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摘#要!目的#基于内转录间隔区(8U6)"!I微管蛋白( !)EPQPF;A)部分基因和相关序列扩增多态性( 6&’])分子标

记技术结合形态学鉴定方法!推断不同种红曲霉的系统发育关系!寻找快速"准确鉴定红曲霉的方法# 方法#以红

曲霉基因组为模板!聚合酶链式反应(]C&)扩增红曲霉 8U6"!)EPQPF;A 部分基因!利用 RGB:,-$ 软件中最大似然树

法构建进化树!扩增 6&’]分子标记技术的特征结合序列!利用 &软件 @5:AB?HA 包中的 I;BUHGG软件进行建树!使

用除权配对(7]\R’)法进行聚类分析!通过分析不同种红曲霉系统发育关系!找寻快速"准确的鉴定方法#

结果#利用 8U6 和 !)EPQPF;A 部分基因可将 ." 株供试菌株分为两大类!而 6&’]分子标记技术可将供试菌株分为四

大类!结合表型分析和 . 种分子鉴定方法!参照 "! 株红曲霉参考菌株将 "+ 株未鉴定到种的红曲霉分别鉴定为安卡

红曲霉"橙色红曲霉和紫色红曲霉# 结论#6&’]分子标记技术具有更多的分类依据!结合表型分析能够帮助更

快"更精确的将红曲霉鉴定到种#
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L;N;F:H;EK?4;AEGHA:FEH:AL3H;QGJ L@:3G#8U6$" !)EPQPF;A :AJ 3?NQ;AGJ T;E5 N?H@5?F?B;3:F;JGAE;4;3:E;?A NGE5?J" E5G
@5KF?BGAGE;3HGF:E;?AL5;@L?4J;44GHGAEL@G3;GL?43%&?CA7CTGHG;A4GHHGJ :AJ :HGF;:QFGNGE5?J 4?HH:@;J :AJ :33PH:EG
;JGAE;4;3:E;?A ?43%&?CA7CT:LJGSGF?@GJ2B-&+/3%#7L;ABE5G3%&?CA7CBGA?NG:LEGN@F:EG" 8U6 :AJ @:HE;:F!)EPQPF;A
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##红曲霉在亚洲应用十分广泛"常被用于生产红
曲米"该产品以红曲为名被人熟知* 红曲霉产生的
次级代谢产物 #色素’莫纳可林’")氨基丁酸’固醇
类’异黄酮’不饱和脂肪酸等$还可作为食品添加
剂’保健品’药品及化妆品应用于各个行业 (")() * 依
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据培养表型特征"约有 / 种红曲霉(丛毛红曲霉#3D
H>;%C7C$’红色红曲霉 #3D87$=8$’紫色红曲霉 #3D
H78H78=7C$’佛罗里达红曲霉#3DG;%8><?&7C$’旱生红
曲霉#3D=8=F%H:>;7C$’苍白红曲霉 #3DH?;;=&C$’血
红红曲霉 #3DC?&@7>&=7C$’新月弯孢红曲霉 #3D
;7&>CH%8?C$’阿根廷红曲霉 #3D?8@=&4>&=&C>C$)被国
际广泛认可 (!)"$) "然而文献中所记录的红曲霉已多
达 %$ 种 ("") * 至今红曲霉的分类仍然没有明确标
准"特别是属以下种的分类"且国内很多应用广泛
的种并未被国际熟知认可"某些独立的种仍有争
议* 为了促进红曲霉属内新菌种的发现和管理"保
护红曲霉育种权利"急需建立一套完善的红曲霉鉴
定分类方法体系*

