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摘要:
 

【目的】探究基因敲除解脂耶氏酵母 Ste20 激酶同源基因(Y1Ste20 基因)对球毛壳菌 CGMCC
 

6882 菌

落直径及菌丝形态的调控作用。 【方法】采用 CRISPR-Cas9 基因编辑技术,构建靶向 Y1Ste20 基因的敲除重

组质粒;通过 PEG 介导的原生质体转化法将该基因敲除重组质粒转入球毛壳菌 CGMCC
 

6882 原生质体中,
获得 Y1Ste20 基因敲除菌株,并对其菌落生长特征及菌丝形态进行分析。 【结果】利用 CRISPR-Cas9 基因编

辑技术构建 Y1Ste20 基因敲除重组质粒(pFC332-5S
 

rRNA-Ste20
 

gRNA),并成功转入球毛壳菌 CGMCC
 

6882
原生质体中,获得 Y1Ste20 基因敲除菌株球毛壳菌 XY1104,其在固体培养基上的菌落直径((201. 89 ±
9. 35)mm)小于球毛壳菌 CGMCC

 

6882((434. 35±10. 03)mm),且在液体培养基中的菌丝呈细小短杆状,未
发生缠绕,而球毛壳菌 CGMCC

 

6882 无独立菌丝,易形成菌球。 【结论】Y1Ste20 基因敲除导致球毛壳菌 CG-
MCC

 

6882 的菌落直径减小,菌丝呈细小短杆状并趋于密集生长,缠绕现象减少,表明 Y1Ste20 基因能参与调

控球毛壳菌 CGMCC
 

6882 菌丝生长及形态建成。
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0　 引言

丝状真菌能够产生有机酸、酶制剂及聚酮、生物

碱、多肽等多种具有工业或医药价值的天然产物,其
在液体发酵中的菌丝形态会直接影响培养液黏度、
氧传递效率及产物合成能力[1] 。 分散的菌丝易增

加发酵液黏度、降低溶氧;而紧凑的菌丝球虽能改善

流变学特性,但内部可能形成传质限制区[2] 。 因

此,调控菌丝形态是提升丝状真菌发酵效率的核心

切入点。
目前,丝状真菌菌丝形态的调控策略主要包括

培养基组分调控[3] 、 发酵工艺优化[4] 和分子改

造[5] 。 其中,培养基组分调控和发酵工艺优化虽能

在一定程度上改善菌丝形态,但效果不太稳定,且难

以从根本上改变丝状真菌的菌丝形态。 相比之下,
分子改造通过基因工程手段对菌株进行定向改造,
能够实现更精准、更稳定的形态控制,已成为该领域

的研究热点[1] 。 例如,L. Y. Yu 等[6] 研究发现,敲除
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mpkA 和 bck1 激酶基因的黑曲霉菌株会形成更小、
更致密的菌落,菌丝呈短杆状,且葡糖淀粉酶分泌显

著增加,而敲除 steC 激酶基因的黑曲霉菌株,其生

长更快。 Y. S. Zhou 等[5]研究发现,敲除黑曲霉中与

菌丝形态形成相关的内源性 α-1,3-葡聚糖合成酶

基因(agsA、agsB)和半乳糖氨基半乳聚糖合成酶基

因( sph3、uge3)后,菌丝颗粒完全分散。 韦涵文等[7]

研究发现,与野生型禾生炭疽菌(Colletotrichum
 

gra-
minicola)相比,构建的禾生炭疽菌 CgrGa3 基因敲除

突变体的菌落生长明显减慢,表明特定基因确实可

影响丝状真菌的生长发育过程。 综上,针对关键调

控基因进行定向改造已成为调控丝状真菌菌丝形态

及优化发酵性能的重要策略。
在分子层面,菌丝形态的形成受多条信号通路

的协同控制。 MAPK 信号通路在菌丝极性生长与分

子调控中发挥核心作用[1] 。 Ste20 激酶作为 MAPK
通路的关键上游调控因子,在酿酒酵母中通过与小

G 蛋白 Cdc42 互作调控其丝状生长[8-9] ,在白色念

珠菌中通过 CST20 正向调控菌丝形成和毒力[10] 。
因此,Ste20 激酶在不同真菌中主要承担调控菌丝形

态的功能。
实验室前期从绞股蓝中分离获得 1 株内生真菌

球毛壳菌 CGMCC
 

6882(Chaetomium
 

globosum
 

CGM-
CC

 

