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摘 要 黑曲霉糖化酶高产菌株 5$! 经紫外诱变后，通过酪蛋白平板和蛋白酶活性测定筛选出胞外酸性蛋白酶活

力仅为原株 %C4#D的菌株 3 ) $#1%*5$!0$%!，其生长特性和产糖化酶活力与原株基本一致。利用原生质体0E7F 法将

含有报告基因 4"5 的表达分泌质粒 GF5!%0 4"5 通过与选择标记质粒的共转化导入此蛋白酶部分缺陷株及其原株

5$!，检测在蛋白酶缺陷株 3&6%*1#,,)& $#1%* 5$!0$%! 和原株 5$! 中 &H. 的分泌表达，结果表明在 3 ) $#1%*5$!0$%! 中

&H. 表达水平显著高于原株，但 *’/:@,/B .(’: 却显示在两菌株中 4$5 基因的转录水平近似，由此证明酸性蛋白酶缺

陷对保护外源蛋白产生了显著效果。
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黑曲霉作为外源基因表达系统比其它微生物表

达系统（细菌，酵母）具有如下的独特优点：高分泌

性能，高强度启动子，完善的翻译后加工及成熟的

发酵工艺。但黑曲霉自身蛋白酶对外源蛋白的降解

成了提高目的蛋白产量的主要障碍。实践证明，通

过诱变或基因敲除来筛选蛋白酶缺陷株，是克服这

一障碍的行之有效的方法［!，$］。黑曲霉糖化酶高产

株 5$! 除具有高强度能诱导的糖化酶启动子和内源

蛋白高分泌能力外是已知的抗葡萄糖阻遏突变株，

因此以黑曲霉 5$! 作为基因工程受体菌的改造集中

于筛选蛋白酶缺陷株。本文即报告蛋白酶缺陷株的

筛选及其作为丝状真菌表达宿主的应用效果。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：3 ) $#1%*5$! 由本组保存。

