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摘要    近年来，环境 DNA(Environmental DNA, eDNA)技术作为一种新的水生生物调查方法发展

迅速，在水生生态系统的研究领域被广泛应用到物种检测、生物多样性评价、生物量评估等方面。

然而，很少有研究专门评价 eDNA 技术操作流程中不同的 eDNA 富集方法与提取方法对研究结果

的影响，从而针对具体研究对象建立一套最佳的 eDNA 技术操作流程。此外，由于物种间生活习性

的差异，不同物种释放到环境中的 DNA 量及 DNA 片段大小不同，因而，针对不同研究对象需采

用不同的 eDNA 富集与提取方法。本研究以中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)为研究对象，采用

滤膜法富集 eDNA，结合血液与组织 DNA 提取试剂盒提取 eDNA。选取直径为 47 mm 的玻璃纤维

膜、硝酸纤维膜、聚碳酸酯膜、尼龙膜共 4 种材质的滤膜，每种滤膜根据其孔径大小设置 0.45、0.8、

1.2、5 μm 共 4 个梯度，取样水量设置 500 ml、1 L、2 L 共 3 个梯度。结果显示，滤膜材质、滤膜

孔径大小及取样水体体积均对中国对虾的定性与定量分析具有一定的影响，其中，0.45 μm 的玻璃

纤维滤膜过滤 2 L 水样能够检测到的 DNA 拷贝数最多，并依据此建立了一套中国对虾 eDNA 技术

的操作流程，提高了中国对虾的检出率，为后续中国对虾的分布监测及生物量评估提供了基础。 
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保护多样性是生态学和保护生物学的主要目标

(Vermeulen et al, 2002)，也是政府制定相关保护措施

与政策的根本依据。然而，精确评价生物多样性、掌

握目标种的分布与生物量需要花费大量的人力、物力

和财力，尤其对于水生生物而言，其特殊生存环境更

是增加了研究的困难。 
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随着分子生物学的高速发展，可以直接从环境样

品中提取 DNA 片段，然后利用高通量测序及荧光定

量 PCR 等技术进行物种定性或定量分析，即 eDNA 

(Environmental DNA, eDNA)技术(Ficetola et al, 2008; 
Haile et al, 2009; Bohmann et al, 2014; Evans et al, 
2017; 单秀娟等, 2018)，这种技术作为一种新的物种

监测方法应用到水生生物调查中。然而，由于物种之

间的差异，其释放的 eDNA 量的多少与 eDNA 片段的

大小各不相同(Geerts et al, 2018)。因此，针对不同的

研究对象应采用不同的 eDNA 富集与提取方法，以期

达到最佳的研究效果。 

自 20 世纪 80 年代以来，中国对虾(Fenneropenaeus 

chinensis)资源严重衰退，目前其捕捞产量主要来源于

增殖放流(袁伟等, 2015)。放流初期，其个体较小、

游泳能力较弱，其群体数量相对较少，传统的方法难

以准确监测。因此，为了能够准确掌握中国对虾的分

布与资源量状况，合理开发利用其资源，本研究以渤

海中国对虾为研究对象，采用滤膜法富集 eDNA，结合

DNeasy Blood and Tissue kit 提取 eDNA，最后应用实

时荧光定量 PCR(绝对定量)分析 DNA 样品，建立了一

套适于中国对虾研究的 eDNA 技术操作流程，旨在为

中国对虾分布监测及其资源评估提供一种新的方法。 

1  材料与方法 

1.1  特异性引物设计 

针对中国对虾的线粒体细胞色素酶氧化亚基Ⅰ

(COⅠ)基因设计特异性引物。在 GenBank 数据库中 

检索中国对虾 COⅠ基因序列，利用 BioEdit 和

MEGA7 软件进行序列比对，使用 Primer Premier 6

与 Beacon Designer 8 软件设计引物与探针，并在

NCBI 网站上进行引物特异性测试。引物由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成，详细信息见表 1。 

