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裂殖壶菌 OUC88 及 10 个派生菌株 18S rDNA 基因克隆和分析 
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摘要: 用 PCR 方法从裂殖壶菌 Schizochytrium limacinum OUC88 及以其为出发菌株经紫外诱变筛选的

10 个菌株中扩增出 18S rDNA 基因序列 (1751bp 到 1758bp)进行序列测定 , 以上序列已登录

GenBank(HM042904-HM042914)并与已登录的裂殖壶菌属 5 条 18S rDNA 序列比对分析。结果表明, S. 

limacinum OUC88 以及 10 个派生菌株间 18S rDNA 的遗传距离是 0.000~0.013, 与 Schizochytrium sp. 

FJU-512 18S rDNA (GenBank No.AY758384)的同源性最高, 为 98%~99%; 与 S. limacinum(GenBank 

No.AB022107)的同源性为 96%; 与同属异种 S. mangrovei(GenBank No.DQ100293)只有 93%的同源性。

并运用序列比对分析和 MEGA4.0 系统进化树, 结果显示种内诱变产生的细微变异小于同属内不同物

种之间的变异。本研究除了为裂殖壶菌这种重要的经济海洋真菌提供分子生物学资料以外, 同时表明

18S rDNA 序列不仅在分子分类上是一个重要的标志, 也可分析由突变引起的物种内细微的遗传变异。 
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二十二碳六烯酸(docosahexaenoic acid, DHA)是
一种极其重要的 ω-3 系列不饱和脂肪酸, 具有抗心
血管病、抗癌、抗血脂、促进智力发育和保护视力

等重要生理作用[1-5]。DHA的传统来源是海洋鱼油[6], 
而海洋鱼油的产量和脂肪酸组成随捕捞的季节、产

地、鱼种不同而发生改变。鱼油无论是数量还是质

量都难以满足人们对 DHA的需求。利用破囊壶菌科
的海洋真菌生产DHA已成为海洋生物技术的研究热
点[7-11]。 

裂 殖 壶 菌 (Schizochytrium) 是 属 于 网 粘 菌 门
(Labyrinthulomycota)、网粘菌纲(Labyrinthulomycetes)、 
破囊壶菌目(Thraustochytriales)、破囊壶菌科(Thrausto-
chytriaceae)的一类类藻的海洋真菌。目前已有 5个种
被命名 , 分别是 : S. aggregatum、S. minutum、S. 
octosporum、S. limacinum 和 S. mangrovei。其中, S. 
limacinum从西太平洋沿岸的红树林地区分离得到[12], 
单细胞, 球形, 细胞内积累了大量的油脂, 总脂肪酸
中不饱和脂肪酸含量很高, 主要为 ω-3 不饱和脂肪
酸—DHA, 而其他的不饱和脂肪酸含量甚微; 且细
胞中 90% 以上的油脂以人体易吸收的中性油脂——
甘油三脂(TG)的形式存在[13]。因此, 裂殖壶菌成为一
种理想的 DHA新生资源而备受关注。 

裂殖壶菌研究时间不长, 又有重要的经济价值, 
鉴定及分类是一个重要的问题。海洋真菌传统分类

方法只是基于简单的形态学特征 , 存在许多争议 , 
制约了相关研究的深入。分子标记技术的发展, 使
DNA分子成为区分物种、变种、地理株的有效手段。
目前 18S rDNA 由于其在一级结构中的多拷贝及高
变区域的高度保守等优点而被广泛用于分子系统学

研究[14-18], 利用 18S rDNA序列变化可以探究生物种
间和种内的亲缘关系、系统进化以及鉴定未知的种

属等问题, 已成为海洋真菌重要的分子标记[19-25]。在

海洋真菌裂殖壶菌属中除了 S. octosporum没有得到
18S rDNA 序列, 其他四个种都得到了一条或多条
18S rDNA序列。利用这些序列信息可以确定一些新
发现菌株的分类地位, 以及与其他菌种的亲缘关系
和变异情况。  

