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摘要  纤维素的结晶区是纤维素酶降解纤维素效率不高的制约因素。在纤维素生物降解的基础上, 从产结晶纤维素酶的微生物 , 酶的
作用机理 , 酶的基因工程与蛋白工程 , 以及结晶纤维素酶的研究前景等方面对结晶纤维素的降解作了综合评述。
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Abstract  Despite its si mple chemical composition ,cellulose exists in a number of crystalli ne and amorphous topologies .Its insolubility and heterogeneity
makes native cell ulose a recalcitrant substrate for enzymatic hydrolysis .Onthe basis of the hydrolysis of cell ulosic biomass ,inthis reviewthe basic research
on crystalline cellulose- degrading enzyme was concerned .Main avicelase-producing organisms were described .A mechanistic model for the action of enzyme
complexes on the surface of insol uble substrates ,some opportunities of cell ulase i mprovement by means of gene and protei n engineering and its biotechno-
logical perspectives were discussed .
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  纤维素是地球上年产量巨大、可再生的一种自然资源 ,

利用其进行生物转化提供有益物质, 对于当前人类解决能源

危机、粮食短缺、环境污染等问题具有极其重要的意义[ 1] 。

微生物及其产生的纤维素酶能够降解纤维素, 一直是纤维素

酶及其应用研究领域的主要热点[ 2] 。

天然纤维素的彻底降解至少需要4 种组分的参与 : ①纤

维素结合结构域与底物的吸附与解吸附; ②内切葡聚糖酶作

用于纤维素的非结晶区 , 将长链纤维素分子截断, 产生大量

带非还原性末端的小分子; ③外切葡聚糖酶作用于纤维素线

状分子末端, 水解β-1 ,4 糖苷键, 产生纤维二糖分子; ④β- 葡

萄苷酶将纤维二糖分子水解成葡萄糖。由于天然纤维素链

倾向于缠绕在一起, 形成结晶状不溶性的刚性结构, 导致生

物降解的天然抗性[ 3] 。目前大部分纤维素酶的研究常用底

物是高水溶性的羧甲基纤维素钠( CMC- Na) , 这在一定程度上

削弱了纤维素酶“分解纤维素”的意义。

近年来, 国内外关于纤维素结构、纤维素酶作用于结晶

纤维素表面的模式和降解纤维素的多酶复合体结构的研究

有了很大进展。笔者在纤维素生物降解的基础上, 对结晶纤

维素降解的产酶微生物、酶的作用机理、酶的基因工程与蛋

白工程 , 及其研究进展进行综述。

1  纤维素的结晶结构及其分解菌

1 .1 纤维素的结晶结构  纤维素是以纤维二糖为基本单

位, 由许多葡萄糖残基以β-1 ,4 糖苷键连接而成的线性高分

子结构, 分子聚合度变化大, 一般为8 000 ～10 000 个葡萄糖

残基。纤维素链通过氢键的缔合作用形成纤维束, 分子密度

大的区域成平行排列形成结晶区 , 分子密度小的区域分子间

隙小, 定向差, 形成无定形区。无定形区易被单一的内切葡

聚糖酶降解, 而结晶区则需要多个酶组分之间的共同作用。

1 .2  结晶纤维素分解菌及其产生酶  能够利用和分解纤维

素的物种多 , 如微生物、植物及昆虫等。真菌、细菌、放线菌

等在一定条件下均可产生纤维素酶, 但结晶纤维素降解的研
�
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究多集中在一些嗜热菌和极端嗜热菌的高温转化上[ 4 - 5] 。

