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基于三种分子标记的外伶仃岛石珊瑚系统进化关系研究 
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摘要: 以广东省珠海市外伶仃岛地区常见的 4 属 5 种石珊瑚为研究对象, 对线粒体 COI、16S rRNA 和

ITS 三种基因片段数据进行分析, 并计算了种间遗传距离。序列分析结果表明 5 种石珊瑚的 COI、16S 

rRNA 基因片段碱基 AT 含量大于 GC 含量, 而 ITS 序列碱基 AT 含量小于 GC 含量; 5 种石珊瑚种间的

三种基因平均遗传距离分别为 0.043、0.134 和 0.763, 所得遗传距离结果存在一定差异。将三种基因串

联起来并利用邻位连接法(NJ)、最大似然法(ML)和最小进化法(ME)分别构建了分子系统树。在系统发

育树中, 科一级的系统进化关系与形态学分类一致, 但蜂巢珊瑚科内的分子系统分类结果与形态学分

类阐述的遗传进化关系略有差别, 说明石珊瑚传统分类可能受骨骼可塑性的影响。研究结果为外伶仃

岛石珊瑚的亲缘关系研究提供相关基础数据, 并为该地区石珊瑚资源保护奠定理论基础。  
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石珊瑚分子系统进化研究始于 20 世纪 90 年代, 

1996年 Romano等 [1]在世界上首次使用分子标记(线

粒体 16S rRNA和细胞核 28S rRNA)对石珊瑚系统进

化关系进行研究, 研究结果表明现有石珊瑚目起源

于两个分支类群(坚实型类群和复合型类群)。目前, 

应用于石珊瑚系统进化的分子标记主要有核糖体

18S rRNA、5.8S rRNA、内转录间隔(Internal tran-

scribed spacers, ITS)和线粒体的 12S rRNA基因、16S 

rRNA基因和细胞色素 b(cytochromeb, cyt b)基因、细

胞色素 c氧化酶亚基 I基因(COI)等[2]。经过近 20年

的研究发展, 石珊瑚的分子系统进化研究已经对石

珊瑚较高阶元的系统分类学产生了极大的影响, 颠

覆了以往通过形态学对石珊瑚系统进化的认识[3]。 

鹿角珊瑚科的石珊瑚品种是目前国内外利用分

子标记研究系统进化关系最多一类珊瑚。Odorico

等[4]利用 ITS基因对 5种鹿角珊瑚科品种的系统关系

进行了初步的探讨, 为鹿角珊瑚科分子系统研究打

下了坚实的理论基础。Fukami 等[5]利用线粒体的细

胞色素 b和 ATP6两种基因片段对鹿角珊瑚科 4个属

15 个品种进行系统进化分析, 分子系统进化树显示

15 种珊瑚可分为三个大的珊瑚类群。Forsman 等[6]

利用 16S rRNA 作为分子标记对鹿角珊瑚科的蔷薇

珊瑚属(Montipora)多种蔷薇珊瑚的种间遗传关系进

行分析, 构建了蔷薇珊瑚属的系统进化树。蜂巢珊瑚

科的石珊瑚作为石珊瑚种类第二丰富的种类, 使用

分子标记进行系统进化研究也在国内外积累了大量

的报道。Huang等[7]基于线粒体 COI和一个非编码区

序列对新加坡附近海域的 41种蜂巢珊瑚科珊瑚系统

进化关系进行研究, Arrigoni等[8]采用 COI作为分子

标记对印度洋海域的蜂巢珊瑚科的珊瑚品种进行系

统进化分析。这些学者都发现蜂巢珊瑚科的分子系

统进化结果与形态学系统进化结果存在一定的差异, 

再次证明石珊瑚中普遍存在并系现象。相比较国外

对石珊瑚分子系统进化的报道, 国内有关石珊瑚分

子系统进化的研究报道仍较少, 仅有海南[9-10]、广东

徐闻[11-13]等少数地方的石珊瑚系统进化有过相关的

报道。 

外伶仃岛位于万山群岛中部东北端, 珠江口东

侧。目前, 有关外伶仃岛附近海域石珊瑚的研究知之

甚少, 仅有黄晖等[15]在 2008年开展万山群岛的石珊
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瑚群落分布研究时对外伶仃岛海域石珊瑚情况进行了

