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摘要：通过随机扩增多态性DNA(RAPD)技术研究了三峡库区秭归至万州段浮游生物群落DNA指纹结构的空间异

质性。结果如下：(1)筛选出的13条引物共检测到131条长度在200—2200bp的谱带，谱带多态率为97.7%；各采样

点的共有条带占总谱带数的2.3%，而特有条带占38.2%；(2)秭归(ZG)、巴东(BD)、巫山(WS)、奉节(FJ)和万州(WZ)

分别获得59、52、58、47和38条谱带，其中秭归的特有条带最多(12条)，万州最少(7条)；(3)基于浮游生物群落RAPD

指纹的聚类分析显示5个采样点分作三枝:巴东和巫山相似性最高，并进而与秭归聚合成一枝；而万州和奉节各自

成为单独的一枝。这表明研究区域内的浮游生物群落DNA指纹结构具有较明显的空间异质性，并与采样点的地理

分布和环境特征存在着较好的相关性。因此，浮游生物群落DNA指纹结构能为群落的时空变化及大型水利工程对

它们的生态影响监测提供有力的分子依据，并能为生态机理的分子阐释提供参考。 
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由不同的功能类群组成的浮游生物是水生食

物链的基础，其中浮游植物占据着第一营养级，浮

游动物是次级生产者，而浮游细菌属于还原者，它

们在水体生态系统的物质循环和能量流动中发挥

着极其重要的作用。此外，浮游生物在个体、种群、

群落结构层面都能较快地响应环境的变化，是环境

状况的重要指示生物。三峡水库是迄今为止世界上

最大的水库，从2003年6月蓄水至今，其生态环境

发生了较大的变化。由于浮游生物在水生生态系统

中扮演着重要角色，并且对环境变化较为敏感，因

此对环境状况具有很好的预警作用，对浮游生物的

监测也是大型水利工程生态影响评价的重要组成

部分之一。 
传统的浮游生物监测主要通过显微镜进行形

态学分类，但由于其个体小、种类组成复杂，很

多种类又缺乏明显的分类特征，并且需要娴熟的

分类技能和专业知识，使得浮游生物的形态学鉴

定显得比较困难和繁琐[1—3]。近20年来，伴随着分

子生物学技术的快速发展，DNA指纹分析技术被

逐渐用于群落水平的研究[3—5]。与传统的分类方法

相比，它具有技术路线程序化、比较分析规范化

的特点，并且操作简便，因此在监测群落的多样

性及其时空变化方面具有很大的潜能，只不过对

浮游生物的研究大多还集中在微型或小型个体
[2,6]。Savin, et al.[1]对浮游生物群落(包括大型个体)
进行的分子和形态学方法比较研究表明两者各具

优缺点；余育和等[7]提出DNA指纹分析在浮游生

物群落的应用是可行的；颜庆云等[8,9]研究了浮游

生物群落DNA指纹拓扑结构与物种组成及理化因

子的关系。本文在此基础上通过群落DNA指纹结

构来揭示三峡水库蓄水两年后库区浮游生物群落

的空间异质性，以期揭示库区浮游生物群落与空

间位置及水质状况的关系，并结合流域环境背景

资料，分析大型水利工程对浮游生物群落遗传多

样性的影响。 

1  材料与方法 

1.1  库区概况  三峡工程是一项举世瞩目的生态
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工程，对生态环境有着广泛而复杂、深刻而长远的

影响。经过四十多年的科学论证，最终由全国人大

审议通过并于1994年正式开土动工，大坝建成后于

2003年6月开始蓄水。三峡水库全长600多公里，是目

前世界上最大的水库。本研究选择库区下游段近300
公里为研究对象，该区段水流相对较缓、泥沙含量较 
 

低，有益于浮游生物群落的空间异质性研究。 
1.2  样品的采集  2005年5月，在三峡库区秭归至

万州江段主要城区附近设置5个采样点(图 1)，用25
号浮游生物网(孔径64μm)于表层水平拖曳捞取浮

游生物，样品收集于50mL采样瓶，现场滴加2—3
滴福尔马林液加以固定。 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  三峡库区采样点位置图 

