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摘 要:为了后续研究里氏木霉(Trichoderma reesei)纤维素酶基因的表达与调控,利用 overlap PCR及分子克隆
技术构建了含有 ColE1原核复制起始位点尧氨苄青霉素抗性尧里氏木霉的丙酮酸脱羧酶启动子尧丙酮酸脱羧酶
终止子尧潮霉素 B抗性的筛选标记并能表达增强型绿色荧光蛋白(ZsGreen)的表达载体 pLXT-ZsGreen遥将该载体
转化里氏木霉 QM9414原生质细胞,使用潮霉素 B筛选平板得到阳性转化子,随后使用荧光显微镜在 488 nm
激发光下观察菌丝,并随机挑取 4个转化菌株进行Western-blot验证遥 结果显示,里氏木霉菌丝体可发出明亮
的绿色荧光,而且Western-blot验证了该载体能够在里氏木霉中有效地表达增强型绿色荧光蛋白遥 上述研究表
明,载体 pLXT-ZsGreen在里氏木霉中能够稳定高效地表达外源基因,为研究里氏木霉的基因表达调控奠定了
实验基础遥
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Abstract: In order to study the expression and regulation of cellulase gene in Trichoderma reesei, overlap
PCR amplification and molecular cloning techniques were employed to construct a vector pLXT -ZsGreen
expressing bright green fluorescence protein in T. reesei. The vector contains prokaryotic replication origin
ColE1, the ampicillin resistance gene, promoter of pyruvate decarboxylase (PDC), terminator of PDC, ZsGreen
gene, and the hygromycin B resistance gene. The vectors were transformed into the protoplasts of T. reesei
QM9414. The hyphae of the transformants were observed using a fluorescence microscope with 488 nm exci原
tation light, and four colonies were randomly selected for Western-blot. The results showed that the trans原
formants were able to express bright green fluorescence under fluorescence microscope. The Western-blot
analysis further verified that the constructed plasmid could express ZsGreen protein effectively in T. reesei.
The vector pLXT-ZsGreen is capable of stable and efficient expression of exogenous genes in T. reesei, and
this lays a foundation for the study of gene expression regulation of T. reesei.
Key words: Trichoderma reesei; enhanced green fluorescence protein; constitutive expression; vector construc原
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里氏木霉(Trichoderma reesei)是多细胞的丝
状真核微生物, 是红褐肉座菌(Hypocrea jecorina)
的无性型, 隶属于丛梗孢目(Moniliales)木霉属(Tri原
choderma), 是重要的纤维素酶生产菌, 可将再生
木质纤维素生物质转化为生物燃料[1]。在公布出
来的里氏木霉的基因组序列中, 植物细胞壁降解
酶的基因组只有 33.9 Mb, 比其他丝状真菌的要
小得多[2], 但其降解纤维素的能力远远大于其他真
菌, 在发酵生产过程中无致病性, 不产生真菌毒
素和抗生素[3]。且丝状真菌里氏木霉表达系统和
原核表达系统相比, 其对蛋白质的折叠、修饰和
糖基化更全面和准确, 具有很强的分泌蛋白质的
能力[4]。据报道, 优良的里氏木霉突变株在最优化
的培养条件下可以分泌出 100 g/L的蛋白质, 其
中主要成分是纤维素酶[5]。因此里氏木霉在纤维
素酶生产上具有重大的工业意义。

里氏木霉的主要产物纤维素酶和纤维二糖

水解酶 I (cellobiohydrolase I, CBHI)约 64%~80%
能分泌到胞外[6]。其中, CBHI的含量最高, 占到胞
外分泌总蛋白质的 50%以上[7], 因此常使用 CBHI
的启动子来构建里氏木霉基因调控载体[8]。CBHI
启动子是诱导型启动子, 在构建里氏木霉诱导型
表达系统时, 经常需要添加纤维素或乳糖等诱导
物, 才能开启基因的转录表达, 但是这个过程容
易受到葡萄糖分解物的阻遏作用[9]; 同时, 在诱导
物存在的条件下, 诱导型表达系统会产生大量的
内源性纤维素酶系蛋白, 使表达产物分离纯化困
难[10~12]。而组成型启动子调控基因表达不需要诱
导物, 不受葡萄糖分解物阻遏作用的影响, 可以
快速利用葡萄糖作为碳源, 表达产生高纯度的目
的蛋白。目前, 用组成型启动子构建的里氏木霉
组成型表达系统已经成功地生产了同源和异源

