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水库底栖动物环境 DNA垂直分布特征及其对水质生物监测的启示 

——以温州四座水库为例* 
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摘  要：探究水环境 DNA（environmental DNA，eDNA）的空间分布特征，对于规范 eDNA 采样策略，提高水生生物多样性

监测与生态评价的可靠性与可比性具有重要意义。深水型水库受热力作用影响，水体垂向呈现显著的温度分层现象，水生生物

eDNA 信号在不同水层间的分布特征可能影响它们在水生态监测中的适用性。然而，目前对深水水库中底栖动物 eDNA 信号

的垂直分布特征的认识仍较有限，尚无一致结论。本研究以温州地区 4 座深水水库为研究对象，于 2023 年 10 月采集了 26 个

样点的表层、中层和底层合计 78 个水体 eDNA 独立样本和 4 个阴性对照样本，并同步监测 10 项水质理化指标。测序后获得

原始序列，经生信分析与质控（去除低质量序列及污染/嵌合序列），并基于中国底栖动物条形码参考数据库进行物种注释后，

共获得 31,486 条底栖动物有效序列，并以 97%序列相似度聚类得到 255 个可操作分类单元（OTUs），隶属 3 门 6 纲 19 目，其

中节肢动物占主导地位（221 个 OTUs）。表层水体的序列多度与 OTU 数略高于中层和底层，但不同水层之间无显著差异。不

同水层间底栖动物群落物种组成也无显著差异，但各水层特有 OTU 的组成存在差异。表层水体的 Shannon 和 Simpson 多样

性指数高于底层，其中 Simpson 指数差异显著。基于不同水层 eDNA 群落构建的 BMWP 指数与表层水质综合指数（WQI）的

评价结果有较好的对应关系，各水库水质总体处于“良”等级。上述结果表明四座水库 10 月份不同水层的底栖动物 eDNA 信

号在特有物种组成和 Simpson 多样性指数方面呈现出显著的垂直分布差异，但表层水样的底栖动物 eDNA 生物评价结果可反映

水库表层水质。本研究为深水水库底栖动物 eDNA 垂向分布规律的理解及生物监测采样策略的优化提供了参考数据。 

关键词：eDNA；底栖动物；水库；垂直分布；生物监测 
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Abstract: Understanding the spatial distribution patterns of aquatic environmental DNA (eDNA) is essential for standardizing 

eDNA sampling protocols and for ensuring the reliability and comparability of aquatic biodiversity monitoring and ecological 

assessments across studies. Deep reservoirs often exhibit pronounced vertical thermal stratification, and differences in the 

distribution of aquatic organism eDNA among water layers may affect its applicability in aquatic ecological monitoring. However, 

knowledge of the vertical distribution of benthic macroinvertebrate eDNA in deep reservoirs remains limited, and no consistent 
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conclusions have yet been reached. In this study, four deep reservoirs in Wenzhou, China, were investigated in October 2023. A 

total of 78 independent water eDNA samples were collected from the surface, middle, and bottom layers at 26 sampling sites, 

along with four field negative controls; 10 physicochemical variables of surface water were measured simultaneously. After 

sequencing, we obtained the raw sequences. Following bioinformatics analysis and quality control (removal of low-quality 

sequences and contaminant/chimeric sequences), and species annotation based on the Chinese Freshwater Macroinvertebrate 

Barcode Library (CMBL), we obtained 31,486 valid benthic macroinvertebrate sequences, which were clustered using a 97% 

sequence similarity threshold to yield 255 operational taxonomic units (OTUs), representing 3 phyla, 6 classes, and 19 orders, 

with Arthropoda being the dominant group (221 OTUs). Sequence abundance and OTU richness were slightly higher in the 

surface layer than in the middle and bottom layers, although the differences among water layers were not statistically significant. 

No significant differences in overall benthic macroinvertebrate community composition were detected among water layers, 

whereas the composition of layer-specific OTUs differed significantly. The Shannon and Simpson diversity indices were higher 

in the surface layer than in the bottom layer, with a significant difference detected for the Simpson index. Water-quality 

assessments based on BMWP scores derived from eDNA communities in different water layers were generally consistent with 

the surface-water Water Quality Index (WQI), and the overall water quality of all reservoirs was classified as “good.” These 

results indicate that benthic macroinvertebrate eDNA signals in the four reservoirs exhibited significant vertical differences in the 

composition of layer-specific OTUs and the Simpson diversity index in October, whereas the eDNA-based biological assessment 

using surface-water samples adequately reflected surface-water quality. Our study provides insights into understanding the 

vertical distribution of benthic macroinvertebrate eDNA and optimizing biological monitoring strategies in deep reservoirs. 
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生物多样性监测可为区域和全球生物多样性现状评估和未来变化趋势分析提供重要数据 [1-2]，建立标