!"!"# 质粒：G3KL$，含乙酰胺酶基因 +789，M/)
H?B,N 惠赠；GOP!，含潮霉素 Q 磷酸转移酶基因

"6"，M/) RSAR 惠赠；GF5!% 为丝状真菌表达分泌载

体，GF5!%0 4"5 为插入报告基因 4"5（编码细菌血红

蛋白）的表达分泌载体质粒，由本组构建（待发表）。

!"!"$ 培养基：细菌培养用 TQ 培养基。黑曲霉菌

种保存、活化，用查氏培养基。黑曲霉发酵培养基

#D淀粉，$D酵母粉，%C1DUH$EV2，%C1D玉米粉。

检测蛋白酶分泌活性的酪蛋白平板成分为 !D酪蛋

白（溶于 GH 2C% 的 %C!-’(WT 乳酸缓冲液），!D明胶

和 !C$D琼脂。检验淀粉水解酶分泌的淀粉平板成

分为 !D淀粉，!D明胶和 !C$D琼脂。糖化酶活性

测定按常规，! 个单位定义为 34X作用于可溶性淀

粉每分钟产生 !!; 葡萄糖的酶量。黑曲霉原生质体

制备的前培养基成分为 !D淀粉，$D酵母粉，!D
葡萄 糖，%C1D UH$EV2，%C$1D 玉 米 粉，%C$1D 豆

粉。黑曲霉转化培养基是以 !-’(WT 蔗糖为渗透压

稳定剂的查氏培养基。其中以乙酰胺为选择标记的

培 养 基 去 掉 *8*V3 另 含 %C%!-’(WT 乙 酰 胺 和

%C%$-’(WT YNY(，以潮霉素 Q 为选择标记的查氏培养

基另含 $%%!;W-T 潮霉素 Q，转化用的上层软洋菜培

养基成分除 %C#D琼脂外，其它与下层培养基相同。

!"!"% 酶及其它试剂：T?N9B; ,BZ?-, 和 A,(([(8N, 购

自 K9;-8 公司。酪蛋白购自 K9;-8 公司。

!"# 方法

!"#"! 5$! 紫外诱变：参照文献［3］进行。取培养

好的斜面，加入无菌水约 $ \ 3-T，将孢子刮下，玻



璃珠打碎，! 层纱布过滤，获得单孢子悬液，调整孢

子浓 度 至 约 "#$ 个%&’，涂 布 查 氏 培 养 基 平 板，

"##!’%皿，置紫外箱中，灯管距平板 "()*+&，功率

!#,，照射 !*-，然后置 $#. 培养箱中培养 / 0 (1。

从致死率约为 (#2的平板挑取菌落接种保存。

!"#"# 部分蛋白酶缺陷株蛋白酶活力的测定及其

发酵特性试验：将上述各诱变菌株斜面培养物接种

到黑曲霉发酵培养基中，$#.，3"#4%&56 培养 $1，

过滤收集上清，取 *#!’，注入已打孔的酪蛋白平板

的孔穴内，$#.培养，第 3 天观察蛋白透明圈。以

73" 为对照，选取蛋白透明圈明显减小菌株的发酵

上清液进行蛋白酶活力测定，参照《酶制剂工业手

册》所述方法［!］进行。将筛选出的部分蛋白酶缺陷

株进行菌丝重量，发酵液 89 值，淀粉水解能力，糖

化酶活性的测定以及在 3:脱氧葡萄糖培养基上的

生长试验。

!"#"$ 黑曲霉蛋白酶部分缺陷株原生质体的制备

及转 化：黑 曲 霉 原 生 质 体 制 备 基 本 参 照 ,;46<4-
（"=>/）等人［*］的方法。质粒的整合采用共转化。取

3 ? "#( 0 ! ? "#( 原生质体与 *!@ 选择标记质粒 ABC
和 *!@ 转化质粒 ABC 混合，加入 *#!’ DEF 缓冲液

（3*2 DEF/###，#)#*&GH%’I<IH3，#)#"&GH%’ 745- J IH，

89 ()*），冰上孵育 3#&56 后加入 "&’ 上述 DEF 缓冲

液，*&56 后再加入 "&’ "&GH%’ -G4K5LGH 溶液并与融化

的软洋菜选择培养基混匀，立即铺于同一培养基平

板上，$#.培养 "# 0 "31。

!"#"% 转化子 M9K 的功能检测：参见文献［/］，接

种转化子的孢子悬液至 *#&’ 黑曲霉发酵培养基

中，$#.，33#4%&56 培养 !1，过滤，取 >&’ 滤液，均分

至两个大试管，各加入 3#&@%&’ 亚硫酸钠，溶解后，

一份通入 IN $#&56，立即在分光光度计上作 $># 0
!>#6& 扫描测定，以室温静置的另一份作比色对

照，依据 !3#6& 处 M9K:IN 特征吸收峰的出现来鉴

定，峰高则粗略表示 M9K 的浓度。

!"#"& BG4LO;46 KHGL 分析：采用标准 ABC 重组技

术。总 PBC 的 提 取 根 据 M;4QG;41 等 人 方 法［(］。

ABC 探针为 !"# 结构基因的 IH<R:SHTR 片段。

# 结 果

#"! ’#! 部分蛋白酶缺陷株的筛选

从紫 外 诱 变 后 的 *(/ 株 菌 的 发 酵 上 清 各 取

*#!’ 加入酪蛋白平板的孔内，结果选到了蛋白圈明

显减小的 ! 株菌 BGJ >#，=$，=/，3#"（图 "），于 89
!)# 测定蛋白酶活力，结果示于表 "，BGJ 3#" 的胞外

蛋白酶活力仅为原株的 #)(/2，进一步对 BGJ3#" 进

行了发酵培养和在添加了 "2的 3:脱氧葡萄糖的培

养基上的生长试验，以观察其培养特性和测定糖化

酶产量，结果均与原株基本一致（表 3），因此可以认

为 BGJ3#" 的生长能力，糖化酶的转录机器，蛋白分

泌能 力 和 蛋 白 加 工 形 成 成 熟 蛋 白 所 需 的 内 肽 酶

UEVRR和抗葡萄糖阻遏特性都基本未变，没有受诱

变作用的影响，适于用作基因工程的受体菌，命名为

$ J %&’()73":3#"。

图 " 分泌蛋白酶活性的酪蛋白平板检测

W5@J" I<-;56 8H<L; L;-L56@ GX -;+4;L;1 84GL;<-; <+L5Y5LZ
P5@OL OGH; GX LO; X54-L H56; <61 &511H; OGH;- GX LO; -;+G61 <61 LO541 H56;

<4; 73"，LO; GLO;4 OGH;- <4; BGJ3#"

表 ! 胞外蛋白酶活性测定

’()*+ ! ’+,-./0 12 +3-4(5+**6*(4 741-+(,+ (5-.8.-9

[L4<56- 73" ># =$ =/ 3#"

