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摘  要：米曲霉作为一种重要的工业微生物，在异源蛋白表达方面已有广泛应用，受限于被表达蛋

白的修饰及分泌过程，目前实际生产使用的基因供体主要局限于其他真菌，尤其是丝状真菌。当外

源基因来源于植物、昆虫和哺乳动物时，米曲霉所生产的异源蛋白产量及生物活性往往不尽如人意。

本文综述了米曲霉作为宿主表达异源蛋白的研究进展，包括其现有的遗传操作手段及异源表达方面

的应用及探索，重点介绍了应用过程中面临的挑战和解决策略，另外，对米曲霉表达异源蛋白的应

用前景及发展方向进行了展望。 
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Abstract: Aspergillus oryzae as an important industrial microorganism, in heterologous protein 
expression has been widely used. Limited by the modification and secretion process of the expressed 
protein, the gene donors currently used in actual production are mainly limited to other fungi, especially 
filamentous fungi. When exogenous genes were derived from plants, insects and mammals, Aspergillus 
oryzae produced heterologous protein yield and biological activity is often not satisfactory. This paper 
reviews the research progress of Aspergillus oryzae as a host for expressing heterologous proteins, 
including its existing genetic manipulation methods and the application and exploration of heterologous 
expression. In addition, the application prospects and development directions of Aspergillus oryzae 
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expressing heterologous proteins are prospected. 
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丝状真菌米曲霉是国内外广泛应用于酿造酱

油、酿酒等传统食品发酵工业中的菌种，上千年的

应用早已证明了其安全性[1]。米曲霉被美国食品药

品监督管理局(Food and Drug Administration，FDA)

