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曲霉菌的 !"#$ 分析及其在酿造工业中的应用

潘 力，王 斌"，郭 勇
（华南理工大学生物科学与工程学院 广州 ’-%&!%）

摘 要：以米曲霉沪酿 #F%!$（GH#F<’-）、黄曲霉 IJK#F-1、酱油曲霉 GH#F!<’ 为参照，利用 LGMN 分子标记技术对 -&
株曲霉菌进行系统发育分析。通过改进提取方法，获得了质量较好的模板 NOG，凝胶电泳结果和分光光度法检测

结果表明其适合用于进一步的 LGMN2MPL 试验。从 < 个待选引物中筛选到 # 个扩增产物谱带多、特征好、覆盖面广

的引物：MQ87,Q-、MQ87,Q$、MQ87,Q’，重复实验证明其 LGMN2MPL 扩增图谱具有较好的稳定性，扩增产物谱带一般 1 ( -!
条，各试验菌株主带 ! ( < 条，次带丰富。由此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 LGMN 分

子标记技术在此类微生物系统发育分析中应用的可行性，也为酿造工业中检出产黄曲霉毒素的污染菌株提供了理

论基础。
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曲霉菌中的一些类群在酿造工业上具有重要应用，如米

曲霉具有较强的蛋白质分解能力，同时也具有糖化活力，很

早就被用于酱油和酱类生产上；黄曲霉产液化型淀粉酶的能

力强，蛋白质分解能力仅次于米曲霉，并且它能分解 NOG 产

生核苷酸，应用广泛；酱油曲霉则主要应用于酱油酿造行业。

这些 具 有 重 要 应 用 价 值 的 曲 霉 菌 多 属 于 黄 曲 霉 菌 群

（!"#$%&’(()" *(+,)" IQ@*C），鉴于它们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。另一方面，酿造工

业生产中常污染一些产黄曲霉毒素的菌株（多为黄曲霉），严

重危害酿造行业的生产安全性。因此加强此类曲霉菌的分

类研究，对产毒菌株加以区别、鉴定，是十分必要的。

LGMN（L4+E@7 G7C08S8,E M@0T7@QCU8? NOG）分子标记，即随

机扩增多态性 NOG，是由 V800847D 和 V,0DU 等 -<<% 年建立的

一种有效的分子标记技术［-］，现已广泛应用于动植物及微生

物的遗传多样性分析、物种亲源关系分析、种群分类和基因

组研究等领域［$ ( !］，但其在曲霉菌分类研究中的应用还不多

见。本文应用 LGMN 分子标记技术对 -& 株曲霉菌进行分类

分析，考察 LGMN 分子标记技术在此类真菌分类中应用的可

行性，为其在真菌分类中的应用积累经验。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌株：-& 株试验菌株包括米曲霉 ’ 株、黄曲霉 & 株、酱

