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摘   要：【目的】Sorbicillinoids 是里氏木霉合成的一类重要的天然活性物质，具有抗肿瘤、抗

氧化及抗病毒等多种生物活性。本研究主要是为了阐明 TrSet2 在里氏木霉 sorbicillinoids 合成调

控过程中的生物学功能及其作用机制。【方法】基于生物信息分析技术鉴定里氏木霉 TrSet2 编码

基因。采用基因敲除和过表达手段，分别构建 Trset2 基因敲除和过表达菌株并评估其 sorbicillinoids
合成能力。同时在 Trset2 基因敲除菌株中，过表达转录激活因子 Ypr1，明确 TrSet2 和 Ypr1 之间

的调控关系。【结果】Trset2 基因敲除菌株完全丧失了合成 sorbicillinoids 的能力。相反，过表达

Trset2 导致 sorbicillinoids 合成的水平显著增加。进一步研究发现，在 Trset2 基因敲除菌株中过表

达转录激活因子 Ypr1 逆转了其不能合成 sorbicillinoids 的表型。【结论】本研究明确了 TrSet2 在里

氏木霉合成 sorbicillinoids 过程中的正向调控作用，其作用机制是通过控制转录因子 Ypr1 的表达

水平实现的。这为基于调控机理控制里氏木霉发酵过程中 sorbicillinoids 的产生或构建高水平合成

sorbicillinoids 的细胞工厂提供了理论依据和指导。 

关键词：sorbicillinoids；次级代谢；TrSet2；Ypr1；里氏木霉  
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Abstract: [Objective] Sorbicillinoids are important natural active compounds synthesized by 
Trichoderma reesei and exhibit various biological activities, such as antineoplastic, antioxidative, and 
antiviral properties. In this study, we aimed to clarify the biological functions and regulatory 
mechanisms of TrSet2 during sorbicillinoid biosynthesis in T. reesei. [Methods] We identified the gene 
encoding TrSet2 in T. reesei using bioinformatic analysis, and investigated its functions in 
sorbicillinoid biosynthesis by knockouting and overexpressing Trset2 gene. In addition, the 
transcription activator Ypr1 was overexpressed in Trset2 knockout strain to elucidate the regulatory 
mechanism between TrSet2 and Ypr1. [Results] Knockout of Trset2 led to the strain’s inability to 
synthesize sorbicillinoids. Conversely, overexpression of Trset2 resulted in a significant increase in 
sorbicillinoid secretion. Further studies showed that overexpression of Ypr1 in Trset2 knockout strain 
restored sorbicillinoid production. [Conclusion] TrSet2 positively regulated the sorbicillinoid 
biosynthesis via controlling the expression of Ypr1. Our results facilitated the control of sorbicillinoid 
secretion during the fermentation of T. reesei and the development of cell factories for high-level 
synthesis of sorbicillinoids based on the regulatory mechanism. 

Keywords: sorbicillinoids; secondary metabolism; TrSet2; Ypr1; Trichoderma reesei 
 

真菌是天然活性产物的重要来源，其合成

的活性成分可直接或者作为前体物质经加工修

饰后作为药物成分用于人类或者动物疾病的治

疗[1]。通常情况下，这些天然活性成分是真菌

次级代谢的产物，它们对微生物本身的生存不

是必需的，主要用于细胞间信号传递、交流、

竞争和防御等方面。真菌次级代谢基因通常是

成簇存在，它们的表达受到严格的调控。

Sorbicillinoids 是由真菌合成的一种天然次级代

谢产物，目前已经发现的 sorbicillinoids 大约有

90 多种[2]。研究表明，sorbicillinoids 具备多种

生物活性，具备广阔的应用前景。例如，部分

sorbicillinoids 组分表现出了明显的 α-葡萄糖苷

酶抑制活性，且其抑制效果明显高于目前市售

药物阿卡波糖[3]，这说明 sorbicillinoids 具备良

好的治疗糖尿病的潜力。 
真菌里氏木霉(Trichoderma reesei)是工业

上重要的纤维素酶生产菌株，其分泌的水解酶

在木质纤维素类生物质资源的利用方面发挥着

非常重要的作用[4]。然而，在里氏木霉发酵过

程中，伴随着纤维素酶的分泌其还会合成大量

的 sorbicillinoids[5–6]。在下游的纤维素酶纯化过

程中，去除 sorbicillinoids 使得工艺更加复杂，不

仅增加了生产成本，同时活性成分 sorbicillinoids
也没有得到很好的利用。因此，在里氏木霉发

酵过程中控制 sorbicillinoids 的合成显得尤为重

要。此外，尽管 sorbicillinoids 是具备多种活性

的次级代谢物，但关于它的应用研究仍然较为
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滞后。因此，开发 sorbicillinoids 高产菌株是推

