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摘 要 优化了农杆菌介导转化稻瘟病菌获得 20D,E插入突变的条件，包括选择转化子的潮霉素 F用量，抑制农
杆菌的抗生素头孢噻肟钠和羧苄青霉素的配比，不同转化阶段培养基的选择等。转化 ! G !%4 个孢子平均可获得约
5%%个左右的转化子，HIJ和 2EKL0HIJ检测表明约 15M转化子中含 20D,E插入。对 !5$%个突变体进行形态变异
观察，发现菌落颜色突变的有 !5个；随机取 51个突变体进行比较，发现产孢量减少的 #个，孢子萌发率降低的 1
个，附着胞形成率降低的 "个；还获得对水稻品种 I!%!LEI（H90!）和 ’50!0!$’（H90"）致病的突变体，为进一步克隆相
应的无毒基因奠定了基础。
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稻瘟病是由稻瘟病菌（3+1$+4(*/"% 1*#&%+（O30
P3QR）F8QQ +）引起，既是水稻最重要病害之一，也是研
究病原真菌和植物相互作用的模式病害系统［!］。水

稻基因组和稻瘟病菌基因组测序工作的进展［$ S #］，

为进一步从基因组水平认识水稻与稻瘟病菌相互作

用的机制奠定了基础。稻瘟病菌致病性复杂易变，

给水稻抗病育种及抗病品种的利用带来了极大困

难。因此，利用功能基因组学的方法从全基因组水

平分析该菌的致病性变异机制非常必要。

基因插入失活获得能够覆盖全基因组的突变体

库是功能基因组学研究的基础性工作。在真菌中最

常用的插入失活方法是限制酶诱导整合（J3TRQ9?R9)<
3<A/73073;98R3; 9<R3:Q8R9)<，J6UK）［5］，但是 J6UK有许
多缺点，最大的缺点是所产生的转化子中约有

$%M，高的可达到 1%M，其标签没有插入基因组
中［4］，这给进一步的突变体分析带来很多麻烦。近

年新发展的农杆菌介导转化（ 51*(6+0/%*#)7 /)7%-+8
0#%$&073;98R3; RQ8<TB)Q78R9)<，E2U2）的 20D,E插入方
法解决了这一问题。E2U2方法的优点：一是转化
材料易得，可以用原生质体、菌丝、孢子和蘑菇的菌

素等，而 J6UK只能用原生质体进行转化；二是得到

的转化子基因组中插入比例高，而且多为单拷贝插

入，因而更有利于分离被标签的基因。目前，应用

E2U2法构建真菌突变体库已用于多种真菌［’，1］。
为此，我们优化了 E2U2方法的条件，并获得一批稻
瘟病菌 20D,E插入突变体，包括形态发育和致病性
突变体。

& 材料与方法

&’& 供试菌株
稻瘟病菌菌株 4VF!5、"5%5#F、1!$’#和测 14%54

均为本实验室保存的从福建田间分离纯化的单孢菌

系。

农杆菌菌株为 EWL0!。20D,E插入所用质粒为
XIEUFKE!&%% 中的 XI8U(&5Y0>X> 被置换为 X2QXI0
>X>（.+7O! Z 9#$;"）的 XFOR!［’］，由美国宾夕法尼
亚州立大学的 Y3):?>8< [8<:博士赠送。
&’( 培养基
酵母培养基：淀粉 !%:，酵母粉 $:，琼脂 !%:加水

