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转基因鱼试验湖浮游生物群落 ＤＮＡ指纹与理化因子的关系
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摘要：对转基因鱼试验湖７个采样点的浮游生物群落进行了 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹分析，并进而探讨了 ＤＮＡ指纹与
理化因子的关系。结果表明：（１）ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹图谱中共含１０４谱带，其中原核谱带５８条，真核谱带４６条，
其多态性位点分别为８７．９％和８２．６％。（２）各站点的理化因子中，Ⅰ站的ＴＰ含量最高（０．１０ｍｇ／Ｌ），ＴＮ含量在
Ⅲ站最高（０．３４ｍｇ／Ｌ），且各站点波动较大，Ⅴ站的透明度最低（６３．００ｃｍ）；ＮＯ３－Ｎ、ＮＨ４－Ｎ、ｐＨ、ＤＯ、ＣＯＤ及电
导率在各站点变化不大。基于原核生物图谱的相似性聚类分析表明，浮游生物群落Ⅵ和Ⅶ、Ⅳ和Ⅴ、Ⅱ和Ⅲ相似
度分别较高，Ⅰ站有别于其它各站，单独为１枝；基于真核生物图谱的聚类分析显示，Ⅰ、Ⅱ站聚为１枝，Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ
和Ⅶ依次相聚后与Ⅲ站聚为另１大枝，Ⅰ、Ⅱ站与Ⅲ站相距较近；理化因子的主成分分析结果与之基本吻合。因
此，浮游生物群落ＤＮＡ多态性与环境理化因子是密切相关的，这类资料的积累将为在分子水平上建立水质预测
预报体系奠定基础，为评价转基因鱼生态安全性提供依据。
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　　浮游生物是水中营漂浮生活的微小生物，包括
浮游细菌、浮游植物和浮游动物。浮游细菌是水体

生态系统的分解者，主要分解水体中的有机物质，同

时也是有机颗粒的重要生产者；浮游植物主要是指

自养型的藻类，它们是水体中的初级生产者，为初级

生产力做出主要贡献（孙书存和陆健健，２００１）；浮
游动物包括原生动物、轮虫、枝角类和桡足类，它们

以细菌和藻类为食，同时又是水体中鱼、虾等的天然

饵料，故在食物链中具承上启下的重要作用。浮游

生物作为水体中重要功能类群，对理化环境变化高

度敏感。Ａｎｄｅｒｉｅｓ和 Ｂｅｉｓｎｅｒ（２０００）认为环境中的
生物和非生物因子决定浮游生物的群落结构，环境

波动将导致生物群落的变化；Ｄｅｖｅｔｔｅｒ（１９９８）指出，
水库中轮虫种群的季节性变化与环境中４６个变量
相关联；许木启和王子健（１９９６）发现，浮游动物结
构和功能参数的变化与重金属的含量关系密切，其

多样性指数与水体中铜的含量存在一定的回归关

系。

传统上对浮游生物与周围环境关系的研究主要

是依据浮游生物形态特征、数量、生物量、多样性等

来反映环境状况。然而，由于传统方法耗时多、需要

专业知识背景较广，且无法区分无显著特征的微小

生物，故大大制约了群落结构、功能与环境理化因子

的研究。伴随着分子生物技术的发展，群落层面的

分子研究为越来越多的微生态学家所关注。Ｍｕｚｙｅｒ
等（１９９３）首次将变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）技术应
用到微生物生态学研究，更加完整和准确地描述了

微生物种群多样性、数量比例和系统进化等；之后，

该技术也被运用到群落与环境关系的研究中来，

Ｆｅｒｒｉｓ和 Ｗａｒｄ（１９９７）采用 ＤＧＧＥ技术研究了热泉
微生物膜中温度梯度变化时微生物群落的分布变

化。Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋｓｏｎ等（２００３）通过 ＤＧＧＥ技术研究发
现哥伦比亚海湾的噬蓝藻体病毒种群结构受水温和

盐度的影响。余育和等（２００４）在大量探索研究的
基础上，提出了ＤＮＡ指纹技术在浮游生物群落级应
用的可行性，ＹａｎＱＹ等（２００７）在此基础上探讨了
东湖和三峡水库浮游生物群落 ＤＮＡ指纹结构与理
化因子的关系，获得了有意义的结果。

本研究通过ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹技术来探讨转基
因鱼试验湖中不同站点的浮游生物群落结构与理化

因子的关系，试图探究浮游生物群落遗传多样性与

环境理化因子的关系，为评价转基因鱼的生态安全

奠定基础。



１　材料与方法

１．１　样品采集
多福转基因鱼试验湖坐落于湖北省梁子湖畔，

是以其为生物背景构建的一个半自然水体生态系

统，平均水深２ｍ，面积６．７ｈｍ２，２００７年在湖中依据
水深及水生植被情况设置Ⅰ ～Ⅶ号采样点（图１）。
用采水器于表层和底层各采０．５Ｌ水样装入１Ｌ白
色塑料瓶中充分混匀，用于群落总ＤＮＡ的抽提。

