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摘　要：综述了同功酶、RFLP、PCR、RAPD、AFLP 的基本原理及其在晚疫病菌研究中的应
用。主要包括以下6方面：①绘制晚疫病菌的连锁图谱；②分析一个地区晚疫病菌的基因结构及其变
化；③分析采自不同寄主的菌株基因结构的差异；④研究晚疫病菌的来源；⑤研究墨西哥以外地区
A2交配型菌株的来源；⑥研究有性生殖的发生情况。同时还展望了现代生物技术在晚疫病菌研究中
的发展方向�指出该研究领域国内与国外的差距及今后国内的研究方向。
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　　马铃薯晚疫病由致病疫霉 （ Phytophthora in-
festans） 引起�是世界马铃薯产区的毁灭性病害之
一［1］�1845年该病在爱尔兰流行造成大饥馑。自
那时起�各国学者开始对马铃薯晚疫病及晚疫病菌
进行研究。近几十年来随着分子生物学技术的发
展�这方面的研究也取得了很大进展�对长期困扰
各国学者的一些问题给出了满意的答复或作出了合

理的推测�如：一个地区内的晚疫病菌基因结构如
何�是否随时间变化？世界范围内的晚疫病菌是否
有联系？晚疫病菌发源地在何处？墨西哥地区以外
的 A2交配型菌株是如何产生的？有 A2交配型的
菌株同时存在�有性生殖是否一定发生？究竟是哪
种基因型的晚疫病菌造成爱尔兰晚疫病的大流行�
它从何而来？采自不同寄主的菌株是否有差别？本
文仅对现代生物技术在晚疫病菌生物学研究方面的

应用进行简要综述。
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1　同功酶、RFLP 技术在马铃薯晚疫病菌
研究中的应用

1∙1　同功酶及晚疫病菌中的同功酶
同功酶 （isoenzyme或 isozyme） 是指同一机体

中的一种酶存在多种分子形式�它们具有同样的催
化活性。它们的溶解度、分子量和对激活剂、抑制
剂的反应都可能不同。同功酶的存在是一切生物体
的普遍现象。同功酶可以用电泳与组织化学相结合
的方法来进行鉴定。利用同功酶可以研究基因�现
在已成为生化遗传学上的重要内容。

晚疫病菌是二倍体真菌�即在个体中每条染色
体都由2个拷贝�Gpi （6－磷酸葡萄糖异构酶） 和
Pep （肽酶） 都是二聚体的酶�只有当两个亚基结
合在一起才有活性。通过�Gpi 和 Pep 的带型可区
别晚疫病菌的基因型。纯合的基因型个体在凝胶上
只有一条带。例：US－6无性系的菌株的 Gpi基因
座100／100�在凝胶上只有一条带。杂合的基因型
个体在凝胶上有三条带�两条是同源二聚体的带�
另一条是异源二聚体带�异源二聚体带迁移到两个
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同源二聚体带之间。例：US-7无性系的菌株的
Gpi基因座100／111�染色后凝胶上会出现三条带�
100／100、100／111、111／111�中间的一条是异源
二聚体的带100／111�两条同源二聚体带 （111／
111�100／100） 一前一后。
1∙2　RFLP 技术的原理

RFLP （Restriction Fragment Length Polymor-
phism） 即限制性片段长度多态性。指利用不同的
限制性内切酶在各自特定识别位点切割基因组

DNA�会产生大量大小不等的 DNA 片段。这经
限制性内切酶酶切后所表现的 DNA 片段的差异�
就是限制性片段长度多态性 （RFLP）。1976年�
遗传学家 Grodzicker 等人首次描述了 DNA 限制性
片段长度多态性�1980 年�Bostein ［2］ 提出用
RFLP 作为遗传标记构建连锁图谱的设想�后又
在构建人类遗传图谱的可能性上进行了讨论。
RFLP 反映的是 DNA 水平上的差异�而差异往往
是由变异造成的�变异分为单碱基突变型和结构
重排型两大类。单碱基因突变发生在限制性内切
酶的位点上�致使酶切位点增加或丢失而产生多
态性�这称为点多态性。结构重排型是指 DNA 序
列内部发生了较大的变化�如插入或缺失�从而
使酶切位点间的长度发生改变�造成了片段长度
的多态性。这些变异经酶切、分离、杂交、放射
自显影就会使 RFLP 带的特征发生改变�由此反
应 DNA 水平上的差异�对生物的变异进行分析。
目前�在晚疫病菌的研究中�DNA 指纹探针
RG57至少可显示25条带［3］。
1∙3　同功酶技术和 RFLP 技术在马铃薯晚疫病菌
研究中的应用

