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芦苇群落水体质量与芦苇转录本的相关性
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摘要：芦苇 （Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓ ａｕｓｔｒａｌｉｓ） 是广生态幅多年生水生植物，在全球分布极广。 芦苇能够适应并生长在极端环境，如盐碱地、
重金属污染地等，这种巨大的环境忍耐能力使得芦苇成为研究植物环境适应性的模式物种，并逐渐成为植物学和生态学等领域

的研究热点。 目前，北京自然和人工湿地中大量栽植芦苇，其主要功能是净化水体、稳定水体自净能力。 为深入了解水体质量

对芦苇转录本的影响及二者之间的相关性，首先对北京及河北白洋淀共计 ３２ 个采样点的 ８ 项水质指标进行了检测。 结果表

明，３２ 个采样点的水体整体处于污染状态，主要污染物为总氮 （ＴＮ） 和生物需氧量 （ＢＯＤ），并且水质均略偏碱性，且具有高氮

（Ｎ）、高磷 （Ｐ）、高 ＢＯＤ 和高化学需氧量 （ＣＯＤ） 等特征。 主成分分析 （ＰＣＡ） 表明 ８ 项水质指标间具有相关性，可被降至 ３ 个

维度，第一维度是 ＢＯＤ ／ ＣＯＤ ／高锰酸盐指数 （ＣＯＤＭｎ）；第二维度是 ＴＮ ／氨氮 （ＮＨ３ ⁃Ｎ） ／总磷 （ＴＰ）；第三维度是 ｐＨ ／溶解氧

（ＤＯ）。 对水质指标与芦苇叶片 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 转录本进行皮尔森系数相关性分析，筛选出 ２４７ 个与水质指标相关的转录本。 其中，
２３２ 个基因 （９３．９％） 的转录水平与水质指标呈现正相关性。 经实验室单一因子或双因子验证确定了 ＰＢ．４６２１．１ （编码 ＧＭＰ 合

酶） 和 ＰＢ．１２０７９．１ （编码 ＬＥＡ１４ 蛋白） 两个基因更适合用于监测水体中的氮和磷水平。 研究为后续芦苇监测水质技术的开发

与利用奠定了理论基础。
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ｓｙｓｔｅｍ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ａ ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｕｎｋｎｏｗｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ． Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｇｅｎｅｓ， ＰＢ． ４６２１． １ （ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＧＭＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ） ａｎｄ ＰＢ． １２０７９． １ （ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＬＥＡ１４
ｐｒｏｔｅｉｎ）， ｉｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｃｏｒｅ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｗａｔｅｒ ｑｕａｌｉｔｙ （ Ｎ ａｎｄ Ｐ ｌｅｖｅｌｓ） ． Ｏｖｅｒａｌｌ， ｗｅ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓ ａｕｓｔｒａｌｉｓ ｌｅａｖｅｓ， ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｔｈａｔ ｃａｎ ｒｅｆｌｅｃｔ ｗａｔｅｒ
ｑｕａｌｉｔｙ， ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｎｅｗ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｕｓｅｓ ｏｆ Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓ ａｕｓｔｒａｌｉｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｌａｉｄ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒ ｗａｔｅｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｂｙ ｕｓｉｎｇ Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓ ａｕｓｔｒａｌｉｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓ ａｕｓｔｒａｌｉｓ； ｗａｔｅｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ； ｗａｔｅｒ ｑｕａｌｉｔｙ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ； ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

我国河流中主要污染物是氮、磷、有机化合物和重金属［１］。 水体中过量的氮和磷会导致藻华［２］。 因此对

于水体质量的监测非常重要。 传统的检测多是使用物理、化学和微生物测试的方法。 这些方法灵敏而准确，
但昂贵耗时并且波动性强［３—４］。 目前，对于水质类别的评价方法主要有单因子类别和综合污染指数 （Ｐ 值）
两种评价方法［５］。 近年来，随着科学技术的飞速发展，荧光光谱、遥感技术以及纳米生物传感器被用于评估

水体的质量，但其测试费用高昂且检测种类有限，准确性低［６—１０］。 水生植物生活在自然水体中，需要吸收大

量的氮 （Ｎ） 和磷 （Ｐ）、以及各类无机物和有机物，具有污水净化和监测水体的天然优势。 植物监测具有综合

性、直观性、长期性、连续性、灵敏性、经济性和保护性等优势［１１—１４］。
芦苇根茎发达，生长期长，适应性和抗污染能力强，已被用于处理不同类型的废水，是最常用的修复湿地

