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农杆菌介导樱桃干腐病菌的遗传转化

王海艳，李保华，李桂舫，王彩霞

( 青岛农业大学 农学与植物保护学院，山东省植物病虫害综合防控重点实验室，山东 青岛 266109)

摘要:以携带潮霉素磷酸转移酶基因的 pBIG3C 为转化载体，根癌农杆菌 EHA105 为转化介体，对樱桃干腐病菌
LXS230101分生孢子进行转化。结果表明，樱桃干腐病菌的最优转化体系为: α型分生孢子浓度为 106个 /mL，培养基
中添加 200 μmol /mL乙酰丁香酮( AS) ，共培养温度和时间分别为 25 ℃和 72 h，其转化效率为 1 × 106个 α型分生孢子
产生 686 个转化子。随机选取转化子进行 PCR和 Southern blot鉴定，发现 T-DNA 已整合进樱桃干腐病菌基因组中;
转化子在不含潮霉素的 PDA培养基中连续培养 5 代后，仍表现出对潮霉素的抗性，表明外源基因能在樱桃干腐病菌
中稳定遗传。
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Transformation of Phomopsis perniciosa Mediated by
Agrobacterium tumefaciens

WANG Hai-yan，LI Bao-hua，LI Gui-fang，WANG Cai-xia
( Department of Agronomy and Plant Protection，Qingdao Agricultural University，

Key Lab of Integrated Crop Pest Management of Shandong Province，Qingdao 266109，China)

Abstract:We developed an Agrobacterium-mediated transformation system for P． perniciosa by using the α-
conidia of strain LXS230101 as transformation recipients，A． tumefacien strain EHA105 carring plasmid pBIG3C har-
boring the hygromycin B phosphotransferase gene ( hph) ． Successful transformation of P． perniciosa was performord
and the highest effiency reached on 686 transformants per 1 × 106 spores． The optimal transformation conditions were
that 1 × 106 spores per milliliter of P． perniciosa α-conidia suspension were co-cultured with Agrobacterium cells at
25 ℃ for 72 h，in the presence of Co-culture medium containing acetosyringone ( AS) at 200 μmol /mL． The trans-
formants were verified by PCR amplification and by Southern blot analysis with the hph primers and probe，respec-
tively． The results showed that all the detected transformants could be amplified the target bands and the T-DNA was
inserted into the genome of P． perniciosa． In addition，the transformants were stable when grown on PDA medium
without hygromycin for five times．
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胶东半岛是我国樱桃的重要主产区，近年来樱

桃干腐病在该地区发生普遍，严重影响樱桃的产量

和品质，干腐病多发生在主干和主枝上，发病初期病

斑暗褐色，常溢出茶褐色黏液，后病部干缩凹陷，病

斑边缘树皮开裂，表面密生大量黑色的分生孢子器，

严重时可导致整个枝干枯死［1］。2009 年，在山东烟
台地区商品樱桃园中首次发现干腐病，并通过病菌

形态学观察、分子生物学及致病性测定，证实该病病
原菌为拟茎点霉( Phomopsis perniciosa) ［2］。拟茎点
霉可产生 2 种类型的分生孢子，α 型分生孢子和 β
型分生孢子，后者不能萌发，不具有侵染性［3］。此
外，Phomopsis spp． 还能侵染桃树、梨树、杏树、蓝莓
等重要经济作物，造成枝干溃疡及顶梢枯死，严重制

约着果树的安全生产［4 － 5］。目前，有关拟茎点霉病
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原学的研究还比较落后，关于该病菌的功能基因及

其与寄主的互作研究尚未见报道。因此，建立一种
简便、高效的樱桃拟茎点霉转化体系对研究该病菌
功能基因以及樱桃-干腐病菌互作具有重要意义。
在众多真菌遗传转化方法中，农杆菌介导的遗

传转 化 技 术 ( Agrobacterium tumefaciens-mediated
transformation，ATMT) 由于转化效率高和操作简便
等优点而备受关注［6 － 8］。自 Groot 等［9］首次将 AT-
MT技术应用于丝状真菌的遗传转化以来，该技术
目前已在稻瘟病菌( Magnaporthe oryzae) 、玉米大斑
病菌( Setosphaeria turcica) 、香蕉炭疽病菌( Colletotri-
chum musae) 等多种真菌的遗传转化中得到广泛应
用［10 － 12］。本研究以樱桃干腐病菌 α 型分生孢子为
转化受体，利用根癌农杆菌 EHA105 及携带潮霉素
抗性的质粒 pBIG3C 进行转化，筛选获得干腐病菌
的 T-DNA插入转化子，旨在建立并优化干腐病菌的
遗传转化体系，为樱桃干腐病菌功能基因研究奠定

