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摘  要 : 丝状真菌被广泛地用于包括纤维素酶在内的工业酶生产过程。在液体深层发酵中，丝状真菌菌丝形

态直接影响发酵液的流变特性，进而与目标酶蛋白产量存在着重要的关联。目前，针对丝状真菌工业酶液体发

酵菌丝形态的研究依然是从传统的发酵工程学角度出发，对与发酵水平紧密相关的形态、粘度等性状相关基因

的认识远远不够。为了挖掘深层发酵中对丝状真菌发酵产酶性能具有重要影响的形态发育相关基因，以粗糙脉

孢菌 Neurospora crassa 单基因突变体库中的 95 株形态突变株为研究对象，在结晶纤维素为碳源的条件下进行

筛选，探寻与野生型菌株蛋白产量有显著差异的突变株。同时，对这些突变株的内切-β-1,4-葡聚糖酶酶活、    

β-葡萄糖苷酶酶活、发酵液粘度和菌丝干重进行了测定，并观察了发酵液中突变株的菌丝形态。实验结果表明，

与野生型菌株相比，突变株 SZY32、SZY35、SZY39 和 SZY43 发酵液中蛋白浓度显著降低，突变株 SZY11、

SZY63、SZY69 和 SZY87 发酵液中蛋白浓度显著性提高。值得注意的是，突变株 SZY11 和 SZY43 发酵液菌

丝体主要形态为菌球状，其发酵液粘度分别降低 75%和 50%，突变株 SZY87 在发酵液中呈长丝状，发酵液粘

度显著升高至少 2 倍。这些与产酶水平相关的形态、粘度基因的获得将有助于丝状真菌纤维素酶等工业酶高产

工程菌株的理性构建。 

关键词 : 粗糙脉孢菌，菌丝形态，发酵液粘度，纤维素酶  

 

细胞工厂与发酵工程



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  January 25, 2014  Vol.30  No.1 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

56 

Improving cellulases production with Neurospora crassa by 

morphology mutants screening 

Zhiyong Sun1,2, Liangcai Lin2, Min Wang1, and Chaoguang Tian2 

1 College of Biotechnology, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China 

2 Key Laboratory of Systems Microbial Biotechnology, Tianjin Institute of Industrial Biotechnology, Chinese Academy of Sciences, 

Tianjin 300308, China 

Abstract:  Filamentous fungi are widely used for large-scale production of cellulases. Morphological characteristics of 

mycelia under submerged condition are closely correlated with cellulases productivity. In order to find out the critical genes 

involved in the mycelial morphology development and cellulases production in liquid fermentation, 95 Neurospora crassa 

morphological mutants (named as SZY1-95) were screened for cellulases production. Compared with the wild type, 

cellulases production in four mutants SZY32, SZY35, SZY39 and SZY43 were significantly decreased, whereas mutants 

SZY63, SZY69, SZY87 and SZY11 produced much more cellulases than that of the wild type strain. Meanwhile, 

endo-beta-1,4-glucanase activity, beta-glucosidase activity, viscosity of broth and dry weight of these mutants were 

measured. The mycelial morphology of the mutants was also studied by microscope. Particularly, pellets were formed in 

mutant SZY11 and SZY43, whose viscosities were 25% and 50% of the wild type strain, respectively. Mutant SZY87 

appeared long hyphae, and the viscosity of its broth was at least 2 folds of the wild type strain. These results indicate that a 

single gene deletion could influence the mycelial morphology in liquid fermentation, and increased the cellulases 

production. The low-viscosity related genes identified in our study will be the potential candidates for genetic modification 

of filamentous fungi. 

