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摘　 要　 环境 ＤＮＡ（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ， ｅＤＮＡ）是指可以从环境样品（如水、土壤、空气、冰
芯等）中直接提取到的 ＤＮＡ 片段总和。 ｅＤＮＡ 技术是在确定调查物种或种群的特异性基因
识别片段的基础上，利用各种分子手段检测从环境介质中所提取 ｅＤＮＡ 包含识别片段的情
况，进而确定取样环境中生物的分布状况，包括 ｅＤＮＡ 获取、ｅＤＮＡ 分析和结果分析 ３ 个阶
段，是近年来新出现的一种生物调查方法。 与传统方法相比，ｅＤＮＡ 技术具有灵敏度高、省
时省力、对调查对象无损伤等优点，不要求调查者具有传统的生物识别及鉴定经验。 目前
ｅＤＮＡ 技术已被应用于目标物种（如入侵物种、濒危物种及其他稀有物种）“有无”的检测、
生物量的估测、水体生物多样性的调查等，在水生生态系统的保护中具有广泛的应用前景，
但目前仅在少数发达国家展开应用，亟待进一步推广。 目前研究者们所用的 ｅＤＮＡ 方法各
不相同，有待对现有方法进行完善并建立技术标准；作为一种调查方法，其时间及空间精确
度有待进一步评价；利用 ｅＤＮＡ 技术估测生物量的准确度还较低，建议首先提高对 ｅＤＮＡ 产
生与降解动力学的认识，再进一步寻求提高其准确度的方法。
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　 　 准确掌握生物在环境中的分布、丰富度、群落形

态是有效保护生物的基础（Ｌｏｄｇｅ ｅｔ ａｌ．，２０１２）。 但

生态系统构成复杂，有些物种因体型小、数量少、隐
蔽性强等原因难以被观察到，有些生物则在特定的

生长发育阶段极难鉴定种属，如昆虫等变态发育的

物种在幼虫阶段很难通过传统的鉴别方法识别（岳
巧云等，２０１１），这使得生物多样性的调查极为困

难。 传统的检测手段还处于“眼观耳听”的阶段，其
调查结果的准确性严重依赖于调查者本身，缺乏可

靠性。 且利用拖网、围网、电捕鱼、实地考察等传统

方法搜集生物多样性的数据，不仅耗时费力，调查代

价不菲，有些还会对研究对象造成伤害（Ｂｏｈｍａｎｎ ｅｔ
ａｌ．，２０１４）。 近年来，出现了一种灵敏度高、效率高

且对调查物种无损伤的调查工具：环境 ＤＮＡ（ｅｎｖｉ⁃
ｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ， ｅＤＮＡ） 技术，有望改变这一现状

（Ｋｅｌｌｙ ｅｔ ａｌ．，２０１４ａ）。
环境 ＤＮＡ 是指可以从环境样品（如水、土壤、

空气、冰芯等）中直接提取到的 ＤＮＡ 片段的总和，
是来自微生物、动物、植物等不同物种 ＤＮＡ 的混合

物，既包含生物体经由皮肤、尿液、粪便、粘液等释放

到环境中表皮细胞中的胞内 ＤＮＡ，也包括细胞死亡

后裂解释放到环境中的胞外 ＤＮＡ（Ｔａｂｅｒｌｅｔ ｅｔ ａｌ．，
２０１２；Ｒｅｅｓ ｅｔ ａｌ．，２０１４）。 ｅＤＮＡ 技术是在确定调查

物种或种群的特异性基因识别片段的基础上，利用

各种分子手段检测从环境介质中提取 ｅＤＮＡ 中包含

识别片段的情况，进而确定取样环境中生物的分布

状况。
近年来，该技术在水生生物入侵的早期检测、水

体生物多样性调查等方面得到广泛的应用。 本文将

从 ｅＤＮＡ 技术的发展历史、利用 ｅＤＮＡ 技术调查水

生生物的方法、ｅＤＮＡ 技术与传统水生生物检测方

法的对比、ｅＤＮＡ 技术在水生生态系统保护中的应

用 ４ 个方面展开介绍，最后讨论其未来的发展方向。

１　 ｅＤＮＡ 技术的发展历史

环境 ＤＮＡ 的研究最早出现在微生物领域，指不

需对微生物进行分离培养，而直接从环境介质中获

取的 ＤＮＡ。 １９８７ 年，Ｏｇｒａｍ 等（１９８７）成功从海洋泥

沼中提取出微生物 ＤＮＡ。 之后，学者们利用该项技

术开展了一系列关于微生物的研究，主要包括 ３ 个

方面：检测环境中的微生物种类（Ｃａｍｐｂｅｌｌ ｅｔ ａｌ．，
２０１３）；通过分析所得微生物基因序列推断其重要

的生化作用及相关应用（Ｙｉｎ ｅｔ ａｌ．，２０１５）；获取不可

培养微生物的基因序列（Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ．，２０１０）。
利用 ｅＤＮＡ 技术检测大型水生生物始于利用古

