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[摘要 ] 采用 RAPD分析技术对萼花臂尾轮虫 2种不同性别个体的基因组 DNA进行对比分析,探讨萼花臂尾

轮虫非混交雌体和雄体性别分化的遗传背景.所用的 30条随机引物中, 有 10条引物在两者基因组中扩增出多

态性片段, 其中有二者共有条带, 也有二者差异条带, 显示了萼花臂尾轮虫非混交雌体和雄体遗传背景上的差

异. 其中引物 B15和 B18扩增条带具有良好的稳定性和重复性, 进一步选取了用此二引物扩增出的雌雄特异性

片段各一条进行回收、克隆和测序, 测序结果已提交到 GenB ank数据库, 序列号分别为: AY907696和 AY898611,

同源比较未发现有高同源性的已知序列与之匹配,表明它们可能是 2条新的 DNA序列.
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Abstrac t: In o rde r to acqure the know ledge o f the genetic backgrounds wh ich lead to the sex differentiation o fBrachionus

caly cif lorus( Ro tifera), the genom ic DNA of am ictic fem ale and m ale o fB rachionus calycif lorus w as analyzed by RAPD

techno logy. One o rm ore spec ia l bands w as generated by 10 prim ers of 30 tested pr im ers in am ictic fema le o rm a le rotifer

and it showed the genetic backg rounds difference between am ictic fema le and m ale. By repeated testing, spec ial bands

can be produced stably by pr im ers B15 and B18 respectively in am ictic fem a le and m a le ro tifer. The spec ia l band w as

separated, c loned and sequenced. The sequence resu lts w ere subm itted to GenB ank and the accession num bers w ere:

AY907696 and AY898611. W e found there were no any high hom ology sequence m atching to the tw o sequences and it

showed that they cou ld be new DNA sequence.
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萼花臂尾轮虫是常见的淡水浮游动物,在水体中常成为优势种群,由于其自身的生物学特性, 萼花臂

尾轮虫成为淡水水产养殖的重要生物饵料
[ 1]
、水生态毒理学常用的受试生物

[ 2]
、进化生物学研究的良好

实验材料
[ 3]
. 萼花臂尾轮虫生活史具有典型的世代交替现象,在一定条件下,萼花臂尾轮虫由无性生殖转

变进行有性生殖形成的机制一直没有确切定论.部分学者认为环境压力诱导非混交雌体变异形成混交雌

体,进而促成有性生殖形成;种群密度、温度刺激、饥饿、pH升高或降低、光照周期的长短和光照强度的变

化可诱导混交雌体形成.但不同学者间的研究结果之间有差异, 甚至出现了矛盾的结果
[ 4, 5]

. 也有学者认

为混交雌体的产生受外源性因素和内源性因素的共同影响.遗传因素,母体年龄,轮虫孤雌生殖累积的世

代数均可对混交雌体的产生和混交百分率产生一定的影响
[ 6]
.还有人认为混交雌体形成是物种进化的结

果,有性生殖是轮虫在进化过程的一种适应.种群繁殖到一定的代数后,无论条件多么适宜,混交雌体仍然
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会出现
[ 7]
.那么,萼花臂尾轮虫性别分化究竟是由单纯的环境变化引起,还是通过遗传背景的改变才能发

生? 非混交雌体和雄体轮虫在遗传的物质上存在哪些差异? 鉴于尚未见有这方面的研究报道,而非混交

雌体、雄体遗传物质基础上的差异又是解决萼花臂尾轮虫性别分化的一个不可回避的问题,因此本研究试

图通过对萼花臂尾轮虫非混交雌体和雄体基因组 DNA的 RAPD分析,以揭示两者在遗传结构上的异同,

为进一步研究轮虫性别分化的分子机制奠定基础.

1 材料与方法

1 1 实验材料

萼花臂尾轮虫采用单克隆培养, 保证试验材料纯洁度. 小球藻 ( Chlorella pyrenoidosa )作为轮虫食物,

投喂密度 2 10
6
Cell/mL.光照强度约为 4 000 lx,光照时间 L D= 12 12,温度 25 1 .非混交雌体收集前

用蒸馏水冲洗 2遍,放置过夜,除去其体内藻类食物和排泄物,然后离心收集.采用温度和密度双因子诱导

轮虫有性生殖发生,获得雄体材料, 具体方法参考 [ 8]. 雄体不需要前处理,灭菌蒸馏水冲洗 2遍, 直接离

心收集.所获试验材料用于基因组 DNA提取.

1 2 引物

本实验所用引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成,引物号及序列见表 1.

