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综  述                                                               

丝状真菌高效表达异源蛋白研究进展 

钟耀华, 王晓利, 汪天虹 
山东大学微生物技术国家重点实验室, 济南 250100 

摘  要: 丝状真菌是具有高效分泌蛋白质潜力的真核表达系统, 能对蛋白质进行翻译后修饰, 如蛋白质糖基化等; 并且

比植物、昆虫和哺乳动物细胞具有更快的生长速率。近年来, 随着真菌分子遗传技术和菌种改良策略的进步, 尤其是真

菌基因组学的发展, 利用丝状真菌生产异源蛋白越来越受到关注。综述了丝状真菌作为细胞工厂生产异源蛋白的最新探

索与进展, 其中包括功能基因组学在蛋白表达与分泌研究中的应用, 同时探讨了异源蛋白表达和生产的改进策略。 
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Recent Advances in the Production of Heterologous Proteins in 
Filamentous Fungi 

Yaohua Zhong, Xiaoli Wang, and Tianhong Wang 

State Key Laboratory of Microbial Technology, Shandong University, Jinan 250100, China 

Abstract: Filamentous fungi can secrete large amounts of proteins, glycosylate proteins and grow faster than plant, insect or 
mammalian cells. With the advances in fungal molecular genetics, strain improvement, and especially fungal genomics, filamentous 
fungi are developed as microbial cell factories for the production of heterologous proteins. This review focuses on recent 
developments of filamentous fungi as production hosts, such as protein quality control mechanisms, the secretion pathways, protein 
modification, strain stability, and most importantly the application of functional genomics in protein expression. At the same time, the 
strategies for improving heterologous protein production were also discussed in details. 
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丝状真菌在发酵工业上长期以来一直用于抗生

素、酶类和有机酸等的生产, 尤其在工业用酶生产

中确立了核心地位[1]。工业用酶的国际市场每年大

约数十亿美元, 并且在不断增长, 其中近 40%的酶

类生产来自丝状真菌[2]。丝状真菌强大的分泌酶类

等蛋白质的能力是与它们的生活方式相适应的[3]。

菌丝顶端和分支不断生长向底物拓殖, 利用菌丝体

分泌各种大量的蛋白将底物降解为可被吸收的营养

分子供生长需要。例如, 某些瑞氏木霉(Trichoderma 

reesei)菌株分泌的胞外总蛋白可达 40 g /L[4]。这种高

效生产和分泌蛋白的能力是细菌无法相比的, 同时, 

丝状真菌还能进行各种翻译后加工 , 如糖基化修

饰、蛋白酶切割和二硫键的形成等, 这使其成为能

够完成真核蛋白质精确的翻译后修饰的潜在表达宿
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主[5]。即使与酵母相比, 丝状真菌糖基化作用也明显

占有优势, 因为它与哺乳动物更接近, 甚至可形成

与哺乳动物一致的糖基化结构 (GlcNac2Man5), 而

酵母生产的蛋白总表现出高甘露糖型(GlcNac2Man 

20)[6]。工业丝状真菌在安全性方面更值得放心, 由

于许多菌种如黑曲霉(Aspergillus niger)、米曲霉(A. 

