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摘  要 : 利用廉价可再生木质纤维素资源水解产生的可发酵糖生产生物能源和生物基化学品是近年来国内外

研究的热点。纤维素酶酶解是木质纤维素原料生物降解的重要手段，但目前纤维素酶生产成本过高，限制了纤

维素生物转化和生物炼制的工业化应用。对丝状真菌纤维素酶基因表达和调控进行研究，有利于进一步选育纤

维素酶高产菌株，降低纤维素酶生产成本。随着高通量测序及丝状真菌遗传操作等技术的进步，对丝状真菌纤

维素酶诱导和基因表达调控机理有了更深入的认识。本文综述了近年来丝状真菌纤维素酶诱导和纤维素酶基因

表达调控的最新进展，重点论述糖转运蛋白、转录因子和染色质重塑对纤维素酶表达调控的影响，并对利用人

工锌指蛋白进行丝状真菌纤维素酶诱导调控研究进行了展望。 
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renewable lignocellulosic biomass has received great attention. Efficient cellulolytic enzymes are crucial for lignocellulose 

bioconversion, but high cellulase production cost is limiting the bioconversion efficiency of cellulosic biomass and 

industrial applications of lignocellulose biorefinery. Studies on induction and regulation of cellulase in filamentous fungi 

will help to further develop superior fungal strains for efficient cellulase production and reduce cellulase production cost. 

With the advances in high-throughput sequencing and gene manipulation technology using fungal strains, an in-depth 

understanding of cellulase induction and regulation mechanisms of enzyme expression has been achieved. We reviewed 

recent progresses in the induction and regulation of cellulase expression in several model filamentous fungi, emphasizing 

sugar transporters, transcription factors and chromatin remodeling. Future prospects in application of artificial zinc finger 

proteins for cellulase induction and regulation in filamentous fungi were discussed. 

Keywords:  cellulase, gene expression and regulation, transcription factor, Trichoderma reesei 

利用可再生生物质资源生产生物能源和生

物基化学品对实现经济可持续发展具有重要意

义。由于化石能源的不可再生，以及其燃烧利

用后产生的全球变暖等环境效应，发展生物能

源作为化石能源的替代品受到普遍关注。木质

纤维素生物质是地球上储量丰富的廉价可再生

生物质资源，通过其降解及发酵产生燃料乙醇，

是国内外学者关注的热点[1]。木质纤维素主要由

纤维素、半纤维素和多酚类的木质素组成，这

些成分构成紧密交联的天然屏障，这种紧密的

结构使生物质具有极强的抗逆性，因此需要利

用木质纤维素降解酶进行水解，释放可发酵糖。

目前限制木质纤维素原料高效生物转化的瓶颈

之一是纤维素降解酶的生产成本较高，因此，

研究如何提高纤维素酶的高效生产成为当前生

物技术研究的重要内容。 

对纤维素的高效分解和利用的微生物几乎

分布在整个真菌界中，因此真菌被认为是自然

界中纤维素物质的主要降解微生物。丝状真菌

分泌的纤维素酶是一类聚合酶，可以通过酶催

化模式与结构特征将其酶系分为 3 类，分别是

内切葡聚糖酶，或称 1,4-β-D-葡聚糖-葡聚糖水

解酶 (EC3.2.1.4)，简称 EG (Endo-glucanase)；

外切葡聚糖酶，或称 1,4-β-D-葡聚糖-纤维二糖水

解酶 (EC3.2.1.91)，简称 CBH (Cellobiohydrolase) 