动其走向应用的关键环节。然而，无论是控制

里氏木霉纤维素酶生产过程中 sorbicillinoids 的

合成还是构建高水平合成 sorbicillinoids 的细胞

工厂，均需要对 sorbicillinoids 合成的调控机制

有较为清晰的理解和认识。 
真菌的次级代谢基因簇的激活或抑制通

常会受到染色质水平的调控 [7]。大量的研究表

明，干扰染色质调控基因的表达或功能可显著

改变 真菌次级代谢模式 [8] 。负责里氏木霉

sorbicillinoids 合成的基因簇(sor 基因簇)主要包

括 8 个基因，分别是 sor1‒6 和 2 个转录调控因

子编码基因 ypr1 和 ypr2。有研究表明，Ypr1
是 sor 基因簇的激活因子，它的敲除导致里氏

木霉彻底无法分泌 sorbicillinoids，而其过表达

可显著提高 sorbicillinoids 的合成水平。而转录

因子 Ypr2 的主要功能可能是提供一个负反馈

抑制机制去控制 Ypr1 的表达，保证细胞适时适

量地合成 sorbicillinoids[9–10]。然而，到目前为

止，几乎还没有关于 sor 基因簇染色质水平调

控的研究。这极大地限制了人们对里氏木霉

sorbicillinoids 合成的认识及其进一步的应用。 
在本研究中，我们在里氏木霉中鉴定了  

一个保守的组蛋白 H3K36 甲基转移酶 TrSet2，
并对其调控 sorbicillinoids 合成的生物学功能进

行了表征。敲除 Trset2 基因后，里氏木霉就无

法合成 sorbicillinoids，而过表达 Trset2 后，里

氏木霉合成 sorbicillinoids 的能力显著增加，这

说明 TrSet2 可激活里氏木霉 sorbicillinoids 的生

物合成。考虑到∆Trset2 菌株中 ypr1 的转录显

著下调，我们在该菌株中又过表达了 ypr1 基因。

结果显示，过表达 ypr1 可明显地逆转∆Trset2
菌株不能合成 sorbicillinoids 的表型。这表明

TrSet2可通过调控 Ypr1的表达进而控制里氏木

霉 sorbicillinoids 的合成。我们的研究为解析里

氏木霉 sorbicillinoids 生物合成机制提供了重要

线索，能够促进阐明其复杂的调控网络，对基

于调控机理控制 sorbicillinoids 的合成或开发高

水平合成 sorbicillinoids 的细胞平台具有重要的

指导意义。 

1  材料与方法  
1.1  菌株和培养条件 

在本研究中，大肠杆菌 DH5α 用于质粒构建

和扩增。大肠杆菌培养使用 LB 培养基，培养温

度为 37 °C，摇床转速为 200 r/min。里氏木霉

QM9414 (ATCC_26921)在整个研究中作为对照

菌株，其 pyr4 基因敲除菌株 QM9414-∆pyr4[11]

作为出发菌株用于基因重组菌株构建。里氏木

霉发酵培养过程如下：首先将里氏木霉的孢子

接种于添加 1 g/L 蛋白胨和 1% (V/V)甘油的

MA 培养基(17.907 g/L Na2HPO4·12H2O，2 g/L 
K2HPO4，1.4 g/L (NH4)2SO4，0.3 g/L Urea，0.15 g/L 
MgSO4·7H2O，0.15 g/L CaCl2，0.005 g/L FeSO4·7H2O，

0.001 6 g/L MnSO4·H2O ， 0.001 4 g/L 
ZnSO4·7H2O，0.002 g/L CoCl2·2H2O，0.5 mL/L 
Tween-80，pH 5.0)中预培养 48 h。然后经漏斗

