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澄黄滨珊瑚和丛生盔型珊瑚非培养放线菌多样性 
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摘  要：【目的】研究澄黄滨珊瑚(Porites lutea)和丛生盔型珊瑚(Galaxea fascicularis)联合放线

菌物种多样性。【方法】实验提取两种珊瑚的总 DNA，利用放线菌特异性引物对样品总 DNA

进行扩增，通过构建 16S rRNA 基因克隆文库和系统发育分析，对三亚鹿回头岸礁区优势物种

澄黄滨珊瑚和丛生盔型珊瑚联合放线菌的多样性和群落结构进行研究。【结果】118 个从澄黄滨

珊瑚克隆文库中随机挑选的阳性克隆子归为 58 个 OTUs，主要分布于酸微菌亚目、棒状杆菌亚

目、微球菌亚目、丙酸杆菌亚目和未知类群。丛生盔型珊瑚克隆文库共获得 96 个序列，归为

31 个 OTUs，主要分布于酸微菌亚目和未知的放线菌类群。多样性指数和稀疏度曲线分析结果

显示澄黄滨珊瑚联合放线菌物种多样性比丛生盔型珊瑚更高。【结论】澄黄滨珊瑚和丛生盔型

珊瑚拥有较高水平的放线菌物种多样性和复杂的群落结构，并隐藏着大量的高等级放线菌新分

类单元。 
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Abstract: [Objective] The aim of this study was to uncover the diversity of actinobacteria associated 
with corals Porites lutea and Galaxea fascicularis. [Methods] Total DNA of coral samples was 
extracted for PCR amplification with the primers of class actinobacteria. Two clone libraries were 
constructed for P. lutea and G. fascicularis coral samples. We carried out phylogenetic and statistic 
analysis based on 16S rRNA gene sequences in order to investigate the communities of actinobacteria 
associated with corals P. lutea and G. fascicularis. [Results] One hundred and eighteen clones of the 
P. lutea library were sequenced. They were classified into 58 OTUs, which distributed in suborders 
Acidimicrobineae, Corynebacterineae, Micrococcineae, Propionibacterineae and unclassified groups. 
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Ninety-six clone sequences were retrieved from G. fascicularis library. They were classified into 31 
OTUs, which were distributed in Acidimicrobineae and unclassified groups. Results of diversity 
index and rarefaction curve analysis suggested that coral P. lutea harbored more diverse 
actinobacteria than G. fascicularis. [Conclusion] Actinobacteria associated with corals P. lutea and 
G. fascicularis showed a high level of diversity. There were a large number of unknown 
Actinobacteria taxa in this environment. 

Keywords: Scleractinian corals, Actinobacteria, Culture-independent, Community structure 

珊瑚礁生态系统是典型的热带海洋生态系统

之一，因其丰富的生物多样性和高生产力而被广泛

关注。三亚是典型的热带海洋水域，三亚鹿回头岸

礁区拥有丰富的珊瑚资源，澄黄滨珊瑚 (Porites 

lutea)和丛生盔型珊瑚(Galaxea fascicularis)是鹿回

头岸礁区的优势物种[1]。珊瑚联合微生物对珊瑚礁

生态系统起着至关重要的作用，参与了宿主营养供

应、疾病防御[2]、地化循环[3-4]等各个方面。珊瑚

微生物的多样性调查显示，珊瑚“共生体”中的放线

菌多样性水平较高[5-7]。此外，珊瑚微生物的宏基

因组研究表明，放线菌在珊瑚“共生体”中起着重要

的作用[8]。从珊瑚中分离培养的放线菌产生丰富多

样的代谢产物，推测它们直接或间接地作用于珊瑚

礁生态系统[5]。目前，关于珊瑚“共生体”中原核微

生物的群落结构及功能研究较多，但针对放线菌类

群的研究报道较少，国内造礁珊瑚相关放线菌的研

究还鲜有报道。本研究利用免培养技术研究三亚鹿

回头岸礁区澄黄滨珊瑚和丛生盔型珊瑚联合放线

菌物种多样性和群落结构，有利于放线菌资源的开

发利用，并且为进一步探讨放线菌在珊瑚“共生体”

