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基于DNA宏条形码技术的大兴安岭北部欧亚水獭
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摘要: 欧亚水獭(Lutra lutra)是淡水生态系统重要的指示种和旗舰种, 然而在人为干扰和环境变化的背景下, 中国欧亚水獭种

群数量大幅下降, 部分地区已局部灭绝。目前欧亚水獭主要分布于我国东北地区和西南地区, 其中大兴安岭是维持东北地区

水獭种群稳定的关键区域。了解欧亚水獭的食性组成有利于理解其种间关系与生态系统功能, 对评估其生存状况、开展保护

工作具有重要意义。本研究在大兴安岭北部共采集疑似欧亚水獭粪便样品50份, 使用DNA条形码技术对样品进行物种来源鉴

定, 结果显示其中35份为欧亚水獭粪便。利用DNA宏条形码技术分析粪便中的物种组成, 共得到15种鱼类、2种蛙类、5种昆

虫共计22种不同的物种类别。所有脊椎动物食物类别中, 杂色杜父鱼(Cottus poecilopus)的相对出现频率和相对序列丰度均最

高, 分别为19.35%和27.32%, 其次为黑龙江林蛙(Rana amurensis), 分别为15.48%和21.73%; 科水平上, 杜父鱼科的相对出现

频率和相对序列丰度均显著高于其他鱼类, 分别为32.26%和45.72%。结果表明, 大兴安岭北部欧亚水獭冬季主要捕食鱼类, 

其次为蛙类, 其中鱼类主要以杜父鱼科为主; 此外还在少量水獭粪便中发现有蜻蜓目、襀翅目、毛翅目等水生昆虫, 可能来

自水獭猎物。本研究结果可为了解水獭种群生存状况、制定相关政策、开展保护工作提供重要参考依据。 
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ABSTRACT 

Aims: The Eurasian otter (Lutra lutra) is a key indicator and flagship species of freshwater ecosystems. Unfortunately, 
human disturbance and environmental changes have caused a severe decrease in Eurasian otter populations in China, 
even resulting in extinction in some areas. At present, the species is predominantly found in northeast and southwest 
China, with the northern part of the Greater Khingan Mountains being one of the most important habitats for Eurasian 
otter populations in the northeast. Studying the diet composition of Eurasian otter is a valuable tactic in understanding 
its interspecific relationship and the functioning of its ecosystem, which is essential when assessing their survival status 
and carrying out conservation efforts. The purpose of this study is to obtain the diet of Eurasian otter in the north of 
Greater Khingan Mountains using DNA metabarcoding technology. 
Method: In this study, 50 suspected Eurasian otter fecal samples were collected from the northern Greater Khingan 
Mountains. Based on DNA meta barcoding technology, 35 samples were confirmed to be Eurasian otter fecal samples. 

•研究报告• 
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Then, using DNA metabarcoding technology, species in the identified feces were analyzed to gain insight into the diet 
composition of the otters. 
Results: In this study, 22 species were identified as Eurasian otter fecal samples, including 15 fishes, 2 frogs, and 5 
insect species. Cottus poecilopus had the highest relative frequency of occurrence (19.35%) and relative read abundance 
(27.32%) among all the vertebrate foods, followed by Rana amurensis (15.48% and 21.73%, respectively). At the 
family level, Cottidae had a significantly higher relative frequency of occurrence (32.26%) and relative read abundance 
(45.72%) than other fishes. 
Conclusion: The results of this study reveal that fish, primarily from the family Cottidae, are the main prey of Eurasian 
otters in the northern part of the Greater Khingan Mountains in winter, followed by frogs. In addition, some aquatic 
insects such as Odonata, Trichoptera and Plecoptera are found in a small amount of otter feces, which might come from 
otter prey. This research provides valuable insight into the survival status of otter populations, and can be used to inform 
the development of relevant policies and conservation efforts. 
Key words: Lutra lutra; diet analysis; DNA metabarcoding; non-invasive sampling; the Greater Khingan Mountains 

食性研究是了解物种生态习性的基础, 也是开

展觅食策略、种间关系、食物网结构、生态位等研

究的重要载体, 对于评估珍稀濒危动物的生存状

况、开展保护工作具有重要意义 (Sheppard & 

Harwood, 2005; Duffy et al, 2007; Severud et al, 2013; 

Kartzinel et al, 2015)。 

然而, 珍稀濒危动物较低的种群密度及难以预

测的行为活动使得研究者很难通过直接观察获得

食性信息。传统的食性研究方法主要以目标物种的

粪便为实验材料, 对粪便中未消化的食物残渣进行

形态学分析以获取食物组成信息(Klare et al, 2011; 

Monterroso et al, 2019)。尽管这种研究方法具有低

成本、易操作以及非损伤性采样等优点, 但存在较

多的局限性(Klare et al, 2011)。如需要分析大量的粪

便样品且十分依赖于粪便中食物残渣的可辨识度

(Trites & Joy, 2005), 当食物形态相近、被彻底消化

或无硬质残留时, 就会造成结果的偏差(Carss & 

Parkinson, 1996)。同时, 该方法对研究人员根据形

态学特征进行物种鉴定的能力要求很高, 受主观因

素影响较大, 过程繁杂且准确性和可重复性也难以

保证(Spaulding et al, 2000)。 

得益于分子生物学技术的发展, 高通量测序

(high-throughput sequencing, HTS)和DNA宏条形码

技术(DNA metabarcoding)的出现为食性研究提供

了一种更高效、准确的方法(Pompanon et al, 2012; 

