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摘  要：【背景】珊瑚适应环境的能力与机体内共附生细菌有关，然而，这些细菌在珊瑚宿主适应

环境变化过程中所起的作用尚不清楚。对珊瑚共附生细菌进行纯培养，探究其生物功能和生态作

用，是解析珊瑚宿主环境适应机理的重要途径。【目的】研究热耐受性不同的 2 种造礁珊瑚共附生

可培养潜在耐热细菌多样性和功能，为理解珊瑚适应环境的能力提供新的认识。【方法】从涠洲岛

选取 2 种热耐受性差异显著的霜鹿角珊瑚(Acropora pruinosa)和丛生盔形珊瑚(Galaxea fascicularis)
为研究对象，采用 2216E、海水 R2A 和海水 GYP 这 3 种琼脂培养基，于 32 ℃ (珊瑚热耐受阈值)
培养条件下对珊瑚共附生潜在耐热细菌进行分离培养，对分离菌株进行 16S rRNA 基因测序和序列

相似性分析。选取代表菌株进行热耐受性检验，并利用平板对峙法进行抗菌活性检测。【结果】     
2 种造礁珊瑚共附生可培养潜在耐热细菌的多样性存在显著差异。从热敏型的霜鹿角珊瑚中获得

44 株细菌，隶属于 4 个门 22 个属，其中弧菌属(Vibrio)、假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas)和
Tenacibaculum 为优势属；从热耐受性强的丛生盔形珊瑚中获得 28 株细菌，隶属于 3 个门 11 个属，

其中弧菌属、假交替单胞菌属和鲁杰氏菌属(Rugeria)为优势属。此外，分离菌株中有 17 株菌与 16S 
rRNA 基因序列相似性低于 98.65%，可能代表潜在的新分类单元。细菌热耐受性试验研究中，在

26−37 ℃温度范围内，细菌生长速率均在 34 ℃时最大，温度高于大多数海洋细菌的最适生长温度

和珊瑚白化阈值，表明分离获得的细菌具有一定的耐热性。来源于丛生盔形珊瑚的 2 株鲁杰氏菌

对珊瑚潜在病原弧菌具有抑制作用，而来自霜鹿角珊瑚 Tenacibaculum 的 3 株细菌对弧菌的抑制作



 
910 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

用不明显。【结论】2 种造礁珊瑚共附生可培养潜在耐热细菌具有丰富的多样性，而且蕴含着不

少潜在新类群。另外，条件致病菌弧菌作为优势类群，但来源于热耐受性强的珊瑚共附生细菌对其有

一定的拮抗作用。因此，本研究推测珊瑚的耐热特性与体内共生细菌对致病菌的抑制作用有关。 
关键词：珊瑚礁；共附生细菌；纯培养；热胁迫；弧菌 
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Abstract: [Background] The environmental resilience of scleractinian corals is related to the 
associated bacteria. However, it is unclear how these bacteria adapt to the environmental changes. 
Studying the biological and ecological roles of these bacteria isolated via pure culture method is a 
fundamental approach to decipher the environment adaptation mechanism of corals. [Objective] 
To study the diversity and function of the heat-tolerant bacteria associated with two species of 
corals and further provide new insights into the environmental resilience of scleractinian corals. 
[Methods] We used three media, 2216E, seawater GYP, and seawater R2A agar, to isolate the 
heat-tolerant bacteria associated with two coral species (Acropora pruinosa and Galaxea 
fascicularis) with significant differences in heat tolerance from Weizhou Island, Beibu Gulf at 
32 ℃ (heat tolerance threshold of corals). The 16S rRNA gene sequencing and sequence 
similarity analysis were then performed for the isolated bacteria. Predominant strains were 
selected and tested for the heat tolerance, and their antibacterial activity was analyzed by the plate 
confrontation method. [Results] The diversity of the potential heat-tolerant bacteria showed 
significant difference between the two coral species. A total of 44 strains of potential heat-tolerant 
bacteria belonging to 22 genera of 4 phyla were isolated from A. pruinosa, among which Vibrio, 
Pseudoalteromonas, and Tenacibaculum were predominant. A total of 28 heat-tolerant bacterial 
strains belonging to 11 genera of 3 phyla were isolated from G. fascicularis, among which Vibrio, 
Pseudoalteromonas, and Rugeria were predominant. Among the isolated bacteria, 17 strains 
shared the 16S rRNA gene sequence similarity below 98.65%, which might be new taxa. The 
growth conditions of bacteria were studied at 26−37 ℃, which showed the optimal growth 
temperature was 34 ℃, higher than the optimal growth temperature of most marine bacteria and 
coral bleaching threshold, indicating that the isolated bacteria had potential heat resilience. Two 
strains of Rugeria had an inhibitory effect on Vibrio, a potential pathogen associated with coral 
diseases, and 3 strains of Tenacibaculum did not exert significantly inhibitory activity. 
[Conclusion] The diversity of bacteria associated with A. pruinosa and G. fascicularis is high and 
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needs to be further researched. Although the opportunistic pathogen Vibrio was the predominant 
genus, the bacteria associated with G. fascicularis had an inhibitory effect on it. Based on the 
above results, we hypothesized that the heat resilience of scleractinian corals was related to the 
inhibitory effect of the coral-associated bacteria on pathogenic bacteria. 
Keywords: coral reefs; associated bacteria; pure culture; heat stress; Vibrio 
 
