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环境DNA技术在长江口鱼类多样性分析中的应用
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摘要: 研究采用高通量测序技术对长江口水域环境DNA(Environmental DNA, eDNA)样品进行分析, 并与传统

渔业资源调查结果对比, 阐述长江口鱼类群落在其生境内的多样性特征, 探讨eDNA技术在长江口水域鱼类多

样性研究中的应用前景。结果显示, eDNA技术共检测到10目21科41属45种鱼类, 各站点鱼类丰富度之间无显

著差异, 而多样性之间存在显著差异性。底拖网法共捕获11目16科29属33种鱼类。有18种鱼类在两种方法中

均检测到, 占鱼类总数的30%。两种方法检测到的鱼类中均以鲈形目(Perciformes)最多, 其次是鲤形目(Cy-
priniformes), 两种方法的结果均表明刀鲚(Coilia nasus)和凤鲚(Coilia mystus)为优势物种。研究表明环境DNA
技术在长江口水域渔业资源监测中具有可行性, 在禁捕环境下可根据实际情况采用不同方法对渔业资源进行

监测。
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群落属性(如物种组成和丰富度、相对丰度、

功能指标)的准确评估是基础生态学研究和环境监

测的基本要求, 准确掌握水生生物的结构功能信息

及其时空分布动态是在典型水域(湖泊、河口和海

洋等)开展生物多样性保护的重要前提和基础
[1]
。

鱼类是水生生态系统的关键类群之一, 同时也是长

期影响和评估栖息地条件的良好指标, 因为它们的

寿命相对较长且具有流动性, 对人类的干扰很敏感
[2]
。

掌握鱼类群落结构多样性及分布特征不仅可以对

其进行有效的保护进而促进水生生态系统的可持

续利用, 还能为评价环境污染、水上工业开发和渔

业捕捞等人为干扰因素对水生生态系统造成的影

响提供现实依据
[3]
。

长江口是我国鱼类生物多样性最丰富、渔产

潜力最高的河口, 是海洋生物营养物质的重要来源

地, 许多鱼类在此进行觅食、繁衍和栖息
[4]
。近年

来, 由于长期的过度捕捞、污染排放及大规模的海

洋开发活动, 对长江口敏感的生态系统造成持续压

力, 导致长江口水域的生态环境不断恶化, 渔业资

源呈现衰退趋势, 特有的珍稀水生生物濒临灭绝
[5]
。

为了保护长江渔业资源, 2020年1月1日起长江流域

332个水生生物保护区全面禁止生产性捕捞, 禁捕

工作的开展使得获取渔业资源数据愈发困难。同

时, 生物多样性调查是一项繁重的长期任务, 其每

年都存在一定的变化, 以往的传统调查数据已无法

满足当前的研究
[6]
。因此, 我们迫切需要一种通用

的方法, 它能够在空间和时间上对群落结构进行比较。

环境DNA(eDNA)指生物体遗留在周围环境中

的遗传物质, 可以是多种来源的线粒体或核DNA,
包括脱落的肠道和皮肤细胞、尿液、黏液、卵子

或精子等, 它允许我们在不直接观察或捕获整个生

物体的情况下检测物种的存在或最近的存在
[7 ]
。

eDNA技术最近被认为是一种非常有效的、非破坏

性的方法, 常用于监测水生生态系统中物种和群落

的时空分布
[8]
。各种技术如常规PCR(PCR)、定量

PCR(qPCR)和数字液滴PCR(ddPCR)等方法均已被
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用于检测河流、湖泊、水库和海洋中的环境

DNA[9—11]
。eDNA技术的发展将促进更低成本、非

侵入性的鱼类监测
[12]

