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摘  要: 丝状真菌 (Filamentous fungi)作为重要的工业发酵微生物，在有机酸、蛋白质及次级代谢产物等关键生物基

产品生产方面发挥着重要作用。自 20 世纪 90 年代代谢工程理念提出以来，尤其是代谢工程使能技术的创新及发展，

极大地促进了丝状真菌细胞工厂的构建及其在工业发酵领域的应用。文中将系统介绍近年来丝状真菌代谢工程技术的

发展，及其在生物基化学品细胞工厂构建中的应用，最后讨论丝状真菌代谢工程中关键问题并展望其未来发展。 
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Advances in metabolic engineering of filamentous fungi 
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Abstract:  Filamentous fungi are important industrial microorganisms that play important roles in the production of 

·宿主篇·



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

 

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

1638 

bio-based products such as organic acids, proteins and secondary metabolites. The development of metabolic engineering 

and its enabling techniques have greatly promoted the design, construction and application of filamentous fungal cell 

factories. This article systematically reviews the development of filamentous fungal cell factories constructed through 

metabolic engineering, and discusses the challenges and future perspectives for systems metabolic engineering of 

filamentous fungi. 

Keywords:  filamentous fungi, metabolic engineering, bio-based products, systems biology 

丝状真菌 (Filamentous fungi) 作为重要的工

业发酵微生物，具有能够利用廉价原料发酵、蛋

白质分泌能力强等优势。目前，丝状真菌已经被

用于生产多种大宗发酵产品，如工业蛋白质 (纤

维素酶、糖化酶等)，大宗有机酸 (柠檬酸、衣康

酸等) 以及抗生素等次级代谢产物。由于丝状真

菌遗传背景复杂，天然菌种的诱变筛选是发酵菌

种选育的重要手段，在抗生素等多个产品的菌种

选育中取得了巨大进步。1991 年 Bailey 等率先提

出了代谢工程的概念，旨在通过遗传工程系统修

饰特定的生化反应或引进新的生化反应，以改善

细胞性能，实现更高效的生物化学转化，提升菌

种生产能力[1]。随后，这一概念逐渐发展为一个

全新领域——代谢工程学科。 

与前期基因工程不同的是代谢工程更加关注

细胞代谢途径改造过程中的整体性、系统性和迭代

性。近年来，代谢工程研究被大量用于丝状真菌改

造，极大地提高了研究者认识、设计和改造细胞代

谢的能力，在此过程中发展的大量使能技术，促进

了高性能工业丝状真菌细胞工厂的构建，拓宽了丝

状真菌的研究和应用领域 (图 1)。2001 年，模式

丝状真菌粗糙脉孢菌 Neurospora crassa 基因组序

列的公布[2-3]，标志着丝状真菌“后基因组时代”的

开启，其后大量丝状真菌基因组完成测序，基因

组序列信息及注释信息促进了研究者对微生物生

理和代谢特性在全局水平上的认识，加快了丝状

真菌代谢途径改造，进一步推动了丝状真菌在工

业发酵中的应用。 

鉴于丝状真菌在工业发酵中的独特优势，丝

状真菌代谢工程研究已成为现代工业生物技术领

域重要研究方向之一，本文将首先对丝状真菌代

谢工程改造中的使能技术进行回顾，随后简述丝

状真菌代谢工程在微生物细胞工厂创建中的应

用，并讨论丝状真菌代谢工程中的关键问题并展

望其未来发展，以期为丝状真菌代谢工程研究提

供参考。 
 

 
 

图 1  丝状真菌代谢工程及使能技术发展概图 
Fig. 1   Overview of the development of metabolic engineering and enabling technologies for filamentous fungi. 
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1  丝状真菌代谢工程中的使能技术 

1.1  丝状真菌遗传转化技术 

相比于大肠杆菌、酿酒酵母等单细胞微生物，

丝状真菌遗传背景较为复杂，形态特异，加上细胞

壁较厚，导入外源基因片段较为困难。因此发展高

效的遗传转化技术是实现丝状真菌代谢工程改造

的前提。近年来，已开发了多种遗传转化方法用于

丝状真菌的遗传改造，包括：CaCl2/聚乙二醇(PEG) 

介导原生质体法 (Protoplast-mediated transformation，

PMT)、根癌农杆菌介导的转化方法 (Agrobacterium 

tumefaciens-mediated transformation，ATMT)、电

穿孔转化方法  (Electroporation transformation，

EP)、以及基因枪法 (Biolistic transformation，BT)。

由于基因枪转化方法操作比较复杂，且对设备的

要求较高，现在前 3 种转化方法在实验室中最为

常用，经过不断优化后其转化效率均得到了显著

提高 (表 1)。 

CaCl2/PEG 介导的原生质体转化方法 (PMT)

一般以原生质体为感受态，在 CaCl2 和 PEG 的作

用下将外源 DNA 片段转入细胞中。PMT 方法于

1978 年开发，最先用于酿酒酵母 Saccharomyces 

cerevisiae 转化[16]，而后逐渐用于丝状真菌，如

黑曲霉 Aspergillus niger，里氏木霉 Tricherdoma 

reesei，嗜热毁丝霉 Myceliophthora thermophila

等[4-6]。该方法转化效率较高，且能够同时转化多

个 DNA 片段，导入的基因片段通过宿主自身修

复方式随机插入或定点插入至宿主基因组。通过

PMT 的方法可在宿主基因组中插入多拷贝目标

基因片段。但 PMT 方法存在一定限制，由于丝状

真菌细胞壁成分和结构的不同，很多菌株原生质

体制备较为困难，并且原生质体不易储存，一般

需要现用现制备。另外，原生质体再生效率较低

且其条件具有菌株特异性。 

根瘤农杆菌介导法 (ATMT) 最先用于植物

的遗传转化，经过改良后用于丝状真菌，如泡盛

曲霉 Aspergillus awamori、烟曲霉 Aspergillus 

fumigatus、嗜热毁丝霉 M. thermophila、绿僵菌

Metarhizium anisopliae[9-12,17]。但较为遗憾的是，

ATMT 方法不适合用于重要工业丝状真菌黑曲

霉。ATMT 方法主要利用根癌农杆菌对丝状真菌芽

生孢子的侵染，将外源 T-DNA 转入宿主细胞中。

ATMT方法相比于PMT法具有诸多优势，如ATMT 

 
表 1  常用的丝状真菌遗传转化方法 
Table 1  Gerneral methods for genetic transformation of filamentous fungi 

Methoda Principle Advantage Disadvantage Fungal species 

PMT Transformation of DNA 
fragment into protoplast 
with the aid of CaCl2 and 
PEG 

Efficient; 
suitable for most fungi; 
high copy number of inserted DNA 

Requires special lytic enzyme; 
each step of protoplast 
preparation is optimized; 
regeneration of protoplast was 
needed 

A. niger 
T. reesei 
A. oryzae 
N. crassa 
M. thermophila[4-8]

ATMT DNA fragment is 
integrated into T-vector 
and transformed into 
blastospore by  
A. tumefaciens 

Efficient; 
copy number of DNA is inserted low; 
high homologous recombination 
efficiency 

Time-consuming and tedious; 
it requires to prepare binary 
vectors; 
some fungi was sensive to 
acetosyringone 

A. awamori 
A. fumigatus 
M. thermophila  
M. anisopliae[9-12] 

EP Uptake of DNA fragment 
is mediated by reversible 
permeabilization of 
biomembranes induced  
by s electric pulses 

High copy number of inserted DNA; 
more convenient; 
different cell types (spores, blastospore 
and protoplast) can be used 

Low efficient; 
special equipment was needed; 
buffer conditions need to be 
optimized 

A. niger 
A. oryzae 
N. crassa[13-15] 

aPMT: protoplast-mediated transformation; ATMT: Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation; EP: electroporation 
transformation. 
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方法不需要制备原生质体，且该技术以丝状真菌

