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粗糙脉孢菌丝氨酸/苏氨酸激酶家族基因敲除库纤维素酶表达

分泌研究 
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摘  要：【目的】蛋白磷酸化在丝状真菌细胞对外界纤维素酶诱导信号感应以及信号胞内的传

导过程中有着重要的作用，而蛋白磷酸化是由蛋白激酶来完成的。为了挖掘在丝状真菌纤维素

酶表达过程中发挥重要作用的激酶基因，对粗糙脉孢菌丝氨酸/苏氨酸家族的 61 株蛋白激酶单

基因突变体的纤维素酶表达分泌情况进行了分析测定。【方法】在以微晶纤维素为唯一碳源的

条件下，7 株单基因突变体胞外分泌蛋白产量有显著变化，随后，对这 7 株突变体胞外蛋白进

行了详细的 SDS-PAGE 分析和内切-β-1,4-葡聚糖酶酶活、β-葡萄糖苷酶酶活、外切纤维素酶酶

活以及木聚糖酶酶活的测定。【结果】突变株 W14、W38、W87 和 W40 胞外分泌蛋白含量提高

了 30%以上，除了突变株 W14 外，其它突变体的内切-β-1,4-葡聚糖酶酶活分别显著提高了 62%、

42%和 42%。而突变株 W85、W26 和 W46 胞外分泌蛋白含量降低了 50%以上，相对应的内     

切-β-1,4-葡聚糖酶酶活也分别下降了 86%、75%和 84%。【结论】这些关于粗糙脉孢菌丝氨酸/

苏氨酸家族蛋白激酶基因的挖掘，为进一步深入研究蛋白激酶在纤维素酶诱导表达调控中的分

子机理奠定了基础。 
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Cellulase expression analysis of serine/threonine kinase gene deletion 
mutants of Neurospora crassa 
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Abstract: [Objective] Protein phosphorylation plays an important role in many important cellular 
processes, such as the extracellular cellulase induction signal sensing and intracellular signal 
transduction processes in filamentous fungi. The protein phosphorylation is controlled by protein 
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kinases. [Methods] To discover the roles of protein kinases in cellulase induction signaling pathway, 
we analyzed cellulase expression levels of 61 kinase mutants using 2% crystalline cellulose as the 
sole carbon source. Compared with the wild type, cellulase productions in 7 mutants were 
significantly changed. Then, we did the SDS-PAGE analysis and measured the 
endo-beta-1,4-glucanase activity, beta-glucosidase activity, cellobiohydrolase activity, xylansae 
activity of these 7 mutants. [Results] We found that extracellular proteins of mutants W14, W38, 
W87 and W40 increased more than 30%, and their endo-beta-1,4-glucanase activities increased by 
62%, 42% and 42% respectively, except for mutant W14. Moreover, the extracellular proteins of 
mutants W85, W26 and W46 decreased over 50%, and their endo-beta-1,4-glucanase activities were 
also reduced by 86%, 75% and 84% respectively. [Conclusion] These observations about 
serine/threonine protein kinase genes in Neurospora crassa could be helpful to better understand the 
roles of protein kinases in cellulase induction pathway. 

Keywords: Cellulase expression, Signal induction, Serine/threonine protein kinases, Neurospora 
crassa 

