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环境 ＤＮＡ 在两栖动物监测中的应用研究进展

肖泽华１ꎬ ２ꎬ 董姗姗１ꎬ∗ꎬ 张振华１ꎬ章嫡妮１ꎬ 宋志平２

１ 生态环境部南京环境科学研究所 国家环境保护生物多样性与生物安全重点实验室ꎬ南京　 ２１００４２

２ 复旦大学 生物多样性科学研究所ꎬ上海　 ２００４３８

摘要:两栖动物是我国受威胁程度最高的动物类群ꎬ加强两栖动物资源调查和多样性监测ꎬ是开展两栖动物保护和濒危物种拯

救行动的关键性基础工作ꎮ 传统的两栖动物监测主要以形态学和声学为基础ꎬ耗时费力ꎬ且难以发现一些隐蔽性较强的稀有物

种ꎮ 基于环境 ＤＮＡ(ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡꎬ ｅＤＮＡ)的调查方法以其快速、灵敏、高效、无创等独特优势ꎬ为两栖动物多样性监测及

保护提供了新的工具ꎮ 综述了 ｅＤＮＡ 在两栖动物多样性监测、外来入侵和珍稀濒危物种调查、物种丰度或生物量估测等研究领

域的应用进展ꎬ分析了两栖动物 ｅＤＮＡ 产生、扩散、迁移和降解的动态变化特征及其关键影响因子ꎬ探讨了 ｅＤＮＡ 应用于两栖动

物监测研究的局限性并提出了优化建议ꎬ同时对未来的研究方向进行了展望ꎬ以充分挖掘 ｅＤＮＡ 在两栖动物监测中的应用潜

力ꎬ为两栖动物多样性保护和管理提供新的思路ꎮ
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两栖动物是脊椎动物在进化过程中从水生到陆生的过渡类群ꎬ在水生和陆地生态系统之间具有关键功能

作用ꎮ 两栖类生活史独特ꎬ对生境变化极其敏感ꎬ是监测环境质量变化和评价生态系统健康的重要指示类

群[１—２]ꎮ 近几十年来ꎬ由于栖息地退化或丧失、环境污染、气候变化、过度捕捉、外来物种入侵以及生物内在因

素等多种原因[３]ꎬ两栖动物受到严重威胁ꎮ 据统计ꎬ２０２１ 年全球有 ４１％的两栖动物被列为濒危物种ꎬ受威胁

程度居脊椎动物之首[４—５]ꎮ 我国分布的 ４７５ 种两栖动物中ꎬ受威胁的有 １７６ 种ꎬ占两栖动物物种总数的

３７.０５％ꎬ是受威胁程度最高的动物类群[６]ꎮ 中国两栖动物区系具有复杂性和独特性等特点ꎬ加强两栖动物资

源调查和生物多样性监测ꎬ是开展两栖动物保护和濒危物种拯救行动的关键性基础工作[７—９]ꎮ
目前ꎬ针对两栖动物多样性和物种丰度的调查监测ꎬ主要基于形态和鸣声的样线、样方等调查ꎬ这些调查

方法通常需要耗费大量的人力物力ꎬ效率较低、选择性强ꎬ且需要调查经验丰富、专业性强的分类学专家对物

种进行分类鉴定[８ꎬ １０—１１]ꎮ 另外ꎬ由于两栖动物的隐蔽性较强ꎬ生活习性差异大ꎬ采用传统调查方法可能难以

发现一些珍稀濒危物种[１２—１３]ꎬ从而影响了两栖动物的科学管理与保护决策的制定ꎮ 近年来ꎬ基于环境 ＤＮＡ
(ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡꎬ ｅＤＮＡ)的技术以其快速、高效和无创等独特优势ꎬ广泛应用于外来入侵物种调查、濒危

物种监测及生物多样性分析等研究领域[１４—１７]ꎮ 环境 ＤＮＡ 是指从环境样品(如水体、空气、土壤、沉积物等)
中提取的 ＤＮＡ 总和ꎬ包含生物体经由皮肤、尿液、粪便等释放到环境中的细胞内 ＤＮＡꎬ也包括细胞死亡后裂

解释放到环境中的游离 ＤＮＡ[１８—１９]ꎮ 由于绝大多数的两栖动物皮肤裸露无法完全离开水环境ꎬ它们与环境介

质接触过程中ꎬ其体表粘液及排泄物会携带自身的 ＤＮＡ 片段释放到环境中ꎬ通过水环境样本的采集、检测与

分析可以实现对两栖动物的调查监测[２０—２２]ꎮ 近十年来ꎬ国内外学者利用 ｅＤＮＡ 在入侵和稀有两栖动物调查、
多样性监测及空间分布分析等方面已开展了一些研究[２３—２６]ꎮ 基于 ｅＤＮＡ 的技术可成为辅助传统调查方法的

有力工具ꎬ提高两栖动物多样性调查和监测的能力ꎬ为两栖动物的保护与管理提供技术支撑ꎮ
值得注意的是ꎬ尽管过去十年很多研究都证实了 ｅＤＮＡ 作为生物监测方法的灵敏性和可靠性ꎬ但 ｅＤＮＡ

的来源、持久性及其变化的物理过程仍存在不确定性ꎮ 已有研究发现ꎬｅＤＮＡ 在水环境介质中的浓度和分布

是由 ｅＤＮＡ 的产生、降解、迁移和散布等一系列动态变化过程共同决定的[１５]ꎬ在这过程中会受到生物因素

(如:生物种类、生活史阶段、行为活动和生物量等)和非生物因素(如:温度、ＵＶ、ｐＨ、水流等)直接或间接的影

响[２７—２８]ꎮ 而且ꎬ两栖类不同于鱼类、浮游和底栖等生物类群ꎬ其独特的生殖发育特征和生活习性要求在制定

ｅＤＮＡ 采集策略时ꎬ必须综合考虑生活史阶段以及可能影响 ｅＤＮＡ 时空分布的生物和环境因素ꎮ 因此ꎬ如何科

学地对调查样点进行样品采集ꎬ并将检测到的生物信息进行分析和解释是将 ｅＤＮＡ 应用于两栖动物调查及多

样性监测研究的关键ꎮ
本文综述了基于 ｅＤＮＡ 的技术在外来入侵和珍稀濒危两栖动物调查、多样性监测、物种丰度或生物量估

测中的应用研究进展ꎬ分析了两栖动物 ｅＤＮＡ 产生、扩散、迁移和降解的动态变化特征及其关键影响因子ꎬ探
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讨了 ｅＤＮＡ 应用于两栖动物监测研究的局限性并提出了优化建议ꎬ同时对未来的研究方向进行了展望ꎬ以期

为两栖动物多样性保护、管理和决策提供新的思路ꎮ

１　 ｅＤＮＡ 在两栖动物调查与监测中的应用

１.１　 外来入侵生物调查

外来物种入侵是造成两栖动物受威胁的主要因素之一ꎬ早期监测预警对于入侵物种的有效防控和清除非

常重要ꎮ 但在入侵的早期阶段ꎬ外来物种的种群密度较低ꎬ采用传统野外调查方法耗时、效率低、经济成本高ꎬ
且难以及时发现ꎮ 而基于 ｅＤＮＡ 的技术以其高灵敏度和高效性极大地增加了入侵早期阶段发现的可能

性[２９—３２]ꎮ 美洲牛蛙(Ｌｉｔｈｏｂａｔｅｓ ｃａｔｅｓｂｅｉａｎｕｓ)作为世界 １００ 种恶性外来入侵物种之一ꎬ具有繁殖力强、食性广

泛、栖息环境多样等特点ꎬ严重威胁本土两栖类、鱼类和昆虫等类群的生物多样性[３３—３４]ꎮ ２００８ 年ꎬＦｉｃｅｔｏｌａ
等[２３]将 ｅＤＮＡ 应用于牛蛙种群的调查监测ꎬ将 ｅＤＮＡ 与 ＤＮＡ 条形码相结合ꎬ对受控环境和自然水体的水样进

行检测ꎬ发现在种群密度较低的情况下仍然能够检测到牛蛙的存在ꎬ有效提高了低丰度物种的检出概率ꎮ 此

后ꎬ研究人员以牛蛙为模式生物ꎬ通过控制实验研究蝌蚪和幼蛙生物量与 ｅＤＮＡ 浓度的关系ꎬ分析静水环境中

牛蛙自然种群 ｅＤＮＡ 随季节的变化模式[３５—３６]ꎬ探究温度、紫外线辐射和 ｐＨ 等环境因素对 ｅＤＮＡ 产生和降解

的影响[３７](表 １)ꎬ研究结果提示两栖类 ｅＤＮＡ 检测应充分考虑其生活史阶段ꎬ在其行为较活跃的时间段(如:
繁殖期)开展调查采样更利于 ｅＤＮＡ 的捕获ꎮ 同时ꎬ研究人员不断开发和优化 ｅＤＮＡ 提取方法、检测引物和探

针以及 ＰＣＲ 检测技术ꎬ以提高外来入侵物种 ｅＤＮＡ 检测的准确性和靶向性[３６ꎬ ３９]ꎮ
１.２　 珍稀濒危物种监测

许多两栖动物因其大小、行为、隐蔽色和独特的微生境等难以通过传统调查方法发现[１２ꎬ ２４]ꎬ特别是一些

珍稀濒危物种ꎬ如 Ｐｈｙｔｏｔｒｉａｄｅｓ ａｕｒａｔｕｓ、Ａｎｏｄｏｎｔｈｙｌａ ｖａｌｌａｎｉ 等濒危蛙类常栖息于树洞水体中ꎬ传统调查无法在

不破坏其栖息生境的情况下进行ꎬ研究人员利用基于 ｅＤＮＡ 的技术通过抽取树洞中的少量水体成功检测到了

目标物种ꎬ并对其分布状况进行了评估[４０—４２]ꎮ 早期基于 ｅＤＮＡ 技术对濒危或稀有两栖动物的监测研究多是

通过与传统调查方法结果的比较ꎬ验证 ｅＤＮＡ 检测的灵敏性和可靠性[２４ꎬ ４３—４６ꎬ５８]ꎬ或是探究影响 ｅＤＮＡ 时空分

布的生物和非生物因素[４７—４８]ꎬ为两栖动物 ｅＤＮＡ 研究的创新转变奠定了基础ꎮ 近几年ꎬ更多研究将 ｅＤＮＡ 与

两栖动物的物种占域模型( ｏｃｃｕｐａｎｃｙ ｍｏｄｅｌ)、生境适宜度模型( ｈａｂｉｔａｔ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ｍｏｄｅｌ)和气候适应模型

(ｃｌｉｍａｔｉｃ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ｍｏｄｅｌ)等相结合ꎬ为两栖动物的监测与保护研究提供了更全面、精确的技术支持[４９—５０ꎬ５９—６１]