孢子为转化对象，且假阳性转化子较少；导入的

外源基因拷贝较低，容易获得单拷贝外源基因插

入的转化子，且可介导大片段 DNA 的导入。据

报道在泡盛曲霉遗传转化中，ATMT 方法的转化

效率为 PMT 方法的 600 倍[9]。但 ATMT 方法耗时

较长，需要制备含有目标 T-DNA 的根瘤农杆菌，

每次仅能导入单个目标 DNA 片段，另外，一些

丝状真菌对 ATMT 方法所用到的乙酰丁香酮较为

敏感，导致转化效率较低。 

电穿孔转化 (EP) 方法利用瞬时高效电脉冲在

生物膜上形成短暂通道，促进目标 DNA 的导入，

该方法最早应用于酿酒酵母转化[18]，而后逐渐应用

于丝状真菌，如粗糙脉孢菌 N. crassa 等[13]。EP 方

法会对细胞造成高度损伤，以原生质体为转化对象

时，死亡率可达 50%以上。经过不断优化改良后，

成功实现了以丝状真菌分生孢子感受态作为转化

对象，简化了操作步骤并提高了转化效率。 

丝状真菌代谢工程改造中一般需要对宿主细

胞进行迭代改造，以改善其细胞性能，满足高效

生产目标产物的目的。但多数丝状真菌缺乏自主

复制质粒或人工染色体，而且导入的筛选标记基

因随外源基因整合至宿主基因组中，因此充足的

筛选标记基因对丝状真菌的代谢途径改造至关重

要。丝状真菌遗传转化筛选标记主要包括营养缺

陷型标记基因，如乳清酸核苷 -5-磷酸脱羧酶

pyr-4、色氨酸生物合成酶基因 trp-1，乙酰胺酶基

因 amds 等，以及药物抗性标记基因，如潮霉素

B 抗性基因 hph、博来霉素抗性基因 ble、寡霉素

抗性基因 oliC、benomyl 抗性基因 bml、博来霉

素或遗传霉素 (G418) 抗性基因 neo、草甘膦抗性

基因 bar、诺尔斯菌素抗性基因 nat 等。但值得注

意的是，由于不同菌株遗传背景的特异性，并非

每种筛选标记都可以适合所有丝状真菌的遗传转

化。潮霉素 B 抗性基因 hph 常用于工业真菌黑曲

霉和里氏木霉的转化子筛选，但是在嗜热毁丝霉

遗传转化，以 hph 为筛选基因，所获得转化子一

般均为异核体，且假阳性率较高[12]。相反的是，

草甘膦抗性基因 bar 可作为嗜热毁丝霉遗传转化

的筛选标记[12,19]，但不适合于黑曲霉。目前每种

丝状真菌一般有 2–3 个筛选标记适合其转化子筛

选，对同一菌株进行多轮遗传改造时，出现了筛

选标记无法满足使用的情况，严重限制了丝状真

菌代谢工程改造。基于此，发展抗性标记重复使

用技术成为实现对丝状真菌代谢途径进行迭代改

造的关键之一。Aigner 团队利用 Cre-loxP 系统在

里氏木霉实现了多轮基因操作的抗性筛选基因重

复使用[20]。随后山东大学方诩团队对其进行了优

化改良，在草酸青霉中实现了多基因操作中吡啶

硫胺素抗性标签的多轮重复利用[21]。天津科技大

学刘浩团队在黑曲霉中实现了潮霉素 B 抗性基因

hph 的循环使用[22]。笔者团队开发了 Camr 技术 

(CRISPR-Cas-assisted marker recycling technology)，

交替使用筛选标记基因 neo 和 bar，对嗜热毁丝霉

基因组进行了多轮改造，最终实现了超过 10 个靶

标基因的改造[23]。 

1.2  丝状真菌基因敲除技术 

同源重组 (Homologous recombination，HR)

是生物体修复 DNA 突变的内在机制之一，构成

了早期丝状真菌基因敲除技术的分子基础，即在

外源 DNA片段 (如筛选标记基因) 两侧添加同源

臂，通过遗传转化技术导入菌株后，与目标靶点

发生同源重组，使得目标基因片段被外源 DNA

片段替代，以达到敲除目标基因的目的。基因敲

除技术在改造丝状真菌基因组、研究菌丝发育、

鉴定基因功能以及创制新型发酵菌株中发挥着重

要作用。在丝状真菌中，Ku/Mus 蛋白介导的非同

源末端连接  (Non-homologous ending-joining，

NHEJ) 修复机制在 DNA 损伤修复中占据主导地

位，外源 DNA 片段容易随机整合至其他基因组

位点，导致同源重组发生频率非常低，限制了精

准改造基因组的效率[24-25]。研究者通常采用失活
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Ku/Mus 蛋白和加大同源臂的方式，来提升目标基

因的敲除效率[12]。 

研究表明，在基因组目标靶点上人为引入双链

断裂，能够显著提升细胞的同源重组效率[26]。近年

来，人工核酸内切酶技术相继用于基因组编辑，其

中包括人工核酸酶介导的锌指核酸酶 (Zinc finger 

nucleases，ZFNs) 技术、类转录激活因子效应物核

酸酶 (Transcription activator-like effector nucleases，

TALENs) 技 术 和 RNA 介 导 的 CRISPR/Cas 

(Clustered regulatory interspaced short palindromic 

repeats/CRISPR-associated protein ， CRISPR/Cas) 

技术[27-28]。利用核酸内切酶对 DNA 损伤后产生的

双链断裂激活细胞内固有的非同源末端连接或同

源重组两种不同的修复机制对损伤的 DNA 进行修

复，从而实现对基因组的定点改造。核酸内切酶的

使用极大提高了丝状真菌同源重组的效率，DNA

片段两侧同源臂可由 1–2 kb 缩短至 30 bp，为敲除

载体的构建提供了便利[29]。 

1.3  丝状真菌基因组编辑技术 

近几年，迅速发展的基于 CRISPR/Cas 的基

因编辑以及基因表达调控技术为丝状真菌代谢工

程提供了技术支撑。自 2015 年，基因组编辑技术

已经相继应用于一些重要模式丝状真菌以及工业

丝状真菌，包括里氏木霉、稻瘟病菌、黑曲霉、

烟曲霉、米曲霉、粗糙脉孢菌、产黄青霉等[29-33]。

笔者团队在嗜热毁丝霉挖掘了高效 RNA 聚合

酶 U6 启动子，用于调控单向导 RNA (Single 

guide RNA，sgRNA) 的转录，在嗜热毁丝霉中

成功构建了基于 CRISPR/Cas9 和 CRISPR/Cas12a 

(Cpf1) 的基因组编辑技术体系[23,34]，利用该体系可

快速、高效地对毁丝霉基因组中的多基因同时进

行编辑，其中单基因敲除的同源重组效率高达

100%，双基因缺失的同源重组效率为 61%−69%，

极大推进了嗜热毁丝霉的代谢工程改造，目前已

构建了蛋白质 (纤维素酶、糖化酶)[35-36]和有机酸 

(苹果酸、富马酸) 高效合成的工程菌株[19,37]。 

1.4  组学技术 

2001 年，第一株丝状真菌粗糙脉孢菌的完整

基因组序列被公布，随后黑曲霉、里氏木霉等重

要工业丝状真菌相继完成全基因组测序，标志着

丝状真菌“后基因组时代”的来临。目前，完成全

基因组测序的丝状真菌超过 1 000 种，且具有相

对较好的注释信息。大量丝状真菌全基因组数据

催生了比较基因组学、转录组学、蛋白质组学、

代谢组学等多组学技术的发展。在此基础上，研

究者能够从基因、RNA、蛋白质、代谢网络等多

个层次分析丝状真菌的生理代谢，为丝状真菌代

谢工程的发展创造了前所未有的机遇。 

比较基因组学：通过对微生物基因组序列进

行深入的比较研究，可以推测基因功能、表达调

控机理和物种进化规律。进入后基因组时代后，

越来越多的丝状真菌基因组序列及注释信息在各

类数据库中公开，如 NCBI (https://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/)、AspDB (http://www.aspergillusgenome. 

org/) 、 FungiDB (https://fungidb.org/fungidb/app) 

