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黄海繁茂膜海绵中微生物多样性的研究

徐君怡 靳 艳 虞星炬 金美芳 张 卫"

（中国科学院大连化学物理研究所 海洋生物产品工程组 大连 %%6$#3）

摘 要：构建了中国黄海繁茂膜海绵中细菌 %6M /N0O克隆，对其遗传多样性进行了分析，发现海绵中相关细菌 %6M
/N0O基因主要归类于紫硫细菌门（!"#$%#&’($%")’）中的!=亚门、"=亚门，和放线菌门（*($)+#&’($%")’）等类群。所获得的
%6M /N0O序列与 P.D5:DQ中的已知序列差异较大，反映出该海绵存在尚未发现的微生物新信息。
关键词：黄海，繁茂膜海绵，%6M /N0O序列，多样性

中图分类号：R13 文献标识码：O 文章编号：$$$%=6#$1（#$$!）$"=$"26=$!

海绵能够产生大量具有药用价值的天然活性物

质。海绵中的很多活性物质都是海绵共生微生物产

生的［%，#］，通过对海绵共生微生物大规模培养可以解

决海绵药源供给不足的问题。因此研究海绵微生物

的多样性，以期得到能够产生活性物质的菌株，尤其

是对微生物新种的筛选和培养已逐渐成为该领域的

研究前沿。

海绵相关微生物占海绵干重的 "$S，且种类繁
多［3］。但是很多微生物无法用常规的培养方法培养

得到，这就限制了对海绵中微生物多样性的研究。

随着分子生物学方法的发展，应用 %6M /N0O提取、
克隆、测序等技术获得海绵体内微生物的信息，能够

完整的描述海绵中微生物多样性。通过进化关系上

的分析及其他已获得培养的微生物的信息，指导进

化关系上相近的海绵中未可培养微生物的分离、培

养［!］。

繁茂膜海绵产于我国黄海潮间带，其粗提液表

现出较强的抗菌活性，我们已从该海绵中分离得到

了具有很强抗菌和抗肿瘤活性的菌株。本文以黄海

繁茂膜海绵为研究对象，通过对该海绵相关细菌

%6M /N0O克隆的构建与分析，研究其相关微生物多
样性。

! 材料和方法

!"! 样品的采集
海绵活体样本采集自大连石槽海域潮间带，采

到的海绵组织马上放入装有海水的塑料袋中避免与

空气接触。海绵种属由中国科学院海洋研究所李锦

和研究员鉴定：寻常海绵纲（,%-#./#+0)’%），软海绵
目（1’2)(3#+4")4’），膜海绵科（1’2)(3#+4"))4’%），繁茂
膜海绵（15-%+)’()4#+ /%"2%6%）。
!"# 试剂

7:T:U: 7* 8’9，HVN%<=7 &.+,’/，W=P:(，XY7P，
:-’#（%$Z8$[）和 ;(#*%$1#（%"Z8$[），N0O V:/Q./
N[#$$$均购自 7:T:U:公司。

%6M /N0O扩增引物：正向引物 "%1\（;.(3%")(3)’
(#2) -:]. "%1 ,’ "36）为 "^=4OP4OP44P4PP7OO7O4=
3^；反向引物 %!$6/（; ) (#2) -:]. %!#$ ,’ %!$6）为 "^=
O4PPP4PP7P7P7O4=3^由大连 7:T:U:公司合成。
!"$ 海绵相关微生物 !%& ’()* +,-扩增和克隆
!"$"! 海绵及相关微生物总 N0O 的提取：参照
_.-],./等［!］和 V./:D,.等［"］的方法进行。
!"$"# 海绵相关微生物 %6M /N0O 的 Y4U扩增：以
纯化后的海绵及相关微生物总 N0O为模板，以 "%1\
（"^=4OP4OP44P4PP7OO7O4=3^），%!$6/（"^=O4PPP=
4PP7P7P7O4=3^）为引物，通过 Y4U 直接扩增出海
绵相关微生物的 %6M /N0O。反应体系："$[ %$ ‘ [O
Y4U 缓冲液（VE# a H(K]），<$[ G07Y（#b"??’(8[
.:+C），$b"$[ "%1\ H/@?./（#$$?’(8[），$b"$[ %!$6/
H/@?./（#$$?’(8[），$b"$[ 7:T:U: 7* 8’9，%$[ 模板
（海绵及相关微生物总 N0O），3!b"$[ Gc#*，总体积

