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摘 要 利用亚硝基胍（+**S）诱变方法筛选了一株深黄被孢霉潮霉素 Y 敏感型菌株 +8M!!MZ。采用 [OS 介导的方法，将含

有 A ) 0(,# 潮霉素 Y 抗性标记的 [<Z 质粒转入敏感株 +8M!!MZ 原生质体，并在潮霉素 Y 浓度为 Z##!C\4V 的选择培养基上筛选

转化子，获得了 I]8 ^ !]K 个转化子\!C 质粒 <*9 的转化频率。稳定性实验表明，质粒线性化后所获得的转化子在 [<9 培养基

上传代 I# 代以后，转接到选择平板上有 "I]8_仍具有 R4Y 抗性；随机挑选了 " 个转化子，通过 [H. 方法检测到潮霉素抗性基

因的存在，F’B;>/6D 杂交发现，潮霉素抗性基因已经以 I ^ ! 拷贝数整合到深黄被孢霉 +8M!!MZ 染色体上，这是深黄被孢霉转化

系统的首次报道。
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近年的研究实践表明，通过基因敲除或诱变技

术筛选一系列真菌脂肪酸脱氢酶缺失突变株是有目

的研究真菌脂肪酸代谢调控并生产生物重要活性物

质的一条有效途径［I b Z］，而 <*9 介导的真菌转化，

是筛选真菌基因缺失突变株的常用技术之一。其关

键技术一是选择一种有利于转化子筛选的遗传标记

和携带有该选择标记的转化载体；二是通过实验找

到一种旨在提高转化效率的转化方法和条件。目



前，可用于丝状真菌转化筛选的遗传标记主要有三

类：抗生素抗性标记、营养缺陷型标记以及具有一定

显色反应的报告基因。由于多数真菌营养缺陷型标

记难以获得而报告基因的检测较为麻烦，相比之下

抗生素抗性标记较易获得且检测简单，因此抗生素

抗性标记更具有优势。而在诸多抗生素抗性标记

中，又以潮霉素 ! 抗性（"#$%&’#()* !，"’!）最为常

用［+］。近年来根据 ! , "#$% 潮霉素抗性基因（ &’&），

人们 已 经 构 建 了 针 对 ! , "#$%［-，.］、酿 酒 酵 母（ ( ,
")*)+%,%-*）［-，/］、丝状真菌［0 1 23］、植物细胞［24 1 25］和动物

