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专论与综述 

纤维二糖磷酸化酶和纤维寡糖磷酸化酶的研究与应用 

李亚鹏  徐轶凡  陈红歌* 
河南农业大学生命科学学院 农业部农业微生物酶工程重点实验室  河南 郑州  450002 

摘  要：自然界中一些厌氧的纤维素降解菌能够产生纤维二糖磷酸化酶(Cellobiose Phosphorylase，

CBP)和纤维寡糖磷酸化酶(Cellodextrin Phosphorylase，CDP)磷酸化裂解纤维二糖和纤维寡糖。CBP

和 CDP 属于糖苷水解酶 94 家族(Glycoside Hydrolase Family 94，GH94)，对 β-1,4 糖苷键高度专一。

目前已广泛研究了不同来源的 CBP 和 CDP 的功能性质和催化机理，并通过蛋白质晶体结构分析揭

示了二者采用不同聚合度纤维寡糖作为底物的结构基础。因 CBP 和 CDP 可催化独特的磷酸化裂解

反应和逆向合成反应，已有多篇报道显示 CBP 和 CDP 在生产实践上的应用，主要在构建直接利用

纤维寡糖的工程酵母菌、构建酶法纤维素转淀粉体系和酶法合成特殊糖类等 3 个方面。由于对 CBP

和 CDP 的持续关注，在此对二者的相关研究进行综述，并提出今后的研究重点。 
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Research and application of cellobiose phosphorylase and 
cellodextrin phosphorylase: a review 
LI Yapeng  XU Yifan  CHEN Hongge* 

Key Laboratory of Enzyme Engineering of Agricultural Microbiology, Ministry of Agriculture; College of Life Sciences, 
Henan Agricultural University, Zhengzhou, Henan 450002, China 

Abstract: In nature some anaerobic cellulolytic bacteria can produce cellobiose phosphorylase (CBP) and 
cellodextrin phosphorylase (CDP) in order to phosphorolyze cellobiose and cellodextrins, respectively. 
Both CBPs and CDPs belong to glycoside hydrolase family 94 (GH94), which have a high specificity for 
β-1,4-linked glycosidic bonds. At present, the properties and catalytic mechanism of CBPs and CDPs from 
different strains of bacteria have been extensively studied, and analysis of the protein crystal structures 
have revealed the structure basis of the two phosphorylases for catalyzing different substrates regarding 
their degree of polymerization. Because of the unique phosphorolytic reactions and reverse synthetic 
reactions CBPs and CDPs can catalyze, there have been many reports showing their applications which 
mainly include three aspects: construction of engineered yeasts that directly use cellodextrins, construction 
of enzymatic conversion pathway of cellulose to starch, and enzymatic synthesis of special sugars. Due to 
the rising interest in CBPs and CDPs, here we have reviewed the related studies and provided some 
perspectives about the future research areas. 
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木质纤维素是地球上含量最为丰富的可再生

生物质资源，其高效降解和利用对于解决人类面

临的环境污染、能源危机和食品短缺等问题具有

重大的意义。然而，木质纤维素的结构坚韧性使

得其降解环节成为纤维素资源利用的瓶颈，自然

界中存在的纤维素降解微生物为人类利用纤维素

资源提供了广泛的水解纤维素的酶类资源。这些

纤 维 素 降 解 微 生 物 通 常 会 分 泌 内 切 葡 聚 糖 酶

(Endo-1,4-β-D-Glucanase，EG)和纤维二糖水解酶

(Cellobiohydrolase， CBH)作 用于 天然纤 维素，

产生纤维二糖和纤维寡糖，纤维二糖和纤维寡

糖再进一步地被微生物分泌或胞内的 β-葡萄糖

苷酶(β-Glucosidase，βG)水解，生成葡萄糖被利

用[1-2]。对于一些厌氧纤维素降解菌，如 Clostridium 

stercorarium[3]、Ruminococcus albus[4]等，它们除

了有 βG 水解纤维二糖或纤维寡糖，还产生纤维二

糖磷酸化酶(Cellobiose Phosphorylase，CBP)和纤

维 寡 糖 磷 酸 化 酶 (Cellodextrin Phosphorylase ，

CDP)，分别磷酸化裂解纤维二糖和纤维寡糖，磷

酸化裂解产物同样被细胞利用。磷酸化酶 CBP 和

CDP 与 βG 一样，是自然界微生物产生的纤维素

降解酶系的组分，它们与 EG、CBH 酶组分协同作

用，共同将纤维素基质降解成微生物可利用的碳

源和能源。 

不同于 βG 对纤维寡糖底物的水解作用，

CBP (EC 2.4.1.20)和 CDP (EC 2.4.1.49)是通过磷

酸化裂解纤维寡糖实现对底物的降解。其中，

CBP 作用于纤维二糖，生成 1-磷酸-葡萄糖(G-1-P)

