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水生生物环境DNA监测技术的发展、应用与标准化
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摘要: 水生态系统是保障国家生态安全的重要基础。水生生物在水生态系统中扮演着核心角色, 是研究水体

演变的重要依据, 是维护水生态健康的关键。传统水生生物调查和监测通常采用形态学方法, 但其存在专业

知识要求高、难以标准化和自动化及费时耗力等缺陷。环境DNA (Environmental DNA, 简称eDNA)技术是一

种通过监测环境中存在的DNA片段来识别特定生物物种的方法, 可以实现基于水体中DNA分子进行水生生

物的鉴定和监测, 为水生生物的常态化监测提供了一个准确、便捷、可标准化和自动化实施的方案。文章介

绍了eDNA技术的基本原理, 总结回顾了eDNA技术从萌芽到广泛科研应用的发展历史和过程, 介绍了基于

eDNA的宏条形码和宏基因组等各类水生生物鉴定监测技术; 阐述了eDNA技术在保护种、入侵种及生物类

群监测和水生态评估等各领域的应用; 分析了eDNA技术当前面临的物种参考序列数据库不完善等各类挑战;
提出了通过优化完善数据库、样品采集方法、评价指标和参数、样品保藏、数据分析和存储等来推动

eDNA技术标准化和自动化, 以解决当前面临的挑战。同时, 基于eDNA技术当前的发展阶段, 提出了在我国

水体结合专业形态分类鉴定开展水生生物eDNA技术标准化监测的实施建议。
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水生态系统为人类提供了至关重要的水资源,
用于满足农业、工业和家庭消费等方面的需求。

然而, 在过去的一个世纪里, 由于人类对水生态系

统的压力急剧增加, 全球生物多样性持续下降, 水
生态系统正面临着日益严重的威胁, 对生态系统服

务和地球健康产生了负面影响
[1, 2]

。水生生物在水

生态系统中扮演着核心角色, 是研究水体演变的重

要依据, 也是维护水生态健康的关键。水生生物种

类众多、分布广泛、对环境变化敏感, 通过对水生

生物的监测, 可以全面反映水环境状况, 为水污染

治理提供真实、详尽的科学基础。然而, 传统的水

生生物监测方法存在许多局限, 包括需要专业知识

高、时间和人力成本高、难以标准化和自动化、

可能对环境造成破坏等诸多问题
[3—8]

。

随着科技的持续进步, 特别是DNA条形码技术

和高通量测序技术的广泛应用 , 环境DNA (Envi-
ronmental DNA, 简称eDNA)技术迅速发展。eDNA
技术以其独特的优势, 为我们提供了一种非侵入

性、高效的方式来探测和监测生物物种的存在和

分布, 即使对于难以直接观察或捕捉的物种, 这项

技术也能够胜任
[9]
。在环境监测领域, eDNA技术

为水质、生态系统健康和环境污染的评估提供了

有力工具。同时, 政府法规的制定及公众对生态监

测和科学研究的日益关注也推动了eDNA技术的广

第 48 卷 第 8 期 水   生   生   物   学   报 Vol. 48, No. 8
 

2024 年     8  月 ACTA HYDROBIOLOGICA SINICA A u g . ,   2 0 2 4 

 
 

收稿日期: 2023-12-12; 修订日期: 2024-03-25
基金项目: 科技基础资源调查专项(2022FY100400); 第三次新疆综合科学考察项目(2021xjkk0604); 国家自然科学基金(U22A20454)

资助  [Supported by the Science & Technology Fundamental  Resources Investigation Program (2022FY100400);  the Third Xin-
jiang Scientific Expedition Program (2021xjkk0604); the National Natural Science Foundation of China (U22A20454)]

作者简介: 谷思雨(1995—), 女, 博士; 研究方向为基因组学。E-mail: gusiyu@ihb.ac.cn
通信作者: 王业耀, 博士, 研究员; E-mail: wangyy@cnemc.cn　 缪炜, 博士, 研究员; E-mail: miaowei@ihb.ac.cn　*共同通信作者

©The Author(s) 2024. This is an open access article under the CC-BY 4.0 License (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

http://dx.doi.org/10.7541/2024.2023.0409
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


泛应用。因此, eDNA技术的兴起代表了科学、环

境保护和技术创新之间的协同作用, 为未来的生态

和环境问题提供了有力的解决途径。

 1    eDNA技术简介

eDNA是指生物体释放在环境中的DNA[10, 11]
。

eDNA有多种来源 , 包括动物的细胞、皮肤、黏

液、血液、分泌物、唾液、精子、卵、粪便、尿

液和植物的根、叶、果实、花粉等释放出来的

DNA分子, 甚至各种生物的腐烂体等。由于eDNA
的来源多样、涵盖广泛, 使得研究者对于eDNA的
概念存在一定争议。总体而言, eDNA的概念可分

为广义和狭义两种。广义的eDNA概念包括微生

物、中小型生物和大型生物群落的细胞内和细胞

外DNA, 主要用于生物多样性调查和对不同生物类

群进行环境监测等研究。另一种狭义的eDNA概念

仅指大型生物释放到环境中的DNA (主要或仅限于

细胞外DNA), 主要用于监测入侵或濒临灭绝的物

种, 或者在生态学中用于调查动植物群落并研究水

生生态系统中的生物多样性模式
[12]
。在实际采样

中, 样品中eDNA的组成更符合广义eDNA概念, 因
此被广泛使用

[12]
。

根据DNA样品的环境来源, 可以将eDNA分为

水eDNA、沉积物eDNA、土壤eDNA或空气eDNA
等

[12]
。水eDNA是指生物体释放的存在于水体中的

DNA分子。水生生物的eDNA以各种形式存在于

水体中, 包括来自生物排泄物、脱落的细胞、死亡

细胞或分解组织的DNA片段
[13, 14]

、整个细胞或微

生物体、已破裂或分解的细胞碎片
[15, 16]

