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摘  要：环境DNA（environmental DNA，eDNA）宏条形码已成为水生生物监测的颠覆性技术手段，但不同实验室间结果的

一致性仍缺乏系统评估。本研究联合三家实验室，在统一标准化框架下对同批次淡水样品独立处理与测序，并通过阳性样本

验证流程可靠性。结果表明，阳性样本中三家实验室均无假阴性，假阳性序列占比<0.5%；环境样本中实验室间物种检出重叠

率≥80%，α多样性变异系数<0.05；实验室共检出物种的相对丰度相关系数≥0.94。尽管群落组成存在显著差异（PERMANOVA, 

R²=0.35, P=0.005），但优势物种丰度模式高度一致。本研究证实，在关键环节标准化前提下，eDNA宏条形码可实现跨实验室

间物种检出与多样性估计的一致，但群落结构比较需谨慎考虑实验室差异。 
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Abstract: Environmental DNA (eDNA) is an important tool for monitoring and studying aquatic biodiversity. However, the 

consistency of eDNA results among different laboratories has not been well evaluated. In this study, three independent 

laboratories processed and sequenced identical freshwater samples using a unified standardized framework, and positive 

controls were included to verify the reliability of the experimental workflow. The results showed no false negatives in posit ive 
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control samples across all laboratories, and false-positive sequences accounted for less than 0.5%. For field environmental 

samples, the overlap rate of species detection among laboratories was ≥ 80%, and the coefficient of variation for α-diversity 

was below 0.05. The relative abundance of commonly detected species exhibited strong cross‐laboratory correlations (r ≥ 

0.94). Significant differences in microbial community composition were detected by PERMANOVA (R² = 0.35, P = 0.005), 

whereas the abundance patterns of dominant species were highly consistent across laboratories. This study confirms that 

standardized key procedures enable consistent cross-laboratory performance of eDNA metabarcoding in species detection and 

biodiversity estimation. Laboratory-specific effects may alter microbial community structure results, and thus, comparisons of 

inter-laboratory community structure should be interpreted with caution. 

Keywords: Environmental DNA; Inter-laboratory comparison; fish diversity monitoring; standardization 

1 研究背景 

环境 DNA（environmental DNA, eDNA）结合宏条形码方法已成为水生生物多样性监测与研究的革

命性技术[1-2]。水生生物持续向水体释放脱落组织、粘液及排泄物等遗传物质，通过采集水样并结合高通

量测序，即可在无干扰的条件下获取群落水平的遗传信息，尤其适用于河流、湖泊及近岸海域等水生生

态系统的生态监测与动态评估[3-5]。环境 DNA 的核心优势首先在于经济可行性：随着高通量测序（HTS）

成本骤降，1 GB 数据价格已从 2010 年的数千元降至 2025 年不足 30 元, 使得环境 DNA 长时间序列、大

范围以及高频率动态监测成为可能[6-8]；其次是非入侵性：采样过程不干扰生物，具有无损伤、非侵入性

的特点[9-11]；第三是能够以高概率检测到稀有、隐蔽和难以捕捉的物种[12-14]；第四是多类群整合：环境

DNA 可同步监测多个动物类群（鱼类、两栖、昆虫等）与多个浮游植物类群，为全面评估生物多样性提

供全面的生态视角[15-16]。最后是技术流程可以标准化，可实现数据的可重复性与可追溯性[17]。 

环境 DNA 技术标准化建设是其实现成熟应用的关键路径。目前该技术方法多由不同实验室团队独

立研发，分析链条长，步骤多，涵盖现场采样、滤膜保存、DNA 提取、PCR 扩增、高通量测序和生物信

息分析等多个环节[18-19]。每一环节的细微差异如采样体积（1 L vs. 30 L）、保存液选择、滤膜材质（PES 

vs. GF）、引物选择、测序深度、OTU/ASV 阈值等均可能引入技术偏差[20-22]，导致环境 DNA 监测结果

呈现出差异。这些技术噪声的干扰可能掩盖真实的生态信号，使得跨研究、跨时空和跨区域的数据难以

拼接，无法形成可累积的长时序、大尺度监测体系。因此，环境 DNA 由“研究工具”迈向“管理工具”

