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摘   要：【目的】开发一种高效地从造礁石珊瑚中分离、培养共生虫黄藻的技术方法，为珊瑚共

生虫黄藻藻种资源储备和生理功能研究积累基础。【方法】首先采用微孔滤网过滤法和密度梯度

离心法从造礁石珊瑚组织中直接分离或富集共生虫黄藻细胞，然后用改良的 L1 培养基在 96 孔板

上对所得细胞进行离体培养，最后进行单细胞分离、培养和(或)平板划线培养获得单克隆虫黄藻

细胞系。对所得虫黄藻单克隆藻株进行聚合酶链式反应-限制性内切酶片段长度多态性(polymerase 
chain reaction-restriction fragment length polymorphism, PCR-RFLP)分析，结合内转录间隔区 2 
(internal transcribed spacer 2, ITS2)和大亚基(large subunit, LSU)测序进行物种鉴定及系统发育分

析。【结果】采用上述方法从涠洲岛的霜鹿角珊瑚(Acropora pruinose)和西沙群岛的丛生盔形珊瑚

(Galaxea fascicularis)及柔枝鹿角珊瑚(Acropora tenuis)中分离、培养得到 3 个虫黄藻株系，编号分

别为 AP21C1、GF21D1 和 AT21A113。3 株藻的 ITS2 基因型分别鉴定为 C1、D1 及 A113 亚系群，

系统发育特征分别与已命名的虫黄藻 Cladocopium goreaui、Durusdinium trenchii 及 Symbiodinium 
natans 基本一致。3 株藻细胞在对数生长期均有自旋运动且具有贴壁性，其中 AP21C1 株系的虫黄藻

细胞无法在琼脂平板上生长。【结论】本研究提供了一种高效地对珊瑚共生虫黄藻进行离体培养的

方法，将对后续珊瑚共生虫黄藻物种资源的探索、利用、生理功能研究等提供有力的技术理论支持。 
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Abstract: [Objective] To develop an efficient method for isolating and cultivating 
zooxanthellae from reef-building corals and lay a foundation for the research on germplasm 
banking and physiological functions of zooxanthellae species associated with corals. 
[Methods] The zooxanthellae were isolated and enriched from reef-building coral tissues by 
micro-strainer filtration and density gradient centrifugation, and the cells were cultured in 
96-well plates with the modified L1 medium. Single clones of zooxanthellae were obtained by 
single cell isolation, culture, and/or plate streaking. The species and phylogenetic relationship 
were identified by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism 
(PCR-RFLP) analysis in combination with internal transcribed spacer 2 (ITS2) and large 
subunit (LSU) sequences. [Results] Three zooxanthellae strains were isolated from Acropora 
pruinose of Weizhou Island, Galaxea fascicularis and Acropora tenuis of Xisha Islands and 
numbered AP21C1, GF21D1, and AT21A113, respectively. The three strains showed the ITS2 
genotypes of C1, D1, and A113 and the sequences basically consistent with Cladocopium 
goreaui, Durusdinium trenchii, and Symbiodinium natans, respectively. All the three strains 
demonstrated self-spinning motion and adherence during the logarithmic growth phase, and 
strain AP21C1 was unable to grow on agar plates. [Conclusion] This study develops an 
efficient method for the in vitro culture of zooxanthellae associated with corals and provides a 
technical and theoretical basis for the research on the germplasm banking and physiological 
functions of zooxanthellae species associated with corals. 
Keywords: zooxanthellae; reef-building coral; in vitro culture; Cladocopium; Durusdinium; 
Symbiodinium 
 
 