结晶纤维素分解菌对结晶纤维素的降解可分为好氧降

解和厌氧降解2 大途径。好氧性细菌如纤维单胞菌( Cell u-

lomonas) 、褐色高温单胞菌( Thermomonospora) 、欧文氏菌( Eri-

wi nia) 和假单胞菌( Pseudomonas) 。有氧菌产单一酶系与好氧

真菌产酶相似。酶系统研究最多的是 C . fi mi 和 T . fusca , 其

产生的胞外酶对结晶纤维素的作用远小于对 CMC- Na 的作

用[ 6] 。厌氧性细菌如芽孢梭菌属( Clostridium) 和瘤胃球菌

( Ruminococcus) , 对极端环境的耐受性好 , 可以产生高比活力

的降解酶, 这些酶常聚集形成多酶复合体的结构称为纤维小

体( cellulosome) , 这种稳定的复杂酶系能较迅速地降解结晶纤

维素[ 7 - 8] 。在这方面对厌氧嗜热纤维素分解菌的研究最多。

2  纤维素降解酶的作用机理

2 .1  降解酶分子的结构  大多数纤维素酶分子都具有类似

结构即球状催化结构域( Catalytic Domain , CD) , 连接桥( Link-

er) 和没有催化作用的纤维素结合域( Cellulose Binding Do-

main , CBD) 3 部分。CD 主要体现酶的催化活性及对底物的

特异性。内切葡聚糖酶的活性位点位于一个开放的裂口中 ,

允许整条纤维素链进入 , 随机水解糖苷键; 外切葡聚糖酶的

活性中心位于一个环状通道中, 只允许纤维素的末端逐步进

入并将其水解。所有纤维素酶的 CD 都很大, 占整个蛋白分

子的70 % , 根据酶的序列分析发现CD 是高度可变的[ 1] 。

CBD 又称为纤维素结合模块( Cellulose Binding Module ,

CBM) , 通过结晶学和核磁共振等技术对各家族来源的 CBD

结构研究表明, 其功能是将相邻的CD 呈递到纤维素底物上。

C .fi mi 的CenA 或CenX 单独的CBD 不具备对底物的水解活

力, 但能破坏棉纤维形成短纤维, 具有疏解结晶纤维素的能

力, 因此CBD 对酶的催化活力是必需的 , 具有调节酶对可溶

性和非可溶性底物专一性活力的作用[ 9] 。

Linker 是一段富含脯氨酸和羟基氨基酸, 高度糖基化的

连接肽, 其作用可能是保持 CD 和 CBD 之间的距离; 有助于

同酶分子间形成较为稳定的聚集体。

2 .2  降解机制 天然纤维素的微生物降解机制被普遍接受

的是协同理论( Snergism) 。目前已报道的有4 种协同机制: ①

内切—外切协同, 存在于内、外切葡聚糖酶之间; ②外切—外
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切协同, 存在于从还原端和非还原端切割的外切葡聚糖之

间; ③外切葡聚糖酶和β- 葡萄苷酶的协同; ④酶分子内的 CD

和CBD 之间的协同。

好氧性细菌同真菌类似产生大量丰富的胞外酶, 游离酶

组分在CBM 的作用下组装成多酶复合体的形式对纤维素实

施有效降解。高纤维素降解菌 T . fusca 的酶系统相对简单 ,

由6 个均有CBD 的组分组成, 目前这6 个酶组分的基因已被

克隆出来, 并进行了生理生化性质的研究, 结果表明 , 单一酶

组分不能降解结晶纤维素, 多种酶组分一起作用可以较为迅

速地降解纤维素[ 6 ,10] 。这种复合体活性远远大于单个组分

活力之和, 体现出很强的协同作用 :Cel5A、Cel6 和 Cel9B———

内切葡聚糖酶可以随机切割纤维素链;Cel9A 是个“progres-

sive”内切葡聚糖酶 , 能降解纤维素释放纤维四糖单位[ 11] ;

