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摘  要：【背景】ACE1 转录因子广泛存在于产纤维素酶的丝状真菌中，然而其在黑曲霉(Aspergillus 
niger)中的调控功能有待明确。【目的】在 A. niger 中敲除和过表达转录因子 ACE1，探究其对 β-葡
萄糖苷酶(β-glucosidase, BGL)表达、菌丝发育和色素合成的调控作用。【方法】以 A. niger An-1
为出发菌株，利用 CRISPR-Cas9 基因编辑技术，获得敲除菌株∆ace1、过表达菌株 Oace1。于不同

诱导环境下，检测各菌株中的 BGL 酶活变化、菌丝生长、产孢情况及黄色素合成差异。【结果】系

统发育树分析发现，A. niger 与里氏木霉(Trichoderma reesei)、粗糙脉孢菌(Neurospora crassa)中
ACE1 的同源性较低。经原生质体转化法将操作质粒和供体片段同时导入，获得缺失突变菌株

∆ace1。以微晶纤维素、玉米芯粉为诱导物，纤维二糖为检测底物时，菌株∆ace1 的 BGL 酶活分别

下降了 86.1%、54.9%；以 p-硝基苯酚-α-D-吡喃葡萄糖苷为检测底物时，菌株∆ace1 的 BGL 酶活

分别下降了 23.7%、63.98%。组装过表达框 Pgpd-ace1-Tgla，在 kusA 位点进行精准插入，成功获得

过表达菌株 Oace1。以微晶纤维素诱导时，过表达菌株 Oace1 的 BGL 酶活是野生菌株 An-1 的

1.37−2.16 倍。在以甜菊糖苷和微晶纤维素为碳源的培养基上，缺失菌株∆ace1 的菌丝延伸迟缓、

分生孢子梗分化延迟，而过表达菌株 Oace1 与菌株 An-1 的菌丝形态无差异。在以甜菊糖苷为碳源，

进行固、液体培养时，敲除菌株∆ace1 生物合成黄色素的能力显著加强。【结论】转录因子 ACE1
正向调控 A. niger 的 BGL 表达和产孢能力，负调控黄色素的合成，增强 ACE1 表达水平能够有效
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提升 A. niger 产 BGL 能力，本研究为优化 A. niger 的产酶性能提供新思路。 
关键词：黑曲霉；ACE1 转录因子；β-葡萄糖苷酶；孢子分化；黄色素 
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Abstract: [Background] The transcription factor ACE1 is widely present in cellulase- 
producing filamentous fungi, while its regulatory function in Aspergillus niger remains unclear. 
[Objective] To investigate the regulatory effects of ACE1 on β-glucosidase (BGL) expression, 
mycelial development, and pigment biosynthesis by deleting and overexpressing ACE1 in    
A. niger. [Methods] The knockout strain ∆ace1 and overexpression strain Oace1 were 
constructed with the parent strain An-1 through CRISPR-Cas9 gene editing. The BGL activity, 
mycelial growth, sporulation, and yellow pigment were determined under various induction 
conditions. [Results] The phylogenetic analysis revealed low homology of ace1 between     
A. niger and Trichoderma reesei or Neurospora crassa. The mutant ∆ace1 was successfully 
constructed after introduction of the CRISPR-Cas9 plasmid and the donor fragment. When 
microcrystalline cellulose (MCC) and corncob powder were used as inducers, the BGL activity 
of ∆ace1 with cellobiose as the substrate decreased by 86.1% and 54.9%, and that of ∆ace1 with 
p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside (pNPG) as the substrate decreased by 23.7% and 63.98%, 
respectively. The overexpression cassette Pgpd-ace1-Tgla was precisely integrated into the kusA locus 
to construct Oace1. The BGL activity of Oace1 was 1.37−2.16 times that of the wild strain An-1 
with MCC as the inducer. On the medium with stevioside or MCC as the carbon source, ∆ace1 
showed delayed hyphal extension and conidiophore differentiation, while Oace1 retained 
normal morphology. The yellow pigment biosynthesis ability of ∆ace1 was significantly 
enhanced in the solid and liquid media containing stevioside. [Conclusion] The transcription 
factor ACE1 positively regulates BGL expression and sporulation, while it negatively regulates 
yellow pigment synthesis in A. niger. Strengthening the expression of ACE1 effectively 
improves BGL production. This study provides a new strategy for optimizing the enzyme 
production performance of A. niger. 
Keywords: Aspergillus niger; transcription factor ACE1; β-glucosidase; sporulation; yellow 
pigment 
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纤 维 素 酶 主 要 包 括 内 切 葡 聚 糖 酶

