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微生物糖代谢的分子基础                                                              

微生物降解利用木质纤维素的协同作用 
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摘  要: 木质纤维素复杂的结构组成，是制约高效降解利用这一资源、发展生物炼制的瓶颈。微生物的多酶 (菌) 体系

可有效降解木质纤维素。除好氧微生物的游离酶协同系统之外，主要存在于厌氧细菌中的纤维小体也是有序、高效的

协同降解纤维素的复合体系。近年来，在天然纤维小体研究的基础上，研究者们成功设计、构建了人工纤维小体，加

深了对这一复合体系的组成单元的理性认识。另外，菌群共培养技术利用各组成菌株代谢途径的协同作用实现了木质

纤维素的高效降解。最后，引入异源纤维素酶，可改造现有工程菌株的代谢网络，提高工程菌发酵生产终产物的能力。

这些技术有利于实现一步转化生产乙醇的联合生物工艺，有助于提高生物炼制的产率、降低生产成本。 
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biorefinery, because of its complex structures and heterogeneous composition. Besides screening or engineering approach for single 
free enzymes with improved properties, an alternative approach is to study synergistic pattern with hydrolysis systems or mimic 
natural cellulosome for better performance in cellulolytic substrate degradation. Besides, bacterial co-cultures provide another 
synergistic cellulolytic system. Engineered strains with modified metabolic network could facilitate consolidated bioprocess by 
increasing yields as well as reducing costs. 

Keywords:  lignocellulose, synergism, cellulosome, co-culture 

1  概述 

生物质  (Biomass) 主要由一系列作为结构支

撑、储能组分的多糖构成。而它的重要组成之一  

——木质纤维素分布广泛、成本低廉并且在利用过

程中对环境的副作用小，因而是生物能源研究领域

中颇具潜力的原料。木质纤维素的重要来源是可再

生的农业残料 (如秸秆) 和工业废料 (如纸浆废料 
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等)。它的主要组成是纤维素、半纤维素和木质素[1]。

