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摘 要：草酸青霉菌 G4（!"#$%$&&$’( )*+&$%’(）溶磷菌株具有较强的溶解多种无机难溶磷的能力和促进作物生长的作

用。为研究 G4 在作物根际的定殖状况，用携带加强型绿色荧光蛋白和潮霉素抗性的双标记载体转化溶磷青霉菌

G4 的原生质体，筛选出稳定、高效表达 H8G 并对潮霉素产生抗性的转化菌株，I(JKD,0? 杂交分析结果显示，外源质粒

+1L 是以非同源重组方式整合到转化菌株基因组染色体上。试验证明转化菌株的形态学特征和溶磷能力与野生

型菌株无明显差别。
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IN,))<?E 等［&］首次报道用 H8G 标记植物致病菌

./0$&+1) (+23$/，借助激光共聚焦显微镜原位观察研

究 . * (+23$/ 的定殖、增殖及与作物的互作关系，随

之 H8G（H0,,? 8)J(0,A-,?K G0(K,?）成为土壤微生物的

生态学研究的一个有效工具。国内外已见大量报道

用 H8G 标记生防菌、植物致病菌及内生菌利用激光

共聚焦扫描显微镜监测目标菌在施入土壤后的分

布、存 活 状 态 及 其 与 作 物 的 互 作 形 式。;)/,)K9EO
等［$］用 H8G 标记固氮细菌 4"56+/-$5$&&’( AN*，通过原

位观察研究 4"56+/-$5$&&’( AN* 在不同基因型水稻根

际的定殖能力，发现 4"56+/-$5$&&’( AN*在两种基因型

水稻根际定殖的菌体数量有很大差异。1(.9?P,0
等［2］利 用 H8G 标 记 的 ! * 7&’)5"#/%"#0 菌 株 +Q"!6
R1&! 接种生长在不同土壤中的燕麦植株，用激光共

聚焦显微镜原位检测了标记菌在燕麦根际的定殖、

生长与分布状况。S?E, 等［!］构建 17-6 &’*89 双标记

系统，分别转化假单胞菌和大肠杆菌，接种土壤 2%P
后，检测 H8G 标记细胞仍有较高数量，但发光酶活

性由于营养条件限制而缓慢下降。T,(J?E 等［"］用

H8G 基因标记生防菌 :5$%,)3"5(+ ,+5;$+#’( 研究其

在 土 壤 中 的 活 性 和 定 殖 状 况，结 果 表 明 : *
,+5;$+#’( 在土壤中能生存并繁殖。U,KK,［#］用 H8G
基因标记生防真菌 <&)#)/0+%,2/ 5)/"+ 研究了转化菌

在引入 土 壤 后 的 定 殖 和 生 长 动 态，研 究 发 现 < *

5)/"+ 在土壤中主要以孢子形态存在，在营养丰富的

根际能观察到萌发的菌丝和新生的孢子。国内对应

用 H8G 标记微生物研究其定殖也见报道，但是以

H8G 标记丝状真菌仍未见报道［3，4］。

迄今，应用 H8G 标记溶磷菌株以研究其在作物

根的定殖还未见报道，本试验旨在用 H8G 和潮霉素

抗性的双标记载体标记草酸青霉菌 G4 溶磷菌株，筛

选稳定、高效表达 H8G 并对潮霉素产生抗性的双标

记转化菌株，为应用激光共聚焦显微镜原位观察研

究其在作物根际的空间分布、繁殖和存活能力奠定

基础。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 菌 株 和 质 粒：草 酸 青 霉 菌 G4（ !"#$%$&&$’(
)*+&$%’(）由中国农业科学院土壤肥料研究所范丙

