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摘  要：AA10 家族裂解多糖单加氧酶(lytic polysaccharide monooxygenases, LPMOs)主要分布于细

菌中，因其具有催化纤维素和几丁质等结晶多糖氧化降解的特性，在工业生物质转化过程中具有

极强的应用潜力，从而受到广泛关注。然而，AA10 家族不同 LPMOs 作用的底物种类及氧化位点

和氧化产物也不尽相同，LPMOs 的结构与组成对其底物选择性的影响机制有待进一步探究。因此，

本文综述了 AA10 家族 LPMOs 的模块化结构组成及其催化机制，梳理了 AA10 家族 LPMOs 的底

物谱，系统总结了 AA10 家族 LPMOs 的结构、关键作用残基及多模块组合对底物选择性影响的最

新进展，并展望了 LPMOs 在生物质转化和生物燃料工业中广阔的应用前景。 
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Abstract: AA10 lytic polysaccharide monooxygenases (LPMOs) mainly exist in bacteria. They 
have great application potential in industrial biomass conversion because of the ability in 
degrading crystalline polysaccharides such as cellulose and chitin and thus have attracted wide 
attention. However, the substrates, oxidation sites, and oxidation products vary among different 
AA10 LPMOs, and the influence mechanism of the structure and composition of LPMOs on the 
substrate selectivity remains to be explored. This paper introduced the modular structure, 
catalytic mechanism, and substrate spectrum of AA10 LPMOs. Further, we reviewed the 
research progress in the effects of structure, critical functional residues, and module 
combination of AA10 LPMOs on substrate selectivity. On this basis, we put forward the 
application prospects of LPMOs in biomass conversion and biofuel industry. 
Keywords: biomass; biocatalysis; lytic polysaccharide monooxygenases; substrate selectivity 
 

由于化石能源的不可再生性，全球能源和

资源紧张的趋势日益严峻，木质纤维素和几丁

质分别作为理想的燃料和工农业、医疗用品相

关材料的主要替代来源，在实现可持续发展和

碳中和目标时所扮演的角色越来越重要[1]。木

质纤维素是地球上储量最丰富的可再生资源，

纤维素含量可观，将其转化为能源不但可以缓

解化石燃料短缺的危机，而且可以减少环境污

染[2]。但是，由于植物细胞壁中的天然纤维素

多是以顽固的结晶状态存在，结构整齐致密，

形成了天然的抗降解屏障，阻隔了纤维素酶等

糖苷水解酶对结晶区域多糖链的可及性，从而阻

碍了糖苷水解酶对结晶纤维素的有效降解[3]。几

丁质是自然界第二丰富的生物质，几丁质及其

降解产物在食品、化妆品、医药、纺织工业、

废水处理和农业中具有广泛应用 [4]。然而几丁

质也存在着与木质纤维素同样的问题，即降解

难度大、耗能高及环境污染严重。因此，如何

增强顽固性多糖结晶区域的降解效率激发了人

们对新型酶的挖掘和探索[5-6]。 
近 年 来 ， 裂 解 多 糖 单 加 氧 酶 (lytic 

polysaccharide monooxygenases, LPMOs)的发现

彻底刷新了人们对酶法降解结晶多糖的认 
识 [7]。LPMOs 是一类铜离子依赖的对纤维素和

几丁质具有氧化裂解作用的单加氧酶，在古生

菌、细菌、真菌和病毒中都有发现，可显著提

高纤维素酶和几丁质酶的活性 [8-13]。随着新型

LPMOs 晶体结构的获得及功能的验证，发现

LPMOs 对底物具有不同于糖苷水解酶的切割

断键机制，而且从分类上并不属于糖苷水解酶

家族[9,12]。研究发现，LPMOs 通过氧化裂解顽

固性多糖的结晶结构，为糖苷水解酶提供更多
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的结合位点，从而增加糖苷水解酶对底物的可及

