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摘  要：【背景】黑曲霉(Aspergillus niger)是一种重要的丝状真菌底盘细胞，然而对其进行大片段

DNA 的遗传操作存在工具缺乏、效率低下的问题。海量基因组数据中存在大量未被鉴定的次级代

谢产物合成基因簇，因相应 DNA 分子量大而难以克隆，大部分基因与产物分子之间的映射关系尚

未被解析。【目的】开发一种适配黑曲霉的大片段 DNA 分子直接克隆的方法。以直接克隆米曲霉

(Aspergillus oryzae)来源的曲酸合成基因簇(约30 kb)在黑曲霉底盘细胞中表达，实现曲酸的异源

发酵。【方法】基于转化相关重组(transformation-associated recombination, TAR)克隆，构建适配黑

曲霉转化的 TAR 捕获骨架载体 pSEA-TAR；将曲酸合成基因簇上下游各 1 kb 同源 DNA 序列先后引入

pSEA-TAR，中间以唯一的 Xho Ⅰ相隔，得到曲酸合成基因簇捕获载体 pSEA-KLR；随后，将 Not Ⅰ/Sbf Ⅰ
消化后含有完整曲酸合成基因簇及上下游同源序列的米曲霉基因组与经 Xho Ⅰ线性化的 pSEA-KLR
共同转化酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae) VL6-48，通过营养缺陷筛选获得成功捕获曲酸合成基

因簇的重组子，提取质粒，电转化大肠杆菌 (Escherichia coli)扩增重组质粒；借助农杆菌

(Agrobacterium tumefaciens)介导黑曲霉转化，对获得的含有曲酸合成基因簇的黑曲霉转化子进行曲

酸发酵，检测曲酸合成水平。【结果】获得了含有 ARSH4/CEN6、TRP1、hph 和 LB/RB-T-DNA repeat
的基于 TAR 克隆、适配黑曲霉表达的大片段 DNA 捕获载体 pSEA-TAR。借助酿酒酵母高效的同源

重组系统，通过同源重组获得含有曲酸合成基因簇的重组质粒 pSEA-TAR-KA，捕获成功率为 5.9%。

对获得的含有曲酸合成基因簇的 10 株黑曲霉重组菌株 KA1–KA10 进行发酵分析发现均成功合成了

曲酸，其中黑曲霉 KA-2 发酵 7 d 后曲酸水平最高，达到 5.86 g/L。【结论】构建了适配黑曲霉的 TAR
克隆体系，用于大片段 DNA 高效捕获、重构和表达大型生物合成基因簇。以来源于米曲霉的曲酸

合成基因簇捕获及在黑曲霉中成功实现曲酸合成验证了其有效性，进一步丰富了黑曲霉作为底盘细
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胞在重要化合物绿色生物制造中的作用。 

关键词：转化相关重组克隆；大片段 DNA；黑曲霉；曲酸合成基因簇 
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Abstract: [Background] Aspergillus niger is a commonly used filamentous fungal chassis, 
whereas the genetic manipulation of large DNA fragments of this fungus lacks tools and is 
inefficient. The massive genomic data include a large number of unidentified gene clusters for the 
synthesis of secondary metabolites, which are difficult to be cloned due to the large molecular 
weights. In addition, the relationships between most genes and products have not been resolved. 
[Objective] To develop a method for direct cloning of large DNA fragments for A. niger and 
achieve the heterologous production of kojic acid in A. niger by cloning and expressing the gene 
cluster (about 30 kb) for the biosynthesis of kojic acid from Aspergillus oryzae. [Methods] 
Transformation-associated recombination (TAR) cloning was employed to construct the TAR 
capture backbone vector pSEA-TAR for the transformation of A. niger. The homologous DNA 
sequences (about 1 kb) flanking the gene cluster for the biosynthesis of kojic acid were 
successively introduced into pSEA-TAR and separated by a unique digestion sequence of Xho Ⅰ. 
The obtained capture vector pSEA-KLR for the gene cluster was linearized by Xho Ⅰ and 
transformed into Saccharomyces cerevisiae VL6-48 together with the Not Ⅰ/Sbf Ⅰ digested A. 
oryzae genome containing the complete gene cluster as well as the flanking homologous 
sequences. The recombinants successfully capturing the gene cluster for the biosynthesis of kojic 
acid were screened by the medium lacking corresponding nutrients. The plasmid was extracted 
from the recombinant and electroporated into Escherichia coli for amplification. The 
Agrobacterium tumefaciens-mediated method was used for transformation of A. niger. The 
obtained transformants carrying the gene cluster for kojic acid biosynthesis were subjected to 
fermentation, and the kojic acid titer was measured. [Results] A large DNA fragment capture 
vector pSEA-TAR was obtained based on TAR cloning and adapted to the expression of A. niger 
with ARSH4/CEN6, TRP1, hph, and LB/RB-T-DNA repeats. pSEA-TAR-KA was obtained as a 
recombinant plasmid containing a gene cluster for the biosynthesis of kojic acid by an efficient 
homologous recombination system of S. cerevisiae, demonstrating a capture success rate of 5.9%. 
All the 10 A. niger recombinant strains (KA1–KA10) carrying the gene cluster produced kojic 
acid in fermentation, with the highest kojic acid titer (5.86 g/L) obtained by fermentation with the 
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strain KA-2 for 7 d. [Conclusion] A TAR cloning system was constructed and adapted to A. niger 
for the efficient capture, recombination, and expression of large biosynthetic gene clusters. The 
performance of the system was verified by the capture of A. oryzae-derived gene cluster for the 
biosynthesis of kojic acid and the successful synthesis of kojic acid by A. niger. This study 
enriched the role of A. niger as a chassis in the green biomanufacturing of important compounds. 
Keywords: transformation-associated recombination (TAR) cloning; large DNA fragment; 
Aspergillus niger; biosynthetic gene cluster for kojic acid 
 

