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摘要: 本研究以 07-2 品系龙须菜(Gracilaria lemaneiformis)为实验材料, 提取自然条件下代表不同病变程度的健

康、病间、白化藻体的附生菌 DNA, 经 PCR 扩增 16S rDNA 基因的 V3 可变区并进行变性梯度凝胶电泳(DGGE), 分

离 V3 片段, 再对目的条带进行克隆鉴定。实验结果经数据化后计算龙须菜附生菌数目并比较附生菌菌群多样性, 

通过非度量多维尺度分析(nMDS)及多元梯度分析(RDA)来比较附生菌菌群组成相似性及优势菌群。实验结果表明, 

随着龙须菜病变程度的加深, 附生菌菌落数及菌群多样性逐渐增加(P<0.05)。nMDS 分析结果表明, 健康藻体与白

化藻体在附生菌菌群组成上存在差异, 病间藻体在附生菌菌群组成上与健康藻体更为接近。RDA 分析结果表明, 

龙须菜健康藻体附生菌可能的优势菌群是海洋单胞菌属(Marinomonas), 病间藻体附生菌可能的优势菌群是单胞菌

属(Alteromonas)、红杆菌科(Rhodobacteraceae)、假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas), 白化藻体附生菌可能的优势

菌未能鉴定到, 而白化残留藻体附生菌鉴定到的优势菌有 Maribacter、红杆菌科、玫瑰变色菌属(Roseovarius)。从

上述结果可以看出, 龙须菜健康藻体与发病藻体在附生菌菌群组成及优势菌上存在较大差异, 而介于两者之间的

藻体在菌群组成上更偏向于健康藻体。 
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藻类在生长过程中不断向周围环境释放胞外

产物, 使藻细胞周围形成一个独特的微环境, 称

为“藻际微环境”[1]。在藻际微环境中, 生存着大量

的微生物, 这些藻际微生物具有独特的结构和功

能[2-3]。微生物与海藻之间具有复杂的相互作用关

系, 当环境条件改变时, 藻类主要通过释放活性

物质的方式调整微生物的群落组成, 其中潜在的

致病菌很容易引发藻类疾病[4]。龙须菜(Gracilaria 
lemaneiformis)隶属于江蓠属, 原产于中国黄海海

域, 日本海及南非均有分布[5]。为了发展中国产琼

胶海藻栽培业, 研究人员对龙须菜进行了系统的

遗传学研究, 成功实施了龙须菜在中国南方海域

栽培[6]。近年来, 龙须菜养殖出现了大规模病害, 

给养殖业造成巨大的经济损失[7]。微生物作为大

型海藻体内不可或缺的一部分, 其群落组成的改

变与大型海藻病害的发生有着密切联系[8]。研究

藻际微生物可以为大型海藻病害防治奠定研究

基础。 

藻类附生菌菌群多样性的研究是了解附生菌

与藻类相互作用的基础, 也是研究大型海藻病变

机制的前提。目前对藻类附生菌菌群组成的瞬时

变化知之甚少[9], 传统研究手法主要依赖于细菌

的纯培养及生化鉴定, 其多样性丢失难以反映实

际菌群组成变化情况。随着分子生物学技术的发 
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展以及系统发育分析方法的应用, 16S rRNA 序列

分析越来越多地用于研究复杂生态系统的微生物

群落组成[10-11], 而 16S rDNA 基因的 PCR 扩增片

段通过变性梯度凝胶电泳(denature gradient gel 

electrophoresis, DGGE)的方法被广泛用于分析微

生物群落组成变化[12-13]。原核生物 16S rDNA 基

因有 9个大小不等的可变区, 其中V3 区约为 200 bp, 

适用于 DGGE 分离以及后续分析鉴定[14]。 

本研究通过提取不同发病程度的龙须菜藻体

表面附生菌基因组 DNA, 并采用聚合酶链式反应

变性梯度凝胶电泳 (polymerase chain reaction- 

denaturing gradient gel electrophoresis, PCR-DGGE)
技术研究龙须菜发病过程中附生菌菌群组成的变

化, 以期找到与病害相关的病原菌, 有助于深入

了解大型藻类病变的复杂机制, 对病害发生起到

一定程度的检测、预警和防治。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品采集  健康及发病龙须菜均选自广东

