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基于 !"# $%&’ %()%!区序列分析的 (*株白地霉
分子分类学研究

马 凯，刘光全，李金霞，姚 粟，程 池"

（中国食品发酵工业研究院 中国工业微生物菌种保藏管理中心 北京 1$$$#"）

摘 要：采用 #)E ,FG*基因 /1H/#区系统发育分析的方法对 IJII（中国工业微生物菌种保藏管理中心）保藏的 1&
株白地霉（!"#$%&’()* ’+,-&-)*）菌种进行复核鉴定。系统发育分析结果表明 1&株白地霉属于地霉属的成员，且形
成两个系统发育分支，系统发育上最接近 !+.+’$#*/’"0 1"#$%&’()* GFFK L51"&)’2，与其同源性为 ’)M%N ( ’4M%N。1&
株白地霉 #)E ,FG*基因 /1H/#区序列显著不同于地霉属的模式种及其它种，可能代表地霉属的两个新种，但这一
结论尚需进一步的实验去证实。
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白地霉（!"#$%&’()* ’+,-&-)*）是一种形态类似小型丝状
真菌的酵母菌，由于其菌落呈白色绒毛状而得名。白地霉具

有分支的菌丝体，形成单个或成链的节孢子，节孢子呈长筒

形或方形，也有椭圆或圆形。其菌体蛋白营养价值很高，广

泛用于动物发酵饲料的生产。同时白地霉也可用于白酒生

产和有机废水处理［1，#］，比如我国传统名酒55汾酒的大曲中
就含有相当数量的白地霉。在欧洲白地霉是奶酪加工中重

要的菌株，在奶酪的成熟过程中起到重要作用，同时给奶酪

提供某些特殊芳香风味［%，!］。

分类学上，白地霉属于半子囊菌纲、酵母目、假丝酵母

科、地霉属［&］，其有性型名称为 !+.+’$#*/’"0 1"#$%&’()*。文献
记载有白地霉的同物异名多达几十种［&］，比较常见的有

2#03#%+ .+’$&0 和 4,-#*/’"0 1"#$%&’()*。虽然对白地霉的研究
开展较早，在工业上使用也很广泛，但大多数白地霉工业菌

种的鉴定仍依赖于表型特征，由于其本身的复杂性和菌株的

多样性，运用分子分类方法对工业白地霉菌种准确鉴定分析

十分必要。本研究运用 #)E ,FG*基因 /1H/#区序列系统发
育分析的方法研究了 IJII保藏的 1&株白地霉菌株，旨在把
分子生物学技术应用于白地霉分类鉴定，为中心菌种质量控

制提供依据和支持。

( 材料和方法

(+( 材料
(+(+( 菌种来源与培养基：实验所用菌株共 1& 株，均为
IJII保藏，菌株培养所用培养基为 &PQR 麦芽汁培养基［)］。
各菌株相关信息如表 1所示。
(+(+! 主要试剂和仪器：5+6 酶、SG2T、/G*78,C3,购自天为
时代生物有限公司；U?.SV-3W购自北京塞百盛基因技术有限

公司；2,-X、6/2*、E/E、醋酸钾购自北京华绿渊生物技术发展
公司。凝胶成像仪（U*E"%$$，YZ-+,? 公司）；TIF 扩增仪
（[-;-ID9.3,2[，\ F3X38,9:公司）。
(+! 菌体培养
将冻干保藏的菌种复活培养后，在平板上划线分离，培

养 #$: 后挑取单菌落接种到 #$7K 液体培养基中，%$]
#$$,H7-;培养 1) ( #$:。
(+, -./扩增
基因组 /G* 提取参照文献［"，4］。酵母 #)E,FG* 基因

/1H/#区序列扩增引物 GK51HGK5!［"］由上海生工公司合成（正
向引物：&^5UI*2*2I**2**UIUU*UU****U5%^；反向引物 &^5
UU2IIU2U222I**U*IUU5%^）。 TIF 扩 增 条 件［"，4］：’!]
&7-;；’!] 17-;，&#] 17-;，"#] ’$X，%)个循环；"#] 1$7-;。
(+0 序列测定
纯化后的 TIF产物采用 *QJ%"$$基因测序仪测序。测

序工作由上海基康生物工程有限公司完成。

(+* 序列分析与系统树的构建
采用序列图谱分析软件 I:,?78X，参照正、反向序列图

谱，对序列进行人工校对；用 I.AX_8. ‘ 进行序列比对
（8.-<;73;_）；然后利用 [6U*%M1 的 G3-<:B?,5\?-;-;<法（G\）构
建系统发育树，并进行 1$$$次 Q??_X_,8+X检验。

! 结果

!+( -./扩增及序列测定
提取的 /G*片段大于 #%CB，满足 TIF扩增的需求。提

取的基因组 /G*稀释 &$ ( 1$$倍后用作 TIF扩增的模板，菌
株 #)E ,FG*基因 /1H/#区目的扩增条带大小约 )$$B+。序
列测定由上海基康生物工程有限公司完成。



