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纤维素酶在木质纤维素生物质转化中的应用研究

沈金龙 毛爱军 王远亮 江 宁 董志扬"

（中国科学院微生物研究所 北京 /###$#）

摘 要：选育得到纤维素酶高产菌株里氏木霉突变菌株（!"#$%&’(")* "((+(#）$/K)，优化了其发酵产酶条件。利用该

菌株所产纤维素酶对天然木质纤维素的水解糖化过程进行研究，确定了实验条件下最优的糖化条件（温度 0#L，

MN !O0，酶浓度 8 P $ <QR;@S，底物浓度 "T）。以玉米叶和杨树叶为天然纤维素原料，水解糖化率分别达到 $8O"T
和 08O#T。通过酿酒酵母（ ,*$$%*"&)-$(+ $("(.#+#*(）将糖化液转化为酒精，产乙醇浓度达到 0T P 0O$T，转化率为

IHO!T P H"O/T。
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植物纤维素是世界上最丰富的碳水化合物资

源，随着地球上不可再生资源日益耗竭，利用生物技

术将木质纤维素进行生物转化具有重大意义。与酸

水解等化学方法相比较，酶催化水解具有反应条件

温和、无副产物和污染少等优势。由于天然木质纤

维素结构的复杂性［/］，进行生物转化的难点在于如

何高效将它降解成为可发酵糖。结合预处理方法，

消除木质素的阻碍作用，是提高纤维素被纤维素酶

水解的有效步骤。将纤维素酶的产生、纤维素的水

解及酒精发酵过程有效组合，可提高生物转化效率，

降低转化成本［" P 0］。本研究是以里氏木霉作为纤维

素酶产生菌株，通过优化产纤维素酶条件、秸秆纤维

素的酶水解技术及酒精发酵，较高效率地将天然秸

秆转化成酒精。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 实验菌株：里氏木霉（!"#$%&’(")* "((+(#）突变

