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　　近年来 ,由于国内外市场对水产品的需求不断

增长 ,水产业因此获得了长足的发展 ,许多水产种类

的养殖量有了大幅度的增加 ,在给我国国民经济的

增长作出贡献的同时 ,已经不可避免的带来了许多

弊端 ,一些方面甚至在一定程度上会影响未来水产

业的发展。其中最应该引起关注的是由于目前捕捞

强度的增加、生态环境的恶化等 ,导致许多种群的数

量大量减少 ,产量也随之降低 ,种质资源遭到前所未

有的破坏和衰退。因此 ,种质鉴定、种群分析及保护

和遗传多样性的研究已经成为当前水产研究的当务

之急[2 - 7 ]。

随着分子生物学技术的发展 ,理论与实际应用

以前所未有的速度结合起来 ,各种分子标记技术 (如

RAPD、AFLP、RFLP等)在诞生不久很快就被应用于

水产动物的种质鉴定及遗传多样性的研究上[4 - 7 ]。

这对种群遗传多样性资料的获得和种群遗传标记的

建立有着非常重要的意义 ,因为在此之前 ,许多种质

鉴定、种质分析的资料是建立在对表型观察、对外部

特征的描述上的 ,这不可避免的存在一些主观性和

不准确性 ,而分子标记技术的出现改变了这一状况 ,

使其获得了长足的发展。

但一些分子标记技术由于操作水平、仪器、试验

环境等因素的影响 ,它们依然存在着各自的缺点。

近年来 ,随着 DNA测序技术的发展 ,越来越多的群

体遗传性研究采取了基于测序技术的 DNA分子标

记[3 ]
,因为不管是个体还是群体 ,它的遗传变异和其

多态性从根本上来说都是由于 DNA序列的差异和

多态引起的 ,DNA序列分析可以准确地检测出碱基

替换、插入和缺失等变异信息。利用这些变异数据

来研究遗传结构 ,不仅可以获得丰富的遗传变异资

料 ,也更接近种群间的进化关系。从而真正做到了

在分子水平上来分析个体、群体、种间的遗传变异和

多态性[1 - 3 ]。其中 ITS序列的测定更是成为其中的

热点之一。本文将对 ITS序列的结构特征和研究方

法以及近年来国内外学者利用 ITS技术在水生生物

方面的研究作一概述 ,并对 ITS序列分析这一方法

的优缺点进行评价 ,以期对水产研究者提供一定的

帮助。

1　基因间隔序列( ITS)的概念和结构
特征

　　目前 ,用于分子系统学研究的基因序列 ,主要有

线粒体 DNA和核糖体 DNA。真核生物的核糖体都

有 3种 rRNA ,即 18srRNA ,5. 8s rRNA和 28srRNA ,这

些 rRNA基因都是以串联重复形式存在 ,编码这些

rRNA的基因按顺序排列在一条 DNA上 ,这段具有

特定转录功能的 DNA片段称为 rDNA操纵子[9 ]。

rDNA是由转录单位和非转录单位的间隔区组

成的一个重复单位。其中 18s ,5. 8s和 28srRNA基因

组成一个转录单元 ,形成一个前体 RNA。而非转录

单位包括三个部分 :①非转录间隔区 (non transcribed

sequence NTS)位于 rDNA相邻重复单位之间 ;②外转

录间隔区 ( extra transcribed sequence ETS) 位于 182
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sRNA的上游 ( upstream) ; ③内转录间隔区 ( internal

