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摘   要：【背景】天然蛹虫草是蛹虫草菌侵染昆虫蛹或虫形成的子实体，具有非常重要的生物药

理活性。目前蛹虫草基因组测序已经完成，但是其分子生物学研究较少。【目的】在蛹虫草中构建

一种以尿苷/尿嘧啶营养缺陷型为筛选标记的农杆菌介导的转基因体系。【方法】乳清酸核苷-5′-磷

酸(orotidine-5′-monophosphate，OMP)脱羧酶为尿嘧啶合成必需酶，利用根癌农杆菌介导的转化

(Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation，ATMT)方法，通过同源重组对蛹虫草野生型菌

株中该酶的编码基因 pyrG 进行敲除，构建尿苷/尿嘧啶营养缺陷型突变体。然后，利用本实验室

已有的米曲霉 pyrG 为筛选标记的二元转化载体，通过农杆菌转化法对该营养缺陷型菌株进行遗传

转化。【结果】通过同源重组法，成功敲除 pyrG 构建了尿嘧啶营养缺陷型蛹虫草，以此为背景，

在 22 °C 共培养 66 h，成功对蛹虫草实现转基因，转化效率为(75±35)/106 孢子。另外，本研究还

发现丝状真菌常用的构巢曲霉 3-磷酸甘油醛脱氢酶启动子 PgpdA 及 α淀粉酶启动子 PamyB 不能在

蛹虫草中驱动 GFP 或 DsRed 报告基因表达，而蛹虫草自身延伸因子的启动子 IF 则能很好地表达

GFP 荧光报告基因。【结论】本研究构建了一种以尿嘧啶营养缺陷型为筛选标记的农杆菌介导的转

基因体系，为研究蛹虫草重组表达和基因功能提供了一个有前景的基因操作工具。 
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Abstract: [Background] Natural Cordyceps militaris is the fruiting body formed by Cordyceps 

militaris infects insect pupae or insects and has crucial biological and pharmacological activities. At the 

moment, the genome of C. militaris has been sequenced, but the research in molecular biology is 

limited. [Objective] To construct the Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation (ATMT) 

system in C. militaris with uridine/uracil auxotrophic gene as the selection marker. [Methods] 

Orotidine-5'-monophosphate (OMP) decarboxylase is an essential enzyme for uracil synthesis. By using 

ATMT, We first knocked out the gene encoding pyrG of OMP decarboxylase in wild C. militaris by 

homologous recombination, and then constructed the uridine/uracil auxotrophic mutant. Afterward, the 

pyrG-carrying binary vector of Aspergillus oryzae was used to construct the complementary strain by 

ATMT. [Results] The pyrG was successfully knocked by homologous recombination and the 

uridine/uracil auxotrophic mutant was constructed. Under this background, the transformation efficiency 

reached (75±35)/106 conidia after co-culture for 66 h at 22 °C. In addition, the Aspergillus nidulans 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase promoter PgpdA and α-amylase promoter PamyB, which are 

commonly used by filamentous fungi, failed to drive the expression of GFP or DsRed reporter gene in C. 

militaris, but the promoter IF of C. militaris extension factor could well express GFP. [Conclusion] We 

constructed an ATMT system with uracil auxotrophic as a selection marker, providing a promising 

genetic tool for research on recombinant expression and gene function of C. militaris. 

Keywords: Cordyceps militaris; Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation; uracil auxotrophic 

蛹虫草(Cordyceps militaris)，又称北冬虫夏

草，根据最新的分类系统，蛹虫草属于子囊菌门

肉座菌目虫草菌科麦角菌科虫草属[1-3]。天然蛹

虫草是蛹虫草菌侵染鳞翅目、鞘翅目及双翅目

等昆虫蛹或虫形成的子实体，具有和冬虫夏草

相似的生物活性成分和药理作用，并且人工培

养技术成熟，已逐渐成为冬虫夏草的理想替代

品[4-5]。由于蛹虫草中多种生物活性成分(包括虫

草多糖、腺苷、虫草素)具有保肺益肾、延缓衰

老、提高免疫力、抗炎、抗癌、抗病毒、抗惊

厥和镇静作用，以及对细胞内信号转导有着广

泛影响 [6-9]，具有较大的研究价值、开发价值

与市场潜力，已成为著名的功能性和药用真菌

之一 [10]。  

近些年，随着蛹虫草全基因组测序的完  

成 [11]，对其分子生物学和遗传学研究也更加地
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深入[12]。然而，相对植物或其他真菌而言，蛹

