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摘  要：【背景】南极莫氏黑粉菌(Moesziomyces antarcticus)由于能够产生优良的生物表面活性剂和

脂酶而被深入研究，但目前仍缺乏遗传操作相关的基因表达元件。【目的】检测南极莫氏黑粉菌热

激蛋白 70 超家族全部 7 个基因的启动子表达活性，明确该菌中不同热激蛋白 70 家族成员的启动

子活性差异，并筛选出可用于调控南极莫氏黑粉菌基因表达的强启动子。【方法】通过基因组数据

库获得南极莫氏黑粉菌 JCM10317 菌株中 7 个热激蛋白 70 家族成员的基因信息，利用生物信息学

方法进行热激蛋白 70 家族进化分析并预测热激蛋白 70 启动子(PHsp70)序列中的关键顺式作用元件，

然后构建 7 个热激蛋白 70 启动子连接增强型绿色荧光蛋白基因的重组表达载体，通过测定阳性转

化子荧光值和荧光显微观察比较不同热激蛋白 70 家族成员启动子的活性差异。【结果】蛋白进化

分析表明 7 个热激蛋白 70 家族成员分别属于不同亚家族，并且各成员启动子中的顺式作用元件种

类和数量也具有明显差异。此外，以 PHsp701、PHsp702、PHsp703、PHsp704、PHsp705、PHsp706 和 PHsp707 构

建的重组质粒转化菌株 BDH3-1 所获得的阳性转化子平均荧光值分别为对照的 12.8、1.6、2.9、5.8、
4.6、5.0 和 1.5 倍，与荧光显微观察结果一致。【结论】根据生物信息学分析及绿色荧光蛋白表达

结果发现，南极莫氏黑粉菌热激蛋白 70 家族不同成员间的启动子活性差异显著，其中 PHsp701 的活

性最高，是南极莫氏黑粉菌中的强启动子，PHsp704、PHsp705、PHsp706 启动子活性次之，可作为备选
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启动子用于后续研究。 

关键词：南极莫氏黑粉菌；热激蛋白 70 家族；启动子活性；遗传转化；增强型绿色荧光蛋白 

Identification and activity comparison of promoters of the 
heat shock protein 70 family of Moesziomyces antarcticus 
ZHANG Cong1, GUO Litao1, DONG Guoyun2, LI Yi3, LI Xinwen3, ZHANG Zhengbing3, 
LIN Yufeng3, HOU Chunsheng*1, LI Zhimin*1 

1 Institute of Bast Fiber Crops, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Changsha 410205, Hunan, China 
2 Zhangjiajie Agricultural Science and Technology Research Institute, Zhangjiajie 427000, Hunan, China 
3 Plant Protection and Plant Inspection Station, Department of Agriculture and Rural Affairs of Hunan Province, 

Changsha 410005, Hunan, China 
 
Abstract: [Background] Moesziomyces antarcticus has been extensively studied for its ability 
to produce excellent biosurfactants and lipases, while little is known about its expression 
elements for genetic manipulation. [Objective] To measure and compare the promoter activities 
of all the seven genes of the heat shock protein 70 superfamily in M. antarcticus, and screen out 
the strong promoters that can be used for regulating gene expression in M. antarcticus. 
[Methods] The gene information on seven members of the heat shock protein 70 family was 
obtained from the genome database of M. antarcticus JCM10317. Bioinformatics tools were 
used for evolutionary analysis of the heat shock protein 70 family, and key cis-acting elements 
in the heat shock protein 70 promoter (PHsp70) sequences were predicted. The recombinant 
expression vectors were constructed by fusing the promoters of the seven heat shock protein 70 
genes with the gene encoding the enhanced green fluorescent protein. The positive 
transformants were measured for the fluorescence intensity and observed under a fluorescence 
microscope, on the basis of which the promoter activities of different members of the heat shock 
protein 70 family were compared. [Results] The seven heat shock protein 70 family members 
belonged to different subfamilies, and their promoters had different categories and number of 
cis-acting elements. Moreover, the average fluorescence intensities of transformants with 
PHsp701, PHsp702, PHsp703, PHsp704, PHsp705, PHsp706, and PHsp707 recombinant plasmids respectively 
were 12.8, 1.6, 2.9, 5.8, 4.6, 5.0, and 1.5 times of that in the control. The results are consistent 
with the fluorescence observation results under the microscope. [Conclusion] The results of 
bioinformatics analysis and enhanced green fluorescent protein expression revealed significant 
differences in the promoter activity among the heat shock protein 70 family members in     
M. antarcticus. PHsp701 showed the highest expression activity, serving as a strong promoter in 
M. antarcticus. PHsp704, PHsp705, and PHsp706 had lower activities than PHsp701 but could be used as 
alternative promoters for further research. 
Keywords: Moesziomyces antarcticus; heat shock protein 70 family; promoter activity; genetic 
transformation; enhanced green fluorescent protein 
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南极莫氏黑粉菌(Moesziomyces antarcticus)
属于黑粉菌科 (Ustilaginaceae)莫氏黑粉菌属

