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胶州湾浮游桡足类 18S核糖体 RNA基因
( 18S rDNA)扩增及序列变异初步研究*
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提要   采用 PCR扩增、文库构建、限制性片段长度多态性分析、序列分析和系统学分析等方

法, 初步研究了夏季胶州湾上层海水浮游桡足类核糖体小亚基 RNA基因( 18S rDNA)约 115kb
片段的序列变异。从浮游生物混合DNA中选择性扩增桡足类 18S rDNA,建立桡足类18S rDNA

变异类型文库,并从文库中随机挑选的 30个克隆进行分析。结果表明, Vsp I 限制性内切酶能

将这些克隆分成频率分别为 0117、0123和 016的3种操作分类单元( OTUs) ,遗传多样性指数达

到 0195。3条 OTU代表克隆序列与甲壳纲桡足亚纲核苷酸差异数在 7514 ) 9718之间,而与其

他亚纲的差异都高于 100。3 条 OTU 代表克隆序列均属于桡足亚纲, 其中, AY437861 和

AY437862属于哲水蚤目。3条 OTU 代表克隆序列可分为 2个高变异区和 3个相对保守区, 其

GC%分别为 47137%、48116%和 48157%。研究结果表明, 混合 DNA提取方法简单,设计的引

物可选择性地扩增浮游桡足类18S rDNA, 根据 18S rDNA序列序列变异描述浮游桡足类多样性

是可行的。研究结果也为在浮游桡足类分类中引入 18S rDNA序列奠定了基础。
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  浮游动物是海洋生态系统物质循环和能量
传递的重要环节。无论是种类还是数量, 桡足类

都是浮游动物的主要组成部分之一, 在河口、海

湾、寒冷、暖温带海域都有分布。桡足类是甲壳纲

的亚纲之一,主要包括哲水蚤目、剑水蚤目和猛水

蚤目。与细菌、浮游植物以及经济贝类、鱼类等相

比(刘亚军等, 2002; 权洁霞等, 1999) , 海洋浮游

动物分子遗传多样性研究很少, 目前的研究主要

集中在桡足类少数种线粒体基因变异的分析

( Bucklin et al , 1996, 1999, 2000; Burton et al ,

1994)。

DNA 序列差异是生物体间最本质的差别。

根据某类生物共有基因的序列变异描述遗传多样

性, 因数据以文字形式记载, 可方便地比较和整

合,也能克服研究经验的限制。另外,在获取特定

海域足够的序列数据后,还能建立基于 DNA序列

差异的群落结构快速分子生物学剖分方法, 以便

在 DNA 层次分析桡足类多样性及其与环境的相

关性。作者设计了桡足类特异引物, 选择性扩增

了胶州湾上层海水桡足类 18S核糖体小亚基RNA

基因,并对该基因序列变异进行了初步分析。本

文是报道有关分析结果。

1  材料与方法

111  材料

于 2003年 8月, 用小型浮游生物网(网径为

200Lm)采集胶州湾初级生产力观测站 1和 2[见

刘瑞玉( 1992) ,本研究取样点未精确定位]附近的

浮游生物,静置 30min 后, 倾去上层水, 用预冷消

毒海水清洗, 经 50Lm 网径分样筛过滤收集浮游

生物并转移到少量海水中, 4 e 静置 2h。取5ml离
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心收集浮游生物,加少量灭菌蒸馏水悬浮,再低速