表 1 随机引物碱基序列

Table 1 Sequence of arb itrary prim ers

引物号 序列 引物号 序列 引物号 序列

B01 GTTTCGCTCC B11 GTAGACCCGT A01 CAGGCCCTTC

B02 TGATCCCTGG B12 CCTTGACGCA A02 TGCCGAGCTG

B03 CATCCCCCTG B13 TTCCCCCGCT A03 AGTCAGCCAC

B04 GGACTGGAGT B14 TCCGCTCTGG A04 AATCGGGCTG

B05 TGCGCCCTTC B15 GGAGGGTGTT A05 AGGGGTCTTG

B06 TGCTCTGCCC B16 TTTGCCCGAG A06 GGTCCCTGAC

B07 GGTGACGCAG B17 AGGGAACGAG A07 GAAACGGGTG

B08 GTCCACACGG B18 CCACAGCAGT A08 GAAACGGGTG

B09 TGGGGGACTC B19 ACCCCCGAAG A09 GGGTAACGCC

B10 CTGCTGGGAC B20 GGACCCTTAC A10 GTGATCGCAG

1 3 实验方法

1 3 1 基因组 DNA的提取

主要步骤: ( 1)向装有轮虫 1 5mL的离心管中加入核裂解液 (核裂解液: 375 L TE( pH8 0), 5 L PK

( 20mg /mL), 100 L SDS( 10% ), 20 L EDTA ( 0 5mol /L, pH8 0) ) , 55 消化过夜. ( 2)加入等体积饱和

酚抽提 15m in,然后 4 8 000 r/m in离心 10m in,取上清液. ( 3)酚 氯仿 异戊醇 = ( 25 24 1)等体积抽提

15m in,然后 4 8 000 r/m in离心 10m in,取上清液. ( 4)氯仿: 异戊醇 = ( 24 1)等体积抽提 15m in, 然后

4 8 000 r /m in离心 10m in,取上清液. ( 5)加入 1 /10体积醋酸钠 ( 3 mo l/L ) , 2 5倍体积冰无水乙醇,混

匀, 4 放置 30 m in, 12 000 r/m in离心 20 m in, 弃上清. ( 6 )加入 300 L 体积分数 70% 乙醇洗涤,

8 000 r /m in离心 10m in.倒去乙醇,室温放置 10~ 15m in,使乙醇挥发, DNA干燥,加 ddH 2O溶解, 用 0 8%

的琼脂糖凝胶电泳检测基因组 DNA. - 20 保存备用.

1 3 2 引物筛选

用表 1所列 30条随机引物以非混交雌体、雄体的 DNA为模板进行 RAPD扩增. PCR扩增反应总体积

为 25 L, Taq酶为 1个酶单位,模板 DNA量约 10 ng. PCR循环程序为: 94 变性 3m in后进行 40个循环:

94 变性 1m in, 36 退火 1m in, 72 延伸 2m in,最后在 72 保持 10m in. 1 0%琼脂糖凝胶电泳检测.筛

选出重复性好、带型清晰明亮且雌、雄性基因 DNA有差异的随机引物.

1 3 3 目的片段的克隆和序列测定

切下琼脂糖凝胶板上的目的片段 (非混交雌体、雄体特异性条带各 1条 ) , 用维特洁公司生产的 DNA

凝胶回收试剂盒回收 RAPD特异片段.纯化后的产物用 pMD18- T Vector K it ( TaKaRa)载体进行连接反

应,连接产物转化大肠杆菌 DH5 的感受态细胞后,涂布于含 IPTG和 X- gal的选择平板上,倒置培养过
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夜.挑白斑, 纯化质粒,并以质粒为模板进行 PCR扩增检测, 将 PCR扩增获得阳性结果的重组质粒送往上

海博亚公司测序.

2 结果与分析

2 1 非混交雌体、雄体基因组 DNA提取结果
表 2 10条随机引物序列及其扩增片段情况

Table 2 Random prim ers and their ampl ified results

引物号
非混交雌体扩增

条带 /特异性条带

雄体扩增条

带 /特异性条带

B01 7 /1 6 /0

B02 6 /1 5 /0

B04 5 /0 6 /1

B07 5 /1 4 /0

B12 8 /1 8 /1

B14 6 /1 6 /1

B15 6 /1 5 /0

B17 7 /2 5 /0

B18 4 /0 5 /1

A10 5 /1 5 /1

本实验采用饱和酚法, 对收集活体轮虫直接进行

了基因组 DNA的提取. 提取结果经 1%琼脂糖凝胶电

泳检测 (图 1), 电泳图谱显示: DNA带型整齐, 基本呈

线形, 无拖尾,说明 DNA降解很少, 较为完整, 能够满

足 RAPD- PCR扩增的需要.

