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摘要  [ 目的] 探索镰刀菌菌株间的系统发育关系。[ 方法] 采用氯化苄法从分离的10 株镰刀菌菌株中提取基因组 DNA,对其内转录间
隔区( ITS) 序列进行PCR 扩增和序列测定。采用Blast 方法将测序结果在GenBank 中进行同源搜索,采用邻接法构建其与相关菌株的ITS
序列系统发育树。[ 结果] 供试菌株分别位于系统发育树的3 个分支上 ,7 株与腐皮镰刀菌为一个分支, 序列相似性为98 .61 %～100 %。
菌株F94 与尖孢镰刀菌为另一个分支,序列相似性为100 %。菌株F83 和F97 与 Fusari um incarnatu m 为另一个分支。各分枝内序列相似
性均较高 ,为97 .61 %～100 % ,而不同分枝间菌株序列相似性较低。[ 结论] ITS 序列系统发育分析可为镰刀菌属种的鉴定提供参考依据。
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Analysis of the Internal Transcribed Spacer ( ITS) Sequences inr DNA of 10 Strains of Fusariu m spp .
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Abstract  [ Objective] The ai mof the research was to explore the phylogenetic correlations among the strains of Fusari um spp .[ Method] The genomic
DNAs was extracted from10 isolated strains of Fusariumspp . by usi ng benzyl chloride method and PCRamplification and sequencing were made onits in-
ternal transcri bed spacer ( ITS) sequence .The sequencing results were searched for the homology on GenBank website by using Blast method and the ITS
phylogenetic tree with the related strains was constructed by neighbor-joining method . [ Result] The tested strains were located i n3 clades of the phyloge-
netic tree . Seven strai ns and Fusarium solani were classified into one clade , withthe sequence si milarity of 98 .61 %～100 % . Strain F94 and Fusarium
oxysporu mwere classifiedi nto another clade , withthe sequence si milarity of 100 % . And strains of F83 , F97 and Fusariumincarnatu m were classified in-
to the third clade . The sequence si milarityinside each clade were all higher , being 97 .61 %～100 % . But the sequence si milarity of strains among differ-
ent clades were lower . [ Concl usion] The phylogenetic analysis of ITS sequence could provide the i mportant reference basis for the genus identification of
Fusariumspp .
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  镰刀菌属( Fusarium) 是一类重要的真菌, 分布范围广, 对

