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研究报告 

不同发育阶段的黄癣蜂巢珊瑚共生虫黄藻多样性 

徐建军 1  谢子强 2  肖逸林 1  杨小东 2  张风丽 1  廖宝林 2  肖宝华 2  李志勇 1* 
(1. 上海交通大学生命科学技术学院  微生物代谢国家重点实验室  上海  200240)  

(2. 广东海洋大学深圳研究院  广东 深圳  518120) 

 
 

摘  要：【背景】黄癣蜂巢珊瑚是我国南海主要的造礁石珊瑚之一，但至今未见对其共生虫黄

藻的相关研究报道。【目的】研究黄癣蜂巢珊瑚不同发育阶段的共生虫黄藻多样性，探讨其获

取途径。【方法】用荧光显微镜观察黄癣蜂巢珊瑚卵子、浮浪幼虫以及珊瑚成体中的共生虫黄

藻。基于 ITS2 序列的克隆文库技术分析珊瑚卵子、浮浪幼虫、成体中共生虫黄藻的多样性。【结

果】荧光显微镜观察结果显示，黄癣蜂巢卵子及发育至第 4 天的浮浪幼虫中均无共生虫黄藻。

没有在黄癣蜂巢珊瑚卵子及 4 d 浮浪幼虫中检测到虫黄藻 ITS2 序列，但是在黄癣蜂巢珊瑚成体

中检测到共生虫黄藻序列，系统发育分析提示为 C1 型虫黄藻。【结论】成体黄癣蜂巢珊瑚中发

现了共生虫黄藻，而卵子、浮浪幼虫阶段均未发现虫黄藻，提示黄癣蜂巢珊瑚中的虫黄藻可能

是后期从海水中水平转移而来，而不是由母体垂直遗传的。 

关键词：黄癣蜂巢珊瑚，虫黄藻，多样性，水平转移 
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Abstract: [Background] Favia favus is one of the main reef-building corals in the South China Sea, 
To our knowledge, to date no study has been performed on the symbiotic zooxanthellae in F. favus. 
[Objective] To investigate the phylogenetic diversity of the Symbiodinium in F. favus at different life 
stages, and to gain insights into potential acquisition mode of the Symbiodinium. [Methods] 
Fluorescence microscopy was used to detect the presence of symbiotic zooxanthellae in the eggs, 
larvae and adults of F. favus, respectively. Meanwhile, the clone library based on ITS2 sequence was 
constructed to assess the diversity of Symbiodinium. [Results] By means of direct examination with 
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fluorescence microscopy, zooxanthellae was absent in the eggs and larvae but present in the adults of 
F. favus, which was assigned to Symbiodinium type C1 based on the ITS2 sequence analysis. 
[Conclusion] Only Symbiodinium type C1 was present in adults rather than eggs and larvae, 
suggesting that the symbiotic zooxanthellae in F. favus were probably acquired by horizontal 
transmission from the environment instead of vertical transmission. 

