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摘　要： 鹿角珊瑚（Acropora）是南海珊瑚礁区的关键珊瑚类群，它们不仅为珊瑚礁提供了结构支撑，还为许

多海洋生物提供了栖息地。鹿角珊瑚种类繁多，且同属珊瑚形态相近，因此利用 DNA条形码对鹿角珊瑚进

行准确的物种鉴定具有重要价值。本研究旨在评估细胞色素氧化酶亚基 I基因（COI）、线粒体控制区

（mtCR）、核 Pax-C 内含子（Pax-C）对南海珊瑚礁区常见且形态高度相似的 6种鹿角珊瑚种类鉴定的适用性。

研究结果显示，三种序列均表现出明显的 A+T偏倚性，Pax-C 序列突变速率最高，变异率达 27.3％，mtCR 序

列次之，COI 基因最低。DNA条形码间隙分析结果显示，COI 基因未能显现条形码间隙；mtCR 序列的种内遗

传距离和种间遗传距离存在部分重叠，但仍显示出一定的条形码间隙；Pax-C 序列和 mtCR+Pax-C 联合序列

表现出明显的 DNA条形码间隙。基于 COI 基因构建的系统进化树显示，除美丽鹿角珊瑚（A. muricata）外，其

余 5种鹿角珊瑚混杂在一支；基于 mtCR 序列和 Pax-C 序列构建的系统进化树显示，除风信子鹿角珊瑚（A.
hyacinthus）聚到了不同分支，其余鹿角珊瑚均各自单独聚为一支；基于 mtCR+Pax-C 联合序列构建的系统发

育树，每个物种都形成单系分支。本研究证实了 mtCR+Pax-C 联合序列作为高效 DNA条形码在六种鹿角珊

瑚易混淆物种鉴定中的应用价值，为珊瑚礁生态系统的保护与管理提供了科学依据。
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Abstract：Acropora  corals  constitute  a  key  coral  group  within  the  coral  reef  ecosystems  of  the  South  China
Sea, as they provide structural support to reefs and habitats for numerous marine organisms.Given the diversity
and  morphological  similarity  within  the  Acropora  genus,  accurate  species  identification  through  DNA
barcoding is crucial.This study assesses the utility of three genetic markers-cytochrome oxidase I gene (COI),
mitochondrial  putative  control  region  (mtCR),  and  nuclear  Pax-C  intron  (Pax-C)-for  identifying  six
morphologically  similar Acropora  corals  in  the  South  China  Sea  reef  ecosystem.  Our  results  showed that  all
three sequences exhibit significant A+T bias, with Pax-C having the highest mutation rate of 27.3%, followed
by mtCR and COI. DNA barcoding gap analysis revealed that the COI gene lacked a barcoding gap. The mtCR
sequence  showed  partial  overlap  between  intraspecies  and  interspecies  genetic  distances  but  still  displayed
some barcoding gap. In contrast, the Pax-C sequence and the combined mtCR+Pax-C sequences showed a clear
barcoding gap.  Phylogenetic trees based on the COI gene showed that,  except for A. muricata,  the other five
coral  species  clustered  together.  Phylogenetic  trees  based  on mtCR  and Pax-C  sequences  demonstrated  that,
except for A. hyacinthus, the remaining corals formed distinct clades. Phylogenetic analysis using the combined
mtCR+Pax-C  sequences  showed  distinct  monophyletic  clades  for  each  species.  This  study  confirmed  the
effectiveness  of  the  combined mtCR+Pax-C  sequence  as  an  efficient  DNA  barcode  for  identifying  closely
related  six  Acropora  species,  providing  scientific  support  for  coral  reef  ecosystem  conservation  and
management.
Keywords：Acropora；DNA barcoding；COI；mtCR；Pax-C；species identification

 0    引　言

珊瑚礁作为海洋生态系统的关键组分，对海洋生物多样性与生态系统功能的维持具有不可替代的作

用[1]。然而，由于气候变化和人类活动的影响，珊瑚礁遭受了十分严重的破坏[2−3]。珊瑚物种的准确分类

有助于科学保护珊瑚礁，包括更好地监测其健康状态，从而及时发现和应对珊瑚白化问题，同时有助于合

理规划和管理渔业资源，从而促进渔业的可持续发展。然而，当前的珊瑚分类工作仍存在诸多挑战，例如

分类标准的不统一、部分物种鉴定的困难以及对一些珊瑚类群的分类地位存在争议[4]。传统的分类系统

主要以珊瑚的骨骼形态特征为依据[5]，这一方式易受表型可塑性、趋同进化及网状进化的影响[6−7]，仅凭骨

骼形态学特征来解决造礁石珊瑚的分类问题面临很大的局限性[8]。在相似物种之间进行区分时，分类变

得愈加复杂，导致物种鉴定误差和分类混乱的现象，这一问题在鹿角珊瑚（Acropora）的鉴定中尤为突出[9]。

鹿角珊瑚是全球关键的珊瑚礁分类群，其在生态功能和生物多样性维护方面的关键作用不容忽视。

作为造礁石珊瑚，鹿角珊瑚能够快速生长并在相对较短的时间内构建复杂的三维结构[10]，为丰富的海洋

生物提供了栖息地和庇护所[11]。同时，鹿角珊瑚因其快速生长、较强的繁殖能力，已成为珊瑚礁生态修复

研究的重点对象[12]。鹿角珊瑚广泛分布于南海、红海、菲律宾海及加勒比海等地区[13]。且其种类繁多，形

态多样[14−15]，目前已描述超过 400个名义物种[15]。近年来，分子鉴定技术在种群遗传学和系统发育研究中

的广泛应用，明显推动了珊瑚物种边界的界定与重新评估。特别是 DNA条形码技术，已成为珊瑚物种分

类的重要工具。通过对特定基因片段序列的分析，研究人员能够在分子层面实现对形态相似但属于不同

物种的珊瑚个体的精确鉴定，从而有效解决传统形态学分类方法中存在的模糊性[16−17]。目前，鹿角珊瑚属

中约 120个物种已被确认为有效物种，并纳入最新的分类修订及物种目录中[13]。此类分子鉴定技术不仅

为物种识别提供了可靠的证据支持，还揭示了种内及种间的遗传差异，为深入理解珊瑚的演化历程及其

物种多样性提供了重要的理论依据。线粒体基因，特别是细胞色素氧化酶亚基 I基因（COI），因其广泛的

适用性和良好的扩增特性，成为了物种鉴定中最常用的标记[16]。线粒体控制区（mtCR）作为线粒体基因组

中进化速率最快的区域之一，具备较高的变异性，是分析鹿角珊瑚种群遗传结构的常用标记[18−19]。然而，研
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究表明，珊瑚的线粒体 DNA进化速度比其核基因组慢 2-5倍[20]。因此，仅依赖线粒体基因可能无法提供足

