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摘  要：木质纤维素是可再生生物质资源的重要组成部分，其高效生物降解可以为绿色生物制造

提供重要的原料保障。里氏木霉(Trichoderma reesei)是主要的纤维素酶工业生产菌株，其强大的纤

维素酶生产能力对木质纤维素的水解糖化过程至关重要。在过去几十年中，研究人员对里氏木霉

纤维素酶的表达与调控机制有了比较深入的了解，揭示了其酶系复杂的转录调控网络机制。本文

系统综述了里氏木霉纤维素酶基因表达调控的关键环节，包括信号传导、转录调控及染色质重塑

等方面的相关研究进展，并对如何通过遗传学改造提升里氏木霉纤维素酶的表达合成进行了总结

和讨论。 
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Abstract: As an abundant and renewable bioresource, lignocellulose after efficient 
depolymerization can provide raw materials for green bio-manufacturing. Trichoderma reesei is 
one of the main industrial producers of cellulases. Its outstanding capability of producing 
cellulases plays an important role in lignocellulose saccharification. In the past few decades, 
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researchers have gained a preliminary understanding of the mechanisms underlying the induced 
cellulase gene expression in T. reesei, and revealed a complex regulatory network controlling 
the biosynthesis of various glycohydrolytic enzymes. Here we systematically review the recent 
progress in the regulation of cellulase gene expression in T. reesei regarding signal transduction, 
transcriptional regulation, and chromatin remodeling. Furthermore, we review the latest 
progress in genetic engineering for improving cellulase production based on the understanding 
of the above regulatory network. 
Keywords: Trichoderma reesei; cellulase; signal transduction; transcriptional regulation 
 
 

随着全球经济的快速发展以及对化石燃料

消耗的日益增加，以木质纤维素为代表的可再生

生物质被认为是潜在的重要替代资源，其纤维素

和半纤维素组分可被进一步用于发酵生产包括

生物燃料乙醇和大宗生物基化学品的葡萄糖和

木糖等碳水化合物，对发展基于绿色生物制造的

可循环经济具有极为重要的现实意义[1-2]。 
自然界存在许多可有效降解利用木质纤维

素的微生物，一方面它们对木质纤维素的降解是

地球碳循环的重要组成部分，另一方面来自这些

微生物的高效水解酶系是实现木质纤维素转化

利用的前提[3]。丝状真菌里氏木霉(Trichoderma 

reesei)是降解纤维素的代表性菌株，它属于子

囊菌门(Ascomycota)粪壳菌纲(Sordariomycetes)
肉座菌目(Hypocreales)肉座菌科(Hypocreaceae)
的木霉属(Trichoderma)菌株，其胞外最高纤维

素酶产量高达 100 g/L[4-5]。里氏木霉分泌的纤

维素酶属于全值酶系，主要包括：(1) 外切葡聚

糖酶，又称为 1,4-β-D-葡聚糖-纤维二糖水解酶

(cellobiohydrolase 或 exo-β-(1,4)-D-glucanase, EC 
3.2.1.91，CBH)；(2) 内切葡聚糖酶(endo-1,4-β-D- 
glucanases, EC 3.2.1.4, EG)；(3) β-葡萄糖苷酶

(β-glucosidase 或 β-D-glucosideglucohydrolases, 
EC 3.2.1.21, BG)[6-7]。里氏木霉纤维素酶的诱导

合成受到严谨控制，当存在易利用碳源(葡萄糖)
时，纤维素酶基因的转录被阻遏；只有当葡萄

糖耗尽且木质纤维素类底物存在时，里氏木霉 

才可快速开启纤维素酶基因的高水平表达[8-10]。

因此，里氏木霉纤维素酶诱导表达过程中的一个

重要科学问题就是其如何感知外界碳源的变化

并迅速启动纤维素酶基因的表达。目前众多调

控里氏木霉纤维素酶基因诱导表达的转录因子

得以鉴定，且相关营养信号感应及染色质结构

水平的调控过程也开始逐渐被揭示，这些研究

将不仅有助于深化人们对以里氏木霉为代表的

纤维素降解微生物的生理生态适应机制的认

识，也将为通过遗传改造提升其(半)纤维素酶生

产水平，从而降低木质纤维素生物炼制与绿色

生物制造的成本奠定基础。本文对近 10 年里氏

木霉纤维素酶基因转录表达调控以及通过遗传

学改造提升其纤维素酶合成水平的相关研究进

展进行综述和讨论。 

1  里氏木霉纤维素酶诱导表达

中的信号感应及传导 
里氏木霉作为纤维素酶高产菌，其纤维素

酶诱导表达模式与大肠杆菌的乳糖操纵子及酿

酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae)的半乳糖代

谢基因表达有相似之处[11]。但与上述 2 种替代

碳源诱导物分子可以直接参与调控相应代谢基

因的表达不同，木质纤维素作为水不溶性聚合

物难以进入细胞。因此，关于里氏木霉纤维素

酶诱导合成模式的一个观点是其即使在阻遏条

件下也会低水平表达特定纤维素酶，并由此水
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解纤维素底物以产生少量寡糖信号分子，被细

