
第 5卷 第 10期 食品安全质量检测学报 Vol. 5 No. 10 

2014年 10月 Journal of Food Safety and Quality Oct. , 2014 

 

                            

基金项目: 国家自然科学基金项目(31470542), 河北省自然科学基金项目(C2014407059) 

Fund: Supported by the National Natural Science Foundation of China (31470542) and Natural Science Foundation of Hebei Province of China 
(C2014407059). 
*通讯作者: 李军, 博士,教授, 主要研究方向为食品生物技术。E-mail: spgcx@163.com 

*Corresponding author: LI Jun, Professor, College of Food Science and Technology, Hebei Normal University of Science and Technology, 
Qinhuangdao 066600, China. E-mail: spgcx@163.com 

 

β-葡萄糖苷酶基因克隆及在丝状真菌中 
高效表达的研究进展 

朱凤妹, 彭丽莎, 李  军* 
(河北科技师范学院 食品科技学院, 秦皇岛  066600) 

摘  要: 纤维素酶是来源于真菌、细菌和原生动物并且能够降解纤维素成为葡萄糖单体的一组酶的总称, 包括

内切型(β-l,4)葡聚糖水解酶、外切型(β-1,4)葡聚糖水解酶、β-葡萄糖苷酶。β-葡萄糖苷酶能够水解纤维二糖产

生两分子的葡萄糖, 是纤维素酶的限速酶, 但其含量少、活力低, 成为纤维素酶解的瓶颈。因此, 通过基因重

组技术构建工程菌, 开展关于 β-葡萄糖苷酶基因高效表达的研究具有重要的意义。本文从 β-葡萄糖苷酶及其菌

株的筛选和育种、β-葡萄糖苷酶基因的克隆与表达、分泌及诱导等方面论述了如何使 β-葡萄糖苷酶在丝状真菌

中得到高效表达。 
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Research progress on β-glucosidase gene cloning and high level expression 
in filamentous fungi 

ZHU Feng-Mei, PENG Li-Sha, LI Jun* 
(College of Food Science and Technology, Hebei Normal University of Science and Technology, 

Qinhuangdao 066600, China) 

ABSTRACT: Cellulase is a group of several enzymes produced chiefly by fungi, bacteria, and protozoans 
which can catalyze cellulolysis, the decomposition of cellulose. It includes endo-1,4-beta-D-glucanase (beta-1, 
4-glucanase, beta-1,4-endoglucan hydrolase, endoglucanase D, 1,4-(1,3,1,4)-beta-D-glucan 4-glucanohydrolase) 
and β-glucosidase. β-glucosidase hydrolyzed cellobiose into 2 molecules of glucose which is the rate-limiting 
enzyme of cellulase. Moreover, β-glucosidase creates a bottleneck in cellulase hydrolysis owing to low content 
and poor enzyme activity. It is important to study the high level expression of β-glucosidase gene by construct-
ing of engineering bacteria using gene recombination technology. Herein, we review the current progress of 
studies on the strain screening and breeding, β-glucosidase gene cloning, secretion and induction, and high lev-
el expression in filamentous fungi. 
KEY WORDS: β-glucosidase; filamentous fungi; foreign gene cloning; expression 
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1  引  言 

随着近年来环境污染和能源危机的加重, 作为生物
能源重要材料之一的木质纤维素含有最广泛的碳源, 越来
越受到各国政府的高度重视[1]。β-葡萄糖苷酶作为纤维素
酶系中的一个重要成员, 在食品、医药和生物能源领域中
具有重要的应用价值[2]。β-葡萄糖苷酶(β-Glucosidase, EC 
3.2.1.21)属于纤维素酶类, 能够水解结合于末端非还原性
的 β-D-葡萄糖苷键, 同时释放出 β-D-葡萄糖和相应的配
基[3], 其来源不同底物特异性也不同[4]。近年来, 利用纤
维素酶高效分解秸秆产糖已成为国内外研究的热点[5]。β-
葡萄糖苷酶广泛存在于自然界中, 包括植物的种子、微生
物、动物和真菌。研究发现, β-葡萄糖苷酶参与己糖二磷
酸途径, 是参与双歧杆菌糖代谢的有关酶系之一[6]。此外, 
β-葡萄糖苷酶能将水果、蔬菜、茶叶中的键合态风味前体
物质水解为具有浓郁天然风味的游离态香气成分, 同时
能协助纤维素酶降解纤维素[7,8]。因此对 β-葡萄糖苷酶的
研究具有重要的理论和实用价值, 但是在纤维素酶组分
中 β-葡萄糖苷酶含量少、活力低, 成为纤维素酶解的瓶
颈。本文将对 β-葡萄糖苷酶在丝状真菌中的克隆及高效
表达进行综述。 

