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摘要：党参黄芯病降低党参的产量和质量，在明确该病病原菌分类地位的基础上，构建增强型绿色荧光蛋白

（enhanced green fluorescent protein， EGFP）标记的党参黄芯病菌转化株，为研究病原菌在党参植株体内的侵染特性

提供可视化跟踪手段。基于形态学和多基因位点联合的方法，明确病原菌的分类地位。采用根癌农杆菌介导法

（Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation， ATMT），将 带 有 潮 霉 素 磷 酸 转 移 酶 基 因（hygromycin 
phosphotransferase， HygB）和增强型绿色荧光蛋白基因 EGFP 的双元载体转入党参黄芯病菌分生孢子中并筛选出

遗传稳定的转化子。结果表明，党参黄芯病常年田间发病率为 20%~30%。病原菌为弯镰孢菌党参变种，遗传转化

共获得 138 株阳性转化子，转化效率约为 46 个转化子·10-6个孢子。随机挑选的 4 株阳性转化子经 6 次继代培养，具

有稳定的潮霉素 B 抗性和绿色荧光表达，其中转化子 EGFP7-3 与 EGFP7-4 生物学特性及致病性和野生型党参黄芯

病菌无显著差异，表明绿色荧光蛋白基因已成功转入党参黄芯病菌中，转化子 EGFP7-3 与 EGFP7-4 稳定遗传且致

病力不受影响。本研究为党参黄芯病菌致病机理的研究提供了良好的材料和技术支撑。
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Abstract： Yellow-core disease of Codonopsis pilosula significantly reduces its yield and quality.  First， we clarified 
the taxonomic position of the pathogen causing the disease， and developed EGFP-labeled transformants of the 
causative fungus， providing a means for visual tracking of infection characteristics within the host plants.  The 
pathogen was clarified by using both morphological and multi-gene locus analyses.  ATMT was used to introduce a 
binary vector carrying the HygB and EGFP into the conidia of the yellow-core disease fungus.  Genetically stable 
transformants were screened.  The results indicated that the field incidence of yellow-core disease is 20%-30%.  
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The pathogen is identified as Fusarium curvatum var.  codonopsidis.  Genetic transformation produced 138 positive 
transformants at an efficiency of approximately 46 transformants per 106 conidia.  Four randomly selected positive 
transformants， after six subcultures， exhibited stable hygromycin B resistance and green fluorescence expression.  
Transformants EGFP7-3 and EGFP7-4 showed no significant differences in biological characteristics or pathogenicity 
compared to the wild-type strain， indicating successful and stable integration EGFP without affecting virulence.  This 
study provides valuable materials and technical support for investigating the pathogenesis and control of yellow-core 
disease in C.  pilosula.
Key words： Codonopsis pilosula； yellow-core disease； pathogen identification； EGFP； ATMT； gene 
transformation

党 参 为 桔 梗 科 植 物 党 参（Codonopsis pilosula）、素 花 党 参（Codonopsis pilosula var.  modesta）或 川 党 参

（Codonopsis tangshen）的干燥根［1］。具补中益气、养血生津之功效［2］，是常用补益药，用于治疗脾肺虚弱、气短心悸

等症［3］，临床应用广泛。甘肃是党参道地产区之一，2024 年甘肃省党参种植面积超 50000 hm2，产量为 558000 t［4］，

随着种植面积的逐年增大，病原菌逐年积累，病害发生严重。据报道，党参病害主要有根腐病［慢性黄腐型

（Fusarium oxysporum）；急性青枯型（Fusarium oxysporum）］、锈病（Puccinia campanumoeae）、斑枯病（Septoria 

codonopsidis）、白粉病（Sphaerotheca codonopisidis）和灰霉病（Botrytis cinerea）［5-8］。急性青枯型根腐病，俗称“黄

芯病”。症状主要表现为茎叶急性萎蔫，根部维管束变为黄色至红褐色，随着病情发展，主根软腐，须根萎缩，最终

全株死亡［9］。该病主要发生在党参移栽后的苗期，引起大面积死苗。自 2014 年以来，每年该病发病率均在 10%~
30%，重病田块可达 65%，已成为甘肃省党参生产中的主要病害［9-10］。

绿色荧光蛋白（green fluorescent protein， GFP）是一种发光蛋白，具有稳定的发光特性，可借助荧光共聚焦显

微镜实时定位观察其在活细胞中的表达［11-12］，常作为报告蛋白用于标记真菌，以研究病原菌侵染动态、定殖策略

和侵染机制［13］。农杆菌介导法（Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation， ATMT）可以将克隆载体所

