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摘要! 为研究沿海滩涂异育银鲫养殖池塘浮游生物群落周年变化及其与理化因子的关系!

1233 年每月采集养殖池塘水样!测定相关理化因子$ 采用 30C45%&7-$85NN,技术对真核

浮游生物群落多样性进行了分析$ 运用 --&方法分析了真核浮游生物与理化因子的关系$

结果表明%Q7含量为 2139 <3131 =I6'!9 月出现峰值$ 7"

4

87含量为 2124 <21/2 =I6'!9 月

和 0 月较高$ %"

1

8%含量为 2121 <2189 =I6'!31 月最高$ %+

B

4

8%含量为 2112 <11/9 =I6'!

8 月出现峰值$ %"

/

8%含量为 2124 <32149 =I6'!33 月出现峰值$ 5NN,结果显示!3(31 月

共有 9/ 条谱带!平均每月谱带数为 14179$ 8 月'7 月'0 月和 : 月份多样性指数较高$ 谱带匹

配后聚类分析表明%除 / 月'9 月和 33 月份外!真核浮游生物变化具有季节性!其中 0 月': 月

和 32 月聚为一支!4 月'8 月和 7 月聚为一支!3 月'1 月和 31 月聚为一支$ --&分析表明!温

度'Q7和 %+

B

4

8%与真核浮游生物群落结构组成显著相关!为养殖生态调控和养殖模式优化

提供理论依据$

关键词! 真核浮游生物& 变性梯度凝胶电泳& 滩涂池塘& 5%&指纹& 理化因子

中图分类号! *:78133955555555555文献标志码%&

55养殖池塘中真核浮游生物是鱼虾的天然饵料

基础"在池塘水生态系统物质循环和能量流动等

方面发挥着极其重要的作用( 浮游植物是水生态

系统中重要的初级生产者"是水生态系统物质和

能量的重要来源( 在养殖池塘中"水温)营养盐等

环境因子均影响浮游植物密度"而浮游植物种类

或生物量的变化又直接或间接影响浮游动物)浮

游细菌群落等其他浮游生物群落
&3 6/'

( 吴利等
&4'

利用 $&75和 5NN,技术研究发现"天然水体中

理化因子与浮游生物群落结构具有相关性( 养殖

池塘中"由于人为放养不同食性的鱼类"对浮游生

物具有下行效应"加之投饵)施药等人为因素的干

预"其生物群落结构变化更为复杂(

浮游生物具有个体小)世代时间短等特点"用

传统方法鉴定费时且要求操作人员具有丰富的分

类学知识并熟练掌握相关鉴定技术"一些生物种

类常因个体太小或在保存过程中裂解等原因而可

能未被检出"从而导致测得物种多样性较实际物

种多样性低( 变性梯度凝胶电泳法#5NN,$是一

种基于分离核酸片段大小相同而碱基组成不同的

基因片段的技术"该技术理论上可以分辨只有一

个碱基差异的基因序列"最初主要用于医学上基

因点突变的检测"3::/ 年 2FBH?4等
&8'

首次将该

技术应用于微生物生态学研究"从而成为研究微

生物多样性和种群差异的重要技术手段( 近年来

5NN,在水产养殖中也得到了应用!如水体环境

微生物)水产动物肠道原核微生物及水产系统微

生态的研究
&7 60'

(

异育银鲫#8*5*..0-.*-5*)-.<0=4+0&$是江苏盐

城地区沿海滩涂池塘的重要养殖鱼类"其生长速度

快"抗逆性强"肉味鲜嫩"深受消费者喜爱( 滩涂池

塘最主要的特点是单口池塘面积较大"且池水具有
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一定盐度"故其水质有别于淡水池塘( 本实验选取