基础。

1 材料和方法
1． 1 供试菌株
樱桃干腐病菌( P． perniciosa) 菌株 LXS230101，

分离自山东海阳商品樱桃园，经单孢分离后由山东

省植物病虫害综合防控重点实验室保存。供试根癌
农杆菌 A． tumefaciens 菌株为 EHA105，由山东省植
物病虫害综合防控重点实验室保存。含潮霉素抗性
基因的质粒 pBIG3C 由中国农业大学彭友良教授
转赠。
1． 2 供试培养基及试剂
马铃薯葡萄糖琼脂培养基( PDA) : 马铃薯 200 g，

葡萄糖 20 g，琼脂粉 15 g，加水定容至 1 000 mL，
121 ℃高压蒸汽灭菌 30 min备用。

YEP培养基: 胰蛋白胨( Bacto-tryptone) 10 g，酵
母膏( Yeast extract) 5 g，氯化钠 5 g，琼脂粉 15 g，pH
值 7． 0，加水定容至 1 000 mL，分装后 121 ℃高压蒸
汽灭菌 30 min。

MM基本培养基: 磷酸氢钾缓冲液 10 mL ( K-
Buffer: K2HPO4 200 g /L，KH2PO4 145 g /L，pH值 7. 0) ，
硫酸镁-氯化钠溶液 20 mL ( M-N Buffer: 30 g /L
MgSO4·7H2O，15 g /L NaCl) ，1% CaCl2·2H2O ( m/V)
1 mL，20% 葡萄糖 ( m/V ) 10 mL，20% NH4 NO3

( m/V) 2． 5 mL，0． 01% FeSO4 ( m/V) 10 mL，pH 值
7． 0，加水定容至 1 000 mL。

IM诱导培养基: K-Buffer ( pH值 4． 9) 0． 8 mL，
M-N Buffer 20 mL，1% CaCl2·2H2 O ( m/V ) 1 mL，

20%葡萄糖( m/V) 10 mL，NH4NO3 2． 5 mL，50%甘
油 10 mL，补足双蒸水至 1 000 mL。IM在使用之前
加 0． 01% FeSO4 ( m/V) 10 mL，1 mg /mL 2-( N-吗啉
基) 乙磺酸钠( MES) 10 mL。

Co-IM共培养培养基: 同 IM 培养基，仅 20%葡
萄糖( m/V) 用量减半。
1． 3 抗生素对供试樱桃干腐病菌和农杆菌的影响
试验

配置含潮霉素 B 质量浓度梯度为 0，25，50，
100，150，200 μg /mL 的 PDA 平板，用 6 mm 打孔器
取同等菌龄和直径的樱桃干腐烂病菌 LXS230101
接种在含不同潮霉素浓度的 PDA 平板中心，25 ℃
培养 7 d后，观察菌落生长情况，量取菌落直径。每
个处理重复 3 次。
配制含头孢噻肟钠质量浓度梯度为 0，100，

200，300，400 μg /mL 的 PDA 平板，取农杆菌菌液
( OD600 = 0． 15 ) 100 μL 均匀涂布在平板上，待菌液
被完全吸收后，28 ℃倒置培养 3 d 观察菌落生长情
况。每处理 3 次重复。
1． 4 樱桃干腐病菌分生孢子的诱导及农杆菌菌液
的制备

采用电激法将质粒 pBIG3C 转化到农杆菌
EHA105 中，后涂布于含有 50 μg /mL 卡那霉素、50
μg /mL链霉素和 50 μg /mL 利福平的 YEP 平板上，
置于 28 ℃倒置培养 2 d; 挑取单克隆接种于含 50
μg /mL卡那霉素的 MM 培养基中，28 ℃振荡培养
( 150 r /min) 1 ～ 2 d，用 IM 培养基稀释至 OD600为