菌株 $/K)，由本实验室分离得到。康宁木霉（ !"#/
$%&’(")* 0&1#12##），里 氏 木 霉 UV5H!/!，酿 酒 酵 母

（,*$$%*"&)-$(+ $("(.#+#*(）均由本实验室保存。

!"!"# 培养基：麦芽汁培养基，WQX 培养基：每升含

还原糖 "#+，酵母提取物 /#+，蛋白胨 "#+；产酶培养

基：每升含稻草粉 8#+，麦麸 K8+，酵母膏 /#+，调节

MN 至 !O$；酒精发酵培养基：每升含还原糖 /##+，
（.N!）" 6Y! "+，1N"QY! /+，MN0O#。

!"!"$ 木质纤维素材料：玉米叶系采集于中国农业

科学院，杨树叶系采集中科院微生物研究所实验楼

前。

!"# 选择产酶菌株

里氏木霉经紫外线和亚硝基胍复合诱变后，用

无菌水分散，涂布在麦芽汁培养基上，培养（K#L，

8B）。挑选单菌落，接种在产酶培养基中，摇床培养

0B（K#L，""#Z;@AC）。取样分析纤维素酶活力。

!"$ 纤维素酶的生产

在麦芽汁斜面上培养 $/K) 菌株 8B（K#L），然

后接 种 在 产 酶 培 养 基 中，摇 床 培 养 0B（K#L，

""#Z;@AC）。收 集 发 酵 液、!L 离 心（ /####Z;@AC，

/#@AC），取上清液，!L保存。

!"% 秸秆纤维的前期预处理

将玉米叶等材料用自来水洗净，自然晾干，在

9:[@=Z 分析磨上粉碎，所得粉末在蒸馏水中浸泡

!\，以除去可溶物质，离心（0###Z;@AC，/#@AC）后，收

集、干燥，并保存于玻璃容器中。按照每 /##@S 溶

液加入 "+ 秸秆纤维的比例，将秸秆纤维素浸泡在

/T N"Y"（用蒸馏水配置）中，用 .=YN 调节 MN 至

//O0，室温轻柔搅拌过夜（/8\）。离心（K###Z;@AC，

0@AC），丢弃上清，用蒸馏水反复洗涤不溶的秸秆纤

维素，直至上清 MN 值为中性。将所得秸秆纤维在

0#L干燥箱内干燥、备用。

!"& 酶催化水解

标准的水解实验在大试管中进行。反应体系为



总体积为 !"#$（必要时加入 "%"!& ’(’)），含有 *&
预处理的底物，用 "%"+#,-.$ 柠檬酸/柠檬酸钠缓冲

液调节 01 值 至 2%3，里 氏 木 霉 纤 维 素 酶 用 量 为

3456.#$ 。 试 管 在 水 浴 摇 床 上 温 浴 237（+"8，

!+"9.#:;）。收集样品，离心（+"""9.#:;，!"#:;）。取上

清，分析还原糖含量。收集上清液，蒸发浓缩备用。

纤维素水解效率表示如下［<］：

=>--?-,@> 1AB9,-A@:@ C D>B?E:;F G?F(9@ H "%I
J,K(- =>--?-,@> H !""&

!"# 生物转化

用水解液浓缩液配制 L5M 和发酵培养基。将

酿酒酵母接种在 L5M 培养基中，培养过夜（)N8，

*""9.#:;）。按 ! O+（P.P）比例，将菌液加入发酵培养

基中，)N8静置 )<7。离心（+"""9.#:;，!"#:;），取上

清液常压蒸馏，分析酒精含量。

!"$ 分析方法

根据 )，+/二硝基水杨酸显色反应方法［N］测定还

原糖。根据 Q(;B>-@ 等［3］的方法测定纤维素酶活力，

一个滤纸酶活力单位（456）定义为：在 +"8每小时

产生 !#F 还原糖（以葡萄糖计）的纤维素酶量。酒

精含量用气相色谱法测定。酒精转化率按照 !""F
葡萄糖生成 +!%!!F 乙醇的转化率为 !""&计算实际

酒精转化率。

% 结果

%"! 纤维素酶生产

木霉菌是优良的产胞外纤维素酶生产菌种［3］。

挑取 23 个诱变产生的里氏木霉菌单菌落，在产酶培

养基中培养（)"8，01 2%3，**"9.#:;）+B，取样分析纤

维素酶水平。菌株 3!)R 具有最高的产纤维素酶活

性。其产纤维素酶能力高于里氏木霉 SQ/I2!2 和

康宁 木 霉。在 产 酶 培 养 基 上 培 养 ! T "##$#% 3!)R
