
南京8个湖泊超微真核浮游生物遗传多样性的研究

赵璧影1，2  ，陈美军2，孙颖2  ，陈非洲2*  ，杨家新1
南京师范大学生命科学学院   中国科学院南京地理与湖泊研究所湖泊与环境国家重点实验室（1.南京师范大学生命科学学院，南京  210046；2.中国科学院南京地理与湖泊研究所湖泊与环境国家重点实验室，南京

2lO008）

摘要 ：用末端限制性片段长度多态性（terminal restriction fragment length polymorphism，T-RFLP）方法对南京市区 8个不同营养

水平湖泊的沿岸带和敞水带超微真核浮游生物（0.2～5.0μm）遗传多样性进行了研究，目的是了解不同营养水平湖泊超微真

核浮游生物遗传多样性的差异以及影响这种差异的主要因子.T-RFLP结果表明，不同湖泊超微真核浮游生物的T-RFLP指纹

图谱存在明显差异，沿岸带和敞水带末端限制性片段 T-RFs平均值分别为 16.4和 15.9，其中营养水平中等的南湖沿岸带

T-RFs最多（30个）  ，营养水平较低的百家湖敞水带T-RFs最少（10个）  ，除琵琶湖和莫愁湖外，沿岸带的超微真核浮游生物遗传

多样性均比敞水带高.聚类分析表明，除百家湖、前湖、南湖外，其他湖泊沿岸带和敞水带的相似度都比较高.超微真核浮游生

物遗传多样性与环境因子的典型对应分析（canonical correspondence  analysis，CCA）表明，叶绿素a浓度与超微真核浮游生物

群落结构和多样性显著相关（p=0.004）.本研究表明，超微真核浮游生物遗传多样性受湖泊营养水平的影响，而且在敞水带

和沿岸带存在差异.
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Abstract：The method af termin量l De8trictionfragment length polymorphism （T.RFIP）  _岫 used  协 otudy the genetic djversity of

eukaryotic picoplankton（0.2·5.O  ̈m）  in the pelagic and littoral  暑one8 in 8 lake8 with diferent trophic  毗矗tus in Nanjing.  The

objectiveB of thi8 8tudy  lre玎e to confirm the di董蕾erence of the genetic diverBity of eukaryotic picoplankton among lake曩  曩nd the main

facto均affecting thiB diference.TIRFIJ indicated that theDe  'rere variou8 6ngerprinls among Iake8  _nd zones.The  average terminal

re8triction fragment8（T-RFlI）  in the littoral and peIagic  暑one8  -reDe l6.4 and l5.9，re8pectively.The littoral zone in Lake Nan and the

pelagic  zone in Lake Mochou had 30 T—RFs and 27 T-RF8，玎espectively.The T-RFBlrere the least abundant（lO）  in the pelagic  zone

in Lake Baijia with  玎elatively low t日ophic statuB.The genetic divenity of eukaryotic picopl曩nkton was higher in the littor童l  盔one than that

in the pelagic  墨one except Lake Pipa and Mochou.The cluBtcr analysHI indicated that the simiIaritieB of the littoral zone8 and the pelBgic

墨ones weDe lrery high except I丑ke Baijia，Qi蚰 and Nan.The canonical corre8pondence analysis between the genetic diverBity of

eukaryotic picoplankton IInd emrimnmental facton revealed the concentration of chloDophylI  口had the m08t important impact on the

eukaryotic picoplankton communitie8（p  =0.004）.The  玎esults indicated that the genetic dive蕾8ity of  eukaryotic picoplankton i.  afected

by the trophic 8tatue  蚰d has the dil五e∞enoe in the pelagic  蚰d littoral  盔one8.
Key words：  eukaryotic picoplankton；Nanjing；lake.；terminaI  玎estrictionfragmenl length polymorphism （T-RFLP）  ；  genetic divenity；

t∞ophic BtatU8

    超微真核浮游生物（0.2  —5.0 p。m）是地球上最

为丰富的真核生物，它们主要由微型藻类和原生动

物组成，是微食物网的主要成员，在地球化学循环中

起着重要作用u'31  .由于缺乏明显的形态特征，用

形态学方法很难鉴定这些生物体HJ】  .虽然高效液

相色谱和气相色谱分析能研究生物组成哺-刀，染料

和（或）脂肪酸分析能得到自养和（或）异养浮游生

物的结构和动力学信息，但不能提供系统发生的信

息‘l】  .

