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微卫星引物犘犆犚快速鉴定兔皮肤病原真菌
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摘　要：本研究旨在借助微卫星引物ＰＣＲ和聚类分析软件，建立一种快速准确鉴定兔皮肤病原真菌的分子生物学

方法。本试验以寡核苷酸重复序列（ＧＡＣＡ）４ 为引物，首先对３种常见兔皮肤病原真菌（须癣毛癣菌、犬小孢子菌

和石膏样小孢子菌）标准菌株的ＤＮＡ进行扩增，然后用ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０软件分析其ＤＮＡ指纹的多态性，并根据其

多态性的差异进行鉴定分析。最后，用上述方法对临床上的分离株进行鉴定分析，并与传统的形态学鉴定方法进

行比较。结果表明，３种不同的兔皮肤病原真菌均呈现不同的ＤＮＡ指纹，且条带差异明显；聚类分析图显示，同种

病原真菌的ＤＮＡ指纹有很高的相似性（９０％～１００％）；该方法对分离株的鉴定结果与形态学鉴定结果一致。可

见，通过微卫星引物ＰＣＲ结合聚类分析软件可以准确、快速地鉴定兔皮肤病原真菌。
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　　兔皮肤真菌病（Ｄｅｒｍａｔｏｐｈｙｔｏｓｉｓ）是一类传染