图１　转基因鱼试验湖采样点分布示意

Ｆｉｇ．１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓ

ｉｎｔｈｅａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌａｋｅｆｏｒｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｆｉｓｈ

１．２　理化指标的测定
理化因子参照《水环境分析方法标准工作手

册》和《环境监测技术规范》规定的方法测定，包括

总氮（ＴＮ）、总磷（ＴＰ）、硝态氮（ＮＯ３－Ｎ）、氨态氮
（ＮＨ４－Ｎ）、溶解氧（ＤＯ）、化学耗氧量（ＣＯＤ）、ｐＨ、
透明度和电导率。

１．３　群落ＤＮＡ抽提
取５００ｍＬ充分混合的水样经 ＧＦ／Ｃ滤膜（孔径

１．２μｍ）过滤，并将滤膜在无菌条件下剪碎。加入３
ｍＬ裂解液（３０μＬＰＫ，３０μＬＴｒｉｓ－Ｃｌ，ｐＨ＝８０，
１５０μＬＳＤＳ，６００μＬＥＤＴＡ和２１９０μＬ双蒸水），于
５５℃水浴裂解１２ｈ；待其恢复室温后，离心取上清液
经酚、酚：氯仿：异戊醇（２５∶２４∶１）和氯仿３次抽
提；用２倍体积的无水乙醇和 ０．１倍体积的 ＮａＣｌ
（３Ｍ）沉淀３ｈ，再以７０％的乙醇清洗、干燥后溶于
４０μＬＴＥ溶液，存于 －２０℃备用。总 ＤＮＡ用０．７％
的琼脂糖凝胶（含 ＥＢ）进行电泳以评估制备效果，
并用 ＢＥＣＫＭＡＮＤＵ５３０ＤＮＡ／ＰｒｏｔｅｉｎＡｎａｌｙｚｅｒ测定
ＤＮＡ含量和纯度。
１．４　１６ＳｒＤＮＡ和１８ＳｒＤＮＡ扩增

选用１６ＳｒＲＮＡ基因和１８ＳｒＲＮＡ基因的特异
性引物分别进行 ＰＣＲ扩增，引物序列为（ＶａｎＨａｎ
ｎｅｎＥＪｅｔａｌ，１９９８）：Ｆ３５７ＧＣ：５′－ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣ

ＣＣＣＧＣＧＣＣＣＧＧＣＣＣＧＣＣＧＣＣＣＣＣＧＣＣＣＣＣＣＴＡＣＧＧ
ＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－３′，Ｒ５１８：５′－ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣ
ＴＧＧ－３′（ＭｕｙｚｅｒＧｅｔａｌ，１９９３）；Ｆ１４２７ＧＣ：５′－
ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＣＣＣＧＣＧＣＣＣＧＧＣＣＣＧＣＣＧＣＣＣＣＣ
ＧＣＣＣＣＴＣＴＧＴＧＡＴＧＣＣＣＴＴＡＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧＧ－３′，
Ｒ１６１６：５′－ＧＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡＡＧＧＧＣＡＧＧＧ－３′。

ＰＣＲ反应体系为 ５０μＬ，组分如下：１０×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，２５ｍＭＭｇＣｌ２溶液４μＬ，ｄＮＴＰｓ１．４μＬ，正
反向引物２０ｐｍｏｌ，Ｔａｑ酶３Ｕ，模板 ＤＮＡ约４０ｎｇ，
最后加灭菌双蒸水补齐至５０μＬ。ＰＣＲ扩增反应在
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒＴＭ９６００仪上进行，各循环参数反应前
需进行优化，１６ＳｒＤＮＡ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，
前１０个循环为９４℃、３０ｓ，６５～５６℃、３０ｓ和７２℃、
１ｍｉｎ（每个循环后退火温度降低１℃），后２２个循
环为９４℃、３０ｓ，５５℃、３０ｓ和 ７２℃、１ｍｉｎ，最后
７２℃延伸１０ｍｉｎ，终止于４℃。１８ＳｒＤＮＡ反应条件
的递降温度范围为６８～５９℃，之后于５８℃进行１９
个循环，其它条件与 １６ＳｒＤＮＡ相同。ＰＣＲ产物用
１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，以此来决定 ＰＣＲ－
ＤＧＧＥ的上样量。
１．５　ＰＣＲ－ＤＧＧＥ分析

