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摘!要!将物种_&8条形码实际应用于太湖流域底栖无脊椎动物分类"并与形态学分类结果比对"结果表明"_&8条形码
技术可应用于本流域底栖无脊椎动物分类"但现阶段无法替代形态学鉴定"主要原因是太湖流域底栖无脊椎动物的绝大多
数物种'X

#

基因特征序列是未知的或是4E8ZV所拥有的分类程度不够"提出在今后的研究中探索建立太湖流域底栖无脊
椎动物'X

#

基因数据库%
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!!底栖无脊椎动物作为常用的水质指示生物之
一)#*

"近年来因传统形态学分类鉴定的局限性和
传统分类学家队伍的缩减)"*

"使得其用作水质生
物生态监测与评价的推广有所难度% "$$\ 年"第
/6届北美底栖生物学协会'&84Z(年度会议中小
结了_&8条形码技术对底栖生物研究的贡献"并
在底栖生物科学家之中进行推广"让此技术在工作
中得到大面积的使用)%*

% 在我国"目前该技术以
植物!昆虫和水生动物的研究为主流)-*

"在水生动
物研究中"尤以海洋动物为主)/*

% 在淡水底栖无
脊椎动物方面"除水生昆虫外"国内研究报道较少"

但甲壳动物和软体动物均有所涉及&"$$5 年杨学
明等)5*对罗氏沼虾%个群体线粒体'X

#

基因的序

列差异和遗传标记进行研究报道$"$$6 年关飞
等)6*对中国不同种拟钉螺'X

#

基因的序列差异
及其系统学进行研究报道$"$$2年黄晓燕等)2*对/

种螺蛳属动物和中国圆田螺'X

#

基因序列进行研
究报道$"$#" 年焦明超)\* 对环棱螺属部分种类
_&8条形码及其系统发育进行研究报道$"$#/ 年
欧阳解秀等)#$*应用_&8条形码技术对鄱阳湖和
赣江的中国淡水蚌类进行研究报道%

#2##
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现尝试选取太湖流域最具代表性的底栖无脊
椎动物"使用_&8条形码技术分析'X

#

基因"并
与传统形态学鉴定结果比较"探索_&8条形码技
术应用于本流域底栖无脊椎动物鉴定的可行性和
实用性"为推进淡水生物监测方法作出探索%

#!材料与方法
#U#!样品材料
#U#U#!样品采集

按照.水和废水监测分析方法/ '第四版(

/U#U%的要求"于"$#%年2月#"$#-年/月在太湖
流域采集样品"点位包括太湖流域上游水系的溪流
与水库"下游水系的湖荡与河流"共#$ 个代表点
位"见图#%

图#!样品采集点位

#U#U"!样品鉴定和保存
样品采集!挑拣后固定于2$d乙醇溶液"在实

验室进行形态学分类鉴定"鉴定完成后将已鉴定样
品置于\\U\\d乙醇溶液保存%

#U"!实验方法
#U"U#!形态学解剖选取

在鉴定后保存的样品中挑选个体完整度高"动
物体表无大量杂质的个体"用&CWH> Z[I#2研究级
体视显微镜拍照留存图像资料% 使用无菌剪!无菌
手术刀片获取动物组织&昆虫!甲壳动物取足部"环
节动物!软体动物!扁形动物取身体软组织'避开消
化道("如个体实在太小'如部分摇蚊幼虫("则选取
完整个体"用纯水和6/d乙醇溶液分别清洗取出的
身体组织约$U$$/ $ D"保证无杂质!无污染%

#U"U"!_&8提取
研究使用一种改良的GHKZGXV

)# #*快速方法&

取得的动物组织装入洁净的玻璃十字柄组织研磨
器中加入#$

!

E碱性裂解液'&1XG"/ QQHRbE!

(_V8二钠$U" QQHRbE"BG值m2U$(研磨"将研磨
所得液体加入$U" QE离心管中"再添加"$

!

E碱
性裂解液% 离心管均在\/ e孵育%$ QC>"并贮存
于冰上% c/ QC>% 每根离心管加入%$

!

E&;:KM1RC<

PC>D4:OO;M缓冲液)# "*

"离心后取上清液%

#U"U%!)'+扩增与产物电泳
)'+扩增体系最终体积为/$

!

E"其中包括引
物#

!

E"浓度为#$

!

QHRbE"超纯水%6U2

!

E"#$ a

)'+GCD0 ,C.;RCK=)'+L:OO;M/

!

