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摘　要：长棘海星 （Ａｃａｎｔｈａｓｔｅｒｐｌａｎｃｉ）是热带和亚热带海域珊瑚礁的主要破坏者，体内外有丰富的共附生微生
物。该文对采自南海三亚珊瑚礁保护区的一个长棘海星样品的共附生真菌，利用３种培养基进行分离纯化得到
近２００株真菌菌株。采用通用引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４扩增其中１６株真菌的ＩＴＳｒＤＮＡ片段序列，并进行测序，测试结
果提交ＧｅｎＢａｎｋ，登录号为ＫＦ９９９８０８ＫＦ９９９８２２以及 ＫＪ７２３４５８。利用邻接法构建系统发育树及简单分析该长棘
海星共附生真菌的种群多样性。序列分析显示，１６株真菌分别属于 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ门４目 （Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ、Ｅｕｒｏｔｉａｌｅｓ、
Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ、Ｍｉｃｒｏａｓｃａｌｅｓ），５属 （Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ、Ｎｅｏｓａｒｔｏｒｙａ、Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｕｌｉｎａ、Ｐｓｅｕｄａｌｌｅｓｃｈｅｒｉａ），以
及Ｄｅｕｔｅｒｏｍｙｃｏｔａ门１目 （Ｍｅｌｉｏｌａｌｅｓ），１属 （Ｆｕｓａｒｉｕｍ，有性型 Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ），并聚为８类。多样性分析的结果显
示，菌体的个体数在镰刀属上 （１０株）表现为高度富集，群落的均匀度比较低。
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　　长棘海星 （Ａｃａｎｔｈａｓｔｅｒｐｌａｎｃｉ）属于棘皮动物，
状似葵花，浑身长满毒刺，是热带和亚热带海域珊

瑚礁的主要破坏者，严重威胁海洋生态安全与生物

多样性。目前，国内外对长棘海星的研究大多集中

于长棘海星的生态及活性成分的研究。１９９０年，
ＳｈｉｏｍｉＫ等［１］的研究表明长棘海星体内的多种毒素

能阻断哺乳动物神经肌肉的传递引起肝的严重退

化；１９９４年，ＳｈｉｒｏｍａＮ等［２］发现长棘海星分泌的

毒素能能引起海葵等海洋生物的逃避反应；１９９８
年，ＴｏｓｈｉａｋｉＴ等［３］研究发现花生四烯酸和 α－亚
麻酸对长棘海星有诱捕作用；２００９年，李厚金
等［４］的研究证实花生四烯酸是长棘海星体内主要

的必需不饱和脂肪酸，而且体内无法合成，需要不

断捕食富含花生四烯酸的珊瑚。近年来，人们发现

共附生真菌与宿主在遗传、生理、代谢等方面相互

渗透进化，形成互利共生关系。长棘海星体内有丰

富的微生物为其提供有效的化学防御，不仅是一个

潜在的微生物多样性宝库，更是天然药物的一个非

常重要的来源途径。本实验室多年来先后从中国三

亚的长棘海星样品中分离获得一批能够产生新颖结

构的活性真菌菌株，并从中分离得到多个新骨架类

型和有显著活性的化合物。如２０１２年，ＬＡＮＷ Ｊ
等［５］从Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐ培养液提取物中分离得到２
个新的ｓｏｒｂｉｃｉｌｌｉｎｏｉｄ类似物对多种肿瘤细胞系有较
强的毒性。２０１３年，ＺｈａｏＹ等［６］从 Ｃｅｒｉｐｏｒｉａｌａｃｅｒ
ａｔｅ的ＧＰＹ培养发酵液中分离得到３个新的羊毛甾
烷型三萜化合物。因此，开展长棘海星共附生真菌

