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木质纤维素占绿色植物干重的 35%～50%[1]，

它是地球上分布最广、含量最丰富的碳水化合物，

同时又是自然界中数量最大的可再生性资源[2]，其

合成与降解过程是自然界碳素循环的中心环节．通

过酶学技术可以将木质纤维素降解转化形成可溶性

糖及生物化学产品，因此这对于解决目前世界能源

危机、粮食短缺、环境污染等问题具有十分重要的

意义[3]．但天然木质纤维素酶解转化的效率较低，

限制其生物转化的大规模推广与应用．

木质纤维素主要存在于绿色植物的细胞壁中，

它是陆生植物离开水生环境后形成的支持与保护屏

障，这是长期进化过程形成的，人们现将植物抵抗

微生物及酶降解的各种特性通称为“生物质的抗降

解屏障(biomass recalcitrance)”[4]．它由不同解剖层

次、不同组织结构、不同微纤丝超分子结构层次及

其不同聚合物中不同化学结构单元等组成．多种化

学成分和多层次超分子复杂结构的形成，导致了化

学反应的不均一性和纤维素酶种类的多样性及酶解

反应过程的复杂性[5-6]．细胞壁的化学组成和超微

结构研究的深入开展，将可帮助热化学或生物转化

技术提供新的思路与策略．

由于木质纤维素结构的异质性与复杂性，特别

是对固液非均相反应系统，酶反应动力学研究只能

针对整个反应系统的均值进行处理．单从酶反应动

力学的研究，难以提供酶解过程的全部动态信息[7],
这样就难以认识木质纤维素降解低效的真正原因是

由于酶量的不足，还是酶与底物的不匹配，或者是

两者因素都存在而导致的．先进的超微可视化技术

可以在纳米尺度上观察单个酶分子的运动，表征其

在纤维素底物表面上的运动行为及相关属性，这就

为人们打开了新的视野，开拓了新的研究方向；超

微可视化技术中成像可行性、酶分子动态行为持续

跟踪观察等技术研究已经突破，这样利用超微可视

化技术手段就可以分析纤维素酶分子的降解行为及

影响速率的限定性因素[8]．

在高时空分辨率下实时观察生物大分子的分子

动态行为，需要显微分析技术满足以下条件：a．
不需要任何标记，在液相中直接成像观察；b．降
低对样品的损坏；c．高空间分辨率；d．高时间分
辨率．从而还原生物大分子反应过程的真实性[9]．

相对于其他可视化技术手段，原子力显微镜
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Fig. 1 The multi鄄level structure of microfibrils
图 1 微纤丝的多层次结构模型

(a)纤维二糖通过 茁-1, 4糖苷键形成分子链，这是一级结构. (b)糖链通过氢键形成纤维分子链片层结构. (c)结晶纤维素 I茁分为 6个界面，其中

只有 100面及其补面为疏水面，纤维素片层结构通过范德华力进行堆积形成致密的 36根糖链 CEFs，其中片层之间距离约为 0.39 nm. (d)植

物细胞壁中 CEF还会进一步进行聚集，形成微纤丝，在聚集分布过程中其排列方向有所差异．

(atomic force microscope，AFM)技术可以在液相中
成像，该技术可直接在室温水环境中，在分子水平

上对纤维素酶降解过程进行静态、动态观察．另

外，AFM扫描过程中轻敲模式对样品表面施加的
压力要远小于接触模式，所以生物样品可以在特有

的轻敲模式进行观察、分析[10]．传统 AFM扫描范
围在 X、Y 轴平面小于 100 滋m，在 Z 轴上小于
10 滋m，由于工作原理及反馈控制等因素影响，扫
描区域越大，AFM扫描成像速率越慢，这样限制
了人们在纳米尺度上对分子动态行为的研究[11]．随

着技术进步，将扫描速度优化提升，使得扫描速度

达到 10帧 /秒以上，结合特定探针的制备、AFM
成像步骤的优化等，形成了新一代高速原子力显微

镜 (high-speed atomic force microscope， high-speed
AFM)技术，可以对单个酶分子及其运动过程成像，
这使得纳米动态可视化分析技术成为可能[12]．借助

于 high-speed AFM可以在生理环境下对生物大分
子动态过程、底物结构动态变化进行实时观察，从

而可以观测纤维素酶解速度及其运动的限制因素．

1 模式底物的制备与天然木质纤维素超分

子结构观测

利用 AFM等扫描探针显微镜对酶解速度的可

视化表征需要特定条件[13]：a．天然环境，如酶分
子反应一般在液相中发生；b．合适 AFM分析的
底物；c．高分辨的成像方法．因此，利用 AFM
分析纤维素酶酶解过程时，首先要选择制备合适的

