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有孔虫分子生物学研究进展
’
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摘要 传统的微体古生物学研究 中
,

有孔 虫是生活于 海洋环 境 中以具有膜状
、

胶结质或钙质 壳

为特征的丝 网状肉足虫 类原生动物
.

最近对底栖有孔虫 r D N A 序列的分析研 究
,

揭示 了有孔虫还

有无 壳 (裸露 )种类以及生活 于陆地淡水环境 的类型
.

同时分子系统学研 究表 明有孔虫位于真核 生

物系统树的基部
,

在双滴虫类与绿眼虫类之间
.

对浮游有孔虫大量基 因型及其与环境关 系的研 究
,

揭示 了传统研究低估 了有孔虫的多样性
.

有孔虫基因型与生物地理 分布
、

海洋环境有关研究表 明

利用 r D N A 序列分析识 别出的同一物种 的不 同基 因型可 以为古环 境研究提供更 加 精确 的替代性指

标
.

关键词 有孔虫
r D N A 分 子生物学 系统分类 古海洋学

有孔虫在分类上属原生动物 门肉足虫纲
,

活体

具有丝网状原生质
,

多生活于海洋环境 中
,

并 以具

有膜状
、

胶结质或钙质壳体为特征
.

作为微体古生

物学研究门类之一
,

有孔虫在地层划分
、

对 比和石

油钻探中具有极其重要的作用 l[,
2〕

.

随着 深海钻 探

计划 ( D S D P )与大洋钻探计划 ( O D P )的实施
,

有 孔

虫研究在新的学科—
“

古海洋学
”

研究 中处于举

足轻重的地位 (如稳定 同位素气候与地层
、

表层 海

水古温度等 〔 3一 5〕 )
.

尽管 20 世纪 70 年代以来进行了

不少有孔虫生态学调查
,

但其分类仍然依靠形态学

手段
,

很多属种的亲缘关系很难确定 〔 6一幻
.

90 年代

以来
,

分子生物学分析手段的应用
,

开始了对有孔

虫系统分类
、

演 化及其 与环 境变化关系的深 人研

究仁9
, ’ 。 ]

.

有孔虫 的分子 生物学研 究主要 以 编 码核 糖体

R N A 的基因序列 ( r R N A 基因 )为对象
.

r R N A 基 因

是一个相对稳定的基 因
,

通 常由小亚基片段 ( s m all
s u b u n i t

,

S S U )如 18 5
、

大亚基片段 ( l a r g e S u b u n i t
,

L SU )如 2 5 5 以及 5
.

5 5
,

IT S
,

IG S 等组成 ( 图 l )
.

研究表明
,

有孔虫 S S U r R N A 基因的保守部分有特

征 的插人片段 (图 1 中 F l
,

F Z
,

F 3 等 )
,

成为有孔虫

区别于其他生物类群 的分子特征之一 在真核生物

中
,

一个
r R N A 基 因中的 S S U

,

L S U 和 5
.

8 5 等均

可 以有 50 一 5。。。 个重复单位
.

所 以尽管有孔虫 为

单细胞生物
,

由于其
r R N A 基 因组有很多这样 的重

复单位
,

从而使得该类群 的分子生物学实验分析 与

研究得以实现
.

1 有孔虫 D N A 的提取
、

P C R 扩增
、

克隆与

测序

有孔虫 D N A 的提取 曾经尝试 了直接提取与通

过有孔虫繁殖产生大量配子提取 的两种方法
,

结果

表明这两种方法得出类似的 D N A 序列 l0[
, ’ `〕

.

由于

后一方法通常比较 困难
,

现在提取有孔虫 D N A 多

采用前者
.

直接提 取法主要 采用裂解 缓冲液 法
,

如 D O C

液 方 法 〔` o口
、

G u a n id i n e
液 方 法 [` , ] 或 C A T B 液

法 l3[ 一
, 5 〕 :

将仔细清洗 过 的有 孔虫 捣碎
、

加 人裂解

2 0 0 4一 0 8
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液
,

然后置于恒温箱 中 60 ℃培养 l h
.

有时也采用

专门试剂盒提取
,

如 Q ia g e n D N e a s y P一a n t M i n i K i t

试剂盒法哪
一侧

.

提取后 的有孔虫 D N A 于一 20 ℃冷

藏保存待分析
.

一
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图 1

I T S
:

转录间隔区 ; I G S
:

基因间隔区 ;

基因 ( 18 5 )
:
C I一 C l l 为保守基 因片段 ;

有孔虫编码核糖核酸基因 (
r R N A 基因 )及结构简图

L S U
:

大亚基基 因片段
;

ss U
:

小亚基基 因片段 `如 18 5) ; 下图为放 大的有孔虫 SS U r R N A

V l
一

V 7 为变异 片段 ; F l
一
F 3 为有孔虫特征基因片段

.

