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摘  要: 从厦门武夷山自然保护区土壤样品中分离得到一株可产生蛇孢假单壳素(Ophiobolins)的

丝状真菌, 编号为 F02Z2172。通过对其宏观特征、显微特征进行观察并对其 ITS、Calmodulin 和

β-tubulin 序列进行分子系统学分析, 鉴定为伪弯头曲霉, 并对伪弯头曲霉与焦色组内其他菌种的

关系进行了讨论。由伪弯头曲霉产生蛇孢假单壳素还是首次报道。 
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Abstract: A filamentous fungus F02Z2172 which is able to produce ophiobolins was isolated from 
Wuyishan Nature Reserve in Fujian province. The strain was identified as Aspergillus pseudodeflectus 
by cultural and morphological characteristics and phylogenetic analysis based on ITS rDNA, 
Calmodulin and β-tubulin sequences. The relation between A. pseudodeflectus and other species of As-
pergillus Section Usti was also discussed. This was the first report of ophiobolins produced by A. 
pseudodeflectus. 
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药用微生物主要属于细菌、放线菌、真菌等类

群。细菌和放线菌作为传统的药物微生物已经得到

广泛研究, 而真菌近年来成为各类生理活性物质的

主要来源之一[1]。 

Xa 因子(Factor X activated, Factor Xa)是一种丝

氨酸蛋白酶, 位于血液凝集级联的上游, 处在连接

内源性和外源性激活途径共同通路的中心位置。Xa

因子抑制剂既能阻断内源性凝血亦能抑制外源性

凝血的发生 , 成为近年来抗凝血药物研究的热点

之一。本实验室从大量土壤真菌代谢产物中筛选到



1206 微生物学通报 2010, Vol.37, No.8 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Xa 因 子 抑 制 剂 , 经 结 构 鉴 定 为 蛇 孢 假 单 壳 素

(Ophiobolins)[2]。 

蛇孢假单壳素是一族具有三环或四环结构的二

倍半萜类化合物, 具有杀线虫、抗真菌、抗细菌和

细胞毒等多种生物活性[3]。最近研究表明蛇孢假单

壳素体外不仅对肿瘤细胞增殖有活性而且可能对肿

瘤浸润和转移有抑制作用[4]。本实验室从厦门武夷

山自然保护区土壤样品中分离到一株产蛇孢假单壳

素的丝状真菌 F02Z2172, 并从形态学及分子系统学

角度对其进行了鉴定。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株: F02Z2172 分离自武夷山自然保护区土

壤样品。Escherichia coli DH5α 由本实验室保存。 

1.1.2  培养基: 鉴定培养基[5−6]。 

1.1.3  主要分子生物学试剂: 酵母基因组 DNA 提

取试剂盒 DP307-2 (离心柱型)购自天根生化科技(服
务)有限公司。pGEM-T easy vector, T4 DNA ligase
购于 Promega 公司; Taq DNA 聚合酶, DNA Marker 
DL 2000 及胶回收试剂盒购自 TaKaRa 公司。 
1.1.4  主要仪器设备 : 光 学 显 微 镜 (OLYMPUS 
CX31)、恒温式电热水浴锅(Pharmacia Biotech)、电

泳 仪 (Bio-Rad PAC300) 、 高 速 离 心 机 (Eppendorf 
centrifuge 5415D)、梯度 PCR 仪(Eppendorf)、扫描

电子显微镜(JSM-5600LV)。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株形态特征观察: 依据齐祖同[5]和 Klith[6]

的研究方法对 F02Z2172 进行培养, 并进行菌落大

小、质地、渗透液等特征观察; 用光学显微镜和电

子显微镜对其分生孢子梗、顶囊、分生孢子等显微

特征进行观察。 
1.2.2  ITS、Calmodulin、β-tubulin 序列的扩增及

测定: ① 基因组 DNA 的提取: 液氮研磨法破壁后

取100 mg 研磨物转至1.5 mL 离心管中, 用酵母基因

组提取试剂盒进行菌株基因组 DNA 提取。② PCR
扩增: ITS 序列使用 ITS1和 ITS4引物进行扩增[7]; 
Calmodulin 序列使用 cmd5和 cmd6引物进行扩增[8]; 
β-tubulin 序列使用 Bt2a 和 Bt2b 引物进行扩增[9]。

PCR 采用50 μL 反应体系 : 模板 DNA 3 μL, 引物

(10  mmol /L)各 1 μL,  dNTPs(每 种 成 分 均 为 2.5 
mmol/L) 4 μL, Taq 酶(2.5 U/μL) 0.5 μL, 10 × PCR 

