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摘要：从太平洋深海克拉里昂⁃克利伯顿断裂带（Ｃｌａｒｉｏｎ⁃Ｃｌｉｐｐｅｒｔｏｎ ｆｒａｃｔｕｒｅ ｚｏｎｅ，简称 ＣＣ 区）４ 个站位采集的深海沉积物样品中

检出 ２６ 条嘴刺目（Ｅｎｏｐｌｉｄａ）线虫个体。 综合应用形态学和分子生物学方法，共鉴定嘴刺目线虫 ６ 科 ８ 属，其中尖口线虫科

（Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎｉｄａｅ）个体数量最多，占总数的 ５７． ７％，其次为前感线虫科（Ａｎｔｉｃｏｍｉｄａｅ，１９． ２％）、光皮线虫科（ Ｐｈａｎｏｄｅｒｍａｔｉｄａｅ，
７．７％）、钩线虫科（Ｏｎｃｈｏｌａｉｍｉｄａｅ， ７．７％）、烙线虫科（Ｉｒｏｎｉｄａｅ， ３．８％）和矛线虫科（Ｅｎｃｈｅｌｉｄｉｉｄａｅ， ３．８％）。 科、属组成与相邻站点

同期采样所获的线虫近似，而丰度组成比例有所差异。 分子生物学方法获得了线虫 ｒＲＮＡ 基因序列 １６ 条，经 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库

比对，其与已有的序列相似性范围为 ９４％—９９％，以此为依据可确定到科的水平和大部分属的水平（８４．６％）。 ＤＮＡ 条形码比对

结果和形态学鉴定结果有较高一致性，表明分子条形码技术可作为深海线虫鉴定的有效手段。 系统发育分析结果显示，基于

１８Ｓ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列，采用不同方法构建系统发育树，其分支结构基本一致；钩线虫科和矛线虫科聚类在一起，光皮线虫

科和前感线虫科聚类在一起，显示出彼此间较近的遗传关系。
关键词：嘴刺目线虫；多样性；系统发育；克拉里昂⁃克利伯顿断裂带
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ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｅｎｕｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ， ｗｈｉｃｈ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｉｓ ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｄｅｅｐ⁃ｓｅａ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ． Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １８Ｓ ａｎｄ ２８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ； ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ Ｏｎｃｈｏｌａｉｍｉｄａｅ ａｎｄ Ｅｎｃｈｅｌｉｄｉｉｄａｅ
ｗｅｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ｏｎｅ ｇｒｏｕｐ， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｏｓｅ ｏｆ Ｐｈａｎｏｄｅｒｍａｔｉｄａｅ ａｎｄ Ａｎｔｉｃｏｍｉｄａｅ ｗｅｒｅ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｉｎｔｏ ａｎｏｔｈｅｒ ｇｒｏｕｐ，
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｃｌｏｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｅｎｏｐｌｉｄａ； ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ； ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ； Ｃｌａｒｉｏｎ⁃Ｃｌｉｐｐｅｒｔｏｎ Ｆｒａｃｔｕｒｅ Ｚｏｎｅ

自由生活海洋线虫属于线虫动物门，记录种约 ４０００ 种，但尚有大量种类未被鉴定，估计全球线虫物种数

量超过 ２ 万种［１］。 海洋线虫是最丰富的后生动物类群，分布广、数量多。 在多数生境中海洋线虫丰度可占后

生动物数量的 ７０％—９０％；在某些生境中，如有机质丰富的沉积物中，可达 ９０％以上［２］。 在底栖食物链中，
海洋线虫是较高级生物的食物来源，同时也影响低级生物群落组成，在食物链中具有承上启下作用［３］。

早期 Ｆｉｌｉｐｊｅｖ 以侧器作为主要性状，其它性状为补充，建立了线虫分类系统。 首次提出包括当时已知全部

种的海洋线虫分类系统，将线虫划分为 １ 个纲 １１ 个目，并首次对线虫起源进行了讨论，提出线虫共同祖先是

嘴刺目海洋线虫的观点［４］。 依据 ＷＯＲＭＳ［５］最新数据，嘴刺目线虫包含 １４ 科，２０ 属，１７４２ 种。 嘴刺目是体长

较长的海洋线虫类群，某些种类可达数毫米。 研究表明，嘴刺目线虫是活跃的捕食者（在形态学分类单元上，
有多个科的线虫具有排列复杂的齿），在小型底栖动物群落内具有重要的生态功能。 然而，相对于陆生和寄

生线虫，海洋嘴刺目线虫进化关系鲜有研究［１，６⁃７］。
形态学鉴定准确度受到多种因素影响，例如，不同生境中的同种线虫可表现出不同的外形特征，仅通过形

态学特征将线虫鉴定到种水平难度大，线虫鉴定缺乏快速准确的技术方法。 尽管线虫分类研究历史已有上百

年，然而依然缺乏用于高级分类单元（如科以上分类单元）系统发育重建的同源形态性状的客观标准。
ＤＮＡ 条形码（又称分子条形码）技术是通过对某一类 ＤＮＡ 序列进行分析达到区分物种目的的技术。

ＤＮＡ 条形码在运用于海洋线虫研究中，有两类分子标记显示出较高的价值，分别是核糖体小亚基序列（ＳＳＵ
ｒＤＮＡ）和核糖体大亚基序列（ＬＳＵ ｒＤＮＡ），其中核糖体小亚基序列在多数线虫系统发育分析中具有普遍适用

性。 其半保守序列可用来研究科以上分类单元的系统发育关系，其可变区序列能在科或属的水平上将线虫区

分，甚至在种水平上区分不同的种类［８］。 同时由于其序列包含较多的系统发育信息、较少的多态性，因此在

揭示不同分类单元遗传关系时也非常有效。 核糖体大亚基序列作为分子标记用于线虫鉴定的历史只有 ２０ 多

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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年，主要集中于 Ｄ２ 或 Ｄ３ 延伸片段［９］，此分子标记具有显著的种内多态性，在区分某些类群的不确定种时具

有较高价值，为系统发育分析提供遗传信息。 其他分子标记，如转录间隔区（ ＩＴＳ）和线粒体基因（ＣＯＩ），也曾

应用于线虫分类研究，但其具有较高的种内变异性、大量插入，使比对工作较为困难［１０］，以及序列极难扩增等

缺点。 以往研究表明，形态学分类和 ＤＮＡ 分子条形码鉴定结果之间存在较高的一致性［１１⁃１２］。
克拉里昂⁃克利伯顿断裂带富含多金属结核，具有重要经济价值。 国际海底管理局承担了保护海洋环境

免受破坏和过度开发的使命。 为了顺利完成这一任务，需要对海洋生物进行研究。 线虫作为海洋底栖生物的

主要类群，其群落结构变化可反映环境变化。 嘴刺目线虫是深海线虫最重要的类群之一，形态学资料较为齐

全［１］，已发布的核酸序列较多。 然而以往关于嘴刺目线虫的研究主要集中于近海潮间带海滩［１３］，深海（如 ＣＣ
区）线虫研究报道鲜见，研究方法主要采用形态学分类法，分子技术应用少［１４⁃１５］。 本研究结合形态学分类和

