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摘要: 水螅水母类是浮游动物群落的重要组成部分, 在近岸海洋生态系统物质循环和能量流动中扮演着重要角

色。水螅水母类形态结构简单, 但其物种的准确鉴定一直是分类工作中的难点。DNA条形码极大地促进了水螅水

母物种的快速、准确鉴定。本研究扩增了北部湾北部28种水螅水母的线粒体COI和16S序列, 分别为92条和116条; 
比较了2个基因片段的种内、种间K2P (Kimura 2-parameter)遗传距离; 构建了基于这2个基因片段的系统发育邻接

树(neighbor-joining phylogenetic tree); 并结合矢量分析构建了Klee-diagram图。结果显示: COI序列的种内遗传距离

为 0.008±0.005(0–0.033), 种间遗传距离为 0.298±0.128 (0.092–0.597); 16S 序列的种内遗传距离为 0.006± 
0.010(0–0.047), 种间遗传距离为0.394±0.195(0.068–0.898)。2个基因序列在所调查种类中, 种内遗传差异均小于种

间遗传差异, 存在明显的条形码间隔(barcoding gap)。基于2个基因片段的NJ树均显示, 单种所有个体都位于同一

独立分枝。研究结果表明, 以COI和16S作为DNA条形码均能对北部湾北部常见水螅水母类进行物种鉴定。 
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Abstract: Being a major component of coastal zooplankton assemblages, hydromedusae play a key role in 
material recycling and energy flow of marine ecosystems. Species identification is challenging for this group 
due to their phonetic simplicity. DNA barcoding provides an efficient method for species identification. In the 
present study, 92 COI and 116 16S sequences from 28 hydromedusae species were amplified. A neighbor- 
joining phylogenetic tree was constructed based on Kimura 2-parameter genetic distance and further studied 
using Klee-diagram vector analysis. Intra-specific K2P genetic distance averaged 0.008±0.005 (0–0.033) for 
COI, and 0.006±0.010 (0–0.047) for 16S; inter-specific K2P genetic distance averaged 0.298±0.128 (0.092– 
0.597), and 0.394±0.195 (0.068–0.898) for COI and 16S, respectively. An obvious “barcoding gap” was de-
tected for all species in both markers and all individuals of a species clustered together in both the COI and 
16S trees. Further confirmatory evidence was also provided through indicator vector analysis. Hence, both 
COI and 16S appear to be accurate and efficient markers for hydromedusae identification in northern Beibu 
Gulf. 
Key words: DNA barcoding, molecular marker, vector analysis, species identification, hydromedusae 
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水螅水母类是刺胞动物门水母亚门水螅虫纲

中具水母世代物种的统称(本研究包括管水母目), 
其种类多、数量大, 是浮游动物的重要类群, 对近

岸及海湾海洋生态系统结构与功能影响显著。近年

来水母暴发已成为影响全球各大海洋生态系统健

康的重大问题(Pitt et al., 2009; Purcell, 2012; 程方

平等, 2012), 因此, 加强对各海域水母类多样性变

化趋势的研究势在必行。北部湾是我国高产量的渔

场之一, 开展该海域水母类多样性研究是生态系统

保护和渔业资源管理的共同需求。 
水螅水母类的物种鉴定一直是分类学工作的

难点, 主要的原因有: (1)水螅水母为数不多的具甄

别性特点的形态性状易随发育阶段或生境的改变

而产生较大变化, 因此, 常规形态学鉴定容易造成

同种异名或异种同名等错误; (2)世代交替(有性世

代水母型及无性世代水螅型)是多数水螅水母类生

活史的显著特点, 由于缺乏对整个生活史统一的了

解, 造成长期以来海洋水螅水母分类系统的隔离; 
(3)越来越多的研究表明, 海洋水螅水母类(尤其是

世界广布种)存在隐存种(cryptic species), 形态多样

性无法反映其真正的物种多样性(Lindner et al., 
2011; Zhou et al., 2013)。因此, 迫切需要开发新的物

种鉴定方法。 
DNA条形码技术的出现极大地方便了物种鉴

定工作(Hebert et al., 2003, 2004a)。在大多数动物类

群中, 线粒体细胞色素C氧化酶第一亚基(COI)被广

泛采纳为通用的标准条形码基因片段(Hebert et al., 
2004b; Ward et al., 2005; Hajibabaei et al., 2006; 
Ratnasingham et al., 2007)。然而, 刺胞动物门的

