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摘! 要：丝状真菌在自然界分布广泛，与人类的生产、生活密切相关。近年来，对于其基因功能的

研究取得了较大的进展，一系列转化和基因操作技术已在不同的丝状真菌中得到运用。许多对于

工业、农业和医药卫生具有重要意义的丝状真菌已经完成或正在进行全基因组序列测定。作者简

述了丝状真菌基因敲除的历史，重点介绍了近年来基因敲除技术在丝状真菌研究中的进展，并对

其在丝状真菌基因功能研究、工业菌株改良等方面进行了展望。
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! ! 丝状真菌广泛分布于自然界，与人类的生产、

生活密切相关，在工业、农业、医药、保健卫生以及

基础生物学研究中具有重要作用。近年来，对于其

基因功能的研究取得了较大的进展，一系列转化和

基因操作技术已在不同的丝状真菌中得到运用。

许多对于工业、农业和医药卫生等具有重要意义的

丝状真菌，如致病菌烟曲霉（!"#$%&’(()" *)+’&,-)"）、

工业生产菌黑曲霉（!"#$%&’(()" .’&$%）和米曲霉（!"/
#$%&’(()" 0%12,$）等，已经完成或正在进行全基因组

序列测定。表 $ 列出了部分已经完成全序列测定

的菌种，更多信息可参阅文献［$］。对丝状真菌的

研究已步入后基因组时代，大规模基因功能的研究
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正成为丝状真菌研究的热点。目前，基因功能的研

