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两株产生免疫抑制剂的小双孢菌分离株的鉴定
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摘 要：从江苏无锡土壤中分离到两株玫瑰小双孢菌78986##2和78986#$:，经形态、化学分
析、;<+&=/><?@及"27,;0A分析，两菌株细胞壁含B*C&6DA9、磷酸类脂98%、无枝菌酸，醌为

EF61（G$，G#，G!），HIJB&’K分别为2LM5和21M!。经初步鉴定为玫瑰小双孢菌的两个新
亚种：玫瑰小双孢菌无锡亚种（!"#$%&"’(%$)$%’*)C-+C>(+,-"*.’"’）和玫瑰小双孢菌鼋头渚亚
种（!"#$%&"’(%$)$%’*)C-+C>(/,).0%,12,*.’"’）。菌株78986##2和78986#$:分别为玫瑰小双
孢菌无锡亚种和玫瑰小双孢菌鼋头渚亚种的典型菌株。

关键词：玫瑰小双孢菌，玫瑰小双孢菌无锡亚种，玫瑰小双孢菌鼋头渚亚种

中图分类号：N15L 文献标识码：A 文章编号：$$$"62#$1（#$$"）$"6$$1!6$:

在筛选免疫抑制剂的过程中，分离到玫瑰小双孢菌的两菌株78986##2和78986#$:，
它们对小鼠脾淋巴细胞转化及小鼠混合淋巴细胞反应均具有免疫抑制作用。其中78986
##2具有强的免疫抑制活性。本文报道两菌株 !3$%’*)C-+C>(+,-"*.’"’(?&O(和 !3
$%’*4C-+C>(/,).0%,12,*.’"’C-+C>(?&O(的分离鉴定。

! 材料和方法

!"! 菌种来源
菌种78986##2和78986#$:通过干热法从无锡土壤中分离得到。本实验典型菌株为

日本菌种保藏中心提供，列于表"。

表! 本实验用菌株

P.+’*" 7=,.<?C-C*Q<?=R<CC=-Q/

7>*S<*C 7=,.<?Q*C<@?.=<&?
!"#$%&"’(%$)+,-"*.’"’ 78986##2
!"#$%&"’(%$)/,).0%,12,*.’"’ 78986#$:
!"#$%&"’(%$)$%’*) TJE5$$2P

!"#$%&"’(%$))5*02/’0%6*.*’ TJE5$#"P

!"#$%&"’(%$)#2$%5%6*.*’ TJE5$##P

!"#$%&"’(%$)4")’0)0"#) TJE5$#5P

!"#$%&"’(%$)()$7) TJE5$#!P

!"#$%&"’(%$)".4"#) TJEL1:"P

!"#$%&"’(%$)8)$.)0)8*.’"’ TJEL1:#P

P：=/>*C=,.<?



!"# 形态观察
在燕麦片琼脂上插片培养，!"#，$%&，用光学显微镜及电子显微镜观察拍照。

!"$ 培养特征及生理生化特征
在"种不同的培养基上，!"#培养$%&，观察并记录培养特征，颜色参照文献［$］，生

理生化试验采用’()&(*和+,-)-*.等人的方法［!，/］进行。

!"% 细胞化学
全细胞水解液化学组分依照012,1345-1)［%］和6471.484［9］的方法；磷酸类脂的成分分

析依照012,1345-1)的方法［%］；醌的提取和分析使用:(55-*7［;］和吴诚华等人的［<］方法。

!"& ’()中*+,-./0的测定
主要依照=4)>?)和@(AB等人的C>值测定方法［"］。

!"1 限制性内切酶长度多态性分析（234.567389）

@DE准备如上，探针F;%是包括链霉菌!"#$%"&’()$*+,-,./0*的9+、$;+和!/+的

)GDE的重组质粒HI:$"。J个菌株的@DE用1/’6K，/<#酶切过夜，酶切的@DE片
段在$L琼脂糖CEMN?OO1)中，JPQ下电泳!,，之后通过+(?A,1)*N5(AA-*.［J］转移至尼龙
膜。标记、)-N(ABH-*.和检查参照制造商的要求。

!": !1;<2()序列分析及系统发育
用于F:G扩增的两个引物是9RCCE::C’ECE’:’’::’:E’E’CCC’EC::C’S

’:C:E’/R（2*)3$#,)3,/)&+,$;+)GDE 第"到!<个核苷酸）和9RCE:E’’EC:S
:’:’’::’:CE:’’（:／C）CE::CC’CCE:’E:CC/R（2*)3$#,)3,/)&+,$;+)GDE的第

