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    摘要建立一种快速高效获取丝状真菌PCR反应模板的方法，提高丝状真菌PCR鉴定效率。通过单因素

    法对机械破壁联合微波法进行条件优化，利用优化后的方法获取13株不同种属丝状真菌的PCR反应模板，同

    时与Chelex-100法、机械破壁法作对比，以试剂盒抽提法作为阳性对照，进行ITS序列扩增，琼脂糖凝胶电泳检

    测扩增结果。机械破壁联合微波法获取丝状真菌PCR反应模板的最佳条件为40 Hz机械破壁1 min、微波700

    W高温裂解3 min，采取该法与试剂盒抽提法获得的模板均成功扩增13株不同种属丝状真菌ITS序列，且

    PCR鉴定结果一致；Chelex-100法获得的模板成功扩增6株丝状真菌ITS序列；机械破壁法获得的模板虽成功

    扩增9株丝状真菌ITS序列，但扩增效果欠佳。机械破壁联合微波法能够有效获取丝状真菌PCR反应模板，

    与试剂盒抽提法相比具有操作简便、快速高效的优点，提高丝状真菌PCR鉴定效率。
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tous fungi，having the advantages of simple operation，mpid and efEicient as compared with kit extraction method．

Keywords filamentous fun百；ceⅡlysis；PCR；mpid identification

丝状真菌种类繁多，广泛存在于地球生物圈

中，是整个生态系统的重要组成部分⋯。作为重

要的生物资源，丝状真菌在工业旧J、医药”J、食

品HJ、生物防治"J、生态环境∞1等方面具有重要

的应用价值。对丝状真菌的开发利用首先需要对

菌种进行分类鉴定，高效获取丝状真菌PcR反应

模板是对其进行分类鉴定的必要条件¨J。由于丝

状真菌细胞壁成分复杂，结构特殊，尤其是较高的

几丁质含量增加了细胞壁的抗逆性，难以释放出

菌体DNA，因此，获取PCR反应模板的过程较为

复杂旧J。目前，最常用的方法是利用十六烷基三

甲基溴化铵(cTAB)法一。0|、十二烷基磺酸钠

(SDS)法⋯]、氯化苄法‘12]、尿素法‘⋯、蜗牛酶

法¨4o等获取丝状真菌基因组DNA作为PCR反应

模板。上述方法虽然适用于绝大部分丝状真菌，

但操作耗时费力，并且不同方法适用的丝状真菌

类群存在差异¨5l，不适合丝状真菌的批量、快速

鉴定。为了提高丝状真菌PCR鉴定效率，快速高

效获取丝状真菌PCR反应模板显得尤为重要。

研究表明，玻璃珠法可以借助玻璃珠之间相互振

动挤压及剪切力快速破碎细胞壁【I6‘；加热裂解法

可以利用产生的高温达到裂解细胞壁的目的[17]。

另有研究报道，Chelex一100作为阳离子螯合树脂

在高温、低离子强度下可以络合金属离子，避免模

板DNA降解，快速获取用于PCR反应模板的

DNA【18。211。本文结合相关研究经验，通过多次实

验摸索，利用机械破壁仪联合微波炉共同作用对

丝状真菌细胞壁进行裂解，快速获得PCR反应模

板，提高丝状真菌PcR鉴定效率。

1 材料与方法

1．1材料

1．1．1菌种本实验室分离自秦岭昆虫体内13

株不同种属的丝状真菌：绳状篮状菌(亿陆ro，，z脚
丘凡记“kw)、澳大利亚腔孢菌(cocM如60jwⅡ獬．

￡r0如淞括)、层生镰刀菌(n∞^um prof沿删um)、易

脆毛霉(胁脚r加∥玩)、鲁本斯青霉(Pe，l洲Zi啪
舶e础)、皱折裸胞壳(E眦批如砌纽)、链格孢
菌(4抛m口砌n缸emo施)、平脐蠕孢属(B枷缸瓜z以一

m脚rn)、黄曲霉(4印e删淞伽嬲)、枝状枝孢菌
(劬却^um如如印砌池)、歧皱青霉(‰沈诳
Z池m s纰梳)、黑曲霉(A驴哂以琊，l咖r)、拟康宁木

霉(Z‰b如r7m幻ni，l画秒括)，如图l所示。

I ■ ■，-■在 瑚k-公．—▲‘——k遘么

r_1

图l实验菌株图片

Fig．1 11le pictum 0f叩rimentaI s嘣n
l：绳状篮状菌；2：澳大利亚腔孢菌；3：层生镰刀菌；4：易脆毛霉；5：鲁本斯青霉；6：皱折裸胞壳；7：链格孢菌；8：平脐蠕孢属；

9：黄曲霉；lO：枝状枝孢菌；ll：歧皱青霉；12：黑曲霉；13：拟康宁木霉

l：死陆M咿s丘梳如w；2：C赫l幻捌琳8删mf溉括；3：，啪^姗Prof扣m咖；4：肘呦r向圳括；5：P砒跳啪兀如Is；6：Em疵}
缸如批；7：，4№晓础燃；8：B枷k麻刎m删；9：^印邮嘲k触；lO：a却^啪出ld(印n几触k；ll：胁“妇帆
s搬瓶i；12：^胖删哪吨Ⅳ；13：n曲。出玎m幻砌咖幽
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1．1．2 主要试剂及仪器 引物ITSl、ITs4由上

