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摘 要： 纤维乙醇是目前可再生能源领域中的研究热点，而如何提高纤维素酶活性、降低生产成本是纤维乙醇发

展的关键。介绍了固态混菌发酵的最新研究进展，并对纤维素酶混菌发酵存在的问题进行了分析和展望。
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Abstract: Cellulosic ethanol is currently the research hotspot in the field of renewable energy. How to improve the activity of cellulase and How
to reduce the production cost are the keys to the development of cellulosic ethanol. In this paper, the latest research progress in solid fermentation
of mixed fungi was introduced and the existed problems in mixed fungi fermentation were analyzed.
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纤维素类物质是自然界中最廉价、 最丰富的一类可

再生资源。 全世界的植物体生成量每年高达 1500 亿 t 干

物质, 其中全球的秸秆年产量超过 20 亿 t。 如果将天然

纤维素降解为可利用的糖类物质,再进一步转化为乙醇、
菌体蛋白、气体燃料(如氢气)等物质,对解决当今世界所

面临的环境污染、粮食短缺、饲料资源紧张和能源危机等

问题具有重大现实意义[1]。 纤维素酶是降解纤维素最有

效的生物催化剂，自然界存在很多产纤维素酶的生物。多

年以来，为了提高酶活、降低成本，人们在菌种选育、发酵

工艺方面开展了大量的工作。 近年来，利用微生态原理，
采用多菌种的混菌发酵工艺引起人们的重视， 该方法被

证明能够有效地提高纤维素酶活力, 国内外学者加大了

对其研究的力度[2-4]。 本文在此介绍固态混菌发酵技术生

产纤维素酶方面的最新研究进展。

1 纤维素酶的分类和主要菌种

纤维素酶是能将纤维素水解成葡萄糖的一组酶的总

称，它是多酶组分的一个复杂酶体系。根据各酶在功能上

的差异可分为 3 类。
1.1 葡聚糖内切酶

葡聚糖内切酶(endo-1,4-β-D-glucanase,EC3.2.1.4)
来自真菌的简称 EG, 来自细菌的简称 Len， 又称为 C1

酶。 这类酶作用于纤维素分子非定形区，无规则水解 β-
1,4 糖苷键，形成葡萄糖、纤维二糖和不同大小的纤维糊

精，为纤维二糖水解酶提供更多的可供水解的末端，其分

子量大小为 23～146 KD。
1.2 葡聚糖外切酶

(exo-1,4-β-D-glucanase,EC3.2.1.91)来自真菌的称

为 CBH，来自细菌的称为 Cex，又称为 Cx 酶。 这类酶作

用于无定形纤维素的非还原末端，依次切下纤维二糖，故

又称纤维二糖水解酶（Cellobiohydrlase），分子量为 38～
118 KD。
1.3 β-葡萄糖苷酶

β-葡萄糖苷酶（β-1,4-glucosidase,EC3.2.1.21）简称

BG 酶,又称纤维二糖酶(Cellobiase, CB)。 这类酶将纤维

二糖和寡糖水解成葡萄糖分子。其分子量约为 76 KD，酶

解纤维素时，这 3 类酶协同作用最终将纤维素降解为葡

萄糖。目前，对纤维素酶的分子机制大致有 3 种假说：改

进的 C1-Cx 假说、顺序作用假说和竞争吸收模型。 他们

都认为，纤维素酶降解纤维素时，先吸附到纤维素表面，
然后其中的内切酶在葡聚糖链的随机位点水解底物产

生寡聚糖，外切酶从葡聚糖链的还原或非还原端进行水

解产生纤维二糖，β-葡 萄 糖 苷 酶 水 解 纤 维 素 二 糖 为 葡
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萄糖。在纤维素溶解糖化过程中内切酶和外切酶的比值

