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摘要: 本研究通过提取南海西沙海域水体样本的环境 DNA, 利用鲸类线粒体 12S rRNA 和 16S rRNA 通用引物进行

扩增和高通量测序, 并结合目视观测的结果探讨环境 DNA 技术在鲸类物种多样性研究中的应用前景。结果显示, 4

种通用引物在鲸类鉴定方面具有一定的有效性, 利用 4 种通用引物在西沙海域 19 个站点的样品中检测到 5 种鲸类, 

分别为热带斑海豚(Stenella attenuata)、长吻飞旋海豚(Stenella longirostris)、弗氏海豚(Lagenodelphis hosei)、小布

氏鲸(Balaenoptera edeni edeni)和短鳍领航鲸(Globicephala macrorhynchus), 采样过程中观测到的 3 种鲸类分别为: 

热带斑海豚、长吻飞旋海豚和瑞氏海豚(Grampus griseus)。两种方法检获的优势物种一致, 利用环境 DNA 技术检

测到了未被观测到的物种。结合引物 Cet-12S 和 Marver3 的检测结果可以涵盖所有站点(n=17)和所有鲸类物种(n=5), 

表明针对不同基因片段的引物结合使用有利于检测效果的提高。对于检出的鲸类序列和物种数, 4 种引物之间不存

在显著差异, 其中 Cet-12S 检出的鲸类序列数和物种数占比最高, 分别为 33.0%和 21.1%, 而其他引物检出的鲸类

序列数和物种数占比仅为 0.2%~0.6%和 2.0%~4.1%。此外, Cet-12S 非特异扩增的序列数和物种数显著低于其他 3

种引物, 是特异性较高的鲸类环境 DNA 通用引物。相较目视观测, 环境 DNA 技术具有灵敏度高、效率高且成本

低等优势, 适用于鲸类的物种多样性研究。本研究丰富了西沙海域的鲸类物种多样性信息, 为鲸类保护和研究提供

了技术参考。 
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海洋作为地球上生物多样性最丰富的生态系

统, 在地球碳循环、水循环和气候调节方面发挥

着重要作用[1-2]。然而随着气候变化、人类涉海活

动的增加, 海洋生物面临多重威胁, 如环境污染、

栖息地衰退、人类活动干扰等, 海洋生物多样性

衰退严重[3-4]。在海洋生态和生物多样性保护中, 

鲸类(cetacean)物种多样性保护被视为一项重要

任务。鲸类对海洋生态系统的能量流动、营养循

环以及碳循环产生着深远影响 [5–7], 同时被认为

是海洋生态环境的指示性物种和旗舰物种, 然而

由于鲸类数量稀少、繁殖率低、生长周期长, 其

物种多样性一经破坏往往难以恢复。因此监测鲸

类物种多样性不仅对鲸类的生存和繁衍至关重要, 

对整个海洋生态系统的稳定和可持续性也具有重

要意义。 

传统的鲸类调查监测方法有搁浅记录调查[8-9]
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以及船基调查[10–12]。基于搁浅记录的调查往往依

靠管理部门和公众报告 , 搁浅信息来源不稳定 , 

且数据积累周期长, 时间成本高; 而船基调查虽

然在近岸鲸类物种的种群生态研究上是一种公认

的有效的方法, 但该方法在外海和远洋鲸类动物

多样性调查中局限性较大, 如受调查人员经验、

远洋多变天气的影响很大、调查成本高, 再者部

分物种活动能力强且具有深潜习惯[11], 利用传统

方法难以对鲸类进行全面而高效的监测, 因此亟

需构建更为高效、经济且可持续的监测方法。 

近年来, 环境 DNA (environment DNA, eDNA)

技术在物种多样性研究方面的应用引起了广泛关

注, 为鲸类监测提供了新的可能性。环境 DNA 是

指从存在于环境中的 DNA 分子, 来源包括生物

的皮肤、黏液、唾液、精子、分泌物、卵、粪便、

尿液、血液等[13], 可用于物种特异性检测[14–17]和

非特异性检测[18–21], 已经成为物种多样性研究中

的重要手段。目前, 国内外已经开展了关于小布

氏 鲸 [22] 、 长 江 江 豚 (Neophocaena asiaeorien-
talis)[23] 、虎鲸 (Orcinus orca)[24] 和港湾鼠海豚