transcribed spacers ITS)包括 ITS1 和 ITS2 ,分别位于

18sRNA和 5. 8sRNA ,5. 8sRNA和 28sRNA之间。有时

将 ITS1 ,5. 8sRNA和 ITS2统称为 ITS区 (图 1) [3 - 8]。

图 1　真核生物 rDNA一个拷贝的结构

Fig. 1　The Structure of a repeating Unit of Eukaryote rDNA

rDNA操纵子在不同个体中的个数不是恒定的 ,

根据种类不同 ,拷贝数从一到几百不等。在大多数

硬骨鱼类中有 240 - 400个拷贝 ,在两栖类中有 450

- 760个 ,而在原生生物中则仅有 1 - 9个拷贝[4. 7 ]。

真核生物中其个数明显多于原核生物 ,可能是由于

真核生物的新陈代谢以及繁殖发育过程中需要大量

的蛋白质的合成 ,而蛋白质的合成则需要大量核糖

体的存在[10 ]。

各个 RNA亚基间的 ITS序列 ,其长度和序列上

在不同的种类中有着非常大的差异 ,并且在同一个

体的不同操纵子上的 ITS序列也可能是不同的 ,也

有着长度和序列上的差异 ,说明在动物的进化过程

中它是具有很高的可变性。

2　ITS研究的原理与应用方法

DNA序列测定可以直接从 DNA的碱基组成上

获得遗传变异的信息 ,并且更接近种群间的进化关

系 ,因此它是区分种群与个体间的遗传差异最彻底

和最准确的方法 ,能够提供给我们完全的遗传信息。

但是测得个体全部的 DNA序列不仅在技术上实现

有很大的困难、花费高 ,而且在很多时候是完全没有

必要的。我们只要选择一些在生物的进化过程中其

序列变异比较大 ,差异性比较明显的序列来测定和

分析就可以获得所需要的遗传变异的信息 ,而 ITS

就是这样值得我们去分析的一个区域。

2. 1　ITS区域的变异性

由于 ITS属于非编码区序列最终不加入成熟核

糖体 ,所以受到的选择压力较小 ,进化速度快 ,具有

可变性并且变异的速度在不同的物种间也存在着较

大的差异 ,因此不长的 ITS序列能够提供比较丰富

的变异位点和信息位点。在不同的物种中比较适合

作种间 ,亚种和种群水平上的系统发生的研

究[5. 6. 36 ]。

在已经研究的动物的 ITS序列中 ,发现 ITS序列

存在着多层次水平的差异 ,不仅在种间存在着差异

性 ,在同一个种的不同地理种群中也存在着明显的

差异性 ,并且由于个体的基因组中有多个 rDNA拷

贝存在 ,不同的 ITS间隔序列之间也存在着差异 ,这

些差异体现在长度和序列两个方面[5 ]。

2. 2　ITS引物的设计

ITS被成功应用于分子系统学的研究主要是因

为 : (1) ITS序列在基因中是高度重复的 ,它通过不等

交换 (unequal crossing - over)和基因转变 (gene conve2
rsion)而经历快速的协同进化 (concerted evolution) ,导

致了在基因组中的一致性。[11. 12 ] (2) ITS1 和 ITS2 分

别位于 18s - 5. 8s和 5. 8s - 28s之间 ,从低等到高等

的真核生物 ,这些 RNA都是高度保守的 ,这样非常

有利于设计 PCR引物并成功的扩增出 ITS序列。

表 1总结了一些常用在贝类、鱼类以及甲壳类

中扩增 ITS区域的通用引物 ,利用这些引物通过

PCR反应可以扩增出需要的片段。

表 1　成功应用于水产动物 ITS - PCR的引物序列

Tab. 1　ITS - PCR primer sequence successfully applied to

aquatic animals

物种 引物序列 参考文献

Gastropoda ITS - 1A 5′GGTTCTGTAGGTGAACCTGC　3′ 2 ,3 ,6 ,7

Bivalvia ITS - 1B 5′CTGCGTTCTTCATCGACCC　3′

ITS - 2A 5′GGGTCGATGAAGAACGCAG　3′ 2 ,3 ,7

ITS - 2B 5′GCTCTTCCCGCTTCACTCG　3′

ITSA　　5′GGTTTCTGTAGGTGACCTGC　3′ 3 ,7

ITSB　　5′GCTCTTCCCGCTTCACTCG　3′

Osteichthyes ITS - 1A 5′AAAAAGCTTCCGTAGGTGAACCTGCG 3′4 ,23 ,25 ,26 ,27

ITS - 1B 5′AGCTTGCTGCGTTCTTCATCG A　3′

ITS - 1A 5′GGTTTCTGTAGGTGAACCTGC　3′31

ITS - 1B 5′CTGCGTTCTTCATCGACCC　3′

ITS - 2A 5′CTACGCCTGTCTGAGTGTC　3′ 25 ,27

ITS - 2B 5′ATATGCTTAAATTCAGCGGG　3′

ITSA　　5′CTTGACTATCTAGAGGAAGT　3′ 25

ITSB　　5′ATATGCTTAAATTCAGCGGG　3′

Crustecea ITS - 1A 5′GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG　3′ 37 ,38