底物．棉纤维是植物合成高度结晶态的纯纤维素材

料，本课题组对其微纤丝的超分子聚集结构分析，

大气条件下直接观测了棉纤维微纤丝及其基元纤维

丝、结晶区与非结晶区、观测到微纤中分叉结构及

其降解变化[14-17]．Imai等[18-19]采用 Valonia ventricosa和
Cladophora等含高结晶度纤维素的藻类，制备出单
根结 晶微 纤丝， 并通 过透射 电子 显微 镜

(transmission electron microscopy，TEM)分析技术
得到其相关晶体材料属性．其中 Valonia结晶的表
面结构高效有序，通过对比晶体结构模型，发现微

纤丝表面结构存在明显重构现象[20]．

Ding等[21]利用 AFM观察玉米髓薄壁细胞初生
壁上的纤维素微纤丝结构，结合纤维素合成酶系的

末端复合体(terminal complex，TC)模型，提出微纤
丝最小结构单元———由 36根葡萄糖组成———基元

纤丝(cellulose elementary fibrils， CEF)结构模型．
CEFs 结构中 1.04 nm 的纤维二糖单元分子通过
茁-1, 4 糖苷键形成分子链(图 1a)，糖链的聚合度
(DP)从几十到几万不等 [22]，这是 CEFs 的一级结
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构．葡萄糖分子链间平行排列，通过分子间氢键构

成纤维素片层，一个二糖重复单元平均形成 4个分
子间氢键，4个分子内氢键，这种纤维素片层结构
可以称为 CEF的二级结构(图 1b)．不同纤维素片
层之间通过疏水作用以及范德华力致密堆积，形成

CEF三级结构单元，其中片层与片层之间距离为
0.39 nm，36根葡萄糖链一般由 8层片段堆积，形
成 3 nm伊5.5 nm的 CEFs(图 1c)．CEF空间结构呈
现为不规则的六面体结构，其中结晶纤维素 I茁 6个
晶面中只有 2个面为疏水面(100面及其对称面)，
多数纤维素酶的结合与降解发生在疏水面上[23]，研

究中发现 CEFs结晶可以扭转，CEFs疏水面可以
水平或垂直方位存在．不同 CEFs在植物细胞壁中
会形成尺寸更大微纤丝 (microfibril)，直径可达
20 nm左右．天然玉米秸秆中不同细胞壁具有不同
的微纤丝间堆积方式 [24]，细胞壁中不同组织层次

CEFs的堆积聚集程度不同，其中微纤丝的 CEF数
量从 1～5根不等，并且不同的 CEFs在细胞壁中
排列方向也不尽相同(图 1d)．其他植物的微纤丝也
具有类似结构，但不同植物微纤丝直径差别较大[25].
随着 AFM超分子结构分析的深入，天然底物

由于表面起伏大，异质性高，不利于 AFM等扫描
探针显微镜的分析，因此制备模式样品就成为

AFM观测、分析的前提．人工制备的样品首先要
求化学成分上要有保真性，其次跟踪分析纤维素的

降解过程需要一个均质、纳米层次上的平坦底物界

面[26]．对于纤维素酶协同作用研究，底物的制备还

需确保不同纤维素酶组分能够拥有各自特定纤维素

底物[27]．2012年，Bubner等[26]首次制备出结晶 -无
定 型 纤 维 素 模 式 底 物 (amorphous- crystalline
cellulosic model substrate，MACS)，相关底物性质
接近天然底物，并且在纳米层次上平坦的成分是均

一的，这样才可基于 AFM定量分析提出底物降解
过程的经验模型．

2 AFM对纤维素酶解速度的可视化分析

2援1 单一种类酶分子降解结晶纤维素的酶解动力

学过程定量分析

随着 AFM技术的发展，在纳米尺度上观察纤
维素底物已经不是难题，然而传统 AFM需要 1～
100 min才能获得较高质量的图像，不能实时观测
酶分子动态学过程[9]．酶分子的运动实时分析要求

达到毫秒时间分辨率与纳米空间分辨率[28]，而限制

AFM扫描成像速率的因素主要在于显微镜运转过
程中运动部件的反应速度，如探针和扫描器，运动

部件的反应速度与其质量均方根成反比函数关系

(V～1 m姨 )．因此，如果要增加 AFM扫描速率，
就需要选择更轻便的探针和扫描器，当然相关控制

电路与光线检测系统也需相应改进 [29]．high-speed
AFM论文发表在 23年前[30]，通过对 AFM不断改
进，到 2006年 Hansma等[9]发现从微悬臂、扫描器

