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摘要：应用免培养方法与可培养方法相结合的方式对琼东海域６种珊瑚样品中的共附生放线菌进
行研究，具体为滨珊瑚（Ｐｏｒｉｔｅ）、扁脑珊瑚（Ｐｌａｔｙｇｙｒａ）、角蜂巢珊瑚（Ｆａｖｉｔｅｓ）、盔形珊瑚（Ｇａｌａｘｅａ）和
鹿角珊瑚（Ａｃｒｏｐｏｒａ）．免培养方法中，利用放线菌特异性引物对样品总ＤＮＡ进行１６ＳｒＲＮＡ基因序
列扩增，并将扩增产物进行Ｍｉｓｅｑ高通量测序，测序结果分析表明，６种珊瑚样品中的放线菌序列
属于３７个分类单元，主要分布在酸微菌目、棒杆菌目、微球菌目、丙酸杆菌目和假诺卡式菌目，其中
３７．８％ 的分类单元与已有效发表菌株的序列相似性小于９７％ ，可能代表着放线菌新的类群．可培
养方法中，通过６种培养基分得１３７株放线菌，分属于放线菌门放线菌纲５个目１１个科下的２０个
属，优势类群为分枝杆菌属（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、考克氏菌属（Ｋｏｃｕｒｉａ）和微球菌属（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ），其中
放线孢菌属（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｓｐｏｒａ）、柠檬球菌属（Ｃｉｔｒｉｃｏｃｃｕｓ）和涅斯捷连科氏菌属（Ｎｅｓｔｅｒｅｎｋｏｎｉａ）是第
一次从珊瑚样品中发现；琼东海域珊瑚共附生放线菌多样性丰富，新类型的放线菌资源挖掘潜力比

较大．
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　　珊瑚礁生态系统是海洋中生物多样性最丰富的
生态系统之一，其中栖息着大量的珊瑚虫、海绵、贝

类等肉眼可见生物，同时也蕴含了大量的微生物．
Ｙａｎｇ等（２０１３）采用可培养和免培养的方法从疣冠
形软珊瑚（Ａｌｃｙｏｎｉｕｍｇｒａｃｌｌｉｍｕｍ）和短管星珊瑚（Ｔｕ
ｂａｓｔｒａｅａｃｏｃｃｉｎｅａ）分离到１９个放线菌类群［１］；Ｍａｈ
ｍｏｕｄ等（２０１６）从柱形筛珊瑚（Ｃｏｓｃｉｎａｒａｅａｃｏｌｕｍ
ｎａ）、精巧扁脑珊瑚（Ｐｌａｔｙｇｙｒａｄａｅｄａｌｅａ）和哈里森滨
珊瑚（Ｐｏｒｉｔｅｓｈａｒｒｉｓｏｎｉ）中分得１９个放线菌属，其中
链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、微球菌属（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ）、小
单孢菌属（Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ）和短状杆菌属（Ｂｒａｃｈｙ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ）的菌株具有抑菌活性［２］；Ｋｕａｎｇ等（２０１５）
在调查滨钟形孔笠珊瑚（Ｐｏｒｉｔｅｓｌｕｔｅａ）共附生放线
菌的多样性中，发现有１２个放线菌属是第一次从珊
瑚样品中检测到［３］；周俊勇（２０１１）从南海珊瑚样品
中分离到一株来自诺卡氏菌属（Ｎｏｃａｒｄｉａ）的放线
菌，它能够大量生产出具有抗菌、抗肿瘤、抗 ＨＩＶ活
性的利迪链霉素［４］．Ｈａｒｖｅｌｌ等 （１９９９）认为珊瑚共

附生微生物在保护珊瑚宿主抵御捕食者和抗病原微

生物等生物过程中发挥了重要作用，而珊瑚共附生

放线菌很有可能通过产生一些重要的生物活性物

质，参与了珊瑚宿主化学防御过程［５］．因此研究珊
瑚共附生放线菌对于寻找新型药物具有重要意义，

在珊瑚生态系统中，珊瑚共附生放线菌有着巨大的

未发现的多样性亟需调查．

１　材料和方法
１．１　样品采集与鉴定

珊瑚样品采集自海南琼东海域 （１９°２０′Ｎ，
１１０°６３′Ｅ），水深５ｍ．样品采集完毕后分别保存
于４℃冰箱和液氮中，用于纯培养和免培养分析．
珊瑚样品的类别鉴定工作由国家海洋局第三海洋

研究所海洋生物与生态实验室完成．所采集珊瑚
样品总共可分为６类，分别为：滨珊瑚（Ｐｏｒｉｔｅ）、扁
脑珊瑚（Ｐｌａｔｙｇｙｒａ）、角蜂巢珊瑚（Ｆａｖｉｔｅｓ）、盔形珊
瑚（Ｇａｌａｘｅａ）和鹿角珊瑚（Ａｃｒｏｐｏｒａ）．
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１．２　基因组总ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增和测序
基因组ＤＮＡ采用 ＦａｓｔＤＮＡＳｐｉｎＫｉｔ（ＭＰＢｉｏ

