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稻瘟菌突变体 !"#$% 插入位点的精细定位和插入模式的研究
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摘 要：随机挑取已构建的 ." 个稻瘟菌 03BC) 突变株，利用 0)DE3FGH 技术扩增出 03BC) 插入位点的侧翼序列，测

序并进行比对分析。结果显示：成功获得扩增产物并测序的序列共有 .( 条，03BC) 边界序列为稻瘟菌序列的有 4(
条，其余 #$ 条为载体主干序列。在这有效扩增为稻瘟菌序列的 4( 条中，有 4$ 条是 03BC) 右侧翼序列与稻瘟菌序

列，( 条为左侧翼序列加稻瘟菌序列。分析 03BC) 剪切位点，4$ 条右侧翼序列中有 ( 条的剪切位点相同，这与农杆

菌介导 03BC) 转化植物一样。而左边界的剪切位点就没有这种规律性。研究也精细确定了 4" 个不同突变株的 03
BC) 插入位置，为后续的基因功能研究奠定基础。
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稻瘟菌［!"#$"%&’()* #’+,*"（J1K1L-）M7LL，无性世

代为 -.’+/01"’+" #’+,*"（G>>N1）O7==@］是水稻严重病

害———稻瘟病的病原真菌［4］。稻瘟菌的致病分子遗

传学研究可以为稻瘟病的有效、安全控制提供参考。

稻瘟菌的基因组测序已经完成，大规模 M)G 库的构

建以及 5O0 的测序正在进行中［#，.］。但迄今为止，稻

瘟菌的基因及其蛋白质序列的功能大部分是假定

的，缺乏试验证据。目前，国内外从事稻瘟菌分子生

物学研究的实验室都在致力于通过插入标记和表型

筛选寻找稻瘟菌的基因功能。方法之一就是利用农

杆菌 介 导 03BC) 转 化 技 术，并 利 用 质 粒 拯 救

（F27,68P L1,=*1）或 0)DE3FGH 技术对相关突变体加

以定位［!］，进一步利用表型互补等方法对稻瘟菌基

因进行功能研究。

自 4((& 年 M*;P>=N 等首次成功进行根癌农杆

菌介导酵母菌的遗传转化以来，到目前为止已在多

种真菌上获得成功［&，/］。但该系统许多具体环节特

别是 03BC) 整合机制还不十分清楚。近来，一些学

者试图对 03BC) 整合植物的复杂机制进行解释，如

拟南芥、烟草以及水稻［"］。03BC) 在整合植物时，右

边界往往都在一个位点剪切，而左边界具有不同程

度的缺刻和剪切［% ’ 4$］。并且在对 03BC) 整合是否

具有一定的偏好性，一直存在争论。

本研究小组利用农杆菌为介导将含抗潮霉素基

因的 03BC) 插入稻瘟菌菌株 Q.! 基因组中，建立起

群体数量为 /%&& 个突变体的 03BC) 标签库。并从

该库中随机挑选部分突变体，利用 0)DE3FGH 法扩增

插入位点的侧翼序列，对扩增产物进行测序分析，并

与稻瘟菌 "$34& 菌株的基因组数据库进行比对分

析。结果证实了 03BC) 在稻瘟菌基因组中的整合

左右边界有典型的不同剪切方式，同时认为其对稻

瘟菌插入位点的碱基可能有一定的偏好性。

& 材料和方法

&’& 材料

&’&’& 菌株和培养条件：参试突变体共 ." 个：Q.!3
$$$&，Q.!3$$#&，Q.!3$$//，Q.!3$4#4 Q.!3$4##，Q.!3
$4..，Q.!3$4!!，Q.!3$4!&，Q.!3$4"#，Q.!3$4".，Q.!3
$4"!34，Q.!3$4"%，Q.!3$4%$，Q.!3$4(&，Q.!3$#44，