省汕头市汕头大学南澳深澳湾临海实验站龙须菜

养殖海区, 深澳湾是营养盐浓度较低的海区, 尤

其是 N营养, 当硝酸盐浓度只有 0.611 μmol/L, 磷

酸盐浓度仅为 0.124 μmol/L 时, 养殖海区的龙须

菜就会出现大面积的“绿化”现象[15], 随着夏季来

临, 龙须菜藻体会慢慢白化[16]。这是藻体发病症

状。所选品系为 07-2, 采集时间为 2014 年 11 月。

样品装在盛有适量海水的密封袋内, 置于冰盒中

运回实验室, 再用过滤海水漂洗 3 次, 洗掉杂质、

淤泥、浮游动物等[17]。 

1.1.2  主要试剂和引物  德国 Biometra TGradient 

梯度 PCR 仪, 美国 C.B.S.公司生产的 DGGE-2001

基因突变检测仪, 多酶清洗液(3M 中国公司)等。 

引物设计如下:  

338 F-GC: 5ʹ-CGCCCGCCGCGCGCGGCGG
GCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGA
GGCAGCA G-3ʹ 

338 F: 5ʹ-ACGGGGGCCTACGGGAGGCAGC
AG-3ʹ 

534 R: 5ʹ-ATTACCGCGGCTGCTGG-3ʹ 

以上引物均由生工生物工程(上海)股份有限

公司合成。 

1.2  方法 

1.2.1  龙须菜附生菌洗脱  龙须菜发病部位通常

呈现向两端发散的趋势, 将预处理过的藻样分成

3 种类型, 依次代表龙须菜藻体的不同病变程度: 

生长正常、未发病的呈褐红色的藻体, 定义为健

康藻体(healthy, H); 发病早期、发病后期、藻体呈

淡绿色或者白色且具有一定韧性和强度的藻体 , 

定义为白化藻体(bleached, B); 健康与白化过渡部

位的藻体, 定义为病间藻体(adjacent, A)。用无钙

镁离子的海水(calcium-and-magnesium-freeseawater, 

CMFSW, 含 0.45 mol/L NaCl、10 mmol/L KCl、   

7 mmol/L Na2SO4、 0.5 mmol/L NaHCO3 以及    

10 mmol/L EDTA)来去除藻体表面附着疏松的微

生物以及微藻。再将藻体切成 3~4 cm 长的小段, 

健康与白化毗邻部位比较短, 切成 1~2 cm, 用吸

水纸充分吸干表面水分, 称取(0.25±0.01) g 藻体。

用 250 mL 锥形瓶装取 100 mL 灭菌的 CMFSW, 

再加入 1 mL 多酶清洗液(多酶清洗液 : 灭菌的

CMFSW=1 : 100)。然后置于摇床中 100 r/min 室

温孵育 3 h。超声清洗 10 min, 50 W, 5 s/5 s。上清

液 12000 r/min 离心收集沉淀。同时, 将洗脱之后

的藻体分批装进改装后的 DNA 提取吸附柱中

12000 r/min 离心(将原装的硅胶膜换成滤纸片), 

收集沉淀[17], 定义为残留藻体(attached, a)。残留

藻体共分为健康残留藻体(Ha)、白化残留藻体(Ba)

和病间残留藻体(Aa)。 

1.2.2  龙须菜附生菌菌群总 DNA 提取  DNA 提

取采用 CTAB 法: 加 50 μL TE 缓冲液充分悬浮沉

淀, 60 μL 10%的 SDS 溶液, 10 µL 20 mg/mL 蛋白

酶 K。温和混匀, 37℃水浴 1 h。加入 100 µL 5 mol/L

的 NaCl 溶液, 80 µL CTAB/NaCl 溶液, 温和混匀, 

65℃下温育 10 min。加入 700 µL 氯仿/异戊醇

(24 : 1), 温和混匀, 12000 r/min 离心 2 min。上清

加入等体积的酚 /氯仿 /异戊醇 (25 : 24 : 1), 温和

混匀, 12000 r/min 离心 2 min。上清加入 2 倍体积

冰冷的无水乙醇沉淀 DNA, 温和混匀, 沉淀时间

至少 3 h。12000 r/min 4℃离心15~20 min, 用300 µL   

70%预冷的乙醇洗涤沉淀, 12000 r/min 4℃离心 

15 min, 彻底去除乙醇, 超净台风干 10 min。沉淀

溶于 50 µL TE 缓冲液中, 20℃保存[18]。 
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1.2.3  附生菌 16S rDNA V3 区片段 PCR 扩增及

纯化  PCR 反应体系(25 μL): 2×Taq Mix10 μL, 

引物(10 pmol/μL)各 1 μL, 模板 DNA 1 μL, ddH2O

补足 25 μL。采用降落式 PCR, 扩增条件: 94℃    

3 min, 65~55℃(每个循环降低 1℃)30 s, 72℃ 1 min; 

