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摘要：本研究利用从南海采集的４种珊瑚分离附生真菌，并通过菌株的分类鉴定及系统发育分析获
得珊瑚附生可培养真菌的多样性信息．选用酵母麦芽糖琼脂培养基（ＹＭ）、马铃薯葡萄糖琼脂培养
基（ＰＤＡ）、马丁氏培养基（Ｍａｒｔｉｎ）、察氏琼脂培养基（ＣＤＡ）和孟加拉红培养基（ＲＢＭ）等５种培养
基，采用平板涂布法培养分离附生真菌，基于ＩＴＳｒＲＮＡ基因序列对真菌菌株进行鉴定和系统发育
分析．从４种珊瑚上共分离获得１０个属的１２０株真菌，分别是：青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｕｍ）５６株、曲霉属
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）２５株、枝顶孢属（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ）２株、枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）５株、毕赤酵母属（Ｍｅｙ
ｅｒｏｚｙｍａ）１４株、隔孢伏革属（Ｐｅｎｉｏｐｈｏｒａ）２株、拟茎点霉属（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）１株、裂褶菌属（Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌ
ｌｕｍ）１株、梗孢酵母属（Ｓｔｅｒｉｇｍａｔｏｍｙｃｅｓ）１３株、篮状菌属（Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ）１株．通过对不同珊瑚品种分
离获得的附生真菌的比较，发现小叶鹿角珊瑚（Ａｃｒｏｐｏｒａｍｉｃｒｏｐｈｔｈａｌｍａ）和花鹿角珊瑚（Ａｃｒｏｐｏｒａ
ｆｌｏｒｉｄｅ）上分离到的菌株多样性最高，包含６属１０种．进一步的分析发现不同珊瑚样品上真菌种类
分布有较大差异，隔孢伏革属和裂褶菌属真菌均分离自小叶鹿角珊瑚，梗孢酵母属和篮状菌属均分

离自角孔珊瑚（Ｇｏｎｉｏｐｏｒａｓｐ．），扁脑珊瑚（Ｐｌａｔｙｇｙｒａｓｐ．）上则分离到拟茎点霉属．同时还发现不同
培养基分离真菌的能力不同，ＹＭ培养基分离的菌株最多，ＣＤＡ培养基分离真菌的多样性最多．以
上的研究结果表明，南海珊瑚上存在大量且丰富的真菌资源，可以为后续生物活性物质的开发利用

提供良好的菌种资源．
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　　珊瑚礁是一类由珊瑚、浮游生物、底栖生物、鱼
类和藻类等多种生命形式组成的海洋生态系统［１］．
自然灾害和气温升高使全球范围内的珊瑚礁正面临

着严重退化．珊瑚作为珊瑚礁生态系统中重要的组
成生物，其疾病的发生也会在某种程度上危害珊瑚

礁生态系统健康，进而导致珊瑚资源的减少．在目前
有关珊瑚疾病病原菌的研究中，已经有越来越多的

研究将珊瑚疾病与其上的附生微生物建立了联系．
珊瑚附生微生物包括了生长在珊瑚粘液层、骨架以

及组织中的微生物，如细菌、古菌、病毒和真菌等．与
原核微生物相比，真菌相对高等，代谢能力更强．一
些研究者通过分离比较全球不同海域健康和患病珊

瑚样品上的附生真菌种类，确定了聚多曲霉（Ａｓｐｅｒ
ｇｉｌｌｕｓｓｙｄｏｗｉｉ）和杂色曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ）是引
起珊瑚曲霉病的主要原因［２４］．它们可以直接感染，
也可以通过如舌头海蜗牛（Ｃｙｐｈｏｍａｇｉｂｂｏｓｕｍ）的间
接转移使健康珊瑚患病［５］．此外，环境因素如海水
温度的升高可以提高曲霉属真菌对珊瑚的侵染能

力，从而加剧珊瑚患病［６］．这些研究成果在一定程
度上激发了人们对于珊瑚附生真菌的研究兴趣．

目前国内外对珊瑚附生真菌的研究主要集中在

真菌多样性和天然活性物质开发方面．国外有关珊
瑚附生真菌多样性的研究有巴拿马海域的滨珊瑚

（Ｐｏｒｉｔｅｓ）［７］、爪哇海北部海域的短指软珊瑚（Ｓｉｎｕ
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ｌａｒｉａ）［８］、东太平洋［９］和新加坡［１０］的柳珊瑚（Ｇｏｒ
ｇｏｎｉａｎ）、大堡礁南部的鹿角珊瑚（Ａｃｒｏｐｏｒａ）［１１］、加
勒比海域的环圆菊珊瑚（Ｍｏｎｔａｓｔｒｅａａｎｎｕｌａｒｉｓ）［１２］和
印度洋海域的澄黄滨珊瑚（Ｐｏｒｉｔｅｓｌｕｔｅａ）、角孔珊瑚
（Ｇｏｎｉｏｐｏｒａｓｐ．）、蔷薇珊瑚（Ｍｏｎｔｉｐｏｒａ）等［１３］．国内
有关珊瑚附生真菌多样性研究主要集中在广东徐闻