和 β-葡萄糖苷酶  (EC3.2.1.21)，简称 BGL 

(β-glucosidase)，上述主要 3 类纤维素酶通过协

同作用来对纤维素进行降解[2]。纤维素降解除了

纤维素酶起主要作用，一些辅助蛋白对纤维素

的辅助作用近年来也受到普遍关注，这些辅助

蛋白包括膨胀素 (Swollenin)[3]和溶解性多糖单

加氧酶  (Lytic polysaccharide monooxygenases, 

LPMOs)[4]。当前研究较深入的产纤维素酶真菌

主要是里氏木霉 Trichoderma reesei、草酸青霉

Penicillium oxalicum、黑曲霉 Aspergillus niger

和粗糙脉孢菌 Neurospora crassa 等[5]，其中里

氏木霉是工业上的主要纤维素酶产生菌[6]。过去

几十年，对丝状真菌纤维素酶的诱导及调控有

了初步的了解，国内学者近年来也对丝状真菌

纤维素酶诱导物及调控机理进行了综述[7-9]，但

目前对 2013年以来报道的结果涉及很少，而近

两年来，大量最新研究结果进一步揭示了丝状

真菌诱导产生纤维素酶的新机理。本文对纤维

素酶的诱导及表达调控的最新进展进行了全面

综述，将碳信号与纤维素酶诱导和转录调控等

过程整合，系统整理了纤维素酶诱导表达调控
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的分子机理。 

1  纤维素酶初始诱导 

木质纤维素底物常以不可溶形式存在，影

响了其直接被吸收利用。因此真菌需要在纤维

素底物存在时形成基本的纤维素酶来完成底物

的初步降解和胞内纤维素酶基因的大量诱导，

这个过程是真菌在自然界中生存的基础。目前

实现初始诱导有几种不同假说。第一种假说是

少量的特定纤维素酶本底组成型表达，并初步

对纤维素进行降解，释放少量的寡糖，这些寡

糖进入细胞内诱导后续的纤维素酶合成。该假

说的依据是当有抗纤维素酶抗体存在时，可以

阻止细胞内纤维素酶诱导形成[10]；另外，里氏

木霉在非诱导条件下，可以检测到少量纤维二

糖水解酶 Cel7A 和 Cel7B[11]。第二种假说是分

子孢子表面存在一系列不同的纤维素降解酶可

参与纤维素底物的最初降解，这些酶的去除能

严重影响孢子在纤维素条件下的萌发过程[12]，

在没有外界诱导物存在下，里氏木霉孢子初始

萌发阶段也检测到了大量糖苷水解酶基因的转

录[13]。其次，在碳源耗尽 20−30 h 后，从菌丝

体中可以检测到纤维素酶的转录[14]，但这些转

录不是简单因为碳代谢阻遏效应去除的结果，

可能是由于真菌细胞壁中释放的多糖诱导纤维

素酶产生。 

通过初始纤维素降解会产生寡糖片段、纤

维二糖和葡萄糖，其中寡糖和纤维二糖可作为

特异诱导物来激活后续大量纤维素酶的表达分

泌。葡萄糖会产生较强的碳代谢阻遏效应，无

法有效激活纤维素酶表达。纤维二糖可诱导里

氏木霉纤维素酶的产生，在纤维素培养基中释

放的纤维二糖被胞外 β 葡萄糖苷酶降解的效率

不如进入细胞内转化为诱导物效率高，更容易

作为诱导物被利用[15]。里氏木霉中主要纤维素

酶可以通过纤维素和一系列二糖衍生物，包括

乳糖、纤维二糖和槐糖进行诱导，尤其槐糖对

里氏木霉纤维素酶的诱导能力最显著，相反果

糖、葡萄糖和甘油却没有诱导效果[14]。里氏木

霉基因组中至少有 11个 β葡萄糖苷酶，主要分

布在糖苷水解酶 1 和 3 家族[16]，其中胞内的 β

葡萄糖苷酶转糖苷作用对诱导物的形成很关  

键[17]，最新研究结果显示，β葡萄糖苷酶 BGLII

的 V409F 突变体 β 葡萄糖苷酶活性降低，反之

转糖苷活性明显提高，将该突变体转入里氏木

霉后，纤维素酶活性也相应提高[18]。当培养基中

加入 β 葡萄苷酶抑制剂野艽霉素 (Nojirimycin) 

后，槐糖的诱导能力消失，推测最终的诱导过

程可能还有其他转糖苷产物参与[19]。因此，丝

状真菌产纤维素酶的真正诱导物，以及如何诱

导还需要进一步深入研究。 

2  糖转运蛋白 

纤维二糖和其转糖苷产物寡糖都可以作为

里氏木霉的纤维素酶诱导物，而寡糖和纤维二

糖进入细胞时，糖转运蛋白对这些诱导物的运

输和功能行使起到关键的作用。糖转运蛋白在

纤维素酶诱导过程中的作用早有报道[20]。在草

酸青霉中分别过表达 CdtC、CdtD 和 CdtG，可

以明显提高纤维素酶产量[21]。通过对粗糙脉孢

菌在纤维素条件下的转录组数据进行分析，发

现了 2 个重要的糖转运蛋白 CDT-1 和 CDT-2，

其缺失突变体在微晶纤维素上无法诱导产生纤

维素酶。除了功能性转运蛋白之外，还有一类

膜蛋白具有与糖转运蛋白相同的蛋白结构，但

是这类蛋白不具有糖转运的功能，机能上倾向
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于感受纤维素诱导信号，为了验证这 2 个糖转