表 ! 菌株编号及信息
!"#$% & !’% ()*#%+ "(, -(./+*"0-/( /. 10+"-(1

2)*#%+
3433
()*#%+

3/$$%50-/(
,"0% 6-10/+7 899$-5"0-/(1

& &:&; &<=& !2%-*%(> 4(10-0)0% /. ?->’0 4(,)10+7! 4(10-0)0% /. @-5+/#-/$/>7，3’-(%1%
85",%*7 /. A5-%(5%1!B"$-"( 85",%*7 /. A5-%(5%1

C%%, 7%"10

D &:D= &<=E !3’-(" 2"0-/("$ F"9%+ G%1%"+5’ 4(10-0)0% !A/H-%0 G)11-" C%%, 7%"10
: &:=I &<;< !3’-(" 2"0-/("$ F"9%+ G%1%"+5’ 4(10-0)0% !A/H-%0 G)11-" J$%">-(/)1 7%"10
I &IEI &<=& !K)’"(，3’-(" G%1%"+5’
; &IE< &<=& !A)( L"0MA%( N(-H%+1-07 G%1%"+5’

= &I&E &<=& ! 4(10-0)0% /. @-5+/#-/$/>7，3’-(%1% 85",%*7 /. A5-%(5%1! 4(10-0)0% /.
F$"(0 F’71-/$/>7，3’-(%1% 85",%*7 /. A5-%(5%1!8*%+-5"

F+/0%-( .%%,

O &II: &<=P !Q-(R-"( 3/)(07，S-"(>T- F+/H%(5% C%%,
P &ODE &<O< !A’"(>’"- 4(10-0)0% /. U+%V-(> 4(,)10+7 G%1%"+5’
< &OD& &<O< !A’"(>’"- 4(10-0)0% /. U+%V-(> 4(,)10+7 !K)’"(，3’-(" G%1%"+5’

&E &O:< &<O< ! A-5’)"( 85",%*7 /. C//, "(, C%+*%(0"0-/( 4(,)10+-%1 ! 2%-*%(>
4(10-0)0% /. ?->’0 4(,)10+7

G%1%"+5’

&& &OIE &<O< ! A-5’)"( 85",%*7 /. C//, "(, C%+*%(0"0-/( 4(,)10+-%1 ! B/(>.%(>
@%,-5-(% C"50/+7 /. 3’%(>,)

G%1%"+5’ "(, 9+/,)5%

&D &OID &<O< !A’"(>’"- 4(10-0)0% /. 4(,)10+-"$ @-5+/#-/$/>7 G%1%"+5’
&: &OI: &<O< !A’"(>’"- 4(10-0)0% /. 4(,)10+-"$ @-5+/#-/$/>7 G%1%"+5’

&I &OII &<O< ! S-"(>*%( A)>"+5"(% 3’%*-5"$ ."50/+7， W)"(>,/(> ! 4(10-0)0% /.
@-5+/#-/$/>7，3’-(%1% 85",%*7 /. A5-%(5%1

G%1%"+5’ "(, 9+/,)5%

&; &OI; &<O< !2%-*%(> 4(10-0)0% /. ?->’0 4(,)10+7 ! 4(10-0)0% /. @-5+/#-/$/>7，3’-(%1%
85",%*7

F+/0%-( .%%,

"#$ 系统发育分析
构建了 &;株白地霉 D=A +G28基因 B&XBD区的系统发育

树，序列一致长度为 ;D< #9。&; 个菌株与白地霉模式菌株
!"#"$%&’($)* +)&%,-$./’ 2GG? LM&O;=<! D=A +G28 基因 B&XBD
区序列相似性为 <=Y:Z [ <PY:Z。其中 &:个菌株间（图 &）
的序列相似性为 <<Z [ &EEZ（表 &中菌株 &和 I [ &;），与模
式菌株 !"#"$%&’($)* +)&%,-$./’ 2GG? LM&O;=<! 的序列相似性
为 <=Y:Z [ <OY&Z，同时与地霉属其它种相似性最高的是
!"#"$%&’($)* $-%,-M"/,"0%-- 2GG? LM&O<&:!［&&］和 !"#"$%&’($)*
,))**-- 2GG? LM&O;==!［&&］，序列相似性分别为 <IY:Z [ <IY;Z
和 <;YIZ [ <;Y=Z，远低于 D=A +G28基因 B&XBD区种间相似
性 <<Z的界限［P］。另 D 个菌株（3433 &:D= 和 3433 &:D=）间
相似性为 <<Y:Z，与模式菌株 !"#"$%&’($)* +)&%,-$./’ 2GG?
LM&O;=<! 序列相似性分别为 <PY&Z和 <PY:Z，也低于 D=A
+G28基因 B&XBD区种间相似性 <<Z的界限。

$ 讨论

早期的白地霉分类鉴定主要依据表型特征和生理生化

实验，本中心的菌种档案对这 &;株白地霉有较为详尽的记
录，包括：固体培养特征为菌落直径 :E [ ;E**，白色绒毛状、
扁平、均匀、有放射线，菌落中心突起；液体培养宏观特征为

