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应用 ＤＮＡ 复合条形码技术研究秦岭水生动物多样性
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摘要：基于新一代测序技术的 ＤＮＡ 复合条形码技术，以其简便快捷和省时省力的特点，已经成为监测生物多样性的主要方法。

采用这一技术，选取 ＣＯⅠ和 １８Ｓ ｒＲＮＡ 两个条形码标记，对秦岭 ５ 个淡水水域内，不同生境下 １０ 个样品的水生动物多样性进行

了初步调查。 区系组成结果显示：１８Ｓ ｒＲＮＡ 基因鉴定了 ９ 门 ４２ 纲 ５２ 目，ＣＯⅠ基因鉴定了 ５ 门 １１ 纲 ３６ 目，而两个条形码标记

共鉴定了 １０ 门 ４８ 纲 ８９ 目。 群落组成分析结果显示：ＣＯⅠ分析得到样本中含量相对较高的类群是双翅目、毛翅目、基眼目、鞘

翅目、蜉蝣目等；而 １８Ｓ ｒＲＮＡ 分析得到样本中主要有节肢动物门、软体动物门和扁形动物门三个大门。 此外，两者的分析结果

也表明所选样地下游的类群数要高于上游。 α 多样性分析结果显示：金龙峡、沣峪口和石砭峪 ３ 个受人类影响较大样地的群落

丰富度和群落多样性相对较高，而五台山和子午峪两个自然样地的物种丰富度和群落多样性相对较低，表明一定程度的外来干

扰会对一个地方的水生生物多样性有明显的提高。 β 多样性分析结果显示，不同环境因素下样品的群落结构差异性较大，而相

似环境因素下样品的群落结构差异性则相对较小。 此外，在聚类分析时，环境相似性较高的样品首先聚集在一起，而且群落相

似性也相对较高。

关键词：ＤＮＡ 复合条形码；秦岭；水生动物；生物多样性
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ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｂｅｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ， ａｌｔｈｏｕｇｈ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｍａｙ ｂｅ ｖｅｒｙ ｏｂｖｉｏｕｓ ｗｈｅｎ
ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ ａｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ， ｓｕｃｈ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｍａｙ ｎｏｔ ｂｅ ｓｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ
ｓｉｍｉｌａｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ， ｗｉｔｈ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈａｔ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｓｕｃｈ ｓａｍｐｌｅｓ ａｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ； Ｑｉｎｌｉｎｇ Ｍｏｕｎｔａｉｎｓ； ａｑｕａｔｉｃ ａｎｉｍａｌ； ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

ＤＮＡ 复合条形码技术（ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ）是在 ＤＮＡ 条形码基础上结合高通量测序技术和分子分类学

技术兴起的一种用于生物多样性检测的方法。 该技术既可以在短时间内对大量样本的物种组成进行识别，也
可以对大批量的多物种混合环境样本进行快速的 ＤＮＡ 条形码鉴定，避免了单物种 ＤＮＡ 条形码鉴定的低效

率［１⁃３］。 随着高通量测序技术的进步、条形码参考数据库的完善和分析软件的开发，ＤＮＡ 复合条形码技术已

经成为生物多样性检测最常用的方法。
复合条形码技术从诞生以来广泛应用于多方面的研究，如 Ｙａｎｇ 等采用 １８Ｓ ｒＤＮＡ 作为标记基因分析了土

壤小型动物的多样性［４］；Ｈａｊｉｂａｂａｅｉ 等对格兰德河水生生物多样性进行了研究［５］；Ｎｏｌｔｅ 等比较了奥地利一个

湖中不同季节原生动物多样性［６］；Ｐｏｒａｚｉｎｓｋａ 等比较了哥斯达黎加不同热带雨林微生境中线虫类的生物多样

性［７］。 此外，ＤＮＡ 复合条形码在微生物和真菌多样性［８⁃９］、动物排泄物以及食性结构［１０］ 和古细菌［１１］ 的研究

上都有很广泛的应用。
自然界内江河、湖泊、水库众多，水生生物种类繁多，其中水生动物是最主要的类群，包括浮游动物和底栖

动物。 浮游动物包括原生动物、轮虫、枝角类和桡足类等，底栖动物包括扁形动物门、环节动物门、节肢动物门

等［１２］。 由于广泛的水域面积和复杂的水生环境，关于水生动物多样性的研究，虽然有很多发现，但仍然有一

些科学问题亟待解决。 秦岭是横亘于我国中部东西走向的巨大山脉，是我国的南北分界线［１３］。 其内部山谷

众多，大小溪流贯穿其中，水生生态环境复杂，但目前还缺乏对水生动物区系和群落的研究。 因此，本文选取

ＣＯⅠ和 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因作为条形码标记，用 ＤＮＡ 复合条形码技术对秦岭水生动物区系组成和群落结构组成

