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摘  要：随着 PCR 技术的广泛应用，基因指纹和芯片技术得到快速发展，已成为分子生物学研究的重要手段并得到

广泛应用。文章首先综述了目前常用的基因指纹和芯片技术及其优缺点。常用的技术有：DNA 限制性片断长度多态性分

析（RFLP）、随机扩增多态性 DNA 分析（RAPD）、扩增片断长度多态性分析（AFLP）、微卫星 DNA 多态性分析（SSR）、

单核苷酸多态性分析（SNP）等。然后简要概述这些技术在生物资源调查和标本整理中的应用。主要应用于物种鉴定和分

类、个体识别和种群数量调查、资源植物关键信息研究等。最后展望这些技术在生物资源调查和标本整理中的应用。
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Abstract: With the development of PCR technique, gene fingerprint and biochip techniques have a rapid 
evolution and become one of the important tools in molecular biology study. At present, the gene fingerprint 
techniques including: DNA restriction fragment length polymorphism (RFLP), random amplified polymorphic 
DNA (RAPD), amplified fragment length polymorphism (AFLP), simple sequence repeat (SSR) and single 
nucleotide polymorphism (SNP), and so on. The microarray is a powerful genomic tool for the characteristics of 
high density, high sensitivity and automation. In this paper, the authors reviewed the basic theory and characteris-
tics of the general gene fingerprint and biochip techniques and their application in biology resource investigation 
and specimen inventory. At present, the major studies in biology resource investigation and specimen inventory 
include: species identification and classification, individual identification and population number investigation, 
and the key information research on resource plant. 
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基因指纹技术，又称 DNA 指纹技术，是经

