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摘要：高通量测序是 ＤＮＡ 测序技术发展中的重大突破，它的出现为现代生物科学研究提供了前所未有的机遇，例如基于猎物和

寄主植物 ＤＮＡ 分子解析生态系统的食物网研究已逐渐成为捕食性动物与植食性动物食物网研究的新型模式。 本文在简要总

结 Ｒｏｃｈｅ ４５４、Ｉｌｌｕｍｉｎａ 和 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 为代表的第二代测序技术的原理及最新进展的基础上，综述了近年来利用高通量测序技术

在捕食性和植食性动物食物网解析构建研究方面取得的最新进展及存在的问题，以期为探索捕食性和植食性动物的猎物 ／寄主

范围、猎物 ／寄主转换、资源分配、生物防治、生物保护和生态恢复新方法提供思路和启发。
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１９７０ 年代中期，英国生物化学家 Ｓａｎｇｅｒ 发明了 Ｓａｎｇｅｒ 测序法（双脱氧核苷酸末端终止法），为科研人员

开启了深入研究生命遗传密码的大门，Ｓａｎｇｅｒ 也因此获得 １９８０ 年的诺贝尔化学奖［１⁃２］。 自 １９７７ 年以 Ｓａｎｇｅｒ
法为代表的第一代测序技术帮助人们完成了第一个完整基因组图谱的绘制以来，测序技术不断发展进步。 进

入 ２１ 世纪后，以 Ｒｏｃｈｅ ４５４、Ｉｌｌｕｍｉｎａ 和 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 等测序系统为代表的第二代测序技术诞生，使得对一个物

种的转录组和基因组进行细致全貌的分析成为可能［３］。 第二代测序技术又称高通量测序技术 （Ｈｉｇｈ
Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＨＴＳ），下一代测序技术（Ｎｅｘｔ Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＮＧＳ），它能一次并行对几十万到

几百万条 ＤＮＡ 分子进行序列测定，具有测序通量高、速度快及成本低等优点，是 ＤＮＡ 测序发展历程的一个里

程碑，使我们进入了基因组和后基因组时代［４］，为现代生命科学研究提供了前所未有的机遇。
基于高通量测序技术获得生物特异性基因识别 ＤＮＡ 条形码序列的扩增子测序方法，称为 ＤＮＡ 宏条形码

技术（ＤＮＡ Ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ）。 该技术可将整个混合样本的 ＤＮＡ 片段扩增后再进行高通量测序，进而确定取样

环境中生物的分布状况，目前已用于微生物和动物等环境 ＤＮＡ （Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ， ｅＤＮＡ） 科学方面的研

究［５⁃６］。 ＤＮＡ 宏条形码技术具有快速、灵敏、可重复、高效及省时省力等优点，不仅为生物多样性调查提供了

高效有力的方法，而且在环境监测、资源管理和生态评估等方面具有重要的意义［７⁃１０］。
食物网是生物群落内各物种之间营养关系的基本联系，反映了自然界各种生物之间相互依存、相互制约、

协同进化等互作关系的自然属性，其研究结果可直接体现生态群落的功能结构，因此物种间食物网的研究始

终是生态学中非常重要和活跃的研究领域［１１］。 近年来，基于 ＤＮＡ 宏条形码技术分子解析构建捕食者⁃猎物

和植食者⁃植物营养关系研究发展迅速，并逐渐成为食物网研究的新型模式［１２］，高通量测序的出现为研究捕

食性和植食性动物复杂的食物网提供了前所未有的机遇［１３］。 本文在简要总结以 Ｒｏｃｈｅ ４５４、Ｉｌｌｕｍｉｎａ 和 Ｉｏｎ
Ｔｏｒｒｅｎｔ 为代表的高通量测序技术原理及最新进展的基础上，综述了近年来基于高通量测序的 ＤＮＡ 宏条形码

技术在食物网解析构建方面的应用现状和发展前景，以期为探索捕食 ／植食性动物的猎物 ／寄主范围、猎物 ／寄
主转换、资源分配、生物防治、生物保护和生态恢复新方法提供思路和启发。

１　 高通量测序技术原理及发展

第二代测序技术以高通量低成本为其主要特征，并在此基础上保持了第一代测序技术的高准确性。 第二

代测序技术主要包括基于合成测序（Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｂｙ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ＳＢＳ）的 Ｒｏｃｈｅ ４５４，Ｉｌｌｕｍｉｎａ 和 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 测序