Keywords: Favia favus, Zooxanthellae, Diversity, Horizontal transmission 

珊瑚礁是海洋生态系统中生物多样性最丰富

的生态系统。造礁石珊瑚是形成珊瑚礁的基石，

在珊瑚礁生态系统中具有最重要的地位[1]。虫黄

藻与造礁石珊瑚形成共生关系，虫黄藻能为珊瑚

宿 主 提 供 营 养 物 质 来 源 ， 并 参 与 珊 瑚 骨 骼 的    

形成[2]。目前基于核糖体 DNA 可将虫黄藻划分为

9 个类型 (A−I)[3]，每种类型又根据转录间隔区

ITS2 序列划分为更多亚型的虫黄藻(如 C1、D1

等)[4]，A、B、C、D 型虫黄藻是造礁石珊瑚主要

的共生虫黄藻[5]。珊瑚可能只与一种虫黄藻形成

严格的共生关系或者与多种不同类型及亚型的虫

黄藻共生[6]。 

珊瑚获取虫黄藻的方式有两种：一种是垂直遗

传，珊瑚在繁殖时排出含有虫黄藻的卵子或者幼

虫，直接将虫黄藻从母体转移至下一代[7-9]；另一

种是水平转移，珊瑚排出的卵子或幼虫里不含有虫

黄藻，子代在浮浪幼虫时期或附着幼虫时期通过摄

取海水环境中的虫黄藻来获得共生虫黄藻[10-14]。

少数珊瑚能同时通过垂直遗传、水平转移两种方式

获取虫黄藻[15]。相对于水平转移获取的虫黄藻，

垂直遗传来源的虫黄藻被认为与珊瑚具有更紧密

的特异性共生关系[16]。水平转移获取虫黄藻的方

式可以使珊瑚更有机会获取新的虫黄藻类型，从而

可能对环境变化产生更强的适应性 [17]，因此在  

研究珊瑚与环境、气候变化适应关系方面具有重要

意义。 

目前，有关成体珊瑚虫黄藻多样性的研究报

道比较多[18-20]，但是对于不同发育阶段珊瑚的共

生虫黄藻多样性变化以及早期珊瑚虫黄藻获取方

式的研究还很少。黄癣蜂巢珊瑚是我国南海主要

的造礁石珊瑚之一，至今未见对其共生虫黄藻的

相关报道。本研究采用荧光显微镜、克隆文库技

术比较黄癣蜂巢珊瑚卵子、浮浪幼虫和成体中的

虫黄藻，探究其共生虫黄藻来源途径。对不同发

育阶段珊瑚虫黄藻获取方式及群落结构动态变化

的研究将有助于理解珊瑚与虫黄藻的共生关系，

同时也有利于评估珊瑚共生藻群落与宿主或环境

的关系。 

1  材料与方法 

1.1  珊瑚产卵与浮浪幼虫附着 

在 中 国 广 东 省 深 圳 市 鹅 公 湾 海 域

(114°29′19″E，22°29′18″N)采集 8 株黄癣蜂巢珊

瑚，在海水池中暂养 2 个星期，等待珊瑚产卵。   

4 月中旬在海水池中静置悬挂 200 个 4 cm×4 cm

的陶瓷板，待产卵后诱导珊瑚幼虫附着使用。   

2017 年 6 月 9 日 20 时一株黄癣蜂巢珊瑚排出卵

包，将卵包收集至孵化装置里进行人工授精。受

精卵发育 1 d 后，将早期浮浪幼虫转移至珊瑚幼

虫孵化缸中，在孵化缸中加入母株黄癣蜂巢珊瑚

小块和珊瑚幼虫附着板。当大量浮浪幼虫栖息至

附着基时(4 d)，对浮浪幼虫进行收集并固定。珊

瑚养殖所用的海水均为原位海水。 

1.2  样本的收集及处理 

取黄癣蜂巢珊瑚卵子、4 d 浮浪幼虫及成体，

用无菌原位海水冲洗 3 遍，用 RNAlater 固定。黄癣

蜂巢珊瑚卵子、4 d 浮浪幼虫、成体用 4%多聚甲醛

固定 6 h (4 °C)，随后用 PBS 清洗 5 次，每次 5 min，

转入 100%甲醇，−20 °C 长期保存。 

1.3  主要试剂和仪器及培养基 

蛋白酶 K、甘氨酸，生工生物工程(上海)股份
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有限公司；RNAlater，广州东盛生物科技有限公司；

