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摘要：青霉属菌株可以分泌完整的纤维素酶系，尤其高产β?葡萄糖苷酶（β?ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ，ＢＧＬ，ＥＣ　３．２．１．２１），弥补

了工业菌株里氏木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ）胞外β?葡萄糖苷酶活性低的不足，加上青霉菌株生长速度快等优点，

使其产纤维素酶受到越来越多的关注。为了解决以木质纤维素为原料工业生产燃料乙醇所需纤维素酶量大、成

本高等难题，深入研究青霉属纤维素酶 基 因 的 表 达 调 控 和 重 组 表 达 非 常 重 要。本 文 就 青 霉 属 纤 维 素 酶 基 因 资

源、纤维素酶合成调控网络以及纤维素酶基因的重组表达等进行综述与展望。
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０　引言

　　现代工业的迅速发展，导致能源消耗不断增加，
预示着将来能源需求也随之增大。但是，当今石油和

天然气等不可再生化石能源日趋枯竭，还有环境污染

和气候变化等问题日愈严重。因此，大规模开发与利

用绿色清洁、可再生生物质能源———生物燃料显得日
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益重要。其中，木质纤维素燃料乙醇是最具有发展前

景的生物质能源之一。用微生物将木质纤维素转化

为葡萄糖再发酵生产燃料乙醇，对解决以粮食或糖类

物质为原料生产燃料乙醇引起的与人争粮、与粮争地

等主要问题具有重大意义［１］。

　　广西是中国最大的甘蔗、木薯等种植基地，年产

量均占全国６０％以上，每年产生至少１３６０万ｔ甘蔗

渣和数量可观的木薯废弃物（秸秆、叶子）。目前，广

西甘蔗渣和木薯废弃物等木质纤维素主要用作锅炉

燃料、制浆造纸和生产绿色包装材料等，存在资源浪

费、环境污 染 等 主 要 问 题［２，３］。《广 西 非 粮 生 物 质 能

源产业优先发展规划大纲（２０１１－２０１５年）》明确了非

粮生物质能源产业是广西农业新兴优势产业，确定了

广西是全国首个推广使用非粮原料乙醇汽油的省区。
由于广西拥有廉价的、丰富的木质纤维素资源，用木

质纤维素生产燃料乙醇对广西非粮生物质能源产业

的发展具有重要意义。迄今，国际上还没有一家工业

规模用木质纤维素为原料生产燃料乙醇的企业，最主

要的障碍是纤维素酶水解成本太高，占生产工艺总耗

值的２０％［４］。

　　微生物是纤维素酶的最主要来源，纤维素酶是一

组复合酶的总称，主要包括：内切葡聚糖酶（ｅｎｄｏｇｌｕ－
ｃａｎａｓｅ，ＥＧ，ＥＣ　３．２．１．４）、外 切 葡 聚 糖 酶（ｅｘｏｇｌｕ－
ｃａｎａｓｅ，又 叫 纤 维 二 糖 水 解 酶，ｃｅｌｌｏｂｉｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ，

ＣＢＨ，ＥＣ　３．２．１．９１）和β?葡萄糖苷酶（β?ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ，

ＢＧＬ，ＥＣ　３．２．１．２１）［５］。用 于 生 产 纤 维 素 酶 的 微 生

物 菌 株 大 多 是 丝 状 真 菌，例 如 木 霉 属

（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、曲 霉 属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）和 青 霉 属

（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ）［６，７］。目前，国 际 上 主 要 用 里 氏 木 霉

（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ）突 变 菌 株 进 行 工 业 生 产 纤 维

素酶制剂。尽管木霉属菌株的纤维素酶活性较高，但
其分泌的纤维素酶系不够完整，胞外ＢＧＬ活性低，
通常需要添加额外的ＢＧＬ才能高效地降解木质纤维

素，增加了成本。

　　研究发现，青霉属能分泌完整的纤维素酶系，可

以解决以上矛盾，是目前最有潜力和里氏木霉相媲美

的真菌［７］。但是，传统天然青霉菌株纤维素酶产量以

及酶活性还达不到工业生产的要求。因此，详细深入

研究青霉属纤维素酶系组成、表达调控等具有重要的

理论与应用价值。本文将对青霉属纤维素酶基因资

源及其表达调控、以及青霉纤维素酶基因的重组表达

的相关研究进展进行综述和分析。

１　青霉纤维素酶基因资源

　　自然界中，降解木质纤维素的真菌主要集中在丝

状真菌木霉属、青霉属和曲霉属。在中国亚热带和热

带森林，青霉属和木霉属菌株是优势种群［８］。已报道

的分泌纤维素酶的青霉属菌株至少有３０种，其中，对
草 酸 青 霉 （Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ，ＰＯＸ）和 微 紫 青 霉 （Ｐ．
ｊａｎｔｈｉｎｅｌｌｕｍ，ＰＪＡ ）研究最为详细［９，１０］。研究表明，
青霉属真菌可以作为里氏木霉的替代菌株，应用在第

二代木质纤维素燃料乙醇工业生产上。其优点在于

（１）青霉属纤维素酶系含有高ＢＧＬ酶活，例如：具有

相等滤纸酶活力的青霉纤维素酶系，降解木质纤维素

产生的葡萄糖是里氏木霉的１．５～３．０倍；（２）青霉属

纤维素酶系中糖 苷 水 解 酶（ｇｌｙｃｏｓｙｌ　ｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＧＨ）
家族７的ＣＢＨ１比活高，例如：在相同蛋白量的条件

