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摘 要：以黑曲霉（!"#$%&’(()" *’&$%）;<RR#GGE 基因组 *0@ 为模板，用 5RS 方法分别扩增 #$#+ 基因中的上游约 %T!U.
和下游约 %TEU. 两段 *0@ 序列，将此两段序列按同一方向分别插入质粒 QVW% 中潮霉素抗性基因（ ,#,）表达单元

的 DX和 EX端，构建成重组质粒 QVW%C #$#+，用于通过同源重组靶向破坏基因组中的 #$#+ 基因。同源重组则采用原

生质体C5J; 方法，将酶切 QVW%C #$#+ 得到的线性片段转化 ! ) *’&$% ;<RR#GGE 菌株，通过潮霉素选择平板得到 "# 个

Y7: 抗性转化子，然后采用 5RS 方法从这些抗性转化子中筛选到 % 个由于同源重组产生的 #$#+ 基因缺失突变菌株

#$#+#F。功能分析显示该突变株的酸性蛋白酶活性有明显下降，外源蛋白漆酶的分泌表达有所提高。
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黑曲霉（!"#$%&’(()" *’&$%）因其独特的高分泌性

能，高强度启动子，成熟的发酵工艺和安全性，成

为新一代微生物表达分泌系统。但目前，国际上还

只有为数不多的外源蛋白以黑曲霉为宿主获得可应

用水平的表达，分析产量低的主要原因有黑曲霉自

身蛋白酶对外源蛋白的降解和外源蛋白分泌系统的

限制。尽管通过生产中降低温度，产物与蛋白酶早

期分隔以及添加蛋白酶抑制剂可以减少外源蛋白的

降解，但并不能从根本上解决问题。实践证明，通过

基因敲除或诱变来筛选蛋白酶缺陷株，是克服这一

障碍的行之有效的方法［% [ D］。

对 ! ) *’&$% 的蛋白酶谱分析表明其主要产酸性

蛋白酶，这正是目的蛋白遭受降解的原因所在。目

前，已从 ! ) *’&$% 的培养上清中纯化出 ! 种酸性蛋

白酶，它们分别是 5J5@，5J5\ 和 5J5H（或 R5*<<），

5J5;（或 R5*<）。 #$#+ 编码一种天冬氨酸蛋白酶，

占胞外酸性蛋白酶的 "]［%，#］，本课题组曾用紫外诱

变方法，获得部分酸性蛋白酶缺陷株，用作基因工程

受体株［"］。本文利用同源重组的方法将黑曲霉中

#$#+ 基因破坏，得到 #$#+ 基因缺失菌株，以研究该

基因对内源蛋白及外源蛋白（^8,,8N+）的分泌表达的

影响。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 基因：黑曲霉 #$#+ 基因序列与黑曲霉染色

体 *0@ 由美国 ;+3+3,’/ 公司提供。

!"!"# 菌种：! ) *’&$% ;<RR#GGE 是 #$#! 基因缺失，

并在基因组已整合有编码外源蛋白漆酶基因的黑曲

霉菌株，由美国 ;+3+3,’/ 公司提供；大肠杆菌（ -".
/,$%’/,’0 /1(’）*YD!用于质粒构建，由本实验室保存。

!"!"$ 质粒：QVW%，含异青霉素 0 启动子 2#/34 引

导表达的潮霉素 \ 磷酸转移酶基因 ,#,，由本实验

室保存。

!"!"% 培养基：̂\ 培养基用于 - ) /1(’ 生长和保存。

黑曲霉原生质体制备的前培养基为：每升含淀粉

E$7，酵母粉 #$7，_Y#5‘! D7，玉米粉 D7，自然 QY。黑

曲霉转化培养基底层为 ;V5?：每升含麦芽提取物

#$7，葡萄糖 #$7，蛋白胨 %7，蔗糖 E!#7，琼脂 %#7，自

然 QY。上层软洋菜培养基除每升含 ETD7 琼脂外，

其它与 ;V5? 相同。不含蔗糖的 ;V5?（;V5）用于

黑曲霉 转 化 子 二 次 筛 选 与 斜 面 培 养 基。黑 曲 霉

#$#+ 缺失株蛋白分泌水平分析用摇瓶培养基为：每

升含柠檬酸三钠（08ER"YD‘G·#Y#‘）B$7，（0Y! ）# ?‘!

