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18S rDNA 介导的桔青霉核酸酶 P1表达载体 

的构建及表达分析 
 

陈筱仪，王斌，潘力 

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东省发酵与酶工程重点实验室，广东广州 510006） 

摘要：本研究采用黑曲霉 Bdel4 菌株为宿主菌，敲除 glaA，aamA，An05g02100 和 An12g06930 四个主要的胞外分泌蛋白，为核

酸酶 P1 的表达和分泌提供通路。通过 PCR 扩增得到黑曲霉 Bdel4 的 rDNA 序列，构建了以 rDNA 序列为整合位点的重组质粒

pRpT-nucP1-18S 和 pRpT-2A-nucP1-18S，将构建的重组质粒 pRpT-nucP1-18S 和 pRpT-2A-nucP1-18S 转入黑曲霉 Bdel4。通过半荧光定

量 PCR 进行转化子初筛，之后测定核酸酶 P1 的酶活复筛，选出一株高活性菌株用于工业生产。采用 SYBR Green 实时荧光定量 PCR

法对含外源目的基因 nuc P1 的总基因组样本重复检测，取平均值作为目的基因拷贝数，探究其与酶活表达水平之间的联系。结果显

示含 9 个 nuc P1 基因拷贝数的菌株的酶活水平达到 88.5 U/mL，较核酸酶 P1 单拷贝菌株增加了 3.86 倍，较之前研究中异源表达核酸

酶产量提高 1.20 倍，再增加 nuc P1 的拷贝数时，酶活水平随着拷贝数的增加而降低。 
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Abstract: In this study, the Aspergillus niger Bdel4 strain was used as the host strain, and the four major extracellular secretion proteins, 

glaA, aamA, An05g02100 and An12g06930, were knocked out to provide a pathway for the expression and secretion of nuclease P1. The rDNA 

sequence of A. niger Bdel4 was amplified by PCR, and the recombinant plasmids, pRpT-nucP1-18S and pRpT-2A-nucP1-18S were constructed 

through using the rDNA sequence as integration sites. The constructed recombinant plasmids pRpT-nucP1-18S and pRpT-2A-nucP1-18S were 

then transferred into A. niger Bdel4. Prescreening of the transformants was carried out by semi-quantitative fluorescent PCR, and the activity of 

nuclease P1 was then measured to screen a strain with high activity for industrial production. The total genomic samples containing the 

exogenous target gene of nuc P1 were repeatedly detected by SYBR Green real-time fluorescent quantitative PCR, and the average value was 

taken as the copy number of the target gene nuc P1 to explore the relationship between the copy number and the expression level of the enzyme. 

The result showed that the enzymatic activity of the strain containing 9 nuc P1 gene copies reached 88.52 U/ml, which was 3.86 times higher 

than that of the nuclease P1 for the single copy strain, and 1.2-fold as high as that of the heterologous nuclease P1 reported in the previous 

studies. When the copy number of nuc P1 was increased to over 9, the enzyme activity decreased.  
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核酸酶 S1-P1 家族（EC3.1.30.1）包括有核酸酶

P1 和核酸酶 S1，存在于细菌、真菌和植物中，是具

有三个锌离子结合位点的锌金属酶。来源于桔青霉的 
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核酸酶 P1 由 270 个氨基酸组成，组成核酸酶 P1 的氨

基酸有较多的疏水性氨基酸，如酪氨酸和色氨酸[1]。

核酸酶 P1 水解单链 DNA 或者 RNA 为 5’-核苷酸，因

这一功能被用于水解酵母自溶产物生产核苷酸，是核

苷酸工业生产中不可缺少的原料，生成的核苷酸还可

作为食品添加剂应用于食品生产。核酸酶 P1 还可以

应用于分子生物学方面的研究，如测定病毒 RNA 的

5’-末端核苷酸序列[2]。 
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核酸酶 P1 的生产方法主要分为固定化法和微生