(Moesziomyces)黑粉菌[1]，该真菌最初在南极洲

万达湖的沉积物中被发现[2]，当前研究表明南

极莫氏黑粉菌分布范围十分广泛，该菌不仅可

以在土壤、湖泊中进行无性繁殖，还能寄生在

甘蔗、水稻、稗草等多种禾本科植物组织内[3-5]。

此外，由于南极莫氏黑粉菌能够合成一些活性

物质和酶类，因而被广泛应用于工业领域，其

中一种重要应用是该菌合成的一种天然生物表

面活性剂甘露糖赤藓糖醇酯(mannosylerythritol 
lipid, MEL)[6]，相较于人工合成的表面活性剂，

MEL 更易降解并且对环境无污染，因此被用于化

妆品和护肤品行业[7]。南极莫氏黑粉菌还能够

合成一种塑料降解酶[8-9]，其中菌株 JCM10317
产生的塑料降解酶被报道对聚丁二酸丁二醇酯

(polybutylene succinate, PBS)和聚丁二酸-己二

酸丁二酯(polybutylene succinate adipate, PBSA)组
成的农用地膜等可生物降解塑料(biodegradable 
plastic, BP)具有较强的降解活性[10]。另外，该菌

产生的脂肪酶 A 和脂肪酶 B 还被应用于生物催

化领域[11]。作为一种新的微生物资源，南极莫

氏黑粉菌在工业上有着广阔的应用前景，然而

由于目前在该菌中已知可用的基因表达调控元

件较少、遗传操作较难等原因，导致对其基因

功能和遗传改造等研究进展缓慢。 
热激蛋白是普遍存在于各类原核和真核生

物中的一种分子伴侣蛋白，在调节细胞活性、

维持细胞功能方面具有重要作用[12]，其中热激

蛋白 70 (heat shock protein 70, Hsp70)是结构最

保守且最受关注的热激蛋白[13]，其启动子被证

明具有较强的热激活性，因而在真核基因表达

研究中被广泛使用[14]。对从菰黑粉菌(Ustilago 
esculenta)中筛选的 Phsp、Pef、Pactin 等 10 个高强

度启动子活性进行比较后发现，Hsp70 启动子

(Phsp)是表达能力最强的内源启动子 [15]。基于

Hsp70 启动子驱动基因表达能力强、表达相对

稳定的特点，研究人员常将其作为基因高效表

达的调控元件进行基因超表达研究。在菰黑粉

菌 [16]和黑粉病致病菌 Thecaphora thlaspeos[17]

中分别使用内源 Hsp70 启动子构建了 β-1,4-内
切葡聚糖酶基因 UeEgl1 过表达载体和质粒介

导的 CRISPR/Cas9 系统。此外，有研究证实

Hsp70 启动子具有相对保守的调控机制，甘紫菜

(Porphyra tenera) Hsp70 启动子可调控合成的 GUS
基因在甘紫菜和条斑紫菜(Porphyra yezoensis)中
进行有效表达，而条斑紫菜的 GAPDH 启动子

在甘紫菜中却丧失了启动子活性[18]，在球孢白

僵菌(Beauveria bassiana)中也曾使用玉米瘤黑

粉菌(Ustilago maydis) Hsp70 启动子建立遗传

转化体系[13]。这表明 Hsp70 启动子不仅是内源

强启动子，还可以作为通用启动子在其他物种中

构建异源表达系统。因此，鉴定 Hsp70 启动子

对建立南极莫氏黑粉菌及其他各类真核生物遗

传转化体系和基因功能研究具有重要意义。 
尽管 Hsp70 启动子被证明是高效和保守的

启动子元件，然而随着基因组学的发展，发现

Hsp70 是一个基因家族，即在同一个生物体基

因组中有多个 Hsp70 编码基因[19]。在禾本科植

物玉米中的 Hsp70 家族成员多达 41 个[20]，而在

真菌玉米大斑病菌(Exserohilum turcicum)[21]和土

曲霉(Aspergillus terreus)[22]中分别鉴定出 11 个和

9 个 Hsp70 家族成员，它们在蛋白质家族分析

与 建 模 数 据 库 (protein family analysis and 
modeling, PFAM)中均被归为 Hsp70 (PF00012)，
但迄今为止在高表达 Hsp70 启动子的应用研究

