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晌农杆菌介导草菇遗传转化的因素研究

王杰，林俊芳，郭丽琼
(华南农业大学食品学院，广东广州 510642)

摘要:以草菇 Volvariella volvacea 菌株 V51 为受体材料，用农杆菌 Agrobαcterium tum价ciens 介导法转入抗冷冻蛋白基

因 (afp) ， 探索不同的转化受体、农杆菌种类、乙酌丁香酣(AS) 的浓度、共培养的温度、时间等因素对转化效率的影

响，并采用 PCR 及 Southem 杂交检测 afp 基因是否整合到草菇的基因组中.结果表明:以 D翩m为 O. 15 的 EHA105

为侵染的农杆菌菌株，加入 2∞ μmoVL AS 进行预培养，侵染菌丝球后转入含有 AS 为 200μmoνL 的 IMA 培养基

上，28 'c ，共培养 60 h 为最佳转化条件.PCR 与 Southem 杂交结果证明 afp 基因己整合到草菇的基因组中.
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Assessment of Factors AtTecting the Transformation Efticiency of 
Volvariella volvacea Mediated by Agrobacterium tum吃faciens

W ANG Jie , LIN Jun-fang , GUO Li -qiong 

(College of Food Sciences , South China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: afp gene was transfonned into Volvariella volvacea via Agrobαcterium tum电facienιWe evaluated 

some critical factors influenced transfer efficiency , including explant , Agrobαcterium strain , concentration 

of acetosyringone ( AS) , temperature and time of co-culture. The integration of afp gene into 以 volvacea

genome was detennined by PCR and Southem blot. The results showed that effective transfonnation was 

acquired when mycelium pellets inoculated with A. tum宅faciens strain EHA105 with a optical density at 

D翩nm of O. 15 , pre-culture with 200μmoVL AS , co-cultivation for 60 h at 28 "c on IMA medium contai­

ning 200μmoVL AS. afp gene had been introduced into V. volvaceαwith Agrobacterium-mediated transfor­

mation successfully. 
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草菇 Volvariella volvacea 是一种重要的食用菌，

营养丰富，药食兼用. {B草菇存在着不耐低温、易退

化等问题，严重限制了其生产与流通[13]. 由于常规

的杂交育种方法进行草菇品种改良十分困难，因此，

利用基因工程于段培育品质优良的草菇新菌株就显

得尤为重要.农杆菌介导的遗传转化系统是一种天

然有效的遗传工程系统，近年来已逐渐应用到真菌

的遗传转化研究中.本研究组将农杆菌 Agrobαcterium
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tum矿αcum 介导法应用于草菇的遗传转化，将从云杉

蜘虫中克隆的抗冷冻蛋白基因 (afp ) 转入草菇中[3].

本文利用 q命基因提高生物对低温抵抗力的生物学

特性，以 afp 为筛选基因和目的基因，就影响农杆菌

介导的转化参数及条件进行研究，以建立高效稳定

的农杆菌介导的草菇遗传转化体系，为草菇的基因

工程改良奠定基础.
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1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌株与质粒 草菇 V51 菌株购于上海市农

科院食用菌研究所 ; E. coli DH5u、根癌农杆菌

EHA105 (Rif 、 Strep' )、 LBA4404 (元抗性)、 A281

( Rif 、 Nali')由华南农业大学食品学院生物炼制研

究室保存;带有双抱蘑菇。d 启动子和 afp 基因的双

元表达载体 pAg-afp235为本华南农业大学食品学院生

物炼制研究室所构建.

1. 1. 2 试剂与培养基壮观霉素 (Spec) 、硫酸链霉

素 (Stre) ，利福平( Rif) 、秦腔嗣酸( Nal) 、头抱霉素

( Cefotaxime )、殷节青霉素( Carbenicillin )、二甲基亚

枫(DMSO) 、乙毗丁香酬( AS) 、 2 - (N- 吗啡琳)乙

磺酸(MES) 等购于 Sigma 公司;其他化学试剂均为

国产分析纯.

