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土生空团菌(Cenococcum geophilum Fr． )18S rDNA 中的 I 型
内含子

王亭，陈立红*

内蒙古农业大学农学院，呼和浩特 010019

摘要:【目的】分析土生空团菌［Cenococcum geophilum Fr． (Cg)］18S rDNA中 I型内含子的核苷酸序列和二级
结构特征，探讨影响土生空团菌遗传多样性的因素。【方法】对 23 个 Cg 菌株 18S rDNA的 3'端进行 PCR扩
增，对其中 14 个菌株的扩增片段测序。利用 MAGE version 4. 0 软件构建 Neighbor-Joining 系统发育树，利用
Mfold预测内含子的二级结构。【结果】序列分析表明，19 个中国菌株中 14 个在 18S rDNA中有 I 型内含子。
结合 GenBank中的相关数据，可知 Cg菌株 18S rDNA中内含子的序列长度为 488 － 590 nt，显示出 92. 3% －
100%的同源性。在其 5'端序列比较保守，在 3'端序列差异较大。二级结构分析表明 Cg 菌株 18S rDNA 中
的内含子都有 10 个配对区(P1 － P10)，在 P5 区域由 P5，P5a，P5b，P5c，P5d组成，在 P9 的 3'端有 2 个配对区
(P9. 1、P9. 2)。【结论】来源于不同寄主及地域的 Cg 菌株有丰富的遗传多样性，本文没发现地理因素和寄
主来源对 Cg的遗传分化有影响。
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I型内含子是能够自我剪接的 RNA 分子，它们
在自然界广泛存在，可分布于多种真核生物的细胞
核、线粒体和叶绿体基因组中，以及噬菌体和细菌的
基因组中。细胞核中的 I 型内含子只分布于 rRNA
编码基因( rDNA)，而细胞器中的 I型内含子可分布
于 rRNA、tRNA和蛋白编码区［1 － 2］。I型内含子的核
苷酸序列长度约为 250 － 500 nt，序列保守性很小，
但在其剪接位点具有保守的序列特征;其二级结构
都具有 10 个保守的配对区，在其核心结构中有高度
保守区 P、Q、R 和 S［3 － 5］。目前，有许多关于 rDNA
中 I型内含子的报道，在国外 rDNA中的 I型内含子
已被应用于真菌的遗传多态性及分子进化的研究

中［6 － 10］。在国内也有报道，如周启明等对蜈蚣衣科
真菌 18S rDNA中 I型内含子的分布模式进行了研
究;曹叔楠等对地衣型真菌 18S rDNA中 I型内含子
进行分析，探讨了其在地衣型真菌系统发育研究中
的应用;陈名军等利用 28S rDNA中 I型内含子来分
析球孢白僵菌的种群遗传多样性和优势菌株［11 － 14］。

土生空团菌［Cenococcum geophilum Fr． (Cg)］
属于子囊菌门，空团菌属。菌丝黑色，不形成孢子，
只以菌丝体和菌核的形式存在。Cg 分布范围广泛，
具有突出的抗旱性和抗贫瘠能力，在各种恶劣生境
条件下常为优势种群。Cg 是自然界常见的外生菌
根真菌，宿主广泛，可与 40 个属 200 多个种的裸子
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与被子植物形成外生菌根［9，15］。中国有丰富的 Cg
资源，但国内对 Cg 的研究相对较少。因此，本研究
以来源于不同寄主和不同地域的 Cg 菌株为材料，
运用分子生物学手段确定其 18S rDNA 中 I 型内含
子的插入位置，分析内含子二级结构的特征，研究
Cg菌种的遗传多样性和系统发育。并为内蒙及西
部地区优势 Cg 菌株的筛选奠定基础，进一步为实
现内蒙古及西部地区植被的恢复与重建、荒漠化的
治理等生态建设提供极其可贵的理论依据。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 供试菌株:本试验选用来源于内蒙古大青
山分离自虎榛子(Ostryopsis daidiana Decne． )的土
生空团菌［C． geophilum Fr． (Cg)］菌株:O1、O2、
O4、O5、SO1、SO4、SO5;山杨 ( Populus davidiana
Dode) 的 SPOP1、SPOP2、SPOP3、SPOP4、SPOP5、
SPOP6、SPOPx、YANG1; 白 桦 ( Betula platypylla
Suk) 的 SB1、SB2;云杉 ( Picea asperata Mast) 的
SPICEA;油松(Pinus tabulaeformis Carr． )的 MY;和
来自法国的菌株 CG5、CG417、CG54、CG。本试验
菌株由内蒙古农业大学林学院菌根研究室闫伟教
授惠赠。用于本研究内含子序列分析的 45 个 Cg
菌株见表 1。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:Taq DNA 聚合酶、DNA 分
子标准量 Marker 购自大连宝生物公司(TaKaRa);
DNA琼脂糖凝胶回收试剂盒购自北京天根生化科
技有限公司。PCR 仪购自 Biometra，离心机和
UVIphotov1. 1 凝胶成像仪购自北京北方华粤贸易有
限责任公司。
1. 2 基因组 DNA 的提取