技术［３， １４⁃１６］。
１．１　 Ｒｏｃｈｅ ４５４ 测序技术原理

２００５ 年，４５４ 生命科学公司生产了第一台商品化的高通量测序仪⁃基因组测序 ２０［１７］。 ４５４ 测序仪利用焦

磷酸法测序（Ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ），其原理是：首先将长度合适的单链 ＤＮＡ 片段连接测序接头和模板接头制备成

样品文库（图 １Ａ 中文库制备）。 将固化引物的磁珠与样品文库制成“一个磁珠 ＝一个 ＤＮＡ 片段”的微反应

器，进行多轮油包水乳滴 ＰＣＲ（ｅｍｕｌｓｉｏｎ ＰＣＲ，ｅｍＰＣＲ）后，每个磁珠表面都结合了数千个相同的 ＤＮＡ 拷贝，形
成“一个磁珠＝一个读长序列” （图 １Ａ 中模板制备）。 然后富集磁珠到微孔板上，每个微孔容纳一个磁珠，微
孔板为流通池的一部分，其中一面通过测序反应的化合物，另一面则与 ＣＣＤ 光学检测系统的光纤相接触。 碱

基测定采用边合成边测序，利用 ＡＴＰ 硫酰化酶和荧光素酶在三磷酸核苷结合到 ＤＮＡ 链上释放焦磷酸基团

（ＰＰｉ）光信号（图 １Ａ 中测序技术）。 顺次向流通池中加入 ４ 种 ｄＮＴＰ 中的一种，通过每个微孔之中释放的光

信号确定 ＤＮＡ 模板上的互补碱基，从而实现对 ＤＮＡ 片段的准确快速测定［１８］。 目前 ４５４ 技术平台读取长度

达到 ６００—１０００ｂｐ，使得后继的序列拼接工作更加高效、准确，但测序通量相对较低和成本较高是其发展的瓶

颈（表 １）。 近年来，随着测序技术的发展，后来上市的测序仪（如 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 的 ＭｉＳｅｑ 和 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 的 Ｉｏｎ
Ｔｏｒｒｅｎｔ 系统）更是将 ４５４ 仪器排挤到研究边缘，因此罗氏关闭了 ４５４ 义务，联合 ＰａｃＢｉｏ 公司发展第三代测序

技术［１９］。
１．２　 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序技术原理

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎａｌｙｚｅｒ 于 ２００６ 年问世。 首先把待测序列打断成 ２００—５００ ｂｐ 的小片段，两端加

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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上不同的接头，连接载体，构建单链 ＤＮＡ 文库（图 １Ｂ 中文库制备）。 ＤＮＡ 转移到表面固定有很多接头的 ８ 泳

道微纤维板组成的流动槽，向反应体系中添加核苷酸和酶，进行桥式 ＰＣＲ （Ｂｒｉｄｇｅ ＰＣＲ）。 Ｂｒｉｄｇｅ ＰＣＲ 以流动

槽表面固定的接头为模板，将桥型单链 ＤＮＡ 扩增成桥型双链 ＤＮＡ，经过不断的变性扩增循环，每种单链 ＤＮＡ
都在各自的位置产生约 ２０００ 个分子的高密度 ＤＮＡ 簇（图 １Ｂ 中模板制备）。 ＤＮＡ 簇在 Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎａｌｙｚｅｒ 综合

分析仪上进行序列分析。 向反应体系中同时添加 ＤＮＡ 聚合酶、接头引物和带有碱基特异荧光标记的 ４ 种

ｄＮＴＰ。 由于这些 ｄＮＴＰ 的 ３′羟基被化学方法保护，因而每轮合成反应都只能添加 １ 个 ｄＮＴＰ。 在 ｄＮＴＰ 被添

加到合成链上后，未使用的游离 ｄＮＴＰ 和 ＤＮＡ 聚合酶会被洗脱。 加入激发荧光缓冲液，用光学设备记录激光

激发的荧光信号，再通过计算机分析转化为测序结果。 信号记录完成后，加入化学试剂淬灭荧光信号并去除

ｄＮＴＰ 的 ３′羟基保护基团，进行下一轮测序反应（图 １Ｂ 中测序技术） ［１６］。 目前 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 最新的测序平台的读

