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基于 !"#$%&&’指纹的南海海绵共附生细菌
优势种群的揭示与系统发育分析

何丽明，李志勇"，吴 杰，胡 叶，蒋 群
（上海交通大学生命科学技术学院 海洋生物技术实验室 上海 $%%$!%）

摘 要：采用 FGH5IJJ6指纹、克隆测序和系统发育分析技术较系统地对我国南海贪婪倔海绵（!"#$%&’ ’(’)’）和澳
大利亚厚皮海绵（*)’+$&,,’ ’-#.)’,$&+#$#）共附生的优势细菌进行了研究。研究发现变形菌门（/)0.&01’2.&)$’）细菌是这
两种海绵中的主要优势细菌，贪婪倔海绵中的变形菌包含了!、"、#三种类型，而澳大利亚厚皮海绵中仅有#一种
类型。两种海绵都有拟杆菌（3’2.&)0$%&.&#），但是具体的种类不同。这些细菌都是第一次在海绵中被发现。澳大利
亚厚皮海绵共附生的优势细菌还包括放线菌属（42.$+01’2.&)$-5）及厚壁菌门（6$)5$2-.&#）细菌，菌群多样性要比贪婪
倔海绵的丰富。两种海绵尽管来自于同一海域但其共附生优势细菌的组成明显不同，这说明海绵共附生微生物具

有宿主特异性。
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海绵是海洋中营固着生活的一类多细胞后生动物，体壁

上有许多小孔或管道与外界或中央腔相通，依靠过滤海水获

得营养，也因此成为海洋微生物的良好宿主，海绵共附生微

生物可以达到海绵体积的 !%N以上。海绵是目前海洋活性
物质发现最多的海洋生物之一，海绵共附生微生物可能在海

绵活性物质产生方面起着重要作用。

当前海绵共附生微生物的研究主要涉及海绵微生物分

离、微生物多样性、代谢产物［*，$］。现代分子生物学技术在生

态学研究中的应用大大推动了微生物学的发展，使人们可以

避开传统的分离培养过程而直接探讨自然界中微生物的种

群结构及其与环境的关系。对于海绵，由于绝大多数共附生

微生物不易分离培养，分子技术成为揭示多样性的主要手

段［#］。变性梯度凝胶电泳（IJJ6）自从 *))#年被应用到土壤
复杂的微生物区系组成揭示以来［!］，已经成为微生物分子生

态学研究的重要技术手段，尤其适合对不同研究对象或者不

同时间或空间的某一对象体内微生物组成的分析比较。

国内海绵的研究多集中在活性物质分离方面，对于海绵

共附生微生物的研究才刚刚开始，并多限于常规技术的微生

物分离、活性菌筛选［E，"］，对于海绵共附生微生物组成多样性

的研究很少［’，&］。我们采用透射电子显微镜技术对南海细薄

星芒海绵体内的微生物分布进行了观察［)］，同时对海绵共附

生微生物的协同效应进行了研究［*%］，并在国内首次采用

FGH5IJJ6技术对四种南海海绵原位的细菌组成与部分可培
养的细菌种群进行了比较［**］。目前我们已经从我国南海的

贪婪倔海绵（!"#$%&’ ’(’)’）和澳大利亚厚皮海绵（ *)’+$&,,’

’-#.)’,$&+#$#）中分离筛选出了具有广谱、高效的抗菌活性
菌［"，*%］。为了从海绵中分离更多的活性菌，非常有必要了解

这两种海绵的微生物种群组成情况，同时这两种海绵共附生

微生物组成的信息国际上还没有研究报道，因此具有重要意

义。本文通过 FGH5IJJ6指纹技术结合克隆测序和系统发
育树分析技术系统地对贪婪倔海绵（!"#$%&’ ’(’)’）和澳大利
亚厚皮海绵（*)’+$&,,’ ’-#.)’,$&+#$#）共附生的优势细菌进行揭
示。

( 材料和方法

()( 材料
()()( 海绵：贪婪倔海绵 !"#$%&’ ’(’)’（KBD79A?）、澳大利亚
厚皮海绵 *)’+$&,,’ ’-#.)’,$&+#$#（G8L?.L）均采自我国南海三亚
周边海域，并由中国科学院海洋研究所李锦和研究员鉴定。

