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原生质体法介导真菌遗传转化的研究进展
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（中国农业科学院植物保护研究所，植物病虫害生物学国家重点实验室，北京　１００１９３）

摘要　原生质体法介导真菌遗传转化体系是实现大规模随机、定点突变和菌种改良的方法之一，为研究真菌致病性

和侵染机制奠定了基础。原生质体法构建转化体系的步骤包括原生质体的制备、转化与再生，其中关键是原生质体

的制备，通常采用酶解法破除细胞壁获得原生质体，其获得率直接影响转化效率。转化通常借助于聚乙二醇（ＰＥＧ）

介导、电击或限制性内切酶法完成，其中ＰＥＧ介导的原生质体转化法较传统，技术较成熟；电击法操作较简单；限制

性内切酶（ＲＥＭＩ）介导的整合转化，因其转化效率较高，可产生大量稳定的转化子，正被越来越多地应用于丝状真

菌的遗传转化。

关键词　原生质体；　制备与再生；　ＰＥＧ介导；　电击；　ＲＥＭＩ；　转化子

中图分类号：　Ｑ７８　　文献标识码：　Ａ　　犇犗犐：　１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．０５２９ １５４２．２０１７．０２．００４

犚犲狊犲犪狉犮犺狆狉狅犵狉犲狊狊犻狀狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犳狌狀犵犻犿犲犱犻犪狋犲犱犫狔狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋狊

犛犺犲狀犎狌犻犿犻狀，　犔犻犆犺犪狅，　犌犪狅犔犻，　犔犻狌犜犪犻犵狌狅，　犔犻狌犅狅，　犆犺犲狀犠犪狀狇狌犪狀

（犛狋犪狋犲犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔犳狅狉犅犻狅犾狅犵狔狅犳犘犾犪狀狋犇犻狊犲犪狊犲狊犪狀犱犐狀狊犲犮狋狊犘犲狊狋狊，犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犘犾犪狀狋

犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀，犆犺犻狀犲狊犲犃犮犪犱犲犿狔狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犛犮犻犲狀犮犲狊，犅犲犻犼犻狀犵　１００１９３，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋　犜犺犲狌狊犲狅犳狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋犿犲犱犻犪狋犲犱犵犲狀犲狋犻犮狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀狊狔狊狋犲犿犻狊狅狀犲狅犳狋犺犲犿犲犪狀狊狋狅犪犮犺犻犲狏犲犾犪狉犵犲狊犮犪犾犲

狉犪狀犱狅犿犻狕犲犱犪狀犱狊犻狋犲狊狆犲犮犻犳犻犮犿狌狋犪犵犲狀犲狊犻狊犪狊狑犲犾犾犪狊狊狋狉犪犻狀犻犿狆狉狅狏犲犿犲狀狋犻狀犳狌狀犵犻．犐狋犾犪狔狊犪犳狅狌狀犱犪狋犻狅狀犳狅狉狊狋狌犱狔犻狀犵

犳狌狀犵犪犾狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔犪狀犱犻狀犳犲犮狋犻狅狀犿犲犮犺犪狀犻狊犿．犜犺犲狆狉狅犮犲犱狌狉犲狅犳犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狀犵犪狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋犿犲犱犻犪狋犲犱狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪

狋犻狅狀狊狔狊狋犲犿犻狀狏狅犾狏犲狊狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋狆狉犲狆犪狉犪狋犻狅狀，狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀犪狀犱狉犲犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀．犃犿狅狀犵狋犺犲犿，狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋狆狉犲狆犪狉犪

狋犻狅狀犻狊狋犺犲犽犲狔狊狋犲狆，狑犺犻犮犺犻狊狌狊狌犪犾犾狔狅犫狋犪犻狀犲犱犫狔犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀犫犪狊犲犱犮犲犾犾狑犪犾犾狉犲犿狅狏犪犾．犘狉狅狋狅狆犾犪狊狋狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀

狉犪狋犲犱犻狉犲犮狋犾狔犪犳犳犲犮狋狊狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔．犜狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀犻狊狌狊狌犪犾犾狔犿犲犱犻犪狋犲犱犫狔狆狅犾狔犲狋犺狔犾犲狀犲犵犾狔犮狅犾（犘犈犌），

犲犾犲犮狋狉犻犮狊犺狅犮犽狅狉狉犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀犲狀犱狅狀狌犮犾犲犪狊犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀；犘犈犌犿犲犱犻犪狋犲犱狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀犻狊犪狉犲犾犪狋犻狏犲犾狔狋狉犪犱犻