报道中均未指明使用了该家族中哪一个基因的

启动子。由此引出的问题是：在一个物种中，

不同 Hsp70 基因家族成员的启动子序列各异，

而这些启动子是否都具有高表达活性？为解答
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这一问题，本文对南极莫氏黑粉菌 Hsp70 基因

家族的全部启动子进行了表达活性研究。首先，

对南极莫氏黑粉菌与其他近缘黑粉菌 Hsp70 家

族成员的氨基酸序列进行比对，用于分析不同

Hsp70 家族成员之间的蛋白进化关系。随后，通

过生物信息学方法分析南极莫氏黑粉菌不同

Hsp70 家族成员启动子中的关键顺式作用元件，

初步预测其启动子活性。在此基础上，从南极莫

氏黑粉菌菌株 BDH3-1 中分别克隆相应的 Hsp70
启动子片段并构建增强型绿色荧光蛋白(enhanced 
green fluorescent protein, eGFP)表达载体，通过

比较重组质粒表达 eGFP 的荧光强度来分析不

同 Hsp70 家族成员启动子的表达活性差异。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

南极莫氏黑粉菌菌株 BDH3-1 和质粒

pMF-SrHsp70-eGFP 均保存于中国农业科学院

麻类研究所。其中 pMF-SrHsp70-eGFP 质粒包

含氨苄青霉素和潮霉素抗性基因以及 eGFP 基

因，载体构建所用的大肠杆菌(Escherichia coli) 
DH5α 感受态细胞购自北京博迈德基因技术有

限公司。 

1.2  培养基 
LB 培养基(g/L)：酵母提取物 5.0，蛋白胨

10.0，氯化钠 5.0，固体培养基另加琼脂粉 17.0。
YEPSL 培养基(g/L)：酵母提取物 10.0，蛋白胨

4.0，蔗糖 4.0。氨苄青霉素抗性培养基：将氨苄青

霉素母液加入 LB 培养基中，终浓度为 100 μg/mL。
潮霉素抗性培养基：将潮霉素母液加入 YEPSL
培养基中，终浓度为 200 μg/mL。 

1.3  主要试剂和仪器 
无缝克隆试剂盒，南京诺唯赞生物科技股

份有限公司；核糖核酸酶 A 及限制性内切酶

Afl II，宝日医生物技术(北京)有限公司；限制

性内切酶 Cla I，赛默飞世尔科技(中国)有限公

司；MonAmpTM 2×MonHI-FI HS Mix 试剂盒，

莫纳生物科技有限公司；T3 Super PCR Mix 试剂

盒，北京擎科生物科技股份有限公司。荧光酶标

仪，TECAN 公司；荧光显微镜，Leica 公司。 

1.4  南极莫氏黑粉菌 Hsp70 家族成员蛋白

进化分析 
从 JGI 数 据 库 (https://mycocosm.jgi.doe. 

gov/mycocosm/home)中获取南极莫氏黑粉菌

JCM10317 菌株参考基因组中 7 个 Hsp70 家族

成员的蛋白质序列信息，在 NCBI (https://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/)数据库中进行 BLAST 检索以

