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黑曲霉菌株柠檬酸合成酶基因的敲除及功能分析 
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2 天津科技大学生物工程学院  天津  300457 

摘  要：【背景】柠檬酸合成酶是碳代谢途径的中心酶，其在三羧酸循环(tricarboxylic acid cycle，TCA)、
氨基酸合成和乙醛酸循环中发挥着重要作用，是柠檬酸合成的关键酶。本论文所选用的是一株高产

柠檬酸的黑曲霉菌株 CGMCC10142。【目的】克隆柠檬酸合成酶关键基因，构建柠檬酸合成酶的敲

除菌株并鉴定其在黑曲霉菌株高产柠檬酸过程中的功能及影响。【方法】采用根癌农杆菌转化方法并

利用同源重组原理，采用抗性筛选和致死型反向筛选的双重筛选方法获得正确敲除株。对转化子在

不同碳源下的生长情况进行观察并对柠檬酸发酵过程中菌丝球变化和产酸量进行分析，最后通过荧

光定量 PCR 分析柠檬酸合成酶基因对黑曲霉积累柠檬酸的影响，及其对主要代谢途径中重要酶相关

基因和其他的表达量的影响。【结果】以柠檬酸高产菌株黑曲霉 CGMCC10142 为出发菌，构建一株

遗传稳定的柠檬酸合成酶敲除的菌株 T1-2。结果发现该菌株在以葡萄糖为碳源的培养基上生长缓慢

并且产生孢子量减少。通过摇瓶发酵产酸实验，结果表明敲除菌在 84 h 产酸量为 64.3 g/L，相对于

出发菌的 98.7 g/L 降低了 34.85%。通过荧光定量 PCR 发现柠檬酸合成酶的表达量是下降的，同时

重要酶的表达量都下降。【结论】该菌株的柠檬酸合成酶基因对柠檬酸积累具有重要作用，但存在其

他同工酶基因，该基因敲除仅使产酸合成降低 34.85%，同时发现该柠檬酸合成酶的顺畅表达有助于

主代谢途径中各关键酶的高效表达，本研究可为研究黑曲霉高产柠檬酸机理奠定基础。 

关键词：黑曲霉 CGMCC10142，柠檬酸合成酶，基因敲除，柠檬酸，实时荧光定量 PCR 
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Abstract: [Background] Citric acid synthase is the central enzyme of carbon metabolism. It is important 
in the tricarboxylic acid (TCA) cycle, amino acid synthesis and glyoxylate cycle, and is a key enzyme in 
the synthesis of citric acid. In this paper, a citric acid-producing Aspergillus niger strain CGMCC10142 
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was selected. [Objective] Cloning of key genecitrate synthase, constructing the knockout strain of citrate 
synthase and identifying its function and influence in the process of high yield of citric acid by Aspergillus 
niger strain. [Methods] In this experiment, the Agrobacterium tumefaciens transformation method and the 
principle of homologous recombination were used, and the correct knockout strain was obtained by the 
dual screening method of resistance screening and lethal type and reverse screening. Observation of 
growth of different carbon sources by transformants and the changes of mycelial spheres and acid 
production during citric acid fermentation were analyzed. Finally, the effect of citrate synthase gene on the 
accumulation of citric acid in Aspergillus niger and its effect on the expression of important 
enzyme-related genes and other expressions in the main metabolic pathways were analyzed by real-time 
PCR. [Results] A strain T1-2 with a genetically stable knockout citrate synthase was constructed based on 
the high-yield citric acid strain Aspergillus niger CGMCC10142. The results showed that the strain grew 
slowly on the medium with glucose as carbon source and produced fewer spores. The results of shaking 
flask fermentation showed that the acid yield of knockout bacteria was 64.3 g/L at 84 h, which was 34.85% 
lower than that of the original bacteria at 98.7 g/L. Real-time quantitative PCR results showed that the 
expression level of citrate synthase was decreased, and the expression levels of other important enzymes 
were decreased. [Conclusion] The citrate synthase gene of this strain plays an important role in the 
accumulation of citric acid, but there are other isozyme genes. When this gene knockout, only the acid 
production synthesis is reduced by 34.85%. At the same time, it was found that the smooth expression of 
the citrate synthase facilitated the high-efficiency expression of each key enzyme in the main metabolic 
pathway, which laid a foundation for studying the mechanism of high-yield citric acid in Aspergillus niger. 

