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三肠目涡虫(Tricladida)中常用的分子标记及研究进展
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(1.河南师范大学 生命科学学院,河南 新乡453007;2.新乡学院 医学院,河南 新乡453000)

摘 要:介绍了三肠目涡虫研究中常用的分子标记,以及这些标记基因在DNA条形码、分子系统发育、遗传

多样性、种群历史动态和系统地理学等方面的研究进展,并展望了这些分子标记在三肠目涡虫研究中的应用前景以

及研究热点.目前,核糖体18S、28S、ITS-1与线粒体基因COI是三肠目涡虫研究中最常用的标记基因,18S,28S常

与COI,ITS-1联合构建序列用于分析种间进化关系.COI,ITS-1作为DNA条形码常用于新物种分类学研究,此外还

广泛用于遗传多样性、种群历史动态等相关研究.
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涡虫纲隶属于扁形动物门,根据其消化系统与生殖系统的特点,可分为11或12个目.目前涡虫类动物

被划分为被杆体纲(Rhabditophora)与链虫纲(Catenulida)[1-2],其中三肠目涡虫属被杆体纲,分布比较广

泛,全球共记录12科128属300余种.我国关于三肠目涡虫的分类、生态及进化研究基础较为薄弱,刘德增

自20世纪80年代开始对我国淡水三肠目涡虫资源开展调查并发现了多个新物种[3-4].随后,陈广文团队从

形态学、分类学、毒理学、细胞遗传学、分子系统学、进化生物学和再生生物学等方面探讨了我国淡水涡虫的

起源、演化和再生的分子机理[5-10].关于我国淡水涡虫资源的研究,目前主要集中在形态学和核型分析[11],
利用分子标记基因开展遗传多样性、谱系地理学等研究较少,仅有利用18SrDNA,COI等基因对三肠目涡

虫的分子系统学进行的初步研究[12].本文就三肠目涡虫系统进化研究中常用的分子标记基因及其研究进展

进行综述,以期为科研工作者开展相关研究提供参考.

1 线粒体基因组

线粒体基因组广泛用于各种动物的遗传及进化研究,其主要特点为:①广泛存在于动物细胞中;②易于

确定物种同源关系;③遗传结构简单;④母系遗传方式,多数无重组及其他遗传重排现象;⑤相对于核基因进

化速率较快.近年来,线粒体基因组中细胞色素C氧化酶亚基I基因(cytochromecoxidasesubunitI,COI)、
细胞色素氧化酶b基因 (Cytochromeb,Cytb)、16SrRNA等基因在系统发育、遗传多样性、谱系地理学研

究中应用广泛.
1.1 细胞色素C氧化酶亚基I基因

COI在物种界定和识别方面广泛应用,被视为DNA条形码.研究表明:在许多动物类群中运用该基因

能够成功地进行物种鉴定.由于目前涡虫物种鉴定主要依赖于生殖器官的特点,因此需要性成熟个体,从而

导致许多无性种群无法识别[13-14].为了解决这个问题,LÁZARO等[15]对地中海区域淡水三肠目涡虫的研究

发现,COI种内遗传距离小于0.04,而种间遗传距离大于0.1,从而为三肠目涡虫无性个体物种鉴定提供了

方便快捷的方法.随后,多位研究者利用COI作为DNA条形码对不同种类的三肠目涡虫进行了物种鉴定:
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LÁZARO等[16]利用 COI对地中海地区三角涡虫(Dugesiasicula)的无性三倍个体进行了物种鉴定;

ÁLVAREZ-PRESAS等[17]利用COI对伊比利亚半岛的 Microplanaterrestris无性个体进行了物种鉴定;

D.sicula 和D.biblica 在形态学上很难区分,但SOLÁ等[18]利用COI成功鉴定出了分布于以色列和土耳

其的D.biblica.最初,由于技术原因导致扩增较长的COI片段存在困难,早期获取的COI片段多数在

400bp左右,但ALESSANDRO等[19]研究巴西南部涡虫时发现,当COI长度大于600bp时才能有效地反

映出Obama 属的种间差异,因此在利用COI作为条形码研究中应使用较长片段.目前,COI作为DNA条形

码,已经广泛应用于三肠目涡虫无性个体的物种鉴定,并极大地推动了三肠目涡虫相关研究.
此外,COI也广泛应用于种群历史动态研究.ÁLVAREZ-PRESAS等[20]利用COI分析了巴西热带雨林

