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摘要：真菌遗传转化是功能基因研究的重要方法，就真菌遗传转化系统的最新研究进展进行了综述，主要包括真菌

遗传转化的方法、各种方法的优缺点、选择标记的种类、标记基因的分离方法以及转化系统的应用等。
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众所周知，真菌在工业、农业、医药以及基础生

物学研究中发挥着重要作用。一些真菌是重要的工

业菌株，用于生产酶、有机酸等物质；另外，真菌也与

农业密切相关，部分真菌是动植物病原菌，如稻瘟病

菌、立枯病菌，还有的真菌具有防治动植物病虫害的

功能，如绿僵菌、木霉菌；医药行业同样也离不开真

菌，如青霉素和头孢霉素等抗生素都是由真菌产生

的；此外，酿酒酵母、构巢曲霉和粗糙脉孢霉等是生

物学基础研究的模式菌株。因此，对真菌进行系统

的研究具有重要意义。

随着越来越多的真菌基因组测序完成，真菌生

物学进入了功能基因组时代，对能够进行大规模功

能基因组研究工具的需求明显增加。构建突变体是

研究功能基因的重要方法，这一方法应用的关键在

于遗传转化系统的建立和发展。遗传转化技术为人

类进一步分离基因和分析基因功能提供了强有力的

工具，目前已经广泛用于细菌、真菌以及高等动植

物。本文对真菌遗传转化系统的进展以及应用进行

了综述。

9 真菌遗传转化的方法

自 !(-#年 V5H>G3和 @3ECI［!］首次报道粗糙脉孢
霉的 W0)转化以来，真菌遗传转化研究得到了迅速
的发展，建立了 X61*=3=D" 介导的遗传转化、电激介
导的遗传转化、转座子介导的遗传转化、限制性内切

酶介导的遗传转化、农杆菌介导的遗传转化等多种

方法。

9:9 ;<)=>$>?@ 介导的真菌遗传转化

X61*=3=D" 介导的真菌遗传转化以原生质体为
感受态细胞，将受体细胞悬浮于含质粒 W0)的溶液
中，转化在一定浓度的 X61、=3=D" 和 O.% Y (条件下
进行［"］。X61 是一种能够促进原生质体吸收外源
W0)的化学诱导剂，在高 O.情况下，X61通过电荷
间相互作用与外源 W0)形成紧密的复合物，受体细
胞通过内吞作用吸收这些复合物到细胞内，随后进

入细胞核并整合到受体基因组中。
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原生质体的制备与再生是 !"#$%&%’( 转化方法

的基础，真菌的原生质体制备通常采用酶法消化细

胞壁获得，目前常用的细胞壁裂解酶有 )*’’+’&,*、
,-&.’&,*、’/,.-0 *-1/2*等。一般采用幼嫩菌丝、分生
孢子和担孢子来获得原生质体［3］。影响原生质体制