目前的研究报道表明, 在真菌类鉴定中, 用 18S 
rDNA序列分析方法一般只能将菌株鉴定到属, 能否
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鉴定到种一直没有定论。本实验用 S. limacinum 
OUC88[8-9]及由其连续诱变筛选的 10 个生长性状、
DHA 产量差异较大的突变菌株为材料 , 克隆扩增
18S rDNA, 分析比较该基因在突变菌株之间、突变
菌株与出发菌株之间的异同。因为基因突变是产生

新生物基因的根本来源, 也是产生生物多样性的根
本来源。经过诱变筛选, 突变菌株是否突破了种间距
离有待于深入研究。同时以裂殖壶菌 Schizochytrium 
sp. FJU-512(GenBank No.AY758384) [22-23], S. lima-
cinum(GenBank No.AB022107)[24], S. mangroveei 
(GenBank No.DQ100293), S. aggregatum (GenBank No. 
DQ023617) , S. minutum (GenBank No.AB022108)[24], 
破囊壶菌 Thraustochytrium sp.  FJN-10(GenBank No. 
AY773276)[25], 酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 
strain NRRL Y-12632(GenBank No.EU011664)[26]的

18S rDNA 序列作为对照, 比较他们之间的遗传距
离, 并为 18S rDNA序列分析方法在真菌菌株鉴定中
的应用提供实验依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料    
以 S. limacinum OUC88 [8-9]为出发菌株, 经紫外

诱变筛选得到 OUC101、OUC109、OUC166、OUC168、
OUC169、OUC174、OUC175、OUC191、OUC192
和 OUC196 等 10 个派生菌株(表 1)。其中 OUC 175
产量高, 壁薄, DHA 含量高; OUC168 产量高, 壁厚, 
DHA含量高, 沉降好; OUC 101, OUC109, OUC191, 
OUC192 和 OUC196 的脂肪酸和 DHA 含量介于

OUC88和 OUC168, OUC175之间; OUC166, OUC169
和 OUC174的脂肪酸和 DHA含量相对较低。以上材
料都由本实验室提供。 

E. coli DH 5α, PCR Amplification Kit和 pMD-
18-T Simple Vector 购自 TaKaRa 公司, 琼脂糖凝胶
DNA 回收试剂盒购自天根公司 ; PCR 扩增采用
BIO-RAD PCR仪, PCR产物由北京六合华大基因科
技股份有限公司测序。 

1.2  方法 
1.2.1  培养 

固体培养基(g/L) : Glucose 60, Agar powder 20, 
Yeast extract 20, 蒸馏水和海水体积比为 1︰1; 发酵
培养基 (g/L): Glucose 70, Yeast extract 20, Monosod-
ium glutamate 20, 蒸馏水和海水比为 1︰1, 培养温度
23℃, 摇瓶转速 200 r/min, pH (6.0), 培养时间 72 h。 

表 1   实验菌株的来源、方法和参考文献 
Tab.1 Source and references of experimental strains 

菌株 来源 方法 文献 

OUC88 SR21 紫外诱变 [8-9] 

OUC101 OUC88 紫外诱变 本文 

OUC109 OUC88 紫外诱变 本文 

OUC166 OUC88 紫外诱变 本文 

OUC168 OUC88 紫外诱变 本文 

OUC169 OUC88 紫外诱变 本文 

OUC174 OUC88 紫外诱变 本文 

OUC175 OUC88 紫外诱变 本文 

OUC191 OUC88 紫外诱变 本文 

OUC192 OUC88 紫外诱变 本文 

OUC196 OUC88 紫外诱变 本文 

Schizochytrium sp. 
FJU-512 

海水分离 
松花粉垂

钓法 
[22-23]

S. limacinum — — [24] 

S. mangrovei — — NCBI 

S. aggregatum — — NCBI 

S. minutum — — [24] 

Thraustochytrium 
sp. FJN-10 

海水分离 
松花粉垂

钓法 
[25] 

Saccharomyces 
cerevisiae — — [26] 

 
1.2.2  总 DNA的提取[8]  