老沉积物中的 ＤＮＡ 复现古生物史（Ｗｉｌｌｅｒｓｌｅｖ ｅｔ ａｌ．，
２００３）。 ２００８ 年，法国研究者（Ｆｉｃｅｔｏｌａ ｅｔ ａｌ．，２００８）
利用从水中提取 ｅＤＮＡ 检测水域中是否有入侵物种

美国牛蛙（Ｒａｎａ ｃａｔｅｓｂｅｉａｎａ），开启了 ｅＤＮＡ 技术在

水生生物实时监测中的研究与应用。 研究者们利用

ｅＤＮＡ 技术检测入侵物种及一些难以观测物种的存

在状况。 ２０１２ 年，研究者开始尝试利用 ｅＤＮＡ 技术

对研究水域中某一物种生物量进行估测（Ｔｈｏｍｓｅｎ
ｅｔ ａｌ．，２０１２ａ），并首次将此技术应用于检测海洋中

的哺乳动物 （ Ｆｏｏｔｅ ｅｔ ａｌ．， ２０１２） 及动物的种类

（Ｔｈｏｍｓｅｎ ｅｔ ａｌ．，２０１２ａ）。 但目前利用该技术仍不能

对物种个体进行绝对定量。 近年来，研究者们开始

关注温度、光照强度、生物需氧量等环境因素对水中

ｅＤＮＡ 的影响以及 ｅＤＮＡ 在水体中的动力学过程

（Ｐｉａｇｇｉｏ ｅｔ ａｌ．，２０１３； Ｂａｒｎｅｓ ｅｔ ａｌ．， ２０１４； Ｐｉｌｌｉｏｄ ｅｔ
ａｌ．，２０１４）。

总体而言，２００８ 年至今，ｅＤＮＡ 技术在水生生态

系统的应用经历了由定性（是否存在的判断）到相

对定量（水体中某一生物的生物量估测），由检测单

一物种到同时检测多种物种，再到调查研究水域内

生物多样性的发展。 应用范围方面，水体范围已由

一开始的淡水水域（池塘、河流、湖泊等）扩展至海

洋，调查物种也由小型底栖动物扩展至两栖动物、哺
乳动物等。

２　 利用 ｅＤＮＡ 技术检测水体中生物的方法

如图 １ 所示，ｅＤＮＡ 技术的工作流程为：ｅＤＮＡ
获取、ｅＤＮＡ 分析、结果分析。 通过采集水样，提取

ＤＮＡ 完成 ｅＤＮＡ 的获取；通过 ＰＣＲ⁃电泳⁃测序、定量

ＰＣＲ、二代测序等方法获得识别片段的序列及浓度；
再通过序列比对等进行种属分析，分析所得序列信

息所包含的物种信息。
２􀆰 １　 ｅＤＮＡ 的获取

ｅＤＮＡ 的获取可分为 ３ 步：样品采集、样品保存

及 ｅＤＮＡ 提取。
ｅＤＮＡ 技术的应用范围十分广泛，研究者们已

经从多种水体中进行 ｅＤＮＡ 采样，包括实验室内水

箱（Ｃｏｌｌｉｎｓ ｅｔ ａｌ．， ２０１３）、人工池塘及天然池塘（Ｄｅ⁃
ｊｅａｎ ｅｔ ａｌ．，２０１１）、湖泊（Ｔｈｏｍｓｅｎ ｅｔ ａｌ．，２０１２ｂ）、小溪

（Ｗｉｌｃｏｘ ｅｔ ａｌ．，２０１３）、河流（Ｍａｈｏｎ ｅｔ ａｌ．，２０１３）、海
洋（Ｔｈｏｍｓｅｎ ｅｔ ａｌ．，２０１２ａ）等。 采样方法根据在提取
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图 １　 ｅＤＮＡ 技术流程
Ｆｉｇ．１　 Ｗｏｒｋ ｆｌｏｗ ｏｆ ｅＤＮＡ