将冰箱保存的菌株转接，用 Pach培养基在室温
下暗培养 2 个月后，从培养基上刮取 60 mg菌丝体，
采用 CTAB法提取基因 DNA［16］。
1. 3 18 S rDNA3'端 的 PCR 扩增

用真菌核糖体 18S rDNA 3'端引物 NS5' (5'-
GATACCGTCGTATCTTAACC -3') ( 自己设计 ) 和
NS8 ( 5'-TCCGCAGGTTCACCTACGGA-3') (文献报
道［17］)对供试菌株的基因组 DNA 进行了 PCR 扩
增。扩增反应体系 ( 25 μL) 如下: 2. 5 μL 10 ×
buffer，2 μL 2. 5 mmol /L dNTP，1 μL 25 mmol /L

表 1 用于本研究内含子序列分析的 45个 Cg菌株
Table1 Forty-five Cg isolates used for analysis

of intron sequences in this study
Isolate Location Host References
YANG1 中国(China) Populus davidiana Dode． This study
SPOP1 中国(China) Populus davidiana Dode． This study
O4 中国(China) Ostryopsis daidiana Decne． This study
O5 中国(China) Ostryopsis daidiana Decne． This study
MY 中国(China) Pinus tabulaeformis Carr． This study
SB1 中国(China) Betula platypyllaSuk． This study
SPICEA 中国(China) Picea asperataMast This study
CG 法国(France) Unknown This study
CG5 法国(France) Unknown This study
CG54 法国(France) Unknown This study
CG417 法国(France) Unknown This study
CGTAR 瑞士(Switzerland) Unknown 8
CGPIL 瑞士(Switzerland) Unknown 8
CGLESPAC 瑞士(Switzerland) Unknown 8
010 美国(USA) Pinus resinosaAit． 8
011 美国(USA) Pinus resinosaAit． 8
155 美国(USA) Quercus albaL． 8
ALB-2 美国(USA) Abies lasiocarpa(Hook． ) Nutt． 8
S8-1 美国(USA) Picea glauca(Moench) Vess． 8
HUNT-8 美国(USA) Picea rubrensSargent 8
HUNT-9 美国(USA) Picea rubrensSargent 8
1-1-4 美国(USA) Quercus douglasii 9
1-7-7 美国(USA) Quercus douglasii 9
1-7-8 美国(USA) Quercus douglasii 9
1-7-11 美国(USA) Quercus douglasii 9
1-19-1 美国(USA) Quercus douglasii 9
2-3-1 美国(USA) Quercus douglasii 9
2-6-1 美国(USA) Quercus douglasii 9
2-10-3 美国(USA) Quercus douglasii 9
2-11-1 美国(USA) Quercus douglasii 9
2-13-2 美国(USA) Quercus douglasii 9
2-14-4 美国(USA) Quercus douglasii 9
3-2-5 美国(USA) Quercus douglasii 9
3-7-3 美国(USA) Quercus douglasii 9
3-9-2 美国(USA) Quercus douglasii 9
3-10-2 美国(USA) Quercus douglasii 9
3-10-3 美国(USA) Quercus douglasii 9
3-11-1 美国(USA) Quercus douglasii 9
3-18-1 美国(USA) Quercu douglasii 9
1-5-4 美国(USA) Quercu douglasii 9
3-4-II 美国(USA) Quercu douglasii 9
I-2 美国(USA) Quercus garryana 9
I-3 美国(USA) Quercus garryana 9
BTREE1 美国(USA) Quercus garryana 9
Ve-95-12 Unknown Unknown
UN Unknown Unknown

