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7��摘　要：为建立水稻纹枯病菌的Ｔ-ＤＮＡ插入诱变转化系统，以水稻纹枯病菌（ＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉＡＧ-１ⅠＡ）强致病力菌株
ＧＤ１１８为转化的初始菌株，从预诱导时间、共培养时间、共培养时乙酰丁香酮的浓度、共培养温度和共培养时固体诱导培养基

（ＳＩＭ）的ｐＨ值等５个方面对转化条件进行了优化，成功地建立了适合于水稻纹枯病菌根癌农杆菌介导转化（ＡＴＭＴ）的优化
系统。这个优化系统的转化条件如下：以３０μｇ／ｍＬ的潮霉素Ｂ作为转化子的筛选浓度，预诱导８ｈ，共培养２０ｈ，共培养时固

7��体诱导培养基上的乙酰丁香酮浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ，共培养温度２５℃，共培养时固体诱导培养基ｐＨ５．６～５．８。采用这个系统

7��筛选到的转化子继代培养５代后，在含３０μｇ／ｍＬ潮霉素Ｂ的ＰＤＡ平板上仍表现明显的抗性。从得到的转化子中随机抽取
１０个，利用根据抗潮霉素ｈｐｈ基因设计的特异性引物进行ＰＣＲ扩增，转化子均能扩增出５００ｂｐ左右的预期条带；与此同时，
以４个根癌农杆菌作为阳性对照，用根癌农杆菌Ｖｉｒ基因特异引物对转化子进行ＰＣＲ扩增，以排除转化子受农杆菌污染所
致的假阳性，结果表明：４个根癌农杆菌均能扩增出Ｖｉｒ基因条带（７３０ｂｐ），而１０个转化子均未能扩增出相应条带。以上两

个ＰＣＲ扩增的实验结果清楚地表明，Ｔ-ＤＮＡ已经插入到目标菌株ＧＤ１１８中。
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7��　　水稻纹枯病是一种世界性病害，为水稻三大病

害之一 7��［１-２］ 7��。随着高产、矮秆、多蘖良种的推广以及

种植密度和施氮量的增加，其危害日趋严重，在我国

尤其是南方造成了严重的经济损失 7��［３-５］ 7��。水稻纹枯

病的病原 菌为立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ

Ｋüｈｎ），是一种土壤习居菌，分布范围和寄主范围

广，除危害水稻外，还可危害玉米、大豆、马铃薯、番

茄、黄瓜和甘蓝等２６０多种植物 7��［２，６-７］ 7��。由于立枯

7��收稿日期：２０１０-０２-０７；修改稿收到日期：２０１０-０３-２４。
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ｈｙｚｘ３-１６，原ｎｙｈｙｚｘ０７-０４９）。
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7��丝核菌（Ｒ．ｓｏｌａｎｉ）种内成员复杂，故被认为是一个

复合种 7��［８］ 7��，种内通常采用菌丝融合群（ａｎａｓｔｏｍｏｓｉｓ

ｇｒｏｕｐ，ＡＧ）进行再分类 7��［９］ 7��。目前立枯丝核菌至少

被划分为１４个ＡＧ，有些 ＡＧ再根据寄主范围、致

病性、同工酶谱和分子生物学特征等划分为不同的

亚群 7��［１０］ 7��，水稻纹枯病菌属于ＡＧ-１群的ⅠＡ亚群，

即Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ-１ⅠＡ 7��［９-１０］ 7��。近年来，随着分子生

物学向植物病理学的渗透和发展，真菌的遗传转化

也越来越受到重视，因为转化是获得所需筛选基因

的一种简单方法。目前至少已有１００种丝状真菌实

现了遗传转化 7��［１１］ 7��。真菌遗传转化的方法有多种，其

7��中的根癌农杆菌介导的转化法（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

7��ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ-ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＡＴＭＴ）是