的核心瓶颈已不再是方法验证，而是覆盖现场采样-分子实验-数据处理全流程的标准化，将技术变量与生

态变量分离，确保监测结果的可重复、可监管和可审计[23]。只有完成这一跨越，环境 DNA 才能真正服务

于大尺度生物多样性评估和监管决策[23]。 

环境 DNA 技术的标准化建设已成为国际共识，多个国际组织和国家已启动系统的标准化工作。欧

盟 2016 年建立了 DNAqua-Net（欧洲水生生态系统生物评估的基因工具研发网络）[24]，并发布系列技术

规范，以解决当前欧洲环境 DNA 研究“方法碎片化”、数据不可比较的痛点；美国地质调查局 2015 年发

布《环境DNA采样方案》[25]，该方案已成为美国国家水生环境DNA战略（National Aquatic eDNA Strategy）

的采样基础模块；此外，MIEM（Minimum Information for Reporting of Environmental Metabarcoding Data）

指南于 2024 年底发布，围绕环境宏条形码工作流程的各个环节（从实验室物理布局到数据归档）提供了

一套信息清单[26]。中国在环境 DNA 标准化方面进展尤为迅速。中国环境科学学会于 2023 年发布《淡水

生物监测环境 DNA 宏条形码法》（T/CSES 81—2023）[27]，这是我国首个环境 DNA 宏条形码领域的团

体标准，对采样-实验-质控-数据-报告全流程给出共识性操作规范。同年，江苏省发布地方标准《淡水生

物环境 DNA 监测技术方法》（DB32/T 4539—2023）[28]，为地方层面的环境 DNA 监测实施提供了具体

技术指引。2024 年以来，中国 eDNA 标准化体系持续扩展：北京市发布了《淡水大型底栖无脊椎动物环

境 DNA 监测技术规范》（DB11/T 2358—2024）[29]，四川省发布了《水生态监测环境 DNA 荧光定量 PCR

法》（T/SEEPLA 08—2024）[30]。2025 年，基于环境 DNA 的外来入侵水生动物分布评估技术指南已进入

国家生态环境标准征求意见阶段，同时《基于环境 DNA 的长江水生生物监测与完整性评价技术导则》



 

 

 

 

 

（T/CQSES 27—2025）也已正式发布[31]。这些标准的密集出台表明，中国正在快速构建覆盖方法流程和

生态评价的多层次环境 DNA 标准体系。 

欧美地区已在各自技术标准框架下开展了跨实验室环境 DNA 结果比对的研究，验证了标准化流程

对提升跨实验室可比性的有效性。Riccioni 等[32]在阿尔卑斯山淡水鱼类环境 DNA 比对研究中发现，两家

实验室在模拟群落和自然湖泊样本中均获得了良好的结果可重复性。Vasselon 等组织了涉及 14 个国家的

硅藻 DNA 宏条形码的能力验证和跨实验室方法比对，结果表明标准化流程能够支撑跨实验室间的可重

复和可靠数据产出[33]。此外，针对海洋底栖生物和鲑鱼养殖环境监测的跨实验室研究也得出类似结论：

标准化流程下不同实验室可获得高度可比的生态评估结论[34]。虽然我国标准体系已初步形成，但是尚未

开展在中国本土标准化框架内的“同标准、同样本、多中心”的系统性验证[17,23]。因此，在我国现行的

环境 DNA 标准体系框架下评估不同实验室间监测的结果一致性，既是验证现有标准有效性的关键环节，

也是推动标准由“文本规范”真正转化为“管理工具”的实证基础。 

本研究旨在回应上述需求，在江苏省地方标准《淡水生物环境 DNA 监测技术方法》（DB32/T 4539—

2023）框架下，评估不同实验室之间的环境 DNA 检测结果的一致性，为构建可比较、可审查的环境 DNA

监测标准化体系提供实证支持与科学基础。本次研究联合三家具有环境 DNA 检测经验的实验室，对同批

次采集的同一站点水样进行独立处理与测序，并采用统一生物信息学分析流程进行分析，具体内容包括：

（1）通过阳性样本验证此次实验流程的可靠性；（2）评估实验室内部的重复性；（3）比较三家实验室

之间在物种检出，α 多样性指数和物种组成等方面的一致性。我们预期，在标准规定的核心参数一致前提

下，实验室间检出物种重叠度和 α 多样性应具有较高一致性，但稀有物种检出可能受局部差异影响。 

2 研究方法 

2.1 阳性样本 

本次研究以鳙（Aristichthys nobilis）、棒花鱼（Abbottina rivularis）、银鲫（Carassius gibelio）、短

颌鲚（Coilia brachygnathus）、兴凯刺鳑鲏（Acheilognathus chankaensis）与䱗（Hemiculter leucisculus）