（)"8，**"9.#:;），结果表明：培养基初始 01 值为

2%3，连 续 培 养 +B，纤 维 素 酶 水 平 达 到 最 大 值，为

)I 456.#$。接种量对产酶水平无显著影响，鼠李糖

等无明显诱导效应。

%"% 酶催化水解

在纤维素酶水解过程中，除了纤维素酶活力大

小对水解有较大影响外，许多其它因素也会影响纤

维素水解和糖化的产率，包括木质纤维素预处理、温

度或降解产物对酶的抑制作用、酶与底物的浓度比、

纤维素对酶的吸附作用、搅拌等因素。优化这些因

素，对改进水解工艺的成本具有重要意义。为了利

用化学预处理底物获得最大的还原糖产率，本研究

对水解参数（温度、01、酶与底物浓度等）进行了优

化。

%"%"! 底物预处理对纤维素水解效率的影响：利用

木质纤维素材料（玉米叶和杨树叶）进行实验，底物

用 J>U#(9 分析磨粉碎后，用碱性过氧化氢法预处理

后，进行酶催化水解（底物 *&，纤维素酶 3 456.#$，

+"8，012%3，*B），单位量纤维素酶的水解木质纤维

素的能力显著提高（图 !）。

图 ! 碱性过氧化氢预处理显著提高纤维素酶水解效率

4:FT ! 59>K9>(K#>;K ,V K7> 0,0-(9 ->(W>@ #(K>9:(-@ X:K7 (-U(-: 7AB9,0>9,Y/
:B> :;E9>(@>B E>--?-,@> 7AB9,-A@:@

%"%"% 温度和缓冲液 01 值对纤维素水解效率的影

响：玉米叶和杨树叶经过粉碎和碱性过氧化氢预处

理后，在不同温度下进行酶催化水解（底物 *&，纤

维素酶 3456.#$，012%3，!+"9.#:;，*B）。纤维素水解

效率随着温度增加而缓慢增加，在 +"8时达到最

高，超过 +"8纤维素水解效率迅速下降。将预处理

的玉米叶和杨树叶在不同 01 值下进行酶催化水解

（底物 *&，纤维素酶 3456.#$，+"8，*B）。发现纤维

素水解效率在 012%+ 达到最大值，01 值超过 012%+
后，纤维素水解效率逐渐下降，在 01<%" 时下降到

*"&以下。

%"%"& 纤维素酶量对纤维素水解效率的影响：使用

不同的纤维素酶量，对预处理的玉米叶和杨树叶进

行催化水解（底物 *&，+"8，012%+，*B）。发现纤维

素水解效率随着纤维素酶量的增加而增加，当酶活

力达到 *"456.#$ 时，纤维素水解效率最高（图 *）。

图 % 纤维素酶浓度对纤维素水解效率的影响

4:FT* ZVV>EK ,V E>--?-(@> E,;E>;K9(K:,; ,; E>--?-,@> 7AB9,-A@:@
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尽管 !"#$%&’( 是最优的酶量，但是使用如此

高活力的纤维素酶，在经济上是不合算的。当纤维

素酶活力从 ) * +#$%&’( 增加到 !"#$%&’(，纤维素

酶利用木质纤维素产生的还原糖的量增加甚微，因

此选用 ) * +#$%&’( 纤维素酶浓度较为合适。

!"!"# 表面活性剂对纤维素水解效率的影响：玉米

叶和 杨 树 叶 经 预 处 理 后，进 行 酶 催 化 水 解（底 物

!,，纤维素酶 + #$%&’(，-".，/012-，!3），反应体

系添加不同表面活性剂（终浓度均为 !2-4&(）。结果

表明在相同的条件下添加表面活性剂如吐温 5 !"、

吐温 5 +" 或 6789:; <=>"" 可增加纤维素水解效率

（表 >）。水解时间从 1+? 延长至 @!?，还原糖产率无

明显提高。

表 $ 表面活性剂对纤维素水解效率的影响（%）

6ABCD > EFFDG9 :F HI7FAG9A;9H :; GDCCIC:HD ?J37:CJH8H（,）

KA’/CDH L: HI7FAG9A;9H 6MDD; !" 6MDD; +" 6789:; <=>""