Taberlet et al, 2012; Monterroso et al, 2019)。DNA宏

条形码技术是利用高通量测序技术大量获得样本

中多种条形码基因序列, 继而通过生物信息学手段

实现分类单元鉴定的方法(邵昕宁等, 2019)。它对粪

便中稀少、高度降解、形态相近、无硬质部分的食

物残渣具有高度敏感性, 在获取更大尺度的物种信

息的同时避免了传统分类学的人工误差(Monterroso 

et al, 2019; Traugott et al, 2020)。目前, 该技术已成功

应用于欧亚水獭(Lutra lutra)及其他食肉目动物的食

性研究中(Xiong et al, 2017; Kumari et al, 2019; 

Marcolin et al, 2020; Wang et al, 2022)。 

作为淡水生态系统的顶级捕食者之一, 欧亚水

獭因其对水质的高度敏感性, 被普遍作为淡水生态

系统的指示种和旗舰种(Ruiz et al, 1998; Kruuk, 

2006)。自20世纪中期以来, 受盗猎、栖息地破坏、

环境污染等人为干扰影响, 我国欧亚水獭种群已遭

受严重破坏, 部分地区甚至已野外灭绝(徐龙辉 , 

1984; Gomez et al, 2016; Li & Chan, 2018)。为保护

其种群, 在1988年欧亚水獭就已被《国家重点保护

野生动物名录》列为国家二级重点保护野生动物。

有研究表明, 欧亚水獭现主要分布于我国东北和西

南地区, 其中大兴安岭是维持东北地区水獭种群稳

定的关键区域(吕江等, 2018; Zhang et al, 2018; 张

超等, 2022)。目前国内欧亚水獭的研究主要集中在

种群密度(吕江等, 2018; Zhang et al, 2018; 张超等, 

2022)、活动节律(韩雪松等, 2021; 史国强等, 2021)、

生境利用(Wang et al, 2021)等领域。然而我国水獭的

食性研究仍处于起步阶段, 仅在四川唐家河自然保

护区开展过基于粪便的水獭食性研究(Wang et al, 

2022), 东北地区欧亚水獭的食性研究尚且空白。 

本研究以大兴安岭北部欧亚水獭指名亚种

(Lutra lutra lutra)野生种群的粪便为实验材料, 利

用DNA宏条形码技术研究其食物组成以完善我国

东北地区欧亚水獭野生种群食性的基础信息, 为评

估其生存状况以及制定保护措施提供科学依据。 
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1.1  研究区域 

研究区域位于中国东北大兴安岭北部, 跨黑龙

江省与内蒙古自治区两大省级行政区。该区域属于

寒温带大陆性季风气候, 冬季寒冷漫长, 年平均气

温在0.2‒3.1 , ℃ 极端最低气温可达‒40℃以下, 全

年平均积雪期为165‒175 d。区域内河流自10月下旬

开始封冻, 翌年5月上旬解冻, 封冻期可达半年以

上(段亮亮, 2017)。研究区域鱼类以鲤科、鳅科等鲤

形目为主(杨富亿, 1998)。 

1.2  样品采集和保存 

大兴安岭北部的欧亚水獭主要集中分布于人

口密度较低的河流上游, 如诺敏河、盘古河、呼玛

河等(吕江等, 2018; 张超等, 2022)。鉴于此, 本研究

于2020年11‒12月及2021年12月在大兴安岭北部黑

龙江盘中国家级自然保护区(以下简称盘中)、大兴

安岭林业集团公司呼中林业局施业区(以下简称呼

中)、内蒙古大兴安岭重点国有林管理局克一河林业

局施业区(以下简称克一河)和甘河林业局施业区

(以下简称甘河)内, 采集疑似欧亚水獭粪便样品共

计50份(图1)。 

PCR扩增体系为25 μL, 包括样品DNA 30 ng、

2×Taq Plus Master Mix 12.5 μL、正反引物各1 μL (5 

μM)以及2 ng/μL牛血清蛋白(BSA) 3 μL, ddH2O补

充至25 μL。PCR反应程序为94℃预变性5 min; 94℃

变性30 s, 50℃退火30 s, 72℃延伸60 s, 循环35次; 

72℃延伸7 min。 

采样时工作人员沿样线进行调查, 根据欧亚水

獭活动痕迹及粪便特征辨认目标样品。采集样品时, 

佩戴一次性医用乳胶手套, 每次拾取样品后更换新

的手套以避免交叉污染, 记录GPS坐标、采样时间

以及相关环境信息。每份样品分别装入已加入8倍

于粪便样品体积无水硅胶的50 mL离心管中干燥保

存(Wasser et al, 1997), 带回实验室后转移至–20℃

低温保存。 

1.3  粪便DNA提取、扩增及物种鉴定 

粪便样品使用QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit 

DNA提取试剂盒提取DNA, 然后使用Nano Drop 

2000 (Thermo Scientific)测定DNA浓度和纯度, 选

用合格样品进行物种鉴定。 

为了确定每份粪便样品的来源为欧亚水獭, 利

用欧亚水獭特异引物LLCBL/R (表1)对粪便中线粒

体DNA Cytb基因片段进行扩增, 扩增产物长度为

80 bp。 

PCR产物使用1%琼脂糖凝胶电泳进行检测, 以 
 

 
 