    基于核糖体小亚基 DNA（SSU rDNA）分析的分

子生物学方法已经成功地用于细菌和古细菌多样性

的研究.现在这些方法也逐渐用于环境中超微真核

浮游生物方面的研究.在过去的几年里关于此类的
研究越来越多，并发现真核超微浮游生物具有高度

多样性.近年来，末端限制性片段长度多态性（T.

RFLP）技术由于具有快捷、高分辨率、高通量和不依
赖于培养等优点而被广泛应用于微生物群落结构的
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研究‘91  .目前有人将之用于真核超微型浮游生物的

研究⋯ ，结果表 明末端 限制性 片段 （T.RFs）  能有效

地表现群落结构 ，并 能结合 环境 中理化 因子和其他

生 物 因 子，运 用 典 型 对 应 分 析 （   canonical

corre8pondence analysis，CCA）找出影 响超微真核浮

游生物群落结构 的主要调控因子.

    已有研究表 明很多环 境因子能影响超微真核浮

游生 物 的结 构 ，如 营 养 水 平 和温 度 1̈  、底 泥 再悬

浮‘‘o】  、浮游植物‘111和后生浮游动物‘8.121  等.南京市

区分布着若干个湖泊 ，这些 湖泊 由于受人 为干扰的

不 同，其营养水平存在差异.目前这些湖中超微 真核

浮游生物的研究鲜见报道.此外 ，有关湖泊沿岸带和

敞水带浮游生物多样性差别 的研究都集中在大中型

浮游动物‘13-̈ 】  ，而超微真核浮游生物的多样性是否

也存在差别尚不清楚.因此 ，本实验的主要 目的是通

过 T—RFLP的方法对南京 8个湖泊沿岸带和敞水带

真核超微型浮游生物进行研究 ，探讨不 同营养水平

湖泊中超微真核浮游生物 的遗传多样性是否存在差

异 ，如果存在差异，确定产生这种差异的主导环境因

子 ，同时明确沿岸带和敞水带超微真核浮游 生物的

遗传多样性是否存 在差异 ，以期 为进一步探讨 超微

真核浮游生物在浅水湖泊生态系统中的功能提供参

考.

1  材料与方法

1.1  采样点和方法

    2008年 11  月分别在南京市花神湖、百家湖、前

湖、琵琶湖、紫霞湖、南湖、莫愁湖和玄武湖采样，这

8个湖的面积分别为 0.056、1.67、0.067、0.06、

0.045、0.06、0.32和4.7l km2  ，湖泊分布如图1，其

中前湖、琵琶湖和紫霞湖位于紫金山上，玄武湖的采

样点在其东南湖区.浅水湖泊湖区一般分沿岸带和

敞水带，沿岸带指靠近湖岸的浅水区，一般有高等水

生植物分布，而敞水带高等水生植物没有或不能分

布 151  .考虑到浅水湖泊由于富营养化的影响，有些

成为藻型湖泊，所以选择的 8个湖敞水带的点位于

湖（  区）中心，而沿岸带的点分为：①有水草分布的，

在水草区采；②无水草分布的，在离岸 20 m以内的

范围采.8个湖中，花神湖的沿岸带密布水草，百家

湖、前湖、琵琶湖和玄武湖沿岸带水草零星分布，其
它湖泊无水草分布.

    样品常规理化 和生物指标按照标准方法测

定‘161.超微真核浮游生物样品取表层和底层 200

mL的混合湖水，先用孔径为 5  斗m的聚碳酸酯膜预

过滤，以去除一些大型浮游生物 ，然后抽滤到孔径为

0.2  pm的聚碳酸酯膜上 ，在提取基 因组 DNA前 ，滤
    ‘ .L

膜保存在 一800C超低温冰箱中.