会显著地影响纤维素溶解活力，而且在纤维素糖化过程

中 β-葡萄糖苷酶组分的加入会使这种协同作用大大加

强[5-6]。
自然界中广泛地存在着能降解纤维素的微生物，并

且种类繁多，包括细菌、真菌和放线菌等。 从微生物分解

菌来讲，20 世纪 60 年代以来，国内外共记录了产纤维素

酶的菌株大约已有 53 个属的几千个菌株,其中丝状真菌

是研究最多的纤维素降解类群。通常，细菌所产纤维素酶

一般都存在于胞内或吸附在细胞壁上， 不分泌到培养液

中，所以工业上很少采用细菌作生产菌种。当前用来生产

纤维素酶的微生物研究较多的是真菌, 包括大部分腐殖

质腐生菌、 担子菌门非褶菌目的类群以及反刍动物瘤胃

真菌。 在所有产纤维素酶真菌中，木霉菌( Trichoderma)
是 公 认 的 较 好 的 纤 维 素 酶 生 产 菌 。 另 外 , 青 霉 属

(Penicillium) 、曲霉属( Aspergillus) 和镰刀菌属(Fusarium)
的一些类群降解纤维素的能力也较强。目前，研究报道较

多 的 主 要 是 黑 曲 霉 （Aspergillus niger）、 里 氏 木 霉

（Trichoderma reesei）和绿色木霉（Trichoderma viride）等。

2 纤维素酶的固态发酵

固态发酵（Solid State Fermentation，SSF）是指利用不

溶性原料作为固体支持物和营养物质， 体系无自由流动

液体，在其上进行的任何发酵过程[7]。SSF 历史悠久，应用

广泛， 是人类利用微生物生产产品历史最悠久的技术之

一。自 20 世纪 90 年代以来，随着能源危机和环境问题的

日益严重，人们重新开始审视 SSF 的优点，并不断在原

料、工艺和设备等方面进行大量深入的研究，使 SSF 在

酶制剂领域取得了长足的进展[8]。 目前，纤维素酶的生产

有固体发酵和液体深层发酵两种方法， 其中固体发酵相

比于液体深层发酵，可以利用农作物废弃物为原料，具有

能耗小、成本低等优点，此外，固

态发酵所提供的环境更加接近

自然环境，因而适合丝状真菌的

生长，其发酵产生的酶系较液体

发酵产生的酶系也更全面[9]。
固态发酵时，影响纤维素酶

产量和酶活的因素很多，主要包

括菌种自身的特性，培养基组成

及培养条件的差异等，为了提高

纤维素酶活力和产量，研究者在

菌株选育及发酵工艺方面作了

大量研究, 但一直未有重大的突

破。 究其原因，这主要是因为纤

维素的降解需要 3 种酶系协同作用, 而目前采用的单菌

产纤维素酶均存在酶系不完整和个别酶活不高的缺陷。
如, 目前公认较好的绿色木霉(Trichoderma viride) 及其近

缘菌株 , 普遍存在产生的 β-葡萄糖苷酶活性偏低的缺

陷。为了克服这个问题，研究者提出利用微生物的微生态

原理，采用固态混菌发酵技术进行纤维素酶的生产。

3 纤维素酶的固态混菌发酵

微生物的混合培养是指将两种或两种以上不同的微

生物进行共同培养的过程。早在几千年前, 我国传统的酿

酒、制醋就已利用了多种微生物的共同作用。 至今，混合

培养在食品、饮料、环保、能源等领域中被广泛应用。而工

业微生物领域中，在人为控制的条件下, 利用混合培养的

方式进行生态学的研究, 以及建立一个新的发酵工业体

系等一直是人们关注研究的热点。近年来，随着人们对纤

维素酶研究的不断深入， 利用混菌发酵技术提高纤维素

酶酶活的研究也日益得到关注。
3.1 混合菌种搭配

微生物混合培养中各种微生物之间的相互关系是既

多样又复杂的，可以有互生、共生、寄生、拮抗和捕食关

系。 研究不同纤维素降解菌降解效果的差异以及混合菌

中各菌株的相互作用，可以为工程中优选菌种、发挥菌株

间协同作用、防止拮抗作用的发生提供实验依据。纤维素

的有效降解需要多种纤维素酶的协同作用， 而纤维素酶

是具有不同底物特异性的多酶系复合物酶, 不同菌种产

生的纤维素酶系不同, 进行混菌发酵时就可以弥补菌种

之间的差异, 产生多种不同功能的酶作用于纤维素的不

同位点,充分发挥各酶之间的协同作用,大幅度提高纤维

素酶的活性[10]。 表 1 列举了不同菌种搭配生产纤维素酶

的报道。
从表 1 中可以看出， 纤维素酶混合菌的选择主要包
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括产纤维素酶菌之间的搭配， 纤维素酶与其他产酶菌种

