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摘 要：过去 1# 年中，由于基因克隆、遗传转化等分子生物学方法与技术的应用，对赤霉菌中赤霉素生物合成基因

的克隆、鉴定、异源表达及其表达调控等分子生物学研究取得了很大进展。现从赤霉菌的转化系统、赤霉素生物合

成基因克隆、合成机理及其基因表达调控等方面的研究进展进行综述。
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水稻恶苗病原菌赤霉菌（!"##$%$&&’ ()*"+)%,"）因产赤霉素

（F=GG3H3’’=C,，F),）而闻名。目前，在植物、真菌和细菌中已

经鉴定的赤霉素烷类化合物已达 1"8 种。其中 F)/ 、F)! 、

F)0 和 F): 等可作为天然植物激素有效控制植物种子萌发过

程中水解酶活性的诱导、茎的伸长、花的诱导和种子发育等

植物生长发育过程［1］。正是由于这些特性和其商业利用价

值，曾经投入了大量的人力和物力进行赤霉素的开发应用研

究。尤其过去 1# 年中，伴随着分子生物学方法技术的渗透

与应用，在赤霉菌分子生物学研究方面取得了许多进展［"］。

! 转化系统

!"! #$ 合成缺陷突变株

F) 合成缺陷突变株的研究最早始于 "# 世纪 D# 年代，最

有名的突变体是 I36HJ3H 等［/］采用 K% 诱变法以野生型菌株

F5916 为出发菌株得到的突变体 I19!16，该菌株不能氧化内

根9贝壳杉烯醛（3C-9L6*H91893C91:96’）产生内根9贝壳杉烯酸

（3C-9L6*H91893C91:9&=A96A=J），使内根 B 贝壳杉烯的氧化发生遗

传阻断。M6CJ6* 等［!］采用亚硝基胍（-9<3-@?’9-N 9C=-H&9-9C=9
-H&,&+’*6C=J=C3）诱变野生型赤霉菌菌株 OPOD$"$: 得到了 F) 合

