
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2017, 57(8): 1235-1248  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20170158  

 Mini-Review 小型综述 
 

                           

基金项目：山东省科技重大专项(新兴产业)项目(2015ZDXX0403A01)；高等学校学科创新引智计划(B16030)；山东大学基本科研

业务费专项(2016JC031)；国家自然科学基金(31570040) 
*通信作者。Tel：+86-531-88364004；Fax：+86-531-88364363；E-mail：fangxu@sdu.edu.cn 

收稿日期：2017-03-31；修回日期：2017-05-08；网络出版日期：2017-05-25 

木质纤维素降解酶生产菌株的遗传改造及应用 

蒋艺 1，苏宁 1，方诩 1,2* 

1 山东大学微生物技术国家重点实验室，山东 济南  250100 
2 山东大学国家糖工程技术研究中心，山东 济南  250100 

 

摘要：通过纤维素酶将木质纤维素向生物新能源的转化对经济社会的可持续发展具有重要意义，被用于

纤维素酶制剂工业化生产的微生物大多属于丝状真菌，但丝状真菌的遗传操作困难，且纤维素酶诱导机

制尚未阐明，严重制约了纤维素酶高产菌株选育与应用。本文综述了近年来纤维素酶高产菌株遗传操作

方法的进展，重点论述了丝状真菌合成纤维素酶过程中的信号感应、信号传导、转录调控的研究，通过

理性改造以提高纤维素酶生产菌株的产酶能力，并且总结展望了丝状真菌在工业生产中的应用。 
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化石燃料的使用是温室气体增加的主要原因

之一，加之其不可再生导致的能源危机直接威胁

着人类生活及社会稳定。因此，清洁、可再生的

生物能源研究和开发成为经济社会可持续发展亟

待解决的问题。生物质是地球上唯一可大规模再

生的有机资源，尤其是农业废弃物如玉米芯、玉

米秸秆、小麦秸秆、水稻秸秆等木质纤维素，由

于其产量大、可再生、仍未充分利用等特点可作

为二代燃料乙醇和丁醇的生产原料[1]。如此，不仅

可以有效缓解温室效应及环境污染，并且可以减

少化石燃料消耗。 

在液体生物燃料生产过程中，最重要的步骤

是木质纤维素转化为可发酵糖。其中由于纤维素

酶具有高效、环境友好的特点被广泛采用[2]。纤维

素酶是指能水解纤维素 β-1,4 葡萄糖苷键，使纤维

素变成葡萄糖的一组酶的总称，它不是单一的酶，

而是起协同作用的多组分酶系，主要包括 3 种：

外切 β-1,4 葡聚糖苷酶(exo β-1,4-glucanases，CBH)、

内切 β-1,4 葡聚糖苷酶(endo β-1,4-glucanases，EG)

和 β-1,4 葡萄糖苷酶(β-1,4-glucosidases，BG)。在

这三类酶的协同作用下，能将具有生物质抗降解

屏障特性的天然纤维素大分子降解为简单的葡萄

糖分子[3]。纤维素酶对纤维素降解机理当前并不明

确。但普遍认为，结晶纤维素的彻底降解至少需
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要这 3 组纤维素酶的协同作用：首先，内切葡聚