运蛋白的碳信号感应功能，研究人员突变了

CDT-1和CDT-2中糖转运功能关键氨基酸残基，

发现二者的突变体对纤维二糖下的纤维素酶诱

导能力没有影响，说明这 2 种糖转运蛋白不但

具有转运寡糖功能，对纤维素酶诱导信号的介

导也具有重要作用[22]。最近在粗糙脉孢菌中发

现的 CLP1 蛋白，其与 CDT-2 蛋白序列高度同

源，结构预测也是一种糖转运蛋白。通过实验

分析发现 CLP1没有糖转运蛋白功能，其更多参

与到了纤维素酶诱导信号转导过程中。同时敲

除 CDT-2、CLP1和胞内三类 β葡萄糖苷酶基因

的突变体菌株，可使纤维二糖诱导能力提高到

出发菌株的 6.9倍，CLP1和 CDT-2共同作用来

识别和传递纤维二糖信号，并控制纤维素酶诱

导途径下游基因的表达[23]。 

以上这种碳信号识别效应在里氏木霉中也

有存在，在里氏木霉中发现的糖转运蛋白 Stp1

和 Crt1 在诱导物进入细胞和纤维素酶诱导过程

中发挥不同的作用。stp1 基因的敲除会大量激

活在纤维素培养基中的纤维素酶诱导产生，在

纤维二糖培养基中表现出了相反的效果，但在

槐糖条件下却没有影响，说明 Stp1 的转运在纤

维素酶诱导信号的传递过程中没有起到积极的

作用 [24]。而另外一个糖转运蛋白 Crt1 尽管也

定位在细胞膜上，但其表现出了不同的趋势，

Crt1 对纤维二糖与槐糖的转运与消耗并没有影

响，但对诱导物乳糖的转运起到了关键的作用，

Crt1 的缺失使细胞无法正常利用乳糖来生长，

而且同时也会使乳糖和槐糖的纤维素酶诱导效

果消失[25]，说明糖转运蛋白在纤维素酶诱导过

程中不仅仅起到了转运寡糖的作用，而且在碳

信号识别、传递功能上也会发挥很关键的作用。 

3  转录调控因子 

丝状真菌内纤维素酶基因的表达多数受转

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。当前研究较深入的里氏木

霉中至少存在 3个正调控转录因子 Xyr1、Ace2、

Ace3和 2个负调控转录因子 Cre1和 Ace1参与

纤维素酶的调控。 

里氏木霉中 Xyr1是纤维素和半纤维素酶最

主要的转录调控因子，Xyr1 过表达可以提高纤

维素酶转录表达，其缺失导致所有已知诱导物

失去诱导效果[26]。通过对 Xyr1敲除转录组分析

发现，在不同碳源诱导条件下，Xyr1 转录因子

的变化可以影响部分转录因子、转运蛋白家族

蛋白和大部分糖苷水解酶转录水平，并影响纤

维素酶的诱导产生[27]，而且 Xyr1进入细胞核发

挥作用必须要有诱导物存在[28]。Xyr1是 Zn2Cys6

型锌双核簇转录因子，可结合特定核苷酸

5′-GGC (A/T)4并行使调控功能，而在 FTFRMH

区域中的点突变 (A824V)，不但会显著提高菌

株纤维素酶的诱导能力，还会消除木聚糖酶的

诱导效应[29]。在槐糖诱导物存在时，Xyr1进入

细胞核内，诱导停止后 Xyr1蛋白迅速降解[28]，

但目前还不清楚转录激活因子 Xyr1如何从不同

的诱导物中接受诱导信号。对黑曲霉、构巢曲

霉、里氏木霉、禾谷镰刀菌和稻瘟病菌中的 Xyr1

基因功能分析发现，在木聚糖诱导物中 Xyr1转

录因子对糖苷水解酶的诱导调控具有实质性差

异，在里氏木霉和黑曲霉中 XlnR/Xyr1 对纤维

素酶调控有主要影响，构巢曲霉和稻瘟病菌中

纤维素酶基因调控不受 XlnR的影响，而禾谷镰

刀菌中XlnR的缺失会提高其纤维素酶基因的转
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录和表达[30]。研究表明曲霉中的 Xln1/R不同程