0. 15，继续培养 6 h备用。
将 P． perniciosa 菌株 LXS230101 先在 PDA 培

养基上进行活化，打取菌饼转接到新的 PDA 平板
上，待菌丝长满平皿后，置于 365 nm 黑光灯下诱
导产孢; α 型分生孢子大量出现时，挑取分生孢子
角，用上述农杆菌菌液调节 α 型分生孢子浓度至
106 个 /mL。
1． 5 转化条件的优化与转化子的筛选
分别进行乙酰丁香酮( AS) 浓度( 0，100，200，

300，400 mol /mL) 、共培养筛选时间( 24，48，72 h) 、
共培养温度( 20，22，25 ℃ ) 对农杆菌转化效率影响的
试验，将含有不同浓度 AS 和 1． 0 mg /mL MES 的 Co-
IM培养基上铺一层无菌玻璃纸，吸取病菌分生孢
子-农杆菌混合液涂布于玻璃纸上，置于不同温度共
培养; 取下玻璃纸转移至空培养皿中，并覆盖含 50
μg /mL潮霉素和 300 μg /mL 头孢噻肟钠的 PDA 培
养基，25 ℃继续培养 2 ～ 5 d，挑取单菌落接种至含
有 50 μg /mL潮霉素的 PDA 平板上继续培养，能在
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该平板上继续生长的菌落初步推定为转化子。统计
每 100 μL樱桃干腐病菌分生孢子悬浮液转化产生
的转化子数目，每处理重复 4 次。
1． 6 樱桃干腐病菌转化子的鉴定
1． 6． 1 转化子的 PCR检测 分别提取干腐病菌转
化子和野生型菌株的基因组 DNA，利用潮霉素转移
酶基因的特异引物 hphup ( 5'-AAAGCCTGAACTCA
CCGCGACG-3') 和 hphdown ( 5'-CGGTTTCCACTATC
GGCGAGTACTTCTAC-3') 进行 PCR 扩增。PCR 反
应程序为: 94 ℃ 3 min; 94 ℃ 45 s，61 ℃ 45 s，72 ℃
1 min，35 个循环; 72 ℃ 5 min。
1． 6． 2 转化子的 Southern blot 鉴定 随机选取 3
个干腐病菌转化子，参照 Stewart和 Laura 的方法［13］

提取基因组 DNA，Hind Ⅲ单酶切后利用 0． 8%琼脂
糖凝胶电泳进行分析。以 1． 6． 1 中潮霉素基因的扩
增产物为模板，探针标记和检测的方法按照试剂盒

( DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter
Kit，Roche) 说明书进行，并参照说明书上提供的步
骤进行 Southern杂交检测 T-DNA插入的拷贝数。
1． 6． 3 转化子的遗传稳定性分析 将上述 South-
ern杂交检测有潮霉素基因插入的干腐病菌转化
子，接种到不含潮霉素的 PDA 平板上，待菌落长满
平皿后再转接到相同培养基上，连续培养 5 代后接
种到含 50 μg /mL潮霉素的 PDA 平板上，观察转化
子是否仍对潮霉素表现出抗性，测定潮霉素基因在

转化子基因组中的遗传稳定性，试验设 4 次重复。

2 结果与分析
2． 1 抗生素对樱桃干腐病菌和农杆菌的影响
2． 1． 1 平板法测定不同浓度潮霉素对干腐病菌菌
丝生长的影响 将活化后的樱桃干腐病菌

LXS230101 菌株接种到含有潮霉素浓度梯度为 0，
25，50，100，150 μg /mL 的 PDA 培养基上，培养 7 d
后干腐病菌的生长情况见图 1。25 μg /mL 潮霉素
对樱桃干腐病菌的生长有明显的抑制作用，但菌饼

边缘仍可见少量菌丝生长; 50 μg /mL潮霉素可完全
抑制病菌的生长，且在此条件下樱桃干腐病菌的 α型
分生孢子完全不能萌发。因此，本转化体系选择 50
μg /mL潮霉素筛选樱桃干腐病菌的阳性转化子。
2． 1． 2 平板法测定不同浓度头孢噻肟钠对农杆
菌生长的影响 取 100 μL 农杆菌菌液涂布在含
头孢霉素浓度梯度为 0，100，200，300，400 μg /mL
的 PDA平板上，培养 3 d 后观察发现，100 μg /mL
头孢噻肟钠对农杆菌的抑制效果不明显; 在 200
μg /mL头孢噻肪钠浓度下 3 d 后可以长出 10 ～ 15

