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摇 摇 摘要:摇 为阐明大丽轮枝菌微菌核形成发育的分子机理,利用农杆菌介导的遗传转化方法,建立了包含 2 000
个转化子的大丽轮枝菌菌核型菌株 V08DF1 的 T鄄DNA 插入突变体库,并在查氏、查氏鄄根或 PDA 培养基上培养,观
察各转化子的菌落形态。 从中筛选出 130 个菌落特征与野生型菌株 V08DF1 有明显差异的突变体菌株,其中 14 个

突变体菌株为微菌核发育受阻。 对这 14 个微菌核发育异常的突变体菌株进行 T鄄DNA 插入的 PCR 验证,均能扩增

到潮霉素抗性基因,Southern 杂交显示其中 7 个为单拷贝插入,5 个为双拷贝插入,2 个为三拷贝插入,表明 T鄄DNA
已经成功整合到这些突变株的基因组 DNA 中。
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Construction of T鄄DNA inserted transformation library of sclerotium type
Verticillium dahliae strain and screening of mutants with abnormal micro鄄
sclerotia development
LIANG Man1,2,摇 DENG Sheng2,摇 ZHANG Xin2,摇 LIN Ling2

(1. College of Life Science, Nanjing Normal University, Nanjing 210046, China; 2. Institute of Plant Protection, Jiangsu Academy of Agricultural Sci鄄
ences, Nanjing 210014, China)

摇 摇 Abstract: 摇 To illustrate the molecular mechanism underlying microsclerotial development in Verticillium dahliae,
agrobacterium tumefaciens鄄mediated transformation (ATMT) was applied for insertional mutagenesis of V. dahliae conidia.
A T鄄DNA insertion mutant library of a sclerotium鄄type strain V08DF1 including 2 000 transformants were constructed. All
of the 2 000 transformants cultured on two kinds of medium plates (Czapek鄄Dox medium plate and Czapek鄄Dox plus cotton
root extract medium plate, or Czapek鄄Dox medium plate and PDA medium plate) were observed for colony morphology. 130
mutants with significant difference in colony morphology from V08DF1 were selected, among which 14 showed abnormal mi鄄
crosclerotia development. Southern blot analysis indicated that T鄄DNAs were inserted randomly into the V. dahliae genome

and that seven mutants out of baove 14 were single鄄copy T鄄
DNA insertion, five were two鄄copy T鄄DNA insertion, and
two were three鄄copy T鄄DNA insertion.

Key words: 摇 Agrobacterium鄄mediated transforma鄄
tion; Verticillium dahliae; mutant library; microsclerotia

摇 摇 大丽轮枝菌(Verticillium dahliae)引起的棉花黄

萎病已成为中国棉花生产上的第一大病害,是棉花

可持续生产的主要障碍之一。 微菌核是病原菌在土
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壤中的主要存活结构和病害的初侵染来源,也是病

