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农杆菌介导的甜瓜蔓枯病菌遗传转化体系的建立 
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摘  要: 甜瓜蔓枯病是当前危害瓜类的主要病害，严重影响甜瓜的产量和品质，但是蔓枯病菌 Didymella bryoniae 病原

学研究还非常落后，关于该菌功能基因的研究还未见报道。本研究以携带潮霉素 B 磷酸转移酶基因 (hph) 的
pBIG2RHPH2 作为转化载体，根癌农杆菌 C58C1 作为转化介体，转化甜瓜蔓枯病菌的强致病菌株 DB11。研究发现，

甜瓜蔓枯病菌的最优转化体系为：甜瓜蔓枯病菌的分生孢子悬浮液浓度为 1×106个孢子/mL，农杆菌悬浮液OD600为 0.15，
共培养时间 48 h，诱导培养基中添加 200 μg/mL 乙酰丁香酮，选择培养基添加 100 μg/mL 潮霉素 B、200 μg/mL 头孢噻

肟钠、200 μg/mL 氨苄青霉素和 200 μg/mL 四环素。1×105 个蔓枯病菌分生孢子可以产生 45 个左右的转化子，随机挑取

3 个转化子进行 PCR 和 RT-PCR 检测发现，在不含潮霉素 B 的 PDA 培养基平板上转化子连续培养 5 代后，hph 基因仍

能稳定存在和转录，Southern blotting 检测发现，T-DNA 都是单拷贝插入 3 个转化子的染色体内。本研究建立的甜瓜蔓

枯病菌的转化体系将为该病菌的功能基因研究和寄主与病原菌的互作研究提供重要技术支撑。 

关键词 : 甜瓜蔓枯病菌，根癌农杆菌介导的转化，T-DNA 插入突变  

Transformation of Didymella bryoniae mediated by  
Agrobacterium tumefaciens 

Haiying Ren1, Li Fang1, Gang Li2, Shuijiang Ru1, and Hanrong Wang1 

1 Institute of Plant Protection and Microbe, Zhejiang Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou 310021, China 
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Abstract:  Gummy stem blight, a plant disease caused by Didymella bryoniae, is one of the major diseases in melon. The disease 
can seriously reduce melon yield and quality. However, little information is available on the genetics and functional genomics of the 
fungal pathogen. In this study, we developed an Agrobacterium-mediated transformation system for D. bryoniae by using a universal 
pathogenic isolate DB11 and the Agrobacterium tumefaciens strain C58C1 carriing plasmid pBIG2RHPH2 harboring the hygromycin 
B phosphotransferase gene (hph). Total 45 transformants could be obtained per 1×105 spores when 1×106 spores per milliliter of 
D. bryoniae spore suspension were cocultivated with Agrobacterium cells at OD600=0.15 for 48 h in the presence of induction 
medium (pH 5.2) containing acetosyringone at 200 μg/mL and selection medium contained 100 μg/mL of hygromycin B and 
200 μg/mL of cefotaxime sodium, ampicillin and tetracycline, respectively. The transformants were stable when grown on PDA 
medium without hygromycin B for five times and were verified by PCR amplification with the hph primers and by Southern blot 
analysis with the hph probe. The transformation system will be useful for further studies of functional genes in D. bryoniae. 

Keywords:  Didymella bryoniae, Agrobacterium mediated transformation, T-DNA insertional mutagenesis 
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甜瓜是我国重要的经济作物，瓜类蔓枯病是当

