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单倍型多样性和遗传分化∗
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摘　 要： 休眠卵库作为淡水枝角类生物与遗传信息的储藏库，从沉积物休眠卵库中萌发的枝角类对现生种群的数量与种

群遗传结构有着直接的影响． 分别采集流溪河水库盔型溞的现生种群和沉积物表层（０～ １０ ｃｍ）的休眠卵，扩增现生种群

与休眠卵的线粒体细胞色素 Ｃ 氧化酶亚基 Ｉ 基因，构建了单倍型网络． 休眠种群相比现生种群有着较高的单倍型多样性

和核酸多样性，初期现生种群分别为 ０．５６２、０．００１０４，末期现生种群分别为 ０．７２６、０．００３３１，休眠种群分别为 ０．８１５、０．００７６１．
流溪河盔型溞现生种群与休眠种群存在双向基因流，现生种群到休眠种群的有效迁移率为 ４９０．９，休眠种群到现生种群的

有效迁移率为 ５２７．５． 通过构建贝叶斯系统树验证了休眠种群和现有种群中并不存在隐种或者亚种的分化，休眠种群与

现生种群之间没有出现较大的遗传分化，现生种群遗传多样性来自于休眠种群，水库的休眠种群更能反映种群真实的遗

传多样性． 休眠种群与现生种群之间的基因流与休眠卵库大小无关，与休眠卵的萌发有关．
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枝角类是淡水生态系统中浮游动物的重要类群，也是水体食物网的主要组分． 枝角类通常具有两种生
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殖方式：一般情况下，枝角类以孤雌生殖为主，此时雌体所产的卵称为孤雌生殖卵，因不需要受精，也称非受

精卵；在环境条件发生不利的变化（极端温度、干旱、缺氧等）时，一些孤雌生殖卵会发育成雄体，与双性雌体

交配，进行有性生殖，产生的有性生殖卵称为休眠卵． 休眠卵在母体脱壳时，与壳瓣一同脱出，受水流及风浪

的影响漂浮至沿岸带或者沉入水底［１］ ． 不同时期产生的具有萌发活性的休眠卵沉积到水体底部，以休眠卵

的形式形成种子库［２］ ． 休眠卵库导致了世代周期重叠，形成了种群的存储机制，这种机制有利于维护种群遗

传多样性［３⁃４］ ，并在不利环境条件下，使种群在时间尺度上得到延续［５⁃７］ ．
对一个具体的水体而言，我们通常是以枝角类现生种群为对象，通过测定现生种群的遗传信息来推断

其遗传结构． 对产生休眠卵的枝角类而言，由现生种群产生的这些可完好保存于底泥中的休眠卵形成了不

同世代现生种群的种子库，特别是位于底泥表层 ２～１０ ｃｍ 中的休眠卵具有较高的活性，容易获得环境条件

的直接诱导萌发，休眠卵萌发后形成的个体对于现生种群不仅是数量上的补充，同时也进行了遗传上的补

充，这种遗传补充也可称为水体内部发生的跨世代的基因流（持续奠基者效应） ［８］ ，在很大程度上影响枝角

类现生种群的遗传多样性和结构． 然而，枝角类在通常情况下依靠孤雌生殖来快速扩张其种群数量，如果在

缺少来自外部和休眠卵库的持续基因流时，孤雌生殖产生的不同克隆系，在强选择压力下被排除在水体之

外，导致水体现生种群的遗传多样性下降． 在时间尺度上，这一过程被称为种群遗传多样性的克隆侵蚀［９］ ，
这种现象在一些轮虫和大型枝角类的研究中得到证实［１０⁃１３］ ．

在温带水体，枝角类生长季节初期，卵库中的枝角类休眠卵孵化，进入现生种群，形成休眠种群到现生

种群的基因流，增加现生种群遗传多样性，经过整个生长季节的克隆侵蚀，现生种群遗传多样性下降并通过

有性生殖产生的休眠卵进入休眠卵库，形成现生种群到休眠种群的基因流，因此，休眠种群与现生种群存在

一个双向的基因流过程［９］ ． 在热带亚热带水库中，由于全年的水温较高，有利于枝角类在水体中常年存在，
但诱导枝角类形成休眠卵的外部条件不如温带水体强烈，休眠卵库在规模上（保存的种类少、数量低）也大

