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环境 ＤＮＡ 技术在鱼类生态学中的应用研究进展

李　 苗１ꎬ２ꎬ３ꎬ４ꎬ陈小勇２ꎬ３ꎬ４ꎬ∗

１ 中国科学院大学ꎬ北京　 １０００４９

２ 中国科学院昆明动物研究所遗传资源与进化国家重点实验室 ＆ 云南省高黎贡山生物多样性与生态安全重点实验室ꎬ昆明　 ６５０２０１

３ 中国科学院东南亚生物多样性研究中心ꎬ缅甸内比都　 ０５２８２

４ 云南省东南亚生物多样性保护国际联合实验室ꎬ勐腊　 ６６６３０３

摘要:全球渔业衰退是 ２１ 世纪人类面临的重要挑战之一ꎮ 为了有效地遏制鱼类资源的衰退ꎬ精确的鱼类生态调查是其首要任

务ꎮ 传统的鱼类监测以渔获物采集与形态学鉴定为主ꎬ往往耗时耗力且效果不佳ꎬ已无法满足现阶段大尺度上的精确调查ꎮ 环

境 ＤＮＡ(ｅＤＮＡ)技术作为一种近年来新兴的鱼类生态调查方法ꎬ其与传统方法相比具有灵敏度高、经济高效、采样受限小且对

生态系统无干扰的优势ꎬ目前其已被广泛地应用于鱼类物种监测、多样性调查、生物量评估以及繁殖活动监测等方面的研究ꎮ
然而ꎬｅＤＮＡ 技术在鱼类生态学研究的具体应用中暴露出的一些问题将会影响其监测结果的精确性ꎬ诸如操作流程的不规范、
基因数据库的不完善以及 ｅＤＮＡ 在环境中生态学过程的不明确等ꎮ 鉴于上述原因ꎬ首先对 ｅＤＮＡ 技术的发展历程、分析流程以

及 ｅＤＮＡ 技术在鱼类生态学研究领域中的研究进展进行了综述ꎬ而后着重分析了 ｅＤＮＡ 技术的发展当前所面临的困难与挑战ꎬ
并提出了相应的解决方案ꎬ最后对 ｅＤＮＡ 技术未来在鱼类生态学研究领域中的发展趋势做出了展望ꎮ 通过本研究ꎬ以期能够为

ｅＤＮＡ 技术在鱼类生态学领域中的准确应用提供理论基础ꎮ
关键词:环境 ＤＮＡꎻ鱼类ꎻ生物多样性ꎻ物种监测
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ｎｅａｒ ｆｕｔｕｒｅꎬ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗｉｌｌ ｂｅ ａｂｌｅ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｆｉｓｈ ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ ｉｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ
ｔｏ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｒｏｕｔｉｎｅ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｆｉｓｈ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｓｕｒｖｅｙ.

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ: ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡꎻ ｆｉｓｈꎻ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ ｂｉｏｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

在全球变化的大背景之下ꎬ生物多样性锐减是 ２１ 世纪人类面临的重要挑战之一[１]ꎮ 水生生态系统作为

一种重要的生态系统ꎬ其不仅能够为人类提供大量食物、工农业以及生活用水ꎬ而且其还具有商业、航运交通

以及休闲娱乐等其他诸多功能ꎬ是人类社会快速发展必不可少的条件[２—３]ꎮ 然而ꎬ由于过度捕捞、生物入侵、
水环境污染以及生态位的不断丧失和改变ꎬ全球的水生生物多样性一直在持续下降[４]ꎮ 鱼类作为水生生态

系统中的重要组成部分之一ꎬ其对于物质循环、能量流动以及生态系统的自我调节与稳定至关重要[５]ꎮ 然

而ꎬ在长期高强度的人为干扰下ꎬ全球鱼类的很大一部分正在迅速地走向灭绝[６]ꎮ 据«地球生命力报告 ２０２０»
的结果显示全球的地球生命力指数、物种生境指数以及生物多样性完整指数均在持续下降[７]ꎬ其中处于生物

可持续水平的鱼类种群占比已由 １９７４ 年的 ９０％下降至 ２０１７ 年的 ６５.８％[８]ꎮ 为了能够有效的保护鱼类多样

性ꎬ对水生生态系统进行长期持续的监测至关重要ꎮ 然而ꎬ由于传统的鱼类资源调查方法存在一定的局限性

而无法满足上述要求ꎬ因而寻求一种行之有效的鱼类监测方法迫在眉睫ꎮ
近年来ꎬ科研人员逐渐意识到环境 ＤＮＡ(ｅＤＮＡ)技术可作为传统生物监测方法的辅助手段之一ꎬ在未来

甚至能够完全取代传统方法成为一种常规化的水生生物监测方法ꎮ ｅＤＮＡ 是指从水体、沉积物、土壤以及空

气等环境样本中获取到的没有预先被分离的所有生物的总 ＤＮＡ[９—１３]ꎮ 对于鱼类等大型生物而言ꎬ从环境中

捕获到的 ＤＮＡ 主要来源于生物体与环境之间的相互作用ꎬ并通过皮肤细胞、毛发或鳞片的脱落以及代谢废物

排泄的方式将遗传物质释放到环境中[１２ꎬ１４]ꎮ 科研人员可对 ｅＤＮＡ 进行采集ꎬ并将其作为物种监测的证据[１５]ꎮ
相较于传统的鱼类监测方法而言ꎬｅＤＮＡ 技术具有灵敏度高、经济高效、省时省力、采样受限小以及对生态系

统无干扰等诸多优点[１６]ꎬ因而倍受广大生态学研究领域科研人员的青睐ꎮ 目前ꎬｅＤＮＡ 技术已经被广泛的应

用于国内外鱼类生态学的研究领域之中ꎬ且表现出极大的潜力[１７—２０]ꎮ 然而ꎬ随着 ｅＤＮＡ 技术在鱼类生态学研

究应用中的不断深入ꎬ也暴露出其所存在的一些问题与缺陷ꎬ例如:(１) ｅＤＮＡ 技术在实际应用中操作流程的

不规范导致不同研究之间的结果无法进行对比[２１]ꎻ(２)基因参考数据库的缺乏导致大量生境中实际存在的物

种无法被进行有效的注释[２２]ꎻ(３)ｅＤＮＡ 被释放后的生态学过程尚未明确ꎬ致使研究结果中产生假阳性与假

阴性错误[２３]ꎮ 上述问题的存在不仅揭露了 ｅＤＮＡ 技术目前在鱼类生态学研究领域内的不足之处ꎬ同时也在

一定程度指明了 ｅＤＮＡ 技术未来发展的方向以及科研工作者应该关注的焦点ꎮ
本文将系统的对 ｅＤＮＡ 技术的发展历程、分析流程、在鱼类生态学研究领域中的研究进展以及 ｅＤＮＡ 技

术目前所面临的问题与挑战进行阐述ꎬ并对 ｅＤＮＡ 技术未来的发展方向与应用前景做出了展望ꎮ 通过本文ꎬ

２５９６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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以期能够对国内 ｅＤＮＡ 技术在鱼类生态学研究中的规范使用具有指导意义ꎬ同时能够推动 ｅＤＮＡ 技术在国内

的快速发展ꎮ

１　 ｅＤＮＡ 技术简介

ｅＤＮＡ 这一词汇最早于 １９８７ 年被提出ꎬ其最初被应用于沉积物中环境微生物学的研究[２４]ꎬ而其真正得到

研究人员的认可并被正式应用于生态学研究领域却是在 ２０００ 年之后[２５]ꎮ 自 Ｆｉｃｅｔｏｌａ 等首次应用 ｅＤＮＡ 技术

对入侵物种美国牛蛙 Ｒａｎａ ｃａｔｅｓｂｅｉａｎａ 进行监测之后[２６]ꎬｅＤＮＡ 技术开始在水生生态系统这一研究领域得到

了广泛应用ꎬ其研究对象几乎囊括了所有水生生物类群ꎬ包括鱼类[２７—２９]、两栖类[３０—３１]、哺乳类[３２—３３]、甲壳

类[３４—３５]、水生昆虫[３６—３７]、微生物[３８—３９]以及浮游动植物[４０—４２] 等ꎮ 同时ꎬ随着测序技术与聚合本酶链式反应

(ＰＣＲ)技术的发展ꎬｅＤＮＡ 技术的应用由最初的单物种监测[２６]发展到对整个生物群落的监测[４３]ꎬ也由定性监

测[２６](目标种有无的监测)发展到了定量监测(生物量评估与丰度监测) [４４]ꎮ 总而言之ꎬｅＤＮＡ 技术在水生生

态系统中的应用为水生生物资源的生态调查开辟了一条新的道路ꎮ

图 １　 ｅＤＮＡ 技术的操作流程

Ｆｉｇ.１　 Ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｅＤＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

　 ｅＤＮＡ:环境 ＤＮＡ 　 Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡꎻ ＰＣＲ:聚合酶链式反应

Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎꎻ ＮＧＳ: 二 代 测 序 Ｎｅｘｔ Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　

２　 ｅＤＮＡ 技术的分析流程

ｅＤＮＡ 技术的操作流程主要包括 ｅＤＮＡ 样品采集、
ｅＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增、测序以及结果分析等主要步骤ꎬ
具体如图 １ 所示:
２.１　 ｅＤＮＡ 样品采集

在鱼类生态学研究领域中 ｅＤＮＡ 样品的采集方式

分为主动采集与被动采集两种ꎬ其中主动采集方式包括

水样采集与沉积物样品采集ꎬ而被动采集则是在自然水

域中寻找那些能够富集 ｅＤＮＡ 的生物作为天然的 ｅＤＮＡ
采样器ꎮ
２.１.１　 水样采集与 ｅＤＮＡ 富集

据现有的研究表明ꎬｅＤＮＡ 水样的采集量一般集中

在 １５ ｍｌ—１０ Ｌꎬ以 １ Ｌ 与 ２ Ｌ 最为常见[４５]ꎬ而在具体研

究中水样的采集量通常会根据实验的需求有所差异ꎮ
与组织 ＤＮＡ 相比ꎬ水环境中的 ＤＮＡ 属于微量ꎬ甚至是

痕量ꎬ所以在水样采集之后首先要对水体中的 ＤＮＡ 进

行富集以提高物种的检出率ꎮ 关于 ｅＤＮＡ 的富集方式ꎬ
当前主要的方法有酒精沉淀法和过滤法[４６]ꎬ前者主要

用于小体积水样的 ＤＮＡ 富集ꎬ对于人造生态系统的水

样采集较为适合ꎬ而后者则主要用于大体积水样的

ＤＮＡ 富集ꎬ适合用来对河流与海洋等水域开阔的自然

生态系统进行 ＤＮＡ 富集ꎮ 酒精沉淀法主要是用 ３ ｍｏｌ / Ｌ 的醋酸钠溶液以及无水乙醇与水样混合来进行 ＤＮＡ
富集[４７]ꎬ而过滤法则是利用过滤装置对水样进行过滤将 ＤＮＡ 截留在滤膜上以达到富集的效果[４６]ꎬ在过滤过

程中滤膜的合理选用至关重要ꎮ 然而ꎬ由于不同研究人员具有不同的研究目的与研究对象ꎬ在利用过滤法进

行 ＤＮＡ 富集时所选取的滤膜也不尽相同ꎮ 就目前现有的研究可知ꎬ在进行 ｅＤＮＡ 富集时研究人员最为常用

的滤膜为玻璃纤维膜、硝酸纤维膜、聚碳酸酯膜、混合纤维膜以及尼龙膜ꎬ而最为常见的滤膜孔径则为０.４５ μｍ
与 １.２ μｍ 两种[４８]ꎮ 为了能够使研究结果更加精确ꎬ作者建议在具体的研究中研究人员应该针对自己的研究

对象对水样的采集量以及 ｅＤＮＡ 富集方法进行筛选ꎬ以达到最佳的效果ꎮ

３５９６　 １７ 期 　 　 　 李苗　 等:环境 ＤＮＡ 技术在鱼类生态学中的应用研究进展 　
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２.１.２　 沉积物样品采集