认定为安全菌株(Generally Recognized as Safe，

GRAS)，具有完整的翻译后修饰系统，强大的蛋白

生产能力及分泌能力，尤其是其中大量糖化酶、蛋

白酶的产生使其被用作酶制剂生产平台及饲料添

加剂[2-4]。米曲霉的安全性和强大的蛋白分泌特性

使其能够被用作异源蛋白的表达平台，而且其基因

组测序最早于 2005 年就已完成[5-6]。蛋白质作为生

命活动的主要承担者，其种类繁多，功能多样，包

括作为结构物质的结构蛋白、具有强大催化作用的

酶、行使免疫功能的抗体和部分激素等。然而，由

于蛋白质天然宿主的局限性，许多具有工业应用或

治疗作用的蛋白质产量低、纯化难、生产成本高。

将编码以上蛋白质的相关基因在遗传操作手段成

熟、易于培养和管理的异源宿主中进行表达是一种

很好的解决策略。以米曲霉为宿主表达异源蛋白已

有趋于成熟的应用，然而这些被表达蛋白都集中来

源于其他丝状真菌，而基因供体与米曲霉亲缘关系

较远的表达效果往往较差，从异源蛋白在米曲霉中

表达的各个过程中逐步分析可以得到启示，给米曲

霉异源表达平台的进一步开发指出方向[7]。 

1  米曲霉的遗传转化系统 

一个高效稳定的转化系统离不开合适的标记

基因或报告基因，然而米曲霉对绝大多数常规的抗

真菌药物具有抗药性。少数药物，如吡啶硫胺素

(Pyrithiamine，PT)对野生型的米曲霉具有强大的抑

制作用，然而高昂的价格限制了其应用范围[8-9]。

为了增强米曲霉对药物的敏感性，可以采用添加辅

剂的方法，如添加表面活性剂 Triton X-100 及钙调

蛋白抑制剂氯丙嗪与博来霉素协同作用，可以使原

本对 200 μg/mL 博来霉素仍具有抗药性的米曲霉

在 30 μg/mL 的情况下就被完全抑制；同样地，协

同作用的氯丙嗪与潮霉素也能够作为米曲霉转化

菌株的筛选药物[10-11]。以上多种药物协同作用的最

终目的都是使抗生素能够在米曲霉细胞内积累到

一定的浓度，Triton X-100 作为表面活性剂能够改

善米曲霉的细胞通透性，使外部的抗生素更多地进

入细胞内，而氯丙嗪作为钙调蛋白抑制剂能够有效

地减少进入细胞内的抗生素外流。 

相较于利用药物筛选转化子，营养缺陷型标记

在米曲霉中的应用更为广泛。营养缺陷型菌株的获

得方式也从随机性更大的物理、化学诱变逐步发展

到利用基因工程手段对米曲霉中便于筛选的候选

基因进行定向敲除。目前应用于米曲霉中的营养缺

陷型标记有 argB、pyrG、niaD、sC、adeA/ade、amdS、

hemA 等[12-18]。基于我国酱油酿造菌株米曲霉 3.042，

本课题组构建了含有 pyrG 及 PT 抗性基因的载体，

转化 pyrG 营养缺陷型菌株，双选择标记的存在意味

着能对其进行更加灵活的基因操作，无论是对基因功

能的研究还是工程菌株的改造都有很大的帮助[19-20]。 

此外，对同一种筛选标记进行循环利用也是很

好的解决策略。Maruyama 等通过设计将转入转化

子中的标记基因 pyrG 置于两段临近的短重复序列

之间，再利用 5-FOA 对转化子进行筛选，5-FOA

的压力使得两段短重复序列进行同源重组，最终得

到敲除了目的基因且仍具有 pyrG 营养缺陷标记的

米曲霉菌株[21]。相较于利用药物压力对米曲霉中的

选择标记进行回收，利用 Cre/loxP 重组酶系统对米

曲霉转化子中转入的标记基因进行切除更加可控。

将标记基因置于同向的 2 个 loxP 位点之间，在得到

转化子后，再利用诱导型启动子诱导 Cre 的表达，

将标记基因切除，菌株内的营养缺陷标记就可以在

下一轮转化中再次发挥作用[22]。与上述利用药物压

力进行标记基因的回收相比，Cre/loxP 重组酶系统

不可避免地会在米曲霉基因组内留下外源序列。 
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目前应用于米曲霉转化过程中的方法主要是