油曲 霉 ’ 株，购 自 中 国 普 通 微 生 物 菌 种 保 藏 管 理 中 心

（PIKPP）、中国工业微生物菌种保藏中心（PJPP）和广东省微

生物研究所（IJK）等单位，如表 - 所示。其中一些菌株可产

黄曲霉毒素，在酿造行业中已被弃用（表 -），但它们仍时常成

为酿造工业生产的污染菌株。

表 % 试验菌株

/4;0, - /U, ;4D8? 8+S@Q74B8@+ @S BU, B,DB DBQ48+D
O@> O47, /45@+@7T H@*Q?,O@> O47, /45@+@7T H@*Q?,

- IJK#F-1 !"#$%&’(()" *(+,)" IJK

$ IJK#F-"" !"#$%&’(()" *(+,)" IJK

# PJPP$$-<" !"#$%&’(()" *(+,)" PJPP

! PJPP$#<%" !"#$%&’(()" *(+,)" PJPP

’ PJPP$!%$" !"#$%&’(()" *(+,)" PJPP

& PJPP$!%!" !"#$%&’(()" *(+,)" PJPP

" GH#F<’- !"#$%&’(()" -%./+$ IJK

1 IJK#F!’- !"#$%&’(()" -%./+$ IJK

< IJK#F!’# !"#$%&’(()" -%./+$ IJK

-% PJPP$%%- !"#$%&’(()" -%./+$ PJPP

-- PJPP$#’"" !"#$%&’(()" -%./+$ PJPP

-$ GH#F!<’ !"#$%&’(()" "-0+$ IJK

-# GH#F&&- !"#$%&’(()" "-0+$ PIKPP

-! GH#F11% !"#$%&’(()" "-0+$ PIKPP

-’ PJPP$%%’ !"#$%&’(()" "-0+$ PJPP

-& PJPP$#<’ !"#$%&’(()" "-0+$ PJPP

/U, DBQ48+D 98BU " ?@*0E CQ@E*?, 4S04B@58+ E*Q8+: BU,8Q 7,B4;@08D7>



!"!"# 试剂和仪器：!"# 试剂盒、#$%&’、($) 分子量标准（!*
!"#+ ,-. (/0’&1）购自 +%2%#% 公司，其他常规试剂为国产分析

纯试剂。德国 344’56789 公司 :/7!;717<’1’8 分光光度计；德国

=>#?)@@ 公 司 :/79A0’ &18%17& 型 高 速 冷 冻 离 心 机；德 国

344’56789 公司 B%&1’8CDCE’8 08%6/’51 梯度 !"# 仪；德国 "F#.=+
公司 )@!F),*- 型真空冷冻干燥机；美国 :/7*#)( 公司水平

电泳仪；美国 !%EE 公司 !G#3@): !EA& 型纯水仪等。

!"# 形态特征观察试验

将 ,H 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 IJK培养箱中培养，每天观察菌株生长

状态，待培养特征明显时（L6 左右）拍照并采集特征数据。

!"$ 模板 %&’ 的制备和 (’)% 扩增反应

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，IJK，IMM8N</5 振荡培养 I6 左右。过滤收集菌丝体，冻

干，液氮研磨后转移至 3! 管中，参考 @%A8% 3O P/% 等［L］的方法

经改良后提取基因组 ($) 作为 #)!(*!"# 反应的模板，双

蒸水（加入适量 ,M<0N<@ #$%&’）溶解后置 Q IMK保存备用。

,R琼脂糖凝胶电泳和分光光度法检测模板 ($) 的质量。

#)!( 扩增反应由 B%&1’8CDCE’8 08%6/’51 梯度 !"# 仪完成，

所使用的 S 个引物列于表 I，由美国 .5P/1870’5 公司合成。扩

增体系如下（总体积 IL"@）：,M T !"# UA99’8 IOL"@，IL<<7EN@
B0"EI ,OL"@，6$+!&（ 各 IOL<<7EN@）,OM"@，IL"<7EN@ 引 物

MOI"@，LGN"@ $%& ($) 聚 合 酶 MOI"@，LM"0N<@ 模 板 ($)
,OM"@，双蒸水 ,JOH"@。扩增程序设定为：S-K预变性 L</5；

S-K ,</5，VHK ,</5，WIK I</5（-L 个循环）；WIK L</5；-K
保存。扩增产物用 IR琼脂糖凝胶电泳检测，拍照、保存。

表 # (’)%*)+( 反应所使用的引物

!!+%UE’ I +;’ 48/<’8& 978 #)!(*!"# 8’%C1/75
!8/<’8 =’XA’5C’（LY"VY） !8/<’8 =’XA’5C’（LY"VY!! ）

!!!8/<’8, ))+"ZZZ"+Z !8/<’8H "+Z")+"Z+Z

!!!8/<’8I "+Z"+ZZZ)" !8/<’8W )Z"Z"")++Z

!!!8/<’8V +Z"ZZZ+""+ !8/<’8J Z+Z"Z)Z"))

