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根癌农杆菌介导的 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘基因
在毛壳菌中的转化

高兴喜，杨 谦

（哈尔滨工业大学生命科学与工程系，黑龙江 哈尔滨 １５０００１）

摘 要：利用根癌农杆菌介导的遗传转化方法，将 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘基因转入生物防治真菌毛壳菌中，转化率约为４０～１８０个
转化子·１０－７个孢子 。通过对转化子的 ＲＴ－ＰＣＲ检测和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交分析表明，ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘基因已整合进毛壳菌基因
组中，而且在转录水平上得到表达，转化子都能够稳定遗传。根癌农杆菌介导的遗传转化具有高转化率、低拷贝、遗传稳

定、操作简便等优点，因此有可能成为丝状真菌遗传转化和功能基因组研究的有力工具。
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毛壳菌 （Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ．ｓｐｐ）是植物病害生物防治
中一种非常重要的拮抗菌，在植物病害生物防治中有

着广泛的应用。目前对毛壳菌的遗传转化报道还很

少，陈振明等 犤１犦利用ＰＥＧ介导的原生质体法以潮霉
素抗性基因为选择标记，率先在毛壳菌（Ｃ．ｇｌｏｂｏｓｕｍ）

建立起相应遗传转化系统，但由于该转化系统的局限

性，其转化效率很低，只有大约 １个转化子·μｇ－１

ＤＮＡ。李梅等犤２犦利用同样的转化系统将多菌灵抗性基

因转入毛壳菌中，通过对转化条件的优化，使转化效

率提高了３～５倍。但相对于其他真菌的遗传转化，这
一转化效率仍然很低。根癌农杆菌 （Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ．
ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）介导的转化系统在丝状真菌遗传转化上
的成功应用 犤３～５犦，为我们在毛壳菌中建立这一转化系
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统提供了理论参考。

苏云金芽孢杆菌是一种分布广泛的革兰氏阳性

细菌，在形成芽孢时形成由ｃｒｙ基因编码的多种杀虫
晶体蛋白（ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌｃｒｙｓｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ牞简称ＩＣＰｓ），由
于 ＩＣＰｓ对多种农、林害虫具有毒杀作用，Ｂｔ制剂已
作为最有效的微生物农药广泛应用于害虫的生物防

治 犤６犦。由于ＩＣＰｓ极易受紫外线等自然因素的影响而
分解，限制了其应用潜力的进一步发挥。将ｃｒｙ基因
导入植物根际、叶面和内生细菌构建的新型工程菌可

有效克服Ｂｔ制剂持效期短、对根部和茎蛀害虫难以
有效发挥作用等不足。目前，已实现了ｃｒｙ基因对多
种有益细菌的转化犤７～９犦，然而，将ｃｒｙ基因向生防真菌
中转化还鲜有尝试。

本研究采用根癌农杆菌介导的遗传转化方法，将

来自苏云金芽孢杆菌的 ＣｒｙⅠＡ（ｂ）基因成功导入毛
壳菌中，拟构建兼具杀虫防病双重功效的工程菌株，

为研究和开发新型微生物农药奠定理论基础，同时也

为根癌农杆菌介导的转化系统在其他丝状真菌遗传

转化上的应用提供重要参考。

１ 材料和方法

１．１菌株和质粒
根癌农杆菌 ＡＧＬ－１由中国科学院遗传与发育

研究所储成才教授惠赠，毛壳菌（Ｃ．ｇｌｏｂｏｓｕｍ）为本实
验室分离保存，质粒ｐＦＷＺ１０由中国农科院范云六院
士提供，农杆菌质粒 ｐＰＫ２来自 Ｓ．Ｆ．Ｃｏｖｅｒｔ教授
（ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＧｅｏｒｇｉａ牞ＵＳＡ），质粒ｐＥＳ２００、ｐＣＢ１００３
来自美国ＦＧＳＣ（ＦｕｎｇａｌＧｅｎｅｔｉｃＳｔｏｒｅＣｅｎｔｅｒ）。
１．２引物与试剂

