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摘要 面对中国广袤且地形复杂的自然保护地, 传统监测手段在获取覆盖广域空间且涵盖全谱系的群落尺度数据 

时仍面临巨大挑战. 环境DNA(environmental DNA, eDNA)宏条形码技术为解决这一难题提供了新途径, 可实现非 

侵入式、高通量的物种检测, 并同时解析群落层面的广谱多样性信息. 本文聚焦陆生脊椎动物群落eDNA宏条形 

码, 系统评估其在赋能中国自然科学保护地监测中的潜力与关键挑战. 首先, 本文梳理了可用于陆生群落监测的 

多样化采样介质, 包括水体、土壤、空气及生物媒介eDNA等, 并分析其空间与生态信息特性. 随后, 通过对全球相 

关文献的系统性评估, 本文提出全流程“最佳实践”框架, 涵盖野外采样操作规范(如重复采样与阴性对照)、实验室 

全流程质控(如物理隔离、双端标签策略)、生物信息分析(如引物验证、过滤策略)以及下游统计建模(如占据模型 

的合理应用), 揭示当前研究现状与高标准之间的差距. 结合中国自然科学保护地的国情, 本文指出本土研究仍面 

临参考数据库覆盖不足等瓶颈, 并提出通过整合标准化eDNA操作、概率化统计推断及传统监测证据, 构建适用于 

复杂环境的eDNA常态化监测评估体系. 这一体系的完善, 将为国家公园及其他自然保护地提供长期、标准化的技 

术支撑, 使陆生脊椎动物eDNA监测逐步从试验性探索转向系统化应用. 
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人类活动引起的栖息地丧失、生境恶化及气候变 

化等一系列效应, 正导致全球生物多样性的持续下 

降 [1], 已严重威胁生态系统稳定性及其对人类社会的 

可持续支撑 [2]. 在此背景下, 精准识别并理解物种在时 

空尺度上的动态响应, 已成为制定高效生物多样性保 

护与恢复策略的根本前提 [3]. 长期生态学研究(long- 
term ecological research, LTER)通过积累连续观测数 

据, 为评估群落稳定性、种间互作及干扰响应提供了 

关键基础 [4]. 以珍·古道尔(Jane Goodall)在贡贝溪流的 

长周期野外研究为例, 这类基于长期定点观测的研究 

能够为单一物种的种群动态提供高质量的时间序列数 

据 [5]. 然而, 这种依赖高强度、定点式的人工监测模式, 
难以支撑大尺度生物多样性评估. 在全球生物多样性 

加速丧失的背景下, 传统野外调查(如目视调查、陷阱 

捕获等)往往受限于采样频率、空间覆盖及观察者偏 

差等问题, 难以快速获取覆盖全谱系、群落尺度的高 
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分辨率数据.  
这一挑战在中国以国家公园为主体的自然保护地 

体系建设中尤为突出, 特别是在陆生脊椎动物的调查 

与监测实践中. 中国脊椎动物多样性核心分布区多集 

中于西南山地等生物多样性热点地区, 这些区域具有 

显著的环境异质性和巨大的垂直海拔梯度, 孕育了大 

量分布范围狭窄、隐匿性强或具夜行性的物种 [6]. 在 

这种复杂的生境背景下, 传统监测手段面临严峻的物 

理与技术瓶颈: 实地样线调查通常难以进入偏远核心 

区, 导致数据在空间上存在系统性偏差; 目前广泛使用 

的红外相机技术虽在中大型兽类监测上成效显著 [7], 但 

对两栖类、爬行类以及树栖和小型隐匿性哺乳动物的 

探测能力仍然有限 [8]. 这种对不同类群检测效率的差 

异, 使得全面评估生态系统完整性面临巨大挑战.  
环境DNA(environmental DNA, eDNA)技术的出 

现, 为突破上述传统监测局限提供了新的分子生态学 

途径. 该技术通过获取生物体释放并遗留于各类介质 

中的遗传信息, 在无需直接观察或捕获个体的情况下 

实现物种探测 [9]. 随着分子技术的不断发展, 将eDNA 
与高通量测序技术相结合, 可以实现从单一环境样本 

中同时鉴定多个物种乃至多个类群, 从而显著提高对 

群落水平生物多样性信息的检测能力, 并使在传统调 

查难以实施的区域开展标准化、高覆盖的生物多样性 

普查成为可能 [10].  
目前, 基于水体eDNA的生物多样性监测在鱼类等 

水生类群中已形成相对完善的技术体系, 并在水域生 

态系统评估中得到广泛应用 [11~13]. 相比之下, 陆生脊椎 

动物监测中的eDNA应用由于受到信号源稀疏性、介 

质异质性以及分子降解与迁移模式不确定性的重重限 

制, 仍面临显著的方法学挑战. 这种高度不确定性对采 

样方案的设计严密性与结果解读提出了更高要求, 也 

成为该技术从试验性探索向常态化监测转型的关键瓶 

颈. 鉴于此, 本文旨在系统梳理适用于陆生脊椎动物 

eDNA监测的多样化介质及其适用边界; 在汇总全球研 

究经验基础上, 构建涵盖野外采样、实验室操作、生 

物信息分析及生态统计建模的全流程质量控制基准; 
并结合中国自然科学保护地的实际需求, 探讨如何通 

过这一体系提升数据可靠性, 为中国生物多样性监测 

网络提供可操作的技术支撑.  

1 eDNA的主要技术路径与研究领域 

eDNA技术的引入, 使生物多样性监测从基于个体 

或痕迹的直接观测延伸至对环境中分子信号的捕捉. 
然而, 该技术体系并非单一、通用的标准化流程, 而是 

随调查对象、研究目标及采样介质的不同而分化为多 

种技术路径. 因此, 在将eDNA技术应用于陆生脊椎动 

物监测之前, 有必要厘清各技术路径的适用情境, 特别 

是在多物种普查中, 不同检测策略之间的差异及其 

取舍.  