过滤收集菌丝，双蒸水清洗 2 遍后，将等量湿

重的菌丝转移至添加 1% (W/V)葡萄糖或纤维素

的 MA 培养基中进行发酵培养。里氏木霉培养

温度为 30 °C，摇床转速为 200 r/min。 

1.2  质粒和重组菌株构建 
提取里氏木霉 QM9414 菌株的基因组，并以

其为模板使用 set2-up-F/set2-up-R 和 set2-down-F/ 
set2-down-R 引物对分别扩增 Trset2 基因的上

游(约 2.4 kb)和下游(约 1.7 kb)同源臂片段，然

后通过 BP 克隆连入 pDONORpyr4[12]载体获得

pDONOR-∆Trset2 质粒，质粒经 I-Sce I 限制性

内切酶线性化后转化 QM9414-∆pyr4 原生质体，

在不含有尿苷的培养条件下筛选获得∆Trset2
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重组菌株。使用 OEset2-F/OEset2-R 引物对扩增

Trset2 基因的编码区，采用无缝克隆方法连入

pKD-hph[11]载体的 EcoR Ⅴ/NotⅠ位点，获得

pOE-Trset2 质粒，然后将该质粒转入∆Trset2
菌株，在含有 120 µg/mL 潮霉素 B 培养条件下

筛选得到 OETrset2 菌株。使用 OEypr1-F/ 
OEypr1-R 引物对扩增 ypr1 基因编码区，采用

无缝克隆方法连入 pKD-hph 获得 pOE-ypr1
质粒，然后将该质粒转入∆Trset2 菌株，采用与

OETrset2 菌株相同的筛选方法得到∆Trset2& 
OEypr1 菌株。质粒与基因重组菌株构建引物

见表 1。 

1.3  引物 
引物见表 1。 

 
表 1  本研究所使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primers  Sequences (5′→3′)  
set2-up-F TAGGGATAACAGGGTAATTCTCGCTCATCTCGCCTTGT 
set2-up-R GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAAGTTCTCGCCATCTCCTGCT 
set2-down-F GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAATGCATGCGTACCAGATCC 
set2-down-R ATTACCCTGTTATCCCTACATTAACTGTAATATGTGCAGTC 
Vset2-up-F GGTATACGGGCAGTCTGT 
Vset2-up-R GGTAGGGAAGTGGTTAGGAAAGG 
Vset2-down-F TTTTGAGACACGGGCCAGAGCT 
Vset2-down-R TGGTACAATGCAGATTCTATC 
Vset2-in-F AACTGTGGTGGTGGCTGTC 
Vset2-in-R TGGATGACGCGCTCCTCGTCG 
OEset2-F GGTTGATACGACAGATATCATGGAGGATGAGGAGAACACGAC 
OEset2-R AAGCCCGGTCACGAAAGCCTCAATGGCCCAACAGCTCCTGC 
OEypr1-F GGTTGATACGACAGATATCATGGGGAGCAGCGCCACGGC 
OEypr1-R AAGCCCGGTCACGAAAGCCCTAGCCGTAAATCTATGTAG 
Ptcu1-F CCACAAGAGCCTACTGCCAAATC  
Tcbh2-R TAGACAAAGACTCCGCCAACC 
set2-qF CCAAGGAGGCTAAGAAGG 
set2-qR GTAATCGGACGCCACGAG 
ypr1-qF GTTCTACACACGACTTCCCATG 
ypr1-qR CCAGCCACTGATGTCGTATCC 
ypr2-qF GCTGCTTGAACAAATGGGAG 
ypr2-qR GCACATTCTTGGAGGAGTCG 
sor1-qF GGCCTTTGTTCTTCATGACTCC 
sor1-qR GTGAGCCAAGGCATCTTCG 
sor2-qF AGCTACTCAACAACGTGACGC 
sor2-qR ATCCCACTGCTGCTCAGGTAC 
sor3-qF CTTCGTCTTGAGTGTTCCTCTG 
sor3-qR GGCAGCAACGATATAAGCGAG 
sor4-qF CCTGGTAGTGAGAAACACGG 
sor4-qR GGCCAACAGTCGGACATATC 
sor6-qF GTCTACATGTTCCTGGGAGCC 
sor6-qR CAATGCTAACAGCCCAGTGG 
actin-F TGAGAGCGGTGGTATCCACG 
actin-R GGTACCACCAGACATGACAATGTTG 
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1.4  Sorbicillinoids 产量分析 
当里氏木霉转移至发酵培养基中进行培养

