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摘要：随着现代测序技术的飞速发展，主要丝状真菌的基因组序列相继公布，对丝状真菌基因水平的

研究也不断深入，发展高效的遗传转化技术是真菌基因功能研究以及定向改良菌种的前提。近年来，

尽管研究者不断优化并开发新的遗传转化方法，然而在丝状真菌中仍然存在转化效率较低、阳性转化

子筛选困难等问题。适宜的转化方法和筛选标记对丝状真菌的遗传转化有至关重要的作用。该文综述

了丝状真菌遗传转化系统的研究进展，主要从受体细胞的处理、外源基因的整合与表达、常用转化方

法和阳性转化子的筛选鉴定等方面进行概述，旨在为今后丝状真菌遗传转化体系的构建提供思路。
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The research progress on genetic transformation
system of filamentous fungi
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Abstract: With the rapid development of modern sequencing technology, the genome sequences of major
filamentous fungi have been published one after another, and the research on the gene level of filamentous
fungi has also been deepened. The development of efficient genetic transformation technology is the premise
of fungal gene function research and targeted improvement of strains. In recent years, researchers have
continuously optimized and developed new genetic transformation methods. However, there are still some
problems, such as low transformation efficiency and difficulty in screening positive transformants. Suitable
transformation methods and screening markers play an important role in the genetic transformation of
filamentous fungi. The research progress of filamentous fungi genetic transformation system is reviewed in this
paper, mainly from the aspects of the treatment of recipient cells, integration and expression of foreign genes,
common transformation methods and screening and identification of positive transformants in order to provide
ideas for the construction of filamentous fungi genetic transformation system.
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丝状真菌是多细胞真核微生物，在自然界中

分布广泛，可通过降解生物质来保持生物圈的碳

循环，被称为“天然清道夫”，广泛应用于医

药、农业、工业等多个领域[1,2]。例如，哈茨木霉

(Trichoderma harzianum)可抑制植物病原菌，还可

产生丰富酶系应用于木质纤维素的降解[3]；一些青
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霉属和曲霉属的丝状真菌可生产非核糖体肽、β-内
酰胺类抗生素、聚酮类化合物及普伐他汀，用于