ｅＤＮＡ 沉积物样品的采集方案应该根据水深、底质类型以及目标生物类群而定[４９]ꎮ 对于以鱼类为目标类

群的研究而言ꎬ表层沉积物样品的采样量一般集中在 ０.２５—１０ ｇ[５０]ꎬ采样设备的选用则根据生态系统的类型

有所不同ꎬ其中对于大型河流和深度为几百米以内浅海的沉积物样品一般选用抓斗进行采样[５１—５２]ꎬ而对于湖

泊和深海等底质较为松软的沉积物样品则利用岩芯进行采样[５３—５４]ꎮ 此外ꎬ由于沉积物中 ＤＮＡ 的混合不均

匀ꎬ通常还需要在采样点所在的区域内进行子样本的采集[５５]ꎮ
２.１.３　 ｅＤＮＡ 的被动采集

由于 ｅＤＮＡ 的主动采集方式往往需要科研人员在野外花费大量的时间采集样品ꎬ为了能够节省野外调查

的时间ꎬ相关研究人员开始尝试从自然界中寻找天然的 ｅＤＮＡ 富集器或者设计富集能力很强的特殊材料来完

成 ｅＤＮＡ 的被动采样ꎬ诸如在海洋生态系统中以海绵作为纯天然的海水过滤器ꎬ通过采集海绵来进行鱼类生

态调查[５６—５８]ꎬ更有甚者是利用 ３Ｄ 打印的羟基磷灰石作为 ＤＮＡ 富集器将其置于采样点处来完成 ｅＤＮＡ 的被

动采样[５９]ꎮ 然而ꎬ上述被动采样的方式虽然在一定程度上节省了时间与经济成本ꎬ但关于其在具体科学问题

的解决方面是否合理有效还有待进一步的证实ꎮ
２.２　 ｅＤＮＡ 的提取

鉴于 ｅＤＮＡ 样品成分复杂且含有较多的杂质ꎬ为了能够提高后续实验中目标物种的检出率ꎬ如何从样品

中提取出高质量的 ＤＮＡ 至关重要ꎮ 在 ｅＤＮＡ 技术应用到水生生态系统研究领域的初期ꎬ传统的酚￣氯仿￣异戊

醇法以及各种商业化的试剂盒均被应用于 ｅＤＮＡ 的提取ꎬ但提取效果参差不齐ꎬ而后有研究人员专门对常用

的几种商业化试剂盒与酚￣氯仿￣异戊醇法提取水环境中 ｅＤＮＡ 的效果做了对比ꎬ发现使用商业化的试剂盒能

够提取更高质量的 ｅＤＮＡ[４６]ꎮ 目前最新的研究中基本上采用商业化的试剂盒来进行 ｅＤＮＡ 的提取ꎬ其中提取

水样 ｅＤＮＡ 使用较多的试剂盒为 ＤＮｅａｓｙ Ｂｌｏｏｄ ＆ Ｔｉｓｓｕｅ Ｋｉｔ(ＱＩＡＧＥＮ)与 Ｍｏ Ｂｉｏ Ｐｏｗｅｒ Ｗａｔｅｒ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ 两种[４６ꎬ６０]ꎬ而提取沉积物样品 ｅＤＮＡ 使用较多的试剂盒主要为 ＤＮｅａｓｙ ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ
(ＱＩＡＧＥＮ)与 ＤＮｅａｓｙ ＰｏｗｅｒＭａｘ Ｓｏｉｌ Ｋｉｔ (ＱＩＡＧＥＮ)两种[４９ꎬ５０]ꎮ
２.３　 引物设计与 ＰＣＲ 扩增

ＰＣＲ 引物的设计和 ＤＮＡ 条形码区段的选择在 ｅＤＮＡ 技术的应用中也是至关重要的一环ꎬ这对后续实验

结果的精确性具有决定性的作用ꎮ 根据实验目的的不同ꎬ通常可以分为目标物种的特异性监测和某特定生物

类群的多样性监测ꎮ 特异性监测主要是针对某一特定的物种设计特异性极强的引物从而能够在 ＰＣＲ 过程中

只扩增该物种的基因序列而不会扩增其他亲缘物种的基因序列ꎬ多样性监测则是针对某特定的生物类群设计

通用性引物ꎬ要求能够尽可能多的覆盖该生物类群的基因序列ꎮ 目前常用的引物设计软件主要有 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ、Ｏｌｉｇｏ、Ｂｅａｃｏｎ Ｄｅｓｉｇｎｅｒ、ＰｒｉｍｅｒＨｕｎｔｅｒ 以及 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ 等[６１—６２]ꎬ引物设计在线网站主要有 ＮＣＢＩ
Ｐｒｉｍｅｒ￣Ｂｌａｓｔ、Ｐｒｉｍｅｒ３ Ｐｌｕｓ、Ｂａｔｈ Ｐｒｉｍｅｒ、Ｔｈｅ ＰＣＲ Ｓｕｉｔ、Ｐｒｉｍｅｒｂａｎｋ 以及 ＰｒｉｍｅｒＸ 等ꎮ

目前研究人员选取的条形码区段主要集中在线粒体上ꎬ主要原因在于与细胞核 ＤＮＡ(ｎＤＮＡ)相比ꎬ线粒

体 ＤＮＡ(ｍｔＤＮＡ)具有以下三个优点[６３]:(１)美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)数据库中含有大量的 ｍｔＤＮＡ
基因序列数据ꎬ有利于进行 ｅＤＮＡ 的序列比对ꎻ(２)细胞中 ｍｔＤＮＡ 的拷贝数要远高于 ｎＤＮＡ 的拷贝数ꎻ(３)
ｍｔＤＮＡ 相对保守ꎬ含有更多的能够进行物种鉴定的高变区以及易于设计通用引物的保守区ꎮ 关于 ｍｔＤＮＡ 目

的基因的选择最常见的主要有(表 １)细胞色素 ｃ 氧化酶亚基 Ｉ (ＣＯＩ) 基因[８０—８１]、细胞色素 ｂ (Ｃｙｔｂ) 基

因[８２—８３]、１２ｓ 核糖体 ＲＮＡ(１２ｓ ｒＲＮＡ)基因[２２ꎬ８４]以及 １６ｓ 核糖体 ＲＮＡ(１６ｓ ｒＲＮＡ)基因[８５—８６]等ꎬ而具体在研究

中该选择哪个基因作为目标基因则取决于研究所选取生物类群的特征ꎮ 同时ꎬ引物的选择对 ｅＤＮＡ 监测的结

果也具有一定的影响ꎬ例如 Ｚｈａｎｇ 等通过 Ｓｉｌｉｃｏ ＰＣＲ 的方法比较了 ２２ 对硬骨鱼类的通用引物并将其用于北

京市的河流水样中进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ发现 １２ｓ ｒＲＮＡ 区段的引物能够监测到的鱼类多样性要优于其他基因区段

的引物[８７]ꎮ 此外ꎬＳｈｕ 等类似的研究也证实了上述观点[８８]ꎮ 因此ꎬ在选择 ＰＣＲ 扩增所用的引物时要遵循以

下 ３ 个原则:(１)由于 ｅＤＮＡ 降解严重ꎬ因而引物扩增的片段不宜过长ꎬ要保证能够尽可能多的回收样品中的
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ＤＮＡ[８９—９０]ꎻ(２)所选择的引物要保证具有良好的扩增效果ꎬ既要能准确地扩增目标类群ꎬ同时又不会发生非

特异性扩增[９１—９２]ꎻ(３)所选择引物扩增的目标区域最好能够具有完善的基因参考数据库ꎬ能够使尽可能多的

测序数据被注释到种的水平[９３]ꎮ

表 １　 环境 ＤＮＡ 技术在鱼类监测中常用的通用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒ ｆｉｓｈ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

目的基因
Ｇｅｎｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ
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Ｌｅｎｇｔｈ
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２.４　 测序与数据分析

在应用 ｅＤＮＡ 技术进行单物种监测时ꎬＰＣＲ 产物用传统的一代测序即可ꎬ而在用宏条形码进行物种多样

性监测时ꎬ往往用高通量测序(ＮＧＳ)更为合适ꎬ主要原因在于高通量测序速度快、数据量大且准确性高ꎮ 目

前ꎬｅＤＮＡ 研究领域中应用的高通量测序主要为扩增子测序ꎬ应用较多的测序平台主要为 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ、
Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ、Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｅｘｔＳｅｑ 以及 Ｒｏｃｈｅ ＧＳ ＦＬＸ ４５４ 等[４７ꎬ９４—９６]ꎮ

测序之后就是对数据进行分析ꎬ一代测序的数据在 ＮＣＢＩ 上进行比对即可确定目标种的有无ꎬ高通量测

序的原始下机数据处理则较为复杂ꎬ其主要流程包括质量控制、过滤、分子可操作分类单元(ＭＯＴＵ)聚类以及

对代表性 ＭＯＴＵ 序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对和物种注释(图 ２)ꎮ 目前测序数据处理的主流软件主要有 Ｍｏｔｈｕｒ[９７]、
ＯＢＩＴｏｏｌｓ[８７]、Ｕｓｅａｒｃｈ[９８]、Ｖｓｅａｒｃｈ[９９]、ＰｈｙｌｏＰｙｔｈｉａ[１００]、Ｃｕｔａｄａｐｔ[９５]、ＱＩＩＭＥ[１０１] 以及 ＱＩＩＭＥ ２[１０２] 等ꎮ 通常来说ꎬ
对高通量测序数据的分析要求科研人员具有一定的编程基础ꎬ但为了方便那些无编程背景的科研人员ꎬ生物

公司通常开发了高通量测序数据处理的生物信息云计算平台ꎬ例如 ＭｉＦｉｓｈ Ｐｉｐｅｌｉｎｅ (ｈｔｔｐ: / / ｍｉｔｏｆｉｓｈ. ａｏｒｉ. ｕ￣
ｔｏｋｙｏ.ａｃ.ｊｐ / )鱼类多样性在线数据分析平台等[１０３]ꎮ

图 ２　 测序数据的分析流程

Ｆｉｇ.２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ

ＭＯＴＵ:分子可操作分类单元 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ

３　 ｅＤＮＡ 技术在鱼类生态学研究领域中的应用

自 ｅＤＮＡ 技术被引入水生生态系统的研究领域以来ꎬ在鱼类生态学研究中得到了广泛的应用ꎮ 目前ꎬ
ｅＤＮＡ 技术主要被用来进行鱼类的目标物种监测、生物量评估、多样性监测与评价、繁殖活动监测、种群遗传

分析以及摄食生态等方面的研究[２３ꎬ１０４]ꎮ 在本部分ꎬ将以 ｅＤＮＡ 技术在鱼类生态学研究中应用最为广泛的 ４
个方向展开论述ꎮ
３.１　 目标物种监测

精确地掌握目标物种的空间分布与丰度情况对研究物种的生态习性与制定相关的保护政策至关重

要[１０５]ꎮ 对于鱼类等水生生物而言ꎬ其所生存的环境在一定程度上增加了物种监测的困难性[４８]ꎬ尤其是针对

那些种群密度极小物种的调查ꎬ诸如隐存种、濒危种、稀有种以及处于入侵早期的入侵种ꎮ 同时ꎬ由于传统方

法往往很难捕获到密度极小的种群ꎬ从而无法精确地掌握其种群动态ꎮ 鉴于上述原因ꎬ科研人员尝试利用
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ｅＤＮＡ 技术进行极小密度种群的监测ꎮ 目前ꎬｅＤＮＡ 技术在极小密度种群监测应用中的成功案例主要有入侵

鱼类与珍惜濒危鱼类的监测两个方面ꎮ
生物入侵是生物多样性丧失和全球同质化的主要原因之一[１０６—１０７]ꎮ 一旦入侵成功ꎬ入侵种会对当地的

农业、林业、渔业、电力生产以及贸易产生严重的影响ꎬ进而造成当地经济的大量损失[１０８]ꎮ 为了能够有效地

遏制生物入侵ꎬ最佳的解决办法便是在入侵种尚未形成较大种群时就将其消除[１０７]ꎮ Ｎａｋａｏ 等利用 ｅＤＮＡ 技

术对 ５ 个大坝库区的大口黑鲈 Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓ ｓａｌｍｏｉｄｅｓ、小口黑鲈 Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓ ｄｏｌｏｍｉｅｕ 以及蓝鳃太阳鱼 Ｌｅｐｏｍｉｓ
ｍａｃｒｏｃｈｉｒｕｓ 这 ３ 种入侵鱼类进行了监测ꎬ结果表明 ｅＤＮＡ 技术可以被作为一种生物入侵监测的工具ꎬ但同时

也发现了一些问题ꎬ例如该技术在一些 ｅＤＮＡ 浓度较低的采样点灵敏度较低[１９]ꎮ 因此ꎬ未来在用 ｅＤＮＡ 技术

进行入侵种的监测时ꎬ尚有许多难题需要攻克ꎮ
珍稀濒危鱼类通常因其极小的种群密度而难以用传统的调查方法对其种群动态进行监测[１０７]ꎬ而掌握其

种群的分布与丰度状况对于保护策略的制定至关重要[１０９]ꎮ 许多珍稀濒危物种自种群数量急剧下降之后便

很难用传统的方法对其进行监测ꎬ这为科研人员的工作带来了极大的困难ꎬｅＤＮＡ 技术的出现则使上述情况

出现了转机ꎮ Ｃａｒｄáｓ 等利用 ｅＤＮＡ 技术对西班牙北部纳隆河和萨拉河的欧洲鳗鲡 Ａｎｇｕｉｌｌａ ａｎｇｕｉｌｌａ 进行了监

测[１１０]ꎬ证实了 ｅＤＮＡ 在濒危鱼类监测方面的潜力ꎮ 此外ꎬＢｕｄｄ 等利用 ｅＤＮＡ 技术对美国关岛西太平洋海域

的路氏双髻鲨 Ｓｐｈｙｒｎａ ｌｅｗｉｎｉ 进行了监测ꎬ并建立了相关的监测体系ꎬ其中特别值得关注的是基于传统方法的

调查自 １９７０ 年开始便再未捕获到路氏双髻鲨[１１１]ꎮ 由此可见ꎬｅＤＮＡ 技术是一种强有力的珍稀濒危鱼类监测

工具ꎮ
３.２　 生物量评估

生物量是生态学研究领域中重要的基础生物学参数之一[１１２]ꎬ准确地评估生物量对于种群大小的管

理[１１３—１１４]、自然资源的保护[１１５]、生态系统的功能与服务[１１６] 以及生态交互作用[１１７] 具有十分重要的意义ꎮ 自

上个世纪以来ꎬ有关动物种群生物量评估方法的研究一直是科研人员与政策制定者所关注的焦点[１１８]ꎮ 然

而ꎬ对于鱼类等水生生物类群而言ꎬ准确的评估其生物量是十分困难的[１１２]ꎮ 同时ꎬ现有的评估方法通常成本

高昂、耗时耗力且对于种群数量极小的物种无法开展有效的工作[１１９—１２０]ꎮ 为了解决上述问题带来的困扰ꎬ
Ｔａｋａｈａｒａ 等首次提出利用 ｅＤＮＡ 技术来评估鱼类的生物量ꎬ并将该技术应用到了鲤 Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ 的生物量