(endo-β-1,4-glucanase, EG) 、 外 切 葡 聚 糖 酶

(exo-β-1,4-glucanase, CGH)和 β-葡萄糖苷酶

(β-glucosidase, BGL)[1]，其作为重要酶制剂，广

泛应用于食品、化工、造纸、农业、养殖业领

域[2]。在非粮生物质开发方面，纤维素酶将纤

维素水解成糖，用于微生物发酵生产乙醇、丁

醇、二元酸、长链脂肪酸等多种高值化学品，在

新一代碳源秸秆糖的生物制造产业中具有重要

的意义 [3-5]。脉孢菌属(Neurospora)、木霉菌属

(Trichoderma)和曲霉属 (Aspergillus)的丝状真

菌被广泛用于纤维素酶的工业生产[6-9]，但限速

酶 BGL 仍面临含量少、酶活低的困境[10]。黑曲

霉(Aspergillus niger)作为分泌 BGL 的优势菌

株 [11]，其在生物合成 BGL 过程中的限制有待于

进一步被解除。 
虽然 A. niger 具有完善的蛋白合成分泌系

统[12]，但其纤维素酶基因的表达受控于严谨的

转录调控网络 [13]。近些年来，在粗糙脉孢菌

(Neurospora crassa) 、里氏木霉 (Trichoderma 
reesei)、草酸青霉(Penicillium oxalicum)中，研

究者们已鉴定出 40 多个调控因子参与了纤维

素酶基因的表达[10]，然而，在 A. niger 中仅有

CREA、XLNR、CLRA、CLRB、AMYR 转录

调控因子被证明参与了 BGL 的生物合成，潜在

的关键调控因子仍需要进一步挖掘和鉴定[14-17]。

转录因子 ACE1 最初被发现于 T. reesei 中，属

于锌指蛋白类别，具有 3 个 Cys(2)-His(2)结构

单元，在外切葡聚糖酶基因 cbh1 的启动子区域

存在 8 个 ACE1 的结合位点(5′-AGGCAAA-3′
和 5′-AGGCA-3′)[18]。T. reesei ALKO2221 的转

录因子 ACE1 抑制了纤维素酶的生物合成，ace1
基因的缺失使纤维素酶的酶活提高了大约2倍[19]。

在 P. oxalicum 114-2 中，缺失 ace1 基因使滤纸

酶活力提升了 1.8 倍[20]。利用 RNAi 技术抑制

嗜热毁丝霉(Myceliophthora thermophila) ace1
基因的表达，沉默菌株 A98 的纤维素酶活均有

所提升，其中 BGL 酶活高出野生菌株 2.3 倍[21]。

基于转录因子 ACE1 在纤维素酶表达过程中的

重要作用，该转录因子成为调控改造的重要靶

点。Zhu 等[22]将 T. reesei Rut-C30 的负调控因子

ACE1 甲基化位点 R383 突变为谷氨酰胺，从而

降低 ACE1 与 DNA 位点的结合，致使突变菌株

的滤纸酶活提升了 85%。Sun 等[23]将 T. reesei 
cbh1 启动子区域中的 ACE1 结合位点分别替换

为正调控因子 Ace2 和 XYR1 的结合位点，得到

工程化启动子 cbh1pA 和 cbh1pX，甘露聚糖酶

的酶活力增加了 3.6−5.0 倍。Xia 等[24]在 T. reesei 
ZU-02中将 bgl基因的表达框整合在基因位点，

在敲除 ace1 基因的同时过表达 bgl 基因，使

BGL 酶活提升至 25.13 U/mL，高于出发菌株

167 倍。Fonseca 等[25]在 T. reesei Br_TrR01 的

ace1 基因位点上整合了正调控因子 XYR1 表

达框，在敲除 ace1 基因的同时过表达 XYR1，
所构建工程菌株 Br_TrR02 的 BGL 酶活从

0.74 U/mg 提升至 4.6 U/mg。另外，ace1 基

因的缺失会造成 T. reesei 与 P. oxalicum 在固体

培养基上孢子发育和菌丝生长的延迟[18-20]。然

而，该转录因子在 A. niger 中的相关调控作

用还未见报道。  
鉴于转录因子ACE1在其他丝状真菌中的重

要调控作用，本研究以自主筛选获得的 A. niger 
An-1 为研究对象，探索该转录因子对 A. niger 产

酶性能、菌体发育和色素合成的调控作用，以

期为高产 BGL 工程 A. niger 的调控改造提供有

效靶点和理性策略。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

A. niger An-1，实验室保存。大肠杆菌

(Escherichia coli) DH5α，南京诺唯赞生物科技

股份有限公司。pFC332 与 pUC19 质粒，湖南

丰晖生物科技有限公司，pFC332-Cas9-sgRNA
质粒，本实验室保存。pUC-sgRNA，南京金唯

智生物科技有限公司。引物由生工生物工程(上
海)股份有限公司合成，序列见表 1。 



 
王硕 等 | 黑曲霉转录因子 ACE1 的功能分析及其对 β-葡萄糖苷酶表达合成的影响 241 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Name Primer sequence (5′→3′) 

