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环境 ＤＮＡ 技术在贻贝入侵监测中的应用挑战

徐梦珍∗ꎬ 杨　 瑶ꎬ 张家豪ꎬ 傅旭东
清华大学水利水电工程系ꎬ 水沙科学与水利水电工程国家重点实验室ꎬ 北京　 １０００８４

摘要:沼蛤(Ｌｉｍｎｏｐｅｒｎａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ)和斑马贻贝(Ｄｒｅｉｓｓｅｎａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ)是淡水系统中常见的入侵贻贝物种ꎬ对其种群规模的持续监

测是入侵贻贝防治管控中的关键环节ꎮ 随着分子生物学技术的发展ꎬ入侵物种监测中逐渐尝试利用环境 ＤＮＡ(ｅＤＮＡ)技术实

现快速、灵敏检测ꎮ 然而ꎬ在入侵物种引入￣定植￣扩散过程的监测中ꎬｅＤＮＡ 技术的灵敏度及定量效果受到诸多因素的影响ꎬ给
实际应用带来挑战ꎮ 系统梳理了国内外学者利用 ｅＤＮＡ 技术监测沼蛤、斑马贻贝等入侵物种的研究进展ꎻ分析了 ｅＤＮＡ 技术的

采样方案、引物设计、定量分析、质量保证、原位便携仪器设计等影响监测效率与准确率的关键环节ꎻ进一步探讨了 ｅＤＮＡ 技术

在贻贝入侵监测中的优势和局限性ꎬ以及未来的改进方向ꎮ

关键词:沼蛤(Ｌ. ｆｏｒｔｕｎｅｉ)ꎻ斑马贻贝(Ｄ. ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ)ꎻ生物入侵ꎻ环境 ＤＮＡ(ｅＤＮＡ)
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Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ: Ｇｏｌｄｅｎ ｍｕｓｓｅｌ (Ｌ. ｆｏｒｔｕｎｅｉ)ꎻ ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌ (Ｄ. ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ)ꎻ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖａｓｉｏｎꎻ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ

沼蛤 ( Ｌｉｍｎｏｐｅｒｎａ ｆｏｒｔｕｎｅｉꎬ 俗称淡水壳菜、 金贻贝ꎬ 英文名 ｇｏｌｄｅｎ ｍｕｓｓｅｌ ) 和斑马贻贝 ( Ｄｒｅｉｓｓｅｎａ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａꎬ英文名 ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌ)的繁殖力强、扩散速度快ꎬ易形成高密度附着[１—３]ꎬ带来严重生物污损问题ꎬ
导致严重社会经济损失和生态失衡风险ꎬ被认为是淡水生态系统中入侵能力最强的代表性物种[４—５]ꎮ 其中ꎬ
沼蛤原产于中国南方ꎬ自 ２０ 世纪 ６０ 年代年代以来在亚洲其他国家和地区扩张ꎬ２０ 世纪 ９０ 年代年代初期入侵
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到南美洲ꎬ对入侵地自然生态系统造成严重生态压力[６—７]ꎮ 同时ꎬ多个国家和地区的输调水工程、城市供水系

统、工业设备技术供水系统等重要设施中发生沼蛤生物污损ꎬ造成管线堵塞和结构破坏ꎬ威胁工程安全[８—９]ꎮ
斑马贻贝原产于欧洲东南部的黑海和里海流域ꎬ是北半球最具入侵性和最成功的淡水入侵物种之一[１０]ꎬ
２０ 世纪８０ 年代年代迅速传播到北美五大湖及密西西比河流域[１１—１２]ꎮ 近年来ꎬ明尼苏达州红河流域内的湖泊

也发生斑马贻贝入侵[１３]ꎮ 在全球气候变化和引入途径(如国际航运、内河航运、输调水工程等)日益增加的

背景下ꎬ沼蛤和斑马贻贝的入侵扩张风险不断增加[１４—１７]ꎮ
烈性入侵物种一旦侵入ꎬ便难以彻底根除ꎬ因此ꎬ早期监测预警和防止入侵发生是最经济有效的策略[１８]ꎮ

入侵物种的引入￣定植￣扩散等过程的持续监测是防治管控中的关键环节ꎮ 针对沼蛤和斑马贻贝的入侵监测ꎬ
传统手段依赖光学显微镜下观测、计数及生态统计分析完成ꎬ采样和分析的时间成本高ꎬ但数据精度和分辨率

较低[３ꎬ１７]ꎻ甚至常常因入侵早期密度低而未被及时发现ꎬ错过了最佳预警和防治时期ꎮ 随着分子生物学技术

的发展ꎬ入侵物种监测中逐渐尝试利用环境 ＤＮＡ(ｅＤＮＡ)技术[１９]ꎮ ｅＤＮＡ 是生物体沉积或脱落到环境中的遗

传物质ꎬ包括细胞内外的 ＤＮＡ[２０]ꎮ ｅＤＮＡ 技术是指从环境样品(土壤、沉积物和水体等)中直接提取生物的

ＤＮＡ 片段后进行定性或定量分析的技术[２１]ꎮ 与传统调查手段相比ꎬｅＤＮＡ 技术省时省力、对调查环境干扰

小ꎬ且灵敏度更高[２２]ꎮ 因此ꎬｅＤＮＡ 技术如能成功应用在沼蛤和斑马贻贝入侵早期监测中ꎬ可快速识别入侵ꎬ
帮助及时采取有效手段阻止进一步的扩张ꎮ

本文系统梳理了沼蛤和斑马贻贝入侵监测中 ｅＤＮＡ 技术的应用现状ꎬ重点分析了影响监测结果准确度的

关键环节ꎬ包括操作流程、分析手段、环境因素、解译方法等ꎬ进一步探讨了该技术在贻贝入侵监测中的优势、
局限性及未来的改进方向ꎬ为 ｅＤＮＡ 技术在入侵物种监测中的推广应用提供了科学指导ꎮ

１　 ｅＤＮＡ 技术在贻贝入侵监测中的应用现状

如图 １ꎬ２０００ 年前北美学者已经开始探索 ｅＤＮＡ 技术在斑马贻贝幼虫监测中的应用[２３]ꎬ如 Ｃｌａｘｔｏｎ 利用

ｅＤＮＡ 技术在五大湖流域区分斑马贻贝与斑驴贻贝[２４]ꎻ２０００—２０１０ 年间ꎬ巴西和日本学者等开始利用 ｅＤＮＡ
技术监测沼蛤的入侵[２５—２６]ꎬ如巴西的伊瓜苏流域的沼蛤入侵ꎬ日本群马县奥四湖的沼蛤种群变化ꎮ 尤其是

２０１０ 年以来ꎬ世界各国利用 ｅＤＮＡ 技术进行沼蛤和斑马贻贝入侵监测的研究与实际应用发展迅速[２７—４１]ꎬ近
年来已开始尝试定量监测入侵贻贝的种群规模和入侵前后的群落结构组成ꎮ

图 １　 ｅＤＮＡ 技术在沼蛤、斑马贻贝入侵监测中的应用现状

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅＤＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｇｏｌｄｅｎ ｍｕｓｓｅｌ ａｎｄ ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ

ｅＤＮＡ 技术应用于沼蛤和斑马贻贝入侵监测的已有研究中[１９—５２]ꎬ研究区域分布广泛ꎬ环境显著差异ꎬ加
之关注的重点不同ꎬ研究方法和操作流程不尽相同ꎬ导致不同学者的研究结果存在差异甚至完全不同ꎮ 为了

