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农杆菌介导灰葡萄孢菌株 RoseBc-3 的遗传转化

范 雷  张 静  杨 龙 李国庆

华中农业大学植物科学技术学院,武汉430070

摘要 观察了农杆菌(Agrobacteriumtumefaciens)介导转化灰葡萄孢(Botrytiscinerea)菌株RoseBc-3的影

响因素,并对遗传转化的有效性进行评估。结果表明:农杆菌与灰葡萄孢共培养的温度和灰葡萄孢分生孢子浓

度均能影响转化效率,当共培养温度为22℃、灰葡萄孢分生孢子浓度为1×105个/mL时,转化效率最高,平均

每平皿(直径9cm)转化子数量超过100个;通过特异性引物介导的PCR和特异性探针杂交方法,证明所获得

的转化子是农杆菌中T-DNA插入造成的,且大多数(87.5%)T-DNA插入为单拷贝插入;从灰葡萄孢T-DNA
插入体库筛选获得了6类突变体,即产孢显著减少或不产孢突变体(占3.8%)、菌丝生长速率减慢突变体(占

3.5%)、菌丝稀疏突变体(占1.6%)、菌落颜色异常突变体(占5.7%)、致病力丧失突变体(占3.3%)和致病力增

强突变体(占3.0%)。采用反向PCR技术和hi-TAILPCR技术从14个灰葡萄孢突变体菌株中获得了T-DNA
侧翼序列,且发现T-DNA在基因编码区和非编码区插入的频率是相同的。
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  1995年 Bundock等[1]首次实现根癌农杆菌

(Agrobacteriumtumefaciens)介导酿酒酵母(Sac-
charomycescerevisiae)的遗传转化,从此开启了根

癌农杆菌转化真菌方法的研究。人们将这种遗传转

化方 法 称 之 为 根 癌 农 杆 菌 介 导 的 遗 传 转 化

(Agrobacteriumtumefaciens-mediatedtransforma-
tion,简称ATMT)。ATMT的原理是根癌农杆菌

菌体细胞中的Ti质粒(或T-DNA)能够随机插入到

真菌核基因组中,从而破坏某些基因的功能,使真菌

发生变异。T-DNA序列在真菌基因组中扮演着标

签的角色。根据已知的T-DNA序列可以获得其侧

翼序列,即被破坏的真菌基因。因此,ATMT技术

是研究真菌功能基因组学的重要工具。
灰葡萄孢(BotrytiscinereaPers.)是一种重要

的植物病原真菌[2],是典型的死体营养型致病菌,由
它引起的灰霉病已对多种蔬菜、水果和花卉造成重

大的经济损失。前人研究结果表明,灰葡萄孢通过

多种途径侵染植物并引起灰霉病[3]。目前,灰葡萄

孢菌株B05.10和T4的基因组测序已经完成[4],但
对其致病的分子机制尚不清楚。

2003年Rolland等[5]首次实现了灰葡萄孢菌株

B05.10的 ATMT转化。冯娟等[6]的研究结果表

明,灰葡萄孢的分生孢子浓度是影响 ATMT转化

效率的一个重要因素。灰葡萄孢菌株RoseBc-3是

从发病月季花瓣分离的一种强致病性菌株,以马铃

薯葡萄糖琼脂培养基培养时能产生大量分生孢子和

菌核,且其强致病性和培养特征十分稳定,适合作为

ATMT转化的受体材料,建立T-DNA插入突变体

库,进而研究灰葡萄孢发育(产生菌核和分生孢子)
及其致病分子机制。笔者观察了ATMT转化灰葡

萄孢菌株RoseBc-3的影响因素,筛选了致病力发生

变化(增强或减弱)的突变体,旨在为灰葡萄孢菌株

RoseBc-3的农杆菌介导转化和体系优化以及探讨

其致病分子机制提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试灰葡萄孢(Botrytiscinerea)菌株RoseBc-3
分离自发病月季花(RosachinensisJacq.);根癌农