论文中分别用其拉丁名的第一个字母 I和 G表示。

()()* 主要试剂和仪器：IJJ6分析系统（O9P5L8A，QK/），FGH
仪（RSO/TI，QK/），R5*微型混合器（上海康禾光电仪器有限
公司，中国），QMT05*%柱式 IM/纯化试剂盒（上海生工生物
技术公司，中国），FQG753 载体、IRE!感受态细胞、*%UFGH
缓冲液和 K,V.L 38W酶（上海申能博彩生物试剂公司，中国）。
()* 海绵共附生微生物总 %+,的提取
无菌条件下将海绵样品切成约 $77# 的小块，放入置于

冰块上的无菌研钵中加入 36（VR&X%）研磨后提取总 IM/［*$］。
()- (./ 0%+,$1-的巢式 !"#扩增
以提 取 的 总 IM/ 为 模 板，以 通 用 引 物 &Y（ EZ5



!!"!"!###!"#$"%$#!!$#&’’）与 ()*+（ ,-&$$"!!!#"#
$#""#$$#!##&’-）为上下游引物扩增海绵细菌 ./" 的 012
+3/"基因片段。4$3热循环条件为：)56 ,789；)56 0789，
,(6 0789，(:6 :789，:, 次循环；(:6 :789。以获得的 4$3
产物为模板，采用引物 4:（,-&"##"$$ !$!!$#!$#!!&’-）与
4’（ ,-&$!$$$!$$!$!$!$!!$!!!$!!!!$!!!!!$"$!!!!
!!$$#"$!!!"!!$"!$"!&’-）进行 012 +./"&;’ 扩增。4$3
热循环条件为：)56,789，1,60789；)56’<=，1,6（ > <?,6%循
环）’<=，(:60789，:0次循环；)56’<=，,,6’<=，(:60789，,次
循环；(:6’789；56保存备用。用 0?,@的琼脂糖凝胶电泳
检测，AB染色观察。
!"# 变性梯度凝胶电泳（$%%&）
采用 .!!A分析系统进行。*@聚丙烯酰胺（’(?, C 0），变

性剂尿素与去离子甲酰胺的线性梯度为 ’<@ D ,<@。在
1<6、0,<;下电泳 5?,E，银染后拍照分析。
!"’ 优势条带的回收、克隆和测序
将 .!!A图谱中清晰的优势性条带标记后割胶回收、捣

碎，加入 #A（FG，*?<）浸泡、离心后取上清作为 4$3的模板进
行 4$3 扩增。所用引物是：40（,-&$$#"$!!!"!!$"!$"!&
’-）和 4:（,-&"##"$$!$!!$#!$#!!&’-）。4$3 反应程序为：
)56’<=，,,6 ’<=，(:6 0789，:< 次循环；(:6 ’789。将经过
H/IJ&0<柱纯化的 4$3产物用 #5./"连接酶与载体 4H$7&#
酶连，然后热激转化 ! K "#$% .G ,!感受态细胞。以氨苄青霉
素（0<<"L%7M）抗性和蓝白斑筛选选择阳性转化子，沸水浴
煮沸、离心后取 :"M上清进行 4$3扩增确认阳性克隆。所用
引物为载体引物 #( 及 N0’，4$3 扩增体系和程序与 012
+./"&;’区扩增相同。送样到上海博亚生物技术公司进行
测序。采用 BOP=Q进行序列比对。采用软件 $OR=QPO S0?*0及
NTLP# K TUT以 /&V法进行系统发育树分析（采样量 0<<次）。

( 结果和讨论

("! !)* +$,-./0的巢式 123扩增
贪婪倔海绵 &’(%)*+ +,+-+、澳大利亚厚皮海绵 .-+/%*$$+

+0(1-+$%*/(%(总 ./"经过巢式 4$3扩增后得到约 :<<WF 的 012
+./"&;’片段，具有较好的扩增特异性。
("( 变性梯度凝胶电泳（123.$%%&）
图 0是贪婪倔海绵、澳大利亚厚皮海绵共附生的优势细