ＤＧＧＥ在 ＩＮＧＥＮＹｐｈｏｒＵ－２系统中进行，聚丙
烯酰胺（丙烯酰胺：双丙烯酰胺 ＝３７．５∶１）胶浓度
为９％（Ｗ／Ｖ），电泳在１×ＴＡＥ缓冲液中进行。凝胶
中加入变性剂甲酰胺和尿素，使变性梯度为３５％ ～
５０％，以６０ｍＡ的恒定电流在６０℃电泳１０ｈ。电泳
结束后，凝胶用１×ＳＹＢＲＧｏｌｄ染色３０ｍｉｎ，然后用１
×ＴＡＥ缓冲液漂洗 １次。在 ＵＶＰ成像系统（ＵＶＰ
Ｉｎｃ．ＣＡ，ＵＳＡ）中观察电泳结果并拍照。
１．６　数据分析

ＰＣＲ－ＤＧＧＥ图谱用凝胶分析软件（Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ４．２．３，Ｂｉｏ－Ｒａｄ）进行分析。各站谱带关系以
１／０矩阵（１代表有，０代表无）输出，之后用 ＸＬ
ＳＴＡＴ－Ｐｒｏ软件建立相似性聚类图。各站点间理化
因子的主成分分析也通过ＸＬＳＴＡＴ－Ｐｒｏ软件完成。

２　结果

２．１　不同站点的理化性质
如图 ２Ａ所示，各站点总氮（ＴＮ）含量波动较

大，在Ⅲ站达到最高值（０．３４ｍｇ／Ｌ），氮是生物生命
活动的必需元素，氮含量的增加会提高各种生物的

繁殖力；总磷（ＴＰ）含量在Ⅰ站最高（０．１０ｍｇ／Ｌ），然
后有下降的趋势；图中还显示硝态氮（ＮＯ３－Ｎ）和
氨态氮（ＮＨ４－Ｎ）与总氮的变化趋势不一致，说明
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它们对总氮影响不大。７个站点间的 ｐＨ值相差不
大，都呈弱碱性，其中Ⅰ站碱性最强（ｐＨ８．０４）；另
外，溶解氧（ＤＯ）和化学耗氧量（ＣＯＤ）在各站点间
相差也不大，分别在６．５０ｍｇ／Ｌ和５．００ｍｇ／Ｌ左右

（图２Ｂ）。各站点的电导率基本保持一致，平均值为
８３．５１μｓ／ｃｍ；透明度从Ⅰ到Ⅴ站逐渐下降，Ⅴ站达
到最低值（６３．００ｃｍ），之后上升（图 ２Ｃ）。

图２　各站点理化指标的变化情况
Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｆａｃｔｏｒｓｉｎｓｅｖｅｎｓｔａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌａｋｅ

２．２　ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹分析
ＰＣＲ－ＤＧＧＥ图谱中共获得 １０４条扩增谱带，

其中原核谱带５８条，真核谱带４６条（图３）。原核
生物的多态性位点为８７．９％，仅出现在１个站点的
谱带有６条，占总谱带１０．３％；真核生物的多态性
位点为８２．６％，仅出现在１个站点的谱带有７条，
占总谱带１５．２％。
２．３　聚类分析

ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹分析的相似性聚类如图４所
示。对于浮游生物群落中的原核生物来说，Ⅰ站与
其它各站点的相似性最低，成为单独的１枝；Ⅲ站和
Ⅱ站也分别成为单独的１枝，然而这２站在图中显
示的距离比较近，Ⅳ站与已经先聚为１枝的Ⅴ、Ⅵ和
Ⅶ站聚在一起（图４Ａ）；而对于真核生物，７个站点
可聚为２大枝：Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ和Ⅶ首先相聚，再与Ⅲ站聚
为１大枝，Ⅰ、Ⅱ站聚为另１大枝，Ⅲ站位于Ⅰ、Ⅱ站
之下，与它们的距离较近（图 ４Ｂ）。基于理化因子
的主成分分析中Ⅰ站与其它各站相聚较远，Ⅱ和Ⅲ
站相近，Ⅳ和Ⅴ站相近，Ⅵ和Ⅶ站相近（图 ４Ｃ），与
上述２个聚类图大体一致。

３　讨论

变性梯度凝胶电泳（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ　ｇｒａｄｉｅｎｔ　ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＧＧＥ）可分离具有不同碱基序列的
ＤＮＡ片段，所得电泳条带将指纹基因可视化，可不
经过培养来检测一个环境样品中的微生物群落，因

此能够高效、真实、稳定的反映生物群落遗传多样性

和动态变化，已经被广泛地应用到环境生态学中微

生物的研究（王小芬等，２００６）。然而，ＰＣＲ－ＤＧＧＥ
指纹技术也存在自身的不足之处，如只能分离较小

的基因片段（５００ｂｐ以下），对于较长片段分离率会
下降；有时还会出现序列不同的ＤＮＡ片段迁移在同
一位置的共迁移现象，Ｖａｌｌａｅｙｓ等（１９９７）曾发现，尽
管不同的甲烷氧化菌有实质的序列差异，但其１６Ｓ
ｒＤＮＡ片段不能通过 ＤＧＧＥ进行分离。为尽量减少
结果出现的误差，本研究就ＤＮＡ模板量、引物浓度、
Ｍｇ２＋浓度及ＰＣＲ循环参数等条件进行了优化组合，
另外对ＤＧＧＥ电泳条件如变性剂梯度、电泳时间、
电压等因素也进行了优化，获得较理想图谱（图３），
并进一步探索了浮游生物群落 ＤＮＡ指纹与理化因
子的关系。