胞膜受体直接感应，或被转运入菌体细胞后启

动相应信号传递途径并最终促成纤维素酶基因

的表达[6]。除可溶性诱导信号假设外，里氏木

霉菌体可能直接感应不溶性纤维素分子。到目

前为止，介导纤维素酶基因表达的诱导信号本

质及其相应的感应受体或转运蛋白仍不十分明

确。近年来许多有关糖转运蛋白、G 蛋白偶联

受体及胞内相关信号传递组分在里氏木霉纤

维素酶诱导表达中的作用得以报道，为我们全

面理解其纤维素酶的诱导合成机制提供了有效

信息。 

1.1  里氏木霉糖转运蛋白受体与纤维素酶

诱导 
真核生物细胞膜蛋白被认为在感知外界环

境条件变化的过程中发挥着重要的作用，其中

包括糖转运蛋白在内的各种转运蛋白可通过识

别或介导胞外可溶性底物转运进入细胞来传递

诱导信号，而真菌中大部分糖转运蛋白均属于

主要易化子超家族(major facilitator superfamily, 
MFS)成员。Zhang 等[12]在里氏木霉中鉴定了一个

具有乳糖和纤维二糖转运活性的 MFS 家族糖

转运蛋白 Crt1，其缺失可以完全消除纤维素酶

在纤维素或乳糖条件下的诱导表达，但并不影

响木聚糖酶的诱导表达。研究进一步发现，Crt1
调节纤维素酶诱导表达的功能与其纤维二糖或

乳糖转运活性无关，并且其胞内羧基端区域的

存在对纤维素酶诱导表达至关重要，但羧基端

区域参与木质纤维素信号传导的途径机制还不

清楚，仍须深入解析[13]。Crt1 的上述特性也与

粗糙脉孢霉(Neurospora crassa)中 2 个 MFS 家族

纤维寡糖转运蛋白 CDT-1 与 CDT-2 相一致，它

们也呈现转运活性非依赖的介导纤维素酶诱导

表达的功能[14]。最近研究还发现里氏木霉中另

一个糖转运蛋白 Crt2 也能够参与调控纤维素酶

的诱导表达，且其过表达可部分回补 Crt1 缺失

造成的纤维素酶诱导合成缺陷[15]。此外，纤维

二糖转运蛋白 Tr69957 与葡萄糖转运蛋白 Stp1
均被报道可影响纤维素酶的诱导表达[16]。 

1.2  G 蛋白偶联受体信号感应传导与纤维

素酶诱导合成 
G 蛋白偶联受体(G protein-coupled receptor, 

GPCR)是真核生物中普遍存在的一类营养物质

信号感受器，其识别配体(ligand)后会促进偶联

的 G 蛋白 α 亚基所结合的 GDP 交换为 GTP，从

而使得 G 蛋白解离为 Gα 和 Gβγ 二聚体[17-18]。游

离的 Gα 和 Gβγ 分别可调节腺苷酸环化酶以及

丝裂原活化蛋白激酶等级联组分的活性进而调

控众多细胞过程[19]。 
目前，纤维素降解丝状真菌中是否存在特

异性响应木质纤维素信号的 GPCR 仍尚未明

确。对同样表达纤维素酶的丝状真菌粗糙脉孢霉

的转录组分析发现，多数 GPCR 在纤维素诱导条

件下呈显著差异性表达，并且有 3 个 GPCR 的缺

失突变体在纤维素下的生长较野生型更好[20]，

从而暗示 GPCR 在丝状真菌木质纤维素信号感

知中可能发挥重要作用。里氏木霉基因组注释

发现存在 58 个 GPCR，根据遗传相关性可将它

们划分为 14 个家族(I–XIII 型和 PTH11 型受

体)[21-22]。近期研究发现，XIII 型 GPCR Csg1
的缺失基本消除了其胞外纤维素酶的合成分

泌，从而影响了里氏木霉在纤维素底物上的生

长；进一步分析发现 Δcsg1 菌株仅在诱导早期

影响纤维素酶基因的诱导转录，但其后期转录

水平与野生型无显著差异[23]。因此，推测 Csg1
更大可能是在纤维素酶基因的转录后层面影响

了纤维素酶的表达分泌，其具体作用机制还有

待深入解析。由于 GPCR 数量众多且相互之间

可能存在功能冗余，给其功能表征带来较大困

难，将来可从与其偶联的 G 蛋白及其下游信号
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途径组分入手研究其在里氏木霉纤维素信号的

