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摘要    环境 DNA(Environmental DNA, eDNA)是指从皮肤、黏液、唾液、精子、分泌物、卵、粪

便、尿液、血液、根、叶、果实、花粉和腐烂体等释放出来的、普遍存在的、游离的 DNA 分子。

环境 DNA 技术是指从环境样品(土壤、沉积物和水体等)中直接提取 DNA 片段后利用测序技术进行

定性或定量分析的方法。近年来随着分子生物学的发展，环境 DNA 技术已经成为一种新的水生生

物调查方法，其主要被用来进行生物入侵的防治、濒危物种的保护、生物多样性的评价以及生物量

的评估等。作者综述了环境 DNA 技术的发展历程、操作流程、在水生生态系统中的应用、优势以

及存在的问题，同时对环境 DNA 在生态学领域中的应用前景进行了展望。 
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水生生态系统是人类赖以生存和发展的重要自

然资源之一。随着科学技术的不断进步和经济的飞速

增长，人类对水生生态系统的开发力度不断加大，对

水生生态系统的生物多样性造成的破坏也日益严重。

掌握物种的分布是生物多样性研究的必要基础，同时

对于生物地理学、保护生物学和生态学等也是非常重

要的(Ficetola et al, 2008; Lodge et al, 2012)。传统的物

种分布分析主要是利用现场调查，采用形态学的方法

进行物种鉴定，对于取样容易、个体较大的物种来说

效果较好。然而，在许多环境中、在某些特定生命阶

段和密度非常低的群体中，其现场取样非常困难 

(Dejean et al, 2011)，且形态学的鉴定方法对标本的完

整性以及对分类鉴定人员的专业素质要求较高，这使

生物多样性分析结果不佳。因此，急需寻找一种经济

高效的物种鉴定和调查方法，为水生生态系统生物多

样性的研究和保护提供技术支撑。 

近年来，随着分子生物学研究的迅速发展，物种

鉴定方法已由传统的形态学分类向分子生物学过渡，

尤其是 DNA 分类技术–环境 DNA(Environmental DNA, 

eDNA)技术发展和应用。环境 DNA 是指从皮肤、黏 
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液、唾液、精子、分泌物、卵、粪便、尿液、血液、

