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摘 要: 纤维生物质是自然界最广泛的可再生能源,用纤维素酶水解处理后生产的燃料乙醇可

部分替代石油,而纤维素酶成本的降低及效率的提高是生产纤维乙醇的关键。介绍了纤维乙醇用

纤维素酶的研究进展,存在问题及展望。
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纤维素是地球上最丰富的可再生性资源之一,占地

球总生物量的 40 % ,但由于降解较难,这些资源目前绝

大部分没有得到很好利用,造成巨大的浪费。如何更为

有效地转化和利用这一丰富资源,已成为世界上许多国

家十分关注的重要领域之一。研究发现纤维素原料可以

用来生产乙醇, 是一种能替代有限石油资源的能源,其

转化过程主要有 2 部分:纤维生物质中的纤维素被纤维

素酶降解生成还原糖和用还原糖的发酵来生产酒精。而

目前的纤维素酶由于其活性和稳定性水平使得其制造

成本过高而阻碍着对生物质的水解应用,制约其产业化

的实现。因此大多数研究集中在开发高效,高热稳定性

的纤维素酶[1]。

1 纤维素酶来源及分类

1.1 纤维素酶的来源

纤维素酶的来源极为广泛,对纤维素能进行有效降

解的生物包括细菌、丝状真菌、放线菌、软体动物、原生

动物和昆虫在内的多种生物。产生纤维素酶的细菌有纤

维粘菌和纤维杆菌等,真菌有黑曲霉、根霉、绿色木霉、

里氏木霉、康氏木霉、斜卧青霉等,放线菌有玫瑰色放线

菌和纤维放线菌等[2]。

丝状真菌是研究最多的纤维素降解类群[3]。对纤维

素作用较强的菌株多是木霉属、曲霉属和青霉属菌株,

一般采用的工业发酵菌种多是这些产酶能力较强的菌

种,特别是以作用突出的木霉属菌种居多,目前研究最

清楚的是里氏木霉[4,5]。

另外,酵母也产生纤维素酶。一般而言,厌氧菌所产

酶系较有氧菌丰富,厌氧菌产多酶体系,而有氧菌多产

单一酶系[6]。

实际上,自然界产生纤维素酶的菌株远不限于文献

已报道的已知种属,这与自然界存在丰富的纤维素资源

是相适应的。

1.2 纤维素酶的分类

纤维素结构的复杂性决定了任何单一种酶都难以

有效地降解它,需要一个复杂的酶体系共同作用。早在

1950 年,R eese 等人就提出了 C1-C x 概念, 经过 30 多

年来的研究,特别是近年来蛋白质分离及纯化技术的不

断改进,分离得到的纤维素酶越来越多,每种酶作用的

机理越来越明确。现已确认纤维素酶主要分为 3 大类[7]:
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内切β-1,4 葡聚糖酶, 即 endoglucanase,EC 3.2.1.4,简