Cel6B 和Cel48A———外切葡聚糖酶分别作用于纤维素的非还

原端和还原端释放纤维二糖[ 12] 。

厌氧性细菌纤维素酶则是以形成多酶复合体的结构而

起作用, 其中纤维小体是研究最多的多酶复合体, 它能高效

降解结晶纤维素。有关纤维小体的结构组成和高效催化机

制是天然纤维素降解中令人感兴趣的内容。通过纤维素的

亲和层析和凝胶过滤的方法很容易将纤维小体从培养物中

分离出来, 研究发现它是由很多不同的蛋白组成, 其中大多

数为有活性的酶[ 13] 。人们试图通过变性的方法纯化单个组

分和构建重组体, 但进展都不大[ 14 - 15] 。目前对纤维小体的

研究主要集中在基因工程方面。在很多厌氧性细菌中都发

现了纤维小体, 以嗜热厌氧菌 C . t her mocell um 为代表的纤维

小体里多个亚蛋白基因已被克隆, 最大的一个整合蛋白

CipA, 分子量约为210～250 kDa , 主要负责多个其他酶亚单元

的协同降解作用, 并将各个亚单元进行装配。

3  纤维素降解酶的基因工程和蛋白质工程

细菌产生的纤维素酶相对真菌而言, 虽然有较高的比活

力, 但总产酶活低, 不利于分离纯化。基因工程和蛋白质工

程为纤维素酶的研究开拓了新前景。

酶基因克隆等手段有助于深入探索纤维素酶的生物合

成和作用机制及构建高效纤维素分解菌, 国内外在这方面开

展了大量的研究。目前的研究主要集中在产酸性纤维素酶

的真菌。丝状真菌木霉属能产生大量酶系完全的胞外纤维

素酶, 而且对结晶纤维素有较好的酶活性。里氏木霉( Tri-

choder ma reesei ) 的 CBHⅠ、CBHⅡ、EGⅠ、EGⅡ、EGⅢ、EGⅣ、EGⅤ

和 BG 基因均已被克隆而且在大肠杆菌( E. coil ) 中得到表

达。由于酶的耐热性在生产中具有实用意义, 耐热细菌也成

为研究的热点。早在1993 年G P Hazel wood 等就对 C .t her mo-

cell u m 的纤维素酶基因 celⅠ进行过克隆表达和定性。迄今为

止, C.ther mocellum 中纤维素酶基因和与其相关的20 多个不

同的纤维小体得到成功测序[ 16] 。

采用蛋白质工程的方法构建具有完全降解结晶纤维素

的纤维素酶分子是酶走向工业化应用的重要途径。纤维素

酶蛋白质工程主要包括以下几方面: ①通过定点诱变技术改

变组成蛋白质的1 个或数个氨基酸残基 , 以确定催化过程中

的功能性氨基酸。②根据实际应用需要, 原位修饰或增删酶

分子结构。如: 去除覆盖外切酶活性位点的loop 环, 改变酶

与特异性底物之间的作用模式; 在缺乏CBD 的酶分子结构中

添加CBD, 作为一种亲和标记纯化酶; 删除大分子酶中不影

响活性的部分如纤维素结合素Ⅲ结构域 , 使蛋白变小更容易

进入底物内部实施降解。③研究酶的稳定性。通过融合细

菌中的热稳定性组块( 如TST) 提高酶的稳定性 ; 改变酶3 级

结构中分子之间作用力, 研究二硫键在纤维素酶稳定中所起

的作用[ 5] 。

4  结晶纤维素降解酶的研究展望

纤维素酶的酶解效率影响纤维素酶的工业化生产和广

泛应用。微生物降解纤维素, 尤其是极端耐受菌种的研究给

这一难关带来突破性的进展[ 17 - 18] 。从自然界中筛选出具有

相对较高活性的结晶纤维素降解酶类, 进行产酶条件优化或

运用分子工程手段构建新菌种, 有望获得具有更高热稳定性

和催化活性的酶。

Cl ostri di um 和 Rumi nococci 发展形成了优化的多酶复合

体———纤维小体。随着基因工程技术的发展, 特别是重组

DNA 技术的引入 , 细菌的这种纤维小体在纤维素类物质降解

的生物技术应用上日益显示出其潜在的发展优势。从细菌

中提取纤维素酶将可能以其高效性而成为提取纤维素酶的

一个重要发展方向。此外, 对纤维小体的酶解作用机制的研

究, 可以为纤维素类物质降解提供很多有价值的基础理论。

采用蛋白质工程方法构建具有能完全降解结晶纤维素的纤

维素酶以提高酶生物催化活性的效率, 是纤维素酶得以应用

的重要途径。
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mg/ ml 獐牙菜苦苷、0 .024 5 mg/ ml 龙胆苦苷的混合对照品