感应传导过程。 
作为 GPCR 的直接效应因子，里氏木霉的

Gna1、Gna2 和 Gna3 这 3 个 Gα 蛋白在纤维素

酶基因诱导中也发挥着不同作用。研究表明，

Gna1 的缺失导致黑暗条件下纤维素酶基因的

诱导转录水平上调 10 倍，但会完全消除其在光

照条件下的诱导转录；与其缺失表型相对应，

Gna1 的组成型激活突变体虽并不影响黑暗条

件下纤维素酶基因的转录，但可使其在光照条

件下的诱导转录提升 5 倍[24]。Gna3 同样具有光

依赖的纤维素酶诱导调控效应，敲低 gna3 可显

著抑制光照条件下 cbh1 的诱导转录，而表达

Gna3的组成型激活突变体则可将 cbh1的转录水

平提升 10 倍以上，但与 Gna1 不同，Gna3 并不

影响黑暗条件下的纤维素酶诱导表达；进一步

分析表明 Gna3 在光照条件下对纤维素酶基因

的诱导转录提升被认为与胞内环腺苷单磷酸

(cAMP)水平正相关[25-26]。Gna1 和 Gna3 组成型

激活突变体均无法实现里氏木霉在阻遏碳源下

纤维素酶的组成型表达，表明二者并非纤维素

诱导信号的必需传导组分。 
G 蛋白的另外 2 个亚基 Gβ 与 Gγ 除了调节

Gα 的 GTP 水解活性外，也参与丝裂原活化蛋

白激酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)
活性的调控。里氏木霉基因组中分别只有一个

Gβ (Gnb1)和 Gγ (Gng1)编码基因。与粗糙脉孢

霉中 Gβ 或 Gγ 缺失导致胞外纤维素酶的消除不

同[26]，里氏木霉 Gnb1 与 Gng1 的缺失并不影响

其胞外纤维素酶水解活性[27]，从而暗示了不同

纤维素降解真菌中的差异化调控模式。 

1.3  胞内信号传导组分与纤维素酶诱导合成 
里氏木霉存在 3 种 MAPK，其中 Hog1 同

源蛋白 Tmk3 被认为可能通过影响转录因子的

磷酸化水平而参与纤维素诱导信号的传导，其

缺失导致里氏木霉纤维素酶基因的转录和蛋白

分泌严重受损[28]。研究还发现 Tmk3 上游信号

传导组分 MAPKKK——Sho1 和 Sln1 也参与了

纤维素酶的诱导调控[29]。与 Tmk3 不同，里氏木

霉中另外 2 个 MAPK 同源蛋白的缺失则均导致

纤维素酶表达分泌水平的提高，但这一提升并非

源于纤维素酶基因的转录上调，而可能是由于菌

丝体生长的改善及细胞壁完整性改变所致[30]。 
一些 Ras 家族小 GTP 酶同样可能作为途径

下游效应因子来传导纤维素诱导信号。里氏木

霉中 Ras GTP 酶基因 ras2 的缺失突变体胞外外

切酶活性大幅降低，而这种降低被认为是纤维

素酶基因关键转录激活因子 Xyr1 的转录水平

降低所导致，因为组成型表达 Xyr1 可部分回补

上述缺陷表型[31]。进一步分析表明，TrRas2 并

非通过 cAMP-蛋白激酶 A (PKA)途径影响 xyr1
的转录表达，其具体的调控机制仍须解析。与

TrRas2 不同，另一种 Ras GTP 酶 rsr1 基因敲除

后胞外各类纤维素酶的酶活可提升 1 倍以上，其

主要通过调控 cAMP-PKA途径抑制Xyr1和Ace3
基因的转录，进而抑制纤维素酶的诱导表达[32]。 

cAMP 被认为是真核生物细胞代谢调控的

重要信使分子，上述 Gna1、Gna3 以及 Rsr1 均

可通过影响胞内 cAMP 水平来介导对纤维素酶

基因诱导表达的调控。Schuster 等[33]发现里氏

木霉中介导 cAMP 合成的腺苷酸环化酶 Acy1
缺失后，不论黑暗或光照条件下外切纤维素酶

基因的转录水平均会降低，这与粗糙脉孢霉中

腺苷酸环化酶 CR-1 促进纤维素酶基因诱导表

达的结果类似[26]。Nogueira 等[34]则进一步发现

添加 1 mmol/L dbcAMP 可以改善里氏木霉

Δacy1 菌株纤维素酶的诱导表达分泌；与 Acy1
缺失表型不同，作为 cAMP 的感受器和效应因

子，里氏木霉 PKA 催化亚基 Pkac1 在光照条件

下通过调节主要转录因子 Xyr1 基因的转录水
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平以促进纤维素酶的诱导表达，但其在黑暗条

