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摘要：环境 ＤＮＡ（Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ， ｅＤＮＡ）技术是一种正在蓬勃发展的生物采样监测技术，可以

根据需要同时监测特定对象或多种水生生物，因其便利快捷，对检测对象和生态环境友好等优点而

在水生生物资源监测中具有广阔的应用潜力。 长江口水域作为我国最大的河口，是诸多水生生物

季节性洄游、觅食和栖息的重要场所，因此对该水域水生生物资源的动态变化进行准确监测是开展

相应生态保护的必要基础。 本文归纳分析了环境 ＤＮＡ 技术的监测原理，以及在濒危珍稀物种、入
侵物种、生物多样性、资源量和遗传多样性监测方面的应用现状及限制条件，并结合长江口水域监

测工作的具体需求，展望了在该水域应用环境 ＤＮＡ 技术进行水生生物资源监测的应用前景和研究

方向，并提出相关建议。
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　 　 河口是生态环境十分脆弱和敏感的水域，其对

生物种群的繁衍、资源补充及保持生态平衡都具有

十分重要的意义［１］。 长江口是我国最大的河口，该
区域饵料生物丰富，是多种海洋生物的良好栖息地、
产卵场和洄游通道［２］。 了解长江口地区的生物资

源动态变化是保护其水域生态健康的前提，为更好

地了解和保护该水域的生态系统，需要建立有效的

水生生物监测体系。
水生生物监测调查，特别是渔业资源调查，按照

是否依靠渔业活动获取数据分为依赖于渔业的调查

（Ｆｉｓｈｅｒｙ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ｓｕｒｖｅｙ） 和独立于渔业的调查

（Ｆｉｓｈｅｒｙ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ｓｕｒｖｅｙ） ［３］。 在当前长江流域

实行长期禁渔的背景下，很难再获取渔业数据或基

于渔业的调查数据，因此需要发展多元的独立监测

技术来健全传统的资源监测体系。

随着分子生物学的蓬勃发展，２０ 世纪 ８０ 年代

环境 ＤＮＡ （Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ， ｅＤＮＡ） 技术孕育

而生，逐渐成为一种新兴的生物监测技术。 该技术

最大的优势是环境友好，只需要从环境中采集水样，
就可以了解到环境中的生物信息，不会对监测对象

造成伤害，因此十分适合监测濒危或珍稀物种［４］；
其次，单一的采样方法常常不能全面地采集群落中

的所有生物，如底拖网一般只对底层鱼类的捕获率

较高［５］，而环境 ＤＮＡ 技术可以同时监测游泳动物、
底栖生物甚至包括浮游动植物、细菌、真菌和病毒

等［６］。
长江口水域仅鱼类就有 １４０ 多种，还有中华鲟

（Ａｃｉｐｅｎｓｅｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ）、江豚（Ｎｅｏｐｈｏｃａｅｎａ ｐｈｏｃａｅｎｏｉｄｅｓ
ａｓｉａｅｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ）、松江鲈（Ｔｒａｃｈｉｄｅｒｍｕｓ ｆａｓｃｉａｔｕｓ）等珍

稀水生生物，具有多种监测需求［７］。 本研究从环境
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ＤＮＡ 技术的原理、发展、限制条件等方面介入，结合

