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摘要：为评价宏 ＤＮＡ 条形码技术在我国海洋生物多样性监测中的应用潜力，采集了 ２２ 份鸭绿江口浮游动物样品，分别利用宏

条形码分子鉴定和形态鉴定方法对优势类群桡足类进行多样性的比较研究。 结果显示：（１）利用宏条形码分子鉴定方法共鉴

定出 ４ 目 ２３ 科 ３２ 属 ２２９ 个操作分类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ， ＯＴＵｓ），形态方法共鉴定出 ３ 目 ５ 科 ５ 属 ６ 种；同时，利
用形态鉴定得到的分类阶元多数（目：１００％、科：８０％、属：８０％）能用宏条形码分子鉴定方法鉴定出来，而宏条形码分子鉴定方

法鉴定得到的分类阶元多数（目：２５％、科：８３％、属：８８％）却未能用形态鉴定出来，表明宏条形码分子鉴定方法在鉴定物种丰富

度方面具有明显优势。 （２）利用宏条形码分子鉴定与形态鉴定桡足类的多样性指数呈显著的一致性（ ｒ ＝ ０．５２４， Ｐ ＝ ０．０２４），表
明宏条形码鉴定方法与形态方法在评价物种多样性方面具有较好的可比性。 本研究表明宏条形码分子鉴定方法在我国海洋浮

游动物业务化监测中具有较高的应用潜力。
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浮游动物种类多、数量大、分布广，是海洋生物多样性的重要组成部分［１］。 作为海洋初级生产力向高营

养级传递的关键环节，浮游动物在海洋生态系统的物质循环和能量流动中起着重要作用，同时浮游动物对环

境扰动非常敏感，其种类组成和群落结构可作为海洋生态系统结构变化的重要指示［２］，可以为评价海洋生态

系统环境质量和健康状况提供指标［３］。 浮游动物种类的准确鉴定是浮游生态学研究的基础，传统形态鉴定

方法无法满足现代海洋生态管理与保护自动化、标准化的数据需求，ＺＯＯＳＣＡＮ 图像识别［４］ 和 ＤＮＡ 条形码技

术［５］等新技术的出现，极大推动了浮游动物分类学、生态学及相关领域的研究进展。
为加强海洋生态监测和强化海洋生态管理，我国自 ２００３ 年开始组织建立海洋生态监控区并实施业务化

监测，目前已经在我国近岸海域生态脆弱区和敏感区建立了 ２１ 个生态监控区。 海洋生物多样性是生态监控

区业务化监测的重要内容，其目的是掌握海洋生物种类和数量的分布及变化趋势，监测对象包括浮游植物、浮
游动物、底栖生物和游泳动物等［６］。 浮游动物类群具有多样性高的特点，传统基于形态学的显微计数法对鉴

定人员的专业技能要求较高，并且不同鉴定人员的结果可比性较差，导致不同年际间的结果也缺乏可比性，这
些缺陷导致基于形态学的鉴定方法难以满足业务化监测的需求，因此，急需开发自动化、标准化的浮游动物种

类鉴定技术［５，７］。 此外，在海洋浮游动物中，隐存种广泛存在，形态鉴定导致种类多样性被低估［８］。 随着高通

量测序技术的发展和浮游动物 ＤＮＡ 条形码数据库的不断扩充，分子鉴定为浮游动物种类鉴定及多样性的评

估提供了机遇，基于高通量测序的宏 ＤＮＡ 条形码技术为浮游生物物种、种群和群落的分子生态鉴定和生态监

测提供了契机［９⁃１２］。 在业务监测领域，分子鉴定技术在欧洲水框架指令（Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｗａｔｅｒ Ｆｒａｍｅｗｏｒｋ Ｄｉｒｅｃｔｉｖｅ）
已经成为生物种类形态鉴定的有益补充，甚至在未来有望取代形态鉴定［１３］。 我国海域辽阔，跨越温带、亚热

带和热带三个气候带，生物多样性丰富，我国海洋生物多样性监测急需准确和高效的技术方法。
自 ２００３ 年 Ｈｅｂｅｒｔ 等［１４］提出 ＤＮＡ 条形码技术以来，ＤＮＡ 条形码技术和数据库不断完善，目前生命条形码

联盟（Ｔｈｅ Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｂａｒｃｏｄｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ，ＣＢＯＬ）已经拥有来自 ４０ 多个国家的 １２０ 多个成员组织，生命条形