以及 JGI (https://genome.jgi.doe.gov/portal/)等，为

比较基因组分析提供了大量数据。Pel 等利用比较

基因组学分析，结合代谢网络的重构，预测了黑

曲霉基因组中大量与 DNA 复制、物质转运以及

蛋白质表达分泌等生理过程相关的基因 [38]。

Andersen 研究组对 23 个曲霉基因组序列进行分析，

预测了 598 个碳水化合物水解基因及其大量的次级

代谢产物基因簇 (估计每个菌种约含有 73 个)[39]。 

转录组学：基因组水平分析细胞在特定条件

下基因表达水平的技术。通过分析不同菌株或同

一菌株在不同培养条件、不同时空的基因表达差

异，有助于发现影响菌种发酵性能的关键基因，

为代谢工程改造提供候选靶点。高密度基因芯片

技术和二代测序技术  (RNA-seq) 先后成为丝状

真菌转录组学分析的主要工具。2009 年，加州大

学伯克利分校 Glass 实验室利用高密度 DNA 芯

片分析了粗糙脉孢菌在不同条件下的转录组学数

据，对纤维素降解丝状真菌进行了全基因组学水
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平的系统研究，预测了粗糙脉孢菌中主要纤维

素酶和半纤维素酶基因及其调控因子 [40]。近期，

笔者团队分析了嗜热毁丝霉苹果酸高产菌和野

生型菌株的转录数据，揭示糖转运蛋白是提高

有机酸合成的关键靶点，过表达葡萄糖转运蛋

白显著促进了葡萄糖和纤维素条件下的苹果酸

合成[19]。 

蛋白质组学：通过 2D-聚丙烯酰胺凝胶电泳

和质谱 (GC/LS-MS) 等技术，系统研究细胞蛋白

质图谱，能够获得蛋白质翻译加工及修饰、蛋白

质间相互作用等信息。蛋白质是细胞中各类生化

反应的直接参与者，从蛋白质水平系统研究微生

物代谢，能够为丝状真菌改造提供更直接的参考。

在丝状真菌遗传改造中，蛋白组学技术多用于分

析丝状真菌分泌的蛋白质，如纤维素酶和糖化酶

等。目前，已有多个工业丝状真菌的分泌蛋白质

组分析报道，包括黑曲霉、里氏木霉、草酸青霉、

嗜热毁丝霉等[41-46]，鉴定了诸多生物质降解相关

水解酶。Christopher 等利用定量蛋白质组学技术

分析了粗糙脉孢菌纤维素酶系的主要成分及比

例，在总蛋白中纤维二糖水解酶占 53%，纤维素

内切酶占 13%，外切酶占 5.9%，揭示在纤维素降

解过程中纤维二糖水解酶占据主导地位，为改善

粗糙脉孢菌酶系进而提升纤维素降解效率的遗传

改造提供了重要参考[47]。 

代谢组学：利用核磁共振 (NMR) 以及质谱 

(MS、GC-MS 和 GC-MS) 等对胞内代谢物质进行

高通量定量分析的技术。胞内代谢物浓度直接和

生物反应相关，代谢组学更能反映细胞内代谢的

动态变化，为微生物代谢工程改造及其发酵过程

优化提供依据。Askenazi 等利用代谢组学及转录

组学技术分析了土曲霉在合成洛伐他汀过程中的

细胞生理变化，并根据代谢组数据提出改造策略，

使其产量提高 50%[48]。Akihiko Kondo 研究组利

用代谢组学分析了米曲霉中线粒体丙酮酸转运蛋

白失活对细胞代谢的扰动，而后通过强化乳酸合

成途径，显著提高了宿主的乳酸合成水平[49]。 

代谢通量组学：一般包含以同位素标记的碳

源或氮源为底物的菌株培养，胞内同位素标记的

代谢物分析，整合代谢网络模型计算等步骤。代

谢通量组学 (又称代谢流分析) 相比于代谢组学

更能反映细胞内代谢物动态流向。Knuf 等通过代

谢流分析，发现米曲霉细胞质中的苹果酸含量与副

产物丁二酸的合成呈正相关，并计算出了细胞质中

以 L-苹果酸为底物合成丁二酸的通量，为加强  

L-苹果酸合成，降低副产物丁二酸提供了思路[50]。

Noorman 团队分析了黑曲霉糖化酶高产菌株与野

生型菌株的代谢通量，发现了黑曲霉胞内能量水

平与糖化酶的高效合成相关[51]。Nielsen 研究组利

用代谢流技术分析了黑曲霉草酸合成途径敲除对

菌株代谢的影响，提出草酰乙酸水解酶是黑曲霉

柠檬酸高产菌株中消除草酸合成的关键靶点[52]。 

多组学整合分析：结合基因组学、转录组学、

蛋白质组学等多组学技术，从不同维度分析微生

物代谢，更真实地反映细胞的时空生理与调控机

制。吕雪峰研究组结合转录组学和蛋白质组学技

术，鉴定了土曲霉中衣康酸降解途径关键酶基因 

(IctA、IchA 和 cclA)，为提高衣康酸合成的代谢工

程改造提供了新靶点[53]。笔者团队综合利用转录

组学和蛋白质组学分析了嗜热毁丝霉野生型菌株

与调控因子 clr-4 突变体在纤维素条件下的响应，

解析了转录因子 Clr-4 在丝状真菌纤维素酶分泌

的调控机制[36]。 

1.5  丝状真菌代谢网络模型构建 

随着大量组学数据的产出，基因组尺度代

谢网络模型  (Genome-scale metabolic network 

models，GEMs) 已成为系统生物学研究强有力的

工具[54]。GEMs 是通过整合基因组学、蛋白质组

学等数据，基于反应计量关系和质量平衡方程进

行建模，是基因 -蛋白质 -反应关系的集合 [55]。

GEMs 的构建可以从细胞全局代谢网络角度对微

生物代谢问题进行探究。 
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丝状真菌作为发酵工业重要微生物，是工业

