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摘要：瘤棘砂壳虫是东亚特有的原生动物，广泛分布于长江与珠江中下游以及福建地区的湖泊和水库，作为水生态系统的捕食

者，在维持水生态系统的结构与功能方面发挥着重要作用。 我们利用 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增和克隆文库测序等分子生物学

技术方法，从基因水平研究瘤棘砂壳虫的食物组成。 结果表明：所获得的 ４６ 条序列在 ９７％相似度水平含有 １１ 类 ＯＴＵｓ
（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ，操作分类单元），其中包括轮虫 ６ 个，桡足类 ５ 个，说明瘤棘砂壳虫的捕食类群以轮虫和桡足类为

主，同时也证明单细胞生物可以直接以多细胞的后生动物为食。 此外，通过克隆文库测序技术分析原生动物的食物组成比例，
不仅是一种方便、高效、快速，重复性高的方法，同时也为分析原生动物的生态功能提供了一种新的视角。
关键词：１８Ｓ ｒＲＮＡ 基因； 克隆文库； 砂壳虫； 捕食； 原生动物
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Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ； ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ； Ｄｉｆｆｌｕｇｉａ； ｐｒｅｄａｔｉｏｎ； Ｐｒｏｚｏｔｏａ

砂壳虫（Ｄｉｆｆｌｕｇｉａ）广泛分布于世界各地，是淡水生境中丰度和多样性最高的有壳虫原生动物，特别是在

湖泊水库物质循环和能量流动等关键生态过程中发挥重要的作用。 然而，长期以来对有壳虫食性了解极为有

限，并且以往的研究主要限于显微镜观察，认为其主要以藻类和真菌为食物［１］。 瘤棘砂壳虫 （Ｄｉｆｆｌｕｇｉａ
ｔｕｂｅｒｓｐｉｎｉｆｅｒａ）是东亚特有的淡水自由生原生动物，首次在中国贵州乌江渡被发现［２］，虫体大小 １００—１２０ μｍ，
广泛分布于我国长江与珠江中下游以及福建地区的湖泊和水库中［３⁃６］。 近年来，韩博平等［６⁃７］ 首次报道瘤棘

砂壳虫以摄食水中的微小颗粒及轮虫为主，说明单细胞生物可以捕食多细胞的后生浮游生物。 事实上，原生

动物是经典食物链与微食物网的关键连接点，因此，在维持水生态系统结构、功能等方面具有重要的地位和

意义［８］。
目前国际学者对砂壳虫的研究重点聚焦于形态学、分类学、生态学、系统发育等方面。 杨军等［３， ９］综合运

用现代分类学技术方法对瘤棘砂壳虫进行了系统分类描述，利用 Ｘ 射线能谱仪分析淡水瘤棘砂壳虫壳体元

素，发现其壳体化学元素组成介于海洋和土壤有壳虫之间；Ｗａｎｎｅｒ 等［１０］ 通过形态计量学方法，揭示了有壳虫

适应不同环境的各种机制；Ｇｏｍａａ 等［１１］基于 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 基因序列在分子水平上进一步确定砂壳虫系统发育地

位。 韩博平等［６］基于显微观察首次发现瘤棘砂壳虫能够捕食轮虫，这些研究结果都为砂壳虫捕食特性的研

究奠定了一定的基础。 近几年，我们在福建多个水库中发现大量瘤棘砂壳虫，为了更清楚地了解瘤棘砂壳虫

的捕食习性和食物组成，我们首次尝试将分子生物学技术引入到砂壳虫食物组成的研究中。 本研究采用构建

克隆文库的分子生物学方法分析砂壳虫食物组成。 通过采集样品，分离活体瘤棘砂壳虫，对总 ＤＮＡ 提取，设
计 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因特异引物，构建克隆文库并进行有效序列的分析，进而分析食物的物种组成。 此方法操作简

单，试验周期短，重复性好，为研究砂壳虫摄食行为特点提供了新的研究手段。

１　 材料与方法

１．１　 样品采集

２０１０ 年 ９ 月在厦门市湖边水库（２４°３０′Ｎ，１１８°０９′Ｅ）水体表层水平及垂直方向上利用网孔直径为 ６４ μｍ
的浮游生物网拖拽捞取样品，将水样转入 ５０ ｍＬ ＰＶＣ 瓶，并快速送至实验室。 在倒置显微镜下挑取瘤棘砂壳