和葡萄糖，而 CDP 则作用于聚合度(Degree of 

Polymerization，DP) ≥3 的纤维寡糖，如纤维三

糖、纤维四糖、纤维五糖等，生成 G-1-P 和少   

1 个葡萄糖残基的纤维寡糖。依赖于 CBP 和 CDP

的纤维二糖和纤维寡糖的磷酸化裂解(以下简称磷

解)过程在酶的来源、酶催化机制、ATP 生成、应

用领域等多个方面均与依赖 βG 的纤维二糖和纤维

寡糖的水解过程存在显著不同，有关 βG 的综述文

章已有发表[5-6]，本文将综述 CBP 和 CDP 酶类的

研究和应用情况。 

1  CBP 和 CDP 的来源 

CBP于20世纪50年代在Clostridium thermocellum

菌 中 首 次 被 发 现 [7]。 迄 今 为 止 ， 人 们 先 后 在

多 种 微 生 物 中 发 现 了 CBP ， 如 Clostridium 

thermocellum[8]、Cellvibrio gilvus[9]、Cellulomonas 

species[10] 、 Fomes annosus[11] 、 Clostridium 

stercorarium[3] 、 Thermotoga neapolitana[12] 、

Cellulomonas uda[13] 、 Thermotoga maritima[14] 、

Ruminococcus albus[15]、Ruminococcus flavefaciens[16]

和 Thermotoga petrophila[17]等。CDP 则是于 20 世纪

60 年代末同样首先在 Clostridium thermocellum 中

被发现[18]，之后陆续在 Clostridium stercorarium[3]、

Clostridium thermocellum YM4[19]、Saccharophagus 

degradans[20]、Ruminococcus albus[21]和 Clostridium 

cellulosi[22] 等 微 生 物 中 发 现 。 可 以 看 到 无 论 是

CBP 还是 CDP，它们的来源菌均属于厌氧菌，多

分布于生存条件较为严酷的环境中。 

CBP 和 CDP 均属于胞内酶，它们的反应产物

G-1-P 以及葡萄糖直接被细胞利用而不存在跨膜

转运的问题。然而，大多数的 βG 是胞外酶，仅

有小部分属于胞内酶。在自然界中一些微生物同

时具有 βG、CBP 和 CDP，这些菌种在利用纤维

寡糖时大多表现出对磷解途径的偏好。例如，

Clostridium thermocellum 同时具有胞内的磷酸化

酶和 βG，但其细胞提取液对纤维二糖的磷解速率

比水解速率高 20 倍以上 [23]；在 Ruminococcus 

albus 中，其胞内通过磷解途径利用纤维二糖的比

例也超过 90%[24]。这表明微生物在利用纤维寡糖

的过程中，磷解途径可能比水解途径更具有代谢

优势。 

对于微生物来说，纤维寡糖降解过程中由

CBP 或 CDP 参与的磷解比 βG 参与的水解具有的

代谢优势可以由纤维寡糖代谢过程中的产能优势

来解释。以纤维二糖的降解为例(图 1)，水解途径 
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图 1  纤维二糖的磷解途径相较于水解途径在 ATP 生成上的优势 
Figure 1  The advantage of the phosphorolytic pathway compared to the hydrolytic pathway in ATP production during 
cellobiose degradation 
注：C2：纤维二糖；G：葡萄糖；G-6-P：葡萄糖-6-磷酸；HK：己糖激酶；PGM：磷酸葡萄糖变位酶 

Note: C2: Cellobiose; G: Glucose; G-6-P: Glucose-6-phosphate; HK: Hexokinase; PGM: Phosphoglucomutase 
 