6 种鱼类为对象，分别提取各物种组织的 DNA，并将其 DNA 等质量混合构建成阳性样本。该阳性样本

用于评估环境 DNA 宏条形码过程中的假阴性与假阳性检出情况，即检测该体系能否正确识别阳性样本

的所有物种，以及是否出现非目标物种的 DNA 序列。 

2.2 环境 DNA 样本采集 

三个实验室于 2022 年 8 月同时在江苏省南京市江心洲夹江（118.713 E，32.034 N）（长江支流）进

行环境 DNA 野外样本采集（图 1），本研究未对现场过滤方式作出强制性统一规定，允许各实验室采用

其常规的过滤设备。实验室 1 与实验室 3 选用混合纤维素酯（MCE）膜和相同的真空泵进行过滤，每张

滤膜过滤水体积为 500 ml，每 6 个滤膜合并为一个样本，每个样本合计过滤 3 L 水，共 7 个重复样本。

实验室 2 选用 MCE 膜蝶式一体化过滤器进行过滤（图 1b），每个过滤器过滤水体积为 3 L，有 6 个重复

样本。此外，每个实验室都设置有采样阴性对照样本。各实验室采样人员采集样品后，将样品运送至各

实验室独立进行后续分子实验。 

2.3 DNA 提取和 PCR扩增 

DNA 提取依据各自使用的试剂盒制造商说明进行（见表 1）。所有实验室均使用鱼类通用引物 Teleo2 

(Forward-AAACTCGTGCCAGCCACC;Reverse-GGGTATCTAATCCCAGTTTG)[35]对 12S rRNA 基因片段

进行扩增。除采集的野外样本与采样阴性对照样品外，PCR 过程中设置 3 个 PCR 阴性对照。每个样本设

置 3 个 PCR 重复，以增加序列检出概率。各实验室 PCR 反应试剂、PCR 循环数和 PCR 热循环温度等参

数见表 1。扩增反应结束后，PCR 产物通过 2%琼脂糖加 GelRed 荧光染料凝胶进行电泳检测，将同一样

本的重复 PCR 产物混合，用 VAHTS DNA clean beads 磁珠（Vazyme，中国）进行片段选择和 PCR 产

物纯化。纯化后的产物用 Qubit 荧光定量 (Thermo Fisher，美国) 进行浓度测定，然后所有样本等质量混

合，用于高通量测序文库构建。各实验室均独立按照制造商操作说明完成建库，三个实验室统一要求每

个样本测序深度大于 1 万条。 



 

 

 

 

 

 

图 1 跨实验室比对 eDNA 采样点 

 (a)示意图，红色圆点为采样点，蓝色多边形为南京市，蓝色曲线为长江。（b）一体式蝶式过滤器 (c)总体技术路线 

Fig. 1 Sampling site for the inter-laboratory comparison of eDNA-based fish monitoring (a) Schematic map of the sampling site. The 

red dot indicates the sampling location, and the blue polygon delineates Nanjing City. The blue curve represents the Yangtze River. (b) 

Integrated butterfly-type filter. (c) General technical roadmap 

表 1 各实验室主要参数 

Tab.1 Key Parameters in Each Laboratory 

实验参数 实验室 1 实验室 2 实验室 3 

过滤水体积 3 L 3 L 3 L 

DNA 提取试剂盒 
Qiagen DNeasy  

Blood & Tissue Kits 

易基诺环境 DNA 提取试剂盒

MT060  

Qiagen DNeasy  

Blood & Tissue Kits 

PCR 引物 Teleo2 Teleo2 Teleo2 

DNA 聚合酶 Takara Taq 酶 Vazyme Taq 酶 Takara Taq 酶 

PCR 变性温度 95 ℃ 95 ℃ 95 ℃ 

PCR 退火温度 56.3 ℃ 56.3 ℃ 56.3 ℃ 

PCR 延长温度 72 ℃ 72 ℃ 72 ℃ 

PCR 循环数 31 35 35 

建库试剂盒 VAHTS Universal DNA 

Library Prep Kit for Illumina 

V3 

VAHTS Universal DNA 

Library Prep Kit for Ion 

Torrent V2 

Ion Plus Fragment Library Kit 

 