杆菌(Agrobacteriumtumefaciens)EHA105和质粒
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pTFCM 由华中农业大学姜道宏教授赠予;质粒

pTFCM中含有潮霉素磷酸转移酶基因hphB,由
trpC启动子启动[7]。

供试培养基包括Co-Im、LA、LB、MM、IM 和

PDA,其配方与制备均参照李模孝的方法[7]。培养

基的用途将在各试验中分别叙述。
1.2 农杆菌菌液的制备

挑取含有重组质粒pTFCM的农杆菌在LA培

养基上划线培养,挑单菌落于 LB培养 基 中,在

28℃、220r/min条件下振荡培养24h。取250μL
农杆菌菌液于50mLMM 培养液中,在28℃、220
r/min条件下振荡培养48h,用IM 培养液[含乙酰

丁香酮78.48μg/mL,2-(N-吗啉)乙磺酸钠1.0
mg/mL]将农杆菌菌悬液稀释至D600值为0.15,再
在28℃、220r/min条件下振荡培养6h备用。
1.3 灰葡萄孢菌的转化及体系优化

用PDA 培养基培养灰葡萄孢菌株 RoseBc-3
(20℃,10d)。用无菌蒸馏水洗下菌落表面的分生

孢子。将分生孢子悬浮液通过4层灭菌纱布过滤,
以除去其中的菌丝片段。用农杆菌细胞悬液稀释灰

葡萄孢分生孢子液,使其分生孢子浓度分别达到

1×105、5×105、1×106、5×106个/mL。用Co-Im
培养基制备固体平板,平板表面铺1层无菌玻璃纸,
分别吸取200μL各种比例的灰葡萄孢分生孢子和

农杆菌细胞的混合溶液,涂布于玻璃纸上,在温度

20、22、28℃条件下共培养2d。然后将玻璃纸揭起

平铺于无菌培养皿底部,在其上覆盖20mL含有潮

霉素(50μg/mL)和头孢霉素(750μg/mL)的PDA,
在20℃条件下培养直至菌落长出,将各菌落分别移

植至含有潮霉素(50μg/mL)的PDA培养基上继续

培养,仍能长出的菌落初步定为转化子并分别进行

命名和保存。
1.4 转化子的 PCR 鉴定和 DNA 杂交验证

将各灰葡萄孢转化子接种在铺有无菌玻璃纸的

PDA培养基上,在20℃条件下培养3d,收集菌丝,
用改良的 CTAB法提取各转化子菌株的基因组

DNA[8],-20℃保存,用于转化子的PCR鉴定和

DNA杂交验证。
在转化子PCR鉴定试验中,根据已知的pTF-

CM质粒上hphB 基因的序列设计合成了1对引物

(由北京奥科鼎盛生物科技有限公司合成),HYG-
F:5′-GACAGCGTCTCCG ACCTGA-3′和 HYG-
R:5′-GCTCCATACAAGCCAACCAC-3′。采用该

引物对可扩增出1条674bp的DNA片段。PCR程

序:94℃5min;接着94℃30s,55℃30s,72℃
1min,33个循环;最后72℃10min,16℃5min。

在转化子DNA杂交验证试验中,利用pTFCM
质粒上仅有1个酶切位点,且在hphB 基因中没有

酶切位点的限制性内切酶SacⅠ或XhoⅠ对转化子

的基因组 DNA 进行完全酶切。杂交探针模板为

pTFCM上hphB 基因的部分片段。参照供应商提

供的说明书(DIGhighprimeDNAlabelingandde-
tectionstarterkitI)进行DNA杂交试验。
1.5 转化子遗传稳定性的测定

选取部分灰葡萄孢转化子,活化后接种到不含

潮霉素的PDA平板上,在温度20℃条件下培养。
连续转代5次后,打取各转化子菌落边缘菌丝块,分
别移植到含有50μg/mL潮霉素的PDA平板上,在
温度20℃条件下培养,观察转化子的生长情况。
1.6 转化子生物学性状的观察

