
书书书

文章编号：１６７４５５６６（２０２３）０３０５６４１１ ＤＯＩ：１０．１２０２４／ｊｓｏｕ．２０２２１１０４０１９

环境 ＤＮＡ技术在水生生物监测中的挑战、突破和发展前景

收稿日期：２０２２１１０９　　　修回日期：２０２２１２２７

基金项目：国家重点研发计划专项（２０２２ＹＦＣ２６０１３０１）

作者简介：李晨虹（１９７３—），男，教授，研究方向为环境ＤＮＡ。Ｅｍａｉｌ：ｃｈｌｉ＠ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

版权所有 《上海海洋大学学报》编辑部（ＣＣＢＹＮＣＮＤ４．０）
ＣｏｐｙｒｉｇｈｔＥｄｉｔｏｒｉａｌＯｆｆｉｃｅｏｆＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＣＣＢＹＮＣＮＤ４．０）

李晨虹
１，２
，凌岚馨

１，２
，谭　娟１，３

，林晓龙
１，２
，王　辉１，２

，孙冰皎
４
，李　?４

（１．上海海洋大学 环境ＤＮＡ技术与水生态健康评估工程中心，上海　２０１３０６；２．上海海洋大学 海洋动物系统分类与
进化上海高校重点实验室，上海　２０１３０６；３．上海市环境科学研究院，上海　２００２３３；４．中国环境监测总站，北京　
１００１０２）

摘　要：近年来，人类活动影响导致水生态系统平衡遭到破坏，水生生物多样性锐减，水生态健康状况堪忧。
快速、有效地监测水生生物是评价水生态健康，科学开展水生态环境保护和管理的前提。环境 ＤＮＡ
（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＤＮＡ，ｅＤＮＡ）技术是一种运用分子生物学方法，从环境样品中提取 ＤＮＡ并进行测序和分析来
反映物种信息的技术。由于该技术只需采集环境样品（水、土壤、沉积物等）便能获得大量物种信息，具有非

入侵性、灵敏性及低成本等特点，近年来备受关注。但是，已有的研究实践表明，目前 ｅＤＮＡ技术仍然面临一
些挑战，阻碍了其常态化、业务化应用。从生物多样性调查、入侵和濒危物种监测、食性研究等方面列举了

ｅＤＮＡ技术在水生生物监测中的应用实例，并总结目前ｅＤＮＡ技术在采样效率、假阳性和假阴性、来源不确定
性、数据库缺失和定量结果不准确等５个方面所面临的问题和挑战；进一步探讨研究者针对这些问题所提出
的相应解决方案和技术突破。最后，对 ｅＤＮＡ技术未来的发展前景进行了展望，以期为研究人员使用 ｅＤＮＡ
技术提供启发。
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　　水是生命之源，是人类赖以生存和发展不可
缺少的物质资源之一。然而，随着社会经济的发

展，水生态系统遭受到越来越严重的破坏，生物多

样性锐减。生物多样性是维持生态平衡的基础，在

保障各类生态系统功能及其服务中起着关键作用，

是生态系统响应环境变化的重要指标。因此，对

水生生物进行监测是开展水生态环境保护的基

本前提［１］。传统的水生生物监测主要是现场采

集生物个体，利用形态学方法对所获样本进行研

究，耗时长、成本高，而且对水生生物及其生境破

坏程度大，准确度受限于分类学专业知识，而目

前分类学专业人才稀缺已经成为国际共识［２３］。

环境 ＤＮＡ（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＤＮＡ，ｅＤＮＡ）是指
从环境样本中直接获取的 ＤＮＡ，包括动植物、微
生物在空气、土壤、水体等环境中释放的ＤＮＡ［４］。
ｅＤＮＡ技术是指利用各种分子技术如 ＰＣＲ技术
从这些环境样品中富集目的基因片段进行定性

或定量分析的方法［５６］。相较于传统调查方法，

ｅＤＮＡ技术因其众多优点而愈发受到研究者［７］的

重视，如：耗时少，成本低；采样方便，不需要专业

的分类学鉴定知识；创伤性低，不会破坏生态环

境；应用广泛，如保护生物学、入侵生态学等；不

依赖动物样本，不受禁捕的限制，可以大量采样

等。

作为一项极具推广应用前景的新型生物监

测技术，目前该技术发展现状距离实现常态化应

用还面临着一些瓶颈，比如假阴性、假阳性问题、

标准化技术规范缺乏、本土数据库不完善、ｅＤＮＡ
来源不确定性、利用 ｅＤＮＡ对生物精确定量亟待
突破等。本文根据已有的研究成果综述了 ｅＤＮＡ
技术在水生生物监测领域的应用，深入分析了

