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摘   要：【目的】建立齐整小核菌(Sclerotium rolfsii)的电穿孔法转化方案，以实现经济、快速地

遗传转化。【方法】将齐整小核菌 gpd 基因启动子控制的 basta 抗性基因 bar 与红色荧光蛋白基因

DsRed Max 组成的融合蛋白表达盒，通过电击转入野生型齐整小核菌细胞中，筛选转化子并进行

PCR 与荧光观察验证。在此基础上，测试了不同电压、脉冲时间、外源 DNA 片段与受体细胞比

例等条件下的转化效率，以得到优化的电转化参数。最后，采用优化的条件，尝试转化多种抗性

基因与荧光蛋白融合表达盒以测试其可用性。【结果】成功得到了 bar、sdhR 与 aphI 基因的转化

子。【结论】成功建立了优化的齐整小核菌电穿孔转化法。优化的参数条件为电压 2 kV/cm、脉

冲时间 1 ms、DNA/匀浆细胞比例 3 μg/300 mg，电击 1 次。 
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Electroporation-mediated transformation of Sclerotium rolfsii 

PAN Xiaohong1, LIU Jianing1, LUO Feng2*, CHANG Peng1* 
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Abstract: [Objective] To establish an electroporation-mediated transformation method for the 
economical and rapid genetic transformation of Sclerotium rolfsii. [Methods] The fusion 
protein expression cassette composed of the basta-resistant gene bar and the red fluorescent 
protein gene DsRed Max, controlled by the promoter of the native gpd gene, was transferred 
into the wild-type cells of S. rolfsii. The transformants were screened and validated by PCR and 
fluorescence observation. Further, we tested the transformation efficiencies under the different 
conditions of field strength, pulse time, and the ratio of foreign DNA fragments to recipient 
cells, to figure out the optimized electroporation parameters. Finally, we transformed the 
expression cassettes fusing multiple resistance genes and DsRed under optimized conditions to test 
their availabilities. [Results] The transformants carrying gene bar, sdhR, and aphI were obtained 
successfully. [Conclusion] The electroporation-mediated transformation method of S. rolfsii was 
successfully established. The optimized transformation parameters were field strength of 2 kV/cm, 
pulse time of 1 ms, DNA/homogenized cell ratio of 3 μg/300 mg, and pulse once. 
Keywords: Sclerotium rolfsii; filamentous fungi; electroporation; transformation 
 
 

齐整小核菌(Sclerotium rolfsii)是一种丝状

植物致病真菌，可以感染植物产生“白绢病”[1]。

该菌没有明显的宿主偏好性，能够寄生于数百种

植物，其中包括一些重要的农作物，如马铃薯、

番茄、玉米、小麦、烟草、棉花等，从而导致经

济作物明显减产[2]。在工业上，齐整小核菌主要

用于发酵生产硬葡聚糖(scleroglucan) [3]。硬葡

聚糖是一种非离子型高分子多聚物，具有多种优

良的理化特性，广泛应用于医疗、食品、石油、

美容等多种行业，具有很高的经济价值[4]。齐整

小核菌还产生具有抗癌活性的凝集素，能抑制人

结肠癌、乳腺癌和卵巢癌细胞增殖[5]。因此齐整

小核菌是一种具有重要开发潜力的工业菌株。 
然而，齐整小核菌分子生物学层面的研究

却近乎停滞不前，主要原因就是缺乏有效的遗

传转化方法和可用 DNA 元件(抗性基因、报告基

因、启动子等)及遗传操作工具质粒系统。目前

已报道的转化方法主要有聚乙二醇介导的原生

质体转化法(protoplast mediated transformation, 
PMT)[6]和本研究组发表的根癌农杆菌介导转化法

(Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation, 
ATMT)[7] 2 种。ATMT 能够将长片段 DNA 插入

到齐整小核菌基因组中进行表达，但是其包括质

粒转化农杆菌、农杆菌筛选和鉴定、农杆菌与真

菌共培养、农杆菌洗涤等多个步骤，周期较长，

工作量大。PMT 方法中原生质体的制备需要的

溶壁酶成本高、效率低，原生质体制备和再生的

周期也较长。因此当我们想要为齐整小核菌准备

DNA 元件库时，就需要一种简便、快速、低成

本的遗传转化方法，可以用于快速转化与测试

DNA 元件和简单 DNA 结构在齐整小核菌中的

功能。电穿孔转化法的特点刚好满足这一需求。 
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电穿孔转化法具有简单、快捷等特点，已

