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基于环境 ＤＮＡ 宏条形码技术的秦淮河生物多样性
研究

王　 晨１，陶　 孟１，李爱民１，∗，施　 鹏１，杨江华１，２，王志浩２，张效伟１，２

１ 南京大学环境学院，污染控制与资源化研究国家重点实验室，南京　 ２１００２３

２ 南京易基诺环保科技有限公司，南京　 ２１１１００

摘要：秦淮河是南京的母亲河，其生物多样性受城市化进程影响面临严重威胁，而物种资源调研是生物多样性保护的基础。 环

境 ＤＮＡ 宏条形码技术较形态学监测是一种简单高效、灵敏度高的新型监测技术。 为探究秦淮河浮游生物、底栖动物及鱼类的

生物多样性，于 ２０１９ 年 ７ 月，采用环境 ＤＮＡ 宏条形码技术对其进行了探究，并分析了秦淮河上下游间的差异及环境因子对其

群落结构的影响。 结果表明：秦淮河共监测到浮游动物 １３ 属 ２２ 种 ４０７ 个操作分类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ），浮

游植物 ８５ 属 ６０ 种 ４４４５ 个 ＯＴＵｓ，底栖动物 １６ 属 １７ 种 ２１２ 个 ＯＴＵｓ，鱼类 ５３ 属 ４４ 种 １６６３ 个 ＯＴＵｓ。 其中浮游动物以游泳轮虫

目（Ｐｌｏｉｍａ）和双甲目（Ｄｉｐｌｏｓｔｒａｃａ）为主，共占浮游动物 ６３．３７％，浮游植物以隐藻门（Ｃｒｙｐｔｏｍｏｎａｓ）和褐藻门（Ｏｃｈｒｏｐｈｙｔａ）为主，共
占浮游植物 ８８．１１％，底栖动物中节肢动物门（Ａｒｔｈｒｏｐｏｄａ）占比最高，达 ９１．６７％，鱼类中鲤形目（Ｃｙｐｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ）占比最高，达

６９．９９％。 与秦淮河历史形态学监测数据相比，环境 ＤＮＡ 宏条形码技术在物种丰度鉴定方面显著高于传统形态学鉴定的物种丰

度。 通过主坐标分析和 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 检验，发现秦淮河下游、上游南支和上游北支间有极显著差异（Ｐ＜０．００１）。 其中浮游动

物、浮游植物和底栖动物受分组影响更大，分组对鱼类的影响相对较小。 下游 α 多样性较上游更为贫乏，上游南支（南京）α 多

样性较上游北支（句容）更丰富。 浮游生物和底栖动物均表现出了明显的随距离增加而衰减的趋势。 冗余分析表明，较低营养

级的生物对环境因子的变化更为敏感，浮游生物和底栖动物的主要影响因子为总氮、总有机碳、总磷、氨氮、化学需氧量和溶解

氧。 鱼类的影响因子为溶解氧、总有机碳、总氮、总磷和化学需氧量。 研究通过对秦淮河生物多样性的调研，可为秦淮河的生物

多样性保护提供理论参考。
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（ＴＮ）， ｔｏｔａｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ （ ＴＯＣ）， ｔｏｔａｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ （ ＴＰ）， ａｍｍｏｎｉａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ （ ＮＨ３⁃Ｎ）， ｃｈｅｍｉｃａｌ ｏｘｙｇｅｎ ｄｅｍａｎｄ
（ＣＯＤ） ａｎｄ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｘｙｇｅｎ （ＤＯ）． Ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｋｅｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｆｉｓｈ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ＤＯ， ＴＯＣ， ＴＮ， ＴＰ ａｎｄ
ＣＯＤ． Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ； ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｃｒｏｄｉｎｇ； ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ； ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｖａｒｉａｂｌｅｓ

淡水生态系统虽仅占地球表面的 ０．８％，但其独特的生境却为全球 ６％的已知物种提供了栖息地［１］。 而它

所面临的生物多样性危机却不断加深，据世界自然基金组织（Ｗｏｒｌｄ Ｗｉｄｅ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｎａｔｕｒｅ，ＷＷＦ）报道［２］，到
２０１４ 年，淡水脊椎动物的地球生命力指数（Ｌｉｖｉｎｇ Ｐｌａｎｅｔ Ｉｎｄｅｘ，ＬＰＩ）已经下降了 ８３％。 随着淡水生态系统生

物多样性不断丧失［３］，生物多样性保护也受到了广泛的关注和认可［４—５］，而物种资源调研作为生物多样性保

护的基础，其紧迫性不容小觑。
秦淮河是南京的母亲河，但近几十年来，剧烈的城市化进程严重破坏了秦淮河的水生生态系统。 目前针

对秦淮河生物多样性的研究较少，已有研究主要集中在秦淮河局部河段的常规水质指标分布［６］、细菌的群落

结构［７—８］、单一物种群落结构［９—１３］ 和水资源保护与治理途径［１４］ 上，缺乏对秦淮河生物多样性全貌的整体调

研。 而生物多样性的调研对调研技术的科学性、全面性均提出了更高的标准，先前零散的调查［１０—１３］已无法满

足现阶段的研究和管理需求。
环境 ＤＮＡ 宏条形码技术是将高通量测序（Ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＨＴＳ）技术与生物识别的 ＤＮＡ 条形