Keywords:  Neurospora crassa, mycelial morphology, viscosity of fermentation broth, cellulases 

丝状真菌是包括纤维素酶在内的传统发酵

工业的主要生产者，与细菌和酵母相比，在翻译

后修饰、分泌能力、代谢产物多样性和生产能力

等方面具有显著优势，被广泛用于生产各种代谢

物、生物活性物质和工业酶等，涉及医药、食品

等多个行业[1-4]。液体深层发酵过程中，丝状真

菌菌丝形态对其目标产品的合成代谢及产量有

显著影响。通常情况下，丝状真菌菌丝形态分为

2种形式：丝状 (Mycelial form) 和球形 (Pelleted 

form) [5-6]。丝状又分为松散的菌丝聚集体 

(Clump) 和菌丝体 (Mycelium)。菌体形态以丝状

为主会造成菌丝间相互缠绕，增大发酵液粘度，

不利于营养物质和氧的溶解、传递，甚至使发酵

体系达到气溶胶状态，产率明显降低[4,7-8]。若菌

丝体形成细小菌丝颗粒，则料液传质效果较好，

动力输入减小，生产成本降低。然而，菌球颗粒

太大或太致密会阻碍氧气和营养物质的传递，导

致内部处于缺氧及营养匮乏的状态，影响菌体生

长和产物合成[9-11]。因此，如何优化控制丝状真

菌发酵过程中的菌丝体形态成为现代工业发酵

调控的热点与难点。 

在里氏木霉 Trichoderma reesei 和黑曲霉

Aspergillus niger等工业菌株发酵生产中，常常出

现发酵液流变性差、营养物质传递不均匀和溶氧

困难等问题，进而发生高能耗、低产率的情况。

在丝状真菌工业发酵过程中，发酵液的流变性能
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主要取决于单位体积的菌体生物量和菌丝体形 

