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摘　要:以缘毛目褶累枝虫为研究材料 , 探索和建立了适用于较难培养的单细胞原生动物的

分子生物学研究方法.并测定了褶累枝虫 16S rRNA基因 3′端 1 115个核苷酸.通过比较分析 ,

从分子水平探讨了累枝虫属与缘毛目其它属之间的亲缘关系 , 为进一步重构原生动物的系统

图提供最基本的资料.
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原生动物是一类多系进化 、高度多样化的单细胞真核生物 , 其多样性和系统进化研究

一直是倍受关注的焦点.然而 , 原生动物多样性和系统进化有机联系的研究却凤毛麟角 ,

从Van Leeu-Wenhoek时代到 20世纪 , 原生动物的系统发育研究几乎不涉及血缘 , 评价较

高级阶元的唯一标准就是生物的形态相似性 , 而这种单细胞生物直接感受环境的压迫 , 其

形态和生理易受培养条件的影响 , 因此研究结果可能带上人为的雕刻.90年代以来 , 由

于分子生物学技术的发展 , 使得人们通过比较来自各种生物某一信息大分子的序列来建立

原生生物系统发育树成为可能[ 1 , 2] .但是 , 从目前已报道的结果来看 , 许多学者用于分子

生物学研究的材料多选用下毛类或膜口类纤毛虫作为实验材料.这与下毛类和膜口类纤毛

虫容易培养和纯化有关.而缘毛类纤毛虫 , 如缘毛目 (Peritrichida)的分子系统学研究仅

有很少的报道[ 2] .本文以生活在淡水中的缘毛目褶累枝虫 Epistylis plicatilis 为研究材料 ,

探索和建立适用于较难培养的单细胞原生动物的分子生物学研究方法 , 包括用 “原位” 方

法获取少量样品直接用于 PCR扩增的微量法 , PCR引物的选择等等.并通过测定和分析

褶累枝虫以及其它纤毛虫的 16S rRNA基因序列 , 从分子水平探讨它们的亲缘关系 , 为进

一步重构原生动物缘毛目 (Peritrichida)的系统图及更科学准确的阐明缘毛类纤毛虫各属

间亲缘关系提供最基本的资料.

1　材料与方法

1.1　材　料

褶累枝虫 Epistylis plicatilis (Ciliophora)用挂片法采自广州中山大学校园内池塘中 , 光
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镜下鉴定种类 (400 ～ 1 000×).缘毛目 (Peritrichida)的另外2个种环毛后游虫 Opisthonec-

ta henneguyi和沟钟虫 Vorticella convallaria , 以及膜口目 (Hymenostomatia)的弯豆形虫 Col-

pidium campylum 和瞬目虫Glaucoma chattoni 的16S rRNA基因序列从 Genbank中获取.

1.2　16S rDNA的 PCR扩增反应及序列测定

在体视镜下用解剖针和眼科镊子挑取呈群体生活的褶累枝虫 , 移到一干净载片上 , 用

蒸馏水反复清洗多次 , 直到光镜下未见有其它真核生物止.然后从显微镜下挑取褶累枝虫

于0.5 mL的 Ependorf管中 , 加入 25μL提取缓冲液 (φ为 1%SDS , 10 mmol/L EDTA , pH

8.0 , 10 mmol/L Tris-HCl , pH 7.5 , 10 mmol/L NaCl);采用本实验室研制的 DPS 纯化系统

(玻璃粉 , NaI等)直接从提取缓冲液中获取微量 DNA 用于 PCR扩增 , PCR扩增反应条件

等见参考文献[ 3] .PCR引物 , 18N5:5′TGGTGCCAGCAGCCGCGGTA 3′, 18N11R:5′CTCAG

TAAGCTTGATCCTTCCGCAGGTTCACC 3′, 分别对应于 16S rDNA 610 ～ 630位和 3′末端的保守

区域.为真核生物通用引物.PCR扩增产物经 DNA纯化系统纯化后 , 与质粒载体连接 ,

质粒载体为 pTZ19 , 按文 [ 4] 操作.采用美国 Life Science Sequenase Version 2.0 (USB)测

序试剂盒直接测定重组质粒的 DNA序列.

