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武汉东湖浮游生物群落DNA多态性与富营养化

颜庆云‘,2，余育和“，张文静‘，“
(1.中国科学院水生生物研究所，武汉 430072;2.中国科学院研究生院，北京 100039)

摘要:对武汉东湖不同程度富营养化湖区，即站I、站II与站11浮游生物进行了群落级DNA多态性的DNA指纹研究，并就其

拓扑结构与富营养化特征参数之间关系进行了分析。实验结果如下:(1)各站点总氮、总磷及叶绿素a分别为1. 146~  2. 235

mg/L,0.013-0.210 mg/L和40.25-109.22Kg/L; (2)所筛选的5个随机引物共获得29个扩增位点，其中多态位点占

75. 9 Y，各引物扩增谱带数在2̂-6间。站11的扩增条带数最多、谱带多态率最高(69.6%)、特有带最多;(3)特定浮游生物类群

的特异性PCR扩增谱带为1̂-6条不等，站间差别甚小。聚类及综合分析表明:DNA指纹拓扑结构与浮游生物及特定浮游生物

类群的物种多样性丰度相吻合，并与富营养化主要指示参数存在明显相关，即在一定范围内浮游生物群落DNA多态性与富营

养化程度呈反方向发展，而原生动物则表现出同向性发展趋势。因此，群落级DNA指纹分析不仅能为生态学研究洞开一片新

颖的视窗，并有可能孕育出一种简便而灵敏的水体富营养化危机预警系统。
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The DNA polymorphism of plankton community and eutrophication in Lake

Donghu，Wuhan
YAN Qing-Yun', 2，YU Yu-He“，ZHANG Wen-Jing', 2(1. Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan

430072; 2. Graduate School of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100039, China). Acta Ecologica Sinica,2005,25(3):461-465.

Abstract: With increasing water pollution，much more attention has been paid to biodiversity and its relationship with

environment in order to preserve biodiversity and manage water resources scientifically as well. Based on the previous

investigation of the authors，which demonstrated that it is feasible to show genetic diversity by DNA fingerprinting, this study

is further going to explore the relationship between DNA polymorphism of plankton community and eutrophication of target

lake.

    To assess the DNA polymorphism of plankton community, environmental samples were obtained from Donghu Lake areas

with different trophic levels. After measuring the concentrations of TN，TP and Chl-a，the DNA polymorphism was assessed

by random amplified polymorphic DNA (RAPD) and PCR amplification with specific primers. Furthermore，correspondences

between topology structure of DNA fingerprinting and three crucial factors (TN，TP, Chl-a) of eutrophication was analyzed.

The experimental results were:(i) the concentrations of TN, TP and Chl-a at different sampling stations were 1. 146一2. 235

mg/L，0. 013一0. 210 mg/L and 40. 25一109. 22pg/L，respectively; (ii) five of twenty screened random primers used in the

survey generated a total of 29 scorable RAPD bands，75. 9 0 o of which were polymorphic and the number of bands scored per

primer varied from two to six, additionally, the frequencies of polymorphisms at station 11 was the highest (69. 6%)，both the

individual fragments and total number of bands at station 11 were the most;and (iii) the PCR amplification targeted as the
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peculiar group of plankton (protozoan community) showed that the number of bands scored per primer varied from one to six，

and the marked discrepancy between stations was unobvious. Based on these experimental results，the clustering and

synthetically analysis showed that th} topology structure of DNA fingerprinting was correspondent to the species diversity of

plankton community, so was the protozoan data and the eutrophication data. Concretely speaking, in a certain range，the DNA

polymorphism of plankton community goes conversely to the level of eutriphication, while the protozoan community goes on

the same direction.

    In conclusion, results of the present investigation have indicated highly that DNA fingerprinting on plankton community

would provide a new idea for ecological study, and :t will be possible to conceive one simple and efficient forecasting system for

the crisis of water resource.

Key words:DNA polymorphism; DNA fingerprinting; plankton community; eutrophication; Lake Donghu，Wuhan

