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　 　 摘要:　 为建立梨炭疽病菌的原生质体遗传转化体系ꎬ以梨炭疽病菌菌株 ＩＩ￣１７ 为供试菌株ꎬ研究了菌龄、酶解

液组合及酶解时间等对梨炭疽病菌原生质体制备的影响ꎮ 结果表明ꎬ制备梨炭疽病菌原生质体的适宜条件为:ＣＭ
液体培养基培养分生孢子 ２４ ｈ 后ꎬ再转接到新的 ＣＭ 液体培养基中培养 ２４ ｈꎬ获得新鲜的菌丝ꎻ最适酶解液组合为

９􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ裂解酶＋１􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ崩溃酶＋１􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ蜗牛酶ꎻ酶解时间为 ２􀆰 ５ ~ ３􀆰 ０ ｈ 时酶解效率最高ꎮ 对获得的转化

子进行 ＰＣＲ 鉴定和荧光观察ꎬ结果表明ꎬＧＦＰ 标记基因已成功整合到梨炭疽病菌的基因组中ꎬ转化子发出强烈的

绿色荧光且遗传性稳定ꎮ 致病性测定结果表明ꎬ转化子致病性与野生型菌株无明显差别ꎬ成功获得了梨炭疽病菌

的 ＧＦＰ 标记菌株ꎮ
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ＩＩ￣１７ ｏｆ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｍａｔｅｒｉａｌ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅꎬ ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘｔｕｒｅｓ ａｎｄ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｙｃｅｌｉａ ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ＣＭ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ２４ ｈꎬ ａｎｄ
ｔｈｅｎ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｔｏ ｎｅｗ ＣＭ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ２４ ｈꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｗａｓ
９􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ ｌｙｓｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅꎬ １􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ ｄｒｉｓｅｌａｓｅ ａｎｄ １􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ ｓｎａｉｌａｓｅ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ ｒａｎｇｅｄ
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　 　 梨炭疽病是梨树上的一种重要真菌病害ꎬ给
中国农业生产造成严重的经济损失ꎮ 梨炭疽病又

称苦腐病、晚腐病ꎬ主要为害果实ꎬ也能侵染枝干

和叶片等ꎮ 自 ２００３ 年以来ꎬ梨炭疽病在中国黄河

５９２



故道梨产区都有不同程度的发生ꎬ尤其对砀山酥

梨危害明显ꎮ ２００８ 年砀山地区暴发梨炭疽病ꎬ病
果率达到 ７０％以上ꎬ直接经济损失超过 ７×１０８元ꎬ
果农损失惨重[１－２] ꎮ

梨炭疽病是由胶孢炭疽病菌 ( Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ)引起的一种真菌病害ꎬ其有性世代为

围小丛壳(Ｇｌｏｍｅｒｅｌｌａ ｃｉｎｇｕｌａｔａ) [３] ꎮ 该病害一般以

菌丝体和分生孢子在病组织上越冬ꎬ分生孢子可以

通过风雨或者昆虫传播ꎬ当温湿度条件适宜时ꎬ分生

孢子萌发直接或者经皮孔、伤口等侵入寄主果实或

者叶片ꎬ最终导致植物发病[４]ꎮ 由于炭疽病菌种类

繁多ꎬ同属不同种炭疽病菌在生物学特性、遗传多态

性及致病机理等方面存在较大差异ꎮ 目前ꎬ国内对

梨炭疽病菌的研究多集中在病原菌鉴定[５￣６]、生物学

特性[７]、药剂筛选[８￣９]等方面ꎬ至今鲜有对梨胶孢炭

疽病菌致病机理的报道ꎬ这在一定程度上限制了对

其侵染和致病机制的深入认识ꎮ
遗传转化是研究其生长发育与致病过程分子机

制的基本工具ꎮ 目前已有多种遗传转化技术在植物

炭疽病菌研究中得到应用ꎬ包括 ＣａＣｌ２ / ＰＥＧ 介导的

原生质体转化法[１０－１１]、根癌农杆菌介导方法(ＡＴ￣
ＭＴ) [１２￣１３]、电穿孔转化法[１４] 等ꎮ 其中ꎬＣａＣｌ２ / ＰＥＧ
介导的原生质体转化法是一种传统的遗传转化方