图 中所示为不同基因片段的大概长度

最近的研究多以有孔虫部分 S S U r D N A 序列为

基础
,

对该 S S U
r D N A 片段 ( 图 l

,

C S
一

C l l
,

约为

10 0 0 b p )进行 P C R 扩增是通过特殊引物的设计 ( 如

1S 4 IF / 2S 1 F )I 和退 火 温度 的设 置加 以 控制 ( 50 一

54 ℃ ) 等 l2[
,

2 2〕
.

然后对扩增产物进行单株克隆与测

序
,

就可以得到有孔虫个体 的 S S U r D N A 序列 了
,

并进而用于序列对 比与系统发生分析等
.

而对其他

有孔虫基因如 L S U r R N A 基 因序列
、

R P B I 基因序

列等
,

亦采用类似的分析方法
,

只是在引物的设计

等方面略有差别〔’ 5
,

周
.

2 有孔虫分子生物学在有孔虫分类
、

系统发

生上的应用

传统的有孔虫分类以壳体形态特征为依据
,

因而

对那些无壳或形态变化较大的胶结类型的分类非常困

难
,

运用这些个体的 SS U r D N A 序列分析
,

可 以为

属种的鉴定提供较准确的手段
.

例如淡水有孔虫新种

及 Zd P h o a l l o g or m ia a u st ar l i ca M e i s t e r fe l d
,

H o l z m a n n

a n d aP w lo w s ik 与海相胶结壳有孔虫新种 oT ix sa cr on

划 n s u i c id i e a C e d h眼e n a n d P a w l o w s k i 的建立 〔’ 6
, ’ 8〕

.

通

过 S SU r D N A 序列研 究
,

确 定 A m m on ia ca et sb y a
an

( d
’

Or b ig n y )是独立于 A

mmo
n i a be e ca ir i ( L in n己)类的

新种巨’ ` ] ; 确认 s 夕八 n g a

mm
ian

e o br ic u za 凡 e h ar d s o n 是

有孔 虫〔 , `〕 ; 推 测 淡 水 变 形 虫 R e t i c u zo m y x a if l o as

N a u s s 应归有孔虫一类 〔 2 5〕
.

由于形态变异大
,

A m m o n i a b e c c a : 11 v a r
.

是底

栖有孔虫分类 中最为困难和混乱的一个类群
.

分子

生物学研究显示形状不同的 A m从 on ia be “ a ir i va .r

并不 属 于 同 一 个 种 〔 2 3
, ’ 6 ,

2 , 〕
.

H a y w a r d 等仁2“ 〕结 合

L SU r D N A 序列与壳体形态特征对世界各地 17 个

国家 30 个地 区的 A m m on ia 个体进行 了系统研究
.

结果表明
,

L S U r D N A 序列可以将这些个体归类为

12 个分子类型
,

这些类型可以有相对应的壳体特征

如壳形
、

房室形状
、

孔隙度
、

房室直径
、

壳面放射

纹 的长度
、

脐直径等
,

据此他们提 出了对该类群分

类方案的建议
.

基于 S S U 和 L S U r D N A 序列的分子 系统学研

究
,

有孔虫位于真核生物系统树基部位置
,

在双滴

虫类 ( D i p l o m o n a d i d a ) 与绿 眼虫类 ( E u g l e n o id a ) 之

间 l2[ 〕 (图 2)
.

但有孔虫在分子 系统树上如此早 的分

化与其化石记录自寒武纪 (约 54 0 M a) 才开始出现之

间有着明显的不一致卿」
.

现生无壳 (裸露 )类型有孔

虫的存 在 与 确认 则 在 某 种 程 度 上 解析 了上 述 矛

盾 30[ 〕
.

另外
,

根据对无壳的
、

角质的和胶结壳单房

室有孔虫的 S S U r D N A 序列分析和分子系统发生学

研究
,

确立了有孔虫早期演化 的主要步骤 20[ 」
.

根据

肌动蛋白基 因序列的分子系统学研究即〕
,

有孔虫可

能包含于真核生物
“

树冠 ( c or w n)
”
群 中最近建立

的 C e r e o z o a 类群 [ 3 2」中
.

而 B e r n e y 等〔 3 3〕根据 5 4 个

S S U : D N A 序列重新分析 的结果显示有孔虫在真核

生物系统树 的基部
,

和 C er co oz a 类群亲源关系比较

接近
.

R P B I 基因序列研究也证实了上述结论呻〕
.
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图 2 苍于 29 个 SS U r D N A 序列分析所揭示的真核生物 系统发生树 l2[ 〕

3 有孔虫分子生物学特征与古环境
、

古海洋

学研究

现代大洋中共约有 50 多个 浮游有孔虫种
,

相

对与其他浮游类型来说要少得多 sj[
.

浮游有孔虫的

的 r D N A 序列分析表明每个种均有数个基因型
,

而

生物地理和生态特征分析表明有孔虫属种的不同基

因型有独特的生物地理分布
.

例如
,

在现代大西洋

中 G l o b o r o t a l i a t r u n c a t u l i n o i d e : ( d
’
O r b i g n y )就有 4

个不同的基因型
:

这些不同的基因型具有旋 向与纬

度分布等差异 [川 (图 3 )
.

