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摘  要：丝状真菌表面展示技术是将表达的目的蛋白固定在丝状真菌细胞表面的一项新兴基因工

程技术。丝状真菌具有极强的蛋白质分泌能力和良好的蛋白质翻译后加工能力，因而越来越多的

丝状真菌表面展示技术得到开发和应用。本文就丝状真菌表面展示系统的研发和应用进展进行综

述，并介绍与该系统构建密切相关的丝状真菌的细胞壁组成、锚定蛋白和遗传转化方法等技术。 
关键词：丝状真菌；表面展示技术；糖基磷脂酰肌醇(glycosylphosphatidylinositol, GPI)锚定蛋白；
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Abstract: Surface display technology, an emerging genetic engineering technology, can 
immobilize the target protein on the cell surface of filamentous fungi. Since filamentous fungi 
have strong abilities of protein secretion and post-translational processing, surface display 
technology has been developed for increasing filamentous fungi. We review the development 
and application of the surface display system of filamentous fungi and introduce the cell wall 
composition, anchored proteins, and genetic transformation methods of filamentous fungi which 
are closely related to the construction of the system. 
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表面展示技术(surface display technology)
在基因工程的基础上发展起来，其原理是通过将

目的蛋白的基因序列(外源蛋白)与特定的载体

蛋白基因序列(又叫定位序列)融合后导入特定的

宿主细胞，从而使目的蛋白以融合蛋白的形式定

位于宿主细胞表面。目的蛋白与载体蛋白的融合

方式主要有 3 种，即 C 端融合、N 端融合和插

入融合，根据目的蛋白和载体蛋白不同的特性选

择合适的融合方式可提高表面展示效率 [1]。目

前，丝状真菌表面展示技术融合蛋白的融合方

式均采用插入融合，融合蛋白需要有翻译后经

糖基磷脂酰肌醇 (glycosylphosphatidylinositol, 
GPI)修饰的锚定蛋白锚定在细胞表面。融合

蛋白可展示在噬菌体以及细菌、真菌、昆虫

和动物等细胞的表面 [2]，甚至哺乳动物细胞也

可进行表面展示[3]。表面展示的蛋白除了用于

功能、结构和生化研究外，还可应用于药物开

发[4]、生物电池[5]、生物传感器[6]和生物修复[7]等

领域。 
表面展示技术首次公开发表于 1985 年，当

时 Smith[8]以噬菌体为载体，成功地在其表面展

示了 EcoR I 内切酶抗原。此后的 30 多年间，

噬菌体表面展示技术得到不断完善，尤其在新

型冠状病毒感染 (corona virus disease 2019, 
COVID-19)期间，还被用于宿主和病原体相互

作用的研究、COVID-19 的表位定位研究和中

和抗体筛选[9]等。然而，由于噬菌体表面展示

系统无法展示大分子蛋白和体积小导致的与荧

光激活细胞分选技术(fluorescence activated cell 
sorting, FACS)不兼容等缺陷，限制了噬菌体表

面展示技术的进一步发展[10]。细菌表面展示系

统虽经过大力发展，但部分细菌仍存在转化率

低、大量分泌蛋白酶等问题，严重影响其进一

步发展[11]。表面展示技术也在酵母上获得成功，

该平台被广泛应用于蛋白质相互作用的研究、

抗体设计和蛋白质工程，因此，酵母表面展示

被称作是一种用于蛋白质和多肽研发的尖端技

术[12]。但是酵母表面展示技术也存在文库大小

多样性数量级比较低、表达产物过度糖基化、

多数流式细胞仪的低流速严重影响大蛋白质分

选等问题[13-14]。丝状真菌表面展示系统因丝状

真菌的蛋白分泌能力强、易培养等受到关注，

与噬菌体、细菌等表面展示系统相比，其翻译

后加工能力更强，更接近于高等真核生物[15-16]。

同时，丝状真菌更容易生产哺乳动物糖型，所产

生的核心糖链结构与人类更为接近[17]，其高效

的同源和异源蛋白的表达能力及高效的木质纤