经在细菌、酵母、哺乳动物细胞等遗传转化方

面得到广泛应用 [8-10]，在丝状真菌(filamentous 
fungi)转化中也有报道[11-12]。因此，在本研究中

我们建立了齐整小核菌的电击转化方案，同时

优化了电转化相关的参数条件，实现了快速、

简便的齐整小核菌转化。使用该方法，我们尝

试了 5 种常用的杀菌剂抗性基因表达盒电转化

齐整小核菌，成功得到了 3 种抗性的转化子，

并测试了转化子的遗传稳定性。本研究建立的

齐整小核菌电穿孔转化法丰富了其遗传转化技

术体系，有助于其分子生物学相关研究的开展。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和培养基 

齐整小核菌 (Sclerotium rolfsii，菌株编号

NBRC 5253)购自日本技术评价研究所生物资源

中心(Biological Resource Center, National Institute 
of Technology and Evaluation, NBRC)。齐整小核

菌培养主要使用的液体 YMB 培养基(1 L)：酵

母提取物 3 g，麦芽提取物 3 g，葡萄糖 10 g，
蛋白胨 5 g。YMB 培养基加入 1.5%琼脂即为

YMA 固体培养基。采用 115 ℃灭菌 15 min。克

隆所用大肠杆菌 Trans10 感受态(CD101)购自北

京全式金生物技术公司。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

电穿孔仪(MicroPulser™)购于 BIO-RAD 公

司，使用 2 mm 电转杯。PCR 仪购于 Thermo Fisher
公司，型号为 Veriti™ 96-Well Thermal Cycler。化

学发光凝胶成像分析系统购于 BIO-RAD 公司，

型号为 Chemidoc XRS+。正置荧光显微镜为尼

康公司的 NIKON Eclipse 80i。BM2000 DNA 
Marker (MD101)、2×Taq PCR MasterMix (MT201)，
高纯度质粒小量提取试剂盒(DP102)购于北京博

迈德生物公司。聚合酶链式反应(polymerase chain 
reaction, PCR)产物纯化试剂盒(B518141)、氨苄青

霉素(A610028)、硫酸卡那霉素(A506636)、10%草

铵膦basta (A614229)、萎锈灵Carboxin (A500271)、
潮霉素 B (A600230)、遗传霉素 G418 (A600958)
等购于生工生物工程(上海)股份有限公司。中生

菌素(12%粉剂)购自凯立生物。 
1.1.3  引物、质粒及测序 

本研究使用的质粒见表 1，质粒全序列数

据已上传至国家微生物科学数据中心(National 
Microbiolgoy Data Center, NMDC) ， 编 号

NMDCX0000150 (https://nmdc.cn/resource/ 
attachment/detail/NMDCX0000150)。质粒克隆构

建采用基于 T5 核酸外切酶的 DNA 组装方法[13]。

本研究所使用的引物(HAP 纯化)以及所有的测

序均由生工生物工程(上海)股份有限公司完成。

引物及其序列见表 2。 

1.2  齐整小核菌匀浆细胞制备 
取 5 个新鲜的齐整小核菌菌丝块置于 100 mL 

YMB 培养基中，28 ℃、150 r/min 培养 3 d，挑

出菌丝球到无菌的 50 mL离心管(预先称重)中， 
 
表 1  本研究所用质粒 
Table 1  Plasmids used in this study 
Plasmid Characterization Resource 
pFV54s Pgpd-DsRed Max-bar-TCaMV, KanR (basta resistance) This lab 
pSrV23 Pgpd-DsRed E2-sdhR-TCaMV, KanR (carboxin resistance) This study 
pSrV24 Pgpd-DsRed E2-aphI-TCaMV, KanR (G418 resistance) This study 
pSrV25 Pgpd-DsRed E2-hph-TCaMV, KanR (hygromycin B resistance) This study 
pSrV26 Pgpd-DsRed E2-NAT1-TCaMV, KanR (zhongshengmycin resistance) This study 
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表 2  本研究用于扩增的引物 
Table 2  Primers used for amplification in this study 
Primer Sequence (5′→3′) Description 
TP24 TGAAGAGGGCAGATAAAAAGATTGA Amplification of fusion protein cassette 
TP25 AACACATTGCGGACGTCTCT 
op679 ATGGTGAGCAAGGGCATGGAC Validation of pFV54s 
op433 CTCAGCCGAATTAATTCGGG 
L857 AGCGAATAGATCTCGGTGACG Validation of pFV54s 
op580 ATGGACTCCACCGAAAACGTCA 
TP7 GATCTGGATTTTAGTACTGGATTTTGGTT Validation of pSrV23 
L25 AATGCAGTCTCTGCTTACAGCCAC 
TP44 GACATAAGAGTTGGCGTGGC Validation of pSrV24 
L272 GTAACCGAAGTCGGGCTGGAA 