由造礁石珊瑚为主体构成的珊瑚礁生态系

统，拥有极高的生物多样性和初级生产力，以

不到 1%的海洋表面积为约 30%的海洋生物提

供生存和繁衍的栖息地[1]。珊瑚宿主及其共附生

微生物组成了珊瑚共生功能体(coral holobiont)，
共附生微生物中包含虫黄藻、细菌、古菌、真

菌和病毒等[2]。其中，甲藻门的虫黄藻为宿主

提供了约 95%的能量，使珊瑚能够在营养贫瘠

的海洋中生存繁盛[3]。随着全球气候变化的加剧

和人为活动的干扰，全球珊瑚礁正严重退化[4]。

自 20 世纪 70 年代，全球变暖所引发的海水表

层温度(sea surface temperature, SST)升高成为

珊瑚礁全球退化的主要原因，并导致全球珊瑚

礁覆盖率下降约 50%–80%，外部环境的剧烈变
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化，会导致珊瑚共生体系的崩溃，使珊瑚出现

白化现象 [5]。然而，不同类型的虫黄藻赋予珊

瑚共生功能体不同的生理特征及高温环境适应

性[6]。最新的分子生物学、形态学、生理学和

生态学等资料，将原来的虫黄藻属提升为虫黄

藻科，并将虫黄藻的分类学单位由“系群(clades)”
修订为“属(genus)”，目前被正式描述的有 11 个

属 39 种，包括 Symbiodinium、Breviolum、

Cladocopium、Durusdinium、Effrenium、Fugacium、

Gerakladium 和 Halluxium，其分别对应之前的

Clade A、Clade B、Clade C、Clade D、Clade E、

Clade F、Clade G 和 Clade H 系群，之后新增修

订 的 属 有 Freudenthalidium 、 Miliolidum 和

Philozoon[7-9]。目前发现虫黄藻属中可以和珊瑚

共生的有 Symbiodinium、Breviolum、Cladocopium、

Durusdinium 和 Fugacium[8]。其中 Durusdinium
和 Cladocopium 属虫黄藻在热带印度-太平洋珊

瑚中占主导地位[10]。Durusdinium 属中部分虫黄

藻种类具有强热耐受性，与珊瑚形成的共生体

也具有较强的高温耐受性[11]。Cladocopium 中

的成员普遍被认为是非耐热型虫黄藻，但近来

有研究发现其是具有功能多样性和遗传多样性

的虫黄藻属[8,12]，同样含有高温适应性的亚系群

虫黄藻，如 C15[13]和 C3u[14]。Symbiodinium 属

中 S. microadriaticum 可与红海较高温度区域的

珊瑚共生，说明 Symbiodinium 属中的部分虫黄

藻成员具有一定的耐热性[15]。 
为更进一步了解珊瑚-共生藻之间复杂的

共生关系，需要将其中的共生虫黄藻进行离体

培养并获得单克隆的虫黄藻细胞。但珊瑚共生

功能体复杂的共生关系增加了虫黄藻离体培养

的难度。从 20 世纪 40 年代研究人员就开始研

究共生藻的体外培养[16-18]。早期虫黄藻细胞的

分离、提取是将宿主组织在海水或人造海水中

进行均质，再反复离心并用海水洗涤后得到杂

质较少的藻细胞[18]。随后 Franker 通过使用蔗

糖密度梯度溶液离心富集虫黄藻细胞[19]，Tytler
等改用 Percoll 溶液进行密度梯度离心富集，减

少组织黏液过多所导致的细胞结块和聚集的现