、主动释

放到环境中的细胞外DNA, 以及细菌和病毒DNA。
eDNA技术是指从环境样品(水体、土壤和沉

积物等)中直接提取DNA片段后利用测序技术进行

定性或定量分析, 确定取样环境中生物的种类和数

量, 以达到物种监测目的的技术
[17, 18]

。在水环境中

的应用是其中的一个重要领域, 通过收集水环境样

品, 提取DNA并进行高通量测序, 通过与已知的数

据库进行对比来识别与样本中的DNA片段匹配的

物种, 以确定哪些生物物种的eDNA存在于样本中

(图 1)。

 2    eDNA技术的发展历程

由于自然界中很多微生物不可培养, 或者丰度

极低, 并且基于培养的方法会严重扭曲自然环境中

的微生物组成, 因此“环境DNA”即直接从环境样本

中获取微生物DNA的想法开始萌芽
[19, 20]

。1987年,
环境DNA (eDNA)这个概念被首次提及

[19], 并报道

了从沉积物提取环境DNA的操作规程
[20]
。这一研

究推动eDNA技术进入了探索阶段(图 2)。
1990年 ,  Giovannoni等 [21]

首次基于16S核糖体

DNA (16S rDNA)研究了细菌多样性, 他们利用聚

合酶链式反应(PCR)从马尾藻海洋小浮游生物的自

然种群中扩增16S rDNA基因克隆文库, 并进行系

统发育分析, 揭示了新的微生物群SAR11及与富氧

光合生物有关的谱系。随后, 1998年首次提出了宏

基因组方法, 这种方法允许直接获取未培养的土壤

生物的基因组
[22]
。2003年, DNA条形码概念的提出

代表着eDNA技术正式兴起
[23], 通过文献计量, 发现

关于“Environmental DNA”的出版物数目在2003年
后出现大幅度增长(图 2)。DNA条形码, 即利用一

段较短的DNA序列作为物种快速鉴定的标记, 并希

望以此建立DNA序列和生物物种之间一一对应的关

系
[23, 24]

。例如线粒体细胞色素C氧化酶亚基Ⅰ(COⅠ)
基因区域能够区分动物界近亲物种

[23, 25]
。16S rDNA

也常用于细菌鉴定
[26]
。核糖体DNA的内部转录间

环境样品采集

eDNA提取

高通量测序

过滤

物种注释

数据分析

图 1    eDNA技术的基本流程

Fig. 1    The workflow of eDNA technology
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隔区(ITS)被用于真菌的研究
[27]
。还有许多其他标

记基因也已被用于不同生物类群和系统发育水平

的生物多样性分析, 包括18S rDNA、MiFish和rbcL
等 [28—32]

。

测序技术为eDNA技术提供了强大的工具。在

早期, 传统Sanger测序技术
[33]
为开发大型DNA条形

码参考文库提供了最有效的方法。但是传统的DNA
测序技术的限制在于测序通量低、速度相对较慢,
且成本较高, 因此在处理大规模样本和复杂DNA混
合物时存在困难

[24]
。直到2005年, 高通量测序技术

(二代测序技术)开始出现, 尤其是Illumina等高通量

测序平台和技术的发展, 使得开展大规模eDNA测
序得以实现。高通量测序平台具有更快的测序速

度、更长的读取长度、更低的成本及更高的数据

产出能力
[24]
。高通量测序技术与eDNA技术的结

合, 推动了eDNA技术从探索阶段向验证阶段的迅

速发展(图 2)。通过使用高通量测序技术, 研究人

员陆续开展了在海洋、淡水、土壤和肠道微生物

群等各种生态系统的环境样本中的研究, 例如Fice-
tola等[17]

通过水体eDNA, 监测了淡水样本中牛蛙的

存在。利用COⅠ DNA条形码的短片段, 用于从底

栖动物样本中提供淡水大型无脊椎动物的物种水

平鉴定
[34]
。利用对16S rDNA条形码测序研究饮食

对小鼠肠道微生物组成的影响
[35, 36]

等。近年来第

三代测序技术在长度和测序精度上的提升, 又对基

于eDNA的水生生物多样性研究提供了助力。高通

量测序技术的不断进步使得eDNA技术变得更加精

确和可靠, 成为生物多样性研究和环境管理的重要

工具。

目前, eDNA技术已经进入技术标准化阶段。

在已进行的eDNA技术验证研究中 , 逐渐认识到

eDNA监测结果受各种因素影响
[37, 38]

。因此当前的

研究焦点集中在制定和规范化eDNA监测技术标

准
[39—43]

、呼吁实施eDNA监测技术的规范化
[44, 45],

这被视为进入技术常态化应用阶段的必要前提。

近年来, 国内外陆续发布了关于eDNA监测技术标

准化的文件和规范, 囊括了采样点选择(河流、湖

泊、库塘等)、样品采集与处理(水、沉积物、生物

膜、混合生物样等)、eDNA提取、eDNA分析(扩
增、测序、注释、统计)等方面的规范化实施内

容。这些努力推动了eDNA监测技术的标准化, 但
在其所囊括的内容中还依然存在不少问题有待解

决
[40], 并且还有一部分问题未受到充分的关注。

综合来看, eDNA监测技术目前正积极朝着标

准化的方向发展, 未来5—10年或将是eDNA监测技

术标准化急速发展的时期, 到2030年前后, 预期将

基本完成采样方案、样品处理方法、分子实验方

案、监测结果和评估方法的标准化。届时, 热点区

域特定研究对象eDNA监测的样品重复检出度、

eDNA降解时间周期、eDNA空间转移的有效距

离、eDNA存在形态等eDNA生态学过程的关键参

数将完成相应积累, 进而推动eDNA技术的广泛应用。

 3    基于eDNA的水生生物监测技术

基于eDNA的水生生物调查方法主要可以分为

三个方面, 包括特异性引物扩增测序、通用引物扩

增测序和全部DNA测序(图 3)。
特异性引物扩增测序是一种使用特定于目标
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图 2    eDNA技术相关论文发表情况及发展阶段

