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基于 URA3基因快速构建表达载体及其在里氏木霉的应用 
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摘  要：【背景】表达载体是基因工程必不可少的工具，对于真菌如里氏木霉(Trichoderma reesei)等，

由于缺乏商品化的表达载体，使其基因工程蛋白表达既复杂又费时而难以开展。【目的】建立一种利

用 URA3 序列快速构建表达载体的方法，解决真菌研究中难以简单、高效和快速构建表达载体的难

题。【方法】基于 URA3 基因的序列，利用其启动子上游 5′端序列和终止子下游 3′端序列构建同源重

组臂，通过同源重组臂定向同源重组到宿主基因组上，利用强启动子和终止子替换 URA3 基因，从

而实现外源基因的表达。根据此方法构建 pTRUC 表达载体，将红色荧光蛋白基因 mCherry 克隆到

该表达载体上，转化里氏木霉中并验证 mCherry 的表达。【结果】阳性转化子在荧光显微镜下观察

到强的红色荧光信号，在基因组 PCR 中检测到 mCherry，Western blotting 结果表明红色荧光蛋白

mCherry 能在里氏木霉中表达，以上结果说明该载体构建成功，使外源基因 mCherry 在里氏木霉中

正确表达。【结论】基于 URA3 基因的快速构建表达载体及其构建方法切实可行，将成为推动真核表

达系统表达异源蛋白的有力工具。 

关键词：里氏木霉，红色荧光蛋白，真核表达载体，同源重组，URA3 基因 
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Abstract: [Background] The expression vector is an indispensable tool for genetic engineering. However, 
some of the fungus such as Trichoderma reesei lacks commercial expression vector and the traditional 
vector construction method is complicated and time-consuming, which makes protein expression difficult 
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to carry out. [Objective] To generate a fast and novel method to construct the expression vectors based on 
the sequences of URA3 gene to generate a fungus’s universal expression system for research and 
development. [Methods] Based on the sequence of URA3 gene, we used the upstream gene fragment of 
URA3 promoter and downstream gene fragment of URA3 terminator to form homologous recombination 
arms. The promoter and terminator of URA3 was replaced with the promoter of CBH1 and the terminator 
of PDC during the construction process, respectively. The elements of the vector were linked seamlessly 
in one reaction using DNA topoisomerase I. Pcbh1-MCS-Tpcd, flanked by the homologous 
recombination arm of URA3, was assembled with other element fragments to form vector pTRUC. Red 
fluorescence protein, mCherry, was inserted into pTRUC which later was transformed into T. reesei to 
generate the final RUT-C30. Such expression system proves its feasibility via observation and 
determination of mCherry protein expression. [Results] After culturing the positive transformants on the 
PDA medium with 5-FOA, red fluorescence appeared on the hyphae tips and the septum. PCR result 
proved the expression of mCherry in the host. Western blotting analysis also showed the expression of 
mCherry. This method of vector construction is feasible as the constructed expression vector could 
express the recombinant protein. [Conclusion] The results demonstrate that the rapid construction of the 
expression system based on homologous recombination with the URA3 gene and the construction 
method is feasible. This will become a powerful tool to promote the expression of recombinant proteins 
in many eukaryotic expressing systems. 

Keywords: Trichoderma reesei, Red fluorescent protein, Vector construction, Homologous recombination, URA3 
 
 