中两种陆生涡虫的种群历史动态,发现这两个物种具有很高的遗传变异性,没有表现出种群扩张痕迹,处于

一个长期的稳定状态.2013年,LÁZARO等[16]利用COI分析了地中海地区58个产地D.sicula 的单倍型,
发现在地中海地区D.sicula 很可能起源于非洲,从地中海中部逐步扩散到整个地中海区域.在此过程中,

D.sicula由一个或多个种群变成三倍体并进行无性生殖,然后完成了在地中海区域的种群扩张.在种群扩张

的过程中,除了其自身的无性生殖优势,人类的活动也起到了重要作用.RADER等[21]在美国犹他州的瓦萨

奇山脉4个淡水水域中的50个地点采集到Polyceliscoronata 共计468个样本,扩增其COI并进行分析,发
现其种群扩散非常缓慢,这个结果与栖息地稳定假说是一致的.综上所述,COI能够较好地反映出一个物种

在某个地理区域种群起源、迁移及扩散的历程.
COI除了作为三肠目涡虫的DNA条形码进行物种鉴定和分析种群历史动态以外,还常应用于分类地

位、物种多样性及系统发育关系等研究.在进行这些研究时,可以单独用COI构建系统进化树,但多数情况

下,要与18SrDNA、28SrDNA、ITS-1等基因的联合序列进行综合分析.例如,CHEN等[22]单独利用COI构

建NJ树和 ML树,其拓扑结构都较好地从分子系统发育的角度证明了D.sinensis属于三角涡虫属的一个

特有种.MORFFE等[23]在古巴发现一种陆生涡虫,形态学分析表明该物种属于Bipaliumkewense,利用

COI构建 ML树发现分布于古巴的B.kewense与分布于西班牙、葡萄牙的B.kewense聚为一支,且后验概

率为0.99,很好地支持了其拓扑结构的可靠性.LERIA等[24]利用COI和28S研究古北区西部Schmidtea 的

多样性和生物地理学关系时发现,COI联合28SrDNA构建的系统发育树较好地支持了核型分析假说,即染

色体重排是Schmidtea 物种形成的主要驱动因素.Schmidtea 属的4个物种具有较高的遗传分歧,结合前期

研究和其现有分布状况,LERIA又推断出Schmidtea 可能起源于劳亚古大陆,但在经历渐新世纪时逐步失

去了其遗传多样性,在更新世冰期之后Schmidtea 的3个物种再次发生扩张,形成了其现有的地理分布格

局.这些研究表明COI是三肠目涡虫研究中常用且应用广泛的分子标记基因.可用于种群历史动态、谱系地

理学、遗传多样性和系统分类等方面研究.
1.2 细胞色素氧化酶b基因

Cytb常作为DNA条形码,用于种群历史动态、谱系地理学、遗传多样性和系统分类等研究.但是在

三肠目涡虫中运用Cytb进行分子系统发育研究的报道较少.2011年LÁZARO等[25]在研究S.mediterra-
nea 生物地理学关系时,分析了200个样本的Cytb,得到了10种单倍型,通过与COI和N13(Netrin受体样

蛋白的第13区域内含子基因)的联合分析发现,S.mediterranea 是一个古老的物种,由科西嘉岛和撒丁岛

扩散到其他区域,并且无性种群正逐步取代有性种群成为优势种群.但是由于Cytb进行PCR扩增时难度较

大,LÁZARO在此次实验中扩增出的Cytb 只有677bp,相较于其他物种的片段长度较短.因此Cytb 在

三肠目涡虫的研究中属于尚未完全开发的分子标记基因,在今后的研究中可以深入发掘其在DNA条形码、
种群历史动态、谱系地理学等研究中的应用.
1.3 16SrRNA基因

16SrDNA序列长度约为1500bp,分子大小适中,是细菌分类系统研究中最常用的分子标记基因,但
在三肠目涡虫中研究中应用较少.2007年ÁLVAREZ-PRESAS等[26]试用16SrDNA作为新的分子标记研

究三肠目涡虫的分子系统发育.他从9种陆生涡虫中扩增出16SrDNA,分析发现存在变异过多,并不适用于

陆生涡虫分子系统发育研究.2017年,RIESGO等[27]从10个产地84个Bdellouracandida 样本中分别获取

了346bp的16SrDNA,得到了11个单倍型,结合ITS-2基因序列,探讨了B.candida 种群的系统地理和
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种群遗传关系,发现由于哈特拉斯角和科德角这两个屏障限制了种群基因流动,大西洋和墨西哥湾沿岸的种

群之间有明显而强烈的遗传断裂.RIESGO的实验证明了16SrDNA也可用于研究营寄生生活的三肠目涡

虫的谱系地理学,但是否也适于其他营自由生活的种类还有待于进一步研究.鉴于16SrDNA在其他物种分

子系统发育研究中具有重要作用,可尝试逐步开展16SrDNA在三肠目涡虫研究中的应用.