Fig. 1  Location of sampling sites in the Three-Gorges Reservoir region of Yangtze River, China 

 

1.3  群落DNA抽提及RAPD分析  群落DNA的抽

提方法参见文献[8]；在对DNA模板量、引物浓度、

Mg2+浓度及PCR循环参数等进行优化后从OPM、

OPE及OPG三组(共60条)随机引物中筛选出扩增结

果稳定、谱带清晰的13条(表1)进行RAPD扩增。

RAPD扩增在Perkin ElmerTM 9600型PCR仪上进行，

反应体系参照文献[10]：25.0µL体系中含有1×PCR 
Buffer，0.4µmol/L 随机引物，1.5mmol/L Mg2+，

80µmol/L dNTP，1.5U Taq酶(Fermentas) 和约50ng
的模板DNA。混匀后稍离心将反应液集中于管底进

行以下扩增：94℃预变性5min，后接45个循环(每个

循环依次包括94℃ 40s，37℃ 40s，72℃ 120s)，最

后72℃延伸5min，反应终止于4℃。用1.5％的琼脂

糖凝胶(含0.5µg/mL EB)在1×TAE中以80V的电压进

行电泳分离，UVP凝胶成像分析系统观察并一次性

成像。 
1.4  数据分析  各RAPD扩增至少重复两次，稳定、

清晰的谱带用于最终的数据分析。根据DNA Ladder
指示的标准分子量，对照扩增产物的迁移率及UVP 
Lab Works软件的光密度扫描曲线确定扩增片断的

大小。分别以1、0代表扩增位点的有、无输入

RAPDistance 1.04程序计算Dice相似系数S，并通过

1—S换算得距离；同时针对RAPD谱带用SPSS 13.0
软件进行聚类分析 (Ward’s method) ，并通过

XLSTAT-Pro 2006软件进行主成分分析(PCA)。 
 

表 1  随机引物及其RAPD扩增结果 

Tab. 1  Random primers and their amplified results 

引物 
Random
primers

碱基序列 
(5′—3′) 

Sequences 
(5′—3′) 

片断大小 
Sizes of 

bands (bp) 

谱带数 
No. 

of bands 

特有条带

No. of 
specific 
bands 

谱带多

态率 
Polymorphic

rates 

OPM-05 GGGAACGTGT 200-1600 10 5 100% 

OPM-06 CTGGGCAACT 300-2200 13 6 100% 

OPM-15 GACCTACCAC 400-2200 8 2 100% 

OPM-16 GTAACCAGCC 300-2200 10 3 100% 

OPM-17 TCAGTCCGGG 360-2000 14 8 100% 

OPM-20 AGGTCTTGGG 500-2000 9 1 100% 

OPE-02 GGTGCGGGAA 300-1600 9 5 100% 

OPG-08 TCACGTCCAC 400-1800 10 5 100% 

OPG-10 AGGGCCGTCT 450-1800 11 2 81.8% 

OPG-13 CTCTCCGCCA 500-1600 8 4 100% 

OPG-16 AGCGTCCTCC 400-1800 11 1 90.9% 

OPG-17 ACGACCGACA 450-1400 9 3 100% 

OPG-18 GGCTCATGTG 250-1400 9 5 100% 

合计 Total —— 200-2200 131 50 97.7% 

长    江 Yangtze River  
三峡大坝 Three-Gorges Dam 
秭归 ZG 巴东 BD 巫山 WS
奉节 F J  万州 WZ 

N 

WZ 
Yangtze 

FJ WS

BD
ZG

River
Three-Gorges Dam 

Yangtze River
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2  结  果 

2.1  RAPD指纹分析 

筛选出的 13 条随机引物共获得 131 条长度在

200—2200bp 的清晰谱带，其中只有 3 条为各采样

点的共有带(占 2.3%），50 条仅出现在一个采样点

被检测到(占 38.2%），谱带多态率为 97.7% (表 1)。
秭归、巴东、巫山、奉节、万州分别获得 59、52、
58、47 和 38 条谱带(表 2)，平均为 50.8 条；各采