2  β-葡萄糖苷酶及其菌种的筛选和育种 

产 β-葡萄糖苷酶的微生物主要包括曲霉、木霉、酵母
和细菌, 但产量低, 不易大规模生产。目前关于纤维素酶生
产菌株的研究, 绝大部分集中于纤维素酶系齐全且酶活力
较高的木霉如绿色木霉和里氏木霉等菌株上[9-11], 但木霉
菌发酵产物中存在多种真菌毒素。曲霉属(Aspergillus)微生
物是发酵工业和食品加工业的重要菌种, 已被利用的近 60
种。黑曲霉不产生毒素, 是公认的安全微生物[12,13]。在产

纤维素酶的真菌中, 黑曲霉所产纤维素酶系中以 β-葡萄糖
苷酶的活力较高, 所以通过黑曲霉发酵来获得 β-葡萄糖苷
酶是一种很好的方法。诱变育种是在人为条件下, 利用物
理、化学等因素, 诱发生物体产生突变, 从中选择、培育成
微生物的新品种, 具有速度快、收效大、方法简单等优点。
到目前为止, 是微生物育种上最重要、最有效的技术[14]。

张玉梅[15]以黑曲霉 3.2130 为出发菌株, 经紫外线诱变处
理 , 采用平板培养筛选 , 获得一酸性蛋白酶缺陷的菌株
B4。另外, 随着分子遗传学和分子生物学的迅速发展, 原
生质体融合技术己成熟地应用于微生物的遗传育种实践

中。通过采用原生质体融合技术实现了酵母菌、霉菌、放

线菌和细菌等微生物的株内、株间、种间以及属间的融合。

朱凤妹等[16]采用原生质体融合技术对曲霉菌株高产 β-葡
萄糖苷酶进行研究, 并考察了 β-葡萄糖苷酶对葡萄酒增香
的作用机制。 

3  β-葡萄糖苷酶的分类与理化性质 

3.1  β-葡萄糖苷酶的分类 

β-葡萄糖苷酶按其底物特异性可以分成三类: 第一类
是能水解烃基-β-葡萄糖苷或芳香基-β-葡萄糖苷的酶, 此
类 β-葡萄糖苷酶能水解的底物有纤维二糖、对硝基苯-β-D-
葡萄糖苷等; 第二类是只能水解芳香基-β-葡萄糖苷的酶, 
这类酶能水解对硝基苯-β-D-葡萄糖苷等类似物; 第三类是
只能水解烃基-β-葡萄糖苷的酶, 这类 β-葡萄糖苷酶能水解
纤维二糖等[16]。 

3.2  β-葡萄糖苷酶的理化性质 

3.2.1  β-葡萄糖苷酶的相对分子量 
β-葡萄糖苷酶的相对分子质量通常在 40 kDa～250 

kDa之间。不同来源的 β-葡萄糖苷酶的相对分子质量由于
其结构和组成不同而差异很大。有的菌株本身含有胞内和

胞外 β-葡萄糖苷酶, 因此, 有时来源于同一菌株的 β-葡萄
糖苷酶可能是两种不同分子量酶的混合物, 甚至是多种不
同分子量酶的混合物。1992年, 王沁等[17]从黑曲霉发酵液

中分离提纯 β-葡萄糖苷酶, 共得到四种酶组分, 经凝胶电
泳鉴定均为单一谱带, 其分子量分别为 77000、67000、
73000、43000 kDa。2010年, 朱凤妹等[18,19]从黑曲霉和米

