
第 ３４ 卷　 第 ２ 期

２０２１ 年 ２ 月

环　 境　 科　 学　 研　 究

Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
Ｖｏｌ.３４ꎬＮｏ.２

Ｆｅｂ.ꎬ２０２１

收稿日期: ２０２０￣０５￣２２　 　 　 修订日期: ２０２０￣０９￣１７
作者简介: 李小闯(１９８９￣)ꎬ男ꎬ安徽淮北人ꎬ博士ꎬ主要从事蓝藻水华及生态效应研究ꎬｌｉｌｉｎｏｓｔｏｃａｃｅａｎ＠ １６３.ｃｏｍ.
∗责任作者ꎬ霍守亮(１９８１￣)ꎬ男ꎬ安徽霍邱人ꎬ研究员ꎬ博士ꎬ博导ꎬ主要从事水生态演变与营养物基准研究ꎬｈｕｏｓｈｏｕｌｉａｎｇ＠ １２６.ｃｏｍ
基金项目: 国家重点研发计划项目(Ｎｏ.２０１７ＹＦＡ０６０５００３)ꎻ 国家自然科学基金项目(Ｎｏ.５１９２２０１０)
Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ( Ｎｏ. ２０１７ＹＦＡ０６０５００３)ꎻ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ.５１９２２０１０)

环境 ＤＮＡ 宏条形码技术在蓝藻群落监测中的应用
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摘要: 全球气候变化下的蓝藻水华大规模暴发成为重要的环境问题ꎬ对蓝藻准确、高效和实时的监测是蓝藻水华防控的关键. 近
年来ꎬ环境 ＤＮＡ (ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡꎬ ｅＤＮＡ)宏条形码技术开始应用于蓝藻群落监测ꎬ弥补了显微镜镜检法物种鉴定难和受主观

经验影响大的缺点. ｅＤＮＡ 宏条形码为快速和大规模蓝藻群落监测提供了可能ꎬ其应用尚处于初步探索阶段ꎬ数据处理方法尚不

成熟ꎬ因此有必要从引物选择、序列聚类、注释方法和绝对定量 ４ 个层面系统综述 ｅＤＮＡ 宏条形码技术在蓝藻群落监测中的研究

进展ꎬ以推进 ｅＤＮＡ 宏条形码在蓝藻群落监测中的应用. 引物选择应针对目标蓝藻类群ꎬ１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因数据库涵盖蓝藻物种范

围广ꎬ是最常用的 ｅＤＮＡ 宏条形码ꎬ但 １６Ｓ￣２３Ｓ ｒＲＮＡ 基因间隔区域(ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒꎬ ＩＴＳ)和功能基因在属内物种间具

有较好的区分效果ꎬ为 ｅＤＮＡ 宏条形码在蓝藻物种水平注释提供可能. 序列聚类一般通过设定物种间分类阈值进行 ＯＴＵｓ 聚类ꎬ
但可能丢失序列相似度高于分类阈值的不同物种ꎻ序列差异低至单核苷酸变异方法的应用进一步区分了隐蔽的物种和生态型ꎬ
产生的序列具有生物学意义ꎬ可以实现跨数据集间的比较分析. 在注释方法上ꎬ基于数据库参考序列距离相似度的注释方法ꎬ注释

结果的分辨率和准确度不高ꎻ基于系统进化位置的注释方法ꎬ提升了注释结果的准确度ꎬ反映了物种间的进化关系. 加入外源 ＤＮＡ
的内标法ꎬ以及基于细胞体积和基因拷贝数目关系的细胞体积校正系数法为 ｅＤＮＡ 宏条形码物种丰度的绝对定量提供了可能.
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　 　 水体富营养化和气候变暖背景下ꎬ蓝藻水华暴发

