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基于环境DNA宏条码和底拖网的珠江河口鱼类多样性
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摘要: 文章采用环境DNA宏条码和底拖网对珠江河口鱼类多样性进行了研究, 并对两种方法进行了比较。利

用环境DNA宏条码检测到了175种鱼类, 而利用底拖网采集到了47种鱼类, 结合两种方法共检测出179种鱼类,
隶属于15 目63科128属。其中两种方法共同识别了鱼类43种, 占总检测物种的24.02%, 基于底拖网的调查未

能收集到基于环境DNA宏条码检测到的大多数物种。根据Shannon指数和Simpson指数显示, DNA宏条码所

检测珠江河口鱼类群落α多样性显著高于底拖网方法(P<0.05)。两种方法的PCoA结果均显示珠江河口鱼类群

落存在空间结构, 基于环境DNA宏条码的分析显示空间重叠更多。两种方法基于冗余分析均显示溶解氧和

盐度是影响鱼类群落结构的主要环境因子。研究表明, 环境DNA 宏条形码是一种环保且可靠的评估方法, 将
其搭载到现有调查可以更好地了解河口鱼类多样性。
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河口生态系统一直频繁往复地发生着物质交

汇、咸淡水混合、径流和潮汐相互作用, 形成了环

境独特、资源富庶的自然条件和生物生境, 被认为

是全球最具有生产力的生态系统之一
[1—3]

。鱼类多

样性是当今水生生态系统健康监测的关键指标, 对
河口生态系统的生态学研究、管理和保护也起着

至关重要的作用
[4]
。传统的鱼类多样性的监测方法

主要通过直接捕获样本和视觉或声学观察, 其中直

接捕获样本通过底拖网, 地笼网及流刺网等方式,
但这些方式不仅会破坏海床和底栖群落, 而且采样

效率低下, 成本高, 依赖经验丰富的分类学专家, 一
直受到限制

[5—8]
。视觉或声学观察相对环保, 不会

损伤鱼类, 但河口生态系统的水质浑浊, 严重影响

其观察的效率和准确性。

环境DNA宏条码 (Environmental DNA metabar-

coding) 技术很大程度上避开了这些限制
[9]
。环境

DNA (Environmental DNA)指水生生物通过粪便、

黏液和皮肤的脱落及尸体降解物, 残留在其生活水

体中的DNA片段
[ 1 0 ]

。在收集环境样本并提取

DNA后, 研究人员可以使用针对多个物种中单个基

因区域的保守引物进行扩增, 然后获得有关它们在

样本中的存在和相对丰度的数据
[8, 11, 12]

。该方法不

需要利用目标物种的组织或这个生物体, 可以无创

地检测目标生物。现场工作也仅限于收集水样, 且
水样所需较少, 相比于传统方法缩短了现场采样时

间和成本, 非专业人员也能在较短的时间内进行大

规模采样
[13—15]

。

珠江河口是中国南部十分重要的河口型生态

系统
[16]

。珠江径流挟带的大量营养盐和有机物质

输入大海为鱼类带来丰富的营养物质, 使珠江河口
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成为鱼类多样性和渔业资源非常丰富的海域
[17, 18]

。

由于过大的捕捞强度和海洋开发, 以及生态环境恶

化, 导致鱼类多样性下降和渔业资源衰退
[19]

。在过

去, 珠江河口鱼类多样性的评估主要采用底拖网方

式进行。黄吉万等
[20]

在珠江口伶仃洋使用拖网船

调查捕获鱼类57种, Shannon-Weiner多样性指数表

现为秋季高于春季。袁梦等
[21]

珠江口南沙海域通

过底拖网获得24种鱼类, Shannon-Wiener 多样性指

数为2.07, 显示群落结构相对简单。此外了解环境

因子对鱼类群落结构的影响对保护其多样性有着

重要意义。Kuang等 [ 2 2 ]
研究表明浊度、总氮和

影响珠江口鱼类群落的功能性状和多样性。

肖瑜璋等
[23]