1.1 检测维度: 从单物种追踪到目标类群普查 

按照监测目标的不同, eDNA技术大致可分为两 

类: 针对单一物种的特异性检测, 以及面向类群层面的 

多物种调查.  
单物种靶向检测即针对单一或少数目标物种的特 

异性检测. 其核心在于“先验性”, 即研究者需预先明确 

监测对象, 并为其设计物种特异性的聚合酶链式反应 

(polymerase chain reaction, PCR)引物与探针 [14]. PCR 
对目标DNA信号进行指数级扩增, 可实现远超传统目 

视调查的检测灵敏度. 凭借这一优势, 靶向检测已成为 

入侵生物预警和濒危物种保护的重要工具. 例如, Jerde 
等人 [15]在芝加哥水道系统通过eDNA侦测到亚洲鲤鱼 

的早期入侵信号, 直接推动了五大湖区管理政策的修 

订; 对于斑鳖(Rafetus swinhoei)等极危物种, 该技术亦 

能提供关键的存续证据 [16]. 在技术手段上, 除常规 

PCR、实时荧光定量PCR(qPCR)和微滴数字PCR 
(ddPCR)外, 近年来基于CRISPR-Cas系统的核酸检测 

方法 [17]也展现出巨大潜力. 该方法依托Cas蛋白对靶序 

列的精准识别与切割, 在保持高灵敏度的同时, 凭借其 

恒温扩增特性, 为野外快速检测提供了新的可能. 总体 

而言, 靶向检测流程成熟、成本较低, 适用于大尺度筛 

查或长期时间序列监测, 但其固有局限在于无法兼顾 

目标物种以外的群落多样性信息. 
目标类群的广谱调查: 可获取特定类群(如脊椎动 

物)的多样性数据. 目前主要存在以下三种技术策略:  
(1) DNA宏条形码(DNA metabarcoding). 目前基于 

eDNA开展多物种调查最常用的方法. 与单物种靶向检 

测类似, 该技术同样依赖PCR扩增, 但其核心差异在于 

采用针对特定类群的通用引物 (如脊椎动物的12S 
rRNA通用引物), 从而可在单一样本中同时解析多个物 

种的组成信息 [10,18~22]. 在相对有限的资源投入下, 该技 

术可获取高通量的物种组成数据, 并显著降低对传统 

分类学鉴定的依赖, 因此成为当前开展广谱调查最具 

可行性的技术选择. 然而, 该技术不可避免地受引物扩 
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增偏好的影响, 且物种注释准确性高度依赖于参考数 

据库的完整性. 
(2) 宏基因组(shotgun metagenomics) 该方法不依 

赖PCR扩增, 而是直接对环境样本中的总DNA进行鸟 

枪法测序, 理论上具有较高的无偏性, 可保留原始 

DNA的相对丰度信息 [23~25]. 但在脊椎动物监测中, 其 

面临严峻的“信噪比”问题: 样本中大量序列(>80%)难 

以注释; 且可识别序列以微生物DNA为主, 脊椎动物 

序列通常不足1%. 因此, 即便显著提高测序深度, 能够 

获取的有效信息仍十分有限, 导致成本高昂而数据利 

用率低 [26], 成为其在脊椎动物监测中的主要瓶颈. 
(3) 捕获富集宏基因组(target enrichment metage

nomics) 该策略通过特异性RNA/DNA探针的杂交捕获, 
从环境样本中富集目标序列(如完整线粒体基因组或 

部分核基因组), 在避免PCR扩增偏好的同时显著提高 

目标DNA的检测效率 [27,28]. 相较宏条形码, 该技术可获 

取更丰富的遗传信息, 具备开展种群遗传学分析的潜 

力. 然而, 其实验成本高、流程复杂, 并高度依赖高质 

量参考基因组, 而许多野生动物仍缺乏相关数据. 因此, 
该技术目前主要用于古DNA研究(如沉积物eDNA重构 

古生态 [29]), 或特定珍稀物种的种群遗传监测 [30], 尚难 

以支撑大规模常规监测. 

1.2 研究领域: 从水生到陆生 

在eDNA技术发展的早期, 对脊椎动物等大型生物 

的监测主要集中在水生生态系统 [12,14]. 自Ficetola等 

人 [31]于2008年首次通过水样检测两栖动物以来, 水域 

脊椎动物(尤其是鱼类)的eDNA研究发展迅速, 成为该 

领域最活跃的研究方向 [14,20,32]. 这一发展不仅得益于 

水体良好的扩散与混合特性, 使有限水样可整合较大 

空间尺度的生物信息, 更与水生生态系统中传统调查 

方法长期存在的低效率、高偏差、高成本密切相关. 
在此背景下, eDNA作为一种非侵入、灵敏的替代手 

段, 被迅速纳入水生生物多样性监测, 并逐步形成相对 

成熟的技术流程与应用框架 [11,33~36]. 
相较之下, 陆生脊椎动物eDNA监测起步较晚, 其 

发展节奏在很大程度上受限于介质类型多样性及DNA 
信号来源与迁移过程的复杂性. 随着研究的推进, 采样 

介质逐渐突破水陆界限, 形成多介质并行、相互补充 

的格局. 一方面, 水体仍是获取陆生脊椎动物信息的重 

要载体——动物在饮水、涉水、排泄或洗浴过程中向 

水体输入DNA, 使水体在较大空间尺度上起到生物信 

息“汇聚器”的作用, 在哺乳动物等陆生类群的检出效 

率及区域物种组成刻画上展现优势 [37~45]. 另一方面, 
为弥补缺水或局域环境的监测盲区, 研究者开始探索 

多种非水介质 ,  包括土壤 [ 4 6 ~ 4 8 ] 、空气 [ 4 9 ~ 5 2 ] 、蛛 

网 [53~55]、粪便 [56~59]以及无脊椎动物源DNA(inverte
brate-derived DNA, iDNA; 如吸血蚂蝗、食腐昆虫 

等) [60~63]. 这些介质中DNA的来源多样, 反映物种活动 

的时空尺度各异, 但为陆生脊椎动物的检测提供了更 

多可能的途径.  
综上, 从水域到陆域的拓展体现了eDNA技术在采 

样介质与应用场景上的适用性延展. 水体凭借天然整 

合能力仍是解析大尺度陆生脊椎动物群落的关键介质; 
而土壤、空气及生物载体的引入则补充了缺水环境中 

的信息空白. 介质多样化使研究者可根据目标类群的 

行为生态与调查的空间尺度, 设计灵活且具成本效益 

的监测方案. 然而, 不同介质在eDNA信号来源、保留 

时间及迁移特性上差异显著, 系统理解这些介质的固 

有属性与适用边界, 是构建科学严谨的陆生脊椎动物 

监测体系的关键前提.  

2 陆生脊椎动物eDNA的采样介质 

陆生脊椎动物eDNA监测的核心在于如何从复杂 

陆地环境中有效获取微量遗留分子信号. 相比相对均 

质的水生系统, 陆地生态系统在空间结构和理化条件 

上高度异质, 因此不存在适用于所有研究目标和空间 

尺度的统一采样介质. 不同介质的eDNA信号在时空特 

征上差异显著: 如水体可汇聚并反映广域群落信息, 而 

土壤更多记录局域生境中的物种活动痕迹. 因此, 理解 

不同介质的信号形成机制及适用边界, 是合理设计陆 

生脊椎动物eDNA研究的基础. 本章将采样介质划分为 

环境介质与生物介质两大类, 并系统梳理其应用特征.  