食品、药物、生物农药等的生产研发[4]。还有一些

丝状真菌会威胁动植物及人类的生产生活，如尖

孢镰刀菌(Fusarium oxysporum)是一种土壤病原

菌，能侵染植物，引起严重的作物枯萎病，其寄

主范围广、防治效果差，对作物生产造成巨大损

失[5]；棘豆链格孢(Alternaria oxytropis)与疯草(部分

棘豆属、黄芪属植物)共生，合成有毒的苦马豆素

(swainsonie，SW)，牲畜采食后患疯草病，从而制

约草原畜牧业的发展[6]。

近年来，随着高通量测序技术的发展，许多

丝状真菌完成全基因组测序，在基因水平的研究

也更加深入，研究丝状真菌基因功能和定向改良

菌种在工业生产及病害防治等方面有重要的现实

意义，建立稳定高效的遗传转化体系是基础，而

丝状真菌细胞壁结构复杂，遗传转化难度较大[7]，

Mishra和Tatum于1973年首次报道了丝状真菌粗糙

脉孢霉(Neurospora crassa)的DNA转化[8]，到目前

为止，已成功对100多种丝状真菌进行了遗传转化

实验[9]。本课题组也对疯草小花棘豆内生真菌棘豆

链格孢OW7.8进行了遗传转化[10,11]，研究其苦马豆

素合成相关基因的功能。本文对丝状真菌的遗传

转化进行系统综述。

1 受体细胞的处理

一些微生物在一定的环境条件下能够形成自

然感受态细胞，可在自然生长过程中自发摄取外

源DNA，目前已发现至少80种细菌具有自然转化

的能力[12]，芽殖酵母经饥饿处理后也可能发生自

然转化[13]，而目前尚未有实验证明丝状真菌能否

从胞外环境中自发吸收外源DNA。真菌细胞壁是

细胞吸收外源物质的天然屏障，通过合适方法增

强细胞壁通透性是转化过程中的第一个关键步

骤。常用化学方法或酶解法处理细胞壁，一些丝

状真菌例如粗糙脉孢菌[14]或里氏木霉(Trichoderma
reesei)[15]，在较短培养时间内就会产生大型分生孢

子，利用山梨醇溶液对孢子进行洗涤后，可对其

进行电转化；用一价或二价阳离子(如Li+或Ca2+)处
理细胞，可增强细胞壁的通透性[16]。另外，在高

温条件下液体培养分生孢子，可使细胞快速膨

胀，导致细胞壁变薄，从而利于实现外源DNA的
转化 [ 1 7 ]。多数丝状真菌的细胞壁较厚且成分复

杂，根据其不同细胞壁成分，利用相应的混合酶

液裂解细胞壁、制备原生质体，再对其进行电转

化或聚乙二醇(polyethylene glycol，PEG)介导的转

化，故选择合适的裂解酶及酶解条件是原生质体

制备的关键。研究发现，混合酶的水解效率一般

优于单一酶[7,18]。在细胞壁的酶解过程中，应维持

稳定的渗透压避免细胞破裂，山梨醇、KCl、
MgSO4等都是原生质体制备及再生过程中常用的

渗透压稳定剂[19-21]。此外，菌体发育阶段、孢子色

素沉着程度[22]等都会影响原生质体的形成。本课

题组探索棘豆链格孢OW7.8的原生质体制备与再生

的最适条件，发现菌丝培养10 d，酶解反应温度为

30 ℃、pH5.8时，原生质体产量最高，酶解时间为

8 h时，获得的原生质体数量及其再生率均较

高[7]。原生质体的制备很难标准化，没有适用于不

同真菌的通用方法。

破坏细胞壁后，可通过PEG介导、电激转

化、农杆菌介导等方法将外源DNA转化真菌原生

质体，穿过质膜后，内化的外源DNA迅速与大量

受体细胞的蛋白质结合形成复合体以避免被核酸

酶降解，并在这些蛋白的辅助下转运至细胞核，

通过核孔复合体进入细胞核[17]，最终有可能整合

在染色体DNA上。

2 外源基因的整合与表达

丝状真菌中外源基因的整合与表达有3种方

式：(1)自主复制和表达载体在真菌细胞中独立复

制并表达；(2)随机整合到基因组；(3)靶向整合至

基因组特定位点[17]。应用于丝状真菌的自主复制

载体常含有构巢曲霉中的自主复制元件(autonomously
maintained in Aspergillus，AMA1)[23]，由于不需整

合至真菌基因组，携带AMA1的载体通常转化效率

更高，但需在抗性培养基中培养，在非选择性条

件下，该载体通常会在传代过程中丢失 [ 2 4 ]。

Katayama等[25]将AMA1的一半序列插入基因编辑载

体转化米曲霉(Aspergillus oryzae)，携带AMA1的质

粒在细胞中自主复制，以多拷贝的形式存在，提

高了载体中Cas9和sgRNA的表达，从而增加了

wA、yA及乳清酸核苷-5′-磷酸脱羧酶基因(pyrG)的
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突变效率。

