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摘要：自雅浦海沟４个站位的１２个沉积物样品中分离得到３８株真菌菌株，基于形态观察和 ＩＴＳ序
列信息对所得菌株进行分类鉴定，发现它们分别属于青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ，１７株）、曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌ
ｌｕｓ，７株）、篮状菌属（Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ，１株）、枝孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ，６株）、赭霉属（Ｏｃｈｒｏｃｏｎｉｓ，１株）、
Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａ属（１株）、梅拉菌属（Ｍｅｉｒａ，１株）、Ｃｙｓｔｏｂａｓｉｄｉｕｍ属（２株）、Ｗａｌｌｅｍｉａ属（１株）和红酵母
属（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ，１株）等１０个属．其中青霉属、曲霉属和枝孢属菌株为优势菌株，分别占分离菌株
总数的４４７％、１８４％和１５８％；而Ｗａｌｌｅｍｉａ属（节担菌纲）菌株是首次从深海环境中分离到．利
用ＰＣＲ技术在分离的深海真菌菌株中检测ｎｉｒＫ和Ｐ４５０ｎｏｒ两种反硝化关键酶基因，结果显示ｎｉｒＫ
基因可在黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ）、黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）、杂色曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ）、枝
孢菌（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．）、枝状枝孢（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）和产黄青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅ
ｎｕｍ）等６种真菌菌株中检测到，而 Ｐ４５０ｎｏｒ基因仅在黄曲霉菌株中检测到．同时还通过富集培养
方法从上述沉积物样品中分离获得两株反硝化枝孢菌．结果表明，雅浦海沟深海沉积物环境中存在
着丰富的真菌资源，它们在深海环境氮循环中起着一定作用，这将增强人们对深海环境可培养真菌

多样性及其生态作用的认识．
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　　深海是指垂直深度在１０００ｍ以上的海洋，占
全球海洋面积的３／４以上，具有低温（除了热液口
附近，一般在１～４℃）、无光照（没有阳光，只存在少
量生物光和同位素射线）、高压（随着深度下降每１０
ｍ，压力会增加１ａｔｍ）、寡营养等极端环境特点．极
端的条件给人类的探索研究带来了很大困难，但近

年来随着科技的发展，取样技术不断更新，深海微生

物得到了越来越多的关注［１３］．海洋真菌作为海洋
微生物的重要部分，存在于各种海洋环境中［４］．Ｒｏｔｈ
等（１９６４）从大西洋４５００ｍ深处的海水中分离出第
一株深海真菌［５］．如今已在包括深海沉积物［６８］、热

液区［９１１］、冷甲烷渗出区［１２］等多种深海环境中发现

真菌的存在．
深海沉积物主要是由海洋上层生命活动产生的

物质及输入的陆源、大气物质沉降在海床上形成的，

虽然其中的有机质只有约１％最终沉积在海底，但
经过漫长地质时期的积累深海沉积物中的有机碳总

量据估计可达１５×１０２２ｇ，可以为生物的生存提供
充足的养分，因此微生物群落能在深海沉积物环境

中广泛分布［１３］．深海沉积物覆盖了地球表面近一半
的区域，其中有丰富的真菌资源有待开发．目前深海
沉积物中真菌多样性研究方法主要是传统的分离培

养和以分子生物学为基础的免培养方法．免培养方
法是以样品中真菌群落的总ＤＮＡ为研究对象，分析
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自然状态下真菌多样性和群落结构，通过这种方法

已经发现了很多新的深海真菌类群［１４１５］．传统的分
离培养方法虽然获得的真菌种类有限，但这些菌株

可用于真菌对深海极端环境的适应机制、活性物质

分离等方面的研究，对于深海环境真菌资源的开发

利用具有重要意义［１６１７］．
氮循环是生物圈基本物质循环之一，反硝化作

用是指将硝态氮和亚硝态氮转化为气态氮的过程，

是氮循环的重要环节．有关反硝化细菌的研究开始
较早，发现了大量的反硝化细菌菌株，这使人们一度

认为反硝化作用只存在于细菌中．直到 １９９１年，
Ｓｈｏｕｎ等发现在低氧条件下 Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ能
将ＮＯ－３ 或ＮＯ

－
２ 异化还原为 Ｎ２Ｏ并获取能量，真菌

的反硝化作用才开始逐渐被关注［１８］．目前已发现的
反硝化真菌有镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）、毛壳菌属
（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ）、青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、曲霉属（Ａｓｐｅｒ
ｇｉｌｌｕｓ）等属的丝状真菌和一些酵母［１９］．目前的研究
表明反硝化过程主要涉及 ４种酶：硝酸还原酶
（Ｎａｒ）、亚硝酸还原酶（Ｎｉｒ）、一氧化氮还原酶（Ｎｏｒ）
和一氧化二氮还原酶（Ｎｏｓ）．其中亚硝酸还原酶催
化反硝化作用中亚硝酸盐转化为一氧化氮的过程，

是反硝化作用的标志性和关键的限速步骤，因此编

码Ｎｉｒ的基因常被作为分子标记来研究环境中反硝
化微生物的多样性和群落结构．Ｎｉｒ有两种类型 Ｃｕ
Ｎｉｒ和 Ｃｄ１Ｎｉｒ，分别由 ｎｉｒＫ和 ｎｉｒＳ基因编码，两种
酶功能相同但结构和催化位点不同且不能在同一细

胞内共存，ｎｉｒＳ常用来检测反硝化细菌，但有研究显
示ｎｉｒＫ存在的范围更广，在真菌中也有发现，因此
可用于反硝化真菌的检测［２０］．真菌中还存在一种行
使一氧化氮还原酶功能的特殊细胞色素 Ｐ４５０，其能
以ＮＡＤＨ为直接电子供体将 ＮＯ还原为 Ｎ２Ｏ，称为
一氧化氮还原酶细胞色素 Ｐ４５０（Ｐ４５０ｎｏｒ）［２１］．ｎｉｒＫ
和Ｐ４５０ｎｏｒ基因常被用于反硝化真菌检测，但主要
是针对陆地土壤环境，目前对于海洋反硝化真菌的