MgC12，1 μL 10 μmol /L引物 NS5'和 NS8，0. 3 μL
25 U /L Taq 酶，1 μL 5 ng /μL模板 DNA，16. 2 μL
ddH2 O。扩增条件:94℃ 5 min;94℃ 1 min，50℃
0. 5 min，72℃ 1. 5 min，30 个循环;72℃ 10 min。电
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泳检测。使用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒纯化
PCR产物，由生工生物工程(上海)有限公司进行
DNA测序。
1. 4 数据分析

利用 DNAMAN(version 6. 0)软件进行序列比对
并由人工校对;利用 MEGA( version 4. 0)软件计算
Kimura's two-parameter 遗传距离并构建 Neighbor-
Joining(NJ)自展一致系统发育树，自展重复总数为
1000［18］。按照 Burke等提出的方法并根据 Ceah 等
提出的模型，由 Mfold ( http: / /www． mfold． rna．
albany． edu /)预测内含子的二级结构［3 － 4，19］。其中
P1 － P10 配对区通过与 CRW ( http: / /www． rna．
icmb． utexas． edu /)网站已发表的 I 型内含子序列比
较来确定。

2 结果和分析

2. 1 内含子的插入位置和序列分析
Shinohara等报道［8］和我们的前期研究表明 Cg

菌株 18S rDNA中的 I型内含子位于 3'端位置，因此
本研究对供试菌株 18S rDNA 的 3'端进行 PCR 扩
增。扩增结果显示供试菌株可以得到分子量大小不
同的扩增片段。菌株 CG54、CG417、CG、O5、SO1、
SO5、SB1、SPOP1、SPOP6、SPOPx、YANG1、MY 和
SPICEA 的扩增片段约为 1300 bp;菌株 O1、O2、
SB2、SO4、SPOP4、SPOP5 的扩增片段约为 770 bp;在
菌株 O4、SPOP2、SPOP3 和 CG5 有两条扩增片段，分
别约为 1300 bp和 770 bp。

对 CG54、CG417、CG5 (大片段)、CG5S (小片
段)、CG、MY、O4 ( 大片段 )、O5、SB1、SPOP1、
YANG1、O2、SB2、SO4 和 SPICEA菌株扩增片段进行
测序并利用 DNAMAN 6. 0 软件进行序列分析，发现
扩增片段大约为 770 bp 的菌株 (O2、SB2、SO4、
CG5S)不含有内含子，扩增片段约为1300 bp的菌株
(CG54、CG417、CG5、CG、MY、O4、O5、SB1、SPOP1、
YANG1 和 SPICEA)都有内含子。19 个中国菌株中
14 个菌株有内含子，而且来自每种寄主的中国菌株
中有的存在内含子，有的无内含子。经序列分析可
知供试菌株 18S rDNA 中内含子上游外显子最后的
核苷酸是 U，内含子最后的核苷酸为 G，根据 Cech
报道这是 I 型内含子的序列特征［3］。其中对菌株
O4、CG54 和 SPOP1 的 18S rDNA 全基因进行测序，

可知内含子的位置在 18S rDNA 3'端 1745 － 1747 bp
处(图 1)。使用 DNAMAN 6. 0 软件对本研究的和
已发表的 Cg 菌株 18S rDNA 中的内含子序列进行
比对分析，结果显示 Cg 菌株 18S rDNA 中的内含子
的序列长度为 488 － 590 nt，在其 5'端序列比较保
守，而 3'端序列的碱基组成和长度有差异(图 2)。
总的来说，Cg 菌株 18S rDNA 中的内含子核苷酸序
列是保守的，显示出 92. 3% －100%的同源性。