性来促进糖苷水解酶体系对可溶性底物的降  
解[10,14]。因此在 2013 年，LPMOs 被归入碳水化

合物活性酶(carbohydrate active enzyme, CAZy, 
http://www.cazy.org)数据库的辅助活性 (auxiliary 
activitys, AA)家族[15]。根据 LPMOs 氨基酸序列

及功能的相似性，在 CAZY 数据库中将其分为

AA9-11 和 AA13-16 辅助活性家族。其中 AA9、
10 家族发现最早，目前对 AA9 家族的研究报道

比较详尽，已有文章对该家族的相关研究进行

了详细的总结归纳[16-18]。研究发现，与 AA9 家

族 LPMOs 相比较，AA10 家族 LPMOs 分布广

泛，其模块化结构域的组成和底物谱具有多样

性，但目前未有文献对其进行系统的分析和归

纳。AA10 家族 LPMOs 主要分布在细菌的变形

菌门(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)和
放线菌门(Actinobacteria)，还有少数分布在病

毒、真菌、昆虫和古生菌中[15]。截至目前，CAZY
数据库共收录 AA10 家族的 LPMOs 7 833 个，

7 558 个蛋白来源于细菌，260 个蛋白来源于病

毒，11 个来源于真菌，2 个来源于古生菌，2 个

未被鉴定。AA10 家族 LPMOs 的模块化组成不

限于 AA9 家族中已报道的碳水化合物结合模

块，还包括其他功能化模块。AA10 家族 LPMOs
不仅可以作用于纤维素和几丁质，还有少数酶

对半纤维素(如木聚糖、甘露聚糖)也有氧化降解

作用[19-21]。此外，以天然生物质作为底物进行

降解发现，有些 LPMOs 对玉米壳、稻草等具有

一定降解能力[20,22-23]，这一特性使得 AA10 家

族 LPMOs 在生物炼制中具有重要的应用潜力。

然而，它们的底物选择性机制尚不明确，需要

进一步探究。为此，本文首先介绍了 AA10 家

族 LPMOs 模块化结构的组成及其催化机制，对

AA10 家族 LPMOs 的底物谱进行了梳理，着重

从 LPMOs 的结构、活性中心关键作用残基及

LPMOs 功能模块组成等方面分析了其底物的

特异性识别机制，展望了 AA10 家族 LPMOs
的研究难点和未来的发展前景，以期为 LPMOs
基础和应用的相关研究提供一定的参考和科学

依据。 

1  AA10 家族 LPMOs 模块化结

构的组成 
LPMOs 的结构域组成既有单一模块形式，

也有多模块组合的形式。首次报道的 LPMOs 
(来源于 Serratia marcescens 的 SmAA10A[24])只
含有 1 个 AA10 家族的催化结构域，随着越来

越多 LPMOs 的结构被解析，人们发现部分

LPMOs 含有多个结构域且具有多样性。Horn
等[25]证实 30%的 AA10 家族 LPMOs 序列除保

守的 AA10 催化结构域模块外还包含 1 个或多

个其他功能模块。研究证实，含有 1 个以上催

化结构域的 LPMOs 在降解结晶多糖方面要优

于单结构域的 LPMOs[26]。Book 等[27]对 AA9 和

AA10 家族 LPMOs 氨基酸序列进行系统发育

分析，发现 AA10 家族 LPMOs 的模块化组成

变化更大，其变化不限于碳水化合物结合模块

(carbohydrate-binding modules, CBMs)，还包括

其他功能化模块。目前已表征的 AA10 家族

LPMOs 的结构域组成类型具有多样性(表 1)。
部分已知的 LPMOs 包含 1 个 AA10 催化结构域

模块和 1 个或多个 CBMs 模块，在 AA10 家族

中 CBMs 模块主要包括 CBM2 、 CBM3 、

CBM5/12、CBM10 和 CBM73 等(图 1)。有些

LPMOs 还包含其他功能结构域，如纤维连接蛋

白结构域(fibronectin type Ⅲ, FNⅢ)、未知结构

域 X1 等。例如，来源于 Bacillus thuringiensis
的 BtLPMO10A，除 1 个 AA10 催化结构域模块 
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表 1  AA10 家族中已验证功能的 LPMOs 
Table 1  AA10 LPMOs with proven functions 
GenBank accession 
No. 