研究表明盐度和溶解氧含量为影响仔

稚鱼个体数量的较显著因子。Hou等[24]
研究显示鱼

类浮游生物组合结构受到海平面异常、盐度、水

深、10 m深度温度和离岸距离的强烈影响。

目前, 环境DNA宏条码技术也已经初步应用于

珠江河口海域鱼类多样性研究。Zou等[4]
结合环境

DNA宏条码(以线粒体12S rRNA片段为标记)和底

拖网方法调查了珠江入海口南沙湿地生态系统中

鱼类的多样性及其季节性变化, 检测出33科78种鱼

类, 表明环境DNA宏条码方法可用于鱼类多样性季

节性波动的监测。Cheang等[25]
在珠江口香港水域

使用环境DNA宏条码(以线粒体COⅠ片段为标

记)检测到22种鱼类。然而, 这两项研究的区域均

较小, 为了全面了解珠江河口鱼类多样性现状, 本
研究利用底拖网和环境DNA宏条码技术对整个珠

江河口海域进行了研究, 并分析了鱼类多样性空间

差异以及与环境因子的关系, 以期为珠江河口生物

多样性监测和水生生物保护提供新的技术参考。 

1    材料与方法
 

1.1    研究水域

珠江河口位于南海北部, 广东省南部, 属咸淡

水的交汇区域, 属亚热带海洋季风气候, 是重要的

河口型生态系统。地理坐标为21°50′—23°00′N,
113°30′—114°00′E, 面积约为3200 km2, 水深8—30 m,
盐度1‰—35‰(图 1)。珠江年径流量3200多亿m3,
居全国江河水系的第二位, 流挟带的大量营养盐入

海使珠江河口成为我国近岸海域最具生产力的水

域之一。4—9月为丰水期, 其河口增水现象显著;
10月至次年3月, 河口径流变小, 为枯水期。 

1.2    样本采集

在珠江河口设置11个站点, 盐度2.65‰—32.52‰,
基本覆盖珠江河口水域(图 1)。于2020年3月进行

了水样采集和拖网采样。

利用环境DNA宏条码检测的水样通过采水器

采集, 采样站位共11个, 分别采取采集表层水(水下

1 m)、中层水(水深小于10 m未取中层水)和底层水

(离底1 m), 每层水各5 L, 混合后进行过滤, 滤膜为

0.45 μm玻璃纤维滤膜(金晶, 上海), 1张膜过滤1 L
水样, 每个站点过滤8张滤膜, 滤膜置于离心管中,
液氮保存。每个站点使用1 L蒸馏水进行过滤作为

空白过滤对照。所有采水器和水壶在采样前均经

过10%次氯酸钠消毒。相关环境因子数据如深

度、透明度、水温、盐度、pH及溶解氧等采用多

功能水质参数仪与水样同步采集, 每个站位各1次。

底拖网站位共9个(A1和A11站点由于处于航

道和垃圾沉积物过多无法进行拖网), 具体如图 1。
单拖网网具的上纲长度为36 m, 网口口目为5 cm,
囊网网目为3 cm, 网衣全长50 m, 拖网时间0.5h。底

拖网获取的渔获物经初步分类后, 冷冻保存于船舱,
航次结束后冷藏运回实验室并于–20℃保存。鱼类

物种鉴定根据形态学特征进行鉴定, 鉴定标准参照

《中国鱼类系统检索》
[26]
。 

1.3    目的片段的获取

为减少外来环境DNA的污染, 本实验中所有实
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图 1   珠江河口采样站位

Fig. 1   Sampling stations in the Pearl River Estuary
正方形图标表示该站点只进行了环境DNA宏条码研究, 三角形

图标表示该站点只进行了底拖网研究, 圆形图标表示该站点同

时使用了两种方法。实线矩形代表Zou等[4]
研究区域, 虚线矩形

代表Cheang等[25]
研究区域

The square icon indicates that the site only conducts environmental
DNA macro bar code research, the triangle icon indicates that the
site only conducts bottom trawling research, and the circular icon
indicates that the site uses two methods at the same time. The solid
rectangle represents the research area of Zou et al.[4], and the
dotted rectangle represents the research area of Cheang et al.[25]
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验耗材均都先经过10%漂白剂消毒, 然后经过2h紫
外线照射消毒。PCR扩增实验均使用蒸馏水作为

阴性对照, 检测实验室是否存在污染。将滤膜剪碎,
使用DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, 德国)依照

使用说明进行提取。

使用引物MiFish-U/E-F: 5′-GTCGGTAAAWC
TCGTGCCAGC-3′和MiFish-U/E-F: 5′-CATAGTG
GGGTATCTAATCCYAGTTTG-3′ [27]

扩增线粒体

12S rRNA片段序列作为标记。使用2× Pro Taq
Master Mix 试剂盒(艾瑞克公司), 扩增体系(总体积

50 μL)如下: 25 μL Mix, 3 μLDNA模板, 正反引物各

1 μL, 20 μL去离子水。反应程序: 98℃预变性2min,
98℃变性10s, 60℃复性30s, 72℃延伸20s; 进行25个
循环, 最后72℃延伸5min。将PCR产物用去离子水