够的遗传变异信息[21−22]。核 Pax-C 内含子（Pax-C）与 Pax-6基因是直系同源序列，作为核基因序列的一部

分，能够补充线粒体基因的不足，提供更为全面和准确的遗传信息[23]。在鹿角珊瑚的遗传学研究中，mtCR
和 Pax-C 是较为常用的分子标记，二者基因序列均跨越非编码区，表现出比编码基因更高的序列变异性，

并已有多个研究通过使用这两个标记，对鹿角珊瑚的物种亲缘关系等关键问题进行了深入探讨[7,24−25]。然

而，Quek等[26] 运用 BLASTn在 GenBank中进行物种分配，结果显示 mtCR 序列和 Pax-C 序列无法有效区

分大部分水族贸易中的鹿角珊瑚，如指形鹿角珊瑚（A. digitifera）和两叉鹿角珊瑚（A. divaricata），但该研究

未采用这两个序列的系统发育分析来评估鉴定效果，也未结合形态学特征进行鉴定。因此，mtCR 序列和

Pax-C 序列及其联合序列对南海珊瑚礁区常见且形态高度相似的鹿角珊瑚的分子鉴定效果还有待探索。

本研究选取了南海海域广泛分布且形态高度相似的 6种鹿角珊瑚为代表：花鹿角珊瑚（A. florida）、
多孔鹿角珊瑚（A. millepora）、风信子鹿角珊瑚（A. hyacinthus）、小叶鹿角珊瑚（A. microphthalma）、美丽鹿

角珊瑚（A. muricata）与简单鹿角珊瑚（A. austera），聚焦于评估 COI、mtCR、Pax-C 及 mtCR+Pax-C 联合序

列在物种鉴定和种群划分中的适用性，旨在为南海鹿角珊瑚物种鉴定、种群划分及种质资源保护与可持

续利用提供技术依据。

 1    材料与方法

 1.1    样品采集及鉴定　2023年，在蜈支洲岛及永兴岛 2个采样点共采集 99株鹿角珊瑚个体（见表 S1）。
使用锤子和凿子从每个珊瑚个体中取得 3-5 cm的珊瑚样品，再取每个样品约 1 cm2 浸泡于 95% 乙醇中，

并在-20 ℃ 下保存，用于基因组 DNA的提取。对余下部分珊瑚样品进行脱脂漂白处理：（1）95% 乙醇中浸

泡 6 h以去除虫黄藻；（2）pH为 9的 10% 双氧水溶液中浸泡 2 h以氧化生物组织及有机质；（3）去离子水

刷洗 3 min；（4）更换双氧水溶液继续浸泡 24 h以充分氧化残余有机物；（5）蒸馏水刷洗并超声清洗 5 min
去除残余杂质；（6）去离子水刷洗后在 45-60 ℃ 下烘干 48 h，用于后续骨骼形态分析[27]。选取结构完整的

骨骼样品，进行切割与切片处理，并在扫描电镜（泰思肯 CLARA）下观察珊瑚骨骼样品形态特征。采集的

所有样品参考专业鉴定书籍[28−30] 进行形态学鉴定至种水平，以确保分类的准确性。

 1.2    DNA 提取、扩增和测序　采用天根海洋动物组织 DNA试剂盒提取 DNA，参照说明书进行操作。提

取的 DNA样品于-20 ℃ 下保存备用。分别选取针对线粒体 COI 基因、线粒体 mtCR 序列、以及 Pax-C 序

列的 4对引物进行扩增，6种鹿角珊瑚属珊瑚 DNA条形码 PCR引物序列如表 1所示。3种序列的 PCR扩

增体系均为 25 μL，包括 2×Taq MasterMix 12.5 μL、模板 3 μL、上下游引物各 1 μL和 ddH2O 7.5 μL。COI
的扩增条件：预变性 95 ℃ 3 min；30个循环：95 ℃ 1 min，40 ℃ 1 min，72 ℃ 90 s；最后 72 ℃ 延伸 7 min。
mtCR 的扩增条件：预变性 94 ℃ 30 s；40个循环：94 ℃ 10 s，56 ℃ 15 s，72 ℃ 60 s；最后 72 ℃ 延伸 5 min。
Pax-C 的扩增条件：预变性 95 ℃ 3 min；5个循环：94 ℃ 30 s，50 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s；26个循环：94 ℃ 30 s，
56 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s；最后 72 ℃ 延伸 10 min。产物经检测合格后送华大基因股份有限公司双向测序。
  

表 1    6 种鹿角珊瑚属珊瑚 DNA 条形码 PCR 引物序列

序列 引物序列 退火温度/℃ 参考文献

COI
LCO-1 490：GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
HCO-2 198：TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 40 [31]

mtCR GR:AATTCCGGTGTGTGTTCTCT
RNS2:CAGAGTAAGTCGTAACATAG 56 [19]

Pax-C FP1:TCCAGAGCAGTTAGAGATGCTGG
RP1:GGCGATTTGAGAACCAAACCTGTA 56 [7]

Pax-C-2 Pax-C-R5:CAGTTAGAGATGCTGGAGAA
Pax-C-F5:GAGAACCAAACCTGTAAACC 49 本研究

 

