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封面图说: 滩涂芦苇及野鸭群———中国的海岸湿地,尤其是长江入海口以北的海岸线,多为泥质性海滩,地势宽阔低洼,动植物

资源丰富,生态类型独特,为迁徙的鸟提供了丰富的食物和休息、庇护的良好环境,成为东北亚内陆和环西太平洋鸟

类迁徙的重要中转站和越冬、繁殖地。 一到迁徙季节,成千上万的各种鸟类飞临这里,尤其是雁鸭类数量庞大,十分

壮观。
彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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铜陵铜尾矿废弃地生物土壤结皮中的蓝藻多样性

刘摇 梅1,赵秀侠1,詹摇 婧2,高摇 毅2,阳贵德1,孙庆业2,*

(1. 安徽大学生命科学学院, 合肥摇 230039; 2. 安徽大学资源与环境工程学院, 合肥摇 230039)

摘要:生物土壤结皮是生态系统原生演替过程中的一个早期阶段,在铜陵铜尾矿废弃地自然生态恢复过程中生物土壤结皮在尾

矿废弃地表面广泛分布。 以生长在铜陵杨山冲和铜官山 2 处铜尾矿废弃地的生物土壤结皮为研究对象,运用常规培养方法和

变性梯度凝胶电泳技术(PCR鄄DGGE)对不同群落生物土壤结皮中的蓝藻多样性及优势类群进行研究。 结果表明 2 种研究方法

所获得的蓝藻种类组成具有明显差异。 显微观察结果表明常规培养试验中主要蓝藻类群为微囊藻属(Microcystis)、色球藻属

(Chroococcus)、颤藻属(Oscillatoria)、念珠藻属 (Nostoc) 和浮鞘丝藻属 (Planktolyngbya),其中优势种类主要为铜绿微囊藻

(Microcystis aeruginosa)、断裂颤藻(Oscillatoria fracta)和细浮鞘丝藻(Planktolyngbya subtilis);提取样品中微生物总 DNA,对蓝藻

16S rRNA 进行 PCR鄄DGGE 分析,回收 DGGE 图谱中 24 个条带进行测序分析,结果显示,所有序列与 GenBank 数据库中的近缘

蓝藻的相似性系数均在 93% 以上,其中优势蓝藻类群主要隶属于微鞘藻属(Microcoleus)和细鞘丝藻属(Leptolyngbya),裸地

(YL)处和木贼群落下尾矿表面(YM)的生物土壤结皮中优势蓝藻类群主要为微鞘藻属,而黄色真藓鄄藻类混合结皮(YT)和白

茅群落(YB,TG)下的生物土壤结皮中的优势类群主要隶属于细鞘丝藻属。

关键词:铜尾矿废弃地;生物土壤结皮;蓝藻;多样性;DGGE

Cyanobacterial diversity in biological soil crusts on wastelands of copper
mine tailings
LIU Mei1, ZHAO Xiuxia1, ZHAN Jing2, GAO Yi2, YANG Guide1, SUN Qingye2,*