备和再生的因素很多，包括液体培养基的成分、菌丝

体的培养温度、菌丝体的生长期、制备原生质体的溶

菌温度和溶菌时间等。周礼红研究表明在培养基中

加入一定量的甘氨酸可增加原生质体制备效率，这

是由于甘氨酸代替 4$丙氨酸合成细胞壁降低了细
胞壁之间的交连［(］。

该转化系统的转化效率与转化参数存在密切关

系，!"# 的分子量和浓度、%&%’( 的浓度和 56 都影

响转化效率。!"#转化系统的转化效率还与转化的
物种相关，对大型真菌的转化效率较低，李刚等利用

!"#转化系统进行了灵芝的转化研究，转化效率为
7 8 9个转化子:!04;<

［=］。

!"# 电激转化系统
电激转化法是利用脉冲电场对受体细胞进行可

恢复性电激穿，在原生质体膜上形成可逆的瞬间通

道，外源 4;<大分子能穿过质膜进入受体细胞并与
受体 4;<发生重组。电激法转化原生质体的效果
与电激时所用的脉冲电场强度、脉冲持续时间、脉冲

个数、电激缓冲液组成、目的 4;<和载体 4;<的浓
度和比例、电激前后的冷激处理及原生质体培养系

统等多种因素相关。电激转化法具有简单、快速的

特点，其转化效率与 !"#化学融合法相当。该法适
用范围很广，因此可成为 !"#融合法的一个补充。
为了增加转化效率，将目的 4;<包被在重金属

钨或金的表面，在脉冲电场作用下，包被 4;<的金
属颗粒可穿入器官、组织或培养的细胞中，从而实现

外源基因的高效转移。>.’’,等利用该法将潮霉素 >
磷酸转移酶基因和 #$4 葡萄糖醛酸酶基因成功转
入卷边网褶菌［7］。

!"$ 转座子介导的真菌遗传转化
转座子是存在于染色体或质粒上的可自主复制

和移位的基本单位，转座子具有插入到细胞基因组

不同位点的能力，可导致基因发生重排并引起突变。

当转座子跳跃插入到某个功能基因时，就可引起该

基因的失活，并诱导产生相应的突变型。转座子标

签法是利用转座子的这一特点发展起来的一种非常

有效的真菌遗传转化方法。

真菌中的转座子首先是在酿酒酵母中发现的，

随后发现丝状真菌中也存在转座子，现在己发现的

转座子有 !"#$%&"’ ()*#+(%"’ 中的 !(,?和 &’+$-$［9］、
.(-*+-(/-$0&"’ &12-$,"’ 中类似 3/ 的转座子、4 @ /%$##$
中的 A&B’$?、5 @ 6%&#7$ 中的 C<##D、C#E7F9、!GH(和
!GH3 等（李宏宇，福建农林大学博士学位论文，
(II=）。#+&-00&- 6+ 等利用修饰的 #!J3 转座子实
现了对 8%*+,(/(//"# 17(2(%’$1# 和8%*+,(/(//"# 6$,,&& 菌
株的转化并分离出了多个功能基因［K］。

虽然利用转座子这样的可移动片段成功实现了

一部分真菌的遗传转化，但并不是所有真菌中都存

在转座子，而且已发现的转座子在稳定性和随机插

入方面也不能够完全满足基因分析的要求。许多转

座子在真菌中的应用表明转座位点不完全随机，而

是更倾向于非编码区，另外转座后易发生染色体重

排［F］。

!"% 限 制 性 内 切 酶 介 导 的 真 菌 遗 传 转 化
（&’()*+,)+-. /.012’34’5+6)’5 7.)’8*6)+-.3&/47）

E"CL是一种将线性化的质粒 4;<随机插入到
生物体基因组 4;< 中从而产生插入突变的技术。
E"CL共包括 3步，即限制性酶介导的转化过程、转
化子的筛选过程和突变基因的分离过程。具体转化

过程是将线性化的质粒和限制性内切酶（该酶能酶

切真菌基因组 4;<产生与线性质粒末端互补的粘
性末端）以及原生质体混合后，加入一定浓度 !"#:
%&%’(，作用一段时间后，取一定体积的反应物涂布

在抗性培养基平板，培养直至转化子出现。虽然不

同真菌的 E"CL的转化过程基本相同，但是对于不
同的转化受体来说，要获得较高的转化效率需要对

转化过程中的各环节如限制酶的种类、浓度、!"#的
浓度、分子量、转化时间、温度和抗生素的浓度等进

行摸索。

该技术是 J)M.*,H’和 !*H*,在研究酿酒酵母时建
立起来的，目前已经利用 E"CL成功转化了梨黑斑
病菌、烟曲霉、黑曲霉、玉米小斑病菌、菜豆炭疽菌、

藤仓赤霉、稻瘟病菌、玉蜀黍球腔菌和青霉等十多种

真菌（李宏宇，福建农林大学博士学位论文，(II=）。
相对于前几种转化系统，E"CL 提高了转化效

率、增加了单拷贝插入的机率、能够通过质粒拯救与

!%E等技术快速分离被标签的目的基因。但 E"CL
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也存在一些缺点，如大约 !"# $ %"#转化子不是由
&’(转化引起的，这给进一步分离基因带来困难，
造成基因的误译［)］。另外，外源 &’(的整合不完全
随机，而是倾向于高频转录的基因位点，从而很难建

立覆盖整个基因组的突变体库。*+,-还存在多位
点、串联插入及质粒的重排，这也阻碍质粒拯救的克

隆途径［."］。

!"# 农杆菌介导的真菌遗传转化系统（$%&’()*+,&-
./0 1,2.)+,2 3&)456’&0)+.’4-$13）
农杆菌是革兰氏阴性菌，自然情况下它可通过