菌的 012 +./"&;’的 4$3&.!!A图谱及聚类分析结果。从实
验结果来看贪婪倔海绵、澳大利亚厚皮海绵共附生细菌种类

比较丰富。聚类分析证实两种海绵的优势共附生细菌组成

相似性不高，具有明显的差异。

("0 序列比对与系统发育树分析
对贪婪倔海绵、澳大利亚厚皮海绵优势共附生细菌的

012 +./"&;’的 4$3&.!!A图上条带进行标记，贪婪倔海绵
有 05条，用 .0⋯⋯.05表示；澳大利亚厚皮海绵有 0<条，用
$0⋯⋯$0<表示。将这些代表优势细菌的条带割胶回收、克
隆测序，提交 !T9BP9X 得到 :5 个序列注册号 "Y)5((:)&’*，

图 ! 贪婪倔海绵、澳大利亚厚皮海绵共附生细菌的
$%%&图谱及聚类分析
Z8LK 0 &’(%)*+ +,+-+ P9[ .-+/%*$$+ +0(1-+$%*/(%( P==\]8PQT[ WP]QT+8PO

4$3&.!!A ^89LT+F+89Q= P9[ ]OR=QT+89L P9PO_=8=K .：&’(%)*+ +,+-+；$：

.-+/%*$$+ +0(1-+$%*/(%( K

"Y)5((’)&,:。进行序列比对与系统发育分析的结果见表 0
和图 :、图 ’。
表 0显示现有数据库中的细菌与海绵优势细菌具有很

高的相似性，除 .:、.1、.(、.*、.0<、.05和 $0外相似性都在
)*@以上。与 .(最相近的细菌是在美国加利福尼亚州的一
个高碱湖中发现的；与 .00 具有最高相似度的丙烯脱氮菌
2"%)#,#-+3 =FK0:N(与废水处理关系密切；与 $5相似度最高
的嗜冷杆菌 "/#)0(0（ 4(’"5-#6+"1*- =FK "/#)0(0）（相似度为
))@）主要分布在地球两极寒冷地带；与 $,具有最高相似度
的海洋细菌 ‘NN’)’(（相似度为 ))@）是由朝鲜研究者从一
种绿藻中分离的属于黄杆菌科（ 7$+,#6+"1*-%+"*+*）的海洋细
菌。但这些细菌在海绵中被发现还是第一次。

图 :显示，贪婪倔海绵共附生的优势细菌主要分成 :个
组：0<个属于变形菌门细菌 4-#1*#6+"1*-%08（L+\RF0），5个属于
拟杆菌门 9+"1*-#%)*1*(（L+\RF:）。在 L+\RF0中包括了变形菌门
的!&4-#1*#6+"1*-%+（5 株）、"&4-#1*#6+"1*-%+（5 株）#&4-#1*#6+"1*-%+
（:株）’个亚类；L+\RF:中有黄杆菌属细菌 7$+,#6+"1*-%+ 和鞘
氨醇杆菌 :;5%/<#6+"1*-%+。图 ’ 显示澳大利亚厚皮海绵共附
生的优势细菌可以分成 5 个组：, 个属于 变形门菌
4-#1*#6+"1*-%08（L+\RF0），:个属于拟杆菌 9+"1*-#%)*1*(（L+\RF:），0
个属于放线菌 2"1%/#6+"1*-%08，:个属于厚壁菌 7%-8%"01*(。前
两类在贪婪倔海绵中也存在，但贪婪倔海绵中未发现后两类。

显而易见，澳大利亚厚皮海绵共附生的优势细菌种类要比贪

婪倔海绵丰富，来自于同一海域的两种不同海绵共附生微生

物的种类明显不同，这提示海绵共附生微生物具有宿主特异

性。这也可能是不同海绵具有不同活性物质的一个原因。

**5 GA M8&789L *1 +$ K %2"1+ =%"-#6%#$#<%"+ :%/%"+（:<<1）51（’）



表 ! 贪婪倔海绵、澳大利亚厚皮海绵共附生细菌 "##$指纹图对应单个条带的序列比对分析
!"#$% & ’%()%*+%, "*"$-,., /0 123 4%+/5%4%6 04/7 ,.*8$% #"*6 .* 199: 0.*8%4;4.*<, /0