稀释10倍作为第二次扩增的模板, 在原始引物的

5′端添加12个碱基的barcode序列作为第二次PCR
扩增引物, 其余组分保持不变。两次PCR扩增程序

不变。两步PCR扩增后, PCR产物在2%琼脂糖凝胶

中检测, 过滤空白或阴性对照均未显示扩增。此外

A5站点所有样品也未显示扩增, 故去掉A5站点环

境DNA分析, 剩余10个站点, 每个站点实验3个重复

样品, 共30个样品。每份样品重复扩增3次, 将同一

样品的PCR产物混合后, 使用AxyPrep DNA Gel Ex-
traction Kit (AXYGEN)纯化, 送公司使用Novaseq
6000测序仪器进行高通量测序。 

1.4    历史数据调查

对照往年珠江河口鱼类资源调查文献[4, 16,
20—22, 28, 29], 整理得到珠江河口鱼类名录。珠

江河口水域已有两项基于环境DNA宏条码的鱼类

多样性研究
[4, 25], 对其所检测鱼类物种进行统计, 物

种的有效学名以Fishbase数据库(www.fishbase.org)
为准(图 1)。 

1.5    数据分析

高通量测序数据利用fastp软件(https://github.com/
OpenGene/fastp )对双端的Raw Reads数据进行滑窗

质量剪裁, 根据cutadapt 软件(https://github.com/
marcelm/cutadapt/)去除首尾两端的引物序列, 利用

usearch(http://www.drive5.com/usearch/ 预设参数包

含最小 overlap 长度设置为 16 bp, 拼接序列的over-
lap 区允许的最大错配 5 bp 等), 过滤不符合的Tags,
获得原始的拼接序列(Raw Tags)。然后利用 fastp
对Raw Tags数据进行滑窗质量剪裁, 得到有效的拼

接片段(Clean Tags)。最后使用UPARSE以97%阈

值对OTU进行聚类
[30]
。

将得到的OTU与Mitofish数据库
[ 3 1 ]

和Gen-
Bank数据库

[32]
进行序列比对。在使用12S rRNA序

列进行环境DNA宏条码分析时, 研究者一般采用

96%—100%作为种的相似度阈值
[4, 12, 33—35]

。我们

在之前的研究中收集珠江河口172种鱼类12S rRNA
序列, 经过比较得出最大种内遗传距离为0.017, 等
同于98.3%的种的相似度阈值

[36]
。故在本研究中,

选用98.3%作为种的相似度阈值。当OTU序列相似

度小于98.3%, 直接被排除。此外本研究只进行鱼

类多样性分析, 故剔除了非鱼物种。每个采样点

3个重复样品匹配到物种的序列数进行合并处理。

使用Excel统计环境DNA宏条码和底拖网检测

到的鱼类目、科、属和种。为比较环境DNA宏条

码和底拖网方这两种方法的研究结果, 仅选取共有

的8个站位数据, 具体站位如图 1。为比较两种方法

所检测地区Alpha多样性, 使用R软件中的vegan包
计算基于物种丰富度数据计算Shannon指数和

Simpson指数, 随后采用t检验进行两种指数的差异

分析
[37]

。为比较两个方法在检测各个站点空间分

布差异, 使用 R 软件的vegan包基于Bray-Curtis距
离进行主坐标分析(Principal coordinates analysis,
PCoA)[37]

。为了解鱼类群落与环境因子的关系, 使
用R软件中的vegan包进行去趋势对应分析(De-
trended correspondence analysis, DCA), 基于环境

DNA宏条码和底拖网两种方法的Axis length前4个
轴均小于4, 所以选用冗余分析(Redundancy analy-
sis, RDA)进行环境因子分析

[37]
。 

2    结果
 

2.1    珠江河口鱼类多样性

环境DNA宏条码方法获得已知物种12S rRNA
序列2099125条, 共比对出15 目63科125属175种鱼

类(表 1)。在珠江河口9个站点底拖网采样中, 发现

9目22科39属47种鱼类。综合两种方法, 共获得15
目63科128属179种鱼类(表 1)。共有鱼类43种(占底

拖网91.49%), 36属(占总检测属94.87%), 22科(占总

检测科100%; 图 2), 此外通过环境DNA宏条码未能

检测到4种物种分别是斑鰶(Konosirus punctatus)、
南方䲗(Callionymus meridionalis)、尖嘴魟(Dasyatis
zugei)和硬头骨鲻(Osteomugil strongylocephalus),
这些物种仅由底拖网检测到。