零星研究还仅限于近海环境［２２２４］．
本研究利用分离培养方法对雅浦海沟沉积物样

品中的真菌多样性进行分析，同时以 ｎｉｒＫ和

Ｐ４５０ｎｏｒ基因作为分子标记对分离获得菌株的反硝
化能力进行研究，并尝试通过富集培养方法分离获

得反硝化真菌，本研究结果将进一步加深人们对深

海可培养真菌多样性及其在深海生物地球化学循环

中作用的认识．

１　材料与方法
１．１　样品信息

本研究所用沉积物样品来自雅浦海沟４个站
位，共１２个样品，为“向阳红０９”调查船２０１６年４～
７月进行的大洋第３７航次调查采集，具体信息如表
１所示．

表１　雅浦海沟沉积物样品站位信息
Ｔａｂ．１　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｅｄｉｍｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓａｔＹａｐＴｒｅｎｃｈ

站位 经纬度 水深／ｍ 分层

Ｄｉｖｅ１０９ ９８９９°Ｎ，１３８３８６°Ｅ ４４３５ Ｄｉｖｅ１０９１（０～２ｃｍ）

Ｄｉｖｅ１０９２（２～４ｃｍ）

Ｄｉｖｅ１０９３（４～６ｃｍ）

Ｄｉｖｅ１１１ ９８６７°Ｎ，１３８５１７°Ｅ ６７９６ Ｄｉｖｅ１１１１（０～２ｃｍ）

Ｄｉｖｅ１１１２（２～４ｃｍ）

Ｄｉｖｅ１１１３（４～６ｃｍ）

Ｄｉｖｅ１１２ ９８６６°Ｎ，１３８４９３°Ｅ ６３００ Ｄｉｖｅ１１２１（０～２ｃｍ）

Ｄｉｖｅ１１２２（２～４ｃｍ）

Ｄｉｖｅ１１２３（４～６ｃｍ）

Ｄｉｖｅ１１３ ９８６３°Ｎ，１３８６５７°Ｅ ６５７８ Ｄｉｖｅ１１３１（０～２ｃｍ）

Ｄｉｖｅ１１３２（２～４ｃｍ）

Ｄｉｖｅ１１３３（４～６ｃｍ）

１．２　真菌分离培养
本研究用１／５含量的ＰＤＡ、ＣＤＡ、ＣＭＡ、ＭＥＡ、ＹＭ

和ＳＤＡ共６种培养基分离沉积物样品中真菌，具体
方法如下：每个沉积物样品取１ｇ，加入到装有９ｃｍ３

稀释液和玻璃珠的离心管中，振荡混匀，１３０ｒ／ｍｉｎ摇
床振荡孵育５ｍｉｎ．吸取２００ｍｍ３涂布平板，６种平板
每种做３个重复，２５℃恒温培养，２～３ｄ后观察真菌
生长状况．从平板上挑取菌落形状、颜色、浸出物等不
同的真菌接种到新的ＰＤＡ培养基上，得到纯培养物，
－８０℃甘油保存．培养基和稀释液配方如表２所示．

表２　不同培养基和稀释液成分

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｓｏｌａｔｉｏｎｍｅｄｉａａｎｄｒａｎｇｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ

名称 成分

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ） 马铃薯２０００ｇ煮沸取滤液，葡萄糖２００ｇ，琼脂粉１５０ｇ

察氏培养基（ＣＤＡ） ＮａＮＯ３３０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０５ｇ，ＫＣｌ０５ｇ，ＦｅＳＯ４００１ｇ，

蔗糖３００ｇ，琼脂粉１５０ｇ

玉米琼脂培养基（ＣＭＡ） 玉米粉４００ｇ，琼脂粉１５０ｇ，Ｔｗｅｅｎ８０１０ｃｍ３
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续表２

名称 成分

麦芽提取物琼脂培养基（ＭＥＡ） 麦芽提取物３００ｇ，蛋白胨５０ｇ，琼脂粉１５０ｇ

酵母汁麦芽提取物琼脂培养基（ＹＭ） 酪蛋白胨５０ｇ，麦芽提取物３０ｇ，酵母粉３０ｇ，葡萄糖１００ｇ，琼脂粉１５０ｇ

沙氏葡萄糖琼脂培养基（ＳＤＡ） 葡萄糖４００ｇ，蛋白胨１００ｇ，琼脂粉１５０ｇ

样品稀释液（ＲｉｎｇｅｒＳｏｌｕｔｉｏｎ） ＮａＣｌ８５ｇ，ＫＣｌ０３ｇ，ＣａＣｌ２０３３ｇ，Ｔｗｅｅｎ８０１００ｍｍ３

　　６种培养基成分均取以上含量的１／５，加人工
海水至１０００ｃｍ３，于１１５℃高压灭菌２０ｍｉｎ，冷却
至６０℃左右加入０２μｍ针头滤器过滤后的氯霉
素和硫酸链霉素至终浓度０５ｇ／ｄｍ３来抑制细菌
生长．
１．３　真菌的形态学鉴定

形态学鉴定包括培养性状和显微特征的观

察，培养性状是将纯化后的菌株接种到 ＰＤＡ平板
上，室温培养，２～３ｄ后开始每天观察菌落的生长
状况，记录各菌落直径、颜色、质地、反面特征、可

溶性色素及渗出物等．显微特征的观察包括有性
子囊果的着生方式、大小、形状、颜色、孔口的有

无，子囊的大小、形状，子囊孢子的大小、颜色、形

状等；无性菌丝的颜色、表面特征，分生孢子梗的

着生方式、颜色、大小、表面特征，分生孢子的着生

方式、大小、形状、颜色、分隔情况以及表面特征，

采用埋片法：用无菌解剖刀在 ＣＭＡ平板上切出两
个宽度在１ｃｍ左右的长方形小槽，然后利用划线
法将要观察的菌株接种在平板上，在每个凹槽的

两端盖上无菌盖玻片，室温培养，待菌丝生长状况

合适后在倒置显微镜下观察．
１．４　真菌ＤＮＡ的提取、纯化及ＩＴＳ序列扩增

本研究中利用ＣＴＡＢ法提取真菌 ＤＮＡ，利用引
物ＩＴＳ１／４（ＩＴＳ１：５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′，
ＩＴＳ４：５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′，Ｔｍ：５５℃）［２５］

进行ＰＣＲ扩增，产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测是
否为目的产物．使用 Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ回
收试剂盒纯化产物，然后送至测序公司（上海美吉