 

黑曲霉(Aspergillus niger)是一种重要的工

业丝状真菌，广泛应用于工业酶制剂和有机酸

发酵领域。近年来，研究人员不断发现黑曲霉

能够产生多种次级代谢产物[1]，加之其具有可

高效利用廉价碳源、成熟的大规模发酵工艺基

础以及良好的安全性，将黑曲霉作为底盘细胞，

合成其他真菌来源的次级代谢产物，越来越受

到人们的关注[2-3]。然而，大多数次级代谢途径

由多个反应步骤接续组成，对其中的单个步骤

操作有时只会影响该步骤及其后续步骤中间产

物的合成效率，缺乏对合成途径的整体调控，

改造效果差强人意。另外，利用微生物细胞作

为底盘细胞生产次级代谢产物时，有时会涉及

重组不同来源的天然产物合成功能模块建立新

型代谢途径，或者利用遗传元件的复杂组合来

创建所需特性的新型基因线路以此获得天然产

物及其衍生物。在这些科学研究和工程实践中，

通常都会涉及多步连续克隆，包括引物设计、

PCR 扩增、限制性内切酶消化、体外连接和转

化等，而且往往需要多个质粒[4-6]。这种构建策

略不仅耗时低效，而且依赖于独特的限制性位

点，而这些位点的可用性对于大片段 DNA 重组

分子来说是有限的。除了 DNA 片段的组装，重

组 DNA 的片段转移技术也影响着微生物细胞

工厂的例行构建。然而，目前黑曲霉的遗传操

作系统尚不完善，尤其是实现大片段 DNA 组装

用于黑曲霉的遗传操作效率低、工作量大，这

限制了黑曲霉的进一步应用。 

目前报道的常用体外构建策略，如不依赖

于序列和连接的克隆 (sequence and ligation- 
independent cloning, SLIC)[7]、In-fusion[8]、吉布

森(Gibson)组装[9]和 Golden Gate 组装[9]等无缝

组装技术在小片段 DNA 组装与转移中已成熟

应用。然而，大片段 DNA 存在分子量大、易受

物理剪切力作用断裂等问题，多种基于体内的

组装方法被建立起来，主要应用的宿主包括大

肠 杆 菌 (Escherichia coli) 、 枯 草 芽 孢 杆 菌

(Bacillus subtilis) 和 酿 酒 酵 母 (Saccharomyces 
cerevisiae)。利用大肠杆菌的 λRed/ET、RecET
等重组系统可实现较大 DNA 片段的组装。虽然

大肠杆菌具有易于培养、遗传操作工具简单等优

点，但是其对异源 DNA 的承载能力有限[10-11]。

借助枯草芽孢杆菌的天然转化能力，人们开发

出了一种被称为“多米诺克隆”的策略，通过枯

草芽孢杆菌体内同源重组，在载体中构建出许

多 DNA 片段，交替使用 2 种选择性标记，成功

实现了 16.3 kb 的小鼠线粒体基因组和 134.5 kb
的水稻叶绿体基因组的体内组装；然而，每个

“多米诺克隆”都需要先在载体中制备，整个组

装过程按顺序进行，因此需要耗费大量的时间

和人力[11-12]。线性 DNA 片段可以有效刺激酿酒

酵母体内发生 DNA 重组，这一发现促进了基于

酵母的多种遗传操作工具的发展，它已被广泛

用于基因克隆、质粒构建和文库创建[10,13-14]。酿

酒酵母中同源重组效率是高效的。通过 PCR 获得

含有 30−40 bp 线性化酵母质粒同源序列的 DNA
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片段，与相应质粒共转化酿酒酵母，发现在同

源序列所指向的位置发生了同源重组[15]。后续

研究又利用酿酒酵母的高效同源重组效率扩展

到基因组改造，并确定了定向基因整合和敲除所

需的同源序列长度[16]。随后，在酿酒酵母中开

发了一种转化相关重组(transformation-associated 
recombination, TAR)的克隆方法，该技术基于基

因组 DNA 与包含目标基因同源序列或捕获用

线性化载体之间的体内重组，从而实现从复杂

基因组中选择性地、准确地分离染色体区域和基

因。这一重组过程发生在酵母球形体转化过程

中，可获得含有目的基因的酵母人工染色体[17]。

目前，TAR 克隆已被用于从环境 DNA 样本中

捕获和表达大型生物合成基因簇[18-20]。 
本研究拟在黑曲霉中建立一种基于 TAR 的

“即插即用”型大片段 DNA 克隆平台，规避传统

克隆方法的潜在问题，实现直接克隆、重构和

异源表达次级代谢的生物合成途径，从而为次

级代谢产物的高效生物合成开辟道路。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae) VL6-48 

(MATα, his3-Δ200, trp1-Δ1, ura3-52, lys2, 
ade2-101, met14, psi+cir0)，大肠杆菌(Escherichia 

coli) TOP 10 和农杆菌(Agrobacterium tumefaciens) 
AGL-1 [C58, RecA (Rif R/CarbR)，Ti pTiBo542 
ΔT-DNA (StrR), succinamopine type]由本实验室

保藏。其他质粒和菌株见表 1。 

1.2  培养基 
LB 培养基、PDA 培养基、黑曲霉诱导培

养基(inducing medium, IM)、黑曲霉完全培养基

(complete medium, CM)、黑曲霉基本培养基

(minimal medium, MM)、黑曲霉液体培养基、

米曲霉液体培养基按照参考文献[22]配制。酵母

肉 汤 培 养 基 (yeast extract peptone dextrose 
medium, YPD)和 SD-Trp 上下层选择培养基按

照参考文献[21]配制。曲酸发酵培养基按照参考

文献[23]配制。 

1.3  主要试剂和仪器 
酵母氮源基础，北京泛基诺公司；草铵膦，

MedChemExpress 公司；潮霉素 B，上海起发实

验试剂有限公司；其余化学试剂，北京索莱宝科

技有限公司；限制性核酸内切酶，New England 
Biolabs 公司；其余分子生物学试剂，北京全式金

生物技术股份有限公司；分子克隆试剂盒，南京 

 
表 1  本研究所构建质粒和菌株 
Table 1  Plasmids and strains used in this study 
Strain/Plasmid Characteristic Source 
Strain   