提升 ｅＤＮＡ 技术在贻贝入侵监测中的稳定性和可靠性ꎬ本文依据 ｅＤＮＡ 发展历程中的关键技术突破节点(表
１)ꎬ系统梳理了 ｅＤＮＡ 技术应用中的主要技术细节、成果特色、发展趋势等ꎬ建立了基于 ｅＤＮＡ 监测技术的主

４２４４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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要质量评价指标ꎬ包括精确性、准确性、特异性以及灵敏度(表 ２)等ꎬ对各类 ｅＤＮＡ 技术进行比较和评估(图
２)ꎮ 从评估结果看ꎬ样品的采集ꎬｅＤＮＡ 提取、扩增以及测序分析等操作流程的不同会直接影响监测结果的质

量ꎮ 不断发展革新的聚合酶链式反应方法一直是 ｅＤＮＡ 技术在入侵贻贝监测应用中关注的焦点ꎮ 目前来看ꎬ
基于 ｅＤＮＡ 技术的沼蛤、斑马贻贝的入侵监测仍以定性判别为主ꎬ半定量的聚合酶链式反应技术快速发展并

占主导地位ꎬ在精确性、准确性、特异性以及灵敏度等各个方面都表现良好且稳健ꎬ而能够完全实现定量并可

用于原位监测的数字微滴聚合酶链式反应是未来极具潜力的发展方向ꎮ

表 １　 ｅＤＮＡ 发展历程中的关键技术

Ｔａｂｌｅ １　 Ｋｅｙ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｅＤＮＡ

技术 Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 简介 Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

双脱氧链终止法
Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ 读取 聚合酶链式反应扩增产物中的核苷酸序列的方法ꎮ 序列的方法ꎮ

聚合酶链式反应
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

简称 ＰＣＲꎬ 是在模板 ＤＮＡ、引物和 ４ 种 ｄＮＴＰ 等存在的情况下ꎬ依赖 ＤＮＡ 聚合酶的酶促
合成反应对 ＤＮＡ 进行扩增ꎮ 其中引物是具有特定核苷酸序列的大分子ꎬ是核苷酸聚合
反应的起点ꎬ与模板 ＤＮＡ 互补形成新的核苷酸链ꎮ

定性聚合酶链式反应
Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

简称 ｃＰＣＲꎬ利用端点检测ꎬ扩增产物通常要经过桑格测序检测ꎬ以确认 ＤＮＡ 序列与预期
目标相匹配ꎮ

实时荧光定量聚合酶链式反应
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

简称 ｑＰＣＲꎬ在 ＰＣＲ 反应体系中加入荧光基团ꎬ利用荧光信号积累实时监测整个 ＰＣＲ 进
程ꎬ最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法ꎮ

环介导等温扩增反应
Ｌｏｏｐ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ 简称 ＬＡＭＰꎬ在恒定温度下进行的ꎬ不需要热循环仪的 ＤＮＡ 扩增技术ꎮ

单分子荧光测序
Ｓｉｎｇｌｅ Ｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ 简称 ＳＭＲＴꎬ边合成边测序ꎬ 无需对样品进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ

纳米孔测序 Ｎａｎｏｐｏｒｅ 对单个 ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 分子进行测序ꎬ无需对样品进行 ＰＣＲ 扩增或化学标记ꎮ

数字微滴聚合酶链式反应
Ｄｒｏｐｌｅｔ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

简称 ｄｄＰＣＲꎬ基于水油乳液液滴技术进行数字 ＰＣＲ 的方法ꎮ
一个样品被分成 多个液滴ꎬ模板分子的 ＰＣＲ 扩增发生在每个单独的液滴中ꎮ

ＤＮＡ 宏条形码
ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ

利用环境样本中分离的 ＤＮＡ 进行多个物种(或高级分类单元)鉴定的方法ꎮ 是 ＨＴＳ 允许
对大量的 ＤＮＡ 片段进行平行测序)和条形码(短的可变基因ꎬ常用于分类标记)技术的
结合ꎮ

　 　 ｄＮＴＰ: 脱氧核糖核苷三磷酸 ｄｅｏｘｙ￣ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎻ ＨＴＳ: 高通量测序技术 Ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

表 ２　 ｅＤＮＡ 监测技术的质量评价指标

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｑｕａｌｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｅＤＮＡ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

评价指标
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ

指标定义
Ｉｎｄｅｘ ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ

精确性
Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

检测结果对目标组织的描述程度:分为定性( ｃＰＣＲ)———一级ꎻ相对定量(ｑＰＣＲ、ＬＡＭＰ、宏条形码)———二级ꎻ绝对定
量(ｄｄＰＣＲ)———三级ꎻ多种分析手段的对比以级别较高的分析手段为评价标准ꎬ简单测序为零级ꎮ

准确性
Ａｃｃｕｒａｃｙ

检测过程的质量控制程度:只记录采集方案(标本采集的时机、方式、保存、运送的过程)为一级ꎬ只记录分析过程(仪
器的保养、操作的规范性等)为二级ꎻ采集方案和分析过程都记录为三级ꎻ均不交代为零级ꎮ

特异度
Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

实际阴性判别为阴性的能力:计算机软件、室内实验、原位测试三种特异性优化手段使用一种为一级ꎻ同时使用其中
两种为二级ꎻ三种优化方式都有为三级ꎻ三种都无为零级ꎮ

灵敏度
Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

ｅＤＮＡ 技术的检测浓度限值:交待检测限(分析方法在规定实验条件下所能检出被测组分的最低浓度)为一级ꎻ交代定
量限(样品中能够以规定的精度定量测定的最低分析值)为二级ꎻ检测限和定量限均有为三级ꎻ均无为零级ꎮ

基于上述比较和评估ꎬｅＤＮＡ 技术在贻贝类入侵监测应用中的改进应从技术应用的关键环节和主要方法

突破ꎬ具体梳理和说明如下文所述ꎮ

２　 ｅＤＮＡ 技术应用中的关键环节及主要方法

ｅＤＮＡ 技术的操作流程中的关键环节包括样品的采集、ｅＤＮＡ 提取、ｅＤＮＡ 扩增以及 ｅＤＮＡ 测序分析等

(图 ３)ꎮ 其中ꎬ水样采集方法主要分为直接采集法和过滤法ꎮ 直接采集法是指水样采集后不进行过滤ꎬ将水

样直接进行保存来完成 ｅＤＮＡ 的采集ꎮ 过滤法是指对水样进行过滤ꎬ将 ｅＤＮＡ 截留在滤膜上ꎬ保存滤膜从而

５２４４　 １１ 期 　 　 　 徐梦珍　 等:环境 ＤＮＡ 技术在贻贝入侵监测中的应用挑战 　
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图 ２　 ｅＤＮＡ 技术在沼蛤、斑马贻贝入侵监测中的应用与发展

Ｆｉｇ.２　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｅＤＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｇｏｌｄｅｎ ｍｕｓｓｅｌ ａｎｄ ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ｃＰＣＲ: 定性聚合酶链式反应ꎻ ｑＰＣＲ: 实时荧光定量聚合酶链式反应ꎻ ｄｄＰＣＲ: 数字微滴聚合酶链式反应ꎻ ＬＡＭＰ: 环介导等温扩增反应ꎻ
Ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ: 宏条形码ꎻ ＳＭＲＴ ＆ Ｎａｎｏｐｏｒｅ: 单分子荧光测序 Ｓｉｎｇｌｅ Ｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＆ 纳米孔测序