随着化石资源的过度索取以及环境压力的日

益凸显，加快对绿色可再生资源的开发利用已迫在

眉睫。因此，利用丰富而廉价的生物质原料来生产

生物基化学品和生物燃料成了近年来研究的热  

点[1]。但是，生物质原料的结构十分复杂，聚合度

很高，这就决定了它难以降解的特性，其降解需要

一系列的纤维素降解酶来协同完成。然而，较高的

纤维素酶生产成本严重制约了生物炼制产业的  

发展[2]。 

丝状真菌纤维素酶的表达受到信号感应、传导

和转录调控共同作用。目前，国内外众多学者对纤

维素酶表达调控分子机制方面进行了大量的研究，

鉴定了纤维素酶表达调控因子，如 Cre1、Ace1、

Ace2、CLR-1 和 CLR-2[3-6]等，较为清晰地解析了

纤维素酶表达调控网络中的关键元件及其相互之

间的关系。在纤维素酶诱导信号传递方面，通过组

合敲除粗糙脉孢菌主要的 β-葡萄糖苷酶，构建了稳

定的纤维二糖诱导表达纤维素酶体系[7]，使得丝状

真菌纤维素酶诱导表达的分子机理研究进入到了

分子遗传学水平。后续的研究表明 β-葡萄糖苷酶基

因和纤维二糖转运蛋白都参与到了纤维二糖诱导

表达纤维素酶信号传导过程中，并在其中发挥重要

的作用[8]。尽管纤维素酶诱导表达信号传导途径取

得了显著的进展，但由于整个途径非常复杂，克隆

鉴定整个信号通路中其他基因元件仍是阐明纤维

素酶信号传导途径分子基础的关键。 

蛋白磷酸化在微生物信号传导、代谢、昼夜

节律等生理生化过程中扮演着极其重要的角色，

蛋白磷酸化是由蛋白激酶来调控的。蛋白激酶能

够特异性催化丝氨酸、苏氨酸或酪氨酸发生磷酸

化[9-11]，进而把信号分子由胞外传递到胞内，再通

过影响下游基因转录或蛋白修饰从而实现生物体

多种多样的生物学功能。纤维素酶的表达受到细

胞内 cAMP 浓度的影响，cAMP 通过激活 PKA 来

对下游的靶基因进行调控，从而进一步影响纤维

素酶的表达。例如：cAMP 浓度升高会使得 PKA

活性升高，进而导致纤维素酶活性升高[12-13]。此

外，MAPK 信号传导途径也参与到纤维素酶的表

达调控中[14]。在里氏木霉中，已经证明 MAPK 信

号传导路径中蛋白激酶 Tmk2 和 Tmk3 与纤维素酶

的表达调控有关，其中蛋白激酶 Tmk3 有利于纤维

素酶的表达，而蛋白激酶 Tmk2 抑制纤维素酶的表

达[15-16]。除此之外，蛋白激酶 TrIme2、TrSch9 和

Tryak1 都参与纤维素酶的表达，其中敲除 TrIme2

或 Tryak1 可以显著提高纤维素酶的表达水平，而

敲除 TrSch9 会导致纤维素酶表达缺陷[17-18]。这些

都说明蛋白激酶与纤维素酶基因的表达调控具有

紧密的联系。 

作为天然木质纤维素快速降解真菌，粗糙脉孢

菌不但具有简便成熟的遗传操作系统，同时还具有
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全基因范围基因敲除突变体库和丰富的生物信息

学数据，这些都为丝状真菌纤维素酶表达调控机理

的研究提供了极大的便利[19-20]。目前，在真核生物

中，已经证明丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶在调节细胞生

理过程中发挥重要作用[11]，但关于该家族基因在纤

维素酶表达调控中的作用却鲜有报道。在粗糙脉孢

菌中共有 107 个丝氨酸/苏氨酸家族蛋白激酶[11]，对

本实验室购买的单基因突变体库进行分析，发现库

中有 61 个丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶基因有纯合突变

体，我们就以这 61 株突变体为基础，系统分析测

定了它们的纤维素酶分泌水平，包括摇瓶发酵液的

蛋白浓度和主要纤维素酶的酶活，初步了解了蛋白

激酶家族基因对纤维素酶表达分泌的影响。其中敲

除基因 W14、W38、W87 和 W40 后，菌株纤维素

酶表达分泌水平显著提高，而敲除基因 W85、W26

和 W46 后，极大降低了粗糙脉孢菌纤维素酶表达

分泌。本研究为进一步深入解析丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶家族基因在纤维素酶表达分泌中的分子作用