码相结合，利用 ＨＴＳ 获得条形码基因扩增子，通过生物信息学手段分析鉴定群落的物种组成［１５］。 相较于传

统的条形码，环境 ＤＮＡ 宏条形码因具有更高的扩增速度、精度以及更低的成本而受到了广泛的关注［１６—１７］。
大量研究表明，环境 ＤＮＡ 宏条形码可用于水生生态系统的生物监测［１７—２０］。 不同的引物对生物类群的偏好不

同［１５］，线粒体细胞色素 Ｃ 氧化酶亚基Ⅰ（ＣＯⅠ） ［２１—２２］、１８Ｓ⁃Ｖ９ ｒＤＮＡ［２３—２４］和 １２Ｓ ｒＲＮＡ［２５—２６］分别广泛用于大

型无脊椎动物、真核生物和脊椎动物多样性研究。 国内环境 ＤＮＡ 宏条形码在淡水生态系统中的应用虽有报

道，但主要集中在个别种群［２７—２８］，全面的生物多样性监测在国内报道较为罕见。
本研究以秦淮河为研究区域，利用环境 ＤＮＡ 宏条形码评估秦淮河淡水生态系统中生物多样性，探究（１）

秦淮河生物多样性的组成；（２）上下游生物多样性的差异；（３）生物多样性与环境因子的关系，以期为秦淮河
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的生物多样性保护提供参考。

１　 材料与方法

１．１　 采样点位及环境 ＤＮＡ 样本采集

秦淮河位于长江下游，共有南北两源，北源句容河发源于句容市宝华山南麓，南源溧水河发源于南京市溧

水区东庐山。 于 ２０１９ 年 ７ 月，在秦淮河主干共设置 ３２ 个采样点，具体采样点位信息见图 １、表 １。 每个采样

点位采集 ３Ｌ 表层水样，采集后在 ２４ｈ 内，每个点位 ３００ｍＬ 水样使用 ０．２２μｍ 无菌滤膜（广东环凯微生物科技

有限公司）真空抽滤得到滤膜（各点位 ５—７ 个平行），滤膜保存至－８０℃冰箱中，直至 ＤＮＡ 提取。

图 １　 秦淮河采样点位图

Ｆｉｇ．１　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ Ｎａｎｊｉｎｇ ｃｉｔｙ ｏｆ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ

图中数字表示采样点位序号

表 １　 秦淮河点位分组

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｓｉｔｅｓ ｉｎ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ

分组 Ｇｒｏｕｐ 点位 Ｓｉｔｅｓ

秦淮河下游 Ｌｏｗｅｒ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ 点位 １—１３

秦淮河上游南支 Ｔｈｅ ｓｏｕｔｈ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ ｕｐｐｅｒ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ 点位 １４、２４—３２

秦淮河上游北支 Ｔｈｅ ｎｏｒｔｈ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ ｕｐｐｅｒ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ 点位 １５—２３
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１．２　 环境因子的测定

采用便携式水质参数仪（ＨＡＣＨ ＳＬ１０００）现场测定 ｐＨ 值和溶解氧（ＤＯ）；采集后的水样运回实验室后在

２４ｈ 内测定完其理化指标。 氨氮（ＮＨ３⁃Ｎ）、总磷（ＴＰ）和总氮（ＴＮ）使用国家标准方法测定；亚硝酸盐氮（ＮＯ２⁃
Ｎ）和硝酸盐氮（ＮＯ３⁃Ｎ）过 ０．４５μｍ 的水膜后使用离子色谱（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ ＩＣＳ５０００＋）测定；总有机碳（ＴＯＣ）使
用 ＴＯＣ 仪（耶拿 ｍｕｌｔｉ Ｎ ／ Ｃ ３１００）测定；化学需氧量（ＣＯＤ）使用哈希 ＣＯＤ 仪（ＤＲ ２８００）测定。
１．３　 ＤＮＡ 提取及 ＰＣＲ 扩增

使用 ＭＯ ＢＩＯ ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ􀳏 ＤＮＡ 分离试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ）提取 ＤＮＡ。 提取完成后，使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 测定 ＤＮＡ
的浓度及质量。 针对不同生物类群选择不同的 ＰＣＲ 引物进行测试，详见表 ２。 １２Ｓ 引物 ＰＣＲ 扩增总体系 ５０
μＬ，包含 ２×Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ⅱ ２５ μＬ（诺唯赞），上下游引物各 ２ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ １９ μＬ，扩增片