生物医药科技有限公司）测序．
１．５　真菌ＩＴＳ序列进化分析

首先查看各菌株测序得到序列的长度和峰图，

挑选出可用序列，然后利用 ＤＮＡＳＴＡＲ软件去除冗
余序列，再将ＩＴＳ序列在ＮＣＢＩ数据库中进行 Ｂｌａｓｔｎ
分析．从结果中挑选相似度在９７％以上的序列归为
同一种，运用ＣｌｕｓｔａｌＷ将序列进行完全比对，然后
通过 ＭＥＧＡ软件，采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄ，ＮＪ）构建系统进化树，最终使用１０００次重

复的自展值分析（ｂｏｏｔｓｔｒａｐａｎａｌｙｓｉｓ）检验系统发育
进化树的置信度．
１．６　ｎｉｒＫ和Ｐ４５０ｎｏｒ基因检测

将分离得到的不同种真菌接入到 ＰＹＧ液体培
养基中，于２５℃和１８０ｒ／ｍｉｎ下恒温振荡培养３～４
ｄ后，利用ＣＴＡＢ法提取真菌基因组ＤＮＡ．通过引物
ｎｉｒＫＦ／Ｒ（ｎｉｒＫ１Ｆ：５′ＧＴＣＣＣＨＧＧＭＣＣＨＴＴＣＡＴ３′，
ｎｉｒＫ１Ｒ：５′ＧＧＹＴＣＲＴＧＧＴＡＲＡＡＣＴＣＧＣ３′）和Ｐ４５０ｎｏｒ
Ｆ／Ｒ（Ｐ４５０ｎｏｒ１Ｒ１Ｆ：５′ＣＣＳＡＣＤＴＴＹＧＴＹＧＡＹＡＴＧ
ＧＡ３′， Ｐ４５０ｎｏｒ１Ｒ：５′ＧＴＢＧＣＲＴＴＶＣＣＮＧＣＶＡＣ
３′）［２０，２３］进行 ＰＣＲ扩增，经１％琼脂糖凝胶电泳检
测是否为目的产物．
１．７　好氧反硝化真菌筛选

配制液体反硝化培养基（以 ＮＯ－３ 为唯一氮源，

ＣＨ３ＣＯＯ
－为唯一碳源）分装到２５０ｃｍ３锥形瓶中，

每瓶１００ｃｍ３，高压灭菌并在冷却后加入适量抗生素
抑制细菌生长．称取１ｇ沉积物样品加入锥形瓶中，
２５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养，待培养液中发现有
明显菌丝生长或浑浊后，取１ｃｍ３菌液转入到新的
培养基中继续培养，重复５次．将最终的培养液按稀
释梯度原液、１０－１、１０－２涂布到固体培养基上，每个
梯度重复３次，２５℃恒温培养，挑取单菌落纯化．所
得菌株反硝化能力的初步分析是将纯化后的菌株接

种到新的液体反硝化培养基中，２５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ恒
温振荡培养，每４８ｈ取样１次，监测样品培养液中
ＮＯ－３ 和ＮＯ

－
２ 含量的变化情况．

２　结果与讨论
２．１　沉积物真菌分离鉴定结果

雅浦海沟４个站位的１２个沉积物样品中共分
离得到３８株真菌（表 ３），这些菌株的 ＩＴＳ序列与
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已知序列相似度均在 ９７％ ～
１００％之间，属于 １０个属 １９个种，分别是：青霉属
１７株，曲霉属７株，篮状菌属（Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ）１株，枝
孢属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）６株，赭霉属（Ｏｃｈｒｏｃｏｎｉｓ）１株，
Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａ属１株，梅拉菌属（Ｍｅｉｒａ）１株，Ｃｙｓｔｏｂａｓｉ
ｄｉｕｍ 属 ２株，Ｗａｌｌｅｍｉａ属 １株 和 红 酵 母 属
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（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ）１株，不同种代表菌株信息如表４．其
中青霉属、曲霉属和枝孢属菌株处于优势地位，分别

占总菌株数的４４７％、１８４％和１５８％（图１）．系

统进化树显示所分离菌株均属于子囊菌门和担子菌

门，其中子囊菌门居优势地位（图２）．

表３　３８株真菌的ＧｅｎＢａｎｋ序列号
Ｔａｂ．３　ＧｅｎＢａｎｋｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌ３８ｉｓｏｌａｔｅｓ

菌株编号（ＧｅｎＢａｎｋ序列号） 真菌种类

ＹＰＨ３５（ＫＹ４３７６９３）、ＹＰＨ９９（ＭＧ５６４１０） Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ

ＹＰＨ３６（ＫＹ４３７６９４）、ＹＰＨ３７（ＫＹ４３７６９５）、ＹＰＨ１００（ＭＧ５６４１１） Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ

ＹＰＨ３８（ＫＹ４３７６９６） Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．

ＹＰＨ３９（ＫＹ４３７６９７） Ｏｃｈｒｏｃｏｎｉｓｓｐ．

ＹＰＨ４０（ＫＹ４３７６９８） Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ

ＹＰＨ４１（ＫＹ４３７６９９） Ｍｅｉｒａａｒｇｏｖａｅ

ＹＰＨ４２（ＫＹ４３７７００）、ＹＰＨ４３（ＫＹ４３７７０１）、ＹＰＨ４４（ＫＹ４３７７０２）、

ＹＰＨ７５（ＫＹ４３７７０５）、ＹＰＨ７６（ＫＹ４３７７０６）、ＹＰＨ７８（ＫＹ４３７７０８）、

ＹＰＨ８０（ＫＹ４３７７１０）、ＹＰＨ８１（ＫＹ４３７７１１）、ＹＰＨ８５（ＫＹ４３７７１５）、

ＹＰＨ８６（ＫＹ４３７７１６）、ＹＰＨ８８（ＫＹ４３７７１８）

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ

ＹＰＨ４５（ＫＹ４３７７０３）、ＹＰＨ４６（ＫＹ４３７７０４） Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ

ＹＰＨ７７（ＫＹ４３７７０７）、ＹＰＨ８２（ＫＹ４３７７１２）、ＹＰＨ８７（ＫＹ４３７７１７） Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ

ＹＰＨ７９（ＫＹ４３７７０９）、ＹＰＨ８３（ＫＹ４３７７１３）、ＹＰＨ８４（ＫＹ４３７７１４） Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｉｔｒｉｎｕｍ

ＹＰＨ８９（ＫＹ４３７７１９）、ＹＰＨ９６（ＫＹ８１４７２６） Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｙｄｏｗｉｉ

ＹＰＨ９０（ＫＹ４３７７２０） Ｃｙｓｔｏｂａｓｉｄｉｕｍｍｉｎｕｔｕｍ

ＹＰＨ９１（ＫＹ８１４７２５） Ｗａｌｌｅｍｉａｓｐ．

ＹＰＨ９２（ＫＹ４３７７２１） Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａｃａｒｉｂｂｉｃａ

ＹＰＨ９３（ＫＹ４３７７２２） Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ

ＹＰＨ９４（ＫＹ４３７７２３） Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｔｅｎｕｉｓｓｉｍｕｍ

ＹＰＨ９５（ＫＹ４３７７２４） Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓｄｉｖｅｒｓｕｓ

ＹＰＨ９７（ＫＹ８１４７２７） Ｃｙｓｔｏｂａｓｉｄｉｕｍｃａｌｙｐｔｏｇｅｎａｅ

ＹＰＨ９８（ＫＹ８１４７２８） Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓａ

表４　基于ＩＴＳ序列比对分析雅浦海沟深海沉积物可培养真菌的鉴定结果
Ｔａｂ．４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｕｌｔｉｖａｂｌｅｆｕｎｇｉｆｒｏｍＹａｐＴｒｅｎｃｈｓｅｄｉｍｅｎｔｓａｍｐｌｅｓｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆＩＴＳｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

菌株编号

（ＧｅｎＢａｎｋ序列号）

ＧｅｎＢａｎｋ中亲缘关系最近的菌株

（序列注册号）
所属真菌纲 序列相似度／％

ＹＰＨ３５（ＫＹ４３７６９３） ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓｓｔｒａｉｎＲＧ０１（ＫＸ８９８３６１） 散囊菌纲 １００

ＹＰＨ３６（ＫＹ４３７６９４） ＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓｉｓｏｌａｔｅＥ２８３（ＫＵ０５９９１０） 座囊菌纲 １００

ＹＰＨ３８（ＫＹ４３７６９６） Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．ｓｔｒａｉｎＨＮＣ１２４１（ＫＴ９５９２７１） 座囊菌纲 １００

ＹＰＨ３９（ＫＹ４３７６９７） Ｏｃｈｒｏｃｏｎｉｓｓｐ．ｓｔｒａｉｎＬ１２６５（ＫＣ２８８１１４） 座囊菌纲 ９７

ＹＰＨ４０（ＫＹ４３７６９８） ＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓｉｓｏｌａｔｅＨＮＣ１６６３（ＫＴ９５９３０３） 座囊菌纲 ９９
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续表４

菌株编号

（ＧｅｎＢａｎｋ序列号）

ＧｅｎＢａｎｋ中亲缘关系最近的菌株

（序列注册号）
所属真菌纲 序列相似度／％

ＹＰＨ４１（ＫＹ４３７６９９） ＭｅｉｒａａｒｇｏｖａｅｓｔｒａｉｎＡＳ００６（ＡＹ１５８６７６） 外担菌纲 ９９

ＹＰＨ４２（ＫＹ４３７７００） ＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍｉｓｏｌａｔｅＦ２Ａ２（ＫＴ０７１７１４） 外担菌纲 １００

ＹＰＨ４５（ＫＹ４３７７０３） ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒｓｔｒａｉｎＡＳＰ（ＫＴ８４４４７２） 外担菌纲 ９９

ＹＰＨ７７（ＫＹ４３７７０７） ＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍｓｔｒａｉｎＦＲＲ２０７４（ＮＲ＿０７７１５７） 外担菌纲 ９９

ＹＰＨ７９（ＫＹ４３７７０９） ＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｉｔｒｉｎｕｍｓｔｒａｉｎＫＡＭ４（ＬＣ１０５６７４） 外担菌纲 １００

ＹＰＨ８９（ＫＹ４３７７１９） ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｙｄｏｗｉｉｉｓｏｌａｔｅＨＮＣ１５１１５（ＫＴ９８９３９８） 外担菌纲 １００

ＹＰＨ９０（ＫＹ４３７７２０） ＣｙｓｔｏｂａｓｉｄｉｕｍｍｉｎｕｔｕｍｓｔｒａｉｎＣＢＳ３１９（ＫＹ１０３１４０） 囊担菌纲 １００

ＹＰＨ９１（ＫＹ８１４７２５） Ｗａｌｌｅｍｉａｓｐ．ｓｔｒａｉｎＦ５３（ＦＪ７５５８３２） 节担菌纲 ９９

ＹＰＨ９２（ＫＹ４３７７２１） ＭｅｙｅｒｏｚｙｍａｃａｒｉｂｂｉｃａｓｔｒａｉｎＣＢＳ５２４１（ＫＹ１０４２２５） 酵母纲 １００

ＹＰＨ９３（ＫＹ４３７７２２） ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒｉｓｏｌａｔｅＳａｎｔａＬｕｃｉａ４（ＫＰ７７３２８１） 散囊菌纲 １００

ＹＰＨ９４（ＫＹ４３７７２３） ＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｔｅｎｕｉｓｓｉｍｕｍｓｔｒａｉｎＵＴＨＳＣＤＩ１３１７７（ＬＮ８３４３９８） 座囊菌纲 １００

ＹＰＨ９５（ＫＹ４３７７２４） ＴａｌａｒｏｍｙｃｅｓｄｉｖｅｒｓｕｓｓｔｒａｉｎＤＴＯ＿１３１Ｉ６（ＫＪ７７５７００） 散囊菌纲 ９９

ＹＰＨ９７（ＫＹ８１４７２７） ＣｙｓｔｏｂａｓｉｄｉｕｍｃａｌｙｐｔｏｇｅｎａｅｓｔｒａｉｎＳＮ５９（ＦＪ５１５１９０） 囊担菌纲 １００

ＹＰＨ９８（ＫＹ８１４７２８） ＲｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓａｓｔｒａｉｎＩＩＦＣＳＷＢ２（ＫＹ２１８７３０） 微球黑粉菌纲 ９９