准化的监测技术规范对评估结果的可靠性和可比性十分重要[3-4]。环境 DNA（environmental DNA，eDNA）

通常是指生物体通过排泄物、分泌物、脱落细胞、组织碎片或死亡残体等形式释放并保留于水体、沉积物、

土壤或空气等环境介质中的遗传物质[5-6]。基于 eDNA 的宏条形码分析通常包括 eDNA 样品的采集与富

集、DNA 提取、特定片段的 PCR 扩增、高通量测序及生物信息学分析等步骤来获取目标生物类群的分子

信号，最后通过物种注释推断物种存在情况、群落组成及相对序列丰度等特征[6]。与传统调查方法相比，

eDNA 分析具有非侵入性、灵敏度高和结果数字化等特点[7-9]，被认为在未来淡水生物多样性监测和水生

态质量评价中具有广泛的应用前景[5,9]。经过 20 余年的发展，eDNA 技术已由早期技术探索阶段逐步进

入方法优化和标准化建设阶段[10]。 

生物释放到水环境中的 DNA 经过降解、扩散和沉降等物理生物过程，随机或聚集分布于水体和沉积

物中。这一物理过程产生的 eDNA 在水体中的水平分布和垂直分布特征，可能受不同水体类型（流动水

体、静水水体、浅水型和深水型水体）的水文、水体理化特征影响而不同，揭示这些特征和阐明相关机制，

对深入了解 eDNA 的环境行为和 eDNA 技术标准化有积极作用[11-12]。 

已有研究指出，部分水库在水深超过约 7 m 时可能形成温跃层，温度分层可进一步影响水体溶解氧等

理化指标的垂向分布[13]。同时，深水水体中的热分层结构以及溶解氧、pH 和叶绿素等理化指标的垂直分

布特征，往往会随季节变化发生显著改变。尽管已有研究初步揭示了海洋环境中底栖动物 eDNA 的垂直

分布可能受温跃层限制 [14]，但在深水水库和湖泊等淡水水生态系统中，底栖动物释放的 eDNA 在水体的

不同深度及沉积物中的垂直分布格局及其影响因素仍有待进一步揭示。 

底栖动物具有对水质变化敏感、种类多样性高和分布广等特点，因而被广泛应用于水质生物评价实践 

[15-16]。在深水水库和湖泊中，底栖动物的主要栖息生境包括库岸带底栖生境和深水区沉积物生境[17]。然而，

传统的深水水库底栖动物的采样方法通常存在采样难度大，采集到的物种数和个体数量较低等不足。同时，

基于传统采样结果计算的底栖动物生物指数，其评价结果的合理性还不是十分清楚 [18]。eDNA 技术能否

为深水型水库底栖动物多样性监测及水生态健康评价困境提供新的解决途径，目前仍有待研究。 

本文以浙江省温州市 4 座水深超过 10 米的深水水库为研究对象，通过采集不同深度水层的 eDNA 



样品，分析底栖动物 eDNA 在水体垂直方向上的分布特征；同时，比较基于 eDNA 检测获得的底栖动物

分类单元数据计算的生物指数与表层水体理化指标评价结果之间的一致性。研究结果有助于加深对我国亚

热带地区深水型水库底栖动物 eDNA 垂直分布规律及其生态评价应用潜力的认识，并可为深水淡水水体

中底栖动物 eDNA 采样方案的优化提供参考数据。 

1 材料与方法 

1.1 样点设置 

在浙江省温州市的 4 个水库（赵山渡水库、桥墩水库、泽雅水库和珊溪水库）设置 26 个调查样点（图

1）。赵山渡水库属于飞云江流域，库容 3.41 × 107 m3，水域面积 3.8 km2，正常蓄水位 22 m[19]。桥墩水

库属于鳌江流域，库容 8.13 × 107 m3，水域面积 2.15 km2，正常蓄水位 52.19 m[20]。泽雅水库属于瓯江流

域，库容 5.58 × 107 m3，水域面积 1.56 km2，正常蓄水位 108.6 m[21]。珊溪水库属于飞云江流域，库容 1.82 

× 109 m3，水域面积 31.66 km2，正常蓄水位 142 m[22]。 

采样点设置依据《水生态监测技术指南湖泊和水库水生生物监测与评价（试行）》（HJ 1296-2023）
[23]，兼顾流域面积和岸线形态，其中赵山渡水库 3 个样点（ZSD1 ~ ZSD3）、桥墩水库 4 个（QD1 ~ QD4）、

泽雅水库 4 个（ZY1 ~ ZY4）和珊溪水库 15 个（SX1 ~ SX15）。 

 

图 1 赵山渡、桥墩、泽雅和珊溪水库在温州市的分布及采样点 

Fig.1 Sampling sites at reservoirs of Zhao Shandu (ZSD), Qiaodun (QD), Zeya (ZY) and Shanxi (SX) in 

Wenzhou city 

 