Enzyme name Associated CBMs Substrate Oxidized 
position 

References 

AJP62637.1 Lpmo10A; BtLPMO10A CBM5/12, two FNIII Chitin C1 [28-29] 
CAB61600.1 CelS2; ScLPMO10C; ScAA10C; 

SCO1188; SCG11A.19 
CBM2 Cellulose C1 [30-34] 

CAB61160.1 ScLPMO10B; SCO0643; 
SCF91.03c 

NA Cellulose C1/C4 [32] 

ACV09037.1 Jden_1381; JdLPMO10A; 
LPMO10A 

CBM5/12; GH18 Chitin NA [35-37] 

‒ JdLPMO10B CBM2 Cellulose NA [36] 
CBI42985.1 ChbB; BaAA10A; BaCBM33; 

Rbam17540; BAMF_1859 
NA Chitin C1 [38] 

ATI74801.1 BlLpmo10A NA Chitin C1 [31,39] 
AAU88202.1 bp21; CBP21; Cbp; SmAA10; 

A; SmLPMO10A 
NA Chitin NA [24,26,31] 

ADL45185.1 MaLPMO10B CBM2 Cellulose, chitin C1, C4, C1/C4 [26,31] 
AAU39477.1 ChbB; Cbp; BliCBP; BlAA10A; 

BLi00521; BL00145 
NA Chitin C1 [40] 

ACE83992.1 CjLPMO10A; CJA_2191 CBM5/12; CBM73 Chitin NA [31,41] 
ACE84760.1 CjLPMO10B; CJA_3139 CBM10 Cellulose C1 [41] 
AAO80225.1 EfAA10A; EF0362; 

EfCBM33A; EfaCBM33 
NA Chitin C1 [42] 

AAO80225.1 EfLPMO10A NA Chitin NA [42] 
CAJ89556.1 SamLPMO10B NA Chitin C1 [43] 
CAJ90160.1 SAML1174 CBM2 Cellulose NA [43] 
BAG23684.1 SGR_6855; SgLPMO10F NA Chitin C1 [44] 
EOY47895.1 SliLPMO10E; SLI_3182 NA Chitin NA [45] 
AAZ55306.1 Tfu_1268; E7; TfLPMO10A CBM2; X1 Cellulose, chitin C1/C4 [32,46-48] 
AAZ55700.1 E8; TfAA10B; Tfu_1665 CBM2; X1 Cellulose C1 [32,46] 
AAF96709.1 GbpA; VcGbpA; VcAA10B; 

VCA0811 
CBM5/12; GbpAD2; 
GbpAD3; CBM73 

Chitin NA [49] 

ABA49030.1 BpAA10A NA Chitin NA ‒ 
AEO07443.1 LMRG_01781; GbpA; 

LmLPMO10; Lmo2467 
Two CBM5/12;  
two FNIII 

Cellulose, chitin NA [50] 

– MaLPMO10C NA Chitin C1 [26] 
D9T1F0 MaLPMO10D CBM2 Cellulose, chitin C1/C4 [26] 
– MaLPMO10E NA Cellulose C1 [26] 
AEE44415.1 CfiLPMO10; Celf_0270 CBM2 Chitin C1/C4 [21] 
ADG73094.1 CflaLPMO10A; Cfla_0175 CBM2 Cellulose C1 [21] 
ADG73091.1 CflaLPMO10B; Cfla_0172 CBM2 Cellulose, xylan C1/C4 [21] 
ADG73234.1 CflaLPMO10C; Cfla_0316 CBM2 Cellulose, xylan C1/C4 [21] 
AAF22274.1 ManA; CcAA10A Two CBM3, GH5 Mannan NA [51] 
ABC27701.1 HcAA10-2; HCH_00807 CBM2 Cellulose C1 [52] 
CAE14645.1 CbpL; plu2352 NA Chitin NA [53] 
     (待续) 
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     (续表 1) 
Genbank accession 
No. 