究已有多种方法，如 !"# 干扰、基因标记（$%&% ’($)
$*&$）、体外转座子标记（ *& +*’,- ’,(&./-.-& ’($$*&$）、

异源表达和基因敲除 0 置换等［1］。当确定了某个基

因需要研究其功能时，最直接的方法之一就是将其

从基因组中敲除或置换，然后再观察其表型变化。

作者简述了丝状真菌基因敲除的历史，重点介

绍了近年来基因敲除技术在丝状真菌研究中的进

展，并对其在丝状真菌基因功能研究、工业菌株改

良等方面作了展望。

!" 丝状真菌与基因敲除

!# !" 基因敲除的概念

基因敲除是利用 2"# 转化技术，将构建的打

靶载体导入靶细胞后，通过载体 2"# 序列与靶细

胞内 染 色 体 上 同 源 2"# 序 列 间 的 重 组，将 载 体

2"# 定点整合入靶细胞基因组上某一确定的位点，

或与靶细胞基因组上某一确定片段置换，从而改变

细胞遗传特性的方法。利用基因敲除技术，能够对

细胞染色体进行精确地修饰和改造，而且经修饰和

改造的基因能够随染色体 2"# 的复制而稳定地复

制［3］。

同源重组（4-5-6-$-7. !%8-59*&(’*-&，4!）是

多种生物体内普遍存在的一种生理现象，它是生物

体用于纠正自身（2"# 复制过程中产生）或因外界

因素诱导所致 2"# 突变的一种内在机制，是基因

敲除的分子生物学基础［:］。关于同源重组的分子

机制目前尚未阐明，但已提出了多种解释同源重组

的模型，如 ;%.%6.-5)!(<<*&$ 模型、双链断裂修复模

型（2=>!）、单链退火模型（==#）、三链 2"# 模型

等［? @ A］。

!# $" 丝状真菌基因敲除的历史

基因敲除技术是建立在 2"# 转化技术的基础

之上的。早在 BCD3 年，;*.E,( 等首次报道了丝状真

菌粗糙链孢霉（!"#$%&’%$( )$(&&(）的 2"# 转化现

象，他们用野生型菌株的总 2"# 处理肌醇缺陷型

菌株，获得了肌醇原养型转化菌株［C］。但在当时受

到了质疑，因为普遍认为真核生物发生转化几乎是

不可能的，上述实验的结果有可能是由于回复突变

造成。;*.E,( 改进了设计，用含有温度敏感肌醇等

位基因突变菌株的 2"# 来处理肌醇缺陷型菌株，

得到了温度敏感转化菌株［BF］。随后，G(.% 等证实

2"# 介导的粗糙链孢霉遗传转化，在转化子中含有

整合于染色体上的质粒 2"# 片段［BB］。据不完全统

计，已有超过 BFF 种丝状真菌实现了转化［B1］（ 表 B
列出了部分常见的实现转化的丝状真菌），基因敲

除技术在丝状真菌的研究中也开始得到应用。

表 !" 常见实现转化的丝状真菌

%&’# !" (&)*+&, -+,&./0*123 -204&, 35/6+/3 +0 78+68 *)&0391).&*+10 8&3 ’//0 &68+/:/;

菌 名 作者参考文献

!"#$%&’%$( )$(&&(!

*&+,-( .%&&-’//!

*&’"$./00#& 1/2#0(1&!

*&’"$./00#& %$-3("!

*&’"$./00#& 4#5/.(6#&!

*&’"$./00#& 1/."$!

*&’"$./00#& 5%1(&)#&

*&’"$./00#& 6"$$"#&

*&’"$./00#& 40(7#&

8#&($/#5 %9-&’%$#5

:"’+(0%&’%$/#5 ()$"5%1/#5

;"1/)/00/#5 )+$-&%."1#5

>766，HI 4I %’ (6I BCA:I［B3］［B:!］

J,*$E’ ;GI %’ (6I BCCBI［B?］［BK!］

L*697,&，HI %’ (6I BCA3I［BD］［BA!］

;(’’%,&，MNI %’ (6I BCADI［BC］［1F!］

L(&$ G;I %’ (6I BCC1I［1B］［11!］

O--.%&，LI %’ (6I BCADI［13］［1:!］

P*5 HOI %’ (6I 1FF3I［1?］

P(’Q ;NI %’ (6I BCACI［1K］

J-6-.E7R GS %’ (6I BCACI［1D］

P*.’6%,，4GI %’ (6I BCAAI［1A］

JE*’%E%(<，;I SI %’ (6I BCCFI［1C］

>%,*，!I PI %’ (6I BCADI［3F］

T ! 已经完成全基因组序列测定

B1BT 第 B 期 许扬：丝状真菌基因敲除技术研究进展

万方数据



!" 丝状真菌基因敲除技术研究现状

!# $" 存在的问题

虽然基因敲除目前已广泛应用于细菌、酵母等

低等生物和小鼠动物模型的建立，但对于丝状真菌

还存在一些技术问题阻碍其应用。主要包括：需要

不断地克隆、筛选，获得所需打靶载体费时费力；丝

状真菌基因敲除通常需要较长的同源序列；一般在

丝状真菌中发生同源重组的频率低，打靶效率低，

例如孙晶等构建黑曲霉 !"!! 基因缺失株，但是从

"# 个转化子中只分离到一个同源重组转化子［$%］。

同源重组的频率主要受打靶载体同源序列的长度、

载体构型、打靶位点和菌株等因素的影响［$#］。

!# !" 丝状真菌基因敲除技术研究现状

针对上述问题，近年来研究者从载体构建、提

高打靶效率等方面提出了许多有效的改进措施，有

的菌种已经建立了高效打靶系统，打靶效率可达

%&&’，这使得在丝状真菌中进行基因敲除试验变

得简便、迅速和高效。

!( !( $" 载体构建" 传统的载体构建方法需要载体

外对 )*+ 片段进行繁琐的酶切、连接、亚克隆和鉴

定等步骤，费力费时。对此，研究者发展出其它方

法构建打靶载体，如基于 ,-. 技术的基因打靶、重

组工程系统、体内或体外转位子突变等。

利用 ,-. 技术辅助构建打靶载体可以快速获

得目的片段，不需要进行克隆，不使用连接酶。第

一个应用基于 ,-. 技术基因打靶的丝状真菌是棉

阿舒囊霉，/0123412 等采用一步 ,-. 法构建打靶

载体（图 %），将 #$%5 基因开放阅读框敲除。虽然打

靶载体的同源臂长度只有 5& 6 5" 78，但足以介导

同源重组，这可能是由于棉阿舒囊霉具有某种高效

同源重组机制而且其基因组比较小。一步 ,-. 法

构建打靶载体在此以前已经用于酿酒酵母（&’(($’)
#%*+(", ("#"-.,.’"）和酒裂殖酵母（&($./%,’(($’#%*+(",
!#%*0"），通常同源序列只需要数 %& 78，而对于丝状

