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摘 要 玉米大斑病是严重危害玉米生产的一个世界性真菌病害。由于玉米大斑病菌（34&%*("#,)5 /)*0#0)5）在无

性生长过 程 中 迅 速 产 生 黑 色 素，致 使 原 生 质 体 难 以 分 离。测 试 了 包 括 5<@K-?3、5<@>3)-?3、+(L(:.83、M)<>-@36、
JE9?3)-?3、G?N9:.83、C9A-)-?3 在内的 1 种细胞壁降解酶及其组合、病原菌菌株和培养基对原生质体分离效果的影响。

结果表明菌株的培养形态和菌丝的生长状态显著影响原生质体的分离效率；酶组合 C9A-)-?3 O M)<>-@36 O JE9?3)-?3，
C9A-)-?3O M)<>-@36 和 C9A-)-?3 O G?N9:.83 能够有效地分离玉米大斑病菌的原生质体。初步的转化试验表明，质粒

PB+1! 可以用于该病原菌的转化。这些结果将为 3 * /)*0#0)5 和 34&%*("#)5 属其它真菌的基因克隆提供一些有用的

信息。
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34&%*("#,)5 /)*0#0)5（S-??3E9@9）T3(@-EU 3A F<KK? 是引起玉

米大斑病的一种丝状病原真菌。玉米大斑病是威胁玉米生

产的一个重要的真菌病害，在世界的主要玉米产区都造成很

大经济损失［! V #］。目前有关玉米病原菌的报道主要涉及生

理小种的分化［R V 4］、变异［1］及其产生的毒素［0，"］。了解病原

菌与寄主的分子作用机理是发展新的防治策略的基础。近

年来，以原生质体为受体，建立了几种有效的丝状菌转化系

统［!%］，采用插入突变策略，成功地克隆了几种病原菌的基

因，如 6+1$+7(*/"% 1*#&%+ 分生孢子基因、8&/#,+1( 5+29#& 和 6 *
1*#&%+ 致病相关基因［!! V !#］。3 * /)*0#0)5 在无性生长过程中

产生黑色素，菌丝迅速老化，致使原生质体难以分离。迄今

尚无 3 * /)*0#0)5 原生质体分离和转化的报道，基因克隆一直

受到限制。本文研究了影响 3 * /)*0#0)5 原生质体分离的主

要因素，并在此基础上进行了初步的原生质体转化试验。

! 材料与方法

!"! ! # ,*%-(-*+ 菌株和培养基

&个经多次单孢分离、直至培养性状稳定的菌株 ,W，

JQ，MM，DX!和 DX"/$ 用于原生质体分离试验。采用的培

养基为：D,［（KYT）：!Z& D-（+[# ）$·RH$[，%Z& ,KF[R·1H$[，

%Z& CD)，%Z%# CH$S[R，! AE.PA(@3，! .3-?A 36AE->A，!% K)<>(?3］；

’0（!0%8T ’0 \<9>3 加入 $K D-D[# 离心取上清液）；’02W（!K

AE.PA(@3，!K .3-?A 36AE->A Y!%%%8T ’0 上清液）和 SJ（$%%K 马铃

薯煮制的汁液，!%K K)<>(?3YT）。

!"$ 原生质体的提取

所用的细胞壁 降 解 酶 包 括 R 种 !，#/K)<>-@-?3：5<@K-?3
（+-K-?3 X9(>;389>-)），5<@>3)-?3（W-N<)A H(@?;-），+(L(:.83
（+(L( +(EU9?N，J3@8-EN），M)<>-@36（+(L( +(EU9?N，J3@8-EN），

和 # 种!/K)<><E(@9U-?3：JE9?3)-?3（C.(]- H-NN(），G?N9:.83
（^-N( _<@.-N<），C9A-)-?3（^-N( _<@.-N<）。将供试菌株接种于

#8T 液体培养基中，于 $&‘、$%%EY89@ 振荡培养 !4 a $R;，切

断菌体并将其转接于 #%8T 液体培养基中振荡培养 !0 a $R;，

离心收集菌体。用灭菌的渗透压稳定剂（[?8(A9> ?A-b9)9:3E）
（%Z18()YT，%Z!88()YT D-D)$）洗 $ 次，将菌体溶于 $ 倍体积的

渗透压稳定剂中，加入细胞壁降解酶或细胞壁降解酶组合，

使其终浓度分别为 !%、$% 和 R%8KY8T。于 $0‘振荡酶解 ! a
#; 后，用 $%#8 孔径的滤膜过滤经酶解处理的菌体，取滤液，

用血球计数板计算原生质体的浓度。当用于转化时，离心收

集原生质体，用 F2D 缓冲液（!Z$8()YT F(Eb9A()，!%88()YT 2E9?/
HD) PH 1Z&，!% 88()YT D-D)$）洗 $ 次，将浓度调整至 ! c !%0