的相关研究具有非常重要的生态意义与海洋药物资

源开发利用的价值。

本文采用平板涂布法从采自三亚珊瑚礁保护区

的长棘海星样品中分离得到近２００株真菌，采用
ＩＴＳｒＤＮＡ分子系统鉴定方法确定了１６株具有代表
性的真菌种属，通过统计学方法研究了长棘海星共

附生真菌的种群多样性，为下一步深入研究长棘海

星共生真菌的次生代谢情况奠定基础。

１　实验部分
１１　材料
１１１　样品　采自中国三亚珊瑚礁保护区的长棘
海星活性样本。水下采样，将采得的样本装入盛有

海水的塑料桶，于冰盒保存。４８ｈ内送至实验室
于４℃保存。
１１２　试剂与仪器　Ｂｉｏｆｌｕｘ真菌基因组提取试剂
盒 （ＦｕｎｇａｌＤＮＡＫｉｔ５０Ｔ），日本 Ｂｉｏｆｌｕｘ公司；溶
菌酶、蛋白酶 Ｋ、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡ相对分子质量标
准，加拿大 ＭＢＩ公司；Ｔａｑ酶，日本 ＴａＫａＲａ公
司；

引物

ＩＴＳ１：５’ －ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３’
ＩＴＳ４：５’ －ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３’

１１３　培养基　ＰＤＡ培养基：马铃薯２００ｇ（煮
沸０５ｈ，取滤液），葡萄糖２０ｇ，琼脂２０ｇ，人工
海水１Ｌ，ｐＨ７０～７４。

马丁氏培养基：葡萄糖 １０ｇ，蛋白胨 ５ｇ，
Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０５ｇ，孟加拉红 ３３
ｍｇ，琼脂２０ｇ，人工海水１Ｌ，ｐＨ７０～７４。

察氏 培 养 基：蔗 糖 ３０ ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４ １ ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１５ｇ，ＮａＮＯ３３ｇ，ＫＣｌ０５ｇ，ＦｅＳＯ４
００１ｇ，琼脂２０ｇ，人工海水１Ｌ，ｐＨ７０～７４。

以上培养基均在１２１℃下灭菌３０ｍｉｎ，用前加
入氯霉素２００ｍｇ／Ｌ。
１２　方法
１２１　样品处理　长棘海星活体依次用无菌海水
快速清洗数次，φ＝７５％乙醇浸泡３０ｓ，无菌海水
漂洗３次，无菌滤纸吸干。然后将长棘海星不同部
位磨碎，取１０ｇ碎片于装有９０ｍＬ无菌海水的匀
浆器中，反复震荡，静置取上清液备用。

１２２　共附生真菌的分离纯化及保存　取２００μＬ
备用上清液用无菌海水进行梯度稀释１０－５、１０－６、
１０－７、１０－８。用灭菌涂布棒均匀涂布到相应的分离
培养基平板上，与２５℃倒置培养至肉眼能观察到
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真菌菌落，如此反复纯化３次。
纯化的菌株转接到新鲜ＰＤＡ琼脂平板上培养，

待菌落长满约斜面一半时，置于４℃保存。
１２３　纯化真菌 ＤＮＡ的提取与 ＩＴＳｒＤＮＡ扩增及
序列分析　取少量新鲜菌体，按照日本 Ｂｉｏｆｌｕｘ公
司的真菌 ＤＮＡ提取试剂盒的方法进行真菌基因组
ＤＮＡ的提取。以获得的 ＤＮＡ为模板，采用真菌通
用引物 ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４对真菌的核糖体转录间隔区
ＩＴＳ进行ＰＣＲ扩增。

ＰＣＲ反应体系 （５０μＬ）：模板ＤＮＡ２μＬ；１０
×ＰＣＲ缓冲液 ５μＬ，ｄＮＴＰｓ５μＬ，上下游引物
（１０ｐｍｏｌ／μＬ）各１８μＬ，Ｔａｑ聚合酶２μＬ，无菌
超纯水 ３２４μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９５℃预变性 ５
ｍｉｎ；９５℃变性１ｍｉｎ，５５℃复性１ｍｉｎ，７２℃延
伸１ｍｉｎ，３５个循环后，７２℃延伸补齐１０ｍｉｎ，最
后冷却至１６℃。获得的产物经１％的琼脂糖凝胶
电泳检测后送至广州华大基因公司测序。

