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基于线粒体 COI 和 18S rRNA 基因构建舟山海域浮游动物

DNA 宏条形码数据库

冼华琳，汤昌盛，张杨阳，张晓林，廖    智，周钰琴，谢舒烨，严小军
浙江海洋大学 海洋科学与技术学院，浙江 舟山 316022

 
摘要： 为构建舟山海域浮游动物本地条形码数据库，从而为该海域浮游动物的种类鉴定、系统进化关系及种群遗传学研

究提供科学依据。基于过去 14 年的文献报道，编制了收录 23 目 64 科 96 属 155 种浮游动物的舟山海域浮游动物物种名

录，通过从 NCBI GenBank 参考数据库获取相关数据，共收集浮游动物线粒体 COI 基因序列 195 条和核糖体

18S rRNA 基因序列 134 条，初步建立了舟山海域浮游动物条形码数据库。对最优势类群桡足类进行了种间和种内遗传

距离的计算分析。结果显示：桡足类 COI 基因序列种间平均遗传距离为 0.313 6，是种内平均遗传距离的 34.09 倍；

18S rRNA 基因序列的种间平均遗传距离为 0.262 8，是种内平均遗传距离的 26.82 倍。COI 基因序列的种间和种内遗传

距离存在明显的条形码间隔，而 18S rRNA 基因序列的种间和种内遗传距离存在重叠，没有明显的条形码间隔。基于

COI 和 18S rRNA 基因序列构建的系统发育树表明，2 种条形码基因在目和科水平上均能有效区分不同的浮游动物类

群。舟山海域浮游动物 DNA 宏条形码数据库的建立，有利于浮游动物种类鉴定及多样性评估，并为该海域海洋生态环

境状况评价提供科学依据。
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Construction of DNA metabarcoding database of zooplankton in Zhoushan
sea area based on mitochondrial cytochrome COI and 18S rRNA gene
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Abstract: In order to create an indigenous DNA metabarcoding database for zooplankton in the Zhoushan sea area and sup-

port the research on species identification, phylogenetic relationships, and genetic analysis of marine zooplankton, we compiled

a list of zooplankton species in the Zhoushan sea area based on data collected over the past 14 years. We downloaded a total of

195 mitochondrial cytochrome oxidase subunit I (COI) barcode sequences and 134 small ribosomal subunit 18S rRNA barcode

sequences from the NCBI GenBank database. Then we calculated the intra-and interspecific genetic distances of copepod species.

The results show that the average interspecific genetic distance of the COI gene was 0.313 6, which was 34.09 times as high as the

average distance within each copepod species. Likewise, the average interspecific genetic distance for the 18S rRNA gene was 0.262 8,

which was 26.82 times as high as the average intraspecific distance. The DNA barcode of the COI gene exhibited a clear barco-
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ding gap, while there were overlaps between the intra-and interspecific genetic distances based on the 18S rRNA gene. The phylo-

genetic tree constructed using COI and 18S rRNA genes demonstrates that both genes can distinguish different zooplankton taxa

at  the  order  and  family  levels  effectively.  This  DNA  barcoding  database  will  facilitate  species  identification  and  biodiversity

assessment of zooplankton, providing valuable references for evaluating the marine environment in the Zhoushan sea area.

Keywords: Zooplankton; COI gene; 18S rRNA gene; DNA barcoding database; Zhoushan sea area

舟山海域位于浙江省东北部，地处杭州湾外缘

的东海。流经该海域的台湾暖流、长江冲淡水和

浙闽沿岸流等水团、上升流等带来了丰富的营养物

质[1]，为浮游生物的迅速繁殖创造了良好的条件，

进一步为鱼、虾等海洋生物提供了充足的饵料，舟

山渔场因势形成。近年来，舟山市水产养殖业和旅

游业等产业快速发展，随之而来的环境污染、过度

捕捞、养殖侵占等给海洋生态系统带来巨大压力，

舟山渔场资源也面临衰竭[2]。保护和恢复海洋生态

系统，改善海洋生态环境质量，对于实现海洋的可

持续发展显得尤为重要。

浮游动物是水生生态系统的重要组成部分，既

作为鱼类等更高营养级的食物来源，也能通过摄食

作用调控浮游植物群落的生物量、物种组成等[3]，

在食物链的能量流动和物质循环上起着承上启下的

作用[4]。此外，浮游动物具有生命周期短、代谢活

动强等特性[5]，对环境变化非常敏感，常作为指示

种评价海域水质状况，如北冰洋和大西洋中桡足类

丰度的变化可揭示两大洋中水团相互作用的变

化[6]。因此，了解研究区域中浮游动物的种类组

成、丰度、多样性等群落特征可为海域的生态系统

健康评估、生物多样性保护、管理和决策等提供科

学依据。

传统的浮游动物物种鉴定方法主要为形态学鉴

定，依赖于浮游动物的体节数、附肢数量和形态、

尾叉、个体大小、复眼、心脏等特征作为判定依

据。但形态学鉴定方法对鉴定者的经验要求很高，

且无法同时鉴定多个样品，需要耗费大量的时

间[7]；而浮游动物中也存在很多表型相似的隐存

种[8]，浮游幼体尤其是桡足类幼体也很难通过形态

学方法鉴定到种水平[9]，无法准确评估浮游动物的

物种多样性。分子技术的发展实现了利用 DNA 宏

条形码技术实现浮游动物的快速鉴定。DNA 宏条

形码技术依托高通量测序平台，通过扩增样品中特

定的标准化短基因片段 [ 1 0 ]，如线粒体细胞色素

C 氧化酶亚基 I (Cytochrome oxidase subunit I, COI)
基因、18S 核糖体 RNA (18S ribosomal RNA, 18S