分子生物学技术是十分有效的鉴定真菌分类
的手段"也是对传统形态学和生化方法的鉴定补
充* 目前应用于红曲霉分子生物学鉴定的主要技
术包括聚合酶链式反应#]C&$扩增红曲霉 H&D’大
亚基#F:HBGLPQPA;E"=67$基因的 Z"0Z% 区 ("%) "通过
同源性比较分类鉴定&]C&扩增红曲霉内转录间隔
区#;AEGHA:FEH:AL3H;QGJ L@:3G"8U6$ (".) &红曲霉 !I微管
蛋白#!)EPQPF;A$’钙调蛋白#C:R$管家基因的同源性
比对("() &随机扩增多态性 ZD’标记 # @?FKNGH:LG
35:;A HG:3E;?A"&’]Z$’简单重复序列多态性 #;AEGH)
L;N@FGLĜPGA3GHG@G:E"866&$’相关序列扩增多态性
#LĜPGA3G)HGF:EGJ :N@F;4;3:E;?A @?FKN?H@5;LN" 6&’]$
的分子标记技术("!)"+) * 传统的形态学鉴定技术受培
养条件影响较大"而利用分子生物学技术对红曲霉进
行属内种间鉴定仍存较大争议"单纯使用一种方法对
红曲霉进行分类鉴定仍然无法满足红曲霉的鉴定需
求"特别是红曲霉食药用菌种数目和种类的扩增成为
红曲霉分类鉴定的有力挑战"因此综合多种技术选取
准确’快速的分类鉴定方法"对完善红曲霉的分类鉴
定具有重要意义*

本研究以形态学分类鉴定为基础"利用 8U6’!)
EPQPF;A 部分基因和 6&’]分子标记技术分析 ." 株
红曲霉的系统发育关系及物种多样性"并将其中实
验室保藏的 "+ 株红曲霉鉴定到种"通过比较各方法
的分类结果"寻找快速鉴定红曲霉的方法"为红曲
霉的分类鉴定提供参考依据*

"#材料与方法
"-"#材料
"-"-"#菌株

本研究所涉及的 ." 株红曲霉菌株#见表 "$分
别来自国家菌种保藏单位#表中编号为 " m"! 的菌
株$和科研机构’生产厂家赠送#表中编号为 "+ m."

的菌株"共 "+ 株未鉴定到种$"表 " 中编号为 .% m
(" 的菌株为美国国立生物技术信息中心#DCO8$发
布 8U6 序列对应菌株"编号为 (% m(+ 的菌株为
DCO8发布 !)EPQPF;A 序列对应菌株* 大肠埃希菌感
受态 Z9!#及载体 @RZ"*)U均购自日本 U:M:H:*
"-"-%#主要仪器与试剂

]C&仪’电泳仪均购自美国 O;?)&:J"核酸测定
仪’凝胶成像仪均购自德国 V@@GAJ?H4"研磨仪"培养
箱"显微镜*

ZD’聚合酶#北京全式金生物$"ZD’R:HMGH’
ZD’纯化试剂盒均购自天根生化科技公司"植物基
因组提取试剂盒 #德国凯杰$"ZD’连接酶 #日本
U:M:H:$"引物由英潍捷基 #上海$贸易有限公司合
成"测序由赛默飞世尔科技有限公司完成*
"-%#方法
"-%-"#菌株培养及表型观察

制备马铃薯葡萄糖琼脂培养基 #]Z’$固体试
管斜面"接种适量红曲霉孢子"%* k培养 , m"$ J"

待孢子长满斜面"每个试管加入 . NF孢子洗液"将
洗脱下的孢子#约 + NF$接种到 !$ NF0瓶葡萄糖酵
母浸膏#R]][$菌丝生长培养基中"%* k "!$ H0N;A

于摇床中培养 (* 5*

将纯化的红曲霉测试菌株分别点种麦芽汁
#b:$’查氏酵母琼脂 #C[’$和甘油硝酸盐琼脂
#\%!D$平板培养基"%! k培养 , J"观测其表型形
态及显微形态"参照 -红曲菌的形态与分类学. ("")

进行表型鉴定*
"-%-%#基因组 ZD’的提取

利用布氏漏斗抽干菌丝体"取适量菌丝体通过
研磨仪破碎#菌丝量湿重以"" B为宜$"参照植物
基因组提取试剂盒方法"利用硅胶膜离心柱"制备
红曲霉基因组 ZD’"将所提 ZD’经全自动核酸测
定仪分析其浓度*
"-%-.#]C&及 ZD’测序