分子遗传标记而构建的具有高度特异性的遗传学

图谱技术。20 世纪 90 年代初，由于 PCR 技术的

广泛应用，DNA 的检测可以通过体外克隆方法快

速、直接、高效、灵敏地检测出来，许多新的基

因指纹技术应运而生，包括 DNA 限制性片断长度

多态性分析（RFLP）、随机扩增多态性 DNA 分析

（RAPD）、扩增片断长度多态性分析（AFLP）、微

卫星 DNA 多态性分析（SSR）、单核苷酸多态性分

析（SNP）等 [1]。基因芯片技术是伴随人类基因组

计划而产生的，由于具有高通量、高灵敏度和高

自动化程度等特点，迅速成为分子生物学研究的

一种重要技术手段 [2]。基因指纹和芯片技术的快

速发展，为开展生物资源调查和标本整理等提供

了新的手段，并为资源的开发和创新利用提供了

可能。本文就主要的基因指纹和芯片技术的原理

和特点进行简单的介绍，并对其在生物资源调查

和标本整理中的主要应用进行了综述。

1  不同类型的基因指纹和

芯片技术

1.1  DNA 限制性片段长度多态性分析

DNA 限制性片段长度多态性（RFLP）是 20

世纪 80 年代初发展起来的第一代分子遗传标记技

术，至今仍被广泛应用。其基本原理是利用 DNA

限制性酶识别 DNA 链特异性的序列，催化核苷

酸内切性裂解，从而产生特定长度的片断。片断

与同位素或非同位素标记的探针杂交，而显示与

探针含同源顺序的酶切片段在长度上的差异，依

其分子大小分离出片断。RFLP 标记呈孟德尔遗

传，广泛分布于生物的基因组中，不受环境影

响，是一种共显性标记，可区分纯合基因型和杂

合基因型。非等位的 RFLP 标记之间不存在上位

效应，结果稳定可靠，重复性好。然而 RFLP 需

要的 DNA 量较大，只能检测内切酶识别位点上的

变异，能提供的信息有限 [3]。

1.2  随机扩增多态性DNA分析（RAPD）

随机扩增多态性 DNA 分析（RAPD）技术建

立在 PCR 技术的基础上，它是利用一系列随机排

列的寡核苷酸为引物，对所研究的基因组 DNA 进

行 PCR 扩增。这些扩增 DNA 片段的多态性反映

了基因组相应区域的 DNA 多态性 [4-5]。由于所用

的引物是任意的，因此 RAPD 技术并不需要对所

研究的生物基因组了解太多。像其他应用 PCR 的

技术一样，对每个测试个体的 DNA 量要求甚少，

所以能应用于分析少量 DNA 模板的个体，因此可

以从毛发、脱落组织甚至动物的粪便中提取微量

DNA 进行直接扩增，这对于珍稀濒危物种的基因

组分析是十分有效的 [6]。RAPD 最大的缺点是实

验结果的重复性和稳定性较差。

1.3  扩增片段长度多态性分析

扩增片段长度多态性分析（AFLP）是 Zebeau

等发明的一项技术，其原理非常简单 [7]。基因组

DNA 经限制性内切酶完全消化后，在限制性片段

两端连接上人工接头作为扩增的模板。设计的引

物与接头和酶切位点互补，并在 3’端加上 2 ～ 3

个碱基，因此在基因组被酶切后的无数片段中，

只有一小部分限制性片段被扩增，即只有那些与

引物 3’端互补的片段才能进行扩增，称为选择性

扩增。由于接头和引物设计不需要预先知道被研

究基因组的序列信息，以及它们之间搭配上的巧

妙与灵活，使得采用少数几对引物的多种组合即

可获得大量遗传信息。用 AFLP 鉴定的多态性是

典型的按孟德尔方式遗传和选择中性的，因此目

前人们认为 AFLP 是构建遗传图谱较好的分子标

记，在鉴定遗传多样性和物种亲缘关系的研究中

也显示出较大的优越性 [1]。

1.4  微卫星多态性分析

微卫星（microsatellite）是指以少数几个核苷

酸为单位的多次串联重复 DNA 序列（多为 1 ～ 6

个核苷酸），其中两核苷酸的重复频率最高，如

（AC）n 重复在哺乳动物基因组中约 10 万个碱基

中就发生一次 [8]。微卫星具有数量大，分布广且

均匀，多态信息含量高，引物通用，分析方便，

适合于进行自动化和半自动化分析检测等优点。

因此在短短十几年内，微卫星已广泛应用于动植

物的各个研究领域，包括构建遗传连锁图谱、进

行种群遗传多样性研究、进行亲子鉴定和建立遗

传谱系等。微卫星在 PCR 扩增时，偶尔会出现

“无效等位基因”（null allele）的现象，即无特异性

扩增产物，这可能是微卫星位点引物结合部位的
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点突变、插入或缺失阻碍微卫星的扩增，而且这