 
 

珊瑚与共附生微生物(包括虫黄藻、细菌、

古菌、真菌和病毒等)以共生功能体(holobiont)
的形式存在[1-2]。其中，细菌的多样性最高[3]，

在共生体的能量供应、物质循环和免疫应答等

方面发挥重要作用[4-5]。与珊瑚宿主相比，细菌

繁殖周期短，新陈代谢旺盛，在热胁迫中表现

出较强的适应能力[6]。此外，珊瑚适应环境的

能力与细菌密切相关[7-9]，珊瑚宿主在高温条件

下通过改变微生物群落以适应高温环境。例如，

Ziegler 等 [6]将不同生境中的风信子鹿角珊瑚

(Acropora hyacinthus)进行交叉移植，17 个月后

对 A. hyacinthus 进行短期的热胁迫，结果显示，

从适温稳定环境中移植到高温多变环境中的珊

瑚白化程度更低，这可能是由于珊瑚从高温多

变的环境中吸收了帮助其提高热耐受性的微生

物。全球变暖背景下，不同珊瑚物种对热胁迫

敏感性存在显著差异，认为分枝形态的珊瑚比

块状珊瑚更容易发生白化、死亡[10-11]，这种差

异可能与珊瑚共附生细菌多样性有关 [6,12]。例

如，Liang 等[13]利用高通量测序技术对南海块状

珊瑚和枝状珊瑚共附生细菌多样性调查发现，

珊瑚对共附生细菌的选择具有偏好性，这可能

与其热/冷耐受性差异有关。同样，Yu 等[14]的

研究也指出，共附生细菌群落组成和核心菌群的

差异可能影响十字牡丹珊瑚(Pavona decussata)
和霜鹿角珊瑚对高温的适应性差异。然而高通

量测序技术无法确定特定细菌类群的生态功

能。因此，需要传统的培养技术对珊瑚共附生

细菌进行分离与鉴定，为研究细菌在珊瑚宿主

适应环境变化过程中的作用提供科学依据。 
对珊瑚共附生细菌进行纯培养有助于深入

研究细菌的功能及生态作用。以珊瑚益生菌

Endozoicomonas 属为例，该菌能参与宿主内蛋

白质和碳水化合物的运输和循环[15]，并增强虫

黄藻对白化病原体感染的抵抗力[16]。Ding 等[17]

利用纯培养技术从珊瑚体内分离出的细菌

Endozoicomonas montiporae CL-33，被证实在应

激条件下可能通过预防线粒体功能障碍与促

进糖原异生的方式增强珊瑚的环境适应性。目

前，能被分离培养的珊瑚共附生细菌类群主要

集中在变形菌门 (Proteobacteria)、厚壁菌门

(Firmicutes)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、酸杆菌

门 (Acidobacteria)、疣微菌门 (Verrucomicrobia)
和放线菌门(Actinobacteria)等 [18]。此外，分离

具有特定功能的菌株有助于理解珊瑚宿主与共

附生微生物的关系[19]。珊瑚属于窄温性刺胞动

物，其最适生长的海水表层温度 (sea surface 
temperature, SST)为 25−29 ℃，当 SST 高于珊瑚

可以承受的上限温度 1−2 ℃时，珊瑚共生体系

遭到破坏从而出现热白化现象[20]。基于此，我

们以珊瑚热耐受阈值 32 ℃作为筛选条件，对珊

瑚共附生潜在耐热细菌进行分离、鉴定。 
涠洲岛位于南海北部，被认为是全球气候

变化背景下珊瑚的潜在避难所[21]。20 世纪 80 年

代以前涠洲岛珊瑚礁发育良好，生物多样性丰

富。然而，由于气候变化和人为活动的影响，

涠洲岛珊瑚礁生态系统近几十年呈现衰退的趋

势，珊瑚群落结构也发生变化，热敏型的枝状
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珊瑚(鹿角珊瑚和蔷薇珊瑚等)被热耐受性强的

