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桃花水母的核糖体 RNA 基因 ITS 区序列分析及物种鉴定 
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摘要: 利用 PCR 扩增和 DNA 测序技术, 获得了青岛野外采集到的桃花水母(Craspedacusta) 核糖体

RNA 基因 ITS 区序列。序列比对以及系统进化分析显示, 在青岛采集到的桃花水母与索氏桃花水母

(Craspedacusta sowerbyi)的 ITS 区序列相似度最高, 同源性在 93%以上; 同时, 在系统发育树中也与索

氏桃花水母聚为一支。研究结果表明, 青岛采集到的桃花水母为索氏桃花水母, 这也是青岛地区桃花

水母的新记录。  
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桃花水母(Craspedacusta)是一类原始的无脊椎

动物, 隶属于刺胞动物门(Cnidaria)水螅纲(Hydrozoa)

淡水水母目(Limnomedusae)笠水母科(Olindiidae) 桃

花水母属(Craspedacusta)。桃花水母不仅具有极高的

观赏价值 , 且其作为生物进化历程中的关键物种 , 

具有重要的研究价值。目前国内外共记述桃花水母

11 种, 除最早发现于英国的索氏桃花水母(Crasped-

acusta sowerbyi, 1880)[1]和日本的伊氏桃花水母(Cra-

spedacusta iseanum, 1922)[2] 外, 其余 9种均发现于

中国 , 分别为宜昌桃花水母 (Craspedacusta kawaii, 

1907)[3]、中华桃花水母 (Craspedacusta sinensis, 

1939)[4]、乐山桃花水母 (Craspedacusta kiatingi, 

1939)[5]、杭州桃花水母(Craspedacusta hangzhouensis, 

1980)[6]、信阳桃花水母(Craspedacusta xinyangensis, 

1980)[6-7]、四川桃花水母(Craspedacusta sichuanensis, 

1984)[8]、秭归桃花水母 (Craspedacusta ziguiensis, 

1985)[9]、楚雄桃花水母(Craspedacusta chuxionggen-

sis, 2000)[10]和短手桃花水母 (Craspedacusta brev-

inema, 2002)[11]。目前, 国内专家主要通过依据桃花

水母的外部形态特征对其进行分类, 但由于桃花水

母的形态会因发育时期、生活环境差异等因素而发

生变化, 且对一些重要分类依据如触手数目、着生方

式、刺丝囊排列方式、生殖腺形状和颜色等特征缺

乏明确的规范性描述, 从而给桃花水母的分类工作

带来了困难[12]。分子生物学技术的发展为生物物种

分类提供了高、精、准的方法, 其中将聚合酶链式反

应(polymerase chain reaction, PCR)技术和 DNA测序

分析技术结合应用到生物分类中, 具有不受发育时

期及环境差异的影响、准确度高、多态性强等特点, 

目前已经被广泛应用于生物物种的分类学研究领域

当中[13-14]。将生物的形态特征和 DNA序列有效结合

起来, 能够达到更加精准地鉴定生物物种的目的。 

核糖体 RNA 基因(ribosomal RNA gene, 简称

rDNA)作为生物体重要遗传物质 , 其结构由一个个

串联重复序列组成。序列自 5′至 3′依次为: 非转录区

(non-transcribed sequence, NTS)、外部转录间隔区

(external transcribed spacer, ETS)、18S rDNA、内部

转录间隔区 1 ( internal transcribed spacer, ITS1 )、

5. 8S rDNA、内部转录间隔区 2( ITS2)和 28S rDNA。

核糖体 RNA基因中的 18S、5. 8S和 28S序列在大部

分生物中均具有较高的保守性, 而作为非编码区的

ITS 区, 其所承受的条件选择压力较小, 因此进化速

率较快 , 核苷酸替换率较高 , 能够提供较为丰富的

生物学变异信息, 该区域碱基的序列特征在不同物

种当中存在着较显著的差异[15-17]。同时, ITS区位于

高度保守的 18S、5. 8S和 28S rDNA序列之间, 便于

进行引物的设计以完成对 ITS区序列的 PCR扩增和

DNA 测序, 因此利用 ITS 区序列分析能够方便有效
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地进行物种分类鉴定。目前 ITS 区序列分析已普遍