采用裂解法(Lysis法)提取总 DNA。取适量培养
2~3 d的菌体, 液氮研磨后加入 10 mL预热的 CTAB
提取液(0.1 mol/L Tris-Cl pH 8.0, 0.02 mol/L EDTA, 
0.5 mol/L NaCl, 1.5%SDS), 剧烈混匀 , 60℃水浴
30~60 min, 酚/氯仿去蛋白, 乙醇沉淀, 加 TE 溶解
沉淀, RNaseA去 RNA, 电泳检测后−20℃保存备用。 
1.2.3  18S rDNA的扩增和测序 

采用 TaKaRa PCR Amplification Kit, 按操作说
明进行 PCR, 扩增引物为 18SF: 5′CCAACCTGGTT-
GATCCTGCCAGTA 3′和 18SR: 5′CCTTGTTACGAC-
TTCACCTTCCTCT 3′[17], 扩增参数为: 94℃预变性 5 
min; 94℃变性 30 s, 52℃复性 30 s, 72℃延伸 2 min, 30个
循环; 72℃充分延伸 10 min, 4℃保存。PCR扩增产物
采用天根公司的琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒回收, 
连接体系依据 TaKaRa 连接试剂盒 pMD18-T Simple 
Vector的使用说明进行。连接产物转化 E．coli DH 5α
感受态细胞, 用通用引物 M13 筛选阳性重组子, 阳性
克隆送北京六合华大基因科技股份有限公司测序。 
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1.2.4  序列分析和系统树的构建 
将测序得到的基因序列, 用 NCBI 网站上 Blast

软件进行序列比对。然后采用 MEGA4.0软件将其与
GenBank 数据库中已报道的相似序列进行比对并采
用邻接法  (neighbor-joining method) 获得系统树 , 
重复计算 1000次得到系统树拓扑结构的支持。 

1.3  对比序列 
为了比较, 还从 Genbank 数据库及参考文献得

到裂殖壶菌属中 5条 18S rDNA基因序列, 即 Schizo-
chytrium sp. FJU-512(GenBank No.AY758384) [22-23],S. 
limacinum(GenBank No.AB022107)[24], S. mangrovei 
(GenBank No.DQ100293), S. aggregatum (GenBank 
No.DQ023617), S. minutum (GenBank No.AB022108) [24], 
以及作为群外参照的破囊壶菌 Thraustochytrium sp. 
FJN-10(GenBank No.AY773276)[25] 和 酿 酒 酵 母

Saccharomyces cerevisiae strain NRRL Y-12632(Gen-
Bank No.EU011664)[26]的 18S rDNA 序列各一条。这
些资料也列于表 1中。 

2   实验结果 

2. 1 18S rDNA 基因 PCR 扩增 
取 Lysis法提取的 11株裂殖壶菌的总 DNA为模

板进行 PCR 扩增, 扩增产物通过 1%的琼脂糖凝胶
(EB染色)电泳检测, 结果如图 1, 条带清晰且没有杂
带, 长度约 1 750bp。将片段回收并转化到大肠杆菌
DH5α感受态细胞中, 筛选阳性克隆测序。 

 

图 1  18S rDNA电泳图像 
Fig. 1 Electrophoresis patterns of 18S rDNA 

M:λ-EcoT14 I digest;1:S. limacinum OUC88;2:S. limacinum 
OUC101; 3:S. imacinum OUC109; 4:S. limacinum OUC166; 5:S. 
limacinum OUC168; 6:S. limacinum OUC169; 7:S. limacinum 
OUC174; 8:S. limacinum OUC175; 9:S. limacinum OUC191; 10:S. 
limacinum OUC192; 11:S. limacinum OUC196 
 