取长度可以达到 ２×１５０ ｂｐ（Ｈｉｓｅｑ ４０００），２×３００ ｂｐ（Ｍｉｓｅｑ３００），通量高和成本较低是其占据市场的优势

（表 １）。
１．３　 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 测序技术原理

Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 测序原理是在半导体芯片的微孔中固定纳米尺度的连接 １００ 万条相同 ＤＮＡ 片段的磁珠（Ｉｏｎ
ＳｐｈｅｒｅＴＭ）形成微型反应池（图 １Ｃ 中模板制备），随后依次掺入 ＡＣＧＴ。 随着每个碱基的掺入，释放出氢离子，
改变反应溶液的 ｐＨ 值，离子传感器检测到 ｐＨ 变化后，实时判读碱基，即刻从化学信息转变为数字电子信息

（图 １Ｃ 中测序技术） ［２０］。 这种方法直接检测 ＤＮＡ 的合成，少了 ＣＣＤ 扫描，荧光激发等环节，大大缩短了运行

时间。 这种技术跟芯片连接在一起，使得生物学和计算机学完全融为一体，创造了技术上的革新。
Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 测序平台有 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ ＰＧＭ （Ｐｅｒｓｏｎａｌ Ｇｅｎｏｍｅ Ｍａｃｈｉｎｅ）和 Ｉｏｎ Ｐｒｏｔｏｎ 两种测序仪。 ＰＧＭ 有 ３

种芯片可供选择，Ｉｏｎ Ｐｒｏｔｏｎ 目前仅有 ＰＩ 芯片。 芯片技术的发展使测序仪 ２ ｈ 碱基产量从 １０ Ｍｂ 提升到 １０
Ｇｂ。 伴随着试剂的优化和测序通量的提高，Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 读取长度也从 ２０１１ 年的 ２００ ｂｐ 提升到目前的 ４００ ｂｐ。
不断提高的芯片密度、读取长度和优化的数据处理方式，将使 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 的测序通量在不久的将来进一步提

高（表 １） ［２１， ２２］。

表 １　 Ｒｏｃｈｅ ４５４ 、Ｉｌｌｕｍｉｎａ 和 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 常用高通量测序平台主要技术参数和测序通量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｄａｔａ ｏｕｔｐｕｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｒｏｃｈｅ ４５４， Ｉｌｌｕｍｉｎａ ａｎｄ Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ ＮＧＳ ｐｌａｔｆｏｒｍｓ
公司 平台 模板制备 测序方法 错误类型 运行时间 数据量

Ｃｏｍｐａｎｙ Ｐｌａｔｆｏｒｍ Ｔｅｍｐｌａｔｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ｅｒｒｏｒ ｔｙｐｅ Ｒｕｎ ｔｉｍｅ Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
Ｒｏｃｈｅ ４５４ ＧＳ Ｊｕｎｉｏｒ 微磁珠乳滴 ＰＣＲ 焦磷酸测序法 插入缺失 １０ｈ ３５ＭＢ

４５４ ＦＬＸ Ｔｉｔａｎｉｕｍ １０ｈ ４５０ＭＢ

４５４ ＦＬＸ＋ ２３ｈ ７００ＭＢ

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＧＡＩＩｘ 流动槽桥式 ＰＣＲ 可逆终止子合成测序法 替换 ６ｄ １Ｔ

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ２５００ ６ｄ １Ｔ

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ４０００ ３．５ｄ １．５Ｔ

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ ２．５ｄ １５Ｇ

Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ Ｉｏｎ ＰＧＭ （３１６ Ｃｈｉｐ） 微磁珠乳滴 ＰＣＲ 半导体化学合成测序法 替换 ４．９ｈ ６００ＭＢ

Ｉｏｎ ＰＧＭ （３１８ Ｃｈｉｐ） ７．３ｈ ２Ｇ

　 Ｉｏｎ Ｐｒｏｔｏｎ （ＰＩ Ｃｈｉｐ） 　 　 　 ４ｈ １０Ｇ

１．４　 第三代测序技术

Ｒｏｃｈｅ ４５４、Ｉｌｌｕｍｉｎａ 和 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ 为代表的这些平台原理各有不同，在通量、读长、准确度、速度和成本方

面各具优势，目前已经广泛地应用于各项研究领域，并且在测序市场占有绝对优势地位。 但是，近年来基于单

个分子信号检测的单分子测序 （ Ｓｉｎｇｌｅ Ｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＳＭＳ），或第三代测序 （ Ｔｈｉｒｄ Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＴＧＳ）技术发展快速，这些新技术包括 ＰａｃＢｉｏ 的单分子实时测序 （ Ｓｉｎｇｌｅ Ｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＳＭＲＴ），Ｈｅｌｉｃｏｓ 的真正单分子测序（Ｔｒｕｅ Ｓｉｎｇｌｅ Ｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ｔＳＭＳ）和 Ｏｘｆｏｒｄ 的纳米孔测