下，细疣青霉（Ｐ．ｖｅｒｒｕｃｕｌｏｓｕｍ ）的ＣＢＨ１与嗜酸栖

热菌（Ａｃｉｄｏｔｈｅｒｍｕｓ　ｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃｕｓ）ＥＧ协同作用对

玉米秸秆和微晶纤维素进行水解，其转化率是里氏木

霉ＣＢＨ１与之协同作用的１．３～１．５倍［７］。

１．１　青霉纤维素酶基因的克隆

　　已知的青霉纤维素酶基因已超过１００个，主要集

中 在 巴 西 青 霉（Ｐ．ｂｒａｓｉｌｉａｎｕｍ，ＰＢＲ ）、变 灰 青 霉

（Ｐ．ｃａｎｅｓｃｅｎｓ，ＰＣＡ ）、产 黄 青 霉（Ｐ．ｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ，

ＰＣＨ ）、皮 落 青 霉（Ｐ．ｃｒｕｓｔｏｓｕｍ，ＰＣＲ ）、斜 卧 青 霉

（Ｐ．ｄｅｃｕｍｂｅｎｓ，ＰＤＥ ）、指 状 青 霉 （Ｐ．ｄｉｇｉｔａｔｕｍ，

ＰＤＩ）、棘刺青霉（Ｐ．ｅｃｈｉｎｕｌａｔｕｍ，ＰＥＣ）、扩展青霉

（Ｐ．ｅｘｐａｎｓｕｍ，ＰＥＸ ）、光 滑 青 霉 （Ｐ．ｇｌａｂｒｕｍ，

ＰＧＬ）、粒 状 青 霉（Ｐ．ｇｒａｎｕｌａｔｕｍ，ＰＧＲＡ ）、意 大 利

青霉（Ｐ．ｉｔａｌｉｃｕｍ，ＰＩＴ ）、微紫青霉（ＰＪＡ ）、朱黄青

霉（Ｐ．ｍｉｎｉｏｌｕｔｅｕｍ，ＰＭＩ）、Ｐ．ｏｃｃｉｔａｎｉｓ（ＰＯＣ）、草
酸青 霉（ＰＯＸ ）、产 红 青 霉（Ｐ．ｒｕｂｅｎｓ，ＰＲＵ ）、娄 地

青霉（Ｐ．ｒｏｑｕｅｆｏｒｔｉ，ＰＲＯ）等（表１～表３）。除少数

青霉纤维素酶基因如微紫青霉的ｃｂｈ１［１１］外，都含有

内含子。与其它真菌纤维素酶基因不同的是，这些内

含子的数目、长度和相对位置均无保守性。

表１　已知氨基酸序列的青霉外切葡聚糖酶

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｘｏｇｌｕｃａｎａｓｅｓ　ｗｉｔｈ　ｋｎｏｗｎ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｆｒｏｍＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｔｒａｉｎｓ

ＣＡＺｙ家族
ＣＡＺｙ　ｆａｍｉｌｙ

酶名称
Ｅｎｚｙｍｅ　ｎａｍｅ

来源菌株
Ｓｏｕｒｃｅ　ｓｔｒａｉｎ

ＧｅｎＢａｎｋ
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

重组表达
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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ＰＥＸＭ　ＣＢＨ２　 Ｐ．ｅｘｐａｎｓｕｍ ＭＤ－８ ＫＧＯ５４７９０．１ — ［１７］

０１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１５



续表１
Ｃｏｎｔｉｎｕｅ　ｔａｂｌｅ　１
ＣＡＺｙ家族
ＣＡＺｙ　ｆａｍｉｌｙ

酶名称
Ｅｎｚｙｍｅ　ｎａｍｅ

来源菌株
Ｓｏｕｒｃｅ　ｓｔｒａｉｎ

ＧｅｎＢａｎｋ
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

重组表达
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＰＥＸＣ　ＣＢＨ２　 Ｐ．ｅｘｐａｎｓｕｍＣＭＰ－１ ＫＧＯ５４７９０．１ — ［１７］

ＰＥＸＤ　ＣＢＨ２　 Ｐ．ｅｘｐａｎｓｕｍｄ１ ＫＧＯ５４７９０．１ — ［１７］

ＰＩＴＰ　ＣＢＨ２　 Ｐ．ｉｔａｌｉｃｕｍＰＨＩ－１ ＫＧＯ５４７９０．１ — ［１７］

ＧＨ７ ＰＣＡ　ＣＢＨ１　 Ｐ．ｃａｎｅｓｃｅｎｓ　ＲＮ３－１１－７ ＡＩＬ９５８７０　 Ｐ．ｃａｎｅｓｃｅｎｓ ［１８］

ＰＤＩＰ　ＣＢＨ１　 Ｐ．ｄｉｇｉｔａｔｕｍＰｄ１ ＥＫＶ０７９２４．１ — ［１９］

ＰＤＩＧ　ＣＢＨ１　 Ｐ．ｄｉｇｉｔａｔｕｍＰＨＩ２６ ＥＫＶ０９５４７．１ — ［１９］

ＰＣＨ　ＣＢＨ１　 Ｐ．ｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍＦＳ０１０ ＡＡＸ８４８３３．１ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ［１０，２０］