Ace 5S-F GAACATATACTGGGCCCGGGAAGATCTGGTTGGAGATTCCAGACTCAG 
Ace 5S-R CTAGGGGGTCCTCATCATCGACATACAACAGAAGGGATTC 
Ace sg-F CGATGATGAGGACCCCCTAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 
Ace sg-R CGGAAACAGCTATGACCATGAAAAAAGCACCGACTCGG 
pFC332-F ACCCTGTGAGTCTTGATAGAC 
pFC332-R CCGTTCGAGAGCATGATC 
KUS5S-R CAGGGTTTTATCATCACCATACATACAACAGAAGGGATTCG 
KUSsgRNA-F ATGGTGATGATAAAACCCTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG 
quAce-F GGGACGCCACGTCG 
quAce-R GTAGTTTTAATAGCTCACCTTGGCG 
qdAce-F GCCAAGGTGAGCTATTAAAACTACGACTCCGGACCAGGTTAGTT 
qdAce-R AGTTGTTGTTGTTGCCGGT 
bglAce-F AGGTGAGCTATTAAAACTACCGATGAACTGCTAGACTGGTG 
bglAce-R GATTGCTCGTCTGTTGGGG 
bgldAce-F GCCCCAACAGACGAGCAATCGACTCCGGACCAGGTTAGT 
ouAce-F CTCTAGAGGATCCCCGGGTACCAATAAGATCAGAGCTACAAACCAG 
ouAce-R ATTCTGAAGTCTGGGCCAAGTTC 
ogpd-F CTTGGCCCAGACTTCAGAATCAAGTCACGTTGTCCATAATTG 
ogpd-R CGGGGGTTTTGAGACTTCATTGTTTAGATGTGTCTATGTGGC 
oAce-F CACATAGACACATCTAAACAATGAAGTCTCAAAACCCCCG 
oAce-R CTAGAACGGTGGCATCTGCG 
oter-F CGCAGATGCCACCGTTCTAGACAATCAATCCATTTCGCTATAGTTAAAG 
oter-R TAGCGATTGCGCAGCAAC 
odAce-F CGCAGATGCCACCGTTCTAGACAATCAATCCATTTCGCTATAGTTAAAG 
odAce-R CGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGCCTTCTTACCGGCATTTGAG 
kusAyz-F GTACGCAAATTTACCCATGAACTTG 
kusAyz-R CTGATCACGGGCTGTCAAC 
bglyz-R GCTCAGCCTTGAGCAGCTTGTTCAGAGTGTAGCTG 
Aceyz-F ATGAATACCATTCGCAATCCAGACG 
Aceyz-R TACCTAGAACGGTGGCATCTGCG 

 
1.2  主要试剂和仪器 

限制性内切酶 Bgl Ⅱ、Kpn I，New England 
Biolabs 公司；质粒提取试剂盒、PCR 产物纯化

试剂盒、2×Rapid Taq Master Mix、2×Phanta Max 
Master Mix (Dye Plus)、DL5000 DNA marker、
DL15000 DNA marker、Ultra Gel Red (10 000×)，
南京诺唯赞生物科技股份有限公司；琼脂糖凝

胶，生工生物工程 (上海 )股份有限公司；

50×TAE，上海碧云天生物技术有限公司；无缝

克隆试剂盒，上海都友生物科技有限公司；真

菌基因组 DNA 提取试剂盒、潮霉素、蜗牛酶和

溶菌酶，北京索莱宝科技有限公司；纤维素酶，

上海麦克林生化科技股份有限公司。光学显微

镜，宁波舜宇仪器有限公司。 
1.3  培养基 

马铃薯葡萄糖琼脂培养基(potato dextrose 
agar, PDA) (g/L)：马铃薯 200.0、葡萄糖 20.0、
琼脂 20.0，在后续原生质体转化得到的转化子筛
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选中添加300 µg/mL潮霉素B (hygromycin B, hyg 
B)抗生素。 

种子培养基(g/L)：羧甲基纤维素钠 15.0，
MgSO4·7H2O 0.5，(NH4)2SO4 1.6，KH2PO4 1.0，
酵母浸粉 1.0。 

玉米芯发酵培养基(g/L)：玉米芯粉末(50 目) 
40.0，酵母浸粉 10.0，KH2PO4 4.0，(NH4)2SO4 4.0，
MgSO4·7H2O 0.8，CaCl2 0.5，吐温-80 0.3 mL，
微量元素(MnSO4 0.32%, ZnSO4 0.28%, CoCl2 

0.4%, FeSO4·7H2O 1%) 0.5 mL。 
甜菊糖苷发酵培养基(g/L)：甜菊糖苷 15.0，

(NH4)2SO4 10.0 ， 尿 素 2.5 ， KH2PO4 2.5 ，

MgSO4·7H2O 1.0，吐温-80 3 mL，微量元素0.1 mL，
固体培养基加入琼脂 20.0。 

微晶纤维素发酵培养基(g/L)：微晶纤维素

20.0，CaCl2 1.0，MgSO4·7H2O 0.6，KH2PO4 5.0，
(NH4)2SO4 2.5，固体培养基加入琼脂 20.0。 

TC 缓冲液(g/L)：CaCl2 5.5，Tris 1.2，pH 5.8。 
STC 缓冲液：D-山梨醇 242.3 g，TC 缓冲

液定容至 1 L。 
50% PEG 缓冲溶液：PEG-6000 5.0 g，TC

缓冲液定容到 10 mL。 
CD 高渗琼脂培养基(g/L)：蔗糖 342.0， 

NaNO3 3.0 ， KCl 2.0 ， MgSO4·7H2O 0.5 ，

K2HPO4·3H2O 1.0, FeSO4·7H2O 0.01，琼脂 20.0。 

1.4  黑曲霉 An-1 中 ACE1 的氨基酸序

列分析 
从 NCBI 网站下载 A. niger (XP_001397517.3)、

T. reesei (XP_006962963.1)、米曲霉(Aspergillus 
oryzae) (XP_023089397.1)、构巢曲霉(Aspergillus 
nidulans) (XP_660523.1)、烟曲霉 (Aspergillus 
fumigatus) (XP_754813.1)、棘孢曲霉(Aspergillus 
aculeatus) (XP_020055641.1)、粗糙脉孢菌(N. crassa) 
(XP_963927.3)、草酸青霉(Penicillium oxalicum) 
(XP_049965567.1)的氨基酸序列，使用 MEGA 
11 软件绘制系统发育树，分析含有 ace1 基因丝