大小于温带水体［１４］ ． 另一方面，热带和亚热带水库的枝角类面临鱼类的选择压力要强于温带地区，在夏季

鱼类捕食压力达到最大时，大型枝角类种群数量降至最低时（常规采样难以获得） ［１５⁃１６］ ，大型枝角类以小种

群通过垂直迁移的方式逃避鱼类捕食［１６］ ． 因此，在热带亚热带大型深水水库中，根据大型枝角类休眠卵库

对现生种群的补充相对较弱［１６］ ，即休眠种群到现生种群的基因流较弱，同时，鱼类捕食压力较强，现生种群

面临的克隆侵蚀较强，我们推断现生种群与休眠种群的遗传结构和遗传多样性会存在较大差异． 本文以热

带水库———广东流溪河水库大型枝角类盔型溞（Ｄａｐｈｎｉａ ｇａｌｅａｔａ）为研究对象，利用线粒体 ＤＮＡ 信息，比较

分析盔形溞现生种群和休眠种群的遗传结构和遗传多样性是否存在较大差异．

１ 材料与方法

１．１ 样本采集与 ＤＮＡ 提取

于 ２０１０ 年 ５ 月，在广东省流溪河水库枝角类丰度较高的敞水区，同时考虑沉积特点选择采样点（２３°４５′Ｎ，
１１３°４６′Ｅ），使用 Ｕｗｉｔｅｃ 柱状采泥器（奥地利）采集沉积物． 分别采集 ４～５ 柱保存较好的沉积物，沉积物长度

为 ３０～４０ ｃｍ． 每柱沉积物取表层 １０ ｃｍ 现场切割后转移至封口袋中，为避免由于采泥器 ＰＶＣ 柱子滑动造成

不同泥层间的沉积物交叉污染，泥层外围的沉积物切割后需要舍弃［１７⁃１８］ ． 切割后的样品分别用孔径为 ６００、
２００ 和 ３５ μｍ 的网筛依次过滤筛选，过滤后残留的液体转移至 １００ ｍｌ 塑料小白瓶中，保存于 ４℃冰箱中． 分

离出含有休眠卵的残余液体在 ２０～ ５０ 倍放大的解剖镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ ＳＺＸ７１）和显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ ＣＸ２１）下进行

观察，挑取盔型溞休眠卵［１９］ ，并转移至无水乙醇中于 ４℃下保存． 现生种群使用 １１０ μｍ 浮游生物网定性拖

网采集，现场用 ７５％乙醇固定． 带回实验室，镜检后置换无水乙醇，并置于 ４℃ 下保存． ＤＮＡ 的提取参考

Ｍｏｎｔｅｒｏ⁃Ｐａｕ 等［２０］和徐磊等［２１］的方法，使用试剂盒提取溞属 ＤＮＡ．
１．２ 线粒体 ＣＯＩ 序列扩增与测序

ＣＯＩ 基 因 扩 增 引 物 为 ＺｐｌａｎｋＦ１ （ ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＴＣＴＡＳＷＡＡＴＣＡＴＡＡＲＧＡＴＡＴＴＧＧ ） 和

ＺｐｌａｎｋＲ１（ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＴＴＣＡＧＧＲＴＧＲＣＣＲＡＡＲＡＡＴＣＡ） ［２２］ ． 扩增反应总体积为 ３０ μｌ，包括：３ μｌ
１０×ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ ｐｌｕｓ），ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ ２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，引物各 ０．５ μｍｏｌ ／ Ｌ， ０．５ Ｕ Ｔａｑ 酶（ＴａＫａＲａ）和 ３ μｌ 模板

ＤＮＡ． 扩增条件为 ９５℃预变性 １ ｍｉｎ， ９４℃变性 ４０ ｓ， ５１℃退火 ４０ ｓ，７２℃延伸 １ ｍｉｎ，共 ３５ 个循环；７２℃
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３ ｍｉｎ 充分延伸 ４℃结束． 扩增产物经凝胶电泳检测后，选取目的条带清晰且亮度大的 ＰＣＲ 反应产物送华诺

基因进行测序． 所有样品均采用双向测序，正反向互补拼接后得到较完整序列． 现生种群和休眠种群提取

ＤＮＡ 个体数为 ２０～３０ 个个体或休眠卵．
１．３ 数据处理及系统学分析

１．３．１ 数据处理　 测序获得的 ＣＯＩ 基因序列先在 ＮＣＢＩ 数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 搜索比对以保证序列的可靠性．
用 ＢｉｏＥｄｉｔ ７［２３］软件及其附带的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 比对软件将实验获得的和 ＧｅｎＢａｎＫ 中下载的 ＣＯＩ 基因序列进行同