评估中ꎬ其原理主要是寻找鱼类释放到水环境中的 ｅＤＮＡ 的浓度与鱼类生物量之间的关系ꎬ进而建立相应的

生物量评估模型[１１２]ꎮ 自此之后ꎬ利用 ｅＤＮＡ 技术探究鱼类生物量的研究日益增多ꎮ 为了摸清鱼类的生长对

ｅＤＮＡ 技术进行生物量评估的影响ꎬＭｉｚｕｍｏｔｏ 等以日本北部的濒危物种远东哲罗鲑 Ｐａｒａｈｕｃｈｏ ｐｅｒｒｙｉ 为研究对

象ꎬ探究了由不同生长阶段的远东哲罗鱼组成的鱼群释放 ｅＤＮＡ 的浓度与其生物量之间的关系ꎬ结果表明在

鱼类生物量恒定的情况下ꎬ不同规格的鱼所组成的鱼群释放的 ＤＮＡ 的浓度是相等的[１２１]ꎮ 然而ꎬ以往在自然

水域中进行的研究ꎬ结果通常显示 ｅＤＮＡ 的浓度与生物量之间的相关性并不是很强[１１９]ꎮ 为了能够进一步提

高利用 ｅＤＮＡ 技术进行生物量评估结果的精确性ꎬ Ｆｕｋａｙａ 等提出在利用 ｅＤＮＡ 评估鱼类生物量时应充分考

虑 ｅＤＮＡ 时空分布形成的机制ꎬ并以日本竹筴鱼 Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ 为研究对象证实了只有在某些特定的假设

条件下才能够利用广义线性模型来准确地评估鱼类的种群数量[１２２]ꎮ 但时至今日ꎬ关于 ｅＤＮＡ 在水环境中动

态变化的情况尚无定论ꎬ而这始终是阻碍利用 ｅＤＮＡ 技术评估鱼类生物量的一大障碍ꎮ 因此ꎬ在未来一段时

间内ꎬ如何利用 ｅＤＮＡ 技术精确地评估鱼类的生物量仍是该领域内的热点与难点问题之一ꎮ
３.３　 生物多样性监测与评价

生物多样性是衡量物种丰富程度的重要指标之一ꎬ而生物多样性调查则是开展生物多样性评价的重要基

础性工作ꎬ如何获取精确的调查数据将会对后续的研究工作产生重要的影响ꎮ 传统的鱼类多样性调查方法主

要依赖于鱼类标本的采集ꎬ诸如底拖网、围网、流刺网、地笼以及电捕鱼法等ꎬ但上述方法往往具有一定的选择

性ꎬ不能够全面系统地对研究区域内的鱼类多样性做出精确的评价ꎮ 随着分子生物学技术的不断发展ꎬ
Ｔｈｏｍｓｅｎ 等开创性地应用 ｅＤＮＡ 技术对丹麦海域的鱼类多样性进行了调查ꎬ结果发现了 １５ 种鱼类ꎬ其中包括

７５９６　 １７ 期 　 　 　 李苗　 等:环境 ＤＮＡ 技术在鱼类生态学中的应用研究进展 　
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一罕见种———欧洲沙丁鱼 Ｓａｒｄｉｎａ ｐｉｌｃｈａｒｄｕｓꎮ 同时ꎬ为了验证 ｅＤＮＡ 技术在鱼类多样性监测方面的效率ꎬ
Ｔｈｏｍｓｅｎ 等还将 ｅＤＮＡ 调查的结果与 ９ 种传统调查方法的结果进行了对比ꎬ表明利用 ｅＤＮＡ 监测到的鱼类物

种数高于或者等于传统方法ꎬ证实了 ｅＤＮＡ 在鱼类多样性调查方面具有极大的潜力[４７]ꎮ 此后ꎬ利用 ｅＤＮＡ 进

行鱼类多样性调查的相关研究日益增多[６５—６６]ꎮ
在利用 ｅＤＮＡ 技术进行鱼类多样性研究的初期ꎬ研究人员最为关注的是 ｅＤＮＡ 技术在鱼类监测方面的能

力ꎬ相关研究的主题主要是利用 ｅＤＮＡ 技术与传统方法同时对某特定研究区域内的鱼类多样性进行调查ꎬ进
而验证 ｅＤＮＡ 技术是否可被用来进行鱼类多样性的调查[４７]ꎮ 在经过大量研究的证实之后ꎬｅＤＮＡ 技术逐渐开

始被用来解决具体的科学问题ꎬ例如鱼类群落时空分布的动态变化[１２３—１２４]、鱼类群落中各物种相对丰度的情

况[６６ꎬ１２５]、鱼类群落的系统发育多样性[１２６]以及功能多样性[１２７—１２８]等ꎮ 然而ꎬ生物多样性监测的目的是为了进

行生物多样性评价ꎮ 为了得到准确的评价结果ꎬ如何选择合适的评价指标与标准尤为重要[１２９—１３０]ꎮ 尽管基

于 ｅＤＮＡ 技术的监测方法能够提供比传统方法更多的可用于生物多样性评价的信息[１３１]ꎬ但目前尚未有一套

基于 ｅＤＮＡ 技术的生物多样性评价体系ꎮ 未来要想将基于 ｅＤＮＡ 技术的方法整合到现有的生物多样性监测

与评价体系中ꎬ还需要从国家与国际的层面来采取行动以制定相关的标准[１３１]ꎮ
３.４　 鱼类繁殖活动监测

精确地掌握鱼类产卵的时间与场所有助于人类更加清楚地认识鱼类的繁殖习性、准确地评估鱼类种群的

繁殖力ꎬ进而能够针对当前的资源状况制定相关的开发利用与保护策略ꎮ 然而ꎬ当前在鱼类早期资源调查中

所用到的调查方法通常会导致受精卵与仔稚鱼死亡率的升高ꎬ进而会对受威胁种与稀有种的种群繁殖造成极

大的伤害ꎮ 鉴于上述原因的考虑ꎬ相关科研人员尝试利用 ｅＤＮＡ 技术来探究鱼类产卵的时间与场所ꎮ
Ｂｙｌｅｍａｎｓ 等利用 ｅＤＮＡ 技术对澳洲麦氏鲈 Ｍａｃｑｕａｒｉａ ａｕｓｔｒａｌａｓｉｃａ 的产卵时间与场所进行了调查ꎬ研究发现在

繁殖期水体中 ｎＤＮＡ 的量要显著高于 ｍｔＤＮＡ 的量ꎬ而在其他时期 ｎＤＮＡ 的量与 ｍｔＤＮＡ 的量大致相等ꎮ 因

此ꎬ可以根据栖息环境中鱼类 ｎＤＮＡ 与 ｍｔＤＮＡ 相对丰度的变化来识别产卵时间与场所[６９]ꎮ Ｂｒａｃｋｅｎ 等以海

七鳃鳗 Ｐｅｔｒｏｍｙｚｏｎ ｍａｒｉｎｕｓ 为研究对象ꎬ利用 ｑＰＣＲ 对爱尔兰境内 ２ 条河流中固定点位 ｅＤＮＡ 的时空分布进行

了连续 ３ 年的监测ꎬ研究结果发现在海七鳃鳗的繁殖期ꎬ河流中 ｅＤＮＡ 的浓度将会显著升高ꎬ表明 ｅＤＮＡ 技术

可以被用来进行鱼类繁殖活动的监测[１３２]ꎮ 此外ꎬ还有大量类似的研究同样支持利用 ｅＤＮＡ 技术进行鱼类繁

殖活动的监测[１３３—１３５]ꎮ
尽管目前已有大量研究利用 ｅＤＮＡ 技术对鱼类繁殖活动进行了监测ꎬ并证明 ｅＤＮＡ 技术在该方面具有一

定的潜力ꎬ但其在实际应用中仍存在些许问题ꎮ 就当前利用 ｅＤＮＡ 技术进行鱼类繁殖活动监测的研究而言ꎬ
所选取的研究对象多为人类已熟知其生活习性并掌握了其繁殖时间的物种ꎬ从而能够使科研人员根据已掌握

的情况结合 ｅＤＮＡ 量的变化来推断鱼类的产卵活动ꎬ而对那些生活习性没有被人类所掌握的鱼类来说ꎬ则无

法使用该方法来进行判断ꎮ 因此ꎬ未来应着重探究在尚未熟知鱼类生态习性的背景下如何利用 ｅＤＮＡ 技术精

确地识别鱼类的繁殖时间与繁殖场所ꎮ

４　 ｅＤＮＡ 技术在鱼类生态学研究领域中面临的挑战

应用 ｅＤＮＡ 技术进行鱼类调查的主要目的是为了能够精确的掌握某特定研究区域内鱼类资源的状

况[７９]ꎬ从而解决一些具体的科学问题ꎮ 因此ꎬ为了能够保证 ｅＤＮＡ 研究结果的精确性ꎬ阐明影响 ｅＤＮＡ 研究

结果精确性的因素至关重要[１３６]ꎮ 目前ꎬｅＤＮＡ 技术在鱼类生态学研究领域的具体应用中产生的错误主要有

假阳性与假阴性两种类型ꎬ而造成上述错误的主要原因来自于 ｅＤＮＡ 释放到环境中之后的一系列生态学过程

以及 ｅＤＮＡ 分析流程中的各个方面ꎮ 鉴于此ꎬ为了能够使科研人员在应用 ｅＤＮＡ 技术的过程中尽量避免假阳

性与假阴性错误的产生ꎬ本部分将针对造成 ｅＤＮＡ 研究结果中各类错误的原因展开详细的论述并提出可能的

解决方案ꎮ
４.１　 ｅＤＮＡ 技术操作流程的标准化

随着 ｅＤＮＡ 技术在鱼类生态学研究领域内的日益流行ꎬ寻求一套能够使研究结果最佳的 ｅＤＮＡ 技术操作

８５９６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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流程与实验方案已成为科研人员关注的热点问题之一[１３７—１３８]ꎮ 当前已有研究表明ꎬ水样采集量、ｅＤＮＡ 的富

集与提取方法、ＰＣＲ 扩增目的基因的选择等均会对研究结果的精确性产生影响[２７ꎬ４６ꎬ１３９]ꎮ 同时ꎬ也有大量研究

对 ｅＤＮＡ 技术的操作流程进行了优化ꎬ但现有的研究更多的是针对某些特定的生物类群以及研究区域所做出

的优化ꎬ在一定程度上不具有普适性ꎬ从而也就使不同区域的研究结果无法进行相应的对比[２１ꎬ４８]ꎮ 为了能够

在更大尺度上使利用 ｅＤＮＡ 技术调查获得的数据具有可比较性ꎬ同时能够使政策制定者在相应政策的制定上

不做出误判ꎬｅＤＮＡ 技术的应用必须规范化、标准化[２１]ꎮ 目前ꎬ欧洲标准化委员会(ＣＥＮ)已经在讨论制定欧

盟成员国在使用 ｅＤＮＡ 技术进行生物监测时的标准化问题[１４０]ꎬ日本也成立了专门的 ｅＤＮＡ 学会并编写了一

本 ｅＤＮＡ 技术标准化的研究手册[２１]—“ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ Ｓａｍｐｌｉｎｇ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ Ｍａｎｕａｌ” ( ｈｔｔｐ: / /
ｅｄｎａｓｏｃｉｅｔｙ.ｏｒｇ / ｅｎ / ｍａｎｕａｌ)ꎮ 然而ꎬ目前国内关于 ｅＤＮＡ 领域的研究日益增多ꎬ但不同单位的科研人员在采样

以及实验方案的设计等方面存在诸多差异ꎬ这将使不同研究之间结果的精确性无法被进行准确地评估ꎮ 因

此ꎬ为了能够使 ｅＤＮＡ 技术在国内广泛的正确使用ꎬ政府部门应该尽快出台相应的研究手册ꎬ以确保在全国范

围内使用 ｅＤＮＡ 技术获取的生物监测数据能够具有良好的对比性ꎮ
针对上述 ｅＤＮＡ 技术分析流程标准化的问题ꎬ相关部门在编写 ｅＤＮＡ 研究手册时应着重考虑样品采集、