象[20]。Lesser 等使用 35 μm 尼龙微孔滤网过滤

杂质，再经过数次离心及洗涤，也得到了较好

的分离效果[21]。经过前期处理，得到的虫黄藻

细胞可能是多个属或系群的混合体系。目前主

要使用液体单细胞培养及琼脂平板单藻落培养

的方法获得单克隆藻株[22]。不同属或系群的虫

黄藻对于培养基的营养需求也不同。Ahles 对来

自 70 个不同宿主的虫黄藻进行体外培养研究，

结果发现不到 25%的虫黄藻可以在 ASP-8A 培

养基中短暂生存[23]。Kinzie 等、Fitt 使用 f/2 培

养基进行虫黄藻的离体培养，发现有少数虫黄

藻可以在其中存活[24-25]。通过不断地探索，虫

黄藻离体培养过程中涌现出许多不同配方的培

养基，如 M、CSI、ASP-8A、f/2、ES、K、EMS、
ISM、IMK 等 [26-27]。目前主要使用 f/2、K、

ASP-8A、IMK 培养基及其改良培养基。我国对

于虫黄藻的离体培养研究起步较晚，2005 年朱葆

华对 3 种海葵的内共生虫黄藻进行离体培养研

究，但虫黄藻仅在 ASP-8A 培养基中存活了 7 d[28]。

沈城使用 ASP-8A 和 f/2 培养基培养虫黄藻，

经过调整其中微量元素占比使虫黄藻最长存活

15 d[29]。目前，国内研究人员已经使用 f/2 及其

改良的培养基 L1、Z1 等培养出了不同属或系

群的虫黄藻[30-32]。 
本研究综合了目前有关珊瑚共生虫黄藻离

体培养的方法并进行优化，以涠洲岛海域的霜

鹿角珊瑚 (Acropora pruinose) 和澄黄滨珊瑚

(Porites lutea)、西沙群岛海域的丛生盔形珊瑚

(Galaxea fascicularis)和柔枝鹿角珊瑚(Acropora 
tenuis) 为虫黄藻离体培养的对象。涠洲岛

(21°54′‒21°10′N, 109°00′‒109°15′E)在南海北部
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的北部湾，属于南亚热带区域；西沙群岛

(15°46′‒17°08′N, 111°11′‒112°54′)位于南海中

北部，属于热带区域[14]。珊瑚中共生虫黄藻组

成的高通量测序结果显示，涠洲岛海域的珊瑚

主要与 Cladocopium 属的虫黄藻共生，其中澄

黄滨珊瑚与 C15 亚系群建立有高度特异性共生

关系 [14,33]，西沙群岛海域的丛生盔形珊瑚与

Durusdinium 属虫黄藻共生[34]，柔枝鹿角珊瑚可

能与 Cladocopium 或 Durusdinium 属虫黄藻共 
生[35]。本研究通过改进并优化已报道的方法，

更高效地获取单克隆藻株，并获得不同属的虫

黄藻，为探究虫黄藻体外环境适应性及珊瑚共

生功能体机理的研究进行初期材料积累，并为

我国虫黄藻种质资源奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  虫黄藻细胞的初分离培养 

采用水肺潜水的方式从南海北部的涠洲岛

海域采集霜鹿角珊瑚和澄黄滨珊瑚，从中北部

的西沙群岛海域采集丛生盔形珊瑚和柔枝鹿

角珊瑚。虫黄藻的离体培养参照 Miriam[36]、

Grossman[37]、Xiang 等[27]、Chakravarti 等[38]、

龙超等[39]的方法并进行改进。具体步骤如下：

预先配制含抗生素的无菌海水及 L1 培养基[40] 