图1  大兴安岭北部欧亚水獭粪便样品采集地点 
Fig. 1  The locations of Eurasian otter feces collected in the 
northern Greater Khingan Mountains 

 
表1  本研究使用的引物序列 
Table 1  Sequences of the primers used in the study 

引物 
Primer 

扩增区域 
Target 

引物序列 
Primer sequence (5'–3') 

产物长度 
Product length 

参考文献 
Reference 

F: AAAGCCACCCTGACACGATT LLCBL/R Cytb 

R: AGCAGGTGGATTGTTGCTAGTG 

80 bp Thomsen et al, 2012 

F: TAGAACAGGCTCCTCTAG 12S V5 12S rRNA 

R: TTAGATACCCCACTATGC 

98 bp Riaz et al, 2011 

OBS1 – CTATGCTCAGCCCTAAACATAGATAGCTTACATAACAAAACTATCTGC-C3 – Kumari et al, 2019 

HomoB – CTATGCTTAGCCCTAAACCTCAACAGTTAAATCAACAAAACTGCT-C3 – De Barba et al, 2014 

COI F: GCHCCHGAYATRGCHTTYCC 322 bp Elbrecht & Leese, 2017BF2/BR1 

 R: ARYATDGTRATDGCHCCDGC   

1  材料与方法 
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欧亚水獭肌肉样品为阳性对照, 以粪便DNA提取空

白为阴性对照, 筛选出目标条带清晰、长度为80 bp

的样品进行食性分析。 

1.4  食性分析的PCR扩增及高通量测序 

1.4.1  食性分析的PCR扩增 

确定粪便来源物种后, 进行基于DNA宏条形

码的分子食性分析。选用针对脊椎动物设计的通用

引物12S V5-F/12S V5-R (表1)对粪便中脊椎动物线

粒体基因12S rRNA V5片段进行扩增, 扩增片段长

度为98 bp (Riaz et al, 2011)。该对引物通用性广且具

有较高的种属分辨率, 已成功应用于欧亚水獭、雪

豹(Panthera uncia)、豹猫(Prionailurus bengalensis)

等多种食肉动物的分子食性分析中(Xiong et al, 

2017; Kumari et al, 2019; Harper et al, 2020)。使用该

组引物进行PCR扩增时, 能够同时扩增出粪便中欧

亚水獭及其食物的DNA, 为减少欧亚水獭DNA以

及潜在人类DNA竞争性扩增对食物DNA扩增的影

响, 本研究使用欧亚水獭阻隔引物(Eurasian otter 

blocking) OBS1以及人类阻隔引物(human blocking) 

HomoB来抑制欧亚水獭与人类DNA的扩增(Kumari 

et al, 2019)。 

此外, 为了探究欧亚水獭以无脊椎动物作为食

物来源的可能, 本研究选用针对淡水无脊椎动物开

发的通用引物BF2/BR1 (表1)对粪便中无脊椎动物

线粒体基因COI片段进行扩增 , 扩增片段长度为

322 bp (Elbrecht & Leese, 2017)。 

PCR扩增体系为25 μL, 包括样品DNA 30 ng、

2×Taq Plus Master Mix 12.5 μL、正反引物各1 μL 

(5 μM) 以及2 ng/μL牛血清蛋白(BSA) 3 μL, 另外

在12S V5引物体系中加入阻隔引物(50 μM) 1 μL, 

最后ddH2O补充至25 μL。PCR反应程序为94℃预变

性5 min; 94℃变性30 s, 12S V5引物体系60℃退火

30 s, BF2/BR1引物体系50℃退火30 s, 72℃延伸60 s, 

进行35个循环; 72℃延伸7 min。同时在每批次扩增

时加入粪便DNA提取空白和不加模板DNA的PCR

空白作为对照以检验DNA污染情况。 

1.4.2  高通量测序及数据处理 

PCR产物使用1%琼脂糖凝胶电泳检测扩增条

带大小, 并用Agencourt AMPure XP核酸纯化试剂

盒进行纯化, 然后构建DNA测序文库进行高通量测

序。测序采用双端测序法(paired-end sequencing), 

每端读长300 bp, 使用平台为Illumina Miseq PE300

系统(Illumina Inc., San Diego, CA, USA), 由北京奥

维森基因科技有限公司完成。 

测序完成后, 使用Trimmomatic (v0.36)、Pear 

(v0.9.6)对原始数据进行质量控制并去除含N碱基的

DNA序列。之后在QIIME 2软件(2021.11.0) (Bolyen 

et al, 2019)中使用vsearch (Rognes et al, 2016)根据

双端序列的overlap关系进行拼接处理。拼接后, 使

用DADA2 (Callahan et al, 2016)对合并序列进行质

量控制、降噪、去嵌合体, 然后对序列进行聚类形

成扩增序列变体(amplicon sequence variant, ASV, 

类似以 100% 相似度聚类的可操作分类单元

(operational taxonomic units, OTU))。 

为了对扩增序列变体进行物种注释, 两组引物

采用不同的注释方法。对使用针对脊椎动物的12S 

V5引物组扩增的序列数据, 采用BLAST局域比对

与人为比对的注释方法(陆琪等, 2019; 邵昕宁等, 

2019)。具体方法为, 从NCBI (National Center for 

Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih. 

