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研究报告 专论与综述 

丝状真菌蛋白质组学研究进展 

冀柳欣  胡又佳* 
(中国医药工业研究总院张江分院  上海  201203) 

 
 

摘  要：丝状真菌不仅是致病菌，而且在异源表达工业酶、化学制品以及药物活性物质中发挥

着越来越重要的作用。随着人类基因组计划的实施和推进，生命科学研究已进入了功能基因组

时代，特别是蛋白质组学，在蛋白质水平对丝状真菌细胞生命过程中蛋白质功能和蛋白质之间

的相互作用以及特殊条件下的变化机制进行研究，对生命的复杂活动进行深入而又全面的认识

也为丝状真菌工业酶制剂和重组药物的开发提供广阔的创新空间。本文综述了蛋白质组学的研

究内容和方法，总结了其在丝状真菌致病菌、抗生素产生菌和纤维素酶产生菌中的应用现状。

不同层次的功能基因组学分析可以从各个角度掌握生物体的代谢网络和调控机制，本文还对蛋

白质组学以及功能基因组学各部分内容的整合运用进行了展望。 
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Research progress on proteomics in filamentous fungi 
JI Liu-Xin  HU You-Jia* 

(China State Institute of Pharmaceutical Industry, Zhangjiang Institute, Shanghai 201203, China) 

Abstract: Filamentous fungi not only are pathogenic but also play a significant role in heterologous 
expressing enzymes, chemicals, and pharmaceuticals. Along with the implementation and promotion 
of Human Genome Project, life science has entered functional genomics era. Proteomics study is   
a type of functional genomics research in order to understand cellular process mechanism, protein 
functions and their interactions, which provides a vast potential for future production of industrial 
enzymes and recombinant pharmaceutical proteins by filamentous fungi. This review summarized the 
research contents and methods of proteomics study, and its applications in filamentous fungi 
including pathogenic, antibiotic producing and cellulase producing strains. Furthermore, future 
studies in transcriptomics, proteomics and metabolomics could offer a full scale of understanding the 
metabolic network and regulations in filamentous fungi. 
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21 世纪生物学的发展经历了质的飞跃，从宏