1.2  中国对虾肌肉组织 DNA 提取及 PCR 扩增 

中国对虾肌肉组织取自 2016 年 7 月渤海渔业资

源调查捕获的中国对虾，20℃保存。 

DNA 提取采取传统的酚氯仿异戊醇方法，具

体参照闫晗等(2012)的方法并做相应的改进，最后将

提取的 DNA 溶液稀释到 50 ng/μl，用 1.5 ml 无菌离

心管20℃保存备用。PCR 25 μl 体系：10×Taq Buffer 

2.5 μl，dNTPs(各 2.5 mmol/L)0.5 μl，正反向引物(COⅠ

PF/CO Ⅰ PR) (10 mmol/L) 各 0.5 μl ， Taq DNA 

Polymerase (5 U/μl) 0.5 μl，模板 DNA(50 ng/μl) 1 μl, 

MgCl2 (25 mmol/L) 1.5 μl，ddH2O 18 μl。PCR 反应程序：

94℃预变性 3 min；94℃变性 30 s，60℃退火 30 s，

72℃延伸 1 min，35 个循环；72℃复延伸 10 min。引

物对 COⅠDF/COⅠDR 的反应体系与反应条件与引物

对 COⅠPF/COⅠPR 相同。 

1.3  重组质粒标准品的制备 

将 1.2 中的 PCR 产物纯化，连接到 pMD-18-T 质

粒载体上，转化入大肠杆菌感受态细胞中，在 LB 固

体平板培养基上过夜培养，挑取单菌落扩大培养进行

质粒 DNA 提取，将质粒 DNA 稀释到特定浓度，80℃

保存备用。 
 

表 1  中国对虾 mtDNA COⅠ基因 PCR 扩增引物信息 
Tab.1  Primer pairs for mtDNA COⅠ of F. chinensis 

引物 
Primer 

引物序列 
Primer sequence (5~3) 

退火温度 

Annealing temperature (℃) 
片段大小 
Size (bp) 

COⅠ PF TTGTAGTTACAGCCCACGCT 56.4 597 
COⅠ PR AAATTATCCCGAAGGCGGGT 56.7  
COⅠ DF AGGGGTAGGAACAGGATGAAC 57.7 106 
COⅠ DR GACACCAGCTAGATGCAGCG 59.1  

Probe FAM-TCAGCTAGAATTGCTCATGCCGGAGCTTCAGT-BHQ1 66.2 106 
 

1.3.1  PCR 产物纯化    将 1.2 中 PCR 产物用 2%的

琼脂糖凝胶电泳进行检测，选择电泳条带单一且明亮

的产物使用 Gel Extraction Kit(OMEGA)试剂盒进行

切胶回收，纯化的 PCR 产物20℃保存。具体实验步

骤参照说明书。 

1.3.2  质粒连接转化    将经过纯化的 PCR 产物连

接到 pMD-18-T 质粒载体(TaKaRa)上(具体操作详见

说明书)；将 10 μl 连接产物加入 100 μl DH5α 感受态

细胞(TaKaRa)中，冰浴 30 min；42℃热激 1 min，将

重组质粒转化入感受态细胞；加入 1 ml SOC 培养基，

37℃ 150 r/min 振荡培养 1 h；取 150 μl 菌液将其涂

布在 LB 固体培养基上(含 Amp、X-gal、IPTG)上，37℃

倒置过夜培养；挑取 6 个白色单菌落分别置于 1.5 ml

离心管中培养，菌液送生工生物工程(上海)股份有限

公司测序；选取连接转化成功的菌液扩大培养。 

1.3.3  标准品制备    将经过扩大培养的菌液使用

Plasmid Mini Kit(OMEGA)试剂盒进行质粒 DNA提取

(具体操作参照说明书)，提取完成后，用紫外分光光
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度计检测 DNA 浓度，并将其稀释为 108 copies/μl 的