植物［１５—１８］。 除了可以去除有机物、氮、磷以及重金属以外，还可以用来去除兽药和医药化合物、染料和杀虫剂

等［１９—２１］。 此外，芦苇的叶片光谱信息可以在某种程度上区分水体中总氮（ＴＮ）含量的差异［２２］。 本研究尝试

通过低成本的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术，利用大数据分析寻找能够响应水质变化的芦苇转录本。 以期建立一种基于植

物的快速而便捷的新型水质监测技术，实现对水体质量的长期综合评价。

１　 材料与方法

１．１　 植物材料与水体采样点

图 １ 为采样点具体位置示意图。 从图中可以看出，采样点分布在北京地区的主要水系，包括永定河水系

（ＹｏｎｇＤｉｎｇＨｅ， Ｙ）、潮白河水系 （ＣｈａｏＢａｉＨｅ， Ｃ）、北运河水系 （ＢｅｉＹｕｎＨｅ， Ｂ） 、大清河水系 （ＤａＱｉｎｇＨｅ， Ｄ），
以及河北白洋淀 （ＢａｉＹａｎｇＤｉａｎ， ＨＢ），共计 ３２ 个点。 样点的水源多数来自城市再生水补入，有些甚至是工业

废水和城镇生活污水。 于 ７—８ 月的晴朗天气，野外采集距离岸边小于 １ 米的外侧芦苇群落 （Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓ
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ａｕｓｔｒａｌｉｓ） 成熟叶片 （从顶部向下数的第 ５、第 ６ 叶） 的中段组织，放入液氮储存备用，每种芦苇群落选取 ３ 个

不同的植株。 采集芦苇叶片的同时，也收集植物基部的水样。

图 １　 采样点示意图

Ｆｉｇ．１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

Ｙ：永定河水系；Ｃ：潮白河水系；Ｂ：北运河水系；Ｄ：大清河水系；ＨＢ：河北白洋淀水系

１．２　 水质检测方法及等级的划分

按《中国国家地表水环境质量标准 ＧＢ３８３８—２００２》，选择 ８ 项关键性水质指标进行检测并对采样点各类

水质进行划分，即 ｐＨ、溶解氧 （ＤＯ）、总氮 （ＴＮ）、氨氮 （ＮＨ３⁃Ｎ）、总磷 （ＴＰ）、生物需氧量 （ＢＯＤ）、化学需氧

量 （ＣＯＤ） 和高锰酸盐指数 （ＣＯＤＭｎ）。 其中，ｐＨ 使用 Ｓｉｇｍａ 公司生产的 ｐＨ 试纸进行测定；ＤＯ 使用溶解氧

测量仪 （ＨＡＮＮＡ⁃ＨＩ９１４２） 进行测定；ＴＮ 参照 ＨＪ６３６—２０１２ 标准，使用碱性过硫酸钾消解紫外分光光度法进

行测定；ＮＨ３⁃Ｎ 参照 ＨＪ５３５—２００９ 标准；使用纳氏试剂分光光度法进行测定；ＴＰ 参照 ＧＢ１１８９３—１９８９ 标准，
使用钼酸铵分光光度法进行测定；ＢＯＤ 参照 ＨＪ５０５—２００９ 标准，使用稀释与接种法进行测定；ＣＯＤ 依据

ＨＪ８２８—２０１７ 标准，使用重铬酸盐法进行测定；ＣＯＤＭｎ参照 ＧＢ１１８９２—８９ 标准，使用高锰酸钾进行测定。
１．３　 综合污染指数及主要污染物分担率分析

参照 Ｚｈａｎｇ 等［５］的方法，选取 ＤＯ、ＴＮ、ＮＨ３⁃Ｎ、ＴＰ、ＢＯＤ、ＣＯＤ 和 ＣＯＤＭｎ共计 ７ 项水质指标，按照以下公式

计算综合污染指数：
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综合污染指数 ＝ １ ／ ｎ∑
ｎ

ｉ＝１
（Ｐ ｉ）

Ｐ ｉ ＝ Ｃ ｉ ／ Ｓｉ

式中，Ｐ ｉ为 ｉ 污染物的污染指数；Ｃ ｉ为 ｉ 污染物的实测浓度；Ｓｉ为 ｉ 污染物的 ＩＩＩ 类标准；ｎ 为污染物的种类。
１．４　 主成分分析（ＰＣＡ）分析