实现对 ｅＤＮＡ 的采集ꎬ在不同的使用条件下两种方法中过滤法的 ｅＤＮＡ 捕获率有所差异[４７]ꎮ ｅＤＮＡ 提取常采

用试剂盒与传统提取方式相结合的方式ꎬ常用的试剂盒类型有离心柱法和磁珠法ꎬ常见的传统提取方式有浓

盐法、酚抽提法、阴离子去污剂法等ꎮ 实验发现不同提取试剂盒和传统提取方式的搭配表现出的 ｅＤＮＡ 提取

效率不同[４８]ꎮ 在入侵物种早期监测、珍稀物种调查中ꎬ监测对象在环境中的 ｅＤＮＡ 含量一般极低ꎬ需要进行

扩增ꎮ 不同扩增方法需要的反应条件以及扩增效率不同ꎬ需要根据实际监测需求选择ꎮ 常用的扩增技术是聚

合酶链式反应(ＰＣＲ)ꎬ其他的核酸扩增技术ꎬ如环介导管温扩增反应(ＬＡＭＰ)ꎬ以及重组酶聚合酶扩增(ＲＰＡ)
等免 ＰＣＲ 的扩增技术也在不断发展[４９]ꎮ

ｅＤＮＡ 分析方法包括定性聚分酶链式反应(ｃＰＣＲ)、实时荧光定量聚合酶链式反应(ｑＰＣＲ)、数字微滴聚

合酶链式反应(ｄｄＰＣＲ)以及 ＤＮＡ 宏条形码方法等ꎬ不同分析方法对结果的精确程度影响较大ꎮ ｃＰＣＲ 是最

古老和最简单的 ＰＣＲ 方法ꎬ它利用端点检测ꎬ可判断目标物种是否存在ꎬ但不能定量ꎮ ｑＰＣＲ 是根据荧光化

学现象ꎬ监测整个反应过程ꎬ得到 ＤＮＡ 扩增曲线ꎬ能够提供相对密度或生物量ꎮ ｄｄＰＣＲ 是在 ＰＣＲ 扩增前微滴

化处理 ｅＤＮＡ 样品ꎬ即将含有核酸分子的反应体系分成数以万计的 ｎＬ 级微滴ꎬ其中每个微滴或不含待检核酸

靶分子ꎬ或含有一个至数个待检核酸靶分子ꎮ 所需模板量少ꎬ检测灵敏度非常高ꎬ能够精确测定基因拷贝数ꎬ
可对痕量突变定性和定量ꎮ 对目标种特异性 ＰＣＲ 扩增以检测存在情况是入侵贻贝的重要监测方式之一ꎮ
Ａｒｄｕａ[２８]等就贻贝设计开发特异性引物并在野外原位采样中评估了该方法的可行性ꎬ发现即使在种群规模较

６２４４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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小的情况下ꎬ也能监测到贻贝ꎮ ＰＣＲ 技术为探查入侵物种的存在提供了一种快速反应方法ꎮ 此外ꎬ为进一步

明确入侵生物的入侵机理ꎬ研究者们将 ＰＣＲ 技术用于分析入侵贻贝分布情况与遗传多样性ꎬＰｅñａｒｒｕｂｉａ[５１] 等

利用 ＰＣＲ 技术研究斑马贻贝种群遗传规律以分析贻贝的定殖路线ꎬ为贻贝入侵的机理解释提供证据ꎮ
随着测序技术的发展ꎬ ｅＤＮＡ 条形码与高通量测序技术(ＨＴＳ)结合发展为 ｅＤＮＡ 宏条形码技术ꎮ ＨＴＳ 可

同时对众多目标进行测序ꎬ从而快速识别环境样本中存在的物种 ＤＮＡꎬ常用于生物多样性调查ꎮ 针对靶标物

种设计引物是利用宏条形码技术监测入侵贻贝的重要方式ꎬＰｒｉé[４１]等为淡水贻贝设计两套特异性引物并进行

实地测试ꎮ 此外ꎬ设计通用引物对 ｅＤＮＡ 扩增并利用 ＨＴＳ 技术以对非靶标生物监测ꎬ可以分析目标生境的生

物多样性以及群落结构[５０]ꎮ

图 ３　 ｅＤＮＡ 技术操作流程图

Ｆｉｇ.３　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｅＤＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ
ＨＴＳ: 高通量测序技术ꎻ ＰＣＲ: 聚合酶链式反应ꎻ ｃＰＣＲ: 定性聚合酶链式反应ꎻ ｑＰＣＲ: 实时荧光定量聚合酶链式反应ꎻ ｄｄＰＣＲ: 数字微滴聚

合酶链式反应ꎻ ＬＡＭＰ: 环介导等温扩增反应ꎻ Ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ: 宏条形码ꎻ ＳＭＲＴ ＆ Ｎａｎｏｐｏｒｅ: 单分子荧光测序 Ｓｉｎｇｌｅ Ｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＆ 纳

米孔测序

综合考虑 ｅＤＮＡ 技术的原理及操作流程差异ꎬ下文进一步梳理了 ｅＤＮＡ 技术应用于沼蛤、斑马贻贝等入

侵物种的监测中的挑战和未来优化及改进的方向ꎮ

３　 ｅＤＮＡ 技术在贻贝入侵监测中的挑战与发展

如图 ４ 所示ꎬｅＤＮＡ 技术在贻贝入侵监测中的挑战和未来优化方向ꎬ主要从样品采集、实验操作、数据分

析过程ꎬ以及贻贝类物种的生活史特征等方面进行分析和说明ꎮ
３.１　 样品采集与方案设计

基于特定的监测管理目标设计沼蛤和斑马贻贝 ｅＤＮＡ 样品采集方案时需要考虑的主要因素包括采样时

间、位置、水深以及水样量等ꎮ 样点选择时可综合考虑前期研究中报道的 ｅＤＮＡ 的时空分布特点ꎮ 例如ꎬ

７２４４　 １１ 期 　 　 　 徐梦珍　 等:环境 ＤＮＡ 技术在贻贝入侵监测中的应用挑战 　
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图 ４　 ｅＤＮＡ 技术在贻贝入侵监测中的挑战及改进方向

Ｆｉｇ.４　 Ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｅＤＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｇｏｌｄｅｎ ｍｕｓｓｅｌ ａｎｄ ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ

ＣＯＩ: 细胞色素 ｃ 氧化酶亚基 Ｉ

Ｐｅñａｒｒｕｂｉａ 等的研究经验[５１ꎬ５３]表明水体中贻贝的 ｅＤＮＡ 浓度在产卵季节后较高ꎬ随着深度的增加而增加ꎬ且
ｅＤＮＡ 更容易集中在基质相对较软的地方ꎮ 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ꎮ 根

据研究目标不同ꎬ每个重复水样的推荐采集量 １５ ｍＬ 至 １０ Ｌ 不等ꎮ 一般来说采集量大时样品代表性较好ꎬ但
同时采样难度和后续工作量也显著增加ꎮ 当采样地点贻贝密度较低ꎬ或调查对象为江河、湖泊等大型水体时ꎬ
应适当增加采样重复数以及单次水样采集量ꎬ水样量过少或缺乏重复样本都可能会导致物种检出率低甚至数