Q.!3$&#%34，Q.!3$&#%3#，Q.!3$&%%，Q.!3$/$4，Q.!3
$/44，Q.!3$/4(，Q.!3$/.&，Q.!3$/!#，Q.!34$$4，Q.!3
4$4(，Q.!34$#4，Q.!34!4!，Q.!34#&#，Q.!34!/(，Q.!3
4!(/，Q.!34&&&，Q.!34"$"，Q.!34"./，Q.!34%.4，Q.!3
4%#!，Q.!34%!"，Q.!3.$#&。这些突变体是本实验室

以稻瘟菌 Q.! 菌株（来自我国云南省）利用农杆菌

介导的 03BC) 转化技术得到。将 Q.! 菌株和突变

体移接于燕麦培养基上，#%R培养，一定时间后收集

分生孢子和菌丝，并将其转入 S% 液体培养基中，



!"#摇菌，待菌液中出现丰富的菌丝体时，过滤收集

菌丝体，备用。

!"!"# 培养基：!燕麦培养基：称取 $%& 燕麦片，加

入适量蒸馏水，煮沸 ’%()*，两层纱布过滤后，加 ’%&
琼脂粉，用蒸馏水补水至 +%%%(,，并调 -. 至 / 0
/1$，然后分装，+%%234 高压灭菌 !%()*。"5" 液体

