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利用红色荧光蛋白分析里氏木霉合成纤维素酶的机理

刘 刚，张 燕，李 云，余少文，邢 苗
（深圳市微生物基因工程重点实验室 深圳大学生命科学学院 深圳 5#3%&%）

摘 要：以红色荧光蛋白作为报告蛋白研究了里氏木霉的纤维素酶合成机理。构建了里氏木霉的表达盒，通过该

表达盒使红色荧光蛋白的基因整合到里氏木霉的基因组 DEF 上，并受纤维二糖水解酶基因启动子的调控，得到重

组菌株 ! @ "##$#% 1G$。在不同的条件下培养 ! @ "##$#% 1G$，红色荧光蛋白的表达情况可以反映在不同条件下里氏木

霉合成纤维素酶的情况。在诱导的情况下，红色荧光蛋白随时间变化的情况与培养液中纤维素酶活性的变化相

似，培养至 6&H 后可以观察到荧光，并且不断增强，到菌丝自溶时荧光减弱。另一方面，诱导后里氏木霉菌丝的各

个部位均可以观察到荧光，而且分布均匀，表明菌丝的各个部位在纤维素酶合成过程中所起的作用相同。在非诱

导的情况下，培养时间较长时也可以观察到较弱的荧光，表明在此条件下里氏木霉仍可以合成少量的纤维素酶，这

一结果为解释纤维素诱导里氏木霉合成纤维素酶的机理提供了另一个试验依据。
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丝状真菌是一类重要的微生物，被广泛用于抗

生素、酶制剂、有机酸等的生产。与细菌如大肠杆

菌、枯草杆菌等相比，丝状真菌的生长、代谢机理比

较特殊。一方面，丝状真菌的生长不是由裂殖方式

实现的，而是通过菌丝生长尖端的延伸和在菌丝上

形成新的分枝来完成的。一些学者根据丝状真菌菌

丝各部位在生长和代谢中的不同作用将液体培养中

的菌丝分为 6 种形态（9J,KHJ2J=/），即菌丝生长尖端

（.K:B.2 BJ9K.,L9*CL）、分枝形成段（亦称尖端后部，

?-+.K:B.2 BJ9K.,L9*CL ） 和 菌 丝 主 体 （ H/KH.2
BJ9K.,L9*CL）［#，$］。他们认为，丝状真菌在生长时菌

丝生长尖端通过软化顶端的细胞壁并不断合成新的

细胞壁和其它细胞组分而使菌丝延伸；分枝形成段

通过类似的作用产生分枝（也就是新的菌丝生长尖

端）；菌丝主体与菌丝的延伸和分枝没有直接的关

系，但可以合成菌丝生长所需要的一些中间体并向

菌丝前端输送，为菌丝的延伸和分枝提供前体。另

一方面，丝状真菌具有明显的细胞分化，在其世代周

期中会形成形态及代谢模式都具有显著差异的细

胞，如分生孢子。丝状微生物的这种形态分化过程

往往与某些代谢产物的合成之间存在某种联系，而

不同形态的细胞对菌体生长及代谢产物的合成可能

具有不同的贡献［6，!］。深入了解丝状真菌的重要基

因在不同的培养阶段（时间）以及在菌丝的不同形态

或部位（空间）的表达，将有利于对以丝状真菌为菌

种的发酵过程进行优化［5］。

里氏木霉（!"%&’()#"*+ "##$#%）是重要的纤维素

酶产生菌，可以合成至少包括 ! 种内切4!4葡萄糖苷

酶（8M，8N 6O$O#O!），两种纤维二糖水解酶（NPQ，8N
6O$O#O’#）和一种纤维二糖酶（PM，8N 6O$O#O$#）的

纤维素酶系［&，"］。在 ! @ "##$#% 的纤维素酶系中 NPQ

"的含量最高［3］。本工作将红色荧光蛋白（D?G*A）

的基因整合到 ! @ "##$#% 的染色体上，使之位于在纤

维二糖水解酶"基因（ &,’#）的启动子下游，并使其

表达受到该启动子的调控。研究了在诱导和非诱导

的情况下 D?G*A 在各个培养阶段以及在菌丝不同部

位的表达情况，进一步阐明了纤维素酶在 ! @ "##$#%
中的合成机制，并通过直接的实验手段揭示了丝状

真菌的不同菌丝形态在代谢产物合成中的作用。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：里氏木霉（ !"%&’()#"*+ "##$#%）
IR’!#! 购自中国科学院微生物研究所菌种保藏中