。与之相比传统的鱼类监测

方法(电捕鱼、刺网和声学调查等)可能存在形态识

别、检测概率低等问题使得无法充分准确地提供

理想信息
[13]
。

目前, eDNA技术在长江口鱼类多样性调查中

已有初步应用。Zhang等[14]2018年首次在长江口及

其邻近水域利用环境DNA技术进行渔业科学研究

的尝试 ,  在春、夏和秋3个季节分别鉴定出18、
12和33种鱼类, 得出鱼类群落结构在不同季节存在

显著差异。Jia等[15]
在2019年同样利用eDNA技术对

长江口鱼类资源进行了季节变化分析 ,  其在春、

夏、秋和冬4个季节分别鉴定出20、16、5和45种
鱼类, 四季鱼类种类组成差异较大。然而, 这两项

研究均只采用了单一的eDNA技术进行调查, 为了

更加准确地探讨eDNA技术在长江口水域的应用前

景, 本研究将eDNA技术与传统底拖网调查方法结

合 ,  通过对两种调查方法结果的比较 ,  以期对

eDNA技术在长江口水域的适用情况做出的准确的

评价, 为进一步完善长江口水域生态系统的结构功

能信息及为该水域的生态修复工作提供有效帮助。

 1    材料与方法

 1.1    环境样品采集

本实验在长江口及其邻近海域设置采样站点

(图 1), 于2021年5月22—27日进行水样采集, 在水

样采集的同时进行底拖网调查。调查网具为单船

底拖网, 网口周长50 m, 最小网目尺寸30 mm, 船速

3 kn, 拖网时长1h。eDNA样品采集时, 每个站点使

用1000 mL的采样瓶重复采集3瓶表层水样品。采

用0.45 μm的混合纤维素滤膜现场对水样进行真空

抽滤, 在12h内完成抽滤, 最大程度降低水样中环境

DNA的降解。若水样较为浑浊时, 可进行二次过滤

来提高eDNA富集程度, 先采用1 μm孔径的滤膜进

行初次过滤, 然后再用0.45 μm孔径的滤膜再过滤

一次
[16]

。在每份样品过滤后, 将滤膜保存在2.0 mL
的无菌离心管中, 置于–20℃冰箱冷冻保存, 每次抽

滤前需对滤膜接触面冲洗, 避免不同站点间eDNA
的交叉污染。若现场抽滤水样可能对样品造成污

染, 可向水样中加入醋酸钠来缓解DNA降解, 尽快

将水样带回实验室抽滤。滤膜经干冰冻存运输至

实验室后, 采用DNeasy Blood & Tissue Kit剂盒

(Qiagen, 69506)并参照说明书对滤膜上的DNA进行
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图 1    长江口水域采样站

Fig. 1    Water sampling station in Yangtze River Estuary
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提取。为防止空气中外源DNA对样品造成污染, 所
有操作均在超净工作台中进行。所得总DNA经0.8 %
琼脂糖凝胶电泳检测, 并采用紫外分光光度计定量,
最后将提取的DNA样品置于–80℃保存备用。

 1.2    目的基因扩增与高通量测序

采用鱼类通用引物MiFish-U-F: 5′-GTCGGTA
AAACTCGTGCCAGC-3′和 MiFish-U-R: 5′-CATA
GTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG-3′[17]

对环境

DNA样品进行PCR扩增, 该引物扩增区域为12S rDNA,
扩增后的DNA序列长度约为163—185 bp。PCR扩
增总体系为25 μL, 其中包括: DNA模板10 ng、正反