(Phocoena phocoena)[25]等鲸类的环境 DNA 研究, 

但总体来看, 该技术在鲸类研究中仍处于起步阶

段。中国海域的鲸类物种多样性丰富, 栖息着约

35 种鲸类[9,11], 但国内基于环境 DNA 技术的鲸类

物种多样性研究报道较少。本研究旨在验证鲸类

环境 DNA 通用引物的有效性, 并以西沙海域水

样为例进行研究, 了解鲸类物种组成信息, 为鲸

类物种多样性监测新方法的构建提供可靠的技术

支持以及为鲸类研究提供物种多样性信息和分布

基线信息。  

1  材料与方法 

1.1  样品采集和目视观测 

为了筛选出可用于鲸类环境 DNA 检测的通

用引物, 首先用多种鲸类肌肉提取的基因组 DNA

作为模板进行引物有效性验证。提取 DNA 所用

的 5 份肌肉样本取自实验室保存的鲸类肌肉样本, 

包括印太江豚(Neophocaena phocaenoides)、中华

白 海 豚 (Sousa chinensis) 、 伪 虎 鲸 (Pseudorca 
crassidens)、热带斑海豚(Stenella attenuata)和长吻

飞旋海豚(Stenella longirostris)。 

环境 DNA 样品采自 2022 年 6 月, 采样区域

为西沙群岛的中南部海域(图 1), 共设置了 19 个

采样点。结合鲸类物种需在水面换气的习性和样

品采集的简便性, 设置水体采样深度为水下 1 m 

(表层), 采样工具为采水器和水桶 , 采集前需用

当前站位的海水冲洗, 为尽可能多地获得鲸类的

DNA, 每个站点采集 2 次, 每次采集 5 L, 然后置

于采样桶中等待过滤, 过滤前使用当前站点的海

水冲洗过滤装置 , 抽滤泵型号为津腾 GM-0.5A, 

抽气速度为 30 L/min, 电机功率为 160 W。滤膜

选取直径为 47 mm、孔径为 0.45 μm 的硝酸纤维

滤膜(Whatman, 德国), 每张滤膜过滤 1 L 水样, 

每份水样过滤 4 张滤膜作为平行样品, 抽滤完毕

将滤膜装入2 mL无菌冻存管中并置于液氮中保存。 

 

 
 

图 1  鲸类环境 DNA 样品采集位点 

Fig. 1  Collection sites for cetacean eDNA samples 
 

在水样采集过程中, 由专门的观察员负责观

测并记录鲸类的出现次数, 观测要素为视野内鲸

类种类、群体数量, 并使用数码相机尽可能多地
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拍摄鲸类照片, 观测完毕后利用照片对鲸类种类