ＰＧＲ　ＣＢＨ１　 Ｐ．ｇｒａｎｕｌａｔｕｍ ＭＳ８６１８３３ ＡＧＵ１６９４９．１ — ＮＣＢＩ
ＰＧＬ　ＣＢＨ１　 Ｐ．ｇｌａｂｒｕｍＮＡ－６９ ＡＥＬ７８９０１．１ — ［１０］

ＰＪＡ　ＣＢＨ１ Ｐ．ｊａｎｔｈｉｎｅｌｌｕｍＢｉｏｕｒｇｅ
ＩＭＥＴ　４３７３３ ＣＡＡ４１７８０．１ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ

Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
［１０，２１］

ＰＯＣ　ＣＢＨ１　 Ｐ．ｏｃｃｉｔａｎｉｓ　 ＡＡＴ９９３２１．１ — ［１０，２２］

ＰＯＸ１ＣＢＨ１－１　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１４４－２ ＥＰＳ３２９８４．１　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ ［１３，１６］

ＰＯＸ１ＣＢＨ１－２　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１４４－２ ＥＰＳ３０４９４．１ — ［１６］

ＰＯＸＦ　ＣＢＨ１　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍＦ６７ ＡＣＥ６０５５３．１ — ［２３］

ＰＯＸＧ　ＣＢＨ１－１　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍＧＺ－２ ＡＧＷ２４２９２．１ — ＮＣＢＩ
ＰＯＸＧ　ＣＢＨ１－２　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍＧＺ－２ ＡＧＷ２４２９１．１ — ＮＣＢＩ
ＰＯＸＭ　ＣＢＨ１　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ Ｍ　 ＡＥＦ３３９５１．１　 Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ ［２４］

ＰＲＯ　ＣＢＨ１－１　 Ｐ．ｒｏｑｕｅｆｏｒｔｉ　ＦＭ１６４ ＣＤＭ３３４８０．１ — ［２５］

ＰＲＯ　ＣＢＨ１－２　 Ｐ．ｒｏｑｕｅｆｏｒｔｉ　ＦＭ１６４ ＣＤＭ３７９７７．１ — ［２５］

ＰＲＵ　ＣＢＨ１－１　 Ｐ．ｒｕｂｅｎｓ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　５４－１２５５ ＣＡＰ８５５２６．１ — ［１５，１６］

ＰＲＵ　ＣＢＨ１－２　 Ｐ．ｒｕｂｅｎｓ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　５４－１２５５ ＣＡＰ９４７７３．１ — ［１５，１６］

表２　已知氨基酸序列的青霉内切葡聚糖酶
Ｔａｂｌｅ　２　Ｅｎｄｏｇｌｕｃａｎａｓｅｓ　ｗｉｔｈ　ｋｎｏｗｎ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｆｒｏｍＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｔｒａｉｎｓ

ＣＡＺｙ家族
ＣＡＺｙ　ｆａｍｉｌｙ

酶名称
Ｅｎｚｙｍｅ　ｎａｍｅ

来源菌株
Ｓｏｕｒｃｅ　ｓｔｒａｉｎ

ＧｅｎＢａｎｋ
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

重组表达
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＧＨ５ ＰＢＲ　ＥＧ５　 Ｐ．ｂｒａｓｉｌｉａｎｕｍＩＢＴ　２０８８８ ＡＣＢ０６７５０．１　 Ａ．ｏｒｙｚａｅ ［１０，２６］

ＰＣＲ　ＥＧ５　 Ｐ．ｃｒｕｓｔｏｓｕｍ６０１ ＡＨＡ１５９７７．１ — ＮＣＢＩ
ＰＯＸ１ＥＧ５－１　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１４４－２ ＥＰＳ２５５７３．１　 Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ［６，１６，２７］

ＰＥＣ　ＥＧ５　 Ｐ．ｅｃｈｉｎｕｌａｔｕｍ９Ａ０１Ｓ２ ＡＣＲ８２４８７．１　 Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ ［１０，２８］

ＰＪＡ　ＥＧ５ Ｐ．ｊａｎｔｈｉｎｅｌｌｕｍＢｉｏｕｒｇｅ
ＩＭＥＴ　４３７３３ ＣＡＡ６１７４０．１　 Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ［１０，２９］

ＰＯＸ１ＥＧ５－２　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１４４－２ ＥＰＳ３０２４３．１ — ［６，１６］

ＰＯＸ１ＥＧ５－３　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１４４－２ ＥＰＳ３５００４．１　 Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ ［６，１６，３０］

ＰＯＸ１ＥＧ５－４　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１４４－２ ＥＰＳ２８７６５．１ — ［６，１６］

ＰＯＸ１ＥＧ５－５　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１４４－２ ＥＰＳ３４２６２．１ — ［６，１６］

ＰＯＸ１ＥＧ５－６　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１４４－２ ＥＰＳ３４３０３．１ — ［６，１６］

ＰＲＵ　ＥＧ５－１　 Ｐ．ｒｕｂｅｎｓ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　５４－１２５５ ＸＰ＿００２５６２７５３．１ — ［１５，１６］

ＰＲＵ　ＥＧ５－２　 Ｐ．ｒｕｂｅｎｓ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　５４－１２５５ ＸＰ＿００２５５７５１４．１ — ［１５，１６］