样点获得的特有条带也是秭归最多(12 条)，万州

最少(7 条)。平均每条引物扩增得到的谱数为 10.1
条；其中各引物在不同采样点检测到的谱带数如

表 2 所示。 
2.2  浮游生物群落空间异质性 

基于RAPD指纹分析的Ward’s method聚类(图 
2)显示5个采样点的浮游生物群落可以分成明显的

三枝：万州与其他各采样点的相似性最低，成为单

独的一枝；其次是位于万州下游的奉节也成为单独

的一枝；而巴东和巫山的相似程度最高，它们最先

聚合后进而与秭归汇聚成一大枝。从浮游生物群落

DNA指纹图谱的Dice相似系数矩阵 (表 3) 来看，

各样点间的相似系数在0.259—0.455，其中巴东与

巫山的相似性最高 (0.455），万州与奉节间最低

(0.259)。位于相对较下游的秭归、巴东、巫山间的

相似性比其他任意两采样点间的相似性都要高，这

支持了上述的聚类分枝关系。针对RAPD谱带的主

成分分析(PCA)显示前3个主分量解释了总信息量

的77.96%，第一、二、三主分量分别解释了28.42%、

26.30%和23.24%的信息。利用第一、二主分量作的

二维分布图(图 3)显示巴东和巫山最接近，而万州

和奉节与其他样点相距较远，这进一步印证了聚类

结果所显示的浮游生物群落DNA指纹结构的空间

异质性。 
 

表 2  RAPD指纹1/0矩阵 

Tab. 2  Binary matrix showing the presence (1) and absence (0) of RAPD fingerprints 

采样点

Sampling 
sites 

各引物 RAPD 谱带   RAPD bands of each primer 
OPM-05(10)a        OPM-06(13)      OPM-15(8)     OPM-16(10)        OPM-17(14)        OPM-20(9)     OPE-02(9) 

秭归 ZG 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0  0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1  1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0  1 0 1 1 1 0 0 1 0  0 1 1 0 1 1 0 1 1
巴东 BD 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1  0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0  0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0  0 0 0 1 0 1 1 1 0  0 0 0 0 0 0 1 0 1
巫山 WS 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1  0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0  0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0  0 1 1 1 0 1 1 0 1  0 0 0 0 0 0 0 0 1
奉节 FJ 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0  0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1  0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1  0 1 0 0 0 1 0 0 1  0 0 0 1 0 0 1 0 1
万州 WZ 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0  1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0  0 0 1 0 1 1 1 0 0  1 0 0 0 1 0 1 1 0
合计 Totalb 1 3 2 1 3 1 3 1 1 2  1 2 1 3 3 1 2 2 3 1 1 1 2  1 2 2 2 2 3 1 2 1 1 3 3 2 2 3 3 1 2 1 1 2 1 1 2 2 2 2 2 1 1 1 1  1 2 3 3 2 4 3 2 2  1 1 1 1 2 1 3 2 4

 

a.括号中的数字表示该引物的谱带数；b.谱带在 5 个采样点出现的次数 

a. Number in the parenthesis represents the number of bands amplified by the primer; b. The times of each band detected at all the sampling sites 

 

 
 
 
 
 
 

