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摘 要:以2016年第7次北极科学考察期间在不同海域采集到的形态各异的水螅样品为研究对象,初步描述了样

品的形态特征,并且利用DNA条形码序列进行了分子鉴定。基于16SrRNA基因序列构建的系统进化树表明,

S12,NB06,R01和NB05属于桧叶螅科桧叶螅属,R08和B08为钟形螅科薮枝螅属,而且不同种的水螅均以较高的

置信度聚类为一个稳定的分支。因此16SrRNA序列可以作为DNA条形码用于这2属的水螅的分类鉴定。桧叶

螅的COI序列扩增较困难,不宜作为DNA条形码用于该属的鉴定,而薮枝螅的COI序列则较易扩增。基于16S
rRNA和COI序列的长薮枝螅种间遗传距离均远大于种内遗传距离,存在明显的条形码间隙。且薮枝螅基于COI
序列的种内遗传距离比16SrRNA基因的更大,认为COI序列可作为薮枝螅不同地理起源的分析鉴定依据。
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水螅纲动物主要附着在浅海的岩石、海草、贝壳等坚硬底质上生活,是浅海底栖动物群落的重要组成部

分。其分布遍布全球,迄今为止大约有3500种的记录。北极地区水螅分布的研究始于19世纪,Ronowicz
等[1]整理了北极地区的水螅纲物种的名录及分布,涉及7个目268种。其它有关北极水螅的研究则主要是

发现新种的记录[2-5]。
在我国的历次北极科考中,水螅生物的调查以浮游动物的数据为主。张金标等[6]在1999年首次北极科

学考察的浮游动物样品中记录了8个种的水螅水母的分类和分布情况,而底栖生物调查部分则不包括水螅

纲动物。但是我们发现,底栖生物拖网样品中水螅的数量高于其它大部分的动物类群。Song等[5]整理分析

第4~6次北极科考的底栖生物样品,发现了桧叶螅的一个新种。
刺胞动物能用来作为分类依据的形态性状极其有限[7]。水螅纲动物身体呈水螅型或少数种呈水母型,

或水螅型与水母型同时存在于群体中,形成二态或多态现象。发育阶段的不同和生存环境的差异,导致其作

为传统分类依据的形态特征常有较大变化,只依据外形特征来鉴别水螅生物的种类存在一定的困难。DNA
条形码技术在分类学中用于辅助物种鉴定,不受个体发育阶段和形态特征的影响,能够准确地辨别形态相似

性很高的物种,还可以鉴定出许多群体中普遍存在的隐存分类单元[8-9]。线粒体的16SrRNA基因序列和线

粒体细胞色素C氧化酶第一亚基(COI)序列都曾被报道用于水螅水母类物种的分析鉴定。而16SrRNA基

因序列在水螅虫类系统学研究中的应用比COI序列更为普遍,其范围覆盖了从种群到科等各分类阶元。同

时,它还常作为一种有效的分子标记,用以区分水螅纲中形态差异细微、不可辨识或尚未描述的种类[10-13]。
与其重要的生态学地位不相称的是,国内外有关北极水螅群落的物种名录、分布纪录以及生物多样性的

研究开展的还很少。迄今为止有关北极水螅纲动物的数据是碎片化和散乱的,而相关物种的DNA条形码

序列的记录则更少[5]。北极水螅物种还需要形态描述和分类地位的修订,以及DNA条形码数据的补充。
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对水螅纲物种分类和分布的研究,是后续研究北极底栖生物群落结构的基础,是开展全球气候变化对北极海

洋生态系统影响研究的前提。本文利用DNA条形码序列分析了我国第7次北极科学考察时采集到的,不
同站位的6株形态各异的水螅样品,结合形态学特征,对其进行了初步的种类鉴定,为以后北极海域底栖水

