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摘要:拟多甲藻水华已经成为三峡水库支流的常见水华之一,
 

但其发生过程尚不清楚.
 

为了揭示拟多甲藻在底泥

沉积物中的动态变化及其影响因素,
 

采用系统发育和实时荧光定量PCR(qPCR)技术,
 

分析三峡库区支流—汝溪河

回水区2016-2017年不同月份3个断面(T1-T3)沉积物中的甲藻.
 

结果表明:
 

底泥沉积物的甲藻为倪氏拟多甲藻

(Peridiniopsis
 

niei);
 

3个断面底泥的甲藻基因拷贝数均在3-5月期间达到最大值,
 

且春季细胞数显著高于夏、
 

秋

和冬季(p<0.05);
 

3个断面左样点的底泥甲藻基因拷贝数的最大值分别为70.18×103 个/g,
 

68.60×103 个/g和

42.77×103 个/g.
 

多元回归分析显示:
 

底泥甲藻拷贝数与泥温、
 

总磷、
 

碳磷比呈线性负相关(p<0.05),
 

而与底泥

中的总氮质量分数相关性不大(p>0.05),
 

其中,
 

泥温与春季甲藻拷贝数显著相关,
 

钙和钾显著影响夏季甲藻拷贝

数,
 

总氮和总碳分别是秋季和冬季甲藻拷贝数的驱动因子.
 

综合表明:
 

春季是底泥拟多甲藻变化最活跃的时期,
 

底

泥甲藻动态变化受温度和营养盐的协同作用.
 

研究为三峡库区甲藻水华的监测和防治提供了新的手段和科学参考.
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Abstract:
 

The
 

occurrence
 

of
 

Peridiniopsis
 

bloom
 

has
 

become
 

one
 

of
 

the
 

common
 

blooms
 

in
 

the
 

tributaries
 

of
 

the
 

Three
 

Gorges
 

Reservoir
 

(TGR),
 

but
 

its
 

occurrence
 

process
 

is
 

still
 

unclear.
 

In
 

order
 

to
 

reveal
 

the
 

dy-

namic
 

changes
 

of
 

Peridiniopsis
 

in
 

the
 

sediments
 

and
 

influencing
 

factors,
 

the
 

sediment
 

dinoflagellates
 

from
 

three
 

sample
 

points
 

(T1-T3)
 

in
 

the
 

backwater
 

area
 

of
 

Ruxi
 

River,
 

a
 

tributary
 

of
 

the
 

TRG
 

area,
 

were
 

sam-

pled
 

and
 

analyzed
 

from
 

2016
 

to
 

2017
 

by
 

phylogeny
 

and
 

real-time
 

quantitative
 

fluorescence
 

PCR.
 

The
 

re-

sults
 

showed
 

that
 

the
 

dinoflagellate
 

at
 

the
 

sediments
 

of
 

Ruxi
 

River
 

was
 

identified
 

as
 

Peridiniopsis
 

niei.
 

The
 

gene
 

copy
 

number
 

of
 

dinoflagellate
 

in
 

T1,
 

T2
 

and
 

T3
 

sections
 

reached
 

the
 

maximum
 

during
 

March
 

to
 

May,
 

and
 

the
 

number
 

of
 

cells
 

in
 

spring
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

summer,
 

autumn
 

and
 

winter
 

(p<0.05).
 

Among
 

them,
 

the
 

copy
 

number
 

of
 

dinoflagellate
 

genes
 

in
 

the
 

left
 

sample
 

points
 

of
 

the
 

three
 

sections
 

reached
 

the
 

maximum
 

in
 

March
 

or
 

May,
 

which
 

were
 

70.18×103
 

copies/g
 

dry
 

weight,
 

68.60×103
 

copies/g
 

dry
 

weight
 

and
 

42.77×103
 

copies/g
 

dry
 

weight,
 

respectively.
 

Multiple
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

copy
 

number
 

of
 

dinoflagellate
 

in
 

sediment
 

was
 

linearly
 

and
 

negatively
 

correlated
 

with
 

sedi-

ment
 

temperature,
 

TP
 

and
 

C/P
 

(p<0.05),
 

but
 

not
 

with
 

TN
 

content
 

in
 

sediment
 

(p>0.05).
 