称内切酶,又称 Cx 酶,来自真菌中的简称 EG ,来自细

菌的简称 Cen;外切 β-1,4 葡聚糖水解酶,即 exo-1,4-

D -glucanase,EC 3.2.1.9l, 即外切型葡聚糖酶, 也称 C1

酶、外切酶, 来自真菌的简称 CB H , 来自细菌的简称

Cex;β-葡萄糖苷酶,即 1,4-glucosidase,EC 3.2.1.21,简

称 βG ,也称纤维二糖酶。

纤维素酶属于糖基水解酶,根据氨基酸序列的相似

性可将糖基水解酶分为 82 个族,纤维素酶占其中的 13

个族[8]。

2 纤维素酶作用机制

虽然对纤维素酶的作用机制没有完全搞清,但就目

前研究所得其大致过程为:C x 作用于纤维素的非还原

多聚体末端,水解 β-1,4-糖苷键,每次切下一个纤维二

糖分子,将天然纤维素分解为直链纤维素,使其转变成

水合非结晶纤维素, 形成 C1 需要的新的游离末端;C 1

作用于纤维素分子内部的非结晶区,随机水解 l,4-糖苷

键,将直链纤维素内部切断,产生大量带非还原性末端

的小分子纤维素;β-G 将纤维二糖水解成 2 个葡萄糖分

子[9,10]。

纤维素酶水解纤维素需要多种酶成分的协同作用,

而且各种酶之间的比例也要协调[11,12]。对某些β-G 酶活

很低的纤维素酶,水解产物纤维二糖会强烈抑制酶的水

解活性,不能彻底水解纤维素。木质素、木聚糖也会影响

纤维素酶水解纤维素。

3 纤维素酶的调控

要提高纤维素酶的生成量,必须研究纤维素酶产生

菌合成酶的调控机制。许多研究表明,纤维素酶的生物

合成主要受诱导和降解阻遏两方面的调节[13]。

N isizaw a 发现纤维素、纤维二糖、槐糖、纤维素衍生

物等都能诱导 T.ressei和 T.viride 产生纤维素酶。其中纤

维二糖的作用比较特殊,在较低浓度时,纤维二糖诱导

纤维素酶的产生;但在较高浓度下,则阻遏纤维素酶形

成。低分子糖类对纤维素酶的诱导作用随菌种不同而

异。燕红等通过测定各种酶活性研究了不同碳源对 2 株

芽孢杆菌产纤维素酶的诱导作用,发现它们不能由纤维

素材料作单一碳源诱导产纤维素酶,而仅由带有还原集

团的单糖或双糖诱导产酶,且纤维素酶系各组分的合成

表达是协同发生的。作者推测芽孢杆菌不能像真菌那样

仅由纤维素作为单一碳源就可诱导产酶,但它的产酶诱

导谱较真菌广泛。

纤维素酶产生的另一种生化调控方式是降解物阻

遏。纤维素酶的合成更容易受到易于代谢的基质如葡萄

糖、甘油等的阻遏,只要培养基中含有一定量的阻遏物,

菌株的代谢就不再进行酶的合成。这类阻遏作用被认为

是发生在合成的转译或转译后的水平上。

4 纤维素酶的生产方法

纤维素酶占纤维乙醇生产成本的 50 % ～60 % ,所

以要想将纤维素酶真正应用于工业生产,就要降低其成

本。美国 N ovozym es公司和美国国家再生能源实验室

(N R EL) 合作开发的生物基乙醇燃料项目获重大进展,

将生产 1 加仑燃料级乙醇所需纤维素酶的成本从最初

超过 5 美元的水平大幅减少至当前的低于 50 美分。据

称,N ovozym es公司和 N R EL 下一步将努力降低纤维素

酶的生产成本,目标是在未来的两年中把生产 1 加仑燃

料级乙醇所需纤维素酶的成本降低至 10 美分。从 2000

年起,杰能科国际生物公司与 N R EL 合作开发低成本的

纤维素酶,在以下两个方面取得了重大的进步:①纤维

素酶生产的经济性(每克酶减少的成本);②纤维素酶的

性能(所需纤维素酶减少的克数)。2003 年,由于研究开

发了一套生产强效的纤维素复合酶系统的工艺,酶的成

本降低 20 倍。最近, 酶的成本又进一步降低至原来的

30 倍,当然值得指出的是,这个酶成本的降低是以美国

能源部所提供的预处理底物为基准的,对其他底物的处

理效果可能会不同[14]。

目前,国内外研究主要集中在以下几方面:用基因

工程技术构建含纤维素酶基因的克隆菌株,表达具有较

高酶活力的纤维素酶;通过分子演化和设计(蛋白质工

程)来提高酶的功能性;通过强化的低成本发酵来生产

酶制剂。

4.1 常规理化诱变

利用物理、化学诱变剂单独或复合处理微生物孢子

或细胞是选育纤维素酶高产菌种的有效方法。诱变产纤

维素酶的细菌和真菌,其变异株可分泌产生多纤维素酶

复合体,多纤维素酶复合体是由一支架蛋白连接起来的

多条活性多肽复合物, 每条多肽具有 1～2 种纤维素酶

功能, 在水解纤维素的过程中协同发挥功能。以

Clostridium therm ocellum 的多纤维素酶体为例, 其纤维

素酶体由 26 条多肽构成,26 条多肽中具有内切葡聚糖

酶活性的有 15 条 (其中有几条同时具有外切葡聚糖酶

活性),具有木聚糖酶活性的有 13 条,2 种酶活性兼有的

有 8 条,有 1 条是支架蛋白,有 2 条有催化功能。这些变

异菌株还能产生纤维素结合因子,使多纤维素酶复合体

能水解晶态纤维素[15～17]。

4.2 基因工程

纤维素酶基因工程技术始于 20 世纪 70 年代末,最

初以得到纤维素酶过量生产为主要目的进行基因克隆

研究[18,19],为构建高活性的菌株奠定了良好基础。目前采

用基因工程手段来使酶高产和改进酶系组成,山东大学
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克隆了瑞氏木霉 CB H I基因的启动子和终止子序列,构