的搭配，纤维素酶和酵母菌的搭配。在这些不同菌种的组

合中，微生物之间更多的是共生和互生关系，其依据的微

生态原理主要是酶系互补和减弱酶的反馈抑制作用。
3.2 原料的影响

微生物生长需要从外界获得营养物质， 这些物质包

括碳源、氮源、无机盐、生长因子和水分。作为发酵培养基

的原料必须提供微生物生长所需的全部营养物质， 才能

保证生长发酵过程的实现。 常用的碳源有玉米芯、麸皮、
秸秆、稻草粉、可溶性淀粉等；常用的氮源有硝酸铵、硫酸

铵、酵母膏、尿素、蛋白胨等。杨盛等分别以玉米芯麸皮比

例为 2∶1~6∶1,采用绿色木酶与黑曲霉混合发酵，实验结果

表明，在玉米芯与麸皮比例为 4∶1 时酶活最高，而且麸皮

比例越高， 酶活越低， 以此推断出麸皮只能作为添加碳

源， 加入过多会对纤维素酶的形成产生抑制， 加入量越

多，抑制作用越强。 以麸皮和玉米芯为碳源，酵母膏为氮

源，研究发现，当碳氮比为 5∶1 时，酶活最高[29]。
原料营养物质的结构对微生物生长同样存在影响，

对营养物质的结构进行有效的改造， 往往能提高整个微

生物生长发酵过程的效率。 通常的预处理方法包括物理

法、化学法、生物法及上述方法的综合利用[ 30]。 预处理提

高发酵效率的同时也引入了新的工序， 因此应从经济效

益出发，选择合理的预处理方法。 许宪松等[31]研究发现，
将稻壳通过 300 W 的微波处理 7 min 后发酵， 可以得到

最高的酶活。但以单位能耗产生的酶活增加量计，以处理

5 min 时产生的酶活增加量为最高。
3.3 接种方法与接种量的影响

接种量直接影响产酶结果，接种量过少，菌种生长

达到稳定期的时间较长， 导致生产效率低； 接种量过

多，会导致营养物质供不应求。 张建强等以稻草粉与麸

皮为碳源，硫酸铵为补充氮源，通过毛霉菌与曲霉菌混

合培养，结果表明，当接种量为 20 %，毛霉菌与曲霉菌

比为 2∶1 时，CMC 酶活最大为 732411 μmol/ g·h；而 当

接 种 量 为 30 %时， 接 种 比 为 1∶1 时，FPA 酶 活 最 大 为

75314 μmol/ g·h[32]。
另外，混菌发酵过程中，是通过引入另外的菌种来弥

补原来菌种产酶的某些缺陷， 因此应通过实验选择合适

的混合方式。刘薇等采用串珠霉与链霉菌混合发酵，通过

4 种 混 合 方 式： ①串 珠 霉 与 链 霉 菌 同 时 接 入 装 液 量 为

100 mL /250 mL 的同一瓶培养液中，先于 37℃摇瓶发酵

4 d，再于 28℃摇瓶发酵 2 d，测酶活。②串珠霉与链霉菌

同时接入装液量为 100 mL /250 mL 的同一瓶培养液中，
先于 28℃摇瓶发酵 4 d， 再于 37℃摇瓶发酵 2 d， 测酶

活。③串珠霉与链霉菌分别接入装液量为 50 mL /250 mL

的不同瓶培养液中，串珠霉于 28℃培养，链霉菌于 37℃
培养，各自发酵 4 d，再将培养液混合一起，于 37℃摇瓶

再发酵 2 d，测酶活。 ④串珠霉与链霉菌分别接入装液量

为 50 mL /250 mL 的不同瓶的培养液中，串珠霉于 28℃
培养，链霉菌于 37℃培养，各自发酵 4 d，再将培养液混

合一起，于 28℃摇瓶再发酵 2 d,测酶活。4 种方式的接种

量，串珠霉孢子液和链霉菌种子液均为 5 mL。 结果发现，
