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摘  要: 【目的】 对烟曲霉 Afu4g13170 基因功能进行初步研究。【方法】 利用 Double-joint 
PCR 方法和一步基因敲除技术, 构建 Afu4g13170 基因缺失突变株。【结果】序列比对表

明烟曲霉 Afu4g13170 蛋白与构巢曲霉 Ani04163 蛋白和新型隐球菌 Gib2 蛋白的氨基酸序

列相似性为 88.6%; 表型分析表明基因破坏使突变株生长迟缓、梗基伸长、孢子分化能力

下降, 产孢推迟、产孢量减少, 色素产生量降低; 色谱分析显示基因缺失突变株的产毒能

力下降。【结论】烟曲霉 Afu4g13170 基因可以作为控制曲霉致毒的一个靶位点。 
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The function of the Afu4g13170 gene in conidiation and  
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Abstract: [Objective] The function of the uncharacterized gene Afu4g13170 in Aspergillus 
fumigatus was ascertained. [Methods] Double-joint PCR method and one-step gene deletion 
technique were used to generate the A. fumigatus ΔAfu4g13170 mutant. [Results] Amino acid 
sequence alignment shows that the predicated Afu4g13170 protein has a similarity of 88.6% to 
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Gib2 protein in Cryptococcus neoformans and Ani04163 protein in A. nidulans. The pheno-
typic analysis indicated that deletion of Afu4g13170 gene results in growth defect and incom-
plete development of phialides with elongated metulae, delayed and reduced sporulation, and 
less pigment production. Chromatographic analysis suggested that gliotoxin production is 
blocked partly by knocking out the Afu4g13170 gene. [Conclusion] Afu4g13170 gene may be 
used as one of target sites to control the virulence of A. fumigatus. 

Keywords: Gene deletion, Double-joint PCR, A. fumigatus, Toxin control, Phenotypic analysis 

致病性曲霉通过空气传播, 易污染花生和玉

米制品及动物青储饲料, 使食品饲料的营养价值

降低, 导致食品安全隐患。因此, 防治曲霉污染

产毒对于保障食品质量安全意义重大, 但国内对

此研究不多。曲霉如何将胞外信号传送到胞内, 
进而影响细胞分化生长和产毒致病? 已经发现, 

G 蛋白在这一过程中具有不可或缺的作用, 其将

细胞表面受体的信号传输给下游的靶蛋白。 

近几年的研究表明, 曲霉的 G 蛋白是 α、β

和 γ 亚单位形成的异源三聚体, Gα 完成大部分调

节功能, 游离的 Gβγ 仅可以调节胞内效应酶的活

性; 许多基因参与 Gα 介导的无性孢子产生和毒

素合成的信号途径, 其中包括 26 个保守基因(结

构基因或调控基因)[1], 通过对下游发育调节基因

如 fluG、flbA–flbE、vosA、brlA、abaA、wetA[2−3]

等的研究, 初步建立了相关的调控模型, 但还有

一些调控关系有待确定; 丝状真菌中存在多个

Gα 亚单位和一个 Gβ 亚单位, 这说明丝状真菌中

可能存在未发现的、非典型的 G 蛋白信号途径。

另据报道, 新型隐球菌的 Gib2 蛋白是一个新型

的必需蛋白, 参与 cAMP 信号转导途径, 具有 Gβ

蛋白的七叶草结构和功能[4]。那么, 烟曲霉是否

有 gib2 的同源基因? 假设的同源基因是否与烟

曲霉致毒相关? 