构建系统发育树：测序结果提交到 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库并获得登录号，应用 Ｂｌａｓｔ对所测系列进行
系列相似性比对，获得相关种属的ＩＴＳ系列，使用
ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行多序列比对，使用 ＭＥＧＡ６软件
的ＮＪ法构建系统发育树的，进化距离的计算按照
Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ方法进行，可靠性通过１０００次
Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ计算得出。
１２４　种群多样性分析　以同源性大于９７％的菌
种定义为同一分类单元，以 Ｓｈａｎｎｏｎｗｉｅｎｅｒ指数
（Ｈ）和Ｐｉｅｌｏｕ均匀度指数 （Ｅ）作为计算多样性的
标准。

Ｈ＝－∑ＰｉｌｎＰｉ
Ｅ＝Ｈ／Ｈｍａｘ

其中，Ｐｉ＝Ｎｉ／Ｎ，Ｈ为实际求得的物种多样性指
数，Ｐｉ是第 ｉ种的多度比例，Ｎｉ是每一个属中的
菌株数，Ｎ是每个样品中菌株总数；Ｈｍａｘ为最大的
物种多样性指数，Ｈｍａｘ＝ｌｎＳ，Ｓ为群落中的总物
种数。

２　结果与讨论
２１　长棘海星共附生真菌的分子鉴定
２１１　 ＩＴＳ序列分析　利用真菌通用引物 ＩＴＳ１和
ＩＴＳ４分别对１６株长棘海星共附生真菌基因组 ＤＮＡ
进行ＰＣＲ扩增，获得长度５００～６００ｂｐ的单一片
段，扩增结果的电泳图 （见图１）。对 ＰＣＲ产物进
行测序，获得的ＩＴＳ序列提交ＧｅｎＢａｎｋ数据库，登
录号为 ＫＦ９９９８０８ＫＦ９９９８２２以及 ＫＪ７２３４５８。测序
结果显示，所有菌种都有完整的核糖体内转录间隔

区序列 （ＩＴＳ１和ＩＴＳ２）和５８Ｓ，及部分１８ＳｒＲＮＡ
和２８ＳｒＲＮＡ基因序列。用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件对１６株真
菌的 ＩＴＳ序列进行比对分析，发现５８Ｓ基因序列
高度保守，而核糖体内转录间隔区序列 （ＩＴＳ１和
ＩＴＳ２）则具有显著的多态性。ＩＴＳ序列长度范围在
４４０～５３０ｂｐ，（Ｇ＋Ｃ）％含量在５１％ ～６１％之间，
差异较大 （见表１）。其中Ｆ４６－１的 （Ｇ＋Ｃ）％含
量约５２％，与Ｆ１－２、Ｆ２－３、Ｆ１６－１等８个菌株
的 （Ｇ＋Ｃ）％含量较为相似，但序列长度５２５ｂｐ，
明显大于后者，表明了Ｆ４６－１与其他菌株是不同。
Ｆ１－１与Ｆ４－１Ａ的 （Ｇ＋Ｃ）％含量约５６％，可能
是一类；而 Ｆ７－１Ｃ、Ｆ７－１Ｂ和 Ｆ２７－１的 （Ｇ＋
Ｃ）％含量高达５８％以上，明显与其他菌株不同。

图１　长棘海星１６株共附生真菌的ＩＴＳ扩增产物电泳图
Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆＩＴＳａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ
ｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍＡｃａｎｔｈａｓｔｅｒｐｌａｎｃｉ泳道编号为菌株编号，