再进入以下循环 94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 1min 

(20个循环); 72℃延伸 1 min。反应结束后取 2 μL 3%

的琼脂糖凝胶电泳检测。取全部样品用 3%琼脂糖

凝胶电泳(100 V, 30 min), 紫外灯下切胶回收纯化, 

测定 DNA 浓度[19]。 

1.2.4  变性梯度凝胶电泳及测序  应用 DGGE- 

2001 基因突变检测仪分离 PCR 产物。使用

8 %(W/V)的丙烯酰胺凝胶 (37.5 : 1), 变性梯度

40%~60%, 变性剂含 7 mol/L 尿素和 40%去离子

甲酰胺(V/V)。电泳缓冲液为 1×TAE, 电压 75 V,  

60℃电泳 14 h[20]。电泳结束后 EB 染色 30 min, 转

移至凝胶成像系统成像, 挑选具有代表性条带并

编号, 在凝胶回收仪紫外光照射下迅速用 10 μL tip

头扎条带, 再转移至含有双蒸水的 PCR 管中, 反

复吹打[21]。按照 25 μL 体系加入不含 GC 夹子的

338F 和 518R 引物、2X Premix PCR, 扩增程序与

1.2.3 相同。PCR 产物用 3%琼脂糖凝胶电泳检测

至出现单一条带, 用离心柱法回收纯化。连接到

TaKaRa 公司的 pMD18-TVector 进行克隆, 导入

DH5α 感受态细胞, 筛选重组子并进行菌落 PCR, 

阳性克隆送至广州华大基因公司进行测序。测序结

果在 GenBank 以及 RDP 数据库进行同源性分析[22]。 

1.2.5  附生菌群菌落形成单位计数  用 3221E 平

板菌落计数法对不同病变程度的龙须菜表面附生

菌群菌落进行计数, 各计数结果取以 10 为底的对

数, 以此计算附生菌群菌落形成单位(CFU)[23]。 

1.3  数据处理与分析 

DGGE 电泳胶图用 Quantity One 软件做数据

化处理, 采用轨迹定量法, rolling disk size 选择 10

去除背景。Trace Qty 值小于 0.3 的条带去除掉。

对泳道条带编号[24]。用 UPGMA(Unweighted Pair 

Group Method Analysis)算法建树比较泳道之间相

似性。选择平均峰密度值作为指标, 用 Matlab 计

算样本多样性指数, 包括香农指数、丰度指数、

均匀度指数。用 SPSS 对数据进行非度量多维尺

度分析(non-metric Multidimensional Scaling, nMDS), 

用 Canoco 软件进行多元梯度分析 (Redundancy 

Analysis, RDA)。测序结果在 RDP 数据库中比对, 

选择相似度最高的序列构建系统发育进化树[25]。 

2  结果与分析 

2.1  总 DNA 提取 

按照上述 1.2.2 方法提取龙须菜各藻体基因

组总 DNA, 其大小推测在 20 kb 左右(图 1)。细菌

基因组大小也在 20 kb 左右, 实验结果与预期结

果相符。图 1 显示, 从健康藻体到病间藻体再到

白化藻体, 基因组电泳条带信号逐渐增强, 表明

随着龙须菜藻体病变程度的加深, 提取到 DNA

的量逐渐增加, 且健康藻体与病间藻体经洗脱之 

 

 
 

图 1  藻体不同部位附生菌基因组 DNA 琼脂糖凝胶电泳图 

H: 健康藻体; A: 病间藻体; B: 白化藻体; Ha: 健康残留藻体; Aa: 病间残留藻体; Ba: 白化残留藻体. 

Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of epiphyte genomic DNA of different algae fronds 
H: healthy; A: adjacent; B: bleached; Ha: healthy attached; Aa: adjacent attached; Ba: bleached attached. 
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后残留的 DNA 极少, 而白化藻体经洗脱离心后仍

有部分残留的 DNA。 

2.2  16S rDNA V3 区片段 PCR 扩增 

按照 1.2.3 的方法扩增得到的 V3 区目的片段

约为 200 bp(见图 2), 与预期结果相符。从图 2 可

以看出, 健康藻体、病间藻体、白化藻体和白化

残留藻体均能扩增到目的片段, 而健康残留藻体

与病间残留藻体未能扩增到目的片段。 
 

 
 

图 2  附生菌 16S rDNA V3 片段 PCR 扩增琼脂糖凝胶电泳图 

H: 健康藻体; A: 病间藻体; B: 白化藻体; Ha: 健康残留藻体; Aa: 病间残留藻体; Ba: 白化残留藻体. 