 1.3    数据分析　将获得的测序结果采用 SeqMan7.1软件进行比对，剪切上下游引物并辅以手动校正[32]。

Pax-C 序列存在部分杂合位点，需通过人工校对确认杂合位点处碱基的正确性，以保证最终序列的准确

  NATURAL SCIENCE OF HAINAN UNIVERSITY 3  

Lingyu ZHENG et al. Analysis of the applicability of COI, mtCR, and Pax-C sequences in the identification of six Acropora corals
Natural Science of Hainan University (ISSN 1004-1729) https://hndk.hainanu.edu.cn

https://hndk.hainanu.edu.cn


性。并在 NCBI数据库进行 BLAST比对。从 GenBank数据库下载与本研究 3种序列扩增区段一致的

6种鹿角珊瑚 COI、mtCR、Pax-C 序列。使用 MEGA11.0软件计算碱基组成、变异位点、简约信息位点，

采用  Kimura  2-parameter 模型计算遗传距离 [33]。使用 IQ-TREE1.6.12[34] 构建最大似然（ML）树，运用

ModelFinder[35] 确定最佳模型 ，随后进行了 100次优化的最大似然树推断 ，并通过 1 000次超快速

bootstrap近似评估分支支持值，以确保树拓扑结构的稳健性。分别用 COI 序列、mtCR 序列、Pax-C 序

列、mtCR+Pax-C 联合序列构建系统发育树。使用 Tree Visualization By One Table （tvBOT）平台对系统发

育树进行可视化、修改和注释[36]。参照 SA等[37] 的方法计算成对核苷酸遗传距离，并绘制种内遗传距离

与种间遗传距离分歧直方图。

自动条形码间隔发现（Automatic Barcode Gap Discovery，ABGD）通过先验种内变异范围推测种内遗

传差异的单边置信区间边界，根据检测到的 DNA条形码空白区，进行MOUTs的划分，接着通过递归方式

不断推导置信区间并识别新的条形码空白区，此过程持续进行，直至无法进一步划分样本为止，所有归入

同一组的样本将被视为属于同一物种[38]。本研究通过使用 ABGD网站（http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/
abgd/abgdweb.html）进行分析，具体的参数设置如下：基于 K2P模型计算遗传距离，种内差异先验值 P为

0.001到 0.100，相对 gap宽度值 X为 1.0，其余参数设置为默认值。

 2    结果与分析

 2.1    形态学鉴定结果　根据群体形态、分枝特点、隔片有无、共骨特点等形态学特征将 99株珊瑚大致分

为 6种，其中，在蜈支洲采集到两种风信子鹿角珊瑚表现出两种不同的颜色，绿色和褐色。6种鹿角珊瑚

的主要形态学特征见表 2，6种鹿角珊瑚群体形态及分枝细节图见图 1，6种鹿角珊瑚珊瑚孔和共骨结构

电镜图见图 2。
  

表 2    6 种鹿角珊瑚形态学特征参数

特征 花鹿角珊瑚 多孔鹿角珊瑚 风信子鹿角珊瑚 简单鹿角珊瑚 美丽鹿角珊瑚 小叶鹿角珊瑚

群体形态及颜色 鬃刺状分枝
群体；绿色

板状；褐色 板状；褐色或绿色
不规则分枝形；瓶

刷形；绿色
树状群体；紫色 树状群体；褐色

分枝特点
分枝长而粗，

麋聚了很多小枝

分枝细长，四周分枝
稍长于周围分枝，圆

形轮廓

分枝拥挤，
短而粗壮

主分支分出较细次
级分支和小枝，分
枝间隔不规则

分枝距离大，
长而粗

分枝细长

轴珊瑚体一轮隔片 发育完全 发育完全 发育完全 发育完全 发育完全 发育完全

轴珊瑚体二轮隔片 发育完全 发育不全或缺失 发育不全或缺失 发育完全 发育不全 发育不全或缺失

辐射珊瑚体形状
斜口管状；

半管状或浸没
圆口半管状或突出
唇状，排列整齐

圆口半管状或
突出唇状

圆管状

浸没或稍突出，鼻
形半管唇形，斜口
管形。短管鼻形或

鼻形

管形，斜口管状，
或浸没

辐射珊瑚体
一轮隔片

发育不全，1-2个直
接隔片明显，其余为

刺状

6个大小不等，基本
发育完全

发育不全，但两个
直接隔片明显

缺失，或有1-2个直
接隔片明显

发育不全 发育完全

辐射珊瑚体
二轮隔片

发育不全或缺失 发育不全或缺失 缺失 发育不全或缺失
仅有一点小刺
痕迹或缺失

发育不全或缺失

共骨 网状 网状 网状 网状 网状 网状

共骨小刺特点
不尖锐小刺上有不

平整突起
仅有少量不
尖锐小刺

较多小刺 部分短小小刺 有密集的小刺
有短小不尖锐的小
刺，小刺上有不规
则突出瘤状颗粒

其他 无 无 无 无 无
隔片及共骨小刺上
有突出瘤状颗粒

 

 2.2    序列特征分析　分别对 6种鹿角珊瑚的 COI、mtCR 以及 Pax-C 序列进行扩增，共获得 70条 COI 序
列，70条 mtCR 序列和 54条 Pax-C 序列。所有的 COI、mtCR 和 Pax-C 序列均未发现终止密码子。同时，

为了排除核线粒体伪基因（NUMT）干扰，所有线粒体序列均通过 BLAST与 NCBI数据库中的相关线粒体
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基因序列进行比对。比对结果表明，所获得的基因序列与线粒体基因组中的相应基因高度一致，排除了

NUMT的可能性。测序并对比修剪后的 COI、mtCR 及 Pax-C 片段分别为 558 bp、610 bp、494 bp。6种鹿

角珊瑚 COI、mtCR 和 Pax-C 序列的碱基组成见表 3。其中，COI 基因中 A+T平均含量为 58%，mtCR 序列

中 A+T平均含量为 56%，Pax-C 序列中 A+T平均含量为 62%，各序列在 6种珊瑚的 GC含量都相差较小，

三种序列均表现出明显的 A+T偏倚性。
  

a b c

d e f

g h i

j k l

m n

图 1    6 种鹿角珊瑚群体形态及分枝细节图
注：a-b：花鹿角珊瑚；c-d：多孔鹿角珊瑚；e-f：褐色风信子鹿角珊瑚；g-h：绿色风信子鹿角珊瑚；i-j：简单鹿角珊瑚；k-l：美丽鹿