重组蛋白。例如: 编码磷酸甘油酸激酶的 pgk 启
动子和编码丙酮酸激酶的 pyk 启动子, 在葡萄糖
培养基中能够调控基因的转录表达, 但是效率不
高[13]; 而编码 3-磷酸甘油醛脱氢酶的 gpd基因的
启动子(Pgpd)是一个强的组成型启动子, 已经被
广泛用于构建真菌的组成型表达系统[14]。本文使
用的 pAN7-1 载体中的 Hph 表达盒中正是使用
了 gpd启动子。此外, Wang等[15]从里氏木霉糖代
谢基因中筛选出的丙酮酸脱羧酶基因 (pyruvate
decarboxylase , pdc)的组成型启动子 Ppdc 是较新
发现的一个具有较强作用的启动子, 本文将选用
Ppdc启动子来构建里氏木霉组成型表达载体。

大多数的里氏木霉基因工程改造方法是利用

pUC 系列载体在多克隆位点处插入一个表达盒
来构建质粒, 将这个质粒与含有潮霉素 B 基因
(Hph)的 pAN7-1质粒共转化里氏木霉原生质体,
才能获得潮霉素 B抗性基因, 从而通过抗性筛选
获得转化菌株[16~18]。该方法繁琐、费时、转化率低,
而且还存在假阳性的问题。为了对里氏木霉纤维

素酶的表达和调控机制有更清晰的了解, 需要构
建一个更加便捷高效的里氏木霉表达载体。本文

将 Hph基因表达盒及组成型强启动子 Ppdc 和终
止子 Tpdc 表达盒构建在同一个载体中, 利用绿
色荧光蛋白基因(ZsGreen)作为报告基因, 可更直
接、客观地证明该载体的高效表达。这不仅可以

提高基因克隆的效率, 也大大减少了传统方法中
需要与 pAN7-1共转化的工作量、工作难度和复杂
性, 为研究里氏木霉的基因表达与调控提供了强
有力的技术工具和方法。

1 材料与方法

1.1 材料

大肠杆菌 JM107由本实验室保存。里氏木霉
QM9414购自美国模式菌种收藏中心(ATCC)。质
粒 pAN7-1带有真菌筛选标记潮霉素 B抗性基因
(Hph), 由山东大学汪天虹教授惠赠。pMD19-T带
有氨苄青霉素抗性基因(Amp ), 购自宝生物工程
(大连)有限公司。pLVX-ZsGreen1-N1 (Clontech公
司,美国)。溶壁酶(Sigma-Aldrich公司,丹麦), ECL
化学发光底物(Thermo Scientific公司,美国), Anti-
His-Tag Mouse IgG1、Goat Anti-Mouse IgG-HRP
(Abcam公司, 英国)。

LB培养基:胰蛋白胨 10 g/L、酵母提取物 5 g/L、
NaCl 10 g/L, 用于平板培养时加入 15 g/L琼脂(均
购于生工生物工程(上海)股份有限公司), 用于 E.
coli转化时加入 100 滋g/mL氨苄青霉素(Invitrogen
公司, 美国)。

PDA培养基: 将土豆去皮切碎, 每 20 g土豆
加水 100 mL, 煮沸 30 min, 用 3 层纱布过滤, 加
入 2%葡萄糖。筛选里氏木霉转化子时加入终浓度
为 100 滋g/mL的潮霉素 B (Invitrogen公司,美国)。

里氏木霉液体基本培养基 : KH2PO4 2 g/L,
(NH4)2SO4 1.4 g/L, 尿素 0.3 g/L, CaCl2·2H2O 0.4 g/L,
FeSO4·7H2O 0.005 g/L, MnSO4·H2O 0.001 6 g/L,
ZnSO4·7H2O 0.001 7 g/L, CoCl2·6H2O 0.003 7 g/L,
蛋白胨 2 g/L, 吐温 80 1 g/L, 葡萄糖 20 g/L (均购
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于生工生物工程(上海)股份有限公司)。
1.2 方法

