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[bookmark: _Toc217640355][bookmark: BookMark2]前言
本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
本文件由北京市水务局提出并归口。
本文件由北京市水务局组织实施。
[bookmark: _Hlk71380497]本文件起草单位：北京市水文总站（北京市水务局水质水生态监测中心）、中国科学院生态环境研究中心。
本文件主要起草人：
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鱼类环境RNA监测技术规范
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc97191423][bookmark: _Toc196196170][bookmark: _Toc216778802][bookmark: _Toc216789321][bookmark: _Toc217640356]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本文件规定了鱼类环境RNA（eRNA）监测的对象、技术方法、采集和实验分析等技术要求。
本文件适用于河流、湖泊、水库、渠道等淡水地表水的鱼类eRNA监测。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc97191424][bookmark: _Toc196196171][bookmark: _Toc216778803][bookmark: _Toc216789322][bookmark: _Toc217640357]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
GB/T 30989 高通量基因测序技术规程
DB11/T 2023 鱼类贝类环境DNA识别技术规范
[bookmark: _Toc97191425][bookmark: _Toc196196172][bookmark: _Toc216778804][bookmark: _Toc216789323][bookmark: _Toc217640358]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

环境RNA  environmental RNA；eRNA
指生物体在环境中释放的包含游离和残留细胞中的RNA，可提供一个环境中活体物种的存在记录和群落组成信息。

互补DNA  complementary DNA；cDNA
cDNA是以RNA作为模板，利用逆转录酶催化合成的DNA链。

分类操作单元  operational taxonomic unit；OTU 
在系统发生学、群体遗传学研究中设定的分子分类单位，具有可鉴别生物分类单元（品系、种、属等）序列分类特征。一般把碱基序列相似度不小于97%的OTU定义为一个物种。
[来源：DB11/T 2023，3.5，有修改]

引物条形码  barcode
为高通量测序时区分不同样点PCR产物的物种基因序列，在扩增引物5’端增加的序列特异性短片段标记。
[来源：DB11/T 2023，3.6，有修改]

相似度  sequence similarity
为序列间比对时覆盖片段中相同DNA碱基数占总碱基数目的比例，以百分数表示。

覆盖度  sequence coverage
为测序序列中与数据库比对成功的的DNA碱基数占总碱基数目的比例，以百分数表示。
[bookmark: _Toc196196174][bookmark: _Toc216778805][bookmark: _Toc216789324][bookmark: _Toc217640359]试剂和器具
[bookmark: _Toc196196175][bookmark: _Toc216789325][bookmark: _Toc217640360]试剂
除非另有说明，试剂均使用符合国家标准的分析纯试剂，试验用水均使用满足GB/T 6682中一级水要求的新制备的超纯水。具体要求如下：
次氯酸钠（NaClO）；
氢氧化钠（NaOH）；
乙二胺四乙酸（EDTA，C10H16N2O8）；
乙二胺四乙酸溶液：c（EDTA）=0.5 mol/L。称取14.612 g EDTA溶于适量超纯水中，NaOH固体调节pH至8.0，定容至100 mL，121 ℃灭菌18 分钟，冷却后常温保存；
氯仿（CHCl3）；
异丙醇（C3H8O）；
消毒液：次氯酸钠和超纯水配制，有效氯浓度5.5%~6.5%（质量分数）；
无水乙醇；
75%乙醇：无水乙醇和超纯水3:1配制，其中消毒用75%乙醇可使用化学纯无水乙醇和超纯水3:1配制；
Trizol RNA提取试剂盒：应包含Trizol试剂；
DNA去除试剂盒：主要包括DNA酶、DNA酶促缓冲液、DNA沉降试剂等，纯化的RNA要求OD260/280比值介于1.8~2.0之间，OD260/230比值大于2.0；
柱式PCR产物纯化试剂盒：主要包括DNA溶解试剂、纯化柱、DNA沉淀试剂、DNA洗涤试剂等，纯化的DNA要求OD260/280比值介于1.8~2.0之间，OD260/230比值大于2.0；
PCR 扩增试剂：推荐市售的PCR扩增试剂套装，包含PCR聚合酶、dNTPs、Mg2+和PCR 缓冲液等；
三羟甲基氨基甲烷（Tris）；
硼酸（H3BO3）；
Tris-硼酸电泳缓冲液（TAE，5×）：称取54 g Tris和27.5 g硼酸溶于适量超纯水中，加入0.5 mol/L EDTA溶液20 mL，定容至1000 mL，121 ℃灭菌18 分钟，冷却后常温保存；
[bookmark: OLE_LINK1]琼脂糖；
GelRed（染色试剂）；
2.0%琼脂糖凝胶：量取5×TAE缓冲液20 mL，加入超纯水180 mL和4 g琼脂糖，加热至琼脂糖全部融化，取出摇匀，待琼脂糖胶液冷却至50 ℃~60 ℃时加入0.1 mg GelRed，倒入电泳槽中，待胶完全冷却凝固后备用；
100bp ladder（RNA分子量标准品）：范围100 bp~1000 bp，包含若干条单一的RNA条带。
焦碳酸二乙酯处理水（DEPC水）：推荐使用市售的商品化DEPC水。
[bookmark: _Toc196196176][bookmark: _Toc216789326][bookmark: _Toc217640361]主要器具
具体要求如下：
1. 液氮罐：装有液氮，5 L、50 L、100 L；
移动电源：支持220 V输出；
便携式真空抽滤泵及过滤砂芯；
采样瓶：1 L，塑料或玻璃材质，具螺旋帽或磨口塞，使用前121 ℃灭菌18 分钟；
冻存管：2 mL、5 mL；
微量移液器：0.2 μL ~2 μL、1 μL ~10 μL、20 μL ~200 μL、100 μL ~1000 μL；
低温冰箱：温控-20 ℃、-80 ℃；
金属冰盒：200 μL、1.5 mL；
高压蒸汽灭菌器：可达到标准要求的121 ℃；
无菌水溶性滤膜：孔径0.45 μm；
手术剪；
尖头镊子；
离心管：1.5 mL，无RNA酶；
PCR管：200 μL；
超微量紫外分光光度计：最小测量体积不高于1 μL，波长范围包括230 nm、260 nm和280 nm，检出限2ng/μL （ssRNA）；
PCR仪：温控范围0 ℃~100 ℃，升温速度6 ℃/s，适配200 μL PCR管；
低温离心机：最高离心力不低于12000 g，温控范围低至4 ℃；
凝胶成像分析系统：302 nm光源；
电泳仪：水平式；
电泳槽：水平式；
电子天平：感量为0.01 mg；
容量瓶：100 mL、1000 mL。
[bookmark: _Toc196196177][bookmark: _Toc216789327][bookmark: _Toc217640362]器具准备
按照DB11/T 2023的规定。
[bookmark: _Toc217640363]监测步骤
[bookmark: _Toc216789329][bookmark: _Toc217640364]监测流程
鱼类eRNA监测程序见图1.