 
加入 30 mL 无菌水上下颠倒洗涤，9 000×g 离心

5 min，去上清。再加入 30 mL 无菌水重悬，用

高速匀浆机 FSH-2A (江苏金坛新宝仪器厂)将菌

丝匀浆至无明显的大块菌丝。9 000×g离心 5 min，
去除上清。加入 30 mL 4 ℃预冷的无菌超纯水

进行洗涤，9 000×g 离心 5 min 去除上清，重复

洗涤 3 次。尽可能地去除上清，再次称重并计

算出菌丝的湿重。加入预冷的 10%甘油(超纯水配

制)重悬细胞，使其菌丝最终密度为 200 mg/mL，
置于冰上备用。 

1.3  外源 DNA 制备和电穿孔转化 
所有转化用的 DNA 片段均以对应质粒为

模板，采用 2×Taq PCR MasterMix 和引物 TP24、
TP25 进行扩增。得到的 PCR 产物，使用 PCR
产物回收试剂盒进行回收。用 NanoDrop 2000
超微量分光光度计(ThermoFisher)测定浓度，储

存于–20 ℃备用。 
每 500 μL真菌匀浆细胞中加入 2 μg待转化

DNA 片段，用枪头充分吹打混匀。然后转入  
0.4 cm 规格的电转杯中，进行电击。初始设置

脉冲时间为 2 ms，电压设置分别为 0.5、1、2、
3、4、5、6、7、8 kV/cm 等。待电击完成后，

迅速将菌丝转入 50 mL YMB 液体培养基(含有

浓度 50 μg/mL 的卡那霉素以防止细菌污染)中

28 ℃、150 r/min 进行复苏培养。复苏 24 h 后

加入相应的杀菌剂进行筛选，培养 7–10 d 可得

到候选转化子菌丝球。 

1.4  转化子的 PCR 鉴定与荧光观察 
将候选转化子菌丝球外侧菌丝切取一部

分，转移到 24 孔细胞培养板，并加入含相应杀

菌剂的 1 mL YMB 培养基，静置培养 3–5 d。待

菌丝长满培养孔，取出一半菌丝用于基因组

DNA 提取。提取方法为盐酸胍法[14]。然后选用

相应的引物(表 2)，使用 2×Taq PCR MasterMix 
(MT201)进行标准 PCR 反应后，再经电泳分析

是否为转化子。另一半菌丝加入 200 μL 无菌水

后，用电动组织研磨器[生工生物工程(上海)股
份有限公司，G50]进行轻度研磨，然后使用正

置荧光相差显微镜(NIKON Eclipse 80i)进行荧

光观察，滤光器为 G-2A (RFP)，RFP 拍照曝光

时间为 600–800 ms。 

2  结果与分析 
2.1  电穿孔法转化齐整小核菌 

为了测试电穿孔法转化齐整小核菌的可行

性，我们选用了之前本实验室报道的可以经根

癌农杆菌介导转化齐整小核菌并成功表达红色

荧光蛋白的质粒 pFV54s[7]，作为初始转化的外



 

 

 

潘小红等 | 微生物学报, 2023, 63(4) 1685 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

