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摘 要：通过非分离培养分析方法，直接从海绵体内提取细菌总 F.)。以样品总 F.)为模板进行 GHI扩增获得细
菌 C1J KF.)。用 C1J KF.)限制性酶切片段长度多态性（)IFI)）和测序方法对南海湛江海域海绵 !"#$%#$"&’(" ,L(
体内的细菌多样性进行了研究。在细菌 C1J KF.)的 )IFI)图谱中，大多数克隆的酶切带谱间存在差异；随机挑选
""个克隆进行测序得到它们的 C1J KF.)部分序列，大部分序列属于!2LK&-0&<6A-0K;*:和"2LK&-0&<6A-0K;*:，但有少数
克隆序列与 IFG数据库中收录的 C1J KF.)序列间的相似性极小，不参与系统发育树的构建。研究结果表明海绵
!"#$%#$"&’(" ,L(体内细菌组成具有丰富的多样性。
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用分子生物学方法来研究微生物的多样性，有

助于人类更深入研究和认识自然界微生物群落组成

的多样性。现在普遍认为，用传统的微生物分离培

养方法来研究环境样品中微生物群落的多样性是远

远不够的，因为许多微生物物种用当前传统的方法

不能进行分离培养［C］。C1J KI.) 基因的克隆和测
序可以为描述复杂的微生物群落组成、揭示某些微

生物培养所需的营养条件以及系统分类关系提供重

要的信息，并为确定微生物的培养条件提供重要的

实验数据［"，E］，为目标微生物创造更为合适的生长环

境。

海绵体内含有丰富的对人类有潜在意义的新型

化合物［!］，而且已经认识到海绵体内生微生物占海

绵生物总量的很大部分［4，1］。由此，海绵体内的许多

天然产物被认为也许是由海绵体内的微生物合成

的。目前国内外学者对海绵2细菌间的生物学关系
充满着浓厚的兴趣。!"#$%#$"&’(" ,L(是一种在南海
海域中较常见的海绵，本研究的主要目的是调查海

绵 !"#$%#$"&’(" ,L(体内总体细菌群落组成，建立细
菌 C1J KF.)的限制性酶切图谱和系统发育树，获得
不依赖细菌人工分离培养方法的海绵细菌群落组成

的多样性。

$ 材料和方法

$%$ 主要材料
GHI扩增试剂购自鼎国生化试剂公司；引物

"85、C4C#I、/8和 JG1 由上海生工生物工程技术服
务有限公司合成，N.OM2C#柱式 F.)胶回收试剂盒
购自上海生工生物工程技术服务有限公司合成；

LP9Q2/载体为 GK&:0+6公司产品；银染试剂为国产
分析纯。

$%& 样品采集
海绵采自南海湛江海域，经中国科学院海洋研

究所鉴定为厚指海绵 !"#$%#$"&’(" ,L(。用灭菌的
塑料袋在水下采集海绵，用无菌水将表面清洗干净，

D 8#R处理 "!=，然后低温真空干燥。
$%’ 细菌总 ()*的提取
称取 CS4+干燥的海绵组织，用 G;-A=0K等［8］方法

提取细菌基因组 F.)。
$%+ $,- .()*的 /01扩增反应
根据细菌 C1J KF.)的保守序列，合成一对细菌

特异性引物：正相引物 "85（4T2)P)P///P)/H)/P2
PH/H)P2ET）和 C4C#I（4T2PP//)HH//P//)HP)H//2
ET）。在进行 GHI反应前，将 GHI反应混合物（不含
模板 F.)）用限制性内切酶 )&*#，E8R处理 C=，然
后 1#R处理 C4:;B。GHI 反应体系为 4#$U：4$U
C# V <*WW0K，CS#$U C#::&’XU Y./G,，C#::&’XU 引物
"85XC4GI 各 C$U，CS#$U 细菌基因组 F.)，"N +",
F.)聚合酶。GHI 扩增条件：3!R E:;B；3!R 4#,，
4"R C:;B，8"R CS4:;B，E#个循环；8"R C#:;B。
$%2 克隆、转化和酶切

GHI扩增产物使用 F.)快速纯化回收试剂盒



进行纯化，再与 !"#$%&载体连接，连接产物转入大
肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）’() *+,-。挑取阳性菌株用
!"#$%&载体克隆位点两端的引物 &. 和 /01 进行
023扩增反应。反应体系为 45!(：4!( *,66-7，)!(
)5889+:( ;<&0=，)5889+:( 引物 &.:/01 各 )>4!(，
?@ +(, A<B 聚合酶。023 扩增条件：CDE 48FG；
CDE H5=，15E )8FG，.?E )>48FG，H5 个循环；.?E
)58FG。在 )>?I琼脂糖凝胶上进行电泳，用 @<JK%
)5柱式 A<B胶回收试剂盒回收目的片段，并用内切
酶 -(%"酶切回收产物 HL。
!"# 银染
将酶切反应产物在 1I聚丙烯酰胺凝胶上进行

