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1 项目背景 

1.1 任务来源 

本文件由四川大学提出，并由四川省生态环境政策法制研究会归口，2023 年申请立项，

2023 年 10 月 16 日被四川省生态环境政策法制研究会正式批准立项，由四川大学、南京大

学、成都南易生态环境科技有限公司等单位起草。 

1.2 工作过程 

按照标准编写要求，项目承担单位组织相关科研人员组成了标准编制组。编制组成员及

时查阅国内外相关文献资料，按照 GB/T 1.1—2020 给出的最新规定起草和编制。在前期项

目研究、文献资料分析以及实际应用的基础上，编制组讨论并确定了开展标准编制工作的原

则、程序、步骤和方法，目前形成标准（征求意见稿）及编制说明。主要工作如下： 

（1）研究基础 

2013 年至 2018 年，编制组通过阅读文献和收集国内外相关资料，确定了构建基于环境

DNA 定量 PCR 技术监测水生生物的工作内容，并针对相关内容和关键参数开展了大量的科

学研究工作，积累了大量的数据和实践经验，初步确定了环境 DNA 定量 PCR 监测水生生

物多样性方法的基本框架和流程。 

（2）编制启动 

编制组接到标准制定任务后，立刻组织落实标准制定工作。确定由四川大学、南京大学、

成都南易生态环境科技有限公司等为主要起草单位，并由来自高校、科研机构、企业的相关

专家组成起草组，形成标准初稿。 

（3）理论研究 

2021 年 10 月-2023 年 10 月：为了按照文件要求，准确完成制定工作，标准起草组通过

各种途径，收集并学习了《实验室  生物安全通用要求》（GB 19489）、《水质  采样技术指

导》（HJ 494）、《生物多样性观测技术导则  淡水底栖大型无脊椎动物》（HJ 710.8）、《淡水

浮游生物调查技术规范》（SC/T 9402）、《实验室生物废弃物管理要求》（SN/T 4835）、《河流

水生态监测规范》（DB 32/T 4178）等基于传统形态学监测的标准导则，并进一步整理学习

了《国境口岸医学媒介昆虫 DNA 条形码鉴定操作规程》（SN/T 4278）、《转基因产品检测 实

时荧光定量聚合酶链式反应（PCR）检测方法》（GB/T 19495.5-2018）、《转基因植物品系定

量检测数字 PCR 法》（GB/T38132-2019）、《家蚕微孢子虫荧光定量 PCR 检测方法》
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（NY/T3677-2020）、《国境口岸炭疽芽孢杆菌荧光定量 PCR 检测方法》（SN/T2358-2009）等

与环境 DNA 定量 PCR 相关的标准，收集和研究了众多国内外基于环境 DNA 定量 PCR 监

测生物多样性和群落结构的方法和实际案例。经过资料分析和共性总结，初步对基于环境

DNA 定量 PCR 法监测淡水生物的方案进行梳理和提炼。理顺了标准制定的方向和思路，形

成标准编制大纲。 

（4）调研/实验研究 

为了使标准具有科学性和可操作性，在 2021 年至 2023 年，标准起草组在已有的实验研

究和资料分析的基础上，进一步联合多家编制单位将已构建的方法应用在我国重点流域的水

生生物监测构建实践中，与相关技术和管理人员进行深入地探讨，调整已有方法。 

（5）标准草稿 

2023 年 4 月-2023 年 6 月：标准起草组召开起草工作研讨会，就标准起草过程中存在的

问题进行集中研讨。标准起草组针对不同生物类群的采样方法和遗传特征，进一步完善基于

环境 DNA 定量 PCR 技术监测淡水生物的流程和关键参数，经过若干次课题组内部研讨会

和专家咨询会，形成了标准草稿。 

（6）标准立项 

2023 年 6 月：标准起草组向四川省生态环境政策法制研究会提交制修订立项申请书。 

2023 年 10 月：召开标准立项论证会，专家组一致同意标准通过立项论证。 

2023 年 11 月：经四川省生态环境政策法制研究会审议进行立项公示。 

（7）标准征求意见稿 

2023 年 11 月-2024 年 5 月：标准起草组对标准草稿进行完善，并经过若干次课题组内

部研讨会和专家咨询会，形成了标准征求意见稿。调整完善的主要内容包括：（1）调整标准

内容结构，确保更加系统和完整；（2）术语和定义的规范化和统一化；（3）细化标准的各个

步骤和参数；（4）文本的格式和规范性等。 

（8）公开征求意见 

2023 年 5 月：四川省生态环境政策法制研究会对提交的标准征求意见稿进行审核，并

组织公开征集公众意见和定向单位意见。 
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2 标准制定的必要性 

2.1 标准制定的意义和目的 

生物多样性保护和水生态健康是全球关注的热点问题。尽管淡水生态系统覆盖不到地球

表面积的 1%，但却栖息着超过 10%的人类所认知的生物，地球上约 40%的鱼类和超过 30%

的脊椎动物生活在淡水生态系统中。然而，相比于山林、陆地、海洋等其他生态系统，淡水

生态系统中生物多样性的下降最为严重（图 1），淡水生态系统已成为地球上退化最严重的

生态系统。因此，对淡水生态系统的管理与保护将直接与维持高水平的生物多样性和避免物

种的大灭绝息息相关，关乎生态环境的可持续发展，符合生态文明建设的发展理念。 

水生生物监测是以水生生物作为指标，根据生物个体、种群和群落结构对环境污染或变

化所产生的反应阐明环境污染状况，从生物学角度为环境质量的监测和评价提供依据。目前

国内外常用的水生生物监测类群主要包括长期在水体中生活的底栖动物、浮游植物、浮游动

物、鱼类、着生生物、水生维管植物等。监测方法包括传统形态学鉴定监测和环境 DNA 监

测。 

 

 

图1 地球生命指数 1970 年至 2022 年间下降 69%（图片改编于 WWF 地球生命力报

告 2022） 

传统形态学鉴定监测方法通过工具采集到水生生物类群的个体样品，通过观察区分样品

中各个体的形态学特征信息，鉴定个体具体为何物种，得知种群的物种组成及密度。但是该
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方法费时费力，价格昂贵，且需要熟练的操作人员，特别是浮游植物，浮游动物和底栖无脊

椎动物的识别和计数，对于鱼类目前仍然采用电鱼和网捕法等损害生物且高危的采样方法。

为保护鱼类种质资源，我国分别推出长江和太湖 10 年禁渔制度。因此，迫切需要简化已有

的监测方法，降低成本，加快监测速度，同时需要保障监测的质量、稳定性和重复性。 

基于遗传学的环境 DNA (Environmental DNA, eDNA)技术为监测和鉴定水体中物种多样

性提供了新型替代手段。环境 DNA (Environment DNA, eDNA) 技术是指从环境样品 (土壤、

沉积物和水体等) 中直接提取目的基因片段后利用各种分子技术进行定性或定量分析的方

法；eDNA 检测方法主要依赖分子技术，如聚酶链反应(Polymerase chain reaction， PCR)、

实时定量聚合酶链反应(Real-time quantitative polymerase chain reaction，qPCR)、数字 PCR 

(Digital PCR， dPCR)、环境 DNA 宏条形码 (eDNAmetabarcoding) 等，这些检测方法的主

要原理是通过扩增水样中含有的基因序列片段，从而对目标物种进行监测。 

聚合酶链式反应 (PCR) 是分子生物学领域功能最强大的技术之一。采用 PCR 技术，

利用序列特异性寡核苷酸、热稳定性 DNA 聚合酶和热循环，可将 DNA 或 cDNA 模板内

的特异性序列拷贝或“扩增”数千至数百万倍。在传统 PCR 中，扩增序列的检测和定量是

在反应结束，即最后一次 PCR 循环完成后进行的，且需要 PCR 后分析，如凝胶电泳和图

像分析。在定量 PCR 中，通过 Ct 值和标准曲线对环境样本的起始模板进行定量，用荧光

信号的变化反映 PCR 扩增中每个循环扩增产物量的变化。与传统 PCR 相比，qPCR 敏感

性更高，已被用于快速检测环境样本中水生生物 DNA。相比传统形态学，该方法具有经济

高效，流程标准化和精确性高等优势，极有可能会根本性地改变未来生物监测、生态评估和

环境管理的模式。 

2.2 国外研究进展 

自 20 世纪七八十年代以来，人们对水环境的关注逐步由单纯的流域水体化学污染控制

转变为对水生态环境质量的保护，评价内容也开始由单一的水化指标转向对生态环境质量的

评价。世界各国针对生态环境质量和流域水生生物多样性的保护，发展出多种评价方法，并

将评价水生态环境质量状况的工作视为环境管理的重要目标。而且在美国、欧盟、澳大利亚、

英国和南非等国家和地区都已经建立了各自的评价体系和技术方法体系，已将水生态环境质

量评价工作及流域管理的理念深入到其法令法规以及国家范围的监测计划中。 

美国环境保护署（U.S Environmental Protection Agency，EPA）在 1990 年启动了环境监

测评价计划（EMAP），用于监测和评价国家河流和湖泊的生态资源状态和趋势；美国地质
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调查局（United States Geological Survey，USGS）在 1994 年开展了国家水质评价计划