测序平台 Illumina Novaseq 6000 Ion Torrent Proton  Ion Torrent S5 Plus 

2.4 生物信息学分析 

测序数据质量用 FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)与 MultiQC[36]进

行查看。 Illumina 与 Ion Torrent 原始测序数据均用 Fastp 0.20.1[37]去除接头序列和剪掉低质量末端碱基

（Q 值 < 20）；Illumina 测序数据使用 vsearch (v 2.14.1) [38] --fastq_mergepairs 命令将各样本双端序列合

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/


 

 

 

 

 

并 。 合 并 后 的 Illumina 序 列 和 Ion Torrent 序 列 用 barcode_splitter 0.18.6 

(https://bitbucket.org/princeton_genomics/barcode_splitter)用于识别样本标签并根据标签拆分样本，允许样

本标签有 2 个错配碱基。然后使用 cutadapt 4.9[39]识别并剪去标签和正反向引物序列，允许引物序列有 0.1

的错配率。用 vsearch --fastq_filter 去掉含有 N 的序列，并将 fastq 文件转为 fasta 文件后合并各样本序列

文件为一个序列文件。随后用 vsearch --derep_fulllength 命令去除重复序列，vsearch --fastx_filter 命令保

留最小长度 120 bp, 最大长度 250 bp 序列。过滤完的序列通过 vsearch --uchime_denovo 命令去除 chimera。

使用 swarm[40]以 1 bp 差异进行 OTU 聚类，并将聚类结果转为 OTU 表格。最后使用 R 包 LULU 进一步

合并冗余的 OTUs [41]。用 vsearch --search_global 命令将 OTU 序列与从 NCBI 整理的本地物种条形码数据

库比对分析，物种水平的注释相似性阈值设置为 98%。最后，为了平衡技术噪音和保留可靠生态信号，

保留了各样本中序列相对丰度大于 0.1%的物种用于后续分析[42]。 

2.5 统计分析 

所有统计分析均在 R4.3.1 环境中完成。为识别稳定且真实存在的物种信号，仅保留在任意实验室中

至少 3 个重复样本中出现的物种用于后续群落分析。物种重复率指在至少 3 个重复样本或三个实验室中

出现的物种数占该实验室检出总物种数的比例。采用 R 包 vegan 2.6.4（https://vegandevs.github.io/vegan/）

进行群落生态学分析，具体包括：计算各实验室内部及实验室间的 Shannon 多样性指数、Simpson 多样性

指数和 Pielou 均匀度指数；基于 Bray-Curtis 距离进行非度量多维尺度分析（NMDS），以可视化实验室

内部及实验室间重复样本的物种组成差异；同时，采用置换多元方差分析（PERMANOVA）检验不同实

验室间鱼类群落组成的差异显著性。此外，使用 R 包 iNEXT[43]分析测序深度与检出物种数之间的关系，

评估各实验室的物种检出充分性。 

3 结果 

3.1 各实验室阳性样本结果 

阳性样本中的 6 种鱼类鳙（Hypophthalmichthys nobilis）、棒花鱼（Abbottina rivularis）、银鲫（Carassius 

gibelio）、短颌鲚（Coilia brachygnathus）、兴凯刺鳑鲏（Acheilognathus chankaensis）与䱗（Hemiculter 