Ｍ代表Ｍａｒｋｅｒ，Ｃ为空白对照

表１　长棘海星共附生真菌ＩＴＳ片段序列 （Ｇ＋Ｃ）％含量
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅ（Ｇ＋Ｃ）％ ｃｏｎｔｅｎｔｏｆＩＴＳｆｒａｇｍｅｎｔｓｆｒｏｍｔｈｅ

ｆｕｎｇｉａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＡｃａｎｔｈａｓｔｅｒｐｌａｎｃｉ

菌株编号 ＩＴＳ长度／ｂｐ （Ｇ＋Ｃ）／％

Ｆ１－１ ５０５ ５６
Ｆ１－２ ４６３ ５２
Ｆ２－３ ４５４ ５３
Ｆ４－１Ａ ５１１ ５６
Ｆ７－１Ｂ ４４５ ５８
Ｆ７－１Ｃ ４６１ ６１
Ｆ１０－３ ４８０ ５５
Ｆ１６－１ ４５３ ５２
Ｆ２７－１ ５０６ ６０
ＣＨＪＡ ４６２ ５３
ＣＨＪＢ ４６０ ５２
ＣＨＪ１Ｆ ４６４ ５２
ＣＨＪ２ ４５９ ５３
ＣＨＪ３ ４４４ ５１
ＬＪＣ ４６２ ５２
Ｆ４６－１ ５２５ ５２

２１２　１６株长棘海星共附生真菌的系统学分析　
将获得的１６株真菌的ＩＴＳ序列通过Ｂｌａｓｔ与数据库
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已有序列进行比对，均能获得相似度大于９９％的 匹配序列 （见表２）。

表２　长棘海星１６株共附生真菌ＩＴＳ序列及其最相似菌序列信息
Ｔａｂｌｅ２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＩＴＳｏｆ１６ｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍＡｃａｎｔｈａｓｔｅｒｐｌａｎｃｉ

菌株编号 登录号 序列同源性最相似种属及 Ｓｃｏｒｅ Ｃｏｖｅｒ／％ Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ／％

Ｆ１－１ ＫＦ９９９８０８ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｅｒｉｎａｃｅｕｍ １００７ ９８ １００
Ｆ１－２ ＫＦ９９９８０９ Ｆｕｓａｒｉｕｍｆｕｊｉｋｕｒｏｉ ９３３ ９８ ９９
Ｆ２－３ ＫＦ９９９８１０ Ｆｕｓａｒｉｕｍｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ ９３３ ９８ １００
Ｆ４－１Ａ ＫＦ９９９８１１ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａａｔｒｏｖｉｒｉｄｅ １０２０ ９９ ９９
Ｆ７－１Ｂ ＫＦ９９９８１２ Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｕｌｉｎａｓｐ ９０９ ９８ ９９
Ｆ７－１Ｃ ＫＦ９９９８１３ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｉｔｒｉｎｕｍ ９２８ ９８ ９９
Ｆ１０－３ ＫＦ９９９８１４ Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ ９７２ ９８ ９９
Ｆ１６－１ ＫＦ９９９８１５ Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ ９２９ ９９ １００
Ｆ２７－１ ＫＦ９９９８１６ Ｎｅｏｓａｒｔｏｒｙａｐｓｅｕｄｏｆｉｓｃｈｅｒｉ ９９８ ９６ ９９
ＣＨＪＡ ＫＦ９９９８１７ Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ ９２８ ９６ ９９
ＣＨＪＢ ＫＦ９９９８１８ Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ ９３７ ９８ １００
ＣＨＪ１Ｆ ＫＦ９９９８１９ Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ ９２９ ９７ １００
ＣＨＪ２ ＫＦ９９９８２０ Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ ９５０ ９９ ９９
ＣＨＪ３ ＫＦ９９９８２１ Ｆｕｓａｒｉｕｍｃｌａｍｙｄｏｓｐｏｒｕｍ ９２２ ９８ ９９
ＬＪＣ ＫＦ９９９８２２ Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ ９４１ １００ ９９
Ｆ４６－１ ＫＪ７２３４５８ Ｐｓｅｕｄａｌｌｅｓｃｈｅｒｉａｂｏｙｄｉｉ １０８１ ９９ ９９