狋犻狅狀犪犾犪狀犱犿犪狋狌狉犲狋犲犮犺狀犻狇狌犲．犜犺犲犲犾犲犮狋狉犻犮狊犺狅犮犽犿犲狋犺狅犱犻狊犳犲犪狋狌狉犲犱犫狔狊犻犿狆犾犲狅狆犲狉犪狋犻狅狀．犅犲犮犪狌狊犲狅犳狋犺犲犺犻犵犺犲狉

狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狑犺犻犮犺犮犪狀狆狉狅犱狌犮犲犪犾犪狉犵犲狀狌犿犫犲狉狅犳狊狋犪犫犾犲狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狀狋狊，狉犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀犲狀狕狔犿犲犿犲犱犻犪狋犲犱

犻狀狋犲犵狉犪狋犻狅狀（犚犈犕犐）犿犲狋犺狅犱犻狊犻狀犮狉犲犪狊犻狀犵犾狔狌狊犲犱犻狀狋犺犲犵犲狀犲狋犻犮狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犳犻犾犪犿犲狀狋狅狌狊犳狌狀犵犻．

犓犲狔狑狅狉犱狊　狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋；　狆狉犲狆犪狉犪狋犻狅狀犪狀犱狉犲犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀；　犘犈犌犿犲犱犻犪狋犲犱；　犲犾犲犮狋狉犻犮犪犾狊狋犻犿狌犾犪狋犻狅狀；　犚犈犕犐；　狋狉犪狀狊

犳狅狉犿犪狀狋

　　随着真菌分子生物学研究的迅速发展，越来越

多的真菌全基因组序列测序成功，真菌生物学研究

进入了功能基因组学时代，对能够实现大规模随机

和定点突变技术的需求日益增加。遗传转化技术是

实现大规模随机和定点突变的重要方法之一，利用

该技术可改变真菌的遗传物质，可为深入研究真菌

的某些代谢及生理现象提供方法，还可致力于解析

真菌的致病机理。目前，实现真菌遗传转化的方法

很多，如针对原生质体的遗传转化方法有聚乙二醇

（ＰＥＧ）介导的转化、电击转化和限制性内切酶（ＲＥ

ＭＩ）介导的基因整合；针对完整细胞的遗传转化有

以根癌农杆菌Ｔｉ质粒为载体的转化法、醋酸锂转化

及基因枪法等。不同的转化方法针对的对象不同，

转化效率也不同。

原生质体转化法以萌发的孢子、芽管或新生菌

丝制备原生质体，经Ｃａ２＋处理使之成为容易吸收外
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界物质的感受态。构建携带外源基因和遗传选择标