螅的研究提供依据。

1 材料与方法

1.1 水螅样品

图1 样品分布图

Fig.1 Thedistributionofsamplingstations

本实验的6株水螅样品是从中国第7次

北极科学考察(2016-07—09)采集的底栖生物

拖网样品中分离出的,分别采集于6个不同的

站位,以站位号命名各样本(图1)。样品采集

后置于-20℃冰箱保存。在实验室解冻后选

取较为完整的水螅个体,用无菌海水洗净,置
于盛有海水的培养皿中,观察其外部形态特征

(图2),并使用尼康倒置显微镜记录水螅的显

微形态结构(图3)。

1.2 DNA条形码序列扩增

取各水螅的部分组织,用无菌海水洗净,经
液氮研磨之后,用基因组DNA提取试剂盒(天
根生化科技有限公司,北京)提取总基因组

DNA,保存于-20℃。
以提取出的基因组 DNA 为模板,进行

DNA条形码序列的PCR扩增反应,PCR反应

为50μL体系:DNA模板1μL,引物各1μL,

2×TaqMastermix(天根生化科技有限公司,北京)25μL,灭菌双蒸水22μL。16S反应程序设置为:94℃
预变性10min;然后为35个循环(包括94℃变性30s,50℃退火30s,72℃延伸90s),最后72℃延伸10
min。COI反应程序设置为:94℃预变性10min,然后为35个循环(包括94℃变性30s,45℃退火30s,72
℃延伸90s),最后72℃延伸10min。

扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测回收,连接至pMD18T载体,转化大肠杆菌DH5α,挑取单克隆经PCR
验证后,送上海生工生物工程技术服务有限公司测序。DNA条形码序列扩增所选用的引物序列见表1。

表1 DNA条形码序列扩增所选用的引物序列

Table1 TheprimersfortheDNAbarcodingsequences

基 因 引 物 引物序列(5’-3’) 参考文献

16SrRNA基因
SHA TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC

SHB ACGGAATGAACTCAAATCATGTAAG
[14]

细胞色素C氧化酶

亚基1(COI)

LCO-1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG

HCO-2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
[15]
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1.3 数据分析

测序结果在NCBI数据库(http:∥blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)中进行BLAST比对分析,从 Gen-
Bank数据库中挑选出与其同源性较高的基因序列,通过Clustalx1.8作比对分析,然后应用 MEGA6.0[16],
采用邻接法(NJ)构建系统进化树。同时对构建的系统进化树作自展值检验(bootstraptest)以获得分支的

支持率,自展值检验中重复抽样次数为1000次。

2 结果与讨论

2.1 形态特征

水螅样品的形态特征见图2和图3。

S12:水螅群体呈浅棕黄色,水螅茎非常纤细,成束,分支较多且紧密生长,越到顶端越为纤细。螅鞘为

完整的一个包裹在分支上。

NB06:水螅群体呈红棕色,螅茎直立,分支间距离均匀,分枝有规则的交替互生在螅茎两侧,长度不一,
呈细微的锯齿状。螅鞘呈角状,对称排列在水螅鞘两侧。

R01,NB05:水螅群体均呈树形,深棕色,螅茎直立较粗壮,呈明显的“之”字形。R01分枝聚集在顶端,
多次重复的二叉状分枝;NB05分枝较R01松散,成二叉状排列在水螅茎上。螅鞘呈长椭圆形,间隔交替排

列成两个纵排。

B08,R08:这两种水螅群体外形特征类似,均呈红棕色,树枝状,螅茎呈明显的“之”字形。分枝交替排列

在螅茎两侧,二叉分枝越到顶端出现更细小的分枝,末端逐渐变细。R08的分枝较B08更多且细长。分支

呈管状,分支基部有环轮。

图2 6株水螅样品的形态

Fig.2 Themorphologyof6hydroids
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图3 6株水螅样品的显微形态

Fig.3 Themicroscopicmorphologyofthe6hydroids

2.2 DNA条形码序列分析

2.2.1 桧叶螅(Sertularia)
桧叶螅属于软水母目,在整理的北极水螅名录中,桧叶螅属共包括12个种:S.albimaris,S.argentea,

S.converrucosa,S.cupressina,S.fabricii,S.mirabilis,S.plumosa,S.robusta,S.schmidti,S.si-
milis,S.tenera,S.tolli[1]。目前在GenBank中共收录了包括7种北极桧叶螅在内的,分布于全球的14
种桧叶螅的16SrRNA基因序列,所以至少还有5种北极桧叶螅的16SrRNA条形码序列尚未被GenBank
收录。