进行了初步研究，同时用 α 和 β 多样性以及聚类分析来比较不同生境和取样环境下，水生动物多样性组成的

差别，为秦岭生物多样性的保护和研究提供数据支持。

１　 材料与方法

１．１　 样品采集与准备

　 　 从秦岭中选择金龙峡、石砭峪、五台山、子午峪和沣峪口 ５ 个淡水水域，分上下游取样，在上下游分别设置
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３ 个采样点，每个采样点用 ５０ｍＬ 冻存管取 ３０ｍＬ 水样，同时用毛笔和镊子在采样点的石头上或底层采集肉眼

可见底栖动物，放入 ５０ｍＬ 冻存管中。 采样地点和环境如表 １ 所示。
将采得的水样带回实验室用真空抽滤机浓缩，一个样地 ３ 个取样点的水样浓缩为一个浮游动物水样。 然

后将浓缩水样和底栖动物用 １００％乙醇保存，放入－２０℃的冰箱，用于提取总 ＤＮＡ。
１．２　 总 ＤＮＡ 的提取

将浓缩水样和底栖动物，混合放入一个经高压灭菌的 １．５ｍＬ 离心管中，用 ＤＮｅａｓｙ Ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｋｉｔ
（Ｑｉａｇｅｎ Ｉｎｃ）试剂盒提取总 ＤＮＡ，得到 １０ 个 ＤＮＡ 样品，编号如表 １ 所示。

表 １　 样品采集的地点及环境

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ

样本
Ｓａｍｐｌｅ

取样地
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

环境
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

样本
Ｓａｍｐｌｅ

取样地
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

环境
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

Ｊ１ 金龙峡下游 静水，阴暗，深 Ｗ２ 五台山上游 静水，阴暗，浅

Ｊ２ 金龙峡上游 流水，阴暗，浅 Ｚ１ 子午峪下游 静水，阳光，深

Ｄ１ 石砭峪下游 静水，阴暗，浅 Ｚ２ 子午峪上游 流水，阴暗，浅

Ｄ２ 石砭峪上游 流水，阴暗，深 Ｆ１ 沣峪口下游 流水，阳光，深

Ｗ１ 五台山下游 静水，阳光，浅 Ｆ２ 沣峪口上游 流水，阳光，浅

１．３　 ＰＣＲ 扩增以及测序

根据 Ｈａｊｉｂａｂａｅｉ 等［５］和 Ｎｏｌｔｅ 等［６］ 类似研究采用的引物，实验扩增 ＣＯⅠ序列的正向引物为 ＬｅｐＦ１：５′⁃
ＡＴＴＣＡＡＣＣＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ⁃３′，反向引物为 ＥＰＴ⁃ｌｏｎｇ⁃ｕｎｉｖＲ： ５′⁃ＡＡＲＡＡＡＡＴＹＡＴＡＡＹＡＡＡＮＧＣＧＴＧＮ
ＡＮＮＧＴ⁃３′，扩增长度约为 １３０ｂｐ；扩增 １８Ｓ ｒＲＮＡ 序列的正向引物为 ｆｗ：５′⁃ＡＴＴＡＧＧＧＴＴＣＧＡＴＴＣＣＧＧＡＧＡＧＧ⁃
３′，反向引物为 ｒｖ：５′⁃ＣＴＧＧＡＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＳＴＧＣＴＧ⁃３′，扩增长度约为 １８０⁃ ２００ｂｐ。 为了能够同时对多个样品

