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摘  要：【背景】新疆是棉花生产的主要地区，枯萎病的发生严重影响着棉花的产量。目前，关于

棉花枯萎病原菌的发病机制尚无详细报道。【目的】在尖孢镰刀菌突变体库中筛选出致病力降低

的突变体并分析其致病基因，以阐明棉花枯萎病菌的致病分子机制。【方法】在前期已建立的枯

萎病菌突变体库的基础上，对随机挑选的 136 份突变体致病力进行鉴定，并对其表型和侧翼序列

进行分析。【结果】获得 5 个致病能力明显降低的突变株，突变体 B-18 的形态与野生型有差异且

菌落颜色变为紫色；5 个突变体生长速率均降低，其中 B-18 下降最明显；5 个突变体产孢数量均

降低。扩增 5 个突变体，测序后经 BLAST 比对分析，确定了 T-DNA 在枯萎病菌基因组的分布情

况。【结论】对筛选出的 5 个致病力缺陷的突变体进行分析并找到致病基因，为研究棉花致病基

因的功能和克隆提供了坚实的理论基础。 

关键词：棉花；尖孢镰刀菌；T-DNA 插入突变体；高效热不对称交错 PCR；致病力 

 
 
 



 
何丹 等 | T-DNA 插入筛选棉花枯萎病菌致病力减弱突变体及其侧翼序列分析 1733 

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

Screening and flanking sequences of T-DNA insertion mutants 
with reduced pathogenicity in cotton Fusarium oxysporum 
HE Dan1,2,3, SU Feihong1,2,3, ZHANG Liya1,2,3, SONG Dongbo1,2,3, XIA Hongfei1,2,3,  
GU Aixing*1,2,3 

1 College of Agriculture, Xinjiang Agricultural University, Urumqi 830052, Xinjiang, China  
2 Key Laboratory of Pest Monitoring and Safety Control of Crops and Forests, Urumqi 830052, Xinjiang, China  
3 Engineering Research Centre of Cotton, Ministry of Education, College of Agriculture, Xinjiang Agricultural 

University, Urumqi 830052, Xinjiang, China 
 
Abstract: [Background] Xinjiang is the main producing area of cotton, and Fusarium wilt 
seriously affects the cotton yield. However, the detailed pathogenesis of cotton Fusarium wilt 
remains to be reported. [Objective] To select the mutants with reduced pathogenicity from the 
Fusarium oxysporum mutant library and identity their genes conferring pathogenicity, so as to 
elucidate the molecular mechanism of the pathogen in causing Fusarium wilt in cotton. 
[Methods] On the basis of the previously established mutant library of F. oxysporum, By the 
identification of 136 randomly selected pathogenic mutants. Furthermore, we analyzed the 
phenotypes and flanking sequences. [Results] we screened out five mutants with significantly 
reduced pathogenicity, the morphology of mutant B-18 was different from that of the wild 
type, with purple colonies. The growth rate of the five mutants, especially B-18, decreased. In 
addition, the five mutants showed reduced spore production. After sequencing of the five 
mutants, Blast analysis was performed to determine the distribution of T-DNA in the pathogen 
genome. [Conclusion] From the five mutants with reduced pathogenicity, we identified the 
genes associated with the pathogenicity. The findings provide a solid theoretical basis for the 
functional research and cloning of the genes associated with the diseases in cotton. 
Keywords: cotton; Fusarium oxysporum; T-DNA insertion mutants; hi TAIL-PCR; pathogenicity 
 

棉花枯萎病菌 Fusarium oxysporium 是一种

植物维管束病害，具有广泛的寄主范围[1-2]。目

前，国内外已报道了甜瓜[3]、香蕉[4]、黄瓜[5]和草

莓[6]等 100 多种植物。这些寄主植物的感染严

重影响了农业生产，造成相当大的损失。棉花枯

萎病严重影响了棉花的生长发育和产量品质[7]。

截至目前，棉花枯萎病菌的致病机理报道较少，

为揭示棉花枯萎病菌的致病机制，需要对致病

相关的基因进行鉴定[8-10]。目的基因的功能可以

通过对突变体表型变化的观察进行分析 [11]。根

癌农杆菌介导的遗传转化技术是一项在研究

基因功能方面极为有效的工具。这项技术的首次

成功应用是对粗糙脉孢菌进行遗传转化[12]，此后

根癌农杆菌介导的遗传转化技术(Agrobacterium 
tumefaciens mediated transformation, ATMT)被
广泛应用(图 1)。通过利用该技术构建突变体

库，对病原菌表型进行鉴定并分析插入位点的

序列，确定突变基因，进而对与致病有关的基因

及其作用进行分离和研究，从而筛选出海岛棉

中致病力减弱的突变体 [14]。目前已有学者报道

了一些与致病有关的基因，例如，甜瓜枯萎病

菌中的 SNT2 基因[15]、香蕉枯萎病菌中的 OCH1 
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图 1  ATMT 遗传转化示意图[13] 
Figure 1  Schematic diagram of ATMT genetic transformation[13]. 
 