珊瑚礁自然保护区的蜂巢珊瑚（Ｆａｖｉｉｄａｅ）、盔形珊
瑚（Ｇａｌａｘｅａ）、角孔珊瑚、肉芝软珊瑚（Ｓａｒｃｏｐｈｙｔｏｎ）、
滨珊瑚和牡丹珊瑚（Ｐａｖｏｎａｌａｍａｒｃｋ）［１４１６］和南海的
柳珊 瑚、滨 珊 瑚 和 黑 珊 瑚 （Ａｎｔｉｐａｔｈｅｓｄｉｃｈｏｔｏ
ｍａ）［１７２２］等．这些长期附生在珊瑚上的真菌不仅能
够参与合成珊瑚成分，也参与了珊瑚次生代谢产物

的物质合成．周静等（２０１２）曾从西沙海域的网刺柳
珊瑚（Ｅｃｈｉｎｏｇｏｒｇｉａｓｐ．）上分离到 １株隔孢伏革属
（Ｐｅｎｉｏｐｈｏｒａｓｐ．）真菌，并从其发酵产物中分离获得
了７个具有较强卤虫致死活性和鱼毒活性的甾体化
合物．而且网刺柳珊瑚中的主要代谢产物也是甾体
化合物［２３］．目前从珊瑚来源真菌的代谢产物中分离
获得的化合物有 １５７个［２４］，不仅具有包括生物

碱［２５］、聚酮［２６］、内酯［２７］、蒽醌类［２８］、萜类［２９］、肽

类［３０］等多种化学结构类型，还具有包括抗菌［３１］、抗

肿瘤［３２］、抗污损［２８］等多种生物活性．

南海地处热带和亚热带，蕴藏着丰富的珊瑚资

源．本研究运用５种不同的固体真菌培养基，对南海
海域的扁脑珊瑚（Ｐｌａｔｙｇｙｒａｓｐ．）、角孔珊瑚（Ｇｏｎｉｏ
ｐｏｒａｓｐ．）、小叶鹿角珊瑚（Ａｃｒｏｐｏｒａｍｉｃｒｏｐｈｔｈａｌｍａ）
和花鹿角珊瑚（Ａｃｒｏｐｏｒａｆｌｏｒｉｄｅ）等４种珊瑚上的附
生真菌进行分离，旨在提高现有对南海珊瑚上可培

养真菌多样性的认识，也为后续利用珊瑚来源的真

菌生产活性代谢产物提供菌种资源．

１　材料与方法
１．１　样品信息

珊瑚样品采集自海南三亚珊瑚礁自然保护区

（１８°１２′４５″Ｎ，１０９°２８′２９″Ｅ）．４种珊瑚经鉴定为扁
脑珊瑚、角孔珊瑚、小叶鹿角珊瑚和花鹿角珊瑚．样
品采集后立即装入无菌封口袋中，并置于冰盒中保

存，尽快送往实验室进行真菌的分离操作．
１．２　分离培养基

采用５种培养基（表１），在１１５℃高压灭菌３０
ｍｉｎ，冷却至４５℃左右，加入过滤除菌的青霉素和硫
酸链霉素溶液，使二者最终浓度均达到０．５ｇ／ｄｍ３，
用于抑制细菌生长．

表１　５种分离培养基及成分
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｆｉｖｅｉｓｏｌａｔｉｏｎｍｅｄｉａ

培养基 成分（１ｄｍ３中的含量）

马丁氏培养基（Ｍａｒｔｉｎ） 蛋白胨５．０ｇ，酵母粉２．０ｇ，葡萄糖２０．０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ，琼脂粉１４．０ｇ

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ） 马铃薯２００．０ｇ，葡萄糖２０．０ｇ，琼脂粉１５．０ｇ

酵母麦芽糖琼脂培养基（ＹＭ） 蛋白胨５．０ｇ，麦芽提取物３．０ｇ，酵母提取物３．０ｇ，葡萄糖１０．０ｇ，琼脂粉１５．０ｇ

孟加拉红培养基（ＲＢＭ） 蛋白胨５．０ｇ，葡萄糖１０．０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１．０ｇ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ，孟加拉红０．０３３ｇ，琼脂粉１５．０ｇ