角珊瑚；m-n：小叶鹿角珊瑚。
 

3种序列片段的遗传多样性参数如表 4所示，COI 基因包含 554个保守位点、1个简约信息位点、
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3个单一位点数。mtCR 序列包含 504个保守位点，55个简约信息位点、4个单一位点数。Pax-C 序列包

含 348个保守位点，74个简约信息位点、61个单一位点数。此外，在 Pax-C 中有 135个变异位点，变异率

为 27.3％；在 mtCR 中有 59个变异位点，变异率为 9.7％；而在 COI 当中只有 4个变异位点，变异率仅占

0.7％，这表明，Pax-C 序列可能比 mtCR 序列和 COI 基因提供了更多的物种变异信息。
  

a
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rs 1 000 μm
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1 000 μm
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af

as
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1 000 μm

rf
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1 000 μm

rf

af

1 000 μm

100 μm

100 μm100 μm

100 μm

100 μm 100 μm
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d e f

g h i

j k l

m n

图 2    6 种鹿角珊瑚珊瑚孔和共骨结构电镜图
注：a：花鹿角珊瑚珊瑚孔电镜图；b：花鹿角珊瑚共骨电镜图；c：多孔鹿角珊瑚珊瑚孔电镜图；d：多孔鹿角珊瑚共骨电镜图；
e：褐色风信子鹿角珊瑚珊瑚孔电镜图；f：褐色风信子鹿角珊瑚共骨电镜图；g：绿色风信子鹿角珊瑚珊瑚孔电镜图；h：绿色
风信子鹿角珊瑚共骨电镜图；i：简单鹿角珊瑚珊瑚孔电镜图；j：简单鹿角珊瑚珊瑚共骨电镜图；k：美丽鹿角珊瑚珊瑚孔电镜
图；l：美丽鹿角珊瑚共骨电镜图；m：小叶鹿角珊瑚珊瑚孔电镜图；n：小叶鹿角珊瑚珊瑚共骨电镜图。af：轴珊瑚体一轮隔

片；as：轴珊瑚体二轮隔片；rf：辐射珊瑚体一轮隔片；rs：辐射珊瑚体二轮隔片。珊瑚孔和共骨的电镜图中，刻度尺的单位分
别为 1000 µm和 100 µm。
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 2.3    遗传距离分析　本研究以 K2P模型计算序列间遗传距离，并进行统计 ,基于 COI、mtCR、Pax-C、

mtCR＋Pax-C 序列的鹿角珊瑚种内、种间遗传距离特征如表 5所示。其中，基于 COI 序列的鹿角珊瑚种

内、种间遗传距离特征分析结果显示，6种鹿角珊瑚种内遗传距离为 0-0.007 2（平均为 0.000 2），种间的平

均遗传距离为 0.000 8（表 5）。基于 COI 基因的 6种鹿角珊瑚不同群体的种内与种间遗传距离（表 6）的结

果显示，蜈支洲岛花鹿角珊瑚与其他鹿角珊瑚的种间遗传距离仅为 0.000 9，蜈支洲岛美丽鹿角珊瑚与其

他鹿角珊瑚的种间遗传距离仅为 0.001 8-0.002 7，其他鹿角珊瑚的种间遗传距离多为 0。总体而言，基于

COI 基因计算得出的种间遗传距离均较小，表明 6种鹿角珊瑚之间具有较近的亲缘关系，提示 COI 基因

可能无法有效区分这 6种珊瑚。
  

表 3    6 种鹿角珊瑚 COI、mtCR和 Pax-C序列的碱基组成

组编号
COI碱基含量/% mtCR 碱基含量/% Pax-C 碱基含量/%

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

AU 36.4 17.9 21.9 23.8 32.7 16.5 24.0 26.8 29.1 19.9 32.8 18.2

HY 36.4 17.9 21.9 23.8 31.0 17.3 24.3 27.5 29.1 21.3 32.0 17.5

MIC 36.4 17.9 21.9 23.8 31.6 17.1 24.1 27.1 29.7 21.4 31.7 17.3

MI 36.4 17.9 21.9 23.8 31.2 17.2 24.7 26.9 30.5 20.2 31.5 17.9

MU 36.4 17.9 22.0 23.7 31.6 17.1 24.3 27.0 30.3 20.2 31.8 17.7

FL 36.4 17.8 21.9 23.9 31.2 17.3 24.5 27.0 30.2 19.7 32.7 17.5

平均 36.4 17.9 21.9 23.8 31.6 17.1 24.3 27.1 29.7 20.7 32.0 17.6

　　注：AU：简单鹿角珊瑚；HY：风信子鹿角珊瑚；MIC：小叶鹿角珊瑚；MI：多孔鹿角珊瑚；MU：美丽鹿角珊瑚；FL：花鹿角珊瑚
 
  

表 4    3 种序列片段的遗传多样性参数

序列 序列长度
遗传多样性参数

C V PI S

COI 558 554 4 1 3

mtCR 610 504 59 55 4

Pax-C 494 348 135 74 61

　　注：C：保守位点；V：变异位点；PI：简约信息位点；S：单一位点数
 
  

表 5    基于 COI、mtCR、Pax-C、mtCR＋Pax-C序列的鹿角珊瑚种内、种间遗传距离特征

序列
种内遗传距离 种间遗传距离

种内-最小值 种内-最大值 种内-平均值 种间-最小值 种间-最大值 种间-平均值

COI 0.000 0 0.007 2 0.000 2 0.000 0 0.007 2 0.000 8

mtCR 0.000 0 0.021 6 0.005 7 0.005 4 0.086 9 0.037 0

Pax-C 0.000 0 0.143 1 0.021 3 0.012 4 0.268 6 0.069 2

mtCR+Pax-C 0.000 0 0.055 9 0.008 1 0.015 6 0.132 2 0.041 0
 
  