ｍｅｄｉｃａｌｓ）提取，得到的ＤＮＡ样品储存于－２０℃．为
提高放线菌的特异性，先用细菌通用引物（２７Ｆ：５′
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′和 １４９２Ｒ：５′ＧＴ
ＴＡＣＣＴＴＧＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）对基因组 ＤＮＡ进行扩增，
ＰＣＲ反应体系为５０ｍｍ３体积，包括５ｍｍ３１０×Ｂｕｆｆ
ｅｒ，５ｍｍ３二甲亚砜，４ｍｍ３ｄＮＴＰｍｉｘ（２．５ｍＭ），２
ｍｍ３２７Ｆ引物，２ｍｍ３１４９２Ｒ引物，０．３ｍｍ３ｒＴａｑ酶，
２ｍｍ３菌株基因组ＤＮＡ和无菌水３０ｍｍ３；ＰＣＲ程序
为９４℃预变性５ｍｉｎ，然后９４℃变性３０ｓ，５５℃退火
１ｍｉｎ；７２℃延伸１．５ｍｉｎ共进行３０个循环然后再于
７２℃延伸１０ｍｉｎ．然后，再以扩增产物为模板用放线
菌特异性引物（２３５Ｆ：５′ＣＧＣＧＧＣＣＴＡＴＣＡＧＣＴＴＧＴ
ＴＧ３′和８７８Ｒ：５′ＣＣＧＴＡＣＴＣＣＣＣＡＧＧＣＧＧＧＧ３′）进
行放线菌１６ＳｒＲＮＡ基因部分序列的 ＰＣＲ扩增，扩
增体系和ＰＣＲ程序同基因组 ＤＮＡ扩增；扩增产物
送上海美吉生物医药科技有限公司测序．
１．３　免培养放线菌多样性分析

Ｍｉｓｅｑ高通量测序完成后，先通过 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ
和ＦＬＡＳＨ软件平台对原始数据进行过滤处理，得到
优化序列；然后再对优化序列提取非重复序列，并去

除没有重复的单序列，按照９７％相似性对非重复序
列（不含单序列）进行 ＯＴＵ（ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃ
Ｕｎｉｔｓ）［６］聚类，在聚类过程中去除嵌合体，得到

ＯＴＵ的代表序列；将所有优化序列 ｍａｐ至 ＯＴＵ代
表序列，选出与ＯＴＵ代表序列相似性在９７％以上的
序列，生成相应ＯＴＵ．使用９７％相似度的ＯＴＵ，利用
Ｍｏｔｈｕｒ做 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ分析，计算菌群丰度指数
（Ｃｈａｏ和ＡＣＥ）、菌群多样性指数（香农指数和辛普
森指数）和覆盖率（Ｃｏｖｅｒａｇｅ）［７８］．采用 ＲＤＰｃｌａｓｓｉｆｉ
ｅｒ贝叶斯算法对９７％相似水平的 ＯＴＵ代表序列进
行分类学分析；采用Ｒ语言ＰＣＡ统计分析和作图软
件完成主成分分析［９］

１．４　可培养放线菌的分离
珊瑚样品用无菌水冲洗，并在无菌研钵中磨碎，

取一定量珊瑚粉末以无菌海水连续梯度稀释得

１０－１、１０－２和 １０－３系列稀释溶液，分别取０．５ｃｍ３上
述稀释液涂布在６种选择性分离培养基上：（１）高
氏一号培养基：ＫＮＯ３１．０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，可溶性淀粉
２０．０ｇ，琼脂１５．０ｇ，海水１．０ｄｍ３，ｐＨ值７．２～７．６；
（２）ＩＳＰ２培养基：酵母提取物 ４．０ｇ．麦芽提取物
１０．０ｇ，葡萄糖 ４．０ｇ，琼脂 １５．０ｇ，海水１．０ｄｍ３，
ｐＨ值７．０；（３）棉子糖组氨酸培养基：棉子糖１０．０

ｇ，Ｌ组氨酸１．０ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１．０
ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，琼脂１５．０ｇ，海水１ｄｍ

３，ｐＨ
值７．２～７．４；（４）甘露醇酪蛋白培养基：Ｄ甘露醇
０．２ｇ，酪蛋白 １．０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．７ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ，
琼脂１５．０ｇ，海水１．０ｄｍ３，ｐＨ值７．０～７．５；（５）ＴＳＡ
培养基（ＴｒｙｐｔｉｃＳｏｙＡｇａｒ，ＤｉｆｃｏＴＭ）：胰蛋白胨 １５．０
ｇ，大豆蛋白胨５．０ｇ，氯化钠 ５．０ｇ，琼脂 １５．０ｇ，去
离子水１．０ｄｍ３，ｐＨ值７．３；（６）ＭＡ培养基（Ｍａｒｉｎｅ
Ａｇａｒ２２１６，ＤｉｆｃｏＴＭ）：主要成分为蛋白胨５．０ｇ，酵母
提取物１．０ｇ，琼脂１５．０ｇ，ｐＨ值７．６．培养基灭菌
后，添加制霉菌素和萘啶酮酸至终含量５０μｇ／ｃｍ３；
分离平板倒置于２８℃培养箱培养３～５周．
１．５　菌种鉴定