6882),该菌株在液体深层发酵过程中存在菌丝

过长、易相互缠绕形成菌丝球的问题,导致菌球内部

氧气及营养物质传递效率较低,这限制了该菌株的

进一步应用开发。 鉴于此,本研究拟利用 CRISPR-
Cas9 基因编辑技术,构建解脂耶氏酵母 Ste20 激酶

同源基因(Y1Ste20 基因)敲除重组质粒,并将该敲

除重组质粒导入球毛壳菌 CGMCC
 

6882 原生质体

中,探究 Y1Ste20 基因敲除对其菌落直径及菌丝形

态的影响,以期为后续通过分子改造优化该菌株的

发酵性能提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料与试剂

蔗糖、蛋白胨、酵母粉、胰蛋白胨、牛肉膏、酵母

提取物等,天津市致远化学试剂有限公司;十六烷基

三甲基溴化铵(CTAB)、溶壁酶(活力≥200
 

U / mg)、

纤维素酶(活力≥10
 

000
 

U / g)、蜗牛酶(复合酶,破
壁率≥80%) 等,上海阿拉丁生化科技股份有限公

司;乙二胺四乙酸(EDTA)、Tris-HCl 等,北京鼎国昌

盛生物技术有限公司;2×Phanta
 

Master
 

Mix、潮霉素

B 等,上海生工生物工程股份有限公司;DH5α 大肠

杆菌感受态细胞,北京博迈德基因技术有限公司;
DNA 凝胶回收试剂盒,康为世纪生物科技有限公

司;琼脂糖(电泳级),北京茂健生物技术有限公司;
山梨醇,武汉曙尔生物科技有限公司;PEG

 

4000(色

谱纯)、无水 CaCl2、酶解干酪素等,南通仁达化工有

限公司;氨苄西林(分子生物学级),索莱宝生物科

技有限公司;dNTP
 

Mixture,美国 Thermo
 

Fisher
 

Sci-
entific 公司;10×Taq

 

Buffer、Ex
 

Taq
 

DNA 聚合酶,日
本 TaKaRa 公司;Bgl

 

Ⅱ限制性内切酶,中国碧云天

生物技术有限公司;pFC332 载体,美国 Addgene 公

司;5×SE
 

Cloning
 

Buffer,北京庄盟国际生物基因科

技有限公司;SE
 

Recombinase,比利时 Gentaur 公司。
如无特殊注明,其余试剂均为分析纯。

1. 2　 主要仪器与设备

Mastercycler 型 PCR 仪,德国 Eppendorf 公司;
XFH-50CA 型高压蒸汽灭菌锅,诸城市众工机械有

限公司;SW-CJ-2F 型超净工作台,东莞市百福盛净

化设备科技有限公司;GelDoc
 

XR+型凝胶成像仪、
Mini-PROTEAN

 

Tetra 型电泳仪,美国 Bio
 

Rad 公司;
TS-2102 型立式双层摇床,上海天呈实验仪器制造

有限公司;DW-86L338 型超低温冰箱,美国 Thermo
公司;DHG-9070A 型恒温培养箱,青岛精诚仪器仪

表有限公司;Nano
 

Drop
 

2000 型微量分光光度计,美
国 ThermoFisher

 

Scientific 公司;IX53 型倒置显微镜,
日本 OLYMPU 公司;FM-40 型雪花制冰机,常熟雪

科公司。

1. 3　 培养基、缓冲液等制备

1)固体种子培养基:牛肉膏 0. 3
 

g,蔗糖 2
 

g,酵
母粉 0. 1

 

g,蛋白胨 0. 5
 

g,溶于 100
 

mL 去离子水,
pH 值调为 7. 2 左右,加 3. 6

 

g 琼脂粉。
2)CTAB 缓冲液:CTAB

 

4
 

g,NaCl
 

16. 364
 

g,加
入 20

 

mL
 

1
 

mol / L
 

Tris-Hcl 溶液,8
 

mL
 

0. 5
 

mol / L
 

EDTA 溶液,溶于 200
 

mL 去离子水。
3)LB 液体培养基:胰蛋白胨 0. 5

 

g,NaCl
 

1
 

g,酵
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母提取物 1
 

g,溶于 100
 

mL 去离子水。
4)50×TAE

 

Buffer:Na2EDTA·2H2O
 

18. 6
 

g,Tris
 

121
 

g,醋酸 28. 5
 

mL,溶于 500
 

mL 去离子水。
5)酶解液:蜗牛酶 0. 48

 

g,溶壁酶 0. 3
 

g,纤维素

酶 0. 12
 

g,溶于 30
 

mL 去离子水。
6)STC 缓冲液:山梨醇 0. 93

 

g,CaCl2
 0. 055

 