据无效ꎮ 检测的成功率还取决于物种的生活习性、物种丰度、密度等ꎬ因此ꎬ在同一水体中采样应设置多个水

量梯度、多次和多位点采集ꎮ 在样品采集过程中应避免采样工具、样品本身及样品间的污染ꎬ具体包括采样器

皿在采样之前应进行消毒ꎬ采样人员要带好手套并及时更换ꎬ每次采样都要有一份等量纯净水作为阴性对照ꎮ

８２４４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　



ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｃｏｌｏｇｉｃａ.ｃｎ

３.２　 样品处理与引物选择

目前已报道多种引物可用于沼蛤和斑马贻贝的 ｅＤＮＡ 监测调查ꎬ但每种引物在不同环境下表现的效率水

平各不相同[５１—５３]ꎮ 根据不同的监测环境和监测目标选择或者设计合适的引物－探针是得到高质量 ｅＤＮＡ 监

测结果的关键ꎮ 自从 Ｐｉｅ 等[２５]设计扩增沼蛤的线粒体细胞色素氧化酶 Ｉ(ＣＯＩ)基因引物以来ꎬＣＯＩ 类引物已

经成为贻贝类 ｅＤＮＡ 监测引物设计中的常用选择ꎬ且已有研究整理了相关的引物集供查用[４９]ꎮ 引物设计的

另一种思路是选择短片段引物ꎮ 短片段引物包含信息少ꎬ扩增的效率更高ꎮ Ｋｌｙｍｕｓ 等指出当样品 ＤＮＡ 降解

程度较高时ꎬｅＤＮＡ 引物应靶向小于 ２５０ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段[５０]ꎬ这样能够提升 ｅＤＮＡ 样本的检测准确性ꎮ 引物

设计后更关键的是对其特异性以及扩增效率的评价ꎬ即沼蛤或斑马贻贝的某一引物－探针组合大规模应用之

前应经过计算机软件(如 ＮＣＢＩ－ＢＬＡＳＴ)、室内实验以及目标区域原位检测等多重验证ꎬ优化引物的特异性ꎬ并
给出检测限和定量限ꎬ以明确引物的灵敏度情况ꎮ Ｐａｗｌｏｗｓｋｉ 等梳理了 ｑＰＣＲ 监测中引物设计和评价的规范

流程[２２]ꎬ按其推荐的步骤进行贻贝引物的设计和评价能够有效地降低错误率ꎮ
３.３　 数据分析与定量关系

尽管技术方法的改进ꎬ如 ｄｄＰＣＲ 的推广使用能提高 ｅＤＮＡ 的定量准确性ꎬ但目前仍然无法改变 ｅＤＮＡ 浓

度与贻贝种群规模或密度之间相关关系不稳定的事实ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ不同时空条件下的 ｅＤＮＡ 浓度变化的规

律受水动力条件(流速、紊流强度)、环境因子(光照、温度、ｐＨ 值等)以及 ｅＤＮＡ 自身的脱落、衰减、运输特性

的影响ꎮ 相关研究[５４]表明环境条件影响分子的释放、衰变和降解过程以及未能明确的各类环境条件对监测

情况的影响ꎬ是阻碍 ｅＤＮＡ 进一步用于实地调查的关键难点ꎮ 笔者利用 ｅＤＮＡ 技术与传统的生态采样监测南

水北调中线总干渠沼蛤的分布情况(图 ５)ꎬ可以看出ꎬ两种方法均定性准确ꎬ都能有效识别不同断面沼蛤的存

在情况ꎬ但定量差异显著ꎬ不同断面间并不存在稳定的相关关系ꎮ

图 ５　 南水北调中线总干渠 ｅＤＮＡ 技术及传统采样监测沼蛤结果比较(２０１７ 年 ８ 月)
Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｏｌｄｅｎ ｍｕｓｓｅｌ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｐｐｌｙｉｎｇ ｅＤＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｒｏｕｔｅ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ￣
ｔｏ￣Ｎｏｒｔｈ Ｗａｔｅｒ Ｄｉｖｅｒｓｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ (Ａｕｇｕｓｔꎬ ２０１７)

３.４　 质量保证及统一规范

假阳性现象和假阴性现象[５５]导致结果的不准确ꎬ甚至为决策管理提供误导信息也是阻止 ｅＤＮＡ 技术推

广应用的障碍之一ꎮ 通常情况下ꎬ引起入侵物种 ｅＤＮＡ 监测的假阴性和假阳性问题的主要原因已整理列入表

１ 中[５５—５８]ꎮ 例如ꎬ导致假阳性的原因常包括样点 ｅＤＮＡ 的来源复杂或偶然、无害死亡个体产生、样品污染、测
量手段的特异性不足等ꎬ而导致假阴性的原因则包括样品采集、保存、处理不当或测量手段的灵敏度低等ꎮ 针

对各种假阳性、假阴性的相应的改进优化手段包括制定合适的采样策略、改进分析方法、规范采样和实验手

段、深入分析基因序列特征、测验与优化特异性等(表 １)ꎮ 为保证监测的质量ꎬ需建立规范的采样流程、实验

室分析方法以及统一的质量评价指标和标准ꎮ 监测结果的分析报告中应明确 ｅＤＮＡ 分析结果的假阴性率以

及假阳性率[５９]ꎬ帮助管理人员认识监测可靠度水平并进行合理决策ꎮ

９２４４　 １１ 期 　 　 　 徐梦珍　 等:环境 ＤＮＡ 技术在贻贝入侵监测中的应用挑战 　
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表 ３　 ｅＤＮＡ 监测的假阴性和假阳性问题的常见原因与优化手段

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃａｕｓｅｓ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｆａｌｓｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｎｄ ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｒｏｂｌｅｍｓ ｉｎ ｅＤＮＡ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
问题原因 Ｒｅａｓｏｎｓ 优化手段 Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｍｅａｓｕｒｅｓ

假阳性
Ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ

采样点贻贝 ｅＤＮＡ 的复杂来源ꎬ如流动系统中 ｅＤＮＡ 随
水流或风等发生运动和扩散等

制定合适的采样策略ꎬ如考虑同一采样点多次重复采样降
低ꎻ改进分析方法ꎬ如研究 ｅＤＮＡ 在特定环境中的脱落、运
动以及衰减规律分辨 ｅＤＮＡ 来源

无害或死亡个体产生的 ｅＤＮＡ 确定贻贝基因组序列在不同生命阶段的排列表达规律

样品污染ꎬ如样品收集处理过程中操作不当
规范采样和实验手段ꎬ如所有阶段均设置空白样本以检测
污染物

测量手段的特异性不足ꎬ如识别目标模板的 ＤＮＡ 探针
可能与非目标序列发生反应

对调查环境中的与目标物种近亲缘关系的非目标种进行
特异性测验与优化

假阴性 样品采集、保存、处理不当 所有阶段均设阳性对照ꎬ以确保检测正常

Ｆａｌｓｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ 测量手段的灵敏度低 明确检测方案的检测限ꎬ评估非目标种对灵敏度的影响

３.５　 快速响应与便携仪器

沼蛤和斑马贻贝监测的主要目标是早期发现和快速响应ꎮ 目前ꎬ大多数基于 ｅＤＮＡ 技术的调查依赖实验

室的工作流程、仪器和分析ꎬ不利于快速监测的实施ꎮ 采用现场便携式设备可以缩短获得结果的时间ꎬ是未来

的发展方向ꎮ 然而ꎬ市面上流通的便携式即时检测仪器都存在不同程度的不足ꎮ 如背包式过滤系统(ｅＤＮＡ￣
Ｓａｍｐｌｅｒ)捷迈邦美的手持式 ｑＰＣＲ 装置相结合ꎬ可在大约 １ 小时内得到检测结果ꎬ但该原位监测方式存在

