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镰孢霉疫苗表达系统的构建及优化 
 

何希宏，孙春杰，张华菲，付丽霞，刘 浩 
(工业发酵微生物教育部重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：镰孢霉(Fusarium venenatum)是一种具有高效表达和分泌蛋白质潜力的丝状真菌．本文探索以镰孢霉为表达

宿主建立真菌蛋白表达系统．以含有 Hyg 抗性的 pFGL59 为出发质粒，分别利用真菌宿主里常用的强启动子 PgpdA、

PglaA 和 Ptrypsin 构建整合型蛋白表达载体，并通过表达猪流行性腹泻病毒的中和表位蛋白 COE，检测该系统的表达

效率．通过聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)对工程菌株的胞外蛋白进行分析检测，结果显示在启动子 Ptrypsin 的驱

动下，COE 蛋白在镰孢霉工程菌中高效表达并分泌到胞外，而含有启动子 PgpdA 和 PglaA 的工程菌胞外蛋白中未检

测到 COE 蛋白．根据镰孢霉密码子偏好性对 coe 基因的密码子进行优化后，COE 蛋白在镰孢霉中的表达量得到显著

提高．该疫苗表达系统的构建为疫苗蛋白在真菌宿主里的异源表达提供了新的方向． 
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Construction and Optimization of Vaccine Expression  

System for Fusarium venenatum 

HE Xihong，SUN Chunjie，ZHANG Huafei，FU Lixia，LIU Hao 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：Fusarium venenatum is a newly developed filamentous fungi with a strong protein expression ability．A vaccine 

expression system was constructed in F．venenatum．With pFGL59 Hyg resistance as the starting plasmid，strong promoters

PgpdA，PglaA and Ptrypsin were utilized to construct integrated protein expression vector．This expression system was veri-

fied and optimized through expressing the neutralizing epitope protein(COE)of porcine epidemic diarrhea virus．The ex-

tracellular protein of the engineered strain was analysed and detected with polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-

PAGE)．The results showed that COE was efficiently expressed and secreted into the extracellular under the control of pro-

moter Ptrypsin．The COE protein was not detected in the engineered bacteria extracellular proteins with promoters PgpdA 

and PglaA．The production of COE protein was obviously increased when coe codons were optimized according to the codon 

usage preference of F．venenatum．This vaccine expression system provided a new direction for the heterologous expression 

of vaccine protein in fungi host. 

Key words：Fusarium venenatum；heterologous expression；COE protein 

 

丝状真菌又称霉菌，在发酵工业上曾被广泛地应

用于有机酸(衣康酸、抗坏血酸等)、抗生素(青霉素、

头孢菌素等)和酶制剂(脂肪酶、糖化酶等)的生

产．近年来由于丝状真菌的蛋白表达后修饰系统接

近高等真核生物而且表达基因工程蛋白时总量大、活

性高等特点而受到研究人员的关注[1-2]．同时，由于

丝状真菌的发酵成本较低且生长迅速，也是其产业化

应用的有利条件[3]．工业生产上常用于蛋白表达的菌

株 主 要 有 曲 霉 属 真 菌 ，包 括 黑 曲 霉 (Aspergillus 

niger)
[4]和米曲霉(Aspergillus oryzae)

[5]等、瑞氏木霉
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(Trichoderma reesei)
[6] 和 泡 盛 曲 霉 (Aspergillus 