分子生物学方法，研究 ＣＣ 区嘴刺目线虫的多样性，以期能初步探知该区嘴刺目线虫类群组成，并对其遗传关

系进行探讨。

１　 研究方法

１．１　 样品采集分离和鉴定

采用箱式（９ ｃｍ ø ６１ ｃｍ，ＢＣ）和多管（ＭＣ）取样的方式从太平洋 ＣＣ 区 ４ 个站位采集沉积物样品（表 １），
立即固定于 ＤＥＳＳ 溶液（２０％的二甲基亚砜，０．２ Ｍ 乙二胺四乙酸二钠，加入氯化钠使溶液饱和，ｐＨ ８．０） ［１６］。

表 １　 采样记录表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

站位（１）
Ｓｉｔｅｓ

经度（Ｗ）
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

纬度（Ｓ）
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

采样日期
Ｄａｔｅ

采样方法
Ｍｅｔｈｏｄｓ

站位深度 ／ ｍ
Ｄｅｐｔｈ

ＢＣ０５ １４６°５３′２７″ ０８°２６′５９″ ２０１３ ／ ８ ／ ２５ 箱式 ５２１７

ＢＣ０６ １４４°５６′４″ ０７°３０′５８″ ２０１３ ／ ８ ／ ３１ 箱式 ５０６２

ＭＣ０３ １５４°０４′１９″ １０°０２′４７″ ２０１３ ／ ９ ／ ７ 多管 ５１４０

ＭＣ１２ １５４°１４′０″ １０°１０′１″ ２０１３ ／ ９ ／ ８ 多管 ５１９３

　 　 ＢＣ （Ｂｏｘ⁃Ｃｏｒｅｒ），箱式取样器；ＭＣ （Ｍｕｌｔｉ⁃Ｃｏｒｅｒ） ，多管取样器

沉积物先用孔径为 ３８ μｍ 的滤网过滤，再用 ＬｕｄｏｘＴＭ（密度为 １．１８ ｇ ／ ｍｌ）重悬浮［１７］。 在解剖显微镜下，将
线虫（嘴刺目）样本转移到载玻片上，制备线虫临时玻片。 在显微镜（Ｌｅｉｃａ ＤＭ５５００）下用微分干涉和相差模

式对线虫形态进行观察、拍照和测量。 形态学鉴定主要依据 Ｇｅｒｌａｃｈ、Ｒｉｅｍａｎ 和 Ｌｏｒｅｎｚｅｎ 的方法［１８⁃２０］。 显微

观察后，为了防止线虫基因组降解，立即提取线虫基因组［２１］。
１．２　 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增、鉴定

线虫从玻片分离，用无菌水清洗 ３ 次，清除线虫表面的化学试剂和其它杂质。 依据线虫的大小，将线虫切

成几段并转移至 ０．５ ｍＬ 的 ＰＣＲ 管中，ＰＣＲ 中含有 ２０ μＬ 线虫裂解液（ＷＬＢ）（５０ ｍＭ ＫＣｌ，１％ Ｇｅｌａｔｉｎ， １０ ｍＭ
Ｔｒｉｓ⁃Ｃｌ ｐＨ ８．２， ２．５ ｍＭ ＭｇＣｌ２， ０．４５％（ｖ ／ ｖ）Ｔｗｅｅｎ ２０， ６０ μｇ ／ ｍＬ 蛋白酶 Ｋ）。 线虫样品在－７０℃冻融 １５ ｍｉｎ，
６５ ℃消化 １ ｈ 以上去除蛋白质，９５ ℃处理 １５ ｍｉｎ 使蛋白酶 Ｋ 失活。 冷却至室温后，于 １３０００ ｒｐｍ 离心 １ ｍｉｎ。
上清液即可作为 ＰＣＲ 模板，用于两种片段（片段长度分别为—９９０ ｂｐ 的 １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ 和—２６０ ｂｐ 的 ２８Ｓ
ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ Ｄ３ 区 ） 扩 增。 １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ 用 ９８８Ｆ （ ５′⁃ＣＴＣＡＡＡＧＡＴＴＡＡＧＣＣＡＴＧＣ⁃ ３′） 和 １９１２Ｒ （ ５′⁃
ＴＴＴＡＣＧＧＴＣＡＧＡＡ ＣＴＡＧＧＧ⁃ ３′） 引物对扩增［２２］。 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因 Ｄ３ 区使用引物对 Ｄ３ａ （ ５′⁃ＧＡＣＣＣＧＴ
ＣＴＴＧＡＡＡＣＡＣＧＧＡ⁃３′）、Ｄ３ｂ（５′⁃ＴＣＧＧＡＡＧＧＡＡＣＣＡＧＣＴＡＣＴＡ⁃３′）扩增。 ５０ μＬ ＰＣＲ 体系包括 ｄｄＨ２Ｏ ３４．５ μＬ
、１０×Ｅｘ ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ、引物各 ２ μＬ（１０ μＭ）、ｄＮＴＰ（每种 ２．５ ｍＭ）４ μＬ、Ｅｘ Ｔａｑ（Ｔａｋａｒａ， ５ Ｕ ／ μＬ）０．５ μＬ、模板

ＤＮＡ ２ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件为：９８℃变性 １０ ｓ，退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 １ ｍｉｎ，循环 ４０ 次，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 引物

对 ９８８Ｆ、１９１２Ｒ 的退火温度为 ４９ ℃，引物对 Ｄ３ａ、Ｄ３ｂ 的退火温度为 ５４ ℃。
ＰＣＲ 产物用 ２％的琼脂糖电泳检测、纯化后，连接到 ｐＭＤ１９⁃Ｔ，有插入片段的单克隆送铂尚生物技术（上

３　 ５ 期 　 　 　 作者　 等：太平洋克拉里昂⁃克利伯顿断裂带嘴刺目线虫多样性研究 　
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海）有限公司测序。
１．３　 数据分析

从 ＧｅｎＢａｎｋ 网络数据库下载相关序列，使用 ＭＥＧＡ５ 软件包内置的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ［２３］对序列进行比对，然后使

用邻接法、最大似然法和最大简约法构建系统发育树。 其中邻接法为双木村双参数模型，最大似然法（ＭＬ）采
用田村 ３ 参数模型，其他参数为：Ｇ＋Ｉ。 最大简约法（ＭＰ）、最大似然法（ＭＬ）和邻接树（ＮＪ）自举值：ＭＰ 和 ＮＪ
为 １０００，ＭＬ 为 １００。