%D7，08Y#5‘!·Y#‘ %7，V7?‘!·GY#‘ %7，%$] AK++3 B$



!"#$，%&’()*+ ,-’ .&-)/ 012，微量元素溶液［3］4"#$，定

容 3""#$，灭菌后加入 0"5 麦芽糖 6""#$，接种前外

加 789:0 至终浓度 ";"<3##-=>$。

!"!"# 主要试剂：.?)@ABAC=8+@D@,? C 裂解酶是 EDA
?)?&9(?F 的产品。凝胶 BGH 回收试剂盒为申能博彩

科技有限公司产品。葡萄糖试剂盒为中生北控生物

科技股份有限公司产品。I-=*D 酚试剂为鼎国生物

技术有限公司产品，HJ%9 为 9*2#@ 产品。 !"# BGH
聚合酶为天为时代科技有限公司产品。各种限制性

内切酶，%0 BGH 连接酶及 %0 BGH 聚合酶为 %@K@L@
生物公司产品。引物由赛百盛生物公司合成。

!"$ %&’ 引物设计和扩增反应

根据 $%$& 全基因序列设计两对引物 M!>M4 和

%!>%4。M!：（1NA77C%%HH777%77H7C%H%%77HH%HA
%H77A6N）；M4：（ 1NAHHC%7CH7H77HC%7%CCHCHHA
%HC7CCA6N）。 %!：（ 1NA7CCCH%77%%CHCCC%CH%7A
%%%C7CHCH77HH7A6N）；%4：（1NACCC%%HH7H%C%7CA
7H%%H7%77%CC7%CHHCA6N）。