应用于刺胞动物物种的分类鉴定当中[18-20]。本研究

对在青岛采集的桃花水母 ITS 区序列进行了基因克

隆和 DNA测序, 并对所获得的序列进行相关生物信

息学分析 , 结合采集水母外部形态特征 , 进而完成

桃花水母的物种分类鉴定。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验所用标本是 2013年 8月采自青岛市海尔工

业园人工湖的水母, 保存于 80%乙醇中。 

1.2  实验方法 

1.2.1  采集水母的外部形态特征观察 

利用体式显微镜对所采集水母首先进行外部形

态特征观察, 如伞体形态、有无胃柄、触手类型、辐

管数目和位置、平衡囊类型、生殖腺形状和位置、

刺胞分布等, 初步确定采集水母的分类地位。 

1.2.2  桃花水母总 DNA的提取 

从 80%乙醇保存的水母样本中随机取出 10 只, 

经酒精梯度过渡, ddH2O清洗数遍, 用无菌滤纸将水

分充分吸干, 置于 1.5 mL 高温灭菌的离心管中。加

入 100 μL TE 缓冲液后, 用研磨棒将样品充分研磨

破碎, 再加入 2% SDS和 2.5 μL蛋白酶 K, 置于 65 ℃

恒温水浴锅中 2 h 进行完全消化。再经酚-氯仿抽提

两次后利用无水乙醇进行沉淀, 用 70%乙醇漂洗 2

次后置于室温下充分晾干, 最后加入 TE缓冲液溶解

DNA。所获得的总 DNA利用 NanoDrop分光光度计

进行定量检测分析 , 再经过琼脂糖凝胶电泳 , 确认

DNA完整无降解后, 置于–20℃保存备用。 

1.2.3  引物的合成和 PCR扩增 

根据 GenBank 中已有的桃花水母 ITS 区序列, 

结合相关文献确定扩增目的基因序列的特异性引物, 

其正向引物为 ITSC-F1(5′-GTCGTAACAAGGTTTC 

CGTAGG-3′), 反向引物为 ITSC-R1(5′-GGTAGTCT 

TGCCTGATCTGAGG-3′)[21], 并由上海生工生物技

术有限公司合成。通过 PCR 扩增获得 rDNA-ITS 区

序列目的片段。PCR反应体系如下: l μL DNA模板, 

1×reaction 缓冲液, 1.5 mmol/L MgCl2, 0.2 mmol/L 

dNTP, 2 mmol/L正向引物, 2 mmol/L反向引物以及

1.25 U Taq DNA聚合酶(TaKaRa), ddH2O补足到 25 μL。

PCR扩增条件: 94 ℃变性 4 min, 1个循环; 94 ℃变性

50 s, 55 ℃退火 50 s, 72 ℃延伸 90 s, 35个循环; 72 ℃

延伸 10 min, 1个循环。 

1.2.4  PCR产物的回收纯化, 目的基因的克隆及鉴定 

PCR产物在 1%的琼脂糖凝胶中进行电泳, 使用

凝胶成像系统(VDS)观察照相后 , 切下特异性目的

条带, 并利用 DNA 胶回收试剂盒(上海生工公司)对

目的片段进行回收, 然后克隆到 pMD19-T载体(大连

宝生物公司)。重组质粒转化至大肠杆菌 TOP10菌株, 

产生的阳性克隆经 PCR验证后进行测序。 

1.2.5  生物信息学分析 

所获得的DNA序列利用Vector软件进行基因组

成分析, 并使用 NCBI BLAST程序(http: //www.ncbi. 