S834 Aspergillus niger ATCC 1015, Tet-on::cre, ΔoahA, ΔcexA, hygs [2] 
Aspergillus oryzae 
NRRL 3488 

Containing kojic acid biosynthesis cluster Guangdong Microbial Culture 
Collection Center (GDMCC) 

Plasmid   
pCAP01 ARSH4/CEN6, pUC ori, aph(3)II, φC31 int-attP, oriT (RP4), kanr [21] 
pLH454 loxP-hph-loxP, gpdA promoter, trpC terminator, pUCori, hygr, kanr [22] 
pSEA-TAR ARSH4/CEN6, TRP1, loxP-hph-loxP, pUCori, hygr, kanr This study 
pSEA-KLR ARSH4/CEN6, TRP1, loxP-hph-loxP, Larm, Rarm, pUCori, hygr, kanr This study 
pSEA-TAR-KA Larm, kojic acid biosynthesis cluster, Rarm, ARSH4/CEN6-TRP1, 

loxP-hph-loxP, pUCori, hygr, kanr 
This study 
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诺唯赞生物科技股份有限公司；甲醇(色谱级)，
Oceanpak 化学公司。高效液相色谱仪，Agilent
公司。 

1.4  引物 
本研究所用引物见表 2，由苏州金唯智生

物科技有限公司合成。 

1.5  适配黑曲霉转化的TAR捕获骨架载体

的构建 
以 pCAP01 质粒 DNA 为模板，设计引物

CAT-F 和 CAT-R，扩增获得负责在酵母中稳定存

在的 ARSH4/CEN6 复制起始位点序列元件和

营养缺陷筛选标记 TRP1 基因表达盒(ARSH4/ 
CEN6-TRP1)。PCR 反应体系(50 μL)：pCAP01
质粒 0.5 μL，CAT-F 和 CAT-R (10 μmol/L)各    

1 μL，5×TransStart® FastPfu Buffer 10 μL，

dNTPs (2.5 mmol/L) 4 μL，TransStart® FastPfu 
DNA Polymerase 1 μL，ddH2O 补足 50 μL。PCR
反应条件：95 ℃ 2 min；95 ℃ 20 s，60 ℃ 20 s，
72 ℃ 1 min，35 个循环；72 ℃ 5 min。用琼脂糖

凝胶 DNA 回收试剂盒回收 ARSH4/CEN6-TRP1
片段。利用 Spe Ⅰ和 Xba Ⅰ双酶切黑曲霉表达质粒

pLH454[22]，使用 ClonExpress II One Step 
Cloning Kit 将 ARSH4/CEN6-TRP1 连接到

pLH454 载体上，利用化学转化法转化到大肠杆

菌感受态 TOP 10 中，并将转化菌液涂布于含有

100 μg/mL 硫酸卡那霉素的 LB 固体培养基中，

37 ℃培养 16 h，挑取单菌落进行菌液 PCR 与质

粒 Xho Ⅰ/Xba Ⅰ双酶切验证，阳性重组子进一步 

 
表 2  本研究使用的引物 
Table 2  Primers used in this study 
引物

Primer 
序列 
Sequence (5′→3′) 

用途 
Purpose 

CAT-F ATGGAGAAACTCGAGACTAGTAACACTTGAGGTACCT
GTATTTA (Xho I/Spe I/Kpn I) 

扩增 ARSH4/CEN6-TRP1 酵母元件 
Amplification of ARSH4/CEN6-TRP1 

CAT-R GTAGGGCCCCCCGGGTCTAGACTATTTCTTAGCATTTTT
GACGA (Xba I) 

Up-F TTATTATGGAGAAAGATTTATCACGCAGGGGAATTACG
GGATGAC 

扩增曲酸合成基因簇上游 986 bp 同源臂序列 
Amplification of the 986 bp homologous 
upstream sequence of biosynthetic gene cluster 
for kojic acid 

Up-R GTCGCTGGGAACTTACTCGAGGGTGAATGAAAGATGT
GTGATGATG (Xho I) 

Down-F TAAGTTCCCAGCGACGATACGCGACGGAGTCGAAATG
AG 

扩增曲酸合成基因簇下游 1 103 bp同源臂序列 
Amplification of the 1 103 bp homologous 
downstream sequence of biosynthetic gene 
cluster for kojic acid 

Down-R ATTTTTCTAAATACAGTTTGTATGGCTTTACCCGATGGG
CCATG 

P1 GGACATGATCATCCGGAGATTTATC 曲酸合成基因簇大片段不同位置验证引物 
Verification primers for different positions of 
large fragments in biosynthetic gene cluster for 
kojic acid 

P2 CTGAGGAGAGAGAGATGGTGATGAG 
P3 GGAGGCCTCATTGAGCTGTTGCTC  
P4 GTCTGCAAGTTGCTAGTGTGGTGC  
P5 CGACGGGTATCTGCTAGGATTGGA  
P6 ACTCAAGTTCGAGTCCATCGTCG   
P7 GACGAGGGCTAGCTCTTATGATAT  
P8 TGGAGCTGCCAGACACAACAGTCA  
P9 TTTGTATGGCTTTACCCGATGGG  
下划线为酶切位点 
The restriction sites are underlined. 
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测序验证，最终获得酿酒酵母-大肠杆菌穿梭并