ＤＮＡ 富集与提取、ＰＣＲ 扩增以及后续的生物信息学分析等方面标准的制定ꎮ 目前ꎬ已有不少研究专门针对

ｅＤＮＡ 技术的分析流程进行了优化ꎬ相关研究结果可作为 ｅＤＮＡ 技术标准化的参考依据[４６ꎬ５５ꎬ１４１—１４２]ꎮ 通过对

现有文献的整理即可发现在鱼类生态研究领域中 ｅＤＮＡ 样品的采集应以水样采集为主ꎬ水样采集地点要尽可

能覆盖各种生境类型ꎬ水样的采集量则以 １ Ｌ 或 ２ Ｌ 为最佳且每个采样点至少采集 ３ 个平行样本[９４ꎬ１４３]ꎮ 关于

ｅＤＮＡ 的富集方法一般推荐使用过滤的方法将 ＤＮＡ 截留在滤膜上ꎬ而滤膜材质与孔径的选择则主要倾向于

０.４５ μｍ 的玻璃纤维滤膜[１４１]ꎮ 富集之后则需要对 ｅＤＮＡ 进行提取ꎬ就 ｅＤＮＡ 的提取而言当前主要推荐使用商

业化的试剂盒ꎬ其中提取效果较好的试剂盒主要为 Ｑｉａｇｅｎ′ｓ ＤＮｅａｓｙ Ｂｌｏｏｄ ＆ Ｔｉｓｓｕｅ Ｋｉｔ 与 Ｍｏ Ｂｉｏ Ｐｏｗｅｒ Ｗａｔｅｒ
ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 两种[４６ꎬ６０]ꎮ ｅＤＮＡ 提取之后 ＰＣＲ 扩增测序过程中需要标准化的主要是引物的选取ꎬ当前

在关于引物的选用方面较为推荐使用 １２ｓ ｒＲＮＡ 基因的通用引物[８７ꎬ８８]ꎮ 测序之后需要标准化的则为生物信

息学分析流程ꎬ尽管目前已有大量用于生信分析的软件ꎬ但不同软件在算法上存在诸多差异ꎬ未来最好能够开

发出一套专门针对鱼类 ｅＤＮＡ 高通量测序数据处理的软件与分析流程[１４４]ꎮ 相信通过对 ｅＤＮＡ 技术的分析流

程进行标准化之后ꎬ将能够使 ｅＤＮＡ 研究结果的精确性得到极大的提升ꎮ
４.２　 参考数据库的缺乏

在 ｅＤＮＡ 技术成为主流的鱼类资源调查方法之前ꎬ尚有许多方法论上的困难需要克服[６５]ꎬ其中之一便是

ＤＮＡ 序列参考数据库的不完全以及现有的数据库中存在诸多错误信息[２２]ꎮ 目前ꎬｅＤＮＡ 研究中常用的公共

参考数据库主要有 ＮＣＢＩ 的基因数据库( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ)、欧洲分子生物学实验室的数据库

(ＥＭＢＬ)(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｂｉ.ａｃ.ｕｋ / ｅｍｂｌ)、生命条形码数据库(ＢＯＬＤ) (ｈｔｔｐ: / / ｖ４.ｂｏｌｄｓｙｓｔｅｍｓ.ｏｒｇ)、渔业生物条

形码计划在线数据库(ＦＩＳＨ￣ＢＯＬ)(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｆｉｓｈｂｏｌ.ｏｒｇ)以及日本的鱼类线粒体基因组数据库(ＭｉｔｏＦｉｓｈ)
(ｈｔｔｐ: / / ｍｉｔｏｆｉｓｈ.ａｏｒｉ.ｕ￣ｔｏｋｙｏ.ａｃ.ｊｐ)等ꎮ 然而ꎬ鉴于上述数据库中大量错误信息的存在与鱼类 １２ｓ ｒＲＮＡ 基因

序列的极度匮乏ꎬ科研人员逐渐意识到建立本土鱼类基因数据库的重要性ꎬ且现已有相关研究证明相较于公

共数据库而言ꎬ本土鱼类基因数据库能提供更加精确的物种分类注释信息ꎬ对 ｅＤＮＡ 研究结果精确性的提高

具有十分重要的意义[３１ꎬ１４５]ꎮ
为了解决上述数据库不完全的问题ꎬ科研人员在利用传统方法进行鱼类资源调查时应尽可能广泛地收集

构建鱼类基因数据库所需的鱼类组织材料ꎬ以确保构建的数据库能够在最大程度上涵盖某海域或流域的鱼类

物种信息ꎮ 同时ꎬ为了保障数据库的精确性ꎬ数据库中应包含每个鱼类物种的样品采集信息、分类鉴定信息以

及 ＤＮＡ 条形码信息ꎬ尤其是对于那些形态学上较难辨认的物种要格外注意ꎮ 此外ꎬ关于数据库构建过程中条

形码扩增片段的选择方面ꎬ作者建议最好能够建立鱼类线粒体全基因组数据库以满足不同研究的需求ꎬ即便

是出于成本的考虑只能构建单基因片段的数据库ꎬ那么也应该建立能够覆盖该目的基因全部序列的长片段
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ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｃｏｌｏｇｉｃａ.ｃｎ

ＤＮＡ 条形码数据库[２３]ꎮ 尽管拥有一个尽可能完善且精确的本土鱼类 ＤＮＡ 条形码数据库将能够极大地提高

ｅＤＮＡ 研究结果的精确性ꎬ但本土数据库同时也存在一个严重的缺陷———物种的覆盖度较低ꎬ这说明在研究

中如果仅使用本土数据库进行物种的分类注释ꎬ将无法检测到数据库中尚未涵盖的某些处于入侵早期的鱼类

物种信息[１４４]ꎬ从而也会对研究结果的精确性产生一定的影响ꎮ 因此ꎬ为了能够取得最佳的研究效果ꎬ在进行

高通量测序数据的物种分类注释时最好能够同时利用公共数据库与本土数据库ꎮ
４.３　 ｅＤＮＡ 被释放后生态学过程的探究

ｅＤＮＡ 的生态学过程(图 ３)主要包括 ｅＤＮＡ 在环境中的来源、状态、迁移以及最终的结局[１４６]ꎮ ｅＤＮＡ 的

生态是一系列物理、化学以及生物相互作用的过程ꎬ在此过程中影响 ｅＤＮＡ 监测结果精确性的因素主要包括

各类生物因素与非生物因素ꎮ

图 ３　 ｅＤＮＡ 的生态

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｅｃｏｌｏｇｙ ｏｆ ｅＤＮＡ

鱼类群落中种群数量的大小、所处的生活史阶段、新陈代谢状况、捕食者的存在以及各类洄游等均会影响

环境中可检测的 ｅＤＮＡ 信号强度[２３]ꎮ Ｍａｒｕｙａｍａ 等设计室内对照组实验研究发现由于代谢活动方面的差异ꎬ
幼鱼较成鱼有更高的 ｅＤＮＡ 释放率[１４７]ꎮ 然而ꎬ在自然水域中鱼类种群结构复杂且利用 ｅＤＮＡ 技术无法判别

种群结构信息ꎬ这将导致利用 ｅＤＮＡ 技术无法准确地推算鱼类种群的生物量ꎮ 此外ꎬＪｏ 等发现鱼类生物量的

大小也会影响 ｅＤＮＡ 的释放效率[１４８]ꎬ而鱼类的集群以及各种类型的洄游往往会导致鱼类种群生物量的骤增ꎬ
这也会对 ｅＤＮＡ 监测结果的精确性产生一定的干扰ꎮ 因此ꎬ为了能够使 ｅＤＮＡ 技术的监测结果更具说服力ꎬ
在后期的研究中加强鱼类 ｅＤＮＡ 释放速率方面的研究十分必要ꎮ

除上述生物因素外ꎬ环境中的非生物因素也会严重影响 ｅＤＮＡ 的监测结果ꎮ 据当前的研究表明ꎬ影响鱼

类 ｅＤＮＡ 监测效率的非生物因素主要包括水温、ｐＨ、紫外光照、盐度、浑浊度以及水文条件等ꎬ例如 Ｓｔｒｉｃｋｌｅｒ 等
探究了紫外光照、温度以及 ｐＨ 对 ｅＤＮＡ 在水体中存留时间的影响ꎬ并发现 ｅＤＮＡ 在黑暗、低温且偏碱性的水

环境中能够存留的时间更久[１５]ꎬ而 Ｄｉａｚ￣Ｆｅｒｇｕｓｏｎ 和 Ｍｏｙｅｒ 则发现水文条件的变化会影响 ｅＤＮＡ 在水环境中

的分布情况[１４９]ꎮ 尽管目前已有大量关于非生物因素对 ｅＤＮＡ 监测结果影响的方面的研究ꎬ但基本上是基于

室内控制实验且在实验设计中仅考虑了部分环境因子对 ｅＤＮＡ 生态的影响ꎬ这与自然水体中 ｅＤＮＡ 生态的真

实情况还存在一定的差距ꎮ 因此ꎬ探究所有对 ｅＤＮＡ 的生态有影响的非生物因子如何综合影响 ｅＤＮＡ 的研究

结果将是科研人员未来应该重点关注的方向ꎮ
针对上述 ｅＤＮＡ 在环境中的生态学过程会对研究结果精确性产生影响这一问题ꎬ作者建议在后期的研究
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中应充分发挥多学科交叉融合研究的作用ꎬ综合运用各种生态学以及水文学模型进一步阐明 ｅＤＮＡ 的生态学

过程ꎮ 此外ꎬ研究人员在具体的研究中应充分考虑 ｅＤＮＡ 的生态学过程可能会对研究结果所带来的影响ꎬ并
在前期的实验方案设计与后期的实验结果解释时将其纳入[１３６ꎬ１４６]ꎬ从而将 ｅＤＮＡ 的生态学过程对研究结果精

确性的影响降至最低ꎮ

５　 总结及前景展望

自 ｅＤＮＡ 技术被引入水生生态系统的研究领域以来ꎬ经过十多年的发展其已经成为了一种强有力的鱼类

资源调查手段ꎮ 目前ꎬｅＤＮＡ 技术已经在物种监测、鱼类多样性监测、生物量评估以及鱼类繁殖活动监测等方

面得到了广泛的应用且表现出极大的潜力ꎮ 同时ꎬ相较于传统的鱼类监测方法而言ꎬｅＤＮＡ 技术在监测效率、
时间与经济成本以及对生态系统的干扰等方面更具优势ꎮ 然而ꎬ由于 ｅＤＮＡ 技术在操作流程上的不规范、物
种注释参考数据库的不完善以及 ｅＤＮＡ 被释放进入环境之后生态学过程的不明确等原因ꎬ科研人员在应用

ｅＤＮＡ 技术进行鱼类监测时所得研究结果的精确性将会受到一定的影响ꎮ 因此ꎬ未来要想使 ｅＤＮＡ 技术能够

成为一种替代传统方法的常规化鱼类监测手段还需要克服很多困难ꎮ
在本文中ꎬ综述了 ｅＤＮＡ 技术在鱼类生态学研究领域中的应用现状ꎬ同时对 ｅＤＮＡ 在具体应用中所面临

的问题与挑战做了相关总结ꎬ并提出了相应的解决方案ꎮ 最终ꎬ通过对 ｅＤＮＡ 技术在鱼类生态学研究领域中

相关文献的梳理可发现ꎬ在未来的研究中要想使 ｅＤＮＡ 调查得出的结果具有更高的可信度ꎬ科研人员应聚焦

于以下几个方面:(１)不断完善鱼类 ｍｔＤＮＡ １２ｓ ｒＲＮＡ 基因数据库的构建ꎮ 当前利用 ｅＤＮＡ 技术进行鱼类生

态学的研究中ꎬ业内普遍认为以 １２ｓ ｒＲＮＡ 基因作为目的基因能够获得的物种鉴别效果最佳ꎬ而在全球范围内

该基因的条形码数据库极度匮乏ꎬ严重影响了高通量测序数据物种注释结果的精确性ꎮ 因此ꎬ未来亟需构建

全球各地的本土鱼类 １２ｓ ｒＲＮＡ 基因参考数据库ꎮ (２)阐明 ｅＤＮＡ 的生态学过程ꎮ ｅＤＮＡ 的生态学过程一直

以来都是影响 ｅＤＮＡ 监测结果精确性的重要原因之一ꎬ尽管当前已有大量科研人员在该方面做了许多工作ꎬ
但尚无明确的定论ꎬ未来应考虑多学科交叉并结合各种水文学以及生态学模型全面综合的考虑各种影响

ｅＤＮＡ 生态过程的生物与非生物因素ꎬ进一步阐明 ｅＤＮＡ 在不同生态系统中的生态学过程ꎮ (３)开发鱼类

ｅＤＮＡ 研究的生物信息学分析流程ꎮ 当前用来分析鱼类 ｅＤＮＡ 宏条形码测序数据的主流软件最初大多是专门

针对微生物研究而开发的ꎬ且不同的软件在算法上存在一定的差异ꎬ从而会在一定程度上影响最终的分析结

果ꎮ 因此ꎬ未来科研人员应开发一套专门针对鱼类 ｅＤＮＡ 研究的生物信息学分析流程ꎬ尽可能的降低不同研

究中测序数据在分析过程中因算法导致的差异ꎮ (４)不断开发新技术ꎬ早日实现 ｅＤＮＡ 监测自动化ꎮ 近年来

关于 ｅＤＮＡ 采样的各种新型设备层出不穷ꎬ甚至某些在线监测设备已经被投入使用ꎬ但上述有关设备在许多

方面仍不完善ꎬ得到的监测结果并不具备很强的说服力ꎮ 科研人员未来可加强在监测设备开发方面的研究ꎬ
争取早日开发出能够放置在各种水生生态系统中自动监测并上传鱼类生态学数据的仪器设备ꎬ以实现鱼类

ｅＤＮＡ 监测的自动化ꎮ
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ｓｅａｗａｔｅｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ２０２２ꎬ ２２(１): ５６￣６５.