块状珊瑚(滨珊瑚、扁脑珊瑚、蜂巢珊瑚和菊花

珊瑚等)取代[22]。因此，研究涠洲岛块状珊瑚和

枝状珊瑚之间的热耐受差异，对研究影响珊瑚

耐受性的关键因素及珊瑚礁生态系统在未来气

候变化背景下的潜在适应性提供重要的见解。

然而，目前未有研究利用纯培养的技术揭示珊

瑚热耐受性差异与共附生细菌的关系，对细菌

的生态功能也缺乏清晰的认识。 
本研究选择北部湾涠洲岛珊瑚礁热敏型的

霜鹿角珊瑚和热耐受性强的丛生盔形珊瑚为研

究对象，采用 3 种培养基(2216E、海水 GYP 和

海水 R2A 琼脂培养基)，在热压 32 ℃培养条件

下，对珊瑚共附生潜在耐热细菌进行分离、培

养与鉴定，并分析其多样性。另外，选取代表

菌株进行热耐受性检验和抗菌活性测定，进而

从微生物拮抗作用方面推理珊瑚对环境耐受性

的微生态机理。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

涠洲岛 (21°00′N, 109°00′E)位于南海北部

相对高纬度的亚热带海区，该海域年平均气温

为 22.6 ℃，最低和最高的月平均气温分别出现

在 1 月(15.3 ℃)和 7 月(28.9 ℃)，年平均降水量为

1 380.2 mm，年平均海面温度为 24.62 ℃，年平均

盐度为 31.9‰，海水透明度为 3.0–10.0 m；海

水 pH 值为 8.00−8.23[23]。涠洲岛的气候属性和

良好的水文条件，为珊瑚及礁栖生物提供良好

的栖息地。 
在北部湾涠洲岛珊瑚礁区采集霜鹿角珊瑚

和丛生盔形珊瑚各 1 块(图 1)，个体大小约为  
20 cm×20 cm。将采集的珊瑚样品打包后于 24 h
内运送至广西大学珊瑚礁养殖中心的养殖缸

内，调节水温至 26 ℃，2 h 后珊瑚触手慢慢恢

复伸展，待珊瑚状态稳定后进行下一步实验。 
1.1.2  菌株 

溶珊瑚弧菌 (Vibrio coralliilyticus) ATCC 
BAA-450 和欧文斯氏弧菌(Vibrio owensii) LMG 
25443 为本实验室保存，热耐受性试验研究和

抗菌活性测定研究中的代表菌株为本实验分离

获得。 
1.1.3  培养基、主要试剂和仪器 

2216E琼脂培养基和海水 R2A琼脂培养基，

青岛高科技工业园海博生物技术有限公司；其 

 

 
 
图 1  热耐受性不同的 2 种造礁珊瑚   A：霜鹿角珊瑚. B：丛生盔形珊瑚 
Figure 1  Two species of scleractinian corals with different heat tolerance. A: Acropora pruinosa. B: 
Galaxea fascicularis. 
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中海水 R2A 琼脂培养基参照文献[2]使用海水溶

解。GYP 琼脂培养基按照参考文献[2]配制。 
PCR 相关试剂，宝生物工程(大连)有限公

司；细菌 16S rRNA 基因扩增引物，生工生物

工程(上海)股份有限公司。隔水式电热恒温培养

箱，上海龙跃仪器设备有限公司；气浴恒温恒

速振荡器，常州国宇仪器制造有限公司；PCR
仪，赛默飞世尔科技有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  细菌的分离与纯化 

分别取 1 cm×1 cm 大小的两种珊瑚样品各

3 份，放入干净灭菌的离心管中。在超净工作

台将珊瑚样品用无菌海水冲洗 3–5 遍，洗去残

留海水。往离心管中加入 1 mL 无菌海水，用研

磨杵和剪刀将珊瑚剪碎研磨，离心管振荡涡旋   
2 min，静置 3–5 min。用移液枪吸取同种珊瑚

的上清液混合，将混合液稀释后取 200 μL 分别

涂布到配制好的 2216E、海水 GYP 和海水 R2A
琼脂平板中，每种培养基设置 5 个生物学重复。

涂布好的平板转移到 32 ℃的培养箱，倒置培养

3–5 d。从平板上挑取大小、形态和颜色等不同

的菌落划线纯化，纯化后的菌株接种到海洋

2216E 液体培养基中，于 32 ℃、160 r/min 的

振荡器中培养 1 d，液体浑浊后，按照 1:1 (体
积比)加入含 40% (质量体积分数)灭菌甘油溶

液于−80 ℃保藏备用。 
1.2.2  细菌 DNA 提取、16S rRNA 基因扩增和

测定 
细菌 DNA 模板的制备参考徐帅良[2]描述的

方法进行。用无菌牙签挑取适量菌落于 1.5 mL
离心管中，加入 100 μL 超纯水，在 100 ℃沸水

中煮 10 min，8 000 r/min 离心 5 min 后的上清

液即为 PCR 模板。16S rRNA 基因扩增采用细

菌通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCT 
CAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGAC 