基因工程(genetic engineering)突破了现有育种

无法打破的物种之间的界限，可以使不同物种如

原核与真核、动物与植物、人和其他生物等的遗传

信息进行重组和转移[1-2]。基因工程必不可少的工

具就是表达载体[3-5]，虽然市面上已经有多种商品

化的表达载体可供选购，例如 Novagen Corporation

用 于 大 肠 杆 菌 蛋 白 表 达 的 pET 系 列 载 体 ；

Invitrogen Corporation 用于毕赤酵母蛋白表达的

pPICZ 系列载体；Clontech Laboratories 用于哺乳类

动物细胞的 pDsRed1、pEYFP 系列载体等，但是这

些表达载体只针对某物种，一旦遇到里氏木霉

等，则要面临没有相应的商品化表达载体可用的

尴尬局面，严重影响研究进度。在构建复杂的多

片段拼接载体时，传统的载体构建方法[6-7]需要恰

当地挑选酶切位点，必要时需要选择多个转化载

体，操作复杂，既费时又费力。因此，寻找一种快

速、高效、便捷的载体构建方法对异源蛋白在里氏

木霉中高效表达具有重要的意义。 

URA3 基因编码乳清苷 5-磷酸脱羧酶(orotidine 

5′-phosphate decarboxylase)，该酶催化尿嘧啶核苷

酸生物合成的最后一步反应，与乳清酸磷酸核糖基

转 移 酶 (Ura5p) 结 合 ， 可 以 将 5- 氟 - 乳 清 酸

(5-fluoro-orotic acid，5-FOA)转化成 5-氟尿嘧啶

(5-fluorouracil，5-FU)，5-FU 是一种嘧啶类似物，

可以掺入核酸链中代替 Uracil 或 Thymine，干扰

RNA 和 DNA 加工和功能，最终导致细胞死亡[8]，

广泛用于酵母的筛选标记[9-10]。Δura3 菌株的生长

需要额外提供外源尿嘧啶，并且可在含有 5-FOA

的培养基中生存。利用 URA3 基因作为基因转化选

择标记的优点是含有 URA3 基因的菌株不能在

5-FOA 培养基中生长[11]，可同时去除阴性转化子

和野生型菌株。 

基于 URA3/5-FOA 选择系统的机理，本文根据

DNA 重组酶和同源重组的原理提出了快速构建表

达载体的方法，将线性的 PCR 片段定向重组，一

步实现 1−5 个片段的高效无缝拼接构成完整的质

粒。以 URA3 基因的启动子上游 5′端序列和终止子

下游 3′端序列构建同源重组臂，利用强启动子和终

止子，替换原来 URA3 基因的启动子和终止子序

列，构建新的表达元件组合，并在强启动子和终

止子之间添加多克隆位点(multiple cloning site，

MCS)，以方便外源基因的重组插入，将这些片段
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与大肠杆菌复制原点和氨苄抗性基因共同构建成

新的载体，并以 RFP mCherry 为报告基因，分析和

鉴定载体的功能。 

里氏木霉(Trichoderma reesei) RUT-C30 是无性

型红褐肉座菌属嗜温丝状真菌[12]，具有较好的蛋

白合成和分泌能力，以及真核细胞的分泌机制[13]，

其 N 糖基化和高甘露糖型等可能和哺乳动物表达

体系相似[14-16]。RUT-C30 还获得美国食品药品监

督管理局(Food and Drug Administration，FDA)的

“ 一 般 认 为 安 全 (generally recognized as safe ，

GRAS)”认证，其在生产过程中无致病性、无真菌

毒素和抗生素产生，这为外源蛋白在里氏木霉的高

效表达及生产提供一条切实可行的方法[17-19]。虽然

RUT-C30 具有良好的工业化蛋白生产潜力，但目

前科研界对其研究得仍不够深入[20-23]，可供研究

的商品化表达载体寥寥无几，使得研究受到很大

局限。因此，本研究基于 URA3 基因快速构建表达

载体，以里氏木霉作为表达菌株来展示具体的构建

方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和载体 

里氏木霉(Trichoderma reesei) RUT-C30 购自于

中国科学院微生物研究所菌种保藏中心；大肠杆菌

(JM109)由本实验室保存；mCherry 基因来自由本实

验室保存的 pLVX-IRES-mCherry 质粒，用 JCAT 在

线工具进行密码子优化，并在 mCherry 的 C 端加入

6×His-Tag 蛋白标签，序列交给深圳华大基因科技公

司合成 DNA；本实验所用引物(表 1) 均在深圳华大

基因科技公司合成。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

Afl II 和 Not I 限制性内切酶、T4 DNA 连接酶

购自 TaKaRa 公司；pEASY-Uni Seamless Cloning    

表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

引物 
Primer  

引物序列 
Primers sequence (5′→3′) 

