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　　摘要：对侵染中国江苏沿海滩涂盐碱地的互花米草茎和叶上真菌进行分离纯化，得到１株与侵染互花米草海洋真
菌形态极其相似的菌株ＹＤＣ０７。对菌株ＹＤＣ０７进行培养性状观察和形态学鉴定，发现该菌与中国新记录菌属互花米
草比尔格纳菌十分相似；通过ｒＲＮＡ基因ＩＴＳ序列分子生物学鉴定，发现该菌与比尔格纳菌属中互花米草比尔格纳菌
相似度为９６％～９９％，在进化树中显示亲缘关系最近；该真菌可以侵染互花米草秸秆，使其生物量逐渐减少。菌株
ＹＤＣ０７ｒＲＮＡ－ＩＴＳ序列相关信息提交ＮＣＢＩ数据库，获得ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＪ４５９３６３。菌株ＹＤＣ０７是在江苏沿海滩
涂盐碱地互花米草上新发现的一种比尔格纳菌属海洋真菌。
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　　互花米草１９７９年引入我国，在减缓风暴潮压力、保护滩
堤、促进围垦、消除近海污染等方面［１］发挥着积极作用，具有

重要的生态价值，但因其耐受力和繁殖能力强等特性，导致其

在与本土物种竞争、挤占贝类栖息地、改变滩涂景观、降低生

物多样性等方面［２］产生消极作用，互花米草已成为我国沿海

主要的入侵物种［３］。Ｋｏｈｌｍｅｙｅｒ等研究资料显示，目前已经报
道来自互花米草的专性和兼性海洋真菌有３９种［４－５］，这些海

洋真菌具有很强的分解木质纤维素和动植物尸体的能

力［６－８］，具有潜在的应用价值。不过，对互花米草中海洋真菌

的长期研究发现，仍然有很多未知海洋真菌没有被发现。研

究表明，ｒＲＮＡ－ＩＴＳ区在种内非常保守，种间却有较大变异。
通常情况下，每种真菌的单倍体基因组 ｒＲＮＡ拷贝数都会超

过１００个，可以很容易地从少量真菌组织中检测到ｒＲＮＡ；ＩＴＳ
区在真菌的种或变种之间虽然相似性很高，但仍有足够的种

间序列差异，可以选择一些序列作为专化性引物［９］。目前，

ｒＲＮＡ－ＩＴＳ区分子检测是研究真菌菌种间同源性和遗传关
系，进行菌种鉴定的一种有效方法［１０－１２］。

试验以江苏沿海滩涂盐碱地互花米草（Ｓｐａｒｔｉｎａａｌｔｅｒｎｉｆｌｏ
ｒａ）植株的茎和叶为材料，对其进行海洋性真菌的分离纯化，
并通过形态学观察及ｒＲＮＡ－ＩＴＳ序列分析对菌株进行鉴定，
为海洋性真菌的合理开发利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试样采集
互花米草茎和叶，于２０１２年１０月９日采自江苏省大丰

市大丰港沿海滩涂盐碱地。采集后的样品分成２份，１份直
接用于真菌分离，另１份于４℃冰箱短期保存，备用。
１．２　试剂与仪器

主要试剂有：异丙醇、甲醇、氯仿、无水乙醇，均为分析纯，

市购；琼脂粉、十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）、十二烷基硫
酸钠（ＳＤＳ）等，市购；１０Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶、脱氧核糖核
苷酸（ｄＮＴＰｓ），购自 ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公
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司生产；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒，Ａｘｙｇｅｎ公司生产。主要仪器
有：真空抽滤装置，光学显微镜。