法ꎮ 在植物病原炭疽病菌中ꎬ原生质体的数量和质

量在炭疽病菌原生质体的转化过程中至关重要ꎬ直
接影响转化效率[１４￣１５]ꎮ 首先ꎬ原生质体的数量和质

量与菌龄、酶解液的组分及酶解时间等因素密切相

关ꎬ其次ꎬ转化质粒与所用载体(包括启动子、报告

基因和所含的抗性标记等)密切相关ꎮ 因此ꎬ建立

一套高效、稳定的梨胶孢炭疽病菌遗传转化体系ꎬ对
梨胶孢炭疽病菌进行以分子生物学为手段的功能基

因组学研究ꎬ有助于更好地了解寄主￣病原物互作的

分子机制ꎮ
本研究探索梨胶孢炭疽病菌原生质体遗传转化

的条件ꎬ拟构建该病原菌的遗传转化体系ꎬ并获得带

有绿色荧光标记的转化子ꎬ为下一步研究梨炭疽病

菌的基因功能以及追踪梨炭疽病菌的侵染与定殖过

程奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

１.１.１　 菌株及质粒　 梨炭疽病菌菌株 ＩＩ￣１７ 分离自

江苏省丰县大沙河砀山酥梨果园的病叶、病果ꎬ经单

孢分离后保存ꎮ 含博莱霉素抗性的质粒 ｐＹＦ１１ 由

南京农业大学真菌实验室馈赠ꎬ经改造后备用ꎮ
１.１.２ 培养基　 ＰＳＡ 培养基:取马铃薯 ２００ ｇ 洗净去

皮后切成小块ꎬ加水煮烂ꎬ用四层纱布过滤ꎬ向滤液

中加入 ２０ ｇ 蔗糖ꎬ补 ｄｄＨ２Ｏ 至 １ Ｌꎬ加入琼脂粉 １５
ｇꎬ１２１ ℃高压蒸汽灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ

ＣＭ 培养基(Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｅｄｉｕｍ):２０×Ｎｉｔｒａｔｅ ｓａｌｔｓ
２０ ｍｌꎬＶｉｔａｍｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ １ ｍｌꎬＴｒａｃｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ １ ｍｌꎬＤ￣
Ｇｌｕｃｏｓｅ １０ ｇꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 定容至１ ０００ ｍｌꎮ 其中ꎬ２０×
Ｎｉｔｒａｔｅ ｓａｌｔｓ 配方为: ＮａＮＯ３ １２０􀆰 ０ ｇꎬ ＫＣｌ １０􀆰 ４ ｇꎬ
ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ １０􀆰 ４ ｇꎬＫＨ２ＰＯ４ ３０􀆰 ４ ｇꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 定

容至１ ０００ ｍｌꎻＶｉｔａｍｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ 配方为:Ｂｉｏｔｉｎ ０􀆰 ０１
ｇꎬＰｙｒｉｄｏｘｉｎ ０􀆰 ０１ ｇꎬＴｈｉａｍｉｎｅ ０􀆰 ０１ ｇꎬＲｉｂｏｆｌａｖｉｎ ０􀆰 ０１
ｇꎬＰＡＢＡ ０􀆰 ０１ ｇꎬＮｉｃｏｔｎｉｃ ａｃｉｄ ０􀆰 ０１ ｇꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 定容

至１ ０００ ｍｌꎮ
ＴＢ３ 培养基:酵母提取物(Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ)３􀆰 ０ ｇꎬ

酸水解酪蛋白 ( Ｃａｓａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ) ３􀆰 ０ ｇꎬ蔗糖 ( Ｓｕ￣
ｃｒｏｓｅ)２００􀆰 ０ ｇꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 定容至 １ ０００ ｍｌꎮ
１.１. ３ 　 试剂 　 裂解酶 　 ( Ｌｙｓｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ)、崩溃酶

(Ｄｒｉｓｅｌａｓｅ) 和聚乙二醇 ( ＰＥＧ) 购自美国 Ｓｉｇｍａ￣
ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎬ蜗牛酶(Ｓｎａｉｌａｓｅ)购自索莱宝 Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司ꎻ博莱霉素(Ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ)购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ

ＳＴＣ 缓冲液: 蔗糖 ５０ ｇꎬ ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ
(ｐＨ＝ ８􀆰 ０)２５ ｍｌꎬＣａＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ １􀆰 ８３８ ｇꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ
定容至 ２５０ ｍｌꎮ

