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摘要:【目的】建立霉酚酸产生菌短密青霉菌的遗传转化体系。【方法】以腐草霉素抗性为选择标记，利用聚
乙二醇介导原生质体融合，进行外源基因转化。【结果】聚乙二醇介导的短密青霉菌原生质体转化效率为每
微克 DNA 2 － 3 个转化子;转化子的 PCR 检测结果显示外源基因已经整合到短密青霉菌基因组中，转化子抗
性稳定。【结论】霉酚酸产生菌短密青霉菌转基因体系的建立为该菌进行分子生物学研究以及基因工程育
种奠定了基础。
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霉酚酸酯(mycophenolate mofetil MMF)是美国
食品药品管理局(FDA)于 1998 年 10 月批准上市的
具免疫抑制作用的抗生素。霉酚酸酯在体内快速水
解为霉酚酸，可高效、选择性、非竞争性、可逆性地抑
制次黄嘌呤单核苷酸脱氢酶。在生物体内，一般是
先合成次黄嘌呤核苷酸，经氧化生成黄嘌呤苷酸，再
经氨基化生成鸟嘌呤核苷酸，从而合成 DNA。淋巴
细胞合成嘌呤依赖于此途径，因而淋巴细胞的增殖
受到霉酚酸抑制。其它迅速分裂的细胞能够通过补
救途径合成鸟环嘌呤核苷酸，不受霉酚酸的阻碍。

而嘌呤类似物硫唑嘌呤的作用是竞争性的抑制嘌呤
合成［1 － 3］。霉酚酸脂主要用于肾脏及心脏移植术后

器官排斥的预防，并能与环孢霉素合用，降低后者的
剂量和毒性［4］。

霉酚酸酯是霉酚酸(mycophenolic acid，MPA)，

麦考酚酸的吗啉代乙酯［5］ (morpholinoethyl ester of

mycophenolic acid)，而霉酚酸为丝状真菌短密青霉

(Penicillium brevicompactum)经发酵产生［6］。为提高
霉酚酸发酵水平，对短密青霉菌进行传统诱变育种
有大量的报道。据世界专利［7］报道应用亚硝基胍
对青霉菌属的菌株进行诱变处理，得到 MPA 高产菌
种;杨亚勇等［8］报道紫外线和亚硝酸复合诱变 MPA

产生菌的原生质体，经原生质体再生获得了高产菌
株。娄忻等［9］报道了应用紫外诱变与定向筛选重
金属离子抗性株相结合的方式，进行 MPA 育种研
究，但未见采用基因工程育种的的报道。随着生物
技术的不断发展，基因工程育种技术成为新的育种
手段，基因的定点突变、易错 PCR、DAN 重排、基因
组重排等技术应用于工业微生物育种领域［10］，进行

微生物产物代谢途径的改造、能量代谢途径的改造
以及大幅提高目标代谢产物的产量。而高效的基因
转化系统是进行分子生物学研究以及利用分子生物
学进行菌种改造的基础，本文报道了霉酚酸工业生
产菌株短密青霉的原生质体转基因方法的建立。
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1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌 种 和 质 粒: 短 密 青 霉 菌 ( Penicillium
brevicompactum ) PB-12。质粒 pPTPVT，为整合型质
粒，选择标记为腐草霉素抗性基因，功能基因为明颤
菌血红蛋白(VHb)基因 vgb。本试验室构建。
1. 1. 2 试剂配制:(1) PP 缓冲液:聚乙二醇(PEG)
(MW 6000) 40%，20 mmol /L 磷酸盐缓冲液;(2)
PPC:950 μL PP + 50 μL 1 mol /L CaCl2;(3) 1% 消
化酶:1%消化酶 Novozyme 234 (购自 Sigma 公司)，
0. 8 mol /L KCl，20 mmol /L 磷酸盐缓冲液;(4) KMP
缓 冲 液: 0. 8 mol /L KCl，0. 8 mol /L mannitol，
20 mmol /L磷 酸 盐 缓 冲 液; ( 5 ) KMPC: 950 μL
KMP + 50 μL 1 mol /L CaCl2。
1. 1. 3 培养基: ( 1 ) GNY 菌丝培养基:葡萄糖
3. 0%、硫 酸 铵 0. 35%、酵 母 粉 0. 3%、碳 酸 钙
0. 5%、氢氧化钠调节 pH6. 0;(2) PDA 固体培养基:
马铃薯葡萄糖琼脂(PDA，北京双旋微生物培养基制
品厂)3. 6%，pH 自然;(3) PDA 再生培养基:马铃
薯葡萄糖琼脂 3. 6%、3. 91% 氯化钠，pH 自然;(4)
YPD 培养基:1%酵母粉、2%蛋白胨、2%葡萄糖，pH
自然。
1. 2 短密青霉药物敏感性研究

