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摘要 自然界中多糖类生物质资源十分丰富，然而其复杂的抗降解屏障限制了生物转化的进程 . 近年来，随着生物质多糖结

构的快速解析以及大量多糖降解酶的鉴定研究，针对不同底物结构或产物需求，仿制高效微生物多糖代谢途径，精确定制

多糖降解酶系，促进生物质高效转化已成为可能 . 本文分析中性多糖（纤维素和木聚糖）、碱性多糖（几丁质和壳聚糖）以

及酸性多糖（褐藻胶）的精细结构组成与基团性质，总结3类多糖主要降解酶的活性架构特征及其底物精确结合模式 . 文章

还阐述蛋白质工程设计与定制策略，针对酶分子不同功能区的分析，可为酶分子的功能快速设计与改造提供靶点，以获得

适宜于工业应用的高效酶分子，此外，根据微生物胞外降解酶系的降解次序与协同关系，可基于应用需求精确定制复杂多

糖降解酶系，实现生物质的高效与高值降解转化 .
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地球上存在着丰富的生物质资源，包括陆地的

植物和海洋中的藻类物质等等，它们利用光合作

用，由太阳能驱动二氧化碳和水，作为生物质碳源

和能源 . 在生物质资源中，含量最丰富的是组成植

物细胞壁的纤维素和半纤维素多糖［1］以及海藻细

胞壁中的海藻多糖［2］ . 此外，还有广泛存在于昆

虫、甲壳类动物外骨骼以及真菌细胞壁中的几丁质

多糖［3］，它们都是重要的结构成分或者能量存储

的媒介 . 根据它们的化学性质可分为中性多糖、碱

性多糖和酸性多糖，这些多糖聚合物具有非常复杂

的结构组成，其资源化利用一直是人们关注的

重点［4］ .

微生物的生长依赖于其所在的环境，由于环境

中多糖底物结构复杂多样，因此在长期的进化过程

中，微生物能合成或分泌多种多糖降解酶，从而进

化出各种功能的酶分子［5］，具有强大的多糖降解

与转化能力 . 因此，要完成生物质多糖的高效快速

降解，除了了解多糖底物的结构外，还需要了解酶

分子的不同结构域或功能区，这是实现酶系定制的

前提 . 不同的酶分子其功能具有差异，这与它们识

别底物的特定结构模式有关 .

近年来，为提高多糖类生物质的生物转化速

率，人们一方面致力于解析生物质多糖的精细结

构［3，6］，另一方面通过蛋白质工程策略对降解酶进

行设计改造［7］ . 微生物为维持自身的生长形成了庞

大的降解酶系统，能够高效降解这些生物质多糖，

因此，可通过研究多酶系的协同降解，重构微生物

高效多糖代谢途径，进而人为定制高效降解酶系促

进多糖的生物转化 .

1 代表性多糖类生物质

1.1 中性多糖——纤维素和木聚糖

纤维素是自然界中最丰富的多糖，是植物细胞

壁的主要结构成分［8-9］ . 纤维素是由单一的葡萄糖

单元通过β-1，4-糖苷键连接而成的线性长链，没有
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分支或取代基，但结构层次多样 . 纤维素中的每个

葡萄糖单元带有 3 个羟基 （C2、C3 和 C6）（图

1a），它们参与分子内和分子间氢键的形成，特别

是相邻葡聚糖长链间往往形成O-6-H…O-3氢键作

用，从而聚合形成纤维素片层，片层之间再通过范

德华力等疏水作用堆积，组装形成微纤丝，微纤丝

进一步组装成纤维素纤维的高结晶度结构 . 纤维素

的结晶度根据其来源而有所不同［10］ . 有研究提出

结晶纤维素的规则六面体结构模型，微纤丝在不同

晶面聚集或朝轴向扭转，但天然存在的结晶纤维素

通常受环境因素的限制难以形成规则的六面体结

构，而形成多样的微纤丝结构［6］ . 此外，纤维素能

够与其他聚合物交联［9］，形成复合的抗降解屏障，

进一步增加降解难度 .
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Fig. 1 The structures of polysaccharide polymers and their monomers
图1 多糖聚合物及其单体的结构

（a）纤维素；（b）木聚糖；（c）几丁质；（d）壳聚糖；（e）褐藻胶.
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半纤维素的主链通常是由木糖（木聚糖）、甘