oryzae)和 T. reesei 等长期以来应用于食品及食品加

工业 , 已被联邦食品与药品管理局认定属于

GRAS(generally recognized as safe)和 FDA(food- 

additive)范围的菌株[6,7]。与哺乳动物细胞、昆虫等

高等生物表达系统相比, 丝状真菌培养简便, 成本

低, 而且生长迅速, 容易大规模开发形成产业化。另

外, 由于产物可分泌到培养基中, 不需要破壁提取

产物, 分离纯化等下游加工过程简单。同时, 丝状真

菌的发酵工艺比较成熟, 为工程菌迅速投入工业生

产打下了良好基础[8]。 

传统上, 提高丝状真菌产物产量的方法是突变

筛选或者优化发酵条件。通常, 工业菌株筛选育种

(selective breeding)很难成功, 因为许多工业重要的

丝状真菌缺乏有性阶段 [9]。二十年前, 在构巢曲霉

(Aspergillus nidulans)、A. niger和 T. reesei等几种工

业重要真菌中发展起来的 DNA 介导转化系统开启

了探索以这些真菌作为蛋白表达系统的研究方向。

此后的发展非常迅速, 各种基因工程方法如强启动

子控制、引入多拷贝基因、表达融合蛋白、缺失蛋

白酶活力等提高重组蛋白表达的技术已比较成熟 , 

为丝状真菌高效生产异源蛋白奠定了基础[10]。许多

同源和异源真菌蛋白在丝状真菌中已实现高效表达, 

但是来源于其他高等生物如动物和植物基因的表达

受到瓶颈限制而产量不高[11]。为了充分挖掘丝状真

菌作为细胞工厂生产异源蛋白的巨大潜力, 目前研

究主要集中在胞内蛋白质量控制的细胞机制、分泌

途径改造、蛋白修饰加工以及工程菌稳定性等方面, 

并取得了显著进步。尤其是自 2002 年 FGI(fungal 

genome initiative)发表第一份真菌测序白皮书以来, 

真菌基因组测序和相关“组学”实验技术的发展迅

速[12], 如基因微阵列技术和蛋白质组学等, 这些“组

学”研究为实现丝状真菌高效表达异源蛋白提供了

更为广阔的前景。本文对上述提到的这些最新探索

与进展进行了综述, 同时对丝状真菌异源蛋白表达

和生产的改进策略进行了探讨。 

1  丝状真菌在表达异源蛋白中的应用 

丝状真菌作为代谢物和酶的来源已有几百年历

史, 而利用其表达蛋白的研究和应用仅仅 20年的光

景, 比大肠杆菌生产蛋白(如人胰岛素)的商业应用

(1981年)晚了不到 10年时间。这主要得益于真菌分

子遗传技术的进步, 丝状真菌DNA转化系统的建立

为生产重组蛋白奠定了基础[13]。编码目的蛋白的基

因借助载体转入丝状真菌宿主并整合到基因组中 , 

可以实现稳定表达。利用丝状真菌大量分泌蛋白的

能力生产具有经济价值的异源蛋白已经成为上世纪

90年代以来丝状真菌分子遗传学和代谢工程研究的

热点[11]。 

丝状真菌表达的异源蛋白主要分为两类: 工业
用酶和高等生物的基因产物(通常是药物)。虽然丝状
真菌表达异源蛋白的水平总是比生产内 /同源蛋白
低得多, 但一些实例已取得了相当的成功。表 1 总
结了丝状真菌表达系统生产的主要异源蛋白及产

量。从中可以看到, 丝状真菌异源表达其他真菌蛋
白如肌醇六磷酸酶和天门冬氨酸蛋白酶的产量最高

可至 2~3 g/L[11,15], 这显然是可以工业化生产的水
平。丝状真菌表达人类白细胞介素 hIL-6 是一个有
潜在价值的领域, 利用不同曲霉宿主结合使用不同
的启动子对 hIL-6进行了表达研究。结果发现, 摇瓶
培养的蛋白产量从 0.1 mg/L到 150 mg/L不等, 其中, 
以 PglaA为启动子并与内源葡萄糖淀粉酶 A相融合
的 A. niger转化子最高产量达到了 150 mg/L[16]。另

外一种哺乳动物蛋白牛凝乳酶原(bovine prochymosin)
在孢盛曲霉(A. awamori)的产量达到了 1 g/L的水平, 
在食品应用中已经工业化生产[13]。在表达植物蛋白

方面 , Moralejo 等作出了突出贡献 , 他们利用 A. 
awamori生产植物甜蛋白 Thaumatin, 经过 3年的不
断努力, 终于使其产量由最初 9 mg/L 提高到 150 
mg/L 的水平[17−19]。最近报道了另一种植物甜蛋白

