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四种嗜热真菌的分离与鉴定 *
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摘要 目的：在对嗜热真菌的资源调查中，分离到嗜热真菌 20株。方法：通过形态学比较研究并结合分子分析方法。结果：鉴定出
嗜热真菌 4种，即杜邦青霉 Penicillium dupontii、疏绵状嗜热丝孢菌 Thermomyces lanuginosus、嗜热子囊菌 Thermoascus aurantiacus、
嗜热革节孢 Scytalidium thermophilum。此外，还分离到耐热真菌 1种，鉴定为不规则头梗霉 Cephaliophora irregularis，为中国新记
录种。结论：这些研究结果新增了嗜热真菌在中国的分布记载，丰富了我国西南地区嗜热真菌的菌种资源库，另外对分离获得的
嗜热真菌进行木聚糖酶活性测试，发现嗜热子囊菌为高产木聚糖酶活力的菌株。
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ABSTRACT Objective: To investigate and identify the species of thermophilic fungi according to morphology characteristic

and identification.Methods：The illustrated description of specieswas supplied. Results：Four species of thermorphilic fungi were identified,

among of them, including Penicillium dupontii, Thermomyces lanuginosus, Thermoascus aurantiacus and Scytalidium thermophilum.

One thermotolarent fungus was also isolated and identified, that is Cephaliophora irregularis, which become new record for the first time

in China. Conclusion: Among of the obtained strains, Thermoascus aurantiacus Gxu03 was the best strain producing the highest xylanase

activity.
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前言

嗜热真菌(Thermophilic fungi)是自然界中一类能够在极端

高温条件下生存的特殊真菌类群，其最低生长温度为 20℃或
20℃以上，最高生长温度为 50℃或 50℃以上。嗜热真菌在高
温条件下具有独特的生存适应能力，并可产生嗜热木聚糖酶等

特殊的代谢产物，因此它已经成为研究热稳定酶和生物进化的

重要微生物来源。木聚糖酶广泛应用于食品、饲料、化工、制药
等领域。目前木聚糖酶的生产菌种主要是中温菌，由于中温菌
具有产酶慢，酶系比活力不高且耐热性能不强等缺点，限制了

木聚糖酶的应用。嗜热真菌能够分泌耐热胞外木聚糖酶，而且
酶活力强，具有更广阔的应用前景。本研究对中国西南地区的
嗜热真菌进行调查、分离和鉴定，收集菌种资源并从中筛选出
木聚糖酶高产菌株。

1 材料与方法

1.1 样品采集

2007年 5月～2008年 4月，先后几次到南宁市及其周边

地区采集样品，采集物主要包括高温堆肥、木薯淀粉渣、木屑
堆、朽木条、腐烂稻草、树叶、土壤等样品。采集方法主要根据采
集物而定，堆肥样品自堆肥中心取样，最好是当堆肥中心温度

达到 50℃以上时采集；土样采集时，先用洁净工具刮去土壤表
层覆盖物，取离表层土壤深 0-10 cm的土壤，同一采集点多处

取样后再将其均匀混合，装入具有封口膜的塑料袋中，每份土

样采集量为 20-50克，并用记号笔在塑料袋上标明编号、土表
植物、地点、采集时间。
1.2 培养基

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）：马铃薯 200g，葡萄糖

20 g，琼脂 16 g，水 1000 ml，pH自然。
酵母 -胰蛋白胨 -葡萄糖琼脂培养基培养基（YG）：酵母膏

3g，胰蛋白胨 5g，葡萄糖 5g，琼脂 20g，水 1000 ml，pH自然。
孟加拉红培养基（RBA）：蛋白胨 5.0 g，葡萄糖 10.0 g，

KH2PO4 1.0g，MgSO4·7H2O 0.5 g，琼脂 20 g，孟加拉红 0.03 g，
蒸馏水 1000 ml，pH 7.0。
1.3 主要仪器设备

生化培养箱，上海跃进医疗器械厂；电热恒温培养箱，上
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海跃进医疗器械厂；往复式恒温摇床，上海智城分析仪器制造