2 核基因组

核基因与线粒体基因相比通常进化速率较低,且存在多拷贝现象.但核基因组的核糖体相关基因不同区

域进化速率不同,18SrRNA、28SrRNA、ITS基因常用于分子系统发育研究.此外人们也在探索其他核基

因,例如延伸因子-1α(Elongationfactor-1α,EF-1α)基因在系统发育、遗传多样性、谱系地理学研究中的应用.
2.1 18SrRNA基因

18SrDNA在三肠目涡虫研究中应用较早.1996年CARRANZA等[28]从S.mediterranea 核基因组中

扩增出18SrDNA,并发现了2种类型的18SrDNA,分别是I型和II型,只有I型能转录为RNA,通过构建

NJ树分析发现,I型和II型经历了不同分化过程,II型较早从扁涡虫科和枝肠涡虫科分化出来.CARRAN-
ZA等[29]利用18SrDNA对海洋涡虫、淡水涡虫、洞穴涡虫和陆生涡虫之间的进化关系进行了研究,发现陆

生涡虫的祖先来自于淡水涡虫.其后很少有单独利用18SrDNA研究三肠目涡虫系统分类的报道,大多使用

多种基因联合分析.如SLUYS等[30]使用18SrDNA和COI联合序列构建了贝叶斯树,并运用GMYC法建

树分析了地中海地区淡水涡虫的系统进化关系,发现其进化结果与形态学结果一致,并可用于某些隐藏物种

的分析鉴定.HARRATH[31]用18SrDNA与COI序列联合构建的贝叶斯树和最大似然树拓扑结构相同,说
明了洞穴涡虫和陆生涡虫、淡水涡虫没有直接联系,但是洞穴涡虫和海洋涡虫是姊妹群关系.近年来,18S
rDNA基因也逐渐应用于其他领域,例如,文献[32]用18SrDNA和COI分析了37个采集于阿尔卑斯山的

Crenobiaalpina 种群,遗传多样性分析表明:C.alpina 在该区存在5个地理基因类群,超过10个遗传谱系.
由于阿尔卑斯山地区的造山运动以及高海拔栖息地影响,使C.alpina 成为多种隐藏物种的复合体.综上,

18SrDNA最初的应用范围主要集中于系统分类的研究,而后逐渐与其他基因联合用于系统进化及种群多

样性分析.
2.2 28SrRNA基因

28SrDNA也是一个常用的核糖体基因.学者们最早主要运用28SrDNA探讨三肠目涡虫间的进化关

系,随着研究的深入,人们开始使用新的核基因来研究物种的系统发育关系.文献[33]运用18SrDNA和

COI等基因进行分析时,常常发现无法反映某些种类之间的进化关系,随后尝试用28SrDNA.最终运用

18SrDNA+28SrDNA+COI联合序列构建的进化树较好地解决了这些问题,并且发现淡水涡虫和陆生涡

虫经历了从淡水到陆地再到淡水的进化过程.CHARBAGI-BARBIROU等[33]用18SrDNA+28SrDNA联

合序列构建最大似然树,分析 Marinetriclads分类地位和系统发育关系,结果提示18SrDNA+28SrDNA
较好地弥补了形态分类学的不足.KHANG等[34]使用COI+ITS-1+28SrDNA联合序列构建最大似然树分

析了东南亚两种洞穴涡虫的分子系统发育地位,发现一种洞穴涡虫 D.batuensis 和淡水琉球三角涡虫

D.ryukyuensis享有共同祖先,并且发现分布于澳大利亚的D.notogaea 起源于东南亚.MAZZA等[35]对发

现于欧洲的一种陆生涡虫Diversibipalium multilineatum 单独使用28SrDNA构建的贝叶斯树进行分析

时发现:意大利的D.multilineatum 可以与日本、韩国的种群聚为一支,其拓扑结构较好地支持了形态学结

果.研究表明,28SrDNA可以联合其他基因用于探讨三肠目涡虫的分类地位和系统发育关系,但还未应用

到其他方面,如遗传多样性、种群历史动态等研究.
2.3 ITS基因

ITS分为ITS-1(Internaltranscribedspacer-1)和ITS-2(Internaltranscribedspacer-2).其中ITS-1是

