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基于环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术的底栖动物监测及水质
评价研究进展
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摘要：底栖动物是淡水生态系统中物种多样性最高的类群，也是应用最广泛的水质监测指示生物之一。 传统的底栖动物监测以

形态学为基础，耗时费力，无法满足流域尺度大规模监测的需求。 环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术是一种新兴的生物监测方法，其与传

统方法相比优势在于采样方法简单、低成本、高灵敏度，不受生物样本和环境状况的影响，不依赖分类专家和鉴定资料，能够快

速准确地对多个类群进行大规模、高通量的物种鉴定。 然而，在实际应用中该方法的效果受诸多因素的影响，不同的方法、流程

往往会产生差异较大的结果。 鉴于此，着重分析总结了应用环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术监测底栖动物的关键影响因素，包括样品

采集与处理流程、分子标记选择、引物设计、ＰＣＲ 偏好性、参考数据库的完整性及相应的优化。 并基于此探讨了提高环境 ＤＮＡ⁃
宏条形码技术在底栖动物监测效率和准确率的途径，以期为底栖动物环境 ＤＮＡ⁃宏条形码监测方案的制定提供可靠的参考。 最

后对该技术在底栖动物监测和水质评价中的最新发展方向进行了展望。
关键词：宏条形码；大型底栖无脊椎动物；生物多样性；条形码数据库；淡水生态系统
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淡水大型底栖无脊椎动物简称底栖动物，是指生活史的全部或部分生活在水体底部，个体大小不能通过

５００ μｍ 孔径网筛的无脊椎动物［１］。 常见的有节肢动物门昆虫纲的水生昆虫、软甲纲的淡水蟹、钩虾，软体动

物门的蚌类、螺类，环节动物门的寡毛纲、蛭纲，以及扁形动物门的涡虫等［１］。 底栖动物是维护水生态系统结

构与功能完整性的重要生物类群。 它具有分布广泛，生活周期长，对水质变化敏感等特点，因此是水质监测与

评价中应用最广泛的生物类群［２］。 近些年，日益增强的人类活动干扰、水污染和气候变化导致底栖动物多样

性锐减，严重威胁水生态系统健康［３］。 如何科学、快速和准确地为淡水生物多样性和水质评价的研究与实践

提供大量底栖动物数据，已是当前水生态环境管理关注的重要问题。
传统以形态学鉴定为基础的底栖动物监测方法存在成本高、耗时长、代表性低、专业性强和精确性不够高

等缺陷。 首先，以生物个体为目标的采样方法需要消耗较大的人力财力，并在采样空间方面存在局限性［４］。
其次，跨越数个不同动物门类的底栖动物形态学鉴定高度依赖分类专业人员，然而动物分类研究者数量正在

不断减少。 再者，采集到的水生昆虫绝大多数是幼体，科级水平以下的鉴定特征模糊甚至缺乏，往往难以准确

鉴定到属和种，因此无法准确识别物种与胁迫因子间的专一响应关系，有可能降低评价等级的准确性和精确

性［５⁃６］。 综上，传统监测方法的缺陷使其难以适应当前水质监测要求的大规模、高频率、高要求的管理需求，
因此急需新的调查方法满足现阶段日益增长的对水生态环境和生物多样性的评估需求。

近年来，环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术通过对环境样品中混合 ＤＮＡ 进行高通量测序和比对，能够快速大规模

地得到生物多样性鉴定信息和群落组成，极大得革新了生物多样性调查方法，现已被广泛应用于土壤和水生

１４４７　 １８ 期 　 　 　 王萌　 等：基于环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术的底栖动物监测及水质评价研究进展 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

态环境的生物多样性监测中［７⁃１０］。 相比于传统方法，环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术不需大量的人力物力，成本低、
操作简便，因此更适合于大尺度的流域生物多样性监测［１１］。 同时，该方法灵敏度高，即使在物种密度很低的

情况下也能准确检测到目标物种的存在［４］。 此外，环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术可以不依赖分类人员同时对跨门

类物种进行监测，并且不受发育时期的限制，完成物种的准确鉴定［４］。 因此，环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术被认为

是现阶段实现水生态环境快速、大尺度和大样本物种监测最有发展前景的方法［１１］。
目前，环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术对底栖动物的检测和鉴定仍存在部分问题和不足，制约其进一步在水质监