带 GFP 插入到自身 Ti 质粒的 T-DNA 区，并将带有 GFP 的 T-DNA 片段整合到真菌基因组中［14］，利用荧光标记

筛选阳性转化子。该方法已广泛应用于真菌的遗传转化，国内外学者已利用 ATMT 成功将引起多种植物根腐病

的尖孢镰刀菌进行了 GFP 标记［15-20］，并进行了侵染机制研究。

系统查阅资料，党参黄芯病菌侵染党参的侵染途径和定殖策略等均无研究报道，因此，本研究拟利用绿色荧

光蛋白标记技术和农杆菌介导法构建党参黄芯病菌突变体，为观察党参黄芯病菌对党参的侵染过程提供增强型

绿色荧光蛋白（enhanced green fluorescent protein， EGFP）标记菌株。同时，本研究构建遗传转化体系，也可用于

党参黄芯病致病基因的筛选与克隆等研究。

1　材料与方法

1. 1　材料

供试菌株和载体：感受态大肠杆菌 DH5α、农杆菌 LBA4404 购自北京擎科生物科技股份有限公司；质粒

pCAMBIA1303-gpdA-EGFP-TrpC-Hygro 购自武汉淼灵生物科技有限公司，该质粒以潮霉素 B 为抗性标记，绿色

荧光蛋白为报告基因（图 1）。

主要试剂：潮霉素 B（hygromycin B， HygB），购自 BBI 生命科学有限公司；卡那霉素（kanamycin， Kan），购自

北京兰杰柯科技有限公司；利福平（rifampicin， Rif），购自上海源叶生物科技有限公司；吗啉乙磺酸、头孢噻肟钠、

乙酰丁香酮（acetosyringone， AS），购自上海麦克林生化科技股份有限公司；质粒提取试剂盒购自天根生化科技

（北京）有限公司；二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide， DMSO），购自广州赛国生物科技有限公司；引物由上海生工生

物工程技术服务公司合成。

1. 2　病原菌的分离与鉴定

1. 2. 1　标样采集及病原菌的分离纯化　  2021 年 7-8 月在甘肃省党参主产区陇西县首阳镇（104. 41° E，
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35. 07° N，海拔 1973 m）、渭源县会川镇（103. 97° E，

35. 12° N，海拔 2248 m）分批分次调查党参黄芯病

发病情况，记录发病率、严重度、症状，拍照，采集标

样并压制标本。通过常规组织分离法分离致病菌，

将优势菌纯化并保存于 4 ℃备用。

1. 2. 2　形态学观察　  使用打孔器打取菌龄为 7 d
的党参黄芯病菌菌饼（d=4 mm），接种于马铃薯葡

萄糖琼脂（potato dextrose agar， PDA，成分：马铃薯

200 g，葡萄糖 10 g，琼脂 15 g，水 1000 mL）、康乃馨

叶片琼脂［carnation leaf agar， CLA，成分：康乃馨叶

片（3~5 mm2）90% 乙醇处理 20 s，10% H2O2 处理

10 min，无菌水冲洗 5 次，50 ℃烘干 2 h，置于 WA 培

养基（水 1000 mL，琼脂 20 g）中央］和低营养合成琼

脂（synthetic nutrient-poor agar，SNA，成分：KH2PO4 
1 g，KNO3 1 g，MgSO4·7H2O 0. 5 g，KCl 0. 5 g，葡萄

糖 0. 2 g，蔗糖 0. 2 g，琼脂 23 g，水 1000 mL）［21］培养

基上，于 25 ℃，12 h 光/12 h 暗交替培养。第 7 天观

察并记录致病菌菌落的形态及颜色，于光学显微镜

（Nikon ECLIPSE 80i，北京荣兴光恒科技有限公

司）下观察病原菌大型分生孢子、小型分生孢子、厚垣孢子形态、大小及隔膜数量；产孢梗形态；大孢子基细胞与顶

细胞的形状，每一项测定 30 个数据。

1. 2. 3　分子生物学鉴定　  将党参黄芯病菌新鲜菌丝在液氮中充分研磨，用真菌基因组 DNA 提取试剂盒

（BioTeKe，无锡百泰克生物技术有限公司）提取病原菌基因组 DNA。分别采用引物对 EF1/EF2、Fa/G2R 和 5f2/
7cr［22-24］扩增 EF-1α、RPB1 和 RPB2 共 3 个片段。PCR 反应体系（20 μL）：ddH2O 7 μL，2×Mix 10 μL，10 μmol·L-1

上下游引物各 1 μL，模板 DNA 1 μL。PCR 扩增条件：95 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，以 48. 0 ℃、54. 3 ℃和

52. 1 ℃分别扩增 EF-1α 片段，RPB1 片段和 RPB2 片段，退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循环，72 ℃延伸 10 min。
PCR 产物由生工生物工程（上海）有限公司进行纯化和测序。将测序结果在 GenBank 进行 Blast 比对，下载相似

