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摘要! 为了研究扇贝养殖海区微型真核浮游生物群落多样性!明确养殖扇贝发病时期高丰度

微型真核浮游生物种类!探讨微型真核浮游生物与栉孔扇贝急性病毒性坏死病毒#8MLWHdFX86

9HMX5JFJdFXLJ!,4+4$水平传播的可能关系" 于 $%%B 年和 $%#% 年从青岛流清河湾扇贝养殖

海区采集了 B 个月份的海水样品!经 $; 和 !

"

E的滤膜过滤收集海水中 ! Y$;

"

E的浮游生

物!扩 增 #<0 X=+, 可 变 区 序 列! 并 利 用 变 性 梯 度 凝 胶 电 泳 # NH98WLXF9Z ZX8NFH9W

ZH6H6HMWX5PI5XHJFJ!=QQ2$技术对扩增序列进行分离以分析微型真核浮游生物多样性" 结果表

明!该养殖海区微型真核生物包括甲藻'纤毛虫'眼虫'定鞭藻'硅藻'盘蜷虫'隐藻'领鞭毛虫'

变形虫和3HXM5k589!其中甲藻类和纤毛类生物的最高相对丰度分别达 ?#7%S和 !<7$S!是海

区的优势种类" 各月份=QQ2谱带聚类分析结果表明!$%%B 年 "'>'<'B 月份浮游生物群落组

成较为相似" 中肋骨条藻在扇贝发病前后均有分布" 结合相关扇贝,4+4已有的研究结果!

研究认为中肋骨条藻是,4+4水平传播的参与者之一!但海区中广泛分布的甲藻和纤毛虫与

,4+4传播的关系还有必要进一步研究"

关键词! 浮游生物% 栉孔扇贝% 急性病毒性坏死病毒% 变性梯度凝胶电泳

中图分类号! UB!<7<% 0B#>&&&&&&&文献标志码&,

&&微型真核浮游生物是海洋浮游生物的重要组

成部分"是其它海洋生物的基础饵料"在维持海洋

生物多样性及生态环境的稳定方面发挥着重要作

用'#(

) 微型真核浮游生物多样性一直是海洋生

态学研究的重要内容) 镜检观察和计数常常是开

展相关研究的常用方法"但是"许多微型真核浮游

生物无明显的外部特征"大多呈球形或近球形"准

确鉴定其种类目前仍存在很大的困难'#(

) 近年

来发展起来的变性梯度凝胶电泳#=QQ2$技术已

有报道应用于真核浮游生物的研究'$ :;(

) 该技术

不受生物大小的限制"并且可以同时分析多个样

品"具有可重复和效率高等优点"适合于调查生物

种群的时空分布"显示该技术在开展微型真核浮

游生物多样性研究方面的诸多优势)

栉孔扇贝#+/1"07#H"))*)'$是我国北方沿海

广泛养殖的重要经济贝类) 自 #BB> 年以来"在养

殖中后期发生的大规模死亡造成了这一养殖产业

处于严重的停滞状态) 已有的研究表明"急性病

毒性坏死病毒#8MLWHdFX869HMX5JFJdFXLJ",4+4$

是造成养殖扇贝发病死亡的致病病原'" :#%(

) 张

靖宇等'"(的研究表明"饵料微藻可以选择性的携

带 ,4+4"王娜等';(对养殖海区浮游生物携带

,4+4的研究表明"海区浮游生物携带,4+4具

有明显的季节性变化) 可见"海区浮游生物可能

与,4+4的流行传播具有一定关系) 为了明确

养殖海区携带,4+4的主要浮游生物"有必要首

先对养殖海区浮游生物的季节性变化进行分析"

了解在,4+4流行传播的关键时期海区浮游生

物的主要种类"从而为确定与,4+4流行有关的

浮游生物提供参考)

本研究对青岛流清河湾栉孔扇贝养殖海区不

同月份微型真核浮游生物多样性进行了 =QQ2
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分析"其目的在于了解该海区微型真核浮游生物

的多样性"确定不同月份的主要浮游生物种类"为

研究扇贝,4+4的水平传播以及栉孔扇贝养殖

中病害防治等提供依据)

#&材料与方法

%&%'采样与前期处理

在山东省青岛流清河湾扇贝养殖海区养殖浮

筏周围确定采样点 #+!"v%>_%%7"<}2#$%v!"_

!"7"B}$) 分别于 $%%B 年 " 月 #$ 日*> 月 #; 日*<

月 #!日*B月 #>日*#%月 #?日*#$月 #!日和 $%#%

年 #月 #;日*! 月 $? 日*" 月 !% 日进行采样"共 B

次) 每次取表层海水 ; -"立即带回实验室)

采集水样立即用 $;

"

E筛网过滤"除去样品

中的杂质和大型浮游生物"随后经 !