1.2.1 表达载体 pLXT-ZsGreen构建
通过限制性内切酶 Ahd I (识别位点是 5忆…

GACNNN引NNGTC…3忆)酶切载体 pLXT-ZsGreen
后, 载体 DNA双链的 3忆端各悬挂一个胸腺嘧啶
残基 dT, 可直接连接 PCR产物。通过 PCR扩增
pMD19-T质粒的 pUC ori及 Amp 片段, 并将该基
因片段命名为 PMD 片段 , 由于 PMD 片段中的
Amp 编码序列第 789位含有 Ahd I酶切位点, 与
pLXT-ZsGreen 载体酶切盒中的两个 Ahd I 酶切
位点相冲突, 因此需要将 PMD片段中的 Ahd I位
点突变除去, 同时不改变所对应编码的氨基酸。
本文采用 overlap PCR的方法对目的位点进行突
变, 将需要突变的位点引入引物(引物序列见表 1)
中。第一轮 PCR反应: 首先使用引物 pmd6 F和
pmd6 R扩增, 获得 PMD片段的前部分突变片段
(吟PMD1), 约 1 035 bp。然后使用引物 pmd5 F和
pmd5 R扩增, 获得 PMD片段的后部分突变片段
(吟PMD2), 长度约 945 bp。第二轮 PCR反应: 将
上一轮 PCR 的反应产物吟PMD1、吟PMD2 纯化
后作为模板, 使用引物 pmd5 F和 pmd6 R扩增出
含有突变位点的完整吟PMD, 长度约为 1 901 bp。
通过两轮 PCR反应后, 得到完成点突变的吟PMD
片段。再通过 PCR获得其他载体片段(引物序列
见表 1): 以质粒 pAN7-1 为模板扩增 Hph 片段 ;
以里氏木霉 QM9414基因组 DNA为模板, 扩增丙
酮酸脱羧酶基因(pdc)组成型启动子 Ppdc 和终止
子 Tpdc; 以 pLVX-ZsGreen1-N1质粒为模板扩增

绿色荧光蛋白编码基因 ZsGreen。每个片段间首
尾有 40~80 bp 不等的重叠部分, 这样通过一次
overlap PCR将各个片段连接, 构建成了重组质粒
pLXT-ZsGreen。

将重组质粒 pLXT-ZsGreen 转化大肠杆菌
JM107感受态细胞, 挑选在氨苄选择培养基上生
长的菌落进行扩增培养后, 提取质粒 DNA 进行
酶切鉴定和 DNA测序鉴定。然后将阳性质粒转化
至里氏木霉 QM9414中, 并将转化后的菌体涂于
含有 100 滋g/mL 的潮霉素 B 抗性平板上 , 通过
PCR对里氏木霉重组菌进行鉴定, 挑选阳性重组
菌在荧光显微镜下使用 488 nm激发光激发菌体
中的绿色荧光蛋白并观察拍照。

1.2.2 原生质体转化

将里氏木霉 QM9414接种于 PDA平板上, 于
28 益恒温培养 7 d 后, 用无菌水制备孢子悬液,
取 1.0伊108个孢子接种到 30 mL液体基本培养基,
28 益、250 r/min 培养 11 h, 镜检孢子萌发情况 ,
若大部分孢子萌发后即可进行后续步骤。参考

Penttil覿等[19]的实验方法, 用 PEG进行原生质体的
制备与里氏木霉转化。哈茨木霉的溶壁酶(10 mg/mL)
溶于 1 mol/L MgSO4用于制备原生质体。转化时,
使用 20 滋g质粒 DNA和 200 滋L PEG buffer (60%
PEG4000, 50 mmol/L CaCl2, 10 mmol/L Tris HCl,
pH 7.5)。将转化后的里氏木霉在包含 100 滋g/mL
潮霉素 B的平板上 28 益恒温培养 2~3 d。将平板
置于蓝光仪上, 挑取有绿色荧光的阳性转化子,
并进行菌丝 PCR鉴定, 以确认 ZsGreen表达盒插
入到转化子的基因组中。随后使用荧光显微镜在