成途径不同反应点发生阻断的缺陷突变株 QF1"1、QF1/8、

QF1/$ 和 QF1/:，为了解赤霉菌中赤霉素的代谢途径提供了

有利的实验材料。RH6,C&S&’,L6?6 等［D］也曾通过从野生型菌

株的菌丝体制备原生质体并使之再生筛选出了倾向于合成

F)! 或 F)0 的菌株。

这些突变体在赤霉素生物合成途径研究、基因的克隆、

鉴定、表达及功能等研究中起着非常重要的作用，也是获得

改良菌株、提高赤霉素产量的有力工具。

!"% 载体及转化系统

对 F) 生物合成基因的特性进行研究，一个重要前提就

是建立一个高效的遗传转化系统。与其他的丝状真菌转化

一样，赤霉菌的转化一般采用细菌质粒构建转化载体。1::1
年，Q6CA@3T953HC6CJ3T 等［8］在黑曲霉（ ./0$%1"&&)/ 2"1$%）硝酸还

原酶基因（2"’3）的基础上，以不能在以硝酸盐为唯一氮源的

培养基上生长的赤霉菌突变株 QF1!#（ 2"’311B ）的原生质体

作为转化受体，通过营养缺陷互补筛选表型为原养型的转化

子，构建了第一个用于赤霉菌的异源转化系统，其转化频率

仅为 1 U " 转化子每微克 V.)。随后，几种异源转化系统相

继建立，载体携带通过营养缺陷互补筛选转化子的构巢曲霉

鸟氨酸氨甲酰基转移酶基因 ’%14 或是显性选择标记如 G3C&9
<?’ 抗性基因或氨基糖苷类抗生素潮霉素 I 抗性基因［0，$］，虽

然使筛选效率大大提高，但转化频率都没有显著提高。1::8
年，2*JT?C,L= 等［:］克隆分离了赤霉菌硝酸还原酶基因（ 2"’3）

并以此为标记构建了一个粘粒载体 SF5C=6V 和普通质粒载

体 SW.1。用 SF5C=6V4SW.1 转化 2"’3 基因缺陷的赤霉菌突变

株 C=6VD0（K% 诱变野生型菌株 <D80 的衍生菌株），转化频率

均可达 $# U "## 个转化子每微克 V.)。

以赤霉菌硝酸还原酶基因（ 2"’3）为基础的转化系统是

第一个用于赤霉菌的高效同源转化系统。该系统的建立，使

得通过基因破坏实验或转化 F) 合成缺陷突变株以产生功能

互补的转化子，从而进行 F) 生物合成基因的克隆、鉴定、功

能研究和表达调控分析并最终在分子水平上澄清赤霉素生

物合成机理成为可能。同时，该系统也为赤霉菌的分子遗传

学研究、定向遗传操作与选择以及菌种改良等工作提供了有

力的工具。但是，该系统要求专门的 2"’3 基因 及 相 应 的

2"’3 基因缺陷的赤霉菌菌株，使对该系统的进一步广泛应用

受到很大的限制。另外，上述转化系统基本上以原生质体作

为转化受体，操作过程相对繁琐。

!"& 外源 ’($ 在赤霉菌中的稳定性

已有的研究结果表明，外源 V.) 整合到赤霉菌染色体

上的方式基本可以分为 / 种：! 单拷贝单位点；" 多拷贝单



位点；! 单拷贝或多拷贝方式插入多位点。插入位点可以

是同源的，也可以是异源的，与外源基因在其它真菌中的整

合方式基本相同。当利用限制性内切酶介导整合（!"#$%&’$&()
")*+,"-,".&/$". &)$"0%/$&()，!123）可以显著提高转化和单拷贝

整合的频率［4 5 67］。根据 8"%)/)."*-2/%$&) 等［66］报道，只有当重

组质粒携带来自受体赤霉菌基因组的同源片段时才能以较

高的频率转化受体赤霉菌，并通过同源重组整合到宿主染色

体中。但是，以任何方式转入受体菌中的外源基因在丝状真

菌中经历减数分裂后通常表现出明显的不稳定性，其有丝分

裂稳定性也要依赖选择压力来维持。这种不稳定性同样也

出现在赤霉菌中，但是根据 9"#:&" 等［67］的研究结果，在实验

室条件下，外源基因在赤霉菌中经历减数分裂;有丝分裂后

的不稳定性似乎相对较低，而且以单拷贝整合到赤霉菌染色

体中的转化子似乎更加稳定。

! 基因克隆

!"# 基因克隆概况

首先从赤霉菌中克隆的基因是法呢基焦磷酸合成酶基

因（ !""#）。随后，参与赤霉菌生物合成的多个基因以及部分

代谢调控基因被相继克隆［6< 5 6=］。>2?-@(A 合成酶基因、8BC
合成酶基因以及香叶儿香叶儿焦磷酸（?"%/)+:0"%/)+: .&DE(#-
DE/$"，??BC）合成酶基因均以单拷贝形式存在于赤霉菌基因

组中并组成型表达，高浓度的铵或葡萄糖不影响它们的转

录［<］。参与赤霉素生物合成的 = 个基因 $%!F、&GH7- G 、&GH7-
6 、&GH7- <、’’#<、("#; )# 以及 &GH7- F 基因紧密连锁［64］（图 6）