2.1 环境介质 

环境介质是指不依赖特定生物或其附属产物、直 

接从无机环境采集的样本类型, 主要包括水体、土壤、 

积雪、空气与沉积物. 不同环境介质在eDNA信号来源 

与时空代表性上存在系统差异, 由此决定了其在陆生 

脊椎动物监测中的适用场景.  
水体是目前应用最广的环境介质. 流动水体(如河 

流、溪流)可通过水文过程整合集水区内不同位置的 

分子信号, 非常适用于区域尺度的物种名录构建和群 

落组成评估. 例如近期在高黎贡山约30000 km2区域的 
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研究显示, 通过系统采集溪流eDNA能够有效评估广域 

脊椎动物群落格局, 展示其在大尺度调查中的潜力 [39]. 
但汇聚效应也意味着单点信号难以对应物种的精确空 

间位置 [64,65], 近年来已有研究尝试将eDNA数据与水文 

模型结合, 以提升对信号来源区域的推断精度 [66,67].  
相比之下, 静水系统(如湖泊、水塘及人工饮水点) 

的eDNA信号通常反映局地尺度, 更适用于局域群落或 

特定物种活动的评估. 尤其在干旱或半干旱地区, 水源 

是野生动物高度集中的地点. 非洲稀树草原的研究表 

明, 通过天然或人工水坑的eDNA可有效检出访问水源 

的哺乳动物群落, 其结果与红外相机数据高度一致 [68]. 
对比不同水环境还发现, 静水系统中脊椎动物的检测 

概率高于流动水体, 这可能与静水中eDNA更新较慢、 

易于积累有关, 而流动水体的稀释与运输则会削弱信 

号强度 [69].  
土壤作为陆地生态系统的基质, 理论上是最直接 

的陆生动物eDNA沉积库 .  已有研究通过表层土壤 

eDNA分析, 获得了与红外相机监测相当的多样性结 

果 [48]. 然而, 土壤作为常规群落监测介质仍面临多重限 

制 [70]: 其理化性质复杂, 有机成分会增加eDNA信号解 

读的难度; eDNA在土壤中水平迁移有限, 单点样本通 

常仅反映极小范围信息, 导致群落调查需较高采样密 

度. 此外, 其检出效率受物种与地表接触方式影响, 使 

其在广域、多物种调查中的通用性受到限制. 因此, 土 

壤eDNA目前更多被用于精细尺度的微生境分析或针 

对特定穴居物种的定向监测.  
积雪是一种季节性环境介质, 适用于高纬度或高 

海拔地区的冬季调查, 主要用于特定陆生脊椎动物的 

存在确认, 常结合足迹采样对大型或稀有物种进行分 

子验证 [71~73]. 由于信号高度依赖动物活动路径, 其采 

样逻辑更接近于痕迹追踪而非系统化的环境抽样, 因 

此不适用于群落层面的普查.  
空气eDNA是近年兴起的前沿方向, 通过非接触方 

式捕获空气气溶胶中的DNA信号. 研究表明, 主动(动 

力抽气过滤)与被动(吸附介质自然沉降)采样在受控环 

境或特定生境中均具可行性 [50~52]. 近期研究显示, 在北 

京大学校园内通过被动吸附短期连续采集, 可检出数 

十种鸟类和哺乳动物 [52]. 然而, 在开阔野外环境中, 空 

气eDNA信号的扩散与保留易受风场、紫外辐射及降 

水等因素影响, 其时空代表性仍存在较大不确定性, 因 

此在常规化陆生脊椎动物监测中的适用性尚需进一步 

验证.  

最后, 沉积物主要体现为长期生物多样性信息的 

保存介质. 如湖泊或洞穴沉积物能长期保存DNA, 为 

重建历史群落变化提供依据 [74]. 但由于其时间整合尺 

度长, 沉积物eDNA往往难以反映现时物种分布, 且涉 

及古DNA提取与复杂实验流程, 因此不适合作为现代 

常规监测介质.  

2.2 生物介质 

生 物 介 质 是 指 利 用 生 物 个 体 或 其 衍 生 物 作 为  

eDNA信息的载体, 通过生物的产物或行为过程实现对 

目标脊椎动物的间接取样, 在一定程度上可突破复杂 

生境对人工采样可达性的限制.  
在现有研究中, iDNA是生物介质应用的典范, 其 

核心理念是将无脊椎动物视为生态系统中的“生物采 

样器”, 利用其摄食过程中富集的脊椎动物DNA进行监 

测. 自Schnell等人 [60](2012)证实吸血蚂蝗可用于森林哺 

乳动物监测以来, 该方法在区域尺度上逐步展现出潜 

力. 例如哀牢山的大规模蚂蝗采样首次在自然保护区 

尺度构建了陆生脊椎动物多样性图谱, 展示了iDNA在 

复杂地形中实现标准化、广覆盖普查的可行性 [62]. 除 

吸血类媒介外, 食腐苍蝇 [61,75~79]、食粪甲虫 [80~82]等也 

被用于iDNA研究. 尽管iDNA对探测隐秘物种具有一 

定优势, 但其数据解读需充分考虑媒介生态学特性: 不 

同媒介的摄食策略会直接影响可检出的物种谱系, 部 

分蚊种对特定类群具有偏好 [83,84], 而旱地蚂蝗的取食 

对象主要取决于地表遭遇率, 因此对树栖或飞行类物 

种的探测能力有限 [62]. 此外, 媒介体内DNA的留存时 

间从数月(如蚂蝗) [60]到数天(如蚊蝇) [85]不等, 导致信号 

反映的时间窗口不同. 无脊椎动物的活动强度还受气 

候、季节等物候条件影响, 因此iDNA的监测效率和数 

据代表性需结合媒介生态背景综合考量. 
相较于iDNA, 粪便作为生物活动产生的DNA载 

体, 其功能定位明显不同. 粪便eDNA的核心价值在于 

解析捕食关系与营养结构, 为理解生态系统的能量流 

动提供独特视角. 例如, 已有研究表明, 通过宏条形码 

分析食肉动物粪便, 可有效揭示同域共存捕食者的食 

物重叠与分化格局, 以及人兽冲突背景下的食物利用 

模式, 为保护管理提供依据 [59,86,87]. 然而, 粪便样本高 

度依赖目标物种样品的可发现性与采集机会, 难以实 

现标准化和均匀覆盖的采样, 因此在区域尺度多样性 

调查中的应用受到限制.  
此外, 一些由生物活动产生的痕迹介质也逐渐受 
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到关注. 如蜘蛛网 [53~55]可拦截空气中的生物颗粒, 从而 

富集脊椎动物DNA; 植物叶片表面可通过沉降积累环 

境中的分子信号 [88]. 这类介质往往具有明确的微生境 

指向性, 在特定生境或目标类群监测中可作为有价值 

的补充.  
综上所述, 不同采样介质在eDNA信号的形成机 

制、时空分辨率及生态学解释层面均存在显著差异. 
这种差异并不意味着质量控制原则的分散, 而恰恰凸 

显了在多种介质并行应用的背景下, 建立跨介质、可 

比较且可重复的全流程质控体系的必要性. 只有在统 

一的质控框架下, 来自不同介质的eDNA数据才能被可 

靠整合, 为陆生脊椎动物多样性评估与保护决策提供 

支撑.  

3 数据可靠性的挑战: 全流程质控与最佳实践 

eDNA数据的核心价值不在于技术前沿性, 而在于 

结果的生态学可验证性与可重复性. 由于eDNA信号来 

源环境复杂, 采样和实验流程对污染高度敏感, 该方法 

在应用于陆生脊椎动物监测时, 同时面临假阳性(来自 

污染或误鉴定)与假阴性(来自漏检)风险(图1). 因此, 
eDNA研究的可信度并不取决于单一环节的优化, 而是 

依赖于从野外采样、实验操作、生信处理到统计建模 

的全流程质控 [89]. 本章在系统梳理全球相关研究基础 

上, 结合定量文献统计, 评估关键质控要点的执行情 

况, 并总结当前领域公认的最佳实践原则.  