物法。但固定化法对于载体的选择要求较高，且产量

不高[3]。而微生物发酵法具有生长周期短，产量高，

生产成本低等优点。生产核酸酶 P1 的微生物通常包

括：桔青霉，大肠杆菌，酵母细胞[4,5]，其中最常用为

桔青霉。2015 年桔青霉生产核酸酶 P1 的最高产量为

1200 U/mL[6]，但异源表达的产量不高，王亚楠[4]等人

分别在大肠杆菌和酵母细胞中表达了核酸酶 P1，测得

酶活水平分别为 4 U/mL 和 72.7 U/mL。且由于在大肠

杆菌中表达的蛋白容易形成包涵体和酵母中的生产需

要甲醇作为诱导剂，而毒性物质的加入，将会限制生

产的核酸酶 P1 的应用范围。本文采用黑曲霉 Bdel4
作为表达宿主，其蛋白表达量大，培养方便，是同源

蛋白和异源蛋白生产的常用菌。 
rDNA 在真核细胞基因组中通常有 100~200 个串

联重复单元，在黑曲霉中以 28S rDNA，5S rDNA 和

18S rDNA 顺向串联方式排列，以此为同源重组位点，

能给载体提供更多同源整合的机会。研究表明以

rDNA 为整合位点的策略已经在酿酒酵母，产脘假丝

酵母和乳酸克鲁维酵母等多种微生物中应用[7~9]。因此

以 rDNA 为同源整合的靶序列，避免了构建载体时因

多个拷贝的目的基因形成的表达框的长度过长而造成

连接效率低下或者转化效率低的问题，而且消除了只

能形成单拷贝或者几个拷贝整合的菌株的局限。本文

从 A. niger Bdel4 基因组中克隆得到 2.0 kb rDNA 片

段，从质粒 pRpT-nu 和 pRpT-2A 扩增出核酸酶 P1 单

拷贝和核酸酶 P1 双拷贝表达框，用 NEBuilder Hifi 
DNA Assembly Master Mix (Catalog #E2621L)将纯化

后的 PCR 片段克隆到载体 PMD-19 上，之后通过

SDS-PAGE 胶和 western blot 验证和测定核酸酶 P1 的

酶活，以此来检测目的蛋白是否表达及其表达水平。

通过SYBR Green实时荧光定量PCR法检测筛选出的

转化子中的 nuc P1 基因的拷贝数，以探究核酸酶 P1
的酶活水平与 nuc P1 基因的拷贝数之间的关系。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  质粒、菌种和主要试剂 
载体 pRpT（糖化酶 glaA 的启动子 PglaA，终止

