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摘　 要：为探究 ＮａＯＨ⁃乙醇预处理过程中 ＮａＯＨ 浓度变化对芦竹纤维表面结构、细胞壁区域化学成分以及酶解

效果的影响，采用 ＮａＯＨ 质量浓度分别为 ２．５，５．０，１０．０ ｇ ／ Ｌ 的 ＮａＯＨ⁃乙醇溶液和 １０．０ ｇ ／ Ｌ 的 ＮａＯＨ 水溶液于 ９０
℃水浴条件下，分别对芦竹粉末和切片预处理 ２ ｈ。 结果表明：当碱质量浓度为 １０．０ ｇ ／ Ｌ 时，ＮａＯＨ⁃乙醇预处理

后木质素和木聚糖脱除率达到最大值，分别为 ４７．１１％和 ３５．１２％，芦竹酶解葡萄糖得率和木糖得率达到 ４９．４１％
和７７．６１％，分别是未处理样品的 ６．２ 倍和 ７．４ 倍。 场发射扫描电镜观察显示，ＮａＯＨ⁃乙醇预处理后，芦竹纤维细

胞壁表面微纤丝暴露。 预处理过程的荧光显微镜跟踪观察表明，木质素的脱除均由薄壁细胞开始，逐渐向与之

靠近的厚壁纤维过渡，最后到维管束内部的厚壁纤维，细胞角隅的木质素相对较难脱除，预处理后仍显示较明显

的木质素信号；ＮａＯＨ⁃乙醇溶液预处理后的切片整体木质素自发荧光现象减弱，细胞壁中木质素相对浓度下降，
对酶解葡萄糖和木糖得率的提高都起到促进作用。
关键词：芦竹；乙醇；酶解；细胞壁；自发荧光
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ｅｔｈａｎｏｌ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ
ＮａＯＨ⁃ｅｔｈａｎｏｌ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮａＯＨ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｔｈｕｓ， ｔｈｅ ＮａＯＨ⁃ｅｔｈａｎｏｌ
ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｇａｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｂｌｅ ｓｕｇａｒｓ ｆｒｏｍ Ａ． ｄｏｎａｘ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ａｒｕｎｄｏ ｄｏｎａｘ； ｅｔｈａｎｏｌ； ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ； ｃｅｌｌ ｗａｌｌ； ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