awamori)等．这些菌株被美国食品药品管理局(Food 

and Drug Administration，FDA)认定属于“一般认为

安全(Generally Recognized as Safe，GRAS)”的菌 

株[7-8]．因此，在食品和药品安全性倍受关注的情况

下，丝状真菌成为了可用于生产异源重组蛋白的首选

宿主．2001 年 Moralejo 等[9]在泡盛曲霉中生产甜蛋

白(thaumatin)时，表达量为 150,mg/L．同年，Conesa

等[10]以黑曲霉糖化酶基因启动子在黑曲霉中表达海

洋 真 菌 氯 化 物 过 氧 化 酶 (Caldariomyces fumago 

Chloroperoxidase)，目的蛋白表达量为 500,mg/L．但

是，上述丝状真菌作为异源宿主在表达来自病毒的中

和抗原表位蛋白时其表达量和分泌效率都比较低[11]，

且这些菌株会分泌产生大量胞外蛋白酶，因此有必要

寻找新的更适合表达疫苗蛋白的真菌表达宿主． 

镰孢霉(Fusarium venenatum)是近年来发现的表

达外源重组蛋白效率较高的丝状真菌，早在 1984 年

镰孢霉就经过安全检测评估而在食品工业上应用[12]，

用于生产可做成素肉食物的蛋白 Quorn
TM．镰孢霉

ATCC20334 属于镰孢霉属的表达宿主，在英国作为

商品化的食物来源已有 30 多年[13]．此外，由于该菌

拥有低蛋白酶分泌背景、工艺简单和生产工艺成本低

廉等特点，使镰孢霉成为一个非常有潜力的异源蛋白

表达宿主[14]．Royer 等[15]利用 Ptrypsin 启动子已成功

表达了克隆自不同丝状真菌的脂肪酶、纤维素酶等，

Farnworth 等[16]在镰孢霉中表达黑曲霉来源的糖化酶

产量能达到 300,mg/L，因此尝试进行镰孢霉中疫苗

蛋白表达的研究． 

猪流行性腹泻病毒(porcine epidemic diarrhea vi-

rus，PEDV)是一种能引起猪肠道传染性疾病的流感

病毒[17]，而病毒表面的中和表位蛋白 COE 能够激发

机体的免疫反应 [18]．本研究探索以镰孢霉为宿主构

建 PEDV 的疫苗(COE)表达系统，比较了 COE 蛋白

在不同启动子作用下的表达差异，并在 coe 基因上游

引入了来源于黑曲霉异支链淀粉酶基因(ipuA)的信

号肽(IPU)，使疫苗蛋白高效的分泌到发酵液中，从

而省去繁琐的细胞破碎过程，简化了产物分离纯化 

步骤． 

1 材料与方法 

1.1 菌株及培养条件 

镰孢霉(Fusarium venenatum)ATCC20334 购自

美国模式菌种保藏中心，镰孢霉的野生型和转化子在

PDA 平板上 28,℃光照培养用于产生孢子．大肠杆菌

JM 109 在 LB 液体或固体培养基中于 37,℃培养，转

化筛选平板添加卡那霉素终质量浓度为 100,μg/mL.

农杆菌(Agrobacterium)AGL1 在 LB液体或固体培养

基中于 28,℃培养．IM
[19]液体或固体培养基中添加乙

酰丁香酮(200,μmol/L)和卡那霉素(100,μg/mL)，用

于农杆菌介导转化镰孢霉．PDA 培养基中添加潮霉

素 B(20,μg/mL)、头孢噻肟钠(200,μmol/L)、链霉素

(100,μg/mL)和氨苄青霉素(100,μg/mL)，用于筛选镰

孢霉转化子；Vogel's 麦芽糊精液体培养基[20]用于镰

孢霉的发酵．整合型表达载体 pFGL59
[21]，本实验室

保存． 

1.2 工具酶及主要试剂 

实验所用限制性内切酶、DNA 连接酶、DNA 聚

合酶等，大连宝生物公司；DNA 相对分子质量标准

品，北京 Trans Gen公司；质粒小量提取及 DNA片段

回收试 剂盒，北京 TIANGEN 公司；琼脂 糖 ，

Sunbiotech 公司；青霉素、乙酰丁香酮、头孢噻肟钠、

链霉素、潮霉素 B，Sigma公司；其他均为分析纯试剂. 

1.3 镰孢霉遗传转化筛选标记的确定 

将镰孢霉孢子接种至 PDA 固体培养基，在光照

条件下 28,℃培养 4～5,d．用涂布器将 PDA 平板上

的孢子洗下，悬浮孢子后用无菌的 Miracloth 滤布过

滤并计数．调整孢子悬液浓度为 10
6,
mL

-1，取 200,μL

涂布于含有不同质量浓度(0、5、10、15,μg/mL)潮霉

素 B 的 PDA 平板上，28,℃培养．分别于 2、3、4,d 后

观察镰孢霉生长情况，以确定潮霉素 B 对镰孢霉的

最小抑制质量浓度． 

1.4 质粒的构建及密码子优化 

1.4.1 引物的设计和合成 

本实验所用启动子为 PgpdA、PglaA 和 Ptrypsin，

其中启动子 PgpdA 来源于构巢曲霉(A．nidulans)的

三磷酸甘油醛脱氢酶编码基因，PglaA 来源于黑曲霉

(A．niger)的糖化酶基因，Ptrypsin 来源于镰刀菌

(Fusarium oxysporum)的胰蛋白酶基因；终止子 Ttrpc

来源于 A．nidulans 的色氨酸操纵子中吲哚甘油磷酸

合酶基因．实验所用引物见表 1．为使 COE 蛋白能

够分泌到发酵液中，在 coe 上游引物中引入信号肽基

因(IPU)，所有引物交由华大基因公司合成． 

1.4.2 PCR 扩增 

  PCR 反应体系：10×PCR buffer 2,μL，模板 1～

2,μg ，dNTP 0.2,mmol/L ，上 游 引 物 和 下 游 引 物各

0.2,μmol/L ，Taq 酶 2,U ，补无菌水至终体积为

20,μL． 
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PCR 反应条件：94,℃预变性 5,min，94,℃变性