2 2 RAPD- PCR扩增结果

用 30条随机引物对萼花臂尾轮虫非混交雌体和

雄体基因组 DNA进行扩增,大多数引物扩增出 4~ 10

条清晰可辨的条带,少数引物只扩增出 1~ 3条带, 扩

增条带可以分为 3种类型: 非混交雌体和雄体共有

条带; 非混交雌体中特有的条带; 雄体中特有的条

带.对照组未产生任何条带,表明实验未受污染.其中 10条引物在非混交雌体和雄体的扩增条带具体情况

见表 2.经多次重复,筛选出重复性好、带型清晰明亮且雌雄个体有差异的引物 B15和 B18,两引物分别在

萼花臂尾轮虫非混交雌体和雄体中能稳定扩增出特异性片段 (图 2).

2 3 特异条带的克隆和测序

测序结果表明,引物 B15扩增非混交雌体产物中的特有片段,大小为 767 bp(序列提交到 G eneBank,

序列号 AY907696).另一个是引物 B18扩增雄体产物的特有片段, 大小为 388 bp(序列提交到 G eneBank,

序列号 AY898611).在 NCB I网站 ( http: / /www. ncb.i nlm. n ih. gov) 上, 利用 BLAST对 2序列进行同源性

序列搜索,结果显示 2条序列与 GenBank数据库的其它序列同源性均很低. 表明测序片段可能是新的序

列,有必要对其进行深入研究.

3 讨论

轮虫动物门分为 3个纲:蛭态纲、单巢纲和尾盘纲.三纲之间的最大差异在于生殖方式不同.蛭态纲轮

虫终身进行无性生殖,单巢纲轮虫进行无性生殖和有性生殖, 尾盘纲则进行有性生殖
[ 9]
. 从进化角度看,
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轮虫动物门较好地体现了 无性生殖  无性生殖 +有性生殖  有性生殖 的进化途径. 特殊的生殖

方式使轮虫成为进化生物学研究的理想材料. 根据形态结构和生理特征差异,单巢纲轮虫个体分为 3种类

型:非混交雌体、混交雌体和雄体
[ 10]

.非混交雌体由非混交卵进行有丝分裂发育而成, 而混交雌体和雄体

则由混交卵进行减数分裂形成, 在减数分裂过程中,轮虫基因组 DNA必定经过一系列复杂的重组、交换等

过程, 有可能产生新基因. 雄体中出现的特有条带可能就是减数分裂过程中形成.混交雌体出现的机理还

不清楚,研究的焦点多集中在混交雌体出现的生态机理方面, 而混交雌体出现的分子机制及 3种类型个体

遗传特征尚未见报道.

RAPD( Random Amp lified Po lymorphic DNA )技术是迄今研究遗传变异最简单最快速的方法,运用大量

引物可对整个基因组进行地毯式多态性分析, 能够区分 2个基因组之间的微小差异. 与其它分子标记技

术比, RAPD技术具有很多优点:所需要的 DNA量少, 不需要知道基因组结构, 结果分析便捷、廉价
[ 11]

.本

文首次运用 RAPD技术对萼花臂尾轮虫非混交雌体和雄体基因组 DAN进行分析,期望能够从分子水平对

轮虫性别分化进行研究.从 30条随机引物中筛选出 2条引物 B15和 B18,分别从非混交雌体和雄体基因

组中扩增出 1条差异条带, 两引物扩增条带扩增稳定、重复性好,且每个引物在两基因组中都有特异性条

带出现.这初步证实了非混交雌体和雄体基因基因组上存在的差异, BLAST对两序列进行同源性序列搜

索,没有检索到相似性序列,还需要对两序列功能进行深入研究. 但是, 由于 RAPD自身技术限制, 获得的

特异性条带较少,两条特异性条带是否就是导致非混交雌体和雄体性别分化的原因, 还需进一步研究.许

多工作,例如用获得的特异性 DNA片段作为探针进行 Southern杂交, 进一步证实这 2个片段是否为两种

不同类型所特有对萼花臂尾轮虫核型进行分析,看是否存在类似高等生物常染色体和性染色体;或者通过

荧光原位杂交 ( F ISH技术 )把这个特异性的片段定位在某个特殊的染色体上等,这些工作还有待今后深入

的研究.
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