察氏琼脂培养基（ＣＤＡ） ＮａＮＯ３３．０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ，ＭｇＳＯ４．７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＫＣｌ０．５ｇ，ＦｅＳＯ４０．０１ｇ，蔗糖３０．０ｇ，琼脂粉１５．０ｇ

１．３　真菌分离培养
将珊瑚样品用无菌海水清洗 ３次后，用灭过菌

的研钵和研杵在超净工作台中研磨至匀浆状．用经
灭菌的药匙取１ｇ左右于１０ｃｍ３无菌海水中，涡旋
振荡５ｍｉｎ制成样品原液．再用无菌海水将原液稀
释成１×１０－１、１×１０－２浓度梯度的稀释液．用无菌
玻璃涂布棒在相应培养基表面轻轻地涂布均匀．４
种珊瑚的３个浓度梯度的涂布液在每种培养基上重
复３次．平板涂布完成后封口，放置在２５℃恒温培
养箱中培养．待菌落长出，对分离培养长出的菌株进
行形态观察，去除同种珊瑚同种培养基上菌株形态

（菌丝长短、生长密度大小）、颜色等明显类似的重

复菌株．挑取排重后的菌株转接到新的ＰＤＡ培养基
平板上，做好标记．对转移到新的 ＰＤＡ平板上的菌
株进行纯化，并用质量分数为 ２５％的甘油进行保
种，－８０℃保存．
１．４　真菌的显微特征观察

将丝状真菌划线涂布在 ＣＭＡ固体平板培养基
上，然后用镊子夹一张无菌盖玻片斜插入平板内的

培养基中，插入深度为盖玻片高度的二分之一或三

分之一．密封后于室温下培养，至合适时，取出盖玻
片，以灭菌海水为浮载剂进行压片．将玻片置于倒置
显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ５１）下观察，选取有代表性的显
微结构进行拍照保存．
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１．５　真菌ＤＮＡ的提取、纯化及ＩＴＳ序列扩增
本研究采用热裂解法［３３］提取海洋真菌基因组

ＤＮＡ，并将提取获得的 ＤＮＡ通过引物 ＩＴＳ１／ＩＴＳ４
（ＩＴＳ１：５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′，ＩＴＳ４：５′
ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）进行ＰＣＲ扩增．扩增
反应条件为：９５℃预变性４ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退
火３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，共３２个循环；７２℃最后延伸
７ｍｉｎ．使用Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ回收试剂盒
对ＰＣＲ扩增产物进行纯化，送至上海美吉公司测序．
１．６　真菌ＩＴＳ序列的进化分析

根据测序峰图，用 ＢｉｏＥｄｉｔＳｅｑｕｅｎｃｅＡｌｉｇｎｍｅｎｔ
Ｅｄｉｔｏｒ软件将ＩＴＳ序列中前后不准确的序列剔除．然
后在ＮＣＢＩ数据库中，将去除杂峰后的ＩＴＳ序列进行
Ｂｌａｓｔｎ分析．从 Ｂｌａｓｔｎ结果中挑选每种真菌最相近
的真菌ＩＴＳ序列作为参考序列，用ＣｌｕｓｔａｌＷ进行完
全比对，然后通过 ＭＥＧＡ软件，采用邻接法构建系
统发育树，并选择使用１０００次重复的自展值分析
来检验系统发育进化树的可信度．
１．７　数据处理

采用索伦森相似系数（ＳｏｒｅｎｓｏｎＳｉｍｉｌａｒｉｔｙＣｏｅｆ

ｆｉｃｉｅｎｔ，ＣＳ）［３４］比较样品之间附生真菌种属组成的相
似程度：

ＣＳ＝ ２Ａ
( )Ｂ＋Ｃ

式中：Ａ为两种样品共有种数或属数，Ｂ为样品 Ｂ的
附生真菌物种数或属数，Ｃ为样品 Ｃ的附生真菌物
种数或属数．

２　结果与讨论
２．１　珊瑚附生真菌的分离结果

从采集到的４种珊瑚样品中共分离菌株１２０株，
分属于１０个属（表２），分别是５６株青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉ
ｕｍ）、２５株曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、５株枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉ
ｕｍ）、２株枝顶孢属（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ）、１４株毕赤酵母属
（Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａ）、２株隔孢伏革属（Ｐｅｎｉｏｐｈｏｒａ）、１株裂褶
菌属（Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ）、１３株梗孢酵母属（Ｓｔｅｒｉｇｍａｔｏｍｙ
ｃｅｓ）、１株篮状菌（Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ）、１株拟茎点霉属（Ｐｈｏ
ｍｏｐｓｉｓ）．其中，青霉属数量最多，共５４个菌株，占分离
菌株总数的４６．７％，为优势种属．不同属的真菌在ＰＤＡ
培养基上的菌落形态与显微形态如表２．