(抗生素终浓度含卡那霉素 50 μg/mL、氨苄青

霉素 100 μg/mL、链霉素 50 μg/mL、两性霉素 b 
2.5 μg/mL)。取 2–3 cm2 珊瑚组织于离心管，用

0.22 μm 过滤海水冲洗 3 次后加入无菌海水，使

用无菌剪刀将珊瑚组织剪碎，40 μm 无菌尼龙

微孔滤网进行杂质过滤，留下含虫黄藻细胞的

过滤液用于后续 a、b 不同步骤操作。 
(a) 含藻细胞的过滤液 1 200×g 离心 5 min

后弃上清，使用含抗生素无菌海水洗涤藻细胞

沉淀 3 次，除去大部分杂质，加入 L1 培养基重

悬细胞沉淀。 

(b) 采用密度梯度离心法对滤液中的虫黄

藻进行分离富集，使用 1.5% NaCl 溶液配制含

40%、60%、80%、100% Percoll 的密度梯度溶

液，4 000×g 水平转子离心 10 min 后，吸取虫

黄藻离心界面层溶液(60%–80%)，加入无菌海

水稀释 Percoll，1 200×g 离心 5 min 后弃上清，

使用 L1 培养基洗涤细胞沉淀 3 次，加入 L1 培

养基重悬细胞沉淀； 
取上述藻细胞悬液加入含 L1 培养基的  

96 孔板中培养 2–4 周。虫黄藻细胞在 L1 培养

基、盐度 35‰、环境温度(25±1) ℃、光照强度

90 μmol/(m2·s)，明暗周期 14 h:10 h 的环境条件

下培养。 

1.2  单克隆藻株的获得 
通过倒置显微镜观察 1.1 中已培养数周的

虫黄藻细胞，选取活性好的虫黄藻转移至 24 孔

板及 6 孔板中扩大培养 2–4 周。使用酒精灯灼

烧玻璃巴氏吸管前端，快速拉丝以形成孔径约

20–50 μm 毛细管，在倒置显微镜下吸取状态好

的单个虫黄藻细胞于新 96 孔板中培养，同时使

用含 1%琼脂的 L1 培养基进行平板划线培养以

获得虫黄藻纯藻株，纯化 2–3 次后逐渐扩培至

锥形瓶中传代培养。 

1.3  基于18S rRNA基因的PCR-RFLP分析 
离心收集单克隆细胞藻液，按植物 DNA 提

取试剂盒(OMEGA Plant DNA Kit)说明书中操

作对虫黄藻基因组 DNA 进行提取。经质量和纯

度检测，使用提取的 DNA 作为聚合酶链式反应

(polymerase chain reaction, PCR)模板。PCR 在

20 μL 的反应体系中进行，包含约 25 ng DNA、

10 μL 聚合酶链式反应母液 (TaKaRa Taq™ 
Version 2.0 plus dye)、上下游引物(10 μmol/L)各 1 μL
和 ddH2O。核糖体小亚基(nuclear small subunit, 
nss) 18S rRNA 基因片段使用引物 ss5 (5ʹ-GGTT 
GATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTG-3′)和 ss3z 
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(5ʹ-AGCACTGCGTCAGTCCGAATAATTCACC
GG-3′)[41]扩增。反应程序为：94 ℃预变性 5 min；
94 ℃变性 1 min，55 ℃退火 2 min，72 ℃延伸   
3 min，30 个循环；72 ℃复延伸 10 min。PCR
产物使用 1%琼脂糖凝胶电泳检测。 

限制性内切酶片段长度多态性(restriction 
fragment length polymorphism, RFLP)分析：取

10 μL PCR 产物，用限制性内切酶 Taq Ⅰ (TaKaRa)
在 65 ℃酶切 4 h。酶切产物使用 1%琼脂糖凝胶

电泳检测，电泳缓冲液为 1×TAE 溶液。酶切后

电泳条带结果与 Santos 等的结果进行对比[42]。 

1.4  基于 ITS2 及 LSU 序列的分析 
以 1.3 提取的虫黄藻基因组 DNA 为模板，

使用 ITS intfor2 (5′-GAATTGCAGAACTCCGT 
G-3′)[43]和 ITS2 reverse (5′-GGGATCCATATGC 
TTAAGTTCAGCGGGT-3′)[44]对虫黄藻内转录

间隔区(internal transcribed spacer, ITS) ITS2 基

因片段进行 PCR 扩增，体系同 1.3。反应程序

为：94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，51 ℃退

火 1 min，72 ℃延伸 30 s，30 个循环，最后 72 ℃
复延伸 10 min[31]。核糖体大亚基(large subunit, 
LSU) 28S rRNA 基因片段使用引物 28S forward 
(5ʹ-CCCGCTGAATTTAAGCATATAAGTAAGCG
G-3′)和 28S reverse (5′-GTTAGACTCCTTGGTC 
CGTGTTTCAAGA-3′)[45]进行扩增，体系同 1.3。
反应程序为：90 ℃预变性5 min；94 ℃变性1 min，
60 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，30 个循环；

最后 72 ℃复延伸 5 min。PCR 产物使用 1%琼

脂糖凝胶电泳检测后送生工生物工程(上海)股
份有限公司测序。 

1.5  分类鉴定及系统发育分析 
藻株 ITS2 基因型在非冗余虫黄藻 ITS2 数

据库 Sym-ITS2 (http://sym-its2.marinegenomics.cn)
进行比对[46]，再结合 NCBI (National Center for 
Biotechnology Information)数据库 (https://blast. 