（NAWQA），收集和分析了全美 50 多条河流和含水层系统的数据和信息，目的是在河流、

地下水和水生态系统方面建立长期持久的且能对比的信息，以支持优良的管理和政策决策。

1992 年澳大利亚开启河流健康计划（AusRivAs），通过研究区与未受人为干扰参考点的比较

来判断河流的健康状态，主要监测和评价澳大利亚河流的生态状况，评价现行水管理政策及

实践的有效性，并为管理决策提供更全面的信息。南非的水事务及森林部于 1994 年发起了

“河流健康评价计划”（RHP），选用河流无脊椎动物、鱼类、河岸植被、生境完整性、水质、

水文、形态等河流生境状况作为河流健康的评价指标，提供了可广泛应用于河流生物监测的

框架。2000 年欧盟成员国开始实施“水框架法令”，该法令的主要目标是到 2015 年，使各

种水（河流、湖泊、地下水和海岸水）处于良好状态，其中包括对欧洲十万余个河流，湖泊

和沿海水域的“生物质量要素”（浮游植物，底栖植物和大型水生植物，底栖无脊椎动物和

鱼类等）进行监测调查。韩国于 2003-2006 年启动完成了“国家水生态监测工程”（NAEMP），

目的是采用生物和生境指标来管理河流和流域生态质量。2007 年 NAEMP 建立了韩国国家

层面的生物和栖境评价体系、标准，以及监测网络。2010 年以后巴西、印度、泰国等一些发

展中国家逐渐启动相关的水质保护计划，重视水质生物监测，逐渐形成水生生物监测网络。

2019 年 9 月，美国国家生态观测网络（NEON）正式投入运营，历经 20 年建设、耗资 4.6 亿

美元、涵盖 81 个观测点，该监测网可收集的数据包括植物、动物、天气及其他环境参数，

采用标准化方法以便相互比较。 

2.3 国内研究进展 

中国历来高度重视生物多样性保护和水生态健康评估工作。随着国家和省“水十条”的

颁布实施，流域水环境管理将逐步从单一水质目标管理向水质、水生态双重管理转变。相对

而言，国内水质监测开展较早，技术方法较成熟，标准规范体系相对健全，而水生生物监测

虽有不同程度的开展，但技术的标准化、规范化程度依然不高，体系尚不健全。 

我国的生物监测工作始于上世纪 70 年代，1984 年原国家环境保护局召开了第一次环境

生物监测工作会议，之后于 1986 年出版了《生物监测技术规范（水环境部分）》；1989 年组

织编写了《水和废水监测分析方法》中的“水生生物检测分析方法”，1993 年编写出版《水

生生物监测手册》，并在这个时期初次建立起国家水生生物监测网，开始在全国范围开展生

物监测例行工作。我国制定实施《中国生物多样性保护战略与行动计划（2011—2030 年）》，

划定生态保护红线，开展生物多样性保护重大工程，有效保护野生动植物种群及其栖息地安
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全。2018 年，生态环境部、农业农村部、水利部三部门联合制订并印发《重点流域水生生物

多样性保护方案》，把流域水生生物多样性保护放在突出位置。《海洋监测规范 第 7 部分: 近

海污染生态调查和生物监测》（GB 17378.7—2007）也明确要求对浮游生物、大型底栖动物、

潮间带生物等开展生态调查，作为近岸污染生态评估的主要内容。2020 年水利部发布的“河

湖健康评价指南（试行）”中提出需要基于大型底栖无脊椎动物，鱼类，水鸟，浮游植物和

大型水生植物等类群的生物指数评价河湖健康。2021 年生态环境部颁布的“河流水生态环

境质量监测与评价技术指南”明确指出对底栖动物，藻类，着生藻等生物要素展开生态评价，

在“湖泊水生态环境质量监测与评价技术指南”中则要求基于浮游植物，浮游动物，底栖动

物和大型水生植物等关键类群展开生物评价和水生态健康评估。日前生态环境部也首次提出

将生物多样性指标纳入我国生态质量综合评价指标体系。 

2.4 环境 DNA 监测技术研究进展 

美国最早从 2009 年“亚洲鲤鱼事件”开始探索研究环境 DNA 技术，用于监测调查河

流中的鱼类物种。自 2009 年以来，全球环境 DNA 热点逐渐上升，截至 2021 年相关论文约

有 12944 余篇，其中美国发表的论文数最多，其次为巴西、英国，我国发表论文数占全球总

数的 4.91%（图 2）。eDNA 宏条形码技术是当前使用最多的定性方法之一，在微生物、藻类、

无脊椎动物、鱼类甚至哺乳动物等各个类群中表现出了精确的物种分辨能力，在物种多样性

监测中具有广泛的应用前景,但该方法只能定性研究。除了单纯判断物种是否存在，研究者

还基于定量 PCR 方法，利用 eDNA 浓度和生物量之间的关系，具体量化物种存在的实时情

况，定量 PCR 的结果以扩增量是否超过荧光阈值为依据，当扩增量超过荧光阈值时，表明

样品中含有一定量的 eDNA；当扩增量低于荧光阈值时，表明样品中没有 eDNA 或 eDNA 

浓度太低导致检测失败。目前，已有学者进行了大量研究，如：Takahara 等（2012）率先利

用 qPCR 技术在实验室条件和野外池塘对鲤进行生物量评估，得出 eDNA 浓度与其生物量

呈正相关关系，该研究为渔业资源调查评估提供了新的研究思路。Mauvisseau 等（2017）使

用 qPCR 检测和量化评估了难捕获的章鱼 (Cotyledon octopus)，在实验室条件下检测的总生

物量与捕获到的章鱼数量呈显著正相关。但是目前该方法还处在实验室阶段，不同的实验室

采取的研究方法不一致，很难实现跨时间和空间尺度的大规模调查和比对，无法保证监测数

据的持续性、有效性，难以推广应用到生物监测和管理部门。因此，标准化和规范化是环境

DNA 定量 PCR 监测方法推广和应用的前提。 
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图2 基于 Web of Science 的全球环境 DNA 研究现状（A：各年度论文发表数量，B：

各国家论文发表数量） 

2.5 相关国际标准或国外先进标准情况 

在国际上，各国都正在或已经制定基于环境 DNA 的生物监测和生态评价标准与规范。

2015 年由美国内务部（USI）和美国地质调查局（USGS）颁布了联合华盛顿州立大学所形

成的环境 DNA 采样技术规范；2020 年瑞士环境署颁发了联合苏黎世大学等单位形成的环境

DNA 水生生态生物监测和评价技术导则。2021 年欧盟科技合作联盟（COST）也颁发了环

境 DNA 生物评估方法的指南，但未查到特异性物种监测相关标准。 

2.6 与国内相关法律法规和标准的协调关系 

国内目前尚无已发布的相关国家标准、行业标准、地方标准或团体标准。 
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2.7 现有工作基础 

目前，编制组已形成基于环境 DNA 定量 PCR 法监测水生生物的基本流程，针对流程中

重要参数开展了大量实验探究，并将环境 DNA 定量 PCR 技术推广应用于我国多个重点流

域的水生生物多样性监测[1-7]，积累了大量的野外调查和实验经验，对于标准的合理可操作

性提供了很好的保障。同时，整理收集了国内外基于环境 DNA 宏条形码法及定量 PCR 法

监测水生生物成功的经验案例，也为标准的编制提供了很好基础支撑。 

3 标准编制依据和原则 

3.1 编制目的 

环境 DNA 定量 PCR 法对监测水生生物方法的建立和完善对于我国生物多样性监测和

生物评价方法的变革具有重要意义。本文件以环境 DNA 定量 PCR 法监测水环境生物多样

性（物种存在与否和相对丰度）为目标，规范水环境 DNA 的采样方法和定量 PCR 监测方

法，将促进该技术在我国生物监测和评价体系的应用推广。 

3.2 编制依据 

本文件共引用了 11项国家标准、行业标准和地方标准，具体内容见标准文本“2 规范

性引用文件”。 

3.3 编制原则 

本文件按照《四川省生态环境政策法制研究会标准管理办法（试行）》的要求和规定，

确定标准的组成要素。 

在标准制定过程中遵循了以下几个原则： 

（1）科学性和规范性； 

（2）保证标准的先进性和实用性； 

（3）与国际现行的淡水生物监测与评价方法等相结合； 

（4）尽量与相关的标准、法规接轨； 

（5）充分考虑我国水生生物群落特征和分布，结合现有环境 DNA 技术的发展水平，符

合我国水生生物监测行业规范化发展需求。 
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4 规范主要内容和使用范围 

4.1 适用范围 

本文件规定了利用环境 DNA 定量 PCR 技术监测淡水生物的方法和质量控制与质量保证。 

本文件适用于淡水生物特异性物种监测，包括浮游植物、着生藻类、水生维管束植物、

浮游动物、大型底栖无脊椎动物和鱼类等。 

4.2 术语和定义 

4.2.1 荧光定量 PCR  quantitative real-time polymerase chain reaction 

实时荧光定量 PCR 即定量 PCR，在聚合酶链式反应体系中加入荧光基团，利用荧光信

号积累实时监测整个 PCR 进程，并通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法。 

[来源：GB/T 19495.5-2018，3.1.3，有修改] 

4.2.2 环境 DNA  environmental DNA (eDNA ) 

环境介质（水、土壤、沉积物、生物膜、空气等）或混合生物组织中存在的生物遗传物

质（DNA）。 

[来源：T/CSES 80-2023] 

4.2.3 Ct 值 cycle threshold 

每个反应管内的荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数。Ct 值与模板的起始拷贝

数的对数存在线性关系，起始模板浓度越高，Ct 值越小；起始模板量浓度越低，Ct 值越大。 

[来源：GB/T 19495.5-2018]  

4.2.4 阴性对照 negative Control  

在实验过程中，与受试样品平行进行的，用确定不含 DNA 的样品代替受试样品进行的

对照反应，用于观察整个反应体系是否正确，确认没有受到污染。 

[来源：SN/T 4278—2015，3.7，有修改] 

根据 SN/T 4278—2015《国境口岸医学媒介昆虫 DNA 条形码鉴定操作规程》中“阴性

对照”的定义为“在 PCR 扩增过程中，与受试样品平行进行的，用 ddH2O 代替模板 DNA

而进行的对照反应，用于观察整个反应体系是否正常，确认没有受到污染，阴性对照没有

PCR 产物条带产生”。瑞士环境联邦署发布的指南《Environmental DNA applications in 
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biomonitoring and bioassessment of aquatic ecosystems》中定义阴性对照（Negative Control）

为“Measures that allow tracking potential contaminations during field sampling, DNA extraction, 

and PCR”，即允许在野外采样、DNA 提取和 PCR 过程中追踪潜在污染的措施。欧洲科技合

作机构发布的指南《A practical guide to DNA-based methods for biodiversity assessment》中对

Negative control（阴性对照）的定义为“A negative control is used to check for potential 

contamination. A negative site control refers to a sample collected from a field site where the target 

taxon is known to be absent. A negative filtration control is a sample where DNA-free water is 

filtered alongside the eDNA samples to check that DNA is not transferred between samples. 