[３４] 　 Ｇｏｌｄ Ｚꎬ Ｗａｌｌ Ａ Ｒꎬ Ｃｕｒｄ Ｅ Ｅꎬ Ｋｅｌｌｙ Ｒ Ｐꎬ Ｐｅｎｔｃｈｅｆｆ Ｎ Ｄꎬ Ｒｉｐｍａ Ｌꎬ Ｂａｒｂｅｒ Ｐ Ｈꎬ Ｗｅｔｚｅｒ Ｒ. ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｂｉｏａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ
ｆａｉｒｙ ｓｈｒｉｍｐ (Ｂｒａｎｃｈｉｎｅｃｔａ ｓｐｐ.) . Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ２０２０ꎬ １２(４): ６８５￣６９０.

[３５] 　 Ｌｉ Ｍꎬ Ｓｈａｎ Ｘ Ｊꎬ Ｗａｎｇ Ｗ Ｊꎬ Ｄｉｎｇ Ｘ Ｓꎬ Ｄａｉ Ｆ Ｑꎬ Ｌｖ Ｄꎬ Ｗｕ Ｈ Ｈ. Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｅＤＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ: ａ ｃａｓｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ
Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｂｏｈａｉ Ｓｅａ. Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓꎬ ２０２０ꎬ ５(３): １４８￣１５５.

[３６] 　 Ｍａｇｇｉｏｎｉ Ｄꎬ Ａｓｓａｎｄｒｉ Ｇꎬ Ｒａｍａｚｚｏｔｔｉ Ｆꎬ Ｍａｇｎａｎｉ Ｄꎬ Ｐｅｌｌｅｇｒｉｎｏ Ｉꎬ Ｖａｌｓｅｃｃｈｉ Ｅꎬ Ｇａｌｉｍｂｅｒｔｉ Ａ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ａｔ ｔｗｏ ｍｔＤＮＡ ＣＯＩ
ｒｅｇｉｏｎｓ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｉｍｐｌｙ ｍｉｓｍａｔｃｈｅｓ ｉｎ Ｏｄｏｎａｔａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓ. Ｔｈｅ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｚｏｏｌｏｇｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０２１ꎬ ８８(１): ４２５￣４３５.

[３７] 　 Ｓｃｈｍｉｄｔ Ｋ Ｊꎬ Ｓｏｌｕｋ Ｄ Ａꎬ Ｍａｅｓｔａｓ Ｓ Ｅ Ｍꎬ Ｂｒｉｔｔｅｎ Ｈ Ｂ. Ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ａｎｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ａｎ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ ｄｒａｇｏｎｆｌｙ.
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０２１ꎬ １１: １８９８７.

[３８] 　 Ａｌｄｅｇｕｅｒ￣Ｒｉｑｕｅｌｍｅ Ｂꎬ Ｒａｍｏｓ￣Ｂａｒｂｅｒｏ Ｍ Ｄꎬ Ｓａｎｔｏｓ Ｆꎬ Ａｎｔóｎ Ｊ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ＤＮＡ ｈａｒｂｏｕｒｓ ｍｅａｎｉｎｇｆｕｌ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０２１ꎬ ２３(５): ２６６９￣２６８２.

[３９] 　 Ｂａｌａｓｕｂｒａｍａｎｉａｎ Ｖ Ｋꎬ Ｊｏｓｅｐｈ Ｍａｒａｎ Ｍ Ｉꎬ Ｒａｍｔｅｋｅ Ｄꎬ Ｖｉｊａｙｋｕｍａｒ Ｄ Ｓꎬ Ｋｏｔｔａｒａｔｈａｉｌ Ｒａｊｅｎｄｒａｎ Ａꎬ Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ Ｐꎬ Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ Ｒ.
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｒｅｖｅａｌｓ ａｑｕａｔｉｃ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ａｎ ｕｒｂａｎ ｂａｃｋｗａｔｅｒ ａｒｅａꎬ ｓｏｕｔｈｅａｓｔ ｃｏａｓｔ ｏｆ Ｉｎｄｉａ. Ｍａｒｉｎｅ Ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｌｌｅｔｉｎꎬ ２０２１ꎬ
１７１: １１２７８６.

[４０] 　 Ｈａｎžｅｋ Ｎꎬ Ｇｌｉｇｏｒａ Ｕｄｏｖｉｃ̌ Ｍꎬ Ｋａｊａｎ Ｋꎬ Ｂｏｒｉｃｓ Ｇꎬ Ｖáｒｂíｒó Ｇꎬ Ｓｔｏｅｃｋ Ｔꎬ Žｕｔｉｎｉｃ′ Ｐꎬ Ｏｒｌｉｃ′ Ｓꎬ Ｓｔａｎｋｏｖｉｃ′ Ｉ. Ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ ｋａｒｓｔｉｃ
ｌａｋｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｐｐｒｏａｃｈ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ. Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓꎬ ２０２１ꎬ １３１: １０８１６６.

[４１] 　 Ｓｕｔｅｒ Ｌꎬ Ｐｏｌａｎｏｗｓｋｉ Ａ Ｍꎬ Ｃｌａｒｋｅ Ｌ Ｊꎬ Ｋｉｔｃｈｅｎｅｒ Ｊ Ａꎬ Ｄｅａｇｌｅ Ｂ Ｅ. Ｃａｐｔｕｒｉｎｇ ｏｐｅｎ ｏｃｅａｎ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ: ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ
ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｐｌａｎｋｔｏｎ ｒｅｃｏｒｄｅｒ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０２１ꎬ ３０(１３): ３１４０￣３１５７.

[４２] 　 Ｘｉｅ Ｒ Ｌꎬ Ｚｈａｏ Ｇ Ｆꎬ Ｙａｎｇ Ｊ Ｈꎬ Ｗａｎｇ Ｚ Ｈꎬ Ｘｕ Ｙ Ｐꎬ Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｗꎬ Ｗａｎｇ Ｚ Ｊ. ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ａｑｕａｔｉｃ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ａ ｄｙｎａｍｉｃ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍ ｓｈａｐｅｄ ｂｙ ｈａｂｉｔａｔ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０２１ꎬ ２０１: １１１６０２.

[４３] 　 Ｃａｒｖａｌｈｏ Ｃ Ｓꎬ Ｄｅ Ｏｌｉｖｅｉｒａ Ｍ Ｅꎬ Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ￣Ｃａｓｔｒｏ Ｋ Ｇꎬ Ｓａｒａｎｈｏｌｉ Ｂ Ｈꎬ Ｇａｌｅｔｔｉ Ｐ Ｍ Ｊｒ. Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｅＤＮＡ ａｎｄ ｉＤＮＡ ｉｎ ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｉｔｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ２０２２ꎬ ２２(４): １２６２￣１２７３.

[４４] 　 Ｇａｒｇａｎ Ｌ Ｍꎬ Ｂｒｏｏｋｓ Ｐ Ｒꎬ Ｖｙｅ Ｓ Ｒꎬ Ｉｒｏｎｓｉｄｅ Ｊ Ｅꎬ Ｊｅｎｋｉｎｓ Ｓ Ｒꎬ Ｃｒｏｗｅ Ｔ Ｐꎬ Ｃａｒｌｓｓｏｎ Ｊ. Ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ａｎｄ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｒｉｎｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｎｏｎ￣ｎａｔｉｖｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｖａｓｉｏｎｓꎬ ２０２２ꎬ ２４
(３): ６３５￣６４８.

[４５] 　 Ｒｅｅｓ Ｈ Ｃꎬ Ｍａｄｄｉｓｏｎ Ｂ Ｃꎬ Ｍｉｄｄｌｅｄｉｔｃｈ Ｄ Ｊꎬ Ｐａｔｍｏｒｅ Ｊ Ｒ Ｍꎬ Ｇｏｕｇｈ Ｋ Ｃ. ＲＥＶＩＥＷ: Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｑｕａｔｉｃ ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ＤＮＡ:ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｅＤＮＡ ａｓ ａ ｓｕｒｖｅｙ ｔｏｏｌ ｉｎ ｅｃｏｌｏｇｙ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ ５１(５): １４５０￣１４５９.

[４６] 　 Ｄｅｉｎｅｒ Ｋꎬ Ｗａｌｓｅｒ Ｊ Ｃꎬ Ｍäｃｈｌｅｒ Ｅꎬ Ａｌｔｅｒｍａｔｔ Ｆ. Ｃｈｏｉｃｅ ｏｆ ｃａｐｔｕｒｅ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｆｆｅｃｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｆｒｏｍ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ ２０１５ꎬ １８３: ５３￣６３.

[４７] 　 Ｔｈｏｍｓｅｎ Ｐ Ｆꎬ Ｋｉｅｌｇａｓｔ Ｊꎬ Ｉｖｅｒｓｅｎ Ｌ Ｌꎬ Ｍøｌｌｅｒ Ｐ Ｒꎬ Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ Ｍꎬ Ｗｉｌｌｅｒｓｌｅｖ Ｅ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｄｉｖｅｒｓｅ ｍａｒｉｎｅ ｆｉｓｈ ｆａｕｎａ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ
ｆｒｏｍ ｓｅａｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１２ꎬ ７(８): ｅ４１７３２.

[４８] 　 李苗ꎬ 单秀娟ꎬ 王伟继ꎬ 吕丁ꎬ 戴芳群ꎬ 丁小松ꎬ 吴欢欢. 中国对虾生物量评估的环境 ＤＮＡ 检测技术的建立及优化. 渔业科学进展ꎬ
２０１９ꎬ ４０(１): １２￣１９.

[４９] 　 Ｐａｗｌｏｗｓｋｉ Ｊꎬ Ｂｒｕｃｅ Ｋꎬ Ｐａｎｋｓｅｐ Ｋꎬ Ａｇｕｉｒｒｅ Ｆ Ｉꎬ Ａｍａｌｆｉｔａｎｏ Ｓꎬ Ａｐｏｔｈéｌｏｚ￣Ｐｅｒｒｅｔ￣Ｇｅｎｔｉｌ Ｌꎬ Ｂａｕｓｓａｎｔ Ｔꎬ Ｂｏｕｃｈｅｚ Ａꎬ Ｃａｒｕｇａｔｉ Ｌꎬ Ｃｅｒｍａｋｏｖａ Ｋꎬ
Ｃｏｒｄｉｅｒ Ｔꎬ Ｃｏｒｉｎａｌｄｅｓｉ Ｃꎬ Ｃｏｓｔａ Ｆ Ｏꎬ Ｄａｎｏｖａｒｏ Ｒꎬ Ｄｅｌｌ′ａｎｎｏ Ａꎬ Ｄｕａｒｔｅ Ｓꎬ Ｅｉｓｅｎｄｌｅ Ｕꎬ Ｆｅｒｒａｒｉ Ｂ Ｊ Ｄꎬ Ｆｒｏｎｔａｌｉｎｉ Ｆꎬ Ｆｒüｈｅ Ｌꎬ Ｈａｅｇｅｒｂａｅｕｍｅｒ Ａꎬ
Ｋｉｓａｎｄ Ｖꎬ Ｋｒｏｌｉｃｋａ Ａꎬ Ｌａｎｚéｎ Ａꎬ Ｌｅｅｓｅ Ｆꎬ Ｌｅｊｚｅｒｏｗｉｃｚ Ｆꎬ Ｌｙａｕｔｅｙ Ｅꎬ Ｍａｃ̌ｅｋ Ｉꎬ Ｓａｇｏｖａ￣Ｍａｒｅｃ̌ｋｏｖá Ｍꎬ Ｐｅａｒｍａｎ Ｊ Ｋꎬ Ｐｏｃｈｏｎ Ｘꎬ Ｓｔｏｅｃｋ Ｔꎬ
Ｖｉｖｉｅｎ Ｒꎬ Ｗｅｉｇａｎｄ Ａꎬ Ｆａｚｉ Ｓ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｆｏｒ ｂｅｎｔｈｉｃ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ: ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ａｎｄ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｓｃｉｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｏｔａｌ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ ２０２２ꎬ ８１８: １５１７８３.