纯菌株基因组ＤＮＡ提取采用ＤＮＡ快速提取试
剂盒，采用ＢＯＸＰＣＲ（ＢＯＸＡＩＲ：５’ＣＴＡＣＧＧＣＡＡＧ
ＧＣＧＡＣＧＣＴＧＡＣＧ３’）和形态观察相结合的方法去
除重复的菌株，以细菌通用引物（２７Ｆ和１４９２Ｒ）扩
增其１６ＳｒＲＮＡ基因序列，扩增产物送生工生物工
程（上海）股份有限公司测序．
１．６　系统发育分析

用 ＣＥｘｐｒｅｓｓＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ和 ＤＮＡＭＡＮ７．０等软
件对测序获得的１６ＳｒＲＮＡ基因序列进行拼接．使
用ＥｚＴａｘｏｎ数据库（ｏｌｄ．ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ）［１０］进行序列
比对，采用Ｍｏｔｈｕｒ软件，以１６ＳｒＲＮＡ基因９７％相似
性为标准划分操作分类单元，每个ＯＴＵ选取一条代
表序列，利用 ＭＥＧＡ７．０软件构建 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ
系统发育进化树［１１］．

２　结果与讨论
２．１　Ｍｉｓｅｑ高通量测序

本研究利用Ｍｉｓｅｑ高通量测序平台对６个珊瑚
样品中的放线菌进行了１６ＳｒＲＮＡ基因多样性测序
分析，测序结果在 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ和 ＦＬＡＳＨ软件平台
上拼接优化后，每个样品平均获得了４３２８６条优化
序列，每条序列平均长度为４３１ｂｐ；去除单序列后，
按照９７％相似性对非重复序列进行ＯＴＵ聚类（Ｕｓｅ
ａｒｃｈｖｓｅｓｉｏｎ７．１），共得到６６个ＯＴＵ．使用９７％相似
度的 ＯＴＵ，利用 Ｍｏｔｈｕｒ做 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ分析，利用 Ｒ
语言工具制作曲线图，根据 Ｋｅｍｐ（２００４）的研究，随
着库容的增大，ＯＴＵｓ的数目总是在增加，这一研究
结果说明几乎没有哪一个文库能够穷尽样品中微生

物的多样性，当稀有度曲线趋于平缓或者趋近平台

期时也就可以认为库容已经足够［１２］．从图１可以看
出，各文库稀有度曲线已经趋于平缓，接近平台期，

说明６个珊瑚文库中物种的数量已经可以较好的反
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映出实际环境中放线菌的真实情况．各文库库容覆
盖率达到９９．９％以上（表１），也进一步说明本次测

序结果的放线菌多样性涵盖了样品中的绝大部分，

测序深度达到要求．

图１　珊瑚共附生放线菌１６ＳｒＲＮＡ基因文库的稀有度曲线
Ｆｉｇ．１　Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｌｉｂｒａｒｉｅｓｆｒｏｍｃｏｒａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

２．２　免培养多样性指数分析
６个珊瑚样品中１６ＳｒＲＮＡ基因测序结果分析

显示，各样品ＯＴＵ平均数量为２７个，其中盔形珊瑚
ＯＴＵ数量最高，为４８个；角蜂巢珊瑚的ＯＴＵ数量最
低，为１９个．丰度ＡＣＥ指数平均为２９，其中，盔形珊
瑚ＡＣＥ指数最高，为４９；蜂巢珊瑚 ＡＣＥ指数最低，
为２２．丰度Ｃｈａｏ指数平均为２８，其中盔形珊瑚Ｃｈａｏ
指数最高，为 ４９；蜂巢珊瑚和滨珊瑚 Ｃｈａｏ指数最

低，为２１；香农指数平均为２．０９，其中盔形珊瑚香农
指数最高，为２．７４；滨珊瑚 Ｓｈａｎｎｏｎ香农指数最低，
为１．０２．辛普森指数平均为０．３９６６，其中滨珊瑚辛
普森指数最高，为０．５８１２；盔形珊瑚辛普森指数最
低，为０．０９４６．各样品微生物的详细多样性指数见
表１，通过多样性指数分析可以判断出盔形珊瑚中
共附生微生物丰度和多样性水平都是最高的．

表１　珊瑚共附生放线菌基因文库的多样性指数
Ｔａｂ．１　Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｏｆｔｈｅｇｅｎｅｌｉｂｒａｒｉｅｓｆｒｏｍｃｏｒａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