组成一个基因簇，存在于赤霉菌第四条染色体上［6I］，但各成

员转录方向并不相同。位于基因簇左边界的 $%!F; *+# 的编码

产物是 ?AG 6，<-脱氢酶，其表达受高浓度氮源的抑制。在

$%!F; *+# 的右边是 &GH7- G 基因，编码一个多功能内根-贝壳杉

烯氧化酶，催化赤霉素合成过程中内根-贝壳杉烯到内根-异
贝壳杉烯酸的所有 F 步氧化反应［6H］。

图 # 赤霉菌中赤霉素生物合成基因簇［#$］

8&0J6 ?&KK"%"::&) K&(#+)$E"#&# 0")" ’:L#$"% &) ,-..+%+//0 !12-)1%$-［6=］

CGH7-6 为多功能细胞色素 CGH7 单氧化酶，催化赤霉素

生物合成途径中连续的 G 步反应：="-羟基化、通过 @-4 位氧

化使 M 环收缩、F"-羟基化以及 @-= 位上的氧化［6F］。序列分

析表明，细胞色素 CGH7 单氧化酶基因 &GH7- 6 和 &GH7- < 在

与重要功能性结构域尤其是血红蛋白结合结构域相对应的

序列结构上高度同源［6<］。在大肠杆菌中的异源表达表明

("#; )# 的表达产物内根-柯"内酯焦磷酸合成酶为双功能酶，

催化 ??BC 到内根-贝壳杉烯的两步环化反应。 ("#; )# 基因

从左至右转录，与其左边的 ’’#< 基因的转录方向相反，但两

者共用了 IFNKD 启动子区［<］。 ’’#< 直接与 ("#; )# 连锁，这种

结构排布方式可能更有利于 ??O< 蛋白特异性地为 @CO;PO
提供 ??BC，为 ?A 代谢途径中较早期步骤中可能的区室化作

用做 准 备［6N］。在 ("#; )# 基 因 的 右 边，是 第 三 个 细 胞 色 素

CGH7 单氧化酶基因 &GH7- F［6<］，编码 6F-羟基化酶，在代谢途

径的最后一步催化 ?A=向 ?AF 的转化以及 ?AG 向 ?A6 转化的

6F-羟基化作用，是基因簇中唯一不受氮源抑制的基因［64］。

!%! 基因克隆方法

早期分离赤霉菌基因的是在真菌、植物或脊椎动物的相

应基因共有序列的基础上设计引物进行 C@! 扩增，以 C@!
产物为探针筛选基因文库。之后，QL.*+)#R& /). >(S:$"% 采用

,!TA 差异显示法成功克隆了赤霉素生物合成中的细胞色

素 CGH7 单氧化酶基因 &GH7- 6 和 &GH7- <，采用双方向染色体

步移的方法克隆了位于 &GH7- < 下游的 ’’#< 基因［6<］。并且

通过基因破坏［I，6F，6=］、基因置换［6=］、异源表达［<］、基因剔除与

遗传互补［6H，64］、分子杂交等分子生物学方法对基因功能及表

达调控等进行研究。

& 赤霉素生物合成的分子机理

在过去 H7 多年的研究中，对赤霉菌中赤霉素合成的基

本途径已经相当清楚，但对赤霉素合成途径的生物化学反应

过程并不明了。随着赤霉菌分子生物学研究的深入，参与赤

霉素生物合成的特异性基因已经全部被克隆定位，并对所有

基因的功能进行了详细研究［6H，64］。赤霉菌中赤霉素合成的

生物化学反应机制从而得以阐明：由羟甲基戊二酰辅酶 A 在

F-羟基-F 甲基-戊二酰 @(A 还原酶作用下生成甲羟戊酸，经异

戊烯基二磷酸（3BC）、香叶儿二磷酸（?BC），由法尼基二磷酸

（8BC）合成酶催化 ?BC 生成 8BC；8BC 在香叶儿香叶儿二磷

酸（??BC）合成酶作用下转化成 ??BC；??BC 在赤霉素合成

特异性基因 ("#; )# 编码的 @CO; PO 双功能合成酶催化下，经

过两步环化反应经由柯王巴内酯焦磷酸（@(D/:+: .&DE(#DE/$"）转

化成内根-贝壳杉烯，该反应是赤霉素合成途径中特异性的

关键步骤并被认为是真菌中赤霉素生物合成的限速步骤［<］。