　 　 为缓解能源危机和环境污染问题，各国都在寻

求新型可再生能源，将木质生物质原料用于制备生

物乙醇以代替传统化石能源已受到广泛关注。 芦

竹（Ａｒｕｎｄｏ ｄｏｎａｘ）是我国本土植物，产量可达 ４５ ～
７５ ｔ ／ ｈｍ２［１］。 芦竹中纤维素等多糖含量较高，是一

种制备生物乙醇的潜在原料，对于减少玉米、高粱

等淀粉类能源作物的过度消耗具有重要意义［２］。
与其他木质纤维原料一样，芦竹细胞壁结构致密，
细胞壁主要化学组分相互交联形成复杂的三维结

构，使纤维素酶难以直接作用于纤维素。 因此，需
要通过有效的预处理破坏细胞壁的天然抗降解屏

障，以提高酶解效率［３］。
与酸碱预处理相比，乙醇预处理以低毒、可回

收、不破坏环境等优点被广泛研究［４］。 一些研究

表明，乙醇预处理可以有效溶解脱除的木质素，达
到提高酶解糖化率的效果［５－６］。 在乙醇预处理中

添加碱性药品（如 ＮａＯＨ、ＫＯＨ、Ｃａ（ＯＨ） ２等），不仅

可以降低反应温度，还可减少预处理过程中糠醛、
酚类或弱酸等抑制物的产生［７］。 现阶段研究大多

侧重于预处理后化学组分变化对酶解效果的影响，
而在显微层面对细胞尺度水平上区域化学物质的

变化与迁移研究较少。 基于细胞水平对预处理前

后细胞壁微区化学成分进行原位观察，可以更精准

评价预处理效果。 木质素等含有不饱和基团的有

机物在不同波长的激发光源下会产生自发荧光现

象，可用于原位分析区域化学物质相对浓度的变

化。 目前，共聚焦拉曼成像技术等已被广泛用于细

胞壁区域化学与结构的分析［３，８］，而荧光显微镜操

作便捷，对样品损伤小，且在不需要定量分析的情

况下，可以快速判断具有荧光效应的化学物质的相

对浓度。
本研究使用不同碱浓度的 ＮａＯＨ⁃乙醇溶液对

芦竹进行预处理，采用湿化学法、Ｘ 射线衍射分析、
扫描电镜观察比较分析预处理前后芦竹细胞壁的

变化，并结合预处理后切片的双染色及荧光图像，
探究区域木质素溶出规律，以期为揭示 ＮａＯＨ⁃乙醇

对芦竹预处理的作用机理，优化预处理方法、提高

芦竹酶解糖化率提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 试验原料与试剂

陆上一年生芦竹，于 ２０１７ 年 １１ 月采于江苏省

泰州市姜堰区。 整株去叶去花，取节间部分去皮去

髓，粉碎过筛，收集 ０．２５～０．４５ ｍｍ（４０～６０ 目）粒径

的粉末。 根据 ＧＢ ／ Ｔ ２６７７．６—１９９４《造纸原料有机

溶剂抽出物含量的测定》对粉末样品进行抽提。
抽提后，样品常温干燥，于 ４ ℃冰箱保存，备用。

氢氧化钠，分析纯，购于南京化学试剂股份有

限公司；乙醇，分析纯，购于国药集团化学试剂有限

公司；纤维素二代酶 （ Ｃｅｌｌｉｃ ＣＴｅｃ２） 购于诺维信

（Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓ）生物技术有限公司。
１．２　 试验方法

１．２．１　 预处理

ＮａＯＨ⁃乙醇预处理在水浴锅中进行。 取 ２ ｇ 绝

干粉末放入 ２５０ ｍＬ 圆底烧瓶，按固液比 １ ∶ ２０
（ｇ ／ ｍＬ） 加入 ４０ ｍＬ 体积分数为 ７０％ 的乙醇溶

液［９］，之后加入 ＮａＯＨ 溶液（质量浓度分别为 ２．５，
５．０ 和１０．０ ｇ ／ Ｌ）；样品于预处理液中常温预浸泡 ２
ｈ，然后放入 ９０ ℃水浴锅中反应 ２ ｈ。 另以质量浓

度为 １０．０ ｇ ／ Ｌ 的 ＮａＯＨ 水溶液，与 ＮａＯＨ⁃乙醇预处

理进行对比分析。 预处理结束后，过滤分离，收集

处理液，固体残渣用热水洗至中性，均密封存放于

４ ℃冰箱，备用。 所有试验重复 ３ 次，取平均值。
固体回收率（Ｓ）按下式计算：

Ｓ ＝ １ － ｗ( ) × ｍ
Ｍ

× １００％ （１）

式中：ｗ 为预处理后样品的含水率，％；ｍ 为预处理

残渣的湿质量，ｇ；Ｍ 为预处理前的固体质量，ｇ。
为探究细胞壁中木质素脱除及迁移情况，采用

上述条件对芦竹横切面切片（厚度 １０ μｍ）进行预

处理。
１．２．２　 化学成分测定

根据美国可再生能源实验室（ＮＲＥＬ）制定的

方法［１０］，测定预处理前后样品中葡聚糖、木聚糖、
木质素的质量分数，平行测定 ３ 次，取平均值。 按

如下公式计算预处理后的化学成分变化情况：

０６
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Ｇ ＝ （Ｇ２ ／ Ｇ１） × １００％
Ｘ ＝ （１ － Ｘ２ ／ Ｘ１） × １００％
Ｌ ＝ （１ － Ｌ２ ／ Ｌ１） × １００％

ì

î

í

ï
ï

ïï

（２）

式中：Ｇ、Ｘ、Ｌ 分别为葡聚糖、木聚糖和木质素的回

收率，％；Ｇ１、Ｇ２，Ｘ１、Ｘ２，Ｌ１、Ｌ２分别为预处理前后的

葡聚糖、木聚糖和木质素质量分数（基于原料计

算），％。
１．２．３　 紫外光谱分析

取少量反应后的预处理液体，加去离子水稀

释。 以去离子水为参照，使用紫外⁃可见光分光光

度计（Ｌａｍｂｄａ ９５０，ＰＥ）在波长 ２００～６００ ｎｍ 范围测

定溶液的吸收光谱，根据吸光度与峰位反映愈创木

基（Ｇ 型）、紫丁香基（Ｓ 型）木质素的溶出情况。
１．２．４　 相对结晶度分析

使用 Ｘ 射线衍射仪（Ｕｌｔｉｍａ ＩＶ，Ｒｉｇａｋｕ）表征预

处理对芦竹相对结晶度的影响。 采用 Ｃｕ 靶 Ｋα 辐

射，设定电压 ４０ ｋＶ，电流 ３０ ｍＡ，扫描范围（２θ）为
５° ～５０°，步长 ０．０５°，扫描速度 ５° ／ ｍｉｎ。 测试前，样
品置于梯度升温（终温（１０３±２）℃）的烘箱中烘至