图１　雅浦海沟沉积物样品中可培养真菌的群落结构
Ｆｉｇ．１　ＣｏｍｍｕｎｉｔｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｕｌｔｉｖａｂｌｅｆｕｎｇｉｉｎｓｅｄｉｍｅｎｔｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍＹａｐＴｒｅｎｃｈ

２．２　不同站位沉积物样品真菌多样性差异
如表５所示，４个站位的沉积物样品都有分离

到真菌，其中 Ｄ１１２和 Ｄ１１３中最多，分别是 ８种
１２株和８种 １１株；其次是 Ｄ１１１，有 ７种 ８株；最
少的是 Ｄ１０９，只分离出３种７株．所有１９种真菌

中没有任何一种从 ４个站位中全部分离到，只有
产黄青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ）一个种在除
Ｄ１１１外的３个站位都有出现，有１３个真菌种只在
单一站位有分离，不同站位可培养真菌多样性之

间差异很大．



·２３４　　 · 应 用 海 洋 学 学 报 ３７卷

图２　ＮｅｉｇｈｂｏｕｒＪｏｉｎｉｎｇ法构建的雅浦海沟深海沉积物可培养真菌系统进化树
Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｃｕｌｔｉｖａｂｌｅｆｕｎｇｉｉｎｄｅｅｐｓｅａｓｅｄｉｍｅｎｔｓｆｒｏｍＹａｐＴｒｅｎｃｈｂｙＮｅｉｇｈｂｏｕｒＪｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ

表５　雅浦海沟４个站位沉积物样品中分离真菌的信息

Ｔａｂ．５　Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｕｌｔｉｖａｂｌｅｆｕｎｇｉｆｒｏｍ４ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｄｉｍｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓａｔＹａｐＴｒｅｎｃｈ

真菌种类
菌株数／株

Ｄ１０９ Ｄ１１１ Ｄ１１２ Ｄ１１３

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ １ １

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ １ ２

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ． １

Ｏｃｈｒｏｃｏｎｉｓｓｐ． １

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ １

Ｍｅｉｒａａｒｇｏｖａｅ １
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续表５

真菌种类
菌株数／株

Ｄ１０９ Ｄ１１１ Ｄ１１２ Ｄ１１３

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ ５ ３ ３

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ １ １

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ １ ２

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｉｔｒｉｎｕｍ ２ １

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｙｄｏｗｉｉ ２

Ｃｙｓｔｏｂａｓｉｄｉｕｍｍｉｎｕｔｕｍ １

Ｗａｌｌｅｍｉａｓｐ． １

Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａｃａｒｉｂｂｉｃａ １

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ １

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｔｅｎｕｉｓｓｉｍｕｍ １

Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓｄｉｖｅｒｓｕｓ １

Ｃｙｓｔｏｂａｓｉｄｕｍｃａｌｙｐｔｏｇｅｎａｅ １

Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓａ １

总菌株数（种数） ７（３） ８（７） １２（８） １１（８）

２３　不同培养基分离真菌能力差异
本研究利用６种不同培养基来分离深海沉积物

样品中真菌，结果如表６所示，每种培养基都有分离
到真菌，其中获得菌株最多的是 ＹＭ培养基有９种
１０株，其次是ＰＤＡ培养基的８种８株，而效果最差

的是 ＣＭＡ和 ＣＤＡ分别只有３种５株和２种２株．
只有产黄青霉在所有６种培养基上都有分离到，有
１２个种都只在１种培养基上有发现，说明大多数深
海沉积物中真菌都对培养基有很强的偏好性．

表６　利用６种培养基获得可培养真菌的差异
Ｔａｂ．６　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｃｕｌｔｉｖａｂｌｅｆｕｎｇｉｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ６ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａ

真菌种类
菌株数／株

ＣＤＡ ＣＭＡ ＹＭ ＳＤＡ ＭＥＡ ＰＤＡ

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ １ １

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ ２ １

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ． １

Ｏｃｈｒｏｃｏｎｉｓｓｐ． １

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ １

Ｍｅｉｒａａｒｇｏｖａｅ １

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ １ ３ １ ３ ２ １

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ １ １

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ １ １ １

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｉｔｒｉｎｕｍ ２ １

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｙｄｏｗｉｉ １ １

Ｃｙｓｔｏｂａｓｉｄｉｕｍｍｉｎｕｔｕｍ １

Ｗａｌｌｅｍｉａｓｐ． １

Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａｃａｒｉｂｂｉｃａ １

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ １

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｔｅｎｕｉｓｓｉｍｕｍ １

Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓｄｉｖｅｒｓｕｓ １

Ｃｙｓｔｏｂａｓｉｄｕｍｃａｌｙｐｔｏｇｅｎａｅ １

Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓａ １

总菌株数（种数） ２（２） ５（３） １０（９） ７（４） ６（５） ８（８）
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２４　反硝化基因ｎｉｒＫ和Ｐ４５０ｎｏｒ检测结果
利用 ＰＣＲ 技术检测分离菌株的 ｎｉｒＫ和

Ｐ４５０ｎｏｒ基因，结果表明在６种１８株真菌中可检测
ｎｉｒＫ基因，它们分别是黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ）、黑
曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）、杂色曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏ

ｌｏｒ）、枝孢（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．）、枝状枝孢（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉ
ｕｍｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）和产黄青霉；而 Ｐ４５０ｎｏｒ基因仅
在２株黄曲霉中检测到（表７）．表７还显示每个站
位都有具有反硝化基因的菌株．

表７　深海沉积物可培养真菌中反硝化基因ｎｉｒＫ和Ｐ４５０ｎｏｒ的检测结果
Ｔａｂ．７　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎａｓｓａｙｏｆｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇｇｅｎｅｓｎｉｒＫａｎｄＰ４５０ｎｏｒｉｎｃｕｌｔｉｖａｂｌｅｆｕｎｇｉｆｒｏｍｄｅｅｐｓｅａｓｅｄｉｅｍｎｔｓ