样品 ＯＴＵ／个 ＡＣＥ指数 Ｃｈａｏ指数 覆盖率 香农指数 辛普森指数

盔形珊瑚 ４８ ４９（４８，５７） ４９（４８，５６） ０．９９９９０３ ２．７４（２．７２，２．７５） ０．０９６４（０．０９４６，０．０９８２）

扁脑珊瑚 ２８ ２８（２８，２８） ２８（２８，２８） １．００００００ １．５９（１．５８，１．６１） ０．３５３６（０．３４７５，０．３５９６）

鹿角珊瑚 ２６ ２７（２６，３７） ２６（２６，３２） ０．９９９９１９ １．０４（１．０３，１．０６） ０．５０６０（０．４９９９，０．５１２０）

角蜂巢珊瑚 １９ ２４（２０，４９） ２２（１９，４２） ０．９９９８４５ １．１６（１．１５，１．１８） ０．３９８６（０．３９５４，０．４０１８）

滨珊瑚 ２１ ２３（２１，３７） ２１（２１，２６） ０．９９９８８６ １．０２（１．００，１．０４） ０．５８１２（０．５７２３，０．５９００）

蜂巢珊瑚 ２１ ２２（２１，３０） ２１（２１，０） ０．９９９９４７ １．３９（１．３７，１．４１） ０．４４３５（０．４３５４，０．４５１５）

　　注：括号内数字为置信区间上限和下限

　　根据样品ＯＴＵ进行主成分分析（ＰＣＡ，ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ），结果如图 ２所示滨珊瑚、扁脑
珊瑚和蜂巢珊瑚的共附生微生物菌群落结构具有较

高的相似性，角蜂巢珊瑚和鹿角珊瑚共附生微生物

群落结构具有较高的相似性，盔形珊瑚的共附生微

生物群落结构与其他珊瑚都不相同．

２．３　不同珊瑚样品中放线菌的免培养多样性分析
在获得的６６个 ＯＴＵ中，２个不能用 ＲＤＰ分类

工具进行类群划分，２７个被划分到非放线菌门，其
中蓝细菌门１个、厚壁菌门５个、芽单胞菌门２个、
硝化螺旋菌门４个、浮霉菌门５个、变形菌门８个及
疣微菌门２个．剩余３７个 ＯＴＵ属于放线菌门（图
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图２　珊瑚共附生放线菌群落结构的主成分分析
Ｆｉｇ．２　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅｃｏｍｍｕｎｉｔｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ｆｒｏｍｃｏｒａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

３），其中４个 ＯＴＵ无法分配到指定的目，５个 ＯＴＵ
无法分配到指定的科，６个 ＯＴＵ无法分配到指定的
属，这些ＯＴＵ同数据库中已发表典型种之间的１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列相似性低于９７％，可能代表放线菌
新的分类单元；２２个 ＯＴＵ可分配到指定的属，即拟
无枝酸菌属（Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ，１个 ＯＴＵ）、短状杆菌属
（Ｂｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍ，１个）、短杆菌属（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ，２
个）、棒状杆菌属（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ，５个）、皮生球菌
属（Ｄｅｒｍａｃｏｃｃｕｓ，１个）、乔治菌属（Ｇｅｏｒｇｅｎｉａ，１个）、
沉积杆菌属（Ｉｌｕｍａｔｏｂａｃｔｅｒ，１个）、考克氏菌属
（Ｋｏｃｕｒｉａ，１个）、微球菌属（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ，１个）、涅斯
捷连科氏菌属（Ｎｅｓｔｅｒｅｎｋｏｎｉａ，１个）、丙酸菌属（Ｐｒｏ
ｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ，３个）、假诺卡氏菌属（Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒ
ｄｉａ，３个）和罗氏菌属（Ｒｏｔｈｉａ，１个）．

在各个样品中（图４），盔形珊瑚文库中包含了
２６个放线菌 ＯＴＵ，优势放线菌类群为微球菌科
（２１７０％）和微酸菌科（１５．６１％），微球菌科中主要
为微球菌属和考克氏菌属；滨珊瑚文库中包含１７个
放线菌 ＯＴＵ，优势放线菌类群为丙酸杆菌科
（７９１８％）和微杆菌科（１０．２７％）；蜂巢珊瑚文库中
包含１５个放线菌ＯＴＵ，其中丙酸杆菌科（６６．７７％）
和微杆菌科（９５２％）是优势放线菌类群；在扁脑珊
瑚文库中，包含２０个放线菌 ＯＴＵ，其中５７．９１％和
２０２０％的微生物属于丙酸杆菌科和假诺卡氏菌科，
其假诺卡氏菌科中主要的属为拟无枝酸菌属和假诺