露糖 （甘露聚糖）、葡萄糖 （β-1，3-1，4-葡聚糖、

木葡聚糖）等组成，主链骨架上有多样的侧链分支

取代［11］ . 木聚糖是含量最丰富的半纤维素多糖，

它在高尔基体中合成，形成基质网络直接或间接地

与表面纤维素相连［12］，与纤维素和木质素共同形

成植物细胞壁的抗降解屏障，帮助抵御外界微生物

或酶的降解 . 木聚糖与纤维素的区别在于其单体C5

无取代基，因此只能在C2与C3的羟基上形成氢键

（图 1b） . 此外，其主链骨架上还具有侧链分支，

由不同的残基取代，包括乙酰基、葡萄糖醛酸、阿

拉伯糖和阿魏酸等，并且不同物种来源或预处理的

木聚糖中侧链取代基和取代度都会有所不同［13-14］ .

1.2 碱性多糖——几丁质与壳聚糖

几丁质（chitin）是仅次于纤维素的第二大天

然多糖，是昆虫、甲壳类动物（如螃蟹和虾）的外

骨骼以及真菌细胞壁的结构元素 . 几丁质由 N-乙

酰-D-葡萄糖胺通过 β-1，4-糖苷键连接而成，是纤

维素的同系物，与纤维素的区别在于几丁质单糖的

C2位被一个乙酰氨基所取代［15］（图 1c），带有正

电荷，能够增加相邻聚合物之间的氢键作用，因此

能够形成不易降解的结晶结构［15-16］ .

壳聚糖（chitosan）是几丁质的衍生物，它是

通过在碱性条件下使几丁质进行部分脱乙酰化，或

在几丁质脱乙酰基酶存在下进行酶促水解而获得

的［17］（图1d） . 由于几丁质的半结晶形态，通过固

态反应获得的壳聚糖具有不均匀分布的乙酰基 . 因

此，壳聚糖是 β-1，4-D-葡糖胺（脱乙酰单元）和

N-乙酰基-D-葡糖胺（乙酰化单元）连接组成的，

是自然界唯一的真正带阳离子的碱性多糖聚合物，

壳聚糖的羟基和氨基参与形成分子内和分子间氢

键，使其难溶于水和其他常见的有机溶剂［18］ . 几

丁质和壳聚糖在酸性条件下都会发生部分水解，得

到具有生物活性的寡糖，在医药、化工等领域具有

重要应用前景［17-18］ .

1.3 酸性多糖——褐藻胶

海洋藻类具有丰富的海藻多糖，这些海藻多糖

能够作为海藻细胞壁的重要组成成分或者能量存储

的媒介 . 褐藻胶是酸性阴离子多糖，在褐藻中含量

丰富，约占干重的 40%［19］ . 褐藻胶由 β-D-甘露糖

醛酸（M）及其C5位差向异构体 α-L-古罗糖醛酸

（G）两种糖单元通过 1，4-糖苷键交替或随机连接

构成杂多糖［20］，通常有 3 种存在形式，分别为连

续 M （poly M）、连续 G （poly G）或连续 M 与 G

交替（polyM/G）（图1e） . 尽管M与G是差向异构

体，仅在 C5 处不同，但它们具有不同的构象 . 在

polyM中，所有M均为 4C1构象，并通过 β-1，4-糖

苷键连接，显示出线性和柔性构象；而在 polyG

中，所有G均为 1C4构象，并通过α-1，4-糖苷键连

接，分子间进行交联形成褐藻胶凝胶，因此polyG

赋予多糖链刚性［21］ .

褐藻胶通过褐藻胶裂解酶或物理化学方法解聚

后得到的褐藻寡糖具有多种生物活性，具有很大的

药用潜力［2，22］，这引起了越来越多的关注 .

2 代表性多糖聚合物的降解酶及结合模式

参与多糖降解的酶主要是糖苷水解酶（GH）、

多糖裂解酶（PL），它们的活性部位由催化氨基酸

和结合氨基酸组成 . 活性部位中催化底物糖苷键断

裂位置定义为 0 亚位点，断键位置往还原端方向

为+N，往非还原端方向为-N，催化反应发生在-1

和+1亚位点之间［23］ .

