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基于 rDNA ITS序列分析莲塘湖萼花臂尾轮虫两种 
形态型的分类地位 
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(安徽师范大学生命科学学院, 安徽省高校生物环境与生态安全省级重点实验室, 芜湖 241000) 

摘要: 轮虫的周期变形是指种群内出现的轮虫形态随时间推移而发生的周期性变化, 包括轮虫个体大小的

变化、轮虫后棘刺或后侧棘刺的有无及长度的变化等。广泛存在的周期变形使轮虫的分类更加复杂。利用

分子标记对不同形态型轮虫的遗传分化进行研究将有助于正确认识它们的分类地位。为此, 研究对采自芜湖

市莲塘湖水体中萼花臂尾轮虫(Brachionus calyciflorus)30 个有棘刺型(Spined morphotype)的克隆(S1-S30)和

18个无棘刺型(Unspined morphotype)的克隆(U1-U18)进行了 rDNA ITS序列分析; 以十指臂尾轮虫(B. patulus)

为外群, 构建了 48 个克隆的系统发生树(NJ、MP、ML 和贝叶斯树)。结果表明, 所测 48 个克隆共包括 16

个单元型。在 ITS 序列中, T、C、A、G 碱基的平均含量分别为 28.6%、18.7%、35.9%、16.8%, 其中 A+T

含量为 64.5%, C+G含量为 35.5%。单元型 U12与其他单元型间的序列差异百分比为 26.2%—26.6%, 平均为

26.47%; 其中, 发生在 ITS1、5.8S和 ITS2区间的序列差异百分比分别为 26.9%—27.8%、2.9%—3.5%和 44.4%—

45.0%, 平均依次为 27.27%、3.09%和 44.48%。而其他单元型间平均序列差异百分比为 0.41%。4 个系统树

均支持将 48 个克隆分为 2 个支系: 无棘刺型克隆 U12 独成一支, 无棘刺型的其余克隆与所有有棘刺型克隆

构成另一支系。单元型 U12 与其他单元型应分别属于两个不同的姐妹种; 但两种形态型并非不同的亚种或

互为姐妹种, 它们间的形态差异主要由表型可塑性引起。 

关键词: 萼花臂尾轮虫; 形态型; rDNA ITS序列; 表型可塑性 

中图分类号: Q951.3    文献标识码: A    文章编号: 1000-3207(2010)05-0935-08 
 

与其他生物相似, 作为各类水体中广泛分布的
一类浮游动物, 轮虫也在形态结构和生理机能等方
面具有适应其赖以生存的水环境的现象, 其中周期
变形(Cyclomorphosis)便是较常见的一种适应现象。
轮虫的周期变形是指种群内出现的轮虫形态随时间

推移而发生的周期性变化, 包括轮虫个体大小的变
化、轮虫后棘刺或后侧棘刺的有无及长度的变化等[1], 
变化所形成的各种形态被称为形态型(Morphotypes)。
周期变形在轮虫中普遍存在 , 其中臂尾轮属 (Bra- 
chionus)、龟甲轮属 (Keratella)和晶囊轮属 (Asplan-  
chna)等轮虫以其周期变形特征明显而格外引人关

注。周期变形使轮虫的分类更加复杂[2], 给轮虫种群
动态和群落结构等研究带来了严峻的挑战。 

萼花臂尾轮虫(B. calyciflorus)是广泛分布于各
类淡水水体中的常见轮虫种类之一。它是一个形态

上变化很大的物种, 其变化主要表现在个体大小、
背甲前端中央棘刺的长度、后棘刺和后侧棘刺的有

无和长度等方面[3,4]。前人曾根据萼花臂尾轮虫形态

的变化情况将其分为无棘萼花臂尾轮虫(B.  caly-
ciflorus dorcas Gosse)和双棘萼花臂尾轮虫(B. caly-
ciflorus amphiceros Ehrenberg)等亚种[5], 但各亚种
在分类上是否成立、各亚种间的遗传分化程度如 
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何仍无从知晓。近几年来, 随着分子生物学的发展, 
人们已经发现有棘刺型和无棘刺型的螺形龟甲轮虫