8U6 及 !)EPQPF;A 部分基因序列的扩增引物见
表 %"8U6 的扩增采用通用引物 8U6" 08U6("扩增体
系%! !F"反应体系为 ZD’模板 " !F"% l6P@GHR;<
OP44GH"%-! !F"引物各 " !F"最后以 JJ9%Y补齐总
体系至 %! !F* 反应条件为%/( k预变性 . N;A"
/( k变性 .$ L"!! k退火 .$ L",% k延伸 /$ L"共
.! 个循环& ,% k延伸 ! N;A"于 ( k 保 存* !)
EPQPF;A 部分基因序列的引物设计及扩增参照文献
("() "体系各组分配比与 8U6 相同"扩增条件为%
/( k预变性 ! N;A" /( k变性 .$ L" !! k退火
% N;A" ,% k延伸 % N;A"共 .$ 个循环&,% k延伸
! N;A"于 ( k保存*
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表 "#菌株及相应序列信息
U:QFG"#6EH:;AL:AJ 3?HHGL@?AJ;ABLĜPGA3G;A4?HN:E;?A

编号 菌株 种 来源0分离源 8U6 序列号 !)EPQPF;A 序列号

" C\RCC.-((!% 巴克红曲霉#3D$?89=8>$ 日本"! Ra$*,"," Ra$/","*
% C\RCC.-!*.( 巴克红曲霉#3D$?89=8>$ 法国"! Ra$*,",. Ra$/",%"
. C\RCC.-(+", 安卡红曲霉#3D?&9?$ 中国"大麴 Ra$*,",% Ra$/","/
( C\RCC.-(*"" 安卡红曲霉#3D?&9?$ 中国"红曲米 Ra$*,"(! Ra$/",%$
! C\RCC.-"!,($ 火红色红曲霉#3D874>;7C$ 中国"大麴 Ra$*,",( Ra$/",%%
+ C\RCC.-$*** 火红色红曲霉#3D874>;7C$ 中国"大麴 Ra$*,"++ Ra$/","$
, C\RCC.-$*/, 丛毛红曲霉#3DH>;%C7C$ 中国"大麴 Ra$*,"+* Ra$/",""
* C8CC($,"$ 丛毛红曲霉#3DH>;%C7C$ 中国"食品 Ra$*,",! Ra$/",%.
/ C\RCC.-%"+$ 烟色红曲霉#3DG7;>@>&%C7C$ 中国"发酵醪 Ra$*,",$ Ra$/","!
"$ C\RCC.-"$/* 烟色红曲霉#3DG7;>@>&%C7C$ 中国"茅台酒曲 Ra$*,"+/ Ra$/",".
"" C\RCC.-%*./ 锈色红曲霉#3D87$>@>&%C7C$ 中国"! Ra$*,"(, Ra$/","+
"% C\RCC.-%$/. 烟灰色红曲霉#3DG7F=7C$ 中国"发酵醪 Ra$*,"(+ Ra$/","(
". C\RCC.-(.*( 橙色红曲霉#3D?78?&4>?A7C$ 中国"大麴 Ra$*,"(/ Ra$/",",
"( C\RCC.-/,* 紫色红曲霉#3DH78H78=7C$ 中国"! Ra$*,"!$ Ra$/","%
"! \RCC.-!+* 发白红曲霉#3D?;$><7;7C$ 中国"小麦麴 Ra$*,"+, Ra$/",$/
"+ 6X6)" 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"!" Ra$/",%(
", 6X6)% 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"!% Ra$/",%!
"* 6X6). 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"+! Ra$/",%+
"/ 6X6)+ 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"!. Ra$/",%,
%$ 6X6)* 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"!( Ra$/",%*
%" 6X6)"" 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"(* Ra$/",%/
%% 6X6)"% 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"!! Ra$/",.$
%. 6X6)". 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"!+ Ra$/",."
%( 6X6)"( 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"!, Ra$/",.%
%! 6X6)"! 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"!* Ra$/",..
%+ 6X6)"+ 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"!/ Ra$/",.(
%, 6X6)", 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"+$ Ra$/",.!
%* 6X6)"* 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"+" Ra$/",.+
%/ 6X6)"/ 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"+% Ra$/",.,
.$ 6X6)%$ 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"+. Ra$/",.*
." 6X6)%" 红曲霉#3%&?CA7CL@2$ 实验室保藏 Ra$*,"+( Ra$/",./
.% XCR%%+"/ 紫色红曲霉#3DH78H78=7C$ XCR XD/(%++" !
.. XCR%%+"( 红色红曲霉#3D87$=8$ XCR XD/(%+!* !
.( CO6 ".!-+$ 红色红曲霉#3D87$=8$ CO6 a[+.!*!$ !
.! 3D?&9? 安卡红曲霉#3D?&9?$ 韩国"! ’I(!*(,. !
.+ CO6 %*+-.( 丛毛红曲霉#3DH>;%C7C$ CO6 a[+.!*!% !
., 3DG7F=7CD" 烟灰色红曲霉#3DG7F=7C$ 中国"汾酒大曲 IX/,($(* !
.* 3DG7F=7C 烟灰色红曲霉#3DG7F=7C$ 中国"! XI,,+"+% !
./ 3DG7;>@>&%C7CR["" 烟色红曲霉#3DG7;>@>&%C7C$ 中国"大麴 9R"**((+ !
($ 3DG7;>@>&%C7C_! 烟色红曲霉#3DG7;>@>&%C7C$ 中国"大麴 9R"**((. !
(" 8R8*%!*, 佛罗里达红曲霉#3DG;%8><?&7C$ 中国"! ’[+%/("* !
(% OC&C...$/ 巴克红曲霉#3D$?89=8>$ OC&C ! Z_%//*/!
(. OC&C..."$ 佛罗里达红曲霉#3DG;%8><?&7C$ OC&C ! Z_%//*/+
(( ’UCC"+.*( 红色红曲霉#3D87$=8$ ’UCC ! ’[(/*!/%
(! C8CC($%+/ 紫色红曲霉#3DH78H78=7C$ C8CC ! a]%!/%*+
(+ C8CCI"O 丛毛红曲霉#3DH>;%C7C$ C8CC ! aU$,!%,!

