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分子生物学与形态学相结合鉴定盐生海芦笋
内生真菌Salicorn 15

曹 娜，湛东锐，李连强，王 惠，刘天行，辛志宏*
(南京农业大学食品科技学院，江苏 南京 210095)

摘 要：从盐生海芦笋中分离出一株内生真菌(Salicorn 15)，采用分子生物学与形态学观察相结合对其鉴定。提取

该菌的基因组DNA后分别对其18S rDNA和ITS区域进行PCR扩增并进行单克隆测序分析，在NCBI上进行同源性分

析，进而构建系统发育树，再结合形态学观察，将菌株Salicorn 15鉴定为层出镰刀菌Fusarium proliferatum。
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Abstract：An endophytic fungus designated as Salicorn 15 was isolated from halophilic Salicornia bigelovii and identifi ed by 
molecular biology techniques combined with morphological observation. Genomic DNA from Salicorn 15 was extracted and its 
18S rDNA and ITS region were amplifi ed by PCR and sequenced for sequence homology analysis using NCBI BLAST. Based 
on phylogenetic analysis combined with morphological observation, Salicorn 15 was identifi ed as Fusarium proliferatum.
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海芦笋(Salicornia bigelovii)又称海蓬子、海鹿茸、海

虫草、富贵菜等，属于海蓬子属[1]。海芦笋嫩茎口感脆

嫩、天然咸味，含多种人体必需的氨基酸、微量元素、

维生素，营养丰富[2]。研究表明[3]，海芦笋种子中油脂含

量26%～33%，蛋白质30%～33%，超过了大豆和向日葵

等。海芦笋油脂含有丰富的不饱和脂肪酸，亚油酸含量

高达74%，亚麻酸含量2.5%，还含有天然的植物碱和植

物盐，食用后与人体内的酸中和可降低血液的酸性，并

具有降血脂、降胆固醇、促进脂肪代谢和肝细胞再生的

作用，对冠心病、高血压等有药效作用[4]。因此，海芦笋

极富开发价值和广阔的市场前景。

嗜盐菌(Halophiles)指在高盐条件下生长的极端微生

物，主要生长在海洋、盐湖、盐场以及腌制食品等高盐

环境中，特殊的生存环境使嗜盐菌在长期的进化过程中

形成独特的代谢机制，表现在其能够产生结构新颖、活

性独特的天然活性物质，因此，对嗜盐菌的研究在环境

生物治理、生物电子和医药工业、食品工业等领域[5-6]有

广泛的应用。嗜盐菌包括嗜盐古菌、嗜盐细菌[7]和嗜盐真

菌。目前，有关嗜盐菌的研究，大多集中在嗜盐古菌和

嗜盐细菌的分类鉴定与应用方面，对嗜盐真菌的研究相

对较少。

本研究采用平板划线分离、斜面分离纯化技术从盐

生海芦笋中分离得到一株编号为Salicorn 15的内生真菌，

通过18S rDNA和ITS rDNA序列分析，在NCBI上进行序

列比对和构建系统发育树，并且结合传统的形态学观察

对其进行分类鉴定。

1 材料与方法1 材料与方法

1.1 菌种来源与分离培养

菌株Salicorn 15是从采自江苏省盐城市大丰港海滩

的野生盐生海芦笋中分离得到。菌株分离培养采用PDA
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固体培养基，配方为：土豆200g/L、葡萄糖20g/L、琼脂

20g/L、食盐30g/L，自来水配制。在无菌操作下，取一

根野生海芦笋，依次经过75%乙醇、1%次氯酸钠、75%
乙醇各浸泡1min，然后用无菌水漂洗3次，无菌吸水纸干

燥。用灭菌后的剪刀将其剪成7～9mm小段，放在PDA
平板上，每板3～5根，于28℃恒温培养至茎末端长出菌

丝，将真菌转移到新的平板培养基上划线分离得到单个

菌落，然后转移到PDA斜面试管中，4℃保存，备用。

1.2 仪器与设备

Microfuge 22R台式微量冷冻离心机 美国Beckman
公司；TP600型梯度PCR仪 日本TaKaRa公司；DYCP-
31DN电泳仪 北京市六一仪器厂；JS-380C全自动数码