至 !%%%7L。
米糠产孢培养基：米糠 $% :，琼脂 !1 :，加水至

!%%% 7L，XO4\5。



基本培养基：参见 !""#$%%&等［’］的配方。
诱导培养基：参见 ()**+,&等［-］的配方。
共培养培养基：.(/诱导培养基加 /012琼脂，

但加 30145 34"*65 葡萄糖；.(3，诱导培养基加
/012琼脂，但加 145 34"*65葡萄糖。
选择培养基：7(/，基本培养基加 /012琼脂；

7(3，酵母培养基；7(8，米糠产孢培养基。
!"# 抗生素
选择转化子时用的潮霉素 9（!#:;"4#<+, 9）为

德国 ="<>?公司生产。采用液滴法测定不同潮霉素
9浓度（@、3@@、A@@、B@@ 和 C@@!:645）对稻瘟病菌孢
子萌发的抑制效果。在玻片上滴 8 滴各 1@!5的含
潮霉素的孢悬液，放入含水的培养皿中 3CD培养，
培养 C、3A、AC、-3和 ’B>后各观察 /次，计算萌发率。
同时，将稻瘟病菌分生孢子涂于含不同潮霉素 9浓
度的酵母培养基上，3CD培养 3、8和 AE后观察菌落
生长情况。以上实验每处理均设 8次重复。
抑制农杆菌生长的头孢噻肟钠（.?F"G%H+4?）和

羧苄青霉素（.%;I?,+<+**+,）分别为福建抗生素集团有
限公司和美国 J4;?&<"公司生产。为观察头孢噻肟
钠单用或与羧苄青霉素共用对稻瘟病菌与农杆菌共

培养后农杆菌的抑制作用，在选择培养基上分别设

头孢噻肟钠（3@@!:645）、头孢噻肟钠（3@@!:645）加
羧苄青霉素（3@@!:645）3 个处理，选择出的稻瘟病
菌转化子，在无抗生素的酵母培养基上培养，观察是

否仍有农杆菌生长。

!"$ 转化与筛选
转化方法参见 ()**+,&等［-］方法。

!"% 突变体中 &’()*插入的验证
根据 K9!G/ LMNOJ边界序列设计了一对扩增 LM

NOJMG;K.M>K>MLMNOJ的引物，=9M7：1P.LQ.Q.JJ.LM
QLLQQQJJQQQ.8P和 59MJ7：1P JQQQLLL.LLJLJL
Q.L.JJ.J..JL Q 8P。
在 31!5 R.=反应体系中，加稻瘟病菌 NOJ/!5，

/@ S 缓冲液 301!5，30144"*65 EOLR30@!5，/@!4"*65
引物各 /01!5，/0@) L%T NOJ多聚酶（L%U%=%公司生
产），循环条件为 ’1D预变性 34+,；然后 ’AD变性
8@&，B@D退火 /4+,，-3D延伸 34+,，循环 8@次；最后
-3D延伸 C4+,。
同时，也用了 LJV5MR.=扩增 LMNOJ侧翼序列，

R.=方法和引物 59/M8 和 =9/M8 与 ()**+,& 等［-］相
同，但 JN引物则选用在该菌中已证明有比较好的
多态性的随机引物 WRXM@B，序列为 L.QLL..Q.J［/@］。
!"+ 表型观察

随机抽取 1C个突变体观察单孢分离物形态特
征、生长发育过程，记录产孢量、附着胞形态和形成

率，方法参见 7>+等［//］和 5?? Y N?%,［/3］。
!", 致病性测定
将 /13@个突变菌株每 3@个一组混合接种于含

单个抗瘟基因的水稻品种 ./@/5J.（R+M/）、./@/J1/
（R+M3）和 -1M/M/3-（R+M’）及感病对照 .W8’上，31D保
湿 3A>，然后置于控温玻璃温室中让其发病，C Z /@E
后调查病情，参照 9",4%,等［/8］@ Z 1级的标准记载
病斑反应型。

- 结果与分析

-"! 转化条件的优化
-"!"! 抗生素的选用和优化：将稻瘟病菌 A个田间
菌株 B[9/1、’1@1A9、C/3-A和测 CB@1B的分生孢子置
于不同浓度的潮霉素 9水溶液中，在 3CD下培养，
并分别在 C、AC、’B>观察其萌发情况。结果对照 C>
内，分生孢子萌发率就已达 ’@2；但在 3@@!:645潮
霉素 9 水溶液中，只有 /2萌发；而在 A@@、B@@ 和
C@@!:645中，孢子都没有萌发。对潮霉素 9水溶液
中的分生孢子培养 AC>和 ’B>后，进一步观察的结
果表明经 3@@!:645处理的分生孢子萌发率略有增
加，分别是 32和 12，A@@、B@@、C@@!:645中仍然未
见孢子萌发，菌株间没有差异。可见 3@@!:645潮霉
素 9水溶液对稻瘟病菌分生孢子萌发有较好的抑
制效果。