ＰＲＵ　ＥＧ５－３　 Ｐ．ｒｕｂｅｎｓ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　５４－１２５５ ＸＰ＿００２５６２４３５．１ — ［１５，１６］

ＰＲＵ　ＥＧ５－４　 Ｐ．ｒｕｂｅｎｓ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　５４－１２５５ ＸＰ＿００２５６５８２６．１ — ［１５，１６］

ＰＲＵ　ＥＧ５－５　 Ｐ．ｒｕｂｅｎｓ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　５４－１２５５ ＸＰ＿００２５６８４５５．１ — ［１５，１６］

ＧＨ７ ＰＤＥＬ　ＥＧ７　 Ｐ．ｄｅｃｕｍｂｅｎｓ　Ｌ－０６ ＡＣＪ１５３３７．１　 Ｅ．ｃｏｌｉ ［３１］

ＰＯＸ１ＥＧ７　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１４４－２ ＥＰＳ３２９６８．１　 Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ［６，１６，２７］

ＰＯＸＳ　ＥＧ７－１　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍＳＪ１ ＡＧＧ２０１８７．１ — ＮＣＢＩ
ＰＯＸＷ　ＥＧ７　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍｓｅａｗａｔｅｒ　 ＡＣＳ３２２９９．１ — ＮＣＢＩ
ＰＯＸＳ　ＥＧ７－２　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍＳＪ１ ＡＧＧ２０１８６．１ — ＮＣＢＩ
ＰＯＸＧ　ＥＧ７　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍＧＺ－２ ＡＧＷ２４２９３．１ — ＮＣＢＩ
ＰＯＸＭ　ＥＧ７　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ Ｍ　 ＡＥＦ３３９５２．１ — ＮＣＢＩ
ＰＯＸ１ＳＥＧ７　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１ＳＭＳ　 ＡＥＣ０３７１３．１ — ［３２］

ＰＣ７ＥＧ７　 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．Ｃ７ ＡＥＧ７４５５１．１ — ＮＣＢＩ
ＧＨ１２ ＰＲＯ　ＥＧ１２　 Ｐ．ｒｏｑｕｅｆｏｒｔｉ　ＦＭ１６４ ＣＤＭ２６５１１．１ — ［２５］

ＰＯＸ１ＥＧ１２－１　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１４４－２ ＥＰＳ２７９４２．１ — ［６，１６］

ＰＯＸ１ＥＧ１２－２　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１４４－２ ＥＰＳ３１４８４．１ — ［６，１６］
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续表２
Ｃｏｎｔｉｎｕｅ　ｔａｂｌｅ　２
ＣＡＺｙ家族
ＣＡＺｙ　ｆａｍｉｌｙ

酶名称
Ｅｎｚｙｍｅ　ｎａｍｅ

来源菌株
Ｓｏｕｒｃｅ　ｓｔｒａｉｎ

ＧｅｎＢａｎｋ
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

重组表达
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＰＯＸ１ＥＧ１２－３　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１４４－２ ＥＰＳ３４０５２．１ — ［６，１６］

ＰＯＸＧ　ＥＧ１２　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍＧＺ－２ ＡＧＷ２４２９４．１ — ＮＣＢＩ
ＰＲＵ　ＥＧ１２－１　 Ｐ．ｒｕｂｅｎｓ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　５４－１２５５ ＸＰ＿００２５６０９４２．１ — ［１５，１６］

ＰＲＵ　ＥＧ１２－２　 Ｐ．ｒｕｂｅｎｓ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　５４－１２５５ ＸＰ＿００２５６１１８８．１ — ［１５，１６］

ＰＲＵ　ＥＧ１２－３　 Ｐ．ｒｕｂｅｎｓ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　５４－１２５５ ＸＰ＿００２５６３２５７．１ — ［１５，１６］

ＧＨ４５ ＰＯＸ１ＥＧ４５　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ１４４－２ ＥＰＳ３２９６７．１　 Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ ［１０，３３］

ＰＯＸＧ　ＥＧ４５　 Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍＧＺ－２ ＡＧＷ２４２９５．１ — ＮＣＢＩ

表３　已知氨基酸序列的青霉β?葡萄糖苷酶

Ｔａｂｌｅ　３　Ｂｅｔａ?ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｓ　ｗｉｔｈ　ｋｎｏｗｎ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｆｒｏｍＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｔｒａｉｎｓ

ＣＡＺｙ家族

ＣＡＺｙ　ｆａｍｉｌｙ

酶名称

Ｅｎｚｙｍｅ　ｎａｍｅ

来源菌株

Ｓｏｕｒｃｅ　ｓｔｒａｉｎ

ＧｅｎＢａｎｋ

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ

重组表达

Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ
ＧＨ１ ＰＤＩＰ　ＢＧＬ１－１　 Ｐ．ｄｉｇｉｔａｔｕｍＰｄ１ ＥＫＶ０６６７１．１ — ［１９］