码数据系统（Ｔｈｅ Ｂａｒｃｏｄｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｄａｔａ Ｓｙｓｔｅｍ，ＢＯＬＤ）已经收录 ＤＮＡ 条形码序列超过 ６００ 万条。 选择合适的

ＤＮＡ 条形码是开展分子种类鉴定的基础，需要满足合适的变异速率、足够的分辨率、保守的通用引物等条

件［１５］。 在浮游动物 ＤＮＡ 条形码研究中应用较多的标记包括核糖体大亚基（Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ Ｌａｒｇｅ Ｓｕｂｕｎｉｔ， ＬＳＵ）、
核糖体小亚基（Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ Ｓｍａｌｌ Ｓｕｂｕｎｉｔ， ＳＳＵ）和线粒体细胞色素氧化酶亚基 Ｉ（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｏｘｉｄａｓｅ Ｓｕｂｕｎｉｔ Ｉ，
ＣＯＩ）等［９］，不同条形码在实际应用中各有优缺点。 ＳＳＵ 因具有较快的进化速率且易于设计出覆盖较广物种

类别的通用引物而广泛应用于基于宏条形码水生生物多样性的研究中［１６⁃１９］。
本研究在鸭绿江口海域采集了 ２２ 份浮游动物样品，分别利用宏条形码鉴定方法和形态鉴定方法分析浮

游动物群落组成，并通过比较两种方法得出的多样性指数来评价基于高通量测序的宏条形码分子鉴定方法在

我国海洋生物多样性业务化监测中的应用潜力。
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１　 试验方法

１．１　 样品采集

２０１７ 年 ８ 月沿鸭绿江入海口在中国海域布设 ２２ 个浮游动物站位（图 １）进行采样。 使用浅水 ＩＩ 型浮游

生物网（网目孔径 ０．１６０ ｍｍ，网口内径 ３１．６ ｃｍ，网长 １４０ ｃｍ），依据《海洋监测规范》（ＧＢ １７３７８．７—２００７）采
集浮游动物样品。 每个站位采集的样品进行充分混匀后均分成两份：一份用 ５％甲醛固定用于形态学鉴定，
另一份用同孔径筛绢过滤掉海水后，加入无水乙醇固定用于分子鉴定。

图 １　 鸭绿江口海域浮游动物样品采集点

Ｆｉｇ．１　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ ｃｏａｓｔａｌ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ Ｙａｌｖｊｉａｎｇ Ｅｓｔｕａｒｙ

１．２　 种类鉴定

形态鉴定：在体视显微镜下对浮游动物样品进行分类鉴定和计数。
分子鉴定：分别从每份酒精（总体积 １００ ｍＬ）保存的样品中分三次吸取浮游动物样品，每次吸取 １０ ｍＬ，

三次吸取的浮游动物样品合并在一起，并用 ２０ μｍ 的筛绢过滤，除去酒精及残留的浮游藻类等。 采用 ＤＮＡ 血

液及组织提取试剂盒 （ Ｑｉａｇｅｎ Ｃａｎａｄａ ｌｎｃ．， ＯＮ， Ｃａｎａｄａ） 提取浮游动物基因组 ＤＮＡ，提取的 ＤＮＡ 采用

ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｌｎｃ．， ＵＳＡ ） 进 行 质 量 评 价。 利 用 浮 游 动 物 通 用 引 物 （ Ｕｎｉ１８Ｓ：
ＡＧＧＧＣＡＡＫＹＣＴＧＧＴＧＣＣＡＧＣ； Ｕｎｉ１８ＳＲ：ＧＲＣＧＧＴＡＴＣＴＲＡＴＣＧＹＣＴＴ）扩增核糖体小亚基的 Ｖ４ 区［２０］，此引物

已证实可以成功扩增几乎所有的浮游动物类别［２１］。 为了将 ２２ 份浮游动物样品进行混合测序，我们对每份样

品聚合酶链式扩增（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＰＣＲ）的引物添加 ８ 碱基的条形码，同时也便于后续数据的拆

分。 ＰＣＲ 反应体系如下（２５ μＬ）：１×Ｅｘ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ２＋ ｐｌｕｓ， ＴａＫａＲａ， 大连，中国），５．０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄＮＴＰ，１５ ｐｍｏｌ 含 ｂａｒｃｏｄｅｓ 的引物，１００ ｎｇ 基因组 ＤＮＡ；ＰＣＲ 反应程序为 ９５℃ ５ｍｉｎ，３５ 个 ＰＣＲ 循环（９５℃
３０ｓ，５０℃ ４５ｓ，７２℃ ３０ｓ），７２℃ ７ｍｉｎ 的延伸；为了保证取样的均一性，每个样品进行 ８ 次 ＰＣＲ 重复。 扩增产物