源比对，获得的 ＣＯＩ 基因序列用于分析． 单倍型多样性及核算多样性等在 ＤｎａＳＰ ５．１０ 软件［２４］ 中分析计算．
遗传差异度在 ＭＥＧＡ ６．０６ 软件［２５］ 中分析，其中 ＣＯＩ 基因序列遗传差异度采用 Ｋｉｍｕｒａ 双参模型（Ｋｉｍｕｒａ
２⁃ｐａｒａｍｅｔｅｒ）计算；变异估算方法为自举法（ｂｏｏｔｓｔｒａｐｐｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ），运行次数为 １０００；核苷酸替代包括转换和

颠换，序列间位点选择相同进化率，删除缺失位点． 在 ＨＡＰＬＯＶＩＥＷＥＲ 中构建单倍型网络图［２６］ ． 根据溞属枝

角类线粒体基因的突变率［２７］ ，使用 Ｍｉｇｒａｔｅ⁃ｎ ｖｅｒｓｉｏｎ ３．６ 软件计算有效群体大小（Ｎｅ）及群体间的长期有效

迁移率 Ｍ（Ｍ＝ｍ ／ μ，ｍ 为每世代有效种群迁移率，μ 为供点突变率），判断种群间基因流强度分析使用

Ｂａｙｅｓｉａｎ ＭＣＭＣ 方法（迭代次数为 １００００，重复计算 ５ 次，加热方案为默认的 １．０、１．５、３、１００００００）． 有效种群

大小是指在一个理想种群中，和该种群随机遗传漂变下的等位基因传播或者近亲繁殖等同的个体数量．
１．３．２ 系统学分析　 构建 ＣＯＩ 系统树之前，将获得的所有序列用 Ｍｒｍｏｄｅｌｔｅｓｔ ２．３ 软件进行 ＡＩＣ 最适核酸替换

模型筛选［２８］ ，选用 ＭｒＢａｙｅｓ ｖ． ３．１．２［２９⁃３０］构建贝叶斯系统树． 详细参数设置如下：同时起始 ４ 条马尔科夫链，
即 ３ 条热链和 ｌ 条冷链，以随机树为起始树，共运行 １００００００ 代，每 １００ 代抽样 １ 次，重复 １ 次． 在舍弃老化

样本后，根据剩余的样本构建一致树． 以后验概率来表示各分支的置信度， ９５％以上为接受 ＰＰ 值，认定为可

靠分支． 外类群选自长刺溞复合种（Ｄａｐｈｎｉａ ｌｏｎｇｉｓｐｉｎａ ｃｏｍｐｌｅｘ）中的 Ｄａｐｈｎｉａ ｄｅｎｔｉｆｅｒａ 和 Ｄａｐｈｎｉａ ｌｏｎｇｉｓｐｉｎａ，
序列来自 ＮＣＢＩ（登录号为 ＫＭ５５５３６６；ＥＦ３７５８６０）． 分析完成的系统树通过 ｔｒｅｅｖｉｅｗｖ． １．６．６［３１］展示．

２ 结果

２．１ ＣＯＩ 基因分歧度和单倍型

共获得 ７１ 条 ＣＯＩ 序列（每条 ＣＯＩ 基因序列对应 １ 个个体），长度为 ５８１ ｂｐ，其中初期现生种群 ２４ 个，末
期现生种群 ２０ 个，休眠种群 ２７ 个（表 １）． ＣＯＩ 基因序列比对结果显示序列可识别位点（包括缺失与丢失的

位点）５８１ 个，其中保守位点 ５４６ 个，变异位点 ３５ 个，单一位点 ２３ 个，简约信息点 １２ 个． 基于 Ｋｉｍｕｒａ 双参数

模型计算的初期现生种群遗传差异度为 ０．１％ ，末期现生种群遗传差异度为 ０．３３％ ，休眠种群的遗传差异度

为 ０．７７％ ，初期和末期现生种群与休眠种群间的遗传差异度均为 ０．６％ ，初期现生种群与末期现生种群间的

遗传差异度为 ０．２％ （表 ２）． 初期现生种群、末期现生种群和休眠种群的单倍型多样性分别为 ０．５６２、０．７２６ 和

０．８１５：核酸多样性分别为 ０．００１０４、０．００３３１ 和 ０．００７６１（表 １）． 现生种群获得的 ４４ 条 ＣＯＩ 基因序列和休眠种

群获得的 ２７ 条 ＣＯＩ 基因序列共产生 １５ 个单倍型（图 １）．

表 １ 流溪河水库盔型溞现生种群和休眠种群的单倍型多样性和核酸多样性

Ｔａｂ．１ Ｔｈｅ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｏｒｍａｎｔ ａｎｄ
ａｃｔｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｄａｐｈｎｉａ ｇａｌｅａｔａ ｉｎ Ｌｉｕｘｉｈｅ Ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ

种群类型 个体数量 单倍型 单倍型多样性 核苷酸多样性

初期现生种群 ２４ ３ ０．５６２ ０．００１０４
末期现生种群 ２０ ５ ０．７２６ ０．００３３１
休眠种群 ２７ １１ ０．８１５ ０．００７６１

２．２ 基因流

通过 Ｍｉｇｒａｔｅ⁃ｎ ｖｅｒｓｉｏｎ ３．６ 软件基于溯祖理论对种群间基因流水平进行分析，并使用群体间的长期有效迁

移率 Ｍ 对基因流强度进行描述． Ｍ 值衡量的是在一定突变率下，每个世代迁入的个体对整个种群遗传变异的

影响程度． 分析发现休眠种群的有效种群为 １９２１０７，休眠种群到现生种群的 Ｍ 值为 ５２７．５，现生种群的有效种

群为 ７２８５，现生种群到休眠种群的 Ｍ 值为 ４９０．９，流溪河盔型溞现生种群与休眠种群存在双向较强的基因流．
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表 ２ 流溪河水库盔形溞现生种群和休眠种群种间和种内的遗传差异度（％ ）
Ｔａｂ．２ Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｏｒｍａｎｔ ａｎｄ ａｃｔｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｄａｐｈｎｉａ ｇａｌｅａｔａ ｉｎ Ｌｉｕｘｉｈｅ Ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ

种群类型 初期现生种群 末期现生种群 休眠种群

初期现生种群 ０．１±０．０８
末期现生种群 ０．２±０．１ ０．３３±０．１１
休眠种群 ０．６±０．２ ０．６±０．２ ０．７７±０．１９

图 １ 基于 ＣＯＩ 基因序列构建的盔型溞现生种群和休眠种群的单倍型网络

Ｆｉｇ．１ Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｎｅｔｗｏｒｋ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｏｒｍａｎｔ ａｎｄ ａｃｔｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｄａｐｈｎｉａ ｇａｌｅａｔａ
ｗｉｔｈ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ＣＯＩ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２．３ 系统学分析

由贝叶斯系统进化树 （图 ２）可知，休眠种群与现生种群间并未出现较大分化，且并不存在隐种或者亚

种的分化．

３ 讨论

３．１ 休眠种群与现生种群的单倍型多样性

流溪河盔型溞的休眠种群相比现生种群有着较高的单倍型多样性（克隆多样性）（图 １ 和表 １），这与休

眠卵库的形成过程和补充机制有关． 当一个水体新形成时，不同水体的盔型溞孤雌生殖个体或者休眠卵通

过水流、鸟类迁徙、人类活动等途径进入水体，通过快速的孤雌生殖方式，快速占据水体中的生态位，形成稳

定种群（克隆系组成），直到生长季节末期，水温或其他水环境条件发生改变，盔型溞通过有性生殖产生休眠

卵，进入休眠卵库． 春季枝角类生长季节初期，底泥中的休眠卵随着水体全同温水流扰动等影响，迁移至水

层区或沿岸带萌发诱导，萌发后的盔型溞通过孤雌生殖形成现生种群． 最终，休眠种群与现生种群形成一个

动态平衡过程，而随后外源新迁入的盔型溞（新的克隆系）面临现生种群的竞争优势与该生境下的选择压

力，难以直接形成有效的基因流进入现生种群［３２］ ，更多是以休眠卵的形式保存在底泥中，等待获得萌发的机

会，经过长期的积累，使得休眠种群具有较高的遗传多样性（克隆多样性）．
与休眠种群不同，现生种群在生长季节初期完全依赖于休眠种群的补充，即休眠种群的萌发，决定了生

长季节初期现生种群的遗传结构． 流溪河水库处于在我国热带亚热带地区，枝角类群落结构以及所面临的

选择压力与温带湖泊都有着明显的区别［１５⁃１６］ ． 由于全年的水温较高，有利于一些枝角类种类的种群在水体

中常年存在，诱导枝角类形成休眠卵的外部条件（如低温）不如温带水体强烈，导致热带水体休眠卵库相对

较小［１４］ ． 此外，我国热带亚热带地区的水库受人为控制水量（防洪、发电和灌溉等）的影响，休眠卵库的动态

变化与水库的水文过程有着更为紧密的联系． 特别是受季风气候影响降水较为集中的雨季，水库水位波动

和水滞留时间变化较大，沿岸带形成的休眠卵被水流冲刷带入敞水区，因此而减小接触孵化刺激的机会． 而
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图 ２ 基于 ＣＯＩ 基因序列构建盔形溞现生种群和休眠种群贝叶斯系统进化树
（ｐｏｐ１ 为休眠种群；ｐｏｐ２ 为末期现生种群；ｐｏｐ３ 为初期现生种群）

