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细胞工厂的优化                                                               

黑曲霉作为细胞工厂：知识准备与技术基础 

郭艳梅，郑平，孙际宾 
中国科学院天津工业生物技术研究所，天津 300308 

摘  要: 黑曲霉是一种重要工业微生物，在酶制剂、异源蛋白、有机酸等领域应用广泛。2007 年黑曲霉基因组的公布

将黑曲霉的研究引入后基因组时代，各种组学数据如雨后春笋般涌现，人们对黑曲霉高效生产机制的理解上升到系统、

分子层次；与此同时，黑曲霉遗传操作系统也不断成熟，为系统地研究和改造黑曲霉、将黑曲霉打造成通用细胞工厂

奠定了基础。 
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Aspergillus niger as a potential cellular factory: prior  
knowledge and key technology 

Yanmei Guo, Ping Zheng, and Jibin Sun 

Tianjin Institute of Industrial Biotechnology, Chinese Academy of Sciences, Tianjin 300308, China 

Abstract:  Aspergillus niger is an important industrial workhorse with extensive application in the sectors of industrial enzymes, 
heterogeneous proteins, organic acids and etc. The disclosure of its genomic sequence to the public brought the study of A. niger into 
the post-genomic era. Diverse omic data are being produced massively and rapidly, which largely upgrades our understanding to the 
hyperproduction mechanism of A. niger to a systems and molecular level. At meanwhile, its genetic operating system is becoming 
mature, which enables genome-scale genetic perturbation within A. niger. In conclusion, we are on the right way to redesign and 
engineer A. niger to an omnipotent cellular factory. 
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1  概述 

黑曲霉是一种广泛存在于自然界的腐生真菌，

其分生孢子头呈褐黑色放射状，分生孢子梗长短不

一。顶囊球形，双层小梗 (图 1)，多见于粮食、植

物性产品和土壤中。黑曲霉又是重要的工业发酵微

生物，在工业酶制剂、有机酸发酵方面应用广泛。

可生产淀粉酶、酸性蛋白酶、纤维素酶、果胶酶、

葡萄糖氧化酶等超过 30 种酶制剂。因为黑曲霉出色

的蛋白质分泌能力，黑曲霉也被开发为通用的异源蛋

白表达载体。黑曲霉是柠檬酸、葡糖酸和没食子酸

等的主要生产菌。世界上柠檬酸年产量超过 150 万 t，
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其中 99％以上的柠檬酸都是通过黑曲霉发酵生产

的，中国柠檬酸生产的技术和产能都居世界领先地

位。另外黑曲霉在甾体转化、传统发酵食品酿制等

方面也有所应用。 

 

图 1  黑曲霉分生孢子梗的扫描电镜图[1] (本图由爱丁堡

大学瑞德博士惠供) 

Fig. 1  Scanning electron microscope photo of Aspergillus 
niger conidial head[1] (with kindly permission from Dr. Nick 
Read).  

