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摘要：瑞氏木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ）产生的纤维素酶酶系全、能分泌到细胞外，是研究得最清楚的产纤维素

酶的模式菌株，但是其产生的纤维素酶还不能满足工业化转化纤维素的需要。本文从纤维素酶种类与调控、

提高纤维素酶活的方法、标记基因的选择等方面概述瑞氏木霉纤维素酶，分析瑞氏木霉纤维酶研究面临的问

题及对策，指出提高β-葡萄糖苷酶的产量和酶活是未来研究工作的重点之一。
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０ 引言

  纤维素是植物中含量最丰富的组分，占植物干
重的 ３５％～ ５０％［１］。在石油资源日趋枯竭的严峻
形势下，利用纤维素生产燃料乙醇已成为解决能源
危机的有效途径之一［２］，是世界各国能源战略的重
点［３～５］。但是将纤维素水解为可发酵糖的成本很
高，这成为商业化生产纤维素乙醇的主要障碍［６］。



纤维素的高效、低成本、规模化降解，是利用纤维素
商业化生产燃料乙醇的关键。用物理化学法降解纤
维素存在诸多难题，如设备昂贵、反应条件剧烈、后
期处理困难、环境污染严重等。用酶法降解纤维素
所需的反应条件比较温和，是水解纤维素的首选方
法。纤维素酶的生产菌株种类繁多，其中瑞氏木霉
（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ）产生的纤维素酶酶系全、产
量高，并能分泌到细胞外。瑞氏木霉是研究得最清
楚的产纤维素酶的模式菌株，也是一种重要的工业
菌株，但是其产生的纤维素酶还不能满足工业化转
化纤维素的需要。因此有必要解析瑞氏木霉纤维素
酶的研究进展，为设计相关策略以提高瑞氏木霉纤
维素酶的产量和酶活提供参考。

１ 瑞氏木霉纤维素酶

  纤维素酶是一类能够降解纤维素生成葡萄糖的
酶的总称，完整的纤维素酶系由内切葡聚糖酶
（ＥＧ）、外切葡聚糖酶（ＣＢＨ）及β-葡萄糖苷酶（ＢＧ）
组成，它们可以相互协同催化水解纤维素生成葡萄
糖。其中：内切葡聚糖酶在纤维素长链内部随机切
割，能迅速降低纤维素结构的完整性，同时又能水解
产生一定量的纤维二糖和葡萄糖，是纤维素酶系的
重要组成部分［７，８］，能水解纤维素衍生物和部分降
解纤维素，但不能单独作用于结晶纤维素；外切葡聚
糖酶从纤维素线性分子的末端水解糖苷键，每次切
下 １ 个纤维二糖分子，因此外切葡聚糖酶也称为纤
维二糖水解酶［９］，其单独作用于天然结晶纤维素时
酶活力较低，但能与内切葡聚糖酶共同作用彻底水
解结晶纤维素［１０］；β-葡萄糖苷酶将纤维二糖最终水
解为葡萄糖分子，对纤维二糖和纤维三糖的水解很
快，其速度随葡萄糖聚合度的增加而下降，该酶的专
一性较差，可以作用于所有的葡萄糖β-二聚物，包括
水扬苷、对硝基苯葡萄糖苷等葡萄糖的芳香基衍
生物［１ １］。

１．１ 瑞氏木霉纤维素酶种类及调控

１．１．１ 瑞氏木霉纤维素酶种类

  瑞氏木霉的基因组已经完成测序，其大小为

３３．９ Ｍｂ，含有 ９１２９ 个基因［６］。瑞氏木霉产生的内
切葡聚糖酶和外切葡聚糖酶共有 １０ 种，其中：

ＣＢＨ１、ＣＢＨ２、ＥＧ１、ＥＧ３ 和 ＥＧ５ 各 １ 种，ＥＧ２ ２ 种，

ＥＧ４ ３ 种。在糖苷水解酶类（ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ，

ＧＨｓ）家族中，ＣＢＨ１ 和 ＥＧ１ 属于糖苷水解酶第 ７
家族（ＧＨ７），ＣＢＨ２ 属于 ＧＨ６，ＥＧ２ 属于 ＧＨ５，

ＥＧ３ 属于 ＧＨ１２［６］。瑞氏木霉产生的β-葡萄糖苷酶

有 ７ 种，即 Ｂｇｌ２ （Ｃｅｌ１ａ）、Ｃｅｌ１ｂ、Ｂｇｌ１ （Ｃｅｌ３ａ）、

Ｃｅｌ３ｂ、Ｃｅｌ３ｃ、Ｃｅｌ３ｄ、Ｃｅｌ３ｅ，其中，Ｂｇｌ２（Ｃｅｌ１ａ）和

Ｃｅｌ１ｂ 属于 ＧＨ１，另外 ５ 种β-葡萄糖苷酶属于

ＧＨ３［１２］。Ｂｇｌ１（Ｃｅｌ３ａ）能分泌到细胞外，在瑞氏木
霉体内的功能涉及到诱导物的形成，可以高效诱导
纤维素酶基因表达；Ｃｅｌ１ａ和 Ｃｅｌ１ｂ 是胞内β-葡萄糖
苷酶，它们在菌株体外有转糖基作用，涉及到不溶性
纤维素对纤维素酶基因的快速诱导［１３］。

１．１．２ 瑞氏木霉纤维素酶基因表达的调控

  瑞氏木霉的纤维素酶基因表达受各种碳源调
节：纤维素、槐糖、乳糖诱导纤维素酶基因表达，纤维
二糖、葡萄糖抑制纤维素酶基因表达。值得关注的
是槐糖，它不仅可以强烈诱导 ｃｂｈ１ 和 ｃｂｈ２ 表达，还
可以诱导 ｅｇｌ１、ｅｇｌ２ 及 ｅｇｌ５ 表达；当培养基中存在
甘油或山梨醇时，槐糖仍可以诱导纤维素酶基因表
达，但如果培养基中含有高浓度葡萄糖时，则槐糖对
纤维素酶基因没有诱导作用［１４，１５］。