近年来发展起来的一种新方法，与其他方法相比，该

方法具有操作简便、转化效率高和单拷贝率低等特

点，因而成为真菌遗传转化和基因克隆的强有力工

具 7��［１２-１６］ 7��。在立枯丝核菌的遗传转化方面，Ｒｏｂｉｎｓｏｎ

等 7��［１７］ 7��利用ＰＥＧ诱导整合技术对立枯丝核菌进行了

7��转化，并得到了一些转化子，但这些转化子不能正常

生长，他们认为立枯丝核菌的转化同其他一些担子

菌一样，存在瞬时转化（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ）现

象。Ｗｕ等 7��［１６］ 7��利用ＡＴＭＴ方法尝试了对立枯丝核

7��菌３个融合群ＡＧ-３、ＡＧ-４和ＡＧ-６的转化，仅融合

群ＡＧ-６的转化获得了成功，而对融合群 ＡＧ-３和

ＡＧ-４的转化未取得成功。水稻纹枯病是水稻上的

重要病害之一，但水稻纹枯病菌（Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ-１Ⅰ

7��Ａ）这个融合群的遗传转化系统目前国内外尚未见

报道。本研究拟利用 ＡＴＭＴ方法，对水稻纹枯病

菌进行遗传转化，构建该病菌的Ｔ-ＤＮＡ插入诱变

转化系统，旨在为该病菌的致病机制研究、致病相关

基因克隆以及为寻求控制该病害的有效途径奠定基

础。

7��１　材料与方法

7��１．１　供试菌株与质粒

7��供试菌株为本实验室保存的水稻纹枯病菌（Ｒ．

ｓｏｌａｎｉＡＧ-１ⅠＡ）强致病力菌株ＧＤ１１８；含潮霉素

抗性基因的质粒ｐＴＨＰＲ１和根癌农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃ-

ｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）ＡＧＬ-１菌株由新加坡分子与细

胞生物学研究院（ＩＭＣＢ）张炼辉教授惠赠；根癌农

杆菌菌株ＥＨＡ１０５、ＭＰ９０、ＬＢＡ４４０４由本实验室保

存。

7��１．２　生化试剂

7��潮霉素Ｂ（ＨｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ）购自Ｒｏｃｈｅ公司（德

国）；ＤＮＡ提取试剂盒及ＰＣＲ试剂购自ＴａＫａＲａ公

司（日本）；乙酰丁香酮（Ａｃｅｔｏｓｙｒｉｎｇｏｎｅ，简称ＡＳ）

购自Ｓｉｇｍａ公司（美国）；ＭＥＳ购自Ｓｉｇｍａ公司（美

国）；细菌基因组ＤＮＡ购自天根生化科技有限公

司；其他常用药品均为国产分析纯级别试剂。

7��１．３　水稻纹枯病菌对潮霉素Ｂ的敏感性检测

7��在ＰＤＡ中加入适量的潮霉素Ｂ，调节浓度，使

潮霉素Ｂ的终浓度依次为０、５、１０、１５、２０和２５μｇ／

ｍＬ，每个浓度３个重复。野生型菌株（ＧＤ１１８）生长

３６ｈ后，用直径５ｍｍ的打孔器在其菌落边缘打取

菌丝块，然后将菌丝块接种到各种浓度的潮霉素平

板上，２６℃下培养８ｄ。为了进一步确定潮霉素的筛

7��选浓度，将ＰＤＢ液体培养基培养３６ｈ的菌丝研磨

碎后，加无菌水配成悬浮液，涂布在含潮霉素的

ＰＤＡ平板上，潮霉素Ｂ的终浓度分别为０、５、１０、

１５、２０、２５、３０和３５μｇ／ｍＬ共８个梯度，每个梯度３

个重复，２６℃下培养８ｄ后观察其生长状况。

7��１．４　转化方法

7��参考Ｍｕｌｌｉｎｓ等 7��［１２］ 7��的方法，稍加修改。将具质

粒ｐＴＨＰＲ１的农杆菌菌株ＡＧＬ-１置于３ｍＬ含有

壮观霉素（终浓度为５０μｇ／ｍＬ）和利福平（终浓度

为２５μｇ／ｍＬ）的矿物质培养液（ｍｉｎｉｍａｌｍｅｄｉｕｍ，

ＭＭ）中，２８℃下培养４８ｈ，然后用诱导培养液（ｉｎ-

ｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ，ＩＭ）稀释，使其 ＯＤ 7��６００ 7��值至０．１５

