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根癌农杆菌介导的球毛壳菌遗传转化及

!"#$% 插入突变体的获得

高兴喜 杨 谦"

（哈尔滨工业大学生命科学与工程系 哈尔滨 #"%%%#）

摘 要：根癌农杆菌介导的遗传转化系统是植物基因工程常用方法，目前已将这一转化系统应用到酵母、丝状真菌

以及人类细胞的转化。利用这一转化系统，成功地实现了丝状真菌球毛壳菌（!"#$%&’()’ *+&,&-)’）的遗传转化，转

化率约为 3% H #2% 个转化子7#%F 个孢子 。通过对转化子的 IJK 检测和 L’.CB+-> 杂交分析表明，69M15 已整合进毛

壳菌基因组中，而且在所检测的转化子中都是以单拷贝的形式整合，转化子都能够稳定遗传。根癌农杆菌介导的

遗传转化具有转化率高、低拷贝、遗传稳定、操作简便等优点，因此有可能成为丝状真菌遗传转化和功能基因组研

究的有力工具。
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毛壳菌（!"#$%&’()’ OPP)）是自然界中广泛存在的腐生

子囊菌。其中的球毛壳菌（! ) *+&,&-)’）作为一种潜在的生

防真菌正在受到越来越多的关注。研究表明，球毛壳菌能有

效防治苹果黑星病、西红柿的灰葡萄孢感染以及洋葱白腐病

等［#，$］。为进一步提高毛壳菌的生防效果，必须对其抑菌、促

生的分子机理进行深入研究，而这一工作的前提就是建立起

有效的毛壳菌遗传转化系统。

陈振明［4］、李 梅［!］等采用传统的 I;Q9J/J($ 介导的原

生质体法先后在球毛壳菌中建立起相应的遗传转化系统。

但由于这些转化系统都是以原生质体为受体，除了原生质体

制备过程复杂、重复性差、耗时费力，还普遍存在转化效率

低、转化子不稳定等问题。针对这一问题，本文在国外有关

研究的基础上，将用于植物遗传转化的根癌农杆菌转化系统

成功地用于球毛壳菌的遗传转化，并获得了相应的 69M15 插

入突变体。根癌农杆菌介导的丝状真菌遗传转化系统不但

效率高，操作方便，而且具有遗传稳定，拷贝数低，重复性好

等优点［" H F］，从根本上解决了传统的丝状真菌遗传转化方法

所面临的问题。

& 材料和方法

&’& 材料

&’&’& 菌株和质粒：根癌农杆菌（ .*/&,#0%$/()’ %)’$1#0($2-）

5QR9# 由中国科学院遗传与发育研究所储成才教授惠赠；球

毛壳菌（! ) *+&,&-)’）为本实验室分离保存；含有潮霉素抗性

基因的质粒 PIST 由质粒 PIS$ 上 30&K!74,#!酶切大片段

与质粒 PJU#%%4 上 30&K!酶切小片段连接获得［2］。

&’&’( 引物和试剂：检测潮霉素抗性基因的引物为：BPBK：

"V966JQ56Q65QQ5 QQQJQ6QQ5694V，BPB*："V9JQJQ6J6QJ6
QJ6JJ565J55Q94V；检测卡那霉素抗性基因的引物为：S/>K：

"V96J5Q6QQ55JQ5555J6J94V，S/>*："V9Q555J5JQQ56Q56
Q6J94V，引 物 由 北 京 赛 百 盛 公 司 合 成。 5#6 聚 合 酶 购 自