1 School of Life Science, Anhui University, Hefei 230039, China

2 School of Resources and Environmental Engineering, Anhui University, Hefei 230039, China

Abstract: Biological soil crusts are an initial stage of primary ecological succession, and are widely distributed on the
wasteland surfaces of copper mine tailings that are undergoing natural ecological restoration. We investigated the
cyanobacterial diversity and the dominant taxa in biological soil crusts growing on Yangshanchong and Tongguanshan copper
mine tailings. We used conventional cultivation and fingerprinting by polymerase chain reaction鄄denaturing gradient gel
electrophoresis (PCR鄄DGGE). Biological soil crust samples were collected from moss鄄algal crusts of the Imperata cylindrica
community of the Tongguanshan and Yangshanchong mine wastelands, moss鄄algal crusts of the Yangshanchong mine
wasteland, moss鄄algal crusts of the Hippochaete ramosissimum community of the Yangshanchong mine wasteland, and moss鄄
algal crusts of the Zoysia sinica community of the Yangshanchong mine wasteland. The surface layers of tailings samples
from bare wasteland without plant communities were collected for comparison. Conventional cultivation and molecular
methods showed somewhat different cyanobacterial species composition. Microscopic observation showed that Microcystis,
Chroococcus, Oscillatoria, Nostoc, and Planktolyngbya were the main taxa cultivated, and dominant species included
Microcystis aeruginosa, Oscillatoria fracta, and Planktolyngbya subtilis. Different samples showed different species
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composition; however, M. aeruginosa was found in all biological soil crusts from wastelands at different developmental
stages. It was abundant in the crusts of the I. cylindrica community of the Tongguanshan mine wasteland, in the moss鄄algal
crusts of the Yangshanchong mine wasteland, and in the bare wasteland without the colonization by plant communities.
Three 16S rRNA cyanobacterial鄄specific primers, CYA359F (forward), CYA781R(a) and CYA781R(b) (reverse), were
used to assess the molecular diversity of these communities. The 16S rRNA gene was analyzed by PCR鄄DGGE. Shannon鄄
Wiener diversity indices were calculated based on PCR鄄DGGE banding patterns. The cyanobacterial diversity index of the
same sample had obvious differences as shown by the assignments of the reverse primers, except for the moss鄄algal crusts
from the Z. sinica community of the Yangshanchong mine wasteland. Twenty鄄four DGGE bands were excised from the
DGGE gel and sequenced. All the 16S rRNA sequences showed at least 93% similarity with known sequences in the NCBI
database. A phylogenetic analysis indicated that four sequences could be identified as related to Microcoleus (95%—98%
similarity), two were affiliated with Leptolyngbya (95%—96% ), and one grouped with Phormidium (97% ). The other
17 sequences belonged to uncultivated cyanobacteria. Microcoleus was the dominant cyanobacteria in biological soil crusts
from bare wasteland and in the H. ramosissimum community. Leptolyngbya was the dominant taxon in moss鄄algal crusts and
in crusts from the Imperata cylindrica var. major community.

Key Words: copper mine tailings; biological soil crust; cyanobacteria; diversity; DGGE

生物土壤结皮是由细菌、真菌、放线菌、藻类、地衣和苔藓等生物在土壤表面形成的一薄层壳状结构。 生

长在干旱、半干旱区域的生物土壤结皮不仅为土壤提供有机质和氮素[1鄄4]、促进土壤发育和物质转化、加速土

壤团聚结构的形成[5鄄7],而且来自生物土壤结皮的分泌物通过对土壤颗粒的粘结作用,能够有效减少水分蒸

发、增加表层土壤的稳定性,减少表层土壤的风蚀和水蚀[8鄄10],从而影响高等植物的定居、生长和生态系统的

发展[11鄄13]。 研究表明生长在铜尾矿上的生物土壤结皮能够增加表层尾矿的含水量、改善表层尾矿的 pH 值和

电导率,增加表层尾矿有机质、总氮、有效态磷等含量[14],提高表层尾矿中的微生物量和土壤酶活性[15]。
铜陵是我国六大铜业基地之一,区内分布着多处铜尾矿废弃地,这些尾矿废弃地或通过人工辅助生态修

复或通过自然生态恢复途径而得到不同程度的植被恢复。 在铜尾矿废弃地自然生态恢复过程中,生物土壤结

皮在尾矿废弃地表面广泛存在,这些生物土壤结皮可分为 3 种类型:藻类结皮、藓鄄藻混合结皮及藓类结皮,其
中的藓类植物主要是黄色真藓 (Bryum pallenscens) [15]。

作为生物土壤结皮的重要组成部分,蓝藻通过固氮作用、光合作用和分泌胞外多糖等在增加土壤养分、改
善土壤水分条件、增加土壤表面稳定性等方面扮演重要角色[5,16鄄17]。 本研究以铜陵 2 处铜尾矿废弃地自然生