  纤维素酶基因的表达还受调控基因调节，如碳
源阻遏相关基因 ｃｒｅ１ ［１ ６］，下调基因 ａｃｅ１ ［１７］，上调基

因 ａｃｅ２ ［１８］及编码正调节蛋白的 ｘｙｒ１ 基因［１ ９］等等。
瑞氏木霉碳源阻遏相关基因 ｃｒｅ１ 与斜卧青霉
（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄｅｃｕｍｂｅｎｓ ）ｃｒｅＡ 基因功能类似，

ｃｒｅ１ 突变会引起瑞氏木霉生长形态改变并提高瑞氏
木霉纤维素酶的活力［２０，２１］。瑞氏木霉的另一个碳
源 阻 遏 相 关 基 因 是 ｃｒｅ２，与 构 巢 曲 霉 菌

（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｄｕｌａｎｓ ）ｃｒｅＢ 基因同源，它不仅与
碳源阻遏相关，还与纤维素酶基因的表达相关，敲除
该基因可以提高纤维素酶活力［２２］。

  另外，纤维素酶基因的表达还受启动子和转录
因子的调控。启动子是基因的组成部分，它通过与
转录因子的结合来控制基因表达的起始和基因表达

的程度。真核生物启动子中最普遍存在的序列之一
是 ＣＣＡＡＴ盒，瑞氏木霉的 ＣＣＡＡＴ盒位于 ｃｂｈ１ 基
因启动子约－７００ 的位置［２３］，它与转录激活因子

ＡＣＥⅡ的结合位点位于启动子－６２０～－８２０ 的区
域。ＡＣＥⅡ 在 ｃｂｈ１ 基因启动子的结合位点是

ＧＧＣＴＡＡＴＡＡ，它能诱导瑞氏木霉纤维素酶基因

ｃｂｈ１、ｃｂｈ２、ｅｇｌ１、ｅｇｌ２ 及木聚糖酶基因 ｘｙｎ２ 的表
达［１８］。在 ｃｂｈ１ 启动子－６７７～－７４２ 区域上存在 ３
个碳源代谢阻遏蛋白 ＣＲＥ１ 结合位点［２４，２５］，ＣＲＥ１
的存在能使 ｃｂｈ１ 启动子的强度下降。删除 ｃｂｈ１ 启
动子－６７７～－７４２ 区域可以消除碳源阻遏作用，提
高外源基因的表达。
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１．２ 提高瑞氏木霉纤维素酶活的方法

  为改善瑞氏木霉纤维素酶的性能（如提高纤维
素酶活力和产量），研究人员尝试了诸如诱变、分子
改造及优化培养基成分等不同方法，并取得了一定
的研究成果。其中，最常用的方法是分子改造，包括
使用强启动子表达纤维素酶基因、定点突变和随机
突变等。

１．２．１ 诱变

  诱变是比较传统的实验方法，分为物理诱变和
化学诱变。为获得理想的突变菌株，多使用化学诱
变法。化学诱变法是使用化学诱变剂对样品进行诱
变处理，如用亚硝基胍（ＮＴＧ）、乙基甲磺酸（ＥＭＳ）、
亚硝酸（ＨＮＯ２）等来处理瑞氏木霉的孢子［２６］。Ｔｏ-
ｙａｍａ等［２７］发现用秋水仙碱和苯菌灵处理瑞氏木

霉，可以使其产生高频率的遗传重组。

１．２．２ 使用强启动子

  在强启动子控制下表达纤维素酶相关基因，可
以提高纤维素酶活或产量。这些强启动子包括

ｃｂｈ１ 启动子和 ｐｄｃ 启动子。ｃｂｈ１ 启动子被认为是
瑞氏木霉中最强的启动子。在对瑞氏木霉的遗传改
造中，常利用 ｃｂｈ１ 的启动子和终止子序列构建载
体，并利用 ｃｂｈ１ 的前导肽序列引导重组蛋白进行分
泌性表达。Ｆａｎｇ 等［２８］用 ｃｂｈ１ 启动子过表达 ｃｂｈ２
基因，通过农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ）将含 ｃｂｈ２ 基因
的强表达盒转入瑞氏木霉，使菌株的滤纸酶活和纤
维二糖水解酶活分别提高 ４ 倍和 ５ 倍。ｐｄｃ 启动子
被认为是瑞氏木霉的强组成型启动子。Ｗａｎｇ 等［１ ９］

在瑞氏木霉 ｐｄｃ 启动子的控制下表达 ｘｙｒ１ 基因，
可以明显提高瑞氏木霉 ＲＵＴ Ｃ-３０ 的纤维素酶
活性。

１．２．３ 定点突变和随机突变

  定点突变是指通过聚合酶链式反应（ＰＣＲ）向目
的 ＤＮＡ片段中引入所需变化，包括碱基的添加、删
除、点突变等。定点突变能迅速、高效地提高瑞氏木
霉的纤维素酶的性能。使用该方法时，必须先了解
某些 ＤＮＡ 片段或碱基对瑞氏木霉纤维素酶的影
响，然后有针对地改造目的基因。例如，Ｚｏｕ 等［２９］

推测瑞氏木霉碳源代谢阻遏蛋白 ＣＲＥ１ 结合到

ｃｂｈ１ 启动子的某些位点，会削弱 ｃｂｈ１ 启动子的强
度，因此他们将 ＣＲＥ１ 在 ｃｂｈ１ 启动子上的 ３ 个结合
位点替换为转录激活因子 ＡＣＥⅡ的结合位点，从而
提高外源基因的表达量。

  随机突变是人为地对纤维素酶相关基因进行随
机突变，在人工控制条件的特殊环境下筛选获得纤

维素酶特性提高的菌株。该方法主要有易错 ＰＣＲ
技术、ＤＮＡ 改组（ＤＮＡ ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ）技术等。在未知
哪些 ＤＮＡ片段或碱基会对瑞氏木霉纤维素酶产生
影响的情况下，可以用随机突变的方法来加快瑞氏
木霉的进化。例如，对 ＥＧⅢ进行随机突变和定突
变，可以提高瑞氏木霉酶活［３０］或改变其最适 ｐＨ
值［３１］。 此 外 还 可 以 利 用 根 癌 农 杆 菌