前瓜类生产的主要病害，严重影响甜瓜的产量和品

质，在甜瓜的幼苗期至采收期均可发生，侵染植株

的地上各部，生育前期易发病，生殖生长盛期最严

重[1]。无论是在冬春日光温室，还是早春和秋后大

棚栽培均有发生，其危害程度远高于甜瓜枯萎病和

甜瓜疫病，在生产上若不及早防治，植株死亡率可

达 30％~40％，造成严重减产，是一种严重的全球

性真菌病害，侵染黄瓜、西瓜、甜瓜、南瓜和西葫

芦等 [2]，对寄主植物造成不同程度的损害。瓜类蔓

枯 病 菌 的 有 性 世 代 是 子 囊 菌 瓜 黑 腐 小 球 壳 菌

Mycosphaerella melonis (Passerini) Chiu et Walker，无

性态 Ascochyta cucumis Fautr. et Roum 属半知菌瓜叶

单隔胞菌 [3]。由于该菌器孢子变异大，学名迄今仍

未统一，有记载的有 Didymella bryoniae、Ascochyta 

cucumis、A. citrullina、A. melonis、A. cucumeris、

Phyllosticta citrullina 、 P. orbicularia 、 Sphaerella 

citrullina 、 S. melonis 、 Didymella melonis 、

Didymospaeria melonis 等[3]。但是最近几年的文献以

使用 D. bryoniae[1,4-5]学名的较多。病菌以子囊壳、

分生孢子器、菌丝体潜伏在病残组织上留在土壤中

越冬，翌年产生孢子进行初侵染。植物染病后释放

出的分生孢子借风雨传播，进行再侵染。7 月中旬

气温 20℃~25℃，潜育期 3~5 d，病斑出现 4~5 d 后，

病部即产生小黑粒点。分生孢子在株间传播距离为

6~8 m[3]。甜瓜品种间抗病性差异明显：一般薄皮脆

瓜属抗病体系，而厚皮甜瓜较感病 [3]。蔓枯病菌病

原学研究还比较落后。国内外对该病的研究主要集

中在菌体培养、产孢、抗性品种筛选、防治药剂筛

选以及基于分子标记的分类等[1-8]，关于该菌的功能

基因以及与寄主的互作研究未见报道。建立一种简

单、快速、高效的甜瓜蔓枯病菌转化体系是研究该

菌功能基因以及甜瓜-蔓枯病菌互作的必需工具。 

传统的真菌遗传转化方法是采用原生质体转

化，这种方法费时费力，效率低下。而根癌农杆菌介

导的遗传转化最初主要在植物上使用，例如水稻[9]、

大豆[10]、高粱[11]等都成功得到农杆菌的转化株系，

后来这种方法在真菌上进行尝试，效果也比较好[12-13]，

一般 106 个孢子能产生 300~500 个转化子[14]，105 个

孢子能产生 53 个转化子 [15]、104 个孢子能产生 156

个转化子 [16]。产生的转化子在没有选择压力的情

况下连续培养 5 代，89％~98％转化子有丝分裂稳

定[15,17-18]。T-DNA 单拷贝插入的几率比较高，而且

T-DNA 插入位置的旁侧序列很容易通过 TAIL-PCR

扩增得到[14,19-20]，农杆菌转化产生的真菌转化子很

容易发生表型以及致病性的突变，而且表型与

T-DNA 共分离的几率比较高，这为研究真菌的功能

基因提供了可能，农杆菌介导的植物病原真菌的转

化方法现在成为植物病理学研究的重要技术手段。 

甜瓜蔓枯病菌遗传转化体系的建立是在分子水

平上研究病原菌致病机制的前提，同时有效地转化

系统可以用来导入有益的外源基因，获得带有目的

性状的工程菌，而后者可能直接用于生产实践，为

病害防治提供一种新的办法。但是，遗传转化的效

率极大地影响着真菌功能基因组学研究的开展和深

入。本研究以一种农杆菌 C58C1 及携带潮霉素抗性

的质粒 pBIG2RHPH2 为介导，以强致病力菌株 D. 

bryoniae DB11 为出发菌株，产生甜瓜蔓枯病菌的

T-DNA 插入转化子，旨在建立一种简单、快速、高

效的甜瓜蔓枯病菌的转化体系，为甜瓜蔓枯病菌功

能基因组的研究打下良好的基础。 

1  材料和方法 

1.1  供试菌株 
甜瓜蔓枯病菌 D. bryoniae DB11，浙江省农业科

学院经济作物病害研究室保存。 

根 癌 农 杆 菌 A. tumefaceins 菌 株 C58C1:: 

pBIG2RHPH2 由日本京都府立大学 Kubo 教授惠赠，

在 YEB 培养基 (含 25 μg/mL 新霉素) 上生长 48 h

备用。 

1.2  培养基 
YEB 培养基：牛肉浸膏 5 g/L，酵母膏 1 g/L，

蛋白胨 5 g/L，蔗糖 5 g/L，MgSO4·7H2O 4 g/L，琼

脂 15 g/L，pH 7.4，121℃灭菌 15 min 备用。 

马铃薯葡萄糖培养基  (PDA)：去皮马铃薯

200 g，加 1 L 水煮沸 20 min，过滤，弃薯块取滤液，
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加入葡萄糖 20 g，琼脂 15 g，定容至 1 L，121℃灭