态恢复过程中形成的生物土壤结皮为对象,运用常规培养方法和 PCR鄄DGGE 技术,探讨铜尾矿废弃地上不同

类型生物土壤结皮中的蓝藻多样性特点。
1摇 研究区概况

铜陵地处长江中下游南岸,属亚热带季风气候,年平均气温 16. 2 益,夏季平均气温 27. 4 益,无霜期平均

为 230 d,年平均降水量 1390 mm,年平均湿度为 75%—81% 。 本研究选取生长在铜陵杨山冲(30毅54忆N,117毅
53忆E)和铜官山(30毅54忆N,117毅49忆E)2 处铜尾矿废弃地上的生物土壤结皮。 杨山冲尾矿废弃地堆存尾矿 1308
万 t,库区面积 22 hm2,库区汇水面积 0. 54 km2[18],该尾矿废弃地 1991 年弃置停用后开始自然生态恢复过程,
目前自然生长的主要维管植物群落包括白茅( Imperata cylindrica)群落、中华结缕草(Zoysia sinica)群落、木贼

(Hippochaete ramosissimum)群落,局部地段仍分布着斑块状的、无维管植物定居的黄色真藓-藻类混合结皮。
铜官山尾矿库占地面积约 20 hm2,该库弃置时间超过 30 a,目前自然植物群落主要为白茅( I. cylindrica)群
落。 在 2 处尾矿废弃地维管植物群落中生长着藓鄄藻混合结皮以及藓类结皮。 2 尾矿废弃地主要由石质粉末

组成,属沙质质地,80%以上的尾矿废弃物颗粒直径小于 0. 154 mm[18];组成尾矿的主要矿物为钙铁(铝)榴
石、石英、辉石和长石等[14],并含有一定比例的黄铜矿、黄铁矿、磁黄铁矿、磁铁矿、赤铁矿、方铅矿、闪锌
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矿[19],主要有害元素含量分别为 Fe(81. 25—228. 14 g / kg)、Cu(0. 64—1郾 67 g / kg)、Zn(302. 09—741. 90 mg /
kg)和 As(159. 32—532. 88 mg / kg)。
2摇 材料与方法

2. 1摇 样本采集与预处理

采集的生物土壤结皮样本包括铜官山铜尾矿废弃地白茅群落中的藓鄄藻混合结皮(TG)、杨山冲铜尾矿废

弃地白茅群落中藓鄄藻混合结皮(YB)、杨山冲铜尾矿废弃地中华结缕草群落中藓鄄藻混合结皮(YJ)、杨山冲铜

尾矿废弃地木贼群落中藓鄄藻混合结皮(YM)、杨山冲铜尾矿废弃地黄色真藓鄄藻类混合结皮(YT),同时还在

杨山冲尾矿废弃地无植物生长的裸露区域采集了表层尾矿样品(YL)作为对照。
在各种植物群落分布区及无植物生长的裸露区域分别随机选取 6 个采样点,先去除生物土壤结皮表面的

落叶,然后用镊子夹取表层结皮,并用小刀尽量刮掉结皮背面粘附的尾矿,将 6 个采样点所采集样本装入密封

袋、并均匀混合,放入装有冰块的保温箱内,带回实验室于-20 益冰箱保存,用于蓝藻多样性研究。
在各生物土壤结皮采样处,同时采集紧贴生物土壤结皮的尾矿(厚度 2 cm,面积 10 cm 伊 10 cm),每处采

集的尾矿样本作为一份独立样本装入密封袋,并放入装有冰块的保温箱内,带回室内后取部分样本进行含水

量测定,其余样本经室内自然风干、过筛后用于其他理化性质测定。
2. 2摇 理化性质分析

含水量用烘干法((105依2)益)测定,有机质含量采用烧失量法((550依5)益, 6 h)测定,pH 值和电导率分

别用酸度计(pHS鄄3C 型精密 pH 计,上海雷磁仪器厂)和 DDS鄄11A 型电导率仪(上海盛磁仪器有限公司)测定

(W尾矿 颐V水 =1 g 颐5 mL),总氮采用开氏定氮法测定,有效态磷采用钼蓝比色法测定[20]。
2. 3摇 蓝藻的多样性分析

2. 3. 1摇 蓝藻的培养与观察

在容积为 100 mL 的三角瓶内,加入 50 mL 液体培养基(培养基采用 Bristol 和 BBM 两种),灭菌备用,然
后把约 5 g 的结皮试样加入培养基内,充分振荡((25依1)益、180 转 / min)后放入光照培养箱中((25依1)益、
15000lx、光 /暗周期 12h / 12h、每天摇动 2 次)培养,过 2—3 周待藻类长出后用显微镜(OLYMPUS BX51)进行