而将上述 A个菌株的分生孢子均匀地铺于含不
同浓度潮霉素 9的培养基平板上，结果是 3CD培养
3E后在对照中就可以观察到菌落，其余则未见；8E
后对照菌落已基本长满平板，所有菌株均可在

3@@!:645潮霉素 9平板上见到少量菌落生长，而且
菌株 ’1@1A9在 A@@!:645潮霉素 9平板上仍可见少
量菌落生长；AE 后所有菌株在 A@@!:645 潮霉素 9
平板上均有菌落生长，菌株 ’1@1A9 在 B@@!:645 潮
霉素 9平板上也可见少量菌落生长。结果表明，在
平板培养基上，需要较高浓度的潮霉素 9才能达到
较好的抑菌效果，而且不同稻瘟病菌菌株间所需的

抑菌浓度也有差异。因此，在进行转化选择时必须

根据所用菌株确定潮霉素 9的用量，而且要尽早将
转化子转移到新的培养基上，以免出现太高比例的

假转化子。

稻瘟病菌与农杆菌共培养后，选用合适的抗生

素抑制农杆菌的生长极为重要。结果表明，在稻瘟

病菌与农杆菌共培养后，从只用头孢噻肟钠（3@@
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!!"#$）的选择培养基上分离纯化的稻瘟病菌株中，
约有 %&’在培养时仍可见农杆菌生长；而在含头孢
噻肟钠（(&&!!"#$）和羧苄青霉素（(&&!!"#$）的选择
培养基上分离纯化的稻瘟病菌株中，只有 %’在继
代培养时仍可见农杆菌生长，但在选择培养基上培

养时间延长，带农杆菌的比例还会增加。因此，在选

择培养基中，应同时加入头孢噻肟钠（(&&!!"#$）和
羧苄青霉素（(&&!!"#$）以有效抑制农杆菌的生长。
!"#"! 培养基的优化：(种共培养培养基比较结果
表明，)*+（培养基中葡萄糖含量为 , ##-."$）的共
培养效果好，共培养 /01在硝酸纤维素膜上可见稻
瘟病菌菌丝生长，但又不过于茂盛，结果能得到较多

的转化子；而在 )*(（培养基中葡萄糖含量提高到
+& ##-."$），共培养 /01看不到稻瘟病菌菌丝，最后
在选择培养基上也得不到转化子，这可能是因为葡

萄糖含量高不利于稻瘟病菌生长。

(种选择培养基比较结果表明，共培养后的稻
瘟病菌在 2*+（基本培养基）、2*(（酵母培养基）和
2*/（米糠产孢培养基）上均能良好生长，说明 34*4
方法在选择转化子时，对培养基要求不严。米糠产

孢培养基不易污染，而且可以直接产孢，是比较适宜

的培养基。

!"! 转化子 $%&’(插入的 )*+验证及其插入的
稳定性

随机抽取获得的转化子，以 45673左右边界序
列设计的引物进行 8)9，结果从转化子 +5+:5%、+5+:5
,、+58;<5+=、+58;<5+(、+58;<5<、+58;<5%、+58;<5= 都扩增
到一条约 +>,?@大小的片段，野生型菌株对照和清
水中均未见该条带，但 8;<5+/也没有条带（图 +），可
能没有 45673插入，或是 45673边界序列丢失。多
次转化结果平均每 + A +&0 个孢子可以得到约 ,&&
个转化子，而 8)9结果则表明其中约有 +,’的转化
子中不含 45673插入。因此，转化 + A +&0 个孢子可
获得近 =,&个含 45673插入的转化子。
用一批 45673插入突变体在无潮霉素的产孢