海捷瑞生物有限公司合成，ITSl：5’．TccGTAGrrr．

GAACCTGCGG一37．ITS4：5 7-TCCTCCGCTl’ATTGA—

TATGC一3’，10×Buffer TE由实验室自配，2×死q

Master Mix(上海捷瑞生物有限公司)，5×Loading

Buffer(上海捷瑞生物有限公司)，250 bp Maker

(上海捷瑞生物有限公司)，真菌基因组试剂盒

(北京天根生化科技有限公司)，chelex—100(Sig-

ma公司)，钢珠(d=5 mm，QIAGEN Hilden)机械

破壁仪(TissueLyser LT、QIAGEN Hilden)，微波炉

(WD700TL23-K5，格兰仕微波炉电器有限公司)，

离心机(xI，基因公司)，酶标仪(EPOCH2，

BioTek)，PCR扩增仪(T100。M，B10．RAD)，凝胶电

泳仪(DYY一100，北京市六一仪器厂)，凝胶成像系

统(ChemiDoc XRS+，BIO—RAD)。

1．2方法

1．2．1 菌种活化将菌株接种于PDA培养基

中，28℃恒温培养3—4 d。

1．2．2 PCR反应模板制备在无菌操作台，取

100仙L 10×Buf．fer TE(100 mmoL／L T订s—HCl，10

mmoL／L EDTA，pH 8．0)于2 mL离心管中，用无

菌接种环挑取少半环菌丝体，迅速震荡混匀，加一

颗无菌钢珠，先采用机械破壁仪进行机械破壁，随

后对其进行微波处理，待其温度降至室温，离心获

取上清液作为PcR反应模板。

1．2．3机械破壁联合微波法条件优化 选取常

见丝状真菌黑曲霉A印e啊fzw n协r为实验菌株，
以PcR产物量为指标，以30 Hz机械破壁2 min，

微波560 w裂解5 min为基础条件心2【，采取单因

素法对机械破壁频率(20、30、40、45、50 Hz)、机械

破壁时间(O．5、1、2、3、4 min)、微波裂解功率

(140、420、560、700 w)、微波裂解时间(1、3、5、8、

10 min)进行优化，筛选出机械破壁联合微波法获

取PCR反应模板的最佳条件。
1．2．4 I髑序列扩增及PcR产物量分析分别

将上述不同条件下得到的PCR反应模板进行IrrS

序列扩增。反应体系为30斗L：2×z幻Master Mix

15斗L，弓I物ITSl 0．5斗L，弓l物ITS4 0．5肛L，DNA

模板3斗L，ddH20 11斗L。反应程序：94℃预变性
5 min，94℃变性30 s，54．5℃退火30 s，72℃延

伸30 s，35个循环，72℃终延伸10 min。PcR反

应结束后，取3¨L PCR产物用于1％琼脂糖凝胶

电泳检测扩增结果，并以Maker条带浓度为对照

(标准带浓度为10 ng／斗L、加亮带浓度为25 ng／

斗L)，通过Image Lab进行PCR产量分析。
1．2．5 快速获取丝状真菌PCR反应模板方法的

比较采取上述实验得到的机械破壁联合微波法

的最佳条件获取13株不同种属丝状真菌的PCR

反应模板，同时与机械破壁法、Chelex一100法得到

的模板作对比，以试剂盒抽提法得到的基因组

DNA为模板作阳性对照，进行ITS序列扩增及目

