
中华临床免疫和变态反应杂志

CHINESE JOURNAL OF ALLERGY＆CLI[NICAL IMMUNOLOGY

PCR技术在链格孢霉鉴定中的应用
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·基础研究·

摘要：目的应用PCR技术对链格孢霉进行鉴定，以期获得制备链格孢霉变应原制剂的纯菌种。方法 采用

空气曝皿收获链格孢霉菌种并进行培养，应用PCR技术对其进行鉴定。结果 经空气曝皿、形态学鉴定为链格孢

霉菌株的PCR产物经1．5％琼脂糖凝胶电泳分析，紫外灯下鉴定扩增所得条带约580 bp；测序结果经Blast比对，

544个碱基中543个能够与链格孢霉26s rDNA的545个碱基比对上，缺失1个。不能识别1个。相符率达99％。结论

证实待检真菌为链格孢霉。
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Usefulness of PCR Technique in Identification of A／ternar／a Alternata Allergen Extracts

CAO Nai—qing，ZHANG Hong-yu哗
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Objective To produe the alle rgen extracts with A／ternar／a dternarta while were identified by PCR

technique．Methods A ltemaria alternata was collected from air and cultured under 26℃．identified bv PCR

technique．Result The fungus that was collected from air and identified as A／ternar／a a／ternata by

morphology，its 26srDNA was amplified by PCR，resulting a 580 bp band，after sequencing，under

microscope there were 543 bases those could be identical and consistent to the A／temar／a dternata data

from intemet based on the result of blast comparison．corresponding rate iS 99％．Conclusion We

succeeded in collecting and producing Ahemaria alternata．
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真菌孢子广泛存在于大气中。被认为是引起呼

吸道变态反应性疾病的重要变应原之一：这种变应原

与花粉变应原相比，颗粒直径<10 Izm，甚至<5 lrm，

能够进入下呼吸道．主要引起哮喘症状的发生⋯：

与此对比，花粉颗粒直径>10 Ixm。主要沉积于鼻

咽部并引起鼻部和眼部症状：用真菌孢子或孢子的

提取液进行激发试验，能够引起支气管哮喘患者气

道平滑肌的痉挛，导致哮喘症状的发生[2]。在美国

和其他工业化国家中，大约有20％的人口因吸人变

应原而罹患过敏性哮喘和鼻炎，其中有10％的患者

病情较重[31；皮肤试验结果显示至少3％一10％的成

人和儿童对真菌过敏⋯。长期以来，链格孢霉似her-

nada a／rernata)被认为是引起呼吸道过敏性疾病的

重要变应原之一．并且与哮喘患者的呼吸骤停相

关口】。因此对其进行研究具有十分重要的临床意义。

本研究通过空气曝皿收获链格孢霉．在26℃下培

养。微量提取DNA、PCR扩增、电泳、测序及进

行比对，以此对链格孢霉进行分子生物学鉴定，为
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该变应原制剂的鉴定提供一种新思路、新方法。

