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摘要：以米曲霉沪酿 &’#%(（)*&’+!"）、酱油曲霉 )*&’%+! 为参照，对从商品酱油曲精中分离到的 , 株酱油生产菌进

行 -)./ 分析。实 验 筛 选 到 $ 个 扩 增 产 物 谱 带 多、特 征 好、覆 盖 面 广 的 引 物：.01230"、.01230!、.01230$、.012304、

.01230,、.01230+，重复实验证明其 -)./ 5 .6- 扩增图谱具有较好的稳定性，扩增产物谱带一般 % 7 , 条，各实验菌株

主带 " 7 % 条，次带丰富。根据 -)./8.6- 扩增图谱构建的系统进化树较好地吻合了传统的形态分类学，证实了

-)./ 分子标记在酱油生产菌系统发育分析中应用的可行性。
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酱 油 生 产 菌 主 要 是 黄 曲 霉 菌 群（ 9):*/.(%%0)
&%,40) <0CLR）中的一些丝状真菌，包括米曲霉、酱油

曲霉、黄曲霉（应用较少）等，其代表种是米曲霉沪

酿 &’#%(（)*&’+!"）。鉴于这类丝状真菌在酿造工

业上的重要应用，对其进行分类研究就显得十分重

要。然而，长期以来对酱油生产菌的分类研究主要

依据菌丝、色素、无性世代的形态、性征、致病性等

形态及生理生化特征［"，(］，这些分类指标易受环境

因素的影响而不稳定，使得不同研究者的研究结果

并不一致，甚至偏差很大，导致酱油生产菌的分类

研究比较混乱，亟需更加可靠的分类手段。

随 机 扩 增 多 态 性 /;)（ -E>NC2 )2RF1I13N
.CFG2C0RJ1M /;)，-)./）是 由 :1FF1E2H 和 :3FHJ 等

"++# 年建立的一种有效的分子标记技术，它利用

.6- 技术和基因组信息对研究对象进行分类分析，

较之以形态及生理生化特征作为分类依据的传统

分类手段更加稳定、可靠、快速，而且不易受环境、

发育等因素的影响，具有很高的可信度，现已广泛

应用于动植物及微生物的分子进化、遗传多样性分

析等领域［&］。例如，赵福宽等［%］利用 -)./ 技术对

4$ 份南瓜种质资源进行多态性分析，将其分为中国

南瓜、美洲南瓜和印度南瓜三大类，表明南瓜种质

资源遗传多样性丰富；宓鹤鸣等［"］利用 -)./ 技术

对中药红曲基原菌进行分类研究，证明橙色红曲霉

与红色红曲霉可能为同一个种。国外研究人员则

倾向于 -)./ 技术与其它分子生物学技术联用以提
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高分 类 研 究 的 准 确 性，如 !"#$%&’ ( ) 等［*］利 用

+,(- 技术和脉冲场凝胶电泳技术（(./%0123"0/1 40/
5/0678&$9&80%"%，(345）对小球菌属 : 个种的 ;; 个菌

株进行遗传多样性分析，得到了精确的分类图谱。

到目前为止，国内外鲜见利用 +,(- 技术对酱

油生产菌进行分类分析的研究。本文应用该技术

对从商品酱油曲精中分离到的 < 株酱油生产菌进

行分类分析，以考察 +,(- 技术在酱油生产菌分类

研究中应用的可行性，为 +,(- 技术在真菌分类中

的应用积累经验。

! 材料与方法

!"! 试验菌株及其来源

试验菌株包括从商品酱油曲精中分离到的 <
株酱油生产菌和两株标准菌株（,!;=>*?、,!;=@>*），

如表 ? 所示。

表 !

!!!

试验菌株及其来源

!!