记的质粒，将制备好的原生质体悬浮于含质粒ＤＮＡ

的溶液中，在聚乙二醇、电击或限制性内切酶的作用

下，外源ＤＮＡ可被受体菌的原生质体吸收并整合

到其基因组中，再生菌体即可表达外源基因赋予的

新遗传性状。转化子因带有显性选择标记（如对抗

生素的抗性和荧光标记），可通过选择性培养基进行

选择和鉴定。原生质体的制备与再生是实现该方法

的基础，也是关键步骤，其活性和再生率直接决定转

化能否成功。以下是主要步骤的几个方面。

１　原生质体的制备与再生

该部分是进行转化的关键步骤，主要包括以下

几个内容：

（１）原始材料的准备

制备原生质体的材料一般为幼嫩菌丝、分生孢

子或担孢子。菌体的生长时期、生长温度和培养时

间均会影响原生质体的制备，应避免菌体培养时间

过长或过短，影响原生质体的制备和再生。为了制

备出较多的原生质体，需要优化菌体的培养时间。

如在ＣＭ 液体完全培养基中培养芦笋茎枯病菌

犘犺狅犿狅狆狊犻狊犪狊狆犪狉犪犵犻的分生孢子３ｄ后可获得较多

的原生质体［１］，而培养４ｄ的黑曲霉犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻

犵犲狉幼嫩菌丝体更宜用来制备原生质体
［２］。

（２）溶壁酶系统

真菌原生质体通常采用酶解法去除细胞壁。不

同真菌的细胞壁组成不同，主要包括纤维素、半纤维

素、几丁质、葡聚糖及蛋白质等。研究中应根据真菌

细胞壁的组成特点，选择合适的细胞壁降解酶。常

用的细胞壁降解酶有蜗牛酶、崩溃酶及溶壁酶等。

蜗牛酶中含有纤维素酶、果胶酶、甘露聚糖酶、葡糖

酸酶、几丁质酶和脂酶等３０多种酶，在ｐＨ５．８～

７．０有较好的裂解真菌细胞壁的作用，是制备真菌原

生质体有效的工具酶之一，尤其适合于降解含葡聚

糖较多的真菌，如红色酵母犘犺犪犳犳犻犪狉犺狅犱狅狕狔犿犪的

细胞壁［３］。崩溃酶是一类含有昆布多糖酶、木聚糖

酶及纤维素酶的复合酶，广泛应用于多种植物病原

真菌的原生质体制备，该裂解酶尤其适合疫霉犘犺狔

狋狅狆犺狋犺狅狉犪的细胞壁裂解
［４］。此外来自哈茨木霉

犜狉犻犮犺狅犱犲狉犿犪犺犪狉狕犻犪狀狌犿 的溶壁酶具有蛋白酶、几

丁质酶及纤维素酶等活性，在子囊菌如禾顶囊壳

犌犪犲狌犿犪狀狀狅犿狔犮犲狊犵狉犪犿犻狀犻狊的原生质体制备中效果

较好［５］。稻瘟病菌犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲犵狉犻狊犲犪产生原生

质体效率最高的酶是裂解酶和崩溃酶，且当酶浓度

为１０ｍｇ／ｍＬ时产生的原生质体数量最多，酶解２

～３ｈ后即可获得相当数量的原生质体，两种酶的最

适作用温度分别为３０℃和３２℃
［６］；适于裂解小麦纹

枯病菌犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪犮犲狉犲犪犾犻狊的崩溃酶，最佳反应温

度是２４℃，最适的酶解时间为３ｈ
［７］；无论是真菌菌

丝还是孢子，细胞壁的成分都比较复杂，所以在制备

原生质体过程中通常选取上述酶中的２～３种混合

使用，酶的浓度通常在０．５％～５％，酶解时间一般

在２～４ｈ，酶解的最适温度为２８～３２℃。通常在实

际操作中要根据不同真菌细胞壁的成分而选择酶组

合形式、酶解时间和酶解温度。

（３）渗透压稳定剂

渗透压稳定剂主要起维持质膜系统渗透压的作

用，降解细胞壁的酶类会破坏膜质系统使其难以再

生，甚至破裂、失活。当刚刚形成的原生质体被释

放到酶液中时，酶系统对原生质体会起到伤害作

用，如果伤害过大，会直接影响原生质体的再生和

转化，此时需要渗透压稳定剂来维持细胞质膜的渗

透压，对原生质体起到保护作用［８］。因此，渗透压

稳定剂种类的选择至关重要。不同真菌细胞所需

的渗透压稳定剂不同，如水稻纹枯病菌犚犺犻狕狅犮狋狅

狀犻犪狊狅犾犪狀犻较适渗透压稳定剂为０．６ｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４

·７Ｈ２Ｏ
［９］；黑曲霉犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犵犲狉较适渗透压稳

定剂为１ｍｏｌ／Ｌ山梨醇
［２］；小麦全蚀病菌犌犪犲狌犿犪狀

狀狅犿狔犮犲狊犵狉犪犿犻狀犻狊和青霉犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿 较适渗透压

稳定剂为０．６ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
［１０］。

（４）再生培养基

原生质体的再生和原生质体的制备同等重要，

需要探索和尝试合适的再生培养基，如１．０ｍｏｌ／Ｌ

甘露醇较适合水稻纹枯病菌犚．狊狅犾犪狀犻原生质体的

再生［９］；ＣＭ培养基和ＰＤＢ培养基较适合玉米丝轴

黑粉菌犛狆犺犪犮犲犾狅狋犺犲犮犪狉犲犻犾犻犪狀犪原生质体的再生
［１１］；

０．６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖完全培养基较适合红曲霉犕狅狀犪狊犮狌狊

犪狀犽犪原生质体的再生
［１２］。

２　原生质体法构建遗传转化体系的原理以

及已转化成功的真菌

　　采用原生质体构建遗传转化体系时通常借助于

ＰＥＧ介导、电击或限制性内切酶介导来完成。将制

备好的原生质体悬浮后加入已构建好的质粒载体，
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然后分别加入一定量的ＰＥＧ缓冲液、限制性内切酶