注%!表示无参考信息&C\RCC%中国普通微生物菌种保藏管理中心& C8CC%中国工业微生物菌种保藏管理中心&XCR%日本微生物保藏中心&
CO6%荷兰微生物菌种保藏中心&OC&C%台湾生物资源保存及研究中心&’UCC%美国典型菌种保藏中心

##将扩增得到的产物经 "‘的琼脂糖凝胶电泳检测
条带大小"ZD’纯化试剂盒纯化后连接载体 @RZ"*)U

并转化大肠埃希菌 Z9!#"挑选阳性转化子送样测序"

序列信息提交至\GAO:AM"相关序列号见表 "*
"-%-(#8U6 和 !)EPQPF;A 部分基因序列比对及进化
树构建

应用 RGB:,-$ 软件中 ’F;BANGAEV<@F?HGH模块

的 ’F;BA QKCFPLE:b对 8U6 与 !)EPQPF;A 部分基因进
行多序列比对"去除比对结果 !p和 .p端未比对上的
区域"采用最大似然树#N:<;NPNF;MGF;5??J" R=$法
构建系统发育树*
"-%-!#6&’]的扩增及数据分析

依据表 % 中所列 6&’]正反向引物"采用其中 ,

对#NG")GN%’ NG")GN(’ NG")GN!’ NG%)GN(’ NG.)
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###表 %#8U6’!)EPQPF;A 部分基因及 6&’]多态性扩增的

引物序列
U:QFG%#]H;NGHLĜPGA3GPLGJ 4?H8U6"@:HE;:F

!)EPQPF;A BGAG:AJ 6&’]:N@F;4;3:E;?A
引物名称 序列#!p).p$

8U6" CC\U’\\U\’’CCU\C\\

8U6( CCUCC\CUU’UU\’U’U\C

!)EPQPF;A)I C’’CU\\\CU’’\\\UC’UU

!)EPQPF;A)& \U\’’CUCC’UCUC\UCC’U’

NG" U\’\UCC’’’CC\\’U’

NG% U\’\UCC’’’CC\\’\C

NG. U\’\UCC’’’CC\\’’U
NG( U\’\UCC’’’CC\\’CC
NG! U\’\UCC’’’CC\\’’\
GN% \’CU\C\U’C\’’UUU\C
GN( \’CU\C\U’C\’’UUU\’
GN! \’CU\C\U’C\’’UU’’C
GN+ \’CU\C\U’C\’’UU\C’