可整合到黑曲霉基因组上的 TAR 捕获骨架载体

pSEA-TAR ， 其 中 在 LB T-DNA repeat 和

ARSH4/CEN6-TRP1 中间，由引物 CAT-F 引入了

3 个单克隆位点，即 Xho I、Spe I 和 Kpn I，用

于后续构建不同类型的大片段 DNA 捕获载体

(图 1A)。 

1.6  霉菌基因组 DNA 的提取 
取 1×108 个米曲霉孢子接种于米曲霉液体

培养基中，28 ℃、220 r/min 振荡培养 36 h，收

集菌丝体，液氮研磨成细粉末(约 150 μg)，加入

950 μL 提取缓冲液和 5 μL RNase A (10 mg/mL)
涡旋振荡混合均匀，65 ℃孵育 30 min (期间上

下颠倒混匀 3 次)后加入 350 μL 5 mol/L 乙酸钾

混匀，−20 ℃孵育 15 min。4 ℃、12 000 r/min
离心 15 min，取上清，加入等体积的苯酚缓冲

液(苯酚:氯仿:异戊醇体积比为 25:24:1，pH>7.8)
振荡混匀，4 ℃、12 000 r/min 离心 15 min 后取

上清，加入 350 μL 异丙醇，离心可得到基因组

DNA 沉淀。随后向 DNA 沉淀中加入 1 mL 70%
乙醇溶液进行漂洗、离心、风干，加入 100–200 μL 
TE 缓冲液(2 mmol/L Tris-HCl 和 0.2 mmol/L 
EDTA，pH 8.0)溶解。–20 ℃储存备用[24]。 

1.7  米曲霉基因组 DNA 片段的制备 
取约 100 μg 米曲霉基因组 DNA，分别加入

约 200 U Not Ⅰ/Sbf Ⅰ限制性内切酶组合，在 37 ℃
条件下酶切过夜。这两个酶切组合均不切割曲

酸合成基因簇及其上下游 1 kb 的 DNA 区域。

酶切后的基因组 DNA 片段经苯酚缓冲液(苯酚:
氯仿:异戊醇体积比为 25:24:1，pH>7.8)抽提、异

戊醇沉淀和 70%乙醇洗涤，获得的 DNA 沉淀

溶解在 100 μL 的 TE 缓冲液中。 

1.8  曲酸合成基因簇捕获载体的构建 
分别设计引物Up-F/Up-R和Down-F/Down-R，

以米曲霉基因组 DNA 为模板，扩增曲酸合成基

因簇上下游侧翼同源序列 Larm 和 Rarm (分别

长 1 000 bp)。引物 Up-R 和 Down-F 均包含一个

Xho Ⅰ限制性核酸内切酶序列。使用 ClonExpress 
MultiS One Step Cloning Kit 将 Larm、Rarm 和

经过 Xho I/Kpn I 双酶切的 pSEA-TAR 进行一步

克隆，获得曲酸合成基因簇捕获载体 pSEA-KLR 
(图 1B)。在直接 TAR 克隆之前，这个环形的

pSEA-KLR 载体需经 Xho Ⅰ酶切线性化，从而产

生一个两端含有约 1 kb 捕获序列同源臂的捕获

载体。 

1.9  酿酒酵母球状体的制备 
挑取 S. cerevisiae VL6-48 单菌落接种于含

有 100 mg/L 腺嘌呤的 YPD 培养基中，30 ℃、

220 r/min 振荡培养过夜，制备种子液。以 3%
的接种量接种至 50 mL YPD 培养基中，培养至

OD600 达到 0.7–1.0 后，细胞液冰浴 10 min，而

后在 4 ℃、4 000 r/min 条件下离心 3 min 收集菌

体。用无菌冰水洗涤后菌体重悬于 1 mol/L 山梨

醇溶液中，4 ℃渗透稳定 20 h。4 ℃、4 000 r/min
条件下离心 5 min，收集菌体重悬于 10 mL SPE
缓冲液(10 mmol/L HEPES，10 mmol/L EDTA，

1 mol/L 山梨醇，pH 8.0)中，加入 20 μL β-巯基乙

醇和 40 μL裂解酶Zymolyase-20T溶液(1 mg/mL)，
于 30 ℃水浴 35 min 得到球状体悬液。球状体

经 1 mol/L 山梨醇漂洗后，重悬于 200 μL STC
缓冲液(10 mmol/L Tris-HCl，10 mmol/L CaCl2，

1 mol/L 山梨醇)中备用。 

1.10  TAR 方法直接克隆曲酸合成基因簇 
取 2–3 μg 经 Not Ⅰ/Sbf Ⅰ酶切消化的米曲霉基

因组片段、1 μg 经 Xho Ⅰ酶切的线性化 pSEA-KLR
载体(总体积≤40 μL)与 200 μL 酵母球状混合，

室温放置 10 min 后缓慢加入 800 μL 20%聚乙二

醇溶液，室温孵育 10 min 后 4 ℃、700 r/min 微

离心 10 min，除去上清，加入 800 μL SOS 缓冲

液(1 mol/L 山梨醇，6.5 mmol/L CaCl2，0.25% 
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图 1  基于 TAR 克隆的黑曲霉曲酸合成基因簇大片段 DNA 捕获流程   A：适配黑曲霉转化的 TAR 捕

获骨架载体 pSEA-TAR 的构建. B：曲酸合成基因簇捕获、黑曲霉转化和曲酸发酵. 米曲霉来源的曲酸

合成基因簇 DNA 片段由 13 个开放阅读框组成，基因组 DNA 经 Not Ⅰ/Sbf Ⅰ消化后得到包含完成曲酸合

成基因簇的 DNA 片段，随后与经 Xho Ⅰ线性化的含有曲酸合成基因簇上下游同源臂(Larm 和 Rarm)的捕

获性载体 pSEA-KLR 共转化 S. cerevisiae VL6-48 的球状体. 在酿酒酵母细胞中，线性化的 pSEA-KLR
中 1 kb 的同源臂与米曲霉基因组 DNA 之间发生同源重组，即曲酸合成基因簇被 pSEA-KLR 载体捕获，