以及反馈控制系统等方面进行改进，可以很大程度

上提高 AFM扫描速度与分辨率．现在 AFM可清
楚地观察到生物单分子，并可跟踪其动力过程．

2009 年 Igarashi 等 [31]利用 high-speed AFM 对
瑞 氏 木 霉 外 切 纤 维 素 酶 (Trichoderma reesei
Cellobiohydrolase 玉， CBH 玉 ，又称 TrCel7A.
EC.3.2.1.176)在结晶纤维素表面的降解过程进行了
观察分析，通过 AFM的 Z轴高度分析确定酶分子
在纤维素表面的存在，再通过跟踪单个酶分子运动

过程，发现酶分子在结晶纤维素表面上仅能单方向

运动，其运动平均速度大约在 3.5 nm/s左右，这说
明酶分子的解离率是不高的．2011年 Ding等[32]的

结果再次验证相关运动效率，并清楚地分辨出酶分

子的催化结构域(cataiytic domain，CD)、碳水化合
物结合模块(carbohydrate-binding domain，CBM)及
其运动过程．

结晶纤维素的微纤丝是有多个结晶表面(图 1c),
纤维素酶分子结合并降解结晶纤维素的特定表面也

一直是人们研究的热点．早在 2003年 Lehti觟等[23]

通过 TEM 证明热纤梭菌(Clostridium themocellum)
纤维小体支架蛋白 CipA 中第 1、3 家族的 CBMs
结合于 Valonia结晶纤维素 I琢的两个对称疏水面上
(110面)．Xu等[33-34]也分别在 2008、2009年通过借
助于半导体量子点 (semiconductor quantum dots，
ZnS QDs)标记的单分子跟踪技术发现第 2、3a家族
CBMs结合于 Valonia结晶纤维素 110 疏水面上，
并在结晶纤维素表面呈线性分布．然而微纤丝的疏

水面相对于其亲水面是非常小的，那么含有 CBM
与 CD的整个酶分子仅仅结合于结晶纤维素疏水面
并对其进行降解吗？针对这一问题，Liu等[32]设计

了一个巧妙实验，通过处理云母片使结晶微纤丝 I琢
的亲水面(100面)定向固定于云母片上，暴露出疏
水面(110面)，利用 AFM实时跟踪 CBH玉降解过
程中微纤丝同一位置的高度、宽度变化，发现在降

解过程中高度没有发生明显变化，宽度却明显减
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小，基于 CEFs结构模式，该实验直接可视化证实
了酶解过程只能发生在有限的疏水面上，结合模式

如图2a所示．加入过量的相关酶分子，由于受限
于有限疏水面积，多个酶分子会共同作用于同一疏

水面上不同的糖链，由于降解持续效率的差异，将

会导致酶分子持续性运动上的“堵车”(traffic jam)
现 象 [35]． 而 加 入 瑞 氏 木 霉 外 切 纤 维 素 酶

(Trichoderma reesei cellobiohydrolase 域，简称 CBH
域，又称 TrCel6A.EC.3.2.1.91)降解效率明显提升，
并且出现协同效应[35]． Igarashi等[36]利用超临界氨处

理结晶纤维素玉形成结晶纤维素芋玉类型，使得晶
体纤维素可及疏水面积增加，利用酶解处理产生纤

维二糖的效率比结晶纤维素玉提高 5倍以上．这些
证据就说明疏水面的可及性限制了 CBH玉等酶分
子的降解效率．

外切纤维素酶具有持续性单方向降解纤维素的

特征，有的是从还原端，有的是从非还原端单向降

解的． Imai等[18]通过 TEM发现 CBH玉是单向结合
降解结晶纤维素的还原端，并从还原端开始降解形

成锐化末端，模式图见图 2b, c，这与 Zhang等[37]利

用 AFM观察的结果一致，CBH玉不仅是单向而且
是从还原端开始降解结晶纤素．2011年 Liu等[32]通

过 AFM动态观察进一步证实 CBH玉是从还原端处

进行逐层降解形成微纤丝锐化末端．CBH域是从结
晶微纤丝的非还原端开始降解(图 2d)，形成的结构
与 CBH玉类似但末端不同．
瑞氏木霉分泌的外切纤维素酶域(CBH域)可以