频率、范围、周期在不同程度上有所增加[１￣２] . 部分水

华蓝藻产生藻毒素和异味物质ꎬ严重威胁饮用水源地

水质安全ꎬ限制水体的生态服务功能ꎬ对社会经济发

展产生重要影响[３￣４]ꎬ迫切需要大规模和长周期的蓝

藻群落监测. 基于形态特征的显微镜镜检方法耗时、
耗力ꎬ无法满足大量样品观测需求. 另外ꎬ镜检需要

熟悉蓝藻分类系统并具备样品观察经验的专业人员ꎬ
分析结果因个人主观经验的干扰而差异较大. 有研

究让两位分类学家同时观察 １７ 株蓝藻培养物ꎬ发现

仅 ３ 株在种水平鉴定结果一致ꎬ６ 株在属水平结果一

致ꎬ７ 株鉴定为不同的属[５] . 长期项目或跨区域合作

项目往往需要多个藻类分析员ꎬ保持监测结果一致性

和可比性存在困难. 另外ꎬ镜检容易忽视超微藻类群

(粒径<２ μｍ)ꎬ当环境中蓝藻未形成典型形态特征

时ꎬ如厚壁孢子、异形胞、末端特殊结构等ꎬ往往无法

鉴定到种水平或出现鉴定错误[６￣７] .
蓝藻的原核特征被发现之前ꎬ一直被认为是真核

藻类ꎬ物种命名以形态特征为基础ꎬ遵循植物学命名

系统. 直至 ２０ 世纪 ６０ 年代ꎬ由于电镜和分子信息等

技术发展ꎬ发现蓝藻属于原核生物[８] . 细菌学者认

为ꎬ蓝藻应采用细菌学命名系统ꎬ物种命名基于模式

菌株(纯培养物)的观察而确定[９] . 蓝藻的原核特征

被发现后ꎬ蓝藻的命名采用植物学分类系统或细菌学

分类系统. 同一蓝藻物种在两个分类学系统下描述

和命名ꎬ一物种两学名给蓝藻分类系统造成了困扰.
２０ 世纪 ８０ 年代以来ꎬＡｎａｇｎｏｓｔｉｄｉｓ 和 Ｋｏｍ􀅡ｒｅｋ 提出多

相分类学方法(ｐｏｌｙｐｈａｓｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈ)ꎬ融合形态特征、
超微结构、繁殖方式、生理生态特征和分子数据等进

行综合分析ꎬ逐步完善了蓝藻分类系统[１０￣１１]ꎬ形成经

典的蓝藻四目系统(色球藻目、颤藻目、念珠藻目、真
枝藻目)ꎬ该分类系统流传广、接受程度高. ２０００ 年以

来ꎬ分子数据以指数倍增长ꎬ通过分子系统发育分析

对基于形态特征描述的蓝藻分类系统进行校正和修

订ꎬ大量新的蓝藻种属被描述和确立. 更高层次的蓝

藻分类单元(如色球藻目和颤藻目)并非单系类群ꎬ
Ｋｏｍáｒｅｋ 等[１２]基于形态特征、类囊体结构以及分子

数据对四目系统进行修订ꎬ提出了八目系统ꎬ即粘杆

菌目、聚球藻目、螺旋藻目、色球藻目、宽球藻目、颤藻

目、拟甲色球藻目、念珠藻目.
形态特征是基因表达的外化ꎬ是基因和环境共同

作用的结果. 基于形态特征描述的蓝藻分类系统不

能反映各类群间进化关系ꎬ形态特征相似的物种可能

进化上起源不同ꎬ而形态特征差异大的物种可能起源

相同[１３] . 分子数据的应用可以描摹出蓝藻类群间进

化关系ꎬ分子系统发育分析是现代蓝藻分类学修订中

最重要的方法之一. 基于分子特征修订的蓝藻分类

系统可以克服基于形态特征的弊端ꎬ更能准确地揭示

蓝藻物种多样性组成.
２０００ 年后ꎬ以高测序通量为显著优势的二代测

序技术发展快速ꎬ高效的生物信息学处理方法和软件

相继研发ꎬ进一步推进了 ｅＤＮＡ 宏条形码技术用于蓝

藻群落监测的探索研究ꎬ以获得蓝藻群落组成、物种

丰度及反映物种间进化关系的注释结果. 基于分子

特征修订的蓝藻分类系统还未完善ꎬ处于持续修订

中ꎬ但 ｅＤＮＡ 宏条形码为快速和大规模蓝藻群落监测

提供了可能ꎬ有必要推进 ｅＤＮＡ 宏条形码在蓝藻群落

监测中的应用. ｅＤＮＡ 宏条形码在蓝藻群落监测中应

用处于初步探索阶段ꎬ该研究从引物选择、序列聚类、
注释方法和绝对定量 ４ 个层面概括宏条形码数据处

理方法ꎬ并对 ｅＤＮＡ 宏条形码技术在蓝藻群落监测中

的应用提出了参考建议ꎬ以推进 ｅＤＮＡ 宏条形码在蓝

藻群落监测中的应用.
１　 ｅＤＮＡ 宏条形码技术内涵及在蓝藻群落监

测中的应用
　 　 ｅＤＮＡ 指从环境样本中提取的 ＤＮＡꎬｅＤＮＡ 宏条

形码指利用特定分子标记对 ｅＤＮＡ 进行扩增ꎬ扩增产

物进行高通量测序获得 ＤＮＡ 序列ꎬ通过序列检索比

３７３
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对鉴定多个物种ꎬ广义上宏条形码不仅限于高通量测

序. 简单来说ꎬｅＤＮＡ 宏条形码是指利用特定分子标

记检测 ｅＤＮＡ 来同时鉴定多个物种. ｅＤＮＡ 宏条形码

一次产生数万条以上目标基因扩增子序列ꎬ由于测序

通量大ꎬ蓝藻多样性远高于镜检方法ꎬ不仅可以揭示

蓝藻群落组成ꎬ还有助于发现新物种[１４] . 宏条形码技

术能实现大批量样品的同时处理ꎬ试验操作流程可标

准化和自动化ꎬ分析结果不因操作人员或不同实验室

而异ꎬ有利于高效、准确地获得大规模蓝藻监测数据ꎬ
为蓝藻生物地理学分布特征研究提供可能[１５] .