有限公司；超净工作台，苏州净化设备厂；PCR仪，Thovmo

Electron Corporation；电泳仪，北京六一仪器厂；酶标仪，奥地利

TECAN公司；冷冻离心机，中科院武汉科学仪器厂；显微镜，

OLYMPUS OPTICAL CO.；灭菌锅，上海博迅实业有限公司；酸

度计，上海雷磁仪器厂；超低温冰箱，美国 FORMA公司；分析

天平，德国赛多利斯。
1.4 主要试剂

链霉素；聚乙烯吡咯烷酮(PVP)；石英砂；Tris 饱和酚：氯

仿：异戊醇 (25：24：1)；氯仿：异戊醇(24：1)；75%乙醇；EB溴化

乙锭 (10 mg/ml)；6 ×Loading Buffer；DNA Marker；琼脂糖。
CTAB 提取 Buffer：20 mM EDTA，2% (V/W) CTAB，100 mM

Tris，pH 8.5，1.4 M NaCl；5×TBE电泳缓冲液：54 g Tris，20 ml
0.5 mol/l EDTA(pH 8.0)，27.5 g硼酸，加双蒸水定容至 1000 ml。
使用时将上述缓冲液稀释 10倍，使用浓度 0.5×TBE；TE缓冲
液 (pH8.0) (10mM Tris HCl；1M EDTA)

1.5 菌种分离

将样品用无菌水稀释至 10-1-10-3稀释度，吸取 0.1ml涂布

于含有链霉素 30 μg/ml 的无菌各分离培养基平板上，用
Parafilm封口膜封口后置于 50℃恒温培养箱中培养 3-10 d，在
培养过程中随时观察，待平板上长出菌落，移接到新的培养基

上，50℃下继续培养，直到分离获得纯培养。也可直接把样品
撒在含有链霉素 30 μg/ml的各分离培养基平板上，50℃下培
养，形成菌落后采用相同方法分离。
将纯化后的菌种移接到新的 PDA培养基上并置于 19℃

下培养 3-10天，不生长者则可判断为嗜热真菌，生长者为耐热

真菌。
1.6 形态学鉴定

对分离获得的菌株，接种于 PDA培养基平板上，分别置于

30、40和 50℃下培养，观察菌落培养特征，并按 liu et al.[1]方法
进行玻片培养。具体为：先用灭菌的打孔器在菌落边缘切取直
径为 1 cm的菌种块，然后用灭菌的解剖刀将切取的菌种块置

于无菌的载玻片上，菌丝面既可朝上也可朝下，最后盖上无菌

盖玻片并将其置于无菌的 50 ml塑料离心管内培养，使其离心

管的直径正好等于载玻片的宽度，将其牢牢卡住。将其放入
50℃下进行培养 4～7 d，为了防止菌种块失水过快，可在离心
管中放置无菌吸水棉球。待菌丝长好后，取另一洁净的载玻片，
滴加一滴无菌水，取下已长好菌丝体的盖玻片盖上，即可在显

微镜下对菌丝、分生孢子梗、分生孢子等形态特征进行观察、拍
照和测量，并查阅相关资料进行鉴定。如果要制成永久玻片，可
以乳酚油或乳酸酚棉兰染色剂作为浮载剂。
1.7 分子生物学鉴定

1.7.1 菌株来源 本研究分离鉴定的 4株嗜热真菌。
1.7.2 菌体培养 菌体培养方法参见 Liu et al.等方法。培养时先
铺一层无菌的玻璃纸（直径 5cm）在 PDA平板上，然后在玻璃

