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大曲中可培养霉菌多样性的分子分析
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摘 要：从中温大曲中分离98株霉菌进行纯培养，通过形态和培养特征初步分析后得到6个不同

的类群，从各类群中随机选取1个代表菌株进行5．8S-ITS序列分析和系统发育分析。结果表明，

分离的菌株分布在Monascus属、Eurotium属、Rhizopus属、Cladosporium属、Penicillium属、

Absidia属等6个已知真菌属，揭示了中温大曲中霉菌的多样性。
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Molecular Analysis on Diversity of Culturable Mold Isolated

from Medium Temperature Daqu
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Abstract：In this manuscript，98 mold strains were isolated from medium temperature Daqu using

PDA culture medium．By analysis of the morphology and culture characteristic，the isolatas were

clustered into 6 genotypes，and the representatives of each genotype were randomly chosen for

the determination 5．8S-ITS region sequences．The phylogenetic analysis indicated that all of the

isolates were clustered into 6 group：Monascus，Eurotium，Rhizopus，Cladosporium，Penicillium
and Absidia，respectively．These results show that the good diversity of mold in medium

temperature Daqu．
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大曲是大曲酒生产的糖化剂和发酵剂，含有多

种微生物及其产生的多种酶类，它构成了酿酒过程

的内在动力‘1’2|。由于大曲的生产是传统工艺，自

然培菌来网罗和富集环境中的微生物。因此，大曲

中的微生物组成十分复杂。

曲中微生物多样性认识，但

段的限制，基本上是以传统

来进行分类和鉴定‘1’3|。

多年来，人们致力于大

由于受技术以及研究手

的形态和生理生化特征
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以分子生物学方法为基础的微生物分子生态