害防治的直接靶标[1鄄2]。 因此,明确微菌核形成和发

育的机制对于深入研究棉花黄萎病的流行规律和制

定防治措施具有重要意义。 前人对于大丽轮枝菌微

菌核的研究主要集中于微菌核的形态、大小、分布,
微菌核的分离培养技术以及影响微菌核萌发与存活

的因素等[2鄄4]。 但是,对于调控大丽轮枝菌微菌核发

育的内在分子机理研究的很少。
农杆菌介导的遗传转化(Agrobacterium tumefa鄄

ciens鄄mediated transformation,ATMT)技术已成为研

究真菌基因功能的有效工具之一,通过 ATMT 方法

将 T鄄DNA 随机插入至真菌基因组中构建突变体库,
并根据突变体的表型筛选获得相关功能基因,已成

功运用于多种植物病原真菌的功能基因研究[5鄄7]。
江苏省农业科学院植物保护研究所土传种传病害实

验室同样用 ATMT 方法,将自己构建的双向 GFP 启

动子诱捕载体 1300鄄bisGFP鄄hyg 转入大丽轮枝菌菌

丝型强致病力菌株 V07DF2 中,构建了包含 6 000 个

转化子的 T鄄DNA 插入突变体库。 从其中 60 个转化

子中筛选出 6 个丧失致病力和 11 个致病力显著降

低的突变体菌株,并对其中 1 个致病力显著降低的

突变体菌株 24C9 进行了深入的分析,该菌株为单

拷贝 T鄄DNA 插 入, 插 入 位 点 为 VdUGPU 基 因

(VDAG_03025)的启动子区域[8]。 但是从该突变体

库中的1 000个转化子中仅筛选获得 1 株微菌核发

育异常的突变体菌株 43F11,该突变株为双拷贝 T鄄
DNA 插入,在查氏鄄根培养基上培养一个月后能够

产少量黑色微菌核,但在查氏平板上生长与野生型

V07DF2 一致,不产生微菌核。 为了获得更多的微

菌核发育异常的突变体菌株,就需要进一步扩建大

丽轮枝菌 T鄄DNA 插入突变体库。
由于大丽轮枝菌的菌落形态变异很大,根据

在 PDA 培养基上生长时形成微菌核的多少可将大

丽轮枝菌分为不产微菌核的菌丝型、产生少量黑

色微菌核的中间型和产生大量黑色微菌核的菌核

型这 3 种培养类型[9] 。 为此,我们用同样的方法,
将双向 GFP 启动子诱捕载体 1300鄄bisGFP鄄hyg 转

入菌核型菌株 V08DF1 中,并同时用 1300鄄HYG鄄
sGFP 荧光标记载体转化 V08DF1,构建大丽轮枝

菌菌核型菌株 V08DF1 的突变体库,试图从菌丝型

菌株 V07DF2 库中筛选出能够产生微菌核的突变

体菌株,并从菌核型菌株 V08DF1 库中找出微菌核

发育受阻的突变体菌株,为进一步克隆微菌核发

育相关的基因及揭示微菌核形成和发育的机制奠

定基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 试验材料

1. 1. 1 摇 菌株和质粒 摇 大丽轮枝菌菌核型菌株

V08DF1,分离自江苏棉花黄萎病病株,保存于江苏

省农业科学院植物保护研究所。 农杆菌菌株 AGL鄄1
由江苏省农业科学院农业生物技术研究所张保龙研

究员惠赠。 1300鄄bisGFP鄄hyg 双向 GFP 启动子诱捕

载体[8]和 1300鄄HYG鄄sGFP 荧光标记载体[10] 由江苏

省农业科学院植物保护研究所保存。
1. 1. 2摇 试剂摇 潮霉素(Hygromycin,hyg)B 和 South鄄
ern 杂交试剂盒来源于 Roche 公司。 PCR 体系

(TransTaq DNA Polymerase High Fidelity)购于北京

全式金生物技术有限公司。 其他常规试剂及抗生素

均为国产分析纯。
1. 2摇 方法

1. 2. 1 摇 大丽轮枝菌菌株 V08DF1 对潮霉素的耐受

性检测摇 采用 PDA 平板培养,设置潮霉素质量浓度

梯度为 0 滋g / ml、25 滋g / ml、50 滋g / ml、100 滋g / ml、
150 滋g / ml、200 滋g / ml,每个梯度 3 次重复,接种大

丽轮枝菌菌株 V08DF1,置于 25 益 恒温条件下,黑
暗培养 14 d,观察菌落生长情况。
1. 2. 2摇 农杆菌介导的遗传转化和转化子的保存摇
农杆菌介导的大丽轮枝菌的转化参见已报道的方

法[8],大丽轮枝菌菌株 V08DF1 分别用 1300鄄bisG鄄
FP鄄hyg 双向 GFP 启动子诱捕载体和 1300鄄HYG鄄sG鄄
FP 荧光标记载体进行转化。 挑取在硝酸纤维素膜

上长出的转化子,转接至装有含 50 滋g / ml潮霉素 B、
200 滋g / ml头孢噻肟和 200 滋g / ml羧苄青霉素的 PDA
的 96 孔平板上,然后对阳性转化子进行单孢分离,
-70 益保存在含 25%甘油的 PDA 液体培养基中,即
获得了大丽轮枝菌菌株 V08DF1 的 T鄄DNA 插入转

化子。
1. 2. 3摇 微菌核发育异常突变体菌株的筛选摇 对采

用 1300鄄bisGFP鄄hyg 双向 GFP 启动子诱捕载体构建

的 1 000 个转化子用由查氏和查氏鄄根培养基进行

筛选。 查氏鄄根培养基是在传统查氏培养基的基础

上加入棉花根物质,具体制备步骤参照 Deng 等[8]

