测定和分

析微卫星 DNA片段碱基序列的变化,可以了解原生

动物进化的机制,理解物种的生态适应的机理,揭示

生命体对环境变化产生的分子水平的协调机理。

Oliveira等[ 17]在 1998年研究了克鲁兹锥虫 8个

微卫星位点( CA) n的多态性。对其进行哈迪温伯格

平衡定律和连锁不平衡分析, 表明它很少进行或不

存在有性繁殖, 种群结构是无性系。少数非人源克

鲁兹锥虫在很多位点具有两个以上的等位基因, 表

明它是有性系。所以在不同株克鲁兹锥虫存在很大

的遗传距离。他们在 1999年又首次分析了 54株克

鲁兹锥虫的8 个微卫星位点的多态性。其中 31 株

来源于慢性南美锥虫病患者。揭示了该 T. cruzi 种

群遗传结构是二倍性、单克隆系和具有高度多态性,

并进一步发现了新特征: 与急性发作期昆虫、哺乳动

物和人源株系类似,在南美锥虫病慢性期的分离株

是多克隆系
[ 18]
。Anderson 等

[ 19]
研究了在巴布亚�新

几内亚的感染恶性疟原虫患者指尖取得的血样, 所

有样品重复2次以验证其重复性。在这个群体中每

个位点的等位基因从 4 到 10。杂合性从0. 21到

0. 87。12个位点的重复性达92% � 98%。

Su等[ 20]在 1996年通过对恶性疟原虫构建基因

文库和查找 GenBank的方法, 筛选到 507个微卫星

位点, 其中 224个位点可以设计引物。在 12个不同

的恶性疟原虫系中对这 224个位点进行 PCR 扩增,

188个位点显示出长度多态性, 占优势的是类似于

植物基因组中的 ( TA) n、( T ) n 和( TAA) n。Anderson

等[ 21]研究了恶性疟原虫的 12个微卫星位点的长度

变异。材料来自于世界 9 个地区 465个感染者, 结

果表明不同地区的种群结构呈现出很大的差异, 其

中 6个群体有极强的连锁不平衡。流行率小于 1的

地区显著的连锁不平衡, 而高传染强度地区中 5个

群体中仅有 2个具有显著的连锁不平衡。还发现不

同地区具有多样性差异和地理差异。来自非洲地区

的样品平均杂合度为 0. 76 � 0. 80, 东南亚太平洋地

区平均杂合度为 0. 51 � 0�65, 南美国家平均杂合度
为 0. 3 � 0. 4。这些种内遗传多样性与动物和植物

的不同水平的远交极其相似,暗示其中可能具有某

种相似的机制。

2�2 � 检测寄生原生动物
寄生原生动物所引起的原虫病,仍为目前严重

威胁人类健康的疾病之一,近年来又不断有新的原

虫病出现。因此寄生原生动物的检测研究,仍为长

期而艰巨的任务。微卫星 DNA作为一个极敏感的

遗传标记,非常适用于寄生原生动物的检测。

毛滴虫病是世界范围内的性传播疾病( Sexually

Transmitted Disease, STD)。毛滴虫不仅传播各种性

疾病,而且还协助艾滋病病毒的传播,却一直没有灵

敏的检测方法。Kengne�Pierre等[ 22]
研究了阴道毛滴

虫的 2000bp重复 DNA片段中的一端保守区, 设计

了引物 TVK3、TVK4和 TVK3、TVK7, 建立了阴道毛

滴虫 PCR灵敏检测法。用引物TVK3、TVK4对阴道

毛滴虫 PCR扩增出一个预期的含有微卫星( TGG) n

的 350bp片段和另外一个 450bp片段。序列分析表

明 450bp片段就包括了此 350bp片段。这两对引物

是阴道毛滴虫的高度特异性引物。利用此方法, 即

使只有一个寄生虫,也可以检测得到。因此,此片段

为携带者和发病者寄生虫的检测提供了一个非常有

用的工具。

Morlais等[ 23]描述了一种用微卫星分子标记进

行的活跃锥虫的诊断方法。活跃锥虫是一种在热带

地区广泛分布的血液寄生虫,寄生于反刍类家畜及

野生反刍动物。在寄主和媒介中寄生虫的准确鉴定

是在流行病研究和疾病控制项目中至关重要的。这

一微卫星标记存在于活跃锥虫寄生于血液时期的一

种特定抗原的基因序列中, 核心序列是( CA) n,具有

11个等位基因。在扩增时不同种间不发生交叉扩

增,因此使之成为检测活跃锥虫感染的可靠工具。

2�3 � 高分辨率的种株鉴定和基因分型
由于不同种株间的微卫星 DNA 具有高度多态、

分布广,按孟德尔共显性方式遗传等优点,是提供生
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物学数据的一种良好标记。因此,在种株鉴定和基