ＰＴＣ 缓冲液:称量 ＰＥＧ４０００ ６０ ｇꎬ溶解于 ＳＴＣ
缓冲液中ꎬ定容至 １００ ｍｌꎬ６５ ℃水浴锅加热完全溶

解后ꎬ用 ０􀆰 ２２ μｍ 细菌过滤器过滤除菌ꎮ
酶解液配制:称取细胞壁破壁酶后ꎬ用 ０􀆰 ７

ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶解完全后定容至 ５ ｍｌꎬ用 ０􀆰 ２２ μｍ 细

菌过滤器过滤除菌ꎮ
１.１.４　 引物　 根据 ＧＦＰ 基因编码区的序列ꎬ设计 １
对 特 异 性 引 物 ( ＧＦＰＦ: ５′￣ＡＡＣＧＧＣＣＡＣＡＡＧＴ￣
ＴＣＡＧＣＧＴＧＴ￣３′ꎻ ＧＦＰＲ: ５′￣ＡＴＧＴＧＡＴＣＧＣＧＣＴ￣
ＴＣＴＣＧＴＴ￣３′)ꎬ引物由上海英俊公司合成ꎮ
１.２　 梨炭疽病菌对博莱霉素的敏感性测定

将梨胶孢炭疽病菌菌株 ＩＩ￣１７ 接种在 ＰＳＡ 培养

基培养 ５ ｄ 后ꎬ沿菌落边缘用直径为 ５ ｍｍ 的打孔器

打取菌丝块ꎬ转接到博莱霉素浓度分别为 ０ μｇ / ｍｌ、
１００ μｇ / ｍｌ、２００ μｇ / ｍｌ、３００ μｇ / ｍｌ、３５０ μｇ / ｍｌ和 ４００
μｇ / ｍｌ的 ＰＳＡ 培养基上ꎬ置于 ２６ ℃培养箱中生长 ７
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ｄꎬ观察生长情况并测量菌落大小ꎬ试验设 ３ 次重复ꎮ
１.３　 梨炭疽病菌的遗传转化

１.３.１　 原生质体的制备　 将 ０􀆰 ２５ ｇ 菌丝置于盛有 ５
ｍｌ 酶解液的 １０ ｍｌ 离心管中酶解ꎬ离心管平放ꎬ３０
℃ꎬ６０ ｒ / ｍｉｎ 振荡酶解 ２ ｈꎬ用双层 Ｍｉｒａｃｌｏｔｈ(Ｃａｌｂｉｏ￣
ｃｈｅｍꎬＵＳＡ)过滤收集原生质体于离心管中ꎬ冷冻离

心机３ ０００ ｒ / ｍｉｎ、４ ℃下离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ加 １
ｍｌ ＳＴＣ 悬浮ꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ、４ ℃离心 ５ ｍｉｎꎬ收集原生

质体ꎬ去上清液ꎬ加入 ＳＴＣ 悬浮原生质体ꎬ光学显微

镜下镜检原生质体ꎮ 用 ＳＴＣ 缓冲液调节原生质体

终浓度达到每 １ ｍｌ １０８个ꎬ然后将原生质体分装为

每管 ２００ μｌꎬ备用ꎮ
１.３.２　 不同试验设置对原生质体的影响 　 菌龄:
(１)切取胶孢炭疽病菌菌丝块于 ＣＭ 液体中 ２６ ℃
摇动培养 ２ ｄꎬ１５０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 ２４ ｈꎬ观察菌丝

生长情况ꎻ(２)待菌丝长满平皿后ꎬ用接种环划伤

菌丝ꎬ继续培养 １ 周后收集孢子ꎬ然后将其转接到

ＣＭ 液体培养基中ꎬ２６ ℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 ４８
ｈꎬ收集菌丝ꎻ方法同(２)收集孢子培养 ２４ ｈꎬ至新

鲜菌丝产生ꎬ然后将摇动培养的菌丝转接到新的

ＣＭ 液体培养基中 ２６ ℃ 振荡培养ꎬ２４ ｈ 后过滤收

集菌丝ꎮ
细胞壁酶:不同酶组合如下:(１) ９􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ裂

解酶ꎻ(２)９􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ裂解酶＋１􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ蜗牛酶ꎻ(３)
２􀆰 ５ ｍｇ / ｍｌ 崩溃酶ꎻ ( ４) ９􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ 裂解酶 ＋ １􀆰 ０
ｍｇ / ｍｌ崩溃酶ꎻ(５)１􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ崩溃酶＋１􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ蜗
牛酶ꎻ(６)９􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ裂解酶＋１􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ崩溃酶＋１􀆰 ０
ｍｇ / ｍｌ蜗牛酶