纸上移接直径为 1 cm的菌丝块，根据不同菌株的生长速度培

养，待玻璃纸上长满菌丝后再用灭菌的解剖刀将菌丝体刮下，

置于 1.5 ml离心管内用于提取 DNA或冻存留待提取 DNA用。
1.7.3 DNA提取 参照 Doyle & Doyle[2]方法并经修改后的步骤

对 DNA进行提取。具体步骤：取刮下的新鲜菌丝体 10-50 mg

置于 1.5 ml离心管中，加入灭菌的石英砂和 0.01 g PVP，先加

入 100 μl 65的 CTAB缓冲溶液，用灭菌的磨砂玻璃棒研磨成
匀浆，再加入 500 μl相同 CTAB缓冲溶液，数次颠倒使之均匀
混合，置于 65℃水浴保温 0.5-1 h；待冷却后加入等体积 600 μl
饱和酚：氯仿：异戊醇 (25：24：1)抽提；离心 12000 rpm，10 min，

再取上清液移转入另一离心管中，重复抽提一次；离心 12000

rpm，10 min，取上清液加入等体积异丙醇，混合均匀，室温放置

10-20 min；离心 (12000 rpm，15 min)，去上清液；取 75%乙醇

100 μl洗涤两次，再倒去 75%乙醇，风干后加入 100 μl TE缓冲
液；产物与 6×Loading Buffer混合，用 0.8%的琼脂糖凝胶进行
电泳检测，于 -20℃保存备用。
1.7.4 PCR扩增 1）引物合成：扩增和测序所用的引物 ITS1，

ITS4由北京诺赛生物技术公司合成。
ITS1: 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'

ITS4: 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'

2）扩增反应体系：为 40 μl体系，依次加入下列试剂：dd
H2O（30.4 μl），Buffer (10×)（4 μl），ITS1(10 pmol/μl)（1.2 μl），
ITS2 (10 pmol/μl)（1.2 μl），dNTP (2.5 mM)（2 μl），Taq 酶 (5
U/μl)（0.4 μl），模板 DNA（0.8 μl）。
3）扩增条件：94℃ 4 min后，进入以下连续 30个循环：55

℃ 30 s，72℃ 1.5 min，94℃ 40 s，72℃ 2 min，最后一个循环 72
℃延伸 10 min。
4）PCR产物纯化：用 1%的琼脂糖凝胶检测扩增产物，产

物表现为单一条带且浓度足够者，再进一步纯化，采用北京诺

赛公司 Go3S柱式 PCR产物纯化试剂盒，按说明书的要求进行

操作。
1.7.5 序列测定及序列分析 将纯化的 PCR产物直接送北京诺

赛生物技术公司，用美国 PE公司生产的 377或 3730型 DNA

测序仪进行序列测定。先用引物 ITS1正向测定，对正向无法测
通的片段再用反向引物再测，反向序列经 BioEdit软件反向互

补后与正向序列进行连接形成完整序列，并与 GenBank中的

相关序列进行比对和分析比较。

2 结果

2.1 形态学鉴定结果

通过对筛选的菌株进行形态学鉴定，共获得了 4种嗜热真

菌和 1种耐热真菌，分别编号为：Gxu01～Gxu05。
2.1.1 Gxu01：杜邦青霉 （Penicillium dupontii Griffon [17]&

Maublanc，Bulletin Trimestriel Soc. Mycol. France 27: 73, 1911）

在 PDA培养基上 30℃下培养，菌落无生长现象，40℃生
长缓慢。50℃菌落生长较快，菌落初期呈白色毡状，后期变为
青灰色；菌丝无色，壁光滑，具分隔，分隔处偶有膨大现象，直径

2～3 μm；分生孢子梗一般垂直单生于菌丝上，较短，无隔，8～
14×2～3.5 μm，帚状枝，一般有 1～6个瓶梗组成，偶见单生。
瓶梗大小为 6～11×1～2.5 μm；分生孢子椭圆形，链生，初无
色，渐转为淡黄色，2～4×2～3 μm。
研究菌株：Gxu01，通过形态学鉴定属于杜邦青霉（Penicil-

lium dupontii Griffon & Maublanc，Bulletin Trimestriel Soc. My-

col. France 27: 73, 1911）该菌株 2008年 7月分离自高温堆肥，

广西南宁市。
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讨论：该菌是一个世界广泛分布的嗜热真菌，主要存于堆