观到微观，从形态、表型特征的描述到分子机制、

功能的研究，透过现象挖掘本质，对生物体的剖析

逐步分解细化。人类基因组计划的完成把生物学

带入了全新的系统科学的时代，生命科学研究的

热点逐步从解析生命全套的遗传信息转移到基因

功能、系统动态调控上，功能基因组学随着系统

生物学的产生和发展应运而生。根据所涉及的研

究对象的不同，功能基因组学研究主要包括转录

组学(Transcriptomics)、蛋白质组学(Proteomics)和

代谢组学(Metabolomics)等[1]，利用高通量研究方

法在细胞内不同层面上进行研究探索。其中，蛋白

质组学作为一种全局性研究的方法，已逐渐成为生

命科学研究的热点，在重要工业生产菌丝状真菌中

也得到了广泛的应用。 

丝状真菌是真菌的一个重要类群，与人类的生

产和生活关系密切，在工业、农业、医药以及基础

生物学研究等领域都具有非常重要的作用。一直以

来，构巢曲霉(Aspergillus nidulans)、粗糙脉孢菌

(Neurospora crassa)等被作为模式菌株用于真核生

物的一些基础生物学特性研究。而在工业生产中，

丝状真菌常用于重组酶、有机酸、食品添加剂和抗

生素等化合物的生产，尤其是作为细胞工厂生产异

源蛋白取得了十分突出的成果[2]。丝状真菌还能产

生一些对人体有益的生物活性物质，如免疫抑制剂

环胞素 A、有降胆固醇作用的洛伐他汀、抗癌剂紫

杉醇、抗真菌剂灰黄霉素等[3-4]，其中他汀类药物

在美国每年产生的市场价值可达 150亿美元[5]。 

近年来，随着微生物遗传工程和分子生物学等

新理论、新技术的迅速发展，尤其是组学技术和生

物信息学等研究的不断深入，进一步拓宽了丝状真

菌的研究和应用范畴，其遗传修饰和代谢工程研究

已逐渐成为现代工业生物技术领域最具活力的研

究方向之一。本文就丝状真菌蛋白质组学的研究进

展予以综述，将蛋白质组学的研究内容和技术进行

了归纳和评述，总结了其在丝状真菌中的应用现

状，并对功能基因组学应用于丝状真菌的研究趋势

和前景予以展望。 

1  蛋白质组学研究内容及方法 

1.1  研究内容 

蛋白质组学旨在阐明基因组所表达的真正执

行生命活动的全部蛋白质的表达规律和生物功

能，是以大规模、高通量、系统化研究方法为基

础的科学。蛋白质组指基因组所表达的全部蛋白

质总和，而蛋白质组在不同时间、条件下其组成

是存在差异的。所以蛋白质组学就是研究特定时

间、生理条件下蛋白丰度和特征的变化，进而在

蛋白水平探索其作用机制、生理功能、调控模式

以及蛋白间相互作用，并且根据研究目的和手段

的不同可以分为表达蛋白质组学、结构蛋白质组

学和功能蛋白质组学[6]。 

虽然高通量技术的应用使得基因组学、转录组

学取得了前所未有的进展，但仅在基因层面研究生

命科学是远远不够的。我们都知道，生物体的遗传

信息由基因经转录向蛋白质传递，且其基因功能又

由表达产物体现，因此蛋白质水平的研究是对分子

水平的完善，是功能基因组学研究中非常重要的一

环。蛋白质组学涉及所有蛋白表达、功能和调控研

究，细胞中蛋白是功能单位，环境信号和生理条件

对蛋白表达都有很大影响，除了可以研究大量蛋白

质的分泌机制，对蛋白活性和功能有很大作用的

翻译后修饰过程，如糖基化、磷酸化、酰基化和

泛素化等，都可以经由蛋白质组学进行定性和定

量研究[7]。另外，生物体在不断地进化中经历了随

机突变和定向筛选的过程，积累了许多有益突变，

但这些改变从基因、蛋白水平来说都是未知的，而

蛋白质组学的应用则可以对这些突变进行识别，找

到生命进化的根源。因此，可以说蛋白质组学是对

基因组学和转录组学进行补充的学科[8]，它们共同

承担起了阐明生命现象本质和活动规律的重任。 

1.2  技术方法 

蛋白质组学技术的发展已经成为现代生物技

术快速发展的重要支撑，并将引领生物技术取得关



1806 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

键性的突破。相较于基因组学和转录组学来说，蛋

白质组学研究的难点在于氨基酸残基数量多、翻译

后修饰复杂和蛋白质无法体外扩增等。目前，蛋白

质组学研究的技术核心包括蛋白质组的分离、鉴定

以及生物信息学分析 3个方面。蛋白质组的分离主

要依靠双向凝胶电泳技术(2-DGE)、等电聚焦电泳

和多维液相色谱技术等，其中 2-DGE 利用蛋白的

等电点和分子量将各蛋白组分分离，是目前最为有

效的分离蛋白质的手段。质谱技术是蛋白质组鉴定

的关键技术，包括生物质谱、肽指纹图谱和电喷雾

质谱等，并且不断有新型质谱技术、仪器的出现，

通常与 2-DGE 技术联合使用，是目前蛋白质组学

研究最经典的方法，应用也最为广泛。 

近年来随着高通量、高精度蛋白质组分析数

据的需求日益扩大，蛋白质芯片技术、酵母双杂

交系统、信息组学技术，特别是同位素标记相对

和绝对定量 (iTRAQ)技术 [9]也逐渐发展起来。

iTRAQ 技术是美国应用生物系统公司推出的一项

新的体外同位素标记技术，采用 4 种或 8 种由报

告基团(Reporter group)、平衡基团(Balance group)