度较高的菌株序列，并使用 MEGA 7. 0 软件采用最大似然法构建系统发育树，以确定致病菌系统发育地位。

1. 2. 4　致病性测定　  将党参黄芯病菌活化 7 d，用无菌水制备浓度为 1×106 cfu·mL-1孢子悬浮液，选取 1 年龄

健康党参苗，使用灭菌针在根的芽头部位针刺 3 次，取 50 mL 孢子悬浮液接种于刺伤部位以及植株周围土壤，以

无菌水为对照。接种后将其置于温室内，塑料袋保湿 48 h 后揭去，置于室内（25±2） ℃，无伤接种组不进行刺伤，

其余同刺伤处理，每处理 20 株，隔日观察并记录。若植株萎蔫状叶片达到 2 片及以上、根部维管束变色，则视为发

病，统计发病率，并从发病部位再分离病原菌。

1. 3　真菌表达载体转化农杆菌

1. 3. 1　大肠杆菌的转化与质粒的提取　  取 100 μL 大肠杆菌 DH5α，加入 10 μL 质粒混匀，冰浴 30 min，于 42 ℃
水浴锅中热激 45 s，冰浴 2 min。加入 500 μL 肉汤培养基（luria-Bertani， LB，成分：蛋白胨 10 g，酵母膏粉 5 g，氯化

钠 5 g，葡萄糖 1 g，水 1000 mL），37 ℃，200 r·min-1 振荡培养 1 h，取 30 μL 菌液涂布于 LB 平板（含 50 μg·mL-1 
Kan），37 ℃培养 12 h。挑取单克隆菌落混于 10 μL 无菌水中，作为模板 DNA，PCR 扩增 EGFP 基因片段进行阳性

鉴定。PCR 体系（25 μL）：ddH2O 9. 5 μL，2×Mix 12. 5 μL，模板 DNA 1 μL，10 μmol·L-1 上下游引物（EGFP-F：

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG；EGFP-R：CTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG）各 1 μL。扩增反

图 1　pCAMBIA1303-gpdA-EGFP-TrpC-Hygro载体图谱

Fig. 1　 Restriction map of vector pCAMBIA1303-gpdA-EGFP-

TrpC-Hygro
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应条件：94 ℃预变性 10 min，94 ℃变性 40 s，59 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 40 s，35 个循环，72 ℃复性 10 min。将经验证

的单克隆菌液接种于 LB 培养液（含 50 μg·mL-1 Kan）中，37 ℃，220 r·min-1振荡培养 12 h，提取质粒，置于-20 ℃
备用。

1. 3. 2　农杆菌的转化　  在 100 μL 农杆菌感受态 LBA4404 中加入 10 μL 质粒，依次冰浴、液氮、37 ℃水浴、再冰

浴，各 5 min，加入 700 μL LB 培养液，于 28 ℃、180 r·min-1振荡培养 2. 5 h，吸取 30 μL 菌液涂布于 LB 平板（含 50 
μg·mL-1 Kan 和 25 μg·mL-1 Rif），28 ℃培养 48 h。挑取单克隆农杆菌进行阳性鉴定［25］，PCR 反应体系和程序

同 1. 3. 1。
1. 4　党参黄芯病菌对 HygB 的敏感度测定

将分离纯化并保存的党参黄芯病菌 DSHX2 作为野生型菌株，于 PDA 活化 7 d 后接种于 PDA 平板（含 HygB 
0、25、50、100、150 和 200 μg·mL-1），每个浓度重复 3 次，25 ℃培养 7 d，观察并记录不同浓度的 HygB 平板上

DSHX2 生长情况，确定 HygB 的使用浓度。

1. 5　头孢噻肟钠对转入载体的农杆菌抑制程度的测定

将鉴定为阳性的农杆菌接种于 LB 培养液（含 50 μg·mL-1 Kan 和 25 μg·mL-1 Rif），28 ℃、220 r·min-1振荡培

养 24 h，使菌液 OD600值达到 0. 6，取 50 μL 分别涂布于头孢噻肟钠浓度为  0、25、50、100、150 μg·mL-1的 LB 平板，

重复 3 次，28 ℃培养 48 h，观察阳性农杆菌生长情况，确定头孢噻肟钠的最佳浓度。

1. 6　DSHX2 的绿色荧光蛋白基因转化

将农杆菌阳性转化子接种于 LB 培养液（含 50 μg·mL-1 Kan 和 25 μg·mL-1 Rif），于 28 ℃、220 r·min-1 培养

24 h，使菌液 OD600达到 0. 6，6690 r·min-1离心 5 min，用 1 mL 诱导培养基［induction medium， IM，成分：K2HPO4·

3H2O 3. 44 g、KH2PO4 1. 45 g、NaCl 0. 15 g、MgSO4·7H2O 0. 50 g、（NH4）2SO4 0. 50 g、CaCl2·2H2O 0. 067 g、
FeSO4·7H2O 0. 0025 g、葡萄糖 1. 80 g、吗啉乙磺酸 7. 80 g、甘油 5 mL，pH 5. 4，水 1000 mL］［26］洗涤 2 次，加入 10 
mL IM 培养液（含 200 μmol·mL-1 AS），28 ℃、220 r·min-1 振荡培养 4~6 h 至 OD600达 0. 3。将 100 μL DSHX2 孢