肥、动物粪便、枯枝落叶等，法国、以色列、南非、印度、日本、美
国等国家已有报道。王冬梅和李多川从我国云南的昆明和大理
分离到该菌。1965年 Stolk首次发现并描述该菌的有性型，即
Talaromyces thermophilus Stolk [3-4]。该菌的的有性阶段不常发
生，Griffon & Maublanc早在 1911年就描述了无性型，在无性

型被发现半个世纪后其有性型才被发现。我们在培养该菌时也
未能观察其有性型。因此，该菌的鉴定主要根据无性阶段的形
态的特征。
2.1.2 Gxu02 疏棉状嗜热丝孢菌（Thermomyces lanuginosus
Tsiklinskaya[13-15], Ann. Inst. Pasteur, Paris. 113: 500-505, 1899.）

图 2在 PDA培养基上菌落生长迅速，2天直径可达 5 cm。菌
落初期呈白色，逐步绿灰、黑色；菌丝纤细，无色，分隔，直径
1.5～4 μm，菌丝体为疏棉状；产孢细胞为膨大的柄细胞，无色，
不分枝，长 8～15 μm，中间粗，两端渐细，基部宽 1～2.0 μm，顶
部宽 2～3.5 μm，垂直侧生，具隔膜，隔膜处常缢缩；分生孢子单
生于分生孢子梗顶端，球形，壁厚，幼时无色，表面光滑，不具隔

膜，成熟后表面出现刺状突起，黑棕色，直径 8～10 μm，成熟后
的分生孢子极易脱落，脱落时常带有一段很短的小柄。
研究菌株：Gxu02，通过形态学鉴定属于疏棉状嗜热丝孢

图 1 杜邦青霉：1菌落；2菌丝；3～4.分生孢子梗；5.链状分生孢子；6.

萌发的分生孢子；标尺 10 μm

Fig.1 Penicillium dupontii：1.Colonial；2. Hyphae；3-43.Conidiophores；

5. Conidia；6. Germinating conidia；Bars: 10 μm

图 2 疏绵状嗜热丝孢菌：1菌落；2菌丝；3～4.分生孢子梗；5～6.分生孢子；标尺 10?m

Fig.2 Thermomyces lanuginosus：1.Colonial; 2. hyphae；3～4. Conidiophores；5～6. Conidia；Bars: 10?m

菌（Thermomyces lanuginosus Tsiklinskaya, Ann. Inst. Pasteur,

Paris. 113: 500-505, 1899.），该菌株 2008年 6月分离自高温堆

肥，广西南宁市。
讨论：疏棉状嗜热丝孢菌最早由 Tsiklinskaya于 1899年描

述，是一个分布极为广泛的嗜热真菌。由于早期文献交流的缺
乏，造成该种多次被重复描述，先后有 Humicola lanuginosa

Griffon & Maublanc [12-13]、Sepedonium lanuginosum (Miehe [16])
Griffon & Maublanc、Monotospora lanuginosa (Griffon and

Maublanc) Mason等多个同种异名。
2.1.3 Gxu03：嗜热子囊菌（Thermoascus aurantiacus Miehe Die

Selbsterhitzung des Heues, 1907, 70）在 PDA培养基上 50℃下
培养，菌落生长迅速，2-3 d菌落直径达 9 cm，而 30℃下则不生
长；培养初期菌丝白色，呈稀疏网状，3 d后，菌落表面有白色颗

粒状出现，渐转为金黄色至锈棕色，5～6 d左右产生黄色或者
棕色的水珠状的分泌物；菌丝无色，光滑，具分枝和隔膜，直径

2～11 μm；分生孢子位于菌丝的末端，厚壁，光滑，瘤状，长
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图 3 嗜热子囊菌：1.菌落；2～4.菌丝；5.分生孢子梗；6.子囊；7.子囊孢子；标尺 10 μm