Buffer 5 μL, 加 ddH2O 至50 μL; 反应条件 : 94°C 
5 min; 94°C 30 s, 54°C 30 s, 72°C 60 s, 30个循环; 
72°C 10 min。③ PCR 扩增产物的回收及序列测定: 
用1%琼脂糖凝胶电泳检测, 使用 PCR 胶回收试剂

盒 回 收 目 的 DNA 片 段 。 用 T4 DNA 连 接 酶 将

目 的 DNA 片 段 与 pGEM-T easy 载 体 连 接 后 转

化 Escherichia coli DH5α 感 受 态 细 胞 ,  用 含 有

100 mg/L 氨苄青霉素的 LB 平板(预先涂 X-gal 和

IPTG)进行筛选。挑取白色菌落, 过夜培养后用碱裂

解法[10]提取质粒并进行酶切鉴定, 将阳性克隆送上

海生工进行序列测定。 
1.2.3  分子 系统 发育 分析 : 将 测 得 的 ITS 、

Calmodulin 和 β-tubulin 序列在 NCBI 数据库中使用

BLASTn 程序进行比对并申请 GenBank 登录号。下

载曲霉属焦色组模式菌株的 ITS、Calmodulin 和

β-tubulin 序列, 以 Aspergillus egyptiacus NRRL 5920

作为外群, 使用 MEGA 4.1 软件 ClustalW 方法进行

聚类分析, 以 Neighbour-joining 法构建分子系统发

育树, 在分枝上标记 1000 次重复获得的自展检验

Bootstrap 值, 以评估系统发育树的置信度, 从而确

定各菌株的亲缘关系及分类地位。 

2  结果 

2.1  菌株的形态学特征 
菌株的宏观特征见图 1(A-E): 菌落在查氏琼脂

(CA)上 25°C 培养 7 d 后直径为 34 mm−36 mm; 质地

呈毡状, 致密、厚; 表面具有较深的放射状沟纹; 菌

落整体颜色呈灰褐色, 边缘呈白色; 表面有大量棕

黄色渗出液, 呈环状分布; 菌落背面呈黄色。菌落

在查氏酵母膏琼脂(CYA)上 25°C 培养 7 d 后直径为

32 mm−36 mm; 质地毡状, 致密、较厚; 表面具有浅

的放射状沟纹; 中央部位颜色较深, 呈灰褐色至脏

褐色 ,  由中央到边缘颜色逐渐变浅 , 边缘呈白色 ; 
中央部位均匀分布有大量小滴状淡棕黄色渗出液 ; 
菌落背面呈黄色。菌落在 20%蔗糖查氏酵母膏琼脂

(CY20S)上 25°C 培养 7 d 后直径为 28 mm−30 mm; 
质地致密, 绒状至毡状; 有稀疏、浅的放射状沟纹; 
菌落整体呈淡灰色, 泛绿, 边缘为白色; 无渗出液; 
菌落背面呈亮黄色。菌落在麦芽提取物琼脂(MEA)
上 25°C 培养 7 d 后直径为 43 mm−45 mm; 质地呈绒

状至棉絮状, 分布不均匀; 菌落整体呈浅灰白色。菌

落在查氏酵母膏琼脂(CYA)上 37°C 培养 7 d 后直径为 
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图 1  F02Z2172 的宏观及显微特征 
Fig. 1  Macro and micro characteristics of F02Z2172 

注: A-D: 25°C 培养 7 d 的菌落, A: CA; B: CYA; C: CY20S; D: MEA; E: CYA 37°C 培养 7 d 的菌落; F-G: 分生孢子梗, F: SEM 1000 ×; G: 
SEM 2500 ×. 
Note: A-D: Colonies at 25°C after 7 d, A: CA; B: CYA; C: CY20S; D: MEA; E: Colonies on CYA at 37°C after 7 d; F-G: Conidiophores, F: 
SEM 1000 ×; G: SEM 2500 ×. 

 

 

图 2  F02Z2172 与曲霉属焦色组菌株构建的 ITS 序列系统树 
Fig. 2  Phylogenetic tree inferred from neighbour-joining analysis of ITS rDNA sequences of F02Z2172 and  

Aspergillus Section Usti 
注: 上标 T 表示模式株; 数字代表自展值; 图例为遗传距离. 
Note: Numbers above branches are bootstrap values. Type isolates designated by a superscript T. Bar, 0.01% nucleotide substitutions per site. 
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24 mm−26 mm; 质地毡状, 致密、较薄; 表面有深的