3.1 全球陆生脊椎动物eDNA宏条形码研究的整体 
格局 

为评估该领域研究对质控基准的执行现状, 我们 

对全球相关文献进行了系统梳理(Web of Science核心 

合集数据库, 2012~2025). 检索以“eDNA”为核心关键 

词, 并结合不同采样介质的扩展关键词进行组合检索. 
纳入标准为: 采用宏条形码技术、监测对象含陆生脊 

椎动物、仅限原创性研究, 排除综述或荟萃分析类 

文献. 
量化统计显示, 全球符合条件的脊椎动物eDNA宏 

条形码研究共764篇, 剔除仅涉及鱼类或海洋脊椎动物 

的研究后, 仅余222篇(29.1%), 显示该技术在陆域应用 

广度上仍不及水生生物(图2(a)). 并且其中一半(111篇) 
为模拟实验、引物开发或方案评估等方法学导向研究, 
表明该领域仍处于技术整合与适用性验证阶段, 尚在 

由方法探索向大规模野外监测过渡的时期. 

图 1 (网络版彩色)陆生脊椎动物eDNA宏条形码研究流程中错误来源示意图. 图中展示了采样、实验室及信息分析阶段中假阳性与假阴性误 

差的主要来源, 包括污染引入、信号丢失、扩增偏差及物种注释不确定性等关键因素. 图中部分图形元素由生成式人工智能工具Google 
Gemini辅助生成, 作者完成整体设计、内容修订与最终审核 
Figure 1 (Color online) Schematic of error sources in the terrestrial vertebrate eDNA metabarcoding workflow. The figure illustrates the primary 
sources of false positives (FP) and false negatives (FN) across the sampling, laboratory, and bioinformatic analysis phases, including contamination, 
signal loss, amplification bias, and species annotation uncertainties, etc. Some elements in the figure were generated with the assistance of generative AI 
tools (Google Gemini), while the authors completed the overall design, content revision, and final verification  
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从地理分布看, 欧洲团队贡献最多(79篇), 其次为 

北美洲(50篇)和亚洲(49篇), 大洋洲、南美洲及非洲分 

别为26、15和3篇, 反映出陆生脊椎动物eDNA研究在 

全球不同地区的发展水平仍存在明显差距.  
在采样介质方面, 水体(99篇)凭借其天然整合能力 

仍是获取陆生动物eDNA信号的主流载体(图2(b)). 粪 

便、食丸及肠胃内容物的研究数量次之(53篇), 但研究 

多聚焦偏食性与食物网分析, 而非物种多样性监测. 
iDNA(39篇)已成为目前聚焦群落尺度多样性监测的第 

二大类载体, 体现出研究者利用无脊椎动物取食特征 

辅助陆域监测的趋势. 空气作为新兴介质, 研究数量虽 

仅15篇, 但已超过起步更早的土壤(12篇), 显示出其发 

展潜力. 总体而言, 陆生eDNA的采样介质虽日趋多样, 
但不同研究在质控标准执行上的差异显著. 下文将围 

绕关键技术环节, 系统评估现有研究在控制偏差方面 

的实际执行情况. 

3.2 野外采样阶段: 漏检与污染风险的源头 

陆生脊椎动物eDNA监测的首要挑战在于信号捕 

捉的高度不确定性, 这主要源于种群密度普遍较低、 

动物行为差异以及环境异质性等多重因素的共同作用. 
由于陆生种群在单位空间内的生物量通常远低于水生 

生物, 其在环境中遗留的DNA信号总体较为微弱, 且信 

号汇入环境介质的方式也与水生生物存在显著差异: 
水生生物的信号可直接且持续地释放融入水体, 而陆 

生动物向水体的信号输入则高度依赖饮水、涉水等行 

为, 在时空上呈现明显的随机性与不连续性; 在土壤、 

空气等非水介质中, 这种微弱信号则受eDNA复杂迁移 

模式的影响, 常呈斑块状分布, 进一步加剧了采样尺度 

与点位选择对检测结果的影响. 在此背景下, 采样设计 

是否设置充足的独立重复成为检测可靠性的关键. 据 

文献统计, 约50%的研究未在样点尺度实施独立重复 

采样. 部分研究虽通过合并子样本来缓解微尺度异质 

性, 但若缺乏真正的平行样本就难以有效估计检测概 

率, 从而限制占据模型等层级统计方法对假阴性校正 

的效能. 因此, 科学的采样设计应在提升空间代表性的 

同时, 保留必要的独立重复, 并系统记录采样相关信息, 
以支持后续基于概率的分析框架.  

除了防控假阴性, 采样阶段另一关键挑战是防范 

污染引发的假阳性. 陆生脊椎动物eDNA通常以极低丰 

度存在, 野外环境、采样器材及人员操作引入的微量 

外源DNA极易在后续PCR扩增中被指数级放大, 造成 

物种误报. 文献统计显示, 在纳入分析的222篇研究中, 
仅约29%设置了野外阴性对照, 反映多数研究未对采样 

全过程的污染风险实施系统监控. 这意味着若污染发 

生于采样端, 即便后续实验分析再严谨, 也难以在后期 

有效追溯. 因此, 建立覆盖采样全过程的污染防控体系 

是eDNA监测的基本底线. 这不仅包括同步设置野外阴 

性对照, 更需严格的现场操作规范, 例如优先使用一次 

性耗材, 并在样点间对重复使用的器材实施严格去污.  
目前, 采用含次氯酸钠的漂白剂进行浸泡或擦拭, 

是公认有效且可操作性较强的去污手段. 已有研究表 

明, 在受控条件下, 较低浓度(如0.5%有效氯)的漂白剂 

在充分反应时间内可有效降解游离DNA [90]; 但在野外 

环境中, 污染来源复杂, DNA可能以细胞或组织形式 

存在, 且处理时间有限, 低浓度处理难以保证去污效 

果. 因此, 实际操作中通常根据污染风险采用分级处 

理: 常规表面去污可使用市售漂白剂按1:10稀释(10%, 

图 2 (网络版彩色)全球脊椎动物eDNA研究的年度数量及陆生采样 

介质趋势. (a) 全球陆生(红)与水生(蓝)脊椎动物eDNA研究年度数量 

趋势. (b) 仅陆生脊椎动物研究中使用不同采样介质的年度分布情况 
Figure 2 (Color online) Annual number of global vertebrate eDNA 
studies and trends in terrestrial sampling media. (a) Annual trends in the 
number of global terrestrial (red) and aquatic (blue) vertebrate eDNA 
studies. (b) Annual usage of different sampling media in terrestrial 
vertebrate studies only  
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v/v); 而对直接接触环境样品或污染风险较高的器材, 
可采用更高比例(如30%~50%, v/v) [91,92]进行短时间浸 

泡或反复擦拭, 以提高去污效率. 需注意的是, 高浓度 

次氯酸钠对金属器材具有腐蚀性, 对于精密或高价值 

设备可辅以专用DNA清除剂. 无论采用何种方式, 处 

理后均应使用无菌水或乙醇充分冲洗, 以避免残留氧 

化剂影响后续样本. 
此外, 样本保存同样是影响eDNA数据质量的重要 

环节. 无论介质类型, 保存方法需在DNA稳定性、运输 

可行性与野外条件限制之间权衡. 尤其在缺乏冷链的 

偏远山地, 使用核酸保存液(如Longmire’s或RNAlater) 
或无水乙醇对保证样本质量甚为关键. 但需注意乙醇 

挥发可能导致含水量变化, 影响保存效果. 因此, 在大 

规模监测前应开展预实验, 确定适用于目标区域的最 

优采样与保存方案, 是保障数据可靠的必要步骤.  
综上, 野外采样不仅是eDNA数据获取的起点, 也 

预先限定了后续分析的信息边界. 采样中是否设置独 

立重复, 决定了阴性结果能否可靠判读为真实缺失或 

检测失败; 而野外对照与规范操作的缺失, 则会削弱对 

潜在污染的追溯与防控. 这类关键质控信息具有不可 

逆性, 一旦缺失便无法在后续环节补救. 即便是使用占 

据模型进行统计校正, 其有效性也高度依赖于采样阶 

段所保留的重复观测与质控信息.  