酶制剂、有机酸和抗生素生产的重要体系，其

GEMs 的构建工作也得到了重视。2007 年 Sun 等

根据两株黑曲霉基因组注释信息，首次构建了黑

曲霉的 GEM[56]。随后 Andersen 等[57]基于文献信

息、生理生化数据和基因组注释信息，构建了更

加完善的黑曲霉 GEM iMA871。利用此模型成功

预测了黑曲霉生物量得率和草酸、柠檬酸的产量，

并模拟了黑曲霉产柠檬酸过程中的胞内代谢物通

量和合成电子传递链的变化。时至今日，研究者已

对黑曲霉 GEM 进行了多次完善[58-60]。目前，其

他丝状真菌，如粗糙脉孢菌、米曲霉、青霉菌、里

氏木霉等，都已经相继建立了 GEM 的初级版本。 

基于 GEMs 指导的菌株设计和优化，从全细

胞水平指导代谢工程改造，通过计算机设计模拟，

提出改造策略，并预测改造基因靶点，从而寻找

最佳的优化策略，为新型菌株的构建提供思路。目

前 GEM在丝状真菌代谢工程研究改造方面总体处

在初期阶段，但已经开启了有益尝试。Lu 等[61]使

用黑曲霉 GEM iHL1210，并结合多组学数据对黑

曲霉在氧限制情况下产酶能力提高的分子机理进

行了分析。结果表明在氧限制条件下，糖酵解途

径代谢通量增加，为菌体在限氧环境下提供必要

的前体物质和能量。同时，乙醛酸支路通量增加，

可以减少三羧酸循环 (Tricarboxylic acid cycle，

TCA cycle) 中 NADH 的形成，利于限氧条件下细

胞还原力的平衡。Sui 等[62]结合黑曲霉 GEM 对代

谢物通量进行模拟，通过辅因子工程，增加细胞

质中 NADPH，从而提高黑曲霉糖化酶产量。

Pakula 等利用里氏木霉 GEM 预测了该菌的纤维

素酶的产率，并提出硫同化和半胱氨酸代谢是提

高纤维素酶产量的潜在靶点[63]。为该菌蛋白质生

产从代谢网络角度提供了新的视角。 

与传统代谢工程策略相比，GEM 指导的代谢

途径设计提供包括基因敲除、基因表达调控、新

途径构建、外源途径添加等工程策略[64]，实现产

品从无到有，从有到优的代谢改造过程。GEM 的

出现使得传统代谢工程向理性设计方向转变。丝

状真菌 GEM 的发展和应用仍方兴未艾，随着

GEM 的构建方法的完善，多组学数据的整合和其

准确性、有效性的提升，GEM 在丝状真菌代谢工

程改造中的应用会更加广泛。 

2  丝状真菌代谢工程在构建发酵菌种中的

应用 

近年来，微生物代谢工程使能技术的发展极

大地推动了丝状真菌细胞工厂的构建，接下来简

述丝状真菌代谢工程在生产有机酸 (柠檬酸、衣

康酸及苹果酸)，蛋白质及次级代谢物等生物基产

品方面的进展。 

2.1  有机酸 

柠檬酸 (Citric acid) 是三羧酸循环的中间产

物，是具有重要商业价值的有机酸，被广泛应用

于食品、医药、洗涤剂和化妆品等领域。1784 年

瑞典化学家 Carl Scheele 首次从柠檬汁分离出柠

檬酸。直到 1891 年 Wehmer 等发现霉菌能够生产

有机酸，但由于菌种易退化、易染菌等原因未能

实现生产。随后，柠檬酸首次被认定为霉菌代谢

的产物。1913 年，Zahorsky 获得了第一个用黑曲

霉生产柠檬酸的发明专利。1917 年，Currie 发现

黑曲霉可以在高浓度糖培养基上  (初始 pH 

2.5–3.5) 大量合成柠檬酸，进而实现了柠檬酸的

工业化发酵[65]，自此掀起了以黑曲霉为底盘细胞

生产柠檬酸的研究热潮。 

在细胞中糖酵解途径形成的丙酮酸进入线粒

体后，通过三羧酸循环合成柠檬酸。柠檬酸的理

论转化率为 1 mol/mol 葡萄糖。每产生一分子柠

檬酸，释放一分子 ATP 和 3 分子 NADH，过剩的

NADH 在呼吸链中被氧化[66]。诱变筛选在黑曲霉

柠檬酸工业菌种选育过程中举足轻重，通过诱变

筛选，菌种发酵性能取得了巨大进步，为发酵法

生产柠檬酸达到每年近 200 万 t 规模奠定了核心
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基础。进入后基因组时代后，丝状真菌遗传转化

技术、基因组编辑技术及其代谢工程改造策略的

开发进一步推进了黑曲霉柠檬酸合成菌株的改造

及优化。近年来，黑曲霉柠檬酸合成菌株的代谢

工程改造策略主要包含以下 4 种：(1) 提升碳源

利用，强化发酵原料 (玉米淀粉) 的降解。天津

科技大学王德培团队在黑曲霉中过表达葡糖淀粉

酶基因 glaA，柠檬酸产量提高 16.9%[67]。(2) 提

高胞内前体物质：线粒体乙酰辅酶 A 和草酰乙酸

是柠檬酸合成前体，Nielsen 团队证实强化黑曲霉

草酰乙酸的合成能够显著促进柠檬酸的合成[68]。 

(3) 降低反馈抑制：糖酵解途径中的关键酶受到反

馈调控作用，如己糖激酶 (HXK) 活性受到海藻

糖-6-磷酸的抑制，果糖-6-磷酸激酶 (FPK) 活性

受 ATP 以及柠檬酸的抑制，因此解除糖酵解途径

中的反馈抑制作用能够显著提高柠檬酸的合成。

Capuder 等利用蛋白质工程技术对 FPK 进行了改

造，获得的突变体 mtPFKA10 (T89D) 解除了柠檬

酸和 ATP 的抑制作用，将突变体蛋白导入黑曲霉

后其柠檬酸产量相比于出发菌株提高了 70%[69]。  

(4) 调控细胞呼吸作用：黑曲霉合成柠檬酸过程

中伴随了净 ATP 和 NADH 产生，胞内过量的 ATP 

会抑制呼吸作用，导致细胞中 NAD+含量降低，

进而影响细胞代谢及产物合成。Hou 等通过过表

达交替氧化酶基因 aox1 降低呼吸作用合成 ATP 

的效率，提升了柠檬酸的产量[70]。 

经过多年来持续的菌株改造及发酵条件优

化，在工业发酵中黑曲霉柠檬酸转化率已经接近

理论水平，产量可以达到 170 g/L，工业生产发酵

周期缩短为 72 h，甚至更短。现在常规代谢工程

改造对柠檬酸工业菌株的提升空间有限，要继续

提升柠檬酸发酵水平，需要设计更高效的新途径。 

衣康酸 (Itaconic acid) 学名为甲叉琥珀酸、

亚甲基丁二酸，是一种不饱和二元有机酸，具有

活泼的化学性质，是化学合成和化工生产的重要

工业原料。目前衣康酸全球年产量达到 8–10 万 t，

我国是世界上衣康酸的最大生产国和出口国。衣

康酸生产菌株主要包括土曲霉 A. terreus、衣康酸曲

霉 Aspergillus itaconicus 、 假 丝 酵 母 Candida 

mycoderma、玉米黑粉菌 Ustilago maydis、查尔斯青

霉 Penicillum charlesii 和黑曲霉 A. niger。但是，只

有土曲霉的产酸能力可以达到工业化生产的标准。

1931 年，日本学者 Kinoshita 报道了利用A. itaconicus

生产衣康酸的研究[71]，随后，Raistrick 成功利用

A. terreus 进行衣康酸的合成[72]。Bentley 等通过
14C 标记示踪研究了衣康酸合成途径，他们发现在

微生物体内衣康酸主要通过异柠檬酸脱羧形成[73]，

这为后期通过代谢工程优化衣康酸合成途径奠定

了基础。Park 等在 2008 年从土曲霉中第一次克隆

了衣康酸合成关键酶基因——顺式乌头酸脱羧酶

基因 cds。之后，荷兰学者 Li 等通过基因芯片技

术鉴定了土曲霉中衣康酸合成相关基因。在土曲

霉中，柠檬酸在乌头酸酶的作用下形成乌头酸，

而后在细胞质中脱羧形成衣康酸，但是柠檬酸和

乌头酸作为 TCA 途径的中间物质一般存在于线

粒体，因此前体物质的供应是丝状真菌合成衣康

酸的关键因素。2011 年，该团队首次在黑曲霉中

构建了衣康酸代谢途径，将线粒体乌头酸转运蛋

白、乌头酸脱羧酶以及衣康酸转运蛋白基因导入

黑曲霉后实现了衣康酸的合成，但是其产量  

(0.05 g/L) 与土曲霉相差甚远[74]，随后该团队通

过加强细胞糖酵解途径，同时提高血红蛋白含量

促进了土曲霉衣康酸的合成，但其产量仅仅达到

1.96 g/L[75]。2014 年，中国科学院青岛生物能源

与过程所刘建军和吕雪峰团队将土曲霉中 3 个关

键基因依次进行了过表达，发现衣康酸合成均有

所提高，但是每个基因起到的作用有所不同，其

中过表达乌头酸脱羧酶基因后衣康酸产量提高最

为显著[76]，同年该团队在土曲霉中过表达淀粉酶

基因，以玉米淀粉水解为发酵原料时，衣康酸产量

达到 80 g/L[77]。近期，荷兰科学家 Hossain 通过

转录组学分析发现在黑曲霉细胞质中存在第二个
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柠檬酸合酶，并通过过表达细胞质柠檬酸合酶提升