真菌种类 站位 ｎｉｒＫ Ｐ４５０ｎｏｒ

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ Ｄ１０９、Ｄ１１１ ● ●

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ Ｄ１０９、Ｄ１１２

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ． Ｄ１１１ ●

Ｏｃｈｒｏｃｏｎｉｓｓｐ． Ｄ１１２

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ Ｄ１１２ ●

Ｍｅｉｒａａｒｇｏｖａｅ Ｄ１１２

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ Ｄ１０９、Ｄ１１２、Ｄ１１３ ●

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ Ｄ１１２、Ｄ１１３ ●

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ Ｄ１１２、Ｄ１１３

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｉｔｒｉｎｕｍ Ｄ１１２、Ｄ１１３

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｙｄｏｗｉｉ Ｄ１１１

Ｃｙｓｔｏｂａｓｉｄｉｕｍｍｉｎｕｔｕｍ Ｄ１１１

Ｗａｌｌｅｍｉａｓｐ． Ｄ１１１

Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａｃａｒｉｂｂｉｃａ Ｄ１１１

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ Ｄ１１１ ●

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｔｅｎｕｉｓｓｉｍｕｍ Ｄ１１３

Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓｄｉｖｅｒｓｕｓ Ｄ１１３

Ｃｙｓｔｏｂａｓｉｄｕｍｃａｌｙｐｔｏｇｅｎａｅ Ｄ１１３

Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓａ Ｄ１１３

　　注：“●”表示有检测到

２．５　好氧反硝化真菌筛选

本研究从Ｄｉｖｅ１１３站位２～４ｃｍ沉积物样品中
分离到２株反硝化枝孢菌：Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．（ＮＣＢＩ
序列号：ＭＧ５６４１２）和 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｒａｍｏｔｅｎｅｌｌｕｍ
（ＮＣＢＩ序列号：ＭＧ５６４１３），分别与 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．
ｓｔｒａｉｎＬＣＺ２８（ＫＹ６４３７６６）和 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｒａｍｏｔｅｎｅｌ
ｌｕｍｓｔｒａｉｎ４．１．２．１（ＫＸ６７４６４６）的相似度为１００％，
纯化后的２株真菌接种到新的反硝化液体培养基中
生长状况良好（图３）。通过１２ｄ的取样监测后发
现，２株真菌培养液中 ＮＯ－３ 含量都有降低了约 ３０

ｍｇ／ｄｍ３，且只出现极微量的 ＮＯ－２ 累积，说明这两株
枝孢菌都有一定反硝化能力（图４）。
２．６　讨论

已有的深海可培养真菌多样性报道所分离得到

的菌株均属于子囊菌门和担子菌门，包括子囊菌门

的５个纲：散囊菌纲、座囊菌纲、粪壳菌纲、酵母纲和
锤舌菌纲；担子菌门的６个纲：伞菌纲、外担菌纲、囊
担菌 纲、微 球 黑 粉 菌 纲、银 耳 纲 和 黑 粉 菌

纲［２，４，８，１４，１６］．本研究从雅浦海沟１２个沉积物样品中
分离到１０个属的共３８株真菌，全部属于子囊菌门
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和担子菌门，且子囊菌门占优势地位，这与已有的研 究结果一致．

图３　两株枝孢菌接种到反硝化培养基中１２ｄ后的生长状况
Ｆｉｇ．３　Ｇｒｏｗｔｈｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆ２Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｆｕｎｇｉｉｎａｅｒｏｂｉｃｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｆｏｒ１２ｄａｙｓ

图４　两株枝孢菌的好氧反硝化性能
Ｆｉｇ．４　ＡｅｒｏｂｉｃｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｔｗｏｓｔｒａｉｎｓｏｆＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｆｕｎｇｉ

　　本研究获得菌株属于子囊菌门的３个纲：散囊
菌纲、座囊菌纲和酵母纲，及担子菌门的４个纲：外
担菌纲、囊担菌纲、微球黑粉菌纲及节担菌纲．其中
散囊菌纲的青霉属、曲霉属和座囊菌纲的枝孢属真

菌菌株在本研究所分离菌株中所占比例很高，这类

真菌在地球各种环境中广泛分布，而高压条件下的

培养实验结果表明此类真菌的某些成员也可来自深

海［２，１６］；红酵母属是微球黑粉菌纲最常出现在深海

环境中的属之一［８，１０，１６］；本研究分离获得了一株

Ｗａｌｌｅｍｉａ真菌，这是自深海环境中首次分离得到节
担菌纲真菌，Ｗａｌｌｅｍｉａ属模式种Ｗａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ是一种
耐盐真菌，已从其发酵产物中鉴定出包括ｗａｌｌｅｍｉｎｏｌ
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和ｗａｌｌｅｍｉｎｏｎｅ等多种具有抗真菌、肿瘤细胞毒性的
化合物［２６２７］．另外，本研究亦分离到酵母纲的 Ｍｅｙ
ｅｒｏｚｙｍａ属和散囊菌纲的 Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ属成员，它们
曾自大西洋和南海沉积物分离到［２８］．此外本研究还
分离获得了座囊菌纲的赭霉属、囊担菌纲的 Ｃｙｓｔｏ
ｂａｓｉｄｉｕｍ属和外担菌纲的梅拉菌属的菌株，这些属
真菌多发现于陆生环境，在深海沉积物真菌多样性

研究中未见报道［２９３１］．
本研究尝试利用６种不同培养基从４个站位沉

积物样品中分离真菌，结果发现４个站位样品中有
３个的可培养真菌多样性基本没有差异，Ｄ１１２、
Ｄ１１３和Ｄ１１１分别分离出８、８、７种，但 Ｄ１０９样品
只有３种．从６种不同培养基的分离能力来看，效果
最好的是 ＹＭ培养基，得到９种，其次是 ＰＤＡ有８
种；效果最差的是ＣＭＡ的３种和ＣＤＡ的２种，这与
已有的报道有很大差异．Ｄａｍａｒｅ等（２００６）在对中印
度洋海盆深海沉积物可培养真菌的研究中得出

ＭＥＡ和ＣＭＡ是效果最好的两种培养基［２］；Ｓｉｎｇｈ等
（２０１０）对同样来自中印度洋海盆的沉积物样品进
行可培养真菌分离，发现 ＭＥＡ是效果最好的培养
基［１６］；Ｓｉｎｇｈ等（２０１２）在另一个研究中得出效果最
好的分离培养基是 ＣＤＡ和 ＰＤＡ［３２］．这说明即使是
来自同一海域的沉积物样品，在分离过程中效果最