左右，２８℃下预诱导培养８ｈ，当所测ＯＤ 7��６００ 7��值约为

０．３左右时，即可用于共培养。将水稻纹枯病菌

ＧＤ１１８菌株在含氨苄青霉素（终浓度５０μｇ／ｍＬ）的

ＰＤＢ培养液中培养３６ｈ后，取出少许，用研磨棒充

分磨碎后，用血球计数板粗测菌丝碎段含量，用无菌

水稀释至每１ｍＬｄｄＨ 7��２ 7��Ｏ中大约含１０ 7��７ 7��段菌丝碎

段。然后取１００μＬ与预诱导的农杆菌ＡＧＬ-１菌株

7��１００μＬ在固体诱导培养基（ＳＩＭ）（含２００μｍｏｌ／Ｌ

的ＡＳ）上进行共培养。共培养２０ｈ后，将混合纤维

素膜（孔径０．４５μｍ）转到含有潮霉素Ｂ（终浓度为

３０μｇ／ｍＬ）和头孢霉素（终浓度为３００μｇ／ｍＬ）的

ＰＤＡ平板上。２６℃下培养６ｄ，在含有潮霉素Ｂ（终

浓度为３０μｇ／ｍＬ）和头孢霉素（终浓度为３００μｇ／

ｍＬ）的ＰＤＡ平板上进行复筛。将经过复筛得到的

转化子保存于低温冰箱中，备用。

7��１．５　不同因素对转化效率的影响

7��按照上述初始转化方法，按照预诱导时间（４、６、

８、１０、１２ｈ）、共培养时间（１２、１６、２０、２４、３６ｈ）、共培

养时乙酰丁香酮的浓度（０、１００、２００、４００μｇ／ｍＬ）、

共培养温度（２２℃、２５℃、２８℃、３１℃、３４℃）、共培养
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时ＳＩＭ 培养基的ｐＨ 值（５．２、５．４、５．６、５．８、６．０、

