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摘   要：在近 20 年来，越来越多的真菌被开发成异源蛋白表达宿主，用来生产各种药用蛋白和

酶类。随着对真菌异源表达系统的研究，人们也渐渐意识到真菌 N-糖基化系统与高等动物的 N-
糖基化系统有着明显的区别，这也成为真菌生产高等动物源性糖蛋白的一个技术瓶颈。本文综述

了真菌在异源表达糖蛋白工程中其 N-糖基化系统的研究进展。包括 N-糖基的检测技术和改造策

略，并重点介绍了真菌 N-糖基化系统与高等动物的 N-糖基化系统的差异，以期为日后真菌 N-糖
基化系统动物源化甚至人源化改造提供参考。 

关键词：真菌；异源表达；糖蛋白；N-糖基化 

Research progress of the fungal N-glycosylation system in 
heterologous expression 
CHEN Tianming1, ZENG Bin*1,2 
1 Jiangxi Key Laboratory of Bioprocess Engineering, College of Life Science, Jiangxi Science and Technology 

Normal University, Nanchang 330013, Jiangxi, China  
2 College of Pharmacy, Shenzhen Technology University, Shenzhen 518118, Guangdong, China 

Abstract: Increasing fungi have been developed as hosts of heterologous expressionfor the production of 
pharmaceutical proteins and enzymes in the last two decades. With the deepening research on the 
heterologous expression systems of fungi, people have gradually understood that the fungal 
N-glycosylation system is visibly different from that of higher animals, which has become a technological 
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obstacle for fungi to produce higher animal-derived glycoproteins. This paper reviews the research 
progress of fungal N-glycosylation system in heterologous expression. Specifically, we introduced the 
detection techniques and transformation strategies of N-glycosylation in fungi, and compared the 
N-glycosylation system between fungi and higher animals, aiming to provide reference for the 
animalization and even humanization of fungal N-glycosylation system in the future. 

Keywords: fungi; heterologous expression; glycoproteins; N-glycosylation 

真菌在食品发酵业、产酶工业等领域已经

被广泛使用多年，如酿酒酵母、毕赤酵母、米

曲霉等在工业发酵中不仅安全性较高、发酵成

本较低，而且具有非常高的蛋白表达和分泌能

力[1-4]。与原核表达系统相比，真菌又拥有更完

整的翻译后修饰系统，如糖基化、二硫键形成

和寡聚，这些通常对蛋白质活性和功能至关重

要。近年来，越来越多的真菌逐渐被开发成可

靠且高效的异源表达宿主(表 1)。然而，随着真

菌异源表达系统的不断开发和使用，人们发现真

菌 N-糖基化系统通常无法将翻译的异源蛋白前体

加工成有活性的糖蛋白。目前大部分高等动物

的糖蛋白都需要正确的 N-糖基化才能保证其正

确地折叠，从而获得正常的功能和活性：如人

因子Ⅷ (factor Ⅷ，FVIII)上有多个 N-糖基化

位点，对任意一个糖基化位点进行突变后均会 
 

表 1  以真菌作为宿主生产的异源蛋白 
Table 1  Heterologous proteins produced by fungi as hosts 
菌株 
Strains 

异源蛋白 
Heterologous proteins 

基因供体 
Gene donors 

表达量 
Yield (mg/L) 

参考文献 
References 

A. nidulans IL6 Homo sapiens  5 [5] 
A. sojae IL6 Homo sapiens  300 [6] 
T. reesei Cellobiose dehydrogenase Phanerochaetechrysosporium 150 [7] 
 Thermophilic xylanase B Dictyoglomusthermophilum 200−1 000 [8] 
A. niger Manganese peroxidase Phanerochaetechrysosporium 100 [9] 
 Erythropoietin Homo sapiens 1.8 [10] 
A. oryzae Chymosin Bos taurus 156.1 [11] 
 Anti-EGFR VHH Lama glama 73.8 [12] 
 Lysozyme  Homo sapiens  24.6 [13] 
Y. lipolytica Human interferon α2b Homo sapiens  1 483 [14] 
 Cytochrome P450scc Homo sapiens  − [15] 
S. cerevisiae GM-CSF Homo sapiens  285 [16] 
 hirudin Hirudo 40−500 [17] 
 Insulin Homo sapiens  − [18] 
H. polymorpha HPV type 16 L1-L2 chimeric protein human papilloma virus 132.1 [19] 
 Lipase Yarrowialipolytica 2 700 [20] 
 IGF-1 Homo sapiens  − [21] 
P. pastoris Endoxanthanase Microbacterium 501.12 [22] 
 Single-chain variable fragments (ScFv) Homo sapiens  − [23] 
 Anti-CH2 Homo sapiens  150 [24] 
 GH78-α-l-rhamnosidase Aspergillus terreus − [25] 