子 TglaA，标记基因 PyrG），大肠杆菌 Match1 T1，黑

曲霉 Bdel4（ΔglaA、ΔaamA、ΔAn05 g 02100、ΔAn12 
g 06930）菌株为本实验室保存；DNA 限制性内切酶，

T4 DNA 连接酶，高保真 Dream tag Green Premix 酶，

DNA Marker，SYBR Green 荧光染料 I 购自于 TaKaRa

公司；通用引物为广州天一辉远生物技术有限公司合

成；His-tag 抗体（小鼠单抗），小鼠抗兔抗体均购自

上海碧云天生物技术有限公司。 
1.1.2  培养基和培养方法 

LB，CD，YPD 培养基的配制和培养方法参见

Invitrogen 公司操作手册。LB 培养基用于大肠杆菌的

培养；CD 培养基和淀粉固体培养基（0.3%（W/V）牛

肉膏，0.2%（W/V）酵母粉，1%（W/V）蛋白胨，0.2%
（W/V）NaCl，1%（W/V）可溶性淀粉（高温煮沸），

2%（W/V）Agar，pH 至 5.5，121 ℃灭菌 20 min）用

于黑曲霉的培养。用高温灭菌牙签挑取构建质粒转化

黑曲霉后的转化子到 CD 培养基与淀粉培养基上，培

养72 h后挑取淀粉培养基上菌落提基因组作为模板进

行 PCR 验证，验证得到正确的转化子，将 CD 固体培

养基上对应编号的转化子接种到 CD 液体培养基中

（250 mL 三角瓶），培养 72~96 h 后接种淀粉发酵培

养基（5%（W/V）玉米淀粉，3%（W/V）玉米浆，2%
（W/V）豆粕粉，121 ℃灭菌 20 min）培养 168 h 进

行摇瓶复筛。 
1.1.3  使用的仪器 

ABI7500 荧光定量 PCR 仪，荧光定量反应使用的

8 排管购自 AXYGENE，荧光定量试剂是购自

Takara-Bio。 

1.2  方法 

1.2.1  NP1 基因的合成 

依据 GenBank 中核酸酶 P1 的氨基酸序列

（GenBank Accession No.AAB19975），将此序列送至

金斯瑞生物技术有限公司进行密码子优化，以 P1，P2
（表 1）为引物扩增密码子优化后的 nuc P1，基因的

C 末端加上 6xHis 标签。使用 NEBuilder Hifi DNA 
Assembly Master Mix（Catalog #E2621L）将其连接至

载体 pRpT 上，得到质粒 pRpT-nu。以 P1 和 P3，P2
和 P4 为引物，以密码子优化后的 nuc P1 为模板，扩

增出两段 nuc P1 片段(引物 P2 和 P3 加有 P2A 剪切肽

序列，序列见附表 1)。以 P1 和 P3 为引物，通过重合

PCR 技术，融合 2 个片段得到 N2A 片段，使用

NEBuilder Hifi DNA Assembly Master Mix（Catalog 
#E2621L）将融合后的片段与载体 pRpT 连接，得到

质粒 pRpT-2A。 
1.2.2  pRpT-nucP1-18S 和 pRpT-2A-nucP1-18S
质粒构建 

分别以 1.2.1 构建的质粒 pRpT-nu，pRpT-2A 为模

板，以 P3 和 P4，P5 和 P6 引物扩增 N1，N2 片段，

以 P3 和 P6，P7 和 P8 为引物扩增 A1 与 A2 片段。以



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.6 

147 

引物 P9 和 P10，P11 和 P12，以黑曲霉 Bdel4 基因组

为模板，扩增出 28S(1003 bp)和 18S(1387 bp)的部分片

段作为同源臂，胶回收后的产物分别与 N1 和 N2，A1
和A2混合，使用NEBuilder Hifi DNA Assembly Master 
Mix 将 4 个片段连接到 PMD-19 载体，连接产物转化

E.Coli Match 1T1 菌株，得到质粒 pRpT-nucP1-18S 和

pRpT-2A-nucP1-18S。挑取单克隆用 ApaI 酶进行质粒

酶切鉴定，挑取正确的转化子送广州天一辉远基因科

技公司测序。 

表1 用于pRpT-nucP1-18S和 pRpT-2A-nucP1-18S载体构建的寡核苷酸序列 

Table 1 Sequences of oligonucleotides for pRpT-nucP1-18S and pRpT-2A-nucP1-18S plasmids construction 

引物名称 序列(5’ to 3’) 