（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）的 Ｔｉ质粒实现瑞氏
木霉染色体的随机突变。Ｚｈｏｎｇ 等［３２］利用根癌农

杆菌 ＡＧＬ-１ 介导的瑞氏木霉遗传化方法实现随机
插入诱变：在乙酰丁香酮诱导下，构建到根癌农杆菌

Ｔｉ质粒上的潮霉素 Ｂ 磷酸转移酶基因 ｈｐｈ 被随机
整合到瑞氏木霉染色体上，使瑞氏木霉对潮霉素 Ｂ
产生抗性。

  传统的 ＤＮＡ 改组是用 ＤＮａｓｅⅠ消化基因后，
先进行无引物 ＰＣＲ，然后再进行有引物 ＰＣＲ，最后
将有引物 ＰＣＲ的产物转化宿主菌，进行多次选择和
重组，直到最终得到性状明显改良的理想突变体为
止。此外，还可以用类似 ＤＮＡ 改组的方法使瑞氏
木霉染色体产生随机突变。类似 ＤＮＡ 改组的方
法，是用 ＤＮａｓｅⅠ消化基因后，先用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接
酶随机连接 ＤＮａｓｅⅠ消化产生的小片段，然后以连
接产物作为模板进行无引物 ＰＣＲ，最后将无引物

ＰＣＲ的产物直接转化宿主菌。陈小玲等用类似

ＤＮＡ 改组的方法分别改造 ｃｂｈ１ ［３３］、ｅｇｌ１ ［３４］和

ｃｒｅ１ ［２１］基因，均使瑞氏木霉的纤维素滤纸酶活提高，
另外 ｃｒｅ１ 基因的改造还使瑞氏木霉的表型发生改
变。这些研究［２１，３４，３５］用类似 ＤＮＡ 改组的方法经过

１ 次筛选即可获得表型变化、酶活提高的突变菌株。
但是仅进行 １ 次改造，纤维素酶活力提高的程度依
然有限，为获得更高的酶活和产量，还需对突变菌株
进行新一轮的改造。

１．２．４ 优化培养基成分

  培养基成分对菌体的代谢有较大影响，通过优
化培养条件，可以提高瑞氏木霉纤维素酶活力。

Ｙａｎ等［３５］用紫外线和 ＮＴＧ 处理瑞氏木霉菌株

ＲＵＴＣ-３０ 后获得高产纤维素酶的瑞氏木霉菌株

ＹＣ-１０８，并进一步对菌株 ＹＣ-１０８ 的培养条件进行
优化。用优化的培养基组分（麸皮 ２４.６３ ｇ／Ｌ，微晶
纤维素粉末 ３０．７８ ｇ／Ｌ，大豆饼粉末 １９．１６ ｇ／Ｌ）培
养该菌株，使其滤纸酶活（Ｆｉｌｔｅｒ ｐａｐｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ，

ＦＰＡ）达到 １５．８２ ＩＵ／ｍＬ（比普通培养基培养的高
出 ５ 倍），羧甲基纤维素酶活力（ＣＭＣａｓｅ）从 ８３．０２
ＩＵ／ｍＬ增加到 ６２８．０５ ＩＵ／ｍＬ。
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１．２．５ 提高同源重组效率

  在使用基于同源重组的方法改造瑞氏木霉纤维
素酶基因时，提高同源重组效率很关键。例如，在使
用定点突变或随机突变的方法改造纤维素酶基因

时，提高重组效率可以使基因改造的成功率大大提
高。真核生物有两个主要的重组方式———同源重组
和非同源末端连接（ＮＨＥＪ），这两个重组方式的区
别在于双链 ＤＮＡ 断点的修复是否依赖于同源

ＤＮＡ 序 列。 除 酿 酒 酵 母 （Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ）外，真核生物更偏好于非同源末端连接
修复。ＫＵ７０ 和 ＫＵ８０ 是丝状真菌非同源末端连接
途径的必需组件，敲除 ｋｕ７０ 和 ｋｕ８０ 基因可以提高
丝状真菌的同源重组率。丝状真菌链孢霉属（Ｎｅｕ-
ｒｏｓｐｏｒａ）的 ｍｕｓ-５１ ａｎｄ ｍｕｓ-５２ 基因分别与人的

ｋｕ７０ 和 ｋｕ８０ 同源。链孢霉属非同源整合需要非同
源末端连接蛋白 ＭＵＳ-５２ 和 ＭＵＳ-５３（人 Ｌｉｇ４ 同系
物），而同源整合需要同源重组蛋白 ＭＥＩ-３ 和ＭＵＳ-
２５［３６］，敲除链孢霉属 ｍｕｓ-５１、ｍｕｓ-５２ 基因，可以限
制非同源末端连接，使 １００％的转化子都在同源位
点发生整合，而野生型菌株的转化子只有 １０％～
３０％的转化子在同源位点整合［３７］。类似地，在瑞氏
木 霉 的 有 性 型———红 褐 肉 座 菌 （Ｈｙｐｏｃｒｅａ
ｊ ｅｃｏｒｉｎａ ）中，与人 ｋｕ７０ 基因同源的 ｔｋｕ７０ 基因也
是非同源末端连接所必需的，该基因还与 ＤＮＡ 的
异位整合相关。Ｇｕａｎｇｔａｏ 等［３８］用含潮霉素 Ｂ 磷酸
转移酶基因的表达盒敲除红褐肉座菌 ｔｋｕ７０ 基因
后，在 ｔｋｕ７０ 基因缺失菌株（Δ ｔｋｕ７０ 菌株）中再敲除
短链脱氢酶基因 ｔｒｅ５４０８６ 和真菌特异转录因子