Neoculin(NCL)的表达研究[20], 该项研究具有一定创
新性, 因为 NCL 是一种异源二聚体蛋白, Nakajima
等利用带有 KEX2 剪切位点的α-淀粉酶分别与两个
蛋白亚基融合, 结果成功获得了与天然 NCL同样活
性的重组 NCL。嗜热酶具有很高的应用价值, 2002
年 Faria 等以 T. reesei 为宿主成功将嗜热真菌
Humicola grisea var. thermoidea的木聚糖酶 2进行了
表达 ,  摇瓶产量达到了 5 0 0  mg / L [ 2 1 ]。而刚刚 
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表 1  丝状真菌表达的主要异源蛋白及产量 
Table 1  Yields of the major heterologous proteins produced in filamentous fungi 

Heterologous protein Expression system Donor Yield / (mg/L) Refs 

Thaumatin A. awamori Thaumatococcus daniellii 150 [19] 

α-galactosidase A. awamori Cyamopsis tetragonoloba 12 [13] 

Bovine prochymosin A. awamori calf 1000 [13] 

Interferon A. awamori human ＞2000 [13] 

llama variable heavy-chain antibody fragments (VHHs) A. awamori human 7.5 [26] 

Interleukin 6 A. niger human 150 [16]  

Porcine pancreatic phospholipase A A. niger pig 10 [74] 

Hen egg white lysozyme A. niger hen 209 [75] 

tissue-type plasminogen activator (t-PA) A. niger human 12 [58] 

IgG1 (κ), trastuzumab A. niger human 900 [14] 

Fab′ antibody fragment A. niger human 1 200 [14] 

Mn-dependent peroxidase A. niger Phanerochaete chrysosporium 100 [76] 

Neoculin A. oryzae Curculigo latifolia 2 [20] 

Aspartic proteinase A. oryzae Rhizomucor miehei 3000 [15] 

Phytase T. reesei Aspergillus spp. 2000 [11] 

Endochitinase T. reesei T. harzianum 130 [77] 

Xylanase 2 T. reesei Humicola grisea  500 [78] 

 
报道的一项研究显示, T. reesei成功表达了另一种嗜

热真菌 Chaetomium thermophilum 的三个木聚糖酶

Ct xyn11A、Ct xyn11B和 Ct xyn11C, 在 70°C下的

酶活力比出发菌株分别提高了 260倍、100倍和 2.5

倍[22]。因此, 利用丝状真菌为宿主可能是获得工业

生产水平嗜热酶的有希望选择。鉴于丝状真菌生产

和分泌异源蛋白的巨大潜力, 以丝状真菌作为细胞

工厂的研究和开发在最近几年已经成为生物技术的

热点领域[6, 11, 23]。 

工业上用于异源蛋白表达的丝状真菌生产菌株

主要是 A. niger、A. oryzae、T. reesei、A. awamori、

A. nidulans、A. foetidus、  A. sojae、长枝木霉(T. 

longibrachiatum)等, 其中前 4 种是最为常用的。直

到现在, 被开发用于重组蛋白生产的丝状真菌为数

并不多。现代真菌生物技术的蓬勃发展吸引了传统

发酵工业和其他工业领域的广泛关注, 为避开那些

已受专利保护的菌株, 寻找新的真菌表达宿主就很

有必要。最近报道的一个比较有吸引力的表达系统

是 Chrysosporium luknowense (一种白腐真菌), 其优

点是: 高转化效率、中性 pH 条件下进行蛋白质表

达、发酵液粘度低以及发酵时间较短等[24]。另一个

表达异源蛋白的生产菌株是禾谷镰刀菌 (Fusarium 

graminearum), 这种真菌经过严格检测而在人类食

品上得以应用, 用于生产首个真菌蛋白Quorn, 因此

它也是生产药用蛋白的理想菌株[25]。正在发展的其

他系统还有日本曲霉 (A. japonicus)和酱油曲霉 (A. 