3.3 实验室流程质控: 从物理隔离到扩增策略 

实验室阶段是eDNA研究中质控意识最为集中但 

实践执行仍显薄弱的环节. 文献统计显示, 尽管超过 

80%的研究设置了实验阴性对照, 但仅约32%明确在 

eDNA专用洁净实验室内进行PCR前操作, 而正压与空 

气过滤等高等级控制条件在多数研究中报告不足. 由 

于气溶胶污染具有隐蔽性和累积性, 物理隔离与空气 

净化不足极易引入背景噪声导致假阳性. 因此, 最佳实 

践应借鉴古DNA研究规范 [93], 强调PCR前、后操作的 

严格空间隔离与单向工作流, 配备专用设备, 并通过紫 

外照射与化学去污降低残留DNA风险. 尤其需注意, 
PCR产物作为主要污染源, 必须在与DNA提取及PCR 
前处理完全隔离的区域操作, 以防产物通过气溶胶回 

流至前期流程.  
除物理隔离外, 对照体系是识别和评估实验室污 

染的关键工具. DNA提取对照与PCR阴性对照应贯穿 

每个实验批次并同步进入测序. 然而统计显示, 仅约 

48%的研究将对照纳入测序并明确报告其污染状况, 

其余研究对照信息不透明或未测序, 严重削弱了污染 

识别能力, 也限制了研究间的可比性. 此外, 引入已知 

组成的阳性对照可用于验证实验体系有效性并为识别 

扩增偏差与错误序列提供参照. 需注意, 陆生eDNA样 

本常富含PCR抑制因子, 其整体性抑制可能导致扩增 

失败并产生假阴性. 为此, 可引入合成DNA内标检测 

抑制效应, 并在必要时进行去抑制处理或适度稀释模 

板; 但对低丰度eDNA而言, 模板稀释可能增加漏检风 

险, 需权衡使用.  
与其他调查手段不同, eDNA监测存在PCR扩增阶 

段的技术性未检出风险. 即便DNA被成功采集, PCR的 

随机性仍可能导致低丰度物种检测失败. PCR重复不 

仅能提高结果稳定性, 也是区分“采样未获取“与”扩增 

未检出“的必要手段. 最新的eDNA占据模型 [94]正是基 

于这一逻辑, 将采样与PCR视为两个独立检测过程, 分 

别估算检测概率, 因此要求每个样本保留多个独立 

PCR检测结果. 然而, 现有研究中虽约68%设置了PCR 
重复, 但近一半在扩增后合并产物, 仅得到单一扩增数 

据. 这使得扩增失败的可能性无法被准确估计, 从而让 

低丰度物种的检测概率被高估.  
为在实验操作层面保留这些关键重复信息, 识别 

序列的引入时机尤为关键. 无论学术术语如何定义(如 

标签tag、索引index), 只要在首次PCR扩增中引入以区 

分不同技术重复, 其功能即相当于“标签”. 在下一步 

PCR建库策略 [95]中, 扩增引物5ʹ端直接连接测序接头与 

索引序列, 可在单次PCR中同时完成目标片段扩增与 

建库, 从而用索引区分技术重复; 在两步PCR体系中, 
则必须在首次PCR中引入唯一标签组合, 以保留扩增 

阶段的独立观测值 [96]. 若识别标记仅在后续建库阶段 

添加, 一旦PCR后处理发生交叉污染或重组错配, 相关 

误差将难以溯源并在数据分析中识别和剔除. 因此, 采 

用双端标签设计, 其核心作用不仅在于区分技术重复, 
也可降低后续实验引入的假阳性风险 [96,97]. 

总体而言, 实验室阶段的质控核心不仅在于硬件 

条件的完善, 还在于通过规范的对照设置、识别序列 

的设计与管理及技术重复安排, 最大限度地保留能够 

区分不同误差来源的关键信息, 使假阳性与假阴性结 

果在后续分析中能够被有效识别.  

3.4 引物选择、生物信息处理与物种注释的可靠性 

引物选择、生信处理与物种注释是决定eDNA数 

据可靠性的关键环节. 其中引物选择作为实验设计的 
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起点, 从理论上限定了可被识别的物种范围. 因此在实 

际应用中, 首先需评估引物与研究区域内目标类群的 

匹配度: 若存在系统性扩增偏好或错配, 将直接导致群 

落组成的系统性漏检. 这种因引物匹配不足造成的“观 

察缺失”发生于实验最前端, 难以通过后期生信分析弥 

补. 同时, 引物扩增条码区的物种分辨率也很重要. 即 

便目标DNA成功扩增, 若该片段在近缘种间高度保守, 
仍难以实现可靠的物种区分. 因此, 在正式监测前基于 

本地参考序列对引物进行验证与优化, 并采用多引物 

组合策略以降低漏检风险, 已成为当前最佳实践的共 

识 [9,22]. 此外, 当监测目标之外的非研究对象DNA以高 

浓度背景形式存在并占用测序资源时, 可通过阻断引 

物(blocking primers)抑制非靶标DNA扩增 [98], 但同时 

存在误阻断序列相似的目标类群的风险. 随着测序成 

本持续下降, 增加测序深度以缓解非靶标序列的干扰, 
在多数情况下可能比采用阻断引物更为可行.  

在生信处理环节, 对原始测序数据进行预处理是 

所有后续分析的前提, 包括碱基质量筛除、去除接头、 

序列拼接及长度过滤等. 完成初步处理后, 如何在剔除 

假阳性噪声的同时保留真实低丰度物种信息, 成为该 

环节的核心挑战. 当前研究的分歧主要体现在过滤策 

略的选择上, 可概括为两类. 一类是常规阈值过滤策 

略, 通常先通过DADA2 [99]、OBITools [100]等工具进行 

算法去噪或归类, 以校正扩增与测序错误, 随后构建操 

作分类单元(operational taxonomic units, OTUs)或扩增 

子序列变体(amplicon sequence variants, ASVs), 再基于 

reads数或相对丰度设定阈值进行进一步清洗. 另一类 

是以DAMe [101]为代表的过滤策略, 其在构建OTUs或 

ASVs之前, 便通过设定序列在PCR重复中的最低出现 

频次及单次PCR内的最低拷贝数来筛除噪声. 该策略 

基于“随机扩增错误或微量污染在多次PCR重复中一 

致出现概率极低”的假设, 在前期污染控制符合最佳实 

践的前提下, 能更有效地平衡检测灵敏度与假阳性风 

险 [102]. 文献统计显示, 受限于实验流程的规范化程度, 
常规阈值过滤在现有研究中仍占主流(约68%). 然而, 
这类策略通常缺乏对实验体系背景噪声的自适应性, 
经验阈值的直接套用既可能导致错误序列未被充分清 

除, 也可能误删真实低丰度物种信号. 相比之下, DAMe 
类策略通过引入技术重复的多维约束, 更有利于区分 

随机错误与真实信号, 但其判别优势在系统性污染较 

严重时也会受到限制, 最终效果仍取决于前期实验质 

量与背景噪声特征.  