绝干。 相对结晶度指数（ＣｒＩ）根据 Ｓｅｇａｌ 经验方法

计算［１１］：

ＣｒＩ ＝
Ｉ００２ － Ｉａｍ

Ｉ００２
× １００％ （３）

式中：Ｉ００２为结晶区纤维素（００２）晶面衍射峰的最大

强度，２θ＝ ２１．８°；Ｉａｍ为 ２θ＝ １８．６°处的无定形区域的

衍射峰强度。
１．２．５　 场发射扫描电镜（ＦＥ⁃ＳＥＭ）分析

采用 ＦＥ⁃ＳＥＭ（ＪＳＭ⁃７６００Ｆ，ＪＥＯＬ）观察、分析预

处理对样品微观形貌的影响，加速电压为 ５ ｋＶ。
观察前使用离子溅射镀膜仪（ ＪＦＣ⁃１６００，ＪＥＯＬ）对

样品进行喷金处理。

１．２．６　 组织化学定位显微分析

１）显微构造：使用番红⁃星蓝对预处理前后的

切片进行双染色，漂洗后用甘油封片，于荧光显微

镜（ＢＸ４１，Ｏｌｙｍｐｕｓ）下进行可见光观察。
２）木质素自发荧光效应：分别以绿光（５１０ ～

５５０ ｎｍ）和紫外光（３３０～３８５ ｎｍ）为激发光源，使用

荧光显微镜对切片样品进行观察，并使用 ＤＰ７０ 数

字图像采集系统进行拍摄。
１．２．７　 酶解性能分析

取预处理前后绝干质量为 ０．１ ｇ 的样品置于 ２
ｍＬ 离心管中，纤维素二代酶（滤纸酶活为 ２３８ Ｕ／ ｍＬ）
的添加量为每克底物 ２０ Ｕ ／ ｇ，加入 ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ柠檬

酸钠缓冲溶液（ｐＨ ４．８）至总液体体积为 ５ ｍＬ。 恒

温振荡器设定温度为 ５０ ℃，转速 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ，反应 ７２
ｈ。 酶解结束后，离心取上层清液，稀释后利用高效

液相色谱（ＨＰＬＣ）测定酶解液中的单糖含量，葡萄糖

得率、木糖得率（Ｙｒ）按照如下公式计算：

Ｙｒ ＝
ｎＶＣｇ ／ ｘ

Ｍｇ ／ ｘ

× １００％ （４）

式中：ｎ 为单糖与聚糖之间的转化系数，计算葡萄

糖得率时 ｎ＝ ０．９０，计算木糖得率时 ｎ＝ ０．８８；Ｖ 为酶

解液体积，Ｌ；Ｃｇ ／ ｘ为酶解液中葡萄糖或木糖的质量

浓度，ｇ ／ Ｌ；Ｍｇ ／ ｘ为酶解底物中原有葡聚糖或木聚糖

质量，ｇ。 所有试验重复 ３ 次，取平均值。

２　 结果与分析

２．１　 预处理对芦竹主要化学组分的影响

通过 ＮＲＥＬ 方法测得原料中木质素、葡聚糖、
木聚糖质量分数分别为（２２．５８±０．４３）％，（４３．１９±
０．９４）％，（２３．１８±０．１９）％。 预处理后，原料固体质

量及化学组分变化如表 １ 所示。

表 １　 预处理后芦竹固体质量及化学成分变化

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍａｓｓ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ Ａ． ｄｏｎａｘ

预处理方式
ＮａＯＨ 质量浓度 ／

（ｇ·Ｌ－１）
脱除率 ／ ％ 回收率 ／ ％

木质素 木聚糖 葡聚糖 固体

２．５ ２７．５７±０．５７ １４．２２±０．６７ ８７．８１±０．６９ ８０．０３±０．６３

７０％乙醇 ５．０ ４６．５９±０．７６ ２３．３３±１．０８ ８４．８３±１．２０ ６９．７０±０．９９

１０．０ ４７．１１±１．４４ ３５．１２±１．９２ ７９．３５±１．８７ ６７．８２±１．９８

水（对照组） １０．０ ４８．９４±０．８２ ２４．８８±１．２１ ８３．８５±１．３５ ７０．７４±１．５２

　 　 由表 １ 可知，ＮａＯＨ 质量浓度对葡聚糖回收率

影响较小，对木质素与木聚糖脱除率影响相对较

大。 当 ＮａＯＨ 质量浓度由 ２．５ ｇ ／ Ｌ 升高至 ５．０ ｇ ／ Ｌ，
木质素脱除率由 ２７．５７％升高至 ４６．５９％，木聚糖脱

除率由 １４．２２％升高至 ２３．３３％。 由于木质素、木聚

糖大量脱除，使得预处理后物料的固体质量回收率

明显下降。 碱性条件下，诱导效应会使木质素中的

α⁃醚键易发生断裂，导致木质素大分子结构部分断

裂；同时，木质素苯环上的甲基芳基醚键也会在

ＯＨ－作用下断裂，发生脱甲基反应，增加木质素的

１６
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亲水性［１２］。 因此，碱浓度提高可促进木质素脱除。
当碱质量浓度由 ５．０ ｇ ／ Ｌ 增加为 １０．０ ｇ ／ Ｌ 时，木质