Among
 

them,
 

the
 

temperature
 

was
 

significantly
 

correlated
 

with
 

the
 

copy
 

number
 

of
 

dinoflagellate
 

in
 

spring,
 

Ca
 

and
 

K
 

significantly
 

affected
 

the
 

copy
 

number
 

of
 

dinoflagellate
 

in
 

summer,
 

and
 

TN
 

and
 

TC
 

were
 

the
 

main
 

factors
 

affecting
 

the
 

copy
 

number
 

of
 

dinoflagellate
 

in
 

autumn
 

and
 

winter,
 

respectively.
 

The
 

results
 

sugges-

ted
 

that
 

spring
 

is
 

the
 

most
 

active
 

period
 

for
 

the
 

dynamics
 

of
 

dinoflagellate
 

in
 

sediment,
 

and
 

the
 

change
 

of
 

dinoflagellate
 

in
 

sediment
 

is
 

synergistically
 

affected
 

by
 

temperature
 

and
 

nutrients.
 

This
 

study
 

provides
 

a
 

new
 

method
 

and
 

scientific
 

reference
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

dinoflagellate
 

bloom
 

in
 

the
 

TGR.
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三峡库区175
 

m
 

正常蓄水运行后,
 

从上游至下游,
 

水位升高约3~100
 

m,
 

导致了支流水文情势发生明

显变化,
 

如水面变宽、
 

水流减缓、
 

泥沙含量降低等.
 

流速减缓,
 

使得支流回水区成为湖泊型水体[1-4].
 

此外,
 

由于氮、
 

磷的输入,
 

支流富营养化趋势凸显[5-6],
 

因此,
 

部分支流库湾藻类水华现象已成为淡水生态学和水

环境科学研究的焦点及水质管理部门关注的重点[7-8].
甲藻是一类能够形成孢囊(休眠细胞)的藻类,

 

其休眠性孢囊在适宜的环境条件下会迅速启动萌发机

制,
 

并在短时间内大量增殖,
 

甚至形成水华现象;
 

当环境条件不适宜时,
 

又会大量形成孢囊,
 

在底泥沉积,
 

躲避不利环境[9],
 

因此,
 

甲藻孢囊不仅为甲藻水华暴发提供“种源”,
 

而且在甲藻水华的发生和消亡中也具

有重要作用[10].
 

2004年,
 

三峡库区首次报道了拟多甲藻水华[11].
 

紧接着,
 

库首第一支流香溪河也发生拟多

甲藻水华[12].
 

据不完全统计,
 

高岚河、
 

汝溪河、
 

彭溪河、
 

童庄河、
 

大宁河、
 

梅溪河、
 

小江等多条支流回水区

均发生了该藻类水华,
 

且一些支流发生频度较高[8,
 

13-15].
 

拟多甲藻水华在支流回水区中发生范围最广、
 

持

续时间最久[8].
 

研究已表明,
 

水体理化[16-17]、
 

水文气象[12,
 

18]、
 

浮游植物、
 

原生动物和浮游细菌群落多样性

及丰度[19]、
 

水体热分层与拟多甲藻的种群变化和水华形成具有较大影响[20],
 

但这些研究主要集中在水体
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拟多甲藻水华的影响因素,
 

却很少关注底泥中拟多甲藻的变化,
 

因而并不能全面揭示库区拟多甲藻水华的

生消过程.
目前,

 

对底泥甲藻进行定性定量分析中,
 

普遍使用的沉积物处理方法为筛网过滤法和孢粉学处理

法[21].
 

筛网过滤难免造成损失,
 

甲藻孢囊又容易与大量的有机碎屑混杂在一起,
 

从而导致分析结果不能准

确反映沉积物中孢囊的分布状况,
 

因此,
 

为了准确了解拟多甲藻在底泥中的分布情况,
 

本文建立了基于

qPCR定量分析三峡库区汝溪河支流回水区底泥中甲藻动态变化的方法,
 

并对其影响因子进行分析,
 

以期

为库区甲藻水华防治工作提供一定的理论基础和技术支撑.

