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　　轮虫是一类小型无脊椎动物�在水生态系统中具有重
要的作用。有关轮虫的分类�以往的研究手段主要局限于传
统的外部形态和内部特征的比较。但轮虫由于个体较小（一
般小于200μm）�形态上的鉴定和分类存在一定的困难�并且
某些保守性的形态特征仍具有一定的可变性�一些形态上十
分接近种类的鉴定常常因为环境条件的变化或生长阶段的

不同出现同物异名或异物同名现象�因此种的形态界定标准
仍存在模糊不清之处。

近几年来�随着分子生物学技术的飞速发展�诸如 DNA
序列分析等分子生物学手段已逐步应用到生物系统学研究

中。尽管结合分子生物学特征开展轮虫系统生物学研究的
工作仍较少 ［1］�但从分子水平上认识轮虫各类群的遗传特
征、确定轮虫种间鉴定的分子指标已是轮虫分类学的趋势之
一。本研究以实验室培养方法较为成熟的臂尾轮虫为对象�
对四种臂尾轮虫的 rRNA 基因间隔区进行序列测定和分析�
以弄清其分子差异；同时建立起以单个轮虫作为材料进行
rRNA基因间隔区序列测定的方法�为轮虫分类学和系统学
研究提供参考。

1　材料与方法

1∙1　材料　研究所涉及的萼花臂尾轮虫（Brachionus calyci-
florus）�双棘臂尾轮虫（B．bidentata）�裂足臂尾轮虫（B．diver-
sicornis）和角突臂尾轮虫（B．angularis）均采自中国武汉东湖�
实验室内分别进行“克隆”培养以用于分子生物学研究。
1∙2　DNA的制备及 rDNA ITS区的 PCR扩增反应　在显微
镜下挑取1或几个轮虫于0．5mL 的 Eppendorf 管中（含70％
乙醇）�—20℃保存。乙醇保存的样品经离心处理后�加入
25μL提取缓冲液：1％SDS�10mmol／L EDTA pH8∙0�10mmol／L
Tris-HCl pH7∙5�10mmol／L NaCL；）�上下倒置数次；采用中山
大学生命科学学院分子生物学实验室研制的 DPS 纯化系统
直接从提取缓冲液中获取微量 DNA 用于 PCR 扩增�PCR 扩
增反应程序为：94℃变性5min�然后94℃1min�45℃1∙5min�
72℃2min�30个循环。PCR引物为：LH25’GTCGAATTCGTAG-
GTGAACCTGCGGA AGGATCA3’�D1am 5’CCTGCAGTCGACA
（TG）ATGCTTAA（AG）TTCAGC（AG）GG3’�分别对应于18s
rDNA3’末端和28s rDNA5’末端区域�于中国科学院上海生
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物化学研究所合成；PCR 反应液：20—30μl 反应体积含1—
1∙5U的 Taq polymerase（Sangon�上海）�200μmol／L dNTP（华美
公司）�2-2∙5mmol／L 的 MgCl2及痕量轮虫 DNA（小于1ρg）。
扩增完成后�PCR产物用乙醇沉淀或 DPS 系统纯化�沉淀晾
干后加适量 TE溶解�取2μL 于1％的琼脂糖凝胶上电泳检
查�其余—20℃保存备用。
1∙3　rDNA ITS区 PCR扩增产物的克隆及序列测定　PCR
扩增产物经 DNA纯化系统纯化后�与质粒载体连接�质粒载
体为 pTZ19�按文献操作进行。用 Qiagen 公司的质粒提取试
剂盒提取所要的克隆子质粒 DNA�377型自动测序仪（ABI
PRISM）进行序列测定。
1∙4　序列比较分析　按照最大同源性的原则将所测得序列
进行排列�序列见图1。序列中引入适当数量的空位（Gap）�
以便达到最大可能的同源性。采用计算机分析软件包 PC
gene6∙0进行序列的比较分析。
2　结果

