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摘要：【目的】对灰葡萄孢菌(Botrytis cinerea)的细胞核和过氧化物酶体进行荧光蛋白标记，为研究其

生长发育和侵染过程中细胞结构和细胞器动态提供基础。【方法】以绿色荧光蛋白(GFP)和红色荧光蛋

白 (DsRED、mCherry)为报告基因，利用根癌农杆菌介导转化 (Agrobacterium tumefaciens mediated 

transformation，AtMT)将3种荧光蛋白标记载体分别导入灰葡萄孢菌标准菌株B05.10；通过PCR检测及

荧光观察筛选和验证转化子，并进行单孢纯化；利用共聚焦显微镜记录细胞器荧光定位情况。【结果】

获得了过氧化物酶体或细胞核稳定表达红、绿色荧光的重组单孢菌株，PCR验证表明标记基因成功整

合入转化子基因组。在标记细胞核的菌株中，菌丝和孢子中可见多个明亮、圆形的荧光点，与DAPI

染色共定位。标记过氧化物酶体的菌株中，菌丝和孢子中可见小点状绿色或红色荧光，在脂类物质诱

导下荧光点数量明显增加，符合过氧化物酶体分布及动态特征。细胞壁染色结果显示，细胞壁染色产

生的蓝色荧光与红、绿荧光蛋白的荧光互不干扰，标记效果良好。【结论】获得了理想的过氧化物酶

体或细胞核荧光标记的灰葡萄孢菌菌株，为研究其细胞器动态以及生长发育与致病分子机制提供了参

考和材料。 
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灰葡萄孢菌(Botrytis cinerea)又称灰霉菌，属子

囊菌门(Ascomycota)、核盘菌科(Sclerotiniaceae)、

葡萄孢属(Botryotinia)，引起葡萄、番茄和莴苣等

1400 种植物灰霉病。灰霉病在世界范围内广泛发

生，严重影响作物产量和质量。在侵染过程中，

灰葡萄孢菌产生各种酶类降解细胞壁等植物组

织，引起植物幼苗猝倒、落叶、花腐烂，收获后

还能引起果实烂窖，造成巨大的经济损失[1]。此外，
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灰葡萄孢菌还能产生许多有毒性的次级代谢产

物，影响人畜健康。自 20 世纪 80 年代以来，我

国保护地蔬菜生产大面积发展，大棚内温度较

低、湿度较高，特别适合灰葡萄孢菌的快速繁殖

和传播，灰霉病成为保护地常见危害严重的病害

之一[1]。目前对灰霉病多采用化学农药防治，该

防治方法难以彻底切断传染源和消灭病原菌[2]，

同时带来了严重的环境问题。灰葡萄孢菌致病过

程和机理的研究是防治灰霉病和新型药剂开发的

前提条件。 

近年来，灰葡萄孢菌侵染的细胞学过程和致

病的分子机理研究取得了较大的进展，多个致病

相关的代谢途径及与寄主互作的机制得到鉴定。

但相对于稻瘟病菌、禾谷镰刀菌等植物病原真

菌，灰葡萄孢菌致病机理的研究仍有更长的路[3]。

灰葡萄孢菌的细胞是多核的，一个菌丝和孢子细

胞中含有 5–6 个细胞核。生长发育和致病过程中

细胞核分裂、分配及动态的研究，对揭示灰葡萄

孢菌致病机制具有重要意义，但至目前国内外与

之相关的报道仍较少。过氧化物酶体是真核生物

中普遍存在的一种代谢活跃、高度动态变化的单

层膜包被的细胞器，主要参与脂肪等物质的代谢

及活性氧的产生和清除。研究表明，过氧化物酶

体参与稻瘟病菌、炭疽病菌和禾谷镰刀菌等多种

植物病原真菌的生长发育、产孢、侵入和寄生等

各个侵染环节[2]。灰葡萄孢菌中过氧化物酶体的

分布、动态及与致病性的关系，至今尚未见报道。 

绿色荧光蛋白(green fluorescent protein，GFP)