观察[21]。
2. 3. 2摇 蓝藻的 PCR鄄DGGE 分析

(1)总 DNA 的提取

参照 Zhou[22]和苏振宏等[23]的提取方法,并稍加改进,即:在加入 DNA 抽提缓冲液之前用 1伊TE 洗涤样本

2 遍(于 65 益水浴 10 min,4000 r / min 离心 2 min,弃掉上液),去除结皮中的腐殖质、色素、盐离子等,以便后

续的 DNA 扩增。
(2)PCR 扩增

参考 N俟bel 等[24]及 Boutte 等[25]的扩增条件,运用巢式 PCR 对蓝藻 16S rRNA 特异片段进行扩增。 具体

为:第一轮引物为 16S 359F 和 23S 30R,第一轮扩增反应体系为:2 滋L 的模板、0. 4 滋mol / L 每种引物、0. 05 mg
的 BSA (bovine serum albumin)、0. 2 mmol / L 的 dNTPs、10伊PCR buffer (含 2 mmol / LMgCl2)、2U 的 TaqDNA 聚

合酶,加适量的双蒸水补足 50 滋L。 第一轮扩增条件为:94 益预变性 5 min、94 益 45 s、54 益 45 s 和 68 益 2
min (30 个循环),最后在 68 益下延伸 7 min。 以第一轮反应的产物为模板进行第二轮扩增,第二轮增反应的

上游引物 GC鄄16S 359F、下游引物分别采用 16S 781R(a)和 16S 781R(b),反应体系与第一轮相同。 第二轮扩

增条件为:94 益预变性 5 min、94 益 1 min、60 益 1 min 和 68 益 1 min (30 个循环),最后在 68 益 下延伸

7 min。
(3)DGGE 分析

第二轮扩增的产物用于 DGGE 分析:变性剂梯度 45%—60% ,聚丙烯酰胺胶浓度为 6% ,1伊TAE buffer 电
泳缓冲液,30 滋LPCR 扩增产物作为样本,在 60 益、100 V 电压下电泳 16 h 后,用 SYBR Green I 溶液染色
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20 min,然后在凝胶成相系统中拍照、切胶。
(4)切胶回收与测序

切取明亮的条带放入 1. 5 mL 的离心管,加 30 滋L 的 1伊TE,4 益过夜保存。 然后再对切取的条带进行扩

增,蓝藻的引物为 16S 784R 和 16S 359F,其它条件与上述的蓝藻第二轮扩增相同。 PCR 反应的产物用 1%琼

脂糖凝胶电泳检测,对目标条带进行切胶纯化,纯化产物直接进行双向测序。
2. 4摇 数据处理

采用 SPSS16. 0 进行理化数据分析,用 One way ANOVA (Duncan 检验)进行多重比较(P<0. 05);Shannon鄄
Wiener 指数用于计算 DGGE 胶中各泳道蓝藻多样性[26],MEGA4 用于系统树构建。
3摇 结果

3. 1摇 生物土壤结皮下铜尾矿理化性质的变化

不同取样区域生物土壤结皮下及裸露区域的尾矿理化性质(表 1)分析表明,杨山冲铜尾矿废弃地生物土

壤结皮下尾矿的 pH 值高于铜官山尾矿废弃地生物土壤结皮下尾矿,在杨山冲尾矿废弃地,pH 值表现为 YL >
YT 和 YJ > YB 和 YM;生物土壤结皮下尾矿含水量、电导率、有机质(烧失量)、总氮含量均表现为 TG > YM 和

YB > YJ、YT 和 YL;铜官山尾矿废弃地生物土壤结皮下尾矿中有效磷含量高于杨山冲尾矿废弃地生物土壤结

皮下尾矿,杨山冲尾矿废弃地不同区域结皮下尾矿无显著差异。

表 1摇 不同类型生物土壤结皮下层尾矿理化性质

Table 1摇 Physico鄄chemical properties of substrates under biological soil crusts (Mean依SD, n=6)

结皮 样本
Samples

含水量
Water content

/ %

电导率
Electric conductivity

/ (滋s / cm)
pH

烧失量
Loss of ignition

/ (g / kg)

