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摘要： 鲸类作为海洋生态系统中的顶级捕食者，是维持海洋生态平衡和生态稳定的关键物种。广西涠洲岛布氏鲸 (Ba-

laenoptera edeni edeni) 是中国近海唯一稳定出现的须鲸种群，但其栖息地分布现状尚不明确。由于布氏鲸活动能力强、

分布范围广，目视监测难以进行稳定跟踪调查。基于此，结合环境 DNA (Environmental DNA, eDNA) 技术，监测了不

同时期 (2022 年 4 月和 2023 年 1 月) 涠洲岛布氏鲸栖息地的分布现状。研究发现，4 月在布氏鲸的热点分布海域 (涠洲

岛—斜阳岛之间) 目视和 eDNA 均发现布氏鲸存在 (n=3)，同时在涠洲岛西南海域也发现布氏鲸存在 (n=2)，其中有

1 个站位仅 eDNA 检测到；1 月在布氏鲸的热点分布海域目视和 eDNA 均发现布氏鲸存在 (n=1)，涠洲岛东部海域仅

eDNA 检测到布氏鲸存在 (n=1)。结果表明，eDNA 技术相比目视具有更高的灵敏度，可用于验证布氏鲸的分布，同时

发现涠洲岛东部和西南部海域是布氏鲸的潜在热点分布海域。该研究验证了 eDNA 技术在涠洲岛布氏鲸分布监测上的

可行性，进一步明确了涠洲岛布氏鲸栖息地的分布现状，为其种群的高效监测和科学保护提供了基线信息。
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Abstract: Cetaceans,  as apex predators in marine ecosystems, play a key role in maintaining ecological  balance and stability.

The Eden's whale (Balaenoptera edeni edeni) in Weizhou Island is the only baleen whales population that consistently appears in

the waters near China. However, their specific distribution around Weizhou Island remains unclear. Due to their extensive range

and  active  behavior,  conducting  stable  tracking  surveys  via  visual  means  is  challenging.  Thus,  through  environmental  DNA

(eDNA) technology, we assessed the distribution status of Eden's whales habitats around Weizhou Island during different peri-

ods (April 2022 and January 2023). The study reveals that in April, Eden's whales were visually observed and detected via eDNA

in the hotspot distribution area (Between Weizhou Island and Xieyang Island) (n=3). They were also found in the southwest wa-

ters of Weizhou Island (n=2), with one site solely identified via eDNA. In January, Eden's whales were visually observed through

eDNA in the hotspot distribution area (n=1) and detected through eDNA in the eastern waters off Weizhou Island (n=1). The

findings indicate that compared with visual observation, eDNA technology exhibited higher sensitivity and could be utilized to

verify the distribution of Eden's whales.  Furthermore,  potential  hotspot distribution areas for Eden's whales were identified in

the eastern and southwestern waters off Weizhou Island. In conclusion, this research validates the feasibility of utilizing eDNA

technology for monitoring the distribution of Eden's whales around Weizhou Island. Besides, it provides further clarification re-

garding the distribution status of Eden's whales habitats around Weizhou Island, which supplies essential baseline information

for the effective monitoring and scientific conservation of this population.
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鲸类动物作为海洋生态系统中的重要成员，扮