ｅＤＮＡ技术正面临的挑战及研究者已做出的相应
技术突破，最后展望了 ｅＤＮＡ技术发展的前景
（表１），以期为推动 ｅＤＮＡ技术在水生态监测领
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域的发展和技术常态化应用提供一些见解。

表１　ｅＤＮＡ技术的优点、应用、挑战及突破点
Ｔａｂ．１　Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ，ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓａｎｄｂｒｅａｋｔｈｒｏｕｇｈｓｏｆｅＤＮＡｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

类型 Ｔｙｐｅｓ 优点 Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ 应用 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ 挑战 Ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ 突破点 Ｂｒｅａｋｔｈｒｏｕｇｈｓ

内容

Ｃｏｎｔｅｎｔｓ

相对传统调查成本较低；

对分类学鉴定专业知识要求较低；

对生态环境侵入性低、影响较小；

无需获得动物样本，可在禁渔期进

行大量采样；

可应用于保护生物学、入侵生态学

等学科研究。

生物多样性调查；

生物量估算；

入侵生物、濒危物种监

测；

食性及食物网研究。

采样、过滤效率有待提高；

假阴性和假阳性；

ｅＤＮＡ来源及物种存活情况
未知；

缺少完备的数据库；

定量结果易受多种因素影

响。

设备创新、流程优化；

控制污染、开发新引物；

ｅＲＮＡ技术；
建立完善的区域性数据

库；

研究 ｅＤＮＡ在水体中的
动态。

１　ｅＤＮＡ技术的应用

１．１　生物多样性调查
目前，ｅＤＮＡ技术已广泛应用于生物多样性

调查。大量研究表明，ｅＤＮＡ技术与传统方式调
查结果具有一致性，甚至较传统调查获得的种类

更为全面。李晓玲等［８］利用 ｅＤＮＡ技术对东海
鱼类进行物种多样性分析，检测到历史记录的大

部分鱼类，也检测到尖突吻
!

（Ｒｈｙｎｃｈｏｐｅｌａｔｅｓ
ｏｘｙｒｈｙｎｃｈｕｓ）等一些未曾报道或报道较少的鱼类，
为东海鱼类多样性研究提供补充。蒋佩文等［９］

分别利用ｅＤＮＡ技术和底拖网对珠江河口鱼类展
开多样性调查，其中 ｅＤＮＡ技术检测到１７５种鱼
类，而底拖网仅采集到４７种鱼类。吕嘉诚等［１０］

利用ｅＤＮＡ宏条形码技术和显微鉴定计数法调查
柴河浮游藻类的群落组成和分布，发现显微鉴定

计数法检测到了６门１６目１８科２４属的浮游藻
类，而通过ｅＤＮＡ技术检测到了来自９门２５目３３
科４３属的浮游藻类。
１．２　生物量估算

已有研究表明，ｅＤＮＡ的浓度和生物丰度之
间成正相关关系。２０１２年，ＴＡＫＡＨＡＲＡ等［１１］和

巴日斯［１２］率先利用 ｅＤＮＡ技术在野外和实验室
条件下对鲤进行生物量评估，结果显示 ｅＤＮＡ的
浓度与鲤的数量呈正比例关系。闫卉果等［１３］利

用ｅＤＮＡ技术，得到了岩原鲤（Ｐｒｏｃｙｐｒｉｓｒａｂａｕｄｉ）
ｅＤＮＡ浓度与其数量的相关性曲线，且在移除源
生物后，ｅＤＮＡ浓度与时间呈负相关，证明 ｅＤＮＡ
技术可以有效反映出岩原鲤在不同采样点的生

物量及时空分布。高天翔等［１４］以褐菖
"

为研究

对象，探讨基于养殖池内褐菖
"

的养殖密度与其

ｅＤＮＡ浓度的关系，发现褐菖
"

养殖密度与其

ｅＤＮＡ浓度呈线性相关关系，为基于 ｅＤＮＡ技术

的褐菖
"

