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水生生物多样性丧失

栖息地丧失

过度渔猎污染

生物入侵

>4600淡水动物濒危或灭绝，占所有淡水动物的25％

Thomsen et al. (2012) Molecular Ecology



我国水生生态系统的生物多样性丧失

水生生态系统污染问题严峻

-化学品：中国大量使用>1万种

-工农业、生活污水

生物多样性空间分异

1、驱动因子是什么？

1、过程是什么？

2、机理是什么？



稀有生物区系

稀有生物区系（Rare biosphere）

群落中所有低丰度生物的集合

检测阈（Veil线）检测阈（Veil线）

污染生态学研究的关键 生物入侵早期检测的关键



方法学挑战

稀有/濒危生物 灾害生物

世界性难题

－匿藏于水下

－水域广袤

－绝大数物种个体微小

－可利用的外部形态极少

－群体数量及密度极低



常规方法的检出率<0.2

方法学挑战



解决方案

高通量测序



亟待回答的方法学问题

单体（singletons）

所占比例 >40%

丰富度 <0.1%

1. 稀有生物检测限问题

2. 稀有生物检出的重复率问题

3. 数据滤错对稀有生物检出的影响

4. 序列丰度与生物量之间的关系
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1. 检测限问题

Zhan et al. (2014) Molecular Ecology Resources

18S（Nuclear）
V4：Uni18S-Uni18SR

V5-7：Uni18S1-Uni18SR2

16S（mtDNA）
Uni16SF-Uni16SR

COI（mtDNA）
No new versatile primer 
detected, using HCO-LCO

分子标记选择



1. 检测限问题

Zhan et al. (2014) Molecular Ecology Resources

Sequencing depth = 1/2 PicoTiter plate

分子标记选择



Zhan et al. (2014) Molecular Ecology Resources

18S-V4

Uni18S
AGGGCAAKYCTGGTGCCAGC

Uni18SR
GRCGGTATCTRATCGYCTT

1. 检测限问题

分子标记选择



1. 检测限问题

群落构建

海湾扇贝 沼蛤

海洋生物 淡水生物

仿刺参 水虱

幼虫（实验室） 幼虫（野外）

淡水浮游群落 海水浮游群落



1. 检测限问题

检测结果
海洋生物 淡水生物

>1幼虫，即可检出
灵敏度~ 2.3 x 10-5% (生物量) 1% (生物量)

5个数量级

检测限为1％生物量



2个平行DNA文库

1/2个PT plate/文库

结果比照

2. 检测重复率

实验设计



Zhan et al. (2014) Methods in Ecology and Evolution

2. 检测重复率

OTU重复率



Zhan et al. (2014) Methods in Ecology and Evolution

2. 检测重复率

OTU重复率与其丰度关系



Zhan et al. (2014) Methods in Ecology and Evolution

Hamilton                                                   Nanaimo

2. 检测重复率

类群水平重复率



Zhan et al. (2014) Methods in Ecology and Evolution

2. 检测重复率

类群水平重复率

1、单体不是由于测序误差等原因引起

2、低重复率是由取样偏差引起

3、简单删除单体极大降低生物多样性，尤其低丰度生物

4、如此多的低丰度生物的生物及生态学效应值得深入研究



3. 滤错的影响

1、直接删除（显然是错误的）

2、Phred Score (Q)滤错

-滤错对稀有物种是否有影响？



S>99%, 

C>99%

48 communities

Q filtering

Q filtering

方法1：自然群落

方法2：人工群落

3. 滤错的影响

实验设计



3. 滤错的影响

自然群落



3. 滤错的影响

人工群落



3. 滤错的影响

人工群落



3. 滤错的影响

人工群落



4. 序列丰度与生物量关系

方法一：人工群落构建

海湾扇贝 沼蛤

海洋生物 淡水生物

仿刺参 水虱

幼虫（实验室） 幼虫（野外）

淡水浮游群落 海水浮游群落



4. 序列丰度与生物量关系

方法一：人工群落构建结果

海湾扇贝 仿刺参

沼蛤 水虱



4. 序列丰度与生物量关系

方法二：设置重复

2个平行DNA文库

1/2个PT plate/文库

结果比照



4. 序列丰度与生物量关系

方法二：设置重复的结果

Wilcoxon signed-rank test, P = 0.0012

结论：1. 序列丰度不能定量量化生物量

2. 但序列丰度基本可定性反应生物量
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