态[12]。目前，国内外研究者对于丝状真菌菌体形

态的控制主要是从传统的发酵工程学角度出发，

如菌种特性、接种量、培养基成分、温度、搅拌

转速、pH、发酵罐的大小和类型等[4,7,10]。此外，

诱变育种也被用于菌丝形态的研究，如 Bocking

等将米曲霉 Aspergillus oryzae通过亚硝酸和紫外

诱变，得到 5株多分支突变株并且摇瓶发酵培养，

发现培养基消耗速率加快，发酵液流变学性能明

显改善，其扭矩值降低 50%以上，蛋白产量显著

提高[13]。至于模式真菌粗糙脉孢菌 Neurospora 

crassa 单基因敲除突变株，研究者多是从其生理

性状入手，如 Ziv 等通过固体平板观察其菌丝长

度、分支和产孢情况，并对突变基因做互补和蛋

白定位等分析工作，发现 COT1 可通过磷酸化水

平的调控来控制菌丝的延伸和分支[14]。Watters等

在无机盐固体培养基上利用 33 ℃和 10 ℃两个温

度条件培养 N. crassa单基因敲除突变株，探索突

变株生长速率与分支度间的关系[15]。少数研究者

也利用突变株发酵产酶。Lee 等利用温度敏感型

突变株 mcb 在以 1.0%蔗糖和 0.5%羧甲基纤维素

为碳源的条件下摇瓶培养 4 d，发现蛋白产量和内

切-β-1,4-葡聚糖酶活力均比野生型菌株有明显提

高[16]。然而，对发酵产酶过程中蛋白水平和粘度

等发酵性状相关功能基因的克隆鉴定却鲜有   

报道。 

本文以N. crassa野生型菌株FGSC2489为对

照，将 95 株形态突变体在以结晶纤维素为碳源

的培养基中进行筛选，通过测定发酵液蛋白浓

度、酶活活力和发酵液粘度等发酵性状，同时观

察发酵液菌丝体形态，筛选获得 8株蛋白浓度显

著变化的突变株，其中 5株突变株的发酵液粘度

明显改变，并对这些菌株突变基因的功能进行了

简述。这些功能基因的获得，加深了对丝状真菌

菌丝形态变化分子机理层次的认识，为进一步阐

述丝状真菌优良发酵性状的分子基础以及基因

组水平的菌种改良奠定了基础，以期达到提高纤

维素酶发酵水平的目的。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种 

N. crassa野生型菌株 FGSC 2489、N. crassa

形态突变体和潜在形态突变体均购自美国真菌

遗传保藏中心 (Fungal Genetics Stock Center，

FGSC)。菌种保藏采用冷冻甘油管法。 

1.1.2  培养基 

斜面培养基(L)：1% Vogel’s salts，20 g蔗糖，

15 g琼脂粉，自然 pH。 

产酶培养基(L)：1% Vogel’s salts，20 g结晶

纤维素，7.5 g酵母粉，2 mL吐温 80。 

Vogel’s salts medium(L)：125 g C6H5Na3O7，

250 g KH2PO4 ， 100 g NH4NO3 ， 10 g 

MgSO4·7H2O，5 g CaCl2·2H2O，5 mL微量元素

溶液，2.5 mL 0.1 mg/mL生物素溶液。 

微量元素溶液 (L)：50 g C6H8O7·H2O，50 g 

ZnSO4·7H2O，10 g Fe(NH4)(SO)2·6H2O，2.5 g 

CuSO4·5H2O，0.5 g MnSO4·H2O，0.5 g H3BO3，   

0.5 g Na2MoO4·2H2O。 

1.1.3  主要试剂 

Brad-ford 试剂购自 BIO-RAD 公司；

AZO-CM-CELLULOSE 试剂购自 Megazyme 公

司；对硝基苯-β-D-吡喃半乳糖苷 p-NPG 和其他

化学试剂均购自 Sigma公司。 
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1.2  实验方法 

1.2.1  突变体筛选方法 

根据N. crassa野生型菌株FGSC2489摇瓶发

酵培养结果，突变体筛选时孢子终浓度为    

105/mL。产酶培养基装液量为 100 mL 培养基/ 

250 mL三角瓶，pH 6.5。25 ℃摇床 200 r/min光

照培养 7 d。 

1.2.2  发酵液蛋白浓度的测定 

发酵上清液蛋白浓度采用 Bradford法测定，

以牛血清白蛋白作为标准。试验重复 3次，取平

均值。 

1.2.3  酶活测定 

1)  内切-β-1,4-葡聚糖酶活力的测定方法：将

发酵上清液用0.1 mol/L醋酸钠缓冲液 (pH 4.6) 稀

释适宜倍数，取终体积为 0.5 mL，40 ℃水浴锅预

热 5 min，取出，加入 0.5 mL Megazyme 

AZO-CM-CELLULOSE底物溶液，混匀，40 ℃温

育 10 min，加入 2.5 mL沉淀剂终止反应，室温静

置 10 min，混匀，1 000g离心 10 min，测 OD590

值。空白组使用灭活酶液作对照。每个样品做 3

个平行对照。 

根据下列公式计算内切-β-1,4-葡聚糖酶活力 

(U/mL)： 

Units/mL =(412.5×OD5906.0)×2×Dilution/1 000 

2) β-葡萄糖苷酶活力的测定方法：取 50 μL

发酵上清液，加入 200 μL 0.05 mol/L乙酸钠缓冲

液 (pH 4.8)，混匀，加入 250 μL 1 mg/mL p-NPG

底物溶液，混匀，50 ℃温育 10 min，加入 500 μL 

1 mol/L 碳酸钠溶液终止反应，测 OD420值。空

白组使用灭活酶液作对照。每个样品做 3个平行

对照。 

根据下列公式计算 β-葡萄糖苷酶活力 

(U/mL)： 

Units/mL =(294.1176×OD42010) ×0.00025× 
4×Dilution/(10 min) 