建了瑞氏木霉的表达整合型载体和遗传转化系统。新系

统可用于提高所需的纤维素酶组分在菌体所产纤维素

酶总量中所占比例及产量,对瑞氏木霉产纤维素酶酶系

组分进行理性设计、降低或去除不需要的组分、不同微

生物来源的最佳酶组分人工重组等[20]。

最初对纤维素酶基因重组的研究主要集中在细菌

纤维素酶,而且研究受体菌多选择 E.coli。在 E.coli中表

达纤维素酶基因,存在着两个主要问题:一是很少分泌

蛋白质,提取存在很大困难;二是表达水平低,一般在

10 % 以下。因此近年的研究转移到了木霉、枯草芽孢杆

菌和酿酒酵母等,目前研究较多的是木霉及酵母表达系

统。木霉是优良的外源基因表达系统之一,具有十分成

熟的批量发酵技术, 还具有较强的蛋白质胞外分泌能

力,所以将高效的纤维素酶基因克隆到木霉中将是十分

具有商业诱惑力的课题之一[21]。酵母表达产物高度糖基

化,经正确加工修饰后可直接分泌至培养基,表达水平

高。

用基因克隆重组技术表达的纤维素酶产物,发现有

些单组分 CM C 酶活力比所属的多纤维素酶复合体高的

多。X inliang Li等报道其得到的多纤维素酶复合体有 7

个具有内切葡聚糖酶活性的组分, 通过测定 CM C 酶活

性发现比该多纤维素酶复合体高 1 倍[22]。

基因工程技术的局限性导致无法实现出发菌株纤

维素酶的全部表达,因此所获得的酶一般为纤维素酶复

合体的单个多肽组分,具有 1～2 种纤维素酶功能,不足

以彻底降解纤维素。由于缺乏纤维素结合因子,基因工

程纤维素酶不能水解结晶状态的纤维素。另外,基因工

程纤维素酶也不能克服木质素、木聚糖的障碍。因此,利

用基因工程技术生产有效降解纤维素的纤维素酶还需

要做大量的研究工作。

4.3 蛋白质工程

早期的蛋白质工程是尝试确认很相近的纤维素酶

是如何表现出不同的特性的,如催化活性的最适 pH ,有

的酶是在碱性范围内,而有的酶却是在酸性范围内。现

在蛋白质工程作为研究纤维素酶催化机制和提高酶活

的工具, 其具体手段是用酶蛋白分子定向进化技术、酶

分子的定点诱变和结构域杂交方法。它通常是利用基因

定位突变技术对纤维素酶家族序列不变残基的确认和

三维构象的确认,通过设计新的三维复合体来对酶进行

修整探索,在基因水平上改变活性部位氨基酸残基的密

码子,进而改变纤维素酶的活性,并对定点突变酶进行

动力学的分析[8]。迄今为止,纤维素酶已有 10 个家族被

克隆出来, 其中第 5,6,7,8,9,45 家族已经用蛋白质工

程来进行了研究。

最早对 T.reesi基因的定位突变研究始于 l987 年

chen 的工作,目前该技术被系统地应用于许多纤维素酶

的改造中,并已有提高纤维素酶热稳定性的多篇成功报

道,但仅有少部分提高了纤维素酶的活性。就现状而言,

在对纤维素酶三维结构及催化机理尚缺乏完全了解的

情况下,往往改变假想活性部位的几个氡基酸残基比仅

改变一个氨基酸残基效果要理想,这一领域尚需大量研

究工作。

4.4 优化发酵工艺

涂漩等[23]的报道表明,多元混菌发酵可提高各组分

分泌的纤维素酶活性。因此,选育能够分泌多种纤维素

酶成分的木霉或黑曲霉[24,25],将具有纤维素酶活性的菌

株、产木质素酶的菌株(如白腐菌等)、产木聚糖酶的菌株