２　 研究结果

图 １　 刺嘴目线虫类群组成

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｎｏｐｌｉｄ

２．１　 形态学鉴定

从 ＣＣ 区 ４ 个站位分离获得 ２６ 个嘴刺目线虫个体

（图 １），分属 ６ 个科（表 ２ 和表 ３），线虫中文学名依据

文献［２４］。 其中，尖口线虫科线虫 １５ 条（占线虫总数的

５７．７％），包括 Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎａ ｓｐ．１ 条、Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ｓｐ．１３ 条及

无法鉴定到属的线虫 １ 条；前感线虫科线虫 ５ 条（１９．
２％），均为 Ａｎｔｉｃｏｍａ ｓｐ．；光皮线虫科线虫 ２ 条（７．７％），
Ｐｈａｎｏｄｅｒｍｏｐｓｉｓ ｓｐ．和 Ｃｒｅｎｏｐｈａｒｙｎｘ ｓｐ．各 １ 条；钩线虫科

线虫 ２ 条（７．７％），均为 Ｖｉｓｃｏｓｉａ ｓｐ．；烙线虫科线虫 １ 条

（３．４％），为 Ｓｙｒｉｎｇｏｌａｉｍｕｓ ｓｐ．；矛线虫科线虫 １ 条 （３．
４％），为 Ｂａｔｈｙｅｕｒｙｓｔｏｍｉｎａ ｓｐ．。

箱式采样站位（ＢＣ 站）和多管采样站位（ＭＣ 站）均
为 ２ 个采样点。 ＢＣ 站和 ＭＣ 站共有的嘴刺目线虫包括

剑口线虫科、前感线虫科、钩线虫科和光皮线虫科。 ＢＣ
站样品中，前感线虫科为最主要类群；ＭＣ 站样品中，剑
口线虫科为主要类群。 烙线虫科和矛线虫科仅在 ＭＣ
站样品中发现，比例为 １０％。

形态学测量值上，嘴刺目线虫体长一般在 １ ｍｍ 以

上，其中最长线虫 Ｖｉｓｃｏｓｉａ ｓｐ．体长约 １．８ ｍｍ，最短的线

虫 Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎｉｄ 长度仅为 ０．２ ｍｍ。 在尾长方面，Ｃｒｅｎｏｐｈａｒｙｎｘ ｓｐ．最长，Ｔｈａｌａｓｓｏｍｏｎｈｙｓｔｅｒａ ｓｐ．最短（表 ３）。

表 ２　 鉴定线虫基因片段数量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ

科 Ｆａｍｉｌｙ 属 Ｇｅｎｕｓ 站位 Ｓｉｔｅ 数量 Ｎｕｍｂｅｒｓ １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因

光皮线虫科 Ｐｈａｎｏｄｅｒｍｏｐｓｉｓ ＢＣ０５ １ １ ０

Ｃｒｅｎｏｐｈａｒｙｎｘ ＭＣ１２ １ １ １

尖口线虫科 Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎａ ＢＣ０５ １ １ ０

Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ＢＣ０５ １ １ ０

Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ＢＣ０６ １ ０ ０

Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ＭＣ０３ ３ ０ ０

Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ＭＣ１２ ８ ３ ３

Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎｉｄ ＭＣ０３ １ ０ ０

矛线虫科 Ｂａｔｈｙｅｕｒｙｓｔｏｍｉｎａ ＭＣ１２ １ １ １

钩线虫科 Ｖｉｓｃｏｓｉａ ＢＣ０６ １ ０ １
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续表

科 Ｆａｍｉｌｙ 属 Ｇｅｎｕｓ 站位 Ｓｉｔｅ 数量 Ｎｕｍｂｅｒｓ １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因

Ｖｉｓｃｏｓｉａ ＭＣ１２ １ ０ １

前感线虫科 Ａｎｔｉｃｏｍａ ＢＣ０５ ４ ０ ０

Ａｎｔｉｃｏｍａ ＭＣ１２ １ ０ １

烙线虫科 Ｓｙｒｉｎｇｏｌａｉｍｕｓ ＭＣ１２ １ ０ ０

总计 Ｔｏｔａｌ ２６ ８ ８

　 　 本次研究的烙线虫科未获得核酸序列

表 ３　 嘴刺目线虫形态测量值（μｍ）

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｉｃ ｄａｔａ ｏｆ Ｅｎｏｐｌｉｄａ

站位
Ｓｉｔｅｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

性别
Ｓｅｘ

长度
Ｌｅｎｇｔｈ ／
ｍｍ

ｄｅ Ｍａｎ 比值 ｄｅ Ｍａｎ ｒａｔｉｏｓ

ａ ｂ ｃ

食道长度
Ｏｅｓｏｐｈａｇｕｓ

ｌｅｎｇｔｈ

最大直径
Ｍａｘｉｍｕｍ
ｄｉａｍｅｔｅｒ

尾长
Ｔａｉｌ ｌｅｎｇｔｈ

ＢＣ０６、ＭＣ１２ Ｖｉｓｃｏｓｉａ ｓｐ． Ｊ １７７３ ３７ ６ ９．５ ２９８．５ ４８．５ １９０．６

ＭＣ０３ Ｔｈａｌａｓｓｏｍｏｎｈｙｓｔｅｒａ ｓｐ． Ｍ ２５４ ２０ ６ ４ ４１．４ １２．６ ５７．５

Ｊ ４９２ ２７ ７ １１ ３９．３ １８．３ ４５．４

Ｆ ７２５ ２８ １７ ２ ４２．９ ２５．３ ３１４．２

ＭＣ１２ Ｓｙｒｉｎｇｏｌａｉｍｕｓ ｓｐ． Ｊ １１６６ ４０ ３ ９ ３７５ ２９．１ １２６．７

ＢＣ０５ Ｐｈａｎｏｄｅｒｍｏｐｓ ｓｐ． Ｊ ９０６ ２２ ８ ４ １１２．７ ４０．８ ２２６．５

ＭＣ０３ Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎｉｄ Ｊ ２０５ １４ ３ ３ ６７．３ １４．１ ８１．４

ＢＣ０５ Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎａ ｓｐ． Ｊ １０９１ ５４ １２ １２ ９１．４ ２０．２ ９２．６

ＭＣ０３、ＭＣ１２ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ｓｐ１ Ｍ １５１８ ５２ ＮＡ ７ ３８１．８ ３２．６ ２９４．３

ＭＣ０３ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ｓｐ１ Ｆ １１００ ５６ ４ １７ ２４７ １９．４ ６６．３

ＢＣ０５、ＢＣ０６
ＭＣ０３、ＭＣ１２ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ｓｐ１ Ｊ ９４０ ４２．７ ４．５ ６．３ ２７３．２ ２６．０ ２０４．９

ＭＣ１２ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ｓｐ２ Ｊ １４２１ ３９ １５ ８ ９３．８ ３６．８ １７６