ｅＤＮＡ 前是否对水样进行过滤可分为过滤法及直接

采水样法 ２ 种。 过滤法是对水样进行过滤从而将

ｅＤＮＡ 截留在滤膜上，保存滤膜从而实现对 ｅＤＮＡ
的收集（Ｐｉｌｌｉｏｄ ｅｔ ａｌ．，２０１３）。 直接采水样法则不对

水样进行过滤，而是直接对水样进行保存而实现对

ｅＤＮＡ 的收集（Ｔｈｏｍｓｅｎ ｅｔ ａｌ．，２０１２ｂ）。 其中，过滤

法根据过滤地点的不同可分为 ３ 种：在线过滤，指在

收集水样时直接对其进行线上过滤，如利用蠕动泵

抽取水样时，将过滤设备连接在管线中，记录水样体

积后，只需将滤膜保存带回即可；采样后过滤，指先

利用蠕动泵、采样器等采样工具进行水样收集，再单

独进行过滤，２ 步分开进行，但都在野外；水样采集⁃
保存⁃实验室过滤则是完成水样收集后，采取适当的

措施将水样保存，带回实验室后再进行过滤，研究表

明在线过滤法的检测效果最好 （ Ｐｉｌｌｉｏｄ ｅｔ ａｌ．，
２０１３）。 滤膜的选用主要包括孔径和材质两方面，
已用过的滤膜有硝酸纤维素滤膜、玻璃纤维滤膜、聚
碳酸酯滤膜、尼龙膜等，孔径由 ０．２２ ～ １．５ μｍ 不等。
以鲤科鱼类为例，研究表明，有效 ｅＤＮＡ 片段富集区

域为 １～１０ μｍ（Ｔｕｒｎｅｒ ｅｔ ａｌ．，２０１４），笔者推荐选取

孔径小于 １ μｍ 的滤膜。 已有研究发现，不同种类

的滤膜 ＤＮＡ 的回收率不同，其中以混合纤维素滤膜

最佳（Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１３），但实际应用中还没有研究

者使用。
不同采样量所对应结果的准确度与水体中目标

物种的密度有关。 已有研究中，每个水样的采样量

从 １５ ｍＬ 到 １０ Ｌ 不等，其中采用最多的采样量为

１～２ Ｌ（Ｒｅｅｓ ｅｔ ａｌ．，２０１４）。 实验室条件下，以非洲

宝石鱼（Ｈｅｍｉｃｈｒｏｍｉｓ ｌｅｔｏｕｒｎｅｕｘｉ）为例，鱼的密度每

增加 ２．５３ 条·ｍ－３，每 １ Ｌ 水样的检测成功率将增加

４􀆰 ８６ 倍（Ｍｏｙｅｒ ｅｔ ａｌ．，２０１４）。 所以在目标物种密度

较低时，研究者有必要通过增加采样次数保证 ｅＤ⁃
ＮＡ 的检测准确度，但具体的次数需要根据不同的

水体、不同目标物种、不同环境条件而定，具体次数

有待研究。
在同一水体的不同深度进行采样会导致实验结

果的变化。 Ｍｏｙｅｒ 等（２０１４）在 １．４ ｍ 深的试验用池

塘中的表面、中部、底部分别进行采样，发现表面和

底部的检测成功率较高，但在低生物密度的情况下

也均不具备 １００％成功率。 实际应用中，研究者们

为增加该方法的准确度，通常综合不同位点的实验

结果进行最后的分析判断（ Ｔａｋａｈａｒａ ｅｔ ａｌ．，２０１２；
Ｇｏｌｄｂｅｒｇ ｅｔ ａｌ．，２０１３）。 但是目前仍没有研究者评估

野外条件下，不同深度采样点的设置对采样结果造

成的影响。
野外采样建议冷藏运输。 在提取 ｅＤＮＡ 前，需

要对样品进行妥善保存。 水样的保存多为加 ３
ｍｏｌ·Ｌ－１乙酸及 １００％的乙醇；过滤法则是将所得滤

膜直接存储在－２０ ℃（Ｒｅｅｓ ｅｔ ａｌ．，２０１４）。
ｅＤＮＡ 的提取主要借助于各商业公司的 ＤＮＡ

提取试剂盒，目前被使用的试剂盒有：ＤＮＥａｓｙ 提取

试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ．，Ｖａｌｅｎｃｉａ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡ） （Ｄｅ⁃
ｊｅａｎ ｅｔ ａｌ．，２０１２）、ＱＩＡａｍｐ 微生物 ＤＮＡ 提取试剂盒

（Ｑｉａｇｅｎ， Ｉｎｃ．，Ｖａｌｅｎｃｉａ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡ） （ Ｐｉａｇｇｉｏ ｅｔ
ａｌ．，２０１３）、ＭｏＢｉｏ 水样 ＤＮＡ 强力提取试剂盒（ＭｏＢｉｏ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｃａｒｌｓｂａｄ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡ）（Ｏｌｓｏｎ ｅｔ
ａｌ．，２０１２）；基因组 ＤＮＡ 快速提取试剂盒（Ｚｙｍｏ Ｒｅ⁃
ｓｅａｒｃｈ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ， Ｉｒｖｉｎｅ， Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ， ＵＳＡ） （ Ｃｏｌｌｉｎｓ
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ｅｔ ａｌ．，２０１３）。
尽管目前 ｅＤＮＡ 技术已被用于多种水体中多种

