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基于环境 ＤＮＡ 宏条形码技术的辽东湾典型围海养殖
池塘内水母多样性研究

李玉龙，鲍相渤，李轶平，周遵春，付　 杰，高祥刚，陈百灵，李云峰∗

辽宁省海洋水产科学研究院，辽宁省分子生物学重点实验室，大连　 １１６０２３

摘要：研究使用环境 ＤＮＡ宏条形码技术（ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ）检测辽东湾东北部河口区围海养殖池塘水母种类多样性，探索适

用于水母种类物种鉴定和监测的新方法。 利用环境 ＤＮＡ宏条形码技术，分别基于 １８Ｓ ｒＤＮＡ 和 ＣＯＩ 宏条形码检测了辽东湾东

北部河口区围海养殖池塘水母种类多样性，通过水样采集、过滤、ｅＤＮＡ提取、遗传标记扩增、测序与生物信息分析的环境 ＤＮＡ

宏条形码标准化分析流程，从围海养殖池塘 ７个采样点中获得可检测的采样点数据。 结果显示，基于 １８Ｓ ｒＤＮＡ 宏条形码检测

出 ８种水母种类，其中钵水母纲大型水母 ２种、水螅水母总纲小型水母 ６种；基于 ＣＯＩ宏条形码技术共检测出 １９种水母种类，

其中钵水母纲大型水母 ５种、水螅水母总纲小型水母 １４种；两种 ＤＮＡ 条形码标记都显示养殖种类海蜇（Ｒｈｏｐｉｌｅｍａ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ）

为优势种。 研究结果表明，环境 ＤＮＡ宏条形码技术作为一种新兴的生物多样性监测手段可用于快速检测水母种类多样性，在

水母类物种鉴定、监测及早期预警中有较大的应用潜能。
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水母是一种海洋胶质类浮游动物，是海洋生态系统中的重要组成部分，在海洋生态系统物质循环和能量

传递过程中具有重要作用［１—３］。 另一方面，水母是海洋生态系统中的重要捕食者，其食物组成以浮游动物为

主，也能捕食鱼卵、仔稚鱼以及各种动物的浮游幼体等，水母的过量繁殖或暴发往往对海洋渔业造成巨大负面

影响并破坏海洋生态系统平衡［４—６］。 随着全球化进程的加快和经济的快速发展，环境污染、气候变化及过度

捕捞等因素使海洋生态系统发生了有利于水母类的变化，全球多处海域发生水母暴发的现象日益增多，引发

一系列的经济和社会问题［７—１３］；再加上更加频繁的航运、海洋工程建设的增多等有利于水母的扩散和定殖，
使水母成为海洋生态系统中易发生生物入侵的重要种类，给海洋生态系统的健康和稳定带来威胁。

针对水母暴发引起的一系列问题，开发快速、便捷的水母种类调查和检测技术对查清在自然海域中水母

暴发的种类、监测及预警具有重要意义，也是了解不同海域水母种类生物入侵的前提。 然而，水母大多具有世

代交替的生活史，水螅体世代营固着生活，水母体世代营浮游生活，由于水母复杂的生活史以及不同时期形态

变异较大等原因，再加上很多水母水螅体阶段个体微小以及不同种属间水螅型及水母型形态差异大，且样品

保存过程中易碎、易变形致使形态学特征容易丢失，依据传统方法对水母进行分类鉴定和检测往往耗时长、成
本高，且较为繁琐和困难，阻碍了对其进行早期监测和预警。 鉴于水母种类鉴定及检测在水母暴发及防治中

的重要性，已有学者利用 ＤＮＡ条形码标记如线粒体分子标记 ＣＯＩ、１６Ｓ［１４—１５］和核基因分子标记如 １８Ｓ、ＩＴＳ 等

开展了水母种类的 ＤＮＡ 条形码分析以及一些灾害水母种类如白斑水母 （Ｐｈｙｌｌｏｒｈｉｚａ ｓｐｐ．）、金黄水母

（Ｃｈｒｙｓａｏｒａ ｓｐ．）、海月水母（Ａｕｒｅｌｉａ ｓｐ．）和白色霞水母（Ｃｙａｎｅａ ｎｏｚａｋｉｉ）等［１６—１９］的种类鉴定与检测工作并取得

较好的效果，证明了 ＤＮＡ条形码技术在水母种类鉴定中的应用潜能。 但前期的研究工作大多采用传统测序

技术，受限于当时技术手段的局限性，往往只能对单一水母种类进行检测或鉴定，且操作步骤繁琐、工作量大，
限制了分子 ＤＮＡ条形码技术的进一步应用。

建立针对水母种类的快速有效的检测技术，既是对水母进行早期监测、预警的需要，也可为水母类的生物

多样性调查、生物入侵等提供基础数据。 基于高通量测序技术获得生物特异性基因识别 ＤＮＡ 条形码序列的

扩增子测序方法，称为 ＤＮＡ 宏条形码技术。 近年新兴的环境 ＤＮＡ 宏条形码 （ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＤＮＡ
ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ）技术能够通过直接提取环境样品（如水、土壤等）中的 ＤＮＡ，利用针对目标类群的通用引物扩

