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摘要    精确地掌握物种的分布与种群动态是保护生物学的基础。然而，对于某些具有特殊生活史

的物种以及群体数量非常少的种群而言，物种分布检测极其困难。DNA 条形码技术与环境

DNA(Environmental DNA, eDNA)的结合使以上困难得以解决。鉴于 eDNA 易降解、在环境中含量

低的特性，探究其在环境中的持续存留时间对于后续准确进行定性与定量分析至关重要。本研究以

中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)为研究对象，结合实时荧光定量PCR定量分析了水环境中eDNA
随时间的降解情况，基于赤池信息准则(Akaike Information Criterion, AIC)，选择了最适于 eDNA 随

时间降解的统计模型。结果显示，当 eDNA 的释放源头被去除后，eDNA 在水体中的含量与时间呈

负相关关系，其在环境中的存留时间为 30 d 左右。本研究旨在为合理规划物种的定性检测与定量

评估提供理论依据，以期将人为因素造成的实验误差降到最低。 
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全球渔业衰退是 21 世纪面临的重大挑战之一

(Dudgeon, 2010; 金显仕等, 2015; Evans et al, 2018)。
然而，对研究人员与政策制定者而言，收集水生生物

种群分布与种群动态变化的精确数据是其面临的最

大挑战(Thomsen et al, 2015)，特别是对于某些密度极

小与具有特殊生活史的种群，检测其时空分布与调查

其种群动态变化将变得更加困难 (Mackenzie et al, 
2005; Dejean et al, 2011)。为了克服以上困难，DNA
条形码技术被成功地应用到水生生态系统中，检测来

自生物体细胞外的 DNA(即 eDNA)(Bohmann et al, 
2014; 单秀娟等, 2018)，进而通过 eDNA 去掌握物种

的分布与种群动态变化。该方法不需要采集生物样
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本，对生态系统无伤害且经济高效。目前，该方法已

成功应用到生物检测(Goldberg et al, 2015; Davison 
et al, 2017)、生物多样性评价(Drummond et al, 2015; 
Majaneva et al, 2018)、生物量评估(Pillioddavid et al, 
2013; Tillotson et al, 2018)、鱼类洄游(Yamanaka et al, 
2016)以及其他方面(Sigsgaard et al, 2016、2017)的研

究中。 
由于 eDNA 极易降解，且在环境中含量极低，因

而，其在环境中的存留时间将会直接影响后期的定性

与定量分析。为了能够将 eDNA 技术准确地应用到水

生生态系统的研究领域中，探究 eDNA 在水体中的存

留时间显得尤为重要。eDNA 在环境中的存留时间是

指切断 eDNA 的来源之后，eDNA 在环境中的持续存

在时间(Dejean et al, 2011)。虽然，已有相关研究表明，

eDNA 在水体中呈指数式降解 (Dejean et al, 2011; 
Strickler et al, 2015)，但不同的物种具有不同的生活

史，其释放 eDNA 的速率各不相同(Minamoto et al, 
2017)，从而导致不同物种释放的 eDNA 在水体中的

存留时间不同。本研究以中国对虾(Fenneropenaeus 
chinensis)为研究对象，结合实时荧光定量 PCR，检

测 eDNA 在水体中的存留时间，同时，探究 eDNA 降

解速率与时间之间的关系。本研究旨在为水生生态系

统 eDNA 的取样、操作流程优化、整体实验方案设计

及应用提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  特异性引物设计 

针对中国对虾的线粒体细胞色素酶氧化亚基Ⅰ

(COⅠ)基因设计特异性引物。在 GenBank 数据库中

检索中国对虾线粒体 DNA (mtDNA) COⅠ基因序列

(GenBank 登录号: gbHQ700930.1)，利用 BioEdit 和

MEGA7 软件进行序列比对，使用 Primer Premier 6
与 Beacon Designer 8 软件设计引物与探针，并在

NCBI 网站上进行引物特异性测试。 
筛选确定 1 对特异性扩增中国对虾 COⅠ基因的

目的片段为 597 bp 的普通 PCR 引物(COⅠPF：TTGT 
AGTTACAGCCCACGCT，COⅠPR：AAATTATCCC- 
GAAGGCGGGT)与 1 对目的片段为 106 bp 的荧光定

