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摘   要：【背景】棉花枯萎病逐渐成为威胁新疆海岛棉产业发展的主要病害，但关于棉花枯萎病

菌的致病力、产孢量、生长速度及颜色变化等相关功能基因目前还不是十分明确。【目的】通过构

建绿色荧光蛋白(green fluorescent protein，GFP)标记棉花枯萎病菌突变体库，筛选出由于 T-DNA

的随机插入而导致性状发生变异的突变体，为棉花枯萎病菌功能基因筛选和研究提供材料。【方法】

通过 Agrobacterium tumefaciens mediated transformation (ATMT)构建了 GFP 标记的棉花枯萎病菌的

突变体库，检测分析 T-DNA 插入情况及转化子稳定性，对随机选取的突变体菌落形态、生长速率、

产孢量、萌发率、T-DNA 插入拷贝数及致病力进行分析，从而筛选获得变异明显且稳定的突变体。

【结果】利用优化后的 ATMT 介导体系转化获得了 1 600 株 GFP 标记的棉花枯萎病菌转化子；转

化子在不含潮霉素 B 的 PDA 培养基上连续转接 7 代再转到含潮霉素 B 的培养基上仍能正常生长，

说明潮霉素 Hyg 基因成功插入野生型基因组且稳定遗传。最终筛选出 17 株菌落表型与野生型有差

异的突变体，其中包括生长缓慢型、菌丝深紫色型、菌丝淡紫色型、菌丝浅黄色型；突变体 A-1

致病力相较于野生型增加了 21.98%，A-1 产孢量相较于野生型增加了 103.54%，C-6、C-7 产孢量

相较于野生型降低 61.90%。【结论】构建了农杆菌介导 GFP 标记的棉花枯萎病菌突变体库，筛选

分析获得了菌落形态、生长速率、产孢量和致病力发生变化的突变体，为进一步研究棉花枯萎病

菌相关功能基因筛选奠定了基础。 
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Abstract: [Background] Cotton Fusarium wilt has gradually become a major disease threatening the 

development of Gossypium barbadense cotton industry, but the related functional genes of cotton 

Fusarium wilt are not very clear. [Objective] In this study, a mutant library of F. oxysporum marked by 

green fluorescent protein (GFP) was constructed to screen mutants with random insertion of T-DNA, 

which could provide materials for the screening and research of functional genes of F. oxysporum. 

library of F. oxysporum marked by GFP was constructed. [Methods] The mutant library of GFP-labeled 

F. oxysporum was constructed by Agrobacterium tumefaciens mediated transformation (ATMT), and the 

T-DNA insertion and transformation stability were detected and analyzed. The colony morphology, 

growth rate, sporulation, germination rate, T-DNA insertion copy number and pathogenicity of randomly 

selected mutants were analyzed, so as to screen mutants with obvious variation and stability. [Results] 1 

600 GFP-labeled F. oxysporum transformants were obtained by using the optimized ATMT mediated 

system. The transformants were transferred to PDA medium without hygromycin B for 7 generations 

and then transferred to the medium with hygromycin B. The transformants could still grow normally, 

indicating that hygromycin gene Hyg was successfully inserted into the wild-type genome and stably 

inherited. Finally, 17 mutants with different colony phenotypes were screened, including slow growth 

type, dark purple mycelium type, light purple mycelium type, and light yellow mycelium type. 

Compared with the wild type, the pathogenicity of mutant A-1 increased by 21.98%, the sporulation of 

mutant A-1 increased by 103.54%, and the sporulation of mutant C-6 and C-7 decreased by 61.90%. 

[Conclusion] The mutant library of cotton Fusarium wilt marked by GFP mediated by Agrobacterium 

was constructed, and the mutants with changes in colony morphology, growth rate, sporulation and 

pathogenicity were screened and analyzed, which laid a foundation for further study of functional genes 

related to cotton fusarium wilt. 

Keywords: cotton; Fusarium oxysporum; ATMT; mutant library; green fluorescent protein 

棉花枯萎病是一种植物维管束病害，严重威

胁海岛棉的生产[1-2]。陈其煐等[3]对我国棉花枯萎

镰刀菌种进行了系统研究，鉴定我国的棉花枯萎

病菌(Fusarium oxysporum)为尖孢镰刀菌(萎蔫专

化型)，属于半知菌亚门丛梗孢目镰刀菌属。为

了防治棉花枯萎病，有必要对该病原菌的致病机
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理进行研究，若要详细揭示棉花枯萎病菌的致病