经电泳质检后用 Ｑｉａｇｅｎ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ 进行 ＰＣＲ 产物的纯化，纯化的 ＤＮＡ 经 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００
定量后进行样品间的等量混合。 构建好的文库于 Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３００ 进行测序。
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高通量测序下机数据用 ｆａｓｔａｑ＿ｓｔｒｉｐ＿ｂａｒｃｏｄｅ．ｒｅｌａｂｌｅｌ２．ｐｙ 脚本进行数据的拆分并去除非生物学序列，如测

序接头、样品标签序列及引物。 利用 ＵＳＥＡＲＣＨ Ｖ８．１ 对拆分的数据进行长度的修剪、质量过滤、操作分类单

元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ， ＯＴＵｓ）聚类等处理。 因源于 Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３００ 的序列右端的测序质量急剧下降，
尤其是最后 ２０ ｂｐ，故将所有数据右端的 ２０ ｂｐ 删除，以提高序列的整体质量。 质量过滤采用 ＵＳＥＡＲＣＨ Ｖ８．１
推荐的方法，将期望误差阈值设为 １．０。 采用 ９７％的阈值进行 ＯＴＵｓ 的聚类。 除此之外，在后续的数据分析

中，我们采用不删除 ＯＴＵｓ 单体、二体及三体的方式，因为这些物种可能是真实存在的物种，只是以低丰度的

形式存在［２０］。 采用 ＳＥＥＤ Ｖ１．４６［２２］软件对聚类出 ＯＴＵｓ 比对到美国国立生物技术信息中心（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ
ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ＮＣＢＩ）中的非冗余蛋白质序列数据库（Ｎｏｎ⁃Ｒｅｄｕｎｄａｎｔ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｄａｔａｂａｓｅ，
ＮＲ）中进行物种的注释。 比对的结果只保留序列的覆盖度大于 ８５％、相似度大于 ９０％的注释结果［２０］。
１．３　 统计分析

为便于宏条形码鉴定方法与形态学方法的比较，我们选取海洋浮游动物中丰度较高的桡足亚纲

（Ｃｏｐｅｐｏｄａ）进行分析。 采用 ＰＲＩＭＥＲ ６． ０［２３］ 计算形态学及分子鉴定物种的多样性指数，包括物种丰度

（Ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｉｃｈｎｅｓｓ）和香浓维纳多样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ Ｗｉｎｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ）。 采用 ＳＰＳＳ １８．０ 并应用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相

关系数对两种方法多样性指数进行相关性分析。

图 ２　 鸭绿江口 ２２ 个浮游动物样品高通量测序稀疏曲线

　 Ｆｉｇ． ２ 　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ２２ ｚｏｏｐｌａｎｋｔｏｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ

ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

ＯＴＵｓ：操作分类单元 Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ

２　 结果

高通量测序总计产出 ２９１．６ 万条序列，每个采样点

得到的序列数在 ７．３ 万至 ２７．０ 万之间，平均为 １３．３ 万

条， 数 据 已 上 传 到 ＮＣＢＩ （ ＳＲＡ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：
ＰＲＪＮＡ４９０６１０）。 经去除重复序列、ＯＴＵｓ 聚类等步骤，
共获得 １９５７ 个 ＯＴＵｓ。 序列数与物种数（ＯＴＵｓ）关系的

稀疏曲线（图 ２）显示：随着序列数的急剧升高，物种数

增加的速度逐渐变慢，表明各采样点的测序量足够覆盖

大部分的种类。 将获得的 ＯＴＵｓ 与 ＮＲ 进行比对，成功

注释 １５０２ 个，其中 ２２９ 个 ＯＴＵｓ 被注释为浮游桡足亚纲

（Ｃｏｐｅｐｏｄａ），隶属于 ４ 目、２３ 科、３２ 属（表 １）。 共鉴定

浮游桡足类 １０６９３９４ 条序列，其中哲水蚤目（Ｃａｌａｎｏｉｄａ）
包含 １２ 属（５７．６２８％），剑水蚤目（Ｃｙｃｌｏｐｏｉｄａ）包含 ６ 属

（３６．３５９％），鞘口水蚤目（Ｐｏｅｃｉｌｏｓｔｏｍａｔｏｉｄａ）包含 １２ 属

（５． ４０６％）， 管口虱目 （ Ｓｉｐｈｏｎｏｓｔｏｍａｔｏｉｄａ ） 包含 ２ 属

（０．６０７％）；并且样点内哲水蚤目和鞘口水蚤目相对丰度沿采样点 １ 至 １２ 逐渐升高，而剑水蚤目和管口虱目

相对丰度沿采样点 １ 至 １２ 逐渐下降（图 ３）。 在这些属中，丰度最高的种类分别为拟哲水蚤属（Ｐａｒａｃａｌａｎｕｓ）
和长腹剑水蚤属（Ｏｉｔｈｏｎａ），且样点内拟哲水蚤属（Ｐａｒａｃａｌａｎｕｓ）的相对丰度沿采样点 １ 至 ２２ 逐渐升高，而长