ＭＣ１２ Ｃｒｅｎｏｐｈａｒｙｎｘ ｓｐ． Ｊ １４７３ １８ ４ ４ ３６３．１ ８２．４ ３８６．９

ＭＣ１２ Ｂａｔｈｙｅｕｒｙｓｔｏｍｉｎａ ｓｐ． Ｊ １４９８ ２９ ４ １０ ３７３．５ ５１．４ １５４．６

ＢＣ０５、ＭＣ１２ Ａｎｔｉｃｏｍａ ｓｐ． Ｊ ９４４．８ ２２．６ ７．８ ９．４ １５４．１ ４５．９ １０８．１

　 　 Ｍ：雄性 ｍａｌｅ；Ｆ：雌性 Ｆｅｍａｌｅ；Ｊ：幼体 Ｊｕｖｅｎｉｌｅ；ｄｅ Ｍａｎ 比值， ａ＝全长 ／最大体宽；ｂ＝全长 ／食道长； ｃ＝全长 ／尾长；如有多条线虫，则 ａ、ｂ、ｃ 取平均值；－ ＮＡ：数据

无法获得 ｎｏｔ ａｖａｉｌａｂｌｅ

２．２　 １８Ｓ 和 ２８ＳｒＲＮＡ 基因序列

采用分子生物学方法，共获得 １６ 条 ＤＮＡ 序列（１８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列各 ８ 条，表 ２）。
序列已经提交到 ＧｅｎＢａｎｋ，基因登陆号为 ＫＲ０８１１９５０⁃ ＫＲ０８１１９５７ 和 ＫＲ０８１１９５８⁃ ＫＲ０８１１９６５。 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基

因序列片段长度约为 ９９１ ｂｐ，其可变区比例低于保守区，具有较高的保守性。 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列片段长度为

３０６ ｂｐ，可变性区比例高于 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因（表 ４）。 序列与数据库比对后均可确定到科的水平和 ８４．６％属的水

平。 尚有少量 １８Ｓ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列在数据库中无法搜索到相近的线虫核酸序列，表明部分种类的线虫

核酸序列尚未纳入核酸数据库中，线虫分子数据尚需补充。
２．３　 系统发育分析

采用 ＮＪ、ＭＰ 或 ＭＬ 法进行基于 １８Ｓ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的系统发育分析结果显示，不同方法构建的系

统发育树分支结构基本一致（图 ２）。 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的系统发育树中，钩线虫科和矛线虫科聚类在一起，
光皮线虫科和前感线虫科聚类在一起，分别显示出其彼此间较近的遗传关系。
２．４　 形态学与分子数据比较分析

本研究获得的分子序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的序列相似性为 ９４％—９９％（表 ５），分子条形码比对结果和

形态学鉴定结果有较高的一致性。 在科水平上，所有 ＤＮＡ 条形码比对结果和形态学鉴定结果一致；在属水平

５　 ５ 期 　 　 　 作者　 等：太平洋克拉里昂⁃克利伯顿断裂带嘴刺目线虫多样性研究 　
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上，８７．５％的线虫 ＤＮＡ 条形码比对结果与形态学鉴定结果一致。

表 ４　 １８Ｓ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因的碱基组成

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １８Ｓ ａｎｄ ２８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ

基因 Ｇｅｎｅ １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ２８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ

碱基长度 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｓｉｚｅ ／ ｂｐ ９９１ ３０６

可变区 Ｖａｒｉａｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎ ／ ｂｐ （％） ２７５ （２７．７） １０９ （３５．６）

保守区 Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｒｅｇｉｏｎ ／ ｂｐ （％） ７０４ （７１．０） １９４ （６３．３）

简约信息位 Ｐａｒｓｉｍｏｎｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅ ／ ｂｐ （％） １６６ （１６．８） ８３ （２７．１）

碱基频率 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ／ ％ Ａ ０．２８ ０．２７

Ｔ ０．２７ ０．２２

Ｃ ０．１９ ０．２１

Ｇ ０．２６ ０．３０

　 　 碱基长度包括空位，可变区包括缺失片段； 碱基频率 Ａ， 腺嘌呤 Ａｄｅｎｉｎｅ； Ｔ， 胸腺嘧啶 Ｔｈｙｍｉｎｅ； Ｃ 胞嘧啶 Ｃｙｔｏｓｉｎｅ； Ｇ 鸟嘌呤 Ｇｕａｎｉｎｅ

图 ２　 邻接法构建的系统发育树（ａ， １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ；ｂ， ２８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ）

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ （ａ， １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ； ｂ， ２８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ）

圆心表明三种系统发育树（ＮＪ、ＭＰ、ＭＬ）均一致。 括号中为本次研究所用线虫的编号或 ＮＣＢＩ 的登陆号

表 ５　 线虫形态学鉴定和分子生物学鉴定结果比较

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄａｔａ

线虫编号
ＩＤ

形态学鉴定
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

１８Ｓ ｒＲＮＡ 基因相似性
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ

２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因相似性
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ２８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ

科
Ｆａｍｉｌｙ

属
Ｇｅｎｕｓ

属
Ｇｅｎｕｓ

相似性
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

属
Ｇｅｎｕｓ

相似性
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

ＢＣ０５⁃６ Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎｉｄａｅ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ９９％

ＢＣ０５⁃７ Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎｉｄａｅ Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎａ Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎａ ９９％

ＢＣ０５⁃２２ Ｐｈａｎｏｄｅｒｍａｔｉｄａｅ Ｐｈａｎｏｄｅｒｍｏｐｓ Ｐｈａｎｏｄｅｒｍａｔｉｄ ９９％

ＭＣ１２⁃３ Ｐｈａｎｏｄｅｒｍａｔｉｄａｅ Ｃｒｅｎｏｐｈａｒｙｎｘ Ｐｈａｎｏｄｅｒｍａ ９９％ Ｐｈａｎｏｄｅｒｍａ ９４％

ＭＣ１２⁃５ Ｅｎｃｈｅｌｉｄｉｉｄａｅ Ｂａｔｈｙｅｕｒｙｓｔｏｍｉｎａ Ｂａｔｈｙｅｕｒｙｓｔｏｍｉｎａ ９９％ Ｂａｔｈｙｅｕｒｙｓｔｏｍｉｎａ ９９％

ＭＣ１２⁃２０ Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎｉｄａｅ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ９８％

ＭＣ１２⁃１ Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎｉｄａｅ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ９８％ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ９８％

ＭＣ１２⁃１２ Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎｉｄａｅ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ９９％

ＭＣ１２⁃２ Ｏｎｃｈｏｌａｉｍｉｄａｅ Ｖｉｓｃｏｓｉａ Ｖｉｓｃｏｓｉａ ９８％

ＭＣ１２⁃７ Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎｉｄａｅ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ９９％