gov)中下载NT数据库 , 使用BLAST+ (2.13.0)的

blastn程序将本实验获得的ASV与数据库进行比对, 

获得每个ASV的物种注释。此外, 为了提高结果的

可靠性, 将结合本地物种信息对序列进一步人工

比对。 

基于BLAST局域比对的序列物种鉴定及分类

原则包括: (1)比对结果一致度 ≥ 98%时, 最匹配序

列只对应单一物种, 且该物种在当地有分布, 则认

为序列来自该物种, 当该物种为非当地物种时, 则

记为涵盖当地最近缘物种的上一级分类单元; 最匹

配序列对应多物种时, 先排除当地无分布的物种, 

如仍对应不止一种, 则注释结果记为涵盖这些物种

的最小分类单元, 若物种均非当地物种时, 则记为

涵盖当地最近缘物种的最小分类单元。(2)当95% ≤ 

比对结果一致度 < 98%时, 最匹配序列仅有1条, 

且与其次之的序列一致度差距2%时, 则记为一致

度最高序列的上一级分类单元; 最匹配序列对应多

个物种时, 则记为能涵盖当地最近缘物种的最小分

类单元。(3)比对结果一致度 < 95%时, 序列物种注

释结果记为未知。 

对使用针对无脊椎动物的BF2/BR1引物组扩增

的序列数据, 使用基于朴素贝叶斯原理的RDP物种
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分类方法进行注释, 参考数据库从blast比对结果中

构建(Schmiedova et al, 2022)。具体方法为: 使用

BLAST+ (2.13.0)将实验中获得的ASV与nt数据库进

行比对, 提取前250条以一致度由高到低排序的同

源序列组成参考数据库。使用QIIME2软件中的

feature-classifier classify-sklearn (Bokulich et al, 

2018), 对ASV使用基于朴素贝叶斯原理的RDP物

种分类器进行分类, 分类置信度为70%。分类结果

将结合本地物种信息进行人工比对, 当注释物种非

当地物种时, 记为涵盖当地最近缘物种的最小分类

单元, 最终序列物种注释到“目”水平。 

物种分布信息参考《黑龙江鱼类》(任慕莲, 

1981)、《黑龙江流域(中国)鱼类识别手册》(赵文阁

等, 2021)、《呼玛河底栖动物种类组成》(唐富江等, 

2007)、《黑龙江上游呼玛至黑河江段底栖动物群落

结构及其生物指示作用》(林繁会等, 2016)、《中国

生物物种名录》 (The Biodiversity Committee of 

Chinese Academy of Sciences, 2022)。 

物种注释完成后, 删除未鉴定成功序列以及那

些不太可能成为欧亚水獭猎物的物种序列, 包括人

类、欧亚水獭、细菌、真菌、藻类、水生微型动物

(包括轮虫、缓步动物、溞类)以及小型环节动物(包

括带丝蚓目、颤蚓目)的序列。此外当一个样品中某

ASV序列数少于同批次PCR空白对照或少于该样品

总序列数的1%时, 认为该序列可能来源于交叉污

染, 舍弃这一序列, 该ASV不参与相应样品的食物

结果与计算中。最后统计经筛选后的每份样品的物

种类别以及对应序列条数用于食性数据分析。 

1.5  食性数据分析 

筛选后数据分析结果以相对出现频率(relative 

frequency of occurrence, %RFO)和相对序列丰度

(relative read abundance, %RRA)两个指标(Deagle et 

al, 2019)表示。 

%RFO是某一物种类别在所有样品中的出现次

数占所有物种类别总出现次数的百分比, 计算公式

如下:  

,1

,1 1

% 100%

S

i kk
T S

i ki k

I
RFO

I



 

 
 

      (1) 

其中, S为有效样品总数, T为物种类别总数, Ii,k为指

示函数, 当物种类别i在样品k中存在其值记为1, 否

则记为0。由公式可知, 全部物种类别的%RFO之和

为100%。 

%RRA是某一物种类别的序列数占该样品总物

种类别序列的百分比, 反映了相对生物量, 计算公

式如下:  
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     (2) 

其中, N为有效样品总数, T为物种类别总数, ni,k是物

种类别i在样品k中的序列数。由公式可知, 全部物

种类别的%RRA之和为100%。 

为分析结果中不同物种类别的差异水平, 使用

SPSS (26.0)软件中的独立样本Kruskal-Wallis H检验, 

分别比较不同物种类别间的%RFO差异以及%RRA

差异。 

为评估样品数是否足够代表欧亚水獭食性结

果, 使用R (4.1.2)中的vegan包(2.5-6)对经筛选后获

得的物种ASV构建物种累积曲线。 

 