注%NG" mNG! 为正向&GN%’GN( mGN+ 为反向

GN%’ NG.)GN+’NG()GN($引物组合 (",) "以 ." 株#表
" 中编号为 " m." 的菌株$红曲霉基因组 ZD’为模
板扩增"扩增体系%模板 % !F"引物各 " !F" % l
6P@GHR;<OP44GH"%-! !F"并以 JJ9%Y补齐体系至
%! !F* 扩增条件%/( k预变性 ! N;A"/( k变性
" N;A".! k退火 " N;A",% k延伸 " N;A 反应! 个循
环"/( k变性 " N;A" !$ k退火 " N;A" ,% k延伸
" N;A 反应 .! 个循环"随后 ,% k延伸 "$ N;A"并于
( k保存* 以 "-!‘的琼脂糖凝胶电泳""%$ d电泳
" 5"凝胶成像仪观测条带情况*

经琼脂糖凝胶电泳检测"选取特征条带较多的
引物组合进行总条带和特征条带数统计"相同引
###

物扩增的产物中电泳迁移位置相同的条带认为属
于相同结合位点"胶图中不同泳道位置相同的条带
#强带或重复性好的弱带$赋值为 ""无带赋值为 $"
依次记录电泳带谱"建立矩阵数据表"将图形信息
转化为数据信息* 红曲霉 6&’]分析利用 &软件
@5:AB?HA 包中的 I;BUHGG软件进行建树"使用除权配
对#7]\R’$法对其进行聚类分析*

%#结果
%-"#红曲霉的表型观察

对 b:’C[’和 \%!D固体平板 %! k培养 , J
的菌落形态特征及 b:固体平板 %! k培养 , J 的
($ 倍显微镜下形态特征#分生孢子"闭囊壳"子囊孢
子$进行观测"结果见表 .* "+ 株未鉴定到种的红
曲霉经不同培养条件表型分析发现"红曲霉 6X6)"’
6X6)%’6X6)*’ 6X6)"" m6X6)%" 与参考菌株 C\RCC
.-/,* 在 b:培养基培养条件下菌落直径约为 %! m
.$ NN"菌落平坦且有辐射纹"气生菌丝毡状"菌落
中间橙色边缘白色"分生孢子球型或倒梨型"闭囊
壳球状"子囊孢子椭圆形"大小约为 + m, !Nl! m
!-! !N"结合其在 C[’和 \%!D培养基培养条件的
形态学观察发现符合紫色红曲霉的形态学特征"因
此初步认定上述菌株为紫色红曲霉* 以相同的分
析方法"红曲霉 6X6). 与参考菌株 C\RCC.-(*""
符合安卡红曲霉的形态学特征"红曲霉 6X6)+ 与参
考株 C\RCC.-(.*( 符合橙色红曲霉的形态学特
征"因此初步认定 "+ 株未鉴定到种的菌株属于紫色
红曲霉’安卡红曲霉和橙色红曲霉*

表 .#"+ 株红曲霉基于菌落形态特征的聚类结果
U:QFG.#CFPLEGHHGLPFEL?4"+ LEH:;AL?43%&?CA7CQ:LGJ ?A N?H@5?F?B;3:F35:H:3EGH;LE;3L

菌株名称 种
菌落形态#%! k培养 , J$ 微观形态#b:’%! k培养 , J$

b: C[’ \%!D 分生孢子 闭囊壳 子囊孢子

6X6)"’6X6)%’
6X6)*’6X6)"" m
6X6)%"’
C\RCC.-/,*

6X6).’
C\RCC.-(*""