（Ｓｅｂａｓｔｉｓｃｕｓｍａｒｍｏｒａｔｕｓ）生物量评估奠
定了基础。牟铭等［１５］在实验室可控条件下，以凡

纳滨 对 虾 （Ｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）和 墨 吉 对 虾
（Ｐｅｎａｅｕｓｍｅｒｇｕｉｅｎｓｉｓ）为研究对象探究 ｅＤＮＡ技
术检测种群相对数量的准确性，结果表明水体中

ｅＤＮＡ组成与其高通量测序 ｒｅａｄｓ数间呈明显线
性关系。这些研究结果表明，ｅＤＮＡ技术对于评
估物种生物量具有良好的应用前景。

１．３　生物入侵、濒危物种监测
生物入侵早期或者濒危物种都具备同一特

点，即数量少。在此情景下，ｅＤＮＡ技术较传统监
测方法更为有效。陈晓等［１６］利用 ｅＤＮＡ技术和
传统方法对苏州地区小管福寿螺的发生情况进

行了检测，结果显示，ｅＤＮＡ技术检测到的小管福
寿螺（Ｐｏｍａｃｅａｃａｎａｌｉｃｕｌａｔａ）发生率远高于传统观
察法。ｅＤＮＡ技术亦可对珍稀濒危物种进行有效
监测。徐念等［１７］利用 ｅＤＮＡ技术开展长江中下
游生物多样性监测，发现了长江江豚的序列。采

用ｅＤＮＡ技术，即使在生物数量比较少的阶段，也
能有效检测出目标物种，表明了 ｅＤＮＡ技术在生
物入侵和濒危物种监测上具有重大的应用价值。

１．４　食性研究
传统的食性分析主要依赖于基于形态学鉴

定的消化残留物观察法和肠道解剖法。基于

ｅＤＮＡ技术研究动物的食性，避免了在已经消化、
难以分辨的食物残渣中分析物种这一难题，可作

为一种高效、实用的方法。周天成等［１８］通过扩增

塔形马蹄螺（Ｔｅｃｔｕｓｐｙｒａｍｉｓ）消化道的 ＤＮＡ并进
行测序分析，发现其消化道中有孔虫、真菌，后生

动物是最重要的类群，推测其属于沉积物碎屑食

性生物。研究某一地区的动物食性，有利于识别

该地区营养生态位，重建食物网，对于研究生态

稳定具有重要意义［１９］，而ｅＤＮＡ技术对此显示出

５６５
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巨大的潜力。

２　ｅＤＮＡ技术面临的困境

尽管ｅＤＮＡ技术在生物多样性保护和生态监
测领域中的有效性和灵敏性已得到证实，但其仍

面临着一系列挑战，如：假阳性无处不在；水体中

有的生物检测不到；检测到的却不知道是什么；

测到了但也无法确定水中是否真的存在该生物；

水样过滤、ｅＤＮＡ提取和分子标记等尚未有统一
标准；种群定量效果差等。这一系列问题使部分

研究者对 ｅＤＮＡ技术的认可度不高，从获取
ｅＤＮＡ监测数据到实际支撑管理应用还有很多技
术要突破。

２．１　采样效率有待提高
目前，关于ｅＤＮＡ技术，不同研究者实验操作

方法各不相同，导致研究结果之间可比性差［２０］。

水生生物调查常用的手段是采集水样进行过滤，

但存在过滤速度慢和样品不易保存等问题。研

究［２１２２］表明，滤膜材质及孔径大小对检测结果有

一定影响。一般而言，滤膜孔径越小，捕获的

ｅＤＮＡ越多，检测出的物种越多，但随之而来的是
过滤时间更久。水样过滤后到运输至实验室进

行ｅＤＮＡ提取前，滤膜上的 ｅＤＮＡ会随时间而逐
渐降解，将滤膜存储于干冰中可以有效防止

ｅＤＮＡ降解，但考虑到野外采样的特殊性，采样过
程中携带干冰并不方便。因此，如何选择合适的

滤膜及其孔径以平衡物种检出效率和过滤时间，

并且对滤膜进行有效保存是值得深入探究的。

２．２　假阴性和假阳性
应用ｅＤＮＡ技术最常面临的问题是假阴性和

假阳性问题。当目标物种存在却未被检测到即

假阴性，当检测到环境中不存在的物种或是死亡

生物即假阳性［５，２３２４］。造成假阴性的原因通常包

括：目标物种 ｅＤＮＡ浓度过低（包括样品中生物
ｅＤＮＡ释放量本身过低，以及运输过程中降解导
致的ｅＤＮＡ损失等）、样品本身的理化特性（如海
水的高盐度）抑制后续ＰＣＲ扩增［２５］、引物通用性