Fig. 2    Publications and development stages of eDNA technology
原始数据来源于Web of Science, 通过关键词“Environmental DNA”检索, 对每年相关发文量进行计算

The raw data is obtained from Web of Science, where a search is performed using the keyword “Environmental DNA”, and the quantity of
publications is computed for each year
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物种的引物来扩增环境中存在的目标生物物种的

DNA的方法。PCR、实时荧光定量PCR (qPCR)和
微滴式数字PCR (ddPCR)是在环境DNA中进行物

种特异性分析的主要手段。引物和探针的设计是

基于目标生物物种已知的DNA序列, 通过引物扩增

得到目标物种特异性DNA片段, 添加探针能够提高

扩增的特异性, 并获得eDNA浓度等关键信息。许多研

究采用qPCR和ddPCR来量化鱼类种群的丰度
[46—48]

。

通过特异性引物扩增测序对自然环境中的eDNA进
行分析可以高效、敏感地揭示目标生物, 尤其是对

于稀有、濒危、保护和旗舰物种
[49], 以及最新出现

的入侵物种
[50, 51]

等, 对于已知物种的监测具有特异

性和准确性。

通用引物扩增测序的主要方法是宏条形码测

序技术(Metabarcoding), 是一种用于鉴定环境样本

中多个物种的eDNA监测技术
[23, 52, 53]

。它通过通用

引物扩增和测序获得环境中多种生物的特定DNA
区域(原生动物和藻类推荐使用核糖体来源的基因;
鱼类、底栖动物和枝角类等浮游动物推荐使用线

粒体来源的基因; 水生植物推荐使用叶绿体来源的

基因)来实现(图 4), 可以用于更广泛的生物多样性

调查
[54]
。宏条形码技术的优点包括高度特异性, 通

过通用引物选择性地扩增目标类群的DNA片段, 针
对特定的生物类群进行研究, 从而提高监测特异

性。此外, PCR扩增过程相对迅速和经济, 适用于

大批量样品的快速筛查和比较分析。然而, 它也存

在一些缺点, 首先, 具有引物依赖性, 可能无法有效

扩增未知物种或未充分描述的物种; 其次, 扩增过

程可能引入偏差, 使结果与实际物种组成偏离
[55];

此外, 基因进化速率差异可能会导致物种实际分化

和进化速率不一致, 加上物种分化的时间尺度差异,
从而导致物种间的分辨率不尽相同, 因此仅通过单

一的基因、较短的序列难以得到种水平的准确注

释的, 物种注释的准确性可能面临挑战。

全部DNA测序方法也称为宏基因组测序技术

(Metagenomics), 是对环境样品中的所有DNA进行

测序, 而不仅仅是特定引物扩增的部分。这种方法

可以同时监测和识别环境中存在的多个物种的

DNA[56, 57]
。与宏条形码技术相比, 宏基因组方法提

供了更广泛的物种信息。宏基因组技术的优势包

括无需特异引物, 它对所有eDNA进行测序, 能够获

得来自不同类群多个物种的DNA序列信息, 因此无

需事先设计引物。并且, 高通量测序技术可以同时

产生大量的DNA序列数据, 提供更详细和全面的物

种组成信息, 还可以获得功能基因信息。此外, 它
有潜力识别新物种或未经充分描述的物种的DNA
序列, 具有更高的灵敏度。同时, 它也可以识别和

研究微生物中的新基因和新功能
[58], 揭示微生物群

落的功能潜力和代谢能力
[57], 对于研究微生物在生

态系统中的功能和相互作用具有重要意义
[56, 59]

。然

而, 宏基因组测序费用高、数据量庞大、分析和处

理复杂度高、需要较强的计算资源和专业的分析

方法, 并且生物基因组的组装和注释存在挑战, 尤
其是对于未知物种和新功能的解析。

在宏基因组技术的基础上, 进一步衍生出了线

粒体宏基因组技术(Mito-metagenomics)[60], 它是直

接应用宏基因组技术测序得到的reads与建立的目

标生物完整线粒体基因组数据库进行比对, 从而识

别研究样品中存在的真核生物线粒体序列, 进而获

得目标生物群落的物种组成和丰度信息。这种方

法的优势在于, 能够准确识别混合样品中的物种,
即使在存在同类物种的情况下, 物种注释也能保持

高度准确。有研究表明, 这可能是替代宏条形码技

术解决物种注释准确性的有效方法
[60]
。然而, 线粒

eDNA

物种 1   2   3  4   5

特异性引物

扩增测序

单一物种

（保护种、入侵种）

通用引物

扩增测序

（宏条形码）

生物类群

（鱼类、浮游动物）

全部DNA
（宏基因组）

所有生物

参考数据库

图 3    基于eDNA的水生生物监测技术

Fig. 3    eDNA-based aquatic organism monitoring technology
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体宏基因组技术也存在两个缺点, 一是线粒体序列

在宏基因组中所占比例较低, 因此需要增加测序

量；二是不同物种细胞中线粒体的拷贝数存在差

异, 因此直接使用比对结果来估算物种相对丰度可

能不够准确。

综上所述, eDNA技术方法提供了多种有力的

工具, 在水生生物的研究中都具有重要的应用价值,
可根据研究目标、样品特性、预算和研究资源等

因素选择合适的方法。未来, 这些eDNA技术方法

将继续在生态学、环境监测和物种保护等领域发

挥关键作用(图 5)。随着技术的进一步发展, 我们

可以期待更精确、更高通量和更经济的eDNA分析

方法的出现, 从而更好地理解和保护我们周围的自

然世界。

 4    水生生物eDNA监测技术的应用

 4.1    保护生物学与入侵生物学

濒危和稀有物种保护与管理　　濒危和稀有

物种一直是生物调查的难点, 由于其生物量少、密

度低, 使用传统方法很难监测到
[61]
。同时, 传统的

调查方法如围网、拖网、电鱼等对调查对象及其

所在生境破坏性大。这些方法不但有可能起不到

物种调查的作用, 甚至有的物种会被干扰导致死亡,
进而加速物种衰退。eDNA技术作为一种非入侵性

的调查方法, 可以弥补传统监测方法的不足, 研究

人员可以使用eDNA技术来确定其分布范围和丰

度, 进而制定保护策略。近年来, eDNA技术已经成

功监测了美洲大鲵(Cryptobranchus alleaniensis)[62]、
欧洲泥鳅(Misgurnus fossilis)[63]、澳洲麦氏鲈(Mac-
quaria australasica)[49]等稀有或濒危动物, 并且还可

