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摘 要：将含有多菌灵抗性基因的质粒ｐＲＢ１２９转化到哈茨木霉原生质体，转化率为６～７／３μｇＤＮＡ／２×１０５原生质
体。转化子可以在１０００μｇ·ｍＬ－１多菌灵浓度下正常生长，并具有有丝分裂稳定性，多菌灵抑制木霉和木霉转化子的
微管蛋白的体外聚合作用，５～１０μｇ·ｍＬ－１多菌灵对木霉微管蛋白聚合的抑制率约为木霉转化子抑制率的 ２．５～
３．５倍。
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多菌灵抗性基因转化哈茨木霉的研究

李 梅，杨 谦，李常银

牗哈尔滨工业大学生命科学与工程系，黑龙江 哈尔滨 １５０００１牘

在农业生产中，化学农药的大量使用，造成了一

系列的环境问题，同时植物病原菌的抗药性问题也十

分突出。生物农药可直接取代部分化学农药，避免化

学农药造成的危害。多菌灵为一种内吸性苯丙咪唑类

化学农药牞它可与真菌的β－微管蛋白结合，抑制微
管蛋白聚合，从而抑制微管的形成，破坏真菌的有丝

分裂牞起到杀灭真菌的作用 犤１犦。多菌灵抗性基因编码

的β－微管蛋白由于发生了碱基突变，不能与多菌灵
结合而使真菌具有了多菌灵抗性。哈茨木霉是植物病

害生物防治中研究应用最多的拮抗菌，已被用于防治

水稻纹枯病、棉花立枯病，花生、甜椒、茉莉等的白绢

病、番茄幼苗的猝倒病等多种植物病害 犤２犦，具有广阔

的开发前景。但该菌对多菌灵敏感，因此在田间施用

多菌灵时不能发挥生防效果。将多菌灵抗性基因导入

木霉中，使该菌与多菌灵同时应用于植物病害的综合

防治，有利于病害的防治和减少化学药剂的使用量，

有效地减少环境污染。

１ 材料与方法

１．１菌株与质粒
哈茨木霉 （Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｈａｒｚｉｎｕｍ）来自河北农业

大学；质粒ｐＲＢ１２９含有多菌灵抗性基因（Ｂｅｎｒ）和氨
苄青霉素抗性基因 牗Ａｐｒ牘，来自美国斯坦福大学，于
Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α中扩增和保存。
１．２木霉原生质体转化方法

见参考文献犤３、４犦，稍加改进。
１．３转化子对多菌灵的抗性测定

将转化子分别在１０、１００、１０００μｇ·ｍＬ－１多菌灵
处理条件下培养，检验对多菌灵的抗性。将转化子在

不含多菌灵的ＰＤＡ培养基上连续培养１０代，然后再
在上述不同浓度多菌灵处理条件下培养，检验转化子

的抗性稳定性犤５犦。

１．４微管蛋白提取方法
见参考文献犤６犦，稍加改进。

１．５ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳和蛋白分子量测定
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浓度 ／μｇ·ｍＬ－１ ０ ０．１ ０．２ ０．４ ０．６ ０．８
１ ０ １７．０９ ２８．８１ ５１．１０ ６４．７１ １００
２ ０ １８．７０ ２７．７９ ５２．２１ ６５．３２ １００
３ ０ １９．４７ ２８．６ ４６．７２ ６５．４８ １００

平均数 ０ １８．４２ ２８．４０ ５０．０２ ６５．１７ １００
Ｓｎ－１ ０ １．２１４ ０．５３９ ２．９０３ ０．４０６ ０

表１不同浓度多菌灵对哈茨木霉的生长抑制率牗％牘

Ｔａｂｌｅ１Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｇｒｏｗｔｈ牗％牘ｏｆＴ．ｈａｒｚｉｎｕｍｂｙｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ

方法

见参考文献犤７犦。
１．６微管蛋白的药剂结合实验

微管蛋白精制浓缩液冰浴中分别加入多菌灵，对

照组不加，从冰浴中取出，迅速在７５００紫外／可见分
光光度计３５０ｎｍ处调定为０点，然后将比色杯放３０
℃水浴保温，于不同时间测ＯＤ值，２５ｍｉｎ后，将比色
杯置冰浴，随时测ＯＤ值。比较３０℃保温２０ｍｉｎ时
ＯＤ值，及微管蛋白聚合抑制率犤８犦。

