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应用变性梯度凝胶电泳研究厦门西海域
超微型真核浮游生物多样性
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摘 � 要: 应用变性梯度凝胶电泳 ( DGGE)方法对厦门西海域超微型真核浮游生物的遗传多样性进行周年变化特征研究分

析。结果表明,厦门西海域典型测站的超微型真核浮游生物群落具有丰富的多样性组成;厦门西海域超微型真核浮游生物

群落遗传结构和主要类群组成季节性变化显著:不同典型测站之间的超微型真核浮游生物群落遗传结构的周年变化特征相

似;不同典型测站之间的超微型真核浮游生物群落的类群组成也很相似,由绿藻、Stram enop iles、定鞭金藻、甲藻、未确定类群

( unident ified groups)和其他类群组成。
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Abstract: The year-round chang ing patterns of euk aryotic u ltrap lank ton assem b lages 'genetic d iversity in X iam en w estern w aters w as

ana lyzed us ing of DGGE. The results show ed that the genetic d ivers ity of the eukaryot ic u ltraplankton assemb lages in typ ical s ites of

X iam en w estern w aters w as very h igh, th e genetic s tructures and com pos itions of eukaryot ic u ltraplankton assem blages have a great

seasonal changes, and the stru ctures 'changing patterns of eukaryot ic u ltraplankton assem blages w ere very sim ilar betw een d ifferen t typ-

ical sites, and the phy logenet ic com pos itions 'chang ing patterns of these s ites 'eukaryotic u ltrap lankton assemb lages w ere a lso very sim -i

lar and the m ain groups w ere Ch lorophyceae, S tram enop iles, H ap tophytes, D inophyceae, un iden tif ied groups and other groups.
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� � 变性梯度凝胶电泳 ( D ena tur ing g radient ge l e lectropho-