演着不可替代的角色；作为顶级捕食者，在调控海

洋食物链和生态平衡中具有关键作用。鲸类通过控

制中下层生物资源量，对海洋生态系统的稳定性与

多样性产生直接影响。鲸类的洄游和迁徙行为使之

成为不同海洋生态系统间的桥梁，促使物质循环、

能量传递等关键生态过程协调进行。此外，鲸类还

在文化、经济领域发挥着巨大作用，譬如鲸豚在绘

画、雕塑中的文化象征，赏鲸活动为地区带来经济

收益[1] 等。然而，截至 2021 年，世界上已有 37%

的鲸类被国际自然及自然资源保护联盟 (IUCN) 列

为受威胁物种。鲸类的栖息依赖于猎物的可获得

性、安全的环境和特定水温；人类海洋活动和气候

变化带来的环境压力，将会造成鲸类分布和行为的

改变[2-4]。因此，亟需快速、有效的鲸类生物监测

方法，为其管理和保护措施的制定提供参考。

鲸类分布的研究多依赖于目视观测和被动声学

调查[5-6]，调查方法的局限性导致鲸类分布的基础

信息仍显不足，限制了有效保护措施的制定。环

境 DNA (Environmental DNA, eDNA) 技术是一种非

侵入性收集水生动物遗传信息的方法，具有灵敏、

准确、可靠的优势。该技术通过采集水生动物释放

到水体中的遗传物质，利用 PCR 技术可对濒危、

稀有物种进行遗传监测，对目标物种和环境的负面

影响极小[7-8]，已被广泛应用于多种水生动物的监

测[9-13]。2016 年，中国广西涠洲岛周围海域布氏鲸

(Balaenoptera edeni edeni) 群体被首次发现[14-15]。基

于公民科学问卷调查与实地调查相结合的方法对涠

洲岛周围海域布氏鲸觅食区的调查表明，该海域布

氏鲸的觅食热点区域位于涠洲岛与斜阳岛之间，觅

食的高频时间为每年 3—4 月[14-15]。线上渔民社区

和应用程序 2 种方式收集的布氏鲸群体目击数据显

示从 11 月至次年 2 月均有其目击记录，分布区域

在涠洲岛以南及斜阳岛周围海域[16]。此外，有研

究发现 2019—2021 年涠洲岛—斜阳岛周边海域布

氏鲸种群数量较为稳定，无明显差异，并新发现

2 种捕食行为[17]。

以往对布氏鲸分布的研究集中于涠洲岛—斜阳

岛邻近海域，但其在涠洲岛—斜阳岛周围海域分布

的现状仍不清晰，且以往研究多使用目视观测数

据。因此，本研究拟采用目视与 eDNA 相结合方

法，系统探究布氏鲸在涠洲岛—斜阳岛周边海域的

分布现状，尤其是热点栖息地的分布，以期为北部

湾布氏鲸的长期监测与保护提供基线信息。

 1    材料与方法

 1.1    研究区域

涠洲岛位于北部湾海域中部，是广西最大的两

个古火山残堆体岛屿之一[18]，面积约 26 km2，年

均气温 23.0 ℃，平均降水量 1 297 mm，年均海面

温度 24.6 ℃，年均海水盐度 31.9‰[19]，蕴含丰富

的海洋生物资源。

 1.2    样品采集

调查站位从涠洲岛—斜阳岛布氏鲸热点分布海
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域向四周扩张设计，共 32 个采样站点 (图 1)。采

样时间为 2022 年 4 月和 2023 年 1 月，其中 1 月是

布氏鲸陆续出现在涠洲岛邻近海域并且数量初步稳

定的时期，4 月是布氏鲸少部分个体开始离开的时

期。按截线走航方式调查，使用快艇“涠洲 22018”