了细胞质柠檬酸浓度，衣康酸产量提高至 26.2 g/L，

为黑曲霉合成衣康酸的最高水平[78]。除此之外，玉

米黑粉菌也是天然的衣康酸生产菌株，其合成途径

与土曲霉不同。在黑粉菌中顺式乌头酸首先经过异

构酶形成反式乌头酸，而后经过脱羧形成衣康酸，

目前玉米黑粉菌衣康酸的最高水平为 53 g/L。 

此外，发酵条件对土曲霉衣康酸生产具有重

要影响[79-80]，如 pH [81]、无机盐离子浓度[82]、溶

氧[83]等。德国 Kuenz 团队通过优化发酵培养基的

无机盐离子浓度，在微好氧条件下衣康酸产量达

到 87.7 g/L，生产强度为 1.88 g/(L·h)[83]。2017 年，

该团队致力于开发具有产业化水平的衣康酸发酵

技术，研究发现初始培养基的 pH 对菌丝生长及

其衣康酸的合成具有重要影响，在最适条件下衣

康酸产量达到 160 g/L，这是迄今为止已报道的衣

康酸的最高水平。 

苹果酸 (Malic acid) 又名 2-羟基丁二酸，为白

色晶体或粉末，因 1785 年由 Scheele 从未成熟的苹

果中分离而得名。苹果酸具有口感柔和等特点，在

食品、医药等领域具有广泛的用途，已成为继柠檬

酸、乳酸之后用量排第 3 位的食品酸味剂。丝状真

菌在 L-苹果酸发酵方面具有显著的优势，目前已在

嗜热毁丝霉、米曲霉、黑曲霉、青霉、黑粉菌等丝

状真菌体系进行合成[7,19,22,84-87]，多体系同时研发，

有望推进发酵法合成苹果酸的产业化进程 (表 2)。 

1962 年，美国 Abe 团队首先报道了利用黄曲

霉合成苹果酸的研究，并申请了第一个利用丝状

真菌生产苹果酸的专利。1988 年，Goldberg 等通

过 13C 标记对黄曲霉中苹果酸合成途径进行了分

析，发现草酰乙酸是苹果酸合成的关键前体物   

质[88]。随后 (1990 年和 1991 年)，该团队探讨了

曲霉属菌株中丙酮酸羧化酶的亚细胞定位与苹果

酸合成之间的关系 [89]。在一些真核生物细胞质

中，在丙酮酸羧化酶的作用下，通过固定一分子

CO2 将丙酮酸转化生成草酰乙酸，之后由苹果酸

脱氢酶催化形成苹果酸。ATP 与辅因子 NADH 在

整个合成过程中是平衡的，加上二氧化碳的固定，

使得苹果酸的理论转化率达到 2 mol/mol 葡萄糖。

在微生物代谢工程过程中，一般以此途径为基础

对目标菌株进行改造，以期获得高产工业菌株。

Brown 团队利用代谢工程手段对 A. oryzae NRRL 

3488 进行了改造，其苹果酸产量相比于出发菌得

到了显著提高。在 2 L 发酵罐中，转化子 

(2103a-68) 利用葡萄糖为碳源在 164 h 内苹果酸

产量达到了 154 g/L，产率为 0.94 g/(L·h)，转化率

达到理论值的 69% (1.38 mol/mol 葡萄糖)。 

在苹果酸合成过程中，碳酸钙与苹果酸反应

将培养基的 pH 保持在 6.5 左右，释放的二氧化碳

可以作为丙酮酸羧化酶的底物。培养基中碳酸钙

的浓度对苹果酸合成具有重要影响，形成的苹果

酸钙更有利于发酵液中苹果酸的积累。在此过程

中，Ca2+作为重要的信号分子，也可能有着重要

调控作用，但具体调控机理仍需要进一步的研究。

除此之外，瑞典科学家 Nielsen 等研究了不同氮源

对米曲霉苹果酸合成的影响，通过转录组学分析

发现，当处于氮饥饿状态时，米曲霉细胞质中苹

果酸合成相关基因均上调，其中丙酮酸羧化酶受

到底物及转录水平的调节，被鉴定为细胞质苹果

酸合成途径的限速酶[90]。 

为了提高苹果酸发酵水平，降低发酵成本，

研究者对苹果酸发酵培养基进行了多项优化。瑞

典科学家 Nielsen 等利用 A. oryzae DSM1863 以木

糖或甘油为原料进行发酵，其苹果酸产量分别达到

了 45.4 g/L 和 39.4 g/L。当木糖浓度为 4.5 g/L，副

产物富马酸产量降到了最低，而在甘油生长条件

下，其富马酸产量显著上升[50]。2015 年，美国科

学家 West 分析了不同黑曲霉菌株以甘油为底物

苹果酸产量，其中黑曲霉 ATCC 12486 的苹果酸

产量达到 24 g/L[91]。自此之后，以工业粗甘油为

底物合成苹果酸得到了越来越多的关注。2016年，

德国 Wierckx 团队对 74 株 Ustilaginaceae 菌株进行 
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表 2  丝状真菌苹果酸生产菌株的代谢工程改造 
Table 2  Metabolic engineering of filamentous fungi for production of malic acid 

Fungal species Strategy for metabolic engineering Feedstock Fermentation
Titer 
(g/L)

Productivity 
(g/L/h) 

Yield
(g/g)

References

Aspergillus 
oryzae  
NRRL 3488 

Overexpressing native pyruvate 
carboxylase PYC, malate 
dehydrogenase MDH and a 
C4-dicarboxylate transporter Mae 

Glucose 2 L-fermentor 154 0.94 1.03 [84] 

Aspergillus 
oryzae  
NRRL 3488 

Enhanceing rTCA pathway 
(overexpressing Aopyc Aomdh, 
Ecppc, and Ecpck), improving 
C4-dicarboxylate export 
(overexpressing Aomae and Spmae1) 
and then overexpressing pfk 

Glucose 3 L-fermentor 165 1.38 0.68 [7] 

Aspergillus 
oryzae  
GAAF41 

Improving pyruvate carboxylation 
(overexpressing pyc in the cytosol and 
mitochondria) and glyoxylate bypass, 
downregulating TCA cycle, and then 
overexpressing sfc1 and Linox 

Corn starch Shake-flask 117.2 1.17 0.9 [85] 

Aspergillus 
carbonarius 
ITEM5010 

Overexpressing a native 
C4-dicarboxylate transporter Dct 

Glucose Shake-flask 32 – 0.404 [94] 

wheat straw 
hydrolysate

Shake-flask 20 – 0.179 

Aspergillis  
niger 
ATCC 1015 

Deleting oxaloacetate acetylhydrolase 
gene oahA and overexpressing pyc, 
mdh3 and C4t318 

Glucose 2 L-fermentor 201.24 0.93 0.945 [22] 

Aspergillis  
niger 
S575 

Eliminating the accumulation of citric 
acid by deleting cexA and enhancing 
glycolytic flux by overexpressing 
mstC, hxkA, pfkA and pkiA 

Glucose 2 L-fermentor 201.13 1.05 1.22 [95] 

Ustilago 
trichophora  
TZ1 

Overexpression of PYC, MDH 
(cytoplasmic Mdh1 and mitochondrial 
Mdh2) and two malic acid 
transporters Ssu1 and Ssu2 

glycerol 2.5 L-fermentor 134 0.56 0.42 [87] 

Myceliophthora 
thermophila 
ATCC 42464 

Overexpressing pyruvate carboxylase 
PYC and a C4-dicarboxylate 
transporter Mae 

Avicel 5 L-fermentor 181 0.87 0.99 [19] 

Corncob 5 L-fermentor 105 0.66 0.38 

Myceliophthora 
thermophila 
JG207 

Enhancing cellobiose uptake by 
overexpressing cdt-1 and 
phosphorolytic pathway and deleting 
bgl2 and bgl3 

Cellobiose Shake-flask 101.2 – 1.35 [96] 

Avicel Shake-flask 77.4 – 1.03 

 

筛选获得了苹果酸高产菌株 Ustilago trichophora 

TZ1，通过适应进化后，该菌株在甘油条件下的

生长速率和苹果酸合成效率分别提高 2.5 倍和

6.6 倍，苹果酸的最终产量达到 196 g/L，转化率

为 0.82 g/L，但是其较低的生产效率(0.39 g/(L·h))     

限制了其规模化生产[92]。随后该团队优化了苹果

酸发酵条件，合理调整初始碳氮比例并改善中和

剂，U. trichophora TZ1 利用甘油为底物合成苹果

酸的生产效率增加到 (0.74±0.06) g/(L·h)，但以粗

甘油为碳源时，其苹果酸产量急剧降低[93]。 

在国内，多家单位利用丝状真菌体系，通过

代谢工程研发了苹果酸发酵菌种。江南大学刘龙

团队以米曲霉体系为出发菌株，通过过表达丙酮

酸羧化酶和苹果酸脱氢酶强化了还原型 TCA 途

径，苹果酸产量达到 42.3 g/L，而后该团队进一

步加强了糖酵解途径及苹果酸转运能力，使得菌

株的苹果酸产量进一步提升到 165 g/L[7]。天津科

技大学刘浩团队利用黑曲霉体系，通过强化 rTCA 
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途径及苹果酸转运系统，结合代谢支路草酸合成