(K. cochlearis)是不同的姐妹种[6]。因此, 利用分子标
记对不同形态型的萼花臂尾轮虫遗传分化进行研究

将有助于我们正确认识它们的分类地位。 
真核生物的 ITS 序列为 rRNA 基因(rDNA)串联

重复单位内不具转录功能的间隔区 [7], 由于承受的
选择压力小、进化速率快已被广泛用于轮虫种间、

同种的不同地理居群和不同品系间分子系统发育关

系研究[8−12]。为此, 本文对芜湖市莲塘湖中两种形态
型萼花臂尾轮虫的 rDNA ITS 序列进行了比较研究, 
探讨了它们之间的遗传分化程度和分类地位。 

1  材料与方法 

1.1  轮虫的来源与培养 
实验用萼花臂尾轮虫于 2007 年春季采自芜湖

市莲塘湖。采样后, 随机挑取带卵的、无后侧棘刺
和有后侧棘刺两种形态型的轮虫非混交雌体, 实验
室内于 (25±1)℃、自然光照 (光照强度约 130 lx,    
L︰D=14︰10)条件下进行“克隆”培养。轮虫培养液
采用参考文献 [3]配方 (pH 7.3), 所用的饵料为
HB-4[13]培养基培养的、处于指数增长期的斜生栅藻

(Scenedesmus obliquus); 最终建立了有后侧棘刺型
的轮虫 30个克隆(编号为 S1-S30)和无后侧棘刺型的
轮虫 18个克隆(编号为 U1-U18)。当各“克隆”轮虫的
个体数达 1000只以上时用轮虫培养液过滤冲洗, 饥
饿 24h 后用灭菌双蒸水冲洗 , Eppendorf 管收集 , 
−20℃保存备用。 

1.2  轮虫总 DNA的提取 
用玻璃粉法[14]提取基因组 DNA。 

1.3  PCR扩增及序列测定 
ITS基因的扩增反应在MJ Research公司生产的

PTC-100TM扩增仪上进行, 其扩增引物 LH2 为: 5′- 
GTCGAATTCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCA- 
3′, Dlam 为: 5′-CCTGCAGTCGACA(TG)ATGCTTAA 
(AG)TTCAGC(AG)GG-3′[9], 于上海生工生物工程
技术服务有限公司合成; 其他试剂均购于上海生工
生物工程技术服务有限公司。PCR 反应体系的总体
积均为 50 μL, 包括 1×Buffer, 0.2 mmol/L dNTPs, 1.5 
μmol/L引物, 2 mmol/L Mg2+, DNA模板 4 μL, 1 U的
Taq 酶, 超纯水补至 50 μL。ITS 序列扩增反应程序
如下: 94℃预变性 5min; 94℃变性 1min, 55℃退火

1.5min, 72℃延伸 2min, 共 35个循环; 最后 72℃延
伸 10min; 4℃保存。所有扩增产物均用 EZ-10 Spin 
Colum PCR 产物纯化试剂盒(上海生工生物工程技
术服务有限公司)纯化, 将纯化产物与质粒载体连接, 
质粒载体为 pMD18-T Vector, 按文献《分子克隆实
验指南(第三版)》进行操作。用 Qiagen 公司的质粒
提取试剂盒提取所要的克隆子质粒 DNA, ABI 
PRISM 377型自动测序仪进行序列测定。 

1.4  DNA序列数据分析 
使用 CLUSTAL X(1.8)软件[15]进行 DNA序列比

对, 用 DNASTAR软件计算两两序列的差异百分比, 
再用 MEGA(version 3.1)软件[16]计算不同序列间转

换与颠换比。基因突变是否饱和采用 DAMBE软件[17]