增后再进行高通量测序，进而对取样环境中存在的目标物种进行识别。 整个过程无需采集目标生物，具有简

便、快速、检测灵敏度高和信息量大等特点，弥补了传统形态学监测的不足，目前已开始应用于生物多样性评

估及检测、生物入侵、动物食性分析等方面的研究［２０—２５］，并展现出较大的应用潜能。
利用环境 ＤＮＡ宏条形码技术对水生生物进行监测已成为目前的研究热点，并在鱼类、海洋哺乳类、底栖

生物、贝类、浮游动、植物等［２４—３１］生物类群的调查监测中进行了应用并取得较好的效果，但目前尚无针对水母

类的相关报道。 营口现代渔业科技产业园海蜇养殖池塘为辽东湾近岸围海养殖区，其前身为营口盐业有限责

任公司为制盐修建的人工纳潮构筑物，近似长方形，面积约 ９０００ｈｍ２，通过自然纳潮进行海蜇围海养殖，是较

具代表性的辽东湾典型围海养殖池塘。 其位置位于辽东湾东北近岸大清河入海口附近，由于濒临河口区，且
离港口、码头距离较近，各种水母种类丰富，而且修建的堤坝等人工建筑可以为各种水母的定殖提供良好的栖

息环境，很多水母种类的水螅体可以很好地附着底栖生活，往往能够引起水母种类的富集，使其成为研究水母

种类物种多样性和检测的合适材料。 因此，本研究首次运用环境 ＤＮＡ 宏条形码技术对这一典型围海养殖池

塘水母种类多样性进行调查评价，不但能进一步加深对我国北方海域水母种类及暴发的了解，并且可以验证
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环境 ＤＮＡ宏条形码技术在自然海域水母监测应用中的可行性，为水母类的物种鉴定、监测以及早期预警等提

供新的技术手段。

１　 材料与方法

１．１　 水样采集

本次采样于 ２０１９年 ８月 ２８日进行，分别选取营口现代科技产业园围海养殖池塘沿岸 ７ 个采样点，各采

样点定位见图 １。 每个采样点使用容量为 １Ｌ的取水器采集表层及底层水样，每个采样点在同一位置的同一

水深进行多次采样，以增加物种的检出率，然后混合保存至已消毒的 ５Ｌ 塑料桶中。 为了提高目标种的检出

率，所有样品均在 ２４ｈ内使用 ０．４５μｍ（ＭＣＥ； Ｗｈａｔｍａｎ 公司）和 ３μｍ 混合纤维素滤膜进行真空抽滤，每个滤

膜滤水量为 ２．５Ｌ。 为评估是否存在外源 ＤＮＡ污染，每次过滤设置 １个阴性对照。 在每份样品过滤后，滤膜立

即冷冻保存，并对滤膜接触面进行消毒和冲洗，防止样品间的交叉污染。 冷冻滤膜置低温保温箱保存带回实

验室备用。

图 １　 水样采样点示意图

Ｆｉｇ．１　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ

１．２　 ｅＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及测序

采用 ＣＴＡＢ法提取滤膜 ＤＮＡ，并使用空白滤膜设置为阴性对照。 样品总 ＤＮＡ提取后，使用 ＤＮｅａｓｙ ｔｉｓｓｕｅ
ｋｉｔ （Ｑｉａｇｅｎ， Ｖａｌｅｎｃｉａ， ＣＡ）纯化试剂盒对 ＤＮＡ样品进行纯化，纯化后的 ｅＤＮＡ 样品于－２０℃冰箱保存备用。
分别使用带 Ｂａｒｃｏｄｅ特异引物的 １８Ｓ Ｖ４ 区 ５２８Ｆ⁃ ７０６Ｒ、线粒体 ＣＯＩ 通用引物 ｍｌＣＯＩｉｎｔＦ⁃ｊｇＨＣＯ２１９８ 对环境

ＤＮＡ模板进行 ＰＣＲ扩增。 引物序列分别为： ５２８Ｆ：５′⁃ＧＣＣＴＣＣＣＴＣＧＣＧＣＣＡＴＣＡＧＧＣＧＧＴＡＡＴＴＣＣＡＧＣＴＣＣＡＡ⁃
３′，７０６Ｒ： ５′⁃ＧＣＣＴＴＧＣＣＡＧＣＣＣＧＡＴＣＡＧＡＡＴＣＣＲＡＧＡＡＴＴＴＣＡＣＣＴＣＴ⁃ ３′； ｍｌＣＯＩｉｎｔＦ： ５′⁃ ＧＧＷＡＣＷＧＧＷＴＧＡ
ＡＣＷＧＴＷＴＡＹＣＣＹＣＣ⁃３′，ｊｇＨＣＯ２１９８： ５′⁃ＴＡＩＡＣＹＴＣＩＧＧＲＴＧＩＣＣＲＡＡＲＡＡＹＣＡ⁃ ３′［２０］。 反应体系 ２５μＬ，包括：
０．２ｍｍｏｌ ／ Ｌ每种 ｄＮＴＰｓ，０．２μｍｏｌ ／ Ｌ每种引物，１μＬＤＮＡ模板，１Ｕ Ｔａｑ，２．０ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２，２．５μＬ １０×缓冲液，灭菌

超纯水补足剩余体系。 在 Ｂｉｏ⁃ｒａｄ Ｔ１００梯度 ＰＣＲ仪上进行 ＰＣＲ 扩增，反应程序：９８℃预变性 １ ｍｉｎ，９８℃ 变

性 １０ｓ，５０—５５℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，３０个循环；最后 ７２℃保温 ５ｍｉｎ。 每次 ＰＣＲ反应使用 ｄｄＨ２Ｏ为模板