维降解活性也是酵母无法比拟的，这也预示着

丝状真菌表面展示系统可以作为全细胞生物催

化剂[18]。此外，丝状真菌在液体发酵中很容易

形成菌丝球，丝状真菌表面展示系统可弥补单

细胞生物在溶液中反复利用需要离心、过滤或

固定化等不足。与常规的丝状真菌表达异源蛋

白相比，两者均能成功表达异源蛋白，但常规

的丝状真菌异源蛋白表达是在细胞体内表达，

而丝状真菌表面展示系统是将蛋白表达于细胞

表面。蛋白质通过表面展示技术表达在丝状真

菌细胞表面，简化了蛋白质纯化流程，移除了制

备生物催化剂时需要固定化的步骤[19]，也为丝

状真菌异源蛋白的表达提供了更广阔的应用领

域。然而与发展成熟的常规的丝状真菌表达异

源蛋白相比，丝状真菌表面展示技术尚处在初

级阶段，已知的丝状真菌 GPI 锚定蛋白有限，

应用也受限。 
尽管酵母菌也是真菌，所建立的酵母表面

展示系统已经相当成熟，但其大多数锚定蛋白

在丝状真菌中缺乏同源性，限制了这些蛋白在

丝状真菌表面展示系统的应用[18]。随着丝状真

菌基因组、转录组和蛋白质组研究的深入，构

建丝状真菌表面展示系统的锚定蛋白得以由酵
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母源向丝状真菌源过渡，降低丝状真菌酶解外

源蛋白的风险。人们根据不同研发目的，选择

合适的丝状真菌进行表面展示，目前已经在米

曲霉 (Aspergillus oryzae)、烟曲霉 (Aspergillus 
fumigatus)、里氏木霉(Trichoderma reesei)和黑

曲霉(Aspergillus niger)等丝状真菌中成功地进

行了表面展示，并在生物催化剂和构建疾病监

测模型等领域有初步应用[20-23]。本文将就丝状

真菌的表面展示系统的研发进展及其应用进行

综述，并介绍与该系统构建密切相关的丝状真

菌的细胞壁组成、锚定蛋白和遗传转化方法。 

1  丝状真菌表面展示系统的开

发与应用 
1.1  丝状真菌表面展示系统的开发 
1.1.1  米曲霉表面展示系统 

米曲霉(Aspergillus oryzae)是对传统发酵食

品和饮料生产至关重要的真菌，在中国和日本

等国家被广泛用于酱油、大豆酱和米酒等发酵

食品的生产已有数百年历史，被认为是安全的

(generally recognized as safe , GRAS)[24]。由于其

具有完整的翻译后修饰系统、强大的蛋白生产

能力和分泌能力，因而被用作生产同源或异源

蛋白质的宿主。随着曲霉属分子生物学的广泛

研究，米曲霉的基因工程已被应用于蛋白质生

产[25]和使用支持基质固定化方法的生物转化[26]。

2008 年，Adachi 等[20]首次成功构建米曲霉表面

展示系统，该系统以来自米曲霉的 sodM 启动

子和 glaB终止子的 pISI载体构建了米曲霉表达

载体，大肠杆菌 NovaBlue 作为重组 DNA 的克隆

宿主，野生型米曲霉 OSI1031 作为表面展示系统

的表达宿主。首先，通过对米曲霉基因组的分析，

选择了 MP1、CWP、648、090 和 279 共 5 个可

能定位于细胞壁的内源蛋白作为候选锚定蛋

白，以绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, 

GFP)为检测目的蛋白，构建了 5 个分别命名为

pISI-GFP-MP1、pISI-GFP-CWP、pISI-GFP-648、
pISI-GFP-090 和 pISI-GFP-279 的载体；随后采

用原生质体-聚乙二醇转化法将上述载体转入米

曲霉，在完成遗传转化的米曲霉表面对候选锚定

蛋白的锚定效果分别进行了 GFP 的荧光检测，结

果显示，当 MP1 和 CWP 作为锚定蛋白时可在米

曲霉表面观察到较强的 GFP 荧光；当用 MP1 和

CWP 作为锚定蛋白进行 β-葡萄糖苷酶的表面展

示时，可明显检测到 MP1 的活性高于 CWP。这

些研究结果表明 MP1 蛋白在米曲霉中可以作为

GPI 锚定蛋白表面展示异源和内源蛋白。该研究

是表面展示技术在丝状真菌上的首次成功应用。 
1.1.2  烟曲霉表面展示系统 

烟曲霉(Aspergillus fumigatus)是一种机会

致病真菌，可在易感、免疫系统功能低下的群

体中引发多种疾病，特别是高致死率的侵袭性

疾病和一些不太常见的皮肤型曲霉菌病，而对

曲霉病发病机制的研究和药物测试严格依赖合

适的疾病模型[21]。2012 年，Donat 等[21]成功构

建烟曲霉表面展示系统并用作疾病模型，该研

究以烟曲霉野生型菌株 ATCC 46645 为宿主细

胞，以 pSK478 为质粒，经改造获得由构巢曲霉

gpdA 为启动子驱动、以 his2A 为标记基因、MP1
为锚定蛋白和高斯荧光素酶(Gaussia princeps 
luciferase, Gluc)为目的蛋白的 pSK481 表达载