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 FVⅢ的表达量和活性降低[26]。尽管真菌也具

有 N-糖基化系统，但是真菌的 N-聚糖的结构与高

等动物并不完全相同，比如酵母中的 N-糖基是由

多达几十个甘露聚糖的主干组成的高聚甘露糖结

构(图 1A)，而在高等动物中有功能的 N-聚糖则主要

为低聚糖基(图1B、1C)，杂合型和复合型的N-聚糖

可以带两个或多个含 GlcNAc 的分支结构，这种分

支结构被称为外链[27]。在形成多外链的 N-聚糖结构

时，GlcNAc 残基可以通过不同的 GlcNAc 转移酶连

接到三甘露糖基。带有高聚甘露糖结构的糖蛋白在

人体中会与人的甘露糖受体相互作用，导致重组蛋

白在人体血液中被迅速清除，此外它们还可以引起

人体的免疫原性反应，这些现象都不利于将其作为

使用于人体内的药用蛋白[28-29]。为了将真菌作为高

等动物糖蛋白的高效表达宿主，就需要对真菌和高

等动物的 N-糖基化进行研究且开发对应的策略。 

1  N-聚糖的鉴定策略 
蛋白质的 N-糖基化是一种重要的蛋白质翻

译后修饰，这种修饰主要发生在蛋白质特定的

氨基酸序列(Asn-X-Ser/Thr)上，这里的 X 指非

脯氨酸的任意氨基酸，而连接在该序列中 Asn

上的糖链则称为 N-聚糖[30]。然而对 N-聚糖结构

以及修饰位点的鉴定与分析是研究蛋白 N-糖基

化的基础。 

1.1  核磁共振氢谱 
早期用来鉴定 N-聚糖结构的技术主要为核

磁共振氢谱(H NMR)，Gleeson 等在研究小仓鼠

肾细胞抗蓖麻毒素突变体的 N-聚糖结构时，通

过使用 500-MHz H NMR 成功鉴定出高甘露糖

型和杂合型的 N-聚糖[31]。随后更多的科学家通

过不同频率的 H NMR 分析大量的动物与植物的

N-聚糖，并根据 N-聚糖的结构将其分为三种基

本型：高甘露糖型 (high mannose)、复合型

(complex)、杂合型(hybrid)[32-34]。通过核磁共振

氢谱技术制定的分型标准为后续 N-聚糖的检测

鉴定提供了便利。 

 

 
 

图 1  不同的 N-聚糖结构   A：真菌中的高聚甘露糖结构；B：动物中的低聚的复合型 N-聚糖；C：动

物中的低聚的杂合型 N-聚糖 
Figure 1  Different N-glycan structures. A: High mannose structure in fungi; B: Oligomeric complex 
N-glycans in animals; C: Oligomeric heterozygous N-glycans in animals. 
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1.2  基于质谱技术的复合方案 
质谱技术是目前用来鉴定 N-聚糖最广泛和