曲霉原生质体融合中纯化的 β-葡萄糖苷酶用SDS凝胶电泳
和凝胶过滤测得其分子量在 125 kDa左右。 
3.2.2  β-葡萄糖苷酶的等电点、最适 pH 

β-葡萄糖苷酶的等电点大都在酸性范围 3.5～5.5 之
间。但最适 pH可超过 7.0。国外学者从嗜碱芽孢杆菌中分
离出胞外 β-葡萄糖苷酶, 其最适 pH在 6.0～9.0之间[20]。 
3.2.3  β-葡萄糖苷酶的最适温度及热稳定性 

β-葡萄糖苷酶的最适温度在 40 ℃～110 ℃之间。通
常来源于古细胞的 β-葡萄糖苷酶, 其热稳定性和最适温度
要高于其他来源的 β-葡萄糖苷酶。如来源于古细菌
Pyrococcus furiosus 的 β-葡萄糖苷酶的最适温度为
102 ℃～105 ℃。 
3.2.4  β-葡萄糖苷酶的底物专一性 

大多数 β-葡萄糖苷酶结构专一性较差, 能裂解 C-N
键、C-S键、C-F键等。有些 β-葡萄糖苷酶甚至对 C6位

的专一性也不高, 能水解木糖。有些对糖基部分的 C4和

C2结构不专一, 能同时水解 β-葡萄糖苷键和 β-半乳糖苷
键。但是, 也有些 β-葡萄糖苷酶对底物表现出较强的专
一性。2003 年, Dayan 等[21]从美洲鬼臼的叶子中提取的

β-葡萄糖苷酶对足叶草毒素 -β-D-葡萄糖苷有很高的专
一性。 
3.2.5  金属离子和抑制剂对 β-葡萄糖苷酶的影响 

研究表明, Hg2+、Cu2+、Ag2+、SDS、EDTA对 β-葡萄
糖苷酶抑制作用比较明显[4]。葡萄糖也是 β-葡萄糖苷酶的
典型抑制剂。另外, Mn2+、Co2+对 β-葡萄糖苷酶有显著的
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激活作用。 

4  β-葡萄糖苷酶基因的克隆与表达 

4.1  β-葡萄糖苷酶基因的克隆 

早期 β-葡萄糖苷酶基因的克隆是通过构建总 DNA文
库或鸟枪法进行活性筛选的方式获得的。随着 PCR技术的
应用, 利用种属相似性扩增克隆得到许多 β-葡萄糖苷酶基
因, 随着基因组学的发展, 通过序列筛查定位分析出可能
的 β-葡萄糖苷酶基因, 是获得 β-葡萄糖苷酶新基因的有效
手段[22]。关于微生物 β-葡萄糖苷酶基因克隆的研究又以真
菌居多, 因为研究表明微生物中 β-葡萄糖苷酶酶活度高的
生产菌大多是真菌。少数细菌也能产 β-葡萄糖苷酶, 这主
要集中在杆菌[22]。另外, 越来越多的植物 β-葡萄糖苷酶基
因被陆续克隆研究。 

4.2  几种微生物表达系统的比较 

β-葡萄糖苷酶基因的表达可以通过表达检测方法研
究、原核系统中表达水平研究和真核系统中表达水平研究

来进行[22]。微生物表达系统是用于蛋白质生产及性质研究

的重要基础[22]。常用的微生物表达系统有大肠杆菌表达系

统、酵母表达系统和丝状真菌表达系统[23,24]。 
4.2.1  大肠杆菌表达系统 

大肠杆菌表达系统是基因表达技术中发展最早、目前

应用最广泛的经典表达系统。大肠杆菌可以表达多种多肽

和蛋白质, 具有遗传背景清楚, 培养周期短, 目标基因表
达水平高, 抗污染能力强, 代谢途径和基因表达调控机制
比较清楚等特点。外源真核蛋白如果具有以下性质: 分子
量小于 70 kDa、不含半胱氨酸、二硫键低于 3个, 不需要
翻译后修饰, 多数也可以在大肠杆菌表达系统中获得较好
的结果[25,26]。 

