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[bookmark: _Toc73271570][bookmark: _Toc102154834]项目背景
1.1 [bookmark: _Toc73271571][bookmark: _Toc102154835]任务来源
本标准由南京大学提出，并由中国环境科学学会归口，2020年申请立项，被列入中国环境科学学会2020年第二批标准编制计划正式批准立项，由南京大学等单位起草。
1.2 [bookmark: _Toc73271572][bookmark: _Toc102154836]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宏条形码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监测水生生物多样性方法的基本框架和流程。
（2）编制启动
[bookmark: _GoBack]编制组接到标准制定任务后，立刻组织落实标准制定工作。确定由南京大学等为主要起草单位，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
2018年3月～2018年8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《海洋调查规范 第6部分：海洋生物调查》（GB/T 12763.6），《水质采样方案设计技术规定》（HJ 495），《生物遗传资源采集技术规范》（HJ 628），《生物多样性观测技术导则 内陆水域鱼类》（HJ 710.7）和《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）等基于传统形态学监测的标准导则，并进一步整理学习了《生物信息学术语》（GB/T 29859）、《高通量基因测序结果评价要求》（GB/T 35537）和《个体鉴定的高通量测序方法》（GB/T 37870）等与高通量测序相关的标准，收集和研究了众多国内外基于环境DNA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宏条形码监测水生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2018年至2020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
2020年2月～2020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宏条形码技术监测水生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
2020年6月：标准起草组向中国环境科学学会提交制修订立项申请书。
2020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。
2020年11月：经中国环境科学学会审议进行立项公示。
2020年12月：经中国环境科学学会审议进行正式立项。
（7）专家咨询和征求意见稿
2020年12月-2021年6月：标准起草组结合文献及专家建议完成标准初稿。
2021年7月，将中国环境科学学会通过视频会议召开团体标准专家咨询会。与会专家听取了编制组的汇报，审阅了相关技术文件 ，经过质询讨论，形成如下意见：编制组在集成“十二五”和“十三五”国家水体污染控制与治理科技重大专项相关课题研究成果基础上，参考国内外相关研究文献编制了标准文本和编制说明，标准可为我国水生生物监测与 水生态健康评价提供技术支撑。标准文本内容完整技术路线可行。建议：① 充分考虑环境 DNA和传统形态学监测的差异性，进一步完善生物评价指数和评价标准；② 根据 《中国环境科学学会标准管理办法》进一步完善和细化标准文本及编制说明。专家一致同意完善后公开征求意见。
2021年8月-2022年3月：标准起草组根据专家建议进一步修改完善。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；（2）细化标准的各个步骤和参数，如采样体积、样品数、生物信息学分析过程及参数、质控过程和参数等；（3）文本的格式和规范性等。
2022年4月7日，中国环境科学学会牵头组织了关于团体标准的二轮专家咨询会，与会专家听取了编制组的汇报并对标准材料进行了审阅。专家认为编制单位提供的材料齐全，内容完整；编制单位对国内外相关标准及文献进行了充分调研；标准定位准确，技术路线合理可行，内容完善；该标准可为我国水生生物监测与水生态健康评价提供技术支撑。专家组一致同意修改完善后公开征求意见。并建议：（1）进一步完善标准文本中的术语定义。（2）根据《中国环境科学学会标准管理办法》进一步完善用语规范，细化样本采集等内容。
2022年4月，编制组根据专家建议，进一步对标准内容和格式进行完善。
[bookmark: _Toc73271573][bookmark: _Toc102154837]标准制定的必要性
2.1 [bookmark: _Toc73271574][bookmark: _Toc102154838]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，更加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。

	[image: ]


[bookmark: _Toc34917518][bookmark: _Toc34918617][bookmark: _Toc40973374][bookmark: _Toc41547897]地球生命指数1970年至2012年间下降58%，范围：48%~66%（图片改编于WWF 地球生命力报告 2016）
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。如eDNA宏条形码技术（Metabarcoding）采集水样、沉积物、生物膜或生物组织样品，设计通用引物扩增特定基因片段，借助高通量测序获得DNA条形码序列，通过数据库比对可以精准地鉴别生物物种和环境中的群落结构信息。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 [bookmark: _Toc55309811][bookmark: _Toc55309828][bookmark: _Toc55335189][bookmark: _Toc102154839]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。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 [bookmark: _Toc102154840]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，作为评估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 [bookmark: _Toc102154841]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2011年以来，全球环境DNA条形码研究的相关论文超过1700余篇，其中美国发表的论文数最多，其次为欧洲，我国发表论文数占全球总数的5%（图2）。尽管eDNA宏条形码技术在微生物、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eDNA宏条形码监测方法推广和应用的前提。
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全球及我国环境DNA宏条形码研究现状
2.5 [bookmark: _Toc55309829][bookmark: _Toc55309812][bookmark: _Toc55335190][bookmark: _Toc102154842]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。
2.6 [bookmark: _Toc55309813][bookmark: _Toc55309830][bookmark: _Toc55335191][bookmark: _Toc102154843]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。
2.7 [bookmark: _Toc73271578][bookmark: _Toc102154844]现有工作基础
目前，编制组已形成基于环境DNA宏条形码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宏条形码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和水生态健康评估[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。
[bookmark: _Toc73271579][bookmark: _Toc102154845]标准编制依据和原则
3.1 [bookmark: _Toc73271580][bookmark: _Toc102154846]编制目的
环境DNA宏条形码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。本标准以环境DNA宏条形码监测水环境生物多样性为目标，规范水环境DNA的采样方法和宏条形码监测方法，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 [bookmark: _Toc73271581][bookmark: _Toc102154847]编制依据
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 30989  高通量基因测序技术规程
GB/T 35537  高通量基因测序结果评价要求
GB/T 35890  高通量测序数据序列格式规范
HJ 494  水质 采样技术指导
HJ 710.8  生物多样性观测技术导则  淡水底栖大型无脊椎动物
SC/T 9402  淡水浮游生物调查技术规范
SN/T 4278  国境口岸医学媒介昆虫DNA条形码鉴定操作规程术语和定义
DB32/T 4178  河流水生态监测规范
3.3 [bookmark: _Toc73271582][bookmark: _Toc102154848]编制原则
本标准按照《中国环境科学学会标准管理办法（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）与国际现行的节水政策、产业政策等相结合；
（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宏条形码技术的发展水平，符合我国水生生物监测行业规范化发展需求。
[bookmark: _Toc55335194][bookmark: _Toc102154849]标准主要适用范围和定义
4.1 [bookmark: _Toc55335196][bookmark: _Toc102154850]适用范围
本文件规定了利用环境DNA宏条形码技术监测淡水水生生物的步骤、生物信息学分析、质量控制及数据分析方法。
本文件适用于基于DNA条形码序列相似性的水生生物多类群监测，包括浮游植物、浮游动物、着生藻类、水生维管植物、大型底栖无脊椎动物和鱼类等。
4.2 [bookmark: _Toc102154851]术语和定义
4.2.1 [bookmark: _Toc93052003]水生生物 hydrobios
[bookmark: _Toc93052004]全部或部分生活在各种水域中的生物。主要的淡水生物类群包括浮游植物、浮游动物、水生维管植物、大型底栖无脊椎动物和鱼类等。
2007年科学出版处出版的图书《生态学名词》中对“水生生物”的定义为“全部或部分生活在各种水域中的动物和植物。包括淡水生物和海洋生物”。本文件主要适用于淡水水生生物。
4.2.2 高通量测序 high-throughput sequencing
区别于传统sanger（双脱氧链末端终止法）测序，能够一次并行对大量核酸分子进行平行序列测定的技术。
[来源：GB/T 34265—2017，3.4]
4.2.3 [bookmark: _Toc93052005]环境DNA environmental DNA (eDNA )
通过从环境介质（水、土壤、沉积物、空气等）或混合生物组织中提取的DNA。
4.2.4 [bookmark: _Toc93052006]DNA 条形码 DNA barcode
生物体细胞核或者细胞器中一段公认的能够代表该物种的标准的、有足够变异的、易扩增的短DNA序列，可用于实现生物的识别和鉴定。
[来源：LY/T 3191—2020，3.6，有修改]
4.2.5 [bookmark: _Toc93052007]16S核糖体DNA 16S ribosomal DNA(16S rDNA)
原核生物编码核糖体小亚基16S rRNA的DNA序列。
4.2.6 [bookmark: _Toc93052008]18S核糖体DNA 18S ribosomal DNA (18S rDNA)
真核生物编码核糖体小亚基18S rRNA的DNA序列。
4.2.7 [bookmark: _Toc93052009]线粒体12S 核糖体DNA  mitochondrial 12S ribosomal DNA (Mt 12S rDNA)
后生动物线粒体基因组上12S rRNA对应的DNA序列。
4.2.8 [bookmark: _Toc93052010]线粒体细胞色素c氧化酶I mitochondrial cytochrome c oxidase I(COI)
后生动物线粒体基因组上的线粒体细胞色素c氧化酶I对应的DNA序列。
4.2.9 [bookmark: _Toc93052011]DNA 宏条形码技术 DNA metabarcoding
利用高通量测序获取环境样本（如水、沉积物、土壤、空气等）或混合生物组织中的特定DNA 片段，根据物种间特定DNA序列差异识别物种，获取物种组成和群落结构。
4.2.10 [bookmark: _Toc93052012]索引 Index
通过在PCR或文库准备过程中为每个样品添加一个短序列的核苷酸碱基对，允许多个样品在一个高通量测序运行中被汇集。这个序列对于运行中的每个样本都是不同的，并使序列能够在测序后分配回它们来自的样本。
4.2.11 序列相似性 sequence similarity
[bookmark: _Toc93052014]序列间相同 DNA 序列或氨基酸残基序列所占的比例。环境 DNA 宏条形码分析中通常根据序列相似性对测序数据进行物种注释。
4.2.12 操作分类单元  operational taxonomic unit；OTU
DNA宏条形码测序数据按照一定的序列相似性阈值进行聚类，获得的用于表征物种的分子水平的分类单元。
瑞士环境联邦蜀发布的指南《Environmental DNA applications in biomonitoring and bioassessment of aquatic ecosystems》中定义OTU为按照相似性聚类获得的一组序列，用于代表分子水平的分类单元。欧洲科技合作机构发布的指南《A practical guide to DNA-based methods for biodiversity assessment》中定义OTU为将DNA宏条形码数据按照一定的序列相似性阈值进行聚类获得的用于代表物种的分子水平的分类单元。
4.2.13 扩增序列变体 amplicon sequence variants (ASV)
DNA宏条形码技术中，通过生物信息学剔除PCR扩增和测序产生的错误序列后形成的独特DNA序列，即每条序列至少有一个碱基不相同，可以根据ASV的序列差异进行物种鉴定。
瑞士环境联邦蜀发布的指南《Environmental DNA applications in biomonitoring and bioassessment of aquatic ecosystems》中定义ASV为去除PCR扩增测序过程中产生的假序列后，高通量扩增测序产生的独特DNA序列。
4.2.14 分子分类单元  molecular taxonomic unit
[bookmark: _Toc93052016]DNA宏条形码监测分类工作中的客观操作单位，有特定的名称和序列分类特征，如ASV和OTU。
4.2.15 序列相似性阈值 cutoff value of sequence similarity
判定两条核酸序列的相似程度，特定阈值以上碱基相同的序列，可以认定为同一物种。
4.2.16 [bookmark: _Toc93052017]嵌合体chimera
在PCR扩增的延伸步骤中由两种或更多种序列组合生成的错误序列。
瑞士环境联邦蜀发布的指南《Environmental DNA applications in biomonitoring and bioassessment of aquatic ecosystems》中定义嵌合体为在PCR扩增过程中结合不同来源的DNA片段形成的人工序列。
4.2.17 [bookmark: _Toc93052018]检出率 detection rate
特定物种检出的样品数/总样品数。
4.2.18 [bookmark: _Toc93052019]相对丰度 relative abundance
样品中分配到某一分类单元的序列数占该样品序列总数的比例。
4.2.19 [bookmark: _Toc93052020]阴性质控样本Negative Control Sample
确定不含特定物种或者所有物种的样本（例如无菌水），与待测样本同步实验，用于判断待测样本是否被污染。
4.2.20 [bookmark: _Toc93052021] 阳性质控样本 Positive Control Sample
确定已知物种组成的样本，与待测样本同步实验，用于判断测序结果是否可靠。
[bookmark: _Toc55335197][bookmark: _Toc102154852]工作内容与实施方案
5.1 [bookmark: _Toc102154853]环境DNA宏条形码监测流程
环境DNA宏条形码监测包括环境DNA样品采集、环境DNA提取、宏条形码扩增与测序、生物信息学分析、质量控制、生物统计表和质量控制与质量保证等过程（图3）。
	[image: ]