根、叶、果实、花粉和腐烂体等释放出来的游离的

DNA 分子(Bohmann et al, 2014)。环境 DNA 技术是指

从环境样品(土壤、沉积物和水体等)中直接提取 DNA

片段后利用测序技术进行定性或定量分析的方法

(Ficetola et al, 2008; Haile et al, 2009)。迄今为止，经

过 10 余年的发展，环境 DNA 技术在生物学领域开始

应用。作者从环境 DNA 技术的发展历程、环境 DNA

技术的主要操作流程、环境 DNA 技术在水域生态学

领域中的应用和环境 DNA 技术未来的发展方向 4 个

主要方面进行了综述，以期为水生生态系统生物多样

性的研究提供基础。 

1  环境 DNA 技术的发展历程 

环境 DNA 技术最早出现在环境微生物学领域，

其被用于分离和纯化沉积物中微生物的 DNA(Ogram 

et al, 1987)，但环境 DNA 技术真正得到认可及应用

却是在 2000 年之后 (Rondon et al, 2000; Yoccoz, 

2012)。利用环境 DNA 技术监测和保护大型水生生

物，始于用源自于古老沉积物中的 DNA 去评价生物

多样性(Willerslev et al, 2003)；而关于水样 DNA 的第

1 次研究则是利用从水样中提取的 DNA 去监测水域

中是否存在入侵物种美国牛蛙 [Rana catesbeiana= 

Lithobates catesbeianus](Ficetola, 2008)。之后，随着

环境 DNA 技术的日益成熟，其应用由最初的定性研

究(物种监测)发展到现在的定量研究(生物量评估)，

研究对象也变得多样化(两栖动物、鱼类、哺乳动物、

爬行动物和腹足动物等)。此外，第 2 代测序技术的

发展使环境 DNA 技术由当初的单个物种鉴定过渡到

整个动物群的鉴定(Rees et al, 2014)。总而言之，环境

DNA 技术的出现为水生生态系统生物多样性的研究

开辟了一条新的道路。 

2  环境 DNA 技术主要操作流程 

水环境 DNA 的分析主要有 4 个步骤：水样的采

集及保存→水样 DNA 的提取→DNA 检测→结果分

析。通常由于研究目的不同以及采样环境的差异，不

同的研究人员在采集水样、提取 DNA 以及对 DNA

进行分析这 3 个过程中采取了不同的方法。 

2.1  水样的采集及保存 

目前，环境 DNA 技术日趋成熟，研究的范围越

来越广，取样环境也越来越丰富。据以往的研究，水

样来源于养殖池、小溪、湖泊、河流和海洋等各种人

工和天然水体。水样采集方法根据需要可以分为直接

采集法和过滤法。直接采集法是指水样采集后不进行

过滤，将水样直接进行保存来完成环境 DNA 的收集 

(Thosmen et al, 2012)。过滤法是指将水样进行过滤之

后把环境 DNA 截留在滤膜上，保存滤膜从而实现对

DNA 采集(Pilliod et al, 2013)，其根据过滤地点的不

同又可以分为在线过滤(采集水样的同时直接对其进

行过滤)、采样后过滤(收集水样和过滤分开进行，但

都是在野外完成的)和水样采集-保存-实验室过滤(在

野外进行水样采集与保存，之后在实验室进行过滤)。

目前，通常使用的滤膜主要有聚碳酸酯膜(Takahara  

et al, 2012)、硝酸纤维膜(Goldberg et al, 2011)、玻璃

纤维膜 (Jerde et al, 2011)和尼龙膜 (Thomsen et al, 

2012a)等，孔径一般在 0.22~1.5 m 之间。研究表明，

不同的滤膜具有不同的 DNA 回收率，其中混合纤维

滤膜的回收效果最佳(Liang et al, 2013)。滤膜的保存

则采取冷冻保存(20℃保存)和脱水保存(一般使用  

3 mol/L 的醋酸钠和无水乙醇混合液或 95%的乙醇进

行脱水)2 种方法。 

根据已有的研究，由于水体性质的不同，水样的

采集量一般集中在 15 ml~10 L 之间，以 1~2 L 的采样

量为最多(Rees et al, 2014)。目标种的检出率还取决于

物种的生活习性、生活环境以及种群密度大小等因

素。因此，为了提高目标种的检出率，研究人员在采

集水样时应注意：(1)在同一采样位置的同一水体深度

设置不同的水量梯度，针对不同水体中的不同物种，

寻求最佳的采样量；(2)在同一水体中设置不同的水深

梯度，寻找最佳的采样位置；(3)在同一位置的同一水

深进行多次采样，以增加物种的检出率；(4)野外采集

的样品应该及时进行保存，防止 DNA 的降解导致的

实验误差。 

2.2  水样 DNA 提取 

由于水样中含有的 DNA 量极少且成分复杂，因

此，水样中环境 DNA 的提取没有一个统一的标准，

为了提取高质量的水样 DNA，大多数研究者都采用

DNA 提取试剂盒与传统方法相结合的方式提取水环

境中的 DNA。采用的方法主要有：酒精沉淀法、过

滤法及酚-氯仿-异戊醇法等(Costas et al, 2007; Deiner, 

Altermat, 2014; Deiner et al, 2015)。针对不同的研究

对象应该采取不同的提取方法，以达到最佳的提取效

果。Deiner 等(2015)通过比较 3 种不同的环境 DNA

提取方法发现，对于真核生物，应该提取细胞色素 C

氧化酶Ⅰ基因 (COⅠ基因 )，采用过滤与 Qiagen’s 

DNeasy Blood & Tissue Kit 相结合的方法，而对于水

环境中的真菌，则应该采用沉淀与 MO BIO’s PowerWater 

DNA Isolation Kit 相结合的方法(Deiner et al, 2015)。 
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2.3  水样 DNA 分析  