sojae)等。 

2  影响丝状真菌异源蛋白表达的因素及改

良策略 

丝状真菌生产异源蛋白遇到的问题主要是大多

数哺乳动物、植物和细菌来源的蛋白远低于真菌内

源蛋白表达水平(每升发酵液数十克), 通常仅达到
每升发酵液几十毫克[6,13]。表达蛋白的产量至少在每

升几克的水平, 才能适应或达到工业发酵规模的需
求[2]。而目前除了凝乳酶原等少数蛋白的产量稍高

之外, 其他异源蛋白产量都远达不到这个水平。为
了使丝状真菌获得异源蛋白的高表达和分泌产量 , 
克服该瓶颈的研究一直在不断开展。异源蛋白产量

低的瓶颈问题可以发生在不同水平, 如转录、翻译、
翻译后修饰加工、分泌和胞外降解等[13]。先前的研

究主要集中在基因拷贝数、转录水平和目的蛋白的

降解方面。许多实例显示, 通过强启动子、增加基
因拷贝数、密码子优化、降低蛋白水解活力以及与

内源基因融合等可以一定程度提高目的蛋白的产 
量[10], 此类研究和综述已不少, 在此不作赘述。由于
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前三种策略的运用已经使转录和翻译水平的限制缩

减到很低, 甚至已有报道称 mRNA 水平并不是限制
因子[26]。所以, 为了充分挖掘丝状真菌巨大的蛋白
分泌生产潜力, 最近的研究开始转向胞内蛋白质量
控制的细胞机制、分泌途径研究、糖基化作用和工

程菌的稳定性等方面。 

2.1  蛋白质质量控制的细胞机制 
过量表达的异源蛋白超出细胞承受能力, 多肽

链不能及时正确折叠, 从而在内质网内形成错误折

叠或未折叠的蛋白质积累, 严重影响蛋白的转运和

分泌, 这是影响异源蛋白产量低的重要因素[13,27]。在

表达系统中, 转移到内质网的大流量蛋白对蛋白折

叠、转运以及合成蛋白的质量控制提出了更高要求。

对于蛋白质质量控制而言, 丝状真菌的研究紧随哺乳

动物和酵母之后, 目前已取得很大进展[28−30]。  流经

内质网的过量蛋白, 尤其是那些未折叠的蛋白和错

误折叠的蛋白, 诱发了通称为蛋白分泌压力响应或

内质网 (ER)压力响应。非折叠蛋白响应 (unfolded 

protein response, UPR)是其中重要的一种机制, UPR

的作用是当蛋白压力增加时 , 上调分子伴侣

Bip(binding protein)和蛋白质二硫键异构酶 PDI 

(protein disulphide isomerase)等折叠酶的表达水平, 

促进蛋白质的折叠和运输, 减轻细胞压力[31]。UPR

途径的成分已从 T. reese和 A. nigeri等分离到, 这些

成分包括 IRE1、HAC1 以及 UPR 功能基因 Pdi1 的

同源基因等[29,32,33]。细胞中未折叠蛋白的感受器是

跨膜激酶 Ire1p, 它能检测到未折叠蛋白的聚集, 并

将信号传递到细胞核内, 诱导 UPR 特异转录因子

Hac1 mRNA的剪接。Hac1可结合到 UPR功能基因

Pdi1等基因的上游启动转录[30]。HAC1 mRNA剪切

过程与酿酒酵母是不同的 , 酿酒酵母中是剪切掉

250 nt 的内含子, 而丝状真菌中是 5'端区域被截短

并除去 20 nt的内含子[33,34]。UPR与内质网相关蛋白

降解途径(ER-associated protein degradation, ERAD)