子悬浮液（1×106 cfu·mL-1）和 100 μL 农杆菌菌液混匀后涂布于共培养培养基（co-culture medium， CM，成分：在

IM 诱导培养基中加入 1. 5% 琼脂）的 0. 45 μm 微孔滤膜上。30 个重复，19 ℃暗培养 48 h，将微孔滤膜转移至 PDA
筛选平板（含 100 μg·mL-1 HygB 和 50 μg·mL−1头孢噻肟钠），25 ℃黑暗培养。用无菌刀将滤膜划成小片，将长出

的单菌落转接于 PDA 复筛平板（含 100 μg·mL-1 HygB）进行复筛。

1. 7　转化子的 HygB 抗性和绿色荧光稳定性测定

挑取复筛平板上的菌落菌丝在荧光共聚焦显微镜（奥林巴斯 FV3000，日本）下确认其在蓝光激发下展现绿色

荧光，将荧光阳性转化子于常规 PDA 平板上连续培养 5 代，再转移至含 100 μg·mL-1 HygB 的 PDA 平板以验证抗

性稳定性。挑取可正常生长的转化株，制备菌丝体玻片，置于荧光显微镜下观察菌丝和孢子的荧光强度。

1. 8　转化子的验证

1. 8. 1　转化子的 EGFP 基因验证　  以煮沸法［27］快速获得 DSHX2 及转化子模板 DNA，进行 EGFP 基因 PCR
验证，PCR 反应体系和程序同 1. 3. 1。
1. 8. 2　野生子与转化子生物学特性对比　  使用打孔器打取形态与 DSHX2 相似的转化子菌饼（d=4 mm），接

种于 pH 分别为 5、6、7、8、9、10 的 PDA 平板上，3 次重复，25 ℃培养 7 d，十字交叉法测量菌落生长速度，描述菌落

形态，测定野生子与转化子在菌落形态、生长速度上的差异，确定 pH 对野生子与转化子的影响。

1. 8. 3　转化子致病性测定　  将野生型菌株 DSHX2 与转化子进行致病性测定，方法同 1. 2. 4，根据发病速度和

发病率，评估野生子与转化子的致病力差异。

1. 9　数据处理

　  使用  Excel 2019 和 SPSS 25. 0 软件进行试验数据统计分析，最小显著性差数法（least significant difference， 
LSD）进行差异显著性检验。
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2　结果与分析

2. 1　党参黄芯病

2. 1. 1　症状　  发病初期，植株地上部分 1~2 枝分

支及叶片萎蔫下垂，其余分支正常生长，主根维管束

变黄褐色；后期地上部分全部干枯，主根维管束呈红

褐色，植株死亡。病原菌在土壤或带菌参根上越冬，

上年已感染的参根在 5 月中下旬发病，6-7 月为发病

高峰期，发病率达 20%~30%。从地上显症到全株死

亡所需时间较短，当年的参根发病较晚，6 月中下旬出

现症状，8 月达到高峰期。该病害在甘肃省党参种植

区普遍发生，对党参生产构成严重威胁（图 2）。

2. 1. 2　病原　  在渭源县会川镇和陇西县首阳镇大田共采集党参黄芯病典型标样 20 份，通过组织分离，获得 1
株病原菌，命名为 DSHX2，分离频率 100%。在 PDA 上，该菌菌落呈絮状，菌丝致密，由内到外呈淡紫红色至白

色，培养基背面淡黄色；CLA 上，菌落由内向外为紫色至白色，菌丝稀疏，培养基背面中央紫色，外围白色；SNA
上，菌落白色致密，中央稍显紫色，培养基背面白色。该菌大型分生孢子镰刀状、马特形，两端渐细，顶细胞钝至乳

突，弯曲，有足细胞，隔膜数 1~4，一个隔膜的孢子大小为（16. 1~24. 7） μm×（3. 0~4. 6） μm，平均（20. 0×4. 0） 
μm；两个隔膜的孢子大小为（23. 3~28. 3） μm×（3. 7~4. 0） μm，平均（25. 2×4. 0） μm；3 个隔膜的孢子大小为

（24. 1~43. 1） μm×（3. 9~5. 9） μm，平均（33. 1×4. 7） μm；4 个隔膜的孢子大小为（42. 5~46. 1） μm×（4. 8~
5. 0） μm，平均（44. 3×4. 9） μm。小型分生孢子椭圆形、卵形、肾形，具 0~1 个隔膜，无隔膜的孢子大小为（7. 4~
7. 7） μm×（2. 5~2. 8） μm，平均（8. 1×2. 7） μm；一个隔膜的孢子大小为（10. 8~11. 6） μm×（2. 6~2. 9） μm，平

均（11. 1×2. 7） μm；产孢梗为单瓶梗；厚垣孢子单生圆形、椭圆形，串生（图 3）。

2. 1. 3　分子生物学鉴定　  对 EF-1α、RPB1、RPB2 片段成功扩增并获得长度分别为 685、1499 和 925 bp 的序

列 ，将 序 列 上 传 至 GenBank 获 得 登 录 号 为 PP885712~PP885714。 经 BLAST 比 对 ，3 个 片 段 与 Fusarium 

图 3　DSHX2显微形态

Fig. 3　Morphology of DSHX2
A~C： PDA、CLA 和 SNA 上菌落形态 Colonies on PDA， CLA and SNA media； D： 大型分生孢子 Macroconidia； E： 小型分生孢子 Microconidia； F： 
厚垣孢子 Chlamydospores （标尺 Scale bar=25 μm）.