  圈l 南京八湖分布

Fig.1  Eight l丑keo in Nanjing

1.2  环境基因组提取

    参考文献 [17]  ，结 合化学裂解和物理破碎 的方

法提取基 因组 ，并作适当修改.配制 2x核酸裂解 液

[  100 mmol/L Tri8（pH 8.0）  ，40 mmol/L EDTA，100

mmoVL NaCl，1%  sodium dodecyl 8ulfate]  （  现 配 现

用 ）  ，置于 70℃ 预热.将 聚集有样 品的 0.2  斗m 聚碳

酸酯膜剪碎放人 已加 有 0.5 g玻璃珠 （直径 为 0.5

mm，BioSpec产品 ）的离 心管 ，再 加入 已预热 的核 酸

裂解液 l mL，在 Mini-Bead-Beater（  BioSpec product，

USA）上振荡 10 s，频率 为2 500 r/min；然后 700C水

浴 5 min，涡旋 l min，此 步骤 重复 2次 ，接着 冰浴 5

min，加入 140 p。L 5 mol/L NaCl  到终浓度 0.7 moV

L，127 LLL 10% 的 CTAB到终浓度 10绳移，充分混 匀后

70℃水浴 15 min；用等体积 的酚：氯仿 ：异戊醇 （25：

24：  1，体积 比，下 同）  和氯仿 ：异戊 醇 （24：1）依 次抽

提 1  次 ；取 上 清 用 等 体 积 的 冰 冷 的异 丙 醇 沉 淀

DNA，一2们C 0.5 h后 13，100 r/min离心 10 min，弃

上清 ；用冰冷的 70%酒精 500  斗L洗涤 1  次 ，13 100

t/min离心 10 min，弃上 清 ；风 干后加 入 50  斗L TE

（50 mmoVL Tri8一HCl pH 8.O，10 mmol/L EDTA pH

8.0）溶解 ，一20℃保存备用.

1.3  T—RFLP

    PCR扩增 ：用 真核生 物 的通用 引物 ，上 游 引物

为 EuklA，5，末 端 标记 了 6.羧 基二 乙酸荧 光 素 （6一

FAM）  ：5’.CTGGTTGATCCTGCCAG-3’，下 游 引 物 为

Euk516r：5’.ACCAGACTTGCCCTCC.3’  ，片 断 长 度 约



560 bp.50 p.L  的 反 应 体 系 ，其 组 分 为 ：ddHz0

37.5  p。L，10  ×PCR bu行er（不 含 Mg2  +  ）  5  斗L，25mmol

MgC12溶液 3  斗L，10 mmol dNTP 1  ̈。L，10 pmol  的上

下游引物各 l  斗L，0.5 p。L rZog酶  （5 U/p。L）  ，模板 l

一10 ng.运行条件为 ：94℃ ，预变性 l30 8，然后 35个

循环 的 94气 ，变性 30 8，56℃ 复性 30 8，72℃延 伸

130 8，最后 72℃10 min.取 5 u。L PCR产物用 1%的

琼脂糖 电泳检测.

    PCR产物 用绿 豆 酶处 理 （Promega product）  ，在

30℃下消化 35 min.然后用 E.Z.N.A.TM  DNA纯化试

剂盒纯化 （Omega product）.纯化产物取 3 p。L用 1%

的琼 脂 糖 电 泳 检 测 ，再 经 限 制 性 内切 酶 Msp I

（TaKaRa product）  3"C酶切 3 h，随后即可上样至 CEQ

8800（Beckmancoulter，USA）进行 T—RFLP的分析.末

端限制性片段 （T-RFs）可用 CEQ系统软件进行分析.