纤维素是由葡萄糖单元经 β-1,4-糖苷键连接起来的

同源多糖长链。最小的重复单位是纤维二糖。纤维

素高级结构中，规则排列的糖链间易形成氢键，从

而形成结构严谨、致密的微晶结构。在对里氏木霉

Trichoderma reesei 纤维素降解酶系研究后，发现天

然纤维素降解是由多种酶协同作用完成的。首先，

内切葡聚糖酶 (EC 3.2.1.4) 从内部随机切割多糖糖

链，从而生成长短不一的短链。随后，外切纤维素

酶 (EC 3.2.1.74) 从糖链末端进行水解，生成 D-葡

萄 糖；或 者外 切葡聚 糖纤 维二糖 水解 酶  (EC 

3.2.1.91) 水解葡聚糖生成 D-纤维二糖。最后，β-葡

萄糖苷酶  (EC 3.2.1.21) 将这些短链纤维素  (尤其

是纤维二糖) 水解生成葡萄糖[2]。半纤维素是由几种

不同类型的单糖 (包括五碳糖和六碳糖) 构成的异

质多聚体。它的含量和组成因来源于不同植物或同

一植物的不同部位而有所差别。由于复杂的结构特

征，水解利用半纤维素往往需要多种酶共同作用，

如木聚糖酶、甘露聚糖酶等。木质素是由聚合的芳

香醇构成的一类物质，主要存在于植物的次生壁中，

通过与多糖组分 (尤其是半纤维素) 共价结合形成

交织网来硬化细胞壁，起抗压作用。木质纤维素结

构组成的复杂性，是植物界对抗微生物侵扰的天然

屏障，同时也制约了降解、利用这一生物资源的相

关技术的开发[3-4]。 

为了提高木质纤维素的水解利用、降低生产成

本，一种策略是发掘新酶资源或者提高天然酶的性

能；但单一酶往往难以实现这一复杂混合物的有效

水解，于是另一研究策略是开发利用能通过协同作

用、高效降解木质纤维素的体系，包括多酶体系和

菌群 [4]。这就好比构建一个降解木质纤维素的工作

车间，而每一种酶 (菌) 都是车间内的机器。本文概

述了现有微生物降解利用木质纤维素体系的研究进

展，如纤维小体和在此基础上理性设计的人工纤维

小体、菌群共培养、工程菌改造等，展望了这些技

术的应用前景，以期实现天然生物质木质纤维素到

目的产品乙醇的高效转化。 

2  游离酶降解木质纤维素  

可降解纤维素的好氧微生物，如好氧真菌 (如

里氏木霉) 或绝大多数的好氧细菌 (如 Thermobifida 

fusca)，它们能合成多种纤维素水解酶。在降解木质

纤维素底物时，这些酶蛋白在表达顺序、组成比例、

水解方式上相互协调，可逐步实现底物的有效降

解[5-6]。酶系之间的协同作用包括：内切酶与外切酶

的协同作用，外切酶之间的协同作用，以及外切酶

与 β-葡糖苷酶的协同作用等。此外，酶系中还存在

多功能酶，有些酶由多个不同家族的催化区域构成，

如 Anaerocellum thermophilum、Caldicellulosiruptor 

sp.或 Paenibacillus polymyxa GS01 产生的多功能纤

维素酶，同时具备纤维素酶、半纤维素酶活性[2-3]；

有些酶则具有多个底物结合区 CBM[7]，可以与多种

底物相结合。多功能酶蛋白分子内的催化单元促进了

协同作用，使得水解过程能有序高效进行。关于这一

部分内容可参考 Lynd 等的综述[8]，本文不作详述。 

3  纤维小体降解木质纤维素 

发现于厌氧微生物中的多酶催化体系——纤维

小体 (Cellulosome) 具有完备的协同方式。纤维小

体是多种纤维素酶、半纤维素酶依靠锚定-粘附机制

形成的、能通过细胞粘附蛋白附着在细菌细胞壁上，

高效彻底地降解天然纤维素材料的多酶复合体结

构。它是由 Bayer 等从纤维素降解细菌 Clostridium 

thermocellum 中首次分离得到的[9]。通常，纤维小体

由两部分组成：其一是各种具有催化能力且能协同作

用的酶类；其二是非催化功能的支架 (Scaffoldin)，

由于它由多种黏连蛋白 (Cohesin) 模块组成，因此

是多种水解酶组合形成复合体的支撑结构[10]。现已

在多种微生物中发现纤维小体，它们主要分布于厌

氧细菌 Clostridium 属 Cluster Ⅲ中[2]，但有研究表明

在好氧细菌 (如 Thermobifida fusca) 或一些厌氧真

菌 (如 Neocallimastix、Piromyces 和 Orpinomyces) 

中可能也存在类纤维小体结构[11-12]。纤维小体高效

降解天然纤维素的 2 个关键因素是：第一，结构中

包含多个对不同底物具有结合功能的 CBM；第二，

多个不同家族的酶蛋白在空间位置上邻近，在催化



梁朝宁等: 微生物降解利用木质纤维素的协同作用  1329 

 

Journals.im.ac.cn 

方式上具有协同作用。纤维小体对纤维素类生物质

的降解有广阔的工业应用前景，在此基础上，模拟

纤维小体的协同作用方式、人工设计构建纤维小体

也是世界范围内的研究课题。 

3.1  纤维小体的结构研究 
为了合理设计人工纤维小体，有必要深入理解

纤维小体的构型和组成。Hammel 等用 X 射线散射

的方法深入研究了纤维小体的结构。研究表明，纤

维小体组装过程与被称为连接区的支架蛋白上的特

定区域有关。这一区域的结构柔性有效地克服了相

邻黏附蛋白之间的空间位阻效应 [13]。Madkour 和

Mayer 用电子显微镜 (Electron microscopy，EM) 观

察了 C. thermocellum 的纤维小体的超微结构，发现

在球状颗粒的孔洞中存在的可能是支架蛋白的微丝

结构，而催化蛋白则分布于外壳层上 [14]。但是

Mingardon 指出，EM 观察中因为使用了固定技术，

可能不能真实反映纤维小体的生理结构；在结合并

降解包含结晶纤维素和无定形纤维素的异质底物

时，纤维小体的拓扑结构可能会发生变化[15]。 

3.2  人工设计纤维小体 
人工纤维小体的概念 1994 年由 Bayer 等提出。

它的基本理念是设计构建一个分泌型的纤维素酶类

或半纤维素酶类的复合体，通过各酶之间的协同作

用，高效降解木质纤维素[16]。为了实现这一设想，通

过基因重组技术，不同来源的纤维素酶与来自于纤维

小体的锚定蛋白 (Dockerin) 相融合，并组装在能与

锚定蛋白互补结合的黏连蛋白构成的人工支架蛋白

上形成有机复合体。Murashima 等首次实现了体外

重组人工纤维小体的合成与组装。他们构建的纤维

小体结构包括：催化区域、支架蛋白、CBM 区、细

胞壁结合区和黏连蛋白[16]，见图 1。这一基本结构

框架为日后人们设计人工纤维小体提供了依据。 

3.2.1  人工纤维小体的设计实例 

人工纤维小体技术的优势在于：首先，为了更

好地发挥协同作用，来自不同天然纤维小体的酶蛋白

可以重新组合；其次，将不同来源、可作用于不同底

物的水解酶组合构建的人工纤维小体，有助于扩大底

物作用范围。比之天然游离酶，通过合理设计纤维小

体、发挥各催化单元之间的协同作用，人工纤维小

体在催化能力和底物作用范围等方面都有所改进。 

 

图 1  纤维小体结构框架示意图[17] 
Fig. 1  A simplified schematic of general cellulosome 
composition[17]. 
 