图 2　党参黄芯病症状

Fig. 2　Symptoms of C.  pilosula yellow-core disease
A： 地上部分 Aboveground part； B： 地下部分 Underground parts.
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curvatum，Fusarium oxysporum，Fusarium sp. 多个菌株相似性均在 99% 以上。将 EF-1α、RPB1、RPB2 这 3 个片

段联合构建系统发育树，结果如图 4 所示，分离株 DSHX2 与 F.  curvatum 的模式菌株 CBS 23894T聚在同一分支。

查阅资料，DSHX2 与 F.  curvatum 菌落形态相似，在 PDA 培养基上均呈淡葡萄酒色至淡玫瑰色。在显微形

态上，DSHX2 与 F.  curvatum 的孢子大小相近。DSHX2 大型分生孢子具 1~4 个隔膜，大小分别为（20. 0×4. 0） 
μm、（25. 2×4. 0） μm、（33. 1×4. 7） μm 和（44. 3×4. 9） μm，小型分生孢子具 0~1 隔膜，大小分别为（8. 1×2. 7） 
μm 和（11. 1×2. 7） μm；而 F.  curvatum 大型分生孢子具 2~5 个隔膜，孢子大小分别为（19. 0×3. 0） μm、（33. 0×
4. 0） μm、（40. 0×4. 0） μm 和（42. 0×4. 0） μm，小型分生孢子具 0~1 个隔膜，大小分别为（7×3） μm 和（12×3） 
μm。但是 F.  curvatum 的大型分生孢子呈强烈弯曲，而 DSHX2 的大型分生孢子稍弯曲，并未观察到强烈弯曲的

大型分生孢子。在系统发育树中，DSHX2 与 F.  curvatum 聚类在一个分支，由于形态上有一定差异，因此，将党参

黄芯病菌 DSHX2 鉴定为弯镰孢菌党参变种（F.  curvatum var.  codonopsidis）。

2. 1. 4　致病性测定　  如图 5 所示，接种病原菌的植株长势较对照组的植株缓慢，21 d 后，接种组植株地上部分

100% 出现萎蔫衰败（图 5A，B），无伤接种组 76. 2% 的植株维管束呈黄棕色病变（图 5E），刺伤接种组 89. 7% 的根

部刺伤部位呈棕褐色腐烂，86% 的维管束发生病变（图 5F），无伤对照组的地上及地下部分均未发病（图 5C，G），

刺伤对照组 5% 的根部刺伤部位产生浅棕色病变（图 5D，H）。从党参发病部位分离出的病原菌与 DSHX2 一致，

表明 DSHX2 为党参黄芯病的致病菌。

2. 2　真菌表达载体转化农杆菌

以转化后农杆菌质粒 DNA 为模板，进行 PCR 扩增，引物为 EGFP-F/R。凝胶电泳结果显示获得一条 717 bp
的特异性条带（图 6），与目的片段 EGFP 大小一致，说明载体 pCAMBIA1303-gpdA-EGFP-TrpC-Hygro 已成功转

化至农杆菌 LBA4404，同时获得了 11 株农杆菌阳性转化子。

图 4　F.  curvatum var.  codonopsidis DSHX2多基因联合系统发育树

Fig. 4　Phylogenetic tree of F.  curvatum var.  codonopsidis DSHX2 based on multi-gene combination
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2. 3　DSHX2 对 HygB 的敏感度测定

DSHX2 在含有不同浓度 HygB 的 PDA 平板上培养 7 d，结果如图 7 所示，随着 HygB 浓度的增加，菌落生长愈

缓慢。HygB 浓度为 0 μg·mL-1时，DSHX2 可正常生长，7 d 后菌落直径为 7. 8 cm；浓度为 25 μg·mL-1时，DSHX2
生长受到抑制，菌落直径为 1. 6 cm；浓度 50 μg·mL-1 时，仅原菌饼周围有少许菌丝生长；HygB 浓度至 100 μg·
mL-1时，菌落不生长。因此，确定筛选 EGFP 标记转化子菌株的最佳 HygB 浓度为 100 μg·mL-1。