离心收集, 重复一次。将收集物悬浮在 190Ll蒸

馏水中, - 84 e 保存备用。

112  方法

11211  DNA提取   用碱煮法提取基因组 DNA。

在- 84 e 室温冻融两次,加 12Ll 5mol/ L NaOH,混

匀后于 25 e 水浴放置过夜 ( \8h)。99 e 处理

7min(干浴或 PCR仪上)后冷却至室温, 依次加入

40Ll 1mol/ L HCl, 100Ll 015mol/ L Tris-HCl ( pH

810)和 50Ll 2% ( V/ V ) Triton X-100 混匀, 再在

99 e 处理 7min, 置冰上迅速冷却。取 10Ll 与

KDNA/ EcoR Ñ分子量标记一起在 1%琼脂糖凝胶

上电泳,检测 DNA 提取效果。所提取的 DNA为

单链分子, pH= 8 ) 9, 可直接用于PCR扩增。

11212  18S rRNA基因 PCR扩增   提取的 DNA

为浮游生物混合 DNA。为了选择性地扩增桡足

类18S rRNA基因, 作者根据有限的数据库序列设

计了多对能扩增桡足类 18S rRNA基因的 PCR特

异引物。其中, 界定序列最长的引物对是 247F:

5.-TCA ACT GTC GAC TGT GGC-3. 和 1701R: 5.-

TTA CTT CCT CTA AAC GCT-3. (引物位置按 Tigr-i

opus californicus 序列计算, GenBank 序列号为

AF363306)。扩增片段长度大约为 115kb。将提取
的DNA稀释 20倍,取 2Ll作模板。PCR扩增反应

体系为 25Ll, 包含 012Lmol/ L 引物(每种) , 2Ll模

板 DNA, 012mmol/ L dNTP ( 每种 ) , 310mmol/ L

MgCl2, 1U Taq DNA 聚合酶和 1 倍反应缓冲液。

PCR循环条件为 95 e , 预变性 4min,接 94 e 1min、

54 e 115min、72 e 115min 30个循环,并于 72 e 延伸

10min。收集 10管 PCR产物,低熔点琼脂糖凝胶

电泳回收扩增产物,溶于 20Ll T1E 缓冲液, - 20 e

保存。取一定体积的 DNA 与定量 100bp 梯度分

子量标记一起电泳, 根据亮度估计浓度。

11213  文库构建与测序   固定 PMD18-T 载体

(大连宝生物)为 50ng, 调整 PCR 产物量, 使其与

载体摩尔比分别为 5B1和 10B1, 16 e 连接 12h以

上,转化感受态 E1 coli JM109,获得海水18S核糖

体RNA基因片段不同变异类型文库。经蓝白菌

落筛选和 PCR 再扩增鉴定重组子。随机选择 30

个重组子, 扩增插入片段, 用 Vsp Ñ酶切确定

RFLP(或者 OTU)类型。每类型选择一个克隆进

行序列测定。分别用两个扩增引物和 5.-AGG

TGG TTG ATT CTT GCC-3. 进行测序反应, 拼接获

得3 条约 1135kb 长的序列。这些序列已提交
GenBank, 收录号分别为 AY437861、AY437862 和

AY437863。

11214  序列分析与系统树重建   修剪原始序
列,并与甲壳纲接近全长的 18S 核糖体 RNA基因

序列一起, 用 DAMBE 软件 ( http: / / aixl. uottawa.

ca/ )进行多序列对位分析( multiple alignment ) , 用

Mega2软件( http: / / www. megasoftware. net / )构建系

统树、计算核苷酸序列多样性和核苷酸差异数。

采用邻接 ( neighbor- joining )法和最大约简 ( max-i

mum parsimony)法构建系统树,重复 500次计算靴

带( bootstrap)值, 选择线虫( Caenorhabditis elegans,

GenBank 序列号 X03680) 18S 核糖体 RNA 基因序

列作外族群( outgroup)。根据 OTU 覆盖克隆频率

用香农氏多样性指数( Shannon. s diversity index)