与磷解途径的最终产物均进入糖酵解 (Embden- 

Meyerhof-Parnas Pathway，EMP)途径：葡萄糖直

接进入 EMP 途径，而 G-1-P 异构为葡萄糖-6-磷酸

(G-6-P)后进入 EMP 途径。1 分子葡萄糖经过 EMP

途径生成丙酮酸时净生成 2 分子 ATP，而 1 分子

G-1-P 经 G-6-P 进入 EMP 途径生成丙酮酸的过程

则由于少消耗 1 个 ATP 而净生成 3 分子 ATP。纤

维二糖经过水解，产生的 2 分子葡萄糖进入 EMP

净生成 4 分子 ATP，而纤维二糖经过磷解，产生

的 1 分子葡萄糖和 1 分子 G-1-P 进入 EMP 则净生

成 5 分子 ATP。相较于水解途径，磷解途径能够

为来源微生物提供多 1 分子的 ATP，因而更有利

于微生物的生长。 

2  CBP 和 CDP 的催化性质 

目前已有来自不同菌种的 9 种 CBP 与 3 种

CDP 被报道有详细的酶学性质的表征。根据酶的

来源菌种的不同，各酶之间的氨基酸序列、蛋白

大小、最适温度、最适 pH 和底物特异性等方面均

有一定的差别。根据 BRENDA 数据库将已有详细

报道的 CBP 和 CDP 的酶学性质进行汇总，如表 1

所示。 

不同来源的 CBP 与 CDP 分子量从 91 kD 到

280 kD 不等，其中最大的是来自 Cellulomonas 

gilvus 的 CBP，分子量为 280 kD[25]。不同来源的

CBP 之间氨基酸序列具有一定的同一性，大约在

60%−90%之间，例如：来自 Thermotoga neapolitana

和 Thermotoga petrophila 的 CBP 同一性为 89.7%；

而来自 Cellulomonas uda 和 Clostridium stercorarium

的 CBP 同一性较低，为 61.4%。不同来源的 CDP

之间氨基酸序列同一性较低，约在 40%，例如来

自 Clostridium thermocellum 和 Clostridium cellulosi

的 CDP 氨基酸序列之间的同一性为 44.3%。 

CBP 与 CDP 的最适催化温度大多在 60−80 °C

之间，根据来源菌种所处环境的不同，各酶存在

一定差异。例如厌氧菌 Clostridium thermocellum

的最适生长温度为 60−65 °C，其产生的 CBP 最适

催化温度为 60 °C[8]；最适生长温度为 80 °C 的超

嗜热菌 Thermotoga maritima 所产生的 CBP 最适催

化温度为 80 °C[19]；同样来自高温环境的嗜热菌

Thermotoga petrophila 产生的 CBP 最适催化温度也

达到了 80 °C[17]；从地热嗜热微生物菌群中分离出

的超嗜热菌 Thermotoga neapolitana，其产生的

CBP 最适催化温度则高达 85 °C[12]；而所处环境温

度在 39−41 °C 之间的瘤胃细菌 Ruminococcus albus 
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所 产 生 的 CBP 最 适 催 化 温 度 则 相 对 较 低 ， 为

