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摘要: 丝状真菌不仅是传统发酵工业中抗生素、酶制剂和有机酸的主要生产者, 而且也是代谢工程育种中异源

蛋白表达的重要细胞工厂。丝状真菌的遗传修饰和代谢工程研究是现代工业生物技术领域最具活力的研究方向

之一。特别是与细菌和酵母相比, 丝状真菌在细胞生长、营养需求、环境适应性、翻译后修饰、蛋白分泌能力

和生物安全性等方面具有显著的优势。文章综述了丝状真菌作为异源蛋白表达系统在基因组学技术研究和代谢

工程研究方面的最新进展。作者在分析丝状真菌基因组结构、特点的基础上, 阐述了比较基因组学、蛋白质组

学、转录组学和代谢组学等对丝状真菌的代谢途径重构、新型蛋白挖掘和代谢工程育种中的作用和意义。另一

方面, 作者分析了丝状真菌在表达外源蛋白时遇到的瓶颈问题, 总结了丝状真菌代谢工程育种中的常用策略

包括异源基因的融合表达、反义核酸技术、蛋白分泌途径改造、密码子优化和蛋白酶缺陷宿主的选育等技术和

手段。最后, 对该领域的发展趋势进行了展望。 
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Abstract:  Filamentous fungi are used in a variety of industrial processes including the production of primary metabo-
lites (e.g., organic acid, vitamins, and extracellular enzymes) and secondary metabolites (e.g., antibiotics, alkaloids, and 
gibberellins). Moreover, filamentous fungi have become preferred cell factories for production of foreign (heterologous) 
proteins in biotechnology in recent years. Compared to bacterial and yeast hosts, filamentous fungi showed predominant 
features such as the ability of growing on rather simple and inexpensive substrates, producing and secreting exceptionally 
large amounts of proteins, post-translational modifications, and GRAS (generally regarded as safe) approval. Therefore, the 
exploration of filamentous fungi has been attractive recently. This review summarizes the recent development in genomics, 
comparative genomics, transcriptomics, proteomics and metabolomics of filamentous fungi, and describes their applications 
and functions in reconstruction of metabolic network, discovery of novel proteins and genes, investigation of cell physio-
logical and biochemical reactions, and strain breeding. This review also analyzes the bottlenecks of heterologous protein 
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expression in filamentous fungi. Furthermore, special emphasis is given on the strategies for improving the protein produc-
tion, including fusion expression of heterologous proteins, RNAi technology, manipulations of secretion pathways, codon 
optimization of foreign genes, and screening of protease mutants. Lastly, this review proposes the future direction of meta-
bolic engineering of filamentous fungi. 

Keywords: filamentous fungi; genomics; metabolic engineering; heterologous proteins; cell factory 

以木霉、曲霉、毛霉和根霉为主的丝状真菌是

一类常见的真核微生物, 在工业、农业、医药以及

基础生物学研究中具有重要作用。例如, 重要的抗

生素产生菌—产黄青霉(Penicillium chrysogenum)和

顶头孢霉(Cephalosporium acremonium)分别能产生

青霉素和头孢菌素, 用于疾病的治疗, 而有些丝状

真菌又能产生对人体有害的物质, 如黄曲霉毒素产

生菌黄曲霉; 一些工业丝状真菌如黑曲霉(Aspergillus 

niger)和米曲霉(Aspergillus oryzae)被广泛用于生产

酶类(如蛋白酶和淀粉酶)和有机酸(如柠檬酸等); 丝

状真菌又是重要农作物的致病菌, 并能导致粮食等

贮藏过程中的腐败变质, 同时又有一些丝状真菌(如

白僵菌、绿僵菌、哈氏木霉等)可用于作物病虫害的

生物防治 ; 丝状真菌中的构巢曲霉 (Aspergillus 

nidulans)和粗糙脉胞菌(Neurospora crassa)由于其相

对简单性而被作为“模式”菌株用于真核生物的一些

基础生物学特性研究 , 其中 1979 年首次将重组

DNA 技术应用于粗糙脉胞菌研究对丝状真菌产物

形成分子基础研究和丝状真菌代谢工程育种具有里

程碑意义。 

近年来, 随着微生物分子生物学和遗传工程的

飞速发展, 越来越多的丝状真菌基因组如黑曲霉、

米曲霉和里氏木霉(Trichoderma reesei)被解析和公

布, 丝状真菌作为细胞工厂生产异源蛋白受到更为

广泛的关注, 并取得了较为突出的成果[1, 2]。但是与

酵母研究相比, 丝状真菌在研究的深度、广度以研

究规模上还具有明显的差距。本文就丝状真菌遗传

表达系统在基因组学、转录组学、蛋白质组学和分

泌组学研究的新理论、新技术和新方法予以综述 , 

对丝状真菌代谢工程研究存在的瓶颈问题和提高丝

状真菌作为细胞工厂生产异源蛋白的策略进行了归

纳, 并对该领域的未来发展方向予以展望。 

1  丝状真菌作为细胞工厂生产外源蛋白的
优势 

与细菌和酵母相比, 丝状真菌作为宿主表达外
源基因具有显著的优势。首先, 丝状真菌具有完善
的蛋白分泌途径, 能够将酶或其他多肽高效的输送
到胞外, 这种分泌能力是酵母和细菌所不具备的。
由于有些重组蛋白的胞内积累可能对细胞产生毒性