"

E玻璃纤

维滤膜抽滤"收集 ! Y$;

"

E浮游生物) 每个样

品过滤 # -海水"收集的浮游生物连同滤膜一起

冰冻保存用于样品基因组=+,提取)

%&('样品总"#$提取

样品基因组 =+,的提取方法采用改良的

3T,C法';(

) 提取=+,用紫外分光光度计进行

定量分析" :$% ^保存备用)

%&)'%ZO4"#$部分序列的扩增和"JJW分析

用于 =QQ2分析的目标序列为 #<0X=+,

4#D4! 可变区) 用于 A3*扩增的引物参考 =sHk

等'?(

"上游引物 2L]#,!;_D3TQQTTQ,T33TQD

33,3D!_"带 Q3夹的下游引物 2L];#"XDQ3!;_D

3Q333QQQQ3Q3Q3333QQQ3QQQQ3QQQQD

Q3,3QQQQQQ,33,Q,3TTQ333T33D!_" 扩

增片断长度预期约 ;"% OP) A3*扩增体系为 ;%

"

-"包括 !"

"

-NN1

$

(" #% rCL\\HX;

"

-" #%

"

E56@-上下游引物各 #

"

-"$7; EE56@-N+TA

[FR ?

"

-"; )<"= =+,聚合酶 %7;

"

-"=+,模

板 $7;

"

-#约 ;% 9Z$) A3*反应程序为 B? ^预

变性 #!% J"然后 !; 个循环 B? ^变性 !% J";" ^

退火 ?; J">$ ^延伸 ?; J"最后 >$ ^延伸 > EF9)

取 $7;

"

-A3*产物用 #S琼脂糖电泳检测)

扩增序列采用 =QQ2电泳技术进行分离)

本研究=QQ2电泳采用 =3(=2

T[综合突变检测

系统#美国"C/(D*,=产品$) 其中聚丙酰胺凝

胶浓度为 #%S #丙烯酰胺 q甲叉双丙烯胺

!>7;q#$"其变性剂梯度范围是 $;S Y?;S

##%%S变性剂为 > E56@-尿素和 ?%S去离子甲

酰胺混合物$"每个加样孔中加入 ;%

"

-A3*产

物) 在 "% ^ # rT,2缓冲液#?% EE56@-TXFJ"$%

EE56@-冰醋酸"# EE56@-2=T,"P1>7?$中"

#%% 4恒定电压电泳 #" I) 电泳完成后"使用 ?

"

Z@E-溴化乙锭染料对凝胶进行染色 $% Y!%

EF9"蒸馏水漂洗 ; EF9 后"用 '0D!<%,自动凝胶

图像分析仪对电泳结果进行观察和拍照)

%&*'切胶和测序

在波长为 !;? 9E紫外线下"切取 =QQ2凝

胶上的主要条带"破碎悬浮在 !%

"

-NN1

$

(中"

? ^过夜"回收=QQ2主要条带=+,) 对回收的

=+,进行二次扩增"使用不带 Q3夹的引物进行

重A3*"反应体系和程序与前述相同) 重A3*产

物经cb[(凝胶回收试剂盒纯化回收后"连接到

P2,0bDT# 克隆载体"并转入TX89J#DT# 感受态细

胞进行蓝白斑筛选"挑取阳性克隆使用[#! 通用

引物进行 A3*扩增"A3*产物送测序公司进行

测序)

%&+'统计及分析

=QQ2电泳图谱采用 C/(D*,=U),+T/Tb

(+2?7"7$ 分析软件对泳道和条带进行识别和定

位) 在对所有条带进行高斯建模的基础上"以条

带光密度曲线下面积值作为物种的相对丰度)

多样性分析使用大型多元统计软件 A*/[2*

d"7#) 对 =QQ2丰度数据进行对数转换后"采用

CX8jD3LXWFJ[H8JLXH距离系数对各月份的数据进

行聚类分析 # 3-)0T2*$ 和多维定标分析

#[=0$) 同时计算各月份真核浮游生物多样性

的0I89959多样性指数#E$"其公式为

KH

&

,H0

,H/

T

,

>.T

,

式中"&为每个样品中条带总数"3

'

为每个条带的

相对强度)

测序序列经拼接后提交到 QH9C89] 数据库

#IWWP!