(表 １)ꎮ 例如:Ｒｅｎａｎ 等[８]采用 ｅＤＮＡ 方法寻找巴勒斯坦油彩蛙(Ｌａｔｏｎｉａ ｎｉｇｒｉｖｅｎｔｅｒ)在适宜生境中的新种群ꎬ
同时基于 ｅＤＮＡ 数据通过生境适宜度模型对与物种分布相关的景观因子进行分类ꎬ并预测其潜在栖息地ꎬ研
究显示将基于 ｅＤＮＡ 的技术与生境适宜度模型相结合可以对极度濒危和难以发现的两栖动物进行有效监测ꎬ
为两栖动物保护和管理提供指导ꎮ
１.３　 生物多样性分析

生物多样性调查监测是获得物种及其群落组成和时空分布变化的重要手段ꎬ可以为生物多样性及重要生

物资源的保护与管理策略的制定提供关键数据[５５]ꎮ ｅＤＮＡ 与宏条形码技术(ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ)相结合ꎬ能够快速

大规模地得到物种多样性信息和群落组成ꎬ为两栖动物多样性调查监测提供了新工具(表 １)ꎮ ｅＤＮＡ￣宏条形

码技术应用于群落物种丰富度调查的有效性首先在受控条件下得到证实ꎬ如:Ｔｈｏｍｓｅｎ 等[６２] 通过设置水生生

态系统中宇宙试验ꎬ利用二代测序技术从提取的水样 ＤＮＡ 中检测到了所有的两栖类和鱼类群体ꎮ 类似的研

究还有 Ｅｖａｎｓ 等[６３]设置了包含 ８ 种鱼类和 １ 种两栖类的人工生物群落ꎬ采用 ｅＤＮＡ￣宏条形码技术检测物种种

类及相对丰度ꎬ发现所有物种均能检测到ꎬ且物种丰度与检出序列丰度之间明显正相关ꎬ进一步验证了该技术

的准确性ꎮ 在基于 ｅＤＮＡ￣宏条形码技术调查自然环境中两栖动物多样性时ꎬ研究者通常将 ｅＤＮＡ 与传统调查

方法相结合ꎬ并从调查效率、准确性、灵敏性和成本效益等方面开展两者间的比较研究[２５ꎬ ５５ꎬ６０ꎬ ６４—６５]ꎮ 如:Ｓａｓｓｏ
等[５７]应用 ｅＤＮＡ￣宏条形码技术在巴西东南部热带雨林的四条溪流中开展两栖动物群落调查ꎬ并与连续五年

３６８７　 １９ 期 　 　 　 肖泽华　 等:环境 ＤＮＡ 在两栖动物监测中的应用研究进展 　
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ｉｖｅ

ｎｔ
ｅｒ
)

１２
Ｓ
ｒＲ

ＮＡ
将

ｅＤ
ＮＡ

与
栖

息
地

适
宜

性
模

型
相

结
合

ꎬ应
用

于
极

度
濒

危
物

种
的

发
现

及
预

测
ꎬ提

高
了

新
种

群
的

发
现

率
ꎬ为

未
来

保
护

管
理

计
划

的
制

定
提

供
指

导
ꎮ

[８
]

ｑＰ
ＣＲ

Ｐｈ
ｙｔ
ｏｔ
ｒｉａ

ｄｅ
ｓａ

ｕｒ
ａｔ
ｕｓ
ꎻ

Ａｎ
ｏｄ
ｏｎ
ｔｈ
ｙｌ
ａ
ｖａ
ｌｌａ

ｎｉ
Ｃｙ

ｔｂ
ꎻ
ＣＯ

Ｉ
在

脆
弱

栖
息

地
利

用
ｅＤ

ＮＡ
进

行
濒

危
物

种
的

分
布

调
查

ꎬ表
明

该
方

法
在

揭
示

树
栖

生
境

(脆
弱

、微
体

积
)中

的
物

种
存

在
具

有
巨

大
潜

力
ꎮ

[４
０—

４２
]

ｑＰ
ＣＲ

Ａｓ
ｃａ
ｐｈ
ｕｓ

ｍ
ｏｎ
ｔａ
ｎｕ

ｓꎻ
Ｄｉ
ｃａ
ｍ
ｐｔ
ｏｄ
ｏｎ

ａｔ
ｅｒ
ｒｉｍ

ｕｓ
Ｃｙ

ｔｂ
比

较
了

ｅＤ
ＮＡ

方
法

和
传

统
调

查
方

法
对

两
栖

动
物

的
监

测
结

果
ꎬ评

估
不

同
采

样
方

案
、采

样
位

置
和

时
间

以
及

目
标

生
物

距
离

对
水

中
ｅＤ

ＮＡ
浓

度
的

影
响

ꎮ
[４

３]

ｑＰ
ＣＲ

Ｃｒ
ｙｐ
ｔｏ
ｂｒ
ａｎ
ｃｈ
ｕｓ

ａｌ
ｌｅｇ

ａｎ
ｉｅｎ

ｓｉｓ
ａｌ
ｌｅｇ

ａｎ
ｉｅｎ

ｓｉｓ
Ｃｙ

ｔｂ

同
时

使
用

ｅＤ
ＮＡ

和
传

统
调

查
方

法
进

行
濒

危
物

种
的

检
测

ꎬ并
用

多
种

模
型

比
较

两
种

检
测

方
法

的
灵

敏
性

ꎮ
通

过
整

合
历

史
数

据
、ｅ

ＤＮ
Ａ

检
测

数
据

、现
场

数
据

和
遥

感
数

据
ꎬ在

相
对

广
泛

的
地

理
区

域
内

快
速

评
估

种
群

变
化

以
及

影
响

物
种

分
布

的
因

素
ꎮ

[４
４—

４５
]

ｑＰ
ＣＲ

日
本

爪
鲵

(Ｏ
ｎｙ
ｃｈ
ｏｄ
ａｃ
ｔｙ
ｌｕ
ｓｊ
ａｐ
ｏｎ
ｉｃｕ

ｓ)
１２

Ｓ
ｒＲ

ＮＡ
同

时
采

用
ｅＤ

ＮＡ
和

传
统

调
查

方
法

进
行

濒
危

物
种

的
检

测
ꎬ发

现
基

于
ｅＤ

ＮＡ
的

方
法

可
以

通
过

采
集

表
层

水
样

来
确

定
栖

息
在

水
生

生
态

系
统

中
大

型
生

物
的

分
布

ꎮ
[４

６]

ｑＰ
ＣＲ

Ｄｉ
ｃａ
ｍ
ｐｔ
ｏｄ
ｏｎ

ａｔ
ｅｒ
ｒｉｍ

ｕｓ
Ｃｙ

ｔｂ
通

过
室

内
控

制
实

验
和

野
外

溪
流

生
物

放
置

实
验

ꎬ评
估

ｅＤ
ＮＡ

的
产

生
率

、降
解

率
和

运
输

动
态

ꎮ
发

现
ｅＤ

ＮＡ
的

检
出

率
和

浓
度

取
决

于
个

体
的

生
产

速
率

、环
境

条
件

、种
群

密
度

及
其

停
留

时
间

ꎮ
[４

７]

ｑＰ
ＣＲ

日
本

大
鲵

(Ａ
ｎｄ

ｒｉａ
ｓｊ
ａｐ
ｏｎ
ｉｃｕ

ｓ)
ＮＡ

ＤＨ
￣１

利
用

ｅＤ
ＮＡ

和
传

统
调

查
方

法
进

行
本

土
濒

危
物

种
与

外
来

物
种

的
分

布
调

查
ꎬ结

果
表

明
基

于
ｅＤ

ＮＡ
的

调
查

方
法

更
节

约
时

间
和

精
力

ꎬ且
该

方
法

在
繁

殖
期

更
有

效
ꎮ

[４
８]

ｑＰ
ＣＲ

Ｒａ
ｎａ

ｓｉｅ
ｒｒａ

ｅ
ＮＡ

ＤＨ
￣２

利
用

ｅＤ
ＮＡ

调
查

国
家

森
林

内
濒

危
物

种
的

分
布

状
况

ꎬ建
立

气
候

适
宜

性
模

型
ꎬ基

于
模

型
预

测
目

标
物

种
的

潜
在

栖
息

地
并

利
用

ｅＤ
ＮＡ

进
行

验
证

ꎮ
[４

９]
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续
表

应
用

Ａｐ
ｐｌ
ｉｃ
ａｔ
ｉｏ
ｎ

技
术

Ｔｅ
ｃｈ

ｎｏ
ｌｏ
ｇｙ

物
种

Ｓｐ
ｅｃ
ｉｅ
ｓ

基
因

标
记

Ｇｅ
ｎｅ

ｍ
ａｒ
ｋｅ

ｒｓ
主

要
内

容
Ｍ
ａｉ
ｎ
ｃｏ
ｎｔ
ｅｎ

ｔｓ
参

考
文

献
Ｒｅ

ｆｅ
ｒｅ
ｎｃ

ｅｓ

ｑＰ
ＣＲ

Ｓｉ
ｒｅ
ｎ
ｉｎ
ｔｅｒ
ｍ
ｅｄ
ｉａ

ｔｅｘ
ａｎ
ａ

ＣＯ
Ｉ

通
过

与
传

统
调

查
方

法
相

比
ꎬ发

现
基

于
ｅＤ

ＮＡ
的

技
术

对
物

种
的

检
测

率
更

高
ꎮ

[５
０]

ｑＰ
ＣＲ

Ｒａ
ｎａ

ｃｈ
ｉｒｉ
ｃａ
ｈｕ

ｅｎ
ｓｉｓ

ꎻ
Ａｍ

ｂｙ
ｓｔｏ

ｍ
ａ

ｍ
ａｖ
ｏｒ
ｔｉｕ

ｍ
ｓｔｅ
ｂｂ
ｉｎ
ｓｉꎻ

Ｌｉ
ｔｈ
ｏｂ
ａｔ
ｅｓ

ｃａ
ｔｅｓ
ｂｅ
ｉａ
ｎｕ

ｓꎻ
Ｈｙ

ｌａ
ｗｒ
ｉｇ
ｈｔ
ｏｒ
ｕｍ

ꎻ
Ｐｓ
ｅｕ
ｄａ

ｃｒ
ｉｓ
ｏｒ
ｎａ

ｔａ
ꎻ
Ａｍ

ｂｙ
ｓｔｏ

ｍ
ａ

ｂｉ
ｓｈ
ｏｐ
ｉ

ｍ
ｉｔｏ

ｃｈ
ｏｎ

ｄｒ
ｉａ
ｌ

ｓｅ
ｑｕ

ｅｎ
ｃｅ

在
３
个

具
有

环
境

梯
度

变
化

的
湿

地
中

对
６
种

两
栖

动
物

进
行

ｅＤ
ＮＡ

调
查

和
传

统
调

查
ꎬ基

于
物

种
占

域
模

型
评

估
环

境
因

素
对

ｅＤ
ＮＡ

检
测

的
影

响
ꎮ

[５
１]