用GenBank中14种桧叶螅的16SrRNA基因序列构建的系统进化树(图4)显示,所有来自北极的桧叶

螅物种均以99% 的自展值聚类在一个稳定的分支中。S12,NB06,R01和NB05均属于这一分支。
其中R01和NB05与Song等[5]发现的新种雪龙桧叶螅S.xuelongi聚类,16SrRNA基因序列相似性

为100%,应属于同一种。其显微形态结构与雪龙桧叶螅的描述也基本一致。NB05和R01等分别采集于

白令海和白令海峡,Song等[5]报道的雪龙桧叶螅也来自于白令海,说明这一物种在白令海分布广泛。

S12与粗壮桧叶螅S.robusta 的16SrRNA基因序列相似性为100%,推测其为粗壮桧叶螅。Song
等[5]分离的粗壮桧叶螅来自楚克奇海,而S12来自白令海。粗壮桧叶螅在西格陵兰岛、格陵兰岛、巴伦支海、
白令海以及哈德逊湾等都有分布[1]。

NB06的16SrRNA基因序列与同形桧叶螅S.similis的亲缘关系最近,但是它们的序列之间仍有1个

碱基的差异。S12来自加拿大海盆,而同形桧叶螅分布于冰岛、巴伦支海、楚克奇海、白令海、北极海盆中心、
北极群岛、加拿大东部以及哈德逊湾[1]。

基于16SrRNA序列的4株北极桧叶螅与其他已知桧叶螅的种间遗传距离见表2。NB06与同形桧叶

螅种间遗传距离为0.20%,与其它桧叶螅的种间遗传距离为0.99%~10.86%;S12与粗壮桧叶螅的种间遗

传距离为0,与其它桧叶螅的种间遗传距离为1.13%~11.34%;R01和NB05与雪龙桧叶螅种间遗传距离为

0,与其它桧叶螅的种间遗传距离为0.59%~11.57%。由于已知的桧叶螅种内个体较少,无法确定其是否存

在遗传间隙,但是从遗传距离来看,符合我们对4株桧叶螅的分类推测。
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表2 4株北极桧叶螅与其他桧叶螅的种间遗传距离

Table2 Thegeneticdistancesbetweenthe4strainsofSertulariafromArcticandotherspeciesofSertularia

桧叶螅
北极桧叶螅

NB06 S12 R01 NB05

S.cupressina 1.19% 1.39% 1.19% 1.19%

S.argentea 1.32% 1.13% 1.06% 1.06%

S.plumosa 1.39% 1.19% 1.39% 1.39%

S.similis 0.20% 1.19% 0.99% 0.99%

S.robusta 0.99% 0.00% 0.59% 0.59%

S.mirabilis 2.41% 2.61% 2.41% 2.41%

S.unguiculata 6.20% 6.66% 6.88% 6.88%

S.distans 8.96% 9.69% 9.19% 9.19%

S.marginata 10.80% 11.34% 11.57% 11.57%

S.tumida 10.80% 11.34% 11.57% 11.57%

S.perpusilla 9.27% 8.98% 8.73% 8.73%

S.turbinata 10.86% 10.61% 10.84% 10.84%

S.moluccana 9.98% 10.47% 10.21% 10.21%

S.xuelongi 1.19% 10.21% 0.00% 0.00%

图4 基于16SrRNA序列构建的桧叶螅物种的系统进化树

Fig.4 ThePhylogenetictreesofSertulariabasedon16SrRNAsequences
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在GenBank数据库中,未收录任何一种桧叶螅的COI序列。我们克隆了4种桧叶螅的COI序列也只

有NB06得到了正确的扩增。GenBank中与NB06的COI序列相似最高的 COI基因来自Clytiagracilis
(DQ068056),仅有76%的序列相似性。Song等[5]曾尝试扩增S.xuelongi的COI序列,也未能成功。这说