进行测序，以及在后续分析中区分每个样品序列，在每个样品的 ５′端都加了一个 ７ｂｐ 的标签序列。
实验中 ＰＣＲ 体系为 ２５μＬ，包括 １２．５μＬ 的 ２×Ｔａｑ ＰＣＲ ＳｔａｒＭｉｘ ｗｉｔｈ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｄｙｅ，１．０μＬ 的 ＤＮＡ 模版，上游

引物（１０μｍｏｌ ／ Ｌ）和下游引物（１０μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １μＬ，９．５μＬ 的双蒸水。 ＣＯⅠ基因的扩增循环程序是：９５℃ ５ｍｉｎ
预热，３５ 个循环：９５℃ ４０ｓ，４３．５℃ １ｍｉｎ，７２℃ ３０ｓ，７２℃ ５ｍｉｎ 延伸，４℃保温；１８Ｓ ｒＲＮＡ 基因的扩增循环程序

是：９８℃ ２ｍｉｎ 预热，３５ 个循环：９８℃ ３０ｓ，６５℃ ４５ｓ，７２℃ ９０ｓ，７２℃ ７ｍｉｎ 延伸，４℃保温。
ＰＣＲ 产物送往上海派森诺生物科技有限公司进行高通量测序，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台，进行双末端测

序。 最后将得到的测序数据返回，进行数据处理和生物多样性分析。

２　 数据处理和分析

２．１　 原始序列处理：质量过滤和嵌合体的去除

首先，将返回的双末端 Ｆａｔａｑ 序列用 ｆａｓｔｑｃ 软件对序列文件进行质量检测；然后用 ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ ０．３３ 软件

进行质量过滤，要求步长为 １ 的 ５ｂｐ 窗口从第 １ 个碱基开始移动，窗口中碱基的平均质量≥Ｑ２０（即碱基准确

率为 ９９％），从第 １ 个低于 Ｑ２０ 处截断序列，最终要求序列长度≥１５０ｂｐ，且不容许有模糊碱基；然后利用 Ｆｌａｓｈ
软件对质量过滤的序列进行拼接，要求两个序列数据的最大重叠片段≥１０ｂｐ，且不容许有碱基错配。

由于 ＰＣＲ 扩增可能会产生嵌合体，测序过程中会产生点突变等测序错误，因此还要对拼接后的序列进一

步的过滤和去除嵌合体。 实验用 Ｑｉｉｍｅ［１４］软件进行序列过滤，用 ｍｏｔｈｕｒ［１５］软件去除嵌合体序列。
２．２　 ＯＴＵ 分类和注释

实验用 Ｑｉｉｍｅ 软件中的 ｕｃｌｕｓｔ［１６］对所得到的优质序列按照 ０．９７ 的相似度进行 ＯＴＵ 聚类，选取每个 ＯＴＵ
中最长序列为代表序列；用 Ｑｉｉｍｅ 软件中的 ｂｌａｓｔ，将得到的代表序列与数据库比对，获得 ＯＴＵ 分类学信息。
其中 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因与 Ｓｉｌｖａ［１７］数据库比对，ＣＯⅠ基因与 ＢＯＬＤ 数据库比对。
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然后，根据注释得到的精简 ＯＴＵ 列表，用 ｅｘｃｅｌ 和 ｍｏｔｈｕｒ 软件做目水平上的群落组成图和样品间

ｖｅｎｎ 图。
２．３　 群落多样性分析

根据物种丰度，用 ｍｏｔｈｕｒ 软件中的 ｓｕｍｍａｒｙ．ｓｉｎｇｌｅ 命令，求出每个样品的 Ｃｈａｏ，ＡＣＥ，Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数。 其中 Ｃｈａｏ 和 ＡＣＥ 指数是群落丰富度（Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｒｉｃｈｎｅｓｓ）指数，二者的值越大，说明群落丰富度越高；
Ｓｈａｎｎｏｎ 和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数是群落多样性（Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）指数，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数越大，说明群落多样性越低，
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数越大，说明群落多样性越高。

用 Ｑｉｉｍｅ 软件，根据各样品的物种进化和丰度信息，进行 Ｕｎｉｆｒａｃ 分析［１８⁃１９］，得到样品间差异距离矩阵，然
后进行 ＰＣｏＡ 分析。
２．４　 聚类分析

