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摘要:为考察池塘模型下鱼类的环境DNA(environmental
 

DNA,eDNA)序列相对丰度与个体数量的关系,于2022年9月

在长、宽、深分别为200、100、2
 

m的池塘中按比例暂养100尾胭脂鱼(Myxocyprinus
 

asiaticus)、800尾长吻鮠(Leiocassis
 

longirostris)、1
 

000尾厚颌鲂(Megalobrama
 

pellegrini)和2
 

500尾中华倒刺鲃(Spinibarbus
 

sinensis)10
 

d后,于该养殖池

塘中设置15个采样点,以鱼类线粒体12S
 

rRNA基因为标记,通过水样采集、过滤、eDNA提取、PCR扩增、高通量测序、

生物信息学分析等一系列标准化分析流程来探究上述4种鱼类个体数量和eDNA序列相对丰度的关系。结果显示:

1)
 

在池塘模型下检测到胭脂鱼的eDNA序列相对丰度最低,为3
 

970条;中华倒刺鲃的eDNA序列相对丰度最高,为

687
 

895条。2)
 

4种鱼类的eDNA序列相对丰度和个体数量呈正向趋势。上述研究结果可为后续将eDNA技术应用于

自然河流系统中鱼类种群丰度的评估工作提供科学依据。
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生物体通过多种方式释放到土壤、水体、空气等环境中的 DNA总称为环境 DNA(environmental
 

DNA,

eDNA)[1-3],而从环境样本中收集、提取生物体释放的DNA片段并利用测序技术对这些DNA片段进行定性或

定量分析的方法被称为eDNA技术[4]。2008年,Ficetola等人[5]首次基于eDNA技术在池塘中检测出入侵物种

美国牛蛙(Rana
 

catesbeiana)。目前,eDNA技术已在水生生物学和生态学领域被广泛应用,例如:金珂等人[6]利

用该技术检测出太湖流域的107种底栖动物;Tillotson等人[7]的研究表明eDNA浓度与鲑鱼数量密切相关;程
如丽等人[8]利用该技术得出了鱼类的多样性和种类结构受梯级水电站的长期阻隔作用影响的研究结果。相较

于传统方法,eDNA技术的出现为相关研究提供了一条新路径;该技术具有非侵入性、敏感性、不受天气影响等

特点,功能强大,经济高效[9]。但eDNA技术也存在一定缺陷,如易被污染、易出现假阳性或假阴性结果等[10]。
渔业管理需要可靠的数据进行鱼类资源调查及种群评估,而评估种群丰度是其中常见的方式之一[11]。对池

塘、湖泊以及水箱的调查结果表明,eDNA技术可用于评估种群丰度[12-14]。将eDNA技术结合到渔业管理中可

帮助人们进行鱼类种群监测,并能够及早发现鱼类种群丰度的变化[15]。但是,现有的评估方法对种群内个体数

量极小的物种无法开展有效工作[16]。同时,由于估计丰度的不确定性,特别是对于鱼类等水生生物,测试eDNA
能否作为评估物种丰度的可靠指标仍是一项技术挑战,且缺乏支持eDNA序列相对丰度与物种的个体数量之间

明确关系的实证研究[11]。目前,已有研究发现浮游动物的生物量和eDNA序列数之间存在一定线性关系,并提

出可用物种的eDNA序列数评估物种种群的相对丰度,但是在准确性方面并未做更加深入的探讨[17]。因此,未
来一段时间内该领域的热点和难点之一仍是如何利用eDNA技术精确地评估物种生物量。

鉴于目前通过eDNA量化每种鱼类个体数量的研究较少[18],因此本研究首先假设鱼类个体释放到水中的

eDNA与鱼类个体数量存在某种联系,由此可通过测量水样中eDNA来评估物种种群丰度。进一步地,本研究

于2022年9月通过eDNA技术并建立池塘模型获得了相关数据,然后探究了eDNA序列相对丰度与鱼类个体

数量之间的关系,以期为通过该技术评估物种个体数量的研究与实践提供一定科学依据,进而推进该技术在水
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生生物学及生态学领域的深入应用。