引物(5 μmol/L)各0.5 μL、2 μL dNTPs (2.5 mmol/L)、
5×缓冲液4 μL、Taq DNA聚合酶0.5 μL。PCR反应

程序为: 94℃预变性10min, 94℃变性30s, 55℃退火

30s, 72℃延伸45s, 最后72℃延伸10min, 反应循环

数为30。扩增完成后, 经2%琼脂糖凝胶电泳纯化

回收样品, 然后在Illumina Miseq测序平台(Illumina,
美国)上进行双端测序。

 1.3    数据分析

将PCR扩增后并经高通量测序的序列采用

DADA2方法进行初步处理, 包括: 去除引物、质量

过滤、拼接和去除嵌合体等, 剩余序列经QIIME2
软件按照≥97%进行聚类, 聚类结果称为操作分类

单元(Operational taxonomic unit, OTU)。采用Brocc
注释算法

[18]
对获得的OTUs序列进行物种分类学注

释, 注释结果进行人工校对手动去除非鱼类信息,
筛选出比对至鱼类且identity值≥97%, E-value≤
10–5

的OTU, 将鉴定结果为同一物种的OTU进行合

并, 无法比对至种的OTU则向上一级如属、科进行

分类统计 ,  并得到相应的OTU丰度表。再运用

QIIME2软件对去除singleton后的特征表进行统计,
实现各样本在门、纲、目、科、属、种六个分类

水平上的组成分布的可视化, 展示不同分类单元的

序列丰度及种类数。本研究还通过QIIME2软件对

样本序列量进行分析, 计算相关的Alpha多样性指

数, 如Chao1指数、Observed_species指数、Shan-
non指数和Simpson指数等, 以此综合评价各站点间

鱼类丰富度及多样性。

 2    结果

 2.1    物种组成

1 8 站点环境样品经 P C R 扩增后共获得

7117247条原始序列, 经去噪、拼接和去除嵌合体

后剩余6501632条高质量序列, 按照97%相似性聚

类后得到1599个代表性OTU序列。经MitoFish、
NCBI数据库比对和注释, 共在18个站点54个水样

中鉴定出55种鱼类, 手动筛选并删除非长江口鱼类

后, 剩余45种长江口鱼类, 隶属于10目21科41属[4]
。

在目级水平比较中, 鲈形目(Perciformes)种类最多,
总计17种, 约占检测鱼类总数的37.8%; 其次是鲤形

目(Cypriniformes)12种, 约占26.7%; 而仙女鱼目

(Aulopiformes)、灯笼鱼目(Myctophiformes)、鲉形

目(Scorpaeniformes)和巨口鱼目(Stomiiformes)检测

到的种类最少, 各种均仅有1种(表 1)。
基于各采样点eDNA扩增后的序列丰度, 图 2

展示了丰度前10位的优势鱼类物种, 分别为中国花

鲈(Lateolabrax maculatus)、刀鲚(Coilia nasus)、凤

鲚(Coilia mystus)、蒙古鲌(Chanodichthys mon-
golicus)、日本鳀(Engraulis japonicus)、小黄鱼

(Larimichthys polyactis)、鳙(Hypophthalmichthys
nobilis)、青鱼(Mylopharyngodon piceus)、尖头鱥

(Phoxinus oxycephalus)和睛尾蝌蚪虾虎鱼(Lophio-
gobius ocellicauda)。其中, 中国花鲈(L. mactus)、
刀鲚(C. nasus)和凤鲚(C. mystus)在所有站点中均检

测到。

 2.2    鱼类物种多样性分析

生态学家通常使用Alpha多样性指数来表征物

种在生境内的多样性, 以Chao1[19]
和Observed_spe-

cies指数表征组间丰富度, 以Shannon[20]
和Simpson[21]

指数表征组间多样性。本研究通过分析上述指数,
综合评价各采样点间鱼类丰富度及多样性关系。

表 2反映鱼类群落多样性的Alpha多样性指数。其

中 ,  C h a o 1指数的平均值为 1 1 9 . 6 9 (变幅为

84.00—192.43), Observed_species指数的平均值为

90.28(变幅为57.50—137.9), 两个指数分布趋势基

本一致 ;  Simpson指数平均值为0.7369(变幅为

0.4580—0.8725), Shannon指数平均值为2.98(变幅

为 1.79—3.71), 两者分布趋势也基本对应, 但不同

采样点间仍有一定差异。

使用R软件将Chao1指数与Observed_species指
数分别绘制成差异检验箱线图(图 3), 其P值分别为

0.099和0.105, 均大于0.05, 表明各站点间鱼类丰富

度之间无显著性差异; 将Shannon指数与Simpson指
数分别绘制成差异检验箱线图(图 4), 其P值分别为

0.01和0.028, 均小于0.05, 表明各站点间鱼类多样性

之间存在显著性差异。

利用R软件绘制前20种鱼类丰度的物种组成热

图(图 5), 不同站点间鱼类物种组成存在差异。从

样本聚类上看, 地理上S3和S4站点最先聚在一起,
两个采样点分别位于崇明岛南北侧, 均位于长江口

内侧, 生境条件较为相似; 而与S3和S4物种组成差

异最大的为站点S15, 两者地理差异较远, 生境差异
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表 1    基于eDNA技术在长江口18站点检测到的鱼类物种表

Tab. 1    List of fish species detected at 18stations in the Yangtze Estuary based on eDNA Technology

目Order 科Family 属Genus 种Species
鲈形目Peciformes 花鲈科Lateolabracidae 花鲈属Lateolabrax 中国花鲈L. maculatus

石首鱼科Sciaenidae 黄鱼属Larimichthys 小黄鱼L. polyactis
大黄鱼L. crocea

梅童鱼属Collichthys 棘头梅童鱼C. lucidus
虾虎鱼科Gobiidae 蝌蚪虾虎鱼属Lophiogobius 睛尾蝌蚪虾虎鱼L. ocellicauda

钝尾虾虎鱼属Amblychaeturichthys 六丝钝尾虾虎鱼A. hexanema
缟虾虎鱼属Tridentiger 髭缟虾虎鱼T. barbatus
孔虾虎鱼属Trypauchen 孔虾虎鱼T. vagina
鲻虾虎鱼属Mugilogobius 阿部鲻虾虎鱼M. abei

