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提要: 近年来, 分子标记、基因克隆、RNA干扰和基因芯片等分子生物学技术已应用于蕨类植物的系统进化、遗传多样

性、孢子萌发以及生理代谢分子机制的研究。本文介绍近年来分子生物学技术在蕨类植物研究中的应用进展。
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蕨类植物是维管植物中一个较为特殊的类群,
其发达的孢子体和退化的配子体均能够独立生活。

在对蕨类植物长期的研究过程中, 人们已从形态

学、细胞学和生理学的角度认识了蕨类植物的类

群划分、生长发育和生理代谢的特点。近年来,
随着分子生物学技术在种子植物中应用的不断完善

和成熟, 人们也开始应用这方面的方法和技术探讨

蕨类植物生长发育和代谢的分子机制(Sundaram等

2008; Schallau 等 2008)。同工酶技术、分子标记

技术和分子系统学研究方法的应用, 为深入分析蕨

类植物系统进化、种群结构、遗传变异和亲缘关

系提供了新的手段(王中仁 1996; 刘红梅等 2009)。
同时, 人们还开始以水蕨(Ceratopteris richardii)等
为模式植物, 采用基因克隆与转化、RNA 干扰(或
DNA干扰)或基因芯片等技术研究蕨类植物的孢子

萌发、配子体发育以及生理代谢过程中对不同环

境因子响应的分子调控机制(Banks 1999)。本文就

近年来分子生物学技术在蕨类植物研究中的应用研

究概况作一介绍。

1  分析蕨类植物遗传多样性的分子标记技术

遗传多样性揭示了种群遗传变异规律和变异

机制, 代表了物种对外部环境的适应能力。遗传多

样性可以体现在从形态到DNA分子的各个水平上,
目前已经建立在不同水平上的遗传多样性检测方法

主要包括: (1)等位酶分析(allozyme analysis)技术; (2)

以聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)
为基础的DNA分子标记技术, 如限制性内切酶酶切

片段长度多态性( res tr ict ion fr agment  length
polymorphism, RFLP)、扩增酶切片段多态性

(amplified fragment length polymorphism, AFLP)、
随机扩增的多态性DNA (random amplified polymor-
phic DNA, RAPD)和单链构象多态性 PCR (single
strand conformation polymorphism-PCR, SSCP-PCR)
等; (3)以重复序列为基础的标记技术, 如卫星DNA
(satellite DNA)、微卫星 DNA (microsatellite DNA,
MS DNA)、简单重复序列(simple sequence repeat,
SSR)、表达序列标签 - 微卫星(expressed sequence
tag-SSR, EST-SSR)和间隔简单重复序列(inter-
simple sequence repeats, ISSR)技术等。近年来, 这
些研究手段开始逐渐用于蕨类植物遗传多样性的研

究, 为全面准确地反映蕨类植物的遗传多样性、群

体遗传结构和亲缘关系以及保护和利用蕨类植物提

供了有价值的遗传学信息。

1.1  等位酶分析技术  等位基因酶(al1ozyme)是指同

一基因位点上等位基因所编码的同种酶的不同分子
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形式。与 DNA 标记技术相比, 虽然等位酶标记有