心，大肠杆菌（-$&’#"%&’%+ &(.%）1ST#%)U为本室保藏

菌株。质粒 KD?G*A$4E# 和 KTVNW#F 分别由 N2JCL*BH



和 !"#$%&’()" 提供，质粒 *+,-./ 由山东大学汪天虹

教授惠赠。

!"!"# 工具酶和试剂：限制性内切酶、0,+ 连接酶、

!"# 0,+ 聚合酶、0,+ 片段纯化试剂盒等为大连宝

生物公司产品。卡那霉素、氨苄青霉素、蛋白胨、酵

母抽提物、山梨醇等为上海生物工程技术服务有限

公司的产品。抗生素 1)’2$" 和潮霉素 3（45(&’652$"
3）购自 !"#$%&’()" 公司。寡核苷酸合成和 0,+ 序列

测定由 7898:8 公司完成。

!"!"$ 培养基：用低盐 ;3 培养基进行 $ < %&’( 的培

养，在 $ < %&’( 转化菌落时加入 =>!(?6; 1)’2$"。使

用 @0+ 培养基（土豆汁 =AB，葡萄糖 =B，琼脂 =B）

进行 ! < )**+*( 的平板培养，用 C8"D)EF 培养基进行

! < )**+*( 的三角瓶培养［G］。! < )**+*( 的原生质体再

生培 养 基 为 用 /H=6’E?; 山 梨 醇./A66’E?; 7&$F·IE
（*J-H>）.>A66’E?; I8IE= 溶 液（K7I 溶 液）配 制 的

C8"D)EF 培养基，在进行固体培养时加入 =B 的琼

脂。! < )**+*( 重组菌株的筛选培养基为用 K7I 溶液

配制的 @0+，并含 /AA!(?6; 的潮霉素 3。 ! < )**+*(
原菌株以及重组菌株的诱导产酶培养基为含 =A(?;
乳糖和 AHL(?; 酵母抽提物的 C8"D)EF 培养基，非诱

导培养基为含 =A(?; 葡萄糖和 AHL(?; 酵母抽提物的

C8"D)EF 培养基。在平板上进行固体产酶培养时在

上述培养基中加入 =B的琼脂。

表 ! 本研究所使用的 %&’ 引物

78ME) / 74) @I: *&$6)&F NF)D $" %4$F O’&P
@&$6)&F K)QN)"2)（>R S LR） :)F%&$2%$’" F$%)
7:T/ +U7,-,.!.+I7IIU++UI7UI7UIU++ /"%"
7:T= U7+,--!!.I+7U+7UII+U7IIU+ $%&:"
7:7/ U7I!.!-,-+UI7IIU7UIU+++UII7U+ 01""
7:7= +U7,,-!..7UU7+I7UUU+7+I+IU++U+ 2"3J"
0F:)D/ +U7,,!-..+7UUII7II7IIU+UU7 456"
0F:)D= U7+,.,,..,I7+I+UU++I+UU7UU7UUIU 7&8"
J@J/ +7UII7U++I7I+IIUIU+I "’")
J@J= +I7I7+77II777UIII7IUU "’")