表２　４种珊瑚样品中不同属真菌的菌落形态及显微形态
Ｔａｂ．２　Ｃｏｌｏｎｙａｎｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｕｎｇｉｇｅｎｕｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｆｏｕｒｃｏｒａｌｓ

真菌 菌株数／株 占比／％ 平板培养形状 显微特征

青霉属

（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）

５６ ４６．７ 菌落初为白色，最终为蓝绿色，绒状，菌落

反面淡黄色，表面有粉末状孢子粉

菌丝无色，有隔膜；分生孢子梗，有隔膜，在顶端

附近分枝，末端帚状枝；分生孢子无色，单胞，球

形，成团时带有各种颜色，形成干燥向基的链

曲霉属

（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）

２５ ２０．８３ 菌落初为白色，最终为黑色，黄色或绿色，

菌落反面淡黄色至浅褐色

菌丝透明或呈明亮的颜色，光滑或粗糙；分生孢

子梗直立，在顶端球形或棍棒形膨大，顶部着生

小梗或自整个表面放射；分生孢子，单胞，球形，

成团时带有各种颜色，成干燥向基的链

枝孢属

（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）

５ ４．１７ 菌落橄榄色、褐色，绒状、平展或隆起，

菌落反面淡褐色

分生孢子梗，暗色，小枝在顶部附近成簇或单生；

分生孢子，暗色，椭圆形，常成简单的或分枝的向

顶的链

枝顶孢属

（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ）

２ １．６７ 菌落白色，绒状，中间稍隆起，菌落

反面褐色

菌丝无色透明，具隔膜；分生孢子梗光滑，球形，

无色；分生孢子暗色，单孢，卵圆形

拟茎点霉属

（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ）

１ ０．８３ 菌落灰白色，丛卷毛状，菌落反面黑色 菌丝光滑，无色；分生孢子梗无色，有隔膜；

分生孢子，无色，椭圆形

篮状菌属

（Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ）

１ ０．８３ 菌落黄白色，绒状，边缘放射状，

菌落反面褐色

分生孢子梗，光滑，顶端不膨大；分生孢子

椭圆形，无间隔，光滑

隔孢伏革属

（Ｐｅｎｉｏｐｈｏｒａ）

２ １．６７ 菌落灰白色，蜡质，边缘不规则，

菌落反面黄色

菌丝光滑；分生孢子梗侧生；分生孢子，卵圆形，

光滑，有隔膜，顶端着生

裂褶菌属

（Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ）

１ ０．８３ 菌落圆形，白色，扁平，绒状，菌丝白色，

细长，密集，辐射状生长，菌落边缘雪花状

菌丝无色，有隔膜，分生孢子梗粗糙；孢子长圆形

梗孢酵母属

（Ｓｔｅｒｉｇｍａｔｏｍｙｃｅｓ）

１３ １０．８３ 菌落乳白色，湿润，质地粘稠，易被挑起，

反面米黄色



毕赤酵母属

（Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａ）

１４ １１．６７ 菌落米白色，湿润，粘稠，易被挑起，

菌落反面米黄色


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２．２　珊瑚附生真菌的组成和分布
各样品上珊瑚附生真菌分离结果如表３所示，

小叶鹿角珊瑚分离到的菌株数量和种类最多，为４５
株（１０种），占分离总数的３７．５％．角孔珊瑚上分离
到３７株（１０种），扁脑珊瑚上分离到２７株（７种）．
花鹿角珊瑚上分离的菌株最少，仅 １１株（４种）．从
表３可以看出，不同珊瑚样品上真菌种类分布有较
大差异，橘青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｉｔｒｉｎｕｍ）在４种珊瑚样

品上较为常见，都有分离得到．而其他真菌仅在部分
珊瑚样品中分离得到，如黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ）、
杂色曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ）、群集裂褶菌（Ｓｃｈｉｚｏ
ｐｈｙｌｌｕｍｃｏｍｍｕｎｅ）和隔孢伏革属均来源于小叶鹿角
珊瑚．焦曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｕｓｔｕｓ）、篮状菌属（Ｔａｌａｒｏ
ｍｙｃｅｓｖｅｒｒｕｃｕｌｏｓｕｓ）和梗孢酵母属真菌只在角孔珊瑚
上分离得到．拟茎点霉属仅在扁脑珊瑚上分离得到．

表３　三亚４种珊瑚样品上附生真菌的分布
Ｔａｂ．３　ＤｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｆｕｎｇｉｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｆｏｕｒｃｏｒａｌｓｉｎＳａｎｙａ