在 M! 和 M4 中分别引入限制性酶切位点 ’$"!
和 (")!，%! 和 %4 中 分 别 引 入 限 制 性 酶 切 位 点

&"*O!和 ’$"!。以黑曲霉染色体 BGH 为模板，

使用上述两对引物分别 M7L 扩增 $%$& 基因中的上

游（以后简称为 M 端）序列与下游（以后简称为 % 端）

序列。M7L 反应体系：模板 P !"2，引物 !（41"#-=>$）

4"$，引物 4（41"#-=>$）4"$，!" Q 反应缓冲液 1"$，

RG%M 混合液（各 4;1##-=>$）6"$，!"# BGH 聚合酶

（4;1S>"$）!"$，补加去离子水到 1""$。M7L 扩增条

件：T0U 6#*D；T0U !#*D，13U（M 端）或 1TU（% 端）

!#*D，34U !#*D6",，6" 个循环；34U !"#*D。

!"( 质粒提取、酶切、连接、大肠杆菌转化等分子操

作

实验均参照文献［V］进行。

!") 黑曲霉原生质体*%+, 转化

黑曲 霉 原 生 质 体 的 制 备 参 照 W?&D@&,（!TV<）

等［T］的方法操作。将构建的 $%$& 阻断质粒用 ’$"!
酶切，得到约 0;4X. 的转化线性片段，与载体片段一

起混合到 4"""$ 原生质体（4 Q !"3 Y 0 Q !"3 个）中，

加 入 1""$ MZC 缓 冲 液（ MZC0""" 1"5，7@7=4
";"1#-=>$，%&*,·7= ";"! #-=>$，(O 3;0），冰上保温

6"#*D 后再加入 !#$ 上述 MZC 缓冲液，室温放置

4"#*D，加 入 !#$ 山 梨 醇 溶 液（山 梨 醇 !;4#-=>$，

7@7=4 ";"1#-=>$，%&*,·7= ! #-=>$，(O 3;1），并与融化

的软 洋 菜 培 养 基 混 匀，立 即 铺 于 C[M9（ 加 入

4"""2>#$的潮霉素 O2’J）平板上，6"U培养 0 Y 3R。

!"# 同源重组转化子的检测

参照文献［!"］的方法提取黑曲霉转化子染色体

BGH。以转化子基因组 BGH 为模板，用引物对 M/(/ >

M%A-8)和 M6>%6 进行 M7L 检测。M/(/：（1NACCC7HHHCA

CHH%HCHCHC%HCA6N）；M%A-8)：（1NA%7C%%H%HC7%%7CA

%H7H7HH%CA6N）。M6：（1NAH7CC7%H7%CCHHCHH7A
HHCHCA6N）；%6：（ 1NAHCH7CCHCC%7%7CC%CHCCA
H7A6N）。

M7L 反 应 体 系 同 上。 前 者 反 应 条 件：T0U
6#*D；T0U !#*D，03U !#*D，34U !#*D6",，6" 个 循

环；34U !"#*D。后 者 反 应 条 件：T0U 6#*D；T0U
!#*D，1"U !#*D，34U !#*D，6" 个循环；34U !"#*D。

M7L 产物的 BGH 核苷酸序列测定由上海博亚生物

技术有限公司完成。

!"- 黑曲霉 !"!# 基因缺失株与出发株的内源和外

源蛋白分泌水平的比较

培养基见 !;!;0，4T;1U、4"" &>#*D 培养!4"/，取

发酵上清进行测定。上清中总蛋白测定参照文献

［!!］的 I-=*D 酚方法操作。酸性蛋白酶活性测定亦

采用 I-=*D 酚方法，以脱脂奶粉为底物，在 (O6;" 的

乳酸缓冲液中进行。漆酶活性测定是将酶液适当稀

释，以 HJ%9 为 底 物，在 (O0;< 的 醋 酸 缓 冲 液 中，

63U保温 6"#*D，测 +,04" 值。糖化酶活性测定以可

溶性淀粉为底物，在 (O0;< 的醋酸缓冲液中，63U保

温 6"#*D，生 成 的 葡 萄 糖 用 葡 萄 糖 试 剂 盒 显 色 测

+,141值。

$ 结果

$"! !"!# 基因 % 端和 . 端同源序列的 %&’ 合成

按 !;4 所述进行 M7L 扩增，产物用 ";V5琼脂

糖凝胶电泳检查，获得了长约 !;0X. 的 M 端同源序

列片段和 !;6X. 的 % 端同源序列片段，大小分别与

预期的 !6TV.( 和 !430.( 相符（图略）。

$"$ /0/1 基因阻断质粒的构建

M7L 产物 M 端先用 %0 BGH 聚合酶削平，再用

(")!酶切，载体 ([W! 先用 ’-.R#酶切，K=?D-\ 补

平后再用 (")!酶切。将处理后的 M 端克隆到上述

载体，得到 ([W!AM。M7L 产物 % 端同样用 %0 BGH
聚合酶削平，克隆到 ([W!AM 的 (*"!位点。获得

含 $%$& 阻断基因的 ([W!A$%$&（图 !），分别用/01!
和 234L$，(")!和 &"*O!双酶切，’$"!单酶切，

均获得与预期相同的酶切片段，证明构建正确。
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图 ! !"!# 基因阻断质粒的结构示意图