Fig. 2  Agarose gel electrophoresis of PCR amplification from the V3 region of 16S rRNA gene of epiphyte 
H: healthy; A: adjacent; B: bleached; Ha: healthy attached; Aa: adjacent attached; Ba: bleached attached. 

 

2.3  DGGE 指纹图谱数据化及聚类分析 

按照 1.2.4 的方法进行 DGGE 电泳, 染色结果

如图 3 所示。健康藻体、病间藻体、白化藻体及

白化残留藻体电泳条带的位置和数目差异不大 , 

选出亮度较为清晰的 23 条电泳条带(条带编号见

图 3)。图 3 显示, 各组 3 个平行重复性较好。以

第 5 条电泳条带为例, 通过观察发现, 同一水平

线上不同藻体均有条带存在, 表明该细菌均存在

于各个藻体中。健康藻体电泳条带信号强度最强, 

病间藻体和白化藻体电泳条带信号强度相当, 而

白化残留藻体电泳条带信号强度最弱, 表明不同

藻体电泳条带信号强度有所不同。某一电泳条带

信号的强弱代表着对应细菌丰度的高低, 电泳条

带信号越强, 表明细菌丰度越高。其他电泳条带

也表现出类似的规律, 这就表明, 不同藻体附生

菌菌群丰富度是不同的。 

利用非度量多维尺度(nMDS)方法 [26]对不同

病变程度下龙须菜藻体附生菌菌群组成的差异和

相似性进行分析, 其中 stress 值和 RSQ 值分别为

0.042、0.9957。如图 4 所示, H1、H2、H3、A1、

A2 处于同一区域, B1、B2、B3、A3 处于同一区

域, B2a、B3a 及 B1a 又处于另外两个不同的区域。

从各样本分布的区域可以看出 , 健康藻体(H1、

H2、H3)与白化藻体(B1、B2、B3)在附生菌菌群

组成上存在差异。由于病间藻体毗邻于健康藻体

和白化藻体之间, 因此在附生菌菌群组成上, 健

康藻体与病间藻体(A1、A2)较为相似, 白化藻体

与病间藻体(A3)较为相似, 其中健康藻体与病间

藻体在附生菌菌群组成上更为接近。而白化残留

藻体(B2a、B3a 及 B1a)与健康藻体、病间藻体、

白化藻体在附生菌菌群组成上存在较大差异。 

2.4  菌落计数及多样性指数分析 

2.4.1  稀释平板菌落计数  健康、病间及白化藻

体稀释平板菌落计数结果如图 5 所示, 健康藻体、

病间藻体、白化藻体附生菌平均数量分别为 7.67× 

105 CFU/mL、1.03×107 CFU/mL、2.07×108 CFU/mL, 

健康藻体与病间藻体、白化藻体在附生菌数量  

上存在极显著性差异(P<0.01)。随着龙须菜藻体 
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图 3  不同样品 16S rDNA V3 片段 DGGE 电泳胶图和未加权聚类分析 

H: 健康藻体; A: 病间藻体; B: 白化藻体; Ha: 健康残留藻体; Aa: 病间残留藻体; Ba: 白化残留藻体. 

Fig. 3  DGGE electrophoresis profile and UPGMA for V3 region of 16S rRNA gene from different samples 
H: healthy; A: adjacent; B: bleached; Ha: healthy attached; Aa: adjacent attached; Ba: bleached attached. 

 

病变程度的加深, 附生菌数量依次增加 1~2 个数

量级。 

2.4.2  多样性指数分析  表 1 显示, 健康藻体、

病间藻体、白化藻体附生菌菌群 Shannon-Wiener

指数依次上升, 且白化藻体附生菌菌群 Shannon- 

Wiener 指数均显著高于健康藻体和病间藻体

(P<0.05)。结果表明, 随着龙须菜藻体病变程度的

加深, 其体表附生菌菌群多样性逐渐增高。在丰

富度指数方面, 病间藻体附生菌菌群丰富度指数

最高。在优势度指数方面, 白化残留藻体附生菌

菌群优势度指数最高。 

2.5  附生菌菌群组成分析 

回收条带 TA 克隆测序后在 NCBI 以及 RDP 

数据库进行比对鉴定, RDP 分类工具菌属置信度

阈值为 80%。由表 2 可知, 克隆测序共鉴定到 20

株菌, 其中 α-变形菌纲(α-Proteobacteria)占据多数, 

主要包含根瘤菌属(Rhizobium)、红杆菌科(Rhod- 

obacteraceae)、玫瑰变色菌属(Roseovarius)、鲁杰

氏菌属(Ruegeria)、Seohaeicola 等。属于 γ-变形菌

纲(γ-Proteobacteria)的有海洋单胞菌属(Marinom- 
onas)、单胞菌属(Alteromonas)、假交替单胞菌属

(Pseudoalteromonas) 等。另外 , 还有拟杆菌门

(Bacteroidetes)中属于黄杆菌纲的有黄杆菌细菌

(Flavobacteria bacterium)、蟑螂杆状体科(Cryom- 

orphaceae)和 Maribacter, 属于拟杆菌纲的有拟杆

菌属(Bacteroides)和未培养的腐螺旋菌(uncultured 
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图 4  不同藻体附生菌 16S rDNA V3 