作 ＰＣＲ阴性对照。 每份样品重复扩增 ２次，将同一样品的 ＰＣＲ 产物混合后，使用 ２％的琼脂凝胶电泳检测。
所有阴性对照均无目的条带，表明从采样、过滤、 ＤＮＡ 提取至 ＰＣＲ 扩增均无外源 ＤＮＡ 污染。 使用

ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司 ＧｅｎｅＪＥＴ纯化 ＰＣＲ产物，根据 ＰＣＲ产物浓度进行等质量混样操作，充分混匀后用 ２％的
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琼脂糖凝胶电泳纯化 ＰＣＲ产物，１８Ｓ Ｖ４ 区选择主带大小在 ４００—４５０ｂｐ 的序列，割胶回收目标条带；线粒体

ＣＯＩ片段选择主带大小在 ３００—３５０ｂｐ的序列，割胶回收目标条带。 使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司 Ｔｒｕｓｅｑ ＤＮＡ ＰＣＲ⁃Ｆｒｅｅ
Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｋｉｔ建库试剂盒进行文库的构建，构建好的文库经 Ｑｕｂｉｔ定量和文库检测，每个样品的 ＰＣＲ
产物单独建库，然后使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ６０００测序平台进行第二代高通量测序（天津诺禾致源生物信息科

技有限公司）。
１．３　 数据分析

各样品的原始测序 ｒｅａｄｓ用 ＯＢＩＴｏｏｌｓ１．０１．２２程序包（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ．ｏｒｇ ／ ｏｂｉｔｏｏｌｓ ／ ｄｏｃ）经质控、过滤、
拼接后得到有效数据，建立参考数据库、序列比对及分类等步骤，基于有效数据以 ９７％的一致性进行 ＯＴＵｓ
（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ）聚类和物种分类分析。 鉴于当某一序列在数据库中最佳匹配序列多于 １ 条时，
ＯＢＩＴｏｏｌｓ程序会自动将物种鉴定结果标记为能够涵盖所有匹配物种的最低分类单元，但不能加入研究地物种

分布信息的参考［３２］，因此分别将所得刺胞动物门（不包括珊瑚虫纲）物种 １８Ｓ ｒＤＮＡ和线粒体 ＣＯＩ 的 ＯＴＵ 代

表序列经 ＢＬＡＳＴ程序再次检索后在 ＧｅｎｅＢａｎｋ上找到对应的物种。 由于条形码分辨率及数据库的局限，不是

每条序列的识别都能达到物种水平，因此将水母类 ＯＴＵ 代表序列作为分子可操作分类单元（ＭＯＴＵ）来对不

同水母类群进行区分。 序列的物种鉴定原则如下：
（１） １８Ｓ ｒＤＮＡ序列以在相同的基因序列区域内，当覆盖度（ｃｏｖｅｒａｇｅ）不低于 ９５％且一致度达到 ９９．５％及

以上时，判定样品来自匹配序列对应的物种。 若存在不止一种物种的匹配序列，则结合水母的分布特征及可

能的同种异名等综合判断排除不符合的物种，并推测可能的近缘物种或认为物种鉴定失败；最高一致度

＜９９．５％且≥９５％，一致度最高序列仅有 １条，且与得分次之的序列一致度差距≥２％时，记为一致度最高序列

的上一级分类单元，最高一致度对应有多个物种时，则记为能够涵盖所有一致度最高的当地物种的最低分类

单元。
（２） ＣＯＩ基因序列在相同的基因序列区域内，当覆盖度不低于 ９５％、与单一物种比对的一致度≥９９％，且

符合物种分布记录，记为该物种；如发生与单一物种比对一致度≥９９％但该物种非当地物种时，则记为该物种

在当地有分布的最近缘物种或认为物种鉴定失败；由于 ＣＯＩ 基因在不同种间差异较大［１４—１５］，最高一致度＜
９９％且≥８５％，一致度最高序列仅有 １条，且与得分次之的序列一致度差距≥５％时，记为一致度最高序列的

上一级分类单元，最高一致度对应有多个物种时，则记为能够涵盖所有一致度最高的当地物种的最低分类

单元。

２　 结果与分析

２．１　 基于 １８Ｓ ｒＤＮＡ宏条形码的水母种类组成

除 １个采样点因 ３μｍ混合纤维素滤膜丢失未进行检测外其余所有 １３个样品均获得可检测的 ＰＣＲ产物。
７个采样点基于 １８Ｓ ｒＤＮＡ宏条形码标记检测出的水母物种种类序列信息见表 １，物种鉴定信息见表 ２。 ７ 个

采样点 １３个滤膜样品共检测出水母种类 ８种，包括 ２种钵水母纲大型水母海蜇（Ｒｈｏｐｉｌｅｍａ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ）、白色

霞水母；１种筐水母亚纲水母两手筐水母（Ｓｏｌｍｕｎｄｅｌｌａ ｂｉｔｅｎｔａｃｕｌａｔａ），１ 种未鉴定到种的硬水母亚纲棍手水母

科水母，１种花水母亚纲高手水母科鳞茎高手水母（Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｉａ ｍｕｓｃｕｓ）、２ 种软水母亚纲水母黑疣真瘤水母