图 1 Cg菌株 18S rDNA中内含子的插入位置
Fig． 1 Location of Cg 18S rDNA introns．

2. 2 内含子序列的系统发育分析
应用 DNAMAN 6. 0 软件对本研究 10 个菌株和

已发表 35 个 Cg菌株的 18S rDNA 中的内含子进行
序列比对，应用 MEGA 4. 0 软件计算 Kimura's two-
parameter遗传距离和构建 NJ 系统发育树(图 3)。
系统分析结果表明来源于不同采样地域及寄主植物
的 45 个 Cg菌株有着丰富的遗传多样性，它们的遗
传距离在 0. 000 － 0. 078 之间。由图 3 可知，中国菌
株 YANG1、MY、SB1、SPOP1、SPICEA 法国菌株 CG、
CG417 和瑞士菌株 CGTAR 在一个分支中，它们的
遗传距离在 0. 000 － 0. 024 之间;美国菌株 011 和法
国菌株 CG54、CG5 在一个分支中，遗传距离在
0. 000 － 0. 008 之间;美国菌株 ALB-2、HUNT8、
HUNT9、155、S8-1 和瑞士菌株 CGLPIL 在一个分支
中(自展值较低)，遗传距离在 0. 003 － 0. 024 之间。
这表明地理距离很远菌株的亲缘关系会很近。而中
国菌株 YANG1、MY、SB1、SPOP1、SPICEA、O4、O5 的
遗传距离在 0. 000 － 0. 051 之间;法国菌株 CG54、
CG5、CG、CG417 的遗传距离是在 0. 000 － 0. 046 之
间;瑞士菌株 CGLESPAC、CGTAR 和 CGPIL 的遗传
距离为 0. 040;美国菌株 010、011、ALB-2、HUNT8、
HUNT9、155、S8-1、2-6-1、3-2-5、1-1-4、1-7-7、2-11-1、
3-18-1、1-7-8、1-7-11、1-19-1、2-3-1、3-10-3、3-11-1、1-
5-4、3-4-II、3-9-2、3-10-2、3-7-3、BTREE1、2-10-3、2-
14-4、I-2 和 I-3 的遗传距离在 0. 000 － 0. 074 之间。
可见有些菌株虽然来源于同一地区，但它们的亲缘
关系较远，处在不同的分支中，说明在同一地域 Cg
菌株也存在遗传分化现象。因此，本研究结果未发
现 Cg菌株的亲缘关系与地理来源有明显相关性。
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图 2 Cg菌株 18S rDNA中内含子序列的比对
Fig． 2 Alignment of 18S rDNA intron sequences from Cg isolates． The SPICEA sequence is at the top． Nucleotides of the other

sequences that are identical to those in the SPICEA sequence are indicated by dashes． Gaps are indicated by dots． Differences are

indicated by lower case letters． Pairing regions of secondary structure are indicated by thin line，the end loops of each stem ( pairing

regions) and P3，P3'，P7，P7'，P9. 0，P9. 0' are indicted by solid bars． The four conserved elements P，Q，R and S are indicted by

boxes surrounding the sequences．
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图 3 45 个 Cg菌株 18S rDNA中内含子序列的 Neighbor-Joining系统发育树
Fig． 3 Neighbor-Joining phylogenetic tree based on 18S rDNA intron sequences from Cg forty-five isolates． The numbers at branch points

represent bootstrap values with 1，000 replicates． Only bootstrap values greater than 50% are shown． The scale bar represents 0. 005

substitutions per site． GenBank accession numbers are shown in parentheses．
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从图 3 也可看出，来源于不同寄主 Populus、
Betula、Picea 和 Pinus 的中国菌株 SPOP1、YANG1、
SB1、SPICEA和 MY亲缘关系较近;而来源于相同寄
主 Quercus的美国菌株 155、2-6-1、3-2-5、1-1-4、1-7-7、
2-11-1、3-18-1、1-7-8、1-7-11、1-19-1、2-3-1、3-10-3、3-
11-1、1-5-4、3-4-II、3-9-2、3-10-2、3-7-3、BTREE1、2-10-
3、2-14-4、I-2 和 I-3 处在不同的分支中，本研究也未
发现 Cg菌株的亲缘关系与寄主来源有相关性。
2. 3 内含子的二级结构分析