!"# !"#! 启动子和终止序列及 $%&’( 基因的分离

采用 @I: 扩增方法以里氏木霉的基因组 0,+
为模 板 分 离 %19/ 的 启 动 子（@2M4/ ）和 终 止 序 列

（72M4/），以质粒 *0F:)D=.,/ 为模板分离 :+;*<。@I:
扩增所用的引物列于表 /。扩增 %19/ 启动子序列

的上下游引物分别为 7:T/ 和 7:T=。@I: 反应体

系（总体积 >A!;）含 =AA!6’E?; D,7@，/H=>T !"# 0,+
聚合酶，=A*6’E 引物，=AA"( 模板。@I: 扩增程序为：

GVW >6$"；GVW LAF，>VW /6$"，-=W =6$"，LA 个循

环；-=W延伸 -6$"。扩增 %19/ 终止序列（72M4/）和扩

增红色荧光蛋白基因（:+;*<）的 @I: 反应体系同

上。扩 增 72M4/ 序 列 所 使 用 的 上 下 游 引 物 分 别 为

7:7/ 和 7:7=，退火温度为 >=W；扩增 :+;*< 所使用

的上下游引物分别为 0F:)D/ 和 0F:)D=，退火温度

为 >XW。扩增不同片段的延伸时间根据片段大小

进行相应的调整。

!"$ 表达盒 %()*! +$%&’(+,()*!的构建

由 @I: 扩增得到的 @2M4/ 序列经 @I: 产物纯化

试剂盒纯化后用 /"%"和 $%&:"进行双酶切，然后

与 同 样 酶 切 的 *@!IY#+ 连 接，得 到 重 组 质 粒

*@!IY#+.@2M4/。由 @I: 扩增得到的 72M4/ 序列经纯化

后用 01""和 2"3J"进行双酶切后与同样双酶切

的重 组 质 粒 *@!IY#+.@2M4/ 连 接，得 到 重 组 质 粒

*@!IY#+.@72M4/。最 后 将 经 456"和 7&8"酶 切 的

:+;*< 的 扩 增 产 物 与 *@!IY#+.@72M4/ 连 接，得 到 含

@2M4/ .:+;*<.72M4/表达盒的重组质粒 *@!IY#+.@07。

!"- ) . *’’%’+ 的转化

! < )**+*( 原 生 质 体 的 制 备 和 转 化 主 要 按 照

@)"%%$EZ 等［/A］的方法进行，但略作改进。! < )**+*( 于

C8"D)EF 培养基中培养 =V4 后用 >6(?6; 溶壁酶（广

东省微生物研究所，用 /6’E?; C(K[V 配制）制备原

生质体，并将原生质体悬浮于 K7I 溶液中。调整原

生 质 体 的 浓 度 为 /A\ 个?6;，取 =AA!;，加 入 /A!(
@2M4/ .:+;*<.72M4/ 和 /A!( *+,-./ 进行转化。转化完

毕后原生质体经 K7I 缓冲液洗涤、重悬，并加入到

/A6; 液体再生培养基中，于 =\W、-A&?6$" 的条件下

培养 =V4。液体再生产物经离心、/6; K7I 溶液重悬

后，涂布于 > 个选择性平板上，=\W培养 L S >D。

!"/ ) . *’’%’+ 转化子的基因型鉴定

根据 *+,-./ 上潮霉素抗性基因（959）设计 @I:
引物 J@J/ 和 J@J=（表 /）。以转化子基因组 0,+
为模 板，分 别 以 引 物 J@J/ 和 J@J=，0F:)D/ 和

0F:)D=，7:T/ 和 0F:)D=，0F:)D/ 和 7:T= 以及 7:T/
和 7:T= 进行 @I: 扩增。并将用引物 7:T/ 和 7:T=
扩增所得的 @I: 产物进行核苷酸序列测定。

!"0 重组 ) . *’’%’+ 的培养和荧光蛋白的观察

分别在平板和 =>A6; 三角瓶中进行重组 ! <
)**+*( 菌株的诱导和非诱导培养。在三角瓶中培养

时，分别用诱导培养基和非诱导培养基进行培养，每

隔 /=4 取样一次，于 [E56*NF 0@-A 数码荧光显微镜

下观察菌丝中红色荧光蛋白的表达情况。在平板上

培养时，分别使用加入 =B琼脂的诱导培养基和非

诱导培养基进行培养，每隔 /=4 将平板直接置于荧

A- ;!T U8"( *8 "’ < ?-%8" =(%)&1(&’&>(%" /(6(%"（=AA-）V-（/）



光显微镜下观察。

! 结果

!"# 表达盒 $%&’# (!"#$%()%&’#的构建

以 ! ! "##$#% 基因组 "#$ 为模板，分别扩增了

! ! "##$#% 中 &’(% 基因的启动子序列（&’()%）和终止序

列（*’()%），得到了分子量为 %+,,(- 和 ./,(- 的片段，

与预期的大小相符。以质粒 -"012345#% 为模板，经

&61 扩 增 得 到 了 78,(- 的 )$*#+ 基 因。依 次 将

&’()%、*’()% 和 )$*#+ 连接到质粒 -&96:!$ 中，得到含

&’()%的重组质粒 -&965&’()%（/;%<(）、含 &’()% 和 *’()% 的

重组质粒 -&965&*’()%（/;,<(）以及含 &’()% 5)$*#+5*’()%

表达 盒 的 重 组 质 粒 -&965&"*（/;=<(）。重 组 质 粒

-&965&"* 的结构如图 % 所示。采用酶切、&61 扩增

和序列测定对质粒 -&965&"* 进行了鉴定，结果表

明，质粒 -&965&"* 经 ,-."和 /01"双酶切得到大

小约为 /;,<( 和 78,(- 的片段，分别对应于 -&965
&*’()%和 )$*#+ 基因的大小。以质粒 -&965&"* 为模

板，用引物 *1>% 和 *1*4 进行 &61 扩增，得到大小

为 4;+<( 左右的片段，对应于表达盒 &’()% 5)$*#+5*’()%

的大小。对该表达盒进行了序列测定，结果表明该

表达盒中各部分的核苷酸序列正确，而且 )$*#+ 与

&’()%的连接正确（即具有正确的阅读框）。

图 # 重组质粒 *$+,($-) 的物理图谱

?@A!% &)B0@’CD EC- FG H)2 I2’FE(@JCJH -DC0E@3 -&965&"*!