素脱除率由 ４６．５９％升高为 ４７．１１％，而对照组为

４８．９４％，木质素脱除率相近。 这可能是因为木质

素的深度碎裂与 β⁃Ｏ⁃４ 芳基醚键及其侧链的碳⁃碳
键断裂有关，当溶液中只存在 ＯＨ－，无其他强亲核

试剂（如 ＨＳ－、ＨＳＯ－
３、ＳＯ２－

３ 等）时，仅部分 β⁃Ｏ⁃４ 芳

基醚键发生反应，因而当碱质量浓度为 ５． ０ ｇ ／ Ｌ
时，继续增加 ＮａＯＨ 浓度对木质素脱除无明显促进

作用。
木质素与木聚糖之间以酯键、醚键或苯苷键等

连接，木质素脱除的同时可能会分离更多的木聚

糖，碱性条件下木聚糖也会发生碱性水解或剥皮反

应［１３］，而乙醇的添加可能促进多糖的溶解。 根据

Ｓｅｌｉｇ 等［１４］ 研究发现，木聚糖的适量脱除对酶解有

明显的促进作用。

图 １　 预处理液的紫外光谱
Ｆｉｇ． １　 ＵＶ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｌｉｑｕｉｄ

２．２　 预处理对不同类型木质素溶出情况的影响

由表 １ 可知，预处理会导致木质素和一部分木

糖降解成单体或低聚物溶解于预处理液中。 木质

素为芳香族化合物，苯环对紫外光具有强烈的吸收

作用。 从预处理液的紫外光谱图（图 １）可以看出，
波长 ２８０ ｎｍ 处出现明显吸收峰，主要由苯环 π－
π∗跃迁引起，为木质素特征吸收峰；波长 ３１０ ～ ３３０
ｎｍ 附近出现宽肩峰，可能由阿魏酸或对香豆酸等

物质中不饱和官能团引起。 当 ＮａＯＨ 质量浓度由

２．５ ｇ ／ Ｌ 上升为 ５．０ ｇ ／ Ｌ 时，２８０ ｎｍ 处特征峰强度

明显增加，说明溶液中愈创木基结构吸收更强［１５］；
当 ＮａＯＨ 质量浓度为 １０．０ ｇ ／ Ｌ 时，ＮａＯＨ⁃乙醇预处

理与对照组显示相似的紫外光谱，２８０ ｎｍ 处吸收

峰强度相对下降，但 ３１０ ～ ３３０ ｎｍ 的肩峰相对增

强。 这可能是由于预处理液中溶解了更多紫丁香

基木质素，使得 ２８０ ｎｍ 特征峰强度相对下降；３１０
～３３０ ｎｍ 的峰可能是处理液中的羟基肉桂酸结构

或其他物质降解产生的醛酮、酯类引起的［５］。

２．３　 预处理对芦竹相对结晶度的影响

不同预处理条件下芦竹的 ＸＲＤ 谱图如图 ２ 所

示。 在 ２θ＝ １６．２°，２１．８°和 ３４．５°附近均出现吸收

峰，是典型的纤维素Ⅰ型结构，纤维素晶型未改变。
但所有预处理样品的结晶度，相比未处理样品均有

所上升，这与 Ｗｕ 等［１６］ 的研究结果相似。 这可能

是因为木质素与木聚糖等无定形物在预处理中降

解，导致纤维素相对结晶度上升。 此外， Ｔｏｂａ
等［１７］研究指出，无定形区纤维素在高温烘干时会

重新排列，与结晶区表面的纤维素形成分子间氢

键，使结晶度上升。
比较不同碱浓度下的预处理样品可知，结晶度

随 ＮａＯＨ 浓度增加略呈下降趋势，这可能是由于碱

浓度上升会增加纤维素的润胀程度，在保持纤维素

Ⅰ型结构的状态下使其相对结晶度略微下降［１８］。

图 ２　 不同预处理条件下芦竹的 ＸＲＤ 谱图
Ｆｉｇ． ２　 ＸＲＤ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ａ． ｄｏｎａｘ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２．４　 预处理对芦竹表面形貌的影响