ｅＤＮＡ 宏条形码已开始应用在蓝藻群落监测ꎬ涉
及湖、库、河流、极地融雪水体、以及湖库沉积物[１６￣１８] .
一些研究关注特殊生境蓝藻群落ꎬ如沙漠结皮、湖底

或岸边蓝藻席、超微蓝藻等[１３ꎬ１９￣２０] . ｅＤＮＡ 宏条形码

检测蓝藻多样性显著高于镜检法ꎬ且两种方法检测的

物种数目呈显著相关ꎬｅＤＮＡ 宏条形码在蓝藻群落监

测中有较高的优势[１８] . 用扩增子深度测序的方法对

我国 ３ 个富营养状态湖库蓝藻群落开展研究ꎬ发现微

囊藻(Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ)是优势类群ꎬ但一定环境条件下ꎬ聚
球藻(Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ)在水面形成优势类群[１６] . 聚球

藻是超微藻类ꎬ在淡水和海洋常见ꎬ物种多样性高ꎬ适
应多种环境条件[２１]ꎬ是潜在的蓝藻水华形成物种. 常

规监测中超微藻类易被忽略ꎬ考虑到聚球藻具有发生

蓝藻水华的潜在态势ꎬ超微藻类应纳入为一项常规监

测指标.
ｅＤＮＡ 宏条形码用于南极洲雪融水体栖生蓝藻

席研究ꎬ发现蓝藻多样性较高ꎬ绝大多数蓝藻席

(ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ｍａｔｓ)存在微囊藻毒素和拟柱孢藻毒

素[１９] . 另外ꎬｅＤＮＡ 宏条形码可以实现长时间序列蓝

藻群落变化研究ꎬ揭示历史蓝藻群落组成和水生态健

康状况. Ｔｓｅ 等[１７]采用 ｅＤＮＡ 宏条形码和古湖沼学技

术探究加拿大一水库蓝藻群落百年尺度变化ꎬ发现近

几年长孢藻(Ｄｏｌｉｃｈｏｓｐｅｒｍｕｍ)相对丰度增加ꎬ与微囊

藻毒素基因(ｍｃｙＡ)基因拷贝数变化趋势相同.
２　 ｅＤＮＡ 宏条形码技术在蓝藻群落监测中的

方法进展和关键技术
２􀆰 １　 引物选择

ｅＤＮＡ 宏条形码技术需要构建分子标签扩增子

数据库ꎬ扩增产物一般要求低于 ５００ 个碱基对. 扩增

引物遵循以下两个原则:①选定基因序列易于 ＰＣＲ
扩增ꎬ且方便设计通用引物ꎻ②选定条形码区域能凸

显种间差异ꎬ但种内差异小[２２] .
核糖体小亚基 １６Ｓ 核糖核酸基因 ( １６Ｓ ｓｍａｌｌ

ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｓｕｂｕｎｉｔ ＲＮＡ ｇｅｎｅꎬ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ)是蓝藻

多样性研究应用最广的基因ꎬ既有高度保守性区域ꎬ
又有多个高度变异性区域ꎬ可同时用于反映物种间的

亲缘关系和物种间的差异[２３] . 近年来ꎬＧｅｎＢａｎｋ 数据

库蓝藻 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列呈指数趋势增加 (见

图 １)ꎬ提升了蓝藻分子鉴定的精确度和分子系统发

育构建的稳健性ꎬ以及评估引物的特异性. 二代测序

受测序读长限制ꎬ只能选择 １ ~ ３ 个可变区作为扩增

片段ꎬ不同可变区突变点位分布不均ꎬ选择的扩增片

段不同往往导致物种的分子鉴定结果出现偏差. 三

代测序集合了 Ｓａｎｇｅｒ 测序的读长优势和二代测序的

高通量优势ꎬ可用较低的成本获得 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因全

长序列ꎬ避免了因选择不同可变区域为扩增片段而影

响蓝藻物种分子鉴定结果的准确性. １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

全长测序用于对 ２３ 个培养菌株形成的模拟群落研

究ꎬ发现 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因全长序列鉴定准确度高达

９９％ꎬ且重复性高ꎻ更全面的序列信息提高了物种鉴

定的准确性ꎬ有利于种水平物种鉴定ꎬ对系统发育、群
落鉴定和代谢通路预测研究更有优势[２４] .