编号 名称 来源 编号 名称 来源

? A? 商品酱油曲精 : !B!! 商品酱油曲精

C AC 商品酱油曲精 D !E?!! 商品酱油曲精

; , 商品酱油曲精 < !EC!! 商品酱油曲精

@ )? 商品酱油曲精 > ,!;=>*?（沪酿 ;=F@C!! ） 广东省微生物研究所

* )C 商品酱油曲精 ?F ,!;=@>*（4GB;=;;） 广东省微生物研究所

!"# 查氏平板穿刺培养

将 ?F 株试验菌株从活化的斜面培养物中穿刺

接种到查氏培养基平板上，置 C<H培养箱中培养，

每天观察菌株生长状态，待培养特征明显时（*1 左

右）进行特征数据采集。

!"$ 基因组 %&’ 的提取

将试验菌株的孢子悬浮液接种于综合马铃薯液

体培养基中，C<H，CFF 8I#"’ 振荡培养 C1 左右。过

滤收集菌丝体，冻干，液氮研磨后转移至 5( 管中，

参考 JK.8K 5L M"K 等人［:］的方法经改良后提取基因组

-E,，双 蒸 水（加 入 适 量 ?F #NI#J +EK%0）溶 解，

O CFH保存备用。?P琼脂糖凝胶电泳和分光光度

法检测 -E, 质量和浓度。

!"( )’*%+*,) 反应

(Q+ 扩增采用 BK%7086R6/08 N8K1"0’7 梯度 (Q+ 仪

（5$$0’1&8S，德国），所用的 > 个引物见表 C，由美国

G’M"78&N0’ 公司合成。扩增体系如下（总体积为 C*

!J）：?F T (Q+ U.SS08（VKWK+K）C=* !J，C* ##&/IJ
BNQ/C（ VKWK+K）?=* !J，C=* ##&/IJ（ 0K69）1EV(%

（VKWK+K）?=F!J，C*!#&/IJ 引物 F=C!J，* XI!J VKY
-E, 聚合酶（VKWK+K）F=C!J，*F!NI#J 基因组 -E,
?=F!J，双蒸水 ?<=:!J。扩增程序为：>@H预变性 *
#"’；>@H ? #"’，;:H ? #"’，DCH C #"’（@* 个循环）；

DCH * #"’；@H保存。扩增产物用 CP琼脂糖凝胶电

泳检测，拍照、保存。

表 # )’*%+*,)

!!

反应所使用的引物

!!编号 序列 编号 序列

(8"#08? *Z2,,VQ444QV42;Z (8"#08: *Z2QV4Q,V!! Q4V42;Z
(8"#08C *Z2QV4QV444,Q2;Z (8"#08D *Z2,4Q4QQ!! ,VV42;Z
(8"#08; *Z2V4Q444VQQV2;Z (8"#08< *Z24V4Q4,!! 4Q,,2;Z
(8"#08@ *Z2,V4V,,Q4QQ2;Z (8"#08> *Z24V,VV4

!
!!!

QQQV2;Z

(8"#08*"
*Z2Q44QQ［,IQ］QV4

［VI,］2;Z
"(8"#08* 为简并引物

!"- 数据处理

根据 +,(-2(Q+ 扩增结果得出各菌株的扩增数

据：在得到的 +,(-2(Q+ 扩增产物电泳图上有条带

记为“?”；无条带记为“F”；缺失数据记为“"”。所有

菌株的扩增数据共同组成一个“F O ?”数据矩阵。然

后，根据 E0" 等的相似系数分析公式计算两两菌株

间的相似系数：相似系数（3KU）[（C T EKU）I（EK \ EU）

T ?FFP。其中，EKU 为菌株 K 和菌株 U 之间共有的

-E, 扩增片段数目，EK 为菌株 K 具有的 -E, 扩增

片段数目，EU 为菌株 U 具有的 -E, 扩增片段数目。

根据原始的“F O ?”数据矩阵，利用 (9R/"$;=:* 软件

包采用距离法（1"%7K’60 UK%01 #079&1）中的邻位相连

法（’0"N9U&82]&"’"’N #079&1）构建 ?F 株试验菌株的系

统发育树。

# 结果与分析

#"! 基因组 %&’ 的鉴定

本实验参考了 JK.8K 5L M"K 等人所用的基因组

-E, 的提取方法，主要是针对丝状真菌细胞壁的结构
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特点进行了改进。由于试验菌株均属于曲霉属，因此