表 6    基于 COI基因的 6 种鹿角珊瑚不同群体的种内与种间遗传距离

FLW HYW-1 HYW-2 AUYX MICW MICYX MIW MUW

FLW 0.001 8

HYW-1 0.000 9 0.000 0

HYW-2 0.000 9 0.000 0 0.000 0

AUYX 0.000 9 0.000 0 0.000 0 0.000 0

MICW 0.000 9 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0

MICYX 0.000 9 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0

  NATURAL SCIENCE OF HAINAN UNIVERSITY 7  

Lingyu ZHENG et al. Analysis of the applicability of COI, mtCR, and Pax-C sequences in the identification of six Acropora corals
Natural Science of Hainan University (ISSN 1004-1729) https://hndk.hainanu.edu.cn

https://hndk.hainanu.edu.cn


MIW 0.000 9 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0

MUW 0.002 7 0.001 8 0.001 8 0.001 8 0.001 8 0.001 8 0.001 8 0.000 0

　　注：FLW：蜈支洲岛花鹿角珊瑚；HYW-1：蜈支洲岛褐色风信子鹿角珊瑚；HYW-2：蜈支洲岛绿色风信子鹿角珊瑚；AUYX：永兴岛简单
鹿角珊瑚；MICW：蜈支洲岛小叶鹿角珊瑚；MICYX：永兴岛小叶鹿角珊瑚；MIW：蜈支洲岛多孔鹿角珊瑚；MUW：蜈支洲岛美丽鹿角珊瑚
 

基于 mtCR 序列的鹿角珊瑚种内、种间遗传距离特征分析结果显示，种内遗传距离为 0-0.021 6，平均

遗传距离为 0.005 7，属内种间遗传距离为 0.005 4-0.086 9，平均遗传距离为 0.037 0（表 5），为种内平均遗传

距离的 6.49倍。基于 mtCR 序列的 6种鹿角珊瑚不同群体的种内与种间遗传距离（表 7）结果显示，不同鹿

角珊瑚种间遗传距离相对较大，如简单鹿角珊瑚与其他鹿角珊瑚遗传距离最大达 0.062 5-0.082 5，仅风信子

鹿角珊瑚与花鹿角珊瑚遗传距离较小，为 0.006 2-0.017 4。蜈支洲岛褐色风信子鹿角珊瑚与永兴岛风信子

鹿角珊瑚、赵述岛风信子鹿角珊瑚、印度尼西亚风信子鹿角珊瑚的遗传距离较小（0-0.004 3），与蜈支洲岛

绿色风信子鹿角珊瑚、日本风信子鹿角珊瑚和台湾风信子鹿角珊瑚的遗传距离相对较大（0.016 2-0.016 5）。
表明 mtCR 序列能将部分地理群体和物种有效区分。
  

表 7    基于 mtCR序列的 6 种鹿角珊瑚不同群体的种内与种间遗传距离

FLW FLO FLJ HYW-1 HYW-2 HYJ HYT HYYX HYZS HYI AUJ AUYXMICW MICJ MICYX MIW MIS MUW

FLW 0.0020

FLO 0.0027 0.0054

FLJ 0.0018 0.0027 0.0008

HYW-1 0.0071 0.0062 0.0071 0.0000

HYW-2 0.0165 0.0174 0.0165 0.0165 0.0006

HYJ 0.0162 0.0171 0.0162 0.0162 0.0003 0.0000

HYT 0.0162 0.0171 0.0162 0.0162 0.0003 0.0000 0.0000

HYYX 0.0073 0.0064 0.0073 0.0001 0.0166 0.0163 0.0163 0.0002

HYZS 0.0071 0.0062 0.0071 0.0000 0.0165 0.0162 0.0162 0.0001 0.0000

HYI 0.0100 0.0095 0.0100 0.0043 0.0143 0.0140 0.0140 0.0044 0.0043 0.0083

AUJ 0.0784 0.0795 0.0784 0.0824 0.0808 0.0804 0.0804 0.0825 0.0824 0.0832 0.0018

AUYX 0.0774 0.0785 0.0774 0.0814 0.0765 0.0762 0.0762 0.0815 0.0814 0.0815 0.0040 0.0027

MICW 0.0162 0.0171 0.0175 0.0180 0.0201 0.0198 0.0198 0.0181 0.0180 0.0194 0.0721 0.0711 0.0021

MICJ 0.0180 0.0189 0.0194 0.0198 0.0183 0.0180 0.0180 0.0199 0.0198 0.0205 0.0725 0.0715 0.0018 0.0000

MICYX 0.0168 0.0177 0.0181 0.0186 0.0195 0.0192 0.0192 0.0187 0.0186 0.0198 0.0718 0.0708 0.0017 0.0012 0.0017

MIW 0.0263 0.0265 0.0276 0.0267 0.0303 0.0299 0.0299 0.0268 0.0267 0.0285 0.0814 0.0804 0.0157 0.0153 0.0159 0.0023

MIS 0.0246 0.0255 0.0260 0.0264 0.0286 0.0283 0.0283 0.0265 0.0264 0.0279 0.0792 0.0782 0.0140 0.0137 0.0143 0.0031 0.0021

MUW 0.0216 0.0226 0.0216 0.0216 0.0128 0.0125 0.0125 0.0217 0.0216 0.0209 0.0666 0.0625 0.0107 0.0089 0.0101 0.0171 0.0155 0.0000

　　注：FLW：蜈支洲岛花鹿角珊瑚；FLO：澳大利亚花鹿角珊瑚；FLJ：日本花鹿角珊瑚；HYW-1：蜈支洲岛褐色风信子鹿角珊瑚；HYW-2：
蜈支洲岛绿色风信子鹿角珊瑚；HYJ：日本风信子鹿角珊瑚；HYT：台湾风信子鹿角珊瑚；HYYX：永兴岛风信子鹿角珊瑚；HYZS：赵述岛风
信子鹿角珊瑚；HYI：印度尼西亚风信子鹿角珊瑚；AUJ：日本简单鹿角珊瑚；AUYX：永兴岛简单鹿角珊瑚；MICW：蜈支洲岛小叶鹿角珊
瑚；MICJ：日本小叶鹿角珊瑚；MICYX：永兴岛小叶鹿角珊瑚；MIW：蜈支洲岛多孔鹿角珊瑚；MIS：沙鱼塘多孔鹿角珊瑚；MUW：蜈支洲岛
美丽鹿角珊瑚
 