是紧密相联的, ERAD 可将错误折叠或未组装的蛋

白直接导入蛋白酶体被 26S 巨大蛋白酶降解[35]。最

近, 在丝状真菌中提出来一个新的反馈途径, 命名

为分泌压力抑制 (repression under secretion stress, 

RESS)[36]。该途径在分泌压迫时发挥作用, 下调一些

基因的转录水平。只有正确折叠的蛋白被转运到高

尔基体隔室, 在这里蛋白被进一步修饰, 调整蛋白

的功能和稳定性。 

对丝状真菌蛋白质质量控制机制的深入研究为

增加异源蛋白表达产量提供了改进的方向, 近几年, 

从该领域开展了许多工作。A. niger 中过量表达

HacA 持续诱导 UPR 响应, 使异源白腐菌(Trametes 

versicolor)虫漆酶的产量提高了 7倍, 而使牛前凝乳

酶原的产量提高了 2.8 倍[37]。A. awamori 中过量表

达BipA使植物甜蛋白Thaumatin的分泌量获得了 2.5

倍的提高, 达到了 25 mg/L, 但内源淀粉酶和葡萄糖

淀粉酶的产量不受影响, 另一方面, 利用反义 RNA

抑制 BipA表达后, Thaumatin的分泌量减少了 80%, 

而没有影响内源蛋白产量[38]。不过, 也有另外的例

子, 在 T. reesei中过表达 hac1对异源虫漆酶的表达

没有促进作用, 其他一些研究中也发现过表达 UPR

相关基因产物对于提高异源蛋白的产量没有相应效

果 [11], 因此, 这一诱导过程在丝状真菌中可能是产

物依赖性的。 

2.2  蛋白质分泌途径 
分泌途径是胞外蛋白生产的关键, 丝状真菌中

囊泡转运和蛋白分泌途径可能是异源蛋白生产的瓶

颈所在, 并且具有潜在的可提高分泌能力的机制[39]。

在丝状真菌中, 多细胞管状菌丝由圆柱型隔室组成, 

它们由带孔的隔壁分开, 蛋白分泌一般认为主要发

生在菌丝顶端[19,40]。但是, 对囊泡转运的分子机理的

了解仍然很少 [28]。最近一个代表性的工作是在 A. 

oryzae中利用绿色荧光蛋白(EGFP)系统观测 N-乙基

顺丁烯二酰亚胺敏感因子吸附蛋白受体 SNARE[41]。

SNAREs 的作用是保证识别的特异性和介导运输小

泡与目标膜的融合。位于运输小泡上的叫作v-SNAREs, 

位于靶膜上的叫作 t-SNAREs。 v-SNAREs 和 

t-SNAREs 相 互 缠 绕 形 成 跨 SNAREs 复 合 体

(trans-SNAREs complexes), 并通过这个结构将运输

小泡的膜与靶膜拉在一起, 实现运输小泡特异性停

泊和融合。有趣的发现是 , 一些丝状真菌包括

Neurospora crassa[42]、A. oryzae[41]、A. niger 和 T. 

reesei[43]具有两个质膜 syntaxin样 t-SNAREs受体——

Sso1p and Sso2p, 而 A. nidulans 和 A. fumigatus仅具

有一个蛋白[41], 这暗示着丝状真菌存在两种(或更多

种)不同分泌途径。如果的确存在几个分泌途径, 这

可能会解释丝状真菌的高分泌能力, 甚至可能在不

需要影响菌丝顶端生长的条件下提高同源和异源蛋
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白的产量。 