rRNA)、16S 核糖体 RNA (16S ribosomal RNA, 16S
rRNA) 等基因的可变区得到操作分类单元 (Opera-

tional taxonomic units, OUT) 或扩增子序列变体

(Amplicon sequence variants, ASV) 后[11]，与参考数

据库中的参考序列进行比对以实现物种注释。由于

目前使用的 GenBank、BOLD 等公共参考数据库中

存在很多冗余和重复的序列[12]，这些冗余的数据

往往来自于不同研究者对同一物种测序结果的重复

提交，或者由于技术误差、样本污染等问题导致序

列质量不高，影响了物种鉴定的准确性。经验证，

浮游动物中小长腹剑水蚤 (Oithona nana) 在 Gen-

Bank 数据中 10 个长度为 438 bp 的 COI 基因序列

均为重复序列  (序列号分别为：KU982956 .1、

K U 9 8 2 9 5 5 . 1、K U 9 8 2 9 5 4 . 1、K U 9 8 2 9 5 3 . 1、

K U 9 8 2 9 5 2 . 1、K U 9 8 2 9 5 1 . 1、K U 9 8 2 9 5 0 . 1、

KU982949.1、KU982948.1、KU982947.1)。建立区

域性本地条形码数据库对特定地区的物种鉴定具有

重要意义，其优势主要体现在以下方面：首先是减

少冗余，本地条形码数据库可以消除公共数据库中

重复或质量不高的序列，提高数据的质量；其次，

基于特定区域采集的本地物种数据构建的数据库，

能够更精确地匹配目标物种，减少物种鉴定过程中

假阳性和假阴性的发生率[13]。此外，完善的本地

DNA 条形码数据库可为区域生物多样性监测、生

态系统评估及物种保护策略制定提供科学依据。

目前，全球已建立了国际海洋浮游动物普查计

划 (Census of Marine Zooplankton, CMarz)、覆盖日

本北海道、东京湾等海域的日本生物条形码倡议

(Japanese Barcode of Life Initiative, JBOLI) 及覆盖澳

大利亚海域的海洋生物多样性中心 (Marine Bio-

diversity Hub, MBH) 等多个 DNA 条形码数据库，

但尚未建立针对舟山海域浮游动物的本地 DNA 条

形码数据库，也缺乏对浮游动物各类群系统发育关

系分析的报道。因此，本研究根据已有的舟山海域

浮游动物群落调查文献编制了舟山海域浮游动物物

种名录，并基于 COI 和 18S rRNA 基因构建本地浮

游动物 DNA 宏条形码数据库，评估这 2 种 DNA
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条形码基因在舟山海域浮游动物鉴定中的适用性以

及浮游动物的系统发育关系，为后续利用 DNA 宏

条形码技术对舟山海域浮游动物的物种鉴定及多样

性研究提供科学依据。 

1    材料与方法
 

1.1    数据库构建

整理归纳过去 14 年舟山海域浮游动物资源调

查文献[14-22]，编制舟山海域浮游动物名录，物种的

有效学名以世界海洋物种名录 (World Register of

Marine Species) (https://www.marinespecies.org/) 为

准。根据舟山海域浮游动物物种名录，在 Gen-

Bank 数据库 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

上分别下载浮游动物的 COI 及 18S rRNA 基因序

列。为确保选择的序列与舟山海域浮游动物区域特

征相匹配，下载标准是优先下载标注浮游动物采样

地点在中国的序列。在 Python 3.8 软件上运行

Biopython 1.85 对下载的 FASTA 格式的序列进行质

量控制，去除重复序列，以及含有较多简并碱基

如 Y 和 K 等的低质量序列。对于有多条序列信息

的物种，使用 SeaView 5.1 软件对该物种全部的序

列进行比对，选取相似性程度最高的 2 条序列，生

成共有序列 (Consensus sequences) 作为该物种的条

形码基因代表序列[23]；对仅有 1 条序列的物种，则

以该序列作为该物种的代表序列。 

1.2    数据分析

在 TBtools-II 软件上将各浮游动物 DNA 条形

码基因代表序列合并分析，进行 MUSCLE 多重序

列比对，并用 TrimAL 2.0 软件将比对后的序列进

行剪切以获得一致序列[24]。在 MEGA 11 上分析序

列的核苷酸组成、密码子组成、平均碱基转换/颠

换值、保守位点、简约信息位点和变异位点等[25-26]，

并使用 DnaSP 5.0 软件计算序列的单倍型数 (H)、

单倍型多样性指数 (Hd)、核苷酸多样性指数 (Pi) 及

多态位点数等[27-28]。浮游动物包含桡足类、毛颚

类、浮游多毛类等多个类群，其中，桡足类为最优

势类群[29]。因为 DNA 条形码基因在不同浮游动物

类群间的变异速率存在较大差异[30]，且目前尚缺

乏对桡足类种内、种间遗传差异的报道，因此本研

究仅计算桡足类 COI 基因序列及 18S rRNA 基因序

列的种间及种内遗传距离。本研究选择 Kimura-2-

parameter (K2P) 模型用于遗传距离的计算，该模型

是当前在物种间遗传差异及系统发育关系研究中应

用最广泛的模型，考虑了碱基转换和颠换速率不同

的情况 [ 3 1 ]，尤其适合近缘物种的分析 [ 3 2 ]。使用

MEGA 11 软件基于最大似然法 (Maximum likeli-

hood, ML) 构建分子系统发育树，并进行 1 000 次

自展检验 (Bootstraps) 以检验各分支的置信度。生

成的 ML 系统发育树在 iTOL 软件 (http://itol.embl.

de/) 上进行美化和注释[33]。

为更好地评估 COI 和 18S rRNA 基因在浮游动

物物种界定上的可行性及局限性，采用 ABGD

(Automatic Barcode Gap Discovery) 软件 (https://

bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/) 对浮游动物的 COI
及 18S rRNA 基因序列进行分类单元的划分，相对

