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适用于粉红粘帚霉绿色荧光标记的重组质粒的构建及应用
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南阳师范学院生命科学与技术学院，南阳 473061

摘要:【目的】构建含有完整的绿色荧光蛋白 (Green Fluorescence Protein，GFP) 和潮霉素抗性基因的表达质

粒，观察该质粒在丝状真菌粉红粘帚霉中的表达。【方法】采用 PCR、酶切、去磷酸化、酶连、转化等多种分子

生物学手段，利用原生质体制备及转化的方法将其转入机会真菌粉红粘帚霉中，并在荧光显微镜下观察表达

情况。【结果】成功构建了用于真菌标记的真核表达载体 pANGH3，将其转化粉红粘帚霉后，在荧光显微镜

下观察到菌丝有绿色荧光产生。【结论】重组质粒 pANGH3 的成功建立及其在染粉红粘帚霉中的表达，为研

究真菌侵染机理的模型奠定了实验基础。
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绿 色 荧 光 蛋 白 ( Green Fluorescence Protein，

GFP) 来源于海洋生物水母
［1］，近年来在微生物学和

细胞 生 物 学 中 成 为 广 泛 应 用 的 标 记 性 蛋 白 质 之

一
［2 － 7］。作为报告基因，gfp 具有很多优良的特性:

(1)GFP 荧光 反 应 不 需 要 外 加 底 物 和 辅 助 因 子，灵

敏度高;(2)GFP 对光漂白有较强的耐受性，能耐受

长时间的光 照;(3) GFP 的 表 达 几 乎 不 受 种 属 范 围

的限制;(4) GFP 分 子 量 较 小，与 目 的 基 因 融 合 后，

对目的基因的结构功能没有影响，大量表达对细胞

也无毒性作用，细胞仍可连续传代培养，更能使结果

接近自然真 实 的 状 态。上 述 特 性 使 得 GFP 作 为 分

子标记物 得 到 广 泛 的 应 用
［8 － 10］。GFP 分 子 标 记 法

已成为研究微生物在环境中存活、繁殖、扩展以及空

间定位的重要手段。
粉红粘帚霉( syn． Gliocladium roseum) 异名粉红

螺旋聚孢霉(Clonostachys rosea) ，是一种重寄生真菌

(hyperparasites) ，能 够 寄 生 于 其 它 真 菌 而 营 寄 生 生

活。长期以来，粉红粘帚霉作为植物病原真菌的生

防菌被广泛应用，能有效地抑制病原真菌的扩展和

危害
［11 － 13］。它还是植物寄生线虫的重要天敌，能够

寄生线虫的幼虫、雌虫和卵，对控制线虫种群数量起

一定的作用
［14］。此外 粉 红 粘 帚 霉 能 在 植 物 根 部 组

织 中 生 存，对 植 物 的 生 长 具 有 一 定 的 促 进 作

用
［15 － 16］。然而，粉红粘帚霉是如何寄生其它真菌并

在宿主体内生长繁殖的? 作为一种没有捕食器官的

机会真菌，它又是如何侵染线虫的? 粉红粘帚霉对

植物的生长促进作用的机制是什么? 是否与其对植

物病原真菌 的 侵 染 和 对 植 物 寄 生 线 虫 的 杀 灭 有 关

联? 要研究这些科学问题，我们就需要一种容易观

察的标记质粒做为工具。
本文利用 PCR、酶 切、去 磷 酸 化、酶 连、转 化 等

多种分子生物学手段，得到了一个绿色荧光蛋白标
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记质粒 pANGH3，该 质 粒 含 有 完 整 的 绿 色 荧 光 蛋 白

真核表达元件和潮霉素抗性表达元件，且该质粒的

启动子强度大、有广泛的宿主范围，因而，理论上该

质粒适用于广泛的潮霉素敏感型的真菌。将该质粒

转化粉红粘帚霉，得到了成功表达。本研究结果为

下一步观察粉红粘帚霉在植物根部的分布情况，研

究粉红粘帚霉侵染宿主的机理提供了有力的工具，

为筛选和开发出更有针对性和适于规模化生产和应

用的生防制剂奠定理论基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 主 要 试 剂 和 仪 器:Taq 酶、限 制 性 内 切 酶、
PCR Fragment Recovery Kit(TaKaRa) ;引物合成及序

列测定( Invitrogen) ;PCR 仪、核酸电泳仪、紫外凝胶

成 像 分 析 系 统 ( Biorad )、各 型 规 格 移 液 器

(Eppendorf) ;小型离心机(Eppendorf 5418)。
1. 1. 2 菌 株 和 质 粒: 大 肠 杆 菌 ( Escherichia coli)
DH5α ( Invitrogen，Carlsbad，CA，USA) 用 于 质 粒