!"#$ % &"’#(’) *+ ,-. !"!# #./. 0"1(23,"*/ 34’1)"0 356%7!"!#

"#$ 黑曲霉 %&%’ 基因缺失株的筛选及 ()* 检测

为了通过同源重组构建 !"!# 基因缺失株，以

$!%!酶切 356%7!"!# 阻断质粒，产生 89:;< 的线

性片段，该片段由 !"!# 基因的 = 端和 > 端同源序列

片段和插入其间的选择标记 &!& 组成。进而通过原

生质 体7=?@ 转 化 方 法 将 该 片 段 导 入 黑 曲 霉

@ABB:CCD，在 @5=EFG#H 平板上筛选 &!&’ 转化子，经

同样平板复筛，共得到 I: 个 &!&’ 转化子。在理论

上这些转化子可产生于两种转化途径，即同源重组

和非同源重组。为从这些转化子中检出发生了同源

重组的转化子，即 !"!# 缺失株，我们按材料方法 %9J
对每个转化子进行了 =BK 检测。

如果 89:;< 的线性片段与受体染色体 &LM 发

生同源重组，!"!# 基因在 = 端同源序列和 > 端同源

序列之间的 :ND<3 染色体 &LM 将被 &!& 表达单元

取代。则以 =-3- F=>7*2, 为引物的 =BK，将得到大小约

为 %9D;< 的特异片段；而以 =DF>D 为引物的 =BK 检

测，将 得 到 大 小 约 为 %9O;< 的 片 段（图 :）。如 果

89:;< 线 性 转 化 片 段 随 机 插 入 染 色 体 基 因 组，则

!"!# 基因没有被破坏，以 =-3- F=>7*2, 引物对各转化子

进行 =BK 检测时就不会有 %9D;< 特异片段出现或无

=BK 扩增产物；而以 =DF>D 引物对 各 转 化 子 进 行

=BK 检测时，将得到 J%I<3 的特异性片段，与出发株

相同。

图 " !"!# 基因缺失菌株的构建（+）和 ()* 检测的引物设计（’）

!"#$: B*/1,(2P,"*/ *+ !"!# #./. 0"1(23,’/,（M）’/0 3(").( 0.1"#/ *+ =BK 0.,.P,"*/ *+ !"!# #./. 0"1(23,’/,（Q）

以上两组 =BK 检测结果，发现只有 !"!#:R 分别

得到约 %9D;<（图 D，4’/. J）和 %9O;<（图 D，4’/. D）的

特异片段，而其它 I% 个转化子均出现 J%I<3 非同源

重组的特异性条带（图 D，4’/. %）。以上结果初步表

明 !"!#:R 为 !"!# 基因缺失突变株。

"#, !"!# 基因缺失的核苷酸序列证据

为从核苷酸序列水平进一步证明 !"!#:R 确实

发生了 !"!# 基因的缺失，即 !"!# 基因内 :ND<3 被

-3- 表达单元所取代，我们对上述 %DJC<3 的特异性

片段作了核苷酸序列测定。由于此 =BK 扩增引物，

其一设在 &!& 内部（=-3-），另一设在 > 端同源片段以

外（=>7*2,），因此如果 !"!#:R 菌株中，89:;< 的线性片

段与受体染色体 &LM 确实发生了同源重组，那么

%DJC<3 &LM 序列应包括由 =-3- 起始的 &!& 基因序

列，全部 !"!# 基因的 > 端片段序列和与其 DS端相连

接的 !"!# 基因下游至 =>7*2, 的染色体 &LM 序列（图

8）。序列测定结果与预期完全一致。
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图 ! !"!# 基因缺失的 "#$ 检测

!"#$% &’( )*+*,+"-. -/ !"!# #*.* )"0123+4.+

56 &1"7*1：&%8 9%，+*73:4+*：;<’’=>>% ,?1-7-0-74: @AB，473:"/"*)

/14#7*.+：C5DE3；=6 &1"7*1：&%8 9%，+*73:4+*：3FG5H!"!#，473:"/"*)

/14#7*.+：56IJE；%6&1"7*1：&%89%， +*73:4+*： !"!#=K ,?1-7-0-74:

@AB，473:"/"*) /14#7*.+：56IJE；L6 &1"7*1：&?3? 8&9H-2+， +*73:4+*：

;<’’=>>% ,?1-7-0-74: @AB， 473:"/"*) /14#7*.+： .-.*；C6&1"7*1：

&?3? 8&9H-2+，+*73:4+*： !"!#=K ,?1-7-0-74: @AB，473:"/"*) /14#7*.+：

56%JE；D6 F41J*1：5MME3 :4))*1 $

%&’ 黑曲霉 !"!# 基因缺失株的酸性蛋白酶活性

测定结果示于表 5。由表可见，在 !"!#=K 中酸

性蛋白酶活性较出发株明显下降。这与该菌株中

!"!# 基因破坏导致酸性蛋白酶分泌活性下降的预

期结果是一致的。由于 ;<’’=>>% 菌株已经缺失了

!"!$ 基因，因此 !"!# 基因缺失后，余下的酸性蛋白

酶活性由 !"!%，!"!& 和可能还存在的未知酸性蛋白

酶所产生。

表 ( !"!# 基因缺失株与原株 )*##%++!
胞外酸性蛋白酶活性比较

94E:* 5 ’-7341"0-. -/ *N+14,*::2:41 4,")", 31-+*-:O+", 4,+"P"+O -/

!"!# #*.* )"0123+4.+ Q"+? ;<’’=>>%

!"!#=K（’(DDM）;<’’=>>% @1-3 -/ !"!#=K *.RO7* 4,+"P"+O8S

! M6M%%M M6MCIC L%6D

" M6M=DM M6M%>M =K6>

# M6M=IC M6M%>C =L

B,")", 31-+*-:O+", 4,+"P"+O Q40 )*.-+*) EO ’(DDM；!，"4.) # Q*1* +?1**
1*3*4+*) *N3*1"7*.+0，+?* *4,? P4:2* Q40 +?* 4P*14#* -/ +Q- 3414::*: 0473:*0
". *4,? *N3*1"7*.+ $