5
 

g,
Tris-HCl

 

2. 5
 

mL,溶于 50
 

mL 去离子水,pH 值调至

7. 5 左右。
7) PEG 转化液: PEG

 

4000
 

20
 

g, 无水 CaCl2
 

0. 277
 

5
 

g,Tris-HCl
 

2. 5
 

mL,溶于 50
 

mL 去离子水,
pH 值调至 7. 5 左右。

8) 再 生 培 养 基: V ( Flask
 

A): V ( Flask
 

B ):
V(Flask

 

C)= 1 ∶ 10 ∶ 9,其中 Flask
 

A 为酵母浸粉 1
 

g,
酶解干酪素 1

 

g,溶于 50
 

mL 去离子水,pH 值调为

8. 5 左右;Flask
 

B 为蔗糖 34. 2
 

g,溶于 50
 

mL 去离子

水;Flask
 

C 为 1. 78
 

g 琼脂粉,溶于 50
 

mL 去离子水。

1. 4　 实验方法

1. 4. 1　 基因编辑载体靶点引物构建　 在 NCBI-Nu-
cleotide 数据库中,获得解脂耶氏酵母 Ste20 激酶的

核苷酸序列(基因登录号:YALI0F04422p),通过比

对球毛壳菌 CGMCC
 

6882 基因组测序数据库,获得

同源性最高的基因 Y1Ste20,遵循引物设计原则,构
建基因编辑载体靶点所需引物(见表 1),并由北京

华大基因科技有限公司合成。

表 1　 基因编辑载体靶点所需引物
Table

 

1　 Primers
 

required
 

for
 

target
 

sites
 

of
 

the
 

gene
 

editing
 

vector
引物名称 序列

5S
 

rRNA-F TGGAACAAATGGTGCTTGAGAG

5S
 

rRNA-R CAGGCGTGCCGTCGGGAAGGCATACA-
ACAGCGGGGATTCG

gRNA
 

scaffold-F CCTTCCCGACGGCACGCCTGGTTTTAG-
AGCTAGAAATAGC

gRNA
 

scaffold-R AGAGCATGATCAGCACAAAGGC

1. 4. 2　 扩增 5S
 

rRNA-Ste20
 

gRNA 和 Ste20
 

gRNA-
gRNA

 

scaffold 片段 　 以本实验室前期构建的 pFC
 

332-P
 

5S
 

rRNA-gRNA
 

scaffold 载 体 为 模 板, 扩 增

5S
 

rRNA-Ste20
 

gRNA 片段及 Ste20
 

gRNA-gRNA
 

scaf-
fold 片段,50

 

μL 反应体系包括 dNTP
 

Mixture
 

4
 

μL,
10× Taq

 

Buffer
 

5
 

μL, Ex
 

Taq
 

0. 25
 

μL, pFC
 

332-P
 

5S
 

rRNA-gRNA
 

scaffold
 

2
 

μL,5S
 

rRNA-F / gRNA
 

scaf-

fold-F
 

1
 

μL,5S
 

rRNA-R / gRNA
 

scaffold-R
 

1
 

μL,无菌

水 36. 75
 

μL。 对所得 5S
 

rRNA-Ste20
 

gRNA 片段及

Ste20
 

gRNA-gRNA
 

scaffold 片段分别进行琼脂糖凝胶

电泳验证,将大小符合预期的条带按照 DNA 凝胶回

收试剂盒说明书进行切胶回收。 将回收产物稀释 10
倍,取等量回收产物稀释液为模板,进行重叠延伸

PCR,得到目的基因(5S
 

rRNA-gRNA
 

scaffold)片段。
1. 4. 3　 目的基因纯化　 对目的基因片段进行琼脂

糖凝胶电泳验证,将大小符合预期的条带按照 DNA
凝胶回收试剂盒说明书进行切胶回收,获得纯化后

的目的基因片段。
1. 4. 4　 酶切载体 　 采用 Bgl

 

Ⅱ限制性内切酶对

pFC332 载体进行酶切,于 37
 

℃条件下酶解 30
 

min;
酶切产物经琼脂糖凝胶电泳验证后,将大小符合预

期的条带按照 DNA 凝胶回收试剂盒说明书进行切

胶回收,获得酶切后的载体。
1. 4. 5　 目的基因与载体重组反应　 取 500

 

ng 纯化

后的目的基因片段、 100
 

ng 酶切后的载体,加入

4
 

μL
 

5×SE
 

Cloning
 

Buffer、2
 

μL
 

SE
 

Recombinase,用
无菌水补至 20

 