30,s，58,℃退火 30,s，72,℃延伸 1,min，反应 35 个循

环，72,℃后延伸 10,min．琼脂糖凝胶电泳分析 PCR

扩增产物大小． 

表 1 引物 

Tab. 1 Primers  

引物名称 引物序列(5′-3′) 酶切位点 

PgpdA-F CGGGGTACCGAGCTCTGTACAGTGACCGGTGACT KpnⅠ 

PgpdA-R CGGGGTACCGAATTCTGTGATGTCTGCTCAAGCGGGGTA EcoRⅠ、KpnⅠ 

PglaA-F CGGGGTACCGACCTTCCATGGAAGTGACCTG KpnⅠ 

PglaA-R CGGGGTACCGCGCGCGGGCCCAGATCTTGCTGAGGTGTAATGATGCTGG 
BglⅡ、ApaⅠ、 

BssHⅡ、KpnⅠ 

Ptrypsin-F CGGGGTACCGAATTCTTACAAACATTCAA KpnⅠ 

Ptrypsin-R1 ATCTGTCTGGTACCGGTGAAGAGATAGATATCCA KpnⅠ 

Ptrypsin-R2 ATCTGTCTGGGCCCGGTGAAGAGATAGATATCCA ApaⅠ 

trpc-F TTGGCGCGCTCCACTTAACGTTACTGAAATCATC BssHⅡ 

trpc-R CCCAAGCTTTCGAGTGGAGATGTGGAGTGG HindⅢ 

coe-F 
CGGGATCCATGCGCTCTACAGGGTATCTTCTTACCCTTTCCGCGGCCTTCCAAGTGGCTCAAGCC

ATGGTGAAGCTCAAGTTCG 
BamHⅠ 

coe-R CGGGATCCTCAATGGTGATGGTGATGATGGATAGTATACTTGGTACACAC BamHⅠ 

cocoe-F ATGCGTTCTACTGGCTACCT —— 

cocoe-R TTAGTGGTGGTGGTGGTGGT —— 

 注：下划线处为酶切位点；斜体处为信号肽 IPU 基因编码序列． 

1.4.3 蛋白表达载体的构建 

在 pFGL 59 的 T-DNA 区依次连接 PgpdA/ 

PglaA/Ptrypsin、coe 和终止子 Ttrpc，构建整合型蛋白

表 达 载 体 ． 利 用 引 物 PgpdA-F/PgpdA-R 从

A．nidulans 基因组上扩增启动子 PgpdA(884,bp)，

PgpdA 片段通过 KpnⅠ单酶切连接到载体 pFGL 59

上构建载体 pFGL 59 :: PgpdA，并验证 PgpdA连接的

方向性．利用引物 trpc-F/trpc-R 从 A．nidulans 基因

组上扩增终止子 Ttrpc(767,bp)，Ttrpc片段通过 BssH

Ⅱ/HindⅢ双酶切连接到载体 pFGL 59 :: PgpdA 上，

构建载体 pFGL59 :: PgpdA :: Ttrpc．采用引物 coe-

F/coe-R 扩增 coe(951,bp)，coe 基因片段通过 BamH

Ⅰ单酶切连接，获得表达载体 pFGL 59 :: PgpdA :: 

coe :: Ttrpc(pLH 98)．利用引物 PglaA-F/PglaA-R从

A．niger 基因组上扩增启动子 PglaA(921,bp)，通过

KpnⅠ单酶切替换表达载体 pLH98 的启动子 PgpdA，

并连接 coe 片段，构建疫苗表达载体 pFGL 59 :: 

PglaA :: coe :: Ttrpc(pLH 99)．利用引物 Ptrypsin-

F/Ptrypsin-R1 从 F．oxysporum 基因组上扩增启动子

Ptrypsin(1,206,bp)，同样的方法构建载体 pFGL 59 :: 