和肽反应基团(Peptide reactive group)组成的同位

素试剂来标记相应的蛋白质样品，通过特异性标记

多肽的氨基基团进行串联质谱分析，可同时比较这

些样品中蛋白质的相对含量或绝对含量。同位素试

剂中，肽反应基团用于连接肽段，报告基团和平衡

基团的平衡分子量为 305，使得不同同位素在标记

同一多肽后分子量完全相同。iTRAQ 技术的大体

流程：首先将蛋白质裂解为肽段，然后用 iTRAQ

试剂进行差异标记，样品混合后经过 LC-MS/MS

分析，在二级质谱中平衡基团发生中性丢失，产生

不同质荷比的峰，从而根据峰的高度和面积获得蛋

白质的定量信息。该技术可以寻找差异表达蛋白，

并分析其蛋白功能，同时可以对基因组表达的全部

蛋白质或复杂的混合体系中的所有蛋白质进行精

确定量和鉴定。 

随着研究的不断深入，面临的巨大挑战演变为

组学平台基础理论构建时产生的庞大数据[10]，生

物信息学技术和各种高性能分析测试软件也成为

制约蛋白质组学发展的重要因素之一。由此，蛋白

质组学研究的技术路线可以简单理解为：由双向电

泳分离蛋白质组，质谱和其他高通量技术获得庞大

复杂的数据库，再通过生物信息学技术完成蛋白质

种类、结构和功能的分析鉴定工作。 

2  蛋白质组学在丝状真菌中的应用 

随着高通量的基因组、转录组学分析的成熟，

能够对 DNA和 RNA水平的样品进行大规模分析，

筛选出海量的差异表达基因。基因组中虽然有相当

部分基因 RNA表达水平和蛋白是正相关的，但仍

有一部分基因相关性较小，主要在翻译或翻译后调

控修饰，且胞内、胞外膜蛋白的表达也有相当大的

差异。因此，仍然需要直接从蛋白质水平入手，对

样品进行分析。2000 年之后，蛋白质组学技术开始

逐渐应用到丝状真菌的研究中，并且随着研究的深

入和技术的发展对丝状真菌的生命活动、致病机

制、代谢途径等研究起到了极大的推进作用。 

2.1  蛋白质组学在致病菌中的应用 

丝状真菌可以引发由于免疫功能缺失导致的

条件性真菌感染，严重的可以使健康状况进一步恶

化，这已经成为世界范围内传染病研究领域亟待解

决的问题，越来越多的针对病原真菌的研究陆续展

开[11]。丝状真菌具有独特的形态发生和细胞组织，

阐明其机制和功能是治疗感染的关键因素[12]，蛋

白质组学的研究便可以对相关菌株的环境变化响

应、致病机制和代谢途径等进行解析。 

烟曲霉(Aspergillus fumigatus)是最受关注的病

原真菌之一，对其研究最为全面和广泛。蛋白质组

学应用的早期，主要是对烟曲霉胞内蛋白[13]以及

各种代谢途径关键酶和蛋白[14-15]的研究，解析其合

成、转运以及功能等。随着高通量技术的发展，利

用蛋白质组学的烟曲霉致病机制研究越来越深入。

Anjo 等[16]利用定量蛋白质组学技术对烟曲霉分生

孢子在不同生长时期的蛋白质组学和超微结构特

征进行了剖析，发现蛋白质水平的变化与细胞凋
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亡、自食的过程相一致，表明蛋白质和细胞形态的

变化可能存在某种相关性。胶霉毒素是烟曲霉产

生的毒素之一，对哺乳动物细胞具有免疫抑制及

促凋亡作用，Shin等[17]利用蛋白质组学技术发现

了 2 个可调控胶霉毒素生物合成基因簇表达的酶

BrlA和 AbaA，ΔbrlA和 ΔabaA两种烟曲霉突变株

内的胶霉毒素生物合成基因簇表达水平显著下

降，甚至不产生。此外，对烟曲霉的调控机制如

DNA 损伤反应[18]、抗原血清学反应[19]、基本元

素匮乏(缺氧 [20-21]、缺铁[22-24]等)、翻译后修饰[25]

及其对如卡泊净芬[26]、伏立康唑[27]、依曲康唑[28]