TT-3′)进行。PCR 反应体系(40 μL)：DNA 模板

(20 ng/μL) 1 μL，2×Taq PCR Master Mix 20 μL，

上、下游引物(10 µmol/L)各 1 μL，ddH2O 补足

40 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 4 min；94 ℃ 30 s，
57 ℃ 50 s，72 ℃ 90 s，30 个循环；72 ℃ 10 min。
PCR 反应结束后，取 2 μL PCR 产物用 1.0%琼

脂糖凝胶进行电泳检测，电泳结果用凝胶成像

仪观察，选取条带清晰的 PCR 产物送至生工生

物工程(上海)股份有限公司进行测序。 
1.2.3  16S rRNA 基因序列分析与系统发育树

构建 
16S rRNA基因测序结果导入到 DNA Star 8

软件检查 DNA 峰图，去除峰图杂乱的碱基后，

将两端序列进行拼接，获得的有效序列在 NCBI
数据库 BLAST 模块和 EzBioCloud 进行比对，

根据相似度较高的序列确定菌株的分类地位。

将测序拼接好的菌株序列和相似性较高的参考

菌株序列导入 MEGA 7.0 软件，使用 Clustal W
模块进行多重比对，根据 Kimura 2-parameter
模型计算进化距离，基于近邻相接法(neighbor- 
joining method)构建系统发育树。 
1.2.4  菌株核苷酸序列登录号 

测序获得的细菌 16S rRNA 基因序列提交到

国家微生物科学数据中心 NMDC (http://nmdc. 
cn/)数据库中，登录号为 NMDCN00010O6– 
NMDCN00010O9 ， NMDCN00010OA– 
NMDCN00010OV ， NMDCN00010P0– 
NMDCN00010P9 ， NMDCN00010PA– 
NMDCN00010PV ， NMDCN00010Q0– 
NMDCN00010Q9 ， NMDCN00010QA– 
NMDCN00010QD。  
1.2.5  细菌热耐受性试验 

选择假交替单胞菌 AR010、弧菌 GE004、
鲁杰氏菌 GE010 和 Tenacibaculum AE008 共   
4 株细菌为研究对象，采用单因素试验方法对
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细菌进行热耐受性检验。将待测细菌接种到