1.2 环境因子测定 

2023 年 10 月 15—25 日，使用便携式水质分析仪（Mettler Toledo，SG 9）现场测定水温（WT）、

溶解氧（DO）、pH 值和电导率（EC）。依据《水和废水监测分析方法》运用散射光浊度法测定浊度（NTU），

碱性过硫酸钾消解紫外分光光度法测定总氮（TN），钼酸铵分光光度法测定总磷（TP），纳氏试剂分光

光度法测定氨氮（NH4+-N）的浓度，采用稀释与接种法测定五日生化需氧量（BOD₅），采用重铬酸钾法

测定化学需氧量（COD）[24]。 

1.3 eDNA 样品采集 

参照《淡水生物环境 DNA 监测技术方法（DB32/T 4539-2023）》采集 eDNA 样品[25]。采样前对所

有材料和仪器进行 DNA 痕迹去除处理，采样时佩戴一次性无菌手套操作，每个样点用无菌采样瓶采集水

样。参考 Lawson Handley 等的方法[26]，每个样点依次采集不同深度水层的水样：距水底约 1 m 处采集底

层水样，以避免底泥扰动对水样的影响；中层水样采集于水体中部（约为最大水深的 1/2），表层水样采



集于水面下 0.5 m 处。该分层采样方法有助于比较表层、中层和底层水体中 eDNA 信号的垂向差异。每

个深度的水层采集 3 个 500 mL 水样，合并后过滤至同一张 0.45 μm 孔径玻璃微纤维滤膜（Whatman 

GF/F）上，过滤装置为 Nalgene 300-4100 过滤器。过滤后的滤膜放入 5 mL 冻存管，做好标记，暂存于

液氮中，返回实验室后在 -20 ℃ 环境下保存。此外，每个水库另以等量超纯水进行同步过滤，作为野外

阴性对照，用于监测采样和过滤过程中可能产生的污染，26 个样点合计采集 82 个环境 DNA 样品（78 个

水库水样加 4 个阴性对照）。 

1.4 DNA提取、扩增与测序 

滤膜上富集的 eDNA 通过 Ezup 柱式动物基因组 DNA 抽提试剂盒提取，按照试剂盒操作说明完成。

使用通用引物 mlCOIintF / jgHCO2198 扩增线粒体  COI 基因，正向引物为  mlCOIintF: 5’ - 

GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC-3’ ， 反 向 引 物 为  jgHCO2198:5’- 

TANACYTCNGGRTGNCCRAARAAYCA - 3’，目标片段长度约为 313 bp[27-29]。在每对引物的 5’ 末端添

加了 8 个碱基标签，以区分测序组内不同样品。本研究采用 25 μL 反应体系：12.5 μL MIX（北京擎科，金

牌 MIX）、9.5 μL DEPC 水（上海生工）、1 μL 正向引物（10 μM）、1 μL 反向引物（10 μM）和 1 μL DNA

模板。扩增程序如下：94 ℃，5 min；16 个循环：95 ℃，10 s，62℃，30 s，72℃，60 s；25 个循环：95 ℃，

10 s，46℃，30 s，72 ℃，30 s；65 ℃，5 min。每个 eDNA 样品进行 3 次 PCR 技术重复， PCR 产物通

过质量分数为 2%的琼脂糖凝胶电泳检测（目标条带明亮且单一）后，将同一样品的 3 次 PCR 产物等量

混合。混合后的样品由南京派森诺基因科技有限公司按常规流程再次扩增后，在 Illumina HiSeq 2500 平

台 250 bp PE 模式下进行测序。测序样品总数为 85 个（含 4 个野外阴性对照和 3 个 PCR 扩增阴性对

照），分 3 个测序文库完成测序，每个文库的测序量约为 4×10⁶reads，平均测序深度约为 1.41×105reads/

样品。本研究未单独设置 DNA 提取空白（extraction blank）对提取过程进行质控，为本研究的局限之一。 

1.5 数据分析 

参考 Chen 等的方法[30]开展生物信息学分析，主要包括以下步骤： （1）序列拼接，对双端原始序列

（paired-end reads）进行拼接，保留重叠长度＞10 bp 且拼接成功的序列，其余序列予以删除。（2）质量

控制，采用 10 bp 滑动窗口法对拼接序列进行质控，截去窗口内平均质量值＜30 的序列；同时删除长度＜

50 bp、含不确定碱基，或引物区域错配数＞2 的序列。（3）样本分流与引物去除，根据样本特异性条形

码对序列进行分流，并切除条形码及引物序列，获得各样本有效序列。（4）嵌合体过滤，采用 UCHIME 

算法对序列进行嵌合体检测与去除[31]。（5）OTU 聚类，采用 UCLUST 算法按照 97% 的序列相似性阈

值对高质量序列进行聚类，获得可操作分类单元（Operational Taxonomic Units, OTUs）[32]。（6）污染序列

控制，参考 Keck 等的方法[33]，首先删除任一阴性对照中相对比例 > 0.1%的 OTU，其次去除单序列 OTU 

及相对丰度低于 0.005% 的低丰度 OTU，最后剔除样品拆分后总序列数低于 1000 reads 的低序列量样本
[29]。（7）分类学注释，将过滤后的 OTU 采用 BLASTn 算法与中国淡水大型底栖无脊椎动物条形码数据

库（https://cfmlib.njau.edu.cn）进行比对，保留序列相似度 ≥95%（属级分类单元注释可靠性参考） 且覆

盖度 ≥50% 的分类单元用于后续群落分析和相关指数计算[29]。 

由于部分理化环境因子不满足正态分布假设，采用 Kruskal–Wallis 非参数检验比较四座水库间环境

因子的差异[34]。当 Kruskal–Wallis 检验结果达到显著水平时，进一步采用两两 Wilcoxon 秩和检验进行

事后比较，并采用 Benjamini–Hochberg（BH）方法对多重比较 P 值进行校正[35-36]。对于低于检出限的 

TP 数据（＜0.01 mg/L），按检出限的一半，即 0.005 mg/L 进行统计分析[37]。 

水质评价分别采用水质综合指数 WQI（Water Quality Index, WQI）和底栖动物 BMWP（Biological 

Monitoring Working Party）指数[38]。WQI 指数通过整合多个水质参数为单一指标（公式见下文），有助于

降低多维环境数据的复杂性，并提高不同样点间水质状况的可比性。参考 Hu 等的方法[39]，WQI 指数水

质评价等级划分方法为：优（90-100）、良（70-90）、中（50-70）、差（25-50）和极差（0-25）。 

WQI 指数计算公式： 

 
WQI =  

∑ (𝐶𝑖𝑃𝑖)𝑛
{𝑖=1}

∑ 𝑃𝑖
𝑛
{𝑖=1}

 (1) 

https://cfmlib.njau.edu.cn/


 