后，每隔 12 h 收集 1 mL 发酵液。13 000 r/min
离心 10 min 后取上清液保存于–80 °C 备用。待

所有样品收集完毕后，吸取 200 µL 解冻的发酵

液至 96 孔板中，然后使用酶标仪在 370 nm 条

件下测量吸收值。每个样品设置 3 个平行进行

测量，然后取平均值。 

1.5  实时荧光定量 PCR 
在指定的培养时间点收集里氏木霉菌丝，

并使用 Trizol 试剂(生工生物工程(上海)股份有

限公司)提取总 RNA，除去基因组 DNA 后经反

转录试剂盒(TaKaRa)合成 cDNA。以 cDNA 作

为模板使用荧光定量 PCR 仪(Thermo)对目标

基因进行扩增。PCR 反应程序如下：95 °C 预

变性 30 s，然后进行以下循环：95 °C 变性 5 s，
60 °C 退火和延伸 30 s，共进行 40 个循环。定

量 PCR 数据分析采用 2–∆∆C t 法，且所有样品使

用 actin 基因作为内参进行校正。定量 PCR 引

物见表 1。 

1.6  蛋白序列分析与结构预测 
本研究中所涉及的蛋白序列和基因序列来

源于 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)或 JGI 
(https://genome.jgi.doe.gov/)数据库。蛋白质结

构预测主要通过 InterPro (http://www.ebi.ac.uk/ 
interpro/)数据库。 

2  结果与分析 
2.1  里氏木霉 TrSet2 的鉴定与分析 

组蛋白翻译后修饰作为真核生物中重要的

组蛋白密码在染色质水平参与调控基因功能。

其中，关于组蛋白 H3 翻译后修饰的研究最多

且较为清楚，尤其是甲基化和乙酰化修饰。组

蛋白 H3 的第 36 位赖氨酸残基(H3K36)的甲基

化修饰通常与真核生物转录活跃的基因密切相

关[13]。当然，也有一些报道表明 H3K36 的甲基

化参与了基因转录抑制、RNA 的选择性剪切以

及 DNA 损伤修复等过程[14]。与其他高等真核

生物不同，真菌基因组中通常只有 1 个组蛋白

H3K36 甲基转移酶，负责其单、双和三甲基化。

为了在里氏木霉中鉴定 H3K36 甲基转移酶，

我们以酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)编
码的 H3K36 甲基转移酶 ScSet2 (GenBank：
QHB09466.1)作为诱饵，经过在里氏木霉基因组