和红色荧光蛋白(red fluorescent protein，RFP)作为

荧光蛋白标记，具有安全、稳定等优点，被广泛

应用研究基因表达调控及微生物定殖、侵染和植

物信号转导等领域[3–10]。通过 GFP、RFP (DsRED 

或 mCherry)与过氧化物酶体定位信号融合，与核

蛋白或核定为信号融合能够有效地实现多种生物

细胞中过氧化物酶体或细胞核荧光标记。组蛋白

(histone)是真核生物中的一种碱性蛋白，主要位于

细胞核，和 DNA 共同组成核小体结构在基因调控

中发挥作用，可被用于细胞核荧光标记研究中[11]。 

为了研究灰葡萄孢菌的细胞核和细胞器的

动态，本文以 GFP-PTS1[12]、DsRED-PTS1[12]

和 mCherry-H2B[13–14]作为荧光标记，通过根癌农

杆菌介导转化(Agrobacterium tumefaciens mediated 

transformation，AtMT)将标记载体导入灰葡萄孢菌

标准菌株 B05.10 中，获得了 3 种过氧化物酶体及

细胞核红色或绿色荧光标记的灰葡萄孢菌菌株，

并结合化学荧光染色剂对标记菌株进行观察。同

时，抽检了转化子菌株的遗传稳定性，将转化子

纯化后建立了灰葡萄孢菌株 AtMT 转化子库。为

进一步研究灰葡萄孢菌生长发育和侵染的细胞学

和分子机制提供了基础和工具。 

1  材料和方法 

1.1  菌株及培养条件 

灰葡萄孢菌 B05.10 菌株及各转化子菌株培养

在完全培养基(complete medium，CM)[15]上，在

23 °C、12 h/12 h 光暗交替条件下培养 8 d。供试

菌株及质粒见表 1。 

利用脂类物质(Tween 80)诱导过氧化物酶体

的增殖。将转化子接种在含有 1% Tween 80 的 CM

培养基上，在 23 °C、12 h/12 h 光暗交替条件下培

养 5 d，挑取菌丝和孢子，在显微镜下观察转化子

荧光。 
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表 1.  菌株及质粒 

Table 1.  Strains and plasmids used in this work 

Strains and plasmids Usage Features 

A. tumefaciens strain AGL1 AtMT  

B05.10 Wild type strain A standard strain for B. cinerea 

pHMGA Labeling peroxisome Containing GFP-PTS1 and hygromycin resistance gene[12] 

pHMR1 Labeling peroxisome Containing DsRED-PTS1 and hygromycin resistance gene[12] 

pKD9-mCherry-H2B* Labeling nucleus Containing mCherry-H2B and hygromycin resistance gene 

*: A gift from Dr. Jianping Lu in Zhejiang University[13–14]. 
 

1.2  AtMT 与转化子筛选 

通过 AtMT[16–17]转化将 pHMGA、pHMR1 和

pKD9-mCherry-H2B 分别导入到 B05.10 中。农杆

菌菌株在含 50 μg/mL 氨苄青霉素、50 μg/mL 利福

平和 50 μg/mL 卡那霉素的 YEB 液体培养基中，

28 °C、180 r/min 黑暗条件下培养 2 d。取在 CM

培养基上，23 °C、12 h/12 h 光暗交替条件下培养

8 d 的 B05.10 菌落，洗取孢子，配制成 1×106 个/mL

的孢子液，与农杆菌在 IM 培养基上[13]进行共培养

2 d，在含 250 μg/ mL 潮霉素B (Roche，Mannheim，

Germany)的 CM 培养基平板上筛选转化子。 

1.3  转化子的继代稳定性 

以 BC-HMGA 转化子为例进行遗传稳定性检

测(图 1)。随机选择 5 个经抗性筛选和荧光镜检具

有明亮荧光表达的 BC-HMGA 转化子(T0)，打取菌

落边缘进行继代，各 5 个重复，获得 25 个后代转

化子(T1)；观察每个 T1 转化子的荧光，将具有荧

光表达的 T1 转化子，各继代 1 个获得 T2 代；依次

类推，继至 T7 代；统计丧失荧光的后代转化子个

数和出现的代数。 

1.4  单孢分离纯化与 PCR 验证 

采用在抗性平板上单孢分离的方法对转化子

进行纯化。在无菌条件下，将转化子孢子液浓度

调至 2×106 个/mL，在含 250 μg/mL 潮霉素的 CM 

 
 