机理，首先需要分离和鉴定棉花枯萎病菌致病相

关的基因，通过对这些致病基因的功能分析和研

究才可能发现其分子病理学规律，使该基因发生

突变并分析和发现由此引起的菌株表型和生理

上的变化就是研究这些基因功能最常用的方法

之一[4-5]。由于 T-DNA 携带的核苷酸序列能随机

插入到寄主基因组 DNA 上，因此可以获得大量

的病原真菌转化子，这些转化子在致病水平上会

表现出差异，通过与野生型病原菌水平比较，能

够鉴定出致病力下降的转化子[6-7]。王凯等为了研

究马铃薯黄萎病菌的侵染机制，将 GFP 基因通

过农杆菌介导的遗传转化方法转入马铃薯黄萎

病菌 VD012 中，对获得的转化子的菌落形态、

菌丝的生长速率、产孢量、粗毒素含量和致病力

等进行了研究[5]。李思蒙等将 GFP 基因整合到杨

树炭疽病菌中，通过荧光显微镜观察到转化子发

出绿色荧光，而且转化子的潮霉素 B 抗性和 GFP

表达性状可以稳定遗传[6]。 

本研究以野生型菌株 st89 为对照，对优化后

获得的 1 600 多株中随机选取的 232 株突变体的

菌落形态、生长速率、产孢量、萌发率、T-DNA

插入拷贝数和致病力进行分析，从而筛选获得变

异明显且稳定的突变体，以期为棉花枯萎病菌功

能基因的筛选、分离及克隆提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试菌株和质粒 

棉花枯萎病菌是本实验室保存的中等致病

力的 7 号生理小种 st89；大肠杆菌感受态细胞

DH5α、农杆菌感受态细胞 LBA4404 均购自北京

全式金生物技术有限公司；双元质粒载体

pCH-sGFP 由江苏省农业科学院植物保护研究所

刘延利老师惠赠，该质粒载体以构巢曲霉

(Aspergillus nidulans) TtrpC 作为启动子，绿色荧

光蛋白 GFP 作为报告标记基因，潮霉素 B Hyg

作为筛选的标记基因。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

潮霉素 B、乙酰丁香酮、头孢噻肟钠、利福

平(Rif)、卡那霉素(Kan)、E.Z.N.A.真菌 DNA 提

取试剂盒， Solarbio 公司。 4- 吗啉乙磺酸

(4-morpholineethanesulfonic acid，MES)，福瑞

克公司；2×San Taq PCR Mix (含蓝染液)预混液、

DNA 分子量标准 Marker、SanPrep 柱式 DNA 胶

回收试剂盒，生工生物工程(上海)股份有限公

司；PCR DIG Probe Synthesis Kit、地高辛杂交

检测试剂盒 II (化学发光法)、RNA Molecular 

Weight Marker I，Roche 公司；HyBond N+正电

荷尼龙膜，Amersham 公司；引物由华大基因公

司合成。 

倒置荧光显微镜，北京冠普佳科技有限公

司；体视显微镜，Leica 公司。 

1.1.3  培养基 

培养基的配制参照文献[8]。 

PDA 培养基用于真菌的培养；LB 培养基用

于农杆菌和大肠杆菌的常规培养和保存。 

IM 诱导培养基(g/L)：K2HPO4·3H2O 3.44，

KH2PO4 1.45，NaCl 0.15，MgSO4·7H2O 0.50，

(NH4)2SO4 0.50，CaCl2·2H2O 0.067，FeSO4·7H2O 

0.002 5，葡萄糖 1.80，吗啉乙磺酸 7.80，甘油     

5 mL。pH 5.4，用于遗传转化中的共培养。 

CM 培养基：在 IM 诱导培养基中加入 15 g/L

琼脂，用于诱导农杆菌侵染棉花枯萎病菌。 

1.2  方法 
本实验室前期对农杆菌介导棉花枯萎病菌

的转化体系进行了优化，获得了转化的最佳体

系，利用优化后的条件构建了棉花枯萎病菌突

变体库，含有 1 600 多株突变体。现对随机挑选

的 232 株突变体的遗传稳定性、生长速度、产
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孢量和致病性等进行测定，以获得发生变异的

突变体。 

1.2.1  棉花枯萎病突变体库的构建 

农杆菌的转化及培养：质粒 pCH-sGFP 采用

冻融法转化到农杆菌 LBA4404 中。挑取农杆菌

单菌落于 LB 液体培养基中(含 50 μg/mL Kan 和

25 μg/mL Rif)，28 °C、200 r/min 振荡培养过夜。

12 h 后取 1.5 mL 菌液，12 000 r/min 离心 2 min，

去上清，用 IM 诱导培养基 (含 200 μmol/L 

Acetosyringone，AS)清洗 2 次，再用适量 IM 诱

导培养基(含 200 μmol/L AS)悬浮菌体，使之稀释

至 OD600 约为 0.2，于 28 °C、200 r/min 继续振荡

培养 8 h，备用。 

棉花枯萎病孢子悬浮液的制备：将野生型棉

花枯萎病菌株 st89 于 28 °C 培养 7 d，用适量灭

菌蒸馏水冲洗菌株得到孢子悬液，血球计数板计

数，用无菌水稀释调整至孢子浓度为1×105个/mL

后备用。 

农杆菌介导棉花枯萎病菌遗传转化：将准

备好的农杆菌和孢子悬浮液分别取 100 μL 等体

积混合均匀；将孔径为 0.45 μm、直径为 50 mm

的微孔滤膜平铺到 CM (含 200 μmol/L AS)平板

上；取 200 μL 混合液均匀涂布在微孔滤膜上，

26 °C 共培养 4 d 后将微孔滤膜取下，用 500 μL

无菌水冲洗收集共培养物，然后将共培养物涂

布于初筛培养基 PDA (含有 150 μg/mL 的潮霉

素 B 及适宜浓度的头孢)上，26 °C 培养后长出

的菌落初步确定为转化子，用少量无菌水将初

筛 PDA 培养基上的转化子冲洗下来，将菌液涂

布于复筛培养基(含有 150 μg/mL 的潮霉素 B)