总氮
Total Nitrogen
/ (mg / kg)

有效磷
Available phosphorus

/ (mg / kg)

TG 17. 30依1. 65d 139依26b 7. 76依0. 17a 69. 24依10. 73b 184. 93依25. 69c 2. 31依1. 24b

YB 8. 82依2. 65b 92依21ab 8. 16依0. 13b 13. 71依4. 90a 41. 06依24. 26b 0. 82依0. 37a

YM 13. 58依2. 58c 115依29ab 8. 16依0. 15b 13. 37依6. 39a 41. 11依17. 89b 1. 20依0. 46a

YJ 6. 91依1. 75b 86依20a 8. 29依0. 17bc 10. 15依6. 09a 23. 18依9. 20ab 0. 55依0. 51a

YT 3. 37依0. 42a 72依21a 8. 38依0. 18bc 5. 51依3. 71a 8. 43依1. 16a 1. 07依0. 75a

YL 3. 71依0. 67a 84依11a 8. 44依0. 21c 5. 56依3. 94a 7. 55依2. 38a 0. 75依0. 56a

摇 摇 同列数据后不同小写字母表示差异达 0. 05 显著水平

3. 2摇 生物土壤结皮中蓝藻多样性变化

显微观察表明(表 2),铜尾矿废弃地表面生长的生物结皮中蓝藻主要隶属于色球藻科(Chroococcaceae)、颤藻

科(Oscillatoriaceae)、微毛藻科(Microchaetaceae)、念珠藻科(Nostocaceae)和伪鱼腥藻科(Pseudanabaenaceae)。
色球藻科的优势类群主要为微囊藻属的铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa),其他类群如色球藻属的粘连色球

藻(Chroococcus cohaerens)、隐球藻属(Aphanocapsa)、隐杆藻属(Aphanothece)和粘球藻属(Gloeocapsa)等数量较

少;颤藻科的藻类主要为颤藻属 (Oscillatoria) 和鞘丝藻属 ( Lyngbya),其中优势种类主要为断裂颤藻

(O. fracta)和包氏颤藻(O. boryana);念珠藻科的藻类主要为念珠藻属(Nostoc)的一个种;伪鱼腥藻科的主要

类群为细浮鞘丝藻(Planktolyngbya subtilis)。 但不同样本之间蓝藻的组成存在差异。
由表 2 可以看出,铜官山老尾矿废弃地白茅群落(TG)中的蓝藻主要包括 9 个种,杨山冲黄色真藓鄄藻类

混合结皮(YT)及杨山冲结缕草群落(YJ)中各有 11 种蓝藻类群,杨山冲木贼群落(YM)及杨山冲白茅群落

(YB)均有 14 种蓝藻类群,杨山冲裸地(YL)含有 10 个蓝藻类群;其中铜绿微囊藻在 6 个群落中均有分布,且
在铜官山老尾矿废弃地白茅群落下(TG)、杨山冲黄色真藓鄄藻类混合结皮(YT)及杨山冲裸地(YL)中数量较

多;粘连色球藻在杨山冲黄色真藓鄄藻类混合结皮(YT)、杨山冲木贼群落(YM)及杨山冲白茅群落(YB)中存

在,色球藻科的其余属只存在于个别群落中,且数量很少;断裂颤藻存在于杨山冲的 5 个群落结皮中,且在杨

山冲裸地中数量较多,而在铜官山老尾矿废弃地白茅群落下结皮中(TG)没有发现;念珠藻属的一个种在杨山
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冲黄色真藓鄄藻类混合结皮(YT)及杨山冲裸地(YL)中不存在,在其余 4 种群落中均有,且在杨山冲木贼群落

