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以 18S rDNA 序列鉴定一株产纤维素酶真菌 
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摘要：采用 18S rDNA 序列分析和形态鉴定对一株具有较高纤维素酶活性的真菌 HY12 进行了鉴定。18S rDNA 序列分析表明，

菌株 HY15 与木霉属多株菌的 18S rDNA 的同源性均在 99.0%以上，而与其中的绿色木霉（Trichoderma viride）同源性达到 100.0%。

从构建的系统进化树中可以看出，HY12 与 Trichoderma viride 共同构成一个分支，并与哈茨木霉（Trichoderma harzianum）聚成一大

枝。该菌形态鉴定与绿色木霉比较接近，因此初步确定菌株 HY12 为绿色木霉菌。 
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Abstract: A fungi HY12, possessing high cellulose activity, was identified by 18S rDNA sequence and morphological observation. The 

sequence data was compared with the published sequences of relative fungi strains in Genbank. The results showed that the homology of the 18S 

rDNA sequences of strain HY12 with those of several Thichoderma strains was more than 99.0%. As shown in the phylogenetic tree, strain 

HY12 and Trichoderma viride constituted a branch and they constituted a high-order branch together with Trichoderma harzianum. Besides, the 

strain HY12 was similar with Trichoderma viride in morphological character. So the strain HY12 belonged to the species of Trichoderma viride. 
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纤维素类物质是自然界中最丰富的一种可再生资

源，全世界每年产生数以百亿吨的木质纤维素，除部

分用于饲料，造纸，纺织和燃料加工外，绝大部分被

被烧掉，既破坏了生态平衡，又污染环境，且能量利

用率低（10%左右）[1]。如将天然纤维素降解为可利

用的糖液，再进一步转化为酒精、菌体蛋白、气体燃

料（如氢气）等物质，对解决当今世界所面临的粮食

短缺、能源危机和环境污染问题具有深远的意义[2]。

因此开发和利用纤维素成为当今生物研究领域的一个

热点问题。具有分解秸秆能力的微生物主要以真菌中

的木霉为主，木霉可产生纤维素酶，其最大的潜在用

途是把纤维素类物质酶解成葡萄糖[3]。Trichoderma 
reesei 是广泛应用的纤维素产生菌[4]，其母株为菌株

QM6a 的 T. viride，Simmons 1977 年命名为 T. reesei， 
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并且选育了 QM9414，Rut C30，MCG77 等活性较高

的 T. reesei 菌株。中国科学院上海植物生理研究所从

T.pseudokoningii 诱变得到纤维素酶活性较高的菌株

EA32867 和 N2278，并在生产中广泛使用[5]。 
DNA 的测序以及数据库的建立为微生物学家研

究环境微生物多样性以及系统发育史提供了基础，而

18S rRNA 基因的研究和分析使真核生物之间的进化

关系和特定环境下微生物种群的鉴定成为可能。18S 
rDNA 内含有可变区间，可用来研究和跟踪特定有机

体和有机种群，18S rRNA 的分析可用来解决真菌的

分类和进化问题。作者筛选出的一株具有较高纤维素

酶活性的真菌，本研究对其 18S rRNA 基因片段进行

扩增、测序分析，并与在 GenBank 中相关的真菌序列

进行比对，构建系统发育树，对其遗传分类地位进行

了分析，确定该菌为为绿色木霉。 

1  材料与方法 

1.1  菌株来源 
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菌株 HY12 由本实验室从土壤中分离得到。 
1.2  培养基及培养条件 

PDA 培养基：马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，加水

定容到 1 L，pH 值自然，固体培养基加入 2%的琼脂

粉。培养温度为 28 ℃，培养时间 3~5 d。 
1.3  试剂和仪器 

pMD20-T vector Kit、PCR 试剂盒，RNase，DNA
分子量标准（λ-EcoT 14 Digest）和 DNA 限制酶购至

Takara 公司，Agarose Gel DNA Purification Kit 购至

Invetrogen 公司，其他常规试剂为国产分析纯试剂。

德国 Eppendorf 公司 BioPhotometer 分光光度计；德国

SORVALL 公司 Biofuge stratos 型高速冷冻离心机；德

国 Eppendorf 公司 Mastercycler gradient 梯度 PCR 仪；

德国 CHRIST 公司 ALPHA124 型真空冷冻干燥机；美

国 Bio2RAD 公司水平电泳仪；美国 Pall 公司

PURELAB Plus 型纯水仪等。 
1.4  形态鉴定 

将待鉴定的真菌菌株接到 PDA 平板上，置于

28 ℃下培养，每隔 12 h 观察菌落的颜色和形态。待菌

丝长到盖玻片上后，每隔 12 h 于显微镜下观察菌丝、

分生孢子梗及分生孢子的大小和形态。 
1.5  霉菌总 DNA 提取 

将试验菌株的孢子悬浮液接种于综合马铃薯液体

培养基中，28 ℃，200 r/min 振荡培养 2 d。过滤收集

菌丝体，冻干，液氮研磨后转移至 EP 管中，参考 Laura 
E1via 等[6]的方法经改良后提取基因组 DNA 作为

RAPD2 PCR 反应的模板，双蒸水（加入适量 10 mg/mL 
RNase）溶解后置-20 ℃保存备用。1%琼脂糖凝胶电

泳和分光光度法检测模板 DNA 的质量。 
1.6  PCR 扩增 18S rDNA 
1.6.1  引物 

本实验采用真菌 18S rDNA 通用引物 NS1
（ 5’-GTA- GTCATATGCTTGTCTC-3’ ） 及 NS8
（5’-TCCGCAGG- TTCACCTACGGA-3’）扩增供试