从非还原端开始降解结晶纤维素，可以引起结晶微

纤丝末端的锐化 [38]，除此之外生化数据表明

CBH域还具有内切纤维素酶活性，可以有效降解无
定型纤维素 [39]．生化数据表明内切纤维素酶

(endoglucanase, EG.EC.3.2.1.4)主要降解无定型纤维
素，对结晶纤维素降解活性较低．Wang等[40]通过

AFM清楚地观察到 EG可有效地降解无定型纤维
素，而内切纤维素酶 EG同样降解结晶纤维素，在
结晶纤维素上形成新的还原末端与非还原末端，这

样就与外切纤维素酶 CBH玉、CBH域形成很好的
协同降解作用 (图 2d)．使其底物表面的粗糙度
(surface roughness)明显增加．EG 的功能除有效降
解微纤丝的无定型纤维素外，还可以导致结晶纤维

素的润胀(swelling)：即 EG有效降解结晶纤维素的
前期微纤丝直径变小，实验中发现微纤丝直径在

50～60 min内达到最小值，结晶纤维素底物的体积
也降低至 60%，但至 185 min时，后续降解中微纤
丝直径却增大，体积也增加到了最初的 93%．

Fig. 2 The graphic modes of the degradtion of crystalline cellulose by CBH玉and the synegistic effect
by CBH玉、CBH 域and EG 芋

图 2 CBH玉降解结晶纤维素以及 CBH玉、CBH 域和 EG 芋之间协同作用模式图
(a) CBH玉结合结晶纤维素 I琢疏水面 110面及其补面. (b,c)在降解过程中从还原端向非还原端运动(b)，并且能够引起还原端锐化(c). (d) CBH

域是从非还原末端向还原末端运动，EG能通过内切纤维素酶活性形成新的还原末端与非还原末端，与 CBH玉以及 CBH 域形成很好的协同
作用.

(a)

(b)

(c)

(d)

CBH玉 CBH玉

CBH玉

CBH玉
CBH 域 EG 芋

NR R

(-110)
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Fig. 3 Dissecting and reconstructing synergism of single enzymes and synergism degradation
by the complete cellulase system of T援 reesei[27]

图 3 纤维素底物的单一酶系、总酶系降解以及协同作用重现[27]

(a)单一 CBH玉酶系能够降解暴露在外的小型结晶纤维素. (b)单一 CBH域在“聚簇”效应下通过降解无定型纤维素对大型结晶结构进行“刨
光”. (c)单一 EG酶系能够降解无定型纤维素使得表面结晶结构更为明显. (d)酶系在降解过程中，0～17 min无定型纤维素得到明显降解，在

28 min最初被覆盖的结晶结构暴露于表面，之后的反应过程中，结晶微纤丝从原始末端以及新形成断口处被高效降解． (d)标尺为 100 nm.

2援2 多酶组分协同降解机制的 AFM研究
结晶纤维素降解效率是纤维素降解的瓶颈，

CBH可以完成对结晶纤维素的降解，而 CBH对结
晶微纤丝的降解是特定表面上特定末端结合、特定

单方向运动，这限制了酶解效率的提升．早在

1972年，Wood等[41]就从生化分析得出结论，纤维

素酶组分之间存在内外协同作用，然而该过程一直

未获得直接的超微结构可视化证明． Igarashi等[35]

利用 AFM分析了 CBH玉、CBH域的高效协同降解
结晶微纤丝的动态学行为，在反应体系中同时加入

CBH玉、CBH域，其产生纤维二糖总量要多于单
独加入两种酶分子降解产生量的简单加和，同时运

用 high-speed AFM观测到了结晶纤维素消失速率
比两者单独加入时的降解速率要更快，初步推测是

CBH域活性位点处两个 loops打开，具有了内切纤
维素酶的性质，在结晶纤维素表面形成新链的断

口，增加了 CBH玉新的结合位点．
2013年 Bubner等[27]研究 CBH玉、CBH域以及

一种 EG之间的协同降解作用，在整个反应过程中
发现 CBH玉主要降解细小结晶纤维素 (直径 <
15 nm)，仅 CBH玉降解时底物转化量只有 14%
(图 3a)．体系中加入 CBH域或 EG时，可以观测到
结晶纤维素附近的无定型纤维素降解，这使得样品