ITS - 1B 5′ATCGACCCACGAGCCGAGTGAC　3′

ITS - 2A 5′GTGGGTCGATGAAGACCGCAGG　3′

ITS - 2B 5′TTCAGTCGCCCTTACTAAGGGAATCC 3′

ITSA　　5′GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG　3′

ITSB　　5′TTCAGTCGCCCTTACTAAGGGAATCC 3′

2. 3　ITS在分子系统学中的应用

目前 , ITS已经成为微生物和分子系统学中的
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一种重要分子标记技术。在微生物、植物、细菌病毒

等物种得到广泛的应用。在分析这些物种的进化发

生 ,鉴定亲缘关系方面作出了贡献。研究表明 ITS

区一般适合于相近的种和同种的不同地理种群及不

同品系的研究[36 ]。目前 , ITS区域在分子系统学中

的应用主要有 :

2. 3. 1　系统树的构建　分子系统学研究的一个目

的就是通过 DNA的碱基差异来构建系统树 ,以阐明

不同物种、不同种群之间的关系。商慧敏对 8种盾

纤亚纲纤毛虫共 9个种群的 ITS - 1序列进行了测

序 ,并构建了距离树和最大似然树 ,在这两个树中 ,

盾纤亚纲、旋唇纲和侧口纲的种类均很好的聚合在

一起 ,彼此明确分开[13 ]。Vidigal et al .在软体动物双

脐螺的系统进化研究中 ,把分布于巴西的双脐螺

( Biomphalaria)的 10 个种的 ITS2 序列 ,分别用最大

简约法 (maximum parsimony)和最大似然法 (maximum

likelihood)构建了分子系统树 ,其结果同用形态学特

征得到的结论相一致[14 ]。

2. 3. 2 进化方式的研究　Verneau等对绦虫多节亚

目的 Bothriocehalus 属的 7 个种的 ITS - 1 进行了研

究 ,发现通过此序列得到的系统发生树与其宿主真

口鱼类 ( Telesostean)的系统进化之间没有明显的协

同进化关系[15 ]。Odorica 和Miller对鹿角珊瑚的 ITS

区研究发现它们具有网状进化 (reticulateevolution)的

特征[16 ]。

2. 3. 3　对新种的分类鉴定　一些种类的鉴定传统

上主要依据形态特征 ,如寄生虫。但研究表明 ,由于

环境温度 ,以及年龄和标本的处理方法都可能导致

形态变异 ,给虫体的鉴定造成困难 ,用 ITS序列作为

分子标记进行研究 ,有时会取得满意的结果。丁雪

娟等对四种新本尼登虫 ITS序列进行研究 ,结果表

明未定种 1和 2与玫氏新本尼登虫非常相似 ,差异

率为 0. 17 % ,应为同一个种 ;而本尼登虫与新本尼

登虫的差异在 33 %以上 ,在遗传距离上相隔比较

远[17 ]。

2. 3. 4　作为一些种和亚种的鉴别标记　 Zahler 等

研究孢子虫 Balesiacaniscanis , B. c. vogeli和 B. c. rossi

后指出 , ITS区的 PCR产物可作为 3 个亚种的鉴别

标记。董世娟在对片形吸虫的 ITS - 1 序列研究后