通过 ＦＥ⁃ＳＥＭ 观察分析不同预处理条件下芦

竹的表面微观形貌特征（图 ３）可知：预处理前，纤
维表面较为光滑（图 ３ａ）；预处理后，纤维破损，表
面粗糙度增加。 对比图 ３ｂ、ｃ 可知，随着碱浓度上

升，木聚糖、木质素脱除率上升（表 １），细胞表面出

现较多孔隙；并且微纤丝排列方向显露出来，可清

楚地观察到细胞壁层微纤丝取向（图 ３ｃ 中箭头所

示）。 因此，酶与底物直接接触的可能性增加，酶
解效率提高［３］。 对照组（图 ３ｄ）显示，ＮａＯＨ 预处

理后，纤维表面出现一些球状颗粒，这可能是低分

子量木质素与多糖的降解产物发生缩聚反应，形成

木质素⁃碳水化合物复合体（ＬＣＣ），冷却后附着在

细胞壁表面所形成的［１９］。 与碱预处理相比，乙醇

对溶出的木质素碎片有较好的溶解，因此，ＮａＯＨ⁃
乙醇预处理后的纤维表面较为光滑（图 ３ｃ）。
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图 ３　 不同预处理条件下芦竹的表面微观形貌
Ｆｉｇ． ３　 Ｓｕｒｆａｃｅ ｍｉｃｒｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ａ． ｄｏｎａｘ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２．５　 预处理对芦竹显微构造及木质素荧光效应的

影响

　 　 芦竹横切面显微构造如图 ４ａ 所示，包括薄壁

组织（ｐａｒｅｎｃｈｙｍａ，Ｐ）和维管束组织，其中，维管束

组织包括原生导管（ｐｒｏｔｏｘｙｌｅｍ ｖｅｓｓｅｌ，ＰＶ）、后生导

管（ｍｅｔａｘｙｌｅｍ ｖｅｓｓｅｌ，ＭＶ）、筛管（ｓｉｅｖｅ ｔｕｂｅ，ＳＴ）以
及环绕在其外侧的厚壁纤维（ ｓｃｌｅｒｅｎｃｈｙｍａ ｆｉｂｅｒ，
ＳＦ）。

ａ～ ｅ． 番红⁃星蓝双染色； ｆ～ ｊ． 绿色光激发下的自发荧光；
ｋ～ ｏ． 紫外光激发下的自发荧光； Ｐ 为薄壁细胞；

ＰＶ 为原生导管； ＭＶ 为后生导管；
ＳＴ 为筛管； ＳＦ 为厚壁纤维

图 ４　 不同预处理条件下芦竹的双染色及自发荧光图片
Ｆｉｇ． ４　 Ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ

Ａ． ｄｏｎａｘ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
未处理样品在番红⁃星蓝双染色后，维管束的