１．３　真菌的分离与纯化
真菌分离参照方中达的方法［１３］进行，具体步骤为：把采

集的互花米草叶和茎，浸泡在７０％乙醇中１０ｓ，无菌水反复
漂洗３～５次；用有效氯含量３４．０～４６．０ｇ／Ｌ的 ＮａＣｌＯ溶液
（巴氏消毒液），对互花米草叶和茎表面消毒３ｍｉｎ，用无菌水
反复漂洗３～５次；将漂洗过的互花米草叶和茎用无菌滤纸吸
去表面水分，移入ＰＤＡ培养基平板中，于２８℃恒温培养箱中
倒置培养；当菌丝体产生时，切去边缘菌丝接种到新的 ＰＤＡ
培养基平板上纯化；反复纯化３代以上，得到纯种真菌菌丝。
ＰＤＡ培养基配方为去皮马铃薯２００ｇ、葡萄糖或蔗糖１８ｇ、琼
脂１８ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ；１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．４　形态学鉴定
１．４．１　培养性状观察［１４－１７］　将分离到的菌株 ＹＤＣ０７接种
于ＰＤＡ平板中央，２８℃静置培养；在培养１、３、５、７、１５、３０ｄ
后观察、拍照、记录菌落形状、大小、色泽变化、表面菌丝和边

缘特征、菌落质地及是否产生色素、是否产生孢子和产生孢子

种类等。

１．４．２　光学显微特征观察　将载玻片洗净擦干，中间添加１
滴灭菌水；用解剖针挑取少量菌丝体置于水滴中，让其充分散

开；盖上干净的盖玻片，置于显微镜下镜检观察菌丝体粗细、

分枝、是否有隔及是否产生分生孢子等特征。

１．５　分子鉴定
１．５．１　真菌基因组 ＤＮＡ提取　将经分离纯化的真菌菌株
ＹＤＣ０７的菌丝接种于 ＰＤＡ培养基中，２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床
培养３ｄ；通过真空抽滤装置过滤收集菌丝体，冷冻干燥；经液
氮研磨，转移至１ｍＬＥＰ管中，采用改良ＳＤＳ－ＣＴＡＢ法［１８］提

取基因组ＤＮＡ，溶解于加有适量１０μｇ／ｍＬＲＮａｓｅＡ的ｄｄＨ２Ｏ
中；用１％琼脂糖凝胶电泳检测。真菌基因组 ＤＮＡ提取液置
于－２０℃保存，备用。
１．５．２　真菌ＩＴＳ序列克隆　以真菌菌株ＹＤＣ０７基因组ＤＮＡ
为模板，用Ｗｈｉｔｅ等设计的植物真菌通用引物 ＩＴＳ４：５′－ＴＣ
ＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′和 ＩＴＳ５：５′－ＧＧＡＡＧＴＡ
ＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３′作为上下游引物［１９］，进行ＩＴＳ序列
ＰＣＲ扩增。扩增体系为 ５０μＬ：５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，４μＬ
２５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，１μＬ２０μｍｏｌ／ＬＩＴＳ４，１μＬ２０μｍｏｌ／Ｌ
ＩＴＳ５，１μＬ模板 ＤＮＡ５０ｎｇ，０．５μＬ１０Ｕ／ＬＴａｑ聚合酶，
３７．５μＬｄｄＨ２Ｏ。扩增条件为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸

１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳，参照使用说明
书，使用ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒进行纯化回收；经纯
化回收的产物与 ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，转化感受态细胞
ＤＨ５α；在含 Ａｍｐ／ＩＰＴＧ／Ｘ－ｇａｌ的 ＬＢ平板上，经蓝白斑筛选
得到阳性白斑；通过碱法提取重组质粒 ＤＮＡ，经 ＥｃｏＲⅠ和
ＨｉｎｄⅢ单双酶切鉴定及ＰＣＲ扩增检验阳性克隆产物，经鉴定
为阳性的质粒送到南京金斯瑞公司进行 ＤＮＡ测序（ＡＢＩ
３７３０ｘｌＤＮＡａｎａｌｙｚｅｒ，Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ，ＵＳＡ）。
１．５．３　真菌ｒＲＮＡ－ＩＴＳ序列系统进化分析　测得的序列在
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行 Ｂｌａｓｔｎ相似性比对，下载同源性较高
的序列，用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３［２０］软件进行多级比对；利用 Ｂｉｏｅｄｉｔ
软件手工将比对结果进行加工，去掉长序列的多余部分；用