1.3　序列排列与数据处理

按照最大同源性的原则将所测得序列进行排列 , 序列中引入适当数量的空位 (gap),

以便达到最大可能的同源性.采用 Felsenstein (1995)的Phylip Version 3.5分析软件进行距

离序数计算及树图构建.膜口目的弯豆形虫 C.campylum 和瞬目虫G.chattoni作为外类群.

2　结果与分析

2.1　褶累枝虫 16S rDNA的 PCR扩增及序列测定结果

将 “甲藻单个细胞DNA制备法” 运用于褶累枝虫的 DNA快速制备 , 采用DNA快速回

图1　褶累枝虫 16S rDNA PCR扩增结果

Fig.1　16S rDNA PCR amplification

result of Epistylis plicatilis

0 空白对照;M 2 kb marker;
1 Epistylis plicatilis

收系统 , 在高浓度的 SDS 提取液中 , 以少量玻璃粉
吸附微量的褶累枝虫 DNA , 吸附 DNA 的玻璃粉 , 除

去SDS 后直接用于 PCR扩增反应.这样 , 减少了对

材料的需求 , 不需要进行材料的大量培养 , 仅从显微

镜下挑取的 1 个褶累枝虫的群体则可得到所需要的

PCR产物.PCR扩增结果见图1.

PCR产物以 DPS 系统纯化 , 并连接到 pTZ19 的

Sma Ⅰ位点上 , 通过 PCR和限制性内切酶等方法检查

转化子 , 采用末端终止法测定重组质粒的 DNA序列 ,

获得 16S rDNA 1 115碱基对核苷酸序列 , 为 16S rRNA

基因的部分序列 (图 2).测定不同克隆子 , 得到相

同的结果.

CCAGCAGCCG CGGTA ATTCC AGCT CCAAAA GCGTAT ATTA AAGTT GTTGC AGTTAAAAAG 60

CTCG TAGTT G AAATTCTGGC TG TATTGGG C CTT TG CTT T C ATGCGAAGGA ACCAGCAGTC 120

ATCCG CT TGC AAGT ACATGC TCT TCCT TAA CCGGTAGACT GTATAAGTAA GCATT TTACC 180

TTGAGAAAAA CAGAGTG TTC CAGGCAGGTT T GTCCGGAAT GCATTAGCAT GGAATAATAG 240

TATGACTG AG GTCGATT TAT TGGTTAGAGA CTT TAGT AAT GAT TAATAGG AACAATCGGG 300
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GGCATTGGT A CTT GTCAG TC AGAGGTGAAA T TCTT GGA TT TGACAAAGAC TAACTGATGC 360