上，能顺利长出的转化子计算为阳性转化子。 

1.2.2  转化子的 PCR 检测和荧光观察 

为了进一步验证阳性转化子，以沸水浴  

法[9]快速获得转化子的 PCR 模板 DNA：(1) 用

无菌牙签挑取少量转化子的菌丝置于 100 μL

的 NaOH 溶液(50 mmol/L)的离心管中，将离心

管放置于 100 °C 的水浴锅沸水浴 10 min。(2) 

沸水浴后加入 1/10 体积约 10 μL 的 1 mol/L 

Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0)。(3) 经过 12 000 r/min

离心 2 min 后，吸取 2 μL 上清作为 PCR 的 DNA

模板。 

PCR 引物序列如下： 

GFP-F：5′-GACGTAAACGGCCACAAGTT-3′； 

GFP-R：5′-GAACTCCAGCAGGACCATGT-3′； 

Hyg-F：5′-GATGTAGGAGGGCGTGGATA-3′； 

Hyg-R：5′-CTCTGATAGAGTTGGTCAAG-3′。 

PCR 反应体系(25 μL)：GFP 及 Hyg 引物

F/R  (10 μmol/L)各 1 μL，2×San Taq PCR Mix 

12.5 μL，DNA 模板 1 μL，ddH2O 9.5 μL。PCR

反应条件：94 °C 5 min；94 °C 40 s，退火温度

(GFP 引物退火温度为 58 °C，Hyg 引物退火温

度为 55°C) 40 s，72 °C 40 s，35 个循环；72 °C 

10 min。PCR 产物送至生工生物工程(上海)股

份有限公司测序。 

取鉴定为阳性转化子的菌丝和分生孢子样

品制作临时玻片，在倒置荧光显微镜下观察是否

有绿色荧光。 

1.2.3  阳性转化子潮霉素 B 抗性稳定性检测 

随机挑取经 PCR 鉴定为阳性且能发出绿色

荧光的阳性转化子，接种于未添加潮霉素 B 的

PDA 培养基中，28 °C 恒温培养。然后连续转接

7 次后再转接到含有潮霉素 B 的 PDA 培养基上

生长，观察其菌落形态，明确转化子潮霉素 B

抗性的稳定性。 

1.2.4  突变体形态观察 

以野生型菌株 st89 为对照，将供试的 232 株

突变体分别在添加潮霉素 B 及不添加潮霉素 B

的 PDA 平板上 26 °C 恒温培养 7 d，观察记录各

菌株的菌落形状、颜色和菌丝的生长情况。每个

菌株设 3 个重复。 
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1.2.5  突变体生长速度和产孢量的测定 