中的生态角色，研究珊瑚微生物物种和基因多样性

演化机制提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品来源：鹿回头岸礁区位于海南省三亚市

南端，属于热带季风气候，该区域的气象水文和水

质环境适于珊瑚生长，拥有典型的珊瑚岸礁。鹿回

头岸礁区长约 3 km，平均宽度约为 250 m，最大宽

度可超过 450 m。该岸段礁坪宽阔平坦，可划分为

没有活珊瑚生长的内礁坪和有小而分散的活珊瑚

生长的外礁坪[1,9]。2011年 7月 16日，从鹿回头岸

礁区(109°28′ E，18°13′ N)采集澄黄滨珊瑚和丛生盔

型珊瑚，采集深度为 3−5 m，每种珊瑚各采集 3份

样本。样品采集上岸后用灭菌的海水彻底冲洗，装

入无菌的采样袋中。样品储存于−20 °C冰箱。运抵

实验室后立即进行后续实验。 

1.1.2  主要试剂和仪器：异硫氰酸胍、柠檬酸钠、

十二烷基肌酸钠、β-巯基乙醇、十二烷基硫酸钠

(Sodium dodecyl sulfate，SDS)、十六烷基三甲基溴

化铵(Cetyltriethylammnonium bromide，CTAB)、聚

乙烯吡咯烷酮(Polyvinylpyrrolidone，PVP)，以上试

剂均购自 Sigma公司；E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit，

购自 Omega Bio-Tek公司；pMD18-T vector、Ex Taq

酶，购自 TaKaRa 公司；其他生化试剂均为国产分

析纯。凝胶成像仪、电泳仪，购自 Bio-Rad公司；

Mastercycler Pro PCR仪，购自 Eppendorf公司。 

1.2  DNA 提取和 PCR 扩增 

1.2.1  珊瑚样品总 DNA 的提取：DNA 提取参考

Kimes等采用的方法[10]。珊瑚样品用不锈钢研杵研

碎，样品混合黏液、组织、骨骼。5 g 混合样品中

加入 7.5 mL 异硫氰酸胍缓冲液 [异硫氰酸胍      

4 mol/L，柠檬酸钠(pH 7.0) 25 mmol/L，十二烷基肌

酸钠 0.5%，β-巯基乙醇 0.1 mol/L]，300 µL 的    

10% SDS，37 °C水浴保温 1 h。加入正丁醇，混匀

后静置沉淀，沉淀重悬于 5 mL 的 10% CTAB/    

5% PVP中，65 °C水浴保温 10 min后等体积氯仿

抽提，水相继续用酚:氯仿:异戊醇(25:24:1，体积比)

抽提，最后用氯仿:异戊醇(24:1，体积比)抽提。水

相转移至灭菌的离心管中，加入 2倍体积的无水乙
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醇于−20 °C沉淀。沉淀 DNA中加入 1 mL 70%乙醇