扩增和分子克隆等操作过程。质粒 pAN52-1N 由荷

兰 营 养 与 食 品 研 究 院 ( TNO Nutrition and
FoodResearch Institute，Zeist，The Netherlands) 的

P． J． Punt 教 授 赠 送。该 质 粒 含 有 构 巢 曲 霉

(Aspergillus nidulans) 的 三 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 基 因

的启动子 Pgpd 和 trpC 基 因 的 终 止 子 TtrpC［17］。含

潮霉素抗性基因 hph 的质粒 pBS /SK-hph 由西南农

业 大 学 生 物 技 术 研 究 中 心 的 张 永 军 博 士 提 供。
pEGFP-C1 (BD Biosciences Clontech，CA，USA) 含

有增强 型 绿 色 荧 光 蛋 白 基 因 egfp。pMD18-T 载 体

(TaKaRa) 用于测序和验证目的序列。
1. 2 实验流程设计

图 1 为本实验的方法和过程。
1. 3 pANG18 质粒的构建

从 NCBI 数据库中搜索 获 得 pEGFP 质 粒 序 列，

在 EGFP 的 编 码 基 因 两 端 引 入 NcoⅠ酶 切 位 点，设

计 引 物 为: GFP 上 游 ( Nco Ⅰ ) : 5'-ATCGCCA-
TGGTGAGCAAGGGCGAG-3';GFP 下游 (NcoⅠ) :5'-
ATCGCCATGGCTTGTACAGCTCGTCC-3'。将 PCR 产

物的回收片 段 连 接 到 pMD18-T 载 体 上 后 再 进 行 酶

切反应，将 EGFP 片 段 去 磷 酸 化，并 与 NcoI 酶 切 质

粒 pAN52 产物连接。

1. 4 酶切验证连接方向

由于是单酶切产物相连，对连接方向有必要进

行验证，具体通过酶切和 PCR 双重验证。(1) 酶切

验证:Bsp1407Ⅰ在 pAN52 上的酶切位点为 1422;在

gfp 上的酶切位点为 717;NcoⅠ在 pAN52 上 的 酶 切

位点为 2305;而 EGFP 片段总长 724 bp。如果是正

向插入，用 Bsp1407Ⅰ切 出 的 片 段 大 小 应 该 为 2305
－ 1400 + 717 = 1600;如果是反向插入，用 Bsp1407Ⅰ

切出的片段 大 小 应 该 为 2305 － 1422 + 724 － 717 =
889。(2)PCR 验证:分别采用 EGFP 基因的上下游

引物为上游，用 TrpC 的 下 游 引 物 为 下 游，设 计 了 2
组 PCR 实验( 图 2) ，用于验证 EGFP 基因在 pAN52
酶切片段上的插入方向。
1. 5 pANGH3 质粒的构建

用 XbaⅠ对质粒 SK-hph 进行单酶切，得到含有

启动子 PgpdA 和终止子 TrpC 的潮霉素基因片段，去

磷酸化 后 与 质 粒 pANG18 的 XbaⅠ酶 切 产 物 相 连。
将连接产物转化 E． coli DH5α，对阳性转化子利用

PCR 验证:在 PgpdA 下 游 100 bp 左 右 和 TrpC 上 游

100 bp 左右处设计引物，进 行 PCR，由 于 gfp (0. 75
kb) 和 hph (1 kb) 都是用 pgpdA 启动子和 TrpC 终

止子，所 以 预 期 出 现 2 条 带，并 且 大 小 分 别 为 1 kb
和 1. 2 kb 左右。
1. 6 粉红粘帚霉原生质体的制备及转化

将出发菌株接 种 到 PDA 平 板 上，28℃ 培 养 5 d
后，收集其孢子接种到装有 500 μL TG 液体培养基

的 1. 5 mL 离 心 管 中，26℃ ，180 r /min 培 养 36 h;

3000 × g 离 心 5 min 收 集 菌 丝 体，并 用 500 μL MN
buffer (0. 3 mol /L MgSO4 ，0. 3 mol /L NaCl) 洗涤菌

丝 2 次;取适量菌丝体悬浮于 500 μL 细胞壁降解酶

液 ( MN 液 中 含 有 5 mg /mL snailase 和 5 mg /mL
cellulose) 中，28℃ ，180 r /min 酶解过夜;3000 × g 离

心 10 min 收 集 原 生 质 体，加 入 500 μL KTC buffer
(1. 2 mol /L KCl， 10 mmol /L Tris-HCl， pH7. 5，

