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摘  要：利用统合生物加工过程(Consolidated bioprocessing，CBP)生产纤维素乙醇是目前国内外

的研究热点。CBP 需要一种“集成化”微生物，既能生产水解木质纤维素的多种酶类又能利用水解

木质纤维素产生的糖类发酵产乙醇。以酿酒酵母表面展示技术为依托，建立 CBP 菌株多酶共展

示体系的研究主要分为以下两个方向：一是直接将纤维素酶展示在细胞表面，即非复合型纤维素

酶体系；另一种是通过表面展示纤维小体(Cellulosome)将纤维素酶间接地锚定在细胞表面，即复

合型纤维素酶体系，本文主要从以上两个方向阐述了近几年对于纤维素乙醇生物统合加工过程的

研究进展。因纤维小体对纤维素的降解能力比非复合型纤维素酶体系更强，所以其在酿酒酵母细

胞表面的组装研究受到越来越多的关注，为了更深入透彻地了解纤维小体的酵母展示技术，文中

对纤维小体的结构与功能及其在纤维素乙醇发酵中的应用研究进行重点论述，并对该领域的发展

方向进行展望。 
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Research advances on yeast co-displaying multi-enzyme system 
in consolidated bioprocessing of cellulosic ethanol 

CHEN Ning  MO Chun-Ling  DU Ji-Liang  LI Chun-Mei  TIAN Shen* 

(College of Life Sciences, Capital Normal University, Beijing 100048, China) 

Abstract: Consolidated bioprocessing (CBP), combining cellulose production, saccharification, and 
fermentation into one step, has been proposed as the most efficient way to reduce the production cost of 
ethanol from cellulosic biomass. Based on Saccharomyces cerevisiae surface display technology, 
cellulases are displayed on the cell surface using two approaches (1) noncomplexed cellulases, (2) 
multicellulase complex (cellulosome). The assembly of cellulosome on Saccharomyces cerevisiae has 
becoming a new hot spot in cellulosic ethanol CBP research because of its high cellulose hydrolytic 
activity than noncomplexed cellulases. In this paper, the basic structure of cellulosome and their 
applications in cellulosic ethanol production are reviewed. Also, the prospects of this research field are 
given based on our analysis of the problems that still have not solved by the previous studies. 
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随着人类社会对可再生清洁能源的需求逐渐

增加，生物质能源的优势和潜在价值逐步显现，以

木质纤维素为原料的生物乙醇的生产对解决现阶

段存在的能源和资源短缺，环境污染问题具有重要

的意义[1]。与第一代以粮食类淀粉为原料生产的燃

料乙醇相比，第二代燃料乙醇的生产是利用统合生

物加工过程(Consolidated bioprocessing，CBP)将纤

维素酶和半纤维素酶产生、纤维素水解和乙醇发酵

组合在一起，以木质纤维素为原料来高效生产燃料

乙醇，这是实现木质纤维素转化生物乙醇的有效途

径之一[2-4]。CBP 有利于降低生物转化过程的成本，

简化生产工艺，因此受到研究者的普遍关注[5-6]。酿

酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)遗传背景清晰，基

因水平的改造可操作性强，并且具有生长速率快、

对抑制剂耐受性强等优势，被公认为是最具潜力的

CBP 乙醇生产菌株[7-9]。 

以酿酒酵母为宿主菌的纤维素乙醇生物统合

工艺研究主要集中在以下两个方面[10]：一方面是利

用酿酒酵母表面展示技术，借助甘露糖蛋白(主要包

括凝集素、絮凝素等)对酵母细胞壁的锚定作用直接

将纤维素酶类锚定在细胞壁表面，统称为非复合型

纤维素酶体系；另一方面是以酵母展示表达系统为

基础，纤维素酶组分与无催化活性的支架蛋白

(Scaffoldin)，通过黏合域(Cohesin)-锚定域(Dockerin)