常用的技术，其具有速度快、灵敏度高、对混

合结构识别能力强等优点，大部分的 N-聚糖鉴

定策略都是以质谱作为核心工具 [35]。即使在  
2021 年，质谱技术依旧是主流的 N-聚糖检测技

术， De MA Coura 等通过 LC/MS 技术和

MALDI-TOF/MS 技术的联合使用，鉴定结肠癌

患者血清和组织中的差异 N-聚糖成分[36]。而使

用单个质谱方案进行分析通常不能满足检测需

求，比如使用电喷雾电离质谱(ESI-MS)对 N-聚
糖进行分析时，在制样过程中特别容易混入样

品添加剂或各种缓冲液，从而对ESI-MS的检测

造成干扰,因此在使用 ESI-MS 时通常会同时使

用高效液相(HPLC)、毛细管电泳(CE)等分离技

术来制备样品[37-38]。高伟娜等利用多种分离和

检测方法集成 LC-Chip-ESI-QTOF-MS 技术对

IgG 唾液酸聚糖结构进行了鉴定和分析，通过

使用石墨芯片和液相处理样品，成功分离并检

测到 IgG 上 29 种唾液酸聚糖；而 Zhang 等则通

过使用电子转移/高能碰撞解离(EThcD)和阶梯

式碰撞能量 /高能碰撞解离 (sceHCD)组合质谱

(EThcD-sceHCD-MS/MS)对慢性肾病患者血浆

IgG 完整的 N-糖肽进行组合分析，成功检测到

N-糖肽在健康人群与糖尿病患者中差异表达，

可见通过多种分离技术和质谱组合，通常能得

到更加精确的结果[39-40]。 
质谱分析前分离技术的发展很大程度上解

决了质谱分析样品制备的困难，但还是无法解

决传统的质谱分析的局限性。质谱分析可以得

到聚糖对应残基的数目，但却无法区分同分异

构体,而且为了提高分析的精度和效果，进行质

谱分析前几乎都需要将 N-聚糖从糖蛋白上分离

出来，因此会造成与 N-聚糖连接的蛋白结构和

其糖基化位点信息的丢失[41-44]。为了得到整个

N-糖基化糖蛋白的结构信息，很多能够完整分析

糖蛋白的软件被开发出来，例如 Byonic，GPQuest
和 pGlyco2.0 以及最近发表的 MSFragger-Glyco，
这类软件大多数都是基于庞大的聚糖数据库来计

算聚糖的结构，从而能够揭示位点特异性糖基化

的微观异质性，但这类软件目前主要的局限在于

缺乏完善的糖基数据库，因此只能解释部分聚糖

的组成，依旧无法识别功能性聚糖结构和同分异

构体[45-48]。Shen 等针对上述问题开发了基于模块

化策略的 StrucGP，对糖蛋白上位点特异性 N-聚
糖进行从头结构测序，从而区分聚糖组成中的同

分异构体，还能识别新的聚糖结构[49]。 

2  N-聚糖的合成通路 
2.1  Asn-GlcNAc2Man8 复合体的合成 

真菌和人的 N-糖基化初始阶段的基本相

同，首先在内质网膜的细胞质侧以磷酸多萜醇

(Dol-P)、2 个 N-乙酰氨基葡萄糖(GlcNAc)和   
5 个甘露糖(mannose，Man)残基为主要原料，

逐步合成 Dol-PP-GlcNAc2Man5 (图2A)；随后

Dol-PP-GlcNAc2Man5 被转移到内质网膜管腔

侧，在 α-1,3-甘露糖基转移酶的催化下继续添

加 4 个 Man 得到 Dol-PP-GlcNAc2Man9；最后再

通过 α-1,3-葡萄糖基转移酶依次添加 3 个葡萄糖

(glucose，Glc)得到多萜醇寡聚糖前体(Dol-PP- 
GlcNAc2Man9Glc3) (图2B)[50]。寡糖基转移酶

(OST)是一个由多亚基组成的跨膜蛋白，在内质

网膜内有 1–8 个跨膜结构域，能结合多萜醇寡

聚糖前体并切断 P-GlcNAc 之间的高能建，从而

将 GlcNAc2Man9Glc3 转移到 Asn-X-Ser/Thr 序列

的天冬酰胺残基上并释放 Dol-PP[51]。当 GlcNAc2 

Man9Glc3 与多肽链的 N-糖基化位点(Asn)结合

后，葡萄糖苷酶 Ⅰ (GLS-Ⅰ) 和葡萄糖苷酶 Ⅱ 
(GLS-Ⅱ)依次剪切掉外链中的 3 个葡萄糖基，再

通过甘露糖苷酶Ⅰ (Man-Ⅰ)去除末端的 α-1,2 甘露
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糖基得到 Asn-GlcNAc2Man8 并离开内质网(图
2C)[6,52]。除了少数菌种，例如 Schizosaccharomyces 
pombe 和 Kluyveromyces lactis 会直接在 Asn- 
GlcNAc2Man9 阶段离开内质网并转移到高尔基