分析。构建系统树时, 以十指臂尾轮虫(B. patulus)
为外群, 其 ITS 序列来自于 Xiang, et al.[11]。使用

Modeltest 3.7[18]检验数据并找出最适的参数模型。

使用 PAUP 4.0b10 软件 , 经渐进式搜索(Heuristic 
research method)以邻接法(Neighbor-Joining method, 
NJ)、最大简约法(Maximum-Parsimony, MP)和最大
似然法(Maximum-Likelihold, ML)构建系统发生树。 
NJ 树和 MP 树各结点的支持率以序列数据集 1000
次重复抽样检验的自引导值(Bootstrap value)表示; 
ML 树各结点的支持率以序列数据集 100 次重复抽
样检验的自引导值表示。 

用 MrBayes 3.1.2[19] 软 件 构 建 贝 叶 斯 树

(Bayesian Tree)。依据 ITS序列重建系统树时替换模
型参数设置为 nst=6 (TVM 模型), 位点速率变异设
置为 rates=equal, 同时建立 4个马尔代夫链(Markov 
chain), 以随机树为起始树, 共运行 300000 代, 每
100代一次, 重复两次。在舍弃老化样本后, 根据剩
余的样本构建一致树, 并计算相关参数。 

2  结  果  

2.1  DNA序列特征 
所测 48个样品(克隆)共包括 16个单元型(表 1); 

其中, 克隆 U1、U3、U4、U7、U8、U10、U11、
U12、U14、U16、S3、S15、S23和 S27为互不相同
的单元型, 而克隆 U2、U15、U17、S1、S4、S6、
S7、S9、S12、S14、S17、S24、S25、S26 和 S28
为一相同的单元型(标记为 HAP1), 克隆 U5、U6、
U9、U13、U18、S2、S5、S8、S10、S11、S13、S16、
S18、S19、S20、S21、S22、S29和 S30为另一相同
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的单元型(标记为 HAP2); 这表明萼花臂尾轮虫两种
形态型间有共享单元型。核苷酸组成分析显示, ITS
序列中 T、C、A、G碱基的平均含量分别为 28.6%、
18.7%、35.9%、16.8%, 其中 A+T含量(64.5%)丰富, 
明显大于 C+G含量(35.5%)。 

 
表 1  16 个单元型的基因序列登录号 

Tab. 1  GenBank accession numbers for rDNA ITS gene sequences 
of 16 haplotypes 

单元型 Haplotype 基因序列登录号 
GenBank accession number

U1 EU978867 

HAP1: U2、U15、U17、S1、
S4、S6、S7、S9、S12、S14、
S17、S24、S25、S26、S28 

EU978873 

U3 EU978874 

U4 EU978875 
HAP2: U5、U6、U9、U13、
U18、S2、S5、S8、S10、S11、
S13、S16、S18、S19、S20、
S21、S22、S29、S30 

EU978876 

U7 EU978877 

U8 EU978878 

U10 EU978868 

U11 EU978869 

U12 EU978870 

U14 EU978871 

U16 EU978872 

S3 EU978866 

S15 EU978863 

S23 EU978864 

S27 EU978865 
 
经 CLUSTAL X(1.8)比对, 在 836 个位点中[其

中克隆 U12的 ITS序列长度为 831 bp, 比其他克隆
的 ITS序列(761 bp)长 70 bp], 共发现 152个变异位
点(表 2), 多态位点 232个, 简约信息位点 3个。836 
bp中, 1—315 bp为 ITS1序列, 316—493 bp为 5.8 S
序列, 494—836 bp为 ITS2序列。152个变异位点中, 
ITS1中有 68个, 5.8S中有 12个, ITS2中有 72个。
用 MEGA(version 3.1)软件分析碱基的转换与颠换
比, 结果显示萼花臂尾轮虫两种形态型的所有样品
的转换与颠换之比平均为 0.72。从遗传距离及转换、
颠换数散点饱和图(图 1)中可以看出, 随着遗传距离
的增加, 转换和颠换数均伴有线性增加, 未出现饱
和现象。 

经 DNASTAR 软件分析, 萼花臂尾轮虫不同单
元型间序列差异百分比为 0.1%—26.6%, 平均为 

 
 

图 1  转换、颠换数对遗传距离的关系 
Fig. 1  The relationship of the genetic distance vs. the numbers of 
transition and transversion 