体，经原生质体-聚乙二醇转化法将载体导入宿

主细胞后，成功选育出一株将生物发光报告基

因 Gluc的表达产物展示在细胞表面的烟曲霉菌

株。Gluc 在烟曲霉表面的展示标志着丝状真菌

表面展示系统已经具有初步的实际应用。 
1.1.3  里氏木霉表面展示系统 

里氏木霉(Trichoderma reesei)是一种非常

高效的纤维素酶工业生产菌株，其具有很高的

蛋白质合成和分泌能力，随着对里氏木霉的深
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入研究，在促进其内源蛋白(如纤维素酶)的基因

工程表达领域取得了长足进步。尽管分子生物

学的发展十分迅速，也有越来越多的外源蛋白

在丝状真菌得到表达，但远远达不到工业化生

产的要求。里氏木霉具有丝状真菌易培养、成

本低、生长快以及易工业化的特点，因而成为

工业化表达外源蛋白的理想宿主[27]，表达的蛋

白均在细胞内或分泌细胞外，在里氏木霉细胞

表面展示蛋白鲜有报道。2013 年，苏建臣等[22]

首次将表面展示技术应用于里氏木霉而成功构

建了里氏木霉表面展示系统，该研究是以里氏木

霉尿苷合成缺陷型菌株 Tu-6 (pyr4‒)为宿主，以

含有 pyr4 基因的 TA kulox pyr4 为质粒，以组成

型启动子GPDA和构巢曲霉 TrpC终止子构建了

表达载体 GPDA-Pro：chiB-N-signal-GFP-MP1-C；

与传统的选用一个锚定蛋白来锚定目的蛋白的

方法不同，该载体 N 端的分泌信号肽和 C 端的

糖基磷脂酰肌醇 (glycosylphosphatidylinositol, 
GPI)锚定信号分别来自两个蛋白，分泌信号肽

来自烟曲霉几丁质酶 AfChiB 的 N 端分泌信号

肽，C 端的 GPI 锚定信号来自烟曲霉 AfMp1p
的 C 端 GPI 锚定信号；通过原生质体-聚乙二醇

转化法将载体导入成功里氏木霉后，通过实时

荧光定量(real time quantitative PCR, RT-qPCR)
和蛋白定量、Western blotting 和荧光观察分别

对转基因后 GFP 的表达和 GFP 的定位进行了

研究，结果表明，GFP 基因表达高峰发生在里

氏木霉生长平台期的中后期，GFP 蛋白定位在

里氏木霉细胞壁。里氏木霉表面展示系统的成

功构建为外源蛋白在丝状真菌中的表达提供了

方向，同时也指出分泌信号肽和 GPI 锚定信号

是表面展示技术的两个关键点，二者可来自不

同蛋白但缺一不可。 
1.1.4  黑曲霉表面展示系统 

黑曲霉(Aspergillus niger)因为其独特的食

品安全特性和优良的蛋白质分泌能力而成为最

重要的食用酶生产宿主之一。经改良，黑曲霉已

成功商业化生产糖淀粉酶等 19 种食用酶和柠檬

酸、葡萄糖酸等多种可食用有机酸[28]。2014 年，

Pan 等[23]首次成功构建黑曲霉表面展示系统，该

研究所用的菌株是黑曲霉 SH-1，质粒是 pUC19，
经改造，成功构建成由黑曲霉内源糖化酶启动

子 Pgla 和米曲霉 α-葡萄糖苷酶终止子 TagdA、以
Flag 为标签、以 CwpA 为锚定蛋白的 pCaLB-C
表达载体，目的蛋白为南极假丝酵母脂肪酶 B 
(Candida antarctica lipase B, CaLB)；经原生质

体-聚乙二醇转化法将载体导入黑曲霉，对转化

后代进行表型观察发现，在转化了 CaLB-Flag- 
CwpA 表达载体的黑曲霉菌丝表面能明显观察到

绿色荧光信号，表明黑曲霉表面展示系统已经成

功构建。CwpA 作为锚定蛋白可在黑曲霉表面展

示酶蛋白，该系统也可用于其他目的蛋白在黑曲

霉细胞的表面展示，同时也为 CwpA 可能用于其

他丝状真菌表面展示系统的构建提供了新思路。 

1.2  丝状真菌表面展示系统的应用 
1.2.1  作为全细胞生物催化剂 

近年来，随着绿色化学原则的逐渐普及，

由经济和绿色技术分离或合成的安全食品的需

求得到提升，使用自然可用的底物和食品级催

化剂成为生产工艺的共识。与传统的化学催化

剂相比，酶不仅更安全，而且反应条件更温和、

更环保。微生物表面展示食品级酶不仅保障了

产品的安全，更是开发了绿色的生产工艺。 
2014 年，Pan 等[23]首次使用经 GRAS 认证

的丝状真菌黑曲霉为宿主细胞，其内源性细胞

壁蛋白 CwpA 为 GPI 锚定蛋白，表面展示了南

极假丝酵母脂肪酶 B (CaLB)，成功构建黑曲霉

全细胞催化剂；该系统经 45 h 的麦芽糖诱导后，

水解活性和合成活性分别达到 400 U/g-干细胞

和 240 U/g-干细胞，作为全细胞催化剂，该系
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统可用于一系列不同链长的脂肪酸和乙醇，经

