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摘要：分析武汉市９个湖泊中枝角类微型裸腹蟤（Ｍｏｉｎａｍｉｃｒｕｒａ）细胞色素氧化酶亚基Ⅰ（ＣＯⅠ）基因的多样性情
况，对种群遗传多样性进行分析，了解不同地理距离对枝角类种群遗传分化的影响。形态鉴定表明，９个湖泊２６
个样点中共有８个湖泊１７个样点检出微型裸腹蟤，牛山湖设置的３个样点均未检测出微型裸腹蟤。通过基因测
序共得到６６条微型裸腹蟤ＣＯⅠ基因序列。由ＣＯⅠ基因序列构建的邻接树及Ｎｅｔｗｏｒｋ分析显示，武汉８个湖泊
中所得到的微型裸腹蟤序列分为３大枝并具有１４种不同的单倍体型。曼－惠特尼检验及科尔莫格罗夫 －斯米
尔诺夫检验均表明，湖泊内和湖泊间的微型裸腹蟤遗传距离存在极显著差异。武汉市不同湖泊间微型裸腹蟤存

在遗传分化倾向。微型裸腹蟤ＣＯⅠ基因在选择上是中性的，并且积累了相对较多的突变位点，可以用于种群遗
传结构尤其是大尺度上的种群遗传结构分析。
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　　人类活动不断改变周围的自然环境，也造成了
生物种群和群落组成的变化（Ｈｏｏｐｅｒｅｔａｌ，２００５）。
浮游动物在水体生态系统的生态位中具有重要的作

用（Ｎｉｅｔａｌ，２０１０）。枝角类是浮游动物的重要组成
部分，在养殖业和生态系统结构、功能和生物生产力

的研究中占有重要地位（章宗涉和黄祥飞，１９９１）。
目前，枝角类中的蟤属已经得到了较为广泛的研究

（邓道贵等，２００８；史文等，２００９），其他种属的研究
相对较少（Ｓｃｈｗｅｎｋｅｔａｌ，１９９８；Ｂｅｌｙａｅｖａ＆Ｔａｙｌｏｒ，
２００９）。

枝角类具有表型可塑性，遗传学研究也显示淡

水无脊椎动物具有隐藏的多样性（Ｂｅｌｙａｅｖａ＆Ｔａｙ
ｌｏｒ，２００９），因此仅靠传统的形态学方法对枝角类进
行分类具有一定的局限性（Ｃｏｌｂｏｕｒｎｅｅｔａｌ，２０１１）。
分子生物学方法为小型生物的生态学研究提供了重

要的可选择性（Ｂｏｅｎｉｇｋｅｔａｌ，２００５；Ｓａｖｉｎｅｔａｌ，２００４）。
用分子学方法研究进化历史已经被证明对探究种间

和种内进化关系是很有用的方法（Ｆｒｙ＆Ｚｉｎｋ，
１９９８）。研究表明，长度约为６５８ｂｐ的线粒体 ＣＯⅠ
基因能够用来作为鉴别动物物种的ＤＮＡ条形码，这

个基因区域已被证明较容易获得并且具有高的分辨

率（Ｈｅｂｅｒｔｅｔａｌ，２００３；产久林等，２０１５）。
为检测武汉不同湖泊枝角类的种群遗传多样

性，本文以细胞色素氧化酶亚基Ⅰ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｙ
ｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔⅠ，ＣＯⅠ）基因为分子标
记，通过聚合酶链式反应（ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃ
ｔｉｏｎ，ＰＣＲ）、克隆测序对武汉不同湖泊采集的淡水
常见浮游动物———微型裸腹蟤（Ｍｏｉｎａｍｉｃｒｕｒａ）种群
遗传多样性进行分析，以了解不同地理距离对枝角

类种群遗传分化的影响。

１　材料和方法

１．１　实验材料
样品于２０１２年 ７－８月采自武汉市 ９个湖泊

（表１）。根据湖泊的大小每个湖泊设置２～４个样
点，样品的采集方法参照《淡水生物研究方法》（章

宗涉和黄祥飞，１９９１）。
微型裸腹蟤样品在ＺＥＳＳ解剖镜（ＫＬ２００）下进

行形态鉴定。鉴定后，用双蒸水润洗３次，再次置于
解剖镜下观察，确定表面无杂质后每只个体分别用

２０～３０μＬ无菌水保存在２ｍＬ离心管，－２０℃保存
备用。

１．２　ＤＮＡ提取和聚合酶链式反应（ＰＣＲ）
每个湖泊选取１个或２个样点的微型裸腹蟤样

品用于测序。微型裸腹蟤基因组ＤＮＡ使用细胞／组
织基因组ＤＮＡ试剂盒（ＢｉｏＴａｋｅ，北京百泰克生物技



术有限公司），参照说明书中的组织培养细胞的方

法提取。

表１　湖泊及采样点
Ｔａｂ．１　 ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｎｉｎｅｌａｋｅｓｓｔｕｄｉｅｄｉｎＷｕｈａｎ