6X6)+’
C\RCC.-(.*(

紫色红曲霉
#3DH78H78=7C$

直径%%! m.$ NN
形状%平坦’有辐
射纹
气生菌丝%毡状
颜色%中间橙色
边缘白色

直 径% ", m
%$ NN
形状%平坦
气生菌丝%稀疏
颜色%白色或淡
红色

直 径% "* m
%$ NN
形状%平坦
气生菌丝%丛卷
毛状
颜色%白色

形状%倒梨型或
球型
气生菌丝%单生
或成链

形状%球状
颜色% 无 色 或
红色

形状%椭圆形
大小%+ m, !N
l! m!-! !N

安卡红曲霉
#3D?&9?$

直径%"* m%% NN
形状%疮疤状
气生菌丝%稀疏
颜色%落霞红或
覆盆子红

直径%", NN
形状%平坦
气生菌丝%稀疏
颜色%粉红色

直径%"( NN
形状%平坦
气生菌丝%稀疏
颜色%红色或深
红色

形状%倒梨型或
球型
气生菌丝%单生
或成链
颜 色% 无 色 或
红色

形状%球状
颜色%红色或
橘色

形状%椭圆形
大小%+ m, !N
l( m! !N

橙色红曲霉
#3D?78?&4>?A7C$

直径%.. NN
形状%隆起’中央
开裂
气生菌丝%少量
颜色%浅铬黄色

直 径% %+ m
%* NN
形状%平坦
气生菌丝%丛卷
毛状
颜色%白色

几乎不生长 形状%倒梨型
气生菌丝%单生

形状%球状 形状%卵形
大小%+ m, !N
l( m!-! !N
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%-%#8U6 和 !)EPQPF;A 基因的数据统计与分析
利用 8U6"08U6( 通用引物扩增获得 ." 株红曲

霉 8U6 序列"经琼脂糖凝胶电泳参照 ZD’R:HMGH估
算分子量大小约为 !%$ Q@#胶图未展示$"测序后利
用 R=法对 ." 株供试菌株及 "$ 株来自 \GAO:AM 数
据库#表 " 中编号为 .% m(" 的菌株序列$中的 8U6
序列聚类分析"并构建系统发育树"见图 " #左$*
( "(! 个8U6 数据集的平均遗传距离#Z$为 $-$"$"
由进化树结果分析发现"(" 株红曲霉 8U6 序列分为
. 个大簇%红曲霉 6X6)" m6X6).’ 6X6)+’ 6X6)*’ 6X6)
"" m6X6)%"" 火 红 色 红 曲 霉 C\RCC .-"!,($’
C\RCC .-$***" 安 卡 红 曲 霉 C\RCC .-(+",’
C\RCC.-(*""’ ’I(!*(,." 紫 色 红 曲 霉 C\RCC
.-/,*’XD/(%++""橙色红曲霉 C\RCC.-(.*( 聚为

一簇"说明这 %( 株红曲霉的亲缘关系较为相近"红
曲霉 6X6)" m6X6).’6X6)+’6X6)*’6X6)"" m6X6)%" 可
能为紫色红曲霉’火红色红曲霉’安卡红曲霉和橙
色 红 曲 霉 其 中 一 种& 红 色 红 曲 霉 XD/(%+!*’
a[+.!*!$"丛毛红曲霉 a[+.!*!%’ C8CC ($,"$’
C\RCC.-$*/,"烟灰色红曲霉 IX/,($(*’XI,,+"+%’
C\RCC .-%$/." 烟 色 红 曲 霉 9R"**((+’
9R"**((.’C\RCC.-%"+$’C\RCC.-"$/*"发白
红 曲 霉 C\RCC .-!+*" 巴 克 红 曲 霉 C\RCC
.-((!%’C\RCC.-!*.( 和 锈 色 红 曲 霉 C\RCC
.-%*./ 聚为一簇"说明上述菌株亲缘关系较近&而
佛罗里达红曲霉 ’[+%/("* 单独聚为一簇"说明佛
罗里达红曲霉相对其他两簇内红曲霉而言"亲缘
关系相对较远*

注%实心圆为本试验供试菌株&空心圆为 DCO8中的参考菌株

图 "#基于 8U6#左$和 !)EPQPF;A#右$序列构建的 R=系统发育树
I;BPHG"#R:<;NPNF;MGF;5??J @5KF?BGAGE;3EHGGQ:LGJ ?A 8U6#F;4E$ :AJ L@:HE;:F!)EPQPF;A#H;B5E$ LĜPGA3GEHGG

##." 株红曲霉 !)EPQPF;A 的部分基因通过 ]C&扩
增获得"凝胶电泳#胶图未展示$显示片段大小约为
" $$$ Q@"通过 RGB:,-$ 软件"采用与 8U6 的相同算
法"对 ." 株供试菌株和 ! 株#表 " 中编号为 (% m(+

菌株序列 $ 来自 \GAO:AM 数据库中的红曲霉 !)
EPQPF;A 序列进行建树分析"结果见图 "#右$* .! 个
!)EPQPF;A 数据集的平均遗传距离为 $-$"*"其分类
与 8U6 分类相似"同样分为 . 大类%红曲霉 6X6)" m
6X6).’6X6)+’6X6)*’6X6)"" m6X6)%""火红色红曲霉
C\RCC .-"!,($’ C\RCC .-$***" 安 卡 红 曲 霉
C\RCC .-(+",’ C\RCC .-(*""" 紫 色 红 曲 霉
C\RCC .-/,*’ a]%!/%*+" 橙 色 红 曲 霉 C\RCC
.-(.*( 聚为一簇&第二大类除包含与 8U6 第二类相