长江口具体的监测需求和环境特点，对该水域使用

环境 ＤＮＡ 技术进行监测的潜力进行展望，以期为长

江大保护工作提供更加丰富的参考信息。

１　 环境 ＤＮＡ 技术的监测原理与发展

环境 ＤＮＡ 是生物体扩散于环境中的 ＤＮＡ，来
源可以是脱落的细胞和组织，也可以是排泄物或粘

液［８］。 环境 ＤＮＡ 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，检测从环境介质中

提取环境 ＤＮＡ 的种类与数量，进而确定取样环境中

生物的种类与数量，以达到监测目标物种的目的的

技术［９］。
环境 ＤＮＡ 技术起源于微生物领域，最早被用于

分离纯化环境中微生物的 ＤＮＡ［１０］，随后逐渐被应

用于植物群落多样性等领域［１１］，主要用于测定空气

中的植物孢子，后来才被用于监测水生动物。 Ｆｉｃｅ⁃
ｔｏｌａ 等（２００８）最先将环境 ＤＮＡ 技术应用于淡水入

侵物种的监测［１２］；Ｔｈｏｍｓｅｎ 等（２０１２）首次使用环境

ＤＮＡ 技术分析海洋中的生物多样性，扩大了环境

ＤＮＡ 技术的应用水域［１３⁃１４］。 从 ２００８ 年至今，环境

ＤＮＡ 技术经历了由监测单一物种到多个物种，再到

调查生物多样性的历程，目前已发展到可评估部分

物种的资源量；其适用水体也从流动性较小的封闭

淡水水体（如池塘、湖泊），扩展至开放水体（如溪

流、河流），最终应用于盐水、半盐水水域（如河口、
近海）；监测对象由小型底栖动物发展到两栖动物、
鱼类、哺乳动物甚至是水禽。

２　 环境 ＤＮＡ 技术在水生生物监测中的应用

目前，环境 ＤＮＡ 技术在水生生物监测中主要使

用在四个方面，一是监测特定物种，如濒危物种和入

侵物种；二是调查生物多样性；三是评估资源量；四
是监测物种的遗传多样性。 前两方面的技术发展较

为成熟，因此应用也较多，而在对于资源量的评估与

遗传多样性的监测方面仍处于探索阶段。
２．１　 特定物种

２．１．１　 珍稀物种和濒危物种 　 珍稀动物和濒危物

种在自然界的密度很低，利用常规性的调查监测它

们的存在具有固有的困难。 对于淡水生态系统的低

密度目标物种，已可通过环境 ＤＮＡ 技术监测其存在

与否［１０］。 这是因为生物的环境 ＤＮＡ 通过在水体中

的快速扩散，可以在一定范围内的任意地点被检测

到［４］；环境 ＤＮＡ 技术还能监测到任何生活史阶段的

目标物种［１５］，极大地避免了调查网具网目尺寸选择

性的约束；环境 ＤＮＡ 技术还是一种环境友好型的监

测方法，监测过程本身不会对目标物种和栖息地造

成物理伤害，这对于珍稀濒危物种及脆弱的生境而

言相当重要。
目前，环境 ＤＮＡ 技术已成功应用于河口、河流

及池塘的珍稀或濒危的鱼类［１５］、两栖类［１６］、水生哺

乳动物［１７］的监测，表现出了独特的优势。 在长江流

域，Ｍａ 等（２０１６）设计出适合长江江豚的特异性引

物，使用环境 ＤＮＡ 技术对长江江豚进行了调查［１７］；
Ｓｔｅｗａｒｔ 等（２０１７）通过环境 ＤＮＡ 的信息推测出长江

江豚种群的时空分布［１８］；Ｑｕ 等（２０１９）在以长江江

豚为对象的监测中，发现传统实时荧光定量 ＰＣＲ
（Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ， ｑＰＣＲ）较传统视觉观