段长度 １７０ ｂｐ；扩增条件：９５℃预变性 ３ ｍｉｎ，９５℃变性 １５ ｓ，６２．４℃退火 ２０ ｓ，７２℃延伸 ２０ ｓ，３０ 个循环。 １８Ｓ⁃
Ｖ９ 引物 ＰＣＲ 扩增总体系 ５０ μＬ，包含 ２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５ μＬ（诺唯赞），上下游引物各 ２ μＬ，ＤＮＡ 模

板 ２ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ １９ μＬ，扩增片段长度 １３０ ｂｐ；扩增条件：９５℃预变性 ３ ｍｉｎ，９５℃变性 ２０ ｓ，５９℃退火 ２０ ｓ，７２℃
延伸 １５ ｓ，２５ 个循环。 ＣＯＩ 引物反应体系与 １８Ｓ⁃Ｖ９ 引物一致，扩增片段长度 ３１０ ｂｐ；反应条件：９５℃预变性

２ ｍｉｎ，９５℃变性 １５ ｓ，４６℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ４０ ｓ，３５ 个循环。 ＰＣＲ 产物使用琼脂糖凝胶电泳检测，琼脂糖

凝胶浓度为 ２％，核酸染料采用 ＧｅｌＲｅｄ，电泳电压 １１０Ｖ，电泳时间 ３０ｍｉｎ，使用 １００ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ 对产物 ＤＮＡ
链长度进行大致划分。 电泳完成后，使用 ＩｍａｇｅＬａｂ 判断电泳是否成功，要求 ＰＣＲ 扩增产物有目的条带，且条

带清晰单一，阴性对照无显著条带。 最后使用磁珠法对 ＰＣＲ 产物进行纯化处理，并利用 Ｑｕｂｉｔ 测定纯化产物

浓度，纯化产物 ＤＮＡ 浓度要求大于 ２．５ ｎｇ ／ μＬ。

表 ２　 ＤＮＡ 提取引物信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

测定类群
Ｓｐｅｃｉｅｓ

上游引物（５′→３′）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ（５′→３′）

下游引物（５′→３′）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ（５′→３′）

区域
Ｒｅｇｉｏｎ

浮游动物

Ｚｏｏｐｌａｎｋｔｏｎ［２２］ ＧＧＷＡＣＷＧＧＷＴＧＡＡＣＷＧＴＷＴＡＹＣＣＹＣＣ ＧＧＲＧＧＲＴＡＳＡＣＳＧＴＴＣＡＳＣＣＳＧＴＳＣＣ ＣＯⅠ

浮游植物

Ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ［２４］ ＴＣＣＣＴＧＣＣＨＴＴＴＧＴＡＣＡＣＡＣ ＣＣＴＴＣＹＧＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣＴＡＣ １８Ｓ⁃Ｖ９

底栖动物

Ｚｏｏｂｅｎｔｈｏｓ［２２］
ＧＧＷＡＣＷＧＧＷＴＧＡＡＣＷＧＴＷＴＡＹＣＣＹＣＣ ＧＧＲＧＧＲＴＡＳＡＣＳＧＴＴＣＡＳＣＣＳＧＴＳＣＣ ＣＯⅠ

鱼类

Ｆｉｓｈ［２６］ ＡＣＡＣＣＧＣＣＣＧＴＣＡＣＴＣＴ ＣＴＴＣＣＧＧＴＡＣＡＣＴＴＡＣＣＡＴＧ １２Ｓ

　 　 简并引物 Ｒ＝Ａ ／ Ｇ，Ｙ＝Ｃ ／ Ｔ，Ｓ＝Ｃ ／ Ｇ，Ｗ＝Ａ ／ Ｔ，Ｈ＝Ａ ／ Ｃ ／ Ｔ

１．４　 高通量测序

委托南京易基诺环保科技有限公司进行测序。 使用 ＮＥＢＮｅｘｔ Ｆａｓｔ ＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｓｅｔ ｆｏｒ Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ
（Ｅ６２７０）试剂盒进行测序文库的构建。 利用凝胶电泳对所构建的文库质量进行检查，并使用 Ｑｕｂｉｔ 进行文库

浓度定量。 最后选用 Ｃｈｉｐ ５３０ 芯片在 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ Ｓ５ 平台进行二代测序。
１．５　 生物信息学数据数据分析

根据 ＵＰＡＲＳＥ 将序列以 ９７％的相似性（１８Ｓ 和 ＣＯＩ）和 ９９％（１２Ｓ）聚类到可操作的分类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ）。 对于 １８Ｓ 和 ＣＯＩ 的 ＯＴＵ 使用核糖体数据库（Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ Ｄａｔａｂａｓｅ Ｐｒｏｊｅｃｔ，ＲＤＰ）进行

分类并在 Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ［２９］ 和 ＳＩＬＶＡ［３０］ 数据库中进行注释；１２Ｓ ＯＴＵ 代表序列在 ＮＣＢＩ 中的核苷酸数据库