!

GGG79MOF796E79FI7Z5d$"用 C-,0T在

QH9O89]数据库中进行相似性搜索) 序列亲缘关

系分析使用 A1b-/A软件构建 [-#E8RFELE

6F]H6FI55N"最大似然法$系统发生树)

$&结果

(&%'"#$的提取及3C/扩增

使用紫外分光光度计对提取的 B 个样品基因

组=+,进行检测"测得 (=

$"%

@(=

$<%

值在 #7"% Y

#7<%"浓度范围为 !; Y;% 9Z@

"

-) 经过A3*扩增

)#)
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后"获得长度为 ;"% OP左右的目标片断)

(&('养殖海区微型真核浮游生物多样性分析

将=QQ2图谱中位于同一位置的条带规定

为一 个 可 操 作 的 分 类 学 单 位 # 5PHX8WF5986

W8R595EFHL9FW"(T)J$) 分析显示"B 个月份的样

品获得可识别的(T)J"$ 个) $%#% 年 # 月 #; 日

采集的样品(T)J数量最多"为!"#图$和图!$ )

图 %'不同月份海水样品"JJW凝胶电泳图谱

B5>&%'"JJW:5=>64@45=D7;:95::646=D.;=DF7

.145=6M1D6471.@<67

#7$%%BD%"D#$+ $7$%%BD%>D#;+ !7$%%BD%<D#!+ ?7$%%BD%BD#>+

;7$%%BD#%D#?+ "7$%%BD#$D#!+ >7$%#%D%#D#;+ <7$%#%D%!D$?+

B7$%#%D%"D!%7

图 (' "JJW条带分布及类型模式图

B5>&('S1=67& 0A@67;:95::646=D<1=67

#7$%%BD%"D#$+ $7$%%BD%>D#;+ !7$%%BD%<D#!+ ?7$%%BD%BD#>+

;7$%%BD#%D#?+ "7$%%BD#$D#!+ >7$%#%D%#D#;+ <7$%#%D%!D$?+

B7$%#%D%"D!%7

$%%B 年 " 月 #$ 日的样品 (T)J数量最少"为 $!)

有 ; 个 (T)J在 B 个月份中均有出现"占到总

(T)J数的 <7%"S"而 #? 个 (T)J只在一个月份

的样品中出现"占到总数的 $$7;<S)

基于=QQ2条带的相对丰度"每个月份浮游

生物 0I89959 多样性指数如表 # 所示"在所有样

品中多样性指数最高的是 $%#% 年 # 月 #; 日"为

!7#<"$%%B 年 " 月 #$ 日和 $%#% 年 " 月 !% 日的样

品均较低"分别为 $7?$ 和 $7;<)

表 %'微型真核浮游生物群落多样性指数

012&%'W8G14AD5!=1=;@<1=GD;=!;..8=5DA

95I6475DA 5=96?

采样日期

N8WH5\J8EP6F9Z

条带数量

9LEOHX5\O89NJ

0I89959多样性指数

0I89959 F9NHR

$%%BD%"D#$ $! $7?$

$%%BD%>D#; $" $7B$

$%%BD%<D#! $" $7>B

$%%BD%BD#> $? $7"B

$%%BD#%D#? !$ !7%#

$%%BD#$D#! $; $7>>

$%#%D%#D#; !" !7#<

$%#%D%!D$? $< $7<!

