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摘要 纤维素是高等植物细胞壁的结构骨架和重要组成成分，由细胞质膜上的纤维素合成酶合成．一个纤维素合成酶亚基合

成一根纤维素分子链，多个亚基聚集在一起形成末端复合体(TC)，可同时合成多根葡聚糖分子糖链，其在氢键和范德华力作
用下快速有序堆积，形成结构紧密的天然微纤丝结晶结构．质膜上有序线性排列的超分子 TC合成结晶纤维素玉琢，而玫瑰
花型排列的 TC合成结晶纤维素玉茁．结晶微纤丝的密切有效堆积是植物抗降解的天然屏障．高浓度的酸和离子液体可以在
微纤丝间有效扩散，破坏晶体分子链的有序堆积、分子间氢键网络，甚至打断晶体内部的糖苷键，完成天然结晶纤维素的去

晶化及解聚过程．酶分子的去晶化过程是发生在微纤丝特定表面上的非均相反应过程，可在常温常压下固或液表面上快速完

成，但有效可及表面积是其主要限速瓶颈．因此结合物理、化学方法预处理，低成本高效打破限制酶分子有效扩散的屏障，

增加酶分子对结晶纤维素特异性结合的效率和有效可及面积，从而实现天然结晶纤维素高效去晶化及绿色快速降解转化．
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植物生物质是地球上含量最丰富的可再生资源

之一，每年产量可达 2 000亿吨[1]．植物细胞壁纤

维素的合成与降解也是自然界碳循环的中心环节，

是保障生态链得以持续进行的重要限制因素．充分

利用这些生物质资源，绿色生产高附加值的生物基

原料与化工产品，不仅可以替代化石燃料减少温室

气体的排放，而且对带动农村经济发展，保护环

境、保障国家资源、能源安全等具有重要意义[2-3].
但是植物在长期进化过程中形成了结构复杂、成分

多样的细胞壁结构保护植物细胞，产生降解转化过

程的天然抗降解屏障(biomass recalcitrance)[1]．其中

结晶纤维素构成植物细胞壁主要骨架，是植物生物

质高效转化利用过程的主要限速屏障之一[4]．

1 纤维素合成酶与结晶纤维素合成过程

天然纤维素是葡聚糖链聚集形成的化学成分单

一，但结构层次多样且异质性的化合物，在其合成

过程中，多根葡聚糖链几乎同时合成、聚集并结晶

形成超分子复合物[5]．20世纪 70年代以前，研究
者普遍认为高等植物细胞壁纤维素的合成发生在细

胞质膜表面，但缺少充分实验证据 [6]．Brown 等 [7]

利用冷冻蚀刻技术在电镜下观察到，Oocystis

apiculata细胞壁纤维末端生长点周围的质膜上存在
大量颗粒聚集，形成长 500 nm、宽 30～35 nm 的
颗粒复合体．由于该复合物始终位于纤维末端生长

点周围，故命名为末端复合体(terminal complexes，
TCs)．

大量研究表明，TCs就是负责结晶纤维素合成
的纤维素合成酶复合体(CelS)[7-10]．突变分析和免疫

标记显示，高等绿色植物 CelS至少存在三种纤维
素合成酶(CesA)亚型(琢1，琢2，茁)参与细胞壁纤维
素的合成[11]．每个 CesA含 985～1 088个氨基酸，
可合成一条葡聚糖链．随着物种进化，质膜上单个

CesA亚基发生有规律聚集，其合成的糖链也不再
以单根分子链形式存在，而是发生分子链的有序聚

集，而且这种有序聚集行为是自发的．在生物进化

的早期，3～10个 CesA聚集形成一个 TC(图 1a)，
合成 3～10 nm宽的基元纤丝(element fibre)．TC复
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Fig. 1 The evolution of TCs and the structure of CesA(Modified from ref [5, 17])
图 1 末端复合体进化与纤维素酶合成酶的结构(改绘自参考文献[5, 17])