间隙宽度值取 X=0.5，其余参数全部默认，最后比

较 ABGD 方法与 ML 系统发育树的物种划分结果。 

2    结果
 

2.1    条形码数据库概况

根据过去 14 年舟山海域浮游动物的种类资源

调查报道，共统计浮游动物 155 种，隶属于 23 目

64 科 96 属 (图 1，附录 A，详见 http://dx.doi.org/

10.12131/20250014 的资源附件)。其中，哲水蚤目

种类数最多，共 64 种，占比 41.3%；其次为剑水

蚤目，共 17 种，占比 11.00%；属于浮游软体动物

的有：管水母目、软水母目、花裸螅目、硬水母

目、筐水母目、淡水水母目、球栉水母目及瓜水母

目，共 23 种，占比 14.84%。在 GenBank 数据库中

下载了 109 种浮游动物的 COI 基因序列 195 条及

91 种浮游动物的 18S rRNA 基因序列 135 条，分别

覆盖了统计的舟山海域浮游动物中 7 0 . 3 2 % 和

58.71% 的种类，其中有 76 种浮游动物在 GenBank

数据库上有 COI 及 18S rRNA 2 种基因的 DNA 条形

码信息 (图 2)。此外，在目水平上，各物种的条形

码覆盖率存在差异 (图 3)。其中，COI 基因序列在

硬水母目、翼足目、钩足目、筐水母目、淡水水母

目、软水母目、磷虾目、瓜水母目及花裸螅目上的

覆盖率均达 100%，而在十足目、端足目和海樽目

上的覆盖率则仅为 33.33%、25.00% 和 0，未超过

50.00% (图 3)。18S rRNA 基因序列在硬水母目、钩

足目、筐水母目、淡水水母目和瓜水母目的条形码

覆盖率为 100%，但在糠虾目和壮肢目的覆盖率均

为 0。 

2.2    序列特征

91 种浮游动物的 18S rRNA 基因序列经比对，
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获得长度为 1 413 bp 的一致序列，其中可变位点

1 330 个 (94.12%)、简约信息位点 992 个 (70.21%)、

保守位点 76 个 (5.38%)，平均碱基转换/颠换值为

1.2。T、C、A、G 的平均含量分别为 25.5%、

20.9%、26.8%、26.8%，A+T 碱基占比 52.3%，G+C

碱基占比 47.7%，具有 A+T 偏倚性。对 63 种桡足

类 18S rRNA 基因序列进行比对，获得一段 1 467 bp

的一致序列，其中包括 1 248 个可变位点 (85.07%)、

721 个简约信息位点 (49.15%)、208 个保守位点

(14.18%)，T、C、A、G 的平均含量分别为 25.2%、

21.4%、26.7%、26.6%，A+T 的含量 (51.9%) 同样

高于 G+C 的含量 (48.0%)。密码子第一位中，A-1

平均含量最高，占 27.7%；密码子第二位及第三位

则分别是 G-2 和 A-3，分别占 27.5% 和 27.4%，存

在 A 偏倚性。平均碱基转换 /颠换值为 1.1。在

91 种浮游动物和其中 63 种桡足类的 18S rRNA 基

因序列中均只检测出 1 个单倍型，核苷酸多样性指数

分别为 0.214 60 和 0.193 86，表现出很高的遗传均

质性[34]。

109 种浮游动物的 COI 基因序列经比对，保留

一致序列 831 bp，其中可变位点 715 个 (86.04%)、

简约信息位点 558 个 (67.15%)、保守位点 108 个

(13.00%)，T、C、A、G 的平均含量分别为 36.9%、

17.0%、25.9%、20.2%，平均碱基交换/颠换值为

0.8，A+T 的含量为 62.8%，高于 G+C 的含量

(37.2%)，含量比为 1.69，具 A+T 偏倚性。单倍型

多样性指数和核苷酸多样性指数分别为 0.896 和

0.104 90，共检测到 46 个单倍型和 35 个多态位

点。68 种桡足类的 COI 基因序列获得一致序列

633 bp，其中可变位点 486 个 (76.78%)、简约信息

位点 356 个 (56.24%)、保守位点 147 个 (23.22%)，

T、C、A、G 的平均含量则分别为 36.5%、17.2%、

2 5 . 8 %、2 0 . 6 %，  A + T 和 G + C 的含量分别为

62.3% 和 37.8%，同样表现为 A+T 偏倚性。在密码

子前三位中，G-1、T-2 和 T-3 的平均含量最高，

分别为 30.5%、44.9% 和 39.3%，存在 T 偏倚性。

平均碱基转换/颠换值为 1.0。单倍型多样性指数和

核苷酸多样性指数分别为 0.990 和 0.098 28，检测

出 56 个单倍型和 49 个多态性位点。 

2.3    种内及种间遗传距离

基于 K2P 遗传距离模型分别计算桡足类的种

内及种间遗传距离 (表 1)。结果表明，基于 COI 基
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图1　舟山海域浮游动物种类组成

Fig. 1　Zooplankton species composition in Zhoushan sea area
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图2　舟山海域浮游动物中具有 DNA 条形码序列 (COI 或

18S rRNA 基因) 的物种数量对比维恩图

Fig. 2　Comparison of zooplankton species numbers with DNA

barcode sequences (COI and/or 18S rRNA genes) in

Zhoushan sea area by Venn diagram
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因序列，68 种桡足类的种间平均遗传距离为 0.313 6，

平滑真刺水蚤 (Euchaeta plana) 和尖额真猛水蚤

(Euterpina acutifrons) 的种间遗传距离最大 (0.994 6)，

2 物种分别属于哲水蚤和猛水蚤；海洋真刺水蚤

(E. marina) 和黄角光水蚤 (Lucicutia flavicornis) 的

种间遗传距离最小 (0.020 1)，两者均为哲水蚤。种

内遗传距离为 0~0.082 0，平均为 0.009 2，针刺拟

哲水蚤 (Paracalanus aculeatus) 的种内遗传距离最

大 (0.082 0)。种间平均遗传距离是种内的 34.09

倍，能形成明显的条形码间隔 (图 4-a)，表明使用

COI 基因作为 DNA 条形码基因能有效区分桡足类

物种。
 
 

表1   基于 COI 和 18S rRNA 基因序列的桡足类种内与种间遗传距离
Table 1　Intraspecific and interspecific distances of copepods based on COI and 18S rRNA gene sequences

遗传距离
Genetic distance

COI 基因序列
COI gene sequence

18S rRNA 基因序列
18S rRNA gene sequence

最小值
Minimum

最大值
Maximum

平均值
Mean

最小值
Minimum

最大值
Maximum

平均值
Mean

种内 Intraspecies 0 0.082 0 0.009 2 0 0.088 2 0.009 8

种间 Interspecies 0.020 1 0.994 6 0.313 6 0.003 1 0.988 7 0.262 8

 