DAPI 荧 光 染 料 ，北 京索 莱 宝科 技有 限 公司 ；

QIAGEN Plant Mini Kit，上海新睿生物科技有限公

司；ExTaq、胶回收试剂盒，宝生物工程(大连)有限

公 司 ； pEASY-T5 Zero Clone Kit 、 大 肠 杆 菌

Trans1-T1，北京全式金生物技术有限公司。荧光显

微镜，Nikon 公司；石蜡切片机，Leica 公司；生物

电泳图像分析系统，上海复日科技有限公司。LB

培养基(g/L)：酵母粉 5.0，蛋白胨 10.0，氯化钠 10.0，

琼脂粉 15 (固体培养基)。 

1.4  荧光显微镜观察 

1.4.1  黄癣蜂巢珊瑚卵子、浮浪幼虫样本制备及荧

光显微镜观察 

甲醇固定的样本用 PBS 清洗 2 次(5 min)，    

10 mg/mL 的蛋白酶 K 工作液消化处理 15 min，0.2%

甘氨酸清洗 2 次(5 min)，1%三乙醇胺洗 1 次(5 min)，

6 μL/mL 的乙酸胺/1%三乙醇胺液洗 1 次(5 min)，  

12 μL/mL 乙酸胺/1%三乙醇胺洗 1 次(5 min)，PBS

洗 2 次(5 min)，4%多聚甲醛再固定(30 min)，PBS

洗 2 次(5 min)。黄癣蜂巢珊瑚卵子直接水封片并

进行压片后观察，黄癣蜂巢珊瑚 4 d 浮浪幼虫在

载玻片孔中滴加 DAPI 工作液(1 μg/mL) 10 μL，暗

处放置反应 10 min，ddH2O 清洗 2 次，封片及进

行压片观察。荧光显微镜使用的激发光均为 DAPI

激发光。 

1.4.2  黄癣蜂巢珊瑚成体样本制备及荧光显微镜

观察 

黄癣蜂巢珊瑚成体解冻后，用镊子将其中的螅

体取出，PBS 清洗 2 次，4%多聚甲醛再固定 2 h，

常规乙醇梯度脱水，二甲苯透明处理，65 °C 浸蜡，

石蜡切片机切片(8−10 μm)。切片烘干后进行烤片，

浸入二甲苯，梯度复水，PBS 清洗，0.2 mol/L HCl

室温处理 10 min，0.2%甘氨酸清洗 2 次(5 min)，4%

多聚甲醛再固定 15 min。PBS 清洗 2 次(5 min)，水

封片观察。荧光显微镜使用的激发光为 DAPI 激  

发光。 

1.5  克隆文库构建与测序 

1.5.1  总 DNA 提取 

用 QIAGEN Plant Mini Kit 提取黄癣蜂巢珊瑚

卵子、4 d 浮浪幼虫和成体样本的总基因组 DNA。

加入 10 μL 20 mg/mL 蛋白酶 K 进行消化处理，其

余步骤均按试剂盒步骤操作，提取出的产物进行

1%的琼脂糖凝胶电泳分析。 

1.5.2  ITS2-PCR 扩增 

以提取的基因组 DNA 为模版，使用虫黄藻特

异性引物 ITSintfor2 (5′-GAATTGCAGAACTCCG 

TG-3′)和 ITS2-reverse (5′-GGATCCATATGCTTAAG 

TTCAGCGGGT-3′)[21]进行 PCR 扩增。PCR 反应体

系(50 μL)：TaKaRa ExTaq 25 μL，上、下游引物    

(10 μmol/L)各 1 μL，基因组 DNA 1 μL，ddH2O 补

足。PCR 反应条件：95 °C 10 min；95 °C 30 s，54 °C    

40 s，72 °C 60 s，35 个循环；72 °C 10 min。 

1.5.3  建立克隆文库及 ITS2 测序 

将 ITS2 PCR 产物进行 1%的琼脂糖凝胶电泳，

割胶回收目标条带(320 bp 左右)。用 TaKaRa 胶回收

试剂盒进行回收纯化。PCR 纯化产物与 T5-Zero 载

体连接，用大肠杆菌 Trans1-T1 进行转化，转化液

涂布在含 100 μg/mL 氨苄的 LB 固体培养基上 37 °C

培养过夜，所得 ITS2 克隆子送上海桑尼公司进行测

序。ML (Maximum likelihood)法构建系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  虫黄藻的荧光显微镜观察分析 

黄癣蜂巢珊瑚卵子、4 d 浮浪幼虫和成体的

荧光显微镜观察结果如图 1 所示。图 1A、B、C

均为在 DAPI 激发光下显示的结果，只有在黄癣

蜂巢成体珊瑚中观察到虫黄藻。图 1C 中黄癣蜂

巢珊瑚宿主在 DAPI 激发光下呈蓝色，箭头所示

为虫黄藻，显示为橙色。虫黄藻的自发荧光是强

于珊瑚本身的背景荧光，因此可以区分珊瑚体内

的虫黄藻。黄癣蜂巢珊瑚卵子、幼虫除了珊瑚本

身背景的蓝色荧光外，并没有显橙色的虫黄藻 

信号。 
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图 1  荧光显微镜观察 
Figure 1  Fluorescence microscope observation 

注：A、D：黄癣蜂巢珊瑚卵子；B、E：黄癣蜂巢珊瑚 4 d 浮浪幼虫；C、F：黄癣蜂巢珊瑚成体. 

Note: A, D: Favia favus egg; B, E: Favia favus 4d-larva; C, F: Favia favus adult. 

 

2.2  珊瑚卵子、幼虫、成体虫黄藻的 ITS2 克隆

文库分析 

黄癣蜂巢珊瑚卵子总基因组 DNA 提取后，利

用虫黄藻特异性引物对 ITSintfor2/ITS2-reverse 进

行 PCR 扩增，目的片段的电泳条带在 320 bp 左右，

克隆文库一共有 22 个克隆子(图 2)。22 个克隆子序

列在 NCBI 中 BLAST 比对结果均为黄癣蜂巢珊瑚

的 ITS2 序列，代表序列 SH-HX-C-11 在系统进化树

中并未与虫黄藻聚在一起(图 3)。克隆文库结果显示

黄癣蜂巢珊瑚卵子中没有共生虫黄藻，与荧光显 
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图 2  克隆文库统计分析 
Figure 2  Clone library statistical analysis 

 

 
 

图 3  基于最大似然法的 ITS2 代表序列的系统发育树分析 
Figure 3  Phylogenetic analysis of ITS2 DNA sequences using maximum likelihood (ML) 

注：括号内为虫黄藻 ITS2 序列在 GenBank 中的序列登录号；刻度 0.1 代表该长度下的进化距离；分支点处仅显示大于 50%的节点值. 