 

式中：n 是参与计算的水质参数数量，i 是第 i 个水质参数，𝐶𝑖 是第 i 个参数的质量评分，𝑃𝑖 是第 i 个

参数的权重（参数相对权重和归一化因子计算见附表Ⅰ）。 

计算 BMWP 指数的科级分类单元的记分值来自《水生态监测技术指南：河流水生生物监测与评价（试

行）》（HJ 1295—2023） [40]。选择 BMWP 指数，一是因为该指数计算不需要多度数据，避免了 eDNA 

方法监测结果无法直接定量的不足，二是计算 BMWP 指数只需要科级分类单元的敏感值就可以，Serrana

等发现在 DNA 参考数据库不完整的情况下，在水质生物评价实践中，eDNA OTU 注释到科级水平比属和

种级水平更有优势[41]。 

BMWP 指数计算公式如下： 

 

BMWP = ∑ 𝐹𝑖

𝑁𝑧

𝑖=1

 (2) 

式中：NZ 是科级分类单元数；i 是第 i 个科；Fi 是科 i 的记分（敏感值）。 

采用 Shannon 多样性指数（H′）和 Simpson 多样性指数（D）计算基于序列相对丰度的群落多样

性，公式如下[42]： 

Shannon 多样性指数(H')计算公式： 

                                                                         𝐻′ = − ∑ 𝑃𝑖
𝑆
𝑖=1 ln 𝑃𝑖                        （3） 

Simpson 多样性指数（D）计算公式： 

                                                                  𝐷 = 1 − ∑  𝑃𝑖
2 𝑆

𝑖=1                              （4） 

式中，Pi 是群落中第 i 个 OTU 的相对序列丰度，S 是群落 OTUs 数。 

基于样点（水层）分类单元序列相对多度矩阵计算和构建不同样点（水层）间的 Bray–Curtis 相异性

指数距离矩阵，通过非度量多维尺度分析（Non-metric Multidimensional Scaling, NMDS）可视化不同样点

（水层）间群落组成变化[43-44]。采用置换多元方差分析（Permutational Multivariate Analysis of Variance, 

PERMANOVA）检验不同水库、样点（水层）间的所有和特有群落组成差异[45]。考虑到底栖动物有效序列

数整体相对较低，若进一步进行 rarefaction 抽平处理，可能造成部分样品有效信息损失或影响样品保留，

因此本文未进行 rarefaction 抽平，而是基于质控后的 OTU 矩阵的相对多度数据进行后续分析。 

采用典范对应分析（Canonical Correspondence Analysis, CCA）探究环境因子与底栖动物群落关系。为

降低环境变量间多重共线性的影响，应用方差膨胀因子（Variance Inflation Factor, VIF）检验环境因子间的

共线性，剔除 VIF > 10 环境因子(有明显共线性)，环境因子对群落结构影响的显著性采用置换检验进行评

估[46]。分析前，对分类单元序列多度矩阵进行 Hellinger 转换；为消除量纲和数值尺度差异，对环境变量

进行 Z-score 标准化处理[47]。 

采用线性混合效应模型（Linear Mixed-Effects Model, LMM）分析不同水层对底栖动物群落 Shannon 和 

Simpson 多样性指数的影响[48-49]。由于 OTU 数量和序列数属于计数型数据，且存在过度离散现象，因此

采用负二项分布的广义线性混合模型（Negative Binomial Generalized Linear Mixed Model, NB-GLMM）分

析不同水层对 OTU 数量和序列数的影响[50]。在上述两个模型中，水层为固定效应，水库为随机效应。所

有分析均通过 vegan 等软件包在 R（v4.1.0）中实现[51-52]。 

2 结果 

2.1 环境因子 

Kruskal–Wallis 检验结果显示，不同水库间水温、溶解氧、pH、浊度、BOD₅、营养盐指标（TN，TP

和氨氮）均存在显著差异（表 1），电导率（H = 3.615，P = 0.306）和 COD（H = 7.331，P = 0.062）差



异不显著。两两 Wilcoxon 秩和检验并经 BH 校正后发现，珊溪水库水温显著高于赵山渡和泽雅；TN 浓

度显著低于赵山渡、桥墩和泽雅；氨氮和 BOD₅显著低于赵山渡和桥墩；赵山渡水库 TP 显著高于桥墩

和珊溪。桥墩水库的 DO 显著低于珊溪水库（附表Ⅱ）。 

表 1 四座水库环境因子的特征及差异* 

Tab.1 Characteristics and differences in environmental variables among the four reservoirs 