培养基：市购 5" 汁每罐（’$6(,）加入 $& 7478’，在磁

力搅拌器上搅拌 ’%()*，6 层纱布过滤，滤液用蒸馏

水补水至 +!%%(,，分装，+%%234 高压灭菌 !%()*。

!"!"$ 试剂和其他：潮霉素 9（.:&;8(:<)* 9）购自

德国 =8<>? 公 司，卡 那 霉 素（@4*4(:<)*）、利 福 平

（ =)A4(-)<)*）、头 孢 霉 素（ <?A8B4C)(?）、四 环 素

（B?B;4<:<D)*?）和 链 霉 素（EB;?-)8(:<)*）购 自 F)&(4 公

司；GHIJK)<2 L?D MCB;4<B)8* @)BE 购自 GHIL?* 公司；

NOI P4;2?;、!"# NOI 聚合酶及限制性内切酶购自

QI@I=I 公 司；QR载 体 系 统 -LMPRQ M4E: 5?<B8;
F:EB?(E 购自 3;8(?&4 公司；引物由上海生工生物工

程技术服务公司合成；测序由上海基康生物技术有

限公司完成。

!"# %&’ 提取和突变体 ()%&’ 插入的分子检测

参照 Q4DS8B 等［++］的方法，以菌丝体为材料，分别

提取各参试菌株的基因组 NOI。突变体 QRNOI 插

入采用 37= 法和 F8KB>?;* 法检测，详见参考文献

［+!］。

!"$ 致病相关突变体插入位点侧翼序列的克隆和

测序

用 QIH,R37= 扩增参试突变体 QRNOI 插入位点

的侧翼序列。特异引物的设计和 37= 参照 PKDD)*E
等［+’］的 方 法。简 并 引 物 选 用 IN6：$TRQL（IUQ）

LOIL（IUQ）IO7I（LU7）ILIR’T，IN"：$TR（LU7）

QQLOQI（LU7）QO7QOQL7R’T；INV：$TR（IUQ）7ILOQL
（IUQ）QOLQO7QLR’T。

QIH,R37= 包括 ’ 个反应。第一轮反应（!%#,）

体系 包 含 +% W 的 37= 缓 冲 液（P&7D! 3DKE）!#,，

!1$((8DU, 的 XOQ3 +1$#,，!%#(8DU, 特 异 引 物

%1!#,，!%#(8DU, 的 IN6（IN" 或 INV）’1!#,，!"#
NOI 聚合酶（$YU#,）%1+#,，突变体基因组 NOI +#,；

第二轮反应（!%#,）的特异引物比第一轮的特异引

物、第三轮反应（!%#,）的特异引物比第二轮的特异

引物向插入序列的末端靠拢一定距离，简并引物的

序列不变，但用量减少至 +1/#,，模板为其前一轮产

物的 +%% W 稀释液（!#,），其它反应物同第一轮。

第三轮 QIH,R37= 产物按照胶回收试剂盒说明

书进行目的片段的回收。回收片段与载体 -LMPRQ

M4E: 5?<B8; 连接。重组质粒用电击转化法导入宿主

的感受态细胞。取阳性克隆，测序。

!"* 扩增产物序列分析

用 NOIEB4; 软件分析取得的测序资料：分析 QR
NOI 边界剪切位点；在稻瘟病菌基因组数据库中进行

9,IFQ 搜索，分析突变体 QRNOI 插入位点的碱基。

# 结果和分析

#"! 突变体插入位点的侧翼序列的克隆

QIH,R37= 的扩增结果：第一次扩增结果得到的

非特异性产物较多，特异性扩增条带一般不能检测

到。因此，我们只取第二次和第三次 37= 产物进行

琼脂糖凝胶电泳分析。由于特异引物是嵌套的，第

三个特异引物的互补位置比第二个特异引物向插入

序列末端靠拢约 "%S-，而简并引物保持不变（即与

突变体的基因组 NOI 互补位置理论上应该不变），

所以第三次 37= 扩增比第二次的片段理论上应该

小一些（突变体 Z’6R+%%+ 的结果见图 +，其余略）。

将第三轮 QIH,R37= 扩增得到的特异条带回收，

与 -LMPRQ ?4E: 载体连接，电击转化大肠杆菌 N.$$
感受态细胞，经蓝白斑筛选阳性克隆后，用菌液 37=
法验证插入片段大小相符者，送测序（结果略）。

图 ! 突变体 +$*)!,,! 基因组 %&’ 的 (’-.)/01 第二和

第三轮扩增产物的电泳图谱

[)&\+ I&4;8E? &?D ?D?<B;8->8;?E)E -4BB?;*E 8A B>? -;8XK<BE A;8( E?<8*X

4*X B>);X QIH,R37= 8A B;4*EA8;(4*B Z’6R+%%+ \ ,4*? P )E B>? (8D?<KD4;