ＰＣＲ 抑制率较高、假阴性率高的问题ꎮ 现场样品中过高的悬浮颗粒浓度可能是导致上述问题的主要原因ꎬ合
理选择采样位点或通过降低样品中的悬浮颗粒浓度是可能的优化途径[６０]ꎮ 在受 ＰＣＲ 抑制因子影响较小的

ｄｄＰＣＲ[６１]和 ＬＡＭＰ [６２]便携式仪器的使用过程中ꎬ存在假阳性或 ｅＤＮＡ 浓度低时表现不佳的问题ꎮ 根据上述

各类便携式仪器的使用情况ꎬ建议在预期的取样环境中选择合适的仪器进行试点研究来评估其可行性ꎬ以确

定 ＰＣＲ 抑制导致的假阴性或者低灵敏度导致的假阳性是否是关键问题ꎮ 在敏感性和抑制性问题得到解决之

前ꎬ各类便携式仪器尚不可靠ꎬ需要结合 ｅＤＮＡ 实验室标准方法补充验证ꎮ

图 ６　 ｅＤＮＡ 技术应用于沼蛤、斑马贻贝入侵监测的改进与发展方向

Ｆｉｇ.６　 Ｋｅｙ ｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｅＤＮＡ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｇｏｌｄｅｎ ｍｕｓｓｅｌ ａｎｄ ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌ

４　 讨论及结论

综上ꎬｅＤＮＡ 技术在沼蛤、斑马等贻贝的入侵监测中仍以定性判别为主ꎬ因为 ｅＤＮＡ 浓度与贻贝种群规模

或密度之间关系复杂ꎬ实际定量入侵物种规模的效果欠佳ꎮ 考虑到沼蛤、斑马贻贝入侵造成的负面影响ꎬ以及

它们相对容易传播的特性ꎬ建议积极开展生态调查和实验ꎬ明晰 ｅＤＮＡ 浓度与贻贝种群规模或密度之间的定

量关系ꎬ推广开展 ｅＤＮＡ 技术规范性应用ꎬ逐步完善 ｅＤＮＡ 技术在贻贝入侵监测中的可靠性、灵敏度和准确

性ꎮ 如图 ６ꎬ进一步针对性的改进可从如下方面突破:(１)水动力条件￣环境因素￣ｅＤＮＡ 输移规律与 ｅＤＮＡ 浓

０３４４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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度之间的耦合关系的刻画与耦合ꎮ 在利用水动力模型刻画流场的基础上ꎬ筛选关键的环境因素作为模型自变

量ꎬ选择合适的 ｅＤＮＡ 脱落、传输、降解关系构建综合因素影响下的 ｅＤＮＡ 浓度模型用于实测浓度的修正分

析ꎬ提高监测的精确度ꎻ(２)ｅＤＮＡ 技术投入现场监测之前ꎬ利用传统调查手段得到的入侵贻贝密度作为校核

和验证ꎬ提高监测的准确性ꎻ(３)需要规范化的操作准则来落实 ｅＤＮＡ 监测技术的实际应用ꎬ指导制定合理的

采样计划ꎬ开展样品收集处理工作并能够根据不同实际条件选择合适的分析手段ꎮ
总之ꎬ随着 ｅＤＮＡ 技术的逐渐发展完善ꎬ未来可望在生物入侵早期监测预警及入侵物种管理过程中提供

高效可靠的高分辨率数据ꎬ为贻贝入侵的有效防控和生态系统监测与保护提供有力支撑ꎮ
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Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１３ꎬ ４(５Ｂ): １￣７.

[１０] 　 Ｋａｒａｔａｙｅｖ Ａ Ｙꎬ Ｐａｄｉｌｌａ Ｄ Ｋꎬ Ｍｉｎｃｈｉｎ Ｄꎬ Ｂｏｌｔｏｖｓｋｏｙ Ｄꎬ Ｂｕｒｌａｋｏｖａ Ｌ Ｅ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｇｌｏｂａｌ ｅｃｏｎｏｍｉｅｓ ａｎｄ ｔｒａｄｅ: ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｓｐｒｅａｄ ｏｆ ｅｘｏｔｉｃ

ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｂｉｖａｌｖｅｓ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｖａｓｉｏｎｓꎬ ２００７ꎬ ９(２): １６１￣１８０.

[１１] 　 Ｒｉｃｃｉａｒｄｉ Ａ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔｓ ｏｆ ａｎ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｒｏｍ ｉｔｓ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｈｉｓｔｏｒｙ: ａｎ ｅｍｐｉｒｉｃａｌ ａｐｐｒｏａｃｈ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌ ｉｎｖａｓｉｏｎｓ.

Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００３ꎬ ４８(６): ９７２￣９８１.

[１２] 　 Ｎａｋａｎｏ Ｄꎬ Ｋｏｂａｙａｓｈｉ Ｔꎬ Ｓａｋａｇｕｃｈｉ Ｉ. Ｐｒｅｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｐｔｈ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｂｉｖａｌｖｅꎬ ｔｈｅ ｇｏｌｄｅｎ ｍｕｓｓｅｌ

Ｌｉｍｎｏｐｅｒｎａ ｆｏｒｔｕｎｅｉꎬ ｉｎ ａ ｄａｍ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ. Ｌｉｍｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ １１(３): ２５９￣２６６.

[１３] 　 ＭｃＣａｒｔｎｅｙ Ｍ Ａꎬ Ｍａｌｌｅｚ Ｓ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｗａｔｅｒｗａｙ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｄｒｉｆｔ ｏｆ ｖｅｌｉｇｅｒ ｌａｒｖａｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐａｎｄｉｎｇ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｌａｎｄ ｌａｋｅｓ ｂｙ ｚｅｂｒａ

ｍｕｓｓｅｌｓ ｉｎ Ｍｉｎｎｅｓｏｔａꎬ ＵＳＡ. Ａｑｕａｔｉｃ Ｉｎｖａｓｉｏｎｓꎬ ２０１８ꎬ １３(３): ３９３￣４０８.

[１４] 　 Ｐｅｔｓｃｈ Ｄ Ｋꎬ ｄｏｓ Ｓａｎｔｏｓ Ｒｉｂａｓ Ｌ Ｇꎬ Ｍａｎｔｏｖａｎｏ Ｔꎬ Ｐｕｌｚａｔｔｏ Ｍ Ｍꎬ Ａｌｖｅｓ Ａ Ｔꎬ Ｐｉｎｈａ Ｇ Ｄꎬ Ｔｈｏｍａｚ Ｓ Ｍ. Ｉｎｖａｓｉｖｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｇｏｌｄｅｎ ａｎｄ ｚｅｂｒａ

ｍｕｓｓｅｌｓ ｉｎ ｐｒｅｓｅｎｔ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｃｌｉｍａｔｉｃ ｓｃｅｎａｒｉｏｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｗ ｗｏｒｌｄ. Ｈｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｉａꎬ ２０２１ꎬ ８４８(９): ２３１９￣２３３０.