的方法进行,通过启动子捕获模块找到参与微菌核
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发育相关的基因。 对采用 1300鄄HYG鄄sGFP 荧光标

记载体构建的1 000个转化子由查氏与 PDA 培养基

进行筛选,分别吸取 5 滋l -70 益保存的转化子,滴
在查氏、查氏鄄根或 PDA 固体培养基的中央,25 益黑

暗培养 30 d,每隔 7 d 观察各转化子的菌落形态,比
较其菌落直径、菌丝形态、气生菌丝多少、是否产生

色素、是否产生微菌核等培养特性,比较其生物学特

性与野生型菌株的差异。 从中筛选出产微菌核能力

与野生型菌株明显不同的突变体菌株,即找出微菌

核发育受阻,不产微菌核的突变体菌株。
1. 2. 4摇 微菌核发育异常突变体菌株 T鄄DNA 插入的

PCR 验证摇 微菌核发育异常的突变体菌株在 PDA
液体培养基中,25 益、150 r / min,培养 7 d 后,取新

鲜菌丝提取基因组 DNA。 根据转化载体中 T鄄DNA
片段上的潮霉素抗性基因设计特异性引物[11],
HYG 检测上游引物: 5忆鄄GACAGCGTCTCCGACCT鄄
GATGC鄄3忆, HYG 检 测 下 游 引 物: 5忆鄄TGGGGCGTC
GGTTTCCACTATC鄄3忆, 由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。 PCR 反应体系为 25 滋l: H2 O
16郾 25 滋l、 DNA 2郾 00 滋l、 HYG鄄S 1郾 00 滋l、 HYG鄄A
1郾 00 滋l、Buffe玉(含 Mg2+ ) 2郾 50 滋l、 dNTP Mixture
2郾 00 滋l、Taq DNA Polymerse 0郾 25 滋l;反应条件为 95
益预变性 5 min;95 益变性 1 min,58 益退火 45 s,72
益延伸 1 min,共 35 个循环,最后 72 益延伸 5 min。
用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 扩增结果。
1. 2. 5摇 微菌核发育异常突变体菌株 T鄄DNA 插入拷