1 材料与方法

1.1 实验鱼信息及池塘的选择

实验鱼均为人工池塘养殖,物种、数量等具体信息见表1。本研究选择1个长×宽×深为200
 

m×100
 

m×
2

 

m的长方形池塘;池塘周围生态环境良好,无外源污染,平均水深为1.8
 

m,具有独立的进水及排水系统。在实

验鱼放养前5
 

d,用漂白粉溶液(w漂白粉=10%)进行清塘消毒及设备消毒。每2
 

500
 

m2 使用1台增氧机,即整个

池塘中共使用8台增氧机;每日饲料投喂量占鱼体质量的3%~5%,并依当日水质状况和实验鱼的摄食情况进

行增减。

1.2 水样采集及处理

实验用鱼在池塘中喂养10
 

d后,在池塘内均匀设置15个采样点,采样点分布如图1所示,用采水器在各采

样点取上、中、下水层的混合水样共10
 

L,立即于4
 

℃条件下储存。为防止外源DNA污染,采水器和采样瓶在使

用前均用漂白粉溶液(w漂白粉=10%)消毒,且采样人员在采样过程中配戴一次性手套并及时更换[19]。将水样混

匀后,取6
 

L水样分装为3个平行水样。在24
 

h内使用真空泵抽滤3个水样到英国沃特曼公司出品的孔径为

0.45
 

μm的混合纤维素滤膜上,每个水样抽滤前均使用漂白粉溶液(w漂白粉=10%)对抽滤器具进行消毒,避免样

品间的交叉感染。使用蒸馏水在抽滤时进行空白对照,评估是否存在外源DNA污染[19]。最后将用于下一步

DNA提取的滤膜置于-80
 

℃条件下冷冻保存。

表1 实验用鱼的具体信息

Tab.1 Specific
 

information
 

about
 

the
 

experimental
 

fish

序号 种类 放养数量/尾 长度/mm

1 胭脂鱼(Myxocyprinus
 

asiaticus)  100 40~55 

2 长吻鮠(Leiocassis
 

longirostris) 800 50~73 

3 厚颌鲂(Megalobrama
 

pellegrini) 1
 

000 80~120

4 中华倒刺鲃(Spinibarbus
 

sinensis) 2
 

500 91~160

图1 采样点设置

Fig.1 Sampling
 

point
 

setting

1.3 PCR扩增及测序

操作步骤按照PowerWater
 

DNA
 

Isolation
 

Kits试剂盒说明书对滤膜中的总DNA进行提取。之后使用琼

脂糖凝胶电泳(w琼脂糖=1%)检测提取到的eDNA纯度。3个样品独立提取,并设置空白滤膜作为阴性对照。提

取到的DNA样品置于-20
 

℃下保存,用于后续的PCR扩增。
本研究采用鱼类线粒体12S

 

rRNA基因位点的通用引物 Tele02-F:5'-AAACTCGTGCCAGCCACC-3'和
Tele02-R:5'-GGGTATCTAATCCCAGTTTG-3'进行PCR扩增,并添加条形码(barcode)序列[20]。PCR采用

TransStart
 

FastPfu
 

DNA
 

Polymerase,反应体系包括4
 

μL
 

5×FastPfu
 

Buffer、2
 

μL
 

dNTPs、0.4
 

μL
 

FastPfu
 

Polymerase、2~5
 

μL模板DNA(ρDNA=10
 

ng·μL
-1)和上下游引物各0.8

 

μL
 

(c引物=10
 

μmol·L
-1),最后用
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ddH2O将反应体系体积补至20
 

μL。PCR反应条件为:95
 

℃预变性5
 

min,27个循环的95℃变性30
 

s、55
 

℃退

火30
 

s和72
 

℃延伸45
 

s,72
 

℃终延伸10
 

min,最终产物于10
 

℃条件下保存。同时使用ddH2O为模板进行

PCR阴性对照来评估PCR扩增中是否出现污染。每份样品进行3次重复,并将所得PCR产物混匀,最后使用

琼脂糖凝胶电泳(w琼脂糖=2%)检测[21]。在本研究中,3个样品电泳后均获得了目的条带,将PCR产物胶回收后

送至上海凌恩生物科技有限公司,通过Illumina
 

NovaSeq
 

6000测序平台进行高通量测序。

1.4 数据处理

Illumina
 

PE250测序序列首先根据条形码序列得到所有样品的有效序列;然后对测序片段(reads)的质量进

行质控过滤;接着根据PE(paired-end)测序片段之间的重叠(overlap)关系,将成对的测序片段拼接(merge)成一

条序列;最后按照条形码和引物序列拆分得到每个样本的优质序列,并在过程中根据正反条形码和引物方向校

正序列方向以及用Usearch软件和gold数据库,采用从头(de
 

novo)序列和参考(reference)序列相结合的方式

去除嵌合体。
按照不低于97%的序列相似性对序列进行 OTU 聚类分析,将 OTU 代表序列与 MitoFish(http://

mitofish.aori.
 