诱导培养基 (Induced medium , 1M): 20 x AB 

salts 50 mL , Naz HPO 4 O. 356 g , 1 moνL MES 40 mL , 

葡萄糖 5 g，加去离子水定容至 1 000 mL; 固体诱导

培养基(IMA) :20 x AB salts 50 mL , NazHP04 O. 356 

g ，葡萄糖 5 g ，琼脂粉 15 g，加去离子水定容至 960

mL，高压灭菌，待冷却至 50 "C时加入 1 moνL MES 

40 mL;液体培养基(PDSB) :新鲜土豆 200 g，葡萄糖

20 g ，磷酸二氢饵 3 g，硫酸镜1. 5 g，蒸馆水定容至

1 000 mL; 选择培养基 (Selective medium , SM): 含

cef 和 Car 各 200 j.1g/mL、琼脂 8 g/L 的 PDSA 培养

基

1. 2 方法

1. 2. 1 拟转化子低温筛选条件的建立 将准备好

的 V51 转化受体转入顶培养好农杆菌菌液中进行侵

染，侵染结束后，将转化受体转入放有 1 层元菌滤纸

的 IMA 培养基上，进行共培养，然后在共培养平板上

覆盖 1 层选择培养基，34 "C培养至菌丝长出，取小菌

块于 PDA 板上，经 10 、 15 、 20 、 25 、 30 、 35 、 40 和 45 h 

处理后取出，置于 34 "c培养.

1. 2. 2 草菇转化受体的制备 菌丝碎片的制备:取

培养好的时1 平板，挑取菌丝接入 PDSB 中，于 34 "C 

静止培养3~4d，收集培养好的菌丝，剔除培养基块

后，ddHzO 冲洗 2 次，吸去多余的水分，用元菌的研磨

器将菌丝研磨成碎片，用于农杆菌介导的遗传转化.

草菇菌丝球的制备:取培养好的 V51 平板，用接

种刀将菌丝切割成细小的小块，接入 PDSB 中，于

34 "c、 170 r/min 培养 3 -4 d. 将培养好的菌丝球过滤

收集，剔除带有培养基的大菌丝球，用 ddHzO 冲洗 2

次，过滤收集小菌丝球，用于农杆菌介导的遗传转化.

1. 2. 3 农杆菌菌株及菌液浓度对草菇遗传转化的

影响 制备农杆菌电激感受态细胞，采用电激法将

载体 pAg-afP235导人 EHA105 、 LBA4404 、A281 这 3 种

农杆菌菌株中.活化 3 种农杆菌工程菌株，离心收集

菌体后，加人 1M 培养基，调整菌液浓度使其D酬m分

别为 0.05 、 0.10 、 O. 15 、 0.20 和 0.25 ，侵染等量的草

菇转化受体，侵染后转化受体转入含有 100μmoVL

AS 的 IMA 培养基上， 300 "C ，共培养 72 h ,O "C筛选

拟转化子，比较农杆菌菌株及菌液浓度对转化效率

的影响.上述试验平行进行 3 次.

1.2.4 预培养与共培养时 AS 含量对草菇遗传转化

的影响 以 D刷m为 O. 15 的 EHA105 为侵染农杆菌

菌株，预培养时加入 AS 使其终浓度分别为 0 、 100 、

200 、300 和 400μmoVL，侵染等量的草菇转化受体，

在其他条件相同的情况下，观察预培养时 AS 的量对

转化效率的影响.

在其他条件相同的情况下，侵染后转化受体转

入 AS 浓度分别为 O 、 100 、200 ，300 和 400μmoVL 的

IMA 培养基上，研究共培养时 AS 的量对转化效率的

影响.上述试验平行进行 3 次.

1. 2. 5 共培养温度与时间对草菇遗传转化的影响

以 D刷nm 为 O. 15 的 EHAI05 为侵染的农杆菌菌

株，加人 200μmoνL 的 AS 进行预培养，侵染后转化

受体转入 AS 浓度为 2∞ μmoVL 的 IMA 培养基上，

分别在 26 、28 、30 ，32 和 34 "C共培养 72 h，研究共培

养温度对转化效率的影响.

其他条件相同的情况下，培养时间分别设为 24 、

48 、60 、72 和 84 h ，共培养后 O "C筛选拟转化子，确定

共培养时间对转化效率的影响.上述试验平行进行 3

次.