察与捕获相比，其覆盖面积更广，且成本更低［１９］；徐
念等（２０１８）使用该技术对中华鲟的生殖洄游路线

进行了分析，并认为其结果很好的反映了中华鲟的

季节性洄游模式［２０］；吴昀晟等（２０１９）对江苏江段的

长江江豚分布进行了调查，并与传统方法比较后发

现，８ 个使用传统方法观测到江豚的站点均检测到

了江豚的 ＤＮＡ，１０ 个疑似站点中 ３ 个检测到了江豚

的 ＤＮＡ［２１］。 这些研究都表明在长江流域使用环境

ＤＮＡ 技术监测珍稀物种活动的可行性。
２．１．２　 入侵物种　 入侵物种是指对经济生产、生态

系统和生物多样性、人类健康等带来威胁的外来物

种［２２］。 生物入侵是导致生物多样性丧失的重要原

因之一［２３］。 环境 ＤＮＡ 技术能够应用于入侵物种的

监测，特别是在外来物种入侵的早期阶段，其种群密

度比较低，往往并不引人注意，但此时也是最佳防控

时机，如果失控将导致防除成本急剧增加，甚至难以

根除。 因此，在外来种入侵或扩散初期施行有效监

测、预警至关重要，而环境 ＤＮＡ 技术在这一阶段较

传统监测方法具有更为明显的优势。
目前，使用环境 ＤＮＡ 技术在监测入侵物种方面

已有多个成功案例，如 Ｆｉｃｅｔｏｌａ 等（２００８）发现环境

ＤＮＡ 技术不仅能在所有传统方法奏效的水体中监

测到美国牛蛙（Ｒａｎａ ｃａｔｅｓｂｅｉａｎａ），还能在一些传统

方法失败的地点进行成功监测［１２］；Ｊｅｒｄｅ 等（２０１１）
将环境 ＤＮＡ 技术结合传统渔业资源调查监控劳伦

斯河流域的入侵物种，发现真实的威胁程度远高于

传统方法的估计［２４］。 目前监测水生入侵物种时常

使用的方式是走访调查和传统网具捕捞相结合［２５］，
偶尔会使用遥感技术研究入侵物种的分布状况［２６］，
这几种监测方式在入侵早期的敏感性较低，且成本

较高［２７］。 长江口水域是国际航线的交通要塞，远洋

船舶的压舱水是造成生物入侵的重要途径［２８］。 目

前，国内对压舱水内入侵物种的鉴定方法主要是采
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用形态学观察结合分子生物学的方法［２９］，而美国研