作用, 因此分泌表达不仅可以减少或避免其对细胞
的损伤, 还有利于重组蛋白的分离和纯化。文献报
道, 传统诱变后的里氏木霉经发酵工艺优化后, 其
自身纤维素酶分泌水平可达到 40 g/L, 甚至更高[3], 
而黑曲霉的糖化酶分泌水平也能达到 25 g/L[4]。其次, 
丝状真菌具有真核生物典型的转录后修饰和翻译后

加工能力, 如内含子剪接、糖基化修饰、蛋白酶切
割和二硫键的形成等, 这些生物分子修饰均是真核
基因表达具有生理功能蛋白所必需的步骤[5]; 另外, 
在生物安全性方面, 不少丝状真菌如黑曲霉、米曲
霉和里氏木霉等用于食品及食品加工业已有较长的

历史, 已被美国FDA(Food and Drug Administration)
认定为GRAS (generally regarded as safe)范围的微生
物, 故在食品医药安全问题层出不穷的今天更值得
信赖。在发酵培养方面, 尽管丝状真菌要比原核表
达系统的工艺复杂, 但与高等真核生物表达系统相
比, 丝状真菌培养更为简便、成本低廉, 细胞生长迅
速, 适宜于工业放大。表 1 总结了在丝状真菌中表
达重组蛋白种类, 其中大部分重组酶是应用于安全
性要求较高的食品工业加工中。 

2  丝状真菌基因组学研究 

2.1  丝状真菌基因组学研究 

在真菌基因组学研究中, 1997 年完成的模式生
物酿酒酵母菌基因组测序揭开了真菌基因组学研究 
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表 1  常见丝状真菌异源蛋白表达系统及表达产物 
蛋白质/酶 表达宿主 基因来源 

Aminopeptidase Trichoderma reesei Aspergillus sp. 

Arabinofuranosidase Aspergillus niger Aspergillus sp. 

Catalase Aspergillus niger Aspergillus sp. 

Cellulase Aspergillus oryzae Humicola sp. 

Galactosidase (alpha) Saccharomyces cerevisiae Guar plant 

Glucanase (beta) Trichoderma reesei Trichoderma sp. 

Glucoamylase Aspergillus niger Aspergillus sp. 

Glucose oxidase Aspergillus niger Aspergillus sp. 

Laccase Aspergillus oryzae Myceliopthora sp. 

Lactase or Galactosidase (beta) Aspergillus oryzae Aspergillus sp. 

Lipase Aspergillus oryzae Candida sp 

Mannanase (endo-1, 4-beta) Trichoderma reesei Trichoderma sp. 

Pectin lyase Aspergillus niger var. awamori Aspergillus niger 

Phytase Aspergillus oryzae Peniophora sp. 

Protease Aspergillus oryzae Rhizomucor sp. 

Pullulanase Trichoderma longibrachiatum Hormoconis sp. 

Xylanase Aspergillus niger var. awamori Aspergillus sp 

Chymosin Aspergillus niger var. awamori Calf 

 
的序幕, 通过这种最简单的真核生物基因组学研究
获得的新技术和新方法应用于遗传背景更复杂的丝

状真菌的基因组学研究中。截止目前为止, 在NCBI
的公共数据库中已经对 1 099 种真核生物全基因组
开展了研究计划(40种已完成, 401种正在组装, 658
种正在开展), 其中包括 300 个真菌基因组计划。尽
管丝状真菌的遗传背景复杂, 基因组规模也相对较
大, 但经过科学家的努力, 越来越多的丝状真菌基
因组序列被公布。另一方面, 考虑到基因组测序和
拼接过程产生的误差, 一些重要的真菌基因组已进
行了更为精确的重新测序、拼接和注释。粗糙脉胞

菌和黑曲霉两个重要模式生物的基因组于 2001 年
完成序列测定, 并且于 2007年绘制了更为精确和详
细的黑曲霉基因组图谱[6]。Clutterbuck等[7]于 1997
年就完成了A. nidulans的完整物理图谱绘制, 并于
2001 年完成了全基因组测序工作[8]。2005 年Broad
研究所的Galagan课题组[9]公布了序列更精确和注释

更详细的该基因组序列信息。A. orzaye和A. fumi-
gatus的全基因组序列也于 2005 年完成测序和注释
[10, 11]。A. clavatus、A. flavus、A. parasiticus和     A. 
terreus等丝状真菌基因组序列也相继完成测序和/或
注释[12]。表 2 列出了已经完成的一些重要丝状真菌

