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摘要:随着化石能源的日益消耗及其对环境的污染加重,寻求可再生的清洁能源已成为各国关注的焦点.木质纤维素

是地球上最多的有机聚合物,对于解决能源危机具有巨大的潜力,但没有得到有效的利用,纤维素结晶区的存在是阻碍

其降解的重大难题.本文介绍了结晶纤维素的结构、解结晶方法及优良的降解菌种;纤维素酶的结构和功能;降解结晶

纤维素的机制;纤维素酶的基因工程和酶工程改造.突出应加大对耐热、高效的结晶纤维素降解菌株的挖掘,并深入探

究碳水化合物结合结构域的相关作用机理,这对结晶纤维素的高效降解具有重要意义.
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Abstract:Duetoincreasedconsumptionoffossilenergyanditspollutiontotheenvironmentseekingrenewable
andcleanenergyhasbecomethefocusofattentioninmanycountries．LignocelluloseisthemostorganicpolyＧ
merontheearth,whichhasgreatpotentialforsolvingtheenergycrisis,butithasnotbeeneffectivelyused,

theexistenceofthecrystallineregionofcelluloseisamajorproblemhinderingitsdegradation．ThispaperinＧ
troducesthestructureofcrystallinecellulose,decrystallization methodandpotentdegradationstrain;the
structureandfunctionofcellulase;degradationmechanismofcrystallinecellulose;geneticengineeringandenＧ
zymeengineeringmodificationofcellulase．Itisunderlinedthatshouldincreasetoexcavatefortheexcellent,

thermostablecelluloseＧdegratdaionstrainsandthoroughstudyofrelatedfunctionmechanismofcarbohydrate
bindingmodule,itisofgreatsignificancefortheefficientdegradationofcrystallinecellulose．
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　　随着全球经济的飞速发展,全球能源消耗量基本

处于上升态势.中国作为世界上人口最多的国家,能
源的消耗量逐年增加[１].化石燃料是不可再生能源,
但是目前消耗的能源以及塑料材料大多来自化石燃

料,石油、天然气和煤炭等化石燃料储量分别仅够全球

使用４２、６０和１１３年[２],使得其价格也逐渐上升.另

外,化石燃料燃烧释放的 CO２、SO２ 等气体可引发全

球气候变暖、酸雨、生物多样性降低、臭氧圈破坏、生物
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圈碳平衡破坏等环境危害.相比化石能源,生物质能

源具有清洁、安全、可再生等优点,对能源的可持续发

展具有促进作用[３].生物质是地球上最丰富的可再生

资源,其中木质纤维素含量最多、成本低廉并且来源广

泛(如农作物秸秆、森林凋落物、草类和一些生活垃圾

等).据推测,生物质世界年产总量为１７００亿t,将其

作为能源开发有着很好的前景[４Ｇ５].
植物细胞壁中的天然纤维素多是以结晶纤维素的

形式存在,结构整齐致密,形成了天然的抗降解屏

障[６Ｇ７],水分子、化学试剂和纤维素水解酶根本无法进

入到纤维素内部,即使再多的酶和再高的酶活也难以

发挥催化作用[８Ｇ９].因此,有效降解、转化天然纤维素

的关键在于尽量快速破坏天然纤维素的这种致密的结

晶结构,暴露出纤维素多糖链、纤维素酶等起水解作用

的成分才能发挥作用.近些年,国内外对于结晶纤维

素降解的研究已取得了巨大的进展,本文就结晶纤维

素的结构、纤维素酶的降解机制、基因工程和酶工程改

造等方面进行综述,以期对其发展作出展望.