(4;2?; \ ,4*? + 4*X ! 4;? B>? -;8XK<BE 8A E?<8*X 4*X B>);X QIH,R37=\

#"# 稻瘟菌基因组 ()%&’ 侧翼序列分析结果

本研究小组共将 6V 条 QIH,R37= 产物（除了参

试验菌株的 ’V 条 QIH,R37= 产物外，还有其他稻瘟

菌突变株，参试菌株中未列出）寄去测序，有 ’V 个测

序成功，+% 个测序失败。

经比对分析，’V 个测序成功的片段中，有 +V 个

序列与稻瘟病菌基因组数据库的 ]%R+$ 菌株基因组

高度同源，同源性均在 V6^以上，表明这 +V 个序列

V"$林春花等：稻瘟菌突变体 QRNOI 插入位点的精细定位和插入模式的研究 \ U微生物学报（!%%]）6]（6）



是参试的相关突变体的插入突变位置的侧翼序列。

而其余 !" 个序列为载体质粒序列，约占所有测序成

功序列的比例为 #$%&’。上述 $( 个 )*+,-./0 特异

扩增片段相对应的突变体、在稻瘟菌 1"-$# 基因组

上的位置等数据见表 $。

从 2&3-"$!$ 和 2&3-"#44 分别扩增到 !(#56 和

$($56 的特异片段。经比对，$($56 片段与 !(#56 的

前 $($56 序列完全相同，表明 ! 个片段扩增自突变

体的相同起点位置，同时也表明这两个突变体的插

入位置相同。与稻瘟菌数据库比对，!(#56 片段与

稻瘟 菌!号 染 色 体 7869:;<=>?@ #%$43 的 3"3"#3 A
3"3&$156 序列相似性达到 (3’，据此推知插入位置

在该重叠群的 3"3"#356 处，位于末知蛋白编码基因

BC"!"D#%3 和 BC"!"D3%3 之间。同理，2&3-$""$ 和

2&3-&"!#，2&3-"D&# 和 2&3-"#!4-! 的 插 入 位 点 也

相同。

从表 $ 中可以看出，有 ( 个突变体 )-EF* 插入

位点两端的碱基为 * 和 ) 组合，1 个突变体插入突

变体为 * 或 ) 与 C 或 / 组合，只有一个突变体插入

位置碱基为有 C 和 / 组合。)-EF* 插入位置两端

序列以 * 和 ) 居多，这可能与碱基 * 和 ) 配对只需

要两个氢键，而 C 和 / 配对需要 & 个氢键有关。本

研究所定位的 $1 个突变体中，有 D 个突变体 )-EF*
插入位点两两相同，这可能预示着 )-EF* 插入不是

随机插入，而是具有一定的喜好性。另外，从表中还

可以看出，在有效测序为稻瘟菌的 $1 个突变株中，

有 $D 个插在"、!、#、$号染色体上，还有一个插

在端粒部位（2&3-"$14）。而稻瘟菌的%、$和&号

染色体上确没有。这是否也预示着 )-EF* 不是随

机插入？

表 ! !" 个 #$%&’()* 特异扩增的侧翼序列在稻瘟菌 +,’!- 基因组上的位置

)G5H9 $ ,<;G>?<=7 <I $( IHG=J?=@ 79K89=;97 ?= @9=<L9 <I !"#$"%&’()* #’+,*"（?7<HG>9 1"-$#）

):G=7I<:LG=>7
+E

)M9 H9=@>M <I
IHG=J?=@ 79K89=;9N56 +O9=>?>P /M:<L<7<L9

=8L59:
Q869:;<=>?@
=8L59:

.<7?>?<= <I
?=79:>?<=N56

F8;H9<>?O97 <I
?=79:>9O 6<7?>?<= 09HG>?R9 @9=9

(4N(4（$""’）
2&3-$""$ !(3 $((N$((（$""’）

(4N(4）$""’） " #%$(" $31&($( /N*G BCC S "D#$&%#
2&3-&"!# 3&$ $((N$((（$""’）

2&3-$3$3 3#$ !D1N!D(（((’） " #%$(# $&((3!# )NC BCC S "1$1D%#
2&3-"$1& (4# 41DN4("（(4’） " #%$(D $$4&3D3 *N) BCC S "$#1!%#
2&3-"$!$ !(# !#3N!D4（(3’）

2&3-"#44 $($ $4$N$(!（(3’） ! #%$43 3"3"#3 *N) BCC S "!"D#%#

2&3-"D$( !#1 !#1N!#1（$""’） ! #%$43 3"3"3( )N*
BCC S "!"D3%#

2&3-"$&& D"4 #(#N#(#（$""’） ! #%$4D $"D34&( )N) BCC S "($1!%#
2&3-$3D( #&$ 31#N3($（(D’） ! #%$4D !3&&!"4 *N) BCC S "DD#&%#

&3"N&3$（((’）
2&3-"$3# $$!4 #!&N#!(（(4’） # #%$1# $D"(D4( CN* +=>9:@9=?; :9@?<=

$$43 $$&#N$$3"（((’）

2&3-"D&# 44# 41(N4(D（(4’）

14" 1D1N1D(（((’） # #%$1# !1&(D" *N* BCC S "#!#3%#
2&3-"#!4-! #3& #$&N#$D（((’）

2&3-"$33 &(& &(!N&(&（((’） # #%$41 $44&&$4 )NC BCC S $!$#1%#
$3DN$31（((’）

2&3-$!#! &!3 #1N#1（$""’） # #%$41 $44&&13 )NC BCC S $!$#1%#
2&3-"!$$ 4!" 1#3N1#D（((’） $ #%$(3 !!1"4## /NC BCC S ""#!(%#
2&3-"$(# (4& D&$ND31（(1’） $ #%$(3 &D##3"3 CN* BCC S ""$3&%#