酶切位点 
Restriction enzyme site

扩增的目的片段 
Amplified target fragment  

pTRUC-F1 CGGTACGCGCGGATCTTCCAGAGATCCGC 
GGCTCGCCTCTTCTTTGTGCTTTTCTCCTG 

Sac II 5′URA3 重组臂 
5′URA3 homologous reorganization arm 

pTRUC-F2 GCCAAGGTAGGTACCTACCACTAGGCGCGCCG 
GAACCTGGATACATCCATCATCACGC 

Asc I CBH I 启动子 
CBH I promoter (Pcbh1) 

pTRUC-F3 GTCAACCGCGGACTGCGCATCTTAAGATCGAT 
GCGGCCGCCCGGCATGAAGTCTGACCGGGTAG 

Afl II; Not I PDC 终止子 
PDC terminator (Tpdc) 

pTRUC-F4 GAGGAAGACATCGAGGCGTCCAACTAGTGGC 
GGAGGCGAACTGCACATTGG 

Spe I 3′URA3 重组臂 
3′URA3 homologous reorganization arm 

pTRUC-F5 GTCCCCCCGGAACAGCGACCTGACCGCGGAA 
TCGTCGAACGGCAGGCGTGC 

Sac II pUC 复制起点和氨苄抗性基因 
pUC origin and ampicillin resistance gene 

mCherry-F GCGCATCTTAAGATGGTTTCTAAGGGTGAAG 
AAGAC 

Afl II mCherry 红色荧光蛋白 
Red fluorescent protein of mCherry 

pTRUC-R1 GCGTGATGATGGATGTATCCAGGTTCCGGC 
GCGCCTAGTGGTAGGTACCTACCTTGGC 

Asc I 5′URA3 重组臂 
5′URA3 homologous reorganization arm 

pTRUC-R2 CTACCCGGTCAGACTTCATGCCGGGCGGCCGC 
ATCGATCTTAAGATGCGCAGTCCGCGGTTGAC 

Afl II; Not I CBH I 启动子 
CBH I promoter (Pcbh1) 

pTRUC-R3 CCAATGTGCAGTTCGCCTCCGCCACTAGTTGG 
ACGCCTCGATGTCTTCCTC 

Spe I PDC 终止子 
PDC terminator (Tpdc) 

pTRUC-R4 GCACGCCTGCCGTTCGACGATTCCGCGGTC 
AGGTCGCTGTTCCGGGGGGAC 

Sac II 3′URA3 重组臂 
3′URA3 homologous reorganization arm 

pTRUC-R5 CAGGAGAAAAGCACAAAGAAGAGGCGAGC 
CGCGGATCTCTGGAAGATCCGCGCGTACCG 

Sac II pUC 复制起点和氨苄抗性基因 
pUC origin and Ampicillin resistance gene

mCherry-R CCGGCAGCGGCCGCTTAGTGATGGTGATGGT 
GATGCTTGTACAATTCGTCCATACCACC 

Not I mCherry 红色荧光蛋白 
Red fluorescent protein of mCherry 

注：下划线所标注序列为限制性酶切位点序列. 
Note: The underlined sequences are restriction enzyme site sequences. 
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and Assembly Kit 购自北京全式金生物技术有限公

司；真菌基因组提取试剂盒、胶回收试剂盒、质

粒提取试剂盒均购自 Omega 公司；偶联辣根过氧

化物酶的 His-Tag (D3I1O) XP® Rabbit mAb (HRP 

Conjugate)抗体购自 CST 公司。超净工作台、恒温

培养箱，上海龙跃仪器设备有限公司；空气浴摇

床，上海天呈实验仪器制造有限公司；电泳转化

膜系统，Bio-Rad 公司。 

1.1.3  主要培养基 

LB 固体培养基(g/L)：胰化蛋白胨 10.0，酵母

提取物 5.0，氯化钠 10.0，琼脂 15.0，pH 7.0。PDA

培养基(g/L)：土豆浸出液 200.0，葡萄糖 10.0，  

琼脂 15.0，用于里氏木霉的固体培养。里氏木霉

液 体 基 础 培 养 基 和 原 生 质 体 再 生 培 养 基 参 照

Penttilä 等[14]的方法配制。5-FOA 的 PDA 筛选培养

基：含 0.5% 5-FOA 的 PDA 培养基。诱导产酶培

养基(g/L)：液体基础培养基加乳糖 20.0 g/L，酵母

提取物 12.0 g/L。 

1.2  方法 

pTRUC 表达载体各部分元件来源如下：(1) 