中比对筛选，鉴定到其同源蛋白(Tr_80732)，并

将其命名为 TrSet2。进一步的分析表明，编码

TrSet2 的基因由 3 个外显子组成，共编码 933 个

氨基酸残基。比较酿酒酵母 ScSet2 和里氏木霉

TrSet2 蛋白的结构域表明，两者均含有保守的

AWS、SET、Post_SET、WW 和 SRI 这 5 个结

构域(图 1)。其中，SET 结构域是组蛋白 H3K36
甲基化的关键核心 [15]。SRI 结构域是负责与

RNA 聚合酶Ⅱ的 Rpb1 亚基相互作用以参与基

因的转录延伸过程[16]。以上结果暗示着 Set2 在

真菌中的功能是非常保守的。然而，令人意外的

是，分析结果表明 TrSet2 还包含了一个 TFIIS_N
结构域(图 1)。TFIIS 是真核生物中功能非常保

守的参与转录延伸的转录因子，TFIIS_N 结构域

同样也在中介体复合物亚基 Med26 中被发现[17]。

鉴于中介体复合物在基因的转录起始和延伸过

程中发挥重要的作用，我们推测在长期的进化

过程中里氏木霉 TrSet2 可能被赋予了比 ScSet2
更多的功能和角色。 

2.2  里氏木霉 TrSet2 激活 sorbicillinoids
的生物合成 

为了研究里氏木霉 TrSet2 在体内的生物学

功能，我们构建了该基因的敲除载体 pDONOR- 
∆Trset2，然后转化到里氏木霉原生质体中，经

过多轮筛选和验证后获得了∆Trset2 菌株(图 2A
和 2B)。同时为了在里氏木霉中过表达 Trset2 基 
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图 1  酿酒酵母 Set2 (ScSet2)和里氏木霉 Set2 (TrSet2)结构域比较分析 
Figure 1  Comparative analysis of protein domains between ScSet2 and TrSet2 via InterPro. All predicted 
domains are marked with different color and their position are labeled. AWS (associated with SET); SRI 
(Set2 Rpb1 interacting); TFIIS_N (N-terminal of TFIIS). 
 