基因组测序、注释的相关信息, 从中可以看出丝状
真菌基因组学研究的主要对象是一些在工业应用和

新药开发中具有前景和潜力的菌株。 

2.2  丝状真菌比较基因组学及其应用 

比较基因组学(Comparative genomics)是基于一
些模式微生物(如大肠杆菌、枯草芽胞杆菌和酿酒酵
母等)的功能基因组学研究的不断深入发展, 在对未
知生物的基因组图谱和测序基础上, 与已知基因和
基因组结构进行比较, 通过序列同源比对和计算机
分析从而了解基因的功能、表达机理和物种进化的

学科。随着可知基因组数量的不断增加, 比较基因
组学也可应用于基因鉴别及基因表达的调控元件或

同线性区域的研究。另一方面, 比较基因组学能够
帮助鉴定亲缘关系较近的物种之间的区别, 包括致
病性、次级代谢模式或其他特性[12]。如能够分解利

用木质纤维素的里氏木霉的基因组自从 2008 年被
解析后, 不少学者认为该菌株基因组的解析不仅为
纤维素燃料乙醇研究提供了重要的遗传信息, 而且使
得里氏木霉能够通过代谢途径的理性设计和构建最终

成为单糖生产的重要细胞工厂[13]。基于海量信息和比

较基因组学的“基因组采矿”技术(Genome mining)能 
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表 2  已经完成的主要丝状真菌基因组信息 

丝状真菌 菌株 状态 应用领域 网址 URL 

Aspergillus clavatus NRRL 1 Annotated Medical http://www.tigr.org/tdb/e2k1/acla1/ 
A. flavus NRRL 3357 Annotated Medical http://www.Aspergillusflavus.org/genomics/ 
A. fumigatus Af293 Annotated Medical http://www.tigr.org/tdb/e2k1/afu1/intro.shtml 
A. nidulans FGSC A4 Annotated Model organism http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/Aspergillus_ni

dulans/Home. html 
A. niger ATCC 1015 Annotated Industrial http://genome.jgi-psf.org/Aspni1/Aspni1.home.html 
A. niger CBS 513.88 Annotated Industrial http://www.dsm.com/en_US/html/dfs/genomics_aniger.htm 
A. oryzae RIB40 Annotated Industrial http://www.bio.nite.go.jp/dogan/MicroTop?GENOME_ID=ao
A. terreus NIH 2624 Annotated Medical http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/Aspergillus_ter

reus/Home.html 
Coprinus cinereus 7#130 Annotated Model organism http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/Coprinus_ciner

eus/Home.html 
Fusarium oxysporum FGSC 4286 Annotated Plant pathogen http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/fusarium_grou

p/MultiHome.html 
Laccaria bicolor S238N-H82 Annotated Symbiotic http://genome.jgi-psf.org/Lacbi1/Lacbi1.home.html 
Magnaporthe grisea 70-15 Annotated Plant pathogen http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/magnaporthe_g

risea/Home.html 
Neosatorya fisheri NRRL 181 Annotated Medical http://www.tigr.org/tdb/e2k1/nfa1/ 
Neurospora crassa OR74A Annotated Model organism http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/Neurospora/Ho

me.html 
Phanerochaete 
sosporium 

chry- RP-78 Draft assembly Industrial http://genome.jgi-psf.org/whiterot1/whiterot1.home.html 

Trichoderma reesei QM6a Annotated Industrial http://genome.jgi-psf.org/Trire2/Trire2.home.html 

 

够挖掘和鉴别一些真菌基因组中未知蛋白功能, 该
技术对于筛选和有工业应用价值的蛋白 /酶是十分
有效的工具。在丝状真菌中, 代谢相关基因一般是
以 基 因 簇 (Genes clusters) 的 形 式 分 布 的 ( 在
Aspergillus细胞中至少发现了 30~40 个基因簇存在), 
这些基因簇一般与聚酮体或非核糖体多肽的合成相

关, 因此在新药挖掘和新工业酶酶制剂的开发中具
有重要意义[14]。如从黑曲霉基因组数据库中, 利用
“基因组采矿”技术鉴定出了超过 200 种的蛋白酶, 
其中两种新型的脯氨酸特异性内切蛋白酶已经应用

于工业生产中 , 一种是应用于啤酒品质的提高 [15], 
另一种应用运动饮料的生产[16]。 

另一方面, Pel等 [6]对黑曲霉基因组数据进行了

精确的比对分析并结合代谢网络的重构鉴定出了许

多与DNA复制、物质转运和胞内/胞外酶生产相关的
蛋白, 这为黑曲霉发酵产柠檬酸的育种策略提供了
新的研究角度。通过比较基因组学技术分析A . 
Oryzae的基因组发现, 该基因组中存在着丰富的与
细胞降解和初级代谢与次级代谢相关的基因, 并且
发现有 134种肽酶存在, 其中仅有 18种是功能明确
的[17]。比较基因组学的应用也提高了A. nidulans基因
组的功能注释和代谢途径的模拟分析[18]。基于基因