通过对水样 DNA 分析，得到环境 DNA 组成情

况，进而依据环境 DNA 的组成情况进行物种监测、

生物多样性评价和生物量评估等。该阶段首先需要进

行的就是针对不同的目标种选取 DNA 识别片段来设

计引物。为了实验结果的精确性，要求所选取的 DNA

片段必须能够有效区分不同物种，尤其是那些亲缘关

系比较近的物种。大量研究表明，在 DNA 浓度较低

的情况下，细胞中的线粒体 DNA(Mitochondrial DNA, 

mtDNA)拷贝数要比核 DNA 大得多、含有更多的保守

序列，从而更容易被检测得到，且基因组数据库中包

含大量 mtDNA 的序列信息，更有利于在研究过程中

对环境 DNA 序列进行对比与分类。因此，mtDNA 更

适合被用来进行动物识别。 

根据调查目的的差异，设计不同的引物。可以参

考 NCBI 数据库中的序列，也可以利用测序技术来获

取目标种的 mtDNA 序列。如果是进行物种监测，就

需要针对目标种设计高特异性引物；如果是进行生物

多样性评估，则需要设计通用性的引物，要求此引物

尽可能多的扩增物种的识别片段。另外，环境 DNA

容易降解，一般选取低于 100 bp 的片段。还可以利

用荧光定量 PCR 测得目标种 DNA 片段的量，据此来

进行生物量估测；通过二代测序还可以同时得到多种

物种的 DNA 序列，以此来进行生物多样性评估

(Thomsen et al, 2012b)。 

通过凝胶电泳检测 PCR 的结果，从而推测采样

点是否存在目标种，PCR 的结果以阴性、阳性记录。

阴性表明环境样品中不存在目标种的 DNA，阳性则

表明环境样品中存在目标种的 DNA。在定量 PCR 中

则是以阳性对照为基准设置荧光阈值，当未知浓度样

品的扩增量超过荧光阈值时标记为阳性，反之记为阴

性。如果是利用通用引物扩增之后进行测序，扩增所

得 DNA 片段与目标种相匹配，则结果记为阳性，反

之则为阴性。一般通过设置 3~10 个平行样本的方法

来确保结果的准确性，通过设置阴阳性对照排除假阳

性与假阴性扩增以及交叉污染。 

3  环境 DNA 技术在水域生态学领域中的应用 

3.1  目标种的鉴测 

生物入侵的防治、濒危物种和稀有物种的保护问

题，已成为世界上急需解决的问题之一，环境 DNA

技术的出现，使目标种的鉴测变得高效且成本低廉，

它主要是通过检验水样中是否含有目标种释放的

DNA 来断定水域中是否存在该物种。 

3.1.1  外来入侵物种的监测  外来入侵物种是生物

多样性丧失和全球同质化的主要原因之一(Dejean et al, 

2011)，它们可能会与土著种通过竞争成为优势种或

者是外来疾病的传播者。一旦外来物种入侵成功，不

但控制成本高而且根除的可能性很小(Howald et al, 

2007)。如果在入侵早期将其监测到，可以提高根除

的成功率，降低控制成本和对生态系统的影响。近年

来，环境 DNA 被用来监测水生生态系统的生物入侵，

在 美 国 牛 蛙 (Ficetola et al, 2008) 、 亚 洲 鲤 鱼

(Hypophthalmichthys molitrix)(Jerde et al, 2013)、大西

洋鲑 (Cyprinus carpio)(Takahara et al, 2012)、蜗牛

(Potamopyrgus antipodarum)(Goldberg et al, 2013)、克

氏螯虾(Procambarus clarkii)(Tréguier et al, 2014)、墨

笔鱼(Pseudorasbora parva)(Davison et al, 2017)、小龙

虾(Orconectes rusticus)(Larson et al, 2017)等证实了其

可行性。 

3.1.2  濒危物种和稀有物种的监测    传统调查方

法在物种处于濒危状态及低密度时难以监测到。同

时，拖网、电捕鱼等传统方法具有侵入性的缺点(大

量生物被捕获、被干扰导致死亡甚至破坏其栖息地)，

对生态系统的干扰较大。环境 DNA 技术的应用避免

了这一系列问题。目前，通过环境 DNA 已经实现了

对欧白鲑(Coregonus albula)(Winfield et al, 2008)、美

国隐鳃鲵(Cryptobranchus a. alleganiensis)(Olson et al, 

2012)、欧洲泥鳅(Misgurnus fossilis)(Sigsgaard et al, 

2015)、王鲑(Oncorhynchus tshawytscha)(Laramie et al, 

2015)、澳洲麦氏鲈(Macquaria australasica)(Piggott，

2017)等物种的监测，证实了环境 DNA 监测方法在濒

危物种和稀有物种的监测中极具潜力。 

3.2  生物多样性评价 

所有的生物多样性保护方法基本上取决于生物

监测，以相关的时间尺度上获得有关物种分布和种群

规模的精确数据(Thomsen et al, 2015)。因而，用于评

估和监测水生生物多样性的方法和技术(特别是针对

稀有物种)对于有效和及时的管理生物多样性至关重

要(Valentini et al, 2016)。然而，传统的监测技术存在

一些问题，如正确识别隐秘物种或幼年生命阶段的某

些物种相当困难。近年来，因学科发展限制，分类学

专家亟需补充(Wheeler et al, 2004)非标准化抽样以及

一些调查技术存在的侵入性。因此，迫切需要发展高

效快速的用于生物多样性监测的技术和方法。 

环境 DNA 与第 2 代测序技术(Next-generation 

sequencing, NGS)可以同时监测水生生态系统多个物

种，实现对物种生物量的准确估计，是生物多样性研
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究的有力工具。Thomsen 等(2012a、2012b)使用 2 个