ＰＤＩＰ　ＢＧＬ１－２　 Ｐ．ｄｉｇｉｔａｔｕｍＰｄ１ ＥＫＶ１７７１９．１ — ［１９］

ＰＤＩＰ　ＢＧＬ１－３　 Ｐ．ｄｉｇｉｔａｔｕｍＰｄ１ ＥＫＶ０９１１０．１ — ［１９］

ＰＤＩＧ　ＢＧＬ１－１　 Ｐ．ｄｉｇｉｔａｔｕｍＰＨＩ２６ ＥＫＶ１０３７６．１ — ［１９］

ＰＤＩＧ　ＢＧＬ１－２　 Ｐ．ｄｉｇｉｔａｔｕｍＰＨＩ２６ ＥＫＶ０５９８５．１ — ［１９］
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ＰＲＯ　ＢＧＬ１－２　 Ｐ．ｒｏｑｕｅｆｏｒｔｉ　ＦＭ１６４ ＣＤＭ３０５２６．１ — ［２５］
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　　分析纤维素酶氨基酸序列得知，大部分青霉纤维

素酶具有典型的真菌纤维素酶分子结构，通常由催化

功能域（ｃａｔａｌｙｔｉｃ　ｍｏｄｕｌｅ）、碳 水 化 合 物 结 合 功 能 域

（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｍｏｄｕｌｅ，ＣＢＭ）和 连 接 肽

（ｐｅｐｔｉｄｅ　ｌｉｎｋｅｒ）组成。但是，少数青霉纤维素酶没有

ＣＢＭ，例如来自巴西青 霉 的ＥＧａ［１１］。根 据ＣＡＺｙ数

据库分析，青 霉 可 以 分 泌 完 整 的 纤 维 素 酶 系，包 括

ＧＨ５、ＧＨ７、ＧＨ１２和 ＧＨ４５家 族 的 ＥＧ，ＧＨ６ 和

ＧＨ７家族的ＣＢＨ，以及ＧＨ１和ＧＨ３家族的ＢＧＬ。
迄今，已经公布了１５个青霉属菌株的基因组序列，分
别 是 橘 灰 青 霉 （Ｐ．ａｕｒａｎｔｉｏｇｒｉｓｅｕｍ ） ＮＲＲＬ
６２４３１［３９］，沙 门 柏 干 酪 青 霉 （Ｐ．ｃａｍｅｍｂｅｒｔｉ）

ＦＭ０１３［２５］，产 黄 青 霉 （Ｐ．ｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ ） ＮＣＰＣ
１００８６［４０］和 ＫＦ－２５［４１］，指 状 青 霉 （Ｐ．ｄｉｇｉｔａｔｕｍ ）

Ｐｄ０１－ＺＪＵ［４２］、Ｐｄ１［１９］和 ＰＨＩ２６［１９］，扩 展 青 霉（Ｐ．
ｅｘｐａｎｓｕｍ ）ＣＭＰ－１［１７］、ｄ１［１７］和ＰＨＩ－１［１７］，意大利青

霉（Ｐ．ｉｔａｌｉｃｕｍ ）ＰＨＩ－１［１７］，覃 青 霉 （Ｐ．ｐａｘｉｌｌｉ）

ＡＴＣＣ　２６６０１［ＮＣＢＩ］，草 酸 青 霉 （Ｐ．ｏｘａｌｉｃｕｍ ）１４４－
２［１６］，娄地青 霉（Ｐ．ｒｏｑｕｅｆｏｒｔｉ）ＦＭ１６４［２５］和 产 红 青

霉（Ｐ．ｒｕｂｅｎｓ）Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　５４－１２５５［１５］。基 因 组 序 列

分析表明，产红青霉和草酸青霉分别含有２６个（８个

ＥＧ，３个ＣＢＨ，１５个ＢＧＬ）和２５个 （１１个ＥＧ，３个

ＣＢＨ，１１个ＢＧＬ）纤维素酶基因，是青霉属中已知拥

有最丰富的纤维素酶菌种。相比其它属真菌，例如木

霉和曲霉，青霉拥有的纤维素酶基因数量多于木霉，
略少于曲霉（图１）［１６］。虽然曲霉含有纤维素酶基因

数量最多，但是纯化或者高效表达曲霉纤维素酶以应

用于木质纤维素水解的研究很少。目前，曲霉主要作

为生产半纤维素酶和果胶酶的工业菌株。另外，只有

研究草酸青霉以用于生物质的酶解报道，对其它青霉

菌株的研究主要用于抗生素等工业生产。

图１　５种真菌中纤维素酶数量的比较［１６］

　　Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｎｕｍｂｅｒｓ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｓｅｓ　ａｍｏｎｇ　ｆｉｖｅ

ｆｕｎｇａｌ　ｓｐｅｃｉｅｓ［１６］

１．２　青霉纤维素酶的进化分析

　　真菌中，纤 维 素 酶 基 因 并 非 生 命 活 动 的 必 需 基

因，即使在亲缘关系较近的物种之间，其数目和种类

也存在很大的差异，因此，系统地对青霉纤维素酶进

行进化分析很有必要［６］。用系统进化分析软件对纤

维素酶进行进化分析（图２）表 明：（１）同 一 个 菌 株 中

纤维素酶的近缘关系是不同的，例如，草酸青霉两个

ＣＢＨ１分 布 在 两 个 亚 簇 内，ＰＯＸ１ＣＢＨ１－１与ＰＣＡ
ＣＢＨ１和 ＰＪＡ　ＣＢＨ１具 有 近 缘 关 系；然 而，ＰＯＸ１
ＣＢＨ１－２与 ＰＲＵ　ＣＢＨ１－２，ＰＲＯ　ＣＢＨ１－１，ＰＤＩＰ
ＣＢＨ１和 ＰＤＩＧ　ＣＢＨ１具有近缘关系（图２ａ）；（２）除