糖酶主要作用于纤维素的非结晶区，随机水解纤

维素链中的糖苷键，把纤维素长链切断，转化成

为大量不同聚合度的纤维素短链，使得纤维素分

子的聚合度降低，可供外切酶作用的纤维素链末

端数增加；进而，外切酶(纤维二糖水解酶)可以水

解纤维素结晶区，从纤维素链的还原端(CBH I)或

非还原端(CBH II)开始持续水解，释放纤维二糖；

β-葡萄糖苷酶则主要水解纤维二糖和可溶性纤维

寡糖，最终将纤维素转化为可利用的葡萄糖[4]，

图 1 为纤维素酶酶系催化降解纤维素示意图[5]。除

应用于生物能源外，纤维素酶还广泛用于食品、

饲料、医药、纺织、洗涤剂和造纸等众多的工业

领域。 

自然界中，能高效分解和利用纤维素的微生

物很多，并且在植物、动物体内也发现了纤维素

酶内源基因。但相对于细菌及其他动植物而言，

丝状真菌产生纤维素酶活力最高且包含各种降解

酶(表 1)[6–7]。而已经被应用在工业生产中的最具有

代 表 性 的 丝 状 真 菌 菌 种 主 要 有 木 霉 属

(Trichoderma spp.)、曲霉属(Aspergillus spp.)、青

霉属(Pennicillicum spp.)、根霉属(Rhizopus sp.)及

漆斑霉属(Myrothecium sp.)等。据统计，全世界纤

维素乙醇生产中的纤维素酶有 80%来自里氏木

霉。虽然里氏木霉(Trichoderma reesei)基因组中仅

包含 200 多种负责编码糖苷水解酶的基因，远少

于其他丝状真菌，但其外分泌纤维素酶的能力较

其他丝状真菌最高[8]。里氏木霉已经成为世界上研

究和应用最广泛的产纤维素酶生产菌种。目前，

工业用里氏木霉菌株普遍都能生产超过至少 20 g/L

蛋白[9]，并且另有报道称外分泌蛋白达到了 100 g/L

以上[10]，大量结果表明里氏木霉分泌纤维素酶的

提升空间潜力巨大。为了提高纤维素酶的产量，

利用现有的丝状真菌遗传操作手段，对里氏木霉

进行定向的分子改造，成为本文阐述的重点，并

且对丝状真菌工业技术中的应用进行了介绍。 

 

 
 

图 1.  纤维素酶系催化纤维素降解示意图 

Figure 1.  Schematic representation of the enzymatic hydrolysis of cellulose catalyzed by a fungal cellulase 
system. 
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表 1.  丝状真菌中主要的木质纤维素降解酶系[6-7] 

Table 1.  Lignocellulosic degradation enzyme system from fungi[6-7] 

Stains 
β-1,4-endoglucanase β-1,4-glucosidase Cellobiohydrolase Xylanases β-1,4-xylosidase

Total
GH6 GH7 GH12 GH45 GH1 GH3 GH6 GH7 GH10 GH11 GH3 GH43

Trichoderma reesei  
QM6a 

13 15 3 5 15 51

Aspergillus niger  
CBS513.88 

15 20 4 5 28 72

Neurospora crassa  
OR74A 

14 10 8 6 16 54

Rhizopus oryzae 99–880 12 6 0 0 8 26

Aspergillus nidulans A4 20 22 5 5 37 89

Aspergillus oryzae RIB4 20 21 4 8 38 91

Penicillium chrysogenum  
Wisconsin 54–1255 

18 20 3 4 31 76

Fusarium graminearum   
PH-1 

20 24 3 8 38 93

 

1  丝状真菌的遗传改造技术 

目前，完成全基因组测序的真菌超过 100 种

以上，并且基因功能注释相对完善(http://genome. 

jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf)。通过大规模

功能基因比对以及不同碳源转录组学分析，研究

人员可以获得许多菌种的遗传学信息。这些信息

提供了产酶丝状真菌遗传工程改造的可能性。 

将外源基因高效导入宿主细胞是丝状真菌

遗传工程改造中必要的环节，然而丝状真菌的细

胞壁成为转化过程的阻碍。近年来，多种转化方

法已经发展起来并且适用于多数丝状真菌。现有

的转化方法有 CaCl2/PEG 原生质体法[11]、电穿孔

法 [12]、基因枪法[13]以及农杆菌介导(ATMT)法[14]