通过环境DNA宏条码所检测reads数最多的

8个物种依次是棘头梅童鱼(Collichthys lucidus;
21.04%)、黄泽小沙丁(Sardinella lemuru; 19.82%),
大黄鱼(Larimichthys crocea; 7.05%)、眶棘双边鱼

(Ambassis gymnocephalus; 6.52%)、中华小公鱼

(Stolephorus chinensis; 5.93%)、凤鲚(Coilia mystus;
5.86%)、银鲳(Pampus argenteus; 5.04%)和龙头鱼
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(Harpadon nehereus; 4.14%), 这8种鱼类在10个采样

点的总序列丰度远高于其他物种, 是环境DNA宏条

码调查的优势种(图 3A)。通过底拖网所采集最多

的6个物种依次是赤鼻棱鳀(Thryssa kammalensis;
18.62%)、颈带鲾(Nuchequula nuchalis; 16.28%)、
鹿斑鲾(Secutor ruconius; 16.01%)、杜氏棱鳀

(Thryssa dussumieri; 10.50%)、中华小公鱼(Stole-
phorus chinensis; 10.20%)和凤鲚(Coilia mystus;
8.06%), 这6种鱼类在9个采样点的总数目远高于其

他物种 ,  表明这6种鱼类是底拖网调查的优势种

(图 3B)。 

2.2    珠江河口历史调查数据

综合文献调查, 我们统计得出10年内珠江河口

底拖网捕获鱼类332种, 与本研究环境DNA宏条码

方法共同检测出115种(图 3A)。Zou等[4]
通过环境

DNA宏条码在珠江河口南沙湿地检测鱼类57种, 与
本研究环境DNA宏条码方法共同检测出22种(图 3B);
Cheang等[25]

通过环境DNA宏条码在珠江河口外海

口检测出鱼类22种, 与本研究环境DNA宏条码方法

共同检测出1种, 为双带缟虾虎(Tridentiger bifascia-
tus; 图 3C)。 

2.3    不同调查方法的比较

底拖网8个站点的平均Shannon指数为2.58, 而
环境DNA宏条码的平均Shannon指数为3.37, 环境

DNA宏形码显著大于底拖网方法(P<0.001; 图 4A);
底拖网8个站点的平均Simpson指数为0.77, 环境

DNA宏条码的平均Simpson指数为0.82,  环境

DNA宏条码显著大于底拖网方法(P<0.05; 图 4B)。
两种指数均表示环境DNA宏条码所检测的珠江河

口鱼类群落α多样性显著大于底拖网方式。

由图 5A可知, 在使用环境DNA宏条码检测珠

江河口鱼类空间分布时, 基于Bray-Curtis距离的

PcoA结果显示C1、C2、C4、B4和B5十分接近, 表
示这5个站点鱼类群落结构具有很大的相似性, 其
余A8、A10和B3三个站点相距较远, 形成了4种鱼

类群落结构。而使用底拖网方法基于Bray-Curtis距
离PCOA分析结果表示, 8个站点之间鱼类群落结构

均存在差异, 其中C1和C2较为接近, A8和B5较为接

近, B3和B4较为接近, C4和A10较为接近(图 5B)。
这表示两种方法在检验珠江河口鱼类群落结构的

空间分布存在差异。 

2.4    环境因子对珠江河口鱼类群落的影响

利用环境因子与各站点鱼类序列丰富度进行

RDA分析(图 6A), 在使用环境DNA宏条码时, 第 1
排序轴(RDA1)特征值为42.69%, 第 2 排 序 轴(RDA2)
特 征 值 为24.59%, 累积百分率为67.28%。透明

度、溶解氧和盐度与第 1 排序轴的相关系数分别

是0.44、0.38和0.34, 即沿RDA排序轴第一轴从左

到右透明度、溶解氧和盐度逐渐升高, 在所有6个
环境因子中, 透明度与第一轴的相关性最大。结果

表明使用环境DNA宏条码时, 透明度、溶解氧和盐

度是珠江河口鱼类群落结构的主要影响因子。

表 1    通过环境DNA宏条码和底拖网检测珠江河口鱼类类群数量

Tab. 1    The number of fish taxa detected in the Pearl River Estuary from eDNA metabarcoding and bottom trawling