量 PCR 引物(COⅠDF：AGGGGTAGGAACAGGATG- 
AAC，COⅠDR：GACACCAGCTAGATGCAGCG，

Probe：5FAM-TCAGCTAGAATTGCTCATGCCGGA- 
GCTTCAGT-3BHQ1)，其中，普通 PCR 引物用来制

备质粒标准品 DNA，定量 PCR 引物所扩增的目的片

段为普通 PCR 引物所扩增目的片段的一部分。引物

由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.2  中国对虾肌肉组织 DNA 提取及 PCR 扩增 

实验所用中国对虾肌肉组织取自 2016 年渤海渔

业资源调查捕获的中国对虾，–20℃保存。 
中国对虾肌肉组织 DNA 的提取采取传统的酚–

氯仿–异戊醇方法，提取完成后，使用紫外分光光度

计检测 DNA 浓度并稀释到 50 ng/μl，用 1.5 ml 无菌

离心管分装，–20℃保存。25 μl PCR 反应体系：10×Taq 
Buffer 2.5 μl，dNTPs (各 2.5 mmol/L) 0.5 μl，正反向

引物(COⅠPF/COⅠPR)(10 mmol/L)各 0.5 μl，Taq 
DNA Polymerase(5 U/μl) 0.5 μl，模板 DNA (50 ng/μl)  
1 μl, MgCl2 (25 mmol/L) 1.5 μl，ddH2O 18 μl。PCR 扩

增反应条件：94℃预变性 3 min；94℃ 30 s，60℃ 30 s，
72℃ 1 min，扩增 35 个循环；72℃复延伸 10 min。
PCR 产物用 2%的琼脂糖凝胶电泳进行检测。 

1.3  中国对虾 mtDNA COⅠ基因克隆及质粒标准品

制备 

将 1.2 中 PCR 产物用 Gel Extraction Kit (OMEGA)试
剂盒进行纯化。将纯化的 PCR 产物连接到 pMD-18-T
质粒载体 (TaKaRa)上，转化入 DH5α 感受态细胞

(TaKaRa)中，最后在含 Amp、X-gal 及 IPTG 的 LB 固

体平板培养基上过夜培养，经过蓝白斑筛选后，挑取

8 个白色单菌落，分别置于 1.5 ml 离心管中培养 8 h，
将菌液送至生工生物工程(上海)股份有限公司测序。 

根据测序结果，选取连接转化成功的菌液扩大培

养。培养 24 h 后，使用 Plasmid Mini Kit I (OMEGA)
进行质粒标准品 DNA 提取。DNA 提取完成后，使用

紫外分光光度计检测并计算其拷贝数，最后将其稀释

到 108 copies/μl，–80℃保存备用。 
以上所有实验步骤均按照说明书进行操作。 

1.4  样品采集 

为了检测 eDNA 在水体中的存留时间，必须保证

水体中有一定量的 eDNA，且在开始检测时切断其

eDNA 的释放源头，以免生物体不断地向水体中释放

DNA 而影响实验结果。因此，通常是在固定的水体

中饲养研究对象一段时间，待水体中 eDNA 有一定量

的积累后将生物体从水体中移除。 
本实验所用水样取自中国水产科学研究院黄海

水产研究所水产遗传育种中心中国对虾养殖池(养殖

池内只有中国对虾这单一物种，且养殖池内有足够量

的 eDNA)，养殖池长 5.5 m、宽 3.6 m、高 1.2 m，池

内水体体积为 14 m3，池内有中国对虾 180 只，虾体

平均体重为 27 g。从池内取 25 L 水样用提前消毒的
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无菌白色塑料桶带回实验室，室温保存，桶内用充气

泵保持充气直至取样完毕(有关养殖池信息及中国对

虾体长、体重数据均由遗传育种中心工作人员测量)。 
取样工作参照 Dejean 等(2008)的方法并加以改

进，每隔 24 h 从水桶内取 15 ml 水样，装进 50 ml 无菌

离心管内，同时，在离心管内加 3 mol/L 的醋酸钠溶

液 1.5 ml 与无水乙醇 33 ml，每次取 3 个平行样本，–20
℃保存直至进行 eDNA 提取。水样采集时间为 2018
年 1 月 12 日~2 月 7 日，取样时间为每天 08:00。 

1.5  eDNA 提取 

选用 DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen, Hilden, 
德国)试剂盒进行 eDNA 的提取，提取方法参照 Ficetola
等(2008)、Dejean 等(2008)与 Renshaw 等(2015)，并