或者放入电极杯中进行电击，按照一定的操作步骤

处理好后再加入到选择性再生培养基中，直到长出

转化子。

２．１　犘犈犌介导的原生质体转化法

ＰＥＧ介导的遗传转化是使用较早较普遍的细

胞融合方法。１９７８年，Ｈｉｎｎｅｎ等
［１３］首先利用聚乙

二醇作为介质成功完成了酵母原生质体转化，此后

ＰＥＧ介导的原生质体转化法逐渐应用于粗糙链孢

菌犖犲狌狉狅狊狆狅狉犪犮狉犪狊狊犪和构巢曲霉犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犱

狌犾犪狀狊等
［１４］。一般认为 ＰＥＧ 能和 Ｍｇ２＋、Ｍｎ２＋、

Ｃａ２＋等二价阳离子及外源ＤＮＡ在细胞表面形成沉

淀，从而改变质膜的通透性，以利于外源ＤＮＡ的进

入。高静等［１５］建立了ＰＥＧ介导的苹果腐烂病菌

犆狔狋狅狊狆狅狉犪犿犪狀犱狊犺狌狉犻犮犪原生质体遗传转化体系，为

深入研究该病菌的致病相关基因奠定了基础。宁平

等［１１］研究了ＰＥＧ介导的玉米丝轴黑粉菌犛．狉犲犻犾犻

犪狀犪原生质体转化，其转化效率约１０个转化子／μｇ

ＤＮＡ，筛选出稳定表达潮霉素Ｂ抗性的转化菌株，

继代培养９代后仍有潮霉素抗性。另外，现采用

ＰＥＧ介导的方法已建立了大麦坚黑粉菌犝狊狋犻犾犪犵狅

犺狅狉犱犲犻、红曲霉犕．犪狀犽犪、哈茨木霉犜．犺犪狉狕犻犪狀狌犿、尖

孢镰刀菌犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿 及玉米弯孢叶斑病

菌犆狌狉狏狌犾犪狉犻犪犾狌狀犪狋犪等遗传转化体系
［１６１９］。

２．２　电击转化法

电击转化法是传统ＰＥＧ转化法的基础，其原理

是利用直流短电脉冲在原生质体膜或细胞膜上形成

可逆的瞬间通道，以利于外源ＤＮＡ进入，质膜具有

可修复性，外加电场造成的膜穿孔可在一定时间内

自动修复［２０］。由于电击转化步骤简单，转化效率较

高，目前已经应用于不同物种的完整细胞和原生质

体，包括细菌［２１］和真菌［２２］。

２．３　限制性内切酶介导的原生质体转化法

在ＰＥＧ和Ｃａ２＋存在的情况下，限制性内切酶

和ＤＮＡ连接酶可进入原生质体中，在限制性内切

酶的作用下，染色体ＤＮＡ的相应位点被切开，接着

在ＤＮＡ连接酶的作用下外源ＤＮＡ插入到目标基

因组中，该技术应用于很多真菌致病相关基因的标

记与克隆［２３］。Ｂｌｋｅｒ等
［２４］用限制性内切酶法转化

了玉蜀黍黑粉菌犝狊狋犻犾犪犵狅犿犪狔犱犻狊，得到了约１０００

个插入突变体；Ｓáｎｃｈｅｚ等
［２５］通过ＲＥＭＩ法转化了

构巢曲霉犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犱狌犾犪狀狊，并试图通过此方法

来标记参与真菌无性繁殖的新基因；Ｔａｎａｋａ等
［２６］

基于ＲＥＭＩ法对链格孢菌犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪进

行了转化；王秋华等［２７］对尖孢镰刀菌犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿

的ＲＥＭＩ转化体系进行了优化，并对部分转化子的

表型进行了初步分析；迟归兵等［２８］通过限制性内切

酶介导稻瘟病菌犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲犵狉犻狊犲犪原生质体转

化，建立了突变体库。基于ＲＥＭＩ法成功进行原生

质体转化的真菌还有链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪、

玉米大斑病菌犈狓狊犲狉狅犺犻犾狌犿狋狌狉犮犻犮狌犿、玉米小斑病

菌犆狅犮犺犾犻狅犫狅犾狌狊犺犲狋犲狉狅狊狋狉狅狆犺狌狊、灰盖鬼伞菌犆狅狆狉犻

狀狌狊犮犻狀犲狉犲狌狊、构巢曲霉犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犱狌犾犪狀狊、稻瘟