酶促反应后合成乙酯，其中己酸乙酯 2 h 转化

率高达 87%，月桂酸乙酯 2 h 转化率高达 89%，

硬脂酸乙酯 3 h 转化率高达 84%。这些结果表

明，该系统作为全细胞催化剂表面展示的食品

级 CaLB 可完全替代商业脂肪酶。2016 年，Pan
等[29]对上述试验进行了改进，采用酿酒酵母的

内源 GPI 锚定蛋白 Sed1 在黑曲霉表面展示

CaLB，并对该新型黑曲霉全细胞生物催化剂在

合成绿色生物溶剂异丙酯(isopropyl ester, IPE)
的催化特性方面进行了研究；新型全细胞生物

催化剂在 65 ℃条件下表现出极大的操作稳定

性，反应 6 h 后，月桂酸异丙酯、肉豆蔻酸异

丙酯和棕榈酸异丙酯的产率最高，分别达到

79.21%、81.62%和 81.41%。表明全细胞生物催

化剂在化妆品、制药、食品和其他工业中应用

潜力巨大。 
1.2.2  对疾病感染进行监测 

烟曲霉为侵袭性曲霉病最常见的分离菌，

可引起人类特别是免疫缺陷患者的肺、鼻、眼

睛、脑和骨骼的感染。侵袭性曲霉病死亡率极

高，因其一般确诊晚，并且治疗方法不多。因

此亟须构建曲霉病的感染模型，为高通量药物

筛选提供途径。2012 年，Donat 等[21]以烟曲霉

为表面展示宿主，以米曲霉细胞壁蛋白 MP1 的

烟曲霉同源基因为 GPI 锚定蛋白,在烟曲霉表面

展示了高斯荧光素酶(GLuc)；该监测技术是以

非侵入性成像技术作为跟踪真菌感染的方法，

并允许高通量地筛查，所需要的实验动物较少；

高斯荧光素酶的表面表达使人们能够灵敏和快

速的检测到该菌株在添加底物后产生的荧光，

并且荧光强度与烟曲霉的数量密切相关，该菌

株可以在皮肤曲霉病模型中对感染进行实时监

测，更能利用该菌株进行抗真菌治疗的观察。

该应用的出现不仅为疾病模型的研究提供了新

思路，更将丝状真菌表面展示技术的应用带到

了一个新领域，相信丝状真菌表面展示系统未

来会应用于更多的领域。 

2  丝状真菌表面展示系统的技

术基础 

2.1  外源蛋白在丝状真菌细胞壁锚定的机制 
2.1.1  GPI 锚定蛋白 

GPI 锚定蛋白是经过一种保守的翻译后修

饰——GPI 修饰后具有锚定能力从而在细胞

表面发挥生物学功能的一种蛋白。其可以根

据蛋白锚定的位置不同细分为 GPI 细胞膜蛋

白 (glycosylphosphatidylinositol cell membrane 
protein, GPI-CMP) 和 GPI 细 胞 壁 蛋 白

(glycosylphosphatidylinositol cell wall protein, 
GPI-CWP)，细胞壁蛋白 50%以上是 GPI 锚定蛋

白[30-31]。最终无论锚定到质膜还是细胞壁，GPI
锚定蛋白在丝状真菌和其他真菌的细胞结构和

功能中都起着重要的作用。研究表明，完全阻

断烟曲霉 GPI 锚(GPI-anchors)的合成会导致细

胞壁缺陷、菌丝生长异常、分生孢子快速萌发

和异常分生，可见合成 GPI 锚并将其连接到 GPI
锚定蛋白是烟曲霉细胞壁完整性、形态发生和

毒力所必需的[32]。 
GPI 锚定蛋白是目前真菌表面展示系统构

建中使用最多的锚定蛋白，一个可用的 GPI 锚

定蛋白应该具备 4 个特征：(1) N 端含有一个分

泌信号肽，可以保证融合蛋白穿过内膜[33]；(2) C
端含有一个可以与 GPI 锚结合的锚定信号肽，

保证融合蛋白在细胞表面而不会脱落[33]；(3) 靶
蛋白插入 GPI 锚定蛋白应该能保持持续稳定[1]；

(4) 不被周围空间或介质中的蛋白酶降解[1]。其

中，确定靶蛋白在载体蛋白上的插入位点很重

要。3 种方法可以对载体蛋白的插入位点进行

预测：(1) 将载体蛋白与已知结构的同源变体进
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行比较，可以找到可能插入的位置，这是最简