清洗2次后置于室温晾干，重悬于500 µL无菌水中。 

1.2.2  PCR 扩 增 ： 利 用 放 线 菌 特 异 性 引         

物 [11](S-20：5′-CGCGGCCTATCAGCTTGTTG-3′，

A-19：5′-CCGTACTCCCCAGGCGGGG-3′)对珊瑚

样品总 DNA 进行扩增，PCR 反应条件参照 Stach

等[11]的方法设置。扩增体系为 50 µL，扩增片段长

度是 640 bp，对目标片段切胶回收，胶回收试剂盒

为 E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit。 

1.3  克隆文库构建和系统发育分析 

1.3.1  克隆文库构建：纯化后的 PCR 产物利用 T4 

DNA 连接酶与载体 pMD18-T 进行连接，转化

Escherichia coli DH5α感受态细胞，转化产物涂布

在含有氨苄青霉素(100 mg/L)的 LB平板上。随机挑

取白色克隆子，并构建克隆文库。测序于华大基因

有限公司进行。 

1.3.2  文库检验和系统发育分析：用 Mothur[12]进行

嵌合体检验并去除嵌合体序列，将相似性大于 97%

的序列归属于同一个可操作分类单元(Operational 

taxonomic unit，OTU)。运用 FastgroupⅡ[13]进行多样

性和丰富度评价，计算 Shannon-Wiener指数、Chao1

指数，并绘制稀疏度曲线。 

利用 RDP (Ribosomal database project)分类器

进行每条序列分类单元注释，阈值设置为 0.8。从

每个 OTU中选取代表序列，从 GenBank中调取相

似性最高的 16S rRNA基因序列。运行 ClustalX[14]

进行多序列比对，根据 Kimura 模型[15]估算系统进

化 矩 阵 ， 用 MEGA 4.0 软 件 采 用 邻 接 法

(Neighbor-Joining)[16]构建系统进化树。重复取样   

1 000次进行自展值(Bootstrap value)分析来评估系

统进化树拓扑结构的稳定性。 

2  结果与分析 

2.1  16S rRNA 基因文库构建及多样性指数分析 

经嵌合体检验后，从澄黄滨珊瑚和丛生盔型珊

瑚样本克隆文库分别获得 118和 96个有效克隆子

序列。澄黄滨珊瑚文库序列的 NCBI 登录号为

KC514138−KC514255，丛生盔型珊瑚文库序列的

NCBI 登录号为 KC514256−KC514351。多样性指

数分析显示，澄黄滨珊瑚克隆文库放线菌类群的香

农指数为 3.70，Chao1 指数为 161.1；丛生盔型珊

瑚联合放线菌的香农指数为 2.96，Chao1 指数为

121.3 (表 1)。稀疏度曲线(图 1)表明澄黄滨珊瑚文 

 

 
 

图 1  澄黄滨珊瑚和丛生盔型珊瑚样品放线菌类群稀疏

度曲线 
Figure 1  The rarefaction plot of Porites lutea and Galaxea 
fascicularis associated actinobacteria 
注：KX：丛生盔型珊瑚文库；CHB：澄黄滨珊瑚文库.  

Note: KX: Galaxea fascicularis library; CHB: Porites lutea library. 

 
表 1  文库信息 

Table 1  Library information 

 
序列数 

Number of sequences

OTU数 

Number of OTUs

香农指数 

Shannon index 

Chao1指数 

Chao1 index 

覆盖率 

Coverage (%)

澄黄滨珊瑚文库 

Porites lutea library 
118 58 3.70 161.1 67.8 

丛生盔型文库 

Galaxea fascicularis library 
96 31 2.96 121.3 81.3 
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图 2  澄黄滨珊瑚和丛生盔形珊瑚样本克隆文库序列及 16S rRNA 基因参比序列系统发育树 
Figure 2  The phylogenetic tree of actinobacterial 16S rRNA gene partial sequences obtained from Porites lutea and Galaxea 

fascicularis clone libraries and their closely related sequences retrieved from GenBank 
注：A：酸微菌亚目；未确定的放线菌集合 1，2；放线菌目；未确定的细菌集合 1，2，3，4. B：未确定的酸微菌集合 1；Ilumatobacter；

未确定的酸微菌集合 2，3. 括号内为序列登录号；标尺代表 0.05进化距离单位；自展值(百分比值>50%)标注在分支处.  