1.4  统计分析

    从 T.RFLP的结果 中得 到超微真核浮游生物群

落组成 ，再采用多元变量统 计分析环境 因子与超微

真核浮游生物群落组成变化 的相关性 ，分 析软件采

用 CANOC0 4.5【18】  .将 T.RFLP的结 果转化 为 0/1

矩阵 ；环境因子包 括温度 （Temp）  、总磷 （TP）、总氮

（TN）  、叶绿素 a（  Chl a）  、总 悬浮 质 （TSS）、透 明度

（SD  ）  ；生 物 因 子 包 括 轮 虫 （  ∞otifera）  、枝 角 类

（  cladocera）  、桡 足 类 （  copepoda）  和 浮 游 植 物

（phytoplankton）  密 度 以 及 浮 游 动 物 总 生 物 量

（zooplankton biomass）  ，由于紫霞湖中的总氮和总磷

浓度存在 比例失衡 ，故在做 多元统计分析时将总氮

的浓度去除.

2  结果与分析

2.1  湖泊理化特性及生物 因子

    不 同湖泊 的理化及生物因子明显不同 ，每个湖

泊沿岸带和敞水带之 间也略有变化 （表 1）.营养水

平差异显著 ，按照总磷和叶绿素 a浓度进行 比较 ，营

养水平较低的是花神湖 、百 家湖、前湖和紫霞湖，营

养水平中等的是琵琶湖 、南湖和玄武湖 ，营养水平最

高的是莫愁湖.不 同湖泊总磷和叶绿素 a浓度呈正

相关关系 （r  =0.89，p  <0.OOO l）.浮游动物总生物

量在琵琶湖敞水带最高（7 670.1  岖 .L一1  ）  ，而花神

湖沿岸带最低（19.1  ̈。g.L一1  ）.浮游植物密度在莫

愁湖沿岸带最高（1.5×108cell8  .L“）  ，而紫霞湖敞

水带最低（3.1  ×104cell8  .L“）.

    衰l 8个湖泊沿岸带和敞水带的理化及生物指标

Table l Physicochemical and biological ch矗racteristics in the pelagic and littoral zone8 0f eight lake8

地点  类型  /哪？L.，/。。？L../n。h1L一./。gX一·  罡  /兰}冀善.芜墨竺耄詈 囊竺霉耄詈 弓篓芒冀等窆荔耋嚣警兰专

花神湖 沿岸带  0.030    0-60    2.8    0.5    0.90 20    0.2 1·7    4.O×104    19.1
～ ’一  敞水带  0.030    0.52    2.9 1.5    0.90    710    2l-5    33.7    7.O×104    729.2

百家湖 沿岸带  0.058    l-48    5.7    3.0    0.70    180    2.5    4.7    l-2 xlO'5    159.5
    敞水带  0.054 l-44    4.3    4.5    0.70    280    5.5    14.8 l_3×l05 274.4

前湖    沿岸带  0.054    0.82    4.5    3.0    1.10    30    0    0.6    5.7xl07    19.6
    敞水带  0.077    0.96    4.7    10.O    O.80 200    1.0    0.6 1-4 xl06    130

琵琶湖 沿岸带  0.147    1.15 29.1    11.5    0.40 690    326.4    15.4    3.5  ×106    3 582-1
一口‘w  敞水带  0.143    1.59    28.1    16.O    O.40    2  650    631    48.0    2.6  ×107    7 670.1

紫霞湖 沿岸带  0.011    3.2l    L l    8.5    0.∞    30    4.5    0.6    7.3×104    59.7
    敞水带  0.Ol9    3.32    1.9    6.O l-10    55    10.2    0.2    3.1×10●    l26.2

莫愁湖 沿岸带  0.360 1·76 46.2    儿.0 0·25    350    2.3    6.7    1.5×10'    231.5
    敞水带  0.406    1.96    39.5    11.5    0.27    520    2.1    7.0    4.6 x106 226.0

南湖  沿岸带  0.139    1.88    27.2    11.0    0-22    20    7.0    3.4    I.1 xl07 90.6
    敞水带  0.135    1.86    29.5    9.0    0.20 170    2.8    0.9    5.7  x  lO'    87.5

玄武湖 沿岸带  0.116  2.47    22.4    25.5    0-19 245    7.0    4.0    6.3 xl06 209.4
    敞水 带  0.116    2.18    24.1    21.0    0.19    295    0    13.0    7.9×l06    191.0

2.2 DNA提取和 PC  R扩增的结果

    参考文献[17]提取基因组总DNA的方法并经

过改进最终得到了较纯较完整的基因组DNA.用于
T.RFLP分析的 18S rDNA可变区片断的 PCR扩增

获得了满意的结果，效率高，特异性好，能用于进一

步的分析.