环境变量 赵山渡 桥墩 泽雅 珊溪 H P 

WT（℃） 22.87±0.32ᵇ 25.98±0.41ᵃᵇ 25.20±0.20ᵇ 26.26±0.27ᵃ 16.398 <0.001 

DO（mg/L） 8.69±0.04ᵃᵇ 6.79±0.54ᵇ 8.13±0.02ᵃᵇ 8.12±0.31ᵃ 15.301 0.002 

pH 7.11±0.15ᵃ 6.89±0.09ᵃ 6.86±0.02ᵃ 7.03±0.13ᵃ 10.545 0.014 

Turbidity（NTU） 20.34±1.14ᵃ 10.20±3.92ᵃ 7.47±0.73ᵃ 6.55±1.53ᵃ 11.408 0.010 

EC（μS/cm） 52.67±4.74 53.10±8.53 46.45±7.71 46.07±8.11 3.615 0.306 

NH₄⁺-N（mg/L） 0.083±0.009ᵇ 0.064±0.011ᵇ 0.032±0.004ᵃᵇ 0.033±0.005ᵃ 15.294 0.002 

TN（mg/L） 0.90±0.02ᵃ 0.77±0.07ᵃ 0.86±0.09ᵃ 0.44±0.05ᵇ 19.425 <0.001 

TP（mg/L） 0.037±0.006ᵃ 0.020±0.000ᵇ 0.006±0.003ᶜ 0.015±0.006ᵇ 15.810 0.001 

COD（mg/L） 13.67±0.58 11.75±0.96 13.75±4.43 11.00±0.93 7.331 0.062 

BOD₅（mg/L） 3.00±0.10ᵃ 2.88±0.13ᵃ 3.25±0.93ᵃᵇ 2.56±0.12ᵇ 10.454 0.015 

*数据以均值±标准差表示。H 和 P 分别为 Kruskal–Wallis 检验的统计量和显著性概率；同一行无共同小写字母表示经 BH

校正的两两 Wilcoxon 秩和检验差异显著（P＜0.05）。 

2.2 不同水层底栖动物群落组成特征及与环境的关系 

四座水库 73 个 eDNA 样品（有 5 个未成功扩增）共获得 1,636,492 条原始序列，每样品平均 22,418

条。经分类学注释后，共检测到 31,486 条底栖动物有效序列 255 个 OTUs，隶属 3 门 6 纲 19 目（附

图Ⅰ）。各样品底栖动物有效序列数为 5–1,912 条，优势类群为节肢动物门（221 个 OTUs），其次为

软体动物门（26 个 OTUs）和环节动物门（8 个 OTUs）。 

不同水层间底栖动物 eDNA 序列数显示表层水体（n = 25，483±393）略高于中层（n = 24，398±342）

和底层（n = 24，409±317）。OTU 数量方面，表层、中层和底层水体分别检出 175、184 和 175 个 OTUs，

其中共有 OTUs 为 112 个（图 2）。NB-GLMM 分析结果表明，水层对 OTU 丰富度（Wald χ² = 0.679，

df = 2，P = 0.712）及序列数（Wald χ² = 0.802，df = 2，P = 0.670）均无显著影响（表 2），其中软体动物

门以及双翅目、鞘翅目和 EPT 类群（蜉蝣目、襀翅目和毛翅目）的 OTU 数量在不同水层间的差异不显

著（P > 0.05）。但是各水层特有 OTUs 组成的 PERMANOVA 分析显示其存在显著差异（R² = 0.061，F 

= 1.433，P = 0.001）。底层水体中的双翅目特有 OTUs 数量（64%）的占比明显高于中层（48.65%）和表

层水体（42.31%），底层和表层水体中均检出了寡毛纲特有 OTUs，表层水体中蜉蝣目特有 OTUs 相对

较多。另外表层水体中的特有 OTU 序列（177 条）明显高于中层（100 条）和底层（74 条）。 

表 2 不同深度水层对 OTU 数和序列数影响的负二项分布广义线性混合模型（NB-GLMM）分析结果 

Tab.2 Results of negative binomial generalized linear mixed models (NB-GLMMs) assessing the effects of 

different water layers on OTU richness and sequence counts 

指标 OTU 数量 序列数 

比较因素 水层整体效应 中层 vs 表层 底层 vs 表层 水层整体效应 中层 vs 表层 底层 vs 表层 

估计值 — -0.030 -0.076 — -0.189 -0.124 

统计量 

（ χ²/z） 
 χ² = 0.679 z = -0.321 z = -0.819  χ² = 0.802 z = -0.880 z = -0.575 

P 值 0.712 0.748 0.413 0.670 0.379 0.565 



-  

图 2 不同水层底栖动物 OTU 共享关系及特有类群组成 

（a）不同水层 OTU 共享关系;（b）不同水层特有 OTU 目水平组成 

Fig.2 OTU sharing relationships and composition of layer-specific taxa among water layers. 