$:/CA7 CDANDH ->2" -O2+ -)2" -12-

PA8QD CDANDH @O2O +"2- +)2! +"2O

!"!"& 底物浓度对纤维素水解效率的影响：对预处

理后的杨树叶和玉米叶底物分别使用 )#$%&’( 和

+#$%&’( 的酶量，并添加 !2-4&( 吐温 5 +" 进行酶催

化水解（-".，/012-，!3）。结果表明将底物浓度从

!,提高到 !-,，纤维素水解效率逐渐下降（图 O）。

这可能是因为产物对水解具有抑制作用。因此最优

的底物浓度是 !,（以干重计）。

图 ’ 底物浓度对纤维素水解效率的影响

#84RO EFFDG9 :F HIBH97A9D G:;GD;97A98:; :; GDCCIC:HD ?J37:CJH8H

由上所述，木质纤维素最优水解条件分别是：

-".，/012-，纤维素酶量 ) * +#$%&’(，底物浓度

!2",，并加入一定量的表面活性剂。在此优化条件

下，天然木质纤维素材料玉米叶和杨树叶的水解糖

化率分别达到 +)2!,和 -)2",（图 O）。

!"’ 酵母利用还原糖产生酒精

利用纤维素酶分别水解来源于玉米叶和杨树叶

的木质纤维素底物（-".，/012-，+#$%&’( 纤维素

酶，!,底物），收集反应液，离心（-"""7&’8;，-’8;），

收集上清液，-".蒸发浓缩后，以浓缩糖化液作为碳

源配制 S$T 培养基，酿酒酵母可以在此培养基上生

长。在含 >",还原糖的发酵培养基中，加入酿酒酵

母菌体（ !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")），O@.静置 O)?，测

定培养基中酒精含量分别为 -2+, * -,（U&U），酒

精转化率为 @V21, * V!2>,。

’ 讨论

将天然木质纤维素如秸秆等通过生物转化得到

酒精等能源物质是当前国际研究的热点［V * >O ］，鉴于

天然木质纤维素的结构和成分的高度复杂性，如何

有效降解纤维素使其成为可发酵糖=葡萄糖，又是其

关键问题。目前较成熟的是采用稀酸水解等化学方

法，但这些方法往往需要高温高压等，能耗大，副产

物多，对环境生态有危害等，而采用酶法降解秸秆等

天然纤维素来生产燃料酒精将是未来生物质转化最

佳途径。目前这方面的研究大都集中在如何有效地

利用纤维素酶降解天然纤维素产生可发酵糖，如

0A78等［) ］利用模式菌种里氏木霉（ -%,#$&.)%’" %))/
*),）WP=V1>1 产生的纤维素酶对香蕉叶子进行降解，

获得了较高的糖化率。然而在如何利用酵母进一步

将可发酵糖发酵产生酒精等方面，还研究甚少，而且

缺乏确切的实验数据。

本文对里氏木霉 >+OX 产纤维素酶、天然纤维素

的预处理和酶对纤维素的水解糖化过程进行了研

究，以玉米叶和杨树叶为材料，经过氧化氢预处理，

可有效提高纤维素酶水解率，进一步优化水解条件，

使得纤维素酶对玉米叶和杨树叶的水解率分别达到

+)2!,和 -),。利用该两种水解糖化液进行酒精发

酵研究，发现酒精转化率达到 @V21, * V!2>,，表明

利用里氏木霉所产纤维素酶通过本技术能够有效水

解糖化天然纤维素，得到可为酿酒酵母利用的单糖，

将其转化为乙醇，本研究将为生物质高效转化应用

奠定基础，相关工作我们将作进一步报道。

参 考 文 献

［ > ］ Y?:HD 6 Z，[?:H? $R \8:G:;ND7H8:; :F GDCCIC:H8G HIBH9A;GDHR 0 1223

4$)’ 5,&6)#$7&3，>V@+，!(：O"V 5 O!"2
［ ! ］ 0A; S ]，YACC8?A; Y TR YDCCIC:HD FD7’D;9A98:;：EFFDG9 :F HIBH97A9D

/7D97DA9’D;9 :; ’8G7:B8AC 47:M9?R 1223 8,#%&3，>V@1，!)：>-V 5

>)-2
［ O ］ %/3D477AFF T PR %98C8QA98:; :F GDCCIC:HD F7:’ MAH9D /A/D7 BJ 8(/

%&6$)#,9’ +)%%9#"%," R 5,&6)#$7&3 5,&)7:，>V@>，$’：@@ 5 V@2
［ 1 ］ [?:HD 6 ZR Y:;98;I:IH D;QJ’A98G HAGG?A78F8GA98:; :F GDCCIC:HD M89?