将野生型菌株 st89 和随机选择的 30 株突变

体分别接种于 PDA 平板，在 26 °C 恒温培养箱

中培养 7 d；采用打孔器在菌落相同位置打取菌

饼，菌饼直径约为 4 mm，转接至 PDA 培养基，

26 °C 恒温培养。采用十字交叉法每日测量菌落

直径，每个菌株设 3 个重复。 

将野生型菌株 st89 和随机选择的 30 株突变

体分别接种于 PDA 培养基，在 26 °C 恒温培养

箱中培养 7 d；采用打孔器在菌落相同位置打取

菌饼，菌饼直径约为 4 mm，转接至 50 mL 查氏

液体培养基中，26 °C、220 r/min 恒温培养 6 d，

用血球计数板计算不同突变体产生分生孢子的

数量，每个菌株设 3 个重复。 

1.2.6  pH 对突变体生长速度的影响 

将野生型菌株 st89和随机选择的 6株突变体

分别接种于 PDA 培养基，在 26 °C 恒温培养箱

中培养 7 d 后，用打孔器在每个突变体菌落相同

位置打取菌饼，菌饼直径约为 4 mm，转接至不

同 pH 值的 PDA 培养基，pH 值分别为 6.0、7.0、

8.0、9.0、10.0、11.0，26 °C 培养 5 d，采用十字交

叉法每日测量菌落的直径。每个菌株设 3 个重复。 

1.2.7  突变体致病性测定 

选择实验室前期筛选出的感病海岛棉材料

10876 作为供试棉花品种。 

将野生型菌株 st89 和随机选择的 30 个突变

体菌株分别接种于 PDA 培养基，在 26 °C 恒温

培养箱中培养 7 d 后，采用打孔器在菌落相同位

置打取菌饼，直径约为 4 mm，挑取 5−6 块放置

于查氏液体培养基中，置于 26 °C、220 r/min 恒

温振荡培养箱中培养 7 d。用 4 层纱布过滤，血

球计数板将孢子浓度调至 1×106 个/mL。 

选取饱满健康的棉种进行表面灭菌后用无

菌水冲洗 3−4 次，将种子置于无菌水中 26 °C 恒

温培养 1−2 d 进行催芽，将萌发后的种子均匀播

种在直径约为 10 cm 的营养钵里，每钵 3 颗，每

个菌株接种 5 盆，1 组清水对照。待长出两片真

叶后用竹签伤根后每钵接种 30 mL 孢子悬浮液，

每周接种一次，连续接种 2 周。常规管理，待接

种 30 d 后进行抗性鉴定，为减小实验误差，本实

验重复 3 次。 

1.2.8  T-DNA 插入拷贝数分析 

真菌基因组 DNA 的提取采用 CTAB 法，并

参考刘丹等[10]的报道。 

利用 Southem 杂交验证突变体的 T-DNA 插

入拷贝数，重组质粒和野生型菌株分别作为阳性

对照和阴性对照。PCR 法探针标记的具体过程参

照地高辛标记探针合成试剂盒，Southern 杂交实

验方法参照《分子克隆实验指南》[11]及地高辛杂

交检测试剂盒Ⅱ说明书进行。 

2  结果与分析 

2.1  优化后获得转化子的分子鉴定 
前期优化后共获得 1 600 多株转化子，随机

挑选 245 个转化子进行荧光显微镜观察，发现

共有 13 个转化子在蓝色激发光下未产生绿色的

荧光，其假阳性率为 5.3%，随机挑选 8 株进行

PCR 鉴定。由图 1 可知，8 株转化子均可扩增出

GFP 目标片段(712 bp)及潮霉素 B 目标片段   

(750 bp)。 

2.2  转化子遗传稳定性分析及荧光观察 
为了鉴定转化子的遗传稳定性，在无潮霉素 B

抗性的 PDA 培养基中连续继代培养 7 代，转接

到含有 150 μg/mL 潮霉素 B 的 PDA 培养基中，

观察菌丝生长情况及 GFP 基因表达情况。结果

表明，连续继代培养 7 代后，转化子均能正常生

长，野生型 st89 停止生长。借助倒置荧光显微镜

对 3 个转化子的荧光信号进行了检测，图 2 显示

均能产生绿色荧光信号，但在野生型 st89 菌株中

未观察到任何荧光。 
 
 
 



 
130 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 

图 1  阳性转化子的鉴定   M：DL2000 DNA Marker；1−8：GFP 扩增片段(712 bp)；9−16：潮霉素 B 扩

增片段(750 bp) 

Figure 1  Idenfication of positive transformants. M: DL2000 DNA Marker; 1−8: GFP amplification fragment 
712 bp; 9−16: A 750 bp fragment of hygromycin B. 
 

 
 

图 2  转化子连续继代培养 7 代后的荧光观察及稳定性检测   A：488 nm 视野下野生型菌丝和分生孢子

(200×)；B：明场(200×)；C：左侧为野生型 st89 菌株，右侧为在含有潮霉素 B 培养基中连续培养 7 代后

的 st-gfp17 突变体 

Figure 2  Fluorescence observation and stability test of transformants after continuous subculture for 7 
generations. A: Mycelium and conidia of wild type in the field of view at 488 nm (200×); B: Bright field (200×); 
C: The left is wild-type strain st89, and the right is st-gfp17 mutant after continuous culture for 7 generations in 
medium containing hygromycin B.  

 

2.3  突变体的形态观察 
野生型菌株 st89 在 PDA 培养基上培养，菌

丝呈绒毛状，白色，生长旺盛，铺满培养皿，部

分产生紫色色素，气生菌丝浓密，菌落隆起，边

缘较整齐。 

对 232 株供试突变体进行菌落形态的观察，

发现大多数突变体表现出与野生型菌株相似的

形态特征，其中有 17 株突变体在 PDA 培养基上

发生了明显的变化(约占 7.32%)，其余突变体均

与野生型表型一致。 

突变体 s37、s39、s113、s151 菌落生长缓慢，

突变体 s28、s174 菌落为深紫色，突变体 s37、

s39、s42、s82 菌落为淡紫色，突变体 s64、s74、

s93、s113、s127、s131、s177、s182、s197、s218

菌落为浅黄色(表 1，图 3)。 

大部分突变体菌株在含有潮霉素 B 的 PDA

培养基上大致呈现 3 种菌落形态，根据其形态将

其命名为：(1) 菌丝Ⅰ型(图 4A)：突变体菌落菌

丝发达且分布均匀，白色，呈绒毛状；(2) 菌丝

Ⅱ型(图 4B)：突变体菌落菌丝白色，呈绒毛状，

分布不均，中间环状部分呈透明状，稀疏，菌丝

不发达，边缘为白色较浓密的菌丝；(3) 菌膜   
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型(图 4C)：突变体菌落呈透明状，菌丝稀疏，生