ＧｅｎＢａｎｋ 中进行注释［３１］。 将分属同一类群的 ＯＴＵ 组合，以估计该类群的丰度。 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｅｉｎｅｒ 指数、主坐标

分析、ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 检验及相似性距离关系等统计分析均使用 Ｒ 软件（３．５．３）中的 ｖａｇａｎ 包，可视化绘图使用

Ｒ 软件中 ｇｇｐｌｏｔ２ 包及 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２０ｂ。
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２　 结果与分析

２．１　 秦淮河环境 ＤＮＡ 物种注释

　 　 秦淮河 ３２ 个采样点位环境 ＤＮＡ 宏条形码测试结果及物种注释结果如表 ３ 所示。

表 ３　 秦淮河环境 ＤＮＡ 宏条形码测试结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｉｎ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ

浮游动物
Ｚｏｏｐｌａｎｋｔｏｎ

浮游植物
Ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ

底栖动物
Ｚｏｏｂｅｎｔｈｏｓ

鱼类
Ｆｉｓｈ

序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ １１０９８１９ ９７２２６３ ２４００４７ ６１５４００

分类单元 ＯＴＵｓ ４０７ ４４４５ ２１２ １６６３

注释结果 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 　 门 Ｐｈｙｌｕｍ ２ ４ ７ １

纲 Ｃｌａｓｓ ５ ８ １０ １

目 Ｏｒｄｅｒ ７ １５ ８ １４

科 Ｆａｍｉｌｙ １３ ４４ １０ ２６

属 Ｇｅｎｕｓ １３ ８５ １６ ５３

种 Ｓｐｅｃｉｅｓ ２２ ６０ １７ ４４

２．２　 秦淮河物种分布

２．２．１　 秦淮河浮游动物（目水平）分布

综合 ３２ 个点位浮游动物目水平注释结果，秦淮河游泳轮虫目（Ｐｌｏｉｍａ）、双甲目（Ｄｉｐｌｏｓｔｒａｃａ）和未归类的

浮游动物（ｕｎａｓｓｉｇｎｅｄ ｚｏｏｐｌａｎｋｔｏｎ）的序列数占比较高，分别占比 ３１．９５％、３１．４２％和 ２７．４０％。 但是不同点位优

势种占比差异较大，点位 ９ 中双甲目（Ｄｉｐｌｏｓｔｒａｃａ）占比高达 ９５．９１％，点位 １５ 中游泳轮虫目（Ｐｌｏｉｍａ）占比高达

７５．０８％，点位 ２７ 和 ２８ 中未归类的浮游动物（ｕｎａｓｓｉｇｎｅｄ ｚｏｏｐｌａｎｋｔｏｎ）占比较高。
２．２．２　 秦淮河浮游植物（门水平）分布

秦淮河中浮游植物的优势种群为隐藻门（Ｃｒｙｐｔｏｍｏｎａｓ）、褐藻门（Ｏｃｈｒｏｐｈｙｔａ）及绿藻门（Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｔａ），其
序列数占比分别为 ４６．３５％、４１．７６％和 ５．８５％，占序列总数的 ９３．９６％。 点位 １５ 隐藻（Ｃｒｙｐｔｏｍｏｎａｓ）占比最高，
为 ７２．５３％；点位 ２３ 褐藻（Ｏｃｈｒｏｐｈｙｔａ）占比最高，为 ８６．４２％。 上游北支（点位 １５—２３）呈现出，从上游到下游，
隐藻占比逐渐下降而褐藻占比逐渐上升的趋势；下游（点位 １—１３）除点位 ６ 外和上游南支（点位 １４、点位

２４—３２），隐藻和褐藻占比变化不大。
２．２．３　 秦淮河底栖动物（门水平）分布

秦淮河中底栖动物序列数占比较高的种群为节肢动物门（Ａｒｔｈｒｏｐｏｄａ）和刺胞动物门（Ｃｎｉｄａｒｉａ），其占比

分别为 ９１．６７％和 ７．１３％，占总序列的 ９８．８％。 虽然软体动物门（Ｍｏｌｌｕｓｃａ）在总序列中占比较低，但在点位 ２３
中占比达 ４５． ７５％。 相较于浮游动物而言，底栖动物测得的总序列数较少，仅占 ＣＯⅠ引物测序总数的

１７．７８％。
２．２．４　 秦淮河鱼类（目水平）分布

鱼类属于辐鳍鱼纲，共检出 １４ 目。 其中鲤形目 （ Ｃｙｐｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ）、虾虎鱼目 （ Ｇｏｂｉｉｆｏｒｍｅｓ） 和鲱形目

（Ｃｌｕｐｅｉｆｏｒｍｅｓ）为优势种群，占比分别为 ６９．９９％、１５．８６％和 ５．４２％。 鲤形目（Ｃｙｐｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ）在 ３２ 个点位中占比