首先将野生型灰葡萄孢菌株RoseBc-3和转化

子分别接种在PDA平板上,在温度20℃条件下培

养,观察其生长和产孢情况。然后测定菌株Rose-
Bc-3和转化子的致病性。将菌株RoseBc-3和各转

化子分别接种在PDA平板上,用直径5mm的打孔

器打取菌落边缘菌丝琼脂块,挑起菌丝琼脂块,逐一

接种到新鲜的油菜叶片上,每个菌株接种8个菌丝

琼脂块作为8次重复。将接种叶片置于20℃条件

下保湿培养72h,测量各接种菌丝琼脂块周围病斑

直径。
1.7 T-DNA 侧翼序列的克隆和分析

采用反向PCR和hi-TAILPCR方法分别克隆

各类灰葡萄孢突变体代表菌株中T-DNA的侧翼序

列。在反向PCR克隆中,根据质粒载体pTFCM上

hphB 基因的启动子Ptrpc的末端序列信息设计引

物。首先参考宫晓燕的方法[9]设计1条引物ptrpc,
其序列是5′-ATGTCCTCGTTCCTGTCTGCTA-
TA-3′。再根据载体上T-DNA左边界的序列信息

反向设计2条巢式引物。用于第一轮PCR反应的

引 物 L1:5′-AGGGTTCCTATAGGGTTTCGCT-
CATG-3′,第二轮PCR反应的引物 L2:5′-CAT-
GTGTTGAGCATATAAGAAACCCT-3′。在hi-
TAIL-PCR克隆中,所使用的 T-DNA左右边界嵌

套引物及PCR程序均参考Liu等的方法[10]。
将PCR扩增得到的DNA条带测序,并对测出

的序列信息进行分 析。将 侧 翼 序 列 与 GenBank

13
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)和已经公布的

灰葡萄孢的全基因组序列数据库(http://www.
broadinstitute.org/annotation/genome/botrytis _

cinerea/)进行Blast比对,确定T-DNA在灰葡萄孢

基因组中的插入位置,并推测插入位点附近的基因,
或将这些基因序列在GenBank中进行Blast分析,
以推测其可能的功能。

2 结果与分析

2.1 共培养温度对转化效率的影响

灰葡萄孢分生孢子萌发及菌丝生长的最适温度

为20℃,而农杆菌最适生长温度为28℃。共培养

试验结果表明,共培养温度对灰葡萄孢转化效率有

影响。在28℃共培养时没有灰葡萄孢转化子产生,
在22℃下共培养时产生的转化子最多(表1)。

表1 共培养温度和分生孢子浓度对转化效率的影响1)

Table1 Effectofco-culturingtemperatureandconidial

concentrationofB.cinereaonthetransformationefficiency

孢子数量/(个/mL)
ConidialnumberpermL

转化子数量/(个/皿)
Numberoftransformantsperdish

20℃ 22℃ 28℃
1×105 68a 103a 0b
5×105 41b 50b 3a
1×106 43b 37bc 3a
5×106 0c 0c 0b

 1)采用方差分析和最小显著差异法进行分析,同栏数字后字母相

同者表示差异不显著(P>0.05)。Meanswithineachcolumn

followedbythesamelettersindicatenosignificantdifferenceac-
cordingtoleastsignificantdifferencetest(P>0.05).