Notes: A: Acidimicrobineae; Unclassified Actinobacteria group 1 & 2; Actinomycetales; Unclassified bacteria group 1, 2, 3 and 4. B: 
Unclassified Acidimicrobineae group 1; Ilumatobacter; Unclassified Acidimicrobineae group 2 & 3. GenBank accession numbers are 
provided in the parentheses. The scale bar represents the 0.05 evolutionary distance unit. Bootstrap values (expressed as percentages of 1 
000 replications) of above 50% are shown at the branch points. 
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库的曲线没有明显平缓的趋势，丛生盔型珊瑚文库

的曲线相对趋于平缓，但还未平稳，说明珊瑚放线

菌多样性较高，随着克隆数的增加，还会有新的基

因型出现。 

2.2  16S rRNA 基因序列分析 

澄黄滨珊瑚克隆文库共获得 118条序列，归为

58个 OTUs。在这些 OTUs中克隆子 CHB2-146、

CHB2-139和CHB2-223所代表的OTUs丰度较高，

分别包含 12、9、8条序列。其中克隆子 CHB2-146

和CHB2-139来源于未知的酸微菌类群，CHB2-223

属于未知的细菌类群。占文库序列总数 66.9% (79

条)的克隆子序列在 0.8 的阈值条件下可以归类于

放线菌纲(Actinobacteria)，包括分属于棒状杆菌亚

目(Corynebacterineae)、微球菌亚目(Micrococcineae)、

丙酸杆菌亚目 (Propionibacterineae)、放线菌目

(Actinomycetales)未知类群的共 7个克隆子；属于

酸微菌亚目(Acidimicrobineae)的克隆子有 67个，

其中有 59 个克隆子序列(占文库总序列的 50.0%)