盐城地区滩涂异育银鲫养殖的典型模式#以异育银

鲫为主"混养少量鲢 "F'&'()(*+,0%()F.,&+0)50/)鳙

"F'&'()(*+,0%()(F.7&=0+0.$池塘"对其理化因子周

年变化进行了调查"并采用 7-$85NN,技术研究

了其真核浮游生物多样性周年变化"运用典型对应

分析#--&$法分析浮游生物群落与理化因子的相

关性"以期为养殖生态调控和养殖模式优化提供理

论依据(

35材料与方法

!"!#实验材料

采样鱼塘位于盐城射阳某养殖场"水深 319

<310 ="面积 381/1 J=

1

"池水盐度 3 </"养殖年

限为 0 年( 1233 年 / 月"该塘投放鲢和鳙各21:)

311 万尾"4 月投放异育银鲫 42 万尾( 1233 年 3

月至 31 月"每月中旬在固定位置用采水器采集距

池水表层 12 E=左右深度水样 8 '"8 个采样点具

体位置为!3)% //n42130:U",312n171397U%1)%

//n421374U",312n171334U%/)% //n4213/7U",

312n17124:U%4)%//n421392U",312n181::7U%8)

%//n4211/2U",312n181:84U( 水样取回后及时

处理"测定相关理化因子( 将采集水样摇匀后取

82 ='1 份"一份经 4 222 46=>A 离心 /2 =>A"弃去

上清液"所得沉淀用 3 ='92T乙醇溶液固定"保

存于 612 b"用于 5NN,分析"另一份用 3 ='

32T甲醛溶液固定"保存于 4 b"用于物种形态学

鉴定(

!"$#水质测定方法

每月取样时用温度计现场测量水温( 理化因

子总磷#Q7$)磷酸盐#7"

4

87$)硝氮#%"

/

8%$)亚

硝氮#%"

1

8%$和氨氮 #%+

B

4

8%$均采用水质自动

测定仪 #N5S*81232$测定"所用试剂盒为吉大

小天鹅公司生产(

!"9#浮游生物分析

利用显微镜分析枝角类)桡足类)轮虫和浮游

植物 4 大类浮游生物种类及其丰度
&: 632'

(

!"=#&EEB电泳分析

基因组总 5%&提取55用无菌蒸馏水洗涤

固定样品 / 次"最后一次洗涤后转移到 3 ='灭菌

离心 管 中( 5%& 提 取 按 照 试 剂 盒 # ;?>@>AI

Q43ACN?A ;>/G?EJ -/"'GO$提供的方法步骤进行(

用 210T琼脂糖凝胶对提取 5%&样品进行检测"

并将提取 5%&保存于 612 b(

真核浮游生物 30*4$%&扩增和 5NN,电泳

检测55用于扩增真核生物 30*4$%&基因的特

异性引物为 (34198N-和 $3737

&33'

( 采用 82

%

'

7-$反应体系!8

%

'32 CLFDD?4#含 2I

1 B

$"4

%

'

118 ==/06'O%Q7以及 312

%

'12

%

=/06'上下

游引物"211

%

'8 # Q3V5%& 聚合酶"318

%

'

5%&混合模板#8 个取样点模板等量混合$"用灭

菌双蒸水补足至 82

%

'后置于 Q8322#;>/8$3O 公

司$7-$扩增仪中扩增( 7-$反应条件为!:4 b

预变性 8 =>A"然后 /8 个循环":4 b /2 C变性"