ＭＣ１２⁃８ Ｏｘｙｓｔｏｍｉｎｉｄａｅ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ ９９％

ＭＣ１２⁃９ Ａｎｔｉｃｏｍｉｄａｅ Ａｎｔｉｃｏｍａ Ａｎｔｉｃｏｍｉｄ ９９％

ＢＣ０６⁃１ Ｏｎｃｈｏｌａｉｍｉｄａｅ Ｖｉｓｃｏｓｉａ Ｖｉｓｃｏｓｉａ ９８％

ＭＣ１２⁃１０ Ｉｒｏｎｉｄａｅ（１） Ｓｙｒｉｎｇｏｌａｉｍｕｓ

　 　 （１） 未获得核酸序列
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３　 讨论

本次研究围绕 ＣＣ 区嘴刺目线虫开展，科水平上，尖口线虫科数量最多，烙线虫科数量最少，属水平上，
Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ 是主要的属，这与 Ｌａｍｂｓｈｅａｄ 等人研究结论一致［１４］。 此外，本次研究发现光皮线虫科线虫 ２ 条，占
线虫总数的 ６．９％，Ｐｈａｎｏｄｅｒｍｏｐｓｉｓ ｓｐ．和 Ｃｒｅｎｏｐｈａｒｙｎｘ ｓｐ．各 １ 条，这在以往 ＣＣ 区线虫研究文献中鲜见［１４⁃１５］。
上述结果表明，ＣＣ 区尚有部分线虫种类未被发现，该区嘴刺目线虫多样性需进一步研究。

本研究中，所获得的线虫两种 ｒＲＮＡ 基因序列（１８Ｓ ｒＲＮＡ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因）与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的序列

相似性为 ９４％—９９％（表 ５），分子条形码比对结果和形态学鉴定结果具有较高一致性，表明分子条形码技术

是海洋自由生活线虫快速鉴定的有效手段。 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因由于保守性较高，常用于高级分类单元的系统分

析；２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因往往表现出较高变异性、难以确定不同类群同源性及高级分类单元的遗传关系，研究者通

常采用 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列研究线虫属或更低分类水平之间的遗传关系［１１］。 形态学方法由于步骤繁琐、鉴定

耗时长，影响线虫基因组完整性，从而降低 ＰＣＲ 扩增效率［２１］。 同时，在 ＰＣＲ 扩增过程中，容易扩增获得真菌

或细菌序列。 此外， ＤＮＡ 制备技术对线虫序列获取效率具有影响，例如碱裂解法制备的基因组容易扩增获得

真菌序列，这在研究线虫与微生物之间关系方面具有一定价值。
ＤＮＡ 条形码技术是通过使用 ＤＮＡ 基因片段作为条形码来对物种进行快速、准确识别的技术。 它主要具

有两个作用：１、利用已知种类对未知种类辅助鉴定；２、辨别往期研究种类之间的不同。 对于研究充分、采样全

面、基因和形态广泛研究的类群，ＤＮＡ 条形码显示出较高的价值，特别是在已知种类对未知种类的辅助鉴定

方面。 本次研究中，经形态鉴定，ＭＣ１２⁃１ 号线虫属于 Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ 属，但与其他 Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ 属的线虫存在显著

差异；系统发育分析上，ＭＣ１２⁃１ 号线虫与其他 Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ 属线虫归为同一类群，但形成不同分支，表现出一定

的遗传分化。 这显示出 ＤＮＡ 条形码在形态学鉴定结果的补充上具有一定价值。
ＤＮＡ 条形码应用于海洋线虫鉴定中需要以下几步：（１）创建海洋线虫综合条形码数据库；（２）需要成熟

方法，新的类群能比对和匹配到数据库中已有数据，或能进行有效补充；（３）条形码需要与分类学数据结合，
应用于生物种类确定。 截至 ２０１５ 年 ７ 月，ＧｅｎＢａｎｋ 数据库有 １０４ 个属、１５０ 个种共计 ６００ 多条海洋线虫条形

码序列［２５］。 其中 ４１ 种海洋线虫序列属于嘴刺纲，１０９ 种属于色矛纲。 嘴刺纲和色矛纲中，分子序列（ＳＳＵ ／
ＬＳＵ ／ ＣＯＩ）最多的是钩线虫科和色矛线虫科，它们包含的种均不超过 ２０ 个；而 Ｏｎｃｈｏｌａｉｍｕｓ 属仅包含了 ３０ 种

已经描述的种。 与现有线虫多样性相比，具有分子数据的海洋线虫较少。 为促进 ＤＮＡ 条形码准确性，需增加

不同种类海洋线虫的分子序列数据。
采用分子生物学方法对 ＣＣ 区嘴刺目线虫研究鲜有报道。 依据近期嘴刺目线虫分子系统发育分析［１，２６］，

嘴刺目线虫主要分为 ５ 大分支：（１）：杆咽科（Ｒｈａｂｄｏｌａｉｍｉｄａｅ）；（２）：无咽科（Ａｌａｉｍｉｄａｅ）和烙线虫科；（３）：似
三孔线虫科（Ｔｒｉｐｙｌｏｉｄｉｄａｅ）和长尾线虫科（Ｔｒｅｆｕｓｉｉｄａｅ）；（４）：尖口线虫科、钩线虫科和矛线虫科；（５）：腹口线

虫科（Ｔｈｏｒａｃｏｓｔｏｍｏｐｓｉｄａｅ）、嘴刺线虫科（Ｅｎｏｐｌｉｄａｅ）、光皮线虫科、狭线虫科（Ｌｅｐｔｏｓｏｍａｔｉｄａｅ）、烙口线虫科、裸
口线虫科（Ａｎｏｐｌｏｓｔｏｍａｔｉｄａｅ）和前感线虫科。 本研究结果显示，采用 １８Ｓ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因分别构建系统发育

树，运用不同建树方法，获得的系统发育树拓扑结构基本一致。 遗传分析结果显示，钩线虫科和矛线虫科，遗
传关系较近（ＮＪ、ＭＬ 和 ＭＰ 法分别为：１００％、１００％和 ９９％），这和形态学分类一致，它们都归为钩线虫超科

（Ｏｎｃｈｏｌａｉｍｏｉｄｅａ），与往期结果一致，钩线虫超科为单系群；尖口线虫科所包含的属，在本次系统发育树中的拓

扑结构不稳定，表明尖口线虫科可能为并系群，其中属之间关系需要进一步研究；光皮线虫科和前感线虫科的

遗传关系较近（ＮＪ、ＭＬ 和 ＭＰ 法分别为：９９％、９８％和 ９８％），可归为嘴刺线虫超科（Ｅｎｏｐｌｏｉｄｅａ），关于其是否为

单系群或并系群，以往争议多，本次研究支持其为单系群。 为了确定线虫的遗传关系，后期的研究可以使用合

并的序列（１８Ｓ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因）进行系统发育分析或开展多基因综合分析，并参考口器等形态学特征。
分子条形码技术缺点是缺乏通用引物，导致核酸序列扩增效率不高。 因此，未来线虫分子鉴定一方面需

要设计或寻找更合适的引物、新的基因位点和采用宏基因组分析等新技术；另一方面需要改进形态学分析方

７　 ５ 期 　 　 　 作者　 等：太平洋克拉里昂⁃克利伯顿断裂带嘴刺目线虫多样性研究 　
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法，如视频采集与编辑方法（ＶＣＥ） ［２７］。 未来对深海嘴刺目线虫的研究不仅要有形态分类和种群遗传关系研