因分型方面已成为必不可少的工具。

当今世界上利什曼原虫病有很大一部分是由

Viannia亚属引起的。Russell等[ 24]用一系列微卫星

标记区分此亚属内的所有种, 包括各种近源种。并

在分析中发现了一些杂交种。为流行病学提供了理

论基础。Schoenian 等[ 25]利用非随机性引物对利什

曼原虫属进行 PCR扩增, 扩增产物包括微卫星序列

(GTG) 5 和( GACA) 4。因为扩增产物具有明显的差

异和可重复性, 所以可根据产物片段的数目和大小

在种的水平鉴定分离群。

隐孢子虫在基因型上分为两个亚群: �型和 �

型。经过人们的观察,提出假设:它们分别有不同的

宿主,一种感染人类,另一种感染动物。以往的大多

数隐孢子虫的鉴定是基于 RFLP 分析或者核糖体和

蛋白质编码区 DNA序列分析,但是 RFLP 分辨力太

低,不能区分来自不同区域或不同寄主的隐孢子虫

的基因型。Aiello 等[ 26]分析了隐孢子虫的 6个微卫

星位点。其中一个位点, 区分出4个等位基因,另外

5个位点在从人和牛分离出的虫体表现出序列的差

异,但在同一寄主中虫体的序列是一样的,不具多态

性。传统上用于基因型分析的 RFLP 标记是核糖体

基因和开放阅读框( 0RF) , 现今产生了不仅限于编

码区的新的序列信息, 即潜在的微卫星位点。用这

些微卫星位点可鉴定隐孢子虫。

Feng[ 27]等通过查找 Genebank 1150个已知序列,

筛选到隐孢子虫 54个具有足够侧翼序列从而可用

于设计引物的微卫星位点, 设计了位于非编码区的

微卫星序列的 21对引物,其中 14对引物可以成功

的扩增微卫星位点,从而鉴定了基因组中非编码区

的 14 个微卫星位点。重复单位分别为 A, TA 和

TTA,拷贝数从 7到 21。位点 5B12 有 7 个等位基

因,位点 1G09有 4个等位基因,具有丰富的多态性。

鼠弓形虫的高分辨率的分类对于理解不同的株

间基因差异对疾病症状和传播模式的不同影响是很

有必要的。最近的划分方法是用第一次发现的 1个

小卫星位点和 5个微卫星位点的基因型划分了不同

的分离群
[ 28]
。

Schmid等[ 29]对锥虫的微卫星的遗传变异性进

行分型,发现 4 种具有不同的传染方式的感染寄生

虫群体具有不同的等位基因多样性。表明基因型不

同决定了传染方式的不同。同时,等位基因多样化

与感染强度之间的关系表明协同感染模式是可取

的,它们可以传染同一寄主且在其体内相互独立存

在。Anthony等[ 30]提供了一种从野生蚊中分离和贮

藏恶性疟原虫卵囊个体的简便方法。在非洲坦桑尼

亚北部同一地区 6个月内收集到 2种按蚊( Anophe�
les gambiae) , 分别取 12 个恶性疟原虫卵囊进行分

析, 10个微卫星位点都具有至少 2 个等位基因, 最

多的数目为 5,绝大部分卵囊是杂合子,成功的对恶

性疟原虫的卵囊进行基因分型。

2�4 � 寄生原生动物与寄主关系分析
寄生原生动物与寄主是相互作用、相互联系的。

不同的寄生原生动物生活在不同的寄主体内。即使

同种寄生原生动物在不同的寄主体内也存在明显的

特异性。微卫星 DNA 遗传标记为研究寄生原生动

物与寄主关系掀开了崭新的一页。Destro等
[ 31]
用微

卫星位点的变异来检验人类对恶性虐原虫的生化抗

性机制。为了研究鼠弓形虫基因型与人先天性弓形

虫病之间的关系, Costa 等
[ 32]
用 PCR方法检测了 �

微管蛋白基因内含子中的微卫星 DNA( TG) n 的多态

性。首先研究了 34株鼠弓形虫,其中 7株烈性株全

部为(TG) 8, 27株无毒株全部为( TG) 7。然后检测了

37个被感染胎儿的羊水样品, 结果全部为( TG) 7,表

明大部分人先天性弓形虫病来源于鼠源无毒弓形虫

株。

Collins[ 33]等研究了疟原虫在按蚊体内的存活机

制。当疟原虫侵入按蚊中肠细胞或停留在中肠上皮

细胞和外围基膜之间时, 可以被囊化或者被杀死。

用高分辨率的微卫星对按蚊进行基因作图,发现三

个基因Pen1、Pen2和Pen3共同作用于这个表型。探

讨了用遗传图谱克隆这些基因的方法, 以达到在按

蚊体内就能杀死疟原虫的目的。

2�5 � 基因定位用于构建遗传连锁图谱
具有丰富遗传信息的微卫星标记的分子连锁图

谱给原生动物遗传分析带来了一场革命。由于微卫

星重复单位数量多,重复单位片段短,且重复程度不

一样,同一类微卫星可分布在整个基因组的不同位

置上,从而适合于基因定位,是基因组图谱和物理图

谱的理想界标。Su等[ 34]以微卫星作为多态性遗传

标记,构建了恶性疟原虫高分辨率连锁图谱。相信

随着微卫星技术的进一步完善, 运用微卫星与所研

究性状位点的连锁分析, 使进行原生动物基因组结

构分析和寄生原生动物性状控制成为可能。

3 � 研究前景

3�1 � 对微卫星局限性的改进方法
尽管用微卫星进行类群间比较是一个很吸引人
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的方法,但是这种方法仍存在一定的缺陷。一、建立