　　选取同源性较高的模式菌序列用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件
进行多序列比对，运用 ＭＥＧＡ６以邻接法聚类构建

系统发育树，外群取 Ｍｕｃｏｒｒａｃｅｍｏｓｕｓｆｓｐｈａｅｒｏｓ
ｐｏｒｕｓ（ＡＪ８７８７７５）（见图２）。

图２基于ＮＪ邻接法构建的１６株长棘海星共附生真菌ＩＴＳ系统发育树，重复１０００次
Ｆｉｇ２ＰｈｙｌｏｇｅｎｙｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｎｇｓｐｅｃｉｅｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｉｎｆｅｒｒｅｄｆｒｏｍｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅＩＴＳｇｅｎｅ．Ｅａｃｈｎｕｍｂｅｒｉｎｄｉｃａｔｅｓ
ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｂｏｏｔｓｔｒａｐｓａｍｐｌｉｎｇｓ，ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ１０００ｓａｍｐｌｅｓ，ｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｂｒａｎｃｈｅｓｏｆ５０％ ｏｒｈｉｇｈｅｒ．
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　　图２所示是１６株长棘海星共附生真菌的系统
发育树，分支上为Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ重复１０００次大于５０％
的支持率。结果可以看出，１６株真菌可以归为 ８
类。Ｆ７－１Ｂ、Ｆ７－１Ｃ、Ｆ２７－１、Ｆ４６－１、ＣＨＪ３、
Ｆ１０－３分别与 Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｕｌｉｎａｓｐ．、Ｎｅｏｓａｒｔｏｒｙａ
ｐｓｅｕｄｏｆｉｓｃｈｅｒｉ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｃｉｔｒｉｎｕｍ、Ｐｓｅｕｄａｌｌｅｓｃｈｅｒｉａ
ｂｏｙｄｉｉ、Ｆｕｓａｒｉｕｍｃｌａｍｙｄｏｓｐｏｒｕｍ、Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ的
支持率都达到８０％以上 （其中 Ｆ２７－１、Ｆ４６－１、
ＣＨＪ３、Ｆ１０－３的支持率更是达到了１００％），且分
别自成一类，进而确定其种属。而Ｆ４－１Ａ和Ｆ１－
１聚为一类，与ＡＦ４５６９１７和ＮＲ＿１１１８３７的支持率
分别为５２％和５５％ （均 ＞５０％），初步认为这两
株菌分别是Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａａｔｒｏｖｉｒｉｄｅ和Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｅｒｉ
ｎａｃｅｕｍ。剩下的８株真菌从进化树上看，亲缘关系
非常接近，与 Ｆｕｓａｒｉｕｍｆｕｊｉｋｕｒｏｉｓｐｅｃｉｅｓｃｏｍｐｌｅｘ聚
成一个大类，但无法与已知菌株得到有力的支持，

只能鉴定为 Ｆｕｓａｒｉｕｍ属而无法鉴定到种，需要借
助其他方法进一步确定。这表明ＩＴＳ序列对Ｆｕｓａｒｉ
ｕｍｆｕｊｉｋｕｒｏｉｓｐｅｃｉｅｓｃｏｍｐｌｅｘ不能进行很好的区分。

相似列来源于 ＧｅｎＢａｎｋ，ＣＢＳ：荷兰真菌菌种
保藏中心；ＮＲＲＬ：美国农业部北方利用研究开发
部；Ｔ：典型菌株。

ＣｌａｄｅⅠ：Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉｓｐｅｃｉｅｓｃｏｍｐｌｅｘ；
ＣｌａｄｅⅡ：Ｆｕｓａｒｉｕｍｆｕｊｉｋｕｒｏｉｓｐｅｃｉｅｓｃｏｍｐｌｅｘ；
ＣｌａｄｅⅢ：Ｆｕｓａｒｉｕｍｃｈｌａｍｙｄｏｓｐｏｒｕｍｓｐｅｃｉｅｓｃｏｍ