1 材料与方法

图1 研究断面分布图

1.1 样点设置

汝溪河发源于万州区分水镇,
 

流经

培文镇,
 

在梁平区境内和汝溪河另一支

流交汇,
 

经忠县汝溪镇,
 

最后经涂井乡

汇入长江.
 

全流域面积720
 

km2,
 

主河

道长54.5
 

km,
 

在 忠 县 境 内 流 域 面 积

272.9
 

km2,
 

主河道长25.4
 

km.
 

多年平

均径流总量达1.49×109
 

km3,
 

是三峡

库区重要的一级支流之一.
 

水 库 蓄 水

后,
 

长江水淹没至涂井乡以上,
 

形成了

长达15
 

km的汝溪河回水区.
 

汝溪河支

流每年3-5月在涂井乡至龙滩大桥回

水区常发生严重的甲藻水华[22].
 

为了监

测汝溪河底泥甲藻的动态特征,
 

在汝溪

河涂井乡至龙滩大桥设置3个断面(T1-

T3),
 

如图1.

1.2 底泥采集及DNA提取

2016年3月至2017年2月的每个月在每个断面的左(S1)、
 

中(S2)和右(S3)3个样点利用柱状采泥器

进行底泥采集.
 

采集后测定温度并装入自封袋密闭避光保存,
 

当天带回实验室置于-20
 

℃冰箱保存备用.
 

沉积物经过风干后,
 

取泥土样2
 

g于10
 

mL离心管中,
 

采取CTAB法提取DNA[23].
 

干燥后的DNA溶解于

50
 

μL
 

ddH2O中,
 

测定吸光度A260 和A280,
 

若A260
 /A280

 在
 

1.8~2.0
 

之间则置于-20
 

℃冰箱保存备用,
 

否

则需要进一步纯化或重新提取.

1.3 PCR扩增及甲藻系统发育树构建

用于 PCR扩增28S
 

rDNA 基因的引物为 DinFif
 

(5'GCATATAAGTAMGYGGWGG3')和 DinRir
 

(5'CCGTGTTTCAAGACGGGTC3')
 [24].

 

50
 

μL
 

反应体系:
 

DNA模板为2
 

μL,
 

其余组分按Taq酶(TaKa-

Ra,
 

日本)说明书的量添加.
 

PCR
 

反应结束后用1.0%琼脂糖凝胶电泳,
 

目的片段回收纯化后进行测序(英

潍捷基上海贸易有限公司),
 

获得816
 

bp序列.
 

采用Clustal方法进行比对和序列间的遗传变异度分析

(Vector10软件,
 

Invitrogen,
 

美国).
 

利用获得的816
 

bp序列与 GenBank中的序列进行比对,
 

通过

MEGA5构建最大似然树(Maximum
 

likelihood,
 

ML).
 

通过自展法分析系统树的稳定性和一致性,
 

其中各

节点代表支的统计置信度以50%为标准[25].
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1.4 实时荧光定量PCR

1.4.1 定量PCR引物设计

根据1.3获得的序列,
 

采用Vector
 

10软件进行qPCR特异性的引物设计,
 

引物序列为uPr1(5'GT-

CAAATTGAGCCGCAAGCTCC3')和 uPf1(5'ATCCGCCTTCGGCACCGTAT3'),
 

产 物 片 段 长 度 为

128
 

bp,
 

引物由上海生工合成.

1.4.2 质粒制备

利用挑取的原位水体拟多甲藻作为藻株,
 

以引物uPf1和uPr1扩增的基因片段回收后通过TA克隆连

接到pMD19-T载体(Takara,
 

日本),
 

转化感受态Escherichia
 

coli细胞DH5α,
 

挑取阳性克隆过夜培养,
 

质

粒的提取采用质粒小提试剂盒(天根,
 

北京).
 

选取扩增片段上没有而载体也仅单一酶切位点的DNA内切

酶Hind
 

III(Fermentas,
 

美国)进行酶切,
 

线性化的质粒电泳回收后溶于ddH2O制备成标准品原液,
 

其质

粒浓度用NanoDrop
 

1000进行测定(Thermo,
 

美国),
 

并根据公式换算成质粒的拷贝数:

Cn =Pc ×10-9×6.02×10
 

23
 

/PL ×660
式中,

 

Cn 为拷贝数(个/L),
 

Pc 为质粒浓度(ng/mL),
 

PL 为质粒长度(bp).
 