之间的亲和作用，借助 a-凝集素或 α-凝集素固定于

酵母细胞表面，组装成复合型纤维素酶体系，即人

工纤维小体。 

1  酿酒酵母表面展示非复合型纤维素酶  
体系 

在纤维素乙醇的研究过程中，由于酿酒酵母不

能直接利用纤维素类物质，人们利用酵母展示表达

系统将不同的纤维素酶展示表达在酵母细胞表面，

取得了一些突破性的进展。纤维素酶来源非常广

泛，目前普遍使用于纤维素乙醇生产的是来自真菌

源的酶，传统上认为主要由以下 3 种类型协同作用：

内切葡聚糖酶(Endo-1,4-1,3-D-glucanase，EG)；外

切葡聚糖酶(Exo-l,4-B-D-glucanase，CBH)，即纤维

二糖水解酶；β-葡萄糖苷酶(β-l,4-D-glucosidase，

BGL)。利用酿酒酵母表面展示技术建立非复合型纤

维素酶体系主要是将最基本的这 3 种纤维素酶通过

甘露糖蛋白的锚定作用固定在细胞壁表面促进酶

与底物的接触，进而发挥酶的活性作用降解纤维素

生产乙醇。 

根据甘露糖蛋白类型的不同，常见的酵母展示

表达系统包括：凝集素展示表达系统和絮凝素展示

表达系统，其中凝集素展示表达系统还分为 a-凝集

素展示系统与 α-凝集素展示系统[11-12]。对于凝集素

展示系统，在酵母表面展示纤维素酶的众多研究

中，采用 α-凝集素展示系统的研究居多；另一方面，

已有多种酶通过絮凝素展示表达系统实现了在酵

母的表面展示，如脂肪酶、淀粉酶、葡聚糖酶、有

机磷水解酶等[13-15]，但是对于纤维素酶类的展示表

达鲜有报道。 

2002 年，Fujita 等利用 α-凝集素展示系统在一

株酿酒酵母 MT8-1 中将 EG 和 BGL 两种纤维素酶

共展示在细胞表面[16]；2004 年，他们在酿酒酵母

MT8-1 中实现了 EG、CBH、BGL 三种纤维素酶在

细胞表面的共展示，纤维素酶可稳定地展示在细胞

表面，对酵母的正常生长及乙醇产生无任何影   

响[17]。为了证明固定化酶系相对于游离酶系的优

势，2010 年 Yanase 等将展示 EG、CBH、BGL 三

种纤维素酶的 MT8-1/AGEGII-AGCBHII-AGBGL

菌 株 与 EG 、 CBH 分 泌 ， BGL 表 面 展 示 的

MT8-1/EGII-CBHII-AGBGL 菌株进行了比较，以  

10 g/L 磷酸膨胀纤维素(Phosphoric acid swollen 

cellulose，PASC)为底物，前者的乙醇产量达到   

2.1 g/L ， 而 后 者 分 泌 型 菌 株 的 乙 醇 产 量 只 有     

1.6 g/L[18]。2011 年，Yamada 等利用 δ-整合的方法

提 高 目 的 基 因 的 拷 贝 数 ， 在 二 倍 体 酵 母

MNII/cocδBEC3 中实现了 3 种纤维素酶的最优表达

量，该菌株对底物磷酸膨胀纤维素的降解活性

(381.4 mU/g wet cell) 是 其 亲 本 单 倍 体 菌 株     

(63.5 mU/g wet cell)的 6 倍[19]。2013 年，Nakatani
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等在展示 3 种纤维素酶的基础上，还在细胞表面展