GIC9I7D F8C97A9DH :F -%,#$&.)%’" +,%,." WP )AR 5,&6)#$7&3 5,&)7:，

>V)V，$$：!OV 5 !)>2

V"-1 期 沈金龙等：纤维素酶在木质纤维素生物质转化中的应用研究



［ ! ］ "#$%&’( "，)*$+, -，./(+012 34 5$,/2#+*6 7/%01’/(*( 18 9#(+& 6&’:

’;’1(&4 !"#$%&’(#) !"#%(*，<=>?，!"：<?>< @ <?=AB
［ C ］ D0*(7$# E4 )，E&F7#0 G，E;0&(7 H，%$ +) 4 E+;%*&( 1$ +7& I01%;6:

+*1$ #$% #II’*6#+*1$ 18 6&’’;’#(& 8012 ,-"&’#.%-/+ -%%0%" J"@ =?<?B

!"#1-#&%00 2(*"(%%-"(*，KLLL，##：?C> @ ?>LB
［ > ］ "*’&0 M -4 N(& 18 %*$*+01 (#’*6/’*6 #6*% 0&#O&$+ 810 %&+&02*$#+*1$ 18

0&%;6*$O (;O#0(4 3(+) 4’%/，<=!=，$!：?KC @ ?KPB
［ P ］ "#$%&’( "，Q$%0&1++* G，G167& R4 "&#(;0&2&$+ 18 (#667#0*8/*$O

6&’’;’#(&4 !"#$%&’(#) !"#%(* 56/1，<=>C，"：K< @ KAB
［ = ］ S1’#$ 3 E4 -1O&$’( I016&(( 810 I01%;6*$O &+7#$1’ 8012 6&’’;’1(*6 T*1:

2#((4 4)%+( ,%&’( 2(7"-#( 8#)"&6，KLLK，$：AA= @ A?!B

［<L］ "*&’&$, 3 G4 5+7#$1’ I01%;6+*1$ 8012 T*12#((：+&67$1’1O/ #$% 612:

2&06*#’*,#+*1$ (+#+;(4 49--%($ :1"("#( "( ;"&-#<"#)#*6，KLL<：%：AK?

@ AK=B
［<<］ G#++1 "，G*+(67F118 Q R，U**F#0* -4 S7& &88&6+ 18 1V*%#+*W& I0&:

+0&#+2&$+ 1$ 6&’’;’1(& %&O0#%#+*1$ T/ 8#-"+ 1)+&%($+ #$% ,-"&’#.%-=

/+ -%%0%" 6&’’;’#(&(4 311) ;"&-#<"#) !"#$%&’(#)，<==>，%&：!A @ !>B
［<K］ 50*F((1$ S，H10X&((1$ 3，SX&0$&’% Y4 "&67#$*(2 18 (;08*6#$+ &88&6+

*$ &$,/2#+*6 7/%01’/(*( 18 ’*O$16&’’;’1(&4 2(>6/% +(. ;"&-#<"#)

,%&’(#)#*6，KLLK，$!：A!A @ AC?B
［<A］ E;$ Z，R7&$O 34 )/%01’/(*( 18 ’*O$16&’’;’1(*6 2#+&0*#’( 810 &+7#$1’

I01%;6+*1$：# 0&W*&94 !"#-%0#9-&% ,%&’(#)#*6，KLLK，&$：< @ <<B

’()*+,-.)/ 0/* 1223.,0-.)/ )4 5633+3076 4()8 !"#$%&’(")* "((+(#
P<A1 4)( 5)/96(7.)/ )4 :.;/),633+3)76 ./-) <-=0/)3

E)5. 3*$:-1$O "Q[ Q*:3;$ \Q.M Z;#$:-*#$O 3]Q.M .*$O ^[.M _7*:Z#$O!
（ ?(0$"$9$% #@ ;"&-#<"#)#*6，4’"(%0% 3&+.%/6 #@ 5&"%(&%0，!%"A"(* <LLLPL，4’"(+）