不高，分辨率低（例如，在鱼类多样性调查中，

ＭｉＦｉｓｈ引物被认为是扩增效果最好的通用引物，
虽然其能够扩增出９０％的鱼类线粒体１２ＳｒＲＮＡ
的部分序列，但该引物分辨率不高，种属区分度

有限［２６２７］）等。此外，由于 ＰＣＲ扩增具有随机
性，即使是同一个样本，平行扩增之间得到的结

果也可能不同，某些低丰度物种极有可能检测不

到［２８］。这些因素都会造成假阴性结果。

假阳性结果主要是由于污染所致。若在采

样过程中，未能做好防污染措施，极有可能造成

样本之间互相污染。且后续 ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩
增等实验中，过程繁琐、所需试剂繁多，极大增加

了污染的风险，也会造成假阳性结果。就解决假

阴性的问题而言，设计分辨率高的引物、开发多

位点标记等是提高 ｅＤＮＡ检测效率的主要途径；
而就假阳性而言，制定标准化的技术规范是关键

举措之一。

２．３　ｅＤＮＡ来源、物种存活情况未知
ｅＤＮＡ在水体中容易降解，其释放量、分布易

受到各种因素影响，如 ｅＤＮＡ来源、水动力条件、
水温、ｐＨ、光照等，且还会受人类活动的影
响［２９３５］。这些因素会给检测结果带来一定误差。

例如，凌岚馨等［３６］在利用ｅＤＮＡ技术开展崇明岛
内河鱼类多样性调查时发现，ｅＤＮＡ技术检出了
非本地鱼类：尼罗罗非鱼和大口黑鲈。这两种鱼

在国内属于养殖类品种，而在崇明岛内河中检测

出的原因极有可能是采样点附近存在养殖场或

者居民区，通过养殖废水或生活污水排放至河道

从而造成错误的检测结论。可见ｅＤＮＡ来源未知
会影响本土物种调查结果的真实性。李苗等［３７］

以中国对虾（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）为研究对
象，探究ｅＤＮＡ在水体中的存留时间。研究表明，
与长片段 ｅＤＮＡ相比，短片段 ｅＤＮＡ在水体中存
留时间更久，其完全降解需要３０ｄ。物种死亡降
解后仍能在该区域被检测到，这会造成对物种真

实的存活状况难以进行有效判断。

２．４　数据库缺失
ｅＤＮＡ技术调查结果准确性存在争议的另一

个关键是本土数据库的缺失。线粒体基因常作

为ｅＤＮＡ研究的通用分子标记。以鱼类多样性调
查为例，常用分子标记有细胞色素 ｂ（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
ｂ，Ｃｙｔｂ）基因、１２ＳｒＲＮＡ、１６ＳｒＲＮＡ和细胞色素 ｃ
氧化酶Ⅰ（ＣＯⅠ）基因等［３８４１］。不同的学者常用

这些不同的标记开展 ｅＤＮＡ研究，导致研究者建
立的数据库也各不相同，无法共享。由于数据库

的不完善，检测结果常出现未知分类操作单元

（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ）。陈治等［４２］

以青岛海底世界软骨鱼缸为研究区域，探讨了

ｅＤＮＡ技术对鱼类多样性调查的准确性，结果显
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示，由于参考序列缺失，在经过３％阈值剔除后，
有４个最高相似度≤９８％的ＯＴＵｓ无法具体明确
到种，只能大致确定其所在的阶元。一些研究学

者也致力于构建本土数据库，如中国淡水大型底

栖无脊椎动物条形码数据库［４３］，但数据库容量仍

不足。

２．５　定量结果易受多因素影响
监测种群动态是进行物种有效管理的关键。

目前利用ｅＤＮＡ技术对物种进行定量研究都依赖
定量 ＰＣＲ（Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＰＣＲ）的方法，通过 ｅＤＮＡ拷贝数估算种群生物
量。例如，闫卉果等［１３］使用梯度稀释质粒标准品