根据精简后的 ＯＴＵ 列表，用 Ｒ 软件中的 ｐｈｅａｔｍａｐ 程序包进行属水平上的聚类分析，并绘制出

ｈｅａｔｍａｐ［２０⁃２１］图。

３　 结果

３．１　 测序结果

原始序列经过滤和嵌合体的去除，两个标记基因共得到 １１２０２４０ 条有效序列，９７１３１９ 条优质序列，其中

１８Ｓ ｒＲＮＡ 的有效序列有 ７６７４４１ 条，优质序列有 ６４０７００ 条，而 ＣＯⅠ的有效序列有 ３５２７９９ 条，优质序列有

３３０６１９ 条，它们的优质序列所占比例分别为：８３．４９％和 ９３．７１％。
３．２　 区系组成和群落结构

将优质序列与数据库比对，共得到水生动物 １０ 门 ４８ 纲 ８９ 目，其中 １８Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定了 ９ 门 ４２ 纲 ５２ 目，ＣＯ
Ⅰ鉴定了 ５ 门 １１ 纲 ３６ 目。 其中 １８Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定的各样品组成情况是：Ｊ１ 包含 ３１ 目 ５５ 科，Ｊ２ 包含 ２３ 目 ４１
科，Ｄ１ 包含 ２８ 目 ４９ 科，Ｄ２ 包含 ２４ 目 ４４ 科，Ｗ１ 包含 ２７ 目 ４５ 科，Ｗ２ 包含 ２５ 目 ４１ 科，Ｚ１ 包含 ２３ 目 ４７ 科，
Ｚ２ 包含 ２０ 目 ４６ 科，Ｆ１ 包含 ２０ 目 ３５ 科，Ｆ２ 包含 １９ 目 ３０ 科。

图 １　 ＣＯⅠ基因在种水平上的 ｖｅｎｎ 图（图中 １ 和 ２ 分别代表所有取样点的下游和上游）

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ＣＯⅠ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌ （１ ａｎｄ ２ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ａｎｄ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ａｌｌ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｐｌｏｔｓ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

根据 ＯＴＵ 列表做 ｖｅｎｎ 图，如图 １ 和图 ２ 所示，ＣＯⅠ鉴定得到：Ｊ１ 与 Ｊ２ 的共有物种数是 ２１８，特有物种数

分别为 ２１２ 和 １５２；Ｄ１ 与 Ｄ２ 的共有物种数是 ２３６，特有物种数分别为 ９５ 和 １１６；Ｗ１ 与 Ｗ２ 的共有物种数是

８８，特有物种数分别为 ２１４ 和 １７０；Ｚ１ 与 Ｚ２ 的共有物种数是 １２２，特有物种数分别为 １５３ 和 ２０８；Ｆ１ 与 Ｆ２ 的共

有物种数是 ２６５，特有物种数分别为 ８０ 和 １２３；所有取样点下游与上游的共有物种数是 ６２８，特有物种数分别
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是 ２７２ 和 １５５；Ｄ、Ｆ、Ｊ、Ｗ 和 Ｚ 的总物种数分别是：６８３、７３３、８００、５６０ 和 ６０５；１８Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定得到：Ｊ１ 与 Ｊ２ 的共

有物种数是 １５４，特有物种数分别为 ６５ 和 ４７；Ｄ１ 与 Ｄ２ 的共有物种数是 １５８，特有物种数分别为 ７４ 和 ２８；Ｗ１
与 Ｗ２ 的共有物种数是 １３１，特有物种数分别为 ５６ 和 ６７；Ｚ１ 与 Ｚ２ 的共有物种数是 １６０，特有物种数分别为 ４９
和 ６８；Ｆ１ 与 Ｆ２ 的共有物种数是 １３９，特有物种数分别为 ４３ 和 ５３；所有取样点下游与上游的共有物种数是

３０５，特有物种数分别是 １１ 和 １０；Ｊ、Ｄ、Ｗ、Ｚ 和 Ｆ 的共有物种数是 １４０，特有物种数分别为 ３、２、９、２ 和 ０，Ｄ、Ｆ、
Ｊ、Ｗ 和 Ｚ 的总物种数分别是：４１８、３７４、４２０、３７５ 和 ４３７。