$%#%D%"D!% $; $7;<

(&)'养殖海区微型真核浮游生物的聚类分析和

多维定标分析

基于 B 个月份的 =QQ2电泳条带及条带的

光密度相对值进行聚类分析"结果显示 $%%B 年 "

月*> 月*< 月和 B 月的 ? 个样品聚为一个大支"

$%%B 年 #% 月*#$ 月以及 $%#% 年 # 月*! 月*" 月

采集的 ; 个样品聚为另一大支)

但在 ;%S相似性水平上"B 个月份浮游生物

群落变化的多维定标分析结果显示#图 !$"B 个

月份可被分为 ! 个组#

#

Y

$

$) ,+(0/[分析

显示"不同组之间存在显著差异#Gt%7<!#"Bt

%7%%#$) 其中组
#

包括 $%%B 年 " 月 #$ 日*> 月

#; 日*< 月 #! 日和 B 月 #> 日采集的样品+组
&

包

括 $%%B 年 #% 月 #? 日*#$ 月 #! 日和 $%#% 年 " 月

!% 日采集的样品+组
$

包括 $%#% 年 # 月 #; 日和

! 月 $? 日采集的样品) $%#% 年 " 月份的样品竟

然与 $%%B 年 #% 月和 #$ 月的样品聚为一组"这可

能是取样不均匀造成的偏差) 其它的分析结果与

基于群落分析的结果相似)

!#)
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图 )'养殖海区微型真核浮游生物群落的多维定标分析

B5>&)'Q"O;495=1D5;=;:@<1=GD;=5!!;..8=5D567

(&*'浮游生物的种类鉴定及其在海区的分布

对=QQ2图谱中 !! 条主要条带进行测序"

测序条带覆盖总(T)J数量的;!7$S)C68JW分

析结果表明"青岛流清河湾海域分布的微型真核

浮游生物的主要种类分别为甲藻*纤毛虫*眼虫*

定鞭藻*硅藻*盘蜷虫*隐藻*领鞭毛虫*变形虫和

3HXM5k589) 结合=QQ2分析"可以看到流清河湾

养殖海区微型真核浮游生物多样性存在如下 ? 个

特点!

##$ 在分析的 B 个月份样品中"甲藻是种类

和丰度最高的种类) 在 !! 个测定的 (T)J序列

中 #$ 个 (T)J序列与甲藻相应序列有较高相似

性"占到测定序列总数的 !"7!"S) 将这 #$ 个

(T)J序列与公共数据库中亲缘关系较近的甲藻

序列同时进行分析"构建[-系统发生树"结果显

示 #$ 个 (T)J中 > 个#包括条带 $#*$;*!"*!B*

?$*?;*?<$与裸甲藻目亲缘关系较近"! 个 (T)J

#包括条带 !;*!<*;?$与多甲藻目较近#图 ?$)

图 *'养殖海区甲藻类浮游生物的亲缘关系比较

B5>&*'Q1?5.8.<5G6<5F;;9D466;2D15=69:4;.DF6%ZO4"#$;:"5=;@FA!6167

&&甲藻类浮游生物丰度较高的月份是 $%#% 年

! 月和 $%%B 年 B 月"分别为 ?#7!;S和 !;7>$S"

丰度最低的月份是 $%%B 年的 " 月"仅为 #$7!>S

#图 ;$) 但各月份甲藻的种类数则差别不大"如

丰度最低的 $%%B 年 " 月"甲藻的种类数为 >"丰度

最高的 $%#% 年 ! 月"甲藻的种类数为 B) 可见"相

对于丰度"养殖海区分布的甲藻的种类在分析的

B 个月份则比较稳定)

进一步分析不同种类甲藻分布的季节性变

化"结果显示"季节性变化与甲藻种类明显有关)

如与多甲藻目甲藻相近的条带 !< 和与裸甲藻目

甲藻相近的条带 ?< 在所有 B 个月份中均出现)

与裸甲藻目甲藻相近的条带 !B 和 ?$ 以及与多甲

藻目甲藻相近的条带 ;? 也是常年分布的甲藻"在

< 个月份有分布) 与裸甲藻目甲藻相近的条带

$;*!" 和 ?; 只在 # 个月份的样品中出现)

图 +'养殖海区 %( 种甲藻类浮游生物

在各个月份的相对丰度

B5>&+'0F695I6475DA ;:%( "5=;@FA!61675=DF6

761 1461 :;47!1<<;@!8<D846;:95::646=D.;=DF7

#7$%%BD%"D#$"$7$%%BD%>D#;"!7$%%BD%<D#!"?7$%%BD%BD#>";7

$%%BD#%D#>""7$%%BD#$D#!" >7$%#%D%#D#;" <7$%#%D%!D$?" B7

$%#%D%"D!%7

"#)
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&&#$$ 在 !! 个被测序(T)J中有 > 个(T)J序