u-tokyo.ac.jp/)和NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)这2个数据库中的相关数据进行比

对、分类注释,得到相应的OTU丰度表,其中物种组成OTU按相似度不低于97%、E-value不高于10-5 的标准

筛选、对比至鱼类物种。
以池塘模型中4个物种的eDNA序列相对丰度为基础,使用Excel软件、Prism及R软件包对PCR扩增结

果、稀释曲线、物种的个体数量和eDNA序列相对丰度的关系进行分析。

2 结果与分析

2.1 PCR扩增结果

PCR扩增完成后,使用琼脂糖凝胶电泳检测发现阴性对照无条带,3个样品电泳后PCR产物目的条带大小

正确,约为300
 

bp,浓度适宜,可进行后续实验(图2)。

2.2 稀释曲线

稀释曲线是指从样本中随机抽取一定数量的个体来统计这些个体所代表的物种数目,并以个体数与物种数

来构建的曲线[22]。使用相似度97%的OTU数据绘制稀释曲线,如图3,曲线趋向平坦,表明样本的测序数据量

合理,达到样本的测序深度。

  注:数字1~3分别表示样本1~3,CK为阴性对照,M为 Marker。

图2 琼脂糖凝胶电泳结果

Fig.2 Results
 

of
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis

   注:数字1~3分别表示样本1~3。

图3 稀释曲线

Fig.3 Rarefaction
 

curve

2.3 鱼类eDNA序列相对丰度信息

由表2可知,4种鱼类中eDNA序列相对丰度最低的是胭脂鱼而最高的是中华倒刺鲃,两者的eDNA序列

相对丰度数值相差巨大。
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表2 各物种的eDNA序列相对丰度

Tab.2 eDNA
 

sequence
 

abundance
 

of
 

each
 

species

参数 胭脂鱼(M.
 

asiaticus) 长吻鮠(L.
 

longirostris)厚颌鲂(M.
 

pellegrini) 中华倒刺鲃(S.
 

sinensis)

eDNA序列相对丰度/条 3
 

870 47
 

857 570
 

386 687
 

895

2.4 4种鱼类的个体数量和eDNA序列相对丰度的关系

将胭脂鱼、长吻鮠、厚颌鲂及中华倒刺鲃的个体数量和eDNA序列相对丰度分别作图后可以观察到4种鱼

类的个体数量逐渐增多,eDNA序列相对丰度也逐渐增高,表明物种的个体数量与物种eDNA序列相对丰度呈

正向趋势(图4)。

a 4种鱼类的个体数量 b 4种鱼类的eDNA序列相对丰度

图4 4种鱼类的个体数量和eDNA序列相对丰度

Fig.4 Number
 

of
 

species
 

and
 

relative
 

abundance
 

of
 

eDNA
 

sequence
 

of
 

four
 

fish
 

species

3 讨论

3.1 eDNA序列相对丰度和鱼类个体数量的关系

鱼类线粒体12S
 

rRNA基因的通用引物特异性高,对所有硬骨鱼类具有通用性,可用于全球鱼类多样性研

究[20]。本研究结果显示,胭脂鱼、长吻鮠、厚颌鲂、中华倒刺鲃等4种鱼类的eDNA序列相对丰度和鱼类的个体

数量呈正向趋势。类似地,孙晶莹等人[17]也发现eDNA宏条形码序列数与物种个体数量占比明显呈正相关,表
明eDNA技术能够反映浮游动物类群中物种的丰度变化;有研究团队利用该技术对石蝇(Dinocras

 

cephalotes)、
淡水无脊椎动物、鱼类和两栖动物进行实验,均发现物种生物量和物种的eDNA序列丰度呈正比关系[23-24]。此

外有研究表明eDNA序列的数量随着鱼类的个体数量增加而增加,即鱼类的个体数量越多,eDNA序列相对丰

度也越高[16];同时其他研究也表明鱼类的个体大小也会影响eDNA的数量,即鱼类个体越大,eDNA数量越多,
它的序列相对丰度也越高[25]。因此在本研究中,胭脂鱼的eDNA序列相对丰度最低而中华倒刺鲃的eDNA序

列相对丰度最高,应与胭脂鱼个体数量最少且个体最小而中华倒刺鲃个体数量最多且个体最大有关。
本研究也发现eDNA序列相对丰度和鱼类个体数量并非呈简单的线性关系(表2和图4),其中厚颌鲂和中