６．２、６．４）等影响转化效率的主要因子，逐一进行单

因子条件试验。其中，后续因子的优化是在前面因

子已确定的最优条件下进行的。每个处理设３个重

复，用ＳＡＳ软件进行差异显著性分析。

7��１．６　转化子的ＰＣＲ检测

7��随机挑取１０个复筛转化子，用ＴａＫａＲａ公司的

7��ＵｎｉｖｅｒｓａｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ提取野生型菌株和

转化子菌株基因组ＤＮＡ，农杆菌基因组ＤＮＡ用天

根生化科技有限公司的细菌基因组提取试剂盒进行

提取。

7��以双元载体ｐＴＨＰＲ１上的潮霉素磷酸转移酶

基因（ｈｐｈ）为模板分别设计特异引物 ｈｐｈ-Ｆ（５′-

ＧＣＡＡＧＡＣＣＴＧＣＣＴＧＡＡＡＣＣＧ-３′）和 ｈｐｈ-Ｒ（５′-

ＧＧＴＣＡＡＧＡＣＣＡＡＴＧＣＧＧＡＧＣ-３′）。扩 增 体 系

为２５μＬ，ＰＣＲ扩增条件为９５℃下２ｍｉｎ；９４℃下４０

7��ｓ，５６℃下４０ｓ，７２℃下１ｍｉｎ（３０个循环）；７２℃下１０

7��ｍｉｎ。

7��为排除转化子表面黏附根癌农杆菌而导致假阳

性的出现，用Ｓａｗａｄａ等 7��［１８］ 7��设计的农杆菌的Ｖｉｒ基

因的特异引物ＶＣＦ（５′-ＡＴＣＡＴＴＴＧＴＡＧＣＧＡＣＴ-

３′）和 ＶＣＲ（５′-ＡＧＣＴＣＡＡＡＣＣＴＧＣＴＴＣ-３′）进行

ＰＣＲ 扩增，以 ４ 个根癌 农杆 菌菌 株（ＡＧＬ-１、

ＥＨＡ１０５、ＭＰ９０和ＬＢＡ４４０４）为阳性对照，对１０个

转化子基因组ＤＮＡ进行Ｖｉｒ基因检测。ＰＣＲ扩增

体系为２５μＬ，扩增条件为９５℃下２．５ｍｉｎ；９５℃下

１ｍｉｎ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃下２ｍｉｎ（４０个循环）；７２℃

下７ｍｉｎ。

7��１．７　转化子的稳定性实验

7��随机挑选１０个转化子，接种到不含潮霉素的

ＰＤＡ培养基中，２５℃下培养３６ｈ，于４℃冰箱中保

存１０ｄ后，再移植到ＰＤＡ培养基中。按以上方法

重复４次，将第５代转化子接种到含潮霉素（３０μｇ／

ｍＬ）的ＰＤＡ培养基中，２６℃下培养３６ｈ，观察转化

子的生长情况。

7��２　结果与分析

7��２．１　水稻纹枯病菌对潮霉素Ｂ的敏感性

7��培养８ｄ后，菌丝块接种的处理在潮霉素浓度

２５μｇ／ｍＬ下没有生长，而不含潮霉素的对照菌落

早就长满整个培养皿并已长出菌核；在菌丝碎段涂

布的处理中，２０μｇ／ｍＬ潮霉素浓度下也没有菌落

长出，与菌丝块的一样，不含潮霉素的对照菌落也早

就长满整个培养皿并已长出菌核。因此，确定３０

μｇ／ｍＬ的潮霉素浓度作为后面实验转化子的筛选

浓度。

7��２．２　预诱导时间对转化效率的影响

7��预诱导时间分别设置４、６、８、１０和１２ｈ，然后分

7��别测定各个预诱导时间下ＩＭ 培养液的 ＯＤ 7��６００ 7��值，

并按前面已经确定的转化方法进行转化。结果发

现，预诱导８ｈ后转化效率达到最佳，此时农杆菌的

ＯＤ 7��６００ 7��为０．２７，而共培养１２ｈ时农杆菌的ＯＤ 7��６００ 7��达

到０．３２（图１-Ａ）。所以，预诱导农杆菌的ＯＤ 7��６００ 7��值

至０．３左右是比较适合进行转化的。从图１-Ａ可看

7��出，尽管预诱导时间１０ｈ和１２ｈ的转化子数量比８

7��ｈ的都要多一些，前两者与后者之间差异并不显著。

综合考虑一些其他方面的因素，确定以８ｈ为最佳

预诱导时间。

7��２．３　共培养时间对转化效率的影响

7��分别设置１２、１６、２０、２４和３６ｈ等５个共培养

时间，研究结果显示（图１-Ｂ），２０ｈ后，共培养时间

对转化效率影响的差异不显著。尽管２４ｈ、３６ｈ的

转化子数量都比２０ｈ的要多一些，但考虑到节约时

间及其他一些因素，确定以２０ｈ为水稻纹枯病菌的

7��最佳共培养时间。

7��２．４　共培养时ＡＳ浓度对转化效率的影响

7��分别设置０、１００、２００、４００μｍｏｌ／Ｌ共４个 ＡＳ

浓度，结果发现，ＡＳ浓度达到２００μｍｏｌ／Ｌ时，水稻

纹枯病菌的转化效率趋于稳定（图１-Ｃ）。从图１-Ｃ

中可看出，尽管ＡＳ浓度为４００μｍｏｌ／Ｌ的转化子数

量比２００μｍｏｌ／Ｌ的稍多一些，但两者差异不显著。

从经济、节约的角度考虑，以２００μｍｏｌ／Ｌ为ＡＳ的

最佳共培养浓度。

7��２．５　共培养温度对转化效率的影响

7��分别设置２２℃、２５℃、２８℃、３１℃和３４℃共５个

温度，结果表明，２５℃的转化子数量达到最高峰，随

后转化子数量开始下降。因此，２５℃是最佳的共培

养温度（图１-Ｄ）。

7��２．６　共培养ｐＨ值对转化效率的影响

7��分别配制５．２、５．４、５．６、５．８、６．０、６．２和６．４共

７个ｐＨ值的ＳＩＭ培养基，进行共培养，并用前面优

化的最佳条件进行转化。结果表明，在ｐＨ５．６～

５．８的ＳＩＭ培养基上进行共培养时，转化效率达到

最高（图１-Ｅ）。

7��２．７　转化子的ＰＣＲ鉴定

7��　　以随机挑取的１０个转化子与野生型菌株

（ＧＤ１１８）的基因组ＤＮＡ和ｐＴＨＰＲ１质粒ＤＮＡ为

模板，用ｈｐｈ-Ｆ／Ｒ特异引物ＰＣＲ扩增ｈｐｈ基因片
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7��图１　５种因素对转化效率的影响