6/S/K/ 公司，潮霉素购自 K’EB+ 公司。

&’( 农杆菌的转化和培养

质粒 PIST 采用冻融法直接转化到农杆菌 5QR9#。从 RU
平板（含 "%"?7<R 卡那霉素）上挑取一农杆菌单菌落接种于

F<R RU 液体培养基（含 "%"?7<R 卡那霉素，"%"?7<R 链霉素），

$"%-7<=>，$:W过夜培养。第 $ 天用含 $%%"<’(7R 乙酰丁香酮

（5L）XX 液体培养基稀释至 7833% 大约 %Y#"，继续培养大约

!B 至 7833%为 %Y3 H %Y2。

&’) 球毛壳菌的转化

用 "<R 灭菌蒸馏水从培养大约 FD 的 IM5 平板上洗下毛

壳菌的孢子，血球计数板计数，然后用 XX 液体培养基稀释

至孢子浓度为 #%" H #%F 个7<R。取 #%%"R 已活化的农杆菌

5QR9#（PIST）菌液和 #%%"R 稀释好的毛壳菌孢子悬液混合后

涂布在 XX（$%%"<’(7R 5L）平板上，$FW共培养 $D 后，在平皿

中倒入 #%<R X9#%% 固体培养基［:］（含 #%%"?7<R 潮 霉 素 和

4%%"?7<R 头孢霉素），$FW继续培养，约 " H FD 见菌落出现。

&’* 转化子的 +,- 分析

毛壳菌总 M15 的提取按文献方法［#%］进行，潮霉素抗性

基因 IJK 反应体系（$""R）：基因组 M15 约 #%%>?，每种引物

#%P<’R，每 种 D16I $%%"<’(7R，# Z IJK 缓 冲 液（#%<<’(7R
6-=O9TJ(，"%<<’(7R SJ(，#Y"<<’(7R X?J($ ），%Y$"[ 5#6 酶。反



应条件：!"# "$%&；!"# "’(，)*# +$%&，,-# +.’$%&，/’ 个循

环；,-# +*$%&。卡那霉素抗性基因 012 反应体系（-’!3）：基

因组 456 约 +**&7，每种引物 +*8$93，每种 :5;0 -**!$9<=3，

+ > 012缓 冲 液（+*$$9<=3 ;?%(@A1<，’*$$9<=3 B1<，+.’$$9<=3
C71<-），*.-’D ;EF 酶。反应条件：!"# ’$%&；!"# "’(，’*#

+$%&，,-# +.’$%&，/* 个循环；,-# +*$%&。

!"# 转化子的 $%&’()*+ ,-%’ 分析

用于标记探针的模板为质粒 80BA 上潮霉素抗性基因的

!"#2"和 $%&’#酶切片段，探针的标记及杂交按试剂盒 4GH
A%7I 0?%$J 456 3EKJ<%&7 E&: 4JLJML%9& NLE?LJ? B%L GG（购于 29MIJ
公司）上提供的方法进行。

. 结果

."! 转化前球毛壳菌对潮霉素的敏感性

将球毛壳菌接种于含不同浓度潮霉素的 C@+** 固体培

养基上，-,#培养 ): 后，毛壳菌生长情况如表 + 所示。结果

表明，潮霉素浓度在 +**!7=$3 时便能抑制毛壳菌的生长，潮

霉素对球毛壳菌的有效中浓度 !(’*约为 /’.)O!7=$3。

表 ! 不同浓度潮霉素对球毛壳菌的生长抑制率

;EK<J + G&I%K%L%9& JPP%M%J&MQ 9P AQ7?9$QM%& 9& ( R )*#+#,-. 7?9SLI
M（AQ7?9$QM%&）

=（!7=$3）
* -’ ’* ,’ +** +-’

+ * "O.’, OO.’, !".-O !,.+" +**

- * "+.+O O-./’ !+.+O !".+- +**

/ * "".+- OO.-" !,.*’ +** +**

$JE& * "".)- O)./O !".+, !,.*O +**

N&@+ * /.,- /.’* -.!" -.!" *

.". 球毛壳菌转化子的获得及初步鉴定

根癌农杆菌和球毛壳菌孢子在诱导培养基上共培养 -:
后，覆盖选择培养基继续培养 ’ T ,: 便可看到大量菌落出

现，随机挑取这些潮霉素抗性球毛壳菌菌落转接至新的含有

+**!7=$3 潮霉素的选择培养基上时，都可正常生长，把潮霉

素浓度增大到 -**!7=$3 时，仍可正常生长。因此可初步认

定这些抗性菌落为转化子。结合几次转化结果，本方案对球

毛壳菌的转化率约为 )* T +O* 个转化子=+*, 个孢子。

."/ 转化子的 012 检测

随机挑取 ) 个转化子菌落，以野生型球毛壳菌株为对

照，在 04 液体培养基培养 / : 后，提取基因组 456 进行 012
检测，) 个样品均扩增出潮霉素抗性基因的特异片段（图 +@
6），而对位于 ;@456 之外的卡那霉素抗性基因均未扩增出