表面粗糙度明显增加(图 3b, c)．在无定型 -结晶混
合纤维素底物中，无定型纤维素的降解使得结晶纤

维素暴露，这样 CBH玉对细小结晶纤维素的降解
效率就可提高，表现出明显的协同降解作用，这使

得转化率达到 90%(图 3d)．人为控制酶组分的加入
顺序，先加入 CBH域以及 EG降解无定型纤维素，
其后再加入 CBH玉，可以重现了混合酶系降解近
天然底物的复杂过程．

(a) (b)

(d)

(c)CBH玉 CBH 域 EG

400 nm500 nm

AmplitudePhase

200 nm

58 min49 min39 min28 min17 min6 min0 min

205· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2015; 42 (3)

Wang等[42]利用 AFM等技术对协同作用进行了
系统研究，区分了外切 -内切纤维素酶(exo-endo)、
内切 -外切纤维素酶(endo-exo)以及内切 -外切 -外
切纤维素酶(endo-exo-exo)等不同类型协同的降解
过程分析，发现加入纤维素酶顺序不同，产生协同

降解效果也明显不同，先加入内切纤维素酶(EG玉)
对纤维素进行无定型纤维素降解、润张，使得结晶

纤维素暴露，再加入外切纤维素酶(CBH玉)的协同
作用要比相反顺序加入作用明显．也进一步确认

CBH域具有内切酶活性，可以在纤维素链上产生新
的切口，从而使得外切酶 CBH玉具有更高的降解
效率，当然三种纤维素酶共同降解纤维素底物时具

有最显著的协同作用．

纤维素酶系的协同降解可以使底物表面积明显

增大，纤维素表面粗糙度明显变大，但是长时间酶

解过程中酶分子的比活力却随之降低[43]．通过对

MACS及结晶纤维素的动力学分析发现，随着底物
降解，纤维素酶分子运动受到区域局限，不能及时

转移到最佳活性(optimally active)的底物区域内，
从而造成了后续降解效率的降低[44]．这也就是说纤

维素酶对于可降解纤维素成分的可及性受到了明显

的限制．

厌氧细菌对结晶纤维素的高效降解是通过纤维

小体这一“超分子机器”来完成对结晶纤维素的高

效降解 [45]． 催化结构域 (CD)通过黏连模块
(cohesin)、对接模块(dockerin)的相互作用形成超分
子复合物，在纤维小体超分子复合物中不同的 CD
通过协同作用完成对结晶纤维素的高效降解．其中

纤维小体中纤维素酶类主要来源于 GH5、GH9以
及 GH48，内切葡糖苷酶 celA 属于 GH8，未发现
存在 GH6 和 GH7 的纤维素酶 [46]．与其他梭菌一

样，热纤梭菌纤维小体中黏连模块与对接模块之间

存在两种相互作用[47]，Gilbert[48]在 2007年发现玉型
对接 -黏连模块普遍是通过双重结合模式结合在一
起的，这种模式方式使得纤维小体超分子结构紧

凑，并具有柔性．Garc侏a-Alvarez等[49]在 2011年借
助于分辨率 35魡 的冷冻电子显微镜(cryo-electron
microscopy)发现热纤梭菌微型纤维小体 (mini-
cellulosome) 3 个黏连模块相连的结构，黏连模块
间的连接肽(linker)的柔性可以使得小体由紧凑构象
转换成多变灵活构象，柔性开放型构象可以使得纤

维小体在降解非可溶性底物过程中能够延伸构象，

从而使其能够有效降解的可及性区域进一步扩大．

纤维小体在降解纤维素底物方面之所以具有很大优

势不仅因为其自身是支架蛋白聚集的多酶复合体，

该复合体还会发生动态聚合．早在 1998年 Bayer
等[50]就通过 TEM发现在用非溶性纤维素培养产生
的纤维小体能够聚合成直径为 60～200 nm的多聚
纤维小体(polycellulosomal organelles)．在形成多聚
纤维小体的同时两个不同的纤维小体能够形成二聚

体，该团队分析纤维小体结晶结构发现，纤维小体

能够通过其支架蛋白 CipA的玉型黏连蛋白与其他
纤维小体支架蛋白 CipA的 X模块相互作用形成二
聚体复合物(heterodimeric)[51]，基于以上实验证据人