!"! 表达盒 $%&’# (!"#$%()%&’# 与质粒 *./0(# 对 & 1
’$$"$( 的共转化

将 %,#A &’()% 5)$*#+5*’()% 表达盒和 %,#A -$#=5%
对 ! ! "##$#% 进行共转化，并在液体再生培养基中进

行转化子的再生。再生培养 4/) 后球状原生质体再

生并长出芽管，呈短丝状，有些则凝集在一起。将此

阶段的再生转化子均匀地涂布在含 %,,#AKEL 潮霉

素 M 的筛选平板上，于 48N培养 . O +3 后得到具有

潮霉素抗性的转化子 4, 株，转化效率为 4 株转化子

K#A"#$。在对照实验中，未转化质粒的 ! ! "##$#% 原

生质体在 %,,#AKEL 潮霉素 M 的筛选平板上不生长。

以转化子的基因组 "#$ 为模板，用引物 P&P% 和

P&P4 进行 &61 扩增，扩增产物经琼脂糖凝胶电泳

得到大小约 %;,<( 的潮霉素磷酸转移酶基因 (-( 的

特异带。而用 ! ! "##$#% QRS/%/ 的基因组 "#$ 为模

板进行同样的 &61 反应，没有出现扩增产物。

将 4, 株转化子分别于诱导培养基中进行培养，

/8) 后在荧光显微镜上观察，有 + 株转化子可以表

达红色荧光蛋白。表达盒 &’()% 5)$*#+5*’()%与 -$#=5%
的共转率达 4+T。在非诱导产酶培养基中进行培

养，这些转化子均不表达红色荧光蛋白，表明在转化

子中 "0123 的表达是受 &’(% 启动子调控的。取一

株表达红色荧光蛋白的转化子 *14 进行基因型鉴

定。以转化子 *14 的基因组 "#$ 为模板，用引物

"0123% 和 "01234 可以扩增出 78,(- 的片段，对应于

基因 )$*#+ 的大小；用引物 *1>% 和 "01234 可以扩

增出 4;4<( 左右 的 片 段，对 应 于 &’()% 序 列 和 基 因

)$*#+ 的大小之和；用引物 "0123% 和 *1>4 可以扩

增出对应于基因 )$*#+ 和 *’()% 序列总大小的 %;,<(
左右的片段；用引物 *1>% 和 *1*4 扩增出约 4;+<(
和 .;+<( 的 两 个 片 段，分 别 对 应 于 表 达 盒 &’()% 5

)$*#+5*’()% 和 &’(% 基 因 的 大 小。 以 ! ! "##$#%
QRS/%/ 的基因组 "#$ 为模板进行上述 &61 反应，

只有引物 *1>% 和 *1*4 可以扩增出一条长 .;+<(
左右的条带，对应于基因 &’(% 及其上下游序列的

大小。

!"2 & 1 ’$$"$( 中纤维素酶基因时空表达的分析

!"2"# 菌丝各部位在纤维素酶合成中的作用：在用

乳糖诱导的情况下，在液体培养基中培养重组里氏

木霉菌株 ! ! "##$#% *14 至 /8) 可以观察到较强的荧

光，此时荧光蛋白在菌丝中已经有一定程度的积累。

对比荧光下的菌丝形态和可见光下的菌丝形态，可

以发现菌丝的各个部位都能够合成 "0123，而且该

蛋白在菌丝中的分布均匀。继续培养该菌株，直至

菌丝发生自溶以前，"0123 在里氏木霉菌丝的各个

部位的积累也未发生明显的变化（图 4）。由于在重

组菌株 ! ! "##$#% *14 中 "0123 的表达受 ! ! "##$#%
&’(% 启动子的调控，因此红色荧光蛋白的积累可以

比较直观地反映菌丝各个部位合成纤维素酶的情

况。图 4 所示的结果表明，里氏木酶菌丝的各个部

位在纤维素酶合成中所起的作用相同。
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图 ! 诱导培养 "#$ %&’() 在重组菌株 ! * "##$#% +’! 菌