个Y8T 备用。

!"% 质粒和转化

菌株 DX!用 作 转 化 的 受 体。供 试 质 粒 为 PB+1!，

PDX!%%R和 PHS2#!。PB+1! 是 PGD!0 的 4Z&Nb 衍生物，带有

来自 3 * 0(,# 的 ;.KE(8.>9@ X P;(?P;-A3 U3;.UE(K3@-?3 基因和来

自 :&7%*1#,,)& $#9),+$0% 的 K).>3E-)U3;.U3 #/P;(?P;-A3 U3;.UE(K3/



!"#$ 基因启动子［%&］。’()%**& 、’+,-.%% 与 ’/01% 相似，启动

子不同，分别为 ! 2 "#$%&’"( 的 345’36’7"! #8!37"#$ 基因启动子

和 )*%+,(-,+’ .+’((’ 的 75#3595!6: 9$78946;$!"#$ 基因启动子。按

照修 改 的 <6::=$4 和 >"!?#@8 方 法［%A］进 行 转 化。将 .*!;
（A*!B）环状质粒 C0/ 与 %**!B / 2 0%+.#.%1 原生质体混合（浓

度为 %*D 个E=B）；同时，将 .*!; 环状质粒 C0/ 经 2#"9"酶

切、纯化，分别加入 F*、A*、%** G 的 2#"9"和相应的内切酶缓

冲液，使其总体积为 A*!B，与 %**!B 原生质体混合。将 / 2
0%+.#.%1 原生质体与环状质粒 C0/ 或线性质粒（和相应的限

制性内切酶）的混合物在室温下放置 %*=5!，逐滴加入 %=B 的

,HI［J*K（3E4）’6:8$378:$!$ ;:8L6: 5! M-(，’+ 1NA］。室温下

放置 F*=5!，.A**4E=5! 离心 A=5! 收集原生质体。将原生质

体悬浮于 .**!B M-( 中，与 %*=B 再生培养基［（;EB）：% 348’O
36!$，% 8$"#3 $P34"L3，%* #GL46#$，%A ";"4］混合倒于培养皿中。

原生质体萌发后加入 %*=B 含有 %**!;E=B 78;46=8L5! ) 的选

择培养基（（;EB）：% 348’36!$，% 8$"#3 $P34"L3，%A ";"4）。挑取抗

性转化体的菌丝顶端转到含有 D*!;E=B 78;46=8L5! ) 的 (Q
平板上进一步筛选，重复筛选 . 次。

将随机挑取的转化体转接于 .=B 液体 (Q 培养基中，振

荡培养 F& R &D7，离心收集菌体，采用 0"@"3" 等人的方法（%J）

提取 C0/，以 78;46=8L5! ) ’76#’7"3$ 9$78946;$!"#$ 基因编码区

的序 列 AS ((I-(//((//I(-(-I/-/I/I .S（+,-J.*）和 AS

//-(II-(//-/(/(-/(/-II(I .S（+,-%*.*）为引物，进行

,(T 检测。

! 结果与讨论

!"# 细胞壁降解酶及其组合对 ! $ "#$%&%#’ 细胞壁的降解

效果

不同的细胞壁降解酶对 / 2 0%+.#.%1 不同菌株细胞壁的

降解效果显著不同。供试的 1 种酶对 Q>、CU、II、()"和

()#OF 等 A 个菌株的处理结果表明，只有 V53":"#$ 较有效地

降解菌株 ()"的细胞壁，原生质体浓度达到 AN1A W %*J R
1NX. W %*J 个E=B。其它 J 种酶对各菌株的细胞壁均无显著

的降解作用，所分离的原生质浓度为 * R FN& W %*& 个E=B。

在表 % 所列的酶组合中，VY I Y C 效率最高（酶的缩写

见表 %），其次为 VY I，V Y Z 和 V Y I Y Z。菌株 ()"经上

述 . 种酶组合处理所分离的原生质体足以用于转化。与单

一酶的降解效果相同，供试的各酶组合对 Q> 等 & 个菌株的

细胞壁没有显著的降解作用。在 (Q 培养基上，菌株 Q>，

CU和 II 黑色素迅速产生、沉积，菌丝很快老化，菌落呈墨

绿色；()#OF 气生菌丝生长旺盛，菌落呈灰黑色；()"气生

菌丝较少，菌落呈淡绿色。可见菌株的生长特性是影响其原

生质体分离效率的一个重要因素。

表 # 酶组合对 ! $ "#$%&%#’ 原生质体的分离效率的影响

%&’() # *++),- .+ )/012) ,.2’3/&-3./ ./ -4) 35.(&-3./ +6)78)/,1 .+ 96.-.9(&5- 3/ ! $ "#$%&%#’

H![8=$

L6=\5!"356!!
M34"5!