在序列单元的构建策略上, 传统的97%相似度聚类 

用于短片段eDNA序列处理时可能将近缘种错误合并 

为同一分类单元. 因此, 若采用OTU聚类, 应结合研究 

区域参考序列评估所选阈值是否能有效区分目标物种, 
避免因阈值设定不当造成物种“过分合并”. 文献统计 

显示, 约67%的研究已采用更高相似度阈值(如99%)或 

具有单碱基分辨率的ASV策略. 相较于通过固定相似 

度阈值的聚类方法, ASV能够完整保留遗传多样性, 并 

可结合LULU [103]等算法合并来自同一物种的冗余序列 

单元, 从而在不损失分辨率的前提下降低分析复杂度.  
物种注释作为连接分子序列与生态学解释的关键 

环节, 目前尚缺乏统一的标准方案. 文献统计显示, 超 

过半数研究采用BLAST进行序列比对, 其次为OBIT
ools中的ecotag, 而能够在概率框架下量化分类置信度 

的工具(如PROTAX) [102,104,105]应用比例仍较低(<7%), 
且仅有少数研究将区域物种名录作为先验信息加以整 

合. 这表明当前物种注释在很大程度上仍依赖人工筛 

查与经验判断. 多数研究采取“先分配后人工校验”的 

模式, 即根据区域物种名录或公共数据库(如GBIF等) 
中的分布信息对注释结果进行审查. 然而在应对长期、 

大规模监测所产生的海量数据时, 该模式不仅效率低 

下, 也容易受公共DNA数据库(如GenBank)中误注 [106]、 

区域特有物种缺失或人为疏忽的影响, 而引入新的注 

释错误. 因此, 对于长期监测, 最佳实践应优先采用能 

够量化注释不确定性的概率框架工具, 并结合区域物 

种名录约束, 从而降低低可信度结果被直接记录为物 

种的风险. 同时, 还应警惕核基因组线粒体假基因 

(Numts) [107]等伪信号被误计入物种多样性.  
值得强调的是, 生信处理的核心目标并非完全消 

除假阳性信号, 而是尽可能剔除由实验扩增与测序过 

程产生的错误序列. 低丰度但真实存在的污染序列可 

以在后续基于建模方法加以辨认, 而实验性错误序列 

一旦保留, 通常无法在统计分析中识别与修正. 为此, 
设置已知组成的阳性对照, 并结合PCR重复信息, 是剔 

除错误序列、保留真实低丰度信号的关键策略 [89]. 通 

过这样的分层质控, 生信环节才能为后续统计分析校 

正假阳性与假阴性偏差提供高质量的输入.  

3.5 统计分析与生态学解读 

陆生脊椎动物eDNA数据处理的终点并非物种名 

录的简单罗列, 而应是在不完全观测条件下对物种真 

实分布的概率化推断. 然而, 据文献统计, 仅9%(20/222 
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篇)的研究引入了占据模型, 且多局限于只能校正假阴 

性的传统框架, 针对eDNA特性发展、并基于多物种联 

合分析的模型 [94]应用仍极为有限. 这反映出领域内对” 
未检出不代表不存在”这一关键问题的系统性重视仍 

显不足.  
占据模型的核心价值在于为eDNA普遍存在的假 

阴性和假阳性偏差提供统一推断框架 [108,109]. 一方面, 
检测失败可能导致真实存在的物种未被观测到, 形成 

假阴性偏差; 另一方面, 实验室操作不当或生态过程 

(如捕食行为)带来的外源DNA则可能形成假阳性偏差. 
通过引入重复观测结构和分层建模(图3), 占据模型可 

同时估计这两类偏差, 从而显著降低这些不确定性对 

生态推断的干扰.  
需要指出的是, 占据模型的有效性高度依赖于输 

入数据的质量. 模型的核心价值在于处理严格规范流 

程下不可避免的随机性与不确定性(如物种的偶发性 

检出或极微弱的背景信号), 而非修正因操作不当或系 

统性污染导致的实验误差. 若数据源头存在显著质量 

缺陷, 即便形式上满足重复观测的结构要求, 模型推断 

结果仍可能缺乏可靠的生态学意义, 甚至产生误导性 

结论. 本质而言, 统计推断的稳健性在很大程度上受限 

于底层数据质量, 复杂的模型框架往往难以从存在系 

统性偏差的数据中提取出准确的物种分布信号.  
同时, 还需警惕模型在结构层面的误用. 占据模型 

推断依赖于明确的分层重复观测结构: 采样重复反映 

野外采样是否成功获取目标DNA信号, 而DNA提取、 

PCR等技术重复则反映实验过程中对该信号的检测概 

率. 两类重复对应于不同阶段, 在模型中承担不同角色, 
不能简单等同, 否则模型估计将失去对真实占据过程 

的解释力. 此外, 样点数量有限或环境协变量信息不足 

时, 占据概率数值也难以支撑稳健推断. 已有文献在不 

满足上述前提的情况下直接套用占据模型, 导致单一 

图 3 (网络版彩色)eDNA占据模型的分层统计推断示意图. 图中展示了从真实占据状态在采样层与实验层逐级传递过程中产生的误差累积. 
通过引入多层级重复观测, 模型能够在统计层面同时估计并校正各级假阴性/假阳性偏差(相关数学推断原理详见文献[108]), 从而在底层输出 

还原后的物种真实占据概率(ψ). 图中部分图形元素由生成式人工智能工具Google Gemini辅助生成, 作者完成整体设计、内容修订与最终审核 
Figure 3 (Color online) Schematic of hierarchical statistical inference in the eDNA occupancy model. The figure illustrates the error accumulation 
during the step-by-step propagation of the true occupancy state through the sampling and laboratory levels. By introducing multi-level replicated 
observations, the model can simultaneously estimate and correct false negative/false positive biases at each level within a statistical framework (see Ref. 
[108] for detailed mathematical inference principles), thereby outputting the recovered true species occupancy probability (ψ) at the base level. Some 
elements in the figure were generated with the assistance of generative AI tools (Google Gemini), while the authors completed the overall design, 
content revision, and final verification  

评 述  

6693  



样本检出的物种仍获得高占据概率, 这类结果在方法 

学上缺乏可靠支撑, 也可能误导保护决策.  
此外, 统计分析的单位选择亦可能引入错误. 例如, 

部分研究将OTU直接作为物种单元用于生态分析. 由 

于eDNA短条码和聚类方法的共同影响, OTU与物种并 

非一一对应: 一方面, 种内遗传变异及聚类阈值的设定 

可能将同一物种划分为多个OTU(图S1(a)); 另一方面, 
条码分辨力的局限又可能将近缘物种合并为单一OTU 
(图S1(b)). 在此情况下, 若直接以OTU层面的统计结果 