环境DNA宏条形码监测技术路线图
5.2 [bookmark: _Toc102154854]环境DNA样品采集
根据监测的生物类群选取合适的环境DNA采集方法（表1），每个位点采集3个生物重复。填写环境DNA采样记录表，见附录A。
[bookmark: _Toc61015065]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
	++
	+
	
	+++1

	大型底栖无脊椎动物
	+
	++
	
	+++2

	鱼类
	+++
	+
	
	


注：+ 表示可用，++表示较多采用，+++表示最为常用
1. 浮游动物主要通过浮游生物网收集组织DNA
2. 大型底栖无脊椎动物主要通过采集沉积物中底栖动物组织，进一步通过酒精浸提法获取组织DNA
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。
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）的滤膜上，野外干冰或-20 ℃保存，实验室-20 ℃保存；或者加入附录B推荐的固定剂，常温保存。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。
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在1 L ～2 L（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)	水体的大小，影响水体中eDNA的浓度，因此检测概率。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。瑞士环境联邦蜀发布的指南《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）的滤膜过滤，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。浊度较小清凉水样，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。瑞士环境联邦蜀发布的指南《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。
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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，适合在偏远的采样点使用，但操作过程具有一定的体力，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。
5.2.2  沉积物样品
按照HJ 494的规定采集表层沉积物（0~5cm），应剔除砾石、木屑、杂草、贝壳及其它大体积生物残体，收集至无菌离心管中（一般为50 mL），野外干冰或-20 °C保存，实验室-20 °C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。
5.2.3  生物膜样品
参考DB32/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 °C保存，实验室-20 °C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。欧盟已有关于用于环境DNA宏条形码监测的着生硅藻采样规范（CEN/TR 17245），本标准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。在附近浅谈选择易于刮取的基质，基质的选择为岩石、砖块、数目和秸秆等。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和毛刷获取样品，收集样品到样品瓶。
5.2.4  混合生物组织样品
（1）按照SC/T 9402的规定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）的5 µm孔径滤膜，野外干冰或-20℃保存，实验室-20℃保存；或者加入附录B推荐的固定剂，常温保存。
[bookmark: OLE_LINK210][bookmark: OLE_LINK211]目前浮游动物DNA宏条形研究过程中所使用的采用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，有研究使用的粒径为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宏条形码研究（表2）。
浮游动物DNA宏条形码监测的采样方法
	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DNA宏条形码采样方法，有研究者比较了MANTA，Bongo和WP2三种浮游生物网采样方法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）再进一步过滤0.22µm滤膜的1L水样（预过滤）；2）直接过滤0.22µm滤膜的1L水样（直接过滤）；3）粒径分别为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DNA宏条形码技术研究大型浮游动物多样性。
[bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK15]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5微米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5微米的滤膜过滤。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，该研究中建议的富集体积为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）大型底栖无脊椎动物采集与筛选按照HJ710.8的规定执行，野外干冰或-20 °C保存，实验室-20 °C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]。
5.3 [bookmark: _Toc102154855]环境DNA提取
5.3.1  样品前处理
应包括以下内容：
a)	滤膜样品（水样/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；
b)	沉积物样品：经均质器均质后冷冻干燥，用网筛过滤杂质并混匀；
c)	生物膜样品：4 °C解冻，高速离心，留取沉淀物；
d)	混合底栖动物组织样品：4 °C解冻，沥干水分，加入3~5倍体积的无水乙醇（纯度≥99%），1g换算为1mL，振荡混匀，室温静置3天~14天，吸取浸出液，真空离心浓缩。
	[image: ]


大型底栖无脊椎动物酒精浸泡
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。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 试剂盒比传统酚氯仿的效果更高。编制组使用不同的DNA提取方法提取河流水和湖泊水样的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 PowerWater 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个湖泊水域重复，提取方法详见操作说明。结果显示：5种提取方法河流水样提取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 PowerWater Kit（Qiagen, 14900-100-NF）（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 PowerWater 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）。
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。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，集中常见的生物样本（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值（OD260nm/OD280nm）应在1.7~1.9范围内。若OD26nm/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OD26nm/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。
5.4 [bookmark: _Toc102154856] 宏条形码扩增与测序
5.4.1  宏条形码扩增
1.4.1.1 针对不同生物类群选择特异性引物扩增目标条形码序列，推荐引物参照附录C。
根据国家林业行业标准 《林木DNA条形码构建技术规程》（LY/T 3191—2020）和已有的文献汇总，核心DNA条形码片段选取需要考虑多方面因素：① 进化速率。进化速率较慢的片段可以锚定目标物种到科/属的较高分类等级，进化速率较快的片段则可将近缘类群进行识别和分辨。 ② 分辨能力。种间有明显的遗传变异，而种内变异足够小（图6）；片段所含的变异位点多则分辨力高，进化速率较快的片段比进化速率较慢的片段有更高分辨力。③ 片段长度。足够短，减少测序工作，且便于DNA提取和PCR扩增；降低测序费用；不同物种间序列长度变异尽可能小。④ 片段通用性。存在保守区域，便于设计通用引物。也可以从已发表的基因组、转录组数据中筛选合适的DNA片段作为特定物种的条形码。⑤ 目标DNA片段还需要在公共数据库中具有足够的序列信息，以便在获得DNA序列后，进行序列比对和人工矫正。
[image: ]
 DNA条形码片段示意图（引自 Bucklin et al. 2011, Annu. Rev. Mar. Sci.）[14]
蓝色代表种内差异，橙色代表种间差异。A. 种间差异明显大于种内差异，可作为候选DNA条形码片段。B. 种内和种间遗传距离存在交叉，不符合DNA条形码要求。
目前浮游植物常用的DNA宏条形码序列主要来自于核基因的16S rDNA（蓝藻门），18S rDNA（真核藻类）、28S rDNA （真核藻类）、ITS（转录间隔区，Internal transcribed spacer）、叶绿体rbcL（Rubisco大亚基，Ribulose-1, 5-biphosphate carboxylase）和matK（成熟酶k，Maturase K）等（表4）[6, 20]。其中18S rDNA基因具有更高的物种覆盖率及较为完善的条形码数据库，已被广泛应用于监测海洋和淡水真核藻类的组成结构。16SrDNA基因是蓝藻门等微生物中最为常用的DNA条形码（附录C）。
常用的浮游植物DNA条形码比较 [20]
	条形码
	基因组
	优点
	缺点