表 1 Overlap PCR所需引物
Table 1 Primers for overlap PCR

Primer
pmd5 F
pmd5 R
pmd6 F
pmd6 R
H-PPDC F
H-ZSG F
H-TPDC F
H-PAN F
H-PMD F
H-PPDC R
H-ZSG R
H-TPDC R
H-PAN R

Sequence (5忆寅3忆)
GCCTGTGTGTAGAGATACAAGGGAATTCGCGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCC
CTCCCGTATCGTAGTTATCTACACAACGGGGAGTCAGGCAACTATGG
CCATAGTTGCCTGACTCCCCGTTGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCCCATAGTTGC
CTGACTCCCCGTTGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGC
ATAAGGCGCGCCGCAGGAAAGAACATGTGAGC
TATTGGCGCGCCTCGCGACCAAGCAGGTGACCAAGAAAGACGCCCCGGCCG
GCACAATCTTAAGACATTTGGTCATGGCCCAGTCCAAGCACGGCC
CATTAGATCGATCCGCTGAGCAATAACTAGCGGCCGCCCGGCATGAAGTCTGACCGGG
CGAGGCGTCCATCCCGATGGCATGCCTGCAGGTCGAGTGG
TCGCGAGGCGCCAAGGCCTTGGCGAAAGGGCCTCGTGATACGCC
GCCATGACCAAATGTCTTAAGATTGTGCTGTAGCTGCGCTGC
CAGCGGATCGATCTAATGATGATGATGATGATGACTAGTGACCTTTAGTCGGGCAA
GGCGGAGCCGGAGGCG
GCAGGCATGCCATCGGGATGGACGCCTCGATGTCTTCC
GGCCCTTTCGCCAAGGCCTTGGCGCCTCGCGAATTCCCTTGTATCTCTACACACAGGC

Underline for the restriction site
or box for the mutation site

Nru I
Mutation site
Mutation site
Asc I
Asc I; Nru I
Afl II
Cla I; Not I
Bst XI
Nru I; Bst XI; Nar I
Afl II
Cla I; Spe I
Bst XI
Bst XI; Nru I; Nar I
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488 nm激发光的条件下观察菌丝绿色荧光蛋白
的表达情况并拍照。与此同时, 对阳性转化子进
行基因组 DNA的提取及测序, 做进一步确定。
1.2.3 基因组 DNA的提取

将适量孢子悬液接种于液体基本培养基中,
于 28 益、250 r/min条件下培养 2 d。抽滤菌液, 得
到菌丝体,用液氮研磨成粉后根据 E.Z.N.A.誖 Fungal
DNA Kit (Omega公司,美国)提取基因组 DNA。
1.2.4 Western-blot检测

在里氏木霉转化培养板上挑选 4株经观察含
ZsGreen 基因的里氏木霉转化株(分别编号为 T.
reesei-pLXT-ZsGreen-1; T. reesei-pLXT-ZsGreen-2;
T. reesei -pLXT-ZsGreen -3; T. reesei -pLXT -Zs原
Green-4), 分别接种于液体基本培养基中, 以里氏
木霉 QM9414空白菌为对照, 28 益恒温培养 2 d。
抽滤菌液, 得到菌丝体, 用液氮研磨成粉后加入
裂解液裂解, 离心后取上清, 使用 BCA蛋白质浓
度测定试剂盒(生工生物工程(上海)股份有限公
司)检测蛋白质浓度。将样品稀释至相同蛋白质浓
度后, 同时加样至两块聚丙烯酰胺凝胶上, 两块
胶同时进行 SDS-PAGE凝胶电泳(10%的分离胶
及 5%的浓缩胶)。电泳结束后, 其中一块使用考马
斯亮蓝染色液染色, 然后使用核酸成像系统(GEL
DOX XR+, Bio-Rad公司, 美国)拍摄凝胶; 另一块
使用迷你转印电泳仪(DYCZ-40D, 北京六一仪器
厂)将蛋白质转到 PVDF膜上, 使用 5%脱脂牛奶封
闭 1 h后再使用 Anti-His-Tag Mouse IgG1作为一
抗(1︰2 000稀释), 4 益孵育过夜, 随后使用 Goat
Anti-Mouse IgG-HRP作为二抗(1︰5 000稀释),室
温下孵育 1 h, 洗净后加入 ECL显色液, 用凝胶成
像分析系统(Image Station 4000MM, Kodak 公司,
美国)进行Western-blot显影分析。
2 结果