产生了可在酵母-大肠杆菌穿梭的质粒，在电转化大肠杆菌后扩增质粒，经过 AMT 转化黑曲霉，曲酸

合成基因簇整合进黑曲霉基因组，实现曲酸的合成 
Figure 1  Schematic illustration of direct capture of the kojic acid biosynthesis gene cluster from Aspergillus 
oryzae based on TAR cloning in Aspergillus niger. A: Construction of TAR capture backbone vector 
pSEA-TAR adapted for transformation of A. niger. B: Kojic acid biosynthesis gene cluster capture, A. niger 
transformation and kojic acid production. The DNA fragment of the A. oryzae-derived kojic acid biosynthesis 
gene cluster consisted of 13 ORFs, and the genomic DNA was digested by Not Ⅰ/Sbf Ⅰ to obtain the DNA 
fragment containing the completed kojic acid synthesis gene cluster, which was subsequently co-transformed 
with the capture vector pSEA-KLR containing upstream and downstream homologous arms (Larm and Rarm) 
of the kojic acid biosynthesis gene cluster linearized by Xho Ⅰ into spheroplasts of S. cerevisiae VL6-48. In   
S. cerevisiae cells, homologous recombination occurred between the 1 kb homology arm of linearised 
pSEA-KLR and A. oryzae genomic DNA, i.e., the gene cluster for kojic acid biosynthesis was captured by 
the pSEA-KLR vector, generating a plasmid that could shuttle between yeast and E. coli, and the plasmid was 
amplified after electro-transformation of E. coli and transformed into A. niger by AMT, where the gene 
cluster for kojic acid biosynthesis integrated into the genome of A. niger, realising kojic acid production. 
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酵母提取物，0.5%蛋白胨)重悬球状体，于 30 ℃
孵育 30–40 min。将转化后的球状体与 7 mL 
SD-Trp 上层培养基混匀后覆盖在 SD-Trp 琼脂

上，在 30 ℃培养 3 d 后挑取转化子，转移到新

的 SD-Trp 固体培养基上，继续 30 ℃培养 2 d。 
采用菌落 PCR 方法筛选成功克隆曲酸基因

簇的阳性转化子。具体操作如下：挑取菌落，

接种于 Zymolyase-20T 裂解液中，30 ℃振荡孵育

2 h，然后沸水浴 5 min，取上清液作为模板，设

计引物P1/P2 (扩增基因簇左侧同源臂Larm)、P1/P3 
(扩增基因簇左侧同源臂 Larm+AO090113000132)、
P4/P5 ( 扩 增 AO090113000136 和 部 分 与

AO090113000137 之间的间隔序列)、P6/P7 (扩
增部分 AO090113000142 和部分 AO090113000143
序列)和 P8/P9 (扩增 AO090113000142 和基因簇

右侧同源臂 Rarm)进行 PCR 筛选。 
利用 BAC/PAC DNA 大量提取试剂盒从筛

选出的正确转化子中，提取质粒。通过电击转

化法将质粒重新导入大肠杆菌 TOP 10 细胞，挑

取硫酸卡那霉素(100 μg/mL）抗性大肠杆菌细

胞，提取质粒，利用引物 P1/P5 和 P6/P9 验证

质粒，确认提取质粒为捕获了曲酸合成基因簇

的质粒，命名为 pSEA-TAR-KA。 

1.11  农杆菌介导的黑曲霉转化 
农杆菌介导的转化(Agrobacterium-mediated 

transformation, AMT)黑曲霉方法参考文献[22]。
将质粒 pSEA-TAR-KA 电转化到农杆菌 AGL-1
中，将含有质粒的农杆菌细胞培养至 OD600 为

0.8 左右，与浓度为 1×107 个/mL 的黑曲霉分生

孢子悬液等体积混合均匀，取 400 μL 混合液逐

滴加到铺在 IM 固体培养基(含有 100 μg/mL 卡

那霉素和200 μmol/L乙酰丁香酮)上的0.45 μm滤

膜表面，25 ℃培养 2 d 后将培养物转接到完全培

养基上(含有 100 μg/mL 头孢噻肟钠、100 μg/mL
氨苄青霉素、100 μg/mL 链霉素、250 μg/mL 潮霉

素 B)，直至出现菌落。将转化子依次点接至 PDA
培养基和含有潮霉素B的PDA培养基上进行抗性

确认。选取具有潮霉素 B 抗性的转化子，提取其

基因组 DNA，使用引物 P1/P3、P4/P5、P6/P7 和

P8/P9 进行 PCR 验证。 

1.12  含有曲酸合成基因簇黑曲霉菌株的

曲酸发酵及分析 
定性分析：曲酸与 Fe3+可发生络合作用，

呈现特殊的红色，最大吸收峰在 495 nm 处[25]。

将验证正确的黑曲霉克隆接种至曲酸发酵培养

基中，培养 4 d 后向培养基中加入适量 10 mmol/L 
FeCl3 溶液，观察培养基颜色反应。 

定量分析：取 2×108 个黑曲霉菌株分生孢

子接种于 50 mL 曲酸发酵培养基中，9 层纱布

包裹瓶口后，于 28 ℃、200 r/min 培养 7 d。取

5 d和 7 d的发酵样品于 12 000 r/min离心 20 min，
收集上清，适当倍数稀释，经 0.22 μm 的水系膜

过滤后采用高效液相色谱仪，使用 COSMOSIL- 
5C18-MS-Ⅱ (4.6 ID×250 mm)色谱柱进行检测。

进样量为 10 μL，柱温为 50 ℃，流动相为甲

醇:20 mmol/L KH2PO4 (18:82，体积比)混合液，

流速为 1 mL/min，检测波长为 273 nm。 

2  结果与分析 
2.1  TAR 克隆曲酸合成基因簇 

曲酸合成基因簇全长约 30 kb，包含 13 个

开放阅读框，其中已经确定 AO090113000136
为 一 种 黄素腺嘌呤二核苷酸 (flavin adenine 
dinucleotide, FAD)依赖的氧化还原酶编码基因