*+3"* K;XG4; 4;<+L5G6 #)"*3 #)333 #)#=( #)"3! #)"/3

*+3"* <XL;4 4;<+L5G6 #)3>$ #)3*= #)"!# #)"*3 #)"/$

A;XX;4;6+; Y<HT; #)"$" #)#$( #)#!$ #)#3> #)##"

84GL;<-; <+L5Y5LZ（T%&’） $# >)!/ =)>! /)!3 #)3$

7O; 4;-THL- <4; LO; <Y;4<@; Y<HT;- GX ;5@OL ;\8;45&;6L-J

表 # 部分蛋白酶缺陷株与 ’#! 的培养特性比较

’()*+ # ’:+ 51;7(4.,1/ 12 56*-64(* 7417+4-.+, 12
741-+(,+<=+2.5.+/- ,-4(./ (/= ,-(4-./0 ,-4(./ ’#!

[L4<56-
SZ+;H5< 14Z

Q;5@OL（@%*#&’）
89 Y<HT;

[L<4+O O<HG

15<&;L;4

FHT+G<&ZH<-;

<+L5Y5LZ

F4GQLO 56

3:1;G\Z@HT+G-;

73" #)/$! ] #)#3 !)> ] #)" ")/ ] #)" 3(=>)/ ] /)3 ^

># #)*(" ] #)#" !)( ] #)" ")* ] #)" 3/!*)3 ] ()" ^

=$ #)*= ] #)#" !) ] #)"( ")* ] #)" 3>"!)> ] >)/ ^

=/ #)/3 ] #)#" !)/ ] #)" ")( ] #)" 3(!#)$ ] =)$ ^

3#" #)/# ] #)#3 !)/ ] #)" ")/ ] #)" 3(>*)! ] !)> ^

7O; 4;-THL- <4; <Y;4<@; Y<HT;- GX LO; LO4;; ;\8;45&;6L-J
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!"! 以 ! # "#$%&$!%&!’% 和 ! # "#$%&$!% 为受体的

表达水平的比较

分 别 用 !"#$%&!’()*+,-. 和 !/0)&!’()*+,-.
对 ! 1 "#$%&(%)+%*) 和 ! 1 "#$%&(%) 进行共转化。由

于采用共转化，用选择标记筛选出的转化子中只有

一定比例是同时整合入表达质粒的，从以上 2 种转

化中各随机挑出 )* 个转化子，检测 34. 功能表达，

结果分别检出 % 5 " 个阳性转化子。图 % 出示了

! 1 "#$%&(%)+%*) 和 ! 1 "#$%&(%) 各一株阳性转化子培

养上清的 67 结合吸收峰。比较二菌株的 67+34.
平均吸收，结果示于表 "。由表 " 知，以 ! 1 "#$%&(%)+
%*) 为受体菌的转化子的 34.+67 结合吸收明显比

! 1 "#$%&(%) 为受体的高。推测这是以 ! 1 "#$%&(%)+
%*) 为受体时，由于部分蛋白酶的缺陷使 34. 的降

解明显减少的缘故，但是否是两菌株 ’() 基因转录

水平的差异所致呢，为此进行了如下的 89:;-<:= 实

验。

表 ( ! # "#$%&$!% 和 ! # "#$%&$!%&!’% 为受体株的

)*+ 表达水平比较

$,+-. ( /012,34506 07 .823.55406 -.9.-5 07 )*+ :4;<
! # "#$%&$!% ,6= ! # "#$%&$!%&!’% ,5 3.>424.6; 5;3,465

#<><?;@,< AB:C<: *+,- (.(

:<?@!@<=; D;:B@=D ! 1 "#$%&(%) ! 1 "#$%&(%)+%*) ! 1 "#$%&(%)! 1 "#$%&(%)+%*)

891 9E D?:<<=@=F )* )* )* )*

891 9E <G!:<DD@9= % % % "