resis, DGG E)技术是由 F ischer和 L erm an[ 1]最先提出的用

于 DNA突变检测的一种电泳技术, 自 1993年 M uy zer[ 2]首

次将该方法应用于微生物生态学的研究以来, 已经被广

泛应用于土壤 [ 3]、热泉 [ 4]、海洋 [ 5]及根际 [ 6]等环境的微生

物多样性研究中。虽然此项技术应用广泛, 但是国内尚

未见有关海洋超微型真核浮游生物的研究报道。 DGGE

技术可以较为快速的检测出样品中超微型真核浮游生物

的系统发育的组成, 并且能同时进行多个样品的比较分

析。

本文应用 PCR-DGGE方法, 通过对代表性条带测序,

研究厦门西海域两个测站在周年尺度上不同月份样品之

间超微型真核浮游生物群落遗传结构变化和类群组成特

点。

1� 材料和方法

1. 1� 测站与样品采集

在厦门西海域设立 2个典型采样测站 (图 1)。其中,

27号测站位于厦门胡里山附近海域; 18号测站位于厦门

宝珠屿周围海域。
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图 1� 厦门西海域采样测站

F ig. 1 Sam pling sta tions in western w aters o f X iamen

样品采集: 2003年 12月至 2004年 11月期间 (每月

采样一次, 共 12次 ) , 每次于朔望大潮高平潮前后 2 ~ 3

h,取表层海水, 立即带回实验室过滤分析。

样品预处理实现方法为先将水样滤过 5 �m核孔滤

膜 ( M illipore),收集过滤水样, 然后将收集水样滤过 GF /F

滤膜 ( W hatm an), 滤膜立刻进行冰冻保存。

1. 2� 主要试剂和仪器

主要试剂: 引物 ( 7. 0 nmo l/L)购自 T aK aR a, T aq DNA

po lyme rase ( 1 U / �L )、dNT P M ix (各 2. 0 mmo l/L )、10 �

T aq buffe r购自 M BI; 尿素、去离子甲酰胺、过硫酸铵购自

上海生工生物工程有限公司。

主要仪器: 紫外分光光度计 U ltrospec 2100 pro( Am-

e rsham ) , PCR Express therm a l cycler ( T he rmoHyba id), T he

dcodeTM un iversa l m utation detection system ( B io-R ad ),

SYNG EN E成像系统。

1. 3� 核酸提

使用 CTAB改良法取直接从环境样品中提取目标

DNA[ 7]。

1. 4� PCR扩增

应用真核浮游生物的 18S rDNA通用引物 (表 1) ,通

过巢式 PCR扩增出 18S rDNA的高变区片段。 PCR扩增

体系为 25 �L, 包括 10 � T aq Bu ffer 2. 5 �L, dNT P M ix 1

�L (各 2. 0 mm ol/L ),正向引物 0. 5 �L ( 7. 0 nm ol/L ),反

向引物 0. 5 �L ( 7. 0 nmo l/L ), DNA 模板 1 �L (约 10

ng), T aq DNA po lym erase 0. 5 �L ( 1U / �L )。

表 1� 主要引物

T ab. 1 Pr im er sequences used in this study

引物 序列 ( 5�to 3�) Saccharom yces cerev is iae位点 特异性 来源

SetA

E ukA AACCTGGTTGATCCTGCCAGT 1 to 21 Eukarya 33

EukB TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC 1795 to 1772 Eukarya 33

Set B

E uk1A CTGGTTGATCCTGCCAG 4 to 20 Eukarya 48

EukA r CCACTCCTGGTGGTGCCCTTCCG Eukarya Th is study

Set C

E uk1A CTGGTTGATCCTGCCAG 4 to 20 Eukarya 48

E uk516 r-GC ACCAGACTTGCCCTCC 563 to 548 Eukarya 2

GC夹: CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG

� � PCR程序 ( Set A /Set B) : 94� 预变性 5m in后,先进行

20个循环的降落 PCR ( 94� 变性 1 m in, 退火 1 m in, 72�

延伸 3 m in; 退火温度由 65� 到 55� , 每一循环递减

0. 5� ),再进行 10个循环 ( 94� 变性 1 m in, 55� 退火 1

m in, 72� 延伸 3 m in), 最后 72� 延伸 7 m in。

PCR程序 ( Set C) : 94� 预变性 5 m in后, 先进行 10个

循环的降落 PCR ( 94� 变性 30 s, 退火 30 s, 72� 延伸 30

s;退火温度由 67� 到 57� , 每一循环递减 1� ), 再进行

10个循环 ( 94� 变性 30 s, 57� 退火 30 s, 72� 延伸 30 s),

最后 72� 延伸 30 m in[ 8]。

1. 5� DGGE

6%聚丙烯酰胺凝胶 (丙稀酰胺: 甲叉双丙稀胺 37. 5:

1), 0. 5 � TA E缓冲液 ( 40 mm o l/L T r is; 40 mm o l/L乙酸; 1

mm o l/L EDTA, pH 7. 4) , 70 V恒定电压, 60� 恒温条件下

进行电泳。

每个加样孔中加入大约 800 ng到 1000 ng的 PCR产

物和大约 100 ng的实验室单种培养藻类 PCR产物进行电

泳。使用 SYBR G reen I荧光染料对凝胶进行染色 30

m in,在 1 � TA E溶液中漂洗 10 m in后用 SYNGENE成像

系统进行观察。条带从 DGGE凝胶中切取出来后, 悬浮

在 100 �L M illiQ水中, 储存于 4� 下过夜 [ 9]。上清液使

用 Set C引物对 (无 GC夹 )进行 PCR扩增。PCR产物经

过凝胶试剂盒 ( U-gene)回收纯化后进行测序 (上海英俊

公司 )。使用 B lastN search ( www. ncb.i n lm. n ih. gov )将测

序条带序列 (小于 560 bp)与 NCBI数据库中序列进行比

对, 获得代表性条带与 G enebank序列相似性信息。DGG E

图谱经过软件 C rosschecker2. 1数字化处理后得到条带位

置与条带亮度 (相对丰度 )的信息, 在此基础上采用非度

量多维标度 ( non-m etr ic mu ltid imensional sca ling, NM D S)

的排序方法对 18号和 27号测站内部样品号测站内部样

品之间的群落遗传结构周年变化特征进行分析。

2� 结果与讨论

2. 1� 总 DNA的提取和 PCR扩增
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将从环境样品中直接提取的基因组 DNA进行 0. 8%

的琼脂糖凝胶电泳, 在 15 kb上方出现单一条带 (图略 ),

表明已获得较为完整片段的基因组 DNA。使用紫外分光

光度计 U ltrospec 2100 pro( Am ersham )对目标 DNA分析:

得到 OD260 /280值在 1. 6 ~ 1. 8之间, 产量范围为 50 ~

100 ng / �L的目标 DNA。经过巢式 PCR扩增后, 获得大

小约为 560 bp的特异扩增目标片段 (图略 )。

2. 2� DGGE优化

电泳条件由垂直 DGGE电泳 (图 2. a)和平行 DGGE电

泳 (时间梯度 ) (图 2. b)试验得出:变性剂梯度范围为 25% ~

40% ( 7 m ol/L的尿素, 40%的甲酰胺为 100% 的变性剂浓

度 ), 70V恒定电压, 60� 恒温条件下进行电泳 14 h。

2. 3� 超微型真核浮游生物群落遗传结构多样性时空分

布

� � 图 2� 实验室单种培养藻类垂直 DGGE电泳图谱 ( a)和实验室单种培养藻类、样品 27号 0312( 27号测站 2003年 12

月份样品 )平行 DGGE电泳 (时间梯度 )图谱 ( b)

F ig. 2 N ega tive im ag e o f a perpend icular DGGE g el from alga l cu ltu res ( a) and N egative im age of a paralle l DGGE gel ( tim e

course separation) from a lga l cu ltures and sam ple 27# 0312 ( S ite 27, D ecem be r 2003 samp le ) ( b)

� � 将 DGGE指纹图谱中位于相同位置的条带规定为一

个可操作分类学单位 ( OTU, O perational T axonom ic U-

n it) [ 8]。18号测站月份样品 (周年 )的条带数在 15 ~ 32

(平均为 22)之间变动, OTU s总数为 55; 27号测站月份样

品 (周年 )的条带数在 9~ 31(平均为 21)之间变动, OTU s

总数为 58。两个测站中条带数较高的月份都出现在 10

月、11月和 12月;较少的条带数的月份都出现在 8月和 9

月份 (图 3)。

对 NM D S图形 (图 4)分析后发现,两个测站的月份样

品具有明显的季节分布特征。厦门西海域属于典型亚热

带海域, 温度随着季节更替而显著变化, 因此, 温度变化

极有可能是厦门西海域超微型真核浮游生物群落遗传结

构和类群组成的重要决定性因素。两个测站群落遗传多

样性周年变化特征主要表现为: 温度较低月份的样品之

间的群落遗传结构比较相似, 18号测站的 12、1、2、3月份

样品和 27号测站的 12、2、4月份样品分别在图 4. a与图

4. b中构成低温组;温度较高月份的样品之间的群落遗传

结构比较相似, 18号测站的 5、7、8、9、10、11月份样品和

27号测站的 7、8、9、10月份样品分别在图 4. a与图 4. b中

构成高温组。

图 3� 厦门西海域超微型真核浮游生物群落变性梯度凝胶电泳指纹图谱

F ig. 3 DGG E fingerpr ints of eukaryotic u ltrap lankton assemb lages in the w estern wa ters of X iam en

� � a: 18号测站 ( SetC引物对扩增 )DGGE凝胶图谱; b: 27号测站 ( Set C引物对扩增 ) DGGE凝胶图谱 (M: DGGE预实验中已测序的代表性条带

经再次 PCR扩增后产物的混合体;数字 12: 2003年 12月份,数字 1、2、3、4、5、7、8、9、10、11: 2004年相关月份,其中六月份样品缺失 )
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图 4� 厦门港西海域超微型真核浮游生物群落 NM D S

� � F ig. 4 NM D S d iag ram s re la ting the eukaryo tic u ltrap lankton assemb lages in the w estern wa ters o f X iamen( a: 18号测站; b:

27号测站 )