P1 cattacacctcagcaatgtcgttccgatctctactcgc 

P2 

P3 

P4 

aaatggattgattgttcagtgatgatgatgatgatgcttggcgatctcggaaccatg 

cacgtcgccggcttcttttagtaggctgaagtttgtggcgccgctgcctcagtgatgatgatgatgatgctt 

ttcagcctactaaaagaagccggcgacgtggaagaaaaccccggccccatgtcgttccgatctctactcg 

P5 gcagcaggtctccaacaagtatatgatgcggtagtggaa 

P6 tctcgaggaagttgctacccttttccttgattctcgcc 

P7 gcaacttcctcgagaacgcgc 

P8 ggtagccgtttctcataactccgcggaggctcatgg 

P9 cacgtcgccggcttcttttagtaggctgaagtttgtggcgccgctgcctcagtgatgatgatgatgatgctt 

P10 ttcagcctactaaaagaagccggcgacgtggaagaaaaccccggccccatgtcgttccgatctctactcg 

P11 gatcttccagagattgggccctggaggctcgcagcggttct 

P12 cgcatcatatacttgttggagacctgctgcggttatg 

P13 gcctccgcggagttacctgagaaacggctaccacatc 

P14 gcctgccgttcgacggggccccctacggaaaccttgttacgactt 

P15 atctccgctatcgccaactac 

P16 aggtgtcccaatcgctatg 

1.2.3  转化子的筛选与发酵上清液的 SDS- 
PAGE 分析 

黑曲霉 Bdel4 接入 YPD 液体培养基中，在 30 ℃
培养 72 h，质粒 pRpT-nucP1-18S 和 pRpT-2A-nucP1- 
18S 通过 ApaI 酶切线性化，利用原生质体转化法转入

黑曲霉 Bdel4[10]，通过半定量 PCR 验证转化子，引物

为 P13 和 P14，扩增片段为 nuc P1 基因上约 200 bp
片段，提取黑曲霉转化子的基因组作为模板，按照下

表体系扩增检测。 
表2 半定量PCR扩增体系 

Table 2 Semi-quantitative PCR amplification system 

组分 体积/μL 
2xDream tag Green Premix 10 

正向引物 0.5 

反向引物 0.5 

转化子基因组 1 

ddH2O 8 

总体积 20 

PCR 反应程序设置：98 ℃ 5 min；(98 ℃ 30 s；
60 ℃ 30 s；72 ℃ 3 min 40 s)17 个循环；72 ℃ 10 
min。得到转化子 Bpnu-18S 和 Bp2A-18S。挑选凝胶

电泳后呈不同亮度目的条带的转化子进一步测定酶活

筛选高酶活菌株。 
使用 100 mL 的发酵培养基（500 mL 锥形瓶），

30 ℃，250 r/min 摇瓶培养 168 h，期间每 24 h 取一次

样，发酵液过滤离心后上清液用于 12% SDS-PAGE 电

泳分析检测目的蛋白的表达和测定核酸酶 P1 酶活。 
1.2.4  核酸酶 P1 酶活测定 

按照 Qinting He 等[11]的方法改进：将 200 μL 底物

溶液(100 μL 50 g/L RNA 溶液、100 μL 0.03 mol/L pH 
5.3 醋酸钠缓冲液，含 10 mmol/L ZnSO4)在 67 ℃水浴

锅温浴 10 min 之后与稀释 a 倍的 25 μL 酶液(67 ℃水

浴锅温浴10 min后冰上冷却)混匀，67 ℃反应15 min，
加入 450 μL 核酸沉淀剂(0.25%钼酸氨，2.5%高氯酸)，
冰浴 20 min 后 4 ℃、5000 r/min 离心 5 min，用双蒸

水将上清液稀释 b 倍后测定 OD260值。以不加酶液的

反应液作为对照。在上述条件下每分钟生成的核苷酸

量在260 nm处的吸光值差值为1.0时定义为一个酶活

力单位。 

15*25
675*b*a*A

=)U/mL(酶活计算公式：酶活  

其中：A 为实验组与对照组吸光值的差值。 
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本文中出现的酶活数值均为三个平行样的平均

