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利用 ITS基因研究徐闻滨珊瑚的系统发生关系 
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摘要: 分别研究了徐闻 3 种滨珊瑚的 ITS1 和 ITS2 基因的碱基组成和 G+C含量, 并和已上传至 Genbank

上的其他 9 种滨珊瑚的 ITS 序列进行比较, 研究了徐闻 3 种滨珊瑚的系统发生关系。序列分析结果显

示, 3种滨珊瑚的 ITS1的长度为 205 bp~209 bp, G+C含量为 37.6%~45.5%, ITS2的长度为 192 bp~226 bp, 

G+C 含量为 45.1%~50.7%, 利用 MEGA4.1 软件计算滨珊瑚属基于 ITS1 和 ITS2 基因的平均遗传距离

分别为 0.097 和 0.200。基于 ITS1 和 ITS2 的 NJ 系统进化树都显示出, 灰黑滨珊瑚位于进化树的基部, 

是原始的类群, 普格滨珊瑚是进化类群, 澄黄滨珊瑚是过渡类群。 
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滨 珊 瑚 属 (Porites link) 属 刺 细 胞 动 物 门
(Cnidaria), 六放珊瑚亚纲 (Anthozoa), 石珊瑚目
(Scleractinia), 滨珊瑚科(Poritidae Gray)。滨珊瑚属的
珊瑚都是群体 , 主要由外触手芽形成群体 , 珊瑚群
体小, 珊瑚之间有少量的共骨紧密相连[1]。滨珊瑚在

生长的时候, 骨骼中的碳酸钙在积聚时会因环境的
影响而有不同的密度, 因此滨珊瑚属可提供关于过
去的气候资料 [2], 全球气候变化使滨珊瑚面临严峻
的考验, 珊瑚礁白化的加剧迫使人们研究它们的系
统发育关系。传统的石珊瑚分类依据于骨骼, 但是由
于石珊瑚具有形态可塑性, 传统的分类方法具有一
定的局限性 , 往往存在同种异名的现象 , 例如在香
港海域找到的澄黄滨珊瑚和团块滨珊瑚 [1]就曾被认

为是同一种。 
ITS(Internal Transcribed Spacer)基因 , 即内转

录间隔区 , 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 , 变异速度较快 , 可以提供丰富的
变异位点和信息位点 [3], 所以经常被用于低等真核
生物, 研究属水平种间关系。在石珊瑚中, 除了鹿角
珊瑚 , 都可以用 ITS 基因研究种间的系统发生关  
系[4], Sanchez 等[5]、McFadden 等[6-8]、Forsman 等[9]

分别用 ITS 基因研究八放珊瑚和石珊瑚的系统发生
关系 , 本文以滨珊瑚属的普哥滨珊瑚 (Porites pu-
koensi), 灰黑滨珊瑚(Porites nigrescens)和澄黄滨珊
瑚(Porites lutea)为研究对象, 研究徐闻 3种滨珊瑚的

系统发生关系, 以确定徐闻 3种滨珊瑚种间关系。通
过 PCR扩增获得 ITS序列, 利用MEGA4.1软件对所
得 ITS 序列进行比较分析, 邻近法(NJ )构建滨珊瑚
属的系统发育树。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  实验样本 

3 种滨珊瑚样品采自广东省徐闻珊瑚礁国家级
自然保护区, 纯酒精固定, −20℃保存备用。 
1.1.2  试剂 

dNTPs; PCR 缓冲液; Taq 酶均购自 Takara 公司
(大连), 引物由上海生工工程技术服务有限公司合成。 

1.2  实验方法 
1.2.1  基因组 DNA的制备 

参照卢圣栋 [10]的方法提取基因组 DNA, 4℃低
温保存备用。 
1.2.2  目的片段的 PCR扩增和序列测定 

所用的引物为六放珊瑚 ITS 基因通用引物 [11], 
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PCR反应体系是 25 µL, 内含 10×Buffer(含 mg2+)2.5 
μL, dNTPs 2 μL,引物各 1 μL, rTaqDNA聚合酶 2.5 U, 
总 DNA约 100 ng。扩增条件为: 95℃预变性 4 min, 
94℃变性 30 s, 50℃退火 30 s, 72℃延伸 2 min, 循环 4
次, 然后 94℃变性 30 s, 56 30 s, 72℃ ℃延伸 2 min, 30
个循环, 最后 72℃总延伸 10 min。1%琼脂糖电泳检
测, PCR 产物直接由北京六合华大基因科技股份有
限公司进行双向测序。 
1.2.3  数据分析 