真菌种类
真菌数量／株

扁脑珊瑚 角孔珊瑚 小叶鹿角珊瑚 花鹿角珊瑚

枝顶孢属（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍｓｐ．） １   １

黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ）   ２ 

黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ） ３ ３  

焦曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｕｓｔｕｓ）  １  

杂色曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ）   １６ 

枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ） ２ ３  

季也蒙毕赤酵母（Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ）  ７ １ ６

产黄青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ）  １０ １ １

橘青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｉｔｒｉｎｕｍ） １ １ ６ ３

梅花状青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｈｅｒｑｕｅｉ） １４ １ ２ 

菌核青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ） ５ ７ ２ 

隔孢伏革属（Ｐｅｎｉｏｐｈｏｒａｓｐ．）   ２ 

拟茎点霉属（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓｓｐ．） １   

群集裂褶菌（Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍｃｏｍｍｕｎｅ）   １ 

梗孢酵母属（Ｓｔｅｒｉｇｍａｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．）  １ １２ 

篮状菌属（Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓｖｅｒｒｕｃｕｌｏｓｕｓ）  １  

分离菌株数（种类） ２７（７） ３７（１０） ４５（１０） １１（４）

　　通过相似性系数的结果比较（表４），可以发现
角孔珊瑚与扁脑珊瑚、角孔珊瑚与小叶鹿角珊瑚之

间的相似性系数均大于０．５，说明它们之间的附生
真菌菌群有较高的相似性．其他珊瑚样品之间分离

获得的附生真菌菌群的相似性系数均小于０．５，反
映出它们之间附生真菌多样性水平差异较大，相近

程度较低．

表４　４个珊瑚样品之间真菌群落结构相似性系数
Ｔａｂ．４　Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｆｕｎｇａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｆｏｕｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｒａｌｓａｍｐｌｅｓ

珊瑚名称 扁脑珊瑚 角孔珊瑚 小叶鹿角珊瑚 花鹿角珊瑚

扁脑珊瑚 １．００００ ０．５８８２ ０．３５２９ ０．３６３６

角孔珊瑚 ０．５８８２ １．００００ ０．６０００ ０．４２８６

小叶鹿角珊瑚 ０．３５２９ ０．６０００ １．００００ ０．４２８６

花鹿角珊瑚 ０．３６３６ ０．４２８６ ０．４２８６ １．００００
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２．３　５种培养基对珊瑚附生真菌分离能力的比较
本研究采用５种培养基对珊瑚附生真菌进行分

离培养，结果如表５所示，这５种培养基都可以分离
培养得到珊瑚附生真菌，但其分离得到的真菌的种

类和数量是有区别的．其中，ＹＭ培养基和 ＣＤＡ培
养基上分离得到的菌株数量最多，分别为３５株（１２
种）和 ３２株（１２种），累计占分离总菌数量的
５５８３％．其次，Ｍａｒｔｉｎ培养基上分离到２０株，７个种
类的真菌菌株．ＲＢＭ培养基和 ＰＤＡ培养基分离得

到的菌株数量最少，分别为１７株（９种）和１６株（７
种）．有 ４种真菌杂色曲霉、橘青霉、梅花状青霉
（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｈｅｒｑｕｅｉ）和菌核青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｃｌｅｒｏｔｉ
ｏｒｕｍ）可以同时从５种培养基上分离得到．此外，有
３株真菌篮状菌属、焦曲霉属和拟茎点霉属真菌只
在ＣＤＡ培养基上分离到，体现了珊瑚附生真菌对培
养基的偏好性．由此可见，本研究中选用的５种培养
基较好的实现了营养组分互为补充．ＹＭ和 ＣＤＡ培
养基最适于分离珊瑚附生真菌．

表５　５种培养基上珊瑚附生真菌的分布
Ｔａｂ．５　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｏｒａｌｓｙｍｂｉｏｔｉｃｆｕｎｇｉｏｎｆｉｖｅｍｅｄｉａ