与EGFP融合的分泌蛋白经常定位到隔壁上[44, 45], 

这说明蛋白分泌不仅发生在菌丝顶端也直接出现在

隔壁上。与此相一致的是, 质膜 SNAREs 受体也发

现存在于隔壁上[41]。目前有多少隔壁参与了蛋白分

泌还不清楚。尽管有一些争论, 但是利用超分支突

变来提高菌丝顶端数目的尝试工作结果可以提高蛋

白产量, 其中, 葡萄糖淀粉酶产量提高了至少 1倍[46]。

因此, 针对隔壁的工程改造也可能有助于提高异源

蛋白产量。 

2.3  糖基化作用 
对于具有生物活性的分泌蛋白来说, 转录后修

饰是一个非常关键的步骤。以 T. reesei为例, 据估计

约 50%的蛋白是糖基化的, 所以丝状真菌糖基化作

用的研究对于提高异源蛋白表达是很有必要的[47]。

抑制糖基化会降低分泌蛋白的产量, 并诱导非折叠

蛋白响应(UPR)[23], 但是, A. nidulans葡萄糖淀粉酶

的过量生产导致了随后的糖基化水平上调[48], 这表

明糖基化加工过程与分泌途径蛋白流变化是相适应

的。不过, 工业生产中葡萄糖淀粉酶水平远高于研

究中检测的表达量, 糖基化系统在分泌蛋白的不同

水平上是否有变化仍然未知[23]。更深入的研究应该

关注在丝状真菌蛋白多糖成分的合成、结构及其功

能方面, 无论该酶是同源的还是异源的。 

目前已有在酵母中进行人源N-糖基化研究的报

道, 敲除酵母糖基化途径中的内源基因, 并引入相

关的真核糖基化酶基因可以对同源及异源蛋白进行

人源糖基化修饰[49]。丝状真菌很可能还具有与哺乳

动物系统相似的蛋白修饰性能, 如 N-糖基化等, 这

些优点将极大地促进丝状真菌人源糖基化工程的实

现。目前, 在丝状真菌中已鉴定了几个与其他生物

特异糖基化基因同源的基因, 这为丝状真菌蛋白质

的糖基化研究奠定了基础。有研究显示 , A. niger 

NW195的N-糖基化途径已经人源化, 它是通过表达

HDEL标签的 T. reesei α-甘露糖苷酶和人类 N-乙酰

氨基葡萄糖转移酶 I, 结果在新合成的蛋白中发现有

至少 40%新合成的蛋白上存在 GlcNacMan5GlcNac2 

型 N聚糖[50]。山东大学微生物技术国家重点实验室

开展 T. reesei N-聚糖人源化改造已经取得了初步的

成果(实验结果另文报道)。另外, 真菌蛋白非人源磷

酸甘露糖和呋喃半乳糖的存在, 可能需要人们加深

对丝状真菌人源蛋白质糖基化的进一步研究, 为实

现表达人类功能性蛋白奠定基础。同时, 酵母和丝

状真菌表达的所有糖蛋白都是非唾液酸型的, 末端

唾液酸都必须通过体外操作加入。但是, 真菌细胞

壁表面的成分之一就是唾液酸, 这为进一步的研究

提供了新的方向。 

对 T. reesei纤维二糖水解酶 Cel7A的研究证实, 

培养基的组成对蛋白质糖基化有一定的影响。在基

本培养基中可以得到完全的 N 型或Ｏ型糖基化, 但

是, 在复合的生长培养基中观察到多种形式及不同

程度的糖基化, 这是胞外多糖修饰酶的分泌后修饰

作用造成的[51]。已有报道显示, 分泌蛋白的 O-糖基

化与蛋白的有效分泌相关[52]。在 T. reesei 中, 抑制

蛋白的 O-糖基化与抑制 N-糖基化相比, 前者能明显

阻滞蛋白分泌 [53]。甘露糖磷酸二酯合成酶

(dolichylphosphate mannose synthase, DPMS)是 T. 

reesei 蛋白 O-糖基化形成的一个关键酶。在 T. reesei

中过量表达酵母 DPM1促进 O-糖基化形成, 结果使

胞外蛋白的产量提高了 7 倍[54]。同时发现, 过量表

达 DPM1的 T. reesei细胞壁与野生型完整细胞壁相

比 , 形成松散的丛毛状结构 , 因此推测 , 正是因为

细胞壁的这种松散空隙使其渗透性增加, 从而提高

了分泌蛋白的流量。最近的一项研究也表明, 在 A. 

nidulans DPMS 突变株中过量表达酵母 DPM1 可显

著提高葡萄糖淀粉酶的分泌量, 同时电子显微镜观

测发现在细胞周质空间有分泌蛋白的累积[55]。这些

研究显示出, 促进蛋白 O-糖基化的形成将有助于蛋

白的分泌, 从而为提高异源蛋白生产量提供了一个

重要策略。 

2.4  工程菌的稳定性 
异源蛋白产量远不如内源蛋白高, 工程菌本身

的稳定性问题也是一个重要方面。菌株稳定性是蛋

白生产稳定性的前提, 因此在实际生产应用中, 必

须对工程菌的稳定性引起重视。 

真菌菌丝中存在多核现象, 转入的目的蛋白基

因一般不可能同时整合到所有细胞核中, 这样不包

含整合 DNA的细胞核与整合 DNA的细胞核就会同

时出现在同一隔室。传代培养后, 非转化细胞核就

会从菌丝中分离出来而形成无生产能力的部分或个

体。即使重组 DNA在一个细胞的两个核中都发生了

整合, 但也不可能在两个核中整合在同一位点, 那
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么, 产生的转化子就会是异核的[56]。所以, 在获得初