[１５] 　 Ｄｅｐｅｗ Ｄ Ｃꎬ Ｋｒｕｔｚｅｌｍａｎｎ Ｅꎬ Ｗａｔｃｈｏｒｎ Ｋ Ｅꎬ Ｃａｓｋｅｎｅｔｔｅ Ａꎬ Ｅｎｄｅｒｓ Ｅ Ｃ. Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎꎬ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ａｎｄ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌ (Ｄｒｅｉｓｓｅｎａ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ) ｏｎ ｎａｔｕｒａｌ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｉｎ Ｌａｋｅ Ｗｉｎｎｉｐｅｇ ２０１７￣２０１９. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｒｅａｔ Ｌａｋｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０２１ꎬ ４７(３): ５５６￣５６６.

[１６] 　 Ｘｉａ Ｚ Ｑꎬ Ｂａｒｋｅｒ Ｊ Ｒꎬ Ｚｈａｎ Ａ Ｂꎬ Ｈａｆｆｎｅｒ Ｇ Ｄꎬ Ｍａｃｉｓａａｃ Ｈ Ｊ. Ｇｏｌｄｅｎ ｍｕｓｓｅｌ (Ｌｉｍｎｏｐｅｒｎａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ) ｓｕｒｖｉｖａｌ ｄｕｒｉｎｇ ｗｉｎｔｅｒ ａｔ ｔｈｅ ｎｏｒｔｈｅｒｎ ｉｎｖａｓｉｏｎ

ｆｒｏｎｔ ｉｍｐｌｉｅｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｈｉｇｈ￣ｌａｔｉｔｕｄｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ. Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓꎬ ２０２１ꎬ ２７(８): １４２２￣１４３４.

[１７] 　 Ｓｔｏｅｃｋｅｌ Ｊ Ａꎬ Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ Ｄ Ｗꎬ Ｓｏｅｋｅｎ Ｌ Ａꎬ Ｂｌｏｄｇｅｔｔ Ｋ Ｄꎬ Ｓｐａｒｋｓ Ｒ Ｅ. Ｌａｒｖａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ａ ｒｉｖｅｒｉｎｅ ｍｅｔａｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌ

ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔꎬ ｄｉｓｐｅｒｓａｌꎬ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ ａ ｌａｒｇｅ￣ｒｉｖｅｒ ｓｙｓｔｅｍ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｏｒｔｈ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｂｅｎｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙꎬ １９９７ꎬ １６(３): ５８６￣６０１.

[１８] 　 Ｘｕ Ｍ Ｚꎬ Ｗａｎｇ Ｚ Ｙꎬ Ｚｈａｏ Ｎꎬ Ｐａｎ Ｂ Ｚ. Ｇｒｏｗｔｈꎬ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｇｏｌｄｅｎ ｍｕｓｓｅｌ ( Ｌｉｍｎｏｐｅｒｎａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ) ｉｎ ｗａｔｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｏｎ

ｐｒｏｊｅｃｔｓ. Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０１５ꎬ ３５(４): ７０￣７５.

[１９] 　 Ｆｉｃｅｔｏｌａ Ｇ Ｆꎬ Ｍｉａｕｄ Ｃꎬ Ｐｏｍｐａｎｏｎ Ｆꎬ Ｔａｂｅｒｌｅｔ Ｐ. Ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ ２００８ꎬ ４(４):

４２３￣４２５.

[２０] 　 Ｊｅｒｄｅ Ｃ Ｌꎬ Ｍａｈｏｎ Ａ Ｒꎬ Ｃｈａｄｄｅｒｔｏｎ Ｗ Ｌꎬ Ｌｏｄｇｅ Ｄ Ｍ. “Ｓｉｇｈｔ￣ｕｎｓｅｅｎ” ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｒｅ ａｑｕａｔｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ. Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ
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Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ ２０１１ꎬ ４(２): １５０￣１５７.

[２１] 　 Ｔｈｏｍｓｅｎ Ｐ Ｆꎬ Ｗｉｌｌｅｒｓｌｅｖ Ｅ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ￣Ａｎ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｔｏｏｌ ｉｎ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｐａｓｔ ａｎｄ ｐｒｅｓｅｎｔ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ ２０１５ꎬ １８３: ４￣１８.

[２２] 　 Ｐａｗｌｏｗｓｋｉ Ｊꎬ Ａｐｏｔｈéｌｏｚ￣Ｐｅｒｒｅｔ￣Ｇｅｎｔｉｌ Ｌꎬ Ａｌｔｅｒｍａｔｔ Ｆ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ: ｗｈａｔ′ ｓ ｂｅｈｉｎｄ ｔｈｅ ｔｅｒｍ? Ｃｌａｒｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｔｅｒｍｉｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ

ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｉｔｓ ｆｕｔｕｒｅ ｕｓｅ ｉｎ ｂｉｏｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０２０ꎬ ２９(２２): ４２５８￣４２６４.

[２３] 　 Ｈｉｎｌｏ Ｒꎬ Ｆｕｒｌａｎ Ｅꎬ Ｓｕｉｔｏｒ Ｌꎬ Ｇｌｅｅｓｏｎ Ｄ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｆｉｓｈ: ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅＤＮＡ ａｎｄ ｆｙｋｅ ｎｅｔｔｉｎｇ.

Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｖａｓｉｏｎｓꎬ ２０１７ꎬ ８(１): ８９￣１００.

[２４] 　 Ｃｌａｘｔｏｎ Ｗ Ｔꎬ Ｂｏｕｌｄｉｎｇ Ｅ Ｇ. Ａ ｎｅｗ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｆｉｅｌｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌ (Ｄｒｅｉｓｓｅｎａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ) ａｎｄ ｑｕａｇｇａ ｍｕｓｓｅｌ

(Ｄｒｅｉｓｓｅｎａ ｂｕｇｅｎｓｉｓ) ｖｅｌｉｇｅｒ ｌａｒｖａｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｅａｓｔｅｒｎ Ｌａｋｅ Ｅｒｉｅꎬ Ｌａｋｅ Ｏｎｔａｒｉｏꎬ ａｎｄ Ｌａｋｅ Ｓｉｍｃｏｅ. Ｃａｎａｄｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｚｏｏｌｏｇｙꎬ １９９８ꎬ ７６(１):

１９４￣１９８.

[２５] 　 Ｐｉｅ Ｍ Ｒꎬ Ｂｏｅｇｅｒ Ｗ Ａꎬ Ｐａｔｅｌｌａ Ｌꎬ Ｆａｌｌｅｉｒｏｓ Ｒ Ｍ. Ａ ｆａｓｔ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｒｖａｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｏｌｄｅｎ ｍｕｓｓｅｌ Ｌｉｍｎｏｐｅｒｎａ

ｆｏｒｔｕｎｅｉ (Ｍｏｌｌｕｓｃａ: Ｍｙｔｉｌｉｄａｅ) ｉｎ ｐｌａｎｋｔｏｎ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｌｕｓｃａｎ Ｓｔｕｄｉｅｓꎬ ２００６ꎬ ７２(２): ２１８￣２１９.

[２６] 　 Ｅｎｄｏ Ｎꎬ Ｓａｔｏ Ｋꎬ Ｎｏｇａｔａ Ｙ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｒｖａｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｏｌｄｅｎ ｍｕｓｓｅｌ Ｌｉｍｎｏｐｅｒｎａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ ｕｓｉｎｇ

ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ. Ｐｌａｎｋｔｏｎ ａｎｄ Ｂｅｎｔｈｏｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２００９ꎬ ４(３): １２５￣１２８.