卡氏菌属；在角蜂巢珊瑚文库中，包含１５个放线菌
ＯＴＵ，其中优势放线菌为微杆菌科（４６．０８％）和假诺
卡氏菌科（４３．０９％），其假诺卡氏菌科中主要的属

为拟无枝酸菌属；鹿角珊瑚文库中包含２６个放线菌
ＯＴＵ，优势类群为微杆菌科（６７．２８％）和假诺卡氏菌
科（２３７０％）．

从总体来看，丙酸杆菌科（３２．６８％）、微杆菌科
（２６．４５％）和假诺卡氏菌科（１７．４０％）为主导放线
菌类群；每个文库中都发现了丙酸杆菌科、假诺卡氏

菌科、微杆菌科、短杆菌科、博戈里亚湖菌科和棒状

杆菌科，表明了这些放线菌在本次实验的珊瑚样品

中具有广泛的分布；微酸菌科只在盔形珊瑚文库和

鹿角珊瑚文库中发现，因此微酸菌科在珊瑚样品中

可能有独特的分布．
２．４　可培养放线菌的多样性

采用６种选择性分离培养基从６个珊瑚样品中
共分离到１３７株放线菌，分属放线菌门放线菌纲５
个目１１个科下的２０个属，包括细杆菌属（Ｍｉｃｒｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ）、分枝杆菌属（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、糖多孢属
（Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａ）、节杆菌属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、红球
菌属（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ）、柠檬球菌属（Ｃｉｔｒｉｃｏｃｃｕｓ）、鸟氨
酸微菌属（Ｏｒｎｉｔｈｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ）、丝氨酸球菌（Ｓｅｒｉｎｉｃ
ｏｃｃｕｓ）皮肤球菌属（Ｋｙｔｏｃｏｃｃｕｓ）、放线孢菌属（Ａｃｔｉｎｏ
ｍｙｃｅｔｏｓｐｏｒａ）、拟诺卡氏菌属（Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ）、戈登氏
菌属（Ｇｏｒｄｏｎｉａ）、考克氏菌属、微球菌属、短杆菌属、
假诺卡氏菌属、短状杆菌属、涅斯捷连科氏菌属、皮

生球菌属和链霉菌属；其中优势类群为分枝杆菌属

３５株（２５．５％）、考克氏菌属２３株（１６．８％）和微球
菌属２０株（１４．６％）．菌株Ｅ２Ａ、Ｇ１０ｃ和Ｗ７．２分别
与ＳａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｃａｖｅｒｎａｅＹＩＭＣ０１２３５Ｔ、Ｍｙｃｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍｔｏｋａｉｅｎｓｅＡＴＣＣ２７２８２Ｔ和 Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｃａｓｅｉ
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图３　基因文库中珊瑚共附生放线菌代表性序列的ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ系统发育树
Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｗｉｔｈｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｆｒｏｍｃｏｒａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ
Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ为１０００
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图４　文库中珊瑚共附生放线菌在科上的分布
Ｆｉｇ．４　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｆａｍｉｌｙｏｆｔｈｅｃｏｒａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｉｎｔｈｅｌｉｂｒａｒｉｅｓ

ＮＣＤＯ２０４８Ｔ具有最高 １６ＳｒＲＮＡ基因相似性，为
９６５７％、９７．８６％和９８．２７％，这３株菌疑似放线菌
新种．使用Ｍｏｔｈｕｒ软件以１６ＳｒＲＮＡ基因序列９７％

相似性为标准，分离到的１３７株放线菌可划分为２７
个ＯＴＵ，在每个 ＯＴＵ中选一个菌株为代表性菌株，
其代表性菌株信息如表２所示．

表２　分离到的珊瑚共附生放线菌的代表性菌株
Ｔａｂ．２　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｏｆｔｈｅｃｏｒａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

菌株编号 最相近菌株（序列注册号） 相似性／％ ＧｅｎＢａｎｋ序列号

Ｌ３．２ ＡｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｓｐｏｒａｌｕｔｅａＴＴ０００４Ｔ（ＡＢ５１４５１５） ９９．０５ ＫＹ２９７０００

Ｌ８．３ ＡｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｍｙｓｏｒｅｎｓＬＭＧ１６２１９Ｔ（ＡＪ６３９８３１） ９９．３２ ＫＹ２９７００１

２８．２ ＢｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍｐａｒａｃｏｎｇｌｏｍｅｒａｔｕｍＬＭＧ１９８６１Ｔ（ＡＪ４１５３７７） ９９．８５ ＫＹ２９６９９０

Ｗ７．２ ＢｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｃａｓｅｉＮＣＤＯ２０４８Ｔ（Ｘ７６５６４） ９８．２７ ＫＹ０７２８０２

Ｉｙ５ｂ ＤｅｒｍａｃｏｃｃｕｓｂａｒａｔｈｒｉＭＴ２．１Ｔ（ＡＹ８９４３２８） ９９．８５ ＫＹ２９６９９７

Ｍ７ｍ７ ＧｏｒｄｏｎｉａｔｅｒｒａｅＮＢＲＣ１０００１６Ｔ（ＢＡＦＤ０１００００３２） １００．００ ＫＹ２９７００７

Ｌｙ８ｍ ＫｏｃｕｒｉａｋｒｉｓｔｉｎａｅＤＳＭ２００３２Ｔ（Ｘ８０７４９） ９９．９２ ＫＹ２９７００４

Ｌ１８．６ ＫｏｃｕｒｉａｍａｒｉｎａＫＭＭ３９０５Ｔ（ＡＹ２１１３８５） ９９．８５ ＫＹ２９６９９８

Ｇ１８ｃ ＫｏｃｕｒｉａｐａｌｕｓｔｒｉｓＤＳＭ１１９２５Ｔ（Ｙ１６２６３） １００．００ ＫＹ２９６９９５

１１．５ ＫｏｃｕｒｉａｒｏｓｅａＤＳＭ２０４４７Ｔ（Ｘ８７７５６） ９９．８５ ＫＹ２９６９８８

Ｅ７．１ ＭｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｒｅｓｉｓｔｅｎｓＤＭＭＺ１７１０Ｔ（ＡＪ４９１８０６） ９９．０２ ＫＹ２９７００３

Ｌｙ１３．０ ＭｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｐａｒａｏｘｙｄａｎｓＣＦ３６Ｔ（ＡＪ４９１８０６） ９９．８０ ＫＹ２９６９９２