$%J!到$9$/个核苷酸）（下划线是4&"K的酶切位点）

!":"! !1+)GDEF:G扩增：每个F:G混合物包含$PP*.的基因@DE，两引物!PH>(5，

&DCF分别为!PP>>(5／0，!T9I的C4U@DE多聚酶，F:G/P个循环（J9#，%P7；9P#，

/P7；<!#，!>-*）。

!":"# 克隆和!1+)GDE序列分析：纯化的$;+)GDEF:G引物用4&"K酶切，然后克隆
到质粒HV5?172)-HAW+中。25)&+,@69!感受态细胞用连接混合物转移，转移作用利用!S
互补实验在9>00V中（$PP".／>0，氨苄青霉素）过夜培养分离质粒。$;+)GDE序列分
析用F6X0KF软件［$P］生成，系统发育树用D1-.,N()SY(-*-*.方法［$$］建立。

!":"$ 核酸序列存取号码：本论文所用菌株$;+)GDE基因序列在’1*V4*Z中存取号码
分别为：65/’$"3(*"&7$0$*[:=/P!$，I%"J""；65)3#&’&7$0$*[:=/P!!，I%"J"J；65
.,/*"/",)/[:=/P!/，I%"JJP；65%/#-/[:=/P!%，I%"J"9；658,*%&#/[:=/P"!，

I9"9!%；658,*%&#/EC::$JJJ/C，I9"9!/；9)",0&%+/0$*%3,+,%%,0$$0*,*I9"9!9；65
/$#/"/，I%"J"%；6,)#&"$"#/%&#/#$)",)/"$0/，I%"J<J；6,)#&"$"#/*%&#/#&*$&+/，I%"J"P；

!"#$%"&*%&#/07,:’)&##:7/":’，I%"JJ$；!"#$%"&*%&#/07,:’;#/7,+$，I%"JJ!。

# 结果和讨论

#"! ;=>=?##1和;=>=?#@:的形态特征
两菌株’\，不抗酸。基内菌丝直径为PT9">#PT<">。在单轴分支的气丝上形成纵

队排列的双孢子（如图$，!），孢子表面光滑，具有短的孢子梗，双孢子交替生长在侧枝的
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两侧。

图! 菌株"#$#%&&’的气丝和孢子丝
()*+! ,-.)/0123-0)415)6789:.-8

:;86./)<"#$#%&&’

图& 菌株"#$#%&=>的气丝和孢子丝
()*+& ,-.)/0123-0)415)67

89:.-8:;86./)<"#$#%&=>

!"! 培养特征
菌株"#$#%&&’和"#$#%&=>的培养特征和生理生化特征见表&和表?。

表! 菌株#$%$&!!’和#$%$&!()的培养特征
@/A0-& B4064./037/./36-.)86)38:;86./)<8"#$#%&&’/<C"#$#%&=>

D-C)41 "#$#%&&’ "#$#%&=>
E/61-/0/*/. ,1：57)6- F./2)8757)6-

"1：C--92-00:5 G.:5<
"9：<:<- F./2)87*.--<

"6/.37/*/.5)672-/86-H6./36 ,1：<:<- I:<-
"1：0)*762-00:5 G.:5<
"9：<:<- G.:5<)87*.--<

F023-.:0/89./*)<-/*/. ,1：57)6- J)*76A.:5<
"1：57)6- J)*76A.:5<
"9：<:<- I:<-

$:6/6:/*/. ,1：<:<- I:<-
"1：9/0-9)<K G.:5<)87*.--<
"9：<:<- G.:5<)87*.--<

#<:.*/<)38/06886/.37/*/. ,1：57)6- J)*76A.:5<
"1：57)6- J)*76A.:5<
"9：<:<- I:<-

L-/861/06-H/36/*/. ,1：<:<- I:<-
"1：3:0:.0-88 B:0:.0-88
"9：<:<- I:<-

G-<-66/*/. ,1：<:<- I:<-
"1：9)<K)87%2-00:5 M--9%A.:5<
"9：<:<- I:<-

F043:8-/89./*)<-/*/. ,1：<:<- I:<-
"1：C--9%2-00:5 G.:5<)87*.--<
"9：<:<- I:<-

,1：,-.)/0123-0)41； "1："4A86./6-123-0)41； "9：":04A0-9)*1-<6+
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表! 菌株"#$#%&&’和"#$#%&()与其他中温小双孢菌生理生化特征比较

!"#$%& ’()*"+,-(.(/*01-,($(2,3"$".4#,(30%),3"$30"+"35%+,-5,3-(/67879::;".467879:<=>,50

(50%+-*%3,%-(/2%.?-)%-(*0,$,3!"#$%&"’(%$)

’0"+"35%+

65+",.