凝胶成像分析仪 上海培清科技有限公司；ECLIPSE 
TE2000-S荧光倒置显微镜 日本Nikon株式会社。

1.3 形态学观察

从保藏菌种的斜面培养基中挑取菌丝转接到PDA 平
板培养基中间位置，28℃培养4～5d，观察菌落大小、颜

色、质地等形态特征，记录生长速率。挑取菌落边缘菌

丝，制作水浸片，在光学显微镜下观察菌丝体、孢子、

孢子梗等。

1.4 菌株耐盐度实验

在真菌发酵用液体培养基(土豆200g/L、麦芽糖20g/L、
甘露醇20g/L、葡萄糖10g/L、味精5g/L、蛋白胨5g/L、
酵母膏3g/L，pH6.0)中分别添加3、6、9、12、15、
18g/100mL的NaCl，接种后于28℃、150r/min培养7d，观

察生长情况，每组实验平行3次。

1.5 基因组DNA的提取

从保藏菌种的斜面培养基中挑取菌丝转接到PDA平

板上，28℃培养4～5d。基因组DNA 的提取采用OMEGA 
真菌基因组试剂盒(Fungal DNA Kit 50)进行。称取40mg 
新鲜样品至2mL 离心管，加600μL FG1，玻璃棒研磨

4min；加5μL 20mg/mL RNase，以最大速率振荡1min，
65℃水浴20min；加140μL FG2，13000×g离心10min；
吸600μL上清液至1个新的2mL离心管，加300μL FG3和
600μL 无水乙醇，振荡混匀；将全部溶液移至HiBind 
DNA 管，10000×g离心1min，弃废液。换一新2mL收集

管，加700μL DNA Wash Buffer(已加乙醇)，10000×g离
心1min，弃废液。将HiBind DNA 管放入1.5mL离心管，

加50μL Elution Buffer，室温放置5min，10000×g离心

1min，收集DNA滤液。提取的基因组DNA在1%琼脂糖凝

胶中电泳检测(120V，30min)，溴化乙锭(EB)染色。4℃
保存备用，或于－20℃环境下长期保存。

1.6 18S rDNA基因片段的PCR扩增

18S区域的扩增选择真核生物18S rDNA的通用扩

增引物NS1(5’-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’)/NS8(5’-
TCCGCAGGTTCACCTACGGA-3’)，PCR反应条件为预

变性94℃、4min，变性94℃、45s，退火50℃、1min，延伸

72℃、1min45s，共35个循环，最后延伸72℃、10min[8]。

1.7 ITS rDNA基因片段的PCR扩增

ITS区域的扩增选择真核生物 ITS通用扩增引物

ITS1(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’)/ITS4(5’-
TCCTCCGCTTATTGATAT GC-3’)，PCR反应条件为预变

性94℃、2min，变性94℃、30s，退火59℃、30s，延伸

72℃、90s，共35个循环，最后延伸72℃、7min[9]。

1.8 18S rDNA序列克隆测序

采用TaKaRa DNA提取试剂盒Ver 3.0回收PCR产物，

纯化的PCR产物与pMD19-T载体连接，然后转化至大肠

杆菌DH5α制备的感受态细胞中。在－70℃保存的100μL
感受态细胞E.coli DH5α中加入10μL连接产物，冰中放置

30min，取出后42℃热激90s，加入890μL LB液体培养基

37℃振荡培养1h。菌液涂布于含氨苄青霉素AMP(100μg/mL)的
LB培养基平板，倒置过夜培养，挑取白色单菌落培养。

取0.5μL菌液直接做PCR，引物为M13RV和M13-47，电泳

检测是否含有目的片段。PCR采用25μL的反应体系，包

括ddH2O 13.75μL，PCR Buffer(10×，Mg2+ plus) 7.5μL、
dNTP(2.5mmol/L each) 2μL、Primer-F(20μmol/L) 0.5μL、Primer-
R(20μmol/L) 0.5μL、DNA 0.5μL、Taq polymerase (5U/μL) 
0.25μL。
1.9 ITS rDNA序列克隆测序