生物的检测，但仍没有一套成熟的研究方法。 不同

研究所使用的方法也不尽相同，使得各研究成果之

间不具有可比性。 因此有待对不同方法进行全面综

合的比较，建立完善的 ｅＤＮＡ 技术。
２􀆰 ２　 ｅＤＮＡ 的分析

该阶段的目的为获取水样中 ｅＤＮＡ 的组成状

况。 首先需要针对调查对象选取 ＤＮＡ 识别片段，设
计引物。 为保证实验结果能够准确地反映水体中目

标物种的存在状况，所选取的识别片段必须足够区

分不同的物种，又不至于误将同一物种误判为多种，
尤其是生活在同一地区且亲缘关系较近的物种。 好

的识别片段应同时拥有好的种间差异性和种内同一

性。 另一方面，为保证能够获得足够的 ＤＮＡ 进行分

析，应选取在细胞中本身含量较多的 ＤＮＡ 序列。 从

这两方面考虑，细胞器 ＤＮＡ 具有明显的优势。 核

ＤＮＡ 不仅数量少，且因其进化速度快，同一物种内

个体间差异均十分显著。 相比之下，对动物而言，每
个细胞中线粒体 ＤＮＡ 远多于核 ＤＮＡ，且含有较多

的可用于区分物种的保守序列。 对植物而言，叶绿

体 ＤＮＡ 亦是如此。 因此常选用细胞色素 ｂ（Ｃｙｔｏ⁃
ｃｈｒｏｍｅ ｂ）基因及细胞色素 ｃ 氧化酶 Ｉ 基因（ＣＯＩ 基
因）的片段作为动物的识别片段，选用 ｒｂｃｌ 基因与

ｍａｔｋ 基因的片段作为植物的识别片段。 由于水体

中 ＤＮＡ 片段易被降解，一般选用较短的片段，多低

于 １００ ｂｐ。
调查目的不同，引物设计策略也不相同。 若目

标物种只有 １ 种，则只需针对该物种设计特异性高

的引物。 引物对目标物种的特异性越强，则在 ＰＣＲ
时非目标物种的竞争性越小。 引物的特异性主要与

引物与非目标物种的不匹配程度有关，不匹配碱基

数越多，特异性越强，假阳性结果和假阴性结果都会

降低（Ｗｉｌｃｏｘ ｅｔ ａｌ．，２０１３）。 设计引物时应尽量保证

引物与目标物种亲缘关系较近的物种基因不匹配程

度最大化。 常用的引物设计工具有 Ｐｒｉｍｅｒ ３、Ｐｒｉｍｅｒ
Ｅｘｐｒｅｓｓ、Ｐｒｉｍｅｒ⁃ＢＬＡＳＴ 等。 其中， Ｐｒｉｍｅｒ⁃ＢＬＡＳＴ 是

一款优秀的在线特异性引物设计软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｒｉｍｅｒ⁃ｂｌａｓｔ）。 它可以通过用

户所提供的目标序列选取可以用于合成该序列的引

物，也可以通过将设计引物序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中储存

的 ＤＮＡ 序列进行比对，检查所设计引物可能合成的

其他 ＤＮＡ 序列及对应物种信息，检查其特异性（Ｙｅ

ｅｔ ａｌ．，２０１２）。 ｉｎ ｓｉｌｉｃｏｎ ＰＣＲ 也可以用于检测设计

引物的特异性（Ｙｕ ｅｔ ａｌ．，２０１１）。
若目标物种为某一类生物，如所有鱼类，则需要

设计通用引物（ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ），该引物应能够扩

增尽可能多物种的识别片段。 ｅｃｏＰｒｉｍｅｒｓ 通过建立

目标基因库与非目标基因库，先选取可以尽可能多

扩增目标基因库的引物，再检测这些引物对非目标

基因库基因的扩增情况，若非目标基因库中可扩增

序列超过设定值后便将该引物剔除，获得具有足够

通用性，又保有一定特异性的通用引物。 该软件也

是一款在线引物设计工具 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｒｅｎｏｂｌｅ．
ｐｒａｂｉ．ｆｒ ／ ｔｒａｃ ／ ｅｃｏＰｒｉｍｅｒｓ）（Ｒｉａｚ ｅｔ ａｌ．，２０１１）。