将不同浓度的单孢子悬浮液涂于含不同腐草霉
素浓度的平板上，进行培养。观察孢子萌发及菌落
生长情况。
1. 3 菌丝体培养及生长曲线的测定

以蒸馏水洗下斜面孢子，接入 GNY 菌丝培养基
装量 40 mL 的 250 mL 三 角 瓶 中，于 26. 0℃，
220 r /min，振荡培养。将培养 12、20、28、36、44、52、
60 h 的菌丝用布氏漏斗过滤，用蒸馏水洗涤，将菌
丝烤干称重，每个培养时间 3 瓶重复。分别计算菌
丝干重对数值，以菌丝干重对数值的“平均数 ± 标
准误差”为纵坐标，培养时间为横坐标，绘制生长曲
线。
1. 4 短密青霉原生质体制备及再生

将培养好的菌丝加入 50 mL 离心管中，离心去
上清，以 0. 9% 生理盐水反复洗涤离心菌丝 3 次。
向湿菌丝中加 1% 消化酶 Novozyme 234，30℃酶解
一定时间。丝网过滤酶解液，去除未消化菌丝。将

滤液离心，离心力为 340 × g，10 min，弃去上清，取管
底沉淀，即原生质体，用 0. 8 mol /L KCl 溶液反复洗
涤离心 3 次，悬于 KMP Buffer 中，镜检计数产生的
原生质体总量。

将原生质体悬液分别用 0. 8 mol /L KCl 高渗溶
液和无菌水进行一系列稀释，取 0. 1 － 0. 3 mL 涂布
于 PDA 再生培养基上，26. 0℃ 培养 5 天，统计再生
的菌落数，按下面公式计算原生质体再生频率。

原生质体再生率 (% ) = (0. 8 mol /L KCl 稀释
后的再生菌落数 －无菌水稀释后的再生菌落数) ÷
镜检计数的原生质体总数 × 100%
1. 5 短密青霉原生质体基因转化［11］

以 KMPC 悬浮原生质体，使原生质体终浓度为
1 × 107 个 /mL，取 200 μL 原生质体于 2 mL 离心管
内并置于冰上。于 200 μL 原生质体悬浮液中加
50 μL PPC 及待转化的质粒 DNA 10 μg，轻轻混匀。
冰上放置 30 min。然后在上述各离心管中加入
1 mL PPC，混匀。将转化后的原生质体加至 200 mL
PDA 再生培养基中，轻轻混匀后，倒平皿培养。
1. 6 短密青霉阳性转化子筛选

将上 述 平 皿 培 养 2 － 4 天，覆 盖 含 10 －
20 μg /mL腐草霉素抗性培养基 PDA，28℃ 培养 10
天，挑选阳性转化子。其中在腐草霉素抗性培养基
上生长正常，产生绿色孢子菌落为阳性转化子。转
化效率为每微克 DNA 形成的阳性转化子数。

转化效率 =阳性转化子总数 ÷ DNA 总量(μg)。
原生质体转化每组实验重复 3 次，转化效率数据为
“平均数 ±标准误差”。
1. 7 短密青霉菌丝生长时间对转化效率的影响

根据绘制的生长曲线，选择对数生长期前期、中
期、后期以及稳定期的菌丝制备原生质体，进行转
化，考察短密青霉菌丝生长时间对转化效率的影响。
1. 8 短密青霉原生质体状态对转化效率的影响

在其他它条件不变的情况下，菌丝分别酶解
2. 0、2. 5、3. 0、3. 5 h 制备原生质体，考察原生质体的
再生频率和转化效率。
1. 9 短密青霉原生质体转基因体系优化