Ｍ１３．５ ＭｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｕｓＹＩＭ５６２３８Ｔ（ＥＵ００５３７２） ９９．９２ ＫＹ２９７００６

Ｙ１７．２ ＭｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｔｅｒｒｅｕｓＶ３Ｍ１Ｔ（ＦＪ４２３７６３） ９９．９２ ＫＹ２９７０１１

Ｗ１３．４ ＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｏｎｃｅｐｔｉｏｎｅｎｓｅＣＩＰ１０８５４４Ｔ（ＡＹ８５９６８４） ９９．４６ ＫＹ２９７０１０

Ｇ１０Ｃ ＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｏｋａｉｅｎｓｅＡＴＣＣ２７２８２Ｔ（ＡＦ４８０５９０） ９７．８６ ＫＹ０７２８０１

Ｅ５．１ ＮｅｓｔｅｒｅｎｋｏｎｉａｈａｌｏｂｉａＤＳＭ２０５４１Ｔ（Ｘ８０７４７） ９９．８５ ＫＹ２９６９９１
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续表２

菌株编号 最相近菌株（序列注册号） 相似性／％ ＧｅｎＢａｎｋ序列号

Ｇ２０．５ ＮｅｓｔｅｒｅｎｋｏｎｉａｌａｃｕｓｅｋｈｏｅｎｓｉｓＩＦＡＭＥＬ３０Ｔ（ＡＪ２９０３９７） ９９．７０ ＫＹ２９６９９６

１７Ａ Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓｄａｓｓｏｎｖｉｌｌｅｉｓｕｂｓｐ．ｄａｓｓｏｎｖｉｌｌｅｉＤＳＭ４３１１１Ｔ（ＡＢＵＩ０１００００１７） ９９．８５ ＫＹ２９６９８９

Ｇ１０．２ ＮｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓｆｉｌｄｅｓｅｎｓｉｓＧＷ９２Ｔ（ＦＪ８５３１４４） ９９．３１ ＫＹ２９６９９４

Ｌｙ１１．２ ＯｒｎｉｔｈｉｎｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍｐｅｋｉｎｇｅｎｓｅＤＳＭ２１５５２Ｔ（ＡＴＷＪ０１０００００７） ９８．６４ ＫＹ２９７００２

Ｔ７．３ ＰｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉａｋｏｎｇｊｕｅｎｓｉｓＬＭ１５７Ｔ（ＡＪ２５２８３３） １００．００ ＫＹ２９７００９

Ｌ２０ｃ ＲｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｎａｎｈａｉｅｎｓｉｓＳＣＳＩＯ１０１８７Ｔ（ＪＮ５８２１７５） ９９．７７ ＫＹ２９６９９９

Ｅ２Ａ ＳａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｃａｖｅｒｎａｅＹＩＭＣ０１２３５Ｔ（ＫＦ１７７３３４） ９６．５７ ＫＹ０７２８００

Ｅ８ｄ ＳａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｃｅｂｕｅｎｓｉｓＳＰＥ１０１Ｔ（ＥＦ０３０７１５） ９９．４７ ＫＹ２９６９９３

Ｏ１３．３ ＳｅｒｉｎｉｃｏｃｃｕｓｃｈｕｎｇａｎｇｅｎｓｉｓＣＡＵ９５３６Ｔ（ＨＭ０６８８８６） ９９．３３ ＫＹ２９７００８

Ｍ１３．１ ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｌｂｉｄｏｆｌａｖｕｓＤＳＭ４０４５５Ｔ（Ｚ７６６７６） １００．００ ＫＹ２９７００５

　　就分离培养基来看（表３），ＴＳＡ培养基分离到
的放线菌数量最高、多样性最多，为４０株（２９．２％，
来自 １１个属）；其次为高氏一号培养基 ３３株
（２４１％，１０个属），甘露醇酪蛋白培养基 ２０株

（１４．６％，８个属），ＩＳＰ２培养基１６株（１１．７％，８个
属），棉子糖组氨酸培养基１５株（１０．９％，８个属），
ＭＡ培养基１３株（９．５％，８个属）．

表３　不同培养基分离到的珊瑚共附生放线菌放线菌种类与数量
Ｔａｂ．３　Ｃｏｒａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓａｎｄａｍｏｕｎｔｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａ

放线菌属

放线菌数量／株

高氏一号

培养基

ＩＳＰ２

培养基

棉子糖组氨酸

培养基

甘露醇酪蛋白

培养基

ＴＳＡ

培养基

ＭＡ

培养基

放线孢菌属    ２  

节杆菌属    １  

短状杆菌属 １   ２ １ ２

短杆菌属  １ ２  ４ 

柠檬球菌属 １     

皮生球菌属  １    

乔治菌属   １   

考克氏菌属 ５ ４ １ ２ １１ 

皮肤球菌属 １    １ 

细杆菌属 ２ １ ２  ３ ２

微球菌属 １ ２ ５ ２ ８ ２

分枝杆菌属 １３ ５ １ ８ ７ １

涅斯捷连科氏菌属 ２     １

拟诺卡氏菌属 ４    １ １

鸟氨酸微菌属  １   ２ 

假诺卡氏菌属  １ ２ ２ １ １

红球菌属 １   １  

糖多孢属      ３

丝氨酸球菌 ２    １ 

链霉菌属   １   

总计 ３３ １６ １５ ２０ ４０ １３
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　　就不同珊瑚种类来看（表４），盔形珊瑚分得的
放线菌数量和种类最多，为 ４０株（２８．８％）１０个
属；其次为鹿角珊瑚２７株（１９．４％）８个属；角蜂巢