(长 8.27 m，发动机 132 kW) 采集 eDNA 水样，并

同步采用目视观测。抵达目标站点后使用采水器采

集表层 (水深约 1 m) 水 4.5 L，同时在观察到布氏

鲸的站点采集 eDNA 水样 (图 1)。使用直径 47 mm、

孔径 0.45 μm 的混合纤维素滤膜 (Pall Corpora-

tion，美国) 进行真空过滤。每张滤膜过滤水样 1 L，

每个站点过滤 4 张滤膜，装入 2 mL 无菌冻存管

中，置于干冰中低温保存。其中布氏鲸目击阳性位

点过滤 2 张滤膜。为防止交叉污染，过滤装置依次

经过 5% (φ) 次氯酸钠浸洗、蒸馏水冲洗和所在站

点海水润洗。每个采样点均以相同的方式过滤 1 L

蒸馏水作为阴性对照。地图数据来源于全国地理信

息资源目录服务系统 (https://www.webmap.cn/，

1∶25 万全国基础地理数据库，2019公众版) 。

 1.3    引物设计

从美国国家生物技术信息中心 (NCBI) 下载布

氏鲸线粒体全序列 (序列号：NC_007938)，选择物

种鉴定常用的 COI 基因序列作为目的片段，利用

Primer Premier 软件[20] 设计 5 对布氏鲸扩增引物，

扩增长度均在 200 bp 左右 (表 1，图 2)。

 1.4    引物特异性检验

将 5 对布氏鲸扩增引物在 NCBI 的 Primer-

BLAST 平台上分别与广西海域历史搁浅记录的

13 种鲸类[21] 进行引物特异性检验。其中，引物特

异性检验的严格性参数设置如下：允许总错配数

为 2，3' 端允许错配数为 1，其他参数使用默认

设置。

 1.5    eDNA 的提取

使用海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒

DP324 (天根，中国) 提取总 eDNA，提取操作步骤

参照李红婷等[22] 改进的方案。将滤膜剪碎后，浸

泡在 800 μL 的 GA 缓冲液和 80 μL 的蛋白酶 K 中，

56 ℃ 下孵化至膜完全裂解 (约 2.5 h)，将提取的

eDNA 洗脱到 100 μL 的 TE 缓冲液中，–40 ℃ 冻存

备用。

 1.6    引物验证

选取 2 个布氏鲸目击站点 (A1、A2) 的 2 张滤

膜作为 eDNA 阳性模板 (n=4) 进行 PCR 扩增效果

检验。另选取 7 个非目击站点 (B12、B16、B17、

B19、B20、B21、B26) 的 3 张滤膜 (n=21) 进行补

表1    布氏鲸线粒体 COI目的片段扩增引物信息
Table 1    Primers information for target fragment of Eden's whale mitochondrial COI

引物
Primer

引物序列 (5'—3')
Primer sequence (5'−3')

扩增长度
Amplification length/bp

延伸时间
Extension time/s

退火温度
Annealing temperature/℃

P1
F: CTGACTATTCTCAACCAACCACAAA
R: GGGGGACTAGTCAGTTTCCGAAT

222 16 58

P2
F: CTGACTATTCTCAACCAACCACAAA
R: GATTATCACAAAGGCGTGGGCTG

184 14 58

P3
F: GACCTTACCATCTTCTCCCTACATCT
R: ACAGGTAACGATAGTAGGAGTAGCA

173 13 58

P4
F: TTTGGTGCATGAGCAGGAATAGTAG
R: GGGGGACTAGTCAGTTTCCGAAT

190 14 58

P5
F: GTATCCTCAATCCTCGGAGCCATC
R: TTTAGGTTTCGGTCAGTAAGTAGCA

185 14 58

目击阳性站点 (4月) Positively-lighted sites (Apr.)
目击阳性站点 (1月) Positively-lighted sites (Jan.)
预设采样站点

北部湾
Beibu Gulf

20 40 km0

109°20'E109°00'E108°40'E

109°20'E109°00'E108°40'E

21°20'N

21°00'N

20°40'N

图例 Legend

B06 B08

B16

B01B02B03B04B05

B07 B09

B10B12B13B14

B15 B17 B18

B19B20B21B22B23

B24 B25 B26 B27

B28B29B30B31B32

B11

A1
A2A3

A4

S1

21°20'N

21°00'N

20°40'N

Pre-de�ned sampling sites 
图1    涠洲岛周围海域 eDNA 采样站点图

Fig. 1    Map of eDNA sampling sites in sea area around

Weizhou Island
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充验证。PCR 扩增体系为：15 μL 2×Pro Taq Mas-