	18S rDNA
	核基因组
	进化速率适中，易扩增，最常用，数据库全
	种水平区分能力一般，只适用于真核藻类

	16S rDNA
	核基因组
	进化速率适中，易扩增，最常用，数据库全
	种水平区分能力一般，只适用于蓝藻门

	ITS
	核基因组
	分辨水平高，片段短，易于扩增和测序
	长度变异大

	RbcL
	叶绿体基因组
	容易扩增，鉴别到科属水平能力高
	进化缓慢；种水平区分能力一般，全序列测序需要四对引物

	matK
	叶绿体基因组
	进化速率快，长度适中，种间差异明显，转化速率低
	现有的引物很难实现普遍扩增，不同类群鉴别时所选用的引物对也不尽相同


目前使用的浮游动物DNA宏条形码序列主要来自核基因的18S rDNA和28S rDNA，线粒体的12S rDNA，16S rDNA，CytB（细胞色素b，Cytochrome b）和COI等。其中18S rDNA，线粒体COI区域及16S rDNA是最常用的分析浮游动物的标记基因，有研究者比较了这三对标志基因在浮游动物宏条形码研究中的差别，发现其所用的COI658及在这段序列中间设计的另外三对COI引物都无法获得高质量的PCR产物，并发现相比线粒体16S rDNA标记基因，18S rDNA（V4）扩增获得的序列可以注释到更多的物种，因此建议在需要更高的物种覆盖度时使用18S rDNA（V4）进行条形码研究 [21]。近年来，有研究者设计了一个更加适合高通量测序的通用COI引物(COI-1)，扩增的DNA条形码片段约313bp，用于鱼类肠道浮游动物多样性的评估[22]。编制组选择了COI313, 核基因组18Sr DNA(V9)及设计的线粒体16S rDNA（Mt 16S rDNA-2）引物识别浮游动物多样性，结果发现COI和线粒体16S引物所检测到的物种数量和种类比较接近，其中有64个物种能够同时被这2对引物检出，有28个物种仅仅能被COI引物检出，有10个物种仅能被16S引物检出。而V9引物获得的序列大部分都无法注释到物种水平，导致其结果跟COI313和16S差别较大，仅有5个物种能够同时被3个引物检测到，该研究说明COI313标志基因更适合用于水体中浮游动物DNA宏条形码研究[23]。综合考虑，线粒体COI和核基因组的18S rDNA更适合作为浮游动物DNA条形码（附录C）。
用于大型无脊椎底栖动物鉴定的DNA条形码大多为线粒体COI区域，但是不同研究选用的COI片段和引物序列略有差异。最为常用的底栖动物DNA宏条形码为mlCOIintF/jgHCO2198（附录C）。
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]对于鱼类，在环境DNA宏条形码监测中，引物扩增的DNA片段必须足够短（一般< 400bp），以扩增降解的样品及满足二代测序要求，同时DNA条形码要保障在物种内部相同但在物种之间有可变性，并且侧翼是高度保守的区域，以扩增各种物种而不减少目标群体的特异性。基于长片段COI设计的引物扩增环境DNA中的鱼类DNA条形码成功率偏低，因此基于COI条形码构建的DNA条形码数据库很难应用于环境DNA宏条形码技术的物种识别。目前，线粒体的其他区域如12S rDNA和16S rDNA基因已被广泛用于基于环境DNA的鱼类鉴定。有研究比较了22对引物对硬骨鱼进行宏条形码分析，结果显示线粒体12S rDNA和16S rDNA检出更高的鱼类多样性，其中12S rDNA率高于16S rDNA，CytB检出的鱼类物种数目最少 [24]。本编制组根据长江中下游种常见鱼类线粒体保守区设计了覆盖线粒体12S rDNA和16SrDNA区域的DNA条形码，并成功用于构建太湖流域35种鱼类的DNA条形码建库，结果证明基于该DNA条形码获得的种间遗传距离明显高于种内，可以有效地进行物种鉴别（附录C） [7]。
5.4.1.2 宏条形码产物用1%~2%的琼脂糖凝胶电泳检测，应呈现单一清晰明亮、无拖尾的条带。若样品出现多个条带，按照SN/T 4278的规定纯化PCR产物。
PCR通过1%~2%琼脂糖凝胶电泳检测，判断PCR反应是否存在非特异性扩增，及扩增过程中产生的引物二聚体信息。电泳后，PCR产物应在相应的DNA条形码序列长度位置出现一条单一的目的条带，阴性对照无条带。行业标准《国境口岸医学媒介昆虫DNA条形码鉴定操作规程》（SN/T 4278）中规定条形码片段检测主要包括制胶、点样和电泳检测等过程。若样品出现多个条带，需纯化PCR产物，也可按照SN/T 4278中7.5的规定执行，即选用胶孔大的梳子，重新制胶、点样、电泳，将所需的目的条带进行切胶回收纯化，需要时也可委托测序公司进行纯化。
5.4.1.3 宏条形码扩增产物在-20℃以下温度条件下保存。
5.4.2  高通量测序
利用高通量测序平台，按照GB/T 30989和GB/T 35537的规定对宏条形码扩增产物进行测序。每个样本的预期序列数应不低于10000条。填写分子实验记录表，见附录D。测序深度会直接影响每个样本中获得的分子分类单元数和物种数目。增加测序深度将有助于识别更多的稀有物种，尤其对于生物多样性较为丰富的样本，但是也增加了经济成本。以环境DNA宏条形码技术监测浮游植物为例，不同研究样品的测序深度相差超过1 个数量级( 3 000条~ 100 000条) 。本编制组分别对滇池和抚仙湖典型位点的环境DNA 样品宏条形码深度测序结果的分析表明，随着测序深度的增加，获得的OTU和属数目均在不断增加，最后趋于平缓。滇池和抚仙湖的真核藻属的稀释性曲线达到饱和所需要的测序深度分别为38000和36000。考虑到测序成本，可选择获得90%属对应的测序深度，即滇池和抚仙湖位点分别需要30000和20000条序列（图7）。本标准规定的每个样本的测序深度不低于10 000条。但是具体测序深度需要根据实验设计，重复样品的数目和监测稀有物种的需要来设置。在测序测序过程中获得的每个样本的测序深度和（1）测序平台及测序批次（2）一次测序包括的样本数相关。

	[bookmark: OLE_LINK9].（A）
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真核藻类分类单元数目随着测序深度的变化  （A）OTU数目；（B）属数目
5.5 [bookmark: _Toc102154857] 生物信息学分析
同一批实验数据，生物信息学分析流程及关键参数应保持一致。填写生物信息学分析记录表，见附录E。
5.5.1  序列质控
通过搜索特定序列（去除测序接头adaptor、样品索引index和引物），并基于碱基识别质量（>Q20，参考）和序列长度（>预期长度的70%，参考）进行序列修剪。
5.5.2  文库拆分
根据每个样品的Index将序列分配到不同的样品中。
5.5.3  序列聚类及质量控制
可选用OTU或ASV方法进行序列聚类和质量控制，获得分子分类单元，并过滤掉PCR扩增过程中产生的嵌合体序列。
a)	OTU方法：将相似性高于或等于阈值（相似性阈值一般为0.97）的序列合并成OTUs，将序列比对到每个OTU的代表性序列，获得每个OTU在每个样品中出现的序列数；
b)	ASV方法：每个独特的序列即为一个ASV，根据生物信息学方法过滤潜在的PCR和测序错误的ASV序列，将序列比对到每个ASV，获得每个ASV在每个样品中出现的序列数。 
5.5.4 过滤低丰度的分子分类单元
过滤低丰度（如总序列数为1~5）的分子分类单元（可能为假阳性、污染序列或未去除的嵌合体），也可根据实际监测需求调整过滤的丰度阈值。
5.5.5  序列注释
将分子分类单元的序列与条形码数据库比对分析，获得物种注释信息。物种注释方法和物种鉴定阈值（主要是序列相似性阈值）的选择，应综合考虑选用的条形码片段、参考数据库的完整性及数据用途。
5.6 [bookmark: _Toc102154858]生物统计表
5.6.1  检出判定
分子分类单元在某一位点的生物重复样品中检出率不低于2/3。建议每个样品只保留相对丰度>0.1%的分子分类单元。
5.6.2  相对丰度
每个位点检出的分子分类单元的相对丰度为所有生物重复样品中相对丰度的平均值。每个样品的生物多样性统计表由分子分类单元（如ASVs或OTUs）名称、序列、物种注释信息、序列数和相对丰度组成（应符合附录F的规定）。
5.7 [bookmark: _Toc102154859] 质量控制与质量保证
5.7.1  质量保证与控制操作
5.7.1.1野外质量保证与控制：野外样品采集与运输应做好记录和交接，并防止样品的交叉污染，应符合附录G的规定。
5.7.1.2 实验室质量保证与控制：实验过程应做好记录，实验样品应做好交接和保存，并防止样品的交叉污染，应符合附录H的规定。
5.7.2  质量控制与质量保证参数
环境DNA宏条形码技术质量控制包括：阴性对照、阳性对照、平行样品（图8）。
	[image: ]

	环境DNA宏条形码技术全流程下质量控制参数及原因


（1）阴性对照。在每天的样品采集、同一批次DNA提取和PCR扩增阶段应分别设置不少于3个阴性对照，也可适当设置测序的阴性对照。（表5）。
（2）阳性对照。建议设置不少于6个PCR扩增的阳性对照，作为阳性质控样本。PCR扩增的阳性对照应为不少于10个特定物种的基因组DNA（已知可以有效扩增）的等量混合物，浓度一般为1ng/uL。也可根据实验需要和实验条件在DNA提取和测序过程中适当设置阳性对照（表5）。
目前常用eDNA实验的商业化阳性对照主要针对微生物检测，如ZymoBIOMICS Microbial Community DNA Standard II主要由8种细菌和两种真菌构成的基因组DNA混合物（浓度为11 ng/uL）。使用时一般将该混合物按照1:10稀释。但是目前还没有商售的关于eDNA检测真核生物的阳性对照。
本文件规定PCR扩增的阳性对照应为不少于10个已知物种的基因组DNA的等量混合物，最终浓度为1ng/uL
环境DNA宏条形码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
	已知组成的DNA标准样品

	测序
	无菌水
	测序试剂盒中的对照试剂



（3）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DNA提取、PCR和建库测序平行样品。
5.7.3 质量控制评价指标
质量控制评价指标包括假阴性率和假阳性率。
[bookmark: _Toc43941673]5.7.3.1 假阴性率。使用阳性质控样品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%。
	 	（1）
式中：
FN——假阴性率；
Q1——标准样品中未被测出的物种数目；
Q——标准样品的实际物种数目。
[bookmark: _Toc43941672]5.7.3.2 假阳性率。使用阳性质控样品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%。
	         	（2）
式中：
FP——假阳性率；Q2——未在标准品物种清单的物种数目；
Q——标准样品的实际物种数目。
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[bookmark: _Toc102154860]案例
[bookmark: _Toc102154861]6.1 沙颍河DNA宏条形码生物多样性监测
[bookmark: _Toc93052051]6.1.1 环境DNA样本采集
分别于2018年04月和10月对沙颍河全流域20个监测位点（图9）进行样品采集。利用采水器采集水样，并尽量避免搅动水体及沉积物，采样深度为水体表层0~20cm，水样收集到1000 mL标准采样瓶中，做好标记，4℃ 低温储存，在24 h内完成过滤，利用0.45 µm孔径滤膜和真空抽滤装置富集水样中的DNA（体积大于300ml），将滤膜放入5 毫升的试管中，-20℃低温储存。
[image: ]
沙颍河流域采样位点分布图
[bookmark: _Toc93052052]6.1.2 环境DNA提取
用E.Z.N.A. water DNA kit (Omega, USA) 试剂盒提取滤膜DNA。具体操作为：将滤膜剪碎后（3 mm大小）的滤膜装进5 mL无菌离心管中，加入试剂盒提供的2 mm玻璃珠约0.2 mg，加入1 mL裂解液，用MoBio Vortex-Genie2 (MoBio Laboratories Inc., CA, USA) 在最高转速下均质5 min后按照试剂盒指示完成后续操作。
[bookmark: _Toc93052053]6.1.3 PCR扩增
选用16S、18S和12S rRNA基因的靶区PCR引物分别扩增。PCR扩增体系为50 µL，包含5 µL的10×PCR High Fidelity PCR buffer，2 µL 50 mM的MgSO4，1 µL的10 mM dNTP mix，0.2 µL的Platinum Taq DNA polymerase（Invitrogen, USA），2 µL的模板DNA和1 µL的引物。PCR程序为：预变性：95°C 30 s， 35个扩增循环：95°C变形10 s， 48°C退火30s（16S 55℃，18S 65℃，12S rRNA 62.4℃），72°C延伸30 s，72°C延伸5 min。PCR产物通过2% 琼脂糖凝胶电泳检测后用MinElute gel extraction kit试剂盒（Qiagen, CA, USA）进行纯化，纯化后用Qubit dsDNA HS assay kits（Invitrogen, USA）定量。
[bookmark: _Toc93052054]6.1.4 建库与高通量测序
为了保证样本获得大致等量的序列数（Reads），所有的PCR产物均被稀释到10 ng·μL-1的浓度，然后将所有样点样品等体积混合在一起。混库后取100 ng建库，用Agencourt AMPure XP kit（Beckman Coulter, Germany）纯化测序文库，去除短片段（< 100 bp），然后用Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies, USA）检测，然后利用Ion PGM测序仪（Life Technologies, USA）进行测序。
[bookmark: _Toc93052055]6.1.5 监测结果
原始的测序数据经质量控制后，共获得 806 个无脊椎动物 OTUs，注释到7门、14纲、34目、76科、131属和136种；819个原生动物 OTUs，注释到10门、31 纲、67目、41科、31属和16种；688个真菌 OTUs，注释到11门、17纲、25目、46科、100属和 90 种；1697 个真核藻类 OTUs，注释到 6门、17纲、11目、14 科、135 属和 141 种；1994 个细菌OTUs，注释到 15 门、40 纲、90目、120科、131属和 28种（图10）。但是只有不到 10%的 OTUs 具有清晰的分类单元信息，超过 90%的 OTUs 仍然未知。在这些有注释信息的分类单元中，无论是 OTUs 还是 Reads 数，无脊椎动物以节肢动物门昆虫纲和轮虫动物门单巢纲为主；原生动物以纤毛门旋毛纲和变形虫门变形虫目为主；真菌以子囊菌门盘菌亚门、壶菌门壶菌亚门和卵菌门卵菌纲为主；真核藻类以隐藻门隐藻纲、褐藻门硅藻亚门和金黄藻纲-黄群藻纲为主；细菌以拟杆菌门黄杆菌纲和变形菌门β变形菌亚门为主（图11）。