材料和方法

试剂与仪器

蛋白胨、牛肉膏、酵母粉、氯化钠、葡萄糖、

琼脂糖、KOH、甘油、Tris．碱、EDTA、SDS、三氯

醋酸、异戊醇、异丙醇、无水乙醇、溴酚蓝、二甲

苯氰FF、蔗糖、热稳定DNA聚合酶及dNTP溶液

(北京天为时代)、通用引物(ITS5：5’．GTC GTA

ACA AGG Trr CCG TAG GTG3’；ITs4：5’．TCC

TCC GCT TAT TGA TAl’GC．3’鼎国生物)、Eppen．

doff AG 22331型PCR扩增仪(德国)、BigDye循环

测序试剂盒、ABI 377型DNA自动测序仪(Perkin

Elmer)、高压锅、生物安全柜、接种针、MIR．162

型培养箱、光学显微镜、1L锥形瓶、琼脂糖凝胶

电泳仪、微波炉。

菌种获得与培养

于北京协和医院门诊楼顶层用琼脂葡萄糖平皿

进行曝皿3分钟，置于26℃恒温下培养3天，将生

长出来的菌落逐一分离提纯。置26℃恒温下培养6

天。菌落形态、镜下鉴定为链格孢霉的真菌进行

PCR鉴定。

DNA微量提取

用接种环取少量旺盛生长于平皿上的供试链格

孢霉菌细胞，混悬于100斗l裂解液中，100℃水浴

15分钟，冷却后加入2．5 mol／L醋酸铅(pH 7．5)

100斗l，混匀，置于冰中l小时，13 000转，分离

心．上清液用等体积氯仿．异戊醇重复一次后加入

等体积预冷的异丙醇。混匀后于一20℃静置15分

钟。13 000转／分离心15分钟，沉淀用70％和无水

乙醇100 p．1各洗涤一次，真空抽干后加入50斗l无

菌水。溶解后一20℃保存备用[61。

PCR扩增

按下列次序。将各成分加在0．5 IIll微量离心管

内混合：

10x扩增缓冲液 5斗l

20 mmol／L 4种dNTP混合液(pH8．0) 1 tzl

20 p．mol／L ITS5引物 2．5灿l

20t上mol／L 1154引物 2．5仙l

2 U／ixl热稳定DNA聚合酶 2单位
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H20 30 m

模板DNA 8灿l

总体积 50¨l

放置微量离心管于PCR仪上。扩增供试茵

26srDNA。按下列反应条件进行36个循环：94℃，

1分钟；53。C，1分钟；72'E，1分钟20秒[71。

电泳

抽取扩增样品5斗l，用琼脂糖凝胶电泳分析扩

增结果[8]。

1．5％的琼脂糖凝胶的制备：取O．3 g琼脂糖

(美国Sigma公司)加入TAE缓冲液20 Inl，煮沸至

琼脂糖完全溶解，稍冷却，加入10 mg／ml溴化乙锭

1-2 trl，混匀，铺板。

上样：取扩增产物5 m，加10mg／ml甘油溴酚

蓝加样液l p,l，100mV恒压电泳约30分钟。加入

5¨l标准分子质量DNA Marker为PCR产物相对分

子质量大小的参照标准。

紫外灯下鉴定扩增条带。

测序

剩余的PCR产物由华大中生公司应用ABl3730XL

测序仪及Big循环测序试剂盒进行直接双向测序。

结 果

形态学鉴定

菌落在培养基上呈绒状，灰黑色至黑色。25℃

培养7天，直径为50～70 mm；分生孢子梗分隔，

分枝或不分枝，褐色，较短，约(50×3)p,m～

(50x6)Ixm(图1)。显微镜下可见分生孢子呈倒

棒形或卵形。砖格状分隔，单个或成串地着生于孢

梗的顶端，大小极不规律，通常为30—36 p,mxl4-

15¨m，褐色至褐黑色，壁光滑或粗糙(图2)。

图l链格孢霉培养形态

№1 Morphology of Altermwia alternata
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DNA电泳结果

PCR扩增产物经1 5％琼脂糖凝肢电泳分析．

紫外灯下鉴定扩增所得条带约580bp(图3)。

测序结果

PCR产物序列结果如表1所示。

Blast比对

将测序结果通过cenBank进行Blast比对．544

个碱基中543个能够与链格孢霉26s rDNA的545

个碱基比对上．未比对上缺失l千．不能识别1

个。

固3 PcRf女日％#№胺自濂结果

唯3日∞帅hr蛳s re月u]t of PcR

测序图谱分析结果

见图4．

待检真菌与链格孢霉基固相似性达99％．形态

学和分子生物学证据均表明待检真苗为链格孢葺

(^№mc『m☆，mdⅡ)。

毫1咒R产％Ⅻ*#*

Tablel s哪一e d FCR
cw脚AccG^c^mCACA“TmcA^GGcccca优^Ac州代GnW盯^c^cc
c删心n州代^CCCW∞切Ⅱ1讹6r蚯ⅡⅡ代nTcc九蝴H加℃cccc
ACCACTAGGAGAAACATAAACCI'TITGTAATI℃CAATCACCGTCAGT&ACAAATrAATA
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讨 论