以发现数量极少的物种, 如认为消失多年的巴基斯

坦彩蛙(Latonia nigriventer)[64]。eDNA技术被认为

是一种有价值的工具, 是目前用于珍稀鱼类监测的

传统监测方法的有效补充。

入侵物种监测　　外来入侵物种监测是非常

必要的, 外来入侵物种不仅对本地生物多样性构成

潜在威胁, 而且可能导致生态系统结构和功能的变

化。及时有效的监测外来入侵物种可以提供预警

机制, 使我们能够更早地识别和干预入侵事件。通

过及时采取适当的控制措施, 可以尽早遏制入侵物

种的扩散, 最大限度地减少其对当地生态系统和经

济的影响。近年来, 利用eDNA技术监测水生生态

系统中的外来入侵物种已经取得了很多成功的案

例, 例如: 入侵法国的北美牛蛙(Rana catesbeiana)[17]、

离心过滤

DNA提取

DNA提取试剂盒 酚/氯仿法 磁珠提取法

物种特异性PCR扩增

DNA测序

选择物种特异性引物

质量控制 序列拼接 OTU聚类

序列比对物种注释丰度估计

采集时间 采集地点 样点照片 环境条件 环境参数

数据分析

eDNA样品制备

水环境样品采集

生物多样性评估 物种监测
群落结构与生态
系统功能分析

…

图 4    宏条形码测序技术的基本流程

Fig. 4    The workflow of metabarcoding sequencing technology
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入侵美国的亚洲鲤(Hypophthalmichthys molitrix和
H. nobilis)[65]、入侵欧洲的麦穗鱼(Pseudorasbora par-
va)[66]、入侵我国的眼斑拟石首鱼(Sciaenops oce-
llatus)[51]等, 都证明了eDNA技术对于外来入侵物种

监测的可行性。

 4.2    群落生物学

通过分析水中的eDNA, 可以高效地监测水环

境中存在的物种, 包括鱼类、底栖动物、浮游动

物、浮游植物和微生物等, 并帮助确定它们的存在

与分布范围。

在鱼类研究中, eDNA技术被广泛应用。科研

人员可以通过分析水样中的鱼类eDNA, 精确地监

测水体中存在的不同鱼类物种, 以及它们的分布和

相对丰度。例如, Zhang等[67]
使用eDNA宏条形码方

法来评估3个不同大小水体的鱼类群落, 并比较了

在海岸线和内陆样本中捕获的鱼类物种丰富度。研

究结果支持了基于eDNA的海岸线取样策略在生态

系统中鱼类群落调查中的有效性, 但也表明空间综

合取样设计可以揭示单个物种更精细的分布模式。

Wang等[68, 69]
利用eDNA方法研究了东海小黄鱼(Lari-

michthys polyactis)和大黄鱼(Larimichthys crocea)的
分布和丰度, 研究证明了eDNA方法在调查和监测重

要海洋鱼类的自然资源方面的可行性和稳定性。

eDNA技术在水生底栖动物生物多样性方面的

研究中也大有用处。底栖动物包括各种昆虫、蠕

虫、甲壳类动物和软体动物。通过分析底栖动物

的eDNA, 可以确定存在于特定水体底栖环境中的

各种物种, 这提供了高效的生物多样性监测手段,
有助于我们了解生态系统的健康状况以及环境变

化的迹象。2021年, Lanzén等[70]
应用eDNA宏条形

码技术对全部底栖生物(针对后生动物COⅠ基因和

真核生物18S基因)进行了测序, 通过比较宏条形码

数据与形态分类数据之间的多样性、总体群落结

构与物化参数的相关性来实现, 评估宏条形码技术

作为一种监测石油开采影响的技术的准确性。此

外, 还利用eDNA数据开发了新的生物指标, 用于评

估其在预测环境影响方面的性能。

浮游生物在水生态系统中扮演着重要的角色,
eDNA技术可用于监测和研究它们的多样性和数

量。通过分析浮游动物的eDNA, 我们可以更深入

地了解它们的季节性分布、食物链关系、生态功

能以及对环境变化的响应。另一方面, 通过分析浮

游植物的eDNA, 有助于监测富营养化、藻类水华

问题, 以及水体的整体健康状况。以白洋淀为例,
2021年, 陈家琪等

[71]
采用eDNA宏条形码测序技术,

开展白洋淀微型生物群落监测, 揭示了白洋淀微型

生物群落组成、序列数、多样性等的时空分布, 全
面揭示了白洋淀微型生物群落信息, 印证了该技术

的高效性和灵敏度。

eDNA技术不仅可以用于大型生物的研究, 还
可用于微生物群落的监测。分析水中微生物的eDNA
有助于研究微生物多样性、污染物降解和水体生

态系统的稳定性等。在Lee等[72]
的研究中, 基于eDNA

的评估与传统的暴露评估(如化学和体外生物测

定)一起应用, 以评估受持久性有毒物质(PTSs)影响

的底栖细菌群落的状况。研究描述了韩国西海岸

淡水和海水沉积物样品中细菌群落的多样性和结

构, 并评估了它们与环境变量的关系，结果表明原

位细菌群落的特征可以用于监测和评估沉积物质量。

 4.3    应用生物学

生物多样性评估　　eDNA技术可以提供水体

中物种多样性的快速评估。通过对水样中的

eDNA进行测序和分析, 获得更全面的物种清单, 并
了解物种的相对丰度和分布格局。目前, 该方法已

广泛用于各大水体的物种多样性监测, 包括海洋、

湖泊、河流、池塘、沼泽和湿地等不同类型的水

体
[65, 73—78]