均最高，占比区间为 ５１．８１％—８１．３４％。 除个别点位（点位 １０、点位 ２４ 和点位 ２５）外，秦淮河鱼类分布占比较

为平均。
２．３　 秦淮河生物多样性

Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｅｉｎｅｒ 指数常用来评价群落生境内的 α 多样性。 秦淮河的生物多样性状况如图 ６ 所示。 秦淮

河浮游动物 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｅｉｎｅｒ 指数均值在 １．２２—４．０３ 之间，点位 ９ 浮游动物多样性状况较差，上游浮游动物多

样性比下游更丰富；浮游植物 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｅｉｎｅｒ 指数均值范围为 ３．６４—６．４８，上游南支浮游植物多样性均比较
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图 ２　 秦淮河浮游动物目水平占比

Ｆｉｇ．２　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｚｏｏｐｌａｎｋｔｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｎ Ｏｒｄｅｒ ｌｅｖｅｌ ｉｎ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ

图 ３　 秦淮河浮游植物门水平占比

Ｆｉｇ．３　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｎ Ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｉｎ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ

丰富，上游北支和下游均呈现多样性从上游到下游逐渐降低的趋势；底栖动物 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｅｉｎｅｒ 指数均值为

１．２３—３．２６，整体 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｅｉｎｅｒ 指数偏低，点位 ３１、３２ 和下游底栖动物多样性更贫乏；秦淮河鱼类多样性丰

富，Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｅｉｎｅｒ 指数均值为 ５．２２—６．３６。
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图 ４　 秦淮河底栖动物门水平占比

Ｆｉｇ．４　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｚｏｏｂｅｎｔｈｏｓ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｎ Ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｉｎ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ

图 ５　 秦淮河鱼类目水平占比

Ｆｉｇ．５　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｓｈ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｎ Ｏｒｄｅｒ ｌｅｖｅｌ ｉｎ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ

２．４　 秦淮河上下游差异

从 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｅｉｎｅｒ 指数来看，如图 ７ 所示秦淮河上下游各群落 α 多样性相差较小，为了能更直观地比较

各个种群上下游间的差异，本研究对数据进行了降维，并利用 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 对组间差异从统计学上进行

检验。
降维使用了主坐标分析，从可视化结果上看，除鱼类外，秦淮河上下游物种均有显著差异。 浮游动物的

ＰＣｏＡ 图 ＰＣｏ１ 和 ＰＣｏ２ 共解释 ４０．６５％的差异，其中下游和上游北支均与上游南支差异显著；浮游植物的两个

主坐标共解释 ４１．９９％的差异，结果与浮游动物类似；底栖动物的两个主坐标共解释 ３５．２４％的差异，上游南北
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支差异显著；鱼类的两个主坐标共解释 ２４．６１５％的差异，但 ＰＣｏＡ 图上各组并没有显著分开。 因此对数据进

行 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 检验，从统计学判断各组间是否有显著的差异。

图 ６　 秦淮河生物多样性

Ｆｉｇ．６　 Ａｌｐｈａ（α） ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ

由 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 检验可知，四类种群上下游各组间均有极显著差异（Ｐ＜０．００１），主坐标分析图重合较多

分组的可解释部分（Ｒ２）较小，上下游各组间鱼类群落虽然有显著差异，但是 Ｒ２仅为 ３．４８％，表明上下游位置

因素贡献显著但占比较小。 上下游位置因素对浮游动物和浮游植物和底栖动物群落差异的贡献较大，Ｒ２分别

为 １１．３４％、１７．５２％和 ９．４４％。 秦淮河上游不同来源的两支间群落结构也有显著差异。

表 ４　 秦淮河组间差异（ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ）

Ｔａｂｌｅ ４　 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ ｔｅｓｔ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ

分组
Ｇｒｏｕｐ

浮游动物
Ｚｏｏｐｌａｎｋｔｏｎ

浮游植物
Ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ

底栖动物
Ｚｏｏｂｅｎｔｈｏｓ

鱼类
Ｆｉｓｈ

总 Ｔｏｔａｌ Ｒ２ ０．１１３４４ ０．１７５２２ ０．０９４４ ０．０３４７７

Ｆ １５．６７５ ２５．８１２ １２．７６９ ４．０７０８

Ｐ ０．００１∗∗∗ ０．００１∗∗∗ ０．００１∗∗∗ ０．００１∗∗∗

下游⁃上游南支 Ｒ２ ０．１１３８５ ０．１６７５５ ０．０４９９５ ０．０２１５６

Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ⁃ｓｏｕｔｈ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ ｕｐｓｔｒｅａｍ Ｆ ２３．１２５ ３５．８２６ ９．４６２９ ３．６１３３

Ｐ ０．００１∗∗∗ ０．００１∗∗∗ ０．００１∗∗∗ ０．００１∗∗∗

下游⁃上游北支 Ｒ２ ０．０３５０２ ０．０６２８９ ０．０６３４７ ０．０２５２４

Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ⁃ｎｏｒｔｈ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ ｕｐｓｔｒｅａｍ Ｆ ６．０９６１ １１．１４ １１．３８５ ３．９６１６