而据 G l o 占i g e r i n e z za : i p 人。 -

n i f e r a ( B r a d y )的 r D N A 序列划 分的两个 基因型 ( I

型和 H 型 )
,

均有特征 的同位素与壳体微细结 构
:

如 I 型 G s
.

s i p h o n i fe ar 比 11型 G s
.

s i p h o n i fe
r a
具

有偏轻 的捌
,
O 与于

3
C

、

以及较多 和较 大的壳孔哪 〕
.

O
r b u l i n a u n i v e r s a ( d

’
O r b i g n y )

,

G l o b i g e r i n o i d e s

r u b e r ( d
’
O r b i g n y )

,

G l o b i g e r i n a b u l l o i d e s d
’
O

r -

ib gn y 等属种的不 同基 因型也分布于不 同的海洋 范

围
,

但可以 通过 水 团进行 基 因交 流哪 ,36 〕
.

研 究表

明
,

南极和北极区 的基因交流可 以通过边界上升流

而穿越赤道进行 ; 另外基 因流还可以通过水团边缘

传播
,

热带
一

亚热带有孔虫基因可以沿着现代洋流从

太平洋
一

印度洋绕过南非好望角流向大西洋哪
· “ 7〕

.

6 U W 4 -U W Z『 W

图 3 现代大西洋中浮游有孔虫 g
。加阳扭 l ia t

朋 ca ut l in o id e s

的不同甚因型
、

它们的个体含 t 及其地理分布咖 〕

古海洋学研究中
,

不同古海洋环境 中的浮游有
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孔虫具有不同生态型
.

分子生物学研究表明这些不

同生态 型
,

如左 旋 型 与 右 旋 型 壳 的 G l ob or ot al ia

t r u n c a t u l i n o i d e s 和 N
e o g l o b o g u a d r i n a P a e h夕d e r

m a

( E h
r e n b e r g )

、

粉 红 色 与 白色 壳 体 的 G zo b i g e r i
-

on id o ur be
: 等均为不同的基因型

.

显然
,

这种不同

水体环境 中的亚类型基 因的存在表明远洋生物的多

样性远远被低估了
.

浮游有孔虫种的形成不一定表

明有明显的形态学变化
,

传统分类 中不 同环境 中的

同一有孔虫物种
、

或同一环境 中的相 同种的不同形

态类型
,

实际上可能就是不同的种困
,

川
.

由于许多浮游有孔虫种的不同基因 型在形态上

难以区分
,

因而常被称为隐型种 ( C yr tP ic s p ce i es )
.

而海洋中浮游有孔虫大量隐型种的存在以及它们特

有的分布模 式
,

很 可能代 表 了独 特的有 孔虫生 态

型
.

K u e e r a 等匹3 8〕将 G zo 乃i g e r
i n a 乙u z zo i j e s

隐型种的

概念引进海水古温度的估计上
,

结果显示比传统的

转换函数法
、

现代类 比法的分析误差能够降低 I C
.

体内的 r R N A 基因在不同的 S S U (或 L S U )复制单位

本身就具有较大的差异 ? 部分这种差异是否只是种

内的
、

而没有达到种水平上的分异 ? 也就是说在有

孔虫的系统分类上
,

这种基因型的差别是否能够达

到种 的水 平
,

即 我们 通 常 理 解 的 生物 学 定 义 的
“

种
” ? 在分子水平上

,

到底什么程度的基因差异可

以认为是两个种
,

目前还缺乏严 格的标准
.

这些还

有待于有孔虫分子生物学的进一步研究来解决
.

然而
,

可 以确信的是
,

通过更多的有孔虫基 因

型的描述
、

它们 的生物地理分 布范围
、

生态条件
、

以及其壳体的微细构造
、

化学或者同位素特征 的辨

认
,

而使其不同基因型区分在古海洋学研究中得 以

可能
,

从而使有孔虫具有更精确的环境指示意义
.

致谢 郝家胜
、

李春香博士及两 位评 阅人对本

文的修改提出了宝 贵意见
,

特此致谢
.
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4 存在的问题与讨论

在有孔虫的起源 与系统演化 研究 中
,

D N A 序

列分析结合形态学与生态环境的比较和综合研究可

以为其提供 一个 更强有力 的手段
.

D N A 序列分析

作为分类与基于分子钟 的时间标尺可 以更好地 区分

不同属种并建立它们的发展史
,

更好地估计它们的

分化时间和最佳水文环境
,

以及与其基因差异有关

的形态特征 [川
.

尽管有孔虫分子生物学研究能够建立较多的基

因型
、

并对古海洋学研究中以浮游有孔虫为基础的

更可靠环境替代性指标 建立有所帮助
,

但只有部分

基因型的形态特征能够被清楚地区别开来嘟
, “ 7〕

.

在

实际研究中
,

正是 由于这种从不同基 因型到表现型
“

转化
”

的不明显
,

限制 了它们从分子 生物学 研究

到微体古生物
、

古环境
、

古海洋学研究的应用
.

最近
,

更加详细的研究显示同一地区 不同季节
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