(a)CesA合成 1根葡聚糖链，3～10个 CesA聚集成一个 TC，合成数量不同的糖链. (b) TC排列成 CelS，低等藻类和高等植物在此分支，前

者合成纤维横截面呈长方形；后者合成纤维横截面呈六边形. (c) 2种 TCs进一步排列聚合形成更复杂的结构，合成更大规模的纤维，并在糖

链数目、聚合方式、微纤丝结晶结构等方面存在差异. (d) Rhodobacter sphaeroides 纤维素合成酶 BcsA-B含 2个亚基：BcsA是合成酶亚基，

包括跨膜螺旋结构域、糖基转移酶结构域(GT-domain)和 1个 C端；Bcs-B是转移亚基，一部分锚定在细胞膜上，另一部分位于周质空间．

合成葡聚糖链时，UDP-Glc进入膜内糖链末端的同时，葡聚糖链被转运到细胞质膜外.

合物的亚基进一步聚集，形成两种截然不同的 TCs
(图 1b)：线性排列的末端复合体(linear TCs)和玫瑰
花型排列的末端复合体(rosettes TCs) [5]．线性 TCs
主要分布于藻类、低等植物、披囊动物和海鞘的细

胞质膜上， Brown 等 [7-8]最先在绿藻 Oocystis
apiculata细胞质膜上发现了排列成 3行的线性 TCs
(图 1c)，每行含 30个直径 7 nm的 CesA颗粒聚集
体，合成宽约 25 nm的 3条基元纤丝，并随即聚合
成一条细带状的微纤丝 (microfibre)．Tsekos 和
Reiss [12]在红藻 Erythrocladia subintegra中发现了结
构形态非常独特的线性 TCs，它由 30～140个(平
均 50 个 )CesA 颗粒排列成 4 行，构成一个长
180 nm、宽 35 nm的线性 TCs，平均合成含 50条
葡萄糖链的微纤丝，微纤丝在分子链间氢键作用下

进一步聚集组装，形成微纤丝宽度最大可达 68 nm.
另外在部分褐藻中，线性 TCs一般由单行聚集的
CesA颗粒构成，合成极细的微纤丝 [13]．高等植物

细胞壁纤维素主要由玫瑰花型 TCs合成[5, 14]．Sleytr
和 Kiermayer[15]在 Micrasterias 中观察到微纤丝末端
存在呈六边形排列的玫瑰花型 TC，合成直径约
5 nm的微纤丝．Giddings等[8]指出，初生细胞壁合

成时仅有单个玫瑰花型 TC合成单根微纤丝，在次

生细胞壁合成时玫瑰花型 TC排列成行(图 1c)，合
成单根微纤丝相互交联形成更大的微纤丝．一般认

为，玫瑰花型 TCs为大多数植物细胞壁中纤维素
合成酶在合成微纤丝时的模型[16]．高等植物细胞质

膜玫瑰花型 TCs含 6个 CelS亚基，并且呈中空的
玫瑰花型排布，每个 CelS亚基由 6个 CesA(3种亚
型，琢1∶琢2∶茁=1∶2∶3)组成，同时合成 36根糖
链[9]．这些糖链随后在氢键与范德华力作用下共结

晶形成直径约 3 nm的结晶微纤丝[9]．

CesA合成葡聚糖链的过程发生在细胞质膜内
侧(图 1d)，底物是 UDP-Glc，CesA在膜内含有糖
苷 转 移 酶 结 构 域 (glucosyltransferase domain，
GT-domain)，一次催化添加 1个葡萄糖进行糖链的
延伸．葡聚糖链在新的 UDP-Glc 进位后才从活性
位点处移位，向胞外延伸生长．在通过活性孔道进

入到细胞膜外时，单根葡聚糖链经诱发产生扭转．

通过转移结构域(transfer domain)或相邻的其他糖链
辅助使其定向生长，最终在膜外与相邻糖链自发聚

集形成结晶微纤丝结构[17]．而相邻葡聚糖链分子间

自发进行的有序聚集行为，目前仍旧缺乏明确的生

物学解释．
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2 结晶纤维素的超微结构层次

在天然状态下 CesA合成线性葡聚糖链的聚合
度(degree of polymerization，DP，即聚合物分子链
上所含重复单元数目的平均值)可达上万，即上万
葡萄糖残基通过 茁-1, 4-糖苷键相连形成纤维素单
链，无分支结构[18]．因此可将其糖链的共价连接结