在多数情况下，外源DNA与受体细胞染色体

重组，随机或靶向整合至基因组中。同源重组

(homologous recombination，HR)和非同源末端连

接(non-homologous end joining，NHEJ)是生物体修

复DNA双链断裂(double-strand breaks，DSBs)的内

在机制[26]，HR以同源序列作为模板，复制遗传信

息并替换受损区域，从而完成DNA的精准修复，

也是丝状真菌外源基因定点整合的分子基础，可

在外源DNA片段两端连接靶位点上下游同源序列

转化细胞，期望发生同源重组，实现外源基因的

靶向整合[27,28]。丝状真菌中的同源重组频率较低，

限制了定点改造基因组的效率，同源片段长度一

般为0.5~1.0 kb，不同真菌及转化方法对片段长度

的要求不同，多数情况下片段越长，同源重组效

率越高，本课题组在潮霉素磷酸转移酶基因

(hygromycin phosphotransferase，hph)两侧连接目

的基因上下游同源区序列，分别构建了酵母氨酸

还原酶基因(saccharopine reductase gene，sac)基因

敲除载体[10]及swnK基因ACP结构域敲除载体[11]，

用于棘豆链格孢OW7.8的遗传转化。NHEJ是一种

将DSBs末端直接连接的修复机制，不依赖同源序

列，是许多真核生物中DSBs的一种主要修复机

制，HR更为灵活和高效，但其修复常不精确、易

出错，容易造成序列缺失或片段插入，且外源

DNA容易随机整合至其他基因组位点[29]，NHEJ和
HR之间的主要区别如图1所示[17]。HR和NHEJ存在

一定的竞争关系，ku70及ku80是参与真核生物

NHEJ修复的重要基因，其功能缺失可抑制细胞内

NHEJ修复，因此，使用ku70或ku80基因阻断突变

株作为受体，可提高以同源重组为修复方式的基

因打靶效率[30]。另外，利用核酸酶对基因组DNA
进行切割而在特定位点引入双链断裂，能够显著

提高同源重组效率[28]，常用的特异性核酸内切酶

技术包括锌指核酸酶(zinc finger nucleases，
ZFNs)、类转录激活因子效应物核酸酶(transcription
activator-like effector nucleases，TALENs)、
CRISPR/Cas(clustered regulatory interspaced short
palindromic repeats/CRISPR-associated protein)系
统等[31]。

3 遗传转化方法

3.1 PEG-CaCl2介导的原生质体转化

PEG是一种理化性质稳定的高分子聚合物，

深灰色：目标基因座；浅灰色：基因组随机位置；蓝色：标记基因；绿色：序列缺失或片段插入

图1 NHEJ和HR之间的主要区别[17]
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可通过干扰细胞膜表面电荷或作为DNA与细胞膜

的黏合剂发挥作用，促进外源DNA与原生质体的

融合。PEG介导法的基本步骤见图2[32]。该方法首

次于酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)中获得成

功 [ 3 3 ]，其后应用于丝状真菌。Zhao等 [ 3 4 ]基于

CRISPR /Ca s9技术构建了多重碱基编辑系统

(multiplex base-editing，MBE)，利用PEG介导法转

化构巢曲霉(Aspergillus nidulans)，一次同时敲除了

8个基因，并进一步利用该系统激活了8个生物合

成基因簇，从构巢曲霉突变株中获得了4个从未报

道的化合物。Zou等[35]使用聚乙二醇辛基苯基醚

(Triton X-100)增强细胞膜通透性，用肌醇或苯菌灵

处理分生孢子以控制有丝分裂周期，提高了里氏

木霉中PEG介导的原生质体转化效率。陈莹莹等[36]

采用 P E G介导法成功转化粉红螺旋聚孢霉

(Clonostachys rosea)，对短链脱氢酶基因CrSdr进行

敲除与回补研究。Amalamol等[37]首次在甘蔗赤腐

病菌(Colletotrichum falcatum)中建立了高效的原生

质体转化体系，并且成功转化绿色荧光蛋白标记

的载体。本课题组利用PEG介导法成功将sac基因

敲除载体转化棘豆链格孢OW7.8，得到sac缺失突

变株[10]；在不断优化转化条件及操作方法后，成

功构建swnK基因缺失突变株[11]。PEG浓度及分子

量，真菌菌龄，再生方式等都对转化效率有一定

影响，PEG是提高转化效率的关键因素，通常，低

相对分子质量的PEG介导的转化效率优于高相对分

子质量的PEG，但转化条件需针对不同的受体菌进

行优化[32]。PEG介导法简单有效，操作方便，不需

要昂贵的仪器设备，且能够共转化多个DNA片

段，目前仍是丝状真菌中应用最广泛的转化方

法。但原生质体培养难度大，再生率低，且转化

条件具有菌种特异性。

3.2 电激转化法(electroporation transformation)
电激转化法利用高压脉冲在生物膜上形成电

穿孔，使外源DNA进入受体细胞，该方法最早在

酿酒酵母中实现成功转化[38]，而后逐渐应用于丝

状真菌。沈思巧等 [ 3 9 ]优化了电转化三孢布拉霉

(Blakeslea trispora)原生质体的多个参数，同时构

建了btwc-1c基因过表达菌株，电转化最佳条件为

电压0.4 kV、电脉冲时间2 ms、再生培养3 h；
Balabanova等[40]开发了一种电穿孔法介导的高效转

化体系，构建植物双元载体pPZP-RCS2-EGFP-
hph，将hph基因及增强型绿色荧光蛋白(enhanced
green fluorescent protein，EGFP)基因同时转入嗜热