液体表面白色绒毛状，不浑浊，无沉淀产生，无气泡产生；液

体培养显微特征为裂殖的无性生殖方式，产节孢子，节孢子

长方形、椭圆形或圆形，呈单个或链状排列，节孢子大小为

: [ &EYP!*\ =Y; [ D:YP!*；假菌丝体有二叉分枝结构；碳源
同化试验结果为同化葡萄糖、半乳糖、木糖，不同化蔗糖、麦

芽糖、乳糖、纤维二糖、阿拉伯糖（3433 &:&;同化阿拉伯糖）；
氮源同化实验结果为同化硫酸铵和盐酸乙铵，不同化硝酸

钾。根据这些数据本中心保存的 &;株白地霉符合白地霉的

描述特征，在当时的分类手段下这种分类鉴定应该说是准确

的。但随着分子生物学手段尤其是 +G28序列测定引入到
分类学中以后对酵母菌的分类学产生了巨大影响，如地霉属

的另两个有性型的种 !"#"$%&’($)* $-%,-M"/,"0%--［&D］和 ! Y
,))**--［&:］起初只是依据与 ! ] +)&%,-$./’ 很小的表型特征差
异而区分为不同的种，后来根据 B28MB28杂交［&I］、+G28序
列分析［&&］才 找 到了更充足的分类依据。 F%0%+1/( 和
^)+0_*"(［&;］（&<<&）通过比较部分酵母菌 D=A +G28基因 B&XBD
区的同源性和 B28MB28杂交值的相关性，根据所分析的酵
母菌菌株数据，提出种内该序列差异小于 &Z。^)+0_*"(和
G/#(%00［P］（&<<P）研究 ;EE株子囊菌酵母 D=A +G28基因 B&XBD
区的系统学后把这一概念扩展到所有的酵母种类中，同时依

据 D=A +G28基因 B&XBD区序列同源性提出了 ;;个酵母的同
物异名。目前 D=A +G28基因 B&XBD区已经成为酵母分类的
主要依据。近年 F-*%(0"和 @-5’"%$等主要依据 D=A +G28基
因 B&XBD区同源性差异提出了白地霉无性型的两个新种，
!)&%,-$./’ *-#1-$&#"［&=］和 !)&%,-$./’ 1/#+",)［&O］。
本实验采用 D=A +G28基因 B&XBD区序列分析的方法对

3433保藏的 &;株白地霉菌株进行了系统发育学研究，结果
显示这 &; 株白地霉菌株与白地霉模式株 !"#"$%&’($)*
+)&%,-$./’ 2GG? LM&O;=<! 的序列相似性较低（<=Y:Z [
<PY:Z）［<，&E］，其中 &:株菌株和另外 D株菌株的相似性也较
低（<=Y&Z [ <=Y:Z）。推测这 &;株菌株可能代表了地霉属
的两个新种。但是有必要指出，目前所说的 !)&%,-$./’
$"02-2/’ 或 !"#"$%&’($)* +)&%,-$./’ 实际上是一个复合种，
A*-0’（&<<;）根据 B28杂交提出 !"#"$%&’($)* +)&%,-$./’可能
包含 I个种，除 !"#"$%&’($)* +)&%,-$./’ 1%(1) 10+-50/外，还包括
!"#"$%&’($)* +)&%,-$./’ >+/)9 8，>+/)9 U，>+/)9 3［&I］。3433保
藏的 &;株“白地霉”有可能属于 !"#"$%&’($)* +)&%,-$./’ >+/)9 8

E=: @8 ^"- )% "# ] X3$%" 4-$,&5-&#&+-$" 6-0-$"（DEEO）IO（D）



图 ! !"株 #$##保藏白地霉菌株及相关种 %&’ ()*+ )!,)%区的系统发育树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ 0/12, 3/*4 ,+"#’5*/67*",",# 1,1)(8"8 *3 -’+ 9:; /<=> <%?<9 0*41", 8+@A+,.+8，0+B".-",# -’+ /+)1-"*,8’"B8 *3 !"#$%&’()*

8-/1",8 3/*4 CDCC 2"-’ .)*8+ /+)1-"E+8 ", !+,+’$#*-’". $ =A45+/8 ", B1/+,-’+8+8 /+B/+8+,- -’+ 8+@A+,.+ 1..+88"*, ,A45+/ ", F+,G1,H$
I’+ ,A45+/ 1- +1.’ 5/1,.’ B*",- "8 -’+ B+/.+,-1#+ 8ABB*/-+0 5( 5**-8-/1B$ G1/，%J 8+@A+,.+ 0"E+/#+,.+$

#/*AB G，#/*AB C中的一群。
由于我们采取的是 &CK产物直接测序，所以可以排除由

于 /K=>多态性［%L］引起的序列差异干扰种的鉴别的现象。
但是，由于这 %M株菌株生理特征接近白地霉，所以选取其它
分子标记及生理生化特性对这一研究做必要的补充将有助

于进一步阐明这一问题。随着分类学方法的改进，我们对物

种的分类就会有新的认识，所以积极把分子生物学的方法应

用于菌种的分类与鉴定十分重要。
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