DNA条形码应采用什么分子标记, 目前仍然存在争

议。研究表明, 多数珊瑚虫纲种类的COI和其他线

粒体基因(如线粒体核糖体RNA大亚基基因, 16S)相
比, 进化速率缓慢, 因此被认为不适合作为该类群

DNA 条形码标准基因 (McFadden et al., 2000; 
Shearer et al., 2002; Hellberg et al., 2006; Huang et 
al., 2008; McFadden et al., 2011)。然而, Sinniger等
(2008)对六放珊瑚目、Stampar等(2012)对角海葵目

的研究结果发现, COI和16S均可准确区分近缘种, 
实现物种准确鉴定。而在水螅虫纲, Shearer等(2002)
证实某些种类的COI突变速率较低, Huang等(2008)
也提出应谨慎选择COI作为该类群DNA条形码序

列 ; 而Govindarajan等 (2006)则发现曲膝薮枝螅

(Obelia geniculata)的COI碱基替换率较高, 并提出

COI可有效地应用于水螅虫纲系统学研究。近年来, 
Ortman等(2010)和Bucklin等(2011)分别开展了水母

亚门和海洋后生动物DNA条形码工作, 指出COI可
以作为水母亚门种类的标准序列, 但前者的序列多

来自管水母目的种类。 
相比于COI, 16S序列较易扩增, 特别是在花水

母目和软水母目种类中表现得更为明显(Shearer et 
al., 2002; Miglietta et al., 2009; Moura et al., 2011b, 
2012)。因此, 16S序列被广泛应用于水螅虫纲系统学

研究 , 其范围覆盖了从种群到科等各分类阶元

(Collins et al., 2008; Moura et al., 2008; Leclère et 
al., 2009; Bucklin et al., 2011; Moura et al., 2012)。同
时, 它还常作为一种有效的分子标记, 用以区分形

态差异细微、不可辨识或尚未描述的种类(Schuchert 
et al., 2006; Miglietta et al., 2009; Miranda et al., 
2010; Moura et al., 2011a, b)。Schuchert等(2006, 
2007, 2008a, b, 2009)更是将16S序列作为欧洲海域

花水母目物种描述的补充要素。总的来说, 16S序列

在水螅虫类系统学研究中的应用比COI更为普遍

(Moura et al., 2012)。 
理想的条形码标准基因应该在种内、种间遗传

距离水平上存在明显的条形码间隔(barcoding gap), 
并可有效区分物种(Hebert et al., 2004b; Meyer et 
al., 2005; Köhler et al., 2007)。本项目以北部湾北部

常见水螅水母为研究对象 , 同时扩增了其COI和
16S序列, 比较了两个片段作为条形码标准基因的

适用性和潜力, 并结合系统发育树构建和矢量分析

法评估了这两个片段用于鉴别近海常见水螅水母

类的应用前景。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集、保存与鉴定 
于北部湾北部海域共设置40个站位, 以浮游生

物I型网(网孔505 µm)自底层至表层垂直拖取浮游

动物样品(图1)。样品采集后首先挑选出性腺发育成

熟、形态特征完整的水螅水母个体, 分别置于玻璃

缸中, 以过滤海水静养24 h; 然后借助Zeiss SteREO 
V12解剖镜和Olympus BX51显微镜进行形态鉴定, 
并采集图像; 最后将样品保存于95%乙醇中备用。 
1.2  DNA提取及PCR扩增 

取整只个体或其伞部组织, 以SDS-蛋白酶消 
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图1  北部湾北部水螅水母采样站位图。B: 近岸站位; J: 离岸站位 
Fig. 1  Sampling sites in Northern Beibu Gulf for this study. B, Inshore sites; J, Offshore sites. 
 