。这将有助于更好地了解生物多样性的

分布和变化, 为生态系统保护和管理提供重要的信息。

早期疾病监测　　eDNA技术在水生生物疾病

监测方面也发挥着重要作用
[79]
。通过分析水体中

的eDNA, 监测对水生生物造成威胁的病原体及其

可能宿主
[80—83]

。例如, 鳃腺炎病毒、寄生虫和细菌

等病原体会释放出DNA片段。通过监测病原体的

存在和丰度变化, 可以及早发现疾病暴发并采取适

当的防控措施, 以减轻对水生生物的影响。此外,
eDNA技术还可用于研究水生生物与病原体之间的

相互作用和物种-病原体关系
[84]
。通过分析水体中

的eDNA, 可以了解某一物种是否感染了特定的病

原体, 或者病原体的存在是否对该物种的生存和繁

殖产生了影响。这有助于深入理解疾病的传播途

径和潜在危害, 为保护和管理水生生物提供科学依据。

生态系统功能与生态健康评价　　eDNA技术

在生态系统功能与生态健康评价中的应用涵盖了

多个关键领域。首先, 可用于环境健康评估
[85], 通

过监测特定污染物、疾病或其他环境压力的影响,
及早发现生态系统问题, 以便采取纠正措施。此外,
eDNA技术也支持食物网研究

[86, 87], 帮助我们理解

生态系统内部的食物链和食物网络, 揭示出食物网

的复杂性。它还在生态系统服务研究中发挥关键

作用
[88, 89], 用于评估生态系统提供的服务, 如水质

净化、土壤肥力和自然控制害虫, 从而推动可持续

资源管理。最后, eDNA技术在生态系统恢复方面
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也有重要应用
[90], 用于监测植被和野生动物的重新

引入效果, 确保受损生态系统的快速和有效恢复,
为生态环境的保护和重建提供了有力工具。

 5    eDNA技术在水生生物监测中面临的挑战

尽管eDNA技术已经在多个领域得到了应用和

发展, 并且已经验证了在水生生态系统中的灵敏性

和有效性, 但仍存在一系列待解决的问题。例如,
生物是否都可被eDNA技术监测到? 监测到的生物

是否能准确鉴定? 生物量多少? 这一系列问题妨碍

了eDNA技术向技术常态化应用阶段的发展, 并且

在eDNA监测数据转化为实际应用方面需要克服许

多技术难题(图 6)。
 5.1    eDNA来源的不确定性

在水体中, 水生生物eDNA的来源非常广泛, 包
括活体、死亡个体、粪便、衰败的组织等。这可

能导致eDNA的种类和数量在不同时间和空间发生

变化, 从而引入样本来源的偏差和误差, 无法提供

准确的物种存在和数量信息。此外, eDNA在水体

中可以发生空间迁移, 无法排除来自采样区域之外

的eDNA (异源eDNA)被运输并沉积在采样区域的

可能性
[3, 91], 比如通过捕食者的粪便沉积

[92], 捕食

者、食腐动物或人类交通对死亡样本的运输, 含有

eDNA的沉积物的重新安置(例如, 土壤和沉积物回

收项目)或者养殖场、居民区的废水排放等
[93]
。虽

然这些eDNA信号会随着时间的推移逐渐降解, 但
针对eDNA来源对目标物种eDNA丰度和分布的潜

在影响进行更有力的研究, 对实现eDNA技术成为

可靠的生态监测工具至关重要。

 5.2    假阴性、假阳性

eDNA技术在实际应用中存在假阴性和假阳性

的问题。假阴性指的是当目标物种实际存在于环

境中时, 但通过eDNA分析未能监测到该物种的情

况。假阴性可能由多种因素引起, 包括采样量不

足、DNA降解、PCR反应抑制等
[94, 95]

。如果样本

采集不全面或采样量过小, 目标物种的eDNA可能

无法被充分提取, 从而导致监测不到。此外, eDNA
在环境中容易受到各种因素的影响而降解, 例如氧

化、紫外线辐射等 , 这也可能导致目标物种的

eDNA无法被监测到。另外, 一些环境条件或其他

物质的存在可能会抑制PCR反应, 从而导致假阴性

结果。

假阳性则是指当目标物种实际上不存在于环

境中, 但通过eDNA分析却给出了阳性的结果。这

可能由污染、交叉反应、PCR扩增错误等因素引

起
[96]
。在样本收集和处理的过程中, 可能会发生外

源性DNA的污染, 例如来自实验室或野外的其他物

种DNA[97]
。PCR扩增可能会出现交叉反应, 即在扩

增过程中与目标物种的DNA片段具有相似序列的

其他物种DNA被错误地扩增。此外, PCR反应本身

也可能存在错误, 例如引物设计不准确或扩增条件

设置不当, 这些都可能导致假阳性结果出现。

 5.3    物种定量和丰度估计

使用eDNA技术来估计物种的丰度是充满挑战

的。目前在水生生态系统中已经做了一些研究, 在
自然水体中

[98, 99]
和人工水体中

[100, 101]
均证明了水体

中eDNA组成与其高通量测序reads数间呈明显线性

关系 ,  eDNA技术可以利用物种特异性引物集和

qPCR来测量相对种群丰度。但是由于eDNA的含

量与物种的丰度之间的关系复杂且受到多种因素

的影响, 如物种生物量、DNA释放速率和eDNA降
解速率等。而且, eDNA的浓度受到多种干扰因素
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图 5    水生生物eDNA技术的应用

Fig. 5    Application of aquatic eDNA technology
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的影响, 例如环境条件、生物体特性、样品处理和