长的不太旺盛，呈灰白色紧贴培养基生长。 

232 个突变体中菌丝Ⅰ型有 133 个(约占

58.37%)、菌丝Ⅱ型 67 个(约占 27.35%)、菌膜型

32 个(约占 14.29%)。同时发现突变体在含有潮霉

素 B 抗性的平板上均为白色(图 5A)，而且菌丝

相对稀疏，但在不含潮霉素 B 的 PDA 培养基上

均为紫色(图 5B)。 

 
表 1  形态发生变化的突变体 
Table 1  Morphological changes in mutants 
突变体类型 Mutant type 突变体编号 Mutant No. 

生长缓慢型 Slow growth type s37, s39, s113, s151 

深紫色 Modena s28, s174 

淡紫色 Lavender s37, s39, s42, s82 

浅黄色 Buff s64, s74, s93, s113, s127, s131, s177, s182, s197, s218 

 

 
 

图 3  野生型菌株及突变体在 PDA 培养基上的菌落形态(26 °C，7 d) 
Figure 3  Colonial morphology of wild type strain st89 and mutants on PDA (26 °C, 7 days). 

 

 
 

图 4  突变体在含有潮霉素B 的PDA 培养基上的菌落形态(26 °C，7 d)   A：菌丝Ⅰ型；B：菌丝Ⅱ型；C：菌

膜型 

Figure 4  Colony morphology of mutants on PDA medium containing hygromycin B (26 °C for 7 days). A: 
Mycelium type I; B: Mycelium type II; C: Membrane type. 
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图 5  突变体分别在有无潮霉素 B 的 PDA 培养基上的菌落形态(26 °C，7 d)   A：含潮霉素 B 的 PDA 培

养基；B：不含潮霉素 B 的 PDA 培养基 

Figure 5  Colony morphology of mutants on PDA medium with or without hygromycin B (26 °C for 7 days). A: 
PDA medium containing hygromycin B; B: PDA medium without hygromycin. 

 

2.4  突变体生长速度的测定 
野生型 st89 与突变体菌株分别在相同 PDA

培养基和相同的培养条件下进行培养，都在 6 个

培养皿下重复放入相同大小的菌饼(0.5 cm)进行

培养，每天采用十字交叉法测量菌落直径并记录

数据，直径测定的数据见图 6。 

采用 Microsoft Excel 2019 软件统计并计 

算得出 st89 菌株 1–6 d 的平均直径分别为

(16.2±1.4) mm、(35.74±0.5) mm、(48.9±0.6) mm、

(57.52±1.20) mm 、 (66.07±0.80) mm 和

(73.92±1.60) mm；突变体 1–6 d 的平均直径分

别 为 (13.0±0.9) mm 、 (28.0±1.5) mm 、     

(40.26±1.90) mm、(50.21±0.80) mm、(58.98±1.10) mm

和(67.38±1.30) mm。突变体 1–6 d 在含潮霉素

B 的 PDA 培养基上的平均直径分别为(9.40± 

0.60) mm、(19.625±1.40) mm、(29.45±1.50) mm、

(37.95±1.60) mm 、 (46.15±1.40) mm 和   

(53.75± 1.40) mm。 

st89 菌株 1–6 d 的平均生长速度分别为  

(16.20±1.40) mm、 (19.54±0.70) mm、 (13.16±     

0.90) mm、(8.62±0.80) mm、(8.55±0.50) mm 和

(7.851±1.200) mm；突变体 1–6 d 的平均生长速度分

别为(13.0±0.9) mm、(15±1.1) mm、(12.3±1.4) mm、

(9.9±1.2) mm、(8.8±0.8) mm 和(8.4±1.8) mm。

突变体 1–6 d 在含潮霉素 B 的 PDA 培养基上的

平均生长速度分别为(9.4±0.6) mm、(10.2±0.9) mm、

(9.9±1.2) mm、(8.5±0.7) mm、(8.2±0.9) mm 和

(7.6±1.3) mm。 
 

 
 

图 6  突变体生长速度测定 
Figure 6  Determination of mutant growth rate. 