3) 活性定义：在上述测定条件下，单位体积

每分钟水解底物产生 1 μmol产物所需的酶量为 1

个酶活力单位。 

1.2.4  发酵液菌丝形态的观察 

取 10 μL发酵液滴于载玻片中央处，轻轻盖

上盖玻片，分别使用 40 倍体视显微镜和 100 倍

QIMAGING Retiga 2000R电子显微镜观察，拍取

菌丝显微图片。 

1.2.5  发酵液粘度的测定 

取 9 mL摇匀的发酵液置于样品杯中，设置

Brookfield HB DV-III Ultra旋转粘度计的转速为  

40 r/min，读取仪器运行 1 min时稳定的扭矩值，

单位为%[13]。试验重复 3次，取平均值。 

1.2.6  发酵液菌丝干重和纤维素水解率的测定 

取 10 mL 发酵液，真空泵抽滤去上清液，用

已称重的锡箔纸包裹，65 ℃烘箱烘干至恒重，称

重。单位为 g。每个样品做 3个平行对照，试验重

复 3次。 

取 10 mL发酵液，在煮沸的醋酸硝酸混合液

中溶解真菌菌丝体[17-18]，65 ℃烘干至恒重，称重。

按公式 W (%) =(1－10×称量的纤维素干重／

2.00)×100%，计算纤维素水解率。每个样品做 3

个平行对照，试验重复 3次。 

2  结果与分析 

2.1  突变体库的初筛 

按 1.2.1突变体筛选方法将 95株形态突变体

和潜在的形态突变体逐一筛选，与野生型菌株蛋

白产量作比较，得到蛋白产量提高 20%以上和下

降 20%以上的各 4株 (图 1)。如图 2所示，突变

株 SZY11、SZY63、SZY69 和 SZY87 蛋白产量
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比野生型菌株高 20%以上，其中 SZY69 蛋白产

量最高，约为野生型菌株的 130%。突变株

SZY32、SZY35、SZY39和 SZY43的蛋白产量明

显低于野生型菌株，其中突变株 SZY35 的蛋白

产量仅为野生型菌株的 65%。 

 
 

 
 

图 1  95 株突变体蛋白含量分布图 (野生型菌株标记为

五星，X 轴表示 95 株突变体编号)  

Fig. 1  The distribution of protein concentration of 95 
mutants (Star means wild type, X-axis shows the number 
of mutants). 
 
 

 
 

图 2  突变株的蛋白含量 

Fig. 2  Protein concentration produced by the wild type 

and mutants when grown on Avicel. *P < 0.05，** P < 

0.01. 

2.2  突变株酶活力的测定 

2.2.1  内切-β-1,4-葡聚糖酶活力的测定 

将 8株突变株与野生型菌株在产酶培养基中

培养 7 d，离心取上清，测定内切-β-1,4-葡聚糖酶

活力。如图 3所示，与野生型菌株相比，突变株

SZY35、SZY39 和 SZY43 酶活较低，SZY43 最

低，约为 17 U/mL，比野生型菌株降低 32%。而

突变株 SZY63、SZY69 和 SZY87 酶活较高，最

高可达到 43 U/mL，比野生型菌株提高 27%。

SZY11和 SZY32没有显著差异。 

2.2.2  β-葡萄糖苷酶活力的测定 

按实验方法 1.2.3中的酶活测定方法，测定   

β-葡萄糖苷酶活力。从图 3中看出，与野生型菌

株相比，突变株 SZY32、SZY39和 SZY43酶活

较低，其中 SZY43 最低，约为 0.17 U/mL，比

野生型菌株降低 77%。SZY63 酶活最高，约为

1.45 U/mL，比野生型菌株提高 100%。其余突

变株没有显著变化。 

结合两个酶酶活来讲，突变株 SZY39 和

SZY43 酶活均比野生型菌株低，突变株 SZY63

酶活均比野生型菌株有显著提高。 

 
 

图 3  突变株的内切-β-1,4-葡聚糖酶活力和 β-葡萄糖苷酶

活力 

Fig. 3  Endo-β-1,4-glucanase activities and 
β-glucosidase activities produced by the wild type and 
mutants when grown on Avicel. 
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2.3  发酵液菌丝形态的观察 