明作为广泛应用于水螅水母纲鉴定的DNA条形码序列,相比于16SrRNA,COI序列在桧叶螅属中较难扩

增,这一现象在花水母目和软水母目种类中表现得非常明显[8]。

2.2.2 薮枝螅(Obelia)
目前有文献报道的薮枝螅包括4个种:双枝薮枝螅O.dichotoma、曲膝薮枝螅O.geniculata、长薮枝螅

O.longissima 和双齿薮枝螅O.bidentata。在北极发现的薮枝螅只有3种,未见双齿薮枝螅的记录[1]。在

基于16SrRNA和COI基因序列构建的系统树中(图5和图6),B08和R08都聚类在长薮枝螅分支。可以

认定它们都属于长薮枝螅。基于16SrRNA序列的长薮枝螅种内遗传距离为0.28%,种间遗传距离为

5.96%~13.82%;基于COI序列的长薮枝螅种内遗传距离为0.76%,种间遗传距离为11.15%~17.43%。
由此可见,基于这两序列长薮枝螅的种间遗传距离均远大于种内遗传距离,存在明显的条形码间隙。而且

16SrRNA更为保守,我们推测COI序列可作为薮枝螅属不同地理起源的鉴别。Govindarajan等[10]也发现

曲膝薮枝螅的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。
长薮枝螅B08、R08分别来自白令海和楚克奇海,在第一次北极科考的浮游生物样品中分离到了多个长

薮枝螅水母的个体[6]。长薮枝螅在北极及两半球的寒带海域,包括俄罗斯北方海域和远东诸海、黑海、智利、
麦哲伦海峡、阿拉斯加、冰岛、西北欧和北美大西洋沿岸海域也有分布[6]。

图5 基于16SrRNA序列构建的薮枝螅物种的系统进化树

Fig.5 ThePhylogenetictreesofObeliabasedon16SrRNAsequences
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图6 基于COI序列构建的薮枝螅物种的系统进化树

Fig.6 ThePhylogenetictreesofObeliabasedonCOIsequences

3 结 语

在第7次北极科学考察6个站点采集到的水螅经16SrRNA序列同源性和系统发育分析表明,6种水

螅均属于软水母目,其中S12,NB06,R01和NB05属于桧叶螅科桧叶螅属,R08和B08为钟形螅科薮枝螅

属。结合16SrRNA序列的系统发育分析结果,这两属水螅中多数单一种的个体都聚类为独立的分支。由

此可见,16SrRNA序列可以作为DNA条形码序列用于这2属的水螅虫的分类鉴定。
刺胞动物门的很多种类由于存在线粒体DNA修复体系,COI序列被认为不适合作为条形码技术的标

准基因[17]。有研究者发现,在刺胞动物门的软水母目和花水母目,COI序列不容易扩增[11]。本研究只扩增

出了一种桧叶螅NB06的COI序列,并且在GenBank中未发现该属其他物种的同源序列,说明桧叶螅的

COI序列扩增较困难,不适宜作为DNA条形码用于该属的鉴定。而薮枝螅属的COI序列较易扩增,并且

GenBank对已知的4种薮枝螅的COI序列都有收录。在这一属中,因为基于COI序列的种内遗传距离比

16SrRNA的更大,我们认为COI序列可以作为薮枝螅水螅不同地理起源的分析鉴定。
由于水螅纲动物中存在世代交替、多态现象和隐种等因素,非专业分类人员很难基于细微的形态差异来

鉴别物种,这也制约着海洋水螅动物多样性的研究。而且遗传差异与形态特征也可能存在矛盾,形态特征

接近可能有较大的遗传差异,而形态特征差别明显也未必一定有较大的遗传差异。所以结合其遗传差异和

形态特征来进行分类学工作就尤为重要。在显微水平上,R01,NB05与Song等发现的新种雪龙桧叶螅

S.xuelongi螅鞘的形态和分布情况相似,但是2株个体的分支密度明显不同于S.xuelongi。而螅茎的

“之”字形结构也是一个较为含糊的形态鉴定指标,从外观形态上很难将其认定为同一个种,而100%相似的

16SrRNA条形码则更能说明它们属于同一个种。S.similis,S.robusta,S.xuelongi基于16SrRNA序列
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的种间的遗传距离较小,但是它们之间的形态结构差异明显,应隶属于不同的种。
从1999年至2016年,我国已经完成了7次北极科学考察任务,期间收集了大量的底栖生物样品,但由