真菌则不能满足试验［$$］。

9 9 :; 等详细描述了一种基于 ,-. 技术构建打靶

载体的方法———双连接 ,-. 法（ 如图 # 所示）。其

中：+ 为第 % 轮 ,-.，分别扩增所需片段，一般包括

<’同源序列、$’同源序列和选择标记序列。引物 #
和引物 $ 末端分别带有 #< 6 $& 78 与标记序列重叠

的片段；! 为第 # 轮 ,-.，不需要另外加入引物，将

第 % 轮 ,-. 产物进行 ,-.；- 为第 $ 轮 ,-.，用嵌套

引物扩增，获得最终产物。图 # 中箭头（编号 % 6 =）

9 9 ,-. 引物末端为目的基因同源序列，不能与选择标记退

火，得到的 ,-. 产物经纯化后可直接转化受体菌。>?：表示

选择标记基因。

图 $" %&’ 一步构建打靶载体示意图［((］

)*+# $" ,-./012*- *33452612*78 79 78/:52/; %&’ 1;;671:

-./5 27 -785264-2 1 +/8/ 216+/2*8+ -155/22/［((］

分别指引物。通过 $ 轮 ,-. 就能够获得所需要打靶

载体，载体上下游同源臂的长度在 &( < @7 至 $( & @7
之间，避免了繁琐的亚克隆、筛选目的载体等步骤。

他们利用这一技术，成功失活了构巢曲霉（1,!"#2.334,
5.643’5,）、烟曲霉（1,!"#2.334, 74*.2’84,）和禾谷镰刀

菌（94,’#.4* 2#’*.5"’#4*）等 $ 种丝状真菌的 $% 个

基因，同源重组率在 &’ 65&’之间［$5］。

9 9 重组工程系统是基于大肠杆菌体内同源重组

的遗传工程技术，由噬菌体重组酶基因介导的体内

同源重组过程，能够方便地对任意大的 )*+ 片段进

行修饰，而且由于整个过程在工程菌体内完成，可

以避免碱基的无谓突变。

-A4B0CDEA0 等首次介绍了利用大肠杆菌 .0EF G
H 系统构建置换型打靶载体，转化构巢曲霉后得到

正确置换的转化子可达到 "&’，指出采用这种方法

还可以进行基因融合、启动子替换等操作，并推测

能够应用于其他大多数丝状真菌［$<］。

此外，I4J0C 等建立了一种转座子体外标记的

方法，称为转座子排列基因敲除（ KC41L8DLD1 4CC4M02
N010 @1DE@D;K，H+OPQ）［$"］。这种方法可同时用于

发现基因和构建基因敲除载体。

!# !# !" 载体中加入特殊的结构元件或采用特殊的

报告基因" 在打靶载体中加入非同源重组选择标

记是提高筛选效率的一种非常有效的方法。?41R
LD;C 等人在小鼠胚胎干细胞进行基因敲除试验中，

首先采用了正负筛选策略（8DLSKSB0 412 10N4KSB0 L0R
30EKSD1，,*>）［$T］。正选择标记可以筛选出发生重

组的转化子，负选择标记排除发生非同源重组的转

化子。H4@4A4LAS 等将这种方法用于酱油曲霉（1,)
!"#2.334, ,%:’"）。他们以 !+#O 为正选择标记，%3.-$%

##% 食9 品9 与9 生9 物9 技9 术9 学9 报9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 第 #" 卷9
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（来源于 !" #$%&’(#)，编码 !"!# $ %&’()* 第 + 亚基