件下则表现出对纤维素酶诱导表达的抑制，从

而暗示 cAMP 及其效应因子组分在纤维素酶诱

导表达过程中可能针对各种环境条件变化而发

挥不同的调控作用。 

2  里氏木霉纤维素酶基因的转录

调控网络与机制 
里氏木霉纤维素酶的合成表达受控于一个

复杂而严谨的转录调控网络，菌体将感应到的

外界信号通过胞内级联传导最终作用于特定的

转录因子，从而激活或者抑制相关酶基因的转

录表达。近 20 年的研究中，Xyr1、Ace2、Ace3
等正调控因子，以及 Cre1、Ace1 和 Rce1 等负

调控因子被分离鉴定，其相关作用机制，尤其

是关键转录激活因子 Xyr1 的转录激活机制也

逐渐被揭示(图 1)。 

2.1  纤维素酶基因表达的关键转录激活因

子：Xyr1 
在众多参与调控里氏木霉纤维素酶基因的

转录因子中，木聚糖酶调控因子 1 (xylanase 

regulator 1, Xyr1)是几乎所有纤维素酶和半纤

维素酶基因的关键转录激活因子[35]。组成型表达

Xyr1 可以解除里氏木霉的碳分解代谢物阻遏效

应(carbon catabolite repression, CCR)，实现纤维素

酶在葡萄糖等阻遏碳源下的高水平表达[36-37]。

Xyr1 含有一个真菌特有的 Zn(II)2Cys6 型 DNA 结

合结构域(DNA-binding domain, DBD)，该结构域 
 

 
 
图 1  里氏木霉纤维素酶基因表达与调控示意图 
Figure 1  Schematic diagram of cellulase gene expression and regulation in Trichoderma reesei. 
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可直接与靶基因启动子区域中的5′-GGC(T/A)4-3′
回文基序结合；除了 N 端 DBD，Xyr1 还包括

C 端转录激活结构域(activation domain, AD)和中

间同源区段(middle homologous region, MHR)；
Xyr1 AD 被认为可介导招募包括 RNA 聚合酶在

内的转录机器，但目前对 MHR 区段的功能仍缺

乏认知[38-39]。研究表明，将 Xyr1 AD 中的 821 位

的缬氨酸突变为苯丙氨酸、824 位丙氨酸突变为

缬氨酸、434 位精氨酸突变为亮氨酸或 873 位丙

氨酸突变为酪氨酸，并对相应突变体 Xyr1 进行组

成型表达，均能显著提高里氏木霉在葡萄糖条

件下的木聚糖酶表达水平[35,38,40-41]，暗示 Xyr1 在

纤维素酶和木聚糖酶基因的转录激活中发挥的

作用模式不尽相同。此外，Xyr1 羧基末端区域

(861–940 位氨基酸)可以介导 Xyr1 的自二聚体

化，该区域缺失会导致纤维素酶诱导表达的完全

消除，而木聚糖酶诱导表达几乎不受影响[42]。本

课题组近期研究表明，Xyr1 的 AD 结构域可与

转录机器装置中的中介体复合物亚基 Gal11 
(Med15)直接相互作用，从而介导促进 RNA 聚合

酶 II 的招募来起始纤维素酶基因的诱导转录[43]。

同时，Xyr1 还可募集染色质重塑复合物 SWI/SNF
以及辅激活因子复合物 Cyc8/Tup1 到纤维素酶

基因启动子上，从而协助激活纤维素酶基因的

转录[44-45]。 

2.2  纤维素酶基因转录激活因子：Ace2 和

Ace3 
Ace2 可特异性识别纤维素酶基因 cbh1 启

动子中的 5′-GGSTAATA-3′序列，此序列元件

也存在于 cbh2 和 xyn2 启动子中；敲除 ace2 会

导致主要纤维素酶和木聚糖酶基因转录延迟，

并且诱导后期纤维素酶与木聚糖酶酶活比野生

型降低 30%−70%，而过表达 ace2 可增强里氏

木霉纤维素酶和半纤维素酶基因的表达[46]。此

外，研究还发现 Ace2 存在磷酸化修饰，且此种

修饰及其自身二聚体化是 Ace2 与靶基因启动子

结合的前提条件[47]。 
Häkkinen 等[48]利用里氏木霉基因组中真菌

Cys6 锌指型转录因子编码基因呈现与(半)纤维

素酶编码基因成簇分布的这一特点，发现了一个

新的纤维素酶基因表达必需转录因子——Ace3。
Ace3 的缺失不仅会显著下调大部分纤维素酶、

半纤维素酶和相关转录因子基因的转录，而且

还会抑制乳糖代谢相关基因的表达；进一步分

析发现，Ace3 可特异性结合 5′-CGGAN(T/A)3-3′
序列元件，并且 Ace3 (523–734 位氨基酸)与 Xyr1 
(771–865 位氨基酸)之间存在相互作用，形成的