@’A

&<<;!
@’A

&<:B!
@’A

&<::!
@’A

&<:&!
@’A

&<:C!
@’A

DE=B!
@’A

DE=:!
67879

::;

67879

:<=

A,$F*%*5(.,G"5,(. 4 HH HH H H HH HH I I

J%$"5,.%K,L?%/"35,(. 4 I HH I I I HHH I I

65"+30014+($1-,- I H HH HHH I I HHH I I

M,5+"5%+%4?35,(. H H H I I HHH HHH H I

A%$".(,4*,2)%.5 I I I I I I I I H

N,5"),.+%L?,+%)%.5 H H H H H H H H H

6($?#$%*,2)%.5 I H HH I I HH HHH I HH

?5,$,G"5,(.(/： （8OP）（KO8） （QRO）（QRO） （QPJ）

Q9（H）9J$?3(-% HHH H HHH HHH HHH HHH HHH HHH H

J$13%+($ HHH HHH HHH HHH HHH I I I I

K9（H）9S+"#,.(-% HHH HHH HHH HHH HHH HH I I I

K9（H）9T0").(-% HHH I I I H HHH HH I I

7.(-,5($ I H HHH I I I HH HH HH

:DU H H H H H H H H H
J+(>50

5%)*%+"5?+%
&VU H H H H H H H H H

VVU I I I I I I I I I

I：.%2"5,W%；H：-$,205；HH：2((4；HHH：%X3%$$%.5；4：4(?#$%；QRO：4%%*(+".2%1%$$(>；8OP：*"$%1%$$(>

#+(>.；KO8：$,2051%$$(>*,.F；QPJ：4%%*#+(>2+%%.Y

&*! 化学分类特征
菌株67879::;和67879:<=及相关小双孢菌的化学分类特征见表C。

表+ 菌株"#$#%&&’和"#$#%&()与有关小双孢菌的化学分类特征

!"#$%C ’0%)(5"X(.(),330"+"35%+,-5,3-(/-5+",.-67879::;".47879:<=".4+%$"5%4!"#$%&"’(%$)-5+",.-

65+",. ’%$$>"$$ 80(-*0($,*,4- A%."L?,.(.% JH’)($Z

67879::; ! 87N A[9E（\:） ;D]&

67879:<= ! 87N A[9E（\C） ;E]C

!*$%’+)@’A&<<;! ! 87N A[9E（\:） =B

!*),+-./’-%0+1+’@’A&<:B! ! 87N A[9E（\:） =B

!*#.$%,%0+1+’@’A&<::! ! 87N A[9E（\C） =B

!*2")’-)-"#)@’A&<:&! ! 87N A[9E（\:） =B

!*()$3)@’A&<:C! ! 87N A[9E（\:） =B

!*"12"#)@’ADE=B! ! 87N A[9E（\:） =B

!*4)$1)-)4+1’"’@’ADE=:! ! 87N A[9E（\:） =B
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!"# 限制性内切酶酶切片段长度多态性分析（$%&’）
菌株通过!"#$!%&’()*%+,获得的杂交结果及相似值见表-。

表( 菌株)*+,-./*01相似值
./&01- 2(!/%+3’4’0’,)&)!5#$!%&’()*%+,

6!,/+%74
274／8

9:;<==>.9:;<=?@.9:;<=??.9:;<=?<.9:;<=?A.9:;BCD@.9:;BCD?. 2EFEG??> 2EFEG?=D

9:;<==>. @== >< D= >@ >- -= -D >? -D

9:;<=?@. >? @== D= >@ >- -= -D >? -D

9:;<=??. >B >? @== >@ D= -= -D -= D=

9:;<=?<. >< >@ >@ @== >- -D -- >- --

9:;<=?A. -B -B >? -D @== -D >D -D >D

9:;BCD@. -B -= -= -D -D @== -= -= -D

9:;BCD?. -- -D -D -- >D -= @== >? -<

2EFEG??> >< >@ -= >- -D -= D= @== --

2EFEG?=D -D -D >B -- >D -D -< -- @==

!"( 234)$56序列分析和系统发育
菌株2EFEG??>和2EFEG?=D及相关小双孢菌种序列之间的相似值列于表>。系统发

育树见图<。

表3 234)$56序列相似水平
./&01> H1I107’J@>2!%&’7’4/05#$71KL1+M17%4%0/!%()F1!M1+(2%4%0/!%()