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因在结构和功能上较保守ꎬ物种间

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列差异小ꎬ不适合在物种水平上进

行区分[２５] . １６Ｓ￣２３Ｓ ｒＲＮＡ 基因间隔区域 ( ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒꎬ ＩＴＳ)序列长、变异大ꎬ属内物种间

差异显著[２６] . 基于 ＩＴＳ 基因系统发育分析ꎬ拟圆孢藻

属(Ｓｐｈａｅｒｏｓｐｅｒｍｏｐｓｉｓ)３ 个物种各自形成单系类群ꎬ能
彼此区分[２７] . 相对核基因ꎬ功能基因进化快、含有变

异信息多ꎬ能反映物种适应环境变化的生理生态特

征ꎬ已被广泛用于寻找物种间差异ꎬ比较常用的基因

包括依赖于脱氧核糖核酸的核糖核酸聚合酶基因

(ＤＮＡ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｇｅｎｅꎬ ｒｐｏＣ１)、藻蓝

蛋白 及 其 转 录 间 隔 区 ( ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ ｏｐｅｒｏｎ ｗｉｔｈ
ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｓｐａｃｅｒ ｒｅｇｉｏｎꎬ ｃｐｃＢＡ￣ＩＧＳ)等[２８] . 微囊藻是

全球最普遍的水华蓝藻物种ꎬ据 ＡｌｇａｅＢａｓｅ 数据库统

计已有 １１３ 个形态种ꎬ但形态物种间区分鲜少得到分

子证据的支持. 基于 ｃｐｃＢＡ￣ＩＧＳ 基因系统进化分析ꎬ
惠氏微囊藻(Ｍ. ｗｅｓｅｎｂｅｒｇｉｉ)形成一独立进化枝ꎬ可以

和其他微囊藻物种区分开[２９] . 功能基因有利于属内

物种间区分ꎬ应继续探究其他功能基因在形态物种间

区分的分子证据. 笔者基于 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库统计ꎬ认
为目前 ＩＴＳ 间隔区及功能基因序列数目显著低于

１６Ｓ ｒＲＮＡ基因序列数目ꎬ且不同功能基因序列数目

各异ꎬ不利于环境样品浮游植物物种精准鉴定(见

图 １) .
蓝藻水华通常由部分关键蓝藻物种引发ꎬ探究水

华蓝藻种群结构、时空动态变化、基因多样性ꎬ解析蓝

４７３
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注: 折线上数字代表去除未培养藻株序列数目. １９９３ 年包括 １９９３ 年以前数据ꎬ
数据收集截止至 ２０２０ 年 ４ 月 ２ 日.

图 １　 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库蓝藻 １６Ｓ ｒＲＮＡ、ＩＴＳ、ｒｐｏＣ１、藻蓝蛋白基因序列

(>２００ 碱基对)数目随时间变化量

Ｆｉｇ.１ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｌａｒｇｅｒ ｔｈａｎ ２００ ｂａｓｅ ｐａｉｒｓ ｗｉｔｈｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＤＮＡꎬ ＩＴＳꎬ ｒｐｏＣ１ ａｎｄ ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ ｌｏｃｉ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ

藻水华演替机制ꎬ可为蓝藻水华防控和水质管理提供

理 论 依 据. 微 囊 藻、 长 孢 藻、 拟 柱 孢 藻

(Ｃｙｌｉｎｄｒｏｓｐｅｒｍｏｐｓｉｓ)是世界范围内常见的水华蓝藻类

群ꎬ目前针对 ３ 个类群的引物已研发出来并进行基因

型和水华种源的挖掘[３０] . 通过构建克隆文库发现太

湖长孢藻存在两个主基因型ꎬ主基因型随着季节变化

进行演替ꎬ表明不同水华阶段由不同长孢藻生态型组

成[３１] . 基于高通量测序的 ｅＤＮＡ 宏条形码检测到微

囊藻基因多样性远高于克隆文库ꎬ发现的微囊藻多样

性和富营养化水平呈负相关[３２] . ｅＤＮＡ 宏条形码用

于水华蓝藻基因型研究鲜见报道.
２􀆰 ２　 序列聚类

ｅＤＮＡ 宏条形码数据处理的第一步是将扩增子

序列聚类为操作分类单元(ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔꎬ
ＯＴＵ). 通过设定物种间分类阈值ꎬ将相似度超过该

阈值的序列聚类为相同 ＯＴＵ. 然而分类阈值易使序

列信息差异太小的物种被掩盖ꎬ导致生物多样性被低

估. 近年来ꎬ序列差异低至单核苷酸变异的处理方法

被提出ꎬ克服了物种丢失的弊端ꎬ可以检出序列高度

相似但属于不同种属的物种和生态型[３３] .
通过距离度量方法计算不同序列之间的相似性ꎬ

序列相似性高于分类阈值的聚为同一 ＯＴＵ. 采用

ＯＴＵｓ 聚类对 ｅＤＮＡ 宏条形码数据进行处理ꎬ不仅缩

减工作量ꎬ提高分析效率ꎬ而且剔除了扩增过程中的

嵌合体以及测序过程中高通量测序仪器引入的错误

序列[３４]ꎬ提高了分析的准确性. Ｑｉｉｍｅ 分析流程提供

的 ＯＴＵ 聚 类 方 法 有 ３ 种ꎬ 包 括 ｄｅ ｎｏｖｏ、 ｃｌｏｓｅｄ￣
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ、ｏｐｅｎ￣ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ 聚类.