中数量较多;在研究的 6 个群落结皮中,除了杨山冲黄色真藓鄄藻类混合结皮(YT)中没有观察到细浮鞘丝藻

外,其余 5 个群落结皮中均有此种藻类存在。

表 2摇 不同生物结皮中的蓝藻

Table 2摇 Different biological crusts of cyanobacteria

种类 Species TG YT YM YB YJ YL 合计 Total

色球藻科 Chroococcaceae
铜绿微囊藻 Microcystis aeruginosa +++++ +++++ +++ ++ +++ +++++ 6
土生隐球藻 Aphanocapsa muscicola + 1
隐杆藻属一种 Aphanothece sp. ++ + 2
温生隐杆藻 Aphanothece caldariorum ++ 1
粘连色球藻 Chroococcus cohaerens +++ + ++ 3
微小色球藻 C. minutus + + 1
铜绿色球藻 Chroococcus + 1
束缚色球藻 C. tenax + 1
铜绿粘球藻 Gloeocapsa aeruginosa ++ 1
颗粒粘球藻 G. granosa + 1
束球藻属一种 Gomphosphaeria sp. + 1
圆胞束球藻 G. aponina + 1
粘杆藻属一种 Gloeothece sp. ++ 1
颤藻科 Oscillatoriaceae
巨颤藻 Oscillatoria princes + ++ 2
颤藻 Oscillatoria + 1
尖细颤藻 O. acuminata + + 2
断裂颤藻 O. fracta ++ + +++ + +++++ 5
包氏颤藻 O. boryana + ++ + ++ 4
蛇形颤藻 O. anguina + 1
变红颤藻 O. rubeccens + 1
威利颤藻 O. willei + 1
阿氏席藻 Phormidium allorgei + 1
微毛藻科 Microchaetaceae
微毛藻属一种 Microchaete sp. + + 2
柔嫩微毛藻 M. tenera ++ + + 3
念珠藻科 Nostocaceae
念珠藻属一种 Nostoc sp. + ++++ ++ +++ 4
溪生念珠藻 N. rivulare ++ + + 3
沼泽念珠藻 N. Paludosum + ++ + + 4
水华束丝藻 Aphanizomenon flos-aquae + 1
多变鱼腥藻 Anabaena variabilis ++ 1
固氮鱼腥藻 A. azotica + 1
伪鱼腥藻科 Pseudanabaenaceae
粗壮细鞘丝藻 Leptolyngbya valderiana + 1
希罗鞘丝藻 Lyngbya hieronymusii + 1
细浮鞘丝藻 Planktolyngbya subtilis ++++ + +++ ++ ++ 5
平裂藻科 Merismopediaceae
细小平裂藻 Merismopedia minima + 1
伪枝藻科 Scytonemataceae
皮壳伪枝藻 Scytonema crustaceum + 1
水球藻科 Hydrococcaceae
水球藻属一种 Hydrococcus sp. + 1
合计 Total 9 11 14 14 11 10
摇 摇 TG: moss鄄algal crusts from I. cylindrical community of Tongguanshan mine wasteland; YT: moss鄄algal crust of Yangshanchong mine wasteland; YM:
moss鄄algal crusts from H. ramosissimum community of Yangshanchong mine wasteland; YB: moss鄄algal crusts from I. cylindrical of Yangshanchong mine
wasteland; YJ: moss鄄algal crusts from Z. sinica community of Yangshanchong mine wasteland; YL: bare wasteland
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DGGE 图谱(图 1)表明:不同下游引物[CYA781R(a)和 CYA781R(b)]扩增同一生物结皮样品得到的条

带位置和条带数量不同。 当下游引物为 CYA781R(a)时,扩增生物结皮样品得到的清晰条带数分别为 TG 3
条、YM 6 条、YJ 3 条、YB 2 条、YT 4 条和 YL 4 条;当下游引物为 CYA781R(b)时,扩增结皮样品得到的清晰条

带数分别为 TG 7 条、YM 3 条、YJ 3 条、YB 3 条、YT 9 条和 YL 2 条。
基于 DGGE 图谱中各泳道条带数目、亮度和迁移距离所获得的 Shannon鄄Wiener 多样性指数(图 2)表明,

除来自杨山冲中华结缕草群落中结皮(YJ)样品外,同一样品用 2 种引物所获得的蓝藻多样性指数存在明显

不同。 其中,在杨山冲裸地(YL)和杨山冲木贼群落下尾矿中(YM),以 CYA781R(a)引物扩增所得到的蓝藻

多样性指数高于以 CYA781R(b)引物扩增所得到的蓝藻多样性指数;而杨山冲黄色真藓鄄藻类混合结皮(YT)
和白茅生长处(YB)以及铜官山老尾矿废弃地白茅群落下尾矿中(TG),以 CYA781R(b)引物扩增所得到的蓝