（Ｅｕｔｉｍａ ｋｒａｍｐｉ）和曲膝薮枝螅（Ｏｂｅｌｉａ ｇｅｎｉｃｕｌａｔａ），以及 １种未鉴定到种的管水母亚纲盛装水母科水母。 其中

仅养殖水母种类海蜇在各采样点展现出相对较高的序列丰度，其余水母种类序列丰度较低（表 １）。
２．２　 基于 ＣＯＩ宏条形码的水母种类组成

７个采样点基于 ＣＯＩ宏条形码标记检测出的水母物种种类序列信息见表 ３，物种鉴定信息见表 ４。 虽然

ＣＯＩ基因在水母种间的遗传变异较大，如基于 ２８种水螅水母的线粒体 ＣＯＩ遗传标记进行的研究表明，同属不

同种间遗传距离为 ０．０９２⁃０．２１５（平均 ０．１７１），同科不同属间遗传距离为 ０．１２７⁃０．３５１（平均 ０．１８９），但其种内差

异并不大，遗传距离为 ０⁃０．０３３（平均 ０．００８），ＣＯＩ条形码标记在水母类群中有明显的条形码间隔，同属种间的
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表 ２　 基于 １８Ｓ ｒＤＮＡ 序列的水母生物可操作分类单元（ＭＯＴＵ）分子鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｊｅｌｌｙｆｉｓｈ ＭＯＴＵｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｂａｓｅｄ ｏｎ１８Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

水母最低分类阶元
Ｌｏｗｅｓｔ ｔａｘｏｎ ｕｎｉｔ
ｏｆ Ｊｅｌｌｙｆｉｓｈ

ＧｅｎＢａｎｋ 最佳匹配物种
Ｂｅｓｔ ｍａｔｃｈ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ

物种拉丁名
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｎａｍｅ

最高一致度
Ｂｅｓｔ ｉｄｅｎｔｉｔｙ （％）

序列号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ．

海蜇
Ｒｈｏｐｉｌｅｍａ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｒｈｏｐｉｌｅｍａ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ １００％ ＪＸ８４５３５２．１

白色霞水母
Ｃｙａｎｅａ ｎｏｚａｋｉｉ Ｃｙａｎｅａ ｎｏｚａｋｉｉ １００％ ＫＴ４４５８９４．１

两手筐水母
Ｓｏｌｍｕｎｄｅｌｌａ ｂｉｔｅｎｔａｃｕｌａｔａ

Ｓｏｌｍｕｎｄｅｌｌａ ｂｉｔｅｎｔａｃｕｌａｔａ ｜
Ａｅｇｉｎｏｐｓｉｓ ｌａｕｒｅｎｔｉｉ １００％ ｜１００％ ＥＵ２４７８１２．１ ＫＹ００７６０４．１ ｜

ＭＫ９６８４４３．１
棍手水母科
Ｒｈｏｐａｌｏｎｅｍａｔｉｄａｅ

Ｓｍｉｎｔｈｅａ ａｒｃｔｉｃａ ｜
Ａｇｌａｎｔｈａ ｄｉｇｉｔａｌｅ ９７．７１％ ｜ ９７．７１％ ＭＧ９７９３５４．１ ｜ ＭＧ９７９３６４．１

鳞茎高手水母
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｉａ ｍｕｓｃｕｓ

Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｉａ ｍｕｓｃｕｓ ｜
Ｐａｃｈｙｃｏｒｄｙｌｅ ｍｉｃｈａｅｌｉ ｜
Ｂｏｕｇａｉｎｖｉｌｌｉａ ｓｐ．

１００％ ｜ １００％ ｜ １００％ ＫＴ７２２３８８．１ ｜ ＭＧ７８８９９０．１ ｜
ＫＦ９６２２０３．１

黑疣真瘤水母
Ｅｕｔｉｍａ ｋｒａｍｐｉ Ｅｕｔｉｍａ ｋｒａｍｐｉ １００％ ＦＪ４１８６７５．１

曲膝薮枝螅
Ｏｂｅｌｉａ ｇｅｎｉｃｕｌａｔａ Ｏｂｅｌｉａ ｇｅｎｉｃｕｌａｔａ １００％ ＫＸ６６５３８５．１

盛装水母科
Ａｇａｌｍｉｄａｅ

Ｎａｎｏｍｉａ ｂｉｊｕｇａ ｜ Ａｔｈｏｒｙｂｉａ ｒｏｓａｃｅａ
｜ Ａｇａｌｍａ ｅｌｅｇａｎｓ ｜
Ｈａｌｉｓｔｅｍｍａ ｒｕｂｒｕｍ

９９． ６７％ ｜ ９９． ６７％ ｜ ９９． ６７％ ｜
９９．６７％

ＡＦ３５８０７１．１ ｜ ＡＹ９３７３１６．１ ｜
ＡＹ９３７３１３．１ ｜ ＡＹ９３７３２３．１

ＣＯＩ变异速率约是同种个体间的 ３０倍［１５］。 因此本研究在进行水母物种判别时参考这一标准，按序列一致度

≥９９％归为同种，序列一致度＜ ９９％且≥８５％归为同属或同科。 ７ 个采样点检测出至少 １９ 种水母种类，其中

１０种鉴定到种，包括钵水母纲 ４种海蜇、沙蜇（Ｎｅｍｏｐｉｌｅｍａ ｎｏｍｕｒａｉ）、白色霞水母、海月水母，水螅水母 ６种，包
括软水母亚纲钟螅水母科半球美螅水母（Ｃｌｙｔｉａ ｈｅｍｉｓｐｈａｅｒｉｃａ）、美螅水母（Ｃｌｙｔｉａ ｇｒａｃｉｌｉｓ）、双叉薮枝螅（Ｏｂｅｌｉａ
ｄｉｃｈｏｔｏｍａ）、和平水母科锡兰和平水母（Ｅｉｒｅｎｅ ｃｅｙｌｏｎｅｎｓｉｓ）、塔形和平水母（Ｅｉｒｅｎｅ ｐｙｒａｍｉｄａｌｉｓ）和短柄和平水母