了ＧＨ５家 族 ＥＧ 外，所 有 的 青 霉 纤 维 素 酶 都 按 照

ＣＡＺｙ分类系统进行分簇；部 分ＧＨ５家 族ＥＧ，例 如

ＰＯＸ１ＥＧ５－６，ＰＲＵ　ＥＧ５－２等 更 加 接 近 ＧＨ１２家 族

ＥＧ（图２ｂ）；（３）每个ＧＨ家族都可以分为３～５个亚

家族，亲缘关系具有多样性（图２）。

２　调节因子

　　真菌纤维素酶产量低、成本高是限制工业生产木

质纤维素燃料乙醇产业的最大障碍。通过遗传工程

改造天然真菌菌株是比较理想的途径，例如，纤维素

酶合成调控因子之一转录激活因子在宿主的过量表

达，使宿主 纤 维 素 酶 产 量 提 高［４３，４４］，因 此，清 楚 了 解

纤维素酶基因的表达调控机制对提高纤维素酶产量

具有重要意义。目前，丝状真菌中纤维素酶合成调控

机制研究主要集中在木霉属和曲霉属，代表菌株分别

为里氏木霉和黑曲霉。青霉属的研究仍处在初始阶

段 （图３）。

　　在丝状真菌中，已知的纤维素酶基因表达的调控

因子主要包括转录激活因子、碳源代谢抑制因子、ｐＨ
值和氮源调控因子、转录诱导因子，以及光信号蛋白、

Ｇ蛋白 信 号 和ｃＡＭＰ信 号 通 路 蛋 白［６，９，１６，４３～４５］。纤

维素酶合成表达调控具有以下特点：（１）纤维素酶基

因在转录水平受转录激活因子和转录阻遏因子共调

控；（２）纤维素酶基因在转录水平受外部诱导物的诱

导（纤维寡糖及其衍生物、木聚糖、光信号蛋白、Ｇ蛋

白信号和ｃＡＭＰ信号蛋白）和代谢产物的阻遏（葡萄

糖、纤维二糖）；（３）多种纤维素酶基因在转录水平被

共调控，例如：ＣｌｒＢ和ＸｌｎＲ共同 调 控 外 切 葡 聚 糖 酶

基因（ｃｅｌＣ，ｃｅｌＤ ，ｃｂｈＤ ）、β?葡萄糖苷酶基因 （ｂｇｌ５
）；（４）纤维素酶基因合成调控需要多种信号蛋白的共

同参与［６，９，１６，４３～５４］。复杂的纤维素酶合成调控是所有

调控因子共同作用的结果。目前，已实验证实的青霉

属纤维素酶合成调控因子同样遵循以上特点（图３），
但是，相比其它丝状真菌，其已知的合成调控网络仍

不完整，还需进一步研究和完善。基因组学、转录组

学和蛋白组学的应用给全面认识青霉纤维素酶合成

调控网络提供了良好 平 台。草 酸 青 霉１４４－２基 因 组

注释表明其包含４７６个转录因子，与里氏木霉的转录

４１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１５



因子数目（４８４个）相似，比产红青霉少１０８个转录因

子。主要表现在含Ｚｎ２Ｃｙｓ６，Ｃ２Ｈ２锌指、着丝粒蛋白

Ｂ的ＤＮＡ结合域（ｃｅｎｔｒｏｍｅｒｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｂ　ＤＮＡ－ｂｉｎｄ－
ｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ）、ＣＣＨＣ－型锌指结构域的蛋白质。同时，
注释基因组也 发 现 了１１７个 蛋 白 激 酶、２３个 蛋 白 磷

酸酶、３３个Ｒａｓ超家族小ＧＴＰ酶，以及参与Ｇ蛋白

信号通路、ｃＡＭＰ信号通路、丝裂原活化蛋白 激 酶 通

路、钙离子信号通路等信号转导过程的蛋白质［６，１６］，
为大量识别新的调控因子提供了良好资源。

图２　青霉纤维素酶的系统进化分析

Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｓｅｓ　ｉｎ　Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ

图３　青霉属纤维素酶合成调控网络［６，９，１６，４５，４７～５４］

　　Ｆｉｇ．３　Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｎｅｔｗｏｒｋ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｉｎ
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ［６，９，１６，４５，４７～５４］

　　箭头代表激 活 作 用，平 端 代 表 阻 遏 作 用；ＡｃｅＩ，ＡｍｙＲ，ＢｇｌＲ，Ｂｒ－
ｌＡ，ＣｌｂＲ，ＣｌｒＢ，ＰｒｔＴ，ＸｌｎＲ：转 录 因 子；ＣｄｔＣ／Ｄ：纤 维 糊 精 转 运 子；
ＣＫ２Ｂ１／Ｂ２：蛋白激酶；ＣｒｅＡ：碳 代 谢 阻 遏 转 录 因 子；Ｅｒｐ：ｐ２４γ蛋 白；
ＰＧＡ３：Ｇ蛋白α亚基。
　　Ａｒｒｏｗ　ａｎｄ　ｆｌａｔ－ｅｎｄ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃ－
ｔｉｖｅｌｙ；ＡｃｅＩ，ＡｍｙＲ，ＢｇｌＲ，ＢｒｌＡ，ＣｌｂＲ，ＣｌｒＢ，ＰｒｔＴ，ＸｌｎＲ：Ｔｒａｎｓｃｒｉｐ－
ｔｉｏｎａｌ　ｆａｃｔｏｒｓ；ＣｄｔＣ／Ｄ：Ｃｅｌｌｏｄｅｘｔｒｉｎ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ；ＣＫ２Ｂ１／Ｂ２：Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ；ＣｒｅＡ：Ｃａｒｂｏｎ　ｓｏｕｒｃｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ；Ｅｒｐ：