利用 ＦａｃｔｏＭｉｎｅＲ 包中 ＰＣＡ 函数进行 ＰＣＡ 数据分析，利用 Ｒ 包 ｃｏｒｒｐｌｏｔ 计算变量间相关性。 以 Ｒ 包

ｆａｃｔｏｅｘｔｒａ 进行 ＰＣＡ 可视化。
１．５　 芦苇转录组 （ＲＮＡ⁃ｓｅｑ） 测定

芦苇转录组的测定由诺禾致源公司 （北京） 进行高通量测序 （Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ）。 利用七大数据库进行基

因功能注释，包括：非冗余蛋白质序列数据库（Ｎｒ），非冗余核酸序列数据库（Ｎｔ），蛋白质家族数据库（Ｐｆａｍ），
真核生物蛋白相邻类的聚簇 ／蛋白质直系同源簇数据库（ＫＯＧ ／ ＣＯＧ），蛋白质序列数据库（Ｓｗｉｓｓ⁃ｐｒｏｔ），京都基

因与基因组百科全书数据库（ＫＥＧＧ），基因本体论数据库（ＧＯ）。 使用实验室前期构建的芦苇伪基因组作为

背景库［２３］，采用 ＲＳＥＭ 软件［２４］进行 ＦＰＫＭ 转换，进而分析基因的表达水平。
１．６　 相关性分析

通过计算 ３２ 个叶片样本的转录本每百万映射读取的每千碱基转录片段（ＦＰＫＭ）值与水体中 ８ 项指标的

实测值的皮尔森相关系数 （ＰＣＣ），以 ＰＣＣ ≥±０．５５ 的低阈值进行筛选，筛选芦苇中与水质指标相关的转

录本。
１．７　 与水质指标相关的转录本在各个不同集合中的分布分析

统计筛选出的 ２４７ 个转录本在不同集合中的分布情况，Ｕｐｓｅｔ 图使用 Ｒ 语言中 ＵｐｓｅｔＲ 包里面的Ｕｐｓｅｔ （）
函数进行可视化。 使用 Ｒ 语言中 ｇｇｐｌｏｔ２ 制作旋风图表征与水质指标正负相关的转录本在各个不同集合中

的数量。
１．８　 ＧＯ 富集分析

利用 Ｒ 语言中 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ 包进行 ＧＯ 富集分析及可视化分析。
１．９　 ＲＴ⁃ＰＣＲ

使用反转录聚合酶链反应（ＲＴ⁃ＰＣＲ）的方法对筛选出的与水质相关的转录本进行验证。 首先培养苗龄

３０ 天的长势均一的芦苇幼苗，并用不同浓度的含氮、含磷或氮磷复合木村培养液处理 ７ 天，其中以 ＮＨ４ＮＯ３作

为氮源，而以 ＫＨ２ＰＯ４作为磷源。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 所使用的的引物序列如表 １ 所示。

表 １　 反转录聚合酶链反应（ＲＴ⁃ＰＣＲ）所使用的的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＲＴ⁃ＰＣＲ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅｓ

正向引物
Ｆｒｏｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ （５′ ｔｏ ３′）

反向引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ （５′ ｔｏ ３′）

晚期胚胎发生丰富蛋白 ＰＢ．１２０７９．１ ＧＧＡＴＧＣＡＧＡＴＧＣＣＧＴＴＣＡ ＴＧＧＴＴＣＣＡＣＣＣＴＣＴＴＴＡＣＴＴ

网格蛋白装配蛋白 ＰＢ．３２０７．１ ＣＡＧＡＡＡＴＡＧＣＧＡＧＧＡＡＧＣ ＴＴＧＡＡＧＴＣＧＧＡＧＴＴＧＡＧＧ

鸟苷酸合酶（ＧＭＰ 合酶）ＰＢ．４６２１．１ ＴＧＴＧＧＧＴＣＣＡＡＣＧＧＴＣＡＴ ＧＴＣＧＧＴＧＴＣＡＣＴＣＧＣＡＴＴ

未知蛋白 ＰＢ．６３１．１ ＴＣＴＴＣＧＴＣＧＧＡＧＴＴＴＡＴＧＴＴ ＴＴＧＧＴＴＣＧＧＴＡＧＧＣＴＴＴＴ

ＴＡＴＡ 结合蛋白相关因子 ＰＢ．９１７３．１ ＴＡＴＧＧＧＡＴＴＧＣＣＴＴＡＣＴＧ ＴＴＡＴＴＴＡＴＧＡＧＣＧＡＣＴＧＣ

１８Ｓ 核糖体 ＲＮＡ １８Ｓ ＡＴＧＡＴＡＡＣＴＣＧＡＣＧＧＡＴＣＧＣ ＣＴＴＧＧＡＴＧＴＧＧＴＡＧＣＣＧＴＴＴ

２　 结果与分析

２．１　 采样点的水质指标分析

为了评估 ３２ 个采样点的水体质量，根据《中国国家地表水环境质量标准 ＧＢ３８３８—２００２》，选择了 ８ 项关

键性水质指标进行检测。 这些指标分别是 ｐＨ、溶解氧 （ＤＯ）、总氮 （ＴＮ）、氨氮 （ＮＨ３⁃Ｎ）、总磷 （ＴＰ）、生物需氧
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量 （ＢＯＤ）、化学需氧量 （ＣＯＤ） 和高锰酸盐指数 （ＣＯＤＭｎ）。 图 ２ 为采样点水体的水质指标分析，结果表明几乎

所有水样的 ＢＯＤ 都比较高，有近 ５０％的水样 ＢＯＤ 值超过国家 Ｖ 类水标准 （图 ２）。 相比而言，多数采样点水样

中的 ＣＯＤ 和 ＣＯＤＭｎ值低于国家 Ｖ 类水标准 （图 ２）。 因此高 ＢＯＤ 是芦苇生长点水质的特点之一。
此外，水样的 ＴＮ 含量都比较高，特别是在大清河和潮白河水体中几乎全部超过国家 Ｖ 类水标准

（图 ２）。 而在多数水体中，ＮＨ３⁃Ｎ 含量比较低，只有北运河一个样点超过国家 Ｖ 类水标准。 这表明采样点水

体中的氮污染主要为硝态氮 （图 ２）。 至于 ＴＰ 含量，在多数水体中低于国家 ＩＩＩ 类水标准。 只是在潮白河和

大清河部分水体中，远远超过国家 Ｖ 类水标准 （图 ２）。 实地调查发现这是源于附近的农业和居民用水直接

排放所致。
大多数水样的 ｐＨ 均在 ７ 以上，偏碱性。 但 ＤＯ 值在水样中的差异极大，有的进入国家 Ｉ 类水标准，有的

超过国家 Ｖ 类水标准 （图 ２）。 这是由于水中 ＤＯ 含量受多种因素影响的结果，包括水体中的生物数量、有机

物含量、以及水位、水温及水流速度等环境因素［２５］。
因此从总体上看，选择的芦苇生长点的水体具有碱性、高氮、高磷和高 ＢＯＤ 的特点。

２．２　 采样点水体的污染程度分析

利用除 ｐＨ 外的 ７ 项水质指标，计算采样点所属水系的综合污染指数 （Ｐ 值），如图 ３ 所示。 从图中可以

看出，这 ３２ 个芦苇采样点水样的平均 Ｐ 值为 １．７８，水体处于污染状态。 其中，大清河及潮白河的 Ｐ 值分别为

２．２９ 和 ２．１２，是污染最为严重的两个水系。 而其余水系污染程度相对较低 （图 ３）。
进一步分析主要污染物分担率 （即某一污染物对于综合污染指数的贡献度 ／占比）。 结果表明这 ３２ 个采

样点水样中主要污染物为 ＴＮ 和 ＢＯＤ，平均分担率分别为 ２８．２７％和 ２２．９２％。 而 ＮＨ３⁃Ｎ 的分担率最低，只有

４．１２％ （图 ３）。 比较而言，不同水系中的主要污染物不尽相同。 如永定河、大清河和北运河水体的主要污染

物为 ＴＮ 和 ＢＯＤ；潮白河水体的主要污染物是 ＴＮ 和 ＴＰ；而白洋淀水体的主要污染物为 ＢＯＤ 和 ＣＯＤＭｎ。 值

得注意的是，大清河水系总氮污染极其严重，总氮的污染分担率高达 ５４．１９％ （图 ３）。
２．３　 水质指标的相关性分析

图 ４ 为依照 ８ 项水质指标对 ３２ 个芦苇采样点进行主成分分析 （ＰＣＡ） 的结果。 从图中可以发现，采样点

基本不具有按照水系分布的特点，符合随机采样模式。 前三个主成分就能够区分 ８０％的样点。 相比之下，有
８ 个样点呈现高度离散状态，即 Ｄ１３、Ｂ２３、Ｃ３３、Ｃ３４、Ｃ３５、Ｙ０２、Ｃ３１ 和 Ｂ２８。 碎石图显示 ＣＯＤ、ＢＯＤ 和 ＣＯＤＭｎ