PEG 介 导 的 原 生 质 体 转 化 (Protoplast-Mediated 

Transformation ， PMT) 及 农 杆 菌 介 导 转 化

(Agrobacterium-Mediated Transformation，ATMT)。

以原生质体为受体进行转化是一种非常成熟的方

法，主要是在 PEG 及 Ca2+的帮助下，将外源 DNA

转入原生质体内，在这个过程中，原生质体的制备

过程烦琐，试剂要求高，再生周期较长。相比之下，

农杆菌介导的转化方法直接以米曲霉孢子作为转

化受体，过程更加简便，这种方法已经被广泛用于

丝状真菌中，如烟曲霉、土曲霉、黄曲霉、黑曲霉

等[23-26]。本课题组也已成功建立起农杆菌介导的米

曲霉基因转化体系，并已将其应用在米曲霉功能基

因组学方面的相关研究[19-20,27]。 

2  米曲霉在异源蛋白表达中的应用 

得益于完善的蛋白修饰系统及强大的分泌能

力，米曲霉已被广泛应用于来源于其他丝状真菌的

异源蛋白表达。同时也探索了将其作为植物、昆虫

及哺乳动物中蛋白质的异源表达平台，然而由于蛋

白质合成、修饰及分泌途径的差异，往往存在异源

蛋白产量低、生物活性低等问题(表 1)。 

米曲霉由于其安全性高，往往可以被用作致病

真菌中各类酶的研究平台，如在烟曲霉中克隆出的

AfSwo1 编码一种与里氏木霉内肿胀蛋白类似的蛋

白质，由于烟曲霉是一种人类致病菌，因此将该基

因克隆后在米曲霉中进行异源表达，纯化蛋白

AfSwo1 后研究其性质[28]。Hirayama 等[29]在米曲霉

中表达了白蚁的纤维素酶 RsEG 和 NtEG，此后白

蚁 及 其 共 生 系 统 中 的 G1NkBG 、 RsSymEG1 、

RsSymEG2 等纤维素降解相关的基因陆续在米曲

霉中被表达，利用这种方法获得大量白蚁消化纤维

素过程中发挥高效作用的各类酶，这为其酶学性质

的研究及其在纤维素降解方面的进一步利用奠定

了基础 [30-32]。Neoculin (NCL)是来源于阔叶仙茅

(Curculigo latifolia)的果实，是由 2 个亚基组成的

异源二聚体甜味蛋白，在同等重量下，甜度约是蔗

糖的 500 倍，而且具有将酸味转变为甜味的独特活

性，Nakajima 等以 α-淀粉酶为载体蛋白，将 NCL

的 2 个亚基 NAS 和 NBS 共转化至米曲霉中进行表

达，最终得到了与天然 NCL 相比具有类似甜度及

味觉修饰功能的 rNCL[33]。 

哺乳动物细胞生产的各类蛋白在现代制药工

业中发挥着重要的作用，但利用哺乳动物细胞生产

各类治疗性蛋白操作难度高、生长速率慢、产量低，

导致其生产成本往往较高。相较于动物细胞，以米

曲霉作为表达平台进行治疗性蛋白的大量生产，其

基因操作更简单、生长速率更快且产量更高。同时，

米曲霉作为多细胞真菌，与酵母等单细胞真菌相比

具有初级的分化过程，其蛋白修饰过程中的糖基化

修饰也更类似于哺乳动物细胞，是一种潜力极大的

哺乳动物蛋白异源表达宿主[61]。目前利用米曲霉异

源表达系统已经成功表达了重组人乳铁蛋白、人溶

菌酶、小牛凝乳素等蛋白，此外，具有治疗作用的

抗体也被尝试表达[34-45]。Okazaki 等利用米曲霉成

功表达了抗表皮生长因子受体(Epidermal Growth 

Factor Receptor，EGFR)抗体的 VHH 片段，其与

EGFR 具有高亲和性，不过产率有待提高[46]。具有

一定生物活性的重组阿达木单抗也在米曲霉中成

功表达并纯化，其抗原结合能力和肿瘤坏死因子

(Tumor Necrosis Factor Alpha，TNFα)中和活性均与

商业化的全人源单克隆抗体修美乐(Humira)相似，

然而由于与天然抗体糖基化的巨大差异，其 Fc 区

域与免疫细胞上的 Fc 受体的结合活性差，还有很

大的改进空间[47]。 

3  米曲霉表达异源蛋白所面临的问题及解
决策略 

目前以米曲霉为宿主表达异源蛋白面对的问题

主要集中在提高其产量及质量方面，尤其是天然宿

主非真菌类的异源蛋白其产率有限，而且由于蛋白

修饰途径与天然宿主存在差异，产物的最终结构甚

至生物活性也可能存在差异，米曲霉作为一个安全、

廉价的蛋白质生产平台仍有很大的发展空间。 
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表 1  利用米曲霉表达的异源蛋白 
Table 1  Heterologous proteins expressed by Aspergillus oryzae 

菌株编号 

Strains No. 

启动子 

Promoters 

异源蛋白 

Heterologous 
proteins 

产量 

Yield (mg/L)

基因供体 

Gene donors 

参考文献 

References 

NS-tApE tef1 AfSwo1 300.0 Aspergillus fumigatus [28] 

AUT1 glaA RsEG 26.0 Reticulitermes speratus [29] 

AUT1 glaA NtEG 31.0 Nasutitermes takasagoensis [29] 

NS-tApE amyB RsSymEG1 − Symbiotic protist of 
Reticulitermes speratus 

[30] 

NS-tApE glaA G1NkBG − Neotermes koshunensis [31] 

NS-tApE amyB RsSymEG2 − Symbiotic protist of 
Reticulitermes speratus 

[32] 

NS4 amyB Neoculin 2.0 Curculigo latifolia [33] 

NSPlD1 amyB Lysozyme 12.9 Homo sapiens [34] 

NSlDVp/NSlDEp amyB Chymosin 50.0 Bos taurus [35] 

AUT1-lD-sD/AUT1-l
D-v10-sD 

amyB Chymosin  144.5/156.1 Bos taurus [36] 

AUT1-lD-sD/AUT1-l
D-v10-sD 

amyB Lysozyme 75.2/84.3 Homo sapiens [36] 