珊瑚２２株（１５．８％）１０个属；蜂巢珊瑚 ２１株（１５．
１％）１１个属；滨珊瑚２０株（１４．４％）１０个属；扁脑
珊瑚７株（５．４％）５个属．

表４　不同珊瑚分离到的珊瑚共附生放线菌种类与数量
Ｔａｂ．４　Ｃｏｒａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓａｎｄａｍｏｕｎｔｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｒａｌｈｏｓｔｓ

放线菌属
放线菌数量／株

盔形珊瑚 鹿角珊瑚 角蜂巢珊瑚 蜂巢珊瑚 滨珊瑚 扁脑珊瑚

放线孢菌属 １   １  

节杆菌属   １   

短状杆菌属  １ ２ ２  １

短杆菌属  ４ １ １ １ 

柠檬球菌属 １     

皮生球菌属      １

乔治菌属  １    

考克氏菌属 １２ ２ ３ ２ ４ 

皮肤球菌属   １ １  

细杆菌属 ３ １  １ ４ １

微球菌属 ４ ３ ４ ４ ３ ２

分枝杆菌属 １３ ７ ６ ５ ４ 

涅斯捷连科氏菌属 １ １    １

拟诺卡氏菌属 ２  ２ １ １ 

鸟氨酸微菌属 １  １  １ 

假诺卡氏菌属  ７    

红球菌属 ２     

糖多孢属   １  １ １

丝氨酸球菌    ２ １ 

链霉菌属    １  

总计 ４０ ２７ ２２ ２１ ２０ ７

２．５　讨论
２．５．１　珊瑚共附生放线菌多样性　本研究采用可
培养和免培养方法来调查琼东海域珊瑚共附生放线

菌的多样性，在文库中发现了放线菌门下的 １０个
科，并从６种培养基中分离到了来自２０个属的１３７
株放线菌．根据之前的研究可以得知［３］，放线孢菌

属，柠檬球菌属和涅斯捷连科氏属是第一次从珊瑚

样品中分离到．
综合免培养和可培养的结果来看，部分放线

菌（短状杆菌属、短杆菌属、皮生球菌属、乔治菌

属、微球菌属、涅斯捷连科氏菌属和假诺卡氏菌

属）能同时在 ２种方法中都检测到；而有些放线

菌（丙酸杆菌科、微酸菌科和棒状杆菌科等）只在

文库检测到，却不能分离到纯菌株，这种现象可

能是由于不合适的营养剂营养配比、不合适的培

养条件或者是由于纯化过程中目标菌落太小无

法被肉眼观察到［１３］．因此，应该设计出合理的一
系列培养基用于分离放线菌或者新种．此外，根
据 Ｘｉｏｎｇ等（２０１５）的报道，应用新的预处理方法
也可以提高微生物的分离效率［１４］．与之相对的，
有些放线菌类群（如柠檬球菌属、节杆菌属，鸟氨

酸微菌属和丝氨酸球菌等）在可培养方法中分离

到，却没有在文库中发现，这可能是 ＰＣＲ扩增程
序偏好所致，或是某些序列由于数量太少无法在



·２２６　　 · 应 用 海 洋 学 学 报 ３７卷

文库中被归为一类．除此之外，还有一部分序列
不能被归类到确定的分类中，这些序列有成为新

的微生物类群的潜质．本次实验中采用放线菌特
异性引物（２３５Ｆ／８７８Ｒ）进行放线菌免培养多样
性的研究，然而测序结果仍然含有相当比例的非

放线菌类群，这种现象在之前的报道中也有出

现，如 Ｚｈａｎｇ等（２０１４）采用该引物研究北极海洋
沉积物放线菌多样性时，文库中出现了变形菌

门、酸杆菌门、硝化螺旋菌门、浮霉菌门和疣微菌

门的微生物［１５］，Ｓｕｎ等（２０１０）采用该引物研究
海绵共附生放线菌多样性时，引物发现了变形菌

门和浮霉菌门微生物［１６］．后续研究应该提高设
计引物的特异性．此外，免培养方法中得到的放
线菌 ＯＴＵ数量较少，可能有以下几个方面原因：
① 本实验中采用的放线菌特异性引物并不能完
全涵盖所有的放线菌类群［１７］；② 总 ＤＮＡ提取和
ＰＣＲ过程都可能存在偏向性；③ 放线菌不是该
地区或者该种珊瑚的优势类群．
２．５．２　珊瑚类群与珊瑚共附生放线菌多样性　不
同的珊瑚共附生放线菌的群落结构有着显着的差

