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摘要：【目的】了解湛江硇洲岛海葵样品中相关可培养细菌的多样性。【方法】运用纯培养法和基于 2$0 +T1E
基因序列的系统发育分析对样品中可培养细菌多样性进行研究。【结果】用补充 ’ U #V’ @:<4W 1-3< 的 XE、

/0L #、1E、0YE 和 MEE 培养基从海葵样品中分离到 2#$ 株细菌，通过形态观察和部分生理生化实验去冗余，

选取 !# 株具有代表性的菌株进行基于 2$0 +T1E 基因序列的系统发育多样性分析。结果表明，!# 个分离菌

株可分为 #& 个物种，属于 B 个大的系统发育类群（(?+@?A,7)=，Z-@@-QL+:7):*-A7)+?-，EA7?;:*-A7)+?-）、22 个科、2C
个属。多数菌株属于 (?+@?A,7)= 门（2D 株，!’V&[）和 Z-@@-QL+:7):*-A7)+?- 亚门（2! 株，BBVB[）。这些分离菌

株中，至少有 $ 个菌株可能代表 $ 个不同属的 $ 个新物种：J0X ’D2’’!、J0X ’D2’$C、J0X ’D2’DB、J0X ’D#’’#、

J0X ’DB’’C 和 J0X ’DB’"D 分别代表 .$"&**/0、1$*()$"&**/0、2&0"&)$"&**/0、2(-#&)$"&**/0、!*#3’(4(-$0 和 5("$’6&(70&0
属的新物种。【结论】从以上结果可以看出，湛江硇洲岛海葵中存在较为丰富的微生物物种多样性和系统发

育多样性，并且潜藏着较多的新的微生物类群（物种）。
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海洋无脊椎动物的体表和体内存在大量微生

物，它们与海洋无脊椎动物之间存在着高度特异的

共附生（共生或附生）关系［2］。研究表明，一些共附

生微生物（相关微生物）可能是某些海洋动物天然活

性物质的真正生产者［#］。因此研究海洋动物相关微

生物对海洋生物资源开发利用具有重要意义。海葵

能够产生多种生物活性物质，有些已成为潜在的抗

菌、抗癌和治疗心衰的药物［B % &］，但海葵相关微生物

资源研究目前只有零星报道［$ % "］。谢新强等［$］和郑

忠辉等［D］从海葵中分离到具有抗肿瘤或抗菌活性的

微生物菌株；蒋亭等［C］报道了黄海葵附生真菌的化

学成分分离和结构解析；Y-;S 等［"］从一个患病的海

葵里分离到一个微生物新种 83-$"&)$"/*/4 $&7#$0&$3。

然而，海葵相关微生物包括哪些优势类群？其系统

发育关系与分类地位如何？这些问题都有待研究。

本文报道了采用纯培养法和基于 2$0 +T1E 基因序

列的系统发育分析对湛江硇洲岛潮汐带海葵中可培

养细菌的系统发育多样性的研究结果，以期为相关

微生物资源的研究、保护、开发和利用提供一定的理

论依据和实践指导。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要试剂和仪器：引物由北京三博远志生物



有限 责 任 公 司 合 成；!"# 仪 系 $%&’#() 公 司（!*
+,-..）；其它试剂和仪器同文献［/.］。

!"!"# 培养基：0(（123456 2723 ++/-）购自 )489: 公

司；营养琼脂培养基（;(）：牛肉膏 < 7，蛋白胨 /. 7，
;2"= > 7，琼脂 +. 7，水 /... 1?，@ABC>；改良的 %D! +
琼脂培养基［//］：蛋白胨 E 7，酵母膏 E 7，麦芽膏 > 7，
琼脂 +. 7，水 /... 1?，@ABC+；海 水 琼 脂 培 养 基