"$$[。反应条件：1!d 3?@D；1!d %?@D，"2d %?@D，



!"# $%&’()，*+次循环；!"# "’()。
!"#"# ,-.产物克隆：将 ,-.产物纯化处理后连接
/01$234 56789:，转化大肠杆菌 ! ; "#$% <0$+=感受态
细胞。在含有 >3?@A、B,4C、D’/(7(AA()的 E3琼脂平板
培养基上培养，选择 D’/:转化子菌落。
!"$ !%& ’()*的限制性片断长度多态性（+,-.’/01
./23 4’567,3. 8,36.9 :2;<72’=9/-7，+48:）分析
随机挑选白色菌落，用 ,-. 法确认克隆载体

/01$234 56789: 中插入片段的长度大小［F］。使用
/01$234 56789: 上克隆位点的侧翼引物 G6HI6)7()?
,:(’6: .530（&J3DC-CCD4DD-DD444-D-D-DCC3*J）
和 G6HI6)7()? ,:(’6: 0$*3K!（&J3-C--DCCC4444-3
--DC4-D-CD-3*J）进行 ,-. 反应。确认成功转化
的 ,-.产物克隆（4D -A9)()?），将其扩增产物纯化处
理后，取 &IE在 *!#使用 &’(!和 !"#L$+=B进行双
酶切 $M，酶切产物经 "N的琼脂糖凝胶电泳分析。
!"> !%& ’()*序列分析
经过 .OE,分析，样品的 4D 克隆由 4@P@.@ 公

司进行测序。将所测的 $FG :1QD 序列与 C6)R@)S
数据库中的序列进行比较，从数据库中得到相关种

属的 $FG :1QD序列信息，使用 -AIT8@A>（56:T(9) $%2）
等软件进行多序列比对及系统发育树的构建。

!"% 海绵组织的透射电镜分析
将新鲜采集的海绵组织切成 +%&7’*小块，在

"N戊二醛固定液中浸泡 KM，用 ,RG缓冲液洗 &次。
在 &+N，!+N，2+N，=+N的乙醇中脱水各 "+’()，
$++N的乙醇脱水（"+’()）"次，*+#置包埋液中处理
$"M，F+#过夜处理，切片，染色。制得的切片用
<U03"+++U>透射电镜进行观察［!］。

? 结果和讨论

?"! 海绵中微生物分布的透射电镜观察
通过透射电镜观察到海绵组织的细胞间质和细

胞内部都存在一定数量的微生物，主要形状是球状

和杆状。分布于细胞间质中的微生物数量较多，而

存在于海绵细胞内的微生物数量相对较少，这部分

胞内微生物通常属于海绵共生微生物，用传统的分

离技术一般无法得到。

?"? 限制性片断长度多态性分析（+48:）
构建了黄海繁茂膜海绵相关微生物的$FG :1QD

克隆。在获得的近千个转化子中随机选取 $="个，用
G6HI6)7()? ,:(’6: .530 和 G6HI6)7()? ,:(’6: 0$*3K!
作为反应引物进行 ,-.扩增。插入片段的长度大
约在 22!V/，加上两端的侧翼引物 $&&V/，因此 ,-.

产物长度在 $+K"V/左右的转化子都认为是成功转
化的 4D克隆，在 $="个转化子中获得了 $22个成功
转化的 4D 克隆，用限制性内切酶 &’( ! 和
!"#L$+=B将这 $22个 4D克隆的 ,-.扩增产物进行
双酶切，酶切片段经 "N的琼脂糖凝胶电泳分析，得
到 $22条电泳谱图。其中 *"个样品谱图中电泳条
带明显不同（图 $）。最终挑选其中编号为 *，!，$K，
"&，*+，K*，KK，F&，!*，!=，22，2=；+*，+K，+F，+$$，+"$，
+**，+&!，+F$，+2+这 "$个样品进行序列测定。