NSlD-ΔP10 amyB Chymosin 109.4 Bos taurus [37] 

NSlD-ΔP10 amyB Lysozyme 35.8 Homo sapiens [37] 

NSlDv10 amyB Chymosin 83.1 Bos taurus [38] 

NSlDv10 amyB Lysozyme 24.6 Homo sapiens [38] 

NSlD-tApEnBdIVdV amyB Chymosin 84.4 Bos taurus [39] 

NS-tApE amyB Chymosin 69.8 Bos taurus [40] 

NA-2L-nptB amyB Lysozyme 16.0−20.0 Homo sapiens [41] 

N2L-peE-tp6 amyB Lysozyme 25.4 Homo sapiens [42] 

M-2-3 glaA Chymosin 0.07−0.16 Bos taurus [43] 

M-2-3 amyB Lysozyme 1.2 Homo sapiens [44] 

A07 amyB Lactoferrin 25.0 Homo sapiens [45] 

IF4 sodM anti-EGFR VHH 73.8 Lama glama [46] 

NSlD-ΔP10 amyB Adalimumab 39.7 Homo sapiens [47] 

AUT1-PlD amyB Phytase − Aspergillus fumigatus [48] 

KBN616-P5 taaG2 Polygalacturonase 47.7−107.0 Aspergillus sojae [49] 

PF2 amyB α-amylase − Penicillium sp. 3-5 [50] 

niaD300 enoA exo-β-1,3-glucanase − Penicillium sp. KH10 [51] 

ΔpyrGΔligD amyB α-amylase − Geomyces pannorum [52] 

ΔadeA amyB KK-1 4.0 Curvularia clavata [53] 

niaD300 glaA142/No-8142 Lipases − Candida antarctica [54] 

NS4 enoA142 Lipase − Fusarium heterosporum [55] 

JaL228 TAKA Carbohydrate 
oxidase 

− Microdochium nivale [56] 

HowB104 amyB Laccase 8.0−135.0 Coprinus cinereus [57] 

NS4 glaA Der f 7 − Dermatophagoides farinae [58-59] 

NS4 glaA pre-S2 30.0 Hepatitis B virus [60] 

注：−：文中未标明产量或产量未以质量浓度(mg/L)表示 

Note: −: The yield is not indicated in the reference or that the yield is not expressed in mass concentration (mg/L) 
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导致异源蛋白产率及质量不尽如人意的原因