片段非度量多维尺度分析 

H: 健康藻体; A: 病间藻体; B: 白化藻体; Ha: 健康残留 

藻体; Aa: 病间残留藻体; Ba: 白化残留藻体. 

Fig. 4  Non-metric multidimensional scaling of V3 region of 
16S rRNA gene from epiphyte of different fronds 

H: healthy; A: adjacent; B: bleached; Ha: healthy attached;  
Aa: adjacent attached; Ba: bleached attached. 

 
 

图 5  健康、病间及白化龙须菜藻体 

稀释平板菌落计数(CFU) 

H 代表健康藻体; A 代表病间藻体; B 代表白化藻体;  

**表示差异极显著(P<0.01). 

Fig. 5  Dilution plate count for healthy, adjacent and  
bleached Gracilaria lemaneiformis fronds 

H: healthy; A: adjacent; B: bleached; ** indicates extremely 
significant difference (P<0.01). 

 

表 1  不同藻体附生菌菌群多样性分析 
Tab. 1  Diversity analysis of epiphytic bacteria community from different fronds 

n=5; x SD 

分组 
group 

香农-维纳指数 
Shannon-Wiener index, H 

丰富度指数 
richness index, R 

均匀度指数 
evenness index, E 

优势度指数 
dominance index, D 

H 3.47±0.01 29.00±4.36 1.01±0.02 0.037±0.001 

A 3.51±0.01 33.33±0.58 1.00±0.005 0.035±0 

B 3.75±0.1* 29.67±2.31 0.98±0.03 0.04±0.005 

Ba 2.09±0.31* 8.30±1.52* 0.99±0.001* 0.139±0.04* 

注: * 表示差异显著(P<0.05); H 代表健康藻体; A 代表病间藻体; B 代表白化藻体; Ba 代表白化残留藻体。 

Notes: * indicates significant difference (P<0.05); H means healthy; A means adjacent; B means bleached; Ba means bleached attached. 
 

表 2  DGGE 目的条带测序比对结果 
Tab. 2  The sequencing results of the DGGE target bands from the V3 region of 16S rRNA gene 

条带 
band 

序列长度/bp 
sequence size 

GenBank 最相似菌属 
closest relative genus in the GenBank 

GenBank 登录号 
access number 

相似性/% 
similarity 

1 201 未培养的腐螺旋菌 uncultured Saprospiraceae bacterium KF786864.1 97 

2 166 未培养细菌 uncultured bacterium LN681284.1 99 

4 190 单胞菌 Alteromonas sp. KF560344.1 99 

8 179 假交替单胞菌 Pseudoalteromonas sp. KP301110.1 98 

10 192 黄杆菌细菌 Flavobacteria bacterium  AB496666.1 100 

11 192 Maribacter KJ814582.1 100 

13 166 红杆菌科 Rhodobacteraceae HE981566.1 98 

14 192 拟杆菌属 Bacteroides  KF986715.1 88 

16 171 海洋单胞菌 Marinomonas sp. AY730245.1 97 

20 194 蟑螂杆状体科 Cryomorphaceae FN678437.1 98 

21 205 Seohaeicola sp. KF312716.1 99 

24 175 根瘤菌 Rhizobium sp. KM020940.1 99 

26 196 红杆菌科 Rhodobacteraceae JX984075.1 99 

29 170 玫瑰变色菌 Roseovarius sp. FJ868590.1 98 

31 170 红杆菌科 Rhodobacteraceae KP001553.1 99 

34 188 红杆菌科 Rhodobacteraceae KP662554.1 99 

35 168 玫瑰变色菌属 Roseovarius KP261821.1 100 

36 168 鲁杰氏菌 Ruegeria sp. LC053425.1 100 

37 168 Sulfitobacter KP272159.2 100 

38 168 鲁杰氏菌属 Ruegeria KF911338.1 100 
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Saprospiraceae bacterium)等。 