2. 4　头孢噻肟钠抑制农杆菌生长浓度的测定

将阳性农杆菌菌株涂布于含不同浓度头孢噻肟钠的 LB 平板，培养 48 h 后，浓度为 50 μg·mL-1的处理组无菌

落出现，因此，筛选转化子时选择 50 μg·mL-1作为农杆菌的抑菌浓度（表 1）。

2. 5　党参黄芯病菌的遗传转化

利用农杆菌介导法进行菌株 DSHX2 的 EGFP 基因转化，结果表明，在 19 ℃共培养 48 h 后转接至筛选平板，

25 ℃培养 72 h 后，微孔滤膜上开始生长出菌落，用无菌刀将滤膜划成小块，并将单菌落摆放至复筛平板上，共有

138 个抗 HygB 转化子重新长出，将 138 个转化子依次命名为 EGFP7-1，EGFP7-2，EGFP7-3，…，EGFP7-138，转
化效率约为 46 个转化子·10-6个孢子。经荧光显微镜观察后，选取 4 株荧光较强的转化子 EGFP7-1~EGFP7-4 在

PDA 平板上转接 5 代，后转到含有 100 μg·mL-1 HygB 的 PDA 平板上，均可正常生长，且绿色荧光仍较强，而野生

图 5　接种黄芯病病原菌后党参根系的发病症状

Fig. 5　Symptoms in roots of C.  pilosula after inoculation with yellow core disease pathogen
A， E： 无伤接种 Noninvasive inoculation； B， F： 刺伤接种 Stab inoculation； C， G： 无伤对照 Noninvasive blank control； D， H： 刺伤对照 Stab control.

图 6　阳性根癌农杆菌 EGFP基因的 PCR验证结果

Fig. 6　PCR verification results of the positive A.  tumefaciens EGFP gene
M： Marker； 1： 蒸馏水，阴性对照 Sterile water， negative control； 2： pCAMBIA1303-gpdA-EGFP-TrpC-Hygro，阳性对照 Positive control； 3~12： 
EGFP 农杆菌阳性转化子 Transformed A. tumefaciens strains harboring EGFP.
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型菌株 DSHX2 完全被抑制，不生长（图 8A），证实转化子 HygB 抗性和荧光能稳定遗传。转化子的菌丝和分生孢

子与 DSHX2 一致，且在蓝色激发光下发出明亮的绿色荧光（图 8B， C）。

2. 6　转化子验证

2. 6. 1　转化子的绿色荧光蛋白基因验证　  PCR 扩增随机挑选的 EGFP7-1~EGFP7-4 中的 EGFP 基因，凝胶

电泳得到 717 bp 的明亮条带，与目的片段的条带一致，说明 EGFP 基因已成功转入党参黄芯病菌，而未进行

图 7　不同浓度 HygB对 DSHX2的生长抑制情况

Fig. 7　DSHX2 growth rate under different concentrations of hygromycin B
A： 0 μg·mL-1 HygB； B： 25 μg·mL-1 HygB； C： 50 μg·mL-1 HygB； D： 100 μg·mL-1 HygB； E： 150 μg·mL-1 HygB； F： 200 μg·mL-1 HygB.

表 1　农杆菌生长受头孢噻肟钠的抑制作用

Table 1　Agrobacterium growth rate under different concentrations of cefotaxime sodium

项目

Item

农杆菌生长状况 The growth state of LBA4404

头孢噻肟钠浓度 Mass concentration of cefotaxime sodium

0 μg·mL-1

++

25 μg·mL-1

+

50 μg·mL-1

-

100 μg·mL-1

-

150 μg·mL-1

-

++： 生长良好 Growth well； +： 微弱生长 Grows slowly； -： 完全不生长 Doesn’t grow.

图 8　阳性转化子 HygB稳定性和增强型绿色荧光表达

Fig. 8　Stability of hygromycin-resistant transformants and enhanced green fluorescent protein expression
A 为含有 100 μg·mL-1 HygB 的 PDA 平板上 4 株转化子和 DSHX2 Four transformants and DSHX2 grown on PDA supplemented with 100 μg·mL-1 
hygromycin；B， C 分别为 4 号转化子（EGFP7-4）荧光显微镜蓝色激发光下菌丝和分生孢子 Mycelia and conidia of EGFP7-4， respectively， under blue 
excitation light microscopy （标尺 Scale bar=50 μm）.
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EGFP 基因标记的野生型菌株 DSHX2 中未形成此条

带（图 9）。

2. 6. 2　对比 DSHX2 与转化子生物学特性　  如图

10 所示，转化子 EGFP7-3 与 EGFP7-4 的菌落形态与

野生型菌株 DSHX2 表现出高度相似性，菌丝均呈白

色，菌落由内到外呈淡粉紫色到白色，菌丝致密，似毛

毡状，转化子与野生型菌株 DSHX2 无明显差异。

图 11 计算可知，EGFP7-3、EGFP7-4 和 DSHX2
在 PDA 平 板 上 7 d 平 均 生 长 速 度 分 别 为（1. 24±
0. 30） cm·d-1、（1. 25±0. 29） cm·d-1、（1. 23±0. 36） 
cm·d-1，转化子 EGFP7-3、EGFP7-4 菌丝生长速度与