值。 
1.2.5  核酸酶 P1 的 western blot 分析 

取 nu2号转化子和 n2号菌株的上清液，按照 1.2.3
方法进行 SDS-PAGE 检测，并将相应的样品电转印至

PVDF 膜，用 1% BSA-TBS 溶液封闭 1 h，TBST 溶液

清洗，用 His-tag 抗体（小鼠单抗）孵育 1 h，TBST
溶液清洗，之后用小鼠抗兔抗体孵育 1 h，TBST 溶液

清洗后，加入适量 BeyoECL Plus 化学发光液显色反

应，最后将 PVDF 膜放置到荧光成像仪中曝光｡ 
1.2.6  实时荧光 PCR 的体系和反应条件 

荧光定量 PCR 的添加的反应体系如表 3。 
表3 荧光定量PCR扩增体系 

Table 3 Fluorescent quantitative PCR amplification system 

组分 含量/μL 

SYBR Premix Ex TaqTM 5 

正向引物 0.1 

反向引物 0.1 

ROX Reference Dye II 0.2 

模板（标准质粒） 1 

dH2O 3.6 

总体积 10 

程序 95 ℃ 30 s；（95 ℃ 5 s；60 ℃ 34 s）40 个

循环。 

1.2.7  表达菌株拷贝数的测定 

参考实验室前期研究[12]，本研究选用 gapdh（甘

油醛-3-磷酸脱氢酶）为内源参照基因，对核酸酶 P1
编码基因 nucP1 进行 qRT-PCR 分析，构建包含 nucP1
基因和内源参照基因 gapdh 单拷贝质粒 pGN（图 1）。
使用 NanoDrop1000 测定质粒 pGN 的浓度和质量，由

下式计算相应的分子数(拷贝数)： 
DNA copies=6.02×1023×C/(L×660) 
其中：C：DNA 浓度，g/mL；L：DNA 长度，bp。 

并用无菌 RNase free 水将质粒的拷贝数分别稀释

到 109拷贝/μL，108拷贝/μL，107拷贝/μL，106拷贝/μL，
105拷贝/μL 五个梯度。用初始浓度为 10 ng/μL 重组菌

基因组作为模板连续 10 倍稀释 5 个梯度，分别以 P13
和P14，P15和P16为引物扩增nuc P1 (200 bp)和gapdh 
(140 bp)的部分片段，根据其 Ct 值和内参质粒的拷贝

数作出标准曲线，qRT-PCR的扩增效率由下式计算出： 
PCR efficiency=101/-S-1 
其中：S：标准曲线的斜率。 

之后将得到的内参基因和目的基因的 Ct 值代入

标准曲线[13]，可得到各重组菌株中 nuc P1 基因的初始 
 

模板拷贝数，由下式计算 nuc P1 基因的拷贝数： 
Copy number=CopyN/CopyG 
其中：CopyN：nuc P1 起始模板拷贝数；CopyG：gapdh

基因起始模板拷贝数。 

 
图1 pGN质粒图谱 

Fig.1 Schematic diagram of plasmid map of pGN 

2  实验结果 

2.1  质粒构建 
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图2 PCR扩增pRpT-nucP1-18S和pRpT-2A-nucP1-18S相关片段