将重组质粒标准品原液做7个

10
 

倍的梯度稀释,
 

为qPCR的标准梯度样品,
 

-80
 

℃保存.

1.4.3 标准曲线绘制

7个浓度梯度的质粒标准品作为模板,
 

进行SYBR
 

Green
 

I
 

qPCR反应(ABI7500,
 

美国).
 

每个浓度做

3个重复,
 

并加阴性对照.
 

反应程序:
 

94
 

℃预变性5
 

min,
 

94
 

℃变性30
 

s,
 

54
 

℃退火
 

30
 

s,
 

72
 

℃延伸

40
 

s,
 

35个循环;
 

72
 

℃延伸5
 

min.
 

为了建立基因拷贝数对数值与qPCR反应循环阈值(荧光信号达到设

定的阈值时所经历的循环数,
 

Ct)之间的线性回归方程,
 

以qPCR反应中相应的Ct值为纵坐标,
 

模板

DNA拷贝数的对数值为横坐标,
 

绘制标准曲线.

1.4.4 样品检测

环境样品中DNA经过适当稀释,
 

作为模板进行qPCR反应,
 

将Ct代入标准曲线获得此样品的拷贝数

及其原始环境中的浓度.

1.5 水体理化及底泥营养盐的测定

水体的水温(WT)、
 

pH、
 

电导率(EC)、
 

溶解氧(DO)、
 

氧化还原电位(ORP)、
 

浊度(Tur)和水下光照

(PAR)现场通过多参数水质分析仪(DS5X,
 

HACH,
 

美国)进行测定.
 

将采集的底泥烘干后磨碎,
 

利用

CHNS-O元素分析仪(Hanau,
 

德国)测定底泥中C和N的质量分数.
 

P,
 

Ca和K质量分数采用硝酸、
 

双氧

水和微波消解仪(Milestone
 

ETHOIS,
 

意大利)消解后,
 

用电感耦合等离子光谱仪(ICP-OES,
 

德国)测定.

1.6 数据分析与处理

汝溪河每季度甲藻拷贝数量与环境因子的关系采用SPSS
 

22.0软件(IBM,
 

美国)进行多元逐步回归分

析.
 

甲藻拷贝数和环境因子通过Origin
 

8.0(Originlab,
 

美国)进行Pearson相关性分析,
 

并进行F检验.

2 结果与分析

2.1 汝溪河甲藻系统发育

利用汝溪河甲藻和GenBank藻类的28S
 

rDNA序列构建甲藻系统发育树,
 

以最大似然法(ML)构建

的系统进化树如图2.
 

结果表明,
 

汝溪河优势甲藻与倪氏拟多甲藻(Peridiniopsis
 

niei)关系最近,
 

节点支

持率为94%,
 

且与东湖倪氏拟多甲藻(P.
 

niei
 

HM596555)和三峡库区香溪河倪氏拟多甲藻(P.
 

niei
 

FJ
 

767867)相似度分别为100.0%和99.7%.
 

该藻细胞卵圆形,
 

背腹略扁平,
 

上壳锥形,
 

下壳略呈锥形

且有两根短刺或无刺,
 

纵沟宽,
 

上下板片大小几乎相等且板片表面具不规则乳突状,
 

具红色眼点,
 

藻细

胞长约30
 

μm,
 

宽约25
 

μm.
 

形态学和分子系统学结果均表明,
 

汝溪河甲藻为倪氏拟多甲藻.
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节点处数字显示高于
 

50%的节点支持率.

图2 28S
 

rDNA
 

序列的系统进化树
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图3 质粒标准品的荧光定量PCR标准曲线

2.2 荧光定量PCR标准曲线

为了验证设计的qPCR引物的特异性,
 

利用

样品DNA进行qPCR扩增,
 

结果显示溶解曲线峰

值单一,
 

说明该引物对野外样品 DNA特异性较

好.
 