体内加工，上述反应在大多数真菌和高等动物

之间非常保守，因此在使用真菌表达动物源性

的异源蛋白时，通常可以共用同一套 N-聚糖前

体合成系统[53-54]。 
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图 2  N-聚糖的合成   A：真菌与哺乳动物糖蛋白N-糖基化通路总图；B：Dol-PP-GlcNAc2Man5在内质

网外膜上合成；C：Dol-PP-GlcNAc2Man5 转入内质网内膜中逐步合成 Dol-PP-GlcNAc2Man9Glc3；D：寡糖

基转移酶(OST)将 GlcNAc2Man9Glc3转移到 Asn-X-Ser/Thr 序列的天冬酰胺残基上形成 Asn-GlcNAc2Man9，

再逐步修剪成 Asn-GlcNAc2Man8 并离开内质网；E：Asn-GlcNAc2Man8 在真菌高尔基体中合成高聚甘露糖

结构；F：Asn-GlcNAc2Man8 在高等动物高尔基体中合成复合型或杂合型的低聚 N-聚糖结构 
Figure 2  Synthesis of the N-glycans. A: N-glycosylation of glycoproteins in fungi and mammals. B: 
Dol-PP-GlcNAc2Man5 was synthesized on the outer membrane of endoplasmic reticulum. C: 
Dol-PP-GlcNAc2Man5 was transferred into endoplasmic reticulum intima to gradually synthesize; D: 
Dol-PP-GlcNAc2Man9Glc3 Oligosaccharide transferase (OST) attaches GlcNAc2Man9Glc3 to the asparagine 
residue of the Asn-X-Ser/Thr sequence to create Asn-GlcNAc2Man9, which is subsequently pruned to 
Asn-GlcNAc2Man8 and exits the endoplasmic reticulum; E: Asn-GlcNAc2Man8 synthesized high mannose 
structure in fungal Golgi; F: Asn-GlcNAc2Man8 synthesized complex or heterozygous oligomeric N-glycan 
structures in higher animal Golgi matrix. 
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2.2  高等动物的 N-聚糖多样性的形成 
高等动物的 N-聚糖具有多样性，即使同一