7��Ｆｉｇ．１．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｆｉｖｅｆａｃｔｏｒｓｏｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ．

7��图中数据为３次重复的平均值±标准误。采用Ｄｕｎｃａｎ氏新复极差法（ＤＭＲＴ）进行差异显著性分析。标准差线上方（或下方）具有不同大
小写字母者表示在１％水平（Ｐ＝０．０１）和５％水平（Ｐ＝０．０５）上差异显著。

7��Ａ－预诱导时间对转化效率的影响；Ｂ－共培养时间对转化效率的影响；Ｃ－共培养时ＡＳ浓度对转化效率的影响；Ｄ－共培养温度对转
化效率的影响；Ｅ－共培养时ｐＨ值对转化效率的影响。

7��Ｄａｔａｉｎｔｈｉｓｆｉｇｕｒｅ，ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｔｈｅｍｅａｎ±ＳＥｏｆｔｈｒｅｅｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ，ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｆｏｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｙｕｓｉｎｇＤｕｎｃａｎ′ｓＭｕｌｔｉｐｌｅ
ＲａｎｇｅＴｅｓｔ（ＤＭＲＴ）．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｐｐｅｒｃａｓｅａｎｄｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓａｂｏｖｅｂａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ１％ｌｅｖｅｌ（Ｐ＝０．０１）ａｎｄ５％ｌｅｖｅｌ

7��（Ｐ＝０．０５），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
7��Ａ，Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｅ-ｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔｔｉｍｅｏｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ；Ｂ，Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｏｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ；Ｃ，Ｅｆｆｅｃｔ
7��ｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆａｃｅｔｏｓｙｒｉｎｇｏｎｅ（ＡＳ）ｏｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｄｕｒｉｎｇｃｏｃｕｌｔｕｒｅ；Ｄ，Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｆｆｉ-

ｃｉｅｎｃｙｄｕｒｉｎｇｃｏｃｕｌｔｕｒｅ；Ｅ，ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｄｕｒｉｎｇｃｏｃｕｌｔｕｒｅ．