 
黑曲霉具有强大的聚合物降解酶系，赋予其在

各种廉价的培养基上快速生长和发酵的能力，能够

在极低的 pH 下保持旺盛的代谢活性因而不易染菌，

能够适应工业发酵中粗放的物料和理化环境，这些

品质使黑曲霉成为一种不可多得的工业生产宿主

菌，即细胞工厂。但追溯起来，是黑曲霉在柠檬酸

工业生产中的应用首先奠定了其在工业发酵上的特

殊地位。早在 1923 年黑曲霉就已经应用于工业生产

柠檬酸。到目前为止，利用黑曲霉生产柠檬酸的发

酵过程已经成为微生物发酵工业的典范。在近一个

世纪的柠檬酸生产过程中，柠檬酸生产的各项性能

指标突飞猛进，黑曲霉菌种改造是主要推手，但这

其中仍以传统的诱变育种为主。 

自上世纪 90 年代以来，分子生物学的进步率先

揭开了全面研究黑曲霉细胞工厂运作机制的序幕。

一些基因得到克隆和功能表征，一些针对丝状真菌

的分子生物学操作技术也在黑曲霉中得到实现和应

用，如敲除载体、转化方法、筛选标记等等。这些

都为更好地研究黑曲霉的分子机制奠定了基础。2007

年前后，3 株黑曲霉菌株基因组的公布，将黑曲霉的

研究推入后基因组时代。伴随着分子生物学、系统

生物学等学科的迅猛发展，黑曲霉这个高效运作的

细胞工厂的神秘面纱正在被逐渐揭开，对黑曲霉细

胞工厂进行重新设计和优化的能力正在逐步形成。 

2  系统生物学的进步使得对黑曲霉的了解

一步步深入 

2.1  黑曲霉基因组 
近年来，有 3 株黑曲霉工业菌株先后获得测序。

2000 年 7 月荷兰帝斯曼公司 (DSM) 率先启动了对

其拥有的工业酶生产菌株黑曲霉 CBS 513.88 的测序

计划。采用 BAC 和 shotgun 法，2001 年底完成测序，

8 倍覆盖率，拼接成约 500 个重叠群 (Contigs)，大

小 34.5 兆碱基对，预测有 14 000 多个基因，但该信

息当时仅限于在公司内部使用。大约与此同时，美

国 Integrated Genomics 公司完成对黑曲霉菌株

ATCC 9029 测序，该菌株曾被用于多种酶制剂和有

机酸生产的研究。测序采用 shotgun 法，4 倍覆盖率，

约 10 000 个重叠群。形成的数据库通过该公司的生

物信息集成数据库 ERGO 进行销售。2006 年美国能

源部联合基因组学研究所 (JGI) 完成对柠檬酸生产

菌黑曲霉 ATCC 1015 测序，测序质量与帝斯曼的质

量相当，也是 8 倍覆盖率。基因组大小为 37.1 兆，

较帝斯曼菌株大，预测基因数目约 11 000 个。JGI

采取的是开放策略，其数据在公开发表之前已经提

供给公众下载 [2] (http://genome.jgi-psf.org/Aspni1/ 

Aspni1.home.html)。在这种形势下，在对其菌株基因

组信息进行了充分的挖掘和专利保护之后，帝斯曼

公司及其合作伙伴在 Nature Biotechnology 上发表论

文[3]，对黑曲霉基因组进行系统阐述，并公布序列

和高质量的基因组注释。同时发表的还有对其中央

代谢途径的重建和对其蛋白质分泌途径的解析，成

为当时黑曲霉研究领域，特别是在欧洲的企业界和

学术界研究者与生物信息工作者联手合作的典范，

轰动了当时的学术界和产业界。本文作者有幸参与

了这一工作，在重建黑曲霉分泌途径方面做了一点

工作。 
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黑曲霉基因组数据的公布为功能基因组学的深

入研究奠定了基础，转录组、蛋白组和代谢组方面

的数据很快得到了发表，使细胞工厂设计和代谢工

程研究变得更加便捷，也为通过工程手段提高工业

生产菌株性能提供了新的思路和方法。 

2.2  蛋白质分泌途径 
黑曲霉具有高效表达和分泌某些蛋白质、特别

是各种水解酶的能力，但是并非所有异源蛋白都能

够通过黑曲霉实现过量胞外生产。虽然通过一些技

术手段，例如采用基因融合、蛋白酶缺失、分子伴

侣和折叠酶过量表达等工程菌株改造策略，在某些

情况下可以提高一些异源蛋白的产量，但是在很多

情况下仍难以奏效。蛋白质的分泌机制和其改造是

异源蛋白生产的瓶颈问题。 

真核生物胞外蛋白质的分泌是一个非常复杂的

过程。分泌蛋白通常在 N 端有信号肽序列，它引导

分泌蛋白定位于糙面内质网膜的核糖体上合成，随

后信号肽被切除，并在内质网中进行加工、修饰；

然后被运输到高尔基体中进行进一步的翻译后加

工，形成有特定结构和功能的蛋白质；最后通过高

尔基体发生的分泌小泡与质膜融合，将其包含的蛋

白质分泌到细胞外，这个过程被称为内质网-高尔基

体 (ER-Golgi) 蛋白分泌途径 (图 2)。 

 

图 2  黑曲霉的蛋白质分泌途径[3] (括号中的数字表示涉

及该过程的编码基因数量) 
Fig. 2  Protein secretory pathway of Aspergillus niger[3]. The 
numbers in parentheses represent the number of coding genes 
involved in the corresponding process. 
 