同的 / 株供试菌株外"还包括作为参考菌株的丛毛
红曲霉 aU$,!%,!’巴克红曲霉 Z_%//*/! 和红色红
曲霉 ’[(/*!/%&参考株佛罗里达红曲霉 Z_%//*/+

作为簇外组"同样聚于两簇之外*
]’&a等 ("%)利用 8U6 和 !)EPQPF;A 部分基因分

析安卡红曲霉’紫色红曲霉’丛毛红曲霉和红色红
曲霉的遗传进化关系发现"丛毛红曲霉和红色红曲
霉尽管形态学上有明显差异"但分子生物学手段倾
向于将两个种聚为一类"而安卡红曲霉和紫色红曲
霉聚为另一类"这与本研究结果一致* 图 " 的进化
树结果虽然能够将不同种红曲霉分组"但相同种红
曲霉#形态学上$仍然无法很好的聚为一簇或有更
为相近的进化距离"由于环境压力和极端温度会增
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加突变的几率"影响基因的多样性 (",)"*) "一些基因
层面的突变并不能完全展现在表型上"红曲霉的分
类可能存在表型和基因型鉴定不一致的情况"因此
需建立更为精细和完善的红曲霉分类鉴定方法以
利于将红曲霉鉴定到种*
%-.#6&’]和基因多样性分析

利用筛选的 , 对 6&’]引物对 ." 株红曲霉基

因组进行扩增"扩增结果见图 %#部分结果展示$"由
图 % 结果计算得出 , 对引物扩增的条带大小分布在
"$$ m, !$$ Q@ 之间"经统计扩增的总条带数为 ,(
条"其 中 多 态 性 条 带 为 +. 条" 多 态 性 比 率 为
*!-"(‘"每对引物平均可以扩增得到 "$ 个条带"说
明所筛选的特征引物能够获得较多的多态性条带"
可用于红曲霉指纹图谱的进一步分析*

注%’’O’C’Z分别为引物 NG")GN%’NG")GN(’NG%)GN(’NG.)GN+ 产生的扩增图谱&R为 ZD’R:HMGH&泳道 "’"" m",’%"’%%’%! m%/

分别为参照菌株 C\RCC.-(.*(’C\RCC.-"$/*’C\RCC.-$*/,’C\RCC.-((!%’C\RCC.-!*.(’C\RCC.-%"+$’C\RCC.-!+*’

C8CC($,"$’C\RCC.-(*""’C\RCC.-"!,($’C\RCC.-%*./’C\RCC.-%$/.’C\RCC.-(+",’C\RCC.-$*** 和 C\RCC.-/,*&

泳道 % m"$’"* m%$’%. m%(’.$ m." 分别为红曲霉 6X6)"( m6X6)"+’6X6).’6X6)"*’6X6)"/’6X6)%"’6X6)*’6X6)",’6X6)"’6X6)".’

6X6)%$’6X6)+’6X6)%’6X6)""’6X6)"%

图 %#." 株红曲霉基于 6&’]分子标记技术的 ]C&扩增产物
I;BPHG%#’N@F;4;3:E;?A @H?JP3ELBGAGH:EGJ 4H?NEGLEGJ LEH:;ALT;E5 6&’]N:HMGHL