[２７] 　 Ａｍｂｅｒｇ Ｊ Ｊꎬ Ｍｅｒｋｅｓ Ｃ Ｍꎬ Ｓｔｏｔｔ Ｗꎬ Ｒｅｅｓ Ｃ Ｂꎬ Ｅｒｉｃｋｓｏｎ Ｒ Ａ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ａｓ ａ ｔｏｏｌ ｔｏ ｈｅｌｐ ｉｎｆｏｒｍ ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌꎬ Ｄｒｅｉｓｓｅｎａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａꎬ

ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｉｎ ｉｎｌａｎｄ ｌａｋｅｓ. Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｖａｓｉｏｎｓꎬ ２０１９ꎬ １０(１): ９６￣１１０.

[２８] 　 Ａｒｄｕｒａ Ａꎬ Ｚａｉｋｏ Ａꎬ Ｂｏｒｒｅｌｌ Ｙ Ｊꎬ Ｓａｍｕｉｌｏｖｉｅｎｅ Ａꎬ Ｇａｒｃｉａ￣Ｖａｚｑｕｅｚ Ｅ. Ｎｏｖｅｌ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｅａｒｌｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｇｌｏｂａｌ ａｑｕａｔｉｃ ｉｎｖａｓｉｖｅꎬ ｔｈｅ ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌ

Ｄｒｅｉｓｓｅｎａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ. Ａｑｕａｔｉｃ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ: Ｍａｒｉｎｅ ａｎｄ Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ ２０１７ꎬ ２７(１): １６５￣１７６.

[２９] 　 Ｓｅｐｕｌｖｅｄａ Ａ Ｊꎬ Ａｍｂｅｒｇ Ｊ Ｊꎬ Ｈａｎｓｏｎ Ｅ. Ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｔｏ ｅｘｔｅｎｄ ｔｈｅ ｗｉｎｄｏｗ ｏｆ ｅａｒｌｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｄｒｅｉｓｓｅｎｉｄ ｍｕｓｓｅｌｓ. Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｖａｓｉｏｎｓꎬ ２０１９ꎬ １０(２): ３４２￣３５８.

[３０] 　 Ｓｅｐｕｌｖｅｄａ Ａ Ｊꎬ Ｈｕｔｃｈｉｎｓ Ｐ Ｒꎬ Ｊａｃｋｓｏｎ Ｃꎬ Ｏｓｔｂｅｒｇ Ｃꎬ Ｌａｒａｍｉｅ Ｍ Ｂꎬ Ａｍｂｅｒｇ Ｊꎬ Ｃｏｕｎｉｈａｎ Ｔꎬ Ｈｏｅｇｈ Ａꎬ Ｐｉｌｌｉｏｄ Ｄ Ｓ. Ａ ｒｏｕｎｄ￣ｒｏｂｉｎ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ

ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ａｓｓａｙｓ ｆｏｒ ｄｒｅｉｓｓｅｎｉｄ ｍｕｓｓｅｌｓ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡꎬ ２０２０ꎬ ２(４): ４４６￣４５９.

[３１] 　 Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｍ Ｒꎬ Ｓｔｅｄｔｆｅｌｄ Ｒ Ｄꎬ Ｅｎｇｌｅ Ｃꎬ Ｓａｌａｃｈ Ｐꎬ Ｆａｋｈｅｒ Ｕꎬ Ｓｔｅｄｔｆｅｌｄ Ｔꎬ Ｄｒｅｅｌｉｎ Ｅꎬ Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ Ｒ Ｊꎬ Ｌａｔｉｍｏｒｅ Ｊꎬ Ｈａｓｈｓｈａｍ Ｓ Ａ. Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ (ｅＤＮＡ) ｆｏｒ ｄｉｒｅｃｔ ｆｉｅｌｄ￣ｂａｓｅｄ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｒｅｉｓｓｅｎａ ｓｐ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１７ꎬ １２

(１０): ｅ０１８６４６２.

[３２] 　 Ｘｉａ Ｚ Ｑꎬ Ｚｈａｎ Ａ Ｂꎬ Ｇａｏ Ｙ Ｃꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ Ｈａｆｆｎｅｒ Ｇ Ｄꎬ ＭａｃＩｓａａｃ Ｈ Ｊ. Ｅａｒｌｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｂｉｖａｌｖｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ

(ｅＤＮＡ). Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｖａｓｉｏｎｓꎬ ２０１８ꎬ ２０(２): ４３７￣４４７.

[３３] 　 Ｚｈａｎ Ａ Ｂꎬ Ｐｅｒｅｐｅｌｉｚｉｎ Ｐ Ｖꎬ Ｇｈａｂｏｏｌｉ Ｓꎬ Ｐａｏｌｕｃｃｉ Ｅꎬ Ｓｙｌｖｅｓｔｅｒ Ｆꎬ Ｓａｒｄｉñａ Ｐꎬ Ｃｒｉｓｔｅｓｃｕ Ｍ Ｅꎬ ＭａｃＩｓａａｃ Ｈ Ｊ. Ｓｃａｌｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｏｓｔ￣ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ

ｓｐｒｅａｄ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ａｎ ｉｎｖａｄｉｎｇ ｍｏｌｌｕｓｃ ｉｎ Ｓｏｕｔｈ Ａｍｅｒｉｃａ. Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓꎬ ２０１２ꎬ １８(１０): １０４２￣１０５５.

[３４] 　 Ｈａｓｓｅｔｔ Ｗꎬ Ｂｏｌｌｅｎｓ Ｓ Ｍꎬ Ｃｏｕｎｉｈａｎ Ｔ Ｄꎬ Ｒｏｌｌｗａｇｅｎ￣Ｂｏｌｌｅｎｓ Ｇꎬ Ｚｉｍｍｅｒｍａｎ Ｊꎬ Ｋａｔｚ Ｓꎬ Ｅｍｅｒｓｏｎ Ｊ. Ｖｅｌｉｇｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ Ａｓｉａｎ ｃｌａｍ Ｃｏｒｂｉｃｕｌａ

ｆｌｕｍｉｎｅａ ｉｎ ｔｈｅ Ｃｏｌｕｍｂｉａ Ｒｉｖｅｒ Ｂａｓｉｎ: Ｂｒｏａｄｓｃａｌｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎꎬ ａｂｕｎｄａｎｃｅꎬ ａｎｄ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ. Ｌａｋｅ Ｒｅｓｅｒｖ. Ｍａｎａｇꎬ ２０１７ꎬ ３３(３):

２３４￣２４８.

[３５] 　 Ｂｙｌｅｍａｎｓ Ｊꎬ Ｇｌｅｅｓｏｎ Ｄ Ｍꎬ Ｄｕｎｃａｎ Ｒ Ｐꎬ Ｈａｒｄｙ Ｃ Ｍꎬ Ｆｕｒｌａｎ Ｅ Ｍ. Ａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｅＤＮＡ ａｎｄ ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ａｎａｌｙｓｅｓ

ｆｏｒ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｆｉｓｈｅｓ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡꎬ ２０１９ꎬ １(４): ４０２￣４１４.