鲳科Stromateidae 鲳属Pampus 银鲳P. argenteus
带鱼科Trichiuridae 带鱼属Trichiurus 日本带鱼T. japonicus
鲭科Scombridae 马鲛属Scomberomorus 蓝点马鲛S. niphonius

鲣属Katsuwonus 鲣K. pelamis
鲹科Carangidae 圆鲹属Decapterus 蓝圆鲹D. maruadsi
慈鲷科Cichlidae 罗非鱼属Oreochromis 尼罗罗非鱼O. niloticus
科Sillaginidae 属Sillago 中国S. sinica
天竺鲷科Apogonidae 天竺鲷属Jaydia 细条银口天竺鲷J. lineata

鲤形目Cypriniformes 鲤科Cyprinidae 鲢属Hypophthalmichthys 鳙H. nobilis
青鱼属Mylopharyngodon 青鱼M. piceus
鳑鲏属Rhodeus 中华鳑鲏R. sinensis
似鳊属Pseudobrama 似鳊P. simoni
鲌属Culter 翘嘴鲌C. alburnus

蒙古鲌C. mongolicus
草鱼属Ctenopharyngodon 草鱼C. idella
麦穗鱼属Pseudorasbora 麦穗鱼P. parva
鳡属Elopichthys 鳡E. bambusa
鱥属Phoxinus 尖头鱥P. oxycephalus
鲫属Carassius 银鲫C. gibelio

鳅科Cobitidae 泥鳅属Misgurnus 泥鳅M. anguillicaudatus
鲱形目Clupeiformes 鳀科Engraulidae 鲚属Coilia 刀鲚C. nasus

凤鲚C. mystus
鳀属Engraulis 日本鳀E. japonicus
黄鲫属Setipinna 黄鲫S. taty
棱鳀属Thryssa 赤鼻棱鳀T. kammalensis

鲇形目Siluriformes 鲿科Bagridae 属Leiocassis 长吻L. longirostris
黄颡鱼属Pelteobagrus 黄颡鱼P. fulvideaco

仙女鱼目Aulopiformes 狗母鱼科Synodontidae 龙头鱼属Harpadon 龙头鱼H. nehereus
灯笼鱼目Myctophiformes 灯笼鱼科Myctophidae 底灯鱼属Benthosema 七星底灯鱼B. pterotum
鳗鲡目Anguilliformes 康吉鳗科Congridae 康吉鳗属Conger 星康吉鳗C. myriaster

海鳗科Muraenesocidae 海鳗属Muraenesox 海鳗M. cinereus
鲽形目Pleuronectiformes 舌鳎科Cynoglossidae 舌鳎属Cynoglossus 短舌鳎C. abbreviatus

窄体舌鳎C. gracilis
焦氏舌鳎C. joyneri

鲉形目Scorpaeniformes 鲂鮄科Triglidae 绿鳍鱼属Chelidonichthys 小眼绿鳍鱼C. spinosus
巨口鱼目Stomiiformes 褶胸鱼科Sternoptychidae 烛光鱼属Polyipnus 闪电烛光鱼P. stereope
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较大。从物种聚类上看, 棘头梅童鱼(Collichthys lu-
cidus)和大黄鱼(Larimichthys crocea)最先聚在一起,
除在S15有较高的相对丰度, 在其余站点的相对丰

度均较低。此外, 刀鲚(C. nasus)和凤鲚(C. mystus)
聚类程度较高, 并且其相对丰度和分布频率最高。

 2.3    环境DNA技术与底拖网法比较

本次底拖网调查共捕获33种鱼类, 隶属于11目
16科29属, 其中以鲈形目(Perciformes)数量最多, 共
计11种, 约占检测数量的33%; 其次是鲤形目(Cyp-
riniformes), 共计5种, 约占检测数量的15%, 底拖网

检测的优势目与eDNA检测结果相同。环境DNA
方法与底拖网方法共获得13目26科54属60种鱼类,
在eDNA检测结果中的灯笼鱼目(Myctophiformes)
和巨口鱼目(Stomiiformes)两个目的鱼类在拖网中

未能检测到; 底拖网检测中的鲑形目(Salmonifor-
mes)、胡瓜鱼目(Osmeriformes)和鲀形目(Tetrao-
dontiformes)的各种鱼类在eDNA中均未检测到(表 3)。

eDNA和底拖网法共检测到60种鱼类, 其中有

18种鱼类是在两种方法中均检测到的,占鱼类总数

的30%, 剩余鱼类分别占总数的45%和25%(图 6)。
两种方法均检测到的鱼类分别为长吻(Leiocassis
longirostris)、刀鲚(C. nasus)、凤鲚(C. mystus)、银