虫虫体，超纯水清洗体表 ３—５ 次，以避免外源 ＤＮＡ 的污染。 选取 ５０ 个个体装入 １．５ ｍＬ 的无菌离心管中。
置于－２０ ℃保存，以备进行总 ＤＮＡ 提取。

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３５ 卷　
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１．２　 ＤＮＡ 提取

配制异硫氰酸胍法 ＤＮＡ 提取液［１２］，将瘤棘砂壳虫转移到含有 １００ μＬ ＤＮＡ 提取液的离心管中，轻微震

荡。 混匀后，置于 ６５ ℃水浴锅加热 １０—３０ ｍｉｎ，利用无菌枪头破碎虫体。 再加入 １００ μＬ 异丙醇，震荡混匀，
置于 ４℃冰箱中沉淀过夜。 次日，取出冰箱中的样品，在 ４ ℃，１４０００ ｒｐｍ 条件下离心 ２０ ｍｉｎ，弃上清液。 将预

冷的 ２５０ μＬ ７０％乙醇加入沉淀物 ＤＮＡ 中，混匀漂洗，在 ４ ℃，１４０００ ｒｐｍ 条件下离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液。 再加

入 ２５０ μＬ 无水乙醇洗涤 ＤＮＡ，在 ４ ℃，１４０００ ｒｐｍ 条件下离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液。 将沉淀物置于无菌处风干 １
ｍｉｎ，加入适量蒸馏水溶解所提取的 ＤＮＡ，置于－２０ ℃冰箱中保存备用。
１．３　 基因的 ＰＣＲ 扩增及纯化

选择 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基 因 通 用 引 物 Ｅｕｋ⁃Ａ （ ５′⁃ＡＡＣＣＴＧＧＴＴＧＡＴＣＣＴＧＣＣＡＧＴ⁃ ３′） 和 Ｅｕｋ⁃Ｂ （ ５′⁃
ＴＧＡＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣＴＡＣ⁃３′）为 ＰＣＲ 扩增引物［１３］。 ＰＣＲ 反应体系为 ５０ μＬ，包括 ５ μＬ １０ × Ｅｘ ＰＣＲ
缓冲液（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，Ｍｇ２＋终浓度为 １．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），４ μＬ ｄＮＴＰ（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），０．２５ μＬ Ｅｘ Ｔａｑ 酶（５ Ｕ ／ μＬ），ＰＣＲ
前后引物各 １ μＬ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），３６．７５ μＬ ｄｄＨ２Ｏ 和 ２ μＬ ＤＮＡ 模板。 ＰＣＲ 反应条件如下：９５ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；
４０ 个循环为 ９４ ℃变性 ３０ ｓ，５４ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １．５ ｍｉｎ；最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。

ＰＣＲ 产物用经 ＥＢ 染色的 １．０％琼脂糖凝胶电泳检测。 从凝胶上切下特异性扩增的目的条带，置于无菌

的 １．５ ｍＬ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管中，利用凝胶回收试剂盒（Ｗｉｚａｒｄ 􀅹 ＳＶ Ｇｅｌ ａｎｄ ＰＣＲ Ｃｌｅａｎ⁃ｕｐ Ｓｙｓｔｅｍ）纯化回收 １８Ｓ
ｒＲＮＡ 基因片段。
１．４　 测序及序列分析

将纯化后的 ＰＣＲ 产物（１８Ｓ ｒＲＮＡ 基因）连接到 ｐＧＥＭ⁃Ｔ 载体，然后导入大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞。 涂

布到含有 ５０％氨苄青霉素（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ）的 ＬＢ 固体培养基上孵育、培养并进行蓝白斑筛选，挑取出白色克隆进

行 ＰＣＲ 检测。 将正确插入目的片段的 ５０ 个白色克隆样品进行基因测序分析，应用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件对测序结

果进行编辑，去除载体序列。 将所获的序列在 ＮＣＢＩ 数据库（ｈｔｔｐ：ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｂｌａｓｔ）中进行比对，挑
选与其亲缘关系最相近的已知序列以确定其分类归属。 利用 Ｍｏｔｈｕｒ ｖ．１．２２．２ 软件分析操作分类单元（ＯＴＵｓ，
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ），按 ９７％的相似度进行划分。 基于 ＯＴＵ 结果，计算 Ｃｈａｏ１ 值、ＡＣＥ 值［１４⁃１５］，并绘制