74 b /2 C退火"91 b 72 C延伸"最后 91 b延伸

32 =>A( 扩增产物用 314T琼脂糖凝胶电泳进行

检测( 预期扩增片段约 132 LK(

5NN,电泳采用 58E/O?*BCG?=突变分析系

统#;>/8$3O 公司$"7&N,胶浓度为 32T"变性剂

梯度 /2T<82T#9 =/06'尿素和 42T去离子甲酰

胺为 322T变性$"电泳缓冲液为 3 CQ&,( 7-$扩

增产物经琼脂糖电泳检测"扩增特异性好"用扩增

产物直接上样"点样量 42

%

'( 72 b)98 .电泳

37 J"电泳结束后采用快速银染法染色"N?05/E

Y$

B

*BCG?=#;)"8$&5$自动凝胶图像系统拍照(

!"C#数据处理

采用 *7**3712 软件对各水质理化指标数据

进行方差分析和 '*5多重比较"比较各月之间的

差异性"并采用二元定距变量相关分析法对各理

化指标进行相关性分析(

5NN,指纹图谱采用 :F3AG>GB "A?软件分

析( 对图谱进行优化处理后经过泳道)条带识别

和配对得到泳道间的对比分析结果"并进行

#7N2&聚类分析%根据各样品检测到的 5NN,

条带数及各条带相对含量"计算真核浮游生物的

*J3AA/A8<?3X?4指数#"W$)*>=KC/A 指数 #G$和

7>?0/F 指数#U$( 采用-&%"-"418 D/4<>AO/WC

软件对环境因子与真核浮游生物群落组成变化相

关性进行典型对应分析#--&$"并用 4:: 次非限

制性蒙得卡德罗检验法验证计算结果显著性(

15结果与分析

$"!#异育银鲫养殖池塘生物因子周年变化

轮虫密度在 4 月)9 月和 0 月密度较高"冬季

密度 很 低" 其 中 萼 花 臂 尾 轮 虫 # L5*%(0&7-.

%*+F%0;+&5-.$除 33 月外其他各月都有出现"是小

//4
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型浮游动物优势类群#表 3$( : 月)32 月藻类密

度较高"分别为 8101 C32

4

和 8192 C32

4

个6='( 1

月藻类密度最低"为 21:0 C32

4

个6='( 一年中有

: 个月观察到小球藻存在"可见该藻是异育银鲫

养殖池塘水体中的优势浮游植物类群( 本实验采

用与 5NN,分析一致的水样"为采水器采得而非

浮游生物网捞取"运动较快的枝角类)桡足类等大

型浮游动物在各月份水样中均未发现(

表 !#异育银鲫养殖池塘生物因子周年变化

)*+"!#)H0*772*6P*-.*F.5754+.5658.%*6%H*-*%F0-.1F.%1.7%26F2-0G573145-O'3'++)*+'*3'0*+7)841)-

月份 =/AGJ

3 1 / 4 8 7 9 0 : 32 33 31

轮虫

4/G>D?4

萼花臂尾轮虫 L5*%(0&7-.%*+F%0;+&5-. B B B B B B B B B B 6 B

晶囊轮虫属 ?.'+*7%(7* 6 6 6 6 B 6 6 6 6 6 6 6

水轮虫属 3'0'(*74. B 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

多肢轮虫属 9&+F*5)(5* B 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

尾突臂尾轮虫 L5*%(0&7-.%*-B*)-. 6 6 6 6 6 6 6 B 6 6 6 6

平均数6#个6='$ 3X?43I? 213: 21/1 2131 2140 21/7 2130 2149 2189 212: 2119 2122 2113

藻类

30I3?

小球藻属 8(+&54++* B B B 6 6 B B 6 B B B B

丝藻属 P*)(50/ 6 B 6 B 6 6 6 6 6 6 B 6

栅藻属 $%474B4.,-. B B 6 6 B B 6 6 6 6 6 6

微囊藻属 C0%5&%F.)0. B B 6 6 6 6 6 B B 6 B B

盘星藻属 94B0*.)5-, 6 B 6 6 6 6 B 6 6 6 B 6

鼓藻属 8&.,*50-, 6 B 6 6 6 6 6 6 6 B 6 6

平裂藻属 C450.,&'4B0* B 6 6 6 6 6 6 6 B B 6 6

颤藻属 @.%0++*)&50* 6 B 6 B 6 6 B 6 6 6 B 6

平均数6#32

4

6='$ 3X?43I?