鲳(Pampus argenteus)、似鳊(Pseudobrama simoni)、

表 2   长江口水域鱼类物种相对丰度的Alpha多样性指数

Tab. 2   Alpha diversity index of fish species relative abundance in
the Yangtze River Estuary

样品编号
Sample code

Alpha多样性指数
Alpha diversity index

辛普森指数
Simpson

香农指数
Shannon

Chao1指数
Chao1

观察物种指数
Observed_species

S1 0.5485 2.13 84.00 57.50

S2 0.4580 1.84 167.77 123.87

S3 0.6911 2.33 115.66 98.57

S4 0.5095 1.79 85.41 58.70

S5 0.7199 2.85 148.18 126.87

S6 0.7664 2.96 106.12 77.27

S7 0.8090 3.17 141.81 83.37

S8 0.7751 2.69 120.86 93.73

S9 0.8544 3.51 192.43 137.93

S10 0.7408 3.51 125.53 91.90

S11 0.7614 3.54 117.55 98.33

S12 0.7697 3.66 107.39 84.03

S13 0.7665 3.28 120.22 93.57

S14 0.8234 3.07 113.06 86.5

S15 0.7987 3.71 106.89 79.01

S16 0.8498 3.09 100.75 76.97

S17 0.8725 3.35 101.29 86.6
S18 0.7493 3.21 99.52 70.33
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图 2    各站点优势鱼类物种组成

Fig. 2    Composition of dominant fish species at each site
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窄体舌鳎(Cynoglossus gracilis)、焦氏舌鳎(Cyno-
glossus joyneri)、髭缟虾虎鱼(Tridentiger barbatus)、
孔虾虎鱼(Trypauchen vagina)、小眼绿鳍鱼(Chelido-
nichthys spinosus)、龙头鱼(Harpadon nehereus)、

小黄鱼(L. polyactis)、翘嘴鲌(Culter alburnus)、鳙

(Hypophthalmichthys nobilis)、黄鲫(Setipinna taty)、
棘头梅童鱼(C. lucidus)、日本带鱼(Trichiurus ja-
ponicus)和海鳗(Muraenesox cinereus)。可见eDNA

Chao1 Observed species_
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图 3    18站点间鱼类丰富度

Fig. 3    18 fish richness between stations
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图 4    18站点间鱼类多样性

Fig. 4    18 inter site fish diversity
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图 5    长江口水域属水平鱼类组成热图

Fig. 5    Heat map of fish composition in the Yangtze River Estuary
横向所示为站点编号, 纵向所示为物种分类单元; 由红到蓝色表示对应样本中该属丰度逐渐变低

The horizontal shows the station number and the vertical shows the species taxon; From red to blue, it indicates that the abundance of the
genus gradually decreases in the corresponding sample
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技术在检测鱼类数量上优于底拖网法。

两种方法进行α多样性比较时, 底拖网18个站

点的平均Simpson指数为0.51, 而eDNA技术测定的

平均Simpson指数为0.74, eDNA技术的Simpson指
数显著大于底拖网方法(P<0.001); 底拖网8个站点

的平均Shannon指数为1.44, eDNA 技术的平均

Shannon指数为2.98, eDNA技术的Shannon指数显

著大于底拖网方法(P<0.01; 图 7)。两种指数均表

示eDNA技术所检测的长江河口鱼类群落α多样性

显著大于底拖网方法。

 3    讨论

 3.1    基于环境DNA的长江口鱼类物种组成

长江口作为我国最大的河口
[22], 近年来由于多

种人为因素, 使得其渔业资源锐减, 自2020年1月
1日起长江流域332个水生生物保护区全面禁止生

产性捕捞, 同时对部分特定物种进行增殖放流来恢

复其野外种群数量
[23]