[５０] 　 Ｔｈｏｍｓｏｎ￣Ｌａｉｎｇ Ｇꎬ Ｈｏｗａｒｔｈ Ｊ Ｄꎬ Ｖａｎｄｅｒｇｏｅｓ Ｍ Ｊꎬ Ｗｏｏｄ Ｓ Ａ. Ｏｐｔｉｍｉｓｅｄ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｓｈ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ.
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Ｐｏｕｌｅｔ Ｎꎬ Ｒｏｓｅｔ Ｎꎬ Ｃｏｐｐ Ｇ Ｈꎬ Ｇｅｎｉｅｚ Ｐꎬ Ｐｏｎｔ Ｄꎬ Ａｒｇｉｌｌｉｅｒ Ｃꎬ Ｂａｕｄｏｉｎ Ｊ Ｍꎬ Ｐｅｒｏｕｘ Ｔꎬ Ｃｒｉｖｅｌｌｉ Ａ Ｊꎬ Ｏｌｉｖｉｅｒ Ａꎬ Ａｃｑｕｅｂｅｒｇｅ Ｍꎬ Ｌｅ Ｂｒｕｎ Ｍꎬ
Ｍøｌｌｅｒ Ｐ Ｒꎬ Ｗｉｌｌｅｒｓｌｅｖ Ｅꎬ Ｄｅｊｅａｎ Ｔ. Ｎｅｘｔ￣ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ａｑｕａｔｉｃ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ ２５(４): ９２９￣９４２.

[６８] 　 Ｔａｂｅｒｌｅｔ Ｐꎬ Ｂｏｎｉｎ Ａꎬ Ｚｉｎｇｅｒ Ｌꎬ Ｃｏｉｓｓａｃ Ｅ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ: ｆｏｒ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ. Ｆｉｒｓｔ ｅｄｉｔｉｏｎ.
[６９] 　 Ｂｙｌｅｍａｎｓ Ｊ. Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ｆｉｓｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｗｉｔｈ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ (ｅＤＮＡ) Ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ. Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃａｎｂｅｒｒａꎬ ２０１８.
[７０] 　 Ｋｉｔａｎｏ Ｔꎬ Ｕｍｅｔｓｕ Ｋꎬ Ｔｉａｎ Ｗꎬ Ｏｓａｗａ Ｍ. Ｔｗｏ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔｓ ｆｏｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｌｅｇａｌ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２００７ꎬ １２１(５): ４２３￣４２７.
[７１] 　 Ｓｈａｗ Ｊ Ｌ Ａꎬ Ｃｌａｒｋｅ Ｌ Ｊꎬ Ｗｅｄｄｅｒｂｕｒｎ Ｓ Ｄꎬ Ｂａｒｎｅｓ Ｔ Ｃꎬ Ｗｅｙｒｉｃｈ Ｌ Ｓꎬ Ｃｏｏｐｅｒ Ａ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ａｎｄ

ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｆｉｓｈ ｓｕｒｖｅｙ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ａ ｒｉｖｅｒ ｓｙｓｔｅｍ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ ２０１６ꎬ １９７: １３１￣１３８.
[７２] 　 Ｖｅｎｃｅｓ Ｍꎬ Ｌｙｒａ Ｍ Ｌꎬ Ｐｅｒｌ Ｒ Ｇ Ｂꎬ Ｂｌｅｔｚ Ｍ Ｃꎬ Ｓｔａｎｋｏｖｉｃ′ Ｄꎬ Ｌｏｐｅｓ Ｃ Ｍꎬ Ｊａｒｅｋ Ｍꎬ Ｂｈｕｊｕ Ｓꎬ Ｇｅｆｆｅｒｓ Ｒꎬ Ｈａｄｄａｄ Ｃ Ｆ Ｂꎬ Ｓｔｅｉｎｆａｒｔｚ Ｓ. Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ

ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｏｎ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ｐｌａｔｆｏｒｍｓ ｕｓｉｎｇ ｄｏｕｂｌｅ￣ｉｎｄｅｘｅｄ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ. Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ
Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ２０１６ꎬ ８(３): ３２３￣３２７.

[７３] 　 Ｓｔａｔ Ｍꎬ Ｊｏｈｎ Ｊꎬ ＤｉＢａｔｔｉｓｔａ Ｊ Ｄꎬ Ｎｅｗｍａｎ Ｓ Ｊꎬ Ｂｕｎｃｅ Ｍꎬ Ｈａｒｖｅｙ Ｅ Ｓ. Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｕｓｅ ｏｆ ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ａｎｄ ｖｉｄｅｏ ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｆｉｓｈ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ. Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１９ꎬ ３３(１): １９６￣２０５.

[７４] 　 Ｂａｌａｓｉｎｇｈａｍ Ｋ Ｄꎬ Ｗａｌｔｅｒ Ｒ Ｐꎬ Ｍａｎｄｒａｋ Ｎ Ｅꎬ Ｈｅａｔｈ Ｄ Ｄ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｒｅ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｆｉｓｈ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｔｗｏ Ｇｒｅａｔ Ｌａｋｅｓ
ｔｒｉｂｕｔａｒｉｅｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１８ꎬ ２７(１): １１２￣１２７.

[７５] 　 Ｋｏｃｈｅｒ Ｔ Ｄꎬ Ｔｈｏｍａｓ Ｗ Ｋꎬ Ｍｅｙｅｒ Ａꎬ Ｅｄｗａｒｄｓ Ｓ Ｖꎬ Ｐääｂｏ Ｓꎬ Ｖｉｌｌａｂｌａｎｃａ Ｆ Ｘꎬ Ｗｉｌｓｏｎ Ａ Ｃ. Ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ａｎｉｍａｌｓ:
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｐｒｉｍｅｒｓ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ １９８９ꎬ ８６
(１６): ６１９６￣６２００.

[７６] 　 Ｂｕｒｇｅｎｅｒ Ｍꎬ Ｈüｂｎｅｒ Ｐ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｆｏｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｚｅｉｔｓｃｈｒｉｆｔ ｆüｒ Ｌｅｂｅｎｓｍｉｔｔｅｌｕｎｔｅｒｓｕｃｈｕｎｇ
Ｕｎｄ￣Ｆｏｒｓｃｈｕｎｇ Ａꎬ １９９８ꎬ ２０７(４): ２６１￣２６３.

[７７] 　 Ｇｉｌｌｅｔ Ｂꎬ Ｃｏｔｔｅｔ Ｍꎬ Ｄｅｓｔａｎｑｕｅ Ｔꎬ Ｋｕｅ Ｋꎬ Ｄｅｓｃｌｏｕｘ Ｓꎬ Ｃｈａｎｕｄｅｔ Ｖꎬ Ｈｕｇｈｅｓ Ｓ. Ｄｉｒｅｃｔ ｆｉｓｈｉｎｇ ａｎｄ ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｆｏｒ ｂｉｏｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｄｕｒｉｎｇ ａ
３￣ｙｅａｒ ｓｕｒｖｅｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｉｓｈ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｒｏｕｎｄ ａ Ｓｏｕｔｈ Ｅａｓｔ Ａｓｉａｎ Ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１８ꎬ １３(１２): ｅ０２０８５９２.

[７８] 　 Ｔｈｏｍｓｅｎ Ｐ Ｆꎬ Ｋｉｅｌｇａｓｔ Ｊꎬ Ｉｖｅｒｓｅｎ Ｌ Ｌꎬ Ｗｉｕｆ Ｃꎬ Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ Ｍꎬ Ｇｉｌｂｅｒｔ Ｍ Ｔ Ｐꎬ Ｏｒｌａｎｄｏ Ｌꎬ Ｗｉｌｌｅｒｓｌｅｖ Ｅ. Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ
ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ ２１(１１): ２５６５￣２５７３.

[７９] 　 Ｄｅｉｎｅｒ Ｋꎬ Ｒｅｎｓｈａｗ Ｍ Ａꎬ Ｌｉ Ｙ Ｙꎬ Ｏｌｄｓ Ｂ Ｐꎬ Ｌｏｄｇｅ Ｄ Ｍꎬ Ｐｆｒｅｎｄｅｒ Ｍ Ｅ. Ｌｏｎｇ￣ｒａｎｇｅ ＰＣＲ ａｌｌｏｗｓ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅｓ ｆｒｏｍ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ. Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１７ꎬ ８(１２): １８８８￣１８９８.

４６９６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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[８０]　 Ｃｌａｒｋｅ Ｌ Ｊꎬ Ｓｕｔｅｒ Ｌꎬ Ｄｅａｇｌｅ Ｂ Ｅꎬ Ｐｏｌａｎｏｗｓｋｉ Ａ Ｍꎬ Ｔｅｒａｕｄｓ Ａꎬ Ｊｏｈｎｓｔｏｎｅ Ｇ Ｊꎬ Ｓｔａｒｋ Ｊ Ｓ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｆｏｒ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
ｍｅｔａｚｏａｎ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ Ａｎｔａｒｃｔｉｃ ｎｅａｒｓｈｏｒｅ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ. ＰｅｅｒＪꎬ ２０２１ꎬ ９: ｅ１２４５８.

[８１] 　 Ｃｈｒｉｓｔｉａｎｓｏｎ Ｌ Ｍꎬ Ｊｏｈｎｓｏｎ Ｓ Ｂꎬ Ｓｃｈｕｌｔｚ Ｄ Ｔꎬ Ｈａｄｄｏｃｋ Ｓ Ｈ Ｄ. Ｈｉｄｄｅｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｔｅｎｏｐｈｏｒａ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｎｅｗ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＣＯＩ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ２０２２ꎬ ２２(１): ２８３￣２９４.

[８２] 　 Ｏｓａｔｈａｎｕｎｋｕｌ Ｍꎬ Ｍｉｎａｍｏｔｏ Ｔ. Ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｕｒｖｅｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｅＤＮＡ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ａ ｃｌｏｗｎ ｆｅａｔｈｅｒｂａｃｋ (Ｃｈｉｔａｌａ ｏｒｎａｔａ) ｉｎ ａ ｃｏｎｆｉｎｅｄ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ. ＰｅｅｒＪꎬ ２０２０ꎬ ８: ｅ１０３３８.

[８３] 　 Ｓｏｈ Ｅ Ｙ Ｃꎬ Ｓｍｉｔｈ Ｆꎬ Ｇｉｍｅｎｅｚ Ｍ Ｒꎬ Ｙａｎｇ Ｌꎬ Ｖｅｊｂｏｒｇ Ｒ Ｍꎬ Ｆｌｅｔｃｈｅｒ Ｍꎬ Ｈａｌｌｉｄａｙ Ｎꎬ Ｂｌｅｖｅｓ Ｓꎬ Ｈｅｅｂ Ｓꎬ Ｃáｍａｒａ Ｍꎬ Ｇｉｖｓｋｏｖ Ｍꎬ Ｈａｒｄｉｅ Ｋ Ｒꎬ
Ｔｏｌｋｅｒ￣Ｎｉｅｌｓｅｎ Ｔꎬ Ｉｚｅ Ｂꎬ Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｐ. Ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ Ｔａｔ ｓｙｓｔｅｍ ｐｅｒｔｕｒｂｓ ＰＱＳ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｑｕｏｒｕｍ ｓｅｎｓｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｆｉｌｍ
ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｌａｃｋ ｏｆ ｔｈｅ Ｒｉｅｓｋｅ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｂｃ１ ｓｕｂ￣ｕｎｉｔ. ＰＬｏＳ Ｐａｔｈｏｇｅｎｓꎬ ２０２１ꎬ １７(８):ｅ１００９４２５.

[８４] 　 Ｐｏｌａｎｃｏ Ｆ Ａꎬ Ｍｕｔｉｓ Ｍａｒｔｉｎｅｚｇｕｅｒｒａ Ｍꎬ Ｍａｒｑｕｅｓ Ｖꎬ Ｖｉｌｌａ￣Ｎａｖａｒｒｏ Ｆꎬ Ｂｏｒｒｅｒｏ Ｐｅｒｅｚ Ｇ Ｈꎬ Ｃｈｅｕｔｉｎ Ｍ Ｃꎬ Ｄｅｊｅａｎ Ｔꎬ Ｈｏｃｄé Ｒꎬ Ｊｕｈｅｌ Ｊ Ｂꎬ Ｍａｉｒｅ Ｅ.
Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ａｑｕａｔｉｃ ａｎｄ ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ａ ｔｒｏｐｉｃａｌ ｅｓｔｕａｒｙ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ. Ｂｉｏｔｒｏｐｉｃａꎬ ２０２１ꎬ ５３(６): １６０６￣１６１９.

[８５] 　 Ｃｈａｒｖｏｚ Ｌꎬ Ａｐｏｔｈéｌｏｚ￣Ｐｅｒｒｅｔ￣Ｇｅｎｔｉｌ Ｌꎬ Ｒｅｏ Ｅꎬ Ｔｈｉéｂａｕｄ Ｊꎬ Ｐａｗｌｏｗｓｋｉ Ｊ. Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｎｅｗｔ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｕｒｂａｎ ａｒｅａ ｕｓｉｎｇ ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ.
ＰｅｅｒＪꎬ ２０２１ꎬ ９: ｅ１２３５７.