培养基上产孢，然后在无潮霉素的酵母培养基上转

接 ,代，最后转至含 =&&!!"#$潮霉素的活化培养基
上，而这些插入突变体仍能生长，45673插入片段仍
然存在。说明通过农杆菌介导转化方法获得的突变

体是稳定的。

进一步用 43B$58)9扩增这些转化子的 45673
侧翼边界序列，结果表明上述有 45673插入的转化
子中均能扩增出特异的片段（图 (，第 (5+C和第 (&5
(+列），而无 45673插入的转化子（图 (，第 +%5+<）和

图 + 稻瘟病菌转化子 45673 8)9扩增结果
D;!E + 8)9 F#G.;H;IJ 45673 ;KLIM:L HM-# :MFKLH-M#FK:L -H

!"#$"%&’()* #’+,*"
DM-# .IH: :- M;!1:，+?@ G.NL 673 .FJJIM（BKO;:M-!IK，P2），+58;<5%，+5

+45,，+5&&,/&，+5&&,(%，+5&&,(C，+5&&,(0，+5&&==+，+5&&+&<，+5

&&&,C，+5&&&,=，0QR+,（S;.J :TGI）

野生型对照（图 (，第 ((5(/）却只能扩增到非特异序
列。对 43B$58)9特异产物测序表明它们均是稻瘟
病菌基因组序列（结果未给出）。

图 ( 稻瘟病菌转化子 43B$58)9扩增结果
D;! ( 43B$58)9 F!FM-LI !I. GF::IMK HM-# :MFKLH-M#FK:L -H

!"#$"%&’()* #’+,*"
3#G.;H;UF:;-K -H :MFKLH-M#FK:L SFL GIMH-M#IJ S;:1 :1I .IH: @-MJIM（$R）LI:

-H GM;#IML（$R5+，5(，FKJ $R5/）FKJ FM@;:MFMT GM;#IM（V8W5&0）E 41I

GM;#FMT F#G.;H;UF:;-K MILN.: SFL K-: L1-SKE 41I .IH: H;ML: .FKI ;L +?@ G.NL

673 .FJJIM（BKO;:M-!IK，P2），:1IK IOIMT :S- .FKIL FMI LIU-KJFMT FKJ

:IM:;FMT F#G.;H;UF:;-K GF::IMK -H :MFKLH-M#FK:L +58;<5%，+5+45,，+5&&,/&，

+5&&,(%，+5&&,(C，+5&&,(0，+5&&==+，+5&&+&<，+5&&&,C，+5&&&,=

FKJ 0QR+,（S;.J :TGI）E

!", $%&’(插入突变体生长发育和致病性变异观
察

对 +,(&个 45673插入突变体形态发育进行观
察，结果发现菌落白色突变株 =个，菌落黄色突变株
,个，还有些黑色素减少的，菌落颜色变为灰白或灰
黑的。随机抽取 ,%个突变体观察，其中产孢减少的
有 ,个突变体，占 %>0’；孢子萌发率减少的有 %个，
占 +/>%’；附着胞形成率减低的有 <个，占 +,>0’。
其中，突变体 +5&&(/& 孢子不能萌发，突变体 +5
&&/,%、+5&&==<、+5&&+0( 的附着胞形成率不到 +&’，
45673插入的 8)9验证这些有明显表型的突变体
均有 45673插入（表 +）。
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表 ! 稻瘟病菌部分 "#$%&插入突变体的生长与发育变化
"’()* ! $*+*),-.*/0’) 1*2*30 ,2 "#$%& 4/5*604,/’)

.70’/05 ,2 !"#$"%&’()* #’+,*"

!"#$%&’
()#*+$%&,#-

.（ / 012 ")#*’".345）

()#*’
6’*4,-%&,#-.7

8))*’""#*,+4
9#*4%&,#-.7

:;<=8
,-"’*&,#-

>?@02 A

0;115B1
0;110C1
0;111DB
0;11BD5
0;115B5
0;1151E
0;1115E
0;1151D
0;110>5
0;11B2D
0;11DDF
0;11B12
0;11B2E

BG0>
5G25
5G15

0G1CA A

5G25
0G5> A A

0G51 A A

1GF2 A A

1G2C A A

BGD0
BG1F
>GB5
2G05
>G11

FF
1 A A A

0C A A A

E>
5>GC A A A

FE
E1G2
FBGB
2FG1

EGF A A A

5BGF A A A

2GB A A A

0> A A A

0DG2 A A A

EBGB
1!