图 ２　 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因在种水平上的 ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌ

图中 １ 和 ２ 分别代表所有取样点的下游和上游，Ｊ、Ｄ、Ｗ、Ｚ 和 Ｆ 分别代表每个取样地上游和下游的总和

根据 ＯＴＵ 列表，可以用样品在各分类水平（门、纲、目、科、属）上的物种组成比例情况，来反应样品在不同

分类水平上的群落结构。 ＣＯⅠ从目水平上分析结果如图 ３ 所示：Ｄ１、Ｄ２、Ｆ１、Ｆ２、Ｊ１、Ｊ２ 和Ｗ１ 中双翅目的含量

相对较高，所占比例分别为 ４５．２％、４６．３％、４６．９％、２７．１％、８３．１％、５３．９％和 ４８．９％；Ｗ２ 中毛翅目的含量较高，
所占比例为 ５６．６％；Ｚ１ 中基眼目的含量较高，所占比例为 ２９．３％；Ｚ２ 中鞘翅目的含量相对较高，所占比例为

４５．３％。 １８Ｓ ｒＲＮＡ 从门水平上分析结果如图 ４ 所示：Ｄ１、Ｄ２、Ｊ１、Ｊ２、Ｗ１、Ｚ１ 和 Ｚ２ 中节肢动物门的含量相对较

高，所占比例分别为 ５９．２％、８４．５％、９２．７％、６５．８％、９１．６％、５３．５％和 ６６．９％；Ｆ１ 和 Ｆ２ 中软体动物门的含量相对

较高，所占比例分别为 ５５．２ 和 ５８．６％；Ｗ２ 中扁形动物门的含量相对较高，所占比例为 ５４．５％。 可见，ＣＯⅠ调

查表明：样本中含量相对较高的类群是双翅目、毛翅目、基眼目、鞘翅目、蜉蝣目等；而 １８Ｓ ｒＲＮＡ 调查表明：样
本中主要有节肢动物门、软体动物门和扁形动物门三个大门。
３．３　 α 多样性分析

ＣＯⅠ基因的 Ｃｈａｏ 和 ＡＣＥ 指数表明 Ｊ１、Ｊ２ 和 Ｆ２ 的群落丰富度相对较高，Ｚ１、Ｗ２ 和 Ｚ２ 的则相对较低；
Ｓｉｍｐｓｏｎ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数表明 Ｊ１、Ｚ２ 和 Ｆ２ 的群落多样性相对较高，而 Ｊ２、Ｄ１ 和 Ｗ２ 的则相对较低。 １８Ｓ ｒＲＮＡ
基因的 Ｃｈａｏ 和 ＡＣＥ 指数表明 Ｊ１、Ｄ１ 和 Ｊ２ 的群落丰富度相对较高，而 Ｆ１、Ｆ２ 和Ｗ１ 的则相对较低，Ｓｉｍｐｓｏｎ 和
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图 ３　 ＣＯⅠ基因目水平上群落组成图

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ＣＯⅠ ｇｅｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｌｅｖｅｌ

图 ４　 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因门水平上群落组成图

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌａ ｌｅｖｅｌ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数表明 Ｊ１、Ｚ１ 和 Ｗ２ 的群落多样性相对较高，而 Ｆ２、Ｆ１、和 Ｄ２ 的则相对较低。 整体来看，Ｊ、Ｆ、Ｄ 的

群落丰富度和群落多样性相对较高， Ｚ、Ｗ 的则相对较低。
３．４　 β 多样性分析

用样品间物种进化和丰度信息，进行 Ｕｎｉｆｒａｃ 分析，得到样品间差异距离矩阵，然后用差异距离矩阵进行
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ＰＣｏＡ 分析，得到 ＰＣｏＡ 图，如图 ５ 所示，图中两点之间的距离越近说明两者之间的生物群落差异性越小。 １８Ｓ
ｒＲＮＡ 基因的 ＰＣｏＡ 图显示：Ｚ１、Ｄ２ 和 Ｊ１，Ｊ２ 和 Ｄ１ 之间的生物群落结构差异性较小；ＣＯⅠ基因的 ＰＣｏＡ 图显