度的磷酸化决定其功能，Noguchi等研究表明米

曲霉中 Xyr1转录因子同源基因 Xln1，没有木糖

时 Xln1具有不同的磷酸化程度，当培养基中木

糖增加时，Xln1的磷酸化程度增加[31]；黑曲霉

中的 XlnR也通过木糖诱导，被磷酸化后可进入

细胞核，发挥转录调控功能[32]。 

里氏木霉中除了 Xyr1，锌双核簇转录因子

Ace2 对纤维素酶起到正调控作用。体外实验表

明 Ace2 可以结合 Cel7A 启动的 GGCTAATAA

核酸序列，Xyr1 也可结合这个靶位点，同时在

Xyr1 基因的启动子区域发现 Ace2 的潜在结合

位点，推测可能是 Ace2 可以微调 Xyr1 的表达

来响应不同的诱导信号。Ace2 基因被敲除后会

降低不同纤维素酶的转录量，并且在纤维素诱

导条件下总酶活会下降 30%−70%，但在槐糖诱

导时，Ace2的缺失对纤维素酶酶活没有影响[33]。

另外Ace2需要经过磷酸化并以二聚体形式发挥

调控功能 [34]，而在其他丝状真菌中没有发现

Ace2 的同源基因，说明了里氏木霉调控纤维素

酶表达的特异性。对里氏木霉基因组分析发现，

其与其他丝状真菌不同之处是纤维素酶和其他

糖苷水解酶定位在一些分散的基因簇中，转录

调控因子基因经常与 β 葡萄糖苷酶和转运蛋白

基因聚集在一起[35]。Häkkinen 等利用这个特点

鉴定出了几个新的纤维素酶转录激活因子，其

中Ace3在乳糖培养基中可显著诱导纤维素酶基

因表达，敲除该基因会同时抑制纤维素酶、半

纤维素酶的诱导表达[36]。 

粗糙脉孢菌产纤维素酶诱导机制和里氏木

霉大不相同，尽管 XlnR/Xyr1 同源基因转录因

子 XLR-1 对粗糙脉孢菌的木聚糖酶的调控很关

键，但其敲除对纤维素酶的诱导调控影响甚  

微[37]。通过对粗糙脉孢菌转录因子敲除文库筛

选分析，获得了粗糙脉孢菌中锌双核簇转录因

子 Clr-1 和 Clr-2，在纤维素条件下纤维素酶诱

导产生作用非常显著，尽管在木聚糖条件下对

木聚糖酶诱导表达影响不大。当 Clr-1缺失时，

菌株无法在纤维素和纤维二糖上生长，而且也

无法产生 clr-2 转录体[38]。Clr-2 在纤维素酶调

控过程中发挥更重要的作用，其组成型表达也

会像里氏木霉中 Xyr1突变体一样，使纤维素酶

的产生不受诱导物影响[38]。通过纤维素诱导条

件下的组学分析发现，受到 Clr-1 和 Clr-2 调控

的基因包括主要的糖苷水解酶基因，蛋白分泌

途径相关的基因，以及内质网蛋白加工和修饰

的相关基因，说明 Clr-1 和 Clr-2 对粗糙脉孢菌

纤维素酶表达的重要作用[39]。研究表明，粗糙

脉孢菌中 Clr-1 和 Clr-2 都分别以同源二聚体形

式发挥功能，通过免疫共沉淀和转录组结合分

析找出了 Clr-1/-2 和 Xlr-1 的直接靶点基因，

Clr-1 和 Clr-2 直接作用调控大量的纤维素酶和

糖转运蛋白；而 Xlr-1虽然也直接调控大量胞外

分泌蛋白，但并不直接作用在纤维素酶启动子

区域，主要结合基因是木聚糖降解酶基因，并且

其缺失只对纤维素酶的产生有微弱影响[37, 40]。丝

状真菌中广泛存在 clr-1和 clr-2的同源基因来调

控纤维素酶的转录和表达，如构巢曲霉中的同

源基因 clrA 和 clrB。构巢曲霉中调控纤维素酶

表达的是 ClrB，其对纤维素酶基因表达至关重

要，但 ClrA 的缺失也同 Clr-1 缺失一样会影响

纤维二糖的利用[39]。相同现象也在草酸青霉中

发现，在草酸青霉中，ClrB 是纤维素酶基因主

要调控因子，XlnR更多的调节半纤维素酶基因

发挥重要作用[41]。最近对黑曲霉研究发现 ClrA

和 ClrB的作用功能与粗糙脉孢菌中的同源基因
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有相似趋势，ClrB 对糖苷水解酶的调控有一定