测中的应用。 主要问题有低丰度物种漏检、物种鉴定错误、采样流程与方法不统一以及生物量精确估测困难

等［１１］。 这些问题在技术层面体现在样品采集与处理流程、分子标记选择、引物设计、ＰＣＲ 偏好性，以及参考数

据库的完整性等影响因素［１２⁃１４］。 因此在推动环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术应用底栖动物监测时应重点关注这些

关键影响因素。 近十年来，针对以上关键影响因素国内外开展了比较多的优化研究［１４⁃１９］。 然而其中大部分

研究较为分散，部分结论不一致，且缺少系统性的分析和比较，制约了底栖动物环境 ＤＮＡ⁃宏条形码监测技术

方案的规范和优化，因此亟需对相关问题进行系统性的梳理与整合。 鉴于此，本文对环境 ＤＮＡ⁃宏条形码的概

念和在底栖动物监测的应用进行了综述，重点针对影响环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术用于底栖动物监测和水质评

价的关键因素及其相应优化进行了分析总结，并基于此提出提高环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术监测底栖动物效率

和准确率的有效途径，期望为基于环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术的底栖动物监测方案的标准化和规范化提供建议

和参考，最后对该技术在底栖动物监测和水质评价中的最新发展方向进行了展望。

１　 环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术简介及在底栖动物监测中的应用

环境 ＤＮＡ 概念最早于 １９８７ 年提出，用于从沉积物中提取微生物的 ＤＮＡ，２０００ 年左右开始引入生态学领

域［２０］。 环境 ＤＮＡ（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ， ｅＤＮＡ）是指从土壤、水和大气等环境样品中直接提取的不做任何分离

得到的生物释放的游离 ＤＮＡ 片段的总和［２０］。 具体包括微生物、动物和植物不同物种本身以及向环境中释放

的分泌物、唾液、精子、粪便和脱落的皮肤等一系列降解程度不同的各种 ＤＮＡ 混合物［２０］。 环境 ＤＮＡ⁃宏条形

码技术（ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ）指从土壤、水等环境采样提取总 ＤＮＡ 片段，使用通用引物进行 ＰＣＲ 扩增并结合

高通量测序，得到上百万条序列，再与已有数据库中的序列信息进行比对，从而一次性对环境样品中的多个物

种或类群进行快速、大规模鉴定［１０］。 该方法能够有效检测出传统方法未检测到的种类，同时能够对大部分物

种进行属或种级别的准确鉴定。 目前环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术在水生生态系统中的应用主要集中在物种多样

性调查［２１］、入侵和稀有物种检测［２２］以及目标生物相对丰度、种群大小、分布和发生动态检测等方面［２３］。 ２００８
年，环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术首次应用于入侵水生生物美国牛蛙（Ｒａｎａ ｃａｔｅｓｂｅｉａｎａ）的监测［２２］。 此后其他研究

人员先后利用该技术对亚洲鲤科鱼类中的鲢（Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓ ｍｏｌｉｔｒｉｘ）和鳙（Ｈ． ｎｏｂｉｌｉｓ） ［２４］、蓝腮太阳鱼

（Ｌｅｐｏｍｉｓ ｍａｃｒｏｃｈｉｒｕｓ） ［２５］和新西兰泥蜗牛（Ｐｏｔａｍｏｐｙｒｇｕｓ ａｎｔｉｐｏｄａｒｕｍ） ［２６］等物种成功进行了监测。
２０１１ 年，Ｈａｊｉｂａｂａｅｉ 等［２７］首次证明环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术适用于底栖动物多样性监测。 随后的研究进

一步证明该技术对环境敏感类群蜉蝣目、毛翅目和襀翅目（蜉蝣目 Ｅｐｈｅｍｅｒｏｐｔｅｒａ、襀翅目 Ｐｌｅｃｏｐｔｅｒａ 和毛翅目

Ｔｒｉｃｈｏｐｔｅｒａ 昆虫，简称 ＥＰＴ 昆虫）物种有良好的检出效果［２８⁃２９］。 Ｅｌｂｒｅｃｈｔ 和 Ｌｅｅｓｅ［３０］的模拟实验进一步证明环

境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术对大部分底栖动物的检出率较高，总体检出率达 ９８％，其中 ＥＰＴ 的检出率均为 １００％。
Ｂｅｅｒｍａｎｎ 等［３１］对湿地摇蚊的研究表明，环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术对摇蚊的检出率比传统调查方法高 ７０％以

上。 当前，环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术已经开始从独立样点或者特定物种监测向大尺度、大样本监测和评估转变

（表 １） ［３２， ３９］。 基于环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术的生物监测被称为“Ｂｉｏｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ２．０” ［４０］，该技术的广泛应用标