在晚疫病菌的研究中�RFLP 和同功酶技术可
有效地用于群体遗传分化�从而可对长期困扰各国
学者的一些问题给出满意的答复或作出合理的推

测。
1∙3∙1　一个国家或地区的致病疫霉种群的基因结
构及变化

Forbes ［4］通过同功酶、RFLP 对采自厄瓜多尔
的302个菌株进行分析�其中95％以上的菌株属
于 EC-1无性系 （Gpi：90/100Pep96/100；RFLP：
1111101001001101000111011；交配型：A1）�其
余的属于 US－1无性系 （Gpi：86/100Pep－92/
100； RFLP 带 型：10111010110011010 －

00110011；交配型：A1）。Sujkowski ［5］通过同功酶
和 DNA指纹对1985～1991年采自波兰的247个菌
株进行研究�结果表明1985～1987年的菌株均属
于 A1交配型�并且只有一个无性系 （包括三种基
因型 PO-1�PO-2�PO-3）�到1988年该无性系菌
株只占所采菌株的54％�1988年以后再没有检测
到该无性系的菌株�且1988年检测到新的基因型
（PO-4）�从1988～1991年该基因型的发生频率一
直在上升�1991年该基因型的菌株占所采菌株的
50％。
1∙3∙2　关于晚疫病菌的发源地问题

Goodwin等［6］用同功酶、RFLP 等技术对墨西
哥中部的晚疫病菌进行的研究表明�当地的晚疫病
菌最具多样性�该地区的晚疫病菌群体含有全部已
知的同功酶基因型和所有的 RFLP 带�从而确认了
Readick ［7�8］的假设�即墨西哥中部是晚疫病菌的发
源地。那么�晚疫病菌又是如何从墨西哥蔓延到世
界各地的�各个地区间的晚疫病菌又有何联系？
Goodwin等［9］对采自5大洲20个国家的300个菌
株用 RFLP、同功酶进行分析�结果表明�US－1
无性系遍布四大洲。并将研究结果与晚疫病流行的
重大历史事件［10�11］相联系�推测晚疫病菌的首次
全球性地迁移分三个阶段。第一阶段：1842年或
1843年从墨西哥到美国东北部；第二阶段：约
1845年�只有一个无性系从美国到欧洲；第三阶
段：从欧洲遍布全球。如果此推测成立�爱尔兰
1845年的马铃薯晚疫病大流行便只由一个无性系
（US－1） 造成。同时还发现�美国和加拿大的菌
株与墨西哥的菌株相比多样性较差�表明晚疫病菌
在迁移中经历了一个极度的基因障碍�有明显的瓶
颈效应。
1∙3∙3　墨西哥以外地区 A2交配型的起源

19世纪50年代在墨西哥首次发现 A2交配
型［12］�1984年瑞士报道发现 A2交配型［13］�继而
好多国家相继报道发现 A2交配型［14�15］�那么�墨
西哥以外地区 A2交配型从何处来？当时有4种假
说：①A2交配型在各地早就存在�只是未被发
现［16］；②由墨西哥迁移而来［17］；③基因变异重组
产生；④由于自育和杀菌剂的刺激使菌株交配型发
生变异而出现［18］。Spielman ［17］通过同功酶分析表
明：加拿大和日本境内的 A2交配型菌株从墨西哥
迁移而来。进而许多科学家支持迁移假说�而
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Ko ［18］曾用交配型变异假说反对迁移假说。Good-
win ［19］对已发表的基因型数据进行重新分析�否定
了交配型变异假说。那么 A2交配型菌株又是如何
迁移的？Fry 将晚疫病流行的重大历史事件［20］和多
人的研究结果相联系�认为可能是通过带菌块薯从
墨西哥传到西欧 （1970s）�继而从西欧通过带菌薯
块传播到其他地区。
1∙3∙4　有性生殖的发生情况