用毒素合成的相关基因作为靶位点构建抗曲

霉的作物, 控制曲霉的毒害作用、减少食品安全 

隐患 , 这一策略前景光明。因此 , 本研究采用

Double-joint PCR 获得嵌合基因、使其通过整合

破坏基因表达的方法, 对与 gib2 基因具有较高同

源性的烟曲霉 Afu4g13170 新基因进行研究, 确定

该基因与烟曲霉生长、产孢和致毒的相关性, 以

期为曲霉污染的防治提供参考和启示。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和引物: 本研究所用曲霉菌株见表 1, 

PCR 所用引物见表 2。 

1.1.2  培养基: 基础培养基(MMG, g/L): 葡萄糖 

10, 硝酸钠 6, 硫酸镁 0.52, 氯化钾 0.52, 磷酸二

氢钾 1.52, 1 000×微量元素溶液 1 mL, pH 6.5。 

YG 培养基(g/L): 酵母粉(YE) 5, 葡萄糖 20, 

1 000×微量元素溶液 400 μL。 

选择培养基: 氯化钾 0.6 mol/L, YE 0.2%; 相

应固体培养基添加 20 g/L 琼脂。 
 

表 1  曲霉菌株 
Table 1  Aspergillus strains used in this study  

菌名 
Strain 

基因型 
Genotype 

来源 
Source 

Af293 A. fumigatus wild-type  [5] 

Af293.1 pyrG1 [6] 

AM9.1 pyrG1; Afu4g13170::AnipyrG+ 本研究

FGSC4 A. nidulans wild type FGSCa 

Note: a: Fungal genetics stock center of USA. 
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表 2  PCR 引物 
Table 2  PCR primers used in this study  

名称 
Name 

序列(5'→3') 
Sequence 

用途 
Function 

Oligo1 TGGTCCTGAAACTAATAGAGTGAC Afu4g13170 5' For 

Oligo2 TTTGTAGGCTTTGGGCTGTTCACAA 
TAAGCCCTAAACTAGCCCGTTCTG Afu4g13170 5' Rev with AnpyrG tail 

Oligo3 CTGATCTACCCCTTGGAACGCAGCA 
TCCGACATGTCTAGCTTGATTCG Afu4g13170 3' For with AnpyrG tail 

Oligo4 TGAACCTATCCGAGATTGCCACTG Afu4g13170 3' Rev 

Oligo5 ACGACCGTTTCCTGGACGAGAATG Afu4g13170 5' For Nest 

Oligo6 ACGCACAGACGAAGGCAGCACAC Afu4g13170 3' Rev Nest 

Oligo7 GCAATGTAAAGCTAACGTGCGTG An pyrG 5' For 

Oligo8 TGCCTTTAAGCTTCGGGTAGAG An pyrG 3' Rev 

Oligo9 TGGTCCTGAAACTAATAGAGTGAC ΔAfu 4g13170 verification 5' For 

Oligo10 TGAACCTATCCGAGATTGCCACTG ΔAfu 4g13170 verification 3' Rev 

 
1 000×微量元素溶液(g/L): 硫酸锌 22, 硼酸

11, 氯化锰 5, 硫酸亚铁 5, 氯化亚钴 1.6, 硫酸铜

1.6, 七钼酸铵 1.1, Na2EDTA 50。 
烟曲霉菌株 Af293.1 用 MMG+UU (5 mmol/L

尿苷, 10 mmol/L 尿嘧啶)固体培养基保存, 其它

曲霉菌株用 MMG 固体培养基保存, 如果需要可

添加 0.2%的 YE。 
1.1.3  主要试剂: DNA 提取试剂、胶霉毒素均购

自 Sigma 公司; DNA 纯化试剂盒、内切酶及 PCR
相关试剂均购自 TaKaRa 公司。 

原 生 质 体 制 备 液 : Vinoflow FCE (No-

vozymes, 具有果胶酶和葡萄糖酶活性) 1.28 g, 

加入 10 mL 氯化钾/柠檬酸溶液(氯化钾 8.2 g, 一

水柠檬酸 2.1 g, 重蒸水 100 mL, pH 5.8)。 

1.1.4  主要仪器: PCR 仪和凝胶成像仪(Bio-Rad, 

USA), DSC-W55 数码相机(Sony, 无锡), M2BIO

荧 光 显 微 镜 (Carl Zeiss, Germany), Waters 

600-717-2487 型高效液相色谱仪(Waters, USA), 

小型珠磨式组织研磨器(BioSpec, USA)。 

1.2  方法 
1.2.1  孢子悬液制备: 曲霉接种 MMG+0.2% YE

固体培养基平板, 37 °C 培养 2 d; 用 5–10 mL 无

菌重蒸水悬浮并收集孢子, 获得孢子悬液, 并用

血球计数板计数。 

1.2.2  DNA 提取: 将曲霉孢子悬液接入装有 2 mL 

MMG 液体培养基的试管, 接种量为 1×105个/mL; 