一个微卫星标记系统的时间很长, 代价较大, 但一旦

开发,同行受益。二、引物结合部位的点突变、插入

或缺失可能会阻碍微卫星的扩增,极易出现哑等位

基因, 影响基因频率等各种数据的真实性。选择保

守的引物则可能减少哑等位基因的出现
[ 35]

,对同一

样品进行多次独立的 PCR, 也是识别哑等位基因并

保证其真实性的一种有效方法[ 36]。三、基于 PCR产

物的长度来判断重复数目, 则两侧区域中的插入缺

失会导致遗传距离的显著偏大。改进方法就是运用

DNA芯片这样的新技术, 直接测出重复片段的数

目[ 37]。四、DNA量少会导致扩增的基因长度不对以

及漏扩一个等位基因, 所以要保证有足够量的

DNA。五、随着物种进化距离的增加,微卫星位点的

性质和动力学变化很大, 会导致错误的遗传距离重

建。因此,不适用于高阶元的系统发育重建, 只能用

于低阶元的种间及种内进化分析。

3�2 � 微卫星 DNA在原生动物学研究中的展望

微卫星遗传标记是研究种群遗传和近源种群间

关系的有力工具。新的检测技术,如快速自动荧光

测序技术、多重 PCR微卫星荧光标记全自动基因组

扫描技术和平行毛细管电泳法, 将为微卫星分析带

来巨大的潜力。

3�2�1 � 遗传多样性和保护遗传学 � 微卫星作为遗
传标记在自由生活原生动物学研究中的应用尚处于

起步阶段。把微卫星标记应用于自由生活原生动物

学领域将大大加快原生动物分子生物学的研究进

程,有助于在分子水平阐明一些至今尚未解决的遗

传多样性、保护遗传学等问题。随着全世界范围内

水污染程度的增加,导致自由生活原生动物种类和

数量的改变。以前对物种的研究往往由于遗传变异

水平低而受阻。微卫星由于其多态性可以提供使用

其他的标记几乎显示不出变异。探测原生动物种群

中的等位基因频率的变化, 从而实现对原生动物种

群遗传多样性的检测以及对濒危原生动物物种的研

究和保护。

3�2�2 � 原生动物分子进化的研究 � 在过去的几十
年内, 越来越多关于原生生物的文章阐述了在门、

纲、目、科、属、种和株系层次上的系统分类或者种群

进化。但原生动物进化分类地位一直处于不稳定、

流动的状态。因此,为了确定原生动物详细的系统

发育进化地位, 以及为补充完善一个清晰、易懂、适

用性广并囊括所有单细胞真核生物的分子进化关系

的系统,近年来,国际上利用 DNA分子的信息特征,

来探讨原生动物物种的起源和进化, 已有大量成功

的报道。尤其利用 rDNA 进行系统进化研究, 已经

在原生动物分子系统学中得到应用和发展。

在原生动物中利用微卫星 DNA 多态性进行原

生动物的进化关系研究, 在我国尚未见报道。本文

作者拟从低阶元对原生动物进行微卫星 DNA进化

生物学研究。国外仅在 1999年 Oliveira等首次分析

了 54株克鲁兹锥虫的 8 个微卫星位点的多态性。

用简约法构建的单克隆系的分子进化树与基于核糖

体 RNA基因单位点分析一样分为三支,并进一步把

第二支分为明显的两个亚支。

因此, 通过电泳对微卫星等位基因的数目和大

小, 或对微卫星扩增产物的测序分析, 用微卫星

DNA位点对低阶元原生动物进行聚类, 从分子水平

对原生动物分类的依据和进化水平进行解释。

3�2�3 � 寄生原生动物流行病学研究 � 在前人的基
础上,对寄生原生动物微卫星研究的不断深入, 必将

为寄生原生动物的流行和传染方式、虫种虫株的遗

传变异、寄主获得性免疫机制等等一系列问题提供

有意义的基因分析。

综上而言,目前, 微卫星 DNA 作为一种多态性

标记,它已经在小部分原生动物中进行了研究, 还有

大量的种类没有开展研究, 新的技术应用还不广泛,

相信原生动物微卫星 DNA多态性研究将是一个很

有价值急待开拓的领域。
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