途径的敲除，获得了苹果酸高产菌株，在发酵罐

中苹果酸产量达到 201.24 g/L[22]。笔者团队以纤

维素降解高温真菌嗜热毁丝霉为体系，通过强化

rTCA 途径及 L-苹果酸转运模块，同时构建 CO2

浓缩转运模块，获得发酵法生产苹果酸的嗜热真

菌细胞工厂。该体系发酵温度为 45–50 ℃，相比

于中温的曲霉系统 (34 ℃发酵) 可以显著节省冷

却用能，降低能耗成本。而且，该菌株不仅可以

利用葡萄糖为底物高效合成苹果酸 (发酵浓度超

过 200 g/L)，而且能够直接以纤维素为原料进行

发酵，苹果酸产量达到 181 g/L，糖酸转化率为

0.99 g/g[4]，是目前以木质纤维素为原料直接发酵

生产大宗有机酸的最高水平，一旦成功产业化，

将是生物炼制领域的重要突破。 

2.2  蛋白质 

丝状真菌具有成熟的蛋白分泌修饰系统，是

工业酶制剂等蛋白质产品的重要生产者。近年

来，随着代谢工程和分子生物学的快速发展，越

来越多的丝状真菌如粗糙脉孢菌、黑曲霉、嗜热

毁丝霉和里氏木霉开展了纤维素酶、糖化酶、抗

体等蛋白质产品合成研究[2,6,97-99]。据报道丝状真

菌工业菌种蛋白分泌量相当惊人，分泌量已超过

100 g/L[6,100-101]。在快速发展的后基因组时代，利

用代谢组学、转录组学等技术，结合系统生物学

方法深入解析丝状真菌细胞的蛋白分泌过程 

(图 2)，极大地促进了丝状真菌蛋白质工业菌株的

理性设计与改造[102]。 

高效表达元件策略：在构建蛋白质细胞工厂

过程中，选用丝状真菌本身强启动子增强目标蛋

白基因的转录水平，是提高目标蛋白质合成的有

效策略之一。目前所使用的启动子主要包括组成

型启动子和诱导性启动子。进入后基因组时代后，

不同条件下的转录组数据为研究者选取高效启动

子提供了有力的参考。在曲霉中，淀粉糖化酶基

因启动子 PglaA、转录延伸因子启动子 Ptef1、   

3-磷酸甘油脱氢酶基因启动子 PgpdA、酸性磷酸

酶基因启动子 PpacA 等常被认为是具有很强启动

效率的组成型启动子，而木聚糖内切酶基因启动

子 PexlA 是很好的诱导型启动子，在诱导条件下

PexlA 的启动效率为 PglaA 的 3 倍[103]。在一些纤

维素酶分泌菌株中，如里氏木霉、粗糙脉孢菌、

草酸青霉、嗜热毁丝霉等，纤维素酶基因启动子

常用于目标蛋白质表达，如纤维二糖水解酶基因 

 

 
 
图 2  丝状真菌遗传改造提升蛋白质合成 
Fig. 2  Genetic engineering of filamentous fungi for improved protein production. TF: transcription factor; ER: 
endoplasmic reticulum; Golgi: Golgi apparatus. 
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启动子 PcbhⅠ和 PcbhⅡ，内切葡聚糖酶基因启

动子 Pegl2 等。另外，为了满足高水平合成目标

蛋白的需要，研究者还开发了多拷贝启动子、启

动子组合模块、人工合成启动子等策略，用于提

升目标蛋白的合成水平。 

转录调控机器改造：在丝状真菌中以转录因

子为核心的调控机器在蛋白质表达调控网络中处

于主要地位，如丝状真菌纤维素酶的产量主要是

在转录层面上受到严谨的调控，目前改造转录调

控网络成为增强蛋白质合成的重要策略。里氏木

霉、曲霉、粗糙脉孢菌以及嗜热毁丝霉等重要工

业丝状真菌中的关键纤维素酶转录因子陆续被报

道，包括激活因子  (Clr1、Clr2、XInR、Ace2 

等) 和抑制因子 (Cre1、Ace1 等)，为增强丝状

真菌蛋白质表达提供了诸多靶点。在里氏木霉

中，山东大学刘巍峰团队通过过表达转录因子

Xyr1 能够使里氏木霉摆脱对诱导碳源的依赖，在

葡萄糖条件下也能高水平地表达纤维素酶 [104]。

奥地利维也纳技术大学 Kubicek 实验室报道了转

录激活因子 (Xry1、Ace3 和 Vel1) 以及甲基化转

移酶 Lae1 的过表达均能够增加菌株纤维素酶的

产量 [105]。上海交通大学白凤武、赵心清团队通

过构建人工锌指蛋白库并转化至纤维素酶高产突

变株里氏木霉 RUT-C30，获得了 U3 突变株，其

纤维素酶活力提高 55%，β-葡萄糖苷酶活力提升

了 8.1 倍[106]，随后 2017 年该团队将 Cre1 的 DNA 

结合域和 Xyr1 进行融合，使里氏木霉在葡萄糖

培养基中的纤维素酶产量提高了 12.75 倍[107]。在

粗糙脉孢菌中，美国加州大学伯克利分校 Glass 

实验室发现 2 个全新纤维素酶调控元件 Clr-1 和

Clr-2，该团队在粗糙脉孢菌过表达 clr-2 能够显

著提高纤维素酶的活力；过表达 Xlr-1 突变型 

(V828F) 能显著提高木聚糖酶的表达水平 [108]。

在嗜热毁丝霉中，深圳大学刘刚团队利用 RNA

干扰技术沉默了 Mtcre1 基因后，菌株的纤维素

酶产量得到了显著提高 [109]。研究发现，转录因

子可以通过相互作用，形成调控机器，协同调控

蛋白 (如纤维素酶) 的表达。山东大学曲音波团

队利用转录因子单突变菌株库，从中筛选到包括

ClrB、CreA、XlnR、Ace1、AmyR 等 20 个对草

酸青霉纤维素酶的表达起到调控作用的转录因

子，并利用分子生物学手段对纤维素酶表达调控

网络涉及的多个转录因子进行了协同改造 [110]。

该研究表明，clrB 和 xlnR 的同时过表达、xlnR 

的单独过表达、amyR 和 creA 的双基因缺失均能

实现菌株纤维素酶表达量的增加，将草酸青霉的

clrB 进行过表达，同时敲除 creA 和 bgl2，纤维 

素酶活力和蛋白质分泌量分别提高了 20 倍和  

10 倍[111]。笔者团队分析了嗜热毁丝霉在微晶纤

维素、葡萄糖和无碳源条件下的转录组，鉴定了

143 个结晶纤维素基因，并对一个全新的纤维素

酶转录激活因子 MtClr-4 开展功能研究[36]，结果

表明该元件直接调控 2 个关键的转录因子

MtClr-2 和 MtXyr-1，说明在嗜热毁丝霉纤维素酶

的表达分泌受到多种调控因子的协同控制。该团

队利用基因组编辑技术对 9 个纤维素酶表达分泌

相关基因进行了调控，包括 cre-1、Mtxyr-1、

hcr-1 等转录因子，使菌株的蛋白质分泌水平与

纤维素酶活分别提高 9 倍和 18.5 倍[23]。 

增强蛋白质折叠修饰策略：在翻译水平上，

加强蛋白质的正确折叠及其在内质网、高尔基体

中正确修饰和分泌是提高目标蛋白生产的又一有

效策略。其中内质网应激过程中未折叠蛋白质反

应 (Unfolded protein response，UPR) 以及 ER 偶

联 的 蛋 白 质 降 解 途 径  (ER-associated protein 

degradation，ERAD) 研究较多，途径中多个关

键基因被鉴定，为提高宿主蛋白质分泌的工程改

造提供诸多靶点。在黑曲霉中过表达 UPR 相关

基因，如 hacA、sstC、pdiA、gptA、ostA、eroA

或 cnxA 等，能够显著提高突变体异源蛋白的产

量[102]。其中，将 UPR 中心激活因子 HacA 组成

型表达后，异源牛凝乳酶产量提高近 3 倍，变色

栓菌来源的漆酶产量提高 7 倍[112]。当同时过表

达与 UPR相关的寡糖基转移酶 SttC和敲除 ERAD
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调控因子 DoaA 后，与野生型菌株相比，内源葡