野生型菌株 DSHX2 差异不显著（P>0. 05）。

如图 12 所示，EGFP7-3、EGFP7-4 和 DSHX2 均

可在 pH 为 5. 0、6. 0、7. 0、8. 0、9. 0、10. 0 的 PDA 平板

中生长，经 7 d 培养，测得各菌株在 pH=8 时菌落直径

最 大 ，分 别 为（7. 73±0. 89） cm、（7. 67±0. 86） cm、

（7. 75±0. 76） cm，显著高于其他 pH 条件下的测量结

果（P<0. 05），表明 pH=8 为最适宜 pH。3 株菌在不

同 pH 条件下生长状态差异不明显，其生长速度趋势

都为先升高后降低，且各菌株在同样 pH 培养 7 d 条件

下生长速度基本一致，无明显差异。总之，含 EGFP

和 HygB 抗性基因双元载体的 T-DNA 随机插入不会

影响党参黄芯病菌的菌落形态及正常生长速度。

2. 6. 3　 转 化 子 致 病 性 测 定　  将 野 生 型 菌 株

DSHX2 和转化子 EGFP7-3、EGFP7-4 接种至党参 14 
d 后，党参植株叶片均开始萎蔫；21 d 后，地上部分大

量叶片明显出现萎蔫、青枯，似缺水状；发病植株根部

干枯皱缩，维管束黄褐色，严重者根部为褐色腐烂状，

整株死亡。各处理组发病率分别为 75%、80%、75%，

对照组植株生长正常，无症状（图 13）。通过组织分离

法，从发病植株中重新分离出的病原菌与原接种菌株

一致，表明 EGFP 的转化和表达对病原菌的致病力无

明显影响。

3　讨论

近年来，Geiser 等［28］基于分子系统发育分析的分类方法，重新定义镰刀菌属（Fusarium）的概念，镰刀菌属目

前包括 23 个单系复合种和 400 余个系统发育上可区分的物种。F.  oxysporum species complex （FOSC）是其中一

个单系复合种，该复合种中的成员是引起植物枯萎病、根腐病和鳞茎腐烂病［29-33］的病原菌，因此受到广泛关注。

识别镰刀菌的种类对于诊断和防治相关病害至关重要，目前的分类方法依赖于形态特征和分子系统发育分析结

合的方式。在区分具有细微形态差异的镰刀菌物种时，多基因串联系统发育分析能提供分子理论支持，从而准确

区分 FOSC 中各个种。Li 等［34］利用 tef1-CaM-rpb2 多基因串联分析，将梨树（Pyrus spp.）枯萎病菌鉴定为 FOSC

图 10　DSHX2与阳性转化子的菌落形态

Fig. 10　 The colony morphology of DSHX2 and positive 
transformants of F.  curvatum var.  codonopsidis
A： DSHX2；野 生 型 菌 株 The wild type strain； B， C： EGFP7-3、
EGFP7-4，阳性转化子 Positive transformants.

图 11　野生子与转化子在 PDA平板上的菌落直径

Fig. 11　 Colony diameter of wild-type and positive 
transformants on PDA
不 同 小 写 字 母 表 示 差 异 显 著（P<0.05）。 Different lowercase letters 
mean significant difference at P<0.05 level.

图 9　转化子 EGFP基因 PCR验证

Fig. 9　PCR verification of EGFP gene of the transformants
M： DNA Marker； 1~4： 转 化 子 EGFP7-1~EGFP7-4 Transformants 
EGFP7-1-EGFP7-4； 5： pCAMBIA1303-gpdA-EGFP-TrpC-Hygro，
阳性对照 Positive control； 6： DSHX2，阴性对照 Negative control.
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的 Fusarium cugenangense。本研究对甘肃党参主产区