和产 β-葡萄糖苷酶的菌株(如黑曲霉等)等进行混合培

养, 根据纤维素水解活性和葡萄糖生产率进行判定、优

化组合,利用现代发酵工艺,生产有多种酶成分的混合

物,有望成为纤维素酶工业化生产的又一方案。

4.5 细胞融合技术

通过细胞工程提高纤维素酶活性的工作始自日本

外山等学者[5],他们利用原生质体融合技术研究 T.reesei

的遗传, 得到的融合子其稳定的 CM C 活性比亲本高 1

倍,后来工作进一步扩大到不同种木霉之间的融合。国

内近年也在原生质的制备、再生以及融合方面进行了研

究探索。总体来看,世界范围内除少数外,通过融合技术

能稳定地大幅度提高纤维素酶活性的报道不是很多。

5 研究展望

纤维乙醇工业化生产需要进一步选育纤维素酶高

产菌株, 基因重组及定位突变技术无疑是最有效的途

径。目前对纤维素酶基因的研究主要集中在产纤维素酶

的高产真菌及耐热细菌上,其外分泌性及耐热性在酶工

业生产中具有实用意义,所以这些菌种的基因克隆仍是

纤维素酶研究的一个热点。木霉转化表达系统的构建日

趋成熟,已有将克隆基因进一步转化里氏木霉而提高了

其纤维素酶活力的报道,这方面的研究是目前纤维素酶

分子生物学研究的又一热点。纤维素酶基因在酵母中的

表达是纤维素酶基因工程向应用发展的一个重要途径,

酿酒酵母具有将葡萄糖转化为酒精的能力,若将 3 类主

要纤维素酶基因导入酿酒酵母, 可望使纤维素-葡萄糖

-酒精-燃料生产实现工艺化,前景极为诱人。存在的问

题是酵母表达外源纤维素酶基因的水平仍然有限,故提

高酵母表达纤维素酶的产量将是一个重要的研究课题。

目前对一些纤维素酶的基本结构和活性部位已基本弄

清, 利用定位突变方法对酶蛋白分子进行改造和设计,

进行蛋白质工程方面的研究也是热点之一。

现在纤维素酶的作用机理还没有完全搞清楚,虽然

对纤维素分子链β-1,4 糖苷键作用的底物特异性、水解
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机制已基本了解, 但想有效而充分地发挥各组分的作

用, 通过彼此间的协同作用使纤维素得以充分水解,就

必须透彻地研究每个组分的底物特异性。由于底物的复

杂性和酶本身的多组分,需要研究的问题还有很多。如

CB D 是如何吸附到纤维素表面,吸附后 CB D 是如何与

催化区相互作用降解纤维素, 目前尚不能作出合理解

释,据推测涉及到纤维素聚合物解链、解聚等超分子结

构的变化。

对酶基因内部的结构及调控以及酶的空间结构的

研究将越来越深入,空间结构的阐明将使酶的作用机理

明朗化。过去人们对纤维素酶的诱导调节机制的研究多

集中于木霉等少数菌株,虽发现了几种诱导物,但难以

用一普遍意义上的诱导机理来解释种种诱导现象。近年

来,随着生物化学和分子生物学的发展,再加上纤维素

酶在新领域的广泛应用,纤维素酶合成的调节机制再成

为研究的一个焦点。

另外, 至今仍没有统一的测定纤维素酶的方法,这

是影响纤维素酶研究的瓶颈。在酶活的定义方面,不同

研究者甚至同一研究者在不同的研究中存在明显的分

歧,测定结果也相当不稳定,难以进行横向比较,急需要

统一规范,包括规定标准菌株、标准测活方法、标准底

物。
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