虫草相关的分子生物学方面的研究进展仍非常

缓慢，对蛹虫草遗传背景及相关产物表达调控机

制的探讨还处于起步阶段，以至于蛹虫草转基因

方面的研究较少[13]。分子生物学的研究离不开

有效的遗传转化体系，目前针对蛹虫草还未形成

一种较稳定且高效的遗传转化体系，所以构建简

单高效的蛹虫草转基因体系很有必要。 

遗传转化体系主要由转化方法和筛选标记

构成。由于真菌细胞壁成分的复杂性使其成为

遗传转化的难点，目前蛹虫草研究中常用的遗

传转化的方法有聚乙二醇介导的原生质体转化

(protoplast-mediated transformation，PMT)、根癌

农杆菌介导的转化 (Agrobacterium tumefaciens- 

mediated transformation，ATMT)、基因枪介导

转化技术(particle bombardment，PB)等[14-17]，原

生质体制备费时费力，操作复杂[18-19]；基因枪

转化法对设备要求高，成本昂贵，遗传不稳

定，嵌合体不易排除，不易选择转化子，转

化率低 [20-22]；农杆菌介导的转化是目前最经

济、高效和简单的方法，只需要将农杆菌菌液

与真菌孢子液混合后直接用筛选培养基进行

筛选 [23-24]。筛选标记是筛选转化子必不可少的

条件，合适的筛选标记可以大大减少工作量，

提高转化效率。目前丝状真菌中使用较多的筛

选标记有营养缺陷型标记、抗生素抗性标记和

代谢产物抗性标记等，营养缺陷型标记不需要

外源添加药物，所以使用较为广泛。以潮霉素

(hygromycin)作为抗性筛选标记，利用 PMT 和

ATMT 转化法得到遗传稳定的蛹虫草转化子，

为研究功能基因组学提供有效技术[14-15]；以草

铵膦(Bar)抗性为筛选标记，基因枪转化技术在

蛹虫草转化中成功应用，丰富了蛹虫草的遗传

转化手段[16]。 

在真菌中，pyrG 编码真菌生存所需尿苷/尿

嘧啶生物合成关 键 酶的乳 清 酸 -5′- 单磷 酸

(orotidine-5′-monophosphate，OMP)脱羧酶[25-26]。

如果该基因发生突变或缺失，相应的 pyrG 突变

体不能将鸟苷转化为尿嘧啶核苷(尿嘧啶前体)，

因此需要补充尿苷/尿嘧啶才能生长。野生型菌

株中 OMP 脱羧酶能够将无毒的 5-氟乳清酸

(5-fluoroorotic acid，5-FOA)转化为有毒产物 5-

氟尿嘧啶，因而不能在含 5-FOA 的培养基中生

长[27]。然而，5-FOA 在缺失 pyrG 的突变株中不

能被转化，因此这些突变体可以在含有 5-FOA

的培养基上正常生长，这一特性有利于真菌转化

的筛选，因此 pyrG 被广泛用作真菌转化的营养

缺陷型筛选标记[28-30]。研究者在鲁氏酵母中构建

了一种无抗性标记 URA 营养缺陷型菌株[31]；在

黑曲霉中构建了 pyrG 为标记基因的同源转化

系统 [32]；在米曲霉中构建了尿苷 /尿嘧啶营养

缺陷型突变体并以 pyrG 作为选择营养缺陷标

记[33-34]；在食用菌香菇中构建了尿嘧啶营养缺陷

型突变体[35]。然而目前在蛹虫草菌中 pyrG 被用

作营养缺陷型筛选标记的报道很少。 

本实验在蛹虫草中构建一种以尿苷 /尿嘧

啶营养缺陷型为筛选标记的农杆菌介导的转基

因体系。利用根癌农杆菌介导的转化技术，通

过同源重组对蛹虫草野生型菌株中尿苷 /尿嘧

啶合成的关键酶基因 pyrG 进行敲除，构建遗传

稳定的营养缺陷型突变体。然后构建以 pyrG 为

筛选标记的双元载体，通过 ATMT 法对该营养

缺陷型菌株进行转化。该 ATMT 遗传转化体系

为研究蛹虫草重组表达和基因功能提供了一个

有前景的基因操作工具。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 
尿苷、尿嘧啶和头孢噻肟钠，生工生物工