利用特异性引物进行 ＰＣＲ，可以判断出样品中

是否包含目标物种的 ＤＮＡ 识别片段，再进行测序便

可得到该片段的序列。 或者利用定量 ＰＣＲ 便可获

得包含该序列的量。 用通用引物进行二代测序

（Ｔｈｏｍｓｅｎ ｅｔ ａｌ．，２０１２ａ），可以通过一次实验得到多

种物种 ＤＮＡ 序列。
ＰＣＲ 结果通过电泳进行检测，结果以阳性、阴

性进行记录。 阳性说明 ｅＤＮＡ 样品中包含目标物种

的 ＤＮＡ，代表取样水域中有该物种生存，阴性结果

说明 ｅＤＮＡ 样品中不包含来自目标物种的 ＤＮＡ，代
表取样水域中没有目标物种生存。 定量 ＰＣＲ 则是

当扩增量超过荧光阈值时，标记为阳性，否则为阴

性。 若加以测序，当扩增成功并且所得 ＤＮＡ 片段的

序列与目标物种匹配时，则标记为阳性，否则为

阴性。
一般通过多次重复试验以确保实验的准确性，

通常每个样品做 ３～１０ 个平行样。 认为多次重复样

品中只要有一次是阳性结果，则最终结果标记为阳

性，即只有所有样品为阴性时才标记为阴性（ Ｊｅｒｄｅ
ｅｔ ａｌ．，２０１３；Ｍａｈｏｎ ｅｔ ａｌ．，２０１３）。 有些研究者为避

免产生错误的结果，若一个样品对照试验的结果不

一致，便增加重复试验予以确认（Ｇｏｌｄｂｅｒｇ ｅｔ ａｌ．，
２０１３）。

为避免出现错误的实验结果，严格地控制试验

条件以避免交叉污染是非常重要的。 可通过设置野

外空白对照、运输储存空白对照、ＤＮＡ 提取空白对

照、ＰＣＲ 空白对照等一系列空白对照检测实验过程

的是否受到污染 （ Ｊｅｒｄｅ ｅｔ ａｌ．，２０１１；Ｏｌｓｏｎ ｅｔ ａｌ．，
２０１２）。
２􀆰 ３　 结果分析

若电泳或 ｑＰＣＲ 的结果为阳性，则说明调查水
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体中有特异性引物所对应的物种存在。 测序后，用
ＢＬＡＳＴ 可将所得序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 所储存的序列进

行比对，ＢＬＡＳＴ 可依据与该序列的相似度给出一系

列 ＤＮＡ 序列以及它们的物种信息。 可依此对物种

“有无”的结果进行进一步的验证。 若利用通用引

物进行二代测序，可以得到一系列的序列，同样利用

ＢＬＡＳＴ 可以分析各个序列所代表的物种信息，进而

得到水体中包含物种的信息。 利用 ｑＰＣＲ 可以得到

样品中识别片段的含量，可用于进一步分析调查水

域中目标物种的生物量。

３　 ｅＤＮＡ 技术与传统水生生物检测方法对比

与传统方法相比，ｅＤＮＡ 技术具有灵敏度高、省
时省力、对调查对象无损伤、不要求调查者具有传统

的生物识别及鉴定经验的优点。 Ｄｅｊｅａｎ 等（２０１２）
利用 ｅＤＮＡ 技术与传统的“耳听眼观”方法同时调

查天然水体中是否存在美国牛蛙 （Ｒａｎａ ｃａｔｅｓｂｅｉ⁃
ａｎａ），发现 ｅＤＮＡ 技术在所有传统方法曾观察到美

国牛蛙存在的水体中检测成功率是 １００％，甚至在

一些传统方法没有观察到美国牛蛙的地方也观察到

其存在。 在芝加哥一项入侵物种亚洲鲤鱼（Ｈｙｐｏｐｈ⁃
ｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓ ｍｏｌｉｔｒｉｘ，Ｈ． ｎｏｂｉｌｉｓ）存在情况的调查研