获得相应蛋白质序列登录号；用同样的方法查

找近缘物种玉米瘤黑粉菌(Ustilago maydis)、玉

米丝轴黑粉菌(Sporisorium reilianum)、蚜虫莫

氏黑粉菌(Moesziomyces aphidis)、黑麦草腥黑粉

菌 (Tilletia walkeri)和湖北拟酵母 (Pseudozyma 
hubeiensis)的 Hsp70 家族成员蛋白质序列，将南

极莫氏黑粉菌及近缘物种的 Hsp70 家族成员进

行重命名(表 1)。使用 MEGA 7.0 软件对南极莫

氏黑粉菌及近缘物种的 Hsp70 家族成员的氨基

酸序列进行 neighbor-joining 法聚类分析并构建

系统发育树(Bootstrap 值为 1 000)。 

1.5  南极莫氏黑粉菌Hsp70启动子调控元件

分析 
根 据 J G I 数 据 库 中 南 极 莫 氏 黑 粉 菌

JCM10317 菌株的 7 个 Hsp70 基因序列选取上

游相应长度序列作为其启动子，将各启动子序

列分别与菌株 BDH3-1 基因组进行比对，从而

得到菌株 BDH3-1 的 7 个 Hsp70 启动子序列。

为分析启动子序列特征与表达活性之间的关

系，将获得的 7 个 Hsp70 的启动子分别命名为

PHsp701、PHsp702、PHsp703、PHsp704、PHsp705、PHsp706、

PHsp707，用 Plant CARE (http://bioinformatics.psb. 
ugent.be/webtools/plantcare/html/)启动子在线分 
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表 1  南极莫氏黑粉菌及近缘物种 Hsp70 家族成员信息 
Table 1  The Hsp70 family information of Moesziomyces antarcticus and related species 
物种名称 
Species name 

氨基酸序列重命名 
Amino acid sequence renaming 

氨基酸数量 
Amino acid number (aa) 

NCBI 登录号 
NCBI accession number 

Moesziomyces antarcticus MaHsp70-1 644 XP_014655775.1 
 MaHsp70-2 1 084 XP_014658722.1 
 MaHsp70-3 574 XP_014654537.1 
 MaHsp70-4 619 XP_014655565.1 
 MaHsp70-5 942 XP_014657791.1 
 MaHsp70-6 673 XP_014658973.1 
 MaHsp70-7 1 312 XP_014658668.1 
Ustilago maydis UmHsp70-1 645 XP_011390235.1 
 UmHsp70-2 619 XP_011391166.1 
 UmHsp70-3 672 XP_011387146.1 
 UmHsp70-4 919 XP_011386916.1 
 UmHsp70-5 573 XP_011392059.1 
 UmHsp70-6 660 XP_011387505.1 
Moesziomyces aphidis MapHsp70-1 556 ETS64348.1 
 MapHsp70-2 396 ETS62365.1 
 MapHsp70-3 917 ETS61203.1 
 MapHsp70-4 915 ETS60751.1 
 MapHsp70-5 1 070 ETS61164.1 
Tilletia walkeri TwHsp70-1 648 KAE8206153.1 
 TwHsp70-2 629 KAE8268258.1 
 TwHsp70-3 620 KAE8211441.1 
 TwHsp70-4 790 KAE8266144.1 
 TwHsp70-5 921 KAE8266414.1 
 TwHsp70-6 694 KAE8211740.1 
Pseudozyma hubeiensis PhHsp70-1 619 XP_012189617.1 
 PhHsp70-2 645 XP_012186068.1 
 PhHsp70-3 572 XP_012191474.1 
 PhHsp70-4 634 XP_012190629.1 
 PhHsp70-5 690 XP_012190900.1 
 PhHsp70-6 917 XP_012192422.1 
 PhHsp70-7 896 XP_012192629.1 
Sporisorium reilianum SrHsp70-1 648 CBQ68406.1 
 SrHsp70-2 619 CBQ69252.1 
 SrHsp70-3 573 CBQ70135.1 
 SrHsp70-4 916 CBQ70325.1 
 SrHsp70-5 689 CBQ70371.1 
 SrHsp70-6 671 CBQ70616.1 
 SrHsp70-7 790 CBQ70961.1 
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析网站对南极莫氏黑粉菌 7 个 Hsp70 启动子序列