它们的基因组 !"# 的大小相差不大，在琼脂糖凝胶

电泳图上显示大小一致的电泳条带，约为 $%&’，如图

( 所示。利用分光光度法测定其浓度和纯度，证明所

得基因组 !"# 纯度较高，浓度适中（)%%!*+,- 左右）。

这说明提取的基因组 !"# 比较完整，没有污染，能够

用于进一步的 .#/! 实验。

!"! #$%&’%(# 扩增图谱分析

在选用的 0 个引物中，/12,31(、/12,314、/12,315、

/12,316、/12,31)、/12,310 共 5 个引物通过 .#/!7/8.
反应在试验菌株上获得了基因组多态性条带，其扩

增产物谱带多，特征好，覆盖面广。统计所有电泳图

谱获得条带 ($$ 条，其中多态性条带 ($ 条，约占总

数的 (%9；基 因 组 特 异 条 带 :$ 条，约 占 总 数 的

;:<:9。由 于 .#/! 标 记 是 一 种 显 性 标 记，通 常

.#/! 分析中一条带就代表基因组中的一个位点，

这意味着对试验菌株的 ($$ 个位点进行了检测。5
个引物的扩增图谱中，/12,31( 和 /12,316 的扩增图

谱较好（如图 $，图中各编号的意义同图 (），扩增产

物谱带一般 : = ) 条，各试验菌株主带 ( = : 条，次带

丰富。各菌株既有彼此相同的共同条带，又有各自

的特征条带，共同条带证明各菌株具有大致相同的

遗传基础，特征条带则说明了它们的遗传分化。重

复实验证明试验菌株的 .#/!7/8. 扩增图谱具有较

好的稳定性。综合分析 5 个引物的扩增图谱，可以

将 (% 株试验菌株清楚地区分开。

图 ( 各试验菌株的基因组 !"#
> !"# 分子量标准（"7!"#? (:@ !2*3AB），( C(，$ C$，; #，: D(，4 D$，5

E>，6 E"(，) E"$，0 #E;<04(（沪酿 ;<%:$），(% #E;<:04（F@>;<;;）

图 $ 利用 /12,31(、/12,316 得到的试验菌株的 .#/!7/8. 扩增图谱

左图为 /12,31( 的 .#/!7/8. 扩增图谱，右图为 /12,316 的 .#/!7/8. 扩增图谱

!") 基于 #$%&’%(# 扩增图谱的系统发育分析

根据上述 5 个引物的 .#/!7/8. 扩增图谱的原

始数据得到“% G (”数据矩阵，由此计算出了菌株间

的遗传相似系数，如表 ;。利用 /HIJ2K;<54 软件包采

用距离法中的邻位相连法构建了 (% 株试验菌株的

系统发育树，如图 ;。各菌株间的相似系数在 6<(9
= )%9之间，平均 :%<(;9，说明各菌株之间具有比

较丰富的 .#/!7/8. 扩增产物多态性，遗传分化比

较明显。

从图 ; 可以看出，当相似系数达到 %<$4 的水平

时，(% 株菌株聚成 ; 组：菌株 D$ 分化较大，单独成为

( 组；菌株 E> 虽与其它菌株相似程度稍大，但分化

明显，也单独成组，查氏平板穿刺培养结果证明其生

理生化特征明显地区别于其它菌株，接近黑曲霉的

培养特征，初步断定其为黑曲霉的 ( 种；剩余菌株

#、C(、C$、E"(、E"$、D(、#E;<04(、#E;<:04 组成第 ;
组。当相似系数达到 %<:4 的水平时，上述第 ; 组菌

株又 分 为 两 组：菌 株 #、C$ 与 米 曲 霉 沪 酿 ;<%:$
（#E;<04(）聚为 ( 组，穿刺培养结果证明它们具有典

型的米曲霉培养特征；菌株 E"(、E"$、D(、C( 与酱油

曲霉 #E;<:04 聚为 ( 组，它们的穿刺培养结果也支

持 这 样 的 聚 类 结 果。 由 于 米 曲 霉 沪 酿 ;<%:$
（#E;<04(）和酱油曲霉 #E;<:04 是典型的酱油生产