试管斜放、37 °C 静置培养 16 h; 收集菌丝体, 加

入 500 μL 细胞破碎液(pH 8.0 Tris-HCl 10 mmol/L, 
NaCl 100 mmol/L, pH 8.0 EDTA 1 mmol/L, SDS 
1%, Triton X-100 2%), 500 μL 酚:氯仿:异戊醇

(25:24:1, V/V/V)和 300 μL 0.5 mm 氧化锆/硅胶珠, 

4 °C、高速均质 2 min; 离心取水相, 经无水乙醇

沉淀、70%乙醇洗涤、pH 8.0 TE 溶解。 

1.2.3  嵌合基因构建: 采用 Double-joint PCR

法 [7]。分别用烟曲霉 Afu4g13170 基因的上游序

列、下游序列及构巢曲霉 AnipyrG 标记基因序列

作为模板设计引物, 进行 3 轮 PCR。第 1 轮: 以

烟曲霉 Af293 基因组 DNA 为模板, 分别用引物 1

和 2、3 和 4 进行 PCR, 获得 Afu4g13170 基因的

5' 上 游 序 列 和 3' 下 游 序 列 片 段 ; 以 构 巢 曲 霉

FGSC4 基因组 DNA 为模板, 用引物 7 和 8 进行

PCR, 获得选择标记 AnipyrG 基因片段。反应程

序与传统 PCR 类似。第 2 轮: 第一轮的 PCR 产物

按 Afu4g13170 基因上游产物:下游产物: AnipyrG
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标记基因产物=1:1:3 的比例混合作为模板, 进行

PCR, 获得融合产物为 Afu4g13170 基因的 5'上游

片段-AnipyrG-3'下游片段。反应程序为: 94 ºC 

3 min; 94 ºC 30 s, 58 ºC 10 min, 72 ºC 5 min, 10 个

循环; 72 ºC 10 min。第 3 轮: 第二轮的 PCR 产物直

接作为模板, 用引物 5 和 6 进行巢式 PCR, 获得

Afu4g13170 基因的嵌合片段。反应程序为: 94 ºC 

2 min; 93 ºC 45 s, 62 ºC 45 s, 68 ºC 12 min, 35 个

循环; 72 ºC 15 min。 

1.2.4  原生质体制备: 将约 1×108 个曲霉孢子接

种到20 mL YG 液体培养基中, 30 °C、120–150 r/min

摇床培养 13–14 h。收集菌丝, 制备原生质体[8]。

步骤: 将适量菌丝置于 50 mL 离心管中, 添加

8 mL YG 液体培养基和 8 mL 原生质体制备液; 

30 °C、100 r/min 摇床培养, 定期镜检; 培养时间

视原生质体产生情况而定, 要严格控制, 一般不

超过 2.5 h。然后, 将原生质体轻轻转移至装有适

量蔗糖溶液的离心管中, 4 ºC、4 800 r/min 密度梯

度离心 10 min; 吸出离心管夹层的原生质体, 用

分别用 KCl 溶液、KCl 和 CaCl2 混合液清洗; 最

后用 100 μL KCl 和 CaCl2 混合液悬浮。 
1.2.5  基因缺失菌株构建: 通过原生质体转化

法, 将获得的嵌合基因转化烟曲霉 Af293.1 菌

株[8]。向 100 μL 原生质体悬液加入 10 μL PCR 产

物(对照组不加), 添加 50 μL PEG, 冰浴 25 min; 