３　 ８ 期 　 　 　 王雪芹者　 等：高通量测序及其在食物网解析中的应用进展 　
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图 １　 Ｒｏｃｈｅ ４５４ （Ａ）、Ｉｌｌｕｍｉｎａ （Ｂ）和 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ （Ｃ）三种常用高通量测序平台工作原理比较图（改编自 Ｄｅｌ Ｃｈｉｅｒｉｃｏ 等［２３］ ）

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｓｃｈｅｍｅｓ ｆｒｏｍ ｌｉｂｒａｒｙ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｏ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｍｏｎｇ Ｒｏｃｈｅ ４５４ （Ａ）， Ｉｌｌｕｍｉｎａ （Ｂ） ａｎｄ Ｉｏｎ

Ｔｏｒｒｅｎｔ （Ｃ） （Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ Ｄｅｌ Ｃｈｉｅｒｉｃｏ ｅｔ ａｌ．［２３］ ）

序（Ｎａｎｏｐｏｒｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）等［２４］。

２　 高通量测序在食物网研究中的应用

生态学是探索生物与环境关系的学科，而特定生态系统中物种间的食物联系，或食物网常是生态学研究

的重点之一。 数十年来，国际上植物－植食性生物－捕食性生物的食物网研究方法主要分为三大类，即传统方

法（野外人工或摄像观察法、田间笼罩法、消化道内容物解剖分析法），生化方法（脂肪酸分析法、稳定同位素

技术、蛋白质电泳分析法）和现代分子方法（多克隆抗体和单克隆抗体技术、ＤＮＡ 分子技术），这些方法针对不

同环境和研究对象各有其优缺点［２５⁃２６］。 传统方法直观快速、可信度高，适用简单环境下大型动物的取食，不
足之处是耗时耗力，具有偶然性；生化分析方法相对简便、效率高，适用于多种生态系统，缺点是不同生物之间

成分的组成和重合、样品的处理方式等都会影响准确评估摄食信息；猎物蛋白抗体技术相对比较准确、甚至可

以制作特定发育阶段的单克隆抗体，适合研究某种或几种特定猎物的捕食者，劣势之处是抗体制备繁琐、需要

特殊细胞和组织培养系统，耗时长，成本高。 近来，随着物种分子鉴定技术的发展和 ＮＣＢＩ、ＢＯＬＤ 等数据库的

丰富完善，ＤＮＡ 分子追踪食物链和食物网正成为分子生态学营养关系研究的主流方法［２６］。

４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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基于高通量测序的 ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ 分子解析食物方法不受猎物种类限制，尤其适合研究陆地和海洋

等自然生态系统中具有不同生物学和生态学特性的广食性动物不同时空条件下的复杂食物网结构、时空转换

和食物资源分配等。 目前，该方法已广泛应用于捕食者－猎物和植食者－寄主植物食物链研究，进而可以组合

开展食物网的研究，如基于消化道内容物或粪便 ＤＮＡ 研究动物的食性以及在生态系统中的作用［６， ２７⁃２８］。 该

技术不仅可以通过计算测序产生序列的种类数定性和比较不同食物序列的相对丰度定量分析食物网内不同

物种之间的关系［２９⁃３１］，而且可以分析不同时空尺度下的食物网结构特征和食物转换，以解决生态学、生物进

化、生物保护和种群群落构建恢复等方面的问题［６， ２８］。 例如，高通量测序通过对不同广食性捕食者或植食者

样品消化道内容物或粪便样品进行 ＰＣＲ 扩增时在引物的 ５′末端加上由不同碱基组成的多重识别标签

（Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ， ＭＩＤｓ），就能在一次测序中对不同来源，不同种类的广食性动物的各种猎物残

