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摘要：选择天蓝喇叭虫 （!"#$"%& ’%#&()#(*）作为研究对象，对武汉市南湖、月湖、关桥 4 个水体共 5 个样点天蓝喇叭虫 （!+

’%#&()#(*）样本的总 X-$ 进行随机扩增多态 X-$ 聚类分析，以检测各个样本的遗传相似性和趋异程度，借以评估样本间的遗传

变异度。结果如下：（:）从 ;9 条随机引物中筛选 :! 条引物共扩增出 9; 条大小为 :## < :5##NG 的清晰条带，平均每条引物扩增

出 "1 6 条片段。（!）用 Y>GI?FK>HCE :1 #6 分析显示，不同样点样本之间存在着一定的变异，其遗传距离在 #1 #"7 < #1 6:7 之间。

（4）构建的聚类图中，南湖 4 个样点的遗传距离较近，在聚类图上聚成一枝，应该为同一个种群。本试验将为探讨水体原生动

物迁徙能力对生物群系分化的影响积累实例资料，更希望可以促进水体原生动物的研究和种间过渡区本质及物种扩散行为的

研究。
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/ / 种群生态学研究领域包括种群数量、分布、动态、种群调节、群体遗传等方面。种群生态学研究开始很

早［0 1 2］，种群分化是种群生态学研究中探讨较多的一个重要方面。生物的生存与发展本质上是生物对其生活

环境长期适应和进化的生态过程。物种生存、繁殖以及进化的基木单元是种群，种群是联系生态学和遗传学

的纽带［3］。在 45 世纪 35 1 65 年代，不少学者开始把以往分开的种群遗传学和种群生态学结合起来研究自然

种群的分化。在不断的探索中，人们试图从环境影响［6，7］、地理隔离［05，00］等诸多方面揭示种群分化的原因。

但是在自然界中，一个种群产生分化显然不会是单独的一个因素所能够决定的，在一些种群的分化过程中，迁

徙能力可能会产生较大的影响［04］。

目前关于种群分化的研究多局限于高等动植物［08 1 07］，而在微型生物种群分化方面的研究起步较晚且文

献较少［45 1 48］，其中关于原生动物的研究则几乎处于空白。但是，天蓝喇叭虫（!" #$%&’(%’)）［49］等原生动物作

为种群分化的研究对象却具有其他生物类群所不具有的优势：首先，原生动物分布广泛，一般都是全球性分

布，采样方便，特别是对于大范围的调查研究具有重要的应用价值。其次，原生动物个体微小，体表相对表面

积大，生命周期短，细胞直接承受外界的环境压力，进化速度相对较快［4:］，可以在相对较短的时间内表现和重

演种群分化的历程。

45 世纪末期种群生态学研究与其它学科相互交叉，并迅速向微观和宏观两个方向发展。在微观方面以

分子生物学和遗传学的理论和方法为基础，探索种群遗传多样性和进化能力。其中随机扩增多态 ;<=
（>-.?)@ -@#*,A,’? #)*BC@)>#!,( ;<=，D=E; ）分析技术因其有操作简单、灵敏度高和具有丰富的引物供筛选等

特点而常被视作近缘种间及种内区分和系统关系分析的重要分子手段。本文试图利用此种分子标记技术对

武汉 8 个水体的天蓝喇叭虫进行种群遗传多样性的分析，为种群分化机制积累实例，并期望能够促进天蓝喇

叭虫等原生动物在种群生态学方面的研究应用。

!" 材料与方法

图 0/ : 个采样点的分布图

F,+& 0/ F,G’ H-@#*,.+ *)(-",).H

!& !" 实验材料的采集与处理

研究所用天蓝喇叭虫采自武汉南湖、月湖、关桥 8
个水体。其中南湖设 <& *-I’!、<& *-I’JJ 和 <& *-I’JJJ8
个样 点，作 为 参 考 样 点 的 月 湖 （K& *-I’）和 关 桥 （L&
#).?）各设一个样点（图 0）。采集的样本在解剖镜下用