ter Mix (AG，中国)，3 μL DNA 模版，0.5 μL 正反

向引物，11 μL 无菌去离子水。PCR 扩增程序为：

98 ℃ 预变性 3 min；98 ℃ 变性 30 s，58 ℃ 退火

30 s，72 ℃ 延伸，延伸时间见表 1，30 个循环；

72 ℃ 延伸 5 min。扩增产物经 2% (w) 琼脂糖凝胶

电泳检验。选取目的条带送往北京睿博兴科生物技

术有限公司进行双向测序，测序引物与扩增引物相

同。所得序列用 BLASTn 比对，确定引物扩增的特

异性。

 1.7    布氏鲸的种群分布探究

根据引物验证结果，选取扩增条带单一明亮且

阳性扩增比例最高的引物 (P1)，进行涠洲岛周围海

域所有站点的 eDNA 检测。后续实验的扩增体系、

扩增程序、物种确认与引物验证步骤相同。

eDNA 的提取和扩增实验均在中国水产科学研究

院南海水产研究所的 eDNA 专用分子实验室进行，

实验室定期采用紫外线和次氯酸钠溶液消毒。

 2    结果

 2.1    不同引物特异性检验情况

以北部湾海域历史搁浅的 13 种鲸类作为引物

特异性检验的基础  (表 2)。结果显示，5 对针对

COI 基因的引物均能完全匹配布氏鲸的目标序列。

除了小鳁鲸 (B. acutorostrata) 外，5 对引物未能在

其他 11 种鲸类中匹配到相应的目标序列。对于小

鳁鲸，引物 P1、P2、P4、P5 能在其数据库中检测

到目标序列，但引物 P2 在其数据库中检测到的序

列均存在 2 个或更多的碱基差异，而引物 P4、

P5 检测到的目标序列至少存在 1 个碱基差异。

 2.2    不同引物 PCR 扩增情况

布氏鲸 COI 基因的引物扩增检测结果 (图 3)

显示：在 2 个目击站点 (A1、A2) 的所有重复样本

中，引物 P1、P4 成功扩增出目的条带。而引物

P2、P3 和 P5 在 A1 站点的第 1 个重复样本中未能

扩增出目的条带。

通过对 7 个预设采样站点的布氏鲸 eDNA 验证

实验 (图 4) 发现，引物 P1 在 5 个样本中成功扩增

出目标条带，阳性扩增率为 23.80%。除了 B26 站

点的 1 个重复扩增条带较弱外，其他 4 个样本的扩

增条带清晰明亮，未出现拖带现象。引物 P2 的扩

增结果普遍出现拖带，目标片段的条带不明显。引

物 P3 未能成功扩增出目标条带。引物 P4 在 4 个

样本中扩增出目标条带，阳性扩增率为 19.04%，

其中只有在 B19 站点的 2 个重复样本中目标片段的

扩增条带较为明显。引物 P5 仅在 2 个样本中扩增

出目标条带，阳性扩增率为 9.52%，但这 2 个条带

的清晰度均不高。鉴于引物 P1 具有较高的阳性扩

增比例且条带清晰，因此决定采用引物 P1 作为涠

洲岛布氏鲸分布 eDNA 检测的分子标记。

 2.3    目的片段测序筛选情况

布氏鲸 COI 基因的测序结果 (表 3) 表明，引

物 P1 在布氏鲸目击站点的 3 个样本 (A1-2、A2-1

和 A2-2) 中均成功获得布氏鲸 COI 序列。 A1 站点

eBed-COI-F2

eBed-COI-R2

eBed-COI-F4

eBed-COI-R4

eBed-COI-F3

eBed-COI-R3

eBed-COI-R5

eBed-COI-F5

1

70

137

206

275

345

413

482

552

621

ATGTTCATAAACCGCTGACTATTCTCAACCAACCACAAAGACATTGGCACCCTATATTTACTATTTGGT

GCATGAGCAGGAATAGTAGGCACTGGCCTAAGCTTATTAATCCGTGCTGAGTTAGGTCAGCCCGGCA

CACTAATCGGAGATGACCAAGTCTACAACGTATTAGTAACAGCCCACGCCTTTGTGATAATCTTCTTCA

TAGTCATACCTATTATAATTGGTGGATTCGGAAACTGACTAGTCCCCCTAATAATCGGAGCACCTGACA

TAGCTTTCCCTCGTATAAATAATATAAGCTTCTGACTACTCCCCCCTTCTTTCCTACTGCTAATAGCATC

CTCAATAGTCGAAGCTGGTGCAGGTACAGGCTGAACTGTATATCCCCCTTTAGCCGGAAATCTAGCAC

ATGCAGGAGCCTCAGTCGACCTTACCATCTTCTCCCTACATCTAGCCGGTGTATCCTCAATCCTCGGAG

CCATCAATTTCATTACAACTATTATTAATATAAAACCACCCGCCATGACTCAATATCAAACACCCCTTTT

CGTATGATCAGTCCTAGTCACAGCAGTGCTACTCCTACTATCGTTACCTGTTTTAGCAGCCGGAATCAC

CATGCTACTTACTGACCGAAACCTAAATACAACTTTCTTCGACCCTGCAGGTGGAGGAGACCCAATTC 
图2    布氏鲸线粒体 COI 基因部分序列及 5 对引物设计位点

