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摘要:为消除压载水中外来入侵鱼类对生态环境的潜在威胁,解决传统的入侵物种检测方法存在的不足和局限

性,采用传统调查方法并结合环境 DNA 宏条形码技术对压载水中大量样本的物种鉴定及目标物种进行信息获

取,构建外来鱼种数据库,并进行定性检测及定量评估,探索建立适合我国国情的监测理论和方法,综合分析评

估鱼类潜在入侵风险,为我国众多港口进行压载水处理和管控提供理论依据,并最终为降低鱼类入侵风险甚至

达到零风险提供技术支持。
关键词:船舶压载水;入侵鱼类;快速检测;环境 DNA
中图分类号:U691+. 6;R185. 3+2 文献标志码:A 文章编号:1672-0032(2023)01-0110-09
引用格式:

 

刘璐,陈治,李扬,等. 船舶压载水中外来入侵鱼类的快速检测技术[ J] . 山东交通学院学报,2023,31
(1):110-118.
LIU

 

Lu,
 

CHEN
 

Zhi,
 

LI
 

Yang,et
 

al. Fast
 

detection
 

technology
 

for
 

alien
 

invasive
 

fish
 

in
 

ship
 

ballast
 

water
[J] . Journal

 

of
 

Shandong
 

Jiaotong
 

University,2023,31(1):110-118.

0　 引言

生物入侵、环境污染、资源过度开发和气候变化带来的环境问题已对全球生态系统构成巨大威胁[1] 。
近年来,以人类为传播媒介的生物入侵事件在全球范围愈演愈烈。 密集的航运业、水产品和水生宠物贸

易及水产养殖等导致外来水生生物快速传播,进而引发生物入侵[2] 。 每年通过船舶货运进入我国的压载

水超过 3. 5 亿 t,且还在以年均 5%左右的速度递增[3] 。
据统计,为保证航行的安全性和稳定性,一条普通的商业散货船在单次航程中携载的压载水约

3 万 t,船舶压载水每天携带的海洋生物多达 7000 种。 大量的浮游植物、浮游动物、无脊椎动物幼虫、鱼
卵和仔稚鱼及成鱼被压载水从原有海域带到新的海域。 船舶压载水已成为无意间引入外来水生生物的

最主要途径[4] 。 外来物种从被引入到成为入侵物种一般需要经过 3 个阶段:到达→建群→扩散,最终达

到某种相对稳定的状态[5] ,而且一旦入侵成功,极易造成生态失衡或疾病流行(疟疾、乙脑、霍乱、登革热

等) [6] 。 因此,对压载水实施有效处理和管控已成为港口船舶管理的必要措施和关键步骤。 很多国家都

采用多种检测方法和监测手段,研究和监测压载水引入的鱼类。
远洋运输在全球对外贸易货物运输中发挥着不可替代的主导作用。 2020 年我国港口完成货物吞

吐量 145. 5 亿 t,包括沿海港口 94. 8 亿 t 和内河港口 50. 7 亿 t,位居世界第一,同比增长 4. 3%。 内河等



级航道里程 6. 73 万 km。 港口规模不断扩大,货物吞吐量超过 2 亿 t 的港口达 24 个。 中国出入境船舶

压载水输入和输出总量巨大,基本呈逐年增长趋势。 压载水的输入量从 2015 年的约 2. 8 亿 t 增至 2020
年的约 3. 6 亿 t,增幅近 50%[7] 。 通过压载水传播到我国海域的海洋入侵生物的种类和数量越来越

