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黑曲霉分泌表达载体的构建以及

绿色荧光蛋白的表达

郑红玉，黄毓茂，余希尧，钟泽民，项林盛，唐丽云

（华南农业大学 兽医学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：采用ＰＣＲ扩增得到糖化酶基因启动子（ＰｇｌａＡｇ）、色氨酸合成酶基因终止子（ＴｔｒｐＣ）和潮霉素抗性筛选标记
基因，依次连接这些基因元件，获得黑曲霉 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ分泌表达载体 ｐＰＨＴ．ＥＧＦＰ基因与黑曲霉表达载体
ｐＰＨＴ连接，得到重组表达载体ｐＰＨＴＥＧＦＰ．ｐＰＨＴＥＧＦＰ表达载体通过原生质体转化法转化黑曲霉，经潮霉素抗性
筛选、基因组ＰＣＲ鉴定阳性重组转化子．荧光显微镜观察表明，绿色荧光蛋白成功表达，而且荧光的分布具有一定
的规律，主要集中在菌丝顶端、膈膜以及培养基中；固体培养基发出绿色荧光，表明绿色荧光蛋白分泌到培养基中，

属于分泌性表达，蛋白分泌的部位主要位于菌丝顶端．
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　　丝状真菌在自然界的土壤、有机废物、动植物细
胞中普遍存在，这类真菌能够分泌大量不同种类的

代谢产物和酶类，使其可以充分利用周围的有机成

分作为营养物质，高效完成自身生命过程［１２］．随着
分子生物学技术的快速发展，越来越多的丝状真菌

作为表达宿主用于生产外源蛋白［３４］．包括黑曲霉在



内的多种丝状真菌，就是由于具有极强的活性蛋白

分泌能力以及蛋白质翻译后加工能力，成为工业化

生产过程中极具吸引力的代表［５６］．通过各种条件的
优化，黑曲霉自身糖化酶产量甚至达到了３０ｇ／Ｌ［７］．

作为表达宿主，虽然丝状真菌已经成功表达多

种外源蛋白，但是大部分非真菌蛋白的产量还远远

达不到工业化生产的要求［８］．研究者已经采用了多
种方法来提高异源蛋白的产量，包括使用强启动

子［９］、增加目的基因的拷贝数［１０１１］、密码子优化［１２］、

融合策略［１３］、应用蛋白酶缺陷菌株、引入内含子［１４］、

引入糖基化相关基因、优化发酵条件［１５１７］等．本试验
采用强启动子ＰｇｌａＡ，应用融合策略成功构建了黑曲
霉表达载体，实现了增强型绿色荧光蛋白的表达，验

证了表达系统的正确性，同时清晰地观察到了蛋白

在菌丝水平的分泌特点，为其他目的基因在黑曲霉

中的表达奠定了基础．

１　材料与方法

１．１　试验材料
黑曲霉糖化酶生产菌株，购自中国工业微生物

菌种保藏管理中心；大肠埃希菌 ＤＨ５α购自广州佰
思公司；质粒ｓＧＦＰ和ｐＥＮ５１由华南农业大学兽医学
院传染病教研室保存，ｓＧＦＰ含有潮霉素抗性基因和
色氨酸基因终止子，ｐＥＮ５１含有 ＥＧＦＰ基因；ｒＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶，ＬＡＴａｑＤＮＡ聚合酶，限制性内切酶
ＥｃｏＲⅠ、ＡｖｒⅡ、ＸｈｏⅠ、ＡｆｌⅡ、ＨｉｎｄⅢ、ＳｐｅⅠ、ＡｐａⅠ、
ＮｏｔⅠ，Ｔ４ＤＮＡ连接酶，ｐＵＣ１９质粒，ｐＭＤ１８Ｔ载体，
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ为大连宝生物工程公司（ＴａＫａＲａ）产品；
质粒提取试剂盒，ＤＮＡ胶回收试剂盒，ＤＮＡ纯化试
剂盒为Ｏｍｉｇａ公司产品；潮霉素 Ｂ、氨苄青霉素为广
州鼎国公司产品．
１．２　试验方法
１．２．１　ＰＣＲ引物的设计与序列扩增　从 ＧｅｎｅＢａｎｋ
中分别查找黑曲霉糖化酶基因启动子（ＰｇｌａＡ
Ｘ００７１２），色氨酸基因终止子序列（ＴｔｒｐＣ），糖化酶基
因序列，增强型绿色荧光蛋白序列（ＥＧＦＰ）．根据序
列信息，设计引物扩增ＴｔｒｐＣ、ＥＧＦＰ和ＰｇｌａＡｇ（糖化
酶启动子和糖化酶前４９８个氨基酸基因）；其中 Ｐｇ
ｌａＡｇ基因中含有糖化酶基因信号肽序列和ＫＥＸ２多
肽酶切割位点．同时，根据质粒ｓＧＦＰ的序列信息，设
计引物扩增潮霉素抗性基因（ＰＨＴ）．所设计引物都
含有不同的酶切位点，用于各个片段的连接，其中