糖苷水解酶（下文的纤维素酶、木聚糖酶、几

丁质酶等）是通过保留型或反转型的酸碱催化来完

成的，催化残基为两个带羧酸基侧链的氨基酸（谷

氨酸或天冬氨酸）残基，一个作为质子供体，另一

个作为亲核试剂；多糖裂解酶（褐藻胶裂解酶）的

催化通过β-消除反应来完成 . 除了催化位点外，多

糖降解酶中还具有一些负责结合的亚位点，由结合

残基以非共价的方式与底物形成相互作用，包括氢

键、盐桥和范德华力（下文中的相互作用主要指酶

分子活性部位中保守氨基酸与糖环羟基氧原子、氨

基氮原子或羧基氧原子存在的氢键相互作用及与吡

喃糖环存在的CH-π相互作用），从而促进酶和底物

的结合以及促进催化氨基酸进行催化作用［24］ .

纤维素酶、木聚糖酶、几丁质酶和褐藻胶裂解

酶等，它们是降解某一类多糖底物（纤维素、木聚

糖、几丁质、褐藻胶等）并生成寡糖或单糖的酶系

总称 . 以纤维素酶为例，它是水解纤维素生成短链

葡聚糖、寡糖或葡萄糖的一组酶系，根据催化反应

功能的不同分为内切纤维素酶、外切纤维素酶和糖

苷二糖水解酶等［25］ .

2.1 纤维素酶和木聚糖酶

在CAZy数据库中，主要的纤维素酶家族包括

GH5、GH6、GH7、GH9和GH12. 对这些酶的结构

与功能分析表明，酶活性部位的-2到+1位是主要

的底物结合亚位点 . GH5只在-1亚位点存在两个相

互作用，说明GH5家族酶学功能丰富，具有底物
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多样性，与GH5家族具有多种纤维素酶和甘露聚

糖酶活性的现象一致［26］；GH7家族的相互作用数

最多，说明其特异识别结合纤维素；GH6 与 GH9

识别羟基的位置恰好互补，说明二者在纤维素的降

解中存在协同效应（图2a） .

主要的木聚糖酶家族包括 GH10 和 GH11，主

要的底物结合亚位点也是-2到+1位［27］ . 与纤维素

酶相比，木聚糖酶的活性位点上极性氨基酸较少，

而芳香族氨基酸的比例高，这也与结合的底物结

构，即木糖缺少C6羟基有关 . Xiong等［28］基于关

键木聚糖结合位点，对木聚糖酶GH10-xyn的-2亚

位点进行定点突变，突变体GH10-N86Q对木三糖

（X3）的水解能力减弱，表明GH10-xyn的-2位点

残基与X3的结合是必需的 . 此外，分析表明GH10

的+1位点没有保守氨基酸（图2a），允许木聚糖在

这个位点拥有侧链，而据报道GH11木聚糖酶降解

底物需要至少3个连续未取代的木糖基，并且不能

在取代基处裂解糖苷键［29］，因此两个家族的酶可

协同完成复杂的木聚糖降解［30］ .

2.2 几丁质酶与壳聚糖酶

几丁质类降解酶主要为几丁质酶和壳聚糖酶 .

由于几丁质类底物的阳离子性质，静电相互作用被

认为是底物与几丁质类降解酶结合的最可能方式之

一，有研究表明-2亚位点Asp为 sp. N174来源的壳

聚糖酶中底物结合的重要残基［31］ . 统计分析发现，

碱性多糖几丁质（或壳聚糖）降解酶的活性中心酸

性氨基酸Glu的频率明显升高，与底物氨基官能团

带电性互补［32］ . 几丁质类降解酶与底物C2取代基

和O6的相互作用数较多，与O3、O4、O5相互作

用数较少 . 主要壳聚糖酶家族中的底物主要结合亚

位点从-2 到+2 （GH8）或-3 到+1 （GH46），识别

C2的取代基时能同时结合底物亚氨基氮和乙酰氧；

主要几丁质酶家族（GH18、GH19）中的底物主要

结合亚位点从-2到+2［32］，主要结合氨基氮 . GH46
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Fig. 2 Specific modes of interaction of conserved amino acid residues with ligands［27，32-33］

图2 多糖降解酶保守氨基酸残基与底物相互作用的模式［27，32-33］

（a） 纤维素酶与木聚糖酶家族；（b）壳聚糖酶与几丁质酶家族；（c）褐藻胶裂解酶家族.
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家族壳聚糖酶较 GH8 表现出更强的底物特异性；

GH19 在不同亚位点与底物具有显著的相互作用，

对N或O没有明显的偏好；而GH18表现出与O更

多的相互作用和CH-π相互作用（图2b） .