/118 21:0 3192 2107 3173 /124 1121 3171 8101 8192 4193 1172

原生动物6#个6='$ K4/G/H/3L>/=3CC 2134 2134 2139 211/ 213: 2134 2139 2112 2149 2134 2119 213/

注!, B-表示有", 6-表示无

%/G?C!, B- 4?K4?C?AGB?C", 6-4?K4?C?AGA/

$"$#异育银鲫养殖池塘理化因子周年变化

不同月份的池塘理化因子存在显著差异(

Q7全年含量为 2139 <3131 =I6'"9 月出现峰值

#表 1$( 7"

4

87全年变化较大"含量介于 2124 <

21/2 =I6'"其中 9 月和 0 月份较高"显著大于 7

月和32月外的其他月份 #9?2128 $ (%"

1

8%全

年含量为 2121 <2189 =I6'"其中 31 月含量最

高( %+

4

8%全年含量为 2112 <11/9 =I6'"8 月

出现峰值" 显著高于其他月份 # 9?2128 $(

%"

/

8%全年含量在 2124 <32149 =I6'"33 月出现

峰值( 相关性分析表明"%"

1

8%与 %+

B

4

8%显著

负相关#9?2128$(

表 $#异育银鲫养殖池塘理化因子周年变化"平均值 a标准差#

)*+"$#)H0*772*6P*-.*F.5754GHN1.%5%H0/.%*6G*-*/0F0-1.7%26F2-0G573145-

O'3'++)*+'*3'0*+7)841)-"/0*7a?&#

月份 =/AGJ Q76#=I6'$

7"

4

876#=I6'$ %"

1

8%6#=I6'$

%+

B

4

8%6#=I6'$

%"

/

8%6#=I6'$

Q6b

3 21/1 @212/ 2113 @2128 2147 @2120 2114 @2127 1102 @21/2 2

1 2118 @2124 2134 @2121 21/4 @2124 2113 @2127 3184 @2139 /

/ 21/2 @2123 2129 @2121 2121 @2123 21:2 @2124 2124 @2123 4

4 21/3 @212/ 2120 @2121 2121 @2123 210: @2134 2129 @2123 39

8 2144 @2123 2124 @2123 2121 @2123 11/9 @2138 2133 @2121 3:18

7 21/8 @2123 2118 @2128 2124 @2123 2177 @2134 2133 @212/ 13

9 3131 @2114 2110 @2121 2114 @2127 210/ @212/ 11:9 @214: 14

0 21/2 @2121 21/2 @2129 213: @2121 21/: @2129 4129 @2173 17

: 21/3 @2121 213/ @212/ 2148 @212/ 211: @2128 2110 @2131 18

32 2144 @2123 2117 @2124 211/ @2121 2173 @2131 311/ @2118 30

33 2139 @2121 213/ @2121 2124 @2121 2142 @2127 32149 @1119 3/

31 2119 @2128 2114 @2123 2189 @2129 2112 @2127 /1/9 @211/ 7

4/4
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$"9#&EEB分析异育银鲫养殖池塘真核浮游生

物群落结构周年变化

3+31 月共检测到 9/ 条带"平均条带数为

14179#图 383$"各月份生物群落特征指数如表 /"

表明异育银鲫养殖池塘具有较高真核浮游生物物

种多样性( 5NN,条带)*J3AA/A8<?3X?4指数和

7>?0/F 指数变化趋势一致"而 *>=KC/A 指数变化趋

势则相反"表明随着真核微型浮游生物种类的增

加"群落多样性和均匀度增大"而相应优势度减小(

8 月)7 月)0 月和 : 月生物多样性指数较高( 利用

:F3AG>GB "A?软件对各月份谱带匹配后聚类分析"