ｔｒｅ４７４７９，考察 ｔｋｕ７０ 基因缺失对靶向效率的影响。
结果发现，当同源性侧翼区（同源臂）为 １ ｋｂ 时，

Δ ｔｋｕ７０ 菌株的 ｔｒｅ５４０８６ 和 ｔｒｅ４７４７９ 的同源重组效
率都大于 ９５％；当同源性侧翼区域为 ５００ ｂｐ 时，

Δ ｔｋｕ７０ 菌株的同源重组效率为 ７０％（ｔｒｅ５４０８６）和

６３％（ｔｒｅ４７４７９）；而当同源性侧翼区为 １ ｋｂ 时，没有
敲除 ｔｋｕ７０ 基 因 的 同 源 重 组 效 率 只 有 １０％
（ｔｒｅ５４０８６）和 ７％（ｔｒｅ４７４７９ ）。另有研究发现，与

ｍｕｓ-５１ 或ｍｕｓ-５２ 基因突变菌相比，即使在同源片
段（同源臂）很短的情况在下，链孢霉属 ｍｕｓ-５３ 突
变菌的基因打靶效率也达到 １００％，表明ｍｕｓ-５３ 突
变菌的基因打靶效率比 ｍｕｓ-５１ 和ｍｕｓ-５２ 突变菌
的更高［３６］。基于此，Ｓｔｅｉｇｅｒ 等［３９］敲除瑞氏木霉无

性菌基因 ｍｕｓ-５３（与人 Ｌｉｇ４ 同源），使其发生非同
源末端连接缺陷，然后利用 Ｃｒｅ-ＬｏｘＰ 重组酶系统
建立一个高效的基因打靶系统，该系统可以重复使

用潮霉素 Ｂ和氟乙酰胺作为双向选择标记。

１．３ 瑞氏木霉筛选标记

  在进行遗传转化时，一般先将外源基因或改造
的基因连到载体上，然后将载体转化瑞氏木霉菌株，
在构建这类载体时一般以来源于细菌的质粒作为骨

架。质粒载体需要有稳定、便于检测的标记基因，以
方便筛选瑞氏木霉转化子。如果使用的标记基因来
自于原核生物，则需要在标记基因前加一个真菌的
启动子，如构巢曲霉菌的 ｇｐｄ 启动子。用于转化瑞
氏木霉的标记基因主要为营养缺陷型标记基因和抗

药性标记基因。

１．３．１ 营养缺陷型标记基因

  营养缺陷型菌株是指只能在完全培养基或补充
相应生长因子的基本培养基中才能正常生长的变异

菌株。通过转入营养缺陷标记基因（与营养缺陷型
菌株基因互补），可以使营养缺陷型菌株恢复野生型
生长。瑞氏木霉中常用的营养缺陷标记基因有来源
于构巢曲霉菌的鸟氨酸氨基甲酰转移酶基因

ａｒｇＢ［４０］、色氨酸生物合成酶基因 ｔｒｐＣ 以及来源于
粗糙链孢霉（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ ｃｒａｓｓａ ）的乳清酸核苷-５′-
磷酸脱羧酶基因 ｐｙｒ４ ［４１］。另外，尿嘧啶合成基因、
编码 ＮＡＤＰ特异性谷氨酸脱氢酶的基因及与 ｔｒｐＣ
基因类似的色氨酸生物合成酶基因 ｔｒｐ１ 等也是丝
状真菌中常用的营养缺陷标记基因。一般在其它丝
状真菌中可以用的标记基因，在瑞氏木霉中也可以
使用。

  一般通过诱变的方法获得营养缺陷型突变菌
株。例如，Ｐｅｎｔｔｉｌä等［４０］利用紫外线诱变瑞氏木霉

的分生孢子，并筛选获得需要尿嘧啶（ｕｒａｃｉｌ）、色氨
酸（ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｅ）或精氨酸（ａｒｇｉｎｉｎｅ）的营养缺陷型
突变株。Ｇｒｕｂｅｒ等［４１］通过紫外线和γ射线诱变瑞
氏木霉分生孢子，分别获得 ５ 株和 １ 株尿苷（ｕｒｉ-
ｄｉｎｅ）营养缺陷型突变菌株，这两种诱变方法的存活
率分别为 ６５％和 ２％，突变菌株的回复率小于

１０－８，在选择性培养基上传代若干代后突变子的稳
定性没有下降。

１．３．２ 抗药性标记

  药物抗性标记不要求受体菌是营养缺陷型，应
用较为方便。抗药性标记基因的转入可以使受体细
胞在一定浓度的药物下生长，表现出药物抗性。在
其它丝状真菌中能使用的抗药性标记基因在瑞氏木

霉中绝大多数都可以使用。在瑞氏木霉中使用得最
多的 抗 药 性 标 记 基 因 是 来 源 于 大 肠 杆 菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ）的潮霉素抗性基因 ｈｐｈ，它在瑞
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氏木霉中的应用非常稳定［４２］。其它抗药性标记基
因，如来源于红褐肉座菌的 ｐｙｒ４ 基因、来源于印度
斯坦链异壁菌（Ｓｔｒｅｐｔｏａｌｌｏｔｅｉｃｈｕｓ ｈｉｎｄｕｓｔａｎｕｓ）的
博来霉素抗性基因 ｓｈ ｂ ｌｅ ［４３］、来源于米曲霉菌
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ ）的 吡 啶 硫 胺 抗 性 基 因

ｐｔｒＡ［４４］等在瑞氏木霉中也能很好地发挥抗性

效果。

１．３．３ 其它筛选标记

  其它筛选标记还有碳源、氮源及硫源利用基因，
绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）基
因等。碳源、氮源及硫源利用基因可以使菌株能够
在特定底物上生长。例如，来源于构巢曲霉菌的乙
酰胺酶基因 ａｍｄＳ ，可以使瑞氏木霉菌株能在以乙
酰胺为唯一氮源的培养基上生长。绿色荧光蛋白作
为标记基因，可以使原来不可见或不可定位的部分
（如细胞或细胞器等）变成可见或可定位的。绿色荧
光蛋白基因已被应用于瑞氏木霉转化子的筛选鉴定