[image: ]
基于环境eDNA的高通量生物监测技术验证示范结果——分类水平

[image: ]
基于环境eDNA的高通量生物监测技术验证示范结果——环境DNA“生命树”构建
分析发现，约80.48%的OTUs在两个季节均有监测出，约 13.07%的OTUs在两季节的所有样品中有监测出。这些核心 OTUs 主要隶属于无脊椎动物的昆虫纲；原生动物的旋毛纲；真菌的卵菌纲；真核藻类的绿藻纲、隐藻纲、硅藻纲和金黄藻纲-黄群藻纲；细菌的放线菌纲、黄杆菌纲、α和β变形菌纲。研究还发现，部分分类群的相对丰度在两季节之间存在很大的波动，比如与春季相比，秋季样品中变形虫目和硅藻门的相对丰度上升了约1倍，绿藻纲上升了约10倍，而隐真菌门和隐藻纲下降了约3倍。
对优势分类单元及物种多样性时空变化的分析表明，共识别出 88个优势分类单元，其中无脊椎动物19个（春季5个，秋季10个，两季节共有4个），原生动物17个（春季6 个，秋季6个，两季节共有5个），真菌15个（春季5个，秋季4个，两季节共有6个），真核藻类23个（春季11个，秋季8个，两季节共有4个），细菌14个（春季3个，秋季3个，两季节共有8个）。约70%优势分类单元的相对丰度在两季节存在很大的波动，即在优势和非优势或稀有分类单元之间变换。真核藻类的优势分类单元种类变化最大，其次是无脊椎动物。
研究还发现，这些较小型和微型生物的物种多样性（这里是香农多样性指数）在时空上存在较为一致的变化，这意味着这些生物群落具有趋同性的演替模式。此外，秋季的生物多样性指数要明显高于春季。整体上来看，流域上游区域的生物多样性要高于中游区域，随流域内不同支流的交汇，流域下游的生物多样性较中游区域增加。
[bookmark: _Hlk38922832]相比于栖息地和空间要素，水质理化要素是影响各类生物群落结构变异的主要因素。对于无脊椎动物和藻类群落，栖息地和空间要素也是影响群落结构变异的重要因素之一。在不同季节中影响生物群落结构的主要环境因素不同，秋季河流中水质理化要素对生物群落的影响要高于春季。对于无脊椎动物来说，春季的群落结构主要受到空间要素影响，而到了秋季水质理化要素成为主导因素。对于原生动物、真菌和细菌来说，影响群落结构的主要要素从春季的栖息地要素转变成秋季的水质理化要素。总的来说，不同季节水质理化状况的改变是影响生物群落结构季节间差异的核心要素，其中营养盐对无脊椎动物、藻类群落解释度更高，重金属对原生动物、真菌和细菌解释度更高。
研究还发现（图12），沙颍河流域上游（即澧河、北汝河和甘江河上游）水质较好，河岸带物理生境质量高；沙颍河许昌、郑州段（双洎河、贾鲁河）水质差，有机物及重金属污染严重；沙颍河中下游（周口至阜阳段）水体富营养化严重、水体电导率高。

[image: ]
沙颍河流域水体污染物及生物多样性空间分布图
沙颍河流域水生生物多样性存在相类似的空间分布格局，鱼类、大型底栖动物、藻类和原生及原核生物多样性最高；双洎河及贾鲁河生物多样性急剧下降；沙颍河中下游区域多样性有所回升。多样性与水体污染相类似的空间分布也反应出水污染引起的水生生物多样性的下降。下游区域多样性的回升，可能主要因为以下因素造成的：1）下游河道的变宽，污染物的浓度得到稀释；2）水体的自然降解及污染物的迁移转化等作用，下游水体污染物浓度降低。
[bookmark: _Toc102154862]6.2 太湖流域浮游动物DNA宏条形码监测
[bookmark: _Toc93052057]6.2.1 采样点位分布
太湖流域位于长江的下游地区，是中国人口密度最大，经济最发达的地区之一[25]。太湖流域有17%的陆地被水域所覆盖，水网密集。其中太湖是我国第三大淡水湖，面积约2400 km2。太湖流域内有很多中小型湖泊，其中面积超过5平方公里的湖泊有8个，包括隔湖（146.9 km2），阳澄湖（118.9 km2），长荡湖（89.0 km2），澄湖（40.6 km2），昆承湖（17.9 km2），元荡湖（13.0 km2），傀儡湖（6.73 km2）和鹅真荡（5.2 km2）。由于人口剧增和周边工业的快速发展，导致太湖流域的污染负荷不断增大，自上世纪80年代开始水质恶化严重，因此研究水生生物多样性对监测太湖流域的水体健康状况具有重要的意义。在本章节中，为了比较宏条形码监测技术在表征浮游动物群落组成的可靠性，我们选取了69个采样位点同时进行形态学监测和宏条形码监测。69个位点基本覆盖了整个太湖流域，并涵盖了主要的水体类型，其中太湖湖体点位27个，河流点位25个，湖荡点位15个和水库点位2个。采样时间为2013年的11-12月份。采样点位名称见表7，采样点位的分布及水体类型见图13所示。
[image: ../Ammonia/COI/Fig.jpg]
[bookmark: _Toc485116098][bookmark: _Toc485118423]采样位点分布。
[bookmark: _Toc485117932]采样位点编号和名称
	编号
	名称
	编号
	名称
	编号
	名称