毁丝霉菌(Thermothelomyces thermophila)。Yao等[41]

通过PEG介导法和电激转化法构建了土曲霉

(Aspergillus terreus)甲基转移酶基因(laeA)高表达

株，提高了土曲霉酮的产量。潘小红等[42]通过电

激转化法将杀菌剂抗性基因转入齐整小核菌

(Sclerotium rolfsii)中，得到了草胺膦抗性基因

(bar)、G418抗性基因(aphI)和萎锈灵抗性基因

(sdhR)基因的转化子。电激转化法以原生质体或完

整细胞作为受体，在合适的电场强度下，受体细

胞表面产生可逆的瞬间通道，一定时间内细胞膜

中的脂质和蛋白质分子可恢复原来结构，过高的

电场强度会导致细胞修复失败而死亡，而过低则

形成穿孔较少而不足以达到转化要求[32]。电激转化

法需要电转化仪，目前转化丝状真菌多以原生质体

作为转化材料，存在原生质体制备及再生较困难的

问题，导致该方法的应用有一定的局限性。

3.3 根癌农杆菌介导的转化

根癌农杆菌介导的转化 (Ag ro ba c t e r i um

图2 PEG介导法的基本步骤[32]
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tumefaciens-mediated transformation，ATMT)方法

需将目的基因插入到Ti质粒的T-DNA左右边界之间

构建载体，导入根癌农杆菌，在乙酰丁香酮

(acetosyringone，AS)等小分子酚类化合物的诱导

下，农杆菌经创口感染进入真菌细胞，并将T-
DNA整合到基因组中。根癌农杆菌是一种革兰氏

阴性细菌，其感染能力主要依赖于Ti质粒上一系列

vir基因的表达，在这些Vir毒力蛋白的调控下，T-
DNA经剪切、包装，最后被转运至细胞核，在受

体菌中稳定遗传 [ 4 3 ]。ATMT的大致过程如图

3[44,45]。ATMT最初用于植物的遗传转化，Bundock
等[46]利用该方法成功转化酿酒酵母。Tran等[47]构建

了一种基于pyrG营养缺陷型标记的ATMT系统，用

于产红青霉(Penicillium rubens)的重组表达；王一

川等[48]通过ATMT敲除了黑曲霉(Aspergillus niger)
的spt7基因；Wei等[49]使用根癌农杆菌LBA4404介
导转化洛佐亚棘白菌(Glarea lozoyensis)，提高了其