究中，同一区域内，ｅＤＮＡ 技术发现一个存在点每人

仅耗费工时 ０．１７４ ｄ，而利用电捕鱼则需耗费工时 ９３
ｄ，是 ｅＤＮＡ 技术的数百倍（Ｊｅｒｄｅ ｅｔ ａｌ．，２０１１）。 这些

优势在用于检测数目较少、行为分散的物种时尤为

明显。 需要注意的是，并不是所有情况下 ｅＤＮＡ 技

术都具有较高的灵敏度。 一项海洋生物多样性检测

研究中，传统的声学检测方法表现出较高的灵敏度

（Ｆｏｏｔｅ ｅｔ ａｌ．，２０１２）。 传统的调查方法如电捕鱼、拖
网等要求捕获水体中的生物，难免会对水体中的生

物造成一定伤害；而 ｅＤＮＡ 技术只需采集水样并对

其进行分析便可得到水域中的生物分布信息，不会

对物种造成任何伤害。 由于 ｅＤＮＡ 技术仅依靠分子

生物学的方法便可完成生物调查，使调查人员不需

拥有丰富的物种识别经验，一方面增强了调查结果

的可靠性，另一方面使得生物调查的工作更容易

进行。
虽然 ｅＤＮＡ 技术的灵敏度要高于传统的调查方

法，但其检测结果的精确度不论从时间上还是空间

上都较低。 时间上，ｅＤＮＡ 在释放到环境中后会持

续存在一定的时间。 在自然条件下，ｅＤＮＡ 在生物

源移除后可持续存在几小时到一个多月不等（Ｆｏｏｔｅ

ｅｔ ａｌ．， ２０１２； Ｔａｋａｈａｒａ ｅｔ ａｌ．， ２０１２； Ｇｏｌｄｂｅｒｇ ｅｔ ａｌ．，
２０１３），意味着在水体中检测到目标物种的 ＤＮＡ 只

能说明在调查水体中存在该物种，或者该物种在一

段时间内可能出现过。 该持续时间与 ｅＤＮＡ 的释放

速率及降解速率有关，受生物种类、ＢＯＤ、溶解氧、叶
绿素含量、光照强度等影响。 实验室条件下，ｅＤＮＡ
的持续时间随着生物量的增加而增加（Ｄｅｊｅａｎ ｅｔ
ａｌ．，２０１１），ｅＤＮＡ 的降解速率随着 ＢＯＤ、叶绿素、ｅＤ⁃
ＮＡ 总量的升高而降低（Ｂａｒｎｅｓ ｅｔ ａｌ．，２０１４），强光照

条件下 ｅＤＮＡ 持续时间要短于弱光照条件（Ｐｉｌｌｏｉｄ
ｅｔ ａｌ．，２０１４），温度、ｐＨ、溶解氧等的影响尚不明确。
空间上，在流动水体中，生物释放的 ｅＤＮＡ 会随着水

流迁移一段时间，且迁移距离与物种有关。 相同试

验条件下，长刺水蚤（Ｄａｐｈｎｉａ ｌｏｎｇｉｓｐｉｎａ）的迁移距

离大于 １２．３ ｋｍ，而白乳玉螺（Ｕｎｉｏ ｔｕｍｉｄｕｓ）的迁移

距离则小于 ９．１ ｋｍ（Ｄｅｉｎｅｒ ｅｔ ａｌ．，２０１４），表明在流

动水体中，在某处检测出目标物种的 ｅＤＮＡ，其存在

范围可扩展至上游约 １０ ｋｍ。 传统的调查方法则可

以准确地记录其存在时间及位置。
由此来看，ｅＤＮＡ 技术无法完全替代传统的生

物调查方法，但却可以作为一种重要的补充工具，用
于快速调查目标物种的分布。

４　 ｅＤＮＡ 技术在水生生态系统保护中的应用

４􀆰 １　 检测目标物种的有无

通过判断水体中是否有目标物种释放的 ＤＮＡ
可以判断水体中是否有该物种的存在。 ｅＤＮＡ 技术

在此方面已有较多的应用，如入侵物种、濒危物种及

其他稀有物种的检测。
生物入侵是造成生物多样性丧失、生态系统退

化、生态系统功能损伤等全球问题的重要原因之一，
早期发现和快速采取措施是应对生物入侵的关键环

节（Ｐｙｓｅｋ ｅｔ ａｌ．，２０１０）。 但早期入侵阶段，生物量较

小，用传统的生物检测方法不仅工作量大，且易低估

入侵程度。 ｅＤＮＡ 技术则可在生物量较低时便可检

测到目标物种的存在，对物种入侵的早期检测意

义重大，同时也可用于入侵物种去除效果的监测。
ｅＤＮＡ技术已被用于检测美国牛蛙（Ｆｉｃｅｔｏｌａ ｅｔ ａｌ．，
２００８）、缅甸蟒蛇（Ｐｙｔｈｏｎ ｂｉｖｉｔｔａｔｕｓ） （Ｐｉａｇｇｉｏ ｅｔ ａｌ．，
２０１３）、亚洲鲤鱼（Ｊｅｒｄｅ ｅｔ ａｌ．，２０１１） （Ｍａｈｏｎ ｅｔ ａｌ．，
２０１３）、大鳍鳞鳃太阳鱼（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ） （Ｔａｋａｈａｒａ
ｅｔ ａｌ．， ２０１２ ）、 泥 螺 （ Ｐｏｔａｍｏｐｙｒｇｕｓ ａｎｔｉｐｏｄａｒｕｍ ）
（Ｇｏｌｄｂｅｒｇ ｅｔ ａｌ．，２０１３）等物种的入侵。 其中应用最
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为成熟的是利用 ｅＤＮＡ 技术检测亚洲鲤鱼在北美五