50 °C[15]。由于 CBP 与 CDP 同属于胞内酶，它们

所催化的反应均在微生物细胞质中进行，而胞质

是一个酸碱度偏向中性、相对温和的反应环境，

因此，不同来源菌种的 CBP 与 CDP 最适作用 pH

的差异并不显著，基本都在 6.0−8.0 之间。 

CBP 和 CDP 属于转移酶类，催化的是可逆反

应。也就是说，CBP 和 CDP 除了催化纤维寡糖

的磷解之外，还可以进行逆向的合成反应，即以

葡萄糖或纤维寡糖作为糖基受体，将 G-1-P 上的

D-葡萄糖转移至其上产生聚合度高一级的纤维寡

糖并释放出无机磷。以 CBP 为例，在磷解反应方

向，CBP 在无机磷的存在下将纤维二糖分解为   

1 分子 G-1-P 和 1 分子葡萄糖；在合成反应方向，

CBP 则利用 G-1-P 和葡萄糖合成纤维二糖。我们

可以看到，在所列出的 CBP 与 CDP 催化的双向反

应中，大多数酶在磷解方向与合成方向上具有相

当的反应速率，例如来自 Cellulomonas gilvus 的

CBP[26]与来自 Cellulomonas uda 的 CBP[13]。另一

些酶在 2 个方向上的反应速率存在显著差异，例

如来自 Ruminococcus albus 的 CBP 和 CDP，前者

磷解方向反应速率要高于合成方向[15]；后者则相

反，更加倾向于合成方向的反应[21]。 

除上述酶外，Wu 等鉴定了来自 Thermosipho 

africanus TCF52B 菌株的 THA_1941 基因的功能，

虽然该蛋白与所有已知 GH94 家族的 CBP 酶的同

一性均低于 12%，但却显示了 CBP 的活性，而且

该酶在合成方向还能利用纤维二糖和聚合度大于

2 的纤维寡糖作为糖基受体，显示了 CDP 酶的功

能[33]；催化效率(kcat/Km)测定表明，纤维四糖和纤

维五糖分别是其磷解和合成反应的最优底物，并

且其合成方向的反应速率远高于磷解方向；由于该

酶在合成方向上更倾向于使用纤维二糖和纤维寡

糖而不是葡萄糖作为糖基受体，因此将其最终定

义为 TaCDP；2019 年，Kuhaudomlarp 等进一步证

实了该酶对 β-1,3 糖苷键专一，而非 CBP 和 CDP

催化的 β-1,4 糖苷键，因此将其重新定义为糖苷磷

酸化酶(Glycoside Phosphorylase，GP)，并归类为

糖苷水解酶 161 家族(GH161)[34]。 

此外，在 CBP 和 CDP 催化的合成反应中，除

了葡萄糖或纤维寡糖可以被用作糖基受体外，很

多酶能够将其他糖类(如木糖、甘露糖、脱氧葡萄

糖等)用作糖基受体并具有很高的活性，这显示了

CBP 与 CDP 在特殊糖类的合成方面具有潜在的应

用价值。 

3  CBP 和 CDP 的催化机制及其催化结构
的差异 

已经研究清楚的是，CBP 在催化可逆的磷解

反应时遵循连续的 bi-bi 机制，即反应时各底物按

照一定的顺序与酶结合，同时反应产物按照一定

的顺序释放。但对于不同的 CBP，其底物的结合与

产物的释放顺序存在一定的差异。在磷解方向上，

来源于 Cellvibrio gilvus[35]和 Cellulomonas uda[13]

的 CBP 首先与纤维二糖结合，再与磷酸基团结

合，反应后先释放 D-葡萄糖，再释放 G-1-P。来源

于 Clostridium thermocellum的 CBP在产物释放顺序

与上述 2 个 CBP 酶相同，但是底物结合顺序则

相反，即酶与磷酸基团的结合在前，而与纤维

二糖的结合在后 [36]。此外，来源于 Thermotoga 

maritima[14]和 Ruminococcus albus[15]的 CBP 则是以

随机的顺序与底物结合。 

目前仅有 3 种不同来源的 CBP 经过 X 射线衍

射 解 析 出 晶 体 结 构 ， 分 别 为 来 自 Clostridium 

thermocellum 的 CBP (CtCBP)[37]、来自 Cellvibrio 

gilvus 的 CBP (CgCBP)[38]和来自 Cellulomonas uda 的

CBP (CuCBP)[39]。截至目前，仅有来自 Clostridium 

thermocellum 的 CDP (CtCDP)得到了明确的晶体结

构 [40]。它们的蛋白质三维结构大致相似，均由  

2 个相同的亚基组成，每个亚基又分为了 4 个不同

的结构——N 端 β-三明治结构域、螺旋连接体、

(α/α)6-桶装结构域和 C 端的卷曲状结构域；酶的  

2 个亚基通过一系列的疏水相互作用和氢键结合
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在一起；二聚体界面由(α/α)6-桶状结构域和位于另

一亚基中的 β-三明治结构域组成，这 2 个结构域

之间的相互作用构成了酶的活性中心[37]。 

以 CtCBP 为例，其单亚基由 811 个氨基酸组

成，是一种模块化蛋白，属于糖苷水解酶 94 家

族，由 4 个不同的结构域组成(图 2)，各个结构域

的位置如下：1−279 氨基酸残基为 N 端 β-三明治

结构域；280−314 氨基酸残基为螺旋连接体；

321−734 氨 基 酸 残 基 为 (α/α)6- 桶 状 结 构 域 ；

315−320 氨基酸残基和 735−811 氨基酸残基为   

C 端的卷曲状结构域[37]。N 端 β-三明治结构域由

18 个反向平行的 β 链形成相互堆叠的 β 折叠片组

成，之后由形成 90°弯曲的 2 个 α-螺旋组成螺旋连

接体，N 端 β-三明治结构域通过这个螺旋连接体

与(α/α)6-桶装结构域相连；(α/α)6-桶装结构域由

2 个同心环形成，而这 2 个同心环由 6 个 α-螺旋

形成，其中包含有几个高度保守的位点，比如

His653、Gln699 和 Thr718，它们的侧链与 Gly719

的主链 N 原子在桶状结构域内协调酶与磷酸的结

合，并且催化残基 Asp483 也位于桶状结构域中心

附近；C 端结构域则采用双层卷曲折叠 [37]。在

CtCBP 中，N 端 β-三明治结构域和(α/α)6-桶状结

构域之间的相互作用决定了底物口袋的大小。一

个亚基的 2 个短螺旋(残基 158−169)延伸至另一亚

基(α/α)6-桶状结构域形成的二聚体界面中，辅助

了活性位点口袋的形成；另一个环(残基 488−507)