μL,在 37
 

℃ 条件下连接 30
 

min,获
得 Y1Ste20 基因敲除重组质粒 ( pFC332-5S

 

rRNA-
Ste20

 

gRNA)。
1. 4. 6　 重组质粒转化与阳性克隆鉴定 　 取 10

 

μL
 

Y1Ste20 基因敲除重组质粒,加入 100
 

μL
 

DH5α 大

肠杆菌感受态细胞中,冰浴 30
 

min,42
 

℃ 热激 90
 

s,
再冰浴 5

 

min,加入 600
 

μL
 

LB 液体培养基中振荡活

化 60
 

min 后,在 12
 

000
 

r / min 条件下离心 1
 

min,去
上清液 500

 

μL,用剩余 100
 

μL 上清液混匀沉淀,并
将其涂布于含 50

 

μg / mL 的 LB 固体培养基上,于
37

 

℃条件下倒置培养 16
 

h;挑取单菌落接种到含

50
 

μg / mL 氨苄西林的 LB 液体培养基中,37
 

℃振荡

培养 6
 

h;以该菌液为模板进行 PCR 扩增,验证阳性

转化菌株,PCR 体系及程序同目的基因扩增;PCR
产物经琼脂糖凝胶电泳验证后,将条带大小符合预

期的菌液交由华大基因测序。
1. 4. 7　 球毛壳菌 CGMCC

 

6882 原生质体制备 　 刮

取长满平板的球毛壳菌 CGMCC
 

6882 菌丝,收集到

10
 

mL 离心管中; 用预冷无菌水洗涤, 于 4
 

℃ 、
5000

 

r / min 条件下离心 5
 

min,收集菌体,重复洗涤
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3 次;用预冷的 0. 7
 

mol / L
 

NaCl 溶液重悬菌体,相同

条件下离心收集菌体;将菌体转移至 50
 

mL 离心管

中,加入 20
 

mL 酶解液,于 37
 

℃ 、120
 

r / min 条件下

酶解 3 ~ 4
 

h,期间用显微镜镜检,待原生质体数量达

1×108
 

个 / mL 时,终止反应。 后续步骤在冰上进行:
将上述酶解液过滤后,于 4

 

℃ 、2000
 

r / min 条件下离

心 5
 

min,弃上清液,用 1
 

mL
 

0. 7
 

mol / L
 

NaCl 溶液冲

洗沉淀并转移至 2
 

mL 离心管中,相同条件下离心,
弃上清液,以 1

 

mL
 

STC 缓冲液洗涤沉淀 2 次,每次

于 4
 

℃ 、2000
 

r / min 条件下离心 5
 

min;用 1
 

mL
 

STC
缓冲液重悬菌体,于 4

 

℃条件下保存,备用。

图 1　 Y1Ste20 基因敲除重组质粒构建结果
Fig. 1　 Construction

 

of
 

the
 

Y1Ste20
 

gene
 

knockout
 

recombinant
 

plasmid

1. 4. 8　 原生质体转化与筛选　 1)转化。 将原生质

体与 Y1Ste20 基因敲除重组质粒以体积比 10 ∶ 1 混

合均匀,取 110
 

μL 混合液加入 150
 

μL
 

PEG 溶液中

充分混匀;冰浴 10
 

min 后,将其融入 1
 

mL
 

PEG 溶液

中,于 28
 

℃ 条件下孵育 30
 

min; 将混合液加入

10
 

mL 再生培养基中,于 28
 

℃ 条件下正置培养

14
 

d,每 2
 

d 记录 1 次。
2) 筛选。 在再生培养基表面覆盖等体积含

200
 

μg / mL 潮霉素的抗性培养基,于 28
 

℃条件下正

置培养,待转化菌株长出后,切取带菌丝的 0. 5
 

cm×
0. 5

 

cm 培养基块,接种至含 200
 

μg / mL 潮霉素的固

体种子培养基上,以进行筛选。
1. 4. 9　 转化菌株分子鉴定　 提取转化菌株的基因

组 DNA(gDNA)并以此为模板,扩增潮霉素 B 基因。
10

 