腹剑水蚤属（Ｏｉｔｈｏｎａ）具有逐渐降低的趋势（图 ４）。
基于形态学特征，共鉴定出桡足纲 ３ 目、５ 科、５ 属、６ 种（表 １；图 ５；图 ６）。 哲水蚤目（Ｃａｌａｎｏｉｄａ）包含 ４ 属

（６６． ６７％），剑水蚤目 （ Ｃｙｃｌｏｐｏｉｄａ） 和鞘口水蚤目 （ Ｐｏｅｃｉｌｏｓｔｏｍａｔｏｉｄａ） 各包含 １ 属 （１６． ６７％）；且哲水蚤目

（Ｃａｌａｎｏｉｄａ）的相对丰度沿采样点 １ 至 １２ 逐渐降低，而鞘口水蚤目（Ｐｏｅｃｉｌｏｓｔｏｍａｔｏｉｄａ）逐渐升高（图 ５）。 其中

丰度最高的物种是拟哲水蚤属（Ｐａｒａｃａｌａｎｕｓ），在大部分采样点拟哲水蚤属（Ｐａｒａｃａｌａｎｕｓ）所占的比例均较高，
少部分采样点（７ 和 ８）长腹剑水蚤属（Ｏｉｔｈｏｎａ）所占的比例较高（图 ６）；并且拟哲水蚤属（Ｐａｒａｃａｌａｎｕｓ）的相对

丰度沿采样点 １ 至 １２ 逐渐降低，而属于鞘口水蚤目（Ｐｏｅｃｉｌｏｓｔｏｍａｔｏｉｄａ）的剑水蚤属（Ｃｏｒｙｃａｅｕｓ）相对丰度逐渐

升高（图 ６）。
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表 １　 基于宏条形码分子鉴定和形态学鉴定的浮游桡足类

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｐｅｐｏｄａ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｏｔｈ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

目 Ｏｒｄｅｒ 科 Ｆａｍｉｌｙ 属 Ｇｅｎｅｒａ

分子鉴定
Ｍｏｌ． Ｉｄｅｎ．

形态鉴定
Ｍｏｒ． Ｉｄｅｎ

分子鉴定
Ｍｏｌ． Ｉｄｅｎ．

形态鉴定
Ｍｏｒ． Ｉｄｅｎ

分子鉴定
Ｍｏｌ． Ｉｄｅｎ．

形态鉴定
Ｍｏｒ． Ｉｄｅｎ

哲水蚤目 Ｃａｌａｎｏｉｄａ 哲水蚤目 Ｃａｌａｎｏｉｄａ Ｐａｒａｃａｌａｎｉｄａｅ Ｐａｒａｃａｌａｎｉｄａｅ Ｐａｒａｃａｌａｎｕｓ Ｐａｒａｃａｌａｎｕｓ