电泳，采用两步银染法进行银染［M］。

!"$ !#% &’()测序和序列分析
随机从转化子中挑取 ??个克隆进行测序，其序

列编号依次为：B)、B?、B.、BC、B))、B)H、B)D、B)M、
B?H、B?4、B?1、B4?、N?H、N?D、N?1、N?.、N?C、NH5、
NHH、NHD、NH4 和 NHM，测序工作由上海晶泰生物技
术有限公司完成。采用 2(@/&B(O软件进行多序
列匹配排列，再使用 &7--P9GQ（)>H*）和 0RS(J0
（T H>4.）软件构建系统发育树。根据序列分析进一步
研究海绵 .(#$/#$(*’0( =!U体内细菌组成的多样性。

图 * 细菌 !#% &’()的 )+’+)银染结果
VFWUH &L- =F+T-7%=XYFGFGW 7-=,+X 96 )1/ 7A<B 7-=X7FPX-; *Z -(%"

$UA<B $Y7[-7 A(?555；) \ HDU &L- *YG;= 96 )1/ 7A<B 7-=X7FPX-; *Z -(%" U

, 结果

,"! ’()提取和 -.+扩增
本实验从海绵体内提取得到了比较满意的细菌

总 A<B，A<B 大小约为 ?)>5[*。用引物 ?.V 和
)4)53在含细菌基因组 A<B 模板的反应体系中扩
增得到了一大小约 )>4[*的目的片段，而在用内切
酶 1*2#处理过的对照中扩增不出这一条带，说明
无明显非特异性扩增现象，且所扩增到的)1/ 7A<B
是真实可靠的（图 )）。在转化子中，用引物 &. 和

/01进行 023反应，扩增到一条大小约为 )>.[* 目
的带（&%T-PX97上引物 &.和 /01之间的 A<B片段大
小约为 ?5C*!，图 ?）。

图 ! 细菌 !#% &’()的 -.+扩增产物
VFWU) 023 Y8!+F6FPYXF9G 96 X9XY+ A<B QFXL *YPX-7FY+ )1/ 7A<B !7F8-7

$U A<B $Y7[-7 A(?555；2]U 29GX79+；) \ ?U 023 Y8!+FPYXF9G 96 *YPX-7FY+

)1/ 7A<BU

图 , !#% &’()的再次克隆结果
VFWU? /-P9G;Y7Z 023 Y8!+F6FPYXF9G 96 *YPX-7FY+ )1/ 7A<B QFXL &. YG;

/01

$UA<B $Y7[-7 A(?555；) \ .U /-P9G;Y7Z 023 Y8!+F6FPYXF9G 96 *YPX-7FY+

)1/ 7A<BU

,", 银染
我们对部分内切酶 -(%"的酶切产物在 1I聚

丙烯酰胺凝胶上，采用两步银染法进行了银染分析

（图 H）。结果发现在所实验的样品中，大多数样品
间的 B3A3B带型存在差异。虽然单纯根据样品的
B3A3B带型的差异不能对海绵体内微生物的多样
性进行准确反映，但也在一定程度上说明海绵体内

微生物种类存在着多样性。
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!"# $%& ’()*测序和系统发育分析
随机挑选 !! 个克隆，对其 "#$ %&’(的部分序

列进行了测序分析，所测序列大小为 )** + ),*-.，介
于细菌 "#$ %&’( 的 !) + )** 位点之间，含有细菌
"#$ %&’(丰富的保守区。将所得序列与 /012314库
中已有的细菌 "#$ %&’( 序列进行 25($6 比较，用
758$6(59软件对序列进行多序列 (:;<1=01>分析，
结果发现 !!个克隆序列分成 ? 大类，其中 ("、()、
(@、(""、("?、("A、(!#、("B、(,!、2!?、2!#、2!)、
2!@、2??和 2?A等 ",个克隆序列属于一类，它们之
间序列的相似性高达 @@C，与已报道 81;D01>;E;0D
!F.%G>0G-3H>0%;I= J>%3;1 2&"FB的 "#$ %&’(序列间的