E"/$ QQHRbE[D<

ZX

-

"

!

E"#$ QQHRbE.&V)QCh#

!

E")R1KC>:QV1Y

_&8聚合酶$U"

!

E"_&8模板"

!

E% 引物见表#%

表#!引物
名称 序列'/n7%n( 参考文献

QR'X@C>K, 99*8'*99*V988'*9V*V8A''A''

QR'X@C>K+ 99+99+V8Z8'Z9VV'8Z''Z9VZ''

)#%*

!!将装有样品的\5孔板置于Z:M;'=SR;M22$$热
循环仪中进行)'+反应"为降低非特异性扩增率"

进行了#5个初始周期如下&\/ e #$ J变性!5" e

'每个周期降低# e(%$ J退火"6" e 5$ J延伸""/

个循环退火至-5 e$6" e #$ QC>后延伸% 实验包
含一个不含_&8模板的阴性对照%

#U"U-!基因序列测定
为保证每个样品测序均匀"扩增产物在等分子

质量!等质量浓度'#$ QDbE(条件下混合% 使用
@H> )R:JOM1DQ;>KRCLM1M=WCK试剂盒将#$$ >D的扩增
产物在6\

!

E无核酸酶水中进行末端修饰和片段
衔接% 用8D;>SH:MK8[):M;3)WCK试剂盒"纯化末
端和衔接片段_&8!去除引物二聚体和小于#$$ LB

的)'+产物% 纯化后的扩增产物库转移至新的#U

/ QE(BB;>.HMOEH4C>.管中"用8DCR;>K"#$$ LCH1><

1R=P;M仪器检测其_&8浓度和分布区域%

将已定量且大小适中的扩增产物库'-56 LB"

包括扩增引物"[@_标签"@H> VHMM;>K衔接片段(连
续稀释至终浓度为"5 BQHRbE"用@H> )9[K;QBR1K;

XV" -$$ WCK试剂盒附加到@Z)J表面% @Z)J在@H>

X>;VH:S0富集体系中富集"使用@H> )9[ J;Y:;><

SC>D-$$ WCK试剂盒!@H> VHMM;>K)9[试剂盒!+%#2

N",微型芯片测序% 本研究测序交由ECO;K;S0>HRH<

DC;J中国公司于上海完成%

#\##
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#U"U/!基因序列分析
用4CH7EC>:h2系统处理所得到的基因序列"

去除低质量的末端序列与引物序列"并进行序列组
装"将组装完成的序列保存为UO1JK1格式$使用+

语言软件中+4CHJKMC>DJ,软件包和+4CHSH>.:SKHM;><

NCMH>Q;>K,组件去除少于#/$ LB的片段"同时由于
'X

#

基因片段在氨基酸水平上高度保守"故未正
确编码氨基酸的非功能性序列也被去除%

在&'4@'美国国立生物技术信息中心(9;><

41>W进行在线4E8ZV比对% 剔除4E8ZV后比对出
的同一样品中序列极少的_&8片段% 将样品名称!

图片资料和4E8ZV后获得的物种比对分析!保存%

"!结果分析
"U#!样品分类

本次实验共选取#% 个底栖无脊椎动物种类"

制成#% a"份动物样品"供'X

#

基因提取'表"(%

表"!待测序生物种类及数量统计

生物种类 种类
数b个

样品
数b份

平行样品基因序列b份
平行样# 平行样"

节肢动物
'-(#-$+$A1

昆虫纲'水生(

J/*,"(1

2 2 a" #/ -2

软体动物
:$%%@*"1

双壳纲
G.51%5.1

# # a" % #

腹足纲
K1*(-$+$A1

" " a" 5 \

环节动物
'//,%.A1

蛭纲
L.-@A./,1

# # a" % -

寡毛纲
M%.3$"#1,(1

# # a" # 2

"U"!基因组测序及在线4E8ZV结果
使用新一代_&8条形码技术测定基因组"共

获取\2条'X

#

基因序列% 经过分析软件去除杂
带和引物后"剩下的核苷酸片段长度为#/ c" 65#

LB% 在#%个物种中均获得基因序列"#$ 个物种的
基因序列为有价值基因序列'表%(%

表%!不同物种在线4E8ZV结果

编号 在线4E8ZV

结果
比对获得的
基因序列长度

9;>41>W

序号 相似度bd

82- 洞穴丽蚌
B1)+-$(@%1 "15,1(1

%$- ]?-%-/$% #$$

8#$ 多巴小摇蚊
:."-$"#.-$/$)@*(1E1-@.