奠定了坚实基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 

实验所用粗糙脉孢菌野生型菌株 FGSC2489 和

粗糙脉孢菌丝氨酸/苏氨酸家族蛋白激酶单基因突

变体均是从美国真菌遗传保藏中心(Fungal Genetics 

Stock Center，FGSC)购买的。 

1.2  主要试剂和仪器 

对硝基苯纤维二糖苷 p-NPC、对硝基苯-β-D-

吡 喃 半 乳 糖 苷 p-NPG 、 Azo-CM-Cellulose 和

Azo-CM-Xylan，Megazyme 公司；微晶纤维素 Avicel 

PH 101 和其他常用生化试剂，Sigma-Aldrich 公司。

NanoDrop 微量定量仪，Thermo Scientific 公司；蛋白

电泳仪，Bio-Rad 公司；电子分析天平，Sartorious

公司；恒温水浴锅，上海一恒科技有限公司。 

1.3  培养基 

基 本 培 养 基 (Minimal Media ， MM) (g/L) ：

50×Vogel’s 盐 20.0 mL[7]，蔗糖 20.0，固体培养基则

另外加琼脂粉 15.0。 

产酶培养基(g/L)：50×Vogel’s 盐 20.0 mL、微

晶纤维素 20.0。 

生长培养基(g/L)：50×Vogel’s 盐 20.0 mL、葡

萄糖 20.0。 

1.4  摇瓶发酵实验 

将菌株接种至 MM 斜面上，28 °C 培养箱暗培

养 2 d 左右后，将其移至 28 °C 光照培养 10 d 左右，

用 0.05%吐温 80 将孢子洗下来，并用 3 层拭镜滤纸

过滤。将过滤收集的孢子用血球计数板进行计数

后，按照 105 个/mL 接种到产酶培养基中，25 °C、

200 r/min 摇床光照培养 6 d。 

1.5  蛋白浓度的测定 

蛋白浓度的测定方法采用 Bradford 法进行测

定，从发酵摇瓶中取出一定的发酵液，室温下    

12 000 r/min 离心 10 min 后把上清取出来放在   

1.5 mL EP 管中，取 20 μL 上清于 1 mL Bradford 溶

液中，混匀，室温放置 5 min 后测其 OD595，以牛

血清蛋白标准蛋白液绘制标准曲线。每个样品做  

3 个平行，取其平均值即为其蛋白浓度值。 

1.6  酶活的测定 

1.6.1  内切-β-1,4-葡聚糖酶酶活的测定方法：将发

酵液上清用 0.1 mol/L 醋酸钠缓冲液(pH 4.6)稀释到

合适的浓度，然后取 200 μL 稀释好的发酵液上清，

同时取 200 μL Azo-CM-Cellulose 底物酶液放在

40 °C 水浴锅中预热 5 min 后将两者混匀，然后置于

40 °C 水浴锅中反应 10 min；取出后迅速加入 1 mL

沉淀剂终止反应，混匀后室温静置 10 min；1 000×g

离心 10 min，测定 OD590 值。空白组使用灭活酶液

作为对照。每个样品做 3 个平行对照。根据公式计

算 内 切 -β-1,4- 葡 聚 糖 酶 活 力 (U/mL) ： Units/mL= 

(412.5×Abs−6.0)×2×Dilution/1 000。  

1.6.2  木聚糖酶酶活的测定方法：将发酵液上清用

0.1 mol/L、pH 4.6 醋酸钠缓冲液稀释到合适的浓度，

取 200 μL 稀释好的发酵液上清，同时取 200 μL 

Azo-CM-Xylan 底物酶液放在 45 °C 水浴锅中预热 

5 min 后将两者混匀，然后置于 45 °C 水浴锅中反应
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10 min；反应结束后取出迅速加入 1 mL 沉淀剂终止