究人员已经将环境 ＤＮＡ 技术应用于压舱水的检

测［３０］。
２．２　 生物多样性

生物多样性具有极高的价值，物种的过度缺失

会造成生态失衡［３１⁃３２］。 生物多样性涉及遗传多样

性、物种多样性、生态系统多样性 ３ 个层次［３３］，环境

ＤＮＡ 技术在物种多样性的监测上也具有适用性。
Ｔｈｏｍｓｅｎ 等（２０１２）利用环境 ＤＮＡ 信息发现能在封

闭的实验生态系统中检测到两栖类和所有鱼类，相
比之下，开放的海洋环境中可能由于洋流和盐度等

环境因素的影响，环境 ＤＮＡ 技术只能检测出部分物

种，但相比于潜水、底拖网、笼壶等传统调查方法，其
监测效率明显更高［１４］。 然而，Ｆｏｏｔｅ 等（２０１２）使用

环境 ＤＮＡ 技术监测开阔水域的生物群落时，发现其

对于领航鲸（Ｇｌｏｂｉｃｅｐｈａｌａ ｍｅｌａｓ）的灵敏性就低于传

统声学调查技术，这可能是由于海水中的环境 ＤＮＡ
被稀释后密度过低所致［３４］。 在长江流域，徐念等

（２０１６）在宜昌至南京江段的对比调查表明，渔获物

调查最少采样到 １７ 种鱼类，而利用环境 ＤＮＡ 只检

测出 １５ 种鱼类，但是含有网具没有捕获的种类［３５］；
Ｚｈａｎｇ 等（２０１９）使用该技术调查了长江口区域不同

季节的鱼类组成，共鉴定出 ４１ 个种类，虽然鉴定出

的种类数量较多，但是缺乏与网具采样效果的对

比［３６］。 这些研究说明环境 ＤＮＡ 技术的监测效果在

不同类型的水体中有所差别，在一些水域能够较好

地代替传统的调查方法，而在另一些水域只能作为

补充手段，这可能与这些水体的环境特征有关，其适

用性需要针对具体的调查水域进行进一步的评估。
２．３　 资源量调查

对目标生物的资源丰度进行调查是水生生物资

源监测的重要内容，传统上依赖网具和声学手段进

行。 Ｆｉｃｅｔｏｌａ 等发现了牛蛙密度高的池塘中所提取

的 ＤＮＡ 扩增率明显高于低密度的池塘，这为使用环

境 ＤＮＡ 技术监测资源丰度提供了启示［１２］。 近十几

年来，不断有学者尝试利用环境 ＤＮＡ 技术在不同水

域对多种生物进行调查研究［３７⁃３８］。 这些研究结果

表明动物密度与其环境 ＤＮＡ 浓度之间存在某种非

线性关系，可以通过测量一个样本中环境 ＤＮＡ 拷贝

的数量来估算物种生物量［３９］。 常见的方法为在实

验室条件下饲养目标物种，再检测水样中的环境

ＤＮＡ 浓度，由此绘制种群密度与环境 ＤＮＡ 浓度关

系的标准曲线，在此基础上采集监测水域中的水样

并测量环境 ＤＮＡ 浓度，通过对比标准曲线就可推算

监测物种的密度和分布［４０］。 然而，这种方法只适合

于水样中环境 ＤＮＡ 浓度与该物种数量的相关性较

强的物种，对于带有坚硬外壳的虾类或者贝类的物

种，其环境 ＤＮＡ 浓度与生物量之间的关系并不明

显［４１⁃４２］。
由于技术等诸多因素的限制，单独依靠环境

ＤＮＡ 技术对资源量进行调查仍有较大不确定性，相
关技术的改进一直处于探索之中，Ｄｏｉ 等（２０１５）发

现微滴式数字 ＰＣＲ （Ｄｒｏｐｌｅｔ Ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ， ｄｄＰＣＲ）
比 ｑＰＣＲ 更适合于测定水中环境 ＤＮＡ 的浓度［４３］；
Ｔａｋａｈａｌａ 等（２０１２）尝试了使用不同孔径的滤膜来进

行检测， 并对比出了更适合当地鲤鱼 （ Ｃｙｐｒｉｎｕｓ
ｃａｒｐｉｏ）的滤膜孔径，并成功使用环境 ＤＮＡ 技术对当

地的鲤鱼群落进行了监测［４４］；卢珊等（２０１５）发现酒

精多次沉淀法浓缩的水样可获得最佳的环境 ＤＮＡ
提取效果［４５］。 目前，环境 ＤＮＡ 技术常配合其他方

法共同调查资源量，如在 Ｓｉｇｓｇａａｒｄ 等（２０１５）的研究

中，将环境 ＤＮＡ 技术结合潜水员观察，发现环境

ＤＮＡ 技术的结果与潜水观测的结果呈现高度一致

性［３７］。 在长江流域，吴昀晟等（２０１９）使用该技术通

过多项式估算了长江江苏段的江豚数量，但估算缺

乏与实际观测数量的对比验证［２１］。 除了江豚以外，
在长江流域还未有更多的利用环境 ＤＮＡ 技术调查

物种丰度的报道出现，因此该应用方向也具有广阔

的探索空间。
２．４　 遗传多样性

遗传多样性一般所指的是种内的遗传多样性，
即种内个体之间或一个群体内不同个体的遗传变异

总和。 使用环境 ＤＮＡ 技术分析遗传多样性的原理

是检测样品中同一种群中每个个体之间的 ＤＮＡ 差

异来分析其遗传变异。 Ｓｉｇｓｇａａｒｄ 等（２０１６）使用环

境 ＤＮＡ 技术对阿拉伯海湾鲸鲨（Ｒｈｉｎｃｏｄｏｎ ｔｙｐｕｓ）的
遗传多样性进行了分析，得到了其种群数量及结

构［４６］；Ｔｓｕｊｉ 等（２０２０）使用该技术发现能从低浓度

且含有外来物质的样本中识别出香鱼（Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ
ａｌｔｉｖｅｌｉｓ）个体的差异，虽与传统捕获方法相比能明显