。通过传统资源调查方法难

以准确评估长江口渔业资源恢复情况, 因此本研究

采用环境DNA技术来分析长江口鱼类组成及多样

性。通过对长江口18站点水样环境DNA的提取、

扩增和高通量测序, 共检测出55种鱼类, 其中包括

45种长江口鱼类, 以及10种非长江口鱼类, 非长江

口鱼类分别为点篮子鱼(Siganus guttatus)、名古屋

吻虾虎鱼(Rhinogobius nagoyae)、斯丹氏鱥(Phoxi-
nus steindachneri)、短体副鳅(Homatula potanini)、
腹翼鲭(Gasterochisma melampus)、刀鲬(Platycepha-
lus cultellatus)、多鳞白甲鱼(Onychostoma macro-

lepis)、尼氏裸灯鱼(Gymnoscopelus nicholsi)、革首

南极鱼(Notothenia coriiceps)和裘氏鳄头冰鱼(Cha-
mpsocephalus gunnari)。检测出非长江口鱼类可能

有三种原因: (1)因为在现场过滤水样, 船舱空气中

悬浮颗粒含有上述鱼类DNA污染了滤膜; (2)部分

采样地点靠近航道附近, 过往船只排出的水体中也

可能含有上述鱼类DNA; (3)长江口是西太平洋沿

岸最大的候鸟驿站, 鸟类迁徙时排出的粪便中也可

能含有上述鱼类DNA。

eDNA技术检测到的45种长江口鱼类隶属于

10目21科41属, 在所有检测到的鱼类物种中, 中国

花鲈(L. mactus)、刀鲚(C. nasus)和凤鲚(C. mystus)
的相对序列丰度最高, 其次是长吻(L. longirostris)
和蒙古鲌(C. mongolicus)等。所得序列中还检测出

部分长江口水域相对丰度较少的鱼类物种, 包括中

国(Sillago sinica)和细条银口天竺鲷(Jaydia li-
neata)等。此外本次调查中eDNA技术在长江口部

分站点检测到了尖头鱥(P. oxycephalus)的存在, 尖
头鱥是山区溪流型鱼类, 在江苏、浙江、太湖等部

分水域有所分布
[24], 目前未在长江口水域发现其存

在, 但含有其DNA的水体可能随长江流至河口, 因
为eDNA可以在水体中维持几天到几周的时间, 但
在许多情况下维持时间未超过一个月

[25], 在长江口

近岸水域可能检测到其存在。其次也可能因为本

次实验采用的是鱼类通用引物, 在对鱥属鱼类准确

性检测上存在一定的误差。

 3.2    基于环境DNA的长江口鱼类多样性分析

表 2列举了反映鱼类群落丰富度及多样性的

表 3    基于eDNA技术与底拖网法的鱼类物种数比较表

Tab. 3    Comparison of fish species based on eDNA technology and bottom trawl method

目Order
科Family 属Genus 种Species

环境DNA
eDNA

底拖网
Bottom Trawl

总计
Total

环境DNA
eDNA

底拖网
Bottom Trawl

总计
Total

环境DNA
eDNA

底拖网
Bottom Trawl

总计
Total

鲈形目Peciformes 10 6 12 16 12 23 17 12 23
鲱形目Clupeifores 1 1 1 4 2 4 5 3 5
鲇形目Siluriformes 1 1 1 2 2 2 2 3 4
鲤形目Cypriniformes 2 1 2 12 5 14 12 5 14
仙女鱼目Aulopiformes 1 1 1 1 1 1 1 1 1
鲽形目Pleuronectiformes 1 1 1 1 1 1 3 2 3
鳗鲡目Anguilliformes 2 1 2 2 1 2 2 1 2
鲉形目Scorpaeniformes 1 1 1 1 2 2 1 2 2
灯笼鱼目Myctophiformes 1 0 1 1 0 1 1 0 1
巨口鱼目Stomiiformes 1 0 1 1 0 1 1 0 1
鲑形目Salmoniformes 0 1 1 0 1 1 0 1 1
胡瓜鱼目Osmeriformes 0 1 1 0 1 1 0 1 1
鲀形目Tetraodontiformes 0 1 1 0 1 1 0 2 2
总计Total 21 16 26 41 29 54 45 33 60
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Alpha指数。其中, Chao1和Observed_species指数