于各种原因,有分析记录和发表的还很少[18-20],对于底栖水螅样品,由于经济价值不高,研究的则更少。桧

叶螅通常营底栖生活,而薮枝螅则同时呈现水螅型的底栖生活类型和水母型的浮游生活类型。水螅作为北

极底栖生物群落的重要组成,由于其不同的生活史导致的不同扩张策略,使其成为一种很好的模式生物,用
于指示在新的区域物种是如何扩张和定植的。无论是末次冰期以来北极地区陆架的环境变迁,还是气候变

化对北极底栖生物群落的分布和遗传结构的影响,水螅水母类都是有价值的研究对象。DNA条形码分析方

法的建立,为在缺少专业分类专家的情况下,水螅纲物种分布和大规模调查研究奠定了基础。

参考文献(References):

[1] RONOWICZM,KUKLINSKIP,MAPSTONEGM.Trendsinthedversity,distributionandlifehistorystrategyofArcticHydrozoa
(Cnidaria)[J].PLoSOne,2015,10(3):1-19.

[2] RONOWICZM,SCHUCHERTP.Haleciumarcticum,anewhydroidfromSpitsbergen(Cnidaria:Hydrozoa)[J].Zootaxa,2007
(1549):55-62.

[3] PIRAINOS,BLUHMBA,GRADINGERR,etal.Sympagohydratuuligen.nov.andsp.nov.(Cnidaria:Hydrozoa)acoolhydroid

fromtheArcticseaice[J].JournaloftheMarineBiologicalAssociationoftheUnitedKingdom,2008(88):1637-1641.
[4] MIGLIETTA MP.Hydractiniaantoniisp.nov.:anew,partiallycalcifiedhydractiniid(Cnidaria:Hydrozoa:Hydractiniidae)from

Alaska[J].JournaloftheMarineBiologicalAssociationoftheUnitedKingdom,2006(86):993-996.
[5] SONGXK,GRAVILIC,WANGJJ,etal.Anewdeep-seahydroid(Cnidaria:Hydrozoa)fromtheBeringSeaBasinrevealshighgenet-

icrelevancetoArcticandadjacentshallow-waterspecies[J].PolarBiology,2016,39(3):461-471.
[6] ZHANGJB,LINM.ThehydromeaefromChukchiSeaanditsdistribution[J].ChineseJournalofPolarResearch,2000,12(3):169-

182.张金标,林茂.楚科奇海的水螅水母类及其分布[J].极地研究,2000,12(3):169-182.
[7] ZHENGLM,LINYS,LISJ,etal.MorphologicalandmolecularevidencesofAequoreataiwanensisn.sp.fromTaiwanStrait,with

mtCOIsequenceanalysisforgenusAequorea[J].HaiyangXuebao,2008,30(4):139-146.郑连明,林元烧,李少菁,等.台湾海峡多管

水母属—新种及基于线粒体COI序列分析鉴定多管水母[J].海洋学报,2008,30(4):139-146.
[8] PENGJL,WANGXZ,HESP.TheprogressandapplicationofDNAbarcoding[J].ActaHydrobiologicaSinica,2008,32(6):916-

919.彭居俐,王绪桢,何舜平.DNA条形码技术的研究进展及其应用[J].水生生物学报,2008,32(6):916-919.
[9] SHEARERTL,VANOPPENMJH,ROMANOSL,etal.SlowmitochondrialDNAsequenceevolutionintheAnthozoa(Cnidaria)

[J].MolecularEcology,2002,11(12):2475-2487.
[10] GOVINDARAJANAF,BOEROF,HALANYCH K M.Phylogeneticanalysiswithmultiplemarkersindicatesrepeatedlossofthe

adultmedusastageinCampanulariidae(Hydrozoa,Cnidaria)[J].MolecularPhylogenetandEvolution,2006,38(3):820-834.
[11] ZHANGDN,ZHENGLM,HEJR.DNAbarcodingofhydromedusaeinnorthernBeibuGulfforspeciesidentification[J].Biodiversity