细胞［2+］转化 "’! 抗性的载体。

深黄被孢霉（.#)/%*)*$$- %,-0*$$%1-）是生产!6亚麻

酸（!67)*&89*)(，:7;）最具希望的真菌之一［2-］，由于

目前有关深黄被孢霉不饱和脂肪酸脱氢酶的遗传背

景还不十分清楚，尚未见到该菌成功转化的报道。

本文为了探讨该菌转化 "’! 的可能性和转化条件，

以亚硝基胍诱变方法筛选到一株对药物 "’! 敏感

的深黄被孢霉 <-63365 菌株。以该菌株为受体菌，

用含有 ! , "#$% "’! 抗性基因的 =>5 质粒，采用原生

质体6=?:@ABA83 融合方法进行了转化实验，在含有

"’!的平板上对转化子筛选并进行了相关的遗传

鉴定，目的是为该菌"-6脂肪酸脱氢酶基因缺失突

变株的筛选提供参考依据。

! 材料和方法

!"! 菌株和培养基

深黄被孢霉 <-633，本实验出发菌株，由本研究

室保存；"’! 敏感型菌株 <-63365，本研究筛选，用

作转化实验的受体菌。! , "#$% >"+#用于载体分子

的扩增。:C 培养基、查氏培养基和 =>; 固体培养

基，用于深黄被孢霉 "’! 敏感菌株的筛选；=>; 培

养基还用于菌种保存；液体 =>; 培养基、低渗再生

培养基（含 DE+F酵母粉的查氏培养基）和高渗再生

培养基（含 2E3’&8@7 山梨醇和 DE+F酵母粉的查氏

培养基），用于深黄被孢霉受体菌原生质体制备和再

生；选择培养基（含 5DD$$@’7 潮霉素的高渗再生培

养基）用于 =>5 转化子的筛选。

! #$ 质粒

用于转化的质粒 =>5（约 -E5GH）由英国 >&*B8I
;, <B(J9*K)9 教 授（LM9 N*OP)PQP9 &R S&&I T9O9B%(M，

U&%V)(M，WJ,）赠 送，该 质 粒 是 为 高 山 被 孢 霉

（.#)/%*)*$$- -$’%1-）转化而开发，由质粒 X;U.62 构建

而成，其上含有略经修改的 "’! 抗性基因（ &’/）和

氨苄青霉素抗性基因（ 0$-）。在 &’/ 基因上游有 . ,
-$’%1- &%, "5E2 启动子（约 2GH）与之相连以促其表

达，下游是曲霉 /)’2 基因的转录终止区序列（约

.DDHX）以 及 一 个 来 自 . , -$’%1- 的 2/Y %>U; 片

段［ 0］。

!"% 主要试剂

甲基硝基亚硝基胍（<UU:），德国 S8QJB 产品，

购自北京化学试剂公司；溶壁酶由广东微生物研究

所生产；限制性内切酶、=AT 所用试剂、植物基因组

>U; 提取试剂盒购自大连宝生物公司，=AT 引物由

三博公司合成。

!"& 深黄被孢霉潮霉素 ’ 抗性敏感型受体菌的筛选

由于深黄被孢霉遗传转化为初次尝试，本实验

室没有可用于深黄被孢霉遗传转化的营养缺陷型菌

株，而且其选择比较费时费力。根据已有的报道和

>&*B8I 教授赠送的 =>5 质粒的特性，实验选择了

"’!抗性作为选择标记进行该菌遗传转化的初步

尝试。但用 "’! 抗性作选择标记，其先决条件是受

体菌株对 "’! 药物应具有敏感性。经实验，深黄被

孢霉 <-633 菌株对 "’! 不敏感。在普通营养平板

上，即使在含有 2DDD$$"’!@’7 以上也不能完全阻

止其生长，因此，必须首先筛选一株对 "’! 敏感的

受体菌株。我们首先通过分组实验，利用不同剂量

（DE2、DE3、DE+ 和 2ED’$@’7）的甲基硝基亚硝基胍

（<UU:）分别对梯度稀释（2 Z 2D.、2 Z 2D-、2 Z 2D+ 和

2 Z 2D4 个@’7）的 <-633 孢子进行诱变处理，诱变时

间分别为 2D、3D、4D 和 5D’)*，随之接种到 :C 固体

平板于 4D[静置培养，从致死率达 0+F以上的组别

中收获经诱变的单菌株，分别接种到 :C 斜面试管

中保存备选。接着分别制备一系列含有不同水平

"’!（+D，2DD，3DD，5DD，-DD，/DD，2DDD$$@’7）的不同

培养基（=>; 培养基、:C 培养基、含 DE+F酵母粉的

查氏培养基），划线分成 2- 个小格，每格放一经消毒

的微型圆滤纸片，分别将上述经诱变的单菌株点接

于滤纸片上 4D[静置培养，并观察生长情况。以此

选择对 "’! 敏感的菌株、培养基和最低抗性剂量。

!"( 受体菌原生质体制备

参照李明春［2.］等介绍的方法，略作改进进行。

!") 载体转化

转化 缓 冲 液 YLA：2ED’&8@7 山 梨 醇，2D’’&8@7
L%)O6"A8（X" .E+），2D’’&8@7 ABA83。=?:5DDD 溶 液：

+DF =?:5DDD，2D’’&8@7 L%)O6"A8（X" .E+），+D’’&8@7
ABA83。=?:-DDD 溶液：+DF =?:-DDD，2D’’&8@7 L%)O6
"A8（X" .E+），+D’’&8@7 ABA83。=?:/DDD 溶液：+DF
=?:/DDD，2D’’&8@7 L%)O6"A8（ X" .E+），+D’’&8@7
ABA83。

原生质体转化采用 C98P&* 等［3D］=?:@ABA83 融合
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法。取上述已纯化的原生质体 !""!#（浓度为 !"$