检测 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘基因的引物为：ＢｔＲ：５－
ＣＡＡＴＣＡＧＣＣＴＡＧＴＡＡＧＧＴＣＧ－３；ＢｔＦ：５－ＧＡＡＧ
ＧＡＴＴＧＡＧＣＡＡＴＣＴＣＴＡ－３。引物由北京赛百盛公司
合成。ＤＮＡ限制酶、去磷酸化酶（ＣＩＡＰ）、Ｔａｑ聚合酶
等购自ＴａＫａＲａ公司，Ｔ４ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶
购自ＭＢＩ公司，ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅ
ｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒＫｉｔＩＩ、潮霉素Ｂ购自Ｒｏｃｈｅ公司，植物总
ＲＮＡ小量提取纯化试剂盒购自上海华舜生物工程有
限公司。

１．３农杆菌的培养
质粒 ｐＰＢＨ采用冻融法直接转化到农杆菌

ＡＧＬ－１。从ＬＢ平板 牗含５０μｇ·ｍＬ－１卡那霉素，５０
μｇ·ｍＬ－１链霉素牘上挑取一农杆菌单菌落接种于７
ｍＬＬＢ液体培养基 （含 ５０μｇ· ｍＬ－１卡那霉素，５０

μｇ·ｍＬ－１链霉素），２５０ｒ·ｍｉｎ－１，２９℃过夜培养。第
二天用含２００μｍｏｌ·Ｌ－１乙酰丁香酮（ＡＳ）ＭＭ犤１０犦液体
培养基稀释至ＯＤ６６０大约０．１５，继续培养大约４ｈ至
ＯＤ６６０为０．６～０．８。
１．４毛壳菌孢子的准备

用５ｍＬ灭菌蒸馏水从培养大约７ｄ的ＰＤＡ平板
上洗下毛壳菌的孢子，血球计数板计数，然后用ＭＭ
液体培养基稀释至孢子浓度为１０６～１０７个·ｍＬ－１。
１．５毛壳菌的转化

取１００μＬ已活化的农杆菌ＡＧＬ－１牗ｐＰＢＨ牘菌液
和 １００μＬ稀释好的毛壳菌孢子悬液混合后涂布在
ＭＭ（２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＳ）平板上，２７℃共培养两天后，
在平皿中倒入１０ｍＬＭ－１００固体培养基 犤１１犦（含１５０
μｇ·ｍＬ－１潮霉素和３００μｇ·ｍＬ－１头孢霉素），２７℃
继续培养，大约５～７ｄ可见菌落出现。
１．６转化子的Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ分析

毛壳菌总ＤＮＡ的提取按文献 犤１２犦方法进行，用
于标记探针的模板为质粒ｐＦＷＺ１０上 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘基
因的ＮｃｏⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶切片段牞探针的标记及杂交按
试剂盒上提供的方法进行。

１．７转化子ＲＴ－ＰＣＲ检测
毛壳菌及转化子总ＲＮＡ提取采用小量植物叶总

ＲＮＡ提取试剂盒（上海化舜生物工程公司）上的方法
进行，为防止ＤＮＡ污染，对提取到的ＲＮＡ用ＤＮａｓｅＩ
进行处理，然后再用ＲＮＡ吸附柱纯化一次。ＲＴ－ＰＣＲ
采用ＴａＫａＲａ公司的ＯｎｅＳｔｅｐＲＮＡＰＣＲＫｉｔ牗ＡＭＶ牘上
的方法进行，反应条件为：５０℃１５ｍｉｎ，９６℃２ｍｉｎ，
９６℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，６０个循环，７２℃２ｍｉｎ，７２℃７
ｍｉｎ。

２ 结果和分析

２．１含有 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘基因的二元表达载体构建
用限制性内切酶 ＮｃｏⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切质粒