Keywords: Aspergillus niger CGMCC10142, Citrate synthase, Gene knockout, Citric acid, Quantitative 
Real-time qPCR 

我国最早从 20 世纪 60 年代初开始进行大规

模的柠檬酸工业化生产，其中 70%–80%用于生产

饮料、食品，其余用于医药、化工、环保、化妆

品、纺织、建筑等领域[1]。2018 年，我国发酵生

产柠檬酸及其盐达到 152 万 t，柠檬酸发酵生产技

术和产量均已经处于世界先进水平。克雷伯斯于

1940 年提出三羧酸循环学说以来，柠檬酸的积累

途径已被人们所认知。葡萄糖经过糖酵解(embden- 
meyerhof pathway，EMP)途径后生成丙酮酸，丙酮

酸进一步氧化脱羧生成乙酰辅酶 A，同时在细胞质

中羧化生成草酰乙酸，然后由柠檬酸合酶催化乙酰

辅酶 A 和草酸乙酸缩合而成柠檬酸[2]。 
柠檬酸合成酶(citrate synthase，CS)，又称柠檬

酸缩合酶，在三羧酸循环第一步反应中催化乙酰辅

酶 A 的乙酰基与草酰乙酸的酮基结合生成柠檬酰

辅酶 A，以便后续高能磷酸键水解释放出辅酶 A 得

到柠檬酸。柠檬酸合成酶是一个调控酶，此酶的底

物乙酰辅酶 A 和草酰乙酸是其激活剂，NADH、琥

珀酰辅酶 A 是抑制剂，其是三羧酸循环(tricarboxylic 

acid cycle，TCA)和乙醛酸循环中的关键酶，因此，

对于所有生物体来说柠檬酸合成酶都是代谢过程

中重要的酶，在黑曲霉高产柠檬酸发酵过程中起到

至关重要的核心作用。由于柠檬酸合成酶的重要

性，对其基因的克隆表达和功能分析已在多种生物

体中完成。在植物油菜中进行了 cs 基因克隆及逆境

表达研究，为进一步研究 CS 在植物的发育调控以

及抗逆作用中的机制提供了基础[3]。胡利华等则采

用根癌农杆菌介导法将 cs 基因导入粳稻和籼稻中

通过筛选获得转基因阳性植株，使 CS 在水稻植株

内过表达，以加速根系大量合成和分泌柠檬酸[4]。

在植物拟南芥中有 5 个柠檬酸合成酶同工酶，其中

2 种是过氧化物酶体(CSY2 和 CSY3)，是脂肪酸呼

吸和种子萌发所必需的[5]。在酿酒酵母中有 3 个基

因编码柠檬酸合成酶同工酶，线粒体 cit1 是 TCA
循环的主要柠檬酸合成酶。另外一种酶 cit2 通过 C
末端过氧化物酶体靶向序列 PST1 定位于过氧化物

酶体[6]。此外，第 3 个基因 cit3 编码具有柠檬酸合

成酶活性的线粒体酶[7]。在丝状子囊菌构巢曲霉中
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目前发现了柠檬酸合成酶和甲基柠檬酸合成酶编

码基因[8]，分别为 citA 和 mcs，而且在构巢曲霉和

烟曲霉中 mcs 仅位于线粒体，同时具有甲基柠檬酸

盐和柠檬酸合成酶活性，为丙酰辅酶 A 代谢所必  
需[9]。根据报道，在黑曲霉 WU-2223L 中也只发现

了一个柠檬酸合成酶和一个甲基柠檬酸合成酶，并

且其同时表现出 Methylcitrate synthetase (MCS)活
性和 CS 活性，其中 MCS 是丙酰辅酶 A 代谢的关

键酶，但不是黑曲霉利用葡萄糖生产柠檬酸的关键 
酶[10]。Ruijter 等在真菌黑曲霉中过表达柠檬酸合成

酶 CS，在表达水平和酶活变高的情况下对黑曲霉

产柠檬酸无明显影响[11]。 
在 NCBI 的丝状真菌黑曲霉 CBS 513.88 所公布

的基因序列中发现有 4 个柠檬酸合成酶。本实验所

用 菌 株 的 基 因 组 测 序 结 果 发 现 ， 在 黑 曲 霉

CGMCC10142 存在 4 个柠檬酸合成酶的同工酶序

列。根据已有柠檬酸合酶的相关报道，本次的实验选

择柠檬酸合成中起到最主要作用的柠檬酸合成酶，对

其进行克隆并构建柠檬酸合成酶缺失菌株，以期对该

基因在柠檬酸高产菌株中的功能进行初步分析。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株及培养条件 

实验使用的柠檬酸高产菌株黑曲霉 CGMCC 
10142、大肠杆菌 DH5α 和农杆菌 AGL-1 均来自天

津工业发酵微生物学重点实验室。 

1.1.2  培养基 
产孢培养基为 PDA 培养基。发酵培养基为玉米

液化液(RZBC 有限公司，山东日照)。玉米液化液是

按玉米粉׃水=14׃ 的比例混合，加热至 70 °C，加入耐

高温 α-淀粉酶，保温 10 min，然后加热至 90 °C 保温

4−5 h，碘液不变色，2 层纱布过滤，至滤液冷却后加

水调至合适的总糖浓度，1105 Pa 灭菌 20 min。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