采用 MEGA 4.1(molecular evolution genetic 
analysis, Version 4.1)邻近法(NJ ) Bootstrap重复检测
2000 次构建基于滨珊瑚的 ITS1 和 ITS2 基因的系统
发育树,空位(gap)始终作为缺失状态, 并计算滨珊瑚
属种间的遗传距离。 

2  结果 

2.1  基于 ITS1 基因的滨珊瑚属种间遗传 
距离分析和聚类分析 
通过 Krima2-Paramenter模式计算得到遗传距离

矩阵(表 1), 用采用MEGA4.1软件包对测序的 3种滨
珊瑚 ITS1 与 GenBank 的其他 9 种滨珊瑚 ITS1 进行

对位排序后做NJ聚类分析, 用 kimura双参数法计算
上述 12 种滨珊瑚个体之间的遗传距离, 其中滨珊瑚
各种 ITS1基因之间遗传距离为 0.011~0.231, 它们的
平均遗传距离是 0.097。NJ聚类树上分为 3支, 徐闻
3 种滨珊瑚分别位于进化树的不同分支上 , 基于
ITS1 基因研究徐闻 3 种滨珊瑚系统关系时, 灰黑滨
珊瑚处于底部原始的位置, 较其他 2 种珊瑚亲缘关
系较远 , 澄黄珊瑚是过渡种 , 普格滨珊瑚处于进化
树的上端(图 1)。 

2.2  基于 ITS2 基因的滨珊瑚种间遗传距离

分析和聚类分析 
对测序 3种滨珊瑚的 ITS2基因与 GenBank的其

他 9种滨珊瑚 ITS2进行对位排序后做 NJ聚类分析, 
用 kimura双参数法计算上述 12种滨珊瑚之间的遗传
距离(表 2)。ITS2 基因的遗传距离为 0~0.489, 平均
遗传距离是 0.200。基于 ITS2基因的 NJ树显示徐闻
的 3 种滨珊瑚分别位于树的两大分支上, 灰黑滨珊
瑚单独作为一支位于进化树的基部, 澄黄滨珊瑚处
于过渡位置, 普格滨珊瑚处于系统进化树的大分支
上 , 并且与柱状滨珊瑚和扁缩滨珊瑚聚为一支   
(图 2)。 

 
表 1  基于 ITS1 基因的滨珊瑚属种间遗传距离 
Tab. 1  Genetic distance among Porites Link according to ITS1 gene 

序号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1             

2 0.050            

3 0.056 0.016           

4 0.044 0.016 0.011          

5 0.091 0.067 0.067 0.062         
6 0.056 0.033 0.039 0.033 0.033        

7 0.079 0.085 0.091 0.079 0.123 0.091       

8 0.056 0.033 0.039 0.033 0.033 0.000 0.091      
9 0.050 0.011 0.027 0.016 0.068 0.033 0.086 0.033     

10 0.210 0.175 0.196 0.182 0.231 0.202 0.254 0.202 0.161    

11 0.135 0.135 0.135 0.123 0.161 0.129 0.189 0.129 0.122 0.202   
12 0.040 0.005 0.022 0.011 0.062 0.027 0.079 0.027 0.005 0.168 0.129  

 

3  讨论 
随着环境的变化, 滨珊瑚已经成为徐闻珊瑚礁

国家级保护区内的一大优势种, 明确滨珊瑚属内各
种间的遗传关系和分类地位对于研究整个珊瑚礁生

态是举足轻重的。本研究分别用 ITS1 和 ITS2 基因

研究了徐闻 3种滨珊瑚属的系统发生关系。 
Nu-Wei[12]和 Chen[13]分别利用 ITS 基因研究了

鹿角珊瑚属的系统发生关系, 认为 ITS1 基因不能用
于种间或者种群间的系统进化分析, 而采用 ITS2 基
因研究了鹿角珊瑚属的系统发生。ITS2 已经广泛应
用于植物[14-15]、动物[16]、真菌[17-18]的分类研究中。 
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图 1  基于 Kimura双参数模型用检测到的滨珊瑚 ITS1序列构建的 NJ树 
Fig. 1  Neighbor-joining tree topology constructed on Kimura two-parameter distance matrix using ITS1 entire region in 