CBHI 启动子(Pcbh1)和 PDC 终止子序列(Tpdc)的获

得 ， 使 用 表 达 水 平 高 的 CBHI 基 因 (glycoside 

hydrolase family 7)以及丙酮酸脱羧酶基因(pyruvate 

decarboxylase，PDC)的 Pcbh1 启动子和 Tpdc 终止

子，5′与 3′URA3 重组臂扩增自 RUT-C30 基因组；

(2) pMD-19T 质粒提供 pUC origin 和氨苄抗性基因的

来源，使目的载体能够在大肠杆菌中复制及保

存。根据 GenBank 中里氏木霉基因组核苷酸序列

设计引物，将各个载体片段 PCR 扩增出来，切胶

纯化回收，然后通过重组酶将这 5 个片段连接起

来，再转入大肠杆菌中扩增，pTRUC 载体的结构

示意图见图 1。 

pTRUC 表达载体各部分元件 PCR 反应体系均

为 25 μL：ddH2O 18.2 μL，10×PCR 缓冲液 2.5 μL，

dNTP Mix 2 μL，模板(20 μmol/L) 1 μL，正、反向引

物(20 μmol/L)各 0.5 μL，Taq 酶(5 U/μL) 0.3 μL。 

Pcbh1 启动子 PCR 反应条件：95 °C 3 min； 

 
 

图 1  表达载体 pTRUC 的结构示意图 
Figure 1  Structure diagram of expression carrier pTRUC 
 

95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 2 min，35 个循环；

72 °C 20 min，4 °C 保存。 

Tpdc 终止子、5′URA3 同源臂、3′URA3 同源

臂、pUC ori 与 Amp 抗性基因 PCR 反应条件中

72 °C 延伸时间分别为 1 min、50 s、50 s、2 min  

40 s，其他条件同 Pcbh1 启动子 PCR 反应条件。 

1.2.1  RUT-C30 的培养和基因组提取 

将里氏木霉接种于 PDA 平板上，于 28 °C 恒温

培养 4−5 d 后制备孢子悬液，接种于液体基础培养

基中，于 28 °C、250 r/min 条件下培养 2 d，然后用

试剂盒提取 gDNA 并用 1%凝胶核酸电泳检测。 

1.2.2  PCR 引物设计及序列扩增 

载体 pTRUC 各个元件基因，包括 Pcbh1 启动

子(约 1 971 bp)、Tpdc终止子(约 1 030 bp)、5′URA3

同源臂(约 658 bp)、3′URA3 同源臂(约 784 bp)、

pUC ori 与 Amp 抗性基因(约 2 692 bp)，通过重组酶

将上述片段连接获得目的表达载体 pTRUC，长度

约为 7 180 bp。 

构建表达载体过程中需要用到的引物见表 1，

具体扩增过程如下：(1) 以 RUT-C30 基因组为模

板，用引物对 pTRUC-F1 和 pTRUC-R1、pTRUC-F2

和 pTRUC-R2 、 pTRUC-F3 和 pTRUC-R3 、

pTRUC-F4 和 pTRUC-R4，分别扩增出 5′URA3 重组

臂 DNA 序列、CBH1 启动子(Pcbh1) DNA 序列、

PDC 终止子序列(Tpdc) DNA 序列、3′URA3 重组臂
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DNA 序列；(2) 以 pMD-19T 质粒 DNA 为模板，用