示了来自里氏木霉(Trichoderma reesei)的膨胀素类

似物蛋白，这种蛋白可以使纤维素的结构变得疏

松，有利于纤维素酶对底物的降解。这种共展示膨

胀素类似物和纤维素酶的菌株以磷酸膨胀纤维素

为底物经过 96 h 发酵，乙醇产量(3.4 g/L)是纤维素

酶展示菌株(2.5 g/L)的 1.6 倍[20]。Kondo 等[14]创造

性地在酿酒酵母细胞表面展示 3 种纤维素酶，并利

用各种技术手段优化纤维素酶在细胞内的表达效

率来开发纤维素乙醇微生物菌种的研究策略，为构

建全能型 CBP 菌株作出了杰出的贡献。 

Yang 等一直致力于纤维素乙醇生产菌种的构

建，以本实验室专利菌种野生型二倍体工业菌株酿

酒酵母 Y5 作为宿主菌，已经成功地基于 a-凝集素

在 Y5 细胞表面展示了来自棘孢曲霉(Aspergillus 

aculeatus)的 β-葡糖苷酶Ⅰ(BGL)，以 20 g/L 纤维二

糖为底物，乙醇产量为 5.07 g/L，相当于理论值的

50.2%[21]。此外，莫春玲等利用絮凝素(Flo1p)锚定

方式，将来自丝状真菌里氏木霉 Trichoderma reesei

的内切葡聚糖酶Ⅱ (EGII)、纤维二糖水解酶Ⅱ 

(CBHIⅡ)以及来自棘孢曲霉 Aspergillus aculeatus 的

β-葡糖苷酶Ⅰ(BGLI)展示在细胞表面，构建同时表

达 3 种纤维素酶的酵母菌群系统，3 种纤维素酶具

有良好的稳定性和功能活性；在 EGII、CBHII 和

BGLI 协同作用下重组酵母菌株能够降解磷酸酸膨

胀纤维素产乙醇的浓度达到 0.77 g/L，乙醇产量为

0.35 g/g，相当于理论值的 68.6%[22]。目前，通过酵

母表面展示系统实现木质纤维素直接发酵产乙醇

的研究已经取得了一些里程碑式的进展，在底物利

用等方面取得了一定的突破，但是现阶段来看，表

面展示的菌株仍然停留在实验室阶段，其展示的酶

活大多偏低，导致底物利用率较低，且底物应用范

围较窄，乙醇产量不高，离工业生产的目标仍然有

一段距离。分析来看：(1) 单纯展示几种纤维素酶

类并不能满足木质纤维素物质降解的需求，多酶间

协同作用不足，酶解效率低；(2) 底物利用不充分，

由于酵母展示表达系统自身的局限性，及菌株代谢

负担承受能力的限制，还不能够在一个细胞中实现

纤维素酶和半纤维素酶的共展示，半纤维素没有

得到利用。今后，此领域的研究需要进一步发展

和完善。 

2  酿酒酵母表面展示复合型纤维素酶体系
(人工纤维小体) 

要真正实现木质纤维素乙醇的 CBP 过程，需要

一株功能强大的宿主菌，既能同时表达纤维素酶和

半纤维素酶，又可获得高的乙醇产量。一直以来，

人们都在不断尝试开发新系统来提高所展示酶的

催化效率，以期实现木质纤维素物质的更充分降

解。其中模拟细菌纤维小体骨架建立起的酿酒酵母

细胞表面展示的纤维小体结构表现出较高的纤维

素降解活性和效率[23]。 

天然的纤维小体是一种空间结构高度有序化

的多酶复合体，由支架蛋白、锚定元件、黏合蛋白、

纤维素结合域和催化单位组成的复合体，其独特的

结构，使得它可以更紧密地结合到底物表面[24-25]。

纤维小体的脚手架蛋白(Scaffoldin)上存在纤维素结

合结构域(Cellulose binding domain，CBD 或 CBM)