厚壁纤维、导管、薄壁细胞的细胞壁都基本为红色，
呈现较高的木质化程度；筛管为蓝色，表明其木质

化程度较低，具有较多多糖类物质 （图 ４ａ）。 图

４ａ～ ｃ 显示，随 ＮａＯＨ 浓度的增加，薄壁细胞红色部

分不断减少，表明此区域的木质素发生脱除；但厚

壁纤维依旧呈现相对明显的红色，表明该区域木质

素含量仍相对较高。 ＮａＯＨ 质量浓度为 １０．０ ｇ ／ Ｌ
时，２ 种预处理后的厚壁纤维红色区域均有明显减

少（图 ４ｄ、ｅ），表明大量木质素发生脱除，这与表 １
中的数据趋势一致。

大量文献［１５，２０－２２］ 表明，自发荧光主要是由木

质素芳香骨架中的共轭键产生，因此，图像颜色的

明暗程度可反映不同区域木质素的相对浓度。 图

４ｆ～ ｊ 是绿色光激发下的自发荧光图像，可清楚看

到未处理样品在导管、细胞角隅、复合胞间层均显

示较为强烈的荧光信号，表明该区域木质素含量相

对较高。 图 ４ｇ 显示，当 ＮａＯＨ 质量浓度为 ２．５ ｇ ／ Ｌ
时，厚壁纤维细胞角隅、复合胞间层荧光信号相对

增强，这可能是因为部分抽提物的去除使得荧光信

号更为集中。 此外，预处理初期木质素的迁移、再
沉积也可能导致区域信号的增强［２３］。 随着碱浓度

上升，细胞壁自发荧光效应逐渐减弱。 当 ＮａＯＨ 质

量浓度为 １０．０ ｇ ／ Ｌ 时，ＮａＯＨ⁃乙醇预处理后薄壁细

胞和厚壁纤维基本无非常强烈的荧光信号，表明木

质素发生大量脱除（图 ４ｉ）。 对照组显示，ＮａＯＨ 预

处理后薄壁细胞荧光信号基本消失，仅在细胞角隅

出现，说明薄壁细胞中的木质素发生较明显降解；
但厚壁纤维的复合胞间层与细胞角隅处依然存在

相对较强的荧光信号（图 ４ｊ 中箭头所示）。
图 ４ｋ～ ｏ 是紫外光激发下的自发荧光图像。

由图 ４ｌ 可以看出，预处理后细胞壁显示的颜色不

再是单纯蓝色，厚壁纤维显示出一定绿色，Ｈａｒｒｉｓ
等［２４］认为绿色可能是碱处理后细胞壁中的阿魏酸

产生的。 对比图 ４ｇ～ ｉ、ｌ ～ ｎ 均可以发现，木质素的

溶出首先开始于薄壁细胞，其次是厚壁纤维外侧，
最后过渡到厚壁纤维内侧。 此外，预处理过程中，
薄壁细胞的复合胞间层荧光信号有明显减弱，次生

壁荧光信号则相对明显。 有研究表明，禾本科植物

的复 合 胞 间 层 中 沉 积 了 大 量 对 羟 基 肉 桂 酸

（ＨＣＡ），脱木质素过程中，ＨＣＡ 会优先于木质素从

细胞壁中脱除，同时，薄壁细胞中的 ＨＣＡ 及木质素

３６



林 业 工 程 学 报 第 ４ 卷

脱除速率高于木质化程度较高的厚壁纤维［２５］。 切

片预处理过程中，各壁层与溶液接触更均匀，可能

导致薄壁细胞复合胞间层中的 ＨＣＡ 及木质素充分

反应而被脱除，使得复合胞间层荧光强度有所

减弱。
碱浓度相同的 ＮａＯＨ⁃乙醇预处理（图 ４ｉ、ｎ）与

ＮａＯＨ 预处理（图 ４ｊ、ｏ）相比，ＮａＯＨ⁃乙醇预处理后

切片整体荧光效应均有所减弱，预处理效果更加均

匀；ＮａＯＨ 预处理对薄壁细胞有明显的脱木质素效

果，但部分细胞角隅（图 ４ｊ、ｏ 中箭头所示）及厚壁

纤维木质素含量仍相对较高。
２．６　 预处理对芦竹酶解性能的影响

芦竹 ７２ ｈ 酶解葡萄糖、木糖得率见图 ５。
ＮａＯＨ⁃乙醇预处理中，随着碱浓度增加，酶解还原

糖得率均逐步上升。 当 ＮａＯＨ 质量浓度为 １０．０ ｇ ／
Ｌ 时，葡萄糖、木糖得率均达到最大值 ４９． ４１％和

７７．６１％，分别是原料的 ６．２ 倍和 ７．４ 倍。 木质素的

有效脱除减弱了木质素对底物造成的疏水作用和

对酶的无效吸附［２６－２７］，增加了酶的可及性。 适量

木聚糖的脱除，不仅减弱了木聚糖对纤维素酶的物

理位阻效应，而且木聚糖大分子链的断裂也暴露出

更多可与木糖酶接触的活性位点，提高木糖与葡萄

糖得率。

图 ５　 预处理对芦竹 ７２ ｈ 酶解葡萄糖
得率和木糖得率的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ７２ ｈ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｘｙｌｏｓｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ Ａ． ｄｏｎａｘ

与对照组相比，ＮａＯＨ⁃乙醇预处理后芦竹的酶

解效率相对更好。 结合显微分析可以发现，ＮａＯＨ⁃
乙醇预处理对木质素的脱除效果更加均匀，预处理

后纤维表面孔隙率增加，微纤丝显露，都增加了酶

与底物的直接接触，从而提高了酶解效率。

３　 结　 论

１）基于木质素自发荧光效应，通过原位可视

化分析可获得乙醇预处理过程中芦竹细胞壁木质

素迁移规律：木质素的脱除由薄壁细胞开始，逐渐

向厚壁纤维逐渐过渡；薄壁细胞复合胞间层的木质

素脱除最明显，而细胞角隅处的木质素最难脱除。
２）预处理时，碱浓度的上升可促进木质素与

木聚糖的脱除，特别是紫丁香基木质素与对羟基肉

桂酸；木质素与木聚糖的溶出减少了位阻效应，同
时破坏了细胞壁化学组分相互交联的致密结构，孔
隙的增加与微纤丝的暴露，均增加了底物与酶的直

接接触面积；１０．０ ｇ ／ Ｌ 的 ＮａＯＨ⁃乙醇预处理后，芦
竹可获得最佳酶解效果。

３）由于碳水化合物无自发荧光效应，后续试

验将探索新的标记方法表征预处理中细胞壁的木

糖、葡萄糖等的迁移规律，多角度分析乙醇预处理

机制。
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ｏｎ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｓｔｒａｗ［Ｊ］ ．
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１２， ４５（９）： ７５７－７６２．

［ ６ ］ 周静， 沈葵忠， 房桂干， 等． 响应面优化碱醇预处理麦草酶解

效率及木质素组分分离［Ｊ］ ． 食品工业科技， ２０１８， ３９（１４）：
８１－８６． ＤＯＩ：１０．１３３８６ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－０３０６．２０１８．１４．０１６．
ＺＨＯＵ Ｊ， ＳＨＥＮ Ｋ Ｚ， ＦＡＮＧ Ｇ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｌ⁃
ｋａｌｉ⁃ｅｔｈａｎｏｌ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｓｔｒａｗ ｆｏｒ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｅｐａ⁃
ｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇｎｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｆｏｏｄ
Ｉｎｄｕｓｔｒｙ， ２０１８， ３９（１４）： ８１－８６．