 
刘叶等: 棉花枯萎病菌突变体库的构建及分析 133 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

对野生型菌株和突变体菌株生长速度测定的

相关数据采用 SPSS 26 进行处理，对平均生长速

度数据进行显著性分析，得出野生型菌株和突变

体菌株在不含潮霉素 B 培养基上的平均生长速  

度分别为(12.32±1.02)a mm 和(11.23±1.20)a mm。

突变体在含潮霉素 B 的 PDA 培养基上的平均

生长速度为(8.97±0.93)b mm。根据第 6 天的平

均直径进行显著性分析，得出野生型菌株和突变 

体菌株在第 6 天平均直径分别为(73.92±1.60)a mm

和(67.38±1.30)a mm；而突变体菌株在含有潮  

霉 素 B 培 养 基 上 第 6 天 的 平 均 直 径 为  

(53.75±1.40)b mm。所有得出的处理数据上小写

的字母 a、b 表示在 P=0.05 水平上的差异显著。 

2.5  不同表型的突变体生长速度对比 
对随机选择 3 种表型的突变体各 10 株共计  

30 株突变体进行生长速度测定，结果显示(图 7)，

10株菌丝Ⅰ型的突变体在含有潮霉素B的PDA培

养基上第 6 天时的菌落平均直径为 (55.40±     

1.24) mm，10 株菌丝Ⅱ型的突变体第 6 天时的菌

落平均直径为(51.20±1.26) mm，10 株菌膜型的突

变体第 6 天时的菌落平均直径为(54.70±1.98) mm。

3 种表型的突变体在含有潮霉素 B 的 PDA 培养

基上的生长速度大小排列为菌丝Ⅰ型>菌膜型>

菌丝Ⅱ型。 

10 株菌丝Ⅰ型的突变体在不含有潮霉素 B 的

PDA 培养基上第 6 天时的菌落平均直径为

(67.30±1.03) mm，10 株菌丝Ⅱ型的突变体第 6 天

时的菌落平均直径为(66.50±1.31) mm，10 株菌膜

型的突变体第 6 天时的菌落平均直径为

(68.30±1.20) mm。3 种表型的突变体在含有潮霉

素 B 的 PDA 培养基上的生长速度大小排列为菌

膜型>菌丝Ⅰ型>菌丝Ⅱ型。 

2.6  突变体产孢量测定 
对随机选择 3 种表型的突变体各 10 株共计

30 株突变体进行产孢量测定，结果显示，产孢量

显著低于野生型的有 14 个，占 46.67%，平均产

孢量比野生型菌株降低了 30.47%；产孢量显著高

于野生型的有 1个A-1，产孢量为 1.43×107个/mL，

占 3.33%；有 15 株突变体的产孢量与野生型差

异不显著，占 50%。其中菌丝Ⅰ型的平均产孢量

为(7.15±0.55)个/mL；菌丝Ⅱ型的平均产孢量为

(6.47±0.61) 个 /mL ，菌膜型的平均产孢量为

(4.39±0.47) 个 /mL ， 野 生 型 平 均 产 孢 量 为

(7.06±0.34)个/mL，3 种表型的突变体产孢量大小

排列为菌丝Ⅰ型>菌丝Ⅱ型>菌膜型，菌丝Ⅱ型和

菌膜型的产孢量显著低于野生型(图 8)。 

2.7  不同 pH 对转化子生长的影响 
在 pH 值分别为 6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、

11.0 的 PDA 培养基上生长 5 d，野生型最适生长

pH 值为 8.0，其生长速度为(75.43±1.33) mm，突变 
 

 
图 7  不同表型的突变体生长速度对比 
Figure 7  Comparison of growth rate of mutants with different phenotypes. 
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体 A-1、B-1、C-1、C-2 最适 pH 值为 7.0，生长

速度分别为(67.60±1.50) mm、(67.45±1.52) mm、

(66.85±1.75) mm、(67.93±1.83) mm；突变体 A-2、

B-2 最适 pH 值为 8.0，生长速度分别为(67.69±   

1.59) mm、(68.53±1.43) mm。从 pH 值对生长速度

的影响来看，各 pH 值梯度对转化子生长的影响不

明显，在 pH 6.0–11.0 范围内，各转化子生长速度

趋势基本都是先升高后降低，而且各菌株之间的生

长速度基本一致，并无明显差异(图 9)。 

2.8  突变体致病性测定 
对突变体致病力的测定结果显示，经过突变

体 A-1 接菌的海岛棉其病情指数为(48.44±7.03)，

高于野生型(39.71±7.14)，但差异不显著，增加了

21.98%；经过突变体 A-3、A-7、C-4 接菌的海岛

棉其病情指数为(29.940±2.346)、(30.970±1.226)、

(31.840±2.146)低于野生型，但差异不显著，平均

减少了 22.15%。其中，A-2、A-5、A-9、A-10、

B-7、B-8、B-10、C-2 共计 8 株的致病力相比野

生型有所提高；A-4、A-6、A-8、B-1、B-2、B-3、

B-4、B-5、B-6、B-9、C-1、C-3、C-5、C-6、C-7、

C-8、C-9、C-10 共计 18 株突变体的致病力相比

野生型菌株均有不同程度的下降(图 10)。 

 

 
 

图 8  突变体产孢量测定 
Figure 8  Mutants sporulation determination. 