7��段，结果表明１０个转化子和 ｈｐｈ基因阳性对照

（ｐＴＨＰＲ１质粒ＤＮＡ）均能扩增出５００ｂｐ的预期条

7��带（图２-Ａ）。为排除农杆菌可能黏附在转化子菌丝

上而使提取的转化子基因组ＤＮＡ被农杆菌基因组

ＤＮＡ玷污的情况，本研究用４个农杆菌菌株ＡＧＬ-

１、ＥＨＡ１０５、ＭＰ９０和ＬＢＡ４４０４作Ｖｉｒ基因阳性对

照，分别扩增１０个转化子和野生型菌株（ＧＤ１１８）的

Ｖｉｒ基因。结果表明，野生型菌株和１０个转化子均

呈阴性（图２-Ｂ），即提取的转化子基因组ＤＮＡ无农

杆菌ＤＮＡ污染。由以上ｈｐｈ基因ＰＣＲ扩增和Ｖｉｒ

7��基因ＰＣＲ扩增两个实验，可以得出结论：随机挑取

的１０个转化子均已有Ｔ-ＤＮＡ插入，本研究建立的

转化系统能够成功有效地进行水稻纹枯病菌的遗传

转化。

7��２．８　转化子的稳定性

7��随机选取１０个转化子在无潮霉素Ｂ选择压力

下连续转接５代，然后转接到含潮霉素Ｂ的ＰＤＡ

培养基上培养３６ｈ后，菌落直径达到７～８ｃｍ，表明

7��这些转化子仍具有对潮霉素 Ｂ的抗性，外源 Ｔ-

ＤＮＡ已经整合到水稻纹枯病菌的基因组中，而且能

够稳定遗传。

7��３　讨论与结论

7��到目前为止，国内外尚无关于水稻纹枯病菌

（Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ-１ⅠＡ）遗传转化的报道，本研究成

功地建立了适合于水稻纹枯病菌进行ＡＴＭＴ遗传

转化的系统，研究结果无疑将对水稻纹枯病菌的致

病机制和致病相关基因的研究起到推动作用。

7��　　在预诱导时间方面，有学者在对尖镰孢（Ｆｕ-

ｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）转化时采用 ６ｈ 预诱导时

间 7��［１２-１５］ 7��。而本研究通过预诱导时间的梯度实验得

出结论：预诱导８ｈ是比较适合进行水稻纹枯病菌转

7��０２６ 7��中国水稻科学（ＣｈｉｎＪＲｉｃｅＳｃｉ）　第２４卷第６期（２０１０年１１月）
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7��图２　ｈｐｈ基因引物和Ｖｉｒ基因引物转化子ＰＣＲ扩增鉴定

7��Ｆｉｇ．２．ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｆｒｏｍｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ．

7��Ａ：１－野生型菌株（ＧＤ１１８）；２～１１－随机挑取的１０个转化子；１２－ｐＴＨＰＲ１质粒；Ｍ－ＤＬ２０００。

7��Ｂ：Ｍ－ＤＬ１０００；１～４－分别是农杆菌ＡＧＬ-１、ＥＨＡ１０５、ＭＰ９０和ＬＢＡ４４０４；５～１４－随机挑取的１０个转化子；１５－ｄｄＨ 7��２ 7��Ｏ。

7��Ａ：Ｌａｎｅ１，Ｗｉｌｄｔｙｐｅｉｓｏｌａｔｅ（ＧＤ１１８）；Ｌａｎｅｓ２ｔｏ１１，Ｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ；Ｌａｎｅ１２，ｐＴＨＰＲ１；Ｍ，ＤＬ２０００．

7��Ｂ：Ｍ，ＤＬ１０００；Ｌａｎｅｓ１ｔｏ４，ＡＧＬ-１；Ｌａｎｅ２，ＥＨＡ１０５；Ｌａｎｅ３，ＭＰ９０；Ｌａｎｅ４，ＬＢＡ４４０４；Ｌａｎｅｓ５ｔｏ１４，Ｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒ-

7��ｍａｎｔｓ；Ｌａｎｅ１５，ｄｄＨ 7��２ 7��Ｏ．

7��化的，多于８ｈ的预诱导时间（８～１２ｈ）对转化效率

的提高没有显著影响。

7��　　在共培养时间方面，本研究通过实验得出转化

效率随共培养时间的增加而提高，此结果支持了

Ｃｏｍｂｉｅｒ等 7��［１３］ 7��、李敏慧等 7��［１５］ 7��和 Ｔｓｕｊｉ等 7��［１９］ 7��的观

点。Ｍｅｙｅｒ等 7��［２０］ 7��对巨大曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｇｉｇａｎ-