图 ３　１６ＳｒＤＮＡ（Ａ）和１８ＳｒＤＮＡ

（Ｂ）ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹图谱

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲ－ＤＧＧＥｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆ１６ＳｒＤＮＡ

（Ａ）ａｎｄ１８ＳｒＤＮＡ（Ｂ）
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（Ａ）基于１６ＳｒＤＮＡ标记；（Ｂ）基于１８ＳｒＤＮＡ标记；（Ｃ）理化因子的主成分分析

图 ４　浮游生物群落ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹相似性聚类和理化因子主成分分析
Ｆｉｇ．４　ＳｉｍｉｌａｒｉｔｙｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｂａｓｅｄｏｎＰＣＲ－ＤＧＧＥｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓａｎｄｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｆａｃｔｏｒｓ

　　理化因子能够对生物的生长、发育、繁殖以及其
它生命活动产生重要影响，特定环境物种组成通常

被认为与其环境理化因子相关，不同环境的水体常

存在其对应物种。有研究表明，不同的湖泊环境，其

浮游生物的组成存在明显差异（ＢｅａｖｅｒＪＲ＆Ｃｒｉｓ
ｍａｎＴＬ，１９８９）；同时，有实验证明群落物种组成与
群落 ＤＮＡ的多态性是相互关联的（颜庆云等，
２００５）。那么，如果能够跳过物种的桥梁作用而找
到群落遗传结构与环境理化因子的直接对应关系，

那将为水资源管理提供有力的依据。

本研究通过ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹技术分别对原核
生物和真核生物进行分析并聚类，原核生物聚类结

果显示Ⅴ、Ⅵ和Ⅶ站相似性较高，最先聚为１枝，之
后与Ⅳ站、Ⅱ站和Ⅲ站依次聚类，Ⅰ站与其它各站的
的相似性最低，成为单独的１枝（图４Ａ）；真核生物
聚类结果中，Ⅰ站、Ⅱ站聚为１枝，剩下的Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ、
Ⅶ站依次相聚后与Ⅲ站聚为另１大枝；然而，Ⅲ站和
Ⅰ、Ⅱ站的距离在图中显示比较近（图 ４Ｂ）。理化
因子的主成分分析显示，Ⅵ、Ⅶ站距离较近，Ⅳ、Ⅴ站
与Ⅱ、Ⅲ站也分别较近，Ⅰ站位于较远处，但与Ⅱ、Ⅲ
站相对较近（图 ４Ｃ）。３个聚类图的Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ站有
差异，原核生物聚类分析与理化因子分析结果一致，

都显示Ⅱ站和Ⅲ站距离较近，与Ⅰ站相距较远，而真
核生物聚类分析中Ⅰ、Ⅱ站聚为１枝，之后与Ⅲ站相
聚，其原因可能是浮游生物群落中的原核生物结构

更简单、生活周期更短，对理化因子的变化也就更加

敏感，而真核生物的敏感性则相对较弱；其它４个站
点在３个图中的聚类结果相似，Ⅵ和Ⅶ距离较近，Ⅳ
和Ⅴ距离较近。这说明本文研究对象———转基因鱼
试验湖中的浮游生物群落与理化因子是相互关联

的，因而用ＤＮＡ多态性的变化来表征环境状况是可
信的。已有研究表明，洞庭湖浮游生物群落ＤＮＡ指

纹的聚类结果与理化因子———泥沙有密切关系，泥

沙含量为浮游生物分布的主要限制因子，其中泥沙

含量高的站点 ＤＮＡ指纹与其它站点有较大差异
（颜庆云等，２００５）。另外，张翔等（２００８）在研究污
水处理系统中的浮游生物群落时发现，各阶段浮游

生物群落 ＤＮＡ指纹的改变趋势与理化指标变化相
符，长期连续监测可能会找出污水处理系统中环境

指示种。

综上所述，通过分析浮游生物群落ＤＮＡ指纹与
理化因子的聚类结果发现，转基因鱼试验湖中浮游

生物群落的遗传结构与理化因子存在密切关系，说

明浮游生物群落 ＤＮＡ的多态性能够反映水体的水
质状况。这将为在分子水平上建立简单、快捷的水

质预报预测体系奠定基础，为进一步评价转基因鱼

生态安全性提供依据。
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