在其他它条件不变的情况下，转基因体系中磷
酸缓冲液 pH 分别为 6. 0、6. 5、7. 0 时，考察缓冲液
pH 对转化效率的影响;转基因反应温度分别采用冰
浴 0℃和室温 25℃进行反应，0℃放反应时间分别为
30 min 和 60 min，25℃ 反应时间分别为 20 min 和
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40 min，考察反应温度和时间对转化效率的影响;分
别采用分子量为 3300、4000、6000 的 PEG 进行转
化，考察聚乙二醇分子量对转化效率的影响。
1. 10 短密青霉基因组 DNA 的提取

将短密青霉斜面孢子接种于 YPD 培养基中，
26℃、220 r /min 震荡培养 40 h。菌丝过滤后，加液
N2 磨碎，用 Easy-DNA 试剂盒( Invitrogen 公司)，按
说明书操作，抽提基因组 DNA。
1. 11 短密青霉阳性转化子 PCR 分析

对得到的抗腐草霉素的阳性转化子采用 PCR
方法进行分析。根据质粒中所携带的透明颤菌氧结
合蛋白基因 vgb 序列设计一对引物:正向引物 pttt1:
5'-CATATGTTAGACCAGCAAACC-3'，反 向 引 物
pttt2: 5'-TTAATTAATTATTCAACCGCTTG-3'，以 阳
性转化子的基因组 DNA 为模板进行 PCR，反应体系
50 μL，扩增条件为 94℃ 预变性 5 min;94℃ 30 s、
58℃ 30 s、72℃ 30 s，共 35 个循环;冷却至 4℃，电泳
分析 PCR 结果。
1. 12 短密青霉阳性转化子稳定性分析

将筛选到阳性克在无抗性培养基上连续传 3
代，再转接至含有腐草霉素抗性培养基上进行培
养。

2 结果和分析

2. 1 短密青霉转化子筛选标记的确定
为确定构建基因工程菌的筛选标记，对短密青

霉进行了腐草霉素敏感性研究。霉酚酸产生菌为青
霉属，基于产黄青霉对腐草霉素敏感［12］，首先选取
腐草霉素进行抗性试验，为基因工程菌的构建提供
筛选标记。不同浓度的短密青霉孢子在腐草霉素浓
度梯度平板上的生长情况如表 1 所示。在孢子量
106 个 /皿时，20 μg /mL 可抑制其生长;孢子量 107

个 /皿时，30 μg /mL 可抑制其生长。在腐草霉素浓
度 20 μg /mL 时，短密青霉的生长即受到抑制。短
密青霉对腐草霉素敏感，可以作为构建基因工程菌
的筛选标记。
2. 2 短密青霉菌丝生长时间对转化效率的影响

将菌丝分别培养 12、20、28、36、44、52、60 h，绘
制菌丝培养生长曲线，如图 1 所示。20 － 44 h 为对
数生长期，52 h 开始进入稳定生长期。取培养时间
20、28、36、44、52 h 的菌丝，制备原生质体，进行

DNA 转化，转化效率见图 2。

表 1．短密青霉菌 PB-12 对腐草霉素敏感性
Table 1． Assay on phleomycin sensitivity for PB-12

Group c( spores /mL)
c( phleomycin) /(μg /mL)

10 15 20 30
1 102 － － － －
2 103 － － － －
3 104 － － － －
4 105 + － － －
5 106 + + － －
6 107 + + + －

Symbol( － ) : The spores was completely inhibited by the phleomycin，

Symbol( + ) :The spores germinated and grew．

20 h 对数增长期初期转化效率较低;28 － 36 h
转化效率较高;对数生长期后期 44 h 转化效率开始
下降;稳定期 52 h 转化效率大幅下降。20 － 44 h 菌
丝处于对数生长期，细胞代谢活性最强，组成新细胞
的物质最快，所有形成的新细胞代谢旺盛，生长速度
快，细胞数量成几何级数增长。利用这一时期制备
出的原生质体进行转化，外源 DNA 容易被吸收，并
整合到基因组 DNA 上。20 h 对数生长期初期，可能
有无核原生质体，影响原生质体的转化效率;44 h
为对数生长期后期，细胞活性开始降低，转化效率开
始降低。52 h 后，菌丝处于稳定生长期，新增值的
细胞数和老化细胞的死亡数基本相同，细胞分裂周
期增长，细胞的生理状态和结构出现差别，细胞活性
降低，导致转化效率降低。不同生长周期的细胞在
结构和生理上有很大的差别，各种理化因子对其影
响也不相。通过测定生长曲线，可以确定出外源
DNA 转化效率高的菌丝培养周期。