ｐ２４γｐｒｏｔｅｉｎ；ＰＧＡ３：Ｇ　ｐｒｏｔｅｉｎαｓｕｂｕｎｉｔ．

　　大部分纤维素酶合成调控因子都属于锌指蛋白

转录因子超家族。锌指蛋白是一类具有手指结构域

的转录因子，对基因表达调控、细胞分化、胚胎发育等

方面具有重要作用，是真核生物中分布最广的一类蛋

白［５５，５６］。锌指 蛋 白 分 为３大 类：（１）经 典 锌 指 蛋 白

Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２型，通常以单体的形式与核酸相互作用［５７］，

例如碳代谢阻遏调控因子ＣｒｅＡ［４７］；（２）Ｃｙｓ４型，以二

聚体的形式与ＤＮＡ相互作用，其异源二聚体与目标

基因的正向重复序列相结合，同源二聚体识别反向重

复序列［５８］；（３）Ｚｎ（ＩＩ）２Ｃｙｓ６型，可以单体、同源或异源

二聚体形式与ＤＮＡ相结合，是真菌所特有的转录因

子［５５，５６，５８，５９］，例 如 ＸｌｎＲ［６０］。研 究 证 明，尽 管 属 于 同

一个家 族，不 同 转 录 因 子 的 调 控 分 子 机 制 也 不 尽

相同［４５］。

　　丝状真 菌 中，研 究 比 较 深 入 的 是 转 录 激 活 因 子
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ＸｌｎＲ（图４）：（１）ＸｌｎＲ的 Ｎ端包含有一个锌指双 核

簇（Ｚｎ（ＩＩ）２Ｃｙｓ６）和一个推测的卷曲螺旋区；（２）ＸｌｎＲ
的Ｃ端包含 一 个Ｄ－葡 萄 糖 抑 制 区 和 一 个 自 我 修 饰

区；（３）ＸｌｎＲ６３５～６６８参与蛋白进入细胞核过程；（４）Ｘｌ－
ｎＲ１～６６８决定木聚 糖 酶 的 产 量；（５）ＸｌｎＲ的 调 节 作 用

有可能是 由 Ｄ－木 糖 诱 导 的 磷 酸 化 引 起 的［４６，６０］。但

是，准确的、真实的调控分子机理还需要进一步研究

和证实。

　　最新研究表明，在丝状真菌中，ＸｌｎＲ在不同的菌

株中具有激活主要木聚糖酶基因转录的功能，但是，
在纤维素酶或半纤维素酶基因的转录激活方面，依据

宿主的不同而不同［６１］。因此，青霉属ＸｌｎＲ的详细调

控机制仍需更深入的研究。

　　图４　转录调节因子ＸｌｎＲ结构域组成（ａ）以及推测 的 调

节分子机制（ｂ）［４６，６０］

　　Ｆｉｇ．４　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｏｍａｉｎ　ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｆａｃｔｏｒ　ＸｌｎＲ （ａ）ａｎｄ　ｉｔｓ　ｐｒｏｐｏｓｅｄ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ａｔ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｌｅｖｅｌ（ｂ）［４６，６０］

３　青霉纤维素酶基因重组表达

　　为提高纤维素酶产量、降低纤维素酶成本，除了

深入研究纤维素酶合成调控外，建立优良的纤维素酶

基因重组表达系统，高效表达基因是最经济、最快速

的途径。多年来，纤维素酶基因的表达系统主要集中

在：（１）细菌原核表达系统———革兰氏阴性菌：如大肠

杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＢＬ２１ 或 Ｒｏｓｅｔｔａ，运 动 发 酵 单 胞 菌

（Ｚｙｍｏｍｏｎａｓ　ｍｏｂｉｌｉｓ）；革 兰 氏 阳 性 菌：如 梭 菌

（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ）等；（２）酵 母 表 达 系 统：如 酿 酒 酵 母

（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）和毕 赤 酵 母（Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ）等；（３）丝

状真菌表达系统：如黑曲霉、里氏木霉等［６２］。

３．１　细菌原核表达系统

　　细菌原核表达系统是目前最成熟的表达系统，已
用该表达系统成功表达了１００多种纤维素酶和木聚

糖酶基因。根据细胞壁的不同，革兰氏阳性菌利用双

精氨酸分 泌 途 径（Ｔｗｉｎ　ａｒｇｉｎｉｎｅ　ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ　ｐａｔｈ－
ｗａｙ，Ｔａｔ）、丝 氨 酸 分 泌 途 径（Ｓｅｃ－ｐｒｏｔｅｉｎ　ｔｒａｎｓｌｏｃａ－
ｔｉｏｎ　ｐａｔｈｗａｙ）等 转 运 表 达 的 纤 维 素 酶 到 胞 外；革 兰