作用，但黑曲霉胞内的转录因子 XlnR在纤维素

酶调控过程中却十分重要而显著，同时 XlnR还

正调控着 ClrA/ClrB的转录[42]。这些结果都说明

了 XlnR/Xyr1和 ClrB两组转录调控因子在丝状

真菌纤维素酶诱导中的关键作用，二者相互关

联，但在不同的真菌中这两类转录因子对纤维

素酶诱导调控机制不同。 

除了以上所论述的转录激活因子，在里氏

木霉中也发现纤维素酶诱导相关的转录抑制因

子。Ace1是一个 C2H2型锌指蛋白抑制因子，其

特异结合序列是 5′-AGGGA。敲除 ace1 的突变

体，可以显著增加在纤维素和槐糖诱导条件下

的主要纤维素酶和半纤维素酶[43]。研究表明，

ace1基因敲除突变株在木糖条件下 xyr1基因的

表达显著提高，促进纤维素酶合成。在构巢曲

霉中，ace1 基因的同源基因 stzA 编码对氨基酸

代谢相关基因的压力响应因子，其可潜在结合

在 cpcA基因的启动子区域，相应地在 stzA/ace1

的启动子区域也具有 CpcA的潜在结合位点[44]；

同时在里氏木霉培养基中加入蛋氨酸后可增强

纤维素酶的表达[45]。以上结果也说明了培养基

中氨基酸种类和纤维素酶基因表达有着密切的

联系。 

里氏木霉纤维素酶诱导培养基中含有高浓

度葡萄糖时 (葡萄糖浓度大于 0.5%)，葡萄糖会

激活碳代谢阻遏 (CCR)，不会有纤维素酶产生，

当培养基中过量葡萄糖耗尽时，诱导物会继续

发挥作用使得纤维素酶产生[14]。葡萄糖的碳代

谢阻遏效应表现在两个方面，一方面，葡萄糖

可抑制糖转运蛋白对二糖诱导物的转运能力，

降低细胞对诱导物的摄入[15]；另一方面，葡萄

糖可抑制里氏木霉中主要的纤维素酶基因的转

录[14]。葡萄糖碳代谢阻遏和纤维素酶诱导条件

下比较发现，至少在糖转运蛋白和转录因子在

转录水平上存在显著差距[46]。 

研究表明里氏木霉 C2H2 型转录因子 Cre1

在CCR过程中起重要调控作用[47]。在里氏木霉、

粗糙脉孢菌中大量的纤维素酶、半纤维素酶转

录都受到 CreA/Cre1因子的抑制作用，其也会对

转录激活因子 Xyr1产生负效应，最终会抑制大

量纤维素酶的转录表达[48-49]。Cre1 结合位点是

两个临近的 5'-SYGGRG核酸序列，通过这个核

酸序列可以直接激活 Cre1的抑制效应。Cre1转

录因子以双重调节形式存在，Cre1 除了可以直

接作用在相应糖苷水解酶基因的启动子区域来

进行调控，其还间接作用于其他功能基因来抑

制纤维素酶的产生。如里氏木霉中 cre1 基因的

缺失或者在其结构基因结合位点 (5′-SYGGRG) 

的突变会导致主要纤维素酶基因 cbh1和半纤维

素酶基因 xyn1的去阻遏效应[50]；同时通过 cre1

基因缺失的转录组结果表明，Cre1 转录因子可

以间接调控纤维素酶转录激活因子、转运蛋白

家族蛋白和部分糖苷水解酶，从而抑制纤维素

酶的诱导和产生[51-52]。在构巢曲霉中也存在上

述双重调节现象，CreA不但抑制正调控转录因

子 XlnR 的转录，而且 CreA 还直接结合抑制木

质纤维素降解酶 xlnA基因的表达[53-54]。工业菌

株 T. reesei Rut-C30中的 cre1基因缺失了一个锌

指蛋白结构，因此其体内的纤维素酶转录表达

具有一定能力的葡萄糖耐受性[55]，不过单独的

由于 cre1 缺失产生的碳代谢阻遏消除并不能有

效的产纤维素酶，细胞生长环境中诱导物的存

在是产纤维素酶所必需的[56]。 

纤维二糖普遍被认为作为一个诱导物前体

存在，里氏木霉在纤维二糖培养基中，诱导初
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期转录因子 BglR可以特异上调胞内 β葡萄糖苷