初步认为它可以作为遗传标记来区分大片吸虫

(Fasciola gigantica)和肝片吸虫 ( Fasciola hepatica) ,同

时也证实了在我国除了这两种片形吸虫外 ,还可能

存在这“中间型”的片形吸虫[19 ]。

3　ITS在水产动物研究中的应用

在水产研究中 ,利用 RAPD 、RFLP、AFLP以及

同工酶电泳等分子标记方法来研究水产动物的遗传

多样性的技术已经比较成熟 ,但就 ITS研究来说 ,目

前大部分都集中在细菌、微生物、植物、昆虫等 ,在水

产动物的研究中尽管有所应用 ,但比较少 ,主要集中

在贝类的系统学研究中 ,在鱼类的研究可以说是刚

刚起步。目前对 ITS的研究主要集中在遗传多样性

分析、序列比较分析和区系的划分等方面。

3. 1　在遗传多样性分析及系统分类领域

在对贝类的研究中 ,国内外学者均付出了较多

的努力。Insua等用 ITS区对扇贝科 4个种进行了系

统发生关系研究 ,发现单独使用 ITS - 1或 ITS - 2或

同时使用两个片段进行系统学分析结果相似[20 ]。

Coleman分析了采自世界各地的 17 种鲍的 ITS序

列 ,作出聚类分析[21 ]。Ernandez ,Atcia et al .对 3种贻

贝 ITS区域进行了种间遗传多样性研究[22 ]。Phil2
ips ,Susan et al .对不同地理种群的 Salvelinus的 rDNA

- ITS1进行了测序 ,结果表明几个种群 (种内不同群

体)之间的序列相似性较大 ,对它们进行系统发育分

析 ,可以区分不同的地理种群[23 ]。Fernandez等利用

ITS区的 PCR - RFLP分析技术区分了 3种帘蛤科贝

类[24 ] ;魏晓华将测得的四种扇贝的 ITS - 1序列与其

他四种扇贝构建了系统发育树 ,与用其他方式构建

的有很强的一致性[6 ]。

在鱼类的研究中 ,目前主要集中在鲑科。Doma2
nico等通过对 rDNA的 ITS1和 ITS2区基因的测序结

果 ,综合分析了大西洋鲑的系统发育关系 ,分析认为

pink和 chum salmon以及 coho 和 chinool salmon之间

有最近的亲缘关系[25 ]。Sajdak 等通过对白鲑种类

rDNA - ITS1的序列分析 ,构建了较大范围的系统发

育树 ,并与通过蛋白质分析和 mtDNA分析所构建的

系统发育树进行了比较 ,得到了较为一致的结

果[26 ]。

3. 2　序列比较与分子标记

Harris , Crandall 测得克氏原鳌虾 ( Procambarus

clarkii)的 ITS1 和 ITS2 序列 ,他们分别为 760 bp 和

1300 bp ,是目前在无脊椎动物中已测得的最长的

ITS序列[28 ]。Chu等在对甲壳类的研究中发现在同

一个体内的基因组内的 ITS 序列存在差异 [29 ]。

Heath等利用 ITS区序列测得加拿大西部的沿海贻

贝 ( Mytilus spp . )存在不同的基因型[30 ]。
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姜艳艳测得　日本三个不同地理群体的的 ITS