图 ! 限制性片段长度多态性分析
O(?;$ .6T8:(78(9) W:@?’6)8 A6)?8M /9AX’9:/M(T’ @)@AXT(T

0; 1QD 0@:S6: 1E" +++；L8M6:T @:6 T@’/A6T;

?"# 繁茂膜海绵相关微生物 !%& ’()*序列的相似
性比较和系统发育分析

将测得的 "$ 个序列信息分别输入 C6)R@)S 中
进行比较，!个序列与真核生物的 $2G :1QD序列相
似性为 =2N，其中 Y+K、Y+"$、Y"&、Y+&! 属于真菌，
Y+**、YK*、YKK 属于红藻，需要获得它们的线粒体
或叶绿体基因信息才能进一步鉴定。其他 $K 个样
品，F 个序列属于"3)*#+,#-("+,*%( 类群、! 个序列属
于#3 )*#+,#-("+,*%( 类群、$个序列属于 ."+%/#-("+,*%(
类群（表 $）。使用 -AIT8@A>（56:T(9) $%2）等软件进行
多序列比对及系统发育树的构建，结果分别见图 "、
图 *和图 K。

"3)*#+,#-("+,*%( 类群是陆地土壤环境以及海水
中占优势的类群［2］，繁茂膜海绵采集于靠近城市生

活区的浅海潮间带，通过滤食陆地流入海中的微生

物，其体内存在大量的"3)*#+,#-("+,*%( 类群微生物
是合理的。在进化关系上，这 F个克隆和鞘氨醇单
胞菌属等专性好氧微生物关系比较接近，可能是需

氧的微生物类型。其中 Y!、Y2=、Y*、Y!=构成一簇，
和其他种属的微生物自然分开，和 C6)R@)S中比对
的已知序列相似性低，很可能是海洋中特有的微生

物新属种。Z6VT86:等［K］对澳大利亚大堡礁附近海
绵 01#2($#,%3,4 #3#*(-%$, 的微生物多样性分析中，未
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表 ! 繁茂膜海绵相关微生物 !"# $%&’克隆的序列分析
!"#$% & ’%()%*+% "*"$,-.- /0 -1/*2%3"--/+."4%5 #"+4%6." &7’ 689: +$/*%- /0 !"#$%&’(&)*% +$,-$.$ +/$$%+4%5 .* ;<.*" =%$$/> ’%"

;$/*%
*)?#%6

’%()%*+%
$%*24< #1 @%0%6%*+% -46".*- "*5 -.?.$"6.4, A"$)%- ’)#26/)1

BC DDE /*.*0+1&%2*3&4# 043’,(5&(4# DFG !36,*5$*3’(5$,&’
BHF DDF 9/A/-1<.*2/#.)? -)#"6+4.+)? DFG !36,*5$*3’(5$,&’
BI DD& )*+)$4)6%5 "$1<" 16/4%/#"+4%6.)? .* 4<% ?"6.*% -1/*2% D7G !36,*5$*3’(5$,&’
BIC DJK ?"6.*% #"+4%6.)? DIG !36,*5$*3’(5$,&’
BID DKC /*.*0+1&%2*3&4# 043’,(5&(4# DFG !36,*5$*3’(5$,&’
BKD DK7 L$#% @.A%6 -*/> .-/$"4% #"+4%6.)? KDG !36,*5$*3’(5$,&’
BHC DDF -)$0)63/M.5.N.*2 #"+4%6.)? K7G "36,*5$*3’(5$,&’
BH&& DDK O)+.*" *"--)$" 2.$$ -,?#./*4 K7G "36,*5$*3’(5$,&’
BCH DK7 -)$0)63/M.5.N.*2 #"+4%6.)? 06/? " <,56/4<%6?"$A%*4 >"4%6 K7G "36,*5$*3’(5$,&’
BH7& DKI )*+)$4)6%5 2"??" 16/4%/#"+4%6.)? 06/? :*4"6+4.+ ;/*4.*%*4"$ ’<%$0 ’%5.?%*4 DHG "36,*5$*3’(5$,&’
B7J DKC -)$0)63/M.5.N.*2 #"+4%6.)? 06/? " <,56/4<%6?"$A%*4 >"4%6 K7G "36,*5$*3’(5$,&’
BHKH DKF )*+)$4)6%5 P"+4%6/.5%4%- #"+4%6.)? DDG "36,*5$*3’(5$,&’
BKK DII Q*+)$4)6%5 R%66)+/?.+6/#." #"+4%6.)? 06/? 4<% :6+4.+ S+%"* D7G "36,*5$*3’(5$,&’
B&F DKK )*+)$4)6%5 #"+4%6.)? 06/? ?"6.*% -"$.*.4, ?%6/?.+4.+ $"T%- DIG :+4.*/#"+4%6."