(a) OTU sharing patterns among water layers ;  (b) Order-level composition of layer-specific OTUs 

 

NMDS 排序结果显示（图 3），不同水库的样点在排序空间中呈现分化，而同一水库内不同水层的样



点相对聚集（Stress = 0.18）。PERMANOVA 结果表明，不同水库间的底栖动物群落组成存在显著差异（水

库：R² = 0.424，F = 16.901，P = 0.001），而不同水层间的群落组成差异不显著（水层：R² = 0.017，F = 

0.594，P = 0.972）。CCA 整体模型的置换检验结果显著（F = 2.49，P = 0.001）。CCA 前两轴累计解释了

58.3%的约束变异，其中 CCA1 和 CCA2 分别解释 32.8%和 25.5%。CCA 排序图显示，TN、TP 和浊度与

群落组成的排序格局具有较强关联。 

图 3 四座水库不同水层底栖动物 eDNA 群落组成的非度量多维尺度分析（NMDS）与典范对应分析

（CCA）排序图 

Fig.3 Non-metric multidimensional scaling (NMDS) and canonical correspondence analysis (CCA) ordinations of 

benthic macroinvertebrate eDNA community composition among different water layers in four reservoirs 

 

基于 LMM 分析结果表明，不同水层间 Shannon 指数（F = 3.299，P = 0.043）和 Simpson 指数（F 

= 3.668，P= 0.031）均存在显著差异。表层水体的 Shannon 指数（3.90±0.27）和 Simpson 指数（0.863±

0.039）也均高于底层水体（Shannon：3.55±0.27；Simpson：0.815±0.039）。事后多重比较结果表明，表

层水体的 Simpson 指数显著高于底层水体（P = 0.032）。表层水体的 Shannon 指数在数值上高于底层水体，

但差异未达到统计学显著水平（P = 0.052）；其余水层间的差异均不显著（P > 0.05）。 

 

表 3 不同水层间多样性指数的混合线性模型（LMM）分析结果 

Tab. 3  Results of linear mixed models (LMMs) for diversity indices among water layers 

 Shannon 指数 Simpson 指数 

比较因素 水层整体效应 中层 vs. 表层 底层 vs. 表层 水层整体效应 中层 vs 表层 底层 vs 表层 

估计值 — -0.048 -0.345 — -0.010 -0.048 

统计量（F/t） F = 3.30 t = -0.332 t = -2.383 F = 3.67 t = -0.548 t = -2.581 

P 值 0.043* 0.941 0.052 0.031* 0.848 0.032* 

 

2.3 水质评价 

水质指数（WQI）和 BMWP 指数有较好的对应关系，具体为各水库表层水质指数（WQI）均值都在

80 分以上，评价等级为“良”， 赵山渡和桥墩水库表层 BMWP 指数评价等级也为“良”，但泽雅和

珊溪水库的评价等级为“优”，另外四个水库的中层和底层的 BMWP 指数评价等级均为“良”，与表

层水质指数的评价结果相对应。 



表 4 水库 WQI 指数和不同水层水体 BMWP 指数评价结果 

Tab.4 Water quality assessment of reservoirs and three water layers based on BMWP and WQI 