2.1 里氏木霉干扰载体 pLXT-ZsGreen的构建
及鉴定

根据载体构建的需要, 将 Amp 编码序列第
789位的 G突变为 A, 去除片段中的 Ahd I酶切
位点, 而原来编码的苏氨酸 T (ACG-ACA)保持不
变, 扩增出含有突变位点的吟PMD片段。PMD片
段的前部分突变片段吟PMD1的长度约 1 035 bp,
后部分突变片段吟PMD2的长度约 945 bp, 完成
定点突变后吟PMD为 1 901 bp。电泳结果显示获
得符合预期大小的目的片段(图 1), 经测序鉴定成

功定点突变。

通过 overlap PCR 构建载体 pLXT-ZsGreen。
载体包括 Ppdc 启动子(1 811 bp)和 Tpdc 终止子
(1 100 bp)、潮霉素 B抗性基因 Hph (4 100 bp)、绿
色荧光蛋白编码基因 ZsGreen (708 bp)、pUC ori与氨
苄抗性基因 Amp (2 000 bp),长度为 9 719 bp,电泳
结果见图 2。为了进一步验证所构建质粒的正确性,
提取重组子基因组 DNA 进行 PCR 鉴定和 DNA
测序,以上实验结果均表明序列正确, 质粒pLXT-
ZsGreen构建成功。质粒 pLXT-ZsGreen图谱如图 3
所示。

图 1 吟PMD片段定点突变的结果
1: PMD片段前部分突变片段吟PMD1; 2: PMD片段后部分
突变片段吟PMD2; 3: 完成定点突变的完整片段吟PMD;
M1: 5 000 bp DNA marker; M2: 2 000 bp DNA marker遥
Fig.1 Site-directed mutation of 吟PMD fragment
1: The 吟PMD1 fragment after mutation of PMD; 2: The
吟PMD2 fragment after mutation of PMD; 3: The complete
fragment 吟PMD with the spot mutation; M1: 5 000 bp DNA
marker; M2: 2 000 bp DNA marker.

图 2 重组质粒 pLXT-ZsGreen的电泳鉴定结果
M1: 10 000 bp DNA marker; 1:质粒 pLXT-ZsGreen (9 719 bp);
2: pUC ori与氨苄抗性基因 Amp (2 000 bp); 3:潮霉素 B抗性
基因 Hph (4 100 bp); 4: T. reesei Tpdc 终止子(1 100 bp); 5:绿
色荧光蛋白基因 ZsGreen (708 bp); 6: T. reesei Ppdc 启动子
(1 811 bp); M2: 5 000 bp DNA marker遥
Fig.2 Identification of recombinant plasmid pLXT-Zs原
Green by electrophoresis
M1: 10 000 bp DNA marker; 1: Plasmid pLXT-ZsGreen (9 719 bp);
2: pUC ori and Ampicillin resistance gene Amp (2 000 bp); 3: Hy鄄
gromycin B resistance gene Hph (4 100 bp); 4: T. reesei Tpdc
terminator (1 100 bp); 5: Green fluorescent protein gene ZsGreen
(708 bp); 6: T. reesei Ppdc promoter (1 811 bp); M2: 5 000 bp
DNA marker.

bp M1 1 2 3 M2 bp

5 0003 0002 0001 5001 000750
2 000
1 000750

M1bp 1 2 3 4 5 6 M2 bp

10 0007 0004 0002 000
1 000500

5 0003 0002 0001 5001 000750500
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图 3 质粒 pLXT- ZsGreen图谱
Fig.3 The map of plasmid pLXT-ZsGreen 图 4 质粒 pLXT-ZsGreen转化里氏木霉 QM9414后绿