Fig. 2    Partial sequence of Eden's whale mitochondrial COI gene and design sites of five primers
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的第 1 个重复样本 (A1-1) 测序结果出现双峰，且

序列无匹配结果。在补充验证的样本中，引物

P1 有 3 个样本测序结果为池鹭 (Ardeola bacchus)，

另有 1 个样本为家鸡 (Gallus gallus)。引物 P2 和

P 3 在目击站点的 3 个样本中成功获得布氏鲸

COI 序列。引物 P4 也在目击站点的 3 个样本中成

功获得布氏鲸 COI 序列，但 A1-1 的测序结果未匹

配到任何物种；而在补充验证的样本中，引物

P4 的 2 个样本测序结果为沙丁鱼属  (Sardinella
sp.)。引物 P5 只在目击站点的 3 个样本中成功获得

布氏鲸 COI 序列，补充验证的样本扩增条带模

糊，未能进行测序。

表2    不同引物在北部湾鲸类中的特异性检验
Table 2    Specificity testing of different primers for cetacean species in Beibu Gulf

搁浅鲸类
Stranded cetacean

引物 P1
Primer P1

引物 P2
Primer P2

引物 P3
Primer P3

引物 P4
Primer P4

引物 P5
Primer P5

布氏鲸 Balaenoptera edeni edeni √ √ √ √ √

小鳁鲸 B. acutorostrata √ — × — —

长吻真海豚 Delphinus capensis × × × × ×

短吻真海豚 D. delphis × × × × ×

里氏海豚 Grampus griseus × × × × ×

伪虎鲸 Pseudorca crassidens × × × × ×

中华白海豚 Sousa chinensis × × × × ×

热带斑海豚 Stenella attenuata × × × × ×

长吻飞旋海豚 S. longirostris × × × × ×

糙齿海豚 Steno bredanensis × × × × ×

印太宽吻海豚 Tursiops aduncus × × × × ×

宽吻海豚 T. truncatus × × × × ×

印太江豚 Neophocaena phocaenoides × × × × ×

注：“×”表示在选定数据库中未匹配到目标序列；“√”表示在选定数据库中匹配到目标序列；“—”表示检测出的所有目标序列均有碱

基差异。

Note: "×" represents the absence of the target sequence in the selected database; "√" represents the presence of the target sequence in the selected data-

base; "—" represents that all detected target sequence exhibit variations in nucleotide bases.

A1 A2

1      2 1      2 1      2 1      2 1      2 1      2 1      2 1      21      2 1      2

P1 P2 P3 P4 P5 P1 P2 P3 P4 P5

阴性 Marker bp

100
200
300

 
图3    布氏鲸目击站点 eDNA 扩增结果

注：A 1、A2 表示目击站点；1、2 表示重复样本；P1—P5 表示引物。

Fig. 3    Eden's whale eDNA amplification of sighting sites

Note: A1, A2 represent sighting sites; 1, 2 represent replicate samples; P1−P5 represent primers.
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图4    预设采样站点布氏鲸 eDNA 扩增结果

注：a、b、c、d、e 分别为引物 P1、P2、P3、P4、P5 扩增胶图；1、2、3 表示重复样品；B12—B26 表示预设采样站点。

Fig. 4    Eden's whale eDNA amplification of preset sampling sites

Note: a, b, c, d, e represent primers of P1, P2, P3, P4 and P5 amplification gels; 1, 2, 3 represent replicate samples;
B12−B26 represent pre-defined sampling sites.
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 2.4    涠洲岛周围海域布氏鲸 eDNA 的分布监测