个%&#），加入 ’!# ()* 质粒（含 !"!+ ),-），混匀后

冰浴 ." / 0"&12；然后加入 !3.’&# (45 溶液，室温静

置 !"&12；再分别加入 !&#，!&#，.&# 678 溶液稀

释，*9、0""":%&12 离心 0"&12；弃上清，将沉淀的原

生质体悬浮于 *""!# 高渗再生液体培养基中。0"9
摇床培养 !. / !;< 后，涂布于选择培养基平板上，

0"9静置培养 ’ / =>，筛选转化子。

!"# 转化子基因组 $%& 的提取

转化子基因组 ),- 的提取按照宝生物植物基

因组提取试剂盒说明进行。

!"’ ()* 鉴定

根据 ()* 质粒上 ?&@ 抗性基因（ !"#）’A和 0A端
序列 设 计 一 对 特 异 引 物，上 游 引 物（<B<!）’AC-
758875--878-88585-8C0A，下 游 引 物（ <B<.）’AC
87- 778 77758887855-8C0A。以 (8D 方法对选择

培养基上生长的阳性转化子进行检测。反应条件

为：E*9 ’&12；E*9 !&12，’’9 !&12，=.9 !&12，0"
个循环；=.9 !"&12。

!"+ ,-./0123 分析

以 <B<! 和 <B<. 分别为上下游引物，以 ()* 质

粒为模板扩增 ?&@ 抗性基因（ !"!）序列（约 !"*0
FB），并以此为探针按照萨姆·布鲁克的分子克隆同

位素 标 记 方 法 用 0. (放 射 性 同 位 素 进 行 标 记，按

6GHI<J:2 杂交说明对转化子进行检测。

!"!4 转化子有丝分裂稳定性检验

将筛选得到的阳性转化子，接到 ()- 斜面培养

基上，连续传代 !" 代以后，转接至潮霉素选择培养

基中培养，观察转化子的稳定性。

5 结果与分析

5"! 深黄被孢霉 678 抗性敏感菌株的筛选

利用上述方法，结果筛选出一株菌株在含有

*""!+ ?&@%&#（或以上），含有 "3’K酵母粉的查氏

培养基平板上不能生长。随后经过多次传代培养，

观察到该菌株对这一水平的 ?&@ 敏感性基本稳定。

同时，对筛选出的这株菌提取总脂肪酸，利用气相色

谱对各脂肪酸组成进行了分析，其测试结果无论是

脂肪酸组成、保留时间以及各脂肪酸占总脂肪酸比

例均和出发菌株深黄被孢霉 L;C.. 一致。遂将该株

菌定名为 L;C..C*，选作载体转化的受体菌，同时把

含 "3’K 酵 母 粉 的 查 氏 培 养 基 作 为 选 择 培 养 基，

?&@ 含量为 *""!+%&# 作为抗性筛选剂量，用于本实

验的转化和筛选。

5"5 受体菌原生质体制备

实验参照李明春等报道［!=］，按照以下优化条件

进行。分别称取溶壁酶（.K）、蜗牛酶（*K）共溶于

’&# "3$&GM%# L+6N* 溶液（B?’3"）中，经 "30!& 灭菌

微孔滤膜过滤除菌，制备成复合酶液。将 ()- 斜面

上培养 ; > 的 L;C..C* 菌种用无菌水制备孢子悬液，

稀释 至 ! O !"= %&#。’""&# 三 角 瓶 中 装 入 !""&#
()- 液体培养基，接入上述孢子悬液 !&#，在 0"9、

!$" :%&12摇床震荡培养 !.< 后收集菌丝。然后称 !+
湿菌丝，加入 ’&# 复合酶液，于 0"9下缓慢振荡温

育 . / 0<，经 5. 漏斗过滤，离心收集原生质体，将沉

淀溶于 678。一方面将浓度调整到 !"$ 个%&#，*9保

存以备转化。同时按照本实验方法，对原生质体进

行了再生实验。经重复实验和计算，本实验所制备

的 L;C..C* 原生质体再生率为 !"3;K，再生率远低

于本实验室之前的报道，其原因可能是本实验所用

的培养基（查氏培养基加入 "3’K酵母）营养远不如

()- 培养基丰富的缘故。

5"9 深黄被孢霉的原生质体转化

深黄被孢霉 ()* 原生质体转化结果见表 !。

表 ! 深黄被孢霉 678 抗性转化

:;<=1 ! :2;3>?-27;/@-3 -? ! A "#$%&’’"($ /- 0BC2-7BD@3 8E21>@>/;3D1
()* BMPQ&1> ()* ),-%!+ 7RBJ GS (45 ,H&FMJ GS I:P2QSG:&P2IQ%BMPIJ 7:P2QSG:&PI1G2 S:JTHJ2UR（2H&FMJ GS I:P2QSG:&P2IQ%!+),-）

!" (45*""" !; !3;
$%"" )1+JQIJ> !" (45;""" 0 "30

!" (45$""" " "
!" (45*""" .$ .3$

81:UMJ BMPQ&1> !" (45;""" ; "3;
!" (45$""" . "3.