!#!N!#!（$""’）
2&3-"$14 &!# 1!N1!（$""’） S 5 #%$&( &&1(& )N) BCC S $3&$4%#

G%“N”>M9 ?=79:>9O 6<7?>?<=；5“ S ”8=J=<T= ;M:<L<7<L9 =8L59: U

表 $ 中列出了有效扩增得到的稻瘟菌侧翼序列

的突变体 )-EF* 在基因组上的插入位置、可能影响

的基因。这些突变体中，有的与野生型无明显差别；

但有的菌落形态异常，如 2&3-"!$$；有的分生孢子细

长，如 2&3-"$3#（图 !）；有的分生孢子产生能力下

降，如 2&3-$""$（数据未显示）；有的致病力下降。这

些表型的变异，极可能是由 )-EF* 插入，破坏基因

的表达所致。因此，这些突变体是后期研究稻瘟菌

基因功能研究的宝贵材料。

./0 #’12$ 边界剪切位点的分析结果

前人研究证明 )-EF* 插入多种植物时，左边界

都有不同程度的缺刻或截短，而右边界的插入往往

都在某一个特定位点［$3，$#］。在本研究 $1 个有效获

得稻瘟菌侧翼序列的供试菌株中，共获得 $" 条 )-

"(# ,+F /M8=-M8G *( "- U N./(" !+/’&0+&-&#+/" 1+$+/"（!""1）31（3）



图 ! 稻瘟菌突变体 "#$%&’$(（)）与野生型菌株 "#$（*）
的分生孢子形态
!"#$% &’( )*+","-. .*/0’*1*#2 *3 .-45+4 6789:;8<（=）5+, "4> ?"1,
420( 678（@），!"#$"%&’()* #’+,*" $

AB= 右 侧 翼 序 列，其 中 C 条 剪 切 位 点 为：<D9
EEE&&EEE==E=F&&FEFE=FEE&F==&FFEF==&FE&
=F=FE=FE&&F=FE&&FF=&E=F=&&F&EF&&&EEEF
EE&&E=F&&&===E&=&E=F&F&&&F=97D，占 总 扩 增

得到右边界总数的 C:G，这与 &9AB= 插入位点的右

侧翼具有共同剪切序列特征的观点相符。相对右侧

翼序列而言，扩到的 H 条左侧翼序列的剪切位点规

律性不强，具有不同的缺刻或截短（表 %）。

表 ! 稻瘟菌转化子基因组 +%,-) 中边界剪切位点的分析

&5I1( % &’( 5+512>"> *3 &9AB= +")J 0*>"4"*+> "+ K5#+50*/4’( #/">(5 4/5+>3*/.5+4>
B")J"+# 0*>"4"*+ *3 &9AB= I*/,(/

（<D!7D）
&9AB=
I*/,(/ &/5+>3*/.5+4 LA

EEEFEE&&E=F&&&===E&=&E=F&F&&&F= M 6789:;77，6789:;H7，67897:%<，6789;::;，6789:;C<，6789:;8<，

6789:;88，6789;%<%，6789:N;C
EEEFEE&&E=F&&&===E&=&E=F&F&&&F=E= M 6789:;HO
F&&F&E&==FEF&E==&&&F&&&= P 6789;8NC
F&&F&E&==FEF&E==&&&F&&&=E P 6789:%;;
F&&F&E&==FEF&E==&&&F&&&=E=EE=E P 6789:;%;，6789:<OO
F&&F&E&==FEF&E==&&&F&&&=E=EE=E==&=& P 6789;8;8
F&&F&E&==FEF&E==&&&F&&&=E=EE=E==&=&= P 6789:N7<，6789:<%O9%