推断物种层面的生态格局, 可能引起系统性偏差. 
类似地, 将测序reads数直接或经对数转换后用作 

相对丰度指标, 仅在引物对目标类群无显著扩增偏好, 
且样本间技术噪声得到有效控制的前提下才具备解释 

基础. 考虑到eDNA信号的高度空间异质性, 将reads数 

直接等同于丰度往往缺乏稳健支撑. 相比之下, 更审慎 

的策略是将reads数作为观测强度输入适配的统计模 

型, 通过模型对其生态含义进行约束性解释, 而非在分 

子层面直接赋予其丰度意义. 
在最佳实践中, 统计模型不应被视为数据分析阶 

段的事后修正工具, 而应从研究设计阶段就被前置考 

虑. 通过围绕模型假设合理布设样点、构建独立重复 

结构, 并在数据层面提供经过充分质控的可靠输入, 统 

计建模才能真正发挥其校正检测概率、量化不确定性 

的优势, 使eDNA监测从“是否检出”的描述性工具, 发 

展为能够支撑概率化生态推断的科学方法.  
在实际监测中, 上述重复结构的构建还需在检测 

可靠性与资源投入之间进行权衡. 需要强调的是, 采样 

重复与实验重复并非针对特定目标物种的可选优化, 
而是支撑检测概率估计与模型推断的基本前提. 具体 

重复水平则应依据研究目标与系统特征进行调整: 在 

目标物种稀有或检测概率较低的情境下, 增加采样或 

PCR重复有助于降低假阴性风险; 而在信号较强或目 

标为常见物种时, 则可在保证模型可识别性的前提下 

适度降低重复强度. 鉴于不同区域环境异质性、目标 

类群及技术条件差异显著, 统一的重复数量标准难以 

适用, 更可行的策略是在研究初期通过预实验评估检 

测概率及其变异性, 并据此优化采样与实验设计, 使有 

限资源在统计效率与监测覆盖之间取得平衡.  
综上所述, eDNA研究中假阳性与假阴性的风险贯 

穿于野外采样、实验室操作、生物信息处理及统计分 

析的各个环节. 数据可靠性并非源自某一个步骤的技 

术先进与否, 而在于整个流程的系统性集成以及关键 

质控标准的同步满足. 文献量化结果显示, 尽管部分关 

键质控与分析手段已被证明对提升数据可靠性具有决 

定性作用, 但其在现有研究中的采纳率仍然有限. 高质 

量的陆生eDNA监测, 应以严谨的采样设计为前提, 以 

规范化、可追溯的操作为基础, 以严格去污、物理隔 

离等硬件环境为支撑, 再辅以生信去噪与概率化统计 

建模的协同应用, 并在数据与分析层面保持充分透明. 
唯有在这一整合框架下, eDNA技术才能从探索性研 

究, 逐步发展为支撑长期生态监测与生物多样性保护 

决策的可靠工具.  

4 中国陆生脊椎动物eDNA监测的机遇与挑战 

从全球研究格局来看, 中国在eDNA领域虽起步稍 

晚, 但近年来在亚洲乃至全球范围内展现出高度的研 

究活跃度. 据文献统计, 截至2025年, 国内已发表脊椎 

动物eDNA宏条形码研究196篇, 约占亚洲总量的66%, 
位居区域首位. 然而, 其研究结构呈现显著的“水强陆 

弱”特征: 其中仅27篇关注陆生脊椎动物, 占比不足 

14%, 远低于全球29.1%的平均水平. 从发表时间看, 剔 

除仅涉及食性分析的研究, 国外早在2012年即开始探 

索陆生群落的eDNA监测, 而国内真正意义上的多样性 

调查研究直到2021年后才逐步出现. 这种结构性失衡 

与起步的滞后, 客观反映了陆域环境复杂性对分子监 

测造成的技术障碍, 也意味着eDNA技术在中国生物多 

样性保护最为迫切的陆域监测领域, 仍未在主流监测 

体系中获得充分认可与发挥.  
尽管整体数量有限, 近年来国内已陆续出现具有 

国际前沿代表性的研究, 在研究设计、流程规范与统 

计分析框架上展现出较高的成熟度. 例如, 在中国云南 

哀牢山开展的蚂蝗iDNA研究 [62], 通过系统化样本采集, 
在近700 km2的自然保护区尺度上重建了陆生脊椎动 

物群落组成, 为在复杂山地环境中开展广域eDNA普查 

提供了关键实证. 而近期在高黎贡山约30000 km2范围 

内实施的溪流eDNA研究 [39], 则进一步引入适配eDNA 
数据特性的多物种占据模型, 通过分别估算采样和实 

验阶段的检测概率, 实现了对物种检测双重偏差的概 

率化校正. 除上述以监测为导向的研究外, 国内亦有在 

西南山地及三江源地区开展的食肉动物粪便DNA研 

究, 在区域尺度上验证了物种鉴定结果与红外相机监 

测的高度一致, 并拓展至食性结构分析 [86,87]. 总体而 

言, 尽管此类高标准研究目前仍属少数, 但其方法论上 

的成熟度, 已初步勾勒出中国陆生脊椎动物eDNA监测 
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由“跟随验证”向“标准输出”转变的潜在路径, 为正在推 

进中的国家公园体系建设中的常态化监测提供了重要 

参考.  
然而, 要将eDNA技术在中国自然科学保护地实现 

规模化应用仍面临多重瓶颈.  
首先是参考序列库在条码选择、地理来源与类群 

覆盖上的系统性不足. 在国际生命条形码计划( Interna
tional Barcode of Life, iBOL)的推动下, 当前公共数据 

库中储备最丰富的动物条码主要集中于COI基因 [110]. 
然而, 在环境样本中, COI引物易优先扩增无脊椎动物 

和微生物, 从而淹没脊椎动物信号, 限制其检测灵敏度. 
因此, 脊椎动物eDNA研究更倾向于使用12S或16S 
rRNA基因. 据文献统计, 在全球陆生脊椎动物的eDNA 
研究中, 12S和16S的使用率分别为75.2%和47.7%, 而 