1. 2. 6 拟转化子的 PCR 鉴定 挑取经过冷冻处理

后恢复生长的拟转化子进行静止培养并收集菌丝，

提取草菇基因组 DNA.PCR 引物根据 q命基因的序

列设计，即上游引物 Fl: 5'- TATACCATGGACTG­

CAGGAATCGGCACGA-3' ;下游引物白:5'-CGAG­

GTCGACATGGCTTAATTAGCACTG -3'. 由上海生工

生物工程技术服务有限公司合戚，扩增片断长度为

421 bp. 反应条件:94 ℃预变性 5 min , 94 "c变性

50 s , 55 "C退火 45 s , 72 "c延伸 1 min ， 35 个循环后在

72 "C继续延伸 10 min. 

1. 2. 7 转化子的 Southem blot 分析 分别取 PCR

阳性的草菇转化子和 V23 非转基因对照的基因组

DNA 15 罔用 Hind m限制性内切酶进行酶切，37 "c 

温浴过夜，50 pg 质粒 DNA 用 Hind m酶切作为阳性对

照.酶切后的 DNA 在 8 g/L 的琼脂糖凝胶上进行电泳
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分离.DNA 印迹转膜、洗涤、预杂交和杂交、洗膜、显影

以及探针标记等参照 Dig 试剂盒说明书进行.

2 结果与分析

2.1 拟转化子低温筛选条件的确定

V51 草菇菌丝的耐低温试验结果表明，V51 菌丝

在 O "C下的低温致死时间为 35 h. 根据此结果，确定

拟转化子的筛选条件为:从选择培养基上取小块转

化的菌丝于 PDA 板上，于 O "C放置 35 h，取出放人

34 "C培养 4 -7 d 后，有菌丝长出的视为拟转化子.

2.2 草菇转化受体

农杆菌介导的转化中，转化受体的选择很重要.

采用振荡培养的小菌丝球作为农杆菌侵染的转化受

体，虽然菌丝球中心的菌丝不容易被农杆菌侵染，但

其侵染后再生能力强，且用于农杆菌侵染过程中操

作方便.采取磨碎菌丝的方式制备转化受体，虽然有

利于农杆菌的侵染，但其操作繁琐，侵染后再生率很

低.因此选择菌丝球作为农杆菌介导转化的转化受体.

2.3 农杆菌菌株及菌液浓度对转化效率的影晌

在其他条件相同的情况下，分别以不同 D6仙m的

从图 1 可以看出，预培养过程中 AS 对转化效率

有一定的影响.没有 AS 诱导，转化效率很低.随着

AS 浓度的增加，拟转化子的数目增多，但当 AS 的浓

度超过 300 I-LmoVL 时，转化效率并没有增加.共培

养过程中没有 AS 诱导的均没有转化子.随着 AS 浓

度的增加，转化效率也相应提高.但 AS 浓度增加到

400μmoVL 时，转化效率反而降低.因此，在预培养

过程中，加人终浓度为 200μmoVL 的 AS 最合适.在

共培养过程中，将 AS 的终浓度设为 200 I-LmoVL. 

2.5 共培养温度与时间对转化效率的影响

在其他条件相同的情况下，分别采用不同的共

培养温度与时间，研究共培养温度与时间对转化效

率的影响，结果见图 2.
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图 2 共培养温度和时间对转化效率的影响

EHA105 、LBA4404 、A281 为试验菌株，侵染等量的转 Fig. 2 Effects of temperature and time on the transformation effi-

化受体，分析农杆菌菌株及菌液浓度对转化效率的 ciency in co-culture 

影响.结果表明，菌液 D刷nm 为 0.05 、 0.10 、 O. 15 、

0.20 、0.25 和 0.30 的 EHA105 菌株分别得到 0 、1

17 、 16 、9 和 11 个转化子，而 LBA4404 和 A2810 没有

得到转化子.可见，EHAI05 有着较高的转化效率.

农杆菌菌株的选择决定着农杆菌转化的成败.

增加农杆菌转化时的细胞数目可以提高转化效率，

但细胞数目过高反而降低转化效率.D翩阳为 O. 15 与

0.20 时， EHAI05 菌株的转化效率相差不大，但菌液

浓度增高，后续操作中农杆菌的生长不易控制，故选

择 D刷nm为 O. 15 的 EHA105 进行侵染.

2.4 预培养与共培养时 AS 浓度对转化效率的影晌

在其他条件相同的情况下，预培养与共培养时

分别加入不同终浓度的 AS ，分析 AS 对转化效率的

影响，结果见图1.
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图 1 预培养与共培养时 AS 浓度对转化效率的影响

共培养时温度的设定能明显地影响转化效率.