氏阴性菌由于有外部膜限制胞内转运蛋白的运输，需
要利用多种分泌途径，如Ⅰ～Ⅶ型分泌系统。大肠杆

菌是研究 最 多 的 宿 主，蛋 白 表 达 量 一 般 为１１．２～
９０．０ｍｇ／Ｌ［６２，６３］。枯草芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）
和运动发酵单胞菌主要应用在表达细菌产纤维素酶

领域。仅有３个分别来自微紫青霉、斜卧青霉和草酸

青 霉 的 纤 维 素 酶 基 因 ＰＪＡ　ＣＢＨ１、ＰＤＥ　ＥＧ７ 和

ＰＯＸ１ＢＧＬ１－４在大肠杆菌中成功表达（表１～表３），
但是表达过程中，发现胞外分泌量低、形成包涵体等

问题。因此，细菌原核表达系统表达真菌蛋白有着天

然的缺陷，如胞外分泌量低，缺乏蛋白质翻译后的修

饰功能（糖基化、磷酸化等），易形成包涵体，以及表达

的蛋白质无酶活等［６］。

３．２　酵母表达系统

　　酵母菌是公认的安全菌株，最早发展用于异源蛋

白表达的真核表达系统。酵母菌表达、分泌纤维素酶

主要经过３个步骤：（１）纤维素酶基因在内质网（ｅｎ－
ｄｏｐｌａｓｍｉｃ　ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ，ＥＲ）翻 译 表 达；（２）转 移 到 高 尔

基体（Ｇｏｌｇｉ　ａｐｐａｒａｔｕｓ）进 行 后 加 工；（３）最 后 通 过 分

泌小囊（ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ　ｖｅｓｉｃｌｅｓ）分 泌 到 胞 外，蛋 白 表 达 量

大约为１０００ｍｇ／Ｌ［６２，６３］。目 前，实 验 证 实 多 种 酵 母

菌可以表达纤维素酶基因，包括酿酒酵母［６４］、毕赤酵

母［６５，６６］、巴 斯 德 酵 母（Ｓ．ｐａｓｔｏｒｉａｎｕｓ）［６７］、马 克 斯 克

鲁维酵母（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｍａｒｘｉａｕｓ）［６８］。迄今，共

有１４个青霉 纤 维 素 酶 基 因 在 酵 母 表 达 系 统 成 功 表

达，包括酿酒酵母和毕赤酵母（表１～表３）。结果显

示，酵母表达系统存在酶胞外分泌量低、过度糖基化、
翻译后修饰少，不能很好地表达原始纤维素酶的功能

等问题。

３．３　丝状真菌表达系统

　　丝状真菌表达系统应用于纤维素酶基因的表达

起步较晚，但是发展非常迅速。自从１９９７年第一个

来源于里氏木霉的内切葡聚糖酶基因ｅｇｌ２在米曲霉

成功表达［６９］以来，大量的纤维素酶基因在黑曲霉、米

曲霉、里氏木霉中表达。丝状真菌表达系统弥补了原

核表达系统 和 酵 母 表 达 系 统 的 缺 陷，具 有 蛋 白 分 泌

强，能对真核来源的蛋白进行正确的折叠和修饰，表

达的蛋白 活 性 高 等 优 点，其 表 达 蛋 白 量 为１４０００～
１９０００ｍｇ／Ｌ［６，６２，６３］。已有６个 青 霉 纤 维 素 酶 基 因 成

功在丝状真菌中表达，所用宿主包括里氏木霉、草酸

青霉、米曲霉和变灰青霉（表１～表３）。但是该系统

存在转 化 效 率 低，内 源 纤 维 素 酶 基 因 本 源 表 达 等

６１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１５



问题。

　　 对于青霉纤维素酶基因，仅有不到２０％的纤维

素酶基因（表１～表３）得到了表达，但存在表达量低

等问题，离工业生产要求相差甚远。因此，为更大程

度地利用青霉纤维素酶基因资源，构建一个高效的、
稳定的丝状 真 菌 外 源 基 因 表 达 系 统 非 常 重 要［７０］，可

通过选用强启动子、敲除蛋白酶基因、液泡蛋白分选

基因（ｖａｃｕｏｌａｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｏｒｔｉｎｇ　ｇｅｎｅ）等提高外源基因

的表达量和表达产物的胞外分泌量。

４　展望

　　随着石油等不可再生能源的枯竭，非粮生物质能

源产业的蓬勃发展是必然趋势。其中，木质纤维素燃

料乙醇产业将发挥其经济价值。目前，仅靠里氏木霉

作为工业生产纤维素酶菌株是很难满足大规模工业

生产的需求的，况且该菌株天然存在胞外ＢＧＬ活力

低的缺陷。因此，应该以分泌完整纤维素酶系的青霉

属菌株作为另外一种选择，深入研究青霉属菌株的纤

维素酶基因的合成调控因子，通过操纵合成调控因子

来提高纤维素酶产量，或构建高效的丝状真菌分泌表

达系统，实现纤维素酶的产量和酶活性的提高，降低

生产成本，满足工业生产需求。
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（６）：１１２７－１１３５．
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ｓｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｅｓ　ｏｆ　ｅｎｄｏｇｌｕｃａｎａｓｅ　ｇｅｎｅ　ｉｎ　Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
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［３６］　Ｋｒｏｇｈ　Ｋ　Ｂ，Ｈａｒｒｉｓ　Ｐ　Ｖ，Ｏｌｓｅｎ　Ｃ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ－
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