始转化子后, 筛选一定数量单孢子并周期性地贮存

新鲜单孢子是必要的, 这样可以降低阴性转化子或

异核的可能性。许多文献已经报道, 重组 DNA可能

会从基因组中删除[57,58]。另一方面, 无论是同源的还

是异源的基因以多拷贝形式整合进入一些真菌基因

组后 , 可能会由于不同的机制导致基因沉默现象 , 

一般称为同源依赖的基因沉默[59]。与异常 RNA的产

生或者同源 DNA 甲基化有关的压制(quelling)一般

发生在营养菌丝阶段[60]。重组 DNA 的甲基化在 N. 

crassa、A. niger 中已经发现, 但是 DNA 甲基化在

A. niger、A. orzyae 和 T. reesei中调控基因表达的作

用还没有深入研究。为防止目的蛋白基因的丢失 , 

在初步筛选转化子时应尽量多保存高产菌株, 并进

行多轮传代与生物学重复实验, 以确保工程菌和蛋

白表达的稳定性。 

还有一个值得注意的方面, 就是生产重组蛋白
的菌株通常会被那些不生产重组蛋白的菌株替代。

重组蛋白的生产利用了更多的能量和代谢资源, 增
加了细胞代谢的负担[61]。同时, 这些重组蛋白对真
菌生长无益, 因而低产量或不生产重组蛋白的菌株
比生产菌株具有更快的生长速率[62]。其中, 环境因
素起到了重要作用 , 而且还会影响酶生产的稳定
性。重组葡萄糖淀粉酶在 pH 4.0的复合培养基中可
以高浓度生产, 然而, 在 pH 5.4 的同样培养基中很
快就丧失生产能力[63]。无论菌株是在高或低 pH 值
培养, 还是在合成或复合培养基中培养, 重组转化
子的生产有时是不稳定的[57]。培养基组成和 pH 值
可以增加或降低丝状真菌重组蛋白的生产稳定性 , 
尽管其中原因仍未知。因此, 重组菌株的培养要进
行不同生长条件的尝试, 才能使菌株的异源蛋白生
产达到最佳状态。 

3  与丝状真菌蛋白表达和分泌相关的基因

组学及功能基因组学研究 

丝状真菌异源蛋白表达的产量在应用不同策略

时效果也不一样, 因此, 完全阐明和解决异源蛋白
产量的瓶颈问题需要从一个更整体化的水平——如

转录组和蛋白质组水平——来研究与蛋白产量相关

的分泌和翻译后修饰等机制[64]。基因组学的发展为此

提供了极佳的契机, 最近几年, 真菌基因组学测序 

工作进展十分迅速, 尤其在 2003年之后, 每年有 10
多种真菌全基因组数据公开, 到目前为止(2007 年
11 月)NCBI 数据库中全基因组数据已公开释放的真
菌有 73 种(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genomes/)。
真菌基因组资源的获得和相关实验技术的进步开启

了对丝状真菌基因功能包括蛋白表达分泌机制的全

面了解的序幕, 尤其是近两年的研究不断涌现。 
在转录组水平上, 2005 年 Sims 等[65] 第一次实

现对丝状真菌异源蛋白表达和分泌的转录组分析。

该研究利用微阵列技术分析了 A. nidulans异源表达

牛凝乳酶时在摇瓶分批培养和恒化器培养两种条件

下的基因表达谱变化, 发现分批培养分泌途径相关

的表达上调基因数目(292个)远高于恒化器培养(139

个), 这说明分批培养更易引发高水平的细胞响应; 