H = - E f i @ ln f i 计算浮游桡足类遗传多样性,

f i 为某 OTU覆盖克隆数占总数的百分比。

2  结果与分析
211  DNA分离和 PCR扩增反应条件

小型动物总 DNA 提取可采用蛋白酶 K 法

(Schizas et al , 1997)或使用试剂盒 (董云伟等,

2002)。本研究需要分离的是混合样 DNA。为使

DNA分离方法更简单易行, 作者借鉴了提取单只

线虫 DNA的碱煮法。该方法已成功应用于环境

水样细菌、真菌等生物的 DNA 提取 (杨官品等,

2000; Wang et al , 1996; Redecker et al , 1997)。提

取的 DNA为单链, 不容易判断分子长短。但是,

根据判断 cDNA 合成质量的经验, 作者认为提取

的 DNA有很宽的长度分布范围(图 1)。另外, 后

续研究证明提取的 DNA 可以不经过任何纯化步

骤, 直接用于 PCR扩增反应。

为成功扩增需要的基因,从镁离子浓度、模板

DNA用量、复性温度等三方面优化了 PCR反应条

件(图2)。研究表明, 最佳镁离子浓度为 3mmol/

L ,最佳模板用量为2Ll,提取 DNA 20倍稀释物,最

佳复性温度为 54 e 。

212  文库构建

每50ng 载体可获得约 300个白色菌落。进

一步用特异引物进行 PCR筛选,发现含完整插入

片段的重组子在 85%以上, 共获得约 500个重组

子。同一个基因序列变异较小, PCR过程、克隆过

程和重组子选择都是随机的,因此,作者认为文库

能反映群落中基因的实际组成。需要特别指出的
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是,在 DNA 层进行分析, 计数单位不是个体, 而是

