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里氏木霉分泌型表达载体的构建及绿色荧光蛋白的表达 
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摘  要：【目的】构建里氏木霉分泌型表达载体，通过表达绿色荧光蛋白论证载体的可行性并

初步观察绿色荧光蛋白在里氏木霉中的分泌过程。【方法】应用 PCR 及分子克隆技术将里氏

木霉(Trichoderma reesei)纤维二糖水解酶(CBH1)的启动子及 CBH1 自身信号肽、终止子和潮霉

素筛选基因依次插入骨架质粒 pUC19 中，构建出 T. reesei 表达载体 Ppth15。将增强型绿色荧

光蛋白(eGFP)基因装载入 Ppth15 中，获得 eGFP 表达载体 Ppth15-eGFP。再将 Ppth15-eGFP 转

化进 T. reesei 原生质体，通过潮霉素抗性筛选、基因组 PCR 检测等方法鉴定，获得阳性重组

转化子。【结果】用 PDA 培养基培养阳性转化子 2−3 d 后，可在菌丝顶端、隔膜及培养基中清

晰地观察到大量绿色荧光。【结论】表达载体构建成功且能够用于 eGFP 的表达，实验为进一

步研究 T. reesei 表达其他基因提供了有效工具，同时为 T. reesei 胞外蛋白分泌的研究提供了  
参考。 
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Construction of secretory expression vector of Trichoderma reesei and 
expression of enhanced GFP 

YU Xi-Yao∆  ZHONG Ze-Min∆  HUANG Yu-Mao*  TAN Bo-Min  JIANG Zhi-Qiong 
(College of Veterinary Medicine, South China Agricultural University, Guangzhou, Guangdong 510642, China) 

Abstract: [Objective] To construct a secretory expression vector of Trichoderma reesei and prove 
its feasibility by recombinant expression of enhanced green fluorescence protein (eGFP), and observe 
the process of the expression of eGFP, spontaneously. [Methods] Construct the expression vector 
pPth15 by successively ligate the promoter of the CBH1 gene of T. reesei, the signal peptide 
sequence, the terminator and the hygromycin resistance gene into the backbone plasmid pUC19. 
Insert eGFP gene into pPth15 to aquire the recombinant plasmid pPth15-eGFP, and transformate it 
into the T. reesei protoplasts. Screening positive transformants via hygromycin resistance and PCR 
amplification. [Results] After culturing the positive transformants on the PDA medium for 2 to     
3 days, green fluorescence distribution was emerged on the hyphae tips, the septum and the 
extracellular medium. [Conclusion] The constructed expression vector could be used for eGFP 
expression, and this work makes contribution to the follow-up study of heterogeneous protein 
expression in T. reesei and provides a reference in the research of extracellular protein expression of 
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T. reesei. 

Keywords: Trichoderma reesei, Construction of vector, Enhanced green fluorescence protein, 
Recombinant expression 

里氏木霉(Trichoderma reesei)是纤维素酶的重
要工业生产菌株[1]。近年来，国内外科技工作者对

里氏木霉进行了大量的研究，在内源性蛋白的表达

上取得了很大的进步。目前，表达量最高的菌株分

泌的纤维素酶总量可达 100 g/L[2]。纤维二糖水解

酶(CBH1)的启动子是里氏木霉中非常强效的启动
子[3]，其启动表达的 CBH1占里氏木霉胞外分泌蛋
白总量的 60%[4]，足见 CBH1的启动子可以很好地
启动表达外源蛋白。里氏木霉在发酵生产过程中不

会产生有毒有害物质来干扰下游生产，按照经济合

作发展组织(OECD)的规定，里氏木霉是公认的二
十几种安全的工业生产菌株之一[5]，里氏木霉基因

组大小约为 33 Mb[6]，美国能源部资助支持了对 T. 
reesei 全基因组的测序工作，并于 2008 年将全部
序列发布在 NCBI上。同原核表达系统相比，在真
核蛋白表达上，丝状真菌表达系统具有许多优点，