引物对 pTRUC-F5 和 pTRUC-R5，扩增出 pUC origin

和 Ampicillin resistance gene DNA 序列；(3) 以密

码子优化的人工合成的 mCherry DNA 为模板，用

引物 mCherry-R 和 mCherry-F 扩增出 mCherry 红色

荧光蛋白 DNA 序列。 

PCR 扩增完成后，取 5 μL 扩增产物进行 1%凝

胶核酸电泳鉴定，纯化回收扩增产物。 

1.2.3  表达载体 pTRUC 的构建 

将纯化好的 5 个载体元件 DNA 片段配成等  

摩尔量的混合液，每个 DNA 片段的摩尔量均为  

0.1 pmol/μL，将此混合液与 2×Assembly Mix 反应

液进行连接反应，然后将大肠杆菌 JM109 感受态

细胞与反应液混合，铺于含 50 μg/mL 氨苄抗生素

的 LB 平板，37 °C 恒温培养箱倒置培养过夜，挑

选单菌落放大培养，提取质粒，然后进行电泳和

测序鉴定。 

1.2.4  表达载体 pTRUC-mCherry 的构建 

pTRUC 质粒 DNA 和 mCherry PCR 产物 DNA

分别进行 Afl II 和 Not I 双酶切反应，用连接酶连接

双酶切的 pTRUC 质粒 DNA 和 mCherry DNA 产

物，重组载体命名为 pTRUC-mCherry，将连接好

的质粒转入大肠杆菌 JM109 感受态细胞中，涂氨

苄抗性平板 37 °C 倒置培养过夜。将平板上的单菌

落接种于氨苄抗性的 LB 液体培养基中培养，按照

DNA 提取试剂盒说明书步骤提取 pTRUC-mCherry

质粒 DNA 进行 Afl II 和 Not I 酶切鉴定，反应完成

后取 5 μL 扩增产物进行 1%凝胶核酸电泳鉴定，部

分质粒 DNA 送去深圳华大基因科技公司测序。 

1.2.5  RUT-C30 原生质体的制备及质粒 pTRUC- 

mCherry 的转化 

取 108 RUT-C30 孢子接种于 30 mL 液体基础培

养基中，里氏木霉原生质体的制备和转化主要按

照 Penttilä 等 [14] 的 方 法 进 行 ， 将 质 粒 pTRUC- 

mCherry 转化至里氏木霉原生质体内，然后将原生

质体悬浮液涂布于 5 个 5-FOA PDA 筛选培养基  

平板上，28 °C 培养 3−5 d 后观察阳性转化子生长

情况。 

1.2.6  RUT-C30 pTRUC-mCherry 阳性转化子的

鉴定 

(1) 显 微 镜 观 察 红 色 荧 光 蛋 白 的 表 达 。 将

5-FOA PDA 筛选平板上长出的阳性转化子分别转

接到 PDA 平板上进行扩大培养。一周后首先将各

转化子分别接种于诱导产酶培养基中，28 °C、  

220 r/min 培养 48 h 后，将培养物置于激光共聚焦

显微镜观察 RFP 在 RUT-C30 中的表达情况。 

(2) PCR 鉴定 mCherry 基因。选取一株表达红

色荧光蛋白的阳性转化子接种于诱导产酶培养基

中，28 °C、220 r/min 扩大培养 48 h 后去上清，将

菌丝体置于研钵，用液氮研磨成粉，转至 2.0 mL 

EP 管中，用真菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒提取

其基因组 DNA，另取 RUT-C30 亲本菌株和 pTRUC

空载体转化菌株作为对照，重复此操作，得到相

应的基因组 DNA。 

将提取的基因组 DNA 作为模板，mCherry-R

和 mCherry-F 分别进行 PCR 扩增，扩增产物进行

1%凝胶核酸电泳鉴定。 

(3) Western blotting 鉴定 RFP 表达。将菌液抽

滤，称取 0.1 g 菌丝体用 200 μL RIPA 裂解液充分振

荡混匀菌丝体，将菌液抽滤，称取 0.1 g 菌丝体用

200 μL RIPA 裂解液充分振荡混匀菌丝体，加入 40 μL 

6×Loading buffer，振荡混匀，95 °C 金属浴加热

10 min，制备成蛋白样品，进行 12% PAGE 分离胶

凝胶电泳，然后将蛋白印迹转移到PVDF 膜上，5%的

脱脂牛奶封闭 1 h，用 His-Tag 一抗 4 °C 孵育过夜，用

1×TBST 洗膜 5 min，洗 5 次，然后 ECL 显色。 

2  结果与分析 

2.1  里氏木霉基因组 DNA 的提取 

用基因组 DNA 提取试剂盒提取 RUT-C30 基因

组 DNA，电泳检验，结果如图 2 所示，表明成功

提取到 RUT-C30 基因组 DNA。 

2.2  表达载体 pTRUC 的构建 

通过扩增得到载体 pTRUC 各个元件基因，

Pcbh1 启动子、Tpdc 终止子、5′URA3 同源臂、 
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图 2  RUT-C30 基因组 DNA 提取结果 
Figure 2  Results of RUT-C30 genome DNA extraction 