文章编号:1000-0933(2005)03-0461-05 中图分类号:Q178. 1 文献标识码:A

    湖泊、河流、海洋等水体生态系统中的浮游生物是在物质转化和能量流动等方面起着极其重要作用且相互关联的生命系

统。浮游生物之间及其与环境间均是密切相关的— 浮游动物的生存不能脱离浮游植物，浮游植物的正常生活同样少不了浮游

动物，这源于它们间经常性的能量转移和物质交换[U7;生物从环境中吸收新陈代谢所需要的营养物质，并把代谢产物排人环境，

同时，生物通过自己的生命活动改变着周围环境。另一方面，生物为了生存也适应着不断变化的环境[[2.3]。总之，浮游生物与它们

所生存的环境形成了一个结构和功能上的有机统一体。

    DNA多态性主要是指不同物种或同一物种内不同个体间基因组序列的差异，它是生物多样性的遗传基础[[4]。而DNA指纹

分析正是广泛应用于种群及个体水平生命系统DNA多态性研究的一种强有力的分子生物学技术[57，余育和等[[s1探讨了这一技

术在群落级生命系统应用的可行性并获得了有益的结果。本文就是在这种基础上，将浮游生物视为一个功能类群进一步探索其

DNA多态性与当今所普遍关注的湖泊富营养化指示参数，即总氮(TN)、总磷(TP)和叶绿素a (Chl-a)的关系，以期为生态学研

究提供一种思路、并为预警水资源及其所依赖的生态系统面临的威胁提供参考。

1 材料与方法

1.1 样品的收集

    采样点设在富营养化的武汉东湖，2003年9月，在营养水平不同的水果湖区(I ),郭郑湖区(II)和汤林湖区(图1)利用采

水器在表层采取1L水作为制备浮游生物群落DNA水样，水样经充分混匀后，取50 ml沉淀lh，去除杂质后离心(8000r/min,

5min)并转人一新的1. 5m1离心管，用灭菌双蒸水清洗3次(每次清洗后8000r/min离心3 min)以去除薪附于浮游生物表面的

水溶性杂质。

N
人

1.2 群落DNA抽提

    向浮游生物样品加人60011裂解液(4 Yo SDS; 250mmo1/L

Tris-Cl, pH=8.0;60mmo1/L Na,EDTA)和蛋白酶K(终浓度为

0. 2mg/ml)，室温下裂解lh后离心(6500r/min,10min)并将上清

转人一新的离心管。等体积酚抽提后用酚 :氯仿 :异戊醇

(25 : 24 : 1)再抽提一次，上清液用2/3体积的冷异丙醇沉淀

3h、离心(13000r/min,10min)、弃上清，然后用 70%冷乙醇清

洗，干燥后溶于TE备用。总DNA用 0. 7%的琼脂糖凝胶(含

0.5川/ml的EB)进行电泳评估制备效果，并用 BECKMAN

DU530 DNA/Protein Analyzer测定DNA含量及纯度。

1. 3 RAPD扩增

    以I站浮游生物群落DNA为模板，并用灭菌双蒸水作阴性

对照，从Operon公司OPM-01-OPM-20共20条随机引物中筛

选出扩增结果稳定、谱带清晰、多态性好的5条引物(OPM-O1,

III.

Z I/ /  II。
T.

、阅
                    图 1

Fig. 1  The distribution

武汉东湖采样点分布图

of sampling sites in Lake Donghu,Wuhan
OPM-02,OPM-03,OPM-18,OPM-19)对3个站点的DNA模板

进行RAPD扩增。扩增反应参照Williams等[71，在25. 0ft1反应体系中包含约40ngDNA(模板量基本保持一致),2.5[41 10 X PCR

buffer,2K1 25 mmol/L M9Cl2，1. 5u1 2mmol/L dNTP,

后稍离心将反应液集中于管底。在Perkin ElmerTM 9600

1. 5ng引物，2 U Taq酶(MBI公司产品)，其余用灭菌双蒸水补齐，混匀

型PCR仪上进行以下扩增:94℃预变性5 min，后接40个循环(每个循



3期 颜庆云 等:武汉东湖浮游生物群落DNA多态性与富营养化 463

环依次包含94C 20s,360C 30s,72'C 120s)，然后72℃延伸5 min，反应终止于4'C。用1.4%的琼脂糖凝胶(含0. 5p.g/ml EB)在