2.2 18S rDNA 基因序列分析 
经 DNAMAN 整理后得到 11 株裂殖壶菌完整的

18S rDNA基因序列, 序列大小在 1 751bp到 1 758bp, 

将其提交到GenBank数据库中得到GenBank 号如表 2
所示。经 Blast同源性比对, 它们与 Schizochytrium sp. 
FJU-512(GenBank No.AY758384, 破囊壶菌科, 裂殖壶
菌属 )[22-23] 同源性最高 , 在 98%~99%; 与 S. lima-
cinum(GenBank No. AB022107)[24] 具有 96%的同源性; 
与 S. mangrovei(GenBank No.DQ100293)、S. minu-
tum(GenBank No.AB022108) [24]分别具有 93%和 86%
的同源性; 与 S. aggregatum (GenBank No.DQ023617)
具有 82%~85%同源性 ; 与 Thraustochytrium sp. 
FJN-10(GenBank No.AY773276, 破囊壶菌科, 破囊壶
菌属)[25] 具有 91%的同源性; 与 Saccharomyces cere-
visiae strain NRRL Y-12632(GenBank No. EU011664, 
酵母菌科, 酵母菌属, 酿酒酵母菌)[26]具有 81%~84%
的同源性, 如表 2所示。 
将 S. limacinum OUC88等 11株裂殖壶菌 18S rDNA

基因序列与 Genbank数据库中已知的 Schizochytrium sp. 
FJU-512、S. limacinum(GenBank No.AB022107)[24]、S. ma-
ngrovei(GenBank No.DQ100293)、S. aggregatum (GenBank 
No.DQ023617)、S. minutum (GenBank No. AB022108) [24]、

Thraustochytrium sp. FJN-10和 Saccharomyces cere-
visiae strain NRRL Y-12632的 18S rDNA基因序列进
行比对, 利用 MEGA4.0 做出了它们的遗传距离表, 
如表 3。 

表 3 显示 11 株裂殖壶菌的 18S rDNA 序列与
Schizochytrium sp. FJU-512的遗传距离在0.001~0.010之
间; 与 S. limacinum 的遗传距离为 0.019~0.026; 与 S. 
mangrovei的遗传距离为 0.046~0.052; 与 S. aggregatum
的遗传距离为0.239~0.241; 与S. minutum的遗传距离为
0.212~0.216; 与 Thraustochytrium sp. FJN-10 间的遗传
距离为 0.072~0.077; 与 Saccharomyces cerevisiae strain 
NRRL Y-12632的遗传距离为 0.265~0.272。 

11 株裂殖壶菌之间也存在差异, 其中 OUC88 与
OUC174、OUC192、OUC101、OUC196的遗传距离是
0.007, 与 OUC166的遗传距离是 0.008, 与OUC168的
遗传距离是 0.010, 与 OUC109、OUC191 的遗传距离
是 0.012, 与 OUC169、OUC175的遗传距离是 0.013。 

2.3  分子系统树的构建 
基于所得到的数据, 以酿酒酵母菌 Saccharom-

yces cerevisiae strain NRRL Y-12632为外类群进行系
统发育分析。应用 NJ 法(Kimura 2-parameter) 构建了
分子系统发育关系树(NJ 树, 图2), “Bootstrap”进行1 000 
次以检验分枝的置信度。枝上数字为 1 000 次 bootstrap  
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表 2  11 株裂殖壶菌的 18S rDNA 序列长度, GenBank 号以及同源性比较 
Tab. 2  The length, GenBank No. and Max. identity of 18S rDNA gene from S .limacinum 

同源性(%) 

菌株 长度

(bp) 
GenBank号

Saccharo-
myces 

sp. FJU-  
512(AY 
758384) 

S.limacinum 
(AB022107)

S.mangr- 
ovei 

(DQ1002 
93) 

S.aggreg-
atum 

(DQ023617)

S.minutum  
(AB022108) 

Thraustochy-
trium sp. 
FJN-10  

(AY773276) 

Saccharomy-
ces cerevisiae 
(EU011664)

OUC88 1758 HM042904 99 96 93 82 86 91 84 
OUC101 1751 HM042905 99 96 93 84 86 91 82 
OUC109 1757 HM042906 98 96 93 82 86 91 84 
OUC166 1756 HM042907 99 96 93 82 86 91 81 
OUC168 1758 HM042908 98 96 93 82 86 91 82 
OUC169 1756 HM042909 98 96 93 85 86 91 82 
OUC174 1757 HM042910 99 96 93 82 86 91 81 
OUC175 1756 HM042911 98 96 93 85 86 91 82 
OUC191 1755 HM042912 98 96 93 82 86 91 84 
OUC192 1757 HM042913 99 96 93 82 86 91 84 
OUC196 1757 HM042914 99 96 93 82 86 91 84 