ncbi.nlm.nih.gov)对 ITS2 和 LSU 基因序列的

BLAST 同源比对结果以及系统发育分析对虫

黄藻进行类型确认。使用软件 MEGA X，采用

邻接法(neighbor-joining, NJ)基于 Kimura 双参

数法(Kimura 2-parameter, K2)模型和最大似然

法 (maximum likelihood, ML)基于 Hasegawa- 
Kishino-Yano (HKY)模型计算并建立系统发育

进化树，以自举检验(bootstrap test)估计系统发

育树的分支节点置信度，检测 1 000 次。 

1.6  运动状态及形态学观察 
1.6.1  光学显微镜观察 

虫黄藻的运动状态使用倒置显微镜(Nikon, 
CKX53)进行观察，细胞形态使用光学显微镜

(Nikon, ECLIPSE Ni-E)观察并拍照，使用 ImageJ
处理图像并测量细胞大小，分别取 30 个细胞。 
1.6.2  透射电子显微镜观察 

取 30 mL 指数生长期藻液离心(水平转子

800×g, 10 min)收集细胞，0.1 mol/L 的 PBS (pH 
7.4)洗涤 2 次，每次 10 min。加入戊二醛-多聚

甲醛(2.5%–2.0%) (P1116, 北京索莱宝科技有限

公司)，室温避光固定 2 h 后 4 ℃保存备用。取

已固定细胞使用 PBS 漂洗 3 次，每次 15 min。
加入 PBS 配制的 1%锇酸室温避光固定 2 h，离

心收集细胞并用 PBS 洗涤 3 次，每次 15 min。
样品经乙醇梯度脱水(30%、50%、70%、80%、

95%和 2 次 100%，每次 20 min)，使用 812 包

埋剂(SPI)包埋。包埋块经 EM UC7 超薄切片机

(Leica)切片，然后乙酸双氧铀和柠檬酸铅染色，

最后使用 HT7800 透射电子显微镜(HITACHI)
观察、拍照。 

2  结果与分析 
2.1  虫黄藻初步离体培养 

经密度梯度离心后的虫黄藻细胞大部分位

于 60%–80%界面，少部分会在 80%–100%界面
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(图 1A)，滨珊瑚在此过程中可能会有少量的沉

淀或黏液组织沉淀于底部。仅通过 40 μm 尼龙

微孔滤网过滤但未经密度梯度离心富集的虫黄

藻细胞杂质较多(图 1B)；经密度梯度离心富集

后的虫黄藻细胞杂质较少(图 1C)。采用 2 种不同

步骤进行虫黄藻的离体培养，除澄黄滨珊瑚的

共生虫黄藻未能成功培养，其他 3 种珊瑚离体

培养的虫黄藻细胞生长状态良好，均可用于单

克隆藻株的培养。 

2.2  虫黄藻单克隆藻株培养及 PCR-RFLP
分析 

使用玻璃巴氏吸管进行虫黄藻单细胞分

离、培养均可得到生长良好的单克隆藻株，平

板培养约 4 – 8 周才有虫黄藻单藻落生长    
(图 2A–2B)，来自霜鹿角珊瑚的 Cladocopium
属 虫 黄 藻 细 胞 无 法 在 琼 脂 平 板 上 生 长 。

PCR-RFLP 分析结果显示，离体培养得到的虫

黄藻 18S rRNA 基因片段的 Taq Ⅰ酶切基因型有 
 

 
 
图 1  虫黄藻密度梯度离心及藻细胞培养 
Figure 1  Density gradient centrifugation results of 
zooxanthellae and algal cell culture. A: Density 
gradient centrifugation results. B: Algal cells 
without density gradient centrifugation. C: Algal 
cells with density gradient centrifugation. 