[８６] 　 Ｍｕｌｌｉｎ Ｋ Ｅꎬ Ｂａｒａｔａ Ｉ Ｍꎬ Ｄａｗｓｏｎ Ｊꎬ Ｏｒｏｚｃｏ￣ｔｅｒＷｅｎｇｅｌ Ｐ. Ｆｉｒｓｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅＤＮＡ ｆｒｏｍ ｔｒｅｅ ｈｏｌｅ ｗａｔｅｒ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｒｅｅ ｆｒｏｇｓ: ａ ｓｉｍｐｌｅ ｆｉｅｌｄ ｍｅｔｈｏｄ
ｐｉｌｏｔｅｄ ｉｎ Ｍａｄａｇａｓｃａｒ. Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ２０２２ꎬ １４(１): ９９￣１０７.

[８７] 　 Ｚｈａｎｇ Ｓꎬ Ｚｈａｏ Ｊ Ｄꎬ Ｙａｏ Ｍ. Ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｅＤＮＡ ｆｒｏｍ ｆｉｓｈ. Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０２０ꎬ １１(１２): １６０９￣１６２５.

[８８] 　 Ｓｈｕ Ｌꎬ Ｌｕｄｗｉｇ Ａꎬ Ｐｅｎｇ Ｚ Ｇ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｆｉｓｈ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ: ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ａｎｄ ｉｎ ｔａｎｋｓ.
Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０２１ꎬ １１(１２): ８２８１￣８２９４.

[８９] 　 Ｄｅｉｎｅｒ Ｋꎬ Ｂｉｋ Ｈ Ｍꎬ Ｍäｃｈｌｅｒ Ｅꎬ Ｓｅｙｍｏｕｒ Ｍꎬ Ｌａｃｏｕｒｓｉèｒｅ￣Ｒｏｕｓｓｅｌ Ａꎬ Ａｌｔｅｒｍａｔｔ Ｆꎬ Ｃｒｅｅｒ Ｓꎬ Ｂｉｓｔａ Ｉꎬ Ｌｏｄｇｅ Ｄ Ｍꎬ Ｄｅ Ｖｅｒｅ Ｎꎬ Ｐｆｒｅｎｄｅｒ Ｍ Ｅꎬ
Ｂｅｒｎａｔｃｈｅｚ Ｌ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ: Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｈｏｗ ｗｅ ｓｕｒｖｅｙ ａｎｉｍａｌ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１７ꎬ ２６(２１):
５８７２￣５８９５.

[９０] 　 Ｊｏ Ｔꎬ Ｍｕｒａｋａｍｉ Ｈꎬ Ｍａｓｕｄａ Ｒꎬ Ｓａｋａｔａ Ｍ Ｋꎬ Ｙａｍａｍｏｔｏ Ｓꎬ Ｍｉｎａｍｏｔｏ Ｔ. Ｒａｐｉｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｎｇｅｒ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｅｎａｂｌｅｓ ｔｈｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ
ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏｍａｓｓ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ２０１７ꎬ １７(６): ｅ２５￣ｅ３３.

[９１] 　 Ｒｉａｚ Ｔꎬ Ｓｈｅｈｚａｄ Ｗꎬ Ｖｉａｒｉ Ａꎬ Ｐｏｍｐａｎｏｎ Ｆꎬ Ｔａｂｅｒｌｅｔ Ｐꎬ Ｃｏｉｓｓａｃ Ｅ. ｅｃｏＰｒｉｍｅｒｓ: ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｎｅｗ ＤＮＡ ｂａｒｃｏｄｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｒｏｍ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１１ꎬ ３９(２１): ｅ１４５￣ｅ１４５.

[９２] 　 Ｂｙｌｅｍａｎｓ Ｊꎬ Ｇｌｅｅｓｏｎ Ｄ Ｍꎬ Ｈａｒｄｙ Ｃ Ｍꎬ Ｆｕｒｌａｎ Ｅ. Ｔｏｗａｒｄ ａｎ ｅｃｏｒｅｇｉｏｎ ｓｃａｌｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒｓ: ａ ｃａｓｅ ｓｔｕｄｙ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｆｉｓｈ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｕｒｒａｙ – Ｄａｒｌｉｎｇ Ｂａｓｉｎ (Ａｕｓｔｒａｌｉａ) . Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１８ꎬ ８(１７): ８６９７￣８７１２.

[９３] 　 Ｃｏｌｌｉｎｓ Ｒ Ａꎬ Ｂａｋｋｅｒ Ｊꎬ Ｗａｎｇｅｎｓｔｅｅｎ Ｏ Ｓꎬ Ｓｏｔｏ Ａ Ｚꎬ Ｃｏｒｒｉｇａｎ Ｌꎬ Ｓｉｍｓ Ｄ Ｗꎬ Ｇｅｎｎｅｒ Ｍ Ｊꎬ Ｍａｒｉａｎｉ Ｓ. Ｎｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｏｍｐｒｏｍｉｓｅｓ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ＣＯＩ. Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１９ꎬ １０(１１): １９８５￣２００１.

[９４] 　 Ｈäｎｆｌｉｎｇ Ｂꎬ Ｌａｗｓｏｎ Ｈａｎｄｌｅｙ Ｌꎬ Ｒｅａｄ Ｄ Ｓꎬ Ｈａｈｎ Ｃꎬ Ｌｉ Ｊ Ｌꎬ Ｎｉｃｈｏｌｓ Ｐꎬ Ｂｌａｃｋｍａｎ Ｒ Ｃꎬ Ｏｌｉｖｅｒ Ａꎬ Ｗｉｎｆｉｅｌｄ Ｉ Ｊ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ
ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｏｆ ｌａｋｅ ｆｉｓｈ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｒｅｆｌｅｃｔｓ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｄａｔａ ｆｒｏｍ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｓｕｒｖｅｙ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ ２５(１３): ３１０１￣３１１９.

[９５] 　 Ｂａｎｅｒｊｉ Ａꎬ Ｂａｇｌｅｙ Ｍꎬ Ｅｌｋ Ｍꎬ Ｐｉｌｇｒｉｍ Ｅꎬ Ｍａｒｔｉｎｓｏｎ Ｊꎬ Ｄｏｍｉｎｇｏ Ｊ Ｓ. Ｓｐａｔｉａｌ ａｎｄ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ａ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｐｌａｎｋｔｏｎ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ｒｅｖｅａｌｅｄ ｖｉａ １８Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ. Ｈｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｉａꎬ ２０１８ꎬ ８１８(１): ７１￣８６.

[９６] 　 Ｖａｌｄｅｚ￣Ｍｏｒｅｎｏ Ｍꎬ Ｉｖａｎｏｖａ Ｎ Ｖꎬ Ｅｌíａｓ￣Ｇｕｔｉéｒｒｅｚ Ｍꎬ Ｐｅｄｅｒｓｅｎ Ｓ Ｌꎬ Ｂｅｓｓｏｎｏｖ Ｋꎬ Ｈｅｂｅｒｔ Ｐ Ｄ Ｎ. Ｕｓｉｎｇ ｅＤＮＡ ｔｏ ｂｉｏｍｏｎｉｔｏｒ ｔｈｅ ｆｉｓｈ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ａ
ｔｒｏｐｉｃａｌ ｏｌｉｇｏｔｒｏｐｈｉｃ ｌａｋｅ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１９ꎬ １４(４): ｅ０２１５５０５.

[９７] 　 Ｓｃｈｌｏｓｓ Ｐ Ｄꎬ Ｗｅｓｔｃｏｔｔ Ｓ Ｌꎬ Ｒｙａｂｉｎ Ｔꎬ Ｈａｌｌ Ｊ Ｒꎬ Ｈａｒｔｍａｎｎ Ｍꎬ Ｈｏｌｌｉｓｔｅｒ Ｅ Ｂꎬ Ｌｅｓｎｉｅｗｓｋｉ Ｒ Ａꎬ Ｏａｋｌｅｙ Ｂ Ｂꎬ Ｐａｒｋｓ Ｄ Ｈꎬ Ｒｏｂｉｎｓｏｎ Ｃ Ｊꎬ Ｓａｈｌ Ｊ Ｗꎬ
Ｓｔｒｅｓ Ｂꎬ Ｔｈａｌｌｉｎｇｅｒ Ｇ Ｇꎬ Ｖａｎ Ｈｏｒｎ Ｄ Ｊꎬ Ｗｅｂｅｒ Ｃ Ｆ. Ｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇ ｍｏｔｈｕｒ: ｏｐｅｎ￣ｓｏｕｒｃｅꎬ ｐｌａｔｆｏｒｍ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔꎬ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ￣ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｆｏｒ
ｄｅｓｃｒｉｂｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ７５(２３): ７５３７￣７５４１.

[９８] 　 Ｅｄｇａｒ Ｒ Ｃ. Ｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｏｒｄｅｒｓ ｏｆ ｍａｇｎｉｔｕｄｅ ｆａｓｔｅｒ ｔｈａｎ ＢＬＡＳＴ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ ２０１０ꎬ ２６(１９): ２４６０￣２４６１.
[９９] 　 Ｒｏｇｎｅｓ Ｔꎬ Ｆｌｏｕｒｉ Ｔꎬ Ｎｉｃｈｏｌｓ Ｂꎬ Ｑｕｉｎｃｅ Ｃꎬ Ｍａｈé Ｆ. ＶＳＥＡＲＣＨ: ａ ｖｅｒｓａｔｉｌｅ ｏｐｅｎ ｓｏｕｒｃｅ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ. ＰｅｅｒＪꎬ ２０１６ꎬ ４: ｅ２５８４.
[１００] 　 Ｋａｌｙｕｚｈｎａｙａ Ｍ Ｇꎬ Ｌａｐｉｄｕｓ Ａꎬ Ｉｖａｎｏｖａ Ｎꎬ Ｃｏｐｅｌａｎｄ Ａ Ｃꎬ ＭｃＨａｒｄｙ Ａ Ｃꎬ Ｓｚｅｔｏ Ｅꎬ Ｓａｌａｍｏｖ Ａꎬ Ｇｒｉｇｏｒｉｅｖ Ｉ Ｖꎬ Ｓｕｃｉｕ Ｄꎬ Ｌｅｖｉｎｅ Ｓ Ｒꎬ Ｍａｒｋｏｗｉｔｚ

Ｖ Ｍꎬ Ｒｉｇｏｕｔｓｏｓ Ｉꎬ Ｔｒｉｎｇｅ Ｓ Ｇꎬ Ｂｒｕｃｅ Ｄ Ｃꎬ Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ Ｐ Ｍꎬ Ｌｉｄｓｔｒｏｍ Ｍ Ｅꎬ Ｃｈｉｓｔｏｓｅｒｄｏｖａ Ｌ. Ｈｉｇｈ￣ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ ｔａｒｇｅｔｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｔｙｐｅｓ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ. Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ ２６(９): １０２９￣１０３４.

[１０１] 　 Ｋｕｃｚｙｎｓｋｉ Ｊꎬ Ｓｔｏｍｂａｕｇｈ Ｊꎬ Ｗａｌｔｅｒｓ Ｗ Ａꎬ Ｇｏｎｚáｌｅｚ Ａꎬ Ｃａｐｏｒａｓｏ Ｊ Ｇꎬ Ｋｎｉｇｈｔ Ｒ. Ｕｓｉｎｇ ＱＩＩＭＥ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ. Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ ２７(１): １￣３０.

[１０２] 　 Ｆｕｎｇ Ｃꎬ Ｒｕｓｌｉｎｇ Ｍꎬ Ｌａｍｐｅｔｅｒ Ｔꎬ Ｌｏｖｅ Ｃꎬ Ｋａｒｉｍ Ａꎬ Ｂｏｎｇｉｏｒｎｏ Ｃꎬ Ｙｕａｎ Ｌ Ｌ. Ａｕｔｏｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＱＩＩＭＥ２ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｌａｔｆｏｒｍ. Ｃｕｒｒｅｎｔ
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓꎬ ２０２１ꎬ １(９): ｅ２５４.

[１０３] 　 Ｓａｔｏ Ｙꎬ Ｍｉｙａ Ｍꎬ Ｆｕｋｕｎａｇａ Ｔꎬ Ｓａｄｏ Ｔꎬ Ｉｗａｓａｋｉ Ｗ. ＭｉｔｏＦｉｓｈ ａｎｄ ＭｉＦｉｓｈ ｐｉｐｅｌｉｎｅ: ａ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ ｆｉｓｈ ｗｉｔｈ ａｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｐｉｐｅｌｉｎｅ ｆｏｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１８ꎬ ３５(６): １５５３￣１５５５.

[１０４] 　 Ｙａｏ Ｍꎬ Ｚｈａｎｇ Ｓꎬ Ｌｕ Ｑꎬ Ｃｈｅｎ Ｘ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ Ｓ￣Ｙꎬ Ｋｏｎｇ Ｙ Ｑꎬ Ｚｈａｏ Ｊ Ｄ. Ｆｉｓｈｉｎｇ ｆｏｒ ｆｉｓｈ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ: ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓꎬ
ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓꎬ ｓｕｒｖｅｙｉｎｇ ｄｅｓｉｇｎｓꎬ ａｎｄ ｗａｙｓ ｆｏｒｗａｒｄ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０２２ꎬ ３１(２０): ５１３２￣５１６４.