性极强的人畜共患接触性皮肤病，常见病原真菌主

要包括表皮癣菌属、小孢子菌属和毛癣菌属３个

属［１］。该病主要侵害动物的毛发，出现皮屑增多、结

痂、脱毛、渗出、毛囊炎及痒感等症状，严重的可引起

动物营养不良、生长迟缓、饲料报酬降低等，直接影

响其产量和品质，降低生产性能和幼仔成活率，给养

殖业生产造成严重的经济损失［２３］，同时对养殖人员

的健康构成威胁。

皮肤病原真菌的传统诊断方法主要依赖于传统

的形态学鉴定或病原菌的生理生化特征，但是这些

方法既耗时又费力，一个鉴别周期至少需要３～４

周［１，４５］，而且假阴性率较高［１］。随着分子生物学技

术的发展，鉴定皮肤病原真菌的基因型方法逐渐发

展起来，如内转录间隔区１（ＩＴＳ１）的序列分析
［６］、随

机引 物 ＰＣＲ
［７］、随 机 扩 增 多 态 性 ＤＮＡ 标 记

（ＲＡＰＤ）
［８］、基因组总ＤＮＡ的限制性内切酶片段长

度多态性（ＲＦＬＰ）分析
［９］等，均被用于检测临床样

品中的皮肤病原真菌，并取得显著成效。但是这些

方法操作复杂，对ＤＮＡ质和量的要求很高，不适于

临床快速鉴定和大量样本的研究［１０］。

微卫星引物ＰＣＲ是以（ＧＡＣＡ）４ 等寡核苷酸重

复序列为引物对真菌的全基因组进行扩增［５，１０１１］，

不同的菌株有其明显的ＤＮＡ指纹，在真菌菌种鉴

定和分类上具有高效、快速等特点［４，１２］。Ｆａｇｇｉ和

Ｓｈｅｈａｔａ等曾以单纯微卫星引物ＰＣＲ方法对病原

真菌进行鉴定［５，１０］，但仅通过肉眼观察条带差异确

定ＤＮＡ指纹多态性，虽然这种方法较其他分子生

物学方法更简便、快捷，但是仅用肉眼观察容易产生

主观方面的误差。近年来，随生物信息技术的发展，

聚类分析软件已广泛应用于细菌同源性的鉴定。本

研究以微卫星引物ＰＣＲ与ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０聚类分

析软件相结合，旨在建立一种快速、准确检测兔皮肤

病原真菌的分子生物学方法。

１　材料和方法

１．１　标准菌株

３株标准菌株，犬小孢子菌［ＣＭＣＣ（Ｆ）Ｍ３ｅ］和

石膏样小孢子菌［ＣＭＣＣ（Ｆ）Ｍ２６］购于中国医学科

学院皮肤病研究所），须癣毛癣菌（由第二军医大学

上海长征医院皮肤科馈赠）。

１．２　犇犖犃提取

标准菌株于沙氏培养基（ＳＤＡ，购于北京路桥

技术公司，中国）平皿中２８℃培养２周
［１０，１３１４］，分别

用无菌牙签刮取菌丝体，采用氯化苄法提取基因

组ＤＮＡ
［１５］。

１．３　犘犆犚扩增

利用引物（ＧＡＣＡ）４（由大连宝生物公司合成），

对提取的３种标准真菌菌株基因组 ＤＮＡ 进行扩

增，每种菌株设４个重复。

ＰＣＲ反应体积为２５μＬ，扩增体系如下：１０×

ＰＣＲ 反 应缓冲液 ２．５μＬ （不含 Ｍｇ
２＋ ），２．５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｍｇｃｌ２２μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）２

μＬ，引物（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）４μＬ，ＤＮＡ 模板５０ｎｇ，１

Ｕ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ·μＬ
－１），用灭菌双蒸水

补足至２５μＬ。

反应条件：起始变性９４℃５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，

退火５３℃１ｍｉｎ，延伸７２℃２．５ｍｉｎ，３５个循环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ。

产物于１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，以ＤＬ５０００

Ｍａｋｅｒ（ＴａＫａＲａ）作为相对分子质量标准，电泳结果

在紫外分析仪（Ｔａｎｏｎ２５００，Ｓｈａｎｇｈａｉ，Ｃｈｉｎａ）上观察

并照相。

１．４　犘犆犚结果分析

采用与ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０聚类分析软件对ＰＣＲ

扩增结果进行分析。计算机软件记录下扩增及电泳

谱带，每个样品的扩增带存在时赋值为“１”，不存在

时赋值为“０”，用电泳图像分析软件（ＧｅｌＩｍａｇｅＳｙｓ

ｔｅｍ，Ｖｅｒｓｉｏｎ４．００）自动生成矩阵图。采用非加权

对数算术平均法（Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄ

ｕｓｉｎｇａｖｅｒａｇｅｓａｌｇｏｒｉｔｈｍ，ＵＰＧＭＡ），利用 ＮＴ

ＳＹＳｐｃ２．１０软件构建聚类树状图
［１７］。另外，每个

分离株看作是１个分类学单位（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏ

ｎｏｍｉｃｕｎｉｔ，ＯＵＴ），并且把相似性大于或等于９０％

的菌株看作起源相同的分离株［１８］。

１．５　待测菌株的鉴定

本试验待测样品是于２００９－２０１０年在山东某

兔场所采集的发病兔的皮屑和结痂，在ＳＤＡ培养基

中经２８℃培养１～２周后，经过形态学鉴定
［１６］及内

转录间隔区１（ＩＴＳ１）的序列分析确定为须癣毛癣

菌、犬小孢子菌和石膏样小孢子菌的２１株病料。

ＤＮＡ提取同１．２，以标准菌株为对照，对临床分离

株进行ＰＣＲ扩增，体系同１．３，为减少误差，把所有

分离到的临床样品在同一个反应条件下一次完成。

以ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０软件分析扩增条带的相似性，从

而对真菌分离株进行分类。

０８７
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２　结　果

２．１　标准菌株的特异性

如图１所示，以（ＧＡＣＡ）４ 为引物，须癣毛癣

菌、犬小孢子菌和石膏样小孢子菌的标准菌株通过

微卫星引物ＰＣＲ扩增，在２００～２０００ｂｐ间可以获

得清晰稳定的电泳条带（须癣毛癣菌主要扩增条带

有６条，特征主条带为６００和１５００ｂｐ；石膏样小孢

子菌主要扩增条带有９条，特征主条带为３００、６００

和１４００ｂｐ；犬小孢子菌主要扩增条带有７条，特征

主条带为６００和７８０ｂｐ）。三者特征条带的差距清

楚、直观。３株标准菌株中 ＵＰＧＭＡ进化树结果显

示，每株标准菌株的４个重复样品的相似性均超过

了９０％，显示了良好的可重复性。

泳道１～４为须癣毛癣菌的标准菌株；５～８为石膏样小孢子菌的标准菌株；９～１２为犬小孢子菌的标准菌株，Ｍ为

ＤＬ５０００ＤＮＡ相对分子质量标准

１４．犜．犿犲狀狋犪犵狉狅狆犺狔狋犲狊；５８．犕．犮犪狀犻狊；９１２．犕．犵狔狆狊犲狌犿；Ｍ．ＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图１　标准菌株的犘犆犚扩增及聚类分析结果