的条带浓度分析，目的条带清晰并在500一750 bp

之间可认为扩增成功。将扩增产物送至上海生工

进行测序，并对结果进行BLAsT比对分析。

机械破壁法：参照文献[21]，取少半环菌丝

体于装有200斗L 10×Buffer TE的2 mL离心管

中，加入一颗钢珠，涡旋震荡5 min后置于机械破

壁仪中破壁2 min，12 000 r／min离心2 min取上

清液作为PCR反应模板。

Chelex-100法：参照文献[19]，取少半环菌丝

体于装有200斗L 10％Chelex一100溶液的2 mL离

心管中，涡旋震荡10 s，沸水浴10 min，冷却至室

温后12 000 r／min离心2 min取上清液作为PCR

反应模板。

2 结果与分析

2．1 机械破壁联合微波法条件优化结果

机械破壁联合微波法在不同条件下得到的结

果如下：机械破壁频率在40 Hz时，目的条带最亮

且PCR产物量最高为100．334 ng(图2A、表1)；

机械破壁时间在2 min时，目的条带最亮且PcR

产物量最高为82．868 ng，但1 min时，目的条带

清亮、PCR产物量为81．726 ng，与2 min时相差

不大，从快速的角度考虑选取1 min为最佳机械

破壁时间(图2B、表2)；微波裂解功率在700 w

时目的条带最亮且PcR产物量最高为76．872 ng

(图2c、表3)；微波裂解时间在3 min时目的条带

最亮且PcR产物量最高为128．516 ng(图2D、表

4)。综上所述，机械破壁联合微波法的最佳条件

为40 Hz机械破壁1 min，微波700 w高温裂解3

mino

2．2 快速获取丝状真菌PCR反应模板方法的

比较

2．2．1 ITS序列扩增结果对4种方法得到的
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PCR反应模板进行ITS序列扩增后，经琼脂糖凝

胶电泳检测，结果如图3所示。采用Chelex．100

法获取的PCR反应模板可成功扩增6株丝状真

菌的ITs序列，扩增率虽然较低，但目的条带明

亮、清晰(图3Al、A2)；采取机械破壁法获取的

PCR反应模板，虽成功扩增9株丝状真菌的ITS

序列，但目的条带明亮度和清晰度明显低于其他

3种方法(图381、B2)；试剂盒抽提法获取的PCR

反应模板可成功扩增13株丝状真菌的ITs序列，

且目的条带明亮、清晰(图3cl、c2)；机械破壁联

合微波法获取的PCR反应模板成功扩增13株丝

状真菌的ITs序列，且目的条带明亮、清晰(图

3D1、D2)。因此，机械破壁联合微波法可快速、高

效获取丝状真菌PCR反应模板。

图2 ITS序列扩增结果

ng．2 The results of lTS s。quen(’e amplincatjon

M：250 bp Maker；A：不同机械破壁频率(泳道l一5：20、30、40、45、50 Hz)；B：不同机械破壁时间(泳道1～5：0．5、l、2、3、4

min)；c：不同微波裂解功率(泳道I～5：140、420、560、700 w)；D：不同微波裂解时间(泳道l～5：1、3、5、8、10 min)