酶解时间:将新鲜菌丝体在细胞壁酶的作用下ꎬ
３０ ℃酶解 ４􀆰 ０ ｈꎬ每隔 ０􀆰 ５ ｈ 观察原生质体的生成情

况ꎮ
１.３.３　 遗传转化 　 将 ２ μｇ ｐＹＦ１１ 质粒 ＤＮＡ 加于

２００ μｌ 梨胶孢炭疽病菌的原生质体中ꎬ轻轻混匀ꎬ室
温静置 ２５ ｍｉｎꎬ分 ２~３ 次加 １ ｍｌ ＰＴＣ 缓冲液ꎬ轻轻

混匀ꎬ室温静置 ２５ ｍｉｎꎬ将梨胶孢炭疽病菌原生质体

加到 １０ ｍｌ 含 ２００ μｇ / ｍｌ博莱霉素的 ＴＢ３ 固体培养

基中ꎬ轻轻混匀后倒入培养皿中ꎬ然后置于 ２６ ℃ꎬ黑
暗培养 ２４ ｈꎬ往培养皿中再倒入 １０ ｍｌ 含 ４００ μｇ / ｍｌ
博莱霉素的 ＴＢ３ 固体培养基ꎬ２６ ℃下黑暗培养 ７ ~
１０ ｄ 至长出转化子ꎬ挑取转化子到含有 ４００ μｇ / ｍｌ
博莱霉素的 ＰＳＡ 平板上ꎬ２６ ℃黑暗培养ꎬ再连续培

养 ３ 代ꎬ筛选获得性状稳定的转化子ꎮ

１.３.４　 转化子的 ＰＣＲ 鉴定　 从 ＰＳＡ 培养基上生长

５ ｄ 的菌落边缘刮取菌丝ꎬ以 ＣＴＡＢ 法快速提取野生

型和转化子的基因组 ＤＮＡ 作为模板ꎬ分别用 ＧＦＰ
特异性引物 ＧＦＰＦ:５′￣ＡＡＣＧＧＣＣＡＣＡＡＧＴＴＣＡＧＣＧＴ￣
ＧＴ￣３′和 ＧＦＰＲ:５′￣ＡＴＧＴＧＡＴＣＧＣＧＣＴＴＣＴＣＧＴＴ￣３′进
行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 反应体系为:模板 ０􀆰 ５０ μｌꎬ１０×
Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ ( 含 Ｍｇ２＋ ) ２􀆰 ５０ μｌꎬ 上 下 游 引 物 ( ２０
μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ２５ μｌꎬ２􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ２􀆰 ５０ μｌꎬ
Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０􀆰 ２５ μｌꎬ补 ｄｄＨ２Ｏ 至 ２５􀆰 ００ μｌꎮ
ＰＣＲ 反应程序为:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０
ｓꎬ５６ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ３２ 个循环ꎻ７２ ℃
延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保温ꎮ ＰＣＲ 扩增后产物经过 １％琼

脂糖凝胶电泳检测ꎮ
１.４　 转化子的 ＧＦＰ 荧光观察

将 ＰＣＲ 检测到的 ＧＦＰ 片段的转化子菌丝和孢

子分别制成临时玻片ꎬ用 Ｎｉｋｏｎ 荧光显微镜观察ꎬ转
化成功的转化子发出强的绿色荧光ꎮ
１.５　 致病性测定

参照刘邮洲等[７]的方法ꎬ将野生型菌株和转化

子接在 ＰＳＡ 平板上培养 ５ ｄ 后ꎬ从菌落边缘用打孔

器(直径为 ７ ｍｍ)打孔ꎬ将菌丝块接种到砀山酥梨

表面刺伤的部位(赤道处)ꎬ２６ ℃培养 ５ ｄꎬ观察发病

情况ꎬ试验设 ３ 次重复ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 梨胶孢炭疽病菌对博莱霉素的抗性