Ｐ ０．００１∗∗∗ ０．００１∗∗∗ ０．００１∗∗∗ ０．００１∗∗∗

上游南支⁃上游北支 Ｒ２ ０．１０４６８ ０．１６７１９ ０．１１６４２ ０．０３４１５

Ｓｏｕｔｈ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ ｕｐｓｔｒｅａｍ⁃ Ｆ １６．６０３ ２８．５０８ １８．７０９ ４．７７３８

ｎｏｒｔｈ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ ｕｐｓｔｒｅａｍ Ｐ ０．００１∗∗∗ ０．００１∗∗∗ ０．００１∗∗∗ ０．００１∗∗∗

　 　 ∗∗∗在 Ｐ＜０．００１ 水平上显著
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图 ７　 秦淮河上下游生物多样性

Ｆｉｇ．７　 Ａｌｐｈａ（α） ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ

２．５　 秦淮河物种距离衰减变化

秦淮河不同物种的距离衰减变化（Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｄｅｃａｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ，ＤＤＲ）趋势不一致。 浮游动物、浮游植物和

底栖动物都表现出了显著的生物相似性随距离增长而衰减的趋势（Ｐ＜０．００１），其中底栖动物的衰减趋势更

强。 鱼类没有表现出明显的距离衰减趋势，详见图 ９。
２．６　 秦淮河物种群落与化学指标关系

为了评价秦淮河物种群落与环境因子（ＴＮ、ＴＯＣ、ＮＯ２⁃Ｎ、ＮＯ３⁃Ｎ、ＴＰ、ＮＨ３⁃Ｎ、ＣＯＤ、和 ＤＯ）之间的关系，对

其进行了冗余分析，经过膨胀因子检验，去除了共线性显著的 ＮＯ２⁃Ｎ 和 ＮＯ３⁃Ｎ。 其结果如图 １０ 所示。 置换检

验结果表明所选的环境因子（ＴＮ、ＴＯＣ、ＴＰ、ＮＨ３⁃Ｎ、ＣＯＤ 和 ＤＯ）均对浮游生物和底栖动物群落有极显著的影

响（Ｐ＜０．００１）；对鱼类群落结构而言，具有极显著影响的是 ＤＯ、ＴＯＣ、ＴＮ，其次是 ＣＯＤ 和 ＴＰ，ＮＨ３⁃Ｎ 对其影响

不显著。
就环境因子影响大小而言，浮游动物的环境因子影响大小排序为：ＴＮ＞ＴＯＣ＞ＴＰ＞ＮＨ３⁃Ｎ＞ＤＯ＞ＣＯＤ；浮游

植物的环境因子影响大小排序为：ＴＯＣ＞ＴＮ＞ＤＯ＞ＴＰ＞ＣＯＤ＞ＮＨ３⁃Ｎ；底栖动物的环境因子影响大小排序为：
ＴＯＣ＞ＣＯＤ＞ＴＮ＞ＴＰ＞ＮＨ３⁃Ｎ＞ＤＯ；鱼类的环境因子影响大小排序为：ＴＯＣ＞ＤＯ＞ＴＮ＞ＣＯＤ＞ＴＰ。

３　 讨论

３．１　 秦淮河物种组成及水质状况

调研期间，秦淮河 ３２ 个采样点位环境 ＤＮＡ 宏条形码技术鉴定到：浮游动物 １３ 属 ２２ 种 ４０７ 个 ＯＴＵｓ；浮
游植物 ８５ 属 ６０ 种 ４４４５ 个 ＯＴＵｓ；底栖动物 １６ 属 １７ 种 ２１２ 个 ＯＴＵｓ；鱼类 ５３ 属 ４４ 种 １６６３ 个 ＯＴＵｓ。 其中浮
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图 ８　 秦淮河主坐标分析

Ｆｉｇ．８　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ

图 ９　 秦淮河物种距离衰减变化

Ｆｉｇ．９　 Ｄｉｓｔａｎｃｅ⁃ｄｅｃａｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ
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图 １０　 秦淮河物种群落与环境因子的冗余分析

Ｆｉｇ．１０　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｐｌｏｔ ｏｆ ＯＴＵｓ ｏｆ Ｑｉｎｈｕａｉ Ｒｉｖｅｒ ｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄ ｂｙ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｖａｒｉａｂｌｅｓ

游动物以游泳轮虫目（Ｐｌｏｉｍａ）和双甲目（Ｄｉｐｌｏｓｔｒａｃａ）为主，共占比 ６３．３７％；浮游植物以隐藻门（Ｃｒｙｐｔｏｍｏｎａｓ）
和褐藻门（Ｏｃｈｒｏｐｈｙｔａ）为主，共占比 ８８．１１％；底栖动物中节肢动物门（Ａｒｔｈｒｏｐｏｄａ）占比最高，达 ９１．６７％；鱼类