M：250 bp Maker；A：Different me(：hanical wall_b煳king frequency(1aneI-5：20，30，40，45，50 Hz)；B：Different me(·hanical

wall_breakjng time(1anel-5：0．5，l，2，3，4 mjn)；C：Difkrenl microwave power(1anel-5：140，420，560，700 w)；D：Diffbrenl

micmwave time(1anel．5：1．3．5，8．10 min)

表l 不同机械破壁频率对PCR产物量的影响

Table l Effect()f(瑚0renc me(。hanical bIeaking

frequen(‘y(m PCR yieI(1

机械破壁频率／Hz PCR产物量／ng

20

30

40

45

50

73．329

73．947

100．334

66．754

72．767

表2不同机械破壁时间对PCR产物量的影响

Table 2 E“；cl of difkrenl mec}1ani(·a1 breaki“g linle t)n PCR yiel(1

机械破壁时间／min PCR产物量／ng

O．5

l

2

3

4

58．204

81．726

82．868

78．045

56．330

2．2．2 PCR扩增量及产物测序结果分析结果

如表5所示，机械破壁联合微波法获取的PcR反

应模板扩增后的目的条带质量浓度菌株1、2、8、

10、ll、12与试剂盒抽提法相当，菌株3、4、5、6、7、

9、13虽低于试剂盒抽提法，但条带质量浓度均大

于20 n∥¨L。

表3不同微波裂解功率对PCR产物量的影响

ra【)Ie 3 Efkct of dinbrenl mi(。r()wave cra(·ki”g p()wer on PCR yiel(

微波裂解功率／w PCR产物量／ng

140

420

560

700

32．48l

49．856

70．708

76．872

表4 不同微波裂解时间对PCR产物量的影响

Table 4 E【kct of difbl．enl micmwave(-l‘a(·king time on PCR yiel(

微波裂解时间／min PCR产物量／ng

l

3

5

8

lO

65．061

128．516

92．513

46．907

42．069
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图3 ITS序列扩增结果

Fig 3 The results ofIrlls s8quence a⋯pli6cation

M：250 bp Make。；l～13：13株实验菌株；Al、A2：Chelex一100法；Bl、B2：机械破壁法；cl、c2：试剂盒抽提法；Dl、D2：机械

破壁联合微波法

M：250 bp Make‘；1．13：13 e。perimental strains；A1，A2：Chelex—100 nleth()d；B1．B2：Mechanical wall一breaking method；C1，

C2：Kit meIhod；Dl，D2：Mechanical wall_breaking united micmwave me【h()d

表5 目的条带质量浓度测定结果

Tal)le 5 The 1．esults(，f(IelerminaliI)n t，f IalgH}Jand c()n(。enlra

机械破壁联合微波法、试剂盒抽提法获得模

板的PcR扩增产物送上海生工测序，测序结果进

、 行BLAsT比对分析，机械破壁联合微波法同试剂

盒抽提法得到的鉴定结果一致。因此，机械破壁

联合微波法可快速、高效获取用于丝状真菌PcR

反应的正确模板。

j 讨 论

要提高丝状真菌PcR鉴定效率，首先需要快

速高效获取PCR反应模板。我们通过大量实验

建立了机械破壁联合微波法获取丝状真菌PCR

反应模板的方法，以PCR产物量为指标，以常见

丝状真菌黑曲霉为实验菌株，对机械破壁联合微

波法的机械破壁频率、机械破壁时间、微波裂解功

率、微波裂解时间进行条件优化，得到了机械破壁

联合微波法获取丝状真菌PcR反应模板的最佳

条件：40 Hz机械破壁1 min，微波700 w高温裂

解3 min。

采取优化的机械破壁联合微波法获取13株

不同种属丝状真菌的PCR反应模板，与已报道的

多个快速获取方法作比较，同时以试剂盒抽提法

作为阳性对照，进行ITS序列扩增及结果分析。

结果显示，chelex一100法获取的模板进行扩增后

虽然目的条带明亮、清晰，但扩增成功率较低

(46．2％)，与李焕宇等¨5。研究结果一致；机械破
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