反应，混匀后室温静置 10 min；1 500×g 离心 10 min，

测定 OD590 值。空白组使用灭活酶液作为对照。每

个样品做 3 个平行对照。根据公式计算内切-β-1,4-

葡 聚 糖 酶 活 力 (U/mL) ： Units/mL= 

(412.5×Abs–6.0)×2×Dilution/1 000。  

1.6.3  β-葡萄糖苷酶酶活的测定方法：将发酵液上

清用 0.05 mol/L、pH 4.8 柠檬酸钠缓冲液稀释到合

适的浓度，取 250 μL 稀释好的发酵液上清，同时取

250 μL 对 硝 基 苯 葡 萄 糖 苷 (p-Nitrophenyl- 

β-D-glucoside，pNPG，1 g/L)底物酶液放在 50 °C

水浴锅中预热 5 min 后将两者混匀，然后置于 50 °C

水浴锅中反应 10 min；取出后迅速加入 500 μL 浓

度为 1 mol/L 的碳酸钠溶液来终止反应，混匀后冰

上反应 5 min；测定 OD420 值。空白组使用灭活酶液

作为对照。每个样品做 3 个平行对照。根据公式计

算 β- 葡 萄 糖 苷 酶 活 力 (U/mL) ： Units/mL= 

Abs×0.25×4×Dilution/10 000。 

1.6.4  外切纤维素酶酶活的测定方法：将发酵液上

清用 0.05 mol/L、pH 4.8 柠檬酸钠缓冲液稀释到合

适的浓度，取 250 μL 稀释好的发酵液上清，同时取

250 μL 对 硝 基 苯 纤 维 二 糖 苷 (p-Nitrophenyl-β- 

D-cellubioside，pNPC，1 g/L)底物和酶液放在 50 °C

水浴锅中预热 5 min 后将两者混匀，然后置于 50 °C

水浴锅中反应 10 min；取出后迅速加入 500 μL 浓

度为 1 mol/L 的碳酸钠溶液来终止反应，混匀后冰

上反应 5 min；测定 OD420 值。空白组使用灭活酶液

作为对照。每个样品做 3 个平行对照。根据公式计

算 外 切 纤 维 素 酶 活 力 (U/mL) ： Units/mL= 

Abs×0.25×4×Dilution/10 000。 

1.7  菌丝干重的测定 

1.7.1  在以 2%葡萄糖为底物的培养基上菌丝干重

的测定：将在 2%葡萄糖上摇瓶发酵 2 d 的菌丝培养

物，使用抽滤瓶进行抽滤，然后放到已经称重的锡

箔纸(W0)上，包好后放到 80 °C 烘箱中烘干，待其

恒重后用分析天平称其重量为 W1，每个样品做    

3 个平行，取平均值。菌丝干重=W1−W0。 

1.7.2  在以 2%微晶纤维素为底物的培养基上菌丝

干重的测定：取在 2% Avicel 上摇瓶发酵 6 d 的发酵

液 3 mL 置于已称重为 W0 的 15 mL 离心管中，室温

下 1 200 r/min 离心 10 min 去上清，80 °C 烘箱烘干后

称其重量为 W1，取硝酸醋酸混合液 3 mL 加入离心管

中，连续煮沸 2 h 裂解菌丝体，离心去除上清，再加

入 3 mL 水，振荡均匀后，离心去上清，重复一次，

置于 80 °C 烘箱中烘干后称其重量为 W2，每个样品

做 3 个平行，取平均值。菌丝干重=(W1–W2)×1 000/3。 

1.8  产孢能力的测定 

取 野 生 型 菌 株 和 7 株 突 变 株 孢 子 浓 度 为    

106 个/mL 的孢子悬液 5 μL，接种到含有 2%的葡萄

糖斜面上，28 °C 培养箱暗培养 2 d 后，将其移至

28 °C 光照培养 10 d，用 0.05%吐温 80 将孢子洗下

来，用血球计数板进行计数，每个菌株做 3 个平行

对照，取平均数即可。 

2  结果与分析 

2.1  丝氨酸/苏氨酸激酶家族基因敲除库纤维素

酶表达分泌分析 

粗糙脉孢菌作为天然的木质纤维素降解真菌，