本研究 10 个菌株及已发表 35 个 Cg 菌株的
18S rDNA中的内含子虽然在核苷酸序列差别较大，
但是它们的二级结构非常相似(图 4)。通过分析可
知 Cg菌株 18S rDNA 中内含子的二级结构中都有
10 个碱基配对区(P1 － P10)，富 A 的环状结构，以
及位于核心结构中的保守区 P、Q、R 和 S。如图 4
所示，Cg 菌株内含子的近 5'端有内部引导序列
( IGS)，它可以通过碱基配对识别两端的外显子。
在 4 个保守区 P、Q、R和 S 中，Q、R和 S的保守性比
较好，P中有碱基的变化(图 2)，这与 Shinohara 等
的报道一致。在 P5 区域由 P5，P5a，P5b，P5c，P5d
组成;在 P9 的 3'端有 2 个配对区分别为 P9. 1 和
P9. 2，其中 P9. 1 的核苷酸序列和二级结构均有较
大差异(图 2、图 5)。P9. 1 的二级结构有 2 种类型
(A型和 B型)(图 5)。菌株 O4、O5、1-5-4、3-4-II、1-
7-8、3-7-3 和 BTREE1 的 P9. 1 为 A 型(图 5-A)，其
它 38 个菌株的 P9. 1 为 B 型(图 5-B)。由于 Cg 菌
株 18S rDNA 中内含子二级结构的 P5 有多个配对
区( P5abcd) 和缺少 P7 的额外配对区 ( P7. 1 和
P7. 2)等特点，该内含子比较接近 I 型内含子的 IB
和 IC亚类［3 － 4，8］。

3 讨论

到目前为止，Cg 没发现有性生殖，除了无性生
殖以外，有时还会出现准性生殖。准性生殖广泛存
在于真菌界，Pontecorvo 等第一次在构巢曲霉
(Aspergillus nidulans)中描述了准性生殖的遗传过
程，即包括异核体形成、核融合形成双倍体的杂核体
和有丝分裂［20］。陈名军等证实了自然界中球孢白
僵菌准性生殖的普遍存在［13 － 14］。或许正是由于 Cg
存在准性生殖，在菌株 O4、SPOP2、SPOP3 和 CG5 中
扩增得到大小不同的两条片段。

Cg菌株 18S rDNA 中 I 型内含子的位置在 18S
rDNA 3' 端，这 和 Gargas 等 报 道 的 ChloreIla
ellipsoidea， C． mirabilis， Genicularia spirotaenia，
Hildebrandis rubra，Hymenoschyphus ericae，Mougeotia
scalaris，Phialophora americana，Pneumocystis carinii，
Porphyra spiralis var． amplifolia，Stanastrum sp． 中 I
型内含子的位置相同，然而有许多 I 型内含子也可
插在 18S rDNA 的其它位置［8，21］。所有已报道的 I
型内含子的二级结构都是高度保守的，都是由 10 个
碱基配对区构成内含子的核心结构。它们的空间结
构分为 3 个结构域:P1 － P10 结构域进行底物结合
(含 P1、P2、P10)、P4 － P6 结构域充当分子的骨架
(含 P4、P5、P6)和 P3 － P9 为催化结构域(含 P3、P7、
P8、P9)［2，4，22 － 26］。P1 是由内含子和上游外显子构
成，在几乎所有内含子的 5'剪切位点有 GU碱基对;
P10 是由下游外显子与内含子构成。I 型内含子的
催化中心由 P5 － P4 － P6 和 P7 － P3 － P8 共同构成，
其中在 P7 中有鸟苷辅因子的结合位点(G-C 碱基
对)，P3 以及与 P3 相连的部分 P2 和 P4 形成假结带
状结构，围绕分子中部(纵向)一周，这些结构对催
化作用至关重要。I 型内含子高度保守的分子结构
是由于它在内含子剪接过程需要，承受着高度的选
择压力。除了 10 个保守的配对区外，多数 I 型内含
子至少有一个周边结构，如本研究 Cg 菌株内含子
中的 P5abcd 和 P9. 1 － P9. 2。这些周边结构包裹在
核心结构的外围，一般来讲它们可以稳定核心结构，
对内含子的高效剪切是必要的［2，27 － 28］。根据周边
结构的差异 I 型内含子可分为 13 个亚型，如 IA1、
IB1、IC1 等，周边结构在亚型内是保守的。另外，在
许多 I型内含子的周边结构中发现有蛋白编码序
列、重复序列及其它插入序列，这造成内含子的长度
和二级结构的较大差异，如本研究的 Cg 菌株的内
含子在 P9. 1 的差异。