归为酸微菌亚目的未知类群， 6 条归属于

Ilumatobacter 属，2 条克隆子序列来源于酸微菌

科(Acidimicrobiaceae)的未知成员；另有 5条克隆

子序列虽归属于放线菌纲，但是不能进一步归类，

属于未知的放线菌类群。此外，从澄黄滨珊瑚克

隆文库中还获得 39 个克隆子 (占文库序列的

33.1%)，它们在分类单元注释时可以归属于细菌

域，却没有进一步的归类信息。 

丛生盔型珊瑚克隆文库中的 96 个克隆子序

列，归为 31个 OTUs。在这些 OTUs中，克隆子

KX1-13、KX1-190 和 KX1-219 所代表的 OTUs

丰度较高，各代表了 11 条序列。KX1-13 和

KX1-219 属于未知的酸微菌类群，KX1-190 属于

未知的细菌类群。在 0.8 的阈值条件下，59 个克

隆子序列可归类于放线菌纲，占文库总序列的

61.5%，主要归属于酸微菌亚目的未知类群(49个

克隆子)和放线菌纲未知类群(10个克隆子)。另有

37条克隆子序列仅能归类到细菌域，占文库总序

列数的 38.5%。 

两个文库共享 10个相同的 OTUs，分别占澄

黄滨珊瑚和丛生盔型珊瑚克隆文库 OTUs 总数的

17.2%和 32.3%。对两个文库中全部 OTUs的代表

序列集，构建系统发育树(图 2)。归类于放线菌亚

纲的 5 个 OTUs 分别归属于丙酸杆菌亚目的

Tessaracoccus 属、微球菌亚目的考克氏菌属

(Kocuria)和微杆菌属(Microbacterium)、棒状杆菌

亚目的分枝杆菌属和一个未知的类群(图 2A)。其

代 表 克 隆 子 CHB2-124 与 Tessaracoccus   

bendigoensis ACM 5119T (AF038504)的序列相似

性为 95.8%；CHB2-226 与 Kocuria rosea DSM 

20447T (X87756)的 序 列 相 似 性 为 98.4% ；

CHB2-190 与 Microbacterium lacticum DSM 

20427T (X77441)的 序 列 相 似 性 为 98.9% ；

CHB2-246与 Mycobacterium tuberculosis H37RvT 

(X58890)的序列相似性为 97.4%。酸微菌类群中，

2 个 OTUs 属于 Ilumatobacter 属，CHB2-46 和

CHB2-27 与 Ilumatobacter fluminis YM22-133T 

(AB360343)的序列相似性分别为 95.8%和 98.4%。

其他归类于酸微菌亚目但不能进一步归属的

OTUs 代表序列聚为 3 大簇，分别是 Unclassified 

Acidimicrobineae group 1、2、3，它们可能代表了

酸 微 菌 亚 目 新 科 级 别 的 未 知 类 群 ； 其 中

Unclassified Acidimicrobineae group 1 是数量最

大，多样性最丰富的一簇(图 2B)。13个 OTUs分

别代表了未知的放线菌类群 1和 2 (图 2A)。归属

于细菌域，但没有进一步分类信息的 25个 OTUs

聚为 4簇，分别是 Unclassified bacteria group 1、2、

3、4，其中 Group 1 与放线菌亚纲的亲缘关系更

近(图 2A)。在目前的数据库中，与这些未知类群

相似性最高的序列均来源于环境样品(如海绵、珊

瑚、沉积物等)克隆子，尚无纯培养物。 

3  讨论 

微生物在珊瑚礁生态系统中扮演着重要的角

色，与珊瑚礁生态系统的健康状态密切相关，参与

地球化学循环。本研究首次对南海造礁石珊瑚联合
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放线菌物种多样性进行了免培养分析。澄黄滨珊瑚

和丛生盔型珊瑚是三亚鹿回头岸礁区的优势物种，

研究两种珊瑚联合的放线菌群落具有典型性。本研

究通过澄黄滨珊瑚和丛生盔型珊瑚联合放线菌的

多样性和群落结构特征，发现澄黄滨珊瑚和丛生盔

型珊瑚中存在丰富的放线菌类群，丛生盔型珊瑚文

库的稀疏度曲线逐渐趋向平缓，而澄黄滨珊瑚文库

的稀疏度曲线还没有明显平缓的趋势，这表明澄黄

滨珊瑚联合放线菌的多样性水平更高。 

系统发育分析结果表明，两种造礁珊瑚联合的

放线菌群落中存在着大量酸微菌类群，而对珊瑚

Acropora digitifera样本进行可培养的放线菌分离，

获 得 的 菌 株 主 要 分 布 于 皮 杆 菌 科

(Dermabacteraceae)、短杆菌科(Brevibacteriaceae)、

微球菌科(Micrococcaceae)[17]，这种差异性主要是

由于培养方法的局限和多样性分析技术的差别所

造成的。值得关注的是，在两种造礁石珊瑚放线菌

文库中均检测到大量的未知类群，它们很可能代表

了亚纲和科级别的新类群。这一结果充分显示，南

海海域造礁石珊瑚联合的放线菌群落中蕴藏着极

为丰富的未培养和未被描述的类群。这些类群是珊

瑚“共生体”放线菌群落的优势成员，很可能是重要

生态功能的“执行者”。 

本研究工作中获得的多数克隆子在珊瑚

Montastraea faveolata[18] 、 海 绵 Xestospongia 

testudinaria、Diacarnus erythraeanus、Theonella 

swinhoeid 等[19-22]共附生微生物群落以及海洋沉积

物环境[23]中也被检测到，显示出海洋环境普遍存

在的放线菌类群的特征。然而，与其他海洋环境放

线菌群落相比，造礁石珊瑚“共生体中的放线菌类

群具有其特殊性。如潮间带沉积物中的放线菌类群

包 括 Microbacteriaceae 、 Micrococcaceae 、

Mycobacteriaceae、Nocardiaceae、Nocardioidaceae、

Promicromonosporaceae 、 Pseudonocardiaceae 和

Sanguibacteraceae[24]。采用相同的引物调查南海海

绵 Hymeniacidon perleve共附生放线菌群落，从中

检测到属于 Mycobacterium、 Amycolatopsis、

Arthrobacter 、 Brevibacterium 、 Microlunatus 、

Nocardioides、Pseudonocardia和 Streptomyces的成

员[25]。因而造礁石珊瑚放线菌类群值得我们进一

步探索，从中挖掘新颖的放线菌资源，并深入研究

其生态功能。本研究通过免培养技术研究珊瑚联合

放线菌多样性和群落结构，为深入分析珊瑚联合放

线菌在生态系统中的作用提供了基础，也为分离培

养珊瑚联合放线菌提供了信息指导。 
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