具有很强的纤维素降解能力，在以纤维素为唯一碳

源的条件下可以分泌大量胞外蛋白，其中纤维素酶

占到了胞外总蛋白的 50%以上[21]。研究显示，粗糙

脉孢菌是研究丝状真菌纤维素酶表达调控机理的

良好模型[22]。因此，为了挖掘丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶在丝状真菌纤维素酶表达中的作用，我们将本实

验室已有的 61 株丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶单基因突

变体在以微晶纤维素为唯一碳源的条件下摇瓶发

酵 6 d，以野生型菌株作为对照，考察其发酵液上

清的蛋白浓度。结果显示，与野生型菌株相比，敲

除基因 W14、W38、W87 和 W40 后，菌株纤维素

酶表达分泌水平显著提高，敲除基因 W85、W26

和 W46 后，菌株纤维素酶表达分泌水平显著降低

(图 1)。从图 1 中可以看出这些基因很可能在纤维素

酶表达过程中扮演着重要角色，因此，将它们作为

后续的研究对象。 
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图 1  丝氨酸/苏氨酸家族 61株蛋白激酶突变体蛋白含量

分布图 
Figure 1  The distribution of protein concentration of   
61 serine/threonine kinase mutants 
注：摇瓶发酵条件为：2%微晶纤维素培养基，25 °C、200 r/min

摇床光照培养 6 d；空心圆圈表示低蛋白突变体；实心圆圈表示

高蛋白突变体；六边形表示蛋白没有显著变化的突变体；三角

形表示野生型菌株. 

Note: The strains were cultered at 25 °C, 200 r/min in the light for 
6 d on 2% Avicel; Open circles: Hyposecretion; Filled circles: 
Hypersecretion; Open hexagons: No change; Open triangle: WT 
strain. 
 

2.2  激酶突变体的进一步分析以及 SDS-PAGE

分析 

将 2.1 得到的这些纤维素酶表达分泌水平显著

变化的 7 株突变株进一步进行分析，结果如图 2 所

示，缺失基因 W14、W38、W87 和 W40 的突变株

蛋白含量分别提高了 31%、51%、30%和 40%，其

中缺失基因 W38 蛋白产量提高的最为显著，而缺

失基因 W85、W26 和 W46 的突变株蛋白含量分别

降低了 69%、50%和 53%，其中缺失基因 W85 分

泌的胞外蛋白仅为野生型菌株的 30%。这些都与 2.1

中的分析结果相吻合。 

根据文献报道，粗糙脉孢菌在以微晶纤维素

为唯一碳源的条件下可以分泌大量胞外蛋白，其

中主要的纤维素酶组分 CBH-1 (NCU07340)、

GH6-2 (NCU09680)、GH5-1 (NCU00762)和 GH3-4 

(NCU04952)占到胞外分泌蛋白总量的 65%[23-25]。

为了进一步确定上述突变体胞外蛋白浓度的变化

是由于纤维素酶表达变化所引起的，我们对这 

 
 
 

图 2  突变体相对于野生型的蛋白分泌量 
Figure 2  Percentages of secreted protein in 
serine/threonine kinase mutants relative to the WT 
注：摇瓶发酵条件为：2%微晶纤维素培养基，25 °C、200 r/min

摇床光照培养 6 d；*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001. 