信息量少、不能直接检测DNA水平上的遗传变异

以及所需新鲜样品量较大等缺点, 但是在蕨类植物

遗传多样性的早期研究中曾被广泛应用。利用等

位酶分析技术, 潘丽芹等(2005)在三峡库区特有的

荷叶铁线蕨(Adiantum reniforme var. sinense)中检

测到了酯酶(EST)、酸性磷酸酶(ACP)、苹果酸脱

氢酶(MDH)、超氧化物歧化酶(SOD)和甲酸脱氢

酶(FDH)共 5个酶系统的 14个酶位点, 并根据对等

位基因平均数、多态位点百分率、期望杂合度和

遗传变异等分析, 发现荷叶铁线蕨居群内和居群间

的遗传分化均较低。此外, 陈媛媛等(2003)在用 7
种酶系统分析中华水韭(Isoetes sinensis)的遗传变异

时, 共检测出 16 个位点 27 个等位基因, 其中 12 个

位点表现出多态性, 据此认为中华水韭的遗传多样

性较低。

1.2  AFLP技术  Kang等(2005)应用AFLP技术研究

了中华水韭现存7个居群的群体遗传结构和遗传分

化, 用 8 对引物扩增出的 343 个条带中有 210 条表

现出多态性(占 61.2%), 基因分化系数为 0.535, 不
仅表现出高度的群体内遗传多样性, 而且群体间也

有较高的遗传变异, 他们推测这种情况很可能是由

于日益缩小的种群规模引起的遗传漂变造成。此

外, Nakazato等(2006)将AFLP与RFLP技术结合使

用构建了水蕨基因组结构的遗传图谱, 初步获得了

基因拷贝数以及这些拷贝在基因组中的分布特点。

1.3  RAPD技术与SSCP-PCR技术  陈进明等(2004)
采用RAPD方法对中华水韭的居群研究显示, 所选

居群总的多态位点百分率为58.06%, 居群间基因分

化系数为0.589, 即遗传变异中有相当一部分来源于

居体间, 因此作者认为日益缩小的种群规模而导致

的居群内近交和遗传漂变的发生以及居群间有限的

基因交流可能是造成中华水韭目前遗传结构的主要

成因。Wang等(2004)和 Su等(2004)则将RAPD 技

术与叶绿体 atpB-rbcL IGS 序列分析相结合, 探讨

了我国华南地区孑遗蕨类植物刺桫椤(Alsophila
spinulosa)种群的遗传多样性。另外, Noumi 等
(1984)在 F1-ATPase 基因的研究中发现, 相同长度

的DNA小片段, 即使仅有一个碱基的差异, 经聚丙

烯酰胺凝胶电泳后也能明显地被分开, 这种由碱基

差异引起的DNA片段迁移率不同的现象称为单链

构象多态性( s i n g l e - s t r a n d  c o n f o r m a t i o n

polymorphism, SSCP)。Ishikawa 等(2002)利用此

技术对Dryopteris caudipinna的pgiC基因进行了分

析, 结果表明D. caudipinna两个居群的平均期望杂

合度(HE)分别为 0.61和 0.39, 具有较高的群体杂合

度和遗传分化。

1.4  EST-SSR技术和ISSR技术  Woodhead等(2003,
2005)运用 EST-SSR技术对Athyrium distentifolium
进行了遗传多样性研究。他们从 1 152 个植物体

的cDNA克隆中得到165个微卫星, 在74个微卫星

上设计出引物, 随后在 6 个群体的 186个个体中检

测到 10 个 SSR 的位点, 每个位点有 2~7 个等位基

因, 统计结果显示, 平均期望杂合度的变化范围在

0.027~0.809 之间, 扩增条带表现出丰富的多态性,
由此表明 EST-SSR 技术适合于蕨类植物遗传多样

性的研究。Korpelainen等(2005)借助 ISSR 指纹识

别技术分析铁线蕨属(Adiantum)的毛叶铁线蕨

(A. hispidulum)、楔叶铁线蕨(A. raddianum)、A.
incisum 和 A. zollingeri 等 4 个种的遗传变异, 发现

铁线蕨属表现出丰富的遗传变异, 而且71.1%的变

异发生在居群内, 18.5%的变异发生在种间, 10.4%
的变异发生在同一物种的不同居群间且遗传分化系

数较低(0.089~0.179)。此外, Dong 等(2007)利用

ISSR分子标记技术研究粗梗水蕨(C. pteridoides)的
遗传多样性时, 13 组引物共扩增出 125 个条带, 多
态位点(PPB)占 44.8%, 群体间遗传分化系数为

0.297, 反映出这种濒危水生蕨类的遗传多样性和群

体间遗传分化程度均较低。

2  蕨类植物基因表达与功能分析

2.1  蕨类突变体的获得  研究和分析突变体形态与

代谢特征是解析基因功能的主要手段之一。真蕨

类植物配子体能通过自体受精, 形成每个位点均纯

合的纯合子, 容易分离和获得突变体, 同时可以根

据基因突变后配子体的形态特征鉴别显性与隐性突

变基因的表达, 便于进行分子生物学和遗传学研

究。水蕨(C. richardii)是一种优良的模式植物, 其
生活史短, 孢子萌发后 10~12 d就能发育成性成熟

的配子体并产生精子器和颈卵器, 受精卵经 3个月

就可发育为能产生孢子的孢子体(Banks 1997)。获

得水蕨突变体的主要方法是用X-射线或甲基磺酸

乙酯(EMS)处理孢子, 处理后2周M1代的配子体就

可以发育成熟, 并且表现出与野生型不同的发育和

代谢特征。迄今已经获得 10 余种蕨类突变体, 主
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要包括以下几种类型: (1)孢子萌发相关突变体。