藻多样性指数高于以 CYA781R(a)引物扩增所得到的蓝藻多样性指数。
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图 1摇 不同类型生物结皮中蓝藻的 DGGE 图谱

Fig. 1摇 DGGE band patterns of Cyanobacteria
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图 2摇 不同类型结皮中蓝藻多样性指数

Fig. 2摇 Diversity index of Cyanobacteria in different biological soil

crusts

从 DGGE 胶(图 1)中切割了 23 条(a—w)较清晰的条带,经扩增、测序,并与 NCBI 的 Blastn 进行比对后,
构建系统树(图 3)。 结果表明,所测序条带与 Blastn 中的近缘蓝藻的相似性系数( Identity)均在 93% 以上。
利用下游引物 781R ( b) 扩增、切带的 13 个条带中,测序结果表明有 2 个条带 ( i、 x) 与细鞘丝藻属

(Leptolyngbya)、1 条(e)与席藻属(Phormidium)亲缘关系较近,其余条带为未培养的蓝藻;利用下游引物 781R
(a)扩增、切带的 11 个条带中,测序结果表明有 4 个条带(m、p、t、u)与微鞘藻属(Microcoleus)亲缘关系较近,
其余条带为未培养的蓝藻。 4 个与微鞘藻属亲缘关系较近的条带皆对应于 Microcoleus sp. SAG 2212
(EF654075),且相似度皆在 95%以上。

结合图 1 与图 3 可以看出,在杨山冲裸地(YL)和木贼群落下尾矿表面生物土壤结皮中(YM)的优势类群

主要为微鞘藻属种类;而杨山冲黄色真藓鄄藻类混合结皮(YT)和白茅生长处(YB)以及铜官山老尾矿废弃地

白茅群落下尾矿中(TG)的优势类群主要为细鞘丝藻属种类。
4摇 讨论

生物土壤结皮中的蓝藻在增加土壤表面稳定性、减少土壤侵蚀、增加土壤养分等方面具有重要意

义[5,16鄄17]。 早期研究主要通过室内培养方式确定构成生物土壤结皮的藻类组成,由于生物土壤结皮中存在许

多无法室内培养的蓝藻,致使人们关于生物土壤结皮中的蓝藻群落结构和多样性认识受到很大的局限[27]。
分子生物学方法的应用为人们更好地了解生物土壤结皮中蓝藻群落结构和种类组成提供了便捷的手段,目前

通过分子生物学技术人们对不同环境中的蓝藻多样性开展了大量的研究工作[25, 27鄄29],其中 PCR鄄DGGE 技术
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图 3摇 基于邻接法构建的优势蓝藻及其近缘类群核苷酸序列系统树

Fig. 3摇 Neighbour鄄joining phylogenetic tree based on dominant cyanobacteria nucleotide sequences among the characteristics DGGE bands

and their closest relatives

已被广泛应用于微生物生态研究,利用该方法检测蓝藻的多态性不需分离、培养,且将分离的 DNA 条带直接

通过基因比对鉴定蓝藻种类,可避免因纯化、培养以及人为经验判断等因素造成的误差。
Boutte 等[25]的研究表明,下游引物 CYA781R(a)和 CYA781R(b)对不同类型的蓝藻 16S rDNA 扩增具有

特异性,其中 CYA781R(a)对丝状蓝藻的特异性较高,而 CYA781R(b)对单细胞蓝藻扩增特异性较高。 利用

传统培养方法发现样品中存在大量单细胞蓝藻(微囊藻属和色球藻属,表 2)和丝状蓝藻类群(念珠藻属、席
藻、水华束丝藻、多变鱼腥藻等),但以 CYA781R(a)和 CYA781R(b)为下游引物的 PCR鄄DGGE 研究仅得到少