菌 15 min 备用。 

MM 培养基：葡萄糖  5 g/L，FeSO4·7H2O 

2.5 mg/L，CaCl2 10 mg/L，KCl 0.15 g/L，MgSO4·7H2O 

0.3 g/L，NH4Cl 1 g/L，NaH2PO4 1 g/L，K2HPO4 3 g/L。 

IM 培养基：10 mL MM，50％甘油  0.1 mL，

1 mol/L 脂肪酸甲酯磺酸盐  (MES) (not pH’d) 

0.4 mL，筛选浓度的乙酰丁香酮， 20％葡萄糖

0.1 mL。 

1.3  甜瓜蔓枯病菌分生孢子悬浮液的制备 
甜瓜蔓枯病菌分生孢子的产生根据本实验室以

前发表的方法[21]。使用 0.01％的吐温收集 5~7 个真

菌平板的分生孢子。灭菌的 miracoth 过滤真菌孢子

至 50 mL 的离心管内。5 000 r/min 离心 10 min，弃

上清。10 mL 灭菌的 ddH2O 重新悬浮孢子，然后

5 000 r/min 离心 10 min，弃上清，1 mL ddH2O 悬浮

分生孢子，血细胞计数器观察孢子浓度。用 ddH2O

调整孢子浓度至 1×106 个孢子/mL。 

1.4  抗生素对供试蔓枯病菌和农杆菌的影响测定 
1.4.1  平板法测定不同浓度潮霉素 B 对甜瓜蔓枯病

菌孢子萌发和菌丝生长的抑制 

配制含潮霉素 B 浓度梯度 (0、25、50、100、

150、200 和 250 μg/mL) 的 PDA 培养基平板，将上

述 1.3 中制备的孢子悬浮液稀释 1 000 倍，取 10 μL

蔓枯病菌孢子悬浮液的稀释液均匀涂布平板，每培

养皿平均 50 个分生孢子，28℃培养 4 d 观察菌落生

长情况。打孔器取同等菌龄和直径的菌碟放置到平

板中心，28℃培养 7 d 观察菌落生长情况。每个处理

重复 3 次。 

1.4.2  头孢噻肟钠、氨苄青霉素和四环素在 IM 培养

基上对农杆菌生长的抑制 

配制含 200 μg/mL 氨苄青霉素+200 μg/mL 头孢

噻肟钠+200 μg/mL 四环素的共培养培养基 (IM) 平

板，取 10 μL C58C1::pBIG2RHPH2 菌液均匀涂布到

固体平板上，待培养基吸收菌液后，28℃倒置培养

4 d 观察菌落生长情况，没有任何抗生素的共培养培

养基 (IM+AS+琼脂 15 g/L) 的平板培养农杆菌作对

照。每个处理重复 3 次。 

1.5  转化与筛选 
1.5.1  转化用农杆菌菌液的准备 

A. tumefaceins 菌株 C58C1::pBIG2RHPH2 和

C58C1 在 YEB 培养基平板 (含 25 μg/mL 新霉素或

者 0 μg/mL 新霉素) 上涂布活化，30℃过夜培养，

挑取单克隆接种于 10 mL MM 液体培养基  (含

25 μg/mL 新霉素或者 0 μg/mL 新霉素 )， 28℃、

200 r/min 培养 1~2 d，得到培养液，然后用 IM 液体

培养基 (添加设计浓度的 AS，见表 1) 稀释 10 倍，

200 r/min 培养 4~6 h，测定 OD600，并调整 OD600 至

设计浓度 (表 1)。 
 
表 1  不同条件下甜瓜蔓枯病菌的转化效率 
Table 1  Ratio of transformant of D. bryoniae conidia in the 
different conditions 