稀释曲线。
１．５　 序列登录号

本研究获得的 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 中的登录号为：ＫＦ９１００７５—ＫＦ９１００８５。

２　 结果

２．１　 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因多样性分析

本研究中，ＰＣＲ 扩增获得的 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因片段大小约为 １５００ ｂｐ。 对挑选的 ５０ 个阳性克隆进行测序分

析，除 ４ 个低质量克隆未成功测序外，共得到 ４６ 条序列。
４６ 条基因序列在 ９７％相似度水平归为 １１ 类 ＯＴＵ（图 １）。 多样性指数 Ｃｈａｏ１ 值为 ３２，ＡＣＥ 指数为 ７４。
其中，ＯＴＵ１ 及 ＯＴＵ２ 丰度最高，各自包含了 １２ 条序列，表明 ＯＴＵ１ 及 ＯＴＵ２ 在砂壳虫体内丰度较高（图

２）。 ＯＴＵ３ 是 ８ 条序列，ＯＴＵ４ 有 ７ 条序列。 其他 ７ 个 ＯＴＵ 均包括 １ 条序列，相对丰度较低。
２．２　 食物组成

基于系统发育地位分析表明，所有 ＯＴＵｓ 均可划归为两大类浮游动物：５２％的 ＯＴＵｓ 序列属于轮虫

（Ｒｏｔｉｆｅｒａ），４８％的 ＯＴＵｓ 序列是桡足类（Ｃｏｐｅｐｏｄａ）的哲水蚤（表 １，图 ３）。 其中 ６ 个 ＯＴＵｓ 属于轮虫，包括 ２４
条序列；５ 个 ＯＴＵｓ 属于桡足类，包括 ２２ 条序列。 由表 １ 可知，轮虫主要种类包括矩形龟甲轮虫（Ｋｅｒａｔｅｌｌａ
ｑｕａｄｒａｔａ）、对壶状臂尾轮虫（Ｂｒａｃｈｉｏｎｕｓ ｕｒｃｅｏｌａｒｉｓ）、大肚须足轮虫（Ｅｕｃｈｌａｎｉｓ ｄｉｌａｔａｔａ）、方块鬼轮虫（Ｔｒｉｃｈｏｔｒｉａ
ｔｅｔｒａｃｔｉｓ）、萼花臂尾轮虫 （ Ｂｒａｃｈｉｏｎｕｓ ｃａｌｙｃｉｆｌｏｒｕｓ）、 剪形巨头轮虫 （ Ｃｅｐｈａｌｏｄｅｌｌａ ｆｏｒｆｉｃｕｌａ ）； 桡足类包括

Ｍａｓｔｉｇｏｄｉａｐｔｏｍｕｓ ｎｅｓｕｓ（镖水蚤科一种），拟细真镖水蚤（Ｅｕｄｉａｐｔｏｍｕｓ ｇｒａｃｉｌｏｉｄｅｓ），Ｅｕｄｉａｐｔｏｍｕｓ ｇｒａｃｉｌｉｓ（镖水蚤
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科一种），Ｓｋｉｓｔｏｄｉａｐｔｏｍｕｓ ｏｒｅｇｏｎｅｎｓｉｓ（镖水蚤科一种），Ｌｅｐｔｏｄｉａｐｔｏｍｕｓ ｍｏｏｒｅｉ（镖水蚤科一种）。 以上结果提示，
瘤棘砂壳虫体内出现轮虫及桡足类的 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因，推测瘤棘砂壳虫不仅以轮虫为食，而且可以捕食桡

足类。

图 １　 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列稀释曲线

Ｆｉｇ．１　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
图 ２　 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆文库中 ＯＴＵ０．０３等级丰度

　 Ｆｉｇ． ２ 　 Ｒａｎｋ⁃ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＯＴＵ０．０３ ｂａｓｅｄ ｏｎ １８Ｓ

ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ

表 １　 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序条带序列系统发育地位

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｆｆｉｌｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ

操作分类单元
Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ

ｕｎｉｔｓ， ＯＴＵｓ

序列登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

分类类群
Ｔａｘｏｎ

序列最相似物种（序列登录号）
Ｃｌｏｓｅｓｔ ｒｅｌａｔｉｖｅ （ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ）

相似度
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

１ ＫＦ９１００７５ Ｒｏｔｉｆｅｒａ Ｋｅｒａｔｅｌｌａ ｑｕａｄｒａｔａ （ＤＱ２９７６９７） ９９％

２ ＫＦ９１００７６ Ｃｏｐｅｐｏｄａ Ｍａｓｔｉｇｏｄｉａｐｔｏｍｕｓ ｎｅｓｕｓ （ＡＹ３３９１５６） ９９％

３ ＫＦ９１００７７ Ｒｏｔｉｆｅｒａ Ｂｒａｃｈｉｏｎｕｓ ｕｒｃｅｏｌａｒｉｓ （ＤＱ０８９７３４） ９９％

４ ＫＦ９１００７８ Ｃｏｐｅｐｏｄａ Ｅｕｄｉａｐｔｏｍｕｓ ｇｒａｃｉｌｏｉｄｅｓ （ＡＹ３３９１４９） ９９％

５ ＫＦ９１００７９ Ｒｏｔｉｆｅｒａ Ｅｕｃｈｌａｎｉｓ ｄｉｌａｔａｔａ （ＡＹ２１８１１６） ９３％

６ ＫＦ９１００８０ Ｃｏｐｅｐｏｄａ Ｅｕｄｉａｐｔｏｍｕｓ ｇｒａｃｉｌｉｓ （ＡＹ３３９１４８） ９４％

７ ＫＦ９１００８１ Ｃｏｐｅｐｏｄａ Ｓｋｉｓｔｏｄｉａｐｔｏｍｕｓ ｏｒｅｇｏｎｅｎｓｉｓ （ＡＹ３３９１５９） ９７％

８ ＫＦ９１００８２ Ｒｏｔｉｆｅｒａ Ｔｒｉｃｈｏｔｒｉａ ｔｅｔｒａｃｔｉｓ （ＤＱ２９７７２４） ９７％

９ ＫＦ９１００８３ Ｒｏｔｉｆｅｒａ Ｂｒａｃｈｉｏｎｕｓ ｃａｌｙｃｉｆｌｏｒｕｓ （ＤＱ２９７６９２） ９５％

１０ ＫＦ９１００８４ Ｃｏｐｅｐｏｄａ Ｌｅｐｔｏｄｉａｐｔｏｍｕｓ ｍｏｏｒｅｉ （ＡＹ３３９１５４） ９３％

１１ ＫＦ９１００８５ Ｒｏｔｉｆｅｒａ Ｃｅｐｈａｌｏｄｅｌｌａ ｆｏｒｆｉｃｕｌａ （ＤＱ２９７６９３） ９５％

３　 讨论

３．１　 瘤棘砂壳虫的食物组成

基于显微镜观测的研究表明，瘤棘砂壳虫属肉食性动物，会攻击其周围任何微小的生物，尤其是大小相近

的微型生物，主要摄食以轮虫为主的浮游生物，包括胶鞘轮虫、独角聚花轮虫、螺形龟甲轮虫、红多肢轮虫、奇
异六腕轮虫、对棘异尾轮虫，以及无节幼体［６，７，１６］。 瘤棘砂壳虫的捕食行为主要依赖伪足，伪足可以自由伸

缩［１７］，并且可以准确判断所要捕食对象的位置。 在广东流溪河水库轮虫中，胶鞘轮虫和独角聚花轮虫容易被

瘤棘砂壳虫摄食，因为它们身体柔软、游泳速度慢；而龟甲轮虫、红多肢轮虫的外壳硬，游泳速度快，不易被瘤

棘砂壳虫捕食［７，１６］。 针对不同轮虫物种，瘤棘砂壳虫的捕食方式是不一样的。 如遇到身体柔软的胶鞘轮虫，
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图 ３　 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因克隆文库的物种分类组成（ｎ＝４６）