Ｐｏｎｔｅｌｌｉｄａｅ Ｐｏｎｔｅｌｌｉｄａｅ Ｌａｂｉｄｏｃｅｒａ Ｌａｂｉｄｏｃｅｒａ

Ｃａｌａｎｉｄａｅ Ｔｏｒｔａｎｉｄａｅ Ｐａｒｖｏｃａｌａｎｕｓ Ｔｏｒｔａｎｕｓ

Ａｃａｒｔｉｉｄａｅ Ｃａｌａｎｕｓ

Ｃｅｎｔｒｏｐａｇｉｄａｅ Ａｃａｒｔｉａ

Ｔｅｍｏｒｉｄａｅ Ｃｅｎｔｒｏｐａｇｅｓ

Ｐｓｅｕｄｏｄｉａｐｔｏｍｉｄａｅ Ｅｕｒｙｔｅｍｏｒａ

Ｄｉａｐｔｏｍｉｄａｅ Ａｎｏｍａｌｏｃｅｒａ

Ｐｓｅｕｄｏｄｉａｐｔｏｍｕｓ

Ｎｅｏｄｉａｐｔｏｍｕｓ

Ｓｉｎｏｃａｌａｎｕｓ

Ｐｏｎｔｅｌｌａ

剑水蚤目 Ｃｙｃｌｏｐｏｉｄａ 剑水蚤目 Ｃｙｃｌｏｐｏｉｄａ Ｏｉｔｈｏｎｉｄａｅ Ｏｉｔｈｏｎｉｄａｅ Ｏｉｔｈｏｎａ Ｏｉｔｈｏｎａ

Ａｎｔｈｅｓｓｉｉｄａｅ Ａｎｔｈｅｓｓｉｕｓ

Ｃｙｃｌｏｐｉｄａｅ Ｔｈｅｒｍｏｃｙｃｌｏｐｓ

Ｒｈｙｎｃｈｏｍｏｌｇｉｄａｅ Ｍｅｓｏｃｙｃｌｏｐｓ

Ｃｒｉｔｏｍｏｌｇｕｓ

Ｍａｃｒｏｃｙｃｌｏｐｓ

鞘口水蚤目 鞘口水蚤目 Ｃｏｒｙｃａｅｉｄａｅ Ｃｏｒｙｃａｅｉｄａｅ Ｄｉｔｒｉｃｈｏｃｏｒｙｃａｅｕｓ Ｄｉｔｒｉｃｈｏｃｏｒｙｃａｅｕｓ

Ｐｏｅｃｉｌｏｓｔｏｍａｔｏｉｄａ Ｐｏｅｃｉｌｏｓｔｏｍａｔｏｉｄａ Ｃｌａｕｓｉｄｉｉｄａｅ Ｃｏｎｃｈｙｌｉｕｒｕｓ

Ｓｙｎａｐｔｉｐｈｉｌｉｄａｅ Ｓｙｎａｐｔｉｐｈｉｌｕｓ

Ｐｓｅｕｄａｎｔｈｅｓｓｉｉｄａｅ Ｐｓｅｕｄａｎｔｈｅｓｓｉｕｓ

Ｌｉｃｈｏｍｏｌｇｉｄａｅ Ｈｅｍｉｃｙｃｌｏｐｓ

Ｓａｐｐｈｉｒｉｎｉｄａｅ Ｍｏｄｉｏｌｉｃｏｌａ

Ｔａｅｎｉａｃａｎｔｈｉｄａｅ Ｃｏｐｉｌｉａ

Ｂｏｍｏｌｏｃｈｉｄａｅ Ｐｓｅｕｄｏｔａｅｎｉａｃａｎｔｈｕｓ

Ｃａｔｉｎｉｉｄａｅ Ｃｏｒｙｃａｅｕｓ

Ｎｏｔｈｏｂｏｍｏｌｏｃｈｕｓ

Ｃａｔｉｎｉａ

Ｈｅｒｒｍａｎｎｅｌｌａ

管口虱目 Ｄｉｎｏｐｏｎｔｉｉｄａｅ Ｓｔｅｎｏｐｏｎｔｉｕｓ

Ｓｉｐｈｏｎｏｓｔｏｍａｔｏｉｄａ Ｈａｔｓｃｈｅｋｉｉｄａｅ Ｈａｔｓｃｈｅｋｉａ

　 　 Ｍｏｌ． Ｉｄｅｎ：分子鉴定 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｍｏｒ． Ｉｄｅｎ．：形态鉴定 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

基于高通量测序的宏条形码分子鉴定方法每个采样点平均鉴定出 １９ 个属，样点间的属数变异为 １５—
２２，而基于形态学方法每个采样点平均鉴定出 ４ 个属，样点间的属数变异为 ３—５（表 ２）。 利用形态学方法鉴

定出来的大部分类别（目：１００％、科：８０％、属：８０％）同时能用分子方法鉴定出来，而分子方法鉴定出的大部分

类别（目：２５％、科：８３％、属：８８％）却不能用形态学方法鉴定出来（表 １）。 对于物种多样性指数，基于分子鉴

定的物种丰度指数均高于基于形态学特征鉴定的结果（图 ７，表 ２）。 同时，基于分子方法鉴定的平均香浓维

纳指数（１．５２±０．２３）也高于基于形态学鉴定的结果（１．３２±０．３２）（表 ２）。 对于大部分采样点，基于分子方法鉴

定的香浓维纳指数与基于形态学方法鉴定得出的香浓维纳指数差异较小，只有在较少的采样点（１、２、３、４ 及

１５）中发现两种方法鉴定的结果存在较大的差异（图 ８）。
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图 ３　 在目水平分子鉴定物种相对丰度