方法①的效果最好，其 CMC 酶、FPA 酶和 βG 酶酶活分

别为 3158 IU /mL、114 IU /mL 和 2144 IU /mL[21]。
3.4 温度的影响

各种菌种都有其相适应的生长温度。 大多数霉菌生

长最适宜的温度为 25～30℃，在 0℃以下，生长缓慢甚

至处于休眠状态， 而温度过高时会使其生长繁殖受抑制

甚至死亡。 王仪明等在不同的温度下利用绿色木霉固态

发酵，结果显 示，在 35 ℃时 酶 活 最 高，产 C1 酶 活 力 最

大， 为 2. 38 U/ mg, 产 CMC 酶活力最大为 1. 97 U/ mg,
FPA 酶活力最大为 0. 47 U/ mg ,产 β-葡萄糖苷酶活力最

大为 0. 32 U/ mg[33]。
混菌发酵中存在多种菌种， 其生长产酶的适宜温度

又不尽相同。因此，必须通过实验，选择合适的温度，使各

菌种之间得以协调，达到互相补充互相促进的目的。有的

菌种在不同的生长阶段所需的适宜温度也不同， 以至于

需要采用变温培养。 刘薇等采用串珠霉与链霉菌混合发

酵，通过 4 种方案考查温度对混菌发酵的影响：第 1 组始

终 28℃；第 2 组始终 3℃；第 3 组先 37℃发酵 4 d，再于

28℃发酵 2 d；第 4 组先于 28℃发酵 4 d，再于 37 ℃发

酵 2 d。 均在发酵第 6 天测酶活。 结果显示，第 3 组方案

的酶活最高， 其 CMC 酶、FPA 酶和 βG 酶酶活分别为

3162 IU /mL、1151 IU /mL、2148 IU /mL[21]。
3.5 pH 值的影响

和温度一样，微生物生长有其适宜的酸碱环境。细菌

生长环境的 pH 值为 6.5～7.5，放线菌适宜生长的 pH 值

为 7.5～8.0，酵母菌和霉菌的适宜 pH 值为 6.0～6.5。 pH
过高或过低都会抑制微生物的生长繁殖， 超过一定范围

甚至能导致微生物死亡。 邝哲师等利用玉米秸秆和玉米

芯为原料， 采用里氏木霉固态发酵的方法考察其发酵条

件，结果表明，在自然 pH 值（pH5.5～6.0）和弱酸的环境

下 （pH4.5～5.5） 时， 产纤维素酶滤纸酶活较高， 达到

3200～3500 U/mL；而在偏碱（pH7.0～7.5）的环境下，产

纤维素酶滤纸酶活较低，为 2500～2800 U/mL[35]。 林捷等

以木薯渣为原料，设计正交试验考察初始 pH 值、培养温

度、培养基装量、接种量对纤维素分解菌混合发酵产酶的

影响，通过极差分析显示，初始 pH 对产酶的影响最大[36]。
3.6 水分的影响
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水分是微生物生长不可或缺的物质。 而在固态发酵

中，水分的量是有限的。选择合适的水分比例，在固态发酵

中显得尤为重要。由于固体发酵是好氧发酵，水分过多，会

影响透气性，使培养基内部散热难，且易造成杂菌污染，制

曲发酵困难，产品酶活力下降。水分过小，则可能会满足不

了菌种生长的需要，造成产酶活力低下。 刘海德等通过实

验对纤维素酶菌与蛋白酶菌混合培养的条件进行优化，
结果显示，在培养基含水量为 40 %～50 %时，酶活较低，
纤维素酶活为 4930 U/g，木聚糖酶活为 4013 U/g；在培养