合成肺炎菌素(pneumocandin B0，PB0)的纯度。李

娜等[50]构建了根癌农杆菌侵染三孢布拉霉原生质体

的转化体系，实现ku80基因的敲除。影响ATMT转
化效率的因素包括双元载体及农杆菌的类型、共培

养的浓度与时间、培养温度和pH值等。该方法具

有受体广泛、单拷贝率高、转化率高且遗传稳定等

优点，但一些丝状真菌对AS较为敏感，另外，

ATMT耗时较长，可能引起染色体重排[51]，未来还

可进一步完善。

3.4 基因枪法(biolistic transformation)
基因枪法，又称微弹轰击法或生物弹道技

术。该方法首次于1987年应用于细胞转化[52]，其

原理是使外源DNA吸附在钨粒或金粒表面，利用

基因枪的高压作用射入受体细胞或组织中。在近

年的研究中，Florencio等[53]使用基因枪法转化裴氏

着色霉(Fonsecaea pedrosoi)分生孢子，获得了表达

绿色荧光蛋白的突变株；Jung等[54]通过基因枪法转

化新生隐球菌(Cryptococcus neoformans)，使用

CTR4启动子或H3启动子替换野生株天然启动子，

同时构建了基因敲除突变株rnr22、ssn6Δ、tup1Δ
和双敲除株bdr1mbs1Δ，研究核糖核苷酸还原酶

(ribonucleotide reductases，RNRs)基因对DNA复制

及损伤的调控机制。Schmoll等[55]利用基因枪法成

功对里氏木霉进行了遗传转化。基因枪法转化法

受体材料广泛，包括孢子、菌丝等具分生能力的组

织和细胞，且受体细胞无需预处理，对一些培养困难

或难以制备原生质体的丝状真菌来说，该方法简

单有效，但基因枪法仪器耗材昂贵，转化率相对

较低，一般只有在其他方法难以成功时才会考虑。

3.5 限制性内切酶介导的转化

限制性内切酶介导的整合(restriction enzyme
mediated integration，REMI)指在相应的限制性内

切酶的介导下，使用线性化质粒转化原生质体，

限制性内切酶识别受体细胞DNA上的特异位点产

生黏性末端，与质粒互补相连，从而使DNA插入

受体细胞的基因组[56]。以BamH Ⅰ为例，REMI的
作用机理如图4所示。REMI系统最初由Schiestl和
Petes在酿酒酵母的外源基因转化中建立起来[57]，

至今已成功转化十多种丝状真菌[58]。He等[59]通过

图3 根癌农杆菌介导转化的大致过程[44,45]
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REMI敲除了稻瘟病菌(Magnaporthe oryzae)的
MoNFR基因，发现该基因对稻瘟病菌的致病性具

有重要作用。Miura等[60]利用REMI构建了米曲霉

ABC转运蛋白基因atrA、atrG、及atrH过表达株，

发现这些基因的过表达增强了米曲霉对唑类药物

的耐药性。限制性内切酶的种类和酶量对转化效

率有较大影响，限制性内切酶浓度过高可能导致

基因组被过度酶切而破坏其原有框架，另外，

DNA酶切缓冲液、质粒种类、受体细胞浓度等也

会对转化效率有一定影响。REMI单拷贝插入概率

大、定向性强、范围广，但需精准控制酶的种类

及酶量，且易出现非标记突变的转化子。

3.6 冲击波法

冲击波介导的转化(shock-wave-mediated
transformation，SWMT)利用高强度的冲击波改变

细胞膜的通透性，从而使外源DNA能够进入细

胞。2013年，Magana-Ortiz等[61]将该方法用于真菌

的遗传转化，目前已成功转化黑曲霉、尖孢镰刀

菌、里氏木霉、斐济球腔菌 (Mycosphaere l l a
f i j i e n s i s )及黄孢原毛平革菌 (Phane rochae t e
chrysosporium)等[1]。Rojas-Sanchez等[62]构建了黑曲

霉vps、prtT、algC及och1基因的CRISPR/Cas9基因

编辑载体，通过冲击波法及PEG介导法转化真菌的

孢子或原生质体，对这些基因进行编辑，获得了

不含蛋白酶的菌株。Magana-Ortiz等[63]利用冲击波

法转化黑曲霉，首次实现利什曼原虫(Leishmania)
抗原蛋白在丝状真菌中的重组表达。冲击波法转

化以菌丝体、孢子等为转化材料，转化效率高且

转化条件容易控制，需注意冲击波的速度、能量

以及受体细胞的数量。但该方法所需的仪器设备

等主要为医疗设计，价格昂贵，在资源有限的实

验室内使用存在诸多不便。

4 转化子的检测技术

4.1 真菌常用的筛选标记

为了检测转化后外源基因的瞬时表达情况，

遗传转化载体或DNA片段上一般要加入选择性标

记基因，通过特定的选择培养基抑制野生型菌株

生长，从而筛选出转化子，合适的选择标记能够

减少假阳性，提高筛选效率，避免外源基因在纯

化培养的过程中丢失，对筛选转化子至关重要。

4.1.1 营养缺陷型标记

营养缺陷型突变株指经过人工诱变或自发突

变而失去某种生长因子的合成能力，只有在外源

添加该生长因子的培养基中才能正常生长的突变

菌株。营养缺陷型筛选通过将营养缺陷型互补基

因转入受体细胞，使受体细胞恢复野生型生长。

如在黑曲霉中，鸟氨酸氨甲酰基转移酶基因(argB)
缺失突变株无法正常合成精氨酸，不能在基本培

养基中生长，在培养基中外源添加精氨酸或瓜氨

酸后才能正常生长，构建以argB基因为回补标记

的载体转化argB营养缺陷型菌株，以实现其他基

因在黑曲霉中的表达[64]。目前，应用较为广泛的

营养缺陷型互补基因还包括pyrG基因[65]、色氨酸

生物合成酶基因(trp1)[66]等。胡江峰等[67]通过5-氟
乳清酸(5-FOA)筛选得到稳定遗传的黑曲霉尿苷/尿
嘧啶营养缺陷型菌株，并以pyrG作为筛选标记转