位于活性位点口袋的顶部，对其大小进行了限

制，使口袋大到足以结合二糖，但小到不能够容纳

聚合度≥3 的寡糖，从而使酶可以基于寡糖长度识

别不同的底物[37]。 

CtCBP 的整体折叠与其他 GH94 成员(如

CgCBP 和 CuCBP)相同，同样来自 Clostridium 

thermocellum 的 CtCDP 与这些酶在结构上也具有

一定的相似度(图 2)。CtCDP 包含一个大的 β-三明

治结构域，该结构形成了大部分的二聚体界面，

通过 2 个 α-螺旋连接至(α/α)6-桶状催化结构域，

并以一个小的采用双层卷曲折叠的外围结构域结

尾。CtCDP 还在 N 端存在一个独特的由 120 个氨 

 

 
 
图 2  CtCBP (A)和 CtCDP (B)的单体结构 
Figure 2  The monomer structures of CtCBP (A) and CtCDP (B) 
注：β-三明治结构域用红色标出；螺旋连接用青色标出；(α/α)6-桶状结构域用黄色标出；卷曲结构域用绿色标出；CtCDP 的 N 末端

α/β 结构域用蓝色标出 

Note: β-sandwich domains are colored red; Helical linkers are colored cyans; (α/α)6-barrel domains are colored yellow; Jelly roll 
domains are colored green; The N-terminal α/β domain of CtCDP is colored blue 
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基酸残基组成的 α/β 结构，这个 α/β 结构域与    