GAAAG CGTT T GTCAAGAATG TTTT CAT TAA CAAGAACGAA AGTTAGGGGA TCAAAGACGA 420

TCAGATACCG TCCTAG TCTT AACTAT AACT ATA CCGACT C GGATTCAGAT GAATAT CAAA 480

GTTCAT TTG G GACCGTAGGA GAAAT CAAAG T CT TT GGG TT CTGGGGGGAG TATGGT CGCA 540

AAGCTGAAAC CTTAAAGGAA TTGACGG TTT TGCACCACCA TGGAGTGGAC GTGCGGCTTA 600

ATTT GACTCA ACACTGGGAA ACTCA TCAGG GCAAGAAGAT TTTA GGAT TG ACAGATTGAG 660

AGT TCT TT CT TGATT GTCTA GTGGTGG TGC ATGG CCGTT C TTAG TTGG TG GAG TGATT TG 720

TCTGGT TAA T TCCGTT AACG AACGAGACCT TAACCTGCTA A CTAG TACTT TGAT TTT CAA 780

TCGGAGTTAC TTCTTAGAGG ACTAT GTGAT G TAATCACAT GGA AG TTTGA GGCAATAACA 840

GGTCTGTGA T GCCCTTAGAT GT CCTGAG CT GCACGCGCGC TACAATGACA CATT CAACGA 900

GTA TTT CCT G ACCCGAAAGG GCTCGGGTAA T CTT TT TA GT GTGTG TCGTG ATAGGGATAG 960

ATCTT TGTA A TTATG GAT CT TGAACGAGGA A TTCCT AGTA AGCG CATGTC ATCAGCATGT 1 040

GCTGATTACG TCCCTGCAAA ATGTA CACAC CGCCCGTCG C T ATTACCGAT TGGGTGTA TA 1 100

GGTGAACCT T CTCGACAGTC GCAAGACTAG AAATTAAGTA AACCT TTACA CCTAGAGGAA 1 160

ATAAAAGTCG TAA CAAGGTT TCCGTA　　　 1 186　　　　

图 2　褶累枝虫 16SrDNA 部分序列

Fig.2　16S rDNA nucleotides of Epistylis plicatilis (partial)

2.2　褶累枝虫与其它2种缘毛虫16SrDNA的序列比较分析及分子系统图的构建

从Genbank中获取 Peritrichida中 Opisthonecta henneguyi和 Vorticella convallaria , 以及

Hymenostomatia 的 Colpidium campylum 和

Glaucoma chattoni 的16S rRNA基因序列 ,

按照最大同源性的原则将所测得序列进

行排列 (序列比较图略).采用计算机

分析软件包 Phylip version 3.5中的 DNA

dist Program 进行距离序数计算 , 序列间

的核苷酸差异见表 1.根据序列间的核

苷酸差异值 , 以 Fitch法构建树图 , 结

果见图3.

　G.chattoni

　C.camphlum

　E.plicatilis

　O.henneguyi

　V.convallaria

图 3　褶累枝虫与其它 4种纤毛虫的分子系统图

Fig.3　The phy logenetic tree E.pliatilis

and other ciliate species

表 1　褶累枝虫等 5种原生动物16S rDNA序列比较结果
Tab.1　Pairwise comparisons of 16S rDNA(partial)from E.plicatilis and other species

种　名 序列间的核苷酸 K nuc值

E.plicatilis 0

C.campylum 0.244 8 0.000 0

G.chattoni 0.281 0 0.067 8 0.000 0

V.convallaria 0.101 9 0.277 2 0.326 6 0.000 0

O.henneguyi 0.089 1 0.265 7 0.287 1 0.042 8 0.000 0

从表 1可以看出 ,缘毛目的 E.pliatilis , O.henneguyi和V.convallaria ,其16S rDNA序列间

的核苷酸差异值相对较小 , 差异值为 4.3%～ 10.2%;同样 , 膜口目的 C.campylum 和

G.chattoni ,核苷酸差异值也仅为 6.8%;相对来说 ,这 2个目的序列则差异较大 ,序列间的核
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苷酸差异值 24.5%～ 32.7%,说明了形态结构的变化与分子标准的一致性.图 1示这 5个类

群之间的相对关系.

3　讨　论

3.1　缘毛类纤毛虫 DNA的制备

缘毛类纤毛虫 ,分布非常广泛.它们中的许多种类为自由生活种类 ,生活习性多样 ,在各

种淡水水体 、河口水域 、海洋都有分布.在纤毛虫分子生物学研究中 ,许多学者多选用下毛类

或膜口类纤毛虫作为实验材料.这与下毛类和膜口类纤毛虫容易培养和纯化有关.与之不同

的是 ,缘毛类纤毛虫的实验室培养和纯化较为困难.从国内外的资料来看 ,对浮游原生动物

进行分子生物学研究 ,一般都需要几毫升至数十毫升的培养材料 ,这对开展原生动物的分子

系统学研究无疑是一个限制因素.本研究将“甲藻单个细胞 DNA制备法”运用于褶累枝虫的

DNA快速制备 ,不需要进行材料的大量培养 ,用挂片法采集后 ,仅从显微镜下挑取的一个褶

累枝虫的群体则可获得到微量的DNA直接用于专一性引物的PCR扩增反应.该方法的应用

使得材料的获得不依赖于原生生物培养技术的完善 ,能客观地反应天然状况.