留或寄主植物目标序列进行测序分析，既节约了时间、人力和物力，又避免了污染，具有简便、快速和信息量大

等特点［１３，３２］。 分子生态学杂志在 ２０１４ 年 ８ 月出版了专刊，对该技术的研究和分析方法以及应用领域进行了

广泛的讨论［２８］。
２．１　 捕食性脊椎动物

Ｄｅａｇｌｅ 等［３３］（２００９）通过 Ｒｏｃｈｅ ＧＳ－ＦＬＸ 平台研究了澳大利亚塔斯马尼亚岛三个不同海域的南非海狗

Ａｒｃｔｏｃｅｐｈａｌｕｓ ｐｕｓｉｌｌｕｓ ｄｏｒｉｆｅｒｕｓ 的 ２７０ 份粪便样本，结果显示南非海狗的主要猎物为新西兰红珍珠鱼

Ｅｍｍｅｌｉｃｈｔｈｙｓ ｎｉｔｉｄｕｓ 和青背竹筴鱼 Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｄｅｃｌｉｖｉｓ，并且发现以前不被重视的澳洲鲭 Ｓｃｏｍｂｅｒ ａｕｓｔｒａｌａｓｉｃｕｓ 也
是其重要猎物，这是宏条形码技术在捕食性动物食物网研究中的第一次应用，从而使得对大规模的野生动物

的食物组成的研究成为可能。
本土珍稀物种的保护和培育甚至迁地保护是生物保护的重要内容。 Ｂｒｏｗｎ 等［３４］（２０１４）通过 Ｒｏｃｈｅ ４５４

测序研究毛里求斯马埃堡自然保护区本土珍稀物种蜥蜴 Ｌｅｉｏｌｏｐｉｓｍａ ｔｅｌｆａｉｒｉｉ 和入侵鼩鼱 Ｓｕｎｃｕｓ Ｍｕｒｉｎｕｓ 的猎

物谱及资源分配，结果表明尽管两种捕食者不存在种间捕食，但食物网分析和 Ｐｉａｎｋａ 生态位重叠指数表明这

两种捕食者存在很高程度的猎物重叠和较强的猎物资源竞争，清除外来入侵的鼩鼱应是保护蜥蜴的首要

措施。
蝙蝠是许多农林及卫生害虫的天敌，也是种子的传播者和花粉的传授者，在生态系统占据独特的生存空

间，因此研究和保护蝙蝠在维护生态环境中具有十分重要的意义。 Ｃｌａｒｅ 等［３５］（２０１４）基于 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ ＰＧＭ 测

序平台，结合 ３１６ 芯片研究了加拿大安大略省剑桥市郊森林斑块大棕蝠 Ｅｐｔｅｓｉｃｕｓ ｆｕｓｃｕｓ 不同时间猎物的多样

性及猎物转换，表明大棕蝠对甲虫捕食率最高，其猎物谱中鳞翅目具有最高的多样性，猎物种类组成在不同年

份和季节变化很大，但鳞翅目和蜉蝣目是其恒定的猎物成分，猎物多样性随着昆虫多样性的减少而增加。 这

说明当猎物资源有限时，大棕蝠可以改变摄食策略以维持其生态稳定性。
２．２　 植食性脊椎动物

海岛为许多濒危鸟类提供了栖息环境，但是对外来物种可能是脆弱的生态系统。 Ａｎｄｏ 等［３６］（２０１３）通过

扩增植物叶绿体 ｔＲＮＡ Ｌ（ ｔｒｎＬ）基因条形码结合 Ｒｏｃｈｅ ４５４ 焦磷酸测序研究了日本小笠原诸岛濒危黑林鸽

Ｃｏｌｕｍｂａ ｊａｎｔｈｉｎａ ｎｉｔｅｎｓ 在不同岛屿和不同时间的食物谱及食物转换，结果发现黑林鸽更喜欢取食外来植物，
因此建议在清除外来植物和保护本岛植物之间应该有个权衡，以保持黑林鸽的食物资源。

人类活动造成的森林景观碎片化极大地影响了灵长类动物的栖息。 Ｑｕéｍéｒé 等［３７］（２０１３）利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎａｌｙｚｅｒ ＩＩｘ 平台结合 ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ 技术对马达加斯加岛达赖纳地区濒临灭绝的金冠冕狐猴

Ｐｒｏｐｉｔｈｅｃｕｓ ｔａｔｔｅｒｓａｌｌｉ 的食性进行研究，发现金冠冕狐猴的食谱里至少有 １３０ 种植物，并且在森林边缘生活的金

冠冕狐猴食物中发现许多栽培和野生的植物种类，表明多样性的食谱有利于狐猴灵活改变食物结构应对栖息

地的改变和环境的变化。
Ｋａｒｔｚｉｎｅｌ 等［３０］（２０１５）通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２５００ 平台结合 ＤＮＡ Ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ 技术，应用相对读长丰度

（Ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｒｅａｄ Ａｂｕｎｄａｎｃｅ， ＲＲＡ）比较研究了肯尼亚南部非洲热带稀树草原艮氏小羚 Ｍａｄｏｑｕａ ｇｕｅｎｔｈｅｒｉ，非洲
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象 Ｌｏｘｏｄｏｎｔａ ａｆｒｉｃａｎａ，平原斑马 Ｅｑｕｕｓ ｑｕａｇｇａ，细纹斑马 Ｅｑｕｕｓ ｇｒｅｖｙｉ，非洲水牛 Ｓｙｎｃｅｒｕｓ ｃａｆｆｅｒ，瘤牛 Ｂｏｓ ｉｎｄｉｃｕｓ
和高角羚 Ａｅｐｙｃｅｒｏｓ ｍｅｌａｍｐｕｓ 等 ７ 种大型食草动物的食谱宽度、组成和重叠度。 研究表明，食草的两种斑马食

物中 ９９％以上的序列都是禾本科植物，而食嫩叶的艮氏小羚食物中禾本科植物却不足 １％，同一种食草动物

食物谱相似，而不同种食草动物具有更加分化的食物谱，因此植物种类的多样性为维持非洲草原食物谱分化

的大型食草动物的多样性奠定了基础。
２．３　 捕食性无脊椎动物

Ｂｏｙｅｒ 等［３８］（２０１３）应用 Ｒｏｃｈｅ ４５４ 焦磷酸测序技术结合蚯蚓的组特异性引物研究了 ４６ 头濒危的软体动

物蜗牛 Ｐｏｗｅｌｌｉｐｈａｎｔａ ａｕｇｕｓｔａ 捕食蚯蚓的食物谱，分析了蜗牛与不同生物学特性蚯蚓的生态联系，并提出了保

护迁移蜗牛的建议。
评价农业生态系统中捕食性天敌对害虫的控制作用是生态学研究的重要课题，也是实施害虫综合治理防

治策略的基础。 研究农业生态系统内某种捕食者是否影响目标猎物的种群动态，并不能仅仅简单地通过捕食

者的捕食率来计算。 Ｐｉñｏｌ 等［３９］（２０１４）通过 Ｉｏｎ Ｔｏｒｒｅｎｔ ＰＧＭ 测序平台研究了英国燕麦田皿蛛 Ｏｅｄｏｔｈｏｒａｘ
ｆｕｓｃｕｓ 的猎物谱，高通量测序生成 ２００ 万条读长，去掉无效和捕食者本身读长，剩下 ６ 万多条有效读长，有效读

长中比较丰富的是弹尾目、鳞翅目、双翅目和线虫的序列，也包含了蚜虫和集团内捕食（ Ｉｎｔｒａｇｕｉｌｄ Ｐｒｅｄａｔｉｏｎ，
ＩＧＰ）而残留的蜘蛛的序列。 结果表明，广食性天敌皿蛛 Ｏ． ｆｕｓｃｕｓ 具有宽广的猎物谱。

通过提高种植园植物多样性，为广食性捕食者提供替代猎物，以增加捕食者的密度来增强天敌对农业害

虫的自然调控作用，是生态调控农业生产的重要组成部分。 Ｍｏｌｌｏｔ 等［４０］（２０１４）基于构建香蕉园节肢动物

ｍｉｎｉ－ｂａｒｃｏｄｅｓ 数据库和 Ｒｏｃｈｅ ４５４ 高通量测序平台，通过建立种植牧草伏生臂形草 Ｂｒａｃｈｉａｒｉａ ｄｅｃｕｍｂｅｎｓ 的香

蕉园和对照园比较的方式，比较了两种类型实验田捕食性天敌的猎物选择及对主要害虫香蕉象甲

Ｃｏｓｍｏｐｏｌｉｔｅｓ ｓｏｒｄｉｄｕｓ 控制作用。 结果表明因为广食性捕食者转向捕食替换猎物，香蕉园种植牧草对天敌调控

害虫种群可能有负作用。
２．４　 植食性无脊椎动物

Ｖａｌｅｎｔｉｎｉ 等［４１］（２００９）设计了扩增植物叶绿体 ｔＲＮＡ Ｌ（ ｔｒｎＬ）基因条形码的通用引物，结合 Ｒｏｃｈｅ ４５４ 测序

研究了异色雏蝗 Ｃｈｏｒｔｈｉｐｐｕｓ ｂｉｇｕｔｔｕｌｕｓ，北京棒角蝗 Ｇｏｍｐｈｏｃｅｒｉｐｐｕｓ ｒｕｆｕｓ，智利螺旋蜗牛 Ｈｅｌｉｘ ａｓｐｅｒｓａ，鼻涕虫

Ｄｅｒｏｃｅｒａｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｍ 和 Ａｒｉｏｎ ａｔｅｒ 等动物的 ３６ 份粪便样品，解析了这些植食性动物的食物谱，结果表明大约

５０％的植物可以鉴定到种，这也是宏条形码技术在植食性动物食物研究中的第一次应用，为研究植食性动物

食物谱和资源分配提供了切实可行的方法。
Ｋａｊｔｏｃｈ［４２］（２０１４）通过 ＡＢＩ Ｓａｎｇｅｒ 测序和高通量测序平台 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 解析了波兰中南部、波兰北部、

乌克兰西部和斯洛伐克－摩拉维亚地区四个地理种群干热象甲 Ｃｅｎｔｒｉｃｎｅｍｕｓ ｌｅｕｃｏｇｒａｍｍｕｓ 寄主植物的 ｒｂｃＬ（１，
５－二磷酸核酮糖羧化酶的大亚基基因）和 ｔｒｎＬ 两种基因的条形码，比较了这两种测序技术对基于 ｒｂｃＬ 和 ｔｒｎＬ
两种基因条形码的寄主植物解析深度，并分析了这四个地理种群的寄主植物范围。 研究表明 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量

测序比 Ｓａｎｇｅｒ 传统测序具有更详尽的解析度；并且，基于 ｒｂｃＬ 和 ｔｒｎＬ 双基因条形码系统能为研究植食者的寄

主植物（至少鉴定到属）提供足够的信息；四个不同地理种群的干热象甲食物谱并不相同，这可能反应了干热

象甲的地理种群的生态适应和遗传隔离，为保护稀有和濒危物种提供了借鉴。
研究直翅目昆虫单食性到广食性的宽广食物谱有助于我们探究植食性昆虫食性的分化和进化。 通常认

为蝗科的北方绿带蝗 Ｃｈｏｒｔｏｐｈａｇａ ｖｉｒｉｄｉｆａｓｃｉａｔａ 是禾草性植食者，赤腿蝗 Ｍｅｌａｎｏｐｌｕｓ ｆｅｍｕｒｒｕｂｒｕｍ 是杂草性植食

者，而黑带双蝗 Ｍｅｌａｎｏｐｌｕｓ ｂｉｖｉｔｔａｔｕｓ 和卡罗来纳蝗 Ｄｉｓｓｏｓｔｅｉｒａ ｃａｒｏｌｉｎａ 是混合性植食者。 ＭｃＣｌｅｎａｇｈａｎ 等［４３］

（２０１５）基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 平台通过扩增野外采集的这四种蝗虫的消化道内容物的 ｒｂｃＬ 基因，运用 ＤＮＡ
ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ 技术研究了这四种蝗虫的食性。 结果证实黑带双蝗和卡罗来纳蝗是混合性植食者，北方绿带蝗

是禾草性植食者，而赤腿蝗消化道内既有杂草也有禾本科植物，揭示了这些蝗虫种间存在食物资源竞争。
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３　 总结与展望

３．１　 存在的问题

　 　 尽管近年来基于高通量测序技术的 ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ 技术解决了全面分析捕食者 ／植食者食物链和食

物网的技术障碍，从而发展成为分子生态学研究中一个十分活跃的领域，但是其结果的可靠性仍受多方面因

素的影响：
（１） 目的基因的选择：细胞内多拷贝的动物线粒体基因组和植物叶绿体基因组具有保守的结构和大小，

因此适合作为动物分子鉴定和植物分子鉴定的标记［４４⁃４５］。 但是，动物体的线粒体基因组转移至细胞核的线

粒体假基因（Ｎｕｃｌｅａｒ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ－ｌｉｋｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ， ＮＵＭＴｓ）、内共生菌干扰、线粒体 ＤＮＡ 的多态性和异质性

可影响物种的鉴定和系统发育的构建［４６⁃４７］。
（２） 基因区域的选择：动物线粒体基因组 ＤＮＡ 主要选择在 ＣＯＩ，１６Ｓ 等区域，而 ＣＯＩ 的 ６５８ｂｐ 长的 ＤＮＡ