μL
 

PCR 反应体系为:gDNA 模板 1
 

μL、2×Phanta
 

Master
 

Mix
 

5
 

μL、 Hyg-F 引物 0. 5
 

μL、 Hyg-R 引物

0. 5
 

μL、无菌水 3
 

μL。 对扩增产物进行测序验证,

序列正确则转化成功,为阳性转化菌株;提取其

DNA,在靶点两侧设计引物并进行 PCR 扩增及测序

验证。
1. 4. 10　 菌丝生长对比 　 分别取球毛壳菌 CGM-
CC6882 和阳性转化菌株的等量菌丝,接种于固体种

子培养基和 LB 液体培养基中。 将等量菌丝接种于

固体种子培养基平板中央,每皿 1 个接种点,在

28
 

℃恒温培养箱中倒置培养 7
 

d,每天测量并记录 1
次;将等量菌丝接种于 LB 液体培养基中,于 28

 

℃ 、
180

 

r / min 摇床振荡培养 6
 

d,从第 2
 

d 开始每天记

录 1 次。 比较 2 种菌株在固体种子培养基和 LB 液

体培养基中的菌丝形态,并使用游标卡尺测量菌丝

长度。

1. 5　 数据处理

所有实验均重复 3 次。 采用 SnapGene
 

4. 2. 4
进行引物设计和序列测序比对,利用 Excel

 

2019 进

行数据处理与统计分析,使用 Origin
 

2021 作图。

2　 结果与分析

2. 1　 Y1Ste20 基因敲除重组质粒构建结果分析

Y1Ste20 基因敲除重组质粒构建结果如图 1 所

示,其中, M 代表 Marker, 下同; a ) 图中 1 代表

5S
 

rRNA-Ste20
 

gRNA 片段; b) 图中 1 代表 Ste20
 

gRNA-gRNA
 

scaffold 片段;c)图中 1 代表 5S
 

rRNA-
gRNA

 

scaffold 片段;d)图中 1 代表阴性对照,2—10
代表菌液样品。 由图 1a)和 b)可知,5S

 

rRNA-Ste20
 

gRNA 片段长度为 219
 

bp,Ste20
 

gRNA-gRNA
 

scaf-
fold 片段长度为 200

 

bp。 由图 1c) 可知,目的基因
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5S
 

rRNA-gRNA
 

scaffold 片段长度为 419
 

bp。 选取

PCR 产物条带位置和大小正确的菌液(419
 

bp) 进

行测序,将测序结果正确的菌液命名为 pFC332-
Y1Ste20,扩大培养后提取质粒。 由图 1d) 可知,
Y1Ste20 基因敲除重组质粒构建成功,命名为 pFC332-
5S

 

rRNA-Ste20
 

gRNA。 该方法与黄淑婷等[11] 构建

YZH81 菌株 cps2 基因簇缺失菌的方法一致。

图 3　 球毛壳菌 CGMCC
 

6882 原生质体转化结果
Fig. 3　 Results

 

of
 

protoplast
 

conversion
 

of
 

C. globosum
 

CGMCC
 

6882

2. 2　 球毛壳菌 CGMCC
 

6882 原生质体形态

分析
　 　 球毛壳菌 CGMCC

 

6882 菌丝呈白色,将其浸入

浅黄色酶解液后,随着酶解时间的延长,酶解液颜色

会逐渐加深。 球毛壳菌 CGMCC
 

6882 经酶解处理后

的原生质体形态如图 2 所示。 由图 2a)可知,10×显
微镜下可发现较多原生质体,原生质体数量达 1 ×

108
 

个 / mL。 由图 2b)可知,40 ×显微镜下原生质体

形态完整无破裂,呈标准圆球状。 这表明本研究制

备的原生质体能基本满足后续实验的需求。 S. Bis-
was 等[12]从花生幼苗中分离的原生质体也呈圆球

状,表明饱满圆球状是原生质体的典型形态特征。
D. Amalamol 等[13]研究发现,1. 2

 

mol / L
 

MgSO4 组合

溶解酶+β-葡萄糖酶体系有利于确保原生质体产量

和存活率,且原生质体形态为饱满圆球状。 本研究

使用的酶解液也属于混合酶系,且制备的球毛壳菌

CGMCC
 

6882 原生质体可用于后续转化实验。

图 2　 球毛壳菌 CGMCC
 

6882 经酶解处理后的
原生质体形态

Fig. 2　 Morphology
 

of
 

protoplasts
 

derived
 

from
 

C.
globosum

 

CGMCC
 

6882
 

after
 

enzymatic
 

treatment

2. 3　 球毛壳菌 CGMCC
 

6882 原生质体转化结

果分析
　 　 本研究采用 PEG 介导的原生质体转化法成功

将 Y1Ste20 基因敲除重组质粒导入球毛壳菌 CGM-
CC

 