0D!

C>G2
02GC!

EEGC
>>GD
>>GC
0CGD!

>G>!

0EGC!

DG>!

05GB!

FGF!

=!!

H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H

A I,$J &K)’ 3#-&*#$；A A ()#*+$%&,#- J’3*’%"’J 4+&%-&" ； A A A L#M ")#*’

6’*4,-%&,#- 4+&%-&"；!8))*’""#*,+4 J’9’3&,N’ 4+&%-&"；!!=，-# :;<=8 ,-;

"’*&,#-；H，M,&O :;<=8 ,-"’*&,#-P

图 B :;<=8插入获得稻瘟病菌致病性突变体
Q,6PB R%&O#6’-,3,&K 4+&%&,#- #9 :;<=8 ,-"’*&,#-%$

4+&%-&" #9 ! P "#$%&’
%0 S BP 8N,*+$’-& M,$J &K)’ T’E>12> %-J ,&" N,*+$’-& 4+&%-&" 0&;0 %-J 0&;E

#- *,3’ N%*,’&K T010L8T（R,;0）；U0 S DP %N,*+$’-& M,$J &K)’ >?@02 %-J ,&"

N,*+$’-& 4+&%-&" R,F;D，R,F;E %-J R,F;F #- *,3’ N%*,’&K C2;0;05C（R,;F）

为了快速定向筛选无毒基因发生变异的转化

子，我们将每 51个转化子产孢后混合接种于含单个
抗瘟基因的水稻品种 T010L8T（R,;0）、T010820（R,;
5）和 C2;0;05C（R,;F）及感病对照 TVBF 上。结果在
T010L8T（R,;0）上有 5 个接种组合发病（图 5%，5;B
叶），从感病型病斑中分离单孢，接种验证，仍能致

病；在 C2;0;05C（R,;F）上有 0个接种组合发病（图 5U，
5;D叶），从感病型病斑中分离单孢，再接种也验证了

其致病特征。提取这些突变体的 <=8，以 :;<=8边
界序列为引物用 RTW方法扩增，证实了它们均有 :;
<=8插入。这说明已获得对水稻品种 T010L8T（R,;
0）和 C2;0;05C（R,;F）能致病的 :;<=8插入突变体。

8 讨 论
本研究表明不同稻瘟病菌菌株间对潮霉素 @

的敏感程度不同。因此，在今后的研究中应针对所

用菌株进行浓度梯度筛选，确定适合的潮霉素 @用
量。头孢噻肟钠属于!;半乳糖苷酶抑制型抗生素，
能抑制肽聚糖链的交联，而羧苄青霉素能抑制肽聚

糖的生物合成，所以两者同时使用效果会更好。

由于 :;<=8 插入方法比 WXY! 方法有诸多优
势，加之真菌多为单倍体的遗传特点，突变体无需纯

合的过程，其性状就可以表现出来，因此，可望会有

更多利用 8:Y:法获得突变体并对目的基因功能分
析的研究。本研究所用载体是通过插入抗生素选择

标记导致基因失活的，今后应当将一些报告基因直

接插入，这样就可以更容易选择真正的转化子，而且

可以直观地研究特定基因在生长发育过程的作用。

同时，仍应结合其它方法，以免单一方法的非随机性

插入。此外，今后还应构建激活型载体，以使被插入

的基因表达加强。突变体库构建的关键是要有足够

的库容量，以覆盖全基因组。根据稻瘟病菌基因组

特点，估计其约含 0001F个基因（O&&)：..MMM;6’-#4’P
M, P4,& P ’J+. %--#&%&,#-.9+-6,.4%6-%)#*&O’）。如果覆盖
基因组 B倍，必须构建 B S D万个突变体，这需要很
大的人力和物力。因此，我们目前采取的办法是对

批量突变体进行定向筛选，如混合接种对致病性突

变体进行快速筛选，一旦得到突变体，就可以对 :;
<=8侧翼边界序列进行扩增和测序，然后进行
@$%"&、基因克隆和功能分析。
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