检测到更多个体，但是也没有覆盖该种群的全部遗

传多样性［４７］。 因此，尽管基于环境 ＤＮＡ 的方法仍

有一定的局限性和误判风险，但具备作为调查野外

物种遗传多样性有效方法的潜力。

３　 影响因素与局限性

３．１　 自然因素

根据目前的研究，对环境 ＤＮＡ 降解的速率影响

较大的环境因子有 ｐＨ 值、温度、光照、流速、水深

等。 Ｓｅｙｍｏｕｒ 等（２０１８）发现，一般情况下酸性环境
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加快了环境 ＤＮＡ 的降解速度，环境 ＤＮＡ 在碱性和

中性条件下的降解速度几乎没有差异［４８］；另外，高
温也被认为会加速环境 ＤＮＡ 的降解，且光照常与高

温相伴随，因此也常被认为会加速环境 ＤＮＡ 的降

解，但也有特殊情况，如 Ａｎｄｒｕｓｚｋｉｅｗｉｃｚ 等（２０１７）发
现温度对日本鲭（Ｓｃｏｍｂｅｒ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）的环境 ＤＮＡ 降

解几乎没有影响，光照也不是导致其环境 ＤＮＡ 衰退

的主要原因［４９］。
虽然近年来科学界对于环境因子影响环境

ＤＮＡ 鉴定结果准确性的研究在不断进行，但是由

于对影响环境 ＤＮＡ 的物理和化学因素，以及对

环境 ＤＮＡ 降解和转运过程的了解仍然有限，因
此还是很难获知监测对象存在的精确时间、距离

和数量。
３．２　 外界污染

环境 ＤＮＡ 样品在每一个操作过程中都可能发

生污染，即混入来自非目标水样的 ＤＮＡ。 由于环境

ＤＮＡ 技术的灵敏性，少许的污染就会对最终的结果

造成巨大的误差。 因此在调查前必须采取严格的控

制措施，包括对采样工具、设备进行灭菌处理［３７］；在
操作过程中始终佩戴一次性无菌手套并及时更

换［１３］；每个采样点增加阴性对照组，即过滤蒸馏水

或无目标生物生存区域的水样，也有助于验证实验

过程中有无污染［２４］；每个采样点的样品隔离保存，
防止交叉污染。
３．３　 技术因素

环境 ＤＮＡ 的操作流程分为环境 ＤＮＡ 的获取、
提取和鉴定等步骤［５０］，其中最常影响结果的环节就

是环境 ＤＮＡ 的鉴定。 这是因为在环境 ＤＮＡ 的鉴定

过程中，目前常用到的 ＰＣＲ 技术具有偏向性，因此

ＰＣＲ 结果的 ＤＮＡ 比例并不一定等同于被监测生物

群体的比例［５１］，从而造成误差。 为解决 ＰＣＲ 技术

带来的误差，可以在测序时使用单分子测序技

术［５２］，该技术不需要使用 ＰＣＲ 扩增，可以解决目前

测序中所存在的偏向性问题。 另一方面，在环境

ＤＮＡ 的鉴定过程中，常使用到 ＤＮＡ 条形码技术

（ＤＮＡ Ｂａｒｃｏｄｉｎｇ），但由于其分辨率较低，有时无法

区分检索序列匹配程度相同的物种［５３］，因此，相同

的序列可能代表不同的物种，Ｗｉｌｃｏｘ 等（２０１３）通过

对美洲红点鲑（ Ｓａｌｖｅｌｉｎｕｓ ｆｏｎｔｉｎａｌｉｓ）和强壮结点鲑

（Ｓ． ｃｏｎｆｌｕｅｎｔｕｓ）的检测，发现在基因型相似的情况

下，种间特异性不足可导致假阳性和假阴性结

果［５４］。 徐念等对长江中下游干流环境 ＤＮＡ 样本进