ＭＥＧＡ４．０软件构建系统进化树［２１］，进化树由 ＢｏｏｔｓｔｒａｐＴｅｓｔ
ｏｆＰｈｙｌｏｇｅｎｙ中Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）法制作完成。
１．６　互花米草秸秆被真菌 ＹＤＣ０７侵染后症状及其生物量
变化

把晒干的互花米草秸秆高温灭菌，称量记录秸秆的干质

量；接种针挑取一块真菌菌丝放到 ＰＤＡ平板中央，没有接种
菌丝的ＰＤＡ平板做为对照；将灭菌的互花米草秸秆在无菌条
件下分别接种到有菌丝和没有菌丝的ＰＤＡ培养基四周，每天
观察记录真菌对互花米草秸秆的侵染情况；接种７、１４、３０ｄ
后取出平行的３组互花米草秸秆，去除菌丝并晒干，称量记录
秸秆的干质量。

２　结果与分析

２．１　培养性状
由图１可见，菌株 ＹＤＣ０７菌丝在 ＰＤＡ培养基上前期生

长速度较慢，后期较快，且为等径生长，７～８ｄ即把直径为
９ｃｍ的平板铺满；菌丝前期为白色透明状，后逐渐转变为浅
褐色，最后转变为黑褐色，生长到后期，菌丝开始老化变成深

黑褐色；菌落形态为转轮状，中长细杆绒丝状，层状排列，大量

时呈发丝状堆积，边缘整齐，边缘一圆环状菌丝与内部圆形菌

丝颜色稍有差别；培养３ｄ的气生菌丝为白色，呈绒状，基内
菌丝产少量灰褐色脂溶性色素，５ｄ左右气生菌丝表面逐渐
呈灰褐色，脂溶性色素颜色加深，７ｄ后培养基色素呈黑褐
色，表面灰褐色菌丝逐渐转变为黑褐色，１５ｄ时气生菌丝全
部变为黑褐色，脂溶性色素彻底转变为深黑褐色，３０ｄ左右
菌丝开始成块老化脱落。菌株 ＹＤＣ０７菌落的生长特征与互
花米草比尔格纳菌（Ｂ．ｓｐａｒｔｉｎａｅ）及小麦全蚀病菌（Ｇａｅｕｍａｎ
ｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓ）特征［２２］相吻合。

—３４３—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１期



２．２　光学显微特征
由图２可见，菌株ＹＤＣ０７菌丝体细长，交织成网状，部分

分枝与主枝成直角或锐角，菌丝有隔；随着菌丝生长，菌丝逐

渐变粗、变成熟，菌丝顶端会逐渐出现螺旋成团状分布的分生

孢子，孢子不断变多、变大、成熟。菌株ＹＤＣ０７的菌丝特征与
互花米草比尔格纳菌及小麦全蚀病菌基本一致［２２］。

２．３　真菌ｒＲＮＡ－ＩＴＳ序列进化分析
菌株ＹＤＣ０７基因组 ＤＮＡ的提取结果如图３－Ａ所示。

ｒＲＮＡ基因 ＩＴＳ序列扩增引物 ＩＴＳ４和 ＩＴＳ５的扩增区段包括
１８Ｓ和 ２８Ｓ的部分序列及 ＩＴＳ１、ＩＴＳ２和 ５．８Ｓ的全部序
列［２３］，菌株ＹＤＣ０７基因组的扩增结果为５９８ｂｐ（图３－Ｂ）。