以及 S-层同源结构域(S-layerhomology，SLH)，SLH

可以把整个多酶复合体固定在细胞表面[26]。酶组分

与脚手架蛋白通过黏附模块(Cohesin)和锚定模块

(Dockerin)的亲和作用组装成多酶复合体[27]，这种

复合型纤维素酶体系相对于非复合型纤维素酶体

系的优势在于除了纤维素酶之间本身存在的催化

协同效应外，纤维小体还会促发酶-酶邻近协同效应

和酶-底物-细胞复合协同效应，从而使纤维小体具

有比非复合型纤维素酶系更强大的纤维素降解能

力[28]。但是，由于天然的纤维小体普遍存在于厌氧

菌中[29-30]，如热纤梭菌(Clostridium thermocellum)、

解热纤梭菌(Clostridium cellulolyticum)、食纤维梭菌

(Clostridium cellulovorans) 和 生 黄 瘤 胃 球 菌

(Ruminococcus flavefaciens)等，在实际的生产应用

中存在着一定的局限性，例如纤维素降解反应需在

厌氧环境中进行，与工业化生物乙醇发酵不匹配、
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细菌对于乙醇及其他的发酵抑制剂耐受性不高等。

为了解决这些问题，将不同细菌种属来源的纤维小

体的催化和非催化模块进行杂合组装，并在传统的

乙醇发酵工程菌中表达，进行发酵研究，形成人工

纤 维 小 体 又 称 为 嵌 合 纤 维 小 体 (Cherimic 

cellulosome)[31]。人工纤维小体是利用黏附模块与锚

定模块的种间特异性，分别从不同纤维小体菌株中

选择它们的一对黏附-锚定模块，所有黏附模块与

CBD 组成无催化活性的脚手架蛋白，锚定模块与外

源酶类的 C 端相连组成的融合蛋白和脚手架蛋白上

的黏附模块特异性的结合[32-34]。这种多酶复合体通

过酵母细胞表面锚定蛋白凝集素替代细菌的 SLH

固定在细胞表面，其中 a-凝集素较为常用，多酶复

合体与 AGA2 亚基相连通过二硫键与 AGA1 亚基结

合实现人工纤维小体的表面展示[35]。近几年来，这

种人工纤维小体的研究越来越受到生物质能源科

学家关注，并且研究成果丰硕。 

2009 年 Tsai 等通过酿酒酵母-大肠杆菌协同配

合组装成微型纤维小体共展示表达 3 种真菌源的纤

维素酶。单支架的脚手架蛋白通过酿酒酵母 a-凝集

素展示系统锚定在细胞表面，而重组的纤维素酶在

大肠杆菌中异源表达，通过大肠杆菌的细胞裂解液

与酵母菌株孵化非完全自组装成微型纤维小体。 

10 g/L 的磷酸酸膨胀纤维素为底物进行发酵性能检

测，最终的乙醇浓度达到 3.5 g/L，是添加等量纯化

纤维素酶的 2.6 倍。消耗每克碳水化合物乙醇产量

是 0.49 g，到达理论值的 95%[36]。2010 年 Tsai 等在

脚手架蛋白不变的情况下，将 3 种重组的纤维素酶