� � 对 DGGE指纹图谱 (图 3)和对低温组、高温组内部相

似性贡献较大的条带序列信息分析后发现, 对 18号与 27

号测站月份样品构成的高低温组组间差异性贡献较大的

条带分别为: 18号测站中的属于绿藻的条带 W 1, 属于

Stramenop iles的条带 A 5,属于甲藻的条带 A 1、M 1和属于

未确定类群 ( un identified groups)的条带 A 6等 ; 27号测站

中的属于绿藻的条带 P1、P2, 属于 Stram enopiles的条带

A 3、D 2,属于未确定类群的条带 D4、X 2、Z2,属于甲藻的条

带 Q 1、V 1,属于定鞭金藻 ( H ap tophy tes )的条带 E1和属于

灰胞藻 (G laucocy stophy ceae)的条带 Y 1等。

2. 4� 厦门西海域超微型真核浮游生物类群 18S rDNA序

列信息

对厦门西海域 18号和 27号测站的 DGGE图谱中代

表性条带测序后 ,分别得到约占总条带数量 80%和 90%

的条带序列信息。这些序列信息反映出, 厦门西海域超

微型真核浮游生物具有丰富的群落遗传多样性组成; 不

同测站样品中构成群落的主要类群基本相同, 包括: 绿

藻、Stram enopiles、定鞭金藻、甲藻、未确定类群 ( unident-i

fied g roups)和其他类群 (像灰胞藻等 ) (图 5)。

绿藻是厦门西海域超微型真核浮游生物群落中分布

图 5� 厦门西海域超微型真核浮游生物群落结构

F ig. 5 Eukaryo tic u ltrap lankton assemb lage struc ture in the western w aters o f X iam en( a: 18号测站; b: 27号测站 )

较广、相对丰度较高的类群。序列的相似度范围很高

( 96% ~ 100% ),具有 5个 OTU s; 在 18号和 27号测站样

品中的月均相对含量分别为 13. 3% 与 13. 6%。其中与

Ostreococcus sp. 序列相似度达到 100%的条带 P1,在 18号

测站每个月份样品中均有分布 ( 4月份除外 ),相对丰度范

围为 3. 0% ~ 19. 1% ,是 18号测站样品中平均相对含量

最高的条带; 与 M icromonas pusilla序列相似度为 99%的

条带 W 1是分布最广 (相对含量亦很高 )的条带,它在 27

测站样品的每个季度均有分布, 在 18测站每个月份均有

出现 (月均相对含量 9. 1% ); 另一个 OTU (条带 P2)在进

化树上位于 Ostreococcus sp.和 M icromonas pusilla之间 (图

6), 在 18测站每个季度和 27测站每个季度 (冬季月份除

外 )都有分布;此外, 与 Pyram imonas aureus序列相似度为

99%的条带 D3和与 Car teria sp.序列相似度为 99%的条

带 F2则比较特别, 它们在胡里山外侧的 27号测站样品

(周年 )中均有广泛分布, 而在内湾的 18号测站样品中几

乎没有出现。因此, 绿藻是该海域中超微型真核浮游生

物群落的重要组成部分。

未确定类群 ( U n identified groups)也是研究海域超微

型真核浮游生物群落重要的组成部分,至少由 11个 OTU s

组成。 18号测站中, 这些条带的亮度比例范围为 17. 0%

~ 41. 2% (月均 24. 4% ); 27号测站中, 条带的亮度比例

范围为 18. 0% ~ 57. 0% (月均 40. 8% )。这些序列在进
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化树上组成了独立的分枝, 位置主要介于绿藻和真菌之

间, 序列相似度范围为 94% ~ 99% (图 6)。获得的序列

信息中, 有些条带的序列与其它海域环境样品中获得的

序列很相近, 具有在地理上广泛分布的特点, 包括: 与从

南沙群岛周边水域获得的 N S371A86[ 9]的序列相似度为

98%的条带 D4以及与从湖泊中获得的 P34. 11[ 10]的序列

相似度为 97%的条带 D2等。

Stram enop iles、定鞭金藻也是群落中分布较广、丰度较

图 6� 代表性条带 (图 3部分标记条带 )的 18S rDNA序列 ( 560bp左右 )构建的系统进化树

F ig. 6 Phy logene tic affiliation tree o f the 18S rDNA partial sequences ( approx im ate ly 560bp) from the spec ific bands ( pa rtia l

m arked bands in F ig. 3) Sca le bar = 0. 10 muta tions pe r nuc leo tide position.