（Ｅｉｒｅｎｅ ｂｒｅｖｉｓｔｙｌｕｓ）；９ 种仅鉴定到属或科，包括钵水母纲游水母科 １ 种（Ｐｅｌａｇｉａ ｓｐ．），花水母亚纲棍螅水母科

萨氏水母属 １ 种（Ｓａｒｓｉａ ｓｐ．），软水母亚纲钟螅水母科美螅水母属 ２ 种（Ｃｌｙｔｉａ ｓｐ．）、薮枝螅属 ２ 种（Ｏｂｅｌｉａ
ｓｐ．）、钟螅水母科 １种（Ｂｏｎｎｅｖｉｅｌｌａ ｓｐ．），感棒水母科 １ 种（Ｌａｏｄｉｃｅａ ｓｐ．）和羽螅水母科 １ 种（Ａｇｌａｏｐｈｅｎｉａ ｓｐ．）。
此外，由于 ＧｅｎｅＢａｎｋ数据库的缺乏还存在一些 ＯＵＴ 代表序列仅能鉴定到科及以上分类阶元 （ ＜８５％且≥
８０％） 的水母种类，如花水母亚纲棍螅水母科、Ｐｔｉｌｏｃｏｄｉｉｄａｅ科、软水母亚纲钟螅水母科、高手水母科以及管水

母亚纲盛装水母科、离翼水母科种类等，实际鉴定出的水母种类数可能更多（表 ４）。 同 １８Ｓ ｒＤＮＡ 结果一致，
海蜇在各采样点均展现出较高的序列丰度，此外渤海常见小型水母种类如萨氏水母属、美螅水母属、薮枝螅等

在各采样点展现出的序列丰度也较为丰富（表 ３）。

３　 讨论

３．１　 基于环境 ＤＮＡ的水母种类多样性检测

水母是刺胞动物门在浮游生物中的主要代表，也是海洋浮游生物的主要类群之一，除终生浮游种类（如
自育水母纲、管水母亚纲）之外，大多数水母具有世代交替的生活史［３］。 对大多数水母而言，由于对整个生活

史缺乏了解，且其形态性状易随发育阶段或生境的改变而产生较大变化，因此对水母尤其是小型水母的物种

鉴定一直是分类学工作的难点［１５］。 常规形态学鉴定步骤繁琐、专业性强，易造成同种异名或异种同名等错

误，必须由有经验的专业人员借助显微镜才能进行准确区分。 再加上一些水母种类存在隐种（ｃｒｙｐｔｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ）
现象［３３—３４］，形态多样性可能无法完全反映其真正的物种多样性水平。 上述因素导致水母尤其是小型水母调

查难以量化和监测，与其它海洋生物类群相比水母生态学调查基础数据缺乏，水母已成为海洋生态调查中的

８０３５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２卷　
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表
３　