Fierobe 等设计合成了一种由 2 种纤维素酶 

(Cel9G 和 Cel48F) 构成双功能的纤维小体[18]。在此

基础上，这一小组又将不同来源的黏连蛋白将 2 种

纤维素酶和 1 种半纤维素酶组合起来。这一三功能

人工纤维小体的催化能力较之游离酶提高了 7 倍[19]。

Cha 等设计构建的微型人工支架用来自 Clostridium 

cellulovorans 的黏连蛋白将内切葡聚糖酶或木聚糖

酶组合起来，使这一复合体对多种纤维素类底物的

催化能力较游离酶都有显著提高[20]。同样，Mingardon

等将一种真菌来源的纤维素酶插入细菌纤维小体，

使得水解活力较之游离酶提高了 26 倍[11]。 

虽然有很多成功的人工纤维小体报道，但并不

能把纤维小体简单地理解为纤维素酶类的聚合体。

天然纤维小体微妙的结构、组成说明它的催化能力

和底物作用范围的设计遵循着一定的内在规律。如

Thermobifida fusca 的糖苷水解酶家族 6 的两种纤维

素酶的 CBM 区被替换成锚定蛋白，从而将在天然纤

维小体中从未发现过的家族 6 纤维素酶引入纤维小

体，但这一人工纤维小体尽管对不定型纤维素底物

的催化能力是游离型酶的 14 倍，却对可溶底物 (如

羧甲基纤维素钠) 的催化能力却有所下降[21]。而用

同样方法将糖苷水解酶家族 48 的外切纤维素酶插

入纤维小体，与游离酶相比，纤维小体对可溶纤维

素和结晶纤维素的催化能力都有所提高[22]。这说明，

纤维小体各催化单元的选择上具有一定的偏好性；

比之糖苷水解酶家族 6 的纤维素酶，家族 48 的纤维
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素酶可能更适于纤维小体的构建。 