化、酚氯仿法提取其基因组DNA(Zheng et al., 2009), 
产物以TE缓冲溶液于–20℃保存。 

以通用引物LCO-1490(5'-GGT CAA CAA ATC 
ATA AAG ATA TTG G-3')和HCO-2198(5'-TAA ACT 
TCA GGG TGA CCA AAA AATCA-3')(Folmer et al., 
1994)扩增线粒体COI片段, 16S片段则以前人报道

引物16S-L(5'-GAC TGT TTA CCA AAA ACA TA-3')
和 16S-H(5'-CAT AAT TCA ACA TCG AGG-3') 
(Ender et al., 2003)扩增。所有PCR反应均采用Takara 
Ex Taq扩增酶, 配制25 μL体系, 在Bio-Rad S1000热
循环仪中完成。COI反应程序为: 94℃预变性4 min, 
然后33个循环(包括94℃变性40 s, 50℃退火1 min, 
72℃延伸1 min 30 s), 最后72℃延伸5 min。16S反应

程序为预处理5个循环, 包括: 94℃变性1 min, 45℃
退火50 s, 72℃延伸1 min, 接着为30个循环(包括

94℃变性50 s, 50℃退火1 min, 72℃延伸1 min), 最后

72℃延伸5 min。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测, 
纯化后送往上海生工生物工程技术服务有限公司, 
在ABI 3730基因分析仪上测序。 
1.3  数据处理 

同一物种尽可能选取多个个体测序, 所获原始

序列首先与其对应峰图对比检查, 以确认序列质

量; 然后用ClustalX V2软件分别进行序列多重比对

(Larkin et al., 2007), 采用EditSeq V7.1辅助校对, 
并检查碱基插入和缺失; 最后在NCBI数据库中进

行BLAST比对分析, 确定序列准确性, 并登录序列

至GenBank数据库, 应用MEGA V5软件, 首先以

Kimura 2-Parameter (K2P) (Kimura et al., 1980)模型

分别计算2个片段各自的序列差异(Tamura et al., 
2011); 然后按设定分类组别分别统计K2P遗传距离

的变化幅度; 最后结合GenBank中报道的相关序列, 
分别构建系统发育邻接树(neighbor-joining tree, K2P
模 型 ) 和 最 大 相 似 树 (maximum-likelihood tree, 
GTR+G+I模型)。系统发育树各节点支持度计算采

用bootstrap方法, 各设1,000次重复, 并选取2种钵

水母即海月水母(Aurelia aurita)和棕缘海月水母(A. 
limbata), 1种十字水母(Craterolophus convolvulus)和
1种珊瑚虫(Siderastrea radians)等4条序列作为外

群。此外, 本研究参照Sirovich等(2009, 2010)的矢量

分析方法 , 构建北部湾常见水螅水母条形码

Klee-diagram图。 

2  结果 

在北部湾北部海域共采集水螅水母类2亚纲5
目13科19属28种共116个个体, 测得COI和16S序列

共208条, 其中COI片段13科18属26种92条, 16S片
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表 1  各分类阶元遗传距离统计 
Table 1  Genetic distance on different taxonomic levels 
分类组别 
Taxonomy group 

COI 16S 

计数值
N 

最小值
Min 

最大值
Max 

平均值
Mean

标准差
S.D. 

计数值
N 

最小值 
Min 

最大值 
Max 

平均值
Mean

标准差
S.D. 