丝各部位的分布

!"#$% &’( )"*+,"-.+"/0 /1 (23,(**() 4*5() "0 +’( ’63’7( /1 ! $ "##$#%
&5% 7+ 89’ /1 :7;+/*( "0).;() ;.:+"<7+"/0$ &’( 1:./,(*;(0+（=）70)
+,70*>"**"/0（?）">7#(* 7,( *’/@0 ,(*3(;+"<(:6$

!,-,! 纤 维 素 酶 的 表 达 与 培 养 时 间 的 关 系：! $
"##$#% 纤维素酶的发酵分为种子培养和产酶培养两

个阶段，在产酶培养时还需要加入纤维素或乳糖等

诱导物进行诱导。为便于在荧光显微镜下观察菌

丝，本工作采用乳糖诱导。在种子培养阶段，由于没

有诱导，而且培养时间不长（89’），因此没有观察到

荧光。将 种 子 培 养 物 接 入 到 诱 导 产 酶 培 养 基 后

4*5() 的表达情况如图 A 所示。培养到 B%’ 时，可

能红色荧光蛋白的基因已开始进行表达，但由于表

达量太少的缘故，仍看不到荧光。在培养至 AC’ 时

观察，绝大多数菌丝都表达了红色荧光蛋白，但荧光

的强度相对较弱。培养时间在 89’ 至 DC’ 之间的菌

图 - 诱导表达后不同培养时间 %&’() 在重组菌株 ! * "##$#% +’! 菌丝中的表达情况

!"#$A &’( +(>3/,7: (23,(**"/0 /1 4*5() "0 ! $ "##$#% &5% 7+ )"11(,(0+ "0;.-7+"/0 +">( 71+(, "0).;+"/0$ &’( 1:./,(*;(0+ 70) +,70*>"**"/0 ">7#(*