Q> CU II ()" ()#OF

V Y ]; % W %*& % W %*& 1 W %*& XNF W %*A &ND W %*A

V Y 0 * * % W %*& %N&J W %*J F W %*&

V Y I * %NAA W %*J %NF W %*A %N*JA W %*1 %N. W %*A

V Y Z * & W %*& %N% W %*A AND. W %*J & W %*&

V Y ]L * FNF W %*A % W %*& &NA W %*J % W %*&

V Y C &N& W %*A .NF W %*A %NF W %*A %NAF W %*J 1 W %*&

C Y ]; * . W %*& %N* W %*A FN& W %*A .NA W %*A

C Y 0 * % W %*& % W %*& D W %*& &N. W %*A

C Y I * * D W %*& FND W %*A FNJ W %*A

C Y Z * * & W %*& .NF W %*A %N% W %*A

C Y ]L * *& * J W %*& . W %*&

Z Y ]; * * * . W %*& & W %*&

Z Y 0 * * * * F W %*&

Z Y I * % W %*& * * FN1 W %*A

Z Y ]L * * * * FNF W %*A

V Y ]; Y 0 * * %N* W %*A .NJ W %*A *
V Y ]; Y I * . W %*& %NF W %*A &NF W %*A % W %*&

V Y ]; Y Z DN. W %*A %N* W %*A %ND W %*A 1N% W %*A &NA W %*A

V Y ]; Y ]L F AN. W %*A X W %*& %N1F W %*J &N& W %*A

V Y 0 Y I * * . W %*& &N* W %*A %NF W %*A

V Y 0 Y Z * % W %*& * &N& W %*A *
V Y 0 Y ]L * % W %*& . W %*& ANJ W %*A F W %*&

V Y I Y Z %N* W %*A 1N% W %*A FN% W %*A ANA W %*J *
V Y Z Y C * 1N% W %*A .N& W %*A &N1F W %*J %NF W %*A

V Y I Y C %N1 W %*A %N&F W %*J %N&& W %*J %NJJF W %*1 & W %*&

!]G!;"#$，]G!L$:"#$，06^6[8=$ I:GL"!$P，C45#$:"#$，Z#@5[8=$ "!9 V53":"#$ "4$ "\\4$^5"3$9 "# ];，]L，0，I，C，Z "!9 V 4$#’$L35^$:82
!! H"L7 ^":G$ 4$’4$!#$!3# 37$ "^$4";$ 6? 3_6 $P’$45=$!3#2 -7$ L6!L$!34"356! 6? $![8=$ _"# F*=;E=B2
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!"! 培养基对原生质体分离效率的影响

培养基影响原生质体的分离效率（表 !）。一方面，对于

同一菌株，不同的酶组合对应的适宜培养基不同，如菌株 "#

!，酶组合 $% & 对应的适宜培养基是 ’(，$ % & 处理经 ")
和 ’( 培养的 "#!菌丝，原生质体分离效果相差近 *+ 倍；而

$% , 对应的适宜培养基是 ")。另一方面，不同菌株的适宜

培养基也不同，菌株 "#"-! 经 ’( 培养，其原生质体的浓度

较经 ") 培养时提高 *+ . *++ 倍左右。另外某些供试菌株如

)/、&0 和 ,,，虽然经不同的培养基、酶组合处理，原生质体

的分离效率仍然较低，浓度未能达到 *+1 234 以上（数据未显

示）。

表 ! 培养基对 ! # "#$%&%#’ 原生质体分离效率的影响

$%&’( ! )**(+, -* .(/01. -2 ,3( 04-’%,0-2 *5(61(2+7 -* 85-,-8’%4, 02 ! # "#$%&%#’

567839

":3;<6=><:6

"#! "#"-!