M：/"#’4 I*/,(/；P：1(34 I*/,(/ $

!潘初沂 $稻瘟病菌 &9AB= 插入致病突变体的分析 $福建农林大学 %::8 届硕士学位论文 $
!!沙优宝 $水稻 &9AB= 插入群体的建立和突变体的分析 $中国科学院微生物研究所 %::7 届博士学位论文 $

# 结论和讨论

农杆菌介导 &9AB= 进入真菌细胞内的整合机

制较为复杂，@-+,*)J 等［N］在利用该方法转化酿酒酵

母时，发现有 &9AB= 整合到宿主线粒体 AB= 上的现

象。廖鸣娟等［;N］推测可能有载体主链序列插入而

不是 &9AB= 本身插入引起的突变。潘初沂! 研究发

现高 达 7HQ<G &=LP9REM 产 物 测 序 结 果 是 质 粒

0E=K@L=;7:: 的序列，在同一突变体内可以同时扩

增到载体和稻瘟菌的序列片段。沙优宝等!!克隆测

序了7N; 个不同的水稻 &=LP9REM 产物，其中有 ;8H
个只包含有载体 0E=K@L=;7:; 序列。本研究 7C 个

测序成功的片段中，只有 ;C 个序列与稻瘟病菌基因

组数据库的 H:9;< 菌株基因组高度同源，其余 %: 个

片段是载体序列。出现这种现象的原因，可能与 &9
AB=的整合机制有关。根 据 方 卫 国［<］的 报 道，&9
AB= 质粒可能不整合到染色体 AB= 上，而以环状或

线形的形式独立存在于细胞内。本研究中出现克隆

到的 %: 个载体序列，是不是也以自身的某种形式独

立存在于细胞内，有待进一步研究。

理论上完整的 &9AB= 整合应包括两端残留的

边界序列：左边界 %%+4 和右边界 7+4。在转化植物

时，曾观察到 &9AB= 整合后两端出现缺失的现象。

通常左边界由于缺乏保护常被全部或部分降解掉，

右边界相对完整［O S ;:］。本研究结果表明，&9AB= 在

稻瘟病菌基因组的整合上有类似现象，说明 &9AB=
在真菌中可能和植物中的整合机制类似。

本研究结果表明，在 ;H 个插入突变株中，6789
:;%; 与 6789:<OO、6789:N7< 与 6789:<%O9%、6789;::;
与 67897:%< 的突变位点完全相同。这可能说明了

农杆菌 &9AB= 介导的遗传转化并不是完全随机的，

&9AB= 在目标生物细胞的基因组上的某些位点具有

插入偏好性。就稻瘟菌的遗传转化而言，到底哪些

位点插入机会大，迄今为止还没有见其规律性的

报道。

本研究用 &=LP9REM 从 6789:N7< 突变株的基因

组 AB= 上扩增到 7 个片段，这 7 个片段的前段序列

相同。出现这种现象的原因，可能是因为 &=LP9REM
过程中的高温循环，使简并引物有机会在插入位点

的侧翼序列上多处退火。离插入位点近些的退火位

置，扩增到的片段小些，其凝胶电泳得到的信号比较

弱。反之亦然。因此，对于单拷贝插入的模板的

&=LP9REM 扩增，在回收第三轮 &=LP9REM 产物时，为

了节省工作量，可以只要回收信号最强的条带。

尽管本研究所精细定位的 ;H 个突变菌株 &9

;C<林春花等：稻瘟菌突变体 &9AB= 插入位点的精细定位和插入模式的研究 $ T微生物学报（%::H）8H（8）



!"# 插入位点，大部分所对应的可能基因在稻瘟菌

基因组数据库中已经有注解，但除了少数突变体（如

$%&’(&)* 的插入已经确定是稻瘟菌水解酶编码基

因）以外，多数基因还缺乏功能鉴定方面的资料。其

中一些突变体（如 $%&’+(&,）的插入位点附近尚未任

何基因的报道，但其突变确实产生表型。因此，在这

些突变位置精细定位的基础上，进一步克隆基因，为

开展基因功能鉴定奠定了基础。
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