Note：GenBank accession numbers are shown in parentheses; The scale bar indicates 0.1 substitutions per nucleotide position; Bootstrap 

values higher than 50% are shown at branching points. 
 

微镜观察结果一致。 

黄癣蜂巢珊瑚 4 d 浮浪幼虫和成体的 ITS2 克隆

文库结果如图 2 所示，代表序列 SZ-HX-C-33 和

SZ-HX-C-11 的 GenBank 登录号分别为 MH206185

和 MH206186，最大似然法构建的系统发育树见图 3。

4 d 浮浪幼虫克隆文库结果中无虫黄藻序列，黄癣蜂

巢珊瑚成体一共 46 个克隆子，42 个为 Symbiodinium 

sp. C1 (SZ-HS-C-33)，4 个为黄癣蜂巢珊瑚 ITS2 序列。 

黄癣蜂巢珊瑚的卵子和 4 d 的浮浪幼虫中均未

检测到虫黄藻，黄癣蜂巢珊瑚成体检测到 C 型虫黄

藻(Symbiodinium sp. C1)，因此排除了垂直遗传的获

取途径，提示黄癣蜂巢珊瑚虫黄藻可能是从环境中

获取的。 

3  讨论与结论 

本研究通过荧光显微镜检测及克隆文库分析

发现，黄癣蜂巢珊瑚的虫黄藻可能在珊瑚浮浪幼虫

时 期 或 者 附 着 幼 虫 时 期 通 过 水 平 转 移 获 得 。

Schwarz 等[10]发现楯形石芝珊瑚在浮浪幼虫形成开

口之后(3−4 d)才会获取海水中虫黄藻。Adams 等[11]

研究巨锥鹿珊瑚时发现在含有藻类基质的环境中，

浮浪幼虫获取虫黄藻的时间(3 d)比海水环境中的获

取时间早 6 d。Nitschke 等[12]发现多孔鹿角珊瑚、石

松鹿角珊瑚附着的幼虫在含有珊瑚母株以及藻类基

质下的环境更容易获取虫黄藻。本研究中浮浪幼虫 

的培养环境是含有藻类附着基的海水环境并且提
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供了小块的黄癣蜂巢珊瑚母株，黄癣蜂巢珊瑚 4 d 浮

浪幼虫已形成开口，但是未在第 4 天的浮浪幼虫中检

测到虫黄藻，提示不同的珊瑚在早期发育中通过水平

转移首次获取虫黄藻的时间并不一致，可能具有一定

的宿主特异性，而且环境中的藻类附着基质以及珊瑚

母株并没有促进浮浪幼虫对虫黄藻的获取。 

刘丽等[18]调研了徐闻珊瑚礁保护区中 25 种珊瑚

共生虫黄藻群落均为 C 系群，其中 19 种为 C1 类群，

包括标准蜂巢珊瑚(蜂巢珊瑚属)。Keshavmurthy 等[19]

研究了东沙群岛 20 种珊瑚的共生虫黄藻群落，其中

大部分珊瑚共生藻为 C 类群。董志军等[20]研究了三

亚鹿回头岸礁 22 种造礁石珊瑚共生藻的组成，发现

18 种珊瑚的共生藻群落为 C 系群，在黄癣蜂巢珊瑚

中也发现 D 型虫黄藻。Zhou 等[22]在芽状鹿角珊瑚早

期发育过程中发现 6 d 附着幼虫的主要虫黄藻类群为

C2r，而 31 d 附着幼虫主要虫黄藻类群转变为 D17。 

本研究揭示黄癣蜂巢珊瑚共生藻群落为 C1 型

虫黄藻，黄癣蜂巢珊瑚并没有通过垂直遗传将虫黄

藻转移至子代，而是可能通过水平转移从海水环境

中摄取虫黄藻。这种机制使珊瑚更有机会获得不同

的虫黄藻类型，从而解释珊瑚可能会在早期通过改

变虫黄藻群落来适应未来环境变化。 
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