OD600 of 
Agrobacterium

Co-culture 
time (h)

AS 
concentration  

(μg/mL) 

Transformant 
number 

Significant 
difference*

100 0 e 

200 6 e 24 

300 9 cd 

100 5 e 

200 9 cd 48 

300 15 bc 

100 4 e 

200 5 e 

0.12 

36 

300 10 c 

100 8 d 

200 12 c 24 

300 10 c 

100 15 bc 

200 45 a 48 

300 50 a 

100 18 b 

200 50 a 

0.15 

36 

300 52 a 

100 3 e 

200 4 e 24 

300 5 e 

100 8 d 

200 10 c 48 

300 13 b 

100 3 e 

200 9 cd 

0.18 

36 

300 10 c 

*: difterent letters mean significant difference (P<0.05). 
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1.5.2  共培养和筛选 

上述1.3中制备好的6管孢子悬浮液 (100 μL/管)，

其中 5 管加入 100 μL C58C1:: pBIG2RHPH2 菌液，

第 6 管加入 100 μL C58C1 菌液。先在共培养培养基 

(IM+AS+琼脂 15 g/L) 上平铺硝酸纤维素滤膜 (孔

径 0.45 μm、直径 45 mm) (Whatman，Hillsboro，OR

公司产品)，将 6 个离心管内的混合液分别均匀涂布

于滤膜上，封口膜封好，22℃~25℃培养至设计时

间  (表 1)，滤膜含菌面朝上转移至 MM 培养基  (含

100 μg/mL 潮霉素 +200 μg/mL 头孢噻肟钠 + 

200 μg/mL 氨苄青霉素+琼脂 15 g/L) 平板上，25℃

继续培养 2 d，挑取单个转化子接种到新的 PDA 平

板(含 100 μg/mL 潮霉素 B)上，25℃暗培养 4 d，接

着紫外灯照射 7 d (12 h 黑暗+12 h 紫外照射) 直至分

生孢子产生，新生的分生孢子用无菌水悬浮后，涂

布接种到 PDA 平板 (含 100 μg/mL 潮霉素 B) 上，

25℃培养 48 h，挑取萌发的单孢子菌落接种到 PDA

平板(含 100 μg/mL 潮霉素) 上，25℃继续培养 7 d，

保存菌种，备用。 

1.5.3  影响农杆菌转化效果的因素 

分别进行农杆菌浓度 OD600 (0.12、0.15、0.18)、

共培养的筛选时间  (24 h、48 h、36 h)、AS 浓度  

(100、200、300 μg/mL) 不同组合方式下对农杆菌转

化效果的影响试验，统计每 100 μL 甜瓜蔓枯病菌分

生孢子悬浮液转化产生的转化子数目。每处理重复

6 次，取平均值。采用 SAS (9.1) 的 Duncan 法三因

素完全随机实验进行多重比较，P＜0.05 水平上分

析各处理间转化效率的显著性差异。 

1.6  转化子的筛选鉴定 
为测定 hph 基因在转化子基因组中的遗传稳定

性，随机选取 3 个蔓枯病菌转化子接种到不含潮霉

素 B 的 PDA 培养基上连续培养 5 代，然后接种于

PDA 液体培养基 (含 100 μg/mL 潮霉素 B) 中，25℃

振荡培养 4 d，备用。 

分别提取甜瓜蔓枯病菌基因组 DNA 和 RNA，

制备 cDNA，以 DNA 或者 cDNA 为模板，引物 Up 

primer：5′-GCATGAAAAAGCCTGAACTCACCGC-3′，

Down primer：5′-CGCTATTTCTTTGCCCTCGGACG 

AG-3′，进行 hph 基因的 PCR 和 RT-PCR 扩增，检测

hph 的整合和转录。PCR 程序如下：95  5 min℃ ；95  ℃

60 s，60  60 s℃ ，72  60 s℃ ，30 个循环；72  5 min℃ 。 