（DF(）：琼脂 +. 7，海水 /... 1?，@ABC>；腐植酸琼脂

培养基（A((）：腐植酸 /. 7，水 /... 1?，@ABC>。复

合盐 ( 液：G"= +BC> 7，;2+"&< H 7，I6E"4J32J6 > 7，水

/... 1?；复 合 盐 $ 液：D3"= <E 7，G$3 H. 7，A<$&<

++ 7，;2+D4&< E 7，（;AE ）+ D&E /C- 7，;2+A!&E H 7，水

/... 1?。

!"# 样品的采集与菌株的分离

!"#"! 样品采集与处理：海葵样品于 +..B 年 > 月

采自广东省湛江市硇洲岛海域潮汐带（+.KH> ; L +.K
,>M ;，//.K>EM * L //.K->M *）。用无菌水将海葵样品

表面洗净，充分研碎，取 /. 7 海葵组织匀浆置于盛

有 ,. 1? 无菌水和玻璃株的三角瓶中，在摇床上

/+. 3N145振荡 -. 145，双层纱布过滤，滤液用于菌株

分离。

!"#"# 菌株的分离与培养：以 0(、改良的 %D! + 琼

脂培养基、;(、DF( 和 A(( 等作为分离基础培养基

培养基，分别添加复合盐 ( 液 +. 1?N? 和复合盐 $
液 / 1?N?（0( 除 外），并 添 加 .、.C>、/C.、/C> 和

+C. 1:=N? ;2"=，倒平板。取 .C+ 1? 一定浓度的样品

稀释液涂布平板，于 +HO培养 B L +H P。挑取单菌落

用相应的培养基进行四分体划线纯化，所得纯培养

物制成冻干牛奶管，同时接种于相应的斜面培养基，

保藏于 EO备用。

!"$ 基于 !%& ’()* 基因序列的系统发育分析

基因组 );( 的提取、/-D 3#;( 基因的 !"# 扩

增和序列测定按 "Q4 等［/+］使用的方法进行。根据测

序结果，用 $?(DR 搜索程序从 S65$25T 等公共数据

库中调出相似性较高的相关菌株的 /-D 3#;( 基因

序列。序列比对、相似性计算、进化距离矩阵估算、

聚类分析、系统进化树的构建和系统进化树的拓扑

结构稳定性分析评估参照文献［/.］所用方法进行。

# 结果和分析

#"! 菌株的分离

根据菌落大小、形态、颜色等特征，挑取分离平

板上的单菌落进行四分体划线纯化，用显微观察法

检查纯化情况，最终从本次采集的样品中分离到

/+- 株纯培养物。从不同培养基分离效果来看，以

添加 .C> L /C> 1:=N? ;2"= 的 0( 和 ;( 培养基分离

到的菌落最多，菌落形态较丰富，而不添加 ;2"= 和

添加 +C. 1:=N? ;2"= 的 0( 和 %D! + 培养基，及添加

. L +C. 1:=N?;2"= 的 DF( 和 A(( 培养基，菌落形成

单位少，且菌落形态单一。

#"# 海葵相关细菌的类群多样性

通过菌落特征和显微形态观察，及耐盐实验等

部分生理生化实验结果去重复，最终从 /+- 个分离

菌株中选取 E+ 个代表性菌株进行基于 /-D 3#;( 基

因序列的系统发育多样性分析。这 E+ 个分离菌株

的 /-D 3#;( 基因序列提交 ;"$% 进行注册，注册号

为 *U>H<B+E L *U>H<B+- 和 *U,+>>,B L *U,+>-<,。

用 $=2VJ 搜索软件从 S65$25T、*0$? 和 ))$W 等公共

数据库中进行相似性搜索，调出相似性最高的相关

菌株的 /-D 3#;( 基因序列，并调出相关属有效发表

种的典型菌株的有效序列，用相关软件进行序列比

对、相似性计算、进化距离矩阵计算、聚类分析和系

统进化树构建等系统发育分析，主要结果见图 /。

结果表明，E+ 个分离菌株属于细菌域的 < 个大

的系 统 发 育 类 群（(9J45:X29J6342，I43149QJ6V，S2112’
!3:J6:X29J6342）、// 个科（(=J63:1:52P29626，$294==29626，
$36Y4X29J63429626，)6312X29J6329626，A2=:1:52P29626，
!=25:9:9929626，!V6QP:2=J63:1:52P29626，!V6QP:5:923P42’
9626，;:923P4:@V29626，DJ2@Z[=:9:9929626，\4X34:529626）、

/H 个 属（ !"#$%&’&()*，+),-"".*，+%),/01),#$%-.’，

+%$2-1),#$%-.’，3)"&1),-"".*，3)"&’&()*，4&,)%5-&6*-*，
7,$)(&1),-"".*，8-*,-1),-"".*，8")(&,&,,.*，8&(#-1),-"".*，
8*$.5&)"#$%&’&()*，8*$.5&(&,)%5-)，9)"-(-,&,,.*，9)"-(-’
2-1%-&，9#)6/0"&,&,,.*，:-1%-&，:-%;-1),-"".* ）。 其 中