组规模的代谢网络重构是比较基因组学的进一步 

发展和应用, 它是通过尽量发掘、综合基因组中蕴
藏的相关重要信息, 如基因簇、调节位点共享等, 以
准确预测基因的功能 , 有效解决缺失基因问题
(Missing genes, 即代谢元件应该存在却还没有找到
对应基因); 在此基础上, 设计实验以验证基因功能
预测的正确性, 最终实现细胞代谢网络的重构。不
少研究表明, 使用这种方法, 能够显著提高基因功
能注释和代谢网络重构的质量, 并且发现新的功能
基因[19, 20]、甚至新的代谢途径[21~23]。更重要的是, 在
菌种改良中利用这种方法重构的代谢工程菌能够显

著提高目标产物产量[24]。 

3  后基因组时代的丝状真菌“OMICS”—组
学研究 

所谓“后基因组时代”, 其特征就是随着大规模
基因组测序的完成, 涌现的一些新技术和方法对海
量数据进行挖掘和利用。生命科学中新的组学

“OMICS”技术的发展为进一步揭示和应用丝状真菌
基因组信息及代谢途径分析提供了快速高效的工具, 
这些组学技术主要包括转录组学、蛋白质组学、代

谢组学、反应组学和表达组学等。应用这些技术可

以对目标产物或代谢流进行理性设计和构建。这些

组学是利用高通量研究方法在细胞内不同层面上进
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行研究探索。它们不仅相互制约, 而且相互影响, 通
过组学研究可以获得细胞生物学代谢的系统信息。

例如, 针对某一靶基因的敲除, 我们可以考察在转
录组水平对宿主细胞基因表达产生的全局性影响 , 
也可以在转录组水平鉴别遗传修饰的新目标; 在蛋
白质组水平可以研究大量蛋白质的分泌机制, 也可
以考察蛋白质的翻译后修饰和蛋白质之间的相互作

用 ; 代谢物组研究可以鉴别新的有用的代谢产物 , 
了解代谢流的流向和代谢途径等, 最终为代谢工程
提供有价值的信息。  

3.1  丝状真菌转录组学及其应用 

转录组学(Transcripomics)是以RNA分子为基础
的实验技术, 按照其原理可分为两类：⑴对于DNA
序列已知的, 有寡核苷酸阵列、cDNA微阵列和EST
分析等; ⑵未知序列信息的分析技术, 包括基因表
达系列分析 (SAGE)、差异消减杂交 (SSH)等。
Breakspear等 [25]报道了第一个丝状真菌的微阵列分

析技术, 同时研究者也认为该技术需要利用更多的
担子菌类细胞作进一步验证。Abe等[26]利用DNA微
阵列技术对A. oryzae基因组进行了比较转录组分析, 
结果表明利用该技术能够鉴别一些新的代谢产物 , 
在工业上可以应用于新蛋白的开发。Anderson等[27]

制备了一个基因芯片分别对A. nidulans、A. niger和
A. oryzae 3 种丝状真菌进行相对转录组分析, 他们
利用这种交叉分析方法鉴定出了存在于Aspergillus 
spp的 23 个保守基因和 365 个差异表达基因, 其中
23个保守基因中多数是编码糖转运蛋白和酶。利用
这种转录组水平的交叉分析方法不仅能够鉴定一些

新的蛋白, 也能鉴定新的菌株。Chambergo等[28]根据

T. reesei的表达序列标签(Expression sequence tag, 
EST)采用微阵技术分析了T. reesei在好氧条件下降
解纤维素的分子机制, 阐明了兼性厌氧的酿酒酵母
S. cerevisiae与好氧生长的丝状真菌T. reesei在有氧
条件下生长细胞代谢的生化差异：即T. reesei编码三
羧酸循环酶和电子传递链蛋白的基因是以有利于丙

酮酸经三羧酸循环氧化的方式进行程序性表达的 , 
而不是倾向于经发酵还原为乙醇的方式进行的。该

研究还指出, 葡萄糖控制的调节机制很可能是进化
压力的目标, 引导代谢物流分配的主要方式是呼吸
代谢而不是发酵。这一发现对于开展以纤维素为原料

的代谢工程手段生产燃料酒精具有重要的启迪意义。 

3.2  丝状真菌蛋白质组学及其应用 

与依赖于微阵列技术的转录组学方法相比, 蛋
白质组学(Proteomics)研究更多的依靠分析技术的发
展, 常见的蛋白质组学研究方法包括同位素标记、
亲和标记、二维聚丙烯酰胺凝胶电泳(2-D PAGE)、
质谱技术(MS)、肽序列标签、蛋白质微阵列、核磁
共振技术(NMR)以及其他研究蛋白质相互作用的方
法如酵母双杂交系统等。Kim等 [29]总结了应用于