的突变型）为负选择标记，宿主菌为 *+,, 缺陷型，

成功失活了 #$(-、(,-% 和丹宁酸酶基因。为验证这

种方法是否适用于其它位点，他们将 (’..（ 与黄曲

霉毒素 /" 合成有关）也成功敲除，由此推测这一技

术也适用于其他丝状真菌［01］。

234 等利用线性极小元素（ 567*(8 96769(5 *5*:
9*7;，<=>）在 %5;*87(86( ?8())6@6@45( 中建立了高效

率的打靶方法，使用 <=> 结构的打靶载体对不同类

别的目的基因都能够稳定转化，同源重组率可达

"AAB，而不含 <=> 结构的环形打靶载体得到的转

化子同源重组率一般低于 "AB［0+］。

图 !" #$% 连接构建打靶载体示意图［&’］

()*+ !" ,-./012)- 3/43/5/6212)76 78 97:;</=>7)62 #$% 144371-./5 27 -76523:-2 1 */6/ 3/4<1-/0/62 -155/22/［&’］

C C =(6*8 等以失活聚酮合酶基因 */)"D 为选择表

记（失活 */)"D 基因的菌株会发生白化现象），建立

了禾谷镰刀菌（0&)(,$&1 2,(1$#-(,&1）的高效打靶

系统，并且研究了同源序列长度、基因种类、打靶载

体构造（环型 E 线型）、双载体共转化等因素对转化

和同源重组率的影响。结果显示，当同源序列长度

为 1AA ?F、线性载体打靶，同源重组率可达到 +0B
以上。双载体打靶策略也能得到较高的同源重组

率（约 GAB），因此可以省去构建单一打靶载体的时

间［0D］。

此外，一些研究者将绿色荧光蛋白基因作为报

告基因，深入研究基因的功能。<(7HI*5J*8 等采用这

种方法研究了烟曲霉 */)’ 基因。该基因编码乳清

酸:K’:磷酸脱羧酶，与色素合成和致病力有关。他

们发现从感染组织中分离到的菌株在各个生长阶

段都有荧光，而在标准条件下体外培养的菌株在瓶

梗和分生孢子中才有荧光［LA］。

!M !M &" 构建高同源重组率菌株" N67496O( 等将粗

糙链孢霉中与人 34GA、341A（编码与非同源重组有

关蛋白质的基因）同源的两个基因分别敲除，突变

株的生长及产生的孢子都正常，但对于一些抗真菌

药物比野生型菌株更加敏感。对其进行基因打靶，

转化子的同源重组率达 "AAB，而对照的野生菌株

只有 "AB P0AB［L"］。

N(O(Q 等确定了构巢曲霉中与人 34GA 基因同

源的基因 #/&%，将之敲除后，菌株的生长和敏感性

几乎没受影响，但是同源重组率大幅度提高，+AB
以上的转化子在正确的位点具有单拷贝插入。结

合异源标记基因，建立了一个高效通用的构巢曲霉

基因打靶系统［LD］。

!M !M ’" 其他" 农杆菌（!2,56(78-,$&1 8&1-.(7$-#)）介

导的外源基因转化是目前植物转基因应用比较广

泛的方法。-*:,844; 等（"++1）用农杆菌介导转化

了 !)*-,2$’’&) (9(15,$、!2(,$7&) 6$)*5,&) 等丝状真菌，

并证明异源的农杆菌 &:-N% 往往以单拷贝随机地

插入到丝状真菌染色体中［L0］。最近，=6@36*5)* 等以

!)*-,2$’’&) (9(15,$ 为宿主对比研究了农杆菌介导

转化法与 2(25D E ’>, 原生质体转化法。结果显示，

前者比后者更加高效［LL］。

&" 基因敲除在丝状真菌研究中的应

用及展望

&+ ?" 研究基因的结构与功能

基因敲除技术作为研究基因功能和结构的最

直接最有效的方法之一，为从分子水平研究病原菌

致病、耐药机理，并为最终防治病害提供了强有力