标准品，80℃保存。 

1.4  eDNA 样品采集 

实验水样取自中国水产科学研究院黄海水产研

究所水产遗传育种中心的中国对虾养殖池，养殖池长

5.5 m、宽 3.6 m、高 1.2 m，养殖水体体积为 14 m³。

其中，对虾平均体重为 27 g，每池 180 尾虾(中国对

虾的体重及数量数据由基地工作人员收集)。 

实验水样采集方案设计如下：选取直径为 47 mm

的玻璃纤维膜、硝酸纤维膜、聚碳酸酯膜、尼龙膜共

4 种材质的滤膜，每种滤膜根据其孔径大小设置 0.45、

0.8、1.2、5 μm 共 4 个梯度，取水量设置 500 ml、1 L、

2 L 共 3 个梯度，同一样本(即使用同一孔径与同一材

质的滤膜过滤相同体积的水样)做 3 次技术重复。此

外，在养殖池入水口取 6 个平行样本作为阴性对照，

共计 150 个样本。取养殖池表层水，采用无菌真空抽

滤装置进行过滤，每次过滤之前用无菌水冲洗过滤漏

斗，防止交叉污染。过滤完成后，将每张滤膜单独卷

起来，放入 1.5 ml 离心管中并做好标记，20℃保存

直至进行 DNA 提取。 

1.5  eDNA 提取 

利用 DNeasy Blood and Tissue Kit(Qiagen, 德国)

试剂盒提取 DNA，参照 Renshaw 等(2015)的方法并

加以改进。将滤膜取出解冻后，用剪刀将滤膜剪成细

条状，放入 2 ml 的离心管中，加入 570 μl Buffer ATL

和 60 μl 蛋白酶 K，涡旋混匀，恒温水浴 3 h (期间每

隔 15 min 轻轻颠倒混匀)；加入 630 μl Buffer AL，涡

旋震荡混匀；加入 630 μl 无水乙醇，涡旋震荡混匀；

将 2 ml 离心管中的混合液分 3 次转移到 DNeasy 离心

柱中(离心柱每次能承载液体为 700 μl)，室温 8000 g

离心 1 min，弃滤液及收集管；将离心柱放入新收集

管，加入 500 μl Buffer AW1。室温 8000 g 离心 1 min，

弃滤液及收集管；将离心柱放入新收集管中，加入

500 μl Buffer AW2。室温 12000 g 离心 3 min，弃滤液

及收集管；将离心柱放入新 1.5 ml 离心管中，在离心

柱中部加入 50 μl Buffer TE，室温孵育 1 min，室温

8000 g 离心 1 min；重复上一步骤以增大 DNA 产量。 

1.6  eDNA 的定量分析 

所有提取的 eDNA 样品采用 BBI 生命科学有限

公司的 2× TaqMan Fast qPCR Master Mix (Low Rox)