在酵母菌株中表达并分泌到细胞外。通过 4 种菌群

混合培养的方式实现微型纤维小体的自组装。消耗

每克纤维素乙醇产量是 0.475 g，到达理论值的

93%[37]。2012 年，Tsai 等改进了纤维小体的脚手架

结构，形成具有 2 个二级骨架结构和 4 个催化模块

及 2 个独立 CBM 模块的“四价”纤维小体结构。以

磷酸膨胀纤维素为底物，这个四价纤维小体水解活

性是游离酶的 4.2 倍，发酵 72 h，乙醇浓度为     

1.9 g/L[38]。以上实验结果说明纤维小体能够提升酶

分子之间的临近效应，增加空间协同作用，明显提

高了纤维素酶对底物的降解效率。同时，也表明纤

维小体空间结构复杂，通过合理优化脚手架骨架的

组成和空间结构，增强纤维小体催化模块分子间协

同效应与纤维小体之间协同效应的综合结果，纤维

小体的水解活性也就越高。 

在研究酿酒酵母细胞自组装并表达纤维小体

的过程中，除了优化纤维小体模块分子的空间结构

和骨架的组成，优化催化模块上的纤维素酶的比例

往往也能够提升纤维小体的最终酶活性。2013 年，

Kim 等 调 节 支 架 蛋 白 和 纤 维 素 酶 的 比 例 为

miniCipA:CelA:CBHII:BGLI=2:3:3:0.53 时，经 94 h

乙醇产率在为 1.80 g/L，而等量比例组装的纤维小

体，其纤维素乙醇产率仅为 1.48 g/L，前者较后者

酶活提升 20%[39]。2012 年，Fan 等在酿酒酵母细胞

表面上构建了具有两个独立纤维小体骨架的纤维

小体，首次成功实现了重组酿酒酵母对结晶型纤维

素(Avicel)的直接降解。其中纤维素内切酶 celCCA

和 纤 维 二 糖 水 解 酶 celCCE 及 β- 葡 萄 糖 苷 酶

Ccel_2454 均来源于解纤维梭菌，这样能够提升纤

维素水解和酿酒酵母发酵过程中纤维小体的热稳

定性。在酿酒酵母细胞表面表达并组装纤维小体

后，研究人员分析了纤维小体结构对于纤维素酶的

酶-酶协同效应的作用影响。分别单独以游离状态的

CelCCA、CelCCE 和 Ccel_2454 降解 Avicel，得到

的乙醇产率仅为 0.314 g/L，而以两种酶共表达在纤

维小体上时，乙醇产率提高了 3.2 倍，平均达到 

1.004 g/L，而当 3 种酶同时表达在纤维小体上时，

乙醇产率达到 1.412 g/L，较之单酶纤维小体活性又

提升了 3.6 倍之多[40]。该结果证明，纤维小体上功

能相关的催化模块之间的空间邻近效应促进了纤

维素酶之间的协同效应，进而增强了酵母细胞对底

物的降解及利用能力，提高了乙醇产量。 

木质纤维素的主要成分是纤维素和半纤维素，

若将半纤维素酶类也通过人工纤维小体展示在酵
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母细胞表面不仅能拓展底物的利用范围，也避免了