3 种，分别为 Durusdinium 属、Cladocopium 属

和 Symbiodinium 属(图 2C)。 
2.3  虫黄藻的分类鉴定及系统发育分析 

选择不同属的 3 株虫黄藻进行测序，ITS2
结果显示其分别为 Cladocopium 属(C1 型，

100%，OP265700)、Durusdinium 属(D1 型，100%，

OP265699)和 Symbiodinium 属(A113 型，97%，

OP265701)，据 ITS2 序列基因型分别编号为

AP21C1、GF21D1 和 AT21A113 (表 1，LSU 序列

GenBank 序列号分别为 OP265697、OP265696、
OP265698)。ITS2 和 LSU 序列 BLAST 同源检

索结果显示其序列相似性最高的种分别为

Cladocopium goreaui (100%, 100%)、Durusdinium  
 

 
 
图 2  单克隆细胞藻株的建立 
Figure 2  Establishment of monoclonal cell algal 
strains. A: Symbiodinium agar plates. B: Durusdinium 
agar plates. C: Gel electrophoresis of Taq Ⅰ digestion 
of zooxanthellae 18S rRNA gene PCR products. a: 
Durusdinium; b: Cladocopium; c: Symbiodinium. 
 
表 1  虫黄藻藻株分类信息及来源 
Table 1  Taxonomic and source information of 
zooxanthellae strains 
Strain 
number 

Genus ITS2 
types 

Isolation source 

AP21C1 Cladocopium C1 Acropora pruinosa 
GF21D1 Durusdinium D1 Galaxea fascicularis 
AT21A113 Symbiodinium A113 Acropora tenuis 
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trenchii (100%, 100%)、 Symbiodinium natans 

(99.22%, 100%)，系统发育进化树见图 3 和图 4。 

2.4  不同属虫黄藻细胞形态特征 
在所有培养的单克隆藻株的藻液中都出现

了运动细胞、二分裂细胞和球状不动细胞(图 5)。
光学显微镜图片(图 5A.1、B.1、C.1)显示出运

动细胞的半球形上壳略大于半球形下壳，上下

半球体之间由横沟相连接；鞭毛长度约为细胞

长的 1.5 倍；叶绿体呈现棕黄色，分布在细胞

内壁边缘；每个细胞的中心都有一个明显的球

状蛋白核；细胞核位于上壳、赤道或下壳。株

系 AT21A113 的运动细胞长(11.7±1.1) μm，宽

(8.2±1.3) μm；球形不动细胞直径(9.9±1.3) μm；

株系 GF21D1 运动细胞长(10.5±1.0) μm，宽

(7.4±1.1) μm；球形不动细胞直径(10.0±1.2) μm；

株系 AP21C1 运动细胞长(10.6±0.8) μm，宽 
 

 
 

图 3  基于核糖体转录间隔区(ITS2)序列构建的系统发育进化树   系统发育树采用最大似然法(ML)和
邻接法(NJ)建立，左侧 node value 值为 ML，右侧 node value 值为 NJ. Pelagodinium beii 为外类群，可

信度检测 1 000 次；藻株括号中的序号：GenBank 登录号；分支点数值：进化树 bootstrap 值；标尺刻

度：序列差异的分支长度. 下同 
Figure 3  Maximum likelihood and neighbor-joining phylogenetic tree based on ITS2 region with 
Pelagodinium beii as outgroup. Numbers in parentheses represent the sequences’ accession number in 
GenBank. Bootstrap values (1 000 replicates) are shown next to the branches as ML/NJ. Bar is sequence 
divergence. The same bellow. 
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图 4  基于核糖体大亚基(LSU)序列构建的系统发育进化树 
Figure 4  Maximum likelihood and neighbor-joining phylogenetic tree based on LSU sequences with 
Pelagodinium beii as outgroup. 
 