病菌犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲犵狉犻狊犲犪、哈茨木霉犜．犺犪狉狕犻犪狀狌犿、

红曲霉 犕狅狀犪狊犮狌狊犪狀犽犪、甘蓝枯萎病菌犉狌狊犪狉犻狌犿

狅狓狔狊狆狅狉狌犿、玉米弯孢叶斑病菌犆．犾狌狀犪狋犪、葡萄溃疡

病菌犔犪狊犻狅犱犻狆犾狅犱犻犪狋犺犲狅犫狉狅犿犪犲等
［２９４１］。

３　转化子筛选

将转化后的原生质体涂布在含有已筛选浓度的

抗生素（常用的抗生素有潮霉素、腐草霉素、遗传霉

素及新霉素等）再生培养基上，经３～７ｄ左右长出

菌落，进行转化子的抗生素抗性鉴定［１１］；将在含抗

生素平板上长出来的菌落转接到新的抗生素平板

上，等菌落长出后再以同样的方法继代培养５代以

上，检测转化子的遗传稳定性；提取ＤＮＡ用特定抗

生素的引物ＰＣＲ检测抗生素插入的片段
［２０］。

４　展望

利用原生质体法构建遗传转化体系的关键是原

生质体的制备与再生，一般采用新生菌丝或孢子来

制备原生质体。影响真菌原生质体制备的因素有很

多，如菌龄过长会使细胞壁不容易酶解，从而影响原

生质体的释放。真菌的细胞壁组成较复杂，混合酶

液比单一酶液酶解效果要好，在制备原生质体时要

根据不同的真菌细胞壁成分来选择合适的酶以及酶

液浓度。渗透压稳定剂在酶解时能够维持原生质体

的渗透压稳定，防止酶破坏膜系统，使原生质体难以

再生，所以渗透压稳定剂的种类和浓度的选择与酶

的选择同样重要。酶解时间过短，不能充分制备数

量较多的原生质体，酶解时间过长，会影响再生。选

择合适的酶解温度，能使酶更好地发挥作用。综上

所述，菌龄、酶系统、渗透压稳定剂、酶解时间及酶解

温度等都会影响原生质体的数量和质量。转化时的
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质粒中通常含有抗性标记和荧光标记。以抗性标记

为选择系统时，受体真菌对抗生素的敏感性很重要，

潮霉素对大多数真菌具有抑制作用，很多真菌在遗

传转化中都选择将潮霉素抗性基因连接在载体上，

因此可以考虑在研究其他真菌的转化时构建带潮霉

素抗性基因的载体，再在含敏感浓度的潮霉素平板

上进行筛选。

ＰＥＧ介导的原生质体转化法自从１９７８年第一

次转化酵母成功后，近４０年来，随着技术不断成熟，应

用范围越来越广，已在玉米丝轴黑粉菌犛．狉犲犻犾犻犪狀犪
［１１］和

红曲霉犕．犪狀犽犪
［３６］等真菌中实现了转化。电击转化

操作较简便，既可以应用于原生质体也可用于完整

细胞，不仅适用于丝状真菌还适用于细菌和哺乳动

物。影响电击转化法的因素有电压和连接反应混合

物的盐浓度等［４２］。ＲＥＭＩ法转化率较高，转化子较

稳定［３７］。

原生质体的制备与再生是进行遗传转化的基

础，但对于有些真菌来说，其原生质体制备过程繁

杂，再生较难，转化效率较低，转化子不稳定，所以不

适合进行原生质体转化，因此在选择转化方法时要

先确定原生质体的制备和再生是否能够实现。在确

定可以使用原生质体法转化后，进一步进行条件优

化，提高转化效率，不同真菌原生质体的制备与再生

的优化条件要进一步开展深入研究。
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及人参锈腐病菌的活性［１８］。翟熙伦的研究表明，蒙

氏假单胞菌４Ａ１菌株发酵液中的活性物质可破坏

ＴＭＶ粒体，对病毒产生钝化作用，破坏病毒蛋白亚

基之间的作用力，使病毒粒体缺乏完整性，从而无法

在寄主体内增殖，降低病毒的侵染能力［１９］。本研究

的３Ａ菌株为蒙氏假单胞菌，对烟草漂浮育苗中

ＴＭＶ的钝化效果显著，对植物病毒病的防治有潜

在的应用价值，但是其与ＴＭＶ在烟草植株内的作

用机制还有待进一步深入研究。
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