电泳检测、质粒示意图及酶切鉴定 

Fig.2 PCR amplification of pRpT-nucP1-18S and 

pRpT-2A-nucP1-18S related fragments with electrophoresis 

detection, plasmid schematic and restriction enzyme digestion 

注：（a）质粒 pRpT-nucP1-18S 和 pRpT-2A-nucP1-18S 的

PCR 扩增片段。M：DNA ladder；1,2,3,4：A1，A2，N1，N2

片段；（b）M：DNA ladder；1,2：28S，18S 片段；（c）质粒

pRpT-nucP1-18S 和 pRpT-2A-nucP1-18S 酶切后片段。M1: DNA 

ladder；M2：supercoli marker；1,3：ApaI 酶切质粒 pRpT-2A-18S

和 pRpT-nucP1-18S 后片段；2,4：质粒 pRpT-2A-18S 和

pRpT-nucP1-18S；（d）、（e）pRpT-nucP1-18S 和 pRpT-2A-nucP1- 

18S 质粒图谱。 

通过扩增密码子优化后的来源于桔青霉的核酸酶

P1 编码基因得到 nuc P1，基因大小为 813 bp。构建两

种 rDNA 介导的质粒：pRpT-nucP1-18S 和 pRpT-2A- 
nucP1-18S。扩增片段如图 2a，b 所示，将纯化后的片

段与载体 PMD-19 连接，质粒 pRpT-2A-nuc P1-18S 构

建成功。按 1.2.2 的方法构建出质粒 pRpT-nucP1-18S
和 pRpT-2A-nucP1-18S(图 2d，e)。质粒经 ApaI 酶切

后释放出正确大小的目的片段(图 2c)。 

2.2  半定量 PCR 筛选重组菌株 

质粒转化黑曲霉Bdel4后(同源重组过程鉴定图由

图 3a 表示，pNU 和 p2A 即为 nuc P1 单拷贝和双拷贝

的表达框)，在高渗 CD 板上随机挑选转化子，提取各

转化子基因组进行半定量 PCR，之后通过凝胶验证，

得到图 3b 和 3c，挑选有目的条带的 Bpnu-18S，
Bp2A-18S 各 5 株转化子进行 500 mL 摇瓶发酵复筛

(Bpnu5-18S：1，2，3，4，5 号转化子，Bp2A-18S：1，
2，3，4，5 号转化子)。其中阳性对照的模板为 1.2.6
步骤构建的质粒 pGN，阴性对照的模板为黑曲霉

Bdel4 基因组。 

 

 

 
图3 半定量PCR鉴定转化子 

Fig.3 Identification of transformants by semi-quantitative PCR. 

注：（a）转化子鉴定图谱；（b）Bpnu-18S 系列转化子鉴

定。M：DNA ladder；1,2,3,4,5：筛选的转化子；（c）Bp2A-18S

系列转化子鉴定。M：DNA ladder；1,2,3,4,5：筛选的转化子。 

2.3  菌株表达情况与核酸酶 P1 的酶活测定 

将Bpnu-18S和Bp2A-18S各5个高拷贝的转化子

接入发酵培养基，每隔 24 h 取次样，发现各转化子均

在发酵第 6 d 有最高酶活(图 4a)，取发酵第 6 d 各转化

子的发酵上清液跑 SDS-PAGE 胶，发现各转化子在 38 
ku 处均存在目的条带，表明核酸酶 P1 实现了分泌表

达。其中 nu2 号和 2A2 号菌株在此处条带浓度较高，

表明其蛋白含量较高。测定各转化子第 6 d 的酶活（图

4b）。实验结果发现筛选得到的 10 个高拷贝转化子的

核酸酶 P1 酶活力均高于单拷贝菌株（18.2 U/mL），nu2
号和 2A2 号菌株酶活显著高于其它株，分别为 88.5、
81.2 U/mL，相比单拷贝菌株酶活提高 3.85 倍，且为

异源表达核酸酶 P1 的最高产量。之后测定这两株菌

1~7 d 的核酸酶 P1 的酶活（图 4c）。由图可知，培养 
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1~6 d，酶活逐天递增，第 6 d 达到最高值，第 7 d 酶

活稍有下降。以上结果可知所构建的质粒pRpT-nucP1- 
18S 和 pRpT-2A-nucP1-18S 转化黑曲霉 Bdel4 后均成

功实现了核酸酶 P1 的表达，达到本研究预期目的。

运用 SPSS 软件对各个转化子的酶活进行多重比较分

析，结果显示不同转化子之间酶活差异显著（p<0.05）。 

 

 