进行形态学鉴定, 鉴定标准参考王丕烈[26], 每个

采样点观察时间为 1 h。 

1.2  引物验证 

本研究所用的 4 对引物中, 引物 Marver1 和

Marver3 是 Valsecchi 等[27]发布的 2 对哺乳动物通

用引物, 而 Cet-12S 和 Cet-16S 是基于南海鲸类线

粒体序列, 针对 12S rRNA 序列和 16S rRNA 序列

设计的引物 (表 1)。使用海洋动物组织基因组 

DNA 提取试剂盒(天根 , 北京)对鲸类肌肉进行

DNA 提取, 提取步骤遵循试剂盒说明书进行, 将

5 种肌肉 DNA 各取 25 μL 混合后作为混合肌肉

DNA 样品, 剩余每种 DNA 各平均分成 3 份作为

平行样品并置于−20 ℃冰箱冷冻保存。实验过程

中所用的实验仪器、循环使用的耗材在实验结束

后均使用紫外线和高压灭菌锅进行灭菌。 
 

表 1  本研究所用的引物 
Tab. 1  Primers used in this study 

引物 
primer 

目标片段 
target fragment 

扩增长度/bp 
amplification length

序列 
sequence 

Cet-12S 线粒体 12S rRNA 
mitochondrial 12S rRNA 

196 F: 5ʹ-CCAGCCACCGCGGTCATACGAT-3ʹ 
R: 5ʹ-GGGTATCTAATCCCAGTTTGG-3ʹ 

Marver1 线粒体 12S rRNA 
mitochondrial 12S rRNA 

202 F: 5ʹ-CGTGCCAGCCACCGCG-3ʹ 
R: 5ʹ-GGGTATCTAATCCYAGTTTG-3ʹ 

Cet-16S 线粒体 16S rRNA 
mitochondrial 16S rRNA 

227 F: 5ʹ-AAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTT-3ʹ 
R: 5ʹ-GCTGTTATCCCTAGGGTAACTT-3ʹ 

Marver3 线粒体 16S rRNA 
mitochondrial 16S rRNA 

245 F: 5ʹ-AGACGAGAAGACCCTRTG-3ʹ 
R: 5ʹ-GGATTGCGCTGTTATCCC-3ʹ 

 

PCR 反应体系总体积为 50 μL: 2×Pro Taq 

Master Mix (dye plus), 25 μL; 正向、反向引物各

2 μL; ddH2O, 16 μL; DNA 模板 , 5 μL。引物

Cet-12S、Marver1 和 Marver3 所用的降落 PCR 程

序为: 94 ℃预变性 4 min; 95 ℃变性 30 s, 56 ℃复

性 30 s, 72 ℃延伸 10 s, 18 个循环; 95 ℃变性 30 s, 

55 ℃复性 30 s, 72 ℃延伸 10 s, 10 个循环; 95 ℃变

性 30 s, 54 ℃复性 30 s, 72 ℃延伸 10 s, 10 个循环; 

72 ℃延伸 5 min。引物 Cet-16S 所用的降落 PCR

程序为: 94 ℃预变性 4 min; 95 ℃变性 30 s, 61 ℃

复性 30 s, 72 ℃延伸 10 s, 18 个循环; 95 ℃变性

30 s, 60 ℃复性 30 s, 72 ℃延伸 10 s, 10 个循环; 

95 ℃变性 30 s, 59 ℃复性 30 s, 72 ℃延伸 10 s, 10

个循环; 72 ℃延伸 5 min。 

利用 4 对引物与 5 种肌肉 DNA 分别进行 PCR

扩增并进行一代测序, 验证引物在单物种中的检

测效果; 利用 4 对引物分别与混合肌肉 DNA 样品

进行 PCR 扩增并进行高通量测序, 验证引物在混

合 DNA 中的检测效果。实验过程中均添加阴性

对照, 并使用 2% TBE 琼脂糖凝胶电泳对 PCR 产

物进行检验, 选取条带清晰的 PCR 产物进行测序, 

其中高通量测序所用的引物需在 5ʹ端添加长度为

12 个碱基的 barcode 序列。 

1.3  环境 DNA 检测 

每个站点取 3 张滤膜作为平行样品 , 环境

DNA 的提取流程、所用引物、扩增体系及程序与

肌肉样品保持一致 , 选取电泳条带清晰的 PCR

产物混合后进行高通量测序。为防止交叉污染 , 

环境样品和肌肉样品的实验均在不同的实验室

进行。 

1.4  生物信息学分析 

利用 DNAStar 软件包中的 SeqMan 软件[28]对

一代测序所得的序列进行人工校对和拼接, 然后

在 NCBI 数 据 库 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

genbank/)进行序列比对, 确定序列归属。 

对于高通量测序数据, 首先利用 Fastp 软件[29] 

(https://github.com/OpenGene/fastp)进行滑窗质量

剪裁 , 然后利用 Cutadapt 软件 [30](https://github. 

com/marcelm/cutadapt/)和 Usearch 软件[31](http:// 

www.drive5.com/usearch/)进行引物序列去除和序

列过滤, 最后使用 DADA2 (https://benjjneb.github. 

io/dada2/tutorial.html)[32]去噪并生成 ASV。 

在确定物种序列相似度方面, 环境 DNA研究

中通常保留相似度大于等于 95%~99%的序列[33–36], 
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由于鲸类物种之间的线粒体序列变异度小, 因此