中。２００７ 年赵雪娜［４５］将含有绿色荧光蛋白 ｇｆｐ 基
因和 ｂｇｌ１ 基因的质粒转入瑞氏木霉，但是在阳性转
化子中未检测到绿色荧光。赵雪娜认为可能是因为
与β-葡萄糖苷酶融合的 ＧＦＰ不能形成正确的结构，
因此不能发出荧光；或者是由于其所发出的荧光较
弱而被菌体自发荧光掩盖，因此难以检测。但是，

Ｚｈｏｎｇ等［４６］于 ２０１１ 年发现，ｇｆｐ 基因在农杆菌介
导的瑞氏木霉转化中可以发挥良好的作用，Ｚｏｕ
等［２９］在 ２０１２ 年也成功将 ｇｆｐ 基因作为标记基因应
用于瑞氏木霉中。绿色荧光蛋白在瑞氏木霉遗传转
化中的成功应用，使研究人员可以对瑞氏木霉进行
更深入的科学研究。

２ 存在的问题及对策

２．１ 纤维素酶系中各组分不均衡

  纤维素水解效率主要取决于纤维素酶系中各组
分的比例和性质，但是野生菌株的纤维素酶系多是
不完全的。瑞氏木霉产生的纤维素酶虽然齐全，但
是各组分的产量、酶活不均衡。葡聚糖外切酶和葡
聚糖内切酶活力高，而β-葡萄糖苷酶产量少且酶活
低，所以在水解纤维素的过程中会造成纤维二糖大
量积累，抑制葡聚糖外切酶和葡聚糖内切酶的活
力［４７］。这是纤维素水解的瓶颈问题，亟待研究解
决。可以采用以下方法：（１）使用其他启动子在瑞氏
木霉中表达β-葡萄糖苷酶基因。研究表明，用 ｅｇｌ３
和ｘｙｎ３ 的启动子表达ｂｇｌ１ 基因，构建重组菌，由基
质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ-ＴＯＦ）

检测显示重组菌过量表达β-葡萄糖苷酶，使瑞氏木
霉β-葡萄糖苷酶活性分别提高 ４．０ 倍和 ７．５ 倍［４８］。
基于此我们推测使用更强的启动子，如 ｃｂｈ１ 启动子
或 ｐｄｃ 强启动子可能使β-葡萄糖苷酶产量更高；（２）
将高酶活的β-葡萄糖苷酶基因构建到瑞氏木霉中表
达，如在瑞氏木霉中表达黑曲霉 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｎｉｇｅｒ ）的β-葡萄糖苷酶基因；（３）将瑞氏木霉的葡
聚糖外切酶、葡聚糖内切酶基因及黑曲霉的β-葡萄
糖苷酶基因转到酿酒酵母中共表达，构建能直接利
用纤维素的酵母菌株，研究重组菌株混合发酵时对
纤维素底物的利用情况。

２．２ 外源表达的纤维素酶活性低

  纤维素酶基因在大肠杆菌中可以高水平表达。
然而在大肠杆菌中表达纤维素酶基因存在两个主要

问题，一是纤维素酶在细菌胞内表达，不分泌到胞
外，增加提取、纯化的难度；二是瑞氏木霉的纤维素
酶是经过糖基化的，这使其在大肠杆菌中的表达更
趋复杂。因此很多研究尝试用同属于真核生物的酵
母来表达外源纤维素酶基因。不过，虽然酵母在合
适信号肽的引导下可以将其表达的外源纤维素酶分

泌到胞外，也可以对表达的外源纤维素酶进行糖基
化修饰，但是酵母有可能对表达的外源纤维素酶进
行过度糖基化修饰，从而影响纤维素酶的性能，如酶
活、稳定性等。Ｗｅｉ 等［４９］对土曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｔｅｒｒｅｕｓ ）β-葡萄糖苷酶的 ４ 个 Ｎ-联糖基化保守位点
（Ｎ２２４，Ｎ２９５，Ｎ３６３ 及 Ｎ４２９）分别进行定点突变，
并在瑞氏木霉和毕赤氏酵母（Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ ）中
表达突变的β-葡萄糖苷酶，发现 ４ 个定点突变的毕
赤氏酵母重组菌均产生过糖基化，而瑞氏木霉只有

Ｎ２２４ 位点突变的重组菌产生过糖基化，这表明瑞氏
木霉更适于表达外源β-葡萄糖苷酶。为实现纤维素
酶的分泌性表达、避免过度糖基化的问题，可以在瑞
氏木霉中表达外源纤维素酶基因。

２．３ 酶活力提高方法的局限

２．３．１ 培养基优化方法

  通过优化菌株的培养基可以在一定程度上提高
纤维素酶酶活。但是，不同生产批次的培养基组分
很难保持完全一样，菌株的纤维素酶活可能会有不
明原因的升高或降低。而且，由于菌株之间的差异，
不同菌株的最优化培养基也不完全相同。优化培养
条件不能从本质上提高菌株生产高活力纤维素酶的

能力，但用该方法可以最大限度地发挥菌株的潜力，
所以一般是用诱变或分子改造的方法获得纤维素酶

活力、产量提高的菌株，然后再对该菌株的培养条件
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进行优化。

２．３．２ 诱变方法

  传统的改造方法是诱变的方法。但是，用化学
诱变剂比较危险，会污染实验用品并产生沾有诱变
剂的废弃物，需要对它们进行后期处理。相比之下，
物理诱变是比较安全的诱变方法，用物理诱变的方
法也可以取得满意的效果。例如，文献［４１］用紫外
线或其它射线处理瑞氏木霉的孢子，可以筛选到突
变菌株。诱变存在的问题是突变的频率较低、突变
的方向和性质难以控制，可以用定点突变、使用强启
动子、或多拷贝表达基因的方法来解决这些问题。

２．３．３ 营养缺陷型标记

  营养缺陷型标记基因的应用有一定的局限：（１）
需要获得相应的营养缺陷型突变菌株作为受体；（２）
某种营养缺陷型的菌株一般只能使用 １ 种营养缺陷
型标记，如 ａｒｇＢ-营养缺陷型的瑞氏木霉菌株只能
使用以 ａｒｇＢ 为标记的转化系统。可以使用抗药性
标记基因或绿色荧光蛋白基因。