个菌落; 而当培养基中头孢噻肟钠浓度为 300
μg /mL时，农杆菌的生长完全受到了抑制。因此，
本研究用于抑制农杆菌生长的头孢噻肟钠浓度为

300 μg /mL。

图1 不同浓度潮霉素对樱桃干腐病菌LXS230101的抑制作用
Fig．1 Inhibition of hygromycin with different concentrations

on growth of P． perniciosa strain LXS230101

2． 2 转化子的获得及初步鉴定
将根癌农杆菌-樱桃干腐病菌分生孢子混合液

在诱导培养基上共培养 24 ～ 72 h 后，覆盖选择培养
基继续培养 3 ～ 5 d 后陆续可以看到大量转化菌落
出现，随机挑取这些潮霉素抗性的单菌落转接到新

的含有 50 μg /mL 潮霉素的选择培养基上，均可以
正常生长。将这些转化子在含有 50 μg /mL 潮霉素
的 PDA培养基上连续转接 3 代后，转到 1． 5 mL 离
心管中置于 4 ℃条件下保存备用。
2． 3 转化条件的优化
对 AS 浓度、共培养温度和共培养时间进行优

化，结果发现 AS 浓度对樱桃干腐病菌转化效率有
显著影响( 图 2) 。培养基中不添加 AS时，仅得到极
少量的转化子，添加 AS后转化效率显著提高，当 AS
浓度为 200 μmol /mL 时，转化效率最高，每 1 × 106

个 α型分生孢子中可产生 686 个转化子，但随着 AS
浓度的继续增加，转化效率逐渐下降，添加 AS 浓度
为 400 μmol /mL 时，每 106个 α 型分生孢子得到的
转化子数不足 100 个。
研究发现，共培养温度( 22，25，28 ℃ ) 对樱桃干

腐病菌转化效率的影响不明显，在 3 个温度条件下
得到的转化子数目没有显著差异; 在添加 AS 浓度
为 200 μmol /mL的情况下，共培养时间为 24 h 时，
几乎没有转化子长出，随着共培养时间延长，转化子

数目逐渐增多，共培养时间为 48，72 h时，每 1 × 106

个 α型分生孢子中得到的转化子数目分别为 374，
686 个。因此，本研究筛选的樱桃干腐病菌最优转
化体系为: α型分生孢子浓度为 1 × 106个 /mL，培养
基中添加 AS 浓度为 200 μmol /mL，共培养温度为
25 ℃，共培养时间为 72 h。
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图 2 乙酰丁香酮浓度对樱桃干腐病菌
LXS230101 转化效率的影响

Fig． 2 The effect of acetosyingone concentration on the
transformation efficiency of P． perniciosa strain LXS230101

2． 4 樱桃干腐病菌转化子的验证
2． 4． 1 转化子的 PCR检测 随机挑取 7 个樱桃干
腐病菌转化子，以基因组 DNA 为模板，利用潮霉素
基因的特异引物 hphup 和 hphdown 进行 PCR 扩增，
图 3 电泳检测结果显示，所有转化子和质粒阳性对
照均可扩增到潮霉素基因的目标条带( 987 bp) ，但
在干腐病菌的野生型菌株中未扩增到任何条带，初

步证明潮霉素转移酶基因成功整合到樱桃干腐病菌

的基因组中，而在野生型菌株中不存在该基因的序

列没有质粒的整合。

M． DNA分子量标准 DL2000; CK．质粒 pBIG3C;
W．野生型菌株 LXS230101; 1 ～ 7．转化子 1 ～ 7。

M． DNA maker DL2000; CK． Plasmid pBIG3C; W． Wild-type strain
LXS230101; 1 － 7． Transformants from 1 to 7．

图 3 樱桃干腐病菌部分转化子的 PCR检测结果
Fig． 3 PCR detection results of partial transformants

of P． perniciosa strain LXS230101

2． 4． 2 转化子的 Southern blot 分析 对樱桃干腐
病菌的转化子进行 Southern bolt 检测，图 4 结果显
示，樱桃干腐病菌野生型菌株与潮霉素转移酶基因