等。但是电穿孔方法对细胞可造成高度损伤，死

亡率可达到 50%以上。基因枪法设备要求成本高，

并且各种影响因素需要优化。基于此，目前大多

数 实 验 室 最 常 用 的 丝 状 真 菌 转 化 方 法 是

CaCl2/PEG 原生质体法和根瘤农杆菌介导法。 

CaCl2/PEG 原生质体法 (protoplast-mediated 

transformation，PMT)最早应用于酵母转化中[15]，后

经方法改良应用于构巢曲霉[16]及里氏木霉[17]等。

其既可用于外源基因随机插入，亦可利用丝状真

菌自身同源重组基因修复模式进行基因定点整合

操作[18]，操作方法简单、耗时少、效率高而被广

泛应用。然而由于原生质体再生效率的因素，因

此需制备大量原生质体以保证后续转化子的筛选

效率。 

根瘤农杆菌介导法(agrobacterium tumefaciens- 

mediated transformation，ATMT)是后续发展起来

的一种常用的丝状真菌转化法。此方法需要借助

革兰氏阴性根瘤农杆菌A. tumefaciens和Ti质粒实

现介导转化。农杆菌具有天然转化的特性，可以

侵染大多数双子叶植物和部分裸子叶及单子叶植

物，将 T-DNA 序列转进植物细胞并整合到基因组

中，使植物形成冠瘿病而被发现[19]。1998 年，de 

Groot 等首次用 ATMT 法将外源 T-DNA 以单拷贝

形式随机插入到泡盛曲霉(Aspergillus awamori)基

因组中，并且效率是传统 CaCl2/PEG 原生质体法

的 600 倍[20]。随后该方法相继应用于黑曲霉[21]、
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烟曲霉[22]、指状青霉[23]、嗜热毁丝菌[24]及里氏木

霉[25]等等。Wang 等报道不同菌种中农杆菌法转化

外源基因效率会有所不同[26]。相对于其他几种转

化方法，ATMT 法有以下优势：(1) 转化受体孢子

培养简便，不需要制备原生质体。(2) 50%–80%转

化子中插入的外源基因大多是单拷贝形式，且较

CaCl2/PEG 原生质体法获得假阳性转化子少[27]。(3) 

转化效率高，遗传稳定，且 Ti 载体可以插入大片

段 DNA 序列。但是 ATMT 法也有转化耗时长的

缺点。总体来说 ATMT 方法更适合大片段 DNA

插入，既可以利用宿主菌自身同源重组修复模式

进行同源打靶，也可以随机插入到宿主基因组

DNA 上。基于 ATMT 法的诸多优势，该技术被广

泛应用于丝状真菌遗传操作中。 

在对丝状真菌进行遗传操作过程中，筛选标

记可分为三类：以尿嘧啶营养缺陷型标记基因

pyr4 为代表的营养缺陷型选择标记，以乙酰胺酶

基因 amds 为代表的营养基因和以潮霉素 B、博来

霉素、腐草霉素等为代表的抗药性筛选标记。虽

然前两类在里氏木霉遗传改造中被广泛应用，但

是其异核体较多，且假阳性率较高，不易分纯，

给操作带来极大的负担。里氏木霉中最常用的抗性

筛选标记是潮霉素磷酸转移酶基因(hph)，它可以使

抗生素潮霉素 B 失效而筛选到正确转化子[28]。然

而在对同一菌株进行多次遗传操作时，出现了筛

选标记无法满足使用的情况，且对于某种特定的

丝状真菌可使用的抗性基因十分有限。 

另外，Cre/loxP 重组系统也可以有效实现筛选

标签重复利用，进行多基因操作。Sternberg 和

Hamilton 等在 1981 年发现了大肠杆菌 P1 噬菌体

中的 Cre/loxP 重组酶系统，他们发现 P1 噬菌体含

有多拷贝的 loxP[locus of crossing over(x)，P1]，位

点在基因组冗余序列末端，在 cre 基因编码的环化

重组蛋白 Cre (Cyclization recombination protein) 