３ 展望

  对瑞氏木霉纤维素酶的研究已经持续开展了几
十年。丝状真菌遗传转化系统的建立及完善，对瑞
氏木霉纤维素酶的研究有很大的促进作用。被成功
应用于瑞氏木霉遗传转化的标记基因越来越多，新
标记基因的成功应用，有助于瑞氏木霉突变菌株的
高通量筛选，例如董志扬等［５０］借助荧光标记基因和

流式细胞仪可以实现高通量筛选。

  纤维素的降解过程十分复杂，需要各种纤维素
酶的协同作用。瑞氏木霉产生的 ＣＢＨⅠ已经达到
其胞外分泌性蛋白总量的一半，所以如何提高其它
纤维素酶的产量和酶活是研究的重点。瑞氏木霉产
生的纤维素酶组份中，产量最少、酶活最低的是β-葡
萄糖苷酶，如何提高β-葡萄糖苷酶的产量和酶活应
该是研究工作的重中之重。经过漫长的进化，瑞氏
木霉形成了一套复杂的调控系统，仅对某个基因进
行改造还不能达到期望的目标，还有更多科学问题
有待于深入研究。为实现纤维素酶大规模的生产和
应用，改造瑞氏木霉纤维素酶，在瑞氏木霉中表达外
源基因以及在酵母中表达瑞氏木霉或其他外源纤维

素酶基因尚需要长时间的研究。随着微生物学和分
子生物学技术的不断发展，新的研究方法和技术，如
代谢工程和基因组学方法等对人们理解纤维素分解

机制方面有巨大的促进，新技术的应用将使研究人
员对瑞氏木霉纤维素酶的研究事半功倍。
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［１７］ Ｓａｌｏｈｅｉｍｏ Ａ，Ａｒｏ Ｎ，Ｉｌｍéｎ Ｍ，ｅｔ ａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

ａｃｅ１ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ Ｃｙｓ（２）-Ｈｉｓ（２）ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ

ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｂｈ１ ｏｆ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ［Ｊ］．Ｊ Ｂｉｏｌ

Ｃｈｅｍ，２０００，２７５（８）：５８１７-５８２５．
［１８］ Ａｒｏ Ｎ，Ｓａｌｏｈｅｉｍｏ Ａ，Ｉｌｍéｎ Ｍ，ｅｔ ａｌ．ＡＣＥⅡ，ａ ｎｏｖｅｌ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌ-
ｌｕｌａｓｅ ａｎｄ ｘｙｌａｎａｓｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ［Ｊ］．Ｊ

Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ，２００１，２７６（２６）：２４３０９-２４３１４．
［１９］ Ｗａｎｇ Ｓ Ｗ，Ｌｉｕ Ｇ，Ｗａｎｇ Ｊ，ｅｔ ａｌ．Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ＲＵＴ Ｃ３０ ｔｈｒｏｕｇｈ

ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｐｒｅｓｓｉｎｇ

ｇｅｎｅｓ［Ｊ］．Ｊ Ｉｎｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１３，４０（６）：

６３３-６４１．
［２０］ Ｎａｋａｒｉ-ｓｅｔ Ｌ Ｔ，Ｐａｌｏｈｅｉｍｏ Ｍ，Ｋａｌｌｉｏ Ｊ，ｅｔ ａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃ

ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｃａｔａｂｏｌｉｔｅ ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００９，

７５（１４）：４８５３-４８６０．
［２１］ 陈小玲，陈东，张穗生，等．瑞氏木霉碳源阻遏相关基

因 Ｃｒｅ１ 的分子改造［Ｊ］．基因组学与应用生物学，

２０１４，３３（２）：２８８-２９２．

Ｃｈｅｎ Ｘ Ｌ，Ｃｈｅｎ Ｄ，Ｚｈａｎｇ Ｓ Ｓ，ｅｔ ａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｏｄｉｆｉ-
ｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｒｅ１ ｇｅｎｅ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ｃａｒｂｏｎ ｃａｔａｂｏｌｉｔｅ ｒｅ-

ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ［Ｊ］．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ ａｎｄ

Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１４，３３（２）：２８８-２９２．

［２２］ Ｄｅｎｔｏｎ Ｊ Ａ，Ｋｅｌｌｙ Ｊ Ｍ．Ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ

ｒｅｅｓｅｉ ｃｒｅ２，ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｎ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ Ｃ-ｔｅｒｍｉｎａｌ ｈｙｄｒｏ-
ｌａｓｅ，ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＢＭＣ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１１，ｄｏｉ：１０．１１８６／１４７２-６７５０-１１-

１０３．
［２３］ Ｌｉｕ Ｔ，Ｗａｎｇ Ｔ，Ｌｉ Ｘ，ｅｔ ａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ

ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ｂｙ ｃｅｌｌｏｂｉｏ-
ｈｙｄｒｏｌａｓｅ Ⅰ ｇｅｎｅ （ｃｂｈ１）ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．

Ａｃｔａ Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｓｉｎ，２００８，４０（２）：１５８-１６５．
［２４］ Ｔａｋａｓｈｉｍａ Ｓ，Ｉｉｋｕｒａ Ｈ，Ｎａｋａｍｕｒａ Ａ，ｅｔ ａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ Ｃｒｅ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ｃｂｈ１

ｕｐｓｔｒｅａｍ ｒｅｇｉｏｎ［Ｊ］．ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｌｅｔｔ，１９９６，１４５
（３）：３６１-３６６．

［２５］ Ｉｌｍéｎ Ｍ，Ｏｎｎｅｌａ Ｍ Ｌ，Ｋｌｅｍｓｄａｌ Ｓ，ｅｔ ａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｏｂｉｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ Ⅰ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ

ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ ｆｕｎｇｕｓＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ［Ｊ］．Ｍｏｌ Ｇｅｎ

Ｇｅｎｅｔ，１９９６，２５３（３）：３０３-３１４．
［２６］ Ｄｕｒａｎｄ Ｈ，Ｃｌａｎｅｔ Ｍ，Ｔｉｒａｂｙ Ｇ．Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ

ｏｆＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ｆｏｒ ｌａｒｇｅ ｓｃａｌｅ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ｐｒｏｄｕｃ-
ｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｅｎｚｙｍｅ ａｎｄ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９８８，１０
（６）：３４１-３４６．

［２７］ Ｔｏｙａｍａ Ｈ，Ｙａｎｏ Ｍ，Ｇｉｓｕｓｈｉ Ａ，ｅｔ ａｌ．Ａｃｔｉｖｅ ｎｕｃｌｅａｒ

ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｕｓｉｎｇ ａ ｓｗｏｌｌｅｎ ｃｏｎｉｄｉｕｍ ｏｆ

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００３，１０８（１-３）：８２１-８２４．
［２８］ Ｆａｎｇ Ｈ，Ｘｉａ Ｌ．Ｈｉｇｈ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ＺＵ-０２ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｎ-
ｈａｎｃｅｄ ｃｅｌｌｏｂｉｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１３，１４４：６９３-６９７．
［２９］ Ｚｏｕ Ｇ，Ｓｈｉ Ｓ，Ｊｉａｎｇ Ｙ，ｅｔ ａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ

ｈｙｐｅｒ-ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ｂｙ

ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｂ Ｃｅｌｌ

Ｆａｃｔ，２０１２，ｄｏｉ：１０．１１８６／４７５-２８５９-１１-２１．
［３０］ Ｘｉａｏ Ｚ Ｚ，Ｗａｎｇ Ｐ，Ｑｕ Ｙ Ｂ，ｅｔ ａｌ．Ｃｏｌｄ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａ

ｍｅｓｏｐｈｉｌｉｃ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ，ＥＧⅢ ｆｒｏｍＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ，

ｂｙ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ ｉｎ Ｃｈｉｎａ，２００２，４５
（４）：３３７-３４３．

［３１］ Ｗａｎｇ Ｔ，Ｌｉｕ Ｘ，Ｙｕ Ｑ，ｅｔ ａｌ．Ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ｅｎ-

ｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｐＨ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｅｎｄｏｇｌｕｃａｎａｓｅ Ⅲ ｆｒｏｍ

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，

２００５，２２（１-３）：８９-９４．
［３２］ Ｚｈｏｎｇ Ｙ Ｈ，Ｗａｎｇ Ｘ Ｌ，Ｗａｎｇ Ｔ Ｈ，ｅｔ ａｌ．Ａｇｒｏｂａｃ-

ｔｅｒｉｕｍ - ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ （ＡＭＴ ） ｏｆ

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ａｓ ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｒａｎｄｏｍ ｉｎ-
ｓｅｒｔｉｏｎａｌ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００７，７３（６）：１３４８-１３５４．
［３３］ 陈小玲，张穗生，黄俊，等．里氏木霉纤维二糖水解酶

基因 ｃｂｈ１ 的分子改造［Ｊ］．南方农业学报，２０１４，４５

９１１陈小玲等：瑞氏木霉纤维素酶研究进展    



（１０）：１７３９-１７４３．

Ｃｈｅｎ Ｘ Ｌ，Ｚｈａｎｇ Ｓ Ｓ，Ｈｕａｎｇ Ｊ，ｅｔ ａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｏｄｉ-
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｏｂｉｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｇｅｎｅ ｃｂｈ１ ｆｒｏｍ

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ａｇｒｉｃｕｌ-
ｔｕｒｅ，２０１４，４５（１０）：１７３９-１７４３．

［３４］ 陈小玲，陈东，芦志龙．瑞氏木霉内切-β-１，４ 葡聚糖酶

基因 Ｅｇｌ１ 的分子改造［Ｊ］．广西科学，２０１１，１８（３）：

２６４-２６８．

Ｃｈｅｎ Ｘ Ｌ，Ｃｈｅｎ Ｄ，Ｌｕ Ｚ Ｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ｅｎｄｏ-β-１，４-ｇｌｕｃａｎａｓｅ ｇｅｎｅ Ｅｇｌ１ ｆｒｏｍ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ

ｒｅｅｓｅｉ ［Ｊ］．Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１１，１８（３）：２６４-２６８．
［３５］ Ｙａｎ Ｚ Ｌ，Ｃａｏ Ｘ Ｈ，Ｌｉｕ Ｑ Ｄ，ｅｔ ａｌ．Ａ ｓｈｏｒｔｃｕｔ ｔｏ ｔｈｅ

ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ＹＣ-１０８［Ｊ］．Ｉｎｄｉａｎ Ｊ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，

２０１２，５２（４）：６７０-６７５．
［３６］ Ｉｓｈｉｂａｓｈｉ Ｋ，Ｓｕｚｕｋｉ Ｋ，Ａｎｄｏ Ｙ，ｅｔ ａｌ．Ｎｏｎｈｏｍｏｌｏ-

ｇｏｕｓ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｒｅｉｇｎ ＤＮＡ ｉｓ

ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｎ ＭＵＳ-５３ （ｈｕｍａｎ Ｌｉｇ４ ｈｏｍ-
ｏｌｏｇ）ｉｎＮｅｕｒｏｓｐｏｒａ ［Ｊ］．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ

Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２００６，１０３（４０）：１４８７１-１４８７６．
［３７］ Ｎｉｎｏｍｉｙａ Ｙ，Ｓｕｚｕｋｉ Ｋ，Ｉｓｈｉｉ Ｃ，ｅｔ ａｌ．Ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｇｅｎｅ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ ｓｔｒａｉｎｓ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｆｏｒ

ｎｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ-ｊｏｉｎｉｎｇ［Ｊ］．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ

Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ

Ａｍｅｒｉｃａ，２００４，１０１（３３）：１２２４８-１２２５３．
［３８］ Ｇｕａｎｇｔａｏ Ｚ，Ｈａｒｔｌ Ｌ，Ｓｃｈｕｓｔｅｒ Ａ，ｅｔ ａｌ．Ｇｅｎｅ ｔａｒｇｅ-

