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摘  要: 【目的】摸索葡萄溃疡病菌(Lasiodiplodia theobromae)限制性内切酶介导整合

(Restriction enzyme mediated integration, REMI)的转化方法, 并构建 CSS-01s (L. theobro-

mae)的 REMI 转化子库。【方法】利用 REMI 转化方法, 将线性化的含有潮霉素抗性基因

(Hygromycin phosphotransferase gene, Hyg)的 pUCATPH 质粒转化 CSS-01s 菌株的原生质

体; 测定其对潮霉素 B 的敏感浓度, 摸索不同酶解液和酶解时间对原生质体制备的影响, 

统计不同限制性内切酶酶量对转化效率的影响, 以摸索出的最优条件构建 CSS-01s 菌株

的 REMI 转化子库, 采用 Southern blot 的方法验证转化子。【结果】首次建立了一套

L. theobromae 的 REMI 转化方法, 经转化得到包含 6 000 余个转化子的 L. theobromae 

CSS-01s 转化子库, 随机挑选的 5 个转化子经 Southern blot 分析, 质粒均插入到了 Hind Ⅲ

相应的酶切位点处。【结论】浓度为 2%崩溃酶+2%蜗牛酶酶混合液、酶解 4 h 为原生质体

获得的最优条件, 每管转化体系中加入 30 U Hind Ⅲ时转化效率最高, 该方法可以用来获

得大量不同表型的 REMI 转化子。 
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Abstract: [Objective] To establish the Restriction enzyme mediated integration (REMI) trans-
formation system and a REMI transformants library of Lasiodiplodia theobromae. [Methods] 
REMI method was used to obtain transformants of L. theobromae. Linearized DNA of plasmid 
pUCATPH containing the hygromycin phosphotransferase gene (Hyg) was integrated into chro-
mosomes of wild strain CSS-01s. Sensitive concentration of L. theobromae to hygromycin B was 
determined. Different enzymolysis systems and digest time on preparation of protoplasts were 
performed and effect of restriction enzyme quantity on percent conversion was also carried out. 
The REMI transformants library of CSS-01s was constructed with the optimal condition, and the 
transformants was confirmed by Southern blot. [Results] This study established REMI method of 
L. theobromae for the first time and constructed REMI transformants library containing about 6 
000 transformants. Southern blot analysis revealed that the plasmid inserted into the corresponding 
restriction endonuclease sites located on the genomic DNA of five random transformants. [Con-
clusion] The results suggested that the optimal condition of protoplasts preparation was adding 2% 
Drislase+2% Snailase enzyme mixture and digested for 4 hours. The transformation efficiency 
reached to the highest when 30 U Hind Ⅲ was added into per transformation reaction. Transfot-
mants with differernt phenotype can be obtained using the above optimal conditions. 

Keywords: L. theobromae, Protoplasts preparation, REMI 

近年来, 葡萄溃疡病在世界各地广泛发生, 

在美国、法国等 13 个国家均造成了严重危害[1−3], 

给全球葡萄产业造成巨大经济损失。我国李兴红

研 究 组 于 2010 年 首 次 报 道 了 可可 毛 色 二 孢

Lasiodiplodia theobromae 能侵染葡萄引起葡萄溃

疡病[4]。该病会导致葡萄掉粒、穗腐、枝干溃疡, 

甚至死树, 使许多果园损失严重。 

L. theobromae 的有性态为 Botryosphaeria 

rhodina, 广泛存在于热带和亚热带地区, 能够导

致大约 500 种寄主发生溃疡、顶梢枯死、果腐、

根腐等症状[5], 目前生产上对 L. theobromae 仍无

有效的防治措施, 因此开展其致病机理的研究极

为必要。当前对病原菌致病机理的研究普遍采用

ATMT 和 REMI 技术获得表型突变体。鉴于
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CSS-01s 菌株具有产孢周期长、生长速度快的特