采用引物 P1 检测 2022 年 4 月和 2023 年 1 月

涠洲岛周围海域布氏鲸的 eDNA 存在情况。研究显

示，在 4 月的调查航次中，采水站点数共 36 个，

目击阳性率为 11.11% (n=4)，eDNA 阳性率为

13.89% (n=5)，其中 B31 站点未目击到布氏鲸，但

成功检出了布氏鲸的 eDNA (图 5)。在 1 月调查航

次共 3 3 个采样站点中，除了 S 1 目击站点外，

B09 预设采样站点也检测到了布氏鲸 COI 分子标

记，目击率为 3.03%，eDNA 检出率为 6.06%。

上述结果表明，布氏鲸的分布并不局限于已知的涠

洲岛和斜阳岛之间海域，在涠洲岛东部和西南海域

也能通过 eDNA 证实其存在痕迹，说明其可能是布

氏鲸潜在分布海域。

 3    讨论

 3.1    eDNA 技术可用于检测珍稀物种的存在

eDNA 技术已被广泛运用于水生生物的监测

中[23-27]。eDNA 技术的高灵敏度促使其能够检测到

目标生物的微量 DNA，从而使其成为监测稀有或

低密度种群的有效手段[28]。例如，有研究利用 eDNA

技术对弗吉尼亚州北部溪流中的木龟 (Glyptemys
insculpta) 分布进行监测，即使在传统方法未能发

现其踪迹的情况下，也能在预期位点检测到木龟

的 eDNA[29]。此外，作为一种非侵入性监测方法，

eDNA 技术还被用于包括长江江豚 (Neophocaena
asiaeorientalis asiaeorientalis) [ 3 0 ]、港湾鼠海豚

(Phocoena Phocoena) [ 3 1 ] 以及鳐  (Zearaja mau-

geana)[32] 等珍稀濒危物种的保护研究上，显著减少

表3    布氏鲸 COI基因片段测序比对结果
Table 3    Sequencing and alignment results of Eden's whale COI gene fragment

站点
Sampling site

重复
Repetition

引物 Primer

P1 P2 P3 P4 P5

A1 1 * — — * —

A1 2 布氏鲸 布氏鲸 布氏鲸 布氏鲸 布氏鲸

A2 1 布氏鲸 布氏鲸 布氏鲸 布氏鲸 布氏鲸

A2 2 布氏鲸 布氏鲸 布氏鲸 布氏鲸 布氏鲸

B12 1, 2, 3 池鹭 (2) — — — —

B16 1, 2, 3 — — — — —

B17 1, 2, 3 家鸡 (3) — — — —

B19 1, 2, 3 — — — 沙丁鱼属 (1, 3) —

B20 1, 2, 3 — — — — —

B21 1,2,3 — — — — —

B26 1, 2, 3 池鹭 (1, 3) — — — —

注：“—”表示未扩增出布氏鲸；“*”表示扩增出目标条带但测序失败。

Note: "—" represents that B. edeni edeni have not been amplified; "*" represents successful amplification of the target band, but sequencing was unsuc-

cessful.

eDNA 阳性站点 (4月) eDNA positive sites (Apr.)
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图5    布氏鲸 eDNA 检测阳性位点分布图

Fig. 5    Site map of Eden's whale eDNA test positive sites
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了对生态环境和目标物种的干扰[33-34]。eDNA 技术