目Order
科Family 属Genus 种Species

环境DNA
eDNA

底拖网
Bottom trawling

合计
Total

环境DNA
eDNA

底拖网
Bottom trawling

合计
Total

环境DNA
eDNA

底拖网
Bottom trawling

合计
Total

真鲨目Carcharhiniformes 1 0 1 1 0 1 1 0 1
鳐形目Rajiformes 2 1 2 2 1 2 2 1 3
鲈形目Perciformes 37 12 37 78 22 79 104 23 105
鲱形目Clupeiformes 3 3 3 12 7 13 24 12 25
鲽形目Pleuronectiformes 3 0 3 5 0 5 12 0 12
鲻形目Mugiliformes 1 1 1 3 3 4 5 4 6
鲉形目Scorpaeniformes 3 0 3 5 0 5 5 0 5
海龙目Syngnathiformes 1 0 1 2 0 2 2 0 2
胡瓜鱼目Osmeriformes 1 1 1 2 1 2 2 1 2
巨口鱼目Stomiiformes 1 0 1 1 0 1 1 0 1
鲤形目Cypriniformes 1 0 1 2 0 2 2 0 2
鳗鲡目Anguilliformes 4 1 4 4 1 4 5 1 5
鲇形目Siluriformes 3 1 3 3 1 3 3 1 3
鲀形目Tetraodontiformes 1 1 1 3 1 3 3 1 3
仙女鱼目Aulopiformes 1 1 1 2 2 2 4 3 4
总计Total 63 22 63 125 39 128 175 47 179
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在使用底拖网方法时, 第 1 排序轴(RDA1)特
征值为90.62%, 第2排序轴(RDA2)特征值为5.02%,
累积百分率高达95.64%, 表明第一轴含有鱼类群落

与环境因子之间关系的90%以上信息(图 6B)。深

度、溶解氧、盐度和pH与第 1 排序轴的相关系数

分别是0.88、0.81、0.64和-0.58, 即沿RDA排序轴

第一轴从左到右深度, 溶解氧, 盐度逐渐升高, pH逐

渐降低, 在所有6个环境因子中, 深度与第一轴的相

关性最大。结果表明使用底拖网时, 深度、溶解

氧、盐度和pH是珠江河口鱼类群落结构的主要影

响因子。 

3    讨论
 

3.1    环境DNA宏条码适用于珠江河口鱼类多样性

的评估

在本研究中, 环境DNA宏条码的物种检测率为

97.77%(175种), 而底拖网方式的物种检测率为

26.26%(47种), 表明环境DNA宏条码在检测鱼类物

种丰富度上要优于拖网方法, 并且检测到了真鲨目

(Carcharhiniformes)、鲽形目(Pleuronectiformes)、
鲉形目(Scorpaeniformes)、海龙目(Syngnathi-
formes)、巨口鱼目(Stomiiformes)及鲤形目(Cyp-
riniformes)的物种。根据Shannon指数和Simpson指

数显示, 环境DNA宏条码所检测的α多样性也显著

高于底拖网, 这表示环境DNA宏条码能更加全面地

反映鱼类丰富度和均匀度。因为传统的底拖网调

查方法需要训练有素的分类学专家的参与, 因此受

限制比较大, 并且由于栖息地异质性的不同, 尤其

是地形复杂的河口地区, 例如珠江河口地区多航

道、河砂开采区和潮汐通道等, 水下地貌特征变化

大, 传统的拖网调查就很难实施, 导致无法捕获到

所有种类的鱼类, 从而低估其鱼类多样性
[38, 39]

。而

环境DNA在空间上是流动的, 可以在小的空间和时

间尺度上整合生物多样性, 并规避由栖息地类型和

鱼类行为差异造成的影响
[40, 41]

。由于单航次的短

时间的底拖网捕捞会造成底拖网采集的鱼类多样

性偏低, 因此需要与多次的历史数据进行比较。

对比历史数据, 环境DNA宏条码检测出115种
鱼类出现在珠江河口底拖网检测中, 占自身检测物

种的66%, 这表明环境DNA宏条码具有较高的准确

率。此外虽然存在34%的物种没有出现在本研究

历史统计数据中, 例如黄魟(Dasyatis bennetti)、日

本燕魟(Gymnura japonica)和花点鲥(Hilsa kelee)等
的近海物种, 这可能由于珠江河口外海口的底拖网

数据十分稀少, 导致本研究鱼类目录收集不完整,
而本研究有5个环境DNA采样点处于外海口, 所以
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图 2    基于环境DNA宏条码(A)和底拖网(B)检测到的各采样点的鱼类物种组成