状真菌的遗传进化关系。 

1.5  基因编辑靶位点的设计 
使用 sgRNA 靶位点设计网站 CHOPCHOP 

(http://chopchop.cbu.uib.no/)，选取 A. niger 基因组

的生物信息，在输入 ace1 靶基因的核苷酸序列

后得到靶位点序列列表，综合考虑靶标位置、

G+C 含量、二级结构、脱靶基因编辑效率，选

择高效编辑靶位点。 
1.6  用于敲除 ace1 基因的靶向质粒和

供体片段的构建 
将设计好的靶位点加在 Ace 5S-F 和 Ace 

sg-R 引物(表 1)中，用真菌基因组 DNA 提取试

剂盒提取 A. niger 基因组。以 A. niger 基因组为

模板，以 Ace 5S-F 和 Ace 5S-R 为引物扩增携带

靶位点的 5S rRNA 启动子片段，以 pUC-sgRNA
质粒为模板，以 Ace sg-F/R 为引物扩增携带靶

位点的 sgRNA，其中 PCR 反应体系(50 µL)：
2×Phanta Max Master Mix (Dye Plus) 25 µL，上、下

游引物(10 µmol/L)各 2 µL，DNA 模板(100 ng/µL) 
1 µL，ddH2O 20 µL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；
95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30 个循环；

72 ℃ 5 min。对 PCR 产物进行纯化回收，经融合

RCR，使用引物Ace 5S-F和Ace sg-R，将5S rRNA
和 sgRNA 片段组装为 5S rRNA-ace1-sgRNA-T6
表达框，其中融合 PCR 反应体系(50 µL)：2×Phanta 
Max Master Mix (Dye Plus) 25 µL，上、下游引

物(10 µmol/L)各 2 µL，DNA 模板 100 ng (各片段

摩尔比为 1:1)，ddH2O 20 µL。 
使用 Bgl Ⅱ酶切处理 pFC332 质粒，经无缝

克隆，将 5S rRNA-ace1-sgRNA-T6 表达框整合

至 pFC332 线性化载体。挑取多个转化子，使

用 pFC332-F/R 进行菌液 PCR 验证，反应体系

(10 µL)：2×Rapid Taq Master Mix 5 µL，上、下

游引物(10 µmol/L)各 1 µL，菌液 1 µL，ddH2O   
2 µL。PCR 反应条件：95 ℃ 10 min；95 ℃ 30 s，
60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃ 5 min。
经琼脂糖凝胶电泳，将片段大小正确的 Cas9 与

sgRNA 共表达质粒 pFC332-Cas9-sgRNA，送至

生工生物工程(上海)股份有限有限公司测序。 
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敲除供体 QAce1 片段的构建：以 A. niger 基

因组为模板，以 quAce-F/R 和 qdAce-F/R 为引

物，扩增靶位点附近的 ace1 基因上、下游片段。

经融合 PCR，以 quAce-F 和 qdAce-R 为引物将上、

下游片段融合为供体片段。敲除供体 QAce1-BGL
片段的构建：以 A. niger 基因组为模板，以

bglAce-F/R 和 bgldAce-F/qdAce-R 为引物，扩增

bgl 基因和下游同源臂，经融合 PCR，以 quAce-F
和 qdAce-R 为引物将上游片段、bgl 基因和下游

片段融合为供体片段。以上 PCR 产物通过醋酸

钠-乙醇沉淀法纯化回收。 
1.7  用于过表达 ace1 基因的靶向质粒

和供体片段的构建 
将设计 kusA 基因的靶位点加在 KUS5S-R

和 KUSsgRNA-F 上，以 A. niger 基因组为模板，

以 KUS5S-F/Ace 5S-R 为引物扩增携带靶位点

的 5S rRNA 启动子片段，以 pUC-sgRNA 质粒

为模板，以 KUSsgRNA-F/Ace sg-R 为引物扩增

携带靶位点的 sgRNA。2 个片段经融合 PCR 扩

增，获得 5S rRNA-kus-sgRNA-T6 表达框。按

照 pFC332-Cas9-sgRNA 的构建方法，获得靶向

质粒 pFC332-kusA-sgRNA，送至生工生物工程

(上海)股份有限公司测序。 
以 A. niger 基因组为模板，以 ouAce-F/R、

odAce-F/R、ogpd-F/R、oAce-F/R 和 oter-F/R 为

引物，分别扩增插入位点 kusA 的上、下游片段，

Pgpd 启动子片段、ace1 基因片段与 Tgla 终止子片

段。使用 Kpn I 酶切处理 pUC19 质粒，以上片

段经无缝克隆实现多个片段的组装，得到过表

达框 Pgpd-ace1-Tgla。 
1.8  基因编辑菌株的筛选和验证 

本研究采用 PFG 介导的原生质体转化法，

实现靶向质粒与供体模板的转化。具体为：取新

鲜制备的 A. niger 孢子悬液，均匀涂布在铺有玻

璃纸的 PDA 培养基上，于 28 ℃培养 16−18 h。
将培养好的附有菌丝体的玻璃纸置于含有 10 mL
复合酶液(1%纤维素酶+0.5%蜗牛酶+0.25%溶菌