") ’( ’(?/ @& ") ’( ’(?/ @&

$ % &! *(!!! **1( ABB *++ ( A11 !+ A

$ % , *C*( C*! D11 *CE !D BA( *! *1

$ % F C++ DA* !*1 *!1 B1 B*1 !( *

$ % , % & *E++ *DD+ BCA D*1 A! (EA *DD !( （ G *+D）

!H;;I9J<=><:6 <K >L9 K=39 =K >L=> :M >=;N9 * O !! 5=PL J=NQ9 I9RI9K96>K >L9 =J9I=S9 :M >LI99 9TR9I<396>KO ?L9 P:6P96>I=><:6 :M 967839 U=K !+3S234O

!"9 酶组合浓度及降解时间对原生质体分离效率的影响

当酶组合的浓度为 !+3S234 时，其分离的原生质体浓度

较酶浓度 *+3S234 时提高 C+V以上，而酶组合浓度为 D+3S2
34 时，原生质体的分离效率并未随之显著提高。因此比较

适宜的酶浓度为 !+3S234。酶对菌丝的处理时间以 D+3<6 .
*L 为宜。降解反应时间超过 *L，原生质体的分离效率并无

相应的提高。

!": 原生质体的转化

采用环状质粒 &WH 和 X9K>I<P><:6 967839-39Y<=>9Y <6>9ISI=-
><:6（X5)Z）方 法，初 步 测 试 了 质 粒 RHWC*，R"#*++D 和

R[@?B** 对 ! O "#$%&%#’ 的转化效率。试验结果表明 R"#*++D
和 R[@?B** 不适用于 ! O "#$%&%#’ 的转化。供试的 B 种质粒

中只有 RHWC* 的 L8SI:38P<6 # RL:KRL=>9 Y9L8YI:S96=K9 基因能

够在 ! O "#$%&%#’ 中表达，转化后原生质体可以形成 [8SX 抗

性菌落。加入限制性内切酶 (&)Y!未提高转化的效率，环状

质粒 &WH 的 转 化 效 率 高 于 X5)Z（表 B）。转 化 体 经 引 物

[@?1B+ 和 [@?*+B+ 扩增后产生 +\D]; 的特异扩增带，受体

"#!没有相应的扩增带产生，初步表明质粒插入到转化体的

基因组中（图 *）。

综上所述，细胞壁降解酶和菌株生长特性是决定 ! O
"#$%&%#’ 原生质体分离效率的两个关键因素。常用的细胞壁

降解酶如 ^Q6S=K9，^Q6P9N=K9，W:J:7839，,NQP=69T，&I<K9N=K9 以

及 FK]<7839 对 ! O "#$%&%#’ 细胞壁均无降解作用。一些酶对

! O "#$%&%#’ 细胞壁具有协同降解作用，如酶组合 ,NQP=69T %
$<>=N=K9，,NQP=69T % $<>=N=K9 % &I<K9N=K9，可以使分离的原生质

体浓度达到 * G *+C 234 以上，完全能够用于转化。针对不同

的菌株，选用相应的培养基及酶组合是比较经济有效的方

法。菌丝的生长状态也对原生质体的分离效果有很大影响，

表 9 不同质粒转化 ! # "#$%&%#’ 的效率

$%&’( 9 )**(+, -* ;)<= %2/ +05+1’%5 8’%4.0/ -2 ,3(
,5%24*-5.%,0-2 *5(61(2+7 &( ! # "#$%&%#’

@N=K3<Y
X5)Z（4<69=I<79Y RN=K3<Y % (&)Y!（Q234））

!+Q! A+Q *++Q

"<IPQN=I

RN=K3<Y

@HWC* *D!! + + *A(

@"#*++D + + + +

@[@?B** + + + +

!H3:Q6> :M 967839O !!W:O :M >I=6KM:I3=><:62*+C RI:>:RN=K> O 5=PL J=N-

Q9 I9RI9K96>K >L9 =J9I=S9 :M >LI99 9TR9I<396>KO ?L9 K>I=<6 QK9Y <6 9TR9I<396>

U=K "#! O

图 * ! O "#$%&%#’ 转化体的 @"X 分析

^<SO* @"X =6=N8K<K :M >I=6KM:I3=6>K :M ! O "#$%&%#’ @N=K3<Y

RHWC* U=K QK9YO @I<39I R=<I U=K [@? *+B+ =6Y [@? 1B+O

HO)=I]9I，#&WH Y<S9K>Y U<>L _>8 "；#O "#!；

"O RHWC*；& =6Y 5O ?I=6KM:I3=6>K

同一菌株经同一培养基和酶组合处理，各次试验分离的原生

质体浓 度 相 差 !+V . A+V。初 步 的 转 化 试 验 表 明，质 粒

RHWC* 能够用于该菌的转化。这些结果将为 ! O "#$%&%#’ 和

!*+,$-.&#’ 属其它真菌的基因克隆提供一些有用的信息。
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