基于 18S rRNA 基因序列，63 种桡足类种间平

均遗传距离为 0.262 8，达氏波水蚤 (Cosmocalanus
darwinii) 和丹氏纺锤水蚤 (Acartia danae) 的种间遗

传距离最大，达 0.988 7，分别隶属于哲水蚤科和

纺锤水蚤科；细长腹剑水蚤 (Oithona attenuate) 和

小长腹剑水蚤 (O. nana) 间的遗传距离最小 (0.003 1)，

均属长腹剑水蚤属。种内平均遗传距离为 0.009 8，

最小值为 0，尖额真猛水蚤的种内遗传距离最大

(0.088 2)；种间平均遗传距离是种内平均遗传距离

的 26.82 倍，满足 Hebert 等[35] 提出的作为 DNA 条

形码分子标记的标记基因其种间遗传距离应为种内

遗传距离 10 倍以上的要求，但基于 18S rRNA 基因

序列的遗传距离频数分布柱状图没有形成明显的条

形码间隔 (图 4-b)，可能难以对桡足类近缘种进行
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图3　舟山海域浮游动物各类群 DNA 条形码覆盖率对比

Fig. 3　Comparison of DNA barcode coverage among different zooplankton taxa in Zhoushan sea area
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有效区分。 

2.4    系统发育关系

基于 COI 基因序列构建的浮游动物 ML 系统

发育树如图 5-a 所示。在目阶元上，哲水蚤目、剑

水蚤目、磷虾目、猛水蚤目、软水母目、管水母

目、十足目、无横肌目和花裸螅目的物种均能聚为

目的单系支，涵盖 91.74% 的物种，表明 COI 基因

序列在目阶元上对各浮游动物类群具有较高的分辨

率。而仅包含一个物种的壮肢目和瓜水母目则单独

成支。同时，花裸螅目的耳状囊水母  (Euphysa
aurata) 和淡水水母目的四叶小舌水母 (Liriope tet-
raphylla) 聚为一支，哲水蚤目的奥氏胸刺水蚤

(Centropages orsinii) 与端足目的裂颏蛮戎 (Lestrigo-
nus schizogeneios) 聚为一支，与传统分类存在分歧。

基于 1 8 S  r R N A 基因序列构建的浮游动物

M L 系统发育树如图 5 - b 所示。在目阶元上，

72.53% 的物种均能与同一目的物种聚成目的单系

支。其中，哲水蚤目、剑水蚤目、猛水蚤目、软水

母目和海樽目均能聚为目的单系支。此外，管水母

目的五角水母 (Muggiaea atlantica) 和软水母目的锥

状多管水母 (Aequorea conica) 聚为一支，瓜水母目

的瓜水母 (Beroe cucumis) 和球栉水母目的球形侧腕

水母 (Pleurobrachia globosa) 聚为一支，与传统分类

存在差异。结果表明，18S rRNA 和 COI 基因均能

在目阶元上有效区分不同的浮游动物类群，但

18S rRNA 基因的分辨率要低于 COI 基因。

为进一步评估 COI 和 18S rRNA 基因在科阶元

上区分桡足类的能力，基于 2 种基因序列分别构

建 ML 系统发育树。基于 COI 基因序列的 ML 系统

发育树表明 (图 6-a)，包括宽水蚤科、哲水蚤科、

长腹剑水蚤科、叶水蚤科、拟哲水蚤科、角水蚤科

及平头水蚤科在内，58.82% 的物种均能聚成科的

单系支，但也存在胸刺水蚤科的奥氏胸刺水蚤、叉

胸刺水蚤 (C. furcatus) 与其他科的物种聚为一支的

情况，表明 COI 基因未能将胸刺水蚤科的物种与

其他科的物种进行有效区分。而基于 18S rRNA 基

因序列构建的 ML 系统发育树表明 (图 6-b)，包括

拟哲水蚤科、纺锤水蚤科、长腹剑水蚤科、哲水蚤

科、叶水蚤科、大眼水蚤科、角水蚤科、真哲水蚤

科及宽水蚤科在内 66.67% 的物种均能聚为科的单

系支，而仅有 1 个种的光水蚤科和隆水蚤科则单独

为一支，表明 18S rRNA 基因在科阶元上能对桡足

类物种进行有效的鉴定。

通过 ABGD 软件以 0.001 至 0.1 为先验值 p 区

间分别对 109 条浮游动物的 COI 基因序列和 91 条

18S rRNA 基因序列，以及其中的 68 条桡足类

COI 基因序列和 63 条桡足类 18S rRNA 基因序列进

行分组，划分分类单元，结果如图 7 和图 8 所示。

109 条浮游动物 COI 基因序列被划分为 81 个分类

单元 (图 7-a)，其中，隆哲水蚤属、歪水蚤属、刺

哲水蚤属、拟哲水蚤属和波水蚤属的物种聚为 1 个

分类单元；水母类的软水母目、淡水水母目、花裸

螅目、管水母目的物种则聚为另一个分类单元，

与 ML 系统发育树的分类结果相似。91 条浮游动

物的 18S rRNA 基因序列被划分为 41 个分类单元

(图 7-b)，其中，简角水蚤属的瘦尾简角水蚤 (Pon-
tellopsis tenuicauda) 和钝简角水蚤 (P. yamadae) 聚

为 一 个 分 类 单 元 ； 住 囊 虫 属 的 异 体 位 囊 虫

(Oikopleura dioica) 和长尾住囊虫 (O. longicauda) 聚

为一个分类单元；水母类的淡水水母目、硬水母
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图4　基于 COI (a) 和 18S rRNA (b) 基因序列的桡足类种内和种间 K2P 遗传距离模型的频率分布

Fig. 4　Frequency distributions of intra- and interspecific genetic distances (K2P model) based on COI (a) and

18S rRNA (b) gene sequences of copepods

90 南  方  水  产  科  学 第 21 卷



 