ｑＰ
ＣＲ

Ｌｉ
ｔｏ
ｒｉａ

ｌｏ
ｒｉｃ
ａꎻ

Ｌｉ
ｔｏ
ｒｉａ

ｎａ
ｎｎ

ｏｔ
ｉｓ

ＣＯ
Ｉ

通
过

检
测

不
同

生
物

量
种

群
的

ｅＤ
ＮＡ

运
输

距
离

ꎬ表
明

ｅＤ
ＮＡ

是
探

测
溪

流
中

稀
有

两
栖

动
物

的
有

力
工

具
ꎮ

[５
２]

ｑＰ
ＣＲ

Ｂａ
ｂｉ
ｎａ

ｓｕ
ｂａ
ｓｐ
ｅｒ
ａꎻ

Ｏｄ
ｏｒ
ｒａ
ｎａ

ｓｐ
ｌｅｎ

ｄｉ
ｄａ

ꎻ
Ｏｄ

ｏｒ
ｒａ
ｎａ

ａｍ
ａｍ

ｉｅｎ
ｓｉｓ

ＮＡ
ＤＨ

￣５
通

过
３
个

不
同

季
节

ｅＤ
ＮＡ

检
测

方
法

与
传

统
声

学
调

查
方

法
的

比
较

ꎬ发
现

在
利

用
ｅＤ

ＮＡ
开

展
物

种
分

布
调

查
时

ꎬ有
必

要
考

虑
物

种
的

生
态

特
征

ꎮ
[５

３]

ｑＰ
ＣＲ

Ｒａ
ｎａ

ｓｉｅ
ｒｒａ

ｅꎻ
Ｒａ

ｎａ
ｂｏ
ｙｌ
ｉｉ

ＮＡ
ＤＨ

￣２
设

计
并

测
试

了
湖

泊
和

溪
流

生
态

系
统

中
不

同
的

ｅＤ
ＮＡ

采
样

方
案

ꎬ包
括

调
整

采
样

时
间

、空
间

距
离

及
样

本
量

等
ꎬ以

提
高

ｅＤ
ＮＡ

对
稀

有
物

种
及

其
分

布
监

测
的

准
确

性
ꎮ

[５
４]

物
种

多
样

性
Ｓｐ

ｅｃ
ｉｅ
ｓ
ｄｉ
ｖｅ
ｒｓ
ｉｔｙ

Ｍ
ｅｔ
ａｂ

ａｒ
ｃｏ
ｄｉ
ｎｇ

无
尾

目
(Ａ

ｎｕ
ｒａ
)

１２
Ｓ
ｒＲ

ＮＡ
利

用
ｅＤ

ＮＡ
调

查
到

了
传

统
方

法
没

有
发

现
的

濒
危

两
栖

动
物

ꎬ强
调

了
ｅＤ

ＮＡ
￣宏

条
形

码
技

术
对

低
密

度
种

群
生

物
多

样
性

监
测

的
有

效
性

ꎬ特
别

是
在

生
物

多
样

性
热

点
地

区
ꎮ

[９
]

ｑＰ
ＣＲ

＋ Ｍ
ｅｔ
ａｂ

ａｒ
ｃｏ
ｄｉ
ｎｇ

无
尾

目
(Ａ

ｎｕ
ｒａ
)ꎻ

有
尾

目
(Ｃ

ａｕ
ｄａ

ｔａ
)

Ｃｙ
ｔｂ

＋ １
２Ｓ

ｒＲ
ＮＡ

将
ｅＤ

ＮＡ
(ｑ

ＰＣ
Ｒ
＋

ｍ
ｅｔ
ａｂ

ａｒ
ｃｏ
ｄｉ
ｎｇ

)检
测

结
果

与
传

统
调

查
结

果
相

比
较

ꎬ并
基

于
物

种
占

域
模

型
评

估
不

同
方

法
调

查
的

灵
敏

性
ꎬ以

进
一

步
优

化
ｅＤ

ＮＡ
的

检
测

方
案

ꎮ
[２

２]

Ｍ
ｅｔ
ａｂ

ａｒ
ｃｏ
ｄｉ
ｎｇ

无
尾

目
(Ａ

ｎｕ
ｒａ
)

１６
Ｓ
ｒＤ

ＮＡ
ꎻ

１２
Ｓ
ｒＲ

ＮＡ
通

过
将

ｅＤ
ＮＡ

与
传

统
调

查
方

法
的

结
果

和
成

本
进

行
比

较
ꎬ发

现
基

于
ｅＤ

ＮＡ
的

物
种

多
样

性
调

查
方

法
更

适
合

生
物

多
样

性
较

高
地

区
的

大
规

模
调

查
ꎮ

[２
５ꎬ

５５
]

Ｍ
ｅｔ
ａｂ

ａｒ
ｃｏ
ｄｉ
ｎｇ

无
尾

目
(Ａ

ｎｕ
ｒａ
)

１２
Ｓ
ｒＲ

ＮＡ
通

过
将

ｅＤ
ＮＡ

与
传

统
样

线
法

相
比

ꎬ验
证

了
对

于
无

尾
目

多
样

性
监

测
的

可
靠

性
ꎬ并

分
析

了
物

种
生

物
学

特
性

和
水

体
理

化
性

质
对

调
查

结
果

的
影

响
ꎮ

[２
６]

Ｍ
ｅｔ
ａｂ

ａｒ
ｃｏ
ｄｉ
ｎｇ

无
尾

目
(Ａ

ｎｕ
ｒａ
)

１２
Ｓ
ｒＲ

ＮＡ
仅

通
过

一
次

ｅＤ
ＮＡ

调
查

就
检

测
到

了
调

查
区

域
所

有
已

知
目

标
物

种
ꎬ并

发
现

ｅＤ
ＮＡ

读
取

数
据

与
生

物
自

身
因

素
关

系
密

切
ꎮ

[５
６]

Ｍ
ｅｔ
ａｂ

ａｒ
ｃｏ
ｄｉ
ｎｇ

无
尾

目
(Ａ

ｎｕ
ｒａ
)

１２
Ｓ
ｒＲ

ＮＡ
采

用
ｅＤ

ＮＡ
￣宏

条
形

码
技

术
在

巴
西

热
带

雨
林

的
溪

流
中

开
展

两
栖

动
物

群
落

调
查

ꎬ并
与

连
续

五
年

的
传

统
调

查
结

果
进

行
比

较
ꎬ发

现
结

果
高

度
相

似
ꎬ表

明
ｅＤ

ＮＡ
￣宏

条
形

码
技

术
可

以
作

为
评

估
热

带
雨

林
生

态
系

统
中

两
栖

动
物

多
样

性
的

有
效

工
具

ꎮ
[５

７]
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的传统调查结果进行比较ꎬ研究显示 ｅＤＮＡ￣宏条形码技术从为期 ４ 天采集的水样中检测到的结果与传统调查

结果高度相似ꎬ表明该技术可以作为评估热带雨林生态系统中两栖动物多样性的有力工具ꎮ Ｌｏｐｅｓ 等[９] 基于

ｅＤＮＡ￣宏条形码对巴西雨林和草原地区 ３０ 种处于不同保护等级的两栖动物进行调查ꎬ成功检测到 ４ 个衰退

物种ꎬ２ 个局部地区消失物种和 １ 个近 ５０ 年来未出现物种的 ＤＮＡ 痕迹ꎬ提示 ｅＤＮＡ￣宏条形码技术对于低密度

种群的监测比传统方法可能更加有效ꎮ
１.４　 物种丰度或生物量评估

物种丰度是描述生物多样性的一个基本参数ꎬ丰度评估可以为生态学和保护生物学研究提供更完整的信

息ꎬ特别是在稀有和濒危物种的保护及管理等方面起着重要作用[６６]ꎮ 然而ꎬ在自然环境下ꎬ特别是在水生生

态系统中ꎬ网捕、电捕和陷阱等传统调查方法很难在不伤害生物或破坏栖息地的情况下操作ꎬ而声纳调查适用

范围有限ꎬ物种丰度的评估是十分困难的[１９]ꎮ 利用 ｅＤＮＡ 开展物种丰度或生物量调查可以很好的弥补传统

调查方法的一些缺陷ꎮ 已开展的研究中多以鱼类为调查对象ꎬ通过定量 ＰＣＲ 检测或高通量测序量化 ｅＤＮＡ
浓度与物种丰度或生物量之间的关系ꎬ或者评估物种的相对丰度或生物量变化趋势[６７—７３]ꎮ 目前ꎬｅＤＮＡ 技术

应用于两栖动物丰度或生物量估测的研究还相对较少ꎬ大多是在人工控制条件下ꎬ通过建立不同密度的人工

种群ꎬ验证 ｅＤＮＡ 测序数据与两栖动物种群密度或生物量的相关性[６２ꎬ ６６]ꎬ也有研究将传统调查方法与 ｅＤＮＡ
检测结果相比较ꎬ评估基于 ｅＤＮＡ 浓度估测溪流中两栖动物相对丰度和生物量的准确性ꎬ研究显示 ｅＤＮＡ 对

于低密度物种的检出率更优于传统调查方法[４３](表 １)ꎮ 但由于两栖动物特殊的生活习性和生活史特征ꎬ利
用 ｅＤＮＡ 技术对两栖类物种丰度或生物量进行准确的评估仍存在较大挑战[６３ꎬ ７４—７６]ꎮ 在实际调查中ꎬ应根据

两栖动物的生物学特性制定合适的采样策略ꎬ同时充分考虑可能影响 ｅＤＮＡ 产生、运输和降解等生态过程的

各种因素ꎬ这对于两栖动物丰度或生物量的估测至关重要ꎮ

２　 ｅＤＮＡ 的时空变化及其应用于两栖动物监测中的关键考虑

２.１　 ｅＤＮＡ 的产生与捕获

了解两栖动物释放到环境中的遗传物质的来源以及影响 ｅＤＮＡ 产生的环境因素ꎬ将有助于我们更高效的

捕获目标物种的 ｅＤＮＡ[２８]ꎮ 两栖动物主要以尿液、粪便、皮肤分泌物以及脱落的组织和细胞等形式将遗传物

质释放到环境中[２３]ꎮ ｅＤＮＡ 的数量和来源可能受到各种生物和非生物因素的影响[３７]ꎬ生物因素包括:物种种

类[１１ꎬ ６２]、个体大小和 /或生物量[３５ꎬ ７７]、食物摄取和消化状况[７８—７９]、行为活动以及生活史阶段[１１ꎬ ８０] 等ꎮ 例如:
已有研究发现牛蛙 ｅＤＮＡ 浓度随季节的变化趋势与其生长发育过程密切相关ꎬ浓度高峰期与繁殖期相重