作用下使 LoxP 位点间的基因序列被删除或重   

组[29]。该系统最先应用于真菌模式生物酿酒酵母

中进行回收筛选标记[30]。德国科学家利用此方法

在酵母菌中连续敲除了 20多个与己糖转运相关的

基因[31]。该系统也在丝状真菌中广泛应用。西班

牙科学家用木聚糖酶启动子诱导启动 cre 基因，在

构巢曲霉中用尿嘧啶标记敲除了 2 个基因，实现

了标签重复利用[32]。维也纳 Aigner 课题组用木聚

糖酶启动子诱导启动 cre 重组酶基因，在里氏木霉

中也实现了多基因操作的抗性标签重复使用。并

且由于 cre 重组酶基因定点整合到 pyr4 基因位点

可能会造成里氏木霉遗传不稳定性，因此，文章

中同时也提到可以通过同源重组方式在完成多基

因敲除后把 cre 重组酶基因剪切[33]。因此，山东大

学方诩团队对此方法进行了改进，利用 Tet-on 系

统，在多西环素存在的情况下调控 Cre 重组酶表

达，在草酸青霉中实现了多基因操作中吡啶硫胺

素抗性标签的重复利用，成功地构建了改良型的

Cre-loxP 系统[34]。 

近年来，CRISPR/Cas9 基因编辑技术的发展

也有着很大发展潜力。其工作原理是 crRNA 和

trancrRNA 结合形成的复合物引导核酸酶 Cas9 在

与 crRNA 配对的基因靶点上进行剪切。当前通过

基因工程手段对 crRNA 和 tracrRNA 进行改造，将

其连接在一起得到 sgRNA (single guide RNA)。而

融合的 RNA 具有与野生型 RNA 类似的活力。通

过将表达 sgRNA 的元件与表达 Cas9 的元件相连

接，得到可以同时表达两者的质粒，将其转染细

胞，便能够对目的基因进行操作[35]。该技术手段

已经广泛应用到植物[36]、动物[37]、微生物[38]中，

由于丝状真菌体内不能包含游离质粒并且操作较

其他微生物困难，在丝状真菌中应用的报道还比
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较少。中国科学院天津工业生物技术研究所田朝