对第一主成分的贡献率最大，而 ＴＮ、ＮＨ３⁃Ｎ 和 ＴＰ 对第二主成分的贡献最大 （图 ４）。
ＰＣＡ 分析还显示，ＣＯＤ、ＢＯＤ 和 ＣＯＤＭｎ之间具有高度正相关性，ＴＮ、ＮＨ３⁃Ｎ 和 ＴＰ 之间的正相关性也很

强，而 ｐＨ 和 ＤＯ 之间也有一定的正相关性。 因此，所检测的 ８ 项水质指标可明显区分成 ３ 个维度，这为后续

的芦苇转录组分析方案提供了依据。 不过，ＴＮ、ＮＨ３⁃Ｎ 和 ＤＯ 之间是负相关的 （图 ４）。
２．４　 水质监测基因的筛选

在获得上述 ３２ 个采样点的芦苇转录组 （ＲＮＡ⁃ｓｅｑ） 数据后，为了挖掘芦苇转录组中与水质指标相关的表

达基因，分别计算了转录本的 ＦＰＫＭ 值与水质 ８ 个指标之间的皮尔森相关系数 （ＰＣＣ）。 考虑到所有样本转

录组之间的差异较小，因而仅以 ＰＣＣ ≥±０．５５ 的低阈值进行筛选，最终筛选出与水质相关的转录本 ２４７ 个。
为了反向验证这个结果，又使用这 ３２ 个样点的 ２４７ 个转录本的 ＦＰＫＭ 值进行部分转录组的主成分分析，如图

５ 所示。 从图中可以看出有 １０ 个样点相对离散，其中 ８ 个与 ３２ 个样点水质指标的 ＰＣＡ 分析中离散样点相一

致 （图 ５）。 综合上述结果，可以确定这 ２４７ 个基因的转录水平能够反映出水体质量的变化，可初步视为潜在

的水质监测基因。
图 ６ 综合分析了这 ２４７ 个转录本与水质指标的相关性，并进行 ＧＯ 富集分析。 从图中可以看出，与水质

指标呈现正相关的转录本非常多，共计 ２３２ 个，而负相关转录本只有 １５ 个 （图 ６）。 从单一指标来看，与 ＴＰ
相关的转录本最多，达 ６２ 个；与 ＴＮ、ＮＨ３⁃Ｎ 和 ＣＯＤＭｎ相关的转录本分别为 ３３、３２ 和 ３１ 个；而与 ＣＯＤ 相关的

转录本只有 ３ 个。 此外，有 ４４ 个转录本与多种水质指标相关，并且主要体现在有相关性的指标之间。 如有
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图 ２　 采样点水体水质指标分析

Ｆｉｇ．２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

虚线指示《中国国家地表水环境质量标准 （ＧＢ３８３８—２００２）》 中各项水质指标的标准限值

１６ 个转录本与 ＢＯＤ、ＣＯＤ 以及 ＣＯＤＭｎ有相关性，有 ５ 个转录本与 ＴＮ 和 ＴＰ 相关 （图 ６）。
从 ＧＯ 富集分析的生物过程类群气泡图可见，与水质相关的转录本集中到了一个大的功能群，即蛋白质

合成。 其中包括翻译、多肽生物合成和代谢、酰胺生物合成、蛋白质折叠以及核糖体大亚基生物合成等

（图 ６）。 分子功能类群显示，与水质相关的转录本是与核糖体结构和分子伴侣介导的蛋白质折叠过程相关

（图 ６）。
这些结果意味着在污染的水体中，芦苇的蛋白质合成机制受到较大影响。 因此，蛋白质合成相关的转录

本作为环境水体质量监测的可选靶标。 并且大量水质响应转录本在当前数据库中不能被富集的现象说明植

物对水质变化的应答是多途径的，涉及的代谢过程较为复杂，需要更深入的研究。
２．５　 水质监测基因的验证

经筛选与分析后发现有 ５ 个基因的转录本与总氮 （ＴＮ） 和总磷 （ＴＰ） 均有正相关性。 图 ７ 为在实验室

条件下，采用不同浓度的单一氮源、磷源以及复合氮磷培养液对芦苇幼苗进行处理，对上述转录本的验证和分
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图 ３　 采样点水体的综合污染指数分析