酶)的无菌培养皿中酶解处理 2 h。6 000 r/min、

10 ℃离心 10 min，收集原生质体，使用 STC 缓

冲液洗涤 2 次后进行悬浮，得到用于转化的原

生质体。 
取 100 μL 原生质体加入 3 μg 靶向质粒与  

3 μg 供体片段，混合均匀，冰浴 20 min。加等

体积的 50% PEG 缓冲溶液，混合均匀后，25 ℃
孵育 20 min。加入 2 mL STC 缓冲液，混合均匀，

置于 28 ℃静置孵育 4 h，6 000 r/min、10 ℃离心

10 min，收集菌体沉淀，均匀涂布于含 300 μg/mL
潮霉素的 CD 培养基上，28 ℃培养 3−5 d。待

转化子长出后，转接于含 300 μg/mL 潮霉素的

PDA 固体平板上，28 ℃培养 2−3 d，分离并筛

选出抗性转化子。 
采用菌丝 PCR 对 A. niger 转化子进行筛选

和验证：挑取适量菌丝于含有 45 µL 2 mmol/L 
NaOH 溶液的离心管中，混匀后 95 ℃加热 10 min，
待冷却后加入 5 µL 2 mmol/L Tris-HCl 溶液，裂

解液 12 000 r/min 离心 10 min 后取上清作为模

板。以 Aceyz-F/R 为引物检验菌株∆ace1，以

Ace1yz-F/bglyz-R 为引物检验菌株∆ace1-bgl，
以 kusAyz-F/R 为引物检验菌株 Oace1。将菌丝

PCR 验证正确的菌株进一步送至生工生物工程

(上海)股份有限公司测序。 
1.9  黑曲霉 An-1 及其基因编辑菌株的

菌落形态比较 
将各菌株制成 107 的孢子悬液，吸取 1 μL

孢子悬液，分别点接在 PDA 固体平板、甜菊糖

苷固体平板、微晶纤维素固体平板上，置于 28 ℃
培养箱，于 24、48、72 h 观察菌株形态并记录。

制片时用接种针刮取少量菌丝样本，置于洁净载

玻片上，滴加适量无菌蒸馏水，轻柔覆盖盖玻片。

将制备好的玻片置于光学显微镜载物台上，使用

10 倍目镜配合 20 倍物镜(总放大倍数 200×)进行

显微观察，系统记录菌丝形态特征。 
1.10  黑曲霉An-1及其基因编辑菌株的

发酵培养及酶活、黄色素合成能力分析 
取 107 个孢子接种量接种于种子培养基，

30 ℃、200 r/min 振荡培养 24 h，以 10%的接种
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量分别转接至玉米芯、甜菊糖苷、微晶纤维素

发酵培养基，30 ℃、200 r/min 振荡培养，在以

甜菊糖苷为诱导物的发酵培养基中，于第 2 天

加入 CaCl2·2H2O 1.5 g。于第 3−7 天取适量发酵

液，12 000 r/min 离心 10 min 后取上清进行酶活

测定，并根据颜色变化初步判断基因编辑菌株

与出发菌株 An-1 在合成黄色素能力上的差异。 
1.11  酶活检测分析 

以 p- 硝 基 苯 酚 -β-D- 吡 喃 葡 萄 糖 苷

(p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside, pNPG)为底

物测定 BGL 酶活：取 15 μL 粗酶液加入 150 μL 
5 mmol/L pNPG 底物溶液中，70 ℃反应 10 min
后立即取 60 μL 加入 100 μL 1 mol/L 碳酸钠溶

液中，于 405 nm 测定吸光值。以每毫升酶液每

分钟产生 1 μmol 的对硝基苯酚(p-nitrophenyl, 
pNP)所需要的酶量定义为一个酶活力单位(U)。 

以纤维二糖为底物测定BGL酶活：取100 μL

粗酶液加入 100 μL 10 mmol/L 纤维二糖底物溶

液中混合，最适温度 70 ℃反应 10 min 后，冰

水冷却终止反应。取 2.5 μL 反应液和 2.5 μL 校

准品分别加入 250 μL 葡萄糖测定试剂中，在

505 nm 处检测吸光值。以每毫升酶液每分钟产

生 1 μmol 葡萄糖所需要的酶量定义为 1 个酶活

力单位(U)。 

2  结果与分析 
2.1  ACE1 的生物信息分析 

Saloheimo 等[18]通过酵母杂交体系在 T. reesei
中首次分离出调控纤维素酶表达的转录因子

ACE1。此后，在不同丝状真菌中相继发现了

ACE1，并揭示了其在纤维素酶合成中的表达

调控功能。通过 MEGA 11 软件，将 A. niger
的 ACE1 与 7 个不同来源的同系物进行比对分

析，所构建的系统发育树如图 1 所示。A. niger 和 

 