Note: The strains were cultured at 25 °C, 200 r/min in the light for 
6 d on 2% Avicel; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
 

 
7 株突变株的发酵液上清进行了 SDS-PAGE 分析。

如图 3 所示，与野生型菌株相比，突变株 W85、

W26 和 W46 的蛋白条带显著变弱，而 W14、W38、

W87 和 W40 蛋白条带显著加深，尤其是在 72 kD

处的 CBH-1 和 GH6-2。这些结果也进一步证明了

这些激酶参与到纤维素酶表达分泌的过程中。 

 
 

 
 
 

图 3  野生型和突变株的聚丙烯酰氨凝胶电泳图 
Figure 3  SDS-PAGE analysis of total secreted protein  
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2.3  突变株酶活力的测定 

2.3.1  突变株的内切-β-1,4-葡聚糖酶酶活力的测

定：按照 1.6.1 中所描述的内切-β-1,4-葡聚糖酶酶活

力的测定方法，将摇瓶培养 6 d 后离心的发酵液上

清稀释至合适的浓度后进行酶活力的测定。如图   

4 所示，缺失基因 W85、W26 和 W46 会引起内     

切-β-1,4-葡聚糖酶酶活极显著下降，其活性分别下

降了 86%、75%和 84%，而缺失基因 W38、W87、

W40 内切-β-1,4-葡聚糖酶酶活会显著提高，分别提高

了 62%、42%和 42%。值得注意的是，缺失基因 W14，

其内切-β-1,4-葡聚糖酶酶活并没有明显性变化。 

2.3.2  突变株的 β-葡萄糖苷酶酶活力的测定：按照

1.6.3 中所描述的 β-葡萄糖苷酶酶活力的测定方法，

将摇瓶培养 6 d 后离心的发酵液上清稀释至合适的

浓度后进行酶活力的测定。如图 5 所示，缺失基因

W85、W26、W46 和 W14 导致 β-葡萄糖苷酶活性

显著下降，分别下降了 98%、91%、82%和 55%，

而缺失基因 W38、W87 和 W40 的 β-葡萄糖苷酶活

性与野生型相比没有显著性差异。NCU04952 是粗

糙脉孢菌最主要的胞外 β-葡萄糖苷酶，SDS-PAGE

分析显示，突变体 W38、W87 和 W40 的胞外 β-葡

萄糖苷酶条带与野生型菌株无显著差异，而突变体

W85、W26、W46 和 W14 的 β-葡萄糖苷酶条带明

显减弱(图 3)，这些都与酶活结果相吻合。 
 

 
 

图 4  突变体相对于野生型的内切-β-1,4-葡聚糖酶酶活力 
Figure 4  Relative CMCase activity of WT and mutants 
注：取在 2%微晶纤维素培养基上 25 °C、200 r/min 光照摇瓶培

养 6 d 的发酵液上清测定酶活；*：P<0.05；**：P<0.01；***：

P <0.001. 
Note: The activity in supernatants from mutants were cultured at 
25 °C, 200 r/min in the light for 6 d on 2% Avicel; *: P<0.05; **: 
P<0.01; ***: P<0.001. 

 
 

图 5  突变体相对于野生型的 β-葡萄糖苷酶酶活力 
Figure 5  β-Glucosidase activity of WT and mutants  
注：取在 2%微晶纤维素培养基上 25 °C、200 r/min 光照摇瓶培

养 6 d 的发酵液上清测定酶活；*：P<0.05；**：P<0.01；***：

P<0.001. 
Note: The activity in supernatants from mutants were cultured at 
25 °C, 200 r/min in the light for 6 d on 2% Avicel; *: P<0.05; **: 
P<0.01; ***: P<0.001. 