华倒刺鲃的eDNA序列相对丰度与个体数量之比更高,可能与这2种鱼的运动能力更强、代谢速率更高有关:周
龙艳等人[26]的研究结果显示,中华倒刺鲃有着比胭脂鱼更活跃的运动能力,且在充足的食物资源条件下生长速

度更快;付翔等人[27]发现,中华倒刺鲃在最大代谢率和代谢范围(最大代谢率和标准代谢率之差)方面明显高于

胭脂鱼等鱼类。然而对厚颌鲂的行为学等相关研究较少,还需进一步深入研究。

3.2 eDNA的影响因素

一些研究表明,eDNA序列相对丰度受物种种群丰度的影响[28]。在特定条件下,例如在水族箱的实验中,
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eDNA序列的数量可以代表生物的种群丰度或生物量[29]。因此有很多研究表明,eDNA序列的数量和物种的个

体数量存在明显的线性关系[11,30]。但在实际情况下它们的关系更加复杂,有多种因素影响eDNA的产生和降解

等,主要包括生物因素和非生物因素2个方面[26,31-34],其中生物因素体现在鱼类的个体数量和生物量[25]、微生物

和细胞外酶[31]等,而非生物因素如降水、温度、紫外线、pH等则均会影响eDNA的降解[32-34]。本研究中的4种

鱼类除个体数量和生物量有所差异外,其余影响因素均保持一致。因此,胭脂鱼的个体数量最少、生物量最低,

eDNA产生量也最少;中华倒刺鲃的个体数量最多、生物量最高,eDNA产生量也最多。由此可见,为了更好地将

eDNA与相关生物联系起来,在进行相关实验时需考虑到eDNA在水生生态系统中有关影响因素的变化。
综上所述,通过对池塘模型下4种鱼类eDNA的调查,本研究发现鱼类的eDNA序列相对丰度和物种的个

体数量呈正向趋势。本研究结果有助于eDNA技术在野外的应用和解决鱼类资源调查保护工作中面临的各种

问题,如对鱼类生物量进行有效的长期监测、在大面积区域内寻找局部的鱼类产卵场、筛选鱼类资源受到严重影

响的流域等。
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Abstract:
 

To
 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
 

fish
 

environmental
 

DNA
 

(eDNA)
 

sequence
 

and
 

number
 

of
 

individual
 

in
 

a
 

pond
 

model.
 

In
 

September
 

2022,
 

100
 

Myxocyprinus
 

asiaticus,
 

800
 

Leiocassis
 

longirostris,
 

1
 

000
 

Megalobrama
 

pellegrini
 

and
 

2
 

500
 

Spinibarbus
 

sinensis
 

were
 

temporarily
 

cultured
 

in
 

a
 

pond
 

with
 

dimensions
 

of
 

200
 

m
 

in
 

length,
 

100
 

m
 

in
 

width,
 

and
 

2
 

m
 

in
 

depth.
 

After
 

10
 

days,
 

15
 

sampling
 

sites
 

were
 

set
 

up
 

in
 

this
 

pond.
 

The
 

relationship
 

between
 

number
 

of
 

individuals
 

of
 

the
 

above
 

four
 

fish
 

species
 

and
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
 

eDNA
 

sequences
 

were
 

detected
 

through
 

a
 

series
 

of
 

standardized
 

analytical
 

processes,
 

including
 

water
 

sample
 

collection,
 

filtration,
 

eDNA
 

extraction,
 

PCR
 

amplification,
 

high-throughput
 

sequencing
 

and
 

biosignature
 

analysis
 

using
 

the
 

fish
 

mitochondrial
 

gene
 

12S
 

gene
 

as
 

a
 

marker.
 

The
 

results
 

showed:
 

1)
 

The
 

relative
 

abundance
 

of
 

M.
 

asiaticus
 

sequence
 

was
 

the
 

lowest
 

(3
 

970
 

sequences),
 

and
 

that
 

of
 

S.
 

sinensis
 

was
 

the
 

highest
 

(687
 

895
 

sequences).
 

2)
 

The
 

relative
 

abundance
 

of
 

eDNA
 

sequence
 

for
 

the
 

four
 

fish
 

species
 

showed
 

a
 

positive
 

trend
 

with
 

the
 

number
 

of
 

species.
 

The
 

findings
 

can
 

provide
 

a
 

scientific
 

basis
 

for
 

the
 

subsequent
 

application
 

of
 

eDNA
 

technology
 

in
 

the
 

assessment
 

of
 

fish
 

population
 

abundance
 

in
 

natural
 

river
 

systems.
Keywords:

 

eDNA;
 

number
 

of
 

individuals;
 

sequence
 

relative
 

abundance
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