中的关键顺式作用元件 TATA-box 和 CAAT-box
进行预测分析。 
1.6  eGFP 重组表达载体的构建 

根据 7 个 Hsp70 启动子序列分别设计特异

性引物用于扩增启动子片段(表 2)，在引物两端

添加 20 bp 重叠片段用于构建重组质粒。参照

文献[23]的方法制备南极莫氏黑粉菌 BDH3-1
的基因组 DNA 作为 PCR 反应模板，用相应引物

扩增 7 个 Hsp70 启动子片段，PCR 反应条件和

体系按照 MonAmpTM 2×MonHI-FI HS Mix 试剂

盒说明书操作。使用限制性内切酶 Cla I 和 Afl II
对原质粒 pMF-SrHsp70-eGFP 进行双酶切，从而获

得去除原有启动子的线性化 pMF-SrHsp70-eGFP
质粒。 

按照无缝克隆试剂盒说明书分别将7个Hsp70
启动子片段与双酶切后的 pMF-SrHsp70-eGFP

质粒片段进行连接，用连接产物转化大肠杆菌

DH5α 感受态细胞，在含氨苄青霉素的 LB 固

体培养基中 37 ℃过夜培养筛选阳性转化子，

第 2天挑选转化子单菌落于含氨苄青霉素的 LB
液体培养基中 37 ℃、180 r/min 扩大培养，用

特异性引物 Hsp70-YZF/Hsp70-YZR 对转化子

进行 PCR 检测并测序，PCR 反应条件和体系

按照 T3 Super PCR Mix 试剂盒说明书操作。

将 构 建 成 功 的 重 组 质 粒 分 别 命 名 为

pMF-Hsp701-eGFP 、 pMF-Hsp702-eGFP 、

pMF-Hsp703-eGFP 、 pMF-Hsp704-eGFP 、

pMF-Hsp705-eGFP 、 pMF-Hsp706-eGFP 和

pMF-Hsp707-eGFP。 

1.7  eGFP 重组质粒转化南极莫氏黑粉菌 
成功构建 7 个 eGFP 重组质粒后在冰上解

冻南极莫氏黑粉菌感受态细胞，分别加入 1 μL
浓度为 15 mg/mL 的肝素和 1 μg 重组质粒， 

 
表 2  本研究中所使用的引物 
Table 2  The primers used in this study 
引物 
Primer 

序列 
Sequence (5′→3′) 

产物大小 
Product size (bp) 

Hsp701-F ACCATGATTACGCCCTTAAGGTTGGAAGTTGAACCGAGCG 701 
Hsp701-R CCCTTGCTCACCATATCGATGATGGCGATGCTAGATCTTTTG  
Hsp702-F ACCATGATTACGCCCTTAAGCTTGCAAGAAGTGGGCGAG   509 
Hsp702-R CCCTTGCTCACCATATCGATGGTGGGCAATGTCGAAGC  
Hsp703-F ACCATGATTACGCCCTTAAGCAAGGTCAGCACCGAAAGG 516 
Hsp703-R CCCTTGCTCACCATATCGATGATTGTATATGTGTGATATGGGGGT  
Hsp704-F ACCATGATTACGCCCTTAAGCGTGAATGCTCGATGTATACGG 738 
Hsp704-R CCCTTGCTCACCATATCGATGATGACGAAGTTTGTTTTGTGATG  
Hsp705-F ACCATGATTACGCCCTTAAGATGACGGCAATGACGAGGG 1 376 
Hsp705-R CCCTTGCTCACCATATCGATGTTTTCGTTTTGGGGAAGAGTC  
Hsp706-F ACCATGATTACGCCCTTAAGGCTTTTTGCATTATTAAGCCCC 1 401 
Hsp706-R CCCTTGCTCACCATATCGATGGCTGTGTATGAGATGCGGAG  
Hsp707-F ACCATGATTACGCCCTTAAGCTCACCAGAGTAAGTACGCCG 1 099 
Hsp707-R CCCTTGCTCACCATATCGATCCAAGTTGGGCGCGC  
Hsp70-YZF CGGCTCGTATGTTGTGTGGA  
Hsp70-YZR GCTGAACTTGTGGCCGTTT  
重叠片段用下划线标出 
Overlapping fragments are underlined.  
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通过聚乙二醇(polyethylene glycol, PEG)介导的

原生质体转化法[24]对南极莫氏黑粉菌 BDH3-1
感受态细胞进行转化，在含潮霉素的固体

YEPSL 培养基中 30 ℃培养 3–4 d 筛选阳性转化

子，为避免挑取假阳性菌落，再次挑取固体培

养基上的阳性菌落并在含潮霉素的液体 YEPSL
培养基中 30 ℃、180 r/min 振荡培养 12–16 h 进

行二次筛选。 

1.8  eGFP 荧光强度分析 
用移液枪吸取二次筛选后的阳性转化子菌

液并转移至含潮霉素的液体 YEPSL 培养基中

30 ℃、180 r/min 重新扩大培养，直至菌液 OD600

达到 0.6，取 200 μL 菌液转移至 96 孔板，在荧光

酶标仪激发光 488 nm 和发射光 520 nm 下分别

测定 pMF-Hsp701- eGFP–pMF-Hsp707-eGFP共

7个重组质粒转化子菌液的荧光值(菌株 BDH3-1
作为对照)，每个样品设置 6 个重复，并用 SAS
和 GraphPad Prism 8 软件进行单因素方差分析