伤口进入植物细胞，并将其 /0&’(序列转入植物细
胞并整合到基因组上，据此建立了农杆菌介导的植

物遗传转化系统。现在该技术已广泛用于真菌的遗

传转化，该技术应用于真菌转化的十年间，研究者从

农杆菌菌株的类型、质粒的构建、转化真菌的菌体形

态到筛选转化子的抗生素浓度、头孢霉素浓度、乙酰

丁香酮的用量及使用时间、根癌农杆菌的浓度、转化

时间及转化温度进行了全面的研究，使根癌农杆菌

转化真菌的转化体系趋于成熟，这为优化转化体系

使其能够转化更多、更难转化的真菌提供了基础。

.))%年 1234 536789:等人首次发现根癌农杆菌
能够转化除植物以外的物种———!"##$"%&’(#)*
#)%)+,*,")［..］，!年后 7; <=88>证实根癌农杆菌能够转
化 -*.)%/,001* 2,/)%， 3%,#$&4)’" 5))*),， 6)1%&*.&%"
#%"**"，-/"%,#1* 7,*.&%1*，8&00)9&9%&#$1’ /0&)&*.&%,&,4)*
和 :1*"%,1’ +)2)2"91’ 六种真菌［.?］，目前利用该方法
转化的真菌已经超过 !" 种［.!］，这为真菌功能基因
组的研究奠定了基础。

与其它转化方法相比，(,/具有 @个优点。.）
农杆菌可以转化完整的细胞，如分生孢子、菌丝、子

实体等，这就免去了制备原生质体的麻烦［.?］。?）农
杆菌转化系统转化效率高，研究表明农杆菌介导丝

状真菌的转化效率一般在 !"" $A?""个转化子每 ."A

个细胞，比其他真菌转化方法高 ."" $.""" 倍［.?］。
!）产生的突变体大部分为单拷贝插入突变体，因此
标签基因的分离相对容易。@）该方法的转化子稳
定，(,/可以转化各种形式的受体，因此当采用具
有单核的分生孢子为转化受体时可以得到后代不分

离的转化子，避免了真菌菌丝多核所造成的转化子

不稳定的难题。*2;7 BC(D387; E 等对农杆菌转化
所得的 F"个 8&##,4,&,4)* ,’’,9,* 转化子的遗传稳定
性进行了研究，经过在无潮霉素抗性的 <G+培养基

上连续传代 ?周后，转化子仍具有相同的潮霉素抗
性［.@］。

7 选择性标记

合适的选择标记是进行遗传转化的前提，有效

的选择标记可降低假阳性、减少工作量。真菌转化

系统所用的质粒通常带有选择性标记，该标记通常

位于一个强的组成型启动子下游，该基因的表达使

基因组上整合有外源质粒的细胞易于分离，真菌转

化的选择性标记主要包括营养缺陷型标记和抗药性

标记。

7"! 营养缺陷型标记
营养缺陷型标记是一种常用的选择性标记，通

过转入的标记基因与受体细胞突变基因互补，使受

体细胞表现野生型生长。研究者构建了带有不同营

养缺陷标记基因的质粒，尿嘧啶合成基因是一种最

常用的营养缺陷型标记，带有尿嘧啶合成基因的质

粒整合到尿嘧啶营养缺陷型菌株的基因组 &’(后，
转化子恢复了合成尿嘧啶的能力，从而可以在含 %0
氟乳清酸的平板上生长。常用于真菌转化的营养缺

陷型标记基因还有编码色氨酸生物合成酶的 3%.0.
基因、编码 ’(&1特异的谷氨酸脱氢酶的 "’ 基因
等。据 H3>4;= I5 等人报道 !9"/&2&*.&%" 2&4&%1’ 的
硝酸盐还原酶基因 2,"0 已经被克隆，并被用于构建
一种依赖于硝酸盐同化作用的转化系统［.%］。I267E3
等人在进行金龟子绿僵菌和球孢白僵菌转化时采用