究，还需要结合形态可视化技术，如串型玻片扫描电镜、三维重建［２８］、共聚焦成像和肌肉组织功能分析［２９］，增
进对线虫形态学进化和功能多样性的了解。 综合运用形态学和分子生物学的方法将有助于探知生物类群的

同形种（Ｃｒｙｐｔｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ），提升对海洋线虫生物多样性的认识，完善线虫的分类体系。

４　 结论

ＣＣ 区嘴刺目线虫科水平上，尖口线虫科数量最多，烙线虫科数量最少；属水平上，Ｈａｌａｌａｉｍｕｓ 属是优势

属。 本次研究发现的光皮线虫科线虫在以往 ＣＣ 区线虫研究文献中鲜见。 这表明，ＣＣ 区尚有部分线虫种类

未被发现，该区嘴刺目线虫多样性需进一步系统研究。 所获得的分子序列与数据库中的序列比对结果显示，
ＤＮＡ 条形码比对结果和形态学鉴定结果有较高一致性，表明 ＤＮＡ 条形码技术可作为深海线虫鉴定的有效手

段。 基于 １８Ｓ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列，采用不同方法构建系统发育树，其分支结构基本一致；钩线虫科和矛线

虫科聚类在一起，光皮线虫科和前感线虫科聚类在一起，显示出彼此间较近的遗传关系。

参考文献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）：

［ １ ］　 Ｂｉｋ Ｈ Ｍ， Ｌａｍｂｓｈｅａｄ Ｐ Ｊ Ｄ， Ｔｈｏｍａｓ Ｗ Ｋ， Ｌｕｎｔ Ｄ Ｈ． Ｍｏｖｉｎｇ ｔｏｗａｒｄｓ ａ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｅｍａｔｏｄａ： ａ ｆｏｃｕｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｅｎｏｐｌｉｄａ

ａｎｄ ｅａｒｌｙ⁃ｂｒａｎｃｈｉｎｇ ｃｌａｄｅｓ． ＢＭＣ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１０， １０： ３５３．

［ ２ ］ 　 Ｈｉｇｇｉｎｓ Ｒ Ｐ， Ｔｈｉｅｌ Ｈ． Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ Ｓｔｕｄｙ ｏｆ Ｍｅｉｏｆａｕｎａ． Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ， ＤＣ： Ｓｍｉｔｈｓｏｎｉａｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ Ｐｒｅｓｓ， １９８８．

［ ３ ］ 　 Ｈｅｉｐ Ｃ， Ｖｉｎｃｘ Ｍ， Ｖｒａｎｋｅｎ Ｇ． Ｔｈｅ ｅｃｏｌｏｇｙ ｏｆ ｍａｒｉｎｅ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ． Ｏｃｅａｎｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ Ｍａｒｉｎｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ， １９８５， ２３： ３９９⁃５８９．

［ ４ ］ 　 Ｆｉｌｉｐｊｅｖ Ｉ Ｎ． Ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｅ⁃ｌｉｖｉｎｇ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｐａｒａｓｉｔｉｃ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ． Ｓｍｉｔｈｓｏｎｉａｎ Ｍｉｓｃｅｌｌａｎｅｏｕｓ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓ，

１９３４， ８９（６）： ｌ⁃ ６３．

［ ５ ］ 　 ＷｏＲＭＳ Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ Ｂｏａｒｄ． Ｗｏｒｌｄ Ｒｅｇｉｓｔｅｒ ｏｆ Ｍａｒｉｎｅ Ｓｐｅｃｉｅｓ． ［２０１５⁃７⁃１３］ ． ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍａｒｉｎｅｓｐｅｃｉｅｓ．ｏｒｇ．

［ ６ ］ 　 ｖａｎ Ｍｅｇｅｎ Ｈ， ｖａｎ ｄｅｎ Ｅｌｓｅｎ Ｓ， Ｈｏｌｔｅｒｍａｎ Ｍ， Ｋａｒｓｓｅｎ Ｇ， Ｍｏｏｙｍａｎ Ｐ， Ｂｏｎｇｅｒｓ Ｔ， Ｈｏｌｏｖａｃｈｏｖ Ｏ， Ｂａｋｋｅｒ Ｊ， Ｈｅｌｄｅｒ Ｊ． Ａ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ

ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｂｏｕｔ １２００ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ｓｍａｌｌ ｓｕｂｕｎｉｔ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ． Ｎｅｍａｔｏｌｏｇｙ， ２００９， １１（６）： ９２７⁃９５０．

［ ７ ］ 　 Ｐｅｒｅｉｒａ Ｔ Ｊ， Ｆｏｎｓｅｃａ Ｇ， Ｍｕｎｄｏ⁃Ｏｃａｍｐｏ Ｍ， Ｇｕｉｌｈｅｒｍｅ Ｂ Ｃ， Ｒｏｃｈａ⁃Ｏｌｉｖａｒｅｓ Ａ． Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｆｒｅｅ⁃ｌｉｖｉｎｇ ｍａｒｉｎｅ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ （Ｅｎｏｐｌｉｄａ） ｆｒｏｍ Ｂａｊａ

Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ｔａｘｏｎｏｍｙ． Ｍａｒｉｎｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１０， １５７（８）： １６６５⁃１６７８．

［ ８ ］ 　 Ｈｏｌｔｅｒｍａｎ Ｍ， Ｒｙｂａｒｃｚｙｋ Ｋ， Ｖａｎ ｄｅｎ Ｅｌｓｅｎ Ｓ， Ｖａｎ Ｍｅｇｅｎ Ｈ， Ｍｏｏｙｍａｎ Ｐ， Ｓａｎｔｉａｇｏ Ｐ Ｒ， Ｂｏｎｇｅｒｓ Ｔ， Ｂａｋｋｅｒ Ｊ， Ｈｅｌｄｅｒ Ｊ． Ａ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＤＮＡ⁃

ｂａｓｅｄ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｉｎ ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ ｈａｂｉｔａｔｓ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ， ２００８，

８（１）： ２３⁃３４．

［ ９ ］ 　 Ｋｕｍａｒｉ Ｓ， Ｄｅｃｒａｅｍｅｒ Ｗ， Ｔｒａｖｅｒｓａ Ｄ， Ｌｉšｋｏｖá Ｍ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｅｌｉｎｅａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｏｎｇｉｄｏｒｕｓ ｐｏｅｓｓｎｅｃｋｅｎｓｉｓ Ａｌｔｈｅｒｒ， １９７４ （Ｎｅｍａｔｏｄａ：

Ｄｏｒｙｌａｉｍｉｄａ） ． Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ２００９， １２３（２）： １２５⁃１３７．