菌 HY12 的 18S rDNA 片段。 
1.6.2  PCR 反应 

用标准的 PCR 反应体系进行 PCR 扩增，反应体

系为 50 μL，ddH2O 34 μL，10×buffer 5.0 μL，dNTP 4.0 
μL，引物 NS1 2 μL，NS8 2 μL，Taq 酶 1 μL，霉菌总

DNA 稀释至适当倍数（*100）2 μL。 
循环条件：94 ℃ 5 min，循环 1 次；94 ℃ 1 min，

60 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，以上参数循环 35 次；最后

以 72 ℃循环 1 次结束。用 1%的琼脂糖电泳，EB 染

色后，在紫外下观察条带，λ-EcoT 14 Digest 用作 DNA

分子量标准。 
1.6.3  PCR 产物纯化，连接及转化 

采用 Agarose Gel DNA Purification Kit 纯化 PCR
产物，以除去反应物中的聚合酶、核苷酸、引物和盐

类，将纯化后的适量 DNA 片段连接至 pMD20-T 载体

上，重组质粒转化至大肠杆菌 DH5α宿主细胞中，使

用选择性 LB 琼脂平板筛选含重组质粒的白色克隆，

碱法提取质粒，并通过 PCR 验证准确并测序。 
1.7  序列分析及分子进化树的构建 

用 DNAstar 软件分析测序结果，并将序列与

GenBank 里面 13 株其他真菌（表 1）的 18S rDNA 序

列进行比对。应用 MEGA 3.0 软件构建系统发育树，

选用参数 p2 距离（p2distance）和成对删除（pairwise 
deletion）法，将序列资料转换成距离后用 NJ 法构树，

并用 bootstrap 进行 1000 次渐启式复制以检验枝的置

信度。 
表1 选自Genbank中用于比对的真菌菌株 

Table 1 Selected fungi with published sequences in Genbank 

 

2  结果与讨论 

2.1  形态鉴定 
菌落在 PDA 培养基表面蔓延迅速，首先形成白

色菌丝薄层，然后菌丝逐渐生长密集，菌落表面呈环

状排列，孢子成熟后菌落呈铜绿色茸状，整个菌落整

齐而扁平，菌丝体在培养基浅层伸展，和培养基结合

较为牢固，并分泌黄绿色素。显微镜下观察到该菌菌

丝透明，分枝繁多且具横隔，形成多分枝轮廓，分生

孢子梗直立无色，小枝对生，分生孢子圆形或椭圆形，

孢子壁不光滑，单个呈绿色，若干分生孢子在分生孢

子梗上聚集成孢子头。初步鉴定为半知菌亚门，丝孢

纲，丝孢目，丛梗孢科，木霉属。 
2.2  18S rRNA 基因 PCR 克隆 

参考Laura E1via等[6]的方法经改良后提取基因组

DNA，并以此 DNA 为模板，通过 PCR 反应，得到长
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约为 1.8 kb 的片段，如图 1。将 PCR 产物纯化后，与

pMD20-T 载体连接，转入大肠杆菌 DH5α中，筛选得

到阳性克隆，将得到的重组质粒进行 PCR 鉴定。 

 
图1 霉菌总DNA及 18S rDNA PCR产物 

Fig.1 PCR analysis of the total DNA and 18S rDNA of fungi 

HY12 

注：1 霉菌总 DNA；2 总 DNA 扩增的 PCR 产物；3 重组

质粒扩增的 PCR 产物；C λ-EcoT 14 Marker（19329，7743，6223，

4254，3472，2690，1882，1489，925）。 

2.3  18S rDNA 序列分析 
将菌株 HY12 的 18S rDNA 基因序列与 Genbank

内登录的 13 株不同种属的真菌的相应序列进行比对，

各菌株序列间的同源性和差异分析见表 2。 
表2 14株真菌18S rDNA基因序列的差异性和同源性/% 

Table 2 Difference and homology of 18 S rDNA sequences of the 

14 kinds of fungi 

 
注：①1~15 分别代表 HY12，Hypocrea lutea，Trichoderma 

sp，Trichoderma pseudokoningii，Hypocrea koningii，Taphrina 

deformans，Hypocrea rufa，Hypocrea jecorina，Hypomyces 

chrysospermus，Trichoderma viride，Trichoderma harzianum，

Calcarisporium arbuscula，Nectria lugdunensis，Paecilomyces 

niphetodes；②表的对角线下方为序列间的差异百分比，上方为

同源性。 

将 HY12 菌株的 18S rRNA 基因部分序列与

GenBank 内登录的 13 株不同种属的真菌的相应序列

进行比对（图 2），各株序列间的同源性和差异分析见

表 2。如表所示，菌株 HY12 与 Hypocrea lutea，
Trichoderma spirate，Trichoderma viride 和 Trichoderma 
harzianum 的同源性均在 99.0%以上，且与其中的

Trichoderma viride 同源性达到 100%，确定该菌属于

绿色木霉（Trichoderma viride）。与 Trichoderma 
harzianum 相比，菌株 HY12 在 310 bp 和 805 bp 是 C，
而这株菌则是 T。构建的分子进化树显示 Trichoderma 
viride 和 HY12 位于同一分支，而这一分支与菌株

Trichoderma harzianum 聚成一大枝。 

 
图2 以 18S rRNA 基因序列为分子标记的真菌系统进化树 

Fig.2 The positions of fungi based on 18S rRNA sequences in 

phylogenetic tree 

结合形态鉴定和 18S rDNA 序列分析的结果，我

们确定该菌属于绿色木霉（Trichoderma viride），该菌

具有较高纤维素酶活性，可广泛应用于农作物废物秸

秆等的综合处理，对该菌的研究我们将作进一步报道。 
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