	[bookmark: _Hlk448065251]S1
	TH.ZSHN.3
	S24
	TH.DTH.3
	S47
	RE.HHDQQ.3

	S2
	TH.ZS.3
	S25
	TH.DPK.3
	S48
	RE.HGZ.3

	S3
	TH.XWL.3
	S26
	TH.DLS.3
	S49
	RE.GJK.3

	S4
	TH.XTG.3
	S27
	TH.BDK.3
	S50
	RE.FQD.3

	S5
	TH.XSX.3
	S28
	SK.LZ.3
	S51
	RE.DZDQ.3

	S6
	TH.XMK.3
	S29
	SK.LTSK.3
	S52
	RE.DPQ.3

	S7
	TH.XHX.3
	S30
	RE.ZX.3
	S53
	RE.BQ.3

	S8
	TH.XHN.3
	S31
	RE.ZJQ.3
	S54
	RE.BGDQ.3

	S9
	TH.WGS.3
	S32
	RE.ZGDQ.3
	S55
	HD.YD.3

	S10
	TH.TS.3
	S33
	RE.YLQ.3
	S56
	HD.YCZHB.3

	S11
	TH.SZ.3
	S34
	RE.XFZ.3
	S57
	HD.YCXHN.3

	S12
	TH.STG.3
	S35
	RE.WMQ.3
	S58
	HD.YCDHN.3

	S13
	TH.SHDB.3
	S36
	RE.TPZ.3
	S59
	HD.XJDT.3

	S14
	TH.SDG.3
	S37
	RE.TBQ.3
	S60
	HD.KLH.3

	S15
	TH.QD.3
	S38
	RE.SP.3
	S61
	HD.KCH.3

	S16
	TH.PZ.3
	S39
	RE.ML.3
	S62
	HD.GD1.3

	S17
	TH.PTS.3
	S40
	RE.LLDQ.3
	S63
	HD.EZD.3

	S18
	TH.MS.3
	S41
	RE.JX.3
	S64
	HD.DHG.3

	S19
	TH.MG.3
	S42
	RE.JLZ.3
	S65
	HD.CHN.3

	S20
	TH.LJK.3
	S43
	RE.JB.3
	S66
	HD.CHD.3

	S21
	TH.JSG.3
	S44
	RE.HSQ2.3
	S67
	HD.BGHK.3

	S22
	TH.HX.3
	S45
	RE.HNQ.3
	S68
	HD.GD2.3

	S23
	TH.DXTT.3
	S46
	RE.HLJ.3
	S69
	RE.SHQ.3



[bookmark: _Toc93052058]6.2.2 浮游动物采样方法与前处理
每个点位同时进行形态学采样和宏条形码采样，分别用于形态学分析和宏条形码监测，其中形态学采样又分为定性采样和定量采样。形态学监测定性采样：用25#浮游动物网在湖水中以“∞”字型回游3分钟。形态学监测定量采样：用25#浮游动物网过滤20L水样，富集后的样品加入甲醛固定。宏条形码监测采样：根据上节的研究结论，本次采样采用网采法进行宏条形码研究，在每个点位用400目的浮游生物网过滤富集20L水样，富集后的浮游动物经孔径为5微米的滤膜过滤，过滤后的滤膜储存在-20℃冰箱中直到DNA提取。
[bookmark: _Toc93052059]6.2.3 DNA提取
用E.Z.N.A. water DNA kit (Omega, USA) 提取试剂盒提取截流在滤膜（Millipore, USA）上的浮游动物的DNA。具体操作为：将滤膜卷起装进5mL的离心管中，加入0.2mg的玻璃珠（试剂盒提供），加入1mL裂解液，用MoBio Vortex-Genie2 (MoBio Laboratories Inc., CA, USA) 在最高转速下均质5min。均质充分后按照试剂盒指示进行操作。
[bookmark: _Toc93052060]6.2.4 PCR扩增
[bookmark: OLE_LINK48][bookmark: OLE_LINK49][bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]PCR扩增体系：总体系为50 μL，包含37.8 μL 的无菌水， 5 μL的10×PCR High Fidelity PCR buffer，2 μL50 mM的MgSO4，1 μL的10 mM dNTP mix，0.2 μL的Platinum Taq DNA polymerase（Invitrogen, USA），2 μL的模板DNA和1 μL 的10 μM 的COI区域引物。PCR反应在SureCycler 8800 热循环仪（Agilent Technologies, USA）上进行。 因为引物具有较高的简并度，采用 “touchdown” 反应程序尽可能减少非特异性扩增。PCR反应程序为：16个降落循环（95°C变性10s， 62°C退火30s，每个循环下降1°C，72°C延伸30s）+25个普通循环95°C变性10s， 46°C退火30s，72°C延伸30s）。PCR产物通过2% 琼脂糖凝胶电泳检测，之后用MinElute gel extraction kit纯化试剂盒（Qiagen, CA, USA）进行纯化。纯化后产物用Qubit dsDNA HS assay kits （Invitrogen, USA）定量。
[bookmark: _Toc93052061]6.2.5 建库与高通量测序
为了保证样本间能获得大致等量的序列数，所有的PCR产物均被稀释到10 ng/μL的浓度，然后等体积混合在一起。混库后取100ng的DNA利用Ion Plus fragment library kit试剂盒（Life Technologies, USA）加上测序需要的接头序列，用Agencourt AMPure XP kit（Beckman Coulter, Germany）纯化测序文库，以去除文库中的杂质和短的片段（< 100 bp）；纯化后的测序文库经Agilent 2100 bioanalyzer（Agilent Technologies, USA）检测合格后方可测序，构建成功的测序文库长度约为467 bp（这其中包括测序的接头及PCR引物）。测序文库被稀释到100 pM，利用试剂盒Ion PGM template OT2 400 kit（Life Technologies, USA）将测序文库连接到Ion Sphere particles（ISPs）的表面。然后利用Ion PGM测序仪（Life Technologies, USA）进行测序。
[bookmark: _Toc93052062]6.2.6 监测结果
6.2.6.1 宏条形码表征太湖流域的浮游动物组成
宏条形码监测能完整表征浮游动物群落。经序列前处理，共获得了910741条高质量的CO1序列，形成1003个OTUs，有786个OTUs（包含950283条序列，占总序列的95.8%）能够被本土数据库和NCBI公共数据库注释（注释条件为序列相似性大于 80%，后验概率大于60%），其中被注释的序列中有819253条序列（占总序列的90%）属于浮游动物（图14）。有40%的OTUs都来自轮虫，仅有一小部分OTUs来自剑水蚤类。尽管有40%左右的OTUs属于其他物种，但是这部分OTUs仅占序列的10%左右。由于引物的通用性，有5%左右的序列来自硅藻，其他物种，如昆虫，软体动物等也有检出，但是占的比例都较小。
[image: ../Molecular%20ecology/Fig.jpg]
[bookmark: _Toc485116099][bookmark: _Toc485118424]COI宏条形码测序序列组成。左边两个图分别显示了每个生物类群的OTUs 数和序列Reads数，右边的饼图显示了被注释为浮游动物的OTUs总数和序列总数。
[image: ../Molecular%20ecology/scientific%20reports/Fig.1.pdf]
[bookmark: _Toc485116100][bookmark: _Toc485118425]宏条形码测序识别到的浮游动物组成。（A）基于COI序列的系统进化，进化距离依据K2P模型，进化树构建基于neighbor-joining模型；（B）每个物种对应的序列数；（C）每个物种对应的OTUs；（D）平均每个OTUs中的序列数；（E）物种在太湖流域的检出频率；（F）每一个OTUs占的序列数；（G）物种在流域每个点位的分布热图。
轮虫、枝角类和桡足类是宏条形码监测的3个主要浮游生物类群。系统发育也显示CO1序列明显被分为三个大的类群（轮虫、枝角类和桡足类），显示了物种注释的可靠性（图15）。图15详细展示了宏条形码测序获得的每个浮游动物的序列信息。有5个分类单元拥有大量的序列，分别为Ploima（游泳目，轮虫），Branchionus calyciflorus（萼花臂尾轮虫），Synchaeta sp（疣毛轮虫sp），Keratella cochlearis（螺形龟甲轮虫），Bosmina sp（象鼻溞sp）和Calanoida（哲水蚤目），是太湖流域的优势种群。通常，序列数较高的物种或类群在整个流域中的检出频率也越高。也有一些特殊存在，例如指状伪镖水蚤Pseudodiaptomus inopinus, 广布中剑水蚤Mesocyclops leuckarti和温中剑水蚤Mesocyclops thermocyclopoides虽然只有数百条序列，但是却在大部分点位中有检出。轮虫在河流中的检出频率要高于太湖和湖荡。螺形龟甲轮虫Keratella cochlearis和Ploima（仅鉴定到目）在河流和湖荡中都有较高的检出率。尽管象鼻溞Bosmina sp.在几乎所有点位都有检出，但是在河流中的丰度要高于太湖和湖荡。从稀释曲线上看，在测序深度达到每个样本10000条序列时，大部分物种都能够被检出（图16）。

[image: ]
[bookmark: _Toc485116101][bookmark: _Toc485118426]物种和OTUs的稀释曲线。（A）OTUs稀释曲线；（B）物种稀释曲线。

6.2.6.2 不同水体类型中浮游动物群落的差异
不同水体类型中浮游动物群落结构差异明显，河流生态系统中轮虫的比例要显著高于湖泊生态系统中轮虫的比例，而哲水蚤的比例在湖泊中更高（图17C），这一结论我们在上一章节中就介绍过。在本章中，我们的主要目的并不是比较水体类型之间浮游动物群落组成的差异，而是比较形态学监测和宏条形码监测能否明确的显示出河流和湖泊间的差异。基于形态学监测数据和宏条形码监测数据，我们用NMDS分析不同水体类型之间的相似性，发现宏条形码监测能够清晰的反映出不同水体类型间浮游动物群落的差异。不仅能够区分出河流和湖泊的差异，还能区分出太湖和周边小型湖荡之间的差异（图17A）。而形态学监测数据仅能明显的区分出河流和湖泊之间的差异，不能很好的区分出太湖和周边湖荡的差异（图17B）。这说明，宏条形码监测能充分体现水体浮游动物群落组成的微小差异，比传统形态学监测更加敏感。
[image: ]
[bookmark: _Toc485116110][bookmark: _Toc485118435][bookmark: OLE_LINK62][bookmark: OLE_LINK63]宏条形码监测和形态学监测表征不同水体类型浮游动物群落差异。（A）宏条形码监测；（B）形态学监测；（C）不同点位轮虫、枝角、桡足类比例。不同水体类型nmds1的差异性用ANOVA Duncan’s检验，P < 0.001 (***) ，P < 0.05 (*)。“Lake”代表出太湖外的湖荡，“River”代表河流，“Reservoir”代表水库，“Tai Lake”代表太湖湖体。
[bookmark: _Toc102154863]6.3 滇池浮游植物DNA宏条形码监测
[bookmark: _Toc93052064]6.3.1 环境DNA样本采集
利用采水器采集水样，并尽量避免搅动水体及沉积物，采样深度为水体表层0~20cm，水样收集到1000 mL标准采样瓶中，做好标记，4℃ 低温储存，在24h内完成过滤，利用0.22 µm孔径滤膜和真空抽滤装置富集水样中的DNA（体积大于300ml），将滤膜放入5 毫升的试管中，-20℃低温储存[19]。
[bookmark: _Toc93052065]6.3.2 环境DNA提取
用E.Z.N.A. water DNA kit (Omega, USA) 试剂盒提取滤膜DNA。具体操作为：将滤膜剪碎后（3 mm大小）的滤膜装进5 mL无菌离心管中，加入试剂盒提供的2 mm玻璃珠约0.2 mg，加入1 mL裂解液，用MoBio Vortex-Genie2 (MoBio Laboratories Inc., CA, USA) 在最高转速下均质5 min后按照试剂盒指示完成后续操作。
[bookmark: _Toc93052066]6.3.3 PCR扩增
选用18S基因的靶区PCR引物分别扩增。PCR扩增体系为50 μL，包含5 μL的10×PCR High Fidelity PCR buffer，2 μL50 mM的MgSO4，1 μL的10 mM dNTP mix，0.2 μL的Platinum Taq DNA polymerase（Invitrogen, USA），2 μL的模板DNA和1 μL 的引物。PCR程序为：预变性：95°C 30 s， 35个扩增循环：95°C变形10 s， 59°C退火30s，72°C延伸30 s，72°C延伸5 min。PCR产物通过2% 琼脂糖凝胶电泳检测后用MinElute gel extraction kit试剂盒（Qiagen, CA, USA）进行纯化，纯化后用Qubit dsDNA HS assay kits（Invitrogen, USA）定量。
[bookmark: _Toc93052067]6.3.4 建库与高通量测序
为了保证样本获得大致等量的序列数（Reads），所有的PCR产物均被稀释到10 ng·μL-1的浓度，然后将所有样点样品等体积混合在一起。混库后取100 ng建库，用Agencourt AMPure XP kit（Beckman Coulter, Germany）纯化测序文库，去除短片段（< 100 bp），然后用Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies, USA）检测，然后利用Ion PGM测序仪（Life Technologies, USA）进行测序。
[bookmark: _Toc93052068]6.3.5 监测结果
6.3.5.1 eDNA宏条形码监测滇池和抚仙湖真核浮游植物组成
[image: ]环境DNA宏条形码在滇池和抚仙湖共检出真核藻类110属，分属于9门16纲32目66科，其中绿藻门的种类最丰富，共识别出30科53属，在种类数量上占有绝对优势。角甲藻、衣藻和多甲角藻识别出的OTUs数目最多，冠盘藻和小环藻属次之。冠盘藻、栅藻和裸甲藻的序列数最多，占真核藻类序列数的30%以上，其次为衣藻和隐藻属（图18）。
环境DNA宏条形码监测表征的真核浮游植物群落。(a)基于条形码序列的系统进化关系，进化距离依据K2P模型计算，进化树构建基于邻接法；(b)每个属对应的OTU数目；(c)每个属对应的序列数；(d)属的检出频率；(e)属在每个点位的分布情况，点的大小代表特定属在该点位的相对丰度
滇池共监测到真核藻类75个属，分属于8门13纲23目49科。其中绿藻门和硅藻门为主要优势类群，绿藻门有33属，占总序列数的40.27%，共识别硅藻14属，占总序列数的41.67%。优势属为冠盘藻，栅藻和隐藻属。
抚仙湖10个位点监测到真核藻类90个属，分属于9门13纲29目56科，绿藻门和硅藻门物种丰富度最高，绿藻门包含42个属，硅藻门16个属。甲藻门相对丰度最高，占总序列的40.94%，其次为硅藻门。绝对优势种为裸甲藻属和衣藻属（相对丰度>10%），其次为栅藻，多甲藻，原甲藻和金色藻属（图18）。
6.3.5.2 环境DNA宏条形码揭示生物多样性的空间差异
（1）生物多样性的垂直差异
滇池不同水深真核藻类多样性差别不大，但是抚仙湖不同水深的真核藻类多样性具有显著性差异。滇池属于浅水型湖泊，分别取0.5m、2m和4m水深的样品进行生物多样性分析，基于OTU计算的真核藻类香农指数存在显著性差异（P =0.015），其余多样性参数无明显差异(P >0.05)。抚仙湖属于深水性湖泊，水下0.5 m（表层）、10 m（中层）和20 m（底层）分别采集环境DNA水样获得的OTU丰富度，香农指数和Pielou均匀度均存在显著性差异（P <0.05），10m左右水层真核藻类的种类最丰富，生物多样性最高，均匀度也略高，其次为表层水。在可注释分类单元属水平，中层水（10m）的真核藻类多样性显著高于表层水和底层水，但是表层水和底层水的生物多样性无显著差异（图19）。这是由于抚仙湖是深水型湖泊，夏季具有明显的温跃层，抑制了水体的上下混合交换，进而导致浮游植物的垂直分布差异。
	[image: ]

	滇池和抚仙湖不同水深的生物多样性差异 
（a）～(c)基于OTU的生物多样性差异；（d）～(e)基于可注释分类单元属的生物多样性差异 ns:无显著性差异（P >0.05）；不同字母表示显著性差异（P <0.05）