Aspergillus蛋白质组学研究中的各种方法和技术 , 
通过各种蛋白质组学技术, 共鉴定出了 28个细胞表
面蛋白, 102个与分泌相关的蛋白以及 139个胞内蛋
白, 同时也构建了代谢途径中关键基因的蛋白质组
图谱。蛋白质组学技术不仅可以用于真菌致病机理

的研究 , 也用于丝状真菌的代谢网络调节研究。
KniemeverK等[30]利用 2-D凝胶电泳技术比较了烟曲
霉在不同碳源培养条件下 , 胞内蛋白质表达情况 , 
揭示了其碳代谢的抑制因素。Carberry研究组 [31]和

Martin等[32]等利用蛋白质组学技术分别鉴定出了烟

曲霉细胞中的丙氨酸转氨酶、乌头酸水合酶和鸟嘌

呤核苷酸结合蛋白亚单位等, 这些蛋白都是糖类、
脂类和蛋白质代谢过程中的关键酶, 功能涉及细胞
代谢、蛋白质的合成与转运等。这些蛋白质图谱、

数据为研究烟曲霉的致病机理和生化代谢途径提供

了丰富的信息。产紫青霉(Penicillium purpurogenum)
是能够降解半纤维素和木质素的模式菌株 , Gon-
zalez-Vogel等 [33]利用蛋白质组学技术在非变性条件

下鉴定和分析了该菌株的纤维素降解酶系的相关蛋

白, 结果发现该酶复合物是由β-半乳糖苷酶、脂酶
和木聚糖酶等组成一类高分子蛋白复合物, 作者通
过免疫共沉淀技术分析了其中一个酶复合物各组分

之间的相互作用, 这为更深入的理解木质纤维素降
解机制提供了理论依据。目前, 丝状真菌蛋白质组
研究的热点逐渐转向亚细胞(如细胞壁、质膜、细胞
器、细胞质和细胞核)的蛋白质。 

3.3  丝状真菌代谢组学及其应用 

代谢组学(Metabolomics)是应用高通量检测方
法对生物体内所有代谢物进行定量分析, 并寻找代
谢物与生理/病理变化的相对关系的研究方式, 是系
统生物学的组成部分。以 Aspergillus 和 Penicillium
为例, 真菌细胞的次级代谢产物据估计达到 10 000 
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种之多, 但目前已知的代谢产物不足 10%[34]。由于

S. cerevisiae的代谢组学研究开展较早 , 数据丰富 , 
方法成熟, 可以通过代谢特征的比较研究开展一些
更为复杂的丝状真菌的代谢组学研究。与转录组学

和蛋白质组学相比, 通过代谢产物的分析能够更敏
锐的分析环境扰动/胁迫对细胞的影响, 因为有些情
况下环境改变并不影响细胞转录水平或蛋白质水平

的变化, 却可以通过代谢产物表现出来。代谢组学
研究的关键是能够高效快捷的分析、鉴定胞内代谢

产物, 据报道毛细管-质谱技术能够同时分析 1000 种
以上的物质, 在代谢组学研究中发挥着重要作用[35]。

A. nidulans是研究丝状真菌细胞生物学和基因表达
调控的一种重要模式菌株, Kouskoumvekaki等开展
了重组Aspergilli代谢组学研究 , 他们检测分析了
450种重组菌代谢物, 发现其中 7种代谢物可以作为
生物标记用于菌株的基因型鉴定[36]。由此可见, 代
谢物特征不仅可以作为丝状真菌的分类工具还能够

用于代谢工程中的目标产物分析。 

4  丝状真菌代谢工程研究 

4.1  丝状真菌代谢工程研究的瓶颈问题 

在丝状真菌基因组学、转录组学、蛋白质组学

和代谢组学等发展的基础上, 以菌种改良为目的的

丝状真菌代谢工程研究发展迅速, 丝状真菌作为细
胞工厂生产异源蛋白和其他生物化学品也显示了良

好的应用前景。随着多种丝状真菌遗传转化体系的

建立, 研究者通过各种遗传手段如强启动子控制、
提高基因拷贝数、融合蛋白表达、分泌系统改造和

蛋白酶基因敲除等技术提高异源重组蛋白表达水平, 
为丝状真菌高效表达和分泌异源蛋白奠定了基础[37]。

典型的丝状真菌细胞工厂生产异源蛋白模式如图 1
所示。 

目前丝状真菌表达系统也存在着一些瓶颈问

题：(1)由于丝状真菌存在多核现象, 在导入外源基
因时会由于重组问题产生异核转化子现象, 从而导
致重组菌的表达水平下降; (2)由于丝状真菌细胞的
限制修饰系统和复杂的蛋白酶系, 使得外源基因的
表达产物难以积累和分泌, 导致目标产物的产量较
低; (3)丝状真菌的基因表达调控极为复杂, 存在多
种转录因子的参与, 很难通过单一的遗传修饰手段
(如提高基因拷贝数、使用强启动子策略等)提高外源
基因表达水平; (4)即在表达一些来源于细菌、哺乳动
物或植物的基因时, 蛋白表达水平多在mg/L数量级, 
远低于同源基因的表达和分泌水平[38]。对于个别产