鱼类eRNA监测程序
[bookmark: _Toc196196179][bookmark: _Toc216789330][bookmark: _Toc217640365]采样点设置
按照DB11/T 2023的规定。
[bookmark: _Toc196196180][bookmark: _Toc216789331][bookmark: _Toc217640366]水样采集与抽滤
近岸样点：水样应在距岸5 m内、不受泥沙干扰的区域采集。将1 L的灭菌采样瓶瓶口向上游来水方向，在距水面下0.5 m范围内采集1 L水样。
离岸样点：水样应在水深＜10 m处水面下0.5 m采集，水深≥10 m处应分水面下0.5 m和水底上1 m两个水层等比采集混合水样。采样人乘船于船行进方向前侧用采水器采集1 L水样，转移至灭菌采样瓶中，采样瓶应密封并做好标记。
连接真空泵和抽滤器，用镊子取0.45 μm孔径的滤膜置于滤膜台中央，盖上抽滤漏斗。
取1 L灭菌超纯水进行抽滤，完成后用灭菌镊子从边缘夹起滤膜并折叠放入冻存管中，作为采样空白组，采用相同方法抽滤各采样点水样作为实验组。水样浊度高造成滤膜堵塞时应及时更换滤膜。抽滤中保持抽滤器密封，每抽滤完一个水样应清洗抽滤器并使用75%酒精消毒。
冻存管应立即于液氮中保存，运输至实验室后可继续保存在液氮或-80 ℃低温冰箱中以备RNA提取。
[bookmark: _Toc196196181][bookmark: _Toc216789332][bookmark: _Toc217640367]RNA提取和cDNA合成
[bookmark: _Toc196196182][bookmark: _Toc216789333]RNA提取
具体要求如下：
1. 用灭菌镊子将滤膜从冻存管转移至1.5 mL离心管中，用灭菌剪刀将滤膜剪碎至1 mm2~3 mm2的碎片；
向离心管中加入1000 μL Trizol提取液，涡旋振荡混匀，室温静置5分钟；
4 ℃下12000 g离心10分钟，将上层液体转移至新离心管中；
向离心管中加入200 μL氯仿，涡旋振荡15秒，室温放置3分钟；
于低温离心机4 ℃下，12000 g离心15分钟；
将上层液体（约占总体积的50%）转移至新的离心管；
加入0.5 mL异丙醇（-20 ℃预冷），上下颠倒混匀，冰浴10分钟；
于低温离心机4 ℃下，12000 g离心10分钟；
倒掉上清液，加入1 mL 75%乙醇（-20 ℃预冷），缓慢振荡混匀；
倒掉上清液，低温干燥5~10分钟；
用DEPC水重悬RNA，冰浴10分钟；
取2 μL RNA 进行琼脂糖凝胶电泳检测RNA完整度；取1 μL使用超微量紫外分光光度计测定RNA的纯度和浓度；
RNA质量要求：OD260/280比值应介于1.8~2.0之间，OD260/230比值应大于2.0。
[bookmark: _Toc196196183][bookmark: _Toc216789334]DNA去除
采用符合4.1中要求的DNA去除试剂盒完成，具体操作步骤参考试剂盒要求。
[bookmark: _Toc196196184][bookmark: _Toc216789335]cDNA合成
采用符合4.1中要求的cDNA合成试剂盒完成，具体操作步骤参考试剂盒要求。
[bookmark: _Toc196196185][bookmark: _Toc216789336][bookmark: _Toc217640368]PCR扩增
[bookmark: _Toc196196186][bookmark: _Toc216789337]引物选择和标记
[bookmark: _Toc216789338]引物选择
选择鱼类线粒体DNA特定区段通用扩增引物对cDNA进行扩增。可使用2对引物核苷酸序列如下：
1. 引物1-上游引物F：ACACCGCCCGTCACTCT；
引物1-下游引物R：CTTCCGGTACACTTACCATG；
引物2-上游引物F：GTCGGTAAAACTCGTGCCAGC；
引物2-下游引物R：CATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG。
[bookmark: _Toc216789339]引物标记
在合成引物前，应根据样点数量在扩增引物5’端添加相应数量的引物标签，以区分不同样点的扩增产物。标签长度宜为6~12碱基。
可参考附录A中列出的8碱基条形码参考序列进行添加，也可根据情况自行设计添加。不影响扩增结果且测序后可区分不同样点的引物条形码均可使用。
[bookmark: _Toc196196187][bookmark: _Toc216789340]PCR扩增
使用5.5.2中引物对合成的鱼类cDNA进行PCR扩增。