［１０］ 　 Ｄｅｒｙｃｋｅ Ｓ， Ｆｏｎｓｅｃａ Ｇ， Ｖｉｅｒｓｔｒａｅｔｅ Ａ， Ｖａｎｆｌｅｔｅｒｅｎ， Ｊ， Ｖｉｎｃｘ Ｍ， Ｍｏｅｎｓ Ｔ． Ｄｉｓｅｎｔａｎｇｌｉｎｇ ｔａｘｏｎｏｍｙ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ Ｒｈａｂｄｉｔｉｓ （Ｐｅｌｌｉｏｄｉｔｉｓ） ｍａｒｉｎａ

（Ｎｅｍａｔｏｄａ， Ｒｈａｂｄｉｔｉｄａｅ） ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｌｅｘ ｕｓｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｍｏｒｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｏｏｌｓ． Ｚｏｏｌｏｇｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｌｉｎｎｅａｎ Ｓｏｃｉｅｔｙ， ２００８， １５２（１）：

１⁃１５．

［１１］ 　 Ｄｅ Ｌｅｙ Ｐ， Ｄｅ Ｌｅｙ Ｉ Ｔ， Ｍｏｒｒｉｓ Ｋ， Ａｂｅｂｅ Ｅ， Ｍｕｎｄｏ⁃Ｏｃａｍｐｏ Ｍ， Ｙｏｄｅｒ Ｍ， Ｈｅｒａｓ Ｊ， Ｗａｕｍａｎｎ Ｄ， Ｒｏｃｈａ⁃Ｏｌｉｖａｒｅｓ Ａ， Ｂｕｒｒ Ａ Ｈ Ｊ， Ｂａｌｄｗｉｎ Ｊ Ｇ，

Ｔｈｏｍａｓ Ｗ Ｋ． Ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｆａｓｔ ａｎｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｖｏｕｃｈｅｒｉｎｇ ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｆｏｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｒｃｏｄｉｎｇ．

Ｐｈｉｌｏｓｏｐｈｉｃａｌ Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｒｏｙａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ Ｌｏｎｄｏｎ Ｓｅｒｉｅｓ Ｂ， ２００５， ３６０（１４６２）： １９４５⁃１９５８．

［１２］ 　 Ｂｈａｄｕｒｙ Ｐ， Ａｕｓｔｅｎ Ｍ Ｃ， Ｂｉｌｔｏｎ Ｄ Ｔ， Ｌａｍｂｓｈｅａｄ Ｐ Ｊ Ｄ， Ｒｏｇｅｒｓ Ａ Ｄ， Ｓｍｅｒｄｏｎ Ｇ Ｒ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｆｏｒ ｍａｒｉｎｅ ｎｅｍａｔｏｄｅ （Ｔｅｒｓｃｈｅｌｌｉｎｇｉａ ｓｐｐ．） ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｍａｒｉｎｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００８， １５４（３）： ５０９⁃５１８．

［１３］ 　 Ｎｉｃｈｏｌａｓ Ｗ Ｌ． Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｄ ｏｆ Ｏｋｒａｎｅｍａ ｅｉｌｅｅｎａｅ Ｇｒｅｅｎｓｌａｄｅ ａｎｄ Ｎｉｃｈｏｌａｓ， １９９１ （ Ｔｈｏｒａｃｏｓｔｏｍｏｐｓｉｄａｅ： Ｎｅｍａｔｏｄａ） ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｎｅｍａｔｏｌｏｇｙ， ２００２， ３４（１）： ５０⁃６１．

［１４］ 　 Ｌａｍｂｓｈｅａｄ Ｐ Ｊ Ｄ， Ｂｒｏｗｎ Ｃ Ｊ， Ｆｅｒｒｅｒｏ Ｔ Ｊ， Ｈａｗｋｉｎｓ Ｌ Ｅ， Ｓｍｉｔｈ Ｃ Ｒ， Ｍｉｔｃｈｅｌｌ Ｎ Ｊ． Ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅ ａｓｓｅｍｂｌａｇｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

Ｃｌａｒｉｏｎ⁃Ｃｌｉｐｐｅｒｔｏｎ Ｆｒａｃｔｕｒｅ Ｚｏｎｅ， ａｎ ａｒｅａ ｏｆ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｍｉｎｉｎｇ ｉｎｔｅｒｅｓｔ． ＢＭＣ Ｅｃｏｌｏｇｙ， ２００３， ３： １．

［１５］ 　 Ｍｉｌｊｕｔｉｎ Ｄ Ｍ， Ｍｉｌｊｕｔｉｎａ Ｍ Ａ， Ａｒｂｉｚｕ Ｐ Ｍ， Ｇａｌéｒｏｎ Ｊ． Ｄｅｅｐ⁃ｓｅａ ｎｅｍａｔｏｄｅ ａｓｓｅｍｂｌａｇｅ ｈａｓ ｎｏｔ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ２６ ｙｅａｒｓ ａｆｔｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｉｎｉｎｇ ｏｆ

ｐｏｌｙｍｅｔａｌｌｉｃ ｎｏｄｕｌｅｓ （Ｃｌａｒｉｏｎ⁃Ｃｌｉｐｐｅｒｔｏｎ Ｆｒａｃｔｕｒｅ Ｚｏｎｅ， Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｅａｓｔｅｒｎ Ｐａｃｉｆｉｃ） ． Ｄｅｅｐ Ｓｅａ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐａｒｔ Ｉ： Ｏｃｅａｎｏｇｒａｐｈｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐａｐｅｒｓ，

２０１１， ５８（８）： ８８５⁃８９７．

［１６］ 　 Ｙｏｄｅｒ Ｍ， Ｄｅ Ｌｅｙ Ｉ Ｔ， Ｋｉｎｇ Ｉ Ｗ， Ｍｕｎｄｏ⁃Ｏｃａｍｐｏ Ｍ， Ｍａｎｎ Ｊ， Ｂｌａｘｔｅｒ Ｍ， Ｐｏｉｒａｓ Ｌ， Ｄｅ Ｌｅｙ Ｐ． ＤＥＳＳ： ａ ｖｅｒｓａｔｉｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇ

８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅ ＤＮＡ ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ． Ｎｅｍａｔｏｌｏｇｙ， ２００６， ８（３）： ３６７⁃３７６．

［１７］ 　 ｄｅ Ｊｏｎｇｅ Ｖ Ｎ， Ｂｏｕｗｍａｎ Ｌ Ａ． Ａ ｓｉｍｐｌｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｉｏｂｅｎｔｈｏｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｓｉｌｉｃａ Ｌｕｄｏｘ⁃ＴＭ．

Ｍａｒｉｎｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ， １９７７， ４２（２）： １４３⁃１４８．

［１８］ 　 Ｇｅｒｌａｃｈ Ｓ Ａ， Ｒｉｅｍａｎｎ Ｆ． Ｔｈｅ Ｂｒｅｍｅｒｈａｖｅｎ Ｃｈｅｃｋｌｉｓｔ ｏｆ Ａｑｕａｔｉｃ Ｎｅｍａｔｏｄｅｓ （Ｐａｒｔ ２） ． Ｂｒｅｍｅｎ： Ｋｏｍｍｉｓｓｉｏｎｓｖｅｒｌａｇ Ｆ． Ｌｅｕｗｅｒ， １９７４： ４０５⁃７３４．