1 X TAE缓冲液中对扩增产物以3V/cm (60V)的电压进行电泳分离、Image UVP凝胶处理系统观察并一次性成像。

1.4 特异引物的PCR扩增

    利用针对浮游生物特定类群— 原生动物特定序列的特异引物(CW15946/47,EGMS6,EGMS4,ITS1及HSP)对3个站

的浮游生物群落DNA进行PCR指纹分析。PCR扩增程序如下:94'C预变性5min，然后循环35次— 94'C 60s, X C(因引物

碱基不同而异)55s, 72'C 55s;最后于72℃延伸10min，反应终止于4C o

1.5 数据统计及分析

    为保证良好的重复性，每次RAPD扩增至少重复两次，稳定、清晰的谱带用于最终的数据分析。根据200bp DNA Ladder指

示的标准分子量，对照反应产物在琼脂糖凝胶上的迁移率和Image UVP的扫描曲线，依据统一的标准确定片断大小，分别以

1,0代表扩增位点的有、无输入计算机程序生成。/1矩阵并用STATISTICA 6. 0软件(Ward's method)进行聚类。特异引物

PCR扩增结果统计参照以上方法进行。

2 结果

2.1 总DNA抽提

    本实验方法获得的DNA ODz6o/OD28o值在1.85-2.00之间，经。.7%的琼脂糖凝胶电泳后呈现单一区带，表明该方法提取

的浮游生物群落总DNA在纯度上符合PCR的要求。

2.2  DNA指纹分析

    5条随机引物共获得29个扩增位点，多态位点占75. 9 ，各引物对不同站点DNA扩增得2̂-6条谱带，其中条带数最多的

均出现在II站，分别为OPM-01和OPM-19引物。I , I , II<站分别获得17,14,23条谱带，其中E站的有69.6%是多态性带，

I、I站的多态率分别为58. 8%和57.10o;此外，I、1 ,IQ站的特有带分别为4,1,6条(表 1). RAPD标记聚类(图2,A)显示

II站和班站优先聚在一起。

                                            表1  RAPD标记及特异引物RCP扩增结果比对

                      Table 1  The pairwise comparison of RAPD markers and PCR amplification with specific primers

采样站 条带的有无(分别用1,0表示)The presence and absence of fragments (record as 1, 0 respectively)

Sampling station RAPID标记 RAPD markers 特异引物PCR扩增PCR with specific primers

I站 Station I

ll站 Station I

m站 Station IQ

01101110110001110011011100110

00110101100000110111110011000

11111101111110011011111111001

1110110110010100111010010101

0100010111100110001100111101

0101111011011101011001011011

    特异引物尽管是针对原生动物的特定序列，但各引物在3个站均可获得1̂-6条数目不等的清晰条带。除引物HSP在3个

站只获得一条大小相同的带外，其它在不同站间既有共有带，也有特异带(表1)，且差异甚小。从STATISTICA聚类(图3. B)

来看，工站和五站间的相似程度高于其它两两之间。

2.3 叶绿素a含量及主要理化特征

    湖泊富营养化指示参数TN,TP及 Chl-a的测定结果如表 2所示，就此进行的相似性聚类分析显示 工、1站间的相似程度

高于I、ID站或ff、I站之间(图2,C,D)o

3 讨论

    理论上讲，具有相似物种组成的生物群落应该拥有相似

的DNA指纹图谱，因为各物种都有其特有的DNA遗传背景，

而DNA指纹图谱恰是该背景重要表现。那么反过来是否可以

通过DNA指纹图谱来反映群落结构呢?细菌等原核生物的研

究[Cal支持了这一假设，余育和等[[61的研究在真核生物层面也支

持了这一点。此外，氮、磷等作为生物生长和发育的重要营养

元素，是水生生物的关键制约因子，并且存在着某种意义上的

对应关系(如环境指示种、优势种)，关于富营养化与浮游生

物、底栖动物多样性的研究[9,10I就是很好的证明。鉴于此，本文

表2 东湖 I , ll ,III站 2003年9月总氮、总磷及叶绿素a含f

Table 2  The concentration of TN, TP and Chl-a at station I，11

and III in September 2003

采样站

Sampling

总氮、总磷及叶绿素a含量
The concentrations of TN,TP and Chl-a

station
总氮TN

(mg/L)

总磷丁P

(mg/L)

叶绿素a

Chl-a (kg/l)

I站 Station I

，站Station

11站 Station

2. 235        0. 210

1. 773        0. 174

1.146         0.013

102. 52

109. 22

40. 25

二东湖湖泊生态系统试验站提供的未发表数据The unpublished data

from Donghu Experimental Station of Lake Ecosy-stems

将浮游生物视为一个功能类群进一步探索其DNA多态性与当今所普遍关注的湖泊富营养化问题间的关系。

3.1 东湖富营养化现状

    武汉东湖是长江中下游的一个中小型浅水湖泊，20世纪 70年代以前水生高等植物密布、湖水多清澈见底，之后由于人类
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活动的影响和环境的改变，湖泊极度富营养化，已由20世纪60年代的草型湖泊演变为现在的藻型湖泊。尽管自1985年蓝藻