用MEGA5.1软件构建系统发育进化树, 采用

Test Neighbor-Joining Tree 算法[25], Bootstrap Rep-

lications 设为 1000。由图 6 可知, 同属于 γ-变形菌

纲的交替单胞菌(Alteromonas sp.)、假交替单胞菌

(Pseudoalteromonas sp.)以及海洋单胞菌(Marino- 
monas sp.)聚为一类, 它们与拟杆菌门下的拟杆菌

(Bacteroidetes bacterium)、未培养的腐螺旋菌

(uncultured Saprospiraceae bacterium)以及黄杆菌

细菌(Flavobacteria bacterium)、Maribacter 进化关

系较为接近。 

探究样本之间不同的优势菌菌群组成, 选择

单峰模型对模型进行 DCA 分析, 特征值<3, 因此

采用线性模型 RDA 分析[27]。图 7 显示, 大部分细

菌均处于健康藻体和病间藻体这两个环境因子之

间, 且更靠近病间藻体, 少数细菌处于病间藻体

和白化藻体这两个环境因子之间。这一结果表明, 

大部分细菌与健康藻体、病间藻体附生菌菌群相

关性较高, 尤其与病间藻体附生菌菌群相关性更

高, 而极少数细菌与白化藻体附生菌菌群有相关

性。大部分细菌与健康藻体和病间藻体附生菌菌

群有较高的相关性, 但这并不意味着它们不存在

于白化藻体中。已鉴定到的细菌中, 健康藻体附

生菌优势菌群可能是海洋单胞菌属(Marinomonas, 

编号 16)等。病间藻体附生菌优势菌群可能是单胞

菌属(Alteromonas, 编号 4)、红杆菌科(Rhodobac- 

teraceae, 编号 26)、假交替单胞菌属(Pseudoalte- 
romonas, 编号 8)等。白化藻体附生菌可能的优势

菌及编号为 18、22、25 的条带未能鉴定到, 而白

化残留藻体附生菌鉴定到的优势菌有 Maribacter 
(编号 11), 红杆菌科(Rhodobacteraceae, 编号 13), 

玫瑰变色菌属(Roseovarius, 编号 29)。α-变形菌纲

的根瘤菌属 (Rhizobium, 编号 24)、红杆菌科

(Rhodobacteraceae, 编号 13、31、34)、玫瑰变色

菌属(Roseovarius, 编号 35)、鲁杰氏菌属(Ruegeria, 

编号 36、38)、Seohaeicola(编号 21)等菌属广泛分

布于健康藻体和病间藻体这两个环境因子之间 , 

它们可能不是优势菌群, 但对维持龙须菜体表附

生菌菌群的稳定起着重要作用。 

3  讨论 

3.1  龙须菜体表附生菌菌群多样性 

本研究参考徐永健等[3]研究龙须菜体表附生

菌的分离方法, 尽量不破坏藻体以减少对体表附

生菌的影响。采用多酶清洗液、超声清洗及离心

的方法提取龙须菜体表附生菌 DNA并扩增其 16S 

rRNA 基因 V3 区, 发现只有白化藻体有残留, 说

明本研究的洗脱方法能较为彻底地将未发病龙须 
 

 
 

图 6  NJ 法构建 DGGE 条带序列系统发育进化树 

Fig. 6  Phylogenetic tree of sequences (DGGE bands) constructed by NJ method 
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图 7  DGGE 条带 RDA 分析 