50 mmol /L CaCl2 ) ，洗涤菌丝 2 次，最后将原生质体

悬浮于 100 μL KTC 溶液中备用。
上述转化实验参考了文献所述的方法

［18 － 20］。
1. 7 pANGH3 质粒在真菌中的表达

转化子菌落出现后，将其分别转移到 PDA 斜面

上进行纯培养，连续传代 5 次，利用荧光显微镜观察

GFP 的表达情况。
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图 1 质粒构建的过程

Fig． 1 The process of plasmid construction．
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Groups Sense Primer Antisense Primer Prospects
Group 1 GFP sense primer TrpC antisense primer 1500 bp
Group 2 GFP antisense primer TrpC antisense primer none

图 2 egfp 基因插入方向验证方案

Fig． 2 The scheme of investigation on insertion direction of egfp．

2 结果

2. 1 pANGH3 质粒构建

2. 1. 1 EGFP 基因片段的获得与连接:PCR 大小与

预期结果一致，经测序为正确的 EGFP 基因。通 过

NcoI 酶切片段的结果，验证该基因与 pAN52 质粒成

功连接。
2. 1. 2 EGFP 基因 的 片 段 插 入 pAN52 质 粒 方 向 的

验证:通过 Bsp1407I 酶 切，18 号 转 化 子 切 出 了 约 为

1600 bp 的片段，显 示 该 转 化 子 为 正 向 插 入，而 19、
20 号转化子切出大约 900 bp 的片段，显示这两个转

化子为反向插入 ( 图 3-A)。对 18 号转化子 用 PCR
进行进一步验证，组 1 克隆出 1500 bp 大小的片段，

而组 2 的结果为阴性，证明该转化子确实为正向插

入( 图 3-B) ，将该质粒命名为 pANG18。
2. 1. 3 潮霉素基因片段的获得与连接:利用 XbaⅠ
酶切 SK-hph 质粒得到了大小约为 4 kb 和 3 kb 的两

个片段，其 中，4 kb 的 片 段 为 潮 霉 素 抗 性 基 因 片 段

( 图 3-C)。PCR 验证潮霉素抗性基因与 pANG18 质

粒的 XbaⅠ酶切产物的连接结果见图 3-D，如预期所

示，两个 PCR 产物条带大小分别约 1100 bp 和 1200
bp，从 而 表 明 潮 霉 素 抗 性 基 因 正 确 连 接 到 pANG18
质粒中，最终成功构建了质粒 pANGH3。

图 3 egfp 基因的片段插入质粒 pAN52 方向验证及潮霉素基因 hph 的扩增与连接

Fig． 3 Analysis of insertion direction of egfp in plasmid pAN52 and results of amplification of gene hph and its ligation． A: Results

of restriction enzyme digestion showed that No. 18 was positive insertion，and No. 19 and No． 20 were both reverse insertion; B: As

respected，the insertion direction of No. 18 was right by further PCR investigation; C: The plasmid SK-hph was digested into two

fragments by restriction enzyme XbaⅠ，and the sizes were respectively 4 kb and 3 kb． Among them，the 4 kb fragment was the hph

gene; D: The gene hph was succeeded in inserting into plasmid pANG18 by PCR results．

2. 2 pANGH3 质粒在真菌中的表达

转化子均表现出对潮霉素抗性的稳定性，并且

egfp 基因也可稳定表达，在 PDA 平板上传 5 代后仍

可以检测到绿色荧光( 图 4)。

3 讨论

该实验中，得到含有 NcoI 酶切位点的 EGFP 基
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因的片段后，并没有直接进行酶切，而是将该片段连

接到 pMD18-T 载体上后，才进行酶切反应。其原因

是:如果直接酶切的话，两端被切掉的片段很小，只

有 8 个 bp，只凭借琼脂糖凝胶电泳不能分辨出酶切

是否成功。将该片段连接到 pMD18-T 载体上，可以

直观的检测到该步的酶切效果，保证下一步酶连的

正确实施。
由于质粒及连接片段的限制，该实验中的两次

重要酶切反应均为单酶切。单酶切的片段给后续的

连接过程带来了一定的困难，单酶切得到的片段在

酶连过程中极易造成自连，表现为转化出的结果基

本上都是空载体，令酶连失败。解决这一问题的有

效手段是将小的目的片段进行去磷酸化反应，本实

验中的体会为:虽然去磷酸化造成了一定的 DNA 损

失，但是正确的去磷酸化操作可以在很大程度上避

免自连现象的产生，大大提高了连接效率。

图 4 转化子的菌落特征及在荧光显微镜下的菌丝特征

Fig． 4 Colony morphology of the transformant 611g and the characterization of mycelia under the fluorescence

microscopy． A: Colony morphology of the transformant; B: Mycelia of the transformant 611g after five transfers，