进行相应改进，其具体提取步骤为： 
将水样从冰箱拿出，4℃ 9000 g 离心 1 h。将上

一步离心管底部的沉淀物全部刮出，放入 2 ml 的无

菌离心管中，加入 570 μl 的 Buffer ATL 与 60 μl 的蛋

白酶 K，涡旋震荡混匀，恒温水浴 3 h 直至沉淀物完

全裂解，水浴期间，每隔 15 min 轻轻颠倒混匀离心

管以加速裂解，裂解完成后涡旋震荡 15 s。其余步骤

按照试剂盒说明书进行，其中，最后一步中 DNA 的

洗脱用 60 μl Buffer TE，而非试剂盒中 Buffer AE。 
eDNA 提取完成后，立即使用紫外分光光度计检

测其浓度，若 eDNA 样品浓度高于 250 ng/μl，则将

其进行稀释。每个 eDNA 样品吸取 10 μl 用作琼脂糖

凝胶电泳检测及 PCR 定量分析，其余 50 μl eDNA 溶

液于–80℃保存。 

1.6  eDNA 的定量分析 

所有提取的 eDNA 样品采用 BBI 生命科学有限

公司 2×TaqMan Fast qPCR Master Mix(Low Rox)实时

荧光定量 PCR 试剂盒进行定量分析。PCR 采用 20 μl
体系：10 μl 2×TaqMan Fast qPCR Master Mix，正反

向引物(10 μmol/L)各 0.4 μl，0.4 μl 探针(10 μmol/L)，
2 μl 模板 DNA，6.8 μl PCR 级水。扩增反应程序采用

两步法：94℃预变性 3 min；94℃变性 5 s，60℃退火

延伸 34 s，40 个循环。 
PCR 扩增使用 ABI 7500 型定量 PCR 仪和 96 孔

板(Thermo Fisher)，标准品 DNA 与未知浓度 eDNA
样品均进行 3 个重复，每个 96 孔板进行 3 个阴性对照(无
模板)与 3 个阳性对照(中国对虾基因组 DNA)，标准

品以 10 倍浓度梯度从 107 copies/μl 稀释至 101 copies/μl。
实验数据采用绝对定量法分析，eDNA 拷贝数取阳性

扩增样品的平均值，应用系统软件 SDS1.4.0.25 自动

计算 Ct 值及生成标准曲线与扩增曲线。 

1.7  数据分析 

基于 AIC 选择了最适于 eDNA 随时间降解的模

型(Burnham, 2002; Wickham, 2009)，所有数据使用

R3.5.0 进行处理，误差控制在 95%的置信区间以内。 

2  结果与分析 

2.1  引物特异性验证 

PCR 产物经 2%的琼脂糖凝胶电泳检测，结果显

示，引物对 COⅠPF/PR 与 COⅠDF/DR 成功扩增出

597 bp 与 106 bp 的目的片段，与预期结果完全一致，

电泳条带单一且明亮，无杂带(图 1)，证明所设计的

引物特异性很好。 
 

 
 

图 1  引物 COⅠPF/PR 与 COⅠDF/DR 的扩增结果 
Fig.1  Amplification of primer COⅠPF/PR and COⅠDF/DR 

M: DNA Marker DL 2000；泳道 1~4 为引物 COⅠPF/PR 的

PCR 产物；泳道 6~9 为引物 COⅠDF/DR 的 PCR 产物 
M: DNA Marker DL 2000; Lane 1~4: PCR products of COⅠ

PF/PR; Lane 6~9: PCR products of COⅠDF/DR 
 

2.2  标准曲线建立及回归方程设定 

通过实时荧光定量 PCR 扩增，PCR 检测系统根

据荧光值的变化规律，自动生成中国对虾 COⅠ基因

的标准曲线(图 2)。曲线的斜率为 K=3.15，相关系

数 R2=0.994，回归方程为 y=3.24x+37.47，说明在稀

释的质粒标准品 DNA 浓度范围内具有良好的线性关

系，表明本研究建立的标准曲线能够准确地反映中国

对虾 COⅠ基因的扩增。 

2.3  eDNA 检测 

使用紫外分光光度计检测未知浓度 eDNA 样品发

现，大部分样品的 A260 nm/A280 nm 值均低于 1.8，只有极

少数样品的 A260 nm/A280 nm 值在 1.8~2.0 之间，且 eDNA
样品浓度普遍较低，说明水体中 eDNA 含量较少且水

体中杂质较多，因而导致提取的 DNA 纯度较低。 
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图 2  中国对虾 COⅠ基因 AQ-PCR 标准曲线 
Fig.2  Standard curve of AQ-PCR of  
Fenneropenaeus chinensis COⅠ gene 