初步的调查, 调查结果显示多孔同星珊瑚(Plesiastrea 

versipora)和腐蚀刺柄珊瑚(Hydnophora exesa)为外伶

仃岛的优势种。其他有关外伶仃岛石珊瑚的研究还

未见报道。 

本研究采用线粒体 COI、16S rRNA基因以及核

糖体 ITS 基因的部分序列片段作为分子标记, 对外

伶仃岛海域的 5 种石珊瑚的系统进化关系进行研究, 

为外伶仃岛石珊瑚的亲缘关系研究提供相关基础数

据, 并为该地区石珊瑚资源保护奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集和形态学鉴定 

本研究的石珊瑚样品采自广东省珠海市外伶仃

岛附近海域, 形态学鉴定依照邹仁林[16]的《中国动物

志·腔肠动物门·珊瑚虫纲·石珊瑚目·石珊瑚》和

Veron[17]的六射珊瑚骨骼形态特征分类系统。经形态

学鉴定采集的样品可分为 3科 4属 5种, 样品形态学

鉴定结果见表 1。截取一小段断枝保存于无水乙醇中

以备后续 DNA提取实验使用。 

 
表 1  珊瑚样品 
Tab. 1  Coral samples 

科名 属名 种名 

向日葵蜂巢珊瑚 Favia helianthoides 
蜂巢珊瑚属 

标准蜂巢珊瑚 Favia speciosa 蜂巢珊瑚科 

同星珊瑚属 多孔同星珊瑚 Plesiastrea versipora 

滨珊瑚科 角孔珊瑚属 大角孔珊瑚 Goniopora djiboutiensis 

木珊瑚科 筒星珊瑚属 猩红筒星珊瑚 Tubastraea coccinea 

 

1.2  基因组总 DNA 的提取 

使用北京天根生物有限公司生产的海洋动物组

织基因组提取试剂盒提取珊瑚样品的 DNA, 所提取

的 DNA置于 4℃保存备用。 

1.3  引物设计合成 

COI基因的 PCR引物参考李晓娜等[11]的研究报

道, 16S rRNA基因的 PCR引物参考 Forsman等[6]的

研究报道, ITS基因的 PCR引物参考 Odorico等[4]的

研究报道。引物由上海生工生物技术服务有限公司

合成, 引物信息见表 2。 

1.4  PCR 扩增和 DNA 测序 

PCR反应体系反应总体积 25 µL: 10×Buffer 2.5 µL, 

dNTP 2 µL, 上下游引物各 1 µL, , Taq DNA聚合酶

1U及 DNA模板 2 µL; 其余用去离子水补至 25 µL。

PCR反应条件: 95℃预变性 5min, 95℃变性 45 , 50℃

退火 45 s, 72℃延伸 1 min 30 s, 共 35个循环, 最后

72℃延伸 10 min。扩增产物在 1.0%的琼脂糖凝胶中

检测, 凝胶成像仪拍照记录。选取扩增条带单一、浓

度较高的 PCR 产物送至上海生工生物技术公司进行

测序, 获取各基因片段的序列信息。 

 
表 2  COI、16S rRNA、ITS 基因的 PCR 引物 
Tab. 2  List of PCR primers for COI, 16S rRNA, and ITS 

引物名称 上游引物(5′-3′) 下游引物(5′-3′) 

COI TGCTCGGTACAGCCTTCAGT GCTAATACGGGCAAAGACAA 

16S rRNA CCTCGGCTGTTTACCAAAAA AACATCGAGGTCGCAAACAT 

ITS GGTACCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCT GCTTTGGGCGGCAGTCCCAAGCAACCCGACTC

 