单、最有效的方法；(2) 通过预测算法或计算机

程序来计算出载体蛋白的亲水氨基酸分布来判

断可能的插入位置；(3) 将靶蛋白随机插入载体

蛋白的主要序列中，多次试验以检测细胞表面

是否存在靶蛋白。总而言之，靶蛋白在载体蛋

白上的插入位点介于载体蛋白 N 端信号肽和 C
端 GPI 结合位点 ω 位点之间。此外，GPI 锚定

信号由 ω 位点、5−10 个氨基酸组成的间隔区域

和 10−15 个氨基酸组成的疏水区域 3 部分组成，

在 GPI 锚点添加的过程中，GPI 锚定蛋白在 ω
位点被切割，剩下的蛋白质与 GPI 锚中的乙醇

胺残基结合从而具备锚定功能 [30,34-35]。通过对

酿酒酵母的 GPI 锚定蛋白进行电子分析，发现

二碱基基序对锚定位点的重要性，即在“ω-”上
游 4 个氨基酸中若存在 2 个碱性氨基酸，则 GPI
锚定蛋白最终定位于细胞膜，如果无碱性残基

或者被疏水氨基酸取代，则最终定位于细胞壁，

但二碱基基序并不起决定性因素。例如，富含

丝氨酸和苏氨酸的氨基酸长链的存在也可形成

细胞壁锚定[36-38]。由于丝状真菌与酵母细胞壁

的差异性，酵母的 GPI 锚定蛋白不一定适用于

丝状真菌。最新的烟曲霉 GPI 锚定蛋白研究[39]

表明，ω-1 或 ω-2 位的单一碱性氨基酸即可使

蛋白定位在细胞膜，这与对酿酒酵母的锚定认

知有所不同。表 1 总结了目前丝状真菌表面展

示系统所使用过的 GPI 锚定蛋白。 
2.1.2  细胞壁组成 

真菌细胞壁是一个由蛋白质复合体合成、

多糖组成、复杂而动态的实体，对真菌的发育

至关重要，其中，构建丝状真菌表面展示系统

的关键性锚定蛋白——GPI 锚定蛋白也参与了

细胞壁的合成，特别是多糖的重塑[40]。真菌细

胞壁主要由葡聚糖、甲壳素、壳聚糖、甘露聚

糖/半乳甘露聚糖和糖蛋白组成[30,41]。但酵母和

丝状真菌的细胞壁，甚至是同类型不同的物种

在蛋白种类和含量上均有所不同，详情可参考

表 2。 
葡聚糖是部分真菌 GPI 锚定蛋白锚定到细

胞壁所必需的。β-1,3-葡聚糖是所有特征性真菌

细胞壁的主要成分，大概能占到细胞壁质量的

30%−80%。在酿酒酵母细胞壁中，β-1,3-葡聚糖

是一种支化聚合物，通过 β-1,6-支链与核心聚合

物相连[42]。β-1,6-葡聚糖是酿酒酵母和白色念珠

菌细胞壁的重要成分。在酿酒酵母中，β-1,6-葡
聚糖与 β-1,3-葡聚糖、甲壳素及 GPI 锚低聚糖

形成交联[43-46]。GPI 锚与细胞壁基质交联则将

GPI 锚定的细胞壁蛋白共价连接到细胞壁，可 
 
表 1  丝状真菌表面展示系统使用的 GPI 锚定蛋白 
Table 1  GPI-anchored proteins used in the surface display systems of filamentous fungi 
生物 
Organism 

锚定蛋白 
Anchor protein 

蛋白 ID 
Protein ID 

长度 
Length (aa) 

功能 
Function 

定位 
Localization 

黑曲霉 
Aspergillus 
niger 

CwpA AAT09020 288 GPI 锚定细胞壁甘露蛋白 
GPI anchored cell wall mannoprotein 

细胞壁 
Cell wall 

烟曲霉 
Aspergillus 
fumigatus 

MP1 KAH1574349 
 

284 细胞壁甘露蛋白 
Cell wall mannoprotein 

细胞壁 
Cell wall 

酿酒酵母 
Saccharomyces 
cerevisiae 

Sed1p Q01589 338 抗氧化应激，维持线粒体基因组 
Resistance to oxidative stress, 
maintenance of mitochondrial genome 