相似性为 @*C，但它们与海绵 ! K "#"$%&’() 体内最为
常见的!F.%G>0G-3H>0%;I= ’9**"［,］的 "#$ %&’( 序列
间的相似性小于 @*C；(!、(!?、(!,、2!A和 2?*等 ,
个克隆序列属于"F.%G>0G-3H>0%;I=，彼此间序列的相
似性高达 @@C，但与库中收录的"F.%G>0G-3H>0%;I=细
菌 "#$ %&’(序列间的相似性不超过 BBC；另外，序
列 2?B和 2?!在 L&M数据库中进行 (:;<1=01>分析
时，相似值仅为 *N""，而其他 "@条序列的相似值均
介于 *N, + *N#之间。根据所获得的 !!个 "#$ %&’(
克隆序列构建细菌系统发育树（图 A），其中 2?B 和
2?!因与 L&M数据库中细菌 "#$ %&’(序列间的相
似值仅为 *N""而不能参与系统发育树的构建。

图 + 以 $%& ’()*序列为基础的厚指海绵 !"#$%#$"&’(" ,-.体内细菌系统发育树
O;<KA MPQ:G<010>;H >%00 GE >P0 -3H>0%;I= 3JJGH;3>0D R;>P >P0 S3%;10 J.G1< *%+,-+,%(’.% J.K

TUG:I>;G13%Q D;J>31H0J R0%0 H3:HI:3>0D -Q >P0 =0>PGD R;>P V;=I%3 !F.3%3=0>0% H3:HI:3>;G1 =GD0: 31D >P0 >G.G:G<Q R3J ;1E0%%0D -Q >P0 10;<PF
-G%FWG;1;1< =0>PGD -3J0D G1 -GG>J>%3. 313:QJ;J GE "** %0.:;H3>0JK 23% *N" JI-J>;>I>;G1 .0% 1IH:0G>;D0K

# 讨论
"#$ %&’(是原核生物核糖体 "#$ %L’(的编码

基因。目前，在细菌的系统分类学研究中最有用和

最常用的分子钟是 L’(，其种类少，含量大，分子大
小适中，存在于所有的生物中，在结构和功能上具有

高度保守性，素有“细菌化石”之称。由于 "#$ %&’(
大小适中，约 "N,4-左右，既能利用测序技术来较容
易地得到其序列，故被细菌学家和分类学家所接受。

通过对其序列的分析，可以判定不同菌属、菌种间遗

传关系的远近。

用分子生物学的方法来研究海绵体内的细菌多

样性，是一种快速、简便和有效的方法。目前，国内

外研究微生物多样性最常用的分子生物学方法有细

菌 "#$ %&’( 测序法、荧光原位杂交（ OX$Y）和
"#$ %&’(扩增片段限制性酶切分析（(L&L(），它们
都能准确反映出环境样品中细菌的多样性［!，#，@］。我

们采用 "#$ %&’(限制性酶切片段长度多样性分析

@!AA 期 方再光等：海绵 *%+,-+,%(’.% J.K体内细菌多样性的研究



方法对海绵 !"#$%#$"&’(" !"#体内细菌的多样性进
行了初步的研究，大部分克隆序列间的 $%&%$ 带
谱存在差异，在一定程度上反映了海绵体内细菌组

成具有多样性。

我们随机挑选了 ’’ 个克隆，对其 ()* +&,$进
行了部分序列的测定，进一步研究了它们的系统发

育树关系。系统发育分析可知海绵体内细菌具有丰

富的多样性，它们绝大多数属于 "+-./-012./+345。其
中 $(、$((、$(6、$(7、$(8、$’)、$9’ 与已经报道的
:;3</;.3=3/<!>"+-./-012./+345 !.+13; ?&( @ 8间的相似
性达到 ABC之外，但它们与海绵 )$*+"&*,’-,. *-*/0
"1’&, 体内最为常见的!>"+-./-012./+345 ,DBB( 的
()* +&,$序列间的相似性不到 89C；$’、$’6、$’9、
?’6和 ?6B的与数据库中的">"+-./-012./+345相似性
都不大于 89C，因此，它们可能是一些仍未被发现
的">"+-./-012./+345；另外，?6’、?68目前在所有数据
库中还没有与之匹配的 ()* +&,$，不能参与系统发
育树的构建。虽然在实验中我们挑选的克隆数量有

限，但所测序列的分析结果也可以充分证明海绵

!"#$%#$"&’(" !"#微生物组成有着丰富的多样性。
该研究较全面地认识了海绵 !"#$%#$"&’(" !"#

体内细菌的组成情况，为进一步研究、分离培养海绵

体内的有益微生物，加快进行海绵体内天然活性产

物的开发利用提供了重要的参考数据。
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