Fig. 7  The redundancy analysis of DGGE bands 
 

菜体表上的附生菌洗脱下来。尽管如此, 白化藻体

仍有部分菌没有被洗脱下来, 说明这些菌与藻体结

合非常紧密。Weinberger 等[23]研究藻类 Gracilaria 
conferta 体表附生菌时发现, 60%的细菌比较敏感, 

与藻体附着比较疏松, 而藻体在发病后期迅速降

解, 释放过多的有机碳源会损坏藻体细胞细胞壁

结构, 附生细菌更容易进入藻体内部, 加速藻体

腐烂[28]。正是因为附生细菌进入了藻体内部, 采

用这种物理洗脱法很难将发病龙须菜附生细菌洗

脱彻底。此外, 比较健康藻体、病间藻体及白化

藻体附生细菌数量时发现, 白化藻体附生细菌数

量极显著高于健康藻体(P<0.01), 且病间藻体附

生细菌数量也极显著高于健康藻体(P<0.01)。鉴

于大型海藻藻际微环境的特殊性, 附生菌与藻体

黏附紧密, 白化藻体释放的有机碳源更多[23], 这

将有利于藻体附生菌的大量繁殖[29]。在附生菌菌

群多样性方面 , 白化藻体附生菌菌群 Shannon- 

Wiener 指数显著高于健康藻体和病间藻体(P<0.05), 

并且病间藻体附生菌菌群 Shannon-Wiener 指数高

于健康藻体, 这也间接说明了龙须菜发病程度的

加深会导致其体表附生菌菌群多样性提高。有研

究表明[30], 在海洋红藻 Delisea pulchra 白化个体

中 , 其辛普森多样性指数显著低于健康个体

(P<0.05)。本研究中, 龙须菜藻体从健康到病间再

到白化的过程中, 附生菌的多样性及丰度都显著增

加。这可能与藻体表面附着的条件致病菌有关[30], 

藻体腐烂而释放的有机碳源会使这些条件致病

菌大量繁殖[29], 附生菌的多样性及丰度会相应地

增加。此外, 白化残留藻体附生菌菌群 Shannon- 

Wiener 指数显著低于健康藻体和病间藻体 (P< 
0.05), 而白化残留藻体附生菌菌群优势度指数显

著高于健康藻体、病间藻体和白化藻体(P<0.05), 

这说明残留下来的附生菌数量很少, 而且种类比

较单一。 

3.2  龙须菜体表附生菌菌群 

已有诸多研究证实, 大型海藻体表附生菌菌

群组成整体上具有种属偏向性的特点 [31-33]。

Mancuso 等[31]对海洋褐藻 Cystoseira compressa 附

生菌菌群多样性及时间动态变化进行研究, 发现

变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门、疣微菌门

(Verrucomicrobia)、放线菌门(Actinobacteria)和蓝

细菌门 (Cyanobacteria)为主要细菌门类 , 包括红

色细菌科(Rhodobacteriaceae)、黄杆菌科(Flavobac- 

teriaceae)、Sapropiraceae、疣微菌科(Verrucomicr- 

obiaceae)和叶杆菌科 (Phyllobacteriaceae)。Burke

等[32]研究海洋绿藻Ulva australis附生菌菌群组成

时发现, α-变形菌纲和拟杆菌门占据多数, 特别是

红色细菌科、鞘脂单胞菌科(Sphingomonadaceae)、

黄杆菌科和 Sapropiraceae。本研究结果显示, 鉴

定到的 20 株龙须菜体表附生细菌主要属于 α-变

形菌纲, 包括根瘤菌属、红杆菌科、玫瑰变色菌

属、鲁杰氏菌属和 Seohaeicola。结合前人的研究

发现, 大型海藻体表附生菌菌群整体上偏向于 α-

变形菌纲, 但具体到菌属层面, 不同海藻体表附

生菌菌群又有所差异。研究不同藻体附生菌菌群

组成变化对预防藻体发病起着重要作用。Kitts[34]

用 T-RFLP 的方法研究海洋红藻 Delisea pulchra
病害藻体附生菌菌群组成时发现, 病害藻体附生

菌菌群组成中的红杆菌目和鲁杰氏菌属未在健康

藻体中鉴定到, 而健康藻体附生菌菌群组成中根

瘤菌属的丰度远远高于病害藻体。另据 Compbell

等[26]研究该红藻时发现, 白化藻体附生菌菌群组

成与健康藻体附生菌菌群组成不同, 白化藻体附

生菌作为温度调节菌对外界温度有着较为敏感的

反应。本研究结果表明, 龙须菜健康藻体附生菌

在菌群组成上与白化藻体附生菌存在差异, 病间

藻体与白化藻体相比较, 病间藻体附生菌在菌群

组成上与健康藻体附生菌更为接近。 

许多珊瑚[35]、海绵[36-37]、大型海藻[38]等海洋
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生物附生菌菌群多样性系统发育分析结果均表明, 