如暗萌发突变体的孢子可以在全黑暗条件下正常萌

发, 而不同于野生型孢子需要红光诱导才能萌发, 而
且暗萌发突变体的配子体与野生型也有明显差异

(Kamachi 等 2004)。(2)光形态建成相关突变体。

野生型配子体在红光的照射下, 叶绿体会朝着红光

光源的方向移动, 但phy3突变体的叶绿体在红光下

缺少这种反应(Tsuboi 等 2006)。另外, 铁线蕨(A.
capillus-veneris)中缺少叶绿体避光反应的phot1和
phot2 突变体(Wada 2007)。(3)性别分化相关突变

体。在水蕨中已经获得多种单突变体或多突变体,
其中具有代表性的包括, ① her 突变体: 配子体对

成精子囊素(antheridiogen)不敏感, 在成精子囊素存

在条件下发育成雌雄同体的配子体(Kamachi 等
2007); ② tra 突变体: 在没有成精子囊素存在条件

下, 仍然会发育成雄性配子体; ③ fem突变体: 配子

体发育成雌性配子体的突变体; ④ man 突变体: 在
成精子囊素存在时发育成雄性配子体, 无成精子囊

素存在时发育成雌雄同体配子体, 但配子体上能产

生高于正常情况10倍或更多的精子器(Banks 1999)。
(4)响应环境胁迫的突变体。如抗盐和抗除草剂的

突变体, 这些突变体的配子体对NaCl和草甘膦具有

很强的抗性(Caliea 2005)。
2.2  分析基因功能的RNA干扰和DNA干扰技术

   RNA干扰(RNA interference, RNAi)是真核生物体

内的一种基因调控机制。人们采用真核生物的这

一特征设计并构建了可转录为 dsRNA的表达载体

(RNAi载体), 用于抑制真核生物体内特定基因的表

达, 然后通过获得表达构建序列的转基因植株(遗传

稳定的突变体)分析目的基因的功能。与之相似,
DNA 干扰(DNAi)是真核生物体内由双链 DNA
(double stranded DNA, dsDNA)介导体内同源序列