2.2 分生孢子浓度对转化效率的影响

试验结果表明,灰葡萄孢分生孢子浓度对转化

效率有影响。当灰葡萄孢分生孢子浓度为5×106

个/mL时,在3种共培养温度下均未获得转化子

(表1)。随着灰葡萄孢分生孢子浓度的降低,转化

子数 量 随 之 增 加,当 灰 葡 萄 孢 分 生 孢 子 浓 度 为

1×105个/mL时转化效率最高。在共培养温度为

20℃和22℃下,平均每皿转化子数量分别达到

68个和103个。
2.3 转化子的 PCR 鉴定与 DNA 杂交验证

随机选取16个灰葡萄孢转化子,分别提取其

DNA,用质粒pTFCM 和野生型菌株 RoseBc-3的

DNA分别作为阳性和阴性对照,并用水作空白对

照,用引物对 HYG-F/HYG-R进行PCR扩增。结

果表明,从所有转化子DNA中和质粒pTFCM 均

扩增出了1条大小约为700bp的DNA片段,而从

菌株RoseBc-3基因组DNA中没有扩增出该DNA

片段(图1),说明这些转化子中含有T-DNA序列。

  M.DNA标记;1~8.转化子;9.质粒pTFCM;10.对

照;11.野生型菌株RoseBc-3。M.DNAmarker;1-8.Trans-
formants;9.VectorpTFCM;10.CK;11.Wildtypestrain

RoseBc-3.

图1 灰葡萄孢菌株RoseBc-3转化子的PCR鉴定

Fig.1 PCRidentificationofthetransformantsofB.cinerea

  对其中的8个转化子进行了DNASouthern杂

交试验。结果表明,从7个转化子中仅检测到1个

杂交带,说明这些转化子为单拷贝插入(图2为部分

转化子杂交结果)。从1个转化子中检测到2条杂

交带,说明该菌株为双拷贝插入。据此推算,T-
DNA在灰葡萄孢菌株RoseBc-3中的单拷贝插入频

率为87.5%。

  M.DNA标记;1.野生型菌株RoseBc-3;2~6.转化子。

M.DNAmarker;1.WildtypestrainRoseBc-3;2-6.Trans-
formants.

图2 DNA杂交结果

Fig.2 DNAsouthernblotting

2.4 转化子的遗传稳定性

随机选取7个灰葡萄孢转化子,在不含潮霉素

的PDA培养基上连续转代5次后,再接种至含有潮

霉素(50μg/mL)的PDA培养基上培养,结果显示

所有转化子均能生长,说明转化子抗潮霉素性状能

够稳定遗传。
2.5 灰葡萄孢 T-DNA 插入突变体

对1100个灰葡萄孢转化子在PDA培养基上

的培养性状(20℃)进行观察,并对其中300个转化

子在油菜叶片上进行致病力测定,以筛选突变体。

23
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试验结果获得了6类突变体:Ⅰ.产孢显著减少或不

产孢突变体,这类转化子有42个,约 占3.8%;

Ⅱ.生长速率 减 慢 突 变 体 有 38 个,约 占 3.5%;

Ⅲ.菌丝稀疏突变体有18个,约占1.6%;Ⅳ.菌落

颜色异常突变体有63个,约占5.7%;Ⅴ.致病力丧

失突变体有10个,约占3.3%;Ⅵ.致病力增强突变

体有9个,占3.0%。
2.6 灰葡萄孢突变体 T-DNA 侧翼序列克隆和分析

本试验采用反向PCR技术对4个突变体中T-

DNA侧翼序列进行扩增,最后只从突变体 AT919
中获得 了 的 T-DNA 侧 翼 序 列(表2)。采 用 hi-
TAILPCR技术对15个突变体T-DNA侧翼序列

进行扩增,获得了13个突变体菌株中T-DNA侧翼

序列(表1)。由表1可知,不同突变体菌株中 T-
DNA插入的位点不同,很多插入位点附近基因的功

能尚不明确,并且T-DNA在基因编码区和非编码

区插入的频度均为7次,说明T-DNA在基因编码

区和非编码区插入是随机的。
表2 几个致病力减弱和增强的灰葡萄孢突变体中获得的T-DNA侧翼序列1)

Table2 T-DNAflankingsequencesinafewpathogenicity-decreasedandpathogenicity-enhancedmutantsofBotrytiscinerea