注：M：1 kb Marker；1：RUT-C30 基因组. 
Note: M: 1 kb Marker; 1: RUT-C30 genome. 
 

3′URA3 同源臂、pUC ori 与氨苄抗性基因。通过重

组酶将上述片段连接获得目的载体 pTRUC，大小

约为 7 180 bp，核酸凝胶电泳结果如图 3 所示，电

泳及测序结果均表明各序列均已得到正确扩增，

载体 pTRUC 成功构建。 

2.3  表达载体 pTRUC-mCherry 的构建 

将构建好的 pTRUC 载体质粒和红色荧光蛋白

mCherry 的 PCR 产物分别用 Afl II 和 Not I 双酶切后

由连接酶连接，形成重组载体 pTRUC-mCherry 后

转化至大肠杆菌 JM109，提取质粒进行酶切鉴定，

电泳结果见图 4，在约 7 000 bp 和 750 bp 处可见条

带，符合载体 pTRUC 及 mCherry 基因的长度，测

序结果表明重组载体构建成功。 

2.4  阳性转化子红色荧光的观察 

将重组载体 pTRUC-mCherry 转化至 RUT-C30

中进行表达鉴定，对载体 pTRUC 的表达功能进行

鉴 定 ， 挑 取 菌 丝 体 在 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 使 用   

587 nm 激发光条件下，可观察到发出红色荧光的

菌丝体，而亲本菌株在相同条件下没有观察到红

色荧光(图 5)，表明载体 pTRUC 对插入的外源基因

可进行有效的转录，并在 RUT-C30 中表达出红色

荧光蛋白质，说明 pTRUC 表达载体能实现外源蛋

白在 RUT-C30 中的表达。 

 
 

图 3  pTRUC 载体及 5 个 DNA 片段扩增结果 
Figure 3  Results of pTRUC vector and amplification five 
DNA fragments  

注：M1：5 000 bp Marker；1：5′URA3 同源臂基因 DNA 片段；

2：3′URA3 同源臂基因 DNA 片段；3：Pcbh1 启动子 DNA 片段；

4：Tpdc 终止子 DNA 片段；5：pMD-19T DNA 片段；6：pTRUC

质粒；M2：1 kb Marker. 
Note: M1: 5 000 bp Marker; 1: DNA fragments of 5′URA3 
homologous arm; 2: DNA fragments of 3′URA3 homologous arm; 
3: DNA fragments of promoter Pcbh1; 4: DNA fragments of 
terminator Tpdc; 5: DNA fragments of pMD-19T; 6: Plasmid 
pTRUC; M2: 1 kb Marker. 
 

 
 

图 4  pTRUC-mCherry 质粒双酶切结果 
Figure 4  Result of pTRUC-mCherry plasmid digested  

注：M1：5 000 bp Marker；1：mCherry DNA 片段；2：pTRUC- 

mCherry 质粒 DNA；3：Afl II 和 Not I 双酶切的 pTRUC-mCherry

质粒 DNA；M2：1 kb Marker. 
Note: M1: 5 000 bp Marker; 1: DNA fragments of mCherry; 2: 
pTRUC-mCherry plasmid; 3: pTRUC-mCherry plasmid digested 
by Afl II and Not I; M2: 1 kb Marker. 