(7.3±1.1) μm；球形不动细胞直径(9.8±1.3) μm。

运动细胞在鞭毛驱动下，进行小范围内高速旋

转运动(附件视频)或游动一段距离后又进行自

旋运动。在光照条件下，藻株 AT21A113 的细

胞运动最为活跃，大多为自旋运动，藻液颜色

最深为棕褐色；GF21D1 次之，虫黄藻细胞

AP21C1 藻液颜色最浅且大部分藻细胞为静止

状态。临近光照结束时间，藻细胞出现贴壁现

象，夜间部分细胞进入球状不动期(图 5A.3、
B.3、C.3)。 

透射电子显微镜显示不同属虫黄藻细胞之

间有相似的超微结构。其中形状不规则的叶绿

体分布在细胞内壁周围；细胞核内含有许多染

色体；淀粉粒和线粒体散落在细胞内部；位于

细胞中心部分的单个蛋白核连接到相邻的叶绿

体上，并由一个独特的多糖层包围(图 6A–6C)。
叶绿体内的类囊体为三条一束(图 6D–6F)。 

3  讨论 
随着气候变化的加剧，寻求解决珊瑚礁危

机的方案愈加紧迫。共生藻科中的虫黄藻在珊

瑚的环境耐受程度方面起着重要作用，获得单 
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图 5  不同株系虫黄藻细胞培养藻液颜色及光学显微镜下细胞形态 
Figure 5  Color and cell morphology characteristics of different strains of zooxanthellae cells in liquid 
culture. Lf: Longitudinal flagella; Py: Pyrenoid.  

 

 
 
图 6  不同株系虫黄藻细胞透射电子显微镜图 
Figure 6  Transmission electron micrographs of different strains of zooxanthellae cells. A: AT21A113. B: GF21D1. 
C: AP21C1. D: Chloroplast and thylakoid of AT21A113. E: Chloroplast and thylakoid of GF21D1. F: Chloroplast 
and thylakoid of AP21C1. n: Nucleus; c: Chromosome; Ch: Chloroplast; Py: Pyrenoid; m: Mitochondrion; s: 
Starch; a: Adminccumulation body; w: Cell wall, paired arrows indicate the thickness of the cell wall. 
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克隆共生虫黄藻藻株是珊瑚共生功能体机理研