是多方面、多层次的，因此，异源蛋白在米曲霉细

胞内表达、修饰、分泌的各个过程中都有很大的改

进空间。目前应用于食品发酵等过程中的米曲霉菌

株在培养过程中会分泌大量的蛋白酶，蛋白酶将发

酵基料中的蛋白质分解为小肽及氨基酸，这是其发

酵食品风味来源的一部分。然而在异源蛋白的生产

过程中，大量蛋白酶的存在会分解异源蛋白，降低

其产量。除蛋白酶外，米曲霉中还有大量分泌型的

糖化酶，这些酶与异源蛋白竞争分泌途径，也会在  

一定程度上降低异源蛋白的产量；还有米曲霉与天

然宿主的密码子偏好性差异，在细胞内被合成后由

于不能正确地折叠、修饰而被降解，翻译后修饰过

程中糖基化的差别影响最终产物的生物活性等。以

上种种问题都是限制米曲霉作为异源表达蛋白质

平台进一步发展的原因。 

3.1  强启动子的选择与改造 

启动子是基因上 RNA 聚合酶识别、结合的区

域，在异源表达过程中，选择合适的启动子是确

保异源基因表达效率的基础。选择内源的组成型

启动子作为异源基因表达的调控元件，其受外界

条件影响较小，同时与 RNA 聚合酶亲和力更高，

转录起始频率也更高，往往能够获得更高的产量；

而诱导型的启动子受到外界因素，如温度、碳源、

氮源、化学药物等的调控，可以使目的蛋白的表

达更加可控。 

在米曲霉异源表达系统中常利用的强启动子

一部分来源于其自身大量表达的蛋白质编码基因，

如 α-淀粉酶基因(amyB)、葡糖糖化酶基因(glaA)、

α-葡糖糖苷酶基因(agdA)等，一部分来源于糖酵解

相关基因，如 3-磷酸甘油醛脱氢酶基因(gpdA)、磷

酸甘油酸激酶基因(pgkA)、烯醇化酶基因(enoA)等，

这些强启动子保证了外源基因转录时的基本效  

率[62]。通过简单地将脂肪酸合成相关基因的启动

子替换为组成型高表达基因 tef1 的启动子，就能够

将米曲霉菌丝体内的脂肪酸及甘油三酯的含量分

别提高到原菌株的 2.1 倍及 2.2 倍[63]。此外，根据

培养条件的不同，也需要选择不同的启动子，在固

体培养的条件下 glaB 大量表达，而酪氨酸酶编码

基因 melO 上的启动子在液体发酵的情况下，诱导

下游基因表达的效率远超 PamyB、PglaA 以及 PagdA；

另外，在液体发酵的情况下，锰超氧化物歧化酶编

码基因 sodM 的启动子在 0.01%的 H2O2 的诱导下

也可以使报告基因大量表达[62,64-66]。培养条件的不

同意味着米曲霉的生长环境有极大的改变，米曲霉

的生长形态、代谢过程也不同，在固体或半固体培

养过程中，米曲霉在生长过程中有支持物附着，能

够形成营养菌丝和气生菌丝的分化，产生大量的

酶，而在液体培养的条件下，受转速及 pH 等条件

的影响，米曲霉往往形成大小不一的菌球，因此，

根据培养条件的不同，选用不同的强启动子也是提

高异源蛋白表达效率的方法之一[67-68]。 

同时，对启动子区域进行一定的改造也可以显

著提高转录效率。启动子区域的改造直接影响到转

录起始复合体的形成效率，启动子 PamyB、PglaA、

PagdA 中均有 4 个保守区域 Region I、Region II、

Region IIIa 和 Region IIIb，在已有的强启动子区域

插入 12 个串联重复的顺式作用元件 Region III (转

录因子 AMYR 结合域)和 CAAT 框，可以显著提

高下游基因的转录水平[69-70]，利用以上策略改良

后的强启动子 PglaA142 在米曲霉中生产重组单宁酸

酶的活性比在毕赤酵母中进行异源表达的活性要

高出 2−8 倍[71]。 

3.2  密码子的优化及 mRNA 5′UTR 区的改造 

在利用米曲霉表达异源蛋白的过程中，外源基

因在合适的启动子及转录因子的调控下成功转录

成 pre-mRNA，再通过一系列的加工成为成熟的

mRNA，在这个过程中，来源于与米曲霉亲缘关系

较远物种中的外源基因所转录出的 mRNA 更容易

被降解，或是产生错误剪接，这些都会导致目的蛋

白的最终表达量降低。 

利用米曲霉在密码子使用上的偏好性，对外源
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基因进行密码子优化，是一个提高其 mRNA 稳定