 
 

2.3.3  突变株的外切纤维素酶酶活力的测定：按照

1.6.4 中所描述的外切纤维素酶酶活力的测定方

法，将摇瓶培养 6 d 后离心的发酵液上清稀释至合

适的浓度后进行酶活力的测定。外切纤维素酶能够

从小分子的纤维素非还原性末端进行水解，每次能

够切下一个纤维二糖分子。如图 6 所示，缺失基因

W85、W26、W46 和 W14 会引起外切纤维素酶活

性显著下降，分别下降了 80%、60%、69%和 34%，

而缺失基因 W87 和 W40 外切纤维素酶活性略有提

高，分别提高了 25%和 33%。其中，值得注意的

是缺失基因 W38 外切纤维素酶没有发生显著性 

变化。 

2.3.4  突变株的木聚糖酶酶活力的测定：粗糙脉孢

菌在以微晶纤维素为唯一碳源的条件下，不仅能表

达分泌大量纤维素酶，同时还可以分泌多种半纤维

素酶，如 NCU05924 (Endo-xylanase)、NCU07326 

(Putative arabinose)和 NCU05995 (GH74)。按照 1.6.2

中所描述的木聚糖酶酶活力的测定方法，将摇瓶培

养 6 d 后离心的发酵液上清稀释至合适的浓度后进

行酶活力的测定。如图 7 所示，缺失基因 W85、

W26、W46 和 W14 的突变株木聚糖酶活性显著下 
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图 6  突变体相对于野生型的外切纤维素酶酶活力 
Figure 6  pNPC activity of WT and mutants 
注：取在 2%微晶纤维素培养基上 25 °C，200 r/min 光照摇瓶培

养 6 d 的发酵液上清测定酶活；*：P<0.05；**：P<0.01；***：

P<0.001. 
Note: The activity in supernatants from mutants were cultered at 
25 °C, 200 r/min in the light for 6 d on 2% Avicel; *: P<0.05; **: 
P<0.01; ***: P<0.001. 
 

降，分别下降了 91%、81%、77%和 39%。同时，

SDS-PAGE 也显示突变株 W85、W26 和 W46 的半

纤维素酶条带与野生型菌株相比 3 个半纤维素酶条

带(NCU05924、NCU07326 和 NCU05995)明显减弱，

这与酶活结果相一致。此外，缺失基因 W38、W87

和 W40 的突变株木聚糖酶活性显著提高，分别提

高了 87%、33%和 48%。尤其是突变株 W38 所分

泌的半纤维素酶 NCU05924 和 NCU07326 条带显著

加深。 
 

 
 

 

图 7  突变体相对于野生型的木聚糖酶酶活力 
Figure 7  Xylanase activity of WT and mutants  
注：取在 2%微晶纤维素培养基上 25 °C、200 r/min 光照摇瓶培

养 6 d 的发酵液上清测定酶活；*：P<0.05；**：P<0.01；***：

P<0.001. 
Note: The activity in supernatants from mutants were cultured at 
25 °C, 200 r/min in the light for 6 d on 2% Avicel; *: P<0.05; **: 
P<0.01; ***: P<0.001. 

2.4  突变株生物量的测定 

考察了 7 株突变体在以葡萄糖为碳源条件下的

生长情况。结果显示，除了突变株 W85 之外，其

余突变株的产孢和生物量积累都与野生型菌株相

比无显著性差异(图 8)。同时，还对这些突变株在以

纤维素为唯一碳源条件下培养 6 d 的生物量进行了

测定。结果显示，缺失基因 W26、W85 和 W46 的产

酶缺陷菌株所积累的生物量分别下降了 26%、57%

和 48%，而其余突变体与野生型菌株无显著差异(图

9)。由此可知，这些突变体纤维素酶产量显著降低不

是由自身的生长缺陷所引起的，而是这些纤维素酶

表达过程中关键元件的缺失所导致的。 
 

 
 

 
 
图 8  突变体和野生型菌株在葡萄糖条件下的生长情况 
Figure 8  Growth of WT and mutants when grown on 
glucose 
注：A：在含有 2%葡萄糖的斜面上的产孢情况；B：在含有 2%

葡萄糖的液体培养基中摇瓶生长 2 d 的生物量；***：P<0.001. 