纤维小体的组成、各组成单元的空间位置等都

对这一复合体的协同方式、催化能力有影响。

Mingardon 等试图通过对纤维小体的两种主要构成

酶 (Cel48 和 Cel9 的纤维素酶) 融合 CBM 区或锚定

蛋白来提高纤维小体的催化能力，但是结果表明，

改造后的纤维小体虽然对结晶型纤维素的催化能力

提高，但是对不定型纤维素的水解能力下降。同时，

比之仅包含野生型蛋白的人工纤维小体，改造后、

包含不同 CBM 区或者锚定蛋白的纤维素酶构建的

各种纤维小体对结晶纤维素的催化能力均有所下

降 [15]。对人工纤维小体来说，组成单元的拓扑结构

和各组成纤维素酶的可活动范围都对纤维小体的催

化能力有重要影响。在另一篇文章中，为了研究催

化区域的柔性与催化能力的关系，纤维素酶 Cel5A

的催化区域与锚定蛋白由不同长度的连接区相连接

后插入纤维小体中后，测试各组合的性质发现：催

化能力与连接蛋白的长度无关，而与锚定蛋白与催

化中心结合的位置相关[23]。为了研究纤维小体各组

成单元之间以及纤维小体酶蛋白与游离酶的相互作

用关系，Bayer 等在纤维小体组成酶 Cel48 和 Cel9

构建了一系列包含不同 CBM 或锚定蛋白组合的嵌

合重组蛋白，但有趣的是，纤维小体构成酶转化为

游离酶时仍具有一定协同能力，而反之，大多数游

离酶只有在不作改造 (如不增加 CMB 区或锚定蛋

白)，以野生型的形态组装成为纤维小体时才具有协

同能力[23-24]。 

这些实验说明为了开发高效降解人工纤维小

体，研究者仍需要深入研究纤维小体的协同机制和

各个组成部分在整个催化体系中发挥的功用。 

3.2.2  人造纤维小体的异源合成和组装 

人工纤维小体可在多种原核表达系统中合成并

组装，生成有催化活性的复合体。 

Murashima 曾利用胞外蛋白酶缺陷型 Bacillus 

subtilis WB800 合成来自于 C. cellulovorans 的微型

纤维小体[25]。能够产生不具有纤维素酶活性的纤维

小体的 C.acetobutylicum ATCC 824 也被用于来自

C. thermocellum 和 C. cellulolyticum 的纤维小体的合

成并分泌至胞外[26]。而 C. thermocellum 的一种甘露

聚糖酶和部分支架蛋白也可以 C. acetobutylicum 作

为宿主得到活性表达[27]。 

4  纤维素降解细菌共培养 

细菌共培养体系也是提高木质纤维素水解、增

加产物利用率，从而提高最终目的产物得率的技术。

设计一个稳定的共培养体系，不仅要考虑各组成菌的

代谢过程中的协同作用，而且需优化培养条件 (如培

养基成分、培养温度等) 以维持组成菌群的平衡。 

现有的共培养体系多是以仅能发酵六碳糖的

C. thermocellum 为核心，组合其他嗜热厌氧微生

物  ( 如 Thermoanaerobactium saccharolyticum 、

Thermoanaerobacter ethanolicus、C. thermohydrosulfuricum、

Thermoanaerobium brockii 等) 构建[28-30]，见图 2。

菌群在代谢作用上具有协同作用，如纤维素可被

C. thermocellum 高效水解成纤维二糖，进而发酵成

乙醇等目的产物；而半纤维素被 C. thermocellum 水

解生成木二糖等五碳糖产物，随之可被其他组成菌

发酵成乙醇等终产物。 

共培养体系的优势在于有机结合了多种代谢途

径，降低了单一菌发酵产生的有害产物对整个发酵

系统的负面影响，同时简化了发酵工艺的操作流程。

但是，在木质纤维素的降解中，共培养体系技术仍处

于研究初期，菌群之间的协同方式有待进一步研究。 

5  其他策略 

以上分别介绍了利用酶系或菌系降解木质纤维

素的体系，而进一步的研究目标是将这两者有机结

合起来，将多酶体系协同作用的策略应用于工业菌

株的改造中。利用基因工程技术，将异源的纤维素

水解酶类转入工程菌中，一方面可提高天然纤维素

降解菌株发酵生成产物的得率，降低产物抑制作用；

另一方面，通过引入新酶、利用其在功能上与菌株

原有代谢途径的协调，可改造非纤维素水解类菌株，

使其直接发酵生产乙醇等目的产物。Kondo 的研究

小组将里氏木酶的内切葡聚糖酶和纤维二糖酶，以

及 Aspergillu aculeatus 的 β-葡萄糖苷酶用表面展示

技术在酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 的细胞表

面表达，改造后菌株可利用不定型纤维素直接发酵
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生产乙醇[31]。同样，将木聚糖酶[32]或淀粉酶[33]在酿

酒酵母的细胞表面表达后，改造菌株可发酵利用木

聚糖或淀粉类底物合成乙醇。这一技术将纤维素降

解酶类生产与工程菌相结合，实现了一步转化木质

纤维素底物为目的产品乙醇，有利于提高生产效率，

降低生产成本，是颇具应用潜力的新型技术。 

 

图 2  以 C. thermocellum 为中心、降解木质纤维素共培

养体系示意图[17] 
Fig. 2  Simplified process using C. thermocellum and other 
microorganisms in co-culture for degradation of lignocellulose[17]. 

6  小结 

木质纤维素作为植物界抵抗微生物侵扰的天然

屏障，结构复杂，组成多样。单一功能的酶往往无

法胜任木质纤维素的降解，难以实现对它的充分利

用。为了实现这一天然生物资源的高效降解，研究者

提出联合生物加工技术 (Consolidated bioprocessing，

CBP) 的概念，将纤维素酶生产、纤维素水解和乙醇

发酵结合起来，旨在实现一步发酵完成木质纤维素

到生物乙醇的转化[34]。而多酶 (菌) 体系可通过纤

维素降解酶或代谢途径之间的协同作用，能以“加

工工厂”的形式、以群体协同作用的方式实现这一

天然多聚物的有效降解。为了实现这一目的，有必

要对多酶体系各组成单元的协同作用机理进行深入

的研究，比如酶单元的催化中心与底物结合区之间

的关系，酶与底物之间的关系，纤维小体中各成员

的空间位置、结构组成对有效降解底物 (尤其是结

晶纤维素) 的影响，共培养体系中各菌群代谢之间

的协同方式等。基于这些研究，人工设计构建的多

酶体系  (如人工纤维小体)、多菌体系  (如共培养) 

以及将酶和菌株有机结合的体系 (工程菌代谢网络

改造 ) 将有助于研究者认识纤维素降解的有机体

系，在生物炼制细胞工厂中发挥作用。 
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