2.4  eDNA 降解结果 

检测结果显示，在 eDNA 的释放源头去除后，随

着时间的推移，水体中 eDNA 的拷贝数与时间呈负相

关关系。第 1 天(2018 年 1 月 12 日)检测时每 15 ml
水样中含有的 DNA 拷贝数为 3.76×104，而在第 27 天

(2018 年 2 月 7 日)检测时，每 15 ml 水体中的 eDNA
拷贝数则降解为 711。此外，基于 AIC 比较了 GAM 
(Gaussian)、GAM(Inverse.Gaussian)、GLM、一元一

次回归及一元二次回归 5 种模型对 eDNA 降解与时间

之间的关系的适用性，发现用 GAM(Gaussian)模型拟

合 eDNA 降解与时间之间的关系曲线 AIC 值最小

(AIC=472.0694)(表 1)，同时，其相关系数 R2 也最高

(R2=0.984) (图 3)，说明 GAM(Gaussian)模型能更好反

映 eDNA 的降解与时间之间的关系。 
 

表 1  基于 AIC 值对模型的选择 
Tab.1  The choice of model based on AIC value 

项目 Items GAM (gaussian) GAM (inverse.gaussian) GLM 一元一次 Linear 一元二次 Quadratic
AIC 472.0694 497.6066 518.5996 518.5996 491.4329 
R2 0.984 0.977 0.8969 0.8969 0.9635 
Deviance explained 98.9% 96.6% — — — 

 

 
 

图 3  中国对虾 eDNA 降解与时间之间的关系拟合 
Fig.3  Relationship fitting between degradation of eDNA  

and time in Fenneropenaeus chinensis 
 

3  讨论 

eDNA 的检出率主要取决于释放速率与降解速

率，同时，目标种种群数量的大小对 eDNA 的检出率

也有一定的影响。此外，除了不可控的自然因素外，

一些人为因素也对 eDNA 检出率的高低有不可忽视

的影响。eDNA 从生物体释放进入水环境后，可能会

持续存在，吸附在有机或者无机颗粒上成为沉积物，

或者在水环境中逐渐被降解(Levy-Booth et al, 2007)，
影响其降解的因素主要有核酸酶、温度、pH、紫外

光照、水化学及微生物的活动等一系列生物与非生物

因素(Barnes et al, 2014; Strickler et al, 2015; Tsuji et al, 
2016)。 

3.1  长片段 eDNA 与短片段 eDNA 在研究中的区别 

eDNA 由释放源进入水环境后，随着时间的变

化，一般经过由大片段逐渐分解为小片段直至降解的

过程，在这个过程中，根据其环境条件的不同，eDNA
在不同环境因子的影响下被加速降解。片段大小为

300~400 bp 的 eDNA 在人为实验控制的条件下能够

在水体中持续存在 7 d (Zhu, 2006; Dejean et al, 
2011)，7 d 后仍能检测到的 eDNA 则为≤100 bp 左右

的短片段 DNA。本研究采用实时荧光定量 PCR 
(TaqMan 法)扩增了一段目的片段大小为 106 bp 的短

片段 eDNA，检测了短片段 eDNA 在水体中滞留时间

的长短，结果发现，较长片段 eDNA 而言，短片段

eDNA 在水体存留的时间要长很多，其完全降解至少

需要 30 d，但是，长片段 eDNA 能够更加准确地反映

最新的生物信息 (Hänfling et al, 2016; Bista et al, 
2017)。同时，这也反映出研究者应该针对自己的最

终目的设计实验，扩增符合需求的 eDNA 片段，以达

到最佳的研究效果。Jo 等(2017)设计了 1 对能够扩增
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719 bp 的长片段 eDNA 的引物与 1 对能够扩增 127 bp
的短片段 eDNA 的引物，分别应用实时荧光定量 PCR
对竹筴鱼(Trachurus japonicus)进行了生物量估测及