变应原制备的前提是真菌鉴定，真菌鉴定的主

要方法为形态学鉴定和分子生物学鉴定[9]。当对一

个真菌进行鉴定时，首先要对菌株进行分离培养，

然后根据其是丝状真菌还是酵母菌，按常规程序进

行培养、观察和记载，依据观测的特征推断其隶属

的属种。

真菌在基质上开始生长时．首先看到的就是丝

状物。生物学上把每一根细丝叫作菌丝，一团菌丝

则称为菌丝体【10】。真菌的菌体除藻状菌某些种类和

酵母菌为单细胞外，其他种类菌体的基本构造都是

分枝或不分枝的菌丝．因生长基质所含养料的不

同，不同种的真菌，其菌丝体可呈疏松的网状、絮

状，或绒毛状inl；菌丝体或无色透明，或暗褐色至

黑色，或呈现鲜艳的颜色，甚至分泌出某种色素于

菌丝体外部、或分泌出有机物质而成结晶并附着在

菌丝的表面。菌丝的结构是真菌形态的一个重要特

征。

链格孢霉的不育菌丝匍匐，分隔；分生孢子梗

单生或成簇，大多数不分枝，较短，与营养菌丝几

乎无区别。分生孢子倒棒状，顶端延长成喙状，淡

褐色，有壁砖状分隔，暗褐色，常数个成链，有人

称这种分生孢子为同节孢子。该属菌是土壤、空气

中常见的腐生菌．本研究培养的链格孢霉菌落在培

养基上呈绒状、灰黑色至黑色。25℃培养7天直径

50一70 mill；分生孢子梗分隔，分枝或不分枝，褐

色，较短，可达(50x3)斗m～(50x6)斗m。分生

孢子倒棒形或卵形，砖格状分隔，单个或成串地着

生于孢梗的顶端，大小极不规律，通常为30—36

Ixmxl4。15“m，褐色至褐黑色，壁光滑或粗糙，从

形态学上符合链格孢霉。

由于真菌的生长受温度、湿度及培养基条件的

影响，有时可供考察的形态有限，只靠个别生理生

化性状的差异作为真菌种间鉴别依据有时不可靠，

为了制备一种应用于人体的变应原浸液，需要更加

精确的鉴定方法．因此本研究在形态学鉴定的基础

上，采用分子生物学技术(PCR法)对链格孢霉进

行鉴定。随着DNA序列分析技术的日趋成熟和简

易化，rRNA基因(rDNA)及其转录间区(ITS)的

赠 June，2009

序列分析被愈来愈多的用于真菌分子分类学和分子

系统学研究中[鲥。Kurtzman等[121和Robnett等[131测

定了几乎所有已知种模式菌株的大亚基rRNA基因

f26srDNA)中D1／D2区域的碱基序列(约500。600

bp)，发现用这段序列，可以将绝大部分种区别开，

而种内不同菌株间的碱基差异不大于1％。为了进

一步验证本研究所培养的真菌为链格孢霉。本研究

对所培养的链格孢霉的大亚基rRNA基因(26srDNA)

中D1／D2区域的碱基序列进行了提取。同时进行

DNA扩增。对扩增后的产物进行测序，序列进行

Blast比较。结果与链格孢霉相似性达99％，确定

该菌为链格孢霉。

综上。形态学和分子生物学鉴定均证实，本研

究所培养的真菌为链格孢霉(A／ternar／a dtemata)，

从而可为链格孢霉变应原制剂制备原材料的纯度及

精确性提供保证。
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