霉菌基因组 DNA 提取试剂，北京索莱宝科技

有限公司；潮霉素 HYG、5-氟脱氧尿苷，索莱宝公

司；pMD18-T Easy Vector，宝生物工程有限公司；

PCR 产物胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒、10×PCR 
Buffer、2.5×dNTP Mixture、MarKIII DNA Marker，
天根生化科技有限公司；PrimeScriptTM II 1st Strand 
cDNA Synthesis Kit、rTaq DNA Polymerase，5×RT 
Reaction Buffer、RNase Inhibitor、M-MLV RTase、

dNTPs，TaKaRa 公司。PCR 扩增仪，Eppendorf 公

司；Fast 荧光定量 PCR 仪，TaKaRa 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  黑曲霉基因组的提取 

将黑曲霉的孢子接种于液体 PDA 培养基中，

在 36 °C 静置培养 48 h，待液体培养基长出菌丝后，

纱布过滤并用无菌水冲洗收集菌丝体，具体方法参

考文献[12]。 
1.2.2  cs 基因的克隆 

依据 NCBI 已经公布的 CS (XM-001393946)的
基因信息，设计 cs 基因序列引物如表 1 所示，以 

表 1  柠檬酸合酶基因克隆和敲除质粒构建所使用的引物 
Table 1  Primers used for cloning and knockout plasmid construction of citrate synthase gene 
Primers name Sequences (5′→3′) Amplification product Length (bp) 
CS-F ATGGCTTCCACCTTGAGACTG cs gene 2 121 
CS-R ATTTACAGCTTAGCACCAACAAG 
HSVtk-F GAATTCCGGAATTCAATTCGAATTGGGTACTCAAATTGG HSV-TK gene 1 855 
HSVtk-R CAATCTTCTCCGGGCTCTCCAGCTTATCATCATG 
L-F GTACTTGTATTGTTGTTATGGCTG P10-C left arm 1 110 
L-R CTCCCTACACACATTGATTGGGTACC 
H-F GTCGACGTCGACGTTAACTGATATTGAAGGAG HYG 1 396 
H-R CTATTTCTTTGCCCTCGGACG 
R-F CCATTGGCAACGACCTCAGC P10-C right arm 704 
R-R GATTGACTTGGAATTTCTCAAGTGCGTCGAC 

Note: The EcoR I, Kpn I, Sal I sites are underlined. 
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黑曲霉 CGMCC10142 菌株的基因组 DNA 为模板，

通过 PCR 技术扩增编码柠檬酸合成酶基因 cs。以

提取的黑曲霉基因组为模板，CS-F、CS-R 为上、

下 游 引 物 。 PCR 反 应 体 系 (25 μL)： rTaq DNA 
Polymerase (5 U/μL) 1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)
各 1 μL，DNA 2 μL，10PCR Buffer 2.5 μL，

2.5dNTP Mixture 2 μL，ddH2O 15.5 μL。PCR 反应

条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，60 °C 30 s，72 °C    
2 min，30 个循环；72 °C 10 min。将扩增的目的片

段分别连接到 pMD18-T 载体上并测序。 
1.2.3  cs 基因敲除质粒的构建 

敲除质粒构建过程所用的引物如表 1 所示。质

粒 p44 来源于天津市工业发酵重点实验室。用于敲

除黑曲霉 CGMCC10142 菌株中 cs 基因质粒 p10-C
的构建方法为：基因组 DNA 被用作模板来扩增位

于 cs 基因上游和下游的同源左臂和右臂；以实验室

保存的质粒 pBHt2-tk 为模板，用 HSVtk-F、HSVtk-R
作为上、下游引物，PCR 扩增 HSVtk 基因序列。

PCR 反 应 体 系 (25 μL) ： rTaq DNA Polymerase     
(5 U/μL) 0.5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，

模板 DNA 1 μL，10PCR Buffer 2.5 μL，2.5dNTP 
Mixture 2 μL，ddH2O 17 μL。PCR 反应条件：95 °C 
5 min；95 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C 2 min，30 个