10
0

68

79

32

82

95

77

99

56

42

80

44

54

63

99

66

77

87
62

17 100

65

62

54

70

68

95

57

34

66

78

33
98

66

81

77

61

82

61

72

22

52

89

51

74

33

82

80

95

69

90

61

46

50

61

95

40

97

100

44

39

10
0

58

37

49

100

99

38 88

50

95

99

77
91

59

64

58

21

93

66

53

81

36

38

81

52

72
100

46

29

39

10
0

68

100

100

75

83

80

28

98

65

43

45

36

10
0

59

19

90

46 91

70

84

100

84

46

53

22

29

8

52

52

32

65 79

81

62

43

66100

100

30

100

13

51

74

100

73

100

38

54

99

58

98

97

80

82

34

77

100

82

54

100

100

9732

14

100

56

74

78

40

98

54

31

100

31

97

82

44

52

92

94

85

84

39

42

99

91

90

41

48

39

81

10
0

40

100

99

87

56

87

48

68
100

Acrocalanus gibber

Acrocalanus gracilis

Paracalanus aculeatus
Undinula vulgaris

Candacia truncataTortanus gracilisCosmocalanus darwinii
Nannocalanus minor
Corycaeus speciosus

Calanoides carinatus

Gaetanus minor

Clausocalanus arcuicornis

Parvocalanus crassirostris

Neocalanus robustior

Neocalanus gracilis

Euchaeta marina

Lucicu
tia flavico

rnis

Calanus si
nicu

s

Euchaeta
concin

na

Euca
lanus s

ubten
uis

Subeu
ca

lanus c
ra

ssu
s

Su
beu

ca
la

nus s
ubcr

assu
s

M
ec

yn
oc

er
a 

cla
usi

Cla
uso

ca
la

nu
s f

ur
ca

tu
s

Pa
ra

ca
la

nu
s p

ar
vu

s

C
an

th
oc

al
an

us
 p

au
pe

r

Sc
ol

ec
ith

ri
x 

da
na

e

Sc
ol

ec
it

hr
ic

el
la

 n
ic

ob
ar

ic
a

A
ca

rt
ia

 c
la

u
si

i

A
ca

rt
ia

 s
pi

ni
ca

u
da

A
ca

rt
ia

 e
ry

th
ra

ea
A

ca
rt

ia
 p

ac
ifi

ca
C

an
d

ac
ia

 c
at

u
la

C
an

d
ac

ia
 b

ra
d

yi
C

en
tr

op
ag

es
 a

bd
om

in
al

is
te

d 
arec

o
di

b
a

L
ru

n
ca

ta

L
abid

ocera
 m

in
u

ta
L

abid
ocera

 rotu
n

d
a

P
on

tellin
a plu

m
ata

L
abid

ocera acu
ta

P
on

tellopsis ten
u

icau
d

a

Sin
ocalan

u
s sin

en
sis

P
ontellopsis yam

adae

Tortanu
s derjugini

Tortanus verm
iculus

Pontellopsis regalis

Pseudodiaptom
us poplesia

C
entropages furcatus

Acartia danae

Labidocera euchaeta

Pontella fera

Pontella chierchiae

Temora discaudata

Temora turbinata

Oithona similis

Oithona plumifera

Oithona attenuata

Oithona nana

Euterpina acutifrons

Macrosetella gracilis

Oithona simplex

Sapphirina stellata

Sapphirina opalina

Sapphirina angusta
Copilia mirabilis
Cyclops vicinusEucheilota menoniEirene ceylonensis

Eirene brevistylus
Malagazzia carolinae

Aequorea conica

Porpita
 porpita

Rathkea octo
puncta

ta

Turri
topsis

 nutri
cu

la

Nem
opsis

 bach
ei

Liri
ope t

etr
aphyll

a

Euph
ys

a a
ura

ta

Phy
so

ph
or

a 
hy

dr
os

ta
tic

a

N
an

om
ia

 b
iju

ga

A
ga

lm
a 

el
eg

an
s

D
ip

hy
es

 c
ha

m
is

so
ni

s

D
ip

hy
es

 d
is

pa
r

M
ug

gi
ae

a 
at

la
nt

ic
a

L
en

si
a 

su
bt

ilo
id

es

So
lm

u
n

de
lla

 b
it

en
ta

cu
la

ta

A
gl

au
ra

 h
em

is
to

m
a

C
re

se
is

 a
ci

cu
la

C
re

se
is

 v
ir

gu
la

L
im

ac
in

a
 t

ro
ch

if
or

m
is

C
yp

ri
d

in
a

 d
en

ta
taA

cetes ch
in

en
sis

A
cetes japon

icu
s

Iiella
 pelagica

E
u

ph
au

sia pacifi
ca

E
u

ph
au

sia diom
ed

eae

P
seu

deu
phau

sia sin
ica

H
yperacanthom

ysis lon
girostris

N
otacanthom

ysis laticauda

Lucifer typus

Z
onosagitta nagae

Sagitta bedoti

Zonosagitta pulchra

Flaccisagitta enflata

H
eliconoides inflatus

Pseudevadne tergestina

Centropages orsinii

Lestrigonus schizogeneios

Euchaeta plana

Beroe cucumis 浮游动物类群 Zooplankton taxa

哲水蚤目 Calanoida

花裸螅目 Anthoathecata

软水母目 Leptothecata

剑水蚤目 Cyclopoida

猛水蚤目 Harpacticoida

十足目 Decapoda

管水母目 Siphonophorae

糠虾目 Mysida

无横肌目 Aphragmophora

翼足目 Pteropoda

瓜水母目 Beroida 

壮肢目 Myodocopida

筐水母目 Narcomedusae

硬水母目 Trachymedusae

磷虾目 Euphausiacea

端足目 Amphipoda

钩足目 Onychopoda

淡水水母目 Limnomedusae

(a)

Porpita porpita
Diphyes dispar

Rathkea octopunctataEuphysa aurataTurritopsis nutriculaEucheilota menoni
Eirene brevistylus