克隆质粒标准品经qPCR后结果表明,
 

各梯度

标准品扩增正常,
 

标准曲线为y=32.58-2.57
 

x,
 

R2=0.999
 

6,
 

其中y 为Ct,
 

x 为模板DNA拷贝

数的对数值,
 

线性良好(图3),
 

因此,
 

引物uPr1
和uPf1的qPCR可以用于定量汝溪河水华甲藻

的拷贝数.
2.3 底泥中拟多甲藻的动态变化

汝溪河底泥样品甲藻的动态变化如图4.
 

3个

断面T1,
 

T2和T3的左(S1)、
 

中(S2)、
 

右(S3)样
点的底泥甲藻拷贝数均在3-5月间达到最大值.

 

T1和
 

T3两个断面左样点的每克干燥底泥甲藻基因拷贝数均在4月达到最大值,
 

为70.18×103 个/g和

42.77×103 个/g;
 

T2断面的S1样点拷贝数在5月达到最大值,
 

为68.60×103 个/g.
 

T1,T2两个断面的

S2和S3样点均在4月达到最大值,
 

而T3断面的S2,S3样点则是在9月和5月达最大值.
 

随着季节的变

化,
 

底泥甲藻拷贝数也有所不同,
 

其中春季3个采样断面S1,
 

S2和S3的甲藻拷贝数显著高于夏、
 

秋、
 

冬季(p<0.05).
 

四分位结果表明(图5),
 

春季拷贝数分布较零散,
 

但从平均值来看,
 

春季拷贝数均高于

其他3个季节;
 

夏、
 

秋和冬3个季节拷贝数差异无统计学意义,
 

且S1,
 

S2和S3甲藻拷贝数春季差异无

统计学意义(p>0.05).

S1,
 

S2和S3分别表示断面的左、
 

中、
 

右样点.

图4 汝溪河底泥中甲藻的动态变化(2016-2017年)
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图5 汝溪河底泥中甲藻的季节变化

2.4 底泥拟多甲藻变化与环境因子的关系

各样点底泥的温度均为夏季最高,
 

保持在30
 

℃左右,
 

其次为秋季、
 

春季和冬季.
 

春季底泥的温度维持

在20
 

℃,
 

而冬季底泥温度最低,
 

仅为14.5
 

℃.
 

春季底泥总氮(TN)质量分数最高,
 

其他3个季节TN质量

分数变化不大.
 

对于总碳(TC)质量分数,
 

各样点春季底泥最高,
 

其次为冬季.
 

冬季总磷(TP)质量分数最

高,
 

保持在0.5
 

mg/g左右,
 

其次为秋季、
 

夏季和春季,
 

春季保持在0.1
 

mg/g左右.
 

Ca和K元素4个季节

差异无统计学意义.
 

从全年来看(图6),
 

底泥中甲藻拷贝数与泥温、
 

TP和C/P呈线性负相关(p<0.05),
 

与N/P呈显著正相关(p<0.05),
 

但与底泥中的TN,
 

TC,
 

Ca和K质量分数无显著相关性(p>0.05).
 

对

不同季节底泥甲藻拷贝数与环境因子进行多元逐步回归分析(表1),
 

结果发现,
 

甲藻拷贝数与环境因子之

间逐步回归相关系数均在0.7以上,
 

其中,
 

春季甲藻拷贝数与泥温显著相关(p<0.05),
 

相关系数为

0.824;
 

夏季甲藻拷贝数的主要影响因子是Ca和K,
 

相关系数达0.997;
 

秋季和冬季的甲藻拷贝数分别与

TN和TC显著相关,
 

相关系数为0.735和0.885.
表1 汝溪河不同季节底泥甲藻拷贝数与环境因子逐步回归分析

季节 所筛选的变量(xi) 拷贝数(y)逐步回归方程 相关系数(R) 显著性

春季 泥温 y=-5.84
 

x×107+1.31×109 0.824 0.009

夏季 Ca,
 

K y=-1.05
 

x1×106+2.85
 

x2×105+2.10×107 0.997 0.031

秋季 TN y=1.95
 

x×108-2.10×108 0.735 0.027

冬季 TC y=7.98
 

x×105+1.18×106 0.885 0.003
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图6 底泥甲藻拷贝数与泥温,
 

TP,
 

N/P和C/P的相关性分析

3 讨论

3.1 实时定量PCR在汝溪河底泥甲藻的应用

孢囊是甲藻生活史中一个特殊且重要的阶段,
 

在甲藻种群延续及水华形成过程中起着重要的作

用[26-27].
 