湖

泊

地理

位置

湖面面积／

ｋｍ２
样点／

个

牛山湖 ３０°２１′Ｎ，１１４°３２′Ｅ ４１．７ ３
汤逊湖 ３０°２５′Ｎ，１１４°２２′Ｅ ３３ ３
南湖 ３０°２８′Ｎ，１１４°２１′Ｅ ７．７ ２
武湖 ３０°４６′Ｎ，１１４°２８′Ｅ ２１．２ ３
严西湖 ３０°３４′Ｎ，１１４°２８′Ｅ １１．８ ３
东湖 ３０°３３′Ｎ，１１４°２３′Ｅ ３２ ４
沙湖 ３０°３３′Ｎ，１１４°１９′Ｅ ３．１ ２
月湖 ３０°３３′Ｎ，１１４°１４′Ｅ ０．７ ２
金银湖 ３０°３８′Ｎ，１１４°１２′Ｅ ８ ４

　　选用引物 ＬＣＯ１４９０（５′ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡ
ＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ３′）／ＨＣＯ２１９８ （ ５′ＴＡＡＡＣＴ
ＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ３′）（Ｆｏｌｍｅｒｅｔａｌ，
１９９４）在 Ｓ１０００ＴＭ热循环仪（ＢｉｏＲａｄ，美国）上扩增
微型裸腹蟤ＣＯⅠ基因。２５μＬＰＣＲ反应体系中包
含１×ＰＣＲ缓冲液，２．０ｍＭＭｇＣｌ２，０．１６ｍＭｄＮＴＰ
（ＤＢＩ，上海），各０．１２μＭ引物，１．５ＵＴａｑ酶（Ｆｅ
ｍｅｎｔａｓ，美国）和２μＬＤＮＡ模板。扩增反应条件为
９５℃预变性３ｍｉｎ；然后进行４０个循环的常规 ＰＣＲ
扩增（９５℃变性１ｍｉｎ，４０℃退火１．５ｍｉｎ，７２℃延伸
１．５ｍｉｎ）；最后７２℃延伸６ｍｉｎ。每个样品平行扩增
２管。取５μＬＰＣＲ扩增产物使用１．２％的琼脂糖凝
胶１００Ｖ稳压电泳３０～４０ｍｉｎ检测ＰＣＲ结果。
１．３　ＤＮＡ测序

将扩增成功的２管平行ＰＣＲ产物混合，确保每
个样品量达到３０μＬ以上。采用引物ＬＣＯ１４９０单向
测通方法进行ＤＮＡ测序，测序由北京诺赛基因组研
究中心有限公司完成。

１．４　数据分析
将测得的序列在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行 Ｂｌａｓｔｎ

比对相似序列和对应物种，依照系统默认的按最大

得分（ｍａｘｓｃｏｒｅ）由大到小排列，位于最前面且 Ｅ值
（Ｅｖａｌｕｅ）为０的５条序列都为微型裸腹蟤序列则
认为所得序列为微型裸腹蟤序列。将确定为微型裸

腹蟤的序列运用 ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０．１１进行比对后用于
系统进化关系分析。根据比对结果使用 ＭＥＧＡ４．０
软件以 ｐｄｉｓｔａｎｃｅ计算序列总体平均距离（Ｏｖｅｒａｌｌ
ｍｅａｎｄｉｓｔａｎｃｅ）及序列两两间距离（ｐａｉｒｗｉｓｅｄｉｓ
ｔａｎｃｅ）并得出最大遗传距离。运用 ＭＥＧＡ４．０软件
构建邻接树（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ），分析不同样点
微型裸腹蟤ＣＯⅠ基因序列的系统进化关系。使用

Ｎｅｔｗｏｒｋ４．６构建微型裸腹蟤单倍型网络结构图
（Ｃｌｅｍｅｎｔｅｔａｌ，２０００）。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ测序结果
９个湖泊２６个样点中共有８个湖泊１７个样点