异二聚体可与靶基因启动子结合，从而协同调控

纤维素酶或半纤维素酶基因的表达[48]。此外，

Ace3 还可以结合到糖转运蛋白受体 Crt1 基因启

动子上，发挥正向促进其转录的调控作用[42]。 

2.3  负调控纤维素酶基因表达的碳代谢阻

遏抑制因子：Cre1 
里氏木霉纤维素酶的表达受碳分解代谢物

阻遏效应的严谨调控，即当环境中存在葡萄糖

时，纤维素酶基因的转录受到抑制，而当葡萄

糖耗尽且存在纤维素来源诱导物时，纤维素酶

基因可得以迅速大量表达，从而确保菌体以最

经济的方式来实现对环境条件变化的适应。

Cre1 是 CCR 途径的重要调控因子，可通过与靶

基因启动子区域中的 5′-SYGGRG-3′基序结合

抑制纤维素酶和木聚糖酶编码基因的表达[49]。

因此，对纤维素酶基因启动子中相关 Cre1 结合

位点进行突变，可解除里氏木霉纤维素酶基因

在葡萄糖条件下受到的 CCR 效应[50]。另外，

cbh2 启动子在–222 bp 同样含有一个 Cre1 结合

位点，但相关研究表明 Cre1 并不直接参与 cbh2
转录的调节，而是通过参与该启动子区域的核

小体排布间接影响 cbh2 的诱导表达[51]。比较基

因组序列分析显示纤维素酶高产菌株 Rut-C30
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中，Cre1 仅保留了其 N 端 96 个氨基酸，但此

截短形式的 Cre1 对 Rut-C30 的纤维素酶基因表

达至关重要，对其进行进一步缺失则会导致纤

维素酶诱导表达的消除[52]。与此结果对应，对

野生型菌株 QM6a 中的 Cre1 进行相应截短后，

纤维素酶和半纤维素酶在葡萄糖条件下就可

以低水平表达，并且在纤维素诱导条件下可分

别提升 20 倍和 10 倍[53]。  
与 Cre1 在酿酒酵母中的同源物 Mig1p通过

募集辅阻遏复合物 Tup1p-Cyc8p (Ssn6)发挥抑

制作用不同，里氏木霉中 Tup1p 和 Cyc8p 同源

蛋白编码基因的敲低并不能实现 CCR 的解除，

相反会严重损害纤维素酶的表达；进一步分析

表明，里氏木霉 Tup1-Cyc8 复合物与 Xyr1 间以

相互依赖的方式促进各自对纤维素酶基因启动

子的结合，从而发挥辅激活因子功能，促进纤

维素酶基因的诱导表达[45]。上述结果说明里氏

木霉与酿酒酵母中由 Cre1/Mig1p 介导的 CCR
机制在一定程度上存在很大差异。 

2.4  其他纤维素酶基因转录调控因子 
Ace1 是除 Cre1 外早期发现的另一个纤维

素酶基因转录抑制因子。最近研究发现，Ace1
的第 383 位精氨酸是潜在的甲基化修饰位点，

甲基转移酶 TrSam 通过对该位点的甲基化修饰

可以提高 Ace1 与 DNA 结合的能力，进而间接

调控纤维素酶基因的转录表达；将该精氨酸位

点突变为谷氨酰胺(R383Q)后，Ace1 的 DNA 结

合能力以及其与转录激活因子 Xyr1 的竞争能

力下降，从而可导致碳代谢阻遏的部分解除[54]。 
Chen 等 [55]通过比较基因组分析在里氏木

霉中鉴定到一个可与 2 个邻近的 5′-GGCC-3′基
序结合的转录激活因子 Ace4，Ace4 不仅直接

与纤维素酶基因启动子结合，还可与 ace3 启动

子结合，从而促进纤维素酶基因的诱导表达。

本课题组前期通过酵母单杂交发现 2 个可分别

与 xyr1 及 cbh1 启动子结合的转录因子 Rxe1 和

Rce1[56-57]。里氏木霉中敲低 rxe1 会导致 xyr1
和各纤维素酶基因表达水平的下降，而过表达

xry1 可以挽救这一缺陷[56]；与 Rxe1 不同，rce1
敲除则可增强纤维素诱导条件下主要纤维素酶

基因的表达，但不影响木聚糖酶基因在木聚糖

诱导下的表达。进一步分析表明，Rce1 主要通

过拮抗转录激活因子 Xyr1 对 cbh1 启动子的结

合来发挥转录抑制作用[57]。课题组还在里氏木

霉中鉴定到一种植物同源域(PHD)家族的调控

因子 Clp1，其在纤维素诱导条件下被招募到纤

维素酶基因启动子上，并参与纤维素酶基因的

激活过程；该蛋白缺失可导致 Xyr1 在纤维素酶

基因启动子上的结合效率明显下降，进而影响

纤维素酶基因的诱导表达[58]。此外，研究人员还

在导入了人工锌指蛋白转录因子(artificial zinc 
finger protein, AZFP)文库的工程菌株中，通过转

录分析鉴定到一个含有 Zn(II)2Cys6 双核簇类

DNA 结合结构域的转录抑制因子 Ctf1[59]。研究

显示，Ctf1 缺失可能通过上调转录因子 vib1 并

抑制 rce1 的转录表达，进而促进 Ace3 和 Xyr1
表达，最终导致纤维素酶表达水平提升[59]。上

述结果均说明参与里氏木霉纤维素酶基因诱导

表达调控的转录因子不仅可以通过直接与靶基

因直接作用而发挥调控作用，它们相互之间也

存在协同调控关系，从而形成一个严谨、精准

的转录调控网络。 
Ca2+作为第二信使调节生物体的生长，并

在生物体快速感知外界环境条件变化进而响应

外界胁迫过程中发挥重要作用[60]。Crz1 是一种

钙调磷酸酶应答的锌指转录调控因子，里氏木

霉 Crz1 可以直接与转录激活因子基因 xyr1 和纤

维素酶基因 cbh1 的上游区域结合，其缺失显著

抑制了 xyr1 的转录及纤维素酶的表达分泌[61]。

Zn2+也是许多转录因子和酶的调节辅因子[62]，
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研究发现，在低浓度 Zn2+ (1–4 mmol/L)刺激下，