ｐＦＷＺ１０，胶回收含有目的基因 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘的片断（该
目的基因带有 Ｎｏｓ终止子），将所回收的片断用
Ｔ４ＤＮＡ聚合酶补平；用限制性内切酶ＣｌａⅠ和ＢａｍＨⅠ
双酶切质粒ｐＥＳ２００，回收载体大片断，Ｔ４ＤＮＡ聚合酶
补平，并用碱性磷酸酶（ＣＩＡＰ）去磷酸化，将去磷酸化
的载体与已经补平的 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘基因进行平端连接，
得到质粒ｐＥＢ牗目的基因连接上启动子ＰｔｒｐＣ，图１ａ牘；
用限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ和ＸｂａⅠ双酶切质粒ｐＰＫ２，回
收载体大片段，与用 ＥｃｏＲⅠ酶切质粒 ｐＣＢ１００３所得
到的含有潮霉素（ｈｐｈ）基因的小片段连接，再胶回收
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２．４转化子Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ分析
随机挑取３个转化子菌落（Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３），以野生型

毛壳菌株为对照，在ＰＤ液体培养基培养３ｄ后，提取
基因组 ＤＮＡ。将提取的各样品基因组 ＤＮＡ各取 １０
μｇ，用限制性内切酶ＥｃｏＲⅤ单酶切，按照试剂盒上的
方法进行 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘基因的Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交和检测（图
３）。结果表明 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘基因已经整合到木霉基因组
ＤＮＡ中，而且都是以单拷贝的方式整合。
２．５转化子的ＲＴ－ＰＣＲ检测

挑取转化子Ｃ２菌落，以野生型毛壳菌株为对照，
在 ＰＤ液体培养基培养 ３ｄ后，提取总 ＲＮＡ，进行

ＲＴ－ＰＣＲ检测 （图４），转化子Ｃ２扩增出 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘
基因的特异片断，而对照没有特异条带出现，说明

浓度 ／μｇ·ｍＬ－１ ０ ２５ ５０ ７５ １００ １２５
１ ０ ４８．５７ ８８．５７ ９４．２８ ９７．１４ １００
２ ０ ４１．１８ ８２．３５ ９１．１８ ９４．１２ １００
３ ０ ４４．１２ ８８．２４ ９７．０５ １００ １００

平均数 ０ ４４．６２ ８６．３８ ９４．１７ ９７．０８ １００
Ｓｎ－１ ０ ３．７２ ３．５０ ２．９４ ２．９４ ０

已连接的大片段；用 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ部分酶切质粒
ｐＥＢ，回收带有 ＰｔｒｐＣ和 Ｔｎｏｓ的 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘基因片
断，与上一步所获得的大片段连接，得到用于农杆菌

转化的二元表达载体ｐＰＢＨ（图１ｂ）。

２．２转化前毛壳菌对潮霉素的敏感性
将毛壳菌孢子接种于含不同浓度潮霉素的 Ｍ－

１００固体培养基上，２７℃培养６ｄ后，观察毛壳菌的
生长情况（表１）。结果表明，潮霉素浓度在１００μｇ·
ｍＬ－１时便能抑制毛壳菌的生长，潮霉素对毛壳菌的
有效中浓度ＥＣ５０约为３５．６８μｇ·ｍＬ－１。
２．３毛壳菌转化子的获得及初步鉴定

农杆菌和毛壳菌孢子在诱导培养基上共培养２ｄ
后，覆盖选择培养基继续培养５～７ｄ便可看到大量
菌落出现，随机挑取这些潮霉素抗性菌落转接至新的

含有１５０μｇ·ｍＬ－１潮霉素的选择培养基上时，都可
正常生长，把潮霉素浓度增大到２００μｇ·ｍＬ－１时，仍
可正常生长。ＰＣＲ检测结果（图２）显示均为阳性，因
此可初步认定这些抗性菌落为转化子。结合几次转化

结果，本方案对毛壳菌的转化率约为４０～１８０个转化
子·１０－７个孢子。

表１ 不同浓度潮霉素对毛壳菌的生长抑制率

Ｔａｂｌｅ１ ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎｏｎＣ．ｇｌｏｂｏｓｕｍｇｒｏｗｔｈ

图１质粒ｐＥＢ、ｐＰＢＨ图谱

Ｆｉｇｕｒｅ１ ＴｈｅｍａｐｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＥＢａｎｄｐＥＢＨ

图２ 毛壳菌各转化子 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘基因 ＰＣＲ检测

Ｆｉｇｕｒｅ２ ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣ．ｇｌｏｂｏｓｕｍｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ
ｆｏｒｇｅｎｅＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘

图４毛壳菌转化子ＲＴ－ＰＣＲ检测

Ｆｉｇｕｒｅ４ ＲＴ－ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣ．ｇｌｏｂｏｓｕｍｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

图３毛壳菌转化子 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘基因 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ
Ｆｉｇｕｒｅ３ ＳｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔｏｆＣ．ｇｌｏｂｏｓｕｍｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

ｆｏｒｇｅｎｅＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘
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注：表中数据均为３个测量数据的平均值；小写字母相同的数据表示差异不显著牗Ｐ≥０．０５牘，反之亦然。

表２ 毛壳菌转化子转接１０代后在不同浓度潮霉素处理下菌落生长半径（ｃｍ）

Ｔａｂｌｅ２ ＣＧｒｏｗｔｈｏｆｇｌｏｂｏｓｕｍｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎａｆｔｅｒ１０ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

浓度 ／μｇ· ｍＬ－１ ０ ５０ １００ １５０ ２００ ２５０ ３００
毛壳菌原菌 ３．２０ａ ２．２０ｂ ０．２２ｂ ０ｂ ０ｂ ０ｂ ０ｂ

转化子 Ｃ１ ３．２２ａ ３．２２ａ ３．２６ａ ３．１０ａ ３．１８ａ ３．１６ａ ３．１２ａ

转化子 Ｃ２ ３．１０ａ ３．６０ａ ２．９６ａ ３．２６ａ ３．２２ａ ３．１０ａ ３．２５ａ

ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘基因在转录水平上得到表达。
２．６转化子的遗传稳定性

将毛壳菌转化子接种到不含潮霉素的ＰＤＡ培养
基上培养，连续转接１０代，然后再接种到含有不同浓

度潮霉素的培养基上，２７℃培养３ｄ。结果表明，毛壳
菌转化子无论在非选择培养基还是在选择培养基上

都能正常生长（表２），从而表明毛壳菌转化子能稳定
遗传。

３ 讨论

通过根癌农杆菌介导的遗传转化方法将Ｂｔ杀虫
基因 ＣｒｙⅠＡ牗ｂ牘导入生防真菌毛壳菌中，构建了具有
杀虫防病双重作用的工程菌株。该Ｂｔ基因为人工合
成基因，已经在多种植物中获得高效表达，在进行人

工合成时，根据植物密码子偏爱性在不改变原有氨基

酸序列的情况下对原有密码子进行了调整，并消除了

可能引起ｍＲＮＡ不稳定的因素。本试验结果表明，该
基因在毛壳菌中同样得到表达，这就为Ｂｔ基因的应
用提供了一个新的途径。兼有杀虫防病双重作用的基

因工程毛壳菌的构建显示了生物技术在生防真菌遗

传改良中的应用潜力，为进一步研究和开发新型微生

物农药奠定了理论基础。

根癌农杆菌介导的转化系统因其简便、高效以及

外源基因易于整合等优点，在植物基因转化中得到广

泛的应用。我们利用这一转化系统成功地实现了对生

防真菌毛壳菌的遗传转化，转化率约为４０～１８０个转
化子·１０－７个孢子，相对于李梅等 犤２犦用ＰＥＧ介导的
原生质体法对毛壳菌的转化，转化效率提高了约

２０～５０倍。这在一定程度上解决了用传统方法对毛
壳菌的转化效率低的问题，对充分发挥这一优秀菌株

在生物防治中的作用具有重要意义。

利用根癌农杆菌介导的转化系统对毛壳菌的转

化成功不但进一步验证了这一转化系统对丝状真菌

遗传转化的可行性，而且找到了一种对毛壳菌以及其

他丝状真菌进行遗传改良的新方法。根癌农杆菌介导

的丝状真菌转化，克服了用常规转化方法转化率低、

操作繁杂等缺点，也正由于该转化系统具有转化率

高、位点整合精确、可转移大片段ＤＮＡ等优点，使该
系统有可能成为丝状真菌功能基因研究的有力工

具。
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