从表 ! 可看出，()* 质粒得到了成功转化，转化

率为 !3; / .3$ 个转化子%!+ 质粒 ),-。但转化板上

的菌落大小不一，说明其抗性水平可能不同。从进

一步实验结果得出：（!）质粒线性化虽然转化频率不

高，但可以提高外源基因的整合效率。在本研究中，

我们对 ()* 质粒线性化（ $%""酶切）和非线性化转

化作了比较。线性化 ()* 质粒的转化率明显低于

非线性化的 ()* 质粒，其转化率比例约为 ! V .（!E V

*;* &!’()%) *+,-(./ +0 1’+#)2!(+/+34 生物工程学报 .""=，WGM3.0，,G30



!"）。但将获得的所有转化子全部转接在 #$% 培养

基上培养，在连续传代 &’ 代后，再转回含有 ()* 的

选择培养基上时，结果只有质粒线性化后获得的转

化子中有 " 株（约 !&+",）可继续生长，其余均不能

生长，可能是未整合到染色体基因组上的流产转化

子。在培养过程中我们发现不同流产转化子随着转

接代数的增加而抗性逐渐丢失；同时该实验结果表

明质粒线性化有助于转化后外源基因到宿主染色体

上的整合。这和 -.)/［&0］、杨炜［&1］等报道的结果基本

一致。（2）外源 $3% 导入感受态原生质体与 #45 的

相对分子量大小、浓度及 6/2 7 浓度密切相关。本实

验对 #458’’’、#45"’’’ 和 #450’’’ 进 行 了 对 比。

结果当采用 #458’’’ 时，转化子数最多，达到 &+" 9
2+0 个转化子:!; 质粒，采用 #45"’’’ 时平均不到 &
个转化子:!; 质粒，而用 #450’’’ 时几乎没有转化