2216E 液体培养基中，做好标记后分别放置在

温度为 26、29、32、34、37 ℃和转速为 160 r/min
的条件下培养，每个样品设置 3 个生物学重复。

在培养的第 3、6、12、24、36、48、60 和 84 h，
每种细菌取 200 μL 菌液加入到 96 孔细胞培养

板，使用多功能酶标仪测定菌液在 600 nm 处的

吸光度值。 
1.2.6  细菌抗菌活性测定 

采用平板对峙法测定细菌抗菌活性，具体

步骤参照蒋庆茹等[24]方法稍作修改。首先，将

鲁杰氏菌属和 Tenacibaculum 属代表菌株、溶珊

瑚弧菌和欧文斯氏弧菌分别接种在 2216E 液体

培养基中，在 32 ℃、160 r/min 条件下振荡培养

至菌液 OD600 值为 0.6 左右。按 1%的接种量将

指示菌接种到灭菌温度下降至 55 ℃左右的

2216E 固体培养基中，充分混匀后倒板，冷却

凝固即可获得测试平板。将无菌圆形滤纸(直径

6 mm)置于测试平板，吸取 20 μL 目的菌液滴到

滤纸上，对照组加 20 μL 浓度为 1 mg/mL 的氨

苄(ampicillin)和链霉素(streptomycin)混合液，每

组设置 3 个重复。32 ℃恒温培养 24 h 以上，观

察抑菌情况。 

2  结果与分析 
2.1  菌株分离纯化结果 

使用 3 种培养基，在 32 ℃条件下，从 2 种

珊瑚样品中共分离到 72 株珊瑚共附生潜在耐

热细菌，其中 44 株来源于霜鹿角珊瑚，28 株

来源于丛生盔形珊瑚。菌落颜色多样，有乳白

色、黄色和紫色等。 

2.2  分离细菌的多样性及系统发育树分析 
经过 16S rRNA 基因序列比对，霜鹿角珊

瑚来源的 44 株细菌隶属于 4 个门 22 个属 33 个

种(表 1)。4 个门分别为变形菌门、拟杆菌门、

厚壁菌门和酸杆菌门。其中，变形菌门有 12 个

属 19 个种，拟杆菌门有 8 个属 11 个种，厚壁

菌门有 1 个属 2 个种，酸杆菌门仅有 1 个属 1 个

种。系统发育树结果显示 44 株细菌聚类于变形

菌门、拟杆菌门、厚壁菌门和酸杆菌门(图 2)。 
丛生盔形珊瑚来源的 28 株细菌隶属于 3 个

门11个属和20个种(表1)。3个门分别为变形菌门、

拟杆菌门和厚壁菌门。其中，变形菌门有 8 个属

17 个种，厚壁菌门有 2 个属 2 个种，拟杆菌门仅

分离到 1 个属 1 个种。系统发育树结果显示 28 株

细菌聚类于变形菌门、拟杆菌门和厚壁菌门(图 3)。 
 
表 1  两种造礁珊瑚共附生可培养潜在耐热细菌 16S rRNA 基因序列比对结果 
Table 1  Comparison of 16S rRNA gene sequences of potential heat-tolerant bacteria associated with two 
species of scleractinian corals 
代表菌株 
Representative 
isolate 

属 
Genus 

相似菌种 
Closest strains 

GenBank 登录号 
GenBank 
accession No. 

分离来源 
Origin of isolates 

相似性 
Similarity 
(%) A G 

GE002 Vibrio Vibrio owensii NR_117424  2 99.78 
GG005  Vibrio tubiashii NR_118093 3 1 99.34 
AE014  Vibrio profundi NR_164983 1  99.64 
GE008  Vibrio maritimus NR_117551  1 98.89 
AR007  Vibrio hepatarius NR_025491 1  99.49 
GE004  Vibrio alginolyticus NR_113781  3 99.71 
AE005  Vibrio coralliilyticus NR_117892 1  99.36 
AG006 Kordia Kordia jejudonensis NR_126287 1  97.70 
      (待续) 
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      (续表 1) 
代表菌株 
Representative 
isolate 

属 
Genus 

相似菌种 
Closest strains 

GenBank 登录号 
GenBank 
accession No. 

分离来源 
Origin of isolates 

相似性 
Similarity 
(%) A G 

AE011 Shimia Shimia marina NR_043300 1  98.67 
AE006 Olleya Olleya algicola NR_157624 2  100.00 
GG001 Bacillus Bacillus iocasae NR_158045 1 2 99.93 
AG007  Bacillus kochii NR_117050 1  99.63 
GE010 Ruegeria Ruegeria conchae NR_109062  3 99.92 
GG008  Ruegeria profundi NR_159175  1 99.53 
AE009  Ruegeria arenilitoris NR_109635 2 1 99.23 
AR001 Pleionea Pleionea mediterranea NR_135696 1  100.00 
GR006 Amphritea Amphritea spongicola NR_135881  1 98.00 
AE004 Lacinutrix Lacinutrix venerupis NR_145942 1  96.86 
AE001 Lewinella Lewinella cohaerens NR_112672 2  96.69 
AG004 Altibacter Altibacter lentus NR_126240 2  94.85 
AR015 Aquimarina Aquimarina litoralis NR_116703 1  99.93 
AG003 Paracoccus Paracoccus zeaxanthinifaciens NR_025218 1  97.48 
GR003 Alteromonas Alteromonas oceani NR_159349  1 99.92 
AR016  Alteromonas australica NR_116737 1  98.89 
GR004  Alteromonas macleodii NR_037127  1 99.70 
AR004 Oceanicaulis Oceanicaulis stylophorae NR_108907 1  98.63 
AE010 Tritonibacter Epibacterium mobile NR_115921 1  99.92 
AR005 Robiginitalea Robiginitalea myxolifaciens NR_041514 1  99.48 
AE002 Erythrobacter Erythrobacter longus NR_041889 3  100.00 
GE006 Halobacillus Halobacillus dabanensis NR_042860  1 100.00 
AE013 Marinomonas Marinomonas atlantica NR_151936 1  100.00 
AE012 Thalassotalea Thalassotalea euphylliae NR_153727 1  97.66 
GG007  Thalassotalea litorea NR_157659  1 92.98 
AG008 Tenacibaculum Tenacibaculum jejuense NR_116704 2  98.36 
AE008  Tenacibaculum mesophilum NR_024736 1  99.93 
AR012  Tenacibaculum skagerrakense NR_025229 1  99.79 
AR008  Tenacibaculum holothuriorum NR_145845 2  97.88 
GR008 Flammeovirga Flammeovirga aprica NR_041394  1 98.81 
GR009 Microbulbifer Microbulbifer variabilis NR_041021  1 99.04 
GE011  Microbulbifer echini NR_156859  1 99.04 
GG004 Thalassomonas Thalassomonas viridans NR_104564  1 99.00 
AG011 Pseudoalteromonas Pseudoalteromonas hodoensis NR_126232 1  99.93 
GE001  Pseudoalteromonas rubra NR_026223  1 99.93 
AR011  Pseudoalteromonas marina NR_042981 1  99.93 
AR013  Pseudoalteromonas spiralis NR_114801 1  99.93 
AR010  Pseudoalteromonas piratica NR_157758 1  99.85 
AG012  Pseudoalteromonas phenolica NR_113299 1 1 100.00 
GE005  Pseudoalteromonas luteoviolacea NR_026221  3 99.63 
AG005 Acanthopleuribacter Acanthopleuribacter pedis NR_041599 2  95.48 
A：霜鹿角珊瑚. G：丛生盔形珊瑚 
A: Acropora pruinosa. G: Galaxea fascicularis. 
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图 2  霜鹿角珊瑚共附生可培养潜在耐热细菌基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树   相似菌株括号