构与蛋白质的一级共价结构类比，该结构层次可称

为纤维素的一级结构(图 2a)，聚合度的测定可利用
总糖量除以还原糖量进行估计[19]．

纤维素分子链由于含有大量羟基，新合成相邻

的分子链间可产生大量分子间氢键，形成有序自组

织聚集体，特别是相邻糖链的 O6-H…O3链间易于
形成氢键，使纤维素分子间形成稳定的片层结构[20],
这与蛋白质 茁折叠的结构层次类似，称为纤维素
的二级结构(图 2b)．在糖链片层结构中链间具有多
个氢键，一般平均每个糖残基能够与相邻糖链形成

1或 2个(3位的 O与相邻链糖环 6位 OH间氢键)
氢键[18, 20]．另外，Nishiyama等[21]指出糖链间也具有

大量的弱氢键作用．分子间氢键数量的变化一般利

用红外光谱(FTIR)进行定性的表征，以—CH基团
振动峰(2 900 cm-1)为内标，如—OH基团的振动峰
(3 200～3 600cm-1)向着高波动移动，分子间氢键变
弱，向着低波动移动，分子间氢键变强[19].

纤维素分子的片层结构在范德华力等疏水力作

用下自发有序地紧密堆积，形成天然结晶纤维素结

构，有序结晶的程度可通过 X射线粉末衍射(XRD)
法测定的结晶度(CrI)来表征[19]．高度有序的天然结

晶结构可以限制 H2O分子甚至是 H+在分子链片层

内部的有效扩散，从而形成结晶纤维素抗酶解及抗

酸解的屏障[3]．纤维素片层通过范德华力等次级键

相互作用形成的有序堆积方式，可以称为纤维素的

三级结构层次(图 2c)．
Atalla 和 VanderHart [22]利用高分辨的 13C 固态

NMR谱测定 Valonia 结晶纤维素，发现存在两种
晶态的微纤丝，即含量占优势的玉琢和含量较少的
玉茁．进一步的研究表明，两种晶态具有相似的化
学结构，仅是氢键模式不同[23]．玉琢结构处于亚稳
定状态，如上文所述主要由某些藻类、披囊动物细

胞质膜上线性 TCs合成，在碱性溶液中经热处理
(约 260℃)或在有机溶剂和氦气中经热处理可以转
换为玉茁晶型，玉茁晶型主要由高等植物细胞质膜
上玫瑰花型 TCs 合成 [24]．玉琢、玉茁 可以存在于

同一纤维素样品甚至同一微纤丝中[25]．天然纯玉琢
(Glaucocystis，约 90%)、玉茁(tunicin，约 90%)结晶
纤维素的发现极大地促进了结晶纤维素的研究进

程 [26-27]．Nishiyama 及其同事对两种天然纯结晶纤
维素进行处理，利用同步加速器 X衍射和中子衍
射纤维技术给出了迄今为止最为精确的玉琢、玉茁
晶格结构特点[28](表 1)．

Ding等[29]基于前人结果提出了天然结晶纤维素

的三级结构模型———纤维素基元纤丝 (cellulose
elementary fibril，CEF)模型(图 2c)： 36 根糖链聚
集形成 8个糖链片层，片层经氢键网络和范德华力
作用堆积为空间结构呈现相对规则的六面体，包含

中央结晶核心、次结晶和亚结晶区．中央结晶核心

的氢键数目多，糖链排列紧密不易被外界接触和打

破；次结晶和亚结晶区纤维素糖链排列散乱，氢键

数目少，易受到外界攻击断键并水解[30]．基元纤丝

横切面长约 5.3 nm，宽 3.2 nm，包括 2 个疏水面
(100面及其对称面-100面)和 4个亲水面(110面及
其对称面-1-10面、-110面及其对称面 1-10面)[29].
基元纤丝不同结晶表面上暴露葡萄糖残基的功能

基团种类、数量及其排列方式明显不同，这也是不

同结晶表面性质不同的分子结构基础，同时微纤丝

还会发生进一步扭曲使自身能态处于最低能态 [31]