鱼类的通用引物组，利用 NGS 技术进行测序，结果

显示来自 8 次 PCR 重复的产物可以回收 15 个物种特

异性序列，与 9 个常规测量方法的结果相比，记录的

鱼种数目最多(Thomsen et al, 2012a、2012b)。 

随着测序成本的降低，NGS 将会是监管机构和

生态学家越来越感兴趣的领域，它将通过量化水生生

态系统的物种丰富度来开辟新的生态系统监测途径。 

3.3  生物量评估 

掌握物种的生物量对于评估生态系统的生产量

和物质循环至关重要(Begon et al, 2005)。生物量是一

个基本的生物学参数，但其通常很难被精确地估测，

尤其是水生生物(例如鱼类)(Takahara et al, 2012)。 

传统方法对生态系统破坏较大。Takahara 等(2012)

率先尝试了利用环境 DNA 的方法对日本的淡水湖—

Iba-naiko 湖中的普通鲤鱼进行了资源量评估。研究表

明，水体中环境 DNA 的浓度与鲤鱼的生物量呈正相

关关系，并且利用环境 DNA 浓度估测的生物量数据

能够反映出自然环境中鲤鱼的潜在分布情况，且水温

对鲤鱼的分布和环境 DNA 估测方法的准确性没有影

响。此后，相关研究者又利用此方法对水生生态系统

中的两栖动物、海洋鱼类、淡水鱼类(Pilliod et al, 2014; 

Kelly et al, 2014; Doi et al, 2017; Lacoursière et al, 
2016)等水生生物进行了生物量估测，但研究结果表

明水温对鱼类的生长、代谢和免疫功能具有一定的影

响(Engelsma et al, 2003; Ruyet et al, 2004; Takahara  

et al, 2011)，进而会对环境 DNA 的释放速率产生影

响(Lacoursière et al, 2016)，以至于间接的影响生物量

估测的准确性。另外，pH、光照和微生物等也会影

响环境 DNA 的释放速率与降解速率(Mann et al, 2009; 

Barnes et al, 2014; Strickler et al, 2015; Tsuji et al, 
2016)，影响生物量估测的准确性，因此，利用环境