#"+<%4." ",,/+."<%6 =.<> ,;/*8%, !"#$%&’ ’(’)’ "*6 *)’+$&,,’ ’-#.)’,$&+#$#
?$/*% 2/@ A1 ?$/,%$- .6%*<.0.%6 ;>-$/8%*%<.+ 4%$"<.5%, ’.7.$"4.<-BC

1& 3DEFGGHE 3DHIE&HE（/,&0#$&,,’ 1+&-23+$’&） &JJ
1K 3DEFGGFJ 3LGMIMJJ（4,5’,$6&+&# ,;@ NOK&EHE） EH
1H 3DEFGGF& 3DGHEIIK（7)".8)30’5.&) ,-.&3,-# ,<4".* ’PO&JE） EE
1F 3DEFGGFK 3DIQ&JGJ（9$:$3,,’ 1’)’63)$’& ,<4".* RSSIJKE） &JJ
1Q 3DEFGGFH 3DFFHJFK（;#"58)30’5.&) ,;@T’QHKH） &JJ
1I 3DEFGGFF 3DFFHJFK（;#"58)30’5.&) ,;@T’QHKH） EG
1G 3DEFGGFQ 3UQJGMIG（V*+)$<)4%6 9’5.&)3$%&.&# 0’5.&)$-2） EQ
1M 3DEFGGFI 3DFEFIGI（V*+)$<)4%6 9’5.&)3$%&.&# 0’5.&)$-2） EI
1E 3DEFGGFG 3DIQ&JGJ（9$:$3,,’ 1’)’63)$’& ,<4".* RSSIJKE） &JJ
1&J 3DEFGGFM 3D&GMJMJ（<8$:30$’5&’& 0’5.&)$-2 ?;)# F） EG
1&& 3DEFGGFE 3W&KJHHM（45$%3(3)’= ,;@&KSG） EM
1&K 3DEFGGQJ 3UFIJMIE（>’)$+& 0’5.&)$-2 ’ASXOA’&JQ） &JJ
1&H 3DEFGGQ& 3LQJQGMI（V*+)$<)4%6 "$;>" ;4/<%/#"+<%4.)7） &JJ
1&F 3DEFGGQK 3DIEJIEQ（?5&’+$#18’&)’ ,;@S"!&K） EI
?& 3DEFGGKE 3UFKGFGE（*".318’6’ ,;@ F&O1W9K） EI
?K 3DEFGGHJ 3LQQ&&KK（;#"58)30’5.&) ,;@ 7;E） EM
?H 3DEFGGH& 3DKIEMGH（@.’18",35355-# ,;@&J） &JJ
?F 3DEFGGHK 3D&IGKME（;#"58)30’5.&) ,;@ 32!E&G&） EE
?Q 3DEFGGHH 3UQHIHMI（>’)$+& 0’5.&)$-2 RSSHEHG） EE
?I 3DEFGGHF 3DQMKEHM（;,’+35355-# ,;@ 1HI） &JJ
?G 3DEFGGHQ 3D&IGH&J（;#"58)30’5.&) 6,’5$+53,’ ,<4".* 32!EKGI#） EE
?M 3DEFGGHI 3DFFFQQQ（;83.3)8’0%-# ,-2$+&#5&+#） &JJ
?E 3DEFGGHG 3DGHJKQF（A’,323+’# ,;@ S&KOKJ3） EE
?&J 3DEFGGHM 3LIHJHIM（45.$+30’5.&)$-2 SPTOT)(P&&） &JJ

图 % 贪婪倔海绵共附生细菌的系统发育分析
U.8@K Y>-$/8%*<.+ "*"$-,., /* ,;/*8% !"#$%&’ ’(’)’ ",,/+."<%6 #"+<%4."@“1”4%0%4, </ <>% 0.4,< $%<<%4 /0 ,;/*8% !"#$%&’ ’(’)’ @

2)7#%4, .* ;"4%*<>%,%, 4%;4%,%*< <>% ,%()%*+%,’"++%,,./* *)7#%4 .* 9%*W"*Z@ !>% *)7#%4 "< %"+> #4"*+> ;/.*<, ., <>% ;%4+%*<"8%