因，我们构建了 pOE-Trset2 质粒，紧接着转入

上述构建好的∆Trset2 菌株中，经筛选和验证后

获得 OETrset2 菌株(图 2C‒D)。为了进一步验证

Trset2 基因是否彻底被敲除或过表达，我们对

∆Trset2 和 OETrset2 菌株中 Trset2 的 mRNA 水

平进行了分析。结果与预期一致，在∆Trset2 菌

株中基本检测不到 Trset2 基因的表达，而

OETrset2 菌株中 Trset2 基因的表达水平远远高

于对照菌株 QM9414 (图 2E)。 
为了分析 TrSet2 对里氏木霉 sorbicillinoids

合成的影响，我们将对照菌株 QM9414 及构建

好的∆Trset2 和 OETrset2 菌株预培养后，等量

地接种到以葡萄糖或纤维素为碳源的发酵培养

基中进行 sorbicillinoids 合成水平分析。在培养

过程中，我们发现∆Trset2 基本丧失了合成

sorbicillinoids 的能力，而过表达 Trset2 基因后，

里氏木霉合成 sorbicillinoids 的能力要显著高于

对照菌株 QM9414 (图 3)。以上结果说明 TrSet2
在里氏木霉 sorbicillinoids 合成过程中起到激活

调控的作用。此外，在以纤维素为碳源的发酵

培养基中进行培养时，∆Trset2 和 OETrset2 菌

株的表型与在葡萄糖为碳源培养条件下的表型

保持一致(图 3)，这说明在里氏木霉中 TrSet2
调控 sorbicillinoids 的合成并不依赖于碳源。 

2.3  TrSet2在转录水平调控 sorbicillinoids
的合成 

里氏木霉 sorbicillinoids 的合成由 sor 基因

簇负责，该基因簇大约有 3 万个碱基，共编码

8 个蛋白质。包括 1 个还原型的聚酮合酶 Sor1、
1 个非还原型的聚酮合酶 Sor2、1 个 FAD 依赖

的单加氧酶 Sor3、1 个 FAD/FMN 依赖的脱氢

酶 Sor4、1 个短链脱氢酶 Sor5、1 个 MFS 家族

的转运蛋白 Sor6 以及 2 个转录因子 Ypr1 和

Ypr2[18] (图 4A)。其中 Ypr1 是负责正向调控 sor
基因簇的转录激活因子，而 Ypr2 主要负责抑制

Ypr1 的表达，从而保证里氏木霉适时适量地合

成 sorbicillinoids。 
作为一个功能保守的甲基转移酶，我们推

测里氏木霉 TrSet2 可能在染色质水平调控 sor
基因簇的转录。为了验证这一猜想，我们以葡

萄糖为碳源培养 QM9414、∆Trset2 和 OETrset2
菌株 36 h，收集菌丝提取 RNA 后对 sor 基因簇

上的基因进行转录水平分析。结果表明，与对

照菌株相比，∆Trset2 菌株中 sor 基因簇上的基

因表达水平显著降低。相反，OETrset2 菌株中

sor 基因簇上的基因转录水平显著上调(图 4B)。
以上结果说明，里氏木霉 TrSet2 通过控制 sor 基

因簇上基因的转录水平进而调控 sorbicillinoids 
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图 2  里氏木霉 Trset2 基因敲除和过表达菌株构建 
Figure 2  Construction of ∆Trset2 and OETrset2 strains, respectively, in T. reesei. A–B: schematic 
illustration of the Trset2 knockout cassette pDONORpyr4-∆Trset2 (A) and PCR analyses of its integration 
into the genome of ∆Trset2 using the primer pairs as indicated in Figure 2B; C–D: schematic illustration of 
the Trset2 overexpression cassette pOE-Trset2 (C) and PCR analyses of its integration into the genome of 
OETrset2 using the primer pairs as indicated in Figure 2D. Lane 1–3: PCR products with genomic DNA of 
three independent ∆Trset2 or OETrset2 transformants as template; Lane PC and NC: PCR products with 
genomic DNA of control strain QM9414 as template; Lane M: commercial DNA marker. E: transcriptional 
analysis of Trset2 in ∆Trset2, OETrset2, and the control stain cultured on 1% (W/V) glucose. Statistical 
analysis was performed using the Student’s t test (*: P<0.05; **: P<0.01) analysis. 
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图 3  ∆Trset2 和 OETrset2 菌株合成 sorbicillinoids 能力分析 
Figure 3  Quantitative analysis of sorbicillinoid synthesis in ∆Trset2 and OETrset2 strains. A–B: captured 
image of sorbicillinoid production about ∆Trset2, OETrset2, and the control stains after cultivation of 36 h 
with 1% (W/V) glucose (A) or cellulose (B) as carbon source. C‒D: quantitative analysis of sorbicillinoid 
synthesis in ∆Trset2, OETrset2, and the control stain cultured on 1% (W/V) glucose (C) or cellulose (D) at 
indicated time points. Statistical analysis was performed using the Student’s t test (*: P<0.05; **: P<0.01; 
***: P<0.001) analysis.  
 

 
 
图 4  TrSet2 在转录水平调控 sor 基因簇的表达 
Figure 4  TrSet2 regulated the expression of sor gene cluster at the transcriptional level. A: schematic 
diagram of the sor gene cluster in T. reesei genome; B: the mRNA abundance of the genes in sor gene cluster 
was investigated by RT-qPCR after cultivation on 1% (W/V) glucose for 36 h. The actin was selected as a 
reference gene and its transcription level was used for normalization in all samples. Statistical analysis was 
performed using the Student’s t test (*: P<0.05; **: P<0.01) analysis. 
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的合成。此外，我们的实验结果显示，sor 基因

簇中 sor5 基因在以上菌株中均不能被检测到。

之前的文献也有类似的报道，详细的原因仍需

进一步的调查[5]。 

2.4  过表达 Ypr1 逆转了∆Trset2 菌株不能

合成 sorbicillinoids 的表型 
Ypr1 是负责 sor 基因簇转录激活的蛋白质

因子。已有研究表明，敲除 ypr1 基因可导致里氏

木霉无法合成 sorbicillinoids，而过表达 Ypr1 后，

里氏木霉 sorbicillinoids 的合成大幅度提高。

在我们的研究中发现，伴随着 sorbicillinoids
合成的消失，∆Trset2 菌株中转录因子 ypr1 的

表达显著下调。而在 OETrset2 菌株中，不仅

sorbicillinoids 的合成显著增加，ypr1 的转录水

平同样明显提升。以上表型暗示着，TrSet2 可

能通过控制转录因子 Ypr1 的表达进而控制里

氏木霉 sorbicillinoids 的合成。为了验证猜想，

我 们 构 建 了 转 录 因 子 Ypr1 过 表 达 载 体

pOE-ypr1 并转化∆Trset2 菌株，经筛选后获得

∆Trset2&OEypr1 菌株(图 5A‒B)。紧接着，我们

将∆Trset2、∆Trset2&OEypr1 和对照菌株 QM9414
在发酵培养基上分别进行培养。结果表明，无

论是在以葡萄糖还是以纤维素为碳源的培养

基中，∆Trset2&OEypr1 菌株均可以大量合成

sorbicillinoids，甚至超过对照菌株(图 6A‒D)。
转录水平分析也证明，∆Trset2&OEypr1 菌株中

sor 基因簇上基因的表达也显著提升并高于对

照菌株(图 6E)。以上结果说明，过表达 Ypr1
完全逆转了∆Trset2 不能合成 sorbicillinoids 的

表型，暗示着 TrSet2 可以通过控制 Ypr1 的表

达进而调控里氏木霉 sorbicillinoids 的合成。 

3  讨论 

本研究在里氏木霉中鉴定了 1 个组蛋白

H3K36 甲基转移酶 TrSet2，并在里氏木霉中对

其进行了敲除和过表达。研究表明，TrSet2 可以

正向调控里氏木霉天然活性物质 sorbicillinoids
的合成。且构建的 TrSet2 过表达基因工程菌

株，显著提升了 sorbicillinoids 的产量。因为在

∆Trset2 菌株中 sor 基因簇转录激活因子 Ypr1 
 

 
 