6882 原生质体,其转化结果如图 3 所示。 由图 3
可知,培养至第 2

 

d,培养基为透明状态;培养至第

4
 

d,培养基逐渐转变为白色,此时可能初步形成白

色菌体;培养至第 6 ~ 10
 

d,培养基呈现淡粉色,且颜

色逐渐加深,表面出现白色细小菌丝;培养至第

12
 

d,大面积细小菌丝呈松散状生长,同时出现小面

积更明显聚集生长的菌体;培养至第 14
 

d,培养基颜

色呈棕红色,聚集生长的小面积菌体直径增大。 这

表明球毛壳菌 CGMCC
 

6882 原生质体在再生培养基

上成功实现了转化与再生,证明 PEG 介导的原生质

体转化法适用于本菌株。 此外,其他学者也基于

PEG 介导方法实现了原生质体转化。 例如,S. Bis-
was 等[12]研究发现,利用 50

 

mg / mL
 

PEG 培养 5
 

min

对花生原生质体转化效果最佳,且质粒浓度也是原

生质体转化成败的关键因素;黎伟梦等[14] 通过优化

PEG 介导的原生质体转化流程构建其瞬时表达体

系,在 PEG-4000 质量浓度为 50
 

mg / mL 时转化效率

达 54. 79%,但 PEG-4000 质量浓度继续提升时转化

效率反而显著下降。

2. 4　 转化菌株筛选结果分析

转化菌株筛选结果如图 4 所示。 由图 4 可知,

培养至第 2
 

d,转化菌株仅在 0. 5
 

cm×0. 5
 

cm 培养基

块上生长;培养至第 4
 

d,转化菌株铺满整个培养基

块;培养至第 6
 

d,转化菌株向固体种子培养基扩散

生长;培养至第 8
 

d,原培养基块出现皱缩,菌体以固

体种子培养基为主要养分继续生长;培养至第 10
 

d,
固体种子培养基中出现小面积紧密聚集的白色菌

体,呈紧密聚集状生长,颜色明显;培养至第 12
 

d,小
面积白色菌体进一步扩大;培养至第 14

 

d,多数培养
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基块携带的菌体停止生长,小面积白色菌体呈圆形

并继续生长。 这表明转化菌株可在固体种子培养基

上正常生长并形成特征性菌落,为后续阳性转化菌

株挑取提供了明显表型依据。 类似地,王晶晶等[15]

通过生长表型筛选出生长状态良好的酿酒酵母重组

子。 本文通过观察转化菌株生长表型完成初步筛

选,与上述研究的筛选方法基本一致,表明基于生长

表型的筛选方法是微生物遗传转化中常用且有效的

手段。

图 4　 转化菌株筛选结果
Fig. 4　 Screening

 

of
 

transformation
 

strains

图 5　 转化菌株分子鉴定结果
Fig. 5　 Molecular

 

identification
 

of
 

transformed
 

strains

2. 5　 转化菌株分子鉴定结果分析

转化菌株分子鉴定结果如图 5 所示,其中,a)图

中 1 代表球毛壳菌 CGMCC
 

6882
 

DNA;b)图中 1 代

表转化菌株 DNA;c)图中 1 代表阴性对照,2 代表阳

性对照,3—6 代表以转化菌株 gDNA 为模板扩增潮

霉素抗性基因, 7 代表以球毛壳菌 CGMCC
 

6882
 

gDNA 为模板扩增潮霉素抗性基因。 由图 5 可知,
分别以原始菌株球毛壳菌 CGMCC

 

6882(见图 5a))
和转化菌株(见图 5b))的 gDNA 为模板扩增潮霉素

抗性基因,结果如图 5c),泳道 4 条带位置与阳性对

照一致,且测序结果正确,表明该 gDNA 对应转化菌

株构建成功,命名为球毛壳菌 XY1104。 而泳道 7 中

球毛壳菌 CGMCC
 

6882 的 gDNA 也可以扩增出一条

微弱条带,位置略高于阳性对照,这可能是由引物与

该菌株 gDNA 中具有结合位点所致。 在微生物遗传

改造研究中,PCR 扩增与测序验证是鉴定转化菌株

最常用且可靠的手段。 例如,C. Jiang 等[16] 在解淀

粉芽孢杆菌(Bacillus
 

amyloliquefaciens) 基因敲除研

究中,运用 PCR 分子验证 cobA 基因和 ituABCD 基因

的敲除;S. X. Liu 等[17]通过对转化菌落进行 PCR 筛

选,成功获得地衣芽孢杆菌基因缺陷菌株;席凯飞

等[18]对拟轮枝镰孢菌(Fusarium
 

verticillioides)转化

子进行 PCR 鉴定,根据条带大小与预期是否一致判

断基因敲除是否成功。 本研究的鉴定方法与上述研

究一致,其结果证明球毛壳菌 XY1104 的构建成功

且可靠。

2. 6　 菌落直径及菌丝形态对比分析

菌落直径及菌丝形态如图 6 所示。 由 6a)和 b)