Enzyme name Associated CBMs Substrate Oxidized 
position 

References 

BAG17028.1 SGR_199; SgLPMO10A CBM2 Cellulose, chitin NA [54] 
ADW01716.1 Sfla_0248 NA Chitin NA ‒ 
ACR14100.1 TERTU_0046; TtAA10A CBM10 Cellulose NA [53,55] 
AFR32946.1 Tma12 NA Chitin NA [56] 
BAA25629.1 ACV034 NA NA NA [57] 
AAP09751.1 BcLPMO10A CBM5/12, two FNIII Chitin C1 [58] 
MT882343 AA10_07 CBM2 Cellulose NA [59] 
AIY28331.1. PcAA10A CBM5/12, 

CBM3, two FNIII 
Cellulose, xylan NA [20] 

– KpLPMO10A NA Cellulose, chitin, 
xylan 

C1/C4, C1 [19] 

WP_099398589.1 Cm3403 NA Chitin NA [60] 
WP_039915213.1 CmAA10 NA Chitin C1 [61] 
ADP32663 BatLPMO10 NA Chitin C1 [62] 
NA：不含有或尚未阐明；–：无数据报道；CBMs：碳水化合物结合结构域；FNⅢ：纤连蛋白Ⅲ；GHs：糖苷水解酶结

构域；GbpADs：GbpA 特有结构域；X1：未知功能的保守结构域 
NA: None or not specified; –: No data reported; CBMs: Carbohydrate binding domain; FNⅢ: Fibronectin type Ⅲ; GHs: 
Glycoside hydrolase domain; GbpADs: GbpA specific domain; X1: A conservative domain of an unknown function. 

 

 
 
图 1  已表征的 AA10 家族 LPMOs 多模块组成类型   AA10：LPMOs 催化模块；CBMs：碳水化合物

结合模块；X1：未知功能的保守模块；FN：纤维连接蛋白；GbpA：该酶特有结构域；N 端紫色：信

号肽 
Figure 1  Multi-modular composition of characterized AA10 LPMOs. AA10: LPMOs catalytic module; 
CBMs: Carbohydrate-binding module; X1: Conservative module for unknown function; FN: Fibronectin; 
GbpA: A domain specific to that enzyme; N-terminal purple: Signal peptide. 
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和 CBM5 模块外，还有两个 FNIII 模块[28]。这

些结构域之间由柔性连接体进行连接，这些连

接体无序但具有延伸性，在各个结构域之间形

成间隔，并保证结构域彼此能够独立移动[30]。

此外，也有少量 LPMOs 具有其他催化结构域模

块，如糖苷水解酶结构域(glycoside hydrolases, 
GHs)，主要是 GH5 和 GH18。2020 年 Mekasha 
等[35]在对来源于 Jonesia denitrificans 的具有几