2.1  物种鉴定与高通量测序 

本研究于大兴安岭北部4个研究区中共采集欧

亚水獭肌肉样品1份及疑似水獭粪便样品50份。除5

份DNA提取质量不合格及10份未扩增出目标条带

外, 有35份粪便样品扩增出目标条带, 鉴定来源为

欧亚水獭, 其中盘中20份, 呼中6份, 克一河5份, 

甘河4份(附录1)。 

对上述35个已鉴定样品进行食性分析, 其中

12S rRNA区域全部扩增成功, COI区域仅成功扩增

15份。测序结果经过滤、降噪、合并等处理后, 12S 

rRNA区域共获得80–120 bp双端序列片段5,855,222

条, 平均每份样品167,292条序列(22,288–800,671), 

其中1.22%来自欧亚水獭和人类, 另有3.83%低于

1%阈值, 其余94.95%用于脊椎动物食性分析; COI

区域共获得300–350 bp双端片段326,935条, 平均每

份样品21,796条序列(1,294–40,396), 其中37.32%来

自细菌、真菌、植物以及藻类, 19.85%未鉴定到目

水平, 另有1.03%来自小型环节动物, 0.58%来自水

生微型动物, 5.37%低于1%阈值, 其余35.84%用于

后续无脊椎动物食性分析。 

2.2  欧亚水獭食性分析 

2.2.1  12S rRNA区域 

处理结果显示, 12S rRNA区域有效样品数为35 

2  结果 
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(附录2), 序列注释筛选后共获得17种不同的物种类

别, 其中11种鉴定到种水平, 6种鉴定到属水平(表

2)。所有物种类别中, %RFO及%RRA大于10%的类

别有杂色杜父鱼(Cottus poecilopus)以及黑龙江林蛙

(Rana asmurensis), 其中杂色杜父鱼相对出现频率

和相对序列丰度均最高, 分别为19.35%和27.32% 

(表2)。科水平上, 杜父鱼科、蛙科以及鲤科物种的

相对出现频率和相对序列丰度均大于10%, 其中杜

父鱼科均最高, 分别为32.26%和45.72% (图2)。从生

物类群看, 相比蛙类, 17种物种类别中, 鱼类有15

种, 物种最丰富(表2); 其次鱼类的%RFO和%RRA

分别为81.94%和71.06%, 在脊椎动物物种类别中占

主导地位(图2)。Kruskal-Wallis H检验结果表明, 科

水平上, 不同物种类别在%RFO及%RRA统计值上

存在显著差异(H = 107.08, df = 7)。类别的成对比较

结果显示, 杜父鱼科与其他鱼类间具有显著差异。

脊椎动物物种累积曲线显示, 随着样品数量的增加, 

观测到的脊椎动物ASV数量趋于稳定, 说明本研究 

 
表2  大兴安岭北部欧亚水獭粪便(N = 35) 12S rRNA区域食性分析结果 
Table 2  Results of diet analysis in 12S rRNA region (N = 35) of Eurasian otter fecal samples in the northern Greater Khingan 
Mountains. %RFO, Relative frequency of occurrence; %RRA, Relative read abundance. 

物种类别 Species taxa 出现样品数 Occurrence 相对出现频率 %RFO 相对序列丰度 %RRA 生物类群 Biome 

杂色杜父鱼 Cottus poecilopus 30 19.35 27.32 鱼类 Fish 

黑龙江林蛙 Rana amurensis 24 15.48 21.73 蛙类 Frog 

克氏杜父鱼 Cottus czerskii 15 9.68 16.47 鱼类 Fish 

东北林蛙 Rana dybowskii 4 2.58 7.21 蛙类 Frog 

须鳅属一种 Barbatula sp. 13 8.39 5.47 鱼类 Fish 

真鱥 Phoxinus phoxinus 18 11.61 5.09 鱼类 Fish 

湖大吻鱥 Rhynchocypris percnurus 10 6.45 4.65 鱼类 Fish 

黑龙江茴鱼 Thymallus arcticus 8 5.16 2.96 鱼类 Fish 

拉氏大吻鱥 Rhynchocypris lagowskii 8 5.16 2.81 鱼类 Fish 

黑龙江中杜父鱼 Mesocottus haitej 2 1.29 1.54 鱼类 Fish 

茴鱼属一种 Thymallus sp. 4 2.58 1.43 鱼类 Fish 

七鳃鳗属一种 Lampetra sp. 4 2.58 1.08 鱼类 Fish 

葛氏鲈塘鳢 Perccottus glenii 5 3.23 0.81 鱼类 Fish 

江鳕 Lota lota 4 2.58 0.66 鱼类 Fish 

杜父鱼属一种 Cottus sp. 3 1.94 0.39 鱼类 Fish 

大吻鱥属一种 Rhynchocypris sp. 2 1.29 0.33 鱼类 Fish 

花鳅属一种 Cobitis sp. 1 0.65 0.05 鱼类 Fish 

 

 
 
图2  科水平上大兴安岭北部欧亚水獭粪便(N = 35)脊椎动物组成。(a)相对出现频率; (b)相对序列丰度。 
Fig. 2  Vertebrate of Eurasian otter feces (N = 35) in northern Greater Khingan Mountains at family level. (a) Relative frequency of 
occurrence; (b) Relative read abundance. 
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图3  12S rRNA和COI区域食性分析结果物种累积曲线 
Fig. 3  Species accumulation curve of diet analysis in 12S rRNA and COI region 

 
表3  大兴安岭北部欧亚水獭粪便(N = 12) COI区域食性分析结果 
Table 3  Results of diet analysis in COI region (N = 12) of Eurasian otter fecal samples in the northern Greater Khingan Mountains. 
%RFO, Relative frequency of occurrence; %RRA, Relative read abundance. 