降解的现象, 人们据此发展了 DNAi技术。相对于

RNAi技术, DNAi省去了构建dsRNA表达载体的步

骤, 因此更为方便和简单, 而且可以高通量且有效

地抑制目的基因表达(Kawai-Toyooka等 2004)。人

们最初分别利用DNAi和RNAi技术, 成功地抑制了

水蕨幼配子体发育过程中与叶绿素合成和叶绿体发

育相关的同源基因CrChlI、CrFtsZ和CrUrod以及

CrCaM1、CrCPK1和CrPRO1基因的表达(Stout等
2003; Rutherford等 2004), 从而证明了这两种技术

手段在研究蕨类配子体发育过程中的有效性, 并且

明确了这些基因在配子体中的功能。进而, Kawai-
Toyooka 等(2004)用 DNAi 技术证明了铁线蕨配子

体的AcPHOT2 (叶绿体避光反应相关基因)参与叶

绿体避光反应的移动过程, 而AcPHY3基因(红光介

导的光受体趋光性同源基因)参与萌发不久的丝状

体细胞红光趋光性过程。van der Weele 等(2007)
也利用RNAi技术证明了Mv-mago基因参与苹科植

物 Marsilea vestita 精子发生的细胞分裂过程。

2.3  分析孢子萌发相关基因表达的基因芯片等技术

   蕨类的孢子萌发是一个受到多个基因精细调控的

细胞学过程。孢子在光照(或激素和植物生长调节

物质)条件下打破休眠状态启动萌发, 先以重力作用

建立极性, 进行一次不对称的细胞分裂并萌发出假

根和丝状体原始细胞, 后者继续分裂形成配子体

(Roux 等 2003)。Salmi等(2005)用 cDNA微阵列技

术分析了水蕨孢子萌发过程中不同时间点 mRNA
表达丰度的变化, 发现孢子萌发最初24 h转录本的

表达丰度没有明显变化, 萌发 48 h 时有 900 多个

mRNA (占初始转录本的 29%)的表达丰度明显改

变, 这表明孢子在进行了第一次细胞分裂后由静止

状态迅速转为活跃的代谢状态。同时, 作者通过对

水蕨孢子EST的分析显示, 参与孢子萌发过程的基

因可能超过 14 000个, 其中 3 500多个基因序列与

拟南芥具有高度相似性。在此基础上, Salmi 等
(2007)利用 cDNA芯片和实时定量PCR技术, 证明

了水蕨孢子萌发过程中3个参与信号转导和胁迫反

应的基因受到外源伟哥(viagra)的影响, 由此证明

NO/cGMP信号途径参与了重力指导的孢子极性建

立过程。此外, 人们已用分子生物学技术分析了部

分参与光调控孢子萌发基因的功能, 如红光对孢子

萌发的促进作用是通过光敏色素蛋白基因家族

PHY1、PHY2 和 PHY4 的调控来完成, 而且已经在

铁线蕨孢子中克隆出这些基因(Wada 2007)。铁线

蕨孢子细胞核的移动在红光、蓝光和黑暗条件下

分别受到 neo1、phot2与 phot1等不同基因的调控

(Tsuboi等 2007)。Imaizumi等(2000)从铁线蕨中分

离出蓝光受体基因家族中的 5 个基因(CRY1-5), 并
证明CRY3和CRY4基因有调节蓝光抑制孢子萌发

的作用, 同时也找到了部分孢子萌发特异表达基因

的同源基因并推测了这些基因的功能, 如认为PgiC
基因编码的蛋白质与葡萄糖磷酸酶具有较高的同源

性;  S t ou t 等( 2 0 0 3 )的研究则证明 C r C a M 1、
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CrCPK1和CrPRO1基因编码的蛋白产物与钙离子

信号通道有关。

2.4  性别分化相关基因的功能分析  多数孢子同型

的真蕨类植物其性别分化受激素、接种密度和营

养条件等环境因素的影响。成精子囊素和赤霉素

在蕨类植物性别分化过程中起着关键作用, 此类激

素存在时, 配子体即发育成雄配子体; 若缺少此类

激素, 配子体发育成两性或雌配子体。而且, 当除

去已发育成雄配子体的环境中的这两类激素, 雄配

子体上尚未发生性别分化的细胞就会发生逆转, 从
而导致雄配子体发育为雌雄同体的两性配子体

(Banks 1999)。在自然条件下, 孢子萌发后生长发

育较快的配子体形成雌配子体或两性配子体, 这些

配子体向环境中分泌激素, 以致生长较慢的配子体

形成雄配子体。此外, 高密度、弱光照和饥饿条

件均更有利于配子体精子器的形成(Banks 1999;
Huang 等 2004)。近年来, 人们已经克隆到了受激

素影响的性别决定基因FEM 和TRA, 其中FEM促

进雄配子体形成, 而 TRA 则促进雌配子体形成, 而
且这2个基因的表达相互抑制, 同一配子体中也只

表达其中一类基因。成精子囊素可以激活HER基

因, 从而抑制 TRA 基因, 使 FEM 基因得以表达, 由
此产生雄配子体, 反之则产生雌配子体(Banks 1999;
Eberle 和 Banks 1996)。此外, Wen 等(1999)用消

减杂交(subtractive hybridization)技术从水蕨配子体

中分离出ANI1基因, 并通过突变体分析发现ANI1
基因往往瞬时表达并通过与TRA5表达相互抑制参

与性别决定。

2.5  应答环境胁迫基因的功能分析  近年来, 人们利

用基因克隆与转化等分子生物学技术分析了以蜈蚣

草(Pteris vittata)为代表的凤尾蕨科以及蕨科植物对

金属(如As、Cd和Ni)超富集或耐受能力的分子机

理(Ma等2001), 并克隆和表征了其中一些关键的功

能基因, 如蜈蚣草中的谷氧还蛋白基因(PvGrx5)、
砷酸盐还原酶基因(PvACR2)、磷酸丙糖异构酶

(TPI)的同源基因(PV4-8 )和植络素合成酶基因

(PvPCS1)等, 通过在拟南芥和大肠杆菌中将这些基

因敲除或超量表达分析表明, 它们参与了生物体抗

砷过程中氧化还原等关键事件的调控( Dong 等

2005; Duan等 2005; Ellis 等 2006; Rathinasabapathi
等 2006; Sundaram等 2008)。此外, 满江红(Azolla
filiculoides)中的金属硫蛋白基因(AzMT2)参与了植