合[３６]ꎮ 影响 ｅＤＮＡ 产生的环境因素包括:温度[４７ꎬ８１]、ｐＨ[３７ꎬ ５１]、电导率[５１ꎬ ８２] 和可获取的食物量[１３ꎬ ７８] 等ꎮ 不同

来源的 ｅＤＮＡ 粒径大小可能不同ꎬ通过研究 ｅＤＮＡ 大小的分布范围可以指导我们选择合适的捕获方式、过滤

器孔径以及采集的样本量[１５ꎬ ２８ꎬ ８１ꎬ ８３]ꎬ 进而优化 ｅＤＮＡ 的采样策略ꎮ 目前ꎬ已开展的相关研究多以鱼类为对

象ꎬ例如:通过检测三种海洋鱼类 ｅＤＮＡ 粒径的大小推测其来源(细胞内或细胞外 ＤＮＡ) [８４]ꎬ或者通过检测鲤

鱼 ｅＤＮＡ 粒径的分布范围(１—１０ μｍ)ꎬ确定最佳的过滤器孔径和过滤水样体积ꎬ以提高 ｅＤＮＡ 捕获效率[８５]ꎮ
两栖动物的生活史特征较其他生物类群更为复杂、多变ꎬ其 ｅＤＮＡ 来源也存在更多的不确定性ꎬ但尚未发现针

对两栖动物 ｅＤＮＡ 来源与捕获关系的相关研究ꎮ 因此ꎬ未来的研究应进一步量化两栖动物 ｅＤＮＡ 来源与捕获

的关系ꎬ这将提高我们应用 ｅＤＮＡ 进行两栖动物监测的能力ꎮ
２.２　 采样地点与时间的选择

在常见的淡水生态系统(湿地、溪流、湖泊、池塘等)应用 ｅＤＮＡ 进行两栖动物调查监测时ꎬ存在空间和时

间上的不确定性ꎬ因为检测到的 ｅＤＮＡ 可能是由较远地方运输而来的ꎬ或者在未捕获前就降解了[８６]ꎮ 两栖类

的生境主要涉及静水和流水水域ꎬ由于受到水流运动、基质、坡度等因素的影响ꎬ不同类型的水生生态系统中

ｅＤＮＡ 扩散的距离范围可能不同ꎬ如:Ｂｒｙｓ 等[８７] 发现在静水水域中ꎬ两栖动物的活动区域比较固定ꎬｅＤＮＡ 扩

散范围十分有限ꎬ而 Ｖｉｌｌａｃｏｒｔａ￣Ｒａｔｈ 等[５２]的研究结果显示ꎬ在溪流中两种濒危蛙类的 ｅＤＮＡ 可以在种群下游
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２０ ｋｍ 外的地方检测到ꎮ 研究结果间存在的巨大差异ꎬ为静水和流水生态系统中 ｅＤＮＡ 采样点的设置提供了

借鉴经验:静水水域中ꎬ应根据调查的具体范围和物种特征ꎬ在较广泛的地点采集水样以弥补 ｅＤＮＡ 扩散范围

有限的制约ꎬ提高检测率ꎬ确定物种分布范围ꎻ流水水域中ꎬ在不确定物种丰度和具体位置的情况下ꎬ要充分考

虑流水生态系统的水文条件以确定合适的采样间隔ꎬ在发现阳性采样点后进行精准采样或结合传统调查ꎬ以
提供较准确、丰富的调查结果[４３ꎬ８６]ꎮ

两栖动物 ｅＤＮＡ 浓度可能会受到季节的影响ꎬ如在繁殖季节ꎬ雄性间的竞争和配子的大规模释放等行为

会增加 ｅＤＮＡ 浓度ꎬ检出率也会随之增加[７９ꎬ ８８]ꎮ 而且不同物种的繁殖季节也不相同ꎬ部分两栖动物只在特定

生活史阶段留在水中ꎬ通过了解目标物种的生活史特征和行为习性来确定取样时间ꎬ可以大大提高 ｅＤＮＡ 的

检出率[５２ꎬ７９]ꎮ 例如ꎬＦｕｋｕｍｏｔｏ 等[４８]采用 ｅＤＮＡ 技术对日本原生种日本大鲵(Ａｎｄｒｉａｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ)和入侵当地的

中国大鲵(Ａｎｄｒｉａｓ ｄａｖｉｄｉａｎｕｓ)调查发现ꎬ在秋季至冬季之间大鲵进入繁殖高峰期后是 ｅＤＮＡ 监测的最佳时间

段ꎮ 类似的ꎬｄｅ Ｓｏｕｚａ 等[６０]基于 ｅＤＮＡ 对两种处于濒危的两栖和爬行动物监测发现ꎬ季节对这两个物种的

ｅＤＮＡ 检出率有很大影响ꎬ生物的行为活动与 ｅＤＮＡ 检测概率显著相关ꎮ 上述案例都强调了在物种活跃期

ｅＤＮＡ 检出率较高ꎬ这与传统调查的时间基本重合ꎬ但也有研究表明ꎬ基于 ｅＤＮＡ 技术的灵敏性ꎬ在传统调查的

最佳时间段之外ꎬ采用 ｅＤＮＡ 技术也可以对濒危和入侵物种进行有效监测ꎬ克服了季节因素对传统调查方法

的限制[１９ꎬ ２４]ꎮ 鉴于两栖动物独特的生活史和生态学特征ꎬ在利用 ｅＤＮＡ 开展两栖动物多样性监测时ꎬ应充分

考虑物种间生境 /微生境、习性和繁殖季节的差异ꎬ并在不同季节 /月份间重复采样ꎬ以提高 ｅＤＮＡ 的检出率ꎮ
２.３　 ｅＤＮＡ 的运输与沉积

ｅＤＮＡ 在不同类型水生生态系统中的扩散和运输方式不同ꎮ 在静水水域中ꎬｅＤＮＡ 主要受重力沉降的作

用而垂直运输ꎬ粪便或脱落组织上附着的 ＤＮＡ 更容易沉积在水体下层ꎬ水平扩散的范围有限ꎬ且 ｅＤＮＡ 在水

体下层往往能存留更长时间ꎬ而水体表层的 ｅＤＮＡ 在生物转移后会快速消失[８７ꎬ ８９—９０]ꎮ 因此ꎬ针对静水水域建

议从上层水取样且采样点应均匀覆盖水体或包括尽可能多的微生境ꎬ以提高对目标生物检测的时效性和准确

率[８６]ꎮ 例如ꎬＬｉ 等[２６]通过对 ７１ 个池塘或湖泊进行多次调查并重复采样ꎬ发现在两栖动物(无尾目)活动的岸

边位置取样获得的结果完全可以反映两栖动物的丰富度ꎮ 此外ꎬ有的地区在春季或秋季会发生较大的温度波

动ꎬ此时不建议采集 ｅＤＮＡ 样本ꎬ因为整个湖泊的水体可能会受温差的作用出现明显的垂直和水平运动[９１]ꎬ
进而对 ｅＤＮＡ 的运输产生不可预测的影响ꎬ导致结果没有代表性甚至造成假阳性或假阴性[８６]ꎮ

流水生态系统的树枝状或网状结构使其能够包含广泛的地理区域、栖息地类型以及多样的生物群落ꎬ已
有研究表明ꎬ来自整个河网水系的 ｅＤＮＡ 将会被运输到下游ꎬ生态学家和管理者可以通过下游汇集的 ｅＤＮＡ
来评估推断更大空间尺度上的生物多样性和群落动态[９２—９３]ꎮ 值得注意的是ꎬｅＤＮＡ 在向下游移动过程中ꎬ湍
流和重力沉降等作用可能会使 ｅＤＮＡ 附着颗粒在底部的沉积物中存留、通过底流输送或重新悬浮到水体

中[９４]ꎮ 如:Ｓｈｏｇｒｅｎ 等[９５]通过控制实验研究发现 ｅＤＮＡ 在水底覆盖生物膜的流水系统中存在的时间较短ꎬ生
物膜介导的滞留作用会增加 ｅＤＮＡ 降解速率ꎬ且较短 ｅＤＮＡ 片段(<１００ ｂｐ)与较长片段(>６００ ｂｐ)相比能够运

输更远的距离和更长的时间ꎮ ｅＤＮＡ 在流水生态系统中的时空分布受到河流的水文动力、基质类型、水体理

化性质等因素的影响ꎬ其存留和再悬浮动力学是一个随机过程[８６]ꎮ 已有研究将基于水文的 ｅＤＮＡ 运输模型

与再现真实河流比例特征的虚拟河网相结合ꎬ模拟研究河网中 ｅＤＮＡ 采样点数量和位置、目标生物的空间分

布以及 ｅＤＮＡ 衰减速率和测量误差对 ｅＤＮＡ 浓度分布的影响ꎬ发现由于水文因素影响ꎬ即使目标生物分布均

匀且忽略 ｅＤＮＡ 衰减ꎬｅＤＮＡ 也会出现不均匀的分布模式[９６]ꎮ 两栖动物独特的生物学特征和生活习性可能是

影响 ｅＤＮＡ 在流水生态系统中迁移散布的主要因素之一ꎮ Ｐｉｌｌｉｏｄ 等[４３]基于 ｅＤＮＡ 对爱达荷州中部 １３ 条河流

中的两种两栖动物调查显示ꎬｅＤＮＡ 浓度与两栖动物的种群密度、生物量和空间占有率密切相关ꎮ 对影响两

栖动物 ｅＤＮＡ 在流水水域中散布因素的进一步研究发现ꎬ两栖类 ｅＤＮＡ 的检出率和浓度主要受到生物个体的

自身因素ꎬｅＤＮＡ 产生和降解速率以及温度、光照等环境因子的影响ꎮ
湖泊和河流地表水中 ｅＤＮＡ 携带的物种及其丰度信息通常反映了近期的生物状况ꎬ而表层沉积物 ｅＤＮＡ
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可能反映了长期积累的生物信息[９７]ꎮ 例如ꎬＳｈａｗ 等[６４]比较分析了水样和表面沉积物 ｅＤＮＡ 中鱼类的物种丰

富度ꎬ发现水样中检测到的物种丰富度与采样时实际调查的物种信息更加一致ꎮ 沉积物中 ｅＤＮＡ 的存留时间

一般比水环境中的更长ꎬ首先ꎬ由于 ｅＤＮＡ 在沉积物中不断累积ꎬ较高的起始浓度会延长 ｅＤＮＡ 存续时间[１３]ꎻ
其次ꎬ沉积物吸附的 ＤＮＡ 片段的降解速率相对更慢[９０]ꎮ 沉积物样本可以作为水样的有力补充ꎬ以提高 ｅＤＮＡ
检测的准确性和灵敏性ꎮ 如: Ｆｒｅｍｉｅｒ 等[９８] 在五条具有不同水文地貌的河流中研究高首鲟 ( Ａｃｉｐｅｎｓｅｒ
ｔｒａｎｓｍｏｎｔａｎｕｓ) ｅＤＮＡ 的运输、沉降和存留规律ꎬ结果显示 ｅＤＮＡ 会在坡度较小、流速较慢或河底地势低洼区滞

留沉积ꎬ建议在以上区域加大采样力度ꎬ或进一步考虑采集河床沉积物样本以增加 ｅＤＮＡ 捕获量ꎮ 不同环境

来源的 ｅＤＮＡ 所携带的生物信息可能不同[９９]ꎬ在基于 ｅＤＮＡ 开展生物监测时ꎬ应针对目标生物特性充分考虑

其 ｅＤＮＡ 空间分布特征以及环境样本类型对 ｅＤＮＡ 检出效率的影响ꎬ制定合适的取样策略ꎮ
２.４　 ｅＤＮＡ 的降解

ｅＤＮＡ 的降解首先表现为脱落的生物物质通常会从多细胞组织碎片降解为单个细胞或分离的细胞器(如
线粒体)ꎬ通过外源酶或自发的化学反应进一步降解为游离(细胞外) ＤＮＡꎬ最后降解为不同长度的 ＤＮＡ 碎