色荧光蛋白的表达结果
A: 空白出发菌普通光源下的拍摄结果; B: 空白出发菌荧
光光源下的拍摄结果; C: 含有 pLXT-ZsGreen的里氏木霉
重组菌在普通光源下的拍摄结果; D: 含有 pLXT-ZsGreen
的里氏木霉重组菌在 488 nm 激发光条件下的拍摄结果
(放大倍数为 100伊; 普通光源曝光时间为 2 ms; 荧光光源
曝光时间为 50 ms;标尺长度为 200 滋m); E:出发菌(左)和含
有 pLXT-ZsGreen的里氏木霉重组菌(右)在日光灯下的观
察结果; F: 出发菌(左)和含有 pLXT-ZsGreen 的里氏木霉
重组菌(右)在 488 nm蓝光条件下的拍摄结果遥
Fig.4 GFP expression after transformation of QM9414
with pLXT-ZsGreen
A: The control strain under the ordinary light source; B: The
control strain under the fluorescent light source; C: The T. ree鄄
sei recombinant strain with pLXT-ZsGreen under the ordi鄄
nary light source; D: The T. reesei recombinant strain with
pLXT-ZsGreen under the 488 nm excitation fluorescent light
source (magnification: 100伊; ordinary light source exposure time:
2 ms; fluorescent light source exposure time: 50 ms; scale length:
200 滋m); E: The control strain (left) and the recombinant strain
(right) under the ordinary light source; F: The control strain (left)
and the recombinant strain (right) under the blue light source.

2.2 里氏木霉重组菌表达绿色荧光蛋白的功能

鉴定及分析

为了观察里氏木霉重组菌株绿色荧光蛋白的

表达情况, 使用荧光显微镜在 488 nm 蓝光激发
下对重组菌菌丝体进行观察, 可看到发出明亮荧
光的菌丝体(图 4C、D), 而出发菌株在相同条件下
无法观察到荧光(图 4A、B)。图 4E和图 4F分别显
示出发菌株(左)和重组菌(右)菌体在日光和紫外
灯下的肉眼观察结果, 重组菌在日光灯下显亮黄
色(图 4E右), 在 488 nm蓝光下发出明亮绿色荧光
(图 4F右)。以上结果证明质粒 pLXT-ZsGreen在
里氏木霉重组菌株中可成功表达绿色荧光蛋白。

为进一步确定绿色荧光蛋白在里氏木霉重组

菌中的表达情况, 随机挑选 4个重组菌提取菌体
蛋白质, 使用 BCA法进行蛋白质定量, 然后对重
组菌进行 SDS-PAGE电泳及Western-blot分析,结
果见图 5。绿色荧光蛋白 ZsGreen的大小是 30 kD,
SDS-PAGE电泳结果显示 4个样品在 30 kD处均
有明显的蛋白质条带, 而对照空白出发菌没有该
条带, 证明 4个样品均能稳定表达 ZsGreen。进一
步的 Western-blot分析显示, 4 个重组菌样品也
出现了明显的特异性蛋白质条带, 证明本文构建
的里氏木霉表达质粒 pLXT-ZsGreen可以稳定表
达所克隆的外源绿色荧光蛋白基因 ZsGreen。

3 讨论
里氏木霉是工业产纤维素酶的重要菌种。然

而, 真菌中普遍存在“碳抑制效应”, 在碳源丰富
的条件下, 里氏木霉中纤维素酶的合成受到分解
代谢阻遏物的抑制[20, 21]。为提高里氏木霉中纤维
素酶的产量, 我们需要进一步了解里氏木霉纤维
素酶表达调控系统的调控机制。本文采用基因重