图 5  里氏木霉∆Trset2&OEypr1 菌株的构建与筛选 
Figure 5  Construction and screening of T. reesei ∆Trset2&OEypr1 strain. A: schematic illustration of the 
ypr1 overexpression cassette pOE-ypr1; B: PCR analyses of pOE-ypr1 integration into the genome of 
∆Trset2&OEypr1 using the primer pairs as indicated in Figure 5A. Lane NC: PCR products with genomic 
DNA of control strain QM9414 as template. Lane PC: PCR products with the plasmid pOE-ypr1 as template; 
lane M: commercial DNA marker.  
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图 6  ∆Trset2 菌株中过表达 ypr1 基因恢复了 sorbicillinoids 的合成 
Figure 6  Overexpression of Ypr1 in ∆Trset2 strain restored the sorbicillinoid synthesis. A–B: captured 
image of sorbicillinoid production about ∆Trset2, ∆Trset2&OEypr1, and the control stains after cultivation of 
36 h with 1% (W/V) glucose (A) or cellulose (B) as carbon source; C–D: quantitative analysis of 
sorbicillinoid synthesis in ∆Trset2, ∆Trset2&OEypr1, and the control stains cultured on 1% (W/V) glucose (C) 
or cellulose (D) at indicated time points; E: the mRNA abundance of the genes in sor gene cluster was 
investigated by RT-qPCR after cultivation on 1% (W/V) glucose for 36 h. The actin was selected as a 
reference gene and its transcription level was used for normalization in all samples. Statistical analysis was 
performed using the Student’s t test (*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001) analysis. 
 
的表达显著下调，且在∆Trset2 菌株中过表达转

录激活因子 Ypr1 后，完全逆转了∆Trset2 菌株

不能合成 sorbicillinoids 的表型。所以我们推测

TrSet2 可以作为一个上游调控因子通过控制

Ypr1 的表达水平进而调控 sorbicillinoids 的合

成。尽管如此，TrSet2 是否直接调控 Ypr1 的表

达依然不清楚。 
另外，我们也发现在∆Trset2 菌株中转录抑

制因子 Ypr2 的表达显著下调，而在 OETrset2
菌株中它的表达却明显上升。多项研究表明，

敲除 Ypr2 后里氏木霉 Ypr1 的表达上调，而敲

除 Ypr1 后，Ypr2 的表达明显下降。这暗示着

里氏木霉 Ypr1 和 Ypr2 的表达是互相制约的，

且 Ypr2 可能作为负反馈机制中的一个关键角

色，通过控制 Ypr1 的表达水平进而保证

sorbicillinoids 的合成处在合理水平。即当 Ypr1
的表达上调导致 sorbicillinoids 的合成过多时，

Ypr1 同时可上调 Ypr2 的表达进而抑制自身的

转录使 sorbicillinoids 的合成回归至合理水平。

因此，我们推测∆Trset2 菌株中 Ypr1 的表达下

调是导致 Ypr2 表达下降的主要原因。而在

OETrset2 菌株中，Ypr2 的表达伴随着 Ypr1 的

上调而升高。 
除此之外，TrSet2 是否也可以通过别的通

路调控 sorbicillinoids 的合成仍有待于进一步的

研究。我们的研究结果有助于阐明里氏木霉复

杂的 sor 基因簇调控网络，对于控制里氏木霉

纤维素酶生产过程中的色素水平，降低下游纯
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化工艺难度，节约生产成本意义重大。同时，对

于基于调控机理构建高水平合成 sorbicillinoids
的基因重组菌株，开发基于 sorbicillinoids 分子

的药物产品等也具有一定的指导意义。 
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