突变体
Mutant

致病力
Pathogenicity

插入位点或附近基因
T-DNAflankinggene

基因编号
Genecode

插入位置
T-DNAinsertionsite

AT19 -
鸟嘌呤核苷酸结合蛋白β亚基
Guaninenucleotide-bindingproteinbetasubunit

BC1G_00943
非编码区

Non-codingregion

AT39 -
丝裂原活化蛋白激酶激酶Ⅰ
MAPKKⅠ BC1G_03809

编码区
Codingregion

AT402 -
丝裂原活化蛋白激酶激酶Ⅰ
MAPKKⅠ BC1G_03809

编码区
Codingregion

AT319 -
延伸因子3
Elongationfactor3

BC1G_15506
编码区

Codingregion

AT332 -
细胞分裂周期蛋白123
Celldivisioncycleprotein123

BC1G_10891
编码区

Codingregion

AT919 -
琥珀酸脱氢酶黄素蛋白亚基
Succinatedehydrogenaseflavoproteinsubunit

BC1G_07795
编码区

Codingregion

AT11 -
羧酸酯酶类似假定蛋白
Hypotheticalproteinsimilartocarboxylesterase

BC1G_13737
非编码区

Non-codingregion

AT411 +
泛素结合酶E2类似假定蛋白
Hypotheticalproteinsimilartoubiquitin-conjugating
enzymeE2

BC1G_07229
非编码区

Non-codingregion

AT2 -
预测蛋白
Predictedprotein

BC1G_11360
非编码区

Non-codingregion

AT15 +
预测蛋白
Predictedprotein

BC1G_00943
非编码区

Non-codingregion

AT141 +
预测蛋白Predictedprotein/
类似家族蛋白的假定蛋白
Hypotheticalproteinsimilartofamilyprotein

BC1G_13800/
BC1G_13801

非编码区
Non-codingregion/

非编码区
Non-codingregion

AT239 -
保守假定蛋白
Conversedhypotheticalprotein

BC1G_03701
非编码区

Non-codingregion

AT426 -
预测蛋白
Predictedprotein

BC1G_14158
编码区

Codingregion

AT677 -
假定蛋白
Hypotheticalprotein

SS1G_12882
编码区

Codingregion

 1)“+”和“-”分别表示相对野生型菌株致病力显著增强和减弱(P=0.05)。

“+”and“-”indicatemutantswithenhancedanddecreasedpathogenicty,respectively(P=0.05).