传统的甲藻分类在生态学研究中面临着许多问题:
 

一方面,
 

有赖于专业技术及经验性,
 

并且不同

分类学家的分类标准也不完全一致;
 

另一方面,
 

因环境的变化而变化的表型特征给鉴定带来一定的困

难[21].
 

随着分子生物学的发展,
 

Scholin等[28]采用
 

LSU-rDNA
 

部分片段序列研究了亚历山大藻(Alexam-
drium)的系统进化,

 

发现A.
 

tamarense,
 

A.
 

catenella 和A.
 

fundyense 等相似物种能被很好区分开来.
 

Lee等[29]通过LSU-rDNA
 

系统树分析,
 

认为韩国水域的Amphidinium
 

massartii能明显与澳大利亚、
 

美

国和加拿大等地区的藻株区别开来.
 

Saldarriaga等[30]和Zhang等[31]利用LSU和SSU
 

rDNA序列分析了

淡水甲藻发育系统,
 

证实了该序列的甲藻系统发育.
 

苏玉萍等[32]通过单细胞LSU-rDNA鉴定出福建省九

龙江 底 泥 中 孢 囊 优 势 种 为 佩 氏 拟 多 甲 藻(Peridiniopsis
 

penardii).
 

本 研 究 基 于 NCBI(https:
 

//

www.ncbi.nlm.nih.gov/)甲藻及汝溪河甲藻的LSU-rDNA序列,
 

构建系统发育树,
 

结果表明汝溪河的甲

藻和拟多甲藻属的多个物种相似性很高,
 

其中与香溪河和东湖采集的倪氏拟多甲藻相似度分别达到99.7%
和100.0%,

 

因此,
 

从分子水平上支持了汝溪河的甲藻为倪氏拟多甲藻.
3.2 环境因子对底泥甲藻动态变化的影响

关于拟多甲藻水华的研究已经被广泛报道,
 

如三峡库区香溪河[14,
 

33]、
 

三峡库区童庄河[34]、
 

贵州省黔东
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南州三板溪水库[35]、
 

武汉东湖[12]等.
 

这些研究发现拟多甲藻水华与TP,
 

TN,
 

NO3-N,
 

N/P,
 

水体分层等

多种因素相关.
 

Pollingher等[36-37]认为甲藻孢囊形成于水华末期,
 

其他研究表明孢囊形成则发生于整个水

华期间[38].
 

本研究经过荧光定量PCR方法发现,
 

汝溪河底泥中每个月均存在甲藻孢囊,
 

1月、
 

2月和6-12
月底泥甲藻拷贝数差异无统计学意义,

 

在3-5月不同样点底泥甲藻均达到最大值,
 

即春季甲藻拷贝数最高

(图4和图5),
 

支持了Pollingher等[36-37]的结论,
 

即水华末期(5月末)可能是甲藻孢囊形成的重要时期,
 

而

春季应该是甲藻孢囊大量增殖的高峰期.
海底沉积物温度、

 

生产力也是甲藻孢囊分布的主要影响因素[39-41].
 

边归国等[17]研究发现,
 

甲藻可在

10~28
 

℃大量繁殖.
 

本研究发现随着底泥温度的增加,
 

底泥甲藻呈现出下降的趋势(图6),
 

春季(3-5
月)底泥温度基本维持在20

 

℃左右,
 

因此,
 

春季底泥甲藻水体温度适宜甲藻的大量繁殖.
 

通过逐步回归分

析(表1)发现,
 

春季底泥甲藻拷贝数与底泥温度呈显著相关,
 

夏、
 

秋季底泥温度相对较高,
 

而冬季底泥温度

相对较低,
 

对甲藻繁殖均有一定的抑制作用[42].
 

郑磊等[43]研究表明,
 

大鹏湾表层活性磷质量分数高但氮磷

比较低的 沉 积 物 有 利 于 甲 藻 孢 囊 的 分 布.
 

研 究 已 发 现 甲 藻 水 华 通 常 出 现 在 有 机 物 质 丰 富 的 水 体

中[33-34,
 

44-45],
 

特别是氮、
 

磷质量分数丰富的水体中[12].
 