将培养 ５ ｄ 的梨胶孢炭疽病菌菌株 ＩＩ￣１７ 接种

于含不同博莱霉素浓度(０ μｇ / ｍｌ、１００ μｇ / ｍｌ、２００
μｇ / ｍｌ、３００ μｇ / ｍｌ、３５０ μｇ / ｍｌ和 ４００ μｇ / ｍｌ)的 ＰＳＡ
培养基上ꎬ置于 ２６ ℃培养 ７ ｄꎬ菌落平均直径分别为

５􀆰 ３３ ｃｍ、３􀆰 ４７ ｃｍ、２􀆰 ６３ ｃｍ、１􀆰 ９７ ｃｍ、１􀆰 １３ ｃｍ 和

０􀆰 ３０ ｃｍ(图 １)ꎮ 结果表明ꎬ浓度为 １００ ~ ４００ μｇ / ｍｌ
的博莱霉素对梨炭疽病菌的生长有不同程度的抑

制ꎬ尤其在 ４００ μｇ / ｍｌ博莱霉素条件下ꎬ炭疽病菌的

生长完全受到抑制ꎮ 因此ꎬ选择 ４００ μｇ / ｍｌ博莱霉

素作为筛选转化子的浓度ꎮ
２.２　 不同因素对原生质体产量的影响

２.２.１　 菌龄对原生质体产量的影响 　 当梨炭疽病

菌的分生孢子在 ＣＭ 液体培养基生长至 ２４ ｈ 后ꎬ继
续转接到新的 ＣＭ 液体培养基中扩培 ２４ ｈꎬ此时的

新鲜菌丝产生的原生质体数量最多ꎬ最适合原生质

体转化ꎮ 若将菌丝块摇动培养 ４８ ｈꎬ或者直接孢子
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Ａ~Ｆ 表示博莱霉素浓度依次为 ０ μｇ / ｍｌ、１００ μｇ / ｍｌ、２００ μｇ / ｍｌ、３００ μｇ / ｍｌ、３５０ μｇ / ｍｌ、４００ μｇ / ｍｌꎮ
图 １　 梨炭疽病菌对博莱霉素的敏感性

Ｆｉｇ.１　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ＩＩ￣１７ ｔｏ ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ

摇动培养 ４８ ｈꎬ产生菌丝体的时间较长ꎬ影响酶的作

用时间ꎬ影响原生质体的产量ꎮ
２.２.２　 细胞壁酶对原生质体产量的影响 　 当崩溃

酶的浓度达到 ２􀆰 ５ ｍｇ / ｍｌ时ꎬ原生质体的产量虽然

较多ꎬ但是其形态发生了明显的改变ꎻ当崩溃酶的浓

度降低至 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ时ꎬ原生质体的形态正常ꎬ适合

作为转化浓度ꎮ 进一步通过酶的单个或者组合处

理ꎬ发现梨炭疽病菌的原生质体都有不同程度的释

放ꎬ其中酶组合处理效率远大于单种酶的效率ꎬ尤其

是当 ９􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ裂解酶、１􀆰 ０ ｍｇ / ｍ 崩溃酶和 １􀆰 ０
ｍｇ / ｍｌ蜗牛酶 ３ 种酶共同作用时ꎬ释放的原生质体