循环；72 °C 10 min。然后利用重叠 PCR 技术将

HSVtk 和左臂融合起来，经过 EcoR I 和 Kpn I 将质

粒 p44 和融合片段同时双酶切回收后使用 T4 连接

酶连接构成 p44-HSVtk-L 质粒。再利用重叠 PCR
技术将 cs 基因右臂和潮霉素融合起来，然后再用

Sal I 单酶切该片段和 p44-HSVtk-L 质粒连接，最终

构成柠檬酸合成酶的敲除质粒 p10-C 质粒。 
1.2.4  质粒转化大肠杆菌及验证 

首先是制作 E. coli DH5α 感受态细胞，之后将

带有目的片段的质粒转化入感受态细胞中。具体方

法参考文献[13]。 
1.2.5  质粒电转农杆菌 

将大肠杆菌质粒与农杆菌感受态混合均匀，

用移液枪吸入间距 0.2 cm 电转杯中，2.5 kV 电击

5 ms；加入 LB 液体培养基于电转杯混匀后，注入

无菌 EP 管中，28 °C、180 r/min 孵育 6 h；吸取部

分菌液涂布到含有 100 μg/mL Kan 抗性的 LB 平板

上，28 °C 培养 1–2 d。然后挑取较大单菌落转接到

含有相同抗性的 LB 液体培养基，28 °C、180 r/min
培养过夜后进行菌液 PCR 验证。PCR 反应体系  
(25 μL)：rTaq DNA Polymerase (5 U/μL) 0.5 μL，L-F、

R-R 引物(10 μmol/L)各 1 μL，模板菌液 1 μL，

10PCR Buffer 2.5 μL，2.5dNTP Mixture 2 μL，

ddH2O 17 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，
60°C 30 s，72 °C 3 min，30 个循环；72 °C 10 min。 
1.2.6  根癌农杆菌侵染黑曲霉及阳性转化子的筛选 

根癌农杆菌转化法具体步骤参考文献[14]。在实验

过程中，除了使用 HYG 抗性标记进行初步筛选，还采

用一种反向筛选方法来提高黑曲霉基因敲除效率[15]。 
1.2.7  CS 缺失菌株在不同碳源下的生长表型 

生长实验是在 CM 培养基平板上进行的，其中

将 1%葡萄糖替换为果糖、木糖、阿拉伯糖、甘露醇、

蔗糖、麦芽糖、半乳糖、乳糖、山梨醇、乙酸钠和

丙酸钠为唯一碳源[16]。将黑曲霉菌株 CGMCC10142
和 T1-2 的分生孢子在蒸馏水中悬浮，然后涂布于正

常 CM 平板上，37 °C 培养 24 h，然后将其单菌落分

别点种在不同碳源板上，37 °C 下接着培养 3 d。对

各个菌株的生长情况和产孢量进行分析。 
1.2.8  摇瓶实验和总酸的测定 

将 1×105 孢子/mL 的孢悬液接种至 50 mL/500 mL
三角瓶的发酵培养基中，37 °C、300 r/min 振荡培

养，分别发酵 24、48、84 h 取样，观察发酵液中菌

丝球形态并采用氢氧化钠滴定法，重复 3 次，取平

均值测定产酸。 
1.2.9  敲除菌株的实时荧光定量 PCR 

实时荧光定量 PCR 的相关基因的参考序列在

GenBank 登录号为：己糖激酶 XM_001400532，磷

酸 果 糖 激 酶 X M _ 0 0 1 3 9 8 5 8 9 ， 丙 酮 酸 激 酶

XM_026768580.1，柠檬酸合成酶 XM_001393946。

参考其序列所设计的引物如表 2 所示。将上述发酵 
得到过滤的菌体进行黑曲霉总 RNA 的提取，然后
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根据 TaKaRa 公司的 PrimeScriptTM II 1st Strand 
cDNA Synthesis Kit 的操作方法进行反转录，实验操

作按照产品说明书进行。PCR 反应体系(25 μL)：
5RT Reaction Buffer 5 μL，dNTPs (25 mmol/L)    
1 μL，RNase Inhibitor (25 U/μL) 1 μL，M-MLV RTase  
(200 U/μL) 1 μL，RNA 2 μL，Random Primer    
(250 mmol/L) 1 μL，ddH2O 14 μL。PCR 反应条件：

37 °C 60 min；85 °C 5 min；4 °C 保存。用 Fast 荧

光定量 PCR 仪，采用 2−ΔΔCt 法进行相对定量分析。 

2  结果与分析 

2.1  柠檬酸合成酶基因的克隆与序列分析 
基于对 CGMCC10142 基因组的分析，该菌株 

表 2  实时荧光定量 PCR 所使用引物 
Table 2  Primers used for real-time qPCR 
Primers Sequences (5′→3′) Amplification 

product 
Length 
(bp) 

