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摘  要 

尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum)是一种世界性分布的重要的植物病原真

菌，寄主范围广泛，可引起100多种植物的维管束萎蔫病害，即植物枯萎病。尖

孢镰刀菌甜瓜专化型(F.oxyspurm f.sp.melonis)是甜瓜枯萎病致病真菌。 

本研究通过根癌农杆菌介导转化法（Agrobacterium tumefaciens Mediated 

Transformation，AtMT），将构巢曲霉（Aspergrillus nidulans）的甘油醛-3-磷酸

脱氢酶启动子PgpdA驱动的增强型绿色荧光蛋白基因eGFP成功转入尖孢镰刀菌

甜瓜专化型菌株L128。 

建立了尖孢镰刀菌甜瓜专化型菌株的AtMT转化方法，并对转化条件进行了

优化，得出最佳转化条件：150μl OD600nm值约为0.6的AS活化的根癌农杆菌AGL-1

菌液离心后用100μlIM液体培养基悬浮，悬浮液与100μl浓度为1×106个/ml的尖孢

镰刀菌分生孢子液混和，均匀涂布在紧贴与固体诱导培养基的尼龙膜上，25℃共

培养48小时，可以达到最高转化率，300-350个转化子/106个孢子。 

PCR鉴定表明，潮霉素标记基因HPH和增强型绿色荧光蛋白基因eGFP片段

已稳定整合到转化子基因组；通过蓝光激发转化子菌丝，观察到绿色荧光现象，

表明绿色荧光蛋白基因在转化子中正确表达；对转化子微生物特性进行检测，证

明转化子微生物特性与原始菌差异不明显；致病性鉴定表明，转化子比原始菌株

致病性强。 

本研究获得了遗传性稳定的eGFP标记的转化菌株，为利用eGFP标记，进一

步在活体细胞水平上阐明尖孢镰刀菌对甜瓜的侵染机制及研究不同致病力菌株

之间相互作用机制奠定了基础，对生防菌的有效筛选也具有重要意义和深远影

响。 

 

关键词：尖孢镰刀菌甜瓜专化型（Fusarium oxysporum f. sp. melon）；根癌农杆菌

介导转化法（Agrobacterium tumefaciens Mediated Transformation，AtMT）；增

强型绿色荧光蛋白（eGFP） 
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Abstract 

Fusariumo xysporum causes wilt disease in more than 100 plant species all over 

the world and is one of the most important plant pathogenic fungi. Fusarium 

oxysporum f. sp. melon is the pathogen of melon wilt.  

In our research, we transformed eGFP gene under the promoter of PgpdA from 

Aspergillus nidulans to the strain L128 of Fusarium oxysporum f. sp. melon by 

Agrobacterium tumefaciens Mediated Transformation (AtMT).  

This study constructed a mature AtMT transformation method on Fusarium 

oxysporum f. sp. Melon and optimized the transformation system, we got the best 

transformation conditions: Centrifugal 150μl OD600nm =0.6 Agrobacterium 

tumefaciens suspension that growed in the AS presence induction medium (IM+AS), 

and diluted to 100μl in induction medium(IM) before mixing it with an equal volume 

of a conidial suspension from strain L128 (1 × 106conidia per ml); this mix was plated 

on Nylon film which was placed on cocultivation medium in the presence of AS，and 

incubated at 25°C for 48 hours, then got to the highest transformation efficiency, 300 

to 350 transformants per 1 × 106conidia. 

By PCR analysis, we found that both of the marker gene HPH and target gene 

eGFP were integrated into the genome of transformed L128. Green flurescence can be 

seen in transformants when activated with blue light which indicates the correct 

expression of the target gene eGFP. Comparing the microbiological characteristics, 

we found the transformants are almost the same as the previous strain. But the 

pathogenicity of transformants is more severe than the previous strain. 

    This study gained the eGFP marked strain. The eGFP marked strain will be 

helpful for the better understanding of the infection mechanism of Fusariumo 

xysporum to the melon plant, the mechanism’s illustration of the interaction among 

strains with different pathogenicities and selection of the strains of bio-control 

function. 
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Keywords: Fusarium oxysporum f. sp. melon; Agrobacterium tumefaciens Mediated 

Transformation (AtMT); enhanced green fluorescent protein (eGFP) 
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1 前  言 