微吸管挑出后用蒸馏水清洗以去除杂质和其他的微生

物。室温蒸馏水中饥饿 49! 消化虫体内的食物，再次收

集虫体，无菌水洗涤 8 次。

!& #/ ;<= 的提取

每个样点洗净收集 455 1 855 个天蓝喇叭虫，加适

量的消化液（5& 0@)* $ M N;O=，#P 6& 5；05@@)* $ M O>,HC
PQ*，#P 6& 5；5& :R S;S；25"+ $ @* E>)"’,.-H’ T）以

::U过夜（6 1 04!），然后按传统的酚 $ 氯仿法提取总 ;<=，ON（05@@)* $ M O>,HCPQ*，#P 6& 5；0@@)* $ M N;O=，

#P 6& 5）溶解后于 9U保存备用。

!& $" 引物筛选

本实验共对 76 条 05V# 的引物进行筛选，引物均从 W#’>). 公司购买。用 L& #).? 样本所提的总 ;<= 进

行初筛，从 76 条引物中筛出 9: 条多态性好且具有清晰稳定条带的引物。然后换用 <& *-I’ 样本所提的总

;<= 从筛选出的 9: 条引物中进一步筛选出 04 条多态性好且效果稳定的引物用于本实验 : 个样本的 ;<= 扩

增。引物号及序列见表 0。

!& %/ D=E; 扩增

反应体系为 4:"*，其中模板 ;<= 45 1 4:"+ $ @*，05 X VYAA’> 4& :"*，Z+4 [ 4@@)* $ M，O-\ ;<= 聚合酶 0]，
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/012 3& 455)* $ 6，引物 3& 7!5)* $ 6。反应条件：879 预变性 :5,.；879 变性 7:;，<=9 复性 >5,.，?49 延伸

45,.，7: 个循环；?49延伸 >35,.。

! ! 表 "! 随机引物及序列

! ! #$%&’ "! ()*+ ,- *’./’01’* ,- $2%)+2$23 42)5’2*

引物号

2@,5’@ .A5B’@
序列（:CD<C）

E’FA’.(’（:CD<C）
引物号

2@,5’@ .A5B’@
序列（:CD<）

E’FA’.(’（:CD<）

GD37 +"+-(-"+(( HD>7 "+-(++(++"

GD3? -+-"+(-+(( HD>I "+(((-+(("

GD>: -(+(-(--(( JD3> "+-(+(-"++

GD>= ++"+-("+"+ JD>3 ++-(("+("+

KD3I "(-(+"((-( JD>4 -((((((-("

HD>4 -+-+++(-(- LMD3? +++"(+(-"(

"& 6! 电泳检测

扩增产物用含有 GL（3& :!* $ 5*）的 >& :N 琼脂糖

凝胶电 泳 分 离，电 泳 液 为 3& : O 1LG，取 扩 增 产 物

P0M>3!* 加 4!* 溴酚蓝染色，混匀后点入胶孔。?:J
恒压电泳 >& :!，H5-+’ QJ2 凝胶处理系统观察并一次

性成像。

"& 7! 数据分析

根据 433B#P0M 6-//’@（RLH）指示的标准分子

量，对照反应产物在琼脂糖凝胶上的迁移率，依据统

一标准确定片段大小，分别用 > 和 3 代表扩增位点的

有无，采用专业分析软件 S-#/,;"-.(’ >& 37 进行 0’,+!B)A@DT),.,.+ 聚类分析。本试验以 0’, 和 U-((-@/ 遗传指

数作为计算遗传相似系数和进行聚类分析的方法。计算方法分别是：! V 4"#$ % （"# W "$），&’ V "#$ % （"# W
"$），其中 ! 为 "() 相似系数，&’ 为 U-((-@/ 相似系数，"#$ 为两个 P0M 样品共同拥有的扩增带数，"# 和 "$ 分