大湖的入侵情况，已用于指导亚洲鲤鱼的去除工作

（Ｊｅｒｄｅ ｅｔ ａｌ．，２０１３）。
淡水及海洋生态系统中已有上千种生物濒临灭

绝（ＩＵＣＮ，２０１４），有效地保护这些物种需要其分布

的详细资料。 当物种在某一栖息地数量较少时，传
统的物理检测方法很难检测到，易导致因缺乏保护

措施而造成物种灭绝的悲剧。 另一方面，网捕、电捕

鱼等传统生物调查方法易造成生物损伤。 ｅＤＮＡ 技

术灵敏度高、省时省力、对调查生物无损伤等优点使

其非常适合用于检测水体中的濒危物种（Ｔｈｏｍｓｅｎ
ｅｔ ａｌ．，２０１２ｂ）。 ｅＤＮＡ 技术可灵敏地检测哺乳动物

（Ｆｏｏｔｅ ｅｔ ａｌ．，２０１２）、两栖动物（Ｐｉｌｌｉｏｄ ｅｔ ａｌ．，２０１４）、
鱼类（Ｍｉｎａｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ．，２０１２）、爬行动物（ Ｐｉａｇｇｉｏ ｅｔ
ａｌ．，２０１３）、节肢动物（Ｔｈｏｍｓｅｎ ｅｔ ａｌ．，２０１２ｂ）、腹足

动物（Ｇｏｌｄｅｒｂｅｒｇ ｅｔ ａｌ．，２０１３）等多种生物是否存在

于水体中，表明其在濒危物种分布调查方面具有极

大的应用潜力。
４􀆰 ２　 生物量的估测

研究表明，水体中 ｅＤＮＡ 的量与生物量存在正

相关，研究者们依此检测水体中生物的种群密度

（Ｇｏｌｄｂｅｒｇ ｅｔ ａｌ．，２０１１；Ｔａｋａｈａｒａ ｅｔ ａｌ．，２０１２；Ｋｅｌｌｙ ｅｔ
ａｌ．，２０１４ｂ）。 Ｔａｋａｈａｒａ 等（２０１２）利用 ｅＤＮＡ 技术对

日本 Ｉｂａ⁃ｎａｉｋｏ 湖中的鲤鱼进行生物量的评估。 首

先在实验室条件和半野外条件的池塘里模拟野外环

境，研究 ｅＤＮＡ 和鲤鱼数量的相关关系，发现 ｅＤＮＡ
浓度与鱼的数量呈正相关，并建立线性方程。 然后，
在 Ｉｂａ⁃ｎａｉｋｏ 湖中取样，用样品的 ｅＤＮＡ 的量估测鲤