片[８４ꎬ ８６ꎬ ９６ꎬ １００—１０１]ꎮ ｅＤＮＡ 降解的程度可能会影响 ｅＤＮＡ 捕获方式和后续的检测分析手段[８３—８４ꎬ １０１]ꎮ 例如ꎬＪｏ
等[１０２]发现长 ＤＮＡ 片段比短 ＤＮＡ 片段更易降解ꎬ且长 ＤＮＡ 片段更能准确的反映鱼类生物量ꎬ表明长的 ｅＤＮＡ
片段更能代表调查区域该生物信息时效性ꎮ 通过选择检测的片段长度ꎬ我们可以从 ｅＤＮＡ 中提取相关的时间

尺度信息ꎮ ｅＤＮＡ 的降解是影响生物检测率的主要因素之一ꎬ降解速率决定了 ｅＤＮＡ 从产生到消失的时间ꎮ
不同物种 ｅＤＮＡ 降解速率会有显著差异ꎬ如:鲤鱼 ｅＤＮＡ 的降解系数为 ０.０１４—０.１０５ / ｈ[８３]ꎻ蝾螈的降解系数为

０.０６８—０.０７９ / ｈ[４７]ꎻ而牛蛙的降解系数为 ０.０５０—０.３４０ / ｈ[３７ꎬ ８５]ꎮ
ｅＤＮＡ 的降解速率可能受到温度、水理化性质、紫外线辐射、微生物、细胞外酶以及 ＤＮＡ 结构特征等生物

和非生物因素的影响[１３ꎬ ５１ꎬ８１]ꎮ ｅＤＮＡ 降解是多种生物和非生物因素综合作用的结果ꎬ例如ꎬ温度升高会加速

ｅＤＮＡ 降解ꎬ增加微生物数量和代谢活性ꎬ增强其降解能力ꎬ但同时较高的温度也能够促进生物 ｅＤＮＡ 的产

生[１３]ꎮ 一项在受控条件下定量监测温度、ｐＨ 和 ＵＶ￣Ｂ 对牛蛙蝌蚪 ｅＤＮＡ 降解影响的研究显示ꎬ较高温度

(２５—３５ ℃)、较低 ｐＨ 值(４—７)和较强光照会加快 ｅＤＮＡ 的降解ꎬ这与该环境条件下微生物的活性增强也有

关[３７]ꎮ 大部分研究证实微生物活性与 ｅＤＮＡ 的降解率呈正相关关系[１５ꎬ ８７ꎬ ５１ꎬ８６ꎬ ９６]ꎬ但也有例外ꎬ如 Ｂａｒｎｅｓ
等[８３]的研究发现 ｅＤＮＡ 降解率随生化需氧量、叶绿素和总 ｅＤＮＡ(即来自任何生物体)浓度的增加而下降ꎮ 此

外ꎬ游离 ＤＮＡ 很容易和腐殖质相结合ꎬ与腐殖物质结合的 ＤＮＡ 比游离 ＤＮＡ 更不容易被降解ꎬ在腐殖质含量

高的水体中 ｅＤＮＡ 的存续时间可能会更长[１０３—１０４]ꎮ 因此ꎬ在开展 ｅＤＮＡ 研究的同时ꎬ考虑环境因素对 ｅＤＮＡ
检测的影响ꎬ量化 ｅＤＮＡ 的降解速率将有助于解释 ｅＤＮＡ 的监测结果ꎮ

３　 ｅＤＮＡ 应用于两栖动物监测的局限性

ｅＤＮＡ 的应用与发展为两栖动物多样性保护与研究提供了新的途径[１０５]ꎮ 但在其应用过程中仍存在一系

列不足ꎬ如:污染、抑制剂、非特异性扩增等造成的假阳性或假阴性[８１]ꎻ参考数据库的完整性问题[１０６]ꎻｅＤＮＡ
时空分布变化以及不同的采样策略对检测结果的影响[１３ꎬ ８７]ꎻ与传统调查结果可能会有较大出入等ꎮ 两栖动

物具有独特的生活史和生态学特征ꎬ相对于鱼类、底栖和浮游等生物类群ꎬｅＤＮＡ 应用于两栖动物调查监测存

在特殊的局限性ꎮ 大部分两栖动物只在胚胎孵化和幼体生长时期生活在水里ꎬ成体以后的微生境多以半水栖

为主ꎬ在水体中的时间有限ꎮ 而且ꎬ大多数的两栖类会经历冬眠ꎬ在这期间动物的新陈代谢和活跃度降低ꎬ不
适于 ｅＤＮＡ 样本的采集ꎮ

针对以上问题ꎬ在利用水环境 ＤＮＡ 开展两栖动物调查监测时ꎬ应根据目标物种的生境类型、繁殖季节、发
育特征、活动习性等生物学信息ꎬ制定合适的采样方案ꎻ对采样现场和室内检测过程涉及的实验设备、器材进

行严格的消毒灭菌ꎬ 设置阴性对照和空白对照来检测污染问题ꎻ通过必要的生物学重复和技术重复提高低丰

度物种的检出率ꎻ优化 ＰＣＲ 扩增条件和扩增程序、提高引物特异性和灵敏度ꎬ采用对抑制剂耐受性更强的数
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字 ＰＣＲ 等检测技术手段ꎻ结合公共数据库信息ꎬ完善本土两栖动物 ＤＮＡ 条形码数据库及物种信息库ꎻ综合考

虑不同生态系统类型的水文过程和地貌特征对 ｅＤＮＡ 扩散和运输的影响ꎬ以及生物和非生物因子对 ｅＤＮＡ 降

解的影响ꎬ模拟并建立监测结果与物种时空分布之间的相关性ꎬ提高监测结果的准确度ꎮ

４　 研究展望

ｅＤＮＡ 技术作为生物调查监测的有力工具ꎬ如何优化和拓展其在两栖动物多样性保护与管理中的应用是

我们今后研究的重点ꎮ ｅＤＮＡ 技术主要操作流程包括环境样本采集、保存、ｅＤＮＡ 富集、提取、检测和数据分析

等ꎬ尽管目前每个步骤所采用的方法都在不断改进和完善ꎬ但尚未形成标准化的操作流程和方法ꎬ导致不同方

法获得的结果可比性较差ꎬ有必要研究制定 ｅＤＮＡ 技术的标准化操作规程和方法ꎬ规范其在两栖动物调查监

测中的应用ꎻｅＤＮＡ 在环境介质中的时空变化将直接影响检测结果的准确性ꎬ建立两栖动物 ｅＤＮＡ 产生、降解、
扩散、运输动态模型ꎬ可以更好地识别 ｅＤＮＡ 潜在的产生、聚集、高降解和低降解区域ꎬ优化 ｅＤＮＡ 采样策略ꎬ
提高不同环境条件下的检出率以及基于 ｅＤＮＡ 估测物种丰度或生物量的能力[２８ꎬ ３７ꎬ ５４]ꎻ物种生态位模型、占域

模型、生境适宜度模型等为有效预测和分析两栖动物分布变化、扩散规律、种群动态趋势提供了理论依据ꎬ将
ｅＤＮＡ 技术与模型研究相结合可以进一步拓展该技术在保护生物学、入侵生物学等生态学领域的应用ꎬ为两

栖动物监测及多样性保护提供有力技术支撑ꎮ
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[１７] 　 Ｆｉｃｅｔｏｌａ Ｇ Ｆꎬ Ｂｏｙｅｒ Ｆꎬ Ｖａｌｅｎｔｉｎｉ Ａꎬ Ｂｏｎｉｎ Ａꎬ Ｍｅｙｅｒ Ａꎬ Ｄｅｊｅａｎ Ｔꎬ Ｇａｂｏｒｉａｕｄ Ｃꎬ Ｕｓｓｅｇｌｉｏ￣Ｐｏｌａｔｅｒａ Ｐꎬ Ｔａｂｅｒｌｅｔ Ｐ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ ｂｅｎｔｈｉｃ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０２１ꎬ ３０(１３): ３１８９￣３２０２.

[１８] 　 Ｔａｂｅｒｌｅｔ Ｐꎬ Ｃｏｉｓｓａｃ Ｅꎬ Ｈａｊｉｂａｂａｅｉ Ｍꎬ Ｒｉｅｓｅｂｅｒｇ Ｌ Ｈ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ ２１(８): １７８９￣１７９３.
[１９] 　 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.
[２０] 　 Ｓｃｈｍｅｌｚｌｅ Ｍ Ｃꎬ Ｋｉｎｚｉｇｅｒ Ａ Ｐ. Ｕｓｉｎｇ ｏｃｃｕｐａｎｃｙ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｔｏ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｆｉｅｌｄ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｒｅｇｉｏｎａｌ￣ｓｃａｌｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

ｏｆ ａｎ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ ａｑｕａｔｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ２０１６ꎬ １６(４): ８９５￣９０８.
[２１] 　 Ｆｉｃｅｔｏｌａ Ｇ Ｆꎬ Ｍａｎｅｎｔｉ Ｒꎬ Ｔａｂｅｒｌｅｔ Ｐ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ａｎｄ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ａｍｐｈｉｂｉａｎｓ ａｎｄ ｒｅｐｔｉｌｅｓ: ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ

ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅꎬ ａｎｄ ｍｕｃｈ ｍｏｒｅ. Ａｍｐｈｉｂｉａ￣Ｒｅｐｔｉｌｉａꎬ ２０１９ꎬ ４０(２): １２９￣１４８.
[２２] 　 Ｍｏｓｓ Ｗ Ｅꎬ Ｈａｒｐｅｒ Ｌ Ｒꎬ Ｄａｖｉｓ Ｍ Ａꎬ Ｇｏｌｄｂｅｒｇ Ｃ Ｓꎬ Ｓｍｉｔｈ Ｍ Ｍꎬ Ｊｏｈｎｓｏｎ Ｐ Ｔ Ｊ. Ｎａｖｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｄｅ￣ｏｆｆｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ａｎｄ

ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｆｉｅｌｄ ｓｕｒｖｅｙｓ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ａｍｐｈｉｂｉａｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ. Ｅｃｏｓｐｈｅｒｅꎬ ２０２２ꎬ １３(２): ｅ３９４１.
[２３] 　 Ｆｉｃｅｔｏｌａ Ｇ Ｆꎬ Ｍｉａｕｄ Ｃꎬ Ｐｏｍｐａｎｏｎ Ｆꎬ Ｔａｂｅｒｌｅｔ Ｐ. Ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ ２００８ꎬ ４(４):