作为模板，拟合出岩原鲤１２ＳｒＲＮＡ基因ｑＰＣＲ标
准曲线，根据 ｑＰＣＲ的阈值循环数（Ｃｔ）推算样品
拷贝数，再根据拷贝数和岩原鲤个数得到岩原鲤

ＤＮＡ浓度与其个体数量的相关性曲线，从而推算
该物种的相对密度。由于物种释放的ｅＤＮＡ浓度
受到物种本身（个体大小、是否处于繁殖期）、采

样季节（温度、光照等）、技术方法（采样过程是否

标准、ｅＤＮＡ提取、ＰＣＲ引物设计）等因素影响，得
到的结果也只能对特定的 ＤＮＡ进行定量，无法
还原物种实际的丰度［４４４６］。ＹＡＴＥＳ等［４７］整理了

实验数据，检验 ｅＤＮＡ与两个丰度指标（生物量
及密度）之间的相关性，并使用混合效应元分析，

量化了实验室和自然环境中这种相关性的强度。

结果发现，与自然环境相比，实验室环境下，ｅＤＮＡ
浓度与这两个丰度指标的相关性更强，而在自然

环境中的相关性较弱。因此，使用 ｅＤＮＡ进行物
种丰度评估时，仍需谨慎对待。

３　ｅＤＮＡ技术的突破

３．１　设备创新、流程优化
通常，ｅＤＮＡ技术应用于水环境样本都是将

水样过滤至滤膜上，进行ｅＤＮＡ富集，但水样浑浊
时滤膜容易堵塞，耗时长。王月等［４８］以试验水缸

的水样为研究对象，通过对 ＰＣＲ体系不断优化
比较了４种免 ＤＮＡ提取 ＰＣＲ直扩方法的效果。
结果显示，诺唯赞高保真酶扩增效果最好，

ＴａＫａＲａ免提取试剂盒不能扩增出目标片段。但
由于野外ｅＤＮＡ浓度普遍偏低，免ＤＮＡ提取方法
并不适用，仍需过滤水样至滤膜上，因此，如何提

高过滤效率是野外监测亟待解决的关键问题之

一。ＧＯＶＩＮＤＡＲＡＪＡＮ等［４９］开发了一种全新的大

容量ｅＤＮＡ采样器，由１２个泵及１２个滤器组成，
过滤速度达到２Ｌ／ｍｉｎ，且一次性可以运行２个
泵，极大地减少了过滤时间，提高了采样效率。

鉴于滤膜易堵塞问题，本课题组发明了一种用于

ｅＤＮＡ的过滤器（图１，专利号：２０２２１０７５４９８１．３），
利用滤棉加滤膜组合结构，同样过滤１Ｌ水，该过
滤器比原有单一滤膜节省１３ｍｉｎ，且过滤提取的
ｅＤＮＡ总量是单一滤膜提取的４倍，提高了采样
效率和检测结果的准确性。

部件包括：３．滤膜；６．滤器底座；７．滤膜支架；８．防静电隔

网；９．滤棉；１０．限位压网；１１．滤器上盖；１５．防爆卡和ＡＢ

限位卡。

Ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ：３．Ｆｉｌｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ；６．Ｆｉｌｔｅｒｈｏｌｄｅｒ；７．Ｆｉｌｔｅｒ

ｓｕｐｐｏｒｔｅｒ；８．Ａｎｔｉｓｔａｔｉｃｍｅｓｈ；９．Ｔｈｉｃｋｆｉｌｔｅｒ；１０．Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｉｎｇ

ｒｉｎｇ；１１．Ｃａｐ；１５．ＦａｓｔｅｎｉｎｇｃｌｉｐａｎｄＡ／Ｂｆａｓｔｅｎｉｎｇｃｌｉｐ．

图１　用于ｅＤＮＡ的过滤器
Ｆｉｇ．１　ＡｆｉｌｔｅｒｉｎｇｓｙｓｔｅｍｆｏｒｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＤＮＡ

　　目前，人工被动 ｅＤＮＡ采样器受到研究者们
的极大关注。被动采样避免了携带过滤设备、过

滤时间过长的问题。ＫＩＲＴＡＮＥ等［５０］设计了一种

被动ｅＤＮＡ采样器（ＰＥＤＳ），由一个装满吸附剂的
小袋组成，小袋悬浮在水中，随着时间的推移收

集 ｅＤＮＡ。试验结果证实，ＰＥＤＳ是一种有效的
ｅＤＮＡ捕获装置。ＢＥＳＳＥＹ等［５１］将固定膜浸没在

水柱中，证明了被动收集ｅＤＮＡ的可行性，认为该
方法低成本且更具扩展性。ＹＡＯ等［５２］和

ＲＩＶＥＲＡ等［５３］测试了水生生物膜将鱼类 ｅＤＮＡ
截留在大型湖泊中的能力，结果证实水生生物膜

作为ｅＤＮＡ被动采样器是有效的，表明了从生物
膜中有效监测鱼类群落的可能性。

自动化采样近年来逐渐受到重视，尤其对于

在深海等偏远地区采集样本十分有益。自动化
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设备与环境样本处理器相结合，可以执行滤水、

ＤＮＡ提取和 ＰＣＲ分析，实现远程 ｅＤＮＡ分
析［５２５４］。现场快速检测技术的发展能够更加有

效监测和管理入侵及濒危物种。ＤＯＩ等［５５］开发

了一种利用“超快速移动 ＰＣＲ平台”的现场
ｅＤＮＡ检测方法，对湖泊中的鲢（Ｈｙｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓ
ｍｏｌｉｔｒｉｘ）进行检测。结果显示，该方法可在 ３０
ｍｉｎ内完成测量并且能够保持较高的灵敏度。

由于ｅＤＮＡ技术流程缺乏统一标准，研究者
致力于比较不同方法下 ｅＤＮＡ检测效果，以期优
化该流程。王月等［４８］通过微滴式数字 ＰＣＲ定量
技术，优化了鱼类 ｅＤＮＡ样本的捕获、保存方法。
结果显示，在同一孔径、不同材质的６种滤膜中，
ｅＤＮＡ捕获量最高的是混合纤维素膜；滤膜在
－２０℃冷冻保存及利用 Ｌｏｎｇｍｉｒｅ’ｓｂｕｆｆｅｒ保存
液保存的效果最好。ＷＩＬＬＩＡＭＳ等［５６］的研究结

果也显示，Ｌｏｎｇｍｉｒｅ’ｓ溶液可以有效保存 ｅＤＮＡ，
减缓ｅＤＮＡ降解速度。陈治等［２２］建立和优化了

舟山近海高浊度水样 ｅＤＮＡ的获取方法，认为苯
扎氯铵对 ｅＤＮＡ降解有明显的抑制作用，这与
ＴＡＫＡＨＡＲＡ等［５７］的研究结果一致。

３．２　控制污染、开发新引物
针对假阳性问题建议，众多学者对 ｅＤＮＡ技

术流程的各个步骤分别进行优化。首先在采样

过程中，采样工具应及时清洗并消毒，设置阴性

对照，一次性用品如口罩、手套等及时更换［５８５９］。

实验室污染难以有效避免，尤其是 ｅＤＮＡ在 ＰＣＲ
扩增后，检测结果出现假阳性的频率更高。ＭＩＹＡ
等［６０］建议为 ｅＤＮＡ专门建立无菌实验室，进行
ＰＣＲ扩增时，ｅＤＮＡ提取、ＰＣＲ前准备（体系配
置）、ＰＣＲ扩增及后续实验应在３个不同的实验
室进行操作，每个实验室都需要单独的实验仪