个体同一种糖蛋白的同一个 N-糖基化部位也可

能存在不同结构的 N-聚糖，这个现象被称为微

观不均一性，但是其起始物质都起源于 Asn- 
GlcNAc2Man5

[55] 。 高 等 动 物 在 生 成 Asn- 
GlcNAc2Man8后会被一些 α-1,2-甘露糖苷酶进一

步修剪。通常先由甘露糖苷酶Ⅰ(Man-Ⅰ)去除 3 个

末端 Man 基团生成 Asn-GlcNAc2Man5；其中部

分 N-聚糖通过 GlcNAc 转移酶Ⅰ(GnT-Ⅰ)添加

β-1,2-GlcNAc 进行修饰得到杂合型(hybrid) N-聚
糖；而杂合型 N-聚糖则可以再通过甘露糖苷酶

Ⅱ (Man-Ⅱ)去除两个 Man 基团并在 GlcNAc 转移

酶Ⅱ (GnT-Ⅱ)的催化下添加第 2 个 β-1,2-GlcNAc 
(图 2E)；这种 α-3 和 α-6 核心甘露糖残基都被

GlcNAc 所取代的 N-聚糖则被称为复合型(complex) 
N-聚糖；杂合型的 N-聚糖和复合型的 N-聚糖都

有不同的通路进行继续修饰，比如可以通过半

乳糖转移酶(GalT)添加半乳糖残基，或者通过

唾液酸转移酶添加唾液酸残基[56]。其他分支也

可以由 GnT-Ⅳ、GnT-V 和 GnT-Ⅵ等启动[6,54]。 

2.3  真菌的 N-聚糖多样性的形成 
真菌中的 N-聚糖后续修饰则与高等动物不

同，真菌的 N-聚糖多样性主要是通过内源性糖

基转移酶(OCH1)在 N-聚糖前体的基础上继续添

加甘露糖或甘露糖-磷酸残基产生的[57]。OCH1
最早在 S. cerevisiae 中被发现和研究，随后通过

基因比对，几乎所有真菌都存在 OCH1 的同源基

因。Asn-GlcNAc2Man8 在 OCH1 的催化下，在

α-1,3-核心甘露糖残基上添加 α-1,6-甘露糖或磷酸

甘露糖，随后在多种甘露糖转移酶或磷酸甘露糖

转移酶的催化下进一步添加甘露糖或磷酸甘露

糖，从而产生由十几个到几十个不等的 α-1,6-甘
露糖和其分支组成主干的聚糖(图 2D)，这些聚糖

通常被称为高聚糖基(hyperglycosyl)或高聚甘露糖

基型结构(hyper-mannosyl-type structures)[58]。 

3  N-聚糖的改造策略 
由于高等动物与真菌的 N-糖基化差异主要

在 Asn-GlcNAc2Man8 生成后的部分，因此在使

用真菌作为高等动物糖蛋白异源表达宿主时，

其 N- 糖 修 饰 的 改 造 重 心 也 主 要 集 中 在

Asn-GlcNAc2Man8 生成后的部分，通常会通过

敲除或插入相关基因以满足改造需求，常见的

改造基因如表 2 所示。 

3.1  终止高聚甘露糖基的形成并引入 N-糖
基化的外源酶系 

真菌中的高聚甘露糖基型结构是影响真菌生

产高等动物糖蛋白的主要因素。真菌源的高聚甘

露糖基型结构在人体内具有高免疫原性，当这类

糖蛋白进入人体血液时，有可能会引起超敏反应

而对人体造成损害[72]。同时高聚甘露糖结构也不

利于后续工程对 N-聚糖的定点修饰，因此要改造

真菌生产的高等动物糖基时通常都会先终止高聚

甘露糖结构的生成，而敲除 OCH1 基因是终止真

菌合成高聚甘露糖结构最普遍的选择。Nagasu 等

首先在酿酒酵母 S.cerevisiae 中敲除了 OCH1 基

因，得到 OCH1 基因缺陷型的酿酒酵母，该实验

证明了敲除 OCH1 基因后，酿酒酵母虽然在生长

发育中表现出一定程度的障碍，但并不会产生致

死现象，为后续对此基因进行敲除提供了可行 
性[59]。Vervecken 等在对毕赤酵母 P. pastoris 的

OCH1 基因进行敲除时发现，毕赤酵母在 OCH1
缺失时，不仅终止了 Asn-GlcNAc2Man8 合成高聚

甘露糖基结构的通路，而且没有表现出生长障

碍，这也意味着毕赤酵母比酿酒酵母更适合作为

糖蛋白生产的工程菌株[60]。除了敲除 OCH1 基

因，还有另一种方法是通过敲除 N-聚糖早期合成

的关键基因，Verostek 等通过敲除酿酒酵母中

α-1,3-甘露糖转移酶基因(ALG3)，终止了 α-1,3-甘 
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表 2  真菌 N-糖基化系统改造常用基因 
Table 2  Genes for fungal N-glycosylation system modification 
基因 
Gene 