图 1.  BC-HMGA 荧光转化子的稳定性检测 

Figure 1.  Stability of the fluorescent transformants of 
BC-HMGA. The BC-HMGA strains (T0 generation) 

expressing bright fluorescence were randomly selected 
and sub-cultured to produce T1 generation strains, five 
replicates for each T0 strain. The T1 strains that 
expressing fluorescence were then sub-cultured to 
generate T2 strains, one T2 strain for each T1. 
Analogously, the strains were sub-cultured up to T7 
generation. The offspring stains with or without 
fluorescence were counted. 

 
培养基平板上涂布均匀，置 23 °C、12 h/12 h 光暗

交替条件下培养 1 d 后挑取 50 个以上的单菌落接

种在新的 CM 平板上培养 8 d，荧光显微镜下观察

荧光表达，并记录可表达荧光的后代个数，分离

纯化 1 代。 

随机挑取 3 个经单孢纯化过的转化子菌落，

采用 CTAB (十六烷基三甲基溴化铵)法[18]提取基

因组 DNA，根据 pHMGA、pHMR1 和 pKD9- 

mCherry-H2B 载体上相应的基因片段设计引物(序
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列见表 2)，进行 PCR 检测。以野生菌株 B05.10

基因组 DNA 为阴性对照，转化子所含质粒 DNA

为阳性对照。 

1.5  荧光染色与观察 

挑取少量培养 5 d 的转化子菌丝或孢子，滴加  

10 μL 50 μg/mL 的 DAPI 染色液，观察细胞核产生

的蓝色荧光 [14]；或滴加 10 μL 10 μg/mL 的

Calcofluor white 染色液，观察细胞壁产生的蓝色

荧光[10]。 

利用 ZEISS 荧光共聚焦显微镜观察转化子荧

光。观察红色荧光选择激发波长 543 nm、发射波

长 570–630 nm；观察绿色荧光选择激发波长   

488 nm、发射波长 495–550 nm，观察蓝色荧光选

择激发波长 405 nm、发射波长 410–480 nm。 

1.6  菌株表型比较 

待测菌株接种到 CM 培养基平板上培养 3 d，

在菌落生长边缘打直径 0.5 cm 的菌饼，转接到新

的 CM 培养基平板上，每个处理 3 个重复，置

23 °C 光暗交替培养，每隔 12 h 测量菌落直径，

记录并统计生长速率差异，并比较菌核生长情

况。在菌落生长边缘打直径 0.5 cm 的菌饼，倒扣

接种到大小均匀、针头创伤的小番茄上，每个处

理 3 个重复，置 23 °C 光暗交替培养 3 d，观察记

录发病情况。 

2  结果和分析 

2.1  转化子稳定性与单孢纯化 

通过 AtMT 将 pHMGA、pHMR1 和 pKD9- 

mCherry-H2B 分别转导灰葡萄孢菌 B05.10 菌株

中，利用潮霉素抗性筛选获得 BC-HMGA、

BC-HMR1 和 BC-mCherry-H2B 转化子。为了明确

转化子的遗传稳定性，随机选择经初步镜检能够

高表达绿色荧光的 5 个 BC-HMGA 转化子(T0 代)