nlm.nih.gov) 进行序列同源性比对以及相似性分析, 

采用 Clustal W软件对不同种, 不同来源的桃花水母

核糖体 RNA 基因 ITS 区序列进行多序列比对分析, 

并以淡水水母亚纲微水螅属的 Microhydrula limop-

sicola作为外类群, 利用 MEGA 4.0软件进行系统发

生和进化的分析, 系统树采用 Neighbor-joining 方法

构建。 

2  结果 

2.1  采集水母的主要形态特征描述 

所采集水母体具有桃花水母主要形态特征: 有

很发达伞缘刺胞环; 无胃柄; 4 条简单辐管; 无向心

管; 生殖腺囊状, 仅悬在辐管上; 缘触手只有 1 种, 

均匀分布于伞缘上 ; 关闭型的平衡囊位于缘膜内 , 

形成向心管状。而桃花水母种间的重要分类依据如

触手数目、刺丝囊疣形状、生殖腺形状和颜色等因

个体大小或发育时期不同, 在所采集的桃花水母的

不同个体之间均存在部分差异, 从而无法将其准确

定义到种。 

2.2  桃花水母 ITS 区基因的 PCR 扩增结果 

以所提取的桃花水母 DNA 为模板 , 以

ITSC-F1/ITSC-R1 特异性引物进行 PCR 扩增。扩增

产物经过 1%的琼脂糖凝胶电泳检测, 结果显示: 此

次 PCR扩增获得了长 750 bp左右的目的产物(图 1)。

测序结果显示: 该次 PCR 扩增所得的目的基因片段

共 771 bp。Vector 软件分析显示: 该目的基因包括

18S rDNA的部分片段 44 bp、 235 bp的 ITS1、161 bp

的 5.8S rDNA、304 bp的 ITS2以及 28S rDNA的部

分片段 27 bp。 

2.3  桃花水母 ITS 区基因同源序列比对分析 

同源基因多序列比对显示 ,  ITS 区序列在不 
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图 1  桃花水母 ITS区基因目的片段的检测 
       

Fig. 1  The target fragment of the ITS region in Craspedacusta 
collected in Qingdao 

M. DNA分子Marker; C. 特异性引物扩增获得的 ITS区基因目的片段 

M. DNA Marker; C. The target fragment of the ITS region 
 

同种类的桃花水母中具有较高的保守性。BLAST 比

对结果显示, 本次采集的桃花水母 ITS 区序列与各

地的索氏桃花水母(C. sowerbyi)ITS区碱基序列具有

很高的相似度, 同源性均在 93%以上, 如与香山采

集的索氏桃花水母(AY513629.1)ITS 区序列有 100%

相似度, 与濮阳采集的索氏桃花水母(AY513628.1) 

ITS区序列存在 99%相似度, 与株洲采集的索氏桃花 

水母 (AY513634.1) ITS区序列有 98%的相似度, 与

横溪采集的索氏桃花水母 (AY513625.1) ITS区序列

相似度为 97%, 与平阳采集的索氏桃花水母

(JN874928.1)ITS 区序列同源性为 93%; 而与其他种

类的桃花水母同源性在 70%~80%之间, 与四川桃花

水母(C. sichuanensis)(AY513620.1)和乐山桃花水母(C. 

kiatingi)(AY513619.1)的 ITS区序列相似度均为 77%, 

与秭归桃花水母(C. ziguiensis)(AY513637.1)ITS区序

列相似度为 80%, 与中华桃花水母 (C. sinensis) 

(AY730677.1) 和 短 手 桃 花 水 母 (C. brevinema) 

(AY513614.1)相似度均为 76%。作者利用 MEGA 4.0

软件, 将来自 23 个不同地区的桃花水母 ITS 区序列

进行系统学分析, 构建了系统发育树(图 4)。分析结

果表明 , 不同种类的桃花水母亲缘关系远近不同 , 

相同种类不同地区的桃花水母在分子水平上也存在

一定差异, 系统发育树结果显示本次实验采集的桃

花水母与各地索氏桃花水母聚为一支。综合以上结

果推断, 在青岛采集到的桃花水母应是索氏桃花水

母(C. sowerbyi)。 

 

图 2  桃花水母核糖体 RNA基因 ITS区序列 

Fig. 2  The sequence of the ITS region of Craspedacusta from Qingdao 

 

图 3  桃花水母核糖体 RNA基因 ITS区序列保守结构域 

Fig. 3  The conserved domains of the ITS region of Craspedacusta from Qingdao 
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图 4  青岛采集桃花水母 ITS区序列与其他桃花水母 ITS区序列构建的系统发育树 

Fig. 4  A phylogenetic tree based on the sequences of the ITS region from different Craspedacusta species 

 