,);;/4<%6 #- #//<,<4";@ W"4，Q C ,%()%*+% 6.5%48%*+%@

在图 K中，1K 与贪婪倔海绵中其他优势菌群遗传距离

都较远，比对结果也显示和它具有最高相似度的是产碱杆菌

4,5’,$6&+&# ,;@NOK&EHE，但它们的相似度只有 EHC；与 1G有最

高相 似 度 的 菌 是 V*+)$<)4%6 9’5.&)3$%&.&# 0’5.&)$-2 +$/*%

S[I&G\QLOQ，但它们之间的相似度也仅有 EQC。由于 199:
只能分开 QJJ#; 以下的 123 片段，本文研究的目的片段

EMF何丽明等：基于 Y?NO199:指纹的南海海绵共附生细菌优势种群的揭示与系统发育分析 @ B微生物学报（KJJI）FI（H）



!"# $%&’()*仅有 !+,-.左右，只是细菌的 !"# $%&’全长中很
小的一段，因此 %/、%0以及 %"、%!1、%2、%!,、3!等条带代表
的细菌的种属需要进一步研究确认。尽管如此，435(%667

指纹结合克隆测序还是为我们提供了一条快速揭示海绵共

附生微生物复杂区系组成的有效途径。

图 ! 澳大利亚厚皮海绵共附生细菌的系统发育分析
89:;* 4<=>?:@AB9C DAD>=E9E ?A E.?A:@ !"#$%&’’# #()*"#’%&$)%) DEE?C9DB@F -DCB@$9D;“3”$@G@$E B? B<@ G9$EB >@BB@$ ?G E.?A:@ !"#$%&’’#

#()*"#’%&$)%) ; &HI-@$E 9A .D$@AB<@E@E $@.$@E@AB B<@ E@JH@AC@E’DCC@EE9?A AHI-@$ 9A 6@AKDAL; M<@ AHI-@$ DB @DC< -$DAC< .?9ABE 9E B<@

.@$C@ABD:@ EH..?$B@F -= -??BEB$D.; KD$，N O E@JH@AC@ F9P@$:@AC@;

! 结论

我国南海贪婪倔海绵 +,)%-&# #.#"#、澳大利亚厚皮海绵
!"#$%&’’# #()*"#’%&$)%) 共 附 生 的 优 势 细 菌 中 变 形 菌 门
（/"0*&01#2*&"%#）细菌均占有很大的比例，其中贪婪倔海绵中
变形菌包含了!、"、#*种类型，澳大利亚厚皮海绵中仅有#一
种类型；两种海绵都有拟杆菌门（3#2*&"0%-&*&)）细菌，但是具
体的种类不同；澳大利亚厚皮海绵中还存在放线菌门

（42*%$01#2*&"%#）及厚壁菌门（5%"6%2(*&)）细菌。因此，澳大利亚
厚皮海绵共附生的优势细菌的多样性比贪婪倔海绵丰富。

尽管两种海绵来自于同一海域，但其共附生细菌组成明显不

同，这一定程度上说明海绵共附生微生物具有宿主特异性。
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《国兰生理》

潘瑞炽 叶庆省 编著 ./01 + 2 #$ 2 #&’"+# 2 ’-3%&’)4 定价 ,,%## "##’ 2 #)
本书讨论了国兰（即兰属 56789:9;7）的生理生化问题。全书共分八章，即种子萌发、快速繁殖、水分

生理、矿质营养、光合作用、呼吸作用、生长、开花，以及附录“兰科植物的分子生物学研究进展”。本书主

要取材于我国的工作，并吸收入日本、韩国和荷兰等国的研究成果。既在理论上阐明兰属植物解剖、生

理、生化的特性和变化，也密切联系生产实际，对兰花栽培和育种有重要的参考价值。

本书是我国首次出版的兰花生理专著，内容丰富、文献翔实，可供兰业科研人员和养兰工作者参考，

也可供兰花爱好者阅读。兰属生理的基本理论基础与其他花卉生理是一致的，所以本书亦可作为大专

院校花卉专业教材和供花卉工作者参考。
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