别为两个 P0M 样品的扩增带数。

8! 结果

采用的 >4 条随机引物，对南湖等 < 个水体采集的 : 个样本进行 2XS 扩增，共获得 I8 条大小为 >33B# Y
>:33B# 的清晰条带，平均每条引物扩增出 ?& 7 条片段。扩增出来的片段显示出较大的多态性（图 4）。

图 4Z 部分引物（G>:、H>7、H>I）扩增产生的 SM2P 带型

[,+& 4Z SM2P B-./; +’.’@-"’/ B\ #-@" )] "!’ #@,5’;（G>:、H>7、H>I）

采用软件 SM2P,;"-.(’ >& 37 分析结果见表 4。0’, 遗传指数分析结果显示 0& *-^’HH 和 0& *-^’HHH 的遗传距

离最近，为 3& 3?:I=4。0& *-^’H 与 0& *-^’HH 次之，为 3& 3I>7I>。此外，K& #)./ 与南湖的 < 个样点（0& *-^’H、0&
*-^’HH、0& *-^’HHH）遗传距离较远，分别为 3& 7>:848、3& <I8I<>、3& <<4<7<。_& *-^’ 作为南湖之外的另一

表 8! 9’) 遗传指数分析 6 个天蓝喇叭虫样本之间的遗传距离（*）矩阵

#$%&’ 8! :’0’+)1 ;)*+$01’ <)+= 9’)’* 1,’--)1)’0+ ,- -)>’ !" #$%&’(%’) $**’5%&$?’*

湖名 6-^’ .-5’ 南湖一 0& *-^’ H 南湖二 0& *-^’ HH 南湖三 0& *-^’ HHH 关桥 K& #)./ 月湖 _& *-^’

0& *-^’ H 3& 3

0& *-^’ HH 3& 3I>7I> 3& 3

0& *-^’ HHH 3& >74I:? 3& 3?:I=4 3& 3

K& #)./ 3& 7>:848 3& <I8I<> 3& <<4<7< 3& 3

_& *-^’ 3& >:>:>: 3& 387I8> 3& 38I:84 3& <37<7I 3& 3
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个湖泊与南湖的 / 个样点（0& *-1’2、0& *-1’22、0& *-1’222）的遗传距离距离相对于 3& #).4 来说较近，分别为

56 787878、5& 59:;97、5& 59;89<。

采用邻接法，0’, 遗传距离分析得到的聚类图与遗传距离（!）矩阵的结果相吻合（图 /）：

= 图 /= 采用邻接法，0’, 遗传距离分析得到的 8 个天蓝喇叭虫样本

的聚类图

>,+& /= 0’,+!?)@AB),.,.+ 4’.4@)+@-C )D D,E’ "# $%&’()&(* -FF’C?*-+’F

?-F’4 ). 0’,’F +’.’",( 4,F"-.(’

= 图 := 采用邻接法，G-((-@4 遗传距离分析得到的 8 个天蓝喇叭虫

样本的聚类图

>,+& := 0’,+!?)@AB),.,.+ 4’.4@)+@-C )D D,E’ "# $%&’()&(* -FF’C?*-+’F

?-F’4 ). G-((-@4’F +’.’",( 4,F"-.(’

采用 G-((-@4 指数分析的结果与采用 0’, 指数分析得到的结果几乎相同，只是 G-((-@4 指数分析得到的遗

传距离比 0’, 指数分析得到的稍大（表 /），但是差别不明显，且二者反映的 8 个样点间的遗传关系相同，分析

得到的聚类图（图 :）完全一致：南湖 0& *-1’ 2 和 0& *-1’ 22 首先聚在一起，然后与 0& *-1’ 222 聚在一起。H& *-1’
与南湖的遗传距离相对于 3& #).4 较近。

表 !" #$%%$&’ 遗传指数分析 ( 个天蓝喇叭虫样本之间的遗传距离（!）矩阵

)$*+, !" -,.,/0% ’01/$.%, 20/3 #$%%$&’’1 %4,550%0,./ 45 506, !" #$%&’(%’) $11,7*+$8,1