志着生物多样性监测进入全新的分子时代。 环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术进行底栖动物多样性监测和水质评价具

有广阔的发展前景，然而相比国外目前国内相关研究较少［４１⁃４２］，因此需要更多的方法学和应用研究来推动我

国基于环境 ＤＮＡ⁃宏条形码的水质监测的发展。
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２　 环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术在底栖动物监测中的关键技术问题及优化策略

环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术对水生态环境监测的一般操作流程主要包括：样品采集、ｅＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增、
ｅＤＮＡ 高通量测序和序列生物信息学分析（图 １），技术层面上影响环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术监测效率和准确

性的关键因素主要在于不同的采样方法与流程、分子标记选择、引物设计、ＰＣＲ 偏好性以及 ＤＮＡ 条形码参考

数据库的完整性等［１１⁃１２］（图 ２）。

图 １　 环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术的一般操作流程

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ （ｅＤＮＡ） ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ

２．１　 采样方法与处理流程

与 ｅＤＮＡ 样品采集方法相关的优化研究是环境 ＤＮＡ⁃宏条形码研究的热点方向之一［２０， ４０］。 底栖动物的

采样方法对最后的检测结果有着显著影响，目前水样法和混合组织样法是获取底栖动物 ｅＤＮＡ 的两种主要

方法。
２．１．１　 水样法

水样法指通过水环境样本进行 ｅＤＮＡ 的富集，现阶段水样 ｅＤＮＡ 的采集方法主要有两种：沉淀法和过滤

法［４３］。 沉淀法［２１］特点是不过滤水样，直接加入氯化钠和乙醇并结合离心操作获取 ｅＤＮＡ，更适用于原核生物

细菌等的获取。 过滤法则通过过滤水样将 ｅＤＮＡ 截留在滤膜上，效果取决于过滤孔径大小［４３］。 无论在静水

和流水中，对于底栖动物而言，采用过滤法 ｅＤＮＡ 捕获率最高［４３］。 采集水样量也是影响物种检测准确度和检

出率的重要因素。 根据研究对象不同，每个重复水样的采集量从 １５ ｍＬ 到 １０ Ｌ 不等［１６， ４４］。 一般来说采集量

大时样品代表性较好，但同时采样难度和后续工作量也显著增加，目前底栖动物 ｅＤＮＡ 的水样采集量一般是

１ Ｌ 或 ２ Ｌ［４５］。 当目标生物密度较低或调查江河、湖泊等大型水体时，应适当增加采样重复数以及单次水样取

样量［４６］，过少的水样量以及无重复样本都可能会导致物种检出率降低甚至数据无效。
水样法是淡水生态多样性监测的常用方法。 然而由于水的流动性，流水中的 ｅＤＮＡ 会沿河网向下游扩

散，从而影响下游真实的物种丰富度和多样性［４７］。 因此水样法更适合流域尺度的物种多样性调查，但无法重

建微观尺度下的生物多样性空间分布模式［４８］。 此外，水环境样本的异质性和采样的随机性也常导致不稳定

的检出结果［４９， ５０］。 近期一些研究表明水样中的底栖动物检测率仅有传统形态学采样方法的 １ ／ ３，且对一些

关键指示生物的检测较为困难［５１］。
２．１．２　 混合组织样法

混合组织样法是将全部个体或部分混合后进行研磨，然后基于均质化后的混合组织匀浆（ｂｕｌｋ ｓａｍｐｌｅ）进

４４４７ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４１ 卷　
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图 ２　 环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术在底栖动物监测应用中的关键问题与优化策略

Ｆｉｇ．２ 　 Ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｉｎ ｍａｃｒｏｚｏｏｂｅｎｔｈｏｓ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ

ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ

行总 ＤＮＡ 提取的方法。 大部分底栖动物调查时先获得踢网样品，然后进行分拣，去除其中的杂质、底泥以及

植物和藻类等非目标有机物后再对目标样品研磨均一化后提取 ｅＤＮＡ［３２， ５２］。 少数研究不进行分拣，底栖动物

样品和杂质混合在一起研磨后提取 ｅＤＮＡ［１５， ２７， ３７］。 一般认为不进行分拣时样品成分往往较为复杂，包含多种

ＰＣＲ 抑制剂，影响 ＤＮＡ 的提取和 ＰＣＲ 扩增效率［１８，５３］。 但近期一些研究发现样品中的杂质不影响重要指示

生物的检测［５４］，甚至未分拣的样品检测率高于分拣样品与水环境样本［５５］。
混合组织样法的优点在于 ＤＮＡ 的提取率高，但缺点是损失了相应的凭证标本，导致无法进行后续研究。