量最高ꎬ达到 １ ｍｌ １２􀆰 ５×１０６个(表 １)ꎮ
２.２.３　 酶解时间对原生质体产量的影响 　 随着酶

解时间的延长ꎬ原生质体逐渐被释放出来ꎬ原生质体

的数量也在不断增加ꎮ 当酶解时间为 ２􀆰 ５ ｈ 时ꎬ原
生质体的数量最高ꎬ达到 １ ｍｌ １􀆰 ０×１０８个ꎬ继续增加

至 ３􀆰 ０ ｈ 时ꎬ原生质体的数量与 ２􀆰 ５ ｈ 差异不明显ꎬ
但是当酶解时间继续增加至 ４􀆰 ０ ｈ 时ꎬ原生质体的

生成量反而下降ꎬ这可能与细胞壁酶的酶解效率有

关ꎮ 因此ꎬ最佳的酶解时间为 ２􀆰 ５~３􀆰 ０ ｈꎮ

表 １　 不同酶处理对原生质体产量的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ

ｙｉｅｌｄ ｏｆ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ

酶处理 １ ｍｌ 原生质体个数(×１０６个)
９.０ ｍｇ / ｍｌ裂解酶 ７.９±０􀆰 ０９ｃ
９.０ ｍｇ / ｍｌ裂解酶＋１.０ ｍｇ / ｍｌ蜗牛酶 ８.１±０􀆰 ０８ｃ
２.５ ｍｇ / ｍｌ崩溃酶 ７.７±０.１２ｃ
９.０ ｍｇ / ｍｌ裂解酶＋１.０ ｍｇ / ｍｌ崩溃酶 １０.９±０.９４ｂ
１.０ ｍｇ / ｍｌ崩溃酶＋１.０ ｍｇ / ｍｌ蜗牛酶 ６.４±０.２６ｃ
９.０ ｍｇ / ｍｌ裂解酶 ＋ １. ０ ｍｇ / ｍｌ崩溃
酶＋１.０ ｍｇ / ｍｌ蜗牛酶

１２.５±０􀆰 ４１ａ

不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２.３　 梨胶孢炭疽病菌转化子的 ＰＣＲ 鉴定

随机挑取 １０ 个转化子的基因组 ＤＮＡ 和野生型

基因组 ＤＮＡ 作为模板ꎬ以 ＧＦＰＦ 和 ＧＦＰＲ 为引物进

行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物经过 １％琼脂糖凝胶电泳检

测ꎮ 结果(图 ２)表明ꎬ转化子均扩增到绿色荧光蛋

白基因的部分片段ꎬ大小约为 ６００ ｂｐꎬ与预期片段大

小一致ꎬ而未转化 ＧＦＰ 的野生型菌株作为阴性对

照ꎬ未能扩增出目的条带ꎬ说明 ＧＦＰ 标记基因已经

成功转化到梨炭疽病菌的基因组中ꎮ
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Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１~９:获得的转化子ꎻ１０:未转化的野生型菌株ꎮ
图 ２　 梨炭疽病菌转化子的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