“水华”消失后比较一致的观点认为水果湖区((I站)处于超富营养水平，东湖主体郭郑湖区(II站)处于富营养水平，而汤林湖区

( II(站)属中营养水平[[9.111。但是，富营养化的特征参数，即TN,TP和Chl一含量在同一机构的不同研究中表现出的年际差异较

大，有时甚至是起伏变化(图3)，东湖富营养化状况果真如此?究其原因恐怕不完全是营养水平本身变化所致，还有可能是受测

定方法、仪器设备、采样设计、操作人员等因素的影响。并分析浮游生物群落DNA多态性与富营养化的关系。

3.2 浮游生物群落DNA多态性及其与富营养化的关系

    RAPD指纹分析表明3个站间的浮游生物群落遗传结构存

在明显的表观差异— 实验中获得的稳定可分辨的谱带数1站

最多，且多态率最高，特有带也是 3个站中最多的，表明1站的

浮游生物多样性是最高的。因为在同样的条件下，条带数的多少

直接来源于模板与引物互补配对的几率大小，而配对几率又由

模子(DNA模板)所决定，供同一随机引物选择的模子多，理论

上几率才大。这一推论与谢平等E91、雷安平等[[14」形态学分类研究

认定处于中营养水平的汤林湖多数浮游生物类群的多样性是最

高的结论是相符的。工站和II站由于TN,TP及Chl-a含量高、

污染导致富营养化严重，从而浮游生物种类相对较少。从

STATISTICA的聚类来看，图2A和C的分支结构不一致，前

者显示II站和IQ站相似性高，表明它们间的浮游生物群落DNA

多态性较为相似;而后者显示 I站和1站优先聚在一起，表明它

们间的TN,TP及Chl-a背景值较为相近。事实上I、II站分别

属于超富营养水平和富营养水平，营养水平都较高，相差不是太

大，而处于中营养水平的1站则低得多;从生物多样性来看，I

站由于有大量的生活污水和工业废水的排人，水体超富营养化，

I

        图2

The similarity

东湖工、皿、1B站相似性聚类

clustering of station Il and I in Lake

RAPD标记，B:基于特异引物

及 Chl-a数据(表 2), D:基于

RCP

2003

扩增，C:基于2003年

年 TN, TP数据 A:

Based on RAPD markers, B: based on PCR amplification with

specific primers,[:based on the data of TN,TP and Chl-a in 2003

(Table 2),D:based on the data of TN,TP in 2003
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2003    1998-1999 1995 1996 2003   1998-1999 1995-1996

          年份 Year

2003   1995-1996   1991

                                    图3 东湖I、II、8站总氮、总磷、叶绿素a含量年际变动

                    Fig. 3  The yearly variation of TN,TP and Chl-a at station, I，II and 11 in Lake Donghu

2003年数据由东湖湖泊生态系统试验站提供;1998 1999年数据引自龚志军等[10] ;1995̂-1996年数据引自杨宇峰等[[127;1991年数据引自

杨宇峰等[137 The data of 2003 was provided by Donghu Experimental Station of Lake Ecosystems;the data of 1998̂ 1999 was cited from

Gong Z 7 et al. I107;the data of 1995̂-1996 was cited from Yang Y F et al. ["7;the data of 1991 was cited from Yang Y F et al. [131

以致只剩下一些耐污染的浮游生物种类，II站和11站相对来讲则更适合浮游生物的生长，多样性相对较高[[s.141。此外，由于原生

动物是水资源质量评价的重要指示生物，利用针对原生动物特定序列的特异引物对群落DNA进行了试探性的扩增，结果显示

各引物在不同站点得到1-6条长度在200bp-1600bp的谱带，且站间差异甚小。由于引物是针对原生动物的特定序列，所以理

论上认为PCR指纹所反映的主要是原生动物DNA多态性。故此在进行聚类分析时我们省掉了与浮游植物密切相关的叶绿素

a数据，仅用总氮、总磷数据与特异引物PCR指纹拓扑结构的聚类(图2B,D)进行对比分析。两者的聚类结果完全一致，即I、

II站优先聚在一起，然后再与皿站并合。据此可以判定原生动物作为浮游生物的一特定类群，其多样性与富营养化程度具有同

向性发展趋势，因为营养物质的增加促进了水质的肥沃，给原生动物提供了良好的饵料基础[[15,161

    综上所述，尽管本文还只是对浮游生物群落DNA多态性及其与富营养化间关系的探索性研究，但这表明群落级DNA指
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纹分析不仅能为生态学研究洞开一片新颖的视窗，并有可能孕育出一种简便而灵敏的水体富营养化危机预警系统。因此，将在

完善现有技术和建立新的群落水平DNA指纹分析技术的同时逐步积累各类水体浮游生物群落遗传资料，并在综合分析群落

DNA多态性与生物组成及理化因子关系的基础上探讨生态问题的分子机制，以期最终建立起完善的预警系统。
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