ｐｌｅｘ；
ＣｌａｄｅⅣ：Ｐｓｅｕｄａｌｌｅｓｃｈｅｒｉａ；
ＣｌａｄｅⅤ：Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ；
ＣｌａｄｅⅥ：Ｎｅｏｓａｒｔｏｒｙａ；
ＣｌａｄｅⅦ：Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ；
ＣｌａｄｅⅦ：Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｕｌｉｎａ；

２２　长棘海星共附生真菌的种群多样性分析
根据ＩＴＳ序列及系统学分析结果，可知长棘海

星共附生真菌主要集中在 Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ门的 ４目
（Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ、 Ｅｕｒｏｔｉａｌｅｓ、 Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ、 Ｍｉｃｒｏａｓ
ｃａｌｅｓ），５属 （Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ、Ｎｅｏｓａｒｔｏ
ｒｙａ、Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｕｌｉｎａ、Ｐｓｅｕｄａｌｌｅｓｃｈｅｒｉａ），以及 Ｄｅｕ
ｔｅｒｏｍｙｃｏｔａ门的 １目 （Ｍｅｌｉｏｌａｌｅｓ），１属 （Ｆｕｓａｒｉ
ｕｍ，有性型为Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ）。其中，Ｆｕｓａｒｉｕｍ是长棘
海星共附生真菌的优势种群 （１０株），属于Ｆｕｓａｒｉ
ｕｍｆｕｊｉｋｕｒｏｉｓｐｅｃｉｅｓｃｏｍｐｌｅｘ。

长棘海星共附生真菌多样性指数为１２４７，均
匀度指数为０４５０，由此可见，长棘海星样品上菌
株种类较少，而且菌体的个体数在镰刀属上表现为

高度富集，均匀度比较低。

３　结　论
基于ＩＴＳｒＤＮＡ的多态性的序列分析可获得相

对足够的信息进行生物亲缘关系的研究，广泛应用

于真菌的属种间及部分种内水平的系统学研

究［７－９］。但对于ＩＴＳ区差异小的菌株如某属种的复
合体，ＩＴＳ就不适合属内种的鉴定，此时必须结合
形态学和生理生化特征，或进行多态位点基因序列

的分析。

本文从南海三亚珊瑚礁保护区的长棘海星样品

中分离纯化得到近２００株共附生真菌，并对１６株
进行鉴定，但所选的 ＩＴＳｒＤＮＡ片段不能很好区分
其中的 ８株镰刀属，它们均属于复合种 Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｆｕｊｉｋｕｒｏｉｓｐｅｃｉｅｓｃｏｍｐｌｅｘ（ＧＦＣ）。ＧＦＣ是由至少１０
个不同的交配群组成，种内形态特征非常相似，采

用传统的形态学分类方法难以区分［１０］。Ｍａ等［１１］

发现利用 ＴＥＦ－１基因片段可将 Ｆｆｕｊｉｋｕｒｏｉ、
Ｆｖｅｔｉｃｉｌｌｉｏｉｄｅｓ和 Ｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ很好地区分开来，
而且重复性好。因此，ＴＥＦ－１基因可用于 ＧＦＣ复
合种内的分子生物学鉴定［１２］。

基于ＩＴＳ序列分析的海洋生物共附生真菌的分
子鉴定方法表明长棘海星是微生物群落多样性丰富

的宿主。对长棘海星进行深入的共附生真菌研究，

尤其是天然产物分子多样性的研究具有潜在而重要

的药物开发价值和生态意义。
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ＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２００４，１１０（５）：４７３－４７９．
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