全! 分离。穿梭质粒 NDOE;H8G 由本课题组构建的

双标记真核表达载体，在 HG+（26磷酸甘油醛脱氢

酶）启动子和 50NV 终止子（均来源于构巢曲霉）表达

信号的调控下表达加强型绿色荧光蛋白（;H8G，激

发峰 !44?.，发射峰 "%3?.）和潮霉素磷酸转移酶融

合蛋白［7］。大肠杆菌（=/%,"5$%,$+ %)&$）+W""保藏和

扩增质粒，含 "%#EX.Y 氨苄青霉素的液体 YR 培养基

23Z过夜培养细菌。



!"!"# 试剂：纤维素酶、蜗牛酶及其他生化试剂均

购于北京经科生物公司，潮霉素 ! 和氨苄青霉素购

于上海 "#$%&$ 公司，地高辛标记和检测试剂盒为

’&()* 公司产品。

!"# $%& 的操作

采用碱裂解法小量提取质粒，质粒的提取和纯

化的具体操作步骤参照文献［+,］。青霉菌原生质体

的制备和转化参照文献［-］和［.］进行。

!"’ 选择稳定转化菌株

以 /01 平板和含 +2,!%345 潮霉素 ! 的 /01 平

板交替转接筛选稳定转化菌株。先在有压力的培养

基平板上转接，间隔为 -6，每次挑单菌落的菌丝和

孢子在荧光显微镜下观察，选择荧光强度高的菌落

再次转接，连续转接 2 次后，将孢子转接到不含潮霉

素 ! 的 /01 平板上，按上述方法继续转接 2 次后，

用 /01 试管转接单菌落孢子，培养 7,6 后，荧光显

微镜观察菌体荧光并用含潮霉素 ! 的培养基检测

转化菌株的稳定性。

!"( 野生型菌株和转化菌株的 )*+,-./0 杂交检测

青霉菌全基因组提取参照文献［++］；选择在重

组质粒上无酶切位点的 !"#8"酶切全基因组，以

9:/ 基因和潮霉素磷酸转移酶基因序列为模板制备

地高辛标记探针，杂交和检测方法参照试剂盒说明

书进行。

!"1 野生型菌株与转化菌株形态学特征和溶磷能

力的比较

在液体 /01 中培养了 +,) 的野生型菌株孢子

和一株转化菌株的孢子，转接在 /01 平板培养基

上，-,;培养 .6。接种后第 76、<6、.6 测量菌落直

径，观察菌落外观、菌丝生长状况和孢子产量，并观

察菌丝形态差异。

分别在含有 2= >#-（/?7 ）@ 和 >#A/?7 的改良

/B(&C&DE#F# 平板［+@］上接种野生型青霉菌 /. 和一株

转化菌株，接种后第 < 天测定菌落直径和溶磷圈直

径。比较二者在固体培养基中的溶磷能力的差别，

考察青霉菌 /. 基因标记后溶磷能力的变化情况。

!"2 数据统计分析

应用 ?GF4HID J8K+ 荧光显微镜观察标记菌株，

用 "1" 软件进行数据统计分析。

# 结果和分析

#"! 筛选稳定转化菌株

培养 26 后既可观察到转化后的原生质体再生

菌落。菌落直径大小不一，个别菌落在同一个菌落

上生长并不相同。选择不同形态再生菌落挑取菌丝

和孢子制成水压片，在荧光显微镜下观察（7..$4 激

发），发现并不是所有菌落的菌丝都产生绿色荧光，

产生绿色荧光的菌丝生长健壮，细胞质在菌丝体中

分布均匀，菌落外观表现为菌落直径大，产生孢子

多。有些菌落长势较弱，菌丝在 7..$4 激发下不产

生绿色荧光，将其转接至含有潮霉素 ! 的培养基上

不再生长。

选择 @, 个菌体产生荧光的再生菌落，筛选稳定

转化菌株。经过有3无抗生素压力的固体培养基转

接 +, 次，有 2 株转化菌株在连续转接中镜检荧光强