图 1．生长曲线
Figure 1． Growth curve．

2. 3 短密青霉原生质体状态对转化效率的影响
高质量的原生质体是原生质体转基因的基础。

原生质体制备过程中，细胞壁消化酶的浓度、酶解时
间，直接影响原生质体的状态和再生频率。采用一
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图 2．菌龄对转化效率的影响
Figure 2． Effect of culture time of hypha on transformation

frequencies．

定酶浓度，酶解时间分别为 2. 0、2. 5、3. 0、3. 5 h，进
行原生质体再生和转化，原生质体再生频率与转化
效率并不成正相关。见图 3。

原生质体酶解时间短，原生质体再生频率高，但
转化效率并不一定高。酶解时间短，原生质体表面
留有残存细胞壁成份，原生质体容易再生。但对于
转化来说，残存的细胞壁影响原生质体的融合和外
源 DNA 进入胞内。酶解时间过长，原生质体再生频
率过低，转化效率也会降低。因此，要控制酶的浓度
和酶解时间。

图 3．酶解时间对再生频率和转化效率的影响
Figure 3． Effect of digestion time on regeneration rate and

transformation frequency．

2. 4 短密青霉原生质体转基因体系优化
原生质体转基因体系包括缓冲体系、转基因反

应温度和时间、聚乙二醇分子量等。分别采用
pH6. 0、6. 5、7. 0 磷酸缓冲体系进行转化。其中
pH7. 0 无阳性转化子生成，pH6. 0、6. 5 转化效率分
别为 2. 87 ± 0. 260、1. 37 ± 0. 176 个转化 子 /μg
DNA。缓冲液的 pH 可能影响细胞膜对外源 DNA
的吸附，从而影响转化效率。

原生质体加入外源 DNA 后，分别采用冰浴 0℃
和室温 25℃进行反应，0℃放反应时间分别为 30 和
60 min，转化效率为 2. 63 ± 0. 260、2. 8 ± 0. 296 个转
化子 /μg DNA，无明显区别。25℃反应时间分别为
20 min 和 40 min，均无阳性转化子生成。室温条件
下，由于细胞内各种酶活较强，可能引起外源 DNA
的降解。

聚乙二醇(PEG)起到促进细胞融合的作用。分
别采用分子量为 3300、4000、6000 的 PEG 进行转
化，转化效率分别为 0、0. 43 ± 0. 088、2. 3 ± 0. 231 个
转化子 /μg DNA。由于细胞的大小、细胞的状态不
同，不同分子量的 PEG 对转化效率影响不同。其中
对于短密青霉原生质体，PEG6000 转化效率较高。
2. 5 短密青霉阳性转化子筛选

腐草霉素可使复制过程中的 DNA 断裂［13］，腐
草霉素抗性基因表达所形成的蛋白与腐草霉素结
合［14 － 15］，从而阻断腐草霉素与 DNA 结合，抑制其对
细胞的毒性，达到解毒的作用。

将与 DNA 反应后的原生质体加入再生固体培
养基中，在腐草霉素抗性筛选条件下，长出的正常绿
色菌落，即为阳性转化子;阴性转化子在抗性条件
下，因菌丝不能够正常孢子化，为白色菌落。

对抗性筛选时间进行了考察。将转化后的原生
质体加入再生固体培养基中，再生培养基中含有
15 μg /mL腐草霉素，倒入平皿中进行培养，无阳性
转化子产生。外源 DNA 腐草霉素抗性基因进入胞
内后，表达蛋白需要有个时间过程，原生质体未再生
即加入腐草霉素，原生质体死亡率高，很难筛选到阳
性转化子。将转化后的原生质体加入不含腐草霉素
的再生固体培养基中，倒入平皿中进行培养，分别培
养 2、3、4 天后，上面覆盖含腐草霉素 20 μg /mL 的固
体培养基，继续培养 7 － 10 天，转化效率分别为
1. 9 ± 0. 203、3. 1 ± 0. 286、0 个转化子 /μg DNA。抗
性加入时间晚，原生质体再生时间过长，分化出大量
菌丝体，抗性相对降低，难于抑制阴性转化子的生
长，筛选不到阳性转化子。因此，抗性筛选时间也是
成功转化的一个重要因素。
2. 6 转化子 PCR 鉴定