等抗真菌药物的反应进行了研究。这些研究不仅

为烟曲霉致病机制、代谢规律的研究提供了依据

和信息，也为其他条件致病菌的相关研究奠定了

基础，同时也为改善感染控制策略和开发新的治

疗药物提供了思路。 

黄曲霉(Aspergillus flavus)也是一种重要的致

病菌，其产生的黄曲霉毒素能够抑制蛋白质的合

成，人们食用被黄曲霉毒素污染的食物而导致疾

病。真菌性角膜炎是黄曲霉引起的常见疾病之一，

Selvam 等[29]从被感染的角膜、痰液和腐生菌中分

离出黄曲霉类分泌物，并利用高分辨率质谱分析，

共鉴定出了 637种蛋白质，这是首次对不同来源的

黄曲霉分泌蛋白组进行深入分析。之后，Selvam

等[30]又鉴定出了一种超分泌碱性丝氨酸蛋白酶，

进一步揭示了潜在的毒性因子。除此之外，还有

研究利用蛋白质组学技术阐述了一些环境信号，

如钙离子[31]、硫元素[32]甚至水分活度[33]对黄曲霉

蛋白质组的影响。 

对致病丝状真菌的蛋白质组学研究非常广泛，

包括其他一些致病菌的研究也在不断深入。Pedras

等[34]发现植物抗毒素 Camalexin 可以改变甘蓝链

格孢菌(Alternaria brassicicola)的蛋白质组，使芸苔

属植物免受该菌的侵害。之后 Davanture等[35]通过

研究甘蓝链格孢菌和灰霉菌(Botrytis cinerea)的磷

酸蛋白质组，鉴定出了一系列参与细胞代谢、信号

转导等过程的磷酸蛋白，并且找到了组氨酸激酶中

新的磷酸化作用位点。另外，镰刀菌也是一类重要

的致病菌，如尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum)[36]、

禾谷镰刀菌(Fusarium graminearum)[37]和层生镰刀

菌(Fusarium proliferatum)[38]等，其特定生长条件、

修饰过程下的蛋白质组学研究也为致病菌代谢和

感染过程的研究提供了重要信息。  

2.2  蛋白质组学在抗生素产生菌中的应用 

部分丝状真菌如产黄青霉(Penicillium chrysogenum)

和顶头孢霉(Acremonium chrysogenum)是重要的 β-

内酰胺类抗生素产生菌，分别能产生青霉素和头孢

菌素 C (CPC)，这类菌株的蛋白质组学研究也受到

广泛关注。产黄青霉蛋白质组学的早期研究集中在

菌种的优化过程，Jami 等[39]对 3 株不同的产黄青

霉工业菌株进行了比较蛋白质组学研究，鉴别出

950个蛋白质，并阐明该菌种在工业菌种改良过程

中发生了全局性代谢重排。通过研究青霉素合成基

因簇的拷贝数对青霉素产量的影响对产黄青霉菌

种进行了优化，Barreiro等[40]在产黄青霉高产菌株

(AS-P-78)的蛋白质组变化研究中发现，虽然其与

青霉素合成相关的基因拷贝数增加了，但直接与

青霉素合成相关的蛋白并没有显著提高。另外，

通常讲诱导剂能够通过改变青霉素合成途径中的

相关酶系从而影响青霉素的生物合成，有研究发

现 1,3-二氨基丙烷和亚精胺可使产黄青霉蛋白质

组发生变化，并且促进了青霉素的合成[41-42]。目

前，产黄青霉蛋白质组学研究的方向逐渐向信号通

路等机制方面进行，Carrasco-Navarro等[43]就对产

黄青霉中异源三聚体 G蛋白 Pga1介导的信号通路

的蛋白质组学进行了分析，识别了 30种丰度依赖

于 Pga1活动水平的蛋白质，这些蛋白涉及 ATP、

NADPH和半胱氨酸生物合成的初级代谢通路，另

外在嘌呤代谢、蛋白质折叠、应激反应和形态发生

等方面 Pga1信号也有相应的作用，而这些因素都

会对青霉素的产量产生影响。 

本实验室致力于对顶头孢霉的研究，为了从整

体代谢网络中掌握影响 CPC 合成的代谢途径，于

2011 年首次开展了对顶头孢霉的比较蛋白质组学
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研究，首先采用尿素-硫脲结合三氯乙酸(TCA)-丙