Negative laboratory controls consist of DNA-free samples processed alongside the test samples at 

each stage of the process to check for (cross-) contamination. In the context of DNA extraction, a 

negative control should not contain a DNA template and in the context of PCR, a negative control 

should not give amplicons.即阴性对照用于检查潜在的污染。点位阴性对照是指从野外点位采

集的已知不存在目标类群的样本。过滤阴性对照是将不含 DNA 的水（如无酶水）和环境样

品一起过滤，以检查样品之间不存在 DNA 交叉污染。阴性实验室对照包括在过程的每个阶

段与测试样品一起处理的无 DNA 样品，以检查（交叉）污染。在 DNA 提取过程中，阴性

对照不应包含 DNA 模板，在 PCR 过程中不应产生扩增子。因此阴性对照应该针对整个实

验过程，因此本文件在 SN/T 4278—2015 的基础上修改“阴性对照”的定义为“在实验过程

中，与受试样品平行进行的，用确定不含 DNA 的样品代替受试样品进行的对照反应，用于

观察整个反应体系是否正确，确认没有受到污染”。 

4.2.5 阳性对照 positive Control  

在实验过程中，与受试样品平行进行的，且预期产生已知阳性结果的样本，用于观察整

个反应体系和反应过程是否正常。 

[来源：SN/T 4278—2015，3.6，有修改] 

根据 SN/T 4278—2015《国境口岸医学媒介昆虫 DNA 条形码鉴定操作规程》中“阳性

对照”的定义为“在 PCR 扩增过程中，与受试样品平行进行的，在正常反应情况下，一定

能产生 PCR 产物的 DNA 为反应模板，用于观察整个反应体系和反应过程是否正常，阳性

对照应有 PCR 产物带产生”。欧洲科技合作机构发布的指南《A practical guide to DNA-based 

methods for biodiversity assessment》中的定义为“A positive control is a sample that is expected 

to produce a known positive result, and is analysed alongside test samples to check that the 
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analytical process is working as it should (e.g. a mock community can be used as a positive control 

during metabarcoding). Positive laboratory controls consist of a known concentration of pre-

prepared DNA of one or more species that are expected to be amplified efficiently using the selected 

PCR protocol. See also section 6.3 on analytical controls used for DNA and eDNA analyses”，即

阳性对照是指与测试样本一起进行分析，且预期产生已知阳性结果的样本，以检查分析过程

是否正常工作（例如，在宏条形码监测中可选用模拟群落用作阳性对照）。实验室的阳性对

照包括包含一个或多个物种的预先制备的已知浓度的 DNA，并且预期可以实现有效扩增。

结合上述两个定义，本文件将“阳性对照”定义为“在实验过程中，与受试样品平行进行的，

且预期产生已知阳性结果的样本，用于观察整个反应体系和反应过程是否正常”。 

4.3 试剂 

本文件规定了淡水生物环境 DNA 定量 PCR 法所需要的试剂，具体内容见文本“4 试

剂”。 

4.4 仪器和设备 

本文件规定了样品采集及前处理设备、实验室分析设备和其他辅助设备和材料，具体见

标准文本“5 设备和材料”。 

4.5 环境 DNA 定量 PCR 监测方法 

4.5.1.环境 DNA 定量 PCR 监测流程 

包括环境 DNA 样品采集、环境 DNA 提取、定量 PCR 扩增、结果分析与计算、质量控

制与质量保证等过程。 
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图3 环境 DNA 定量 PCR 监测流程图 

4.5.2. 环境 DNA 样品采集 

根据监测的生物类群选取合适的环境 DNA 采样介质（表 1），每个位点采集 3 个生物重

复样品。填写环境 DNA 采样记录表，见附录 B。  
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表1 不同生物类群的环境 DNA 采样介质 

生物类群 水 沉积物 生物膜 混合生物组织 

浮游植物 +++ +   

着生藻类   +++  

水生维管植物 + ++   

浮游动物 ++ +  +++ 

大型底栖无脊椎动物 + ++  +++ 

鱼类 +++ +   

注：+ 表示可用，++表示较多采用，+++表示最为常用。 

环境 DNA 的采样方法取决于生态系统类型和靶向监测类群。不同的栖息地和生物群需

要采集不同来源的环境 DNA，目前主要从 4 种环境样本中分离 DNA 用于水生生物监测，

分别为水样、沉积物样品、生物膜样品和混合生物组织样品。 

4.5.2.1 水样 

水样采集按照 HJ 494 的规定执行，现场过滤至一定孔径（一般为 0.45 µm，大型底栖无

脊椎动物和鱼类可选择 0.45～1.2 µm）的滤膜上，野外干冰或-20 ℃保存，实验室-20 ℃保

存；或者加入附录 A 推荐的固定剂，常温保存。采样体积一般不小于 1 L，浮游植物和水生

维管束植物一般为 1 L，大型底栖无脊椎动物一般为 1 L～3 L，鱼类一般不少于 3 L。可通

过构建分类单元累积曲线，确定实际水体的采样体积，相关示例见附录 C。 

高泥沙水样，应低温（4 ℃或冰袋）静置分离悬浮颗粒物，再过滤。生物密度较高的水

体（如处于水华暴发期），可将水样等体积分开过滤至多张（1～5）滤膜，作为子样本。 

采样体积：一般来说，采样体积越大，监测的物种种类更全。但是采样和前处理的难度

更大，同时也会存在更多的杂质和抑制剂，增加 DNA 提取和 PCR 扩增实验的难度。因此采

样体积的选择需要根据实验条件、实验目的（是否监测稀有物种）、水体类型和监测的生物

类群综合考虑。对于浮游植物，环境 DNA 研究采集的水样体积在 50 mL～3L 不等，但大多

数研究的过滤水样在 500 mL~1 L [8]。采用水样 DNA 监测水生维管植物的研究较少，但是采

样体积在 500 mL～5L，一般在 1L 左右[9]。已有的关于水样 eDNA 监测底栖动物的采样体积

也大多在 1L 左右[10]，但是基于水样 eDNA 方法目前仍然很难捕获绝大多数底栖动物。根据

已有的研究综述，鱼类监测的采水体积在 1.5mL～45L 不等，但是大多数的水样体积都超过

1L（图 4）[11]。研究者已在水样 eDNA 的采样体积方面开展了大量工作。如 Sakata 等[12]在

日本的一个小型河流采集不同体积（0.01 ~ 4L）的水样 eDNA，发现在每个监测位点，采集

1L 水样即可以满足鱼类监测。Capo 等[13]比较了用 0.45 µm 的滤膜过滤 1L 和 2L 水样 eDNA
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对监测靶向物种褐鳟鱼(Salmo trutta)和北极鲑(Salvelinus alpinus)的差异，结果显示：2L 水样

获得的鱼类 DNA 的拷贝数更高，但是过滤过程更艰难，可能是由于过滤器堵塞导致的。

Bessey 等[14]研究了热带岛屿上水样 eDNA 的采集体积对鱼类监测的影响，发现用 0.45 µm

的滤膜过滤 4.4 L 水样可以满足单个位点的鱼类物种监测。Macher 等[15] 在德国穆尔德河

(Mulde)全长 2 km 的河段，每个位点采集并过滤（0.45 µm）18 个 1L 水样，分析了检测到的

物种丰富度与生物重复数量的关系。结果发现：8 个生物重复（即 8 L 水），检出的物种数基

本达到饱和。Cantera 等[16]在物种丰富的法国热带溪流和河流中采用孔径为 1μm 的滤膜过

滤 17 ~340 L 水样 eDNA，发现采集 34 L 水样可以监测到绝大多数预期的鱼类物种，同时可

以高分辨率地区分不同位点和不同区域的鱼类组成。 

欧洲科技合作机构发布的指南《A practical guide to DNA-based methods for biodiversity 

assessment》中未对采样体积提出明确要求，但是建议采样体积的选取需要考虑：1）采样策

略，包括采样重复次数和每个样本的空间代表性。2）实际采样的限制，如水的浑浊度，这

导致过滤器堵塞。3）水流的大小，影响水体中 eDNA 的浓度，从而影响检测概率。4）未能

检测到低丰度物种的监测和管理成本的目的。小体积的水样 eDNA 可以监测群落组成，但

是针对稀有物种的检出，则需要更大体积。5）DNA 提取和分析等过程的影响。瑞士环境联

邦署发布的指南《Environmental DNA applications in biomonitoring and bioassessment of aquatic 

ecosystems》中提到，对于温带的河流和湖泊，建议每个位点总过滤的水样体积为 2 L，可以

由多个子样本组成。美国地调局发布的《Environmental DNA Sampling Protocol—Filtering 

Water to Capture DNA from Aquatic Organisms》中提到采用 0.45 µm 的滤膜过滤水样体积

250~1000 mL。对于杂质和有机质较高的溪流或池塘，过滤水样体积为 500 mL 甚至更少。

当需要时，可以选择孔径更大的滤膜（0.45~3µm）过滤，防止堵塞，进而增加过滤体积。日

本环境 DNA 学会发布的《Environmental DNA Sampling and Experiment Manual》中要求每个

位点至少采集 1L 水样，可过滤至 2 张 0.7µm 的滤膜上，即每张滤膜过滤 500 mL 水样。国

内 GB/T 40226《环境微生物宏基因组检测 高通量测序法》中规定水样采集：根据水体不同

的浊度，应使用无菌器材采集 4L~200L 不等的水样。采集好的水样需要通过滤膜进行过滤，

可选择不同孔径大小的滤膜（如 20 µm，3 µm，0.8 µm，0.4 µm，0.2 µm 和 0.1µm 等）。对

于浊度较大水样应先静置，分离悬浮颗粒；再使用 20 µm 孔径滤膜预过滤，再选择小孔径滤

膜进行过滤。对于浊度较小水样，可选择小孔径滤膜直接过滤。但是已有的研究显示预过滤

可能会导致鱼类 eDNA 存在损失，且重复间差异较大。 

生物重复：为了保证 eDNA 数据的可靠性，通常采用多个平行样本。例如，当一个物种
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在多个重复中被检测到时，它更有可能是真实存在于环境中的，而不是假阳性。因此，为了