2.3 褐藻胶裂解酶

羧基的存在使得褐藻胶成为一种酸性阴离子多

糖，因此使得褐藻胶裂解酶的活性中心对带正电的

Arg有着显著偏好［33］ . 主要褐藻胶裂解酶为PL5和

PL7家族，与底物的主要结合位点是-2到+3. PL5

与底物的相互作用位点数多于PL7，PL5主要与-2

和+1亚位点的O相互作用，主要识别底物非还原

端内外两侧的基团；而PL7则主要在+1和+3亚位

点，主要识别底物还原端的内侧（图2c）［33］ . 有研

究发现，将多糖裂解酶Smlt1473中221位组氨酸突

变为苯丙氨酸后，会导致与-1糖环O3形成的氢键

丧失，但聚甘露糖醛酸酶活性和底物亲和力均增

加，这是由于苯丙氨酸较大的六碳糖环会使该残基

和-1 糖环之间的表面积增加一倍，形成更强的

CH-π相互作用，因此增加了底物的结合力［34］ .

彩色圆形为与保守氨基酸残基有相互作用的原

子，蓝色为羟基氧、绿色为氨基氮或亚氨基氮、红

色为羧基氧； 黄色吡喃环代表与底物有CH-π相互

作用的糖单元 . （GH5：PDB 2CKR；GH6：PDB

4B4F； GH7： PDB 7CEL； GH9： PDB 4TF4；

GH10：PDB 4PRW；GH11：PDB 4HK8；GH18：

PDB 4MNK； GH19： PDB 4DYG； PL5： PDB

3EVL；PL7：PDB 2CWS）

3 理性设计提高单一酶的催化性能

3.1 设计提高蛋白质活性

酶是能够进行高效催化反应的生物大分子，因

此提高酶活性是生物转化过程的首要目标 . 酶在执

行催化功能时主要涉及结合底物、催化断键（或新

键合成）和释放产物等过程，而与底物的结合是影

响酶活性的关键步骤 . 目前可以提高多糖降解酶与

底物结合力的方式有：增加活性中心远端残基与底

物 的 相 互 作 用［35］、 增 加 （多 个） CBM 结 构

域［36］（图3） .

通常酶家族中活性中心远端的不保守氨基酸数

较催化位点附近多，研究证明活性中心远端可能是

提高结合力的改造方向 . Zhang等［37］将里氏木霉来

源的 TrCel12A 活性中心远端-4 亚位点定点突变

（W7Y），结果显示酶与底物的结合力升高，随之

使得酶活升高38%，因此活性中心远端可能是提高

酶与底物结合力的一个重要设计靶点 . 这一点在

GH11家族的酶中也得到证实，Wu等［35］将中温酶

AnXynB的远端-3亚位点中与底物相互作用少的非

极性氨基酸，突变为极性带电氨基酸 （S41N/

T43E）后，导致远端结合力增加，从而使酶更好

地结合大分子寡糖，因此远端亚位点亲和力的增

强，可以获得更高的催化效率 .

碳水化合物结合模块（CBM）与碳水化合物

降解酶和底物的结合密切相关 . 虽然CBM不具有

催化活性，但经证明 CBM 在纤维素［38］、木聚

糖［39］、几丁质［40］和褐藻胶［41］等多糖降解酶结合

底物的过程中起到关键作用 . 因此构建催化结构

域+CBM的杂合酶，或在原有的基础上增加CBM

个数都是提高酶结合转化底物的有效策略 （表

1） . Duan 等［42］将纤维素酶 UmCe19A 与 6 种来自

不 同 家 族 （CBM1、 CBM2、 CBM3、 CBM4、

CBM10和CBM72）的CBM融合构建杂合体蛋白，

与野生型酶相比，融合了CBM的杂合酶对不溶性

纤维素的催化活性和催化效率均有明显地提升，其

中 CBM4-Umcel9A 较野生型对微晶纤维素的酶活

提高 6.6 倍 . 将褐藻胶裂解酶 AlyL2-FL 通过与

CBM13进行融合表达提高了其与可溶性褐藻酸盐

的结合能力，从而提高了单催化模块 （AlyL2-

CM）的催化效率［41］ . 来自嗜热纤维梭菌的内切纤

维素酶CcCel9A由一个GH9催化结构域和C端5个

CBM组成，通过对CcCel9A的CBM截短实验及结

构分析，证明C端CBM3b和3个CBMx2使得该酶

拥有了对纤维素的高效吸附能力，而GH9附近的

CBM3c能与 11个葡萄糖环紧密结合，从而将该酶

的底物结合位点延伸到 17个亚位点，大大增加了

酶解效率［36］ .