2∙1　DNA的制备及 PCR扩增
采用单个细胞 DNA 快速制备法获得的痕量 DNA（小于

1ρg）直接用于专一性引物的 PCR扩增反应�PCR产物长度基

本一致�约850个碱基（包括18S3’末端和28S5’末端 rDNA
部分序列）。说明以单个细胞 DNA 制备法获得的痕量 DNA
用于 PCR扩增�具有较好的重复性。
2∙2　PCR产物的克隆及序列测定

PCR产物以 DPS 系统纯化�并连接到 pTZl9的 SmaI 位点
上�通过 PCR和限制性内切酶等方法检查转化子�采用末端
终止法测定重组质粒的 DNA 序列�四种轮虫 rDNA ITS 区长
度分别为：萼花臂尾轮虫为758bp�双棘臂尾轮虫792bp�裂足
臂尾轮虫802bp�角突臂尾轮虫745bp（不包括18S3’末端和
28S5’末端 rDNA 部分序列）�各包含5∙8S rRNA 基因�约
167bp。其中�18S rDNA 与5∙8S rRNA 基因的间隔区（简称
ITSl）长度分别为298�332�325和294bp；而5∙8S rRNA基因与
28S rDNA 间隔区（简称 ITS2）分别为293�293�310和284bp。
测定不同克隆子�得到相同的结果�序列见图1。
2∙3　轮虫属内种间 rDNA基因间隔区的序列比较和分析

目前�国际上对轮虫的研究主要集中在18S rRNA 及
rDNA的序列比较分析�用于各大类群之间的比较与系统演
化关系研究 ［1�2］。对轮虫属内种间的研究尚未见有报道�也
未见有关基因间隔区的报道。用计算机分析软件对所获得
的序列进行比较分析�结果表明：四种轮虫之间�序列间核苷
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图1　四种轮虫 rDNA ITS 区序列比较
Fig．1　Comparison of rDNA ITS regions of four rotarias

酸有较大的差异性（11∙3％-29∙4％）。其中�萼花臂尾轮虫和
双棘臂尾轮虫差异值为11∙3％�双棘臂尾轮虫和裂足臂尾轮
虫差异值为15∙1％�萼花臂尾轮虫和裂足臂尾轮虫差异值为
21∙7％；角突臂尾轮虫与前3种轮虫关系较远�差异值为
26∙3％-29∙4％。
3　讨论

3∙1　轮虫微量 DNA制备法的意义
直接从显微镜下挑取少量轮虫�并以上述方法进行微量

DNA制备和分析�此方法的建立�使得对轮虫的分子分析并
不依赖于轮虫培养技术的完善。尤其是目前尚不能培养的
轮虫�可在野外直接采样�分离出1或数个个体保存于 SDS
提取缓冲液中�然后再利用上述方法进行微量 DNA 制备及
PCR扩增�即可获得所需的基因片段用于进一步分析。中国
轮虫种类繁多�许多种类都有待深入研究�轮虫微量样品
DNA制备及分析方法的建立及其应用�将为系统地进行轮虫
分子分类和系统学的研究提供一种有效的新方法。
3∙2　rDNA16S-23S基因间隔区序列分析与轮虫的分类学及
系统学研究

前已述及�目前国际上对轮虫基因序列的分析主要集中

在18S rRNA ［1�2］。由于18S rRNA基因结构过于保守�因此将
其作为分子指标用于同属内种间及种内的分类和鉴定可能

是不适宜的 ［3�4］。本研究结果表明�臂尾轮虫 rDNA16S-23S
基因间隔区具有较高的突变速率�这说明 rDNA16S-23S 基因
间隔区可以作为一个精细的分子指标用于同属内种间的分

子鉴定和系统学分析。随着研究的深入�rDNA 基因间隔区
将在臂尾轮虫属或轮虫的其他种属的分类和鉴定以及系统

学研究中发挥重要的作用。
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