４２３￣４２５.
[２４] 　 Ｒｅｅｓ Ｈ Ｃꎬ Ｂｉｓｈｏｐ Ｋꎬ Ｍｉｄｄｌｅｄｉｔｃｈ Ｄ Ｊꎬ Ｐａｔｍｏｒｅ Ｊ Ｒ Ｍꎬ Ｍａｄｄｉｓｏｎ Ｂ Ｃꎬ Ｇｏｕｇｈ Ｋ Ｃ. Ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅＤＮＡ ｆｏｒ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ Ｇｒｅａｔ Ｃｒｅｓｔｅｄ

Ｎｅｗｔ ｉｎ ｔｈｅ ＵＫ. Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１４ꎬ ４(２１): ４０２３￣４０３２.
[２５] 　 Ｂáｌｉｎｔ Ｍꎬ Ｎｏｗａｋ Ｃꎬ Ｍáｒｔｏｎ Ｏꎬ Ｐａｕｌｓ Ｓ Ｕꎬ Ｗｉｔｔｗｅｒ Ｃꎬ Ａｒａｍａｙｏ Ｊ Ｌꎬ Ｓｃｈｕｌｚｅ Ａꎬ Ｃｈａｍｂｅｒｔ Ｔꎬ Ｃｏｃｃｈｉａｒａｒｏ Ｂꎬ Ｊａｎｓｅｎ Ｍ. Ａｃｃｕｒａｃｙꎬ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ

ａｎｄ ｃｏｓｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｅＤＮＡ￣ｂａｓｅｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｕｒｖｅｙ ｉｎ ｔｒｏｐｉｃａｌ ｆｒｏｇｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ２０１８ꎬ １８(６): １４１５￣１４２６.
[２６] 　 Ｌｉ Ｗ Ｈꎬ Ｈｏｕ Ｘ Ｌꎬ Ｘｕ Ｃ Ｘꎬ Ｑｉｎ Ｍ Ｓꎬ Ｗａｎｇ Ｓ Ｐꎬ Ｗｅｉ Ｌꎬ Ｗａｎｇ Ｙ Ｐꎬ Ｌｉｕ Ｘꎬ Ｌｉ Ｙ Ｍ. Ｖａｌｉｄａｔｉｎｇ ｅＤＮＡ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ａｎｄ

ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｎｕｒａｎｓ ａｔ ａ ｌａｒｇｅ ｓｃａｌｅ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０２１ꎬ ９０(６): １４６６￣１４７９.
[２７] 　 Ｅｉｃｈｍｉｌｌｅｒ Ｊ Ｊꎬ Ｂｅｓｔ Ｓ Ｅꎬ Ｓｏｒｅｎｓｅｎ Ｐ Ｗ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｒｏｐｈｉｃ ｓｔａｔｅ ｏｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｉｎ ｌａｋｅ ｗａｔｅｒ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ

Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ ５０(４): １８５９￣１８６７.
[２８] 　 Ｂａｒｎｅｓ Ｍ Ａꎬ Ｔｕｒｎｅｒ Ｃ Ｒ. Ｔｈｅ ｅｃｏｌｏｇｙ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ａｎｄ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃｓ. Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０１６ꎬ １７(１):

１￣１７.
[２９] 　 Ｄｏｕｇｈｅｒｔｙ Ｍ Ｍꎬ Ｌａｒｓｏｎ Ｅ Ｒꎬ Ｒｅｎｓｈａｗ Ｍ Ａꎬ Ｇａｎｔｚ Ｃ Ａꎬ Ｅｇａｎ Ｓ Ｐꎬ Ｅｒｉｃｋｓｏｎ Ｄ Ｍꎬ Ｌｏｄｇｅ Ｄ Ｍ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ (ｅＤＮＡ) ｄｅｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ

ｒｕｓｔｙ ｃｒａｙｆｉｓｈ Ｏｒｃｏｎｅｃｔｅｓ ｒｕｓｔｉｃｕｓ ａｔ ｌｏｗ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ ５３(３): ７２２￣７３２.
[３０] 　 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.
[３１] 　 Ｇｅｅｒｔｓ Ａ Ｎꎬ Ｂｏｅｔｓ Ｐꎬ Ｖａｎ ｄｅｎ Ｈｅｅｄｅ Ｓꎬ Ｇｏｅｔｈａｌｓ Ｐꎬ Ｖａｎ ｄｅｒ ｈｅｙｄｅｎ Ｃ. Ａ ｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｌｉｅｎ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｃｒａｙｆｉｓｈ ｂａｓｅｄ

ｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ (ｅＤＮＡ): Ａ ｌａｂ ａｎｄ ｆｉｅｌｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ. Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓꎬ ２０１８ꎬ ８４: ５６４￣５７２.
[３２] 　 Ｓｍａｒｔ Ａ Ｓꎬ Ｗｅｅｋｓ Ａ Ｒꎬ ｖａｎ Ｒｏｏｙｅｎ Ａ Ｒꎬ Ｍｏｏｒｅ Ａꎬ ＭｃＣａｒｔｈｙ Ｍ Ａꎬ Ｔｉｎｇｌｅｙ Ｒ. Ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｓｔ￣ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｓａｍｐｌｉｎｇ.

Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１６ꎬ ７(１１): １２９１￣１２９８.
[３３] 　 Ｇｏｂｅｌ Ｎꎬ Ｌａｕｆｅｒ Ｇꎬ Ｃｏｒｔｉｚａｓ Ｓ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｑｕａｔｉｃ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｒｅｃｅｎｔｌｙ ｉｎｖａｄｅｄ ｂｙ ａ ｔｏｐ ｐｒｅｄａｔｏｒ: ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａｎ ｂｕｌｌｆｒｏｇｓ ｉｎ Ａｃｅｇｕáꎬ

Ｕｒｕｇｕａｙ. Ａｑｕａｔｉｃ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１９ꎬ ８１(１): ８.
[３４] 　 Ｋａｍｏｒｏｆｆ Ｃꎬ Ｄａｎｉｅｌｅ Ｎꎬ Ｇｒａｓｓｏ Ｒ Ｌꎬ Ｒｉｓｉｎｇ Ｒꎬ Ｅｓｐｉｎｏｚａ Ｔꎬ Ｇｏｌｄｂｅｒｇ Ｃ Ｓ. Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ ｂｕｌｌｆｒｏｇ (Ｌｉｔｈｏｂａｔｅｓ ｃａｔｅｓｂｅｉａｎｕｓ) ｏｎ

ａ ｌａｎｄｓｃａｐｅ ｌｅｖｅｌ: ｌｏｎｇ ｔｅｒｍ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｍｏｖａｌ ｅｆｆｏｒｔｓ ｉｎ Ｙｏｓｅｍｉｔｅ Ｖａｌｌｅｙꎬ Ｙｏｓｅｍｉｔｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｐａｒｋ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｖａｓｉｏｎｓꎬ ２０２０ꎬ ２２( ２):
６１７￣６２６.

[３５] 　 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.

[３６] 　 Ｅｖｅｒｔｓ Ｔꎬ Ｈａｌｆｍａｅｒｔｅｎ Ｄꎬ Ｎｅｙｒｉｎｃｋ Ｓꎬ Ｄｅ Ｒｅｇｇｅ Ｎꎬ Ｊａｃｑｕｅｍｙｎ Ｈꎬ Ｂｒｙｓ Ｒ. Ａｃｃｕｒａｔｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅａｓｏｎａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ
Ａｍｅｒｉｃａｎ ｂｕｌｌｆｒｏｇ (Ｌｉｔｈｏｂａｔｅｓ ｃａｔｅｓｂｅｉａｎｕｓ) ｕｓｉｎｇ ｄｄＰＣＲ ｅＤＮＡ ａｓｓａｙｓ. Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０２１ꎬ １１: １１２８２.

[３７] 　 Ｓｔｒｉｃｋｌｅｒ Ｋ Ｍꎬ Ｆｒｅｍｉｅｒ Ａ Ｋꎬ Ｇｏｌｄｂｅｒｇ Ｃ Ｓ. Ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＵＶ￣Ｂꎬ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ａｎｄ ｐＨ ｏｎ ｅＤＮＡ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｉｎ ａｑｕａｔｉｃ ｍｉｃｒｏｃｏｓｍｓ.
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ ２０１５ꎬ １８３: ８５￣９２.

[３８] 　 Ｄｅｊｅａｎ Ｔꎬ Ｖａｌｅｎｔｉｎｉ Ａꎬ Ｍｉｑｕｅｌ Ｃꎬ Ｔａｂｅｒｌｅｔ Ｐꎬ Ｂｅｌｌｅｍａｉｎ Ｅꎬ Ｍｉａｕｄ Ｃ. Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ａｌｉｅｎ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ
ｂａｒｃｏｄｉｎｇ: ｔｈｅ ｅｘａｍｐｌｅ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ ｂｕｌｌｆｒｏｇ Ｌｉｔｈｏｂａｔｅｓ ｃａｔｅｓｂｅｉａｎｕｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ ４９(４): ９５３￣９５９.

[３９] 　 Ｌｉｎ Ｍ Ｘꎬ Ｚｈａｎｇ Ｓꎬ Ｙａｏ Ｍ. Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ ｂｕｌｌｆｒｏｇ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｖａｓｉｏｎｓꎬ ２０１９ꎬ ２１(７):
２２５５￣２２６８.

[４０] 　 Ｔｏｒｒｅｓｄａｌ Ｊ Ｄꎬ Ｆａｒｒｅｌｌ Ａ Ｄꎬ Ｇｏｌｄｂｅｒｇ Ｃ Ｓ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｏｌｄｅｎ ｔｒｅｅ ｆｒｏｇ (Ｐｈｙｔｏｔｒｉａｄｅｓ ａｕｒａｔｕｓ) ｉｎ ｂｒｏｍｅｌｉａｄｓ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ
２０１７ꎬ １２(１): ｅ０１６８７８７.

[４１] 　 Ｂｒｏｚｉｏ Ｓꎬ Ｍａｎｓｏｎ Ｃꎬ Ｇｏｕｒｅｖｉｔｃｈ Ｅꎬ Ｂｕｒｎｓ Ｔ Ｊꎬ Ｇｒｅｅｎｅｒ Ｍ Ｓꎬ Ｄｏｗｎｉｅ Ｊ Ｒꎬ Ｈｏｓｋｉｓｓｏｎ Ｐ Ａ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｅＤＮＡ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｒｉｔｉｃａｌｌｙ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ Ｔｒｉｎｉｄａｄ ｇｏｌｄｅｎ ｔｒｅｅ ｆｒｏｇ (Ｐｈｙｔｏｔｒｉａｄｅｓ ａｕｒａｔｕｓ) ｉｎ ｂｒｏｍｅｌｉａｄ ｐｈｙｔｏｔｅｌｍａｔａ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１７ꎬ １２(２): ｅ０１７０６１９.

０７８７ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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[４２]　 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.