放射状沟纹; 菌落整体呈均匀的棕褐色, 边缘白色; 
表面有少量大滴棕黄色渗出液; 菌落背面浅黄色。 

菌株的显微特征见图 1(F-G): 分生孢子梗细长, 
孢子梗直径约 6 µm, 分生孢子梗表面具有疣状突

起; 有足细胞; 顶囊近球形, 直径约 18 µm; 顶囊倾

斜着生于分生孢子梗茎上, 类似烟斗状; 分生孢子

头具有双层产孢结构, 呈半球形, 分生孢子表面有

疣状突起, 分生孢子直径约 3 µm。 
根据产孢结构为双层, 分生孢子头不呈真正绿

色 , 而呈脏褐色至灰褐色的特征, 将其鉴定为曲霉

属、巢状亚属、焦色组(Aspergillus section Usti)[5−6]。 

2.2  ITS、Calmodulin 和 β-tubulin 的序列登录号

及系统发育分析 
ITS 序列测得 538 个碱基, GenBank 登录号为

GU437198; Calmodulin 测得 575 个碱基, GenBank 登

录号为 HM060541; β-tubulin 测得 478 个碱基, Gen-

Bank 登录号为 HM060542。 

参照 Houbraken[11]和 Peterson[12]对曲霉属焦色

组系统发育的研究方法, 构建 F02Z2172 与曲霉属

焦色组模式菌株的 ITS、Calmodulin 和 β-tubulin 序

列的系统发育树。 

由 ITS、Calmodulin 和 β-tubulin 序列的系统发

育 树 可 以 看 出 , F02Z2172 与 模 式 株 Aspergillus 

pseudodeflectus NRRL 6135 的系统发育关系最近。

因 此 根 据 系 统 发 育 分 析 并 结 合 形 态 学 特 征 , 将

F02Z2172 鉴定 为曲 霉属焦 色组 的伪弯 头曲 霉 (A. 

pseudodeflectus)。 

3  讨论 

齐祖同[5]记录并描述的关于曲霉属焦色组的种

有 Aspergillus deflectus, A. ustus 和 A. puniceus。

F02Z2172 在 37°C 生长良好的特点与 A. ustus 和 A. 

puniceus 在 37°C 不能生长的描述不符; 虽然 A. 

deflectus 在 37°C 生长良好且顶囊也是倾斜(近乎直 

 

 

图 3  F02Z2172 与曲霉属焦色组菌株构建的 calmodulin 序列系统树 
Fig. 3  Phylogenetic tree inferred from neighbour-joining analysis of partial calmodulin gene sequences of F02Z2172 and 

Aspergillus Section Usti 
注: 上标 T 表示模式株; 数字代表自展值; 图例为遗传距离. 
Note: Numbers above branches are bootstrap values. Type isolates designated by a superscript T. Bar, 0.05% nucleotide substitutions per site. 
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图 4  F02Z2172 与曲霉属焦色组菌株构建的 β-tubulin 基因序列系统发育树 
Fig. 4  Phylogenetic tree inferred from neighbour-joining analysis of partial β-tubulin gene sequences of F02Z2172 and  

Aspergillus Section Usti 
注: 上标 T 表示模式株; 数字代表自展值; 图例为遗传距离. 
Note: Numbers above branches are bootstrap values. Type isolates designated by a superscript T. Bar, 0.02% nucleotide substitutions per site. 

 
角)着生于分生孢子梗上, 但 F02Z2172 在查氏琼脂

(CA)和查氏酵母膏琼脂(CYA)上的菌落特征与之相

差很大。因此需要从其他角度对 F02Z2172 进行鉴

定。以 DNA 分析为基础, 研究真菌系统发育的分子

生物学方法的出现, 成为传统分类学的有效补充[9]。

其中 ITS、Calmodulin、β-tubulin 序列分析已经广泛

应 用 于 曲 霉 属 的 分 类 研 究 中 [8−9,11−12] 。 通 过 对

F02Z2172 这 3 种序列的系统发育分析 , 最终将其

鉴定为曲霉属焦色组的伪弯头曲霉 (A. pseudode-

flectus)。  
关于曲霉属焦色组的构成目前观点不是很一

致[11−12]。Houbraken 通过对曲霉属焦色组的多项分

类研究认为其主要包括 8 个种: Aspergillus ustus、 A. 

puniceus 、 A. granulosus 、 A. pseudodeflectus 、 A. 

calidoustus、 A. insuetus、 A. keveii 和  Emericella 

heterothallica。根据代谢物谱焦色组又可以分为 3

个化学分类组 , 其中 A. pseudodeflectus、A. cali-

doustus、A. insuetus、A. keveii 同属于一个化学分类

组。在焦色组的 3 个化学分类组中只有该组的菌株

能够产生蛇孢假单壳素, 但由 A. pseudodeflectus 产

生蛇孢假单壳素尚未见报道[11]。本文的研究结果显

示 A. pseudodeflectus 同样可以产生蛇孢假单壳素, 

在一定程度上支持了根据代谢物谱分类的结论。 
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