酶基因 bgl1 转录来诱导纤维素酶的初步产生，

但随着降解的葡萄糖量增多会产生碳代谢阻遏

效应，因此在纤维二糖培养基中，转录因子 BglR

的缺失会提高纤维素酶产量[57]。里氏木霉中葡

萄糖木糖-脱氢酶蛋白 Grd1 对纤维素酶表达具

有正向的效应，同时其也具有降解胞内纤维二

糖的作用，但效率很低，不足以影响胞内纤维

二糖作为基础产生下一步的纤维素酶诱导信 

号[58]。最新研究结果表明，锌指蛋白转录因子

Crz1 可特异地响应环境中的 Ca2+信号，对纤维

素酶基因转录有激活作用，体外实验证明 Crz1

可直接作用在 xyr1和 cbh1基因的启动子区域，

并且与纤维素酶转录抑制因子 Cre1竞争相同的

作用靶点[59]。在棘孢曲霉中转录因子 ClbR可以

诱导一些不受XlnR调控的基因来响应纤维二糖

和纤维素信号[60]。粗糙脉孢菌中转录因子 Vib-1

介导细胞程序性死亡，在碳饥饿条件下其参与

到胞外蛋白水解酶分泌。vib-1 基因缺失的突变

菌株会增强细胞内的 CCR效应，从而抑制粗糙

脉孢菌中主要转录因子 Clr-2的转录表达，后者

影响胞外主要纤维素酶的转录和表达[61]。 

糖转运蛋白及转录因子对丝状真菌纤维素

酶的诱导见图 1。 

 

 
 

图 1  里氏木霉纤维素酶调控示意图[62] 

Fig. 1  Schematic diagram for the regulation of cellulase genes in Trichoderma reesei (Modified from the reference [62]). 
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除了以上纤维素酶转录调控因子之外，近

年来还发现了其他转录调控因子对纤维素酶的

产生起到了重要的作用。米曲霉中转录因子

ManR 最初被认为是甘露聚糖基因相关的调控

因子，研究表明至少参与 5 种主要纤维素酶的

调控，和 XlnR转录因子共同对主要纤维素酶的

调控表达[63]。草酸青霉中 AmyR 是受到 Clr-2

和 CreA调控的纤维素酶调控抑制因子，研究表

明其主要功能是控制着淀粉和纤维素碳源利用

的平衡。草酸青霉中 AmyR 的缺失会显著提高

纤维素酶的产生但同时会抑制淀粉酶基因的转

录表达 [41]。构巢曲霉中的 McmA 是 SRF 型

MADS box 调控蛋白，这一类调控蛋白时常与

胞内其他调控因子共同作用来发挥功能，McmA

主要参与介导纤维二糖条件下的 2 个内切酶和 

1个外切酶基因的转录调控[64]。 

很多纤维素酶转录调控蛋白，包括 Xyr1、

Cre1、Ace1、Ace2、PacC、Clr-1 及 Clr-2 等都

是锌指蛋白。锌指蛋白广泛存在于多种微生物，

对微生物的生长和代谢具有重要调控作用[65]。

C2H2 型锌指蛋白是最简单的转录因子调控模

块，可特异识别核酸序列中 3 个相邻的核苷酸

序列，根据锌指蛋白独特的模块结构，将来源

和结合位点不同的 C2H2型锌指模块通过基因合

成，得到三/四锌指混合的锌指文库，锌指蛋白

后加上激活/抑制功能域，便可得到人工锌指蛋

白转录因子文库[65]。将此文库转化微生物后，

人工转录因子可以随机对细胞体内不同基因的

转录进行调节，因此可获得特异表型提高的突

变体。韩国学者使用人工锌指蛋白文库转化大

肠杆菌和酵母，获得了耐温性及耐药性提高的

突变体，证明人工转录因子对细胞代谢存在有

效控制[66]。本课题组利用人工锌指蛋白文库转

化酿酒酵母，获得了乙醇和乙酸耐性显著提高

的酿酒酵母突变体，并发现了人工锌指蛋白可能

调控的基因 QDR3与酿酒酵母乙酸耐性相关[67]。

近期本课题组也成功构建了可在丝状真菌中表

达的人工锌指蛋白文库，并转化里氏木霉

Rut-C30，获得了多个纤维素酶产量提高的突变

体[68]。通过纤维素酶活性显著提高转化子的转

录组分析，进一步确定了和纤维素酶转录调控

相关的调控通路 (未发表资料)。人工转录因子

作为新的工具可用于丝状真菌纤维素酶的转录

调控，并有希望挖掘新的纤维素酶的调控机制。 

除了转录因子之外，泛素化的相关蛋白也

存在于构巢曲霉和里氏木霉的碳代谢抑制途径

中[69]。里氏木霉中泛素羧基末端水解酶 Cre2的

敲除使不同诱导碳源条件下纤维素酶表达都有

提高，尽管其诱导效果没有 Cre1敲除显著[70]。

而在构巢曲霉中的 F-box泛素化蛋白 FbxA参与

半纤维素酶的转录调控[71]。表 1 为近年来发现

的不同丝状真菌中纤维素酶和半纤维素酶转录

调控因子的总结。 

4  染色质调控及其他相关调控方式 

近期丝状真菌纤维素酶诱导过程中染色质

重塑作用也受到了关注。研究表明，在 cbh1基

因启动子和编码区区域内，诱导和阻遏条件下

该基因的核小体定位不同。里氏木霉在槐糖诱

导物存在时核小体只出现在启动子区域，此时

核小体重新定位的区域使转录激活因子有效作

用，同时抑制因子作用的区域被封闭；野生型里

氏木霉在葡萄糖条件下，核小体定位在 cbh1 启

动子和编码区域，核小体在 cbh1 基因启动子上

结合区域有两段，一段是在–840 bp到–1 140 bp，

其包括 Ace1结合位点，另一段是在–340 bp到 
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表 1  不同真菌中新发现的纤维素酶和半纤维素酶调控子 