Fig. 3 Thermoascus aurantiacus：2～4. hyphae, 5. Conidiophores, 6. Asci with ascospores, 7. Ascospores, Bars: 10 μm

14.0～24.0 μm，宽 6.0～16.0 μm；闭囊壳单生或簇生，球形或不
规则状，黄棕色，直径为 365～900 μm，外壁由多层拟薄壁细胞
组成；子囊簇生于子囊盘中，卵圆形至球形、壁薄、易消解；子囊
孢子卵圆形至椭圆形、壁光滑，4.0～5.0×4.0～7.0 μm。
研究菌株：Gxu03，通过形态学鉴定属于嗜热子囊菌（Ther-

moascus aurantiacus Miehe Die Selbsterhitzung des Heues, 1907,

70），该菌株 2008年 9月分离自高温堆肥和土壤，广西南宁市。
讨论：该菌由Miehe于 1907年从自发热的草堆中分离并

描述，Sopp 以 Dactylomyces thermophilus 为模式建立的新属

Dactylomyces被处理为 Thermoascus的异名，由于 Cooney[11] &

Emerson 在描述 T. aurantiacus 时依据的菌株实为 Dacty-

lomyces crustaceus，后来者根据 Cooney & Emerson对该种的概

念对他们的菌株所进行的鉴定无疑是错误的，因此目前文献资

料中仍为不少被鉴定为 T. aurantiacus的真菌可能并不是该菌

而是 T. crustaceus。T. aurantiacus与 T. crustaceus的区别在于其
子囊孢子壁光滑，具一明显的芽孔，而后者子囊孢子壁具有细

微的小刺，并产生拟青霉属 (Paecilomyces)无性型。我们的菌形
态上与 T. aurantiacus较符合，因此鉴定为该菌。

图 4 嗜热革节孢：1.菌落；2.菌丝；3～6.间生及顶生孢子(单生、双生和

链生)标尺.10 μm

Fig. 4 Scytalidium thermophilum：1.Colonial；2. hyphae；3～6. Intercalary

and terminal spores. bars：10 μm

2.1.4 Gxu04：嗜热革节孢（Scytalidium thermophilum (Cooney &

Emerson) Austwick, Straatsma & Samson, Mycological Research,

97: 321-328, 1993）在 PDA培养基上 50℃下培养，菌落匍匐
生长，生长速度较迅速，初白色絮状，后中央灰黑边缘黑色，呈

轮状生长；菌丝细长，无色，光滑，具分隔与分枝，直径为 2～3.5
μm；菌丝直接膨大为分生孢子，分生孢子呈单个、成对或者短
链状排列，多顶生或间生，一般长椭圆形、葫芦形，较少为圆形、
短棒形，10～20 μm×8～12 μm，初无色，后为灰黑色。
研究菌株：Gxu04，通过形态学鉴定属于嗜热革节孢（Scy-

talidium thermophilum (Cooney & Emerson) Austwick, Straatsma

& Samson, Mycological Research, 97: 321-328, 1993[5]），该菌株

2008年 9月分别分离自高温堆肥和土壤，广西南宁市。
讨论：该菌原由 Cooney & Emerson描述并命名为 Torula

thermophila，中文名为嗜热色串孢，1976年 Austwick把其处理

为现名。Straatsma & Samson也认为 Torula thermophila模式的
正确名称为 Scytalidium thermophilum，但该种在宏观及微观特
征上的变化都比较大，是一个明显的复合种。
2.1.5 Gxu05：不规则头梗霉（Cephaliophora irregularis Thaxter
[6-9], Bot. Gaz. 35: 158, 1903.）在 PDA培养基上，30℃下培养 3
d，菌落直径可达 9 cm。菌落初为白色，后淡褐色，背面观深褐
色。菌丝透明，光滑，分枝，分隔，直径为 2.5～7.0 μm。分生孢子

梗直立，分隔，不分枝，长 20～135 μm，基部宽 5～8 μm，顶端
细胞膨大，近球形或棒状，最宽处直径为 13～35 μm，最顶端细
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图 5 不规则头梗霉：1~2.分生孢子梗；3~5.不同分生孢子直接产于菌