多[8-9] ,给我国海洋环境保护带来了前所未有的挑战,对我国近岸养殖业和人民生命财产安全构成严重

威胁。
因此,需重点关注被压载水引入到我国海域的外来生物有哪些? 它们是否有成为入侵物种的潜在风

险? 通过完善压载水潜在入侵生物档案库并构建早期监测预警技术体系和平台,对压载水引入中国海域

的外来生物数量、分布及其对中国境内其他生物和环境造成的影响实行有效的跟踪监测,成为我国港口

远洋船舶管理和海洋生态环境保护的当务之急,这也是防止压载水生物入侵的最直接、最有效的方式。

1　 船舶压载水防治生物入侵现状

压载水置换是防控外来生物入侵的常规操作[10] ,是指将船舶在离港时在近岸海域所加的压载水在

航行过程中更换为远洋海水,其中可能引入的远洋海洋生物一般难以在近岸海洋环境生存,可避免将其

他港口的近岸海水带入目的港而导致生物入侵。 我国明确要求船舶必须安装压载水处理系统进行压载

水置换,且要求在离岸超过 321. 9
 

m 或水深大于 2000
 

m 的远洋中进行[5] 。 但载质量超过 4 万 t 的船舶在

大洋中更换压载水存在一定风险,影响航行安全[11] 。 压载水置换对于距离较短的国际航运线路也较困

难,置换水域的离岸距离可能无法满足国际海事组织 ( International
 

Maritime
 

Organization, IMO) 的

要求[12-13] 。
在航行过程中也可通过压载水处理系统对压载水进行生物杀灭处理。 传统的处理手段有机械处理

法、物理处理法和化学处理法等[3] 。 机械处理法包括过滤法、旋流分离法,物理处理法包括加热法、紫外

线照射法,化学处理法包括电解法、臭氧法和羟基自由基法等,但实际应用时均存在一定局限性,且不能

杀灭压载水中的所有生物。 目前还有部分国家没有施行压载水处理系统的装载要求,压载水不但没有在

远洋海域中置换,而且没有进行生物杀灭处理,给海洋生物入侵埋下极大隐患,对近海生态环境保护造成

严重威胁。
船舶是否安装了压载水处理系统,是采用压载水置换还是生物杀灭处理,均不能保证压载水排放的

绝对安全性。 对压载水引发的生物入侵应以防为主,防治结合。

2　 船舶压载水中鱼类入侵的潜在风险

我国压载水的入侵生物监测对象大多为微生物、浮游植物和小型无脊椎动物等[9,14-16] ,往往忽略鱼

类等较大体型生物,很多学者认为压载水并不是外来鱼种入侵的主要途径,相关研究也没有引起足够重

视。 在压载水置换或排放时通常采用防护栅栏等设施粗滤压载水,但不能阻挡原生生物、硅藻、真核生物

幼体及桡足类等出入压载舱,在航运过程中经常出现防护栅栏和压载舱的泵叶被腐蚀甚至缺失等情况,
这就为海洋鱼类(幼鱼、成鱼)等被泵入压载舱创造了机会[17] 。 我国于 2018 年底正式加入《国际船舶压

载水及沉积物控制与管理公约》,并于 2019 年正式履约,对压载水引入外来入侵生物的监测和管控仍处

在经验摸索期。 国外在压载水鱼类入侵方面的调查研究相对较早, 已经有虾虎鱼 ( Neogobius
 

melanostomus)、鲇(Blenniidae)、刺鱼(Gasterosteus
 

aculeatus)、鲱(Clupeidae)、鲽(Pleuronectidae)、梭鱼(Liza
 

ramada)、狮子鱼(Pterois
 

volitans / miles
 

complex)、褐菖鲉(Sebastiscus
 

marmoratus)等被压载水引入和入侵

的鱼类记录,其中,虾虎鱼和鲇为最常见种类,大多数鱼类曾被多次引入[17-20] 。 穴居、底栖、耐缺氧和低

温、卵小、耐盐幅宽或具有发达侧线系统的鱼类能够更好地适应压载水黑暗、缺氧和不平稳的环境。 当鱼

类随着压载水被排放至近岸港口时,礁石、洞穴等为这些鱼类提供了过渡环境。 大多数鱼类因为不能适

应当地的饵料、水文等条件而无法继续生存,只有极少数鱼类能够存活,经过到达、建群和扩散 3 个阶段
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成为外来入侵物种。
鱼类一旦入侵成功,比其他入侵水生生物种类的活动能力更强,活动范围更广,生长更快,寿命更