Table 1  Novel candidate regulators for cellulase and hemicellulase genes of different fungi 

Factor Putative function in cellulase gene regulation Organism Reference

AmyR 
Control the balance between starch and cellulose utilization by inducing 
and/or repressing cellulolytic and amylolytic gene expressions 

Penicillium oxalicum [41] 

BglR Activation of intracellular β-glucosidase genes Trichoderma reesei [57] 

Clr-1 
Leads to activation of the clr-2 gene and transporter genes that are 
important for degradation of cellulose. 

Neurospora crassa [39] 

Clr-2 Activation of the cellulose regulon Neurospora crassa [39] 

ClbR Induces both XlnR- dependent and -independent genes Aspergillus aculeatus [60] 

Crz1 Respond to the Ca2+ signal for regulating the cellulase expression Trichoderma reesei [59] 

FbxA 
Necessary for the full expression of xylanolytic genes and of the 
regulator gene xlnR 

Aspergillus nidulans [71] 

GrdI Controls positively the expression of cellulase genes Trichoderma reesei [58] 

LaeI Composed of VELVET complex for cellulase gene expression. Trichoderma reesei [72] 

ManR 
Controls positively the expression of cellulolytic genes coordinately with 
XlnR 

Aspergillus oryzae [63] 

McmA 
Mediates cellobiose induction by binding to a promoter region different 
from the XlnR binding site 

Aspergillus nidulans [64] 

Vib-1 Repress the CCR Neurospora crassa [61] 

 

–500 bp，与激活转录因子 Xyr1和 Ace2结合位

点相邻，核小体的存在阻碍了其靶结合序列。

值得注意的是，此时截短或缺失的 Cre1转录因

子起不到与完整 Cre1转录因子相同的效果，导

致在 Cbh1 编码区的核小体消失，说明 Cre1 不

但可以直接作用在被抑制基因的启动子区域，

也可以调节核小体重塑来调控转录[73]。整个过

程中是否存在 Cre1调控的染色质重塑因子来参

与有待于进一步揭示。另外，里氏木霉中纤维

素酶基因 cel6A 启动子区域的 CCAAT 盒与

HAP2/3/5复合物和转录抑制因子 Cre1结合，继

而会影响核小体的定位，从而对 cel6A的转录起

到了严格而特异的调节作用[74]。最近研究表明

Xyr1 对纤维素酶基因具有直接调控之外，还通

过影响纤维素酶基因的染色质状态来影响基因

的转录和表达。研究表明，即使在有槐糖诱导

物条件下，xyr1 基因的缺失也会使主要纤维素

酶基因 cbh1、cbh2的染色质压缩，以至于阻遏

了有效地展开和转录，通过分析找出了 10个受

Xyr1调控并与染色质重塑相关的基因，Xyr1直

接作用还是受其调控的下游基因发挥作用有待

于进一步揭示[75]。 

在构巢曲霉中，CreA的功能依赖于组蛋白

乙酰化状态，组蛋白酰基转移酶 GceE可以看作

是 CreA的共调控因子，激活或者抑制靶基因的

转录[76]。研究表明，里氏木霉体内 gcn5基因编

码组氨酸乙酰化转移酶，其对纤维素酶表达是

必需的，该基因的缺失使在 cbh1启动子区域核

小体的 H3K9和 H3K14乙酰基化和 CBH1的表

达大大降低[77]。过表达另外一个 CGN5 乙酰基

转移酶，可以使纤维素酶表达增加一倍[36]。同时

发现这个 CGN5 酰基转移酶受到 Lae1 的调控，

Lae1 并不直接作用在纤维素酶的组蛋白上，而

是间接调控纤维素酶的转录和表达[78]。 
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甲基转移酶是具有对核蛋白甲基化的蛋