(图 2d)．
天然存在的结晶微纤丝极少如规则六面体状基

元纤丝模型聚集排列，常常在合成过程中受环境等

因素影响，限制沿着不同晶面聚集生长或沿着某一

轴向扭转，形成天然多样的微纤丝结构．微纤丝结

构可利用电镜直接观测分析，微纤丝中晶胞数目不

同、晶面聚集方向不一致，形成了大小不同与形状

不同的微纤丝[32]．天然存在的微纤丝间并不能够进

一步紧密聚集，这使得微纤丝成为细胞壁中的基本

结构单元(图 3)，这种微纤丝的聚集体结构可称为
天然结晶纤维素的四级结构(图 2e，2f)．四级结构
微纤丝之间存在一定间隙，有效距离及孔隙一般小

于 10 nm，可以方便水分子的扩散，这明显限制了
nm级酶分子或更大复合物(如纤维小体)的有效自
由扩散，限制了酶分子在特定表面上的结合效率．

这种四级结构层次的限制屏障可以利用纤维素可及

度(accessibility)进行表征[19]．

Himmel小组利用 3D 电子断层技术构建了纤
维素微纤丝原子模型，在纳米层次观察到定向排列

的微纤丝几何结构的确会发生螺旋状扭曲(图 2f)而
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晶型 空间群 糖链数目
单位晶胞参数

a b c 琢 茁 酌
玉琢 P1 1 6.72魡 5.96魡 10.4魡 118.08毅 114.8毅 80.375毅
玉茁 P21 2 7.78魡 8.20魡 10.38魡 90毅 90毅 96.5毅

Table 1 The lattice parameters of cellulose 玉[28]

表 1 玉型纤维素同质异形体的晶胞参数[28]

Fig. 2 The schematic representation for crystalline cellulose ultrastructure and microfibre
twist (Modified from ref [18, 31, 33])

图 2 结晶纤维素超微结构与微纤丝扭曲模式图 (改绘自参考文献[18, 31, 33])
(a)纤维二糖以 茁-1, 4-糖苷键连接形成纤维素一级结构. (b)相邻糖链在链间氢键作用下聚集形成二级片层. (c) 36根糖链形成横截面为六边形

的三级基元纤丝结构. (d)微纤丝出现不同的扭曲. (e)微纤丝聚合形成四级结构. (f)微纤丝沿长轴发生定向扭曲.
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3 结晶纤维素的去晶化途径及其效率

当前针对木质纤维素去晶化的预处理过程，已

有多种大规模应用的技术方法，主要包括两大类：

物理化学法与生物法[34-35]．物理化学法包括热酸、

热水、汽爆、碱处理、离子液体等，主要是利用高

温、高压或高离子强度，增加 魡 级大小的分子、
离子或更小的 H+等在微纤丝孔隙内的浓度或运动

速度，从而提高其破坏微纤丝晶体氢键网络的几

率．物理化学法对木质纤维素原料的来源没有过多

的限制，但由于原料、反应、传质过程复杂等原

因，导致反应过程不易控制或设备工艺成本较高．

生物法所需的反应条件较物理化学法相对温和[36-38],
生物法主要是利用酶催化将不溶性木质纤维素去晶

化并水解形成可溶性糖．由于木质纤维素致密而复

杂的结构层次，纳米尺度上的酶分子并不能够高效

扩散至每一根微纤丝的疏水结合面，因此酶反应常

常仅发生在细胞壁的外表面，这种非均相的生物降

解过程不能够使结晶纤维素的结晶度明显降低．

3援1 酸处理结晶纤维素

大量研究表明，磷酸、浓硫酸能够破坏纤维

素、半纤维素和木素间的连接，并进一步破坏结

造成微纤丝宽度的改变，微纤丝的扭曲构象同时也

形成了纤维素结晶和非晶两种晶态[31]．另外，天然

结晶微纤丝合成表面还会黏接部分半纤维素和木质

素，形成高等植物细胞壁的主体结构．
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晶纤维素高度有序的氢键网络使其转变为无定形结

构(或非晶结构)，使纤维素易于在温和的条件下水
解[36-37]．H+质子处于 魡以下水平，能够在微纤丝间
(纤维素四级结构)的空隙内自由扩散，改变表面有
序排列的结晶结构并使其无定型化，如果进一步提