［ ７ ］ ＹＵＡＮ Ｗ， ＧＯＮＧ Ｚ Ｗ， ＷＡＮＧ Ｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｋａｌｉｎｅ ｏｒｇａｎｏｓｏｌｖ
ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｒｎ ｓｔｏｖｅｒ ｆｏｒ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｄｉｇｅｓｔｉｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１８， ２６５： ４６４－４７０．
ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｂｉｏｒｔｅｃｈ．２０１８．０６．０３８．

［ ８ ］ ＪＩ Ｚ， ＭＡ Ｊ Ｆ， ＸＵ Ｆ． Ｍｕｌｔｉ⁃ｓｃａｌｅ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｙｎａｍｉｃ

４６



　 第 ４ 期 陈冰炜，等：乙醇预处理对芦竹细胞壁的影响及荧光可视化分析

ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｏｐｌａｒ ｃｅｌｌ ｗａｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ａｌｋａｌｉ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ［ Ｊ］ ． Ｍｉ⁃
ｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ Ｍｉｃｒｏａｎａｌｙｓｉｓ， ２０１４， ２０（２）： ５６６－５７６． ＤＯＩ：１０．
１０１７ ／ ｓ１４３１９２７６１４００００６３．

［ ９ ］ ＮＩ Ｙ， ＨＵ Ｑ． Ａｌｃｅｌｌ ® ｌｉｇｎｉｎ ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｅｔｈａｎｏｌ⁃ｗａｔｅｒ ｍｉｘｔｕｒｅｓ
［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｐｏｌｙｍｅｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ， １９９５， ５７ （ １２ ）：
１４４１－１４４６． ＤＯＩ：１０．１００２ ／ ａｐｐ．１９９５．０７０５７１２０３．

［１０］ ＳＬＵＩＴＥＲ Ａ， ＨＡＭＥＳ Ｂ， ＲＵＩＺ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｕｃ⁃
ｔｕｒａｌ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ ａｎｄ ｌｉｇｎｉｎ ｉｎ ｂｉｏｍａｓｓ ［ Ｒ ］． Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｒｅｎｅｗａｂｌｅ Ｅｎｅｒｇｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ， ２０１２： １－１５．

［１１］ 李新宇， 张明辉． 利用 Ｘ 射线衍射法探究木材含水率与结晶

度的关系［ Ｊ］ ． 东北林业大学学报， ２０１４， ４２ （ ２）：９６ － ９９．
ＤＯＩ：１０．１３７５９ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．ｄｌｘｂ．２０１４．０２．０２３．
ＬＩ Ｘ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｍ Ｈ． Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｗｏｏｄ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ
ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｉｔｙ ｂｙ Ｘ⁃ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１４， ４２（２）：９６－９９．

［１２］ ＺＨＡＯ Ｘ Ｂ， ＣＨＥＮＧ Ｋ Ｋ， ＬＩＵ Ｄ Ｈ． Ｏｒｇａｎｏｓｏｌｖ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｉｃ ｂｉｏｍａｓｓ ｆｏｒ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉ⁃
ｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２００９， ８２ （ ５）： ８１５ － ８２７． ＤＯＩ：
１０．１００７ ／ ｓ００２５３－００９－１８８３－１．

［１３］ 周静， 沈葵忠， 房桂干， 等． 不同预处理方法对麦草化学组分

及其酶解性能的影响［ Ｊ］ ． 林产化学与工业， ２０１７， ３７（５）：
５３－６０． ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０２５３－２４１７．２０１７．０５．００７．
ＺＨＯＵ Ｊ， ＳＨＥＮ Ｋ Ｚ， ＦＡＮＧ Ｇ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅ⁃
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌ⁃
ｙｓｉｓ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｓｔｒａｗ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔ
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ， ２０１７， ３７（５）： ５３－６０．

［１４］ ＳＥＬＩＧ Ｍ Ｊ， ＡＤＮＥＹ Ｗ Ｓ， ＨＩＭＭＥＬ Ｍ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ
ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｃｏｒｎ ｓｔｏｖｅｒ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｂｙ ｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃ ａｎｄ
ｘｙｌａｎｏｌｙｔｉｃ ｅｎｚｙｍｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ， ２００９， １６ （ ４）： ７１１ － ７２２．
ＤＯＩ： １０．１００７ ／ ｓ１０５７０－００９－９３２２－０．