１　纤维素的结晶结构及其降解菌

１．１　纤维素的结晶结构

纤维素是地球上含量最多的有机聚合物,是葡萄

糖单位通过βＧ１,４Ｇ糖苷键连接而成的线形长链分子,
每个分子通常含数千个葡萄糖单位,构成纤维素糖链

的葡萄糖残基含有多个羟基,加上纤维素多糖链是无

分支的直线形分子,这就使得纤维素多糖链上的羟基

趋于整齐、有序排列,羟基中的氢易与葡萄糖残基中的

氧形成氢键,这种氢键不但存在于同一纤维素多糖链

内部,也存在于相邻的纤维素多糖链之间,就这样大量

氢键形成的有序网络结构使得天然纤维素纤维中的多

糖链紧密、有序地结合在一起,并进一步形成纤维素致

密、稳定、抗分解的结晶结构.与纤维素内形成结晶结

构的纤维素结晶区相对,不能形成有序结晶结构的部

分就是纤维素的非结晶区,或称为无定形区.结晶区

内的纤维素多糖链稳定性较强,难于被分解,甚至水和

分解酶等分子都不能与结晶区内的多糖链接触.而非

结晶区的多糖链易与其它分子接触,易于被分解,其被

分解的速度远高于纤维素结晶区[１０Ｇ１２].

１．２　纤维素的结晶度和解结晶

纤维素的结晶度是指纤维素中的结晶区占其总体

积的百分比,与纤维素的物理化学性质密切相关,是描

述纤维素超分子结构的重要参数[１３].结晶区阻止了

酶的可及性,温度升高能增加纤维素酶的吸附[１４],但
高温可以使酶活性降低甚至失活.有研究[１５]发现,相

比提高温度,解结晶更能增加酶的吸附率.这说明降

低纤维素结晶度是提高酶吸附率的一个较好的方法,
从而更好地促进结晶纤维素的降解.纤维素结晶度的

测试方法主要有 XＧ射线衍射法、红外光谱法、CP/

MAS１３CＧNMR方法等[１２Ｇ１３],解结晶方法有:机械粉

碎、蒸汽爆破以及微波、超声波、酸、碱和生物处理

等[１２,１６].据最新研究[１７],超声与 Fenton试剂联合对

微晶纤维素预处理后进行酶解,还原糖的产量高达

２２．９g􀅰１００g－１.对纤维素预处理的方法很多,寻求

更好的生物方法或者最优的联合处理方法对纤维素进

行预处理破坏其结晶结构,这对于结晶纤维素的酶解

有重要意义.

１．３　结晶纤维素的降解菌

结晶纤维素降解菌种类繁多,以产游离纤维素酶

的Caldicellulosiruptor属、产纤维小体的热纤梭菌属

(Clostridium)、产膨胀因子的木霉属(Trichoderma)
和以细胞结合型降解机制的哈氏噬纤维菌(CytophaＧ
gahutchinsonii)等最为典型.由于嗜热菌和极端嗜

热菌的纤维素酶具有稳定性好、半衰期长,并且对结晶

纤维素有很强的降解能力等优良特性[１８],加之高温能

提高降解菌的生长和代谢速率、降低杂菌污染概率,并
且便于乙醇分馏等[１９],使得这类菌种在木质纤维素转

化为乙醇燃料的统合加工过程中具有明显的优势,引
发了国内外对这类菌的广泛研究.表１中为近５年来

国内外对耐热纤维素降解菌株的研究成果,这些菌株

主要来自温泉、牲畜肠胃及粪便、腐殖质土壤、生物堆

肥及污泥中,并且以细菌居多.

２　结晶纤维素的降解机理

２．１　纤维素酶分子的结构和功能

绝大多数纤维素酶由三大部分组成:月球状的催

化结构域(catalyticdomain,CD)和没有催化作用的碳

水化合物结合结构域(carbohydratebindingmodule,

CBM)和连接肽(Linker);少数纤维素酶不具备 CBM
结构,如分别来自A．acidocaldarius、T．maritima 的

内切纤维素酶Cel９A和Cel５A[３２].

２．１．１　催化结构域　CD 对纤维素水解具有催化活

性,对底物具有特异性.利用 X 光衍射法分析ClosＧ
tridiumthermocellum 的纤维素酶 CD[３３]时发现,纤
维素酶复合物的外切酶活性位点位于一个长环所形成

的隧道里,它只能从纤维素的非还原性末端切下纤维

二糖,内切酶的活性位点位于开放的裂缝中,可与纤维

素链的任何部位结合并将其切断.这种特殊的隧道结

构可以连续催化完成多个糖苷键的断裂[３４].