　　菌株ＹＤＣ０７基因序列在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中 Ｂｌａｓｔ检索，
经初步比对，提交序列与１００条序列相似性很高，比对ｅ值都
为０。表１为列出的部分比对结果，由此可见，提交序列与来
自于互花米草比尔格纳菌种的 ＩＴＳ１－５．８Ｓ－ＩＴＳ２区段相似
度为９６％～９９％、覆盖率为８９％～９４％，其中，与Ｂｕｅｒｇｅｎｅｒｕ
ｌａｓｐａｒｔｉｎａｅｓｔｒａｉｎＳＡＰ１２、ＢｕｅｒｇｅｎｅｒｕｌａｓｐａｒｔｉｎａｅｓｔｒａｉｎＳＡＰ１２４
和ＢｕｅｒｇｅｎｅｒｕｌａｓｐａｒｔｉｎａｅｓｔｒａｉｎＳＡＰ１２６的同源性最高，相似性
为９９％，其次是 ＢｕｅｒｇｅｎｅｒｕｌａｓｐａｒｔｉｎａｅｓｔｒａｉｎＡＴＣＣ２２８４８，相
似性为９６％；提交序列与很多小麦全蚀病菌属品种和几株
Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｓａｌｖｉｎｉｉ品种、柱孢属品种（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎ）的
ＩＴＳ１－５．８Ｓ－ＩＴＳ２区段序列相似度较高，同源性在８９％ ～
９５％、覆盖率在７３％～９７％。
　　由图４可见，菌株ＹＤＣ０７与Ｂ．ｓｐａｒｔｉｎａｅ归为１族。根据

ｒＲＮＡ－ＩＴＳ区序列同源性分析，菌株ＹＤＣ０７ｒＲＮＡ－ＩＴＳ序列
与互花米草比尔格纳菌品种同源性最高，结合该菌的培养性

状、光学显微观察结果，确定菌株ＹＤＣ０７为比尔格纳属真菌，
是与该属中互花米草比尔格纳菌种极其相似的一种新记录海

洋真菌。

２．４　互花米草秸秆被真菌 ＹＤＣ０７侵染后症状及其生物量
变化

由图５可见，接种真菌ＹＤＣ０７的互花米草秸秆上有菌丝
长出，而没有接种真菌ＹＤＣ０７的互花米草秸秆则没有。对接
种前后互花米草生物量统计发现，侵染真菌ＹＤＣ０７的互花米
草秸秆干质量，７、１４、２８ｄ后分别减少 ０．０１３３、０．０７０６、
０．１６６０ｇ，互花米草生物量逐渐减少。

３　结论与讨论

互花米草比尔格纳菌是丝状子囊菌中唯一一个可以直接

通过显微观察确定菌株的归属，而不需要进一步通过对真菌

ｒＲＮＡ－ＩＴＳ区扩增进行ＩＴＳ序列进化分析的菌株［５，２４］。随着

分子鉴定方法的发展，先前许多根据传统形态学特征进行物

种分类的方法受到质疑，结合分子遗传进化特征及形态学鉴

定进行物种分类，是更科学、更准确的分类方法［２５］。Ｓｃｈｒｏｅ
ｄｅｒ等研究表明，真菌 ｒＲＮＡ－ＩＴＳ序列分析对解开绝大多数
盐沼地海洋真菌分类和进化关系之谜有着极其重要的作

用［２６－２９］。Ｇｅｓｓｎｅｒ等研究认为，互花米草比尔格纳菌主要入
侵互花米草的茎和叶［５］，这个入侵部位与本试验结论较为

一致。

通过对分离自江苏沿海滩涂盐碱地互花米草海洋真菌菌

落的培养性状观察、菌丝光学显微特征观察及 ｒＲＮＡ基因组
ＩＴＳ序列系统进化分析，确定分离得到的菌株 ＹＤＣ０７和中国
新记录属中比尔格纳属互花米草比尔格纳菌（Ｂ．ｓｐａｒｔｉｎａｅ）
成员特征相吻合，因此，将其命名为Ｂ．ｓｐａｒｔｉｎａｅＹＤＣ０７。菌
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表１　菌株ＹＤＣ０７基因序列与ＧｅｎＢａｎｋ数据库比对相似率较高的菌株