源 DNA 模板。其 DNA 组成结构为齐整小核菌

GPD 基因启动子控制的红色荧光蛋白 DsRed 
Max 与 basta 抗性基因融合表达盒，长度约为

2.1 kb (图 1A)。 
电击转化时，我们首先考虑了电压的影响。

因此在待转化匀浆细胞为 500 μL (约 100 mg)，
外加 DNA 为 2 μg，脉冲时间为 2 ms 的条件下，

设置了 0.5–8.0 kV/cm 的梯度分别进行电转化。

电击后的菌丝在液体培养基中进行复苏和筛选

后，我们在多个电压都得到了若干候选转化子

(图 1B)。转化子菌丝在液体筛选培养基中呈现

圆球状，而野生型菌丝被杀菌剂抑制，无明显

生长。将转化子菌丝球的外侧新生菌丝挑取一

部分接种到固体筛选平板上培养，结果如图 1C
所示，部分转化子有明显生长，而部分转化子

生长非常缓慢。这可能是由于不同转化子中外

源 DNA 随机整合到不同的基因组位点，导致了

抗性基因表达水平差异较大而引起了抗性条件

下生长速度的明显不同。 
从液体培养的转化子中挑选较大的 13 个

转化子菌丝球，使用引物 op433 和 op679 进行

PCR 鉴定，其中 6 个转化子得到了与阳性对照一

致的预期条带。同时对 PCR 产物进行了测序，显

示确为转入的外源 DNA 片段。从而确认了候选

转化子的 PCR 阳性率约为 46% (图 1D)。然后对

PCR 阳性的转化子进行了荧光观察(图 1E)，可以

看到在相同的曝光条件下，野生型菌丝没有红色

荧光，而转化子菌丝有明显的红色荧光，对比明

显。这些结果证明了外源 DNA 通过电穿孔转化

法成功整合到齐整小核菌基因组，并成功表达。 

 

 
 
图 1  电穿孔法转化齐整小核菌 
Figure 1  Electroporation-mediated transformation of Sclerotium rolfsii. A: Structure of foreign DNA to be 
transformed. DsRed Max: Red fluorescent protein; Pgpd: The native promoter of S. rolfsii gpd gene; Tcamv: 
CaMV 35s terminator; bar: Basta resistance gene. Diagnostic PCR primers are marked with arrows. B: 
Screening of transformants in liquid YMB+0.02% basta. C: Screening of transformants on YMB+0.2% basta 
plates. D: Diagnostic PCR of transformants. M: BM2000 DNA marker. WT gDNA 1: gDNA of wild-type 
cells without electroporation; WT gDNA 2: gDNA of electroporated cells without DNA. E: Fluorescence 
observation of transformants. 
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2.2  电穿孔转化法的条件优化 
为了更加稳定、高效地得到更多的转化子，

我们对电穿孔转化法的电压、脉冲时间、DNA/
湿重菌丝比例等 3 个重要影响因素进行了条件

优化。 
首先，设置电压分别为 1–5 kV/cm，脉冲

时间为 2  m s，D NA /湿重菌丝比例分别为        
2 μg/300 mg，电击次数为 1 次。电转化结果显

示电压为 2 kV/cm 时转化子最多(68 个)。然后，

固定电压条件为 2 kV/cm，DNA/湿重菌丝比例

分别为 2 μg/300 mg，脉冲时间分别为 1.0、1.5、
2.0、2.5、3.0、4.0 ms。电转化结果显示脉冲时

间为 1 ms 时转化子最多(77 个)。最后，固定电

压条件为 2 kV/cm，脉冲时间为 1 ms，DNA/湿
重菌丝比例分别为 1、2、3、6 μg/300 mg。电转

化结果显示 DNA/湿重菌丝比例为 3 μg/300 mg
时转化子最多(262 个)，见表 3。此外，我们同

时还进行了同一电击条件电击 2 次或 3 次的实 

 
表 3  电穿孔转化法的条件优化与结果 
Table 3  Condition optimization and results of 
electroporation 
Voltage 
(kV/cm) 

Time 
constant (ms) 

DNA/cell weight Number of 
transformants 

1 2.0 2 μg/300 mg 2 
2 2.0 2 μg/300 mg 68 
3 2.0 2 μg/300 mg 16 
4 2.0 2 μg/300 mg 6 
5 2.0 2 μg/300 mg 1 
2 1.0 2 μg/300 mg 77 
2 1.5 2 μg/300 mg 5 
2 2.0 2 μg/300 mg 2 
2 2.5 2 μg/300 mg 28 
2 3.0 2 μg/300 mg 1 
2 4.0 2 μg/300 mg 3 
2 1.0 1 μg/300 mg 79 
2 1.0 2 μg/300 mg 108 
2 1.0 3 μg/300 mg 262 
2 1.0 6 μg/300 mg 140 