通过比较黑曲霉、构巢曲霉、脉胞霉、酿酒酵

母等 20 余种真核生物，我们第一次注释了与黑曲霉

蛋白质运输有关的 300 多个基因，约占其基因组总

量的 2％，初步重建了黑曲霉的蛋白质分泌途径[3]。

与其他真核生物相比，黑曲霉表现了与众不同的特

点，比如具有更多的糖基化基因，具有与细菌类似

的 IbpA 蛋白稳定蛋白质分散，更多的蛋白质二硫键

异构酶和肽基脯氨酰异构酶帮助蛋白质折叠，与哺

乳动物和酵母菌都不同的未折叠蛋白响应系统 

(UPR) 等。 

2.3  代谢网络调控 
在广泛的基因组注释和比较基因组学研究的基

础上，孙际宾等重建了黑曲霉基因组规模的代谢网

络模型[4] (图 3)，共涉及 4 000 多个基因，999 个不

同的酶序列号  (EC number)，2 443 个代谢反应和

2 349 个代谢产物。这是黑曲霉第一个全面的代谢网

络模型，是以往文献发表的黑曲霉网络的反应数目

的 8 倍以上。应用此网络模型首先分析了黑曲霉高

产柠檬酸的机理[4]。发现黑曲霉除了丰富的多糖水

解酶体系外，其糖酵解和三羧酸循环还有丰富的冗

余基因，即较多的重复基因拷贝编码催化同一步反

应的酶。典型的是柠檬酸合成酶 CS 和线粒体支链

氧化还原酶 AOX。与当时基因组序列已经公布的丝

状真菌相比，3 株获得测序的黑曲霉菌株普遍存在

额外的第 5 套柠檬酸合成酶，而柠檬酸生产菌株

ATCC 1015 则具有第 6 套细菌来源的柠檬酸合成

酶。在柠檬酸的合成过程中，氧气被同时大量消耗。

发酵过程停止通气 5 min 足以导致整个发酵过程发 

 

图 3  黑曲霉基因组规模代谢网络模型[4] 
Fig. 3  Genome-scale metabolic network of Aspergillus niger[4]. 
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生不可逆的损伤。究其原因，黑曲霉转化葡萄糖生