其对蛋白的折叠、修饰及糖基化比原核宿主更全面

和准确，如适度的甘露糖基化和 N-糖基化[5,7]。与

哺乳动物细胞、昆虫细胞等高等生物表达系统相

比，丝状真菌培养简便，成本低，生长迅速，容易

大规模开发并产业化[8]。正因里氏木霉具有这些优

点，将里氏木霉改造成一种优秀的外源蛋白表达宿

主成为理想的研究方向，而构建出一个简捷高效的

里氏木霉外源基因表达载体则是开展研究的重要基

础。随着分子生物学技术的快速发展，已经有很多

异源基因通过丝状真菌进行了实验性表达[5,8]，但大

部分外源蛋白的产量还达不到工业生产的要求[9-11]。

早期，大部分研究集中在使用强力启动子及优化[12]、

增加基因拷贝数[13]、密码子优化[14]、应用蛋白酶缺

陷菌株[15]、融合蛋白表达策略[16]、发酵条件优化等

因素来提高外源蛋白的表达量。在许多外源蛋白表

达的实验中，目的蛋白的表达水平很低，而 mRNA
却可以稳定在较高的水平，这表明限制外源蛋白表

达量的瓶颈主要存在于转录后阶段[17]。目前，研究

者已经把研究方向转向蛋白分泌途径[18]、胞内蛋  
白过量表达细胞控制机制[19]、工程菌稳定性等方面。

已经证实，内质网压力效应(UPR)[20]、蛋白翻译后的

加工修饰、蛋白酶的降解作用[21]等因素在蛋白翻译

及翻译后阶段具有重要作用。 
本研究根据 NCBI 记录的里氏木霉 CBH1 的

启动子、信号肽及终止子序列，设计引物扩增得

到启动子及信号肽片段 Pcbh1 和终止子片段
Tcbh1。 PCR 扩增出潮霉素磷酸转移酶基因

(HygB)。以 pUC19质粒为骨架，构建出里氏木霉
分泌型表达载体 Ppth15，并通过成功表达增强型
绿色荧光蛋白(eGFP)证明该载体的可行性及表达
系统的正确性，同时清晰地观察到绿色荧光蛋白

在菌丝中的分泌特点，为进一步研究 T. reesei表
达其他基因提供了有效工具，同时为里氏木霉胞

外蛋白分泌的研究提供了参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株及质粒：里氏木霉 ATCC 56765购自中
国工业微生物菌种保藏中心；质粒 sGFP (含有潮霉
素磷酸转移酶基因 HygB)，质粒 pEN51 (含有增强
型绿色荧光蛋白基因 eGFP)由本实验室构建；大肠
杆菌 Escherichia coli DH5α，骨架质粒 pUC19、质
粒 Simple-pMD-18T购自于 TaKaRa公司。 
1.1.2  试剂及工具酶：丝状真菌基因提取试剂盒、

质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、纯化试剂盒购自

Omega公司；各限制性内切酶、T4连接酶、DNA
聚合酶、DNA Marker购自 TaKaRa公司；PCR引
物合成及测序由 Invitrogen公司完成；氨苄青霉素、
潮霉素 B、溶菌酶、蜗牛酶购自 Sigma公司；溶壁
酶购自广东微生物菌种保藏中心；培养基成分如蛋

白胨、酵母提取物、葡糖糖、PDA 培养基等均购
自北京鼎国生物技术公司；低分子量蛋白质

Marker1购自北京中科瑞泰公司；其他试剂均为国
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产分析纯。 
1.1.3  培养基：LB液体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，

酵母提取物 5，NaCl 10；固体 LB培养基在液体 LB

培养基基础上加 15 g琼脂粉。里氏木霉菌丝基础培

养基：Mandels营养盐浓缩液 100 mL，Mandels微量

元素浓缩液 1 mL，1 mol/L的柠檬酸缓冲液(pH 4.5) 

50 mL，吐温-80 2 mL，胰蛋白胨 1.5 g，D-葡萄糖

20 g，双蒸水定容至 1 L。原生质体再生培养基由含

0.6 mol/L的蔗糖，1.5%琼脂粉，100 mg/L潮霉素的

菌丝基础培养基构成。PDA 培养基(g/L)：土豆琼脂

葡糖糖粉 40，双蒸水定容至 1 L。发酵培养基：以

20 g麦麸替代 20 g葡萄糖的基础培养基。配制完成

后均 1×105 Pa灭菌 30 min备用。 

1.2  方法 

1.2.1  里氏木霉的培养和基因组提取：将里氏木霉

接种到 PDA 斜面培养基上培养 6−7 d，出现大量
绿色分生孢子后，用 1−2 mL 无菌水配制浓度为
5×106−5×107个/mL 孢子悬浮液。取 1 mL 接种于
100 mL 菌丝基础培养基中培养 24 h (100 r/min、   
30 °C)。将菌丝收集后用液氮处理 2−3次并研磨，
使用 Omega 公司的丝状真菌基因提取试剂盒提取
基因组。 
1.2.2  PCR 引物设计及序列扩增：根据 NCBI 的
序列，运用 Primer 5 软件设计引物。扩增 CBH1