高的类群。 S tram enopiles总共由 11个 OTU s组成, 在 18

号和 27号两个测站样品 (周年 )中分别具有 9个 OTU s和

8个 OTU s,平均相对丰度分别为 10. 9%和 7. 4%。其中

与 Chaetocero s sp.序列相似度为 92%的条带 B1等条带均

属于这一类群; 定鞭金藻由 3个 OTU s组成, 在 18号和 27

号两个测站样品 (周年 )中的平均相对丰度分别为 6. 5%

和 5. 7% ,与 Chry sochrom ulina h irta序列相似度为 92%的

条带 E1等条带属于这一类群。

以往显微镜镜检、H PLC [ 15, 16]等研究表明, 硅藻、绿藻

等为厦门西海域超微型真核藻类群落中含量比较高的类

群, 甲藻类群尽管也有分布, 但是含量不是很高。但是本

文研究却发现, 在 18号和 27号两个测站某些月份样品的

超微型真核浮游生物群落中存在相对含量较高的甲藻类

群, 总共由 9个 OTU s组成, 相对丰度范围分别为: 2. 7%

~ 18. 9% (月均 10. 6% ) 和 1. 8% ~ 25. 8% (月均

11. 4% ), 其中与 Am oebophrya sp.序列相似度为 91%的条

带 J1等条带都属于这一类群。这种现象不仅在我们研究

的海区中会出现, 而且在其他海域的研究中 [ 5, 17]也有类

似的情况。一般认为, 这种现象主要是由于对环境样品

进行 PCR扩增过程中受到的模板拷贝数不一致和不同模

板之间扩增效率不均衡等因素影响而产生的误差造成

的 [ 13, 14]: 由于甲藻类的 rRNA的基因拷贝数比其它藻类
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的 rRNA的基因拷贝数高, 甲藻类群在 PCR扩增的过程

中获得优先扩增的机会便比其它的藻类的机会大很多,

这时大量的甲藻类群便扩增出来。因此, 即使环境样品

中的甲藻相对含量比其它藻类 (像绿藻、硅藻等 )相对含

量低, 但是经过 PCR扩增后,也会增加序列信息中的甲藻

类群的 OTU s数量 (图 6中条带的序列编号在 G eneBank

数据库中 的编 号范 围为 DQ 344643 ~ DQ 344784 和

DQ 352842~ DQ 352853)。

在测序条带中还发现一些由 1个 OTU构成的类群,

如与灰胞藻 (G laucocy stophy ceae)的 G. nostochinearum 序列

相似度为 93%的条带 Y 1等以及一些具有与非超微型粒

级海洋浮游生物序列十分相似的组分, 如少量与桡足类、

真菌等相似的序列。这些类似的序列同样也在其它海区

的研究 [ 5, 13]中发现, 它们出现可能的原因 [ 5]有: ( 1)这些

较大个体的生物在过滤过程中由于物理剪切等原因而发

生碎裂, 碎裂部分可以通过滤膜; ( 2)环境中有这些生物

释放的游离 DNA的存在; ( 3)存在与这些类群序列相似

的微小粒级的未知类群。

此外, 凝胶中切取下来的代表性条带在经过回收和

重新 PCR扩增后, 其中有些条带的扩增效果不好或者根

本扩增不出。 18号测站中, 未测序条带的相对含量范围

为 5. 7% ~ 35. 4% , 月均 19. 6% ; 27号测站中, 未测序条

带的相对含量范围为 0. 2% ~ 13. 4% , 月均 5. 1%。因此

在分析结果时应当谨慎的把这些未知的条带考虑在内。

我们对这些条带对群落的多样性组成及群落结构变化等

生态作用还不清楚, 有待于通过进一步的研究来获取。

3� 结 � 论

本文应用变性梯度凝胶电泳 ( DGGE )方法对厦门西

海域代表性 18号和 27号测站的超微型真核浮游生物群

落进行研究, 发现厦门西海域超微型真核浮游生物群落

遗传多样性存在以下特点:

( 1)厦门西海域超微型真核浮游生物群落多样性很

丰富, 由绿藻、S tram enop iles、定鞭金藻、甲藻、未确定类群

和其它类群构成。 ( 2)厦门西海域 18号和 27号两个测

站月份样品 (周年 )中群落遗传结构的变化特点比较一

致: 温度低的月份样品之间的群落遗传结构相似; 温度高

的月份样品之间的群落遗传结构相似。温度可能是厦门

西海域超微型真核浮游生物群落结构方面的重要控制因

子。 ( 3)绿藻、S tram eop iles和定鞭金藻等类群是厦门西海

域超微型真核浮游生物群落中分布较广, 所占比重也较

高的类群。 ( 4)未确定类群在周年的超微型真核浮游生

物的群落中分布较广、含量较高, 在群落结构变动等方面

扮演重要的角色, 有待对其进行更加细致的研究。
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