底物利用不完全存在的资源浪费的缺陷。只是现阶

段这方面的研究报道较少，仍有待开发完善。2012

年，Sun 等在一株酿酒酵母 EBY100 细胞中表达并

组装纤维小体，他们成功地在热纤梭菌脚手架蛋白

上组装木聚糖内切酶(Endo-xylanase，XynII)、阿拉

伯糖呋喃酶(Arabino furanosidase，AbfB)和 β-木糖

苷酶(Xylosidase XylA)，该重组酵母能够用于同步

糖化半纤维素并产乙醇，最终产率为 0.31 g/g 木  

糖[41]。但利用半纤维素产乙醇的能力明显不足。此

部分研究工作依旧面临着很多的问题与挑战，但该

实验为今后开发利用半纤维素指出了一条出路。 

目前，利用纤维小体骨架在酵母细胞表面展示

木质纤维素酶类并用于纤维素乙醇发酵的研究，无

论构建的是完整纤维小体还是非完整的纤维小体，

展示的是单一酶类还是多种酶类，均取得了一定的

进展，虽然现阶段局限于实验室阶段，但相比较而

言，在增强展示酶类的酶活性、拓宽底物利用的利

用范围、提高底物的利用率等方面均已经取得了一

定的突破。 

所以，在今后的研究工作中，为了提高展示酶

类的活性及纤维素乙醇的产量，将从以下几点着手

进行人工纤维小体的优化：增加纤维小体的复杂程

度；增强纤维小体的 3D 立体结构，改善纤维小体

间相互作用；优化纤维小体酶的组成比例；优化纤

维小体脚手架蛋白与纤维小体酶的比例等方面入

手，通过消除或减少添加纤维素酶来完成的生物乙

醇生产工艺中的糖化步骤，努力实现全细胞催化纤

维素乙醇的生物转化过程。 

3  结果与展望 

利用酵母表面展示技术展示非复合型纤维素

酶体系已取得一定的研究成果，酿酒酵母细胞表面

外源酶能够在细胞表面实现自我固定化，展示在酵

母表面的酶能够反复利用，避免了复杂的人工纯化

酶的过程，但是在细胞表面的纤维素酶活性与游离

酶相比有所下降，成功展示的纤维素酶稳定性也有

待提高，乙醇产量不理想。 

纤维小体的研究近几年来发展迅速，该系统已

经得到成功开发，并取得了十分重要的研究成果，

纤维小体复杂的立体空间结构促发酶-酶邻近协同

效应和酶-底物-细胞复合协同效应，从而使纤维小

体具有比非复合型纤维素酶系更强大的纤维素降

解能力，但是在这一领域里仍有许多亟待解决的问

题，如：(1) 现有重组酶的组分单一，纤维素酶和

半纤维素酶的展示分别单独进行，纤维小体的酶种

类及各种酶的比例对于提高酶分子间的协同作用

和底物的利用范围有决定性影响，未来可以将纤维

素酶和半纤维素等木质纤维素酶整合到一个纤维

小体中，整体提高底物的利用率。(2) 纤维小体的

组装和发酵产乙醇是两个独立的过程，半乳糖诱导

纤维小体的组装，经过离心分离后进行发酵，造成

半乳糖的浪费，而且使加工工艺变得复杂[42-43]。(3) 

纤维小体的结构复杂且分子量大，单一宿主菌纤维

小体的自组装务必造成宿主菌的代谢压力过大，可

以通过菌群混合培养的方法解决，但是菌群的混合

比例，需根据具体情况进一步研究。 

利用酵母表面展示技术将复合和非复合酶系

表达在细胞表面具有表达偏差小，融合蛋白相对分

子质量范围大，分子数量多，筛选、纯化、活性测

定方便等优点，但是也存在一些隐患，如复合酶系

中纤维素酶蛋白和锚定模块在形成融合基因时，由

于活性区域受到空间位阻的影响无法与底物接近，

使得酶活性降低或者缺乏生物活性；纤维素酶表达

效率不高，无法完全将表达的蛋白固定在细胞壁

上，存在蛋白向培养基中扩散的问题；多拷贝载体

在酿酒酵母中不稳定，容易丢失；整合载体则由于

拷贝数低导致表达的蛋白量较少，不能达到工业化

生产乙醇的要求，有待进一步完善。 
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科技信息摘录 

揭示土壤微生物多样性维持机制 

长期施用化学肥料常常会导致土壤退化，有机肥与化肥的联合施用可以缓解土壤退化，提升土壤生产力，

然而其中内在的土壤微生物学机制并不清楚。日前，中科院南京土壤所揭示了土壤微生物多样性的维持机制，

相关成果发布在“Soil Biology and Biochemistry”上。 

砂姜黑土主要分布在黄淮海平原南部地区，这里是我国重要的粮食及棉、油、菜等作物产区。土壤所褚海

燕课题组以安徽省农业科学研究院砂姜黑土长期施肥试验为研究平台，研究了不同施肥措施对砂姜黑土细菌群

落结构与多样性的影响。 

科研人员发现，长期单施化肥导致了土壤细菌群落结构的显著改变与多样性的大幅降低；粪肥的添加极大

地缓解单施化肥对细菌群落的不利影响，而秸秆的添加对细菌群落的影响较小。进一步研究发现，粪肥主要通

过改变土壤环境影响土壤细菌群落，而不是粪肥带入的外源细菌的直接输入。 

这些结果表明，有机粪肥与化肥的联合施用，能促进土壤微生物群落结构的稳定与多样性的维持，为保持

土壤生物活性、提升土壤生产力奠定了基础。 

 

——摘自《科学网》2015-06-29 

http://paper.sciencenet.cn/htmlpaper/20156291311886436523.shtm 
 