在统计上有效，每个位点的 eDNA 采样应包括多个生物重复。然而，重复样本是耗时且代价

高昂的。瑞士环境联邦署发布的指南《Environmental DNA applications in biomonitoring and 

bioassessment of aquatic ecosystems》建议，每个位点至少有 3 个生物重复。对于池塘或非常

大的水体，需要更多的子样本和重复。 

为尽可能覆盖所有的物种，同时考虑国内绝大多数地区处于亚热带和温带气候，本研究

建议采样体积一般不小于 1L。浮游植物和水生维管植物监测的水样体积一般为 1L，底栖动

物和鱼类监测的水样体积一般为 3L。高泥沙水样，应低温（4 ℃或冰袋保存）静置分离悬

浮颗粒物，再过滤。生物密度较高的水体（如处于藻华爆发期），可将水样等体积分开过滤

至多张（1~5）滤膜，作为子样本。另外每个点位至少设置 3 个生物重复。 

 

图4 鱼类监测 eDNA 水样体积分布（改编自 Lu Shu 等）[11] 

滤膜的材质和孔径：水样的前处理包括过滤法和沉淀法，其中过滤法可以处理大体积水

样，效率更高，是目前最为常用的方法。滤膜孔径的选择对监测结果至关重要。使用更小的

孔径(如 0.22 µm)可以捕获大多数细胞和细胞器，但是在过滤器堵塞前可以过滤的水样体积

有限。通常采用 0.22 µm 滤膜监测微生物，浮游植物选择的滤膜孔径范围包括 0.22µm～68 

µm，建议在较为清澈的河流和湖体，选用 0.22 µm 的滤膜，浑浊的水样过滤则选用 0.45 µm

的滤膜。鱼类监测选择的滤膜孔径范围在 0.22µm～3 µm，其中较为常用的是 0.45 µm、0.7µm

和 1.2µm。Li 等[17]比较了不同孔径的滤膜监测鱼类群落的效率，发现 0.45 µm 的滤膜在总

DNA 产量、物种检出概率和重复性等方面效果最好。 

过滤方法包括手动过滤、蠕动泵或真空泵过滤。手动过滤一般选用小型注射器和过滤器，
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适合在偏远的采样点使用，但操作过程需要一定的体力，取决于过滤器的孔隙大小和水体中

的悬浮颗粒。蠕动泵或真空泵经常用于过滤较大容量(即几升)。过滤所需的体力较少，但泵

通常由汽车电池驱动，很难运到偏远地区。在两个位置之间，蠕动泵的所有管子都需要更换，

以减少交叉污染。 

4.5.2.2 沉积物样品 

按照 HJ 494 的规定采集 50 mL 的表层沉积物（0～5 cm），应剔除砾石、木屑、杂草、

贝壳及其他大体积生物残体，收集至无菌离心管中，野外干冰或-20 ℃保存，实验室-20 ℃

保存；或者加入无水乙醇，确保样品中最终的乙醇浓度≥80%，常温保存。 

同一采样点沉积物采集宜尽量涵盖各类小生境。 

用于采集沉积物环境 DNA 的采样材料取决于采样点的深度和可达性。深湖沉积物采样

通常使用重型设备，如彼得森采泥器。河流沉积物样品可以用勺子收集(一次性使用)，或者

用切断末端的注射器取芯。后一种方法可以得到沉积物表层的精确体积样品。 

取样沉积物的体积取决于提取方法。商业试剂盒一般可以提取 5g~10g 的沉淀物。大多

数用于监测微生物的沉积物/土壤试剂盒只需 0.2g ~0.5 g 的样品。存储沉积物样本最简单的

方法是存储在-20℃下。也可选用保存液保存，如乙醇或商业保存试剂（如 Qiagen 公司的 Life 

Guard Soil preservation Solution）。乙醇是一种价格低廉的保存液，但是沉积物样品中水分含

量高，导致最终的乙醇浓度改变，仅有最终浓度达到 80%以上的乙醇才能有效保护 DNA，

因此保存过程存在较大的不确定性。另外，如果在 DNA 提取前，没有将样品中的乙醇完全

清理，也会干扰 DNA 提取过程。商业保存试剂可以更加高效地保护环境 DNA，但是经济成

本高，只适用于少量沉积物和少数样品。 

4.5.2.3 生物膜样品 

参考 DB 32/T 4178 的规定从不同自然基质（如粗砾石、鹅卵石以及树木残干等）表面

刮取一定面积（一般为 25 cm2）的样品，无菌水清洗至采样瓶中。野外干冰或-20 ℃保存，

实验室-20 ℃保存；或者加入无水乙醇，确保最终的乙醇浓度≥80%，常温保存。 

目前，生物膜样品仅用于针对流动水体中的着生藻类监测。欧盟已有环境 DNA 宏条形

码监测着生硅藻的采样规范（CEN/TR 17245），本文件参考相关标准的采样方法。同时国内

江苏省地方标准 DB32/T 4178《河流水生态监测规范》中规定了着生藻的采样方法，包括人

工基质和自然基质两种方法。本文件主要参考其自然基质方法。在附近浅滩选择易于刮取的

基质，基质的选择为岩石、砖块、树木和秸秆等。通过毛刷或刀片在基质表面刮取一定量的

样品（25 cm2），基质的选择可单一或混合，保证基质的随机性。用蒸馏水冲洗所刮取样品
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和毛刷获取样品，收集样品到样品瓶。 

4.5.2.4 混合生物组织样品 

（1）按照 SC/T 9402 的规定用浮游生物网定量采集浮游动物样品，采样体积一般为 20 

L，过滤至一定孔径（一般为 5 µm）滤膜，野外干冰或-20℃保存，实验室-20℃保存；或者

加入附录 A 推荐的固定剂，常温保存。 

目前浮游动物 DNA 富集研究过程中所使用的采样方法大多沿用传统形态学监测的方

法，即采用浮游生物网捕获富集浮游动物组织，但是不同研究者采用的浮游生物网也不相同。

如已有研究采用 690 µm 的 ORI 浮游生物网收集浮游动物样品，有研究使用孔径为 200 µm

的 WP2 浮游生物网，也有研究则采用 80 µm 和 250 µm 的斜向浮游生物拖曳网，我国则一

般采用 13 号浮游生物网（112 µm）或者 25 号浮游生物网收集环境中的浮游动物 DNA。也

有部分研究采用直接过滤水样的方法进行浮游动物 DNA 富集（表 2）。 

表2 浮游动物环境 DNA 富集方法 

序号 采样方法 采样体积 滤膜大小（µm） 

1 

浮游生物

网富集法 

ORI 浮游生物网 - 690 

2 WP2 浮游生物网 - 200 

3 斜向浮游生物拖曳网 - 80/250 

4 MANTA 浮游生物网 - 150 

5 Bongo 浮游生物网 - 150 

6 13 号浮游生物网  112 

7 25 号浮游生物网 20L 64 

8 
水样过滤

法 

环境水样→滤膜过滤 
30L 20 

9 1L 0.22 

10 环境水样→预过滤→过滤 1L 3/0.22 

为了探索最适的浮游动物环境 DNA 采样方法，有研究者比较了 MANTA，Bongo 和 WP2

三种浮游生物网获得的浮游动物多样性，发现 WP2 获得的浮游动物丰富度最高，Bongo 次

之。也有研究者比较了传统的浮游生物网富集法和环境 DNA 采样方法对浮游动物多样性研

究的影响，包括：1）经 3µm 滤膜预过滤（去除组织残留）再进一步经 0.22µm 滤膜过滤的

1L 水样（预过滤）；2）直接经 0.22µm 滤膜过滤的 1L 水样（直接过滤）；3）孔径分别为

64µm，200µm 及 500µm 的浮游生物网在水中拖曳 5 分钟富集的浮游动物组织（组织富集）。

DNA 宏条形码分析结果显示三种采样方法得到的浮游动物组成差异显著，预过滤方法检测

到的浮游动物种类数最少，直接过滤法检测到的物种最多，但是组织富集法获得的大型浮游

动物如桡足类的物种数目更多，因此浮游生物网富集法更适合用于大型浮游动物的环境
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DNA 富集。 

编制组比较了两种采样方法及不同采样体积对浮游动物群落监测的影响[18]，处理组包

括：1）“直接过水法”：利用孔径为 5µm 的滤膜直接过滤不同体积（0.1L，0.2L，0.5L 和

1L）的水样；2）“网富集法”：首先利用 25#浮游动物网过滤一定体积的水样（5L，10L，

20L 和 1000L）富集浮游动物，富集后的浮游动物再用 5µm 的滤膜过滤。结果显示：“直接

过水法”中随着过滤体积的增加，大型浮游动物（枝角类和桡足类）的多样性在增加，在过

滤体积为 1L 时达到最大值，过滤体积对桡足类的多样性没有显著的影响，而枝角类的多样

性随着过滤体积的增加有所增加；轮虫的多样性随着过滤体积的增加而下降。“网富集法”