水库 水层 BMWP 值 生物指标评价等级 WQI 指数 理化指标评价等级 

赵山渡 

表层 94.0±6.6 良（Ⅱ类） 80.63 良（Ⅱ类） 

中层 94.3±14.9 良（Ⅱ类）   

底层 95.7±32.9 良（Ⅱ类）   

桥墩 

表层 87.3±23.5 良（Ⅱ类） 80.48 良（Ⅱ类） 

中层 88.0±17.9 良（Ⅱ类）   

底层 76.5±10.2 良（Ⅱ类）   

泽雅 

表层 102.8±14.2 优（Ⅰ类） 84.53 良（Ⅱ类） 

中层 85.3±8.4 良（Ⅱ类）   

底层 85.8±9.5 良（Ⅱ类）   

珊溪 

表层 101.2±21.9 优（Ⅰ类） 87.33 良（Ⅱ类） 

中层 98.2±33.7 良（Ⅱ类）   

底层 94.4±34.1 良（Ⅱ类）   

3 讨论 

国内深水水库底栖动物形态学方法监测到的物种组成主要以摇蚊科和寡毛纲为主 [53-55]，珊溪和赵山

渡水库形态学方法监测到的 26 种底栖动物也同样以昆虫纲的摇蚊科（占比 50%）和寡毛纲（26%）为主 

[55]。但两个水库表层水体底栖动物 eDNA 分别检测到 124 个 和 85 个 OTUs，且以昆虫纲 OTUs 占绝对优

势（占比 82.26%和 78.82%），寡毛纲的占比不到 1%。这些差异可能与采样介质和水体中底栖动物 eDNA 

分子信号来源的多样化有关。深水水库底栖动物的传统调查方法主要采集库底沉积物样品，调查到的物种

组成以适合在沉积层生活的寡毛纲和昆虫纲摇蚊科为主[53-55]，但是本研究采集的水样 eDNA 可能包括了

生活在库底沉积环境和水库沿岸带浅水区的底栖动物释放的 eDNA 分子信号。相比水库与湖泊的敞水区，

沿岸带通常具有更复杂的栖境结构与更强的生物—基质耦合，因此更易聚集并维持水生昆虫与腹足纲等类

群[56]。相应地，本文 eDNA 监测到的水生昆虫（85.88%）与腹足纲（8.63%）检出比例高于传统深水区沉

积物采样结果，提示沿岸带生物群落对分子信号的贡献更为突出。 

尽管我们的结果显示三个深度水层的底栖动物群落物种组成、OTUs 数量以及序列数量均不存在显著

差异，但不同深度水层特有底栖动物 OTU 组成存在显著差异。可能原因包括：其一，赵山渡与桥墩水库

水深较浅，难以形成稳定分层；其二，泽雅与珊溪水库虽然具有潜在分层条件，但本研究野外调查发生在 

10 月，属于季节性分层水体的翻转期，原有分层结构被削弱甚至被打破[57]。上述因素可能共同导致四座

水库底栖动物 eDNA 信号在垂直尺度上总体表现为不显著的分层效应。关于大型湖泊中 eDNA 的扩散研

究表明，受风生环流驱动，eDNA 可在约 33 小时内扩散至约 11 km 之外，但其垂直分布仍受水体分层

结构约束[58]。这从侧面说明，在深水水体中 eDNA 的分布具有一定的垂直规律。 

值得注意的是，我们同时发现不同深度水层特有底栖动物 OTU 组成存在显著差异。该结果提示，

eDNA 宏条形码方法能够敏感地捕获不同生境中的特有动物类群[59]：例如，本研究底层水体（深水区）中

检测到的特有双翅目 OTUs 数量最多，而表层水体（主要反映浅水区）中蜉蝣目特有 OTUs 相对更多。

与之相一致，传统沿岸带与深水区水生昆虫定殖控制研究表明，浅水区与深水区的双翅目物种几乎不重叠，

蜉蝣目主要分布于浅水区[60]。除特有 OTU 的差异外，不同水层对 Shannon 和 Simpson 指数的整体效应均

达到显著水平；但事后比较结果显示，仅表层水体的 Simpson 指数显著高于底层水体，而表层与底层水体

间的 Shannon 指数差异不显著。一个可能的解释是，不同水层中主要 OTU 的相对序列优势度在分布集中

程度上存在差异。考虑到各水库中层与底层水样的实际取样深度存在差异，基于不同水库间中层与底层底

栖动物 eDNA 信号比较结果的泛化可能会受到实际深度差异的影响。 



在流域尺度上，底栖动物 eDNA 监测的评价结果与传统形态学方法具有可比性[61]。此外，已有研究

指出，在 DNA 条形码参考库不完整的情况下，底栖动物 eDNA 分子信号注释到科水平仍可更可靠地揭

示底栖动物群落与环境的关系[41]。本研究亦表明，基于底栖动物 eDNA 构建的 BMWP 指数与水质综合

指数（WQI）的评价结果之间表现出较好的对应关系，提示水体 eDNA 监测在水库生态质量评价方面具

有潜在应用前景。需要强调的是，本研究仅测量了表层水体的理化指标，而 BMWP 指数是基于不同水层

的底栖动物 eDNA 计算获得，因此，二者在评价等级上的对应关系不宜简单解读为不同水层生物指数与

理化环境之间存在直接耦合。同时，本研究并未采集沉积物环境 DNA[62]，因此，监测到的底栖动物物种

与群落组成仅反映底栖动物释放到水体中的 eDNA 信号结果，并不等同于水库实际底栖动物群落结构。 

此外，本研究中底栖动物有效序列在原始序列中的占比相对较低，可能与 COI 引物的广谱扩增特性、

环境样品中非目标 DNA 的干扰以及深水环境中上覆水样对底栖动物群落代表性的有限性共同相关[63-65]。

具体而言，本研究采用的 mlCOIintF/jgHCO2198 通用引物对后生动物具有广谱扩增能力[27]。与此同时，

水环境样品中富含浮游生物、原生动物、真菌、植物及陆源生物等多类非目标 DNA。非目标 DNA 参与

与目标 DNA 相同引物结合位点的竞争，并占用了大量测序通量，最终导致保留的目标底栖动物有效序列

比例偏低[63]。 

4 结论 

底栖动物 eDNA 能够敏感地反映深水水库不同水层中底栖动物的物种组成、序列特征及群落结构变

化特征。其垂直空间分布特征可能与底栖动物对不同栖境的偏好，如深水区沉积物和浅水区生境， 以及

水体热分层及其季节性变化等因素有关。基于表层水样获得的底栖动物 eDNA 监测数据，与表层水体理化

指标的评价结果有较好的对应关系。 

考虑到我们的研究仅在秋季进行了一次采样，且水体理化数据仅来自表层水样。因此，其他季节底栖

动物 eDNA 的垂直分布规律，以及不同水层底栖动物 eDNA 信号与相应水层间理化因子之间的关系，仍

有待进一步研究。综上，本文结果可为深水水库底栖动物 eDNA 采样设计及水生态质量评价提供重要参

考。 
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附表Ⅰ  WQI 计算参数的相对权重和归一化因子 

Attached Tab.Ⅰ The relative weights and the normalization factors of parameters for WQI calculation 