点, 因此 REMI 方法更适合。REMI 是利用限制

性内切酶将线性化质粒经 PEG 介导转入真菌原

生质体 , 进而破坏基因 , 获得表型突变体的技

术。自 1991 年该技术首次应用到酵母真菌上以

来[6], Trichoderma 等多种真菌应用此技术实现成

功转化[7−8], 魏世平博士在 2002 年构建了模式真

菌稻瘟病菌 Magnaporthe grisea 的 REMI 转化子

库并克隆到无毒基因 AVR-Pia[9]。但是 REMI 技

术在 L. theobromae 的应用还未见相关报道。本研

究较为系统的对 L. theobromae 的 REMI 转化方法

进行探索和优化, 建立了理想的 REMI 转化体系, 

构建了含有大量不同表型转化子的 REMI 转化子

库, 为该病菌致病机理的研究奠定基础, 为最终

有效地防治该病菌提供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试菌株 : 葡萄溃疡病菌 CSS-01s (L. 

theobromae), 由北京市农林科学院植病综防实验

室分离并保存; pUCATPH 载体, 由中国农业大学

彭友良教授惠赠, 美国 Cornell University 构建。 

1.1.2  主要培养基和试剂: PDA 培养基、CM 液

体培养基、LR 再生液体培养基、SR 再生固体培

养 基 ; STC 、 PTC 、 0.7 mol/L NaCl 、 崩 溃 酶

(Driselase)、蜗牛酶(Snailase)均参照魏世平 [9]的

REMI 转化子库构建中的培养基配制方法。 

崩溃酶、蜗牛酶、酶水解干酪素、酸水解干

酪素、聚乙二醇 3350 购自 Sigma 公司; 限制性内

切酶 Hind Ⅲ以及琼脂粉购自 TaKaRa 公司; 潮霉

素 B 购自 Roche 公司; 其他常规试剂为国产分析

纯, 购自北京强欣博瑞生物技术有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  载体制备: 将载体质粒 pUCATPH 用限制

性内切酶 Hind Ⅲ消化后定量, 线性质粒−20 °C

保存备用。 

1.2.2  潮霉素敏感性测定 : 将 野 生 型 菌 株

CSS-01s 接种到 PDA 培养基上培养 36 h, 用 4 mm

的打孔器打孔, 分别接种到含有 20、30、40、50、

60、70、80、90、100 mg/L 潮霉素的 PDA 培养

基上, 28 °C 静置培养 36 h 后测量菌落直径, 每个

处理重复 3 次。 

1.2.3  原生质体制备: 将 CSS-01s 菌株接种到

PDA 培养基上培养 36 h, 将培养好的菌丝转入液

体 CM 培养基中, 28 °C、120 r/min 培养 24 h。收

集菌丝于 50 mL 离心管中, 4 000 r/min 离心 5 min, 
弃上清, 0.7 mol/L NaCl 洗涤菌丝, 4 000 r/min 离

心 5 min, 弃上清。将菌丝称重, 按照 2 mL/g 的

酶量加入细胞壁降解酶酶液, 28 °C、120 r/min 酶

解 4 h, 四层擦镜纸过滤酶液, 0.7 mol/L NaCl 洗

脱原生质体, 4 °C、2 000×g 离心 15 min, 弃上清。

用 5 mL STC 重悬沉淀, 4 °C、2 000×g 离心 15 min, 

弃上清。沉淀重悬于 1 mL STC 中, 用 STC 稀释

至终浓度为 1×107 个/mL 左右备用。 

(1) 不同酶系统对原生质体制备的影响。 

向每克菌丝中分别加入 4% (W/W)崩溃酶, 

4% 蜗 牛 酶 , 2% 崩 溃 酶 +2% 蜗 牛 酶 , 28 °C 、

120 r/min 酶解 4 h, 统计不同酶系统对原生质体

制备的影响。每个处理重复 3 次。 
(2) 不同酶解时间对原生质体制备的影响。 

将酶解液置于 28 °C、120 r/min 分别酶解 2、

3、4、5、6 h, 统计不同酶解时间对葡萄溃疡病

菌原生质体产量的影响。每个处理重复 3 次。 

1.2.4  原生质体转化: 参照魏世平的 REMI 转化

方法[9]。 

1.2.5  转化子筛选: 将培养皿于 28 °C 静置培养

4−7 d 至水琼脂表面长出小菌落为止, 用灭菌牙

签 将 长 出 的 小 菌 落 接 种 至 PDA 培 养 基 ( 含

70 mg/L 潮霉素 B)上再次筛选, 将能生长的菌株

保存。 
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图 1  不同潮霉素 B 浓度对 L. theobromae 菌株生长速度的影响 