F CTCCAAGCTCAAGCAGATT hk 98 
R GAACCCAGGTGACGTTCATA 
F GCCAAGAACATGGTCCTC pfk 115 
R CCAATTCCTTCAACAGACCG 
F CATACAACCCTCGTCCTACT pk 91 
R GTCTCTCCCGACAGCATGA 
F TCAGATTGAAGTGCTTTCGCTA cs 83 
R CATCTTGGTGAGCCAGTT 
F CTGAATGACCGCTCATGC cexA 84 
R CGGTGGTTGTAATCCATAAGG 

 
具有 4 个编码柠檬酸合成酶的基因。4 个柠檬酸合

成酶的氨基酸序列比对如图 1 所示，差异较大，但 

 
 

图 1  4 个柠檬酸合成酶的氨基酸序列比对 
Figure 1  Amino acid sequence alignment of four citrate synthases 
注：An08g10920：柠檬酸合成酶 1；An01g09940：柠檬酸合成酶 2；An15g01920：柠檬酸合成酶 3；An09g06680：柠檬酸合成酶 4. 
Note: An08g10920: Citrate synthase 1, An01g09940: Citrate synthase 2, An15g01920: Citrate synthase 3, An09g06680: Citrate synthase 4. 
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依然具有活性位点和乙酰辅酶 A 的结合位点。分

别将黑曲霉 4 个柠檬酸合成酶的氨基酸序列与不

同物种的柠檬酸合成酶比较发现，第 4 个柠檬酸合

成酶(An09g06680)在不同物种的相似性较高，并且

位于线粒体，是柠檬酸合成中起主要功能的酶，因

此选择对该基因进行研究。从黑曲霉 CGMCC10142
菌株基因组中克隆 cs 基因 DNA 片段，如图 2 所示，

测序结果表明获得了长度为 2 121 bp 的序列，与

NCBI 所公布的 cs 基因大小相近。将核苷酸测序  
结 果 与 GenBank 上 公 布 的 黑 曲 霉 CBS 513.88 
(XM_001393946)的 cs 基因序列进行比对，结果相

似性为 98%。该柠檬酸合成酶共有 474 个氨基酸，

分子量为 52 kD，其氨基酸序列与报道的曲霉属、

酿酒酵母、大肠杆菌和人类的柠檬酸合成酶的氨基

酸序列在 DNAMAN 中进行比对的结果如图 3 所

示 ， 具 有 多 段 氨 基 酸 残 基 序 列 保 守 区 ， 其 中

VVPGYGHAVLRKTDRRY 都分布在柠檬酸合成

酶的活性中心。通过 MEGA 5.0 软件构建系统发育

树，如图 4 所示。菌株黑曲霉 CGMCC10142 与烟

曲霉的相似性最高为 96%，同时与构巢曲霉、黄

曲霉和米曲霉的相似性均在 90%以上。与酿酒酵

母和人类的柠檬酸合成酶的氨基酸序列相似性都

达到了 60%以上，可见该柠檬酸合成酶的保守性

较强。 
 

 
 

图 2  柠檬酸合成酶 cs 基因的克隆 
Figure 2  Cloning of citrate synthase cs gene 
注：M：MarKIII DNA Marker；1：柠檬酸合成酶基因 PCR 产物. 
Note: M: MarKIII DNA Marker; 1: PCR products of citrate 
synthase gene. 