党参黄芯病发生情况进行了田间调查并分离获得了

该病的病原菌 DSHX2，基于形态学与 EF1-α -RPB1-

RPB2 多基因联合构建系统发育树分析，DSHX2 与

FOSC 的 F.  curvatum 聚到同一分支，并且菌落形态特

征相似，分生孢子大小接近，表明它们具有较近的亲

缘关系，但是 F.  curvatum 的大型分生孢子呈强烈弯

曲［35］，而 DSHX2 的大型分生孢子稍弯曲，显微形态存

在 区 别 。 根 据 国 际 藻 类 、菌 物 和 植 物 命 名 法 规

（international code of nomenclature， ICN）［36］，提出将

党参黄芯病菌 DSHX2 鉴定为弯镰孢（F.  curvatum）的

一个党参变种，命名为 F.  curvatum var.  codonopsidis。

丝状真菌遗传转化技术主要包括农杆菌转化法、电穿孔转化法和聚乙二醇（polyethylene glycol， PEG）介导

的原生质体转化法等［25，37-39］。本研究选用的农杆菌转化法具有高效性、高稳定性和单拷贝插入的精确性，广泛应

用于真菌的遗传转化。GFP 标记是研究病原菌与寄主植物互作的良好可视化工具，而野生型 GFP 存在局限性，

如双激发峰导致检测特异性和长波激发效率欠佳，影响观测效果。EGFP 作为 GFP 的优化突变体，有效克服了

这些缺陷，且 EGFP 荧光强度是野生型的 35 倍，提升了观测便利性和准确性［40］，因此本研究选用 EGFP 作为报告

基因。目前，潮霉素 B、博莱霉素、寡霉素等选择标记常被用于真菌遗传转化，使转化子在一定浓度表现抗药性，

从而筛选转化子［41］。本研究选用 HygB 作为抗性筛选标记，通过测试揭示党参黄芯病菌对 HygB 的敏感性，结果

显示在 100 μg·mL-1浓度下党参黄芯病菌的生长受到显著抑制，因此该浓度被用于转化过程中筛选转化子。

本研究采用农杆菌转化法成功获得党参弯镰孢的 EGFP 标记菌株，共获得 138 株阳性转化子，转化效率约为

46 个转化子·10-6 个孢子；陈燕萍等［17］报告的苦瓜（Momordica charantia）枯萎病菌转化效率为 14. 5 个转化子·

10-6个孢子；任俊杰等［42］转化西瓜（Citrullus lanatus）枯萎病菌的效率为 11. 7 个转化子·10-6个孢子；刘叶等［43］通

图 12　pH对野生子与转化子生长的影响

Fig. 12　 The growth of wild-type and transformants under 
different pH

图 13　转化子 EGFP7-3和 EGFP7-4与野生子 DSHX2致病性测定

Fig. 13　Pathogenicity test of transformants EGFP7-3，EGFP7-4 and DSHX2
A， E： EGFP7-3； B， F： EGFP7-4； C， G： DSHX2； D， H： 无菌水 Sterile water.
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过优化，将棉花（Gossypium hirsutum）枯萎病菌的转化效率提升到（252. 00±7. 37）个·10-5个孢子。相较之下，本

研究的转化效率稍低，可以通过调整农杆菌株的选择、农杆菌浓度、真菌孢子浓度、两者比例、共培养时间和温度、

乙酰丁香酮浓度等条件以构建党参黄芯病菌高效转化体系［44-45］。本研究随机选取的 4 株转化子在传代培养 6 次

后，依然在蓝色激发光下发出稳定的强绿色荧光，并且用 EGFP 特异性引物 PCR 可扩增出预期大小的谱带，这表

明 EGFP 基因已成功整合入党参黄芯病原菌基因组，并实现了稳定遗传与高效表达。已有研究表明，农杆菌介导

转化过程中，T-DNA 在真菌基因组中的插入位置具有随机性，这一特性可能影响到转化子的菌落形态、颜色、增

殖速度以及生理特性等变化［46］。EGFP 标记菌 EGFP7-3 与 EGFP7-4 生长正常，菌落形态、生长速度、pH 对生长

速度的影响以及致病性和野生株无明显差别，陈燕萍等［17］、姚锦爱等［47］的研究也报告了类似的生物学特性。

在病原菌-植物互作研究中，常将荧光标记的病原菌用于病原菌侵染途径的可视化观察［48］。植物富含的叶

绿素和木质素会发出波长范围很广的荧光［49］，因此，在荧光显微镜下，植物组织的自发荧光可能会干扰荧光染色

和荧光蛋白的特异性检测。共聚焦激光扫描显微镜（confocal laser scanning microscope， CLSM）图像可以包含多

个不同的通道，每个通道都是特定波长范围内光子的集合，适当的设置可以避免其他通道的荧光泄漏干扰。本研

究在奥林巴斯 FV3000 共聚焦显微镜下观察 EGFP 标记菌株侵染党参过程时，即使设置窄波长窗口，优化荧光信

号的采集，党参自发荧光的干扰仍然不可避免，难以区分 EGFP 标记的病原菌与植物自发荧光背景。目前，荧光

寿命成像（fluorescence lifetime imaging microscopy， FLIM）和高分辨率三维成像被用来区分荧光和自发荧光背

景，但它们通常用来解决特定的试验问题，如蛋白质相互作用或构象变化研究［50-51］。本研究下一步或将参考

Jiang 等［52］开发的消除图像中植物自发荧光干扰的方法，观察病原菌侵染党参过程。

4　结论

本研究通过对甘肃省陇西县首阳镇、渭源县会川镇党参黄芯病的调查研究，确定了党参黄芯病的病原菌为

F.  curvatum 的一个新变种，命名为 F.  curvatum var.  codonopsidis。EGFP 标记菌株 EGFP7-3 与 EGFP7-4 可用

于研究党参黄芯病菌对党参的侵染过程，为下一步开展党参黄芯病菌的致病机理、防治技术等研究提供了良好的

材料。同时，本研究建立的农杆菌介导的党参黄芯病菌遗传转化体系，为后期研究党参及其病原菌之间的互作机

制提供了有效技术手段。
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