2,"&基因作为选择性标记［.F］。J8K>L26>L6 M等利用
N;3?基因作为标记对假丝酵母 N;3?O 进行转化，在

含铁的培养基中不过量产生核黄素的为转化子［.A］。

潘炜华等人发现了一种表型缺陷型标记，研究

者筛选出了一个酵母荚膜缺陷株，并构建了一个含

有 #".A"和 1%"%标记基因的质粒，该质粒可以恢复
酵母产荚膜的特性，从而筛选出转化子［.P］。

7"7 抗药性标记
抗药性标记在真菌遗传转化系统中应用很普

遍，该类基因的转入可以使受体细胞表现出药物抗

性。潮霉素 5抗性基因 $.$ 是在真菌遗传转化体
系中应用最广泛的抗药性标记，研究者将该基因整

合到多种质粒上成功的转化了很多真菌，一般情况

下真菌对潮霉素比较敏感，.""!QRSN $ ?""!QRSN的
潮霉素 5就能筛选出转化子。*T9E2=7 U利用含有潮
霉素抗性标记的 VG/F质粒对 ! C *#0)%&9,&%1’ 进行了

·%.?.·?""A年 !@（F） 微 生 物 学 通 报



转化，用含有 !""!#$%&的潮霉素 ’的选择性培养基
筛选转化子［!(］，)*+,- 等（."".）在对 ! / "#$%&’( 进行
农杆菌转化时，以潮霉素磷酸转移酶基因作为选择

标记基因，全部抗性转化子的 012 均为阳性［."］。
但有些真菌对潮霉素 ’不敏感，在这类真菌的

遗传转化中常选用抗除草剂和抗真菌剂的选择性标

记，典型的代表有 34+5%67 抗性基因 )8 *+"+,%& 和有
9:5;9:,+5<:=,>,+抗性的 "-. 基因。徐文静等进行了
球孢白僵菌最适遗传转化筛选标记的研究，通过该

菌对潮霉素 ’、卡那霉素、除草剂等 !"多种药剂的
敏感性测验表明，!?"!#$%&的除草剂能够完全抑制
野生球孢白僵菌的生长［.!］，这为进一步开展球孢白

僵菌遗传转化工作奠定了基础。

另外，能够作为抗性标记的还有抗稻瘟菌素 @
的基因、编码寡霉素抗性的 #,%1基因、博莱霉素抗
性基因、腐草霉素抗性基因以及氨基糖苷类、大环内

酯类和金属糖肽类抗生素抗性基因等。

! 标签基因的分离方法

转化子标签基因的分离是进行真菌转化的最终

目标，在分离标签基因之前必须先确定外源 ABC的
整合情况。@5D<:4=+杂交是验证外源 ABC是否整合
和确定整合拷贝数最常用的方法，将要验证的转化

子基因组 ABC进行酶切，酶切产物用琼脂糖凝胶分
离之后转移到尼龙膜上，利用合适的序列为探针进

行杂交。由于使用的限制性酶在外源质粒中无酶切

位点，所以每插入一个质粒便会产生一个比质粒大

一些的条带。该片段将被用于外源 ABC整合位点
侧翼序列的分离，常用的标签基因分离方法有质粒

拯救方法和基于 012的方法。
!"# 质粒拯救方法
质粒拯救常被用于分离整合位点的侧翼序列，

该过程中采用酶的酶切位点在外源质粒两侧的基因

组 ABC上。质粒拯救的步骤是首先用合适的酶对
基因组 ABC进行酶切，然后分离两端带有基因组序
列的质粒，将该段 ABC进行自连产生环状 ABC转
化到 / / 0#,% 的细胞中，最后将质粒 ABC从细菌转化
子中提取出来，采用质粒拯救中的酶酶切该质粒，并

对其测序。质粒拯救已成功用于多种真菌的 2EFG
插入侧翼序列、H8ABC插入侧翼序列以及其他真菌
转化系统插入侧翼序列的分离，王刚利用质粒拯救

从 2EFG突变体中分离到了一个与稻瘟病菌产孢和

生长相关的基因［..］，I5;<6*+<6+ J等利用质粒拯救技
术从 2EFG突变体中获得了多个与假丝酵母核黄素
产生相关的基因［!K］。

!"$ 基于 %&’的方法
基于 012的方法也常被用于侧翼序列的分离，

例如，反向 012、载体 012，热不对称 012（H4=%*7
C;6%%4<=,> G+<4=7*>4L 0128HCG&8012）。HCG&8012 方
法是应用最广、效率最高的一种方法，它采用一系列