５６９６　 １７ 期 　 　 　 李苗　 等:环境 ＤＮＡ 技术在鱼类生态学中的应用研究进展 　



ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｃｏｌｏｇｉｃａ.ｃｎ

[１０５] 　 Ｐｌｏｕｇｈ Ｌ Ｖꎬ Ｏｇｂｕｒｎ Ｍ Ｂꎬ Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ Ｃ Ｌꎬ Ｇｅｒａｎｉｏ Ｒꎬ Ｍａｒａｆｉｎｏ Ｇ Ａꎬ Ｒｉｃｈｉｅ Ｋ Ｄ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｉｖｅｒ ｈｅｒｒｉｎｇ ｉｎ Ｃｈｅｓａｐｅａｋｅ
Ｂａｙ: ａ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｔｈｒｅａｔｅｎｅｄ ｋｅｙｓｔｏｎｅ ｓｐｅｃｉｅｓ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１８ꎬ １３(１１): ｅ０２０５５７８.

[１０６] 　 Ｄｅｊｅａｎ Ｔꎬ Ｖａｌｅｎｔｉｎｉ Ａꎬ Ｄｕｐａｒｃ Ａꎬ Ｐｅｌｌｉｅｒ￣Ｃｕｉｔ Ｓꎬ Ｐｏｍｐａｎｏｎ Ｆꎬ Ｔａｂｅｒｌｅｔ Ｐꎬ Ｍｉａｕｄ Ｃ. Ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｉｎ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ
ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１１ꎬ ６(８): ｅ２３３９８.

[１０７] 　 单秀娟ꎬ 李苗ꎬ 王伟继. 环境 ＤＮＡ(ｅＤＮＡ)技术在水生生态系统中的应用研究进展. 渔业科学进展ꎬ ２０１８ꎬ ３９(３): ２３￣２９.
[１０８] 　 Ｓｅｐｕｌｖｅｄａ Ａ Ｊꎬ Ｎｅｌｓｏｎ Ｎ Ｍꎬ Ｊｅｒｄｅ Ｃ Ｌꎬ Ｌｕｉｋａｒｔ Ｇ. Ａｒｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔｈｏｄｓ ｒｅａｄｙ ｆｏｒ ａｑｕａｔｉｃ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ? Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ

Ｅｃｏｌｏｇｙ ＆ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０２０ꎬ ３５(８): ６６８￣６７８.
[１０９] 　 Ｂｏｎｆｉｌ Ｒꎬ Ｐａｌａｃｉｏｓ￣Ｂａｒｒｅｔｏ Ｐꎬ Ｖａｒｇａｓ Ｏ Ｕ Ｍꎬ Ｒｉｃａñｏ￣Ｓｏｒｉａｎｏ Ｍꎬ Ｄíａｚ￣Ｊａｉｍｅｓ Ｐ. Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｔｏ: ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｉｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ ｍａｒｉｎｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

ｗｉｔｈ ｄｗｉｎｄｌｉｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｕｓｉｎｇ ｅＤＮＡ ｇｉｖｅｓ ｈｏｐｅ ｆｏｒ ｓａｗｆｉｓｈｅｓ. Ｍａｒｉｎｅ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０２１ꎬ １６８(５): ６０.
[１１０] 　 Ｂｕｒｇｏａ Ｃａｒｄáｓ Ｊꎬ Ｄｅｃｏｎｉｎｃｋ Ｄꎬ Ｍáｒｑｕｅｚ Ｉꎬ Ｐｅóｎ Ｔｏｒｒｅ Ｐꎬ Ｇａｒｃｉａ￣Ｖａｚｑｕｅｚ Ｅꎬ Ｍａｃｈａｄｏ￣Ｓｃｈｉａｆｆｉｎｏ Ｇ. Ｎｅｗ ｅＤＮＡ ｂａｓｅｄ ｔｏｏｌ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ

ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ Ｅｕｒｏｐｅａｎ ｅｅｌ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ ２０２０ꎬ ２５０: １０８７５０.
[１１１] 　 Ｂｕｄｄ Ａ Ｍꎬ Ｃｏｏｐｅｒ Ｍ Ｋꎬ Ｌｅ Ｐｏｒｔ Ａ Ｌꎬ Ｓｃｈｉｌｓ Ｔꎬ Ｍｉｌｌｓ Ｍ Ｓꎬ Ｄｅｉｎｈａｒｔ Ｍ Ｅꎬ Ｈｕｅｒｌｉｍａｎｎ Ｒꎬ Ｓｔｒｕｇｎｅｌｌ Ｊ Ｍ. Ｆｉｒｓｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｉｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ

ｓｃａｌｌｏｐｅｄ ｈａｍｍｅｒｈｅａｄ ｓｈａｒｋｓ (Ｓｐｈｙｒｎａ ｌｅｗｉｎｉ) ｉｎ Ｇｕａｍꎬ Ｍｉｃｒｏｎｅｓｉａꎬ ｉｎ ｆｉｖｅ ｄｅｃａｄｅｓ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ. Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓꎬ ２０２１ꎬ
１２７: １０７６４９.

[１１２] 　 Ｔａｋａｈａｒａ Ｔꎬ Ｍｉｎａｍｏｔｏ Ｔꎬ Ｙａｍａｎａｋａ Ｈꎬ Ｄｏｉ Ｈꎬ Ｋａｗａｂａｔａ Ｚ Ｉ. Ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｓｈ ｂｉｏｍａｓｓ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１２ꎬ ７
(４): ｅ３５８６８.

[１１３] 　 Ｊａｍｉｅｓｏｎ Ｉ Ｇꎬ Ａｌｌｅｎｄｏｒｆ Ｆ Ｗ. Ｈｏｗ ｄｏｅｓ ｔｈｅ ５０ / ５００ ｒｕｌｅ ａｐｐｌｙ ｔｏ ＭＶＰｓ? Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｙ ＆ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１２ꎬ ２７(１０): ５７８￣５８４.
[１１４] 　 Ｂｅｇｏｎ Ｍꎬ Ｔｏｗｎｓｅｎｄ Ｃ Ｒ. Ｅｃｏｌｏｇｙ: ｆｒｏｍ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｔｏ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ. Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ ＆ Ｓｏｎｓꎬ ２０２０.
[１１５] 　 Ｌｕｉｋａｒｔ Ｇꎬ Ｒｙｍａｎ Ｎꎬ Ｔａｌｌｍｏｎ Ｄ Ａꎬ Ｓｃｈｗａｒｔｚ Ｍ Ｋꎬ Ａｌｌｅｎｄｏｒｆ Ｆ Ｗ. Ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｎｓｕｓ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｚｅｓ: ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｕｓｅｆｕｌｎｅｓｓ

ｏｆ ＤＮＡ￣ｂａｓｅｄ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ. Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０１０ꎬ １１(２): ３５５￣３７３.
[１１６] 　 Ｉｍｍｅｌｌ Ｄꎬ Ａｎｔｈｏｎｙ Ｒ Ｇ. Ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｂｅａｒ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｕｓｉｎｇ ａ ｄｉｓｃｒｅｔｅ ＤＮＡ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄｅｖｉｃｅ. Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｗｉｌｄｌｉｆｅ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔꎬ ２００８ꎬ

７２(１): ３２４￣３３０.
[１１７] 　 Ｋｒｅｂｓ Ｃ. Ｅｃｏｌｏｇｙ: ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅꎬ Ｈａｒｐｅｒ ＆ Ｒｏｗꎬ １９７３.
[１１８] 　 Ｓｃｈｗａｒｚ Ｃ Ｊꎬ Ｓｅｂｅｒ Ｇ Ａ Ｆ. Ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ ａｎｉｍａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ: ｒｅｖｉｅｗ ＩＩＩ. Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ １９９９ꎬ １４(４): ４２７￣４５６.
[１１９] 　 Ｙａｔｅｓ Ｍ Ｃꎬ Ｇｌａｓｅｒ Ｄ Ｍꎬ Ｐｏｓｔ Ｊ Ｒꎬ Ｃｒｉｓｔｅｓｃｕ Ｍ Ｅꎬ Ｆｒａｓｅｒ Ｄ Ｊꎬ Ｄｅｒｒｙ Ａ Ｍ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅＤＮＡ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｒｇａｎｉｓｍ

ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ ｎａｔｕｒｅ ｉｓ ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｅｄ ｂｙ ａｌｌｏｍｅｔｒｉｃ ｓｃａｌｉｎｇ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０２１ꎬ ３０(１３): ３０６８￣３０８２.
[１２０] 　 Ｙａｔｅｓ Ｍ Ｃꎬ Ｂｅｒｎｏｓ Ｔ Ａꎬ Ｆｒａｓｅｒ Ｄ Ｊ. Ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ ｃｅｎｓｕｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｚｅ ｆｒｏｍ ｇｅｎｅｔｉｃ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｚｅ (ｏｒ ｖｉｃｅ ｖｅｒｓａ) ｉｎ ｔｈｒｅｅ

ｆｉｓｈｅｓ. Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ２０１７ꎬ １０(９): ９３５￣９４５.
[１２１] 　 Ｍｉｚｕｍｏｔｏ Ｈꎬ Ｕｒａｂｅ Ｈꎬ Ｋａｎｂｅ Ｔꎬ Ｆｕｋｕｓｈｉｍａ Ｍꎬ Ａｒａｋｉ Ｈ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｎｄ ｅｓｔｉｍａｔｅ ｔｈｅ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ

Ｓａｋｈａｌｉｎ Ｔａｉｍｅｎꎬ ａ ｃｒｉｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ Ａｓｉａｎ ｓａｌｍｏｎｉｄ. Ｌｉｍｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１８ꎬ １９(２): ２１９￣２２７.
[１２２] 　 Ｆｕｋａｙａ Ｋꎬ Ｍｕｒａｋａｍｉ Ｈꎬ Ｙｏｏｎ Ｓꎬ Ｍｉｎａｍｉ Ｋꎬ Ｏｓａｄａ Ｙꎬ Ｙａｍａｍｏｔｏ Ｓꎬ Ｍａｓｕｄａ Ｒꎬ Ｋａｓａｉ Ａꎬ Ｍｉｙａｓｈｉｔａ Ｋꎬ Ｍｉｎａｍｏｔｏ Ｔꎬ Ｋｏｎｄｏｈ Ｍ. Ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ

ｆｉｓｈ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｂｙ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄａｔａ ｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０２１ꎬ ３０
(１３): ３０５７￣３０６７.

[１２３] 　 Ｓｔｏｅｃｋｌｅ Ｍ Ｙꎬ Ｓｏｂｏｌｅｖａ Ｌꎬ Ｃｈａｒｌｏｐ￣Ｐｏｗｅｒｓ Ｚ. Ａｑｕａｔｉｃ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｄｅｔｅｃｔｓ ｓｅａｓｏｎａｌ ｆｉｓｈ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ａｎｄ ｈａｂｉｔａｔ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ａｎ ｕｒｂａｎ
ｅｓｔｕａｒｙ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１７ꎬ １２(４): ｅ０１７５１８６.

[１２４] 　 Ｐｏｎｔ Ｄꎬ Ｒｏｃｌｅ Ｍꎬ Ｖａｌｅｎｔｉｎｉ Ａꎬ Ｃｉｖａｄｅ Ｒꎬ Ｊｅａｎ Ｐꎬ Ｍａｉｒｅ Ａꎬ Ｒｏｓｅｔ Ｎꎬ Ｓｃｈａｂｕｓｓ Ｍꎬ Ｚｏｒｎｉｇ Ｈꎬ Ｄｅｊｅａｎ Ｔ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｒｅｖｅａｌｓ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｆｉｓｈ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｌａｒｇｅ ｒｉｖｅｒｓ ｄｅｓｐｉｔｅ ｉｔｓ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎ. Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１８ꎬ ８: １０３６１.

[１２５] 　 Ｔｈｏｍｓｅｎ Ｐ Ｆꎬ Ｍøｌｌｅｒ Ｐ Ｒꎬ Ｓｉｇｓｇａａｒｄ Ｅ Ｅꎬ Ｋｎｕｄｓｅｎ Ｓ Ｗꎬ Ｊøｒｇｅｎｓｅｎ Ｏ Ａꎬ Ｗｉｌｌｅｒｓｌｅｖ Ｅ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｓｅａｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅ ｗｉｔｈ
ｔｒａｗｌ ｃａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓｕｂａｒｃｔｉｃꎬ ｄｅｅｐｗａｔｅｒ ｆｉｓｈｅｓ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１６ꎬ １１(１１): ｅ０１６５２５２.

[１２６] 　 Ｍａｒｑｕｅｓ Ｖꎬ Ｃａｓｔａｇｎé Ｐꎬ Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ Ａ Ｐꎬ Ｂｏｒｒｅｒｏ￣Ｐéｒｅｚ Ｇ Ｈꎬ Ｈｏｃｄé Ｒꎬ Ｇｕéｒｉｎ Ｐ Éꎬ Ｊｕｈｅｌ Ｊ Ｂꎬ Ｖｅｌｅｚ Ｌꎬ Ｌｏｉｓｅａｕ Ｎꎬ Ｌｅｔｅｓｓｉｅｒ Ｔ Ｂꎬ Ｂｅｓｓｕｄｏ Ｓꎬ
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