2.2  cs 基因缺失菌株的构建 
柠檬酸合成酶的敲除质粒 p10-c 的构建过程

如图 5A 所示。将构建好的质粒转化入大肠杆菌

DH5α，验证正确的质粒即具有整个 cs 基因敲除

表达框，全长为 5 065 bp，如图 5B 所示，电转到

农杆菌 AGL-1，获得带有 p10-c 质粒的农杆菌对

黑曲霉 CGMCC 10142 进行侵染实验。农杆菌与

黑曲霉孢子悬液共培养 2−3 d 后用无菌水洗下，

并涂布于加有 200 μg/mL 潮霉素(hygromgcin，

HYG)的 PDA 培养基进行一次筛选，35 °C 培养  

3 d 后，将一次抗性筛选平板上长出的单个转化子

点接到含有 0.5 μmol/L 5-氟脱氧尿苷的 PDA 培养

基进行二次筛选，将二次筛选板上生长的转化子

点接正常 PDA 平板上，35 °C 培养 2−3 d 后转接

孢子于液体培养基，提取基因组验证从左臂到右

臂敲除组件，如图 5C 所示，当以潮霉素作为抗

性筛选标记，以筛选到的转化子基因组为模板扩

增得到一条 3 210 bp 的单一条带；而完全没有插

入基因组的菌株只能得到 2 900 bp 左右的条带；

若非同源重组，仅仅随机插入，就会得到上述两

条带。在此基础上，依照黑曲霉 CBS 513.88 的柠

檬酸合酶左臂的上游序列设计复证引物 csA-F 

(5′-CAATCACCCCATTCCTTCACGG-3′)，以左臂

更左上游引物 csA-F 和潮霉素下游引物 H-R 成对

进行 PCR 验证，获得条带大小为 2 610 bp 左右的

片段，复证阳性转化子确为潮霉素原位重组，结

果如图 5D 所示，筛选到同源重组敲除株，命名

为 T1-2。 

2.3  黑曲霉突变株的生长形态 
由于自身基因的缺失和外源基因的随机插入

都会导致黑曲霉的生长形态发生改变(图 6)。从菌落

形态可以看出，两株菌以葡萄糖、果糖、木糖、蔗

糖、麦芽糖为单一碳源时菌落较大，以阿拉伯糖、

乳糖、乙酸钠、丙酸钠为唯一碳源时的菌落较小。

从产孢情况来看，黑曲霉 CGMCC10142 在葡萄糖 
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图 3  不同物种的柠檬酸合成酶的氨基酸序列比对 
Figure 3  Amino acid sequence alignment of citrate synthase from different species 
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图 4  对不同物种柠檬酸合成酶构建的系统发育树 
Figure 4  Phylogenetic tree constructed from citrate synthase of different species 
注：系统发育树采用邻接法构建；括号中的序号为代表菌株的氨基酸 GenBank 登录号；分支上的数值表示经 1 000 次计算后的置信

度值；比例尺表示遗传距离. 
Note: Phylogenetic tree is constructed by adjacency method; the sequence number in parentheses is the amino acid GenBank login number 
representing the strain; the number on the branch represents the confidence value calculated 1 000 times; and the scale represents the genetic distance. 

 
 

图 5  敲除株质粒构建过程和阳性转化子的验证 
Figure 5  Plasmid construction of knockout strains and verification of positive transformers 
注：A：质粒 p10-C 的构建示意图. B：以 p10-C 质粒为模板扩增敲除组件全长；M：DL15000 DNA Marker；1−2：以 p10-C 质粒为

模板扩增敲除组件全长. C：黑曲霉转化子的验证；M：DL5000 DNA Marker；1：以黑曲霉 CGMCC10142 基因组为模板，左臂到右

臂敲除组件扩增；2：以含 p10-C 质粒为模板 PCR 扩增敲除组件片段；3−6：以提取黑曲霉转化子基因组 DNA 为模板，扩增验增. D：

cs 基因敲除转化子菌的复证；M：DL5000 DNA Marker；1：以黑曲霉 CGMCC10142 基因组为模板，扩增左臂更左到潮霉素；2−3：

以前期扩增的左臂到右臂为单带且为同源插入的黑曲霉 cs 基因敲除转化子基因组 DNA 为模板. 
Note: A: Construction of plasmid p10-C. B: Full-length amplification knockout module using p10-C plasmid as template; M: DL15000 DNA Marker; 
1−2: Full-length amplification knockout module using p10-C plasmid as template. C: Validation of Aspergillus niger transformants; M: DL5000 
DNA Marker; 1: CGMCC10142 genome as template, left arm to right arm Knockout component amplification; 2: Knockout component fragments 
amplified by PCR using p10-C plasmid as template; 3−6: Amplification by extracting Aspergillus niger transformant genomic DNA as template. D: 
Re-identification of transformants with cs gene knockout; M: DL5000 DNA Marker; 1: Using Aspergillus niger CGMCC10142 genome as 
Re-identification of transformants with cs gene knockout template, Left arm is more left arm was amplified to hygromycin; 2−3: The genomic DNA 
of the cs gene knockout transformant of Aspergillus niger, which was homologously inserted from the left arm to the right arm, was used as a template. 
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图 6  在不同碳源中出发菌黑曲霉 CGMCC10142 和敲除株 T1-2 的菌落形态 
Figure 6  Colony morphology of Aspergillus niger CGMCC10142 and knockout strain T1-2 from different carbon sources 
 