丁质氧化降解活性的 JdLPMO10A 的功能进一

步研究发现，JdLPMO10A 独特地结合了两种不

同的多糖降解活性，既有 LPMOs 的辅助活性又

具有糖苷水解酶降解活性。该酶同时含有 AA10
催化结构域模块和 GH18 催化结构域模块，因

此，推测正是其特殊的结构组成拓展了酶的功

能。JdLPMO10A 的几丁质降解活性可与已知的

几丁质酶和 S. marcescens 的 LPMOs 协同作用

活性相媲美或超过其活性[35]。此双功能酶的发

现为开发生物质转化的高效催化剂开辟了新的

途径。 

2  LPMOs 的催化机制 
自从发现 LPMOs 可以提高单糖产量以来，

其异常平坦的底物结合面成为研究的焦点。Li
等 [63]最早提出了 1 种基于超氧化物的催化机

理，即底物的 C1−H 或 C4−H 键中的 1 个氢原

子被超氧化物吸收。Vu 等[64]发现，由于 LPMOs
的多样性，LPMOs 所作用的底物种类及对底物

分子的氧化区域都表现出了巨大的差异，AA9
家族 LPMOs 可以归为 LPMO1、LPMO2 和

LPMO3 这 3 个类型，LPMO1 只氧化葡萄糖苷

的 C1 位，LPMO2 只氧化葡萄糖苷 C4 位；

LPMO3 氧化葡萄糖苷 C1 和 C4 位。LPMOs 结

合底物后，首先要接受电子供体提供的电子，

通过电子传递链传递给活性中心的 Cu(II)，将

其还原为 Cu(I)[5]。Bey 等[65]发现 LPMOs 对多

糖作用的产物分布随反应过程中纤维二糖脱氢

酶 (CDH) 相对含量的变化而变化，表明对

LPMOs 电子供应的差异可能是 LPMOs 催化过程

中的一个决定因素。2013 年，Hemsworth 等[66]

首次报道了含 Cu(II)的 AA10 家族 LPMOs 的晶

体结构，证明了 Cu(II)在 X 射线作用下被还原

为 Cu(I)。此外，Kjaergaard 等[67]研究表明，外

源配体在铜离子上的还原解离是通过一种简单

的游离机制进行的，而不是通过联合置换。大

多研究认为，在反应过程中，其中 1 个电子将

LPMOs 结合的 Cu(II)还原为 Cu(I)，然后结合分

子氧，并从多糖底物的 C1 或 C4 位置获取质子[1]；

第 2 个电子可引起底物的羟基化和糖苷键的断

裂[13]。在大多数情况下，抗坏血酸可作为 LPMOs
的电子供体，也可以从其他各种分子和酶系统

中获得电子[13,68]。 
综合已报道的 LPMOs 催化特点及其他铜

单加氧酶的催化机制，Walton 等[69]提出了 LPMOs
可能的两种催化机制(图 2)[26,70]：一种为 LPMOs
在与底物结合之前与 O2 结合，而且在催化开始

时与底物解离。这种解离可能是短暂的，但该

方案假设的前提是活性部位必须暴露在溶液

中，否则 O2 不会与酶结合；另一种机制为

LPMOs 首先与底物结合，但在 LPMOs 的结合

表面和底物之间存在可以接触到 O2 的活性位

点[69]。这一假设在 Frandsen 等[71]的研究中得到

了结构上的支持，该结构表明在 LPMOs 和底物

之间形成了一个可接近溶液的 O2 结合空穴。

Walton 等[69]推测真实的 LPMOs 催化机制可能

是两个方案共同作用的结果。 

3  AA10 家族 LPMOs 的底物谱 
3.1  纤维素和几丁质 

2005 年，Vaaje-Kolstad 等[11]在黏质沙雷氏菌

(S. marcescens)中发现了一种非催化蛋白 CBP21， 
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图 2  典型 LPMOs 的催化机理   A：LPMOs 对纤维素的氧化裂解，其中 NR-Glcn 指天然非还原性末

端，R-Glcn 指天然还原性末端[26]. B：以 O2 或 H2O2 为共底物驱动的两种 LPMOs 反应机理的一般反应

方案[70] 
Figure 2  Catalytic mechanism of typical LPMOs. A: Oxidative cracking of cellulose by LPMOs, where 
NR-Glcn refers to the natural non-reducing terminal and R-Glcn refers to the natural reducing terminal[26]. B: 
General reaction scheme of two LPMOs reaction mechanisms driven by O2 or H2O2 as co-substrate[70]. 
 