贝数的验证 摇 使用 Roche 公司的 DIG High Prime
DNA Labeling and Detection Starter Kit玉试剂盒分析

T鄄DNA 插入的拷贝数。 各步骤均按照试剂盒说明

书进行,首先,用 HYG 检测引物扩增 943 bp 潮霉素

抗性基因片段用于合成杂交探针,接下来将微菌核

发育异常突变体的 gDNA(约 25 滋g)分别用 BstX I、
Hind 芋 37 益过夜完全酶切,并将酶切产物用 1%的

琼脂糖凝胶电泳,然后用毛细管转移法将核酸转移

并固定于尼龙膜上,最后,在尼龙膜上进行杂交与显

色。

2摇 结 果

2. 1摇 大丽轮枝菌菌核型菌株 V08DF1 突变体库的

构建

摇 摇 在开始进行 ATMT 转化大丽轮枝菌菌核型菌株

V08DF1 试验之前,先检测菌株 V08DF1 对潮霉素 B

的耐受性。 结果显示,于 25 益,在 PDA 培养基上黑

暗培养 14 d 后,潮霉素 B 质量浓度梯度为 50 滋g / ml
时,即可抑制 V08DF1 的生长,其对潮霉素 B 耐受性

的检测结果与 V07DF2 一致。
采用农杆菌介导的遗传转化对大丽轮枝菌菌核

型菌株 V08DF1 进行转化,转化率为 1. 60伊10-4。 对

转化子进行单孢分离保存,建立了大丽轮枝菌菌核型

菌株 V08DF1 的突变体库,共保存2 000个转化子,其
中包括用 1300鄄bisGFP鄄hyg 双向 GFP 启动子诱捕载体

转化获得的1 000个转化子,以及用 1300鄄HYG鄄sGFP
荧光标记载体转化获得的1 000个转化子。
2. 2摇 转化子菌落形态的观察及微菌核发育异常突

变体菌株的筛选

摇 摇 对1 000个用 1300鄄bisGFP鄄hyg 双向 GFP 启动子

诱捕载体进行转化的转化子采用查氏和查氏鄄根培养

基进行培养 14 d 后,观察各转化子的菌落特征,结果

显示,41 个突变体菌株的菌落特征与野生型菌株

V08DF1 有明显差异,包括 11 个菌落直径明显变小的

突变体菌株,12 个菌落中菌丝稀疏的突变体菌株,12
个没有气生菌丝的突变体菌株,1 个产红色素的突变

体菌株和5 个微菌核发育异常的突变体菌株。 在这5
个微菌核发育异常的突变体菌株中,突变体菌株 5G4
在查氏和查氏鄄根培养基上培养 14 d 后,均不产生微

菌核,而其余 4 个微菌核发育异常突变体菌株 9G4、
10E1、11A6、11B7 只在查氏平板上不产生微菌核,而
在查氏鄄根培养基仍然能够产生少量微菌核(图 1)。
摇 摇 对1 000个用 1300鄄HYG鄄sGFP 荧光标记载体进行

转化的转化子采用 PDA 和查氏培养基进行筛选,培
养14 d 后发现89 个突变体菌株的菌落特征与野生型

菌株 V08DF1 有明显差异,部分菌落形态异常突变体

菌株表型如图 2 所示,包括 19 个菌落直径明显变小

的突变体菌株,25 个菌落中菌丝稀疏的突变体菌株,
27 个没有气生菌丝的突变体菌株,4 个产红色素的突

变体菌株,5 个菌丝颜色微黄的突变体菌株和 9 个微

菌核发育异常的突变体菌株。 在这 9 个微菌核发育

异常的突变体菌株中,2H3 和12I3 这2 个突变体菌株

在 PDA 和查氏平板上培养 14 d 都不产生微菌核,其
余 7 个微菌核发育异常突变体菌株 1C2、6I7、7E6、
10B5、11C3、11G3、12C8 只在查氏平板上不产生微菌

核,而在 PDA 平板上与野生型 V08DF1 一致,产生大

量黑色微菌核,部分微菌核异常的突变体菌株表型如

图 3 所示。
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每张照片左边平板为查氏鄄根培养基,右边平板为查氏培养基。 A:突变体菌株 5G4;B:突变体菌株 9G4;C:突变体菌株 10E1;D:突变体菌株

11A6;E:突变体菌株 11B7;F:野生型菌株 V08DF1。
图 1摇 用查氏和查氏鄄根培养基筛选 V08DF1 库中微菌核发育异常的突变体菌株

Fig. 1摇 The mutants with abnormal microsclerotia development screened from V08DF1 library on Czapek鄄Dox medium and Czapek鄄Dox
plus cotton root extract medium

每张照片左边平板为 PDA 培养基,右边平板为查氏培养基。 A:突变体菌株 4C3;B:突变体菌株 3C5;C:突变体菌株 3F2;D:突变体菌株

9H4;E:突变体菌株 11C7;F:野生型菌株 V08DF1。
图 2摇 V08DF1 库中菌落形态异常的突变体菌株

Fig. 2摇 The mirphological mutants in V08DF1 library

每张照片左边平板为 PDA 培养基,右边平板为查氏培养基。 A:突变体菌株 1C2;B:突变体菌株 11C3;C:突变体野生型菌株 V08DF1;D:突
变体菌株 2H3;E:突变体菌株 12I3;F:突变体菌株 6I7。
图 3摇 用查氏和 PDA 培养基筛选 V08DF1 库中微菌核发育异常的突变体菌株

Fig. 3摇 The mutants with abnormal microsclerotia development screened from V08DF1 library on PDA medium and Czapek鄄Dox medium
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2. 3摇 微菌核发育异常突变体菌株 T鄄DNA 插入的

PCR 验证

摇 摇 对筛选出的 14 个微菌核发育受阻,不产生

微菌核的突变体菌株 1C2、2H3、5G4、6I7、7E6、
9G4、 10B5、 10E1、 11A6、 11B7、 11C3、 11G3、
12C8、12I3 进行 T鄄DNA 插入的 PCR 验证。 以这