和半乳糖为唯一碳源时最多，T1-2 在果糖和半乳糖

为唯一碳源时较多，在乙酸钠和丙酸钠为唯一碳源

时都没有产孢。总体来看，在相同的培养时间中黑

曲霉 CGMCC10142 生长快且孢子量比 T1-2 多，但

T1-2 的孢子囊比出发菌株大，气生菌丝高且向外生

长，中央部分孢子极少分散。 
2.4  cs 基因敲除菌 T1-2 发酵过程产酸的测定 

为了确定柠檬酸合成酶对黑曲霉产柠檬酸积

累的作用，进行了柠檬酸摇瓶发酵试验。实验中黑

曲霉菌株的产酸量 90%为柠檬酸。如图 7A 所示，

在 24–84 h 的整个发酵过程中敲除菌株 T1-2 产酸一

直显著低于出发菌株 CGMCC10142，最终在 84 h
的产酸量为 64.3 g/L，相对于出发菌的 98.7 g/L 降

低了 34.85%。从图 7B 分析可知发酵开始初糖含量

均为 18%，但在发酵过程可以看到 T1-2 的糖利用

率比较低，在 84 h 时 T1-2 的剩余残糖为出发菌株

的 2 倍多。 

2.5  突变菌株实时荧光相对定量 PCR 检测 cs 基
因及其相关基因的表达量 

为了进一步研究 cs 基因敲除后如何影响黑曲

霉代谢产柠檬酸，图 8 为柠檬酸代谢路线图，在柠

檬酸发酵摇瓶实验的同时还检测了与柠檬酸合成

相关的关键限速酶编码基因的表达量，其余 3 个同

工酶编码的基因和对柠檬酸运输的相关酶编码基

因的表达量。如图 9A、D 己糖激酶(hexokinase，

HK)与柠檬酸合成酶(citrate synthase，CS)在柠檬酸

发酵过程的 3 个时间点转录水平均下降，24 d 是进

入产柠檬酸的高峰时间点，这 2 个基因在敲除株的

表达量较出发菌株均下降达 60%。柠檬酸是糖酵

解途径关键酶 PFK 的抑制剂[17]，如图 9B 可见，

敲 除 株 中 由 于 柠 檬 酸 浓 度 低 ， 磷 酸 果 糖 激 酶

(phosphofructokinase，PFK)表达量没有明显下降， 
 

 
 

 

图 7  两株菌的产酸量(A)和在发酵液中的残糖量(B) 
Figure 7  Acid production (A) and residual sugar content (B) of two strains in fermentation broth 
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而且在 24 h 表达量有所增加，PFK 受到柠檬酸反馈

抑制，因此对柠檬酸浓度更为敏感，而敲除菌株  
24 h 时柠檬酸产量仅为出发菌株的 50%，柠檬酸浓

度比较低，所以表达不受抑制。丙酮酸激酶(pyruvate 
kinase，PK)是柠檬酸合成相关代谢的关键限速酶，

柠檬酸合成酶敲除菌株可能导致主代谢途径的整

体代谢流下调，造成丙酮酸激酶在 24 h 和 48 h 表

达量显著下降，如图 9C 所示。由于柠檬酸合酶是

TCA 循环的关键酶，同时也影响 EMP 代谢流，因

此导致柠檬酸合成和糖利用率下降。从图 9A、B、

C 可以看到敲除菌株的这 3 个关键激酶从 0–84 h 整

体比出发菌株的表达量低，也导致葡萄糖的利用率

降低，这是柠檬酸产量降低的主要原因。同时，由

于敲除株柠檬酸浓度的下降，如图 9E 所示，柠檬

酸转运蛋白(citrate exporter protein，CexA)转录水平

在 3 个时间点全部比出发菌株明显下降。由于敲除

柠檬酸合酶编码的基因使柠檬酸的产量有了大幅

度的下降，但可以看出还是有一定柠檬酸的生成，

很大原因是由于其 3 个同工酶的存在导致。从图 9F、

G 可以看出，在敲除株 T1-2 的同工酶柠檬酸合成酶

1 和柠檬酸合成酶 2 的表达量分别是出发菌株的表

达量的 2.3 倍和 2.5 倍左右。从图 9H 可以看到相比

较同工酶 1 和 2 来说，敲除株的柠檬酸合成酶 3 的

表达量与出发菌株相比表达量相差不大。综上所述，

柠檬酸合成酶的敲除导致在一定的时间内关键基因

的表达量受到影响，也会使整个产酸量下降。 
 

 
 