基于 Pax-C 序列的鹿角珊瑚种内、种间遗传特征分析结果显示，种内遗传距离为 0-0.143 1（平均为

0.021 3）；种间的平均遗传距离为 0.069 2（表 5），为种内平均遗传距离的 3.25倍。基于 Pax-C 序列的 6种

鹿角珊瑚不同群体的种内与种间遗传距离（表 8）结果显示，小叶鹿角珊瑚与美丽鹿角珊瑚遗传距离较小

（0.033 2-0.036 0），澳大利亚花鹿角珊瑚与其他鹿角珊瑚遗传距离最大（0.097 0-0.168 7）。蜈支洲岛多孔鹿

角珊瑚的种内遗传距离为 0.050 9，但与美丽鹿角珊瑚的种间遗传距离却为 0.036 3-0.039 0，其种内遗传距

离大于种间遗传距离，提示 Pax-C 序列可能无法将这两个物种进行有效区分。蜈支洲岛小叶鹿角珊瑚和

永兴岛小叶鹿角珊瑚的遗传距离较小（0.002 4）。表明 Pax-C 序列可有效区分部分鹿角珊瑚，但在辨识部
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分不同地理种群的鹿角珊瑚时效果有限。

基于 mtCR+Pax-C 联合序列的鹿角珊瑚种内、种间遗传距离特征分析结果显示，种内遗传距离为

0-0.055 9，平均遗传距离为 0.008 1，属内种间遗传距离为 0.015 6-0.132 2，平均遗传距离为 0.041（表 5），为
种内平均遗传距离的 5.06倍。基于 mtCR+Pax-C 联合序列的 6种鹿角珊瑚不同群体的种内与种间遗传

距离结果（表 9）显示，不同鹿角珊瑚种间遗传距离均较大，如简单鹿角珊瑚与其他鹿角珊瑚的遗传距离

达 0.081 4-0.096 1，仅小叶鹿角珊瑚与美丽鹿角珊瑚遗传距离最小，为 0.019 9。表明 mtCR+Pax-C 联合序

列能将不同鹿角珊瑚有效区分。 

表 8    基于 Pax-C序列的 6 种鹿角珊瑚不同群体的种内与种间遗传距离

FLW FLO HYW-1 HYW-2 HYO AUYX AUO MICW MICYX MIW MUW MUO

FLW 0.0187

FLO 0.0732 0.0820

HYW-1 0.0537 0.1150 0.0393

HYW-2 0.0458 0.1066 0.0243 0.0010

HYO 0.0377 0.0970 0.0374 0.0283 0.0271

AUYX 0.1062 0.1687 0.1176 0.1118 0.1015 0.0100

AUO 0.0967 0.1587 0.1097 0.1033 0.0926 0.0130 0.0000

MICW 0.0410 0.1118 0.0476 0.0371 0.0367 0.1023 0.0929 0.0025

MICYX 0.0406 0.1107 0.0467 0.0361 0.0357 0.1017 0.0923 0.0024 0.0026

MIW 0.0546 0.1224 0.0681 0.0609 0.0535 0.1163 0.1076 0.0466 0.0466 0.0509

MUW 0.0388 0.1033 0.0536 0.0465 0.0382 0.1062 0.0968 0.0332 0.0332 0.0363 0.0000

MUO 0.0416 0.1081 0.0564 0.0494 0.0410 0.1096 0.1001 0.0359 0.0360 0.0390 0.0124 0.0000

　　注：FLW：蜈支洲岛花鹿角珊瑚；FLO：澳大利亚花鹿角珊瑚；HYW-1：蜈支洲岛褐色风信子鹿角珊瑚；HYW-2：蜈支洲岛绿色风信子鹿
角珊瑚；AUYX：永兴岛简单鹿角珊瑚；AUO：澳大利亚简单鹿角珊瑚；MICW：蜈支洲岛小叶鹿角珊瑚；MICYX：永兴岛小叶鹿角珊瑚；
MIW：蜈支洲岛多孔鹿角珊瑚；MUW：蜈支洲岛美丽鹿角珊瑚；MUO：澳大利亚美丽鹿角珊瑚
 

  
表 9    基于 mtCR+Pax-C联合序列的 6 种鹿角珊瑚不同群体的种内与种间遗传距离

FLW HYW-1 HYW-2 AUYX MICW MICYX MIW MUW

FLW 0.0080

HYW-1 0.0258 0.0163

HYW-2 0.0254 0.0190 0.0005

AUYX 0.0893 0.0953 0.0871 0.0062

MICW 0.0283 0.0309 0.0251 0.0844 0.0021

MICYX 0.0280 0.0310 0.0260 0.0847 0.0019 0.0021

MIW 0.0373 0.0429 0.0397 0.0961 0.0286 0.0285 0.0212

MUW 0.0283 0.0344 0.0233 0.0814 0.0199 0.0199 0.0249 0.0000
 

基于 K2P距离 （ x轴 ） ，三种单一 DNA标记 （ COI、 mtCR、 Pax-C）和一种候选组合 DNA标记

（mtCR+Pax-C）的成对鹿角珊瑚种内（红色条形）与种间（蓝色条形）遗传分歧频率（y轴）直方图如图 3所

示，Pax-C 和 mtCR+Pax-C 联合序列的种内遗传距离和种间遗传距离重叠度较小，表现出明显的 DNA条

形码间隙。相比之下，mtCR 的种内遗传距离和种间遗传距离存在一定重叠，但仍显示出一定的条形码间

隙。COI 则未能显现条形码间隙，种内遗传距离和种间遗传距离几乎完全重叠。

 2.4    利用 ABGD 进行基于距离的 MOTUs 划分和系统发育分析　基于样本遗传距离的 ABGD方法划分

结果包含了初始划分（ initial partition）和递归划分（recursive partition）两种情况。其中，3种序列（COI、
mtCR、Pax-C）及 mtCR+Pax-C 联合序列的初始划分都较为稳定，但递归划分结果波动较大，且均出现过度

划分的情况，因此本研究选择比较稳定的初始划分结果与形态鉴定结果进行比较。
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基于 COI 基因构建的 ML系统发育树和 ABGD划分结果如图 4所示，其中，ABGD分析结果显示