 
表 3  18S rDNA 遗传距离 (左下角为遗传距离, 右上角为标准误) 
Tab.3  Genetic distance (lower-left) and SE (upper-right) of 18S rDNA using Kimura-2-parameter 
菌

株 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

1  0.001 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.004 0.006 0.007 0.014 0.013 0.015
2 0.002  0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.003 0.006 0.007 0.013 0.013 0.015
3 0.007 0.006  0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.004 0.006 0.007 0.014 0.013 0.015
4 0.007 0.005 0.004  0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.004 0.006 0.007 0.013 0.013 0.015
5 0.007 0.007 0.006 0.006  0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.004 0.006 0.007 0.014 0.013 0.015
6 0.012 0.012 0.013 0.013 0.010  0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.004 0.006 0.007 0.014 0.013 0.016
7 0.009 0.008 0.010 0.010 0.008 0.005  0.001 0.002 0.002 0.002 0.002 0.004 0.006 0.007 0.014 0.013 0.015
8 0.009 0.008 0.010 0.010 0.008 0.007 0.001  0.002 0.002 0.002 0.002 0.004 0.006 0.007 0.014 0.013 0.015
9 0.009 0.008 0.010 0.010 0.008 0.007 0.004 0.005  0.002 0.001 0.001 0.004 0.006 0.007 0.014 0.013 0.015

10 0.009 0.007 0.010 0.008 0.010 0.008 0.004 0.004 0.005  0.001 0.001 0.004 0.006 0.007 0.014 0.013 0.015
11 0.008 0.007 0.010 0.007 0.009 0.007 0.004 0.004 0.003 0.001  0.000 0.004 0.006 0.007 0.013 0.013 0.015
12 0.008 0.007 0.010 0.007 0.009 0.007 0.004 0.004 0.003 0.001 0.000  0.004 0.006 0.007 0.013 0.013 0.015
13 0.021 0.019 0.022 0.020 0.020 0.026 0.023 0.023 0.023 0.022 0.021 0.021  0.006 0.007 0.014 0.013 0.015
14 0.050 0.048 0.050 0.046 0.048 0.052 0.050 0.052 0.051 0.049 0.048 0.048 0.053  0.008 0.016 0.015 0.017
15 0.076 0.075 0.076 0.077 0.074 0.076 0.073 0.073 0.072 0.073 0.073 0.073 0.087 0.110  0.013 0.013 0.014
16 0.240 0.241 0.241 0.241 0.241 0.244 0.240 0.240 0.241 0.240 0.239 0.239 0.252 0.274 0.227  0.015 0.014
17 0.214 0.213 0.216 0.215 0.215 0.216 0.212 0.213 0.212 0.213 0.212 0.212 0.225 0.257 0.213 0.264  0.010
18 0.267 0.267 0.271 0.272 0.271 0.270 0.266 0.266 0.267 0.266 0.265 0.265 0.283 0.312 0.273 0.282 0.159  

 

1: S. limacinum OUC109; 2: S. limacinum OUC191; 3: S. limacinum OUC169; 4: S. limacinum OUC175; 5: S. limacinum OUC168; 6: S. 
limacinum OUC88; 7: S. sp. FJU-512(AY758384); 8: S. limacinum OUC101; 9: S. limacinum OUC196; 10: S. limacinum OUC166; 11: S. 
limacinum OUC192; 12: S. limacinum OUC174;13: S. limacinum(AB022107);14: S. mangrovei(DQ100293);15: Thraustochytrium sp. 
FJN-10(AY773276); 16: S. aggregatum(DQ023617); 17: S. minutum(AB022108); 18: Saccharomyces cerevisiae strain NRRL Y-12632 
(EU011664) 