N 端 β-三明治结构均与相对亚基上的 β-三明治结

构域存在相互作用，这大大增加了二聚体界面的

面积[40]。此外，同样采用 X-射线晶体学方法对来

自 Thermosipho africanus TCF52B 的 TaCDP (后被

命名为 GP)底物宽泛性的结构基础进行了研究，发

现相较于已解析的 CtCDP，其在(α/α)6-桶状催化结

构域内紧邻底物结合口袋的位置存在着较长的具

有高度柔性的插入序列，这可能会引起底物口袋入

口大小发生变化，进而影响其底物特异性[41]。 

由图 2 可以看到，来源于同一菌株的 CtCBP

与 CtCDP 在结构和功能上都非常相似，但二者的

底物选择性具有很大差异。与 CtCBP 相比，CtCDP

所催化的底物种类更加宽泛，可以作用于聚合   

度≥3 的纤维寡糖，而 CtCBP 只能够以纤维二糖为

底物。O’Neill 等从结构差异方面对这种现象做出

了解释：CtCBP 的活性位点要比 CtCDP 更加封  

闭[40]。这主要是由于 3 个结构差异造成(图 3)：   

(1) 二者位于底物口袋入口处的催化环(Catalytic 

Loop)长度不同，CtCDP 要比 CtCBP 长 12 个氨基

酸残基。虽然在包含催化关键位点 Asp624 的部分

上，二者结构相似，但在 CtCDP 中从 Ile628 之后

采用了与之前完全不同的构象。对于 CtCDP 单体

亚基，该环继续远离活性位点，形成一个从蛋白质

表面突出的螺旋结构，之后返回蛋白质核心。在另

一个亚基中，在螺旋结构之后的一小段环路是无序

的。这有助于 CtCDP 单个亚基与底物的结合。另

一方面，环路除了带有 Trp622 和 Asp624 的部分外

更多区域是无序的。相比之下，CtCBP 催化环则

是完全有序的，其 C 端部分折叠在活性位点口袋

之上，限制了底物口袋入口的大小；(2) 紧靠催化

环的邻近环(Adjacent Loop)对活性位点口袋也有

所冲突，但这种影响对 CtCDP 相对较小，因为

CtCDP 中的邻近环比 CtCBP 中对应的环短 5 个氨

基酸；(3) CtCBP 和 CtCDP 间的第 3 个显著差异则

涉及二聚体界面如何由 2 个亚基形成。与 CtCDP

相比，由于 CtCBP 蛋白质围绕着一个垂直并且几

乎等分二聚体的轴进行了整体旋转，因此在 CtCBP

中 2 个亚基的相对位置有所不同，这种不同缩小了

2 个亚基之间的距离，从而把相对亚基上的相反环

拉向活性位点；显著缩小了 CtCBP 的底物口袋，

使其没有多余的空间容纳更大的底物[40]。然而在

活性位点更加开放的 CtCDP 中，组成底物口袋的

β-三明治结构域内存在 2 个 α-螺旋，这 2 个螺旋的

侧链与底物之间具有相互作用，有助于底物与活性

位点的结合。CtCDP 独特的 N 末端 α/β 结构域也

可能存在着一定的作用，其与相对亚基的 β-三明

治结构域之间的相互作用会使亚基下部聚集在一

起，导致上部分开，从而导致二聚体的 2 个单体

之间狭缝体积增加，使活性位点可以与更大的底

物结合[40-41]。 

4  CBP 和 CDP 的应用 

纤维素作为世界上存量最大的生物质资源，其

广泛存在于农林废弃物、城市生活垃圾中，是一种

重要的可再生资源。CBP 和 CDP 因其可以磷解纤

维素降解的重要中间产物纤维二糖和聚合度≥3 的

纤维寡糖，是纤维素降解酶系中重要的一员。因此，

如何使 CBP 和 CDP 在纤维素降解与再利用的过程

中发挥最大的作用成为近些年来的新课题。目前，

CBP 与 CDP 的应用主要体现在 3 个方面。 

 

 
 
图 3  CtCBP (A)和 CtCDP (B)底物口袋间的差异 
Figure 3  Comparison of substrate-binding pocket 
between CtCBP (A) and CtCDP (B) 
注：催化环用红色标出；邻近环用蓝色标出 

Note: Catalytic loops are colored red; Adjacent loops are colored 
blue 
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4.1  用于构建直接利用纤维寡糖的工程酵母菌 