将转基因株系的基因组 DNA 进行 EcoR I 单酶

切后，进行琼脂糖电泳分析。以地高辛探针标记和

检测试剂盒 (Roche 公司产品) 标记 hph 的 PCR 产

物为探针，Southern blotting 检测 T-DNA 的插入拷

贝数。 

2  结果与分析 

2.1  抗生素对供试蔓枯病菌和农杆菌的影响测定 
2.1.1  平板法测定不同潮霉素 B 浓度对甜瓜蔓枯病

菌分生孢子萌发和菌丝生长的影响 

0~25 μg/mL 潮霉素 B 对甜瓜蔓枯病菌的分生孢

子萌发基本没有抑制作用，50 μg/mL 潮霉素 B 对孢

子的萌发抑制作用较强，但是少数孢子仍能萌发，

100 μg/mL 潮霉素 B 条件下分生孢子完全不能萌发 

(图 1A)。与分生孢子相比，菌丝对潮霉素 B 更加敏

感，25 μg/mL 潮霉素 B 强烈抑制菌丝的生长。所以

本转化实验就选择 100 μg/mL 潮霉素 B 筛选阳性转

化子 (图 1B)。 

 
图 1  甜瓜蔓枯病菌在含有不同浓度潮霉素 B 的 PDA 平

板上的分生孢子萌发 (A) 和菌丝生长 (B) 情况 
Fig. 1  Conidia germination (A) and hyphae growth (B) of 
Didymella bryoniae on PDA media with different concentrations 
of hygromycin B (0, 25, 50, 100, 150, 200, 250 μg/mL). 
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2.1.2  头孢噻肟钠、氨苄青霉素和四环素在共培养

培养基上对农杆菌的抑制作用 

C58C1::pBIG2RHPH2 在不含任何抗生素以及

含 200 μg/mL 氨苄青霉素+200 μg/mL 头孢噻肟钠

+200 μg/mL 四环素的共培养培养基 (同 IM+AS+琼

脂 15 g/L) 上都不能生长。为了抑制农杆菌以及其

他杂菌的生长，共培养蔓枯病菌分生孢子和 C58C1:: 

pBIG2RHPH2 时，培养基内添加 200 μg/mL 氨苄青

霉素+200 μg/mL 头孢噻肟钠+200 μg/mL 四环素。 

2.2  转化条件的优化组合 
对农杆菌悬浮液浓度、共培养时间和 AS 浓

度进行优化，结果发现当农杆菌悬浮液的 OD600

为 0.15、共培养时间 48 h (或 36 h)、AS 浓度为

200 μmol/L (或 300 μmol/L) 时甜瓜蔓枯病菌分生孢

子的转化效率最高，1×105 个孢子中能产生 45~52 个

转化子，4 个处理之间没有显著性差异 (表 1)。从 3

个因素的结果分析发现，农杆菌的菌量对分生孢子

的转化效率影响最大，菌量太低 (OD600 为 0.12)，

转化效率也较低，但是农杆菌达到一定菌量后 

(OD600 为 0.15)，浓度再增大 (OD600 为 0.18)，转化

效率反而总体有下降趋势，这说明菌量太大对分生

孢子的转化是不利的。在农杆菌 OD600 为 0.15 时，

随着共培养时间的延长，转化效率有所提高，同样

的共培养时间，AS 的浓度升高，转化效率也有所增

大，但是共培养的时间 48 h 和 36 h 以及 AS 的浓度

是 200 μmol/L 或 300 μmol/L 时转化的效率没有显著

性差异。这与前人的研究结果是相似的[12-16]。为了

节省工作时间和节省 AS，我们选择当甜瓜蔓枯病菌

分生孢子悬浮液浓度 1×106 个孢子/mL 时，确定甜瓜

蔓枯病菌的最优转化体系为：农杆菌悬浮液 OD600

为 0.15、共培养时间为 48 h、诱导培养基中添加

200 μmol/L AS。  

2.3  转化子遗传稳定性的检测 
2.3.1  hph 基因在甜瓜蔓枯病菌的转化子内稳定复

制和转录 

研究结果发现 3 个转化子的 hph 基因都有扩增

条带，这表明 T-DNA 已经插入到甜瓜蔓枯病菌的染

色体上，表现出 hph 基因在复制和转录水平上的遗

传稳定性 (图 2)，与前人的报道是吻合的[15,17-18]。 

 