的另一大优势在于其监测门槛较低，不仅成本相对

较低，对人员技术的要求也不高，因此更适用于大

规模的监测项目[35]。

本研究基于 eDNA 技术的检测结果不仅覆盖

了 2 个调查航次的所有目击站点，而且在 4 月航次

的 B31 站点和 1 月航次的 B09 站点，即使无目击

记录，也成功检测到了布氏鲸的存在。这一发现突

显了 eDNA 技术在物种分布研究中的预测能力，为

其研究提供了更大的时间窗口。已有关于虎鲸 (Or-
cinus orca) eDNA 的研究表明[27]，即使是在虎鲸经

过后的 2  h 内，仍可检测到其 eDNA，展现了

eDNA 技术的潜力。另一项新近研究[36] 通过 eDNA

技术推测了中国东南沿海布氏鲸可能的迁徙路线，

进一步证实了 eDNA 技术在监测布氏鲸分布方面的

预测价值。本研究中，4 月航次目击站点 A4 与预

设采样站点 B32 地理位置接近，A4 站点成功检测

到了布氏鲸的 COI 分子标记，而 B32 站点未检测

到，这一结果表明 eDNA 技术能够在小尺度空间内

进行物种分布研究，体现了其在空间分辨率上的可

靠性。

 3.2    eDNA 特异性引物的选择

在 eDNA 技术中，引物的选择对成功检出目标

物种至关重要。引物的特异性是准确识别目标物种

的关键，考虑到水环境中含有来自各类生物的

eDNA，设计引物时要保证特异性，以确保扩增得

到的 DNA 片段来源于目标物种而非其他物种。此

外，引物的灵敏度和检测限同样重要，优质的引物

能够提升 eDNA 技术的灵敏度，使其在低浓度条件

下也能检出目标物种的 DNA，这对追踪稀有物种

尤为关键[37]。同时，引物反应的稳定性也是一个

重要因素，引物选择应保证在不同环境条件下可实

现稳定可靠的反应[38]。

本研究选取线粒体 COI 基因片段作为布氏鲸

检测的分子标记。线粒体 DNA (mtDNA) 在细胞中

存在多个拷贝，并被线粒体膜所包裹，研究显示

mtDNA 的降解速度相对较慢[39]，因此 eDNA 中的

mtDNA 片段被捕获和检测到的概率更高。此外，

线粒体 COI 基因在进化过程中高度保守，但在足

够的变异位点上仍能反映物种间的差异，这确保了

基于 eDNA 检测布氏鲸的特异性和稳定性。虽然其

保守性导致近缘物种间变异较小，限制了对同一区

域内近缘物种的特异性检测，但本研究通过对研究

区域历史搁浅鲸类数据库的引物特异性反比分析显

示，本研究设计的引物在除小鳁鲸外的 11 种鲸类

中均具有良好的特异性。尽管在区分同属布氏鲸属

的小鳁鲸时特异性较弱，但在整个研究期间未目击

到小鳁鲸，且实验所得序列均经过物种鉴定确认，

未发现小鳁鲸在研究区域存在。因此，可认为小鳁

鲸对本次研究结果的影响可以忽略不计。另外，为

避免假阴性导致的实验误差，本研究选择了扩增长

度约 200 bp、阳性扩增率高的引物进行布氏鲸分布

检测。短扩增片段能提高扩增灵敏度，但引物特异

性也会受到影响。因此，本研究以测序结果作为最

终的检测标准，而非仅依赖于扩增结果。未来可寻

找特异性与灵敏性的最佳平衡，或考虑开发新的分

子标记，如线粒体 D-loop 基因、核 DNA 分子标记

等，结合多种分子标记的共同检测可能成为解决这

一挑战的有效途径。

 3.3    环境因素对 eDNA 监测的影响

水样中 eDNA 的完整性是影响扩增结果的主要

因素。eDNA 在水环境中以溶解、颗粒吸附、细胞

内和细胞器内 4 种形式存在，受水体环境参数影

响，每种状态各具特定的衰减率[40]。此外，水样

中的天然 PCR 抑制剂，比如海水中的高盐度[31] 和

淡水中的腐殖质[41]，均可能对 eDNA 检测结果产

生影响，甚至导致假阴性结果。

在 4 月的调查航次中，A1 目击站点就出现了

假阴性情况，而重复样本成功检出了布氏鲸 COI
序列，表明增加样本量可提高 eDNA 检出率，降低

假阴性风险[42]。同时，假阴性样本使用引物 P1 和

P4 扩增出条带的结果，排除了水样中天然 PCR 抑

制剂导致假阴性的可能性，推测假阴性可能由

eDNA 不完整造成，这可能源于样本提取过程中的

捕获失败或保存不当。为避免假阴性出现，可通过

增加水样体积和过滤水量[43]，或优化 DNA 提取流

程[22]，来提高 eDNA 的捕获率。

此外，4 月航次中 B12、B17、B19 和 B26 站点

出现了非特异扩增。鉴于水环境中 eDNA 的衰减特

性，选择较短的 DNA 片段进行检测虽可以提高目

标物种的检出率，但也可能导致物种识别错误和偏

差[8]。在 PCR 扩增过程中，非目标物种的 eDNA

与目标物种的 eDNA 会产生竞争，导致目标物种

eDNA 的扩增机会减少，从而产生非特异性扩增。

为减少非特异性扩增，本研究对 PCR 产物进行测
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序验证，确保扩增的 DNA 片段源自目标物种。另