高温度可使得 H+进一步渗入微纤丝片层间，即进

入三级结构内部，破坏纤维素二级片层间结构，使

有序排列的葡聚糖之间氢键破坏，使得整根微纤丝

的高级结构解聚，形成无定型化葡聚糖．提高温度

并加大酸的浓度(表 2)，H+ 可以进一步进攻 茁- 糖
苷键的 O原子，使其随机断裂，最终形成可溶性
的寡糖或接近理论的单糖量[3]．研究表明，加大酸

的浓度或提高反应体系的温度，可以加快结晶纤维

素水解的速率，因为前者提高了整个环境中 H+的

浓度，后者可以增加 H+ 攻击氢键和糖苷键的几

率．在酸催化纤维二糖水解糖苷键的分子动力学模

拟中，发现酸解过程分为两步：首先溶剂中的质子

转移给纤维二糖，糖苷键断裂形成 1个 茁-葡萄糖
和 1个质子化的葡萄糖；接着质子化葡萄糖解离成
1 个 琢- 葡萄糖和酸质子．整个酸解反应式为
[C6H12O6]n + H3O+ = C6H12O6 + [C6H12O6]n-1 + H+ + H2O，
所需的活化能为 136.5 kJ/mol[39]．

浓硫酸、磷酸可作为理想的结晶纤维素去晶化

的溶剂，通过测定酸解产物的聚合度发现前者能够

快速水解结晶纤维素产生可溶性寡糖，后者则主要

使结晶纤维素无定形化．这主要因为硫酸是强酸，

H+质子含量较磷酸高，硫酸所含的大量 H+质子不

仅能够打破微纤丝间紧密堆积形成的四级结晶结

构，还能够渗透进入微纤丝内部破坏二级片层间的

氢键网络，同时断裂糖苷键产生接近理论的可溶性

糖(表 2)，而磷酸由于 H+质子浓度低，三级结构形

成的屏障降低其渗透效率，因而主要形成无定型纤

维素．利用酸降解结晶纤维素(如棉花、木材等)不
仅具有价格低廉、低温溶解、产量高、耗时短等优

点，还能够生产大量高值的寡糖产品[40]，但需要回

收大量的溶剂、降解废料易对环境造成破坏，另外

进行化学循环的设备价格也十分昂贵．因此，在水

解过程中减少酸的用量，并基于 Aspen-plus加工模
型进行相关的经济学分析对解决上述问题是非常有

意义的[36]．

3援2 离子液体对结晶纤维素的去晶化过程

离子液体(ionic liquids，ILs)是一种有机盐类物
质，使用过程中一般不会蒸发而散失，可以取代挥

发性有机溶剂，作为化学反应或分离过程的溶剂，

可以循环使用，故常被认为是绿色溶剂[38]．ILs从
源头上根除了化学反应对环境的污染，这符合当前

绿色发展的主题[41]．ILs低温下为液态，但部分 ILs
在室温下也为液态；其离子大小一般处于 魡水平，
可以进入微纤丝内部将天然结晶纤维素无定形化，

并与纤维素三级结构的疏水表面发生弱相互作用，

通过强碱性作用破坏纤维素二级片层间的氢键网

络．常见的 ILs如 Cl-能够与纤维素糖环上的—OH
形成氢键，破坏糖链内链间氢键网络，咪唑鎓盐可

以与纤维素的疏水表面发生弱的疏水相互作用，其

C-2位质子也可作为弱的氢键供体与糖环上的羟基
发生作用[38, 42-43]．

羧甲基纤维素钠 (CMC)是葡萄糖聚合度为
100～2 000无定型纤维素的衍生物，是当今世界上
使用范围最广、用量最大的纤维素产品[44]．工业生

产 CMC 时常利用 ILs 作为介质溶剂，导出碱化、
醚化反应过程中产生的热量．与传统的水媒法相

比，以 ILs为介质的传热过程更加迅速、稳定，所
得产品均一性、透明度及溶解性能好，可用于中高

档次 CMC的生产[45]．

基于 ILs 高效溶解结晶纤维素的能力(表 2)，
常用其对结晶纤维素进行预处理，再结合纤维素酶

对底物进行水解．但大多数 ILs对纤维素酶具毒害
作用，使酶活性丧失[46-48]．基于现有条件，工业化

生产中若完全去除 ILs难度较大，因为这需要消耗