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｗａｔｅｒ ａｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

综合污染指数中的百分数指示主要污染物分担率

析。 从图中可以明显看出，随着 Ｎ 浓度的增加，这些基因的转录全部有增加的趋势。 尤其在 Ｎ 含量为 ５０
ｍｇ ／ Ｌ 时，这些基因的表达量达到了峰值 （图 ７）。 这些基因对单一磷源培养液的响应也是如此。 在自然水体

中，总磷浓度在 ０．０１—１．３８ ｍｇ ／ Ｌ 的范围。 当用单一磷源处理芦苇植株时，可以看到在 Ｐ 浓度达到 １ ｍｇ ／ Ｌ
时，这 ５ 个基因的表达水平是最高的 （图 ７）。

在这 ５ 个基因中，有 ２ 个基因不仅对 Ｎ 和 Ｐ 浓度的变化都有较好的正响应关系，尤其是对 Ｎ＋Ｐ 混合源

的培养液的梯度响应强烈 （图 ７）。 其中，一个编码晚期胚胎发生丰富蛋白 （ＬＥＡ， ＰＢ．１２０７９．１）；另一个编码

ＧＭＰ 合酶 （ＰＢ．４６２１．１），也称为谷氨酰胺氨基转移酶。 因此，这 ２ 个基因可能是适合监测水体中氮和磷浓度

变化的靶标基因。

３　 讨论

３．１　 采样点的水质特点

为了建立一种基于植物的快速而便捷的新型水质监测技术，实现对水体质量的长期综合评价。 以北京湿

地大量原生或栽植的芦苇叶片为材料，研究了约 ３．１ 万个基因转录本与水质指标的对应关系。 现今，芦苇分

布于北京各大水域，以八倍体为主，四倍体为辅，是自然河流、湿地以及人工湿地的优势物种［２６］；此外，因城市

发展造成的河流、湖泊水域的大量污染催生了芦苇做为水质净化植物的需求［２７—２８］。 因此，采用芦苇材料关联

水质指标的研究具有非常现实的背景和基础科学的支撑。 通过实地考察，在永定河水系 （ＹＤＨ）、潮白河水系

（ＣＢＨ）、北运河水系 （ＢＹＨ）、大清河水系 （ＤＱＨ） 以及河北白洋淀 （ＢＹＤ） 共选择了 ３２ 个样点进行水质指标

和芦苇基因转录本的同步分析。
芦苇采样点的选择标准主要有两条。 一是有大面积芦苇生长；二是水源主要来自城市再生水补入，或有

工业废水和城镇生活污水排入。 在这种环境条件下，芦苇可以最大化发挥其对水体污染物质的清除功能；也
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图 ４　 采样点水质指标的主成分分析

Ｆｉｇ．４　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

虚线表示各变量的平均贡献率；Ｄｉｍ１：主成分 １；Ｄｉｍ２：主成分 ２；ＣＯＤ：化学需氧量；ＢＯＤ：生物需氧量；ＣＯＤＭｎ：高锰酸盐指数；ＴＰ：总磷；ＤＯ：

溶解氧；氨氮：ＮＨ３ ⁃Ｎ；ＴＮ：总氮

可满足获得与污染因子相关的响应基因的要求。 根据检测结果发现，采样点水体具有碱性、高氮、高磷、高有

机物污染的特点。
ＢＯＤ ／ ＣＯＤ 的比值可以判断水体中有机物是否可以通过生物进行［２９］。 当 ＢＯＤ ／ ＣＯＤ 比值＜０．２ 时，有机

物不能被微生物降解。 图 ８ 为采样点水体的生物可降解性分析，从图中明显看出这 ３２ 个水体样本均可被生

物降解 （图 ８）。 这说明水体具有生物治理的可能性，水体的污染能够通过生物降解的方式得到有效治理。
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图 ５　 与水质相关的 ２４７ 个芦苇叶片转录组测序（ＲＮＡ⁃ｓｅｑ）转录本的主成分分析