中，大型浮游动物多样性在 5L 富集体积时最大，与过滤体积为 1000L 时得到的多样性结果

相似，小型浮游动物轮虫的多样性在富集体积为 1000L 时达到最大值。因此，对于轮虫等小

型浮游动物，可直接过滤一定体积的水样，在该研究中发现 1L 的过滤体积比较合适。对于

大型浮游动物，由于其在自然水体中密度较低，通常需要先用浮游生物网进行生物富集，该

研究建议的富集体积为 5L ~10L[18]。但是由于不同的水生态系统含有的浮游动物密度和种类

存在差异，因此过滤的水样体积需要根据水体类型适当调整。结合以上研究成果，本文件建

议浮游动物的采样体积不少于 20 L。 

（2）按照 HJ 710.8 的规定定量采集与筛选大型底栖无脊椎动物，加入 3 倍体积的无水

乙醇，1g 换算为 1mL，常温保存。 

底栖动物的环境 DNA 具有一定特殊性，由于单体生物量较小，且生活在水体底部，通

过水样品很难捕获到底栖动物的 DNA，而现有的沉积物 DNA 提取方法能够覆盖的沉积物

量较小（<0.5g），这对于底栖动物的采样范围而言又是过少的。目前常用的底栖动物环境

DNA 捕获方法，仍然需要对大量环境样品进行预处理，其中包括样本的清洗、底栖动物个

体的挑拣和粗分类，这增加了处理时间、人力成本和污染的可能性。前处理过后，通过对组

织混合物的提取，获得环境 DNA，这需要对底栖动物个体进行破坏，如果样品需要保存并

用于其他用途，就可能产生矛盾。较早的研究已经表明，从用于保存经过挑拣的干净样品的

乙醇固定剂中可以提取到底栖动物的 DNA，但目前为止只有少数研究对于环境样品直接进

行过提取，该方法用于实际环境中底栖动物监测的可靠性仍有待检验，一些具体的操作方法

和参数也需要确定。 

编制组利用少数环境样品，在不同实验条件下，基于酒精浸提前处理方法，使用环境

DNA 宏条形码技术识别底栖动物，与同步进行的形态学鉴定结果比对，检验了环境 DNA 方

法的有效性。本研究通过不同浸提时间和浸提体积的比较，确定了酒精浸提前处理方法用于
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环境 DNA 提取的具体参数和流程。在浸提的 1 天~15 天均能从浸提液中检出足量的环境

DNA，前 3 天内 DNA 浓度的变化较为剧烈，5 天后逐渐稳定并略有上升趋势，不同浸提体

积对于 DNA 浓度没有明显影响。酒精浸提前处理方法对于环境 DNA 的提取是有效的，推

荐使用 3 倍体积无水乙醇浸提 7 天~15 天以获取完整和均匀的环境 DNA[19]。 

4.5.3.环境 DNA 提取 

4.5.3.1 样品前处理 

应包括以下内容： 

a) 滤膜样品（水样或混合浮游动物组织样品）：利用研磨珠和裂解液将滤膜振荡破碎，

必要时可先将滤膜剪碎； 

b) 酒精保存的样品应高速（不低于 12000 rpm）离心 20 min，留取沉淀物。经均质器

均质后冷冻干燥，充分混匀； 

c) 生物膜：4 ℃解冻，振荡混匀，取 2 mL 样品，高速（不低于 12000 rpm）离心 20 

min，留取沉淀物； 

d) 混合大型底栖无脊椎动物组织：室温放置 5 天，多次振荡混匀，吸取浸出液，真空

离心浓缩至酒精完全去除。 

 

图5 大型底栖无脊椎动物酒精浸泡 

4.5.3.2 DNA 提取 

借助物理和化学方法充分释放环境介质中蕴含的 DNA，并去除样品中的蛋白质、脂类、

多糖、RNA 等杂质，可采用离心柱法或磁珠法等常规分子生物学操作纯化 DNA，见 GB/T 

40226。根据《高通量基因测序样本预处理方法 第 1 部分：动物组织样本预处理》（GB/T 

33681.1）中对于核酸提取的定义，核酸提取是用物理、化学或生物酶的方法，释放生物组织

样本中的核酸并对它进行纯化，充分去除生物组织样本中的蛋白质、脂类等 PCR 抑制剂以

及提取核酸时加入的试剂，保证核酸的质量和浓度的稳定，以能满足下游实验要求。物理方
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法主要包括机械破碎、超声破碎、冻融破碎等方法；化学方法主要包括浓盐法、异硫氰酸胍

法、碱裂解法等；生物方法主要包括酶法。核酸分离纯化可选用磁珠法、硅质材料或阴离子

交换树脂法等。可选用商业化试剂盒完成 DNA 提取。现在试剂盒的 DNA 提取方法主要为

离心柱法和磁珠法。 

Piggott 等采用 eDNA 监测濒危鱼类澳洲麦氏鲈(Macquaria australasica) 研究发现：基于

商业试剂盒 QIAGEN DNasy 试剂盒的提取方法比传统酚氯仿法的效果更好。编制组使用不

同的 DNA 提取方法提取河流和湖泊水样的 DNA，选用 5 种商业化试剂盒，其中包括 3 种

离心柱法 DNA 提取试剂盒：DNeasy Power Water Kit（Qiagen, 14900-100-NF）、E.Z.N.A. water 

Kit（Omega, D5525-01）和离心柱法环境 DNA 提取试剂盒（易基诺，MT057）及两种磁珠

法 DNA 提取试剂盒：磁珠法环境 DNA 提取试剂盒（易基诺，MT058）和土壤基因组 DNA

提取试剂盒（天根，DP612-T1D）。每种方法 4 个河流水样重复，4 个湖泊水样重复，提取方

法详见操作说明。结果显示：5 种提取方法河流水样 DNA 提取浓度范围 28 ng/μL ~106 ng/μL，

湖泊水样 DNA 提取浓度范围 7.3 ng/μL ~118 ng/μL。磁珠法环境 DNA 提取试剂盒（易基诺，

MT058）提取的 DNA 浓度最高，其次为 DNeasy Power Water Kit（Qiagen, 14900-100-NF）

（表 3）。 

表3 不同 DNA 提取方法 DNA 提取效率 

提取方法 河流水样(ng/μL) 湖泊水样(ng/μL) DNA 提取率 

EGN.mag 106.1 118 100% 

Qiagen 66.4 112 62%~95% 

EGN.column 41.8 60.3 39%~51% 

Tiangen 28.7 52.35 27%~44% 

Omega 28.65 7.3 6%~27% 

注：EGN.mag：环境 DNA 提取试剂盒（易基诺，MT058）；Qiagen：DNeasy Power Water Kit（Qiagen，14900-100-NF）；

EGN.column：环境 DNA 提取试剂盒（易基诺，MT057）；Tiangen：土壤基因组 DNA 提取试剂盒（天根，DP612-T1D）。 

4.5.3.3 DNA 浓度与保存 

样本 DNA 浓度应不低于 1 ng/µL，最佳浓度范围为 10 ng/µL ~100 ng/µL ，260nm 和

280nm波长处的吸光度值比值（OD260nm/OD280nm）应在1.7~2.0范围内， OD260 nm/OD230 

nm 应＞2.0。DNA 在-20℃及以下保存，避免反复冻融。建议将提取的 DNA 等分为 2 份，

一份保存在-20℃用于后续实验，一份保存在-80℃用于长期保存。 

按 GB/T 37874《核酸提取纯化方法评价通则》的规定，几种常见的生物样本（如全血、

细胞和新鲜植物叶片等）合格的 DNA 不低于 1µg，在 260nm 和 280nm 波长处的吸光度值比
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值（OD260nm/OD280nm）应在 1.7~1.9 范围内。若 OD260nm/OD280nm 值低于 1.7，说明提

取的 DNA 中有蛋白质、多酚等杂质污染；若 OD260nm/OD280nm 值高于 1.9，说明提取的

DNA 可能有 RNA 污染。但是由于环境 DNA 不同于纯物种组织的 DNA，存在更多来源的

污染（如腐殖质等），吸光度比值可适当放宽。eDNA 提取一般最终的洗脱体积为 100 µL，

按照 GB/T 37874 要求，DNA 浓度应不低于 10 ng/µL。但是由于环境 DNA 的来源样本中

DNA 含量偏低且含有大量的腐殖质等抑制物，因此浓度建议不低于 1 ng/µL，纯度

OD260nm/OD280nm 在 1.7~2.0 范围即可。 

4.5.4.定量 PCR 扩增 

荧光定量 PCR 技术（Real-time Quantitative PCR，qPCR）是指在 PCR 反应体系中加入

荧光化学物质，利用荧光信号积累实时监测整个 PCR 进程，最终通过相对定量或绝对定量

的方法来实现对初始模板的定量分析。根据所加入的荧光化学物质不同可分为：荧光染料法

和荧光探针法。荧光染料法原理是在 PCR 反应体系中，加入可与双链 DNA 小沟区域结合

的荧光染料，荧光染料在游离状态下几乎不发出荧光信号，与双链 DNA 结合后发出强烈的

荧光信号，检测到的荧光信号强度与 PCR 产物的数量呈正相关。荧光探针法原理是在 PCR

反应体系中，加入一对引物和一个特异性的荧光探针，探针的 5′端标记一个报告基团，3′

端标记一个淬灭基团。探针完整时，报告基团的荧光信号被淬灭基团所淬灭，检测不到荧光

信号，探针水解后，报告基团逃离淬灭基团的淬灭范围，发出荧光信号。PCR 扩增时，引物

和探针同时与模板特异性结合，当延伸到探针结合的位置时，Taq 酶利用 5'端外切酶活性将

探针水解切割，报告基团和淬灭基团分离，荧光信号开始积累。每形成一条 DNA 双链，就

会切断一个探针，释放一份荧光信号，检测到的荧光信号强度与 PCR 产物的数量呈正相关。

探针法具有极高的特异性、准确性、重复性。常用的荧光探针为 TaqMan 探针。 

本文件推荐使用探针法，但使用或不使用基因探针时均需使用相应定量 PCR 预混液。 

4.5.4.1 定量 PCR 反应体系及反应条件 

定量 PCR 反应体系配制见表 4，其中，基因探针为推荐使用，使用或不使用基因探针

时，需使用相应定量 PCR 预混液。每个 DNA 样品 3 个重复。体系配制应按照单次实验所需

总量统一配制。 

表 4 定量 PCR 反应体系 

PCR 反应试剂名称 终浓度 体积 

定量 PCR 预混液 1× 10 μL 

正向引物（10 μmol/L） 0.5 μmol/L 1 μL 
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反向引物（10 μmol/L） 0.5 μmol/L 1 μL 