检出微型裸腹蟤，牛山湖设置的３个样点均未检测
出微型裸腹蟤。通过测序，共得６６条微型裸腹蟤
ＣＯⅠ基因序列，其中东湖３号样点（ＬＤ３）６条、严西
湖３号点（ＬＹＸ３）３条、金银湖３号点（ＬＪ３）４条、金
银湖４号点（ＬＪ４）６条、南湖１号点（ＬＮ１）３条、南湖
２号点（ＬＮ２）６条、沙湖１号点（ＬＳｈ１）６条、沙湖２
号点（ＬＳｈ２）４条、汤逊湖１号点（ＬＴ１）３条、汤逊湖
２号点（ＬＴ２）５条、武湖１号点（ＬＷ１）４条、武湖３号
点（ＬＷ３）４条、月湖１号点（ＬＹ１）６条、月湖２号点
（ＬＹ２）６条。通过 ＮＣＢＩ数据库 Ｂｌａｓｔ比对验证，所
得序列均为微型裸腹蟤的序列。

２．２　微型裸腹蟤种群遗传多样性分析
对所测得８个湖中的６６条微型裸腹蟤ＣＯⅠ基

因序列及东湖的１０条圆形盘肠蟤（Ｃｈｙｄｏｒｕｓｓｐｈａｅｒｉ
ｃｕｓ）ＣＯⅠ基因序列构建了邻接树（图１）。武湖的全
部微型裸腹蟤序列、月湖１号点的２条序列和东湖
３号点的３条序列聚为一枝，严西湖３号点的１条

　　ＬＤ东湖，ＬＴ汤逊湖，ＬＹ月湖，ＬＮ南湖，ＬＪ金银湖，ＬＷ武湖，

ＬＹＸ严西湖，ＬＳｈ沙湖，Ｃ．ｓｐ－外类群圆形盘肠蟤

图１　根据微型裸腹蟤（Ｍｏｉｎａｍｉｃｒｕｒａ）ＣＯⅠ
基因序列构建的邻接树

ＬＤＤｏｎｇｈｕＬａｋｅ，ＬＴＴａｎｇｘｕｎＬａｋｅ，ＬＹＹｕｅｈｕＬａｋｅ，ＬＮＮａｎｈｕ

Ｌａｋｅ，ＬＪＪｉｎＹｉｎＬａｋｅ，ＬＷＷｕｈｕＬａｋｅ，ＬＹＸＹａｎＸｉＬａｋｅ，ＬＳｈＳｈａｈｕ

Ｌａｋｅ，Ｃ．ｓｐＣ．ｓｐｈａｅｒｉｃｕｓ

Ｆｉｇ．１　ＮＪｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＭｏｉｎａｍｉｃｒｕｒａ
ＣＯⅠ ｇｅｎｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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序列单独聚为一枝，除武湖外的其余７湖的微型裸
腹蟤序列聚为一大枝，东湖的圆形盘肠蟤（Ｃ．ｓｐｈａ
ｅｒｉｃｕｓ）作为外类群单独聚为一枝。
２．３　系统发生关系

通过对６６条微型裸腹蟤（Ｍｏｉｎａｍｉｃｒｕｒａ）ＤＮＡ
序列的 Ｎｅｔｗｏｒｋ分析得到单倍型结构图（图２）。８
个湖泊中的６６条微型裸腹蟤序列构成１４种单倍体
型，有些不同湖区的微型裸腹蟤具有相同的单倍体

型，如东湖、月湖、南湖、金银湖及汤逊湖的部分微型

裸腹蟤形成一种单体型，东湖、月湖、南湖、金银湖、

汤逊湖、严西湖及沙湖的部分微型裸腹蟤形成一种

单体型等；而有些则单独形成一种单倍体型，如武

湖、严西湖的部分微型裸腹蟤。

图２　微型裸腹蟤各群体ＣＯⅠ序列单倍型网络结构
Ｆｉｇ．２　ＵｎｒｏｏｔｅｄｐａｒｓｉｍｏｎｙｎｅｔｗｏｒｋｏｆＣＯⅠ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｆｏｒＭｏｉｎａｍｉｃｒｕｒａ

图３　微型裸腹蟤湖泊内和湖泊间遗传差异

Ｆｉｇ．３　Ｂｏｘｄｉａｇｒａｍｃｏｍｐａｒｉｎｇｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ

Ｍｏｉｎａｍｉｃｒｕｒａｗｉｔｈｉｎｌａｋｅｓａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｌａｋｅｓ

２．４　微型裸腹蟤湖泊间遗传差异检验
对获得的８个湖泊中的６６条微型裸腹蟤（Ｍｏｉ

ｎａｍｉｃｒｕｒａ）ＤＮＡ序列进行了曼 －惠特尼检验
（ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＴｅｓｔ），结果显示微型裸腹蟤在湖泊
内和 湖 泊 间 遗 传 关 系 存 在 极 显 著 差 异