[４３] 　 Ｐｉｌｌｉｏｄ Ｄ Ｓꎬ Ｇｏｌｄｂｅｒｇ Ｃ Ｓꎬ Ａｒｋｌｅ Ｒ Ｓꎬ Ｗａｉｔｓ Ｌ Ｐ. Ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ ｏｃｃｕｐａｎｃｙ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｔｒｅａｍ ａｍｐｈｉｂｉａｎｓ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｆｒｏｍ
ｆｉｌｔｅｒｅｄ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｃａｎａｄｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ ａｎｄ Ａｑｕａｔｉｃ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１３ꎬ ７０(８): １１２３￣１１３０.

[４４] 　 Ｗｉｎｅｌａｎｄ Ｓ Ｍꎬ Ａｒｒｉｃｋ Ｒ Ｆꎬ Ｗｅｌｃｈ Ｓ Ｍꎬ Ｐａｕｌｅｙ Ｔ Ｋꎬ Ｍｏｓｈｅｒ Ｊ Ｊꎬ Ａｐｏｄａｃａ Ｊ Ｊꎬ Ｏｌｓｚａｃｋ Ｍꎬ Ｈｏｌｍｅｓ Ｊ Ｎꎬ Ｗａｌｄｒｏｎ Ｊ Ｌ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ
ｉｍｐｒｏｖｅｓ Ｅａｓｔｅｒｎ Ｈｅｌｌｂｅｎｄｅｒ ( Ｃｒｙｐｔｏｂｒａｎｃｈｕｓ ａｌｌｅｇａｎｉｅｎｓｉｓ ａｌｌｅｇａｎｉｅｎｓｉｓ) ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｖｅｒ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡꎬ
２０１９ꎬ １(１): ８６￣９６.

[４５] 　 Ｐｉｔｔ Ａ Ｌꎬ Ｓｈｉｎｓｋｉｅ Ｊ Ｌꎬ Ｔａｖａｎｏ Ｊ Ｊꎬ Ｈａｒｔｚｅｌｌ Ｓ Ｍꎬ Ｄｅｌａｈｕｎｔｙ Ｔꎬ Ｓｐｅａｒ Ｓ Ｆ. Ｄｅｃｌｉｎｅ ｏｆ ａ ｇｉａｎｔ ｓａｌａｍａｎｄｅｒ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｓｔｏｒｉｃａｌ ｒｅｃｏｒｄｓꎬ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ａｎｄ ｍｕｌｔｉ￣ｓｃａｌｅ ｈａｂｉｔａｔ ｄａｔａ. Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１７ꎬ ６２(６): ９６７￣９７６.

[４６] 　 Ｋａｔａｎｏ Ｉꎬ Ｈａｒａｄａ Ｋꎬ Ｄｏｉ Ｈꎬ Ｓｏｕｍａ Ｒꎬ Ｍｉｎａｍｏｔｏ Ｔ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ ｓａｌａｍａｎｄｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｈｅａｄｗａｔｅｒ ｓｔｒｅａｍｓꎬ ａｎｄ
ａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１７ꎬ １２(５): ｅ０１７６５４１.

[４７] 　 Ｐｉｌｌｉｏｄ Ｄ Ｓꎬ Ｇｏｌｄｂｅｒｇ Ｃ Ｓꎬ Ａｒｋｌｅ Ｒ Ｓꎬ Ｗａｉｔｓ Ｌ Ｐ. Ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅＤＮＡ ｆｒｏｍ ａ ｓｔｒｅａｍ￣ｄｗｅｌｌｉｎｇ ａｍｐｈｉｂｉａｎ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ
Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ２０１４ꎬ １４(１): １０９￣１１６.

[４８] 　 Ｆｕｋｕｍｏｔｏ Ｓꎬ Ｕｓｈｉｍａｒｕ Ａꎬ Ｍｉｎａｍｏｔｏ Ｔ. Ａ ｂａｓｉｎ￣ｓｃａｌｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｆｏｒ ｒａｒｅ ｅｎｄｅｍｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｅｘｏｔｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｒｉｖｅｒｓ: ａ ｃａｓｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｇｉａｎｔ ｓａｌａｍａｎｄｅｒｓ ｉｎ Ｊａｐａｎ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１５ꎬ ５２(２): ３５８￣３６５.

[４９] 　 Ｂｅｄｗｅｌｌ Ｍ Ｅꎬ Ｈｏｐｋｉｎｓ Ｋ Ｖ Ｓꎬ Ｄｉｌｌｉｎｇｈａｍ Ｃꎬ Ｇｏｌｄｂｅｒｇ Ｃ Ｓ. Ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ Ｓｉｅｒｒａ Ｎｅｖａｄａ ｙｅｌｌｏｗ￣ｌｅｇｇｅｄ ｆｒｏｇ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ.
Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｗｉｌｄｌｉｆｅ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔꎬ ２０２１ꎬ ８５(５): ９４５￣９５２.

[５０] 　 Ｒｕｐｐｅｒｔ Ｋ Ｍꎬ Ｄａｖｉｓ Ｄ Ｒꎬ Ｒａｈｍａｎ Ｍ Ｓꎬ Ｋｌｉｎｅ Ｒ Ｊ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ (ｅＤＮＡ) ａｓｓａｙ ｆｏｒ ａ ｃｒｙｐｔｉｃ Ｓｉｒｅｎ
(Ａｍｐｈｉｂｉａ: Ｓｉｒｅｎｉｄａｅ) . Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ａｄｖａｎｃｅｓꎬ ２０２２ꎬ ７: １００１６３.

[５１] 　 Ｇｏｌｄｂｅｒｇ Ｃ Ｓꎬ Ｓｔｒｉｃｋｌｅｒ Ｋ Ｍꎬ Ｆｒｅｍｉｅｒ Ａ Ｋ. Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｒｅ ａｍｐｈｉｂｉａｎｓ ｉｎ ｗｅｔｌａｎｄｓ:
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄｅｓｉｇｎｓ. Ｓｃｉｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｏｔａｌ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ ２０１８ꎬ ６３３: ６９５￣７０３.

[５２] 　 Ｖｉｌｌａｃｏｒｔａ￣Ｒａｔｈ Ｃꎬ Ｈｏｓｋｉｎ Ｃ Ｊꎬ Ｓｔｒｕｇｎｅｌｌ Ｊ Ｍꎬ Ｂｕｒｒｏｗｓ Ｄ. Ｌｏｎｇ ｄｉｓｔａｎｃｅ (>２０ ｋｍ) ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ ｓｔｒｅａｍ ｆｒｏｇｓ ｓｕｇｇｅｓｔｓ ａｎ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｆｏｒ ｅＤＮＡ ｉｎ ｓｕｒｖｅｙｉｎｇ ｆｏｒ ｒｅｍｎａｎｔ ａｍｐｈｉｂｉａｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ. ＰｅｅｒＪꎬ ２０２１ꎬ ９: ｅ１２０１３.

[５３] 　 Ｔａｋａｈａｒａ Ｔꎬ Ｉｗａｉ Ｎꎬ Ｙａｓｕｍｉｂａ Ｋꎬ Ｉｇａｗａ Ｔ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ３ ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ ｆｒｏｇ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂｙ ｅＤＮＡ ａｎｄ ａｃｏｕｓｔｉｃ ｓｕｒｖｅｙｓ ａｃｒｏｓｓ ３
ｓｅａｓｏｎｓ. Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２０ꎬ ３９(１): １８￣２７.

[５４] 　 Ｂｅｄｗｅｌｌ Ｍ Ｅꎬ Ｇｏｌｄｂｅｒｇ Ｃ Ｓ. Ｓｐａｔｉａｌ ａｎｄ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｏ ｉｎｆｏｒｍ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ ｌｅｎｔｉｃ ａｎｄ ｌｏｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍｓ.
Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０２０ꎬ １０(３): １６０２￣１６１２.

[５５] 　 Ｌｉ Ｗ Ｈꎬ Ｓｏｎｇ Ｔ Ｊꎬ Ｈｏｕ Ｘ Ｌꎬ Ｑｉｎ Ｍ Ｓꎬ Ｘｕ Ｃ Ｘꎬ Ｌｉ Ｙ Ｍ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ Ａｎｕｒａ ｏｎ ａ ｔｒｏｐｉｃａｌ ｉｓｌａｎｄ. Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
２０２１ꎬ １３(９): ４４０.

[５６] 　 Ｌｏｐｅｓ Ｃ Ｍꎬ Ｓａｓｓｏ Ｔꎬ Ｖａｌｅｎｔｉｎｉ Ａꎬ Ｄｅｊｅａｎ Ｔꎬ Ｍａｒｔｉｎｓ Ｍꎬ Ｚａｍｕｄｉｏ Ｋ Ｒꎬ Ｈａｄｄａｄ Ｃ Ｆ Ｂ. ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ: ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ａｎｕｒａｎ
ｓｕｒｖｅｙｓ ｉｎ ｈｉｇｈｌｙ ｄｉｖｅｒｓｅ ｔｒｏｐｉｃａｌ ｆｏｒｅｓｔｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ２０１７ꎬ １７(５): ９０４￣９１４.
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Ｄꎬ Ｓｃａｌｉ Ｓꎬ Ｓｃａｒì Ｇꎬ Ｐｅｎｎａｔｉ Ｒꎬ Ａｎｄｒｅｏｎｅ Ｆꎬ Ｍａｎｅｎｔｉ Ｒ. Ｎ￣ｍｉｘｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌｓ ｒｅｌｉａｂｌｙ ｅｓｔｉｍａｔｅ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ. Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１８ꎬ ８: １０３５７.

[７６] 　 Ｚｉｎｇｅｒ Ｌꎬ Ｄｏｎａｌｄ Ｊꎬ Ｂｒｏｓｓｅ Ｓꎬ Ｇｏｎｚａｌｅｚ Ｍ Ａꎬ Ｉｒｉｂａｒ Ａꎬ Ｌｅｒｏｙ Ｃꎬ Ｍｕｒｉｅｎｎｅ Ｊꎬ Ｏｒｉｖｅｌ Ｊꎬ Ｓｃｈｉｍａｎｎ Ｈꎬ Ｔａｂｅｒｌｅｔ Ｐꎬ Ｌｏｐｅｓ Ｃ Ｍ. Ａｄｖａｎｃｅｓ ａｎｄ
ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｉｎ ｎｅｏｔｒｏｐｉｃａｌ ｒａｉｎｆｏｒｅｓｔｓ / / Ａ Ｊ. Ｄｕｍｂｒｅｌｌꎬ Ｅ Ｃ. Ｔｕｒｎｅｒꎬ Ｔ Ｍ. Ｆａｙｌｅ ｅｄｓ. Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ
Ｅｌｓｅｖｉｅｒꎬ ２０２０ꎬ ６２ꎬ ３３１￣３７３.