特异片段（图 +@U），这表明 19VJ?L 等所报道的 ;@456 之外的

基因转移［,］在对球毛壳菌的转化中并未出现。

."3 $%&’()*+ ,-%’ 分析

从 012 阳 性 样 品 中 选 / 个 菌 株 的 基 因 组 456 各 取

+*!7，以野生菌株为对照，用限制性内切酶 !"#2$单酶切（图

-@6），;@456 内部不包含该酶切位点。按照试剂盒上的方法

进行潮霉素抗性基因的 N9WLIJ?& 杂交和检测（图 -@U），结果表

图 ! 转化子潮霉素抗性基因（4）和卡那霉素抗性基因

（5）012 结果

X%7R + 012 E&E<Q(%( 9P 8WLEL%VJ L?E&(P9?$E&L( P9? IQ7?9$QM%& ?J(%(LE&MJ

7J&J（6）E&: YE&E$QM%& ?J(%(LE&MJ 7J&J（U）

CR CEYJ?%@A%&: # :%7J(L；+. 0<E($%: 80BA；-. Z%<: (L?E%&；/ T O.

;?E&(P9?$E&L(R

图 . 转化子总 674 !"#2!酶切（4）及潮霉素抗性基因

$%&’()*+ ,-%’’8+9（5）

X%7R- ;9LE< 456 :%7J(L%9& KQ !"#2$（6）E&: N9WLIJ?& K<9LL%&7 9P LIJ

8WLEL%VJ L?E&(P9?$E&L( P9? IQ7?9$QM%& ?J(%(LE&MJ 7J&J（U）

CR CE?YJ?%@!"#;+"":%7J(L；+.Z%<: (L?E%&；- T ". ;?E&(P9?$E&L(R

明潮霉素抗性基因在所检测的转化子中都是以单拷贝的方

式整合到基因组 456 上的。

."# 转化子的有丝分裂稳定性

将球毛壳菌转化子接种到不含潮霉素的 046 平板上，

-,#培养 -: 后，挑取菌落边缘菌丝接种到另一 046 平板上

培养，如此连续转接 +* 代，然后再接种到含有 +**!7=$3 潮霉

素的 046 平板上培养。结果表明这些转化子仍可生长，说明

转化子的潮霉素抗性在有丝分裂过程中是稳定的。

/ 讨论

根癌农杆菌介导的转化系统因其简便、高效以及外源基

因易于整合等优点，在植物基因转化中得到广泛的应用，目

前已将这一转化系统应用到酵母［++］、丝状真菌［’］以及人类细

胞［+-］的转化。我们利用这一转化系统成功地实现了对生防

真菌球毛壳菌的遗传转化，转化率约为 )* T +O* 个转化子=
+*, 个孢子，相对于陈振明、李梅等用 0[H@1E1<- 介导的原生

质体法对球毛壳菌的转化，转化效率提高了约 /* T ’* 倍。

这在一定程度上解决了用传统方法对球毛壳菌的转化效率

低的问题。

通过对球毛壳菌转化子 012 分析发现，随机挑取的 ) 个

转化子都扩增出潮霉素抗性基因的特异片段，表明潮霉素抗

性基因已整合到基因组中。根癌农杆菌介导的转化，一般只

向宿主转移载体上 ;@456 部分，而不转移除 ;@456 之外的

部分，但最近的研究发现 ;@456 整合也具有超界现象，甚至

有整个 ;% 质粒整合的报道，;@456 超界转移现象的机理尚不

完全清楚，可能与其左边界周边序列有关［+/］。鉴于此，我们

*/+ 微 生 物 学 报 "’ 卷



对位于 !"#$% 之外靠近左边界的卡那霉素抗性基因进行了

&’( 检测，但没有相应的特异片段扩增，这与 ’)*+,- 等所报

道的情 况 有 所 不 同，’)*+,- 在 利 用 农 杆 菌 系 统 对 !"#$%&"’
(&%(&)$*"’ 的转化中，有大约 ./0的转化子检测到卡那霉素抗