成柠檬酸的过程中，每一分子柠檬酸的合成，都会

伴随 3 分子 NADH 的产生。大量的 NADH 只有传递

给氧气才能得到氧化再生。除氧化磷酸化电子传递

链外，黑曲霉被认为拥有一条不产生能量的电子传

递系统，称为支链氧化还原酶 AOX。但是，已经发

现的 AOX 系统经过分子生物学实验证明与柠檬酸

高速合成无关，其同源系统在所有真核生物中有着

广泛的分布。非常有趣的是，通过基因组分析，发

现黑曲霉存在另外一套独有的 AOX，称之为 AOX2。

这一发现，为解释 NADH 高速循环和柠檬酸快速合

成提供了新的思路，也为黑曲霉细胞工厂的重新设

计指出了途径。 

在黑曲霉代谢网络研究方面的一个里程碑是

Jens Nielsen 小组 2008 年发表在 Molecular Systems 

Biology[5]上的工作在深入分析文献数据的基础上，

他们建立了包括亚细胞定位和运输反应的全细胞代

谢网络，包含文献 371 篇，生化反应 1 190 个。结

合文献中的宏观数据、流量分析和转录组数据，他

们证实了其网络的可靠性，分析了黑曲霉的代谢潜

力。与前面介绍的基因组规模代谢网络相比，尽管

反应总数少一半左右，但是可靠性有很大提升，同

时包含亚细胞定位和运输反应，这些信息对于模型

模拟与细胞仿真非常重要。在 Nielsen 等的基础上

补充更多的可靠的代谢反应，是黑曲霉代谢网络研

究的重要方向，将成为黑曲霉细胞工厂设计的重要

基础。 

2.4  调控网络 
尽管对黑曲霉的研究有近百年的历史，在

PUBMED 中可索引的文献有数千条，但是限于其遗

传操作的复杂性，关于黑曲霉基因调控的机理的研

究非常少。这种状态一直到 2007 年黑曲霉基因组序

列得以公开后才开始改变。Park 等构建了真菌转录

因子数据库 (http://ftfd.snu.ac.kr)，从 156 个真菌的

全基因组数据预测了 58 890 个潜在的转录因子，包

括黑曲霉 CBS 513.88 的 679 个转录因子，为从构建

全基因组规模调控网络提供了条件。通过对 3 000

余篇黑曲霉相关研究论文的分析总结，我们汇总了

文献中对黑曲霉基因调控网络研究的成果，得到经

实验确证了的调控蛋白和其调控关系，同时通过各

种计算生物学手段预测新的调控，初步形成了黑曲

霉基因调控网路和数据库。同时我们在积极开展高

通量的蛋白质-DNA 相互作用研究，期望在不远的将

来，进一步拓展对黑曲霉调控网络的认识。 

2.5  黑曲霉的系统解析 
高通量系统生物学分析是理解黑曲霉细胞工厂

的重要基础，特别是近几年来，随着黑曲霉基因组

的发布，相关研究呈现井喷趋势。甚至在基因组数

据正式公布之前，Semova 等就于 2006 年率先发表了

在 7 种不同培养条件下的 EST (Expressed sequence 

tags) 数据，包括 12 820 个 EST 序列，分属于 5 108

个基因模型[6]。Meyer 等首次通过基因芯片技术分

析了在存在抗真菌药物环境下黑曲霉的转录响应[7]。

Nielsen 研究组发布了黑曲霉、构巢曲霉和米曲霉的

三基因组整合型芯片，Affymetrix 格式，方便了 3

种曲霉的比较分析[8]。他们利用此芯片比较研究了 3

种曲霉在葡萄糖和甘油两种碳源上基因转录情况，

发现了一个重要调控因子 Adr1 和其保守 DNA 结合

序列，表明在曲霉属、甚至在酿酒酵母和人类中，

该调控模式都是相当保守的[9]。 

Lu 等 2007 年就通过二维电泳完成了淀粉酶产

生菌黑曲霉在诱导和非诱导条件下 (分别以麦芽糖

和木糖为碳源) 的蛋白质组的比较研究，但是相关

工作直到 2010 年才发表[10]。研究表明在诱导和非诱

导条件下胞浆蛋白质组并没有明显的差异，主要差

异体现在胞外分泌蛋白，特别是植物细胞壁降解蛋

白。最近 Jørgensen 等作了类似条件下的转录组比

较，但是实验是在控制更精确的恒化培养条件下完

成的。他们发现在此条件下以麦芽糖为唯一碳源时

胞外蛋白量是以木糖为唯一碳源的 3 倍以上，90 种

以上与蛋白质分泌途径有关的蛋白发生了上调表

达，包括蛋白质 ER 转位、折叠、糖基化、质量控

制、小体装配和运输等，与未折叠蛋白响应 UPR 的

情况非常类似[11]。荷兰帝斯曼公司比较研究了 3 种

胞外酶生产菌株及其野生型菌株在蛋白质生产条件

下转录组和蛋白质组方面的差异[12]。他们发现随着

产量和产物性质的不同，细胞的响应存在显著差异，

如碳氮代谢、氧化压力蛋白、蛋白质折叠和内质网
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结合的蛋白质降解系统 (ERAD) 等。通过在 β-葡萄

糖苷酸酶 (GUS) 高产菌株中过量表达 ERAD 因子

doaA 和寡糖转移酶 sttC，GUS 的产量确实得到了少

量提升。Oliveira 等最近通过 LC-MS/MS 研究了胞

外分泌小体 microsome 中蛋白质的分布情况，也发

现在小体中存在 ERAD 组分 Cdc48，并且首次发现

小体中含有 14 种蛋白体 20S 亚基组分[13]。 

3  构建黑曲霉细胞工厂的实验技术储备 

遗传操作系统是基因功能分析和细胞工厂改造

的必需工具。随着黑曲霉基因组序列的公布，其遗

传操作系统的研究进展十分迅速。 

基因敲除是遗传操作中的难点和关键，是基因

功能研究和细胞工厂设计中的常用手段。虽然基因

敲除目前在细菌、酵母及哺乳动物中已有广泛应用，

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：克隆和筛选步骤繁琐，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。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。针对上述问题，近年来研究者提出了许多有