Ｆｉｇ．２ Ｂａｙｅｓ ｔｒｅｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｏｒｍａｎｔ ａｎｄ ａｃｔｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｄａｐｈｎｉａ ｇａｌｅａｔａ ｗｉｔｈ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ＣＯＩ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
（ｐｏｐ１ ｉｓ ｄｏｒｍａｎｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ； ｐｏｐ２ ｉｓ ｅｎｄ ａｃｔｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ； ｐｏｐ３ ｉｓ ｉｎｉｔｉａｌ ａｃｔｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ）

在敞水区形成的休眠卵却很少有机会进入浅水区，现生种群和休眠种群的种群数量都会受水流冲刷带来的

平流损失的影响，从而使得现生种群缺失来自于休眠卵库的持续补充［３３⁃３４］ ． 另一方面，热带亚热带水库中，
鱼类捕食压力较强，枝角类生长季节较短［１５］ ，枝角类现生种群的遗传多样性面临的克隆侵蚀较强． 而本文

所采集的现生种群为生长季节初期和末期种群，在经历了整个生长季节的克隆侵蚀后［９，３５］ ，现生种群的单倍
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型多样性降至最低，因此，流溪河盔型溞的休眠种群相比现生种群有着较高的单倍型多样性（克隆多样性）．
３．２ 休眠种群与现生种群的基因流

我们假设在热带亚热带大型深水水库中，由于大型枝角类休眠卵数量较小（密度为 １０３ ～ １０４ ｉｎｄ． ／ ｍ２），
比温度地区水体低 １～２ 个数量级［１４］ ，休眠种群对现生种群的补充相对较弱，即休眠种群到现生种群的基因

流较弱，然而，研究结果显示，流溪河盔型溞现生种群与休眠种群存在双向较强的基因流，现生种群到休眠

种群的 Ｍ 值为 ４９０．９，休眠种群到现生种群的 Ｍ 值为 ５２７．５，这与我们的推断不同，由此可见，休眠种群到现

生种群的基因流与休眠卵库大小无关，但与休眠卵的萌发有关． 不同时期的现生种群单倍型多样性对比发

现，生长季节初期现生种群的单倍型多样性低于生长季节末期，可见，整个生长季节过程中，休眠卵不断从

休眠卵库萌发，补充进入现生种群． 温带地区的研究表明，溞属枝角类休眠卵的萌发主要与水温有关，孵化

时间与水温呈负相关． 以蚤状溞（Ｄａｐｈｎｉａ ｐｕｌｅｘ）为例，当水温为 ７℃时，孵化时间在 １０ ｄ 以上，当水温达到

１２℃时，孵化时间为 ７～１０ ｄ，而当水温达到 １５℃时，孵化时间为 ３～６ ｄ，对于大型溞（Ｄａｐｈｎｉａ ｍａｇｎａ），前 ７ ｄ
的萌发率达到 ６６％ ，１５ ｄ 的萌发率更是高达 ８１．９％ ，由休眠卵孵化的个体中，至少有 ５７％ 的个体可以发育为

成体，完成一次孤雌生殖［３６⁃４０］ ． 如此高的休眠卵萌发效率，使得在温带及高海拔分布的溞属枝角类休眠种群

可以在湖泊冰层消失之后的两周内迅速萌发，进入现生种群［４１］ ． 在流溪河水库，冬季（１２ ２ 月）底层平均水

温为 １３℃，而在枝角类生长季节初期（２ 月末，３ 月初）底层平均水温可达 １５℃以上，意味着盔型溞的休眠卵

可以达到最适萌发条件，并在短时间内完成萌发，因此，较高的萌发率和较短的萌发时间使得盔型溞的休眠

种群可以在短时间内进入现生种群． 盔型溞现生种群在经历了整个生长季节的克隆侵蚀后，在生长季节末

期，盔型溞又通过有性生殖产生休眠卵，进入底泥，从而形成现生种群到休眠种群的基因流． 可见，流溪河盔

型溞现生种群与休眠种群始终存在双向的基因流，因此，休眠种群与现生种群没有出现较大的遗传分化，现
生种群遗传多样性来自于休眠种群，因此，在水库中，休眠种群更能反映种群真实的遗传多样性．
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