化该突变株，获得黑曲霉红色荧光蛋白 ( r e d
fluorescent protein，RFP)表达菌株。高育青等[68]通

过对米曲霉的pyrG和ku70基因进行双敲除，构建

了高同源重组效率的营养缺陷型菌株，将编码红

图4 限制酶BamHⅠ介导整合的机理
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色荧光蛋白的mCherry基因转化该双缺失菌株的原

生质体，荧光蛋白定位于细胞核。杨鑫等[69]以pyr4
作为筛选标记，构建了里氏木霉翻转酶基因(drs2)
的敲除突变株。最初，丝状真菌的遗传转化多是

通过营养缺陷型筛选获取转化子，但合适的营养

缺陷型突变株获取困难，有时不稳定、易回复为

野生型，限制了该方法的使用。

4.1.2 药物抗性标记

抗性筛选是指将抗性基因转入受体细胞而使

转化子产生抗药性，从而可在一定的药物浓度下

进行筛选，常用的抗性基因包括潮霉素B抗性基因

(Hygr)、新霉素抗性基因(neor)、卡那霉素抗性基因

(Kan)、草胺膦抗性基因等。He等 [ 7 0 ]在黄曲霉

(Aspergillus flavus)的遗传转化中首次利用腐草霉素

抗性筛选得到ble基因稳定遗传表达的转化子，并

使用含ble基因的载体pBC-phleo及含pyr4基因的载

体pBSK-pyr4共转化pyrG突变株A. flavus 3357-5，
发现pBC-phleo的转化效率高于pBSK-pyr4。王猛

等 [ 7 1 ]以Hyg r为筛选标记，对新暗色柱节孢菌

(Neoscytalidium dimidiatum)的孢子进行根癌农杆菌

介导的转化，成功实现绿色荧光蛋白基因的稳定

遗传表达；陈绮艺等[72]分别使用腐草霉素和潮霉

素抗性培养基筛选Podospora anserina转化子得到

突变菌株ΔPaPho1和ΔPaPho2，遗传杂交构建同时

具有腐草霉素和潮霉素抗性的双重突变菌株

ΔPaPho1 ΔPaPho2，随后使用诺尔斯菌素抗性培

养基筛选回补转化子，回补菌株 Δ P a P h o 1
ΔPaPho2com表型恢复。孙璐等[73]构建以苯菌灵抗性

基因(ben)为筛选标记的swnR基因敲除载体，转化

金龟子绿僵菌(Metarhizium anisopliae)筛选得到稳

定遗传的swnR基因突变型菌株，并以草铵膦抗性

基因作为筛选标记，将swnR基因回补。本课题组

构建以Hygr为选择标记基因的sac基因敲除载体，

转化棘豆链格孢OW7.8原生质体得到sac缺失突变

株M1，并进一步将sac功能互补载体转化至M1原
生质体，通过草胺磷抗性筛选得到sac功能互补菌

株，互补株同时具Hyg抗性，sac基因敲除后苦马

豆素水平下降，回补后其苦马豆素瞬时水平高于

OW7.8和M1[10,74]。利用潮霉素抗性筛选得到swnK缺
失突变株，该基因敲除后真菌不能合成苦马豆

素。药物抗性标记使用方便，不需要特殊的突变

菌株，目前已被广泛应用于真菌的遗传转化。

4.1.3 致突变型或建立特殊代谢途径的标记

对受体功能基因进行编辑或诱导突变，造成

基因功能缺失以进行筛选。如构巢曲霉pyrG缺失

突变株对反向筛选药物5-FOA产生抗性，而野生株

中的乳清酸核苷-5′-磷酸脱羧酶会催化5-FOA生成

致死物质5-氟尿嘧啶，因而野生株不能在含5-FOA
的培养基上生长，利用这一特性可以通过5-FOA抗
性筛选得到转化子[9,75,76]。Vieira等[77]使用基因枪法