Fig. 1  Impact of different hygromycin B concentration on growth speed of L. theobromae 
 

1.2.6  转化子库的构建: 利用摸索的最优条件将

线性化的 pUCATPH 载体转化 CSS-01s 的原生质

体, 用含有 70 mg/L 潮霉素 B 的 PDA 筛选, 滤

纸片法将能够生长的转化子保存在−20 °C。 

1.2.7  转化子的 Southern blot 验证: 取随机挑

选的 5 个转化子的基因组 DNA 各 15 μg, 用

REMI 转化所用的限制性内切酶 Hind Ⅲ酶切基

因组 DNA, 1%琼脂糖凝胶电泳分离, 毛细管虹

吸法转膜 , 杂交及洗膜方法参照萨姆布鲁克

等 [10]。杂交探针为潮霉素基因片段, 采用随机

引 物 标 记 法 (Random-primer labeling kit, Ta-

KaRa)标记。 

2  结果与分析 

2.1  潮霉素敏感性测定 
通过测量 CSS-01s 菌株在含有不同潮霉素

浓度 PDA 培养基上的菌落直径, 发现随着潮霉

素浓度的加大生长速度逐渐减慢, 当浓度增加

至 70 mg/L 时菌株生长完全受到抑制(图 1), 所

以 本 研 究 采 用 70 mg/L 潮 霉 素 作 为 该 菌 株

REMI 转化子的筛选浓度。 

2.2  不同酶系统对原生质体制备的影响 
向每克菌丝中加入不同酶系统酶解 4 h 后, 

统计原生质体的数量, 结果如图 2 所示, 单独加

入蜗牛酶几乎没有得到原生质体, 而单独加入崩

溃酶和加入混合酶液的效果相似, 两者均可作为

葡萄溃疡病菌制备原生质体的细胞壁降解酶酶

解体系。 

2.3  不同酶解时间对原生质体制备的影响 
将 2%崩溃酶和 2%蜗牛酶的混合酶液加入到

菌丝中, 28 °C、120 r/min 振荡培养不同时间发现, 
随着培养时间的延长原生质体数量不断增加, 而

4 h 以后, 数量又有所下降(图 3)。由此确定葡萄

溃疡病菌原生质体制备的最佳酶解时间为 4 h。 

2.4  不同 Hind Ⅲ酶量对转化效率的影响 
本 研 究 是 在 Hind Ⅲ介 导 下 将 线 性 化 的

pUCATPH 质粒转化 CSS-01s 的原生质体, 在转

化 过 程 中 , 加 入 不 同 酶 量 的 限 制 性 内 切 酶

Hind , Ⅲ 经潮霉素 B 筛选后, 统计得到的转化子

数目, 结果发现每管转化所用 Hind Ⅲ为 45 U 时,  

 
图 2  酶系统对原生质体制备的影响 
Fig. 2  Effect of enzymolysis system on preparation of 
protoplasts 
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图 3  酶解时间对原生质体制备的影响 
Fig. 3  Effect of enzymolysis time on preparation of 
protoplasts 

 
表 1  不同 Hind Ⅲ酶量对转化率的影响 

Table 1  Effect of restriction enzyme quantity on 
percent conversion  

每管转化所用酶量 
Quantities of enzymes 

added into transformation 
mixture per tube (U) 

转化率(个/μg) 
Averange of transformants 

(per μg DNA) 

30 6.25 

45 4.70 

60 1.43 

 