程(上海)股份有限公司；5-氟乳清酸(5-FOA)、
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卡那霉素和利福平，北京市索莱宝科技有限

公司；DNA Marker、高保真 DNA 聚合酶和

rTaq/Ex Taq 及限制性内切酶 EcoR Ⅰ、Hind Ⅲ、

Spe I、Xho I，大连宝生物工程有限公司；KOD 

DNA 聚合酶，东洋纺(上海)生物科技有限公司；

重组酶，北京全式金生物技术有限公司。PCR

仪、凝胶电泳系统和凝胶成像仪，Bio-Rad 公司；

荧光显微镜，Leica 公司。 

1.2  菌种和质粒 
Escherichia coli DH5α 、 Agrobacterium 

tumefaciens AGL1、蛹虫草菌株 C. militaris 及表

达质粒 CmΔpyrG、IF-pEX1 均由本实验室保存

提供(表 1)。pEX1、pEX2B 表达载体由越南河

内国家大学 Van-Tuan Tran 教授惠赠。 

1.3  培养基 
马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)培养基配方详见

参考文献[15]；LB 培养基、诱导 IM 培养基(pH 

5.8)、Czapek-Dox (CD)筛选培养基(碳源改为麦芽

糖)、Yeast Extract Peptone Dextrose (DPY)培养

基配方详见参考文献[33]。以上固体培养基使用

时添加 1.5%琼脂粉。 

1.4  引物 
本研究所用引物如表 2 所示。 

1.5  蛹虫草基因组中 pyrG 的鉴定 
以米曲霉菌株 pyrG 编码的 OMP 脱羧酶蛋

白序列为参考序列，通过 NCBI (https://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/)同源序列比对来查询蛹虫草

pyrG 编码的 OMP 脱羧酶蛋白序列，以及其他

曲霉属及真菌基因组包括黄曲霉、黑曲霉、烟

曲霉、构巢曲霉、酵母等。不同真菌的 OMP

脱羧酶蛋白序列采用 MEGA X 软件进行系统发

育分析，并使用 DNAMAN 软件把不同真菌的

OMP 脱羧酶蛋白序列加载到不同通道中，对导

入的目的序列进行多序列比对。 

1.6  载体的构建 
1.6.1  构建敲除载体 CmΔpyrG 

构建 CmΔpyrG 敲除载体用于删除 pyrG。

先用 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ对 pEX1 (图 1A)质粒双

酶切；再以蛹虫草 DNA 为模板，分别 PCR 扩

增出蛹虫草基因组中 pyrG 的 5′侧翼区(1 302 bp)

和 3′侧翼区(1 442 bp)目的片段，引物为 pyrG 上

游 F1/R1 或 pyrG 下游 F2/R2 (表 2)；最后，采用 

 

表 1  本研究使用的菌种和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 

菌种和质粒 

Strains and plasmids 

描述 

Description 

E. coli DH5α The host of plasmid reproduction 

A. tumefaciens AGL1 As a tool to transfer genes into C. militaris cells 

C. militaris Stored by our laboratory 

pEX1 The binary vector carries pyrG cassette of A. oryzae and GFP gene controlled by PgpdA promoter of A.

nidulans. The pEX1 vector was kindly provide by professor Van-Tuan Tran (VNU University of Science, 

Hanoi, Vietnam)[33] 

CmΔpyrG The pyrG flanking regions (5ʹ pyrG and 3ʹ pyrG) of the C. militaris genome were amplified by PCR. The 

obtained DNA fragments were recombined into binary vector pEX1 by one-step method (linearized with 