基因探针（5 μmol/L） 0.25 μmol/L 0.5 μL 

DNA 模板 - 1-5 μL 

ddH2O（双蒸水） - 补足至 20 μL 

实验设置阴性、阳性、空白 3 个对照组；阳性对照组 DNA 模板为目标物种或类群基因

组 DNA，或含有上述片段的质粒标准分子 DNA；阴性对照 DNA 模板为相应的不含目标物

种的基因组 DNA，或混合样品；空白对照组分为两类，一是提取 DNA 时设置的提取空白对

照(以双蒸水代样品)，二是 PCR 反应的空白对照(以双蒸水代替 DNA 模板)。 

定量 PCR 反应程序见表 5。不同定量 PCR 平台对除退火延伸外步骤中的温度和时间要

求不同，可做相应调整。不同引物退火温度不同，推荐退火温度不小于 60℃，不高于 65℃。

退火延伸步骤检测荧光信号。 

表 5 反应程序 

反应步骤 温度 时间 循环 

预热 50℃ 2 min  

预变性 95℃ 10 min  

变性 95℃ 15 s 
40 

退火延伸 60℃ 1 min 

 

4.5.4.2 仪器检测通道选择 

选择定量 PCR 仪器的检测通道应考虑引物和探针的荧光标记，设置 PCR 反应荧光信

号收集条件,应与探针标记的报告基团一致。具体设置方法可参照仪器使用说明书。 

4.5.5.标准曲线制备 

制备标准曲线时需设置至少 5 个浓度点（如 1×101 Copies/μl，1×102 Copies/μl，1×

103Copies/μl，1×104 Copies/μl，1×105 Copies/μl），且设置的最低浓度点应该尽量接近该

扩增目标的定量下限。标准曲线上的每个浓度应至少做 3 个平行重复。 

将含有目标基因的质粒标准分子 DNA 溶液进行梯度稀释。如可采用 10 倍梯度稀释

至 106 拷贝，105 拷贝，104 拷贝，103 拷贝，102 拷贝和 10 拷贝，其中 10 拷贝为定量下

限模板浓度，必须设置。采用稀释后的 DNA 溶液进行实时荧光 PCR 扩增制备标准曲线。

每个浓度模板 DNA 设置至少 3 个平行重复扩增。扩增后，根据扩增 Ct 值与样品浓度(拷

数)对数值间的线性关系制备标准曲线。标准曲线即以 DNA 拷贝数的对数作为横坐标,Ct 

值作为纵坐标作图，并获得标准曲线方程。 
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4.5.6.结果分析与计算 

在定量 PCR 进程中，随着产物的积累，荧光信号的强度等比加强。每经过一次循环，

收集一次荧光信号，即可得到一个荧光扩增曲线，根据荧光强度的变化即可监测产物量的变

化。荧光扩增曲线可分为三个阶段，即荧光背景信号阶段、荧光信号指数扩增阶段和平台期。

在荧光信号指数扩增阶段，定量 PCR 产物量的对数值与起始模板量之间存在线性关系，因

此可以在该阶段进行定量分析。为了便于对所检测样本进行比较，在指数期需要设定一个荧

光信号的阈值。检测到的荧光信号超过阈值则被认为是真正的信号。荧光信号由本底进入指

数增长阶段的阈值所对应的循环次数称为 Ct 值。模板的 Ct 值与其起始拷贝数的对数存在线

性关系，起始拷贝数越多，则 Ct 值越小。利用已知起始拷贝数的标准品及其相应的 Ct 值可

绘制出标准曲线，测得未知样品的 Ct 值后，根据标准曲线便可准确计算出该样品的起始拷

贝数。 

4.5.6.1 检出判定 

被检测的样品核酸浓度应在标准曲线测定范围内，如不在标准曲线测定范围内，则需对

样品核酸浓度进行适当调整后重新进行检测。 

本文件以空白对照、阴性对照的基因 Ct 值≥40，阳性对照基因 Ct 值≤35 为判定标准，

若有一项不符合者，需重新进行实时荧光 PCR 扩增。 

具体判别标准如下： 

阳性样本：3 个重复 CT 值≤35，判为阳性，给出拷贝数结果； 

可疑样本：3 个重复中 2 个 CT 值≤35，1 个 undetermined，重复测试，确认结果； 

可疑样本：3 个重复中 3 个 CT 值≤35，重复测试，确认结果； 

可疑样本：3 个重复中 1 个 CT 值≤35，2 个 undetermined，重复测试，确认结果； 

阴性样本：3 个重复中 1 个 CT 值≤35，2 个 undetermined，判为阴性； 

阴性样本：3 个重复中 2 个 CT 值≤35，1 个 undetermined，判为阴性； 

阴性样本：3 个重复中 3 个 undetermined，判为阴性。 

4.5.6.2 结果计算 

拷贝数是指质粒分子在溶液中的数量。在质粒分子的计算中，需要考虑质粒的长度、质

量和摩尔质量。计算标准质粒拷贝数，计算公式如下： 

Copy= 
6.022 × 1023 × Cont.

length×109 × 660
 

注：Copy 为 DNA 拷贝数； Cont.为标准质粒 DNA 量，单位为 ng； Length 为标准质



T/SEEPLA XXX—202X 

24 

粒 DNA 长度，单位 bp。 

5 质量控制与质量保证 

5.1.质量控制 

5.1.1.质量控制参数 

（1）质量控制参数类别：环境 DNA 定量 PCR 技术质量控制包括：阴性对照、阳性对照、

平行样品。环境 DNA 定量 PCR 技术全流程下质量控制参数及原因见图 6。 

 

图6 环境 DNA 定量 PCR 技术全流程下质量控制参数及原因 

（2）阴性对照。在每天的样品采集、同一批次 DNA 提取和定量 PCR 扩增阶段应分别设置

不少于 3 个阴性对照（表 6），本文件规定阴性对照为无菌水。 

（3）阳性对照。宜设置不少于 6 个定量 PCR 扩增的阳性对照，作为阳性质控样本。本文件

规定 DNA 提取阳性对照为已知物种组成的混合群落，定量 PCR 扩增阳性对照为已知拷贝

数的目标物种 DNA 或质粒 DNA（表 6）。 

表 6  环境 DNA 定量 PCR 技术每个流程设置的阴性和阳性对照 

操作过程 阴性质控样本 阳性质控样本 

过滤 无菌水 无 

DNA 提取 无菌水 已知组成的混合群落 

PCR 扩增 无菌水 已知拷贝数的目标物种 DNA 或质粒 DNA 

 

（4）平行样品。每个位点应至少设置 3 个生物重复样品，可根据实验需求和实验条件适当

设置 eDNA 样品采集、eDNA 提取、定量 PCR 扩增平行样品。 

平行样本设置的数目越多，越接近真实环境中的物种数目，但也会增加成本。目前国际

上的相关标准指南，如瑞士环境联邦署发布的环境 DNA 相关指南《Environmental DNA 

applications in biomonitoring and bioassessment of aquatic ecosystems》建议每个位点至少有 3
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个重复。因此本文件中建议至少设置 3 个平行样品。 

5.1.2.质量控制评价指标 

（1）假阴性率 

使用 PCR 扩增的阳性对照评估监测的假阴性率。重复测定 6 次，计算标准样品中含有

但测量结果中未检出的物种所占比例，即假阴性率（FN）。假阴性率不应超过 10%。按照公

式（1）计算。 

 𝐹𝑁 =  
𝑛1

𝑛
  ............................................... （1） 

式中： 

FN——假阴性率； 

n1——标准样品中未被测出的物种数目； 

n——标准样品的实际物种数目。 

（2）假阳性率 

使用 PCR 扩增的阳性对照评估监测的假阳性率。重复测定 6 次，计算测量结果中检出

但标准样品中不存在的物种所占比例，即假阳性率（FP）。假阳性率不应超过 10%。按照公

式（2）计算。 

 𝐹𝑃 =  
𝑛2

𝑛
          ............................... （2） 

式中： 

FP——假阳性率； 

n2——未在标准品物种清单的物种数目； 

n——标准样品的实际物种数目。 

5.2.质量保证 

5.2.1.野外质量保证 

按标准文本附录 H 的规定，做好样品采集、记录、运输和保存，防止样品的交叉污染。 

5.2.2.实验室质量保证 

实验过程应防止样品的污染，并按标准文本附录 I 的规定做好数据记录、交接和样品保

存。 

6 废弃物处理 

废弃物的分类、收集、存放和集中处理应按照 GB 19489 和 SN/T 4835 的规定执行，其

中生物废弃物在处理之前应采用高压灭菌、消毒或焚烧等方式灭活。此外，对含核酸染料的

废液和废胶单独收集和处理。 
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7 附录 

7.1. 附录 A（资料性）环境 DNA 采样记录表 

环境 DNA 采集应详实做好记录，记录表见标准文本中附录 A， 

7.2. 附录 B（规范性）野外质量控制与保证 

野外质量保证操作见附录 B。 

7.3. 附录 C（规范性）实验室质量控制与保证 

实验室质量保证操作见附录 C。 

8 标准实施建议 

本文件适用于淡水生物特异性物种监测，包括浮游植物、着生藻类、水生维管束植物、

浮游动物、大型底栖无脊椎动物和鱼类等。 

本文件为首次制定，随着利用环境 DNA 开展生物监测和生物多样性调查的快速发展，

本文件中的环境 DNA 定量 PCR 方法和涉及的相关参数也可能会随之发生变化。因此，建

议在本文件实施过程中，继续广泛听取和收集各方面的意见与建议，并根据实际应用情况，

对本文件进行不断地修订与完善，使其实用性和可操作性与时俱进，为规范淡水生物环境

DNA 定量 PCR 技术，促进该技术在我国生物多样性监测体系中的应用推广提供依据和指

导。 

9 案例 

9.1.河川沙塘鳢定量 PCR 检测 

河川沙塘鳢（Odontobutis potamophilus）是鲈形目、沙塘鳢科、沙塘鳢属的一种鱼类。

为中国特有种，分布于长江中、下游（湖北荆州至上海江段）及沿江各支流、钱塘江水系、

闽江水系，偶见于黄河水系。 

9.1.1.靶向物种确认 

使用河川沙塘鳢组织经过 DNA 提取→DNA 质检→建库→测序后，进行全线粒体基因

组拼装注释后拼接成环（图 7），并对其进行基因预测（表 7），并在数据库中进行比对验证
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测序结果与现有序列是否有所差异（图 8），在该序列上查找到特定的 Cytb 区域以及 Dloop