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的手段。

烟曲霉（!"#$%&’(()" *)+’&,-)"）是曲霉属中最常

见的致病真菌，在免疫受损的患者中常引起有致命

危险的侵袭性肺曲霉病。!"#$%$&’()*"+ 等研究了烟

曲霉 $%&,! 和 $%&,- 两个基因在固醇合成和对抗真

菌药物耐受性中的作用。分别敲除了 $%&,! 基因、

$%&,- 基因和将两个基因共同敲除，结果显示 $%&,-
编码 .’/ 固醇脱氢酶，而 $%&,! 对烟曲霉麦角固醇

合成没有明显的作用，, 种突变株对两性霉素 -，伊

曲康唑，氟康唑，伏立康唑和酮康唑等抗真菌药物

的敏感性没有改变［0/］。

构巢曲霉（!. /’0)(,/"）和粗糙链孢霉由于其相

对简单而被作为“ 模式”种用于真核生物的一些基

础生物学特性研究。

丙酸盐可以作为丝状真菌的碳源，但是将它添

加到含葡萄糖的培养基时又抑制真菌生长。为解

释这一现象，人们对构巢曲霉进行了研究，发现了

柠檬酸甲酯循环。-&*#1 等进一步研究了这一机

制，他们从构巢曲霉基因组序列中确定了上述循环

中的一个关键酶———异柠檬甲酯酸裂合酶的编码

基因，并将其敲除。得到的缺失株在以丙酸盐为碳

源的培养基上不生长，在以其它物质为主要碳源且

含有丙酸盐的培养基上受抑制。由此推论，柠檬酸甲

酯循环的产物异柠檬甲酯是潜在的细胞代谢毒

物［02］。

!" #$ 改良工业生产菌株

丝状真菌与其它生产菌株相比有其独特优点，

即具有很高的蛋白质分泌能力；能正确进行各种翻

译后加工，包括肽链剪切和糖基化等，且其糖基化

的方式与高等真核生物的类似；丝状真菌如曲霉等

作为生产菌株，已有成熟的发酵和后处理工艺。但

是丝状真菌用作工业生产菌株也存在一些缺陷，例

如对外源蛋白质的表达量低，有的菌株会产生一些

有害物质影响产品品质等。基因敲除技术无疑给

基因工程育种提供了一个有效的途径。

孙晶等以潮霉素抗性基因为标记，利用基因敲

除技术将黑曲霉（!"#$%&’(()" /’&$%）34..566, 中一

种编码天冬氨酸胞外蛋白酶的基因 #$#- 敲除，功能

分析显示突变株的酸性蛋白酶活性明显下降，外源

蛋白漆酶的分泌表达提高，提示 #$#-基因的缺失对

外源蛋白漆酶的表达有保护作用［,7］。

!" !$ 次生代谢产物合成途径改造（代谢工程）

丝状真菌的许多次生代谢产物对人类的营养

和健康有着非常重要的作用，如抗生素、89$9+: 类药

物、有机酸、多不饱和脂肪酸等。利用基因敲除技

术可以有目的地对次生代谢产物生物合成途径进

行改造，使代谢向目的产物积累方向进行。

棉阿舒囊霉（!"123, &4""3#’’）是一种棉花病原

菌，能够过量生成核黄素（ 维生素 -5 ），但是其合成

受到甘氨酸的限制（ 甘氨酸是嘌呤生物合成的前

体）。.;&+89+:$ 等将编码丝氨酸羧甲 基 转 移 酶 的

"1+5 基因敲除后，核黄素的生成量显著升高。经7,

. 分析，敲除 "1+5 基因导致丝氨酸下降 5< = /<，

甘氨酸上升 />< =26<［06］。

与传统的育种方法相比，采用分子生物学方法

育种更具目的性，需要在分子水平对宿主菌及其代

谢途径有相当的了解。目前关于利用基因敲除技

术进行丝状真菌代谢控制育种的研究报道比较少

见，主要还是集中在基因结构和功能的研究。相信

随着生物信息学以及功能基因组学研究的深入，将

会有大量的改良菌株应用于生产。
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