２.４　 转化子的荧光观察及遗传稳定性

挑取 ＰＣＲ 检测为阳性的转化子的菌丝和孢子制

成临时玻片ꎬ用 Ｎｉｋｏｎ 荧光显微镜观察发现转化成功

的菌丝和孢子能发出较强的绿色荧光(图 ３)ꎮ 转化

子经过博莱霉素抗性选择继代培养 ３ 代后ꎬ仍能观察

到较强的绿色荧光ꎬ且菌丝和分生孢子的生长发育没

有发生变化ꎬ表明其具有较高的遗传稳定性ꎮ

Ａ 和 Ｃ: 白光条件下的菌丝和孢子ꎻＢ 和 Ｄ: 荧光条件下的菌丝和孢子ꎮ
图 ３　 梨炭疽病菌转化子的绿色荧光显微观察

Ｆｉｇ.３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

２.５　 荧光菌株的致病性

采用菌丝块打孔的方法对砀山酥梨进行致病性

测定ꎬ接种 ６ ｄ 后调查致病情况ꎮ 结果(图 ４)表明ꎬ
转化菌株及野生型菌株接种砀山梨后均出现同心轮

纹状的病斑ꎬ而未接种病原菌的对照未发病ꎮ

Ａ:野生型菌株 ＩＩ￣１７ꎻ Ｂ: ＧＦＰ 转化菌株ꎻＣ: 对照ꎮ
图 ４　 转化菌株的致病性测定

Ｆｉｇ.４　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

３　 讨 论

目前ꎬ已有多种遗传转化技术在植物炭疽病菌研

究中得到应用ꎬ其中包括 ＣａＣｌ２ / ＰＥＧ 介导的原生质

体转化法、根癌农杆菌介导的转化法(ＡＴＭＴ)、电穿孔

转化法等ꎮ ＡＴＭＴ 虽操作简便ꎬ但转化时间长ꎬ工作

量大ꎬ适用于突变体库的构建[１６－１７]ꎻ电穿孔转化法转

化效率低ꎬ目 前 极 少 在 真 菌 转 化 中 应 用[１８－１９]ꎻ
ＣａＣｌ２ / ＰＥＧ是目前较为传统的转化方法ꎬ其操作步骤

简便ꎬ可用于目的基因的敲除和替换ꎬ已成为获得转

化子的最普遍的转化技术[２０－２１]ꎮ 由于炭疽病菌种类

繁多ꎬ同属不同种炭疽病菌在遗传转化条件方面存在

较大差异ꎮ 因此ꎬ本研究通过摸索梨炭疽病菌的转化

条件ꎬ采用 ＣａＣｌ２ / ＰＥＧ 介导的方法建立遗传转化体

系ꎬ便于后续梨炭疽病菌致病相关基因的功能研究ꎮ
自 １９７３ 年 Ｍｉｓｈｒａ 和 Ｔａｔｕｍ 首次报道真菌 Ｎｅｕ￣

ｒｏｓｐｏｒａ ｃｒａｓｓａ 的遗传转化以来ꎬ许多真菌都建立了高

效的遗传转化体系ꎬ该方法在其他病原真菌原生质体

转化体系的建立中不断推广[２２]ꎮ 原生质体的数量和

转化质粒在胶孢炭疽病菌的转化过程中至关重要ꎬ直
接影响该病原菌的转化效率ꎮ 首先ꎬ原生质体的数量

与菌龄、菌量、酶解液的组分及酶解时间等因素密切

相关ꎮ 本研究结果表明ꎬ梨炭疽病菌的分生孢子经

ＣＭ 液体培养基培养 ２４ ｈ 后ꎬ再继续在新的 ＣＭ 液体

培养基中培养 ２４ ｈꎬ此时获得的菌丝最为新鲜ꎬ获得

的原生质体最适于转化ꎬ此方法暂未有人报道ꎮ 李思

蒙等[１１]报道直接将收集的孢子在 ＴＢ３培养基中摇动

培养后收集菌丝ꎬ作者发现这种方法并不适合梨炭疽

病菌原生质体的转化ꎬ这可能与不同炭疽病菌对培养

基营养物质的利用不同相关ꎮ 丝状真菌的细胞壁成

分复杂ꎬ主要成分是几丁质ꎬ也包含纤维素、葡聚糖等

成分[２３]ꎮ 本试验结果表明ꎬ仅用单一酶去降解细胞

壁效果不理想ꎮ 虽然崩溃酶降解效果比较明显ꎬ但是

９９２杜　 艳等:梨炭疽病菌原生质体遗传转化体系的建立及 ＧＦＰ 标记菌株的获得



原生质体的形态发生了改变ꎮ 而当裂解酶、崩溃酶和

蜗牛酶 ３ 种酶组合ꎬ原生质体的数量明显高于其他处

理ꎮ 此外ꎬ酶解时间对于原生质体的数量亦非常重

要ꎮ 研究结果表明ꎬ当酶解 ２􀆰 ５ ~ ３􀆰 ０ ｈ 时ꎬ原生质体

释放最多ꎬ更易提高转化效率ꎮ
其次ꎬ转化质粒与所用载体(包括启动子、报告

基因和所含的抗性标记等)密切相关ꎮ ＧＦＰ 作为一

种广泛的报告基因ꎬ目前已被广泛用于各研究领域ꎬ
尤其是在病原菌检测、基因表达、侵染与定殖等方

面[２４]ꎮ 本研究所用的转化载体具有增强型绿色荧

光蛋白 ＧＦＰ 基因以及真菌中的强启动子 ＲＰ２７ꎬ有
效提高了转化菌株的荧光强度ꎮ 转化载体含的抗性

标记博莱霉素 Ｂｌｅꎬ是一种常用的筛选标记ꎮ 试验

结果表明:博莱霉素在浓度 １００ ~ ４００ μｇ / ｍｌ时对梨

炭疽病菌的生长都有不同程度的抑制ꎬ尤其在 ４００
μｇ / ｍｌ博莱霉素条件下ꎬ梨炭疽病菌完全受到抑制ꎮ
因此ꎬ建议选择 ４００ μｇ / ｍｌ博莱霉素作为筛选转化

子的浓度ꎮ 进一步研究发现 ＧＦＰ 标记菌株与野生

型菌株在生长及致病性方面无明显差异ꎬ该 ＧＦＰ 标

记菌株可作为后续研究的材料ꎮ
本研究利用 ＰＥＧ 介导的遗传转化方法ꎬ在国内

首次建立了梨炭疽病菌的遗传转化体系ꎬ并获得了

稳定表达绿色荧光的转化子ꎮ 该体系的建立为探索

梨炭疽病菌致病相关基因的功能奠定基础ꎬ为后续

追踪梨炭疽病菌的侵染与定殖过程ꎬ最终为研究梨

炭疽病菌与梨相互作用的分子机制奠定基础ꎮ
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