另外, 大肠杆菌的外源表达具有以下不足:  
(1) 大肠杆菌系统不具有真核细胞翻译后修饰加工的

功能, 无法帮助真核蛋白糖基化、磷酸化、正确折叠和分
泌等[27]。 

(2) 真核基因具有内含子, 所以只能用其 cDNA。天
然的真核基因在大肠杆菌细胞内不能转录为成熟的mRNA, 
转录水平的限制也导致翻译难以进行。 

(3) 大肠杆菌内源性蛋白酶易降解外来的真核生物基
因所表达的蛋白质分子。 

(4) 大肠杆菌细胞膜间隙中含有大量的内毒素, 痕量
的内毒素即可导致人体热原反应。 

(5) 蛋白在大肠杆菌内多数为非分泌型表达, 细胞内
杂蛋白多。表达载体就是在克隆载体基本骨架的基础上增

加表达元件, 使目的基因能够表达的载体。目前常用的表
达载体有非融合表达载体、融合表达载体, 分泌型表达载
体以及表面展示表达载体[28]。 

4.2.2  酵母表达系统 
酵母菌是一种单细胞真菌, 在有氧和无氧环境下都

能生存, 属于兼性厌氧菌。酵母基因表达系统是一种最近
发展迅速的外源蛋白质生产系统。与以往的基因表达系统

相比, 它具有无可匹敌的高表达特性, 已被认为是最具有
发展前景的生产蛋白质的工具之一。酿酒酵母和毕赤酵母

是目前最为成功的外源蛋白表达系统[29-31]。 
4.2.3  丝状真菌表达系统 

随着真核表达体系的建立完善, 近年来的研究表明, 
丝状真菌作为转化的宿主菌, 有着许多其他微生物(如细
菌、酵母)不可比拟的优点。丝状真菌即是霉菌, 有着极强
的繁殖能力, 而且繁殖方式也是多种多样的。在表达和分
泌蛋白方面, 丝状真菌通过对蛋白质进行翻译后修饰, 是
具有高效分泌蛋白质潜力的真核表达系统。除此之外, 丝
状真菌自身能够产生次级代谢产物丰富, 多数已经成为生
物技术下的产物, 并成为具有临床意义的药物[32]。 

综合以上三种外源基因的表达系统, 丝状真菌外源
蛋白分泌表达量可观, 培养简单、成本低, 转录翻译修饰水
平接近高等真核生物, 特别是发酵产物安全性高, 具有商
业化生产的优越性。 

4.3  丝状真菌作为 β-葡萄糖苷酶基因表达的宿主 

丝状真菌作为外源基因表达的宿主, 具有其自身的
优势和缺陷。 
4.3.1  丝状真菌作为外源表达系统的优点[32] 

(1) 具有可靠的安全性, 成本低廉, 操作简单。 
(2) 蛋白质分泌能力强。 
(3) 采用整合转化方式, 对遗传育种有利。 
翻译后蛋白的修饰和折叠更接近高等真核生物。 

4.3.2  丝状真菌作为外源基因表达系统的自身缺陷 
丝状真菌对真菌来源的同源蛋白的表达很理想, 但

是对哺乳动物和植物来源的异源蛋白的表达效果不是很

好。概括起来, 影响其产量因素主要包括以下几点:  
(1) 丝状真菌本身蛋白酶对其蛋白的降解。 
(2) mRNA的水平和其稳定性。 
(3) 折叠酶或分子伴侣短缺, 内质网, 高尔基体不能

正确加工和分泌蛋白[32]。 
4.3.3  丝状真菌作为外源基因表达系统的其他影响因素 

除上述丝状真菌作为外源基因表达宿主自身存在的

缺陷外, 外源基因的转化方法, 整合位点以及基因的结构
对外源基因表达都具有一定的影响。 

(1) 外源基因的转化方法 
常用的 DNA 转化技术有: 原生质体转化、农杆菌介

转化、电穿孔转化、基因枪转化[33]。总体而言, 原生质体
转化技术是应用最好的一种。但另有报道说, 原生质体技
术在转化黑曲霉时并不成功, 甚至都没产生转化子[34]。所

以, 到现在为止, 在预测某种转化方法是否可行上还没有
一般规律。 
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(2) 外源基因的整合位点 
如果外源基因整合到转录不活跃区域, 会导致外源