糖淀粉酶和内切蛋白酶的活性显著提高[113]。 

降低宿主蛋白酶策略：丝状真菌体内含有大

量的酸性/碱性蛋白酶，能快速降解目标蛋白，造

成异源蛋白表达产量较低，因此，筛选或构建蛋

白酶缺失突变株作为宿主是提高蛋白表达水平的

重要手段之一。Johannes 等针对黑曲霉中 3 个酸

性蛋白酶基因 (PepA、PepB 和 PepE) 进行了敲

除，所获得的突变体 (ΔpepA、ΔpepB 和 ΔpepE)，

与野生型相比，胞外蛋白酶活性分别降低到 16%、

94%和 32%[114]。同时，王勇超等利用比较基因组

技术鉴定了黑曲霉的 4 个天冬氨酸蛋白酶基因 

(pepAa、pepAb、pepAc 和 pepAd)，而后进行了敲

除实验，获得了其中 3 个基因的单突变体 

(ΔpepAa、ΔpepAb 和 ΔpepAd)，与出发菌株相比，

突变株异源漆酶的发酵水平分别增加了 21%、

42%和 30%，糖水解酶产量分别增加了约 18.7%、

37.0%和 5.20%[115]。 

另外，研究者还通过蛋白融合表达、筛选高

转录基因整合位点、调控 5′-UTR 区域以及终止子

序列、开发低背景底盘表达系统等不同的方式提

升目标蛋白合成。随着使能技术的不断发展以及

人们对蛋白质表达修饰和分泌过程的深入认识，

丝状真菌作为在工业蛋白表达系统将会发挥越来

越重要的作用。 

2.3  次级代谢产物 

自青霉素发现以来，丝状真菌次级代谢产物

成为药物分子的重要来源，例如产黄青霉素     

Penicillium chrysogenum 和顶头孢霉菌 Acremonium 

chrysogenum 产的青霉素和头孢菌素具有广谱抗

菌活性，是重要抗生素品种，土曲霉 A. terreus 和

红曲霉 Monascus spp.发酵生产的洛伐他汀及其衍

生物是常用的降血脂药物，而来源于木霉属

Trichoderma 和弯颈霉属 Tolypocladium 的环孢菌

素是一种被广泛用于预防器官移植排斥的免疫抑

制剂[116]。丝状真菌的次级代谢产物按照其合成

途径主要分为聚酮类  (例如他汀类、黄曲霉毒

素)、非核糖体肽类 (例如青霉素、头孢菌素和环

孢菌素)、萜类化合物 (例如胡萝卜素) 等。真菌

聚酮化合物由聚酮合酶 (PKS) 催化乙酰辅酶 A

和丙二酰辅酶 A (或其衍生物) 合成的一类化合

物。非核糖体肽  (Nnribosomal peptides，NRPs) 

是在非核糖体肽合成酶  (Nonribosomal peptide 

synthases，NRPSs) 催化作用下经非核糖体途径合

成的多肽类小分子化合物[117]。丝状真菌中萜类化

合物由萜烯环化酶催化异戊二烯单元产生[118]，首

先通过甲羟戊酸 (MVA) 途径合成二甲基丙烯焦

磷酸 (DMAPP) 和异戊烯焦磷酸 (IPP)，之后 IPP

在异构酶作用下可以转化为 DMAPP。以 DMAPP

起始，在异戊烯基转移酶作用下与 IPP 首尾连接

聚合形成线性聚异戊烯基焦磷酸前体，然后在萜

类环化酶的作用下进行环化或重排形成萜类骨

架，进一步后修饰 (如氧化、脱水等) 生成各种

萜类化合物[119]。 

抗生素的发现和大量工业生产及临床应用拯

救了无数人的生命，青霉素的发现被誉为“20 世

纪医学界最伟大的收获”。1928 年，英国科学家

Fleming 在实验研究中最早发现了青霉素[120]，之

后 Norman Heatley、Howard Florey、Ernst Chain 

等科学家对青霉素进行了分离和纯化，并证明了

其有效的抗菌临床效用[121]。在这些研究成果的推

动下，青霉素很快被美国制药公司投入工业生产，

但是一开始产量很低，不足以应用于临床。为了

提高青霉素的产量，研究者们除了优化发酵条件，

还通过不断的诱变筛选 (如紫外辐射、X-射线辐

射和氮芥气)，以及增加青霉素合成基因簇拷贝数 

(已知的现代工业菌株有超过 12–14 个拷贝数) 的

方法，获得高产青霉素的工业菌株 P. chrysogenum 

(高于 50 g/L)。Rodriguez-Saiz 等通过比较不同的

产黄青霉菌工业菌株发现，在诱变过程中编码乙

酸苯酯羟化酶基因 pahA 的失活，推测此点突变降

低了青霉素-G 合成前体物苯乙酸的降解，从而提

升了青霉素的产量[122]。武敏等发现在菌种诱变筛

选过程中多个氨基酸代谢途径相关基因发生了突
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变，其中编码丝氨酸/苏氨酸脱氨酸的两个基因和

一个编码色氨酸合成酶的基因均被单个点突变失

活，消除了丝氨酸/苏氨酸的降解途径，从而让更

多的代谢流流向半胱氨酸合成途径[123]。半胱氨酸

作为合成青霉素的三大前体物质之一，是影响青

霉素产量最重要的因素之一。另外，Salo 等发现

在菌种诱变筛选过程中，许多其他的次级代谢途

径由于引入的点突变被“沉默”。例如，一个编码

聚酮合酶的基因在菌种诱变阶段突变失活，消除了

一种黄色色素 (Sorbicillinoid) 的形成，这种色素

被认为是青霉素生产过程中的杂质 [124]。除了青

霉素以外，顶头孢霉菌 A. chrysogenum 产生的头

孢菌素 (Cephalosporin) 及其衍生物是另一类被

广泛应用的抗生素，对维护人类健康有着重要意

义[125]。然而，微生物对于抗生素的耐药性已经成

为亟待解决的世界性难题。Jens Christian Nielsen

等研究者发现，丝状真菌含有上千个次级代谢产

物基因簇，具有发现新型抗生素及其他药物 (如

抗肿瘤药物) 的潜力，鉴定其功能和激活“沉默”