（2）区域间生物多样性差异
环境DNA宏条形码监测结果显示，抚仙湖北的生物多样性明显高于滇池各区域，滇池南部的生物多样性明显高于中部和北部（图20）。这可能是由于抚仙湖生态系统的生产力更低，营养资源有限，物种之间竞争更弱，从而保证更多的物种共存，生物多样性增加。滇池南部的真核藻类多样性明显高于滇池北部和中部，可能由于人类活动导致不同区域的污染类型程度存在差异，影响了浮游植物的多样性。
	[bookmark: OLE_LINK11][image: ]

不同区域的生物多样性差异 （a）～(c)基于OTU的生物多样性差异；（d）～(f)基于可注释分类单元属的生物多样性差异 **代表P <0.01


[bookmark: _Toc102154864]6.4 太湖鱼类DNA宏条形码监测
[bookmark: _Toc93052070]6.4.1 环境DNA样本采集
2018年12月，利用DNA宏条形码技术对太湖鱼类多样性进行样本采集与前处理。基于网格化布点的要求，在生态环境部门有水质监测点位附近均设置了鱼类采集点位，方便水质数据获取。依此原则，设置了23 个鱼类采集点，包含东部湖区（庙港、东太湖、东西山铁塔、胥湖南、浦庄、渔洋山、漫山）、南部湖区（小梅口、泽山、汤溇）、西部湖区（大浦口、大雷山、十四号灯标）、竺山湾（竺山湖中、竺山湖南、椒山）、梅梁湾（闾江口、梅梁湖心、拖山）、贡湖湾（贡湖口、金墅港、沙墩港）、湖心区（平台山、西山西）（图21）。
[image: ]
太湖鱼类采样点
利用采水器分别采集水面以下20 公分，将分层采集的水样装进事先准备好的1L 采样瓶中，每层采集1L 水样；水样过滤之前要避光、低温储存；利用1.2 微米的滤膜和真空抽滤装置富集上一步过滤后的水样中的鱼类DNA；将滤膜放入5 毫升的样品管中，-20℃低温储存。
[bookmark: _Toc93052071]6.4.2 环境DNA提取
用E.Z.N.A. water DNA kit (Omega, USA) 试剂盒提取滤膜DNA。具体操作为：将滤膜剪碎后（3 mm大小）的滤膜装进5 mL无菌离心管中，加入试剂盒提供的2 mm玻璃珠约0.2 mg，加入1 mL裂解液，用MoBio Vortex-Genie2 (MoBio Laboratories Inc., CA, USA) 在最高转速下均质5 min后按照试剂盒指示完成后续操作。
[bookmark: _Toc93052072]6.4.3 PCR扩增
PCR扩增体系为50 µL，包含5 µL的10×PCR High Fidelity PCR buffer，2 µL50 mM的MgSO4，1µL的10 mM dNTP mix，0.2µL的Platinum Taq DNA polymerase（Invitrogen, USA），2µL的模板DNA和1µL的引物。PCR程序为：预变性：95°C 30 s， 35个扩增循环：95°C变形10 s， 48°C退火30s（16S 55℃，18S 65℃），72°C延伸30 s，72°C延伸5 min。PCR产物通过2% 琼脂糖凝胶电泳检测后用MinElute gel extraction kit试剂盒（Qiagen, CA, USA）进行纯化，纯化后用Qubit dsDNA HS assay kits（Invitrogen, USA）定量。
[bookmark: _Toc93052073]6.4.4 建库与高通量测序
为了保证样本获得大致等量的序列数（Reads），所有的PCR产物均被稀释到10 ng·µL-1的浓度，然后将所有样点样品等体积混合在一起。混库后取100 ng建库，用Agencourt AMPure XP kit（Beckman Coulter, Germany）纯化测序文库，去除短片段（< 100 bp），然后用Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies, USA）检测，然后利用Ion PGM测序仪（Life Technologies, USA）进行测序。
[bookmark: _Toc93052074]6.4.5 监测结果
利用环境DNA宏条形码技术可以在太湖中检测到37种鱼类，包括1门1纲5目8科35属。对环境DNA监测的各种鱼类进行OTU占比分析（图22），结果表明鲫、鲤、乌鳢、彩副鱊等占比前三，其中鲫OTU比例达到14%，四种鱼类总OTU占比50%。鲫、鲤的高OTU占比和传统捕捞重量占比一致。在位点检出上（图23），鲤鱼，鲫鱼，泥鳅，乌鳢，兴凯鱊和彩副鱊六种鱼类在所有的点位中检出率是100%，原因可能是鲤鱼、鲫鱼、乌鳢等几种鱼类是常见养殖鱼类，个体较大，而兴凯鱊和彩副鱊等小型鱼类因为政府规定太湖捕捞的网的尺寸不能小于2cm，大量的成年的小型鱼类存活繁殖，水体中环境DNA的含量较高。而高体鳑鲏，沙塘鳢等小型鱼类检出率不足5%，可能是湖体鱼类数量少，释放DNA含量低，也有可能是12S引物对其基因的扩增效果差。同时，环境DNA宏条形码还检测到和一种入侵物种——食蚊鱼。食蚊鱼存在于中国入侵生物红色名录当中。食蚊鱼适应环境能力强，能生活于咸淡水及不同环境的水体中，杂食性，生长快，繁殖力强，卵胎生，耐温差、低氧及污染环境。食蚊鱼是一种勇猛的小鱼，雄鱼极具攻击性，其攻击其它鱼类，造成了某些地区鱼类的濒危（如唐鱼，国家Ⅱ级重点保护水生野生动物）。

环境DNA宏条形码检出太湖鱼类OTUs比例

环境DNA宏条形码检出太湖鱼类各位点OTU百分比
[bookmark: _Toc102154865]6.5 太湖流域底栖动物DNA宏条形码监测
[bookmark: _Toc93052076]6.5.1 采样位点设置
2019年8-11月期间，在太湖流域的65个点位进行了底栖动物监测（图24）。
[image: C:\Users\14120\AppData\Local\Temp\WeChat Files\aee8fa7ec315810b7af44f7c4a9db5e.jpg]
太湖流域底栖动物采样点（注：底图源自江苏省自然资源厅）
[bookmark: _Toc93052077]6.5.2 环境DNA样本采集
[bookmark: _Hlk73134520]使用1/16 m2 Peterson采泥器采集水体底部沉积物样品，每个点位采集8夹。没有沉积物的点位，使用D网（宽0.3 m，40目）采集足量样品。溪流点位使用踢网（1 m×1 m，40目）采集足量样品。采集的样品经40目筛网淘洗净泥沙，挑去大块石头、植物枝干后，保留剩余环境基质，于4℃冷藏带回实验室保存。连续采样时应清洗器材以避免交叉污染。
[bookmark: _Toc93052078]6.5.3 样品前处理
将包含底栖动物的环境基质样品置于2 L玻璃缸中，根据环境基质样品的总重加入无水乙醇，1 g样品换算为1 mL，加入环境基质样品体积3.5倍的无水乙醇。轻轻摇晃或翻动搅拌均匀后盖上盖子，在室温静置14 天后，抽取2 mL浸提液，保存在无菌小离心管中。在50°C的真空环境中蒸干小离心管中的乙醇，得到干燥的组织样品。为保证组织留在离心管底部，可在真空离心机中蒸干。
[bookmark: _Toc93052079]6.5.4 环境DNA提取
得到的干燥组织样品，用DNeasy Blood&Tissue Kit（Qiagen, Germany）试剂盒提取组织DNA。首先向干燥的组织样品中加入裂解缓冲液和蛋白酶K，涡旋均匀后在56°C水浴裂解3 h ~4 h，后续操作主要包括DNA吸附上柱、洗涤杂质、洗脱DNA，参照试剂盒说明书进行。提取获得的DNA使用Qubit 2.0平台测定浓度。
[bookmark: _Toc93052080]6.5.5 PCR扩增
[bookmark: _Hlk73125774][bookmark: _Hlk73125966]PCR扩增体系为50 µL，包含25 µL的2×PrimeStar Max DNA Polymerase（TAKARA, Japan），5 µL DNA模板（总量约20ng），上下游引物各1.25 µL，无酶水17.5 µL。上游引物为mlCOIintF，下游引物为dgHCO2198，其中下游引物带有一段唯一的短核苷酸序列，用于标记不同样品。PCR程序为：98 °C预变性3 min；35个扩增循环：98 °C变性15 s，46 °C复性30 s，72 °C延伸45 s；72 °C延伸5 min；4 °C保存。PCR产物通过2%琼脂糖凝胶电泳的检测后纯化。
[bookmark: _Toc93052081]6.5.6 建库与高通量测序
[bookmark: _Hlk73134592]为了保证样本获得大致等量的序列数（reads），各个点位样品的PCR产物按照相等的DNA量混合。取混库后的DNA样品用VAHTS®  DNA Clean Beads再次纯化（Vazyme, China），利用VAHTS®  Universal DNA Library Prep Kit for Ion torrentTM试剂盒（Vazyme, China）构建测序文库。利用Ion Torrent测序平台（Life Technologies, USA）进行测序。所有使用的器材和试剂应为无菌或做灭菌处理，操作中避免交叉污染。
[bookmark: _Toc93052082]6.5.7 监测结果
[bookmark: _Hlk71470165]使用环境DNA方法在65个点位发现了107种底栖动物，隶属3门6纲14目35科73属，底栖动物共计出现1,308种次，平均每个点位发现底栖动物20.5种。环境DNA方法在65个点位的样品中获得了共计1,643,777条高质量的序列，其中828,415条序列（50%）可注释到370个OTU。共有243个OTU被注释到了107种底栖动物，代表了760,331条序列，包括环节动物、软体动物、节肢动物等主要的底栖动物类群（图25）。
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环境DNA监测注释结果
环境DNA方法在65个点位发现了共计107个的不同的底栖动物物种，隶属3门6纲14目35科73属。共计发现底栖动物1308种次，平均每个点位发现底栖动物20.5种，检出物种数最多的点位是：1）阳澄湖心，39种；2）大港桥，35种；3）钓渚大桥，33种；4）观山桥，32种；5）东西氿，30种。检出频次最高的物种前五名分别为：1）颤蚓科某种（Tubificinae sp.），65次；2）苏氏尾鳃蚓（Branchiura sowerbyi），61次；3）环棱螺属某种（Bellamya sp.），57次；4）单向蚓目一种（Astacopsidrilus ryuteki），47次；5）蚬属某种（Corbicula sp.），46次。根据序列占比确定各个环境样品中的第一优势物种，发现以下物种作为第一优势物种的次数最多：1）颤蚓科某种（Tubificinae sp.），25次；2）环棱螺属种（Bellamya sp.），13次；3）苏氏尾鳃蚓（Branchiura sowerbyi），8次；4）单向蚓目一种（Astacopsidrilus ryuteki）5次；5）河蚬（Corbicula fluminea），3次。在科级别，检出种次数最高的五个科分别为：1）仙女虫科，334种次；2）摇蚊科，253种次；3）田螺科，240种次；4）蚬科，81种次；5）颤蚓科，65种次。在属级别，检出种次最高的五个属分别为：1）环棱螺属，202种次；2）蚬属，81种次；3）仙女虫属，73种次；4）颤蚓科某属，65种次；5）尾鳃蚓属，61种次。
[bookmark: _Toc102154866]标准实施建议
本文件适用于基于DNA条形码序列相似性的水生生物多类群监测，包括浮游植物、浮游动物、着生藻类、水生维管植物、大型底栖无脊椎动物和鱼类等。可结合多种方法验证：
a)	当条形码数据库中缺失目标物种的DNA序列时，应结合形态学鉴定和DNA条形码技术获取靶向物种的DNA序列，为未来的监测提供参考序列；
b)	对于流动水体，在特定位点识别到物种的DNA表明该物种存在于调查点或其上游。解释分析结果时需要考虑水流方向和河网结构；
c)	环境DNA在区分最近进化的物种集群中的物种方面存在局限性，通常由于在这些物种集群中被测序的基因序列非常相似。这些物种可以通过其它的研究和分析来区分。
本标准为首次制定，随着DNA条形码技术的快速崛起和发展，本标准中的DNA条形码建库方法和涉及到的相关参数也可能会随之发生变化。因此，建议在本标准实施过程中，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，对本标准进行不断地修订与完善，使其实用性和可操作性与时俱进，为规范开展基于DNA条形码的水生生物种群鉴定和生物多样性监测等工作提供依据和指导。
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[bookmark: _Toc102154869][bookmark: _Toc92633615]附录A
（规范性）
环境DNA采样记录表
表A.1 环境DNA采样记录表
监测单位：     采样人：      采集日期：   年   月   日     记录表编号：  
	位点名称：
	位点编号：