无参 ＯＴＵｓ 聚类(ｄｅ ｎｏｖｏ ＯＴＵｓ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ). ｅＤＮＡ
宏条形码序列通过距离度量计算序列之间的相似性ꎬ
每一序列都需与其余序列比对ꎬ比较序列间距离相似

度和 设 定 的 分 类 阈 值ꎬ 将 上 万 条 序 列 聚 类 成

ＯＴＵｓ[３５] . 数据通量越高ꎬ错误测序序列和单碱基变

异的序列(ｕｎｉｑｕｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)增加ꎬ分层的无参聚类方

法计算代价和时间以几何倍数增长ꎻ序列比对不能同

时进行ꎬ比对数据量大、耗时ꎬ适用于小规模数据集分

析[３６] . 无参聚类根据分类阈值聚类 ＯＴＵｓꎬ可以消除

一些错误序列. 对原核生物 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ｅＤＮＡ
宏条形码研究中ꎬＯＴＵｓ 聚类的分类阈值通常设置为

９７％[３７]ꎬ后续处理中 ＯＴＵｓ 被当成物种ꎬ用来评价物

种多样性. 然而ꎬ该分类阈值是人为设定的ꎬ序列相

似度高于该阈值的不同物种可能被掩盖ꎬ不能准确体

现物种间的进化关系ꎬＯＴＵｓ 的生物学意义有待校验.
不同的数据集 ＯＴＵｓ 难以合并分析ꎬ不利于不同研究

的比较分析.
有 参 ＯＴＵｓ 聚 类 ( ｃｌｏｓｅｄ￣ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ＯＴＵｓ

ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ). 与无参聚类不同ꎬ有参聚类需要参考数据

库ꎬ通过设定分类阈值ꎬ将输入序列和参考序列距离

相似度在阈值范围内的扩增序列归为相同 ＯＴＵ[３８] .
参考数据库挑选高质量的基因全长序列ꎬ参考序列间

相似度低于 ９７％ꎬ每一参考序列代表不同物种[３６] . 有
参聚类会出现输入序列和多个参考序列相似度在分

类阈值范围内ꎬ导致序列注释不明确[３９] . 有参聚类会

设定聚类中心ꎬ序列比对可同时进行ꎬ数据处理高效ꎬ
适用于大数据集分析[４０] . 有参聚类产生的 ＯＴＵｓ 具

有生物学意义ꎬ不同数据集采用相同的参考数据库ꎬ

５７３
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可以进行不同研究的比较分析. 有参聚类不能鉴别

新物种ꎬ如果输入序列和参考数据库所有序列相似度

均低于分类阈值ꎬ该序列被舍弃ꎬ丢弃了参考数据库

以外的新物种. 随着参考数据库不断完善ꎬ这一缺点

会逐渐弱化.

注: 无参 ＯＴＵｓ 聚类方法限于自身数据集内ꎬ有参 ＯＴＵｓ 聚类方法不能得到数据集外的

生物学变异ꎬ扩增子序列变异方法能得到所有的数据和生物学变异[４３] .

图 ２　 基于研究数据集的 ３ 种序列聚类方法有效性程度

Ｆｉｇ.２ Ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｌｉｄｉｔｙ ｏｆ ｄｅ ｎｏｖｏ ＯＴＵｓꎬ ｃｌｏｓｅｄ￣ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ＯＴＵｓ ａｎｄ
ＡＳＶｓ ｍｅｔｈｏｄｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｄａｔａｓｅｔ

开放式有参 ＯＴＵｓ 聚类 ( ｏｐｅｎ￣ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ＯＴＵｓ
ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ). 开放式有参聚类融合了无参聚类和有参

聚类的优势ꎬ输入序列先通过有参聚类方法聚类成

ＯＴＵｓꎬ未匹配序列再通过无参聚类生成 ＯＴＵｓꎬ产生

的 ＯＴＵｓ 具有生物学意义ꎬ也保留了数据库以外的新

物种[４１] . 因无参聚类方法存在ꎬ不能避免耗时长的弊

端ꎬ不利于大数据集处理. 二次抽样开放式有参聚类

(ｓｕｂｓａｍｐｌｅｄ ｏｐｅｎ￣ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ＯＴＵ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ)是开放式

有参聚类方法的优化版本ꎬ通过随机抽取与数据库参

考序列未匹配的扩增序列ꎬ增加为参考数据库序列ꎬ
序列聚类可并行运行ꎬ从而有效地缩短聚类时间ꎬ适
用于大数据集分析[４２] .