里氏木霉的主要纤维素酶和木聚糖酶基因表达

水平可显著增加[63]。转录组分析发现里氏木霉

中一个响应锌离子的转录因子 ZafA 缺失会显

著降低或完全抑制 Zn2+诱导的纤维素酶表达；

在 Zn2+存在的情况下，ZafA 增强了转录激活因

子基因 xyr1、ace3 及 vib1 的转录[64]。 

3  染色质修饰重塑与纤维素酶

基因表达 
染色质结构的动态变化是真核生物基因表

达调控的一个重要环节，近些年研究发现其修

饰或重塑也在里氏木霉纤维素酶基因的诱导表

达过程中发挥着非常重要的调控作用。早期研

究发现，里氏木霉 cbh1 启动子和部分编码区在

葡萄糖抑制条件下均可被多个核小体所占据，

而诱导物槐糖对纤维素酶基因的诱导表达可导

致编码区核小体的丢失以及启动子区核小体的

重排，由此阻止Cre1对相应启动子位点的结合；

进一步研究发现，Cre1 截短突变或缺失会引

发葡萄糖抑制条件下 cbh1 编码区核小体的丢

失 [51]。本课题组研究也表明，里氏木霉组蛋白乙

酰基转移酶复合物 Spt-Ada-Gcn5 acetyl transferase 
(SAGA)催化亚基 Gcn5 的缺失可导致 cbh1 启动

子区组蛋白 H3 第 9 和 14 位的赖氨酸乙酰化修饰

程度明显降低，并严重影响了纤维素酶基因的诱

导表达[64]。此外，里氏木霉中一个潜在的组蛋

白甲基转移酶 Lae1 也对纤维素酶的诱导表达

极为重要。lae1 基因缺失会消除所有纤维素酶

及降解辅助因子、β-葡萄糖苷酶和木聚糖酶的

表达，而过表达 lae1 则会显著提升纤维素基因

的转录；但进一步的染色质免疫沉淀分析显示，

Lae1 可能并不直接参与基因转录密切相关的组

蛋白 H3、K4 或 K9 的甲基化修饰，其是否存在

其他修饰靶点还须进一步明确[65]。 
除染色质组蛋白修饰外，通过染色质重塑

来改变核小体位置或组成，并由此引发基因表达

水平的变化也是真核生物基因表达调控的一个

重要方面。本课题组近期研究表明，Xyr1 可通

过与 Snf12 亚基相互作用来招募染色质重塑复

合物 SWI/SNF，从而改变纤维素酶基因启动子

区的核小体占据状态以促进其表达 [44]。缺失

Snf12 或 SWI/SNF 复合物其他亚基会干扰纤维

素诱导后 cbh1 和 eg1 启动子区组蛋白 H4 的丢

失；进一步研究发现，另一个染色质重塑复合

物催化亚基 Isw1在协调里氏木霉纤维素酶和次

级代谢产物——黄色色素的生物合成过程中发

挥着重要的双重调控作用[66]。Isw1 一方面通过

促进纤维素酶基因启动子区的核小体丢失而协

助 Xyr1 介导的纤维素酶基因的转录激活，另一

方面通过维持黄色色素基因簇(sor)启动子区的

核小体占据和抑制转录激活因子 Ypr1 的表达，

实现对黄色色素合成的控制[66]。 

4  转录调控因子遗传改造在提升

里氏木霉纤维素酶表达合成中的

应用 
里氏木霉野生型菌株 QM6a 自二战期间被

分离获得后，人们便开始对其进行了长期的诱

变驯化以大幅度提升其纤维素酶生产能力[67-68]。

随着对其转录调控网络机制的深入了解，人们

也开始结合利用遗传改造策略，有针对性地通

过点突变、转录抑制因子敲除或者转录激活因

子过表达来定向改造菌株，以提升其酶基因转

录水平，从而获得能更高产纤维素酶系的菌株

(表 1)。研究表明，在里氏木霉中敲除 ace1 并在

该基因座位插入以 cbh1启动子表达 β-葡萄糖苷

酶基因 bgl1 或内切葡聚糖酶基因 egl1 的表达 
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表 1  里氏木霉中基于转录调控因子提升纤维素酶表达的遗传改造策略 
Table 1  Summary of genetic engineering strategies based on transcriptional factors regulating cellulase 
gene expression in Trichoderma reesei 
策略 
Strategy 