蛋白能力相对较高的菌株而言, 通过传统的随机诱
变和筛选技术能够进一步提高蛋白合成能力从而可 

 

 
 

图 1  丝状真菌异源蛋白表达和分泌途径 
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以规模放大, 但这种菌种改良策略受到了许多方面
的限制。 

4.2  提高丝状真菌异源蛋白表达策略 

4.2.1  异源蛋白融合表达 

丝状真菌在表达一些自身蛋白时, 能够高效的
分泌到胞外, 但是在表达异源基因时细胞的分泌能
力显著下降。选择宿主自身高分泌表达的蛋白作为

载体, 将外源基因通过分子操作插入到该载体下游, 
构建融合表达系统是提高外源基因分泌水平的有效

策略之一。融合表达能够在一定程度提高外源蛋白

的稳定性, 增加分泌效率和免受蛋白酶降解等, 但
具体的机制仍有待深入研究。基因融合表达已经用

于不同的丝状真菌宿主中。最典型的例子就是将牛

凝乳酶基因与黑曲霉葡萄糖淀粉酶基因融合表达能

够显著提高凝乳酶蛋白的分泌水平, 这也是第一个
在丝状真菌中融合表达异源基因提高分泌水平的成

功例子[39]。由于黑曲霉葡萄糖淀粉酶是一个多结构

域的蛋白, 在随后的研究中常将该蛋白的催化区域
分离后作为载体蛋白用于异源蛋白融合表达。另外

里氏木霉的纤维二糖水解酶（CBH1）因具有高效的
分泌水平也被常用于融合表达的载体蛋白。然而这

种融合表达策略并不是对所有丝状真菌和 /或所有
异源蛋白表达都有效。Conesa等[40]研究发现在黑曲

霉中融合表达真菌来源的过氧化物酶并不能提高蛋

白的分泌效率。 

4.2.2  密码子优化 

根据宿主的密码子偏爱性优化异源基因的密码

子能够提高蛋白表达效率, 这在一些原核生物和真
核生物中均有报道, 细菌中的研究结果认为密码子
优化提高了翻译效率从而提高了蛋白表达水平[41]。

近年来 , 一些学者分别报道了在A. awamori、A. 
niger、N. crassa和T. reesei等丝状真菌宿主中表达经
密码子优化后的异源基因能够提高蛋白分泌表达水

平[42~45]。进一步的研究发现密码子优化能够提高异

源基因在真菌中的转录活性即mRNA水平 [44~46]。

2008 年 , Tokuoka等 [46]将密码子优化后的粉尘螨

(  
米曲霉宿主中表达

Dermatophagoides farina)的过敏素蛋白Derf7 基因
在 , 结果表明无论是融合表达还
是非融合表达, 密码子优化能够显著提高Derf7 基

因的mRNA水平和蛋白表达水平。进一步的研究发
现, 野生型基因的转录产物mRNA不含终止密码子, 
从而导致转录产物中poly(A)的降解, 这也是外源基
因表达水平较低的主要原因[47]。因此, 密码子优化
也是提高外源基因在丝状真菌高效转录和表达的途

径之一。另外, 将丝状真菌启动子插入到报告基因
上游导入宿主细胞也是研究一些蛋白分泌和表达机

理的有效手段。绿色荧光蛋白(GFP)在研究丝状真菌
蛋白分泌机理中发挥了重要作用。黑曲霉

(Aspergillus niger)用于生产异源蛋白质时产量普遍
低于产生同源蛋白质的菌株。2005年, Talabardon等[47]

将载有gfp基因的pgpdAGLAGFP质粒转化黑曲霉 , 
使得重组菌能够表达GLA-GFP(葡糖糖淀粉酶—绿
色荧光蛋白)融合蛋白。作者通过 3种不同的培养方
式(游离细胞培养、旋转纤维床和静态纤维床)获得表
达GFP蛋白的重组黑曲霉不同菌丝形态, 结果表明, 
融合荧光蛋白的表达量与真菌细胞的菌丝形态密切

相关。 

4.2.3  提高细胞的蛋白分泌能力 

丝状真菌对异源基因转录后的加工效率远低于

同源基因的加工效率, 这也是导致丝状真菌异源基
因表达时效率较低的原因之一。尽管有证据表明丝

状真菌蛋白的分泌机制与其他的真核细胞类似, 即
分泌蛋白集中在菌丝顶端, 但却少有阐述。通过将
gfp基因整合到黑曲霉葡萄糖淀粉酶的启动子区域, 
使得绿色荧光蛋白与葡萄糖淀粉酶融合, 第一次可
以在单菌丝水平观察到黑曲霉体内葡萄糖淀粉酶的

分泌情况[48]。利用基因工程技术和传统诱变技术相

结合, 构建和筛选高分泌能力的突变株也是提高丝
状真菌外源基因表达能力的一种途径。Xavier等[49]