白，在许多丝状真菌中甲基转移酶作为全局调

控子影响次级代谢产物的表达。里氏木霉中的

甲基转移酶 Lae1可调节细胞内大量基因转录的

变化，其中包括调控主要纤维素酶基因表达，

在缺失 Lae1的突变体中，无法表达纤维素酶和

其糖苷水解酶；Lae1 过表达时，这些糖苷水解

酶会急剧增加，说明 Lae1在纤维素酶表达中起

重要作用，并且其功能和转录因子 Xyr1相互依

赖。研究表明，尽管 Lae1在曲霉中的等位基因

LaeA参与组蛋白甲基化修饰，在染色质水平调

控次级代谢产物的转录水平[79]，但是里氏木霉

中 Lae1不直接对主要纤维素酶基因的组蛋白进

行甲基化修饰，其主要和 vel1 等基因产物形成

VELVET 蛋白复合物[80]，这个复合物调节丝状

真菌中的次级代谢和糖苷水解酶基因[81]。在里

氏木霉中 VELVET 复合物中的 Lae1 和 Vel1 缺

失不诱导纤维素酶产生，并且 VELVET 的激活

方式不受光影响，而其他真菌中光可抑制

VELVET的形成和进入细胞核[72]。 

蛋白磷酸化的转录后修饰可以调节蛋白功

能、蛋白质转换、蛋白质之间相互作用和胞内

细胞信号转导等作用。通过对槐糖诱导条件下

对里氏木霉蛋白磷酸化分析，发现共 1 721个磷

酸化位点。被磷酸化的蛋白主要参与信号转导

和转录调控[82]。诱导条件下糖转运蛋白的磷酸

化使细胞获取胞外纤维素酶碳信号分子，同时也

发现中心碳代谢的一些蛋白有磷酸化现象。另外

转录因子 Ace2、Cre1 等的磷酸化对其在调控纤

维素酶基因转录过程功能有重要影响[34, 83]。最近

研究表明，Hap2在诱导条件下磷酸化程度很高，

但磷酸化对其功能的影响还需要进一步研   

究[82]。除此之外，一些信号途径中的蛋白酶具

有明显的磷酸化现象，其中包括腺苷酸环化酶 

(Acy1) 和光信号感应蛋白 (VeA)，RAS信号途

径组件和 MAPK 信号途径组件中的蛋白。这些

蛋白在胞外信号到胞内传递过程中起到了关键

的作用。在纤维素培养基中 RAS信号组件对纤

维素酶的诱导存在重要的调节作用，里氏木霉

的 Ras2蛋白可感应和调节来自胞外的信号，通

过下游途径介导纤维素酶基因的主要调控因子

的表达和调控，继而对纤维素酶产生进行调  

节[84]。最近发现里氏木霉中促分裂原激活蛋白

激酶  (MAPK) 途径也参与纤维素酶的调控和

表达。MAP激酶 TMK3对纤维素酶产生有正调

节效应[85]，而 TMK2 则对纤维素酶生产起抑制

效果[86]。里氏木霉中另外一个来自 MAPK家族

的 Ime2 蛋白激酶的敲除显著提高纤维素酶产

生，并发现 cre1和 xyr1的转录量同时降低，推

测可能受 Cre1的磷酸化缺失影响[87]。 

5  展望 

近年来，越来越广泛的系统生物学方法 (基

因、转录、蛋白、代谢工具) 对揭示丝状真菌感

应纤维素信号和纤维素酶诱导产生起到巨大推

进作用，在纤维素酶产生的转录和响应调控方

面的研究有了更多进展，然而纤维素酶诱导机

制、信号传导途径等过程的分子基础还有许多

不明之处有待揭示。同时基因组、转录组、代

谢组和蛋白组等海量数据将会提供更详尽的关

于纤维素酶诱导调控的生化途径和调控信息。

这种整合不但有助于进一步揭示纤维素酶产生

的分子基础，也为科研工作者提供更多的改造

靶点和通路，从而促进纤维素酶高效生产，并

推进生物质的有效降解。本课题组的最新研究

工作证明了人工转录因子可调控丝状真菌产纤
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维素酶，通过人工转录因子技术的应用，可以

定向设计纤维素酶的全局调控方式，有助于更

加深入理解各种环境信号和信号传递通路在纤

维素酶诱导调控过程中起到的作用。此外，利

用人工锌指蛋白有希望发现新的纤维素酶基因

表达调控的位点，深入对丝状真菌纤维素酶基

因表达调控的机理认识，并在此基础上实现对

纤维素酶表达调控的定向控制。未来可以结合

丝状真菌内源的调控元件及人工调控元件，设

计出更高效的纤维素酶调控系统，提高纤维素

酶合成和分泌的效率，并结合发酵控制技术，

提高纤维素酶的产量，降低生产成本，促进纤

维素酶在木质纤维素原料生物炼制中的应用。 
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