性基因的转移［1］，这一结果预示着在农杆菌介导球毛壳菌的

转化中，可能只有 !"#$% 整合到了基因组中。这一特性对于

保证转基因安全具有重要意义，因为如果通过用宿主营养缺

陷型等性状作为选择标记，就可以实现除 !"#$% 上的目的基

因和同源序列外，农杆菌质粒上其它部分，特别是细菌抗生

素选择标记都不整合到基因组上。

根癌农杆菌介导的球毛壳菌转化和植物转化一样，在共

培养阶段也需要 %2 的诱导，在培养基中不加 %2 的情况下没

有阳性菌落出现，说明 *3, 基因的诱导对 !"#$% 向球毛壳菌

转移同样是必要的。对球毛壳菌转化子 2)4-5+,6 78)- 分析表

明，在所测 9 个阳性菌株中，!"#$% 都是以单拷贝方式整合

进基因组的，这些特性与农杆菌系统对植物以及其它真菌的

转化特点是一致的。

根癌农杆菌介导的球毛壳菌遗传转化体系的建立及 !"
#$% 插入突变体的获得，对采用分子生物学手段探讨其生防

机制，深入研究其在生物防治中的作用具有重要意义。
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,<6K+ )E H8<6- GH+F3+G，<6= G) E<,，3-G <HH83F<-3)6 5<G 7++6 +[-+6=+= -) -5+ -,<6GE),C<-3)6 )E J+<G-G，E46K3 <6= +*+6
54C<6 F+88G D IJ 4G36K -53G -,<6GE),C<-3)6 GJG-+C， E38<C+6-)4G E46K4G :3$.*,’&"’ 40,>,#"’ T<G G4FF+GGE488J
-,<6GE),C<+= T3-5 <6 +EE3F3+6FJ )E O/ a :W/ -,<6GE),C<6-G H+, :/1 GH),+G D &’( <6= 2)4-5+,6 <6<8JG3G G5)T+= -5<- -5+ !"
#$% T<G 36-+K,<-+= 36-) -5+ K+6)C+D %C)6K )E -5+ +[<C36+= -,<6GE),C<6-G F)6-<36+= < G36K8+ F)HJ，<6= T<G G-<78+
-5,)4K5 C3-)-3F F+88 =3*3G3)6 D !5+ -,<6E),C<-3)6 GJG-+C C+=3<-+= 7J =4%,>$(*.%&"’ *"’.1$(&.)# C<J H,)*+ -) 7+ < H)T+,E48
-))8 E), -5+ E38<C+6-)4G E46K3 -,<6GE),C<-3)6 <6= E46F-3)6<8 K+6)C3F G-4=J T3-5 3-G 53K5 -,<6GE),C<-3)6 E,+Z4+6FJ，
G3CH83F3-J )E !"#$% 36-+K,<-3)6，<6= K+6+-3F G-<7383-J )E -,<6GE),C<6-G D
>+? @40,2：=4%,>$(*.%&"’ *"’.1$(&.)#，:3$.*,’&"’ 40,>,#"’，U+6+-3F -,<6GE),C<-3)6，VJK,)CJF36 ,+G3G-<6F+

A)46=<-3)6 3-+C：’536+G+ $<-3)6<8 &,)K,<CG E), V3K5 !+F56)8)KJ (+G+<,F5 <6= #+*+8)HC+6-（Q//9%%QM::M/）

!’),,+GH)6=36K <4-5), D !+8bA<[：WO"M.:"WOM:QL.Q；;"C<38：J<6KZc53- D +=4D F6
(+F+3*+= =<-+：/O"/Q"Q//M

:9:: 期 高兴喜等：根癌农杆菌介导的球毛壳菌遗传转化及 !"#$% 插入突变体的获得