EcoR Ⅰ and Hind Ⅲ sites), and used to delete the pyrG gene 

pEX2B The binary vector carries pyrG cassette, DsRed gene controlled by amylase PamyB promoter. The 

pEX2B vector was kindly provide by professor Van-Tuan Tran (VNU University of Science, Hanoi, 

Vietnam)[33] 

IF-pEX1 The binary vector carries pyrG cassette, GFP gene controlled by IF elongation factor of C. militaris, and 

is used to express green fluorescent protein 
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表 2  质粒构建及鉴定所用引物信息 
Table 2  Primers used for plasmid construction and identification in this study 

引物 

Primer 

序列 

Sequence (5′→3′) 

产物大小 

Sizes (bp) 

描述 

Description 

pyrG upstream F1 TATGACATGATTACGAATTCGGCGCACGAGCTGCTGGGGG 1 302 Construct pyrG

knockout vectorpyrG upstream R1 ATGAAGACGAAGTGGTGCCAAGCTGAGTCCAGTTCGCTTC 

pyrG downstream F2 GAAGCGAACTGGACTCAGCTTGGCACCACTTCGTCTTCA 1 442 

pyrG downstream R2 CGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCAGCTGCCGCACCAGGCCC

CmpyrG F GACCCATCACGACATGGTGT 800 Verify deletion 

of pyrG gene CmpyrG R AGCCAGCAACGCCAATGATG 

IF-F TCAGAGCCTAGCCAACTAGTTTCGGCAAGAATAGGAACAG 1 500 Construct 

IF-pEX1vectorIF-R ATGGTACCTACGTACTCGAGTTTGAAGGTGTTTGTTATTG 

GFP-F ATGGTGAGCAAGGGCGAGG 400 Verify GFP 

GFP-R GTGGCTGTTGTAGTTGTACT 

DsRed-F ATGGCCTCCTCCGAGGACG 750 Verify DsRed 

DsRed-R CAGGAACAGGTGGTGGCGG  
 

一步连接法将 pyrG 上游、下游和双酶切线性化

片段重组连接，构建 pyrG 缺失载体 CmΔpyrG 

(图 1B)。 

1.6.2  构建二元互补表达载体 IF-pEX1 

构建二元互补表达载体 IF-pEX1 用于转基

因互补 pyrG 营养缺陷型菌株。用 Spe Ⅰ和 Xho 

Ⅰ对 pEX1 质粒(图 1A)双酶切，去掉 PgpdA 启

动子；以蛹虫草 DNA 为模板，使用引物 IF-F/R 

(表 2)扩增延伸因子-1α 基因(CCM_00809)的启

动子 IF (1 602 bp)[36]；然后用一步连接法将片

段 IF与双酶切线性化片段重组连接构建回补载

体 IF-pEX1 (图 1C)。 

1.7  农杆菌介导转化蛹虫草 
采用 ATMT 法转化 CmΔpyrG 等载体。将

含有目的载体的农杆菌在相应抗性 LB 培养基

中培养至 OD600 为 1.0−1.5 (28 °C、200 r/min)；

预诱导：1 mL 菌液与 9 mL 液体 IM 培养基(含

40 mmol/L 的 MES 和 200 μmol/L 的 AS)混合，

28°C、200 r/min 培养 6 h 至 OD600 为 0.6−0.8；

共培养：取 100 μL 预诱导液与 100 μL 的孢子

液 (浓度约为 1×107 个 /mL)混合涂到 IM (含

40 mmol/L 的 MES 和 200 μmol/L 的 AS)固体培

养基上，22 °C 暗培养 48−60 h。在蛹虫草长出