6种鹿角珊瑚混杂在同一组，与基于珊瑚形态得到的分类结果不一致。基于 COI 基因构建的系统发育树

（图 4、电子补充材料中的图 S1）表明，除了美丽鹿角珊瑚外，其余鹿角珊瑚种类均混杂于一个较大的分支

中。说明 COI 基因不能有效区分这 6种珊瑚。
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图 3    基于 K2P 距离（x 轴），三种单一 DNA 标记（COI、mtCR、Pax-C）和一种候选组合 DNA 标记（mtCR+Pax-C）的成对鹿角
珊瑚种内（红色条形）与种间（蓝色条形）遗传分歧频率（y 轴）直方图

　　注：a：基于 K2P距离 COI 的成对鹿角珊瑚种内与种间遗传分歧频率直方图；b：基于 K2P距离 mtCR 的成对鹿角珊瑚种
内与种间遗传分歧频率直方图；c：基于 K2P距离 Pax-C 的成对鹿角珊瑚种内与种间遗传分歧频率直方图；d：基于 K2P距

离 mtCR+Pax-C 的成对鹿角珊瑚种内与种间遗传分歧频率直方图
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图 4    基于 COI基因构建的 ML 系统发育树和 ABGD 划分结果
　　注：A.hyacinthus W：蜈支洲岛褐色风信子鹿角珊瑚；A.hyacinthus W-2：蜈支洲岛绿色风信子鹿角珊瑚，下同。自举值常
用于衡量系统发育树的稳健性，值越高，分支关系越可靠。在图中，分支上的圆球代表自举值，圆球颜色的深浅反映了自举

值的大小，颜色越红，表示自举值越大，表明该分支的支持度较高；颜色越蓝，表示自举值越小，支持度较弱，下同。

基于 mtCR 序列构建的 ML系统发育树和 ABGD划分结果如图 5所示，其中，ABGD分析结果显示，

除风信子鹿角珊瑚和简单鹿角珊瑚被划分为多个组外，其余各种鹿角珊瑚均被单独分组，与基于珊瑚形

态得到的分类结果部分一致。基于 mtCR 序列构建的系统发育树（图 5、电子补充材料中的图 S2）显示，

多孔鹿角珊瑚、美丽鹿角珊瑚、简单鹿角珊瑚、小叶鹿角珊瑚和花鹿角珊瑚各自单独聚为一支，这表明这

些物种在进化过程中具有一定的独立性，能够被有效区分。在简单鹿角珊瑚分支内，日本简单鹿角珊瑚

聚为独立小分支，在这些物种内部，仍存在不同的小分支，这说明虽然同一种群在进化方向上总体保持一

致，但种内个体之间仍存在一定程度的遗传差异。值得注意的是，蜈支洲岛两种不同颜色的风信子鹿角

珊瑚聚为两个不同的分支，其中，蜈支洲岛褐色风信子鹿角珊瑚基本与印度尼西亚、永兴岛、赵述岛风信

子鹿角珊瑚聚在一支，蜈支洲岛绿色风信子鹿角珊瑚基本与日本、台湾风信子鹿角珊瑚聚为一支。综上，

表明 mtCR 序列能将部分地理群体和物种有效区分。
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图 5    基于 mtCR序列构建的 ML 系统发育树和 ABGD 划分结果
 

基于 Pax-C 序列构建的 ML系统发育树和 ABGD划分结果如图 6所示，其中，ABGD分析结果显示，

小叶鹿角珊瑚和简单鹿角珊瑚被单独分组，风信子鹿角珊瑚被划分为多个组，多数多孔鹿角珊瑚、美丽鹿

角珊瑚、花鹿角珊瑚混杂在一组，与基于珊瑚形态得到的分类结果基本不一致。基于 Pax-C 序列构建的系

统发育树（图 6、电子补充材料中的图 S3）显示，除风信子鹿角珊瑚外，其余鹿角珊瑚均各自单独聚为一支。

在简单鹿角珊瑚分支内，澳大利亚简单鹿角珊瑚聚为独立小支。基于 Pax-C 序列构建的 NJ系统发育树

（电子补充材料中的图 S3）显示，蜈支洲岛两种不同颜色的风信子鹿角珊瑚聚为同一大支。基于 Pax-C 序

列构建的 ML系统发育树（图 6）显示，风信子鹿角珊瑚聚为不同大支。综上，表明 Pax-C 序列能将部分地

理群体和物种有效区分。

基于 mtCR+Pax-C 联合序列构建的 ML系统发育树和 ABGD划分结果如图 7所示，其中，ABGD分

析结果显示小叶鹿角珊瑚、简单鹿角珊瑚、美丽鹿角珊瑚被单独分组，其余 3种鹿角珊瑚被分为多个组，

与基于珊瑚形态得到的分类结果部分一致。基于 mtCR+Pax-C 联合序列构建的系统发育树（图 7、电子补

充材料中的图 S4）结果显示，多孔鹿角珊瑚、美丽鹿角珊瑚、简单鹿角珊瑚、小叶鹿角珊瑚、花鹿角珊瑚

和风信子鹿角珊瑚均为单系支，这表明联合使用这两种基因序列能够更有效地解析这些物种之间的系统

发育关系，提高物种分辨能力。
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图 6    基于 Pax-C序列构建的 ML 系统发育树和 ABGD 划分结果
 

 3    讨　论

DNA条形码技术现已成为分类学中辅助物种鉴定的重要工具。理想的 DNA条形码应满足两个关

键条件：种内遗传差异应显著小于种间差异，即存在明显的 DNA条形码间隙；同时，所研究的物种在系统

发育树上应彼此单系，即同一物种的不同个体应紧密聚集在一起。这些条件确保了 DNA条形码在物种

鉴定中的有效性和准确性[16,39−40]。鹿角珊瑚是全球关键的珊瑚礁分类群，本研究中，我们在多个地点采集

到了 6种形态相近，易混淆的鹿角珊瑚，并探究 COI、mtCR、Pax-C 及 mtCR+Pax-C 联合序列作为 DNA条

形码在珊瑚物种鉴定上的有效性。

本研究中，基于 COI 基因的种内、种间遗传距离特征分析结果显示，种内遗传距离与种间遗传距离

均较小，没有显示 DNA条形码间隙；系统发育树的聚类结果同样显示，6种鹿角珊瑚聚为一大支，没有形

成单系，综合表明，利用 COI 基因作为 DNA条形码对鹿角珊瑚进行种类鉴定的潜力有限。COI 基因作为

线粒体基因中的一种常见条形码，广泛应用于动物的分子鉴定中。但在珊瑚中，线粒体基因表现出相对

较高的保守性，其进化速率较慢，这在一定程度上限制了其作为 DNA条形码的应用潜力 [20,41−42]。

Shearer等[43] 系统评估了基于 COI 基因在多种石珊瑚物种鉴定中的适用性，同样发现该基因在多种石珊

瑚中种间遗传距离极低（许多情况下为 0），导致种内遗传距离与种间遗传距离重叠，无法建立可用于区分

物种的阈值，因此无法有效利用 COI 基因在种阶元上识别多数石珊瑚。
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图 7    基于 mtCR+Pax-C联合序列构建的 ML 系统发育树和 ABGD 划分结果
 