扩增子序列变异 ( ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖａｒｉａｎｔｓꎬ
ＡＳＶｓ)在引入错误序列之前得到有生物学意义的序

列ꎬ基于熵值在单核苷酸的精度上区分序列之间的差

异ꎬ可以用于区分生态型[４３] . ＡＳＶｓ 的核心思想是具

有生物学意义的序列可以和错误序列区分ꎬ且数目远

大于错误序列数. 错误序列在有效控制下ꎬＡＳＶｓ 的

准确度会增加. ＡＳＶｓ 代表了具有生物学意义的序

列ꎬ因此不受数据集的限制ꎬ不同的数据集之间可以

进行比较分析. ＡＳＶｓ 数据分析可重复ꎬ能更准确、更
全面地评估 ｅＤＮＡ 宏条形码数据结果. 若物种基因组

的基因片段有多个拷贝ꎬ会得到多个 ＡＳＶｓꎬ导致该物

种区分不明确. 目前ꎬＡＳＶｓ 分析有以下几种方法ꎬ包括

ＤＡＤＡ２[４４]、 Ｕｎｏｉｓｅ２[４５]、 Ｄｅｂｌｕｒ[４６]、 Ｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ[３３]、
Ｍｉｎｉｍｕｍ Ｅｎｔｒｏｐｙ Ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ[４７]、Ｓｕｂ￣ＯＴＵ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ[４８] . 这些方法不需要参考数据库ꎬ经过质量控

制的序列降噪去除扩增与测序过程中的错误序列ꎬ得
到具有生物学意义的序列(见图 ２).

基于 Ｓｕｂ￣ＯＴＵ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ 分析微生物群

落ꎬ发现基于 ９７％分类阈值聚类的 ＯＴＵ 内多达 ２０ 个

亚群落ꎬ这 ２０ 个亚群落生态特征明显不同ꎬ序列低至

一个核苷酸差异(９９􀆰 ２％相似度) [４８] . Ｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ 分

析沼泽存在 ２２ 个远洋杆菌属(Ｐｅｌａｇｉｂａｃｔｅｒ)寡核苷

型ꎬ其中 ２ 个优势寡核苷型序列差异低至一个核苷酸

(９９􀆰 ５７％相似度)ꎬ一个寡核苷型在冷季占优势ꎬ另一

个在暖季占优势ꎬ表现不同的季节演替[３３] . 低至单核

苷酸差异的序列可以表现不同的生态特征ꎬ若以分类

阈值聚类 ＯＴＵｓ 可能忽略这些生态型.
２􀆰 ３　 注释方法

序列比对的物种注释方法是通过与数据库参考

序列距离相似度比较给予物种名称ꎬ注释结果的准确

度与参考数据库的选择息息相关. 现有的 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因数据库ꎬ如 ＳＩＬＶＡ[４９]、ＲＤＰ [５０]、Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ[５１]ꎬ由
高质量 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因全长序列组成ꎬ数据库大多数

序列由环境样品扩增而来ꎬ序列注释的物种名称多是

基于预测获得ꎬ许多序列未注释物种名称[５２] . 由于参

考数据库的完善性ꎬｅＤＮＡ 宏条形码序列比对注释结

果存在一定比例未注释的序列[１９￣２０] . 另外ꎬ大量蓝藻

纯培养物基于形态特征的鉴定结果缺陷ꎬ扩增的基因

序列提交至数据库[９]ꎬ若序列未核查和修订ꎬ会导致

６７３
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ｅＤＮＡ 宏条形码序列错误的注释结果.
基于 系 统 进 化 位 置 ( ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｌａｃｅｍｅｎｔ

ｍｅｔｈｏｄ)注释的方法可以对参考序列进行修正ꎬ提升

输入序列注释的准确性ꎬ并且反映了输入序列之间的

进化关系[５３] . 分子数据是现在蓝藻分类学修订最重

要的指标之一ꎬ蓝藻属的修订和新属的提出需满足进

化分枝是单系类群[９￣１０] . 由于分枝未延伸到属以下的

分类单元ꎬ没有界定种水平需满足单系类群. 系统进

化种( ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｎｃｅｐｔ)是系统进化关系

能可靠推断出的最小分类单元. 从谱系学的角度来

看ꎬ系统进化种规定物种产生于进化关系间的转变ꎬ
可以在系统进化关系上将系谱关系连接起来[５４] . 分

类学和系统发育分析的结果常常不一致ꎬ系统发育分

析的结果和序列质量、序列比对质量以及方法和参数

息息相关.
基于最大似然法的系统发育分析ꎬ是推断未知序

列分类学最可靠的方法ꎬ由于计算复杂性和缺乏系统

进化信号ꎬ不适用于大数据分析[５５] . 系统进化位置的

注释方法ꎬ首先基于参考序列构建系统发育树ꎬ输入

序列通过序列比对添加到参考系统发育树上ꎬ该方法

可以对数以万计的输入序列快速又准确的注释ꎬ相关

软件有 ＥＰＡ (ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｐｌａｃｅｍｅｎｔ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ) [５６] 和

ｐｐｌａｃｅｒ[５５] . ＥＰＡ 和 ｐｐｌａｃｅｒ 分析速度和准确度相当ꎬ
ｐｐｌａｃｅｒ 的参考系统进化树和进化枝是固定的ꎻ而
ＥＰＡ 优化了参考系统进化树的进化枝长度以及输入