ＰｇｌａＡｇ下游引物中含有４个酶切位点 ＸｈｏⅠ、ＮｏｔⅠ、
ＡｐａⅠ和ＳｐｅⅠ，作为多克隆位点，用于引入目的基

因．另外，设计检测引物用于转化后黑曲霉阳性转化
子的鉴定，上游引物位于糖化酶基因中，下游引物位

于ＥＧＦＰ基因中，以阳性转化子基因组为模板可以
扩增到１７００ｂｐ左右的片段．以上设计的全部引物
序列见表１．

表１　ＰＣＲ引物设计
Ｔａｂ．１　ＤｅｓｉｇｎｏｆＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

片段
引物序列（加粗划线部分表示

酶切位点）（５′→３′）
酶切位点

ＰｇｌａＡｇ Ｐ１：ＣＴＡＧＣＣＴＡＧＧＧＡＣＣＴＴＣＣＡＴＧ
ＧＡＡＧＴＧＡＣＣＴＧＣＴＧＣ

ＡｖｒⅡ

Ｐ２：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＡＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣ
ＧＧＧＧＧＣＣＣＧＧＡＣＴＡＧＴＧＧＴＧＣＣＧ
ＣＣＡＧＴＡＧＣＣＡＣＧ

ＸｈｏⅠＮｏｔⅠ
ＡｐａⅠＳｐｅⅠ

ＴｔｒｐＣ Ｐ３：ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＴＡＧＣＣＴＡＧＧＣＣＧ
ＣＴＣＧＡＧＧＡＴＣＣＡＣＴＴＡＡＣＧＴＴＡＣＴＧ

ＥｃｏＲⅠ
ＡｖｒⅡ
ＸｈｏⅠ

Ｐ４：ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＧＣＣＴＴＡＡＧＧＡＧＴＧ
ＧＡＧＡＴＧＴＧＧＡＧＴＧＧＧＣＧＣ