1.1 瓜类枯萎病及其致病菌尖孢镰刀菌研究现状 

1.1.1 瓜类枯萎病的发生与危害 

1.1.1.1 瓜类枯萎病的发生 

瓜类枯萎病又称萎蔫病、死秧病、蔓割病，是由一类称为尖孢镰刀菌的真菌

（Fusarium oxysporumSchl.）寄生引起的瓜类土传病害。该病首先由美国研究者

在西瓜上发现并报道，1955年我国报道了有关黄瓜和甜瓜枯萎病的发生[1]。随着

我国瓜类种植面积的不断扩大, 加之长年连作，该病危害程度逐年加重，成为瓜

类蔬菜等农作物的重要病害之一，全国各地均有发生。 

1.1.1.2 危害症状 

瓜类植株被病原菌侵染后，典型发病症状是萎蔫。在植株整个生育期病症均

可发生，但以植株开花至坐果期发病最多且重。种子发芽期发病，种子发芽后

生长极为缓慢，能够长出胚芽，但不长或很难长出胚根，幼嫩组织变淡褐色；苗

期发病，叶色变浅，逐渐萎蔫，茎基部变褐缢缩，下部叶片变黄猝倒而死，严重

时幼苗僵化枯死；成株期发病初期，植株叶片从基部向顶端逐渐萎蔫，中午

明显，开始早晚可以恢复，几天后植株全部叶片萎蔫下垂，不再恢复，茎

蔓基部变褐缢缩，易拔起，潮湿时根茎部呈水渍状腐烂，表面常产生白色

或粉红色霉状物 [2] [3]。田间常见瓜类枯萎病症状如图1.1所示， 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A                                  B 
图1.1 瓜类枯萎病 

  A 西瓜枯萎病；B 甜瓜枯萎病 

Fig.1.1 Fusarium wilt disease in melon 
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1.1.1.3 病害流行 

20世纪50年代我国瓜类枯萎病病情并不十分严重，但20世纪80年代以来随着

我国温室塑料大棚种植技术的快速发展，温室及塑料大棚相对封闭的设施内形成

的特殊小气候有利于作物生长的同时，也为枯萎病虫害滋生提供了温床，加之长

年连作，土壤菌量积累不断增多，瓜枯萎病的发生日趋严重。在我国南方，作物

枯萎病中以瓜类枯萎病发生最为严重。瓜类枯萎病一般导致减产10% ~30%，严

重田块可达40 %以上，甚至绝产，已成为限制我国瓜类作物生产发展重要因素[1]。 

1.1.2 瓜类枯萎病致病菌尖孢镰刀菌的研究 

1.1.2.1 尖孢镰刀菌的特点 

尖孢镰刀菌属半知菌类 (Fungiimperfecti)、梗孢目 (Moniliales)、痤孢科

(Tubercular)、镰刀菌属(Fusarium)。自从Snyder和Hansen(1940)把镰刀菌属美丽

组内的种合并为1个，成为尖孢镰刀菌(F.oxysporum)。 

尖孢镰刀菌产生3种孢子，即小型分生孢子、大型分生孢子和厚垣孢子。病

株茎基部表面所见粉红色霉层是病菌的菌丝体、分生孢子和厚壁孢子。小型分生

孢子椭圆形，有0～1隔，产生量最多，是在被侵染植株导管中产生量最多的孢子

类型；大型分生孢子镰刀形，有3～5个隔，这些孢子一般可在死亡植株的表面和

分生孢子座群中发现；厚垣孢子为圆形，从老的菌丝体或分生孢子上产生，有0～

1隔。分生孢子萌发的温度范围为8～36℃，最适温度为28～30℃，pH值范围为3～

10，最适pH值为5～7。菌丝生长的温度范围为8～34℃，最适温度为25～28℃，

pH值范围为3～10，最适pH值为6～7[4]. 

1.1.2.2 尖孢镰刀菌的分类 

尖孢镰刀菌是一类土壤中常见的真菌，我国报道侵染瓜类的尖孢镰刀菌分为

5 个专化型及多个生理小种，且对不同瓜类的致病力有明显差异。尖孢镰刀菌西

瓜专化型[F. oxysporum （Schi.） f.sp. niveum]主要侵染西瓜、冬瓜，甜瓜可轻微

发病，瓠瓜、南瓜、黄瓜、丝瓜不发病；黄瓜专化型[F. oxysporum （Schi.） f. sp. 

cucumerium Owen.）]主要侵害黄瓜，但对甜瓜也有较强的致病力，不侵染西瓜、

瓠瓜、南瓜、丝瓜；甜瓜专化型[F. oxysporum （Schi.） f. sp.melonis]主要侵染

甜瓜、菜瓜，黄瓜可轻微发病，西瓜、瓠瓜、南瓜、丝瓜无病状；瓠瓜专化型[F. 

oxysporum （Schl.） f. sp. lagenariae]主要侵害瓠瓜、葫芦，南瓜轻微发病，不侵
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染黄瓜、西瓜、甜瓜；丝瓜专化型[F. oxysporum （Schi.） f. sp. luffae]主要侵害