犉犻犵．１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犮犾狌狊狋犲狉犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊狉犲狊狌犾狋狊狅犳狊狋犪狀犱犪狉犱狊狋狉犪犻狀狊

２．２　临床分离菌株的鉴定及聚类分析结果

以标准菌株作为对照，对临床分离菌株进行扩

增，得到了与标准菌株带型基本一致的条带，经

ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０聚类分析软件分析，得到了每一种

临床分离株的遗传进化树状图，具有相同遗传进化

关系的菌株具有相同的ＰＣＲ指纹图谱。

经形态学鉴定为须癣毛癣菌的分离株中ＵＰＧ

ＭＡ进化树结果显示（图２），１０株须癣毛癣菌分离

株与标准菌株的相似性都超过了９０％（最低达到

９３％），其中４株分离株与标准菌株的相似性高达

１００％。表明这１０株须癣毛癣菌与标准菌株为同一

种类的病原真菌［１９］。

泳道１～１０为须癣毛癣菌的临床分离株；１１为须癣毛癣菌的标准菌株；Ｍ为ＤＬ５０００ＤＮＡ相对分子质量标准

１１０．犜．犿犲狀狋犪犵狉狅狆犺狔狋犲狊ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎｓ；１１．犜．犿犲狀狋犪犵狉狅狆犺狔狋犲狊ｓｔｒａｉｎ；Ｍ．ＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图２　须癣毛癣菌临床分离株的犘犆犚扩增及聚类分析结果

犉犻犵．２　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犮犾狌狊狋犲狉犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊狉犲狊狌犾狋狊狅犳犜．犿犲狀狋犪犵狉狅狆犺狔狋犲狊狊狋狉犪犻狀狊

　　同样，在犬小孢子菌的７株临床分离株中，４株

与标准菌株的相似性达到１００％，其余３株均在９１％

到９３％之间（图３）。４株石膏样小孢子菌的临床分

离株中２株与标准菌株的相似性达到１００％，其余２

１８７
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株均达到９２％以上（图４）。

以上３种皮肤真菌的树状分析图中，临床分离

株与标准菌株的相似性均超过９０％，表明这临床分

离株与３株标准菌株相同，鉴定结果与形态学鉴定

结果一致。

泳道１为犬小孢子菌标准菌株；２～８为犬小孢子菌临床分离株；Ｍ为ＤＬ５０００ＤＮＡ相对分子质量标准

１．犕．犮犪狀犻狊ｓｔｒａｉｎ；２８．犕．犮犪狀犻狊ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎｓ；Ｍ．ＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图３　犬小孢子菌临床分离株的犘犆犚扩增及聚类分析结果

犉犻犵．３　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犮犾狌狊狋犲狉犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊狉犲狊狌犾狋狊狅犳犕．犮犪狀犻狊狊狋狉犪犻狀狊

泳道１～４为石膏样小孢子菌临床分离株；５为石膏样小孢子菌标准菌株；Ｍ为ＤＬ５０００ＤＮＡ相对分子质量标准

１４．犕．犵狔狆狊犲狌犿ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎｓ；５．犕．犵狔狆狊犲狌犿ｓｔｒａｉｎ；Ｍ．ＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
图４　石膏样小孢子菌临床分离株的犘犆犚扩增及聚类分析结果

犉犻犵．４　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犮犾狌狊狋犲狉犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊狉犲狊狌犾狋狊狅犳犕．犵狔狆狊犲狌犿狊狋狉犪犻狀狊