效的改进措施，在黑曲霉中已经建立了高效打靶系

统，这使得黑曲霉的遗传操作变得简便、迅速和高

效，为黑曲霉的深入研究和应用铺平了道路。 

3.1  基因打靶系统 
在进行目的基因敲除过程中，载体构建非常重

要。载体一般要包括 2 个分别与目标基因两侧同源

的臂序列和 1 个筛选标记基因。在丝状真菌中进行

基因替换通常需要 500 bp 或更长的同源臂序列[14]。

融合 PCR 法是一种新的用于丝状真菌打靶载体快速

构建的方法，通过三轮 PCR 可直接获得三片段的

融合产物。首先利用融合 PCR 实现目标基因替换

的是构巢曲霉 Aspergillus nidulans (Eidam) Winter、

烟曲霉 A. fumigatus Fres.及禾谷镰刀菌 Fusarium 

graminearum Schw.等。 

利用在大肠杆菌中表达的 Lambda 噬菌体的

Red 系统 (gam，bet，exo) 构建置换型打靶载体是

一种获得大片段同源臂的有效方法，该方法已成功

地用于构巢曲霉基因的敲除[15]。步骤包括：从基因

组文库中得到含有曲霉目标基因及其邻近基因的

cosmid；扩增带有大肠杆菌 /真菌双重筛选标记的

PCR 片段，两端各有 50 bp 左右与目标基因同源的

序列；在大肠杆菌中借助 Lambda 噬菌体的 Red 系

统用筛选标记替换 cosmid 上的待敲除基因，从而获

得带有大片段同源序列 (目标基因的邻近基因) 的

重组 cosmid；将此重组载体导入构巢曲霉中，由于

其同源臂很长所以大大提高了同源重组的效率。 

转 座 子 队 列 敲 除  (Transposon-arrayed gene 

knockout，TAGKO) 可以用于多个目标基因替换载

体的构建。该方法首先构建真菌 cosmid 基因组文库，

筛选含有目标基因的 cosmid。通过转座酶的酶促反

应，携带筛选标记的转座子 Tn7 随机整合入 cosmid，

破坏其中的基因。带有被转座子破坏的基因的

cosmid 可直接作为目标载体通过原生质体或孢子电

击转化，对染色体上的基因进行置换。TAGKO 可以

诱导高频率目标基因替换的原因可能是该方法构建

的打靶载体通常含有较长的同源序列 (约 40 kb)。该

方法亦是发现新基因及对基因功能进行分析的有效

方法。 

在真核生物细胞内存在两种 DNA 双链断裂修

复机制：一种是同源重组 (Homologous recombination，

HR)，一种是非同源末端结合  (Non-homologous 

End Joining，NHEJ)。基因敲除主要是利用了同源

重组 (HR) 的原理。非同源末端连接  (NHEJ) 是

真核生物细胞在不依赖 DNA 同源性的情况下，为

了避免因 DNA 或染色体断裂造成的 DNA 降解或

对生命力的影响，强行将 2 个 DNA 断端彼此连接

在一起的一种特殊的修复机制。这一途径的存在使

得打靶载体被随机整合到染色体上，从而大大降低

了同源重组子的获得频率。在哺乳动物中 NHEJ 途

径占据主导地位，而在酵母细胞中则主要由 HR 途

径修复。现已确定在丝状真菌中 NHEJ 占主导地位，

这也是为什么在黑曲霉等丝状真菌中难以实现定向

遗传操作的原因。Ku70 和 Ku80 是 NHEJ 途径中的

核心因子，如果将其敲除则 NHEJ 途径被破坏，那

么此时 HR 途径将占据主导地位，从而大大提高同

源重组的效率。自从 2004 年 Ninomiya 等[16]成功地
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将粗糙链孢霉中的 Ku70 和 Ku80 敲除而实现了同源

重组效率的大幅提升后，这项方法很快被应用到构

巢曲霉[17]、黑曲霉[7]、米曲霉[18-19]、酱油曲霉[18-19]