- 1序列为 393bp ,认为在分析遗传多样性方面 ITS

序列分析不如 CoI基因更有力[31 ]。喻子牛等对栉孔

扇贝的 ITS序列进行了研究 ,分别获得了 ITS - 1和

ITS - 2部分序列[32 ]。陈琳林等对魁蚶的 ITS序列进

行了研究 ,测得 ITS - 1 和 ITS - 2 序列长度分别为

461bp和 533bp ,通过与其他四种贝类的比较 ,发现

魁蚶与几种贝类的同源性差别不大 ,同时对五种蚶

科贝类的 ITS - 2 相应片段进行比较 ,发现中间有

75bp的保守区域 ,她认为 ITS区可以应用于贝类的

分子系统学或种群遗传结构方面的研究[2 ]。邓筑虹

对南海四种常见笛鲷的 ITS序列进行测序比较 ,认

为在南海领域笛鲷的遗传多样性比较丰富 ,测得的

ITS序列可以作为一个分子标记应用于分子鉴别和

系统学领域 ,并认为有必要对南海其他常见笛鲷的

ITS区域作一分析 ,以确定是否每一笛鲷种都有其

特殊的 ITS序列[4 ]。

3. 3　生物区系结构的划分

King等对淡水贝类Lasmigona subviridis的 ITS进

行研究 ,分析结果表明 ITS序列是适用于地理系统

学的一个有效片段[33 ]。Coleman等对鲍科 ITS序列

的聚类分析结果表明鲍科生物的进化树从基部就开

始分成界限明显的 3 个种群 ,即北太平洋种、欧洲

种、澳大利亚种[21 ]。Toro 应用 ITS序列限制片段图

谱区分了智利南部沿海四种贻贝[34 ]。

4　ITS方法在研究中存在的问题和缺陷

ITS区域的可变性提供了非常多的变异位点 ,

可以从中获得较多的变异和位点信息 ,在分析动物

的遗传多样性、分类研究方面得到了应用。但它仍

然存在着一些缺点和不足之处 ,它的缺点正是来自

于它的可变性引起的复杂性 ,这一复杂性给目前研

究带来了相当大的困难。它的复杂性是来自多个方

面的。

首先 ,有差别的 ITS片段不仅可能来自种间或

亚种间 ,也可能来自同一个种中不同的个体 ,甚至来

自于同一个体的不同的操纵子 ,动物个体的基因组

中含有许多个 rDNA 拷贝 ,其中的 ITS长度可能不

同 ,即使 ITS片段长度一致 ,其序列也有一定的差

异。这样就更加增加了复杂性。如硬骨鱼类中就有

240 - 400个拷贝 ,仅对一种鱼的操纵子个数的确定

以及 ITS片段的测序 ,工作量就已经是非常巨大。

其次 ,由于在进化过程中承受的选择压力小 ,因

此发生突变的概率大大增加 ,其片段的插入、缺失和

替换是非常常见的 ,这些有利于获得变异信息来分

析物种的遗传多样性 ,但同时也不可避免地增大了

分析的误差。

另外就是有些种类的 ITS片段差异不大 ,在生

物的进化中非常保守 ,同源性很高 ,不适合作为一些

种类鉴定的依据。还有有时一些 rDNA的 ITS序列

比较容易扩增 ,但有些却得不到扩增 ,据郑雪松认为

这和 PCR反应的偏倚性有关 ,在任何以混合DNA为

模板的 PCR反应都存在这个问题[8 ]。

最后就是由于并不是所有的物种的 18s和 28s

的 rRNA数据库都已经建立 ,许多数据还很缺乏 ,这

样就导致不能很好的设计所需要的特异性引物 ,而

有时候通用引物并不能很好地扩增出需要的 ITS片

段 ,这样就必然影响 ITS方法的应用 ,因此可见无论

哪种分子生物学方法的建立和完善都和其他数据资

料的建立和其他技术的发展分不开的。

5　结论

在水生生物资源日益退化和衰竭的今天 ,进行

生物多样性的保护 ,获得种群遗传多样性的资料和

建立种群的遗传标记是非常有必要的[35 ] ,而 ITS方

法的出现正是满足了这方面的要求。作为一段位于

核糖体DNA中 18s和 28srRNA之间的高度可变的序

列 ,它弥补了 16srRNA片段保守性强 ,分化程度不够

的缺点 ,迅速成为在种和亚种水平上进行分子系统

学研究的一种重要的分子标记技术[36 ]。已经在微

生物、单细胞动物、线形动物、节肢动物 ,两栖和爬行

动物的种质鉴定 ,进化关系 ,种类进化 ,亲缘关系鉴

定等方面得到成功的应用 ,并取得了许多研究成果。

在水生生物的研究上 ,虽然刚刚起步 ,但也取得了一

些卓有成效的成果。许多以 ITS区域序列测定为基

础的分子标记技术 ,也正在迅速的发展着。

虽然由于 ITS序列的复杂性和高度的可变性 ,

使它的应用受到一定的限制。但相信随着分子生物

学的发展和技术的进步 ,以及人们对其研究规律性

认识的深入 ,数据库的不断充实和完善 ,相信这以技

术的发展一定会为水生生物的种质鉴定、遗传多样

性和种群进化的分析作出更为巨大的贡献。
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