3 讨 论

影响根癌农杆菌介导真菌转化效率的因素很

多,包括菌株类型、质粒载体、培养基种类、农杆菌与

真菌共培养条件等,其中影响最大的因素是共培养

条件,如共培养时间、温度、农杆菌与受体的比例

等[11-14]。本试验对根癌农杆菌介导灰葡萄孢菌株

RoseBc-3转化时的共培养温度和农杆菌与灰葡萄

孢分生孢子比例两个方面进行了优化。结果表明,
在共培养温度为22℃,农杆菌菌液中灰葡萄孢分生

33



  华 中 农 业 大 学 学 报 第32卷 

孢子浓度为1×105个/mL时,转化灰葡萄孢菌株

RoseBc-3的效率最高,平均每皿转化子数量超过

100个。Rolland等[5]报道,在进行 ATMT转化灰

葡萄孢时,农杆菌与灰葡萄孢共培养温度为22℃时

转化效率最高。共培养温度影响灰葡萄孢 ATMT
转化的具体原因可能是20℃左右温度不利于农杆

菌生长,而28℃左右温度不利于灰葡萄孢生长,且
高温可能不利于T-DNA的转移[5],所以在20℃和

28℃下共培养均不适宜于灰葡萄孢遗传转化。已

有的研究结果表明,提高共培养体系中真菌孢子浓

度有利于 ATMT转化[15-16]。但在本试验中,当灰

葡萄孢分生孢子浓度为5×106个/mL时,在3种共

培养温度下均未获得转化子。这可能是由于灰葡萄

孢分生孢子浓度过高、农杆菌数目相对较少、农杆菌

与孢子的比例过低,从而使农杆菌细胞附着孢子的

几率下降,产生的可转移T-DNA分子过少,最终导

致转化失败。本试验在22℃下将农杆菌与1×105

个/mL的灰葡萄孢进行共培养时,获得的转化效率

远高于已有的研究结果[5-6],且转化效率达到建立

T-DNA插入突变体库的要求。
本试验对部分灰葡萄孢转化子进行了PCR鉴

定及Southern杂交鉴定。结果表明,所得到的灰葡

萄孢转化子中确实存在T-DNA插入,且单拷贝插

入频率达到87.5%。一般而言,高频率的单拷贝插

入有利于 T-DNA侧翼序列的克隆和基因功能分

析。由此可见,本试验优化的根癌农杆菌介导转化

灰葡萄孢的条件对后续分析灰葡萄孢基因功能是有

利的。对转化子的表型和致病性的研究发现,转化

子在生长速度、产孢量、菌落颜色及致病力等方面与

野生型菌株 RoseBc-3存在显著差异。对 T-DNA
侧翼序列的分析结果表明,T-DNA在不同突变体

中的插入位置和破坏的基因不同,说明T-DNA在

插入到灰葡萄孢基因组中时具有随机性。随着突变

体库的扩大,将得到大量T-DNA插入位点各不相

同的突变体。
本试验结果获得了G蛋白β亚基基因、MAP-

KK1、延伸因子Elongationfactor3基因、Celldivi-
sioncycleprotein123基因、琥珀酸脱氢酶黄素蛋白

亚基基因以及其他一些假定蛋白基因(表2)。其中

有些基因的功能与已知的致病因子相关,如G蛋白

β亚基基因与G蛋白介导的信号传导有关,被破坏

后导致灰葡萄孢RoseBc-3致病力下降。MAPKK1
基因可能与灰葡萄孢 MAPKK基因bos5具有相似

的功能,影响灰葡萄孢的致病力[17]。其他一些基因

的功能也可能与致病力相关,如延伸因子EF3基因

具有依赖于核糖体的GTPase和 ATPase活性,对
于真菌的蛋白合成和存活至关重要[18],缺失这一基

因可能直接影响灰葡萄孢的生长。对于其他未知基

因在灰葡萄孢致病过程中的作用有待深入研究。
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Agrobacteriumtumefaciens-mediatedtransformationof
BotrytiscinereastrainRoseBc-3

FANLei ZHANGJing YANGLong LIGuo-qing
CollegeofPlantScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

  Abstract Inthispaper,wereportedresultsaboutcharacterizationofthefactorsaffectingAgrobac-
teriumtumefaciens-mediatedtransformation(ATMT)oftheplantpathogenicfungusBotrytiscinerea
strainRoseBc-3andaboutthevalidityofATMTfortheparticularstrainofB.cinerea.Theresults
showedthatthetemperaturesforco-incubationofA.tumefaciensandB.cinereaandtheconidialconcen-
trationofB.cinereaintheco-incubationmixturegreatlyaffectedthetransformationefficiency.Theop-
timalco-incubationtemperaturewas22℃andtheoptimalconidialconcentrationwas1×105conidia/

mL.Undertheoptimalco-incubationconditions,thenumbersoftransformantreached100perdish
(9cmdiameter).Allthe16randomly-selectedtransformantsofB.cinereawereconfirmedtoharborthe
T-DNAofA.tumefaciensbasedontheresultofthespecificPCR.TheresultoftheSouthernblotting
furtherindicatedtheintegrationoftheT-DNAinthegenomeofB.cinereawiththefrequencyofthesin-
gle-copyinsertionreaching87.5%.Sixtypesofmutantswereidentifiedfromthetransformants.They
weresporulationdeficiencymutants(3.8%),mycelialgrowth-reducedmutants(3.5%),sparsemycelia
mutants(1.6%),colonycolormutants(5.7%),pathogenicitydecreasingmutants(3.3%)andpatho-
genicityenhancingmutants(3.0%).DNAsequencesflankingtheT-DNAtagwereobtainedusingthe
inversePCRtechniqueandthehi-TAILPCRtechniquefrom14mutantsofB.cinerea.Theinsertion
sitesinthesemutantswerelocatedwiththesamefrequencyinthecodingregionandinthenon-coding
regions.

Key words Botrytiscinerea;Agrobacteriumtumefaciens;T-DNA;genetictransformation;

mutants
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