们提出了纤维小体是通过支架蛋白间相互作用完成

其动态聚合．这样一来，纤维小体不管是从催化效

率还是降解区域的可及性都存在很大的优势．

纤维小体能够通过对接模块与黏连模块之间的

相互作用将多个 CD 催化结构域聚集到支架蛋白
上，那么纤维小体在降解非溶性纤维素时有什么优

势呢？Ding等[24]在 2012年通过比较纤维小体与游
离真菌纤维素酶的降解，发现纤维小体能够通过多

酶组分之间的协同作用将微纤丝从纤维束表面剥

离，并且以多根糖链同时切断的方式降解整根微纤

丝(图 4a)．而游离真菌纤维素酶仅能采取我们前面
所论述的从微纤丝一段进行定向、逐层降解(图 4b),
使得微纤丝发生锐化，而非整根断裂．利用 TEM
对 2种酶作用于细胞壁内部结构分析，发现微纤丝
表面降解行为与 AFM分析结果一致，但细胞壁内
部的降解行为却明显不同[52]．Hyeon等[53]报道，解

纤维梭菌(Clostridium cellulovorans)纤维小体在降解
不溶性纤维素底物时可以一次性对多根糖链进行降

解，这样纤维小体可以对纤维素表面局部范围形成

明显的降解特征，如 Resch等[54]通过 SEM发现纤
维小体在底物表面能够形成分散形口袋结构

(discrete pockets)，纤维小体中内切葡糖苷酶 CelA
等不同催化结构域通过 CBM3吸附到纤维素表面[55],
在局部集中降解也会形成孔洞结构[56]．

当纤维小体与游离的真菌纤维素酶共同作用底

物时，通过对葡聚糖转化率的测定发现两者可以产

生高效的协同作用，借助于可视化手段对从底物表

面形貌特征进行观察，两者产生的形貌特征往往会

同时出现[54]，这种表面的作用结果就能够帮助人们

理解纤维小体能够对纤维束中微纤丝进行剥离，并

且底物表面形成口袋、孔洞等形貌结构，这一系列

的作用效果无非能够使得游离的纤维素酶更充分地

接触、降解纤维素底物，形成很好的协同作用(图 4c).
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3 总结与展望

原子力显微镜以及高速原子力显微镜等可视化

技术手段可以在水相、室温以及常规大气压下观

测，不需要对观察样品或者是酶分子进行修饰或复

染，可以直接表征单个酶分子运动速度与分子动态

行为，了解其催化过程中的限性因素，这区别于传

统酶反应动力学相关研究．该技术将会推动不溶性

底物界面上的酶解动力学过程及其影响因素等相关

研究，这为全面深入酶系中各酶组分的催化动态学

行为提供了全新视角，将会为不同纤维素酶分子，

特别是不同作用模式下的纤维素酶深入研究奠定技

术基础，将会大大推动纤维素酶系统中各酶组分协

同机制的深入研究．

超微可视化技术的进展将会推动天然木质纤维

素复杂超分子结构特征的深入研究，将会阐明不同

植物中木质纤维素微纤丝及其聚集方式与层次，使

得人们可以认识木质纤维素细胞壁的动态可及性、

酶解过程中酶分子运动效率、酶分子间的协同效率

等一系列的限制因素，这对特定降解酶系的选择与

复配至关重要．特别是复杂酶系或多亚基超大分子

的纤维小体，直观降解过程与动态机制，利用原子

力显微镜等可视化手段可以分析微观局部的特有降

解形貌结构与动态行为，从而为构建高效解聚结晶

纤维素的结合模式、运动模式以及不同组织模式的

多酶体系或纤维小体体系奠定坚实的技术基础，这

将是新的研究方向与研究重点．
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The Visual Representation for Cellulase Degradation Velocity
and The Analysis for Limiting Factor*

MENG Fan-Hui, JIANG Xu-Kai, LIU Lin, ZHANG Huai-Qiang, GAO Pei-Ji, WANG Lu-Shan**

(The State Key Laboratory of Microbial Technology, Shandong University, Jinan 250100, China)

Abstract The efficient bioconversion of lignocelluloses is limited by the enzymatic hydrolysis efficiency, atomic
force microscope (AFM) enables us to represent the Real-time motion behavior of the cellulase in the aqueous
solution, to analysis the moving velocity and limiting factors. Cellobiohydrolase (CBH) is demonstrated to
combine to specific site of the crystal face, to move unidirectionally and accomplish the degradation layer by layer.
Over-dose cellobiohydrolase which combine to special face results in the "traffic jam" phenomenon. The
degradation efficiency of crystal cellulose not only depends on the moving velocity of the enzyme molecule and the
cleavage of glycosidic bond, but also lies on the crystal surface area of accessible substrate and the breakdown of
hydrogen bonds on the crystal face. The novel cellulase complex or system with different combining mode,
different movement mode or composition mode should be an important research aspect in the future.
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