3.2 设计提高蛋白质稳定性

酶的稳定性是指它在环境中维持其结构和功能

的能力，也是其对恶劣环境的一种抵抗能力 . 但稳

定性和催化活性之间可能存在某种负相关关系［43］，

因此在不改变活性的前提下实现稳定性的提高是一

个研究重点 .

多糖降解酶的N端通常与热稳定性密切相关 .

许多研究者已经通过生物化学方法对纤维素酶、木

聚糖酶等N端进行改造提高其热稳定性，包括N端

替换［44］、氨基酸定点突变［45］等（表 2） . 研究表

明，GH46壳聚糖酶CsnA N端7个氨基酸的寡肽形

成了无规卷曲，N端氨基酸缺失后不影响与底物的

结合，却使 pH稳定性和热稳定性显著降低，首次
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证明壳聚糖酶N端区域有助于维持酶结构稳定［46］ .

通过将GH11嗜温木聚糖酶AoXyn11的N端片段用

耐热GH11木聚糖酶EvXyn11进行取代，使其热稳

定性显著增强［44］ . Jiang 等［47］对 GH12 家族 5 个热

稳定性不同的酶分子进行计算模拟，发现环境温度

升高，酶分子 N 端柔性显著增加，证明 N 端也是

GH12的热敏感区域，为GH12家族纤维素酶热稳

定性的设计提供改造方向 .

通过在蛋白质结构中引入二硫键稳定蛋白质构

象，是提高酶热稳定性的另一主要手段 . 但有报道

指出蛋白质N端附近二硫键对酶的热稳定性有负面

影响［48］，因此选择合适的二硫键对于提高酶的热

Table 1 Recent progress in engineering activity of polysaccharide-degrading enzymes
表1 多糖降解酶活性改造的实例

改造区域

（或策略）

-3 亚位点

（N末端）

添加一个CBM

删除一个CBM

添加多个CBMs

酶（类型）

XynB

（GH11 木聚糖酶）

Umcel9A

（GH9 纤维素酶）

AlyL2-FL

（PL13 褐藻胶裂解酶）

CcCel9A

（GH9 纤维素酶）

突变体

S41N/T43E

（1）CBM4-Umcel9A

（2）Umcel9A-CBM1

AlyL2-CM

（1）GH9-CBM3c-CBMX2-CBMX2

（2）GH9-CBM3c-CBMX2-CBM3b

（3）GH9-CBM3c-CBMX2-CBMX2-CBM3b

酶活性

提高72%

（底物玉米芯木聚糖）1）

（1）提高6.6倍（Avicel）、4.2倍（PASC）

（2）提高5.5倍（Avicel）、1.7倍（PASC）1）

降低2倍（底物褐藻酸盐）2）

（1）提高1.44倍

（2）提高5.33倍

（3）提高4.11倍

（底物Avicel）2）

文献

［35］

［42］

［41］

［36］

1）在最适条件下测定的各酶分子突变前后的比酶活. 2）在最适条件下测定的各酶分子突变前后的催化效率.

F1�&0


��F1!�
��(,-��+

����CBM
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GH9 CBM3c CBMX2 CBMX2 CBMX2 CBM3b

(a) #���F1��&

(b) ��CBM

(c) ����CBMs

Fig. 3 The strategy of increasing the binding affinity［35-36］

图3 增加酶与底物结合力的策略［35-36］

（a）增加酶分子活性中心远端残基与底物的相互作用数（AnXynB -3亚位点S41N/T42E定点突变） . （b）添加CBM以延伸酶分子结合裂隙，

增加亚位点数（CcCel9A添加的CBM结构域可以结合11个葡萄糖环，从而将结合裂隙延伸到17个亚位点） . （c）添加多个CBMs可能会增

加更多的结合位点.
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稳定性至关重要 . 在褐藻胶裂解酶 cAlyM中引入二

硫键，与野生型相比，突变体 D102C-A300C 和

G103C-T113C 在 45°C 的半衰期中分别增加了 2.25

和 1.16 h；对这些突变体的结构进一步分析可知，

D102C-A300C 中 的 氢 键 发 生 了 变 化 ， G103C-

T113C中的疏水相互作用增加，这种非共价键的次

级作用力变化可能是两个突变体除形成二硫键外导

致热稳定性提高的另一个原因［49］ .