图 2  浮游生物群落 RAPD 指纹相似性聚类 
Fig. 2  Similarity clustering based on the RAPD fingerprints  

of plankton community 
秭归 ZG; 巴东 BD; 巫山 WS; 奉节 FJ; 万州 WZ 

3  讨  论 

空间异质性是指所研究系统或系统属性在空

间上的复杂性和变异性[11]，其程度越高意味着更多

的小生境存在，从而可以维持群落有更多的种类生

存，即群落的多样性越高[12,13]。从遗传多样性看，

物种间碱基序列的不同使得各模板DNA在同一随

机引物的PCR扩增中有不同的扩增位点。因此，理

论上可以认为具有相似浮游生物群落组成的水体

采样点 
Sampling sites 

各引物 RAPD 谱带   RAPD bands of each primer 
OPG-08(10)         OPG-10(11)        OPG-13(8)        OPG-16(11)         OPG-17(9)        OPG-18(9) 

秭归 ZG 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0  0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1  0 0 0 1 1 0 1 1  1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0  0 1 1 0 0 0 1 0 0  1 0 1 0 0 1 1 0 0  
巴东 BD 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1  1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1  0 0 0 0 1 1 0 1  0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1  1 1 0 1 0 1 0 0 1  0 0 0 0 1 0 0 0 1  
巫山 WS 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1  1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1  0 0 0 0 1 0 1 0  0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0  0 0 0 1 0 1 0 1 0  0 1 0 1 0 0 1 1 0  
奉节 FJ 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1  0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1  0 0 1 0 0 1 0 0  0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0  0 1 0 0 0 1 0 1 0  0 0 0 1 0 1 0 0 0  
万州 WZ 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1  0 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0  1 1 0 0 0 0 0 0  1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0  1 0 0 0 1 0 1 0 0  0 0 1 0 0 1 0 0 0  
合计 Totalb 1 1 1 1 1 2 2 2 2 4  2 1 1 2 4 3 5 5 2 2 4  1 1 1 1 3 2 2 2  2 2 3 3 2 3 2 2 5 2 1  2 3 1 2 1 3 2 2 1  1 1 2 2 1 3 2 1 1  

BD 
WS 
ZG 
F J  
WZ 

BD 
WS 
ZG 
F J  
WZ 

BD 
WS 
ZG 
F J  
WZ 

0      5      10      15      20       25 

BD 
WS 
ZG 
F J  
WZ 

0      5      10      15      20       25 
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具有相似的RAPD指纹图谱。DNA指纹分析技术现

已成为生态学研究中常用的方法，并广泛应用于生

物多样性、生物地理学等方面的研究[14]，它们在群

落水平的应用增进了我们对生物多样性和系统进

化的认识[3,15]。而RAPD是DNA指纹分析技术的重

要代表，它所选用的引物(通常为10个碱基)能对各

模板DNA进行随机扩增而没有物种选择性，也不需

预知任何的核酸序列信息，比较适合于对群落结构

进行整体扫描分析。颜庆云等[8,9]用RAPD技术研究

了洞庭湖浮游生物群落DNA多态性与物种组成及

理化因子的关系。当然与其他的指纹分析方法一样

RAPD也有其自身的不足，如不能很好地反映群落

中所有物种的多样性，重复性问题也是一个重要的

制约因素。  
 

 

图 3  RAPD 指纹主成分分析 

Fig. 3  Principal component analysis (PCA) of RAPD fingerprints 

秭归 ZG; 巴东 BD; 巫山 WS; 奉节 FJ; 万州 WZ 

 

表 3  RAPD相似系数矩阵(上三角)及距离矩阵(下三角) 

Tab. 3  Similarity matrix (above diagonal) and distance matrix  

(below diagonal) of RAPD fingerprints 

 秭归 ZG 巴东 BD 巫山 WS 奉节 FJ 万州 WZ

秭归 ZG  0.414 0.376 0.321 0.351 
巴东 BD 0.586  0.455 0.323 0.289 
巫山 WS 0.624 0.545  0.362 0.333 
奉节 FJ 0.679 0.677 0.638  0.259 