真菌种类
真菌数量／株

ＹＭ ＰＤＡ Ｍａｒｔｉｎ ＣＤＡ ＲＢＭ

枝顶孢属（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍｓｐ．）    １ １

黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ） １   １ 

黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ） ２ １ ２  ２

焦曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｕｓｔｕｓ）    ２ 

杂色曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ） ２ ２ ２ ９ １

枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ） ２   ３ 

季也蒙毕赤酵母（Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ） ３ ３ ４  ４

产黄青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ） ７   ４ １

橘青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｉｔｒｉｎｕｍ） ２ １ １ ４ ３

梅花状青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｈｅｒｑｕｅｉ） ３ ３ ５ ４ ２

菌核青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ） ４ ３ ４ １ ２

隔孢伏革属（Ｐｅｎｉｏｐｈｏｒａｓｐ．） １   １ 

拟茎点霉属（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓｓｐ．）    １ 

群集裂褶菌（Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍｃｏｍｍｕｎｅ） １    

梗孢酵母属（Ｓｔｅｒｉｇｍａｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．） ７ ３ ２  １

篮状菌属（Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓｖｅｒｒｕｃｕｌｏｓｕｓ）    １ 

分离菌株数（种类） ３５（１２） １６（７） ２０（７） ３２（１２） １７（９）

２．４　真菌ＩＴＳｒＲＮＡ序列进化分析
通过Ｂｌａｓｔｎ分析，确定了１６种具有代表性的真

菌种属．所有真菌都与 ＮＣＢＩ数据库中已知的真菌
的ＩＴＳ序列相似度在９９％～１００％之间．具体序列比
对鉴定结果如表６所示．１６种真菌在真菌分类学上

隶属于６个真菌纲．在所有的６个真菌纲中，散囊菌
纲的真菌多样性最高，有１０种真菌．其余的真菌纲
分离获得的菌株种类分别为：伞菌纲（２种）、伞型束
梗孢菌纲（１种）、座囊菌纲（４种）、酵母纲（１种）和
粪壳菌纲（２种）．

表６　基于ＩＴＳ序列比对分析的三亚珊瑚附生真菌鉴定结果

Ｔａｂ．６　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｒａｌｓｙｍｂｉｏｔｉｃｆｕｎｇｉｆｒｏｍＳａｎｙａｂａｓｅｄｏｎＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

菌株编号 登录号 ＮＣＢＩ中最相近真菌种属及登录号 真菌纲 相似度／％ 真菌数量／株

ＳＹ１ ＫＹ６５１１８４ 枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ），ＫＵ０５９９１０ 座囊菌纲 １００ ５

ＳＹ２ ＫＹ６５１１８５ 隔孢伏革属（Ｐｅｎｉｏｐｈｏｒａｓｐ．），ＪＮ１９８４９３ 伞菌纲 ９９ ２



· ４０　　　 · 应 用 海 洋 学 学 报 ３７卷

续表６

菌株编号 登录号 ＮＣＢＩ中最相近真菌种属及登录号 真菌纲 相似度／％ 真菌数量／株

ＳＹ３ ＫＹ６５１１８６ 篮状菌属（Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓｖｅｒｒｕｃｕｌｏｓｕｓ），ＫＭ２７８１０１ 粪壳菌纲 １００ １

ＳＹ４ ＫＹ６５１１８７ 产黄青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ），ＫＵ８４７８６４ 散囊菌纲 １００ １２

ＳＹ５ ＫＹ６５１１８８ 枝顶孢属（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍｓｐ．），ＧＵ９７３７９５ 粪壳菌纲 ９９ ２

ＳＹ６ ＫＹ６５１１８９ 黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ），ＫＴ９８９４２６ 散囊菌纲 １００ ２

ＳＹ７ ＫＹ６５１１９０ 橘青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｉｔｒｉｎｕｍ），ＫＰ９９２９２８ 散囊菌纲 １００ １１

ＳＹ８ ＫＹ６５１１９１ 杂色曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ），ＫＸ２５４９１６ 散囊菌纲 １００ １６

ＳＹ９ ＫＹ６５１１９２ 季也蒙毕赤酵母（Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ），ＫＹ１０４２５７ 酵母纲 １００ １４

ＳＹ１０ ＫＹ６５１１９３ 群集裂褶菌（Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍｃｏｍｍｕｎｅ），ＫＸ５５５５２５ 伞菌纲 １００ １

ＳＹ１１ ＫＹ６５１１９４ 拟茎点霉属（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓｓｐ．），ＦＪ２３３１８６ 粪壳菌纲 １００ １

ＳＹ１２ ＫＹ６５１１９５ 焦曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｕｓｔｕｓ），ＡＹ３７３８７７ 散囊菌纲 １００ ２

ＳＹ１３ ＫＹ６５１１９６ 梅花状青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｈｅｒｑｕｅｉ），ＪＱ８６３２４０ 散囊菌纲 １００ １７

ＳＹ１４ ＫＹ６５１１９７ 梗孢酵母属（Ｓｔｅｒｉｇｍａｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．），ＦＪ７７００７９ 伞型束梗孢菌纲 １００ １３

ＳＹ１５ ＫＹ６５１１９８ 黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ），ＬＣ１９５００３ 散囊菌纲 １００ ６