将pyr4基因的CRISPR/Cas9基因编辑载体转化哈茨

木霉分生孢子，在含有5-FOA和尿苷的选择性培养

基上筛选获得尿苷/尿嘧啶营养缺陷型突变株。也

可采用建立特殊代谢途径的方法，如构巢曲霉中

的乙酰胺酶能够将乙酰胺降解成氨，而其他丝状

真菌则无法利用乙酰胺，以乙酰胺酶基因(amdS)作
为筛选标记转化这些丝状真菌后，可在以乙酰胺

为唯一氮源的培养基上筛选转化子[78]。

4.1.4 荧光标记

荧光蛋白是一种多功能的生物标记物，在特

定波长的激发光照射下会产生明亮荧光，同时具

有良好的生物相容性。荧光蛋白家族包括绿色、

红色、黄色荧光蛋白等，其中绿色荧光蛋白(green
fluorescent protein，GFP)基因在丝状真菌的基因表

达测定中应用最为广泛，其表达无毒且易于检

测，是一种良好报告基因。

荧光激活细胞分选(fluorescence-activated cell
sorting，FACS)和荧光激活液滴分选(fluorescence-
activated droplet sorting，FADS)技术可通过检测荧

光信号对细胞进行高效分选[79-81]。FACS可以根据

细胞大小或荧光，利用流式细胞仪(flow cytometer，
FCM)对流动的细胞或颗粒进行分选，其原理是通

过气压装置使待测样本通过水相鞘液，细胞有序

排列并逐个进入激光聚焦区，经激光束激发产生

散射光和荧光等信号，借助光学元件检测信号并

转化成相应的数字信号，计算机处理分析后通过

电压偏转分选分离出目标细胞。FACS技术分选速

度快、纯度高，在一定程度上提高了丝状真菌的

筛选效率，但由于丝状真菌菌丝形状不规则、容

易堵塞液流通道，只能使用孢子或原生质体进行
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检测筛选[81,82]。