基因簇是丝状真菌次级代谢产物领域的新研究

热点[126]。 

他汀类药物是丝状真菌另一类重要的次生代

谢产物，如洛伐他汀、辛伐他汀等，已成为治疗

心血管疾病、降低胆固醇的主要药物，目前其市

场价值已超过 200 亿美元。洛伐他汀为第一个上市

的他汀类药物，于 1987 年获得美国食品药品监督

管理局  (FDA) 批准，其市场药品名称定为

“Mevacor”。相关洛伐他汀的研究最早起始于红曲

霉[127]。默克 (Merck) 公司通过筛选不同来源的

土曲霉菌株，获得了洛伐他汀高产菌株，最终成

功应用于工业生产。目前，土曲霉已成为了洛伐

他汀的主要生产菌株。1999 年，Kennedy 等报道

了土曲霉合成洛伐他汀的关键途径 [128]。在土曲

霉中，洛伐他汀的生物合成涉及 18 个基因，构

成了长度为 64 kb 的基因簇，受特异性转录调控

因子 LovE 的调控。其中，聚酮合酶 (Polyketide 

synthases，PKS) LovB 和 LovF 是洛伐他汀合成

的关键酶。尽管土曲霉洛伐他汀合成途径已被鉴

定，但目前其工业菌株的优化主要通过诱变育种

的方式获得，通过代谢工程改造，提升菌株生产

性能的案例较少，并且主要集中在产量较低的实

验室菌种中。Hasan 等通过提升产物合成前体物

质的策略，在土曲霉中运用强启动子过表达了乙

酰 -CoA 羧化酶 ACCase，将洛伐他汀产量由   

62.7 mg/L 提高至 88 mg/L[129]。Zhgun 等在土曲霉

ATCC 20542 中将转录因子 LovE 组成型过表达，

其洛伐他汀的产量提高了 10 倍，达到了 1 g/L[130]。

1992年默克公司推出了第二代他汀类药物辛伐他

汀，该药列名于世界卫生组织基本药物清单，成

为基础医疗体系的必备药物之一，每年的市场销

售额达到 30 亿美元。辛伐他汀为洛伐他汀的半衍

生物，通过在辛伐他汀前体物质 monacolin J 上添

加侧链 (2,2-二甲基丁酸酯) 合成。在工业生产中，

通过碱水解方式除去洛伐他汀侧链 (2-甲基丁醇)，

从而获得 monacolin J，随后利用化学或酶催化方

法添加新侧链来合成辛伐他汀。洛伐他汀碱处理

工艺较为复杂，且在此过程中使用了大量的有机

试剂，对环境造成严重污染。为此，利用生物合

成 monacolin J 成为高效绿色生产辛伐他汀的关

键。中国科学院青岛生物能源与过程研究所吕雪

峰团队通过关键酶筛选，鉴定了洛伐他汀水解酶

PcEST，在土曲霉洛伐他汀工业菌株过表达后，

其 转 化子能 够 将 95% 的 洛 伐他 汀 水解为 成

monacolin J[131]。随后，该团队利用比较基因组学

法方法，鉴定了洛伐他汀侧链 (2-甲基丁醇) 合成

关键基因 lovF，敲除该基因后，实现了土曲霉

monacolin J 的高效积累。土曲霉中洛伐他汀合成

基因簇受特异调控因子 LovE 的调控，利用强启

动子 PgpdAt 过表达基因 lovE 后，monacolin J 产

量提高了 52.5%，达到 16.36 mmol/L[132]。 

次级代谢产物的合成是一个复杂的过程，需

要多个基因参与调控。与散布在整个真菌基因组

中的初级代谢产物合成所需的基因相反，次级代

谢产物合成途径中的基因大多以基因簇  (BGC)
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的方式连续排列 [133]。一般情况下，丝状真菌基

因组中的次级代谢产物基因簇均为沉默状态，通

过调控因子激活基因簇或直接过表达基因簇中

全部/部分基因，成为提高丝状真菌次级代谢物

产量的常用策略。Juguet 等将合成杀刚果锥虫素 

(Congocidine) 基因簇克隆到载体 pBelo-BAC11 

中 ， 分 别 转 入 天 蓝 色 链 霉 菌 Streptomyces 

coelicolor M145 、杀真菌链霉菌 Streptomyces 

fungicidicus B-5477 和白色链霉菌 Streptomyces 

albus 中，发酵产物中均得到了杀刚果锥虫素[134]。

研究发现，在已挖掘的真菌次级代谢物合成基因簇

中，60%以上基因簇受特异性调控基因控制[135]。

Westpha等通过过表达镰刀菌素 (Aurofusarin) 基

因簇转录因子 AurR1，使得镰刀菌素合成途径中

的 5 种关键酶的表达水平显著上调，转化子色素

产量提高了 3 倍[136]。白灰制菌素 (Leucinostatin) 

生物合成基因簇中存在一个特异性调控基因 lcsF，

高表达 lcsF 使白灰制菌素产量增加了 1.5 倍[137]。

黄 体 素  (Verticillins) 是 由 罗 杰 斯 无 性 穗 霉

Clonostachys rogersoniana 产生的多硫代二酮哌

嗪 (ETP) 类化合物[138]，黄体素生物合成基因簇

受特异性转录因子 VerZ 的调控[139]。 

丝状真菌次级代谢产物虽然不是菌株正常生

长所必需的化合物，却是菌株发育、环境应答等

过程的重要参与者，尽管近几年对真菌次级代谢

产物的合成及其调控研究已经取得了很大的成

就，然而其合成与调控机制非常复杂，除转录水

平调控外，丝状真菌次级代谢还与组蛋白乙酰化

修饰水平以及诸多环境因素 (氮源、碳源、pH 值、

温度、光照以及不同微生物间的刺激) 相关。将

来有必要利用转录组学、蛋白质组学及代谢组学

等组学技术进一步研究次级代谢物合成及调控机

制，为其代谢工程改提供目标靶点及理论依据。 

3  丝状真菌代谢工程中的关键问题及展望 

3.1  丝状真菌代谢工程中的关键问题 

丝状真菌特有的遗传特点、生长方式以及发

酵形态，使得该体系的代谢工程改造所针对的问

题及采取策略有别于酿酒酵母等单细胞微生物，

未来在以下方面值得发力 (图 3)。 
 

 
 

图 3  丝状真菌系统代谢工程的未来发展 
Fig 3.  Future perspectives for systems metabolic engineering of filamentous fungi. 
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(1) 进一步增强基因组水平编辑能力：丝状

真菌一般存在多核现象，在遗传改造中易产生异

核转化子现象，从而导致后续菌种发酵性状不稳

定。因此，在丝状真菌代谢工程中需要采用高效

的遗传操作技术。日益成熟的基因组编辑技术及

真菌高通量筛选技术为丝状真菌分子改造奠定了

技术基础。 

(2) 丰富和深化代谢改造的层级：不仅集中

在代谢途径，可以尝试从其他层次考虑，比如丝

状真菌为真菌微生物，存在大量的细胞器，其代

谢物和生物反应分布在不同亚细胞结构中。某一

产品合成途径的关键酶及中间产物可能存在于单

一或多个细胞器中，产物的快速合成需要代谢物

在亚细胞间进行高效运输，给代谢途径改造及优

化带来了一定的难度。另外，同一生化反应可能

存在于多个细胞器中，不利于消除发酵副产物合

成反应。丝状真菌全基因组分析，代谢网络模型

构建及其代谢组学分析技术在解决这一问题中起

到重要作用。尤其是随着现在检测技术的发展，

人们能够获得微生物在不同时期的生理变化信

息，为代谢网络模型的优化提供数据支持，从而

指导如何优化目标产物合成途径。 

(3) 提升计算生物学的介入深度：丝状真菌

的代谢调控较为复杂，需要大力发展计算生物学，

构建可靠的代谢网络模型、适合真菌代谢工程研

究的算法以及代谢流分析工具等，结合多种高通

量组学数据，积极探讨机器学习和人工智能在丝

状真菌代谢途径设计重构中的介入，从整体水平

制定其代谢工程改造策略，减少盲目性，提升代

谢改造效率和菌种代谢能力上限。 

(4) 拓宽丝状真菌发酵产品：目前丝状真菌

的目标产物有限，有必要开发全新产品来扩宽丝

状真菌在工业发酵中应用。其关键问题在于如何

设计生物基产品合成途径并获取相关关键元件，

如何实现目标产品合成途径与丝状真菌底盘细胞

原有代谢适配。不出意外，丝状真菌代谢工程将

和发展迅猛的合成生物学深度融合，在新一代工

业丝状真菌底盘构建和一批生物基化学品细胞工

厂构建等方面获得更大进展。 

3.2  展望 

日益严峻的环境及能源问题，使得生物制造

对人类经济社会的可持续发展尤为重要。代谢工

程旨在通过优化代谢网络和调控网络，提高细胞

代谢能力，推进工业菌种发酵水平进步，进一步

提升生物制造水平和能力，迎接生物经济时代的

到来。丝状真菌作为重要工业微生物，在发酵生

产生物基化学品方面具有诸多优势，具有强大的

蛋白质合成分泌能力，可以利用廉价的生物质进

行发酵等。合成生物学的迅猛发展，使研究者能

够从 DNA、RNA、蛋白质和代谢物等不同层面和

基因组水平系统分析、改造和设计细胞代谢，提

升对丝状真菌整体代谢调控的理解能力和改造水

平，相信丝状真菌代谢工程研究在未来生物经济

时代必将发挥越来越重要的作用。 
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