5%- ]?#22#%5 \2U5/

续表
编号 在线4E8ZV

结果
比对获得的
基因序列长度

9;>41>W

序号 相似度bd

8%- 摇蚊科一种
7#.-$/$).A1,*+=

"-" ?,-#"$6$ \2U//

8%\

$ 摇蚊科一种
7#.-$/$).A1,*+=

#/ ?,-#"$6$ \2U/%

85#

$ 摇蚊科一种
7#.-$/$).A1,*+=

52 ?,-#"$6$ \2U#5

8"$ 羽摇蚊
7#.-$/$)@*+%@)$*@*

# %\% ],2%%%55 \6U2%

8%$ 多足摇蚊属一种
C$%6+,A.%@)*+=

5\% ]?/%$\"# \6U//

8/% 白舌蛭
'%E$3%$**.+#$/.1 N,E,-.

# #%$ 8A\5"-/% \6U-2

8/"

$ 光滑狭口螺
!(,/$(#6-1 3%1E-1

52 ],\55/%\ \6U-6

8"% 前突摇蚊属一种
C-$"%1A.@**+=

/-$ ],-$2$2$ \5U6%

8"" 强状二叉摇蚊
O."-$(,/A.+,*/,-5$*@*

6-2 ?,-#"#%# \5U5

8"/ 寡毛纲一种
M%.3$"#1,(1 *+=

" 65# ][#\55$# \/U22

82# 铜锈环棱螺
G,%%1)61 1,-@3./$*1

5\- ?&5"#"6$ \/U-%

$

比对获得的基因序列长度l"$$ LB"因可信度不高"不进行_&8

条形码技术与形态学鉴定比对%

"U%!_&8条形码技术与形态学鉴定比对
研究表明"用_&8条形码技术与形态学鉴定

均可对同一样品进行分辨"但各有优劣"其中&_&8

条形码技术鉴定样品有- 个与形态学鉴定样品相
同"可修正和细化-个形态学鉴定样品"有#个分类
程度不如形态学鉴定样品"有#个样品存疑'表-(%

表-!_&8条形码技术识别与形态学鉴定结果比对

编号 形态学鉴定结果 在线4E8ZV结果 比对情况
82- 背瘤丽蚌

B1)+-$(@%1 %,1.

洞穴丽蚌
B1)+-$(@%1 "15,1(1

形态学鉴定
结果需修正

8#$ 软铗小摇蚊
:."-$"#.-$/$)@*(,/,-

多巴小摇蚊
:."-$"#.-$/$)@*(1E1-@.

形态学鉴定
结果需修正

8%- 蠓科一种
7,-1($+$3$/.A1,*+=

摇蚊科一种
7#.-$/$).A1,*+=

存疑

8"$ 羽摇蚊
7#.-$/$)@*+%@)$*@*

羽摇蚊
7#.-$/$)@*+%@)$*@*

一致

8%$ 多足摇蚊属一种
C$%6+,A.%@)*+=

多足摇蚊属一种
C$%6+,A.%@)*+=

一致

8/% 扁'舌(蛭科一种
K%$**.+#$/..A1,*+=

白舌蛭
'%E$3%$**.+#$/.1 N,E,-.

形态学鉴定
结果需细化

8"% 前突摇蚊属一种
C-$"%1A.@**+=

前突摇蚊属一种
C-$"%1A.@**+=

一致

#$"#
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续表
编号 形态学鉴定结果 在线4E8ZV结果 比对情况

8"" 强状二叉摇蚊
O."-$(,/A.+,*/,-5$*@*

强状二叉摇蚊
O."-$(,/A.+,*/,-5$*@*

一致

8"/ 霍普水丝蚓
B.)/$A-.%@*0HOOQ;CJK;MC

寡毛纲一种
M%.3$"#1,(1 *+=

_&8条形码
识别需细化

82# 方形环棱螺
4,%%1)61 F@1A-1(1

铜锈环棱螺
G,%%1)61 1,-@3./$*1

形态学鉴
定需修正

!!'#(复检82-号样品"背瘤丽蚌与洞穴丽蚌同
属小方蚌亚科'')E%,)./1,(丽蚌属' B1)+-$(@%1("