鉴于此，Ｈａｊｉｂａｂａｅｉ 等［５２］提出了一种无损提取法（ｎｏｎ⁃ｄｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ），即通过样品酒精保存液中提取

ｅＤＮＡ 来替代从组织混合样中提取 ｅＤＮＡ。 该方法能够成功检测到大部分底栖物种，其底栖动物检测率仅略

低于混合组织样法 （８７％ ｖｓ ８９％） ［１７， ５６⁃５８］。 研究表明 ７０％—９６％浓度的酒精保存液都适用于提取混合

ＤＮＡ［１７， ５７，５９］，且酒精浸泡后取样时间的长短对于物种检测率影响并不显著［１７］。 早期酒精保存液法提取

ｅＤＮＡ 要先进行酒精的蒸发再进行 ＤＮＡ 的提取［５２，５７］，步骤繁琐不利于大规模酒精样品的处理。 近期一些研

究者对此进行了优化，一方面省略样品分拣，对酒精保存液进行二次过滤来提取 ｅＤＮＡ，显著缩减处理的时间

和步骤［５９］；另一方面通过一系列方法（超声波、震荡、冷冻）增加 ＤＮＡ 的释放率，进一步提高该方法的检测

５４４７　 １８ 期 　 　 　 王萌　 等：基于环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术的底栖动物监测及水质评价研究进展 　
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率［５９］。 酒精保存液法的优点在于保存了凭证标本的完整性，但其在物种检测率上仍低于混合组织样

法［１７， ５２］。 此外，该方法容易造成少数物种漏检，尤其是外壳骨化强烈的物种如鞘翅目、带壳的软体动物以及

带巢生活的一些毛翅目种类［１７， ５９］。
综上，当进行一些重点指示生物如 ＥＰＴ 昆虫多样性监测时，酒精保存液法对凭证标本无损伤、节省时间，

是可替代组织样法一种方法。 而当对整个底栖动物类群多样性做评估时建议采用常规的混合组织样方法进

行监测［１７］。
２．２　 分子标记选择

选取合适的分子标记与扩增引物是环境 ＤＮＡ⁃宏条形码扩增成功的关键。 理想的适用于环境 ＤＮＡ⁃宏条

形码监测的分子标记应同时具备高度保守区域和高度可变区域，前者便于通用引物设计，后者有助于物种识

别［６０⁃６１］。 动物线粒体细胞色素氧化酶 ＣＯＩ 基因保守度适中，在不同物种之间有良好的解析度，并且现有数据

库最为全面，是目前最常用的标记基因［３０］。 然而 ＣＯＩ 作为分子标记也有着显而易见的缺陷，体现在 ＣＯＩ 基因

作为一个蛋白编码基因，第三位密码子的突变率较高，在不同物种中差异较大，导致难以设计物种覆盖度较为

全面的通用引物［６２］。 此外，基于 ＣＯＩ 基因的引物容易引起一些优势物种的过度扩增，从而导致一些低丰度和

难扩增物种检测不到［１３］和物种生物量估测不准确［１２，６３］。
鉴于以上 ＣＯＩ 基因的缺陷，一部分研究者致力于寻找能够替代 ＣＯＩ 基因的其他分子标记。 此类研究主

要集中在 １６Ｓ ｒＲＮＡ、１８Ｓ ｒＲＮＡ 等基因标记［１４， ６１］。 Ｅｌｂｒｅｃｈｔ 等［１４］通过模拟实验验证 １６Ｓ ｒＲＮＡ 相较 ＣＯＩ 基因

在底栖动物中具有更高的检测率，尤其昆虫纲的检测率接近 １００％。 此外，１６Ｓ ｒＲＮＡ 引物偏好性较小，对生物

量的估测也更为准确，但其对除昆虫纲以外的其他底栖动物检测率不佳［１４， ６４］。 Ｆｉｃｅｔｏｌａ 等［６４］比对 １６Ｓ ｒＲＮＡ、
１８Ｓ ｒＲＮＡ 和 ＣＯＩ 基因标记在环境 ＤＮＡ 监测中的效果发现，１８Ｓ ｒＲＮＡ 通用性最强但分辨率较差，更适合对生