附生菌的繁殖具有选择性特征, 这些选择性附生

菌一部分会形成优势菌群, 并且能够反映海洋生

物的生长状况。有研究表明 , 海洋红藻 Delisea 
pulchra 发病藻体体表附生菌优势菌群以红杆菌

属(Rhodobacter)、黄杆菌属(Flavobacterium)、腐

螺旋菌科(Saprospiraceae)较为丰富 , 特别发现短

小杆菌科(Parvularculaceae)是健康藻体体表附生

菌的优势菌群, 而 Colwelliaceae 只出现在白化藻

体体表附生菌菌群中[39]。在本研究结果中, 龙须

菜健康藻体附生菌优势菌群可能是海洋单胞菌属, 

病间藻体附生菌优势菌群可能是单胞菌属、红杆

菌科、假交替单胞菌属, 白化藻体附生菌可能的

优势菌未能鉴定到, 而白化残留藻体附生菌鉴定

到的优势菌有 Maribacter, 红杆菌科, 玫瑰变色

菌属。这说明龙须菜在发病过程中, 其体表附生

菌优势菌群发生了改变, 可能出现了致病菌。结

合前人的研究发现 , 龙须菜病间藻体以单胞菌

属、红杆菌科及假交替单胞菌属为最优势菌群 , 

龙须菜病害的发生可能与这一类菌属有着密切联

系。此外, 有研究证实[40-41], 与大型海藻相关的病

原菌主要集中在弧菌属(Vibrio)、单胞菌属、噬细

胞菌属(Cytophaga)、黄杆菌属以及假交替单胞菌

属或与之进化关系相近的菌属之中。 

笔者后期鉴定到白化藻体的病原菌有 γ-变形

菌纲下的白色噬琼胶菌(Agarivorans albus)、单胞

菌属和假交替单胞菌属。这些病原菌均具有较强

的琼胶酶活性, 可以降解江蓠属藻体细胞壁中含

有的大量琼胶, 琼胶的降解可能与龙须菜病害的

发生有关。Desikan 等[42]发现, 假交替单胞菌属产

生的 β-琼胶酶就能直接导致细基江蓠 Gracilaria 
gracilis 出现病症, 而由琼胶降解产物诱导的氧迸

反应或超敏反应在江蓠属病害研究中也有相关报

道[23]。因此, 当藻体表面附生菌优势菌群中含有

此类细菌时, 很可能会导致藻体病害的发生。病

原菌与藻类疾病表型上存在着一定的因果关系 , 

病原菌的空间分布可能是解开病害发生机制的

关键[40]。 

本研究初步分析了龙须菜发病过程中其表面

附生菌菌群组成及优势菌群的变化, 然而健康藻

体以及白化藻体还有很多优势菌群并未鉴定到 , 

要想更准确地反映藻体病变过程中菌群组成的变

化情况 , 还需要鉴定到更多菌属信息。 PCR- 

DGGE 技术可以建立不依赖常规分离培养的病原

菌分子诊断技术以及优势菌群组成分析, 其灵敏

度较高, 分离效果较好, 但也存在着 PCR 放大误

差、杂合、信息丢失以及优势菌群半定量等问题。

利用微生物宏基因组学有可能弥补这些缺陷, 有

助于深入研究大型海藻的病害机制。 
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Analysis of the bacterial community composition of the epiphytes on 
diseased Gracilaria lemaneiformis using PCR-DGGE fingerprinting 
technology 
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Abstract: Gracilaria lemaneiformis, one of the important sources of agar, is the third most widely cultivated sea-
weed in China, after Laminaria and Laver. In recent years, there has been a large-scale decrease in the cultivation 
of G. lemaneiformis, resulting in huge economic losses for the seaweed cultivation industry. Epiphytes grow as an 
integral part on the surfaces of large algae, and the variations in the seaweed-associated microbial community 
compositions are typically associated with disease occurrence. In this study, the G. lemaneiformis 07-2 strain was 
used as experimental material. DNA of epiphytes from the healthy, adjacent, and bleached fronds was extracted, 
and the V3 variables amplified from 16S rDNA genes were carried out by denaturing gradient gel electrophoresis 
(DGGE). Finally, the 23 objective bands were cloned and identified. The number and diversity index of the bacte-
rial community of the epiphytes from the three fronds were calculated after digitization of the experimental results. 
The similarity among the dominant species in the bacterial communities were compared by non-metric multidi-
mensional scaling (nMDS) and redundancy analysis (RDA). The results show that the colony forming units and 
bacterial community diversity increased gradually with the aggravation in the degree of lesion in G. lemaneiformis 
(P0.05). The nMDS results indicate that the bacterial community composition of the epiphytes varies between the 
healthy and bleached fronds, while the composition of adjacent fronds is closer compared with that between 
healthy fronds. The RDA results reveal that the potential dominant bacteria of the epiphytes of the healthy and 
adjacent fronds are Marinomonas and Alteromonas, Rhodobacteraceae, and Pseudoalteromonas, respectively. 
However, the potential dominant bacteria of the epiphytes of the bleached fronds were not identified. The domi-
nant bacteria of the epiphytes of the bleached attached fronds were Maribacter, Rhodobacteraceae, and Rose-
ovarius. It can be seen from the above results that there is a significant difference between the healthy fronds and 
the diseased fronds of G. lemaneiformis in terms of the bacterial community composition and dominant bacteria of 
the epiphytes, while the epiphytic bacterial community composition of the adjacent fronds was more similar than 
that of the healthy fronds. 
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