利用DNA分子的同源双交换重组原理敲除了黑曲霉
的葡萄糖淀粉酶和酸性淀粉酶基因, 突变株在淀粉
培养基上的生长能力显著受损, 但将葡萄糖淀粉酶
基因的催化域部分导入该突变株后生长能力又恢复

到敲除前水平。在此基础上将来源于白腐菌的漆酶

基因与黑曲霉的葡萄糖淀粉酶基因的催化域部分相

连后导入突变株受体细胞, 转化子经紫外线诱变后
涂布淀粉培养基, 筛选生长速度快的突变体, 研究
结果发现突变体的生长速度与其漆酶基因的表达水

平呈正相关。该研究结果为提高丝状真菌的异源基
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因表达水平提供了一种可借鉴的思路。 
最新的研究发现, 丝状真菌的液泡蛋白排序基

因参与异源蛋白的分泌。Jaewoo等[50]从米曲霉中克

隆了液泡蛋白排序受体的编码基因AoVps10, 将该
基因与gfp基因融合表达亚细胞定位表明该受体蛋
白定位于胞内的高尔基体上, 该基因的缺失能够导
致细胞液泡羧肽酶AoCpyA的错误排列和胞外的过
量分泌。为进一步研究该基因的缺失对异源蛋白表

达和分泌的影响 , 作者将牛凝乳酶基因转化
⊿Aovps10 突变株, 结果发现突变株的异源蛋白表
达能力提高了 2.2~3.0倍左右。这对于研究丝状真菌
在表达异源基因时的转录后修饰以及提高外源蛋白

的表达和分泌具有参考意义。 

4.2.4  反义核酸技术 

由于丝状真菌遗传背景和基因表达调控机制复

杂, 代谢工程技术的经典手段—单一的基因敲除和/
或过量表达有时难以达到预期效果, 反义RNA技术
为丝状真菌的基因表达抑制调控提供了另一种有效

的研究手段。反义RNA技术是人工合成一段与靶
RNA特定区域碱基互补的RNA序列, 将其导入受体
细胞内转录成反义RNA通过互补配对以形成基因沉
默作用, 抑制基因的表达。不同的反义RNA其功能
和作用方式不尽相同, 其作用机理人们通常认为可
能是反义RNA与靶RNA通过形成的杂交结构在复
制、转录、翻译等过程起负调控作用。在真核生物

中, 反义RNA可以存在细胞质中, 也有存在细胞核
内, 在复制、转录、转录后加工及转运、翻译等水
平上起作用。反义RNA在真核生物中的主要功能：
⑴作用于mRNA末端, 影响 5′端和 3′端的正常修饰; 
⑵作用于外显子和内含子的连接区 , 阻止前体
mRNA的剪接 ; ⑶作用于 polyA形成位点 , 阻止
mRNA的成熟及其向胞浆中的转运。与传统基因敲
除技术相比, 反义RNA技术可以在保证细胞正常生
长和代谢条件, 避免细胞致死突变的前提下, 完成
特定靶基因的沉默; 同时 , 可以通过诱导表达 , 选
择特定时间抑制基因的表达。反义RNA技术在丝状
真菌的代谢产物积累和基因调控机理研究方面均有

报道。2006年, Herrmann等[51]采用反义RNA技术研
究了A. nidulans的蛋白激酶C(pkcA)基因沉默现象 , 
结果发现合成β-内酰胺类抗生素—青霉素的关键酶

aatA的阻遏蛋白AnBH1在细胞中的分布由细胞核改
变至细胞质中, 从而削弱了对其抑制作用。谢林等
[52]构建了米曲霉Aspergillus oryaze SAICAR合成酶
基因反义表达载体 , 将其导入受体细胞抑制
SAICAR合成酶的表达 , 从而使得中间代谢产物红
色色素CAIR的积累明显上升。2005年, Wang等[53]利

用反义RNA技术对丝状真菌T. reesei的木糖代谢途
径进行改造, 通过抑制木糖醇脱氢酶(XDH)的表达, 
使中间代谢产物木糖醇的积累量明显高于原始菌

株。由此可见, 反义RNA技术能够在丝状真菌的基
因表达调控和分子育种研究中发挥着积极的作用。 

4.2.5  利用蛋白酶缺失菌株作为宿主 

由于胞外蛋白酶对异源蛋白的降解作用, 丝状
真菌丰富的蛋白酶系被认为是限制异源蛋白高效分

泌和表达的主要因素之一。因此, 筛选或构建蛋白
酶缺失突变株作为宿主是提高蛋白表达效率的重要

手段之一。黑曲霉是研究较为深入的第一个用于外

源基因表达的丝状真菌。针对该菌株通过遗传改良

获得了一些蛋白酶缺失突变株, 利用突变株表达异
源基因时蛋白产量得到明显的提高。但是突变株中

残存的蛋白酶活性也能严重削弱一些外源蛋白的合

成。Van den Hombergh等[54]构建了一株蛋白酶基因

pepA、pepB和pepE缺失的A. niger突变株, 结果发现
尽管突变株的胞外蛋白酶活力与野生型菌株相比有

所降低, 但还维持相对较高的水平。利用比较基因
组学技术进一步研究发现, A. niger中存在更多的蛋
白酶基因包括pepAa、pepAb、pepAc和pepAd。将漆
酶基因分别在pepAa、pepAb和pepAd突变株中进行表
达, 结果发现漆酶的表达水平与对照相比分别提高
了 21%、42%和 30%[55]。刘丽等[56]采用传统的紫外