分布监测，表明扩增长片段的 eDNA 能够更加精确地

评估生物量以及对物种分布做出准确判断。根据长短

片段 eDNA 在水体中滞留时间的不同，建议在利用

eDNA 技术进行生物量评估与物种时空动态分布监

测时，设计能够扩增长片段 eDNA 的引物以扩增来自

于生物体最新释放进入水体的 DNA，而不是长期滞

留于水体中的 DNA，以避免 2 个资源调查周期之间

短片段 eDNA 的累积效果所导致的实验误差。 

3.2  不同物种释放的 eDNA在水体中存留时间的区别 

一般而言，水生动物释放的 eDNA 在水体的存留

时间为 7~30 d，但不同的生物种类的生活史特征不

同，释放 eDNA 的速率不同(Minamoto et al, 2017)，
释放 eDNA量的多少与 eDNA片段的大小也各不相同

(Geerts et al, 2018)。因此，对不同的物种而言，其释

放的 DNA 在环境中的存留时间也不同。Thomsen 等

(2012)研究发现，在饲养锄足蟾(Pelobates fuscus)和冠

北螈(Triturus cristatus)时，养殖水体中 eDNA 的量随

时间不断增加，但将其移除后，水体中 eDNA 的量快

速下降，7~14 d 后，eDNA 完全降解；而 Goldberg
等(2013)以淡水螺(Potamopyrgus antipodarum)为研究

对象，在 15℃恒温条件下饲养淡水螺一段时间后将

其移除，发现其释放到水体中的 DNA 能够在环境中

存留 14~42 d。本研究与前人的研究相比，中国对虾

所释放的 eDNA 在水体中的存留时间较长，主要是因

为甲壳类的整个生活史过程中存在蜕皮现象，因而其

释放到水中的 eDNA 的量较大。此外，本研究所取水

样的养殖池中的中国对虾密度较大，是 eDNA 在水体

中存留时间较长的原因之一。 

3.3  环境因子对 eDNA 存留时间的影响 

除了物种本身生活史差异性造成的存留时间不

同外，环境因子的变动也会导致 eDNA 在水体中存留

时间的差异。已有研究表明，温度与 eDNA 的降解速

率呈正相关关系 (Strickler et al, 2015; Lacoursière- 
Roussel et al, 2016)。Strickler 等(2015)研究了美国牛

蛙(Lithobates catesbeianus)释放到水体中的 eDNA 分

别在 5℃、25℃和 30℃的条件下的降解情况，发现当

环境中 eDNA 的量相同时，5℃时 eDNA 的降解最缓

慢，主要因为低温条件下微生物的生长过程较为缓

慢，降低了有关生命活动导致的 eDNA 的降解。本研

究所用水体是在冬天室温(15℃)的情况下保存的，与

夏季相比，eDNA 的降解速率较为缓慢。因此，对于

自然水体而言，随着季节的交替变化，水温发生变化，

其水环境中的 eDNA 的降解速率也发生变化。此外，

研究表明，pH、紫外辐射以及水化学对 eDNA 的降

解也存在一定的影响(Pilliod et al, 2013; Barnes et al, 
2014; Eichmiller et al, 2014、2016a、b)。但是，以上环

境因子共同作用时如何影响 eDNA 的降解尚不清楚。

未来在应用 eDNA 技术准确评估目标种生物量之前，

解决上述环境因子对 eDNA 降解的影响机制至关重要。 

4  小结 

通过检测 eDNA 在水体中的存留时间发现，短片

段 eDNA 在水环境中能够存留长达 30 d 左右，可以

据此来合理设计实验方案、确定合适的采样周期以及

寻求妥善的 eDNA 存储方法，从而为 eDNA 技术更有

力地应用到水生生态系统的研究领域奠定基础。 
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Abstract    Accurate knowledge of species distribution and population dynamics is the basis of 
conservation biology. However, for certain species that have a special life history and very few 
populations, species distribution detection becomes extremely difficult. The combination of DNA barcode 
technology and environmental DNA (eDNA) has solved these difficulties. Currently, this method has been 
applied successfully to biological testing, biodiversity assessment, biomass assessment, fish migration, 
and other research. Given the ease of degradation of eDNA and its low level in the environment, exploring 
its persistence in the environment is critical for accurate qualitative and quantitative analysis. In this study, 
Fenneropenaeus chinensis was used as the research subject. The degradation of eDNA in a water 
environment was quantitatively analyzed by real-time fluorescent quantitative PCR. The relationship 
between eDNA degradation rate and time was explored. The most suitable eDNA was selected based on 
Akaike Information Criterion (AIC). A statistical model of degradation of eDNA over time was used. The 
experimental results showed that the level of eDNA in water is negatively correlated with time. After the 
source of eDNA was removed, its residence time in the environment was about one month. The aim of 
this research was to provide a theoretical basis for the qualitative detection and quantitative assessment of 
rationally planned species, with a view to minimizing experimental error caused by human factors.  
Key words    Environmental DNA; Retention time; Fenneropenaeus chinensis 
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