物种类别 Species taxa 出现样品数 Occurrence 相对出现频率 %RFO  相对序列丰度 %RRA 生物类群 Biome 

蜻蜓目 Odonata 8 20.51 33.86 昆虫 Insect 

毛翅目 Trichoptera 9 23.08 25.92 昆虫 Insect 

襀翅目 Plecoptera 7 17.95 18.74 昆虫 Insect 

蜉蝣目 Ephemeroptera 8 20.51 15.87 昆虫 Insect 

双翅目 Diptera 7 17.95 5.60 昆虫 Insect 

 
样品数量足以代表大兴安岭北部冬季欧亚水獭粪

便中脊椎动物情况(图3a)。 

2.2.2  COI区域 

处理结果显示, COI区域有效样品数为12 (附录

3), 注释后共获得5种分类到目水平的物种类别。从

生物类群看, 5种类别均为昆虫。所有类别中, %RFO

及%RRA大于10%的有蜻蜓目、毛翅目、襀翅目和

蜉蝣目(表3), 其中蜻蜓目(%RFO = 20.51%, %RRA 

= 33.86%)是粪便中无脊椎动物的主要组成部分。使

用独立样本Kruskal-Wallis H检验比较不同目间的

%RFO及%RRA统计值差异, 结果表明5个目水平的

物种类别在%RFO及%RRA统计值上不存在显著差

异。无脊椎动物物种累积曲线显示, 随着样品数量

的增加, 观测到的无脊椎动物物种ASV数量仍呈上

升趋势, 说明本研究仍需更多的样品数量以分析粪

便中无脊椎动物的组成(图3b)。 

 

3.1  物种鉴定 

欧亚水獭一般独居, 多在夜间活动, 成年雄性

活动范围可达15 km, 行动迅速, 行踪隐蔽, 难以被

人直接观察(Erlinge, 1967; 韩雪松等, 2021)。同时从

当年9月下旬到翌年4月上旬, 采样区域日平均气温

均低于10 , ℃ 极端最低气温可达‒40 , ℃ 人为长期

监测难度大, 红外相机等长期监测设备受极端低温

影响常无法正常工作, 因此难以通过直接观察其捕

食行为获得食性数据。得益于分子生物学的发展, 

目前基于粪便DNA获取食物组成已成为食性研究

的主流方法。然而该方法需要物种来源明确的粪便

样品作为研究材料, 以避免得出错误的食性结果

(Morin et al, 2016)。但基于粪便形态特征采集样品

往往有误判来源的风险, 粪便质量也无法得到保证, 

因此在食性分析前对样品的质量及物种来源进行

检测就显得尤为重要(陆琪等, 2019; Harper et al, 

2020)。 

本研究于大兴安岭北部共采集疑似水獭粪便

样品50份, 在采集时基于欧亚水獭习性, 根据雪地

痕迹以及粪便形态特征预判为欧亚水獭粪便, 除5

份DNA提取质量不合格及10份未扩增出目标条带

外, 剩余35份均成功扩增出目标条带被鉴定源自欧

3  讨论 
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亚水獭, 有效样品概率为70%。本次实验中粪便物