基
于
环
境

Ｄ
Ｎ
Ａ
宏
条
形
码

ＣＯ
Ｉ分

子
标
记
在
营
口
围
海
养
殖
池
塘

７
个
采
样
点
的
水
母
物
种
序
列
数

Ｔａ
ｂｌ
ｅ
３　

Ｔｈ
ｅ
ｎｕ

ｍ
ｂｅ
ｒ
ｏｆ

ｒｅ
ａｄ

ｓ
ｄｅ
ｔｅ
ｃｔ
ｅｄ

ｆｏ
ｒ
ｅａ
ｃｈ

ｊｅ
ｌｌｙ

ｆｉｓ
ｈ
ｓｐ
ｅｃ
ｉｅ
ｓ
ｂｙ

ｅＤ
Ｎ
Ａ

ｍ
ｅｔ
ａｂ

ａｒ
ｃｏ
ｄｉ
ｎｇ

ａｔ
ｅａ
ｃｈ

ｏｆ
７
ｓａ
ｍ
ｐｌ
ｉｎ
ｇ
ｓｉｔ
ｅｓ

ｉｎ
ｒｅ
ｃｌ
ａｍ

ａｔ
ｉｏ
ｎ
ｐｏ

ｎｄ
ｂａ

ｓｅ
ｄ
ｏｎ

ＣＯ
Ｉ
ｓｅ
ｑｕ

ｅｎ
ｃｅ
ｓ

纲 Ｃｌ
ａｓ
ｓ

科 Ｆａ
ｍ
ｉｌｙ

种
名

Ｓｐ
ｅｃ
ｉｅ
ｓ

Ａ
Ｂ

Ｃ
Ｄ

Ｅ
Ｆ

Ｇ

０．
４５

３
０．
４５

３
０．
４５

３
０．
４５

３
０．
４５

３
０．
４５

０．
４５

３

钵
水

母
纲

根
口

水
母

科
海

蜇
Ｒｈ

ｏｐ
ｉｌｅ
ｍ
ａ
ｅｓ
ｃｕ
ｌｅｎ

ｔｕ
ｍ

３１
８０

１６
３５

１２
７２

８８
３

１６
８

１５
１

３１
９８

４１
３

２８
１４
２

１３
１５
１

２４
４８

Ｓｃ
ｙｐ
ｈｏ
ｍ
ｅｄ
ｕｓ
ａｅ

霞
水

母
科

白
色

霞
水

母
Ｃｙ

ａｎ
ｅａ

ｎｏ
ｚａ
ｋｉ
ｉ

８
０

１
１

０
０

３
０

２３
０

１
２

６

根
口

水
母

科
沙

蜇
Ｎｅ

ｍ
ｏｐ
ｉｌｅ
ｍ
ａ
ｎｏ
ｍ
ｕｒ
ａｉ

０
１

１
２

０
１

０
３

１９
０

３
０

０

洋
须

水
母

科
海

月
水

母
Ａｕ

ｒｅ
ｌｉａ

ｃｏ
ｅｒ
ｕｌ
ｅａ

０
０

１５
９

０
６

０
０

０
７

０
０

０

游
水

母
科

Ｐｅ
ｌａ
ｇｉ
ａ
ｓｐ
．

０
１

１７
１３

３
０

８
４

０
８

１
０

６

花
水

母
亚

纲
棍

螅
水

母
科

萨
氏

水
母

属
２

２
２０
０

１２
４０

３７
１２
４

６
４５
０

７６
５０
６

１
１

０

Ａｎ
ｔｈ
ｏｍ
ｅｄ
ｕｓ
ａｅ

未
知

０
４

９３
２７
９

３１
３２

０
８３

６
１１
３

７
０

５

Ｐｔ
ｉｌｏ
ｃｏ
ｄｉ
ｉｄ
ａｅ

未
知

０
０

６
０

５
０

０
０

０
０

０
０

０

软
水

母
亚

纲
钟

螅
水

母
科

半
球

美
螅

水
母

Ｃｌ
ｙｔ
ｉａ

ｈｅ
ｍ
ｉｓｐ

ｈａ
ｅｒ
ｉｃａ

０
１

１２
４

４２
１

９１
１

０
７

１２
３４

１
０

０

Ｌｅ
ｐｔ
ｏｍ
ｅｄ
ｕｓ
ａｅ

Ｃｌ
ｙｔ
ｉａ

ｇｒ
ａｃ
ｉｌｉ
ｓ

２６
２５
２

４８
１２
９

０
２４

４
２４

３
１０
０

０
２

９

美
螅

水
母

属
Ｃｌ
ｙｔ
ｉａ
ｓｐ
．

２
０

３
５

８
０

０
５

０
０

１
０

０

双
叉

薮
枝

螅
水

母
Ｏｂ

ｅｌｉ
ａ
ｄｉ
ｃｈ
ｏｔ
ｏｍ

ａ
１９

１２
５２

２１
４９

４
６４

８
５

９
８９

２
１

薮
枝

螅
属

Ｏｂ
ｅｌｉ
ａ
ｓｐ
．

０
１

０
０

０
１４
３

１
０

１４
５６

１４
０

０

感
棒

水
母

科
未

知
０

０
１６
４

３６
７

１５
６

０
２８

２３
３１

０
０

０

和
平

水
母

科
Ｌａ

ｏｄ
ｉｃｅ

ａ
ｓｐ
．

０
０

０
０

０
０

０
０

０
４

０
０

０

锡
兰

和
平

水
母

Ｅｉ
ｒｅ
ｎｅ

ｃｅ
ｙｌ
ｏｎ
ｅｎ
ｓｉｓ

０
１

０
０

０
１１

０
３１
１

２
０

０
０

０

塔
形

和
平

水
母

Ｅｉ
ｒｅ
ｎｅ

ｐｙ
ｒａ
ｍ
ｉｄ
ａｌ
ｉｓ

４
０

０
０

０
０

０
５

０
１２

０
０

０

短
柄

和
平

水
母

Ｅｉ
ｒｅ
ｎｅ

ｂｒ
ｅｖ
ｉｓｔ
ｙｌ
ｕｓ

０
０

０
０

０
０

０
４

０
０

０
０

０

羽
螅

科
未

知
０

０
０

７
０

０
０

１
０

２
０

０
０

管
水

母
亚

纲
盛

装
水

母
科

未
知

２
０

２
４

０
０

０
０

０
０

０
０

０

Ｓｉ
ｐｈ
ｏｎ
ｏｐ
ｈｏ
ｒａ
ｅ

离
翼

水
母

科
未

知
０

０
１４

６
０

０
３５

２
２

９
０

０
０

９０３５　 １３期 　 　 　 李玉龙　 等：基于环境 ＤＮＡ宏条形码技术的辽东湾典型围海养殖池塘内水母多样性研究 　
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表 ４　 基于 ＣＯＩ序列的水母生物可操作分类单元（ＭＯＴＵ）分子鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｊｅｌｌｙｆｉｓｈ ＭＯＴＵｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅＤＮＡ ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＣＯＩ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