究的关键步骤。珊瑚和共生虫黄藻在长期的生

存过程中已经达到一种微妙的平衡状态[47]，因

此共生虫黄藻从珊瑚细胞中分离并在体外培养

时，需要经历剧烈的环境变化，最终才能适应

人工培养环境。本研究成功实现 3 种不同属虫

黄藻的离体培养，但仍有许多不同亚系群的虫

黄藻难以在实验室条件下离体培养。如与澄黄

滨珊瑚高度特异性共生的 C15 亚系虫黄藻，

Krueger 等使用 f/2、L1、K、ASP-8A 等多种培

养基也未能实现 C15 亚系虫黄藻细胞的离体

培养[48]。 

研究结果显示组织剪碎再过滤，经过反复

离心及洗涤得到的虫黄藻细胞溶液中仍有较多

的杂质，而过滤后再进行密度梯度离心富集得

到的虫黄藻细胞溶液中杂质会相对更少，更利

于实验人员进行后续操作。单克隆藻株的培养

并非采取龙超等对虫黄藻的分离、培养顺序[39]，

而是先采用 96 孔板进行大量藻细胞培养，之后

再挑选出状态好的细胞进行单细胞培养，可以

提高单个细胞培养的存活率，结合琼脂平板划

线法进行单藻落培养，可减少操作步骤并在一个

平板中尽可能多地获得可培养单藻落，2 种方

法结合使用可以减少某些系群虫黄藻无法在平

板 上 生 长 的 问 题 。 本 研 究 结 果 显 示 ， 仅

Symbiodinium 和 Durusdinium 属的 AT21A113

和 GF21D1 株系虫黄藻细胞能在 L1 培养基琼脂

平板上生长，在光照培养条件下，对数期大部

分藻细胞以固定位置进行高速旋转运动；而

Cladocopium属藻株 AP21C1大部分藻细胞处于

静止状态。有自旋行为的虫黄藻细胞多倾向于

在固液界面或气液界面交界处进行活动，其自

旋运动被认为是一种增强对环境中营养吸收能

力的行为[49]。基于此研究结果，推测运动能力

强的虫黄藻可能更容易在琼脂平板上生长。针

对尚未能离体培养的其他属及亚系群的虫黄

藻，则需要对新的培养基进行探索开发，可培

养这一特性也可以反映出虫黄藻与宿主共生特

异性的程度，能给培养基的选择提供一个指导

思路。在培养基中添加的 4 种抗生素，可以有效

减少细菌增殖而不会显著影响藻类的生长[27,36]。

虽然加入抗生素可减少细菌增殖，但并不代表

本研究中的单克隆藻株完全无菌。相关研究表

明虫黄藻细胞内部存在细菌，并且可能通过摄

食细菌来进行营养补充[50-51]，因此完全无菌的

培养环境可能会影响虫黄藻的生长。 

虫黄藻在特定的珊瑚物种和地理区域有相

对稳定和复杂的群落结构，并且随着环境压力

的持续性和周期性变化而变化[52]。根据研究人

员对不同区域、不同造礁石珊瑚的共生虫黄藻

群落组成结果分析，可以更高效地获取不同属

的虫黄藻进行离体培养。在离体培养时，不同

属间或不同亚系群的虫黄藻形态特征很相似，

通过光学显微镜无法进行有效分辨，因此需要

借助分子手段对虫黄藻的基因型进行分类。甲

藻中常用的分子标记有 18S rRNA、28S rRNA、

ITS、线粒体细胞色素氧化酶亚基 I (mitochondrial 

cytochrome oxidase subunit Ⅰ, COⅠ)和线粒体细

胞色素 b (mitochondrial cytochrome b, cob)等，

通过 18S rRNA 基因的 PCR-RFLP 分析可以在

较短时间内鉴别不同属的虫黄藻[42]，但 ITS 和

28S rRNA 能更好鉴定不同属及亚系群的虫黄

藻[53]。使用 ITS2 和 LSU (28S rRNA)分子标记

对 3 株虫黄藻进行鉴定，ITS2 类型分别为 C1 

(100%)、D1 (100%)、A113 (97%)，同源搜索相似

度最高的种分别为 C. goreaui (100%)、D. trenchii 

(100%)、S. natans (99.22%)，LSU rRNA 基因序列

同源搜索相似度最高均为 100%。其中 D. trenchii
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属于二倍体，ITS2 类型会被归为 D1a，但 ITS2

指纹图谱会识别出 D1 和 D1a 两条序列，其比

例丰度约 2:1，微卫星等位基因扫描中会显示出

显著的多峰特征[14,54]。GF21D1 藻株的 ITS2 基

因序列与 D1 (AF334660)相似度为 100%，与

D1a (JN558078)相似度为 99%且仅有一个碱基

不同。S. natans 目前仍然缺乏有效的 ITS2 基因

型[8]，因此暂时将 AT21A113 标记为 A113 型。

Symbiodinium 属下有自由生活或宿主内共生 2 种

类型的虫黄藻，其中 S. natans 被认为是可以脱

离宿主进行自由生活的一种虫黄藻[55]，因此，

藻株 AT21A113 与珊瑚的共生关系仍需进一步

研究。由于基因组内多态性的影响，ITS2 的使

用会需要其他分子标记进行补充，目前叶绿体

基因片段(cp23S 和 PsbAncr)、微卫星侧翼序列等

高分辨率分子标记的运用，使虫黄藻属水平以

下的更多亚系群得以发现，进一步丰富了研究

人员对虫黄藻多样性的认识[14,56-57]。 

4  结论 
本研究通过改进并优化一种微孔滤网过

滤与密度梯度离心相结合的方法，使用改良的

L1 培养基经单细胞分离、培养及平板划线，成

功从不同造礁石珊瑚中得到 Cladocopium、

Durusdinium 及 Symbiodinium 属的 3 株单克隆

虫黄藻。Durusdinium 及 Symbiodinium 属可进

行平板划线得到单克隆藻株，而 Cladocopium

属虫黄藻尚未能实现平板划线培养。澄黄滨珊

瑚共生虫黄藻未能实现离体培养，可能仍需改

良及开发新的培养基，以适应不同系群的虫黄

藻细胞生长。此研究实现不同属珊瑚共生虫黄

藻的离体培养，对后续珊瑚共生虫黄藻物种资

源的探索、利用、生理功能研究等可以提供有

力的技术理论支持。 
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