丝上；6~8.分生孢子梗及其成熟的分生孢子；9.分生孢子；标尺 10 μm

Fig. 5 Cephaliophora irregularis：1~2. Conidiophores；3~5. Different

conidia arising directly from hyphae；6~8. Conidiophores with mature

conidia；9. conidia；Bars: 10 μm

图 6 基于 ITS序列采用距离法分析构建的 N-J树

Fig. 6 The N-J tree based on ITS sequence distance analysis

胞（产孢细胞）表面着生多个分生孢子。分生孢子梨形、卵形、棒
形或其他不规则形状，顶部钝圆，基部渐细，光滑，起初无色，后

淡褐色，通常有 1-2 个分隔，分隔处靠近基部，大小为 20.0～
35.0 μm×11.5～17.5 μm。个别分生孢子也可直接着生于菌丝
上。
研究菌株：Gxu05，通过形态学鉴定属于不规则头梗霉

（Cephaliophora irregularis Thaxter, Bot. Gaz. 35: 158, 1903.），为

中国新记录种。该菌株的生长基物为广西南宁市室外堆放的木
薯渣堆肥。干制培养物和菌种保存在广西大学应用微生物研究
所。
讨论：不规则头梗霉可生长在动物粪便、朽木和土壤等不

同的基物上，与该属其他成员的主要区别在于其分生孢子的特

殊形状及其仅有的 1-2个隔膜。Tubaki发现 C. irregularis可通
过菌丝缠绕捕食线虫；Tzean等在报道 C. navicularis[20]时，证实

该菌可通过粘性附枝捕食蛭形轮虫；Barron [10-12] 等也发现 C.

musicola和 C. longispora可捕食轮虫和小型节肢动物。这些研
究表明该属可能是一类具有捕食线虫、轮虫等小型动物功能的
真菌。我们通过在 C. irregularis菌丝培养物中添加腐生线虫
Panagrellus redivivus进行杀线作用测试，并未发现该菌株具有

捕食线虫的作用。Tubaki在其论文中没有指明线虫的种类，因
此我们的菌株对腐生线虫没有作用，是由于线虫种类不同，还

是菌株之间有差异，无从进行比较，C. irregularis的捕食功能有

待进一步证实。
2.2 分子生物学鉴定结果

在形态学鉴定基础上，对 4个嗜热真菌物种的代表性菌株

进行 ITS1-5.8S-ITS4区段的序列测定，将测得的序列于 NCBI

数据库中的进行比对，选择相关序列，用MEGA4.1软件采用最

小距离法绘制系统进化树，结果见图 6。

3 讨论

在系统发育树中，菌株 Gxu01与供试的 2个嗜热篮状菌

（Ta. thermophilus）的菌株聚在一起形成一个分枝，其自展支持

率为 99%，表明 Gxu01与嗜热篮状菌亲缘关系很近，由于我们

未观察到其有性型，故鉴定为该菌的无性型杜邦青霉。Gxu02
的则与疏绵状嗜热丝孢菌（Thermomyces lanuginosus）4个菌株
序列聚集在一起，自展支持率为 96%，结合形态学观察，把 Gx-

u02鉴定为疏绵状嗜热丝孢菌。Gxu03的与（Thermoascus au-
rantiacus）3个菌株序列聚集在一起，自展支持率为 99%，结合
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形态学观察，把 Gxu03鉴定为嗜热子囊菌。Gxu04与嗜热革节
孢（Scytalidium thermophilum）的 3个菌株相聚一起，自展支持

率为 100%，尽管其序列与其它菌株有一定的差异性，可视为种

内差异，因此把 Gxu04鉴定为嗜热革节孢。从系统树还可看
出，4个嗜热真菌中，杜邦青霉与疏绵状嗜热丝孢菌亲缘关系

最近，其次是嗜热子囊菌，最远的是嗜热革节孢。
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