结果表明"除 / 月)9 月和 33 月外"其余各月份真核

浮游生物变化具有季节性"0 月): 月和 32 月聚为

一支"4 月)8 月与 7 月聚为一支"3 月)1 月和 31 月

聚为一支#图 38L$( 0 月与 32 月相似度最高"为

48T( / 月与其他各月相似度最低(

图 !#异育银鲫养殖池塘真核浮游生物 !R?-<'(基因片段 &EEB电泳图"*#和

b,EL(聚类图"+#"! c!$ 表示 ! c!$ 月份#

D.8"!#]/*80154&EEB8061%57F*.7.78 02J*-N5F.%!R?-<'(80704-*8/07F1"*#*73%621F0-*7*6N1.154

02J*-N5F.%G6*7JF574-5/ %26F2-0G57345-O'3'++)*+'*3'0*+7)841)-"+#"! d!$ /0*714-5/ [*7"F5 &0%"#

表 9#异育银鲫养殖池塘真核浮游生物群落特征指数周年变化

)*+"9#)H0*772*6P*-.*F.5754%H*-*%F0-.1F.%.730S 5402J*-N5F.%G6*7JF57%5//27.FN .7

%26F2-0G573145-O'3'++)*+'*3'0*+7)841)-

月份

=/AGJ

5NN,条带数

AF=L?4/D5NN,L3AOC

*J3AA/A8<?3X?4指数

"W

*>=KC/A 指数

G

7>?0/F 指数

U

3 18 1104 21293 2177

1 17 11:4 21274 217:

/ 3: 1178 21200 2171

4 1/ 1107 21279 2179

8 19 /13/ 21284 219/

7 /2 /114 21248 2198

9 3: 1170 21208 2171

0 /3 /137 21284 2194

: 1: /13/ 2128/ 219/

32 14 11:2 21279 2170

33 3: 1184 21321 218:

31 14 11:8 21273 217:

$"=#异育银鲫养殖池塘真核浮游生物与环境理

化因子的 >>(分析

真核浮游生物与环境理化因子的 --&分析

如图 1 所示( 由蒙得卡德罗检验法分析得到"Q)

Q7和%+

B

4

8%与真核浮游生物群落结构组成显著

相关#9?2128$"第一和第二轴的特征值分别是

8/4
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21//1 和 211:4#表 4$"说明这两轴同等重要( 第

一轴与 Q7)Q相关系数较高"分别为 2198)219/

#9?2128$( 第二轴与 %+

B

4

8%相关系数高"为

21:3#9?2128$(

图 $#异育银鲫养殖池塘真核浮游生物与

环境因子 >>(二维图

D.8"$#>5--01G57307%0%*757.%*6*7*6N1.1">>(#

+.G65F+*10357&EEB3*F* *7307P.-57/07F*6

P*-.*+60154%26F2-0G573145-O'3'++)*+'*3'0*+7)841)-

表 =#异育银鲫养殖池塘环境因子与

真核浮游生物群落 >>(结果

)*+"=#<0126F14-5/>>(5402J*-N5F.%G6*7JF57

%5//27.FN 3*F* .7-06*F.57F5 07P.-57/07F*6G*-*/0F0-1

--&轴 3P?C 3 1 / 4

特征值 ?>I?AX30F?C 21/11 211:4 211/8 21131

属种环境相关系数

CK?E>?C8?AX>4/A=?AGE/44?03G>/AC

21:94 21:00 21::4 21:01

累计方差百分比解释

%2/26*F.P0G0-%07F*80P*-.*7%0

属种数据 /DCK?E>?CO3G3 3418 1910 /014 4012

属种环境关系

/DCK?E>?C8?AX>4/A=?AG4?03G>/A

1417 4913 7813 0311

/5讨论

9"!#异育银鲫养殖池塘环境理化因子的周年

变化

水体中浮游生物种类及其丰度与营养盐密切

相关"浮游植物特别是藻类原生质的生成有赖于

碳)氮)磷的存在( 在天然湖泊中"当营养盐浓度

低时"藻类密度通常亦较低"若营养盐浓度增加"

浮游植物密度也会随之增加( 而藻类作为初始生

产者"它的改变必然会影响食物链中其他生物的

群落结构( 本研究表明!异育银鲫养殖池塘7"