	采样位点及周边生境照片:

	经度:     度    分    秒
	纬度:     度    分    秒
	海拔（m）：   

	生境条件

	水深（m）
	气温
	水温

	pH
	透明度
	溶氧量

	流速（m/s）
	叶绿素a（mg/L）
	电导率

	环境DNA采集

	采样介质
	□ 水样  □沉积物  □生物膜 □ 混合浮游动物组织 □混合底栖动物组织

	水样
	体积/样品（mL）：
	过滤体积/样品（mL）：

	
	样品数/位点： 
	样品编号：

	
	过滤方法：□ 手动过滤 □蠕动泵 □真空泵

	
	滤膜材质：□硝酸纤维素 □玻璃纤维 □聚碳酸酯 □尼龙 □其他：

	
	滤膜孔径：
	过滤时间/样本：

	
	滤膜保存方法：□ 乙醇   □ Longmire’s固定剂 □ 干冰  □ -20 ℃

	沉积物
	采样工具：□抓斗 □抓泥器 □钻探装置 □其他：
	体积/样品（mL）:

	
	样品数/位点：
	样品编号：

	生物膜
	基质类型：□粗砾石 □粗鹅卵石
□树木残干 □其他：
	基质面积（cm2）:

	
	样品数目/位点：
	样品编号：

	浮游动物混合组织
	体积/样品（mL）：
	过滤体积/样品（mL）：

	
	样品数/位点： 
	样品编号：

	
	过滤方法：□ 手动过滤 □蠕动泵 □真空泵

	
	滤膜材质：□硝酸纤维素 □玻璃纤维 □聚碳酸酯 □尼龙 □其他：

	
	滤膜孔径：
	过滤时间/样本：

	
	滤膜保存方法：□ 乙醇   □ Longmire’s固定剂 □ 干冰  □ -20 ℃

	底栖动物混合组织
	采样工具：□抓斗式采泥器 □彼得森采样器  □D形抄网 □其他：
	采样面积/样品（m2）：

	
	样品数/位点： 
	样品编号：



[bookmark: _Toc102154870][bookmark: _Toc76435277][bookmark: _Toc76466937]附录B
（资料性）
环境DNA固定剂
1. [bookmark: _Toc76466497]乙醇固定剂
乙醇的浓度不应小于96%，且其中不含甲醇等其他醇类。固定剂需浸没整个样本，样本在乙醇中可以在常温下稳定储存3~6个月。乙醇保存样本不可在-10 ℃以下储存。

2. Longmire’s固定剂
Longmire’s固定剂需浸没整个样本，常温下，样本在Longmire’s中可以稳定储存2-6周。Longmire’s固定剂在低温下可能会出现沉淀，当该情况出现时可适当加热待沉淀溶解再使用。Longmire’s固定剂配方如下：
表B.1 Longmire’s固定剂配方
	序号
	成分
	浓度
	体积

	1
	Tris-HCl
	1M
	100mL

	2
	EDTA
	0.5M
	200mL

	3
	NaCl
	4M
	2.5mL

	4
	SDS
	——
	5g

	定容
	双蒸水
	——
	1L





[bookmark: _Toc92633616][bookmark: _Toc102154871]附录C
（资料性）
常用DNA条形码扩增引物信息
表C.1 常用DNA宏条形码扩增引物信息
	目标
群落
	基因
名称
	引物名称
	引物序列（5’ - 3’）
	退火温度

	蓝藻门
	16S_V3
	16S_341F
	CCTACGGGRSGCWGCAG
	55 °C~62 °C

	
	
	16S_518R
	ATTACCGCGGCTGCTGG
	

	
	16S_V4
	16S_515F
	GTGCCAGCMGCCGCGGTAA
	55 °C~62 °C

	
	
	16S_806R
	GGACTACHVGGGTWTCTAAT
	

	
	16S_V3_V4
	16S-338F
	ACTCCTACGGGAGGCAGCAG
	55 °C~62 °C

	
	
	16S-806R
	GGACTACHVGGGTWTCTAAT
	

	真核藻类
	18S_V9
	18S_1389F
	TCCCTGCCHTTTGTACACAC
	55 °C~62 °C

	
	
	18S_1510R
	CCTTCYGCAGGTTCACCTAC
	

	
	18S_V4
	TAReuk454FWD1
	CCAGCA(G/C)C(C/T)GCGGTAATTCC
	55 °C~62 °C

	
	
	TAReukREV3
	ACTTTCGTTCTTGAT(C/T)(A/G)A
	

	着生硅藻
	18S_V4
	DIV4_F
	GCGGTAATTCCAGCTCCAATAG
	48 °C~55 °C

	
	
	DIV4_R
	CTCTGACAATGGAATACGAATA
	

	水生维管植物
	18S_ V7
	Euka02_V7F
	TTTGTCTGSTTAATTSCG
	45 °C~55 °C

	
	
	Euka02_V7R
	ACAGACCTGTTATTGC
	

	
	RbcL
	orbcL2_F
	YGATGGACTTACNAGTCTTGATCGTTACAAAGG
	60 °C~62 °C

	
	
	orbcL2_R
	GNCCATAYTTRTTCAATTTATCTCTTTCAACTTGGATNCC
	

	浮游动物
大型底栖无脊椎动物
	COI-1
	mlCOIintF
	GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC
	45 °C~55 °C

	
	
	dgHCO2198
	TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
	

	大型底栖无脊椎动物
	COI-2
	mlCOIintF
	GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC
	45 °C~55 °C

	
	
	jgHCO2198
	TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA
	

	鱼类
	Mt 12S rDNA-1
	MetafishF1
	TCGTGCCAGCCACCGCGGTTA
	60 °C~63 °C

	
	
	MetafishR1
	ATAGTGGGGTATCTAATCCCAG
	

	
	Mt 12S rDNA-2
	Tele02_F
	AAACTCGTGCCAGCCACC
	55 °C~60 °C

	
	
	Tele02_R
	GGGTATCTAATCCCAGTTTG
	



[bookmark: _Toc102154872]附录D
（规范性）
分子实验记录表
表D.1 分子实验记录表
实验单位：              负责人：            实验日期：              样品来源水域：
样品类型（水样/沉积物/生物膜/混合浮游动物组织/混合底栖动物组织）：
	环境DNA
提取
	DNA提取实验室：
	DNA提取人：
	DNA提取日期：

	
	DNA提取方法：
	DNA检测工具：
	DNA保存位置：

	
	
	阴性对照
	样品1
	样品2
	……

	
	DNA浓度（ng/µL）：
	
	
	
	

	
	DNA质量（OD 260/280）：
	
	
	
	

	宏条形码
扩增
	PCR实验室：
	操作人： 
	PCR日期：

	
	PCR重复数目：
	反应体积：        µL
	PCR引物名称：

	
	PCR上游引物序列（5’~3’）
	

	
	PCR下游引物序列（5’~3’）
	

	
	预期扩增长度：
	PCR聚合酶：
	退火温度：

	
	循环数：
	阴性对照结果：
	阳性对照结果

	
	琼脂糖凝胶电泳图：

	高通量
测序
	测序实验室：
	操作人： 
	测序日期：

	
	测序平台：
	预期序列数/样本：
	高通量测序数据存储位置：








[bookmark: _Toc102154873]附录E
（规范性）
生物信息学分析记录表
表E.1 生物信息学分析记录表
生信分析单位：           负责人：           操作人：             分析日期：       
样品数目：               宏条形码扩增引物及预期扩增长度： 
	质量控制
	原始序列数：
	碱基识别质量阈值：□ Q20 □ Q30 □ 其他：