组技术构建新型的里氏木霉表达载体, 目的是为
了探讨该表达载体组成基因的各个元件是否可以

在丝状真菌里氏木霉中正常行使功能, 以期为进

一步研究基因的表达调控及沉默特异性基因(如
代谢物阻遏蛋白编码基因)奠定良好的基础。

本文通过 PCR获得了构建里氏木霉表达载
体的特定基因片段, 如大肠杆菌复制起点 Ori和
Amp 片段, Ppdc 启动子、Tpdc 终止子、Hph片段和
ZsGreen片段,载体图谱见图 3。同时,采用 overlap
PCR方法对 PMD片段进行了点突变, 突变后Amp
编码序列第 789位的 G变为 A, 去除了该片段中
的 Ahd I 酶切位点 , 但使原来编码的苏氨酸 T
(ACG-ACA)保持不变。最后, 通过 overlap PCR构
建了含有绿色荧光蛋白基因 ZsGreen的表达质粒
pLXT-ZsGreen, 该载体包含潮霉素 B 抗性基因,
因此在转化原生质体时, 省去了载体 pAN7-1的
提取和共转化的过程, 大大减少了工作量, 并且
提高了转化效率。绿色荧光蛋白基因 ZsGreen受
到紫外或蓝光激发时, 能发射绿色荧光, 且荧光
性质稳定, 无种属限制, 为载体构建成功与否提
供了直观的观察方法。绿色荧光蛋白 ZsGreen的
相对分子质量为 30 kD, 可通过 SDS-PAGE电泳

A B

E F

C D
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图 5 转化子提取蛋白质的 SDS-PAGE电泳(A)及West原
ern-blot分析(B)
M: PageRuler预染蛋白质 ladder; 1: 里氏木霉 QM9414空白
出发菌; 2~5: 分别为转化珠 T. reesei-pLXT-ZsGreen-1尧T.
reesei-pLXT-ZsGreen-2尧T. reesei-pLXT-ZsGreen-3 和 T.
reesei-pLXT-ZsGreen-4; 6: 里氏木霉转化对照组遥
Fig.5 The extracted protein from transformants analyzed
by SDS-PAGE (A) and Western-blot (B)
M: PageRuler prestained protein ladder; 1: T. reesei QM9414
control strain; 2~5: T. reesei recombinant strains (T. reesei-
pLXT -ZsGreen -1, T. reesei -pLXT -ZsGreen -2, T. reesei -
pLXT -ZsGreen -3 and T. reesei -pLXT -ZsGreen -4); 6: T.
reesei transformation control strain.

kD M 1 2 3 4 5 6170130100705540
35
25
1510 (A)

1 2 3 4 5 6

(B)
30 kDZsGreen
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及Western-blot检测。实验结果显示, 载体 pLXT-
ZsGreen已成功转化进入里氏木霉 QM9414中, 并
能稳定表达出绿色荧光蛋白 ZsGreen (图 5)。理论
上, 外源基因在基因同源重组过程中会有同源重
组和非同源重组发生, 由于整合位点的不同, 可能
会对外源基因的表达量产生一定的影响, 但是通
过对 4个随机挑选的不同转化子进行蛋白质表达
检测和 Western-blot分析, 发现这 4个转化子中,
绿色荧光蛋白基因的表达量并无明显的不同。通

过基因组测序进一步证明, 载体有效地整合到了
里氏木霉基因组中。上述结果说明, 构建的表达载
体是通过丙酮酸脱羧酶基因启动子 Ppdc 和终止
子 Tpdc 介导同源重组的方式有效地整合到了里
氏木霉基因组中, 并通过启动子 Ppdc 起始了对外
源基因 ZsGreen的有效转录, 从而在里氏木霉菌
体中翻译出相应的蛋白质, 证明该载体可用于丝
状真菌里氏木霉中开展外源基因的表达研究。

4 结论

本文成功构建了里氏木霉表达载体 pLXT-
ZsGreen, 并转化了丝状真菌里氏木霉, 其菌丝体
在 488 nm 激发光下可观察到明亮的绿色荧光 ,
免疫印迹结果进一步证明了绿色荧光蛋白表达成

功。上述结果为进一步研究外源基因在里氏木霉

中的表达提供了稳定的组成型表达载体, 同时也

为 RNA沉默里氏木霉中特定代谢阻遏物基因、研
究纤维素酶表达的调控机制等奠定了实验基础。
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