Porites Link  
 
 

表 2  基于 ITS2 基因的滨珊瑚属种间遗传距离 
Tab. 2  Genetic distance among Porites Link according to ITS2 gene 

序号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1             
2 0.255            
3 0.255 0.000           
4 0.254 0.006 0.006          
5 0.089 0.230 0.230 0.229         
6 0.063 0.214 0.214 0.213 0.031        
7 0.214 0.240 0.240 0.232 0.230 0.190       
8 0.063 0.230 0.230 0.230 0.031 0.012 0.206      
9 0.254 0.006 0.006 0.000 0.229 0.213 0.232 0.230     

10 0.413 0.246 0.246 0.238 0.373 0.363 0.450 0.363 0.238    
11 0.152 0.372 0.372 0.372 0.182 0.167 0.303 0.167 0.372 0.478   
12 0.076 0.222 0.222 0.221 0.012 0.018 0.241 0.018 0.221 0.353 0.182 0.222

 
 

图 2  基于 Kimura双参数模型用检测到的滨珊瑚 ITS2序列构建的 NJ树 
Fig. 2  Neighbor-joining tree topology constructed on Kimura two-parameter distance matrix using ITS2 entire region in 

Porites Link 
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本实验研究结果显示基于 ITS1得到的系统进化树和
基于 ITS2 的系统进化树一致, 能够反映出滨珊瑚各
种之间的亲缘关系和系统进化关系。全球珊瑚的分

布有太平洋-印度洋区系以及大西洋-加勒比海区系, 
无论基于 ITS1 还是基于 ITS2 基因的研究结果都表
明, 这两个区系的珊瑚在基因距离上不存在明显差
异。从得到进化树上来看, 太平洋-印度洋区系的疣
滨珊瑚 (Porites annae)和大西洋 -加勒比海区系的
Porites evermanni 位于进化树的一支上, 太平洋-印
度洋区系火焰滨珊瑚和大西洋-加勒比海区系 Porites 
rus Porites monticulosa也始终位于进化树的一支上。 

滨珊瑚的形态受环境影响较大, 同种珊瑚在不
同的环境下 , 骨骼的发育会发生很大的变化 [19-21], 
依据于形态的滨珊瑚的分类存在着很大的不足。在

形态学上, 滨珊瑚的群体形状, 有块状和分枝状的。
在形态进化上认为分枝状的要比块状的复杂。在用

ITS2 基因分析滨珊瑚属时 , 块状的扁缩滨珊瑚
(Porites compressa)没有和其他的块状滨珊瑚聚在一
支, 而是和群体分枝状的滨珊瑚聚在一起。Verril将
Porites monticulosa和 Porites rus和滨珊瑚科的另一
个单种属 Stylaraea 作为滨珊瑚属的一个亚属[22], 而
本文分别用 ITS1和 ITS2研究了 Porites monticulosa
和 Porites rus 的分类地位, Porites monticulosa 和 
Porites rus始终聚在一起, 表示这两个种在滨珊瑚属
中亲缘关系较近 , 遗传距离计算结果表明 Porites 
monticulosa 和 Porites annae 的遗传距离只有 0.033, 
Porites rus 和 Porites annae 的的遗传距离也只有
0.033, 所以, Porites monticulosa和 Porites rus还不
足以作为滨珊瑚的一个亚属。 
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Abstract: The obtained ITS (internal transcribed spacer) sequences of 3 species in Porites by PCR technique were 
analyzed by MEGA4.1 software to get base composition, G+C content and phylogenetic relationship with ITS gene 
of other 9 species uploaded to Genbank, The results showed that the ranges of ITS1 and ITS2 of the tested 3 species 
were 205~209 bp and 197~226 bp, and the ranges of G+C content of ITS1 and ITS2 were 37.6%~45.5% and 
45.1%~50.7%. The average genetic distance based on ITS1 and ITS2 were 0.097 and 0.200 respectively .The 
NJ-based phylogenetic tree based both ITS1 and ITS2 shows that Porites nigrescens at the base of evolutionary tree, 
is a primitive group, Porites pukoensis is an evolutionary group and Porites lutea is a transitional group. 
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