Fig. 2    The composition of fish species at each sampling site detected by environmental DNA metabarcoding (left) and bottom trawling
(right)

Total表示所有站点的鱼类组成集合

Total represents a collection of fish from all sites
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造成部分检测物种没有出现在历史统计数据中
[42, 43]

。

相比于之前关于珠江河口水域环境DNA宏条

码的研究 ,  本研究所检测物种远多于Zou等 [ 4 ]
和

Cheang等[25], 这可能由于研究区域大小的不同(图 1),
我们的研究范围盐度跨度大, 因此检测鱼类包括了

淡水鱼类、咸淡水鱼类和海水鱼类。此外我们的

采样点(A10、A11和C4)处于万山群岛, 该地区是

珠江河口海水鱼类重要的产卵育肥场, 鱼类种类繁

多, 所以本研究能检测到更多的鱼类
[43]

。Zou等[4]

在盐度偏低的南沙湿地进行环境DNA采样, 所以检

测到较多淡水鱼, 例如胡子鲇(Clarias fuscus)、广

东鲂(Megalobrama terminalis)和草鱼(Ctenopharyn-
godon idella)等, 故能单独检测出35种鱼类。本研

究与cheang等[25]
仅检测出1种相同鱼类, 相似的是

Zou等[4]
与Cheang等[25]

也仅检测出1种相同鱼类, 这
很大程度上由于选取引物的不同。本研究和Zou等[4]

选用扩增12S rRNA基因区域的Mifish通用引物, 该
引物在最近的研究中已证明其性能优于其他竞争

引物
[5, 44]

。而Cheang等[25]
选用扩增COⅠ基因区域

的mICOIintF-jgHCO2198引物进行扩增, 该引物针

115 27260 153 3522 174 201

A B C

 
图 3   基于环境DNA宏条码检测到的鱼类物种和珠江河口历史

调查数据的维恩图

Fig. 3   Venn diagrams based on fish species detected by environmental
eDNA metabarcoding and historical survey data of the Pearl River
Estuary
灰色区域代表本研究环境DNA宏条码所检测物种, 白色区域分

别代表历史底拖网调查(A)、Zou等[4](B)、cheang等[25](C)
The grey area represents the species detected by the environmental
DNA metabarcoding in this study, and the white area represents
the historical bottom trawling survey (A), Zou, et al.[4] (B),
Cheang, et al.[25] (C)

***

A

B
*

S
h
an

n
o
n
 指

数
 S

h
an

n
o
n
 i

n
d
ex

S
im

p
so

n
 指

数
 S

im
p
so

n
 i

n
d
ex

4.0

3.5

3.0

2.5

2.0

0.90

0.85

0.80

0.75

0.70

0.65

环境 DNA 宏条形码
DNA metabarcoding

底拖网
Bottom trawling

环境 DNA 宏条形码
DNA metabarcoding

底拖网
Bottom trawling

 
图 4   基于Shannon指数(A)和Simpson指数(B)珠江河口鱼类群

落α多样性

Fig. 4   Fish community α diversity based on Shannon index (left)
and Simpson index (right) in the Pearl River Estuary

*表示P<0.05, ***表示P<0.001
* indicates P<0.05, *** indicates P<0.001
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图 5   基于环境DNA宏条码(A)和底拖网(B)各站点所检测鱼类

的组成相似性

Fig. 5   The composition similarity of fish detected at each site is
based on the environmental DNA metabarcoding (A) and bottom
trawling (B)
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对后生动物, 而Collins等 [45]
研究显示扩增COⅠ

基因区域的引物对原核生物和非鱼类真核生物

DNA的非特异性扩增会导致大量的测序浪费, 使其

在鱼类环境DNA宏条码中的应用较为困难, 所以造

成本研究与该研究物种检测差距巨大。

与本研究底拖网检测相比, 有4种鱼类未被环

境 DNA宏条码所检测到。其中南方䲗和硬头骨鲻

在公共数据库中记录很少, 这可能造成序列未能匹

配到。因此一个完整的比对数据库对环境DNA宏

条码是十分必要的, 以前的环境DNA 宏条码研究

也将错误识别归因于比对数据库的不完善
[17, 39]