细胞壁；内质

网；线粒体 
Cell wall; ER; 
mitochondria 
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表 2  部分真菌细胞壁组成[30] 
Table 2  The cell wall composition of some fungi[30] 
细胞壁组成 
Cell wall component 

酿酒酵母 
Saccharomyces cerevisiae 

白色念珠菌 
Candida albicans 

烟曲霉 
Aspergillus fumigatus 

粗糙脉孢霉 
Neurospora crassa 

甲壳素 
Chitin (%) 

1−2 2−6 7−15 4 

β-1,3-葡聚糖 
β-1,3-glucan (%) 

50−55 30−39 20−35 87 

混合 β-1,3/1,4-葡聚糖 
Mixed β-1,3/1,4-glucan 

‒ ‒ + + 

β-1,6-葡聚糖 
β-1,6-glucan (%) 

10−15 43−53 ‒ ‒ 

α-1,3-葡聚糖 
α-1,3-glucan (%) 

‒ ‒ 35−46 仅分生孢子含有 
Contained only in conidia 

外链甘露聚糖 
Outer chain mannan (%) 

10−20 38−40 ‒ ‒ 

半乳甘露聚糖 
Galactomannan (%) 

‒ ‒ 20−25 12 

黑色素 
Melanin 

‒ 感染期菌丝 
Infected hyphae 

分生孢子 
Conidia 

子囊孢子和子囊壳 
Ascospore and perithecium 

+：含有；‒：不含此类物质 
+: Contained; ‒: No such substances. 
 
见，β-1,6-葡聚糖在酿酒酵母细胞壁基质的形成

过程中不可或缺[30,42]。但是在其他真菌诸如烟

曲霉、粗糙脉孢霉等丝状真菌细胞壁并未发现

β-1,6-葡聚糖，也并未发现影响 β-1,6-葡聚糖产

生的蛋白的编码基因，这表明丝状真菌是使用

其他聚合物将细胞壁成分交联在一起[30]。这也

是致使酵母表面展示系统中绝大多数 GPI 锚定

蛋白无法在丝状真菌表面展示系统成功锚定的

原因之一。 
甘露聚糖和半乳甘露聚糖也是 GPI 锚定蛋

白锚定到细胞壁的重要成分。甘露聚糖和半乳

甘露聚糖以 O-连接的糖基化和 N-连接的低聚

糖的形式存在，突变分析表明，影响 O-连接的

低聚糖合成的突变可以对白色念珠菌、烟曲霉

和粗糙脉孢霉产生巨大影响[47-50]。N-连接的半

乳聚糖是将细胞壁蛋白整合到丝状真菌粗糙脉

孢霉细胞壁基质中所必需的，缺少 OCH-1 的突

变体不能将 GPI 锚定和非 GPI 锚定的细胞壁蛋

白锚定到细胞壁中[51]。然而烟曲霉 OCH-1 突变

体仍然具有正常形态 [52]。表明不同丝状真菌

GPI 锚定蛋白锚定到细胞壁的方式可能不同。

图 1 为丝状真菌表面展示系统示意图。 

2.2  丝状真菌的遗传转化方法 
丝状真菌表面展示技术的发展依托基因工

程，将外源基因导入丝状真菌是关键。尽管大

量丝状真菌的基因组序列被陆续公布，但是丝

状真菌与酿酒酵母等单细胞生物相比，其具有

遗传背景复杂、形态比较特殊、细胞壁较厚等

特点，导致导入外源基因较为困难，因此高效

稳定的转化体系是发展丝状表面展示技术的前

提。表 3 总结了目前已有的丝状真菌遗传转化

方法。 
尽管丝状真菌遗传转化方法被陆续开发，

但在丝状真菌表面展示系统的构建中目前只应

用了原生质体-聚乙二醇转化法，其他方法目前

尚未见到相关研究报道。 
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图 1  丝状真菌表面展示系统示意图   A：表达载体的核心元件. B：细胞壁结构. C：目的蛋白的展示 
Figure 1  Diagram of surface display system in filamentous fungi. A: The core elements of expression vector. 
B: Cell wall structure. C: Display of target protein. 
 