##扩增得到的指纹图谱用于进一步聚类分析"."
株供试菌株的 6&’]利用 &软件 @5:AB?HA 包中的
I;BUHGG软件进行建树"结果见图 .* 由图 . 分析发
现"利用 6&’]分子标记技术可将 ." 株供试菌株分
为 ( 个大簇"其中簇 8包含了 % 株安卡红曲霉
#C\RCC.-(*""’C\RCC.-(+",$和红曲霉 6X6)."
说明 6X6). 可能为安卡红曲霉* 簇"包含两个亚
类"第一亚类包含红曲霉 6X6)+ 和橙色红曲霉
C\RCC.-(.*("说明 6X6)+ 可能为橙色红曲霉&第
二亚类包 含了 火 红 色 红 曲 霉 C\RCC .-$***’
C\RCC.-"!,($"紫色红曲霉 C\RCC.-/,*"及红
曲霉 6X6)"’6X6)%’6X6)* 和 6X6)"" m6X6)%""说明红
曲霉 6X6)"’6X6)%’6X6)* 和 6X6)"" m6X6)%" 可能为火
红色红曲霉或紫色红曲霉* 簇 888包含丛毛红曲霉
C8CC($,"$’C\RCC.-$*/,* 簇 8d包含了巴克红
曲霉 C\RCC.-!*.(’C\RCC.-((!%"发白红曲霉
C\RCC.-!+*"烟色红曲霉 C\RCC.-%"+$’C\RCC
.-"$/*"锈色红曲霉 C\RCC.-%*./ 和烟灰色红曲
霉 C\RCC.-%$/."进化关系上显示簇 888和簇 8d
菌株进化距离较为相近"且该簇结果与 8U6 和 !)
EPQPF;A 基因聚类得到的结果较为一致*

图 .#." 株供试菌株 6&’]聚类分析图
I;BPHG.#ZGAJH?BH:NL?4." 3%&?CA7CLEH:;ALQ:LGJ ?A

L;N@FGN:E35;ABN:EH;<4H?N6&’]N:HMGHL
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.#讨论
利用分子标记技术辅助形态学分类一直是真

菌鉴定分类行之有效的手段"本研究采用两大分类
技术 ( 种方法"研究了 ." 株红曲霉的遗传多样性"
并将其中 "+ 株食品工业用红曲霉鉴定到种"通过表
型研究表明""+ 株食品工业用红曲霉可能属于红曲
霉属内的紫色红曲霉’安卡红曲霉和橙色红曲霉"
经 8U6 和 !)EPQPF;A 部分基因同源序列聚类分析发
现""+ 株待鉴定菌株的确聚于含有火红色红曲霉’
安卡红曲霉’紫色红曲霉和橙色红曲霉参照菌株的
分类组中* 利用 6&’]分子标记技术聚类分析进一
步确证了上述分析结果"红曲霉 6X6). 与安卡红曲
霉 C\RCC.-(*"" 和 C\RCC.-(+", 聚为簇 8"说明
6X6). 为安卡红曲霉&红曲霉 6X6)+ 与橙色红曲霉
C\RCC.-(.*( 聚为簇"的其中一簇"说明 6X6)+ 为
橙色红曲霉&剩余的 "( 株待鉴定菌株与紫色红曲霉
C\RCC.-/,* 和火红色红曲霉 C\RCC.-$***’
C\RCC.-"!,($ 聚为簇"的另一簇"结合表型分析
该 "( 株红曲霉均被鉴定为紫色红曲霉*

依据 8U6’!)EPQPF;A 部分基因和 6&’]分子标记
技术构建的进化树分析红曲霉的亲缘关系和遗传
多样性发现%紫色红曲霉’橙色红曲霉’火红色红曲
霉和安卡红曲霉在遗传进化关系上较为相近"聚在
簇"的紫色红曲霉虽然都被鉴定为紫色红曲霉"但
仍然进一步分为不同的三个亚簇"分析可能是因为
菌株的地域来源不同"导致其种内的分子分型出现
差异&烟色红曲霉’烟灰色红曲霉’发白红曲霉’锈
色红曲霉’红色红曲霉’巴克红曲霉’丛毛红曲霉在
亲缘关系上距离较近"红曲霉这两大簇的划分与
69’Y等 ("/)利用 6&’]和 866&分子标记技术对红
曲霉进行分类的结果一致&而佛罗里达红曲霉与这
两簇红曲霉亲缘距离较远*

综上所述"利用 8U6 和 !)EPQPF;A 部分基因可将
." 株红曲霉依据亲缘关系远近分为两大类"而同样
基于 ]C&扩增的 6&’]分子标记技术可将 ." 株红
曲霉分为 ( 个大簇"其分类精细度要高于依赖于
8U6 和 !)EPQPF;A 管家基因的分子生物学分类方法"
且对红曲霉属内种的分类更为精细’准确"可能由
于相较依赖某一基因或转录间区"基因组 ZD’范围
内更多的特异性基因被标记并用于参与统计分类"
因此 6&’]分子标记技术具有更多的分类依据"结
合表型分析能够帮助更快’更精确的将红曲霉鉴定
到种*
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