诱变技术获得了一株酸性蛋白酶活力缺陷的黑曲霉

突变株, 将细菌血红蛋白基因vhb作为报告基因导入
该突变株中在转录和分泌水平上研究了蛋白酶缺失

对异源基因表达的影响, 结果表明蛋白酶的缺失显
著提高了外源蛋白的分泌表达水平, 与出发菌株相
比突变株的表达水平提高了 5 倍。本实验室课题组
构建了多拷贝表达糖化酶基因glaA的重组载体导入
蛋白酶缺陷的黑曲霉宿主中 , 通过荧光实时定量
RT-qPCR技术检测glaA的拷贝数与糖化酶产量的关
系, 结果表明在染色体上整合 2~3 个拷贝的糖化酶
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基因有助于提高糖化酶活力[57]。唐国敏课题组[58]针

对黑曲霉的外源基因表达开展了研究, 他们发现黑
曲霉酸性蛋白酶基因pep-B和pep-D的敲除能够提高
外源漆酶基因的分泌表达。日本学者Yoon等[59]在A. 
Oryzae 的tppA、pepE、nptB、dppIV和dppV等 5 个
蛋白酶缺失的基础上, 进一步敲除了另外 5 个蛋白
酶基因alpA、pepA、AopepAa、AopepAd和cpI, 以 10
蛋白酶基因缺失突变株作为宿主异源表达人溶菌酶

(HLY)和牛凝乳酶(CHY)基因, 与 5 基因缺失的突变
株相比表达水平分别提高了 30%和 35%。由此可见, 
通过筛选蛋白酶缺失突变株也是提高异源蛋白表达

水平的有效策略之一。 
除了上述外, 优化遗传转化技术[60, 61]、高效的多

基因连续删除技术[62]、构建精确调控的表达系统[63]、

糖基化修饰途径的改造、多拷贝串联表达、选择强

启动子和应用高效分泌信号肽等均是常用的提高异

源蛋白在丝状真菌中表达水平的策略。如Pachlinger
等 [63]发现将人雌激素受体导入烟曲霉或黑曲霉后 , 
转化子对雌激素化合物变得十分敏感, 他们利用人
雌激素受体-雌激素应答原件(hERα-ERE)构建了烟曲
霉的异源蛋白表达系统, 研究发现该表达系统中报
告基因的表达水平能够受到诱导物(雌激素化合物)
的精确调控, 即在一定范围内异源蛋白表达水平与
诱导剂浓度呈典型的线性关系, 该表达系统的另一
个优点是异源基因的表达与碳源、氮源的利用无关, 
即不会受到代谢阻遏影响。 

5  结语与展望 

丝状真菌作为细胞工厂在异源蛋白表达中发挥

着越来越重要的重要, 为工业酶制剂生产和重组药
物开发提供了广阔的创新空间。随着真菌后基因组

时代的来临, 各种组学技术的发展使得在不同水平
和尺度上系统分析细胞的反应和调控机理 , 包括
DNA水平、RNA水平、蛋白质和代谢物水平等。多
尺度数据的整合分析, 有助于理解和掌握复杂的丝
状真菌代谢调控机制, 为丝状真菌代谢工程研究提
供了更为广阔的前景。未来丝状真菌异源蛋白表达

的发展趋势将是在整合丝状真菌各组学研究的基础

上, 挖掘新的蛋白/酶、新的代谢途径/网络, 传统的
基因工程技术结合最新的代谢工程技术, 最终获得
更为优良的生产菌种。本文仅总结和分析了丝状真

菌基因组学技术及相关组学技术的发展, 分析了丝
状真菌代谢工程研究的新思路和新方法。 

尽管丝状真菌后基因组时代已经开启, 但是应
该看到, 由于丝状真菌在代谢调控和遗传背景上的
复杂性, 许多问题或瓶颈还亟待科学工作者去攻克, 
这可能需要很长的时间完成。国内学者关于丝状真

菌研究多集中在菌种筛选、代谢产物分析等, 也有
部分综述报道, 但整体而言, 丝状真菌表达外源基
因研究与国外有显著的差距。为了不使在丝状真菌

生物技术领域受制于人, 我们应该在该领域投入更
多的精力 , 既要跟踪前沿 , 开拓自己的特色领域 , 
更要脚踏实地, 步步为营, 争取在真菌生物技术的
国际舞台上有一席之地。 
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