物多样性做整体评估，而 ＣＯＩ 基因种级界定效果最佳。 １６Ｓ ｒＲＮＡ、１８Ｓ ｒＲＮＡ 相较 ＣＯＩ 基因具有更广泛的物种

覆盖度，然而缺少像 ＣＯＩ 基因一样强大而广泛的参考数据库，物种比对难以达到满意的精度［１４］。
综上可知，没有单独一个基因标记能够完美实现宏条形码技术监测对于物种覆盖度和解析度的要求。 因

此我们建议在进行 ｅＤＮＡ 监测时将 １６Ｓ ｒＲＮＡ 或其他分子标记扩增的结果作为 ＣＯＩ 基因的补充［１４］。 或者在

ＰＣＲ 扩增时中采用多分子标记（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐｒｉｍｅｒｓ）的策略［６４⁃６５］（例如 １６Ｓ⁃ＣＯＩ、１８Ｓ⁃ＣＯＩ、ＣＯＩ⁃ＣＯＩＩ），兼顾物种的

覆盖度和精确性［６６⁃６７］，并利用 ＣＯＩ 基因强有力的参考数据库进行物种的注释［１４］。
２．３　 引物设计

引物的设计在 ｅＤＮＡ 监测中至关重要，合适的引物可以显著提高 ｅＤＮＡ 的扩增质量并减少引物的偏好

性［１９］。 现阶段引物设计的主要思路是设计 ＣＯＩ 基因的高简并性引物，增加通用性的同时尽可能地减少其引

物偏好性。 目前效果较好的有 Ｇｅｌｌｅｒ 等［６８］设计的 ＣＯＩ 基因通用引物 ｊｇＨＣＯ２１９８ 和 ｊｇＬＣＯ１４９０，该引物适用于

所有后生动物；Ｈａｊｉｂａｂａｅｉ 等［５２］针对底栖动物设计的三组高简并性 ＣＯＩ 引物。 目前由 Ｅｌｂｒｅｃｈｔ 和 Ｌｅｅｓｅ［３０］ 设

计的高兼并性 ＣＯＩ 引物 ＢＦ１ ／ ＢＦ２ 和 ＢＲ１ ／ ＢＲ２ 不仅对底栖动物检测率显著高于传统的 ＣＯＩ 引物和 １６Ｓ
ｒＲＮＡ，同时减少了其扩增偏好性。

引物设计的另一思路是采用短片段引物（ｍｉｎｉ⁃ｂａｒｃｏｄｅ）。 由于环境 ＤＮＡ⁃宏条形码研究中广泛存在高度

降解的短片段 ＤＮＡ 和高通量测序短的特点，短片段引物在底栖动物环境 ＤＮＡ⁃宏条形码检测中更有优势［３５］。
当前应用的有 Ｌｅｒａｙ 等［６９］设计出的短片段引物（３１３ ｂｐ）ｍｌＣＯｌｉｎｔＦ ／ ｍｌＣＯｌｉｎｔＲ 和 Ｖａｍｏｓ 等［７０］设计出的短片段

引物 ｆｗｈ１ ｓｅｔ、ｆｗｈ２ ｓｅｔ（扩增长度分别为 １７８ ｂｐ 和 ２０５ ｂｐ）。 相比传统通用引物（如 ＬＣＯ１４９０ ／ ＨＣＯ２１９８）与较

为成熟的高兼并性引物（如 ＢＦ１ ／ ＢＦ２ 和 ＢＲ１ ／ ＢＲ） ［３０］，短片段引物所含信息相对较少，引物偏好性较高，但对

于短片段 ＤＮＡ 扩增效率更高。 因此在样品保存较好、ｅＤＮＡ 降解程度小时，建议使用高兼并性 ＣＯＩ 引物如

ＢＦ１ ／ ＢＲ１ 和 ＢＦ２ ／ ＢＲ２。 如果样品 ＤＮＡ 高度降解，使用短片段引物会使扩增更为有效。
引物设计好后更重要的是如何评价其扩增的效率和特异性。 新设计的引物应通过模拟实验和电脑检测

（ｅ．ｇ． Ｉｎ ｓｉｌｉｃｏｎ ＰＣＲ 软件）的双重验证后方可大规模地应用［３０， ６０⁃６１， ７１］。 ＭａｃＤｏｎａｌｄ 等［７２］ 总结出在环境 ＤＮＡ⁃
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宏条形码研究中引物设计和评价的九个步骤，按步骤进行引物的设计和评价能够有效地降低阴性错误和阳性