中的序号：GenBank 登录号；本实验分离菌株括号中的序号：国家微生物科学数据中心序列号；分支

点数值：进化树 bootstrap 值；标尺刻度 0.02：序列差异的分支长度. 下同 
Figure 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of potential heat-tolerant bacteria associated 
with Acropora pruinosa. Closest strains accession number in GenBank; Isolates from this experiment 
accession number in national microbiology data center; Values at branch nodes represent bootstrap value; 
Bar=0.02 is nucleotide divergence. The same bellow. 
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图 3  丛生盔形珊瑚共附生可培养潜在耐热细菌基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences potential heat-tolerant bacteria associated 
with Galaxea fascicularis. 
 

16S rRNA 基因序列比对结果相似性若小

于 98.65%，则认为该菌株为潜在新种[25]。在本

研究中，分离菌中有 17 株细菌比对结果相似性

小于 98.65%，可能是 12 个潜在的新分类单元，

占细菌总数的 23.61%，其中 2 株来源于丛生盔

形珊瑚、15 株从霜鹿角珊瑚获得，同时，包含 3
株细菌与最相似模式菌株的相似度小于 95%，

可能代表 2 个潜在的新属[26] (表 1)。 

2.3  两种造礁珊瑚共附生可培养潜在耐热

细菌多样性差异分析 
在属分类学水平上统计 2 种造礁珊瑚共附

生可培养耐热型细菌共有和独有的细菌类型

(图 4，图 5)。结果表明 2 种珊瑚可培养细菌组

成存在差异，霜鹿角珊瑚和丛生盔形珊瑚均分

离到的属有 6 个，分别为弧菌属、交替单胞菌

属(Alteromonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)、鲁杰 
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图 4  属水平上 2 种造礁珊瑚共附生可培养潜在

耐热细菌 Venn 图 
Figure 4  Venn diagram of the potential heat-tolerant 
bacteria associated with two species of scleractinian 
corals based on genus level. 
 
氏菌属、假交替单胞菌属和 Thalassotalea 属。

仅从丛生盔形珊瑚分离到的属有 5 个，分别为

产微球茎菌属(Microbulbifer)、喜盐芽孢杆菌属

(Halobacillus)、Amphritea、Thalassomonas 和

Flammeovirga。仅从霜鹿角珊瑚分离到的属有

16 个，分别为有副球菌属(Paracoccus)、海单胞

菌属(Marinomonas)、赤杆菌属(Erythrobacter)、
石鳖杆菌属(Acanthopleuribacter)、Tenacibaculum、

Altibacter、Aquimarina、Kordia、Lacinutrix、
Lewinella、Oceanicaulis、Pleionea、Robiginitalea、
Shimia、Tritonibacter 属和 Olleya。此外，霜鹿

角珊瑚共附生可培养耐热型细菌的优势属为弧

菌属(13.63%)、Tenacibaculum (13.63%)和假交

替单胞菌属(11.36%)；丛生盔形珊瑚优势属为

弧菌属(25.00%)、假交替单胞菌属(17.85%)和鲁

杰氏菌属(17.85%)。 

2.4  细菌热耐受性试验结果 
梯度升温试验结果表明，随着温度升高，  

4 株测试菌株的生长速率随温度升高呈现先升

高后下降趋势。在 26−37 ℃温度范围内，4 株

细菌的生长速率在 34 ℃时最快(图 6)。 

2.5  细菌抗菌活性试验结果 
距离目的菌株 1 mm 内指示菌不生长即视 

 

 
 
图 5  属水平上 2 种造礁珊瑚共附生可培养潜在耐热细菌分布柱状图 
Figure 5  The histogram of the potential heat-tolerant bacteria associated with two species of scleractinian 
corals based on genus level. 
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图 6  不同温度下 4 株细菌的生长情况   A：假交替单胞菌 AR010. B：弧菌 GE004. C：鲁杰氏菌 GE010. 
D：Tenacibaculum 属 AE008 
Figure 6  Growth condition of 4 predominant genera bacteria in different incubation temperatures. A: 
Pseudoalteromona sp. AR010. B: Vibrio sp. GE004. C: Ruegeria sp. GE010. D: Tenacibaculum sp. AE008. 
 