大量的水、反溶剂和相当复杂的循环系统[49]．在酶

解天然纤维素的过程中，纤维素的无定形化是其高

效转化的基础，但经 ILs处理获得的无定形纤维素
却不能利用纤维素酶直接进行降解，因此一些研

究者设计了在 ILs 存在下更稳定的纤维素复合酶
系，从而抵抗 ILs的毒害作用，获得高的葡萄糖转
化量[50]．另外，设计对酶作用较为温和的 ILs也是
未来结晶纤维素降解研究的方向．

3援3 生物酶法水解结晶纤维素

虽然酸、ILs 能够完成结晶纤维素的去晶化，
并且具有快速高效等优点，但回收利用设备昂贵、

副产物多等缺点使其不能满足降解转化生产单糖的

要求，因此目前结晶纤维素降解转化为单糖化合物

的绿色工艺，还是主要采用生物酶法[36, 46, 48-49]．不同

于酸解和 ILs降解结晶纤维素生产高值的高聚物，
纤维素降解酶类可以水解低值木质纤维素，如秸秆

等农业废弃物中的木质纤维素等，绿色生产大宗单

糖类制品．
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处理 底物 溶剂名称 反应条件 葡萄糖转化率 /%

酸 大麻杆 84%磷酸 50℃；60 min；酶解 24 h 96[51]

麦秸 80%硫酸 常温；30 min 79[52]

麦秸 0.75%硫酸 121℃；1 h 74[53]

橄榄树 1.4%硫酸 210℃ 76.5[54]

玉米芯 10%硫酸 90℃；300 min 10[55]

柳枝稷 70%磷酸+30%硫酸 常温；24 h 80[55]

橡木 75%硫酸 34.53[56]

松木 80%硫酸 80℃；30 min 29.94[56]

空果穗 80%硫酸 31.68[56]

离子液体 纤维素类生物质 1-丁基 -3-甲基咪唑甲磺酸盐 120℃；22 h 90[57]

甘蔗渣 1-乙基 -3基咪唑醋酸盐 90℃；6 h；酶解 96 h 95.2[58]

纤维素 1-丁基 -3-甲基咪唑氯化盐 100[59]

微晶纤维素 1-乙基 -3-甲基咪唑乙酸盐 90℃；24 h；酶解 5 h 90.72[59]

1-丁基 -3-甲基咪唑甲酸盐 88.92[59]

麦秸 1-丁基 -3-甲基咪唑氯化盐 2 min；酶解 48 h 42.78[60]

麦秸 N-烯丙基 -N-甲基吗啉醋酸盐 10 min；酶解 48 h 70.37[60]

麦秸 1-乙基 -3-甲基咪唑磷酸二乙酯 130℃；30 min；酶解 12 h 54.8[61]

麦秸 1-乙基 -3-甲基咪唑乙酸盐 158℃；3.6 h 71.4[62]

纤维素酶种类多样，根据其分子质量分为游离

纤维素酶和复合型纤维素酶，根据作用方式分为外

切纤维素酶、内切纤维素酶、持续性降解的内切纤

维素酶和 茁- 葡萄糖苷酶 [63]．Trichoderma reesei 是
高效降解结晶纤维素的模式微生物，其胞外游离纤

维素酶系包括 2种外切纤维素酶(CBHs)、5种内切
纤维素酶(EGs)、1 种 茁- 葡萄糖苷酶(BG) [1]．研究

表明 EGs水解纤维素非晶区的糖链，为 CBHs创
造游离的还原端和非还原端位点，CBHs与糖链两
端结合，持续性地降解纤维素结晶区糖链释放纤维

二糖，导致纤维素酶降解结晶纤维素是一个逐层剥

离糖链的表面有限非均相过程[64-65]．Igarashi等[66]利

用高速原子力显微镜 (high speed atomic force
microscopy， HS-AFM)观察到 Trichoderma reesei
CBH I在单根结晶微纤丝上持续性运动过程，当加
入过量酶分子时在特定晶面上聚集并产生降解效率