基因的沉默。为使外源基因整合到特定位点, 避免随机整
合。外源基因与纤维二糖水解酶 I 基因的启动子、终止子
构建成线状表达载体盒, 能使外源基因定点整合至木霉菌
的 cbh1位点[35]。 

(3) 外源基因的结构 
丝状真菌和酵母在信号序列上有明显的不同及在剪

切位点上的差异, 使酵母不能对丝状真菌的 pre-mRNA 进
行正确的加工, 因此穿梭表达较为困难。所以丝状真菌的
基因在酵母中的表达则较为困难, 可见丝状真菌识别外源
信号肽序列的能力要比酵母强[36]。 

(4) 外源蛋白的糖基化 
丝状真菌能分泌范围广的糖蛋白, 使之成为异源表

达的一个重要系统。但是, 异源表达蛋白对宿主的糖基化
模式有一定的要求。过度糖基化可阻碍外源蛋白的运输和

分泌。糖基化程度的不同, 也会影响蛋白的稳定性和半衰
期, 改变其活性, 降低其与底物的亲和性[37]。 
4.3.4  提高外源基因的分泌与表达量的策略 

为提高外源基因的分泌与表达量, 现在常用的几种
策略有: 使用高效强启动子、使用融合蛋白、构建蛋白酶
缺陷株、增强基因拷贝数、培养条件优化、影响蛋白质分

泌途径[37,38]。 
(1) 使用高效的启动子 
为达到异源蛋白过量表达的效果, 通常会选择一些

宿主自身的强启动子来进行调控。研究表明, cbh1 启动子
在黑曲霉中则表现为拷贝数越多增强效果越明显。另外, 
glaA 启动子也是黑曲霉作为异源表达宿主时普遍使用的
强启动子。 

(2) 构建融合蛋白 
丝状真菌表达的很多自身的蛋白能够高效分泌到胞

外, 构建融合蛋白。这种方法可以使异源蛋白的分泌量提
高 5～100倍。具体为利用异源基因取代某个分泌性良好的
同源蛋白基因的 3'端, 表达出融合蛋白, 用这个丝状真菌
自身的蛋白作为载体将目的蛋白“运出”细胞。通过基因融
合表达融合蛋白的方法虽然得到了广泛的应用, 但是其背
景知识仍然不是很清楚。 

(3) 构建酸性蛋白酶缺陷菌株 
研究发现丝状真菌自身表达的蛋白酶能够明显影响

异源蛋白的产量, 可以根据此特点, 选择不同的种株系用
于表达不同的目的蛋白。解决这个问题的另一种方法是通

过诱变或基因敲除等技术筛选出特异的蛋白酶缺陷的丝状

真菌突变株。刘丽等[39]利用紫外诱变技术成功筛选出一株

酸性蛋白酶活性缺陷的黑曲霉菌株, 其生长特性和糖化能
力与一般菌株无异, 但其胞外酸性蛋白酶活性只有正常菌
株的 0.76%。 

(4) 菌株稳定性 

丝状真菌的稳定性是分泌表达异源蛋白的前提, 多
种外源和内源因素均可诱发丝状真菌细胞凋亡[40]。首先, 
在获得初始转化子后, 筛选一定数量的单孢子很重要, 可
以降低阴性转化子和异核的可能性。另外, 丝状真菌表达
异源蛋白所需的能量和代谢资源, 会增加细胞代谢的负担, 
而且生产重组蛋白的菌株经常被不生产重组蛋白的菌株代

替, 使得低产量或不产生异源蛋白的菌株生长效率更快。 
(5) 增强基因的拷贝数 
通常来说, 可以通过引入多拷贝的表达载体来提高

表达。在黑曲霉中进行的增加葡糖淀粉酶基因拷贝数的实

验表明, 在一定范围内(l~20 拷贝), 酶表达量与拷贝数成
线性关系, 但随拷贝数的进一步提高, 表达不再升高, 原
因或许是由于调控蛋白的滴定效应所造成。 

(6) 培养条件的优化 
丝状真菌生长的环境因素也会影响其稳定性, 进而

影响表达的异源蛋白的稳定性。不同的培养方法产生的丝

状真菌形态不同, 其分泌效率也会不同。菌体的生长反过
来也会改变培养基的流动性, 造成碳源、氮源、氧气和 pH
值等在发酵罐中分布不均[41]。 
4.3.5  丝状真菌作为 β-葡萄糖苷酶基因表达 