为目的菌株对指示菌具有抑制活性[27]。抗菌试

验结果显示，鲁杰氏属的 2 株细菌表现出对  
１种或 2 种指示菌株产生抑菌活性，而

Tenacibaculum 属 3 株细菌对 2 种病原菌抑菌效

果不明显(表 2，图 7)。其中，菌株 GE007 对溶

珊瑚弧菌和欧文斯弧菌均有抑制作用，菌株

GG006 对溶珊瑚弧菌具有抑制作用。 

3  讨论 
3.1  两种造礁珊瑚共附生可培养潜在耐热

细菌多样性 
高通量测序技术为珊瑚宿主适应环境能

力差异与共附生细菌关系的研究提供了相关证

据 [12-14]，但该技术难以对微生物的生理生化特

性、环境胁迫效应以及不同类群的相互作用进

行有效的试验研究，对珊瑚共附生细菌的生态

功能仍然缺乏清晰的认识。要深入解析细菌的

功能仍需传统培养技术获得单个微生物菌株进

行探索。 
本研究基于纯培养技术，在热压条件下，

对热耐受性不同的 2 种造礁珊瑚共附生潜在耐

热细菌进行多样性分析，共分离到 72 株细菌，

其中，霜鹿角珊瑚分离获得的细菌有 4 个门  
22 个属 33 个种，弧菌属、假交替单胞菌属和

Tenacibaculum 属为优势属。丛生盔形珊瑚分离

获得的细菌有 3 个门 11 个属 20 个种，弧菌属、 
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表 2  细菌的抗菌情况 
Table 2  Inhibition effect of tested strains 
属 
Genus 

菌株编号 
Strain No. 

溶珊瑚弧菌 
Vibrio 
coralliilyticus 

欧文斯氏弧菌 
Vibrio owensii 

Ruegeria GE007 + + 
 GG006 + − 
 GG008 − − 
Tenacibaculum AE008 − − 
 AR008 − − 
 AR012 − − 
+：具有拮抗作用；−：无拮抗作用 
+: With antagonistic activity; −: No antagonistic activity. 
 

 
 
图 7  细菌抑制效果图   A：鲁杰氏菌 GE007 对

溶珊瑚弧菌的拮抗作用. B：鲁杰氏菌 GE007 对欧

文斯氏弧菌的拮抗作用. C：鲁杰氏菌 GG006 对溶

珊瑚弧菌的拮抗作用 . D： Tenacibaculum sp. 
AE008 对溶珊瑚弧菌的拮抗作用 
Figure 7  The picture of the antimicrobial effect of 
the tested strain. A: The inhibitory effect of 
Ruegeria sp. GE007 on Vibrio coralliilyticus. B: 
The inhibitory effect of Ruegeria sp. GE007 on 
Vibrio owensii. C: The inhibitory effect of Ruegeria 
sp. GG006 on Vibrio coralliilyticus. D: The 
inhibitory effect of Tenacibaculum sp. AE008 on 
Vibrio coralliilyticus. 