和作图。 
另外，分别在荧光显微镜下拍摄各转化子

(菌株 BDH3-1 作对照)的原始图像及绿色荧光

图像(保持曝光时间、对比度以及其他参数条件

一致)，以比较不同 Hsp70 启动子驱动 eGFP 荧

光表达强弱[15]。 

2  结果与分析 
2.1  南极莫氏黑粉菌 Hsp70 家族蛋白进化

分析结果 
从 JGI 数据库中获取南极莫氏黑粉菌 7 个

Hsp70 家族成员的氨基酸序列后，用 MEGA 7.0
软件对该菌和玉米瘤黑粉菌等 5 个近缘物种的

Hsp70 家族成员共同进行 ClustalW 多序列比对

并构建系统发育树(图 1)。蛋白进化分析结果显

示：南极莫氏黑粉菌与近缘物种的 38 个 Hsp70

家族成员共形成了 7 个 group (亚家族)，且南极

莫氏黑粉菌的 7 个 Hsp70 家族成员分别在 7 个

group 中，其中 MaHsp70-2 、 MaHsp70-3 、

MaHsp70-5、MaHsp70-7 最终均与同属的蚜虫

莫氏黑粉菌的 Hsp70 家族成员聚在同一分支，

说明相较于其他 4 种黑粉菌来说，这两个物种

亲缘关系最近。Hsp70 家族蛋白进化分析结果

表明同一物种的 Hsp70 家族包含不同的亚家族

成员，尽管这些家族成员之间蛋白序列具有明

显差异，但却与近缘物种中的某些 Hsp70 家族

成员高度同源。 

2.2  南极莫氏黑粉菌Hsp70启动子调控元件

分析结果 
启动子元件是启动子的核心组成部分，具

有调控转录过程的功能，对启动子活性有着关

键的作用[25]。不同启动子元件具有各自的特异

序列结构特征和功能，其中 TATA-box 和

CAAT-box 是真核生物中普遍存在和关键的启

动子元件[26]。TATA-box 可以被 RNA 聚合酶识

别，具有控制转录起始的作用；而 CAAT-box
负责控制转录的频率，与 TATA-box 共同影响

编码基因的转录效率。对南极莫氏黑粉菌 7 个

Hsp70 启动子调控元件预测结果显示：PHsp701

中有 4 个 CAAT-box，PHsp702、PHsp703 中分别含

有 1 个 CAAT-box 和 1 个 TATA-box，PHsp704 中

有 2 个 TATA-box 和 1 个 CAAT-box，PHsp705 和

PHsp706 均含有 6 个 CAAT-box，PHsp707 中有 2 个

CAAT-box。对比 7 个 Hsp70 启动子内的关键顺

式作用元件后发现，PHsp702、PHsp703 和 PHsp707 中

所含顺式作用元件数量较少，而其余 4 个 Hsp70

启动子中都含有 3 个及 3 个以上顺式作用元件，

其中 PHsp705 和 PHsp706 中所含元件最多，推测其

驱动基因表达能力也比较强。各启动子序列内

TATA-box和 CAAT-box元件的分布如图 2所示。 
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图 1  南极莫氏黑粉菌 Hsp70 家族系统发育树 
Figure 1  Hsp70 family phylogenetic tree of Moesziomyces antarcticus. 
 

 
 
图 2  南极莫氏黑粉菌 Hsp70 启动子内的 TATA-box 和 CAAT-box 分布情况 
Figure 2  Distribution of TATA-box and CAAT-box within Moesziomyces antarcticus Hsp70 promoters. 
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2.3  eGFP 重组质粒转化及转化子筛选 
通过表 2 设计的特异性引物分别扩增 7 个