性及后续翻译过程效率的基本方法。外源基因，尤

其是来自与米曲霉亲缘关系较远的物种，在表达过

程中成功转录之后面对的第一个问题就是 mRNA

的稳定性，通过密码子的优化可以保证 mRNA

的正确剪接，有效提高其稳定性，避免 mRNA

被降解。来源于马铃薯的木葡聚糖内糖基转移酶    

(S. tuberosum Xyloglucan Endotransglucosylase，

StXTH)在米曲霉中进行异源表达的过程中，由于

米曲霉将 pre-mRNA 中的部分编码区域明显误读

为内含子而对其进行了错误的剪接，最终导致没能

在米曲霉中成功表达该蛋白[72]。在这个过程中，

如果依据米曲霉密码子使用的偏好性对 StXTH 进

行密码子优化，提升其 GC 含量，极有可能避免

错误剪切的问题。在真核生物中，成熟 mRNA 的

多聚腺苷酸化能够保护 mRNA 不被核酸外切酶

降解，在粉尘螨分泌的 Der f 7 蛋白异源表达的过

程中，与经过密码子优化后的 mRNA 相比，天然

的 mRNA 往往会由于 AU 含量高而导致过早地聚

腺苷酸化，同时其在细胞内的存在时间也大大缩  

短[58-59,73]。因此，在米曲霉中表达异源蛋白的过程

中，依据米曲霉密码子的使用频率对异源基因进行

适当的优化是十分必要的[74]。 

翻译过程依赖于 mRNA 进行，在不影响其所

编码蛋白质结构的前提下，对 5′UTR 区域进行适

当的改造可以提高翻译效率。5′UTR 是位于 mRNA

上编码序列上游的一段序列，可以调控翻译过程，

例如，通过形成茎环结构或者较小的发卡结构可以

阻碍核糖体在 mRNA 上的移动，对翻译过程进行

负调控[75-77]。已有研究发现，在异源表达过程中对

5′UTR 部分的改变不会影响转录水平，而是在转录

后的翻译过程中提高了表达水平[76]。通过强启动

子及 mRNA 修饰的综合利用，可以有效地提高外

源基因在米曲霉中的表达水平。 

3.3  蛋白修饰 

异源蛋白在宿主中成功表达后仍面临着转

运、修饰、分泌等诸多考验。采用融合表达的策

略，以米曲霉高表达的内源蛋白作为载体蛋白进

行融合表达可以有效提高异源蛋白的产量，利用

α-淀粉酶作为载体蛋白可以将人溶菌酶的产量提

高到不使用任何载体蛋白的 20 倍以上[42]。分泌

型蛋白需要经过内质网、高尔基体的修饰后通过

囊泡运输到胞外，这个过程离不开信号肽的指导。

Ogino 等[78]以 GFP 为指示蛋白，研究信号肽对异

源蛋白分泌的影响，发现无论是单个信号肽的多

拷贝还是多个信号肽的融合都能促进米曲霉中异

源蛋白的分泌[46-60,62-77]。 

异源蛋白的天然宿主中的糖基化修饰过程往

往与米曲霉内的糖基化修饰不同，为了保证糖基化

蛋白的正常生理功能，往往需要对糖基化修饰过程

进行控制。哺乳动物的糖蛋白往往结构复杂，而米

曲霉中的糖蛋白大部分由高尔基体中的 α-1,6-甘

露糖基转移酶形成的高甘露糖结构所修饰，有研

究在米曲霉中表达复杂糖型的人源全长阿达木单

抗时，首先就将编码 α-1,6-甘露糖基转移酶的基因

och1 敲除，之后可以陆续表达与修饰糖基相关的

糖苷酶、糖基转移酶、糖转运体等，进一步修饰

米曲霉中的人源抗体[47]。同样是删除米曲霉天然

修 饰 的 糖 基 化 ， Li 等 采 用 另 一 种 思 路 ， 将 内     

切-β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶表达在了米曲霉的

高尔基体膜上，用来切除所有分泌型蛋白的 N-糖

基，最终得到统一糖型的分泌蛋白[79]。 

3.4  底盘细胞改造 

米曲霉中高产的各类蛋白酶在食品发酵工

业中起着重要的作用，然而，培养基中大量的

蛋白酶会降解异源表达的蛋白质，使用内源蛋

白酶缺失的菌株可以有效地提高异源蛋白的最

终产量。以产人溶菌酶菌株 NAR-2L-7 作为模型，

对其中 5 个蛋白酶基因进行干扰，最终得到的

NAR-2L-7ΔtppAΔpepE 菌株相较对照菌株而言，人

溶菌酶产量提高了 63%[42]。Kimura 等对 132 个蛋

白酶基因进行全局分析后，选定中性蛋白酶相关基
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因 nptB 作为目标基因，在 nptB 缺失菌株中，异源