本研究保留相似度大于等于 99%的序列。此外, 

剔除序列数据中陆生动物、微生物以及未知序列, 

仅保留海洋动物的序列。 

1.5  统计学分析 

利用 Excel 对测序结果的序列数和物种数进

行统计, 利用 Mann-Whitney U检验对鲸类与其他

海洋动物的序列数以及物种数进行差异性分析 , 

显著性水平设置为 P<0.05。对于鲸类序列和目视

观测结果, 将序列数和观测次数大于 50%的物种

定义为优势种。 

2  结果与分析 

2.1  引物验证结果 

单物种肌肉 DNA检测结果显示, 所有引物均

可在物种水平上鉴定出长吻飞旋海豚、热带斑海

豚以及伪虎鲸 , 但无法区分印太江豚与长江江

豚、中华白海豚与大西洋驼背豚(Sousa teuszii)。
此外, 16S 引物无法在种的水平上区分中华白海

豚和宽吻海豚(Tursiops truncatus)(表 2)。混合肌

肉 DNA 检测结果显示, 使用 Cet-12S、Marver1、

Marver3 均可检测到 5 种鲸类, 而使用 Cet-16S 仅

能检测到除中华白海豚外的其他 4 种, 所有序列

相似度均在 99%以上。综上, 4 对通用引物在鲸类

鉴定方面具有一定的有效性, 可用于后续实验。 

2.2  环境 DNA 检测结果  

利用 4 种引物在 17 个采样站点共获得鲸类序

列(reads) 5994 (0.6%)条, 聚类后 ASV 数为 25 

(2.9%)条, 比对后共检测到鲸类 5 种(2.1%); 获得

其他海洋动物 227 种(97.9%), 序列数为 1042312 

(99.4%), ASV 数为 826 (97.1%)。其中 Cet-12S 和

Marver3 的检测结果涵盖了 5 种鲸类以及 17 个检

出鲸类的站点(图 2)。鲸类包括 4 种齿鲸: 热带斑

海豚、弗氏海豚(Lagenodelphis hosei)、长吻飞旋

海豚、短鳍领航鲸(Globicephala macrorhynchus)

和 1 种须鲸: 小布氏鲸(Balaenoptera edeni edeni) 
(图 3)。使用 12S 引物检测到的其他海洋动物均为

鱼类, 使用 16S 引物除鱼类外还检测到珊瑚、海

胆、海星和水母的序列。与目视观察结果相比, 利

用环境 DNA 未检测到瑞氏海豚(Grampus griseus) 

(图 4)。在环境 DNA 结果中, 优势种为热带斑海

豚, 与目视观测结果相符(图 5)。 
 

表 2  不同通用引物的物种鉴定结果 

Tab. 2  Species identification results of different universal primers 

引物名称 
primer 

DNA 模板 
DNA template 

比对结果 
alignment result 

序列相似度/% 
sort by percent identity

Cet-12S 印太江豚 
Neophocaena phocaenoides 

印太江豚/长江江豚 
Neophocaena phocaenoides/ Neophocaena asiaeorientalis 

99.49‒100 

中华白海豚 
Sousa chinensis 

中华白海豚/大西洋驼背豚 
Sousa chinensis/ Sousa teuszii 

100 

长吻飞旋海豚 
Stenella longirostris 

长吻飞旋海豚 
Stenella longirostris 

100 

热带斑海豚 
Stenella attenuata 

热带斑海豚 
Stenella attenuata 

98.48‒99.49 

伪虎鲸 
Pseudorca crassidens 

伪虎鲸 
Pseudorca crassidens 

98.49‒98.98 

Marver1 印太江豚 
Neophocaena phocaenoides 

印太江豚/长江江豚 
Neophocaena phocaenoides/ Neophocaena asiaeorientalis 

99.50 

中华白海豚 
Sousa chinensis 

中华白海豚/大西洋驼背豚 
Sousa chinensis/ Sousa teuszii 

99.50 

长吻飞旋海豚 
Stenella longirostris 

长吻飞旋海豚 
Stenella longirostris 

99.50 

热带斑海豚 
Stenella attenuata 

热带斑海豚 
Stenella attenuata 

98.52‒99.02 

伪虎鲸 
Pseudorca crassidens 

伪虎鲸 
Pseudorca crassidens 

98.53‒99.50 

(待续 to be continued) 
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(续表 2  Tab. 2 continued) 