基因[16]、菜豆枯萎病菌中的 FTF1 基因[17]和番

茄枯萎病菌中的 SGE1 基因[18]。这都为尖镰刀

菌致病机理的研究奠定了坚实的基础。但上述

致病基因多从甜瓜、香蕉和番茄中分离，棉花

枯萎病菌的相关研究较少，其分子致病机理研

究相对落后。 
为筛选出致病力减弱的突变体，本研究对

突变体的表型和致病力进行观测，对致病力减

弱突变体的侧翼序列进行扩增，从而找到致病

基因。本研究旨在进一步对棉花枯萎病致病基

因的筛选提供研究依据，并为棉花枯萎病发病

机理的研究提供理论依据。 

1  材料与方法  
1.1  样品 

棉花枯萎病菌野生型菌株 st89 和部分突变

体均由本实验室保存。本研究选择实验室前期[19]

筛选出的海岛棉材料 06-146 和新海 14 的杂交

后代 10876，枯萎病抗性反应为感病(S)。 

1.2  主要试剂和仪器 
2×Taq PCR Master Mix、真菌 DNA 提取试

剂盒、胶回收试剂盒和引物，北京天根生化科

技有限公司。 
梯度 PCR 扩增仪，Eppendorf 公司；凝胶

成像系统，Bio-Rad 公司；恒温培养箱，宁波江

南仪器厂；恒温振荡培养箱，上海智城分析仪

器制造公司；电泳仪，北京六一生物科技有限

公司。 

1.3  培养基 
PDA 培养基参考文献[19]配制。 
查 式 液 体 培 养 基 (g/L) ： NaNO3 2.0 ，

K2HPO4·3H2O 1.0，MgSO4·7H2O 0.5，KCl 0.5，
FeSO4·7H2O 0.01，蔗糖 30.0，pH 自然。 

1.4  致病力减弱突变体的筛选 
采用伤根接菌法对菌株 st89 和 136 个突变

体进行致病力的筛选。将突变体菌株在 PDA 平

板上进行活化，26 ℃培养 7 d，用无菌水洗脱

并收集孢子，制备 1×106 个/mL 孢子悬浮液。
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待棉花长到“两叶一心”之后，通过伤根的形式，

取 30 mL孢子悬浮液进行接种，同时以菌株 st89
为阳性对照、无菌水为阴性对照。等待 4 周后

对植株的抗性进行鉴定，设置 3 个重复。 

1.5  突变体菌落形态及生长速率测定 
以野生型 st89 为对照，将突变体菌株在

PDA 平板上进行活化，26 ℃培养 7 d。观察菌

落的颜色变化及形态并拍照记录，同时测量菌

落的直径，计算菌丝的生长速率(cm/d)，设置

3 个重复。 
生长速率(cm/d)=(第 7 天的菌落直径‒第 2 天的

菌落直径)/5。 

1.6  突变体菌株产孢能力的测定 
将野生型菌株 st89 以及突变体菌株接种于

PDA 平板上，26 ℃培养 7 d，用打孔器打直径

为 4 mm 的菌饼加入到 50 mL 灭菌的查氏液体

培养基中，制作分生孢子悬浮液，在恒温 25 ℃、

180 r/min 的条件下振荡培养 7 d 后用血球计数

板计数，计算其产孢量，设置 3 个重复。孢子

数目计算方法为： 
孢子数(mL)=所数小方格中孢子总数×400×104×稀
释倍数/所数的小方格数。 

1.7  突变体的分子检测  
在 PDA 培养基上收集菌丝。按照真菌 DNA

提取试剂盒说明书提取野生型 st89 和突变体的

DNA。以菌株 st89 和突变体的 DNA 为模板，

以 GFP-F 和 GFP-R 为引物进行 PCR 检测(表 1)。
参考文献[19]的 PCR反应体系及反应条件。PCR
产物用琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.8  突变体侧翼序列的克隆与分析  
利用高效热不对称交错 PCR (high-efficiency 