ＳＹ１６ ＫＹ６５１１９９ 菌核青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ），ＫＴ９５９２９７ 散囊菌纲 １００ １４

　　本研究所获得的可培养真菌的ＩＴＳ序列在Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ的登录号是 ＫＹ６５１１８４－ＫＹ６５１１９９．选取每种
真菌ＧｅｎＢａｎｋ数据库中相似度最高的 ＩＴＳ参照序
列，与获得的１６种真菌 ＩＴＳ序列一起，以 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ
Ｊｏｉｎｉｎｇ构建系统进化树（图１），进化树显示所有分
离得到的真菌，担子菌门真菌种类仅有 ＳＹ２、ＳＹ１０
和ＳＹ１４等３种真菌类型．其余均为子囊菌门真菌．
２．５　讨论

根据已开展的南海珊瑚可培养附生真菌多样性

的研究［１７２２］，目前已报道的珊瑚附生真菌属包括：

青霉属、曲霉属、枝孢属、枝顶孢属、拟茎点霉属、裂

褶菌属、链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）、黑孢霉属（Ｎｉｇｒｏｓｐｏ
ｒａ）、丛赤壳属（Ｎｅｃｔｒｉａ）、镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）、德巴
利氏酵母属（Ｄｅｂａｒｙｏｍｙｃｅｓ）、赤霉菌属（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ）、
细脚棒束孢属（Ｉｓａｒｉａ）、透孢黑团壳属（Ｍａｓｓａｒｉｎａ）、
拟叉壳属（Ｍｉｃｒｏｓｐｈａｅｒｏｐｓｉｓ）、茎点霉属（Ｐｈｏｍａ）、漆
斑霉属（Ｍｙｒｏｔｈｅｃｉｕｍ）、黑孢属（Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ）、拟青霉
属（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ）、铁艾酵母属（Ｔｉｌｌｅｔｉｏｐｓｉｓ）、枝氯霉
属（Ｒａｍｉｃｈｌｏｒｉｄｉｕｍ）、木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、拟盘多
毛孢属（Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ）、鬼伞属（Ｃｏｐｒｉｎｅｌｌｕｓ）、散囊菌
属（Ｅｕｒｏｔｉｕｍ）、节菱孢属（Ａｒｔｈｒｉｎｉｕｍ）、葡萄穗霉菌
属（Ｓｔａｃｈｙｂｏｔｒｙｓ）、木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、麦轴梗霉属
（Ｔｒｉｔｉｒａｃｈｉｕｍ）、肉座菌属（Ｈｙｐｏｃｒｅａ）、旋孢腔菌属
（Ｃｏｃｈｌｉｏｂｏｌｕｓ）、弯孢聚壳属（Ｅｕｔｙｐｅｌｌａ）、硬孔菌属
（Ｒｉｇｉｄｏｐｏｒｕｓ）、壳多孢属（Ｓｔａｇｏｎｏｓｐｏｒａ）、明脐霉属

（Ｅｘｓｅｒｏｈｉｌｕｍ）、Ｄｉｄｙｍｅｌｌａｃｅａｅ、Ｐｅｙｒｏｎｅｌｌａｅａ、Ｐｕｒｐｕｒｅｏ
ｃｉｌｌｉｕｍ、Ｌｅｃａｎｉｃｉｌｌｉｕｍ、Ｍｙｒｍｅｃｒｉｄｉｕｍ、Ｔｅｒａｔｏｓｐｈａｅｒｉａ、
Ｃｏｃｈｌｉｏｂｏｌｕｓ、Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｕｌｉｎａ、Ｓｔａｃｈｙｂｏｔｙｒｓ等种类丰
富的海洋真菌．本研究从 ４种珊瑚上分离鉴定的
１２０株真菌中，除了分离到与上述研究中共有的真
菌种类以外，还分离到了篮状菌属、隔孢伏革属、梗

孢酵母属和毕赤酵母属这些并未在南海珊瑚上分离

到的真菌种类．此外，本研究中所涉及的４种珊瑚，
除了角孔珊瑚以外，其他３种珊瑚并未有附生真菌
的相关报道．肖胜蓝等（２００１）从徐闻珊瑚礁自然保
护区采集的斯氏角孔珊瑚（Ｇｏｎｉｏｐｏｒａｓｔｕｔｃｈｂｕｒｙｉ）和
二异角孔珊瑚（Ｇｏｎｉｏｐｏｒａｄｕｏｆａｓｃｉａｔａ）上分离到了包
括曲霉属、枝孢属、镰刀菌属、木霉属和青霉属真