2.3 T.RFLP指纹图谱分析

    T-RFLP的指纹图谱经 CEQ系统软件可读出，
该软件能输出片段大小、峰面积、峰高等一系列
T-RFs的相关数据，一般一个 T.RF代表一个物种.

为减小误差，<100 bp和>560 bp的T.RFs均舍弃，
经过处理后得到各片段大小的T.RFs及其所占面积



百分比（图2）  ，通过 cluster分析比较样品间的相似

度及距离（  图 3）.从图2可以看出.处于营养水平中

等的南湖沿岸带和营养水平较高的莫愁湖敞水带

T-RFs最多，分别有 30和 27个，则代表有 30和 27

个左右优势物种；处于营养水平较低的百家湖敞水

带 T.RFs最少.只有 10个 ，则代表有 10个左右优势

物种.一些 T.RFs在大多数湖泊中均有出现，如 108

    lOO
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bp在花神湖、百家湖、紫霞湖、莫愁湖、南湖和玄武

湖均存在；而一些 T-RFs则是少数湖泊独有的，如

496 bp仅在琵琶湖和南湖存在.除琵琶湖和莫愁湖

外，沿岸带的物种均比敞水带丰富.聚类分析表明，
除百家湖、前湖、南湖外，其他湖泊沿岸带和敞水带

的相似度都比较高（图3）.
2.4  统计分析

◆
  1.2：花神湖沿岸带和敞水带；3.4：百家湖沿岸带和敞水带；5.6：前湖沿岸带和敞水带；

7.8：琵琶湖沿岸带和敞水带；9.10：紫霞湖沿岸带和敞水带；Il，12：莫愁湖沿岸带和敞水带；

    13.14：南湖沿岸带和敞水带；15，16：玄武湖沿岸带和敞水带.下同

    圈2  不同湖泊敞水带和沿岸带末端限制性片段相对比例

    Fig.2  Relative r_lio of T-RFsin the peIagic  _nd IitloHd叠one●af eight I矗ke●

O    ∞ 40    ∞     ∞
    相叙度

    圈3  样品的聚类分析
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析（detrended corre8pondence analysis，DCA）的结果

显示 ，样品矩阵第一 轴 的梯度 长度为 2.999（  >2）  ，

因此本研究假定物种与环境 间具有非线性的相关关

系，选择典型对应分析 （CCA）来计算环境 因子与真

核超微型浮游生物群落组成 变化的相关性.用于统

计分析的所有因子 即为表 1  中所 列，所有数据 均经

过 lg（X+1）转换 ‘  191.通过 软件 中的进一 步选 择手

段和蒙特卡罗筛选检验 （499个非 限制性 筛选循环 ）

发现真核超微型浮游生物的组成和叶绿素 a浓度极

显著相关（p  =0.004  ）  （  图 4）  ，与枝角类 密度也 有

一定的相关性（p  =0.07  ）.第一轴和第二轴的特征

值 分 别 是 0.312  和 0.229，这 2  个 轴 共 解 释 了

42.5%超微真核浮游生物 的组成变化.第一轴 与叶

绿素 a浓度相关 系数较 高 （r  =  一0.652 8）  ，而第 二

轴与枝角类密度 、浮游动物 总生物量相关 系数 较高

（r为0.771 0和0.646 3）.
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圈4  真核超微型浮游生物群落与其影响因子的CCA分析