再添加 1 mL PEG, 室温放置 25 min; 将转化混

合物涂布于选择培养基表面, 37 °C 培养至菌落

长出。 

1.2.6  胶霉毒素(Gliotoxin)萃取: 烟曲霉孢子悬

液接种 50 mL MMG 液体培养基 , 接种量为

1×106 个/mL, 37 °C、250 r/min 摇床培养 2 d。培养

上清液用等量氯仿摇床萃取、风干、甲醇溶解[9]。 

1.2.7  胶霉毒素分析: 高效液相色谱法, 采用

C-18 反相色谱柱: 300 mm×3.9 mm 内径, 填充

粒径 5 μm (Waters, Eschborn, Germany), 上样量

50 μL, 用水和乙腈经(57:43, V/V)混合物进行梯

度洗脱, 流速为 1 mL/min, 280 nm 检测[10]。 

1.2.8  序列比对: 采用 NCBI Popular Resources

栏的 BLAST。 

2  结果与讨论 

2.1  Afu4g13170 基因特征研究 
根据基因库, Afu4g13170 基因全长 1 448 bp, 

编码区长度为 951 bp, 预计编码 317 个氨基酸。

烟曲霉 Afu4g13170 基因与报道的新型隐球菌

gib2 基因和构巢曲霉 Ani04163 基因的蛋白质的

氨基酸序列比对显示, Afu4g13170 基因与 gib2 基

因和 Ani04163 基因编码蛋白的氨基酸序列有

88.6%的相似性(图 1)。据报道[4]新型隐球菌 gib2

基因过表达促进黑色素与荚膜形成, 这些表型

受 cAMP 信号途径调控、与菌体致毒有关。由

此可以推测烟曲霉 Afu4g13170 基因可能具有类

似功能。 

2.2  Afu4g13170 嵌合基因获得 
分别用烟曲霉 Afu4g13170 基因的上游序列、

下游序列及构巢曲霉 AnpyrG 标记基因作为模板

进行第一轮 PCR, PCR 产物按上游产物:下游产

物:标记物产物=1:1:3 的比例混合作为模板, 进行

第二轮 PCR; PCR 产物直接作为模板进行第三轮

PCR。最后的 PCR 产物用琼脂糖凝胶电泳检测、

酶切验证其正确性。从电泳结果可知 PCR 产物

是正确的(图 2)。PCR 产物可直接转化烟曲霉

Af293.1, 减少载体构建的繁琐。 

2.3  Afu4g13170 嵌合基因转化 Af293.1 
利用原生质体转化法, 将 PCR 产物直接转化

受体 Af293.1。突变子获得的 AnipyrG 表型, 使其

恢复尿苷和尿嘧啶的产生能力。培养 3–4 d 后挑

取可疑突变子接至装有 3 mL MMG+0.5% YE 液

体培养基的试管中, 静置培养 15–20 h, 收集菌

丝, 提取基因组 DNA。 
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图 1  Afu4g13170 基因、Ani04163 基因和 gib2 基因编码蛋白的氨基酸序列比对 

Fig. 1  Protein sequence alignment of Afu4g13170, Ani04163 and gib2 genes 
 

 

图 2  第一轮 PCR 产物及第 3 轮 PCR 产物的酶切验

证分析 
Fig. 2  Agarose gel electrophoresis of 1st round ampli-
cons and digested 3rd round amplicon  
Note: A: 1st round amplicons; A5': Upstream amplicon; M: 
Marker; ApyrG: amplicon of pyrG; A3': Downstream ampli-
con. B: Digested 3rd round amplicon; A3: Amplicon; A3/B: 
Digested by BamH I; A3/S: Digested by Sal I. 

 

2.4  突变子验证 
提取烟曲霉 Af293.1 和可疑突变子的基因组

DNA 作为模板, 用引物 9 和 10 进行 PCR。突变

子的 PCR 产物约 3.6 kb, 而 Af293.1 的 PCR 产物 

 
图 3  基因组 DNA PCR 产物酶切分析 
Fig. 3  Agarose gel electrophoresis of the digested PCR 
products amplified from genomic DNAs of Af293.1 and 
AM9.1 
Note: WT: Af293.1; MT: AM9.1; M: Marker. 
 