中鲤形目（Ｃｙｐｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ）占比最高，达 ６９．９９％。
石晓丹等［１３］２００５ 年在秦淮河流域通过常规形态学鉴定共检出浮游动物 １３ 种，以轮虫为主，轮虫占全部

种类的 ６９．２％，本次调研中，虽轮虫占比不及 ２００５ 年，但也为秦淮河浮游动物中的优势种。 石晓丹等［１３］ 于

２００５ 年调研秦淮河的浮游植物，调研表明共检出 ４３ 种，以硅藻门和绿藻门为主；严莹［１０］于秋冬季对秦淮河的

调研共检出浮游植物 ３７ 种，以蓝藻和硅藻为主。 本次调研中浮游植物的检出结果与以往的文献报道有较大

差异，一方面是由于时间的变化，调研时间跨度较久，浮游植物的变化较大，另一方面由于检测方式有差异，今
后将进一步探究秦淮河浮游植物的时间变化差异。 吴东浩等［１２］ 于 ２００９ 年 ４ 月对秦淮河上游底栖动物进行

调查，共获得 ６３ 个底栖动物分类单元。 其中节肢动物门占比最高，达 ４７．６％，这与本次调研有相似的结论，但
本次调研中节肢动物门占比更高。 秦淮河鱼类资源调研资料暂缺，但毛志刚等［３２］于 ２００９—２０１０ 年对太湖鱼

类资源进行了调研，共捕获鱼类 ４０ 属 ５０ 种，其中鲤形目占比最高，为总数的 ６８％。 徐念等［２８］于 ２０１６ 年 １ 月

利用环境 ＤＮＡ 宏条形码技术对长江中下游物种进行监测，结果也表明鲤形目在鱼类中占比高达 ６０％。 本次

调研与文献报道中的长江、太湖流域鱼类监测结果类似，这也与长江鱼类资源鲤科鱼类种类多［３３］ 的特点相

吻合。
国内外大量学者研究表明环境 ＤＮＡ 宏条形码技术在物种多样性调研方面较传统形态学监测具有显著优

势，其具有节省时间、人力成本，不需要专业的形态学鉴定人员等优点［１６—１７］。 且其鉴定结果中的物种丰度较

１２６　 ２ 期 　 　 　 王晨　 等：基于环境 ＤＮＡ 宏条形码技术的秦淮河生物多样性研究 　
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传统形态学监测更高［３４—３５］。 本次调研虽未利用形态学监测进行对比，但与历史文献等相对比，结论具有一定

的相似性，同时也为秦淮河整体的类群调研提供了新的思路与方法。
根据 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｅｉｎｅｒ 指数分级评价标准（表 ５） ［３６］，秦淮河浮游动物，１ 个点位多样性“一般”，水体呈现

中污染状态，占比 ３．１２％；９ 个点位多样性“较丰富”，水体呈现轻度污染，占比 ２８．１３％；２２ 个点位处于“丰
富”，水体清洁，占比 ６８．７５％。 秦淮河所有点位的浮游植物多样性均为“丰富”。 底栖动物中，８ 个点位多样性

“一般”，占比 ２５％；１９ 个点位多样性“较丰富”，占比 ５９．３８％；５ 个点位多样性“丰富”，占比 １５．６２％。 秦淮河

鱼类 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｅｉｎｅｒ 指数均大于 ５，均属于“丰富”级别。 总的来说，多样性指数较低的点位多处于下游和上

游南支，下游处于城市住宅中心，属于居民密集区，受人为活动影响较大，可能因此多样性较低，水体污染较

重；秦淮河上游两支，总体上游南支（南京）α 多样性较上游北支（句容）更丰富。

表 ５　 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数（Ｈ′）分级评价标准

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ （Ｈ′）

指数范围
Ｒａｎｇｅ

级别
Ｌｅｖｅｌ

评价状态
Ｓｔａｔｕｓ

水体污染程度
Ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ

Ｈ′﹥ ３ 丰富 物种种类丰富，个体分布均匀 清洁

２＜Ｈ′≤３ 较丰富 物种丰富度较高，个体分布比较均匀 轻污染

１＜Ｈ′≤２ 一般 物种丰富度较低，个体分布比较均匀 中污染

０＜Ｈ′≤１ 贫乏 物种丰富度低，个体分布不均匀 重污染

Ｈ′＝ ０ 极贫乏 物种单一，多样性基本丧失 严重污染

３．２　 秦淮河生物多样性空间差异

本次调研结果表明浮游动物和浮游植物各点位占比差异较大，整体空间变化趋势相似，可能是由于部分

浮游动物以浮游植物为食［３７］；底栖动物上游北支与下游近江（长江）点位丰富度更高；鱼类群落种类整体分

布更为均匀，鲤形目在各点位均为优势种。 空间分布上，主坐标分析和 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 组间差异检验表明秦淮