些突变体菌株的基因组 DNA 为模板,均能 PCR
扩增出 943 bp 的潮霉素抗性基因(图 4) 。 由此

断定,T鄄DNA 已经整合到基因组 DNA 中,成功实

现了转化。

M:DNA 分子量标准;1 ~ 14:微菌核发育异常突变体菌株 1C2、
2H3、5G4、6I7、7E6、9G4、10B5、10E1、11A6、11B7、11C3、11G3、
12C8、12I3。
图 4摇 PCR 检测微菌核发育异常突变体菌株的潮霉素抗性基因

Fig. 4 摇 Detection of hygromycin B resistance gene in the mu鄄
tants with abnormal microsclerotia development by
PCR amplification

2. 4摇 微菌核发育异常突变体 T鄄DNA 插入拷贝数

的验证

摇 摇 通过 Southern 杂交对筛选出的 14 个微菌核发

育异常的突变体菌株进行 T鄄DNA 插入拷贝数的验

证。 结果显示,7 个微菌核发育异常的突变体菌株

为单拷贝,分别为 1C2、2H3、6I7、10B5、10E1、12C8、
12I3;5 个为双拷贝,分别为 5G4、7E6、9G4、11C3、
11G3 ;2 个为三拷贝,分别为 11A6、11B7。 单拷贝

插入的微菌核异常突变体菌株的 Southern 杂交结果

如图 5 所示。

3摇 讨 论

最近几年来,随着大丽轮枝菌基因组序列的测

定和基因表达信息的丰富,系统插入突变技术、基因

敲除技术的应用,极大推动了大丽轮枝菌微菌核形

成发育分子机制的研究,但总体仍处于起步阶段。
目前,已报道的与微菌核发育相关的基因只有为数

不多的几个,并且大多与致病性相关。 通过基因敲

除验证,发现参与大丽轮枝菌微菌核发育并且与致

M:DNA 分子量标准。 1 ~ 2、3 ~ 4、5 ~ 6、7 ~ 8、9 ~ 10、11 ~ 12、
13 ~ 14:微菌核发育异常突变体菌株 6I7、10B5、10E1、12C8、
12I3、1C2 和 2H3 基因组分别用 BstX I、Hind 芋酶切后产生的条

带。
图 5摇 微菌核发育异常突变体菌株的 Southern 杂交分析

Fig. 5 摇 Southern鄄blot analysis of T鄄DNA insertion in the mu鄄
tants with abnormal microsclerotia development

病性相关的基因有 7 个,分别为 VMK1(编码促分裂

素原活化蛋白激酶) [12]、VdPKAC1(编码 cAMP 依赖

性蛋白激酶 A 的催化亚基) [11,13]、VdGARP1(编码 1
个富含谷氨酸的蛋白质) [14]、VdSNF1(编码蔗糖非

发酵蛋白质激酶) [15]、VGB(编码 G 蛋白质的 茁 亚

基) [16]、 Vta2 (编码粘附的转录激活因子) [17] 和

VdMsb(编码 1 种跨膜粘蛋白质) [18]。 另外还有 1 个

基因 VMK1(编码 1 种真菌疏水蛋白质)参与了大丽

轮枝 菌 微 菌 核 的 形 成, 但 不 是 致 病 必 需 的 因

子[19鄄20]。 目前已经发现的这些基因仅仅揭开了大

丽轮枝菌微菌核发育机制的冰山一角,外界环境和

内在因子引发大丽轮枝菌微菌核发育的途径、靶标

位点以及作用方式都还需要进一步揭示。
正向遗传学途径研究基因功能的方法是在获得

功能丧失突变体的基础上分离和鉴定控制该表型的

基因。 我们通过 ATMT 方法将 T鄄DNA 随机插入至

大丽轮枝菌基因组中,建立了大丽轮枝菌菌核型菌

株 V08DF1 的 T鄄DNA 插入突变体库,从 2 000 个转

化子中筛选出 14 个微菌核发育异常的突变体菌株,
表明这些突变体菌株中与微菌核形成发育相关的基

因,被 T鄄DNA 的插入破坏了。 进一步通过 Southern
杂交,筛选出 7 个单拷贝插入的突变体菌株 1C2、
2H3、6I7、10B5、10E1、12C8 和 12I3,表明这 7 个被

T鄄DNA 插入破坏的基因是大丽轮枝菌微菌核形成

发育过程中的关键基因,这些突变体菌株是研究大

丽轮枝菌微菌核形成发育机制的好材料。
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