Science,2015,23(1):50-60.张珰妮,郑连明,何劲儒,等.基于线粒体COI和16S片段序列的北部湾北部水螅水母DNA条形码分析

[J].生物多样性,2015,23(1):50-60.
[12] MOURACJ,CUNHAMR,PORTEIROFM,etal.TheuseoftheDNAbarcodegene16SmRNAfortheclarificationoftaxonomic

problemswithinthefamilySertulariidae(Cnidaria,Hydrozoa)[J].ZoologicaScripta,2011,40(5):520-537.
[13] MOURACJ,CUNHA MR,PORTEIROFM,etal.Amolecularphylogene-ticappraisalofthesystematicsoftheAglaopheniidae

(Cnidaria:Hydrozoa,Leptothecata)fromthenorth-eastAtlanticandwestMediterranean[J].ZoologicalJournaloftheLinneanSociety,

2012,164(4):717-727.
[14] CUNNINGHAMCW,BUSSLW.MolecularevidenceformultipleepisodesofpaedomorphosisinthefamilyHydractiniidae[J].Biochei-

calSystematicsandEcology,1993,21(1):57-69.
[15] FOLMERO,BLACKM,HOEHW,etal.DNAprimersforamplificationofmitochondrialcytochromecoxidasesubunitIfromdiverse

metazoaninvertebrates[J].MolecularMarineBiologyandBiotechnology,1994,3(5):294-299.
[16] TAMURAK,STECHERG,PETERSOND,etal.MEGA6:MolecularEvolutionaryGeneticsAnalysisversion6.0[J].MolecularBiol-

ogyandEvolution,2013,30(12):2725-2729.
[17] MCFADDENCS,BENAYAHUY,PANTEE,etal.LimitationsofmitochondrialgenebarcodinginOctocorallia[J].MolecularEcolo-

gyResources,2011,11(1):19-31.



2期 赵 霞,等:几种北极桧叶螅和薮枝螅的DNA条形码分析 309  

[18] LIRG,ZHENGFW,JIANGJX,etal.MacrobenthosintheChukchiSeaandBeringSea[J].BiodiversityScience,2003,11(3):

204-215.
[19] WANGJJ,HEXB,LINHS,etal.CommunitystructureandspatialdistributionofmacrobenthosintheshelfareaoftheBeringSea

[J].ActaOceanologicaSinica,2014a,33(6):74-81.
[20] WANGJJ,LINHS,HEXB,etal.BiodiversityandcommunitystructuralcharacteristicsofmacrobenthosintheChukchiSea[J].Ac-

taOceanologicaSinica,2014b,33(6):82-89.

DNABarcodingofSeveralSpeciesofSertulariaandObeliainArctic

ZHAOXia1,ZHANGPei-yu1,LIUChen-lin2,3,LINXue-zheng2,3

(1.CollegeofEnviromentalScienceandEngineering,QingdaoUniversity,Qingdao266071,China;
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3.KeyLaboratoryofMarineBioactiveSubstances,SOA,Qingdao266071,China)

Abstract:Inthispaper,sixhydroidscollectedfromdifferentstationsintheSeventhChineseArcticScien-
tificExpeditionin2016,wereclassifiedbyDNAbarcoding.Andsomegeneralfeaturesweredescribed.
Phylogenetictreesofthemitochondrial16SrRNAgenesrevealedthatS12,NB06,R01andNB05areas-
signedtoSertularia (Sertulariidae),R08andB08areObelia (Campanulariidae).Moreover,specificspe-
ciesofhydroidsareclusteredintoonestablecladesupportedbyhighbootstrapvalues.Hence,16SrRNA
genecanbeusedasaDNAbarcodetoidentifythetwogenera.TheCOIgeneisunsuitableasaDNAbar-
codebecauseitishardtobeamplifiedinSertularia.WhileforObelia,theCOIgenesareeasytobeampli-
fied.TheintraspecificgeneticdistanceisfarlargerthantheInterspecificgeneticdistancebasedonthetwo
genesofObelialongissima,andtheInterspecificbasedonCOIgenesislargerthanon16SrRNAse-
quences.ThereforetheCOIsequenceappearstobeaneffectivemarkerintheidentificationofdifferentgeo-
graphicaloriginstrainsforObelia.
Keywords:DNAbarcoding;Arctichydroids;Sertularia;Obelia
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