属于 AA10 家族 LPMOs，其不但可以增加水解

酶对几丁质的转化率，而且在电子供体、二价

金属离子和氧气的存在下，可以氧化裂解几丁

质的糖苷键，生成 C1 位氧化产物，通过核磁共

振和等温量热滴定实验证实 CBP21 活性位点的

金属离子是铜离子[13,72]。随后大量研究证实，

AA10 家族蛋白能以协同氧化方式提高纤维素

酶的活性。但是，不同的酶对应的氧化产物不

同[10]。同样是来源于天蓝色链霉菌(Streptomyces 
coelicolor) A3(2)的 CelS2 蛋白，可催化纤维素产

生 C1 位氧化产物，而 ScLPMO10B 可催化纤维

素产生 C1 和 C4 位氧化产物[32]。对 CAZy 数据

库中已收录的所有 AA10 家族 LPMOs 氨基酸序

列进行系统发育分析发现，所有具有几丁质活

性的 LPMOs 都只氧化 C1 位碳原子，而那些作

用于纤维素的 LPMOs 要么只氧化 C1 位置，要

么产生 C1 和 C4 氧化产物的混合物[32]。此外，还

有一些LPMOs既能氧化纤维素中C1和C4位置，

也能氧化几丁质中的 C1 位碳原子[26] (图 3)。C1
位置氧化，产生对应的醛糖酸内酯，内酯自发

水解形成醛糖酸[73]；C4 位置氧化，产生对应的

4-酮基醛糖[74]；具有混合 C1/C4 活性的 LPMOs
可产生双氧化产物，即生成醛糖酸内酯和 4-酮
基醛糖[32] (图 3)。 
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图 3  AA10 家族 LPMOs 系统发育树及其底物谱   圆圈序号代表作用底物种类，❶：C1 几丁质；❷：

C1 纤维素；❸：C1/C4 纤维素；❹：C1/C4 纤维素、几丁质；❺：C1/C4 纤维素、木聚糖；❻：C1/C4
纤维素、甘露聚糖；图标符号代表结构域 
Figure 3  Phylogenetic tree and substrate spectrum of AA10 LPMOs. The circle numbers represented the 
acting substrate types, ❶: C1 chitin; ❷: C1 cellulose; ❸: C1/C4 cellulose; ❹: C1/C4 cellulose, chitin; ❺: 
C1/C4 cellulose, xylan; ❻: C1/C4 cellulose and mannan; The icon symbol represents a domain.  
 

研究表明，来自同一微生物的不同 LPMOs
可具有不同的底物降解活性，而有些 LPMOs

自身可具有多种底物活性，如同时具备纤维素

和几丁质活性[32,50,54,61] (图 3)。2014 年，Gardner

等 [75]发现来自植物细胞壁降解细菌 Cellvibrio 

japonicus 的 CjLPMO10B 具有 C1 位氧化的纤维

素活性，而 Forsberg 等[41]于 2016 年表征了同样

来源于 C. japonicus 的 CjLPMO10A，发现其并

不具有纤维素活性，而是对几丁质底物有氧化

降解作用，氧化位点在 C1 位置。与之类似的还

有来源于 Streptomyces ambofaciens ATCC 23877

的 SamLPMO10B 和 SamLPMO10C，前者具有

C1 位氧化的几丁质活性，而后者具有 C1 位氧

化的纤维素活性[43]。之后，Forsberg 等[26]又对

来源于 Micromonospora aurantiaca 的一系列

LPMOs 进行了表征及氧化活性位点研究，发现

MaLPMO10B 和 MaLPMO10D 具有 C1/C4 纤维

素活性，MaLPMO10E 具有 C1 位氧化纤维素活
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性，MaLPMO10C 具有 C1 位氧化几丁质活性。