用于表示鱼类丰富度。本研究中Chao1指数为84.00—
192.43, Observed_species指数为57.50—137.9, 两个

指数分布趋势基本一致。其中S9站点两者指数值

均最高, 表明该站点鱼类群落丰富度最高, S1站点

两者指数值最低, 表明该站点鱼类群落丰富度最

低。这可能与两者的地理位置相关, S9站点位于崇

明岛与横沙岛之间, 处在长江口外侧, 受涨落潮影

响, 不同的生境的鱼类在这里觅食, 而S1站点位于

长江口最内侧, 即使涨潮鱼类涌入口内, 也只有极

少的鱼进入最内侧, 致使该点鱼类丰富度最低。但

是, 高通量测序无法直观反映环境中的具体生物量,
仅通过扩增序列的相对数量来展示样品间丰度是

否存在差异。目前, 已有相关研究采用荧光定量

PCR(qPCR)技术对水环境中物种的生物量进行估

算。例如Takahara等[26]
率先利用eDNA技术进行物

种生物量评估, 以鲤为检测目标, 成功得出eDNA
浓度与鲤生物量之间呈正相关, 可以将eDNA 技术

用于野外条件下生物量估算。Evans等[27]
测定了野

外9种生物(包括 8种淡水鱼类和1种两栖动物)的
6个线粒体基因片段序列, 发现序列拷贝数与上述

生物的丰度存在正相关关系。但是, 采用eDNA技

术进行生物量评估仍具有一定的挑战性 ,  影响

eDNA 释放和降解的因素有很多(温度、光照和抑

制剂等), 并且这些因素造成eDNA降解的速率各不

相同, 需要进一步探究这些因素间的相关性, 从而

使生物量评估结果更加准确可靠。

Alpha多样性指数中的Shannon和Simpson指数

均能显示鱼类多样性水平, 本研究中的Simpson指数

为0.4580—0.8725, Shannon指数为1.79—3.71, 两者分

布趋势也基本相同。采用R软件对所有站点鱼类多

样性进行分析, 结果表明18站点间鱼类多样性之间

存在显著差异。此外本次调查结果Shannon和Simpson
指数与Chao1和Observed_species指数均未出现极值,
表明本次实验采样步骤及环境DNA提取方法较为可

靠, 未对环境DNA样品造成较大影响。单次采样结

果可能无法准确描述长江口鱼类多样性, Zhang等[14]

及Jia等[15]
在2018年与2019利用eDNA技术对长江口

鱼类资源进行季节变化分析时, 发现不同季节间的

鱼类多样性均存在显著性差异。本研究后续将继续

在不同季节进行采样, 分析长江口鱼类多样性的季

节性变化, 综合评价长江口的鱼类多样性。

 3.3    基于两种不同采样方法的结果分析

有研究表明, 在水生生态系统中, eDNA技术检

eDNA

27

(45%)

18

(30%)

15

(25%)

底拖网

 
图 6   eDNA技术与底拖网法获得鱼类总数比较

Fig. 6   Comparison of total fish number obtained by eDNA te-
chnology and bottom trawl method
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图 7    基于Simpson指数与Shannon指数的长江口鱼类α多样性

Fig. 7    Fish in the Yangtze Estuary based on Simpson index and Shannon index α Diversity
***表示P<0.001 *** indicates P<0.001

372 水   生   生   物   学   报 47 卷



测到的物种数量等于或大于传统方法检测到的物

种数量
[28, 29]

。本研究采用eDNA技术在长江口18站
点中检测到10目21科41属45种鱼类, 底拖网法共鉴

定出11目16科29属33种。两种方法总共鉴定出

60种长江口鱼类, 均以鲈形目(Perciformes)最多, 其
次是鲤形目(Cypriniformes), 其中有18种鱼类是在

环境DNA与底拖网中都检测到的, 占鱼类总数的

30%, 环境DNA技术与底拖网法中剩余鱼类分别占

总数的45%和25%。底拖网中有15种鱼类在环境

DNA中未鉴定出的, 这可能与使用的引物有关, Mi-
Fish引物设计的原始实验协议是使用来自日本冲绳

县水族馆四个水族箱的海水样本, 其对海洋鱼类的

分类具有显著效果。虽然Zhang等[14]
、Zou等[30]

和

Ahn等[31]
将eDNA技术用于河口生态均取得了一定

的效果, 但长江口水域还栖息着中华鲟(Acipenser
sinensis)、淞江鲈(Trachidermis fasciatus)和胭脂鱼

(Myxocyprinus asiaticus) 等诸多珍稀濒危物种, 在
此次调查中均未检测出。因为在数据分析时为确

保数据的准确性, 在三个平行样本中只有当一个物

种至少在两个样本的PCR中扩增并检测出来才被

确定存在, 仅存在一个PCR重复的物种则被剔除
[32],

所以eDNA技术在长江口珍稀濒危物种的检测方面

有待考究。后续将采用MiFish引物对其进行单独

扩增来验证其在长江口水域鱼类序列扩增的通用

性。此外在密切相关的同源物种之间缺乏Mi-
Fish序列(MiFish引物干扰的高变区)的变异, 这不

可避免地会导致对物种丰富度的检测的降低
[33]