leucisculus）在三个实验室均被成功检出，未观察到假阴性结果（图 2a）；且 6 种鱼类检出序列数占阳性

样本总序列数的比例均大于 99.5%(图 2b)，假阳性序列占阳性样本总序列数的比例分别为 0.44%、0.45%

和 0.06%，检出假阳性序列物种为鲤（Cyprinus carpio）和河川沙塘鳢（Odontobutis potamophila）。 

3.2 环境 DNA 样本实验室内部重复性 

实验室 1、实验室 2 和实验室 3 物种重复率分别为 100%，88%和 82%。各实验室内 α 生物多样性指

数(Shannon 指数，Simpson 指数，均匀度)的变异系数（标准差/平均值）皆小于 0.16（图 3 ab）。其中实

验室 3 的各生物多样性指数变异系数最小（≤ 0.08）；实验室 2 各生物多样性指数各变异系数均在 0.12

左右；实验室 1 的 Shannon 指数和均匀度指数变异系数稍高（0.153 和 0.135）。Bray-Curtis 距离表明实

验室内部样本之间的差异小于实验室之间的差异（图 3 c、d）。 

3.3 环境 DNA 样本实验室间结果 

三个实验室共同检出的物种为 16 种，分别占各实验室检出总物种数的 80%，88.8%和 94% (图 4 a、

b)。三个实验室之间 Shannon，Simpson 和均匀度指数的变异系数（CV）为 0.05、0.02 和 0.03。基于测序

深度（样本序列数）的 iNEXT 稀释与外推分析结果表明，三个实验室的物种丰富度均随测序深度的增加

而逐渐升高（图 4c），其中实验室 1 和实验室 2 的曲线整体趋于平缓，表明当前测序深度已覆盖大部分

可检测的物种，各实验室物种丰富度估计值的 95%置信区间高度重叠，表明三个实验室在观测物种数上

高度一致。基于 Bray-Curtis 距离的 NMDS 分析结果均显示实验室之间的物种组成呈现出分离的趋势（图 

3c），PERMANOVA 结果进一步显示，不同实验室间群落组成存在显著差异（R² = 0.35，P = 0.005），

组内离散度检验结果不显著（P = 0.47）；此外，基于 Jaccard 距离的 NMDS 分析（附图 2）同样显示实

验室间物种组成存在显著差异（PERMANOVA R² = 0.51, P = 0.001）,说明组间差异主要来源于群落结构

https://bitbucket.org/princeton_genomics/barcode_splitte
https://vegandevs.github.io/vegan/


 

 

 

 

 

本身的变化，而非组内离散度的差异。然而，实验室间共有物种序列相对丰度相关系数高达 0.94-0.98(图

5）。 

 

图 2 三家实验室阳性样本物种检出情况 (a)阳性样本物种相对丰度气泡图，X 轴为三个不同实验室，Y 轴为 6 个阳性物种。

不同颜色代表不同实验室，气泡大小代表该物种在该实验室中的序列相对丰度。（b）假阳性序列数和阳性物种 DNA 序列数

（log10 转换后）检出情况。绿色代表为真实阳性物种序列丰度，红色代表假阳性序列丰度。 

Fig.2 Detection of species in positive samples by three laboratories (a) Relative abundance bubble chart of species detected in positive 

samples. The X-axis represents the three different laboratories, and the Y-axis denotes the six positive control species. Colors indicate 

different laboratories, and bubble size reflects the relative abundance of each species in each laboratory. (b) Proportion of false 

positive and true positive sequence counts (log₁₀-transformed) in the total sequence count of each sample. Green represents true 

positive species, while red denotes false positive sequences 

4 讨论 

本研究从阳性样本假阳性与假阴性情况、环境 DNA 样本的物种重叠、多样性指数与物种组成差异四

个方面评估了不同实验室之间环境 DNA 结果的一致性。阳性样本结果显示所有预期物种在三个实验室

均被检出，且对应序列数占比大于 99.5%（图 2），证明了此次环境 DNA 宏条形码比对试验的结果具有

极高可靠性。环境 DNA 样本在不同实验室间物种检出重叠性方面，出现频次大于 3 的物种占比为 82-

100%；多样性指数有着较高的一致性，虽然实验室之间的物种组成显示出了部分差异，但是实验室共同

检出物种的相对丰度高度一致。 

4.1 标准稳健性验证 

在统一标准框架下，本研究各实验室根据自身实际条件灵活选择了现场过滤方法、DNA 提取试剂、

DNA 聚合酶和测序平台。但三个实验室在物种检出重叠度、α 多样性及共有物种丰度相关性上均表现出

一致性（图 5）。这一结果表明，该标准所规定的技术框架具有较强的稳健性，在本次组合条件下，核心

指标表现出较高的一致性。这一发现具有重要的实践意义：一方面，它验证了标准在采样环节“留白”