长,往往更难管控和治理,最终对当地海洋环境、海洋生物群落甚至渔业经济造成破坏,代价可能是海

洋生物多样性减少或本土鱼类灭绝,海洋生态系统的结构和功能失调,给渔业经济造成巨大损失,本国

需要支付高额的防治费用[21] 。 通过其他途径,如观赏鱼引入、生物防控和人工养殖等入侵我国的非本

土鱼类已对我国水域造成严重影响,如食蚊鱼、罗非鱼等[22-25] 。 1985 年,印度洋-太平洋海域的红狮子

鱼首次被报道出现在美国加利福尼亚附近海域,随后的十几年逐渐发展成为美国南部大部分海域的优

势鱼种,对当地鱼类和无脊椎动物的多样性产生负面影响。 直到 2016 年,科学家根据连续 8
 

a 的跟踪

调查和研究推断,最终发现了红狮子鱼是通过压载水转运至美国太平洋沿岸港口并最终成为入侵鱼

种[19] 。

3　 船舶压载水入侵鱼类的传统检测方法

目前,压载水中入侵鱼类的监测及鉴定方法包括采用镜检(或荧光染色后镜检)等传统的形态学手

段[17,20] ,或采用流式细胞技术、激光质谱及透射光谱技术等方法监测浮游植物和微生物等单细胞生

物[26-28] ,这些方法能否用于压载水中的鱼类监测还有待验证。 调查时,压载水满仓时通常采用浮游生物

网、抄网和抽水泵捕获鱼类生物,在空仓时通常采用肉眼观察、先拍照后鉴定的方式。
采用传统形态学鉴定方法进行压载水中生物监测可直观鉴定所检测生物并对样本生物量化,有效区

分活体和死亡个体,增加监测结果的准确性。 传统形态学鉴定法的局限性是:1)效率低、费用高[26] ,早期

发现和快速采取措施是应对生物入侵的关键环节,但在早期入侵阶段,生物量较小,传统的形态学检测方

法工作量大,形态鉴定试验周期长,且容易低估潜在入侵风险,待检测报告出来可能为时已晚,船舶或已

靠港排放压载水,使入侵防控变得被动;2)对形态鉴定人员的专业知识水平要求高[27] ;3)灵敏度低,许多

类群有变态发育的特点,不同生活史阶段的形态结构和习性发生较大变化,部分类群在同一生活史时期

的形态学特点极为相似,增加了物种鉴定的难度,大多数情况也只能鉴定到科或科以上分类阶元[29] 。 采

样方式和物种自身形态特征也对鱼类物种鉴定工作产生较大影响。 样品保存不当导致形态特征缺失,给
准确的分类鉴定造成困难[30] 。 目前亟需建立集快速、准确、高灵敏度、高分辨率于一体的监测压载水外

来鱼种的试验方法。

4　 环境 DNA
 

宏条形码技术的应用

环境 DNA(environment
 

DNA,eDNA)是生物体释放到环境中的 DNA 的总称,主要来源于生物体的配

子、皮肤碎屑、粘黏或排泄物等[31] 。 该技术从环境样品(水体、土壤、空气等)中直接提取 DNA 开展生物

信息监测,不分离任何目标生物。
eDNA 技术在 20 世纪 80 年代首先应用在微生物的群落研究中。 Ficetola 等[31]在 2008 年采用水中提

取的 DNA 监测到美国牛蛙的分布情况,开启了 eDNA 在水生生物实时监测中的应用研究。 该技术已应

用于生物多样性评价、水生生物监测和珍稀濒危物种的保护等研究领域[32-35] 。 DNA 宏条形码技术是采

用基因组内一段标准化的 DNA 片段鉴定生物物种的分子鉴定技术,目前在物种的快速鉴定和起源、进化

等研究领域得到了广泛应用[36-38] 。 eDNA 宏条形码技术通过提取环境样品中的 DNA 并使用条形码基因

通过引物扩增,利用聚合酶链式反应(polymerase
 

chain
 

reaction,PCR)和二代测序等技术,在短时间内获

得可操作分类单元(operational
 

taxonomic
 

units,OTUs),通过与具有可靠物种分类信息的 DNA 条形码参照

序列比对,可实现对大量样本的物种鉴定及目标物种的信息获取[39-41] 。 传统的 DNA 条形码技术仅从单

一样品中获取 DNA 信息,eDNA
 

宏条形码技术可直接从环境样品或生物混合样品中大批量识别物

种[41-42] ,省时、高效、成本低,如图 1 所示。
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　 图 1　 eDNA
 