	
	序列长度筛选阈值：
	质控后序列数：
	质控后序列数/样本：

	序列聚类和质控
	序列聚类方法：□ ASV □ OTU □ 其他：
	OTU聚类阈值：

	
	聚类软件和关键参数：□ Usearch □ Vsearch □ Swarm □ 其他：

	
	嵌合体剔除方法：□ Vsearch □ Swarm □ DADA2 □ LULU □ 其他：

	分子分类单元
过滤

	低丰度分类单元的过滤阈值：

	物种注释
	物种注释方法：□ Blastn □ 其他：
	物种鉴定阈值：

	
	条形码数据库：□ NCBI □ BOLD □ 其他：
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[bookmark: _Toc92633617][bookmark: _Toc102154874]附录F
（规范性）
生物统计表
检测单位：              检测人：              样品采集日期：  年   月   日    
样品处理日期：           点位名称：           样品序列数：
	分子分类单元编号
	序列
	门
	纲
	目
	科
	属
	种
	序列数
	相对丰度
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[bookmark: _Toc92633618][bookmark: _Toc102154875]附录G
（规范性）
野外质量控制与保证
[bookmark: _Toc92554511][bookmark: _Toc92633619][bookmark: _Toc93052142][bookmark: _Toc99396022][bookmark: _Toc99397675]G.1 样品的采集
[bookmark: _Toc92554512][bookmark: _Toc92633620][bookmark: _Toc93052143][bookmark: _Toc99396023][bookmark: _Toc99397676]G.1.1　制定合理的采样操作程序，在确定的采样时间、采样点、采样层次，用符合质量要求的统一设备采样，采水量或采泥量尽量保持一致，以保证采集的样品具有代表性和可比性。
G.1.2　保证所有野外设备处于良好的运行状态，应制定一项常规检查、维护及/或校准的计划，以确保野外数据的异质性和质量。
G.1.3　合理安排各类生物样品采集顺序，尽量避免生物类群在采集前受到较大扰动。
G.1.4　正确填写样品标签，包括样品编号、日期、水体名称、采样位置以及采集人姓名。
G.1.5　及时在现场处理样品。受生物活动影响，随时间变化明显的项目应在规定时间内测定。
G.1.6　水样采集后可应选用冰袋或4°C短暂保存，并在6小时内完成过滤。
G.1.7　整个采样和前处理过程尽量保持无外源污染，符合以下要求：
a)	应全程佩戴无菌实验手套，采集下一个样品应及时更换手套。
b)	采样和前处理过程宜采用一次性无菌装置或耗材。对于重复使用装置和耗材，应选用漂白剂（次氯酸钠的浓度不低于1.5%）消毒不少于1分钟。
c)	重复使用的采样瓶，应浸泡在漂白剂中不少于5分钟，用蒸馏水重复冲洗3次，并晾干。在采样点，再次用水样冲洗三次，在采集样品前应除去任何残留的漂白剂。确保清洗后丢弃的水样未与待取的水样混合。
d)	应只从外部接触采样瓶，不得接触采样瓶及瓶盖内部。
e)	如果有必要进入水中采样，应使用胶靴，并在采样点之间进行消毒。清除鞋底和靴子两侧的所有污垢、鹅卵石和其他环境碎屑。
f)	水样过滤前，不应让手套接触被污染的表面，如任何未消毒的设备。若接触，应及时更换手套。
g)	过滤水样前，每个样品的过滤器接触面应使用漂白剂消毒不少于1分钟，并用蒸馏水冲洗3遍。
G.1.8　所有使用漂白剂产生的废物须收集运送至实验室，按照危险废物处理。
G.2 采样记录
G.2.1　认真填写环境采样记录表，见附录A。除了样品相关信息，采样时间、地点、经纬度、水温、气温、水文、采样介质等也应有详细记录，确保采样现场数据的完整性。
[bookmark: _Toc92554513][bookmark: _Toc92633621][bookmark: _Toc93052144][bookmark: _Toc99396024][bookmark: _Toc99397677]G.3 样品的运输
[bookmark: _Toc92554514][bookmark: _Toc92633622][bookmark: _Toc93052145][bookmark: _Toc99396025][bookmark: _Toc99397678]G.3.1　应根据采样记录或登记表核对清点样品，以免有误或丢失。
G.3.2　样品运输应按照要求的贮存温度执行，必要时需准备冷藏设备。
G.3.3　运输中应仔细保管样品，以确保样品无破损、无污染。应避免强光照射及强烈震动。
G.3.4　样品的运输尽量迅速。
G.4 样品的保存
G.4.1　按照要求分别保存各类样品，保存时，每隔一周检查固定液，必要时进行添加。
G.4.2　不同介质来源的环境DNA样品应单独运输保存，宜置于不同冰箱中保存，若条件有限，应置于冰箱的不同储存室。
G.4.3　环境样品不得与DNA样品共同运输保存，宜置于不同冰箱中保存，若条件有限，应置于冰箱的不同储存室。

[bookmark: _Toc92633623][bookmark: _Toc102154876]附录H
（规范性）
实验室质量控制与保证

[bookmark: _Toc101862109][bookmark: _Toc101862144][bookmark: _Toc102126468][bookmark: _Toc92554517][bookmark: _Toc92633625][bookmark: _Toc96852027]H.1实验室要求
H.1.1 DNA提取实验室和PCR实验室须在物理空间上相互独立，不应有空气的直接相通。
H.1.2 PCR实验室应配备紫外线超净工作台。
H.1.3每个实验室应配备专用的实验工作服，并定期清洗。
[bookmark: _Toc101862110][bookmark: _Toc101862145][bookmark: _Toc102126469]H.2基本操作要求
H.2.1实验人员不得在同一天进行DNA提取和PCR扩增实验。
H.2.2确保所有仪器和设备处于良好的工作状态，重要仪器（如PCR仪、离心机、冰箱和移液枪）应进行定期校准和维护。
H.2.3确保所有的实验耗材和试剂在保质期内，在正确的pH值下，可适当地进行高压蒸汽灭菌。
H.2.4实验耗材（如枪头、离心管和PCR管等）须高温灭菌。
H.2.5实验操作前，应用1.5%的漂白剂擦拭桌面，用75%乙醇消毒双手，用1.5%的漂白剂消毒实验仪器。
H.2.6实验操作前，移液枪应选用75%的酒精消毒或紫外线消毒30 min。
H.2.7实验过程中，实验人员应全程穿着实验服，并佩戴一次性无菌实验手套。
H.2.8实验过程中，移液枪不得接触任何盛放样品或试剂的容器内壁。
H.2.9同一耗材（例如1.5 mL离心管、移液枪头等）不得重复接触来自不同样品的实验材料。
H.2.10实验过程中，应小心开关容器盖，样品不宜长时间敞口放置。
H.2.11怀疑或确定产生交叉污染的样品、试剂或耗材，不得继续使用。
[bookmark: _Toc101862111][bookmark: _Toc101862146][bookmark: _Toc102126470]H.3环境DNA提取
H.3.1实验操作前，应用1.5%的漂白剂擦拭桌面。
H.3.2 DNA提取应全程佩戴口罩，防止刺激性气味和交叉污染。
H.3.3沉积物称量和转移宜选用一次性无菌称量匙。
H.3.4同一批次实验应最后处理阳性对照样品。
H.3.5准确记录阴性对照、阳性对照和实验样品的DNA浓度和质量。
H.3.6应按照要求对DNA样品进行分装和保存。环境DNA应长期保存，准确记录、标记完整。
H.3.7阴性对照、阳性对照和样品的DNA应分开保存，在物理空间上相互独立。可保存在不同冰箱，若条件有限，可保存在冰箱的不同分层。
[bookmark: _Toc101862112][bookmark: _Toc101862147][bookmark: _Toc102126471]H.4宏条形码扩增与保存
H.4.1 PCR混合试剂配制宜在紫外线超净工作台中进行。
H.4.2紫外线超净工作台使用前，应紫外线消毒30 min。
H.4.3原始测序数据应按照GB/T 35890的规定保存为FASTQ文件，并准确记录测序数据的样品来源、编号、扩增引物和对应的Index信息等。
[bookmark: _Toc101862113][bookmark: _Toc101862148][bookmark: _Toc102126472]H.5生物信息学分析
H.5.1阴性对照中的序列数应小于样品平均序列数的10%，并剔除样品中包含的阴性对照序列。
H.5.2生信分析产生的数据集应妥善存储，并按照要求记录保存位置。
[bookmark: _Toc101862114][bookmark: _Toc101862149][bookmark: _Toc102126473]H.6数据记录
详细准确记录样品信息、操作人、实验依据及关键技术参数。实验室主管应检查所有数据记录的正确性和完整性。数据记录表须有记录人、校对人签字。如果数据是以电子方式保存的，则数据应定期备份。
[bookmark: _Toc101862115][bookmark: _Toc101862150][bookmark: _Toc102126474]H.7样品保存
按照要求保存样品，并记录保存信息，定期核查。



鲤	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	752	563	121	731	663	356	912	685	678	41	17	765	865	164	677	461	813	555	665	439	673	562	563	刀鲚	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	42	62	1	136	51	69	73	134	7	51	75	152	29	114	9	89	1	58	87	72	6	117	鲫	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	1815	666	49	921	627	695	139	1148	712	629	1326	774	463	1271	922	39	77	47	119	566	94	759	67	蒙古鲌	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	353	9	12	9	2	17	554	548	45	63	大银鱼	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	404	34	665	273	32	453	1219	186	709	231	234	333	167	1056	87	402	123	696	456	550	318	335	达氏鲌	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	4	黄颡鱼	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	65	1	6	34	47	似鱎	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	251	58	12	274	3	337	241	156	94	296	38	47	319	313	3	14	257	52	42	67	棒花鱼	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	88	119	15	86	225	412	2	12	31	15	38	331	9	45	32	47	355	41	115	55	326	346	136	麦穗鱼	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	1	141	67	455	96	17	11	16	317	661	217	大鳞副泥鳅	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	752	563	121	731	663	356	912	685	678	41	17	765	865	164	677	461	813	555	665	439	673	562	563	似鳊	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	28	36	133	翘嘴鲌	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	28	215	46	44	173	54	23	27	扁体原鲌	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	91	39	65	1	39	79	53	32	66	154	86	7	75	116	32	82	56	39	14	55	11	乌鳢	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	752	563	121	731	663	356	912	685	678	41	17	765	865	164	677	461	813	555	665	439	673	562	563	间下鱵	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	38	122	62	6	56	33	51	54	68	5	48	58	11	59	高体鳑鲏	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	56	棘鳅	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	36	兴凯鱊	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	63	172	29	4	289	281	51	11	98	81	141	258	96	45	35	19	221	48	88	181	186	26	177	花䱻	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	333	88	439	125	4	75	98	252	144	62	79	86	254	24	46	12	33	112	79	119	8	98	草鱼	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	92	46	89	22	135	93	31	82	94	128	89	4	33	5	86	11	86	89	细鳞斜颌鲴	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	1	15	69	28	34	子陵吻鰕虎	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	46	62	67	75	87	33	26	41	77	18	6	63	鳙	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	26	5	62	18	47	39	团头鲂	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	10	青鱼	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	1	21	16	18	褐吻虾虎鱼	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	4	1	2	25	6	食蚊鱼	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	47	彩鱊	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	752	563	121	731	663	356	912	685	678	41	17	765	865	164	677	461	813	555	665	439	673	562	563	鲢	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	3	3	1	小黄黝鱼 	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	23	24	9	黑鳍鳈	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	16	河川沙塘鳢	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	5	3	泥鳅	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	5	23	10	光泽黄颡鱼	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	56	4	65	11	䱗	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	5	10	中华鳑鲏	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	8	2	1	4	大鳍鱊	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	3	2	7	红鳍原鲌	大雷山	大浦口	东太湖	东西山铁塔	贡湖口	椒山	金墅港	闾江口	漫山	梅梁湖心	庙港	平台山	沙敦港	十四号灯标	汤溇	拖山	西山西	小梅口	胥湖南	渔洋山	泽山	竺山湖南	竺山湖中	101	9	4	
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Brachionus calyciflorus

Ascomorpha ovalis

Synchaeta sp

Macrochaetus collinsi

Euchlanis dilatata

Filinia sp

Testudinella caeca

Bdelloidea (Class)

Bdelloidea (Class)

Testudinella clypeata

Macrothrix sp

Oncaea scottodicarloi

Diplostraca (Order)

Ceriodaphnia cornutar

Graptoleberis testudinaria

Ceriodaphnia sp

Simocephalus vetulus

Chydoridae (Family)

Daphnia sp

Daphnia muddensis

Bosmina sp

Diaphanosoma dubium

Calanoida (Order)

Diaptomidae (Family)

Pseudodiaptomus inopinus

Paracartia latisetosa

Eucyclops serrulatus

Cyclopidae (Genus)

Mesocyclops thermocyclopoides

Mesocyclops sp

Cyclopoida (Order)

Cyclops abyssorum

Oithona simplex

Mesocyclops leuckarti

Cyclops insignis

Undinula vulgaris

Maxillopoda (Class))

Reads number  OTUs number  Reads per OTU    Occurrence

The proportion 

of each OTU 

River Lake Taihu Lake

Distribution profiles

Taxon
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