由图 2a 可以看出，共培养温度为 28 "C时，得到最多

的拟转化子.低于或高于 28 "C都降低了拟转化子的

数目.随着共培养时间的增加，拟转化子的数目也随

之增加(图 2b) .共培养时间超过 60 h 时，转化效率

没有显著提高.超过 72 h ，假阳性克隆的产生增多.

所以，共培养时间设定为 60 h. 

2.6 拟转化子的筛选与 PCR 鉴定

随机挑选 4 个拟转化子，提取菌丝基因组 DNA ，

进行 afp 基因扩增，结果见图 3. 图 3 显示， PCR 产物

经凝胶电泳检测后可看到04 个样品均出现了明显的

afp 基因扩增条带，大小约 424 坤，与期望扩增的 φ

基因片段的大小-致，因此初步判定这 4 个拟转化

子的基因组中含有 q命基因.

654321M 

500bp 
200bp 

M:DNA Maker lU :l:质粒 pAg-afP235 : 2 :阴性对照 ;3~6:拟转化子

图 3 拟转化子的 PCR 鉴定
Fig. 1 Effects of the concentration of AS on the transformation Fig.3 The afp gene PCR amplication from genomic DNA of the 

efficiency in pre-culture and co-culture transformants 
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2.7 转化子的 Southern bloting 分析

提取 PCR 阳性的拟转化子的基因组，进行

Southern 杂交分析， Southern 杂交的结果见图 4. 图 4

的结果显示，4 个拟转化子中有 3 个能与 hph 探针杂

交显出特异的条带，说明这 3 个拟转化子的染色体

基因组中整合了 φ 基因.第 4 泳道的拟转化子与非

转化子对照菌株没有杂交信号.

6 5 432 I 

8kb 

l: 阴性对照;2:HindE酶切的质粒 pAg-afP235 ; 3 - 6:拟转化子

图 4 拟转化子的 Southem 杂交分析

Fig.4 Southem bloting analysis of transformants 

3 讨论

在农杆菌介导的遗传转化中，转化受体的选择

很重要.目前，在食用菌遗传转化过程中，受体材料

主要为子实体、菌丝体和子包子.参考 Thomas 等[4] 的

方法，本文采取将菌丝打碎的方式制备外植体.结果

发现，菌丝破碎后，其碎片虽然有利于农杆菌的侵

染，但其侵染后再生率很低，且操作繁琐.而采用振

荡培养的小菌丝球作为农杆菌侵染的转化受体，虽

然菌丝球中心的菌丝不容易被农杆菌侵染，但菌丝

球外周有很多新生菌丝可供侵染，所以其转化效率

高.菌丝球的制备过程简单，侵染后再生能力强，且

用于农杆菌侵染过程中操作方便.故本试验采用振

荡培养的小菌丝球作为农杆菌侵染的转化受体

农杆菌菌株的选择决定着农杆菌转化的成败.

本试验结果表明，EHAI05 农杆菌侵染草菇菌丝具有

很高的转化效率，而 LBA4404 、 A281 没有得到转化

子.且增加农杆菌转化时的细胞数目可以提高转化

效率，但细胞数目过高反而降低转化效率.这与文献

[5 -6 ]的研究结果一致.

AS 是农杆菌介导真菌转化的关键.在共培养过

程中，没有 AS 诱导的均没有获得转化子，随着 AS 浓

度的增加，转化效率也相应提高[四].对于农杆菌在

预培养时是否需要 AS 的诱导，则有不同的看法­

Combier 等问认为 AS 在预培养时加入，虽然可增加

单拷贝插入的几率，但却降低了转化效率.而 Lecler­

que 等问]则认为预培养时加入 AS 会提高转化的效率.

本研究的试验结果表明，在预培养和共培养过程中加

入 AS，均能提高转化效率，但随着 AS 浓度的增加，转

化效率没有显著提高，共培养反而降低.

共培养的温度和时间也是影响转化效率的关键

因素. Campoy 等问的研究表明，当共培养温度和受

体最适生长温度一致时，得到最多的转化子.而本研

究结果证明，采用 28 "c共培养时得到最多的转化

子，可能因为在此温度下农杆菌最适合生长，从而有

利于农杆菌的侵染.此外，还可以降低菌丝的生长速

度，以便 T-DNA 区的整合.共培养时间的研究结果同

Takahara 等[ω] 的一致，时间过长会导致假阳性克隆

的产生.
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