区域（图 9），用于与近缘物种进行多重序列比对。 

 

图 7  河川沙塘鳢全线粒体基因组序列结构图 

表 7  基因预测 

区域 颜色 基因名称 个数 

编码区 

绿色 protein-coding genes 13 

红色 tRNA genes 22 

黄色 rRNA genes 2 

非编码区 灰色 control region or "d-loop" 1 

 合计  37+1 
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图 8  重测序序列在公共数据库中比对 

 

 

图 9  重测序序列在公共数据库中比对 

9.1.2.靶向物种确认 

与河川沙塘鳢同科的物种有海丰沙塘鳢（Odontobutis haifengensis）、暗色沙塘鳢

（Odontobutis obscura）、中华沙塘鳢（Odontobutis sinensis）、鸭绿江沙塘鳢（Odontobutis 

yaluensis）、云斑尖塘鳢（Oxyeleotris marmorata）等 17 种，其中海丰沙塘鳢和河川沙塘鳢生

态位相近，形态和体色相似，在常规的鱼类调查中很难区分和鉴别，体型很小的仔稚鱼就更
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难辨认。有文献表明，河川沙塘鳢和鸭绿沙塘鳢的亲缘关系最近，同时云斑尖塘鳢最易获取；

故本次研究拟选择海丰沙塘鳢、鸭绿江沙塘鳢和云斑尖塘鳢作为近缘物种设计引物。云斑尖

塘鳢提取 DNA 后使用由 COI 引物进行普通 PCR 验证（图 10），PCR 产物进行一代测序，

经测序后比对确认鱼苗物种为云斑尖塘鳢，且云斑尖塘鳢与河川沙塘鳢的序列比对相似性达

到了 75%以上（图 11），故使用云斑尖塘鳢 DNA 作为实验中近缘物种的阴性对照。 

在 Cytb 区域河川沙塘鳢与云斑尖塘鳢、鸭绿江沙塘鳢和海丰沙塘鳢的相似性达到

79.06%、81.45%和 91.32%（图 12）；在 Dloop 区域河川沙塘鳢与云斑尖塘鳢、鸭绿江沙塘

鳢和海丰沙塘鳢的相似性达到 78.78%、86.59%和 95.07%（图 13）。 

 

图 10  云斑尖塘鳢 COI 引物扩增凝胶电泳图 

 

图 11  云斑尖塘鳢与河川沙塘鳢序列比对结果  
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图 12  河川沙塘鳢与 3 个近缘物种 Cytb 区域序列比对结果 

 

 

 

图 13  河川沙塘鳢与 3 个近缘物种 Dloop 区域序列比对结果 

9.1.3.引物设计 

9.1.3.1.多重序列比较 

将河川沙塘鳢与三个近缘物种进行多重序列比对（图 14），在差异大的片段上设计引物。 
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图 14  多重序列比对结果 

9.1.3.2.引物设计 

分别在 Cytb 区域和 Dloop 区域差异大的片段上各设计 3 对引物。 

 

图 15  Cytb 区域设计第一对引物 

 

图 16  Cytb 区域设计第二对引物 
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图 17  Cytb 区域设计第三对引物 

 

图 18  Dloop 区域设计第一对引物 

 

图 19  Dloop 区域设计第二对引物 

 

图 20  Dloop 区域设计第三对引物 

9.1.3.3.引物调整 

依照引物设计原则：上游引物 F3'端需要有 3 个以上差异碱基、下游引物 5'端（反向互

补后是 3'）需要有 3 个以上差异碱基、引物长度设计最好在 25~28bp，退火温度 60 度左右、

探针在 32~35bp 左右，退火温度 65 度左右，目的片段长度在 100~200bp 之间。在设计结果

的基础上调整个别引物的前后碱基，使引物达到最佳状态。 
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图 21  Cytb.1 引物调整结果 

 

图 22  Cytb.2 引物检查结果 

 

图 23  Cytb.3 引物检查结果 

 

图 24  Dloop.1 引物调整结果  
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图 25  Dloop.2 引物检查结果 

 

图 26  Dloop.3 引物检查结果 

9.1.3.4.引物 in silico PCR 验证 

使用 2 种在线方法做引物 in silico PCR 验证：UCSC in silico PCR 方法和 NCBI Primer-

Blast 方法。验证结果表明，6 对引物均仅能扩增出目标物种河川沙塘鳢。 

UCSC in silico PCR 验证结果： 

 

图 27  Cytb.1 引物 

 

 

图 28  Cytb.2 引物 
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图 29  Cytb.3 引物 

 

 

图 30  Dloop.1 引物 

 

图 31  Dloop.2 引物 

图 32  Dloop.3 引物 

NCBI Primer-Blast 验证结果： 
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Cytb.1 引物 

 

Cytb.2 引物 

 

Cytb.3 引物 

 

Dloop.1 引物 

 

Dloop.2 引物 

 

Dloop.3 引物 

图 33  NCBI Primer-Blast 验证结果: 
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9.1.3.5.引物结果 

表 8  引物序列 

引物 引物序列（5’-3’） 
引 物 长

度(bp) 

目的片段

长度(bp) 
Tm(℃) 

GC 含

量(%) 

Self 

complem

entarity 

Self 3' 

complem

entarity 

Cytb.F.1 
GGGCCTTTGCCTTATCAC

CCAAATT 
25 

127 

64.1 48.0 6 4 

Cytb.R.1 
TTCGGACTAATCATCCAA

AGTTAACATC 
28 61.3 39.3 6 2 

Probe1 
ACATTATATCAGCTTTTTC

ATCCATCACGCACATC 
35 59.9 37.1   

Cytb.F.2 
GCCTATACTACGGGTCCT

ACCTATATA 
28 

152 

57.1 32.1 6 2 

Cytb.R.2 
ATTTCCTACATAAGGGAT

GGCGGAG 
25 62.3 48.0 4 1 

Probe2 
TATAATAACTGCCTTCGTA

GGCTACGTCCTGC 
32 65.4 47.0   

Cytb.F.3 
CCCATACTTCTCATACAA

AGATCTCC 
26 

164 

58.8 42.3 6 2 

Cytb.R.3 
GAAGTATCATTCGGGCTT

AATGTGT 
25 59.5 40.0 5 1 

Probe3 
GATTTGCCATTCTCCTTCT

AACCCTTATTTCCCTG 
35 65.3 42.9   

Dloop.F.1 
AACAGCAAGACAAGATT

CAACACAAG 
26 

173 

60.9 38.5 3 0 

Dloop.R.1 
CGGCTTGTTATCTTGATA

GTGTGTTGAA 
28 62.1 39.3 6 2 

Probe1 
CAGATATTTCCCAAGTAA

ATCTCCCCATATAT 
32 60.2 34.0   

Dloop.F.2 
TAACCATATATACCAGGAT

TCAACACAC 
28 

184 

59.1 35.7 6 0 

Dloop.R.2 
GGAATAATATCAATCAAT

GGCCCTGAAA 
28 60.3 35.7 6 0 

Probe2 
GAGTCAAGCGTTGGAAC

TATGTTTCTTGAAGG 
32 60.0 43.8   

Dloop.F.3 
CACAGATATTTCCCAAGT

AAATCTCCC 
27 

169 

59.8 40.7 7 3 

Dloop.R.3 
CTTGACTCGAATGTCTTC

CTTATCTG 
26 62.9 42.3 4 2 

Probe3 
GGATTCAACACACTATCA

AGATAACAAGCCGA 
32 59.1 40.6   
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9.1.4.引物验证 

9.1.4.1.PCR 验证引物特异性 

使用 6 对引物，以河川沙塘鳢组织 DNA 做阳性样品，以云斑尖塘鳢 DNA、无酶水做阴

性对照进行 PCR 检测来确定引物的特异性，筛选出较适宜的引物并且用于合成标准质粒，

产物用 1.5%的琼脂糖凝胶电泳检测，PCR 反应体系与反应条件如表 9、10。 

表 9  反应体系 

试剂名称 体积/μl 

Taq mix 15 

F 1 

R 1 

DNA 模板 2 

dd H2O 11 

合计 30 

表 10  反应条件 

温度 时间  

95°C 3min  

95°C 15s 

35cycle 各引物退火温度 20s 

72°C 20s 

72°C 5min  

4°C ∞  

经凝胶电泳验证确定 6 对引物都能够检出河川沙塘鳢物种，对近缘物种云斑尖塘鳢无

检测效果，但 Cytb.1 与 D-loop.3 这两对引物检出条带较淡，最终选取 Cytb.2 与 D-loop.2 两

对引物进行后续实验，凝胶电泳图如图 34、35。 

 

图 34  Cytb 区域三对引物扩增电泳图 
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图 35  D-loop 区域三对引物扩增电泳图 

9.1.4.2.PCR 验证引物特异性——环境样品 

使用 Cytb.2 与 D-loop.2 两对引物，以河川沙塘鳢组织 DNA 做阳性样品，以云斑尖塘鳢

DNA、环境样品 DNA、无酶水做阴性对照进行 PCR 检测来确定引物的特异性，PCR 反应体

系与反应条件如表 9、10，筛选出较适宜的引物并且用于合成标准质粒，产物用 1.5%的琼脂

糖凝胶电泳检测，结果如图 36、37。 

 

图 36  Cytb.2 区域三对引物扩增电泳图 

 

图 37  D-loop.2 区域三对引物扩增电泳图 
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经凝胶电泳验证 2 对引物均能检测出 3 号样品河川沙塘鳢信号，且条带没有明显差异，