物体对 Cd2+ 和 Ni2+ 等重金属离子解毒的代谢过程

(Schor-Fumbarov 等 2005)。
3  蕨类植物起源与进化研究中的分子生物学技术

蕨类植物是一个非常古老的类群, 其起源可以

追溯到 4 亿多年前。研究者们根据化石标本和现

存植物的形态比较以及地理分布等特征, 建立了蕨

类植物的起源和系统发生关系。自上世纪90年代,
随着分子生物学的兴起, 在DNA分子水平上重建蕨

类植物系统进化关系逐渐成为蕨类研究中的热点。

蕨类分子系统学研究常用的分子标记主要来自叶绿

体基因组, 如 rbcL 基因、atpB 基因、rps4 和 rps4-
trnS 基因间隔区(intergenic spacer region, IGS)以及

trnL-F 基因间隔区(刘红梅等 2009)。rbcL 基因编

码 1,5- 二磷酸核酮糖羧化酶 / 氧化酶大亚基, 位于

植物叶绿体 DNA 的大单拷贝区, 长约 1 400 bp, 该
基因进化速率相对较慢, 主要用于研究蕨类植物科

和目甚至整个蕨类类群的系统进化关系。atpB 基

因编码叶绿体ATP合成酶的β亚基, 该基因进化速

率慢, 序列保守但能提供足够的系统发育信息, 多
用于蕨类植物目、科和属水平上的系统发育重

建。rps4 基因长约 600 bp, 该基因多与 rps4-trnS
IGS 联合用于系统发育分析。trnL-F 基因间隔区

是编码转运RNA (tRNA)的trnL基因与trnF基因之

间的一段基因间隔区, 长 160~440 bp, 一般用于科

内属间或者属下的系统学研究(刘红梅等 2009)。
利用这些基因序列进行的分子系统学研究为验证传

统分类系统科属分类关系的合理性提供了证据, 并
且对划分外部形态相似却难以依据经典分类方法区

分的类群亦有很大帮助。

3.1  维管植物各类群的重新界定  传统分类观点认

为, 从蕨类植物开始具有维管束组织, 据此将其与

种子植物合称为维管束植物, 并将其分为松叶蕨类

(Psilophytina)、石松类(Lycophytina)、木贼类

(Sphenophytina)、水韭类(Isoephytina)和真蕨类

(Filicophytina) 5 个类群。Pryer 等(2001)通过对 35
种代表性陆生植物的形态性状与 4 个基因序列

(atpB、rbcL、rps4 和 18S rDNA)的分析, 重新界

定了维管植物各个类群之间的关系, 现存维管植物

分为 3 个单系类群: (1)石松类、(2)种子植物和(3)
木贼类、松叶蕨类和真蕨类(薄囊蕨类和厚囊蕨

类), 其中石松类是维管植物的最早分支, 木贼类和

真蕨类与种子植物的亲缘关系最近。P r y e r 等
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(2001)的研究也推翻了传统认为蕨类植物为一自然

单系类群的观点。

3.2  早期薄囊蕨类之间的系统发育关系  不同学者

综合 atp1、atpB、rbcL、rps4、18S rDNA 和核

SSU rDNA 基因序列, 重建了早期薄囊蕨类的系统

演化关系(Pryer 等 2004; Wikström和 Pryer 2005)。
这些分子系统学研究从以下几方面更新或进一步证

实了人们对一些类群亲缘关系的认识: (1)紫萁科

(Osmundaceae)是薄囊蕨类植物的最早分支, 是其他

类群的姐妹群; (2)澄清了双扇蕨科(Dipteridaceae)、
马通蕨科(Matoniaceae)和里白科(Gleicheniaceae)的
系统位置,  而且双扇蕨属(Dipteris)和燕尾蕨属

( C h e i r o p l e u r i a ) 、马通蕨属( M a t o n i a ) 和
Phanerosorus 互为姐妹群, 上述 4 个属同里白科