Ｆｉｇ．５　 ＰＣＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ２４７ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｗａｔｅｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎ Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓ ｌｅａｖｅｓ

使用转录本的每百万映射读取的每千碱基转录片段（ＦＰＫＭ）值对 ３２ 个样本进行主成分分析

３．２　 水质指标间的相关性分析

大量的研究表明不同的水质指标间可能存在相关性，但这些研究往往局限于对于两个或三个指标间的相

关性分析，并没有进行综合分析。 如王庆安等研究发现水中 ｐＨ 的周期性变化与 ＤＯ 的变化规律相似，经相

关性回归分析发现 ｐＨ 与 ＤＯ 呈显著正相关［３０］。 马自伟等发现地表水中氨氮、总氮和总磷三个监测因子之间

具有明显的相关关系，相关系数为 ０．８１５８—０．９９５３［３１］。 李志亮和仲跻文研究证实 ＢＯＤ、ＣＯＤ 和 ＣＯＤＭｎ之间具

有明显的相关性，可以用其中的某一个指标去估算或预测另外两个指标。 此外，还可通过这三个指标对监测

数据进行预判及合理性的检验［３２］。 本文一共测定了 ３２ 个样点的 ８ 项水质指标，并对这 ８ 个指标间的相关性

进行了成对分析，从而综合分析水质指标间的相关性。 研究结果表明，ｐＨ 和 ＤＯ 之间有一定的正相关性，皮
尔森相关系数 （ＰＣＣ） 达到 ０．３８；ＴＮ、ＮＨ３⁃Ｎ 和 ＴＰ 之间的正相关性很强，其中 ＴＮ 和 ＴＰ 的 ＰＣＣ 为 ０．５７，ＮＨ３⁃
Ｎ 与 ＴＰ、ＮＨ３⁃Ｎ 与 ＴＮ 的 ＰＣＣ 分别为 ０．２７ 和 ０．２３；分析发现 ＣＯＤ、ＢＯＤ 和 ＣＯＤＭｎ之间具有显著正相关性，其
中 ＣＯＤ 和 ＢＯＤ、ＢＯＤ 和 ＣＯＤＭｎ以及 ＣＯＤ 和 ＣＯＤＭｎ之间的 ＰＣＣ 分别为 ０．９５、０．９１ 和 ０．８７。 研究表明，在溶解

氧高的水体中，氨氮的含量通常较低，因为在氧化环境中，氨容易转化为硝酸盐［３３］。 在研究中同样发现 ＤＯ
和 ＮＨ３⁃Ｎ 之间的负相关性最强，ＰＣＣ 为－０．３１。 这些指标之间的相关性与大多数研究相一致［３０—３３］。 因此，将
所检测的上述 ８ 项水质指标降为 ３ 个维度，即 ｐＨ ／ ＤＯ、ＴＮ ／ ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＰ 以及 ＣＯＤ ／ ＢＯＤ ／ ＣＯＤＭｎ，进一步综合分

析研究芦苇叶片的转录组变化。
３．３　 芦苇中响应水质变化的基因

采用 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术，获得了 ３２ 个芦苇样本的转录组数据。 根据皮尔森相关系数 （ＰＣＣ），确定了一个较

低的阈值 （ＰＣＣ ≥±０．５５） 进行基因筛选。 在 ３．１ 万个转录本中，仅有 ２４７ 个基因的转录本满足这个筛选条

件。 然而，对这些基因的功能富集发现，ＧＯ 只富集到 ３５ 个基因，功能主要涉及蛋白质合成机制。 认为产生

这一结果的原因至少有 ３ 个。 其一是芦苇基因组遗传背景缺乏［３４］；其二可能是物种特异性基因的存在，而现

有的数据库不全；其三是水质响应基因可能在功能上是高度离散的，从而导致其无法被富集到某一过程。
本研究发现芦苇中编码 ＬＥＡ 和 ＧＭＰ 合酶的基因对水体中的高氮和高磷有所响应。 研究表明，ＬＥＡ 基

因家族在植物中往往具有几十个成员，且高度保守，功能涉及干旱、盐渍、低温等与植物脱水密切相关的多种

环境胁迫的适应和调节［３５—３６］。 尽管目前已有上千个植物 ＬＥＡ 蛋白基因得以分离，但对该类基因的生物学功
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图 ６　 响应水质变化的芦苇转录本分布及基因本体论（ＧＯ）富集分析