@ ? < A - >

@ CBN< CBN< CBND CBN> CDNB @ !"#$%&’()&*+%,%)")%-

? @ND CCNA CDNC CBNA CDN? ? !".’/*$*+%,%)")%-

< @ND =N> CBN@ CBN? CDN< < !"01#)&#&1.#")%-

A @N< ?N? @NC CBN? CBND A !"2#/3#")%-

- @NA @N> @NC @NC CBN= - "G?=DN71K

> ?N? ?NB ?ND @NA ?N@ > "G??>N71K

@ ? < A - >

7 讨论

@CC=年，;%)/O’3等人根据生理生化、化学特征和5#$G5#$杂交分析，把D株中温
小双孢菌属菌株归为玫瑰小双孢菌玫瑰亚种!"/*)%#7L&7*N/*)%#［@@］。菌株2EFEG??>、

2EFEG?=D和D株中温小双孢菌通过生理生化、化学特征及@>2!"#$序列比较，2EFEG??>
和2EFEG?=D分别有CDP?8!CBPD8和CBP?8!CBP>8的相似值，认为与D株中温小双
孢菌属于同一种。其"%&%()*%+,相似值在-=8!D=8之间，进一步证实以上结果。但菌
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图! 菌株"#$#%&&’和"#$#%&()与相关小双孢菌及其他相关菌属的系统发育树
*+,-! $./01,2324+546227164.28469+38"#$#%&&’93:"#$#%&();+4.620942:,23<8

株"#$#%&&’、"#$#%&()和)株中温小双孢菌标准菌株相比，在培养特征、生理生化特征如
牛奶胨化、色素产生、淀粉水解、明胶液化、碳源利用方面有所不同。

基于以上理由，判断菌株"#$#%&&’和"#$#%&()属于 !"#$%&’两个新亚种，命名为
!()#$*(%+$#’#$%&’8<=8>-,-.(&/%(%8<=8>-31?-和 !()#$*(%+$#’#$%&’8<=8>-0-’/1
2$-34-&/%(%8<=8>-31?-

致谢 本论文的完成得到诸多方面的支持和帮助。其中日本菌种保藏中心（@AB）提供标
准菌株：波兰科学院免疫化疗所@109教授为我们提供标准探针；新加坡国立大学王越教授
提供引物；中国科学院微生物研究所刘志恒教授、张亚美老师及河北大学生命科学院吕志

堂老师对本工作给予很大的帮助；中国科学院上海植物生理研究所白沂涛老师帮助测定

C’"6DEF序列测定；上海医药工业研究院朱春宝教授在论文完成过程中也给予了很大
帮助，中国科学院微生物研究所电镜室帮助拍摄电镜照片，在此一并感谢。
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?3*"’?3*’43*8,*#99，EFGF/OH!!OJ!；OIO!OKE/
［EH］ U#(#9#694#)6T/,-W":,（,%8(3B#6#4)$)67#*#6$#A’$N’B#）&#*9)36O/L/E;#A’*42#6437P#6#4)$9，>6)&#*9)4837X’9%@

)6B436，C#’44(#/EFFO/
［EE］ C’)43DV，V#)+/+/$1,/$23/$，EFGK，&：!HI!!JL/
［EJ］ +)8’=3%C，.2’63C，03%8’2’-，!"#$%&/4.(#$/5’!(!.#$+,-./0,/$/67，EFFH，#’(：EFHL!EFEO/

)*+,,-.-)+/-01.02/30-,0*+/4,0.!"#$%&"’(%$)
52067)-18-99710,75524,,+1/,

")Y)’3%36B Z%DR’3[D’6 P36BR)6B836B
（89#(69#,:(;","4"!/5*9#.<#-!4",-#$:(=4;".7，89#(69#,JHHH!H，>9,(#）

+:;<=>?<：0M394*’)696’2#=C:,:@JJI’6=C:,:@JHKA*3=D$)6B)22D639DAA*#99’649M#*#
)93(’4#=7*3293)(9’2A(#9$3((#$4#=)6A’*N37XD5)$)48)61%)6’/:=#64)7)$’4)36M’9=36#?8
23*A%3(3B)$’(3?9#*&’4)36，$%#2)$’(’6’(89)9’6=6D$(#)$’$)=*)?348A)6B’6=EIC*\V.9#@
[D#6$#/0M394*’)69$364’)62#93@=)’2)63A)2#()$’$)=)6$#((M’((9，08A#,:]A%39A%3()A)=9，
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