菌［１４］．本研究从角孔珊瑚上分离到了包括曲霉属、
枝孢属、青霉属、梗孢酵母属、篮状菌属和毕赤酵母

属真菌．通过比较珊瑚附生真菌多样性的研究，发现
相同海域或者不同地区的珊瑚上的附生真菌的多样

性不尽完全相同，推测可能是由珊瑚种类或者珊瑚

生存的环境差异导致的，比如水质、水温、水流、营养

物质和含氧量等．但是这些区域的主要类群以青霉、
曲霉、枝孢属真菌为主，这种相似性又表明了不同海

域之间可能存在某些相同的环境因子．但是这些环
境因子还有待我们进一步发掘．

本研究尝试采用５种不同的真菌培养基力求最
大程度的对４种珊瑚上的附生真菌进行分离培养，
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图１　采用邻接法构建的基于ＩＴＳ序列的珊瑚附生真菌系统进化树
Ｆｉｇ．１　ＮｅｉｇｈｂｏｕｒＪｏｉｎｉｎｇｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｃｏｒａｌｓｙｍｂｉｏｔｉｃｆｕｎｇｉｆｒｏｍＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

结果显示一些真菌如橘青霉、杂色曲霉、梅花状青霉

和菌核青霉４种真菌可以同时从５种培养基上分离
得到．而另一些真菌仅在１种培养基中分离到，如篮
状菌属、拟茎点霉属和焦曲霉属真菌只在ＣＤＡ培养
基上分离到，体现了真菌分离培养基具有对菌株形

态、生理生化特性的偏好性．尽管通过分离培养的方
法在珊瑚上获得了大量附生真菌，但由于可培养的

方法限定了一些培养条件，导致这些真菌在其它的

海洋环境或陆地环境的基质上也都被分离得到，且

与数据库中的真菌种类具有极高的相似度，不能全

面反映珊瑚附生真菌多样性的真实信息．近年来也
有一些研究报道了通过免培养方法来获取珊瑚附生

真菌群落结构多样性信息．Ｗｅｇｌｅｙ等（２００７）使用宏
基因学的方法对微孔珊瑚进行微生物分析，发现真

菌约占珊瑚基因组的 ３８％，这些真菌属于子囊菌
门，担子菌门和壶菌门．其中子囊菌门在其中具有优
势地位（约占真菌总量的９７％），包括了４个纲，分

别是粪壳菌纲、散囊菌纲、酵母纲和裂殖酵母纲［７］．
Ａｍｅｎｄｅｄ等（２０１１）用高通量测序的方法对鹿角珊
瑚中附生真菌的多样性进行研究，发现这些免培养

的真菌属于黑粉菌纲、散囊菌纲、伞菌纲和座囊菌纲

等４个真菌纲［３５］．本研究从４个珊瑚样品中并未分
离到壶菌门真菌．而且本研究从鹿角珊瑚上分离得
到的锤舌菌纲，囊担菌，微球黑粉菌纲，银耳纲和伞

型束梗孢菌纲真菌并未在高通量测序结果中检测

到．由于两种方法都各有优缺点，因此非常有必要将
分离培养技术和免培养分子生物学技术（如直接提

取珊瑚总基因组 ＤＮＡ进行高通量测序）结合起来
研究珊瑚上的共附生真菌多样性．值得一提的是，
ＴｏｌｅｄｏＨｅｒｎａｎｄｅｚ等（２００８）在研究柳珊瑚附生真菌
的多样性时，指出样品的处理方法也会造成真菌多

样性的差异，如样品大小、组织处理与收集方法、较

小的组织碎片都会对真菌数量和多样性造成影

响［３６］．
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３　结论
通过分离培养结合 ＩＴＳ序列测定的方法，我们

对南海的扁脑珊瑚、角孔珊瑚、小叶鹿角珊瑚和花鹿

角珊瑚上附生真菌多样性进行研究．所有珊瑚样品
上都分离到了大量种类丰富的真菌，除了分离到占

有优势地位的青霉属和曲霉属真菌以外，还有很多

之前并未在南海珊瑚上分离得到的真菌种类．本研
究不仅提高了现有对中国南海珊瑚上可培养共生真

菌资源多样性的认识，也为后续利用珊瑚来源的真

菌生产活性代谢产物提供了种质资源．此外，由于本
研究中仅用了ＩＴＳ基因作为分子标记基因进行真菌
的分类鉴定，对于ＩＴＳ基因差异小的菌株，如某种属
复合体，ＩＴＳ就不适合同一属内种的鉴定，此时选择
多样性的分子标记基因（１８Ｓ、２８ＳｒＲＮＡ基因）或者
结合形态学和生理生化特征将有助于进一步明确分

离获得真菌的种属地位．
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