1>7-(0,-：)*O7 /*&’%*$O 2;+#$+ (+0#*$ ,-"&’#.%-/+ -%%0%" P<AQ 9#( *(1’#+&% #$% &2I’1/&% 810 6&’’;’#(& &$,/2& I01%;6:
+*1$4 5$,/2& I01%;6+*1$ 61$%*+*1$( 9&0& I0*2#0*’/ (+;%*&%4 5$,/2#+*6 7/%01’/(*( 61$%*+*1$(（+&2I&0#+;0&，I)，&$,/2&
61$6&$+0#+*1$，#$% (;T(+0#+& 61$6&$+0#+*1$）9&0& 1I+*2*,&%4 S&2I&0#+;0& !L‘，I)?B!，C a PYbN 6&’’;’#(&c2-，#$%
(;T(+0#+& 61$6&$+0#+*1$ 18 Kd 9&0& 81;$% +1 /*&’% +7& 7*O7&(+ ’&W&’ 18 6&’’;’1(& 7/%01’/(*( 4 S1 +7& 2#*,& ’&#W&( #$% I1I’#0
’&#W&(，+7& 7/%01’/(*( &88*6*&$6/ 61;’% 0&#67 +1 PCBKd #$% !CBLd，0&(I&6+*W&’/ 4 5+&&’+-#/6&%0 &%-%7"0"+% 61;’% O019
1$ (#667#0*8*&% ’*e;*% #$% 61$W&0+&% 0&%;6*$O (;O#0( *$+1 !d a !BPd 18 &+7#$1’（UcU），9*+7 # 61$W&0(*1$ &88*6*&$6/ 18
>=B?d a =KB<d，0&(I&6+*W&’/ 4
?6@ A)(*7：-*O$16&’’;’1(&，R&’’;’#(&，H*161$W&0(*1$

Y1;$%#+*1$ *+&2：R7*$&(& .#+*1$#’ b01O0#2( 810 )*O7 S&67$1’1O/ G&(&#067 #$% ^&W&’1I2&$+（KLL<QQK<?<C<）；S7& D$19’&%O& ]$$1W#+*1$ b01X&6+（D]b）18

R7*$&(& Q6#%&2/ 18 E6*&$6&(（D3RfK:E\:KLC:<）

!R100&(I1$%*$O #;+710 4 S&’cY#V：PC:<L:CK!!<KLC；5:2#*’：%1$O,/g (;$4 *24 #64 6$

G&6&*W&% %#+&：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

L!:<!:KLLA

第五届世界食用菌生物学及产品大会将于 KLL! 年在上海召开

“世界食用菌生物学及产品大会”（以下简称大会）是由世界食用菌生物学及产品学会（简称 \E"H"b）

组办的世界食用菌大会，内容涉及食用菌生理生化、分子生物学、遗传育种、分类、病虫害防治、栽培技术、菌

种制备、营养及药用成分的研发、食品安全及质量控制、产品开发、市场贸易等各个领域。每三年召开一次，

前四届已分别在香港、美国、澳大利亚和墨西哥举行。第五届世界食用菌生物学及产品大会将在我国召开，

这也是世界食用菌大会首次在中国举行。

第五届大会由 \E"H"b 和上海市农业科学院主办，中国食用菌协会、中国菌物学会、中国农学会食用菌

分会、上海对外科技交流中心协办。大会拟定于 KLL! 年 ? 月 P 日至 <K 日在上海召开，历时 ! 天，有专题演

讲，学术讨论、海报展示、产品展览、参观考察等多项内容。欢迎国内外对食用菌生产、研究、开发、贸易有兴

趣的单位或个人参加本届大会。

欲知详情，请与大会组委会秘书处联系。

电话：PC:K<:!KCALLA?、PC:K<:!KCAL<A>、PC:K<:CKKL<AA>，或登录 9994 (7:2;(701124 612。
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