的合理性，有助于降低标准执行的硬件门槛，增强其在资源有限地区的可操作性；另一方面，它为后续

标准的修订提供了科学依据—哪些环节可以保留弹性，哪些环节需要进一步细化标准。 

4.2 影响跨实验室一致性的因素 

我们的结果显示实验室之间的物种组成差异是存在的（图 3cd）。可能因为基于样本间距离矩阵的分

析对于低丰度或偶发物种的出现与否高度敏感；即使只有少数稀有物种在不同实验室间存在检出差异，

也可能导致群落组成在统计上表现为显著不同[44]。相比之下，共有物种通常为群落中的优势或中等丰度

物种，其 eDNA 信号强度较高，受实验流程中随机误差和扩增偏好性的影响相对较小，从而在不同实验

室间表现出高度一致的相对丰度模式。实验室 1（Illumina NovaSeq 6000），测序深度最深，在 NMDS 排



 

 

 

 

 

序图中与其他两个实验室（Ion Torrent 平台）分离最明显（图 3c），且其独有物种检出数较多（图 4a、b）。

这与已有的研究结论一致，Illumina 测序平台碱基质量更高，能获得更多可以鉴定为物种水平的序列，且

更深测序深度会系统性增加物种检出概率，从而放大 β 多样性差异；相比之下，Ion Torrent 平台较高的

测序错误率可能导致部分真实序列被过滤，增加物种假阴性风险[45-47]。因此，本研究中测序平台与深度

的选择可能是驱动实验室间群落组成差异的首要因素。此外，也有研究显示 DNA 聚合酶是宏条形码方法

中影响物种检出和物种相对丰度的因素之一[48]；但不同的高通量测序文库制备方案对群落结果未产生显

著影响[49]。此结果表明，eDNA 宏条形码在不同信息层级上表现出不同程度的一致性：在优势物种具有

较高一致性，而在稀有物种检出和物种组成方面则对实验室差异更为敏感。 

 

图 3 实验室内重复样本检出类群（科）、多样性指数与物种组成差异 (a)各样本的物种检出情况，每个柱状图代表每个样本，

X 轴为物种数量。不同颜色代表不同的科。（b）三个实验室三种多样性指数的变异系数值，变异系数值越小，代表该实验室

重复样本之间差异越小。(c)各实验室所有重复样本物种相对丰度 Bray-Curtis 组成差异，每一个点为一个重复样本，不同颜色

代表了不同实验室。(d) 实验室之间和实验内部的 Bray-Curtis 距离比较，橙色为实验室之间距离，绿色为实验室内部距离。 

Fig.3 Taxonomic composition and within-laboratory α diversity coefficients of variation. (a) Family detection per sample. Each bar 

represents one sample, with the X-axis indicating the number of species detected. Colors denote different families. (b) Coefficients of 

variation for three α diversity indices across the three laboratories. Lower values indicate smaller variation among replicate samples 

within a laboratory. (c) Bray–Curtis dissimilarity of species relative abundance among replicate samples from each laboratory. Each 

point represents a replicate sample; different colors indicate different laboratories. (d) Comparison of Bray–Curtis dissimilarities 

between and within laboratories. Orange denotes between-laboratory distances; green denotes within-laboratory distances 

 

4.3 本研究不足之处与结论适用范围 

首先，采样地理范围单一，本研究采样地点仅 1 个（南京江心洲夹江），该水体为长江支流，未能覆

盖不同营养状态、水文条件及物种丰富度梯度（如贫营养湖泊、上游溪流等）。因此，结论对高异质性水

体或低生物量环境的适用性尚需验证。其次，稀有物种评估受限，本研究聚焦于相对丰度大于 0.1%的优



 

 

 

 

 

势物种，由于稀有物种信号易受测序深度等波动影响，需要在更一致的测序条件下进行评估。第三，多

变量混合，如前所述，本研究同时存在多个技术变量，无法完全分离各自独立贡献。此外，阳性样本中

检出的假阳性物种序列（鲤和河川沙塘鳢）可能源于提取或扩增过程中的微量污染，但其序列占比极低

（<0.5%），对本研究结果的可靠性影响可忽略。 

基于上述研究不足，本研究的主要结论适用于以下条件与范围：第一，监测目标类群为淡水鱼类，

扩增片段为 12S rRNA 基因；第二，水体类型为生物量中等或以上、环境 DNA 浓度充足的水体；第三，

监测指标限定为物种检出、α 多样性指数（Shannon、Simpson 及均匀度），以及优势和中等丰度物种的相

对丰度；第四，标准化程度要求类似 DB32/T 4539—2023。 

 