转接继代 7 代，观察各代转化子的荧光。结果发

现，在 25 个 T1 代转化子中，有 3 个丧失荧光，

至 T2 代，能发光的后代转化子还剩 20 个，继代

至 T7 代，25 个转化子中的 7 个转化子出现荧光消

失。而对荧光消失的转化子另外继代，经 2 代后，

荧光无法恢复。结果表明，按常规的方法进行灰

葡萄孢菌转化子的转接继代，会导致转化子荧光

标记丢失。灰葡萄孢菌转化子的遗传不稳定性可

能与其多核特性有关。 

 
表 2.  本研究所用引物列表 

Table 2.  Primers used in this work 

Names Sequences Amplicons and lengths 

HPH52 5′-AGCTGCGCCGATGGTTTCTACAA-3′ HPH gene fragment, 585 bp 

HPH34 5′-GCGCGTCTGCTGCTCCATACAA-3′ 

MPG11 5′-TCACGACTGGGAGTAGAAAGA-3′ Fragment of MPG1 gene promoter, 976 bp 

MPG12 5′-CCAGATTCCAGGGTTGCTAAA-3′ 

GFP-CHK1 5′-GCCACCTACGGCAAGCTGACCCTG-3′ GFP gene fragment, 502 bp 

GFP-CHK2 5′-GGGTGCTCAGGTAGTGGTTGTCGG-3′ 

RED1 5′-GATGGTGTAGTCCTCGTTGTG-3′ Fragments of DsRed or mCherry genes, 368 bp 

RED2 5′-GACTACTTGAAGCTGTCCTTCC-3′ 
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为了获得稳定的转化子，在潮霉素抗性的

CM 培养基平板上对 BC-HMGA、BC-HMR1 和

BC-mCherry-H2B 转化子进行单孢分离 1 代，每

个转化子挑取后代菌株 50 个以上，荧光镜检表

明所有后代菌株均能保持荧光表达，且在 CM 培

养基平板上重复继代过程中荧光稳定。结果表明

通过抗性板上的单孢继代，能够获得稳定的荧光

转化子。 

2.2  转化子的 PCR 验证 

随机挑取经上述单孢继代 2 代的 BC-HMGA、

BC-HMR1 和 BC-mCherry-H2B 后代转化子，进行

PCR 检测。结果显示所有转化子中均可扩增获得

潮霉素抗性基因片段和 MPG1 启动子基因片段；

BC-HMGA、BC-HMR1 和 BC-mCherry-H2B 中可

分别扩增获得 GFP、DsRED 和 mCherry 基因片段；

各片段大小均与对应阳性对照相同，而野生型菌

株对照中无扩增条带(图 2)。结果表明，潮霉素抗

性基因和荧光标记基因均已成功整合入所检测的

单孢转化子。 

2.3  细胞核的荧光标记 

挑取经验证的转化子，在荧光共聚焦下观察

荧光表达与定位情况，可见在 BC-mCherry-H2B

转化子中，在 H3 启动子的作用下，mCherry-H2B

融合蛋白呈现高亮度的红色荧光。在孢子和菌丝

细胞中，mCherry-H2B 融合蛋白集中分布于细胞

内部 3–10 个大小 1.0–1.5 μm 的圆点上。这些圆点

与细胞核 DAPI 染色形成的蓝色荧光重叠(图 3)，

表明 mCherry-H2B 蛋白成功标记于灰葡萄孢菌的

细胞核。 

2.4  过氧化物酶体的荧光标记 

观察 BC-HMGA 和 BC-HMR1 转化子可见，

在 MPG1 基因启动子的作用下，孢子和菌丝细胞

中 均 能 观 察 到 GFP-PTS1 的 绿 色 荧 光 或

DsRED-PTS1 的红色荧光。荧光均呈小点状分布

于细胞内部，直径 0.2–1.0 μm，符合过氧化物酶体

的大小和分布特征(图 4)。利用脂类物质(Tween 80)

对转化子的菌丝进行诱导，可见细胞中荧光点的

数量明显增加，与过氧化物酶体易被脂类物质诱

导增殖的特性一致。结果表明，GFP-PTS1 和

DsRED-PTS1 均可正确定位于灰葡萄孢菌的过氧

化物酶体上。 

进 一 步 利 用 Calcofluor white (CFW) 对

BC-HMGA 和 BC-HMR1 转化子的细胞壁进行染

色，与荧光蛋白进行共定位(图 4)，发现 Calcofluor 

white 的蓝色荧光与 GFP-PTS1 和 DsRED-PTS1 的

荧光无明显干扰，呈现出理想的定位效果。 

2.5  转化子表型比较 

通过转化，在荧光定位的同时也获得了 1 个

灰葡萄孢菌的随机插入转化子库，以便进一步研

究功能基因。随机挑取 BC-HMGA、BC-HMR1 和

BC-mCherry-H2B 转化子各 10 个，初步观察转化

子表型。结果显示，大部分参试转化子的菌落形

态、生长速率、菌核生长和致病性等表型均与

B05.10 无明显差异；少数转化子呈现出生长速度

减慢、气生菌丝减少等(图 5)。结果表明，外源基

因的随机插入引起转化子表型变异是低概率事

件，多数的荧光转化子可模拟野生型中的细胞器

动态；同时通过筛选，可获得特定的表型变异转

化子，为功能基因的鉴定和研究奠定基础。 
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图 2.  转化子的 PCR 检测 