可知,对于球毛壳菌 CGMCC
 

6882,培养至第 1
 

d,菌
丝开始覆盖培养基并向四周蔓延生长,能明显观察

到菌丝形态;培养至第 4
 

d,菌落直径为( 434. 35 ±
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图 6　 菌落直径及菌丝形态
Fig. 6　 Colony

 

diameter
 

and
 

mycelial
 

morphology

10. 03)mm;培养至第 7
 

d,菌落完全覆盖培养基,菌
落直径为(854. 59±11. 62) mm,且四周菌丝有一定

厚度。 对于球毛壳菌 XY1104,培养至第 1
 

d,无法测

定菌落直径及观察菌丝形态;培养至第 4
 

d,菌落直

径仅(201. 89±9. 35) mm,低于同期球毛壳菌 CGM-
CC

 

6882 直径的一半,且菌株整体紧贴培养基生长,
无法观察到菌丝形态;培养至第 7

 

d,菌落约覆盖平

板 60%,菌落直径为(620. 71±13. 61) mm,无法观察

菌丝形态,菌株厚度未增加。 这表明在固体培养基

中,球毛壳菌 XY1104 生长速率低于球毛壳菌 CGM-
CC

 

6882。 由图 6c)可知,二者在液体培养基中的生

长差异同样明显。 培养至第 2
 

d,球毛壳菌 CGMCC
 

6882 出现细小菌落,球毛壳菌 XY1104 未出现明显

菌落;培养至第 4
 

d,球毛壳菌 CGMCC
 

6882 菌丝缠

绕成较大面积菌块及菌球,球毛壳菌 XY1104 虽密

集生长,但菌丝呈细小短杆状,几乎未发生缠绕;培
养至第 6

 

d,球毛壳菌 CGMCC
 

6882 无独立菌丝出

现,菌落形成的菌球呈“鸡蛋花”缠绕形态,而球毛

壳菌 XY1104 菌落仍大量生长,菌丝细小且密集生

长,未发生大面积缠绕。 这表明 Y1Ste20 基因对球

毛壳菌 CGMCC
 

6882 菌丝生长、形态和生长速率均

有一定的调控作用。
已有研究证实,Ste20 激酶基因与真菌菌丝生长

密切相关。 D. Li 等[19] 在敲除黄曲霉 ( Aspergillus
 

flavus)中 Ste20 激酶基因后,观察到菌丝变短。 P.
Wang 等[20]在敲除新生隐球菌(Cryptococcus

 

neofor-
mans)和担子菌酵母(Basidiomycete

 

yeast) 中 Ste20
激酶基因后,同样观察到二者菌丝均缩短。 本研究

中,敲除 Ste20 激酶同源基因(Y1Ste20 基因)的球毛

壳菌 XY1104 出现菌丝细小、生长缓慢、无明显缠绕

的表型,与上述文献中报道的 Ste20 激酶基因敲除

后菌丝生长受抑制的结果较一致,进一步证明 Ste20
激酶基因在真菌菌丝生长调控中的功能。

3　 结论

本研究通过 CRISPR-Cas9 基因编辑技术构建

了解脂耶氏酵母 Ste20 激酶同源基因(Y1Ste20 基

因)敲除重组质粒 pFC332-5S
 

rRNA-Ste20
 

gRNA,并
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将其导入球毛壳菌 CGMCC
 

6882 原生质体,获得转

化菌株球毛壳菌 XY1104,其菌丝细小且密集生长,
未发生大面积缠绕,而原始菌株球毛壳菌 CGMCC

 