好的培养基也不尽相同，但总的来说利用不同培养

基进行分离的方法，获得了更多的可培养真菌，对深

海环境真菌多样性的研究有很大帮助．
已报道的反硝化真菌主要来源于各种陆地环

境，包括镰刀菌属、柱孢菌属、赤霉菌属、链格孢属、

毛壳菌属、曲霉属、青霉属等，这些反硝化真菌能从

ＮＯ－３ 或 ＮＯ
－
２ 开始生成 Ｎ２Ｏ

［３３］．本研究对深海沉积
物中反硝化真菌的多样性进行了初步研究，首先利

用ＰＣＲ技术检测获得的真菌菌株的亚硝酸还原酶
基因ｎｉｒＫ和一氧化氮还原酶基因 Ｐ４５０ｎｏｒ，发现可
在黄曲霉、黑曲霉、杂色曲霉、枝孢菌、枝状枝孢以及

产黄青霉等 ６种真菌菌株中检测到 ｎｉｒＫ基因，而
Ｐ４５０ｎｏｒ基因仅在黄曲霉菌株中检测到．同时本研

究利用富集培养方法分离得到２株好氧反硝化枝孢
菌：Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．ＹＮ１和 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｒａｍｏｔｅｎｅｌ
ｌｕｍＹＮ２．本研究首次从深海沉积物环境中分离获
得反硝化真菌，表明真菌在深海环境的氮循环中发

挥一定作用，有待深入研究．
本研究通过分离培养方法对深海沉积物样品中

可培养真菌多样性进行了研究，所分离获得的菌株

大多属于青霉属、曲霉属和枝孢属，同时也分离得到

了一些从未在深海环境中分离到的真菌种类；此外

本研究还利用富集培养方法分离获得了两株好氧反

硝化枝孢菌．这些结果增强了我们对深海环境真菌
多样性的认识，为研究真菌对深海极端环境的适应

机制及其生态作用奠定了基础．分子生态学研究表
明在深海环境中还存在大量未知真菌种属，因此后

续研究将改进分离培养方法并扩大研究海域以获得

更多不同种类的新型深海真菌资源．

３　结论
本研究从雅浦海沟４个站位１２个样品中分离

到３８株真菌，序列比对结果表明属于７个纲（１０个
属）：散囊菌纲、座囊菌纲、酵母纲、外担菌纲、囊担

菌纲、节担菌纲、微球黑粉菌纲，其中节担菌纲是首

次从深海环境中被分离出来；优势属是青霉属、曲霉

属和枝孢属．所分离获得的真菌都属于子囊菌门和
担子菌门，并且子囊菌门占优势地位．同时利用ｎｉｒＫ
和Ｐ４５０ｎｏｒ两种反硝化关键酶基因作为分子标记对
分离获得的深海沉积物真菌进行检测，结果在６种
真菌中发现 ｎｉｒＫ基因：黄曲霉、黑曲霉、杂色曲霉、
枝孢菌、枝状枝孢以及产黄青霉；Ｐ４５０ｎｏｒ基因仅在
黄曲霉中被发现．此外还利用富集分离的方法从沉
积物样品中得到两株枝孢菌，接种新到液体反硝化

培养液中一段时间后均检测到ＮＯ－３ 含量的降低，说
明这两株菌都具有反硝化能力．本研究有助于加强
对深海环境真菌多样性和群落结构的认识，以及真

菌在深海生态系统的地球化学循环中所起的作用提

供基础理论证据．
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［２４］　ＪｅｂａｒａｊＣＳ，ＲａｇｈｕｋｕｍａｒＣ．ＡｎａｅｒｏｂｉｃｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｆｕｎｇｉｆｒｏｍｔｈｅｃｏａｓｔａｌｍａｒｉｎｅｓｅｄｉｍｅｎｔｓｏｆｆＧｏａ，Ｉｎｄｉａ［Ｊ］．Ｍｙｃｏｌｏｇｉ

ｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２００９，１１３：１００１０９．
［２５］　ＬｏｔｔＴＪ，ＫｕｙｋｅｎｄａｌｌＲＪ，ＲｅｉｓｓＥ．Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ５８ＳｒＤＮＡａｎｄａｄｊａｃｅｎｔＩＴＳ２ｒｅｇｉｏｎｏｆＣａｎｄｉｄａａｌｂｉ

ｃａｎｓａｎｄｒｅｌａｔｅｄｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．Ｙｅａｓｔ，１９９３，９（１１）：１１９９１２０６．
［２６］　ＦｒａｎｋＭ，ＫｉｎｇｓｔｏｎＥ，ＪｅｆｆｅｒｙＪＣ，ｅｔａｌ．Ｗａｌｌｅｍｉｎｏｌａｎｄｗａｌｌｅｍｉｎｏｎｅ，ｎｏｖｅｌｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅｓｆｒｏｍｔｈｅｔｏｘｉｇｅｎｉｃｆｕｎｇｕｓＷａｌｌ

ｅｍｉａｓｅｂｉ［Ｊ］．ＴｅｔｒａｈｅｄｒｏｎＬｅｔｔｅｒｓ，１９９９，４０（１）：１３３１３６．
［２７］　ＭｕＪ，ＪｉａｏＢＨ，ＺｈａｎｇＹ，ｅｔａｌ．ＳｔｕｄｙｏｎａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｎｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｆｍａｒｉｎｅＷａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉＸＤ２０［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００８，１３６：Ｓ６００．
［２８］　郝文惠．大西洋与南海深海沉积物真菌多样性分析及极地产低温酶菌株的筛选［Ｄ］．厦门：厦门大学，２０１４．
［２９］　ＶｙａｓＳ，ＣｈｈａｂｒａＭ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＣｙｓｔｏｂａｓｉｄｉｕｍｏｌｉｇｏｐｈａｇｕｍＪＲＣ１：Ａｃｅｌｌｕｌａｓｅａｎｄｌｉｐａｓｅ

ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｏｌｅａｇｉｎｏｕｓｙｅａｓｔ［Ｊ］．ＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１７，２２３：２５０２５８．
［３０］　ＴａｎａｋａＥ，ＳｈｉｍｉｚｕＫ，ＩｍａｎｉｓｈｉＹ，ｅｔａｌ．ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｅｔｏｕｓａｎａｍｏｒｐｈｉｃｙｅａｓｔｌｉｋｅｆｕｎｇｕｓＭｅｉｒａａｒｇｏｖａｅｆｏｕｎｄｏｎ