 
 

 
 

图 9  不同 pH 对转化子生长的影响 
Figure 9  Effect of different pH on the growth of transformants. 
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同时，通过 SPSS 分析比较菌落直径及产孢

量和致病力的相关性可以看出，致病力和产孢量

呈显著相关，其相关系数为 0.396，其余均无相

关性(表 2)。 

2.9  T-DNA 插入拷贝数分析 
由于 PCR 扩增有时得到的产物特异性较差，

会出现假阳性扩增，因而对转化子的阳性检测还

需要进行 Southern 杂交，该方法是检测外源基因

导入的重要手段。随机挑选出 8 个经 PCR 及荧

光检测鉴定为阳性的突变体，通过地高辛标记的

GFP 探针进行 Southern 杂交，以检测 T-DNA 在

突变体中的插入拷贝数。 

Southern 杂交结果(图 11)显示，每个突变体

所出现的杂交带其大小和位置均有差别，说明

质粒基因 T-DNA 是随机插入的，每出现一条杂

交条带就表明有一个拷贝的外源基因插入。可

以看出 1–8 泳道突变体均出现杂交条带，其中

2、4、8 泳道出现 2 条杂交条带，通过 Southern

杂交图也可以看出农杆菌介导 T-DNA 转化棉

花枯萎病菌主要以随机的单拷贝插入为主，但

也存在双拷贝的情况，检测的 8 株转化子中，

有 5 株为单拷贝插入，占检测结果的 62.5%。

说明 T-DNA 已成功且随机地插入到转化子的

基因组中。 

 
 

 
 

 

图 10  突变体致病性测定   a、b、c 为差异显著性标记 

Figure 10  Mutants pathogenicity test. a, b, c are significant difference markers. 
 
 
表 2  不同性状的皮尔逊相关性分析 
Table 2  Pearson correlation analysis of different traits 
不同性状 

Different traits 

产孢量 

Sporogenous amount 

菌落直径 

Colony diameter 

致病力 

Pathogenicity 

产孢量 

Sporogenous amount 

1   

   

菌落直径 

Colony diameter 

–0.073 1  

0.701   

致病力 

Pathogenicity 

0.396* 0.018 1 

0.031 0.927  

注：*：显著相关(n=30，P<0.05) 

Note: *: Significant correlation at 0.05 level (n=30, P<0.05). 
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图 11  突变体中 T-DNA 插入情况分析   1−8：突

变体 A-1、A-2、A-6、B-1、B-2、B-3、C-1、C-2 

Figure 11  Analysis of T-DNA insertion in mutants. 
1−8: Mutants A-1, A-2, A-6, B-1, B-2, B-3, C-1, 
C-2. 