鱼在湖中的数量以及分布。 但实验室条件与野外条

件不论在温度变化、ｐＨ、湍流度、光照、微生物种类

等方面均有差别，而这些都是影响 ｅＤＮＡ 产生速度

与降解速度的重要因素，因此实验室条件下所得线

性方程在野外条件下适用性有待进一步研究，测试

结果的准确性也有待考证。
为了提高利用 ｅＤＮＡ 估测水生生物生物量的准

确度，必须在量的程度上阐明温度、ｐＨ、光照等环境

条件对 ｅＤＮＡ 的释放速率及降解因素的影响，并确

保最后测得的目标物种的 ＤＮＡ 量可以如实反映其

在自然环境中的量；做到有效规避动物尸体、捕食者

粪便等物释放出目标物种 ＤＮＡ 而带来的误检。
尽管利用 ｅＤＮＡ 技术评估物种生物量的准确度

以及在未来的适用性还有待进一步验证，但其研究

方法能为未来在改进生物量评估手段上提供很好的

思路。
４􀆰 ３　 生物多样性评估

第二代测序工具的出现使得从一个 ｅＤＮＡ 样品

中同时检测多种生物的 ＤＮＡ 成为可能，已被用于水

生生态系统生物多样性的检测。
二代测序采用“边合成边测序”的策略，通过捕

捉 ＤＮＡ 链延伸过程中末端合成所激发的荧光，将其

转化为一个测序峰值获得互补链序列信息。 使用芯

片进行测序，可以同时对数百万个 ＤＮＡ 链进行测

序，实现大规模平行测序。 样品中某种 ＤＮＡ 被测序

的次数可以反映该序列在样品中的丰度，因此该技

术亦具有定量功能（王兴春等，２０１２）。 这些都对利

用 ｅＤＮＡ 进行生物多样性调查至关重要。 大规模的

平行测序使得可以在单次反应中检测到多种生物的

ＤＮＡ 序列，通过与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的基因序列对比而鉴

定调查区域中生存的物种；而定量功能使我们可以

通过分析某一物种 ＤＮＡ 被测序的次数间接地分析

该物种在采样水域的相对丰度。 但目前二代测序仅

被用于物种种类检测，还未被用于定量研究。
Ｔｈｏｍｓｅｎ 等（２０１２ａ）从海水中取样，利用第二代

测序工具成功检测出 ９ 个目的 １５ 种鱼类以及 ４ 种

鸟类，其中一些鱼类从未被传统的调查方法检出。
研究者同时利用鱼笼、垂钓、拖网、多面刺网、潜水等

９ 种传统方法进行调查，发现 ｅＤＮＡ 方法能够检测

出的生物种类多于其中任何一种传统方法。 Ｋｅｌｌｙ
等（２０１４ｂ）利用一段 １０６ ｂｐ 的 １２Ｓ 核糖体 ＤＮＡ 作

为标记片段，成功检测到海洋中的硬骨鱼类，但没有

检测到已知存在的软骨鱼类及海龟。
这种方法极大地简化了水生生态系统的生物多

样性调查工作，可以快速检测出系统中的物种组成

及变化，因此也可用于评价目标生态系统的健康

状态。

５　 总结及展望

ｅＤＮＡ 技术通过检测生物向环境中释放的 ＤＮＡ
而对环境中生物的存在状况进行分析，该方法起源

于微生物领域的研究，２００８ 年后才被用于水生生态

系统中生物的实时监测。 ｅＤＮＡ 技术包括 ｅＤＮＡ 获

取、ｅＤＮＡ 分析、结果分析 ３ 部分。 与传统的生物调

查方法相比，ｅＤＮＡ 技术提高了生物调查的灵敏度，
降低了生物调查造成的生物损伤，使生物调查不再

受调查人员生物识别及鉴定水平的限制，但时间及

空间精确度均较低。 ｅＤＮＡ 技术已被用于检测入侵
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物种、濒危物种，且被用于指导入侵物种的去除。 另

外，ｅＤＮＡ 技术也可用于生物量的估测、水体生物多

样性的调查等。 作为一项新技术，还有许多工作需

要完成：
（１） ｅＤＮＡ 获取及分析方法的标准化及优化。

目前研究者们使用的 ｅＤＮＡ 获取方法及分析方法各

不相同，使得不同研究结果及调查结果之间缺乏可

对比性。 需要对比不同方法，从中选优并建立相应

的标准。 优化方向主要有：有效地规避样品间交叉

污染，尽可能完整地获取水样中的 ｅＤＮＡ，使所取样

品应尽可能全面、真实地反映物种在水体中的分布

情况，进一步降低该方法的成本。 相关滤膜材料的

更新、制冷技术的发展、ＤＮＡ 提取方法的进步等都

有可能推动采样方法的进一步优化。 ｅＤＮＡ 分析方

法的优化则依赖于 ＰＣＲ 技术、ＤＮＡ 测序技术的进

一步发展。
（２）ｅＤＮＡ 技术时间及空间精确度的准确评价。

一种生物监测方法不仅需要能够检测出结果，还需

要知道该结果的精确程度。 目前的研究成果所体现

的时间精确度与空间精确度随着研究物种、研究水

体及研究环境条件的不同而变化，研究者们在应用

时应对该技术的精确程度予以关注，对其进行准确

评价。
（３）ｅＤＮＡ 产生和降解的动力学研究。 ｅＤＮＡ 的

产生及降解情况共同决定了最终存在于环境中的

ｅＤＮＡ 的量。 对 ｅＤＮＡ 产生及降解动力学变化的理

解将有助于 ｅＤＮＡ 技术的优化及依据 ｅＤＮＡ 的存在

情况对环境中的生物分布情况进行更加准确全面的

分析。
（４）利用 ｅＤＮＡ 技术检测水生生物量的进一步

探索。 利用 ｅＤＮＡ 技术检测水生生物量的研究仍处

于探索阶段。 研究者们只初步证实环境中 ｅＤＮＡ 的

量与生物量呈正相关，但并未建立相关性很好的线

性方程，这可能与 ｅＤＮＡ 的产生及降解动力学的认

识不足有关。 自然环境的多变使得实验室中很难进

行完全模拟，增加了研究难度。 如何准确地建立环

境中 ｅＤＮＡ 的量与生物量之间的定量关系是该方面

应用的一大难题。
（５）应用的进一步推广。 ｅＤＮＡ 技术在检测物

种有无、生物量及生态系统中物种组成等方面的应

用表明，其可以用于检测生态系统结构、物种变化

等，可作为生态系统健康状态的评价手段，为生态系

统保护政策、保护措施的制定、实施提供科学的依

据。 另外，目前 ｅＤＮＡ 技术的应用仍集中在美国、法
国、丹麦、瑞典等发达国家，但许多发展中国家却面

临着更加严峻的生物多样性退化形势，作为一种省

时省力低耗费的生物监测技术，ｅＤＮＡ 亟待在世界

范围内进行推广。
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