原生质体-聚乙二醇转化法因其仪器设备

简单、成本低、操作方便而在丝状真菌转化中

得到广泛应用。1978 年，Hinnen 等[63]使用聚乙

二醇法(polyethylene glycol, PEG)完成酵母原生

质体的转化，该方法的原理是 PEG 可以和一些

多聚物、Ca2+等二价阳离子以及外源 DNA 在原

生质体表面形成颗粒沉淀，同时 PEG 通过干扰

细胞膜表面的电荷平衡影响细胞间的相互识

别，从而使 DNA 进入原生质体。2008 年，Adachi
等[20]首次在米曲霉表面展示系统的构建中应用

原生质体-聚乙二醇转化法来进行转化，具体方

法是将原生质体悬浮在 5% NaCl、10 mmol/L 
CaCl2、10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)溶液中，浓

度为 2.5×108/mL，取 200 μL 原生质体悬浮液加

入10 μL质粒DNA，充分混匀后冰上静置30 min，

然后加入 1 mL 25% (质量体积分数) PEG4000、
50 mmol/L CaCl2、10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)，
轻轻混匀，室温下静置 15 min 后用 6 mL 5% 
NaCl、10 mmol/L CaCl2、10 mmol/L Tris-HCl 
(pH 7.5)稀释，700×g 离心 5 min，用相同的缓

冲液清洗后接种在察式培养基上进行筛选，继

代培养了 3 次获得稳定转化子，将转化子在液

体培养基培养后清洗两次置于 BZ-8000 荧光显

微镜下检测 GFP 荧光，表明米曲霉原生质体转

化成功。由于原生质体-聚乙二醇转化法发展时

间较早，技术相对成熟，且相较于其他转化方

法具有一定优势，其他丝状真菌表面展示系统

的构建也均使用此方法，操作步骤略有不同，

但最终都成功转化。美中不足的是，该方法的

受体只能是原生质体，原生质体难制备、培养 
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表 3  丝状真菌遗传转化方法 
Table 3  Methods used in genetic transformation of filamentous fungi 
方法 
Methods 

原理 
Principle 

优点 
Advantages 

缺点 
Disadvantages 

应用 
Application 

原生质体-聚乙二 
醇转化法 
Polyethylene glycol 
(PEG) mediated 
protoplast 
transformation 

PEG 和 CaCl2 促进外源 
DNA 和原生质体的融合 
PEG and CaCl2 promote the 
fusion of exogenous DNA  
and protoplasts 

转化率较高；设备要求

低；适合于多数真菌 
High transformation rate; 
unsophisticated 
equipments; suitable for 
most fungi 

试剂质量要求高；

变异率高；对原生

质体有毒 
High quality 
requirements for 
reagents; high 
mutation rate; toxic 
to protoplasts 

粗糙脉孢霉[53]； 
Neurospora 
crassa[53] 
构巢曲霉[54] 

Aspergillus 
nidulans[54] 

农杆菌转化法 
Agrobacterium 
tumefaciens 
mediated 
transformation 
(ATMT) 

整合外源 DNA 的 T-载体 
通过农杆菌进行转化 
T-vector integrating 
exogenous DNA was 
transformed by  
Agrobacterium tumefaciens 

更稳定高效；受体多样化 
More stable and efficient; 
recipients diversification 

需要双元载体；步

骤多；部分真菌对

乙酰丁香酮敏感 
Binary vectors 
required; multiple 
steps; some fungi 
are sensitive to 
acetosyringone 

韦伯灵芝[55] 

Ganoderma 
weberianum[55] 

限制性内切酶介导

转化法 
Restriction enzyme 
mediated integration 
(REMI) 

质粒 DNA 通过限制性内切酶

的作用插入基因组 
Plasmid DNA was inserted 
into the genome through the 
action of restriction 
endonuclease 

操作简单；转化率高； 
单拷贝插入概率大 
Easy to operate; high 
transformation rate; 
high probability of single 
copy insertion 

可能产生非标记转

化子 
Possibly produce 
unlabeled 
transformants 

红曲霉[56] 

Monascus anka[56] 

基因枪法 
Biolistics 
transformation 

用基因枪将吸附 DNA 的金粒

或钨粒高速射入受体细胞 
The gold or tungsten particles 
adsorbed DNA was rapidly 
inject into recipient cells by 
using a gene gun 

操作简便；受体多样化 
Handy operation; 
recipients diversification 

转化率低； 
仪器昂贵 
Low tansformation 
rate; expensive 
equipment 

构巢曲霉[57] 

Aspergillus 
nidulans[57] 
里氏木霉[58] 

Trichoderma 
reesei[58] 

电穿孔转化法 
Electroporation 
transformation 

DNA 借助高压电脉冲导致 
的细胞膜裂缝进入细胞 
DNA enters cells through 
membrane cracks caused by 
high-voltage electrical pulses 

简单、快速、高效； 
受体多样化 
Simple, fast and efficient; 
recipients diversification 

设备特殊； 
部分细胞死亡 
Special equipment; 
some cell death 

米根霉[59] 

Rhizopus oryzae[59] 
黑曲霉[60] 

Aspergillus niger[60] 