的启动子及信号肽的引物为 pPcbh1，下游引物的
Spe I、EcoR Ⅴ、Afl II三个酶切位点构成多克隆位
点；扩增 CBH1 终止子序列的引物为 pTcbh1；设
计扩增 HygB 及其启动子 PgpdA 和终止子 trpC的
引物为 pHygB；设计扩增绿色荧光蛋白序列的引
物为 peGFP。具体的 PCR引物序列见表 1。 
使用引物 pPcbh1和 pTcbh1从里氏木霉基因组

里扩增出 Pcbh1和 CBH1的信号肽和 Tcbh1；以质

粒 sGFP为模板，PhygB为引物扩增出 HygB及启

动子和终止子；以质粒 pEN51为模板，pGFP为引

物扩增出绿色荧光蛋白序列。 

1.2.3  表达载体 Ppth15 的构建及 eGFP 的装载：

PCR扩增得到的 Tcbh1经纯化试剂盒纯化后用 Sal I

和 BamH I进行双酶切，然后与经过同样双酶切的

pUC19质粒进行连接，得到重组质粒 Pt3A；用 Sal 

I和 Spe I同时双酶切 Pcbh1和重组质粒 Pt3A，经

纯化后，将这两个片段进行连接得到重组质粒

Ppt8A；再用 BamH I和 Kpn I同时双酶切 HygB序

列和重组质粒 Ppt8A，经纯化后，将这两个片段进

行连接得到重组质粒 Ppth15，即里氏木霉外源基

因表达载体。对 PCR 扩增得到的 eGFP 序列和表

达载体 Ppth15同时用 Afl II和 Spe I进行双酶切处

理，连接得到含有 eGFP的表达载体 Ppth15-eGFP。

载体构建如图 1所示。 
 

表 1  PCR 引物设计 
Table 1  Design of PCR primers 

引物名称 
The names of primers 

引物序列 
Primer sequences (5′→3′) 

酶切位点 
Restriction sites 

pPcbh1 P1: CGCGTCGACAATGCGGCCGCAATTCTGGAGACGGCTTGTTGAATC 
P2: GGACTAGTGCGGATATCCGCCTTAAGAGCACGAGCTGTG 
GCCAAGAAG 

Sal I, Not I 
Spe I, EcoR , Ⅴ Afl II

pTcbh1 P1: ACGCGTCGACGGACTAGTAGGTCACCTTCTCCAACAT 
P2: CGCGGATCCCACGAAGAGCGGCGATTCTA 

Sal I, Spe I 
BamH I 

pHygB P1: CGCGGATCCGATCTTTCGACACTGAAATACGTCGAG 
P2: GGGGTACCCGGTTAACGGTCGAGTGGAGATGTGGAGT 

BamH I 
Kpn I, Hpa I 

peGFP P1: GCGCTTAAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG 
P2: GGACTAGTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 

Afl II 
Spe I 
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图 1  里氏木霉绿色荧光蛋白表达载体 Ppth15-eGFP 的构建 
Figure 1  Construction of expression vector of T. reesei Ppth15-eGFP 
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1.2.4  表达质粒转化里氏木霉及绿色荧光蛋白的

检测：原生质体制备和转化方法在参照 Penttila M.
等[22]方法的基础上稍加改变，即酶解液为 2%溶壁
酶、1%蜗牛酶、1%溶菌酶溶于高渗液(0.6 mol/L 
NaCl、0.2 mol/L CaCl2)制备而成。将转化液均匀涂
布在含有 100 mg/L 潮霉素的再生培养基上。28 °C
培养 2−3 d，阳性转化子长出后，参照郑红玉等[23]

的方法，在荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达。 
1.2.5  eGFP 基因的 PCR 鉴定和蛋白凝胶电泳分

析：将观测到有荧光产生的菌丝转接到 PDA培养
基上培养 6–7 d后，按 1.2.1的提取方法提取基因
组 DNA，以引物 peGFP 作为检测引物鉴定 eGFP
基因是否已经整合入里氏木霉基因组中。同时将108

个阳性转化子的孢子接种到 100 mL发酵培养基中，

150 r/min、30 °C培养 48 h，取发酵上清液通过真
空干燥浓缩 5倍后进行蛋白凝胶电泳分析，检测发
酵液中是否有绿色荧光蛋白产生。 

2  结果与分析 

2.1  里氏木霉基因组 DNA 的提取：使用丝状真菌

基因提取试剂盒提取里氏木霉基因组 DNA，提取

结果通过核酸凝胶电泳检验，如图 2所示。 

2.2  Pcbh1、Tcbh1、HygB、eGFP 的基因克隆：

以T. reesei基因组为模板，扩增得到Pcbh1及Tcbh1

片段，大小分别为 1.4 kb和 0.6 kb，其中 CBH1信

号肽为 51个核苷酸编码，该序列随 Pcbh1一起扩

增得到，具体序列为 5′-ATGTATCGGAAGTTGGC 
CGTCATCTCGGCCTTCTTGGCCACAGCTCGTG
CT-3′。以质粒 sGFP为模板，扩增得到 HygB片段，