 
3.59%。U12 与其他单元型间的序列差异百分比为
26.2%—26.6%, 平均为 26.47%(表 2); 其中, 发生在
ITS1、5.8S 和 ITS2 区间的序列差异百分比分别为
26.9%—27.8%、2.9%—3.5%和 44.4%—45.0%, 平均
依次为 27.27%、3.09%和 44.48%(图 2)。而其他单
元型间平均序列差异百分比为 0.41%(表 2); 这表明
U12 与其他单元型间互为姐妹种, 而其他单元型间
则不然。 

2.2  基于 ITS序列构建的系统发生树 
利用 4 种方法(其中构建 ML 树采用的是 TVM

模型)构建的 16 个单元型的系统发生树显示, 除一
些分支的置信值存在差异外, 所得 4 种系统树的拓
扑结构基本一致(图 3)。4 个系统树均将 16 个单元
型分为 2 个支系: 克隆 U12 构成独立的一个支系, 
其余 15个单元型构成另一个支系。结合上述各支系
间 ITS 基因序列差异, 可以认为 2 个支系应属于 2
个不同的姐妹种; 由于其中的一个姐妹种包括了其
余 15个单元型, 而这 15个单元型包括了 47个具有
两种形态型的萼花臂尾轮虫克隆, 因此两种形态型
的萼花臂尾轮虫并非不同的亚种或互为姐妹种。 

3  讨  论 

3.1  轮虫姐妹种的分化 
与褶皱臂尾轮虫(B. plicatilis)等相似[7,20], 不同

地理品系的萼花臂尾轮虫存在着姐妹种的分化 [10], 
同一地理区域不同湖泊内以及同一湖泊不同季节内

生活的萼花臂尾轮虫也存在着姐妹种的分化[21,22]。

以 rDNA ITS 序列为标记, 当该序列差异百分比达
3.8%时, 不同地理品系的萼花臂尾轮虫已分化为姐 



938 水 生 生 物 学 报 34卷 

 
 

图 2  16个单元型 rDNA ITS序列的核苷酸序列变异位点 
Fig. 2  Variable sites of rDNA ITS gene sequences in 16 haplotypes 

 
表 2  16 个单元型 ITS 序列转换/颠换比(对角线上)及差异百分比(对角线下) 

Tab. 2  The ratio of conversions and transversions (above diagonal) and percentage of divergence (below diagonal) for ITS sequences in 16 
haplotypes 

编号
Number 

U1 HAP1 U3 U4 HAP2 U7 U8 U10 U11 U12 U14 U16 S3 S15 S23 S27

U1  / / 1.00 / 1.00 2.00 2.00 2.00 0.50 0.50 0.50 1.00 0.50 2.00 0.95

HAP1 0.3  / 1.00 / 1.00 2.00 2.00 2.00 0.50 0.50 0.50 1.00 0.50 2.00 0.95

U3 0.4 0.1  1.00 / 1.00 2.00 2.00 2.00 0.50 0.50 0.50 1.00 0.50 2.00 0.95

U4 0.4 0.1 0.3  / / 0.50 0.50 0.50 / / / / / 0.50 0.92

HAP2 0.1 0.1 0.3 0.3  / 1.00 1.00 1.00 / / / / / 1.00 0.93

U7 0.4 0.1 0.3 0.3 0.3  / 0.50 0.50 / / / / / 0.50 0.92

U8 0.4 0.1 0.3 0.3 0.3 0.3  1.00 1.00 0.33 0.33 / 0.50 0.33 1.00 0.93

U10 0.3 0.3 0.4 0.4 0.1 0.4 0.4  / 1.00 1.00 1.00 / 1.00 / 0.93

U11 0.5 0.3 0.4 0.4 0.4 0.4 0.1 0.4  1.00 1.00 1.00 / 1.00 / 0.93

U12 26.6 26.2 26.4 26.4 26.4 26.4 26.4 26.6 26.6  / / / / 1.00 0.90

U14 0.4 0.1 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.4 0.4 26.4  / / / 1.00 0.90

