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7�根癌农杆菌介导遗传转化稻曲病菌
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7�摘　要：利用根癌农杆菌介导转化系统，通过潮霉素抗性筛选转化子，对稻曲病菌分生孢子进行了转化。农杆菌经乙

酰丁香酮预先诱导，转化效率大约为３９０～４５０个转化子／１０ 7�６ 7�个孢子。ＰＣＲ检测绿色荧光蛋白基因和潮霉素基因表达盒，

结果显示被测转化子基因组中均成功整合了目的基因片段。同时，在４８８ｎｍ下这些转化子都具有荧光。表明利用根癌农

杆菌可以成功转化稻曲病菌。
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7�　　稻曲病［Ｕｓｔｉｌａｇｉｎｏｉｄｅａｖｉｒｅｎｓ（Ｃｏｏｋｅ）Ｔａｋ．］是世界主

要稻作区普遍发生的一种病害。随着优良品种的更新和施

肥水平的提高，稻曲病引起的产量损失相当严重。此外，稻

曲病菌还可产生对人畜有害的毒素 7�［１］ 7�，混杂于病稻谷中易对

人畜的健康造成直接危害。因此控制稻曲病的发生发展，对

水稻生产及稻米安全至关重要。目前对稻曲病的研究国内

外已有不少报道，主要集中在防治方面；而关于稻曲病菌的

分子遗传学的研究报道极少，这些都限制了对其侵染过程和

致病机制的深入认识。

7�目前，通过ＰＥＧ介导的原生质体法、ＲＥＭＩ（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｅｎｚｙｍｅｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ）和根癌农杆菌介导（Ａｇｒｏｂａｃｔｅ-

ｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ-ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＡｔＭＴ）等方法已

成功实现了多种丝状真菌的遗传转化 7�［２-５］ 7�，这些为研究植物

病原真菌分子致病机制提供了参考 7�［６］ 7�。其中根癌农杆菌介

导的转化系统由于可以直接以真菌的孢子、菌丝为受体，免

除了ＰＥＧ介导和ＲＥＭＩ等转化方法中原生质体制备的复杂

过程，减少了转化的影响因素，增加了转化稳定性和效率。

利用这种方法已实现了对 Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ、Ｆｕｓａｒｉｕｍ

ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ、Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ、Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｌａｇｅｎａｒ-

ｉｕｍ、Ｈｅｌｍｉｎｔｈｏｓｐｏｒｉｕｍｔｕｒｃｉｃｕｍ等 7�［３，５，７-９］ 7�多种植物病原真

7�菌的遗传转化。本研究报道了利用根癌农杆菌介导转化系

统，以绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）为报告基因，以潮霉素为选择性

标记，对稻曲病菌进行遗传转化的过程。

7�１　材料与方法

7�１．１　菌株与质粒

7�稻曲病菌 Ｕｖ７，由江苏省农业科学院陈志谊研究员提

供。

7�根癌农杆菌 Ｃ５８Ｃ１（携带有质粒ｐＢＩＧ２ＲＨＰＨ２-ＧＦＰ-

ＧＵＳ，图１），由浙江大学宋凤鸣教授提供。

7�１．２　引物与试剂

7�检测 ＥＧＦＰ基因和潮霉素基因（ＨＰＨ）表达盒的引物分

别为ＥＧＦＰ-Ｆ：５′-ＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧ

7�-３′，ＥＧＦＰ-Ｒ：５′-ＧＧＧＧＡＴＣＣＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣ

7�ＡＴ-３′；ＨＰＨ-Ｆ：５′-ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＡＣＧＴＴＡＡＣＴＧＡＴＡＴＴＧ

7�ＡＡＧＧ-３′，ＨＰＨ-Ｒ：５′-ＣＧＴＣＴＡＧＡＣＧＴＴＡＡＣＴＧＧＴＴＣＣ

7�ＣＧＧＴＣＧＧＣ-３′，由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成。抗生素、酶及其他相关生化试剂均购自上海鼎国生物技

术有限公司。
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