25 μL PCR扩增体系包括PCR聚合酶0.2 μL、PCR缓冲液2.5 μL、dNTPs 2 μL、上下游引物1 μL、经7.1和7.2提取纯化的cDNA模板1 μL、超纯水补齐。体积可为25 μL或其整数倍。
PCR仪反应程序设置：
1. 预变性：95 ℃ 5分钟；
扩增：每个循环包括95 ℃变性30秒、58 ℃退火30秒、72 ℃延伸30秒，重复35个循环；
延伸：72 ℃ 10 分钟；
保存：4 ℃。
应使用2.0%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物。若有特异性目的条带，用符合4.1所述柱式PCR产物纯化试剂盒方法纯化。采用2.0%琼脂糖凝胶电泳检测纯化产物，超微量紫外分光光度计检测纯化后的PCR产物，方法同7.1。PCR产物在-20 ℃~-80 ℃温度条件下保存，保存时间不宜超过1年。
[bookmark: _Toc196196188][bookmark: _Toc216789341][bookmark: _Toc217640369]测序与数据分析
[bookmark: _Toc196196189][bookmark: _Toc216789342]数据筛选与处理
对PCR扩增样品进行第二代高通量测序，利用分析软件对测序结果数据进行预处理，去除测序过程产生的低质量测序序列（非特异性扩增序列，含有模糊碱基、单碱基高重复区或长度过短的序列，嵌合体序列等）。具体步骤如下：
1. 检测测序数据中每个读长的引物条形码，按照引物条形码进行文库拆分，将所有序列区分到不同样点，同时去除检测不到条形码的序列，以及错配或测序错误生成的序列；
去除读长上的引物序列，去除错配扩增序列；
去除测序质量不达标的序列，保留质量值＞Q20的序列；
去除短序列，即测序所得碱基数量小于10 bp的序列；
剪切由于测序读长限制导致的末端序列不稳定的部分碱基；
将前后两端的读长拼接成一条完整的序列，最低重叠碱基数宜设置为20 bp；
将拼接的序列进行去重复处理并排序，即删除相同的序列，每个序列仅保留一条；
对序列做修剪处理，将长度不同的序列剪齐，去除序列中包含不确定碱基的部分，去除修剪后读长过短的序列，保留长度比PCR产物长度短5 bp~10 bp的序列，保证低质量序列的充分去除；
将筛选和处理后的结果输出fasta格式的序列文件保存。
[bookmark: _Toc196196190][bookmark: _Toc216789343]OTUs聚类及物种注释
具体要求如下：
1. 经筛选与处理的测序数据需使用相关生物信息学分析软件基于97%序列相似度进行聚类，获得代表生物多样性的OTUs，并提取其代表性序列；
利用相关软件的BLASTn功能将聚类结果与NCBI、DDBJ、EBI、MitoFish或按照实验需求构建的本地参考数据库比对，筛选出匹配的序列信息；
去除低相似度和覆盖度的结果，保留相似度≥97%、覆盖度≥95%的OTUs；
提取物种的分类信息，包括纲、目、科、属、种等，即可展示待识别物种信息，按照附录B填写鱼类eRNA监测结果记录表。
[bookmark: _Toc196196192][bookmark: _Toc216789344][bookmark: _Toc217640370]质量保证与质量控制
[bookmark: _Toc196196193][bookmark: _Toc216789345]实验室工作区域
实验室工作区域的设置宜符合GB/T 30989中有关实验室工作区域的要求。
[bookmark: _Toc196196194][bookmark: _Toc216789346]采样和样品保存
具体要求如下：
1. 每批样品应设置1个采样空白，每个样点应平行采集≥3次；
水样采集完成后应立即过滤，滤膜应置于液氮保存、运输并确保在回到实验室后有液氮或-80 ℃低温冰箱进行样品保存以防降解。
[bookmark: _Toc196196195][bookmark: _Toc216789347]样品抽滤及前处理
具体要求如下：
1. 抽滤所用器具规范灭菌和清洗，避免样点间的交叉污染；
RNA提取、DNA去除以及cDNA一链合成所用器具按规范灭菌，耗材一次性使用，避免交叉污染。
[bookmark: _Toc196196196][bookmark: _Toc216789348]PCR扩增
具体要求如下：
1. 扩增过程保证试剂使用量规范，模板cDNA用量应保持一致；
每批样品应设置PCR扩增的阴性和阳性对照试验，分别以超纯水和含有目的片段的cDNA为模板进行扩增。阴性对照样品应无目的条带，阳性对照样品应有目的条带，否则本批次样品应重新检测；
PCR扩增时，每个样点应设置3个室内平行，以琼脂糖凝胶电泳中出现特异性条带作为阳性。如果2个及以上平行均为阳性，则认定为阳性；如仅出现1个阳性结果，应进行重检；
确保纯化后的PCR产物纯度合格，按规定保存避免降解。