验，结果发现在所有条件中，电击次数超过 1 次

后，均无转化子生长。这很可能是因为多次电

击对细胞造成了过度损伤以致细胞存活率太低

而严重影响了转化效率。 
以上结果表明，电击电压为 2 kV/cm、脉

冲时间为 1 ms、DNA/湿重菌丝为 3 μg/300 mg、
电击次数为 1 次时，通过电穿孔转化法得到的

候选转化子数量最多。 

2.3  多种抗性基因的电转化测试 
在真菌遗传操作中常常需要使用不同的杀

菌剂抗性基因。因此我们利用优化后的齐整小

核菌电转化方案，测试了 5 种杀菌剂(basta、
carboxin、hygromycin B、G418 和中生菌素)对
应的抗性基因在齐整小核菌中是否有功能。 

首先，我们测试了齐整小核菌对这 5 种杀

菌剂的敏感性(数据已上传至国家微生物科学

数据中心，编号 NMDCX0000150，见补充材料

S1)。结果表明对于齐整小核菌，basta 的有效

抑制浓度为 0.02% (YMB)和 0.2% (YMA)，
carboxin 的有效抑制浓度为 40 μg/mL (YMB)和
20 μg/mL (YMA)，潮霉素 B 的有效抑制浓度为

40 μg/mL (YMB)和 200 μg/mL (YMA)，G418 的

有效抑制浓度为 20 μg/mL (YMB)和>500 μg/mL 
(YMA)，中生菌素的有效抑制浓度为 150 μg/mL 
(YMB)和 1.6 mg/mL (YMA)。 

然后我们在 pFV54s 的基础上，构建了红色

荧光蛋白 DsRed 融合另外 4 种抗性基因的质

粒，质粒主要结构见图 2A。其中，bar 基因是

basta 抗性基因，sdhR 是 carboxin 抗性基因，aphI
是 G418 抗性基因，hph 是潮霉素 B 抗性基因，

NAT1 是中生菌抗性基因。用高保真酶扩增抗性

基因表达片段并使用电穿孔转化法将其转入齐

整小核菌菌丝。 
结果经过 5–7 d 的筛选培养，我们只得到

了 bar、sdhR 和 aphI 基因的转化子菌丝(图 2B)。
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其中，pSrV23 质粒(sdhR)的转化得到的转化子

球个数比 pFV54s (bar)和 pSrV24 (aphI)明显更

多。而 hph 和 NAT1 基因的转化菌丝培养 14 d
后，仍没有菌丝生长的迹象。我们反复电转化

多次，始终没有得到转化子。 
之后，为了测试转化子的遗传稳定性，我

们将得到的部分生长较好的转化子取部分菌丝

匀浆后进行传代培养和 PCR 鉴定(图 2C–2E)。然

后将其中确定阳性的转化子择生长最好的一个

进行传代，且对每一代菌丝都进行 PCR 鉴定。

结果发现，bar 基因第一代转化子可以在抗性条

件下正常生长，但是第二代生长极其缓慢，最

终放弃(图 2C)。sdhR 转化子则可以传至第 4 代

(图 2D)。aphI 转化子只可以传至第 2 代，第 3 代

也因为生长极其缓慢而放弃(图 2E)。 
同时，我们将每一代转化子在同一条件下

进行了红色荧光观察，结果如图 3 所示。bar
基因转化子第 1 代荧光信号明显，第 2 代无明

显生长而无法观察。sdhR 基因转化子传代至第

3 代都生长正常且荧光蛋白表达较好；但是菌

丝在第 4 代生长较艰难，荧光信号明显减弱，

第 5 代则无法生长。因为 sdhR 基因仍然可以检

测到(图 2D)，所以这可能是因为 sdhR 基因的表

达逐渐下调导致的。aphI 基因转化子第 2 代荧

光信号明显，第 3 代无明显生长而无法观察。

这些结果说明齐整小核菌对不同抗性基因的沉 
 

 
 
图 2  多种抗性基因转化齐整小核菌 
Figure 2  Transformation of Sclerotium rolfsii with multiple resistance genes. A: Structures of resistance 
gene cassettes. DsRed Max & E2: Red fluorescent protein; Pgpd: The native promoter of S. rolfsii gpd gene; 
Tcamv: CaMV 35s terminator; bar: Basta resistance gene; sdhR: Carboxin resistance gene; hph: Hygromycin 
B resistance gene; NAT1: Zhongshengmycin resistance gene. Diagnostic PCR primers are marked with 
arrows. B: Screening of transformants in appropriate medium. C, D, E: Diagnostic PCR of passaged 
transformants. M: DL2000 DNA Marker. WT: gDNA of wild-type cells. G1/2/3/4: Generations of plated 
cells. 
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图 3  不同抗性基因转化子传代培养菌丝的红色荧光检测 
Figure 3  Red fluorescent observation of passaged transformants with different resistance genes. 
 