［１９］ 　 Ｇｅｒｌａｃｈ Ｓ Ａ， Ｒｉｅｍａｎｎ Ｆ． Ｔｈｅ Ｂｒｅｍｅｒｈａｖｅｎ Ｃｈｅｃｋｌｉｓｔ ｏｆ Ａｑｕａｔｉｃ Ｎｅｍａｔｏｄｅｓ （Ｐａｒｔ １） ． Ｂｒｅｍｅｎ： Ｋｏｍｍｉｓｓｉｏｎｓｖｅｒｌａｇ Ｆ． Ｌｅｕｗｅｒ， １９７３： １⁃５０４．

［２０］ 　 Ｌｏｒｅｎｚｅｎ Ｓ． Ｔｈｅ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ ｏｆ Ｆｒｅｅｌｉｖｉｎｇ Ｎｅｍａｔｏｄｅｓ． Ｌｏｎｄｏｎ： Ｔｈｅ Ｒａｙ Ｓｏｃｉｅｔｙ， １９９４．

［２１］ 　 Ｂｉｋ Ｈ Ｍ， Ｈａｗｋｉｎｓ Ｌ Ｅ， Ｈｕｇｈｅｓ Ｊ Ａ． Ｌａｍｂｓｈｅａｄ Ｊ Ｄ． Ｒａｐｉｄ ｄｅｃｌｉｎｅ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｇｅｎｏｍｉｃ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ ＤＥＳＳ⁃ｐｒｅｓｅｒｖｅｄ， ｓｌｉｄｅ⁃ｍｏｕｎｔｅｄ

ｎｅｍａｔｏｄｅｓ． Ｎｅｍａｔｏｌｏｇｙ， ２００９， １１（６）： ８２７⁃８３４．

［２２］ 　 Ｈｏｌｔｅｒｍａｎ Ｍ， ｖａｎ ｄｅｒ Ｗｕｒｆｆ Ａ， ｖａｎ ｄｅｎ Ｅｌｓｅｎ Ｓ， ｖａｎ Ｍｅｇｅｎ Ｈ， Ｂｏｎｇｅｒｓ Ｔ， Ｈｏｌｏｖａｃｈｏｖ Ｏ， Ｂａｋｋｅｒ Ｊ， Ｈｅｌｄｅｒ Ｊ． Ｐｈｙｌｕｍ⁃ｗｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＳＵ

ｒＤＮＡ ｒｅｖｅａｌｓ ｄｅｅｐ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｍｏｎｇ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ａｎｄ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｔｏｗａｒｄ ｃｒｏｗｎ ｃｌａｄｅｓ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，

２００６， ２３（９）： １７９２⁃１８００．

［２３］ 　 Ｔｈｏｍｐｓｏｎ Ｊ Ｄ， Ｈｉｇｇｉｎｓ Ｄ Ｇ， Ｇｉｂｓｏｎ Ｔ Ｊ． ＣＬＵＳＴＡＬ Ｗ： ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｗｅｉｇｈｔｉｎｇ， ｐｏｓｉｔｉｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇａｐ ｐｅｎａｌｔｉｅｓ ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｔｒｉｘ ｃｈｏｉｃｅ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， １９９４， ２２（２２）： ４６７３⁃５６８０．

［２４］ 　 张志南， 周红． 自由生活海洋线虫的系统分类学． 青岛大学海洋学报， ２００３， ３３（６）： ８９１⁃９００．

［２５］ 　 ｄａ Ｓｉｌｖａ Ｎ Ｒ Ｒ， ｄａ Ｓｉｌｖａ Ｍ Ｃ， Ｇｅｎｅｖｏｉｓ Ｖ Ｆ， Ｅｓｔｅｖｅｓ Ａ Ｍ， ｄｅ Ｌｅｙ Ｐ， Ｄｅｃｒａｅｍｅｒ Ｗ， Ｒｉｅｇｅｒ Ｔ Ｔ， ｄｏｓ Ｓａｎｔｏｓ Ｃｏｒｒｅｉａ Ｍ Ｔ． Ｍａｒｉｎｅ ｎｅｍａｔｏｄｅ

ｔａｘｏｎｏｍｙ ｉｎ ｔｈｅ ａｇｅ ｏｆ ＤＮＡ： ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｏｏｌｓ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ． Ｎｅｍａｔｏｌｏｇｙ， ２０１０， １２（５）： ６６１⁃６７２．

［２６］ 　 Ｓｍｙｔｈｅ Ａ Ｂ． Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｒｉｎｅ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｏｒｄｅｒ ｅｎｏｐｌｉｄａ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１５， ５５（２）： ２２８⁃２４０．

［２７］ 　 Ｄｅ Ｌｅｙ Ｐ， Ｗ Ｂｅｒｔ． Ｖｉｄｅｏ ｃａｐｔｕｒｅ ａｎｄ ｅｄｉｔｉｎｇ ａｓ ａ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｏｒａｇｅ， ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ．

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｅｍａｔｏｌｏｇｙ， ２００３， ３４（４）： ２９６⁃３０２．

［２８］ 　 Ｂｕｍｂａｒｇｅｒ Ｄ Ｊ， Ｗｉｊｅｒａｔｎｅ Ｓ， Ｃａｒｔｅｒ Ｃ， Ｃｒｕｍ Ｊ， Ｅｌｌｉｓｍａｎ Ｍ Ｈ， Ｂａｌｄｗｉｎ Ｊ Ｇ． Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｐｈｉｄ ｓｅｎｓｉｌｌａ ｉｎ ｔｈｅ

ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｆｅｅｄｉｎｇ ｎｅｍａｔｏｄｅ Ａｃｒｏｂｅｌｅｓ ｃｏｍｐｌｅｘｕｓ （ｎｅｍａｔｏｄａ： Ｒｈａｂｄｉｔｉｄａ） ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ， ２００９， ５１２（２）： ２７１⁃８１．

［２９］ 　 ｄｅ Ｓｅｎａ Ｏｌｉｖｅｉｒａ Ｉ， Ｍａｙｅｒ Ｇ． Ａｐｏｄｅｍｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｍｂｓ ｓｕｐｐｏｒｔ ｓｅｒｉａｌ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｌａｗｓ ａｎｄ ｊａｗｓ ｉｎ Ｏｎｙｃｈｏｐｈｏｒａ （ｖｅｌｖｅｔ ｗｏｒｍｓ） ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ２０１３， ２７４（１０）： １１８０⁃１１９０．

９　 ５ 期 　 　 　 作者　 等：太平洋克拉里昂⁃克利伯顿断裂带嘴刺目线虫多样性研究 　