将 8 株突变株在以结晶纤维素为碳源的培养

基中培养 7 d，分别使用体视显微镜和电子显微镜

观察发酵液菌丝形态。由图 4 可知，野生型菌株

发酵液菌丝体呈丝状，纤维素残留量较少。突变

株 SZY32、SZY35和 SZY39菌丝体也呈丝状，然

而 SZY35 和 SZY39 发酵液中残留较多的纤维素

晶体，这一点与这两株突变株低蛋白产量和低酶

活水平的结果相符合。值得注意的是，突变株

SZY11和 SZY43菌丝形态呈菌球状，SZY11发酵

液中菌球数量较多，表面更光滑，结晶纤维素残

余量较少，而 SZY43仅有少量菌球，表面粗糙，

菌球中心致密，并包裹有较多的纤维素碎片，说

明其对纤维素利用率较低，这与其发酵液蛋白水

平降低和酶活下降的情况相吻合。 

此外，突变株 SZY63、SZY69 和 SZY87 菌

丝形态呈丝状，其中 SZY69和 SZY87菌丝比野

生型菌株长，尤其是 SZY87，菌丝形态变化显著 

(图 4)。这种菌丝形态虽然在一定程度上利于营

养成分的传递，发酵上清液中蛋白含量和酶活均

有所提高，但会降低发酵液流变性能，增大发酵

能耗。 

2.4  发酵液粘度的测量 

与野生型菌株相比，8 株突变株发酵液中菌

丝形态差异明显 (图 4)。而菌丝形态与发酵液流

变性能有着密切联系，且发酵液的流变性可通过

发酵液粘度来衡量。如图 5所示，突变株 SZY11

和 SZY43 发酵液粘度显著降低，分别为野生型

菌株的 25% 和 50%。这一结果与这两株突变株

在发酵液中呈菌球状的特征相符 (图 4) 。突变

株 SZY39、SZY69 和 SZY87 发酵液粘度明显升

高，其中 SZY87 表现出较长的菌丝形态，粘度

至少为野生型 2倍。由此推测，丝状真菌在液体

深层发酵过程中菌丝体呈球状，发酵液粘度值较

小，具有优良的流变性能，而丝状菌丝体会使发

酵液粘度升高，可能造成发酵条件异常，导致整

个发酵失败。发酵液粘度大、流变性能差，严重

影响营养物质的传递和利用，增大发酵过程中的

搅拌和通氧能耗，不利于发酵工业节能减排绿色

发展目标的实现。 

2.5  发酵液菌丝干重 

除发酵液菌丝形态的影响外，单位体积菌体干 

 

 
 

图 4  突变株的发酵液菌丝形态 (40 倍和 100 倍，图

中残留纤维素用黑框标出)  

Fig. 4  Micrograph of mycelial morphology of the wild 
type and mutants when grown on Avicel (40 fold and 
100 fold, black frames represent cellulose residue). 
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图 5  突变株的发酵液粘度 

Fig. 5  Viscosity of the wild type and mutants when 

grown on Avicel. *P < 0.05，** P < 0.01. 

 

重的大小对发酵液粘度高低有着重大影响。通过测

定摇瓶发酵7 d时的菌体干重，特别是蛋白产量明

显升高的突变株的菌体干重，寻找影响发酵液粘度

性状的真正原因。研究表明，野生型菌株纤维素水

解率可达到98%，除突变株SZY35和SZY39以外，

其余6株突变体纤维素水解率与野生型菌株相比，

没有显著变化。与野生型菌株相比，突变株SZY35

和SZY39发酵液中残留较多的结晶纤维素 (图4)，

但其菌丝干重却显著升高，相关基因在纤维素酶表

达过程中的功能有待进一步深入研究。由图6发现， 
  

 
 

 

图 6  突变株的菌丝干重和结晶纤维素的水解率 

Fig. 6  Mycelial dry weight and hydrolysis rate of Avicel 
cellulose of the wild type and mutants when grown on 
Avicel. 