基因拷贝数。

图 1 用碱煮法分离的胶州湾浮游生物混合 DNA

Fig11 Mixed genomic DNA of Jiaozhou Bay seawater

plankton isolated using alkaline boiling method

M 为KDNA/ EcoR Ñ分子量标记

图 2 不同镁离子浓度下 PCR扩增产物

Fig1 2 PCR products amplified in the mixtures

containing different concentrations of Mg2+

M: 100bp梯度 DNA长度标记; 1、2、3、4 分别为

在 PCR 体系中Mg2+ 浓度为 1、2、3、4mmol/ L

时的扩增情况。PCR产物长度约为 115kb

如果分析的序列数恰当, 序列变异类型的组

成应能反映群落组成。在对浮游桡足类群落组成

未知的情况下,很难确定用多少个克隆能在给定

概率水平上覆盖 18S核糖体 RNA 基因的变异类

型。作为初步研究, 作者随机选择了 30个克隆做

序列变异分析。将这些克隆所含的插入片段再用

PCR扩增出来, 用限制性内切酶 Vsp Ñ酶切 (图

3) , 发现存在 3种不同的限制性酶切片段长度多

态 性 ( restrict ion fragment length polymorphism,

RFLP)类型,或称操作分类单元( operational taxono-

my unit, OTU) , 3种 OTU 频率分别为 0117、016和
0123, 由此计算的遗传多样性指数H 为 0195。

图 3 克隆片段经 Vsp Ñ酶切的 RFLP 类型

Fig13 Vsp Ñ RFLP types of 18S rDNA clones

M为分子量标记, A、B、C为 3 种 OTU 类型

213  18S核糖体 RNA基因变异

从每种OTU覆盖的克隆中各选择一个进行序

列测定,获得3条OTU代表序列。这3条序列两两

之间的核苷酸差异数范围为 60 ) 121,占序列全长

的418% ) 919% ,平均为 715%。将这 3条序列分

别与甲壳纲的不同亚纲进行比较,发现这 3条序列

与桡足亚纲核苷酸平均差异数分别为 9616、7514和
9718,没有超过100,而与其他亚纲核苷酸差异数都

在 100以上,最高达到 21417个。同时,任意两亚纲

之间核苷酸差异数都在 100以上,说明作者分离的

序列与桡足亚纲最接近(表1)。

对桡足亚纲的 18S核糖体 RNA 基因各核苷

酸含量统计表明, 它们的 GC%含量在 47157% )
51170%之间, Neocalanus 和 Calanus 属内 GC%含

量差异小于 1%。本实验所获得的 3 条序列的

GC%含量分别为 47137%、48116%、48157% ,与现

有桡足亚纲的 18S 核糖体 RNA 基因核苷酸含量

一致。

以 Neocalanus plumchrus 18S核糖体 RNA基因

序列为参照,对桡足亚纲 18S核糖体 RNA基因序

列进行对位分析,可以发现核苷酸变异位点及具

体的核苷酸类型的一些特点。从图 4可以发现,

哲水蚤目序列相似性非常高,核苷酸变异位点少,

而桡足亚纲其他目的序列变异大,与哲水蚤目差

异非常明显。本研究获得的 3条序列中, 有两条

与哲水蚤目序列相似, 有一条与其他目的序列相

似。这与核苷酸差异数分析结果是一致的。
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图 4  桡足亚纲 18S 核糖体 RNA 基因核苷酸变异位点

Fig14  Nucleotide variation sites of copepod 18S rDNA sequences

字母代号分别表示为: Nplum, Neocalanus plumchrus ; Ncris, N1 cristatus; Nflem, N1 flemingeri; Cfinm, Calanus finmarchicus ;

Cpaci, C1 pacificus; Lsalm, Lepeophtheirus salmonis ; Tcali, T igriopus californicus ; Eserr, Eucyclops serrulatus ; Cplum, Cancrincola

plumipes。AY437861、AY437862和 AY437863为本研究获得的序列
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表 1  不同组间核苷酸差异数
Tab1 1 Number of nucleotide difference between any two groups

AY437861 AY437862 AY437863 桡足亚纲 介形亚纲 软甲亚纲

AY437861

AY437862 60

AY437863 121 109

桡足亚纲 9616* 7514 9718

介形亚纲 20213 21417 20813 20616

软甲亚纲 17710 17610 16915 16812 16615

鳃足亚纲 18613 18719 18319 17914 16615 12714

  * 当一组包含多条序列时,核苷酸差异为平均值。

  将桡足亚纲所有序列(包括本研究获得的 3

条)的核苷酸变异位点进行展示,获得图 5中变异

位点分布密度。根据核苷酸变异位点分布情况,

桡足亚纲 18S 核糖体 RNA 基因序列可分为 1 )

278bp( C1)、588 ) 699bp ( C2)、837 ) 993bp( C3)和

1287 ) 1351bp( C4)四个相对保守的区域和 279 )

394bp( V1)、395 ) 587bp ( V2)、700 ) 836bp ( V3)、

994 ) 1286bp(V4)四个变异区。核苷酸序列变异

程度最高的区域是 V1和V4,其中V1变异程度最

高。根据序列计算序列多样性, V1 区达到了

01369,而 V2、V3和 V4区的序列多样性分别仅为

01078、01086和 01105。保守区的序列多样性在 0

和 01058之间。高变异区的存在为设计属或种特
异的引物或探针提供了可能,同时,仅根据高变异

区序列信息也可能进行多样性分析, 以减少测序

长度,节省分析费用。

图 5 桡足类 18S核糖体 RNA基因序列变异位点分布及不同区段序列多样性

Fig1 5 The nucleotide variation sites of copepod 18S rDNA and the sequence diversities of different reg ions

横坐标反映核苷酸位置和变异位点,短竖线代表一个变异位点。V为变异区; C为保守区

214  系统学分析

将接近全长的甲壳纲 18S rRNA基因序列和

本研究获得的 3个 OTU 代表序列一起, 以线虫

Caenorhabditis elegans 18S核糖体 RNA基因序列作

外族群,构建系统树。最大简约法和邻接法构建

的系统树拓扑结构基本相同, 只在靴带值上略有

差异。图 6是用邻接法构建的系统树。由图 6可

知, 3个OTU代表序列以很高的支持率分在桡足

亚纲分支, 其中 AY437862 与太平洋哲水蚤

( Calanus pacif icus )亲缘关系极近, 可以判定该序

列来源于 Calanus 属, 或者就是太平洋哲水蚤;