溶液 , 在选定的色谱条件下测定色谱峰面积, 计算得 RSD

分别为0 .96 % 、1 .01 % 、0 .74 % ( n = 6) , 表明仪器精密度

良好。

1 .4 .5 重复性试验。精密称取祁连獐牙菜样品0 .5 g 共6

份, 按“1 .3 .2”方法操作, 在选定的色谱条件下测定落干酸、

獐牙菜苦苷、龙胆苦苷的含量, 计算得 RSD 分别为2 .5 % 、

1 .9 % 、2 .2 %( n = 6) , 表明方法重复性良好。

注 :1 . 落干酸 ,2 . 獐牙菜苦苷 ,3 . 龙胆苦苷。

图1 3 种对照品( A) 和祁连獐牙菜甲醇提取物( B) 色谱

1 .4 .6  稳定性试验。精密称取祁连獐牙菜样品0 .5 g , 按

“1 .3 .2”方法操作 , 分别在0、2 、4 、6 、8 h 时分别进样 , 测定落

干酸、獐牙菜苦苷、龙胆苦苷的峰面积, 计算得 RSD 分别为

2 .1 % 、1 .7 % 、2 .4 %( n = 5) 。表明样品溶液在8 h 内稳定。

1 .4 .7  回收率试验。精密称取3 份已测知含量的祁连獐

牙菜样品各0 .05 g , 添加各对照品溶液适量( 落干酸:0 .25

mg/ ml 溶液0 .80 ml , 獐牙菜苦苷 :0 .19 mg/ ml 溶液0 .70 ml ,

龙胆苦苷:0 .245 mg/ ml 溶液0 .60 ml) , 按“1 .3 .2”方法操作, 测得

落干酸、獐牙菜苦苷、龙胆苦苷的平均回收率( n = 3) 分别为

103 % 、98 .2 % 、101 % ; RSD 分别为3 .9 % 、4 .0 %、3 .5 % 。

2  结果与分析

2 .1  祁连獐牙菜中3 种有效成分的含量 取按“1 .3 .2”方法

制备的样品溶液用上述色谱条件进行分析, 经 DAD 检测器

检测待测组分的峰纯度且其紫外光谱与对照品一致后 , 按外

标法以峰面积积分值计算, 得落干酸、獐牙菜苦苷、龙胆苦苷

的含量分别为: 0 .079 2 %( n = 3 , RSD = 3 .1 %) 、0 .063 3 %( n

= 3 , RSD= 2 .9 %) 和2 .274 0 %( n = 3 , RSD= 3 .5 %) 。

2 .2  检测波长的确定  上述对照品溶液进样后 , 利用 DAD

检测器在200～400 nm 扫描其吸收光谱, 对照品在240 nm 波

长处有较高的吸收 , 选择该波长为检测波长。

2 .3 提取方法确定  比较了不同提取方法( 超声和热回

流) 、时间( 15、30、45、60 min) 对提取率的影响, 结果发现 , 超声

提取优于热回流提取法, 且超声30 min 即可将3 种有效成分

提取完全。故试验采用超声提取法。

2 .4  流动相选择  3 种有效成分色谱峰易拖尾, 经试验, 在

水中加入0 .04 %( v/ v) 磷酸时可改善峰形。故选择甲醇和含

0 .04 % 磷酸的水作流动相。

3  小结

建立了反相高效液相色谱法同时测定祁连獐牙菜中落

干酸、獐牙菜苦苷和龙胆苦苷含量的方法, 采用色谱柱为

ZORBAX SB- C18( 250 mm×4 .6 mm,5 μm) , 流动相: 甲醇和水

( 含0 .04 % 磷酸) 的比例在0 ～20 min 由20∶80 至30∶70 梯度

洗脱, 流速1 ml/ min , 检测波长254 nm, 柱温35 ℃, 在该色谱

条件下3 种有效成分均达到基线分离。落干酸、獐牙菜苦苷

和龙胆苦苷的线性范围分别为0 .05 ～0 .625、0 .009 5 ～2 .9 和

0 .048 6 ～2 .56 μg , 相关系数分别为0 .999 9、0 .999 8 、0 .999 6 。

该方法具有简便、快速, 结果准确、可靠等优点, 对全面评价

药物质量及新药源的研究有重要的作用。
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