Ｆｉｇ．３　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ａｔ ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｌｅｖｅｌ

图 ４　 在属水平分子鉴定物种相对丰度

Ｆｉｇ．４　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａ ｌｅｖｅｌ

图 ５　 在目水平形态鉴定物种相对丰度

Ｆｉｇ．５　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ａｔ ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｌｅｖｅｌ
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图 ６　 在种水平形态鉴定物种相对丰度

Ｆｉｇ．６　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ａｔ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌ

表 ２　 基于宏条形码分子鉴定和形态学鉴定浮游桡足类在属水平的多样性指数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｏｔｈ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｔ ｇｅｎｅｒａ ｌｅｖｅｌ

采样点
Ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｓｉｔｅｓ

种类数
Ｔａｘｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

种类丰度
Ｔａｘｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

香浓维纳指数
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ

分子鉴定
Ｍｏｌ． Ｉｄｅｎ．

形态鉴定
Ｍｏｒ． Ｉｄｅｎ．

分子鉴定
Ｍｏｌ． Ｉｄｅｎ．

形态鉴定
Ｍｏｒ． Ｉｄｅｎ．

分子鉴定
Ｍｏｌ． Ｉｄｅｎ．

形态鉴定
Ｍｏｒ． Ｉｄｅｎ．

１ ２２ ５ １．９３ ０．３６ １．７０ ０．９５

２ １８ ５ １．５７ ０．３６ １．８４ ０．９９

３ ２０ ３ １．７８ ０．１８ １．５９ ０．７４

４ １７ ４ １．４８ ０．２９ １．５６ ０．９１

５ １７ ３ １．４６ ０．２１ １．５８ １．３３

６ ２１ ３ １．８３ ０．２０ １．５６ １．２０

７ １８ ４ １．６４ ０．３４ １．５６ １．６３

８ １８ ３ １．６８ ０．２２ １．５３ １．５６

９ １９ ３ １．６６ ０．２３ １．７１ １．２４

１０ １７ ４ １．４６ ０．３１ １．４４ １．４７

１１ １９ ４ １．６８ ０．３１ １．８７ １．７２

１２ ２０ ４ １．７４ ０．２９ １．６９ １．７７

１３ １９ ３ １．６５ ０．２２ １．５４ １．５８

１４ ２０ ４ １．７４ ０．３３ １．４６ １．７１

１５ １８ ３ １．６０ ０．２２ １．６４ ０．９０

１６ １９ ３ １．６８ ０．２０ １．７６ １．４５

１７ ２０ ３ １．７９ ０．２２ １．１４ １．０３

１８ １８ ４ １．５３ ０．３４ １．１８ １．５１

１９ ２１ ４ １．８３ ０．３４ １．６８ １．６８

２０ ２０ ３ １．８４ ０．２３ １．１４ １．４９

２１ ２２ ３ １．８９ ０．２２ １．２１ １．２４

２２ １５ ３ １．３１ ０．２１ １．１３ １．０６
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图 ７　 分子和形态鉴定结果的物种丰度比较

　 Ｆｉｇ．７　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｏｔｈ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ

图 ８　 分子鉴定和形态鉴定结果的香浓维纳指数比较

　 Ｆｉｇ． ８ 　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｓｉｔｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ

而在一致性方面，对于所有采样点，基于分子鉴定与基于形态鉴定得出的多样性指数没有显著的一致性

（ ｒ＝ ０．０８０， Ｐ＝ ０．７２３，图 ９）。 但当排除香浓维纳指数差异较大的少量采样点（１、２、３、４ 及 １５，２２．７３％），只关

注差异较小的多数样点（７７．２７％）时，基于分子与基于形态的香浓维纳指数呈现显著的一致性（ ｒ ＝ ０．５４２， Ｐ ＝
０．０２４，图 １０）。

　 图 ９　 基于所有采样点分子鉴定与形态鉴定的香浓维纳指数相

关性

Ｆｉｇ．９　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｉｎｄｅｘ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ａｌｌ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

　 图 １０　 基于大部分采样点（７７．２８％）分子鉴定与形态鉴定的香浓

维纳指数相关性

Ｆｉｇ．１０　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｍｏｓｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ

ｓｉｔｅｓ （７７．２８％）

３　 讨论

ＤＮＡ 宏条形码技术基于标准化 ＤＮＡ 序列进行 ＰＣＲ 扩增、高通量测序和比对，可以实现不同物种的批量

鉴定。 伴随着高通量测序技术的发展和 ＤＮＡ 条形码数据库的扩充，宏 ＤＮＡ 条形码可以同时完成批量样品中

批量物种的分子种类鉴定，从而实现全面、快速评估群落种类组成和物种多样性的目的。 利用 ＤＮＡ 宏条形码

进行种类鉴定需要选择合适的标准序列和相应的通用引物，标准序列需要具备足够的种间 ＤＮＡ 变异，通用引

物需要实现不同类群的高效扩增。 由于 ＤＮＡ 条形码在不同类群的分辨率和通用性不同，目前尚未找到适用

于所有分类阶元的通用引物。 海洋浮游动物 ＤＮＡ 条形码研究常用的标准序列包括 ＬＳＵ、ＳＳＵ 和 ＣＯＩ 等［１２］。
虽然 ＣＯＩ 具有较高的物种分辨率，但因其物种间具有较大的序列变异，导致无法在较广的分类单元上设计出

通用引物，这限制了其在宏条形码分子鉴定中的应用。 尽管 ＳＳＵ 物种分辨率不及 ＣＯＩ，但可以设计出通用性

较好的引物，可较好地用于物种多样性的评价。 本文选取的 Ｕｎｉ１８Ｓ⁃Ｕｎｉ１８ＳＲ［２０］ 已广泛应用于海洋及淡水生
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物多样性的评价中［２４⁃２５］。 虽然此引物并不能将所有物种鉴定到种的水平，但对大部分种类而言鉴定到科及

属水平具有较高可信度［２０⁃２１］。 利用此引物进行宏条形码的测定及分析鉴定出了大量的物种类别，宏条形码

分子方法鉴定出的物种丰度明显高于形态学鉴定出的物种丰度：基于分子鉴定出的桡足类的类别在科及属水

平上明显多于形态学鉴定，发现了基于形态学特征无法鉴定出的管口水蚤目，且鉴定出了基于形态学特征无

法分类的幼虫期桡足类。 此结果与国外在浮游动物、底栖生物及浮游藻类的研究结果一致［２６⁃２８］。 这些发现

表明基于高通量测序的分子鉴定方法可揭示出传统基于形态学特征鉴定方法无法揭示出的物种多样性。
本研究中，虽然对于小部分采样点（２２．７３％），基于分子的多样性指数高于形态鉴定出的多样性指数；但

对于大部分采样点（７７．２７％），基于分子的多样性指数均低于形态鉴定出的多样性指数，并且变化趋势呈现显

著的一致性（ ｒ＝ ０．５４２， Ｐ＝ ０．０２４）。 国外的研究中也普遍发现类似的结果［２９⁃３０］。 Ｌｅｊｚｅｒｏｗｉｃｚ 等［３０］在苏格兰的

利斯莫尔岛海域采集了 １０ 个样品，通过比较基于宏条形码和形态学鉴定的结果发现，基于两种方法得出的生

物评价指数（Ｉｎｆａｕｎａｌ Ｔｒｏｐｈｉｃ Ｉｎｄｅｘ 和 ＡＺＴＩ Ｍａｒｉｎｅ Ｂｉｏｔｉｃ Ｉｎｄｅｘ）具有较高的一致性（Ｐ ＜ ０．０１）。 这些结果表

明在海洋浮游动物多样性评价中，分子鉴定的结果与形态鉴定的结果具有较好的可比性。
与形态学鉴定方法相比，分子鉴定除了具有省时、省力、不需要专业的形态学鉴定人员等优点

外［１２，１８， ３０⁃３１］，还具有能鉴定出光学显微镜下难以发现的物种的优点，致使鉴定出的种类丰度明显高于形态学

鉴定出的结果。 本研究中利用形态鉴定得到的分类阶元多数（目：１００％、科：８０％、属：８０％）能用宏条形码方

法鉴定出来，而分子方法鉴定得到的分类阶元多数（目：２５％、科：８３％、属：８８％）却未能用形态鉴定出来基于

宏条形码方法得出，此结果进一步证实了这个观点的正确性。 且宏条形码鉴定方法已在国外的海洋生物多样

性评价中得到了广泛的应用［１６⁃１８］，在我国海洋浮游动物多样性评价中具有较高的应用潜力。
在海洋浮游动物多样性评价所需成本方面，我们估算了鉴定每份浮游动物样本所需的时间成本和经济成