Aglaura hemistoma

Solmundella bitentaculata

Liriope tetraphylla

Beroe cucumis

Pleurobrachia globosa

Oikopleura dioica

Oikopleura longicauda

Doliolett
a gegenbauri

Dolio
lum den

tic
ulatum

Sagit
ta m

inim
a

Flacc
isa

git
ta

 en
flata

Sa
gi

tta
 cr

assa

H
eli

co
noi

de
s i

nfl
at

us

Ps
eu

de
va

dn
e 

te
rg

es
tin

a

X
en

op
ht

ha
lm

us
 p

in
no

th
er

oi
de

s

Eu
ph

au
si

a 
pa

ci
fic

a

L
es

tr
ig

on
u

s 
sc

hi
zo

ge
ne

io
s

Sa
pp

hi
ri

n
a 

ni
gr

om
ac

u
la

ta
Sa

pp
hi

ri
n

a 
st

el
la

ta
C

or
yc

ae
u

s 
sp

ec
io

su
s

D
it

ri
ch

oc
or

yc
ae

u
s 

affi
n

is
C

op
il

ia
 m

ir
ab

il
is

O
n

ca
ea

 v
en

u
st

a

O
ith

on
a

 atten
u

ata
O

ith
on

a
 n

an
a

O
ith

on
a plu

m
ifera

O
ith

on
a sim

plex
O

ithon
a brevicorn

is

O
ithon

a sim
ilis

E
uterpina acutifrons

M
icrosetella norvegica

M
acrosetella gracilis

Labidocera euchaeta

Labidocera acuta

Pontella fera

Acartia clausii

Candacia truncata

Centropages furcatus

Centropages abdominalis

Sinocalanus sinensis

Temora discaudata

Temora turbinata

Calanopia minor

Centropages orsinii

Pontellina plumata

Acartia danae

Acartia pacifica
Acartia erythraeaAequorea conicaMuggiaea atlantica

Pseudodiaptomus poplesia

Lucicutia flavicornis

Calanopia ell
iptica

Paracalanus p
arvus

Acro
ca

lanus g
ibber

Acro
ca

lanus g
ra

cil
is

Tor
ta

nus g
ra

cil
is

Par
ac

al
an

us a
cu

lea
tu

s

Pa
rv

oc
al

an
us

 cr
as

sir
os

tr
is

N
an

no
ca

la
nu

s m
in

or

U
nd

in
ul

a 
vu

lg
ar

is

C
an

th
oc

al
an

us
 p

au
pe

r

M
ec

yn
oc

er
a 

cl
au

si

C
os

m
oc

al
an

u
s 

da
rw

in
ii

N
eo

ca
la

n
u

s 
ro

bu
st

io
r

N
eo

ca
la

n
u

s 
gr

ac
il

is

C
al

an
oi

d
es

 c
ar

in
at

u
s

Su
be

u
ca

la
n

u
s 

cr
a

ss
u

s

s
us

sa
rc

b
us

 s
u

na
la

c
ue

b
u

S

Scolecith
rix d

an
ae

C
lau

socalan
u

s arcu
icorn

is

C
lau

socalan
u

s fu
rcatu

s

E
u

chaeta con
cin

n
a

D
iphyes cham

issonis

L
abidocera rotunda

Labidocera detruncata

Pontella chierchiae

C
alanus sinicus

Labidocera m
inuta

Pontellopsis tenuicauda

Pontellopsis yam
adae

Pontellopsis regalis

Cyclops vicinus

Eirene ceylonensis

浮游动物类群 Zooplankton taxa

剑水蚤目 Cyclopoida

猛水蚤目 Harpacticoida

哲水蚤目 Calanoida

花裸螅目 Anthoathecata

软水母目 Leptothecata

有尾类 Copelata

海樽目 Doliolida

管水母目 Siphonophorae

无横肌目 Aphragmophora

筐水母目 Narcomedusae

球栉水母目 Cydippida

翼足目 Pteropoda

淡水水母目 Limnomedusae

硬水母目 Trachymedusae

瓜水母目 Beroida

钩足目 Onychopoda

十足目 Decapoda

端足目 Amphipoda

磷虾目 Euphausiacea

(b)

10
0

 
图5　基于 COI (a) 和 18S rRNA (b) 基因序列构建的浮游动物 ML 系统发育树

Fig. 5　ML phylogenetic tree based on COI (a) and 18S rRNA (b) gene sequences of zooplankton
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图6　基于 COI (a) 和 18S rRNA (b) 基因序列构建的桡足类 ML 系统发育树

Fig. 6　ML phylogenetic tree based on COI (a) and 18S rRNA (b) gene sequences of copepods
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目、管水母目、花裸螅目和筐水母目的物种则聚为

一个分类单元。哲水蚤目和剑水蚤目之间的部分物

种不能得到有效划分，两个目的物种聚为一个分类

单元，与 ML 系统发育树的分类结果存在差异。

68 条桡足类 COI 基因序列经分析可被划分为

57 个分类单元 (图 8-a)，有 11 个物种聚为一个分

类单元，与对全部浮游动物的 COI 基因序列进行

分类单元划分的结果相一致，表明 COI 基因序列

能有效区分桡足类与其他浮游动物类群。63 条桡

足类 18S rRNA 基因序列可被划分为 53 个分类单元

(图 8-b)，其中，隆哲水蚤属、基齿哲水蚤属、新

哲水蚤属和长腹剑水蚤的物种分别聚为属的分类单

元。结果表明，基于 18S rRNA 基因序列，ABGD

方法对仅包含单一浮游动物类群的序列的物种分辨

率要高于包含多个浮游动物类群的序列。这可能是

因为不同浮游动物类群的 18S rRNA 基因序列存在

较大差异，在对序列进行对齐剪切时，各浮游动物

类群可变区被部分裁剪，使得基于条形码间隔

(Barcode gap) 进行划分的 ABGD 方法不能对各物

种进行有效划分。
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图8　基于桡足类 COI (a) 和 18S rRNA (b) 基因序列的 ABGD 分析

Fig. 8　ABGD analysis based on COI (a) and 18S rRNA (b) gene sequences of copepods
 
 

3    讨论
 

3.1    条形码数据库的物种覆盖度

本研究共获得了 124 种浮游动物的 DNA 条形

码序列，占舟山海域统计浮游动物的 80%。在

GenBank 数据库中，有 31 种浮游动物没有相应的

DNA 条形码信息，主要为桡足类 (10 种)、十足目
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图7　基于浮游动物 COI (a) 和 18S rRNA (b) 基因序列的 ABGD 分析