条形码（ ＤＮＡ Ｂａｒｃｏｄｉｎｇ） 区域是动物分类鉴定最常用的区域［４８⁃４９］，也具有包括 ＮＣＢＩ 和 ＢＯＬＤ （ ｗｗｗ．
ｂｏｌｄｓｙｓｔｅｍｓ．ｏｒｇ）等丰富的数据库资源［５０］，但 ＣＯＩ 基因进化速率的差异使其在一些类群中缺乏鉴定能力，因此

有时需要多基因条形码鉴定系统［５１］。 同时，植物叶绿体 ＤＮＡ 主要选择在 ｒｂｃＬ，ｍａｔＫ（叶绿体赖氨酸基因

（ ｔｒｎＫ）的内含子），ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ 三个条形码片段及近来发现的植物核糖体 ＩＴＳ 条形码片段，同样对于困难类群，
很多学者建议使用多个条形码协同鉴定［５２⁃５３］。

（３） 引物的选择和评估：由于消化道残留或粪便是降解的短片段 ＤＮＡ，因此 ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ 分析其多样性

时常用兼并的扩增短片段的通用引物，而通用引物的选择或组合、扩增偏向性、扩增成功率和扩增片段的分辨

率等都会导致稀有的或者难扩增物种的数据丢失或失真等错误，从而影响到对捕食者和植食者与其食物间数

量关系的解析，因而尚需在进一步明确这些因素与扩增效率关系的基础上完善食物网关系的定量分析

方法［１３， ５４⁃５５］。
（４） 阻止扩增捕食者本身的特异性阻断引物（Ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒｓ）的使用：研究未解剖小型捕食性节肢动物

的猎物时，未添加阻断引物的情况下，会产生大量捕食者本身的序列，有时即使在阻断引物存在的情况下，也
未必能保证阻止成功［３９， ５６⁃５７］。

（５） 公共数据平台 ＤＮＡ 条形码参考数据库的不尽完善：生物 ＤＮＡ 条形码是建立在物种形态分类基础上

的分子鉴定，生物形态特征的可塑性和遗传多样性直接影响基于传统形态分类的生物鉴定，而当前训练有素

的分类学家越来越少，形态分类学工作又不可避免地会遇到人为的错误及其他无法克服的困难，因此形态分

类和系统分类的发展研究水平将直接影响物种的传统分类鉴定，进而影响其构建物种 ＤＮＡ 条形码标准数据

库、物种信息库、信息共享和应用［５８⁃５９］。
（６） 生物信息学专家和人才的短缺：高通量测序技术产生的海量数据的整合和分析在生物研究中发挥着

关键作用，而动物食物网海量数据的分子解析不仅需要前期生态学、分类学工作者的基础工作，更需要后期生

物信息学工作者的储存、检索、处理和分析以揭示大量而复杂的生物数据所赋有的生态学奥秘［６０］。
３．２　 展望

从复杂的野外观察、摄像到室内的消化道内容物解剖分析，从脂肪酸、同位素标记的生化分析到猎物蛋白

特异的抗体技术，从普通 ＰＣＲ、定量 ＰＣＲ 再到基于高通量测序的宏条形码技术，捕食性和植食性动物的食物

链和食物网研究发展的每一步都离不开科学的发展和技术的创新［１２⁃１３， ２５， ６１⁃６２］。 尽管基于高通量测序数据的

ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ 方法还存在一些问题，如扩增区域的选择、引物的选择或组合、ＰＣＲ 的偏好性、扩增效率的差

异、读长的清晰度或解析度和数据库的完善度等［６３⁃６５］，但随着高通量测序技术的发展和不断完善，尤其是测

序通量的增加、读长的增长、信息储备量的增大、测序成本的降低、数据分析软件的优化以及生物条形码的发

展和基因数据库资源的丰富［３， ６６⁃６７］，特别是近年来发展的无偏见精确定量的 ＰＣＲ－ｆｒｅｅ 深度鸟枪法测序（Ｓｈｏｔ
－ｇｕｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ） ［６８⁃７１］和线粒体捕获富集深度测序多样性评估技术［７２⁃７３］，都将为高通量、准确、快速和低成本
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的全面深入研究捕食性和植食性动物的食物网提供更理想的资源和平台，为进一步应用高通量测序探索捕食

性和植食性动物的猎物 ／寄主范围、猎物 ／寄主转换、生物防治、资源分配、生物保护、生态工程等生态恢复提供

技术支撑和理论基础［２７⁃２８， ３０］。
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