[bookmark: BookMark5]
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（资料性）
8碱基标签参考序列
作为PCR引物标记的8碱基标签参考序列见表A.1。
8碱基标签参考序列
	序号
	序列
	序号
	序列
	序号
	序列
	序号
	序列

	1
	ACACCACA
	13
	CATGGATC
	25
	GACAGAGT
	37
	TATTCCGC

	2
	ACCTAGCA
	14
	CCATCGTT
	26
	GACTGTGT
	38
	TCAGTCAG

	3
	ACGACTAC
	15
	CCTACCAT
	27
	GAGAGTGT
	39
	TCCTCTAG

	4
	AGACGTCT
	16
	CGAACGAA
	28
	GATCCAAC
	40
	TCGACAAC

	5
	AGTCACTG
	17
	CGTAATCG
	29
	GCATAAGG
	41
	TCTGCTGT

	6
	ATCCGGAT
	18
	CGTTGCTT
	30
	GCTACGTA
	42
	TGCAGTAC

	7
	ATGCTTCC
	19
	CTACGATG
	31
	GGATTACC
	43
	TGCTGATG

	8
	ATTAGCCG
	20
	CTAGCTAG
	32
	GTACGAAG
	44
	TGTCACTC

	9
	CAACCTAG
	21
	CTCAAGTG
	33
	GTAGCATC
	45
	TGTCGTGA

	10
	CAAGACCT
	22
	CTGAGACT
	34
	GTGAGTGA
	46
	TTATCGCC

	11
	CACTCTCA
	23
	CTTCTCCT
	35
	GTTGGAAG
	47
	TTCGCCTA

	12
	CAGTTCAG
	24
	GAAGCTTC
	36
	TAGCTACG
	48
	TTGCTTCG
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（规范性）
鱼类eRNA监测结果记录表
鱼类环境RNA监测结果记录表见表B.1。
鱼类eRNA监测结果记录表
	序号
	物种名
	拉丁文名
	分类信息
	序列相似度（%）
	序列覆盖度（%）

	
	
	
	纲
	目
	科
	属
	种
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