错误发生的概率。 这 ９ 个步骤包括：（１） 定义 ｅＤＮＡ 实验涉及到的生物范围，并据此确定合适的基因标记，如
ＣＯＩ；（２） 建立物种类群的基因比对数据库；（３） 通过系统发育关系检验目标基因区别物种的能力；（４） 针对

目标物种进行特异性引物的设计，注意引物序列中包含非目标生物的碱基错配；（５） 通过遗传距离分析找到

容易混淆的近似种；（６） 通过模拟实验检验引物的特异性，评估假阳性和假阴性错误的风险；（７） 通过连续稀

释的 ＤＮＡ 样本检验引物的灵敏性；（８） 基于野外实验样品评估引物性能及 ＰＣＲ 条件是否合适、有效；（９） 实

施大范围的实验来制定具有使用限制和可能错误的标准调查原则。
２．４　 ＰＣＲ 偏好性

ＰＣＲ 偏好性是由于引物和不同样品模板之间亲和力不同，某些亲和力强的样品模板在 ＰＣＲ 的每轮循环

中更容易被扩增，导致其在最终的 ＰＣＲ 产物中过量表达的现象。 引物和模板之间存在不同碱基数量的错配

是造成 ＰＣＲ 偏好性的重要原因，即引物和模板错配数量少比错配数目多的更容易扩增［４６］。 此外，基因片段

长度与碱基组成也影响引物结合效率（比如短片段更容易被扩增，ＧＣ 含量过高的模板不易扩增） ［１９］。
ＰＣＲ 偏好性是造成环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术对低丰度物种检测率低［２８］ 和物种生物量估测错误［１２，３０］ 的最

主要因素。 在生态研究中，生物多样性和生态系统功能的评估都离不开对物种相对丰度的准确的分析。 然

而，现阶段环境 ＤＮＡ⁃宏条形码基于分子数据对物种的定量分析无法准确反映物种真实的生物量和相对丰

度［１１］。 尽管很多研究都证明环境 ＤＮＡ⁃宏条形码扩增的序列数和生物量之间具有正相关的线性关

系［１２， ２３， ７３⁃７４］，但这种线性关系只有在 ＰＣＲ 偏好性没有显著影响时才成立［７５］。 因此，控制和减轻 ＰＣＲ 的偏好

性是环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术应用于水生态环境监测的主要挑战之一。 建议可以采用以下方法来避免或减弱

ＰＣＲ 偏好性。
（１）使用多重分子标记同时扩增，即使用不同分子标记基因的保守区设计多对通用引物。 不同引物配套

使用，能够在一定程度上减轻 ＰＣＲ 偏好性［６５， ６７］。 但此方法获得的种类往往较为复杂，给序列比对和多套数

据整合等带来困难，同时也增加了假阳性率和监测成本。
（２）引物设计上，增大对非目标物种的错配［４６］。 同时，针对优势种设计封闭引物，减少不必要的 ＤＮＡ 扩

增，对低丰度物种设计更为特异性的引物。
（３）在 ＰＣＲ 扩增阶段，改进和优化扩增条件，包括降低引物量、适当增加模板量、减少循环次数以及适当

提高退火温度等［１９］。 或者采用降落 ＰＣＲ（Ｔｏｕｃｈ－ｄｏｗｎ ＰＣＲ）和巢式 ＰＣＲ 提高扩增的特异性［１９］。
（４）使用宏线粒体基因组技术，直接从混合样品中获取总 ＤＮＡ 并测序，避开 ＰＣＲ 扩增环节［１９］

２．５　 参考数据库

参考数据库的完整性和质量直接决定了运用环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术进行物种鉴定的可靠性和准确

度［７６］。 虽然近年来 ＧｅｎＢａｎｋ、ＢＯＬＤ（Ｔｈｅ Ｂａｒｃｏｄｅ ｏｆ ｌｉｆｅ Ｄａｔａ Ｓｙｓｔｅｍ）等公共数据库收录了大量数据，但其中水

生生物类群收录不足。 除此之外，文库中收录的数据多为 ＣＯＩ、１６Ｓ ｒＲＮＡ 等序列片段，而基于其他分子标记

基因的数据收录较少［１２， ７７］。 数据库的不完善使得大量的环境 ＤＮＡ⁃宏条形码数据不能得到注释或正确注释，
造成物种漏检或鉴定错误，这是很多环境 ＤＮＡ⁃宏条形码检测结果低于形态学检测结果的首要原因［１２］。 此