宏条形码技术示意图

目前,eDNA 宏条形码技术应用到船舶压载水入侵生物的监测研究处于发展阶段[43-50] ,国内尚未见

相关研究。 2015 年,Zaiko 的研究团队发表关于 eDNA
 

宏条形码可用于压载水生物多样性调查和入侵生

物监测的研究结果,通过细胞色素氧化酶(cytochrome
 

oxidase
 

subunit
 

I,COI)基因开展欧洲蜗牛(Peringia
 

ulvae)这一入侵生物的监测和风险评估研究[47] 。 2019 年,Rey 等[49] 采用 eDNA
 

宏条形码技术在压载水

中检测到非本地物种的桡足类生物。 Gerhard 等[50]采用 16S
 

rRNA 基因对美国 20 个港口 41 个压载舱进

行基于 eDNA
 

宏条形码技术的微生物调查,结果显示 5 艘商船压载水中的大肠杆菌含量超标,未达到压

载水排放标准。 目前,基于 eDNA
 

宏条形码技术开展压载水中入侵鱼类的调查研究尚未见报道。
未来研究中可选择我国航运发达的沿海港口为研究区域,以外来入港船舶为研究对象,通过明确压

载水 eDNA 样品采集的位置和途径,设计针对船舶压载水的高质量的 eDNA 采样方法,通过高通量测序

和 eDNA
 

宏条形码分析,结合形态学分析方法,准确、快速鉴定我国海域船舶压载水中的外来鱼种。
eDNA 宏条形码检测比形态学检测更灵敏,为提高物种的检出率和降低假阳性率,可基于 eDNA 宏条形码

技术进行多方位采样和设置阴性对照,对比港口附近海域本土鱼种的调查研究,验证压载水中外来鱼种

的鉴定结果。 初步构建通过船舶压载水引至我国海域的有潜在入侵风险的外来鱼种信息数据库和物种

DNA 条形码的标准数据库。 完善基于 eDNA
 

宏条形码技术的压载水外来鱼种的鉴定方法,揭示外来鱼种

在中国海域入侵的潜在风险,向我国外来入侵物种防控工作发出预警,为我国压载水处理和管控提供理

论依据和资源信息共享平台,为其他水生生物通过压载水入侵我国海域的调查研究提供参考依据和技术

支撑。
船舶压载水外来入侵鱼类监测评价体系如图 2 所示。 分别采集、调查压载舱中压载水、船舶所在港

口附近海域水样,基于 eDNA 宏条形码测序的技术手段,对压载水和港口水域、近岸海域中的鱼类物种信

息进行对比、排除,将测序片段与 NCBI、EMBL、BOLD 等数据库比对,参考船舶航行路径和压载水更换地

点等数据信息,初步确定外来鱼种信息。 与形态学鉴定结果进行相互印证,揭示压载水引入外来鱼类的

种类组成,通过定量 PCR 开展外来鱼种的定量评估。 结合历史调查数据和公开文献报道,收集鱼种自然

分布海域的经纬度、温度、盐度、深度、pH 值、溶解氧等基础环境参数,通过与我国近岸海域的相应参数的

对比分析,寻找不同海域间的异同,对比有记录的成功入侵海洋鱼类的共有特征及其与环境因子间的关
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系,初步探讨外来鱼种在我国海域成为入侵物种的潜在风险。 构建鱼类通过压载水引至我国海域的有潜

在入侵风险的外来鱼种信息库。

　 图 2　 船舶压载水外来入侵鱼类监测评价体系

5　 新方法应用的影响因素和局限性

科学合理的取样方法是压载水检测的基础,对生物入侵风险管理非常重要,但目前公约中未规定

压载水检测采样的标准化方法。 船舶没有专用的压载水采样口,可利用的采样途径有测深管、消防管

道开口、人孔、通气孔和压载水排放口,根据这些管、孔的大小可归类为大孔采样和小孔采样,但每种采

样途径都有一定的局限性。 在对进港船舶开展压载水生物监测调查时,为保证监测结果的准确性,根
据不同的船型和装载情况,选择的取样具体位置和方法也不同[51-52] 。 需摸索出一套合理、可行的采集