U16 0.3 0.3 0.4 0.4 0.1 0.4 0.4 0.3 0.5 26.6 0.4  / / 1.00 0.90

S3 0.3 0.3 0.4 0.4 0.1 0.4 0.4 0.3 0.5 26.6 0.4 0.3  / / 0.92

S15 0.3 0.3 0.4 0.4 0.1 0.4 0.4 0.3 0.5 26.6 0.4 0.3 0.3  1.00 0.93

S23 0.3 0.3 0.4 0.4 0.1 0.4 0.4 0.3 0.5 26.6 0.4 0.3 0.3 0.3  0.93

S27 0.3 0.3 0.4 0.4 0.1 0.4 0.4 0.3 0.5 26.2 0.4 0.3 0.3 0.3 0.3  
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图 3  基于 rDNA ITS序列构建的萼花臂尾轮虫系统发生树(只显示置信度大于 50%的分枝) 
Fig. 3  The phylogenetic tree of B. calyciflorus based on rDNA ITS sequence (Bootstrap values > 50% were indicated above branches) 

 
妹种[10]; 而当该序列差异百分比为 5.1%—8.8%时, 
萼花臂尾轮虫两季节种群的部分个体间已分化为姐

妹种[21,22]。与其相似的是, 在本研究中, 于同一季节
采自莲塘湖的两种形态型的萼花臂尾轮虫克隆中 , 
无棘刺型克隆 U12 的 ITS 序列与其他克隆的 ITS 序
列差异达到 26.47%。因此, 它们应属于不同的姐妹
种; 但两种形态型的萼花臂尾轮虫并非互为姐妹种, 

这与冷淡龟甲轮虫(K. hiemalis)单侧棘刺型和双侧
棘刺型间没有出现姐妹种的分化相一致, 而与有棘
刺型和无棘刺型的螺形龟甲轮虫互为姐妹种的结论

不同[5]。 
在本研究中, 18个无棘刺型克隆中只有 U12克

隆为另一姐妹种。该克隆在所研究的全部克隆中所

占的比例为 1/48, 这与程新峰等有关莲塘湖夏季和
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秋季水体中相对丰度较低的萼花臂尾轮虫姐妹种所

占的比例分别为 1/30 和 1/20 的研究结果相似[22]。

张晋艳等基于 16S rRNA基因序列及其与 rDNA ITS
的联合序列对莲塘湖萼花臂尾轮虫两种形态型的分

类地位所作的研究也得出了与此一致的结果[23]。 

3.2  影响轮虫不同形态型产生的因素 
由于环境因子和遗传因素均能导致轮虫形态发

生较大的变化, 所以不同形态型的轮虫的分类地位
难以借助形态特征加以界定[23]; 分子生物学技术为
我们准确界定不同形态型的轮虫的分类地位提供了

强有力的工具。有棘刺型和无棘刺型的螺形龟甲轮

虫互为姐妹种使人们相信其形态型的产生主要由遗

传因素决定, 而冷淡龟甲轮虫单侧棘刺型和双侧棘
刺型之间无显著的遗传分化提示不同的形态型主要

由环境因子利用轮虫的表型可塑性 (Phenotypic 
plasticity)诱导产生[6]。在本研究中, 两种形态型的萼
花臂尾轮虫之间无显著的遗传分化也提示其不同的

形态型主要由环境因子诱导产生。 
有关诱导轮虫不同形态型产生的主要环境因子

研究已有一些报道。目前已知, 晶囊轮虫及一些浮
游甲壳动物的捕食和竞争能诱导一些种类的轮虫形

成后(侧)棘刺[24−28]。诱导作用是由捕食者或竞争者

释放的利它信息素(Kairomones)调节的。诱导产生的
后(侧)棘刺给捕食者设置了一个障碍, 减少了捕食
者的捕食[26]。在本研究中, 作者在采样时发现, 莲
塘湖中萼花臂尾轮虫多为有棘刺型, 无棘刺型很少; 
湖中存在有晶囊轮虫、大量的柴 溞氏秀体 (Diaphano- 
soma sarsi)和桡足类幼体, 推测莲塘湖中萼花臂尾
轮虫有棘刺型的产生一方面是由于受到枝角类和桡