酮提取法建立了一种顶头孢霉蛋白质组的制备方

法，这种方法获得的蛋白浓度高、条带多，双向电

泳图像清晰，横条纹较少，拖带现象轻，并在后续

的顶头孢霉高低产菌比较蛋白质组学研究中发现

了 19个生长期差异蛋白和 35个发酵期差异蛋白，

这些蛋白涉及碳水化合物代谢、能量代谢、氨基酸

代谢等多个代谢途径[44]。与转录组的比较分析鉴

定出的 4 329个差异表达基因及涉及到的丙酮酸代

谢、苹果酸代谢、天冬氨酸代谢、甘油酯代谢、嘧

啶代谢等 24条差异代谢途径相比[45]，有 4个与硫

胺素合成相关的蛋白，即噻唑合成酶、丙酮酸氧化

酶、FAD 依赖的氧化还原酶和硫载体蛋白，在高

低产菌中有不同程度的差异表达，且高产菌中的表

达量明显高于低产菌。随后克隆了噻唑合成酶的编

码基因与转录组测序结果中的一段命名为 acthi的

基因序列同源性较高，且 acthi的转录水平在高低

产菌中也有显著差异。经体内敲除及过表达研究证

实，acthi基因表达产物对 CPC的合成有重要作用，

并推测硫胺素代谢途径可能作为 CPC 分子育种的

潜在靶点[46]。进一步对 acthi基因的表达产物进行

的研究也证实了 acthi基因编码的是噻唑合成酶，

参与硫胺素前体噻唑的合成[47]，表明初级代谢生

物合成会影响到次级代谢的生物合成。另外，针对

顶头孢霉高低产菌初级代谢转录水平差异的研究

中还发现了 5个重要的分支节点，在这些节点周围

观察到了显著的基因转录水平的变化，而这些变化

有可能调控着初级代谢中代谢流流向 CPC 合成，

从而导致顶头孢霉 CPC 产量提高[48]。顶头孢霉

CPC 生物合成途径的研究已经十分透彻，而其调

控机制和初级代谢以及前体的生物合成途径对次

级代谢生物合成的影响则尚不清楚，组学技术的应

用提供了新的思路，特别是蛋白质组学技术可以跳

出基因序列的限制，重新审视顶头孢霉生物合成

CPC的代谢网络[49]。 

2.3  蛋白质组学在工业酶生产菌中的应用 
丝状真菌是重要的工业酶生产菌株，例如黑曲

霉(Aspergillus niger)、米曲霉(Aspergillus oryzae)