湖名 I-1’ .-C’ 0& *-1’ 2 0& *-1’ 22 0& *-1’ 222 3& #).4 H& *-1’

0& *-1’ 2 5& 5

0& *-1’ 22 5& 785J;8 5& 5

0& *-1’ 222 5& 785555 5& 7:75<J 5& 5

3& #).4 5& 8;K855 5& 8J59KJ 5& 855555 5& 5

H& *-1’ 5& <J/78; 5& 7K//// 5& 7K9:;K 5& :JJJJK 5& 5

!" 讨论

地理隔离会造成种群分化已为大家所公认。但是，在一个连续的水体中种群分化情况就较为复杂，以往

的很多研究都证实在同一水体中因为水体流动而导致基因的自由交流等原因，处于其中的生物应该属于同一

个种群［<J L <;］。但是，近年来有些学者对此提出了质疑，因为即使是在同一水体中也存在不同的小生境，生活

在其中的生物承受着不同的环境压力，加之对于同一水体生活的微型生物而言，其迁徙能力对其基因交流也

有一定程度的影响。在一些极端的情况下同一水体中的生物甚至可以分化为不同的种［<9］。如王爱芹等针对

同一水体中生活的微型生物的种群分化研究表明生活于武汉市东湖的螅状独缩虫（+,’$-&*.(/ 0%)10.2(/
I,..’）不属于同一个种群［/5］。缪炜等也在研究中国 ; 省市自治区的 79 个螅状独缩虫种群的地理分布格局

的形成与演化时，东湖中有一个样点没有与东湖内其它 : 个样点一起聚在北方种群一支内，而是聚在南方种

8:9<= K 期 = = = 刘志新= 等：利用 MNOPAOQM 探讨天蓝喇叭虫生物群系分化 =
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群一支内［/0］，也暗示东湖内的螅状独缩虫并非一个种群。

本试验将螅状独缩虫和天蓝喇叭虫的生物种群分化做了一个比较，探讨一下微型动物种群分化过程中的

迁徙能力的作用。试验选用与武昌东湖毗邻的南湖作为采样地，对其中生活的天蓝喇叭虫种群进行了种群遗

传分析。试验分析对象的选取是出于两方面考虑：其一是考虑到它们的相似性。天蓝喇叭虫和螅状独缩虫同

属于纤毛类原生动物，有相似性和可比性。其二是考虑到它们迁徙能力的差异。螅状独缩虫幼体（游泳体）

浮游生活，成体成群固着生活，在一定程度上限制了其在水体中的迁徙能力。而天蓝喇叭虫整个生活史都是

浮游生活，相对迁徙能力较强。本试验即是要验证这种迁徙能力的差异到底会不会在同一水体微生物物种的

种群分化中产生作用，为以后的种群生态学研究积累实例资料。最终实验结果表明，武昌南湖中的天蓝喇叭

虫是为同一个种群，彼此之间有较大的遗传相似度。这一结果也证实了同一水体中生活的微型生物的迁徙能

力差异会对种群分化造成影响。

原生动物（#1)")2)-）是最原始、最简单、最低等的单细胞（3.,(’**3*-1）动物［04］。本试验所采用的天蓝喇叭

虫伸展时体长可达 0 5 677，不论收缩或伸展，肉眼均可见。而且天蓝喇叭虫体色为天蓝色，外部特征明显，

易于辨认。这样就可以直接用野外采回的水样在解剖镜挑选出纯的喇叭虫种群，不用采用人工纯培养的方

法，进而也避免了人工纯培养中可能造成的突变对天然种群研究所带来的影响。

本试验只是从迁徙能力方面对对武昌南湖中的天蓝喇叭虫的种群分化进行了一些探索，但是一个物种的

种群分化显然不会是一种因素能够决定的，如湖水的理化因子和湖体水流等其他因素对种群分化的影响是值

得我们进一步探索的方向。
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