图 ( !)!"#$%#&’($%")’ 类群 !"# $%&’序列 &)*系统发育
树分析

U.2VE 9%.2<#/63W/.*.*2 1<,$/2%*%4.+ 46%% 06/? 4<% "*"$,-.- /0 &7’ 689:

2%*% -%()%*+% 06/? +$/*%- +$)-4%6.*2 >.4<.* 4<% 16%5/?.*"*4$,!36,*7

5$*3’(5$,&’

发现!36,*5$*3’(5$,&’ 类群微生物的存在。海绵
8 V *)*,’3&-$采集于 &C米深的水下且环境污染相对
较轻，两者微生物种群之间的不同可能来自海绵生

长地域及种属的差异。

由图 F可见，在"3 6,*5$*3’(5$,&’ 类群中，BH7&、
B7J、BCH、BHC、BHKH、BH&&、BKK 大多都和未可培养
的微生物相关。在这个发育树中，BHKH 与从 8%$"3
>"6%河河口分离到的不可培养 9’(5$,*&)$5$0 0+ V的相
似性达到 DDG，可以认为是同一种微生物。BHC，
BCH，B7J，BH&&与 X%*P"*T中能找到的最相近序列
的相似性都为 K7G，可能都是新发现的基因序列，

图 + ")!"#$%#&’($%")’ 类群 !"# $%&’序列 &)*系统发育
树分析

U.2VC 9%.2<#/63W/.*.*2 1<,$/2%*%4.+ 46%% 06/? 4<% "*"$,-.- /0 &7’ 689:

2%*% -%()%*+% 06/? +$/*%- +$)-4%6.*2 >.4<.* 4<% 16%5/?.*"*4$,"36,*7

5$*3’(5$,&’

而和这 : 个克隆进化关系比较接近的拟杆菌属
（9’(5$,*&)$0）等微生物是厌氧类型。已有报道，在太
平洋和大西洋的海域中"36,*5$*3’(5$,&’ 亚群是占优
势的微生物类群［K］，本文的结果表明"36,*5$*3’(5$,&’
亚群也是繁茂膜海绵中发现的优势微生物菌群。

所分析的样品中仅有一个放线菌 B&F，相对于
其他两大优势类群数量偏少，该序列与一株从盐水

湖中发现的未可培养的放线菌（:U&FEDCF）&7’ 689:
序列相似性为 DIG。
和繁茂膜海绵中 &7’ 689:克隆进化关系相近
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图 ! !"#$%&’("#)*$( 类群 "#$ %&’(序列 ’)*系统发育
树分析

!"#$% &’"#()*+,-*".".# /(01*#’.’2"3 2+’’ 4+*5 2(’ 6.6107"7 *4 89: +;,

&< #’.’ 7’=>’.3’ 4+*5 31*.’7 31>72’+".# ?"2(". 2(’ /+’@*5".6.210 !"#$%

&’()"#*+$)

的微生物既有好氧的类型，也有厌氧的类型。一般

认为海绵由于不停地吞吐海水，其体内的氧气供应

是充足的，因此海绵中存在厌氧微生物的几率较

小［A］。但是已有报道在海绵体内存在着兼性厌氧微

生物，通过进化关系上的推断，在繁茂膜海绵中也存

在着厌氧的微生物类群，意味着在海绵体内不同空

间存在着供水能力的差异，这为好氧微生物和厌氧B
兼性厌氧微生物的共存提供了环境。

本文通过对黄海繁茂膜海绵中相关微生物

89: +;&<克隆的构建与分析，对繁茂膜海绵相关微

生物的种群分布有了总体的了解，并发现了该海绵

中存在较多未培养微生物的遗传信息。这一研究结

果对该海绵相关微生物资源的开发应用具有一定的

指导意义。
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