(Gleicheniaceae)构成姊妹群关系; (3)孢子异型的水

生蕨类(heterosporous ferns)、树蕨类(tree ferns)
和水龙骨类(polypods ferns)等构成 “核心薄囊蕨类 ”
(core leptosporangiates), 莎草蕨类(schizaeoid ferns)
为其姊妹群; (4)松叶蕨类(Psilotaceae)与瓶尔小草类

(Ophioglossaceae)、木贼(Equisetaceae)与莲座蕨类

(Marattiaceae)分别构成姐妹群关系。

3 . 3  蕨类植物科内属间的关系分析 蹄盖蕨科

(Athyriaceae)是一个较为复杂的大科, 其科下属间关

系一直是不同学者争论的焦点。Sano 等(2000)和
王玛丽等(2003)分别利用叶绿体rbcL基因和trnL-F
序列构建了蹄盖蕨科的系统发育树, 并综合形态特

征, 对长期争论的科下属间关系提出了新的观点: (1)
蹄盖蕨属(Athyrium)、角蕨属(Cornopteris)、假冷

蕨属(Pseudocystopteris)和安蕨属(Anisocampium)位
于系统发育树的同一分支, 系统关系较近; (2)肠蕨

属( D i p l a z i o p s i s )和 H o m a l o s o r u s 同岩蕨科

(Woodsiaceae)植物位于同一分支; (3)轴果蕨属

(Rhachidosorus)与蹄盖蕨属和双盖蕨属(Diplazium)
的关系较远; (4)新蹄盖蕨属(Neoathyrium)应该作为

角蕨属(Cornopteris)植物处理; (5)将蹄盖蕨科划分

为 5 个亚科, 即冷蕨亚科(Cystopterioideae)、蹄盖

蕨亚科(Athyrioideae)、对囊蕨亚科(Deparioideae)、
双盖蕨亚科(Diplazioideae)和轴果蕨亚科(Rhachi-
dosorioideae)。

分类学家对鳞毛蕨类植物的概念和科属界定

也存在很大争议。鳞毛蕨类植物类群多, 分类难度

大, 其分类范畴、属间界限以及主要类群间的系统

演化关系一直是蕨类学家们争论不休的问题。李

春香和陆树刚(2006a)和 Liu 等(2007b)分别利用来

自叶绿体基因组的 rbcL、rbcL和 atpB基因联合分

析对该类植物进行了系统发育重建, 两者均认为鳞

毛蕨科的概念需要重新调整。Liu 等(2007b)的研

究认为, 狭义鳞毛蕨科(秦仁昌1978)的概念需要扩

大, 即还应该包括球盖蕨科(Peranemaceae)、叉蕨

科(Tectariaceae)的部分属(如肋毛蕨属 Ctenitis、节

毛蕨属 Lastreopsis 等)以及舌蕨类植物(elaphog-
lossidoid ferns), 而传统的鳞毛蕨科成员 -拟贯众属

(Cyclopeltis)同鳞毛蕨科其他成员的关系较远, 应该

作为藤蕨科(Lomariospidaceae)成员。对鳞毛蕨类

植物成员属, 如鳞毛蕨属(Dryopteris)、舌蕨属

(Elaphoglossum)、耳蕨属(Polystichum)、贯众属

(Cyrtomium)以及特有植物玉龙蕨属(Sorolepidium)
的研究, 也加深了对该类植物的进一步认识(Little和
Barrington 2003; Rouhan等 2004; Geiger 和 Ranker
2005; Lu等2005, 2007; Li和Lu 2006; Liu等2007a;
Li 等 2008)。
3.4  种间亲缘关系分析  在对蕨类植物进行物种划