DNA提取过程等。这些因素可能导致eDNA的浓

度在不同样品之间存在差异, 进而影响物种的定量

和丰度估计
[97]
。因此 , 需要继续研究eDNA的起

源、状态、趋势和传输如何影响丰度的估计, 才能

更好地理解在估计丰度时产生的误差
[9]
。迄今为

止, 虽然准确地定量物种仍是一个挑战, 可以看出

eDNA技术对于评估物种生物量具有良好的应用前

景。后续的发展方向一方面可尝试建立不同物种

/类群个体数目与eDNA相对丰度之间的相关关系

和模型, 利用类似标准曲线法通过DNA相对丰度进

行物种/类群定量; 另一方面, 对于部分重要物种,
可通过研究不同个体, 筛选其差异DNA序列, 以序

列的多样性来评估环境中该物种的个体数目, 实现

定量分析。

 5.4    数据库的缺失

尽管在过去十几年中eDNA技术得到广泛应

用, 但由于缺乏一个统一完整的eDNA条形码数据

库, 该技术的推广受到限制。目前存在一些常见的

数据库 , 如NCBI、SILVA、PR2、BLOD等 , 然而

这些数据库存在一些问题。NCBI是全球最大的核

酸序列库, 但由于数据是由各研究者自行上传, 其
质量参差不齐, 这导致其中存在大量冗余和错误的

序列, 从而影响了其作为参考数据库的准确性。而

SILVA、PR2和BLOD等数据库则存在一定的偏好

性 , 只针对部分类群进行数据收集 , 覆盖范围较

小。其中, SILVA数据库是包含了细菌、古菌和真

核生物rDNA基因的综合数据库, 但更侧重于原核

生物。PR2为针对真核微生物核糖体小亚基SSU
rDNA基因的数据库, 主要以原生生物为主。BLOD
为真核生物条形码数据库。因此, 在当前的研究中,
由于数据库的不完善, 常常出现无法准确鉴定甚至

错误鉴定水生生物物种的情况。

 6    水生生物eDNA监测技术的标准化

在eDNA采集和分析过程中, 不同实验室和研

究者之间可能存在方法差异和技术偏差, 这可能导

致结果的不可比性和不确定性。建立一套统一的

标准化流程, 并开展大规模的验证研究, 有助于提

高eDNA技术的可靠性和可重复性。

 6.1    准确和完善的物种条形码参考数据库

eDNA数据库是支持eDNA技术应用的最为重

要的基础资源之一。建立全面准确的eDNA参考数

据库被视为该技术的关键要素。当前数据分析主

要依赖于公共数据库, 一方面缺乏针对我国各类水

体中水生生物eDNA参考序列, 另一方面, 公共数据

库存在部分数据来源杂、可信度不高的缺点。同

时, 公共数据库具有不同类型的授权策略, 因此在

未来常态化监测甚至商业应用中可能存在一定障

碍。针对上述问题, 目前, 我国各单位、高校和公司

已经在积极构建eDNA条形码参考序列数据库。中

国科学院水生生物研究所牵头构建了水生生物eDNA

• 异源eDNA污染

• eDNA降解周期长

• eDNA空间迁移

• 数据多而杂

• 质量参差不齐

• 我国水生生物条形
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• PCR偏好性
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图 6    eDNA技术在水生态系统监测中面临的挑战

Fig. 6    Challenges of eDNA technology in aquatic ecosystem monitoring
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数据库(AeDNA, http://aedna.ihb.ac.cn/)[102]。该数据

库整合了DNA条形码和基因组两种类型的参考序

列, 包括18S、28S、ITS、COⅠ、12S、rbcL等各

类DNA条形码, 总计60余万条。覆盖了鱼类、水生

植物、底栖动物、浮游动物及浮游植物等五大生

态类群, 涉及超过6万种水生生物。数据库包含了

各种水域环境, 如江、河、湖、海、湿地、冰川和

温泉, 构建团队贡献了6万余条参考序列, 提供了我

国丰富的各类水体生境信息。水生生物eDNA数据

库是目前我国覆盖类群最广, 含有我国水生生物条

形码序列最多的数据库。另外, 其他单位也在积极

构建相关参考序列数据库。如南京农业大学牵头

成功构建了中国淡水底栖无脊椎动物条形码数据

库 (含 800余个底栖动物物种 ,  1100余条线粒体

COⅠ条形码)[103]; 美格基因收集了多个公共数据

库, 构建了包括COⅠ、12S、18S、16S等常见宏条

形码标志基因的参考序列库(http://cloud.magigene.
com)。这些数据库的建设不仅为科学研究提供了

强大的支持, 还促进了数据的共享和合作, 有助于

推动我国在水生生物领域的研究和保护工作。

未来, 针对我国不同水体中的水生生物, 建立

相应的生境、流域和水生生物类群的条形码序列

数据库对准确鉴定和监测水生生物至关重要。因

此, 可能需要大力建设各类重要水体的水生生物条

形码参考序列库。从策略上来讲, 对于重点监测类

群, 比如鱼类, 可采用传统形态分类加条形码测序

的方法建库。而对于微型生物而言, 监测的目的本

身可能只关注大的功能类群, 加之其本身形态鉴定

较为困难, 难以实现种阶元的鉴定, 可采用新兴的

高通量建库方法, 如三代测序, 同时辅以重点指示

种类传统建库。

 6.2    标准化的野外和实验室流程

针对应用eDNA技术的局限性, 第二个关键要

素是建立一套标准化的野外和实验室操作流程, 核
心在于确保在不同地点和研究项目中能够以一致

的方式收集、处理和分析eDNA样本, 从而保证数

据的可比性和结果的可信度。

在野外方面, 标准化的操作流程包括采样方法

的选择、采集设备的选择和维护、样本的正确保

存和标识、以及采集信息的记录
[39, 61, 104—106]

。这些

流程必须经过精心设计和细致操作, 防止样本污染

和数据失真, 确保野外数据的质量。

在实验室方面, 标准化的操作流程包括样本的

制备
[15,  106]

、DNA提取
[107—110]

、PCR扩增
[111—118]