Hsp70 启动子片段，片段大小与预期相符(图 3)。
按照无缝克隆试剂盒操作要求，将纯化后的 7 个

Hsp70 启动子片段(PHsp701–PHsp707)分别与线性化

的 pMF-SrHsp70-eGFP 质粒连接并转化大肠杆

菌 DH5α，对转化子进行 PCR 检测，测序结果

无误，证明已经成功构建出 pMF-Hsp701- 
eGFP–pMF-Hsp707-eGFP 共 7 个重组质粒。 

七个 eGFP 重组质粒构建完成后，提取 7 个

重组质粒并分别转化南极莫氏黑粉菌感受态细

胞，从转化皿中随机挑取 24 个转化子菌落进行

二次筛选，经过二次筛选后大部分转化子菌液均

变浑浊(即为二次筛选的阳性菌落)，只有少数阳

性菌落在二次筛选时未浑浊(即为假阳性)。二次

筛选的阳性转化子结果如表 3 所示，不同重组

质粒的转化阳性率为 70.8%–100.0%。推测不同

启动子序列可能对阳性筛选稍有影响。24 个随

机菌落在二次筛选后多数仍为阳性菌落，说明

重组质粒已经成功转入这些细胞中。 

2.4  重组质粒转化子荧光值检测和分析 
分别测定二次筛选后的阳性转化子菌液

(含重组质粒 pMF-Hsp701-eGFP–pMF-Hsp707- 
eGFP)的荧光值(菌株 BDH3-1 作为对照)，每个 

 
 
图 3  南极莫氏黑粉菌 Hsp70 启动子 PCR 扩增

片段 
Figure 3  PCR amplified fragments of Hsp70 
promoters in Moesziomyces antarcticus. M: DNA 
Marker III. 1–7: PHsp701–PHsp707. 
 
处理设置 6 次重复。荧光值测定结果如图 4 所

示。转入 pMF-Hsp701-eGFP 重组质粒的转化子

荧光值最高，平均荧光值达到 CK 的 12.8 倍，

转入 pMF-Hsp704-eGFP、pMF-Hsp705-eGFP
和 pMF-Hsp706-eGFP 重组质粒的转化子荧光

值较高，平均荧光值分别为 CK 的 5.8、4.6 和

5.0 倍，转入 pMF-Hsp703-eGFP 重组质粒转化

子的平均荧光值较低，为 CK 的 2.9 倍，转入

pMF-Hsp702-eGFP 和 pMF-Hsp707-eGFP 重组

质粒转化子的平均荧光值最低，仅为 CK 的 1.6 倍

和 1.5 倍。使用 SAS 软件对转入不同 eGFP 重 
 

表 3  eGFP 重组质粒转化南极莫氏黑粉菌产生的阳性转化子筛选结果 
Table 3  Screening results of positive transformants produced by transforming Moesziomyces antarcticus 
with eGFP recombinant plasmids 
质粒名称 
Plasmid name 

转化皿中的阳性转化子数量 
Number of positive colonies 
in the screening plate 

挑选的阳性转化子数量 
Number of picked 
positive colonies 

二次筛选后的阳性转化子数量 
Number of positive colonies for 
the second screening 

阳性率 
Positive 
rate (%) 

pMF-Hsp701-eGFP 85 24 23 95.8 
pMF-Hsp702-eGFP 47 24 21 87.5 
pMF-Hsp703-eGFP 54 24 18 75.0 
pMF-Hsp704-eGFP 68 24 24 100.0 
pMF-Hsp705-eGFP 61 24 22 91.7 
pMF-Hsp706-eGFP 49 24 21 87.5 
pMF-Hsp707-eGFP 53 24 17 70.8 
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组质粒转化子(菌株 BDH3-1 作为对照)的荧光值

进行单因素方差分析发现：不同 Hsp70 启动子

驱动 eGFP 基因的表达能力存在显著性差异

(P<0.05)，其中菌株 BDH3-1 的平均荧光值显著

小于其他 7 个转入 eGFP 重组质粒转化子的荧

光值，而转入 pMF-Hsp701-eGFP 重组质粒的转

化子荧光值最高且显著高于所有处理。方差分

析结果证明了 7 个 Hsp70 启动子均具有转录活

性，且 PHsp701 的活性最高。 
为可视化 7 个 Hsp70 启动子驱动 eGFP 基

因表达的效果，进一步判定 7 个 Hsp70 启动子

间的活性差异，在荧光显微镜下直接观察各转

化子荧光强度(图 5)。荧光显微观察结果显示：

PHsp701 驱动 eGFP 基因表达的荧光强度最强，

PHsp704、PHsp705、PHsp706 驱动 eGFP 基因表达的 
 

 
 
图 4  不同 eGFP 表达载体阳性转化子的平均荧

光值   图中误差线表示标准误差；不同小写字母

表示差异显著(P<0.05)；每个处理 6 个生物学重复 
Figure 4  Mean fluorescence values of positive 
transformants in different eGFP expression vectors. 
Error lines in the graphs indicate standard errors; 
Different lowercase letters indicate significant 
differences (P<0.05); Six biological replicates per 
treatment. 