图 , !"!# 基因缺失的核苷酸序列证据

!"#$L A2,:*-+")* 0*T2*.,* *P")*.,* -/ !"!# #*.* )"0123+4.+

%&- 黑曲霉 !"!# 基因缺失对内源蛋白和外源蛋白

分泌表达的影响

测定了 !"!# 基因缺失对外源蛋白漆酶和内源

蛋白糖化酶分泌表达的影响。结果表明外源漆酶较

出发株的分泌水平提高了 IS U KS，提高幅度不

大，这可能与 !"!# 基因编码的酸性蛋白酶活性仅占

;<’’=>>% 总 酸 性 蛋 白 酶 活 性 的 DS 有 关（表 =）。

!"!# 基因缺失对内源蛋白糖化酶的分泌表达没有

明显影响。

表 % !"!# 基因缺失对胞外总蛋白，外源漆酶和内源糖化酶分泌表达水平的影响

94E:* = V//*,+ -/ !"!# )"0123+"-. -. 0*,1*+"-. :*P*: -/ +-+4: 31-+*".，:4,,40* 4.) #:2,-47O:40*
VN+14,*::2:41 +-+4: 31-+*".（’(CMM） W4,,40*（’(L=M） ;:2,-47O:40*（’(C=C）

! " # ! " # ! " #
!"!#=K M6=55C M65KMM M65IDM M6=MCC M65IIC M6==IM M6MDIC M65=KC M65LKM

;<’’=>>% M6=MLM M65K5C M65KDM M65IIC M65>LC M6=MKM M6M>=C M65%=M M65>MM
X*,1*+"-. :*P*: -/ *N+14,*::2:41 +-+4: 31-+*". 4.) :4,,40* 4.) #:2,-47O:40* Q*1* )*.-+*) EO +?* 1*03*,+"P* ’( P4:2*；!，"4.)# Q*1* +?1** 1*3*4+*) *N3*1"7*.+0，
+?* *4,? P4:2* Q40 +?* 4P*14#* -/ +Q- 3414::*: 0473:*0 ". *4,? *N3*1"7*.+ $

! 讨论

Y-?4..*0 等［5］报道，从 $ $ )*+", 的培养上清中已

纯化出四种酸性蛋白酶，包括两种天冬氨酸蛋白酶

&V&B，&V&Z 和两种丝氨酸羧肽酶 &V&!（或 ’&@"），

&V&;（或 ’&@!），其中 &V&B 和 &V&Z 蛋白酶分别占

胞外酸性蛋白酶的 ILS和 DS。;<’’=>>% 菌株已敲

除 !"!$ 基因，理论上如果 !"!# 基因再缺失，胞外酸
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性蛋白酶活性应下降 !"#$%，由于各批实验的培养

条件和培养时间的稍许不同会影响各不同胞外酸性

蛋白酶的表达水平，从而造成各批测定值之间有一

定差异，但是酸性蛋白酶活力下降的趋势是显然的。

胞外总蛋白测定值与出发株无明显差异，此结

果说明 !"!# 基因缺失对菌株的生长速率没有明显

影响。虽然 &’&( 蛋白酶所占比例较小，但我们的

结果表明，!"!# 基因的缺失对外源蛋白漆酶的分泌

表达有保护作用，还有哪些外源蛋白受 !"!# 基因缺

失的保护还需具体实验证明。)*+,-./* 等［01］将 $%&
!"’()**+% ,-,./’) 中 !"!# 基因缺失，使 23,45,678 的产

量有明显的提高。

由于丝状真菌在经济上和科学中的重要地位，

研究者们正从不同途径探索如何提高外源蛋白的产

量和质量。我们正在构建黑曲霉中其他基因的缺失

株，期望得到进一步提高重组蛋白分泌表达的理想

宿主。
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