借助 UPR转录因子 HacA和囊泡转运基因的表达量

变化, 发现DTT比异源蛋白对分泌途径的破坏更大, 

说明利用 DTT 处理菌株来研究 UPR 反应机制可能

会有偏差; 借助内源分泌蛋白基因表达谱的变化进

一步证实丝状真菌存在分泌压力抑制(RESS)响应 , 

由异源蛋白引发的 RESS 可将内源分泌蛋白

xylanase 1、α-amylase 和 cellobiose hydrolase等表

达下调。这项工作对全面了解异源蛋白分泌的细胞

响应机制具有重要意义。而最近对 T. reesei 异源表

达人源 tPA(tissue plasminogen activator)分泌压力下

的转录反应与 S. cerevisiae进行了比较[66]。本研究首

次展现了 T. reesei 分泌压力相关的全部基因群, 并

发现了 T. reesei 压力响应的新特征, 两个核小体基

因 Histone 2A 和 Histone 4得到特异表达上调。由

此推测, 丝状真菌除了已知的分泌压力途径外, 可

能还存在新类型的响应。2007年刚刚发表的一项研

究是利用 Affymetrix DNA GeneChips技术和个别验

证方法(independent verification)完成了对 A. niger蛋

白分泌相关压力响应的基因组范围转录分析[27], 该

研究证实了 HacA 表达的转录后控制, 阐明了分泌

压力下差异化翻译的基因, 并发现一个未鉴定的 A. 

niger基因An02g13410 (可能是乙酰基CoA转运因子)

也参与了分泌压力反应。这些转录组学的研究成果

为深入认识蛋白分泌和分泌相关压力的分子基础 , 

实现菌种改良和鉴定目标基因提供了重要信息。 

蛋白质组分析有助于在分子水平上系统理解细

胞整体事件的发生, 分泌蛋白质组相关研究在理解
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丝状真菌蛋白生产和分泌方面是尤其重要的。

Medina 等在这一领域具有开创性贡献, 他们建立了

真菌分泌蛋白质组研究的样品制备策略[67], 并借此

鉴定了 A. flavus降解芸香苷 rutin的 22个分泌蛋白, 

从而对降解次级代谢物以供细胞生长的酶类有了深

入了解。利用 LC-MS/MS 方法继续这项工作, 鉴定

了另外 51 个分泌蛋白, 其中 18 个被证明是属于芸

香苷 rutin 降解途径的成分[68]。Oda 等[69] 利用 2D

电泳分离蛋白和基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱(MALDI- TOF-MS)技术进行肽指纹图谱( Peptide 

Mass Fingerprinting, PMF)分析了 A. oryzae的分泌蛋

白组, 鉴定了液体和固体培养时产生的 29个胞外蛋

白, 其中α-amylase 和β-glucosidase 在液体培养时隐

藏在细胞壁中, 在固体生长时穿过细胞壁分泌到胞外。

丝状真菌蛋白组学的研究可从整体上认识分泌途径的

特点, 并发现新的分泌蛋白, 有助于快速找到蛋白生产

和分泌的瓶颈, 为实现异源蛋白的高效生产指明方向。 

4  展望 

丝状真菌作为异源蛋白生产的细胞工厂具有巨

大潜力。随着多年研究的深入, 目前克服异源蛋白

产量低的瓶颈问题集中在翻译后水平、修饰加工过

程和分泌途径等方面。丝状真菌分子遗传操作技术

的成熟 [8,10,70], 尤其是基因组学及其相关技术的迅

速发展[12], 使得对蛋白质表达在整体方面和细节方

面有了更深入的了解。值得注意的是, 几个异源蛋

白工业化生产成功的实例坚定了研究和开发的信心, 

也成为努力的目标。在丝状真菌中刚刚兴起的功能

基因组学研究将为这项难关的成功突破带来新的机

遇。同时, 筛选超分泌突变菌株[71] 和构建精确表达

调控系统 [72]等新技术也不断在丝状真菌中发展起

来。与丝状真菌生理相关的可控培养特性研究和生

物工程策略[73]也是正在兴起的另一支重要生力军。

正如 Peter J. Punt[6] 指出的“目前已发展到了最后突

破阶段, 获得工业水平的高值蛋白指日可待”。随着

研究的迅速发展, 高值异源蛋白生产的丝状真菌细胞

工厂的出现将在发酵生物技术领域引领一个新时代。 
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