子产生。这可能是由于在较低浓度时，#45 使细胞

膜内的水、蛋白质和糖类分子形成氢键，使得原生质

体连在一起而发生凝聚，6/2 7 的存在又使得凝聚加

强，这种细胞间凝聚易于使外源 $3% 进入而转化。

而当 #45 浓度过高或作用时间过长时，则易于使原

生质体脱水破裂，失去再生活性，从而使转化率降

低。（!）本实验所采用 #$8 质粒是由 <%3=>& 质粒改

造而来。()* 抗性基因在 #$8 质粒中是由高山被

孢霉的 !"# (8+& 启动子启动表达，而在 <%3=>& 质粒

中是由构巢曲霉 !>磷酸甘油醛脱氢酶基因（ $%&）启

动子启动表 达。 $%& 启 动 子 是 一 个 强 启 动 子，使

()* 抗性在许多真菌中获得了成功转化［&0 ? 2’］。本

实验考虑到深黄被孢霉和高山被孢霉同为被孢霉

属，具有较高的同源性，利用带有同源性较高的 !"#
(8+& 启动子的 #$8 质粒转化可能会提高实验的转

化率。但 结 果 所 获 得 转 化 率 并 不 高，可 能 与 !"#
(8+& 启动子在深黄被孢霉中启动 ()* 基因表达的

强度较弱有关。此外，与其他实验报道一样，转化率

较低可能还与原生质体在选择培养基上再生率低以

及 ()* 对受体菌具有一定毒性有关。

!"# 转化子的生理变化

实验分别提取了转化子和深黄被孢霉 @">22>8
总脂肪酸，气相色谱分析结果表明，转化子各脂肪酸

组成与对照相比未发生改变。而当在相同培养条件

下（#$% 平板，!’A）静置培养，非稳定传代转化子在

生长和形态上几乎没有什么改变；但稳定传代的转

化子的形态和生理特性都发生了较明显变化：与

@">22>8 相比，转化子的产孢量减少、菌落略变白、

变小、边缘呈局限生长；转化子无论在固体或液体土

豆培养基中培养均出现了明显的生长延迟现象，平

均比受体菌株 @">22>8 延迟 & 9 2B。

!"$ 转化子 %&’ 检测

为了进一步对转化子进行鉴定，随机挑取 ! 株

稳定传代的转化子，提取基因组 $3%，分别以 #$8
质粒 $3% 和深黄被孢霉基因组 $3% 为正、负对照，

以潮霉素基因上下游引物 C<C& 和 C<C2 进行 #6D，

结果检测到转化子基因组中含有大小约 &EF 的潮霉

素基因条带，而 @">22>8 没有（图 &），表明 ()* 抗性

基因已经转入转化子染色体中。

图 & #$8 转化子的 #6D 检测

G.;H& IBJKL.M.N/L.OK OM PL/FQJ LR/KPMOR)/KLP FS
#6D T.LC <R.)JRP C<C&:C<C2

&：)OQJNUQ/R )/REJR；2：#6D <ROBUNL.OK OM @">22>8（KJ;/L.VJ NOKLROQ）；

! 9 W：#6D <ROBUNL.OK OM LR/KPMOR)/KLP；"：#6D <ROBUNL.OK OM #$8
（<OP.L.VJ NOKLROQ）H

!"( 转化子 )*+,-./0 杂交分析

为了检测质粒是否整合进转化子染色体 $3%，

并获得转化子中质粒拷贝数的信息，实验以 #$8 转

化子基因组作为模板，以 C<C& 和 C<C2 为上下游引

物 #6D 扩增并回收 !%’ 基因（&’8!F<）片段，!2 # 标记

后作探针与稳定转化子进行 XOULCJRK 杂交（图 2）。

结果 表 明，当 以 基 因 组 总 $3%（ 不 酶 切 ）进 行

XOULCJRK 杂交时，质粒 #$8（阳性对照）得到约 "+"EF
的带，三个转化子分别得到约 2&EF 的带（图 2 %）；当

用 (")B"（在 #$8 上仅切割一次）彻底消化基因组

$3% 后进行 XOULCJRK 杂交时，三个转化子得到不同

的结果（图 2 *）。表明 #$8 质粒以不同拷贝随机整

合到转化子基因组中，而对照深黄被孢霉 @">22>8
则没有任何杂交信号。

1 讨论与小结

本实验是对深黄被孢霉进行遗传转化的初步尝

试。其中有些方面难免存在缺陷，例如，经过诱变所

筛选的深黄被孢霉菌株 @">22>8 对 ()* 药物的敏

感性，虽然较出发菌 @">22 大大降低，但是作为转化

的受体菌仍然偏高，这将对引导表达的启动子的活

性提出更高要求，同时也会增加使用 ()* 的成本。

W"8张学炜等：以潮霉素 * 抗性为选择标记的深黄被孢霉原生质体转化



图 ! 转化子总 "#$ %&’()*+, 杂交分析

-./0! %&’()*+, 12&( 3,3245.5 &6 (+3,56&+73,(5
8)* 12&( 935 )41+.:.;*: 9.() 3 <! =>231*2*: )?( ?+&1*0 =&5.(.&, &6 5.;*
73+@*+5（!"#:!>:./*5(*:"）3+* .,:.A3(*:0

（$）,&,>:./*5(*: (&(32 "#$；（B）(&(32 "#$ :./*5(*: 9.() !"#:! 0
C：?2357.: ="D（?&5.(.E* A&,(+&2）；!：FG>!!>D（,*/3(.E* A&,(+&2）；< H I：

(+3,56&+73,(50

另外，深黄被孢霉原生质体制备比较麻烦，而且再生

率不是很高。这些因素都可能导致实验转化率的降

低。对此，根据已有文献报道，我们正在尝试利用农

杆菌介导的转化方法进行转化，以期对实验结果有

所改进。但总的来说，本实验 ="D 转化的成功，表

明深黄被孢霉可以利用 J7B 抗性基因作遗传标记

进行转化。这是潮霉素 B 抗性在深黄被孢霉转化

的首次报道，该结果将对丝状真菌脱氢酶基因缺失突

变株的构建及其分子遗传转化研究提供有用工具。

致 谢 本实验中英国 "&,32: $0 F3AK*,;.* 教授

（8)* L,5(.(’(* &6 -&&: M*5*3+A)，#&+9.A)，NK0）友好赠

送了 ="D 质粒并给予热情指导，在此作者表示衷心

感谢。
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