Ptrypsin :: coe :: Ttrpc(pLH 100)． 

1.4.4 coe 密码子的优化 

根据 http://www.kazusa.or.jp/codon/网站公布的

镰孢霉的密码子偏好性密码子表优化 coe 密码子，将

优化后的 coe碱基序列送至上海捷瑞公司合成．优化

后的片段命名为 cocoe，设计引物(见表 1)．先通过

BssHⅡ/HindⅢ双酶切连接终止子 Ttrpc 片段，再利

用引物 Ptrypsin-F/Ptrypsin-R2 扩增启动子 Ptrypsin，

通过 KpnⅠ /ApaⅠ双酶切连接启动子 Ptrypsin 片

段．合成的 cocoe 基因通过 ApaⅠ单酶切连接，并验

证 cocoe 基因连接的方向性，构建疫苗表达载体

pFGL 59 :: Ptrypsin :: cocoe :: Ttrpc(pLH 106)． 

1.5 镰孢霉转化子的筛选及验证 

采用农杆菌转化的方法将构建好的表达载体导

入镰孢霉[22]，经潮霉素 B 筛选后，平板上长出的转化

子再经 PCR 进一步验证． 

1.6 镰孢霉转化子的 COE蛋白表达水平分析 

将镰孢霉和阳性转化子分别点接至 PDA 固体平

板上，28,℃光照培养．待孢子长好后，收集孢子制成

1×10
7,
mL

-1 的孢子悬液，转接至 Vogel's 麦芽糊精液

体培养基中，28,℃、200,r/min 培养 5,d．用纱布初步

收集发酵液，于 4,℃、12,000,r/min 离心 10,min，取上

清液用三氯乙酸法处理，然后进行 SDS-PAGE 检测． 

2 结果与讨论 

2.1 镰孢霉遗传转化筛选标记的确定 

  在含有不同质量浓度潮霉素 B 的 PDA 固体培

养基上培养镰孢霉，观察菌体的生长情况，实验结果

如图 1 所示．随着抗生素质量浓度的增高，镰孢霉的

生长逐渐减弱，当其质量浓度达到 15,μg/mL 时，检

测不到镰孢霉的萌发．这表明潮霉素 B 质量浓度为
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15,μg/mL 时可完全抑制镰孢霉的生长，潮霉素 B 可 以作为镰孢霉转化子的筛选标记． 

    

(a) 0,μg/mL (b) 5,μg/mL (c) 10,μg/mL (d) 15,μg/mL 

图 1 镰孢霉 ATCC20334对潮霉素 B的敏感性实验 

Fig. 1 The sensitivity of Fusarium venenatum ATCC20334 to hygromycin B 

2.2 蛋白表达载体的构建及转化 

  作为构建疫苗表达系统的第一步，以 pFGL59 为

出发质粒构建了含有不同启动子的表达载体，尝试表

达疫苗蛋白 COE．pFGL59 含有的 pBR322 复制起始

位点，使其可以在大肠杆菌中稳定存在且具有高拷贝

数，载体中含有的 T-DNA 区域可将外源基因导入受

体基因组上．疫苗表达载体的构建流程见图 2． 

 

质粒 T-DNA 如下：PgpdA/PglaA/Ptrypsin 分别表示来源于 A.,nidulans

持家基因、A.,niger 糖化酶基因和 F.,oxysporum 胰蛋白酶基因的启动

子；coe/cocoe 分别代表密码子优化前后的 PEDV 中和表位基因；Ttrpc

表示来源于 A.,nidulans 色氨酸操纵子中吲哚甘油磷酸合酶基因的终

止子；HYG(R)编码潮霉素 B 抗性基因. 

图 2 疫苗表达载体构建示意图 

Fig. 2  Schema of the construction of vaccine expression 

vector 

  取 1,μL 重组质粒利用 0.2,cm电转杯通过电击法

(2.5,kV)导入农杆菌．农杆菌与镰孢霉进行共培养，

在 抗 性平板上挑取转化 子提取基 因 组 ，并扩增

coe/cocoe 片段以验证转化子，验证结果如图 3 所示，

证明 coe/cocoe 基因成功导入镰孢霉的基因组上． 

 

     (a) F.,venenatum/pLH98  (b) F.,venenatum/pLH99 

 

    (c) F.,venenatum/pLH100   (d) F.,venenatum/pLH106 

M.,1,kbp,DNA,marker；1.,阳性对照，以质粒为模版的 PCR 产物；2.,,阴

性对照，以野生型基因组为模版的 PCR 产物；3—5.,以在 PDA 筛选平

板上挑选到的转化子基因组为模版的 PCR 产物 

图 3 镰孢霉转化子的 PCR验证图 

Fig. 3 PCR analysis of the transformant  

2.3 coe 优化前在镰孢霉中的异源表达 

  通过 SDS-PAGE 分析镰孢霉的转化子和野生型

发 酵液中 的 分 泌 蛋 白 ．F ．venenatum/pLH98 和

F．venenatum/pLH99 转化子发酵液中的蛋白条带与

野生型相比没有明显差异，如图 4(a)和图 4(b)所

示，表明通过 SDS-PAGE 未检 测 到 COE 蛋 白 . 