３　讨　论

近年来，兔皮肤真菌病的感染和发生在世界范

围内比较普遍［２０２１］，已成为危害社会公共卫生的一

大难题。而且多数病原真菌为人畜共患致病菌，世

界上有超过２０％～２５％的人群受到该类疾病的困

扰［２２］。因此，准确、快速地鉴定兔皮肤病原真菌的

种类显得尤为重要，而传统的鉴定方法主要是依靠

镜检和体外培养等形态学方法进行，这些方法或耗

时，或特异性低。近年来分子生物学方法以其简便、

准确的优点逐渐应用到皮肤病原真菌的种类鉴

别中。

在本研究中，微卫星引物ＰＣＲ结合ＮＴＳＹＳｐｃ

２．１０软件鉴定病原真菌的方法与目前国内外所广

泛应用的其他分子生物学方法相比又有其优势所

在，与ＩＴＳ序列分析相比其优势在于该方法不需要

测序，直接通过比较不同带型之间的差异来检测

ＤＮＡ指纹多态性，从而对不同的真菌菌株进行鉴

定，更简便、快速［１９］；与随机引物ＰＣＲ、随机扩增多

态性ＤＮＡ标记（ＲＡＰＤ）、基因组总ＤＮＡ的限制性

内切酶片段长度多态性（ＲＦＬＰ）分析等方法相比，

该方法不需要内切酶酶切，而是直接用寡核苷酸简

单重复序列作为特殊单一引物扩增真菌高度可变、

重复的微小卫星ＤＮＡ序列，通过种、株ＤＮＡ多态

性检测，更能有效地区分真菌种类和说明菌株之间

在分类学上的关系［４，１９］。

２８７
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本试验用寡核苷酸简单重复序列（ＧＡＣＡ）４ 为

引物，须癣毛癣菌、犬小孢子菌和石膏样小孢子菌的

标准菌株作为对照，对须癣毛癣菌、犬小孢子菌和石

膏样小孢子菌的不同表型临床分离株的基因组

ＤＮＡ进行扩增，然后根据产物电泳的条带差异，可

以明确地将这３种菌区分开来，且特异性和可重复

性均较高，说明该引物对须癣毛癣菌、犬小孢子菌和

石膏样小孢子菌具有种特异性的区分能力。

但是，以往所运用的微卫星引物ＰＣＲ方法仅通

过肉眼观察比较ＰＣＲ产物的电泳扩增条带来区

分［４５］，容易出现主观方面的误差，如电泳条带的大

小、亮度很难用肉眼区分其差距。为此，笔者结合聚

类分析软件对其电泳条带进行分析，将ＰＣＲ扩增产

物电泳图像经过软件分析自动生成了矩阵图，并利

用 ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０软件构建了聚类树状图，经过分

析，获得同种真菌间，标准菌株和临床菌株间的相似

性大小，从而更直观准确的确定其遗传性关系。从

树状分析图不难发现，所有临床分离株经微卫星引

物ＰＣＲ鉴定所得结果与形态学方法鉴定得到的结

果一致，证明本方法实用、有效。

本试验的检测结果与传统的形态学鉴定方法结

果一致，但用微卫星引物ＰＣＲ结合聚类分析软件对

兔皮肤病原真菌（须癣毛癣菌、犬小孢子菌和石膏样

小孢子菌）进行检测，不仅缩短了鉴定时间，而且大

大提高了鉴定的准确性和可靠性。

４　结　论

用ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０软件对微卫星引物ＰＣＲ电

泳条带进行分析，可自动生成矩阵图。通过分析，可

以获得同种真菌间，标准菌株和临床菌株间的相似

性大小，从而更直观准确地确定其遗传性关系。通

过对临床分离株的鉴定表明，该方法确实快速、

有效。
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常年供应仔猪

正阳养猪场是河南省政府、省畜牧厅重点扶持品种改良单位，在２００７年９月２８日从美国引进３６０头种

猪，本场现有母猪群体１８００多头（原种猪８００多头），后备二元母猪数千头，每月面向全国各地出售三元苗

猪３０００多头。仔猪主要品种有二元杂、三元杂、四元杂、长白、大约克和杜洛克。

本场是一个重合同、守信用单位，对外出售仔猪、种猪，严格防疫，仔猪上车前统一注射畜牧专家配制的

防疫防病药物，途中无拉稀、无应激。客户所购仔猪、种猪运输途中有伤残，原款包赔，种猪配不上种包换，可

报销路费。凡来购猪数量大者，可免费送货。

本场永保诚信一生的服务宗旨，以高效求实的销售方法，以心换心的销售品德，深受全国各地养殖户的

信赖。

销售部电话：０３９６８９３５７７６

余经理手机：１３８３９６７５１８５

地址：正阳良种苗猪繁育基地
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