引物名称 
primer 

DNA 模板 
DNA template 

比对结果 
alignment result 

序列相似度/% 
sort by percent identity

Cet-16S 印太江豚 
Neophocaena phocaenoides 

印太江豚/长江江豚 
Neophocaena phocaenoides/Neophocaena asiaeorientalis 

99.56‒99.12 

中华白海豚 
Sousa chinensis 

中华白海豚/宽吻海豚 
Sousa chinensis/Tursiops truncatus 

99.56‒100 

长吻飞旋海豚 
Stenella longirostris 

长吻飞旋海豚 
Stenella longirostris 

100 

热带斑海豚 
Stenella attenuata 

热带斑海豚 
Stenella attenuata 

98.68‒99.12 

伪虎鲸 
Pseudorca crassidens 

伪虎鲸 
Pseudorca crassidens 

98.68‒99.12 

Marver3 印太江豚 
Neophocaena phocaenoides 

印太江豚/长江江豚 
Neophocaena phocaenoides/Neophocaena asiaeorientalis 

98.71‒99.57 

中华白海豚 
Sousa chinensis 

中华白海豚/宽吻海豚 
Sousa chinensis/Tursiops truncatus 

99.14‒99.57 

长吻飞旋海豚 
Stenella attenuata 

长吻飞旋海豚 
Stenella attenuata 

99.14 

热带斑海豚 
Stenella attenuata 

热带斑海豚 
Stenella attenuata 

98.71‒99.14 

伪虎鲸 Pseudorca crassidens 伪虎鲸 Pseudorca crassidens 98.92‒99.47 

 

 
 

图 2  每种引物检出鲸类的站点数 

Fig. 2  Quantity of sites that cetaceans were detected by each primer 

 

 
 

图 3  每种引物检出的鲸类 

Fig. 3  Cetacean species detected by each primer 

 
 

图 4  环境 DNA 与目视观察结果比较 

Fig. 4  Comparison between environmental DNA  
and visual observation results  

 

2.3  不同引物检测效果的比较 

利用 4 种引物分别检测到鲸类 3~4 种, 序列

471~3787 条, 其他物种 15~146 种, 序列 2444~ 

660653 条(表 3), 鲸类检出率为 21.1%~84.2%。

Cet-12S 检测结果中鲸类序列数和物种数占比分

别为 33.0%(图 6)和 21.1%(图 7), 该比例在其他引

物的检测结果中为 0.2%~0.6%和 2.0%~4.1%。 

为对比引物的检测效率, 利用 Mann-Whitney 

U 检验分析不同引物在每个站点检测到的鲸类序

列数与物种数、其他海洋动物序列数与物种数之

间的差异。在鲸类序列数和物种数方面, 不同引 
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图 5  环境 DNA (a)和目视观测(b)结果中的优势种情况 

Fig. 5  Dominant species situation in eDNA (a) and visual observation (b) results 
 

表 3  不同引物的检测结果 
Tab. 3  Detection results of different primers 

引物名称 
primer 

鲸类物种数(序列数) 
quantity of cetacean species 

(sequences) 

其他物种数(序列数) 
quantity of other marine animal 

species (sequences) 

鲸类检出率(检出站点数) 
Cetacean detection rate  

(detected sites) 

Cet-12S 4 (1204) 15 (2444) 47.4% (N=9) 

Marver1 3 (3787) 146 (660653) 42.1% (N=8) 

Cet-16S 3 (471) 70 (126508) 21.1% (N=4) 

Marver3 4 (537) 111 (252707) 84.2% (N=16) 

 

 
 

图 6  引物 Marver1 (a)、Cet-12S (b)、Marver3 (c)和 Cet-16S (d)检测结果中的序列组成 

Fig. 6  Sequence composition in the detection results of primers Marver1 (a), Cet-12S (b), Marver3 (c) and Cet-16S (d) 

 

 
 

图 7  引物 Marver1 (a)、Cet-12S (b)、Marver3 (c)和引物 Cet-16S (d)检测结果中的物种组成 

Fig. 7  Species composition in the detection results of primers Marver1 (a), Cet-12S (b), Marver3 (c) and Cet-16S (d) 
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物的检测值之间并不存在显著差异 (P>0.05)(图

8)。在其他海洋动物序列数方面, 4 种引物的检测

值之间均存在显著差异, 引物 Cet-12S 检测值最

低 (平均值=164), 引物 Marver1 最高 (平均值= 

34771.2); 在其他海洋动物物种数方面 , 引物

Cet-12S 检测值(平均值=2.4), 显著低于其他 3 种

引物, 引物 Marver3 最高(平均值=36)(图 9)。 

3  讨论 

本研究验证了 4 对鲸类通用引物鲸类检测中

的有效性, 并对比了不同引物对检测结果的序列

数和物种数。 
 

 
 

图 8  不同通用引物检测结果中鲸类序列数(a)和物种数(b)差异性分析 

不同字母之间表示存在显著性差异(P<0.05). 