、

测序和数据分析
[39]
。这意味着这些步骤都要遵循

一致的步骤和方法, 这有助于降低误差, 提高数据

的一致性和可重复性。同时, 建立标准化的实验室

流程还能够确保不同实验室之间的结果可以相互

比较, 从而推动更广泛的合作和共享数据。

 6.3    指标/参数/评价体系

克服eDNA技术应用局限性的另一重要对策是

为不同的生物类群建立定制的指标、参数和评价

体系, 关键在于认识到不同的生物类群在eDNA监
测中可能表现出不同的特征和行为, 因此需要适应

性强的评估工具来更准确地了解它们的存在和丰度。

以水生态系统为例, 每个水生生物类群都可能

对环境有独特的响应, 因此建立特定的指标和参数

对于深入研究和有效监测至关重要。这包括确定

哪些基因或序列片段最适合用于特定类群的监测,
以及需要考虑哪些生物学特征和生态环境因素可

获得准确的丰度信息。例如, 对于鱼类, 可能需要

考虑其生活史、洄游习惯和栖息地选择等因素, 而
对于浮游植物, 可能需要关注其季节性和环境耐受

性。此外, 不同的评价体系可以根据类群的特点来

设计, 以更好地反映它们在生态系统中的作用和重

要性。这可以包括建立丰度指数、多样性指标或

生态功能参数, 以更全面地评估水生生物群落的健

康和稳定性。

 6.4    样品保藏、数据分析和存储

样品保藏、数据分析和存储方面建立标准化

的流程也是非常重要的。随着eDNA技术应用的发

展, 研究人员在野外采样、实验室操作和生物信息

数据处理过程中所使用的方法和程序需要遵守高

透明度的原则, 从而提高eDNA监测技术的可重复

性和可信度
[9, 119]

。

样品保藏　　在环境监测过程中, 将会产生大

量的样品, 包括已制备的eDNA测序样品和已完成

提取的DNA样品。建立标准化的样品收集、标记

和储存流程可以有效防止样品污染、降解或丢

失。环境样品在制备完成后应迅速冷冻保存(–80℃
或液氮)或脱水保存

[120](在有条件后应尽快存入

–20℃或–80℃超低温冰箱, 可延长保存时间), 并使

用标签记录重要信息, 如采集时间和地点等。已完

成提取的DNA样品应做好标记后保存于–80℃超低

温冰箱, 避免反复冻融。

数据分析　　数据分析是eDNA技术的核心部

分, 建立标准化的数据处理和分析流程可以确保结

果的一致性和可重复性。建立统一的数据处理过

程包括序列质量控制、去除污染序列、物种鉴定

和丰度估计等步骤。此外, 数据处理和分析流程应

具备可再现性
[121]

。对eDNA数据的预处理、聚类

和物种注释的步骤和方法提供详细的描述和文档,
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这包括使用的工具、软件和算法, 以及参数设置和

数据过滤的准则, 并存储在一个补充存储库中, 如
DRYAD (http://datadryad.org/)、Github (https://github.
com/github)或 FIGSHARE  (http://figshare.com)[9]。
Sandve等[121]

提出了计算研究可重复性可遵循的10
条规则, 确保描述足够清晰和详尽, 以使其他研究

人员能够重现数据处理和分析过程。

数据存储　　数据存储方面的标准化涉及到

数据的长期保存和共享。建立合适的数据存储和

管理系统, 包括数据的记录和数据的归档, 有助于

确保数据的安全性和可访问性。此外, 促进数据共

享和开放获取是提高eDNA研究效益的关键因素,
因此需要制定共享政策和标准数据格式。

数据存储分为公开和非公开两种方式。首先,
公开可共享的来自任何高通量测序的原始FASTQ
文件都可提交到公共数据库, 对于中国而言, 国家基

因组科学数据中心(National Genomics Data Center,
NGDC)的数据管理体系GSA (Genome Sequence Ar-
chive)是一个很好的选择。此外, 也可以选择提交

到美国的NCBI的SRA (Sequence  Read  Archive)数
据库或欧洲核苷酸序列ENA (European Nucleotide
Archive)数据库。如涉及到国家和各级政府部门实

施的项目, 可以按规定将数据保存到国家指定的数

据平台, 如国家微生物科学数据中心(National Micro-
biology Data Center)等。如涉及到非公开的监测数

据, 相关单位可自行建立小型数据存储中心或采用

数据云服务, 实现数据的集中存储、备份和管理,
有助于确保数据的安全性和可管理性。

此外, 相关的数据信息, 如样品采集地点和时

间、采样方法、实验处理步骤、环境条件等, 对于

其他研究人员理解和使用数据至关重要。数据报

告和标准可以参考基因组学领域的MIGS (Minimum
Information about a Genome Sequence)和MIxS (Mini-
mum Information  about  any  (x)  Sequence)标准