Fig. 7　ABGD analysis based on COI (a) and 18S rRNA (b) gene sequences of zooplankton
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(4 种) 及糠虾目 (4 种) 等。其中，常见的桡足类优

势种如拟长腹剑水蚤 (O. similis) 和背针胸刺水蚤

(C. dorsispinatus) 的条形码信息也尚未包含，这可

能导致通过形态学鉴定和 DNA 分子鉴定 2 种方法

计算的浮游动物优势类群出现分歧。在本研究中，

磷虾目的条形码覆盖率为 100%，但糠虾目的条形

码覆盖率仅为 33.33%。这可能是因为糠虾各物种

的外部形态具有明显差异，采用传统的形态学方法

即可完成分类鉴定；而磷虾由于各物种间外部形态

相似[36]，需要利用分子方法来实现准确的物种鉴

定。另一方面，一些浮游动物物种的 DNA 条形码

标记基因的测序可能已经完成，但出于隐私等原因

尚未上传到公共数据库，导致公共数据库中某些浮

游动物序列信息的缺失。

为分析本研究构建的浮游动物条形码数据库在

物种鉴定和多样性评估方面，相较于其他公共数

据库的优势和不足，选取国际生命条形码数据系统

(Barcode of Life Data Systems, BOLD) (https://v4.

boldsystems.org/) 和 MetaZooGene Barcode Atlas and

Database (MZGdb) (https://metazoogene.org/data-

base/) 这 2 个公共数据库，对其在舟山海域浮游动

物的物种覆盖度进行评估。因为海洋浮游动物普查

(Census of marine zooplankton, CMarz) 项目已于

2010 年结束，相关浮游动物序列数据已不再更

新，故不再对其进行比较分析。基于编制的舟山海

域浮游动物物种名录，在 BOLD 和 MZGdb 数据库

上检索相应的 COI 和 18S rRNA 基因序列，结果表

明，在 BOLD 数据库上，可检索到 119 种浮游动物

的 COI 基因序列，物种覆盖度达 76.77%，高于本

数据库 70.32% 的覆盖度；但 BOLD 数据库中仅包

含 28 种浮游动物的 18S rRNA 基因序列，覆盖度仅

为 18.06%，低于本数据库的 58.71%。在 MZGdb

数据库中，浮游动物 COI 和 18S rRNA 基因序列的

物种覆盖度则分别为 73.55% 和 50.97%，其在 18S
rRNA 基因序列上的物种覆盖度较 BOLD 数据库更

高。BOLD 和 MZGdb 这 2 个公共数据库在舟山海

域浮游动物 COI 基因序列的物种覆盖度方面均高

于本研究构建的数据库，但也存在很多采自同一地

区的同一物种的重复序列，且在 18S rRNA 基因序

列上的物种覆盖度均低于本数据库。BOLD 和

MZGdb 数据库中的浮游动物序列数据，除了大部

分来源于 NCBI GenBank 数据库外，还有部分来自

未将序列数据上传到 GenBank 的科研院所  (如

Centre for Biodiversity Genomics)。因此，未来可利

用 BOLD 和 MZGdb 数据库中特有的浮游动物

COI 及 18S rRNA 基因序列来进一步扩充本数据库，

以提高浮游动物 DNA 条形码序列的物种覆盖度。 

3.2    2 种 DNA 条形码基因在浮游动物鉴定中的适

用性分析

COI 和 18S rRNA 基因已分别应用于浮游动物

的物种鉴定 [ 3 7 ]。但目前尚未针对这 2 种 DNA

条形码基因在浮游动物的遗传多样性、物种界定的

可行性上进行详细的报道。本研究从遗传多样性、

系统发育关系和物种界定 3 个方面分析 COI 和 18S
rRNA 基因作为 DNA 条形码基因在浮游动物种类

鉴定中的适用性和局限性。首先，基于 COI 和 18S
rRNA 基因序列构建 ML 系统发育树，结果发现在

目和科等较高分类阶元上，同一目或同一科的物种

能以较高的支持率聚为单系支，哲水蚤科、角水蚤

科、基齿哲水蚤科等科的单系支的支持度均在

80% 以上，表明这 2 种基因均能有效区分不同浮游

动物类群。然而，在 ML 系统发育树中，也存在隶

属不同目和科的物种聚为一支的情况，如淡水水母

目和花裸螅目、哲水蚤目和端足目、胸刺水蚤科和

伪镖水蚤科之间个别物种的聚类，这些分歧支的支

持度均低于 60%，表明这些物种间可能存在较近

的亲缘关系，其分类地位仍需进一步探究。此外，

淡水水母目和花裸螅水母目之间的分歧现象仅出现

在基于 COI 基因序列构建的发育树中，在基于 18S
rRNA 基因序列构建的发育树中并未观察到。这可

能是由于 COI 基因序列在不同浮游动物类群中进

化速率存在差异，导致远缘类群在系统发育树上异

常聚类，表明对浮游动物的系统发育关系分析不能

仅依赖单一基因，需要依赖多个基因及形态学特征

共同分析。

在本研究中，使用 K2P 模型计算浮游动物

COI 和 18S rRNA 基因序列的遗传距离，而浮游动

物 COI 基因序列的 A+T 含量在 60% 以上，存在 A+T

偏倚性，可能会对基于 K2P 模型计算的遗传距离

结果产生影响；18S rRNA 基因序列的 A+T 含量仅

为 52%，偏倚性较低。针对浮游动物 COI 基因序

列中的 A+T 偏倚性，可考虑使用 Tamura-Nei 模型

计算种间及种内遗传距离，该模型在计算时考虑

了 2 类核苷酸之间的转换/颠换率不同的情况。由
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于 K2P 模型已多次用于浮游动物如水母类、磷虾