所以继续进行 qPCR 实验验证并筛选引物。 

9.1.4.3.qPCR 验证引物特异性——环境样品 

使用 Cytb.2 与 D-loop.2 两对引物，以河川沙塘鳢组织 DNA 做阳性样品，以云斑尖塘鳢

DNA、环境样品 DNA、无酶水做阴性对照进行 qPCR 检测来确定引物的特异性，筛选出较

适宜的引物并且用于合成标准质粒，反应体系见表 11，反应条件见表 12。产物用 1.5%的琼

脂糖凝胶电泳检测。 

表 11  反应体系 

试剂 体积(ul) 

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix 10 

HC-Cytb.2-F 1.5 

HC-Cytb.2-R 1.5 

H2O 5 

DNA 模板 2 

总体积 20 

表 12  反应条件 

温度 时间  

50°C 2min  

95°C 5min  

95°C 15s 40cycle 

各引物退火温度 1min 检测荧光信号 
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图 38  扩增曲线 

 

图 39  溶解曲线 
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表 13  CT 值表 

加入引物 样品名称 CT 值平均值 CT 值标准方差 

Cytb.2 001 30.43 0.43 

Cytb.2 002 25.95 9.83 

Cytb.2 003 13.05 0.18 

Cytb.2 河川沙塘鳢 15.74 0.18 

Cytb.2 云斑尖塘鳢 17.49 1.54 

Cytb.2 NC 15.72 1.56 

Dloop.2 001 30.91 0.49 

Dloop.2 002 31.45 0 

Dloop.2 003 12.19 0.26 

Dloop.2 河川沙塘鳢 13.76 0.04 

Dloop.2 云斑尖塘鳢 21.38 7.92 

Dloop.2 NC 0 0 

 

图 40  Cytb.2 引物扩增电泳图 

 

图 41  D-loop.2 引物扩增电泳图 

两对引物下 CT 值对比结果为：D-loop.2 引物平均 CT 值略小于 Cytb.2 引物；凝胶电泳

验证对比结果为：D-loop.2 引物条带更明亮；最终选定 D-loop.2 引物 PCR 后未纯化产物合

成质粒。 
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9.1.5.河川沙塘鳢标准质粒 

9.1.5.1.构建标准质粒 

根据标准质粒浓度及其长度，计算标准质粒拷贝数，计算公式如下： 

Copies =［(6.02×1023) × (C×10-9)/(L×660)］×V 

注：Copies 为拷贝数; C 为标准质粒 DNA 浓度，单位 ng·μL-1; L 为标准质粒 DNA 长

度，单位 bp;V 为实时荧光 qPCR 体系中标准质粒 DNA 体积。 

标准质粒浓度为25.6ng/ul，PMD 18T载体全长2692bp， D-loop.2引物片段大小为184bp，

根据上述公式可得以下结果： 

河川沙塘鳢标准质粒拷贝数 /μl = ［ (6.02×1023) × (25.6×10-9)/(2876bp×660) ］ = 

8.11×109Copies/μl 

原始标准质粒浓度为 8.11×109Copies/μl，先稀释至 1×109Copies/μl，随后每个梯度

10 倍稀释，最终选择 1×105~1×100这 6 个浓度梯度构建标准曲线。 

9.1.6.qPCR 方法验证 

9.1.6.1.检出限预测 

使用D-loop.2 引物，以河川沙塘鳢标准质粒做阳性样品，以无酶水做阴性对照进行 qPCR

检测来构建标准曲线，并通过多次实验检验并结合凝胶电泳验证目的条带，产物用 1.5%的

琼脂糖凝胶电泳检测。 

 

图 42  多次验证实验结果扩增曲线 
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图 43  标准曲线 

 

图 44  标准质粒凝胶电泳验证 

本次最终预估检出限在 101Copies/μl。 

9.1.6.2.检出限验证 

将标准质粒 102 Copies/μl 作为预计检出限，用标准质粒 102、标准质粒 101、标准质粒

100 做检出限验证，重复 10 次，发现这 10 次中，标准质粒 102、标准质粒 101都有检出，标

准质粒 100 都无检出，而且这 10 次两两间的 P 值都大于 0.05，无显著性差异，说明基于此

qPCR 方法的标准质粒检出限为 1× 101 Copies/μl。基于 10 次的标准质粒 101 的平均值为
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32，此实验将 CT 值 32 作为阳性样品检出判别线。 

表 14  标准质粒 101的 CT 值 

重复 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
平均

CT 值 

101CT

值 

31.72 32.48 31.58 32.86 31.62 31.95 31.83 31.64 32.04 32.74 

32.1 31.84 32.1 32.49 31.4 31.72 31.5 33.7 31.23 33.41 33.64 

31.48 31.86 33.07 31.35 30.75 33.45 32.03 31.89 31.34 32.24 

P 值 0.59 0.3 0.3 0.41 0.47 0.53 0.94 0.78 0.8 0.79  

 

图 45  10 次检出限 CT 值结果 

9.1.6.3.稳定性验证 

9.1.6.3.1.人员稳定性验证 

人员稳定性验证结果显示，不同实验人员同一样本 CT 值及拷贝数差异性 P 值>0.05，

差异均不显著。 
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表 15  3 位实验人员结果的 CT 值 

实验

人员 
样本 ID CT 值平均值 CT 标准方差 拷贝数（copies） 

人员 1 

质粒 105 20.33 0.16 2.06E+06 

质粒 104 23.97 0.22 5.79E+04 

质粒 103 27.31 0.33 2.19E+03 

质粒 102 30.56 0.15 8.66E+01 

质粒 101 32.17 0.18 1.78E+01 

样品 003 20.54 0.36 1.73E+06 

NC undetermined undetermined / 

人员 2 

质粒 105 20.08 0.37 1.89E+06 

质粒 104 23.49 0.31 7.04E+04 

质粒 103 26.98 0.17 2.41E+03 

质粒 102 30.03 0.07 1.26E+02 

质粒 101 31.75 0.1 2.43E+01 

样品 003 20.29 0.21 1.50E+06 

NC undetermined undetermined / 

人员 3 

质粒 105 18.26 0.32 1.24E+06 

质粒 104 22.32 0.36 8.60E+04 

质粒 103 25.61 0.58 1.01E+04 

质粒 102 29.56 0.18 7.17E+02 

质粒 101 32.2 0.87 1.41E+02 

样品 003 20.31 0.36 3.23E+05 

NC undetermined undetermined / 

 

 

图 46  3 位实验人员实验结果 P 值 
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图 47  3 位实验人员实验结果标准曲线 

9.1.6.4.试剂稳定性验证 

控制变量进行 qPCR 检测验证实际稳定性，结果显示不同时间的同一样本的 CT 值差异

≤1，不同时间同一样本 CT 值及拷贝数差异性 P 值>0.05，差异均不显著。而且 2 次的标准

曲线的 R2均大于 0.99，结果可信度高（图 48），说明试剂具有稳定性，最低浓度质粒在-20℃

可以保存至少 7 天。 
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表 16  3 次实验结果的 CT 值 

不同时间 样本 ID CT 值平均值 拷贝数（copies） 

第 1 天 

质粒 105 18.54 1.30E+05 

质粒 104 22.31 9.85E+04 

质粒 103 26.65 7.41E+03 

质粒 102 29.38 6.24E+02 

质粒 101 32.99 5.90E+01 

第 2 天 

质粒 105 19.54 1.15E+05 

质粒 104 22.49 1.34E+04 

质粒 103 26.13 9.05E+03 

质粒 102 29.65 6.90E+02 

质粒 101 32.91 6.90E+01 

第 3 天 

质粒 105 18.71 9.24E+05 

质粒 104 22.07 9.97E+04 

质粒 103 25.47 8.65E+03 

质粒 102 28.61 8.70E+02 

质粒 101 32.85 7.70E+01 

 

图 48  不同时间实验结果 P 值 
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图 49  3 次实验结果标准曲线 

9.1.6.5.准确性验证 

选取太湖样品中 4 个经形态学与宏条形码检测均表明含有河川沙塘鳢的样品，与四川

雅安经形态学与宏条形码鉴定后确认不含有河川沙塘鳢的环境样品 10 个，以河川沙塘鳢标

准质粒做阳性样品，以无酶水做阴性对照进行 qPCR 检测，其中 3 个阳性对照样品有检

出，说明阳性准确率在 75%左右，阴性对照均没有检出，说明阴性准确率为 100%，确认

引物可以准确检出环境中河川沙塘鳢物种，且对环境中其他物种没有检出效果。
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图 50  扩增曲线 

表 17  样品实验结果 CT 值 

样品名称 CT 值平均值 拷贝数（copies） 

质粒 105 18.65 1.17E+05 

质粒 104 22.11 1.10E+04 

质粒 103 25.63 1.00E+03 

质粒 102 29.4 7.78E+02 

质粒 101 33.06 7.40E+01 

阳性样品 1 32.73 7.97E+00 

阳性样品 2 33.49 2.69E+00 

阳性样品 3 33.4 2.89E+00 

阳性样品 4 undetermined / 

阴性样品 1~10 undetermined / 

云斑尖塘鳢 undetermined / 

NC undetermined / 

 

9.1.7.判读标准  

判读标准应遵循每一板实验中检出限 CT 值，根据 4.5.1.2 中 10 次的标准质粒 101 的平
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均值为 32，所以将此 CT 值作为阳性样品检出判别线，具体判别标准如下： 

阳性样本：3 个重复 CT 值<32，判为阳性，给出拷贝数结果； 

可疑样本：3 个重复中 2 个 CT 值<32，1 个 undetermined，重复测试，确认结果； 

可疑样本：3 个重复中 3 个 CT 值>32，重复测试，确认结果； 

可疑样本：3 个重复中 1 个 CT 值<32，2 个 undetermined，重复测试，确认结果； 

阴性样本：3 个重复中 1 个 CT 值>32，2 个 undetermined，判为阴性； 

阴性样本：3 个重复中 2 个 CT 值>32，1 个 undetermined，判为阴性； 

阴性样本：3 个重复中 3 个 undetermined，判为阴性。 
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