 
分析的支持百分率, 其数值越高, 支持率越高, 树的置信
度越高。 

由图 2 看出, 酿酒酵母菌 Saccharomyces cere-
visiae strain NRRL Y-12632 作为外类群位于进化 
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图 2  18S rDNA的分子系统树(邻接树) 
Fig.2  Molecular phylogenetic tree of 18S rDNA (Neighbor-Joining tree) 

 
树的底部, S. minutum与 Saccharomyces cerevisiae 聚
为一支, S. limacinum 与 S. mangrovei 聚为一支。S. 
limacinum OUC88及由其紫外诱变得到的 10个派生菌
株以 100%的置信度聚为一支。其中 OUC88 与
OUC174、OUC192、OUC101、OUC196、OUC166; 
OUC109、OUC191、OUC169、OUC175 与 OUC168
聚为一支。OUC101与 Schizochytrium sp. FJU-512聚为
一支。根据黄建忠 [23] 中结果 Schizochytrium sp. 
FJU-512与 S. limacinum具有大于 98 %同源性, 在进化
树中与 S. limacinum距离最近, 进化关系最密切。这一
结果在本实验中也得到了进一步的证明 , 可知
Schizochytrium sp. FJU-512 应该属于 S. limacinum。11
株裂殖壶菌与Schizochytrium sp. FJU-512聚为一支, 与
S. limacinum亲缘关系最近, 与 S. mangrovei次之, 与
S. aggregatum和 S. minutum最远。 

3   分析与讨论 
(1) 本实验测定了 11 株裂殖壶菌完整的

18SrDNA基因序列, 序列大小在 1751bp到 1758bp。
提交到 GenBank数据库中得到 GenBank 登录号。这
为裂殖壶菌属 18S rDNA 序列增添了新的信息内容, 
为其他菌株 18S rDNA 序列比对和鉴定提供了更多
的选择, 扩展了该属的分子系统学资料。 

(2) 分析种内遗传差异 , 并与种间差异进行量
化比较 

现代生物进化理论中, 突变、重组、自然选择及
隔离是物种形成和生物进化的基础, 其中突变为生
物进化提供大量的原材料 ,也是生物变异的根本来
源。基因突变是指 DNA分子结构的改变, 即基因内
部脱氧核苷酸的排列顺序发生改变。根据突变发生

的条件可分为自然突变和诱发突变两类。而紫外诱

变就是一种应用广泛、效果明显的诱变方法。它的

诱变频率高 , 而且不易回复突变 , 是微生物育种中
最常用和有效的诱变方法之一。 

在本实验中, S. limacinum OUC88是 Schizochy-
trium limacinum SR21的紫外突变株, 其他 10个菌株
由 OUC88 紫外诱变分离单菌落得到, 它们经过紫外
诱变后生物性状(生物量, 脂肪酸含量和 DHA 含量
等)都发生了很大改变。根据海洋真菌重要的分子标
记 18S rDNA序列, 分析由于突变形成的种内遗传差
异, 并与种间差异进行了量化比较。 

以 S. limacinum OUC88为出发菌株, 经过紫外诱
变得到 10 个突变菌株, 比较出发菌株和突变菌株的
18S rDNA序列, 显示它们之间的遗传距离为 0.000到
0.013, 远 小 于 与 S. limacinum 的 遗 传 距 离

0.019~0.026。其中 OUC88 与 OUC174、OUC192、
OUC101、OUC196 的遗传距离是 0.007, 与 OUC166
的遗传距离是 0.008, 它们以 91%置信度聚为了一支; 
而 OUC88与 OUC109、OUC191的遗传距离是 0.012, 
与OUC169、OUC175的遗传距离是 0.013, 与OUC168
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的遗传距离是 0.010, 这 5 个菌株聚为一支。其中
OUC174与OUC192遗传距离为 0.000, 两个菌株亲缘
关系最近; OUC101与 Schizochytrium sp FJU-512遗传
距离为 0.002, 聚为一支。 