本（表 ３），根据国家海洋局印发的《海域使用论证收费标准（试行）》，对于浮游动物的鉴定，每个站位的样品

（包含 Ｉ 型网和 ＩＩ 型网两份样品）鉴定需要花费 １５００ 元，每个样品的鉴定费用也将约在 ７５０ 元。 而利用宏条

形码分子鉴定，一个站位的花费仅为 １０３—２０３ 元（建库费用 ６０ 元＋Ｍｉｓｅｑ 测序费用 １３５ 元 ／ Ｈｉｓｅｑ 测序费用 ３５
元＋分析费用 ８ 元），约是采用形态学方法所需花费的 １ ／ １３—１ ／ ２７ 之间。 而随着测序成本的不断降低及形态

学鉴定所需人工成本的不断增加，这种差距还将持续增加。 根据我国海洋监测机构反映，完成 １ 个浮游动物

样品物种鉴定及多样性分析的时间为 １．５—３ 个小时，而利用宏条形码技术完成 ２２ 份浮游动物样品分析总共

需要一个普通环境监测人员 ２０ 个小时（８ 个小时建库＋１２ 小时数据分析），平均每份样品花费约 １ 小时。 从

时间成本考虑，利用宏条形码技术所需的时间仅为形态学鉴定的 １ ／ ３—１ ／ ２，表明利用宏条形码技术极大地提

高了浮游动物分析工作的效率。

表 ３　 基于宏条形码和形态学鉴定方法的每份浮游动物样本所需金钱成本与时间成本

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｃｏｎｏｍｉｃａｌ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｃｏｓｔ ｏｆ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｏｎｅ ｚｏｏｐｌａｎｋｔｏｎ ｓａｍｐｌｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｏｔｈ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ

分子鉴定方法
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

形态学方法
Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

金钱成本 Ｅｃｏｎｏｍｉｃａｌ ｃｏｓｔ １０３—２０３ 元 ７５０ 元

时间成本 Ｔｉｍｅ ｃｏｓｔ １ ｈ（普通环境监测人员） １．５—３ ｈ（海洋监测机构人员）

目前 ＤＮＡ 宏条形码鉴定技术在我国海洋浮游动物业务化监测应用，仍有几个方面有待于提升。 首先，同
一个种的不同地理种群会因遗传漂变、建群者效应及自然选择等进化生态学过程发生遗传分化［３２⁃３４］，尤其在

较大的地理尺度上如大洋、区域甚至国家之间［３５］。 如果遗传分化发生在宏条形码所选择的引物区间，欧美国

家所构建的参考数据库可能就会不适用于我国。 所以，宏条形码鉴定方法可靠的前提是建立我国甚至我国特

定海域的条形码数据库。 其次，本研究中，对于浮游动物类群，之所以一部分形态学鉴定出的种类没有被宏条

形码方法鉴定出，可能是因为数据库中没有对应的物种序列，也有可能是因为本研究中所采用的宏条形码引

物序列并不能与这些物种的相应的序列很好的匹配。 所以，在今后的研究工作中应根据我国海域浮游动物条

０３８３ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４０ 卷　
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形码的序列特征，对现有的宏条形码引物进行改进或者重新设计适应于我国海域浮游动物分子特征的引物，
以提高宏条形码方法鉴定物种类别的覆盖度，另外，构建本地化 ＤＮＡ 条形码数据库也是开展基于 ＤＮＡ 条形

码浮游动物种类业务化监测的必要条件。 最后，在 ＰＣＲ 扩增及高通量测序过程均会产生假阳性及假阴性的

错误，虽然 ＰＣＲｆｒｅｅ 建库策略能有效减少假阳性的错误［２１］，但在高通量测序过程中容易丢失丰度较低的物种

而引起假阴性，在未来的生物信息学领域，通过改进现有软件或开发新软件有望降低这些过程所引起的错误。
现阶段，形态学鉴定方法是我国海洋浮游生物多样性监测的主要手段。 因其在生物多样性评价中存在许

多方面的缺陷，尤其比较耗时费力，致使很难在短期内完成大尺度多样品的多样性评价工作。 而基于高通量

测序的宏条形码方法提供了可供选择的海洋浮游生物多样性快速评价方法。 虽然宏条形码技术具有其固有

缺陷，如不能反映生物的生长阶段，无法准确对浮游生物进行准确定量等。 但因其具有鉴定效率高、花费较低

等优点使其有望在未来成为一种互补甚至替代现有评价方法的技术体系。 随着宏条形码技术体系的不断完

善，我国有可能在海洋浮游生物多样性评价方法方面打破既有的体系，形成新的技术体系及规范。
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