对采自一个国家或地区 A2交配型出现前后的
大量菌株进行交配型、同功酶基因型、DNA 多态
性进行分析�比较 A2交配型出现前后菌株的多态
性有无剧烈变化�如果有�而且一些基因座的基因
型在种群中的分配符合 Hardy-weinberg 平衡�可
能当地有有性生殖发生。Ander ［21］和 Suikowski ［5］
分别对荷兰和波兰的菌株交配型、同功酶基因型、
DNA多态性进行分析�结果表明�在荷兰和波兰
都可能有有性生殖发生。
1∙3∙5　比较来自于不同寄主［22�23］的晚疫病菌之间
群体遗传结构的差异［24］

在厄瓜多尔［25］ 所有采自马铃薯的菌株都与
EC-1 （Gpi：90/100；Pep96/100；RFLP：111110
－1001001101000111011；交配型：A1） 同功酶基
因型、表现型、交配型一样；而几乎所有的番茄菌
株具有 US-1 （Gpi：86/100；Pep92/100、RFLP 带
型：10111－01011001101000110011、交 配 型：
A1） 的特征。在菲律宾［24］所有采自番茄的菌株都
是 US-1∙1�与马铃薯菌株有明显区别。

2　PCR、RAPD 在马铃薯晚疫病菌研究中
的应用

2∙1　PCR、RAPD技术的原理
PCR （Polymerase Chain Reaction） 聚合酶链式

反应�是1985年美国 Cetus 公司人类遗传研究室
的科学家 Mullis ［26］ 及加州大学洛杉矶分校和
Howghes医院等联合研制的一种在体外快速扩增特
定基因或 DNA序列的方法。基本原理�双链 DNA
高温变性成两条单链�这两条单链作为模板与引物
在低温下退火�于适温下由 DNA 聚合酶催化利用
反应混合物中的四种脱氧核苷三磷酸沿引物延伸�
合成新 DNA互补链�并按变性、退火、延伸三个
步骤循环进行�上一个循环中形成的新链又可作为

下一个循环合成的模板�从而使 DNA 序列的产量
随循环次数呈指数增加。

RAPD （ Random Amplified Polymorphic
DNAs） 即随机扩增多态性 DNA�是由 Willams ［27］
等于1990年发展起来的一项新的分子标记技术�
其技术的本质是 PCR 反应。原理：用一个随机的
寡聚核苷酸序列 （10个寡聚核苷酸）�以基因组
DNA 为模板进行 PCR 扩增。生物中 RAPD 标记
产生的原因：一种可能是核苷酸的改变而引发引
物的错配；另一种可能是与引物配对的位点因核
苷酸的插入、缺失等而缺失�使本来可以产生的
PCR产物消失；再一种可能是因插入或缺失使
PCR产物本身大小发生改变。这些类型的改变使
RAPD标记能适于研究生物的遗传多样性及生物
的遗传关系�进行遗传作图�用 DNA 指纹研究群
体遗传学。
2∙2　PCR技术和 RAPD技术在晚疫病菌研究中的
应用

运用 PCR技术可测定 MtDNA （线粒体DNA）
表型。MtDNA （线粒体 DNA） 表型与其他表型有
关系：MtDNA 表型为Ⅰb的菌株通常有与 US－1
无性系菌株一样的是交配型为 （A1）�同功酶基
因型 （Gpi 86/100�Pep92/100） 和 RFLP 带型。
Phytophthora infestans 的 MtDNA 序列已知�四种
表型的限制性位点也已被定位在 MtDNA 上�已
经可以用两对寡聚核苷酸引物扩增 MtDNA 发生
多态性的区段�再经酶切电泳可区分四种 MtDNA
表型：Ⅰa、Ⅰb、Ⅱa、Ⅱb ［28］。虽然 MtDNA 表
型还未被认为是晚疫病菌的一种标记�但了解菌
株的 MtDNA 表型可以帮助监测晚疫病菌种群。
PCR技术还可用于测定菌株的交配型［29］�S1