图 8  柠檬酸代谢途径  
Figure 8  Citric acid metabolism pathway 
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图 9  不同时间点的 hk、pfk、pk、cs、cs1、cs2、cs3、cexA 基因相对表达量 
Figure 9  Relative expression of hk, pfk, pk, cs, cs1, cs2, cs3, cexA genes at different time points 
注：根据实时荧光定量 qPCR 的结果(以 β-actin 基因为内参基因，黑曲霉 CGCMC10142 为对照)计算不同时间点(24、48、84 h) hk、

pfk、pk、cs、cs1、cs2、cs3、cexA (图 A–H)的相对表达水平；将 1×105 孢子/mL 的量在 35 °C 的发酵培养基中培养 84 h，并在 500 mL
摇瓶中以 300 r/min 的速度振荡；误差线表示标准偏差，n=3. 
Note: Relative expression levels of hk, pfk, pk, cs, cs1, cs2, cs3, cexA (A–H) at different time points (24, 48, 84 h) were calculated based on 
the quantified real-time qPCR results (with the β-actin gene as housekeeping genes, the value of A. niger CGMCC 10142 sets as the control). 
The amount of 1×105 spores/mL was cultured in liquefied corn starch medium at 35 °C for 84 h with shaking at 300 r/min in 500 mL shake 
flasks. Error bars denote standard deviations and n=3. 
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3  讨论与结论 
基于对黑曲霉 CGMCC10142 基因组进行的

BLAST 分析，证实了该菌株具有编码 4 个柠檬酸合 
酶的基因，本文仅对其中最主要的一个 cs 基因进行

研究，将该基因的氨基酸序列与不同物种来源的 cs

基因进行同源性分析，发现氨基酸序列完全相同的

部分有 8 处之多，相似性最高的氨基酸序列有   

17 个氨基酸为 VVPGYGHAVLRKTDRRY，可以看

出柠檬酸合酶的保守性。其中，VVPGYGHA 为活

性位点，也是乙酰辅酶 A 的结合位点，还有多肽结

合位点为 GARVKCLVWE 和 PIERPKSYS[18]。充分

说明来源于不同生物体的 cs 基因具有相同的生理

功能，因此其氨基酸序列高度保守。 

本研究通过敲除主要柠檬酸合成酶来研究其

对黑曲霉柠檬酸积累的影响，发现柠檬酸合成酶敲

除后黑曲霉 CGMCC 10142 的菌落生长表型有明显

变化[19]，导致其在葡萄糖培养基的上生长比出发菌

滞后 12 h，分生孢子的数量下降 60%左右，而在以

果糖为碳源培养基中该现象不明显。单一葡萄糖和

果糖对敲除菌株生长的影响与随后的 qRT-PCR 实

验结果具有一定相关性，即柠檬酸合成酶表达量

下降导致己糖激酶显著下调，而对磷酸果糖激酶

表达量没有明显的影响。因此，以葡萄糖为唯一

碳源的柠檬酸合成酶敲除菌株生长延迟，而果糖

没有影响。 
通过本研究对柠檬酸合成酶敲除菌株和出发

菌株在相同时间的柠檬酸积累和糖消耗实验结果

可以表明，由于柠檬酸合成酶合成下降，在各时间

点糖消耗量和柠檬酸积累量都显著下降。如图 8 所

示的柠檬酸代谢途径中，柠檬酸合成酶的改变会影

响整个代谢途径以及所涉及的重要酶的表达。进行

的 qRT-PCR 实验结果进一步证明了上述结果，柠檬

酸合酶敲除株主代谢途径中关键酶如己糖激酶、丙

酮酸激酶、柠檬酸合成酶表达量显著下降，因此导

致糖分解代谢速度下降，进而柠檬酸合成降低，表

明柠檬酸大量合成需要主代谢途径的整体代谢流

的增加。据报道在柠檬酸黑曲霉中单一过表达己糖

激酶、丙酮酸激酶或果糖激酶都不能增加柠檬酸的

积累，只有同时过表达上述 3 个酶才会使柠檬酸积

累量提高[20]。由于本研究仅敲除了柠檬酸合成酶同

工酶中的一个关键柠檬酸合成酶基因，通过对该突

变株进行发酵发现柠檬酸积累量显著降低，但依然

具有柠檬酸积累，可以看出该柠檬酸合成酶被敲除

后其余 3 个柠檬酸合成酶的表达量在 24 h 时比出发

菌株有明显的提高，说明柠檬酸合成对生物体至关

重要，其他柠檬酸合酶还是发挥一定作用，以维持

黑曲霉正常的物质和能量代谢，保持黑曲霉生长。

由于黑曲霉 CGMCC10142 基因组中还存在 3 个同

工酶，当其中主要柠檬酸合成酶受到破坏，其余

3 个同工酶可能发挥作用使乙酰辅酶 A 和草酰乙

酸继续合成柠檬酸，继续深入研究其余 3 个同工

酶的活性和表达量，对于完善柠檬酸合成酶功能

具有重要意义，可为探索黑曲霉高产柠檬酸机制

提供依据。 
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