18SrDNA与5.8SrDNA间的内转录1区;ITS-2是5.8SrDNA与28SrDNA间的内转录2区.由于ITS在

进化过程中承受的自然选择压力较小,因此存在更多变异,可以为系统发育分析提供更多遗传性状,在动物

系统发育研究中应用广泛.
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2.3.1 ITS-1基因

ITS-1是三肠目涡虫分子标记基因中研究较早的基因.早在1999年,BAGUÑÀ等[36]为了解决三角涡虫

属无性种群的物种鉴定问题,分析了这个属内20个物种的ITS-1,构建了NJ树,其拓扑结构能够将所有的

无性种群分配到特定的有性种群中.2009年,LÁZARO等[15]研究发现地中海地区的三角涡虫ITS-1种内遗

传距离小于0.03.2013年,SOLÀ等[37]对爱琴海地区三角涡虫属的种间遗传距离进行了研究,发现COI和

ITS-1拓扑学结构一致,但在这个区域COI的种间遗传距离小于0.027,而ITS-1的种间遗传距离小于

0.002,与LÁZARO的研究结果有明显的差异.STOCCHINO等[38]在研究马达加斯加淡水三角涡虫时,对运

用COI和ITS-1序列得到的遗传距离进行了分析,发现在该区域COI种间遗传距离和种内遗传距离均大于

运用ITS-1所得到的结果.以上研究表明:ITS-1能够厘定三角涡虫种间差异,将无性种群分配到特定有性

种群中.但有些物种间的ITS-1差异无法显示,而COI却能很好地反映出他们之间的区别,这也许是ITS-1
至今没有作为DNA条形码广泛应用于三肠目涡虫的物种鉴定的原因,而是作为一个辅助基因参与物种的

分类鉴定.
此外,ITS-1也常用于系统地理学、遗传多样性及系统发育关系等研究.SOLÀ等[37]运用COI+ITS-1联

合序列构建的贝叶斯树清晰地展示了爱琴海地区三角涡虫属不同种群间的遗传谱系关系和地理分布格局.
LEMOS等[39]用ITS-1构建了贝叶斯树,同时用COI构建最大似然树,分析了从巴西南部采集的11个陆生

涡虫物种间的系统发育关系,与形态学结果分析一致并且可以识别某些物种的无性个体,表明在研究某些特

定物种时ITS-1比COI更适用.
2.3.2 ITS-2基因

ITS-2在三肠目涡虫研究中起步较晚.RIESGO等[27]用ITS-2和16SrDNA分析了美国大西洋沿岸营

寄生生活的B.candida 种群历史动态.两种基因都得到了11种单倍型,但ITS-2在大多数种群中单倍型间

的分化差异要大于16SrDNA,并发现大西洋和墨西哥湾沿岸种群之间有明显而强烈的遗传断裂.但ITS-2是

否也适用于其他营自由生活的三肠目涡虫还需进一步探索.
综上,ITS也属于一个热点研究基因.ITS-1在三肠目涡虫分子系统发育研究中使用较早,适用研究内

容较广泛;ITS-2近些年才开始作为分子标记基因应用于三肠目涡虫的研究,其适用性还有待继续揭示.
2.4 延伸因子-1α基因

EF-1α相对保守,但存在一些进化速度比较快的区域,目前已广泛应用于细菌和昆虫的分子鉴定及系统

发育研究.CARBAYO等[40]成功扩增出巴西热带区域多种陆生涡虫的EF-1α编码区序列(约614bp),并结

合COI、18SrDNA、28SrDNA序列联合分析了这些陆生涡虫的系统发育关系,从分子发育角度将这些物种

的系统发育关系进行了划分.MATEOS等[41]为了研究欧洲区域 Microplana 属的涡虫,采集了多个产地的

样本,利用EF-1α、COI、18SrDNA、28SrDNA联合序列建树,根据其拓扑结果重新划分了这个属的物种,并
与利用这四个基因分别单独构建的最大似然树相互佐证.目前研究表明EF-1α不仅用于分类地位和系统发

育研究,其还有更广阔的研究应用空间.