Sako等[46]发现N,
 

P质量分数对甲藻孢囊的形成具

有非常重要作用.
 

本研究发现,
 

底泥甲藻变化与TP和C/P比呈负相关关系,
 

与N/P呈显著正相关,
 

且回

归分析发现,
 

春、
 

夏和秋季甲藻拷贝数分别与泥温、
 

Ca和K,
 

以及TN的质量分数显著相关(图6,
 

表1),
 

支持了郑磊等[43]的研究,
 

即营养盐变化可能也是汝溪河拟多甲藻动态变化的重要原因之一.
 

有研究也表明

不同的磷浓度和磷形态对拟多甲藻生长具有显著的影响[47],
 

因此,
 

推测三峡库区磷浓度及磷形态的变化对

三峡库区拟多甲藻水华形成具有重要作用.
 

此外,
 

逐步回归分析发现汝溪河底泥冬季甲藻的数量与TC质

量分数呈正相关(表1),
 

说明甲藻水华的发生在一定程度上与有机碳紧密相关.
 

Stéphanie等[48]发现甲藻孢

囊的分布与所研究区域的水动力条件、
 

水文和选择性沉积条件相关,
 

因此,
 

要全面揭示三峡库区底泥拟多

甲藻的动态变化及水华的形成机制,
 

需要多种因素综合研究.
3.3 汝溪河甲藻水华的防控

拟多甲藻受光照、
 

温度、
 

营养盐成分和其他环境条件的共同影响,
 

在三峡库区表现出较为复杂的生活

史.
 

研究表明,
 

拟多甲藻可以在较广温度范围(10~28
 

℃)下大量繁殖,
 

生长的最佳温度为13~15
 

℃[17].
 

甲藻生长在水流速度较慢的水体中,
 

临界流速为0.2
 

m/s,
 

当水体流速大于临界值时,
 

甲藻的生长会受

到抑制[17].
 

甲藻的部分种类可以形成孢囊沉入水底,
 

在环境条件不利时渡过休眠期,
 

当条件再次适合

时,
 

孢囊则会迅速萌发,
 

进入水体进而急剧增加,
 

形成水华[9,
 

10].
 

三峡库区成库蓄水后,
 

水库回水区的

流速变缓,
 

营养物质沉降并大量积累,
 

支流甲藻水华持续发生,
 

并呈逐年加重趋势[8,
 

14-15],
 

因此,
 

增加水

库回水区的流速,
 

可降低甲藻水华的发生[49].
 

此外,
 

本研究结果发现春、
 

夏、
 

秋、
 

冬季甲藻拷贝数与泥

温、
 

Ca和K,
 

TN,
 

TC显著相关,
 

表明库区支流水体营养增加会促进甲藻水华的发生,
 

因此,
 

为了有效

控制库区甲藻水华,
 

可因地制宜建设农业生态工程.
 

这样有利于减少流域两岸乡镇生活污水、
 

垃圾和畜

禽养殖场粪便等污染物未达标处理的排入,
 

减少有机物和含氮物质的污染,
 

维护并保持完整的水生生态

系统的健康,
 

增加水体的自净能力.

4 结论

1)
 

基于汝溪河底泥沉积物甲藻的形态学特征及LSU-rDNA系统发育树分析,
 

此甲藻为倪氏拟多甲藻.
2)

 

引物uPr1和uPf1可用于汝溪河水华甲藻的实时荧光定量PCR,
 

其标准曲线为y=32.58-2.57
 

x,
 

R2=0.999
 

6.
3)

 

3个采样断面左、
 

中、
 

右样点的底泥甲藻拷贝数均在3-5月达到最大值,
 

且春季底泥中甲藻拷贝数

显著高于夏、
 

秋和冬季.
4)

 

底泥中甲藻拷贝数与泥温、
 

TP和C/P呈线性负相关,
 

与N/P呈显著正相关,
 

其中,
 

泥温与春季甲

藻拷贝数显著相关,
 

Ca和K显著影响夏季甲藻拷贝数,
 

而TN和TC则分别是秋、
 

冬季甲藻拷贝数的主要

影响因子.
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