FADS是一种基于微芯片的高通量筛选技术，

在微通道内，通过压力将2种互不相溶的流体分散

成微米级的单分散液滴，将待检测的细胞单独包

埋在这些液滴微反应器中，通过检测液滴内的物

质信号对单细胞及其胞外分泌物进行定量分析与

分选。FADS灵敏度极高，可对丝状真菌次级代谢

产物进行检测，是菌株定向改造实验中高效可靠

的超高通量筛选平台[80,81]。Wang等[83]在里氏木霉

中进行了基于孢子GFP信号偶联外源基因表达的研

究，利用FACS完成了脂酰辅酶A还原酶高表达菌

株的筛选。Vlaardingerbroek等[84]利用FACS成功筛

选到以GFP和RFP为标记的尖孢镰刀菌转化子。

Luu等[85]利用FADS完成了对GFP高表达的里氏木霉

转化子的筛选。李岑等[86]将融合绿色荧光蛋白的

天冬酰胺酶基因整合至黑曲霉糖化酶位点，并通过

流式细胞仪分选到表达天冬酰胺酶基因的孢子。高

通量筛选是一种规模化、自动化、灵敏快速的筛选

方法，该技术广泛用于细菌、酵母和藻类[81]，但在

丝状真菌基因工程的培养、分析和分离过程中的

应用仍然有限，需要进一步的开发研究。

4.2 转化子的鉴定技术

利用选择性标记可对转化子进行初步筛选，

但无法保证选择培养基中的所有菌落都成功转化

并稳定表达，还需对转化子进一步筛选鉴定后，

挑取阳性转化子单菌落进行多轮培养，以得到纯

化且稳定的突变株。

利用聚合酶链式反应 (po lymerase cha in
reaction，PCR)在体外扩增DNA，可提取转化子单

菌落DNA作模板，对目的基因进行特异性扩增从

而实现对转化子的鉴定。该方法简单便捷，应用

广泛，但特异性较低，有时出现假阳性，故在PCR
检测后，通常需对扩增片段进行测序验证，以进

一步确认鉴定结果。实时荧光定量PCR是在DNA
扩增过程中，利用荧光定量PCR仪实时检测每个循

环结束后的荧光信号，通过Ct值和标准曲线对起始

模板进行定量分析。该方法特异性强、灵敏度

高，可对目的基因进行基因表达量的研究，是目

前应用较广的核酸检测技术。

Southern印迹杂交是检测基因组DNA特定片段

的通用方法。该方法是利用琼脂糖凝胶电泳分离

酶切后的转化子单菌落DNA片段，经碱变性处理

原位转移至固相支持物上，再与相应的探针进行

杂交，通过放射自显影等方法使阳性DNA条带显

色，从而完成对目的基因的鉴定。Northern印迹杂

交则用于检测RNA样品，提取的总RNA不需酶

切，可直接进行电泳分离。印迹杂交技术特异性

强，灵敏度高，经不断发展完善，也在丝状真菌

的分子生物学检测中广泛应用[87]。

5 结语

丝状真菌遗传转化系统的成熟促进其基础研

究的深化及在工业和医药卫生等领域的应用。通

过建立转化系统，将外源的DNA递送至丝状真菌

细胞核，整合到基因组，从而研究基因功能、解

析分子机制或致病机理，并实现丝状真菌的工业

改造。

目前丝状真菌的遗传转化主要存在操作较为

复杂、转化率低、同源重组率低、筛选鉴定不够

精准高效等问题，PEG介导法、电激法或REMI技
术多以原生质体作为受体材料，而丝状真菌原生

质体的制备及再生较为困难，是影响转化率的关

键因素。PEG介导法是应用较早的遗传转化方法，

在1978年第1次成功转化酵母至今的40年中，随着

研究人员不断探索和改进该方法在不同菌株中的

适用条件，其应用范围越来越广，但在丝状真菌

中的转化效率仍远远低于酵母。电激转化法操作

简便快捷，除原生质体外还可用于完整细胞，且

可以转化大片段外源基因，但该方法需同时使用

化学试剂和电场处理受体材料，容易导致细胞死

亡。REMI技术具有更强的定向性，目前已被成功

应用于基因突变、基因标记、寻找新基因等研究

领域[56]，但限制内切酶可能引起DNA损伤，影响

转化子的性状。

ATMT技术不需制备原生质体，转化效率高，

转化子性状稳定性高，但需要构建双元载体，工

作量较大，同时共培养的条件参数等也会影响转

化效率。ATMT技术优于其他转化方法的一个突出

特点是，T-DNA可以随机地插入到基因组中，为

随机突变，因此，能够为正向遗传筛选提供资

源[43]。基因枪法和冲击波法转化操作简单且受体
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较为广泛，但需要特殊的仪器设备，还未在遗传

转化实验中广泛使用。

致突变型及营养缺陷型标记在初期的遗传转

化试验中有重要作用，但由于需要额外获取合适

的营养缺陷型突变株，而药物抗性标记更加广泛

地应用于真菌的遗传转化，但该方法也存在转化

子筛选困难，菌株可能产生耐药性等问题。荧光

标记检测方便，可通过高通量筛选技术自动化、

规模化的快速筛选，但目前在丝状真菌中的应用

较为有限。药物抗性标记在丝状真菌基因功能的

研究中起重要作用，目前已广泛应用于基因表达

载体的构建，或通过同源重组使抗性基因替换目

的基因，实现基因的定向敲除，该方法简单方

便，对受体菌无特殊要求，但其引入的抗性标记

基因可能影响后续实验，同时也容易使菌株产生

耐药性。不同的转化筛选方法各有优劣，根据不

同真菌生长速度、受体材料制备难度、对化合物

敏感程度等的不同选择合适的方法对转化效率有

重要影响。

随着分子生物学基础理论及技术的日渐发

展，对丝状真菌分子生物学特性的了解也会越来

越深入，丝状真菌遗传转化体系将不断完善和创

新；也会不断降低有害丝状真菌的危害，拓宽其

研究和应用领域，使丝状真菌在人类的生产生活

中将发挥越来越重要的作用。
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