种内遗传距离 Intra-species 194 0.000 0.033 0.008 0.005 320 0.000 0.047 0.006 0.010

种间遗传距离 Inter-species 3,992 0.092 0.597 0.298 0.128 6,350 0.068 0.898 0.394 0.195

各属遗传距离 Intra-genus 370 0.092 0.215 0.171 0.032 316 0.068 0.225 0.157 0.044

多管水母属 Aequorea 41 0.126 0.160 0.148 0.016 75 0.085 0.127 0.109 0.014

和平水母属 Eirene 323 0.092 0.215 0.173 0.032 220 0.068 0.225 0.174 0.036

真瘤水母属 Eutima 6 0.203 0.212 0.208 0.003 15 0.184 0.189 0.187 0.002

玛拉水母属 Malagazzia      – – – – – 6 0.069 0.069 0.069 0.000

各科遗传距离 Intra-family 230 0.127 0.351 0.189 0.037 473 0.111 0.386 0.258 0.091

多管水母科 Aequoreidae 12 0.127 0.159 0.145 0.010 16 0.111 0.125 0.117 0.005

双生水母科 Diphyidae 9 0.347 0.351 0.349 0.002 169 0.360 0.386 0.373 0.007

和平水母科 Eirenidae 206 0.155 0.233 0.185 0.017 277 0.114 0.261 0.200 0.035

触丝水母科 Lovenellidae     – – – – – 6 0.202 0.205 0.203 0.001

玛拉水母科 Malagazziidae 3 0.175 0.177 0.175 0.001 5 0.121 0.132 0.128 0.006

各目遗传距离 Intra-order 940 0.105 0.566 0.199 0.075 1,847 0.086 0.775 0.211 0.096

花水母目 Anthoathecata 12 0.178 0.211 0.204 0.009 35 0.222 0.289 0.260 0.017

软水母目 Leptothecata  878 0.105 0.566 0.185 0.046 1,747 0.086 0.327 0.194 0.032

管水母目 Siphonophorae 50 0.446 0.499 0.483 0.014 65 0.366 0.775 0.659 0.148

各亚纲遗传距离 Intra-subclass 1,425 0.150 0.596 0.349 0.143 3,160 0.185 0.756 0.486 0.144

软水母亚纲 Hydroidolina 1,395 0.150 0.596 0.348 0.144 3,154 0.185 0.672 0.486 0.144

硬水母亚纲 Trachylinae 30 0.407 0.418 0.413 0.004 6 0.728 0.756 0.741 0.010

水螅虫纲遗传距离 Intra-class (Hydrozoa) 1,027 0.207 0.597 0.371 0.076 554 0.295 0.898 0.570 0.170

 
 