列与纤毛类生物的序列有较高相似性) 亲缘关系

分析显示"条带 ; 与侧口纲的序列有较高的相似

性"条带 #? 和 $! 与寡膜纲的序列有较高相似性"

条带 #> 和 $$ 同多膜纲的序列有较高相似性#图

"$) 纤毛虫类生物在全年的丰度变化除了 $%%B

年 ! 月丰度仅为 <7>!S*$%%B 年 < 月丰度达

!<7$%S以上外"其它月份纤毛虫的丰度基本上维

持在 $%S Y!%S) 各月份纤毛虫的种类在 ! Y"

种 #图 > $) 条 带 #? 全 年 分 布" 其 序 列 与

E(0"1(5"#-)" #*-(#" 序列的相似性达 B>S"其相

对丰度范围为 !7!%S Y#?7>;S) 条带 #" 与

J,)#")'" -),&$"-*11" 序列相似性为 <;S"在 $%%B

年 " 月*> 月*< 月*B 月和 $%#% 年 # 月的样品中出

现"相对丰度范围为 >7"BS Y#$7?"S) 条带 #>

与 2-)(06'4',0 $HK6"#'0()3/, 序列相似性为

B<S"在 $%#% 年 " 月的相对丰度最高达 #B7>#S)

序列 $$ 与B")"#-)(06'4'&(3#'#0'&'0序列相似性

达 B<S"只在 $%%B 年 #$ 月的样品中未出现"在

$%%B 年 < 月的样品中相对丰度最高为 #$7;;S"

明显高于其他样品) 条带 $? 与 2-71(&7$/'" 07-'1,

序列相似性为 B%S"在 $%%B 年 " 月的样品中相对

丰度最高为 <7!BS"明显高于其他样品)

图 ,'养殖海区纤毛类浮游生物的亲缘关系分析
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图 -'养殖海区 - 种纤毛虫类浮游生物的相对丰度
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&&#!$ 除甲藻和纤毛虫以外"有 " 个 (T)J的

测序结果与其它原生生物界的 ,E5HO5k58*眼虫

门*领鞭虫门和3HXM5k58生物的序列有较高相似

性) ! 个(T)J#包括条带 ?>*?B 和 ;%$与眼虫门

生物相似性较高"条带 ?B 与 B)($)73-(6'" #()(@'&

序列相似度达 #%%S"除 $%#% 年 ! 月未检测到外"

其他月份均有分布"相对丰度范围为 $7?!S Y

#$7B>S) 条带 ;% 与S,-)*3-'*11" 570&"#-'$" 序列

相似性达 BBS"在 $%%B 年 #% 月和 $%#% 年 # 月*!

月和 " 月均有分布"相对丰度范围为 #7!#S Y

!7$%S) 条带 ?> 与 S,-)*3-'*11" 570&"#-'$" 序列

相似性达 BBS"只在 $%#% 年 # 月的样品中出现"

相对丰度仅为 #7?>S) 条带 #; 与领鞭虫门的

+/("&(H1"5*11'4" JP7序列相似性达 B<S"在 $%%B

年 > 月*#% 月和 $%#% 年 # 月*! 月有分布"在 $%%B

年 > 月的样品中相对丰度明显高于其他样品"为

<7#$S) 条带 !> 与一株MHXM5k589的序列相似性

达 BBS"在 $%%B 年 " 月*B 月*#$ 月和 $%#% 年 #

月的样品中有出现"相对丰度范围为 %7?#S Y

!7<;S) 条 带 #B 与 ,E5HO5k58# 门 $ 的

23(&5(0(&"#0'&'0序列相似性为 B#S"在 $%%B

年 < 月和 B 月的样品中相对丰度较高"分别为

B7B?S和 >7%?S) 结果显示"这 " 个 (T)J在海

区的分布均比较低)
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#?$ 本研究还有 < 个(T)J的测序结果分别