微管蛋白聚合抑制率 ＝牗１－药物组 ＯＤ／对照组
ＯＤ牘×１００％。

２ 结果

２．１哈茨木霉转化前对多菌灵的敏感性
将木霉原菌在不同浓度多菌灵的ＰＤＡ培养基中

于２５℃培养，结果见表１。木霉对多菌灵的有效中浓
度ＥＣ５０为 ０．３０６μｇ·ｍＬ－１。

２．２不同转化条件对转化效率的影响
在文献报道的方法基础上，对部分转化条件进行

了改进。采用正交设计研究转化温度、ＰＥＧ种类和浓
度、Ｃａ２＋添加量对转化的影响，见表２。在这４个因素
中，对转化率影响表现为牶转化温度＞Ｃａ２＋浓度＞
ＰＥＧ种类＞ＰＥＧ浓度。因此确定转化条件为牶转化温
度 ２０℃，ＰＥＧ６０００浓度为 ３０％，Ｃａ２＋浓度为 １０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１。重复试验结果表明，采用该处理条件获得
的转化率可达 ６～７／３μｇＤＮＡ／２×１０５原生质体。高
于文献报道的 １／５０μｇＤＮＡ／２×１０５原生质体的转化
率。

２．３对转化子的初步鉴定和抗药性测定
哈茨木霉转化２４ｈ后，用１０μｇ·ｍＬ－１多菌灵药

剂筛选，可产生抗多菌灵的木霉菌株，这些菌株均可

在高于１０μｇ·ｍＬ－１多菌灵处理下正常生长，证明不
是流产型转化子。选取一株转化子记为Ｔ１，进行抗药
性测定和抗性稳定性测定，结果表明，转化子在有无

多菌灵处理条件下均能正常生长，多菌灵处理浓度最

高为１０００μｇ·ｍＬ－１，见表３，而原菌株在０．８μｇ·
ｍＬ－１多菌灵浓度下即不能生长，抗药性提高了１２００
倍以上，足以与多菌灵同时应用于植物病害的防治。

根据表３结果，转化子Ｔ１的生长缓慢，与原菌株
相比，生长速度下降了９０％以上。木霉原菌株生长快
速，在生物防治利用中，能迅速占据营养空间从而有

表２ 原生质体转化正交实验分析

Ｔａｂｌｅ２Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｆｏｒｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ

因素
位级 转化菌落数

因素主次 好位级
１ ２ ３ Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３ Ｒ

转化温度 ／℃ ０ ２０ ３０ ２ １１ ７ ９ １ ２
ＰＥＧ种类 ＰＥＧ３０００ ＰＥＧ６０００ ＰＥＧ８０００ ５ ８ ７ ３ ３ ３
ＰＥＧ浓度 ／％ ２５ ３３ ３５ ６ ８ ６ ２ ４ ２

Ｃａ２＋浓度 ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ １０ ２０ ５０ １０ ５ ５ ５ ２ １

表３ 木霉转化子 Ｔ１与原菌株生长情况比较
Ｔａｂｌｅ３Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｒｏｗｔｈ牗ｃｍ牘ｏｆＴ．ｈａｒｚｉｎｕｍａｎｄ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓＴ１

培养基
菌落生长情况牗菌落半径 ｃｍ牘
１ｄ ２ｄ ３ｄ

原菌株 ＰＤＡ １．３５ ２．６５ ４．０５
Ｔ１ ＰＤＡ ０．１６ ０．３０ ０．４３

ＰＤＡ＋１０μｇ·ｍＬ－１多菌灵 ０．１７ ０．３１ ０．４５
ＰＤＡ＋１００μｇ·ｍＬ－１多菌灵 ０．１８ ０．３２ ０．４２
ＰＤＡ＋１０００μｇ·ｍＬ－１多菌灵 ０．１６ ０．３２ ０．４５

利于抑制病原菌。本研究中的木霉转化子与原菌株相

比，具有了极强的抗苯并咪唑类杀菌剂多菌灵的抗

性，但生长缓慢，可能使病原菌生防效果发生变化。

将转化子在非选择培养基上连续培养１０代，其
抗性稳定不变，说明转化子获得的多菌灵抗性具有有

丝分裂稳定性。

２．４木霉和转化子Ｔ１微管蛋白的提取
木霉和Ｔ１的菌丝粗提液牞经离心后取上清液牞用

５０％饱和度的硫酸铵沉淀蛋白牞再进行 ＤＥＡＥ－
ＳｅｐｈａｄｅｘＡ－５０离子交换柱 （２．６ｃｍ×３０ｃｍ）柱层
析。根据ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果牞收集富含微管蛋白部分，
经脱盐浓缩，得到部分纯化的微管蛋白提取液。α、
β－微管蛋白的分子量分别为５８ｋＤ和５４ｋＤ。得到的