　 Ｆｉｇ．３ 　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｇｒｏｕｐｓ ｂａｓｅｄ

ｏｎ １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ （ｎ＝４６）

瘤棘砂壳虫一般会攻击它们的背部或尾部，容易捕食成

功；而对于外壳比较硬的龟甲轮虫，选择先攻击它们的

口部，捕食成功率较低［６，１６］。 毫无疑问，我们的结果也

进一步表明，作为单细胞的瘤棘砂壳虫能够捕食多细胞

的后生动物（表 １）。
有趣的是，除了在瘤棘砂壳虫体内检测到轮虫 １８Ｓ

ｒＲＮＡ 基因序列外，我们还检测到相当比例的桡足类，
进而证明湖边水库瘤棘砂壳虫主要以轮虫及桡足类为

食。 本研究检测到瘤棘砂壳虫捕食的轮虫及桡足类种

属与韩博平等［６，７，１６］ 学者观察到的物种有所差异，推测

这与不同生境及被捕食物种的丰富度相关。 同时，本研

究进一步补充扩展了瘤棘砂壳虫捕食对象的范围。 由

于桡足类的个体相对于瘤棘砂壳虫要大很多，所以捕食

相对较难。 最近，韩博平等［１６］观察到瘤棘砂壳虫可以捕食其周围死亡的桡足类，但关于活体桡足类的捕食尚

未见报道。 不过，我们推测瘤棘砂壳虫能够捕食桡足类幼体，因为桡足类幼体个体相对较小，并且经历的幼体

阶段相对较长。
事实上，瘤棘砂壳虫还会捕食藻类，包括甲藻、丝状藻类等［６］。 但在本研究中没有检测到藻类，这并不代

表瘤棘砂壳虫没有捕食藻类。 究其原因，一方面可能是我们所用的 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因引物具有一定特异性，扩增

序列产生一定的偏好性，导致没有检测到藻类。 另一方面，瘤棘砂壳虫捕食的其他类食物数量不够多，或者已

经消化掉了，低于检测线，因而也没能检测到。 未来的深入研究有必要筛选更合适的 ＰＣＲ 扩增引物和优化

ＰＣＲ 条件。

表 ２　 显微观察方法与分子技术手段的比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

方法
Ｍｅｔｈｏｄ

显微观察（文献 ６，７，１６）
Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｍｅｔｈｏｄ［６，７，１６］

分子方法（本研究）
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｔｈｏｄ （ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ）

物种组成
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

轮虫（胶鞘轮虫、聚花轮虫、龟甲轮虫、多肢轮虫、六
腕轮虫、异尾轮虫）；

轮虫（龟甲轮虫、臂尾轮虫、鬼轮虫、须足轮虫、巨头轮
虫）；

桡足类（桡足类幼体） 桡足类（哲水蚤镖水蚤科 ５ 种）

优点
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ

可直观的观察捕食过程；
能分辨所捕食生物的死活

高效、可获得较高的物种多样性；
快速、实验周期短；
方便、易设置重复试验；
对分类学知识要求不高

缺点
Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

观察捕食行为耗时长，实验周期长；
需要分类学背景的专业人才；
受半透明壳体的影响，对于体内食物观察困难；
一些不完整的虫体难于进行物种鉴定

一些引物具有偏好性；
不能直观的观察捕食过程；
不能区分所捕食生物的死活

３．２　 基因克隆文库技术是一个有效的食物组成分析方法

传统的单细胞生物食物组成和捕食行为研究主要是利用显微活体观察技术，在观察时需要具有分类学背

景的专业人才，处理大量样本耗时较长，因此分析周期长［１８］。 而近年来兴起的分子生物学技术方法的方便、
高效、快速，弥补了活体观察的这一缺陷。 本研究中，利用 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列克隆文库的分子生物学技术手

段，能够发现瘤棘砂壳虫体内含有轮虫及桡足类的基因序列，证明此方法可行可信。 因此，单细胞原生动物体

内 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因的检测可以作为一个有用的工具来快速地分析瘤棘砂壳虫的食物组成。 虽然分子生物学技

术手段能够快速检测食物组成，但不能直观地观测其捕食行为过程，因此要配合显微镜活体观察来共同研究

瘤棘砂壳虫的捕食特征（表 ２）。
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为进一步深入全面认知瘤棘砂壳虫的捕食行为特征，揭示其在水生态系统结构、功能等方面的重要作用

和意义，建议后续研究综合显微活体观察与分子生物学方法，达到技术方法上相互补充的效果。
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