假交替单胞菌属和鲁杰氏菌属为优势属。表明

霜鹿角珊瑚和丛生盔形珊瑚可培养细菌的组成

和丰度存在显著差异。在 26−37 ℃温度范围内，

优势属的代表菌株生长速率在 34 ℃时最大，温

度高于大多数海洋细菌的最适生长温度和珊瑚

白化阈值，表明分离获得的细菌具有一定的耐热

性。除优势类群外，其他属菌株数量较少，其原

因可能是珊瑚共生功能体组分复杂，各类群之间

存在互惠共生关系，纯培养阻断了它们之间的信

息交流；其次，珊瑚共生功能体微环境复杂，

生态位多样且专一化，且前实验室条件无法完

全模拟珊瑚微生物生长所必需的环境[28-29]。 

3.2  珊瑚共附生细菌特殊类群或与珊瑚耐

热性有关 
在珊瑚共生体中，不同的细菌类群有各自

的生物学功能，有的细菌通过参与养分循环和

免疫保护等协助珊瑚适应环境；相反地，有的

细菌类群则对珊瑚宿主构成致病威胁 [3,6]。例

如，鲁杰氏菌属细菌被认为是一种潜在的珊瑚

益生菌，能够产生抑制弧菌生长的抗生素[30-31]。

然而，在热应力条件下，珊瑚共生体的机会主

义细菌快速增长，威胁珊瑚共生体的稳定[32]。

以弧菌为例，溶珊瑚弧菌被认为是一种温度依

赖性病原，在高温条件下可造成鹿角杯形珊瑚

(Pocillopora damicornis)白化、死亡[33-34]。欧文

斯氏弧菌能诱导造礁珊瑚 Montipora capitata 出

现慢性白化综合征(white syndrome)，威胁珊瑚

礁生存[35]。此外，鉴于 Tenacibaculum 属细菌与

鱼类疾病的相关性， Smith 等 [36] 的研究将

Teanacibaculum sp.细菌列为珊瑚病变和组织坏

死的新型潜在致病因子。 
拮抗细菌对致病菌作用假设的机制认为，

抗病菌可以产生抗菌活性物，从而控制珊瑚潜

在病原体数量，增强宿主适应环境能力[37]。此

外，Shnit-Orland 等[38]的研究证明，来自块状珊
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瑚粘液的可培养细菌抗菌活性高于枝状珊瑚粘

液的细菌。在本研究中，来源于丛生盔形珊瑚

的鲁杰氏菌属 2 株细菌对 1 种或 2 种潜在病原

弧 菌 具 有 抑 制 作 用 ， 而 来 自 霜 鹿 角 珊 瑚

Tenacibaculum 属的 3 株细菌对 2 种指示菌抑制

作用不明显。实验结果与 Miura 等[30]从丛生盔

形珊瑚分离到的Ruegeria sp.菌株能够抑制溶珊

瑚弧菌结果相似。来源于丛生盔形珊瑚的鲁杰

氏菌属细菌对弧菌产生抑制作用，表明珊瑚共

附生潜在耐热细菌可能通过保护珊瑚免受病原

体感染的方式，增强块状珊瑚应对热胁迫的适

应性。来源于霜鹿角珊瑚的 Tenacibaculum 属细

菌对弧菌抑制作用不明显，并且 Tenacibaculum
属被列为新型潜在致病因子，说明枝状珊瑚在

热胁迫过程中会增加感染疾病的风险，降低其

环境适应能力。因此，我们推测在热应力条件

下，块状珊瑚中的潜在耐热细菌可能通过抵御

珊瑚致病菌的方式提高宿主环境适应能力。 

3.3  珊瑚共附生菌种资源积累 
造礁珊瑚是一个极大的微生物种质资源

库。本研究积累了大量的珊瑚共附生细菌菌种

资源，包括弧菌属、假交替单胞菌属、鲁杰氏

菌属和 Tenacibaculum 等，这些细菌与珊瑚宿主

关系密切[13,36,39-40]，为后续研究其在珊瑚适应环

境过程中所起的作用奠定了基础。 
另外，本研究分离得到的菌株 AG004 和

AR003 与 Altibacter lentus 序 列 相 似 性 为

94.85%，菌株 GG007 与 Thalassotalea litorea 序

列相似性为 92.98%，这 3 株细菌可能是潜在的

新属。菌株 AG006、AE004、AE001、AG001、
GR006、AG003、AR004、AE012、AG008、
AG009、AR008、AR009、AR002 和 AG005 与

亲缘关系最近的模式菌株的 16S rRNA 基因序

列相似性均小于 98.65%，可能为潜在的新种。

本研究分离到的潜在新种或新属资源为后续的

细菌新物种的多相分类鉴定提供了基础。 

4  结论 
本文基于纯培养手段对 2 种热耐受性差异

显著的造礁珊瑚共附生潜在耐热细菌进行多样

性分析，研究结果表明，丛生盔形珊瑚和霜鹿

角珊瑚共附生潜在耐热细菌多样性存在差异，

并且包含不少潜在新分类单元；其次，在热胁

迫环境中，条件致病菌弧菌大量繁殖，而块状

珊瑚的潜在耐热细菌对其有一定的拮抗作用。

因此，本研究推测珊瑚的耐热特性与体内共生

细菌对致病菌的抑制作用有关。 
虽然珊瑚耐热特性可能与体内共生细菌对

致病菌的抑制作用有关，但由于珊瑚共生体与

宿主关系的复杂性，珊瑚适应环境差异背后的

分子机制仍然不确定。此外，本研究对鲁杰氏

菌属的细菌对弧菌的拮抗作用只进行初步分

析，其活性物质为何种物质及其拮抗机理、实

际作用等多种问题都有待今后进一步分析。 
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