eDNA 样品的取样方法,保证所采集到的水样具有代表性,是保证研究结果准确性的前提。 采集压载水

水样,通过采水器法、潜水泵法、隔膜泵法和管道采样法及不同的采样途径,采取控制变量等方法,结合

核酸定量分析和定量 PCR 检测,探索 eDNA 的最佳采样途径,确定适用于压载水的高质量 eDNA 采样

方法。 优化样品收集保存技术,有效地规避样品间交叉污染,设置阴性对照,提升鉴定结果的准确性和

可靠性。
不同的数据分析方式可能给快速检测外来鱼种带来不同的检测结果,比如分项目阅读值的不同设置

方法可能引起结果的假阴性,影响外来物种的有效鉴别和检出,适当选择和设置生物信息学工具及参数

尤为重要[53] ,注意开发准确性更高的软件包,增强不同研究结果的可对比性及准确性。
参考数据库的不完整性和不准确性是限制采用 eDNA 宏条形码技术进行船舶压载水中外来物种检

测的主要障碍[54] ,数据库不完整将大大降低入侵鱼种的检出率,应尽快构建完善的物种 DNA 条形码参

考数据库、建立全球范围的资源信息共享和应用平台,推动该技术的应用与推广。 检测外来鱼种应建立

健全外来入侵鱼种和各港口附近海域本土鱼类资料数据库,以便准确判定检测到的生物是否为外来入侵

鱼种。
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最优目标基因的选择是影响采用 eDNA 宏条形码技术进行船舶压载水中外来物种检测的另一重要

因素。 目前已有不少针对鱼类设计的 eDNA 宏条形码通用引物[55-57] ,其目标基因彼此存在差异,导致鱼

类鉴定方面的通用性差异较大。 需根据实际调查的海域状况和有记录的鱼类出现记录及具体的预试验

等设定目标基因。 鱼类种间差异的阈值认定也不固定。 标准的动物 DNA
 

条形码主要为线粒体细胞色素
 

c
 

氧化酶亚基
 

I
 

基因,但鱼类 eDNA
 

宏条形码主要选用线粒体
 

12S
 

核糖体或
 

16S
 

核糖体基因,变异速度

不稳定[58] ,且扩增片段多小于
 

200
 

bp(碱基对 base-pair)。 鱼类物种系统发育分析过程的种间差异阈值

目前也尚无定论。
在船舶压载水采用 eDNA 宏条形码技术鉴定入侵鱼类的种类相对简单,但如何实现入侵鱼类的定量

评估仍存在争议,未来可开发准确鉴别特定外来物种和相关近缘物种的特异性条形码,探索影响 eDNA
与生物量线性关系的生物和非生物因素,校正优化 eDNA 定量方法[59] 等方面的研究手段,促进 eDNA 技

术在压载水入侵生物防治中的应用。
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Abstract:In
 

order
 

to
 

eliminate
 

the
 

potential
 

threat
 

of
 

alien
 

invasive
 

fish
 

in
 

ballast
 

water
 

to
 

the
 

ecological
 

environment,
 

and
 

solve
 

the
 

shortcomings
 

and
 

limitations
 

of
 

traditional
 

invasive
 

species
 

detection
 

methods,
 

traditional
 

investigation
 

methods
 

combined
 

with
 

environmental
 

DNA
 

macro
 

barcode
 

technology
 

are
 

used
 

to
 

identify
 

species
 

and
 

obtain
 

information
 

about
 

target
 

species
 

in
 

a
 

large
 

number
 

of
 

samples
 

in
 

ballast
 

water.
 

A
 

database
 

of
 

alien
 

fish
 

species
 

is
 

built,
 

and
 

qualitative
 

detection
 

and
 

quantitative
 

evaluation
 

are
 

carried
 

out.
 

Monitoring
 

theories
 

and
 

methods
 

suitable
 

for
 

China′ s
 

national
 

conditions
 

are
 

explored
 

and
 

established
 

to
 

comprehensively
 

analyze
 

and
 

evaluate
 

the
 

potential
 

invasion
 

risk
 

of
 

fish.
 

Theoretical
 

basis
 

for
 

ballast
 

water
 

treatment
 

and
 

control
 

in
 

many
 

ports
 

in
 

China
 

is
 

provided,
 

and
 

finally
 

technical
 

support
 

for
 

reducing
 

the
 

invasion
 

risk
 

of
 

fish
 

and
 

even
 

reaching
 

zero
 

risk
 

is
 

offered.
Keywords:ship

 

ballast
 

water;
 

invasive
 

fish;
 

rapid
 

detection;
 

environmental
 

DNA
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