4

87

含量 /+8 月较低"7+0 月较高"全年最高值出现

在 0 月( 温度是藻类生长的重要限制因素"低温

季节藻类生物量通常比较低"对水体中氮)磷等营

养盐的利用相对较少( / 月份以后"水温逐步回

升"藻类大量繁殖"尤其是小球藻发展成为优势类

群"大量消耗水体中的磷"使得磷酸盐浓度显著下

降( 1233 年 / 月投放鲢和鳙鱼种)4 月投放异育

银鲫鱼种后"池水 7"

4

87浓度也随之上升"这表明

鱼种放养)投饵等池塘养殖行为会对 7"

4

87浓度

产生重要影响( 养殖鱼类以及浮游动物的下行效

应"使得浮游植物生物量下降"从而又减少其对磷

的利用"加之投饵)鱼类代谢以及鱼类活动增加底

泥中内源 7"

4

87的释放"使得 7"

4

87在 9 月和 0

月达到峰值(

9"$#异育银鲫池塘真核浮游生物群落与环境理

化因子的相关性

微型及超微型真核浮游生物群落包括浮游植

物和浮游动物两大类群"作为异育银鲫养殖池塘

水域生态系统中主要的初级生产者和初级消费

者"对该系统物质循环和能量流动发挥着极其重

要的作用( 真核浮游生物除了肉眼可见的大型浮

游生物外"还有藻类)原生动物 #如鞭毛虫)纤毛

虫$等超微型#211 <8

%

=$和微型#8 <12

%

=$真

核浮游生物( 一些微型)超微型浮游生物由于形

态结构具可变性"缺乏独特的形态特征"而致使基

于形态学特征的传统显微观察无法对其准确鉴

定"从而导致测得物种多样性较实际物种多样性

少( 本研究采用同一匀质水样分别进行传统显微

分类和基于 5NN,的 5%&分子标记研究"结果

表明"3+31 月分子标记共检测出 9/ 个物种"分

子标记测得的生物多样性远高于传统显微观察法

的分类鉴定结果( 从显微观察结果可以看出"萼

花臂尾轮虫是小型浮游动物中的优势类群"偶或

见到桡足类幼体"未采集到运动能力较强的大型

枝角类"说明本实验中 5NN,标记的真核浮游生

物以微型和超微型浮游生物为主(

已有研究表明"营养水平)水温)底泥再悬浮)

浮游植物)后生浮游动物与真核微型浮游生物群

落结构组成密切相关
&31 638'

( '?Ko4?等
&38'

研究发

现"温度对水柱不同深度#8 =和 /2 =$真核微型

浮游生物动态均具有显著影响"营养盐氮)总磷浓

7/4
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度显著影响水面下 8 =深度的真核微型浮游生物

动态( 营养盐水平亦显著影响湖水表层真核微型

浮游生物群落结构
&31'

( &L43AG?C等
&37'

调查分析

了富营养化湖泊的理化因子及浮游生物周年变

化"发现温度)挥发性固体)硬度)磷酸盐#可溶性

活性磷$和 K+等理化因子对水体中浮游植物影

响最大( 氮磷是衡量湖泊富营养化的重要指标"

国际上"一般认为 Q72121 =I6')Q% 211 =I6'

为湖泊富营养化发生浓度
&:'

( 相对于天然水域"

养殖池塘的人工干预程度更大( 由于生产过程中

大量投饵以及鱼虾代谢废物的长期沉积"养殖池

塘通常为富营养化状态( 本实验理化因子调查表

明"即使在营养盐浓度较低的冬春季节"水体氮磷

浓度也远高于上述湖泊富营养化的营养盐浓度"

说明该池塘处于富营养化状态( 本研究结果表明

Q)Q7和 %+

B

4

8%与养殖池塘的真核浮游生物具

有显著的相关性(
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