器、实验服等。并且，遵循单向原则依次进入实

验室，且实验人员当天只能进行一个ｅＤＮＡ实验。
ＷＡＮＧ等［６１］设计了内嵌式条形码，发现在建库的

第一步为样品加上条形码标记可以有效区分后

续实验中产生的交叉污染，减少 ｅＤＮＡ实验的假
阳性结果。

出现假阴性常见的原因即样本中含有 ＰＣＲ
抑制物质或者引物通用性不高。目前最常使用

的减轻ＰＣＲ抑制的方法是添加缓冲剂，如牛血清
白蛋白、Ｄａｘ８等［６２６３］，或稀释模板 ＤＮＡ（对于目
标物种自身浓度过低时并不适用，更易造成假阴

性结果），具体选择哪种方法要根据样本类型等

确定。基于保守区域设计的通用引物能够同时

检测出多个物种，但由于其分辨率不高，即使扩

增出目标片段也无法确定具体物种或者出现错

误ＯＴＵ。设计 ｅＤＮＡ引物既要考虑引物的通用
性，又要考虑该引物扩增出的片段在不同物种之

间的遗传多样性［５５］。引物的适用性取决于扩增

的目标物种及研究区域的生物多样性组成。不

同的引物对同一个样本扩增出的结果可能会显

示出不同的分类范围，因此，可以结合使用多个

引物集来增加分类覆盖率和物种检出概

率［４１，６４６６］。尽管如此，目前合适的分子标记和相

应的扩增引物并不多。我们认为开发出新的通

用性强、分辨率高、特异性合适的引物是当务之

急。

３．３　ｅＲＮＡ
ｅＤＮＡ在水流或者其他介质的传播下，会造

成错误的检测结果，如检测到的 ｅＤＮＡ并非源自
在研究区域生活的物种，而是由其他地域流入该

区域或者死亡个体遗留的ｅＤＮＡ。最近，ｅＲＮＡ技
术逐渐被广泛提及。由于 ＲＮＡ不如 ＤＮＡ稳定，
易降解，且 ｅＲＮＡ的降解速度比 ｅＤＮＡ更快［６７］，

因此，在环境中存留的时间更短。ＷＯＯＤ等［６８］调

查了两种海洋无脊椎动物的ｅＤＮＡ和ｅＲＮＡ脱落
率和降解情况，发现去除生物体后，水中的 ｅＲＮＡ
在１３ｈ后无法检测到，而同一样本中的ｅＤＮＡ在
９４ｈ后检测不到。虽然ｅＲＮＡ相较于ｅＤＮＡ而言
降解速度更快，可检测性更低，但ｅＲＮＡ可以帮助
研究者更好地推测出物种存活情况，且不易造成

因非本地生物群和污水污染而造成的假阳性结

果［５２］。将 ｅＲＮＡ这一特征与定量 ＲＴＰＣＲ方法
结合，可以在生物分布时间和空间检测上提高灵

敏度，为入侵物种管理和濒危物种保护提供新的

思路。ＴＳＵＲＩ等［６９］在有斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）生活
的水族箱水中检测到了６个 ｍＲＮＡ靶点，其中一
些是组织特异性的，证明了 ｅＲＮＡ除了可以用于
检索物种存在与否之外，还可以用于其他信息的

研究，证实了以 ｍＲＮＡ为靶点的 ｅＲＮＡ分析在评
估水生脊椎动物生理状态方面的可行性。虽然

目前关于ｅＲＮＡ检测水生生物的研究仍然较少，
技术上有待突破，但由于可提供生物的生理、生

殖状态等信息，ｅＲＮＡ技术发展前景不可估量，可
成为生物多样性保护的有力工具。
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３．４　完善数据库
进行ｅＤＮＡ研究，参考数据库必不可少。目

前已建立了全球基因数据库，如 ＮＣＢＩ（ｗｗｗ．
ＮＣＢＩ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｂａｎｋ）、国际生命条形码数
据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｏｌｄｓｙｓｔｅｍｓ．ｏｒｇ）、鱼类ＤＮＡ条
形码数据库（ｗｗｗ．ｆｉｓｈｂｏｌ．ｏｒｇ）、哺乳动物ＤＮＡ条
形码数据库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍａｍｍａｌｉａｂｏｌ．ｏｒｇ）和鸟
类 ＤＮＡ 条 形 码 数 据 库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｂａｒｃｏｄｉｎｇｂｉｒｄｓ．ｏｒｇ）等［５９］，这些数据库的数据在不

断更新和完善。还有学者在致力于建设本土基

因库，如海南岛淡水鱼类 ｅＤＮＡ宏条形码参考数
据库［７０］，但仍旧不够完整。因此，建议可以从以

下方面进行改进：一是统一分子标记，选择检测

效果最优的通用引物进行数据库的补充，避免各

研究者建立的数据库无法共享；二是建立完整的

脊椎动物线粒体数据库，针对同一类群，无论研

究者选择何种标记，都有该参考数据库进行验

证，保证不同研究结果之间具有对比性；三是积

极建立本土数据库，提高本地物种数据库的有效

性和完整性，加强全球资源共享。

３．５　研究ｅＤＮＡ动态机制、研发新技术
ｅＤＮＡ浓度易受生物和非生物因素影响，将

其作为物种生物量的估算工具一直存在争议，因

此，需要加强ｅＤＮＡ动态机制的研究，建立 ｅＤＮＡ
浓度与生物、非生物因子之间的量化关系，以此

提高ｅＤＮＡ定量检测结果的准确性［７１］。目前，几

项新技术正在被开发用来实现量化目标群体这

一目的。第一种是内标 ＤＮＡ法，即在提取 ｅＤＮＡ
前向样本中加入一定量的内标ＤＮＡ，与样本一起
提取并扩增，根据内标 ＤＮＡ的丰度来推测样本
的丰度。内标 ＤＮＡ可以是细菌，或者合成的嵌
合ＤＮＡ［７２７５］。ＳＡＴＯ等［７６］采用该方法对日本沿