Fig.4  CorleBpondence c曩nonic-l  -naly●i●（CCA）  biplot●  ●ho‘-ed

  T毫riable compo量ition●  of the euk-ryotic picopl且nkton community

    in relation to the impoltant envi∞onmental  五日cton

    in the eight l-kesin Nanjing

3  讨论

    TtRFIJ是近年来分 子微 生物生态研究运用较

为广泛的一种方法 ，此方 法 的优点是能够迅速产生

大量重复 、精确的数据 ，且数据的输出形式允许对大

量信息的快速分析 ，由于片段分析软件已经预装于

DNA测序仪 中，这些软件能够 自动将 电泳结果数字

化并 以表格方式输出 ，用 于标准统计分析 ，避免了将

指纹 图谱再 数字化的程序 ；根据 T.RFs的长度 与现

有数据库进行对 比，有 可能直接鉴定群落图谱 中的

单个物种 Ⅲ1  .缺 点与最 终 的 限制性 酶切进 程有关

联 ，如不完全 的消化或需要 额外 的纯化步骤‘211.运

用 T.RFLP方 法 基本 可 了解 环境 中 的主要生 物组

成 ，其中一个 T.RF带代表一个可操作分类单位.

    本研究结果表明叶绿素  a浓度是 8个湖泊超微

真核浮游生物组成 的重要 影响 因子，不同营养水平

的湖泊 呈 现 出不 同 的遗 传 多样 性.Gaedke等m】、

Lefranc等  m1  和  Lep毛re等‘‘1  研究发现不 同湖泊微型

真核浮 游 生物 的群 落 组成 与营养 水平 密切 相关，

Chen等Ⅲ1  发现太湖不同湖 区微型真核浮游生物的

遗传多样性与总磷浓度显 著相关.本研究中叶绿 素

a浓度与 总磷浓度呈 显著正 相关 （p  <0.000 1）  ，叶

绿 素 a浓度 能够反映湖泊 营养水平 的高低 ，因此 8

个湖 的超微真核浮游生物群落结构与营养水平密切：

相关.其中营养水平中等的湖泊（如南湖）其敞水带

的多样性明显高于营养水平相对低或高的湖泊，这

与文献[23]  的结果一致.

    后生浮游动物的捕食对微食物网的结构能产生

重要的影响Ⅲ.矧.本研究表明枝角类密度和超微真

核浮游生物的结构变化也有一定的相关性.已有研

究表明，大型枝角类溢 DDp̂nfd能影响整个微食物

网.从纤毛虫到大型的细菌和超微型藻类m'29】.本

研究的湖泊中枝角类主要以小型种类为主，如象鼻

汪、基合潘、秀体潘和盘肠潘等，而优势种为象鼻潘

和基合淹.Bums等‘30 3  曾报道小型枝角类网纹潘对

微型生物的控制作用比较弱，本研究则表明小型枝

角类象鼻潘和基合潘可能会控制超微真核浮游生物

的群落结构.

    湖泊沿岸带和敞水带由于存在生境的差异而造

成生物组成不同.有关湖泊沿岸带和敞水带浮游生

物差别的研究都集中在大中型浮游动物，如轮虫、枝

角类和桡足类等，而且沿岸带的种类要比敞水带的

多，无论沿岸带是否有水草‘u.̈’  ，就种类而言，无论

是沿岸带或敞水带，与湖泊的面积均没有关系‘川.

本研究的湖泊中，只有花神湖的沿岸带密布水草，除

琵琶湖和莫愁湖外，沿岸带超微浮游生物的遗传多

样性均比敞水带多，由于本研究只是一次采样的结

果 .因此超微浮游生物的物种数是否是沿岸带比敞

水带多，还需要进一步地分析.

4  结论

    南京市区的8个湖泊营养水平不同，可相对分

为低、中、高3种营养水平，营养水平不同的湖泊中

超微真核浮游生物遗传多样性及群落组成差异显

著，其中中营养水平湖泊中超微真核浮游生物的遗
传多样性最高.除琵琶湖和莫愁湖外，沿岸带超微真

核浮游生物的遗传多样性普遍高于敞水带.统计分

析发现叶绿素  a浓度与超微真核浮游生物群落结构

和多样性显著相关，说明超微真核浮游生物的遗传

多样性与湖泊营养水平密切相关.
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