菌，上述聚类结果表明菌株 #、C(、C$、E"(、E"$、D(
适合用于酱油生产，而菌株 D$ 和 E> 可能是为增加

酱油风味而特意增添的菌株或者是生产中污染的杂

菌。此外，根据文献报道［4］相似程度 6%9是区分不

同种的界限，因此可以认为菌株 C( 和 D(、E"( 和

·%(4· 微 生 物 学 通 报 $%%6 年 ;:（;）



!"#、$ 和 $!%&’() 应属于种以下的分类单元。

表 ! 试验菌株间的遗传相似系数矩阵

试验菌株 *) *# $ +) +# !, !") !"# $!%&’() $!%&-’(

*) )&....
*# .&(%%% )&....
$ .&#/.’ .&.0%% )&....
+) .&1110 .&-1/# .&/#.1 )&....
+# .&%/%/ .&(#)1 .&-()/ .&(1)- )&....
!, .&%0). .&1#1% .&-... .&(’#/ .&/#.1 )&....
!") .&.’(# .&.’(# .&)%%% .&.1-) .&%--0 .&#)-% )&....
!"# .&#%)- .&)0/% .&#//1 .&%-1) .&#1(’ .&)-#’ .&1)-% )&....

$!%&’() .&(1)- .&0... .&/-#% .&-... .&%/%/ .&///1 .&.’(# .&#-0’ )&....
$!%&-’( .&///1 .&1#1% .&%%%% .&///1 .&-0#0 .&1)-% .&.1)- .&/-0# .&///1 )&....

图 % 试验菌株的系统发育树

! 讨论

酱油生产菌是一类重要的工业用丝状真菌，关

于其分类的研究一直比较滞后，主要依靠形态学指

标进行分类。本文结合传统的分类指标，探索了

2$34 分子标记在此类真菌分类研究中的应用。从

总体上看，基于 2$34 分子标记的分子分类与基于

基因组 4"$ 的形态分类具有良好的吻合度，二者均

能准确地将 ). 株试验菌株划归于黑曲霉、米曲霉、

酱油曲霉等不同种属。而且基于 2$34 分子标记的

分析可以实现种以下分类单元的分类，菌株 *) 和

+)、!") 和 !"#、$ 和 $!%&’() 应分别属于同一个种。

这说明 2$34 分子标记能较好地反映试验菌株之间

的遗传分化，将其应用于丝状真菌，特别是酱油生产

菌的系统发育分析是可行的。

研究中发现，基于 2$34 分子标记构建的系统

发育树并不十分准确，例如形态特征上与菌株 *#
更相近的菌株 $ 却与菌株 $!%&’() 聚类在同一进化

支条上；同样与菌株 !")、!"# 具有相似形态特征的

菌株 *) 却与菌株 +) 聚类在一起。一方面，这是由

2$34 分子标记自身的特点决定的：2$34 分子分类

的准确性依赖于扩增图谱中多态性条带的丰富程

度。因此，进一步的实验应立足于筛选更多的、多态

性条 带 更 为 丰 富 的 2$34 引 物，并 进 一 步 优 化

2$345362 的反应体系和扩增程序，以期得到更好

的分类结果。另一方面，基于 2$34 分子标记的分

子分类与传统分类之间的这种偏离是与不同分类水

平相关的，是与它们反映的基因组多态性信息的程

度相关的［)］。因此，虽然 2$34 分子标记具有许多

优点如能够比较全面地反映被测生物基因组 4"$
的多态性［1］、不易受环境因素的影响、无需事先了解

研究对象的基因组信息［0，’］等，但单单依靠 2$34 技

术很难得到完全准确的分类图谱，这也说明分类研

究应综合各种技术手段，才能得到比较客观、准确的

分类结果。
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