数用传统培养方法未被发现的丝状蓝藻类群(细鞘丝藻属和微鞘藻属,图 3),大量占优势的单细胞蓝藻(铜绿

微囊藻)和丝状蓝藻(颤藻属、念珠藻属、浮鞘丝藻属)类群在 PCR鄄DGGE 研究中并未被检测到。 这一方面可

能是由于样品中 DNA 提取不完全以及引物对某些 DNA 片段的优先扩增等引起,另一方面可能由于 DGGE 胶

的众多条带之中仅有部分优势的条带可以被切取、测序,仍有大量的非优势条带不能够被切取、测序。 因此,
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在研究生物土壤结皮蓝藻多样性时,将常规培养方法与分子生物学方法相结合,能够获得更为全面的蓝藻种

类组成信息。
构成尾矿废弃地生物土壤结皮的蓝藻绝大多数类群广泛分布于各种生境,如铜尾矿废弃地生物土壤结皮

中细鞘丝藻属、颤藻属及念珠藻属等在水稻田中也有分布[27];沙漠生物土壤结皮中的优势类群颤藻属和色球

藻属,在铜尾矿废弃地生物土壤结皮中均有发现[30];生长在火山熔岩上的许多亚气生蓝藻类群(鞘丝藻属、席
藻属、颤藻属、微鞘藻属、伪枝藻属、念珠藻属、粘球藻属、隐球藻属、隐杆藻属等)在本研究中也被发现[31]。 与

其他生境条件下相比,铜尾矿废弃地上生长的生物土壤结皮中蓝藻有其特殊性。 尽管铜尾矿废弃地生物土壤

结皮中也生长着大量像沙漠生物结皮一样的丝状蓝藻类群,但铜尾矿废弃地上生物土壤结皮中微囊藻属的铜

绿微囊藻在数量上是占绝对优势的,这与沙漠生物土壤结皮中以色球藻属占优势有所不同;一些分布于沙漠

生物土壤结皮中的蓝藻类群(如集球藻属(Synechococcus)、集胞藻属(Synechocystis)、螺旋藻属(Spirulina)、节
球藻属 (Nodularia)、粘囊藻属 (Myxosarcina) [30] 以及分布于火山熔岩上的亚气生蓝藻 (如真枝藻科

Stigonemataceae、蓝柄藻科 Cyaostylonaceae),在本研究中均未发现,而铜尾矿废弃地表面的生物土壤结皮中的

微毛藻科(Microchaetaceae)、平裂藻科(Merismopediaceae)、水球藻科(Hydrococcaceae)以及伪鱼腥藻科的浮

鞘丝藻属(Planktolyngbya)在沙漠结皮中少见报道。
作为一类光合微生物,蓝藻的分布、数量和生长、繁殖受环境条件的制约[32],还受自生发育阶段及其他植

物的影响[33]。 与杨山冲尾矿废弃地相比,弃置时间较长、维管植物(白茅)群落生长良好的铜官山尾矿废弃

地表面基质中含有较高的 TN、有效磷、电导率和水分含量,pH 值呈微碱性。 尽管这种环境条件有利于蓝藻的

定居、生长和繁殖,但从表 2 可以看出,生长在杨山冲尾矿废弃地白茅群落下的生物土壤结皮(YB)中蓝藻的

多样性明显高于生长在铜官山老尾矿废弃地白茅群落下生物土壤结皮(TG)中的蓝藻多样性。 生长在铜官山

老尾矿废弃地上的白茅群落发育时间长,植被盖度和枯枝落叶量明显高于生长在杨山冲尾矿废弃地上的白茅

群落,维管植物群落的形成与发展可能通过影响群落内的光照条件以及植物凋落物的堆积量而对尾矿表面生

物土壤结皮的生长、发育及种类组成与多样性产生影响。
综上所述,铜陵铜尾矿废弃地生物土壤结皮中蓝藻群落的结构较为简单、多样性较低,生长在这些生物土

壤结皮中的优势蓝藻主要隶属于微鞘藻属、细鞘丝藻属、微囊藻属、颤藻属、细浮鞘丝藻及色球藻属,这些蓝藻

在铜尾矿废弃地自然生态恢复过程中表层尾矿中养分的形成、积累以及改善尾矿废弃地土壤质地等方面具有

重要作用。 对生物结皮中蓝藻的深入研究,能够丰富结皮藻类的物种多样性,进一步理解生物结皮初期的形

成机制,有助于对极端环境的治理提供有利措施。
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