段13科19属28种116条。物种名称、样品编号及

GenBank序列登录号见附表1。 
2.1  遗传差异 

本研究以K2P模型计算出序列间遗传距离, 并
按照分类阶元进行统计分析(表1)。结果显示, COI
的种内遗传距离为0–0.033(平均值为0.008), 其中

94%的种内遗传距离小于0.020(图2); 锥形多管水

母(Aequorea conica)出现种内遗传距离的最大值

(0.033)。COI种间遗传距离为0.092–0.597(平均值为

0.298), 和 平 水 母 属 的 锡 兰 和 平 水 母 (Eirene 
ceylonensis)与细颈和平水母(Eirene menoni)间遗传

距离最小(0.092)。 
16S 的种内遗传距离为 0–0.047( 平均值为

0.006), 其中93%的种内遗传距离小于0.020(图2)。
拟细浅室水母(Lensia subtiloides)的种内遗传距离最

大(0.047)。种间遗传距离为0.068–0.898(平均值为

0.394); 和平水母属的锡兰和平水母与细颈和平水

母间遗传距离最小(0.068)。 
COI 同属不同种间 K2P 遗传距离为 0.092– 

0.215(平均值为0.171), 而同科不同属间遗传距离为

0.127–0.351(平均值为0.189)。其中, 锡兰和平水母

与细颈和平水母间遗传距离最小, 为0.092, 短柄和

平水母(Eirene brevistylus)与蟹形和平水母(Eirene 
kambara)间遗传距离最大, 为0.215。对于16S, 其同

属不同种间K2P遗传距离为0.068–0.225(平均值为

0.157), 而同科不同属间遗传距离为0.111–0.386(平
均值为0.258)。其中, 锡兰和平水母与细颈和平水母

间同样表现出最小的遗传距离, 为0.068; 短柄和平

水母和六辐和平水母(Eirene hexanemali)间遗传距

离最大, 为0.225。2个基因序列在所调查种类中种

内遗传差异均小于种间遗传差异, 存在明显的条形

码间隔(barcoding gap)(图2)。 
此外, 结果显示, 同属不同种个体间的COI变

异速率约是同种个体间的30倍, 同科不同属个体间

的变异速率仅略大于同属个体间。对于16S, 同属不

同种个体间变异速率约为同种个体间的60倍, 同科

不同属个体间的变异速率显著高于同属个体间。 
2.2  基于系统发育树的物种鉴定 

基于COI和16S的系统发育邻接树中, 所有同

种序列都能形成具有较高支持度的单分枝, 证明两 
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图2  COI、16S种内种间遗传差异(K2P遗传距离)分布图 
Fig. 2  Distribution of the intraspecific and interspecific genetic variabilities (Kimura-2-parameter distance) of COI and 16S 
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图3  基于COI序列的邻接(NJ)树(图中标注各科) 
Fig. 3  Neighbor-joining (NJ) clustering based on COI sequences. Families are noted in the figure. 
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图4  基于16S序列的邻接(NJ)树(图中标注各科) 
Fig. 4  Neighbor-joining (NJ) clustering based on 16S sequences. Families are noted in the figure. 
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个片段均能很好地区分物种(图3, 图4)。在更高分类

阶元, COI成功解析出软水母目、花水母目和硬水母

目的单系性(图3); 而16S在真瘤水母属(Eutima)、多

管水母科、玛拉水母科、双生水母科和硬水母目均

表现为单系性(图4)。 
2.3  基于Klee-diagram的类群分析 

基于北部湾北部常见水螅水母的矢量分析发

现, COI和16S均显示出明显的种内序列比对“热区”, 
即同种序列的相似程度明显高于种间序列, 直观显

示出种内、种间遗传距离差异; 同时, 2个片段的管

水母目序列均表现为独立的“热区”, 显示出其与软

水母目、花水母目序列的明显差别, 这与NJ树分析

的结果一致(附图1)。 

3  讨论 

一般情况下, 同种个体间的遗传差异会小于近

缘物种之间的差异(Del-Prado et al., 2010), 即种内、

种间遗传差异的幅度确定了物种的界限(Köhler et 
al., 2007)。若种内、种间遗传差异存在重叠, 则说

明该分子标记无法准确区分物种。理论上, 有效的

DNA条形码应存在条形码间隔, 即种内、种间遗传

距离差异明显。Hebert等(2003)提出, 种间遗传差异

应达到种内遗传差异的10倍。现有研究证实, 水螅

虫纲多个类群的COI种内、种间遗传距离并不重叠

(Zemlak et al., 2009; Ortman et al., 2010; Sun et al., 
2012)。而本研究所涉及种类的COI和16S序列均有

明显条形码间隔, 2个片段同属种间的遗传距离均

比种内遗传距离高出30倍, 证实了它们作为该海域

水螅虫纲生物DNA条形码标准基因的可行性。 
DNA条形码的广泛应用, 为分类学的发展注入

了强大动力(Hebert et al., 2005)。DNA条形码有望成

为水螅虫类物种鉴定的必要补充, 但其标准基因的

选取则因数据缺乏而未能达成共识(Pontin et al., 
2012)。理论上, 基于条形码片段遗传距离的拓扑结

构中, 同种的所有个体应聚集且形成一个独立的单

系分枝(Ortman et al., 2010)。在本研究中, COI和16S
均存在着明显的条形码间隔, 同种个体均能形成单

系群, 并有较高的支持度, 这证实了其作为DNA条

形码片段甄别物种的有效性。 
随着研究的深入, DNA条形码的应用已不局限

于物种层次的区分, 在隐存种鉴定中也助力颇多, 
这就要求作为条形码的基因片段具有较快的进化

速率, 以有效划分物种范围。在水螅虫纲, 以COI
为标记研究物种的变异范围已有报道(Huang et al., 
2008; Ortman et al., 2010; Pontin et al., 2012)。值得