种鉴定阶段所使用的引物为针对欧亚水獭设计的

特异引物LLCBL/R, 该引物已被成功应用于淡水

生态系统中欧亚水獭的检测(Thomsen et al, 2012)。

同时在后续食性分析阶段对脊椎动物12S rRNA区

域进行测序后, 35份样品中均存在欧亚水獭的序列

且无其他捕食者序列, 说明该物种鉴定方法较为

可靠。 

本次实验中较低的鉴定成功率可能是因为采

集的样品质量不佳或保存方法不当导致了DNA的

降解。目前较新的基于粪便DNA的动物食性研究一

般采用两步法保存粪便, 即先用无水乙醇或95%酒

精浸泡24 h后, 再加入硅胶进行‒20℃保存(Shao et 

al, 2021; Wang et al, 2022)。有研究表明, 采用两步

法要比直接加入硅胶, 能从粪便中提取到更高浓度

的DNA, 在PCR实验中也有更高的成功率(Nsubuga 

et al, 2004)。因此, 本研究中直接加入硅胶进行低温

保存可能会对DNA提取和扩增的效果造成影响, 使

鉴定成功率降低。同时需要强调的是, 尽管后续实

验结果表明使用硅胶冷冻法保存的样品仍可以用

于食性分析, 但由于研究区域和季节的特殊性, 本

研究采样时日平均气温均在‒10℃以下, 而低温环

境有利于粪便DNA的保存。因此本研究中使用的粪

便保存方法可能不适用于其他地区或其他季节。另

一个导致成功率低的因素可能是采集的粪便来源

于非欧亚水獭物种, 因此无法扩增到目标条带。上

述问题可通过尽量采集新鲜粪便及优化保存方法

以减少降解所带来的影响。 

3.2  食性分析 

传统的基于形态学的欧亚水獭食性研究受限

于食物残渣的辨识度, 往往只能将猎物鉴定到较高

的分类水平, 同时由于同源物种间形态相近容易误

判, 因此难以在物种水平上获得准确的食性结果

(Britton et al, 2006; Smiroldo et al, 2019; Marcolin et 

al, 2020)。利用DNA宏条形码技术, 本研究成功从

欧亚水獭粪便中鉴定出分类到种的脊椎动物共计

11种及分类到目的无脊椎动物共计5种, 其中脊椎

动物分类精度与同样使用DNA宏条形码的食性研

究相当(Harper et al, 2020; Wang et al, 2022)。更精细

的食性结果, 说明了DNA宏条形码技术可用于欧亚

水獭的食性研究且具有更大的应用潜力。 

本研究使用了两组引物分别探究欧亚水獭对

脊椎动物及无脊椎动物的摄食情况, 尽管基于高通

量测序的食性结果可以用于半定量分析, 但由于不

同引物间的扩增成功率与效率存在差异, 序列丰度

与生物量之间的关系往往会发生变化, 且相关性较

弱, 因此本研究未对两组引物扩增获得的食性结果

进行统一分析(Pompanon et al, 2012; Kumari et al, 

2019)。已有研究表明, 欧亚水獭作为机会主义捕食

者, 其食谱组成受到当地食物资源多样性影响, 但

主要以鱼类为主, 其次是两栖动物、鸟类、爬行动

物和无脊椎动物(Clavero et al, 2003; Krawczyk et al, 

2016; Lanszki et al, 2016)。同时尽管欧亚水獭食性

在不同季节、不同栖息地类型、不同地理区域中存

在差异, 但鱼类仍是水獭食物的主要来源, 而两栖

动物常在特定的季节(如冬春季)或特定的水体(如

小溪沼泽)中作为鱼类的重要食物补充(Taastrøm & 

Jacobsen, 1999; Smiroldo et al, 2009; Krawczyk et al, 

2016; Lanszki et al, 2016)。此外有研究表明, 昆虫在

水獭粪便中出现频率较高, 但只占其食物生物量的

很小一部分, 食物重要性远小于鱼类、蛙类等脊椎

动物(Krawczyk et al, 2016)。因此尽管本研究对两组

引物扩增结果分别进行分析, 但仍将鱼类、蛙类等

脊椎动物作为主要食物来源进行讨论。 

对脊椎动物12S rRNA区域序列的分析结果表

明 , 大兴安岭北部欧亚水獭冬季主要捕食鱼类

(%RFO = 81.94%, %RAA = 71.06%), 其次是蛙类

(%RFO = 18.06%, %RAA = 28.94%), 而不捕食鸟

类、爬行动物及小型哺乳动物。这一结果与欧洲的

欧亚水獭食性研究结果相似, 其食物组成都是以鱼

类为主, 其次为两栖动物, 不同的是在欧洲的相关

研究中水獭还会捕食鸟类、小型哺乳动物等脊椎动

物(Clavero et al, 2003; Krawczyk et al, 2016; Lanszki 

et al, 2016)。例如, Harper等(2020)在英国北部和东

部基于DNA宏条形码技术开展欧亚水獭食性研究, 

发现水獭的食物主要是鱼类(81.1%), 其次是两栖

动物(12.7%)、鸟类(5.9%)和哺乳动物(0.5%)。国内

的欧亚水獭食性研究表明, 水獭主要捕食鱼类, 其

次是两栖动物、鸟类和哺乳动物, 而不食用爬行动

物(Wang et al, 2022)。本研究中, 蛙类是除鱼类外唯

一对饮食做出重要贡献的脊椎动物猎物。这可能是

冬季时蛙类冬眠, 相较鸟类、爬行动物、哺乳动物
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等物种更容易被捕捉(Weber, 1990)。此外, 由于冬

季研究区河流已经封冻, 极端天气下, 营水边的鸟

类数量减少也可能导致结果未能扩增出鸟类序列。

还需注意的是, 有研究表明, 本研究所使用的通用

脊椎动物引物12S V5并不是对所有脊椎动物都有

效(Kelly et al, 2014), 因此还需要考虑引物是否充

分覆盖研究区潜在食源物种做进一步研究。 

本研究中欧亚水獭较多捕食杂色杜父鱼、克氏

杜父鱼(Cottus czerskii)等杜父鱼科鱼类(%RRA = 

45.72%), 而较少捕食其他鱼类。这可能是由于欧亚

水獭偏好捕食移动缓慢和体型较小的猎物。杂色杜

父鱼、克氏杜父鱼等杜父鱼科鱼类在形态上表现为

小型鱼类, 主要栖息于淡水水系中较为复杂的山涧

及其支流, 常被发现生存于水温较低的砂砾与石缝中, 

活动能力较弱, 是典型的山涧冷水性底层鱼类①。而

其他鱼类如湖大吻鱥(Rhynchocypris percnurus)、真

鱥(Phoxinus phoxinu)等也属于冷水性小型鱼类(许

旺, 2013), 但其活动能力较强, 捕捉它们需要更多

的能量与时间。与本研究中水獭鱼类捕食倾向相似, 

以往有研究表明, 欧亚水獭更倾向于捕食移动缓慢

和较小的底栖鱼类(Hong et al, 2019; Harper et al, 

2020)。但也有研究指出, 欧亚水獭更喜欢捕食能快

速活动的鲤科鱼类(Kumari et al, 2019; Wang et al, 

2022)。研究结果的差异可能与栖息地猎物的捕捉难

度密切相关, 而捕捉难度主要受栖息地猎物组成、

水体类型、季节等因素的影响(Wang et al, 2022)。因

此本研究得出的欧亚水獭鱼类偏好性的结论仍需

结合当地的物种情况, 在不同栖息地类型、不同季

节做进一步研究。 

除了使用针对脊椎动物的12S V5引物外, 为了

探讨欧亚水獭捕食无脊椎动物的可能, 本研究还使

用了针对无脊椎动物的BF2/BR1引物对粪便DNA

进行扩增。结果发现除了水生微型动物、小型环节

动物、昆虫等无脊椎动物外, 还扩增出了细菌、真

菌、藻类以及植物等非无脊椎动物序列。非无脊椎

动物序列的产生可能是由于使用引物的简并性过

高引起的非特异性扩增。此外植物、藻类、水生微

型动物(轮虫、溞类等)以及小型环节动物(包括带丝

                                                        
① 周远帆 (2021) 东北地区杂色杜父鱼线粒体全基因组序列测定及遗

传多样性分析. 硕士学位论文, 上海海洋大学, 上海. 