与 COI 基因相比，mtCR 序列作为线粒体基因组中进化速率较快的区域，具有较高的变异性。本研究

中，基于 mtCR 序列种内遗传距离和种间遗传距离存在部分重叠，Colin等[44] 通过对鹿角珊瑚 mtCR 遗传

距离分析提到该基因的种间遗传距离和种内遗传距离存在重叠，这与本研究结果相符。mtCR 序列构建

的系统发育树表明，该序列能将部分地理种群与物种分开，但单独使用 mtCR 序列作为 DNA条形码，难以

完全实现物种的准确鉴定。例如，本研究中两种不同颜色的风信子鹿角珊瑚聚为两个不同的分支，可能

导致分类上的误差。

相比之下，核基因序列 Pax-C 由于其较高的变异性和较快的进化速率，提供了比线粒体序列

mtCR 和 COI 更多的变异信息，本研究中，基于 Pax-C 的种内遗传距离和种间遗传距离几乎无重叠，表现

出明显的 DNA条形码间隙。然而，系统发育分析结果却显示，6种珊瑚并未完全形成单系，尤其是风信

子鹿角珊瑚，这表明仅使用 Pax-C 序列作为 DNA条形码进行不同珊瑚的分子鉴定具有一定的局限性。

张颖[45] 运用 Pax-C 序列对蔷薇珊瑚（Montipora）进行分类鉴定，结果显示 Pax-C 序列无法将脆蔷薇珊瑚

（M. Fragilis）和未定种蔷薇珊瑚区分开。此外，Pax-C 序列存在杂合位点，这进一步限制了其在物种鉴定

中的应用。杂合位点的存在可能导致同一物种不同个体间基因型不一致，从而影响物种的正确划分。因

此，Pax-C 序列在物种鉴定中的适用性需要谨慎评估，尤其是在处理具有高度遗传多样性或复杂遗传结构

的群体时，可能需要结合其他分子标记进行综合分析。基于 mtCR+Pax-C 联合序列的种内遗传距离和种

间遗传距离几乎无重叠，表现出较明显的 DNA条形码间隙；系统发育分析显示，6种鹿角珊瑚彼此单系，

两种不同颜色的风信子鹿角珊瑚也聚为一支。综合表明，联合使用这两种序列标记能够更加准确地进行

物种鉴定，尤其是在识别风信子鹿角珊瑚时，能够有效避免单一序列可能带来的鉴定不准确问题。

在 mtCR 序列、Pax-C 序列和 mtCR+Pax-C 联合序列分别构建的系统发育树中，风信子鹿角珊瑚的分

支情况存在明显差别，有趣的是，基于 mtCR 序列构建的最大似然（ML）系统发育树分析，发现蜈支洲岛两
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种不同颜色的风信子鹿角珊瑚各自聚集在独立的大支中。进一步结合 mtCR+Pax-C 联合序列构建的

ML系统发育树分析，揭示了蜈支洲岛两种风信子鹿角珊瑚均聚集在同一大支，但蜈支洲岛绿色风信子鹿

角珊瑚在该大支内部进一步形成了一个独立的小支。这种形态和遗传上的分歧可能与风信子鹿角珊瑚

的颜色变化密切相关，而这种颜色差异与可能与其共生的虫黄藻类型密切联系。虫黄藻通过光合作用为

珊瑚提供能量，且其所含的色素（如叶绿素）直接影响珊瑚的颜色[46−47]。至于蜈支洲岛两种不同颜色的风

信子鹿角珊瑚形成的原因，需要后续进一步的研究。

另外，在本研究中，使用 ABGD方法进行基于遗传距离的 MOTUs划分时，尽管取得了一定的分辨效

果，但结果与形态学分析并不完全一致。例如，在 Pax-C 序列分析中，ABGD的划分结果显示出对鹿角珊

瑚物种的过度划分。这表明，尽管 ABGD在物种划分中具有一定优势，但其在某些情境下仍存在局限

性。首先，ABGD方法对距离阈值的设定高度敏感，不同的阈值选择可能导致物种划分结果的不一致[48]。

其次，该方法假设所有样本来自单系群体，而在遗传多样性较高或群体间存在较大遗传差异时，该假设可

能不成立，从而影响划分的准确性。此外，ABGD在处理物种间遗传差异较小的情况下，可能出现过度或

欠划分的现象，这对物种的正确识别构成挑战[17]。因此，尽管 ABGD方法在大规模基因数据初步划分中

具有较高的应用价值，尤其是在物种或地理群体的初步分离中，但在面对遗传结构复杂或多样性较高的

群体时，应谨慎评估其适用性。为了提高划分结果的准确性，建议结合其他分子系统学方法，特别是在处

理具有显著遗传差异的复杂群体时，进行多角度的综合分析[49]。Krück等[50] 也认为，如果仅以一种基因作

为参考序列，有可能导致鉴定结果发生偏差，因此，建议同时使用多种基因进行研究。

综上所述，单基因 COI 对于 6种鹿角珊瑚几乎无辨识能力，mtCR 序列与 Pax-C 序列虽具有一定的应

用潜力，但可能无法实现高精度的物种鉴定。mtCR+Pax-C 联合序列在物种鉴别中具有明显优势，表现出

较明显的条形码间隙，系统发育分析进一步证实了 mtCR+Pax-C 联合序列作为 DNA条形码在 6种鹿角珊

瑚物种鉴定上有较好的应用潜能。
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