F.,venenatum/pLH100 转化子发酵液中的蛋白条带与

野生型相比，在 3.4×10
4 左右处有明显的蛋白条带，
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如图 4(c)所示，表明在 Ptrypsin 的作用下异源蛋白

COE 在宿主中高效表达，并且在信号肽 IPU 的引导

下分泌到镰孢霉的发酵液中，与预期结果相符．但转

化子与野生型相比，条带较弱，可见表达量较低，因

此希望通过使用启动子 Ptrypsin 并优化 coe 基因密

码子来提高其在镰孢霉中的表达量． 

 

(a) 转化子 F.,venenatum/pLH98 的发酵液分析 

 

(b) 转化子 F.,venenatum/pLH99 发酵液分析 

 

(c) 转化子 F. venenatum/pLH100 的验证图发酵液分析 

M.,蛋白相对分子质量标准；W.,镰孢霉野生型的发酵液；1—6.,含有

coe 基因的镰孢霉转化子发酵液 

图 4 COE蛋白的 SDS-PAGE分析 

Fig. 4 SDS-PAGE analysis of COE protein 

2.4 coe 基因密码子的优化 

密码子偏好性是外源蛋白在真菌中表达的重要

影响因素．如果外源基因与表达宿主的密码子使用

偏好性差别较大，宿主细胞内与其相匹配的 tRNA 浓

度就会比较低，会使蛋白翻译延伸过程中断的概率大

大增加．对 coe 基因优化结果如图 5 所示，优化后密

码子的适应指数(CAI)由原先的 0.44提升至 0.92，优

化 coe 基因的 GC 含量和稀有密码子以延长 mRNA

的表达，打破影响核糖体结合和 mRNA 稳定性的

Stem-loop结构． 

 

(a),镰孢霉中自然的 coe 序列(CAI＝0.44) 

 

(b),镰孢霉中优化后的 coe 序列(CAI＝0.92) 

图 5 用于镰孢霉表达的 coe 基因的常用密码子优化 

Fig. 5 Codon usage optimization of coe gene for the

expression of Fusarium venenatum 

2.5 coe 优化后在镰孢霉中的异源表达 

根据镰孢霉的密码子偏好性优化 coe 基因序列，

采用启动子 Ptrypsin 构建表达载体 pLH106．转化子

F.,venenatum/pLH106 进行 SDS-PAGE，在 3.4×10
4

左右处转化子有明显蛋白条带，且蛋白量明显高于

coe 密码子未优化时，而 6.62×10
4 非特异性的蛋白

条带亮度差别不大(图 6)，可见在启动子 Ptrypsin 的

驱动下，基因序列优化有利于 COE 蛋白在镰孢霉里

的表达．结果表明，将 coe 按照镰孢霉的密码子偏好

性进行优化后，提高了其在宿主菌里表达水平． 

 

M.,蛋白相对分子质量标准；W.,镰孢霉野生型的发酵液；1—7.,含有

cocoe 基因的镰孢霉转化子发酵液 

图 6 COE蛋白的 SDS-PAGE分析图 

Fig. 6 SDS-PAGE analysis of COE protein 
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3 结 论 

本研究建立了以镰孢霉为表达宿主的疫苗表达

系统：在含有潮霉素抗性的 pFGL59 质粒 T-DNA 区

域依次连入启动子 PgpdA/PglaA/Ptrypsin、coe 基因

和终止子 Ttrpc，构建疫苗表达载体并获得含有该载

体的镰孢霉工程菌株．为使 COE 蛋白能够分泌到发

酵液中，在 coe 基因 5′端引入黑曲霉异支链淀粉酶基

因(ipuA)的信号肽基因(IPU)．镰孢霉菌株在 Vogel's

麦芽糊精液体培养基中 28,℃、200,r/min 发酵 5,d，通

过 SDS-PAGE 检测镰孢霉菌株发酵液，发现 COE 蛋

白在启动子 Ptrypsin 作用下的成功表达，并且根据镰

孢霉密码子偏好性优化 coe 碱基序列后，该蛋白在镰

孢霉中的表达量显著提高．这为 PEDV 口服疫苗的

研制提供了新的思路，为疫苗蛋白在丝状真菌宿主里

的规模化生产奠定了基础． 
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