且为姐妹种)#-*

"洞穴丽蚌为我国特有种% 在本实
验中因_&8条形码识别相似度为#$$d"故予以
更改形态学鉴定结果% 形态学鉴定关键为对洞穴
丽蚌的洞穴判定&两壳面对应的凹凸"即在一壳为
凹"另一壳相应位置为凸% 但在实际操作中"因其
深!浅情况个体间差异大"故辨识较困难)#/*

"而使
鉴定出现一些偏差$

'"(复检8#$ 号样品"软铗小摇蚊与多巴小摇
蚊同属于摇蚊亚科'7#.-$/$)./1,(摇蚊族'7#.I

-$/$)./.(小摇蚊属':."-$"#.-$/$)@*("其中多巴小
摇蚊"$$5年由闫春财等)#5*于中国首次记录"软铗
小摇蚊为世界广布种"在本实验中因_&8条形码
识别相似度为\2U5/d"故予以更改形态学鉴定结
果% 首先确定8#$号样品与上传至&'4@9;>41>W

的物种样品为同一物种"但复检后发现形态学鉴定
关键描述仍存在一定的模糊"并未制作详实的检索
表"在今后可予以完善$

'%(复检8%- 号样品"蠓科一种与摇蚊科一种
两科同属于昆虫纲'J/*,"(1(双翅目'O.+(,-1("经检
索资料)#6*及参考样品查找"形态学鉴定应无错"故
此处存疑$

'-(复检8/% 号样品"形态学鉴定的扁'舌(

蛭科一种分类程度包含了白舌蛭"但形态学鉴定
人员水平所限"_&8条形码细化了分类程度"查
阅相关资料后采纳_&8条形码技术提供的细化
结果$

'/(复检8"/ 号样品"霍普水丝蚓属于寡毛纲
一种"_&8条形码识别因受制于本流域底栖无脊
椎动物'X

#

基因库不完善"故分类程度不如形态
学鉴定"因此_&8条形码识别需细化$

'5(复检82# 号样品"方形环棱螺与铜锈环棱
螺同为环棱螺属'G,%%1)61("在样品固定后"形态
学鉴定仅能依据体螺层的膨胀度来判别"因描述抽

象且鉴定人员水平所限"在实际工作中常有混淆"

_&8条形码在基因层面上提供了识别条件)\*

"故
采纳_&8条形码技术提供的结果%

%!讨论与展望
研究表明_&8条形码技术可应用于太湖流域

底栖无脊椎动物鉴定% 但现阶段无法替代形态学
鉴定"主要原因是太湖流域底栖无脊椎动物的绝大
多数物种'X

#

基因特征序列是未知的或是
4E8ZV所拥有的分类程度不够"故将在今后的研
究中探索建立太湖流域底栖无脊椎动物'X

#

基因
数据库%

_&8条形码技术可以鉴定已知物种"识别未
知物种"发现目前形态学鉴定物种出现的模糊区
域"但不应完全取代形态学鉴定)# 2*

% 因为在实际
应用中会遇到一些问题&

$

对于未知物种只能识
别"无法精确鉴定其分类地位$

%

无法明晰物种存
活与否"因为太湖流域生物所受环境变化影响剧
烈"物种演替变化较快"使用_&8条形码技术鉴定
采样点位物种时"会因生物死亡未分解而残留该生
物_&8"使得鉴定数据杂糅"不能很好地支撑生态
评估和政策决断$

&

太湖流域底栖无脊椎动物'X

#

基因数据库尚未建立"且之前所有结果均依赖于
形态学鉴定"如何得到精准而有延续的数据也是在
将来需要探讨的% 因为从实验室到业务工作均要
求更准确!实用的数据"所以将来应将形态学鉴定
与_&8条形码技术互相结合"获得两者印证的结
论再予以使用%
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图-!"(- 7二氯酚的五氟苄基溴衍生产物离子碎片图

%!结语
衍生方法可以大大提高酚类物质的色谱行为"

文中所述%种衍生方法均具有改善峰形!提高检测
灵敏度!降低检出限等优势% 其中"酰化衍生法衍
生试剂具有腐蚀性"会对密封垫和色谱系统有较大
的损伤"降低进样垫和色谱柱的使用寿命$硅烷基
化衍生产物结构稳定"碎片离子最丰富"但在衍生
过程中"对衍生体系的水分非常敏感"水分的存在
会大大减低衍生效果"需要确保衍生体系脱水充
分$五氟苄基溴衍生产物结构稳定"虽然碎片离子
没有硅烷基化衍生产物丰富"但相比其他"种方法
更成熟和完善%
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