。

此外, 在 PCR 过程中引物和引物结合位点之间的

亲和力较低时, 导致有些物种序列无法扩增, 从而

导致一些种类不能被识别出来, 这可能是斑鰶和尖

嘴魟无法检测到的原因。为避免今后出现此类情

况, 可以使用多对通用引物进行研究
[46, 47]

。 

3.2    珠江河口鱼类群落结构的特征

在本研究中, 我们采用环境DNA宏条码和底拖

网两种方式, 在珠江河口共检测到16 目64科128属
的179种鱼类。其中, 物种最多的目为鲈形目, 共
104种, 占58.10%, 鲱形目次之, 占13.67%, 这与早期

珠江口水域鱼类群落结构研究结果一致, 珠江口鱼

类鲈形目占绝对优势
[48]

。对照往年珠江口鱼类资

源实地调查文献[20, 49—53]显示, 珠江口咸淡水鱼

类优势种为棘头梅童鱼、凤鲚、杜氏棱鳀和赤鼻

棱鳀, 海水优势种为丽叶鲹(Alepes djedaba)、带鱼

(Trichiurus lepturus)和银鲳; 而本研究综合环境

DNA宏条码和底拖网两种方式, 得出珠江河口3月
优势种为棘头梅童鱼、黄泽小沙丁、赤鼻棱鳀、

颈带鲾、鹿斑鲾、中华小公鱼、凤鲚、杜氏棱

鳀、大黄鱼和眶棘双边鱼。与历史数据相比, 本研

究优势种缺少3种海水鱼类, 它们主要生活在珠江

河口以南的近海, 而在历史数据中, 珠江口水域包

括淡水, 河口, 近海3个区域, 而本研究采样点主要

集中在河口区域, 虽然也检测到丽叶鲹、带鱼和银

鲳, 但物种比例较少, 不能形成优势种
[48, 51]

。此外

珠江河口不同季节鱼类优势种存在显著差异, 本研

究只得出3月鱼类优势种, 故与往年珠江口鱼类优

势种存在些许不同
[52]

。珠江河口的软骨鱼类一直

少有记录, 本研究检测到日本燕魟、尖头斜齿鲨

(Scoliodon laticaudus)和黄魟, 其中黄魟在近年珠江

口鱼类资源实地调查未被发现, 可能由于该物种属

于海水种, 栖息在珠江口外围海域, 此外该物种还

存在季节性洄游性, 所以在珠江河口内极少捕获
[53]
。

此外对于珠江河口濒危物种—黄唇鱼(Bahaba
taipingensis), 通过环境DNA宏条码和底拖网两种

方式均未检测到, 表明该物种可能已十分稀少, 应
积极开展保护工作。

鱼类群落结构在不同区域存在着差异, 这种组

成差异性在维持生态系统功能方面起着至关重要

的作用
[33, 54]

。在本研究中, 环境DNA宏条码方法通

过PCoA分析显示C1、C2、C4、B4和B5这5个站

点鱼类群落结构十分相似, 而在地理位置上, C1、
C2和B4三个站点与C4和B5两个站点相差较远, 且
A8和A10处于该区域中间, 这造成了鱼类群落结构

空间重叠。这可能由于在珠江河口潮汐和径流的

作用下, 形成了强大的水动力, 导致环境DNA在水

体中移动, 一个站点很有可能检测到另一个站点的

物种, 即使该物种留在水体的DNA极其稀少
[55]

。此

外, 在进行高通量测序之前, 多次的PCR扩增可能

会放大某些鱼的DNA, 所以这可能最终导致相距较

远的鱼类群落结构十分相似。而在底拖网检测中,
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图 6   基于环境DNA宏条码(A)和底拖网(B)所检测鱼类群落与

环境因子的关系

Fig. 6   The relationship between fish community and environmental
factors based on environmental DNA metabarcoding (A) and
bottom trawling (B)
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通过PCoA分析显示每个站点之间鱼类群落结构存

在较大差异, B3和B4站点处于珠江河口西面, 该水

域淡水入海口多, 受径流影响大, 盐度相对较低, 存
在淡水鱼类; C1和C2站点处于珠江河口东面, 受径

流影响小, 盐度适中, 以咸淡水鱼类为主; 剩余B5、
A10、A8及C4站点基本处于海洋环境, 盐度较大,
以咸淡水鱼和海水鱼为主

[56]
。当然只基于8个站点

的数据无法展现出完整的珠江河口鱼类群落空间

分布格局, 如需展示更加完整的珠江河口鱼类群落

结构图, 需要增加更加密集的站位进行研究。 

3.3    盐度和溶解氧对珠江河口鱼类群落结构的影响

鱼类生长繁殖受外界环境因子的影响, 例如温

度会影响鱼类新陈代谢的反应速率, 盐度会影响鱼

类呼吸代谢和消化能力, 水深影响游泳动物的生

长、发育和分布等
[57—59]