海水域的人工珊瑚礁及其周围站点的海洋鱼类

进行调查，生成了多种鱼类的丰度数据，认为该

方法使得同时检测多个物种的ｅＤＮＡ浓度成为可
能。第二种技术是细胞体积校正系 数 法

（Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＣＦ）［７７］。ＣＦ是通过物种细胞
体积和细胞含有的基因拷贝数之间建立联系得

到校正系数，实现 ｅＤＮＡ宏条形码物种丰度的绝
对定量［７５］。ＴＨＯＭＡＳ等［７８］利用该方法对鱼类和

斑海豹（Ｐｈｏｃａｖｉｔｕｌｉｎａ）进行定量评估，研究结果
表明，该方法是评估和纠正 ＤＮＡ原条形码研究
偏差的有效工具。第三 种 技 术 是 核 ＤＮＡ

（ｎｕＤＮＡ）。由于线粒体 ＤＮＡ片段在细胞中的丰
富性，大多数 ｅＤＮＡ研究都以其作为遗传标记。
然而，最近一些研究报道了多拷贝核 ＤＮＡ片段
在ｅＤＮＡ分析中的应用，如核糖体ＲＮＡ基因中的
内部转录间隔区（ＩＴＳ），认为其比线粒体 ｅＤＮＡ
（ｍｔｅＤＮＡ）具有更高的检测能力和更快的降解速
度［３４，７９８１］。ＪＯ等［８２］整理了以往的研究并重新分

析了ｍｔｅＤＮＡ和ｎｕｅＤＮＡ浓度之间的关系，并用
斑马鱼进行了一个水族箱实验，以比较跨遗传区

域的关系。已有的数据显示多拷贝 ｎｕｅＤＮＡ与
物种丰度之间的关系比ｍｔｅＤＮＡ更准确。此外，
水族箱实验证实在中性条件下，多拷贝 ｎｕｅＤＮＡ
的降解速度比ｍｔｅＤＮＡ快，从而降低了假阳性及
物种丰度被高估的可能。虽然还需要进行更多

的ｎｕｅＤＮＡ研究来支持该结论，但可以推断 ｎｕ
ｅＤＮＡ在提高物种丰度评估的准确性方面有巨大
潜力。

４　ｅＤＮＡ技术的发展前景

传统的水生态监测研究主要依赖于形态学

鉴定方法，耗时长、成本高、准确度低。随着二代

测序和三代测序技术的发展，ｅＤＮＡ技术以其高
效、精准等优点而越来越被广泛应用，成为新一

代生物多样性监测工具。尽管ｅＤＮＡ技术目前还
面临着一系列问题有待突破，但其在未来仍有广

泛的应用前景。正如前文所提到的自动化采样

装置、现场快速监测设备、ｅＲＮＡ技术等，一旦这
些设备被广泛应用或技术被验证推广后，ｅＤＮＡ
技术一定可以在最大限度上发挥潜力，产生更多

有益于生态环境保护的生物多样性信息。我们

期望在未来：ｅＤＮＡ技术假阳性的问题能够完全
解决；灵敏性问题基本解决，远远优于传统调查

方法；基因数据库将得到完善，分类准确率和效

率高于传统方法，甚至帮助发现新物种；结合水

动力模型和ＤＮＡ动态模型能更好地判断ＤＮＡ的
来源，甚至可以通过现场快速检测精确定位活体

位置；虽无法精确对种群数量进行定量，但可以

提供相对数量、有效群体大小、遗传多样性等更

多信息；ｅＤＮＡ技术不断发展创新，推动产业化，
甚至可以结合人工智能、机器学习算法等实现智

能化检测。我们有理由相信，在未来，ｅＤＮＡ技术
一定会成为主流生态监测方法之一。

９６５
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