 
图4 转化子第6 d SDS-PAGE胶、酶活及nu2，2A2在 1~7 d的

酶活 

Fig.4 SDS-PAGE and Enzyme activity of transformants at sixth 

day and enzyme activity of nu2 and 2A2 at different 

fermentation times 

注：（a）各转化子的蛋白胶图。M：蛋白 marker；Bdel4：

宿主菌；（b）各转化子第 6 d 的酶活；（c）nu2，2A2，n2 转化

子 1~7 d 酶活。n2 为核酸酶 P1 的单拷贝菌株，误差线代表标

准差。 

2.4  黑曲霉表达核酸酶 P1 蛋白的 Western blot 

检测 

以核酸酶 P1 的单拷贝菌株的发酵液作为对照，

将上述筛选出的 nu2 号菌株进行 western blot 鉴定，结

果与 SDS-PAGE 检测的结果一致，多拷贝表达菌株

nu2表达的分泌蛋白和单拷贝表达菌株n2号表达的分

泌蛋白均呈阳性，如图 5 所示，结果说明核酸酶 P1
蛋白在黑曲霉中实现了分泌表达。 

 
图5 western blot检测核酸酶P1在黑曲霉中的表达 

Fig.5 Multicopy expression of nuclease P1 in Aspergillus niger by 

western blot 

注：nu2 为筛选出多拷贝菌株发酵 144 h 上清，n2 为核酸

酶单拷贝菌株发酵 144 h 上清。 

2.5  Bpnu-18S 和 Bp2A-18S 拷贝数分析 

如图 6a，6b 所示，每对引物扩增条带单一、溶解

曲线为单峰且扩增效率为 99%以上，说明设计的引物

特异性好，可用于基因的拷贝数差异分析。通过每个

浓度标准质粒扩增得到的 Ct 值对样品进行溶解曲线

分析，拟合标准曲线（图 6c），用于确定引物的扩增 
效率，相关系数为 0.9981 和 0.9913，说明定量标准曲

线可靠。 
通过 1.2.5 的方法测定 Bpnu-18S 和 Bp2A-18S 的

拷贝数(图 6d)，结果显示重组菌株的拷贝数分布在

1~16 拷贝之间，nu5 号和 2A4 号 nuc P1 基因的拷贝

数最少，分别为 0.918 和 0.867，而 nu2 号和 2A3 号的

拷贝数最多，分别为 8.983 和 15.923，其中 Bpnu-18S
得到的转化子平均拷贝数为 1.272，而 Bp2A-18S 得到

的转化子平均拷贝数为 7.677（去掉了一个最高值和一

个最低值，取中间三个值的平均数）。说明相较于

Bpnu-18S 系列菌株，Bp2A-18S 系列菌株的 nuc P1 基

因拷贝数明显增加，能较为稳定的结合多个 nuc P1 基

因到黑曲霉基因组上。 
基因的拷贝数的增加对外源蛋白的表达水平既有

正效应，也存在负效应，且其作用机理不尽相同[30]。

如 1998 年，Lin[14]等人将葡糖淀粉酶在酿酒酵母中整

合至 2.7 kb 的 rDNA 序列中实现其表达，葡糖淀粉酶

的转化子拷贝数达到 25 至 140 个，且葡糖淀粉酶的产

量随着拷贝数的增加而提高。而在重组毕赤酵母中表

达牛溶菌酶时随着基因拷贝数的增加，表达水平反而

下降，单拷贝菌株为 0.46 g/L，而 3 拷贝时表达量降

到 0.25 g/L[15]。在本研究中，含有 9 个 nuc P1 基因整

合拷贝的重组菌核酸酶 P1 活性最高，为 88.5 U/mL，
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为含有单个 nuc P1 基因菌株的 4.85 倍(在之前的研究