[７７] 　 Ｌａｃｏｕｒｓｉèｒｅ￣Ｒｏｕｓｓｅｌ Ａꎬ Ｄｕｂｏｉｓ Ｙꎬ Ｎｏｒｍａｎｄｅａｕ Ｅꎬ Ｂｅｒｎａｔｃｈｅｚ Ｌ. Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｈｅｒｐｅｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｕｒｖｅｙｓ ｉｎ ｅａｓｔｅｒｎ Ｎｏｒｔｈ Ａｍｅｒｉｃａ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ＤＮＡ ｍｅｔｈｏｄ. Ｇｅｎｏｍｅꎬ ２０１６ꎬ ５９(１１): ９９１￣１００７.

[７８] 　 Ｋｌｙｍｕｓ Ｋ Ｅꎬ Ｒｉｃｈｔｅｒ Ｃ Ａꎬ Ｃｈａｐｍａｎ Ｄ Ｃꎬ Ｐａｕｋｅｒｔ Ｃ. Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅＤＮＡ ｓｈｅｄｄｉｎｇ ｒａｔｅｓ ｆｒｏｍ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｂｉｇｈｅａｄ ｃａｒｐ Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓ ｎｏｂｉｌｉｓ
ａｎｄ ｓｉｌｖｅｒ ｃａｒｐＨｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓ ｍｏｌｉｔｒｉｘ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ ２０１５ꎬ １８３: ７７￣８４.

[７９] 　 Ｓｔｅｗａｒｔ Ｋ Ａ. Ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｏｔｉｃ ａｎｄ ａｂｉｏｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ａｑｕａｔｉｃ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ. Ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ ２０１９ꎬ
２８(５): ９８３￣１００１.

[８０] 　 Ｍａｒｕｙａｍａ Ａꎬ Ｎａｋａｍｕｒａ Ｋꎬ Ｙａｍａｎａｋａ Ｈꎬ Ｋｏｎｄｏｈ Ｍꎬ Ｍｉｎａｍｏｔｏ Ｔ. Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ: ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ａｎｄ ａｄｕｌｔ ｆｉｓｈ.
ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１９ꎬ １４(２): ｅ０２１２１４５.

[８１] 　 Ｇｏｌｄｂｅｒｇ Ｃ Ｓꎬ Ｔｕｒｎｅｒ Ｃ Ｒꎬ Ｄｅｉｎｅｒ Ｋꎬ Ｋｌｙｍｕｓ Ｋ Ｅꎬ Ｔｈｏｍｓｅｎ Ｐ Ｆꎬ Ｍｕｒｐｈｙ Ｍ Ａꎬ Ｓｐｅａｒ Ｓ Ｆꎬ ＭｃＫｅｅ Ａꎬ Ｏｙｌｅｒ￣ＭｃＣａｎｃｅ Ｓ Ｊꎬ Ｃｏｒｎｍａｎ Ｒ Ｓꎬ
Ｌａｒａｍｉｅ Ｍ Ｂꎬ Ｍａｈｏｎ Ａ Ｒꎬ Ｌａｎｃｅ Ｒ Ｆꎬ Ｐｉｌｌｉｏｄ Ｄ Ｓꎬ Ｓｔｒｉｃｋｌｅｒ Ｋ Ｍꎬ Ｗａｉｔｓ Ｌ Ｐꎬ Ｆｒｅｍｉｅｒ Ａ Ｋꎬ Ｔａｋａｈａｒａ Ｔꎬ Ｈｅｒｄｅｒ Ｊ Ｅꎬ Ｔａｂｅｒｌｅｔ Ｐ. Ｃｒｉｔｉｃａｌ
ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｑｕａｔｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１６ꎬ ７( １１):
１２９９￣１３０７.

[８２] 　 Ｃｈａｍｂｅｒｓ Ｄ Ｌ. Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ａｆｆｅｃｔｓ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｐｒｅｙ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｉｎ ｌａｒｖａｌ ａｍｐｈｉｂｉａｎｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈｅｒｐｅｔｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ ４５
(２): ２１９￣２２３.

[８３] 　 Ｂａｒｎｅｓ Ｍ Ａꎬ Ｔｕｒｎｅｒ Ｃ Ｒꎬ Ｊｅｒｄｅ Ｃ Ｌꎬ Ｒｅｎｓｈａｗ Ｍ Ａꎬ Ｃｈａｄｄｅｒｔｏｎ Ｗ Ｌꎬ Ｌｏｄｇｅ Ｄ Ｍ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｅＤＮＡ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ｉｎ
ａｑｕａｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍｓ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ ４８(３): １８１９￣１８２７.

[８４] 　 Ｓａｓｓｏｕｂｒｅ Ｌ Ｍꎬ Ｙａｍａｈａｒａ Ｋ Ｍꎬ Ｇａｒｄｎｅｒ Ｌ Ｄꎬ Ｂｌｏｃｋ Ｂ Ａꎬ Ｂｏｅｈｍ Ａ Ｂ. Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ (ｅＤＮＡ) ｓｈｅｄｄｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｃａｙ ｒａｔｅｓ
ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｍａｒｉｎｅ ｆｉｓｈ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ ５０(１９): １０４５６￣１０４６４.

[８５] 　 Ｔｕｒｎｅｒ Ｃ Ｒꎬ Ｂａｒｎｅｓ Ｍ Ａꎬ Ｘｕ Ｃ Ｃ Ｙꎬ Ｊｏｎｅｓ Ｓ Ｅꎬ Ｊｅｒｄｅ Ｃ Ｌꎬ Ｌｏｄｇｅ Ｄ Ｍ. Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｐｔｉｍａｌ ｃａｐｔｕｒｅ ｏｆ ａｑｕｅｏｕｓ ｍａｃｒｏｂｉａｌ ｅＤＮＡ.
Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１４ꎬ ５(７): ６７６￣６８４.

[８６] 　 Ｈａｒｒｉｓｏｎ Ｊ Ｂꎬ Ｓｕｎｄａｙ Ｊ Ｍꎬ Ｒｏｇｅｒｓ Ｓ Ｍ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｆａｔｅ ｏｆ ｅＤＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１９ꎬ ２８６(１９１５): ２０１９１４０９.

[８７] 　 Ｂｒｙｓ Ｒꎬ Ｈａｅｇｅｍａｎ Ａꎬ Ｈａｌｆｍａｅｒｔｅｎ Ｄꎬ Ｎｅｙｒｉｎｃｋ Ｓꎬ Ｓｔａｅｌｅｎｓ Ａꎬ Ａｕｗｅｒｘ Ｊꎬ Ｒｕｔｔｉｎｋ Ｔ. Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｓｐａｔｉｏｔｅｍｐｏｒａｌ ｏｃｃｕｐａｎｃｙ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｆｉｓｈ ａｎｄ
ａｍｐｈｉｂｉａｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ａ ｌｅｎｔｉｃ ａｑｕａｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０２１ꎬ ３０(１３): ３０９７￣３１１０.

[８８] 　 Ｓｐｅａｒ Ｓ Ｆꎬ Ｇｒｏｖｅｓ Ｊ Ｄꎬ Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｌ Ａꎬ Ｗａｉｔｓ Ｌ Ｐ. Ｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｄｅｔｅｃｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ａ ｈｅｌｌｂｅｎｄｅｒ (Ｃｒｙｐｔｏｂｒａｎｃｈｕｓ
ａｌｌｅｇａｎｉｅｎｓｉｓ) ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｐｒｏｇｒａｍ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ ２０１５ꎬ １８３: ３８￣４５.

[８９] 　 Ｋａｍｏｒｏｆｆ Ｃꎬ Ｇｏｌｄｂｅｒｇ Ｃ Ｓ. Ａｎ ｉｓｓｕｅ ｏｆ ｌｉｆｅ ｏｒ ｄｅａｔｈ: ｕｓｉｎｇ ｅＤＮＡ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｖｉａｂｌｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｉｎ ｗｉｌｄｅｒｎｅｓｓ ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ. Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１８ꎬ
３７(３): ６８５￣６９６.

２７８７ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４３ 卷　
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[９０]　 Ｔｕｒｎｅｒ Ｃ Ｒꎬ Ｕｙ Ｋ Ｌꎬ Ｅｖｅｒｈａｒｔ Ｒ Ｃ. Ｆｉｓｈ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｉｓ ｍｏｒｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｉｎ ａｑｕａｔｉｃ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｔｈａｎ ｓｕｒｆａｃｅ ｗａｔｅｒ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ
２０１５ꎬ １８３: ９３￣１０２.

[９１] 　 Ｂｏｅｈｒｅｒ Ｂꎬ Ｓｃｈｕｌｔｚｅ Ｍ. Ｓｔｒａｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｋｅｓ. Ｒｅｖｉｅｗｓ ｏｆ Ｇｅｏｐｈｙｓｉｃｓꎬ ２００８ꎬ ４６(２): ＲＧ２００５.
[９２] 　 Ｓｅｙｍｏｕｒ Ｍꎬ Ｄｅｉｎｅｒ Ｋꎬ Ａｌｔｅｒｍａｔｔ Ｆ. Ｓｃａｌｅ ａｎｄ ｓｃｏｐｅ ｍａｔｔｅｒ ｗｈｅｎ ｅｘｐｌａｉｎｉｎｇ ｖａｒｙｉｎｇ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｒｉｖｅｒｉｎｅ ｍｅｔａｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ.

Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ １７(２): １３４￣１４４.
[９３] 　 Ｓｅｙｍｏｕｒ Ｍꎬ Ｄｕｒａｎｃｅ Ｉꎬ Ｃｏｓｂｙ Ｂ Ｊꎬ Ｒａｎｓｏｍ￣Ｊｏｎｅｓ Ｅꎬ Ｄｅｉｎｅｒ Ｋꎬ Ｏｒｍｅｒｏｄ Ｓ Ｊꎬ Ｃｏｌｂｏｕｒｎｅ Ｊ Ｋꎬ Ｗｉｌｇａｒ Ｇꎬ Ｃａｒｖａｌｈｏ Ｇ Ｒꎬ ｄｅ Ｂｒｕｙｎ Ｍꎬ Ｅｄｗａｒｄｓ Ｆꎬ

Ｅｍｍｅｔｔ Ｂ Ａꎬ Ｂｉｋ Ｈ Ｍꎬ Ｃｒｅｅｒ Ｓ. Ａｃｉｄｉｔｙ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉ￣ｓｐｅｃｉｅｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ ｉｎ ｌｏｔｉｃ ｍｅｓｏｃｏｓｍｓ. Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２０１８ꎬ １: ４.

[９４] 　 ｄｅ Ａｎｎａ Ｐꎬ Ｌｅ Ｂｏｒｇｎｅ Ｔꎬ Ｄｅｎｔｚ Ｍꎬ Ｔａｒｔａｋｏｖｓｋｙ Ａ Ｍꎬ Ｂｏｌｓｔｅｒ Ｄꎬ Ｄａｖｙ Ｐ. Ｆｌｏｗ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｃｙꎬ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｔｉｍｅ ｒａｎｄｏｍ
ｗａｌｋｓ ｉｎ ｐｏｒｏｕｓ ｍｅｄｉａ. Ｐｈｙｓｉｃａｌ Ｒｅｖｉｅｗ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ ２０１３ꎬ １１０(１８): １８４５０２.
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