与色素界的定鞭藻门*硅藻门*隐藻门和盘蜷门的

生物序列相似性较高) ! 个 (T)J与定鞭藻门生

物序列相似性较高" 条带 $" 与 B1"-7$/)7#'#

3'*&"")''序列相似度为 B?S"在 $%%B 年 > 月*#%

月和 $%#% 年 # 月的样品中相对丰度超过 >S) 条

带 $< 与+/)7#($/)(0,1'&" #-)(6'1,#序列相似度达

BBS"除 $%%B 年 < 月和 $%#% 年 # 月*! 月外"其它

" 个月份均有分布"在 $%%B 年 " 月的样品中相对

丰度最高达 $%7#S) 条带 ?? 与 B/"*($7#-'#

51(6(#"的序列相似性达 BBS"除 $%%B 年 #% 月*

#$ 月和 $%#% 年 " 月外"其他 " 个月份均有分布"

$%%B 年 B 月的样品中相对丰度最高为 B7$#S"但

其他月份的相对丰度均较低) $ 个 (T)J与硅藻

门生物序列相似性较高"条带 !% 与 2@*1*-(&*0"

3#*,4($(#-"-,0序列相似度达 BBS"在 $%%B 年 "

月*#% 月*#$ 月的样品中有出现"在 $% #% 年 ! 月

的样品中相对丰度达 ##7>!S) 条带 !$ 与

J(1'4(0(&"#3"$'H'$" d8XK*1*,-/*)" 序列相似性为

<<S"只在 $%#% 年 # 月和 ! 月的样品中出现"相

对 丰 度 不 高) 条 带 $% 与 盘 蜷 门 的

</)",#-($/7-)',00,1-'),4'0*&-"1*序列相似性为

B!S"除 $%%B 年 " 月外"有 < 个月份分布"但丰度

不高"最高仅为 !7<;S) 条带 $> 与盘蜷门的

</)",#-($/7-)',0#-)'"-,0序列相似性为 <?S"在

$%%B 年 < 月*#$ 月和 $%#% 年 # 月*! 月 ? 个月份

分布" $%%B 年 #$ 月相对丰度最高" 但也仅

>7%!S) 条带 ;; 与隐藻门 A*0'&'5*)" $)7(3/'1

序列相似性为 B"S"只在 $%#% 年 " 月的样品中出

现"相对丰度不足 #S) 除了与 +/)7#($/)(0,1'&"

#-)(6'1,#和与 2@*1*-(&*0" 3#*,4($(#-"-,0相近的

浮游生物丰度较高外"色素界其它生物的丰度均

未超过 #%S)

!&讨论

基于真核生物核糖体 #<0X=+,可变区序列

的=QQ2分析技术"=sHk等'?(分析了天然海水中

超微型真核浮游生物群落的多样性"该研究认为

该技术的优点是可快速便捷地对采自不同环境的

大量样品进行多样性分析"借助于分离条带的序

列测定"可以监测和研究环境样品中出现的特定

物种'## :#;(

) 鲍磊等'#!(对厦门西海域超微型真核

浮游生物群落的周年变化进行了 =QQ2分析"结

果显示"该海区超微型真核浮游生物主要由绿藻*

0WX8EH95PF6HJ*定鞭金藻*甲藻*灰胞藻和部分未

确定的类群组成"这些浮游生物的遗传结构和主

要类群存在季节性的显著变化) 陈美军等'$(利

用 =QQ2技术比较了太湖不同湖区真核微型浮

游生物群落的多样性"结果显示湖区营养状况与

浮游生物多样性有关) b89 等'#$(对长江三峡库

区不同地点的真核浮游生物多样性进行了=QQ2

分析"聚类分析表明长江主河道与其支流香溪河

虽然水质理化性状差别明显"但真核浮游生物群

落多样性却存在相当高的相似性) 此外"利用

=QQ2技术"马晓军等'!(对不同类型冰川中真核

微生物"王娜等'#;(对扇贝养殖海区真核浮游生物

分别也进行了物种多样性研究) 本研究结果显示

该方法可以有效分离微型真核浮游生物"不同时

间采集的样品中微型真核浮游生物群落结构存在

明显不同"聚类和多元定标分析显示 B 个月份的

样品大致可分为 ! 组) 结合 !! 个 (T)J的序列

分析进行种类鉴定"结果显示流清河湾扇贝养殖

海区微型真核浮游生物包括甲藻*纤毛虫*眼虫*

定鞭藻*硅藻*盘蜷虫*隐藻*领鞭毛虫*变形虫和

3HXM5k589等) 本研究鉴定出来的种类数要多于

之前利用传统镜检方法获得的该海区微型真核浮

游生物的种类数"这说明利用 =QQ2技术可以更

为全面客观的研究和监测环境中微型真核浮游生

物的多样性)