thermal asymmetric interlaced PCR, hiTAIL-PCR)技
术，以野生型菌株和致病力减弱突变体菌株的基

因组 DNA 为模板扩增 T-DNA 插入侧翼序列。

PCR 反应程序的设置参考文献[20]等扩增方法。

经过 3 次 Hi TAIL-PCR 反应后，通过胶回收试剂

盒回收 PCR 产物并送至生工生物工程(上海)股份

有限公司进行测序，将测序结果进行分析比对。 

 
表 1  本实验使用引物 
Table 1  Primer used in this experiment 
引物名称 
Primer name  

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

GFP-F ACGGCAAGCTGACCCTGAAG 
GFP-R CTCGTCCATGCCGAGAGTGA 
LAD 1 ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCVNVNNNGGAA 
LAD 2 ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCBNBNNNGGTT  
LAD 3 ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCVVNVNNNCCAA  
LAD 4 ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCBDNBNNNCGGT  
LAD 5 ACGATGGACTCCAGAGCGGCCGCBHNDNNNGACC 
AC ACGATGGACTCCAGAG 
RB1 CTCTCGGCATGGACGAGCTGTACA 
RB2 ACGATGGACTCCAGTCGTGCCAAAGGCAATACCCTGCG 
RB3 GCGGAGGAGTTCTTCGTTGCGGGTT 

LAD 1‒LAD 5：简并引物；RB1‒RB3：特异性嵌套引物；V=A/G/C，H=A/C/T，D=A/G/T，B=G/C/T，N=A/G/C/T 
LAD 1‒LAD 5: Degenerate primer; RB1‒RB3: Specific nested primer; V=A/G/C, H=A/C/T, D=A/G/T, B=G/C/T, 
N=A/G/C/T. 
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2  结果与分析 
2.1  突变体致病力的测定结果  

以野生型菌株 st89 为对照，对 136 个突变

体进行致病力的测定(图 2)。结果表明，有 39 个

突变体表现出显著变化，其中 22 株突变体菌株

的病情指数显著高于对照(P<0.05)，17 个突变体

的致病力有不同程度的下降。其中 A-22、B-18、

B-20、B-22 和 C-18 这 5 个突变体致病力明显降

低，分别为 23.75、30.21、34.92、31.05 和 24.35。 

2.2  致病力降低突变体菌落形态特征的

观察 
对筛选出的 5 个致病力减弱的突变体的菌

落颜色及形态进行观察。结果表明，突变体

A-22、B-20、B-22 和 C-18 的菌落形态与野生

型菌株 st89 差异很小。而突变体 B-18 的菌丝

形态更加紧凑致密，菌落边缘呈现出不规则的

形状，并且菌落的颜色与野生型菌株 st89 相比

呈紫色，这与野生型菌株 st89 存在较大的差异

(图 3)。 
 

 
 
图 2  突变体的致病力筛选   不同小写字母表示差异显著，下同 
Figure 2  Pathogenicity screening of the mutants. Different lowercase letters indicate significant difference 
at 0.05 level. The same below. 
 

 
 
图 3  野生型菌株 st89 及突变体的菌落形态特征观察 
Figure 3  Observation on colony morphology of wild type strain st89 and mutants. 
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2.3  致病力降低突变体生长速率的测定结果  
对致病力降低突变体的菌落直径进行测

量。结果显示，相较于野生型菌株 st89 的菌落

直径(4.83 cm)，突变体 B-18 的生长速率明显减

慢，其菌落直径只有 3.72 cm；而突变体 A-22、
B-20、B-22 和 C-18 的菌落直径分别为 4.83、
5.23、4.96 和 5.10 cm，与野生型菌株无明显差

别(图 4)。 

2.4  致病力降低突变体产孢量分析  
对 5 个致病力降低的突变体的产孢量进行

测定，结果如图 5 所示。五个突变体产孢数量与

野生型 st89 (7.12×106 个/mL)相比均显著降低，

分别降低 61.09%、49.72%、70.65%、41.29%和

56.60%。 
 

 
 
图 4  野生型菌株 st89 和突变体菌落直径测定 
Figure 4  Colony diameter determination for wild type 
strain st89 and mutants. 
 

 
 
图 5  野生型菌株 st89 和突变体孢子产量测定 
Figure 5  Number of conidia of wild type strain 
st89 and mutants.  

2.5  T-DNA 插入稳定性 PCR 检测 
以 GFP-F 和 GFP-R 为引物，对突变体和野

生型菌株 st89 进行扩增。PCR 结果表明(图 6)，
野生型菌株未扩增出条带，而 5 个突变体菌株

均可以扩增得到约 712 bp 的特异条带。这表明

在突变体的基因组中稳定地插入了 T-DNA。 

2.6  致病力降低突变体侧翼序列的克隆 
五株致病力减弱突变体经过 3 轮 PCR 反应

后，获得 100‒500 bp 的条带(图 7)。对 PCR 产物

进行切胶回收并由生工生物工程(上海)股份有

限公司进行测序，测序结果通过 Ensembl 数据

库中的 BLAST 比较分析，发现与尖孢镰刀菌基

因组的相似性超过 95.0%。对获得的 5 个侧翼

序列信息比较分析发现 T-DNA 分别插在基因

编码区和内含子区(表 2)。5 个插入位点分别插 
 

 
 