图 2  PCR 和 RT-PCR 验证连续继代 5 次的甜瓜蔓枯病

菌转化子的潮霉素 B 磷酸转移酶基因 (hph) 的稳定性 
Fig. 2  Verificaton by PCR and RT-PCR for hygromycin B 
phosphotransferase gene (hph) in three transformant of D. 
bryoniae after 5 times of subculture. M: DNA marker; 1, 3, 5: 
PCR products of the transformants; 2, 4, 6: RT-PCR products of 
the transformants; 7, 8: the PCR and RT-PCR products of the 
wild type, respectively. 
 
这将为农杆菌成为甜瓜蔓枯病菌功能基因研究的重

要工具提供了可能。 

2.3.2  T-DNA 单拷贝插入转化子的几率较高 

Southern blotting 研究结果发现每个转化子都只

有一条杂交条带，说明 T-DNA 都以单拷贝形式插入

蔓枯病菌转化子的染色体 (图 3)，这与前人的研究

结果相似[14,19-20]。这说明农杆菌转化甜瓜蔓枯病菌

分生孢子建立该病菌的突变体库以及进行该病菌的

功能基因研究是可行的。 

 
图 3  Southern blotting 验证连续继代 5 次的甜瓜蔓枯病

菌转化子的潮霉素 B 磷酸转移酶基因 (hph) 的稳定性 
Fig. 3  Verificaton by Southern blotting for hygromycin B 
phosphotransferase gene (hph) in three transformant of D. 
bryoniae after 5 times of subculture. WT: wild type of D. 
bryoniae; 1, 2, 3: the transformants. 

3  讨论 

与其他转化方法相比，农杆菌转化真菌具有 4

个优点：1) 农杆菌可以转化完整的细胞，如分生孢

子、菌丝、子实体等，这就免去了制备原生质体的
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麻烦；2) 农杆菌转化系统转化效率高，研究表明农

杆菌介导的每 107 个丝状真菌细胞一般能产生 300~ 

7 200 个转化子，比其他真菌转化方法高 100~1 000 

倍；3) 产生的突变体大部分为单拷贝插入突变体，

因此标签基因的分离相对容易；4) 该方法产生的转

化子稳定，农杆菌可以转化各种形式的受体，因此

当采用具有单核的分生孢子为转化受体时可以得到

后代不分离的转化子，避免了真菌菌丝多核所造成

的转化子不稳定的难题[22]。参考其他真菌的转化方

法[14-16]，本研究对甜瓜蔓枯病菌的转化条件进行了

探索，筛选出最优转化条件，1×105 个分生孢子能得

到 45 个左右的转化子，这与农杆菌转化其他真菌的

效率[14-16] 相比转化效率较高，这将为甜瓜蔓枯病菌

的遗传学以及功能基因的研究提供良好的基础。利

用该转化体系我们可以从以下几个方面对甜瓜蔓枯

病菌进行研究：第一，建立甜瓜蔓枯病菌的 T-DNA

插入突变体库。筛选突变体库，从突变体菌株的形

态、生物学特性以及致病性等方面筛选目标突变体，

克隆甜瓜蔓枯病菌的功能基因。第二，构建携带异

源序列的质粒转化甜瓜蔓枯病菌，产生插入失活的

突变体，高效快速克隆功能确定的蔓枯病菌的基因。

第三，甜瓜蔓枯病菌的基因功能验证。将目标基因

的部分序列克隆至 T-DNA 左右边界内侧，然后进行

转化就可以实现目标基因以同源重组的方式敲除，

可根据表型确定该基因的功能。第四，改造甜瓜蔓

枯病菌，利用携带有某一特定基因的外源质粒转化

受体菌株，使其成为植物的“疫苗”，在葫芦科植物

蔓枯病的防治中发挥重要的作用。 

致谢：在此特别感谢 Shaobin Zhong 博士 (Department 
of Plant Pathology，North Dakota State University，
USA) 给予实验方法的指导和对英文的润饰。 
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