菌丝之前加入对应的筛选培养基筛选转化子

(含孢噻肟钠 300 μg/mL)，22 °C 培养 7−10 d。

挑取少量的转化子菌丝置于含 50 μL 无菌水的

离心管中，微波炉高火加热 7−8 min，快速提取

DNA[37]，通过 PCR 扩增，检测阳性克隆。 

2  结果与分析 

2.1  蛹虫草基因组中 pyrG 基因的鉴定结果 
通过 BLAST 比对发现蛹虫草基因组中包

含单拷贝 pyrG (XP_006670464.1)。将其他真菌

包括黄曲霉、黑曲霉、烟曲霉、构巢曲霉和酵

母等与蛹虫草 OMP 脱羧酶蛋白序列进行进化

分析，发现蛹虫草 OMP 脱羧酶蛋白与所比对的

真菌在进化距离上相差较远(图 2A)，而所比对

的不同真菌中氨基酸序列一致性较高，为

58.23% (图 2B)。因此，蛹虫草基因组中存在单

个保守的 pyrG。 

2.2  5-FOA 对蛹虫草生长的抑制作用 
5-FOA 常用于筛选真菌的尿苷尿嘧啶营

养缺陷型，当 pyrG 存在时，其编码的乳清酸

核苷 -5′-磷酸 (OMP)脱羧酶 (尿苷 /尿嘧啶生物

合成关键酶)能够将无毒的 5-FOA 转化为有

毒产物 5-氟尿嘧啶，从而抑制真菌生长。因
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此，为了验证 5-FOA 是否能用于筛选蛹虫草

尿苷尿嘧啶营养缺陷型菌株，我们检测了蛹

虫草野生型菌株对 5-FOA (2 mg/mL)的敏感

性。如图 3 所示，野生型蛹虫草孢子在 CD 培

养基正常生长，而在 CD+5-FOA 培养基培养

12 d 后仍然不能萌发。因此，5-FOA 抑制蛹

虫草的生长，表明其可用于尿苷 /尿嘧啶突变

体的筛选。  
 

 
 

图 1  ATMT 载体的构建   A：pEX1 载体图谱，该双元载体携带米曲霉 pyrG 表达盒和由构巢曲霉甘

油醛-3-磷酸脱氢酶启动子 PgpdA 控制的 GFP；B：CmΔpyrG 敲除载体，PCR 扩增蛹虫草基因组的

pyrG 侧翼区域(5′ pyrG 和 3′ pyrG)，通过一步法将获得的 DNA 片段重组连接到二元载体 pEX1 (用 EcoR 

Ⅰ和 Hind Ⅲ线性化)，构建 CmΔpyrG 敲除载体；C：IF-pEX1，该二元载体携带标记基因 pyrG，是在

pEX1 基础上改造的由蛹虫草自身延伸因子启动子 IF 控制的 GFP；D：pEX2B 该二元载体携带 pyrG 表

达盒，由淀粉酶启动子 PamyB 控制的 DsRed 

Figure 1  Construction of ATMT vector. A: pEX1 plasmid profile, which carries the pyrG cassette of A. oryzae 
and the GFP gene controlled by the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase promoter PgpdA of A. nidulans. 
B: CmΔpyrG knockout vector, amplification of the pyrG flanking regions (5′ pyrG and 3′ pyrG) of the C. 
militaris genome by PCR. The obtained DNA fragments were recombined into binary vector pEX1 by one-step 
method (linearized with EcoR Ⅰ and Hind Ⅲ sites) to generate the constructed CmΔpyrG knockout vector; C: 
IF-PEX1, a binary vector carrying pyrG cassette, modified promoter based on pEX1, is a GFP gene controlled 
by the promoter of the IF extension factor of C. militaris; D: A binary vector carrying pyrG cassette DsRed 
gene controlled by amylase PamyB promoter. 
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图 2  不同真菌 pyrG 的系统发育树(A)与蛋白序列比对(B)   A：采用 MEGA X 软件，通过 1 000 个