结果 
Result 

参考文献 
Reference 

敲除转录抑制因子 
Delete 
transcriptional 
repressor 

Ace1 纤维素酶活提高 
Increase in cellulase activity 

[69-70] 

Cre1 滤纸酶活提升 72.6% 
72.6% increase in filter paper enzyme activity 

[71] 

Rce1 内切酶与外切酶酶活提升 70% 
70% increase in endonuclease and exonuclease enzyme activity 

[57] 

过表达转录激活 
因子 
Overexpressing 
transcriptional 
activator 

Xyr1 解除 CCR，联合 bgl1 过表达将滤纸酶活提高 102%，糖化效率

提高 85% 
Eliminate CCR and its combination with bgl1 overexpression lead 
to an 102% increase in filter paper enzyme activity and 85% 
increase in saccharification efficiency 

[37,72] 

Ace2 滤纸酶活提高 2 倍 
2 folds increase in filter paper enzyme activity 

[46] 

Ace3 纤维素酶基因转录水平提高 6.4 倍 
6.4 folds increase in transcription level of cellulase genes 

[73] 

构建转录激活因子

的活性突变体 
Constructing active 
mutants of 
transcriptional 
activators 

Xyr1: A824V 木聚糖酶基因与纤维素酶基因转录水平显著提高 
Significant increase in xylanase gene and cellulase gene transcript 
levels 

[40] 

Xyr1: V821F 木聚糖酶酶活显著提升 
Significant increase in xylanase enzyme activity 

[35] 

Xyr1: R434L 外切酶酶活提升 80%，糖化效率提升 21% 
80% increase in exonuclease activity and 21% increase in glycation 
efficiency 

[38] 

Xyr1: A873Y 纤维素酶产量升高 3.3 倍 
3.3 folds increase in cellulase production 

[41] 

Cre1: S388V 葡萄糖条件下滤纸酶活和外切酶酶活分别提升 2.25 倍和 2.45 倍 
Under glucose conditions, 2.25 folds increase in filter paper 
enzyme activity and 2.45 folds increase in exonuclease enzyme 
activity 

[74] 

构建人工转录因子 
Constructing 
artificial 
transcription 
factor 

人工锌指蛋白文库 
Artificial zinc finger 
protein library 

突变株 U3 滤纸酶活提升 55%，β-葡萄糖苷酶酶活提升 8.1 倍 
In mutant strain U3: 55% increase in filter paper enzyme activity 
and 8.1 folds increase in β-glucosidase enzyme activity 

[75] 

DBDace1-ADVP16 滤纸酶活提升 80% 
80% increase in filter paper enzyme activity 

[76] 

DBDace2-ADVP16 滤纸酶活提升 1.3 倍 
1.3 folds increase in filter paper enzyme activity 

[77] 

DBDcre1-ADVP16 滤纸酶活提升 26.5 倍 
26.5 folds increase in filter paper enzyme activity 

[77] 

DBDxyr1-Tmac1AD 外切酶酶活提升 1.7 倍，糖化效率提高 60% 
1.7 folds increase in exonuclease activity and 60% increase in 
glycation efficiency 