图 6  T-DNA 突变体的 PCR 检测 
Figure 6  PCR detection of T-DNA mutants. M: 
DL2000 DNA Marker; CK: st89; 1‒5: T-DNA 
insertion transformant． 
 

 
 

图 7  5 个致病力降低突变体的 hi TAIL-PCR 检测 
Figure 7  hi TAIL-PCR of five reduced pathogenicity 
mutants. M: DL2000 DNA Marker; 2 and 3: Second 
and third rounds of products. 
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表 2  突变体的侧翼序列分析 
Table 2  Flanking sequence analysis of the mutants 
突变体 
Mutants 

插入位点 
Insertion site 

突变基因  
Mutant gene 

片段长度 
Fragment 
length (bp) 

基因注释  
Gene annotation  

染色体号  
Number of the 
chromosome 

A-22 第 2 个内含子

2nd intron 
FOXG_01685 321 假定蛋白 

Hypothetical protein  
5 

B-18 第 5 个外显子

5th extron 
FOXG_05113 3 239 

 
类似于泛素 C 端水酶的假设蛋白质

Hypothetical protein similar to ubiquitin 
C-terminal hydrolase  

7 

B-20 第 1 个外显子 
1st extron 

FOXG_09561 1 934 假定蛋白 
Hypothetical protein  

11 

B-22 第 5 个外显子

5th extron 
FOXG_02694 1 476 类似葡聚糖酶的蛋白质 

Hypothetical protein similar to glucanase  
8 

C-18 第 1 个外显子 
1st extron 

FOXG_03874 558 保守假设蛋白 
Conserved hypothetical protein  

4 

 
入在尖孢镰刀菌的 5 条不同染色体上，表明

T-DNA 在尖孢镰刀菌基因组中的插入是随机

发生的。进一步分析发现，在 5 个棉花枯萎病

菌致病相关基因中，突变体 B-18 的插入位点位

于 Chromosome7，突变基因为 FOXG_05113，
所编码的蛋白是类似于泛素C端水酶的假设蛋白

质。突变体 B-22 的插入位点位于 Chromosome8，
突变基因为 FOXG_02694，所编码的蛋白是类

似葡聚糖酶的蛋白质。其他 3 个突变体都是编

码功能未知的假定蛋白。 

3  讨论与结论 
通过筛选棉花枯萎病菌 T-DNA 插入突变

体库，可以发现与棉花枯萎病致病相关的基因，

进而更好地理解和防治棉花枯萎病，为发现新

的防治方法提供理论依据[21-22]。一些研究人员

也用此方法筛选出致病缺陷突变体，获得致病

相关基因。例如，Dong 等[23]通过筛选尖孢镰刀

菌突变体库获得了 5 个致病基因。袁洪波等[24]

筛选出了 3 个致病力减弱的突变体，为揭示梨

树腐烂病的致病分子机理打下了基础。这些研

究为进一步了解棉花枯萎病的致病机制提供了

重要参考。 
本研究通过前期构建的枯萎病菌 T-DNA

突变体库[19]，对致病性缺陷突变体的筛选结果

显示，39 个突变体致病力发生显著变化，17 个

突变体致病力降低。选取致病力降低最严重的

5 个突变体进行表型测定，发现都发生了变化，

这与张俊华等[25]、皇甫海燕等[26]在水稻立枯病

原菌尖孢镰孢菌和油菜黑胫病菌中的研究结果

一致，说明 T-DNA 的插入不仅影响枯萎病菌致

病性减弱，还影响了枯萎病菌的生长发育。在

本研究中采用了 Hi TAIL-PCR 技术，经过 3 轮

PCR 扩增克隆了 5 个致病力减弱突变体的侧翼

序列。随后，在 Ensembl 数据库上进行 BLAST
比对分析，以确定插入位点。其中突变体 B-18
可能影响了泛素 C 端水酶(基因 FOXG_05113)
的表达，其作用是维持蛋白的稳定和细胞的生

理活动等[27]，并且它也参与了生命活动的调控，

如细胞周期、增殖、基因表达等[28]。突变体 B-22
可能影响了 FOXG_02694 基因的正常表达，该

基因编码葡聚糖酶，葡聚糖酶已在多种真菌和

细菌研究过，其作用是降解纤维素[29-30]。 
通过明确这 5 个致病力缺陷突变体的插入
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位点，能够更深入地理解海岛棉枯萎病的发病

机制，并为基因功能研究提供有价值的候选条

件。此外，这项研究也为发现海岛棉枯萎病菌

的新致病机制提供了可能性。 
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