COI的使用率仅为22%(且多用于广谱真核生物扩增). 
在现实中, 12S/16S的序列储备远低于COI, 导致高需求 

条码与高覆盖数据库之间存在显著错位. 以中国西南 

山地等热点地区为例, 实测统计显示公开数据库对区 

域内记录物种的12S序列覆盖率仅60%~70% [39], 仍有 

三分之一以上的物种处于“分子本底空白”状态. 此外, 
现有参考序列在地理来源上亦存在不足, 部分数据源 

于非本地标本, 而种内地理分化可能导致eDNA序列与 

参考序列之间的匹配相似度低于常规鉴定阈值(如97% 
~99%), 从而降低注释准确性. 因此, 构建覆盖多条码、 

整合凭证标本与地理分布信息的本土化参考数据库, 
是推动中国陆生脊椎动物eDNA实现规模化应用的首 

要任务. 
其次是“eDNA生态学”基础研究在中国本土的明 

显缺位. 中国横跨多个气候带, 不同生境下eDNA的空 

间代表性差异显著, 但目前针对eDNA在复杂生境中的 

迁移与衰减过程的系统研究极其有限. 在缺乏这些基 

础认知的情况下, 样点布设、采样频次以及对统计分 

析至关重要的环境协变量范围, 都难以获得具有普适 

性的科学依据. 因此, 当前中国陆生eDNA监测所面临 

的核心挑战, 并非分析工具本身的缺乏, 而是先进分析 

框架与薄弱的底层数据支撑, 以及对eDNA本身复杂性 

认知不足之间的脱节. 
除需要弥补这些底层数据与生态过程认知的不足 

外, 中国陆生脊椎动物eDNA监测的突破更在于多种 

观测手段的协同应用. 这种整合的核心, 是充分发挥 

不同方法的优势互补: eDNA技术凭借其对全谱系类 

群的高灵敏检测能力, 能够覆盖红外相机等传统方法 

在两栖类、爬行类、小型哺乳类等隐蔽物种上的监测 

盲区; 而基于影像或实地观察的物理证据, 则可以为难 

以注释或存在争议的分子信号提供关键参考和验证. 
通过引入层级建模, 将多种观测数据整合到统一的概 

率框架中, 利用物理证据为分子信号提供校正与约束, 
从而更可靠地评估物种存在状态. 这种由“数据叠加” 
向“证据互补”的转变, 不仅能有效弥补底层数据缺失 

带来的推断风险, 也将推动eDNA从一种前沿的分子 

检测手段, 逐步融入主流保护决策依赖的综合监测体 

系中.  

5 结论与展望 

eDNA宏条形码技术作为分子生态学的重要发展, 
为提升中国陆生脊椎动物监测的空间覆盖、类群完整 

性、精准度及标准化提供了新的可能. 本综述通过梳 

理全球研究现状发现, eDNA技术从水生向陆生的拓 

展, 并非简单的应用场景延伸, 而是伴随着采样介质多 

样化、实验流程因地制宜的系统化调整以及结果解释 

方式转变的整体过程. 尽管该技术在提高隐秘物种的 

检出率、覆盖偏远区域方面具有明显优势, 但其科学 

价值的实现必须建立在全流程质控体系之上. 单纯的 

技术更迭并不能直接转化为科学决策依据, 只有在充 

分认识观测结果存在局限性的前提下, 对检测偏差进 

行系统控制与解释, eDNA数据才能支持稳健的群落层 

面推断.  
在此基础上, 未来中国陆生脊椎动物eDNA监测的 

进一步发展, 将深度受益于自动化与智能化的工程革 

命. 研发适配中国复杂山地环境的自动化或半自动化 

采样平台、野外现场eDNA自动处理站, 以及基于微流 

控技术的模块化实验室流程, 将是推动该技术从实验 

室科研转向野外常态化业务的核心驱动力. 同时, 人工 

智能技术不仅将赋能生物信息的自动注释与参考数据 

库的智能校补, 还可用于在大规模监测数据中识别异 

常模式与趋势变化, 为后续的管理响应提供决策线索. 
通过构建AI驱动的监测分析云平台, 可以实现从样本 

采集到结果产出的全过程数字化管理, 推动监测结果 

由阶段性汇总向更具时效性的连续评估转变. 这种智 

能化的转型, 要求我们在系统设计上更加清晰地界定 

每一环节的不确定性来源, 从而在提升监测效率的同 

时确保科学产出的严谨性.  
从宏观治理层面看, eDNA技术能否在中国生物多 

样性保护中形成长期价值, 取决于数据体系与管理规 
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范的同步完善. 当前, 陆生脊椎动物条形码与参考基因 

组在地理和类群上的覆盖不足, 仍是制约群落层面推 

断的重要瓶颈. 未来亟需在国家层面推动高质量参考 

序列的系统积累, 并建立跨研究团队、跨管理部门的 

数据整合机制, 以减少重复投入带来的资源浪费和信 

息割裂造成的障碍. 在此基础上, 应明确区分探索性研 

究与常态化业务监测的不同目标, 逐步形成适用于自 

然保护地体系的eDNA操作与解读规范. 只有当方法边 

界清晰、数据来源透明、推断步骤可复核时, 陆生脊 

椎动物eDNA监测才能真正融入生物多样性保护决策 

体系, 并在全球生物多样性治理进程中提供具有实践 

意义的中国经验.    
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Environmental DNA (eDNA) metabarcoding has emerged as a powerful molecular approach for non-invasive, high-throughput 
biodiversity monitoring, enabling the detection of multiple taxa from trace genetic material shed into the environment. While 
initially developed and validated in aquatic ecosystems—where water acts as a natural integrator of biological signals across space 
—the method has undergone rapid expansion into terrestrial environments, where greater environmental heterogeneity and lower 
DNA availability impose new methodological challenges. 

Focusing on terrestrial vertebrate communities, this review synthesizes the technical development of eDNA metabarcoding 
from aquatic to terrestrial applications, emphasizing the diversification of sampling media. These can be broadly categorized into 
environmental media (e.g., water, soil, air, and sediment) and biological media (invertebrate-derived DNA, iDNA, and feces), 
each characterized by distinct mechanisms of DNA accumulation, transport, and persistence. Flowing water integrates 
biodiversity signals across catchments, enabling regional-scale community assessments, whereas localized media such as soil and 
air provide finer-resolution snapshots of species presence but are constrained by spatial representativeness and DNA retention. 
Biological samplers, including hematophagous leeches and carrion flies, further extend detection capacity in complex or 
inaccessible terrains, particularly for cryptic and nocturnal species. 

A central limitation of terrestrial eDNA applications lies in the high susceptibility to both false-positive and false-negative 
detections, arising from contamination, stochastic DNA capture, amplification biases, and incomplete reference databases. These 
sources of error are cumulative and often irreversible if not addressed at early stages. Based on a systematic review of 222 peer- 
reviewed studies on terrestrial vertebrate eDNA metabarcoding published between 2012 and 2025, we evaluate the 
implementation of quality control (QC) practices and identify critical gaps between current practice and best-practice standards. 

Rather than prescribing uniform protocols, we propose a comprehensive QC framework spanning four key stages. First, field 
sampling design must incorporate independent spatial replication and field negative controls to distinguish true absence from 
detection failure, yet approximately half of existing studies lack adequate replication. Second, stringent laboratory procedures— 
including physical separation of pre- and post-PCR workflows, contamination control, and early-stage dual-indexing strategies— 
are essential for preserving the integrity of technical replicates and enabling error tracing. Third, optimized bioinformatic 
pipelines should balance noise removal and taxonomic resolution through denoising approaches (e.g., ASVs) and probabilistic 
taxonomic assignment, while accounting for uncertainties in reference databases. Fourth, statistical inference, particularly 
occupancy modeling based on hierarchical replication structures, provides a robust framework to account for imperfect detection, 
although it remains underutilized (<10% of studies). 

We conclude that, when implemented under rigorous QC standards, eDNA metabarcoding is sufficiently mature to support 
routine biodiversity monitoring in complex terrestrial systems. In the context of China’s rapidly expanding national park network, 
its application will require parallel development of regionally comprehensive reference sequence databases and integration with 
conventional monitoring approaches within probabilistic frameworks. Such advances will enable scalable, standardized, and 
scientifically robust biodiversity assessments, supporting evidence-based conservation and management. 

eDNA, terrestrial vertebrates, metabarcoding, community monitoring, quality control 
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