!!!8/<’8- )+Z+))"Z"" !8/<’8S Z+)++Z"""+
!8/<’8L# "ZZ""［)N"］"+Z［+N)］

!8/<’8L /& % 6’0’5’8%1’ #)!( 48/<’8［H］[

!", 数据处理

根据 #)!(*!"# 扩增结果得出各菌株的扩增数据：在得

到的 #)!(*!"# 扩增产物电泳图上有条带记为“,”；无条带

记为“M”。所有菌株的扩增数据共同组成一个“M*,”数据矩

阵。然后，根据 $’/ 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（’%U）\（I T (%U）N（(% ] (U）T ,MMR。

其中，(%U为菌株 % 和菌株 U 之间共有的 ($) 扩增片段数目，

(% 为菌株 % 具有的 ($) 扩增片段数目，(U 为菌株 U 具有的

($)扩增 片 段 数 目。根 据 原 始 的“M*,”数 据 矩 阵，利 用

!;DE/4VOHL 软件包采用距离依靠法（6/&1%5C’ <’1;76&）中的邻位

相连法（$’/0;U78*^7/5/50）构建 ,H 株试验菌株的系统发育树。

# 结果

#"! (’)%*)+( 扩增图谱分析

#)!(*!"# 反应所需模板的制备参考了 @%A8% 3O P/% 等所

用的基因组 ($) 的提取方法，主要是针对丝状真菌细胞壁

的结构特点进行了改进。由于试验菌株均属于曲霉属，因此

制备的模板 ($) 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 IM_U。利用分光光度法测定

其浓度和纯度，证明所得模板 ($) 纯度较高（)*IHM N)*IJM 在

,OJM ‘ ,OSM 之间），浓度适中（HLM"0N<@ 左右），能够用于进一

步的 #)!(*!"# 试验。

在选 用 的 S 个 引 物 中，!8/<’8,、!8/<’8I、!8/<’8L 通 过

#)!(*!"# 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，共

获得电泳条带 ,J, 条，其中多态性条带 W- 条，约占总数的

-MOSR。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上一个位点的产物［W］，这意味着对试

验菌株的 ,J, 个位点进行了检测。V 个引物的扩增图谱中，

!8/<’8, 和 !8/<’8L 的扩增图谱最好（图 ,、I，图中各数字编号

的意义见表 ,），扩增产物谱带一般 J ‘ ,- 条，各试验菌株主

带 - ‘ S 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

V 个引物的 #)!(*!"# 扩增图谱具有较好的稳定性。综合分

析 V 个引物的扩增图谱，可以将 ,H 株试验菌株清楚地区

分开。

图 ! )-./0-! 得到的试验菌株的 (’)%*)+( 扩增图谱

a/0[, #)!(*!"# 4%11’85& 79 1;’ 1’&1 &18%/5& b/1; !8/<’8, [ B[ ($)