光课题组利用菌株体内 RNA 聚合酶 U6 启动子，

在菌体内进行RNA转录，借助CRISPR/Cas9技术，

同时敲除了嗜热毁丝菌中 4 个基因，提高其产纤

维素酶能力[39]。中国科学院上海生命科学研究院

周志华课题组首次通过对 Cas9基因的密码子优化

成功地在里氏木霉菌株中进行了表达，结合 RNA

的体外转录，完成对里氏木霉基因的定点切割，

然后仅需 200 bp 的同源臂即可完成有效的基因敲

除[40]。这为里氏木霉多基因操作奠定了基础。 

2  丝状真菌合成纤维素酶中信号感

应及传导、转录调控的研究及改造 

研究发现，纤维素水解过程中产生的可溶寡

糖是自然条件下诱导里氏木霉合成纤维素酶的主

要因素[41]，但除此之外，陆续发现乳糖、槐糖、

龙胆二糖等寡糖均有诱导效果。因此，通过研究

里氏木霉对寡糖吸收，从而调控纤维素酶合成成

为提高里氏木霉产酶的一种手段。细胞若要利用

这些混合糖，首先必须拥有丰富的糖转运蛋白库

以吸收这些膜不透性碳源[42]，其次它是如何将胞

外诱导信号传至胞内并产生诱导作用，引起了研

究者们的关注。图 2 显示了寡糖通过转运蛋白诱

导纤维素酶合成机制[43–44]。1993 年，Kubicek 等

报道了在里氏木霉胞内检测到有同位素标记的

纤维二糖，证明里氏木霉细胞膜表面确实存在吸

收纤维二糖的转运蛋白，这是最早关于里氏木霉

转运蛋白的报道，当时命名为纤维二糖透过酶

(cellobiose permease)。同时通过竞争实验，发现其

他二糖均可与纤维二糖发生转运竞争，这说明此

糖转运蛋白也有转运其他纤维寡糖的能力，但识

别单糖、纤维三糖或纤维四糖的能力较差[45]。直

到 2 0 0 9 年，美国科学家以粗糙脉孢菌为 

模式菌，分别以芒草或微晶纤维素为碳源做了系

统转录组及分泌组的分析，糖转运蛋白的研究再

次出现。在以微晶纤维素为碳源条件下表达量显

著提高的基因中，发现了 10 个 MFS 家族(major 

facilitator superfamily) 转 运 蛋 白 ( 分 别 为 ：

NCU00801，NCU00988，NCU01231，NCU04963，

NCU05519，NCU05853，NCU05897，NCU06138，

NCU08114，NCU10021)可能与纤维素酶产生有

关。从此研究糖转运蛋白与纤维素酶的诱导成了

热点[46]。2013 年，Kubicek 等从乳糖为碳源转录

组数据中选出 14 个转运蛋白。发现在里氏木霉中

敲除转运蛋白 Trire2:3405 后，菌株不能利用乳糖，

且在乳糖培养条件下也不能诱导纤维素酶基因的

表达。Trire2:3405 被命名为乳糖渗透酶(lactose 

permease)[47]。而在另一种里氏木霉 PC-3-7 中敲除

Trire2:77517 或 Trire2:79202 后，阻碍了乳糖的利

用及纤维素酶基因的表达[48]，说明了转运蛋白在

诱导纤维素酶合成的过程中具有重要性。山东大

学刘巍峰团队通过酵母转运实验证明里氏木霉

Stp1 (Trire2:47710)具有葡萄糖转运能力。随后在

里氏木霉中敲除 Stp1，发现在以微晶纤维素为碳

源的培养条件下，Δstp1 突变株的纤维素酶表达水

平及其胞外酶活力均提高[49]。实验证明通过敲除

里氏木霉葡萄糖转运蛋白，减少葡萄糖对纤维素

酶基因表达的抑制，进而可以提高纤维素酶合成。

除此之外，还可以对很多遗传靶点进行挖掘，比

如在诱导纤维素酶产生过程中碳源信号传递下游

的 G 蛋白、cAMP 和 MAPK 信号途径等。山东大

学方诩团队研究发现，在碳源的传递过程中，

MAPK 信号途径参与到了纤维素酶基因的合成过

程中，并且对里氏木霉中的 3 个 MAPKs 蛋白均进

行了研究，发现 TMK2 和 TMK3 均参与了细胞壁
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完整性的维持，Tmk3 还参与高渗透压抵抗[50]，

Tmk2 也参与孢子形成，但是抑制了纤维素酶基因

的表达[51]，而 Tmk1 参与纤维素酶形成的调控[52]。

因此使我们全面地了解了 MAPKs 在里氏木霉纤

维素酶形成中的作用，更有助于下一步对此信号

途径进行改造，从而提高纤维素酶的合成。 

里氏木霉中纤维素酶基因的表达受转录因子

调控，这些转录因子响应来自外界的碳源诱导物

传递的信号，从而对纤维素酶产生激活或者抑制

的效应。已经报道的至少存在 4 个正向转录因子

Xyr1[53]、Ace2[54]、Ace3[55]、Hap2/3/5[56]以及 2 个

负调控转录因子 Cre1[57]和 Ace1[58]均参与纤维素

酶调控。现已发现 4 个激活转录因子结合域为

Zn(II)2Cys6 型锌指蛋白结构，而 2 个抑制转录因

子结合域为 Cys2His2 型锌指结构。这些锌指结构

通过结合到纤维素酶基因启动子上对其转录基因

进行调节，如表 2。通过增加里氏木霉中激活转录

因子或者降低抑制转录因子表达水平是提高里氏

木霉纤维素酶产量的一种有效手段。深圳大学 

刘刚课题组通过在里氏木霉 RUT-C30 中过表达

Xyr1 抑制 AceI 转录因子的表达，使突变株产纤维

素酶能力提高了 114 %。然而后续研究发现，过量

的 Xyr1 蛋白达到一定量后就会被迅速降解，减弱

了纤维素酶基因的表达[59]。因此，通过过表达转

录激活因子(如：Xyr1、Ace II)来大幅度提高纤维

素酶表达的方法潜力有限。而通过削弱丝状真菌

碳代谢阻遏效应(CCR 效应)来提高纤维素酶表达

的方法被科学家们期待且进行了大量的研究。芬

兰 VTT 研究人员发现突变了纤维素酶 cbhI 启动

区域的 CreI 转录因子结合位点后，解除了葡萄糖

对 CBHI 的抑制作用，同时不影响槐糖对纤维素

酶的诱导作用[60]。Zhang 等在里氏木霉中导入人

工锌指文库，筛选出了酶活提高的突变株[61]。另

外，山东大学方诩团队采用两个转录抑制因子

Cre1 和 Ace1 的结合结构域与 Xyr1、AceII、AceIII

和 Clr2 转录激活因子的效应域构建人工激活元件

的方法来解除 Cre1 介导的碳代谢阻遏，提高纤维

素酶活，取得了良好效果[62](部分数据待发表)。 
 

 
 