水母最低分类阶元
Ｌｏｗｅｓｔ ｔａｘｏｎ ｕｎｉｔ ｏｆ Ｊｅｌｌｙｆｉｓｈ

ＧｅｎＢａｎｋ 最佳匹配物种 Ｂｅｓｔ ｍａｔｃｈ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ

物种拉丁名
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｎａｍｅ

最高一致度
Ｂｅｓｔ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ／ ％

序列号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ．

海蜇 Ｒｈｏｐｉｌｅｍａ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｒｈｏｐｉｌｅｍａ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ １００％ ＪＸ８４５３５２．１

白色霞水母 Ｃｙａｎｅａ ｎｏｚａｋｉｉ Ｃｙａｎｅａ ｎｏｚａｋｉｉ ９９％ ＪＸ８４５３５０．１

沙蜇 Ｎｅｍｏｐｉｌｅｍａ ｎｏｍｕｒａｉ Ｎｅｍｏｐｉｌｅｍａ ｎｏｍｕｒａｉ ９９％ ＨＦ９３０５４９．１

海月水母 Ａｕｒｅｌｉａ ｃｏｅｒｕｌｅａ Ａｕｒｅｌｉａ ｃｏｅｒｕｌｅａ １００％ ＫＸ６９１５９８．１

游水母科 Ｐｅｌａｇｉｉｄａｅ Ｐｅｌａｇｉａ ｓｐ． ８６％ ＫＹ６５５７８８．１

萨氏水母属 Ｓａｒｓｉａ Ｓａｒｓｉａ ｔｕｂｕｌｏｓａ ８９％ ＫＣ４４００８７．１

棍螅水母科 Ｃｏｒｙｎｉｄａｅ Ｃｏｒｙｎｉｄａｅ ｓｐ． ８４％ ＭＧ４２１４７４．１
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“短板”之一。 与此同时，近年水母暴发现象日益增多，由于隐蔽性强、所造成的灾害易扩散、治理手段缺乏等

原因，对海洋生态系统具有很强的破坏性，正严重威胁着海洋生态系统的健康和稳定［４—１１］，因此亟需建立高

效、快速、准确的水母监测方法。
环境 ＤＮＡ宏条形码技术是近几年发展起来的新一代 ＤＮＡ条形码鉴定技术，具有高通量、成本低、检测灵

敏度高等优点，在水生动物的物种鉴定、生物多样性检测及外来入侵物种监测等方面具有明显优势。 与传统

调查方法相比 ｅＤＮＡ宏条形码技术不仅可以节省调查作业和物种鉴定所需的时间、费用等，而且对水生生物

无附带伤害、具有更高的检测成功率，ｅＤＮＡ宏条形码技术有望成为集高效、精准和标准化为一体的新一代生

物多样性监测工具，具有对环境样品中生物物种进行有效监测的潜力［２２—２５，３５—３７］，这在本文对水母类进行的研

究中也得到了佐证。 本研究使用两种 ＤＮＡ宏条形码标记对辽东湾东北部围海养殖池塘水母种类进行物种鉴

定，基于 １８Ｓ ｒＤＮＡ分子标记鉴定出 ２纲 ８种水母种类，而基于线粒体 ＣＯＩ标记则鉴定出 ２纲 １９种水母种类，
所鉴定出的水母种类不仅涵盖了辽东湾常见水母种类如钵水母纲海蜇、沙蜇、白色霞水母、海月水母，水螅水

母总纲半球美螅水母、美螅水母、双叉薮枝螅、曲膝薮枝螅、锡兰和平水母、塔形和平水母、短柄和平水母；还包

括一些传统调查中的少见及偶见水母种类如筐水母亚纲、硬水母亚纲、管水母亚纲、花水母亚纲以及软水母亚

纲种类［３８—４０］，研究结果表明环境 ＤＮＡ宏条形码技术可以有效应用于水母种类的物种监测。

０１３５ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２卷　
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３．２　 ＤＮＡ条形码标记的选择及其对水母物种识别能力的比较

目前很多学者采用基于 ＤＮＡ 条形码的分子生物学分类方法作为水母类物种鉴定的必要补

充［１４—１５，３３—３４，４１］。 如程方平等［１４］对中国北方海域习见水母种类 ＤＮＡ条形码进行了分析，Ｌａａｋｍａｎｎ和 Ｈｏｌｓｔ［４１］

在大西洋北海水螅水母鉴定以及张铛妮等［１５］对中国南海北部湾海域水螅水母 ＤＮＡ 条形码进行的分析工作

均证实了 ＤＮＡ条形码标记在疑难水母种类鉴定中的作用。 一般而言，不同分子标记基因的适用范围并不完

全一致，不同的分子标记对不同物种的识别能力不同从而影响物种鉴定的准确性，因此需根据待检测生物类

群以及研究目的综合选择合适的分子标记［２４—２５，４２］。 核糖体 １８Ｓ ｒＲＮＡ基因和线粒体细胞色素 Ｃ氧化酶亚基 Ｉ
（ＣＯＩ）基因是应用最广泛的两种真核生物分子标记基因，１８Ｓ ｒＤＮＡ 序列是适用于进化较慢物种的种类鉴定