由于里氏木霉是多细胞的丝状体，其菌丝体

任何一点都能发生分枝，在菌落发育的后期，菌

丝之间相互接触，在菌丝接触点相近的壁局部降

解而发生菌丝的结网现象，使菌落形成一个完整 
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图 5  阳性转化子红色荧光的观察 
Figure 5  Observation of red fluorescence of positive transformants 

注：A：RUT-C30 在 587 nm 激发光光源下拍摄结果；B：RUT-C30 在普通光源下拍摄结果；C：A 和 B 合并图；D：mCherry 重组

菌在 587 nm 激发光光源下拍摄结果；E：mCherry 重组菌在普通光源下拍摄结果；F：D 和 E 合并图(放大倍数 63×). 
Note: A: Shoot in 587 nm excitation light of RUT-C30; B: Shoot in ordinary light of RUT-C30; C: Merge A and B; D: Shoot in 587 nm 
excitation light of mCherry positive transformants; E: Shoot in ordinary light of mCherry positive transformants; F: Merge D and E 
(enlargement factor 63×). 
 

的网状结构，其意义在于将菌丝用放射状二维平

面扩散到三维网状，使得营养物质等可以运送到

菌落的任一地方[24]。重组 mCherry 里氏木霉菌株

的菌丝体同样也有菌丝融合现象，当菌丝发生结

网融合时，其表达的 mCherry 红色荧光蛋白也会

互相分享，高表达 mCherry 红色荧光的转化子会

与低表达的转化子或者是非转化子之间分享细胞

质中的 mCherry 蛋白，从而表现出某一段菌丝表

达量很高，其他菌丝表达量较低的情况，这也是丝

状真菌表达较难筛选纯高表达菌株的原因之一。 

2.5  阳性转化子的 PCR 鉴定 

分别以 RUT-C30 亲本菌株、pTRUC 空载体转

化菌株、mCherry 重组菌基因组 DNA 为模板，

PCR 扩增 mCherry 基因片段，PCR 产物电泳检验结

果见图 6，结果表明只有 pTRUC-mCherry重组菌的

基因组 DNA 含 mCherry 基因片段，片段大小约在

750 bp，而 RUT-C30 亲本菌株、pTRUC 空载体转化

菌株均没有 mCherry 基因，说明 pTRUC 载体成功将

mCherry 基因重组并整合到 RUT-C30 基因组中。 

 

 
 
 

图 6  mCherry基因组鉴定 
Figure 6  Genome identification of mCherry 
注：M：5 000 bp Marker；1：RUT-C30 gDNA 为模板的 PCR 产

物；2：pTRUC 空载体转化菌株 gDNA 为模板的 PCR 产物；3：

mCherry 重组菌 gDNA 为模板的 PCR 产物. 

Note: M: 5 000 bp Marker; 1: PCR production of RUT-C30 gDNA; 
2: PCR production of pTRUC gDNA; 3: PCR production of 
mCherry gDNA. 
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2.6  阳性转化子的 Western blotting 鉴定 

分别以 RUT-C30 亲本菌株、pTRUC 空载体转

化 菌 株 、 mCherry 重 组 菌 的 菌 体 蛋 白 进 行 了

Western blotting 检测，结果表明只有 mCherry 重组

菌的菌体蛋白有红色荧光蛋白 mCherry 的表达，

在分子量约为 30 kD 处有特异性反应的条带，见图

7，该条带的大小与预测的目标蛋白分子量大小一

致，说明红色荧光蛋白 mCherry 能在 RUT-C30 中

表达，同时也说明 pTRUC 表达载体能将异源基因

重组到 RUT-C30 中，并成功表达出相应蛋白。 

3  讨论与结论 

里氏木霉因其具有分泌大量水解酶的能力而成

为同源和异源蛋白表达有吸引力的宿主[13,25-26]，但

里氏木霉表达重组蛋白的质粒完全是由自己实验

室构建或别人赠送，缺点是费时费力、质粒质量

参差不齐、其他研究者难以获得，从而导致实验进

展缓慢，结果不理想。目前构建里氏木霉表达体

系的质粒主要是用 Pcbh1 启动子，它是目前公认的

表达量较高且使用最多的诱导型强启动子，它由

几 种 糖 类 如 纤 维 素 、 槐 糖 、 乳 糖 等 诱 导 ， 并 
 

 
 

图 7  蛋白印迹验证 mCherry 在 RUT-C30 中的表达   

情况 
Figure 7  Western blotting analysis of expressing mCherry 
in RUT-C30 

注：M：PR1930 Marker；1：RUT-C30 空白对照；2：pTRUC

空载体转化菌株；3：mCherry 重组菌. 
Note: M: PR1930 Marker; 1: Control of RUT-C30; 2: Positive 
transformants of pTRUC; 3: Positive transformants of mCherry. 