能源的愈加匮乏使得人们开始探索石油等化

石燃料的替代能源，以木质纤维素为原料生产纤

维乙醇已成为生物能源开发的热点领域。纤维乙

醇的生产通常需要组合原料预处理和酶水解等方

法使难降解的木质纤维素彻底水解为单糖，再由

微生物发酵生产乙醇。由于木质纤维素水解过程

产生的包含纤维二糖在内的纤维寡糖中间产物会

对纤维素酶产生显著的抑制作用[42]，木质纤维素

的充分水解成为制约纤维乙醇生产效率的重要瓶

颈。构建可以直接利用纤维寡糖的工程酵母菌株

进行乙醇发酵，不仅可以避免纤维寡糖对纤维素

酶的抑制作用，有助于提高酶解效率，而且也不

必向纤维素酶中额外添加 βG 组分以强化纤维寡糖

的水解，因此可以大大降低木质纤维素原料的水

解成本。 

Sekar 等报道了第一个可在胞内表达 CBP 的大

肠杆菌工程菌，其可以磷解并利用纤维二糖生   

长[43]。接着构建了可以同时水解和磷解纤维二糖

的大肠杆菌工程菌，该工程菌株显示了比仅有单

一降解途径的大肠杆菌工程菌更高的纤维二糖利

用率[44]。说明利用 CBP 构建直接利用纤维二糖的

工程菌株具有可行性和实用性。 

酿酒酵母作为生产纤维乙醇的最有竞争力的

菌株，具有易生长、易于遗传操作和乙醇产量高

等优点[45]，但其不能够直接发酵纤维二糖等纤维

寡糖。构建可以直接利用纤维寡糖的工程酵母菌

株有以下 3 个策略：(1) 构建可以分泌或表面展示

βG 的酵母工程菌[46]，使酵母菌利用纤维寡糖在胞

外降解产生的葡萄糖进行发酵产生乙醇。但这种

菌株不能够分泌或展示足够量的酶，仍然需要添

加外源性的 βG，因此并没有根本解决木质纤维素

的水解瓶颈。(2) 将纤维寡糖转运蛋白和 βG 转入

酵母菌中，构建可以摄取纤维寡糖并在胞内进行

水解和利用的工程菌株。已有研究表明这种工程

菌株相较于第一种方法更加经济，仅需通过提高

酵母细胞的浓度便可达到与传统酵母菌株发酵几

乎相同甚至更高的乙醇生产率，而不需要额外添

加 βG[47]。然而葡萄糖作为 βG 的抑制剂，其在胞

内的大量产生限制了酶的活性，导致工程菌株性

能低下。(3) 构建胞内磷解纤维寡糖的工程酵母

菌。Sadie 等构建了过表达乳糖透过酶并胞内表达

来源于 Clostridium stercorarium 的 CBP 的酵母菌，

获得了可以摄取并磷解纤维二糖的工程菌株[48]。

同 时 也 有 研 究 将 分 别 来 自 Cellvibrio gilvus 、

Saccharophagus degradans 和 Clostridium thermocellum

的 CBP 与来自粗糙脉孢菌(Neurospora crassa)的纤

维寡糖转运蛋白转入酵母菌中，构建了通过磷解

途径发酵纤维二糖产生乙醇的酵母工程菌，同时

也通过将来源于粗糙脉孢菌的 βG 转入酵母菌构建

了以水解途径利用纤维二糖的工程菌株，该研究

结果证实在稳态的厌氧条件下，磷解菌株细胞生

物量与乙醇产生量相较于水解菌株至少有 28%和

32%的增加量；在酵母菌中引入纤维二糖的磷解途

径比引入水解途径在 ATP 生成方面更具优势，特

别是在 ATP 供不应求或是在需要更多 ATP 的生理

条件下，磷解途径赋予的生长优势更显著[49]。因

此，以 CBP 和 CDP 为核心构建直接利用纤维寡糖

的工程酵母菌将会成为今后纤维乙醇生产工业中

的一个重要方向。 

4.2  酶法纤维素转淀粉体系 

全球人口不断增加造成粮食需求大幅提升，

如何解决日益严重的粮食危机成为科研工作者的

重要课题。淀粉作为人类最重要的能源食物，若

能以来源广泛的纤维素为原料进行人工合成，即

纤维素转淀粉，不仅能够解决人类粮食供给问

题，还可以为农业废弃物处理及再利用提供解决

方案。You 等成功构建了体外酶法纤维素转淀粉

体系[50]，实现了非粮纤维素到直链淀粉的转化。 

酶法纤维素转淀粉体系分为 2 个模块：在纤

维素水解模块中，纤维素在来自枯草芽胞杆菌的

内切 β-1,4-葡聚糖酶(BsCel5)和来自 Clostridium 
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phytofermentans 的纤维二糖水解(CpCel48)共同作