实时荧光定量 PCR 试剂盒进行定量分析。PCR 反应

体系采用 20 μl 体系：10 μl 2×TaqMan Fast qPCR 

Master Mix，0.4 μl 正向引物(10 μmol/L)，0.4 μl 反向引

物(10 μmol/L)，0.4 μl 探针(10 μmol/L)，2 μl 模板 DNA，

6.8 μl PCR 水。扩增反应程序采用两步法：(1)94℃  

预变性 3 min；(2)94℃变性 5 s，60℃退火延伸 34 s，

40 个循环。 

标准品及每个 eDNA 样品做 3 个重复，即每一采

样类型 9 个重复(即使用同一孔径与同一材质的滤膜

过滤相同体积的水样)(3 个 qPCR 重复×3 次取样重

复)，每个 96 孔板做 3 个无模板空白对照以检测污染

问题，标准品浓度从 107 copies/μl 以 10 倍为梯度稀

释到 102 copies/μl。最终的 eDNA 拷贝数取平均值，

实 验 数 据 采 用 绝 对 定 量 法 分 析 。 使 用 Applied 

Biosystems ABI 7500 型定量 PCR 仪和 96 孔板(Thermo 

Fisher)进行 qPCR 扩增，应用系统软件 SDS1.4.0.25 自

动计算 Ct 值及生成标准曲线与扩增曲线。 

1.7  数据分析 

数据分析与处理在 R.3.0.2 软件上进行，使用

GAM 进行曲线拟合，误差控制在 95%的置信区间以内。 

2  结果与分析 

2.1  引物特异性 

本实验设计的引物成功扩增出了 597 bp 和 106 bp 的

特异性目的片段，与预期结果完全一致，其测序结果

在 NCBI 网站上经过 Blast 比对分析，其结果显示与

原始序列片段同源性达 100%。同时，引物特异性通

过对虾肌肉组织 DNA 的 PCR 扩增与琼脂糖凝胶电泳

检测得到验证，其目的条带单一且明亮，结果如图 1

所示。 

 

 
 

图 1  中国对虾 mtDNA COⅠ的扩增结果 

Fig.1  Amplification of mtDNA COⅠ of F. chinensis 

M: DNA Marker DL 2000; 泳道 1~4: 引物 COⅠPF/PR 的

PCR 产物; 泳道 6~9: 引物 COⅠDF/DR 的 PCR 产物 

M: DNA Marker DL 2000; Lane 1~4: PCR products of COⅠ

PF/PR; Lane 6~9: PCR products of COⅠDF/DR 
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2.2  环境 DNA 样品采集 

共采集 132 个样本：养殖池入水口出 6 个；玻璃

纤维膜与硝酸纤维膜均取 36 个，无堵塞现象出现；

聚碳酸酯膜为 30 个，此材质的孔径大小为 0.45 μm，

在过滤 300 ml 水样后便被堵塞；尼龙膜为 24 个，此

材质的孔径大小为 0.45 μm，在过滤 150 ml 水样后堵

塞，而孔径大小为 0.8 μm 的滤膜，在过滤 350 ml 水

样后堵塞。 

在整个环境 DNA 水样采集过程发现，用不同材

质、相同孔径的滤膜过滤同一体积的水样，用玻璃纤

维膜过滤所用时间最短，主要原因在于玻璃纤维膜的

通透性最强。 

2.3  DNA 检测 

提取的中国对虾肌肉组织 DNA 纯度及浓度均较

高，其 PCR 产物电泳检测目的条带单一(图 1)。 

eDNA 提取完成后，紫外分光光度计检测显示，

DNA 浓度最小值为 12.23 ng/μl，最大为 173.68 ng/μl，

且大部分 DNA 样品的 A260 nm/A280 nm值在 1.8~2.0 之间。

此结果与已有研究结果相比，eDNA 浓度及纯度均较

高，这与取样的养殖池中国对虾密度较大且物种单一

有关。此外，物种之间的差异也导致了不同的 eDNA

释放速率与释放量。 

2.4  标准曲线的制备 

通过实时荧光定量 PCR 扩增，系统根据荧光值

的变化自动生成中国对虾 COⅠ基因的标准曲线与扩

增曲线(图 2)。曲线的相关系数 R2=0.993，回归方程

为 Y=3.531x+40.975，说明本研究在稀释的质粒标准

品浓度范围内具有良好的线性关系，所建立的标准曲

线能够正确反映出中国对虾 COⅠ基因的扩增。 
 

 
 