受分解代谢抑制的调节[27-28]，当 Pcbh1 启动子用于

蛋白质表达时，必须加入诱导物(或诱导剂)以触发

靶基因的表达[15-16,29]。外源蛋白在里氏木霉中的表

达量达到 50–150 mg/L[30-31]，已被用于产生各种 

同源或异源蛋白，因此本文选择 Pcbh1 启动子构建 

载体。 

抗药基因是发展最早、应用最广的一类筛选

标记，这类筛选标记应用方便，选择效率高，功能

稳定，在生物遗传转化中已经被广泛应用于植

物、动物、微生物等遗传转化[32-34]。随着生物技

术的发展和应用，生物安全性及抗药基因类筛选

标记可能带来的不良影响已经受到人们的广泛关

注，抗药基因产生的安全性问题体现在基因横向

转移使病原微生物获得抗药性，对人类及其生存

环境产生潜在的危害；植物遗传转化中使用的除

草剂筛选标记基因也有可能改变生物的遗传多样

性，造成生态危害[35]。但是可以预见的是，分子

生物技术将被广泛地应用于发酵、制药、食品/饲

料工程、废水处理、环境修复、生物防治等领域

的菌株构建或基因改良，但这些通过基因转化改

良的菌株是不能带有抗药基因的[36]，为了避免这

一安全问题，本研究构建的 pTRUC 载体主要目的

是实现人源药用蛋白在里氏木霉中的高效表达，

从而选择营养缺陷型筛选基因。营养缺陷型筛选

基因的优点主要是：(1) 安全性问题的考虑；(2) 

因为真核生物的抗生素不仅价格比较昂贵，而且

对动植物的毒性也比较强，所以选择营养缺陷型筛

选基因；(3) 酵母、构巢曲霉等作为模式菌株已经

成功构建营养缺陷型菌株。营养缺陷型筛选标记

在细菌重组改造中的使用也已有研究。de Vos 等[37]

将乳酸乳球菌糖类代谢途径中的关键基因 lacF 在

宿主菌染色体上失活，再将该基因克隆到游离表

达质粒中，当质粒导入 lacF 缺陷型宿主菌后，克

隆在质粒上的基因表达使宿主菌的乳糖缺陷得到

互补，从而得到一种食品级的选择标记。因此，

本研究采用 Pcbh1 启动子和 URA3 基因缺陷构建表

达载体，以期实现药用蛋白在里氏木霉中安全、
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高效表达。 

重组酶对 DNA 片段连接的高效性和位点特异

性使其在基因工程中受到关注[38-41]，构建载体的

相邻片段之间有一定的重叠片段，利用重组酶实

现了一步多个片段的高效无缝拼接构建成目的载

体。整个构建过程快速高效，只需要进行 PCR 扩

增和重组酶连接两步即可生成目标载体，比起传

统的载体构建方法更加高效、便捷。 

mCherry 是一种红色荧光蛋白，将 mCherry 基

因重组到目标表达载体上进行表达鉴定能对该载

体的蛋白表达效果进行直观的评价[42-44]。载体插

入红色荧光蛋白 mCherry 基因，结果显示转化后的

木霉菌丝体在 587 nm 激发光下可观察到明亮的红

色荧光，基因组 PCR 和 Western blotting 结果分析

可知成功建立了能够表达外源基因的表达载体，

利用 URA3 基因的负筛选原理，同源重组整合到

RUT-C30 的基因组上，在含有尿嘧啶的培养基中

正常生长并稳定表达外源蛋白。 

本研究使 RUT-C30 更容易成为表达异源基因

的表达宿主，为促进更多药用和食用蛋白在里氏木

霉中的表达应用奠定了基础，相信本文提供的方法

会使更多有经济价值的物种成为基因工程蛋白表

达产品产业化、商品化进程中的有力工具。 
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