1.5  序列分析及系统进化树的构建 

测序所得序列用 DNASTAR中的 Editseq软件进

行编辑、剪切、校正, 再将校正好的序列与 NCBI的

数据库进行比对 ,  确认样品的分子结果。采用

MEGA6.0 软件进行三种基因序列的串联与分析, 统

计出三种线粒体基因组序列长度、碱基组成、简约 

信息位点等相关信息。同时根据简约信息位点, 计算

出种间遗传距离。本研究三种基因的系统进化树是

使用MEGA6.0软件基于 Kimu-ra双参数模型(Kimura 

2-parameter, K2P), 只计算颠换(Transversional sub-

stitutions only), 采用邻位连接法(Neighbor-Joinning, 

NJ)、最大似然法(Minimum-Likelihood, ML)和最小进
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化法(Minimum-Evolution, ME)构建出来的。三种系统

进化树中节点的自举置信度水平由自引导值(Bootstrap 

value) 估计, 重复次数为 1 000次。 

2  结果与分析 

2.1  三种基因序列及碱基组成分析 

本研究的 5个物种的 COI、16S rRNA基因以及

ITS基因部分序列长度分别为 464~465bp, 470~485bp, 

964~988bp。从 5 种石珊瑚的 COI、16S rRNA 基因 

以及 ITS 基因部分序列的碱基组成比例来看, 两种

线粒体基因(COI、16S rRNA)片段碱基中的 A、T、C、

G 含量相差较大, 序列碱基 AT 含量大于 GC 含量, 

与目前已知的无脊椎动物 mtDNA序列中 AT含量大

于 GC含量的情况相同。而 ITS基因序列片段碱基中

的 A、T、C、G 含量相差不大 , 除大角孔珊瑚外

(G.djiboutiensis), 其余物种的碱基 AT 含量小于 GC

含量。三种片段序列基因都处于高度饱和状态。碱

基组成比例见表 3。 

 
表 3  5 种石珊瑚 COI、16S rRNA 以及 ITS 基因片段的碱基组成比例 
Tab. 3  The nucleotide percentage composition of the COI, 16S rRNA, and ITS gene fragments among five species of 

scleractinian 

COI 16S rRNA ITS 
物种 

T C A G A+T T C A G A+T T C A G A+T

向日葵蜂巢珊瑚 

F. helianthoides 
36.9 17.5 19.8 25.9 56.7 31.2 13.6 34.0 21.2 65.2 23.8 24.6 23.1 28.5 46.9

标准蜂巢珊瑚 

F. speciosa 
36.6 17.6 20.4 25.4 57.0 31.1 13.6 34.3 21.0 65.4 22.8 24.7 24.8 27.7 47.6

多孔同星珊瑚 

P. versipora 
36.4 17.5 21.1 25.0 57.5 31.3 13.6 34.0 21.1 65.3 23.2 24.9 23.4 28.5 46.6

大角孔珊瑚 

G. djiboutiensis 
36.9 17.7 20.3 25.2 57.2 31.5 22.9 31.1 14.4 62.6 29.4 26.0 23.7 21.0 53.1

猩红筒星珊瑚 

T. coccinea 
36.4 17.7 20.5 25.4 56.9 31.5 22.7 31.3 14.4 62.8 25.2 27.7 23.2 23.9 48.4

平均 36.6 17.6 20.4 25.4 57.0 31.3 17.3 32.9 18.4 64.2 24.9 25.6 23.6 25.9 48.5

 