（Ｚ＝－８．０４４，Ｐ＜０．００１）。同时，进行的双样本科
尔莫格罗夫－斯米尔诺夫检验（ＴｗｏＳａｍｐｌｅＫｏｌｍｏｇ
ｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖＴｅｓｔ）结果也显示：微型裸腹蟤在湖泊
内和湖泊间遗传关系存在极显著差异（Ｚ＝３．９９７，
Ｐ＜０．００１）。对全序列用 ＭＥＧＡ４．０软件以 ｐｄｉｓ
ｔａｎｃｅ计算得出，序列总体平均距离（Ｏｖｅｒａｌｌｍｅａｎ
ｄｉｓｔａｎｃｅ）为０．０３２，最大遗传距离０．０９２。微型裸腹
蟤湖泊内和湖泊间遗传差异箱体图（图３）也显示出
湖泊内与湖泊间关系存在显著性差异，说明不同湖

泊间微型裸腹蟤种群遗传结构存在分化。

３　讨论

地理隔离被广泛认为是物种分化和新物种形成

的前提条件，并且有学者发现一些生境的物理特性

可以作为扩散的障碍而促进或者维持区域多样性

（Ｔａｙｌｏｒｅｔａｌ，１９９８；Ｃｏｘ＆Ｈｅｂｅｒｔ，２００１）。Ｍｖｅｎｔｕｒａ
等（２０１４）研究庇里牛斯山的长刺蟤（Ｄａｐｈｎｉａ
ｌｏｎｇｉｓｐｉｎａ）发现，来自１９个不同湖泊的长刺蟤线粒
体ＤＮＡ多样性相当高，而这些多样性变化的起源可
能要追溯到这些湖泊的形成时期。Ｔａｙｌｏｒ等（１９９８）
研究发现枝角类洲际间的遗传差异远远大于物种内

部的差异。本实验所选枝角类———微型裸腹蟤

（Ｍｏｉｎａｍｉｃｒｕｒａ）是淡水浮游动物中常见类群（章宗
涉和黄祥飞，１９９１）。枝角类被动扩散能力强，能够
覆盖整个甚至多个大洲（胡红娟等，２０１３；张笑君
等，２０１４）。本研究结果显示，８个湖泊的微型裸腹
蟤ＣＯⅠ基因序列聚类出现分枝，６６条基因序列具
有１４种单倍体型，且统计分析也显示湖泊内与湖泊
间遗传差异极显著，说明不同湖泊间的地理隔离使

不同湖泊中的微型裸腹蟤产生显著遗传差异，表明

不同湖泊间微型裸腹蟤的遗传结构出现了分化，支

持了Ｔａｙｌｏｒ等人的研究成果。
对于遗传变异的保持机制目前尚存在很多争

论，大多数学者认为遗传变异是适应环境变化的必

需行为（Ａｙａｌａ，１９８２）。对广布种的种群遗传结构研
究；发现广布种的种群遗传结构存在种群的遗传隔

离和潜在的种的分化（Ｚｅｙｌ，１９９３）。达尔文加拉帕
戈斯鸟的例子表明即使具有高度扩散的能力，在短

距离的岛屿之间仍然可以形成不同的物种谱系（Ｄｅ
Ｍｅｅｓｔｅｒｅｔａｌ，２００２）。由于淡水生物（大部分是无脊
椎动物）本身具有相对陆生物种更低的突变率（Ｄｅ
Ｍｅｅｓｔｅｒｅｔａｌ，２００２），迁移可以促进水生种类在广阔
地理距离间的统一。内陆水体通常是相互隔离的，

为验证岛屿栖息地理论提供了很好的例子。由此可
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以推测，由于不同水体之间的物种无法进行基因交

流而且不同湖区的环境逐渐不同，分布在不同水体

中的同种生物逐渐适应所处环境而产生遗传分化。

构建的邻接树显示武汉武湖的全部微型裸腹蟤

序列仅与月湖及东湖的少量序列聚为一枝，而未与

其余７个湖泊的绝大部分序列聚为一枝，可见武湖
样点的微型裸腹蟤种群存在的遗传变异较大。武湖

在地理位置上距离其他７个湖泊相对较远，说明地
理距离可能会造成微型裸腹蟤种群遗传结构改变。

Ｂｅｌｙａｅｖａ＆Ｔａｙｌｏｒ（２００９）关于圆形盘肠蟤的研究表
明不同区域的圆形盘肠蟤序列分别聚为不同的进化

枝，说明圆形盘肠蟤在较大地理范围内具有区域特

异性。月湖１号点的２条序列和东湖３号点的３条
序列与武湖样点序列聚为一枝，这可能是由于枝角

类具有较强的被动扩散能力，武湖、月湖及东湖与长

江较近，在未与长江隔离前，水体内枝角类因被动扩

散而存在一定的基因交流。
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