[78] 
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盒，可以得到总纤维素酶活和底物水解效率均

显著提高的重组菌株[69-70]。Gao 等[71]在一株高

产内切酶的菌株中通过敲除 cre1，并过表达黑曲

霉葡萄糖苷酶编码基因 bglA，得到了一株纤维

素酶和 β-葡萄糖苷酶活性均显著提高的里氏木

霉菌株。该工程菌株的胞外总纤维素酶活性提

高 63%，从而对秸秆残渣具有更高的糖化效率[71]。

本课题组通过利用自主挖掘的里氏木霉铜离子

转运蛋白编码基因 tcu1 的启动子驱动转录激活

因子 Xyr1 的表达，首次实现里氏木霉纤维素酶

在非诱导性碳源(葡萄糖、甘油等)中高水平表

达，且完全解除碳代谢阻遏，纤维素酶最终表达

水平与纤维素诱导条件下的合成水平相当[37,72]。

本课题组近期还发现，Xyr1 中间同源区段 434 位

精氨酸突变为亮氨酸时，组成型表达该 Xyr1 突

变体可以使胞外纤维素外切酶以及木聚糖酶活

比表达野生型 Xyr1 分别提升 80%和 70%，且胞

外发酵酶液对预处理玉米秸秆的糖化效率提升

21%[38]。Zhao 等[41]使用 CRISPR 基因编辑技术

将 Xyr1 第 873 位的丙氨酸突变为酪氨酸并对其

进行组成型表达，发现该突变株在葡萄糖条件

下的木聚糖酶与纤维素酶产量较出发菌分别提

升了 56.7 倍和 3.3 倍；进一步使用该突变株发

酵液处理玉米秸秆，葡萄糖与木糖释放量相较

于出发菌可分别提升 51%和 52%。Arai 等[73]则

通过在里氏木霉中共表达转录激活因子 Ace3 和

Xyr1V821F 突变体，使得菌株的纤维素酶表达水

平比单独过表达 Ace3 和 Xyr1V821F条件下分别提

高 5.5 倍和 1.5 倍。此外，将 Cre1 的第 388 位丝

氨酸突变为缬氨酸以消除其磷酸化修饰，所得菌

株在葡萄糖条件下的滤纸酶活和外切酶酶活

(pNPCase)可分别增加了 2.25 倍和 2.45 倍[74]。 
除了对内源转录因子的改造外，近几年还

有研究通过设计人工转录因子来实现对纤维素

酶表达的控制。锌指蛋白(zinc finger protein, 

ZFP)是一类可以较强亲和性识别结合特定 3 个

核苷酸基序的 DNA 结合结构域。通过串联多个

识别不同核苷酸基序的锌指蛋白，并将其与特

定转录激活结构域融合，Zhang 等[75]构建了可

在里氏木霉 Rut-C30 中激活靶基因表达的人工

锌指蛋白文库，并由此筛选获得了多个纤维素

酶产量提高的突变体，其中一个突变体 U3 的

滤纸酶活和 β-葡萄糖苷酶酶活分别提升了 55%
和 8.1 倍。与人工锌指蛋白转录因子策略类似，

Zhang 等将 Ace2、Cre1、Xyr1 及 Ace1 的 DNA
结合结构域分别与单纯疱疹病毒的激活结构域

VP16融合，其中DBDace2-ADVP16和DBDcre1-ADVP16

在 Rut-C30 中的表达可分别提升相应重组菌株在

纤维素和葡萄糖条件下的纤维素酶酶活；另外，

表达DBDcre1-ADVP16的重组菌株TMTA139在葡萄糖

条件下的滤纸酶活性较出发菌高出 26.5 倍[76-77]。

本课题组也通过将含有保守的富含半胱氨酸基

序的转录因子 Tmac1 的 AD 结构域与 Xyr1 的

DBD 结构域融合构建了人工转录因子 XT，进

一步将该人工转录因子在 Xyr1 缺失菌株中过

表达，得到的 OEXT 菌株与过表达原 Xyr1 的菌

株 OEX 以及亲本菌株 QM9414 相比，OEXT
的滤纸酶活分别增加了 0.6 倍和 1.2 倍，且

OEXT 的木聚糖酶活显著提高，分别是 OEX
和 QM9414 的 33.8 倍和 8.2 倍[78]。综上所述，

基于转录调控因子的理性改造是提升里氏木霉

纤维素酶产量的有效手段，将来可通过与蛋白

质表达分泌路径其他环节以及细胞全局代谢网

络的改造相结合，可以进一步提升菌株的蛋白

分泌生产能力。 

5  展望 
经过几十年的研究，人们对里氏木霉纤维

素酶基因的表达调控机理有了较为系统深入的

了解，特别是从胞外碳源信号的感应传导到细
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胞核内转录调控因子功能以及染色质结构变

化等方面开始逐步揭示了针对纤维素酶基因

表达的复杂而严谨的控制网络机制。基于这些

研究结果，通过针对性的遗传改造大幅度提升

了里氏木霉的纤维素酶表达合成水平。未来仍

需从以下几个方面开展更为深入的研究以力争

全面揭示里氏木霉纤维素酶诱导表达调控的

过程机制。 
(1) 明确纤维素诱导的胞内信号本质，并

深入揭示其感应与传导途径与机制，对以里氏

木霉为代表的丝状真菌如何感应细胞外的水

不溶性纤维素，以及纤维素来源的诱导信号如

何进行胞内传递而最终触发纤维素酶基因表

达等问题做出全面系统的解答，这将为深入理

解真核微生物的环境响应与生态适应机制奠

定理论基础。 
(2) 从菌株改造角度出发，考虑到里氏木

霉纤维素酶基因复杂的表达调控网络，有必要

在进一步挖掘鉴定相关转录调控因子以及深

入解析其功能机制的同时，利用系统生物学策

略对众多调控靶点进行集成改造，从基因转录

层面优化改善酶系组成，并促使各酶组分基因

的转录表达发生更大幅度的跃升，以确保最终

胞外水解酶系的提质增量。 
(3) 考虑到基因转录只是真核生物蛋白质

高水平外泌的第一步，有必要结合遗传学、分

子生物学和细胞生物学策略手段，在开发里氏

木霉高效基因组编辑技术的基础上，更为全面

系统地阐释里氏木霉纤维素酶高效合成全路

径中的其他关键或限速环节，包括蛋白质翻译

后在胞内特定细胞器中的高效加工处理以及

细胞中的高效转运，通过结合细胞中心代谢网

络的优化平衡以及菌丝形态改造，全面打造一条

可以和基因高水平转录相匹配的蛋白质高水

平运输路径，从而最大程度地释放里氏木霉纤

维素酶合成潜力，以有效降低纤维酶生产成

本，推动以木质纤维素为原料的绿色生物制造

产业的快速发展。 
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