和里氏木霉(Trichoderma reesei)等在商业酶制剂生

产领域处于核心地位[50]；特别是占据了广阔市场

的木质纤维素酶[51]。2007年，Sato等[52]用 2-DGE

方法从生长于两种不同培养基的黄孢原毛平革菌

(Phanerochaete chrysosporium)中鉴定出了 18种与

木质纤维素酶表达相关的蛋白；之后，里氏木霉和

黑曲霉的纤维素酶系也通过 2-DGE和LC-MS联用

的方法从分泌蛋白质组中鉴定得到[53-54]。其中，黑

曲霉的研究中就鉴定出了水解酶类在内的 102 个

特异性蛋白，包括纤维素酶、半纤维素酶、水解酶、

蛋白酶、过氧化物酶和转运蛋白等[55]。2011 年，

Gonzalez-Vogel 等[56]对降解半纤维素和木质素的

模式菌株产紫青霉(Penicillium purpurogenum)进行

了蛋白质组分析，在非变性条件鉴定出了该菌株与

纤维素降解相关的酶复合物，该酶复合物是由 β-

半乳糖苷酶、脂酶和木聚糖酶等组成的一类高分子

蛋白复合物，并利用免疫共沉淀技术研究了复合物

各组分之间的相互作用，为深入理解木质纤维素降

解机制提供了理论依据。近年来，高通量 iTRAQ

技术越来越多地用于此类蛋白质组分析，解析胞质

蛋白和膜蛋白、细胞活动机制和规律、蛋白间的相

互作用以及能够促进纤维素酶分泌的潜在代谢途

径[57]。诸如黑曲霉[55]、黄孢原毛平革菌[58]、褐色

嗜热单孢菌(Thermobifida fusca)[57]、里氏木霉[59]、

烟曲霉[60]等一系列木质纤维素酶产生菌及其共生

菌的蛋白质组也通过 iTRAQ 和 LC-MS 联用的方

法解析出来[61]，发现了一系列具有催化活性的新

颖蛋白复合体，通过蛋白-蛋白交互作用提供了研

究此类独特酶系的一种更为有效的方法，也为这些

丝状真菌所产酶的产业化进程提供了新的思路。 

3  结语与展望 

目前，致病真菌的耐药问题日趋严重，传统方

法显得束手无策，根本原因就在于对其致病机制缺

乏透彻的认识，蛋白质组学则可以研究蛋白质与致

病性的关系，了解其对抗生素的响应机制，并根据
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这些信息寻找新的作用靶位进行药物开发。而对于

抗生素生产菌的分子育种来讲，蛋白质组学可以发

挥寻找新基因、鉴定基因功能、提高育种效率的作

用，具有重要的意义。另外，在工业酶生产方面，

蛋白质组分析有助于在分子水平上理解高效菌株

的系统发生和机制，为工业酶生产菌更多蛋白分泌

途径的研究及挖掘高产潜力提供基础。丝状真菌不

仅是致病菌，还在异源表达工业酶、化学制品以及

药物活性物质中发挥着越来越重要的作用，而蛋白

质组学研究更是为丝状真菌工业酶制剂和重组药

物的开发提供了广阔的创新空间。 

与其他功能组学相比，蛋白质组学优势在于：

(1) 蛋白质组的组成更加的庞大与复杂，蛋白质组

技术能够更灵敏、准确和稳定地从复杂生物样品中

鉴别蛋白质[62]，从而在更多的角度和深度去研究

生物体。(2) 虽然 RNA 水平可以一定程度上反映

蛋白质水平，但蛋白质还存在运输、装配方式、降

解时间和途径等相对独立的代谢过程，且无法在基

因水平检测，而这些过程往往会影响甚至改变蛋白

质的活性和功能。(3) 蛋白质组学的研究范围较为

宽泛，可以检测胞内、胞外、膜蛋白质组和分泌蛋

白质组等，这些也是 RNA水平无法检测的。(4) 蛋

白质之间存在着活跃、广泛的相互作用，并且能够

对生物机体内部及外界因素产生反应，蛋白质组学

的研究则可以更加贴切地掌握生命的现象和本质，

找到生命活动的规律。因此，可以说蛋白质组学研

究的应用是大势所趋，虽然蛋白质组分析也存在如

底物的交叉反应性、比色法检测的灵敏度等劣势，

但通过与其他功能组学的研究互相补充、相辅相

成，相信在未来的发展中将应用到更广泛的研究

领域。 

随着人类基因组计划的实施和推进，生命科学

研究已进入了功能基因组时代，除了蛋白质组学之

外，其研究内容还包括转录组学和代谢组学。转录

组学研究的是细胞在特定功能状态下全部转录物

的种类、结构和功能，对动态的 mRNA 变化进行

定量测量，量化不同条件下各类转录物表达水平的

变化[63]，反映出特定状态下细胞中基因的表达水

平；代谢组学则是对生物样本中所有代谢产物以

及详细代谢通路进行分析，从整体上分析生物体

代谢轮廓特征，描述生物内源性代谢物质对内、

外因变化应答的规律以及在特定环境和条件下代

谢组的变化，是系统生物学研究领域最为重要的

技术手段之一[64]。 

我们都知道，生物体的遗传信息由基因经转录

向蛋白质传递，其基因功能又由表达产物体现，这

些功能基因组学利用高通量方法在细胞不同层面

上进行研究探索，各部分内容紧密相连，环环相扣。

功能基因组学的各部分内容(转录组学、蛋白质组

学和代谢组学)在不同水平和尺度上系统分析丝状

真菌细胞的生理功能和作用模式，然后多层次数据

进行整合分析，更有助于从全局精确掌握丝状真菌

的代谢网络和调控机制，为后续的菌种优化、代谢

工程等研究提供更广阔的思路和空间。 
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