ＨｉｎｄⅢ
ＡｆｌⅡ

ＥＧＦＰ Ｐ５：ＧＧＡＣＴＡＧＴＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧ ＳｐｅⅠ

Ｐ６：ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣ ＸｈｏⅠ

ＰＨＴ Ｐ７：ＧＣＣＴＴＡＡＧＴＧＧＴＴＡＡＣＧＡＴＣＴ
ＴＴＣＧＡＣＡＣＴＧＡＡＡＴＡＣＧＴ

ＡｆｌⅡＨｐａⅠ

Ｐ８：ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＧＧＴＣＧＡＧＴＧＧＡＧＡＴ
ＧＴＧＧＡＧＴＧ

ＨｉｎｄⅢ

检测引物 Ｐ９：ＧＣＴＣＧＴＡＣＴＧＣＣＡＴＣＣＴＧＡＡＴＡＡ

Ｐ１０：ＴＣＧＡＧＴＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣ

１．２．２　ＥＧＦＰ分泌表达载体的构建　将 ＴｔｒｐＣ的
ＰＣＲ产物通过 ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ双酶切与质粒 ｐＵＣ１９
连接，得到中间质粒 ｐＵＣ１９ＴｔｒｐＣ；ｐＵＣ１９ＴｔｒｐＣ与
ＰｇｌａＡｇ通过 ＡｖｒⅡ、ＸｈｏⅠ双酶切后连接，获得质粒
ｐＵＣ１９ＰｇｌａＡｇＴｔｒｐＣ；ｐＵＣ１９ＰｇｌａＡｇＴｔｒｐＣ再与 ＰＨＴ
的ＰＣＲ产物通过 ＡｆｌⅡ、ＨｉｎｄⅢ双酶切连接，得到骨
架质粒 ｐＰＨＴ；将 ＥＧＦＰ基因质粒通过 ＳｐｅⅠ、ＸｈｏⅠ
双酶切与质粒ｐＰＨＴ连接，最终得到黑曲霉表达载体
ｐＰＨＴＥＧＦＰ，载体质粒构建过程如图１所示．
１．２．３　表达质粒转化黑曲霉　接种黑曲霉孢子于
马铃薯葡萄糖液体培养基中（使孢子浓度达到１０６

ｍＬ－１），振荡培养（３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ）１４ｈ，用混合酶
解液（在５ｍＬ高渗溶液中加入００５ｇ溶壁酶、００５
ｇ蜗牛酶、００２５ｇ溶菌酶，充分溶解后，离心，过滤除
菌）悬浮适量菌丝，振荡酶解（３４℃、１００ｒ／ｍｉｎ）３ｈ，
当大量原生质体生成时，用过滤器过滤收集原生质

体，然后用聚乙二醇／氯化钙方法进行外源 ＤＮＡ的
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转化试验．

图１　黑曲霉分泌表达载体 ｐＰＨＴＥＧＦＰ的构建（ＰＨＴ：Ｐｇｐ

ｄＡＨｙｇＲＴｔｒｐＣ）

Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｓｅｃｒｅｔｏｒｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｏｆＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ

ｎｉｇｅｒｐＰＨＴＥＧＦＰ

１．２．４　阳性转化子的筛选和鉴定　将１００μＬ上述
转化液涂布于再生培养基（再生培养基：麦芽糖５ｇ，
酵母膏５ｇ，葡萄糖１０ｇ，琼脂粉１５ｇ，ｄｄＨ２Ｏ１Ｌ，蔗
糖０８ｍｏｌ／Ｌ，潮霉素０１ｇ／Ｌ），３０℃培养３～４ｄ．将
在抗性平板上长出的转化子转移到ＰＤＡ抗性平板上
（含有０１ｇ／Ｌ潮霉素）继续培养．提取单个转化子
的基因组，ＰＣＲ鉴定．将 ＰＣＲ鉴定为阳性的转化子
孢子培养２ｄ（不加葡萄糖的 ＰＤＡ培养基），荧光显
微镜紫外线下观察菌丝形态．
１．２．５　菌丝的培养　采用载片培养法（图２）：取圆

形滤纸１张，铺放于１个玻璃平皿底部，上面放一 Ｕ
形玻棒，其上再平放１张干净的载玻片与１张盖玻
片，盖好平皿盖进行灭菌．将１ｃｍ２左右的较薄的原
生质体再生固体培养基放于载玻片中央，用接种环

接种孢子，加上盖玻片，并轻轻下压．为防止培养过
程中培养基干燥，在培养皿中加入７～８ｍＬ灭菌的
甘油（２０ｇ甘油溶于一定体积水中使总体积达到１００
ｍＬ），然后盖上平皿盖，３０℃条件下培养，２ｄ后在荧
光显微镜下观察．

１：培养皿；２：Ｕ形玻棒；３：滤纸；４：载玻片；５：盖玻片；６：固体培

养基．

图２　真菌载片培养法
Ｆｉｇ．２　Ｓｌｉｄｅｃｕｌｔｕｒｅｏｆｆｕｎｇｉ

２　结果与分析
２．１　黑曲霉基因组ＤＮＡ的提取

接种黑曲霉孢子于铺有玻璃纸的 ＰＤＡ培养基，
３０℃培养１８ｈ，孢子再次长出之前，收集玻璃纸上的
白色菌丝体，ＣＴＡＢ法提取基因组 ＤＮＡ，基因组提取
结果如图３所示，可以看到大于１０ｋｂ的条带．