ｔｉｎｇ ｉｎ ａ ｎｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ

Ｈｙｐｏｃｒｅａ ｊ ｅｃｏｒｉｎａ ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２００９，１３９（２）：１４６-１５１．
［３９］ Ｓｔｅｉｇｅｒ Ｍ Ｇ，Ｖｉｔｉｋａｉｎｅｎ Ｍ，Ｕｓｋｏｎｅｎ Ｐ，ｅｔ ａｌ．Ｔｒａｎｓ-

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ Ｈｙｐｏｃｒｅａ ｊ ｅｃｏｒｉｎａ
（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ）ｔｈａｔ ｆａｖｏｒｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｉｎｔｅ-
ｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｍｐｌｏｙｓ ｒｅｕｓａｂｌｅ ｂｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌｌｙ ｓｅｌｅｃｔ-
ａｂｌｅ ｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏ-
ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１１，７７（１）：１１４-１２１．

［４０］ ＰｅｎｔｔｉｌäＭ，Ｎｅｖａｌａｉｎｅｎ Ｈ，ＲäｔｔöＭ，ｅｔ ａｌ．Ａ ｖｅｒｓａｔｉｌｅ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃ ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ

ｆｕｎｇｕｓ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，１９８７，６１（２）：

１５５-１６４．
［４１］ Ｇｒｕｂｅｒ Ｆ，Ｖｉｓｓｅｒ Ｊ，Ｋｕｂｉｃｅｋ Ｃ，ｅｔ ａｌ．Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ｏｆ ａ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕ-
ｌｏｌｙｔｉｃ ｆｕｎｇｕｓ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｐｙｒＧ-

ｎｅｇａｔｉｖｅ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ［Ｊ］．Ｃｕｒｒｅｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９９０，１８
（１）：７１-７６．

［４２］ Ｍａｃｈ Ｒ Ｌ，Ｓｃｈｉｎｄｌｅｒ Ｍ，Ｋｕｂｉｃｅｋ Ｃ Ｐ．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｏｆＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ Ｂ ｒｅｓｉｓｔ-

ａｎｃｅ ｕｓｉｎｇ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎａｌｓ［Ｊ］．Ｃｕｒｒｅｎｔ

ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９９４，２５（６）：５６７-５７０．
［４３］ Ｈａｒｔｌ Ｌ，Ｓｅｉｂｏｔｈ Ｂ．Ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ ｉｎＨｙ-

ｐｏｃｒｅａ ｊ ｅｃｏｒｉｎａ ｕｓｉｎｇ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｂｌａｓｔｅｒ ｃａｓｓｅｔｔｅ［Ｊ］．

Ｃｕｒｒｅｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２００５，４８（３）：２０４-２１１．
［４４］ Ｋｕｂｏｄｅｒａ Ｔ，Ｙａｍａｓｈｉｔａ Ｎ，Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ Ａ．Ｔｒａｎｓｆｏｒ-

ｍａｔｉｏｎ ｏｆＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ．ａｎｄ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ｕ-
ｓｉｎｇ ｔｈｅ ｐｙｒｉｔｈｉａｍｉｎｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ （ｐｔｒＡ） ｏｆ

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ ［Ｊ］．Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００２，６６（２）：４０４-４０６．
［４５］ 赵雪娜．β-葡萄糖苷酶基因过量表达提高 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒ-

ｍａ ｒｅｅｓｅｉ 纤维素降解活性［Ｄ］．济南：山东大学，

２００７．

Ｚｈａｏ Ｘ Ｎ．Ｏｖｅｒ-ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆβ-Ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ｔｏ Ｉｍ-

ｐｒｏｖｅ Ｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃ Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ Ｒｅｅｓｅｉ
［Ｄ］．Ｊｉｎａｎ：Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００７．

［４６］ Ｚｈｏｎｇ Ｙ，Ｙｕ Ｈ，Ｗａｎｇ Ｘ，ｅｔ ａｌ．Ｔｏｗａｒｄｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｅｆｆｉ-
ｃｉｅｎｔ Ｔ-ＤＮＡ-ｂａｓｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｓｙｓ-
ｔｅｍ ｕｓｉｎｇ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓ ａ ｖｉｔａｌ ｒｅｐｏｒｔｅｒ

ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｌｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｕｎｇｕｓ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ

ｒｅｅｓｅｉ ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｐｏｒｔｓ，２０１１，３８（６）：

４１４５-４１５１．
［４７］ Ｓｈｅｗａｌｅ Ｊ Ｇ．Ｂｅｔａ-ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ：Ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ

ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ［Ｊ］．Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏ-
ｃｈｅｍ，１９８２，１４（６）：４３５-４４３．

［４８］ Ｒａｈｍａｎ Ｚ，Ｓｈｉｄａ Ｙ，Ｆｕｒｕｋａｗａ Ｔ，ｅｔ ａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｎｄ ｘｙｌａｎａｓｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

ｔｈｒｏｕｇｈ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐｒｏ-
ｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｂｅｔａ-ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ Ⅰ［Ｊ］．Ｂｉｏ-
ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００９，７３
（５）：１０８３-１０８９．

［４９］ Ｗｅｉ Ｗ，Ｃｈｅｎ Ｌ，Ｚｏｕ Ｇ，ｅｔ ａｌ．Ｎ-ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｓ

ｔｈｅ ｐｒｏｐｅｒ ｆｏｌｄｉｎｇ，ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｐｒｏ-
ｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｆｕｎｇａｌβ-ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ｂｉｏ-
ｅｎｇ，２０１３，１１０（１２）：３０７５-３０８４．

［５０］ 董志扬，秦丽娜．高通量筛选高效表达外源蛋白的重

组里氏木霉的方法：中国，ＣＮ１０２８７６７０６ Ａ［Ｐ］．２０１３-
０１-１６．

Ｄｏｎｇ Ｚ Ｙ，Ｑｉｎ Ｌ Ｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｈｉｇｈ-ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ

ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｒｅｅｓｅｉ ｗｉｔｈ ｅｆ-
ｆｉｃｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ：Ｃｈｉｎｅｓｅ，

ＣＮ１０２８７６７０６ Ａ［Ｐ］．２０１３-０１-１６．
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