DNA 估测生物量的方法还需要进行深入的研究。 

环境DNA技术虽然在生物量估测方面的应用还需

进一步研究，但其为以后的生物量评估提供了新的思路。 

3.4  环境 DNA 技术在其他方面的应用 

近年来，环境 DNA 技术发展迅速，其应用开   

始拓展到 (1)动物摄食、食物网、能量流动 (Yoccoz,   

2012)；(2)种群的遗传多样性。Sigsgaard 等(2016)首

次应用环境 DNA 测序的技术收集了世界上体型最大

的鱼类—鲸鲨的整个种群的遗传学信息，为确定其最

佳的种群管理方式奠定了基础；(3)海洋生物群落的季

节性变化。Sigsgaard 等(2017)用环境 DNA 技术对海

洋生物群落的季节性变化进行了调查，并与传统的调

查方法做出了对比。 

4  总结及前景展望 

4.1  环境 DNA 技术的优势  

环境 DNA 技术作为一种新的水生生物监测和调

查方法，在目标种监测、生物多样性调查和生物量估

测等方面的广泛应用，与传统的网捕、电捕鱼等方法

相比，环境 DNA 技术具有显著的优势。 

4.1.1  灵敏度高  在对低密度种群、珍稀物种及一些

隐存种进行监测调查时，传统方法很难监测到目标

种，但利用环境 DNA 的方法则可以很容易的监测到。 

4.1.2  经济高效，省时省力    环境 DNA 方法通常

比传统方法需要更少的物力、财力、人力以及时间。

Jerde 等(2011)通过对入侵物种亚洲鲤鱼的调查研究

表明，同一区域内同一分布点，电捕鱼需要耗费工时

93 d，而环境 DNA 技术仅仅需要 0.174 d (Jerde et al, 

2011)。 

4.1.3  对生态系统干扰低    传统的网捕、电捕等调

查方法在捕获目标种的同时会对其他生物造成伤害，

甚至会破坏生态系统，而环境 DNA 技术只需要对采

集的水样进行分析便可以得到结果，对生物及生态系

统干扰较低。 

4.1.4  对调查人员的要求降低    传统方法要求研

究人员具备较高的分类鉴定能力(肖金花等，2004)。

环境 DNA 技术只需要分子生物学的方法即可，运  

用 DNA 条形码技术使物种分类鉴定更加快速高   

效(任保青等，2010)。 

4.1.5  采样受限小    传统方法通常会受到天气、环

境等因素的影响，而环境 DNA 方法由于其采样方法

的简单、要求低，受外界影响因素更小(Thomsen et al, 

2015)。 

4.1.6  标准化    尽管环境 DNA 技术仍然需要方法

优化，但可以以非常标准化的方式在给定类型的栖息

地中获取环境样本(Deiner et al, 2015; Takahara et al, 

2015)。传统方法则较为困难，其结果取决于调查人

员的专业素质和采样经验。 

4.2  环境 DNA 技术存在的问题 

环境 DNA 技术与传统调查方法相比更具优势，

但就目前的研究现状而言，环境 DNA 技术在某些方

面仍然存在一系列问题与不足。 

4.2.1  环境 DNA 的提取以及分析方法需进一步优化 

目前各研究者在样品的采集与保存、DNA 的提
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取以及分析的过程中所采取的方法不尽相同，导致研

究结果之间的对比性较差，以至于环境 DNA 技术的

各个环节中仍然存在争议。往后需要对比各种不同的

方法进行统一标准。 

4.2.2  检测结果精度的有待提高    尽管环境 DNA

技术的灵敏度较传统方法更高，但其检测结果在时间

尺度和空间尺度上的精度却较低。 

4.2.3  污染问题    样品的采集、运输和保存等过程

存在交叉污染，实验室分析过程存在试剂污染，这些

都可能对实验结果造成影响。 

4.2.4  影响环境 DNA 产生和降解的因素有待进一步

考证    目前的研究现状还不确定环境因子是如何

影响环境 DNA 的产生速率和降解速率，而这直接关

系到环境中最终存在的 DNA 的量，也就决定了 DNA

定量研究的准确性。 

4.3  环境 DNA 技术的前景展望 

环境 DNA 技术作为一种快速、准确的物种监测

方法，与 NGS 的结合，展现出了其在水生生态系统

保护中的巨大潜能。在未来的研究中应该聚焦于以下

几个方面：(1)实现物种的生物量定量评估，建立环境

DNA 与生物量关系之间的模型；(2)确定影响环境

DNA 产生与降解速率的因素，阐明其环境 DNA 的影

响机理；(3)分析生物多样性热点地区的环境 DNA，

提高环境 DNA 在生物多样性保护中的应用；(4)将环

境 DNA 技术进行拓展，应用到食物网、能量流动、

种群遗传学信息收集研究等。 
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Abstract    An accurate grasp of species distribution is a requirement for biodiversity studies, and 

understanding species’ biomass is crucial to assessing ecosystem productivity and material cycles. 

Traditional bioassays and biomass assessments are based on data from trawl surveys. However, trawl 

surveys often do not provide a true reflection of species distribution and resource status because of 

differences in the living habits and resource status of different species. To accurately grasp species 

distribution and resource status, it is imperative to identify cost-effective aquatic organism survey 

methods to provide technical support for the research and protection of aquatic ecosystem biological 

diversity. In recent years, the rapid development of molecular biology research has transformed species 

identification methods from traditional morphological classifications to molecular biology-based 

techniques, especially the development and application of environmental DNA technology. Environmental 

DNA is a ubiquitous free radical released from the skin, mucus, saliva, sperm, secretions, eggs, feces, 

urine, blood, roots, leaves, fruits, pollen, and decaying bodies of DNA molecules. Environmental DNA 

technology refers to the method of qualitatively or quantitatively analyzing DNA fragments directly from 

environmental samples (such as soils, sediments, and water bodies) using sequencing techniques. 

Environmental DNA technology has become a novel method of aquatic organism survey, which is mainly 

used in processes such as the prevention and control of biological invasion, protection of endangered 

species, and evaluation of biodiversity and biomass. Here, we review the development of environmental 

DNA technology, the operational flow, and its application in aquatic ecosystems, as well as the advantages 

and existing problems. In addition, we project the prospect of environmental DNA in the field of ecology. 

We hope that this review will provide novel ideas and methods for the research and protection of the 

biological diversity of aquatic ecosystems to ensure that aquatic resources can be fully utilized. 

Key words    Environmental DNA; Species monitoring; Biodiversity; Biomass assessment 
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