河下游、上游南支和上游北支间有极显著差异（Ｐ＜０．００１）。 其中浮游动物、浮游植物和底栖动物受分组影响

更大，Ｒ２分别为 ０．１１３、０．１７５ 和 ０．０９４，分组对鱼类的影响相对较小，Ｒ２仅为 ０．０３５。 除鱼类外，整体上游南支多

样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｅｉｎｅｒ 指数）更高，物种更为丰富，表明秦淮河上游南支（南京）水质状况更好。 距离衰减

关系常用来评估物种对地理或环境距离的响应程度。 由于不同生物对同一景观的敏感度不同，因此不同物种

的距离衰减关系不同。 秦淮河的四个类群中，除鱼类外，其余三个类群均表现出了明显的随距离增加而衰减

的趋势。 浮游动物、浮游植物和底栖动物显著的距离衰减趋势表明扩散可能导致它们的组成变化［３８］。 鱼类

没有表现出明显的距离衰减趋势可能是由于鱼类迁徙能力强，分布广泛［３１］，这也与鱼类 α 多样性指数较为均

匀一致。 秦淮河生物群落结构和分布的探究，有助于今后制定秦淮河生物多样性监测的采样方案；探究地理

距离对其群落结构的影响便于今后更好地确定秦淮河生物多样性保护的重点。
３．３　 环境因子对秦淮河生物群落分布的影响

生物群落分布受环境因素的综合影响，不同水体中环境因素对群落结构的影响也存在差异。 相关研究表

明，氮、磷等营养盐能调节浮游植物生长［３９］，而浮游植物作为生产者是生态系统中消费者食物来源之一，从而

也会对其他生物造成影响。 Ｚｈｏｕ 等［４０］发现水温、ＴＰ、ＴＮ、ＣＯＤ 和 ＴＯＣ 是影响太湖中浮游动物的主要环境因

子；任辉等［４１］通过冗余分析发现叶绿素 ａ、溶解氧、盐度、水温、ＴＮ 和 ｐＨ 对珠江河南沙河浮游植物群落结构

影响最为密切；陈丽等［４２］通过典范对应分析发现拉萨河底栖动物群落结构的主要影响因子为海拔、ＣＯＤ、硫
化物、ｐＨ、ＴＰ 和 ＴＮ。 本次调研结果表明，环境因子对秦淮河生物具有显著的影响，其中 ＤＯ、ＣＯＤ、ＴＯＣ 以及

氮磷营养盐对浮游生物和底栖动物均有极显著影响（Ｐ＜０．００１），结论与上述结论类似。 本次调研中发现秦淮

河鱼类群落分布主要受 ＴＯＣ、ＤＯ、ＴＮ、ＣＯＤ 和 ＴＰ 影响，这与李艳利等［４３］ 在河段尺度上对浑太河鱼类群落分

布的影响环境因子探究结果类似。

２２６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２ 卷　
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冗余分析结果还进一步表明，不同营养级的生物对环境因子的敏感程度有差异。 较低营养级的生物对环

境因子的变化更为敏感，比如 ＮＨ３⁃Ｎ 对浮游生物和底栖动物均有显著的影响，但对鱼类的影响并不显著。

４　 结论

（１）基于环境 ＤＮＡ 宏条形码技术，秦淮河共监测到浮游动物 ２２ 种 ４０７ 个 ＯＴＵｓ，浮游植物 ６０ 种 ４４４５ 个

ＯＴＵｓ，底栖动物 １７ 种 ２１２ 个 ＯＴＵｓ，鱼类 ４４ 种 １６６３ 个 ＯＴＵｓ。 其中浮游动物以游泳轮虫目和双甲目为主，浮
游植物以隐藻门和褐藻门为主，底栖动物中节肢动物门占比最高，鱼类中鲤形目占比最高。 环境 ＤＮＡ 宏条形

码技术在物种丰度鉴定方面较传统形态学监测更具优势。
（２）通过主坐标分析和 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 检验，发现秦淮河下游、上游南支和上游北支间有极显著差异（Ｐ＜

０．００１）。 下游 α 多样性较上游更为贫乏，上游南支（南京）α 多样性较上游北支（句容）更丰富。 四个类群中，
除鱼类外，均表现出了明显的随距离增加而衰减的趋势。

（３）冗余分析表明，较低营养级的生物对环境因子的变化更为敏感，浮游生物和底栖动物的主要影响因

子为 ＴＮ、ＴＯＣ、ＴＰ、ＮＨ３⁃Ｎ、ＣＯＤ 和 ＤＯ。 鱼类的影响因子为 ＤＯ、ＴＯＣ、ＴＮ、ＴＰ 和 ＣＯＤ。
（４）基于环境 ＤＮＡ 宏条形码技术对秦淮河生物多样性的刻画，可为秦淮河生物多样性的保护提供理论
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