示：Ｄ１、Ｚ１、Ｄ２ 和 Ｊ２，Ｚ２ 和 Ｗ２ 之间的生物群落差异性较小。

图 ５　 各样品在对群落结构影响最大两因素下的 ＰＣｏＡ 图

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ＰＣｏＡ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｏｓｔ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆａｃｔｏｒｓ ｔｈａｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

３．５　 聚类分析

１８Ｓ ｒＲＮＡ 基因的聚类情况显示 Ｚ２、Ｊ２ 和 Ｄ２，Ｆ２ 和 Ｆ１，Ｗ１ 和 Ｗ２，Ｚ１ 和 Ｄ１ 在属水平上群落相似性相对

较高（图 ６）；ＣＯⅠ基因的聚类情况显示 Ｊ２、Ｄ２、Ｄ１ 和 Ｚ２，Ｊ１ 和 Ｗ１，Ｆ１ 和 Ｆ２，Ｚ１ 和 Ｗ２ 在属水平上的群落相似

性相对较高（图 ７）。

４　 分析与讨论

４．１　 环境因素与结果讨论

由于水环境的复杂性和多变性，使得水生生物多样性受多方面影响，其可以分为自然因素和人为因素两

个方面［１２］。 自然因素主要包含上下游、水体深浅以及流动性等，而人为因素主要是指人类活动对生物多样性

的影响。 本文主要从以上这些方面对秦岭水域的水生动物多样性做了初步调查。
对于水流来说，水的流动性会让上游的营养物质向下游流动，使得下游的营养高于上游，从而导致下游的

物种丰富度高于上游［２２］。 从 ｖｅｎｎ 图可以看到，各样地下游的物种丰度普遍高于上游；群落结构图显示，各样

地下游的群落结构比上游的复杂，并且下游群落结构中优势物种的含量也高于上游；从 α 多样性指数可以看

到，虽然个别样品上游的群落丰富度和群落多样性较下游的高，但绝大多数样品下游的群落丰富度和群落多

样性还是较上游的高。 可见，本次调查也表明下游的物种丰富度要高于上游。
实验选择了秦岭中 ５ 个淡水水域：沣峪口、五台山、子午峪、金龙峡和石砭峪，其中沣峪口，金龙峡和石砭

峪在景区内，人为干扰较大，而子午峪和五台山相对来说人为干扰较小，基本上处于自然状态。 从实验结果可

以看出各样地之间的不同：如各样地物种丰度的大小顺序是：Ｗ＜Ｚ＜Ｄ＜Ｆ＜Ｊ，表明受人为影响较大的 Ｊ、Ｆ 和 Ｄ ３
个取样地的物种丰度大于受人为影响较小的 Ｗ、Ｚ 两个取样地；群落结构图显示，Ｄ１、Ｄ２、Ｆ１、Ｆ２、Ｊ１ 和 Ｊ２ 的主

要类群是双翅目，Ｗ１ 和 Ｗ２ 的主要类群是双翅目和毛翅目，Ｚ１ 和 Ｚ２ 的主要类群是基眼目和鞘翅目；α 多样

性指数表明，Ｊ、Ｆ 和 Ｄ 的群落丰富度和群落多样性都相对较高，而 Ｚ 和 Ｗ 的则相对较低。 这些都表明一个样

地的生物多样性会受到人为活动的影响。 “放牧效应” ［２３⁃２４］ 在一般生态系统中都是适合的，一定程度的外来

干扰会对一个地方的生物多样性有明显的提高，如本实验中有人为干扰的 ３ 个取样地的物种丰度、群落丰富
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图 ６　 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因在属水平上的 Ｈｅａｔｍａｐ 图

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｈｅａｔｍａｐ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