分和界定时, 不同研究者由于对形态特征的处理不

同, 从而导致对物种的定义存在差异。云南铁角蕨

(Asplenium yunnanense)和泸山铁角蕨(A. lushanense)
为 2 个近缘种, 在整体形态特征上很接近, 但在羽

片形态、分裂式样和有无芽胞等方面存在差异, 因
而被作为2个种。王中仁等(2003)的细胞学研究显

示, 云南铁角蕨与泸山铁角蕨的染色体数目不相同,
因此支持作为2个独立的种, 但是李春香和陆树刚

(2006b)的研究显示2个物种在rbcL、trnL-F和rps4-
trnS基因序列上无明显差异, 认为应该将两者合并

为一个种。

3.5  不同谱系起源时间的推算  随着分子生物学技

术在揭示不同类群系统关系中的逐步深入应用, 利
用DNA序列的演化速率估算类群起源和发生辐射

演化的时间也成为了分子系统学研究中一个新的生

长点, 尤其是如果所研究的类群缺乏化石证据, 那
么利用DNA序列推测类群的起源和演化时间则是

唯一可用的方法。Pryer 等(2004)依据化石参照点,
利用 2个基因组 4 个DNA序列对真蕨类早期类群

的起源和分化时间进行了估算。他们的研究显示,
真蕨类植物的早期类群是在石炭纪至侏罗纪开始分

化, 其中紫萁科植物在石炭纪中期(约 323 Mya)开
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始分化, 而松叶类和瓶尔小草类植物则在泥盆纪末

期(约 364 Mya)开始出现, 后在石炭纪晚期发生分

化, 莲座蕨类和木贼类在石炭纪早期(约 359 Mya)
开始出现, 此后不久(约354 Mya)两者即发生分化。

Schneider等(2004)综合rbcL和rps4的分析, 认为多

数蕨类植物是在白垩纪以后才发生分化的, 而大多

数被子植物辐射分化的时间是在中侏罗纪到早白垩

纪, 即多数蕨类植物是在被子植物出现后才发生辐

射分化的, 该论点彻底打破了传统认为的蕨类植物

在被子植物起源和分化后逐渐走向衰退的观点。

此外, Yatabe 等(1999)、Wikström 和 Kenrick
(2001)、Des Marais等(2003)结合化石记录和DNA
序列分别对紫萁科、现存石松类植物和木贼属

(Equisetum)的起源和演化时间进行了估算。

4  结语

虽然 DNA 分子标记、基因克隆、基因芯片

和RNAi等技术已经在蕨类植物的各项研究中得以

应用, 但与这些技术在种子植物中的应用相比, 无
论是技术应用的成熟程度还是所能够解释的科学问

题都是刚刚起步。因此, 建议以后的蕨类植物研

究从以下几个方面开展工作: (1)利用在种子植物中

应用成熟的技术, 深入分析以水蕨等类群为代表的

模式植物的基因组结构(Nakazato等2006)和全基因

组序列信息, 或者构建蕨类植物不同组织的EST数
据库(Salmi 等 2005; Yamauchi 等 2005), 摸索建立

可操作性强的转基因体系(Davis等2005), 为分子生

物学技术在蕨类研究方法学中的不断改进与完善奠

定基础, 同时也为深入分析和解决蕨类植物生物学

问题提供可能; (2)利用分子标记技术与特异 DNA
序列特征, 以分类系统尚存的有疑问的类群和科属

(如水龙骨科、凤尾蕨科等)为重点开展分子系统

学研究, 为建立自然的科属分类系统提供进一步证

据(刘红梅等 2008)。同时, 可以根据蕨类植物的特

殊进化位置, 开展进化 - 发育(Evo-Devo)生物学研

究; (3)基于种子植物基因功能分析的现有成果, 通
过同源基因序列分析, 利用基因克隆与表达技术、

基因芯片技术、RNAi/DNAi技术以及蛋白质组学

技术, 深入揭示蕨类植物发育与代谢过程的分子机

制。在基础研究层面, 深入分析蕨类植物特有的

生物学过程, 如孢子形成与萌发、配子体性别分

化、受精作用与胚发育等过程中关键事件(如单细

胞光响应、细胞核迁移、细胞骨架动态、细胞

极性生长)的分子调控机理(戴绍军等2008), 以及深

入解析一些蕨类植物对重金属和干旱等逆境的适应

与防御的分子机制等。在应用基础研究层面, 有针

对性地利用基因功能分析与转基因等技术, 改善一

些具经济价值蕨类植物的生物学性状, 比如园艺观

赏(如肾蕨 Nephrolepis auriculata)、工艺(如树蕨

Alsophi la  spinulosa)、环保植物(如蜈蚣草 P.
vittata)、药用(如问荆 E. arvense)、食用(如蕨菜

Pteridium aquilinum var. latiusculum)、工业用(如
石松 L y c o p o d i u m ) 与农用( 如满江红 A z o l l a
imbricata)植物等, 使其获得更大的经济价值。
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