。

同时, Miya等[17]
指出, 在eDNA技术可能成为鱼类生

物多样性研究的主流技术之前, 其中一个必须要解

决的问题是参考序列数据库的完整性和准确性, 全
球水生环境中已知的鱼类有32000多种, 存在巨大

的差异性, 目前数据库的完整性和准确性远远不能

令人满意
[34]

。目前, 长江口鱼类序列比对需在Mi-
toFish、NCBI等数据库进行, 其对长江口部分特有

物种鉴定可能存在差异, 建立长江口鱼类鉴定数据

库也是目前亟需完成的任务, 使得在长江口鱼类鉴

定时有据可依。虽然本研究的eDNA结果并不能包

含所有底拖网法鉴定出的鱼类 ,  但不可否认

eDNA技术是检测沿海水域鱼类系统的有力工具。

 4    总结

eDNA技术在监测鱼类生物多样性方面简便快

捷, 相比于传统资源调查方法的耗时费力, eDNA技

术在鱼类生物多样性监测及保护中有巨大应用潜

力。本研究利用eDNA技术和底拖网法对长江口鱼

类多样性进行了调查, 两种方法在所有采样点共检

测到60种鱼类, 其中eDNA技术检测到45种, 底拖网

法检测到33种, 与底拖网法相比, eDNA技术可以检

测到更多的鱼类。尽管环境DNA技术无法完全替

代传统的鱼类调查方法, 但可以作为传统调查方法

的一种助力, 采用环境DNA技术可减少传统监测对

长江口生态系统的干扰, 缩短调查周期, 将两者结

合观察又可快速准确地反映长江口鱼类多样性及

其空间分布。这些研究结果拓展了外界对长江口

水域生物多样性的认识, 为长江口鱼类多样性的管

理和保护提供了新的重要数据。此外, eDNA技术

在长江口鱼类组成的季节性变化监测中具有很大

的潜力, 继续开展调查有利于该地区的海洋资源保

护、渔业可持续发展、水产品加工和社会经济稳

定等。尽管eDNA技术存在一定的局限性, 特别是

在定量方面, 但将eDNA技术应用于海岸带鱼类群

落的多样性评估及季节性变化研究可能是海洋生

物多样性长期监测的重要途径。
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APPLICATION OF ENVIRONMENTAL DNA TECHNOLOGY IN FISH
DIVERSITY ANALYSIS IN THE YANGTZE RIVER ESTUARY

WANG Ru-Xian1,2, YANG Gang1, GENG Zhi1, ZHAO Feng1, FENG Xue-Song3 and ZHANG Tao1

(1. Scientific Observing and Experimental Station of Fishery Resources and Environment of the East China Sea and Yangtze
Estuary, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; East China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of

Fishery Sciences, Shanghai 200090, China; 2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University,
Shanghai 201306, China; 3. Shanghai Chong ming Dongtan Nature Reserve Management

Affairs Center, Shanghai 202150, China)

Abstract: Environmental DNA (eDNA) is a booming biological monitoring technology. It has been proved by many
studies to be an effective tool for the detection, monitoring and indication of fish species and its biodiversity and abun-
dance. This study applies high-throughput sequencing technology to analyze the eDNA samples of the waters of the
Yangtze Estuary and compares the results with the traditional fishery studies. It aims to elaborate the diverse characte-
ristics of the fish communities in the Yangtze Estuary and to explore the prospects of applying eDNA technology to the
diversity study of the fish species in the Yangtze Estuary. The study results show that the eDNA detects 45 fish species,
which can be classified to 41 genera, 21 families and 10 orders, and there is no significant difference of the abundances
of the species, but their diversity characters vary considerably, while the bottom trawl method detects 33 fish species,
which can be classified to 29 genera, 16 families and 11 orders. 18 species, accounting for 30% of the total fish species,
can be detected in both monitoring methods. Among those 18 species, the number of Perciformes is the most, followed
by Cypriniformes. The results of both monitoring methods show Coilia nasus and Coilia mystus are the dominant spe-
cies in the Yangtze Estuary. When comparing the two monitoring methods by Alpha diversity, both Simpson and Shan-
non indexes show the Alpha diversity of the fish communities in the Yangtze River Estuary detected by eDNA method
is significantly greater than of bottom trawl. The study shows that it is feasible to apply eDNA technology in monitor-
ing fishery resources in the Yangtze River Estuary, while during the fishing moratorium different methods can be used
to monitor fishery resources based on the actual situation.

Key words: Environmental DNA; Bottom trawl method; Changjiang Estuary; Fish diversity
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