3 其他基因

除了这些常见的保守基因外,人们也探索其他基因作为三肠目涡虫的分子标记基因.例如糖原合成酶3
(Glycogensynthasekinase3,GSK-3)的内含子基因和Netrin受体样蛋白(Netrinreceptor-likeprotein)的
第13区域内含子基因(N13).LÁZARO等[25]尝试扩增N13和GSK-3的内含子片段,对于前者而言PCR扩

增较难,只得到了336bp的内含子片段,分析发现N13在某些个体中具有杂合现象,并且只适用于种群历史

动态分析而不适用于系统发育关系研究.后者只得到了约50bp的片段,无法用于研究分析.
关于ATP酶α亚基(ATPase-alpha,ATPase-α)基因,CARBAYO等[40]在研究中尝试从巴西热带区域

的陆生涡虫样本中扩增ATPase-α,但发现其难以扩增,只从少数样本中成功扩增出该序列,并发现这些序列

高度保守,不适用于分子系统发育分析.
12SrRNA基因和组蛋白3基因(Histonegene3,H3)都是高度保守的基因,都存在可变区域,适用于研
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究物种间的发育关系.ÁLVAREZ-PRESAS等[26]针对陆生和淡水三肠目涡虫的12SrDNA和H3,设计了引

物,尝试利用其探讨三肠目涡虫系统发育关系,但尝试了多种试验条件都未能扩增出有效序列.

4 总结与展望

伴随分子生物学技术的迅猛发展,分子标记基因越来越多地应用于涡虫物种多样性、谱系地理学和系统

发育等研究领域,有效地解决了许多困扰涡虫研究的问题,如无性个体物种鉴定困难、形态学分类指标单一

等问题.对于地中海地区、非洲、美洲的三肠目涡虫无性种群COI和ITS-1都可以起到DNA条形码的作用.
COI比ITS-1更好地反映出种间的差异,适用范围更广,是目前常用的三肠目涡虫DNA条形码.但在东亚地

区这两种DNA条形码的适用性还有待验证.通过对上述多位学者研究结果的分析,建议使用片段长度大于

600bp的COI作为DNA条形码,且采用严格的鉴定标准进行分析.对于三肠目涡虫无性种群,其种内遗传

距离应小于0.027,种间遗传距离应大于0.1.COI、ITS、Cytb由于进化速率较快,常用于种群历史动态的研

究,但Cytb存在扩增困难的问题.18SrDNA,28SrDNA进化速率较慢,目前常与COI,ITS-1一起构建3至

4个基因的联合序列,用于分析系统分类地位、遗传多样性和谱系地理学等问题.从已有的实验分析中发

现[14,25,30],多个核基因与线粒体基因的联合分析可以较好地反映出物种间的进化关系.使用多个DNA条形

码的鉴定结果,往往比使用单个DNA条形码的结果准确.因此在研究中应选取多个标记基因联合分析,确保

实验结果的准确性.除此之外,16SrDNA,EF-1α,N13,T-DNA等基因也见于谱系地理学、系统分类和遗传

多样性研究.由于目前的研究多局限于某些特定的种属,这几种基因的适用性还有待进一步探讨.由于

12SrDNA,H3,ATPase-α,GSK-3等基因存在PCR难扩增或序列保守性等问题,目前并不适用于三肠目涡

虫的研究.而细胞色素氧化酶Ⅱ基因、微卫星DNA等目前尚未报道,这是今后研究中需要关注的区域.
总之,我国幅员辽阔,地质类型众多,气候环境多变,涡虫的地理分布格局从经度、纬度到温度、海拔等都

有着巨大差异,为研究三肠目涡虫遗传多样性、谱系地理学和进化生物学等提供了广阔空间.因此可以尝试

从适应性进化入手,选取合适的基因,研究三肠目涡虫物种之间分化以及导致其地理分布格局差异的原因.
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CommonmolecularmarkersandresearchprogressinTricladida

WangLei1,2,DongZimei1,ChenGuangwen1,LiuDezeng1

(1.CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;

2.MedicalCollege,XinxiangUniversity,Xinxiang453003,China)

  Abstract:Anumberofmolecularmarkersaresummarizedinthispaper.ThesemarkershavebroadapplicationsinTri-
cladidainthefollowingareas:DNAbar-coding,molecularphylogeny,geneticdiversityanalysis,populationhistory,phylo-

geography,etc.Theresearchprospectsandfocusofthesemarkersarealsoforecastinthispaper.Presently,nuclearribosomal
markerof18S,28SandITS-1,andmitochondrialmarkerofCOIareusuallyusedintheresearchofTricladida.Theconcate-
natedsequencesofthefourmarkersareconspicuouslyavailedinmolecularphylogeny.AstheDNAbar-coding,COI,ITS-1are
frequentlyusedtosupporttheseparatespeciesstatusofnewspeciesanddistinguishtheasexualspecimens.
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