Ｆｉｇ．６　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｗａｔｅｒ⁃ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｔｓ ａｎｄ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

左侧旋风图显示芦苇转录本 （ｎ＝ ２４７） 与水质指标的相关性

能的研究仅限于少数几种植物，并且主要集中于植物脱水应答等非生物胁迫，采用的研究手段大多为植物转

基因功能分析。 ＬＥＡ 基因作为一类逆境胁迫的下游应答基因，其在响应非生物胁迫时会大量表达。 在农作

物耐脱水遗传改良中具有普遍的应用潜力［３７］。 然而 ＬＥＡ 基因的转录水平为何受氮和磷浓度的影响，是否为

芦苇对富营养化水体的长期适应性结果，及其作用的具体机制还需进一步探索［３７］。
氮和磷都是植物体需求量很高的矿质营养素，与植物的生长发育以及产量等方面有着密切的联系。 植物

不能直接利用空气中的氮气，它们一般吸收利用土壤或环境中的 ＮＯ－
３ 或者 ＮＨ＋

４，在相关酶的作用下合成谷氨

酰胺和谷氨酸，然后经过转氮作用形成不同的氨基酸，进而合成蛋白质［３８—３９］。 因而，氮素的吸收和同化是植

物生长发育的必需过程。 植物对磷的吸收和同化亦同样重要。 研究表明，谷氨酰胺氨基转移酶可通过将谷氨

酰胺水解为谷氨酸，参与氮的初级吸收与光呼吸释放氨的再吸收，以及吸收氨的同化和固氮作用，对作物的生

长发育、氮素同化与积累、应对逆境等情况都起着调控作用。 谷氨酰胺氨基转移酶在水稻叶片中表达量最高，
在水稻中过表达谷氨酰胺氨基转移酶可以促进幼苗对氮的吸收和同化，增强其对缺氮的耐受性并增加

产量［４０］。

８２８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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图 ７　 芦苇中氮和磷响应基因的转录分析

Ｆｉｇ．７　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｉｎ Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓ ａｕｓｔｒａｌｉｓ

使用 １８Ｓ 作为内参

图 ８　 采样点水体的生物可降解性分析

Ｆｉｇ．８　 Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｗａｔｅｒ ａｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

虚线指示不能被生物降解的限值

本研究尝试采用廉价、快捷的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术分析

芦苇叶片的转录组变化，以期获得可以反映水体质量的

监测基因，挖掘芦苇在生态方面的新用途。

４　 结论

对 ３２ 个采样点水体的 ８ 项关键性水质指标进行检

测，结果表明芦苇生长点的水体略偏碱性且染程度较

高，具有高氮、高磷、高 ＢＯＤ 和 ＣＯＤ 的特点。 主成分分

析 （ ＰＣＡ） 显示， ８ 项水质指标可分成 ＣＯＤ ／ ＢＯＤ ／
ＣＯＤＭｎ、ＴＮ ／ ＮＨ３⁃Ｎ ／ ＴＰ 和 ｐＨ ／ ＤＯ 这 ３ 个维度。 各维度

内部的水质指标均具有较强的正相关性。 创新性采用

植物叶片 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 和水质指标间相关性分析的方法，
筛选出了 ２４７ 个芦苇叶片的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据中可挖掘的

９２８　 ２ 期 　 　 　 张茜　 等：芦苇群落水体质量与芦苇转录本的相关性 　
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水质相关基因，在不同水质维度中，这些基因编码蛋白质的功能差异较大。 经 ＲＴ－ＰＣＲ 验证后发现 ＰＢ．
１２０７９．１ （编码 ＬＥＡ１４ 蛋白） 和 ＰＢ．４６２１．１ （编码 ＧＭＰ 合酶） 有望成为水质 （Ｎ 和 Ｐ 的水平） 监测基因的核

心成员。
本研究创新性利用芦苇叶片中的基因进行水质监测则发掘了芦苇的生态价值，并且有助于理解芦苇基因

表达变化与水体中污染物浓度之间的关系。 这为后续芦苇监测水质技术的开发与应用奠定了理论基础。

致谢：感谢首都师范大学生命科学学院周华健、王安安、裘天航、袁敏、王蕊和齐振煜同学在样品采集中给予的

帮助。
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