中。黑曲霉敲除 Ku70 及 (或) Ku80 后可以实现近

乎 100％的同源重组率，而野生型仅为 10％~30％。 

Khang 等开发了针对丝状真菌的正反双重筛选

体系[20]，正选择标记可以筛选出发生重组的转化子，

反选择标记排除发生非同源重组的转化子，其应用

大大提高了同源重组突变体筛选的效率。这种方法

中用到的反选择标记是疱疹单纯病毒胸苷激酶 

(Herpes simplexvirus thymidine kinase，HSVtk)，可

以将核苷类似物 5-fluoro-2-deoxyuridine (F2dU) 转

化为一种真菌毒性化合物。将 HSVtk 基因置于载体

目标基因同源区的外侧，异位插入的转化子因无法

发生第 2 次同源重组因而携带该基因，在 F2dU 存

在的情况下无法存活；而同源突变体因发生第 2 次

同源重组而去除了 HSVtk 基因，可以在 F2dU 筛选

平板上形成菌落。通过上述双重筛选体系获得的转

化子理论上就是目标突变体。 

在构建黑曲霉细胞工厂时，因为要敲除/改变多

个位点，筛选标记不能留在染色体上，因此实现无

痕敲除非常重要。我们参照在细菌中广泛应用的基

于反向筛选的敲除策略，提出了在黑曲霉中实现无

痕敲除的策略 (图 4)。将要敲除的目标基因的左右

臂连接，正向与反向筛选标记串联置于其一侧。第

1 次重组的过程中利用正向筛选标记进行筛选 (图

4A)，第 2 次重组则利用反向筛选标记筛选。第 2 次

重组后会出现两种情况：一种为重组出现在预定位

置，基因敲除成功 (图 4B)。第二种情况为二次交换

仍在第一次交换时的位置进行，则二次重组恢复成

野生型 (图 4C)。而异位插入的情况则较好排除，因

为在致死基因存在下添加相应底物会使异位插入转

化子致死。 

3.2  黑曲霉表达系统优化 
黑曲霉具有较高的蛋白质分泌能力、与高等真

核生物类似的翻译后加工能力、成熟的发酵工艺和

生物安全性等优点，因而成为新一代微生物高效表

达分泌系统的研究热点。对黑曲霉表达系统优化改

良的工作包括选用强启动子、增加基因拷贝数、构

建蛋白酶缺陷突变株、进行基因融合等。 

 

图 4  一种黑曲霉无痕敲除策略原理 
Fig. 4  A proposed strategy for scarless gene knockout in 
Aspergillus niger. 
 
3.2.1  强启动子 

利用强启动子增加外源基因在黑曲霉中的表达

是一种最为常见的分子操作手段。在黑曲霉中获得

应用的强启动子一般来自于丝状真菌高效表达的基

因，常用的比如构巢曲霉和黑曲霉自身的编码甘油

醛-3-磷酸脱氢酶基因 (Glyceraldehydes-3-phosphate 

dehydrogenase，gpdA) 的启动子[21-22]、黑曲霉糖酵

解 途 径 组 成 型 丙 酮 酸 激 酶 基 因  (Constitutive 

glycolytic pyruvate kinase，pkiA) 的强启动子 [23-24]

等。将目标基因与强启动子偶联，转化黑曲霉从而

实现目标基因的高效表达。Liu 等[25]将黑曲霉糖化

酶基因上游激活蛋白结合位点以多重拷贝的形式插

入一个表达型质粒的启动子区，改造后的启动子大

大提高了外源基因的表达水平。 

3.2.2  增加基因拷贝数 

增加外源基因在丝状真菌中的拷贝数，能显著

增加重组蛋白的表达产量。江南大学王正祥研究组

发现，在黑曲霉染色体整合 2~3 倍糖化酶基因时，

糖化酶的合成量比野生型提高了 17.5％[26]。 

3.2.3  利用蛋白酶缺陷菌株 

黑曲霉自身能产生一些胞内或胞外蛋白酶，能

导致过量表达的目标蛋白的降解。为了克服这一困

难，往往采用遗传诱变或插入失活的方法得到一些

蛋白酶缺陷的黑曲霉。刘丽等[27]通过紫外诱变得到

一株胞外酸性蛋白酶活力仅为原株 0.76％的菌株。

其生长特性和产糖化酶活力与原株基本一致，但报
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告基因 VHb 的分泌表达水平却远高于原始菌株，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。 