蚓目、颤蚓目)序列的产生可能是作为鱼类食物被一

同扩增使结果产生了偏差(Alberdi et al, 2019)。因此

根据以往的食性研究成果, 本研究删除了那些不太

可能成为欧亚水獭猎物的物种序列进行分析。 

对无脊椎动物COI区域序列的分析结果表明, 

欧亚水獭粪便中存在蜻蜓目、毛翅目、襀翅目、蜉

蝣目以及双翅目等昆虫, 且无其他大型无脊椎动物

的存在, 这表明研究区水獭有可能捕食昆虫作为食

物补充。但昆虫作为鱼类的常见食物之一, 极有可

能随着水獭捕食鱼类而出现在水獭粪便中。有研究

表明, 毛翅目、襀翅目、蜉蝣目等昆虫是杂色杜父

鱼的主要食物来源(霍堂斌等, 2015)。且基于显著性

差异分析发现, 5个昆虫类别中, 小型昆虫(难以被

水獭主动捕食)如双翅目和毛翅目昆虫与大型昆虫

(易被水獭发现捕食)如蜻蜓目在%RFO及%RRA统

计值上不存在显著差异。这表明样品中的昆虫很有

可能来源于鱼类或者蛙类等被捕食者体内。因此尽

管已有研究发现, 欧亚水獭在圈养情况下会积极捕

食大型昆虫(Carss & Parkinson, 1996), 且相关食性

研究表明, 昆虫一直是水獭无脊椎动物食物的重要

组成部分(Krawczyk et al, 2016; Lanszki et al, 2016)。

但出于保守性原则, 本研究不将蜻蜓目、蜉蝣目等

昆虫列入大兴安岭北部欧亚水獭冬季的食性中。此

外本研究并未从水獭粪便中发现虾类、蟹类、蚌类

等大型无脊椎动物的存在, 这可能与栖息地相关物

种数量稀少有关(经访谈, 研究区管护人员表示很

少在研究区河段中发现虾类、蟹类、蚌类等大型无

脊椎动物)。 
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附录1  经物种鉴定筛选出的有效欧亚水獭粪便样品 

Appendix 1  The valid fecal samples of Eurasian otter screened out through DNA identification in the northern 

Greater Khingan Mountains 

样品编号 

Sample code 

采样地区 

Sampling site 

经度 

Longitude (°, E) 

纬度 

Latitude (°, N) 

采样时间 

Sampling time 

1 甘河 Ganhe 122.98 50.94 2020.12 

2 甘河 Ganhe 122.98 50.94 2020.12 

3 甘河 Ganhe 122.98 50.94 2020.12 

4 甘河 Ganhe 122.98 50.94 2020.12 

5 呼中 Huzhong 123.84 52.18 2020.11 

6 呼中 Huzhong 123.84 52.18 2020.11 

7 呼中 Huzhong 123.44 52.09 2020.11 

8 呼中 Huzhong 123.44 52.09 2020.11 

9 呼中 Huzhong 123.44 52.09 2020.11 

10 呼中 Huzhong 123.44 52.09 2020.11 

11 克一河 Keyihe 122.61 50.23 2020.12 

12 克一河 Keyihe 122.62 50.23 2020.12 

13 克一河 Keyihe 122.61 50.23 2020.12 

14 克一河 Keyihe 122.61 50.23 2020.12 

15 克一河 Keyihe 122.61 50.23 2020.12 

16 盘中 Panzhong 124.11 52.92 2021.12 

17 盘中 Panzhong 124.11 52.92 2021.12 

18 盘中 Panzhong 124.02 52.82 2021.12 

19 盘中 Panzhong 123.98 52.81 2021.12 

20 盘中 Panzhong 124.01 52.81 2021.12 

21 盘中 Panzhong 124.01 52.81 2021.12 

22 盘中 Panzhong 124.11 52.91 2021.12 

23 盘中 Panzhong 124.11 52.91 2021.12 

24 盘中 Panzhong 124.11 52.91 2021.12 

25 盘中 Panzhong 124.11 52.91 2021.12 

26 盘中 Panzhong 123.98 52.81 2020.11 

27 盘中 Panzhong 124.00 52.8 2020.11 

28 盘中 Panzhong 124.00 52.8 2020.11 

29 盘中 Panzhong 124.03 52.82 2020.11 

30 盘中 Panzhong 124.03 52.82 2020.11 

31 盘中 Panzhong 124.10 52.89 2020.12 

32 盘中 Panzhong 124.10 52.89 2020.12 

33 盘中 Panzhong 124.11 52.91 2020.12 

34 盘中 Panzhong 124.11 52.91 2020.12 

35 盘中 Panzhong 124.11 52.91 2020.12 
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