2.2  5 种石珊瑚种间遗传距离 

通过MEGA6.0计算 5种石珊瑚的种间遗传距离, 

得到 COI、16S rRNA基因以及 ITS序列间的平均距

离为 0.043、0.134和 0.763。在 COI序列中, 标准蜂

巢珊瑚和大角孔珊瑚的种间遗传距离最大为 0.093, 

而标准蜂巢珊瑚和猩红筒星珊瑚的遗传距离最小 , 

为 0.004。在 16S rRNA 基因序列中, 猩红筒星珊瑚 

和多孔同星珊瑚以及向日葵蜂巢珊瑚的种间遗传距

离最大, 都为 0.224, 而标准蜂巢珊瑚和多孔同星珊

瑚的遗传距离最小, 为 0.002。在 ITS 序列中, 大角

孔珊瑚和多孔同星珊瑚的种间遗传距离最大 , 为

1.224, 而多孔同星珊瑚和向日葵蜂巢珊瑚的遗传距

离最小, 为 0.028。三种序列得出的种间遗传距离结

果存在一定差异, 种间遗传距离见表 4、表 5和表 6。 

 
表 4  基于 COI 的 5 种石珊瑚种间遗传距离 
Tab. 4  The pairwise Tamura–Nei genetic distances of nucleotide sequences based on COI among five species of scler-

actinian 

序号 物种名称 1 2 3 4 5 

1 Favia helianthoides —     

2 Favia speciosa 0.020 —    

3 Plesiastrea versipora 0.013 0.020 —   

4 Goniopora djiboutiensis 0.076 0.093 0.083 —  

5 Tubastraea coccinea 0.015 0.004 0.015 0.088 — 
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表 5  基于 16S rRNA 基因的 5 种石珊瑚种间遗传距离 
Tab. 5  The pairwise Tamura–Nei genetic distances of nucleotide sequences based on 16S rRNA among five species of 

scleractinian 

序号 物种名称 1 2 3 4 5 

1 Favia helianthoides —     

2 Favia speciosa 0.010 —    

3 Plesiastrea versipora 0.013 0.002 —   

4 Goniopora djiboutiensis 0.204 0.210 0.213 —  

5 Tubastraea coccinea 0.224 0.221 0.224 0.023 — 

 

表 6  基于 ITS 的 5 种石珊瑚种间遗传距离 
Tab. 6  The pairwise Tamura–Nei genetic distances of nucleotide sequences based on ITS among five species of scleractinian 

序号 物种名称 1 2 3 4 5 

1 Favia helianthoides —     

2 Favia speciosa 0.099 —    

3 Plesiastrea versipora 0.028 0.092 —   

4 Goniopora djiboutiensis 1.203 1.219 1.224 —  

5 Tubastraea coccinea 1.178 1.159 1.198 0.227 — 

 

2.3  基于三种基因序列对 5 种石珊瑚的系

统进化分析 

使用 MEGA6.0 软件将每种石珊瑚的 COI、16S 

rRNA基因以及 ITS三种基因片段序列串联起来, 再

采用邻位连接法(Neighbor-Joinning, NJ)、最大似然法

(Minimum-Likelihood, ML)和最小进化法(Minimum- 

Evolution, ME)构建 5 种石珊瑚的分子系统树, 结果

显示 3 种方法构建的系统进化树拓扑结构完全一致, 

蜂巢珊瑚科、滨珊瑚科和木珊瑚科的珊瑚品种各聚

为一枝 , 但在蜂巢珊瑚科中 , 向日葵蜂巢珊瑚与多

孔同星珊瑚先聚为一支然后再与标准蜂巢珊瑚再聚

为一支, 这与传统形态学科属分类结果存在一定差

异。三种基因构建的系统进化树见图 1、图 2和图 3。 

 

图 1  利用三种基因序列数据构建的分子系统进化 NJ树 

Fig. 1  The neighbor-joining tree constructed with three gene sequences 

 

图 2  利用三种基因序列数据构建的分子系统进化 ML树 

Fig. 2  The minimum-likelihood tree constructed with three gene sequences 

 

图 3  利用三种基因序列数据构建的分子系统进化 ME树 

Fig. 3  The minimum-evolution tree constructed with three gene sequences 
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3  讨论 