Fig. 8  Differential analysis of quantity of cetacean sequences (a) and species (b) in different universal primer detection results 
Different letters indicate significant difference (P<0.05). 

 

 
 

图 9  不同通用引物检测结果中其他海洋动物序列数(a)和物种数(b)差异性分析 

不同字母之间表示存在显著性差异(P<0.05). 

Fig. 9  Differential analysis of quantity of other marine animals sequences (a) and species (b) in different universal primer detection results 
Different letters indicate significant difference (P<0.05). 
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3.1  环境 DNA 技术是探测鲸类物种多样性的有

效手段 

本研究通过环境 DNA 技术在西沙群岛海域

水样中成功检测出 5 种鲸类, 而通过目视仅观测

到 3 种鲸类。环境 DNA 检测到 5 种鲸类中除被

目视观测到的热带斑海豚、长吻飞旋海豚外, 还

检测到了小布氏鲸、短鳍领航鲸、弗氏海豚, 部

分鲸类只被环境 DNA 检测到, 可能是部分鲸类

离船较远而未被观测到。同时环境 DNA 结果中

序列数最高的鲸类, 与目视观测到的优势种一致, 

这表明鲸类丰度与环境 DNA 序列数存在一定的

相关性, 该结论与前人研究中 eDNA 读取数通常

和生物量、丰度呈正相关的结论一致[37]。因此, 环

境 DNA 技术在鲸类物种多样性的调查和评估方

面具有可行性。 

在本研究检测到的热带斑海豚、短鳍领航鲸、

弗氏海豚均在 Lin 等[11]的南海北部船基目视调查

中被观测到, 其中热带斑海豚观测次数和数量最

多, 该种海豚常见于热带和亚热带海域[26], 因此

推断该物种可能是南海外海鲸类的优势物种。此

外, 在环境 DNA 结果中, 小型齿鲸的序列数占绝

大多数, 该结果与南海北部船基调查中观测到小

型齿鲸的次数和数量比大型齿鲸数更多的结果一

致。本研究与南海北部船基调查的鲸类物种差异

较大, 推测可能是地理位置差异以及环境 DNA

采样范围较小导致的。 

3.2  环境 DNA 技术的优势 

环境 DNA 技术作为一种新兴的生物监测技

术, 目前已在鲸类研究领域有所应用, 其优势在

于, 只需提取分析水样中的 DNA 对鲸类进行鉴

定, 不受自然环境条件和观察者主观因素的影响, 

技术要求与目视观测及形态学鉴定相比较低 [38], 

成本更低且效率更高。在远洋鲸类物种多样性的

调查中, 可以依托商业渔船、轮渡以及其他科研

船舶进行水样采集, 从而增加采样频率和扩大采

样的时间及空间尺度, 以提供更全面、更丰富的

鲸类信息[39]。灵敏度高, 可检测到一些数量稀少

的物种, 且不受目视距离限制, 这可以及时向管

理者提供科学的数据, 从而为制定保护政策提供

支持[40]。通过无创方式获取生物的分子信息, 相

对于依赖遗体获取稀有鲸类的分子信息, 来源更

为稳定, 此外还可以降低对鲸类的干扰和潜在影

响 [41]。有研究指出 , 大翅鲸 (Megaptera novae-
angliae)的环境 DNA 在 15 min 后会下降至较低水

平[42], 说明鲸类环境 DNA 在海水中的存在具有

一定的时效性, 因此利用这一特性可以更深入地

了解鲸类的活动模式和时空分布。 

3.3  环境 DNA 技术的局限性 

尽管本研究所用的引物在鲸类检测中效果相

近, 但 Cet-12S所出现非特异性扩增极少, 这是其

他 3 对引物所无法比拟的优势, 因此在仅选择一

种基因标记的情况下 , 使用 Cet-12S 进行环境

DNA 鲸类多样性研究效果最佳。实验结果表明, 

没有任何一种引物的检测结果可以涵盖所有检出

鲸类和站点, 这意味着使用单一的基因标记引物

可能会降低鲸类检出率, 原因可能是受海水中理

化因子的影响[43–45], 环境 DNA 发生不同程度的

降解, 导致不同物种以及不同基因片段的丰度存

在差异, 因此在鲸类环境 DNA 研究中应充分考

虑多种基因标记的综合应用, 如 COI[23]、Cytb[46]、

D-loop[24]等常用于开发鲸类 DNA 引物的基因 , 

以最大程度地确保检测结果的真实性和客观性。 

本研究所用通用引物的目标片段较短, 且均

位于线粒体编码区, 保守程度高, 对于隶属于江

豚 属 (Neophocaena spp.)[47] 、 驼 海 豚 属 (Sousa 

spp.)[48]亲缘关系高、遗传差异小的亚种鉴定效果

并不理想, 因此针对线粒体控制区基因的长片段

开发高特异性引物是鉴定这些物种的有效方法。 

3.4  环境 DNA 实验体系的优化 

在环境 DNA测序结果中, 非特异性扩增的序

列数往往占绝对优势, 存在影响目标序列扩增的

可能性[49], 是制约环境 DNA 技术发展的一个重

要因素 , 针对这一问题 , 使用阻断引物(blocking 

primer)可能是一种有效的方法。阻断引物是一种

经过修饰的寡核苷酸, 在 PCR 扩增中可选择性地

抑制某类 DNA 的扩增[50], 从而提升通用引物的

效率, 在一些研究中已有应用。例如, Vestheim 等[50]

的一项关于磷虾食性研究指出, 阻断引物能明显

减少捕食者自身序列的丰度, 并增加了稀有猎物

序列的丰度; Boessenkoo 等[49]通过阻断引物减少
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了环境 DNA 中人类序列的扩增, 提高了远古哺

乳动物的序列丰度。因此在后续研究中可以将阻