外，注释数据中超过 ５０％的数据只能鉴定到门或目，对物种的辨识度很低［７７］，无法满足大多数水生生物多样

性监测和水质监测需要鉴定到属或种的要求。
针对此问题，全球很多研究机构开始着手建立可靠完整的分子数据库和信息分享平台。 澳大利亚专门建

立了针对底栖动物的数据库 Ａｑｕａｔｉｃ Ｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ ｏｆ Ａｕｓｔｒａｌｉａ［７８］。 加拿大建立了 ＥＰＴ 数据库，收录了 １１２ 个

ＥＰＴ 物种，２２７７ 条 ＣＯＩ 序列［７９］，近期又建立了包含 １５０ 万条条形码数据和凭证标本的参考数据库［８０］。 美国

建立了收录 ２０９ 种毛翅目昆虫和超过 １０００ 多条条形码数据的参考库［８１］。 同时，德国也建立了 ＥＰＴ 数据库，
收录了 ３６３ 个物种和 ２０００ 多条序列［８２］。

目前我国条形码数据库发展相对较慢，尚未建立针对底栖动物的条形码数据库。 虽然有 ＧｅｎＢａｎｋ 和
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ＢＯＬＤ 等公共数据库，但其数据在地理空间和物种覆盖度方面极不平衡，导致我国特有底栖动物种类鲜有收

录，且已有的序列还存在着大量鉴定和标记错误［８３］。 因此急需一个由专业分类学家通过准确鉴定和测序而

建立的更为完备的，特别是包含我国种群数据的底栖动物条形码数据库。 鉴于我国受限于缺乏条形码数据库

的现状，２０１９ 年 １１ 月由南京农业大学水生昆虫团队首倡召开的中国底栖动物条形码数据库研讨会在南京举

行。 会议上确定由南京农业大学、南开大学、中国科学院水生生物研究所、中山大学、南京师范大学、广西师范

大学等 １５ 个高校与科研院所的分类专家及团队共同携手参与构建中国首个具有自主知识产权的底栖动物条

形码数据库。 目前，数据库已完成昆虫纲（毛翅目、蜉蝣目、襀翅目、蜻蜓目等）、寡毛纲、软体动物门（腹足纲

和瓣鳃纲）与软甲纲（溪蟹和钩虾）等合计 ４００ 余种的条形码测序工作，收录共计 １０００ 余条形码序列。 该条

形码数据库的建立有利于摸清我国底栖动物多样性家底，并为我国底栖动物多样性保护研究和水生态的健康

评价提供坚实的数据基础和技术保障。

３　 基于环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术的水质监测应用展望

３．１　 环境 ＤＮＡ 监测标准化及评价体系建立

当前底栖动物水质监测的取样及分析流程多样，然而不同方法获得的结果可比性较差。 采集过程中不同

水样的采集位置、过滤水量、重复次数以及后期实验室不同的 ＰＣＲ 重复次数、测序深度等都会导致测定结果

之间有较大差异［６７］。 此外，采样过程中的防交叉污染，对照设立以及样品存放条件等都对结果有重要影响，
然而这些标准至今仍未统一［５４］。 采样方法与流程的标准化是底栖动物环境 ＤＮＡ 监测结果具有可重复性与

可比性的重要前提。 因此探索有效的采样方法和流程并统一标准对今后开展基于环境 ＤＮＡ 的水生态系统的

大规模日常监测具有重要意义，后续应加强对底栖动物环境 ＤＮＡ 方法标准化的研究。
环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术监测在调查物种多样性中具有诸多优势，但在水质监测和评估方面尚未建立独

有的评价体系。 传统的水质监测和评价建立在形态学鉴定的基础上，检测的单位是生物个体，通过计算一系

列以指示生物有无和丰度等为基础的生物指数来进行［６］。 而基于环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术的分子监测得到

的是大量 ＤＮＡ 序列，以分子可操作单元 （Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ，ＭＯＴＵｓ） 为单位。 然而，
ＭＯＴＵｓ 的划分取决于主观设定的阈值，不同的阈值划分可导致 ＭＯＴＵｓ 的数量和归类显著不同［６７］。 其次，由
于缺少较为完整的数据库，ＭＯＴＵｓ 中只有小部分能精确注释到属或种进而与传统方法对接而被利用，使得大

部分生物多样性监测和生态学研究结果停留在 ＭＯＴＵｓ 阶段，难以将获得的多样性分布数据与现有的生物学

和生态学指标结合起来，从而分析多样性现状、空间分布格局及胁迫因素的相关关系［８３］。 此外，环境 ＤＮＡ⁃宏
条形码技术较形态学方法更易检测出稀有物种。 这类物种可参考资料较少，未纳入传统的生物指数评价范