 
 
图 1  基于 ACE1 的氨基酸序列构建的系统发育树   图中括号内数值为各个丝状真菌 ace1 基因的

GenBank 登录号；分支节点处的数字代表 bootstrap 值，反映该节点在系统发育树中的可靠性，该值≥70%
即为可接受阈值；比例尺表示遗传距离。 
Figure 1  Phylogenetic tree constructed based on ACE1 amino acid sequence. Numbers in parentheses are 
GenBank accession numbers of ace1 genes of the strains. The numbers at the branch nodes represent the 
bootstrap values, which reflect the reliability of the nodes in the evolutionary tree. The value ≥70% is 
considered an acceptable threshold. The scale represents the genetic distance. 
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A. aculeatus ACE1 表现出较高保守性，A. oryzae、
A. nidulans 与 A. fumigatus 的 ACE1 组成一个分

支，说明不同曲霉的 ACE1 具有一定差异性。

P. oxalicum ACE1 为一个分支，而 T. reesei 与
N. crassa 的 ACE1 组成另一个分支，与曲霉的

同源性较低，可能会在调控作用方面表现较大

差异。 
2.2  ace1 基因靶向敲除载体与供体

DNA 的构建 
采用 CRISPR-Cas9 系统进行 ace1 基因的精

准敲除。首先，经融合 PCR 将 20 bp 靶点序列引

入 5S rRNA-ace1-sgRNA 表达框，如图 2A、2B
所示，该表达框的长度约为 570 bp；随后，采

用无缝克隆的方式，将 sgRNA 的表达框整合

至 pFC332 表达载体中，经菌液 PCR 与测序验

证，重组质粒构建成功(图 2C、2D)。 
本研究设计了 2 种不同的敲除供体片段，

其中如图 2E 所示，Qace1 敲除供体仅造成了

ace1 基因编码序列的缺失。经融合 PCR 和测序

验证，成功获得 Qace1 敲除供体，条带长度为

1.0 kb (图 2F)。考虑 T. reesei、P. oxalicum 等丝

状真菌中 ACE1 转录因子负调控纤维素酶的合

成，而且在 T. reesei 中同时敲除 ace1 基因与过

表达 bgl 基因能够促进 BGL 分泌，因此，在

Qace1-BGL 敲除供体中引入了 BGL 表达框如

图 2G 所示，经融合 PCR 和测序验证，成功获得

Qace1-BGL敲除供体，条带长度 5.31 kb (图 2H)。 
2.3  ace1 基因突变体的筛选与基因型

鉴定 
通过 PEG 介导的原生质体转化法，将靶向

质粒与敲除供体共同转化至 A. niger 菌株中，

随后将潮霉素抗性的 CD 高渗固体培养基上的

转化子接种于抗性 PDA 平板上。待转化子长出

后挑取菌丝，利用碱裂解法破菌后，对转化子

进行 PCR 检测。采用 Ace1yz-F/R 引物进行菌

丝 PCR，未敲除成功的条带长度为 2.2 kb，而

QAce1 供体导入所获菌株∆ace1 的条带长度仅

为 1.1 kb (图 3A)。采用 Ace1yz-F/bglyz-R 引物

进行菌丝 PCR，野生菌株未扩增出条带，而

QAce-BGL 供体导入所获∆ace1-bgl 菌株条带长

度约为 3.2 kb (图 3B)。进一步经测序检验，菌

株∆ace1 和∆ace1-bgl 构建成功。 
本研究使用强启动子 Pgpd 优化 ace1 基因的

表达，所构建的操作质粒靶向 kusA 位点，供体

片段由靶位点上游 500 bp 片段、Pgpd-ace1-Tgla

的过表达框和靶位点下游 500 bp 片段组装而

成。靶向质粒与过表达供体片段共同转入至   
A. niger An-1，经菌丝 PCR 验证，编辑菌株的

条带大小为 6.5 kb，Pgpd-ace1-Tgla 表达框插入到

基因组上的 kusA 位点，成功获得过表达菌株

Oace1 (图 4)。 
2.4  转录因子 ACE1对黑曲霉生长发育

与合成黄色素的调控作用 
如图 5 所示，在以葡萄糖为碳源的 PDA 平

板上，菌株∆ace1 展示出与野生菌株相同的生

长速度，菌落大小一致，形成了致密的黑色孢

子，未呈现出生长发育差异。在以甜菊糖苷为

碳源培养 72 h 时，野生菌株 An-1 和过表达菌

株 Oace1 的菌落直径较大，分化出黑色孢子，

然而 ace1 基因的敲除使 A. niger 的菌丝延伸迟

缓，菌落直径较小，孢子发育还未发育成熟。

在以微晶纤维素为碳源培养 72 h 时，各菌株的

菌落直径无明显差异，相较于野生菌株 An-1 和

过表达菌株 Oace1，敲除菌株的孢子相对稀疏。

进一步通过光学显微镜观察发现，野生菌株和菌

株 Oace1 分生孢子梗顶端膨大，形成典型的放

射状球形顶囊，成熟的孢子已发散，而菌株∆ace1
分生孢子梗相对较小，孢子还未发育成熟。 

野生菌株 An-1 在以甜菊糖苷为碳源的固

体平板背部呈淡黄色，而菌株∆ace1 呈亮黄色。

在以甜菊糖苷为碳源的摇瓶发酵中，野生菌株

An-1 的发酵液澄清透亮，然而，ace1 基因的敲

除，使发酵液呈现明显黄化现象。在以微晶纤

维素和玉米芯为碳源发酵时，发酵液上清并未展

示出颜色差异(图 6)。以上结果说明，在特定碳

源下转录因子 ACE1 负调控黄色素的生物合成。 
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图 2  用于敲除 ace1 基因的靶向质粒与供体片段的构建   A−B：5S rRNA-ace1-sgRNA 表达框的构建