I43149QJ6V 门菌株所占比例最大（/B 株，E.C>]），其

次是 S2112’!3:J6:X29J6342 亚 门（/E 株，<<C<]）和

(9J45:X29J6342 门（// 株，+-C+]）。

#"$ 海葵相关细菌的物种与遗传多样性

在 /H 个属中，按 /-D 3#;( 基因序列相似性小

于 ,B]的菌株归为不同物种计［/<］，E+ 个分离菌株可

以归为 +> 个物种。除了 WD0 .B<.,<、WD0 .B<//H、

WD0 .B<//-、WD0 .B<.HH 与相关有效发表种的典型

菌株的 /-D 3#;( 基因序列相似性为 /..]外，其它

分离菌株与其相关有效发表种典型菌株的序列相似

BE+肖怀东等：湛江硇洲岛海葵相关可培养细菌系统发育多样性 ^ N微生物学报（+..,）E,（+）



性在 !"#$% & !!#!%之间，说明大部分菌株与其系

统发育关系最密切的典型菌株之间存在较大的遗传

差异。值得指出的是，"’ 个株菌中有 ( 株的 )(*
+,-. 基因序列与相关有效发表种的典型菌株的序

列存在较大差异（图 ) 中黑体字体标注菌株），可能

各自代表了 ( 个已知属的 ( 个新物种。其中菌株

/*0 12)11"、/*0 12’11’ 和 /*0 1231!2 经多相分类

（4567489:;< =9>5?5@7）已经被确定其分别代表了 3 个

属 的 新 种，分 别 被 命 名 为 !"#$%%&’ ()$*+,&)(’$’，
-,(.$/"#$%%&’ %$.,0"%$’ 和 1,#"02$,3’$’ %$.,0"%$’。有关论

文已经向 A/*B0（ 4(.)0(".$,("% 5,&0("% ,6 78’.)9".$# "(2
:;,%&.$,("08 <$#0,/$,%,=8 ）投 稿。 另 外 菌 株 /*0
12)1($、/*0 12)123 和 /*0 12311$ 与其系统发育关

系最密切的已知物种间存在较大差异，可能分别代

表了 >"%,/"#$%%&’、-$’#$/"#$%%&’ 和 ?%.)0,9,("’ 属的新

种。这些菌株的多相分类工作正在进行中。

图 ! 基于 !"# $%&’ 基因序列构建的海葵相关可培养细菌的系统发育树
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! 讨论

本文采用纯培养法和基于 !"# $%&’ 基因序列

的系统发育分析对海葵相关可培养细菌的多样性进

行研究。用于系统发育分析的 () 个代表株菌归属

于 * 个大的系统发育群、!! 个科、!+ 个属，可以分为

), 个物种，其中至少有 " 株可能代表新种。而且，

大部分分离菌株与其系统发育关系最密切的已知物

种典型菌株之间的 !"# $%&’ 基因序列都有一定差

异。这些结果揭示了海葵相关可培养微生物较丰富

的多样性。

已有报道，在太平洋和大西洋海域中 -.//.0
1$23425.634$7. 亚 群 是 占 优 势 的 微 生 物 类 群［!(］。

8493:6;4< 等利用 !"# $%&’ 基因特异性探针对地中

海海绵 ! = "#$%&’%(" 进行杂交时，也发现 -.//.0
1$23425.634$7. 类群的微 生 物 在 海 绵 组 织 中 大 量 存

在［!,］。本文的结果表明 -.//.01$23425.634$7. 亚群也

是海葵中的优势微生物类群之一。此外，研究还表

明，’<34$2/29.>.64.4，?.67<<.64.4，@4$/.5.634$.64.4，
1:4A>2.<34$2/29.>.64.4， #3.B;C<26266.64.4 和

D75$729.64.4 科的菌株是海洋无脊椎动物相关细菌

的常见类群［!" E !+］。本研究在海葵样品中均分离到

了较多的这些类群的菌株，这些结果表明海葵相关

的细菌类群组成与其它海洋无脊椎动物具有相似

之处。
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科学出版社新书推介（/JJbS*/）

酵母遗传学方法实验指南（/JJN 版）（译）

（美）WR,R安伯格 等编著 霍克克 主译

O‘bS‘SJ_SJ//IJNS* e NIRJJ /JJb 年 */ 月 出版

内容简介：本书作为冷泉港实验室出版社的经典酵母实验教程的第二版，收录了酵母研究中最

常用的减数分裂作图、转化、基因置换等实验，以及酵母蛋白抽提、活体染色、=QU 分离等 /b 种

技术方法。文字简洁明了，内容全面而详细，兼顾经典和前沿，是该领域的权威之作。

适合于大学院校、科研单位的教师、学生及研究人员作为实验指导书，亦可供从事酵母相关

生物制品行业的科技人员参考。
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