［１５］ 马建锋， 杨淑敏， 田根林， 等． 植物细胞壁木质素区域化学紫

外显微光谱研究进展［ Ｊ］ ． 林产化学与工业， ２０１６， ３６（１）：
１４７－１５４． ＤＯＩ： １０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０２５３－２４１７．２０１６．０１．０２１．
ＭＡ Ｊ Ｆ， ＹＡＮＧ Ｓ Ｍ， ＴＩＡＮ Ｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＵＶ⁃ｍｉ⁃
ｃｒｏｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ ｏｎ ｌｉｇｎｉｎ ｔｏｐｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ
［Ｊ］ ． Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ， ２０１６， ３６（１）：
１４７－１５４．

［１６］ ＷＵ Ｘ Ｘ， ＨＵＡＮＧ Ｃ Ｘ， ＺＨＡＩ Ｓ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｓｔｒａｗ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌ ａｕｔｏｈｙｄｒｏｌ⁃
ｙｓｉｓ ａｎｄ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｏｓｔ⁃ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
２０１８， ２５１： ３７４－３８０． ＤＯＩ：１０．１０１６ ／ ｊ．ｂｉｏｒｔｅｃｈ．２０１７．１２．０６６．

［１７］ ＴＯＢＡ Ｋ， ＹＡＭＡＭＯＴＯ Ｈ， ＹＯＳＨＩＤＡ Ｍ． Ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌ⁃
ｌｕｌｏｓｅ ｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌｓ ｉｎ ｗｏｏｄ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｂｙ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｄｒｙ⁃ａｎｄ⁃ｗｅｔ ｔｒｅａｔ⁃
ｍｅｎｔ， ｕｓｉｎｇ Ｘ⁃ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ， ２０１３， ２０
（２）： ６３３－６４３． ＤＯＩ：１０．１００７ ／ ｓ１０５７０－０１２－９８５３－７．

［１８］ ＬＩＮＧ Ｚ， ＣＨＥＮ Ｓ， ＺＨＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅ⁃ｓｔｒｕｃ⁃
ｔｕｒａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｄｕｒｉｎｇ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ｅｎ⁃
ｈａｎｃｅｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１７，

２２４： ６１１－６１７． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｂｉｏｒｔｅｃｈ．２０１６．１０．０６４．
［１９］ ＺＥＮＧ Ｙ Ｎ， ＺＨＡＯ Ｓ， ＷＥＩ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎ ｓｉｔｕ ｍｉｃｒｏ⁃ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｉｃ

ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇｎｉｎ ｉｎ ｐｏｐｌａｒ ｃｅｌｌ ｗａｌｌｓ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｍａｌｅｉｃ
ａｃｉｄ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒ Ｂｉｏｆｕｅｌｓ， ２０１５， ８（１）： １２６． ＤＯＩ：
１０．１１８６ ／ ｓ１３０６８－０１５－０３１２－１．

［２０］ 邓建华， 管梦灵， 刘美芹． 高粱茎杆中木质素分布的显微技

术研究［Ｊ］ ． 植物学研究， ２０１４， ３： １８８－１９４． ＤＯＩ： １０．１２６７７ ／
ｂｒ．２０１４．３５０２４．
ＤＥＮＧ Ｊ Ｈ， ＧＵＡＮ Ｍ Ｌ， ＬＩＵ Ｍ Ｑ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｔｅｃｈ⁃
ｎｉｑｕｅｓ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｌｉｇｎｉｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｅｍ ｏｆ ｓｏｒｇｈｕｍ
［Ｊ］ ． Ｂｏｔａｎｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１４， ３： １８８－１９４．

［２１］ ＤＯＮＡＬＤＳＯＮ Ｌ Ａ． Ｌｉｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｇｎｉｎ ｔｏｐｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ： ａｎ ｕｌ⁃
ｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｖｉｅｗ［Ｊ］ ． Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２００１， ５７（６）： ８５９－８７３．
ＤＯＩ：１０．１０１６ ／ ｓ００３１－９４２２（０１）０００４９－８．

［２２］ ＪＩ Ｚ， ＭＡ Ｊ Ｆ， ＺＨＡＮＧ Ｚ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇｎｉｎ ａｎｄ ｃｅｌ⁃
ｌｕｌｏｓｅ ｉｎ ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｏｏｄ ｔｒａｃｈｅｉｄｓ ｏｆ Ｐｉｎｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ ｄｅｔｅｒ⁃
ｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｃｏｎｆｏｃａｌ Ｒａｍａｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
［Ｊ］ ． Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｃｒｏｐｓ ａｎｄ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ， ２０１３， ４７： ２１２－２１７． ＤＯＩ：
１０．１０１６ ／ ｊ．ｉｎｄｃｒｏｐ．２０１３．０３．００６．

［２３］ ＤＯＮＯＨＯＥ Ｂ Ｓ， ＤＥＣＫＥＲ Ｓ Ｒ， ＴＵＣＫＥＲ Ｍ Ｐ， ｅｔ ａｌ．
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