基含水量为 51 %～55 %时，酶活力大幅度提高，纤维素

酶活为 7946 U/g，木聚糖酶活为 4054 U/g；而当培养基含

水量上升到 60 %时， 酶活力略有下降， 纤维素酶活为

7761 U/g，木聚糖酶活为 3896 U/g[34]。
培养基含水量的选取和原料纤维素的含水量有关。

张冬艳等通过研究发现， 以麦秸为原料时， 在料水比 1∶
1.5 的条件下产酶活力最高，而玉米秸产最高酶活的料水

比为 1∶2，酒糟产最高酶活的料水比为 1∶1[23]。

4 存在的问题及发展方向

4.1 原料运输的问题

在纤维素酶的发酵生产过程中，所用到的多为秸秆、
麸皮、谷壳、甘蔗渣、玉米芯等这类占空间较大的原料，因

此原料运输的成本方面是实际生产中必须考虑的问题。
考虑到原料一般要经过预处理才投入到生产中， 因此可

以针对不同的发酵方法， 对原料在产地进行预处理后再

运输到生产厂家。 如秸秆，可以先经过粉碎再运输，这样

就能加大单次的运输量，节省运输费用，同时也为后续的

生产省去了粉碎这道工序。
4.2 染菌的问题

染菌是发酵生产中一个非常严重的问题， 可能直接

导致整个生产失败，造成重大的损失。 因此，如何避免染

菌是每个发酵工作者必须重视和研究的问题。 避免染菌

必须注意以下几点：①生产设备（甚至厂房）的密封性，应

能保证正常生产过程中外界微生物无法进入生产系统。
②灭菌，设计良好的灭菌方案，保证灭菌的彻底性。 ③无

菌操作，保证生产操作在无菌的环境下进行，这需要操作

者具备相关的专业知识。④染菌后的补救措施，应当设计

适当可行的补救方法，在万一发生染菌情况下，能对整个

生产系统进行补救，使损失降到最低。
4.3 实际生产的问题

固态发酵现阶段在实际生产中的应用相对液态发酵

要少，主要原因是固态发酵的生产技术和设备还不成熟。
设计相应的生产设备、自动控制系统，优化产物分离纯化

方法及对生产废弃物的处理等都待人们去研究开发。

4.4 发展方向

实际已经证明， 通过混菌发酵提高产酶活性的途径

是可行的，采用现代生物技术,结合传统工艺进行混菌培

养,已越来越受到人们的关注。 但是混菌培养的反应机制

较复杂,混合发酵的机理有待阐明。
另外，采用固定化细胞技术进行混菌培养,利用基因

工程技术和细胞融合技术构建基因工程菌等都有可能成

为一个新的发展方向。
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匀酒战略投资签约仪式暨新匀酒上市品鉴会在筑召开
本刊讯：“匀酒战略投资签约仪式暨新匀酒上市品鉴会”于 2009 年 12 月 26 日在贵阳花溪迎宾馆隆重举行。贵州省、黔南州、都

匀市的各级领导及黔南州委宣传部、州外事办，州工商联等部门代表，酒类专家组成员以及 200 多位匀酒全国各地经销商代表、省
内数十家新闻媒体记者等近 300 人出席了品鉴会。

都匀市市长胡晓剑代表都匀市人民政府与都匀市酒厂有限责任公司董事长喻祖雄在大会上正式签署“收购匀酒厂战略投资协

议书”。胡晓剑市长为匀酒厂有限责任公司授牌。贵州省政协副主席吴嘉甫、省经信委党组成员孔黔筑和匀酒厂董事长喻祖雄共同

为新“匀酒”揭幕。
贵州省轻工研究所所长黄平代表专家组对新“匀酒”产品做如下评价：酒体清亮晶莹，浓香淡雅，陈香舒适，酒体丰满，空杯留

香，馨香馥郁、柔绵爽口、尾净味醇、余味悠长。
据了解，贵州省都匀市酒厂有限责任公司始建于 1950 年，现在的“匀酒厂区”，包括拟扩建的白酒生态工业园区，占地 450 余

亩，总资产 1.4 亿元，现有职工 420 人，拥有国家级评酒委员 2 人，中高级酿酒专业人才和品酒师 28 人，年产贵州典型风格兼香型

白酒 6000 余吨，是贵州大型白酒酿造集中产地之一。预计在 3 年以后，随着匀酒白酒生态工业园区的建成，将形成年产 10000 余吨

贵州典型风格兼香型白酒生产规模。
本次推出两款新匀酒，一款为酱香型“衡志老酒”，一款为酱、浓兼香型新匀酒。经专家鉴评，对新匀酒的评价为“酒体清亮晶莹，

浓香淡雅，陈香舒适，酒体丰满，馨香馥郁、柔绵爽口、尾净味醇、余味悠长”。
贵州都匀市酒厂有限责任公司已正式启动“贵州典型风格兼香型白酒”传统工艺历史和产地保护工作，以都匀市酒厂强大的酿

酒技术人才为基础，依托贵州大学和相关酿酒科研机构学科带头人，组建“贵州典型风格兼香型白酒研究中心”，并在全新建设的

“匀酒生态酿酒工业园区”，全面还原“贵州典型风格兼香型匀酒”工艺和生产特征。（小雨）
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