注牶表中数据为３次重复的平均值
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表４３０℃保温２０ｍｉｎ时木霉和 Ｔ１微管蛋白各多菌灵浓度处
理微管蛋白聚合抑制率牗％牘

Ｔａｂｌｅ４Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｔｏｔｈｅｔｕｂｕｌｉｎｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎａｔ３０℃ ｗｉｔｈ２０ｍｉｎｆｒｏｍ

Ｔ．ｈａｒｚｉｎｕｍａｎｄＴ１

图１多菌灵对木霉和转化子 Ｔ１微管蛋白聚合的影响
Ｆｉｇｕｒｅ１Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍｔｏｔｈｅｐｏｌｙｍｅｒｉａｔｉｏｎｏｆｔｕｂｕｌｉｎ

ｆｒｏｍＴ．ＨａｒｚｉｎｕｍａｎｄＴ１

菌种 处理 ΔＯＤ３５０ｎｍ 微管蛋白聚合抑制率 ／％
木霉 对照 ０．０８２

多菌灵 ５μｇ·ｍＬ－１ ０．０２９ ６４．６３
多菌灵 １０μｇ·ｍＬ－１ ０．００５ ９３．９０

Ｔ１ 对照 ０．０６２
多菌灵 ５μｇ·ｍＬ－１ ０．０４７ ２４．１９
多菌灵 １０μｇ·ｍＬ－１ ０．０４５ ２７．４２

哈茨木霉和 Ｔ１的微管蛋白提取液浓度分别为 ７５％
和８０％左右。
２．５多菌灵对微管蛋白聚合的影响

图 １牗ａ牘显示不同浓度多菌灵在 ３０℃下影响木
霉和Ｔ１微管蛋白聚合的浊度变化曲线。多菌灵对微
管蛋白聚合有抑制作用，５μｇ·ｍＬ－１的多菌灵对毛
壳菌和木霉微管蛋白聚合的抑制率分别为 ６６．１５％
和６４．６３％，多菌灵浓度为１０μｇ·ｍＬ－１时，抑制率分
别上升至９３．８５％和９３．９０％，见表３。图１牗ｂ牘显示
多菌灵对Ｔ１微管蛋白聚合有一定的的抑制作用。两
种多菌灵浓度处理对Ｔ１微管蛋白聚合的抑制效果差
异不明显，５μｇ·ｍＬ－１和１０μｇ·ｍＬ－１多菌灵抑制率
分别为２４．１９％和２７．４２％，见表３。

３ 结论与讨论

将多菌灵抗性基因转化到木霉中，使之能够在

１０００μｇ·ｍＬ－１多菌灵处理条件下正常生长，并具有
较高的抗性稳定性，因此能够用于与多菌灵同时使用

进行植物病害的综合防治，为该菌的进一步应用创造

了条件。

木霉对病原菌的拮抗机理包括占领营养空间，对

病原菌的侵入、缠绕、分泌毒素等作用。哈茨木霉的生

长速度快，因此占领营养空间的作用十分突出，而分

泌物的作用不明显。本文通过对转化子的研究发现，

木霉转化子Ｔ１生长速度明显低于原菌株，能够产生
大量的黄色分泌物，对病原菌具有较强的拮抗作用

（未发表）。

微生物细胞中微管蛋白含量较少，采用部分纯化

的微管蛋白，可以减少微管蛋白的损失，同时保证蛋

白溶液中含有必要的微管“核”。浊度法检验微管蛋白

的聚合特性，方法简单，并且能够在微管蛋白含量低

的情况下测定。长期以来，人们利用微管蛋白的药剂

结合特性，提取动物来源的微管蛋白，进行药物的药

理学研究 犤９犦。本文首次利用这一原理，提取微生物来

源的微管蛋白，检验哈茨木霉及其转化子微管蛋白在

多菌灵作用下的浊度变化，反映木霉转化子和原菌株

微管蛋白与多菌灵的结合特性，进而从分子水平验证

了多菌灵抗性基因已成功转化到木霉菌中并获得表

达。根据本文研究结果，转化子具有有丝分裂稳定性，

说明外源基因极有可能已整合到宿主基因组中。多菌

灵抗性基因与细胞内 β－微管蛋白基因具有很高的
同源性 犤１０犦，转化后如采用常规的Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检验外
源基因，还存在一定的问题，有待于进一步研究。本文

对哈茨木霉和转化子Ｔ１的微管蛋白的聚合特性进行
了初步研究，根据多菌灵对微管蛋白聚合的影响的结

果，在转化子中可能含有部分外源基因的表达蛋白，

同时存在原菌株的自身的蛋白。因此有必要对其含量

和特性差异以及表达机制进行进一步的研究。
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