3  讨论与结论 

将一已知外源 DNA 序列随机插入某一基因

中引起的插入突变能够对突变基因进行标记，便

于对其进行克隆和分析[12]。然而当 T-DNA 整合

到棉花枯萎病菌的染色体上时，由于插入位点是

随机的，所以可能会影响到转化子的菌落形态、

生长速度和菌落颜色。因此，为全面了解棉花枯

萎病菌的生理特性、致病机理及其与寄主植物互

作机制，本文从多方面对其进行了研究，对筛选

的突变体的生物学特性等进行了分析，为下一步

的系统研究提供相应的材料，也为研究其他丝状

真菌生长发育的分子机理提供借鉴。 

本实验随机挑选的 232 株突变体在 PDA 培

养基上有 92.67%的菌落表型与野生型无差别，   

4 株突变体菌落生长缓慢，2 株突变体菌落为深

紫色，4 株突变体菌落为淡紫色，10 株突变体菌

落为浅黄色，1 株无颜色变化。大部分突变体菌

株在含有潮霉素 B 的 PDA 培养基上根据其形态

将其分为菌丝Ⅰ型、菌丝Ⅱ型、菌膜型。这可能

与 T-DNA 随机插入基因及插入拷贝数不同而引

起不同表型变化有关。 

通过对随机选取的 30 株突变体进行生长速

率、产孢量及致病力的测定，发现有部分菌株的

生长速率、产孢量及致病力发生变化(表 3)。根

据突变体及野生型菌株生长速度的测定发现，突

变体在不含潮霉素 B 的培养基上的生长速度比

野生型慢，但差异不显著，而突变体在外源添加

潮霉素 B 的培养基上的生长速度相比不添加潮

霉素的培养基显著降低。同时发现 3 种不同表型

的突变体生长速度大小排列为菌丝Ⅰ型>菌膜

型>菌丝Ⅱ型。3 种表型的突变体在含有潮霉素 B

的 PDA 培养基上生长速度大小排列为菌膜型>

菌丝Ⅰ型>菌丝Ⅱ型。同时可以看出野生型菌株

和突变体菌株都是在培养基上逐渐生长，重复组

的生长直径大小每天基本保持相同范围内增长，

直到第 6 天受到培养基营养物消耗殆尽和培养基

本身大小的限制生长都变缓慢。对突变体产孢量

的测定结果发现大部分转突变体产孢量与野生型

差异不显著，14个突变体产孢量显著低于野生型，

占 46.67%，平均产孢量比野生型菌株降低了

30.47%；1 株突变体 A-1 产孢量为 1.43×107 个/mL，

显著高于野生型，占 3.33%。同时从 pH 值对生长

速度的影响来看，各 pH 值梯度对转化子的生长

影响不明显。对突变体致病力的测定结果显示，

其中 A-1 的致病力高于野生型的致病力，但差异

不显著，增加了 21.98%；3 株突变体致病力低于

野生型，但差异不显著，平均减少了 22.15%。     

8 株突变体的致病力相比野生型有所提高，16 株

突变体的致病力相比野生型菌株均有不同程度的

下降，但均无明显差异。 

根据突变体的菌落直径、产孢量和致病力的

相关性可以看出，致病力和产孢量呈显著相关，

其相关系数为 0.396，其余均无相关性，可以看出

突变体产孢量和致病力的变化规律不同于生长速

度，如：突变体 A-1 的产孢量和致病力均明显高

于野生型菌株，但其生长速度与野生型差异并不

显著。因此，推测棉花枯萎病菌的致病力与其产

孢量有一定的相关性。利用农杆菌介导的真菌遗 
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表 3  不同突变体表型及其生物学特性 
Table 3  Phenotypic and biological characteristics of different mutants 
突变体 

Mutants 

菌落表型 

Colony 
phenotype 

菌落颜色 

(含潮霉素 B) 

Colour of colony  
(containing 
hygromycin B) 

菌落颜色

Colony 
color 

最大产孢量 

Maximum 
sporulation 
(×106 spores/mL) 

菌落直径 

Colony 
diameter 
(mm) 

菌落直径 

(含潮霉素 B) 

Colony diameter 
(containing 
hygromycin B) (mm) 

致病性 

Pathogenicity 

A-1 Hypha-Ⅰ White Modena 14.37 69.00 55.00 48.44 

A-2 Hypha-Ⅰ White White 8.74 65.00 55.00 42.39 

A-3 Hypha-Ⅰ White White 2.95 66.00 56.00 29.94 

A-4 Hypha-Ⅰ White White 9.11 69.00 56.00 35.92 

A-5 Hypha-Ⅰ White White 6.31 66.00 54.00 43.01 

A-6 Hypha-Ⅰ Modena Modena 7.63 67.00 55.00 39.69 

A-7 Hypha-Ⅰ White White 5.11 71.00 60.00 30.97 

A-8 Hypha-Ⅰ White White 7.03 66.00 50.00 32.77 

A-9 Hypha-Ⅰ White White 4.58 67.00 53.00 42.49 

A-10 Hypha-Ⅰ White White 5.66 67.00 60.00 45.48 

B-1 Hypha-Ⅱ White White 4.84 66.00 51.00 35.86 

B-2 Hypha-Ⅱ White White 5.21 67.00 51.00 36.54 

B-3 Hypha-Ⅱ White White 6.35 65.00 49.00 32.56 

B-4 Hypha-Ⅱ White White 4.89 68.00 52.00 36.65 

B-5 Hypha-Ⅱ White Buff 8.44 67.00 52.00 36.98 

B-6 Hypha-Ⅱ White White 6.39 65.00 52.00 38.40 

B-7 Hypha-Ⅱ White Buff 7.51 65.00 52.00 40.89 

B-8 Hypha-Ⅱ White White 5.30 65.00 50.00 41.80 

B-9 Hypha-Ⅱ Lilac White 7.56 67.00 53.00 38.42 

B-10 Hypha-Ⅱ White White 8.23 70.00 50.00 43.39 

C-1 Pellicle White White 7.77 69.00 57.00 36.20 

C-2 Pellicle White White 3.23 68.00 54.00 46.22 

C-3 Pellicle White White 3.65 69.00 53.00 36.78 

C-4 Pellicle White White 5.99 68.00 53.00 31.84 

C-5 Pellicle White White 6.15 65.00 54.00 36.39 

C-6 Pellicle White White 2.69 69.00 56.00 33.20 

C-7 Pellicle White White 2.69 71.00 54.00 37.49 

C-8 Pellicle Lilac White 3.71 68.00 54.00 35.96 

C-9 Pellicle White White 4.13 68.00 56.00 38.69 

C-10 Pellicle White White 3.92 68.00 56.00 36.86 

Wild 
type 

− − White 7.06 73.92 − 39.71 

注：−：无结果 

Note: −: No result. 
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传转化，可以使载体携带的 T-DNA 随机插入到受

体菌的基因组中，并且单拷贝率很高，这使我们

可以在基因组范围内建立真菌的突变体库，更好

地进行基因功能研究[13]。通过 Southern 杂交结果

显示单拷贝率为 62.5%，单拷贝率高对后续进行

棉花枯萎病菌相关基因的研究有着重要的作用。 

综上所述，最终筛选出的菌落表型与野生型

有差异的突变体中，4 株突变体菌落生长缓慢；   

2 株深紫色，4 株淡紫色，10 株浅黄色，1 株无

颜色变化；突变体 A-7 和 A-10 生长速度增高；

突变体 A-1 致病力增加，A-3、A-7、C-4 致病力

下降，A-1 产孢量升高，C-6、C-7 产孢量降低。 
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