度无明显变化，对潮霉素 ! 的抗性能力一直没有减

弱，命名为 /.L#、/.LM、/.L(、/.L6、/.L*。
#"# 杂交结果分析

为进一步分析质粒在宿主 /. 内的去向，通过

"&IN)*O$ 杂交分析稳定转化菌株的外源质粒是否融

合到基因组 0P1 上，并初步判断质粒的拷贝数。

未经酶切的转化菌株 0P1 的杂交结果（图版

"L1L#）表明，野生型菌株 0P1 无杂交信号，说明野

生型菌株基因组与 $%& 基因和 ’&’ 基因无同源序

列；转化菌株均能在总 0P1 条带处形成一条杂交条

带，无其他杂交信号，说明外源质粒整合到基因组

上，染色体外无游离质粒存在；虽然上样量相同，但

各个转化菌株的杂交信号强度却不相同。总体看，

杂交信号强的 /.LM 在 7..$4 荧光激发下表现出更

高的荧光强度。经 !"#8" 酶切的 0P1 杂交结果

（图版"L1LM）表明，质粒在基因组中融合的部位不

同，转化质粒在基因组中的整合具有一定的随机性，

表明质粒是以非同源重组的方式融合到染色体基因

组上。

#"’ 转化菌株融合蛋白的表达

2 株转化菌均可以在 含 +4%345 潮 霉 素 ! 的

/01 培养基上生长良好，在液体和培养基固体上接

种转化菌株的孢子，不同培养时间取样，在荧光显微

镜下可观察到菌体在整个生长周期高效表达的强绿

色荧光（7..$4 激发）（图版"L!）。生成孢子后荧光

强度逐渐减弱。

#"( 野生型菌株和转化菌株生理生态学比较

在含有 +2,!%345 的固体 /01 培养基上接种野

生型 /. 和转化菌株，二者在生长速度、菌落外观及

菌丝和分生孢子的显微形态都不见明显差别。

# 31 转化菌株与野生型菌株在固体培养基上的溶

磷能力比较

把转化菌株 /.LM 和野生型菌株分别接种到含
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!"#（$%&）’ 和 !"($%& 的改良 $)*+,+-."/" 培养基上培

养 01 后，测定菌落直径和溶磷圈直径，统计分析二

者的菌落直径和溶磷圈直径都不见有显著差异（表

2）。说明野生型菌株在与标记基因遗传重组后既能

高效表达外源基因，又不影响其溶磷能力，因此可以

利用其高效表达的报告基因 34$ 和潮霉素抗性基

因跟踪研究溶磷青霉菌 $567 的定殖能力。

表 ! 草酸青霉菌 "# 和 "#$% 在不同培养基上培养 &’ 的

菌落直径和溶磷圈直径

8"79: 2 ("9+ ;+<: "<1 *+9+</ 1)"=:>:? +@ !"#$%$&&$’( )*+&$%’( $5 "<1

$567 )<*A7">)+< +< >B: 1)@@:?:<> *A9>A?: =:1)A= "@>:? 0 1"/-

C>?")<

!A9>A?: =:1)A= D)>B !"#（$%&）’ !A9>A?: =:1)A= D)>B !"($%&

!+9+</ 1)"=:>:?
E==

("9+ ;+<:
E==

!+9+</ 1)"=:>:?
E==

("9+ ;+<:
E==

$5 #5F0" &5FG" #5F#" &HF2"
$567 #GF5" &5FG" #GF2" &HFI"
J:-A9>- "?: =:"<- +@ @),: ?:K9)*">:-L " ：8D+ ?:-A9>- "?: <+> -)M<)@)*"<>9/