参数 Pi 100  90  80  70  60  50  40  30  20  10  0  

WT/(℃) 1 21/16 22/15 24/14 26/12 28/10 30/5 32/0 36/2 40/-4 45/-6 >45/<-6 

DO/( mg/L) 4 ≥7.5 >7 >6.5 >6 >5 >4 >3.5 >3 >2 ≥1 <1 

pH 1 7 7-8 7-8.5 7-9 6.5-7 6-9.5 5-10 4-11 3-12 2-13 1-14 

Turbidity/(NTU) 2 <5 <10 <15 <20 <25 <30 <40 <60 <80 ≤100 >100 

EC/（μS/cm） 1 <750 <1000 <1250 <1500 <2000 <2500 <3000 <5000 <8000 ≤12000 >12,000 

TN/(mg/L) 2 <0.1 <0.2 <0.35 <0.5 <0.75 <1 <1.25 <1.5 <1.75 ≤2 >2 

TP/(mg/L) 1 <0.01 <0.02 <0.05 <0.1 <0.15 <0.2 <0.25 <0.3 <0.35 ≤0.4 >0.4 

NH4+-N/(mg/L) 3 <0.01 <0.05 <0.1 <0.2 <0.3 <0.4 <0.5 <0.75 <1.0 ≤1.25 >1.25 

COD/(mg/L) 3 <5 <10 <20 <30 <40 <50 <60 <80 <100 ≤150 >150 

BOD₅/(mg/L) 3 <0.5 <2 <3 <4 <5 <6 <8 <10 <12 ≤15 >15 

 

  



附表Ⅱ不同水库间环境因子的 Kruskal–Wallis 检验及 BH 校正后两两 Wilcoxon 比较结果 

Attached Tab.Ⅱ Kruskal–Wallis tests and BH-adjusted pairwise Wilcoxon comparisons of environmental factors among reservoirs 

环境变量 Kruskal–Wallis H P 值 赵山渡–桥墩 P_adj 赵山渡–泽雅 P_adj 赵山渡–珊溪 P_adj 桥墩–泽雅 P_adj 桥墩–珊溪 P_adj 泽雅–珊溪 P_adj 

WT 16.398 <0.001* 0.062 0.062 0.026* 0.053 0.158 0.017* 

DO 15.301 0.002* 0.062 0.062 0.061 0.061 0.019* 0.132 

pH 10.545 0.014* 0.096 0.096 0.449 1.000 0.096 0.085 

Turbidity 11.408 0.010* 0.104 0.104 0.055 0.470 0.120 0.176 

EC 3.615 0.306 0.881 0.565 0.565 0.565 0.565 0.881 

NH₄⁺-N 15.294 0.002* 0.134 0.078 0.026* 0.061 0.018* 0.685 

TN 19.425 <0.001* 0.078 1.000 0.017* 0.135 0.009* 0.009* 

TP 15.810 0.001* 0.045* 0.0499* 0.030* 0.035* 0.160 0.035* 

COD 7.331 0.062 0.208 1.000 0.051 1.000 0.375 0.655 

BOD₅ 10.454 0.015* 0.533 1.000 0.024* 1.000 0.024* 0.758 

注：总体差异采用 Kruskal–Wallis 非参数检验；水库间两两比较采用 Wilcoxon 秩和检验，并采用 Benjamini–Hochberg（BH）方法校正多重比较 P 值。表中 P_adj 为 BH 校正后的 P 值，

* 表示 P < 0.05。TP 中低于检出限的数值按检出限的一半进行统计分析。 

 

 

 

 

 

  



 

 

附表Ⅲ 基于 eDNA 的不同水层样品序列数及 OTU 分布统计 

Attached Tab.Ⅲ Sequence and OTU distribution statistics of eDNA samples from different water layers 

水层 样本数 总序列数 
序列数 

（均值±标准差） 
OTU 数 

平均 OTU 数 

（均值±标准差） 

表层水体 25 12,084 483±394 175 43±11 

中层水体 24 9,565 399±342 184 42±12 

底层水体 24 9,837 410±317 175 40±14 



附表Ⅳ 水层特有 OTU 组成的 PERMANOVA 及两两比较结果 

Attached Tab.Ⅳ PERMANOVA and pairwise comparison results for the composition of water-layer-specific OTUs 

两两比较 Df R² F 原始 P 值 BH 校正后 P 值 结果 

表层 vs 中层 1 0.043 1.344 0.002 0.003 显著 

表层 vs 底层 1 0.049 1.450 0.003 0.003 显著 

中层 vs 底层 1 0.048 1.507 0.001 0.003 显著 

 

 

 

 

 

附表Ⅴ 总体 OTU 群落组成的 PERMANOVA 结果 

Attached Tab.Ⅴ PERMANOVA results for overall OTU community composition 

影响因素 Df R² F P 值 结果 

水层 2 0.017 0.594 0.972 不显著 

水库 3 0.424 16.901 0.001 显著 

水层×水库总体模型 11 0.469 4.900 0.001 显著 

 

 

 

 

 

 

 

 



附图Ⅰ 不同水层检测的底栖动物目级（左）与科级（右）分类单元的 OTU 组成 

Attached Fig.Ⅰ Taxa composition of benthic macroinvertebrates at order-level (left) and family-level (right) detected in different water layers 

 

 

  



附图Ⅱ 各水库不同水层检测的底栖动物目级分类单元的 OTU 组成 

（ZSD：赵山渡；QD：桥墩；ZY：泽雅；SX：珊溪） 

Attached Fig.Ⅱ Taxa composition of benthic macroinvertebrates at order-level detected in different water layers of each reservoir 

(ZSD: Zhao Shandu reservoir; QD: Qiaodun reservoir; ZY: Zeya reservoir; SX: Shanxi reservoir) 

 