。本研究对珠江河口鱼类

与环境因子进行RDA分析, 基于环境DNA宏条码

和底拖网方法均显示盐度和溶解氧是影响该地区

鱼类群落的主要环境因子, 均呈正相关。珠江河口

鱼类优势种一直以咸淡水种为主, 能适应盐度的变

化。珠江河口3月处于枯水期, 地表径流小, 珠江河

口内湾水交换能力变弱, 食物能量变少
[60]

。此外在

徐姗楠等
[61]

的研究中, 浮游植物群在枯水期也与盐

度呈正相关, 表示浮游植物群在盐度高的水域更适

合生长, 为鱼类提供更多的食物, 导致鱼类更喜欢

在盐度更高的外湾, 所以与盐度呈正相关。由于珠

江河口湾内海域接近广州市区, 珠江径流带来大量

有机污染物降解消耗了溶解氧, 导致溶解氧含量较

低, 此外, 珠江河口处于枯水期, 湾内水交换条件差,
也是导致溶解氧较低的另一个原因。而鱼类在此

期间活动在溶解氧高的外围, 所以导致溶解氧与鱼

类群落呈现正相关
[62]
。 

4    结论

在本研究中, 环境DNA 宏条码应用于复杂的

河口生态系统, 所检测鱼类大部分符合珠江河口历

史调查鱼类, 表明该方法具有较高的准确性。对比

同一航次底拖网调查, 环境DNA 宏条码可以检测

到更多物种, 这意味着在未来可以大量减少采样时

间和降低检测频率。两种方法均能展示珠江河口

鱼类群落存在空间结构, 不过基于环境DNA宏条码

的分析显示空间重叠更多。基于环境DNA宏条码

和底拖网均显示溶解氧和盐度是影响鱼类群落结

构的主要环境因子。当然比对数据库的不完善及

通用引物的局限性, 还是可能会导致我们可能低估

鱼类多样性, 并且不能替代提供表型信息和目标物

种准确位置的传统方法, 我们建议现代生物监测程

序应将环境DNA宏条码与传统调查结合起来, 可以

提供更可靠、更清晰的鱼类多样性图景。
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INVESTIGATING THE FISH DIVERSITY IN PEARL RIVER ESTUARY BASED
ON ENVIRONMENTAL DNA MATEBARCODING AND BOTTOM TRAWLING
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Abstract: Fish biodiversity in the Pearl River Estuary is declining due to excessive fishing intensity and marine deve-
lopment. Fish biodiversity assessment is an important part of ecosystem protection and management. However, tradi-
tional fish biodiversity assessment tools often have limitations, and the new environmental DNA (eDNA) matebarcod-
ing is a potential biodiversity assessment tool, which can monitor the whole ecosystem quickly and comprehensively. In
this study, fish biodiversity was studied at 10 sites in the Pearl River Estuary in March 2020 through a standardized pro-
cess of eDNA metabarcoding analysis, including water collection, water filtration, eDNA extraction, genetic marker
amplification, sequencing and bioinformatic analyses. In addition, bottom trawling method was used for sampling at 9
stations at the same time. We compared the detection results of the two methods. 175 species of fish were detected by
eDNA matebarcoding, and 47 species were collected by bottom trawling. Combined with the two methods, 179 species
of fish were detected, belonging to 15 orders, 63 families and 128 genera. The two methods jointly identified 43 spe-
cies of fish, accounting for 24.02% of the total detected species, the survey based on bottom trawling failed to collect
most species detected based on eDNA matebarcoding. According to shannon index and Simpson index, the Alpha di-
versity of fish community detected by eDNA matebarcoding in the Pearl River Estuary was significantly higher than
that of bottom trawling (P<0.05). The PCoA results of the two methods provided insight on the spatial structure of fish
community in Pearl River Estuary, in which the analysis based on eDNA metabarcoding showed that there is more spa-
tial overlap. Both methods based on redundancy analysis (RDA) showed that dissolved oxygen and salinity are the
main environmental factors affecting fish community structure. This study shows that the eDNA metabarcoding is an
environmentally friendly and reliable assessment method, and it can be better understood in the estuary fish diversity by
carrying it into the existing survey.
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