低下的现象，称其降解过程在特定晶面上发生了

“交通堵塞”(traffic jams)．本课题组的研究发现，
利用木霉胞外酶系完成结晶纤维素的部分降解后，

再添加新酶组分，降解效率较先前酶解过程会明显

降低，导致了酶解效率低下或酶分子失活[67-68]．

天然存在细胞壁结构都是由成千上万根结晶微

纤丝聚集形成的超分子复合体，仅研究一根结晶微

纤丝的酶解特性并不能完全表征天然纤维素在纤维

素 酶 降 解 过 程 中 的 问 题 ． 本 课 题 组 利 用

Trichoderma reesei胞外游离复合酶系对天然结晶纤
维素 CF11进行降解研究(图 3a)．酶解后发现，细
胞壁横截面微纤丝间距离由外及里存在很大差异：

靠近外部约 1 滋m 内的微纤丝明显被水解(图 3b)，
微纤丝排列疏松；而内部微纤丝未被水解，依旧紧

密排列(图 3c)；该现象说明天然结晶纤维素的四级
结构对纤维素酶系有效扩散同样形成了屏障．测量

发现 CF11横截面微纤丝间距离约 14.3 nm，对比
纤维素酶分子大 2～3倍，酶分子可以扩散进入微
纤丝之间，但是扩散效率较低(图 3d)．根据文献报
道，直径为 3 nm的圆柱体可供进入的分子最大半
径为 1.31 nm，即窄的孔隙空间明显限制了生物大
分子的有效扩散[69]．因此酶分子在降解结晶纤维素

时，为了逐层逐根从微纤丝上剥离单根糖链并降

解，酶分子在微纤丝间的(四级结构层次上)有效扩
散、结合特定晶面、并持续性高效降解是游离纤维

素酶高效降解的前提．

与游离酶系相比，复合纤维素酶，如纤维小体

(cellulosome)，分子质量可达几百 ku，直径约几十

Table 2 The influence of crystalline cellulose conversion under chemical treatments
表 2 化学处理对结晶纤维素转化率的影响
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4 总结与展望

植物细胞壁在长期进化过程中，为适应地球环

境变化和抵抗外界生物的侵害，逐渐产生了结构层

次复杂的木质纤维素结构．其中 TC复合物产生的
多根葡聚糖链在合成的同时聚集形成结晶微纤丝，

并构成植物细胞壁的核心“骨架”，“骨架”外侧

粘附了化学结构单元复杂、连接键型多样的半纤维

素与木质素(图 4a)，最终形成木质纤维素天然的抗
降解屏障．木质纤维素合成酶结构及其催化合成葡

聚糖链过程的阐明，为认识木质纤维素化学组成及

结构层次奠定了基础，也为其绿色、高效降解转化

途径的设计指明了方向．基于不同处理方法的优

势，综合利用物理化学、生物学等方法就可能设计

出绿色、高效的结晶纤维素去晶化工艺．稀酸或离

子液体能够快速在微纤丝间高效扩散并破坏结晶纤

维素的一、二、三级结晶结构(图 4b)，从而实现纤
维素的快速溶解．因此稀酸、离子液体等化学去晶

化处理可用于纯结晶纤维素生产聚糖衍生物、高分

子化工产品、绿色生物基制品等．当然进一步优化

工艺条件、研发新型设备等提高相关原料的绿色高

效回收效率、降低生产与环境污染成本将是未来重

要的研究方向．生物酶法处理秸秆类天然结晶纤维

素时，纤维素四级结构形成了纤维素酶高效扩散的

瓶颈，导致游离酶系只能结合于微纤丝的表面，由

表及里逐层剥离糖链(图 4c)，并出现酶解效率降

Fig. 3 The cotton fibre space arrangement and the mode of diffusion barrier
图 3 棉纤维细胞壁结构中微纤丝空间排布及酶分子扩散屏障模式图

(a)棉纤维树脂包埋切片 AFM图像显示纤维细胞横切面. (b)酶解后的棉纤丝细胞壁切面 AFM图像，两虚线间是有效酶解区域. (c)图 b局部

微纤丝放大 AFM图像，微纤丝间紧密有序排列. (d)微纤丝束(四级结构)的有限空隙影响 CBHI分子有效扩散的示意图．(本课题组数据，未

发表).