3.1  5种石珊瑚 COI、16S rRNA基因和 ITS
基因序列特点 

线粒体细胞色素 c 氧化酶亚基 I 基因(COI)是动

物线粒体DNA的重链上参与细胞色素氧化反应的关

键基因。COI 基因拥有长度适宜、进化速率慢及富

含系统发育信号等特点, 常被当作动物界物种鉴定

的 DNA条形码工具[18]。近年来, 很多研究表明在许

多低等动物的分子系统进化研究中 COI 基因具有更

为缓慢的进化速率, 特别是石珊瑚。造成这一现象的

原因可能是由于石珊瑚采用无性生殖方式使珊瑚虫

个体可以存活上百年[19]。Hellberg[19]在使用 COI 基

因对橙杯珊瑚(Balanophyllia elegans)和猩红筒星珊瑚

系统进化的研究中发现其较慢的进化速率导致其较

低的种内分化。然而在石珊瑚种间关系的研究中, COI

基因作为主要的分子标记得到了广泛的应用[20-22]。本

研究的 5 种石珊瑚 COI 序列长度变化不大, 遵循真

核生物线粒体基因AT偏向性的规律, 是本研究三种

基因中种间序列变化程度最小的基因。 

线粒体 16S rRNA 基因相对于其他石珊瑚的线

粒体基因进化速率较慢 , 且较为保守 , 常用于种以

上分子分类的标记 [23]。本研究的 5 种石珊瑚 16S 

rRNA基因序列长度变化较大, 遵循真核生物线粒体

基因 AT 偏向性的规律。国外学者研究发现 , 16S 

rRNA 基因在石珊瑚属以上的分类阶元中种间片段

长度具有较大的差异, 而属内差异片段长度差异不

大[23-24]。本研究的结果也较为符合这种情况, 两种复

合型珊瑚(大角孔珊瑚和猩红筒星珊瑚)16S rRNA基

因具有较为相似的碱基组成, 而与 3 种蜂巢珊瑚科

珊瑚的 16S rRNA基因序列碱基组成则相差较大。从

序列的碱基组成、序列变化和遗传距离上看 , 16S 

rRNA基因比较适宜作为科、属之间的分子分类标记。 

内转录间隔序列 (ITS)是细胞核中核糖体 18S 

r RNA和 5.8S r RNA之间的一段非转录区序列, 由

于所受的选择压力较小、DNA 碱基替换速率较快, 

加上较大的拷贝数、适中的长度和快速的同步化等特点, 

常被用于低等真核生物属水平的种间关系研究[7]。而在

石珊瑚目的鹿角珊瑚、扁脑珊瑚、沙珊瑚、滨珊瑚等

类群研究中, 国内外都有相关 ITS 标记的报道[3, 25]。

本研究的 5 种石珊瑚 ITS 序列长度变化是本研究三

种基因中变化最大的基因。序列碱基组成情况上与

16S rRNA基因结果较为一致, 同时由于其较高的碱

基变化率, 对蜂巢珊瑚科内不同种石珊瑚遗传分化

情况是三种基因中最为显著一种。从序列的碱基组

成、序列变化和遗传距离上看, ITS基因比较适宜作

为属间的分子分类标记。 

3.2  石珊瑚系统进化分析 

早在 20世纪 90年代, Romano和 Palumbi[1]在应

用 16S rRNA基因对 34种石珊瑚的系统进化关系进

行研究的过程中, 发现全球范围内现存的石珊瑚可

划分为两大分支类群, 并将其命名为坚实型(Robust)

和复合型(Complex)。结合已有的形态学研究, Romano

认为坚实型珊瑚骨骼钙化程度较高, 具有坚实的骨

骼结构 , 珊瑚外观主要以碟片状和团块状为主 , 其

代表种类包括蜂巢珊瑚科、石芝珊瑚科、褶叶珊瑚

科等。复合型珊瑚骨骼钙化程度较低, 具有较为复杂

多变的生长形态, 其代表种类包括鹿角珊瑚科、菌珊

瑚科、木珊瑚科、滨珊瑚科等。经过近 20年的石珊

瑚分子系统学研究发展, 国内外的许多学者积累的

分子数据都极力地支持了这一学说。Fukami等[26]使

用多种分子标记对 17 科 75 属 127 种石珊瑚进行了

系统进化分析, 通过构建的系统进化树将 127 种石

珊瑚细分成 21 个类群, 其中 9 个类群属于复合型珊

瑚, 12个类群属于坚实型珊瑚。Kitahara等[22]对现有

324 种石珊瑚 COI 基因的系统进化关系进行了探讨, 

引入外源种进行分析后, 将坚实型分支的位置放在

了复合型分支辐射范围之内。相对来说, 复合型珊瑚

类群的分子系统进化关系与传统分类学的系统关系

较为一致。而坚实型珊瑚类群的分子系统进化关系

则与传统分类学存在很多不一致的地方, 部分科属

之间关系较为混乱。其中最为混乱的第 17个分类群

被称为“Bigmessidae”, 里面包含了 4 个石珊瑚科: 