有研究利用在 PCR 反应中适当提高退火温度[44] 或

采用嵌套式 PCR 方法 [ 4 5 ] 以增强扩增反应的特

异性。

 3.4    涠洲岛布氏鲸的分布现状和保护建议

此前的研究指出，2017—2018 年，涠洲岛布

氏鲸种群主要分布在涠洲岛西南海域及斜阳岛周

围，且全年均有出现，3 — 4 月的出现频率最

高[14]；2019—2020 年的调查显示，从 9 月到次年

4 月均有布氏鲸的目击记录，其中 1 月的目击频率

最高，布氏鲸的分布范围主要在涠洲岛至斜阳岛之

间海域[16]。然而，船基调查的准确性在很大程度

上依赖于调查努力量和调查人员的经验，这导致不

同调查者得到的结果可能存在偏差。eDNA 技术作

为一种低门槛、程序化的监测方法，能达到更客观

和统一的调查标准。本研究中，4 月和 1 月航次的

eDNA 检测结果涵盖了所有已知的布氏鲸目击点，

在未目击布氏鲸的 B31 站点 (4 月航次) 和 B09 站

点 (1 月航次) 也检测到了布氏鲸的存在，这些

eDNA 检测结果覆盖了先前研究指出的布氏鲸种群

热点分布区域，进一步验证了 eDNA 技术在确认物

种分布方面的有效性。

1 月的调查结果表明布氏鲸的活动范围主要集

中在已知的热点分布区及其周边海域，而 4 月的调

查结果不仅在热点分布区内 3 次目击到布氏鲸，在

涠洲岛西南方向约 49 km 的海域 (A4 站点) 也目击

到了布氏鲸，且 A4 和 B31 站点的 eDNA 检测结果

为阳性，验证了该区域存在布氏鲸活动。据目视观

测结果可知，布氏鲸经常傍晚才出现在涠洲岛及斜

阳岛之间的热点分布区捕食，推测布氏鲸在其他时

段可能迁移到了更深的西南部海域，该区域可能是

布氏鲸的潜在热点分布区域。eDNA 技术的应用不

仅拓展了对布氏鲸分布范围的认识，还提高了分布

评估的准确性。将 eDNA 技术与定量 PCR 技术

如荧光定量 PCR (qPCR)[46] 和数字液滴 PCR (ddP-

CR)[47] 相结合，可进行更为精确的布氏鲸 eDNA 浓

度测定，进而对核心栖息地进行客观评估。此外，

有基于卫星数据分析的研究建议在涠洲岛周围 20

km 的海域内建立布氏鲸保护区[48] ，但这忽略了涠

洲岛西南海域也可能存在布氏鲸的核心栖息地。利

用卫星数据预测的分布模型虽为保护区划定提供了

依据，但实际观测表明，布氏鲸极少出现在涠洲岛

邻近的西北海域，且在涠洲岛南部海域 20 km 以外

存在潜在的核心栖息地。因此，建议通过 eDNA 技

术进一步扩大调查范围，以确定布氏鲸保护区的准

确边界，为建立合理的保护区提供科学依据。

 4    结论与展望

大型鲸类的分布研究一直是个难点问题。

eDNA 技术的出现为该问题的解决提供了新的方

案。本研究针对北部湾布氏鲸的研究初步验证了该

技术的有效性并筛选出特异性的检测引物，还发现

了涠洲岛布氏鲸种群可能存在多个热点分布栖息

地，但仍有待更大时空尺度的研究验证。同时，本

研究所使用的传统 PCR 技术在微量 eDNA 扩增检

测方面仍不够灵敏，而 qPCR 技术能实时监测

DNA 的合成过程，并通过与标准曲线对比，实现

对初始模板 DNA 浓度的相对定量检测[49]。此外，

ddPCR 技术作为第三代 PCR 技术可以准确计算初

始模板 DNA 的数量，规避 PCR 抑制等问题[50]。结

合 eDNA 技术与新兴 PCR 定量技术，将为提升

eDNA 技术的灵敏度和应用能力提供有力支撑。
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