酶 
Enzyme 

功能 
Function 

改造方式 
Genetic alteration 

改造菌种 
Strains 

参考文献 
References 

OCH1 α-1,6 甘露糖转移酶 
α-1,6-mannosyltransferase 

在 GlcNAc2Man8 添加甘露糖或磷

酸甘露糖残基 
Adding mannose or mannose 
phosphate to GlcNAc2Man8 

敲除 
Knockout 

S. cerevisiae [59] 
P. pastoris [60] 
A. oryzae [61] 
K. marxianus [62] 

ALG3 α-1,3-甘露糖转移酶 
α-1,3-mannosyltransferase 

在 GlcNAc2Man3 和 GlcNAc2Man5

等继续添加甘露糖残基 
Adding mannose to GlcNAc2Man3 
or GlcNAc2Man5 

敲除 
Knockout 

S. cerevisiae [63] 
T. reesei [64] 
P. pastoris [65] 
K. marxianus [62] 
S. commune [66] 
Y. lipolytica [67] 

GnTⅠ N-乙酰氨基葡萄糖转移酶 I 
N-acetylglucosamine transferase I  

在五糖核心继续添加β-1,2-GlcNAc 
Adding β-1,2-GlcNAc to 
pentasaccharide core 

引入 
Introduction 

S. cerevisiae [68] 
P. pastoris [54] 
T. reesei [64] 
K. marxianus [62] 

GalT 半乳糖转移酶Ⅰ 
Galactosyltransferase Ⅰ 

添加半乳糖残基修饰外链 
Adding galactose to modify the 
outer chain 

引入 
Introduction 

S. cerevisiae [69] 
P. pastoris [54] 
T. reesei [64] 

endoT β-N-乙酰氨基葡萄糖苷内切酶 
β-N-acetylglucosaminidase 

水解 N-聚糖 
Hydrolyzing the N-glycans 

引入 
Introduction 

P. pastoris [70] 
A. oryzae [71] 

 
露糖与 α-1,6-甘露糖残基和 GlcNAc2Man5 连接，使

N-聚糖加工停留在 GlcNAc2Man5 部分而不形成

高聚甘露糖基[63]。 
终止高聚甘露糖基的形成后，需要进一步

模拟人或其他动物的 N-糖基化而继续引入对应

的糖苷转移酶和糖苷酶，必要时可能还需要引

入辅助蛋白和定位蛋白，否则会造成异源蛋白

部分功能缺失。Huynh 等在使用米曲霉合成人

抗体 IgG 时，单敲除了 OCH1 后未引入外源糖

苷修饰酶系，导致其合成抗体的 Fc 段与野生型

抗体相比缺乏Asn297位置人源性N-聚糖，因此

无法参与 ADCC 效应[61]。张莹宽在敲除瑞氏木

霉(T. reesei)的 ALG3 基因后，再引入了人源性

的 N-乙酰氨基葡萄糖转移酶Ⅰ(GnTⅠ)和半乳糖

转移酶Ⅰ(GalT)来对瑞氏木霉进行 N-糖基化的

人源化改造[64]。顾鹏飞等则在毕赤酵母同时敲

除了 OCH1基因和ALG3基因的基础上导入了甘

露糖苷酶 Ⅰ (MnsⅠ) 基因并成功表达糖蛋白

CSF[65]。 
由于 N-糖基化是一个连续的过程，一种酶

合成的糖链作为下一个酶的底物，因此对引入

的糖苷酶和糖苷转移酶都需要进行正确的亚细

胞 靶 向 定 位 。 α-1,2- 甘 露 糖 苷 酶 可 以 切 除

GlcNAc2Man8 的 3 个 甘 露 糖 残 基 得 到

GlcNAc2Man5，当其要定位在高尔基内膜中

时，其 C 端会与一个由 4 个氨基酸残基组成的

信号肽融合，这个信号肽在真菌中主要是

His-Asp-Glu-Leu(HDEL)，而在高等动物则为

Lys-Asp-Glu-Leu(KDEL)，融合后的 α-1,2-甘露

糖苷酶可以识别并结合 HDEL 或 KDEL 受体，

从而靶向定位在高尔基体内膜上[73-75]。大部分

催化 N-聚糖化反应的糖苷酶和糖基转移酶则是
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Ⅱ型膜蛋白，它们可以通过自身的 N 端区域直