蜂巢珊瑚科、裸肋珊瑚科、梳状珊瑚科、脑珊瑚科。

这个类群在分子系统进化关系上存在相互并系现象, 

不同科属之间的物种重新聚为新的分支[27]。蜂巢珊

瑚科作为坚实型珊瑚的代表, 同时也是最为多源的

系统进化种类, 在不同的分子系统进化研究中都分

散在 7 种坚实型珊瑚分类群中, 在系统进化树上与

裸肋珊瑚科、褶叶珊瑚科、梳状珊瑚科、铁星珊瑚

科等珊瑚种类交杂在一起, 成为并系情况最为复杂的

一类珊瑚。这些分子证据与传统形态学系统进化存在

许多不协调和不统一的地方, 暗示着传统形态学可能

受珊瑚骨骼生长变异性限制, 对石珊瑚的系统进化关

系分析中存在错误, 尤其是坚实型珊瑚类型。 
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本研究采用邻位连接法(NJ)、最大似然法(ML)

和最小进化法(ME)对 5 种石珊瑚三种基因片段的串

联序列构建了系统发育树 , 从科一级单元来看 , 串

联基因构建的系统进化关系符合 Romano 的两大分

支类群学说。蜂巢珊瑚科的珊瑚品种属于坚实型珊

瑚类群分支、而滨珊瑚科和木珊瑚科品种属于复合

型珊瑚类群分支。同时, 蜂巢珊瑚科科内多源系统进

化的现象也在本研究体现出来, 传统形态学分类中

同属的向日葵蜂巢珊瑚和标准蜂巢珊瑚并没有聚为

一支, 反而向日葵蜂巢珊瑚与不同属的多孔同星珊

瑚聚率先聚为一支。 

近年来, 许多学者通过显微扫描技术对石珊瑚

骨骼的精细结构进行观察, 结合石珊瑚分子系统进

化数据, 综合全面的分析其系统进化关系, 对 Veron

传统形态学研究结果进行了校正和补充[28-29]。很多

精细的石珊瑚骨骼数据正逐渐改变我们对石珊瑚传

统分类的看法, 同时也对分子系统进化研究结果进

行了有力的佐证。在当今的石珊瑚系统进化研究中, 

无论是传统的形态学方法还是利用分子技术手段 , 

两者都必须相互利用和补充。 
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Abstract: The mitochondrial cytochrome oxidase subunit I (CO I), 16S rRNA, and nuclear ITS genes have been 

routinely used as standard molecular markers. A total of five species pertaining to four genera of scleractinian, col-

lected from Wailingding Island, Zhuhai City, Guangdong Province, were analyzed by partial sequences, and the 

genetic distances of these three genes were calculated. The results indicated that the average AT contents of CO I 

and 16S rRNA gene fragments were obviously higher than the GC contents. However, the average AT content of 

ITS fragments was obviously less than the GC content. The average genetic distances of the three genes were 0.043, 

0.134, and 0.763 from the five species, respectively. The neighbor-joining, maximum-likelihood, and mini-

mum-evolution trees of combined partial sequences of these three genes revealed that the phylogenetic relationships 

were consistent with the morphological classification in the families. However, the phylogenetic relationships were 

slightly different from the morphological classification in Faviidae. This result suggested that morphological classi-

fication may be limited by coral skeleton plasticity. These findings provide basic data for studying the genetic rela-

tionship of Wailingding Island corals and a theoretical basis for resource protection of stone corals in this area. 
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