Figure 2.  Confirmation of the fluorescent transformants using PCR amplification. The randomly selected 
BC-HMGA (A: 1-1–1-3), BC-HMR1 (B: 2-1–2-3) and BC-mCherry-H2B (C: 3-1–3-3) transformants, three for 
each, were checked by PCR amplification with the primer pairs HPH52/HPH34, GFP-CHK1/GFP-CHK2 and 
RED1/RED to detect HPH, GFP, RFP and mCherry fragments respectively. B05.10: the wild type strain; positive a, 
b and c: the positive controls with the plasmids pHMGA, pHMR1 and pKD9-mCherry-H2B as templates; M: 
marker III. 
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图 3.  mCherry-H2B 荧光标记灰葡萄孢菌的细胞核 

Figure 3.  Fluorescent labeling of the nuclei of B. cinerea with mCherry-H2B. 
 
 

3  讨论 

相对于稻瘟病菌、禾谷镰刀病菌等植物病原

真菌，灰葡萄孢菌侵染分子机理的研究较少。此

前，沈卫锋等[17]成功将 GFP 导入灰葡萄孢菌，但

利用荧光蛋白标记灰葡萄孢菌细胞器的研究尚

不多见 [19]。本研究利用 GFP 和红色荧光蛋白

DsRED、mCherry 首次成功标记了灰葡萄孢菌的

过氧化物酶体和细胞核，这也是利用红色荧光蛋

白对灰葡萄孢菌进行荧光标记的首次报道。研究

获得的荧光转化子，为研究灰葡萄孢菌的生长发 

育与致病过程及分子机制提供了参考和材料。 

稻瘟病菌附着胞形成过程中，细胞核的分裂

以及向子细胞的分配，存在着精准的调控。过氧

化物酶体的形成与生化代谢对稻瘟病菌、炭疽病

菌的侵染过程必不可少[20]。但至目前，灰葡萄孢

菌过氧化物酶体的形成过程、相关基因以及与致

病性的关系，尚无报道。另外，作为一种多核的 
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图 4.  灰葡萄孢菌过氧化物酶体的 GFP-PTS1 和 DsRED-PTS1 荧光标记 

Figure 4.  Fluorescent labeling of the peroxisomes with GFP-PTS1 and DsRED-PTS1 in B. cinerea. The 
BC-HMGA (A) and BC-HMR1 (B) transformants were stained with Calcofluor white (CFW) and microscopically 
detected. The GFP- or DsRED-labeled peroxisomes were increased upon induction on Tween 80 containing media. 

 

 
 

图 5.  部分转化子的表型分析 

Figure 5.  Phenotypes of transformants. The randomly selected BC-HMGA, BC-HMR1 and BC-mCherry-H2BA 
transformants were phenotypically analyzed. A: the colonies of the transformants cultured on CM and the 
pathogenicity of the transformants to tomato fruits. B: The radial growth of the strains cultured on CM for 3 days. 
The standard deviation represents the growth rate difference among the three replicates of each transformant. 
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真菌，其细胞核的分裂、分离和调控机制可能