ｔｅｕｓ）的研究结果表明，共培养时间小于２４ｈ或大于

7��７２ｈ都没有转化子产生；李敏慧等 7��［１５］ 7��和Ｔａｋａｈａｒａ

等 7��［２１］ 7��认为，共培养时间超过４８ｈ，香蕉枯萎病菌菌

丝生长过量，则很难挑出单菌落转化子，况且共培养

时间长，容易导致转化子出现多拷贝和假阳性，将最

佳共培养时间确定为４８ｈ。本研究通过实验证明，

对于水稻纹枯病菌的转化，１２ｈ的共培养时间就能

取得较高转化效率，共培养２０ｈ时达到最高。由于

水稻纹枯病菌生长速率较快，超过３６ｈ，它就会过

度生长，未转膜前就已有大量菌丝长出。因此，共培

养时间不能超过３６ｈ，这与大多数真菌的转化不

同 7��［１５，２０-２１］ 7��。

7��在共培养时ＡＳ浓度的选择方面，普遍认为根

癌农杆菌与真菌共培养时ＡＳ的有无及浓度对转化

效率和转化子拷贝数有影响。共培养过程中，没有

ＡＳ就没有转化子出现，ＡＳ浓度增加，转化效率也

相应提高 7��［１３-１５，２１-２４］ 7��。本研究认为共培养时不加

ＡＳ也能得到较高的转化效率，这与大多数真菌的

转化不同 7��［１３-１５，２１-２４］ 7��。但加ＡＳ会提高转化效率，当

ＡＳ浓度达到２００μｍｏｌ／Ｌ时，继续增加ＡＳ浓度对

转化效率影响不大，即２００μｍｏｌ／Ｌ是共培养时ＡＳ

加入的最佳浓度，这点与大多数学者 观点一

致 7��［１３-１５，２１-２４］ 7��。

7��在共培养时固体诱导培养基的ｐＨ值方面，李

敏慧等 7��［１５］ 7��认为最适的ｐＨ值是５．５，并不是农杆菌

ＡＧＬ-１生长的最佳ｐＨ值。本研究通过单因素梯

度实验得出结论：ｐＨ５．６～５．８的固体诱导培养基

是最适合进行水稻纹枯病菌转化的。Ｔｕｒｋ等 7��［２５］ 7��认

7��为，共培养基的ｐＨ值能够影响农杆菌 7��ＶｉｒＡ蛋白表

达，从而影响Ｔ-ＤＮＡ的转移。Ｒｏｇｏｗｓｋｙ等 7��［２６］ 7��和

Ｓｔａｃｈｅｌ等 7��［２７］ 7��的研究认为，不同类型的农杆菌，

7��ＶｉｒＡ蛋白表达活性最高的ｐＨ值范围介于５．３～

５．８，高于５．８或低于５．３时，Ｔ-ＤＮＡ转移活性明显

7��降低。因 此，根 据 Ｒｏｇｏｗｓｋｙ 等 7��［２６］ 7��和 Ｓｔａｃｈｅｌ

等 7��［２７］ 7��的结论，本研究得到的最适宜于水稻纹枯病菌

7��转化的共培养基ｐＨ值（５．６～５．８）在ＶｉｒＡ蛋白表

达活性的范围内（ｐＨ５．３～５．８）。

7��在立枯丝核菌（Ｒ．ｓｏｌａｎｉ）其他融合群的转化

方面，Ｒｏｂｉｎｓｏｎ等 7��［１７］ 7��利用ＰＥＧ诱导整合技术，先

后利用从构巢曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｄｕｌａｎｓ）获得的

质粒ｐＥＳ２００和寄生隐球丛赤壳（Ｃｒｙｐｈｏｎｅｃｔｒｉａ

ｐａｒａｓｉｔｉｃａ，即板栗疫病菌）获得的质粒ｐＡＸＨＹ２

对Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ-３融合群进行了转化，并得到了一

些突变体，但这些突变体生长到一定大小的菌落后

均停止生长，Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交结果证明插入的是不完

整的载体，未产生快速生长基因。他们认为 Ｒ．ｓｏ-

7��１２６ 7��杨迎青等：根癌农杆菌介导的水稻纹枯病菌转化系统的建立
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ｌａｎｉ的转化同其他一些担子菌一样，存在瞬时转化

（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ）现象。Ｗｕ 等 7��［１６］ 7��利用

ＡＴＭＴ方法尝试了Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ-３、ＡＧ-４和ＡＧ-６

7��等３个融合群的转化，仅ＡＧ-６融合群的转化获得

了生长正常的５个转化子，而对ＡＧ-３和ＡＧ-４融合

7��群的转化未取得成功。对于水稻纹枯病菌（Ｒ．ｓｏ-

ｌａｎｉＡＧ-１-ⅠＡ）这个融合群的菌株则尚未见到转化

成功的报道。本研究建立的转化系统，为水稻纹枯

病菌的致病机制和相关基因的克隆与功能分析研究

奠定了基础，有利于水稻纹枯病致病相关基因的进

一步深入研究。
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