序列登录号 菌株名称
相似性

（％）
覆盖率

（％）

ＡＦ４２２９６０．１ ＢｕｅｒｇｅｎｅｒｕｌａｓｐａｒｔｉｎａｅｓｔｒａｉｎＳＡＰ１２ ９９ ９４
ＡＦ４２２９６１．１ ＢｕｅｒｇｅｎｅｒｕｌａｓｐａｒｔｉｎａｅｓｔｒａｉｎＳＡＰ１２４ ９９ ９４
ＡＦ４２２９６２．１ ＢｕｅｒｇｅｎｅｒｕｌａｓｐａｒｔｉｎａｅｓｔｒａｉｎＳＡＰ１２６ ９９ ９１
ＪＸ１３４６６６．１ ＢｕｅｒｇｅｎｅｒｕｌａｓｐａｒｔｉｎａｅｓｔｒａｉｎＡＴＣＣ２２８４８ ９６ ８９
ＦＪ７４６６３９．１ ＭａｇｎａｐｏｒｔｈｅｓａｌｖｉｎｉｉｓｔｒａｉｎＡＴＣＣ３２１４９ ９３ ９４
ＡＹ１２０９３９．１ Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓｖａｒ．ｍａｙｄｉｓＧｇｍ０２ ９２ ８７
Ｕ１７２１２．１ Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓｖａｒ．ｇｒａｍｉｎｉｓＧ１ ９３ ９３
Ｕ１７２１３．１ Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓｖａｒ．ｇｒａｍｉｎｉｓＧ２ａｎｄＧ３ ９３ ９４
ＡＹ４２８７８２．１ Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓｖａｒ．ｇｒａｍｉｎｉｓｓｔｒａｉｎＧＧＧ３１７ ９３ ９２
ＡＹ４２８７８１．１ Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓｖａｒ．ｇｒａｍｉｎｉｓｓｔｒａｉｎＧＧＧ２８２ ９３ ９２
ＡＹ４２８７８０．１ Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓｖａｒ．ｇｒａｍｉｎｉｓｓｔｒａｉｎＧＧＧ１７５ ９２ ９２
ＡＹ４２８７７３．１ ＧａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｃｙｌｉｎｄｒｏｓｐｏｒｕｓｓｔｒａｉｎＧＣ３３４ ８９ ９２
ＡＹ４２８７７１．１ ＧａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｃｙｌｉｎｄｒｏｓｐｏｒｕｓｓｔｒａｉｎＣＧ３０４ ９２ ９０
ＦＪ４３０７３５．１ Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎｓｐ． ９０ ８８
ＥＵ８５３８４８．１ ＧａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｃｙｌｉｎｄｒｏｓｐｏｒｕｓｓｔｒａｉｎＡＴＣＣＭＹＡ－３３８５ ９３ ７３
ＪＦ４１４８４８．１ Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓｖａｒ．ｇｒａｍｉｎｉｓｉｓｏｌａｔｅＭ５４ ９２ ９２

株ＹＤＣ０７是在江苏省大丰市大丰港沿海滩涂盐碱地的互花
米草中分离得到的，与已报道的互花米草海洋真菌互花米草

比尔格纳菌生存环境一致，这也进一步证实ＹＤＣ０７真菌的分
类归属是正确的。目前，菌株Ｂ．ｓｐａｒｔｉｎａｅＹＤＣ０７的菌丝中存
在线粒体病毒，这是首次在江苏大丰港沿海滩涂盐碱地的入

侵植物互花米草中发现携带线粒体病毒的海洋真菌，向ＮＣＢＩ

提交真菌Ｂ．ｓｐａｒｔｉｎａｅＹＤＣ０７的ｒＲＮＡ－ＩＴＳ序列及该真菌携
带线粒体病毒的序列，获得菌株 Ｂ．ｓｐａｒｔｉｎａｅＹＤＣ０７的 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ登录号为 ＫＪ４８５７０３。另外，试验表明，如 Ｂ．ｓｐａｒｔｉｎａｅ
ＹＤＣ０７侵染互花米草秸秆，则互花米草秸秆的生物量会逐渐
减少。

本试验研究一方面丰富了入侵江苏沿海滩涂盐碱地互花
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米草的海洋真菌种类，另一方面对 ＮＣＢＩ数据库中关于沿海
滩涂互花米草的入侵海洋真菌及其携带病毒数据进行了

补充。
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