巢式特异引物和一条随机引物，012过程中采用不
同的退火温度以使各种引物能够发挥其最大功用。

第一轮的 012以转化子基因组 ABC为模板，采用巢
式引物中最外侧的一条引物和随机引物进行扩增，

扩增出多条 012产物；然后以第一轮 012产物为模
板，以巢式引物中第二条和随机引物为一对引物进

行第二轮 012；随后依次以前一轮的 012产物为模
板、以内侧巢式引物和随机引物为一对引物，进行下

一轮的 012，直到特异片段达到可测水平，对该片段
回收测序。一般情况下三轮 012 就可得到所需的
条带。该技术曾成功的用于植物突变体库整合位点

的高通量鉴定［.M］。目前，该方法也广泛用于真菌转

化子 H8ABC标签的侧翼序列的分离和克隆，成功率
达 ("N O !""N。H;DP, 等 利 用 CFH 方 法 对
1 / ,-2’&-.%+3进行转化，在获得的 ?"""个转化子中
筛选出了 Q 个黑色素合成缺陷的菌株，利用 HCG&8
012 的方法扩增出 H8ABC的侧翼片段，序列分析发
现其中的一个片段为 1 / ,-2’&-.%+3 的黑色素合成
酶基因 45(!［.R］。

( 真菌遗传转化系统的应用与展望

真菌遗传转化是进行同源重组的有效工具，为

证实特定基因的功能提供了有力的证据。在真菌转

化系统中，如果构建的质粒含有与宿主基因组同源

的序列，外源质粒就会以同源重组的方式整合到宿

主基因组上。对于 CFH方法而言，将目标基因的部
分序列克隆至 H8ABC 左右边界内侧，然后进行转化
就可以实现目标基因的敲除，可根据表型确定该基

因的功能。目前利用 CFH成功实现了 6 / -7-3#.%、
8 / 2.-3%&%0#,-、9,-.’- ,#:#;’&(%( 等多种真菌的同源
重组。黄玉杰研究表明，CFH是进行绿色木霉同源
重组的有效方式［.?］。2EFG 也可以进行同源重组，
A4 &5S*++4研究表明利用 2EFG可在盘基网柄菌中
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实现高频同源重组［!"］。其它真菌转化系统也可以

进行同源重组，#$%&%’($)等利用 *+,-./.&! 介导的方
法对 ! 0 "#$%&’$’() 进行转化，但同源重组的频率较
低［!1］。

真菌遗传转化是研究功能基因的重要手段。利

用携带异源序列的质粒转化真菌会发生插入失活产

生随机突变体，目前利用真菌遗传转化系统已经获

得了多种真菌的随机突变体并建立了插入突变体

库。张文荟等利用 2+34 技术建立了一个包含有
5666多个插入突变体的稻瘟病菌突变体库，从中鉴
定了多个与致病性相关基因［!7］，为该菌致病功能基

因的分离奠定了基础。89$%(/): 等则从已建立的
2+34插入突变体库中，分离得到了致病基因 *;<5，
*;<!，*;<= 和 *;<>［!?］。,$’@A ;BCD% 等人利用 E3;
转化了刺盘孢菌，并利用 ;E4FG*.2方法从黑色素产
生突变体中分离到了黑色素生物合成基因 *HB5［!>］。
真菌遗传转化具有改造菌株的功能，利用携带

有某一特定基因的外源质粒转化受体菌株，从而赋

予该菌特殊的功能。有用基因的转化是提高生防菌

株功能的有效途径，高兴喜等人利用 E3;技术将 I@
杀虫基因 *$+,（ -）!导入生防真菌哈茨木霉菌中，
所得到的转化子既保持了出发菌株原有的抑菌活

性，又表现了对玉米螟的毒杀作用，兼有杀虫防病双

重作用的基因工程木霉菌株的构建显示了更好的生

防前景［=6］。黄玉杰等人利用 E3;技术将 *.’55=基
因整合到绿色木霉基因组上，使该菌的生防功能增

强［!"］。陈振明等利用 2+34技术将绿色木霉的几丁
质酶转化到毛壳霉中，这为提高生防菌的抑菌活性

打下了基础［=5］。

总之，真菌遗传转化系统的建立为人们从基因

水平研究真菌的遗传背景提供了条件，随着对真菌

遗传转化各个因素的深入研究，遗传转化系统将会

成为研究真菌功能基因、分离标记基因的更加有效

的手段。
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