蛋白的产量可提高至 22%[41]。除了前述的 2 倍蛋

白酶基因缺失菌株(ΔtppAΔpepE)外，还有 5 倍蛋白

酶 缺 失 菌 株 (ΔtppAΔpepEΔnptBΔdppIVΔdppV) 、  

10 倍蛋白酶缺失菌株 (ΔtppAΔpepEΔnptBΔdppIV 

ΔdppVΔalpAΔpepAΔAopepAaΔAopepAdΔcpI)被相继

构建[37,39]。这一系列的缺失菌株充分地证明了可以

通过降低米曲霉中蛋白酶产量的手段达到提高异

源蛋白产量的目的。 

对米曲霉中蛋白质的分泌途径进行改造同样

可以影响异源蛋白的产量。米曲霉中已有 21 个

SNARE 蛋白被找到，这些蛋白的亚细胞定位的系

统性分析有助于确定改造异源蛋白分泌途径的目

标基因[80]。在米曲霉中，Aovps10 编码液泡蛋白分

选受体，与异常蛋白的降解相关，该基因的缺失会

导致原本被分选到液泡中的部分蛋白质被分泌到

培养基中，以米曲霉 ΔAovps10 菌株生产的小牛凝

乳素及人溶菌酶产量可以分别提高 3 倍及 2.2 倍；

此外，通过将米曲霉中与自噬过程相关的基因

敲除，也可以将异源蛋白小牛凝乳素的产量提升  

3 倍[36,38,81-82]。 

事实上，除了细胞内外的降解外，米曲霉产生

的大量分泌型蛋白也会与异源蛋白的分泌途径形

成竞争，从而影响其产量。通过干扰米曲霉中的  

α-淀粉酶合成基因，将 α-淀粉酶的活性抑制为原先

的 30%−40%，此时异源蛋白的产量相比对照菌株

能提高 29%−57%[40]。Kitamoto 等将米曲霉菌株

KBN616 中的 5 个蛋白酶编码基因和 2 个淀粉酶合

成基因敲除，得到高产菌株 KO4[83]。 

3.5  培养工艺的优化 

米曲霉的培养条件也会影响异源蛋白的表达。

在固态培养和液态培养 2 种条件下，米曲霉所产生

的蛋白差异很大，在固态培养的条件下，米曲霉会

分泌出更多的蛋白质到细胞外，能够达到液态培养

条件下的 4.0−6.4 倍[84]。通过增加少许谷壳作为载

体，在液体培养基中发酵的米曲霉能够分泌更多的

异源植酸酶，分泌到培养基中的植酸酶活性与单纯

的液体发酵相比增加了 4.3 倍[48]。此外，培养基的

构成也会影响米曲霉产生异源蛋白的效率。Jin 等

以 5×DPY 培养基作为人溶菌酶的生产培养基，与

普通的 DPY 培养基相比，人溶菌酶的产量得到了

提高，除了更充足的营养外，黏度的提高导致菌丝

散布生长可能也是产量上升的原因[42]。在摇瓶培

养条件下进行的优化往往比较单一，而在实际生产

过程中，还有更多的条件需要考虑。 

4  展望 

米曲霉作为一种在实际生产中已有上千年应

用历史的丝状真菌，被用在酱油酿造、豆豉发酵和

制曲等多种传统食品发酵过程中，此外还被用作曲

酸生产、酶制剂生产和饲料添加剂等。得益于遗传

操作手段的日益成熟，能够大量分泌蛋白质的米曲

霉在异源蛋白表达方面的应用得到了进一步的探

索，目前，米曲霉在生产中主要用作果胶酯酶、木

聚糖酶、脂肪酶等食品用酶制剂生产，其中的基因

供体均来源于其他真菌。米曲霉中异源蛋白产量的

提升是一个系统性的工程，从高产菌株的选育到遗

传改造、生产发酵过程中的条件控制以及产物提

纯，各个方面都有提升的可能，目前相关研究的背

景菌株往往来源于日本清酒及酱油生产的菌株，而

基于我国传统菌株的研究较少。在米曲霉异源蛋白

生产平台的进一步开发利用上，除了各类酶制剂，

结构更复杂、生产成本更高、对大量生产需求更迫

切的哺乳动物来源的各类糖基化蛋白，同样是下一

步探索的方向，异源糖基化蛋白在米曲霉中的生产

首要解决的就是蛋白的修饰与活性问题，在保证糖

基化蛋白基本功能不缺失的前提下提高产量、降低

成本。以米曲霉为安全生产平台或是未来大规模地

获取各具功能的异源蛋白的新途径。 
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