更加复杂。本研究获得的转化子荧光的亮度高、

分散性和精细度好，能很好地对灰葡萄孢菌细

胞核和过氧化物酶体的位置、大小、移动等进

行示踪，为进一步研究灰葡萄孢菌的细胞和细

胞核发育、过氧化物酶体形成与动态以及相关

基因在灰葡萄孢菌侵染过程中的作用提供了基

础和工具。 

合适启动子是调控真菌蛋白表达、进行荧

光蛋白标记的基础。我们的结果表明，来源于

稻瘟病菌的 H3、MPG1 启动子除了在异源真菌

西瓜枯萎病菌中得到利用，还可实现在其他异

源真菌中利用 [12]及其荧光蛋白在灰葡萄孢菌中

的高丰度表达 [13,21]。转化子孢子和菌丝中荧光

亮度高、定位准确 [21]。我们的结果，也为真菌

启动子的发掘利用和真菌蛋白表达的研究提供

了参考。 

本研究结果发现，与稻瘟病菌、禾谷镰刀病

菌等转化效率大于 60%的丝状真菌相比，灰葡萄

孢菌的转化效率偏低[18,22]，转化子的遗传稳定性

较差，原因可能是由于该菌的多核性，建议灰葡

萄孢菌的转化过程中，通过在抗性平板上单孢继

代获得遗传稳定的转化子[23]。本研究获得的转化

子，大部分菌落形态、生长速度和产孢量等性状

与野生型均无明显差异，说明在大多数的转化子

中，转化过程本身以及潮霉素基因和融合蛋白基

因的表达，对转化子的生长发育并没有明显影

响，这样的转化子可用于进一步的分子生物学研

究。少数转化子呈现出表型变异，可能是外源基

因整合到受体染色体上时整合的状态以及整合

的位置等均不易控制。 
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Fluorescent labeling of peroxisome and nucleus in Botrytis 
cinerea 

Mengxue Yu1,2, Jiaoyu Wang2*, Shizhen Wang2, Ling Li1, Yanli Wang2, Guochang Sun2* 
1 College of Agriculture and Food Science, Zhejiang Agriculture & Forestry University, Lin’an 311300, Zhejiang Province, China 
2 State Key Laboratory for Managing Biotic and Chemical Threats to the Quality and Safety of Agro-products, Institute of Plant 

Protection Microbiology, Zhejiang Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou 310021, Zhejiang Province, China 

Abstract: [Objective] To label the nuclei and peroxisomes of Botrytis cinerea with fluorescent proteins, as a tool 

for further investigation on biogenesis and dynamics of the cellular structures of the fungus. [Methods] The green 

fluorescent protein (GFP) and the red fluorescent proteins (DsRed and mCherry) were used as reporter proteins to 

label the nuclei and peroxisomes in B. cinerea. Three fluorescent labeling vectors were separately introduced into 

the B. cinerea strain B05.10 via Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation. The resulting transformants 

were selected and confirmed by PCR, and then analyzed with the confocal fluorescent microscope. [Results] The 

single-spore purified recombinant strains expressing red or green fluorescence were obtained. The PCR 

amplification and fluorescence detection indicated that the fluorescent genes were integrated into the genome of the 

transformants. Round fluorescent spots were detected in mycelia and conidia of the strains with nuclear labeling, 

overlapping well with DAPI staining. In the strains with peroxisomes labeling, small green or red fluorescent dots 

were present in mycelia and conidia. Upon induction on lipids, the number of the dots was significantly increased, 

corresponding well with the described distribution profile of peroxisomes. In addition, the blue fluorescence 

produced by Calcofluor white staining did not interfere with the fluorescence of red or green fluorescent proteins, 

capable of forming well-integrated multi-fluorescent images. [Conclusion] We obtained the B. cinerea strains with 

fluorescent labeled nuclei or peroxisomes, which are maybe ideal tools for studying the biogenesis and dynamics of 

cellular organelles, the developments and even the pathogenesis of the fungus. 

Keywords: Botrytis cinerea, fluorescent protein labelling, nucleus, peroxisome 

 

(本文责编：张晓丽) 
                           

Supported by the Key Program of Zhejiang Provincial Natural Science Foundation (LZ20C140001) and the Key Technology 

Research and Development Program of Zhejiang Province (2019C02010) and by the National Natural Science Foundation of 
China (31470249) 
*Corresponding authors. Tel/Fax: +86-571-86404226; E-mail: Jiaoyu Wang, wangjiaoyu78@sina.com, Guochang Sun, 

sungc01@sina.com 
Received: 2 June 2020; Revised: 25 July 2020; Published online: 5 August 2020 

 