种突变并没有在群体中固定，则只有一部分等位

基因会被扩增出来，因此在电泳时实际上杂合的

位点，仅形成单条电泳带而呈纯合现象，这样给

结果分析带来错误的信息 [9]。

1.5  单核苷酸多态性分析

单核苷酸多态性分析（SNP）是随着人类基因

组计划的进展而发现的新的 DNA 遗传标记，是指

在基因组水平上由单个核苷酸的变异引起的序列

多态性，这种变异包括单碱基的转换、颠换、插

入和缺失等。SNPs 的位点极其丰富 ( 在人的基因

组中有上百万个 SNPs)，并在许多物种基因组的

编码区和非编码区广泛分布。已有的研究显示，

在基因组中大约平均每 300 ～ 1000bp 就会出现一

个 SNPs[10-11]，这样 SNP 在整个基因组的分布就会

达到 300 万个甚至更多，代表了基因组中最广泛

分布的序列变异类型。SNPs 的应用在相当长的一

段时间里仍主要局限在一些模式生物（如人、果

蝇等）[11]。随着技术的进步，SNPs 分析技术在物

种种群结构、遗传多样性、适应与进化、种群历

史动态、系统地理学、个体识别和谱系鉴定中得

到广泛的应用 [12-14]。

1.6  基因芯片技术

基因芯片（Gene Chip，又称 DNA 芯片、生

物芯片）是随着人类基因组计划的逐步实施和分

子生物学的迅猛发展应运而生的。其概念来自于

计算机芯片，其实质是在面积不大的基质表面上

有序的点阵排列了大量固定于一定位置的可寻址

的识别分子 [15]。具体来说，也就是在玻璃、硅等

载体上有序的、高密度的（点与点间的距离小于

500 微米）排列、固定了大量的靶基因片段或寡核

苷酸片段（也叫分子探针），这些被固定的分子探

针在基质上就形成了高密度的 DNA 微列阵，因此

基因芯片也叫基因微矩阵。基因芯片的制备方法

主要有 3 种形式：①原位合成型。将多个寡核苷

酸片段用单核苷酸底物直接合成到载体特定位置

上。②接触式点样型。利用机器手将 cDNA 或合

成的寡核苷酸（探针）针点到片基上。③喷点式点

样型。利用机器手将探针喷印到片基上 [15]。

将待测样品用荧光染料等标记制成探针与

芯片进行杂交，通过检测探针分子的杂交信号强

度而获取样品分子的数量和序列信息，从而可对

基因序列及其功能进行大规模、高通量的研究，

是传统生物技术的一次重大创新和飞跃。该技术

综合了分子生物学、半导体微电子、激光、化学

染料等领域的最新科学技术，是当今世界高度交

叉、高度综合的前沿科学与研究热点，为快速准

确完成物种定名、多样性的调查、外来物种问

题、遗传多态性、个体识别及亲子鉴定等提供了

便利的方法 [16-17]。

2  在生物资源调查和标本

整理中的应用

2.1  在物种鉴定和分类中的应用

在野生环境中，许多动植物尤其是近缘种地

形态、生活习性十分相似，仅通过标本和野外观

察有时难以确定一个生态系统中的物种组成。传

统的物种鉴定，结合基因指纹和芯片技术可以鉴

定不同物种的差异。传统的物种鉴定是根据物种

间的形态、习性、繁殖方式等特征进行确认。随

着分子生物学的发展，为实现野外近似物种的鉴

定提供了可能，可以通过 18SrDNA( 或 16SrDNA

等 )、线粒体 DNA 序列差异和微卫星等位基因频

率的不同来区分不同的物种 [17]。张于光等对野外

收集 109 个疑似雪豹粪便样品进行了鉴定，鉴定

有 31 个来自雪豹，其他粪便样品来自猞猁、狐狸

和狼等肉食动物 [18]。Tsoi 等通过基因芯片对贝母

几个种属基因分型和种类鉴别进行了研究，一些

多态性片段的特异性寡核苷探针点在芯片上进行

杂交实验，结果显示 DNA 芯片技术可为植物种属

的鉴别与质量控制提供了一种快速、高通量筛选

的检测工具 [19]。

民族医药植物和资源植物的真伪鉴别及品种

鉴定是目前基因指纹和芯片技术在生物资源调查

和标本整理中应用最多的一个领域。目前药材市

场上大量存在不同替代品混用的现象，不同地区

同名异物入药，或是紧俏药材使用其近缘植物入

药，甚至使用其他伪品假冒名贵药材。尽管药材

在干燥过程中 DNA 有所降解，但干品仍然带有

足够多的 DNA 信息特别是稳定的小分子带，可供

鉴别药材使用。因此，不论新鲜药材还是干品饮
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片，或是不同药用部位，通过 DNA 指纹图谱皆能