图 2  中国对虾 COⅠ基因的 qPCR 标准曲线 
Fig.2  The standard curve of qPCR of  

F. chinensis COⅠ gene 

2.5  最佳滤膜及取水量筛选 

通过实时荧光定量 PCR 的检测发现(图 3、图 4)，

在滤膜未出现堵塞的情况下，用同一材质、同一孔径

的滤膜过滤不同体积的水样，过滤的水样体积越大，

所提取的 DNA 浓度(copies/μl)及产量(copies)越大。

在滤膜未出现堵塞的情况下，用同一材质、不同孔径

的滤膜过滤相同体积的水样，滤膜孔径越大，提取的

DNA 浓度及产量越小。通过对所有样品的检测，结

果显示，使用 0.45 μm 的玻璃纤维滤膜过滤 2 L 的水

样能够提取到的 DNA 的浓度最高，为 1750 copies/μl，

且其 eDNA 产量也最大。理论上，随着取样水量的成

倍增加，所提取 eDNA 的浓度及产量的平均值均应该

呈倍数关系增加，但由于在实验操作的过程中存在一

定的误差，导致最终提取的 eDNA 浓度及产量并非呈

严格的倍数关系递增。 

3  讨论 

与传统调查方法相比，eDNA 技术具有经济高

效、省时省力、灵敏度高等特点，对于资源衰退严重

的物种，此方法能更准确地反应其分布与资源量状

况，但不同水样采集方法、eDNA 富集方法及 eDNA

的提取方法均会对物种定性与定量分析产生影响

(Minamoto et al, 2016; Geerts et al, 2018)。 

3.1  水样采集 

Moyer 等(2014)对池塘表层水、中层水、底层水

分析发现，表层水与底层水的效果较好，但海洋生态

环境复杂，不同于池塘，已有研究采集的水样从 15 ml

至 10 L 不等，以 1 L 与 2 L 为主(Rees et al, 2014)。

本研究发现，在滤膜没有堵塞之前，采集水样体积越

大，获得 DNA 拷贝越多，后期分析越有利，由于海

上调查时受时间限制，建议过滤 2 L 水样为宜。 

3.2  eDNA 富集方法 

eDNA 富集方法通常有酒精沉淀(Thomsen et al, 

2012)、离心(Klymus et al, 2015)及过滤(Jerde et al, 

2011)三种方法。酒精沉淀法和离心法适合于小体积

水样的 eDNA 富集，主要用于养殖池及其他人工水体

等静水生态系统。由于目标种检出率受生物量影响，

相对于人工水体，自然生态系统中目标种密度相对较

小，为了避免假阳性结果产生，建议采用滤膜法采集

水样，以增加目标种的检出率，尤其适合中国对虾这

种资源衰退严重的物种。此外，选用滤膜法更有利于

样品保存，有效防止 eDNA 的降解。 

水生生物释放到环境中的有效 DNA 片段集中在 
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图 3  不同滤膜类型及过滤水量所富集的 eDNA 的浓度 
Fig.3  Concentration of eDNA enriched by different membrane and volume of filtered water 

 

 
 

图 4  不同滤膜类型及过滤水量所富集的 eDNA 的产量 
Fig.4  Output of eDNA enriched with different membrane and volume of filtered water 
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0.1~10 μm 之间(Turner et al, 2014)，选取合适的滤膜