突变株SZY63菌丝干重显著下降，比野生型菌株减

少约30%。突变株SZY11和SZY43菌丝干重与野生

型菌株相比没有显著性差异，但其发酵液粘度却显

著降低，说明其菌丝形态的变化引起发酵液粘度的

降低。 

3  讨论 

N. crassa作为一种模式真核生物，其全基因

组测序工作早在2003年已经完成[19]，并被广泛用

于遗传学、生物化学和分子生物学研究，已积累

了大量的研究资源。Colot等于2006年构建了   

N. crassa单基因敲除突变体库[20]，该突变体库是

目前为止丝状真菌中基因覆盖率最大的一个突

变体库，这使得在液体深层发酵过程中理性而系

统地筛选与菌体形态相关的基因成为了可能。 

本研究通过测定发酵上清液蛋白含量、酶活

活力、发酵液粘度和菌丝干重，从95株形态突变

体中筛出8株突变株，并利用显微镜观察其发酵

液菌丝体形态。这8株菌分别命名为SZY11、

SZY32、SZY35、SZY39、SZY43、SZY63、SZY69

和SZY87，其所对应的突变基因如表1所示。 
 

表 1  突变株基因功能注释 

Table 1  Mutants gene annotation 

Mutant Gene annotation 

SZY11 Cell wall protein 

SZY32 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase

SZY35 Zinc-cluster transcription factor 

SZY39 Vegetative incompatibility blocked-1 

SZY43 Zinc-cluster transcription factor 

SZY63 Serine/threonine protein kinase-12 

SZY69 Siderophore regulation 

SZY87 Heat shock protein 30 
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突变株SZY11菌丝体呈球状，大小约为

(350±60) µm，蛋白水平较野生型菌株提高25%，

发酵液粘度降低75%，但酶活、菌丝干重均未增

加。从表1看出，突变株SZY11缺失基因与细胞

壁蛋白合成有关，由此推测，该基因对细胞壁结

构的完整性起重要作用。该基因缺失或许影响菌

丝极性延伸，使菌丝变短，更易形成球状，导致

发酵液粘度降低。然而具有相似菌丝形态的突变

株SZY43所缺失基因却是锌指转录因子。最近的

研究表明，与纤维素降解相关的转录因子多来自

锌指蛋白家族，其对纤维素酶和半纤维素酶的表

达调控具有重要作用。该突变株菌丝形态呈球

状，发酵液粘度降低50%，但发酵上清液蛋白含

量降低22%，内切-β-1,4-葡聚糖酶和β-葡萄糖苷

酶活力分别下降45%和75%。由此推测，该转录

因子的缺失不仅改变发酵液菌体形态，而且影响

纤维素酶的合成与分泌[21]。此外，另一锌指蛋白

转录因子突变株SZY35发酵上清液蛋白含量降

低30%，内切-β-1,4-葡聚糖酶活力下降23%。 

突变株SZY87发酵液蛋白含量和酶活均有

所提高，但其发酵液菌丝较长，粘度值显著升高。

SZY87菌株缺失基因可编码一种晶状热激蛋白，

野生型菌株在45 ℃高温处理后可诱导该蛋白表

达，使其作为分子伴侣参与呼吸代谢，提高菌株

的温度耐受性 [22]。虽然并未将突变株SZY87在 

45 ℃下进行摇瓶培养，但在25 ℃下培养时，发

现其发酵液中菌丝体呈长丝状 (图4)，说明该热

激蛋白对菌丝分化有一定影响，其生物学功能有

待进一步研究探索。 

无数研究表明，菌丝体形态与单个细胞的代

谢存在密切联系，但目前我们还无法清晰地阐述

这种潜在的代谢和调控机制。这些与菌丝分化相

关基因的获得，为研究液体深层发酵过程中菌丝

形态与代谢的关系提供了良好素材，有助于阐述

关键基因对菌丝形态的作用，有利于深入分析菌

丝形态变化对发酵性状的影响，为理性构建具有

优良发酵性状的工程菌株奠定了基础，对丝状真

菌工业发酵具有一定的实际指导意义。 
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