在腐草霉素抗性筛选条件下，长出的正常绿色
菌落，即为腐草霉素抗性转化子，将其进行液体培
养;提取基因组 DNA，以 vgb 基因特异引物，进行
PCR 检测。结果显示阳性转化子在 450 bp 附近有
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一条明显条带(图 4)。通过抗性筛选以及分子水平
的鉴定，证明外源基因已经成功导入霉酚酸生产菌
短密青霉。

图 4．短密青霉菌转化子 PCR 分析
Figure 4． PCR Analysis of Penicillium brevicompactum

transformants． Lane 1 and 10，pPTPVT; lane 2，host strains; lane

3 and 4， negative transformants ( white clones ) ; lane 5 － 9，

positive transformants( green clones) ; M，Mark DL2000．

2. 7 短密青霉转基因阳性转化子稳定性分析
对 10 个阳性转化子进行了稳定性分析。10 个

阳性转化子在无抗性培养基中传 3 代后，转至腐草
霉素抗性培养基上，生长出正常的绿色菌落，对腐草
霉素具有抗性，阳性转化子稳定。

3 讨论

采用 PEG 介导的原生质体转化方法是丝状真
菌较常用的方法，与电转、基因枪转化方法相比，不
需要特殊的仪器设备，简单、成本低，成功率高。有
很多丝状真菌都成功地实现了 PEG 介导的原生质
体转化。本研究成功建立了免疫抑制剂霉酚酸产生
菌短密青霉的原生质体转基因方法。

制备原生质体的菌丝生理状态直接影响转化效
率，对转化是否成功起着至关重要的作用。在以往
的研究中，未见有通过生长曲线确定菌丝培养时间
的报道，且多以原生质体生成量作为指标［16 － 17］。本
研究中，通过测定制备原生质体的菌丝生长曲线，来
确定制备原生质体的菌丝培养时间，在菌丝对数生
长期的中前期转化效率较高。该方法对其它品种也
具有指导意义。由于不同的微生物生长特性不同，

所采用的培养基成分不同，即使同一品种由于培养
基不同，菌丝生长快慢也会有很大差异。因此，难于
确定用于原生质体转化的菌丝培养时间。而通过绘
制菌丝生长曲线，可以快速、明确地确定利于原生质
体转化的菌丝培养时间。

高质量的原生质体是原生质体转基因的基础。

通常以原生质体数量、原生质体再生频率高作为高

质量的原生质体的标准，进行原生质体转化［16 － 17］。
本研究发现，对于基因转化，转化效率与原生质体再
生频率并非成正相关。因此，要想提高原生质体转
化效率，要对制备原生质体酶的浓度、酶解的时间进
行详细的研究。

对于不同微生物、不同的培养基，由于培养的菌
丝生理状态不同，其原生质体细胞膜所带的电荷、膜
蛋白的极性不同，转化体系中缓冲液的 pH 也非常
关键。由于原生质体的大小、状态不同，原生质体转
基因体系中，介导原生质体融合的 PEG 分子量大小
也需要进行研究比较。张学炜等［18］报道的深黄被
孢霉原生质体转化中，PEG 分子量 4000 转化效率较
高，而本研究中，对于短密青霉 PEG 分子量 6000 转
化效率高。

本研究成功建立了短密青霉原生质体转基因方
法，为进一步对该菌种进行分子生物学研究和遗传
学研究奠定了基础，也为利用现代生物技术进行菌
种改造奠定了基础。
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Establishment of a genetic transformation system for
Penicillium brevicompactum to produce mycophenolic acid
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New Drug Research and Developmental Center，North China Pharmaceutical Co． National Engineering Research Center of
Microbial Medicine，Shijiazhuang 050015，China

Abstract:［Objective］ We established a genetic transformation system for Penicillium brevicompactum to produce
mycophenolic acid． ［Methods］We developed protoplast transformation methods mediated by Polyethylene glycol，using
phleomycin resistance gene (Sh ble) as a dominant selection marker． ［Result］The frequency of transformation was up to
2 － 3 transformants per μg DNA; analysis of the transformants by PCR showed that the foreign DNA had been integrated
into the host genome． The transformants retained stable after generation． ［Conclusion］ The establishment of the genetic
transformation system of Penicillium brevicompactum could serve as the basis for the research of molecular biology and the
breeding of gene engineering of the fungus．
Keywords: mycophenolic acid，Penicillium brevicompactum，protoplast，genetic transformation
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