1979 年 Case 等[42]首次在粗糙脉孢霉中建立了 DNA
转化系统, 人们逐渐发现丝状真菌作为外源基因表达系统
的优越性, 并开始致力于丝状真菌在基因表达上的研究。
现在, 通过生物技术手段的发展, 利用丝状真菌已经成功
表达牛凝乳酶原、Fab 抗体片段、人体白细胞介素-6 和
1,2-α-甘露糖苷酶等[43]。 

5  β-葡萄糖苷酶的分泌及诱导 

β-葡萄糖苷酶大多数是胞外酶[44], 而且是诱导酶, 即
只有外加纤维素或其他含 β(1→4)糖苷键的葡聚糖和少数
纤维寡糖时, 才能合成 β-葡萄糖苷酶并分泌到体外。在细
胞内, β-葡萄糖苷酶的合成通常受到诱导和产物阻遏作用
控制。细胞内合成的 β-葡萄糖苷酶浓度达到临界水平时, 
由于产物的阻抑作用, 使得酶的合成关闭。如果增加酶的
分泌与排出, 使细胞内的纤维素酶达不到临界水平, 酶的
合成就成为连续的过程, 可以增加酶的产量[45]。 

蛋白质的分泌是涉及多种细胞器的复杂过程[46]。丝状

真菌的外源蛋白的分泌有可能在蛋白质分泌的某个或某几

个环节中受到障碍。 
(1) 内质网: 分泌表达的异源蛋白需要在内质网中经

正确折叠后才具有生物活性, 未正确折叠的蛋白会滞留在
内质网中或被内质网降解清除, 这将严重影响蛋白的转运
和分泌[47]。 

(2) 高尔基体: 正确折叠的蛋白质从内质网靶向高尔
基体进行进一步的修饰, 说明蛋白的修饰与分泌主要在菌
丝的顶端[48]。 
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(3) 囊泡: 细胞物质转运实质上是细胞内的一个庞大
而复杂的物流系统。分泌途径是胞外蛋白生产的关键, 囊
泡是这一物流系统中的一种可调控的重要的运输工具。丝

状真菌中的囊泡转运可能是异源蛋白生产的瓶颈, 且具有
潜在的可提高分泌能力的机制[49]。液泡内含有很多液泡蛋

白水解酶, 如液泡靶向信号不存在, 则到达液泡的蛋白便
被降解, 说明液泡靶向能依赖于错误折叠蛋白的伸展二级
结构形式的识别[50]。一些研究机构也正在构建一些不分泌

液泡水解酶的丝状真菌菌株, 用于商业生产异源蛋白[51]。 

6  结  论 

化石能源消耗导致的气候变化是本世纪最令人关注

的问题之一。作为替代能源, 生物质能源成为研究热点。
纤维素作为自然界中利用潜力最大的可再生生物质资源, 
是将可再生糖类化合物积累最丰富的一种物质。有效转化

和利用这些丰富的资源, 对纤维素进行生物转化, 对于防
治环境污染、改变气候变暖和开辟新能源等具有非常重要

的现实意义。近些年, 利用纤维素酶高效分解秸秆产糖和
产乙醇已逐渐得到国内外学者的关注。产纤维素酶菌株活

性不高仍然是目前纤维素酶生产和实际应用中存在的难

题 , 因此 , 选育纤维素酶高产菌株是拓展纤维素酶应用
范围的重要环节。对于目前存在的 β-葡萄糖苷酶活力低
下、产量不高的问题, 研究的重点应放在提高酶产量、活
力和稳定性上, 可以通过菌种筛选和育种、诱变、基因克
隆等手段提高酶的活力。丝状真菌作为一个具有吸引力的

异源基因表达系统 , 引起广泛关注 , 对于丝状真菌外源
蛋白质表达系统分泌途径还有待进一步研究以揭示其合

成及分泌网络。 
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