是与 A1 （决定交配型的等位基因） 连锁的基因
座�用引物 S1A 和 S1B 可扩增出一条与 S1对应
的约长为1250个 bp的 DNA 片段。它代表一个串
联重复序列�这个重复序列在 A1交配型菌株中
存在�在 A2交配型菌株中不存在�通过此片段
的有无来判断菌株的交配型。不需对菌株进行纯
培养�可在短时间内测定菌株的交配型�加快研
究进程。
RAPD技术在晚疫病菌中多用于研究种内群体

遗传分析。如：Mahuku［30］对1994～1996年采自
加拿大的141个菌株进行 RAPD 分析�将其分为
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21个组�分析表明97％的变异来自于种群内�3％
的变异来源于种群间。
3　AFLP 在马铃薯晚疫病菌研究中的应用
3∙1　AFLP 技术的原理

AFLP （Amplified Fragment Length Polymor-
phism） 技术是1993年由荷兰科学家 Zabeau 和
Vos ［31］发展起来的一种检测 DNA多态性的新方法�
该方法结合了 RFLP 技术和 RAPD 技术的特点。
其选择扩增的原理：首先用限制性内切酶彻底消化
基因组 DNA�产生粘性末端。使用人工合成的带
有同样内切酶识别的粘性末端的短的双链作为接

头�接头与 DNA 片段互补连接后成 DNA 模板。
接头序列以及与其相连的限制位点作为随后进行的

限制性片段扩增的引物结合位点。扩增片段通过变
性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离检测。
3∙2　AFLP 技术的应用

目前�AFLP 技术主要用于构建晚疫病菌的
基因连锁图谱。1997年�Van de Lee ［32］等完成了
一张比较完整的致病疫霉基因连锁图谱�这张图
谱包括183个 AFLP 标记�7个 RFLP 标记和交
配型基因座�包括10个主要的连锁群和7个次要
的连锁群�共覆盖827cm�并证明主要连锁群中
的标记来自于两个亲本�而次要连锁群中的标记
来自 AI 交配型的亲本或来自 A2交配型的亲本。
同时还证明了致病疫霉是同核型的二倍体。
AFLP 带型在分裂中能够保持稳定�并遵循孟德
尔遗传规律。交配型及其所在的连锁群的其他标
记均不遵循孟德尔遗传规律。AFLP 技术用于构
建基因连锁图谱�使我们可以从基因水平了解晚
疫病菌�为更好的研究晚疫病菌、防治晚疫病提
供理论依据。
4　展　望

随着现代分子生物技术的发展�对晚疫病菌的
研究已有了很大进展�但还存在着问题。
（1） 构建饱和的遗传标记连锁图谱。据估计致

病疫霉的基因约为250 Mb ［33］�基因长度约为
1010～1300cm ［34］。现已完成的标记覆盖了基因组
的69％。今后这项工作还将继续进行�利用各种
标记技术�对晚疫病菌的连锁图谱进行完善。只有
这样�才能使两个标记间的距离足够小�使一些性

状基因借助于高密度的标记进行准确定位、基因克
隆�进而进行抗病育种研究
（2） 运用分子标记寻找与目的基因紧密连锁的

标记�如在致病疫霉中找到与其抗瑞毒霉基因连锁
的标记的标记�我们便可利用这一标记对一个新的
小种进行抗药性测定�从而指导防治；如发现与毒
力基因紧密连锁的基因标记�可使我们进一步了解
马铃薯晚疫病菌的致病机制�从而可在该病的防治
方面有大的突破。若找到与无毒基因紧密连锁的基
因标记�我们可以对无毒基因进行准确定位�进而
克隆无毒基因�并利用转基因技术进行马铃薯的抗
病育种。

在我国用分子生物学研究晚疫病菌生物学还是

空白�以后的研究应与世界接轨�主要有以下几个
方向：搞清我国马铃薯晚疫病菌的基因结构�并对
其变化进行监测；弄清我国的晚疫病菌从何地迁移
而来；我国的 A2交配型菌株从何地迁移而来；我
国境内的晚疫病菌是否有有性生殖发生；晚疫病菌
的寄主特异性�构建晚疫病菌的遗传标记的连锁图
谱等。在我国�同工酶、RFLP、PCR、RAPD、
AFLP 等技术都已比较成熟�在生物领域应用也比
较广泛�我们应进一步将其应用到晚疫病菌的研究
中。
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