kojA ， AO090113000138 为 线 粒 体 转 运 家 族

(mitochondrial carrier family, MCF)转运蛋白编码

基因 kojT，AO090113000137位于AO090113000136
和 AO090113000138 之间，组成三明治结构，

是 一 种 Zn(II)2Cys6 型 转 录 因 子 编 码 基 因

kojR[25]。最近，Wu 等[23]通过生物信息学分析和
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基因敲除/干扰技术发现，基因簇中其他 10 个

基因在黑曲霉中的直系同源基因也与曲酸合成

有关，但是具体的基因功能以及在曲酸合成代

谢途径中的角色仍不清楚，这制约了通过合成

生物学策略进行曲酸绿色生物制造的进程。通

过序列分析发现，在曲酸合成基因簇的侧翼序

列中存在独特的限制性酶切位点，即基因簇左

侧翼序列的 Not Ⅰ，右侧翼序列的 Sbf Ⅰ (图 2D)，
因此可以使用 Not Ⅰ/Sbf Ⅰ这 2 个酶切位点组合来

切割米曲霉基因组 DNA，从而获得包含整个曲

酸合成基因簇的 DNA 片段。出发质粒 pCAP01
在酿酒酵母中以单拷贝形式存在，这避免了

TAR 克隆过程中的非特异性重组，而其中的

ARSH4/CEN6-TRP1 元件是该质粒在酿酒酵母

中稳定存在的必需元件；pUC ori 赋予该质粒及

其衍生质粒在大肠杆菌中以多拷贝形式存在[21]。

通过 PCR扩增了 ARSH4/CEN6-TRP1元件序列，

并将其克隆到 pLH454 中的 LB-和 RB-T-DNA 

repeat 序列之间，获得适配黑曲霉转化的 TAR 捕

获骨架质粒 pSEA-TAR (图 1A)，利用 Xho Ⅰ/Sal Ⅰ
双酶切验证正确(图 2A)。通过 PCR 扩增曲酸合

成基因簇序列上下游约 1 kb 的两个区域，并

将其克隆至 pSEA-TAR 中，获得了曲酸合成基

因簇特异性捕获质粒 pSEA-KLR (图 1B)，利用 
Sal Ⅰ/Xho Ⅰ双酶切验证正确(图 2B)。将 Xho Ⅰ线
性化质粒 pSEA-KLR，以及利用 Not Ⅰ/Sbf Ⅰ消化

米曲霉基因组 DNA，共同转化 S. cerevisiae 
VL6-48 球状体得到转化子(图 2C)。挑取克隆

237 个，通过 PCR 鉴定出阳性转化子 14 个，

阳性率为 5.9%，从中随机挑取一个阳性克隆

77#转化子的验证结果如图 2E 所示。从曲酸合

成基因簇阳性酵母菌落中提取质粒(图 2F)，通过

电转化方法转化大肠杆菌 TOP 10 进行质粒扩

增，通过多轮 PCR 确认了从大肠杆菌 TOP 10 中

提取的曲酸合成基因簇重组质粒 pSEA-TAR-KA 
(图 2F)。 
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图 2  曲酸合成基因簇捕获及重组质粒的构建   A：适配黑曲霉转化的 TAR 捕获骨架质粒 pSEA-TAR
利用 Xho Ⅰ/Sal Ⅰ双酶切验证(2 个克隆). B：曲酸合成基因簇特异性捕获质粒 pSEA-KLR 利用 Sal Ⅰ/Xho Ⅰ
双酶切验证(2 个克隆). C：将 Xho Ⅰ线性化质粒 pSEA-KLR，以及利用 Not Ⅰ/Sbf Ⅰ消化米曲霉基因组 DNA，

共同转化 S. cerevisiae VL6-48 球状体得到的转化子. 其中Ⅰ和Ⅳ为 Not Ⅰ/Sbf Ⅰ双酶切基因组与经 Xho Ⅰ线
性化 pSEA-KLR 载体共转化酿酒酵母；Ⅱ为 pSEA-TAR 质粒转化酿酒酵母；Ⅲ为 Xho Ⅰ线性化质粒

pSEA-KLR 转化酿酒酵母；Ⅴ为 pSEA-KLR 质粒转化酿酒酵母；Ⅵ为 pCAP01 质粒转化酿酒酵母. D：曲

酸合成基因簇及其上下游序列示意图. E：77#阳性转化子 PCR 验证. 其中 1 为阴性对照；以米曲霉基因

组为模板，分别以引物 P1/P3 (泳道 2)、P4/P5 (泳道 4)、P6/P7 (泳道 6)和 P8/P9 (泳道 8)进行 PCR 扩增，

作为阳性对照；以 77#酿酒酵母转化子总 DNA 作为模板，以引物 P1/P3 (泳道 3)、P4/P5 (泳道 5)、P6/P7 
(泳道 7)和 P8/P9 (泳道 9)进行菌落 PCR. F：分别从酵母转化子(泳道 1)和大肠杆菌转化子(泳道 2)中提