图 4 实验室间环境 DNA 样本物种多样性检出情况 (a) 三个实验室检出鱼类的相对丰度气泡图。不同颜色代表不同实验室，

点大小代表物种在该实验室中的平均相对丰度。(b) 三个实验室的检出物种的交集 upset 图，蓝色柱状图代表各交集物种数

量，灰色柱状代表各实验室及其物种数，黑色线和点代表交集。(c) 三个实验室基于测序深度的物种丰富度 iNEXT 稀释与外

推曲线。实线表示稀释曲线，虚线表示外推曲线，阴影区域表示 95%置信区间。 

Figure 4 Detection of species in field samples by 3 laboratories (a) Relative abundance bubble plot of fish species detected by the 

three laboratories. Colors represent different laboratories, and bubble size indicates the mean relative abundance of each species in 

each laboratory. (b) Upset plot showing intersections of species detected by the three laboratories. Blue bars indicate the number of 

species in each intersection; gray bars represent the total number of species detected by each laboratory; black lines and dots indicate 

specific intersections. (c) Species-richness-based iNEXT rarefaction and extrapolation curves for the three laboratories, with 

sequencing depth as the reference. Solid lines represent rarefaction curves, dashed lines represent extrapolation curves, and shaded 

areas indicate 95 % confidence intervals 

 

建议未来在更广泛的地理尺度、多类群及不同生物量条件下开展系统性验证，以进一步推广本研究

结论。同时，对于以 β 多样性为核心的评估应用，推荐在标准后续修订中明确测序平台与测序深度的一

致性要求。未来研究可以与传统捕捞调查结合进行验证，能更精确地量化两种方法在物种检出类群，物

种数量和物种组成上的一致性。最后，环境 DNA 技术并非取代传统调查方法，而是提供一种互补的视

角，以更低代价提供更全面的群落概览[50-51]。 



 

 

 

 

 

 

图 5 成对实验室间的物种相对丰度关系。左下三个图每个点代表一个物种，黑色实线代表两个实验之间物种相对丰度（对数

转换后）线性拟合模型。对角线三个曲线图为数据密度分布情况。右上三个图为相关系数 

Fig.5 Pairwise comparisons of species relative abundance between 3 laboratories. The lower-left scatter plots represent pairwise 

comparisons of species relative abundance （logged） between the laboratories, with each point corresponding to one species and 

the black line indicating the fitted linear model. The middle diagonal density plots show the distribution of species relative abundance 

for each laboratory. The upper-right panels display the correlation coefficients between the laboratories 

5 结论 

本研究在同一技术标准框架下，组织三家实验室开展环境 DNA 宏条形码跨实验室比对，主要得出以

下两方面的结论。第一，现行标准框架在核心监测指标层面具有跨实验室可重复性。 不同实验室在物种

检出重叠度（≥80%）、α 多样性（Shannon、Simpson 及均匀度指数的变异系数均小于 0.05）以及共有物

种相对丰度（相关系数≥0.94）上均表现出高度一致性。同时，标准在部分环节保留的弹性空间未对上述

核心结果产生显著干扰，验证了现行标准的稳健性与广泛适用性。第二，β 多样性及稀有物种检出对实验

室差异更为敏感，这一发现为标准修订提供了明确启示。 优势种与中等丰度物种在不同实验室间表现高

度一致，而群落结构分析（NMDS、PERMANOVA）中观察到的显著差异主要由低丰度稀有物种的随机

检出驱动。建议在后续标准修订中，基于 β 多样性的生态评估同时呈现“优势物种”与“全部物种”两

类分析结果，以降低稀有物种随机噪声对生态判读的干扰。综上，本研究为环境 DNA 标准的推广与优化

提供了实证支撑：既验证了现有标准在核心指标上的跨实验室可重复性，也指出了标准进一步完善的具

体方向。 

6 附录 

附图Ⅰ~Ⅱ见电子版（DOI: 10.18307/2027.0232）。 
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