转化率为 4.7 个/μg 质粒 DNA, 当每管转化体系

中加入 30 U 酶量时, 转化效率大约为 6.25 个/μg

质粒 DNA, 高于另外两种条件下的转化效率

(表 1)。 

2.5  转化子库的构建及 Southern blot 分析 
根据 摸索出的 最优条件对 CSS-01s 进 行

REMI 转化, 获得了包括 6 000 余个转化子的

REMI 转化子库, 许多转化子的生长速度及致病

性发生了明显变化, 从中随机挑选 5 个 REMI 转

化子进行 Southern blot 验证, 菌落形态如图 4 所

示。以潮霉素基因片段做探针, 以转化所用的限

制性内切酶 Hind Ⅲ酶切基因组 DNA, 结果显示

CSS-01s 菌株未杂交出条带, 而 5 个转化子均出

现了 5.08 kb 的杂交条带(图 5), 该结果表明线性

化的 pUCATPH 载体插入到了基因组中相应的

Hind Ⅲ酶切位点处, 本试验所检测的 5 个转化子

均为 REMI 转化子。 
 

 

 
图 4  REMI 转化子的菌落形态 

Fig. 4  Colony characters of REMI transformants 
Note: Wt: Wild type CSS-01s; A−E: 1−5 REMI transformants. 

 

 
图 5  REMI 转化子的 Southern blot 验证 
Fig. 5  Southern blot of transformants 
Note: Wt: Wild type CSS-01s; 1−5: REMI transformants. 

3  讨论 

REMI 转化的前提是得到足够数量的原生质

体, 因此, 确定合适的酶解体系及酶解时间至关

重要。本研究发现应用蜗牛酶和崩溃酶的混合液

获得的原生质体的数量最多, 单独使用崩溃酶也

可以获得原生质体, 但是单独使用蜗牛酶却没有 
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获得原生质体, 这可能是由于蜗牛酶不能单独酶

解菌丝的细胞壁。蜗牛酶中纤维素酶的浓度低而

崩溃酶中纤维素酶浓度很高, 但蜗牛酶果胶酶浓

度高, 进而混合使用两种酶效果最好。随着酶解

时间的延长, 原生质体的释放量增加, 4 h 时达到

最大, 随后数量又有所下降, 这可能是由于原生

质体长时间处于细胞壁降解酶环境下细胞膜会

受到损害, 使原本已释放的原生质体破损, 导致

数量下降, 因此为了得到数量多、质量高的原生

质体, 到达最适酶解时间后要及时将酶解液去

除, 以减少其对原生质体的损伤。 

REMI 技术之所以能使 Gibberella zeae、

Trichoderma atroviride、Colletotrichum lagenarium

等多种病原真菌的转化效率显著提高[11−13], 这可

能归因于限制性内切酶对原生质体基因组的有

效切割。张文荟等[14]对 Magnaporthe grisea 131

菌株应用此技术, 结果发现, 转化效率在限制性

内切酶 Hind Ⅲ, KpnⅠ和 SacⅠ介导下分别提高

6.5、10.0、3.7 倍。理论上, 随着限制性内切酶酶

量的增加, 转化效率会逐渐提高, 但本研究发现, 

当每管转化体系中的线性化质粒浓度均为 2 μg

时, 随着限制性内切酶酶量的增加转化效率逐渐

降低, 这与魏士平等构建 M. grisea 的 REMI 转化

子库时得到的结果一致[9], 可能是由于限制性内

切酶浓度的增加使病原真菌的基因组被过度酶

切, 插入质粒的拷贝数增加, 严重破坏的基因组

DNA 的原有框架, 造成致死突变, 使转化子成活

率降低。本研究 Southern blot 分析结果虽然证实

了 5 株转化子均为 REMI 转化子, 但尚未明确插

入位点数及拷贝数, 因此还需进一步设计实验进

行分析。 

4  结论 

近几年, L. theobromae 作为一种新报道的葡

萄病害的致病菌, 研究其致病机理是至关重要

的。本文通过摸索葡萄溃疡病菌原生质体的获得

体系及酶解时间, 限制性内切酶的酶量, 及该菌

对潮霉素的耐受性等条件, 确立了葡萄溃疡病菌

的 REMI 转化体系的最适条件。应用该体系本实

验室成功构建了一个含有 6 000 余株转化子的

REMI 库, 初步筛选发现库中含有不同表型的转

化子, 这为后期筛选致病相关基因的突变体提

供了可能, 继而为该菌致病机理的研究奠定了

基础。 
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