3.2　PCR引物的选择

最初 PCR 引物是以真核生物通用引物 18N1:5′AACCTGGTTGATCCTGCCAGT 3′和

18N11R:5′TCCTTCTGCAGGTTCACCTAC 3′扩增 16S rDNA全基因[ 5] .尽管该套引物为真核生

物通用引物 , 但用于缘毛类纤毛虫中并不适用.将该引物用于褶累枝虫 16S rDNA 扩增 ,采

用不同的 PCR反应条件和程序都未能获得理想的 PCR扩增结果.通过比较真核生物的 16S

rDNA的全序列[ 6 , 7] ,选择位于 610 ～ 630(forword)和 18N11R(reverse)这 2段序列作为 PCR引

物 ,则可获得较好的扩增产物 ,重复性好 ,而且对缘毛目不同属种普遍适用.尽管所获的片段

为16S rDNA的部分序列 ,但根据核糖体 RNA结构变化规律 ,在所选定区域的高变区 ,已包

含了足够的信息 ,用于属间系统学比较分析.

3.3　缘毛目属间亲缘关系问题

传统的缘毛目纤毛虫分类是依据虫体的生活方式将其分为固着亚目(Sessilina)和游泳

亚目(Mobilina).作为常见种类 ,自由生活的缘毛类纤毛虫分布在许多水体环境中 ,即使在水

分相对较少的土壤环境中 ,也有它们的踪迹.在固着亚目中 ,主要根据虫体的柄分枝与否;柄

中是否具有肌丝以及肌丝分布状况和虫体是否具有几丁质的鞘等明显的形态特征 ,人们将

它们分为钟虫属(Vorticella)、独缩虫属(Carchesium)、聚缩虫属(Zoothamnium)、累枝虫属

(Epistylis)、盖虫属(Opercularia)等几十个属.本文所涉及的 3种缘毛类纤毛虫 ,根据它们的

形态特征 ,分别属于 3个科[ 8] .除了虫体没有柄外 ,后游虫与钟虫形态相似 ,且为单体.而累

枝虫与上述的两类纤毛虫明显不同在于是群体生活的.从 16S rDNA序列比较来看(表 1),

O.henneguyi和 V.convallaria ,核苷酸差异值相对较小 ,差异值为 4.3%, 而 E.plicatilis 与

O.henneguyi 和V.convallaria核苷酸差异值分别为 8.9%和 10.2%,表明后游虫属与钟虫属

的亲缘关系较与累枝虫属近.从图 1也可看出这几个种之间的亲缘关系.这一结果揭示出形

态学变化和分子趋异的相互关系.也表明了 16S rRNA基因用于缘毛类纤毛虫系统发育研究

的可行性.本文只是我们在缘毛类纤毛虫系统发育研究中的获得一个初步结果.对于缘毛类

纤毛虫其它科属间的亲缘关系将给予进一步的报道.
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Sequence Analyses of 16S rRNA Gene from

Epistylis plicatilis(Ciliophora)

CHEN Yueqin
 
, XU Ruilin , ZHAOJ in , QU Lianghu , SHEN Yunfen

Abstract:A method for In Situ PCR amplification of protozoa rDNA was developed , which made it

possible to analyze natural populations and solve the problems arising from the analysis of rRNA gene

for those organisms that are difficult or impossible to propagate in the lab.The 16S rDNA of Epistylis

plicatilis(Ciliophora)was amplified and sequenced with this method.Using sequence analyses and

comparisons , the systematic relationship between Epistylis plicatilis and other species of Ciliophora was

discussed.

Keywords:Epistylis plicatilis(Ciliophora),16S rRNA gene , sequence analyses

24 中山大学学报 (自然科学版)　　　　　　　　　　　　　第 38 卷

 School of Life Sciences , Zhongshan University , Guangzhou 510275 , China