observed under the fluorescence microscopy．

本研究中，EGFP 片段与 pAN52 酶切片段的 连

接、潮霉素基因片段与 pANG18 酶 切 片 段 的 连 接 均

为单 酶 切 连 接，然 而，由 于 EGFP 片 段 是 插 入 到

pAN52 质 粒 的 PgpdA 启 动 子 和 TrpC 终 止 子 之 间

的，为了确保 EGFP 基 因 的 正 确 表 达，必 须 对 EGFP

片段进行插入方向的验证。而潮霉素基因片段本身

包含了完整的启动子、抗性编码基因、终止子，其插

入方向并不影响基因的表达，故不用验证插入方向。

日益增加的有关真菌基因的文献提供了一般性

规律，即 在 丝 状 子 囊 菌 及 相 应 半 知 菌 ( 无 性 阶 段 )

内，真菌启 动 子 有 广 泛 的 宿 主 范 围
［21］。本 实 验 构

建的质粒的 启 动 子 为 来 源 于 构 巢 曲 霉 的 3-磷 酸 甘

油醛脱氢酶基因 gpdA 的启动子 PgpdA，该启动子在

许多 丝 状 真 菌 如 青 霉、曲 霉 等 中 均 有 活 性，任 志

红
［22］

等对几种真核启动子在产黄青霉中效率评价，

结果发现 PgpdA 启动子启动基因表达能力最强，因

此推测本文中构建的质粒可能广泛适用于对潮霉素

抗性敏感的丝状真菌。

综上，本研究利用 PCR、酶切、去磷酸化、酶连、
转化等多种分子生物学手段，得到了用于标记真菌

的质粒 pANGH3，该质粒含有完整的 GFP 真核表达

系统和潮霉素抗性，并将该质粒成功在机会真菌粉

红粘帚酶中得到成功表达，为进一步观察粉红粘帚

酶在植物根部的分布情况，研究该病原真菌侵染宿

主的分子机制提供了有力的工具，并为将来筛选和

开发更有针对性和适于规模化生产及应用的生防制

剂奠定了理论基础。由于该质粒的启动子有很宽的

宿主范围，推测其可以广泛适用于真菌，有望成为研

究真菌在环境中存活、繁殖、扩展以及空间定位等的

重要工具。
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Construction of a recombination plasmid labelled with
green fluorescence and its application in Clonostachys
rosea

Qiuhong Niu* ，Tao Ke，Lin Zhang，Fengli Hui，Jibao Chen
School of life science and technology，Nanyang Normal University，Nanyang 473061，China

Abstract:［Objective］ We constructed a recombinant eukaryotic expression vector harboring green fluorescent protein
(GFP) and the hygromycin resistance gene hph，and observed its expression in Clonostachys rosea． ［Methods］We used
PCR，enzyme digestion， phosphorylation， ligation and transformation to construct the plasmid． Using protoplast
preparation and transformation technologies，we expressed the plasmid in the fungi C． rosea． ［Results］ We created the
eukaryotic expression vector，transformed it into C． rosea and observed green fluorescence with fluorescence microscope．
［Conclusion］The successful construction of the pANGH3 recombinant plasmid and its expression in C． rosea establishes
a new model for studying fungal infection mechanisms．
Keywords: green fluorescent protein，plasmids，fungus，protoplast generation，transformation
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本刊为了加强对综述投稿的管理，在 2010 年 10 月 30 日召开的《微生物学报》第九届编委会第四次会议上，讨论通过了对

综述类投稿的要求，增加了作者数量和第一作者的要求。2003 年 4 月本刊出台了对综述类投稿的具体要求(6 条) ，坚持实行

“Mini Review”的原则，在此基础上又增加了 2 条。下面就是最新修订的具体要求，欢迎大家根据要求踊跃投稿。感谢大家对

《微生物学报》的支持!

《微生物学报》综述文章投稿要求
2010 年 11 月修订

为了避免篇幅庞大、罗列文献、内容空泛、缺乏观点，力求内容更加新颖、并更具可读性，本刊对综述类投稿提出以下几点

要求。

1. 本刊主要刊登微型综述(mini review) ，来稿字数最好控制在 5000 字以内( 不包括参考文献)。

2. 综述的选题要有新意，对读者及同行确有一定的启发作用和参考价值。

3. 参考文献应控制在 40 篇以内，近 3 年发表的文献不少于 10 篇。

4. 应结合文献扼要评述国内外学者在本领域的研究进展，不要泛泛罗列文献，只述不评。

5. 应结合自己的研究工作，就该研究领域存在的问题和解决的途径提出自己的观点。

6. 综述文章不同于研究报告，规定作者的数量应不多于 3 人。

7. 要求文章的第一作者提供一份不少于 200 字的研究经历的简介。

8. 欢迎投送“能够反映国际研究热点、对学科发展有指导意义”的述评类文章。
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