围，无法用于生物指数的计算。 因此，环境 ＤＮＡ⁃宏条形码技术在水质监测的广泛应用尚需于建立起其独特的

评价体系［７７］。
针对以上问题，可以考虑建立基于宏条形码数据的生物指数及评价体系。 直接利用序列的相对丰度和

ＭＯＴＵｓ 数计算的生物指数，已在细菌 ｍｉｃｒｏｇＡＭＢＩ［８４］、硅藻［８５⁃８６］ 和海洋底栖动物 ｇＡＭＢＩ 等［８７⁃８８］ 中得到应用，
并已显示出与传统手段相似的生态评价效果［８９］。 同时，该方法可进一步与人工智能相结合，利用监督式机器

学习（Ｓｕｐｅｒｖｉｓｅｄ Ｍａｃｈｉｎｅ Ｌｅａｒｎｉｎｇ，ＳＭＬ），通过输入大量序列和 ＭＯＴＵｓ 数样本训练模型进行分子生物指数计

算［８５］，进而用来评估水生态健康状况和预测水体质量［９０］。 该方法能快速地从海量的宏条形码数据中重建生

态网络，提升水质监测效率。 未来，大数据和智能化技术为基础的分子生物指数将成为水环境生态管理的重

要指标。
３．２　 宏线粒体基因组技术

宏线粒体基因组技术采用免 ＰＣＲ 扩增法（如短核苷酸链捕获探针法、全基因组鸟枪法等）直接对多物种

混合样品进行高通量测序，并通过生物信息学分析获得样品中物种的线粒体全基因组，进而对物种类群进行

注释［９１］。 线粒体基因组比传统分子标记基因包含更长的序列片段，可大幅提高混合物种的鉴定灵敏度和分
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辨率。 该方法的有效性已在无脊椎动物中已得到验证［９２］。 如 Ｔａｎｇ 等［９３］开发出一套针对昆虫的基于高通量

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平台的宏线粒体基因组对混合物种相对丰度的分析流程，并利用该方法替代传统的 ＣＯＩ 条形码

进行物种鉴定，研究显示物种鉴定的位点信息扩大了约 ２０ 倍。 目前该方法由于测序成本高，对下游生物信息

分析技术要求较高等问题，仍处于探索阶段。 但该方法解决了由于 ＰＣＲ 扩增造成的物种偏倚性，同时获得更

多信息位点，可更灵敏和准确地评估物种组成，进而实现各物种生物量乃至相对丰度的分析［９２］，因此，宏线粒

体基因组技术无疑是未来宏条形码技术发展的重要方向之一。
３．３　 环境 ＲＮＡ 的应用

环境 ＤＮＡ⁃宏条形码相对于传统生物调查方法的劣势在于无法区分物种的生活个体和死亡个体，也无法

判定检测到的物种所处发育阶段以及群体的性别比例等信息。 近年来出现的环境 ＲＮＡ（Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＲＮＡ，
ｅＲＮＡ）技术以环境中的 ＲＮＡ 为研究对象，能够弥补这一劣势，不仅能够判断物种存在与否，还能更好地反映

物种在环境中的活跃程度［９４］。
少数结合 ｅＤＮＡ 和 ｅＲＮＡ 技术同时进行监测的研究发现，ｅＤＮＡ 和 ｅＲＮＡ 两者得到的 ＭＯＴＵｓ 数以及物种

数有较大差异［９５］。 研究表明 ｅＤＮＡ 对真菌有更高的检测率，而 ｅＲＮＡ 对后生动物有更高的检测率，其中

１９．５％的 ＯＴＵｓ 为 ｅＤＮＡ 特有，１７．７％为 ｅＲＮＡ 特有［９５］。 由于只在 ｅＲＮＡ 数据中出现的 ＯＴＵｓ 有可能是某些生

物代谢过量表达或者反转录和建库过程中出现的假序列，因此一些研究者倡导联合使用 ｅＤＮＡ 和 ｅＲＮＡ 的数

据，以期更好地对生态环境进行评估［９４， ９６］。 由于 ＲＮＡ 在环境中相对于 ＤＮＡ 更容易降解，其特殊的样品采

集、保存、处理以及反转录等操作都会增加调查的难度和成本。 但该方法对活体的检测能力能够进一步促进

对生物环境和群落结构的认知，是一项非常有潜力的环境分析方法。
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