从遗传距离上看, 11株裂殖壶菌的 18S rDNA序
列与 S. limacinum 的遗传距离为 0.019~0.026, 与 S. 
mangrovei 的遗传距离为 0.046~0.052, 小于 S. lima-
cinum、S. mangrove两种间距离 0.053; 与 S. aggre-
gatum 的遗传距离为 0.239~0.241, 小于种间距离
0.252; 与 S. minutum的遗传距离为 0.212~0.216, 小
于种间距离 0.225。由分子系统树看, 11株裂殖壶菌
与 S. limacinum 亲缘关系最近, 同源性比较也高达
96%; 与 S. aggregatum的亲缘关系比 S. minutum近, 
这与同源性比较和遗传距离显示的结果矛盾, 分析
原因可能是在 GenBank数据库中 S. aggregatum 18S 
rDNA 含有 100 多个未知碱基, 实际上 11 株裂殖壶
菌与 S. aggregatum的遗传距离应小于 0.244, 同源性
比较应该高于 82%~85%同源性。 

S. minutum与 Saccharomyces cerevisiae遗传距离
为 0.159, 在进化树中与 Saccharomyces cerevisiae 聚
为一支, 但是它们分属于不同的物种, 形态、生理、
代谢等方面差异大, 所以 18S rDNA分子标记技术与
传统的分类学方法相结合才能更好的判定亲缘关系。 

利用 16S rDNA 序列作为分子标记时,   其中
99%~100%全序列相似的判定为一个种, 97%~99%全
序列相似的判定为一个属[27-28]。18S rRN A序列作为
划分科级阶元的工具时, 当位于同一分支上互成姐
妹群的类群间的遗传距离超过 1% 时, 这几个类群
属于不同的科[29]。虽然有文献报道, 在真菌类鉴定中, 
用 18S rDNA 序列分析方法鉴定菌株一般只能鉴定
到属[29-30], 但是本实验结果表明出发菌株与 10 个突
变菌株 18S rDNA 序列遗传距离虽然有一定差距, 
但是变化没有超过 S. limacinum种间的尺度, 仍然属
于 S. limacinum。本文结果表明 18S rDNA序列不仅
在分子分类上是一个重要的标志, 也可分析由突变
引起的物种内细微的遗传变异。 

(3) 诱变育种或转基因等基因工程育种可能带
来生物基因的改变 , 进而影响其形态和生物特性 , 
创造人类需要的变异类型, 这种变化是否可以脱离
物种的范围, 创造新物种还是一个有争议的问题。本
研究结果表明裂殖壶菌经诱变选育获得的 10个突变
菌株, 虽然在形态和性状上与出发菌株有很大变化, 
但是经 18S rDNA 序列分析发现他们的遗传距离变

化很小 , 仍没有超出物种的范围 , 因此我们认为基
因工程育种可能带来生物基因的改变, 但尚没有证
据表明可以创造新物种 , 因为新物种的形成 , 需要
这些进化材料的长期积累和隔离的过程[31]。本文结

果进一步表明 18S rDNA序列鉴定可作为诱变、转基
因等基因工程育种后物种鉴定的有效方式。 
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Cloning and analysis of 18S rDNA gene from Schizochytrium 
limacinum OUC88 and 10 derived strains 
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Abstract: 18S rDNA genes with length between 1751bp and 1758bp (GenBank : HM042904-HM042914) were 

cloned from Schizochytrium limacinum OUC88 and its 10 derived strains by PCR. By sequencing and blasting with 

other 18S rDNA genes of Schizochytrium from GenBank database, the genetic distances of S. limacinum OUC88 

and its derived strains were between zero and 0.013, and their identity was between 98% and 99% with Schizochy-

trium sp FJU-512 (GenBank No.AY758384), 96% with S. limacinum (GenBank No. AB022107) and 93% with S. 

mangrovei (GenBank No.DQ100293), respectively. By sequence analysis and the phylogenetic tree built up by 

MEGA4.0, the results showed that slight variation in mutation was less than in different species. These have pro-

vided molecular biology data for this important economic marine fungi. Furthmore, the results showed that the 

18S rDNA sequence was not only an important sign in molecular classification, but also can be used to analyze 

slight genetic variation caused by mutation. 
 

                                                                       (本文编辑: 张培新) 
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