Ｊａｐａｎｅｓｅｂａｍｂｏｏ［Ｊ］．Ｍｙｃｏｓｃｉｅｎｃｅ，２００８，４９（５）：３２９３３３．
［３１］　ＭａｒｔｉｎＳａｎｃｈｅｚＰＭ，ＮｏｖａｋｏｖａＡ，ＢａｓｔｉａｎＦ，ｅｔａｌ．ＴｗｏｎｅｗｓｐｅｃｉｅｓｏｆｔｈｅｇｅｎｕｓＯｃｈｒｏｃｏｎｉｓ，Ｏ．ｌａｓｃａｕｘｅｎｓｉｓａｎｄＯ．ａｎｏｍ
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ａｌａｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｂｌａｃｋｓｔａｉｎｓｉｎＬａｓｃａｕｘＣａｖｅ，Ｆｒａｎｃｅ［Ｊ］．ＦｕｎｇａｌＢｉｏｌｏｇｙ，２０１２，１１６（５）：５７４５８９．
［３２］　ＳｉｎｇｈＰ，ＲａｇｈｕｋｕｍａｒＣ，ＭｅｅｎａＲＭ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｇａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｅｐｓｅａｓｅｄｉｍｅｎｔｓｒｅｖｅａｌｅｄｂｙｃｕｌｔｕｒｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｄｃｕｌ

ｔｕｒｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｐｐｒｏａｃｈｅｓ［Ｊ］．ＦｕｎｇａｌＥｃｏｌｏｇｙ，２０１２，５（５）：５４３５５３．
［３３］　黄莹，龙锡恩．真菌对土壤Ｎ２Ｏ释放的贡献及其研究方法［Ｊ］．应用生态学报，２０１４，２５（４）：１２１３１２２０．

Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｃａｐａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｕｌｔｉｖａｂｌｅｆｕｎｇｉ
ｆｒｏｍｄｅｅｐｓｅａｓｅｄｉｍｅｎｔｓｏｆＹａｐＴｒｅｎｃｈ

ＨＥＧａｏｙａｎｇ，ＸＵＷｅｉ，ＧＵＯＳｈｕａｎｇｓｈｕａｎｇ，ＬＩＵＷｅｎｈｕａ，ＬＵＯＺｈｕｈｕａ
（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＭａｒｉｎｅＢｉｏｇｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＴｈｉｒｄＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＯｃｅａｎｏｇｒａｐｈｙ，ＳＯＡ，Ｘｉａｍｅｎ３６１００５，Ｃｈｉｎａ；

２．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＳｃｉｅｎｃｅ，ＳｈａｎｔｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｔｏｕ５１５０６３，Ｃｈｉｎａ；３．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＯｃｅａｎａｎｄＥａｒｔｈＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＸｉａｍｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｘｉａｍｅｎ３６１００５，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｆｕｎｇａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ１２ｄｅｅｐｓｅａｓｅｄｉｍｅｎｔｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍ４ｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓａｔＹａｐＴｒｅｎｃｈｗｅｒｅ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂａｓｅｄｏｎｃｕｌｔｕｒｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍｅｔｈｏｄ．Ａｔｏｔａｌｏｆ３８ｆｕｎｇａｌｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄｔｈｅｔａｘｏｎｏｍｉｃｉｄｅｎｔｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂａｓｅｄｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｌｌ
ｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅａｆｆｉｌｉａｔｅｄｗｉｔｈ１０ｇｅｎｅｒａ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ（１７ｓｔｒａｉｎｓ），Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ（７ｓｔｒａｉｎｓ），Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓ（１
ｓｔａｉｎ），Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ（６ｓｔｒａｉｎｓ），Ｏｃｈｒｏｃｏｎｉｓ（１ｓｔｒａｉｎ），Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａ（１ｓｔｒａｉｎ），Ｍｅｉｒａ（１ｓｔｒａｉｎ），Ｃｙｓｔｏｂａｓｉｄｉｕｍ
（２ｓｔｒａｉｎｓ），Ｗａｌｌｅｍｉａ（１ｓｔｒａｉｎ）ａｎｄＲｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ（１ｓｔｒａｉｎ）．ＴｈｅｄｏｍｉｎａｎｔｇｅｎｅｒａｗｅｒｅＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ，Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ａｎｄＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ，ｗｈｏｓｅｍｅｍｂｅｒｓａｃｃｏｕｎｔｅｄｆｏｒ４４７％，１８４％ ａｎｄ１５８％ ｏｆａｌｌｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，
ｔｈｅｎｉｒＫｇｅｎｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ１８ｓｔｒａｉｎｓｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏ６ｆｕｎｇａｌｓｐｅｃｉｅｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ，Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ，
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ，Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｓｐ．，Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓａｎｄＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ ｗｈｉｌｅｔｈｅ
Ｐ４５０ｎｏｒｇｅｎｅｗａｓｏｎｌｙｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，２ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇｆｕｎｇａｌｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄ
ｂａｓｅｄｏｎｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｍｅｔｈｏｄ，ｂｏｔｈｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｔｈｅｇｅｎｕｓＣｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ．Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｉｓｒｅｓｅａｒｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔ
ｔｈｅｒｅｗｅｒｅａｂｕｎｄａｎｔｆｕｎｇａｌｒｅｓｏｕｒｃｅｓｉｎｄｅｅｐｓｅａｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｙｍｉｇｈｔｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｄｅｅｐ
ｓｅａｎｉｔｒｏｇｅｎｃｙｃｌｅ，ｗｈｉｃｈｓｈｏｕｌｄｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｏｆｆｕｎｇａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｔｈｅｉｒｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｒｏｌｅｓｉｎｄｅｅｐ
ｓｅａｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍａｒｉｎｅｂｉｏｌｏｇｙ；ｄｅｅｐｓｅａｓｅｄｉｍｅｎｔｓ；ｃｕｌｔｉｖａｂｌｅｆｕｎｇｉ；ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ；ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ＹａｐＴｒｅｎｃｈ
ＤＯＩ：１０３９６９／Ｊ．ＩＳＳＮ．２０９５４９７２２０１８０２０１０

（责任编辑：肖　静、王　静）