Ｍ：１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１：黑曲霉基因组．

图３　黑曲霉基因组电泳检测
Ｆｉｇ．３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒｒｇｅｎｏｍｅ
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２．２　ＴｔｒｐＣ、ＰｇｌａＡｇ、ＰＨＴ和ＥＧＦＰ基因的克隆
以质粒ｓＧＦＰ为模板，扩增得到约８００ｂｐ的Ｔｔｒ

ｐＣ基因，结果如图４；以黑曲霉基因组 ＤＮＡ为模板
扩增到约２７００ｂｐ的 ＰｇｌａＡｇ基因，结果如图５；以
质粒ｐＥＮ５１为模板，ＰＣＲ扩增得到约８００ｂｐ的 ＥＧ
ＦＰ基因，结果如图６；以质粒 ｓＧＦＰ为模板扩增得到
约 ４０００ｂｐ的ＰＨＴ基因，ＰＣＲ扩增结果如图７．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ＴｔｒｐＣ基因；２：阴性对照．

图４　ＴｔｒｐＣ扩增结果
Ｆｉｇ．４　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆＴｔｒｐＣ

Ｍ：２５０ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１：ＰｇｌａＡｇ基因；２：阴性对照．

图５　ＰｇｌａＡｇ扩增结果
Ｆｉｇ．５　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆＰｇｌａＡｇ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１、２：ＥＧＦＰ基因．

图６　ＥＧＦＰ扩增结果
Ｆｉｇ．６　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆＥＧＦＰ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ５０００；１：ＰＨＴ基因；２：阴性对照．

图７　ＨｙｇＲ抗性筛选标记扩增结果
Ｆｉｇ．７　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆＨｙｇＲｇｅｎｅ

　　对 ＰｇｌａＡｇ基因进行测序，测序结果与 Ｇｅｎｅ
Ｂａｎｋ登录号为 Ｘ００７１２的糖化酶基因序列对比，
Ｂｌａｓｔ分析显示基因序列相似性为９９％，图８所示为
测序结果中部分糖化酶基因启动子、信号肽以及

ＫＥＸ２多肽酶切割位点序列．

黑体的部分表示信号肽序列；斜体部分表示ＫＥＸ２多肽酶切割位点序列．

图８　启动子、信号肽以及ＫＥＸ２多肽酶切割位点序列
Ｆｉｇ．８　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｏｍｏｔｏｒ，ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅａｎｄＫＥＸ２

２．３　ｐＰＨＴＥＧＦＰ表达载体的双酶切鉴定

通过双酶切、连接的方法，依次将 ＴｔｒｐＣ、ＰｇｌａＡ
ｇ、ＰＨＴ、ＥＧＦＰ与 ｐＵＣ１９质粒连接，构建 ｐＰＨＴＥＧＦＰ
表达载体．将构建好的表达载体用 ＳｐｅⅠ、ＸｈｏⅠ双
酶切鉴定，酶切结果如图９所示，切出约１１０００ｂｐ
的ｐＰＨＴ载体片段和约８００ｂｐ大小的 ＥＧＦＰ基因片
段，表明ｐＰＨＴＥＧＦＰ表达载体构建成功．

２．４　转化子的ＰＣＲ鉴定

原生质体转化后，按照 ＣＴＡＢ法提取转化子的
基因组，并以基因组为模板采用表１中的检测引物
进行ＰＣＲ检测，结果如图１０所示，挑取的４株转化
子基因组ＰＣＲ均得到约１７００ｂｐ大小的条带，表明
４株转化子全部为阳性转化子，表达质粒已经成功转
化入宿主菌．
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Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ１５０００；１：载体ＰＨＴＥＧＦＰ双酶切鉴定结果．

图９　ｐＰＨＴＥＧＦＰ质粒双酶切鉴定
Ｆｉｇ．９　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＰＨＴ

ＥＧＦＰ

２．５　绿色荧光的观察
将阳性转化子的孢子接种于ＰＤＡ固体培养基中

（不加葡萄糖），２ｄ后于荧光显微镜下观察菌丝形
态．
　　当荧光显微镜激发出紫外光时，可以看到整个
培养基都发出强烈的绿光，看不到菌丝，而培养基之

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１～４：转化子检测结果；５：未转化的基因组对照．

图１０　阳性转化子鉴定结果
Ｆｉｇ．１０　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

外的区域可以清晰地观察到单个菌丝的形态和荧光

分布（图１１ａ），只有绿色荧光蛋白分泌到胞外培养
基中，培养基自身才可观察到绿色荧光，所以本试验

所构建的载体属于分泌性表达载体，由于糖化酶是

黑曲霉自身的一种分泌性蛋白，所以糖化酶基因的

信号肽序列（ｓｓ）有效地辅助了ＥＧＦＰ的分泌过程；菌
丝水平上，菌丝的横膈处可以清晰地观察到荧光聚

集（图１１ｂ），菌丝胞质中基本看不到亮光，菌丝顶端
也可以看到明显聚集的荧光（图１１ｃ），这些荧光聚
集的部位暗示了蛋白的分泌部位，表明蛋白的分泌

可能存在于菌丝的顶端和横隔等处．

ａ：培养基荧光观察（４０×１０）；ｂ：隔膜荧光观察（４０×１０）；ｃ：菌丝顶端荧光观察（４０×１０）．

图１１　阳性转化子绿色荧光的观察
Ｆｉｇ．１１　Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

３　讨论与结论
黑曲霉是一种拥有巨大蛋白分泌潜力的微生

物，长期以来一直被认为是安全的工业生产菌株，而

且与酵母表达系统相比，黑曲霉具有更高级的蛋白

修饰和加工系统．迄今为止已经有大量蛋白在黑曲
霉细胞工厂中成功表达，如全长免疫球蛋白的成功

表达，其在亲和力、药动学等方面的特性与从哺乳动

物细胞中获得的产物极为相似［１８］；棘孢曲霉 β－甘
露聚糖酶在黑曲霉中的高效表达，其表达量达到了

自身产量的１２倍［１９］；而 ＩＬ６在黑曲霉蛋白缺陷菌
株中的表达量可以达到１５０ｍｇ／Ｌ［７］．由于黑曲霉广

阔的应用前景，进一步研究这一表达系统并且用于

各种蛋白的表达，成为一个研究的新方向．
本试验采用融合表达策略［２０］，成功构建黑曲霉

ＥＧＦＰ表达载体，在启动子下游融合了部分糖化酶基
因用于提高表达量，而且引入糖化酶基因自身的信

号肽序列用于目的蛋白的分泌性表达［２１２２］；同时，还

引入黑曲霉ＫＥＸ２多肽酶切割位点用于融合蛋白与
目的蛋白的分离［２３］；通过在引物中加入限制性酶切

位点，在载体中引入用于连接外源目的基因的多克

隆位点（ＳｐｅⅠＡｐａⅠＮｏｔⅠＸｈｏⅠ）．与以往转化试验
效率较低不同，本试验成功摸索出高效的黑曲霉原

生质体转化方法，所挑取的４个转化子经过 ＰＣＲ鉴
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定，全部为阳性．菌丝顶端是丝状真菌最主要的分泌
部位，菌体中合成的大部分分泌性蛋白都要通过膈

膜上的小孔运输到菌丝顶端，在这里实现胞外分

泌［２４］，本试验通过ＥＧＦＰ的成功表达，清楚地观察到
黑曲霉的分泌特点，表达产物主要集中在培养基、菌

丝顶端和菌丝膈膜等处．结果表明，在糖化酶信号肽
和分泌性囊泡的辅助下，菌丝不同部位所表达的

ＥＧＦＰ通过膈膜向菌丝顶端聚集并完成分泌，在通过
膈膜的过程中，一部分蛋白可能会滞留在膈膜上，形

成膈膜上聚集的荧光．ＥＧＦＰ的成功表达证实了该黑
曲霉菌株作为外源蛋白生产宿主的可行性，为外源

蛋白在黑曲霉中的表达奠定了坚实的基础．
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