7,( *’/@0 /0 +’( ,"#’+ 70) :(1+ ,(*3(;+"<(:6$

图 " 诱导后重组菌株 ! * "##$#% +’! 和原菌株 ! * "##$#%
./0"1" 培养液中纤维素酶活性的时间曲线

!"#$ 8 &’( +">( ;/.,*( /1 ;(::.:7*( 3,/).;+"/0 1,/> +’( ,(;/>-"070+

*+,7"0 ! $ "##$#% &5% 70) +’( /,"#"07: *+,7"0 ! $ "##$#% EFD8B8 71+(,

"0).;+"/0$

丝在荧光显微镜下观察时，菌丝的荧光非常强，很难

分辨不同培养时间菌丝荧光强度的差别。培养至

B88’ 时菌丝开始自溶，仍可以观察到荧光，但强度

减弱。一般而言，菌丝自溶后其内容物会被降解，但

从本文的结果来看，4*5() 被降解的程度较轻。在

相同的条件下培养原菌株 ! $ "##$#% EFD8B8 和重组

菌株 ! $ "##$#% &5%，分析其培养液中纤维素酶的活

性（图 8）。培养液中纤维素酶的活性变化和红色荧

光强度的变化相似，在培养至 B%G’ 以前酶活性逐渐

上升，在 B%G’ 后因菌丝的自溶而出现下降。

在 不 进 行 诱 导 的 情 况 下，培 养 重 组 菌 株 ! $
"##$#% &5% 在 H%’ 以前均观察不到荧光，但从 H%’ 开

始在较大的菌丝团中出现了少数可表达少量荧光蛋

白的菌丝（图 I）。这一结果说明在非诱导的情况

下，里氏木霉中纤维素酶的表达受到调控，但调控并

不是十分严紧，仍可以产生少量的纤维素酶。

!,-,- 重组菌株 ! $ "##$#% &5% 在平皿上的培养：取

%H JKL M70# #& ’( $ N)*&’ +%*",-%,(,.%*’ /%0%*’（%GGH）8H（B）



图 ! 非诱导情况下 "#$%& 在重组菌株 ! ’ "##$#% ($) 菌

丝中的表达情况

!"#$% &’()*++",- ,. /+0*1 "- ! $ "##$#% 203 4"56,75 "-1785",-$ 26*

.97,)*+8*-5（:）;-1 5);-+<"++",-（=）"<;#*+ ;)* +6,4- )*+(*85">*9?$

! $ "##$#% 203 的孢子悬浮液，经过适当的稀释后涂

布到含诱导或非诱导固体培养基的平板上，使每个

平板约产生 3@ 个菌落，定期在荧光显微镜下观察菌

丝形态。在进行诱导的情况下培养至 A36 时可以观

察到荧光。与液体培养的情况一致，菌丝的各个部

位都有红色荧光蛋白的积累，表明菌丝的各个部位

都在纤维素酶的合成中发挥作用。在非诱导的情况

下，培养至 B1 时也可出现少量的荧光蛋白的表达，

但表达量非常少，与液体培养情况类似（图 C）。

图 * 在诱导（上）和非诱导（下）的情况下进行平板固体

培养时 "#$%& 在重组菌株 ! ’ "##$#% ($) 菌丝中的表达

情况

!"#$C &’()*++",- ,. /+0*1 "- ! $ "##$#% 203 8795">;5*1 ,- ;#;) (9;5*+

4"56（ 5,(） ;-1 4"56,75 （ D,55,<） "-1785",-$ 26* .97,)*+8*-5 ;-1

5);-+<"++",- "<;#*+ ;)* +6,4- ,- 56* )"#65 ;-1 9*.5 )*+(*85">*9?$

+ 讨论

本研究以 /+0*1 为报告蛋白，研究了里氏木霉

中纤维素酶的合成机制。将 /+0*1 的基因插入到里

氏木霉的基因组 /E: 上，并使其表达受 &’(F 启动

子的调控，对该蛋白表达情况进行分析就可以揭示

纤维素酶的合成机理。在诱导的情况下 &’(F 启动

子被激活，重组菌株 ! $ "##$#% 203 可以合成 /+0*1。

/+0*1 在 ! $ "##$#% 菌丝的生长尖端、分枝形成段和

菌丝 主 体 的 表 达 情 况 没 有 显 著 的 差 别，表 明 ! $
"##$#% 菌丝的各个部位在纤维素酶的合成中发挥了

相同的作用。在诱导的情况下，重组菌株 ! $ "##$#%
203 培养至 GC6 以后可以看到明显的荧光，培养至

HI6 后荧光强度显著增加，培养至 FHH6 后由于菌丝

的自溶，荧光强度又有所下降。在重组菌株中荧光

强度的变化与培养液中纤维素酶活性的变化情况相

似。在非诱导的情况下，重组菌株 ! $ "##$#% 203 的

少数菌丝培养至 A36 以后可以观察到较弱的荧光。

这一结果表明即使在没有诱导的情况下，&’(F 也有

少量表达。

有一些学者认为，除了在菌丝的延伸中发挥不

同的作用以外，丝状真菌菌丝的不同部位在代谢中

所起的作用也不相同。菌丝生长尖端只和菌丝的延

伸有关，而与代谢产物，特别是次级代谢产物的合成

无关，代谢产物主要由分枝形成段或菌丝主体合

成［FF，F3］。这一观点被广泛接受，并被用来建立丝状

真菌发酵的动力学模型［FG］。然而，该观点只是一种

假设，尚没有直接的实验现象能够支持它。本文的

试验结果不支持这一假设。美国学者 J?7-# 等将绿

色荧 光 蛋 白 的 基 因 克 隆 到 )*"#+*,-.&#$ &/0120%3#"2$
中，并使之受头霉素（8*(6;<?8"-）生物合成基因启动

子的调控，观察了绿色荧光蛋白在菌丝中的表达情

况。根据他们所提供的荧光显微图象，也能推断菌

丝的各部位，如菌丝生长尖端、分枝形成段和菌丝主

体在头霉素的生物合成中发挥了相同的作用［FH］。

众所周知，纤维素可以诱导里氏木霉产生纤维

素酶，但纤维素是一种不溶于水的固体底物，它是通

过什么样的机理进行诱导的呢？关于这个问题目前

有两种看法：（F）纤维素酶的大量表达需要诱导，但

有些纤维素酶组分在不诱导的情况下也可以少量表

达，这些微量的酶使纤维素水解产生寡糖，这些可溶

性的寡糖可以诱导纤维素酶的大量表达；（3）在里氏

木霉的细胞表面存在一些特殊的受体，这些受体可

以与纤维素发生作用从而启动纤维素酶的表达。

K;)9*LM)",+5* 等［F%］提出了第一种观点，并在非诱导的

情况下检测到里氏木霉 &’(F 和 #3F 基因的微量转

录。本文的试验结果支持他们提出的诱导机理。
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