此外，Han等［50］通过B因子分析和多序列比

对预测改造位点，获得的4个单突变体均显示出比

野生型木聚糖酶XynCDBFV更高的热稳定性，4个

单突变体在最佳温度下孵育 60 h，残余酶活高于

50%， 而 相 同 条 件 下 XynCDBFV 的 活 性 仅 为

20.94%.

Wu等［51］分析了GH11家族木聚糖酶表面带电

残基与酶的酸碱耐受性的关系，酸性酶含有较少的

正电氨基酸，而碱性酶含有较少的负电氨基酸，对

天然耐热木聚糖酶TlXynA进行改造，通过表面残

基的定点突变，提高了其 pH耐受性，这一结果再

次说明，增加酶分子表面氨基酸残基的负/正比可

以增强酶的耐酸性，而降低表面氨基酸残基的负/

正比可提高耐碱性 .

4 多糖降解酶系的协同与重构定制

通过蛋白质工程定制的单酶分子可以获得更高

的催化效率、更优的稳定性，但对于复杂的生物质

而言，单酶分子仍具有非常有限的水解活性，使用

一种酶难以完成生物质的彻底降解 . 因此，若要实

现生物质多糖的高效降解转化，一是要基于底物和

产物的需求定制新型酶混合物进行协同催化，二是

利用微生物降解能力的高效性重构其胞外代谢

途径 .

4.1 不同亚家族、不同家族、不同种类酶的协同

作用

草酸青霉来源的内切纤维素酶 rCel12A、

rCel12B和 rCel12C分别属于GH12的 1、2、3亚家

族，虽然它们都可以降解磷酸溶胀的纤维素

（PASC），但是水解产物却不同，且 rCel12A 和

rCel12B对PASC具有协同降解作用［52］，暗示不同

亚家族酶分子的协同在底物降解中的潜在应用 . 在

纤维素的降解中，需要内切纤维素酶、外切纤维素

酶（还原端/非还原端）、β-葡萄糖苷酶的共同作用

（图 4a），然而在不同结晶度的纤维素底物下它们

的协同作用有所差异［53］ . 另外，在褐藻酸盐为底

物的降解中，褐藻胶内切裂解酶AlyPB1和外切裂

解酶 AlyPB2 表现出强大的协同作用（图 4c），与

单独AlyPB2相比，转化率约提高7倍［54］ .

与纤维素和褐藻的降解相比，木聚糖的降解通

常需要不同家族的水解酶共同作用来完成 . 由于

GH10的木聚糖酶在结合亚位点保守型氨基酸少［27］，

有研究证明在-3、-2、+1亚位点分别能容忍阿拉伯

糖基，允许木聚糖在这些位点拥有侧链，因此和

GH11家族的底物特异性不同［29，55-57］，两个家族可

协同完成不同位置侧链取代的主链木聚糖降解；此

外，分支木聚糖的降解还需要一系列侧链降解酶如

葡萄糖醛酸酶、阿拉伯呋喃糖苷酶的共同作用

Table 2 Recent progress in engineering stability of polysaccharide-degrading enzymes
表2 提高多糖降解酶稳定性的实例

改造策略

N末端定点突变

N末端替换

删除N末端氨基酸

B-因子分析

定点突变引入二硫键

表面残基定点突变

酶（种类）

SoxB

（木聚糖酶）

AoXyn11

（木聚糖酶）

CsnA

（壳聚糖酶）

XynCDBFV

（木聚糖酶）

cAlyM

（褐藻胶裂解酶）

TlXynA

（木聚糖酶）

突变体

N32G/S33P

AEx11A

CsnAΔN

N88G，S90T，S89H，Q87R

（1）D102C-A300C

（2）G103C-T113C

N1，N2，N3，N4

稳定性

Tm：提高25.6°C

T1/2（70°C）：提高197倍

最适温度：降低15°C；

热稳定性：40°C残余酶活20%（WT：80%）；

Tm：降低4.3°C

热稳定性：60 h残余酶活50%（WT：20.940%）

T1/2（45°C）：（1）增加2.25 h；

（2）增加1.16 h

pH 9.0，分别保留86%，78%，77%，66%

残余酶活

文献

［45］

［44］

［46］

［50］

［49］

［51］
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（图4a） .