3  讨论 

桃花水母作为一类珍稀的淡水水母, 在生态学

和生物学研究中具有重要意义。目前对桃花水母的

相关研究主要集中于物种分类、生活史、地理分布

及生态学影响等方面。桃花水母的分类鉴定工作在

生物和生态学研究中起着较为重要的作用。目前对

桃花水母的物种分类主要依据其外部形态特征, 如平

衡囊的数目和形状、触手的数目和着生方式、生殖腺

的颜色和形状、刺丝囊疣的形状及排列方式等[22]。而

相关研究表明, 桃花水母在不同发育时期其外部形

态特征具有较大的差异, 不同的生活环境也有可能

带来形态特征的变化 ; 此外 , 作为桃花水母重要分

类依据的部分形态特征尚缺乏规范的描述, 个人主

观因素的存在对外部形态的理解有可能造成分类偏

差等等。上述情况的存在, 均为分类工作带来了一定

的困难。DNA 作为生物遗传信息的载体, 在不同发

育时期和环境中变异几率微小, 具有遗传性、保守

性、稳定性及差异性等特点。因此, 利用 DNA分子

技术进行桃花水母物种鉴定可以较好地弥补形态学

分类的不足。目前, 分子生物技术已被国内外的学者

们广泛应用于桃花水母的物种分类鉴定当中, 如通

过对 18S rRNA基因、核糖体 RNA基因 ITS区序列、

COI 等基因序列分析进行了不同地区桃花水母的物

种鉴定[21, 23]。 

核糖体 RNA 基因中的 18S rDNA、5.8S rDNA

和 28S rDNA序列高度保守, 变异信息主要积累于作

为非编码区 ITS 区, 从而使其具有种间区分的特异

性, 因此研究中常利用 ITS 区序列分析进行生物属

种间以及亚种层次上的物种鉴定工作。本研究成功

获得了桃花水母核糖体 RNA基因 ITS区序列, 并且

多物种同源基因比对显示, ITS区在不同种类的桃花

水母中具有较高的保守性。本次实验采集的桃花水

母 ITS 区序列与各地的索氏桃花水母 ITS 区序列具
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有最高的相似度, 同源性均在 93%以上, 而与其他

种类的桃花水母同源性为 70%~80%。通过系统发育

树分析也能明显看出桃花水母与索氏桃花水母聚为

一类。综合以上分析结果可以得出, 此次采集到的桃

花水母即是索氏桃花水母。 

目前, 我国关于桃花水母的分类研究主要依据

外部形态特征。由于传统分类技术手段的局限以及

知识认知上的差异, 国外研究学者对我国国内报道

的一些桃花水母属的物种分类存在争议。为了精益

求精, 科研工作者们继续通过改进形态学特征研究

和分子标记的探索以达到更加精准地进行分类鉴定

的目的。中国科学院水生生物所通过建立形态度量

学参数: 触手密集度和平衡囊密集度 , 对桃花水母

进行分类比较分析所得结果认为短手桃花水母与中

华桃花水母为同一物种[24]。本研究通过系统进化分

析显示, 短手桃花水母与中华桃花水母同源性非常

高, 达 99%, 且在系统进化树上中聚为一支。通过以

上形态学特征和分子生物学的综合分析, 认为该两

种水母有可能为同一个物种。同理, 四川桃花水母与

乐山桃花水母 ITS 区序列相似度也非常高, 为 99%, 

在系统学树中聚为一支, 因此认为这两种水母有同

为一个物种的可能, 但具体是否为同一物种还需进

一步分析定论。目前分子生物学技术逐渐应用于桃

花水母的生物生态学研究当中 [25], 日趋完善的生物

信息学平台, 如索氏桃花水母 cDNA文库的建立[26]、

索氏桃花水母线粒体 DNA 基因组的确定[27]以及各

地各种桃花水母分子标记的获得等, 为以后桃花水

母的生长发育、系统进化分析以及分类鉴定等研究

奠定了坚实的基础。对于目前国内存在的桃花水母

同物异名现象[12, 28], 还有待于结合形态学和分子生

物学做进一步地研究, 使桃花水母的分类鉴定工作

更加准确而有效。 
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Abstract: The ribosomal RNA gene internal transcribed spacer (ITS) region of Craspedacusta from Qingdao was 

isolated using the polymerase chain reaction followed by sequencing. Homology and phylogenetic analyses re-

vealed that the ITS region of Craspedacusta showed a high similarity with Craspedacusta sowerbyi (>93%). Si-

multaneously, our results showed that this region is closely related to C. sowerbyi using a phylogenetic tree. The 

present data suggest that the Craspedacusta from Qingdao are closely related to C. sowerbyi. This is a new study 

about Craspedacusta in Qingdao. 
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