取重组质粒 pSEA-TAR-KA 
Figure 2  Kojic acid biosynthesis gene cluster capture and recombinant plasmid construction. A: TAR capture 
backbone plasmid pSEA-TAR adapted for A. niger transformation was verified by using Xho Ⅰ/Sal Ⅰ double 
digestion (2 clones). B: Kojic acid biosynthesis gene cluster specific capture plasmid pSEA-KLR was verified by 
using Sal Ⅰ/Xho Ⅰ double digestion (2 clones). C: pSEA-KLR linearized by Xho Ⅰ and A. oryzae genomic DNA 
digested by Not Ⅰ/Sbf Ⅰ were co-transformed into S. cerevisiae VL6-48 spheroplasts. Among them, I and IV 
are Not Ⅰ/Sbf Ⅰ double digestion of A. oryzae genomic DNA and pSEA-KLR linearized by Xho Ⅰ were 
co-transformed into S. cerevisiae; Ⅱ is the transformation of S. cerevisiae with pSEA-TAR plasmid; Ⅲ is the 
transformation of S. cerevisiae with pSEA-KLR linearized by Xho Ⅰ; Ⅴ is the transformation of S. cerevisiae with 
pSEA-KLR plasmid; Ⅵ is the transformation of S. cerevisiae with pCAP01 plasmid. C: Schematic illustration of 
the kojic biosynthesis gene cluster and its upstream and downstream sequences. Primers used for verification were 
also shown. E: PCR validation of the positive transformants 77#. Where lane 1 is the negative control; the genome 
of A. oryzae was used as a template for PCR amplification with primers P1/P3 (lane 2), P4/P5 (lane 4), P6/P7 
(lane 6), and P8/P9 (lane 8), respectively, as a positive control; and total DNA of 77# S. cerevisiae transformants 
was used as a template with primers P1/P3 (lane 3), P4/P5 (lane 5), P6/P7 (lane 7) and P8/P9 (lane 9) following 
colony PCR. F: Recombinant plasmid pSEA-TAR-KA was extracted from S. cerevisiae transformant (lane 1) and 
E. coli transformant (lane 2), respectively. 
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2.2  农杆菌介导的曲酸合成基因簇转化黑

曲霉及转化子 
农杆菌介导的黑曲霉转化是对黑曲霉进行

遗传操作的常用方法。将从大肠杆菌中提取的曲

酸合成基因簇重组质粒 pSEA-TAR-KA (图 2F)电
转化农杆菌 AGL-1，而后将含有 pSEA-TAR-KA
质粒的农杆菌与 A. niger S834 菌株分生孢子共

培养，挑取转化子 51 个，通过抗性表型筛选，

共获得 49 株有潮霉素 B 抗性的转化子(图 3A)。
提取黑曲霉转化子基因组 DNA 进行进一步的

PCR 分析，获得含有曲酸合成基因簇的黑曲霉

转化子 10 株，命名为 A. niger KA1–KA10，其中

克隆A. niger KA1的PCR验证结果如图 3B所示。 

2.3  含有曲酸合成基因簇的黑曲霉重组菌株

发酵分析 
首先，本研究定性考察重组转化子是否可以

合成曲酸。将出发菌株 A. niger S834、A. oryzae 
NRRL 3488 和含有曲酸合成基因簇的 A. niger 
KA1–KA10 分别接种于曲酸发酵培养基的 12 孔

板中，培养 4 d 后进行显色反应。黑曲霉 S834
菌株培养基未出现红色，A. oryzae NRRL 3488
和 A. niger KA1–KA10 呈现出不同程度的红色，

表明培养基中存在曲酸(图 4A)。 
为进一步研究含有曲酸合成基因簇的黑曲

霉合成曲酸的水平，以葡萄糖为碳源，通过发

酵法评估黑曲霉重组菌株的曲酸产量。分别在

发酵 5 d 和 7 d 进行取样，通过 HPLC 分析曲酸

产量。如图 4B 所示，出发菌株 A. niger S834
由于不含有曲酸合成基因簇，发酵液中无曲酸

生成，而 A. niger KA1–KA10 在发酵 5 d 和 7 d
均有不同程度曲酸的积累，其中 A. niger KA2 在

7 d 时，发酵液中曲酸水平最高，达到 5.86 g/L。 
 

 
 

图 3  农杆菌介导的曲酸合成基因簇转化黑曲霉   A：农杆菌介导曲酸合成基因簇转化黑曲霉 A. niger 
S834 转化子在 PDA 和含有潮霉素 B 的 PDA 培养基上的生长情况. B：A. niger KA1 PCR 验证电泳图. 其
中 M：5 000 bp DNA Marker；1：阴性对照；2、4、6 和 8：以米曲霉基因组为模板，分别以 P1/P3、P4/P5、
P6/P7 和 P8/P9 为引物进行 PCR 分析；3、5、7 和 9：以黑曲霉转化子基因组为模板，分别以 P1/P3、P4/P5、
P6/P7 和 P8/P9 为引物进行 PCR 分析 
Figure 3  Kojic acid biosynthetic gene cluster integrated into Aspergillus niger through Agrobacterium- 
mediated transformation. A: Growth of A. niger transformants potentially harboring kojic acid biosynthetic 
gene cluster on PDA and PDA containing hygromycin B. B: PCR analysis of one of strain A. niger KA1. M:   
5 000 bp DNA Marker; 1: Negative control; 2, 4, 6 and 8: PCR analysis using the A. oryzae NRRL 3488 
genome as a template with P1/P3, P4/P5, P6/P7 and P8/P9 primers, respectively; 3, 5, 7 and 9: PCR analysis 
using A. niger KA1 genome as a template with P1/P3, P4/P5, P6/P7 and P8/P9 primers, respectively. 
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图 4  含有曲酸合成基因簇的黑曲霉重组菌株发酵分析   A：含有曲酸合成基因簇的 A. niger KA1–KA10
重组菌株在曲酸发酵培养基上培养 4 d 后，加入 10 mmol/L FeCl3 溶液后的显色情况. A1：A. niger S834；
A2：A. oryzae NRRL 3488；A3：A. niger KA1；A4：A. niger KA2；B1–B4：A. niger KA3–KA6；C1–C4：
A. niger KA7–KA10. B：HPLC 分析 A. niger KA1–KA10 重组菌株 5 d 和 7 d 发酵液中的曲酸含量 
Figure 4  Fermentation analysis of recombinant strains of Aspergillus niger harboring kojic acid biosynthetic 
gene cluster. A: Phenotypes of A. niger KA1–KA10 recombinant strains after 4 d of growth on kojic acid 
producing medium with the incubation of 10 mmol/L FeCl3 solution. A1: A. niger S834; A2: A. oryzae NRRL 
3488; A3: A. niger KA1; A4: A. niger KA2; B1–B4: A. niger KA3–KA6; C1–C4: A. niger KA7–KA10. B: 
HPLC analysis of kojic acid content in the fermentation broths of A. niger KA1–KA10 recombinant strain for 
5 d and 7 d. 
 