[122]
。

这些标准定义了关于基因组学和序列数据的最低

信息要求, 包括实验设计、数据处理、样品信息等,
有助于确保报告的信息充分、一致和可比。

总之, 通过在样品保藏、数据分析和存储方面

建立标准化流程 , 研究人员可以更有效地利用

eDNA技术进行长期的生态研究和监测工作。这不

仅有助于提高数据质量、可比性和可信度, 还促进

了科学合作和数据共享, 从而更好地推动了环境保

护和生物多样性研究的进展。

 6.5    水生生物eDNA监测技术标准化实施的策略

为了推动水生生物eDNA监测技术标准化实

施, 可考虑制定相关的规范手册和标准。

规范手册和标准应包括样品采集(人类活动

区、排放区、养殖区)、样品前处理(过滤方法、滤

膜选择)、实验操作(DNA提取)、引物选择(鱼类、

植物、浮游生物、底栖动物等)和数据分析(参考数

据库、物种注释阈值、阳性/阴性阈值)等方面的操

作建议, 以提高水生生物eDNA监测的准确性和可

重复性。

同时可考虑开展水生生物eDNA监测技术标准

化实施的试点工作。试点工作可以在少数重点水

体优先展开, 例如松花江流域和赤水河流域等河流

生态系统, 太湖、滇池和洱海等湖泊生态系统, 以
及丹江口水库等水库生态系统。在试点工作进行

时, 可以优先考虑鱼类、底栖动物和浮游生物等几

大类群 , 并将传统形态鉴定与eDNA监测同时进

行。一方面可结合形态学鉴定方法构建不同生

境、流域的水生生物eDNA条形码参考序列库。另

一方面, 可对两类数据进行比较, 考察eDNA技术标

准化流程的准确性和适用性, 从而进行优化完善,
推进eDNA技术的常态化应用。

在鉴定策略上, 有必要设置合适的物种鉴定阈

值和置信值。按置信值确定可注释分类阶元, 以保

证鉴定结果的可靠性。可根据不同生境和流域的

水生生物条形码参考序列子库, 结合需常态化监测

的物种, 设置物种清单, 确保清单内物种的鉴定准

确性。同时, 结合通用库, 实现清单外物种的鉴定

(如入侵种、新种等)。总体来说, 在鉴定策略上可

对鉴定结果进行分级, 以保证结果的准确性。

 7    总结与展望

eDNA技术在生物多样性研究和环境监测中具

有广阔的前景。它为生物多样性评估、物种监测

与保护、早期疾病监测与生态健康评估、以及水

质监测等方面提供了一种高效、准确和非侵入性

的方法。随着技术的不断发展和应用的扩展, eDNA
技术展现出了在水生生态系统保护中的巨大潜能。

在未来的研究中, eDNA技术的发展应聚焦于

以下几个方面: (1)技术改进和方法标准化: 未来的

研究将致力于改进eDNA技术的灵敏度、分辨率和

高通量性。这包括开发更先进的DNA提取、测序

和分析方法, 以提高数据的准确性和可靠性。此外,
还需要标准化和统一eDNA样品的采集、处理和分

析流程, 以确保结果的可比性和重复性。(2)多样性

评估与功能研究: 除了物种鉴定和监测, 未来的研

究将关注对eDNA数据的更深入分析, 以了解生物

多样性的动态变化和功能。这可能包括通过分析

eDNA数据中的基因组和功能元素, 揭示物种之间
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的相互作用和生态功能。这将有助于更好地理解

生物多样性的维持机制和生态系统的功能, 并为生

态恢复和可持续发展提供支持。(3)大数据和生物

信息学: 随着eDNA数据的快速积累, 未来的研究将

涉及对大规模eDNA数据的处理、管理和分析。这

将需要发展高效的生物信息学工具和算法, 以应对

海量数据的挖掘和解读。同时, 还需要建立数据共

享和协作平台, 促进多学科间的合作与交流。(4)应
用领域的拓展: 未来的研究将进一步扩展eDNA技
术在各个领域的应用范围。还可以将eDNA技术与

其他监测方法和技术相结合, 如遥感、传感器网络

和人工智能等, 以实现更全面、精确和多尺度的环

境监测。

总体而言 ,  eDNA技术的发展可按定性、定

量、功能分析三步走战略, 通过技术改进、方法标

准化、数据库标准化, 实现物种定性监测的标准化

和常态化。在此基础上, 探索基于eDNA定量监测

水生生物的方法, 最终实现利用eDNA对生态系统

功能进行评估, 为水生生物多样性保护、生态系统

管理和环境决策提供支撑。

(作者声明本文符合出版伦理要求)
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DEVELOPMENT, APPLICATIONS, AND STANDARDIZATION OF ENVIRON-
MENTAL DNA MONITORING TECHNOLOGY FOR AQUATIC ORGANISMS

GU Si-Yu1, CHEN Kai1, JIN Xiao-Wei2, LI Wen-Pan2, CHEN Xiao-Fei3, XIONG Jing4, TANG Min-Zhe4,
JIANG Chuan-Qi1, XIONG Jie1, LI Tao1, ZHANG Qi1, CUI Yong-De1, ZENG Hong-Hui1,

HE Shun-Ping1, WANG Ye-Yao2 and MIAO Wei1

(1. Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China; 2. China National Environment
Monitoring Center, Beijing 100012, China; 3. Hubei Provincial Academy of Eco-Environmental Sciences,

Wuhan 430072, China; 4. Hubei Ecological Environmental Monitoring
Central Station, Wuhan 430072, China)

Abstract: Aquatic ecosystems play a pivotal role in ensuring national ecological security by serving as a fundamental
foundation. Within these ecosystems, aquatic organisms occupy a central position, acting as crucial indicators for study-
ing  the  evolution  of  water  bodies  and  preserving  aquatic  ecological  health.  Traditional  surveys  and  monitoring  of
aquatic organism have typically relied on morphological methods, which suffer from limitations such as high expertise
requirements, standardization and automation difficulties, and time-consuming processes. Environmental DNA (eDNA)
technology offers a promising alternative. This method identifies specific species by detecting DNA fragments present
in the environment. By leveraging DNA molecules in water, eDNA technology provides an accurate, convenient, stan-
dardized, and automated approach for routine aquatic organism monitoring. This review introduces the basic principles
of  eDNA  technology,  summarizes  the  development  history,  and  process  of  eDNA  technology  from  its  inception  to
widespread research applications. Furthermore, it explores various aquatic organism identification and monitoring tech-
nologies based on eDNA, including eDNA barcoding and metagenomics. The application of eDNA technology spans
various  fields,  encompassing  species  conservation,  invasive  species  monitoring,  and  aquatic  ecological  assessment.
However,  the review also addresses  challenges confronting eDNA technology,  such as  the incompleteness  of  species
reference sequence database. To tackle these challenges, the review suggests optimizing and enhancing databases, refin-
ing  sample  collection  methods,  and  improving  evaluation  indicators,  sample  preservation,  data  analysis,  and  storage.
Additionally,  recommendations are  provided for  the standardized and automated implementation of  aquatic  organism
eDNA monitoring in China, taking into account the current stage of development in eDNA technology.

Key words: Environmental DNA technology; Standardization; Aquatic organism monitoring; Metabarcoding sequenc-
ing technology; Metagenomic sequencing technology; eDNA database
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