行监测时，鱼类物种中的鲤及其部分亚种分别与检

索序列匹配程度相同而导致无法区分［３５］。

４　 环境 ＤＮＡ 技术在长江口水生生物监测中

应用的建议

　 　 长江口水域的水生生物资源监测中根据项目

目标的不同具有多种的监测需求。 在监测特定物

种方面，除了江豚和中华鲟，长江口水域还栖息着

松江 鲈、 花 鳗 鲡 （ Ａｎｇｕｉｌｌａ ｍａｒｍｏｒａｔａ ）、 胭 脂 鱼

（Ｍｙｘｏｃｙｐｒｉｎｕｓ ａｓｉａｔｉｃｕｓ）等诸多珍稀濒危物种［５５］ ，
它们数量稀少，或在洄游过程中季节性地出现在

河口水域［５６⁃５９］ ，因此在长江口的重点水域开展常

规性的环境 ＤＮＡ 调查，以监测珍稀濒危物种的出

现和分布，可能具有极大的应用潜力。 在监测珍

稀物种时，也可以同时监测其遗传多样性，分析其

种群结构与个体状态，从而有利于更好地对其制

定保护措施。 另外，上海作为远洋船舶密集分布

的国际航运中心，对于水体中外来种或入侵种扩

散趋势的监测具有强烈需求，因此环境 ＤＮＡ 技术

还可以成为长江口水域生态安全监测体系的重要

组成部分。
长江口生物多样性的监测一直是该区域监测工

作的重点，渔获物分析作为传统监测体系的重要信

息源［６０］，可以预见在长江流域长期禁渔的背景下将

会受到限制，增加环境 ＤＮＡ 技术可能有助于补充监

测手段和信息来源，构建更加多元的监测体系。 但

是，长江口区域的地形、水文条件复杂多变，环境

ＤＮＡ 技术与传统方法的监测效果的优劣需要进行

比较研究。 譬如，长江口沿岸碎波带是诸多暖水性

鱼类仔稚鱼的保育场，因此是生物多样性监测的重

点区域，但碎波带区域大多地势低平，部分岸段滩窄

坡陡，底质由泥沙堆积而成，结构松散，易受侵蚀，导
致其水流中泥沙含量较高，在过滤时会阻塞滤膜孔，
从而可能影响环境 ＤＮＡ 结果的准确性［６１⁃６３］，可以

使用多层纱布进行预过滤以防止滤膜阻塞，提高检

出率［２１］。
在经济鱼类资源量调查方面，长江口水域作

为我国重要的传统渔场，是多种经济鱼种如刀鲚

（Ｃｏｉｌｉａ ｎａｓｕｓ） ［６４］ 、凤鲚（Ｃｏｉｌｉａ ｍｙｓｔｕｓ） ［６５］ 和棘头

梅童鱼（Ｃｏｌｌｉｃｈｔｈｙｓ ｌｕｃｉｄｕｓ） ［６６］的良好索饵场，相关

资源量的波动是常规性的监测内容，虽然目前在

长江流域应用环境 ＤＮＡ 技术进行生物量监测的

案例很少，但是特定物种环境 ＤＮＡ 浓度在时间尺

度上的相对变化是一个值得尝试的研究内容和应

用探索。 另外，对于鱼卵与仔稚鱼的资源补充量

监测，都存在使用环境 ＤＮＡ 技术补充传统调查手

段的应用潜力。
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［１０］ 　 ＯＧＲＡＭ Ａ， ＳＡＹＬＥＲ Ｇ Ｓ， ＢＡＲＫＡＹ Ｔ． Ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｍｅｔｈｏｄｓ， １９８７， ７（２ ／ ３）： ５７⁃６６．
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