注意的是, 程方平等(2012)对中国北方海域习见水

母类DNA条形码分析, Zhou等(2013)在中国东海美

螅水母的新种发现及Laakmann和Holst(2013)在大

西洋北海水螅水母鉴定等工作中均证实了COI在疑

难种类鉴定中的作用。本研究也证实了其较大的属

内种间差异(0.092–0.215) (表1)。而对于16S, 同属种

间差异与COI近似(0.068–0.225), 其属内核苷酸变

异率与COI相比也较为接近(表1), 证明16S具备与

COI相当的物种区分能力。实际上, 16S为标记的物

种区分和隐存种甄别工作也已经取得了不错的成

果(Govindarajan et al., 2005; Schuchert et al., 2005; 
许振祖, 2008; 黄加祺, 2010; 李尚平, 2010)。我们注

意到 , 本研究所采集的北部湾四叶小舌水母与

GenBank中来自加利福尼亚(美国)、加勒比海(巴拿

马 )等样品的16S序列有着较大的K2P遗传距离

(0.087–0.119), 我们认为有必要对这一世界广布种

的系统地理学作进一步研究。 
本研究针对北部湾北部海域常见水螅水母类, 

基于K2P遗传距离和NJ树的方法证明了COI和16S
均可有效运用于其DNA条形码研究, 这一结果可促

进该海域水螅水母类的生物多样性研究。自Sirovich
等(2009, 2010)引入矢量分析, 将未知序列划归到确

定的种、属等动物类群之后, Klee-diagram有效地促

进了DNA条形码的应用。Bucklin (2011)等报道了软

骨鱼类中主要类群的高度相似性使得类群鉴别得

以实现, 并以鳐类为例, 证实了矢量分析对于科、

属水平的“放大功能”(zoom function)。Cheng等
(2013)则通过对南极海域浮游动物的矢量分析, 发
现了桡足类、枝角类、磷虾和端足类等类群各自的

高度相似性, 以及软体动物、多毛类之间的显著差

异。本研究中, 对于COI序列, 和平水母属序列相似

性较高; 对于16S序列, 多管水母属、和平水母属、

玛拉水母属也有着相对较高的相似性。相比之下, 
16S序列总体相似性高于COI序列。 

可以预测, 基于矢量分析的类群划分在北部湾

北部海域水螅水母, 甚至浮游动物的多样性研究中

将发挥更大的作用。但是, 由于本研究采样范围局

限, 未能在更广泛的地理范围内讨论物种的遗传差

异和隐种分化。未来随着物种数和样品量的增加, 
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可进一步探讨两个基因片段在水螅虫纲系统发育

研究中的应用潜力。 
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附录  Supplementary Material 
 
附表1  物种信息、COI及16S序列GenBank登录号 
Table S1  Species taxonomy, COI and 16S GenBank accession number 
http://www.biodiversity-science.net/fileup/PDF/w2014-089-1.pdf 
 
附图1  基于COI和16S的矢量分析图(横纵坐标均为序列编号, 白色虚线框分别为花水母、软水母亚纲和管水母亚纲序列所在

区域, 彩色图例自冷色至暖色表示序列相似性增加) 
Fig. S1  Vector analyses based on COI and 16S sequences. Left and bottom axis are sequence numbers. White dash line box indicate 
sequences of Anthomedusae and Leptomedusae, Siphonophorae, respectively. Cold to warm color bars indicate the increase of se-
quence similarity. 
http://www.biodiversity-science.net/fileup/PDF/w2014-089-2.pdf 
 
 
 
 

 
 