大小为 4 kb。以质粒 pEN51为模板，扩增得到 eGFP

片段，大小为 0.7 kb，凝胶电泳结果见图 3、4。 

2.3  表达载体 Ppth15 的构建及 eGFP 的装载：通

过将扩增得到的 Pcbh1、Tcbh1、HygB、eGFP序列
分别通过限制性内切酶处理相应酶切位点后，使用

T4 连接酶依次连接到 pUC19 骨架质粒上，得到里
氏木霉外源基因表达载体 Ppth15，大小为 8 750 bp。
通过双酶切质粒 Ppth15 和 eGFP，然后连接得到
eGFP表达载体 Ppth15-eGFP。用 Afl II和 Spe I对

该表达质粒进行双酶切后进行凝胶电泳鉴定，得到 
8.8 kb载体片段和 0.7 kb的 eGFP片段(图 5)。最后
对整个表达质粒进行全基因测序，确认绿色荧光蛋

白基因完整无误地被装载入表达载体 Ppth15中。 
 

 
 

图 2  里氏木霉基因组 DNA 提取结果 
Figure 2  Results of T. reesei genome DNA extraction 
注：M：1 kb marker；1，2，3，4：里氏木霉基因组. 
Note: M: 1 kb marker; 1, 2, 3, 4: T. reesei genome. 
 

 
 

图 3  Pcbh1、Tcbh1、HygB 的 PCR 结果 
Figure 3  PCR results of Pcbh1, Tcbh1 and HygB 
注：M：250 bp marker；1：Pcbh1；2：Tcbh1；3：HygB；          
O：空白对照. 
Note: M: 250 bp marker; 1: Pcbh1; 2: Tcbh1; 3: HygB; O: Blank 
control. 
 

 
 

图 4  eGFP 扩增结果 
Figure 4  PCR result of eGFP 
注：M：250 bp marker；O：阴性对照；1：eGFP. 
Note: M: 250 bp marker; O: Negative control; 1: eGFP. 
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图 5  Ppth15-eGFP 质粒双酶切鉴定 
Figure 5  Identification of restriction enzyme digestion of 
Ppth15-eGFP 

 
2.4  绿色荧光的观察：将阳性转化子的孢子进行

2−3 代抗性筛选，最后选取能在含有 175 mg/L 
HygB 浓度的 PDA 平板上良好生长的菌株在荧光
显微镜下观察。在蓝紫外光的激发下，可以观察到

整个培养基中都发出强烈的绿光(图 6A)，在这种
强烈绿光的背景下无法观察到菌丝。而在菌落的边

缘、荧光较暗的部位，可以观察到单个菌丝的形态

和荧光分布(图 6B)，观察发现，在菌丝的横隔膜、
菌丝顶端均有大量绿色荧光被激发(图 6B、C)，该
现象一定程度上揭示了外源蛋白在里氏木霉中表

达的分泌路径及聚集部位。同时结合培养基中有大

量荧光被激发的现象，可以推测有大量绿色荧光蛋

白由菌丝顶端被分泌进入培养基中，而本研究构建

的载体所用的纤维二糖水解酶(CBH1)的启动子及
其自身信号肽具有启动蛋白表达并引导分泌到胞

外的功能，故证明 Pcbh1 及其自身信号肽有效地
辅助了绿色荧光蛋白的分泌表达。 
2.5  阳性转化子的 PCR 鉴定和蛋白凝胶电泳分

析：选取在荧光显微镜下有绿色荧光蛋白产生的阳

性菌群进行扩大培养，然后根据 1.2.1中提到的方
法提取基因组。以阳性转化子基因组为模板、未转

化表达质粒的 T. reesei基因组为阴性模板，使用引
物 peGFP作为检测引物来进行 PCR检测。结果如图
7所示，该株阳性转化子基因组 PCR得到了 700 bp
大小的条带，而阴性组无条带产生，表明绿色荧光

蛋白基因已经成功整合入里氏木霉基因组中。对阳

性转化子进行发酵培养 48 h后，吸取发酵液离心
后，再将发酵液真空干燥浓缩 5 倍后进行
SDS-PAGE 检测。结果如图 8 所示，在 22 kD 和
31 kD条带之间，检测到一条 27 kD大小的蛋白条
带，而在未装载 eGFP的空载体转化子发酵液中并
未检测到，这与绿色荧光蛋白大小相符，可证明绿