bootstrap 重复构建不同真菌 pyrG 编码的 OMP 脱羧酶蛋白系统发育树。黄曲霉(RMZ40771.1)、米曲霉

(XP_001826440.1)、黑曲霉(XP_001395432.1)、烟曲霉(XP_755170.1)、构巢曲霉(AAB66359.1)、酿酒酵

母(NP_010893.3)和蛹虫草(XP_006670464.1)，进化树分支长度之和为 1.298 921 18，并标明了分支节点

(数字代表二者在进化学上的亲缘关系)、距离标尺(0.10 为进化树的比例尺)。B：不同真菌中 OMP 脱

羧酶蛋白氨基酸序列一致性较高，为 58.23% 

Figure 2  Phylogenetic tree (A) and protein sequence comparison (B) of pyrG of different fungi. A: 
Phylogenetic trees of orotidine-5′-monophosphate protein of different fungi were constructed by using 
MEGA-X software with 1 000 bootstrap repeats. Aspergillus flavus (RMZ40771.1), Aspergillus oryzae 
(XP_001826440.1), Aspergillus niger (XP_001395432.1), Aspergillus fumigatus (XP_755170.1), Aspergillus 
nidulans (AAB66359.1), Saccharomyces cerevisiae (NP_010893.3) and Cordyceps militaris (XP_006670464.1). 
The sum of branch lengths of the evolutionary tree is 1.298 921 18, and marked the branch nodes (number 
represents the evolutionary relationship between the two) and the distance scale (0.10 is the scale of the 
evolutionary tree). B: The amino acid sequence of orotidine-5′-monophosphate protein in different fungi has a 
high consistency of 58.23%. 
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图 3  蛹虫草野生型孢子对 5-FOA 的抗性   将蛹虫草野生型孢子分别接种于 CD 和 CD+5-FOA 培养

基，在 22 °C 培养；A、B 培养了 7 d，C、D 培养了 12 d 

Figure 3  Resistance of wild type spores of C. militaris to 5-FOA. Wild type spores of C. militaris were 
inoculated on CD and CD+5-FOA medium respectively, and cultured at 22 °C. A and B was cultured for 7 days, 
C and D was cultured for 12 days. 

 
2.3  构建蛹虫草 pyrG 敲除载体 

采用同源重组法敲除蛹虫草 pyrG。首先用

EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ对 pEX1 质粒进行双酶切

(图 4A)，回收线性化片段；再以蛹虫草 DNA

为模板，PCR 扩增其 pyrG 上、下游片段(图 4B)，

然后采用一步连接法将上、下游和 pEX1 线性

化片段连接构建 pyrG 缺失载体 CmΔpyrG。通

过菌落 PCR，选取 8 号 CmΔpyrG 阳性单克隆

提质粒(图 4C)，测序验证正确后转化农杆菌用

于敲除蛹虫草 pyrG。 

2.4  利用 ATMT 法敲除 pyrG 
将构建好的 CmΔpyrG 载体通过 ATMT 方法

对蛹虫草野生型孢子进行转化，在 CD+U+5-FOA

培养基上进行筛选。如图 5A 所示，在筛选培养

基中成功筛选到具有 5-FOA 抗性的菌株，通过

PCR 验证发现，转化子的产物长度均比对照小(图

5B)。随机选取 2 个转化子在不同培养基上培养

发现，野生型菌落不能在含有 5-FOA 的培养基

上生长，转化子在无尿苷/尿嘧啶的培养基上不

能生长，但在含有 5-FOA 和尿苷/尿嘧啶的培养 

 

 
 

图 4  蛹虫草 pyrG 敲除载体的构建   A：泳道 1 为 pEX1 质粒对照，泳道 2、3、4 为 EcoR Ⅰ和 Hind 

Ⅲ双酶切 pEX1；B：泳道 1 和泳道 2 为蛹虫草基因组 pyrG 的 5′侧翼区(1 302 bp)，泳道 3 和泳道 4 为 3′

侧翼区(1 442 bp)；C：阳性单克隆验证，选择 8 号阳性单克隆 

Figure 4  Construction of pyrG knockout vector in C. militaris. A: lane 1 was pEX1 plasmid control; lane 2, 3 
and 4 were EcoR Ⅰ and Hind Ⅲ double enzyme digestion of pEX1. B: lane 1 and lane 2 were 5' flanking 
region (1 302 bp) of C. militaris genome pyrG, and lane 3 and lane 4 were 3' flanking region (1 442 bp). C: 
Positive monoclone verification, select No. 8 positive monoclone. 
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图 5  蛹虫草中 pyrG 的敲除   A：由 CmΔpyrG 敲除载体在筛选培养基上培养 15 d 后转化的平板；