图 2.  寡糖通过转运蛋白诱导纤维素酶合成机制[43-44]  

Figure 2.  Functional modules in cellodextrin-induced cellulase production in fungi by cellodextrin-transporters.[43-44] 
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表 2.  里氏木霉中转录因子在纤维素酶基因结合位点 

Table 2.  The binding sites of the transcription factors 
responsible for cellulase expression in Trichoderma 
reesei 

Transcription factor Binding site (5′→3′) 

Cre1 SYGGRG 

ACEI AGGCA 

ACEII GGCTAATAA 

Hap2 CCAAT 

Xyr1 GGCTAA 
 

3  木质纤维素降解酶系的分子水平

改造及协同降解的研究 

纤维素酶在降解木质纤维素的过程中，会非

特异性吸附到木质素上，造成部分纤维素酶失活，

从而严重影响到纤维素酶的酶解效率。为了提高

对木质纤维素的转化效率且减少纤维素酶的用

量，文献报道可以采用有机溶剂或者碱法等方法

去除原料中的木质素[63-64]。另一方面，研究证明

表面活性剂和非酶蛋白的添加也可以有效提高酶

水解效率[65]，但这种方法在工业应用时存在着废

液处理以及成本的问题，制约了在工业领域的应

用。因此，通过使用蛋白质工程的方法对纤维素

酶进行改造，从而有效提高木质纤维素酶解效率

成为科学家研究的方向。然而，此领域的研究先

前报道较少。近年来，欧美的科学家以里氏木霉 

Cel7A(TrCel7A)的 CBM 为模板，利用点饱和突变

技术试图制备出蛋白突变体，减少木质素的非产

出性吸附。2013 年，芬兰 VTT 的科学家们试图通

过改变 CBM 平滑面上 2 个芳香族氨基酸 Y31 和

Y32 的疏水性，来改变木质素的非产出性吸附[66]。

美国 UC Berkeley 的科学家们在美国 Energy 

Biosciences Institute 的资助下， 2015 年发现

TrCel7A CBM 的 Q2、H4、V18 和 P30 有可能是

改造的靶点[67]，2016 年通过三突变体(V27E、P30D

和 Linker)突变减少了木质素的非产出性吸附[68]。

同时，山东大学方诩团队在里氏木霉 CBHI 的

CBM 区选择了不同的氨基酸位点进行点突变，增

加 CBM 表面的负电荷，结果发现 CBM 表面电荷

的改变对微晶纤维素的降解活性产生了明显的改

善(数据待发表)。 

在 20 世纪 80 年代，研究人员发现，在使用

里氏木霉菌株降解木质纤维素时，随着水解进行，

酶反应由于残留物的耐受性增加、产物抑制和酶

失活而减慢。这些问题通过使用预处理的方法来

增加无定形纤维素的量，并且加入了 β-葡萄糖苷

酶以减少纤维二糖的抑制问题[69]。同时，山东大

学方诩团队在里氏木霉中异源表达了来自于黑曲

霉的 β-葡萄糖苷酶，发现比酶活有了大幅度的提

高，降低了生产成本[70]。因此大家试图寻找与纤

维素酶协同作用的蛋白，以期实现纤维素酶更高

效率的降解。科学家们在大量研究各种酶类如何

催化糖苷键的水解的同时，还发现一些非纤维素

酶的蛋白也可以协同降解木质纤维素。2002 年，

Saloheimo 等在里氏木霉中发现了一种含有植物

Expansin 类似序列的新蛋白，活性检测表明，该

蛋白可以破坏棉花纤维结构，但不产生还原糖，

命名该蛋白为膨胀因子 (Swollenin)。实验证明

Swollenin 可在葡萄糖、山梨糖和甘油为碳源的情

况下表达，但分泌量比纤维素酶低很多[71]。这表

明Swollenin蛋白可能协助纤维素酶对纤维素进行

降解。2008 年，里氏木霉基因组公布以后发现，

在里氏木霉中还有另外 3 个类 expansin 基因，分

别命名为 eel1、eel2、eel3。不像 Swollenin，它们

没有真菌典型的 CBD 结构域，也没有 Expansin C

末端的 CBD 结构域，但是它们的全蛋白与
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Expansin 的序列一致性达到 25%–30%，比与