个纳米左右；含有多种糖苷水解酶、粘连对接模

块、支架蛋白、碳水化合物结合模块等结构，具有

高效降解结晶纤维素的能力[70-72]．根据结晶的超微

结构分析，其降解的相关反应只能发生在胞壁外层

微纤丝的表面，Resch[64]小组在研究纤维小体降解

纤维素过程中发现结晶纤维素表面出现了孔洞，认

为纤维小体能够在结晶纤维素表面一次性断裂多根

微纤丝．近年来的研究表明，纤维小体含有的多种

纤维素酶系、局部高浓度酶量以及纤维素酶系间的

协同作用是其克服结晶纤维素四级结构屏障，有效

降解纤维素底物的重要原因[73]．

(a) (b)

(c) (d)

5 滋m 500 nm

50 nm

4 nm

CBHI

14 nm

Microfibrils
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图 4 不同处理下细胞壁纤维素的水解模式图[64]

(a)天然植物细胞壁由结晶纤维素构成主骨架，内部附着非晶半纤维素、果胶等多糖. (b)质子、离子能够有效扩散进入微纤丝内部降解糖链.

(c) CBH I由表及里剥离糖链降解天然结晶纤维素. (d)超分子机器纤维小体在结晶纤维素表面断裂整根微纤丝.

低、酶分子失活等问题，纤维小体等复合型纤维素

酶系同样受扩散影响，也只能在细胞壁表面断裂微

纤丝(图 4d)．如何利用低成本预处理工艺高效打开
酶分子或纤维小体超分子的高效扩散通道、促进生

物酶分子甚至相关微生物在纤维素表面高效吸附、

催化与降解，这仍然是一个亟待解决的科学问题．

因此，系统研究纤维素酶与纤维素表面相互作用、

运动行为及对纤维素酶解效率的影响等进行相关性

分析，探讨单一和复合纤维素酶与纤维素表面之间

的相互作用和协同机制等，发展并完善纤维素酶及

酶系的催化水解理论，将为提高纤维素酶催化水解

效率、优化木质纤维素生物质能源的降解与生物基

化工产品的生产提供科学依据和理论指导．

(a) (b) (c) (d)

细胞壁纤维素水解细胞壁

纤维小体CBHI离子氢质子果胶半纤维素纤维素
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Biosynthesis of Natural Crystal Cellulose and Its Decrystallization*

CHEN Yu, ZHANG Huai-Qiang, ZHAO Yue, GAO Pei-Ji, WANG Lu-Shan**

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

Abstract Crystal cellulose that biosynthesized by the cellulose synthetase (CesA), is the structural framework
and the most important components of the cell wall of higher plants. During the process of biological evolution,
CesA aggregates on the plasma membrane and forms super-molecular terminal complexes (TCs) which have the
two types of arrangement: TCs and rosettes TCs, synthesizing玉琢 and 玉茁 crystal cellulose, respectively. Due to
the unbranched structure, the adjacent cellulose chains can quickly stack side by side to form microfibre under the
hydrogen bonds and Van der Waals' force (VDW). As a result, tightly crystal super-molecular structure of
microfibre work as a natural barrier and makes it become an obstacle to the degradation which is known as
biomass recalcitrance. However, concentrated acids and ionic liquids can diffuse among the microfibre efficiently
and break 茁-1, 4-glucosidic bonds and hydrogen bonds, and eventually destroy the crystal structure of cellulose.
Crystal cellulose can also be degraded by biological enzymes, which is quite different from chemical treatments
which both require extremely acting conditions. Cellulases can hydrolysis crystal cellulose at room temperature,
but only the certain surface of microfibre can be interacted with celluases, so the accessibility of cellulose surface
further reduce the efficiency of hydrolysis. Therefore, the combination of physical and chemical pretreatments can
break the biomass recalcitrance and then cellulases can spread into microfibre which resulting in the specific
binding rates of enzyme-substrate increased. Finally, it can realize the degradation and conversion of natural crystal
cellulose with low-cost and green high-efficiency.
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