B：用引物对 CmpyrG F/R 进行 PCR 分析证实 pyrG 缺失的阳性菌株，泳道 1 为野生型对照，泳道 2–4

为转化子；C：D 图菌株的示意图；D：将蛹虫草的野生型孢子和突变体接种于 CD、CD+尿苷/尿嘧啶

和 CD+尿苷/尿嘧啶+5-FOA 培养基上，22 °C 培养 7–10 d，确认 pyrG 突变体缺失；E：蛹虫草野生型

与 ΔpyrG 突变体序列比较 

Figure 5  pyrG gene knockout in C. militaris. A: CmΔpyrG knockout vector transformation after cultivation 
for 15 days on the screening medium; B: PCR analysis with primers (CmpyrG F/R) confirmed positive strains 
with pyrG gene deletion; lane 1 was control; lane 2–4 were transformants. C: D diagram of the strain. D: The 
wild type and the mutant spores of C. militaris were inoculated on CD, CD+uridine/uracil and 
CD+uridine/uracil+5-FOA medium and cultured at 22 °C for 7–10 days to confirm the deletion of pyrG mutants. 
E: Sequence comparison between wild-type and ΔpyrG mutant of C. militaris. 
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基上可以生长(图 5C 和 5D)。通过进一步测序

验证发现，转化子 pyrG 基因与野生型相比缺失

了 378 bp 碱基。因此，利用农杆菌介导的转化

法，在蛹虫草中成功实现了 CmΔpyrG 同源重组

敲除，构建了蛹虫草尿嘧啶营养缺陷型突变体。 

2.5  以尿嘧啶营养缺陷型为筛选标记进行

遗传转化 
利用 ATMT 法将本实验室已有的米曲霉

pyrG 转化载体 pEX1、pEX2B 及改造的 IF-pEX1

载体，分别转化蛹虫草 ΔpyrG 突变体菌株，在

不添加尿苷/尿嘧啶的 CD 培养基上进行筛选，

均能筛选到尿嘧啶营养缺陷型互补的菌株(图

6A)，转化效率为(75±35)个转化子/106 个孢子。

通过 PCR 对转化背景、报告基因进行验证，结

果发现转化背景和报告基因都正确(图 6B)，说

明筛选基因和报告基因均转化进入了蛹虫草。 

 

 
 

图 6  蛹虫草野生型和 pyrG 突变体互补菌株表型及 PCR 验证   A：从左到右分别为由 pEX1、pEX2B

和 IF-pEX1 转化的 pyrG突变体互补株；B：不同菌株蛹虫草的分子验证，从左到右分别为 CmpyrG F/R

引物验证证实 pEX1、pEX2B 和 IF-pEX1 转化子的背景是蛹虫草 pyrG 突变体；引物对 GFP-F/R 验证

pEX1 和 IF-pEX1 转化子 GFP 基因；引物对 DsRed-F/R PCR 验证 pEX2B 转化子 DsRed 基因；C：转化

子在 CD 培养基上的培养表型；WT、pEX1、pEX2B、IF-pEX1 生长良好，但 ΔpyrG 突变体不生长 

Figure 6  Comparison of wild type and complementary pyrG mutant strains of C. militaris and their PCR 
analysis. A: From left to right were complementary strains of pyrG mutants transformed by pEX1, pEX2B and 
IF-pEX1, respectively. B: Molecular validation of different strains of C. militaris. From left to right: PCR 
analysis of the background four strains with CmpyrG F/R primers of the C. militaris pyrG mutant; Confirm of 
pEX1 and IF-pEX1 transformants by PCR with GFP-F/R primers; Confirm of pEX2B transformant PCR 
analysis with DsRed-F/R primer. C: Phentypes of the strain; WT, pEX1, pEX2B, IF-pEX1 grew well, but 
ΔpyrG mutant did not grow. 
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通过观察转化子表型，结果发现在未添加尿  