异，Ｌｉ等（２０１４）从束状盔珊瑚（Ｇａｌａｘｅａｆａｓｃｉｃｕ
ｌａｒｉｓ）、钟形微孔笠珊瑚（Ｐｏｒｉｔｅｓｌｕｔｅａ）和多孔鹿角珊
瑚（Ａｃｒｏｐｏｒａｍｉｌｌｅｐｏｒａ）中分离到１５个类群的７０株
放线菌，其优势类群为短杆菌属，戈登氏菌属，拟诺

卡氏菌，链霉属以及小单孢菌属［１，１８２２］；陈淇等

（２０１４）采用免培养方法调查海南省三亚市鹿回头
礁区的澄黄滨珊瑚（Ｐｏｒｉｔｅｓｌｕｔｅａ）和丛生盔型珊瑚
（Ｇａｌａｘｅａｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ）的共附生放线菌的多样性，结
果显示滨珊瑚文库中主要类群为酸微菌亚目、棒状

杆菌亚目、微球菌亚目和丙酸杆菌亚目，盔型珊瑚文

库中主要类群为酸微菌亚目，滨珊瑚共附生放线菌

的多样性高于盔型珊瑚［２３］．本研究中滨珊瑚文库中
优势放线菌为丙酸杆菌科（丙酸杆菌亚目）和微杆

菌科 （微球菌亚目），盔形珊瑚文库中优势放线菌为

微球菌科（微球菌目）和微酸菌科（微酸菌目），和陈

淇的结果相比较，２种珊瑚中的优势放线菌都分别
有丙酸杆菌亚目和微酸菌目，但又不完全相同，并且

盔形珊瑚共附生放线菌多样性高于滨珊瑚，显示了

同一个种类的珊瑚宿主的共附生放线菌类群的差异

性．在可培养方法中，本试验中分支杆菌属、考克氏
菌属和微球菌属分离得的菌株数量最多，是主导类

群；从不同的珊瑚宿主中分离到的类群来看，微球菌

属在６种珊瑚中都有发现，具有最广泛的分布；细杆
菌属、分支杆菌属、考克氏菌属在五种珊瑚中被分离

到，有着较为广泛的分布；和之前的报道相比较，可

以认为某些放线类群，如细杆菌属、短杆菌属、分支

杆菌属、考克氏菌属以及诺卡氏菌等广泛分布于珊

瑚中．另有一些类群只能在一种珊瑚中分离到，如放
线多孢菌属只在滨珊瑚中发现［３］，盐水孢属（Ｓａｌｉｎ
ｉｓｐｏｒａ）只在白穗软珊瑚中分离到［２４］，本实验中皮生

球菌只在扁脑珊瑚属中分离到等，因此可能存在某

种放线菌类群只存在于某种或某些珊瑚中．但是由
于目前关于珊瑚共附生放线菌的研究较少，能支撑

这一假说的证据并不充分，还需要进一步的研究来

证明．
此外，Ｈｏｎｇ等（２００９）的研究表明，珊瑚共附生

微生物群落的影响因子有环境条件、珊瑚种类、季节

性的变化和微生物的生理条件［２５］；Ｌｉｔｔｍａｎ等
（２００９）认为地理间隔的珊瑚是使微生物主导类群
有所不同的主要原因［２６］；然而 Ｒｏｈｗｅｒ（２００２）的文
章中指出同一种珊瑚尽管相隔１ａ或相隔３０００ｋｍ，
其共附生微生物群落是相同的［２７］；另一种来自

Ｋｖｅｎｎｅｆｏｒｓ等（２０１０）的观点指出，珊瑚微生物群落
同时受地理位置和珊瑚种类的影响［２８］，对比本次实

验和陈淇的实验结果，此种说法更具有说服力．从另
一个角度来看，珊瑚宿主自身也有着相应的机制来

调控其共附生生物的数量和多样性［２］，这种观点支

持了 Ｒｅｓｈｅｆ等（２００６）提出的“珊瑚益生菌假说
（ＣｏｒａｌＰｒｏｂｉｏｔｉｃＨｙｐｏｔｈｅｓｉｓ）”［２９］，该假说假定在共
附生微生物和环境条件中存在着一个动态关系，当

环境条件变化时，使得珊瑚宿主能迅速的改变共附

生微生物的数量．

３　结论
根据免培养实验结果，本次实验的各个珊瑚文

库中共附生放线菌可以划分为６６个 ＯＴＵ（９７％相
似度），盔形珊瑚ＯＴＵ数量最多，根据多样性指数分
析，具有最高的共附生放线菌多样性；３７个 ＯＴＵ属
于放线菌门，其中１５个 ＯＴＵ无法分配到指定的分
类单元，可能代表放线菌新的分类单元；２２个 ＯＴＵ
可分配到指定的属；其中丙酸杆菌科、微杆菌科和假

诺卡氏菌科为主导放线菌类群．这表明了在文库中
含有大量的新的未被鉴定的新菌株以及珊瑚样品中

潜藏的丰富的多样性．
本次实验中分得１３７株放线菌，分属１１个科，

以及２０个属，其中优势类群为分枝杆属、考克氏属
和微球属；其中，放线孢菌属柠檬球菌属和涅斯捷连

科氏属是第一次从珊瑚样品中分离到．
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