色荧光蛋白已经被成功分泌到发酵液中。 

 

 
 

图 6  阳性转化子绿色荧光的观察 
Figure 6  Observation of green fluorescence of positive transformants 

注：A：培养基荧光观察；B：菌丝横膈膜荧光观察；C：菌丝顶端荧光观察. 
Note: A: Fluorescence in medium; B: Fluorescence in hyphae septums; C: Fluorescence in hyphae tips. 
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图 7  阳性转化子鉴定结果  
Figure 7  Identification of positive transformants  
注：M：250 bp marker；O：阴性对照；1：eGFP.  
Note: M: 250 bp marker; O: Negative control; 1: eGFP.  
 

 
 
图 8  阳性转化子表达上清液的 SDS-PAGE 分析 
Figure 8  SDS-PAGE of positive transformants culture 
surpernatants 
注：M：低分子量蛋白质 Marker1；1：阳性转化子；2：空载
体转化子对照. 
Note: M: LMW protein marker1; 1: Positive transformants; 2: 
Negative control. 
 

3  讨论 

里氏木霉是一种具有巨大蛋白分泌潜力的微

生物，并且一直以来被认为是安全的工业生产菌

株，在同源蛋白表达方面，该表达系统已满足工业

生产的要求，且质量优异，产量巨大。但在异源蛋

白表达方面，除仅有的数种异源蛋白表达量满足工

业化生产外，该表达系统尚不足以进行工业化生

产。随着近年来里氏木霉基因组学和蛋白组学的相

关研究取得突飞猛进的发展，限制异源表达的瓶颈

可能随时被打破，另一个类似于酵母表达系统稳定

高效的异源蛋白表达系统即将产生。 
本研究构建的里氏木霉外源基因表达载体

Ppth15，使用了里氏木霉最强效的启动子 Pcbh1，并
引入 CBH1 自身信号肽来介导目的蛋白的分泌性表
达。通过引物设计，在 Pcbh1上游引入 Sal I-Not I 2
个酶切位点，其目的是为后续实验，如启动子的替

换、基因改造等预留空间；在启动子下游使用   
Spe I-EcoR Ⅴ-Afl II 3个常用酶切位点构成了多克
隆位点，后续工作还可以在这个位点插入多种不同

的酶切位点。根据坎贝尔机制[24]，本实验使用里

氏木霉 CBH1 的启动子 Pcbh1 与终止子 Tcbh1 形
成两段同源性序列，以达到将目的基因表达框与里

氏木霉 CBH1表达框进行定向整合及替换的目的。
表达载体 Ppth15 上搭载了潮霉素磷酸转移酶基因
(HygB)，启动 HygB表达的是三磷酸甘油醛脱氢酶
基因启动子(PgpdA)，PgpdA 是组成型启动子，故
当 HygB整合入里氏木霉基因组后，它的翻译和表
达不受培养基营养成分的影响，由此可使阳性转化

子的筛选工作简单化。 
本实验成功地在里氏木霉中表达了绿色荧光

蛋白，通过荧光显微镜可以清楚地观察到菌丝的顶

端、隔膜及培养基中有大量荧光，这与丝状真菌胞

外蛋白主要通过菌丝顶端分泌的论断一致。但我们

还发现一个有趣的现象，在横隔附近的细胞壁上，

也可以看到有 eGFP的堆积，分析原因可能是当横
隔小孔转运 eGFP的能力饱和后，造成 eGFP的堆
积，诱导宿主激活另一种蛋白分泌机制，同样的现

象在黑曲霉表达中也有报道[25]。通过对阳性菌株

的发酵上清浓缩后进行 SDS-PAGE 分析，可以在
预计大小位置观察到条带，这证明了绿色荧光蛋白

被成功表达并分泌到了胞外。不可否认的是，在发

酵液未经浓缩处理前，eGFP的 SDS-PAGE条带是
不清晰的，说明表达量尚未达到最大化、发酵条件

也并非最优。后续实验可以在发酵条件、密码子优

化，启动子修饰及选用蛋白酶缺陷菌株上进行综合
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优化、由此来提高外源蛋白的表达量。里氏木霉外

源基因表达载体 Ppth15 的成功构建为进一步研究
里氏木霉表达其他外源蛋白提供了有效的载体工

具，绿色荧光蛋白的表达揭示了外源蛋白在里氏木

霉中分泌的过程和特点，为里氏木霉高产工程菌株

的培育提供了研究方向。 
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