荧光强度较强，PHsp703 驱动 eGFP 基因表达的荧

光强度很弱，PHsp702、PHsp707 和 CK 组未观察到

荧光。荧光显微观察结果与酶标仪测定的荧光

值结果基本相符，证明 Hsp70 基因家族各个启

动子的表达活性有明显差异，其中 PHsp701 是表

达活性最高的启动子。 

3  讨论与结论 
挖掘高表达活性启动子是进行真菌基因功

能研究和遗传操作的基础，Hsp70 启动子不仅是

表达活性较强的内源启动子，还因其保守的调控

机制被用于构建异源表达系统，早在 1985 年，

研究人员就曾发现果蝇 Hsp70 启动子在烟草中

仍然具有活性[27]，此后 Hsp70 启动子便作为调

控各类真核生物基因表达的启动子元件被广泛

使用。在球孢白僵菌(Beauveria bassiana)中，使

用玉米瘤黑粉菌 Hsp70启动子建立的遗传转化

体系相较于常用的 PgpdA 启动子转化效率提高

了近 60%[13]；在罗伯茨绿僵菌 (Metarhizium 

robertsii)中则利用 Hsp70 启动子成功调控 GFP

基因表达[28]。此外，近些年来 Hsp70 启动子还被

用于构建高效的 CRISPR/Cas9 质粒表达系统[29]，

在稗黑粉菌 (Ustilago trichophora)[30]和大麦坚

黑粉菌(Ustilago hordei)[31]中均是在 Hsp70 启动

子控制下高效表达了 Cas9 蛋白，而在黑粉病

致病菌 Thecaphora thlaspeos 中则是通过使用

自身的 Hsp70 启动子成功驱动潮霉素抗性基因表

达[17]。然而这些研究中均笼统地写某一物种的

“Hsp70 启动子”却并未指明使用了 Hsp70 家族

中哪一个基因的启动子。本研究通过分析和比

较南极莫氏黑粉菌 Hsp70 家族全部基因启动子

的表达活性发现，虽然这些基因在数据库均被

命名为 Hsp70，但它们的启动子却并非都具有

高转录活性。 
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图 5  不同 Hsp70 启动子构建的 eGFP 表达载体阳性转化子的荧光观察结果   Bright：白光通道下拍

摄；Green：绿色荧光通道下拍摄；Merged：所有通道重叠 
Figure 5  Fluorescence observation of positive transformants in eGFP expression vectors constructed with 
different Hsp70 promoters. Bright: Shooting under white light channel; Green: Shooting under green 
fluorescent channel; Merged: Overlapping all channels. 
 

在 Hsp70 家族成员的蛋白序列演化方面，

通过对南极莫氏黑粉菌与几个近缘黑粉菌

Hsp70 家族共同进行蛋白进化分析后发现同一

物种内 Hsp70 家族各成员之间氨基酸序列差异

较大，可分为不同的亚家族，且该家族各成员

在近缘物种中具有高度保守性。这说明包括南

极莫氏黑粉菌在内的多种黑粉菌的 Hsp70 家族

成员可能在演化地位更早的黑粉菌祖先中已演

化出多个基因，且这些基因可能具有不同功能、

不同活性并且保留至今。而对南极莫氏黑粉菌

Hsp70 家族 7 个启动子中的关键顺式作用元件

分析后发现各启动子内关键顺式作用元件种类
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和数量同样具有明显差异，通过进一步检测

eGFP重组质粒转化子荧光值后发现 Phsp701具有

较高转录活性，PHsp704、PHsp705、PHsp706 转录活

性适中，PHsp703 转录活性较低，PHsp702 和 PHsp707

转录活性极低。因此，结合蛋白演化分析、启

动子序列比对和 eGFP 表达结果可以推测，可

能只有与南极莫氏黑粉菌 MaHsp70-1 聚在同一

分支的其他黑粉菌 Hsp70 启动子才具有高表达

活性。因此，在使用 Hsp70 启动子时需要谨慎，

不宜单纯根据基因名称搜索获得启动子序列，

而更应根据蛋白序列同源性来查找启动子。 
本研究揭示了南极莫氏黑粉菌 Hsp70 家族

各个启动子表达活性差异，挖掘出几个有较高

活性的启动子，为南极莫氏黑粉菌的遗传操作

增加了可用的基因表达调控元件。 
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