的片段未能杂交到任何条带; 但 3 个转化子均能检
测到特异性杂交条带，其中 2 个转化子为双拷贝插
入，1 个转化子为单拷贝插入。由此证明，潮霉素转
移酶基因已成功整合到樱桃干腐病菌的基因组中。
2． 4． 3 转化子的遗传稳定性测定 将 Southern blot
检测的上述 3 个转化子，接种在不含潮霉素的 PDA
培养基上连续培养 5 代，再转接到含潮霉素的 PDA
平板上，结果表明，所有的转化子仍表现出对潮霉素

的抗性，该结果进一步证实 T-DNA已插入到樱桃干

腐病菌基因组中并能随着菌丝的有丝分裂稳定遗传

( 图 5) 。

W．野生型菌株 LXS230101; 1 ～ 3．转化子 1 ～ 3。
W． Wild-type strain LXS230101; 1 － 3． Transformants from 1 to 3．

图 4 樱桃干腐病菌转化子的 Southern blot分析
Fig． 4 Southern bolt analysis of partial transformants

of P． perniciosa strain LXS230101

W．野生型菌株 LXS230101; 1．转化子 1; 2．转化子 2; 3．转化子 3。
W． Wild-type strain LXS230101; 1． Transformant 1; 2． Transformant 2;

3． Transformants 3．

图 5 樱桃干腐病菌转化子的遗传稳定性
Fig． 5 Genetic stability of partial transformants

of P． perniciosa strain LXS230101

3 讨论
拟茎点霉属真菌可产生 α 型和 β 型 2 种类型

的分生孢子，β 型分生孢子的性状是该属真菌鉴定
的重要依据之一，但 β 型分生孢子不能萌发不具有
致病性［14］。对樱桃干腐病菌诱导产孢时，在 PDA
培养基上首先出现的是 β 型分生孢子，当发现有大
量孢子从孢子角溢出时，尚不能立刻进行遗传转化

试验，待显微镜下观察到有大量 α 型分生孢子出现
时，依据 α 型分生孢子浓度制备孢子悬浮液。本研
究发现，樱桃干腐病菌在 PDA培养基上开始产生分
生孢子后，再继续诱导 7 d 即可得到满足转化试验
要求的 α型分生孢子。
农杆菌介导的遗传转化技术因其简便、高效及

外源基因易于整合等优点，在真菌的遗传转化中得

到了广泛的应用，为真菌的功能基因研究提供了强

有力的工具。相比传统的 PEG 介导的原生质体转
化、限制酶介导的整合( REMI) 技术等真菌转化方
法，农杆菌介导的转化克服了众多的缺点，比如

PEG介导的转化需要繁琐的制备原生质体的步骤，
且转化效率较低; REMI 技术则容易导致比例较高
的非质粒插入或含多拷贝质粒整合突变体，导致得
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到的突变体不容易分析［15 － 19］。本研究选用双元载
体 pBIG3C 和农杆菌 EHA105 菌株，利用农杆菌介
导的转化技术首次对樱桃干腐病菌实现了成功转

化。为提高转化效率，对转化中的共培养温度、AS
浓度及共培养时间进行了优化，研究发现共培养阶

段添加 AS的浓度对转化效率有显著影响，在不添
加 AS的情况下，几乎没有转化子长出，随着 AS 浓
度的增加转化效率显著提高，但 AS 浓度大于 200
μmol /mL时，转化效率又随着 AS 浓度的增加而下
降，表明樱桃干腐病菌转化中共培养阶段需要 AS
的诱导，而高浓度的 AS 可能对病菌产生了毒害，抑
制了其分生孢子的萌发。
本研究对筛选到的樱桃干腐病菌转化子进行了

PCR检测和 Southern blot 分析，进一步证实 T-DNA
已整合进干腐病菌基因组中，且外源基因能在转化子

中稳定遗传，该转化体系为干腐病菌功能基因的研究

提供了有效的技术手段。在后续工作中，将构建大容
量的樱桃干腐病菌转化子库，对转化子的表型、生物
学特性和致病性等进行系统分析，以此为基础筛选出

樱桃干腐病菌致病性和生长发育缺陷型，进而克隆相

关基因明确其在病原菌致病性及生长发育中的的作

用，为全面揭示该病菌的致病机理奠定基础。
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