序列在进化枝的位置ꎬ每一个输入序列的注释推导是

基于略有差异的参考系统进化树.
２􀆰 ４　 绝对定量

ｅＤＮＡ 宏条形码分析往往仅考虑物种的相对丰

度ꎬ然而相对丰度不能反映样本中真实的绝对丰度.
相对丰度相同的样本绝对丰度可能差别很大ꎬ相对丰

度差别很大的样本绝对丰度可能相同ꎬ因此相对丰度

可能导致错误的预估结果ꎬ掩盖了生理学和生态学潜

在的有价值的信息[５７￣５８] . 相对丰度不能体现物种在

不同样本中的绝对含量的变化ꎬ不利于不同样本间的

比较分析. 定量 ＰＣＲ 常用于获得样本微生物总丰度ꎬ
但分析结果因 ＤＮＡ 提取和扩增效率的不同而出现偏

差[５９￣６０] . 以细菌基因组或人工合成的嵌合体 ＤＮＡ 作

为内参的内标法[５８ꎬ６１]ꎬ以及利用细胞生物量和拷贝

数间关系的细胞体积校正系数法[６２] 等绝对定量方

法ꎬ为跨样本间物种丰度的比较分析提供了可能.
内标法是在样本微生物基因组提取之前ꎬ将内标

ＤＮＡ 添加到样本中ꎬ与样本微生物共提取基因组并

进行扩增ꎬ根据内标 ＤＮＡ 丰度推算样本微生物总丰

度. 内标 ＤＮＡ 可以来源于细菌[６１ꎬ６３]ꎬ或者合成的嵌

合 ＤＮＡ[５８] . 内标 ＤＮＡ 的加入量应根据样本 ＤＮＡ 总

量来决定ꎬ在 ０􀆰 １％ ~ １􀆰 ０％之间均可ꎬ加入量既要保

证有足够的内标序列来分析ꎬ也要避免加入太多造成

对原始微生物群落的检测带来影响[６１] . 细菌应选取

不存在于样本群落中且与样本中任何普遍存在的物

种相似度都不高ꎬ避免对样本中微生物绝对定量分析

的影响. 合成的嵌合 ＤＮＡ 可以弥补这一缺陷ꎬ嵌合

ＤＮＡ 设计包含以下 ３ 个关键要素:①目标研究类群

基因的引物结合位点ꎻ②与扩增产物相同长度和 ＧＣ
含量的优化合成填充序列ꎻ③合成嵌合 ＤＮＡ 的来源

易于获得. 样本中可同时加入针对多个类群(细菌、
真菌、真核生物)的嵌合 ＤＮＡꎬ能一次实现多个类群

的绝对定量ꎬ可以在生物域水平揭示菌群结构的变化

〔见图 ３(ａ)〕.
内标法只能对样本微生物总基因拷贝数进行绝

对定量ꎬ不能直接获得微生物绝对丰度. 每种微生物

细胞含有一到多个 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数ꎬ扩增后测

序会放大这种基数效应ꎬ造成物种的序列数产生偏

差. 虽然 ｒｒｎＤＢ 在线数据库可以基于物种全基因组对

基因拷贝数进行评估和矫正来获取 ｅＤＮＡ 宏条形码

数据每个物种绝对丰度[６４]ꎬ但现仅有 ４００ 个蓝藻藻

株基因组ꎬ且大多数藻株来自于海洋和法国巴斯德研

究所保存的淡水蓝藻株ꎬ只能覆盖极少数蓝藻物

种[６５] . 因此ꎬ基于 ｒｒｎＤＢ 数据库只能对部分蓝藻物种

基因拷贝数进行矫正ꎬ且校正结果因不同研究区域而

有所偏差.
细胞体积校正系数法(ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ＣＦ)是通

过物种细胞体积和细胞含有的基因拷贝数目之间建

立联系得到校正系数ꎬ实现 ｅＤＮＡ 宏条形码物种丰度

的绝对定量. 该方法已对环境鱼类、两栖动物[６６]、寡
毛纲[６７]、细菌[６８]、古菌[６８]以及硅藻[６２] 进行评估和定

量ꎬ而关于蓝藻类群的研究还鲜见报道.
Ｖａｓｓｅｌｏｎ 等[６２] 发现硅藻 ８ 个物种细胞体积、长

度、宽度和 ｒｂｃＬ 拷贝数显著相关. 基于 ８ 个物种混合

类群评估ꎬｅＤＮＡ 宏条形码数据经过 ＣＦ 校正和显微

镜镜检得到物种绝对丰度结果一致ꎬ而未经 ＣＦ 校正

的丰度和镜检数据存在很大差异〔见图 ３(ｂ)〕. 基于

环境硅藻类群评估ꎬ经过和未经 ＣＦ 校正的 ｅＤＮＡ 宏

条形码数据ꎬ优势类群发生明显变化ꎬ表明 ｅＤＮＡ 宏

条形码数据未经过 ＣＦ 校正直接影响硅藻群落结构

变化ꎬ如大体积物种丰度被高估ꎬ而小体积物种丰度

被低估ꎬ这一变化导致了生态学意义的差异[６２] . 经过

ＣＦ 校正的环境样本硅藻和寡毛类绝对丰度ꎬ由其推

７７３
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图 ３　 ｅＤＮＡ 宏条形码绝对定量方法[６１￣６２]