AY437861可以确定为哲水蚤目( Calanoida)。系统

学分析表明作者分离的序列属于桡足类, 也证明

了引物的特异性。另外, BLAST 分析表明, 与

AY437862最相似的是太平洋哲水蚤,与 AY437861

最相似的为新哲水蚤属( Neocalanus) , 这再次证明
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图 6 用邻接法构建的甲壳纲 18S 核糖体 RNA基因和 OTU代表序列系统树

Fig1 6 Phylogenetic tree of Crustacean 18S ribosomal RNA gene sequences and 3 OTU representative clones

constructed using neighbor- joining method

注: 500次重复计算靴带值。以线虫 Caenorhabditis elegans 18S rRNA基因序列( X03680)作外族群。

Sip、Har、Cyc、Cal分别指 Siphonostomatoida目、猛水蚤目( Harpacticoida)、剑水蚤目( Cyclopoida)和哲水蚤目( Calanoida)

分离的序列是桡足类的序列。

3  讨论
引物 247F、1701R的设计充分考虑了特异性

与覆盖面的统一。从 GeneBank 下载有限的桡足

类 18S rRNA基因序列,进行多序列对位分析后,

寻找保守区域并设计成引物。先根据下载的甲壳

纲 18S rRNA基因序列, 寻找桡足类特异(具有 1

至数个碱基差异)的引物, 再根据 BLAST 分析确

定桡足类特异的引物, 即最大限度覆盖桡足类序

列、最小限度与桡足类以外的序列重叠的引物。

可以认为本研究中使用的引物不能扩增其他生物

的 18S核糖体 RNA基因。
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除特异性外, 还需要考虑引物覆盖面。因为

数据库序列有限,只能根据对已知序列的覆盖情

况进行判断(表 2)。3条 OTU代表序列与桡足亚

纲的差异核苷酸数相似, 因此作者初步认为该引

物对具有较宽的覆盖面。数据库序列资源有限,

具有引物区域的序列总数分别为 40( 247F)和 21

(1701R)。能与引物 247F 完全配对、但不属于桡

足类的序列数为涡虫纲的一个序列来源于 Meara

sp. ,在上层海水中一般不存在。能与引物 1701R

完全匹配、但不属于桡足类一个序列来源的棘头

动物 Filisoma bucerium 是鱼的寄生种。因此, 仅根

据数据库序列的覆盖情况判断, 作者所设计的引

物的特异性和覆盖面都比较理想。

表 2 与引物完全配对的数据库序列检索情况

Tab12 Online BLAST searching of the sequences matched with

primers completely

引物名
完全配对序列数

桡足类 非桡足类

247F 39 1

1701R 20 1

在细菌、真菌等类群中,引物特异性和覆盖面

有两个判断途径:一是根据已知的分离物种的扩

增情况进行判定;二是根据数据库序列的覆盖面

进行判定。显然, 这两个标准在桡足类中都不好

使用。数据库序列有限, 但可以分离桡足类个体,

先进行形态分类再进行序列分离。

桡足类遗传多样性正受到越来越多学者的关

注, Bucklin等( 1999)以线粒体细胞色素氧化酶亚

基 I( mtCOI)基因变异鉴定了 Calanus f inmarchicus、

C1 glacialish 和C1 helgolandicus 等相似种; Bucklin

等( 2000)等设计了 mtCOI Pseudocalanus 属特异引

物,分析了种内变异和不同地理种群的遗传差异;