!/02%* * 1*% * 1)% * 1*" * 1%*

!/02%* @D ;-< B,<:BF< B.D9:.B=?< ,B>H< I<;<:A@=<I .J ;-:<< @=I<!<=+

I<=; <G!<:@A<=;D1

图 % 阳性转化子培养上清的 67+34. 结合吸收光谱

K@F1% 67+.@=I@=F D!<?;:HA 9E ?H>;H:< DH!<:=B;B=; E:9A !9D@;@,<
;:B=DE9:AB=;D1

!"( ! # "#$%&$!%&!’% 和 ! # "#$%&$!% 转化子 ?03;<&
.36 +-0; 分析

从以 (.( 为选择标记的 ! 1 "#$%&(%)+%*) 和 ! 1
"#$%&(%) 转化子中，选出 34. 表达水平接近该类平

均水平的转化子，接 种 于 LM 淀 粉 为 唯 一 碳 源 的

N*AO 培养基中，%%*:&A@=，"*P 培养 Q2-，收集菌

丝，提取总 $8R，以"% !+I6(S 标记的 ’() 结构基因上

"**.! 的 6>BT+/>HT 片段作为探针进行杂交，以 !’()*
空载体的转化子 $8R 作为对照。图 2 表明糖化酶

与 34. 基因的融合转录本存在于两类转化子中且

二者 显 影 强 度 基 本 无 差 别。 此 结 果 排 除 了 以

! 1 "#$%&(%)+%*) 和 ! 1 "#$%&(%) 作为受体菌时 ’() 基

因转录水平的差异，从而证明了以紫外诱变筛选的

部分蛋白酶缺陷株作为受体菌在提高外源基因表达

中确实产生了显著效果。

图 " ! 1 "#$%&(%)+%*) 和 ! 1 "#$%&(%) 转化子的 89:;-<:= .>9; 分析

K@F1" 89:;-<:= .>9; B=B>JD@D 9E ;:B=D?:@!;@9=B> ><,<>D 9E

’() F<=< @= ;:B=DE9:AB=;D

!"@ ! # "#$%&$!%&!’% 转 化 子 不 同 培 养 时 间 的

?03;<.36 +-0; 分析

接种一株 34. 转化子至 N*AO 黑曲霉发酵培养

基，于 "*P，%%*:&A@= 分别培养 U%-、Q2-、V*-、VL-，进

行 89:;-<:= .>9; 分析，由图 N 可见，在培养时间为

VL- 以内，外源基因的特异 A$8R 含量是逐渐增加

的，与内源糖化酶产量的进程一致。

图 2 ! 1 "#$%&(%)+%*)&!’()*+ ’() 转化子

不同培养时间的 89:;-<:= .>9; 分析

K@F12 89:;-<:= .>9; B=B>JD@D 9E I@EE<:<=; ?H>;H:< ;@A< 9E
! 1 "#$%&(%)+%*)&!’()*+ ’()

OB=< )：U%；OB=< %：Q2；OB=<"：V*；OB=< 2：VL，

;9;B> $8R N!F，:<D!<?;@,<>J1

( 讨 论

黑曲霉 (%) 是糖化酶高产株，具备作为丝状真

菌基因工程受体菌所需的蛋白高分泌能力，类似哺

乳动物的翻译后加工能力以及抗葡萄糖阻遏等特
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性，但它同时分泌大量蛋白酶到培养介质中，致使异

源蛋白的蛋白酶降解成为了它作为表达宿主的主要

问题，这也是丝状真菌受体系统普遍遇到的问题。

!"#$% 等［&］用基因取代法破坏 ! ’ "#$%& 的 ’%’! 基因

（编码一种门冬氨酸蛋白酶）后，该菌株的胞外蛋白

酶活性下降为野生菌株的 ()*。+%,,"#- 等［.］则采

用诱变处理获得部分蛋白酶缺陷株，使外源脂肪酶

表达分泌量大幅度提高 ’ 黑曲霉中蛋白酶基因种类

甚多，但已知黑曲霉 /(0 在培养 .12 后 34 便迅速

下降至 56) 以下，因此预计参与外源蛋白降解的主

要是酸性蛋白酶，为此我们采用紫外诱变来筛选酸

性蛋白酶活力下降菌株，结果表明传统诱变在获得

黑曲霉蛋白酶缺陷株上，仍然是成本低廉，快速有

效的方法之一。丝状真菌基因工程中的表达分泌载

体常采用高强度、淀粉诱导的糖化酶启动子或其它

淀粉酶类启动子，因此推测将黑曲霉受体株中内源

糖化酶或其它淀粉酶类启动子通过基因取代法敲

除，便可以在一定程度上降低因启动子拷贝数增加

而导致的正调控蛋白的滴定效应和能量、营养的分

流，从而有利于提高外源蛋白表达水平。我们正研

究黑曲霉基因的靶位整合（7"-" ,%#8",9-8）技术，以

建成更理想的黑曲霉表达宿主。
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