与电泳检测；C−D：敲除 ace1 基因靶向质粒的构建与电泳检测；E−F：Qace1 敲除供体片段的构建与

电泳检测；G−H：Qace1-BGL 敲除供体片段的构建与电泳检测。 
Figure 2  Construction of targeted plasmid and donor fragments for deleting ace1 gene. A−B: Assembly and 
verification of the 5S rRNA-ace1-sgRNA expression cassette; C−D: Construction and verification of the 
targeted plasmid for deleting ace1 gene; E−F: Assembly and verification of Qace1 donor fragment for 
deleting ace1 gene; G−H: Assembly and verification of Qace1-BGL donor fragment for deleting ace1 gene. 
M: DL5000 DNA marker. 
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图 3  ace1 基因缺失菌株筛选和验证   A：ace1 基因的敲除；B：BGL 表达框在 ace1 位点的整合。 
Figure 3  Screening and verification of the ace1 knockout strains. A: Knockout of the ace1 gene; B: 
Integration of the BGL expression cassette at the ace1 locus. M: DL5000 DNA marker. 
 

 
 
图 4  ace1 基因在 kusA 位点的过表达 
Figure 4  Overexpression of the ace1 gene at the kusA locus. M: DL5000 DNA marker. 
 
2.5  ace1 基因缺失对黑曲霉产 BGL 的

影响 
在液体摇瓶发酵时，结果如图 7A 和 7B 所示，

以微晶纤维素为诱导物时，野生菌株 An-1 以纤维

二糖和 pNPG 为底物的酶活分别为 2.038 U/mL 和

1.416 U/mL，相比之下，菌株∆ace1 的酶活分别

为 0.283 U/mL 和 1.08 U/mL，减少了 86.1%和

23.7%，菌株∆ace1-bgl 的酶活分别为 1.69 U/mL 
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图 5  转录因子 ACE1 在不同碳源下对黑曲霉生长发育的调控作用 
Figure 5  Regulatory role of transcription factor ACE1 on the growth and development of Aspergillus niger 
under different carbon sources. 
 

 
 
图 6  转录因子 ACE1 对黑曲霉合成黄色素的调控作用 
Figure 6  Regulatory role of transcription factor ACE1 in the biosynthesis of yellow pigment in Aspergillus niger.  
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和 1.31 U/mL，减少了 17.1%和 7.49%。以玉米

芯为诱导物时，分别利用纤维二糖和 pNPG 为底

物测定不同菌株产 BGL 的能力，野生菌株 An-1
的酶活分别为 14.76 U/mL 和 8.674 U/mL，相比

之下，菌株∆ace1 的酶活分别为 6.66 U/mL 和

3.124 U/mL，减少了 54.9%和 63.98%。菌株

∆ace1-bgl 的酶活分别为 10.58 U/mL 和 5.11 U/mL，
减少了 28.31%和 41.1% (图 7C、7D)。在以甜 

 

 
 
图 7  ace1 基因缺失对黑曲霉产 β-葡萄糖苷酶的影响   A−B：以微晶纤维素为诱导物；C−D：以玉米

芯为诱导物；E−F：以甜菊糖苷为碳源的摇瓶发酵；A、C 和 E 以纤维二糖为底物测定 BGL 酶活；B、

D 和 F 以 pNPG 为底物测定 BGL 酶活。 
Figure 7  Impact of ace1 gene knockout on β-glucosidase (BGL) production in Aspergillus niger. A−B: 
Using microcrystalline cellulose as the inducer; C−D: Using corncob as the inducer; E−F: Shake flask 
fermentation using stevioside as carbon source. A, C and E represent BGL activity determined by cellobiose 
as substrate; B, D, and F represent BGL enzyme activity assayed with pNPG as substrate. *: P<0.05; **: 
P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
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菊糖苷为碳源的摇瓶发酵中，菌株∆ace1 以纤

维二糖和 pNPG 为底物时，BGL 酶活下降了

55.3%和 55.7%，如图 7E 和图 7F 所示。A. niger
在敲除 ace1 基因后，酶活水平出现明显下降，

以上结果表明转录因子 ACE1 正调控 A. niger 
BGL 的合成，这与 M. thermophila、T. reesei、
P. oxalicum 中的负调控作用截然相反。 