Ｆｉｇ.３ Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ[６１￣６２]

导的水质评价结果和镜检结果是可比的ꎬ可以替代形

态监测方法进行水体生态评价[６２ꎬ６７] .
ＣＦ 假定细胞基因拷贝数和细胞体积是稳定的ꎬ

但它们会因生理状态的不同而发生变化ꎬ如不同环境

和生活周期等[６９] . 虽然细胞体积因环境条件而改变ꎬ
但 Ｍａｎｎ[７０]发现环境水体硅藻细胞大小分布是呈正

态分布的ꎬ大、小个体数目均衡克服了这一缺陷. 未

来研究需考虑细胞基因拷贝数和细胞体积的变化对

ＣＦ 的影响ꎻ另外ꎬ还需评估更多物种细胞体积和基因

拷贝数之间联系ꎬ以获得更准确的 ＣＦ 值.
３　 结论与展望

ｅＤＮＡ 宏条形码因通量高、易发现新物种ꎬ相比

形态方法ꎬ可以更准确地揭示微生物群落结构和组

成. ｅＤＮＡ 宏条形码已经应用于探究各种生境蓝藻群

落组成ꎬ检测物种多样性远高于显微镜检法ꎬ群落组

成可以反映不同季节和不同富营养化程度水体之间
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差异ꎬ研究发现聚球藻等超微藻类可能是潜在的水华

发生类群ꎬｅＤＮＡ 宏条形码在蓝藻群落监测和水生态

健康评价中表现出极大的优势性. 但以往研究在

ｅＤＮＡ 宏条形码数据处理过程中未考虑生态型且注

释结果未反映物种间的进化关系ꎬ导致潜在的生理学

和生态学信息被掩盖ꎬ不利于对水体生态健康进行科

学评价和管控. 因此ꎬ笔者从以下几个方面对 ｅＤＮＡ
宏条形码技术在蓝藻群落监测的数据处理方法优化

提出了建设性意见ꎬ以准确地揭示蓝藻群落结构和

组成.
ａ) 引物选择. 针对蓝藻ꎬ引物选择应能覆盖广谱

的蓝藻物种ꎻ针对水华蓝藻类群以及产毒、产异味类

群ꎬ选择合适的基因并对设计引物进行测试. 目前

１６Ｓ ｒＲＮＡ基因是 ｅＤＮＡ 宏条形码最常用的选择ꎬ因
该基因数据库涵盖蓝藻物种范围广. 但 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因在属内物种间区分效果不好ꎻ 再者ꎬ１６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因数据库含有部分物种名称注释错误的序列ꎬ导致

ｅＤＮＡ 宏 条 形 码 序 列 注 释 错 误. 应 对 数 据 库

１６Ｓ ｒＲＮＡ基因序列进行修正ꎬ追溯到原始发表文章

进行基于形态特征鉴定的核验ꎬ为 ｅＤＮＡ 宏条形码序

列准确的注释提供高质量源头序列. ＩＴＳ 基因以及功

能基因变异大、含有更多序列变异信息ꎬ在蓝藻属内

物种间具有较好的区分ꎬ但基因数据库体量小ꎬ未来

研究应扩充数据库 ＩＴＳ 基因以及功能基因序列ꎬ为
ｅＤＮＡ 宏条形码在蓝藻物种水平注释提供可能.

ｂ) 单核苷酸变异序列具有生物学意义. ＯＴＵｓ 聚
类通过设定物种间分类阈值且序列相似度高于该阈

值的序列聚类为相同 ＯＴＵꎬ然而序列信息差异过低

的物种和生态型可能被忽视ꎬ导致生物多样性被低

估. ＡＳＶｓ 可以在单核苷酸的精度上区分序列ꎬ用于

区分生态型ꎬＡＳＶｓ 代表了具有生物学意义的序列ꎬ实
现了跨数据集间的比较分析.

ｃ) 基于系统进化位置的注释方法反映物种间的

进化关系. 系统进化位置方法不仅可以对参考数据

库序列进行修正ꎬ提升输入序列注释的准确性ꎬ另外

也反映了序列间进化关系. 系统进化位置方法能同

时对数以万计的输入序列快速又准确的注释ꎬ注释准

确度和分辨率随着数据库物种多样性增加和蓝藻分

类学系统的持续修订及完善而提升.
ｄ) 绝对定量. 相对丰度不能反映样本中真实的

绝对丰度ꎬ相对丰度和绝对丰度可能存在巨大反差ꎬ
因此基于样本相对丰度分析可能导致错误的预估结

果ꎬ掩盖了生理学和生态学潜在的有价值的信息. 内

标 ＤＮＡ 法和细胞体积校正系数法为 ｅＤＮＡ 宏条形码

用于蓝藻丰度的绝对定量提供了可能ꎬ为物种丰度的

跨样本间分析提供了可能.
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