Lee( 2000)用线粒体 16S rRNA基因和 mtCOI 基因

变异分析了 Eurytemora aff inis 种群遗传多样性和

生殖隔离问题; Burton等( 1994)利用H1和 COI基

因变异研究了 Tigriopus californicus 不同地理群的

遗传差异; 谭树华等 ( 2003)根据等位酶变异分析

了东海和黄海中华哲水蚤种群多样性。这些研究

都先对单体进行鉴定,或获得纯培养后, 再进行分

子遗传多样性研究。如果能对单体进行形态鉴

定,再根据小核糖体亚基基因序列分析多样性,将

能克服现有数据有限的问题, 设计特异性和覆盖

面都恰当的引物。

遗传多样性可以在分类基础上进行, 也可以

是绕过形态鉴定, 直接从 DNA层次描述环境样品

某基因的多样性。直接从 DNA 层次研究生物多

样性是今后应努力的方向。以 18S rRNA 基因作

为指示基因,分析环境样品桡足类 18S rRNA基因

变异是桡足类等浮游生物多样性及其与环境相关

性研究的新尝试。积累的数据将有助于高效群落

结构分子生物学剖分方法的建立,数据也容易相

互比较和整合。

基于 DNA变异的分子遗传多样性研究以基

因为计数单位,而不是以个体为计数单位, 研究结

果可能与基于形态分类的结果有较大的分歧。个

体细胞数可能不同,细胞中基因的拷贝数也可能

不同。如何确定基于形态分类的结果与基于

DNA 分析的结果之间的关系还需要深入研究。

但是,生命活动的基本单位是细胞,以细胞中基因

拷贝为基本计数单位存在较大的合理性, 只要遵

循同样的规则,直接在 DNA层次研究多样性是可

行的。
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AMPLIFICATION AND VARIATION ANALYSIS OF JIAOZHOU BAY PELAGIC

COPEPOD 18S RIBOSOMAL RNA GENE ( 18S rDNA)

MEN Rong-Xin, YANG Guan-Pin, LIU Yong-Jian, Guan Xiao-Jing

( College of Marine Lif e Sciences , Ocean University of China, Qingdao, 266003)

Abstract   Zooplankton plays a crucial role in material and energy circulat ions in marine ecosystem. Copepod are

major members of zooplankton in both biomass and species number. DNA descriptions of marine copepod diversity,

community structure and community dynamics are therefore very important.

Traditional approaches for copepod diversity evaluation are based on morphological taxonomy. These traditional

methods are experience dependent and integration of data from different sources is difficult. Difference in DNA se-

quence, however, is the most fundamental difference between living beings. Descriptions of diversity based on DNA

sequences is more objective and data integrat ion is easier. In order to describe molecular genetic diversity and deve-l

op a community structure partitioning method for marine pelagic copepod. The variat ion within 1. 5kb pelagic copepod

18S ribosomal RNA gene ( 18S rDNA) fragment was determined using molecular biological techniques, including

polymerase chain reaction amplification, library construction, restriction fragment length polymorphism analysis, se-

quencing and systemat ic analysis.

Pelagic copepod 18S rDNA was amplified from DNA mixture extracted from plankton and ligated into plasmid

vector. A library containing all possible 18S rDNA variants of copepod was constructed and from it 30 recombinants

were selected randomly for further analyses. The inserts of these 30 recombinants were reamplified, purified and cut

with Vsp I restriction endonuclease, yielding 3 restriction fragment length polymorphism ( RFLP) types, or opera-

tional taxonomy units ( OTU) . The frequencies of clones covered by these three OTUs are 0. 17, 0. 23 and 0. 6 re-

spectively , giving a genetic diversity index of 0. 95. The nucleotide differences between OTU representat ive clone and

known sequences of copepod range from 75. 4 to 97. 8, while those between OTU representative clone and other sub-

classes of crastacea are higher than 100. Systematic analysis showed that the sequences of three OTU representative

clones merge always into copepoda clade, and two of them, AY437861 and AY437862, into calanoida clade. The

sequences of three OTU representative clones can be divided into 2 high variable regions and 3 relatively conservative

regions according to the concentration of variable nucleotide sites. The GC contents of these three clones are

47137% , 48. 16% and 48. 57% respectively.

Results show the DNA extraction method used in this study is both simple and efficient , and the primers de-

signed can amplify pelagic copepod 18S ribosomal RNA gene fragments selectively from mixed plankton DNA. It is

feasible that pelagic copepod diversity can be described according to 18S rDNA sequence variations. Our results also

provided the basis for the utilization of 18S rDNA sequence in the taxonomy of pelagic copepod.

Key words   18S ribosomal RNA gene, Copepod, Sequence variation
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