准确予以鉴别。近年来这方面的研究较多，如人

参、西洋参的鉴别，西洋参及其伪品的鉴别等。

2.2  在动物个体识别和种群数量调查中的应用

传统的野生动物数量调查方法是通过一定的

技术手段（如目击、足迹和粪便等），在设定的样

线或样方中，计算动物的数量，以此为基础，推

及整个动物分布区的动物数量。这种方法不可避

免地受到动物分布均匀程度及单个个体重复计算

的影响。而在许多大型哺乳动物中，含 DNA 的样

品（如粪便、毛发、唾液等）经常可在一些确定的

路线（如兽径及分布区边缘）有规律地被发现。

因而，可以在特定路线反复地进行这些物质的收

集，并进行分析，通过比对，得出确切的数据。

以大熊猫为例，为了保护大熊猫物种，制定了切

实可行的保护管理规划。我国曾在上世纪 70 年代

和 80 年代两次组织全国性的大熊猫普查，采用路

线调查法及生物横向密度估计法，历时数年，所

获得的结果仍然难以表明现存大熊猫的野外真实

数量。近年来，在大熊猫数量调查上利用分子粪

便学研究方法进行了大量的工作。以野外采集的

大熊猫粪便为材料，应用 DNA 指纹技术和个体识

别技术，进一步确认了大熊猫种群数量 [20]。张于

光等应用基因指纹技术并结合粪便 DNA 技术，对

雪豹粪便 DNA 进行微卫星分析，结果表明，在

Ladakh 和南 Gobi 检测到的 31 个雪豹粪便样品分

别有 4 个和 5 个不同的雪豹个体 [18]。

通过应用基因指纹和芯片技术进行个体识别

和种群数量调查，为开展自然保护区生物资源调

查提供了可靠的、有力的技术支撑，从而准确地

掌握动物的种群数量和分布区域，这对于物种的

保护和管理是很重要的，特别是对于一些珍稀濒

危的大型兽类，同时，也为标本的整理和挖掘标

本背后的信息提供了重要依据。

2.3  在资源植物关键信息研究中的应用

资源植物关键信息的研究是植物开发和创新

应用的重要前提，如药用植物的药效成分、药物

筛选、药物靶标的发现和关键功能基因的寻找等

研究，同时也为自然保护区民族医药植物的保护

利用和标本的可持续采集、整理和共享工作的开

展提供了重要的依据。民族医药植物的质量除了

与药材特定的生长环境和特殊的采收加工技术有

关外，还与该药材产区内这一物种的地方种群或

居群遗传上的特殊性有关。通过基因指纹和芯片

技术，就有可能研究中药药物自身的基因信息差

异以及对受体基因表达水平的影响，为筛选高效

的药物资源和探索中药的分子作用机制提供了有

效工具。如 Li 等研究了知母根中提取的皂苷成分

对心血管疾病的分子作用机制，实验结果显示皂

苷成分通过调节内皮细胞的功能对心血管疾病起

良性作用 [21]。Yin 等用 cDNA 微阵列研究了半枝

莲 Scutellaria barbara D.Don 的抗癌机制，结果发

现 16 个基因 ( 包括 DNA 损伤、细胞周期调控、

蛋白质磷酸化的相关基因 ) 表达上调了 5 倍以上，

显示这些基因可能参与了半枝莲诱导的癌细胞死

亡过程 [22]。

进行民族医药植物标本采集整理整合，对重

要的和代表性民族医药植物制备基因组标本和样

品，提取化学指纹和基因指纹图谱，建立化学指

纹图谱库 / 基因图谱库和医药植物信息（功效）－

标本－实物－指纹的一体化和共享体系，是自然

保护区生物标本整理整合共享子项目的重要工作

内容之一。该项目已经成功对不同环境区域的 70

多种传统利用植物进行了标志性和关键性信息的

补充，获取基因指纹图谱 800 多张。同时，通过

在 GenBank 数据库搜索不同的药用成分功能基

因，如生物碱、黄酮类、萜类和甾类等，在国内

首次构建了中药材相关的功能基因芯片，并对黄

连、长春花和青蒿等中药材料的相关功能基因进

行了分析。

3  展  望

随着基因指纹和芯片技术的不断发展和后基

因组时代的到来，这些技术将在生物资源调查和

标本整理中得到更广泛的应用，如中药功能芯片

的构建和发展，将为开展我国民族医药植物的药

效成分、功能基因和药效相关分子机理等研究提

供重要的手段。这些工作将为建立自然保护区生

物标本─信息─实物─生境的一体化共享体系，

为数字化自然保护区的建设和实现生物资源的开

发和创新应用提供更广泛的前景。
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