默效应可能不同。这些结果与此前我们在根癌农

杆菌转化齐整小核菌中观察到的抗性基因沉默

现象一致[7]。其中 sdhR 基因的表达窗口期较长，

适合作为齐整小核菌遗传转化的首选筛选基因。 
此外，我们还对得到的部分转化子进行了

抗性强弱的检测(数据已上传至国家微生物科

学数据中心，编号 NMDCX0000150，见补充材

料 S2)。结果发现，bar 转化子菌丝在 basta 浓度

为 0.03%时仍能够呈球状生长，而野生型菌丝在

浓度为 0.01%的培养基中即无法生长。sdhR 转化

子菌丝能够在 carboxin 浓度 20–60 μg/mL 的浓度

中生长，同时野生型菌丝则完全无法生长。aphI
转化子菌丝在 G418 浓度为 25 μg/mL 时生长较

好，但在浓度为 50 μg/mL 及以上则生长艰难。 

3  讨论与结论 
本研究成功建立了齐整小核菌的电击转化

方法。电击转化法与根癌农杆菌介导转化法相

比，省略了根癌农杆菌质粒转化、筛选、诱导

和共培养等耗时约一周的过程；与原生质体转

化方法相比，省略了原生质体制备与细胞壁再

生等过程，因而更加快速、简便。电击转化法

也有一定的缺点，例如不适合进行大片段 DNA
转化真菌细胞。因此，电击转化法并非用于替

代这 2 种方法，而是一种有益的补充，例如用

于在小片段 DNA 结构中检测齐整小核菌各种启

动子、报告基因、内含子等重要元件的活性，从

而快速为齐整小核菌建立可用的功能元件库。 
本研究还对转化条件进行了一定的优化，

得到了较高的转化效率。必须注意的是，由于

齐整小核菌的多核、丝状生长和多糖丰富等特

性，以及匀浆细胞的研磨程度难以统一等问题，

造成了齐整小核菌即使在同一条件下的平行转

化的转化率也可以差异巨大(图 2B)，而不能如



 

 

 

潘小红等 | 微生物学报, 2023, 63(4) 1689 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

细菌和酵母转化那样有比较一致的结果。我们认

为选择最好结果的条件才能真正有助于综合确

定较佳的条件。因此，表 3 的结果是我们转化

中得到的最佳结果而非同一条件下的平均结果。

我们也推荐转化时最好同时做 2–3 份平行组。 
本研究中电击转化所使用的 DNA 片段较

小(约 2.1 kb)。考虑到长的 dsDNA 可能在细胞

内被内源核酸酶剪切导致降解或重组，我们认

为电击转化比较适合用于短片段遗传元件的快

速功能测试，如启动子活性、抗性基因和报告基

因活性等。这样比 ATMT 和 PMT 方法省时省力。

如果需要转化长片段 (例如代谢工程质粒 )，
ATMT 方法仍是首选。此外，如果使用 ssDNA，

电转化理论上应该可以用于长片段的转化，因

为 ssDNA 可以抗内源核酸酶剪切。 
我们将 5 种杀菌剂抗性基因通过电穿孔转

化法转入齐整小核菌中，只得到了 bar、aphI
和 sdhR 基因的转化子。这并不意味着潮霉素 B
和中生菌素抗性基因不能用于齐整小核菌。因

为这可能只是基因编码的表达效率太低。转化

子遗传稳定性检测发现这 3 种转化子的稳定性

也有明显差别，说明了在齐整小核菌中应用的

抗性基因和报告基因等外源基因可能都需要经

过密码子优化或插入内含子改造等手段，使得

其不被胞内防御机制识别和破坏，才能长期稳

定表达。这些改造工作也将有助于明显提高所

有齐整小核菌转化方法的转化效率，因为可以

提高筛选浓度，从而避免假阳性克隆。此外，

通过基因编辑，构建营养缺陷型起始菌株(如
Δura3 等)并进行营养缺陷型筛选可能比抗性筛

选更加适合齐整小核菌。 
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