８６３２
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表１　近５年来国内外对耐热纤维素降解菌的挖掘

Table１　ExcavationofthermostablecelluloseＧdegratdaionstrainsinrecentfiveyearsallovertheworld

菌名　　　　
Strainname　　　　

最适酶活或生长温度

Temperatureof
optimumenzyme
activityorgrowth

菌种来源　　　　
Strainsources　　　　

参考文献

Reference

木霉SWＧ０４TrichodermaSWＧ０４ ７０℃ 牛粪堆肥Cowdungcompost [２０]

脂环酸芽孢杆菌LY７AlicyclobacillusLY７
土芽孢杆菌LY８GeobacillusLY８

６５℃ 温泉 Hotspring [２１]

土曲霉 XM５AspergillusterreusXM５ ６５℃ 造纸厂污泥Papermillsludge [２２]
嗜热裂孢菌 DY３ThermobifidafuscaDY３ ６５℃ 稻草样品 Ricestrawsample [２３]

嗜热厌氧菌 HCp
ThermoananaerobacteriumaotearoenseHCp

６５℃ 马粪 Horsemanure [１９]

枯草芽孢杆菌 NP２９
BacillussubtilisNP２９

６５℃
腐烂秸秆和土壤

Rottenstrawandhumus
[２４]

枯草芽孢杆菌(BYＧ３和BYＧ４)
Bacillussubtilis(BYＧ３andBYＧ４) ６０℃

西藏猪的胃肠道及粪样 Gastrointestinal
tractandfaecalsamplesofTibetanpigs

[２５Ｇ２６]

热纤梭菌(CS７,CS８)
Clostridiumthermocellum(CS７,CS８) ６０℃ 堆肥样品Compostsample [２７]

梭状芽孢杆菌(ISO１,ISO２)
Clostridiumbacteria (ISO１,ISO２) ６０℃ 羊粪 Goatmanure [２８]

类芽孢杆菌 MG７
PaenibacillusbarcinonensisMG７

６５℃
红树林沉积物

Sedimentsamplesofmangroveforest
[２９]

热纤梭菌S１４
Clostridiumthermocellum S１４

７０℃ 农业废弃物 Agricultureresidues [３０]

７种热解纤维素菌属

SevenCaldicellulosiruptorsp．strains
７２℃

不同的泥土和堆肥

Differentsoil,mudandcompostsamples
[３１]

２．１．２　碳水化合物结合结构域　CBM 是没有催化活

力,但有识别多糖能力并可以调节催化结构域酶活的

蛋白质单位,是纤维素酶最重要的模块之一,位于酶肽

链的 N端或 C端,少数位于中间,通过连接肽与 CD
相连[３５Ｇ３６].最初发现附在细胞壁水解酶上的 CBM 能

极大地提高酶对不可溶底物的催化活性[３７Ｇ３９],其提高

纤维素酶活性的机制主要有邻近效应、靶向作用、松解

功能[４０].随后一些研究者提出 CBM 是一种膨胀因

素,通过破坏氢键来分离结晶纤维素的葡聚糖链使其

逐层降解[４１Ｇ４２].通过不同菌株来源的 CBM 删除和替

代试验[４３]发现CBM 既能提高纤维素酶酶活,也能抑

制酶活,说明CBM 具有酶和底物特异性.ReyesＧOrＧ
tiz等[３２]将CBM 融入到不含CBM 的内切纤维素酶中

发现酶活提高了３倍,CBM 不仅能够提高纤维素酶在

纤维素的表面吸附,还能提高酶对纤维素的贯穿能力

从而提高CD的催化效率.相比促进纤维素酶与底物

的吸附,CBM 提高纤维素酶酶活的机制更加复杂需进

一步研究.

２．１．３　连接肽　纤维素酶的 CD与 CBM 之间通过一

段相当长、高度糖基化的连接肽(Linker)连接,真菌纤

维素酶的Linker主要由大量的 Pro、Ser和 Thr重复

组成,细菌的Linker则富含Pro和 Thr[４４],细菌 LinＧ
ker的Pro含量是真核生物的两倍多,但是有更少的

O－糖链.尽管Linker修饰可以改变纤维素酶活,但
是Linker的功能作用还需要进一步研究[４５].