这些结果表明，米曲霉来源的曲酸合成基因簇

成功整合在黑曲霉基因组中，并成功实现了表

达，合成了目标产物曲酸。 

3  讨论与结论 
次级代谢产物具有高度的结构多样性和生

物活性，是许多医药和工业化学品的重要来源。

研究这些天然产物的生物合成途径和机制，借

助基因工程手段提高其产量和优化其结构，是

基础研究和化学品生产的最重要的目标之一。

常见的改造策略包括启动子工程、转录因子工

程、表观遗传调控、酶工程、代谢重编程等，

然而都存在一定的局限性[26-28]。另外，拷贝整

个次级代谢产物的合成基因簇并在实现在底盘

细胞中的表达是增加次级代谢产物产量的一种

可行且有效的策略[21,29]。大片段 DNA 的克隆和

转移技术的发展促进了次级代谢物工程菌株的

理性设计和高效构建。基于随机文库的大片段

DNA 捕获法是通过将目标生物基因组酶切为

小片段，构建一个包含随机插入片段的文库，

随后转化宿主细胞，经过活性筛选、分子筛选

和功能验证后实现生物合成基因簇大片段的克

隆。该方法步骤烦琐，工作量大，效率不尽如

人意[29-30]。PCR 扩增和组装程序昂贵，并且需

要深度测序来确认其准确性。然而，同源重组

相关的辅助克隆策略(如 Red/ET 技术和 TAR 技

术)已经被成功用于从基因组 DNA 中直接克隆

大片段的目标基因簇。Wu 等[29]利用 TAR 技术

从金黄色链霉菌中克隆获得了 6-去甲基氯四环

素合成基因簇(43.5 kb)，并借助 ФC31 整合酶的

位点特异性重组，获得了含有双拷贝 6-DCT 合

成基因簇的金黄色链霉菌菌株。Lebe 等[31]通过
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基因敲除和基于 TAR 技术在米曲霉中进行基因

簇的异源表达，阐明了 4,8-二氧杂-双环[3.2.1]
辛烷基 C-12 位置进行氧化修饰的机制和生物

合成步骤。黑曲霉是一种出色底盘微生物，在

有机酸、蛋白质和次生代谢产物发酵方面具有

广泛的工业应用，虽然目前已经建立了诸如基于

Cre-loxP[22]、CRISPR/Cas9[32-33]等的基因编辑工

具，但是对于大片段 DNA 序列仍未实现有效装

载。基于此，本研究构建了适配黑曲霉的 TAR
克隆体系，用于大片段 DNA 高效捕获、重构和

表达大型生物合成基因簇，用于次级代谢产物

的高效绿色制造。本研究中，我们在黑曲霉中

建立了限制性内切酶辅助的 TAR 定向克隆技

术，将整个来源于米曲霉的曲酸合成基因簇克

隆到一个整合质粒 pSEA-TAR 中，得到的重组

质粒 pSEA-TAR-KA 通过 AMT 转化至黑曲霉

中，最终实现了曲酸合成基因簇在黑曲霉中的

异源表达。 

虽然本研究成功实现了基于 TAR 克隆大片

段 DNA 基因簇及其在黑曲霉中的异源整合表

达，但仍有改善空间。由于本技术需要在目标

基因簇两侧进行限制性酶切，然而在多数情况

下，由于基因簇 DNA 片段较长，环绕目标基因

簇的限制性酶切位点选择空间较小或者不可用，

抑或酶切位点距离目的位置较远，导致 TAR 克隆

效率降低[34]。后续可尝试基于 CRISPR/Cas9 基因

编辑工具，根据目标序列特征设计 sgRNA，在

体外对基因组 DNA 进行切割，减小 TAR 克隆

的目标片段大小，提高 TAR 克隆效率[35]。最近

开发的 CReasPy-Fusion 方法，通过将细菌细胞

与携带 CRISPR-Cas9 系统的酵母球状体融合，

可在胞内同时进行克隆大型基因组片段和工程

化酵母细胞 [36]，借助这种策略可进一步简化

TAR 克隆步骤，提高大片段 DNA 捕获效率。

农杆菌介导 DNA 转化黑曲霉的方法转化频率

低、步骤烦琐，而聚乙二醇(polyethylene glycol, 

PEG)介导的原生质体转化具有群体数量大、容

易获得纯合的转化子的优点，黑曲霉转化方法

的优化有望进一步提升转化效率。另外，农杆

菌介导的 DNA 片段可能会整合到黑曲霉基因

组的非预期位点，导致基因组结构和功能的改

变，这可能引起位点效应，影响黑曲霉基因的

表达和调控，因此可通过位点特异性重组实现

DNA 片段的精准导入[37-38]。 

总之，这一基于 TAR 大片段 DNA 克隆体

系证明了直接克隆在新型次级代谢产物挖掘中

的作用，即从海量的基因组数据中快速获得可

能参与新型次级代谢产物合成的基因元件 /线
路的工具，另外，也进一步提升并扩展了黑曲

霉在重要化合物绿色生物制造中的作用。 
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