孔径对于富集 eDNA 至关重要。目前，最常用的滤膜

有 4 种：玻璃纤维膜(Jerde et al, 2011)、硝酸纤维膜

(Goldberg et al, 2011)、聚碳酸酯膜(Takahara et al, 

2012)、尼龙膜(Thomsen et al, 2012)。各种滤膜对

eDNA 的富集效果取决于具体研究对象，不同研究对

象的最适合滤膜也不同。本研究发现，使用同一孔径、

不同材质的滤膜过滤同一体积水样的时间不同，其

中，0.45 μm 的玻璃纤维膜通透性最强，时间最短，

对中国对虾 eDNA 的富集效果最佳。 

3.3  eDNA 的提取 

目前，eDNA 提取主要采用酚氯仿异戊醇法

(Costas et al, 2007; Deiner et al, 2014)与商业化的试剂

盒提取(Minamoto et al, 2012; Sigsgaard et al, 2017)。

酚氯仿异戊醇法与试剂盒法相比价格低，由于其在

提取过程中 DNA 损耗较多，用于生物量丰富的物种

定性检测尚可，定量分析则不能正确反映物种生物

量。对于濒危物种及稀有物种而言，其在自然水域中

密度非常小，释放到水环境中的 DNA 属于微量，为

了更有效地对目标种进行物种监测与生物量评估，建

议使用商业化试剂盒提取 eDNA。对于试剂盒的选

用，使用最多的主要有 DNeasy Blood and Tissue Kit 

(Qiagen, 德 国 ) 与 PowerWater DNA Isolation Kit 

(MOBIO Laboratories, 美国)两种试剂盒。有学者就各

类试剂盒对 eDNA 的提取效果做过对比分析(Deiner 

et al, 2015; Eichmiller et al, 2016)，普遍认为 DNeasy 

Blood and Tissue Kit 效果较好，同一试剂盒对不同目

标种可能存在差异。因此，研究者应针对所选取的研

究对象做 eDNA 技术操作流程各个步骤的优化。 

3.4  eDNA 的定量分析 

目的基因的选择及荧光定量 PCR 中荧光标记方

法均是影响荧光定量 PCR 结果准确性的主要因素。

Hebert 等(2005)研究表明，在 eDNA 浓度较低的情况

下，细胞中的线粒体拷贝数要远大于核 DNA，更易

于被检测到。基于长度差异与进化速率的考虑，

mtDNA 中 COⅠ基因更适于用来分析亲缘关系较近

的分类类群(焦明超等, 2011)。同时，荧光标记方法

有扩增序列非特异和序列特异两类检测，其中，

TaqMan 探针法较染料法具有更强的特异性，能够排

除假阳性结果的产生。考虑到渤海虾类组成及周边

对虾养殖业可能产生的影响，建议选择 COⅠ基因作

为扩增的目的基因，同时采用 TaqMan 探针法进行荧

光定量 PCR。 

4  小结 

本研究通过实时荧光定量 PCR 进行检测，确定

采用 0.45 μm 的玻璃纤维滤膜过滤 2 L 水样结合

DNeasy Blood and Tissue Kit 试剂盒提取 eDNA，能够

检测到的 DNA 拷贝数最多，初步建立了一套针对中

国对虾 eDNA 技术的操作流程。 
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Establishment and Optimization of Environmental DNA Detection  
Techniques for Assessment of Fenneropenaeus chinensis Biomass 

LI Miao1,3, SHAN Xiujuan2,3, WANG Weiji2,3①
, LÜ Ding3, DAI Fangqun2,3,  

DING Xiaosong1,3, WU Huanhuan3,4 
(1. College of Marine Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Laboratory for Marine Fisheries Science and 

Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071;  
3. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Shandong 

Provincial Key Laboratory of Fishery Resources and Eco-Environment, Yellow Sea Fisheries Research Institute,  
Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  

4. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    In recent years, environmental DNA (eDNA) technology has developed rapidly as a new 

method for investigation of aquatic organisms and has been widely used in the field of aquatic ecosystem 

research for species detection, biodiversity evaluation, and biomass assessment. However, few studies 

have specifically evaluated the effects of different eDNA enrichment and extraction methods on the 

results of the eDNA technology operation process to establish a set of optimal eDNA technology 

operation procedures for specific research subjects. In addition, because of differences in living habits 

between species, the amount of DNA released from different species and the size of DNA fragments are 

different. Therefore, different eDNA enrichment and extraction methods should be adopted for different 

research subjects. In this study, Fenneropenaeus chinensis was used as the research object, and eDNA was 

enriched by the membrane method, and eDNA was extracted by combining a blood and tissue DNA 

extraction kit. A filter membrane with a diameter of 47 mm, a nitrocellulose membrane, a polycarbonate 

membrane, and a nylon membrane were used, and each membrane was set to 0.45 μm, 0.8 μm, 1.2 μm, 

and 5 μm according to pore size. With 4 gradients, the sampling water volume was set to three gradients 

of 500 ml, 1 L, and 2 L. The experimental results showed that the membrane material size, pore size of the 

membrane, and the volume of the sampled water had certain influences on the qualitative and quantitative 

analysis of F. chinensis. The 0.45 μm glass fiber membrane filter and 2 L water sample detected the 

greatest DNA copy number. Based on this, a set of operational procedures for F. chinensis prawn eDNA 

technology was established to improve the detection rate of F. chinensis, which provided the basis for 

subsequent distribution monitoring and biomass assessment of F. chinensis. 

Key words    Fenneropenaeus chinensis; Environmental DNA; Establishment; Optimization 
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