采用TaKaRa DNA提取试剂盒Ver3.0回收PCR产

物，纯化的PCR产物与pMD19-T载体连接，然后转化至

大肠杆菌DH5α制备的感受态细胞中。在－70℃保存的

100μL感受态细胞E.coli DH5α中加入10μL连接产物，

冰中放置30min，取出后42℃热激90s，加入890μL LB
液体培养基37℃振荡培养1h。菌液涂布于含氨苄青霉

素AMP(100μg/mL)的LB培养基平板，倒置过夜培养，

挑取白色单菌落培养。取0.5μL菌液直接做PCR，引物

为M13RV和M13-47，电泳检测是否含有目的片段。

PCR采用25μL的反应体系，包括ddH2O 13.75μL、PCR 
Buffer(10×，Mg2+plus)7.5μL、dNTP(2.5mmol/L each) 
2μL、Primer-F(20μmol/L) 0.5μL、Primer-R(20μmol/L) 
0.5μL、DNA 0.5μL、Taq polymerase (5U/μL) 0.25μL。
1.10 目的DNA序列的测序和系统发育学分析

将18S rDNA 和 ITS rDNA的单克隆PCR产物交

由上海美吉生物有限公司进行测序。获得序列后，将

18S rDNA基因序列在NCBI中进行BLAST比对，下载

不用菌属的菌株序列，每个属选择1～2个具有代表性的

菌株序列，利用ClustalX软件进行序列的多重比对，利

用MEGA5.0软件Neighbor-Joining(N-J)方法构建系统发

育树，自展数为1000。同理，将ITS序列在NCBI中进

行BLAST比对，下载与供试菌株序列同源性相近的菌

株序列，每个种选择2个具有代表性的菌株序列，利用
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ClustalX软件进行序列的多重比对，利用MEGA5.0软件

N-J方法构建系统发育树，以Alternaria alternata为外类

群，自展数为1000。

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 菌株的耐盐性

耐盐度实验结果显示菌株 S a l i c o r n  1 5在含有

3～9 g / 1 0 0 m L N a C l的液体培养基中生长良好，在

9～18g/100mL NaCl 的液体培养基中仍生长，但生长量依

次减少，说明该菌有较强的耐盐能力，属于嗜盐真菌。

2.2 菌株的形态学鉴定

在2 8℃  P D A培养基中培养4～5 d，菌落直径为

7.85cm，菌落为白色絮状，菌丝微泛粉色背面为橘黄

色。气生菌丝发达，后期可布满整个培养皿，如图1A、

B所示。由图1C、D可知，在倒置显微镜下，分生孢子梗

无色且分枝，大型分生孢子镰刀形，腹背弯曲，细长，

足跟明显，3～5分隔，多为3分隔。

A

C

B

D

A、B分别是在PDA培养基上28℃培养4d后的菌落正面形态和反

面形态；C. 菌丝及分生孢子梗(×400)；D.分生孢子(×1000)。
图 1 内生真菌Salicorn 15的菌落特征图 1 内生真菌Salicorn 15的菌落特征

Fig.1 Morphological characteristics of Salicorn 15Fig.1 Morphological characteristics of Salicorn 15

2.3 系统发育学分析

菌株Salicorn 15经PCR扩增获得的18S rDNA序列全长

为1700bp左右，如图2A所示，在NCBI中进行BLAST比
对，该菌株18S序列与镰刀菌属(Fusarium spp.)的18S序列

同源性最高，相似性达99%。获得的菌株ITS序列全长为

550bp左右，如图2B所示，在NCBI中进行BLAST比对，

该菌株ITS序列与Fusarium proliferatum的ITS序列同源性

最高，相似性达100%。根据18S rDNA序列和ITS序列分

别构建系统发育树(图3)，因此，通过18S rDNA和ITS序
列所构建的系统发育树分析，并与真菌鉴定手册[10]标准

菌株形态学对照，最终将菌株Salicorn 15鉴定为层出镰刀

菌(F. proliferatum)。
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图 2 ITS基因和18S rDNA基因片段扩增图谱图 2 ITS基因和18S rDNA基因片段扩增图谱