足类中的哲水蚤(Calanus)等与其竞争食物, 另一方
面是由于捕食性的晶囊轮虫和剑水蚤(Cyclops)等对
其施加的捕食作用。 

3.3  表型可塑性 
表型可塑性是有机体在生物或非生物环境下不

同表型的表达能力。Bradshaw[29]把有机体多样的形

态变化归因于发育的不稳定性, 并用一个假说即在
不同环境中一种基因型可以产生多种表现型对表型

可塑性进行解释。以往一直认为单个基因型在不同

环境条件下基于对发育和生理过程的调节, 产生不
同表型, 能在一定程度上降低生物有机体在异质生
境中所承受的环境压力, 维持其适合度; 但由于不
涉及遗传物质的改变, 因而不能够稳定遗传, 也不

会对物种的适应性进化产生影响。然而, 随着对可
塑性变异发生机制及发育途径研究的深入, 这个传
统的认识面临挑战。有证据表明很多可塑性变异与

发育调控基因在不同环境条件下的“可塑性”表达

密切相关, 并能通过表观遗传(Epigenetic)途径传递
给子代 ; 有些可塑性变异还可能通过遗传同化
(Genetic assimilation)过程得以固定, 从而对个体发
育式样、种群遗传组成和结构以及物种的进化潜力

等产生显著影响[30−33]。 
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TAXONOMICAL STATUS OF TWO BRACHIONUS CALYCIFLORUS MORPHOTYPES 
IN LAKE LIANTANG BASED ON ITS SEQUENCE 

ZHANG Jin-Yan, XI Yi-Long, MA Qin and XIANG Xian-Ling 
(Provincial Key Laboratory of Biotic Environment and Ecological Safety, College of Life Sciences,  

Anhui Normal University, Wuhu 241000, China) 

Abstract: Cyclomorphosis of rotifer defines the temporal cyclic morphological changes that occur within a rotifer 
population, including variation in body size, presence or absence and lengths of lateral spines and posteriolateral spines. 
This widespread phenomenon has complicated rotifer taxonomy. The study on genetic differentiation among different 
rotifer morphotypes by using molecular markers can help us to recognize their taxonomical status correctly. In the pre-
sent study, the ITS sequences of 30 (S1-S30) spined and 18 (U1—U18) unspined Brachionus calyciflorus clones, col-
lected from Lake Liantang, were analyzed, and their molecular phylogenetic trees were constructed by Neighbor-Joining 
(NJ), Maximum-Parsimony (MP), Maximum- Likelihood (ML) and Bayesian methods using B. patulus as an outgroup. 
The results showed that all the 48 clones belonged to 16 haplotypes. Within ITS sequence, the average content of T, C, A 
and G base was 28.6%, 18.7%, 35.9% and 16.8%, respectively. The content of A base plus T base was 64.5%, but that of 
C base plus G base was 35.5%. The sequence divergence was 26.2%—26.6% between haplotype U12 and the other 

haplotypes, with an average of 26.47%. The sequence divergence occurred in ITS1, 5.8S and ITS2 was 26.9%—27.8%, 

2.9%—3.5% and 44.4%—45.0%, and the mean value was 27.27%, 3.09% and 44.48%, respectively. However, the av-
erage sequence divergence was 0.41% among the other haplotypes. All the four phylogenetic trees supported that 48 
clones should be obviously divided into two different clades. The first clade included clone U12, and the second one 
included all the spined clones and the other unspined clones. Haplotype U12 and the other haplotypes belonged to two 
sibling species, but the two B. calyciflorus morphotypes were not different subspecies or sibling species, and their 
variation in morphology attributed mainly to phenotypic plasticity. 
 
Key words: Brachionus calyciflorus; Morphotype; ITS sequence; Phenotypic plasticity 
 
 
 