度和群落多样性都比自然状态下的两个取样地要高。 但是当外来干扰超过一定程度之后，就会使该地的生物

多样性急剧下降，对原来的生态系统造成严重的破坏。
对一个生态系统来说，影响生物多样性的因素是多方面的，除了前面所述的上下游和人为活动的影响外，

本实验还关注了水的深浅、流动性以及阳光的有无对生物多样性的影响。 如取自深水的 Ｄ２ 和 Ｆ１ 样品与取

自浅水的 Ｄ１ 和 Ｆ２ 样品，跟其他都取自浅水的样品相比，有相对较多的共有物种； ＰＣｏＡ 图分析表明不同环境

因素下样品的群落结构差异性较大，而相似环境因素下样品的群落结构差异性则相对较小，如 Ｊ２ 和 Ｄ２ 都是

取自较阴暗的上游流动水，取样环境相似，因此它们之间的群落结构差异性相对较小。 此外，Ｈｅａｔｍａｐ 图也显

示，环境相似性较高的样品首先聚集在一起，并且群落相似性相对较高，如 Ｚ１ 和 Ｄ１ 都是取自较浅的下游静

水，取样环境相似，因此它们首先聚类在一起，表明它们之间的群落相似性相对较高。
４．２　 实验方法与结果讨论

实验结果显示，两个分子标记所得的实验结果并不完全一致。 这主要是由于每个基因的通用引物在不同

类群中的扩增能力和在数据库中的覆盖范围不同导致的。 对基于高通量测序的复合条形码技术来说，由于样

品的复杂性和多重性，在研究时如果选择多个分子标记基因可能会得到更全面的实验结果，如本论文中 １８Ｓ
ｒＲＮＡ 基因鉴定了 ９ 门 ４２ 纲 ５２ 目，ＣＯⅠ基因鉴定了 ５ 门 １１ 纲 ３６ 目，而两个分子标记基因共同鉴定了 １０ 门

４８ 纲 ８９ 目。 Ｃａｒｅｗ［２５］等人的研究结果也表明，使用两个或两个以上的分子标记可以更全面的鉴定到样本中

所包含的物种。 这使得一些依赖于类群数计算的各种生物多样性指数，将变得更加准确。 但是在使用多个分

子标记进行分析时，由于每个分子标记在进化速率和单独鉴定的类群上不同，可能使得构建的系统发育树之

间有区别，从而影响了依赖于系统发育树计算的 ｕｎｉｆｒａｃ 分析结果。
目前，应用 ＤＮＡ 复合条形码技术对生物多样性的研究越来越多，但是关于复合条形码技术的一些本质问
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图 ７　 各样品 ＣＯⅠ基因在属水平上的 Ｈｅａｔｍａｐ 图
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题仍然没有得到很好的解决。 其中一个最主要的问题

就是：复合条形码技术只能做定性分析，而不能很准确

的进行定量分析。 在研究中，一直用序列数的多少来表

示物种个体数量的多少，虽然有些研究认为序列数与物

种的个体数之间存在相关性，但也仅仅是它们的变化趋

势相对一致，而并不是很完美的契合。 因此，在分析的

过程中，只能用序列数大致的估计物种的个体数，而不

能完全用序列数来代替物种的个体数。 Ｐｉñｏｌ［２６］等人的

研究也表明复合条形码技术的定量研究能力有限，只有

定性分析的结果才是可靠的。 对于本研究来说，有些分

析会不可避免的应用到物种个体数的多少，如群落结构

图中各样本中类群的含量，以及 α 多样性中的 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数等，所以对于这些结果，只能定性来看，如果想要得

到更加精确的结果，还须进一步的验证。 当然，在本实

验中也避免了一些用物种个体数的分析，如没有使用

Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｉｓ 指数进行 β 多样性的分析，而是使用了依赖

于物种数和进化信息的 ｊａｃｃａｒｄ 和 ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ＿ｕｎｉｆｒａｃ 指

数进行 β 多样性和后续的分析。 但是，生态学研究中的

群落组成和群落结构以及群落之间的关系，都是依赖于

物种的个体数量，所以 ＤＮＡ 复合条形码技术还不能很

准确的应用到生态学研究中的每一个方面。
虽然复合条形码技术还不能更精确的进行生物多

样性研究，但相比于传统耗时耗力以及单一的物种鉴定

和生物多样性研究，复合条形码技术有明显的优势：它
能在短时间对大量复合样本进行物种鉴定和生物多样

性研究，既省时又省力。 随着测序技术的进步和提高，
条形码数据库的全面和完善，生物信息学软件的开发和

使用，复合条形码技术将会成为生物多样性研究的主要

方法，并且准确性也会大幅度提高，更重要的是它将能

够进行更大尺度和更大规模的生物多样性研究。
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