２．２　降解机制

对纤维素的降解机制研究得比较透彻的有两种,
即好氧菌的游离纤维素酶的协同降解机制和厌氧菌的

纤维小体(纤维素多酶复合体)降解机制,此外有研究

显示,存在一种细胞结合型非纤维小体的纤维素降解

机制[４６].

２．２．１　游离纤维素酶降解机制　游离的纤维素酶降

解机制是利用真菌和细菌产生大量胞外酶对纤维素进

行降解.纤维素酶协同降解是指３类纤维素酶之间的

９６３２



草　业　科　学 第３３卷

http://cykx．lzu．edu．cn

协同作用,即内切ＧβＧ１,４Ｇ葡聚糖酶(endoＧβＧ１,４ＧgluＧ
canase,EG)、外 切ＧβＧ１,４Ｇ葡 聚 糖 酶 (exoＧβＧ１,４ＧgluＧ
canase,CBH)和βＧ葡萄糖苷酶(βＧglucosidases,BG)之
间的协同,纤维素酶与CBM 之间也存在协同作用[４７].

２．２．２　纤维小体降解机制　纤维小体是水解结晶纤

维素和植物细胞壁多糖的高活性的多酶复合体.这种

多酶复合体内含有各种纤维素和半纤维素降解酶,并
以一种连续有序的方式排列,因而在纤维素及半纤维

素的降解中具有高度的协同作用[４８].纤维小体主要

由两部分组成,一部分为无催化活性的 支 架 蛋 白

(scaffoldin),上面有多个粘连模块(cohesin),能够与

酶分子的对接模块(dockerin)特异性结合;另一部分

为有催化活性的各种酶.纤维小体复合酶中的CD通

过粘连模块和对接模块的相互作用形成超分子复合物

(图１),复合物中的不同CD间协同作用完成对结晶纤

维素的高效降解[４９Ｇ５０],但各组分如何协同发挥作用仍

不明确.

２．２．３　细胞结合型非纤维小体的纤维素降解机制　
Wilson[４６]发现,好氧的哈氏噬纤维菌和厌氧的产琥珀

酸丝状杆菌(F．succinogenes)对纤维素的降解机制与

上述两种均不相同.这两种菌对纤维素的降解依赖于

对纤维素的直接接触,且胞外几乎没有还原糖的产生,
但都可以对结晶纤维素进行高效降解.两种细菌既不

分泌胞外游离的纤维素酶也不产生纤维小体,但它们

的纤维素酶与细胞密切相关,推测可能存在一种新的

纤维素降解机制,有待进一步的研究[４７].

图１　纤维小体对纤维素的催化机制[３８]

Fig．１　Catalyticmechanismofcellosomeactingoncellulose[３８]

２．２．４　膨胀因子的辅助降解　膨胀因子(swollenin)
最初由Saloheimo在纤维素降解真菌瑞氏木霉(TriＧ
chodermareesei)中发现[３４],其序列和功能都与植物

膨胀素(expansin)相近.在swollenin蛋白质结构的

NＧ端是一个能与纤维素可逆性结合的真菌 CBM 结

构,而CＧ端结构与植物膨胀素蛋白结构域类似.研究

表明,swollenin能降低滤纸的强度,能造成纤维结构

的局部破坏,且不产生还原糖.因此说明,swollenin
可能破坏结晶纤维素的氢键网络结构,打开纤维素纤

维的交连耦合[３４].研究还发现,swollenin还可以与

内切纤维素酶协同作用降解结晶纤维素,通过检测产

生的还原糖的释放量来定量分析swollenin的非水解

性松解活力[５１Ｇ５２].最近研究发现,swollenin对纤维素

底物有类似于内切纤维素酶和纤维二糖水解酶的水解

活性[５３].

２．２．５　纤维素氧化降解机制　早在１９６５年,HalliＧ
well[５４]发现,Fenton反应产生的羟基自由基对纤维素

有很强的降解能力,并得到了王蔚等[５５]的验证.国内

有研究[５６]表明,羟基自由基能使纤维素产生大量的还

原性末端,并在一定程度上破坏纤维素分子间的氢键

结构,在生物反应体系中羟基自由基氧化降解机制更

加复杂,需要进一步的研究.