Fig.2 PCR amplified products of 18S rDNA and ITSFig.2 PCR amplified products of 18S rDNA and ITS
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图 3 基于18S rDNA基因序列构建的系统发育树图 3 基于18S rDNA基因序列构建的系统发育树

Fig.3 Neighbor-Joining tree based on 18S rDNA gene sequencesFig.3 Neighbor-Joining tree based on 18S rDNA gene sequences
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图 4 基于ITS基因序列构建的系统发育树图 4 基于ITS基因序列构建的系统发育树

Fig.4 Neighbor-Joining tree based on ITS gene sequencesFig.4 Neighbor-Joining tree based on ITS gene sequences

3 讨 论3 讨 论

真菌种类繁多，形态复杂，仅依靠形态、生化等表

形特征来鉴定真菌既需要丰富的真菌鉴定工作经验又需



※生物工程                            食品科学 2012, Vol.33, No.23  183

要较长的检验时间，尤其对于那些生长条件特殊、形态

相似的菌株要通过传统的表型特征鉴定方法来加以鉴别

显得非常困难。随着分子生物学的发展，通过提取真菌

DNA基因组分别进行PCR扩增18S和ITS rDNA片段，基

因测序并进行同源性分析，进而构建系统发育树，确定

菌株的属种地位，成为现代真菌鉴定的快速有效方法。

此方法相比于传统的形态学分析更加简便快捷，并且准

确性高，目前已经广泛应用于真菌的属种间及部分种内

组群水平的系统研究[11-12]。

目前，镰刀菌是土壤真菌中一类能引起植物和昆虫

病害的病原菌, 同时又是可利用的资源菌。镰刀菌在土

壤、淡水、海水中广泛存在，可侵袭各种农作物、瓜果

和蔬菜等，引起萎蔫病、腐烂病等。本实验分离鉴定的

这株镰刀菌为层出镰刀菌(F. proliferatum)，目前国内外关

于层出镰刀菌的报道较少，国内主要集中在该菌对农作

物的病害方面，常见如玉米[13]、杨树[14]、郁金香[15]等病

害，镰刀菌会引起玉米穗腐病、杨树湿心病、郁金香种

球枯萎病等。国外研究主要集中在层出菌分泌的各种毒

素和酶等方面[16-17]，据报道，层出镰刀菌(F. proliferatum)
能够产内酯酶，胞内和胞外均可产生，内酯酶可以很容

易地与其他的醇或胺等亲核试剂缩合形成多种羟基酯、

羟基酰胺等衍生物，是重要的化工原料和医药中间体，

在精细化工和制药行业有广泛用途[18]。层出镰刀菌在发

酵中，其发酵产物提取物有抑菌能力，不仅对多种常见

植物病原真菌具有较强的抑菌活性，而且对多种植物病

原细菌也有良好的抑制作用，表现为光谱抗菌的特点，

有必要进行有针对性的深入研究，为了充分、合理利用

植物资源，以及进一步开发新型抗菌剂提供依据[19]。

总之，在玉米、郁金香、杨树等植物中均有相关层

出镰刀菌的研究，但还未见有关盐生海芦笋中分离出层

出镰刀菌的报道，今后将对该菌的致病性以及代谢产物

的作用做进一步的分析与研究，更深入的了解盐生海芦

笋中分离鉴定出的层出镰刀菌的相关特性和利用价值，

同时，该株真菌也属于嗜盐真菌，迄今为止，源于盐生

海芦笋的嗜盐真菌研究甚少，今后将对该菌株的发酵产

物进行分离和鉴定，研究发酵产物的特性，并且进一步

深入了解嗜盐真菌和蔬菜之间的关系及其所起的作用。
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