3.2.4  基因融合 

为了提高目标基因的分泌表达率，防止表达蛋

白被降解，在黑曲霉中也常采用基因融合的方法，

即把一个在黑曲霉中能高效表达的基因截短然后与

目标基因首尾相连构建表达载体，在黑曲霉中进行

表达。融合蛋白可以增加表达蛋白的可溶性，有利

于蛋白的纯化。Karnaukhova 等[28]将人类的 α 蛋白

酶抑制因子 (Alpha1-PI) 与黑曲霉中能够高效表达

分泌的葡糖淀粉酶 G2 (Glucoamylase G2) 相融合，

从而将这种原本只能极微量获得的抑制因子产量大

大提高，其分泌的有活性的融合蛋白达到 12 mg/L。 

3.3  筛选标记  
遗传转化通常是小概率事件，从大量的未转化

细胞(原生质体) 背景中筛选出正向转化子必须依赖

于适当的遗传标记，遗传标记可以是原养型生长、药

物或抗生素抗性、报告基因产生颜色等视觉特征等。 

最初筛选丝状真菌转化子多是利用营养缺陷型

菌株，通过将目标基因与营养缺陷的野生型等位基

因连锁转移到相应的营养缺陷型菌株中，在基本培

养基中筛选原养型生长菌落而得到转化子。目前，

主要用于黑曲霉转化的营养缺陷型标记基因有 pyr 

(嘧啶)、trp (色氨酸)、niaD (硝酸还原酶) 等。但是

生产菌株往往不具有营养缺陷标记，所以一般不能

用这种方法实现目标基因的遗传转化。 

在黑曲霉中广为使用的抗性基因包括潮霉素磷

酸转移酶 (hph) 基因 (对潮霉素具有抗性)[29-31]、邻

氨基苯甲酸合成酶基因的显性突变基因 (trp3iar) (对

5-氟吲哚具有抗性)[32]。 

报告基因编码一类特殊的蛋白质或者酶，其特

点是易于定性甚至定量检测。用于黑曲霉转化的报

告基因主要有 E.coli β-半乳糖苷酶基因 (lacZ)[33]、

E. coli β-葡糖苷酶基因 (gus)[12]。这些报告基因编码

的酶可以催化指示化合物发生显色反应，不仅能够

直观地指示正向转化子，而且可以据此对基因的表

达水平进行定量，用于测量启动子启动效率或者测

量转录调控关系。 

3.4  转化方法 
外源 DNA 导入黑曲霉中最普遍使用的方案是

CaCl2/PEG 介导的原生质体转化法。首先是用溶壁

酶处理菌丝体或萌发的孢子获得原生质体，将原生

质体、外源载体 DNA 混合于一定浓度的 CaCl2、

PEG (聚乙二醇) 缓冲液中进行融合转化。然后将原

生质体涂布于再生培养基中培养筛选转化子。1994

年日本的 Ozeki 等在黑曲霉中建立了孢子电转化

法 [34]。电转化孢子的方法较原生质体法简单、高效，

在多种丝状真菌已有应用实例，是粗糙链孢霉遗传

转化的主要方法之一。孢子电转化的过程主要包括：

收集培养至少 8 d 的孢子；将孢子用冷冻山梨醇反

复冲洗 3 次并悬浮；冰上将 DNA 与细胞轻柔混匀并

电转化；之后加入山梨醇混匀涂平板。 

4  讨论与展望 

黑曲霉可以作为通用细胞工厂的一个前提是其

生物安全性。FDA 已经认定黑曲霉的安全性属于

GRAS (Generally regarded as safe，通常认为是安全

的)。基因组数据和对黑曲霉遗传代谢、蛋白质分泌

分子机制的理解进一步推动了将黑曲霉开发为细胞

工厂的研究活动。黑曲霉蛋白质分泌途径的认识和

改造研究非常活跃，包括荷兰帝斯曼及合作者、丹

麦技术大学和德国不伦瑞克工业大学等多个有竞争

力的团队，有希望在不久的将来，全面解析其高效

蛋白质分泌的分子机理，将黑曲霉开发成为一个通

用的工业酶和异源蛋白质表达的载体。在代谢工程

改造方面，Jens Nielsen 的团队在改造黑曲霉生产琥

珀酸、苹果酸和柠檬酸方面作了一些工作[35-36]。 

另外黑曲霉也可以被开发为次级代谢产物生产

的细胞工厂。近年来不断发现黑曲霉可以产生多种

次级代谢产物。经过鉴定的不同次级代谢物就有 140

多种，其诸多次级代谢物在食品、饲料及生物技术

产业中都有很好的应用并且被认为是安全的。基因

组数据也揭示了黑曲霉产生众多次级代谢产物的分

子基础 [3]，包括数个次级代谢产物基因簇。黑曲霉

基因组上有 17 个非核糖体肽合成酶 (NRPS) 和 34

个聚酮合成酶 (PKS)。但是近期关于曲霉次级代谢

产物赭曲霉毒素 A及烟曲霉毒素 B2的毒性问题也提
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醒我们不能因为黑曲霉具有 GRAS 认证就忽视了对

其安全性的关注。 

构建黑曲霉细胞工程的工作还刚刚起步，距离

应用还有相当大的距离。随着黑曲霉遗传操作工具

的不断成熟，可以预见将有更多的团队加入到黑曲

霉的改造活动中，黑曲霉作为细胞工厂生产工业酶、

异源蛋白质、有机酸、次级代谢产物等将呈现日益

美好的前景。 
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