丝瓜、甜瓜可轻微发病，不侵害西瓜、黄瓜。瓜类枯萎病菌有生理小种分化。其

中，黄瓜枯萎病菌专化型有4 个生理小种（我国的黄瓜枯萎病菌为4号小种），

西瓜枯萎病菌专化型有3 个生理小种[5]。 

1.1.2.3 尖孢镰刀菌侵染作物的过程 

尖孢镰刀菌可以菌丝体、3种孢子形式（小型分生孢子、大型分生孢子、厚

垣孢子)在土壤或病残体上长期生存。在土壤中休眠的尖孢镰刀菌，次年受到瓜

类蔬菜根系分泌物的刺激，打破休眠，在适宜条件下萌发的孢子或菌丝体从根部、

根尖、根部伤口或是侧根生长点侵入植株体，一旦进入植株体，菌丝体就在根皮

层细胞间生长，菌丝体生长过程中产生小型分生孢子，分生孢子萌发时，菌丝体

会穿透木质部上层壁进入木质部，通过木质部的纹孔侵入相邻导管，在导管中产

生更多的小型分生孢子。病原菌在导管中自下而上生长，至植株的茎和顶部。病

原菌在植株维管组织内生长，植株的营养和水分供应受到很大影响， 从而导致

叶片气孔的关闭、萎蔫和植株的整体死亡。且病原菌也可分泌毒素，干扰植株的

代谢作用，致使植株中毒死亡。病原菌侵入植株的软组织，最终到达死亡组织的

表面，在那里大量地产生孢子，这些孢子又成为病原菌进一步扩散的接种体[6] [7]。 

1.1.2.4 尖孢镰刀菌的传播方式 

枯萎病原菌尖孢镰刀菌以菌丝体、孢子（小型分生孢子、大型分生孢子、厚

垣孢子)在土壤、病残体、未腐熟的堆肥越冬，种子也可带菌，成为次年的侵染

源。在田间尖孢镰刀菌主要通过风与带菌种苗进行长距离传播，短距离传播

主要通过灌溉水和带菌农作用具传播，带菌地下害虫和线虫也可传播病原

菌
[8]
。 

1.1.3 甜瓜枯萎病防治措施及存在问题 

1.1.3.1 甜瓜枯萎病的防治措施 

随着甜瓜种植面积的不断扩大，我国许多省市甜瓜枯萎病发生严重，且危害

程度逐年加重，对瓜的品质、产量影响很大。目前对其防治措施有： 

 ① 选用抗病品种：选用抗病品种是防止枯萎病的有效途径，近年来培育出

的甜瓜抗枯萎病品种有美国UoC PmR4S 和法国M17- 18 等[9]。 
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 ② 轮作：与非瓜类作物实行五年以上轮作，特别是与禾本科、豆科作物如

大豆、玉米等效果更好。 

③改良土壤理化性质：尖孢镰刀菌适宜弱酸环境，可施石灰改变土壤酸碱性，

降低枯萎病发生率[9]。 

④化学药剂防治：播种前种子可用 50%多菌灵可湿性粉剂 1000 倍液浸种

40min 或 0.5%的高锰酸钾溶液浸种 5min 处理;重病田可使药土，药土的比例为 1：

100，在穴内下铺、上盖，然后覆土。可选择的药剂有 70%甲基托布津、50%多

菌灵等。田间发病初期可选用 25%溶菌灵可湿性粉剂，或 50%多菌灵可湿性粉

剂 500～800 倍液在植株根部浇灌，每株灌药液 250 毫升，每 5～7 天 1 次，连灌

3 次。用“绿享一号”、“绿享二号”、“绿享五号”进行土壤处理苗床，每平方 1 克

对枯萎病防治效果较好[10] [11]。 

⑤嫁接：用南瓜、瓠瓜作砧木对甜瓜进行嫁接栽培。 

⑥生物防治：目前主要采用拮抗微生物减低病原菌的密度或削弱病原菌的致

病力从而达到控制病害的目的[12] [13]。其防治机理主要包括与病原菌间的位点及

营养竞争、产生嗜铁素抑制病原菌的增殖、诱导寄主产生抗性及交叉保护作用[9]。 

1.1.3.2 存在问题 

目前对甜瓜枯萎病的防治主要依靠化学农药，但化学防治不仅成本高，易造

成农药残留，污染环境，对人畜有害，且枯萎病为土传病害，难以实现大面积的

土壤药剂处理；抗病品种在一定程度上起到了防病效果，但抗病育种受抗病品种

资源稀少、病原菌有多种专化型且不稳定等多种因素影响，难以满足生产上的需

要；传统的农业措施也难以长期凑效。 

随着生物防治的研究与应用受到越来越广泛的重视，所以现在迫切需要利用

生物学方法探索新的技术手段更深入的探究尖孢镰刀菌的侵染机制，进而为生物

防治提供理论依据。 

1.2 绿色荧光蛋白标记真菌的研究与应用现状 

1.2.1 绿色荧光蛋白基础理论研究 

1.2.1.1发展历史  
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