[３６] 　 Ｈｏｓｌｅｒꎬ Ｄ.Ｍ. Ｗｈｅｒｅ ｉｓ ｔｈｅ ｂｏｄｙ? Ｄｒｅｉｓｓｅｎｉｄ ｍｕｓｓｅｌｓꎬ ｒａｗ ｗａｔｅｒ ｔｅｓｔｉｎｇꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅａｌ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ. Ｍａｎａｇ. Ｂｉｏｌ. Ｉｎｖａｓｉｏｎｓꎬ ２０１７ꎬ

８(３): ３３５￣３４１.

[３７] 　 Ｇｉｎｇｅｒａ Ｔ Ｄꎬ Ｂａｊｎｏ Ｒꎬ Ｄｏｃｋｅｒ Ｍ Ｆꎬ Ｒｅｉｓｔ Ｊ Ｄ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ａｓ ａ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌｓ Ｄｒｅｉｓｓｅｎａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ (Ｐａｌｌａｓꎬ １７７１) ａｔ

ｔｈｅ ｆｏｒｅｆｒｏｎｔ ｏｆ ａｎ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｅｖｅｎｔ ｉｎ Ｌａｋｅ Ｗｉｎｎｉｐｅｇꎬ Ｍａｎｉｔｏｂａꎬ Ｃａｎａｄａ. Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｖａｓｉｏｎｓꎬ ２０１７ꎬ ８(３): ２８７￣３００.

[３８] 　 Ｋｌｙｍｕｓ Ｋ Ｅꎬ Ｍｅｒｋｅｓ Ｃ Ｍꎬ Ａｌｌｉｓｏｎ Ｍ Ｊꎬ Ｇｏｌｄｂｅｒｇ Ｃ Ｓꎬ Ｈｅｌｂｉｎｇ Ｃ Ｃꎬ Ｈｕｎｔｅｒ Ｍ Ｅꎬ Ｊａｃｋｓｏｎ Ｃ Ａꎬ Ｌａｎｃｅ Ｒ Ｆꎬ Ｍａｎｇａｎ Ａ Ｍꎬ Ｍｏｎｒｏｅ Ｅ Ｍꎬ Ｐｉａｇｇｉｏ

Ａ Ｊꎬ Ｓｔｏｋｄｙｋ Ｊ Ｐꎬ Ｗｉｌｓｏｎ Ｃ Ｃꎬ Ｒｉｃｈｔｅｒ Ｃ Ａ. Ｒｅｐｏｒｔｉｎｇ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ａｓｓａｙｓ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ

ＤＮＡꎬ ２０２０ꎬ ２(３): ２７１￣２８２.

[３９] 　 Ｌｏｚａｎｏ Ｌ Ｐ. Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｉｂｅｒｉａｎ Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｔｗｏ Ｉｎｖａｓｉｖｅ Ｍｏｌｌｕｓｋｓ: Ｚｅｂｒａ Ｍｕｓｓｅｌ ａｎｄ Ａｓｉａｔｉｃ Ｃｌａｍ[Ｄ]. Ｇｉｒｏｎａ: Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔ

ｄｅ Ｇｉｒｏｎａꎬ ２０１６.

[４０] 　 Ｐｉｅ Ｍ Ｒꎬ Ｓｔｒöｈｅｒ Ｐ Ｒꎬ Ａｇｏｓｔｉｎｉｓ Ａ Ｏꎬ Ｌｏｐｅｓ Ｒ Ｂꎬ Ｔａｄｒａ￣Ｓｆｅｉｒ Ｍ Ｚꎬ Ｏｓｔｒｅｎｓｋｙ Ａ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

ｇｏｌｄｅｎ ｍｕｓｓｅｌ (Ｌｉｍｎｏｐｅｒｎａ ｆｏｒｔｕｎｅｉꎬ ｍｙｔｉｌｉｄａｅ) ｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅｓ. Ａｎａｉｓ Ｄａ Ａｃａｄｅｍｉａ Ｂｒａｓｉｌｅｉｒａ ｄｅ Ｃｉｅｎｃｉａｓꎬ ２０１７ꎬ ８９(２): １０４１￣１０４５.

[４１] 　 Ｐｒｉé Ｖꎬ Ｖａｌｅｎｔｉｎｉ Ａꎬ Ｌｏｐｅｓ￣Ｌｉｍａ Ｍꎬ Ｆｒｏｕｆｅ Ｅꎬ Ｒｏｃｌｅ Ｍꎬ Ｐｏｕｌｅｔ Ｎꎬ Ｔａｂｅｒｌｅｔ Ｐꎬ Ｄｅｊｅａｎ Ｔ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｆｏｒ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ

ｂｉｖａｌｖｅｓ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ: ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｐａｌｅａｒｃｔｉｃ ( Ｅｕｒｏｐｅａｎ ｓｕｂ￣ｒｅｇｉｏｎ) . Ｈｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｉａꎬ ２０２１ꎬ ８４８ ( １２):

２９３１￣２９５０.

[４２] 　 Ｓａｎｇｅｒ Ｆꎬ Ｎｉｃｋｌｅｎ Ｓꎬ Ｃｏｕｌｓｏｎ Ａ Ｒ. ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃｈａｉｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｔｉｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ

２３４４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ １９７７ꎬ ７４(１２): ５４６３￣５４６７.

[４３] 　 Ｈｉｇｕｃｈｉ Ｒꎬ Ｄｏｌｌｉｎｇｅｒ Ｇꎬ Ｓｅａｎ Ｗａｌｓｈ Ｐꎬ Ｇｒｉｆｆｉｔｈ Ｒ. Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ. Ｂｉｏ / Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ １９９２ꎬ

１０(４): ４１３￣４１７.

[４４] 　 Ｆｒｉｓｃｈｅｒ Ｍ Ｅꎬ Ｈａｎｓｅｎ Ａ Ｓꎬ Ｗｙｌｌｉｅ Ｊ Ａꎬ Ｗｉｍｂｕｓｈ Ｊꎬ Ｍｕｒｒａｙ Ｊꎬ Ｎｉｅｒｚｗｉｃｋｉ￣Ｂａｕｅｒ Ｓ Ａ. Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ａｓ ａ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ

ｄｅｔｅｃｔ ｚｅｂｒａ ｍｕｓｓｅｌ (Ｄｒｅｉｓｓｅｎａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ) ｌａｒｖａｅ ｉｎ ｐｌａｎｋｔｏｎ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｈｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｉａꎬ ２００２ꎬ ４８７(１): ３３￣４４.

[４５] 　 Ｔｕｃｋｅｒ Ｃ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ Ｎｅｗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ｔｏ Ｄｅｔｅｃｔ Ｅｘｏｔｉｃ Ｍｏｌｌｕｓｋ Ｉｎｖａｓｉｏｎｓ ｉｎ Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ[Ｄ]. Ｐｕｅｂｌｏ: Ｃｏｌｏｒａｄｏ Ｓｔａｔｅ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２０１５.

[４６] 　 Ｘｉａ Ｚ Ｑꎬ Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ Ｍ Ｌꎬ Ｇａｏ Ｙ Ｃꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ Ｈａｆｆｎｅｒ Ｇ Ｄꎬ ＭａｃＩｓａａｃ Ｈ Ｊꎬ Ｚｈａｎ Ａ Ｂ. Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｖｅｒｓｕｓ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ｒａｒｅ

ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ. Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１８ꎬ ８(２３): １１７９９￣１１８０７.

[４７] 　 Ｌｉａｎｇ Ｚ Ｂꎬ Ｋｅｅｌｅｙ Ａ. Ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ ４７
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