Shinohara等利用保守区 P、Q、R 和 S 核苷酸序
列，把 Cg 菌株 18S rDNA 中的内含子(来源于菌株
ALB-2、010、011、155、CGLESPAC、CGPIL、CGTAR、
HUNT-8、HUNT-9 和 S8-1)与 11 个亚型( IA1、IA2、
IA3、IB1、IB2、IB3、IB4、IC1、IC2、IC3 和 ID)的内含
子进行系统发育分析，总体而言 Cg 菌株 18S rDNA
内含子之间的系统发育关系很近，显示它们可能来
源于同一个祖先，并且该内含子与 IC1 亚型的关系
最近［8］。我们的内含子序列分析结论与 Shinohara
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图 4 SPICEA菌株 18S rDNA中内含子的二级结构
Fig． 4 Secondary structure of the 18S rDNA intron of the isolate SPICEA． The nucleotides of the 18S rDNA intron are indicated in

capital letters，while the flanking exons are in lower case letters． Arrows denote the 5' and 3' splice sites． Nucleotides within the conserved

core element P，Q，R and S regions are underlined． The IGS region and A-rich bulge are indicted by boxes surrounding the sequences．
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图 5 二级结构中 P9. 1 的差异
Fig． 5 Structural variations in P9. 1 of Cg introns． A representative

secondary structure is shown for each type (O5 for Type A，SPICEA

for Type B) ．

等一致，45 个 Cg 菌株整个内含子核苷酸序列的同
源性为 92. 3% － 100%，如果只考虑保守区 P、Q、R
和 S核苷酸序列则同源性为 98% － 100%，其内含
子序列的变异远比其他真菌内含子序列的变异小。
此外，我们利用 Cg 核糖体 ITS 区和 18S rDNA 3'端
序列进行系统发育分析也得出同样的结论(未发
表)。

用于本研究系统发育分析的 45 个 Cg菌株地理
来源于中国、美国、瑞士和法国，寄主来源于
Ostryopsis、Populus、Betula、Picea、Quercus 和 Pinus 等
植物，然而对其 18S rDNA中 I型内含子序列的分析
中，我们用 Kimura's two-parameter距离法构建 NJ系
统发育树，没有发现 Cg 菌株的遗传分化与地理因
素和寄主来源有相关性。同时我们也用 Jukes-
Cantor、Maximum Composite Likehood 和 P 距离法构
建 NJ系统发育树，得到了相同的结论。这可能是由
于我们用于系统发育分析的来源于每个地点和每种
寄主植物的 Cg 菌株都相对较少，无法进行全面分
析，今后应在不同采样地点、对不同寄主植物要采集

更多的 Cg样品，对 Cg菌种的系统发育进行深入的
分析。
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Group-I introns in 18S rDNA of Cenococcum geophilum
Fr．

Ting Wang，Lihong Chen*

College of Agronomy，Inner Mongolia Agricultural University，Hohhot 010019，China

Abstract:［Objective］To analyze the sequences and secondary structure of group-I introns in 18S rDNA of Cenococcum
geophilum，and to study the factors effecting Cg genetic diversity． ［Method］ The 3' end region of 18S rDNA were
amplified from twenty-three Cg isolates，and the PCR fragments from thirteen isolates were sequenced． The Neighbor-
Joining phylogenetic analyses were performed using MAGE version 4. 0，and the secondary structures of the Cg introns
were predicted using Mfold． ［Result］The results showed that fourteen out of nineteen Cg isolates originated in China had
group-I introns in 18S rDNA． Their sequences，ranging in size from 488 to 590 nucleotides，were from 92. 3% to 100%
similar to each other from our data and GenBank data． The 5' end sequences of the introns were conserved，while the 3'
end sequences were variable． The analysis of secondary structure indicated all the introns from forty-five Cg isolates
contained ten pairing regions (P1 － P10) ． The P5 region was composed of P5，P5a，P5b，P5c and P5d，and there were two
extra pairing stems (P9. 1、P9. 2) besides the 3' end of P9． ［Conclusion］ It was suggested that Cg had rich genetic
diversity，and we did not found the relationship between Cg genetic variation and its geographical and host origination．
Keywords: Cenococcum geophilum Fr．，Group-I intron，Secondary structure，Genetic diversity
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