然后高度疏水的内根 U 贝壳杉烯被 &GH7- G 编码的多功能内

根-贝壳杉烯氧化酶连续催化，经内根 U 贝壳杉烯醇、内根 U
贝壳杉烯醛而氧化成内根 U 异贝壳杉烯酸［6H，6I］。内根 U 异

贝壳杉烯酸在多功能细胞色素 CGH7-6 单氧化酶连续催化作

用下，经内根 U =#-羟基 U 异贝壳杉烯酸、?A6< U 醛（赤霉素代

谢途径中第一个内根 U 赤霉素烷类化合物）、?A6G U 醛到

?A6G
［6F，6I，<7］。之后，?A6G 在 CGH7-< 催化下转化成 ?AG，?AG 在

$%!F; *+# 编码的 ?AG 6，<-脱氢酶作用下氧化成 ?A= 或在 CGH7-
F 催 化 下 转 化 成 ?A6。?A= 在 CGH7-F 催 化 下 转 化 成

?AF
［<，6<，6I］。

’ 赤霉素生物合成基因的表达调控

培养基中高浓度的氮源（包括氨态氮和硝态氮）和葡萄

糖都会显著降低赤霉菌合成赤霉素的产量［<6］，而且一些植物

生长延缓剂如季胺类化合物、<-酮戊二酸结构类似物、含氮

杂环化合物以及 64，6=-二氢-?A# 等均能抑制赤霉素在赤霉

菌中的合成［<< 5 <G］。但是对这些抑制因子作用于靶基因的分

子机理却研究得相对较少。

6NNN 年，QL.*+)#R& 等［6=］克隆了赤霉菌的氮源代谢调节基

因 0%+3，通过遗传互补和基因置换实验表明，该基因产物
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!"#!$%& 控 制 赤 霉 菌 对 氮 源 的 利 用。进 一 步 的 研 究 证

明［’(］，!"#!$%& 可以直接结合在 ) 个接受氮源调节的基因

!"#*、$+(,$ + 、$+(,$ -、$+(,$ ’、%%&’ 以及 ’(&. )& 的启动子区，

对氮源利用及 %! 合成起正调节作用。在 *"+, 缺失突变体

中，赤霉素生物合成基因簇中 ) 个基因（除 /+(,$* 以外）的表

达水平显著降低。

在碳源代谢抑制的分子机理研究上，虽然已经克隆了一

个参与赤霉菌碳源代谢调节的基因 ’"+,$-.，但是该基因产

物的作用靶基因、靶位点及作用方式尚不清楚［’+］。

! 结束语

综上所述，有效的遗传转化系统的建立为许多基于转化

系统的分子生物学技术如基因扩增、基因破坏、人为关闭竞

争性代谢旁路（如类胡萝卜素合成途径）以及基因启动子区

的修饰等提供了重要前提。赤霉素生物合成途径中绝大多

数基因被相继克隆，在分子水平上系统认识赤霉素合成途径

每一步反应的酶动力学、编码基因及其调控方式、碳氮源代

谢调节的分子机理以及利用分子遗传学方法改良菌种以提

高该类微生物中各种次级代谢产物的含量已经成为可能。

国际上已经有多个研究机构和企业已经越来越重视对赤霉

菌进一步的开发利用研究［’)］。

另外，赤霉素是一种二萜类化合物，随着赤霉菌中赤霉

素合成及调控的分子机理逐渐明了，有可能通过人工操纵实

现自然界中仅以很低的资源量存在的重要萜类化合物在赤

霉菌中的表达乃至最终的规模化生产。本课题研究小组正

在积极开展这方面的研究工作，拟通过基因剔除的方法构建

特定基因发生突变的赤霉菌受体系统，实现相应的植物源萜

类化合物生物合成相关基因在该系统中的表达。具体研究

情况见另文报道。

总之，随着分子生物学方法技术和物理化学方法在赤霉

菌研究中的不断应用，赤霉菌将很可能成为继构巢曲霉（,&/
(+"%0112& 30421*3&）和粗糙脉孢霉（5+2"!&(!"* ’"*&&*）之后另一个

有广阔开发利用前景的丝状真菌。
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