等 COI 基因序列遗传距离的计算[36,38]，为了研究的

一致性以及更好地比较 COI 和 18S rRNA 基因序列

在浮游动物物种界定上的可行性，本研究使用

K2P 模型进行种内及种间遗传距离的计算。在本研

究中，桡足类的 COI 和 18S rRNA 基因序列的种间

平均遗传距离均为种内平均遗传距离的 10 倍以

上，满足作为 DNA 条形码基因的要求，表明这

2 种基因均适用于桡足类的物种鉴定，但 1 8 S
rRNA 基因序列在种水平上没有形成明显的条形码

间隔 (图 4)，在桡足类近缘种上的分辨率要低于

COI 基因序列。究其原因，18S rRNA 基因在浮游

动物中具有很高的遗传均质性，其序列变异性要低

于 COI 基因。首先，18S rRNA基因编码的 18S

rRNA 是核糖体小亚基重要的组成成分，对 mRNA

识别及维持核糖体的结构稳定性至关重要。对 18S

rRNA 结构稳定性的要求使得 18S rRNA 基因高度

保守，突变率低。而 COI 基因为蛋白质编码基因，

在该序列上的突变如为同义突变，并不会影响编码

蛋白质的正常功能，使得 COI 基因对基因突变的

耐受度要高于 18S rRNA 基因。其次，浮游动物的

COI 基因比 18S rRNA 基因具有更高的进化速率[39]，

使其具有更高的种间遗传差异，更适用于种水平的

物种鉴定。

同时，ABGD 分析和 ML 系统发育树的结果表

明，COI 和 18S rRNA 基因序列在目水平上对水母

类浮游动物有较高的分辨率，但不适用于种水平的

物种界定。虽然 COI 和 18S rRNA 基因序列在水母

类群中分辨率较低，但研究表明 16S rRNA 基因序

列在水母类群上具有很高的分辨率[40-41]，尤其是在

属水平上。除了使用 16S rRNA 基因序列，还可使

用核糖体内转录间隔区 (Internal transcribed spacer,

ITS) 基因序列来提高 DNA 条形码基因在浮游动物

分类界定上的分辨率。王仁诚[42] 在对中国近海水

母类和端足类的系统发育研究中，利用 ITS 基因序

列对涉及的浮游动物类群进行了准确鉴定，证明

了 ITS 基因序列在浮游动物类群尤其是水母类物种

鉴定上的适用性。因此，可针对不同的浮游动物样

本，有针对性地选择合适的 DNA 条形码基因用于

物种界定。

Hebert 等[35] 提出物种界定 2% 的阈值标准，

即种内遗传距离应不超过 0.02。在本研究中，基

于 18S rRNA 基因序列，有 4 个桡足类物种的种内

遗传距离大于 0.02；基于 COI 基因序列，则有

2 个桡足类物种的种内遗传距离大于 0.02。由于浮

游动物中存在大量的隐存种，桡足类和毛颚类等类

群的种内遗传距离差异较大[43]，甚至与种间遗传

距离发生重叠；且 COI 和 18S rRNA 基因在不同的

类群中进化速率不一致。因此，2% 的物种界定阈

值标准不一定适用于全部的浮游动物类群。针对桡

足类和毛颚类等类群，可设定 3% 为初始阈值，并

分析 28S rRNA、16S rRNA 等其他基因在浮游动物

种内及种间的遗传差异，以进一步提高物种分辨率。

本研究表明，18S rRNA 基因对桡足类等大中

型浮游动物在种水平上的分辨率要低于 COI 基

因，但林渊源等[44] 的研究表明 18S rRNA 基因具有

更高的物种覆盖率。截至 2025 年 1 月，以“cili-

ates”作为关键词在 GenBank 数据库上进行检索

时，检索到的 18S rRNA 基因序列 (10 753 条) 远多

于 COI 基因序列 (1 322 条)，表明 18S rRNA 基因

较 COI 基因更常用于原生动物的物种鉴定。因

此，为提高 DNA 条形码方法在浮游动物物种鉴定

中的准确性及覆盖率，可以选择多基因标记的

DNA 条形码浮游动物物种分类鉴定方法，以避免

低估研究区域的浮游动物群落的物种多样性。

Zhao 等[45] 采用 COI 和 18S rRNA 2 种标记基因对三

门峡水库浮游动物群落结构进行研究，结果表明纤

毛虫在群落组成中占据绝对优势。

本研究存在一定局限性，所编制的舟山海域浮

游动物物种名录仅涵盖桡足类等大中型浮游动物，

未包含原生动物等微型浮游动物，未能全面反映该

海域浮游动物群落结构特征。同时，GenBank 数据

库中，舟山海域浮游动物的 COI 及 18S rRNA 基因

的覆盖率均未超过 80%，无法分析部分物种间的

系统发育关系。后续研究应继续开展浮游动物采集

工作，通过个体分离与形态学鉴定相结合的方法，

对样本进行 DNA 提取、PCR 扩增及高通量测序，

获取物种 DNA 条形码基因序列，逐步提升舟山海

域浮游动物 DNA 宏条形码数据库的物种覆盖率。

综上所述，本研究证实了 COI 和 18S rRNA
基因在舟山海域浮游动物物种鉴定中的可行性，

这 2 种 DNA 条形码基因在科及目阶元上均可有效

区分不同浮游动物类群。本研究同时表明，COI 基
因对浮游动物近缘种的分辨率要高于18S rRNA 基
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因。鉴于 18S rRNA、COI 和 16S rRNA等条形码基

因在物种鉴定上各有优劣，建议后续研究采用多基

因 DNA 条形码分析方法，以更全面地分析浮游动

物群落组成，降低多样性评估偏差。 

4    结论

1) COI 和 18S rRNA基因的种间平均遗传距离

均为种内平均遗传距离的 10 倍以上，符合作为

DNA 条形码基因的标准；2) 基于 ABGD 分类和

ML 系统发育树分析结果，COI 和 18S rRNA 基因

在目及科等较高分类阶元上能有效界定不同的浮游

动物类群，但在种水平上对水母类物种的分辨率较

低；3) 18S rRNA基因具有较高的遗传均质性，在

种水平上的分辨率要低于 COI 基因；4) 自建数据

库在舟山海域浮游动物 18S rRNA 基因的物种覆盖

度要高于 BOLD 和 MZGdb 数据库，但仍须借助

BOLD 等公共数据库进一步提高 COI 基因的物种覆

盖度。
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