Swollenin 的一致性(20%–22%)还要高。但是，这

几个蛋白功能目前仍不清楚[72]。2003 年，Foreman

等发现有 2 个蛋白可以伴随着纤维素酶一起被诱

导，并且协助纤维素酶对木质纤维素进行有效降

解。这 2 个蛋白分别被命名为 CIP1 和 CIP2[73]。

最近发现 CIP1 与裂解酶在结构上有相似性，CIP2

属于 CE15 家族的葡萄醛酸酯酶。2009 年曾薇通

过添加阿魏酸酯酶，与纤维素酶协同作用提高了

对天然木质纤维素的水解效率[74]。与纤维素酶通

过协同作用提高纤维素酶降解能力的最具有里程

碑意义的是多糖单加氧酶家族(LPMOs)的发现，

其中最具代表性的是 AA9(之前称 GH61)。当它们

与纤维素的结晶部分相互作用时，通过存在于其

活性中心的铜离子的还原(这种还原可能是通过

由纤维二糖脱氢酶 CDH 或小的还原分子比如抗

坏血酸来形成的)，AA9 则会吸收来自底物中 C1、

C4 或 C6 中的氢原子并在连续电子重排后同时加

入氧气。所得的醛糖酸会导致糖苷键的不稳定，

有利于纤维素酶的作用[75–76]。基于序列相似性，

AA9 可以分为三种类型：I 型、II 型和 III 型，每

种类型的 AA9 可以识别纤维素的不同部位对其进

行氧化。具体来说，I 型和 II 型主要是对 C1 (还原

端)和 C4 (非还原末端)氧化，分别产生醛糖醛酸和

4-酮基葡萄糖醛酸形式的氧化低聚糖。III 型则是

催化 C1 和 C4 氧化，产生醛糖醛酸和 4-酮糖醛糖

形式的纤维寡糖[77–79]。诺维信公司 2010 年报道，

嗜热子囊菌来源的 GH61A 在里氏木霉中异源表

达，水解相同纤维素物料，复合酶用量降到原纤

维素酶用量的一半以上[80]。山东大学方诩团队在

里氏木霉表达了不同微生物来源的 AA9，以微晶

纤维素为底物进行水解评价，发现氨基酸序列不

同的 AA9 与里氏木霉纤维素酶协同效果差异性较

大(数据待发表)。这些来源于自身或者外源的非酶

类辅助蛋白如上述膨胀因子、AA9 等能与纤维素

基质发生反应，导致结晶区纤维素链自身膨胀、

滑动或延伸，增加了纤维素酶对纤维素晶体区的

可及性。因此，通过一些外源蛋白的添加，有助

于协同纤维素酶发挥作用，降低酶用量，减少二

代液体燃料生产成本。 

4  丝状真菌在工业技术中的应用 

众所周知，木质纤维素生物降解过程中，丝

状真菌占据着不可忽略的地位。其中，一方面最

为大家所熟知的是利用丝状真菌通过生物转化生

产纤维素乙醇，从而将自然界丰富的农业废弃物

转化为乙醇。另一方面，丝状真菌作为代谢物和

酶的来源已有几个世纪的历史。约二十年来，基

因操作技术的发展使我们能够更好地利用这些生

物来表达不管是内源还是外源基因[81]，因此，丝

状真菌可作为工业技术中的底盘生物，用来生产

高附加值的化学品[82]。研究报道，丝状真菌可以

用来生产高价值蛋白人细胞因子白细胞介素

6(IL-6)，在构巢曲霉中进行的初步实验表明，人

类基因在曲霉菌中的表达是有可能的，但是活性

IL-6 的产量是很小的(微克水平)，但是通过使用基

因融合的方法使活性 IL-6 的产量提高了 200 倍，

但是活性仍然很低，约为 5 mg/L[83]。导致这种低

产量的原因，一部分就是由于丝状真菌分泌的大

量蛋白中存在大量的内源蛋白酶，因此使得表达

的外源蛋白一部分被降解。为了解决这个问题，

又有研究者构建了蛋白酶缺失菌株用来进行外源

蛋白的表达，在蛋白酶缺失的黑曲霉中异源表达

IL-6，发现活性提高 5–15 倍[80]。在里氏木霉中，
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由于其出色的蛋白分泌能力、高等动物类似的蛋