中测定 nuc P1 基因单拷贝转化子酶活为 18.2 U/mL)。
但当 nuc P1 基因拷贝数继续增加时，核酸酶 P1 的表

达量明显下降；而 nucP1 的拷贝数在 9 个拷贝以上的

菌株，转化子拷贝数增加的同时，酶活表达水平反而

下降，含 16 个拷贝数的菌株酶活性反而降低，仅为

49.40U/mL，为单拷贝菌株酶活的 2.71 倍；整合的 nuc 
P1 拷贝数为 5~9 个左右的菌株，其核酸酶 P1 酶活约

为 75~90 U/mL。而 nuc P1 拷贝数为 1~2 个左右的菌

株，其酶活水平为 25~40 U/mL，由此发现 nucP1 的拷

贝数在 9 个拷贝以下时，菌株的酶活水平随着拷贝数

的增加而增加，但不是等比增长，Lin[14]等人对于葡糖 
淀粉酶的研究也证明了这点；通过提高 nuc P1 基因的

拷贝数，显著提高了核酸酶 P1 的表达水平，但是不

能盲目追求多拷贝，高拷贝低表达可能的原因有两点：

第一，nuc P1 基因的整合位点是基因组上的 rDNA 序

列，而 rDNA 序列与蛋白质的翻译相关，整合上的位

点过多可能会影响到蛋白的翻译进而影响到蛋白分泌

表达。Kobayashi[16]等人的研究表明，基因拷贝数过多

时，翻译机制和前体是产物分泌的两大限制因素。第

二，对于特定的分泌效率较低的蛋白，过高的表达会

对分泌途径产生负反馈抑制[17]。因此，过多的核酸酶

P1 蛋白的形成，可能会触发一系列的偶联机制。从而

导致到达内质网的蛋白量减少，或者已经生成的蛋白

在内质网得不到正确折叠而降解，可能是造成 nuc P1
拷贝数增加而蛋白分泌量反而减少的原因。 

 

 

 

 
图6 qRT-PCR引物特异性检测与转化子nuc P1的拷贝数 

Fig.6 confirmation of amplification specificity and efficiency of 

qRT-PCR primersand copy number of nuc P1 of transformants 

注：(a)，(b)分别表示 gapdh 和 nuc P1 基因的 qPCR 引物检

测的溶解曲线；(c) gapdh 和 nuc P1 基因的标准曲线；（d）各转

化子的拷贝数。误差线代表标准差。 

3  结论 

3.1  近年来通过融合蛋白，2A 肽构建多拷贝菌株等

方式来实现目的蛋白的高效表达[18~20]应用较广。

Wang[21]等人成功构建了 anti-MM scFv-tP 融合蛋白，

并实现了其在大肠杆菌中的成功表达。Souza-Moreira 
T M[22]等人比较了 22 种 2A 肽在酵母细胞中蛋白表达

情况。而 Meyer[23]等人利用 P2A 肽段串联三个基因，

实现了 esyn1，ekivR 和 luc 基因在黑曲霉中的共表达。

本课题将其应用推广至黑曲霉中单基因的异源多拷贝

表达。结果显示含有 2A 肽的表达框（Bp2A-18S）能

够更加稳定地结合多个拷贝的目的基因到黑曲霉基因

组上。且本实验构建的质粒可以通过替换表达框

（pglaA-glasignal-nucP1-2A peptide-nucP1-TglaA）直

接实现其他蛋白的多拷贝表达，为黑曲霉中多拷贝表

达的通用质粒。 
3.2  黑曲霉常作为内源蛋白和外源蛋白的表达宿主，

为国际上公认的“GRAS”菌株，其生成的产物可以直

接用于食品生产，拓展了核酸酶 P1 的应用范围。而

外源蛋白由于其分泌环境，通路等发生改变的原因， 
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通常在另一宿主中无法实现较高产量的表达，为了更

好地实现外源蛋白的表达，本文通过增加目的基因的

拷贝数来提高蛋白表达量。当前，rDNA 序列因具有

保守性高、稳定性高、串联重复序列多等优点在同源

重组的研究中日益受到关注，已经广泛应用于多种酵

母表达系统中[24]。如酿酒酵母[25]，毕赤酵母[26]，乳酸

菌[27]，汉参酵母[28]，八角菌[29]等。研究显示，真菌基

因组中均存在 rDNA 重复序列，黑曲霉中的 rDNA 重

复序列包括转录区和 NTS，其中转录区由 28S、5S、
18S、ITS 和外转录间隔区（ETS）组成。通过增加外

源单基因的拷贝数或共表达多个基因，以提高分泌表

达的外源蛋白的含量，且对于宿主菌正常的生长代谢

没有影响[30]，在异源蛋白的表达中兼具和稳定性的优

点。本实验创新性的采用黑曲霉的 rDNA 序列为同源

重组位点，实现核酸酶 P1 的高效表达。 
3.3  含有 9 个 nuc P1 基因的转化子酶活最高，转化

子 nuc P1 基因的拷贝数为 1~9 个时，核酸酶 P1 酶活

增加，但非等比增长，nuc P1 基因的拷贝数超过 9 个

时，因一系列的偶联机制，酶活不增加反而降低。筛

选得到的核酸酶 P1 菌株具有良好的生产和传代稳定

性，能够用于工业化生产。 
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