1)@@:?:<>，K N IFI2 L

( 讨论

对于以抗生素作为筛选标记的真菌转化体系来

说，检测受体菌对抗生素的敏感性至关重要，实验证

明潮霉素 O 对多种真核细胞产生抑制作用［2#］。转

化之前，检测潮霉素 O 对青霉菌 $5 的孢子和原生质

体的抑制作用，测得青霉菌 $5 对潮霉素 O 非常敏

感，在 $PQ 固体培养基中加入 2II!ME=R 的潮霉素 O
即可完全抑制青霉菌的孢子和原生质体的萌发，因

此，潮霉素 O 可作为 $5 原生质体转化理想的选择性

标记。试验中发现，如果培养基中的无机盐超过一

定浓度，青霉菌 $5 对潮霉素 O 的敏感性显著降低，

表现为原生质体能够在含潮霉素 O 的再生培养基

中萌发，长出很小的菌落，产生少量孢子，部分菌丝

发生自溶现象。然而青霉菌 $5 原生质体只有在含

IF0=+9ER S"!9 的高渗培养基中能达到最大的再生

率。如用含无机盐的高渗培养基加入潮霉素 O 作

为再生培养基筛选转化子，则潮霉素 O 就失去了作

为筛选标记的作用。为了克服此矛盾，本试验先用

不加潮霉素 O 的高渗液体培养基预培养原生质体

使其萌发，然后再用低渗的双层平板筛选（上层含有

潮霉素 O），可有效获得转化菌株［2&］。

$T3 介导的遗传转化是目前较常用的丝状真菌

转化方法。本研究采用 $T3 介导法用质粒转化溶

磷青霉菌 $5 原生质体，可获得约 &I 个E!M PSQ 的再

生菌落。但是再生菌落的大小、菌丝形态和孢子生

成量却呈现很大的差别。小部分菌落大，孢子丰厚

与野生型青霉 $5 的菌落相似，荧光显微镜观察菌体

可见菌体产生绿色荧光；用含潮霉素的平板转接再

生菌落，在继代培养过程中即保持了潮霉素抗性又

产生绿色荧光，认为是稳定转化菌株，其产生几率约

为 2H 个E!M PSQ，仅占总体再生菌落的 ’0FGU。而

长势较弱的再生菌落菌体不产生绿色荧光，将其转

接至含潮霉素 O 的培养基上也不再生长，应属于不

稳定转化菌株［2H］。C+A>B:?< 杂交试验表明，稳定转

化菌株的外源质粒整合到基因组中，染色体外并无

游离质粒存在，因此不难说明正是由于 ,-. 和 /./
基因随染色体的复制而稳定遗传，转化菌株才能在

继代培养中保持 34$ 活性和潮霉素抗性，而如果外

源质粒没有整合到基因组中，则可能会产生短暂表

达潮霉素抗性的不稳定转化菌株。

微生物基因标记的最终目的是获得能高效、稳

定表达标记基因且便于分析的标记体。本试验所采

用的 T34$（T<B"<*: 3?::< 49A+?:-*:<> $?+>:)<）加强型

绿色荧光蛋白，激发峰 &55<=，是野生型 34$ 的激发

峰红移的 34$=A>’ 型突变体，荧光强度是野生型的

#H 倍［20］，更适合于应用荧光显微镜和激光共聚焦显

微镜的 4V8! 率光片对 34$ 标记菌的观察分析。所

得转化菌株在其整个发育繁殖阶段都能高效表达

34$ 和潮霉素 O 抗性，转化菌株的溶磷能力与野生

型青霉菌 $5 也未见差别。因此，34$ 和潮霉素抗性

双标记基因的应用，为后续研究中用激光共聚焦显

微镜原位观察研究其定殖能力提供了方便而有效的

工具。
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《微生物学报》对英文摘要的要求

为了更好地提高《微生物学报》的质量，近年来本刊加强了对刊物的改进工作，其中一条就是加强英文摘要的写作。所有

投稿本刊的文章，一经专家评审通过后，编辑部都会给作者一份详细的修改意见，其中对英文摘要的写作提出了非常具体详

细的要求，但是修回的论文还是不尽人意。从 ?AA! 年起，《微生物学报》编辑部决定重点加强英文摘要的写作。凡是英文摘要

不符合要求的论文，即使学术上可以达到刊出的水平，我们也将推迟发表。

通常，摘要一律采用第三人称记述论文主题，不允许出现第一人称，如：本文、本研究、我们⋯⋯等字样，以下是具体要求：

C3 研究报告摘要：包括目的、方法、结果和讨论，在结果和讨论中应写明本文的创新之处。

?3 综述摘要：包括论述内容的发展水平、自己的评论及展望。

J3 中文摘要：应简洁明确，研究报告的字数一般约 JAA 字，综述不少于 ?AA 字。

I3 英文摘要：主要内容要与中文摘要一致，但要比中文摘要叙述得更加详尽，可以加入作者的一些观点。用过去时态叙

述作者工作，用现在时态叙述作者结论。要求语法正确，句子通顺，约 IAA b !AA U/-,.。根据英文摘要、文中的图和表，使得不

懂中文的同行就可以了解论文的概况。英文摘要完成后，务必请英文较好且专业知识强的专家审阅定稿后再投来。

DIB?AAD，^/=3ID T/3! 张 磊等：绿色荧光蛋白和潮霉素抗性双标记载体转化草酸青霉菌 7B 的研究