6882 的菌丝密集生长且缠绕,这证实 Ste20 激酶基

因在调控球毛壳菌菌丝形态中发挥关键作用,并为

后续优化胞外发酵工艺提供了重要的菌株材料。 该

研究结果不仅为球毛壳菌的分子育种奠定了基础,
也为其他丝状真菌的形态调控研究提供了参考。 尽

管本研究已对 Y1Ste20 基因敲除菌株进行了分子鉴

定和定性表型分析,但仍存在以下不足:液体培养基

中菌丝缠绕仅为定性描述,缺乏定量数据支撑,后续

应采用图像分析软件测定菌丝形态,或通过测定发

酵液黏度变化进行定量分析;Y1Ste20 基因敲除对发

酵效果的影响尚未验证, 后续应比较野生型与

Y1Ste20 基因敲除菌株在发酵过程中的差别,以明确

较短菌丝形态对发酵性能的贡献。 此外,Y1Ste20 基

因调控菌丝形态的分子机制仍需进一步解析。
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Construction
 

of
 

the
 

Y1Ste20
 

gene
 

knockout
 

recombinant
 

plasmid
 

in
 

Chaetomium
 

globosum
 

CGMCC
 

6882
 

and
 

analysis
 

of
 

its
 

effects
 

on
 

mycelial
 

morphology
Shi

  

Yixin,Zhou
  

Xueyan,Wang
  

Qi,Wang
  

Zichao
School

 

of
 

Biological
 

Engineering,Henan
 

University
 

of
 

Technology,Zhengzhou
 

450001,China

Abstract:【Objective】 This
 

study
 

aimed
 

to
 

investigate
 

the
 

regulatory
 

role
 

of
 

the
 

Ste20
 

kinase
 

homolog
 

gene
 

from
 

Yarrowia
 

lipolytica(Y1Ste20)
 

in
 

Chaetomium
 

globosum
 

CGMCC
 

6882
 

after
 

targeted
 

gene
 

knockout,
 

with
 

particular
 

focus
 

on
 

its
 

effects
 

on
 

colony
 

diameter
 

and
 

hyphal
 

morphology. 【 Methods】 A
 

Y1Ste20
 

gene
 

knockout
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

constructed
 

using
 

CRISPR-Cas9
 

gene
 

editing
 

technology.
 

The
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

introduced
 

into
 

C. globosum
 

CGMCC
 

6882
 

protoplasts
 

via
 

PEG-mediated
 

protoplast
 

transformation
 

to
 

obtain
 

the
 

Y1Ste20
 

gene
 

knockout
 

strain
 

C. globosum
 

XY1104,
 

and
 

its
 

colony
 

growth
 

characteristics
 

and
 

hyphal
 

morphology
 

were
 

analyzed.
【 Results】The

 

Y1Ste20
 

gene
 

knockout
 

recombinant
 

plasmid
 

(pFC332-5S
 

rRNA-Ste20
 

gRNA)
 

was
 

constructed
 

using
 

CRISPR-Cas9
 

gene
 

editing
 

technology
 

and
 

successfully
 

transferred
 

into
 

C. globosum
 

CGMCC
 

6882
 

protoplasts,
 

yielding
 

the
 

Y1Ste20
 

gene
 

knockout
 

strain
 

C. globosum
 

XY1104.
 

On
 

solid
 

medium,
 

the
 

colony
 

diameter
 

of
 

strain
 

XY1104
 

was
 

( 201. 89 ± 9. 35)
 

mm,
 

which
 

was
 

smaller
 

than
 

that
 

of
 

C. globosum
 

CGMCC
 

6882
 

(( 434. 35 ±
10. 03)

 

mm).
 

In
 

liquid
 

culture,
 

strain
 

XY1104
 

exhibited
 

fine,
 

short,
 

rod-like
 

hyphae
 

without
 

entanglement,
 

whereas
 

C. globosum
 

CGMCC
 

6882
 

lacked
 

discrete
 

hyphae
 

and
 

readily
 

formed
 

mycelial
 

pellets. 【 Conclusion】 Dis-
ruption

 

of
 

the
 

Y1Ste20
 

gene
 

led
 

to
 

a
 

reduced
 

colony
 

diameter
 

and
 

hyphae
 

that
 

were
 

fine,
 

short,
 

and
 

rod-like,
 

grew
 

densely,
 

and
 

showed
 

reduced
 

entanglement
 

in
 

C. globosum
 

CGMCC
 

6882.
 

These
 

findings
 

indicate
 

that
 

Y1Ste20
 

is
 

involved
 

in
 

regulating
 

hyphal
 

growth
 

and
 

morphogenesis
 

in
 

C. globosum
 

CGMCC
 

6882.
Key

 

words:Chaetomium
 

globosum
 

CGMCC
 

6882;Y1Ste20
 

gene;gene
 

knockout
 

recombinant
 

plasmid;mycelial
 

mor-
phology　
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