裂解多糖单加氧酶 （LPMO） 在难降解多糖

（如几丁质和纤维素）的酶促转化中具有重要的辅

助作用［58-59］ . LPMO与纤维素酶的协同效应主要作

用于纤维素结晶区，氧化断裂纤维素表面的纤维素

链，从而为外切纤维素酶提供了新的结合位点，如

MtLPMO9L 能显著提高纤维二糖水解酶（CBHII）

的催化效率［60］ . Streptomyces sp. F‑3能分泌多种几

丁质降解相关酶，其中 SsChi18A、 SsChi18B、

SsChi18C分别属于3个亚家族，具有不同的降解模

式，除亚家族之间具有协同作用外，SsLPMO10A

作为辅助几丁质降解的氧化酶，对 SsChi18A 和

SsChi18B也有明显的促进作用［61］（图4b） .
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Fig. 4 Schematic diagram of multi-enzyme synergistic degradation and the metabolic pathway of microbial
polysaccharides［62-64］

图4 多酶协同降解及微生物多糖代谢的示意图［62-64］

（a）纤维素在内切纤维素酶、外切纤维素酶（还原端及非还原端）、葡萄糖苷酶的共同作用下降解为葡萄糖，在微生物内通过EMP途径进行代

谢；葡萄糖醛酸阿拉伯木聚糖降解为单糖需要的最小酶组合为：内切木聚糖酶、葡萄糖醛酸酶、阿拉伯呋喃糖苷酶、木糖苷酶，单糖在微生

物体内首先进入磷酸戊糖途径（PPP），然后进入糖酵解. （b）几丁质降解为N-乙酰葡萄糖胺涉及到GH18、GH19和GH20等不同家族的几丁

质降解酶协同作用，在微生物体内进入糖酵解途径. （c）褐藻胶的胞外降解涉及到内切褐藻胶酶（Poly G裂解酶、PolyM裂解酶、PolyMG裂

解酶）和外切褐藻胶酶的协同作用，产物褐藻寡糖在微生物体内首先裂解为单糖后进入ED途径，然后进入糖酵解. Arabinose：阿拉伯糖，

Xylose：木糖，Glucose：葡萄糖，G-6-P：葡萄糖-6-磷酸，Acetyl-CoA：乙酰辅酶A，TCA：三羧酸循环，Xylu-5-P：木酮糖-5-磷酸，PPP：

戊糖磷酸途径，F-6-P：果糖-6-磷酸，EMP：糖酵解，Pyruvate：丙酮酸，Ethanol：乙醇，GluNAc：N-乙酰葡萄糖胺，GluNAc-6-P：N-乙酰

氨基葡萄糖-6-磷酸酯，ED：ED途径（Entner-Doudoroff pathway），DEH：4-脱氧-L-赤型-5-己糖醛糖醛酸，Oligoalginate：褐藻寡糖.
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4.2 重构微生物多糖代谢途径定制酶系

由于不同来源的生物质具有结构异质性，并且

底物的组成和物理性质会随预处理方法而有所不

同，因此若实现生物质最大效率的降解，需要根据

底物结构异质性，就添加降解酶的种类、次序、浓

度和比例进行不同的组合 . 微生物的生长依赖于其

所在的环境，因此在长期的进化过程中，能合成或

分泌多种降解酶，具有强大的降解与转化能力 . 因

此，利用天然环境中优势微生物的胞外酶系进行降

解可能是更理想的策略，Lu等［65］证明，与从热纤

梭菌中纯化的纤维素酶相比，培养的热纤梭菌对纤

维素的水解速率显著增强（约 2.7~4.7倍） . 因此，

体外重构微生物代谢途径，精细定制降解酶系，能

够加速多糖类生物质的生物转化进程 .

现在，越来越多微生物胞外代谢途径的阐明为

多糖底物的快速高效降解奠定了良好的理论基础 .