用下生成中间产物纤维二糖；之后纤维二糖在淀粉

合成模块中被来自 Clostridium thermocellum 的

CtCBP 磷解为葡萄糖和 G-1-P；最后 G-1-P 被来自

马铃薯的葡聚糖磷酸化酶加合到麦芽寡糖链上生

成直链淀粉。此体系具有 2 个优点：(1) 纤维素水

解模块对纤维素的降解仅进行到纤维二糖，大大

减少了完全水解终产物葡萄糖对水解酶的产物抑

制作用，降低了纤维素水解的难度；(2) 淀粉合

成模块中的 G-1-P 是由 CtCBP 催化纤维二糖磷解

过程中产生的，整个体系的反应过程中没有任何

高能物质的加入。相比之下，生物体合成淀粉均

需要 ATP 或者 GTP 参与活化葡萄糖，是一个高耗

能的过程。体外酶法纤维素转淀粉体系具有原料

易得、反应易放大、无 ATP 参与等优势，产生的

淀粉不仅可以用作实验研究，还可用作功能食

品、动物饲料等，具有重要的研究和开发价值，

是今后人工合成淀粉的一个重要途径。 

4.3  酶法合成特殊寡糖 

由于 CBP 和 CDP 能催化独特的可逆磷解反

应，因此，CBP 和 CDP 被认为是合成各种特殊糖

类的有效酶。近年来已有研究人员在大肠杆菌中

共表达来自 Bifidobacterium adolescentis 的蔗糖磷

酸化酶和来自 Cellulomonas uda 的 CBP，利用它

们催化的合成反应将蔗糖和葡萄糖高效地转化为

纤维二糖，此方法有望用于纤维二糖的工业化

生产 [51]。Ubiparip 等[52]通过对来自 Cellulomonas 

uda 的 CBP 进行饱和突变，获得的优化突变体能以

高达 73%的产率将纤维二糖转化为纤维三糖，并

且在最终产物中纤维三糖的含量达到 82%，获得

了迄今为止已报道的最高纯度的纤维三糖产物。 

可溶性纤维寡糖的酶法合成同样使用了 CBP

和 CDP 催化的合成反应。Zhong 等[22]通过构建来

自 Cellulomonas uda 的 CBP 和来自 Clostridium 

cellulosi 的 CDP 级联反应体系，以廉价底物葡萄

糖为起点，合成了聚合度在 3−6 之间的可溶性纤

维寡糖，这为批量化生产可溶性纤维寡糖提供了

新思路。 

此外，由于 CBP 在合成方向上催化生成与 α

构型的糖基供体 G-1-P 具有相反端基构型的产物，

因此其可以被用于合成多种 β 构型的特殊糖类，例

如 β-葡萄糖苷。自然界中有许多生物大分子以   

β-葡萄糖苷的形式存在，其被广泛地用于药物、洗

涤剂和食品添加剂中。Kino 等使用来自 Clostridium 

thermocellum 的 CBP 合成烷基 β-葡萄糖苷[53]，而

烷基 β-葡萄糖苷是有效的非离子型表面活性剂，

具有良好的抗菌功能。De Winter 等论证了 CBP

具有非常高的酶促催化合成 β-葡萄糖苷的潜在

价值，通过酶的固定化技术和离子溶液与有机助

溶剂的加入，扩展了来自 Clostridium thermocellum

的 CtCBP 的糖基化潜力并提高了产物收率，具有

出色的可操作性[54]。 

因为CBP和CDP具有非常广泛的受体特异性，

它们还可被用于合成各种特殊二糖和支链三糖。已

有文献报道 CtCBP 可以有效合成 4-o-β-d-吡喃葡萄

糖基-d-阿拉伯糖等 5 种杂二糖[55]，CgCBP 可以合

成 β-d-Gclp(1→4)-[α-d-Galp-(1→6)]-d-Gclp 等 3 种

支链三糖 [56]。这些特殊寡糖作为重要的药物前

体，具有广泛的应用。另一项研究证明 CtCDP 具

有产生新型寡糖 β-Glcp-[(1→4)-β-Glcp]n-(1→2)- 

Glcp 和 β-Glcp-[(1→4)-β-Glcp]n-(1→3)-Glcp (n=1–7)

的能力，研究也表明 CtCBP 和 CtCDP 在分别以葡

萄糖和纤维二糖为糖基受体催化合成方向反应

时，以氟化物 G-1-Fluoride 代替 G-1-P 作为糖基供

体时，产物收率分别提高到 98%和 68%[57]，这为

CBP 和 CDP 合理的工程化生产应用奠定了基础。 

5  结语 

世界能源危机和粮食危机的加剧使得人们意

识到利用木质纤维素进行可持续发展的必要性。

CBP 与 CDP 作为纤维素降解酶系中重要的组成部

分，由于其特殊的催化方式以及在 ATP 生成方

面的优势，受到了研究人员的格外关注。截至
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目前，已有多种 CBP 和 CDP 被发现并显示其应用

价值。 

对 CBP 和 CDP 的进一步研究和应用需要特别

关注以下工作：(1) 发掘新型 CBP 和 CDP。根据

已有资料，CBP 和 CDP 的来源菌种均属于厌氧菌，

这为我们寻找新酶提供了依据。当我们基于 KEGG

数据库寻找新酶时，就可以将重点放在来自深海、

肠道或油层等极端环境的厌氧菌种上。例如超嗜热

细菌 Thermotoga naphthophila RKU-10 和 Thermotoga 

sp. RQ2 在 KEGG 数据库中就具有被注释为 CBP

的基因，对这些候选基因进行表达和分析，有很大

可能鉴定出新型 CBP 酶。(2) 通过定向进化提高

酶的催化活性和热稳定性。自然界中天然 CBP 和

CDP 的活性及热稳定性是与其菌株的生长代谢状

态相适应的，具有更高的催化活力和更强的热稳定

性是体外酶催化体系中所期望的特性，通过定向进

化的策略可以有效地对酶进行改造以达到这个目

的，同时定向进化还可以拓宽酶的底物谱、扩展酶

的应用范围等。(3) 寻找新酶或改造已有酶以获得

纤维寡糖通用型的磷酸化酶，这样仅用一种酶便可

以磷解纤维二糖、纤维三糖和纤维四糖等纤维寡

糖。这种兼具有 CBP 和 CDP 功能的双功能磷酸化

酶用于构建直接利用纤维寡糖的工程菌株或应用

于酶法纤维素转淀粉体系中，则可以使纤维素部分

水解的所有中间产物都能进入下一步的转化，从而

大大提高原料的利用率和终产物得率。(4) 对于

构建直接利用纤维寡糖的工程菌株来说，还要同

时开展高效纤维寡糖转运蛋白的筛选工作。因为

酿酒酵母不具有吸收纤维寡糖的能力，若使工程菌

株胞内磷解途径正常进行，还需要同时构建一个与

CBP/CDP 磷解过程相适配的纤维寡糖转运体系。

因此，获得一种可以在酿酒酵母中高效表达、具有

强大的纤维寡糖转运能力并较少扰动细胞代谢的

纤维寡糖转运蛋白，对于直接利用纤维寡糖的酵母

工程菌的构建和优化十分必要。CBP 和 CDP 也因

此会在纤维乙醇研发中显现更重要的作用。 
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