苷/尿嘧啶的培养基上，互补的菌株生长良好，

与野生型无明显差别(图 6C)。因此，该结果表

明米曲霉 pyrG 能成功用于互补蛹虫草 pyrG 营

养缺陷型，并且 ATMT 法对蛹虫草遗传转化十

分有效。 

2.6  蛹虫草延伸因子的启动子 IF 可以驱动

报告基因表达 
由于 pEX1、pEX2B 和 IF-pEX1 载体都带

有报告基因 GFP 或 DsRed，为了检测报告基因

是否成功表达，将转化子进一步培养爬片，在

荧光显微镜下观察。结果表明，PgpdA 和 PamyB

启动子在蛹虫草中不表达 GFP 或 DsRed 荧光蛋

白，而自身延伸因子-1α 基因(CCM_00809)的启

动子 IF 控制 GFP 报告基因的表达(图 7)。因此，

丝状真菌转化过程中常用的 3-磷酸甘油醛脱氢

酶启动子 PgpdA 和 α 淀粉酶启动子 PamyB 不能

用于蛹虫草转基因，而其自身延伸因子启动子可

以很好地用于驱动目的基因在蛹虫草中表达。 

3  讨论与结论 

丝状真菌中的 pyrG 及其在酵母中的 URA3

同源物已被广泛用作真菌转化的营养缺陷标

记。前期研究中，我们在丝状真菌米曲霉中建

立了尿嘧啶营养缺陷型菌株及 ptrA 为标记的农

杆菌介导的转化体系 (30 个转化子 /105 个孢

子)[38]。本研究运用 ATMT 法通过同源重组敲除

了蛹虫草的 pyrG，获得性状稳定的尿苷/尿嘧啶

营养缺陷型 CmΔpyrG 菌株。基于该营养缺陷型

突变株，利用本实验室已有的米曲霉 pyrG 为筛

选标记的二元载体进行转化，发现米曲霉 pyrG

可以成功互补蛹虫草 pyrG 营养缺陷型，并且表

型与野生型无明显差别，说明 pyrG 基因在功能

上比较保守。 

 

 
 

图 7  蛹虫草转化子报告基因表达情况   A–C 分别是 pEX1、pEX2B 和 IF-pEX1 回补菌株菌丝体爬片

后荧光观察；从左到右依次为相差视野、荧光视野和荧光相差叠加 

Figure 7  Observation of the reporter gene expression of C. militaris transformants. A–C are the fluorescence 
images of pEX1, pEX2B and IF-pEX1 complement strains, respectively. From left to right: phase contrast field, 
fluorescence field and merge of phase contrast and fluorescence field. 
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ATMT 法与其他常用的转化方法相比，既

不需要制备原生质体，也无需基因枪转化法设

备，只需要孢子液与农杆菌菌液共培养，实验

操作相对经济简便。因此，本研究利用 ATMT

法敲除了蛹虫草 pyrG 基因，获得了 CmΔpyrG

营养缺陷型菌株，建立了 ATMT 遗传转化和外

源基因表达体系。相较于 PEG 转化效率

(100−200个/μg)[14]，在蛹虫草 JM4菌株中 ATMT

法转化效率为 30−600 个转化子/105 个孢子[15]，

本研究 pyrG 为选择标记的转化效率为(75±35)个

转化子/106 个孢子，敲除效率约为(15±7)个转化

子/106 个孢子，相对较低。蛹虫草转化效率可

能与菌种、生长周期及转化载体相关，利用筛

选培养基覆盖更易筛选，每个培养皿可以获得

5−10 个单克隆转化子，可以方便地挑取单克隆

转化子，而且转化子的阳性率可达到 100%，大

大减少了工作量。此外，本研究还发现构巢曲

霉 PgpdA 启动子控制的 GFP 不能在尿苷/尿嘧

啶营养缺陷的蛹虫草中异源表达 GFP 蛋白；

淀粉酶 PamyB 启动子控制的 DsRed 不能在尿

苷/尿嘧啶营养缺陷的蛹虫草中异源表达 DsRed

荧光蛋白；而由蛹虫草 IF 启动子控制的 GFP

能很好地在尿苷 /尿嘧啶营养缺陷的蛹虫草中

异源表达 GFP 荧光。本研究提供了一个有效、

简便的遗传转化方法，丰富了蛹虫草的遗传转

化手段，使得蛹虫草可以利用无抗性标记来实

现遗传改造，为之后蛹虫草分子改造提供了一

个有前景的基因操作工具。 
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