万州 WZ 0.649 0.711 0.667 0.741  

 
本研究中 RAPD 扩增获得的 131 条谱带中只有

3 条在各采样点均都被检测到，而 38.2%的谱带只

在一个采样点出现，谱带多态率达 97.7%，这表明

研究区内浮游生物群落的空间异质程度较高。聚类

分析则通过采样点的分枝关系更直观地说明了这

一点：位于库区核心段的秭归、巴东和巫山(距大坝

130km 以内)聚为一枝；距离大坝约 160、280km 的

奉节、万州各自成为单独的一枝(图 2)，该聚类分

枝关系与采样点的地理位置和环境条件相对应。秭

归、巴东和巫山位于三峡水库的核心区，该区段水

流和缓、水面较宽，类似于静水湖泊；大面积被淹

的土地、植被等给水体补充了一定的营养元素；水

质清澄，泥沙含量较低，透明度相对上游河段要高，

充分的光照条件有益于浮游植物的生长，浮游动物

的饵料条件也因此得到了改善。这些共同的生态特

征使得该江段浮游生物具有相似的群落组成而被

聚为一枝。万州处于库区中部，水流稍急，更趋近

于流水生态系统；受重庆经济辐射的影响，受纳的

工业废水和生活污水较多、水污染负荷相对较高；

该江段泥沙含量高，透明度低；这些环境特征明显

有别于库区核心区的3个采样点(秭归、巴东和巫山)
使得浮游生物群落 DNA 指纹结构不同而被划分为

单独的一枝。奉节在地理分布上位于前两枝之间(图
1)，且浮游生物的生活环境条件(如流速、泥沙含量

等)也介于两者间，其指纹结构显示奉节成为介于它

们之间的一枝(图 2)。此前的研究也表明秭归、巴

东和巫山的浮游生物群落 DNA 指纹结构与万州存

在明显的差异，奉节则和秭归较为相似而与秭归为

同一枝[16]。这表明浮游生物群落 DNA 指纹结构不

仅能揭示群落的空间异质性，对时间异质性也具有

较好的指示性。与此同时，我们在东湖的研究发现

PCR-DGGE 指纹分析技术也能较好地揭示浮游生

物群落 DNA 多态性的时空异质性[17,18]。因此，如

若能有效地综合不同的 DNA 指纹方法(如 DGGE、
RAPD、T-RFLP)，这将为浮游生物群落的时空变化

及大型水利工程对它们的生态影响提供有力的分

子依据，并能为生态机理的分子阐释提供有效的参

考。 
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of China, Qingdao  266003; 3. Graduate School of the Chinese Academy of Sciences, Beijing  100039) 

 

Abstract: In order to study the ecological impact of large-scale water conservancy engineering, spatial heterogeneity of  
plankton communities in the Three-Gorges Reservoir region was studied by random amplified polymorphic DNA 
(RAPD). The results were: (1) 13 of 60 screened random primers used in the study amplified a total of 131 observable 
bands, 97.7% of which were the polymorphic bands; only three bands were detected at all the sampling sites, and 38.2% 
of the total bands restricted to single sampling sites; (2) the numbers of amplified bands at Zigui (ZG), Badong (BD), 
Wushan (WS), Fengjie (FJ) and Wanzhou (WZ) were 59, 52, 58, 47 and 38, respectively; the individual bands detected 
at ZG was the most and WZ got the least; (3) cluster analysis based on RAPD fingerprints showed that the target 
communities could be grouped into three clusters: WZ and FJ comprised a single cluster respectively, and the third 
cluster contained the other three sampling sites (ZG, BD and WS). These results indicated that the spatial heterogeneity 
of plankton communities in the Three-Gorges Reservoir region was obvious, and the spatial heterogeneity was 
correlated to the geographical locations and environmental conditions. Therefore, DNA fingerprinting of plankton 
community could play an important role in monitoring the spatiotemporal dynamics and in evaluating the ecological 
impacts of large-scale water conservancy engineering. It also could offer useful document for elucidating the molecular 
mechanism of some ecological problems.  
 
Key words: Spatial heterogeneity; DNA fingerprinting; Plankton community; Three-Gorges Reservoir region 
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