接在亚细胞上正确定位，但是在很多研究中发

现，在酵母中表达全长哺乳动物糖基转移酶时

其 N 端并不能正确地定位，这说明高等动物的

高 尔 基 定 位 区 域 与 真 菌 并 不 通 用 [68,76] 。

Vervecken 等通过构建融合蛋白，将每个引入的

外源糖基化酶 N 端定位信号替换为已知亚细胞

定位的酵母蛋白 N 端，成功地将人 GnT-Ⅰ和 GalT
靶向定位在毕赤酵母的高尔基内膜上[60]。 

3.2  N-聚糖删除 
并非所有高等动物源的糖蛋白都依赖 N-聚

糖的结构，也有部分糖蛋白可以在去除 N-聚糖的

情况下保留其活性，如 Meuris 等生产治疗性人

IgG时，引入了一种来自真菌Hypocreajecorina的

β-N-乙酰氨基葡萄糖苷内切酶(endoT)，该酶可

以水解 IgG的 N-聚糖外链，只留下单个 GlcNAc
残基；实验表明这种经过糖删除的 IgG 不仅保

留了抗体的中和能力，还使其初始血浆清除率

降低[77]。一些 N-糖基化位点由于距离重组酶活

性位点较远，这类 N-聚糖对折叠与活性的影响

很小，因此删除这类 N-聚糖后并不会改变糖蛋

白活性，Li 等利用 endoT 删除策略，构建了无

N-聚糖的 α 淀粉酶并发现其与野生型相比活性

没有下降[71]。某些酶删除了糖链，不仅不会影

响其活性反而会使其活性增高，Liu 等将人脂肪

酶去糖基化后，该酶活性提高了 2 倍[78]。可见

在使用真菌生产异源糖蛋白时，并非一定要引

入多种异源糖基化酶系，而是根据所需蛋白的

性质来定制最符合效益的表达株。 

4  展望 
近 30 年来，重组糖蛋白的需求量不断增

加，尤其在医疗领域极为突出，据统计仅已被

批准或正处于临床前和临床开发阶段中的重组

蛋白药物就已经超过 600 多种，而其中有 70%

是糖蛋白，因此需要更高性能的糖蛋白表达系

统来满足广大人民的需求[79]。真菌与传统的哺

乳动物细胞相比分泌能力更强、培养成本更

低，是最有潜力的替代系统，但是截至目前，

哺乳动物细胞依旧是主流的疫苗生产宿主，如

中国使用的新型冠状病毒灭活疫苗是通过非洲

绿猴肾细胞(Vero 细胞)生产、狂犬病疫苗主要

是通过人二倍体细胞生产[80-81]。真菌目前无法

普遍取缔哺乳动物细胞生产治疗性糖蛋白的主

要原因是真菌的翻译后修饰系统与哺乳动物相

差较大，特别是 N-糖基化会直接影响糖蛋白的

免疫原性以及其活性。 
为了克服真菌无法生产人源性 N-聚糖的缺

点，大量科学家对真菌的 N-糖基化系不断进行

改造，比如敲除真菌自身糖基化系统的关键基

因，引入高等动物糖基化系统的相关酶系，或者

直接删除糖蛋白的 N-聚糖等，并取得了一定的

成效。但无论是真菌还是哺乳动物的糖基化系统

都极其复杂，导致目前尚无一套完全通用的真菌

N-糖基化系统改造方案来满足不同糖蛋白的生

产需求。对真菌的 N-糖基化系统进行改造还面

临着一些问题，比如当前真菌的 N-糖基化改造

策略都是基于基因编辑技术对真菌的 N-糖基化

的关键基因进行敲除或插入，而现有的真菌基因

编辑技术精确性还不够，因此在对真菌进行基因

编辑时不仅效率不高，可能还会意外激活相关毒

素的表达，从而带来安全性风险；同时真菌与哺

乳动物 N-聚糖的结构数据库和位点数据库也尚

未完善，对 N-糖基化系统改造的指导作用有限，

需要提交更多的 N-聚糖相关数据。目前基因编

辑技术正在不断发展，本课题组张哲等基于

CRISPR系统的改良方案能够更高效且精确地对

米曲霉基因进行敲除，而且越来越多的真菌基因

功能也被不断确定，因此真菌 N-糖基化系统改

造的效率和安全性必然会逐渐提高；而不断开发
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的 N-聚糖检测技术和分析技术使得真菌和高等

动物的 N-聚糖结构以及其糖基化位点信息在不

断被揭露，N-聚糖的结构数据库和位点数据也必

定逐渐完善[82]。期望能有更多研究人员参与 N-
糖基化研究，共同努力提高 N-聚糖的相关技术

且丰富 N-聚糖的相关信息，相信真菌异源糖蛋

白表达系统能够通过不断优化和改造，逐渐取代

哺乳动物细胞，最终成为首选的医用糖蛋白生产

工具。 
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