白修饰系统和高甘露糖型 N 糖基化系统，不论是

学术界还是工业界均试图将其用来生产附加值高

的异源蛋白[41]。牛凝乳酶是最先在里氏木霉中成

功表达的异源蛋白。该实验证实了在里氏木霉中

进行外源蛋白异源表达的可行性，但产量仅有

20–80 mg/L。后续通过将牛凝乳酶基因融合在纤

维素外切酶 CBHI 后，发酵产量提高到了每升几

百毫克。Gao 等以里氏木霉为宿主异源表达来自

Melanocarpus albomyces 的漆酶，摇瓶产量达到

230 mg/L[42]。解决当前表达水平低的一个策略就

是，采用基因融合的方法来避免产物低水平表达，

因为这种方法可以提高 mRNA 的稳定性及正确转

运到内质网并且进入分泌途径。除此之外，以里

氏木霉菌株为宿主，不同研究者进行了多种工业产

品的生产，比如乙烯[84]、N-乙酰神经氨酸[85]、木糖

醇[86]、赤藓糖醇[87]等，如表 3 所示。因此，丝状

真菌不仅可以作为纤维素酶的生产菌株，还可以

作为工业生产的底盘微生物，实现其更大的工业

价值。 

5  展望 

木质纤维素资源的综合利用可促进我国经济的

可持续发展，纤维素酶作为生物催化剂，是该技术

的核心。通过遗传操作手段改良现有工业木质纤维

素降解酶菌种，提高其产纤维素酶能力，是降低该

工艺成本的关键。可以预见，随着遗传操作手段的

不断创新，丝状真菌合成纤维素酶调控机制会越来

越清晰，进而更有利于理性设计提高其产酶能力。

同时，丝状真菌在工业技术中的应用已不仅局限于

纤维素酶的生产，也可以作为生物制造的底盘微生

物，给人们带来丰富的高附加值的产品。 

 

表 3.  丝状真菌中异源表达蛋白的生产 

Table 3.  The production of heterologous proteins in filamentous fungi 

Strains Heterologous protein Culture conditions Production level/(g/L) References 

Trichoderma reesei Calf chymosin Fermenter (10 L) 0.040 [88] 

 Glucoamylase P Shake flask (50 mL) 0.500 [89] 

 Endochitinase Shake flask (500 mL) 0.130 [90] 

 Laccase Fermenter (20 L) 0.230 [91] 

 XynVI Shake flask (50 mL) 0.172 [92] 

 Cinnamoyl esterase EstA Shake flask (50 mL) 0.033 [93] 

 Xylanase II Shake flask (50 mL) 0.500 [94] 

Aspergillus nidulans IL-6 Shake flask 0.100 [83] 

Aspergillus niger 
(protease deficient) 

IL-6 Shake flask 0.150 [95] 

Aspergillus oryzae Manganese peroxidase Shake flask 0.005 [96] 

Trichoderma reesei Xylitol Shake flask 13.200 [85] 

Trichoderma reesei Erythritol Shake flask 0.005 [86] 
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Abstract: Conversion from lignocellulose to biofuel with enzyme hydrolysis will be beneficial for sustainable 

development. Most microorganisms used in the industrial production of cellulase are filamentous fungi. However, 

isolation of cellulase hyper producing strain is limited by the lack of proven technology on genetic modification of 

filamentous fungi and the mechanism of cellulase synthesis. In this paper, recent progress in the genetic 

modification of cellulase hyper producing strains are summarized. Specially, we discussed the influences of signal 

induction, signal transduction and transcriptional regulation on cellulase synthesis in filamentous fungi. Finally, the 

industrial application of filamentous fungi was also introduced. 
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