约 4.4 kb。PCR 产物经 Sal I 和 BamH I 酶切验证

(图 3)。由结果可知 Afu4g13170 嵌合基因已通过

基因双交换整合在受体基因组的 Afu4g13170 基

因上, 破坏了该基因正常功能的表达。将该突变

菌株命名为 AM9.1。 
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2.5  突变株 AM9.1 表型分析 
为了研究 Afu4g13170 基因的功能, 构建了突

变株 AM9.1 (ΔAfu4g13170)。用竹签分别将 Af293.1
和 AM9.1 二菌株的孢子悬液点接在 MMG+0.2% 
YE 的固体培养基表面, 37 °C 培养 3 d, 观察菌落

产孢、产色素情况; 孢子悬液接种 MMG+0.2% 
YE 的液体培养基, 37 °C、250 r/min 摇床培养 18 h, 
观察菌丝体生长情况(图 4 )。 

由固体培养条件下的表型比对可知, 不管是

菌落中心还是菌落边缘, 突变株 AM9.1 的孢子数

量比野生型曲霉 Af293.1 的少、白色孢子多, 而

且突变株的菌落直径小、菌落高度增加。说明

Afu4g13170 基因破坏使 AM9.1 的生长缓慢, 产孢

能力降低、产孢时间推迟; 色素产生减少、产生

时 间 滞后 ; 液 体 培养条 件 下的表 型 比对表 明

AM9.1 的菌丝伸长、梗基伸长、菌丝分化能力大

大降低。说明烟曲霉的 Afu4g13170 基因缺失导致

菌体生长缺陷和分化缺陷, 使菌株的无性繁殖能

力和次生代谢物色素合成能力降低。已知烟曲霉

的毒素合成能力与生孢和色素形成有密切关系, 

可以初步确定该基因与致毒有关, 其表达促进空

气传播的无性孢子萌发和毒素产生。 

2.6  胶霉毒素分析 
胶霉毒素是烟曲霉产生的高毒性次生代谢物

之一, 其具有潜在免疫抑制、基因毒性、细胞毒

性和细胞凋亡效应[11]。为了检测 Afu4g13170 基因

与产生胶霉毒素的关系, 用 HPLC 分别检测烟曲

霉 Af293.1 与 AM9.1 菌株 MMG 培养上清液的胶

霉毒素含量(图 5)。由结果可知, Afu4g13170 基因

破坏使胶霉毒素的产生量降低了 37%。说明该基

因与烟曲霉产生胶霉毒素有关, Afu4g13170 基因

可作为一个防治曲霉毒素污染食品饲料的作用

靶位点。 

3  结论 

关于曲霉致毒相关基因及调控因子的研究, 
利于寻找防治曲霉污染的方法, 减少食品饲料的

污染及浪费。本研究通过 Double-joint PCR 方法

获得可以在受体基因组直接整合的嵌合基因, 减

少质粒构建的繁琐步骤, 降低科研费用。该方法 
 

 
图 4  烟曲霉 Af293.1 与 AM9.1 菌株的表型分析 

Fig. 4  Phenotypic analysis of A. fumigatus Af293.1 and AM9.1 strains 
Note: Bar is equal to 1 mm or 100 μm for solid culture or liquid culture respectively. WT: Af293.1; MT: AM9.1. 
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图 5  烟曲霉培养上清液的胶霉毒素含量 
Fig. 5  The gliotoxin content in the culture supernatant 
of A. fumigates Af293.1 and AM9.1 strains 
 
可以推广到其它微生物基因功能的研究。烟曲霉

Afu4g13170 基因是未报导过的新基因, 研究表明

Afu4g13170 基因缺失导致严重的菌体生长缺陷

和分化缺陷, 使菌株的无性繁殖能力和次生代谢

物色素合成能力降低。说明该基因与烟曲霉生

长、产孢有关, 但不是产孢的决定因素。色谱分

析表明该新基因与烟曲霉产生胶霉毒素有关 , 
该基因破坏使烟曲霉胶霉毒素产生量减少了

37%。由此可知控制该基因表达可使烟曲霉生长

滞缓、产毒能力降低; Afu4g13170 基因可作为一

个防治曲霉毒素污染的作用靶位点。将来应进一

步研究该基因是否参与 G 蛋白信号转导途径, 
并建立其与上下游调控因子之间的关联和应用

控制方法。 
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