断引物的使用纳入环境 DNA 技术优化的范畴。 
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Abstract: This study investigated the application prospects of environmental DNA (eDNA) technology for 
studying the species diversity of cetaceans. It involves extracting eDNA from water samples in the Xisha sea area 
using universal primers for amplification targeting cetacean mitochondrial 12S rRNA and 16S rRNA. 
High-throughput sequencing was conducted. The results were combined with visual observation data to discuss the 
potential of eDNA technology in cetacean species diversity studies. These results indicated that the 4 universal 
primers were effective for cetacean identification. Using these primers, 5 cetacean species were detected in 
samples from 19 stations in the Xisha sea area. The identified species included the pan-tropical spotted dolphin 
(Stenella attenuata), spinner dolphin (Stenella longirostris), Fraser′s dolphin (Lagenodelphis hosei), Eden′s whale 
(Balaenoptera edeni edeni), and short-finned pilot whale (Globicephala macrorhynchus). The cetaceans observed 
during sampling included the pantropical spotted dolphin, spinner dolphin, and Risso's dolphin (Grampus griseus). 
The dominant species detected by both methods were consistent, and the environmental DNA (eDNA) technology 
identified species that were not visually observed. The detection results of primers Cet-12S and Marver3 covered 5 
cetacean species and 17 sites where cetaceans were detected, indicating that the combined use of primers targeting 
different gene segments is advantageous for improving detection effectiveness. There were no significant 
differences among the 4 primers in terms of the detected cetacean sequences and number of species. Cet-12S 
exhibited the highest proportion of cetacean sequences and species, accounting for 33.0% and 21.1% of the total 
population, respectively. In contrast, the other primers detected much lower proportions of cetacean sequences and 
species, ranging from 0.2% to 0.6% and 2.0% to 4.1%, respectively. In addition, the number of nonspecifically 
amplified sequences and species detected by Cet-12S was significantly lower than that of the other 3 primers, 
indicating its high specificity as a universal primer for cetacean eDNA. Compared to visual observation, eDNA 
technology has advantages such as high sensitivity, efficiency, and cost-effectiveness, making it well suited for 
studying the species diversity of cetaceans. This study enhanced our understanding of cetacean species diversity in 
the Xisha Sea area, offering technical insights for cetacean conservation and research. 
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