2.6  过表达 ace1 基因促进黑曲霉分泌
BGL 

经发酵检测，结果如图 8A、8B 所示，以

微晶纤维素为诱导物时，Oace1 菌株以纤维二

糖和 pNPG 为底物的酶活分别为 2.797 U/mL 和

3.057 U/mL，是野生菌株 An-1 的 1.37−2.16 倍。

以玉米芯为诱导物时，分别利用纤维二糖和

pNPG 为底物测定不同菌株产 BGL 的能力，

第 5 天 Oace1 的 BGL 酶活为 15.67 U/mL 和

7.815 U/mL，略高于野生菌株 An-1，第 7 天两者

酶活无明显差异(图 8C、8D)。以上结果表明，优化

转录因子 ACE1 的表达量是促进A. niger 产BGL 的

有效方法。 

 

 
 
图 8  过表达 ace1 基因促进黑曲霉分泌 β-葡萄糖苷酶  A−B：以微晶纤维素为诱导物；C−D：以玉米

芯为诱导物；A 和 C 以纤维二糖为底物测定 BGL 酶活；B 和 D 以 pNPG 为底物测定 BGL 酶活。 
Figure 8  Impact of overexpression of ace1 gene on β-glucosidase (BGL) production in Aspergillus niger. 
A−B: Using microcrystalline cellulose as the inducer; C−D: Using corncob as the inducer. A and C represent 
BGL activity determined by cellobiose as substrate; B and D represent BGL enzyme activity assayed with 
pNPG as substrate. ns: Not significant; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
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3  讨论 
有关部门的相关方案指出，提高纤维素酶

的酶解效率是木质纤维素原料利用的关键[26]，

然而商业化纤维素酶制剂中 BGL 占比少，阻碍

了纤维素水解糖的高效制备与应用。A. niger 虽

然具备分泌 BGL 的优势，但产酶能力受到转录

调控网络的制约[13]，潜在关键调控因子有待挖

掘和鉴定。鉴于 ACE1 转录因子在丝状真菌表

达纤维素酶的重要作用，本研究进一步探讨了

其在 A. niger 中的调控功能，以为高产 BGL 菌

株的调控改造提供关键靶点。 
A. niger An-1 中 ace1 基因的敲除造成了

BGL 酶活的下降，说明 ACE1 该酶的表达中具

有正调控作用，这一现象与其他丝状真菌中

ACE1 作为纤维素酶负调控因子的功能有所不

同。研究表明，N端缺少 242个氨基酸的 T. reesei 
ACE1，在酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)
中呈现出对 cbh1 启动子的激活作用，但全长的

ACE1被证实是主要纤维素酶的负调控因子[19]，

说明 ACE1 的 N 端区域具有重要功能。A. niger
与 T. reesei ACE1 的 N 端氨基酸序列相似度仅

有 27%，这或许造成了两者在调控功能上的差

异。在分子机制方面，淀粉酶调控因子 AMYR
在 A. niger 中正调控 BGL 表达，amyR 基因的

敲除降低了 A. niger BGL 的酶活[15]。类似地，

T. reesei AMYR 的同源转录因子 BGLR 正调控

bgl 基因的表达[27]。而 P. oxalicum ace1 基因的

缺失下调了淀粉酶调控因子 AMYR 的表达[20]，

因此，推测 ACE1 通过调控 AmyR 的表达影响

A. niger BGL 合成。 
在以葡萄糖为碳源的 PDA 平板上，ace1

基因敲除后 A. niger 形态没有差异，但是在以甜

菊糖苷为碳源的培养基中，形态发育受到阻碍。

类似地，T. reesei ace1 缺失菌株在葡萄糖上正常生

长，但是纤维素平板上的菌落直径变小[18]，说明

转录因子 ACE1 对 A. niger 和 T. reesei 生长发育

的调控依赖于碳源。然而，P. oxalicum ace1 缺

失菌株在葡萄糖为碳源的培养基上菌落变小[20]，

表明不同菌株中转录因子 ACE1 对形态发育的

调控有所差异。 
丝状真菌所产黄色素被鉴定属于 sorbicillinoids

家族，是由聚酮合酶基因簇催化合成[28]，YPR1
与 YPR2 分别为调控黄色素生成的激活因子和抑

制因子[29]。过表达 ypr1 基因和敲除 ypr2 基因，

所构建的工程菌株 T. reesei增强了黄色素合成，

却伴随着生物量降低、细胞壁受损、抗逆性减

弱和纤维素酶基因表达水平的下降[30]。在本研

究中，ace1 基因的敲除使 A. niger 产生了大量黄

色素，表明该调控因子负调控了黄色素的合成。 

4  结论 
综上所述，本研究首次揭示了 A. niger ACE1

的功能多样性：ace1 基因的敲除导致 A. niger 在

甜菊糖苷和微晶纤维素培养基上菌落形态的变

化，菌丝和孢子的形成出现了延迟，BGL 酶活

下降以及黄色素累积增加，表明 ACE1 正调控

了 A. niger 的菌丝生长发育、bgl 基因的表达，

而负调控了黄色素的合成。另外，本研究进一

步过表达了 ace1 基因，提高了 A. niger BGL 酶

活。在后续研究中，本团队将解析 ACE1 影响

bgl 基因表达的具体调控机制，以便构建 A. niger 
BGL 的转录调控网络。另一方面，采用组合操

纵 ACE1 与其他关键转录因子的方式，获得高效

产酶菌株，以实现更高水平的 BGL 酶活。 
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