Note: A: The conidial yields when grown on 2% glucose agar; B: 
The dry weights when grown on 2% glucose medium; ***: 
P<0.001. 
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图 9  突变体和野生型菌株在纤维素条件下的生物量 
Figure 9  Biomass comparision between WT and mutants 
when grown on Avicel 
注：2%微晶纤维素液体培养基，25 °C，200 r/min 摇床光照培

养 6 d 的生物量；*：P <0.05；**：P<0.01. 

Note: The mutants were cultured at 25 °C, 200 r/min in the light 
for 6 d on 2% Avicel; *: P<0.05; **: P<0.01. 
 

3  讨论 

丝状真菌纤维素酶表达受到胞外信号和胞内

转录调控因子的共同作用。近年来，纤维素酶转录

调控机理已取得了显著的研究成果，尤其是在调控

元件的挖掘、功能鉴定和各个元件间相互作用的分

子机制等方面[26]。然而，对于纤维素酶表达过程中

信号传导途径的解析却鲜有报道，仅有的一些研究

也都主要集中在 cAMP 途径和 MPKA 途径。因此，

亟需挖掘、鉴定纤维素酶信号传导途径中重要元

件，从而进一步科学阐释丝状真菌对纤维素酶诱导

物的感应以及胞内的信号传递这一复杂过程。 

与其它纤维素降解丝状真菌相比，粗糙脉孢菌

具有全基因组单基因敲除突变体库这一优势资源，

这使得全面、系统地研究、筛选与纤维素酶信号传

递途径相关的基因成为了可能。本研究通过对   

61 株粗糙脉孢菌丝氨酸/苏氨酸家族蛋白激酶突变

体在纤维素条件下纤维素酶表达分泌的系统分析，

发现缺失基因 W14、W38、W87 和 W40 时，菌株

胞外分泌蛋白含量显著提高，缺失基因 W26、W58

和 W46 时，菌株胞外分泌的蛋白水平大幅降低。突

变株的分泌蛋白和酶活分析显示，大多数突变体的

胞外蛋白水平的变化与纤维素酶活水平的变化一

致。值得注意的是，缺失基因 W14 的突变株胞外蛋

白产量大约提高了 30%，SDS-PAGE 分析显示其主

要纤维素酶 CBHⅠ和 CBHⅡ位置蛋白条带显著加

深，然而其内切纤维素酶酶活与野生型相比无明显

差异，而且外切纤维素酶酶活、β-葡萄糖苷酶酶活和

半纤维素酶酶活均出现了不同程度地降低。由此推

测，缺失该基因也许影响正常的蛋白翻译后修饰或

蛋白筛选分泌过程，从而将非正常修饰或折叠蛋白

分泌到胞外。该基因在纤维素酶表达过程中的分子

功能有待进一步深入研究。此外，通过蛋白序列同源

性分析可知这些基因在纤维素降解真菌中具有很高

的保守性，相似性都达到了 50%以上，其中基因 W38

在里氏木霉中相似基因的相似性高达 86% (表 1)。 

 
表 1  突变株基因在其它丝状真菌中同源性分析 

Table 1  Homology analysis of the protein sequences of target genes from Neurospora crassa,  
Trichoderma reesei and Myceliophthora thermophile 

粗糙脉孢菌 

Neurospora crassa 

里氏木霉同源基因相似性 

The identities of Trichoderma reesei (%) 

嗜热毁丝霉同源基因相似性 

The identities of Myceliophthora thermophile (%) 

W46 62 72 

W87 59 76 

W14 58 60 

W40 55 51 

W26 61 53 

W38 86 62 

W85 79 64 
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这暗示着这些基因在丝状真菌中的功能具有

很高的保守性。因此，这些新元件的筛选将有利于

纤维素酶诱导表达信号传导通路这一重要生命过

程的分子机理早日得到全面阐释，并对纤维素酶高

产菌株构建和生物质利用转化都有着重要的科学

意义和应用价值。 
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