醋酸锂转化法 
Lithium acetate 
transformation 

Li+增强细胞渗透性 
Li+ enhances cell permeability 

转化率高；设备要求低 
High efficiency; 
unsophisticated 
equipments 

受体有限 
Limited recipients 

白绒鬼伞[61] 

Coprinus 
cinereus[61] 

冲击波法 
Shock-wave- 
mediated 
transformation 
(SWMT) 

冲击波使细胞短暂透化 
Shock wave makes the cells 
permeate briefly 

转化率高；参数容易控制 
High conversion 
efficiency; the parameters 
are easy to control 

受体有限； 
仪器昂贵 
Limited recipients; 
expensive 
instruments 

黄孢原毛平革菌[62] 

Phanerochaete  
chrysosporium[62] 
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难度大、PEG 对原生质体有一定的毒性并且变

异率高[64]，使其近年来在丝状真菌转化中使用

次数越来越少。 
农杆菌转化法也逐渐成为丝状真菌转化的

重要方法，随着对其转化机制的深入了解，该

方法将越来越完善[65]。 

3  展望 
丝状真菌表面展示技术的发展进一步扩大

了表面展示技术的应用领域，是表面展示技术

的重要组成部分。从 2008 年表面展示技术首次

在丝状真菌米曲霉上应用至今，丝状真菌表面展

示技术的发展较为缓慢，主要原因是丝状真菌内

源 GPI 锚定蛋白开发有限和丝状真菌基因工程

困难较大。但随着转化方法和遗传工具的发展，

丝状真菌表面展示系统可能迎来新的突破。在转

化方法上，丝状真菌的转化越来越依赖农杆菌转

化法，该方法转化效率高、受体多样化，并且对

受体无毒害作用，本实验室从事丝状真菌韦伯

灵芝的基因工程研究，经 Zhou 等[55]对农杆菌转

化法的改进，丝状真菌的转化变得更加简单、

高效，有希望进一步发展成为丝状真菌表面展

示系统转化的热门方法。在遗传工具上，特别

是成簇规律间隔的短回文重复序列及其相关系

统(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats-related nuclease 9, CRISPR/Cas9)技术的

出现，使得在丝状真菌中自由建立表面展示蛋

白质的系统成为可能，如若能成功编辑 GPI 锚

定蛋白的氨基酸，就有可能实现 GPI 锚定蛋白

在细胞膜和细胞壁之间的自由锚定。同时，随

着越来越多可用的丝状真菌基因组、转录组和

蛋白质数据的相继公布，新的丝状真菌内源 GPI
蛋白将会被陆续发现，这将大大增加展示蛋白与

锚定蛋白的匹配度，越来越多样化的丝状真菌表

面展示系统将被发掘。 

虽然目前丝状真菌表面展示技术应用范围

相对有限，但是从其他已经成熟的表面展示技术

可以发现，环保、染料脱色等领域依旧是未来丝

状真菌表面展示技术发展的主题。特别是环保领

域，丝状真菌有着得天独厚的优势。丝状真菌

经过液体培养形成的菌丝球具有表面积大、生

长速度快、沉降性能好、适应性强、能在废水

环境中生长的优点，是微生物治理环境的友好

型材料[66]。相较于传统微生物治污，丝状真菌

表面展示系统治污具有可重复使用、抗逆性好和

菌丝球个体大易回收等优点，菌丝球表面表达的

金属结合肽特异性结合的重金属污染物可以在

不破坏细胞的情况下除去，从而实现重复使用。

本实验室长期从事灵芝菌丝球发酵工程的研究，

已经实现了灵芝菌丝球的大型发酵罐培养[67]，

同时，灵芝对人体无害，如果能在灵芝菌丝球表

面展示金属结合肽，该丝状真菌表面展示系统将

在环境治理上具有重要作用。在染料废水脱色领

域，酶表达在细胞内，存在需要有毒诱导剂诱导、

纯化难度大和无法大规模提取等问题[68]。本实

验室从野外筛选到一株高产漆酶的菌株“韦伯灵

芝 TZC” (专利号为 200810198678.X)且已完成该

菌株漆酶的分离与纯化[69]，漆酶具有染料脱色

脱毒的功能，如果将漆酶表达在丝状真菌菌丝球

表面，以上问题都能迎刃而解，一种安全、廉价

的漆酶就可实现工业化生产，只需要将表面表达

漆酶等可脱色酶的菌丝球放入废水池即可实现

脱色。当然，丝状真菌表面展示技术也有一定的

风险，也有一部分丝状真菌如烟曲霉等具有一定

的感染性，如何做到在造福人类的同时还能保证

该系统的安全性，是一个值得思考的问题。  
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