关于养殖扇贝死亡的病原"一致的研究表明"

,4+4是扇贝养殖中后期发病死亡的直接病原)

王娜等';( 分析了扇贝养殖海区浮游生物携带

,4+4情况"结果表明"流清河湾养殖海区 ! Y$;

"

E粒径的浮游生物在 $%%B 年 "*>*< 和 B 月份均

携带病毒"携带病毒的拷贝数在 < 月份达到峰值"

这一时期正是海区养殖栉孔扇贝大规模死亡集中

爆发的时期) 根据本研究的结果"在流清河湾扇

贝养殖海区中甲藻类和纤毛虫类生物丰度较高)

## 种甲藻类生物的相对丰度最低不足 #;S"最高

则能达到 ?#S) > 种纤毛类生物的丰度除了一个

月份#$%#% 年 ! 月样品$不足 #%S"其它月份均在

$%7%S Y!<7$S"纤毛虫类生物的丰度在各个月

份比 较 稳 定) 其 它 种 类 如 与 定 鞭 藻 门

+/)7#($/)(0,1'&" #-)(6'1,#序列相似度达 BBS的

条带 $<"在 $%%B 年 " 月的样品中相对丰度最高达

$%7#S"在其它月份则一直比较低) 在扇贝发病

$#)
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死亡时期"海区浮游生物多样性相似"相对丰度在

#%S以上的浮游生物种类只有甲藻#条带 ?<$和

纤毛虫#条带 #?*#" 和 $$$) 显然"如果这两类浮

游生物可携带,4+4"将很有可能是,4+4流行

传播的主要参与者)

张婧宇等'"(研究了 #> 种常见浮游微藻对

,4+4病毒的携带和黏附情况"结果表明"只有

亚心形扁藻*小球藻*绿色杜氏藻*四爿藻*中肋骨

条藻和小新月菱形藻可以在一定时间内携带

,4+4) 并且人工感染试验表明"粘附在微藻表

面的,4+4同样具有显著的致病性) 但是该研

究涉及的 ! 种分属裸甲藻目和膝沟藻目的甲藻

'包 括 小 亚 德 里 亚 共 生 藻 # A70&(4'&',0

0'$)("4)'"-'$,0$ *亚历山大藻#>1*9"&4)',0JP7$

和前沟藻 # >03/'4'&',0 JPP7$( 均不能携带

,4+4病毒) 甲藻是否参与 ,4+4的水平传播

仍然不能确定"也许该研究涉及甲藻的种类仍然

有限) 作为海区广泛分布*丰度最高的浮游微藻"

甲藻是否参与 ,4+4的水平传播还有必要进行

广泛的研究)

张靖宇等'"(的研究还显示"中肋骨条藻可以

携带,4+4"并可以将携带,4+4感染扇贝导致

扇贝发病死亡) 本研究 =QQ2分离的条带 !% 与

中肋骨条藻的序列相似性达 BBS"该浮游生物在

$%%B 年的 >* < 和 B 月相对丰度在 #7%#S Y

;7<%S"最高相对丰度出现在 > 月) 中肋骨条藻

由于大小及浮游特性"是扇贝摄食饵料食物之一"

尽管其在养殖海区相对丰度不高"但考虑到其在

扇贝发生前后均有分布"可以认为"这一时期养殖

海区分布的中肋骨条藻可能与 ,4+4病毒的水

平传播有关"是,4+4传播的重要参与者之一)

海区养殖扇贝主要摄食硅藻*金藻*绿藻*甲

藻*动物卵和大小合适的有机颗粒及纤毛虫等)

本研究结果表明"纤毛类生物也是流清河湾扇贝

养殖海区中相对丰度较高的类群"纤毛虫可以摄

食微藻'#" :#B(

) 有研究表明卤虫摄食携带 i004

的微藻后可以携带病毒"对虾由于摄食带毒卤虫

从而发病'#"(

) 因而扇贝摄食大小合适*携带病毒

的纤毛虫类生物而感染,4+4也是有可能的)
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