３　结晶纤维素酶的基因工程和酶工程

天然纤维素酶普遍活性不高并且产量低,随着分

子生物学和基因工程技术的发展,为纤维素酶的研究

开创了新前景.降解纤维素的微生物中,相对细菌而

言,真菌有能大量合成纤维素酶、发酵时间长、培养困

难等特点,因此可将真菌的纤维素酶基因在细菌中进

行异源表达,如黄时海等[５７]成功克隆到康氏木霉纤维

二糖水解酶I(cbhI)基因,实现了在大肠杆菌中的表

达.纤维素酶的酿酒酵母表达系统可以将纤维素最终

转化为酒精,在纤维素乙醇燃料的生产过程中,简化了

工艺流程,降低了水解和发酵成本[５８].如 Tang等[５９]

在酿酒酵母中表达了分别来自S．fibuligera、A．niＧ
gerNip３５和T．reeseiQM９４１４的 BG,结果来自S．
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fibuligera 的BG可以分泌到胞外,培养７２h酶活达

到５．２U􀅰mL－１,比之前报道过的的酶活要高很多.
同时基因敲除以及定点突变等技术手段能够确定纤维

素酶中的特定基因的功能,如张聪[４７]利用同源双交换

的方式将C．hutchinsonii的chuＧ２１０３敲除,与野生型

菌株对比检测发现chuＧ２１０３是C．hutchinsonii降解

纤维素过程中主要的内切纤维素酶,但是并非关键或

者必需的纤维素酶,并且分析出chuＧ２１０３极可能分布

于C．hutchinsonii的菌体表面.
蛋白质工程是结晶纤维素降解酶走向工业化生产

的一条重要途径,它主要包括:１)定点突变技术确定催

化过程中的功能性氨基酸,如张聪[４７]通过构建chuＧ
２１０３氨基酸定点突变体发现chuＧ２１０３吸附纤维素以

及持续性降解的关键氨基酸为 W１９７;２)研究酶的稳

定性,如王坤[６０]通过分子改良技术有效提高了木聚糖

酶XynAS９的热稳定性;３)增减或修饰酶分子的某些

结构,如ReyesＧOrtiz等[３２]和Crouch等[４３]的CBM 的

融入、删除和替代试验以及Sammond等[４５]的 Linker
修饰试验等都能改变纤维素酶的活性.

４　结晶纤维素降解的研究展望

结晶纤维素的致密结构形成了抗降解的天然屏

障,阻碍了酶的可及性,导致酶解效率低下,使其难

以被降解.因此,降解结晶纤维素的关键在于提高

酶的可及性,即提高酶在纤维素链上的吸附量,从而

达到提高酶解效率的目的.提高酶的吸附量有两种

方式,一是降低木质纤维素的结晶度,二是提高温

度.在降低结晶度的方法中,物理法往往涉及到能

量损耗问题,化学方法可能造成污染以及对后期的

酶解产生抑制作用,而生物方法可以弥补这些不足.
生物 方 法 中 纤 维 素 酶 的 CBM 结 构、木 霉 产 生 的

swollenin以及褐腐菌通过 Gt因子产生的羟基自由

基都能破坏纤维素的氢键结构,使得纤维素的结晶

度或聚合度下降.提高温度可以提高酶的吸附量,
但高温可以使酶失活,因此,对于耐高温的纤维素酶

及其产生菌株的挖掘尤为重要.通过最好的生物法

或者联合处理方法来降低木质纤维素的结晶度,并
且通过对产酶条件优化以及构建工程菌种来提高酶

的活性和热稳定性,从而达到高效降解结晶纤维素

的目的.CBM 结构具有增加纤维素酶在纤维素链上

的吸附、提高相关纤维素酶的酶活以及破坏木质纤

维素的结晶结构等功能,对结晶纤维素的降解十分

重要,并且具有CBM 结构的swollenin特别是纤维小

体对于结晶纤维素具有很强的降解作用.因此应该

研究透彻 CBM 与纤维素酶的协同作用、CBM 如何

提高相关纤维素酶的活性以及纤维小体内的各酶组

分如何发挥协同作用,并利用蛋白质组学分析鉴定

在木质纤维素降解中起关键作用的蛋白质,这对于

通过蛋白质工程手段构建具有高效降解结晶纤维素

的酶系具有重要意义.
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