和系统分析的合适分子标记，但由于其基因序列较为保守，在解决较小分类阶元如属的种间关系尤其是在进

行某些近缘种的物种鉴定时具有较大的局限性，适用于研究亲缘关系较远的生物［４３］。 与之相反，ＣＯＩ 基因具

有进化速度快和功能保守性强的特点，具有较高的物种识别能力，常用来分析浮游动物、甲壳动物、微型后生

动物等［２０，４４—４６］。
本研究中，基于 １８Ｓ Ｖ４区分子标记的宏条形码仅鉴定出 ２纲 ８种水母种类，而以 ＣＯＩ为标记的宏条形码

鉴定出 ２纲 １９种水母种类，表明基于 ＣＯＩ宏条形码的 ｅＤＮＡ技术的水母检出率明显高于基于 １８Ｓ ｒＤＮＡ宏条

形码的 ｅＤＮＡ技术。 这与 Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ等［４７］将室内群落模拟实验、基于 ｅＤＮＡ 技术和基于传统监测方法的野外

实验对河流内大型无脊椎动物监测进行的模拟实验结果一致，其结果也表明基于 ＣＯＩ宏条形码的 ｅＤＮＡ技术

的物种检出率明显高于传统监测方法和基于 １８Ｓ ｒＤＮＡ宏条形码的 ｅＤＮＡ技术。 因此在监测不同的生物类群

时，标记基因的恰当选择对 ｅＤＮＡ技术在生物多样性监测中的应用具有重要作用，对水母这一生物类群而言，
ＣＯＩ宏条形码标记可能具有更高的物种识别能力。 此外，利用两种分子标记对水母物种的识别结果并不完全

一致，两者共同检测出的水母种类仅有 ３种，这一方面可能归因于两种分子标记的识别能力不一致所导致，另
一方面水母 ＤＮＡ尤其是低丰度种类在水体中具有复杂的存在机制，其产生、降解及移动过程受多种环境因素

的影响，不同的采样方案和引物选择也可导致不同的检测结果［４８—４９］。 因此，在利用环境 ＤＮＡ 宏条形码技术

对水母类进行物种鉴定时，联合采用多个分子标记可能得出更为全面准确的结论。
３．３　 环境 ＤＮＡ宏条形码技术的优势与不足及其在水母监测中的应用潜力

关于环境 ＤＮＡ宏条形码技术的优势与不足，目前已有多篇文献进行了论述［２２—２５］，如相比传统监测方法，
环境 ＤＮＡ宏条形码技术具有非破坏性采样；便捷高效、耗时少、成本低；灵敏度高、快速和高效检测群落多样

性等优势；但也存在一些不足，如针对不同生物类群尚无通用的标准化操作流程；时间和空间的不一致性；种
类鉴定高度依赖分子数据库的完整性；只能进行定性分析无法进行定量分析以及可能存在的污染问题等，此
处不再进行详细赘述。 虽然本研究未利用传统调查方法对围海养殖池塘的水母种类进行调查，但基于传统监

测［３８—４０］结果显示，大型水母种类如海月水母、海蜇、沙蜇、白色霞水母以及小型水母种类如和平水母属、薮枝

螅水母、美螅水母属等为辽东湾及渤海海域常见水母种类。 本研究基于 ２ 种 ＤＮＡ 宏条形码标记共鉴定出 ２
纲 ２２种水母种类，不仅包括海蜇、沙蜇、白色霞水母、海月水母和小型水母种类如美螅水母属、和平水母属等

常见种类，而且还检测出已报道的多种黄渤海常见水母种类如薮枝螅水母、黑疣真瘤水母、鳞茎高手水母、两
手筐水母等［３９—４０］。 此外，由于数据库中水母种类的局限性，还存在一些仅能鉴定到科及以上分类阶元的水母

种类，实际鉴定出的水母种类数量可能更多，证实了环境 ＤＮＡ宏条形码技术在水母种类物种鉴定和监测中的

优势及可行性。
与此同时，本研究利用环境 ＤＮＡ宏条形码技术对水母进行的分析也存在上述不足，如由于分子数据库的

缺乏导致一些水母种类无法鉴定；同一采样点的样品利用不同滤膜进行扩增的种类鉴定结果不一致；只能进

行定性分析无法进行定量分析等。 此外，目前的环境 ＤＮＡ宏条形码技术还存在一些技术层面无法解决的问

题，如引物选择、ＰＣＲ扩增偏向性、测序误差等。 但结合了新一代高通量测序技术的 ｅＤＮＡ宏条形码方法可以

在短时间内对水环境样品中的水母物种进行识别和检测，避免了传统方法受样品条件、操作者实践经验和专

１１３５　 １３期 　 　 　 李玉龙　 等：基于环境 ＤＮＡ宏条形码技术的辽东湾典型围海养殖池塘内水母多样性研究 　
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业知识等限制的不利影响，具有快速和高效检测水母多样性的潜力，可以作为一种重要的补充工具用于水母

的快速调查、监测及预警。
由此可见，环境 ＤＮＡ宏条形码技术具有高通量、高灵敏度、高分辨率的技术优势，在解决包括水母类在内

的水生生物种类鉴定和生物群落多样性监测等方面尚有较大的应用潜能，随着物种分子数据库的不断完善和

测序技术的进一步发展，在解决了环境 ＤＮＡ宏条形码技术定量分析准确性方面的短板之后，环境 ＤＮＡ 宏条

形码技术有望成为物种识别和多样性分析、生物入侵以及生态环境监测等领域的常规分析手段。
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