环境适应力强, 变异迅速, 其鉴定分类一直为人们所关注。

它包括很多农业上的重要植物致病菌,由禾谷镰刀菌( Fusar-

i um gra mi nearum Schwabe) 引起的赤霉丝疫病( FHB) [ 1] 是1993

年以来美国中西部地区大麦的一个主要病害。镰刀菌可产

生玉米赤霉烯酮、伏马菌毒素等多种真菌毒素 ,食用受其污

染的农产品对人畜均有较强的毒害作用。此外, 近年来随着

广谱抗生素和免疫抑制剂的大量使用, 尤其是免疫缺陷疾病

的流行, 人类感染镰刀菌的病例也越来越多。常见的有皮肤

感染, 镰刀菌角膜炎等[ 2] 。因此, 对镰刀菌快速、准确的鉴定

变得尤为重要。

传统的镰刀菌鉴定技术主要以形态学特征为基础 ,但由

于该属的种类较多, 形态复杂且变异较大, 有些种还需结合

其宿主关系才能准确鉴定, 使得菌种的鉴定具有一定的难

度。近年来 ,探针检测技术[ 2] 、核酸序列分析[ 3] 、RAPD 等分

子生物学手段已越来越多地被用于真菌的分类鉴定。分子

生物学方法的引入减少了鉴定过程中主观因素的影响 ,不但

鉴定结果更加客观 ,还使种间同源性和系统发育关系研究成

为可能。

笔者通过对分离的10 株镰刀菌菌株核糖体RNA 基因内

转录间隔区( Internal transcribed spacer) 进行PCR 扩增, 经测序

分析其核酸序列差异,对菌株间的系统发育关系进行研究。

1  材料与方法

1 .1 菌株  10 株真菌系采自保定地区农田土壤中分离出

的菌株 ,由河北大学河北省微生物多样性研究与应用重点实

验室保藏。

1 .2 rDNA I TS 系统发育分析

1 .2.1 菌体的收集。将活化好的菌株接种到马铃薯液体培

养基( 去皮马铃薯200 g、葡萄糖20 g、蒸馏水1 000 ml) ,28 ℃、

160 r/ min 摇床培养至对数生长期, 经镜检验纯后 , 离心收集

菌体,然后用无菌去离子水洗涤2 次, 再用TE 缓冲液洗涤1

次, - 20 ℃保存备用。

1 .2.2 基因组DNA 的提取。采用氯化苄法[ 4 - 5] 。10 mg 菌

丝体加入100 μl 提取液( 100 mmol/ L Tris- HCl ,pH 值9 .0 ,25

mmol/ L EDTA ,pH 值8 .0) ,冰上研磨,加入400μl 50 ℃预热的

提取液 ,振荡混匀。加入100 μl 10 %SDS,300 μl 氯化苄 ,剧烈

振荡,使呈乳状,50 ℃保温1 h。每隔10 min 振荡混匀1 次。

300 μl 3mol/ L 醋酸钠( pH 值5 .2) ,冰浴15 min。6 000 r/ min、

4 ℃离心15 min ,取上清液。等体积氯仿/ 异戊醇( 24∶1) 轻轻

颠倒混匀,9 000 r/ min 4 ℃离心10 min。重复抽提。取上清 ,

加入等体积异丙醇, 室温沉淀20 min。10 000 r/ min、4 ℃离心

15 min , 取沉淀。70 ℃乙醇洗涤2 次 ,自然晾干后溶于100 μl

TE, 置- 20 ℃备用。

1 .2 .3  PCR 扩增 ITS 序列。PCR 扩增ITS( 包括ITS1、5 .8S

rDNA、ITS2) ,序列采用通用引物[ 6] , 正向引物ITS1 为5′- TC-

CGTAGGTGAACCTGCGG-3′,反向引物ITS4 为5′- TCCTCCGCT-

TATTGATATGC -3′。

扩增程序为:94 ℃预变性5 min , 然后取出样品冰浴 5

min , 加入 Taq DNA 聚合酶后, 离心混匀进入循环:94 ℃变性

1 min ,55 ℃退火1 min ,72 ℃延伸1 min , 进行35 个循环后

72 ℃延伸10 min。PCR 扩增产物送三博远志公司进行测序。

1 .2 .4 系统发育树的构建。将所测的ITS 序列用 Blast 方式

与GenBank 数据库中所有已测定的真菌ITS 序列进行检索 ,

采用Clustal X 1 .81 软件进行多序列匹配排列[ 7] ,系统发育树

采用邻接法( Neighbor-joining) 构建 , 应用自展法( Bootstrap) 检

验系统树,重复次数为1 000 次,进化距离使用Ki mura 两参数
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模型进行计算。

2  结果与分析

共测定了10 株镰刀菌的ITS 序列。实验菌株与GenBank

中相关菌株的ITS 序列进行比较, 所构建的系统发育进化树

见图1。

  由图1 可知 ,供试菌株分别位于发育树的3 个分支上。

图1 根据镰刀菌rDNAITS 序列构建的系统发育树

Fig .1 Polygenetic tree based onFusariumrDNA-ITS

菌株F84、F90、F92、F93、F95、F99、F100 相互之间的序列同源性

在97 .61 % ～100 % , 与系统发育关系最近的腐皮镰刀菌

( Fusarium solani AM412642) 的序列相似性分别为99 .80 % 、

98 .61 %、98 .61 %、99 .21 %、100 % 、100 % 、99 .01 % , 此腐皮镰刀

菌分枝各菌株间变异较大,可能属于不同的生理小种。菌株

F94 与 尖孢镰刀菌( Fusarium oxysporum) 的序列相似 性为

100 % 。菌株F83 和F97 之间的相似性为100 % , 属于同一个

种,与同一大分枝上的 Fusari um incarnatu m 序列相似性为

99 .21 %。而不同分枝间菌株序列相似性均低于95 .76 %。

3  讨论

镰刀菌ITS 包括两个可变区ITS1 与ITS2 , 且变异较快 ,

能提供足够的信息量和可变位点。通过对ITS 序列的系统

发育分析,可从遗传上准确地获得该属真菌菌株间的系统发

育关系。对构建的系统发育树进行分析可知,7 株镰刀菌与

腐皮镰刀菌( Fusariumsolani) 位于同一发育分枝 ,1 株与尖孢

镰刀菌( Fusariumoxysporum) 位于同一分枝,2 株与 Fusari um

incarnat u m 进化关系最近, 要进一步确定其分类地位还需结

合形态、生理生化、生态的特征, 并进行 DNA- DNA 杂交分析。

各分枝内部相似性均较高, 为97 .61 % ～100 % , 而分枝间相

似性均较低 ,表明ITS 序列系统发育分析可为镰刀菌属种的

鉴定提供重要的参考依据。
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来去除糖的原理 ,只要1 h 就可以提取到试验所需要的RNA ,

不失为一种简单、有效的方法。TRlzol 试剂和Column kit 试剂

盒用于其他植物材料或木薯的叶子时, 可提取到高质量、高

产量的总 RNA, 但用于棉花、葡萄、茶树等富含次生物质的植

物材料时难以取得满意的效果[ 7 - 8] 。根据已发表的序列设

计1 对引物, 采用RT- PCR 技术扩增出木薯淀粉分支酶的基

因片段, 说明Plant RNA Reagent kit 提取的 RNA 质量可以满

足试验的基本要求。
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