丝状真菌的基因组展示出强大的降解潜力，而其分

泌组能显示出不同底物依赖性，在不同碳源下生长

的真菌可以产生不同的多糖降解同工酶，这些同工

酶即使作用于相同的底物，也能表现出不同的降解

模式［66］ . 在堆肥中的优势菌株 Streptomyces sp. F‑3

分泌几丁质降解酶系在真菌菌渣的降解过程中发挥

了重要作用［61］；Sphingomonassp. A1来源的内切和

外切褐藻胶裂解酶对褐藻酸进行切割，得到褐藻寡

糖或单糖［67］，由多糖降解酶对多糖降解产生的这

些单糖或寡糖进入胞内再进一步代谢（图4） .

混合物设计模型的使用可以帮助预测天然多糖

降解的最佳酶系组合，Karnaouri等［68］利用二次式

和全立方式两种模型模拟了不同比例酶组合对4种

不同来源的生物质降解的作用，希望以此进一步提

高水解产量，并进行了实验验证 . 研究结果表明，

针对特定生物质定制的酶系能够提高单糖产量 .

Laothanachareon等［69］开发了一种协同酶系统，包

括核心纤维素酶、辅助半纤维素酶和果胶酶，利用

全立方模型和软件预测不同酶的比例，在水解碱预

处理的稻草时，与单独使用商业里氏木霉纤维素酶

相比，葡萄糖产量提高了47.3%. Kim等［70］在水解

酸或碱预处理的甘蔗渣时，使用设计统计模型定制

纤维素酶系，与商业纤维素酶混合物的水解性能相

比，定制的纤维素酶系对酸处理的甘蔗渣水解作用

与商业纤维素酶相似，但水解碱处理的甘蔗渣，则

其效果要好于商业纤维素酶 . 因此，根据不同酶组

合之间不同程度的协同作用，开发定制微生物胞外

酶系对提高多糖降解至关重要 . 此外，遗传操作技

术的进步，实现了微生物的工程化改造，从而根据

需求更有效地表达降解酶，使得微生物多糖降解酶

的定制具有更大发展潜力 .

5 展 望

随着深度测序和结构数据的迅速发展、计算模

拟以及结构预测的进步，加上众多数据信息的开放

和共享，根据特定底物的结构精准定制多糖降解酶

已成为可能 . 但还需要开发新的方法，例如使用宏

基因组学工具，筛选到微生物更多天然的优良酶

系；或结合深度学习和现有的大数据资源预测蛋白

质结构，了解更多酶的降解机制，并探索从头设计

新型蛋白质；另外，生物质多糖精细结构的不断阐

明，可为探究酶与底物之间的关系提供帮助 . 此

外，由于目前酶分子有限的结构信息，很难获得所

有状态下酶与底物结合的结构，因此需要进一步提

高建模结构的准确性，结合计算技术的动力学研究

仍然任重而道远 . 要完成多糖底物彻底降解转化还

需要对更多多糖降解酶进行酶系组合的研究，当然

除了对本文提到的这些多糖类生物质底物外，也可

以应用到其他具有潜力的底物降解中，从而使更多

的生物质资源的转化成为可能，或获得更有价值的

产品 .
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High Efficient Degradation of Biomass Polysaccharides and Precise
Customization of Degrading Enzymes*

ZHANG Shu1), ZHAO Yue1), CHEN Guan-Jun1), YU Jun-Hong2),

WU Xiu-Yun1)**, WANG Lu-Shan1)
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Abstract Polysaccharide is abundant in nature, but its complex anti-degradation structure limits the process of

bioconversion. In recent years, with the rapid analysis of biomass polysaccharide structure and the identification

of polysaccharide degrading enzyme, on the basis of different structure of substrate or product requirement, it is

possible to imitate the efficient metabolic pathway of microbial polysaccharides, tailor polysaccharides degrading

enzyme system, and promote the efficient conversion of biomass. In this paper, the structure composition of

neutral polysaccharide (cellulose and xylan), alkaline polysaccharide (chitin and chitosan) and acidic

polysaccharide (alginate) were analyzed. Then the structural characteristics and substrate binding patterns of the

major degrading enzymes targeted at the three kinds of polysaccharides were summarized. Protein engineering

design and customization strategies are also described. The analysis of different functional areas of enzyme

molecules can provide targets for further design and modification to obtain high efficiency enzymes in industrial

applications. In addition, in terms of the order of microbial extracellular degrading enzymes and their synergistic

relationship, complex polysaccharides degrading enzymes can be precisely tailored based on the needs to achieve

efficient and high-value degradation transformation of the biomass.

Key words biomass bioconversion, polysaccharides degrading enzyme, substrate binding mode, protein

engineering, customized enzyme system
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