<7E’CAE%8 <%8_’8 [

图 # )-./0-1 得到的试验菌株的 (’)%*)+( 扩增图谱

a/0[I #)!(*!"# 4%11’85& 79 1;’ 1’&1 &18%/5& b/1; !8/<’8L [

#"# 基于 (’)%*)+( 扩增图谱的系统发育分析

根据引物 !8/<’8,、!8/<’8I、!8/<’8L 的 #)!(*!"# 扩增图

谱，得到“M—,”数据矩阵，并由此计算出了两两菌株间的遗

传相似系数。各菌株间的相似系数在 JOMR ‘ SHOHR之间，

平均 -WO,LR，说明各菌株之间具有比较丰富的 #)!(*!"#

-VL !)$ @/ +, %- [ N.",% /0"1#20#-#30"% 4050"%（IMMW）-W（V）



扩增产物多态性，遗传分化比较明显。根据得到的“!—"”数

据矩阵，利用 #$%&’()*+, 软件包采用距离依靠法中的邻位相

连法构建了 "+ 株试验菌株的系统发育树（图 )）。

图 ! 试验菌株的系统发育树

-’./) 0$1 ($%&2.1314’5 4611 27 4$1 4184 8469’38/

图 " 产黄曲霉毒素菌株的形态特征

-’./: 0$1 ;26($2&2.’59& 5$9695416’84’58 27 4$1 8’<

97&942<’3=(62>?5’3. 8469’38/

从图 ) 可以看出，当相似系数达到 !*") 的水平时，米曲

霉 @A)*B,"（沪酿 )*!:C）已经分化出来；当相似系数达到 !*C!
的水平时，又有两株米曲霉 DEDDC!!"、FEG)*:,) 分化出来。

这说明在黄曲霉菌群中米曲霉是较早分化、单独进化的一

支。当相似系数达到 !*:! 的水平时，剩余的 ") 株菌分化为

) 组：黄曲霉 DEDDCC"B、DEDDC:!:、DEDDC)B! 聚为一组；, 株酱

油曲霉（@A)*:B,、@A)*++"、@A)*HH!、DEDDC!!,、DEDDC)B,）位

于同一进化支上；黄曲霉 FEG)*"H 单独分化。然而，在以酱

油曲霉为主的进化支条上出现了两株米曲霉（FEG)*:,"、

DEDDC),I）和 两 株 黄 曲 霉（ FEG)*"I、DEDDC:!C），并 且

FEG)*"I、DEDDC),I、DEDDC:!C 是产黄曲霉毒素的菌株。穿刺

培养很难从形态特征上区分这些产黄曲霉毒素的菌株（图

:），而基于 J@#K 分子标记的分类分析能够清晰地将它们彼

此分开，这为检出这些时常污染酿造工业生产的产黄曲霉毒

素的菌株提供了比较理想的技术手段。

! 讨论

真菌类群的分类研究，长期以来局限于以形态学性状为

主的分析，主要依靠菌丝、色素、无性世代的形态、性征、致病

性等特征进行分类［H，B］。而这些形态学性状易受环境条件的

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，因此其分类研究一直比较混乱。近年来，随着血

清学、酶学、分子生物学以及计算机技术等逐步应用到真菌

分类学中［B，"!］，真菌的分类研究有了长足的发展。

黄曲霉菌群中包括许多重要的工业微生物，在酿造工业

中具有重要的应用。然而一些黄曲霉菌株能够产生黄曲霉

毒素，被其污染的酿造产品具有强烈的致癌性，能引起人、家

禽、家畜中毒以至死亡。本文结合传统的分类指标，探索了

J@#K 分子标记在曲霉菌分类研究中的应用。从总体上看，

基于 J@#K 分子标记的分子系统学与基于基因组 KL@ 的形

态分类学具有良好的吻合度，J@#K 扩增谱带能较好地反映

试验菌株之间的遗传距离，将其应用于此类真菌的系统发育

分析是可行的。同时，本研究为区别、鉴定酿造工业中产黄

曲霉毒素的污染菌株进行了有益的探索。

研究表明，J@#K 分子标记能够比较全面地反映被测生

物基因组 KL@ 的多态性［""］，从而可以反映不同生物间的亲

缘关系。J@#K 分子标记灵敏度高，速度快，操作简便，不易

受环境、发育等因素的影响，并且无需知道待鉴定生物的基

因组信息，特别适合于基因组信息了解甚少的真菌类群的系

统发育分析［"C，")］。研究中发现，虽然基于 J@#K 分子标记的

分子系统学与基于基因组 KL@ 的形态分类学具有良好的吻

合度，但二者总有一定程度的偏离。造成这种现象的原因是

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［H，":］，因此二者不可能完全吻合。这也从另一

方面说明分类研究应综合应用各种技术手段，才能得到比较

客观、准确的分类结果。此外，有关资料表明，J@#K 技术的

高灵敏性导致其重复性差、不稳定等问题，雷丽萍等［",］经多

次实验后认为只要扩增仪一定，扩增条件一致，其结果仍有

高度的重复性。只要筛选到合适的引物，J@#K 分子标记作

为种内或种间的分类鉴定指标是可行的。
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