学，为人类认识自然界微生物群落组成的多样性提

供了极大便利。5．8S-ITS是介于18S rDNA、5．8S

rDNA和28S rDNA之间的区域，该区域进化速度

较编码区快。已有的研究表明，5．8S-ITS在真菌的

种间存在着丰富的变异，而种内不同菌株间却高度

保守，可以为真菌的系统发育和分类鉴定提供丰富

的遗传信息。目前5．8S-ITS序列已广泛应用于真

菌分子分类学、分子系统及其多样性等方面的研

究E4-sJ。作者从大曲中进行霉菌的分离，在获得纯

培养菌株的基础上，以5．8S-ITS序列分析为依据，

对大曲中可培养霉菌的多样性进行分子分析，为揭

示大曲中丰富的霉菌资源提供理论基础。

1材料与方法

1．1样品、培养基与试剂

中温大曲由河南省卧龙酒厂提供；菌株分离培

养基为PDA培养基；TaqDNA聚合酶，dNTP，

aDNA／EcoR I+HindⅢmarker，DL2000 marker

均购自鼎国公司；5．8S—ITS扩增引物ITS4和ITS5

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

1．2菌株分离

将曲样在无菌操作的条件下粉碎(包括外、中、

内3层的混合曲样)，用稀释平板法分离大曲中的

霉菌，挑取形态不同的菌落分别纯化并保存。

1．3菌株的初步鉴定和归类

参照文献[7，8]，对分离菌株的产胞结构、分生

孢子梗着生情况、孢子形态与颜色等特征进行观

察，并对所有菌株进行初步分类，将形态和培养特

征高度一致的归为同一类群。

1．4 DNA的提取

各类群选取1个代表菌株，从生长约4～5 d的

PDA平板上刮取代表菌株的菌丝体，用CATB

法[93提取DNA，检测后置于一20℃冰箱中备用。

1．5 PCR扩增和测序

用真菌通用引物ITS4(5’TCC TCC GCT TAT

TGA TAT GC一3’)和ITS5(5，_GGA AGT AAA

AGT CGT AAC AAG G一3’)PCR扩增各类群代表

菌株的ITSl-5．8S rDNA-ITS2区域序列。PCR反

应体系(25"I。)：10xPCR缓冲液(含20／lmol／L的

M92+)2．5弘L，引物ITS4／ITS5(10 timol／L)各1

弘L，模板DNA(约50 ng／mL)1．0肛L，dNTP(10

mmol／L)o．5肚L，Taq酶(5 U／>L)0．2肛L，双蒸水

18．8￡￡L。PCR扩增条件：94℃1 rain；56℃1

min；72℃1．5 min，36个循环。

所得PCR产物送上海生工生物工程技术服务

有限公司纯化后，用PE公司BigDye循环测序试

剂盒在ABI 377型DNA自动测序仪上进行直接双

向测序，正反向测序引物分别为上述ITS4和ITS5。

1．6构建系统发育树

根据测序结果，利用BLAST搜索软件在Gen—

Bank核酸序列数据库中进行同源序列搜索，以比较

代表菌株与已知霉菌相应序列的相似程度。根据

同源序列搜索结果，下载相关霉菌种的5．8S-ITS

序列，与代表菌株的5．8S—ITS序列放在一起，用

CLUSTALXl．8软件[103进行多序列比对，并采用

Neighbor—joining法n¨进行系统进化树构建和同源

性比较。

2结果与分析

2．1 菌株的分离和初步归类

采用稀释平板法从混合曲样中分离到98株大

曲霉菌，它们的表型特征丰富多样。根据其产胞结

构、分生孢子梗着生情况、孢子形态与颜色等，将分

离到的菌株初步归为6个类群，分别编号为DQY一8

到DQY-13。

2．2 DNA的提取和PCR扩增

用CATB法提取了6个代表菌株的总DNA，

DNA片段较为完整，大小主要集中在21．2 kb左右

(见图1)。以ITS4和ITS5为引物通过特异性

PCR反应扩增得到5．8 S-ITS序列，扩增产生的

DNA片段为单一条带，片段大小长度约为600～

800 bp，扩增产物无明显非特异扩增现象(见图2)。

A．ADNA／EcoR I+HindllI；B．菌株DQY一8；C．菌株DQY一

9；D．菌株DQY一10；E．菌株DQY—11；F．菌株DQY一12；G．

菌株DQY—13

图1代表菌株总DNA电泳图

Fig．1 Agarose gel electrophorsis of total DNA of repre—

sentative strains
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在系统发育树中，6个代表菌株分别与Monas—

CUS属、Eurotium属、Rhizopus属、Cladosporium

属、Penicillium属、Absidia属等6个已知真菌属聚

为一支，相互之间的亲缘关系较远，表明大曲中的

霉菌有着很高的遗传多样性和种属多样性。然而，

不同的菌株却位于不同的亚分支上。菌株DQY一8

与Monascus pilosus聚在进化树的同一个亚分支

上，其相似性为100％，这表明DQY一8属于Monas—

CUS pilosus相同种；DQY一11与Rhizopus oryzae相
A·D1J2000“8。ke‘；＆菌株DQY一8；c·菌株DQY一9；D·菌

似性为100％，并聚在进化树的同一个亚分支，作者

乏竺{。叭E菌株DQHll；R菌株DQY。12；G。菌株 认为DQY一11应属于R^iz。户“s。，．yz口P相同种；菌nnv 1口 P⋯ ⋯⋯。⋯—一f⋯一。，⋯⋯⋯，H
图2代表菌株5．8S-ITS序列电泳图 株DQYq2与Penicillium expansum相似性为

Fig．2 Aga嘲e gel eIectrophorsis of ITS sequenees of 99．2％，聚在进化树的同一个亚分支，根据这个结

representative strains 果，DQY-1 2应属于Penicillium expansum相同

2．3 5．8S-ITS序列分析 种；菌株DQY—13与Absidia corymbifeva相似性

测定6个代表菌株的5．8S-ITS序列，将获得 为i00％，聚在进化树的同一个亚分支，根据这个结

代表菌株的5．8S-ITS序列与GenBank数据库中已 果，DQY一13应属于Absidia corymbifera相同种；

知相关菌株序列进行比较。采用CLUSTALXl．8 菌株DQY一9和DQY-lO与已知种的5．8S-ITS序

软件进行多序列匹配排列，根据Neighbor—joining 列相似性都较高(>99％)，分类地位须进一步研究

法构建系统发育树(见图3)。 确定。

GMl3

圈3基于5．8S-ITS序列构建的系统进化树状围

Fig．3 Phylogenetic tree showing the relationships among type strains and isolates from Daqu based on 5．8S-ITS se—

quence
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3 结 论

通过对中温大曲中霉菌的表型及遗传多样性

的研究，发现大曲中的霉菌具有丰富的多样性，主

要分布在Monascus属、Eurotium属、Rhizopus属、

Cladosporium属、Penicillium属、Absidia属等6
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