突变分析表明催化中心铜离子附近的氨基酸残

基可能参与了底物定位，是决定 C1:C4 产物比

例的主要因素[26]。 
3.2  半纤维素 

半纤维素在结构上比纤维素更复杂，主要

包括木聚糖、甘露聚糖和木葡聚糖等。半纤维

素结晶度较低，结构分支和乙酰化使其较难分

解[25]。目前发现的 AA10 家族 LPMOs 主要作用

于半纤维素中的木聚糖和甘露聚糖，但对于半

纤维素的活性通常不会单独出现，它们总是伴

随纤维素、几丁质氧化活性同时出现，来源于

Caldibacillu cellulovorans 的 CcAA10A 为一个

特例，只具有甘露聚糖活性[51]。对这些具有木聚

糖或甘露聚糖活性的 LPMOs 的结构域组成分析

发现，它们都含有 CBMs 模块或 GHs 模块，而

这两类结构域分别具有木聚糖活性和甘露聚糖

活性(表 2)。例如，来源于 Cellulomonas flavigena
的多结构域 CflaLPMO10B、CflaLPMO10C
都具有纤维素、木聚糖氧化活性 [21]；来源于  
 
表 2  AA10 家族 LPMOs 中各功能模块对应底物

选择性[11] 
Table 2  Substrate preferences for protein functional 
modules of AA10 LPMOs[11] 
Module name Acting substrate or function 
AA10 LPMO10 catalytic domain 
CBM2 Chitin, cellulose, xylan 
CBM3 Cellulose, chitin 
CBM5/12 Chitin, cellulose 
CBM10 Cellulose 
CBM73 Chitin 
FNIII Various soluble and insoluble substrate 
GH5 Cellulose, mannan, chitosan, xylan 
GH18 Chitin, chitosan 
CBMs：碳水化合物结合结构域；FN：纤连蛋白；GHs：
糖苷水解酶结构域 
CBMs: Carbohydrate binding domain; FN: Fibronectin; 
GHs: Glycoside hydrolase domain. 

Kitasatospora papulosa 的 KpLPMO10A 具有纤维

素、几丁质、木聚糖氧化活性[19]。2020 年，Limsakul

等[20]对来源于 Paenibacillus curdlanolyticus 的多

结构域 PcAA10A 进行底物谱分析发现，此酶的

AA10 催化结构域对纤维素、几丁质、木聚糖、

甘露聚糖均有活性，反而其整体蛋白丧失了甘

露聚糖活性。 
3.3  复合型多糖底物 

玉米壳、甘蔗渣和稻草是生产燃料和材料

的主要木质纤维素原料。玉米壳和稻草都是粮

食生产的副产品，玉米壳中含有 43.8%纤维素、

39.6%半纤维素(主要是木聚糖)、14.3%木质素[76]，

而稻草含有 30%的纤维素、10.4%木聚糖、23.3%

木质素[77]。木质纤维素生物质的生物转化过程

具有挑战性，因为其复杂的结晶结构，特别是

含有木聚糖和木质素的结晶和复合纤维素[78]。

在酶法降解纤维素过程中通常使用化学预处理

去除半纤维素和木质素成分，增加无定形纤维

素，使纤维素更容易被糖苷水解酶所利用。然

而，化学预处理具有产生有毒物质，抑制纤维

素水解酶和微生物生长，以及增加水处理成本

并浪费能源等缺点[79]。目前发现 AA10 家族的

LPMOs对玉米壳[20]和稻草[52]有一定的降解作用，

玉米壳和稻草也常用于测试 LPMOs 的活性[22-23]。

Limsakul 等[20]在比较 PcAA10A 和催化结构域

多肽 (PcAA10A_CD)对复合型结晶多糖 (玉米

壳、稻草)的降解效果时发现，二者对玉米壳的

降解效果要好于稻草，推测可能是由于玉米壳中

木聚糖的含量高于稻草，而玉米壳中阻碍木质纤

维生物质酶降解的木质素含量[79]低于稻草，从

而降低了对稻草的降解。另外还发现 PcAA10A

无须化学前处理即可降解木质纤维生物质中的

多糖，具有对环境友好、能耗低、废物管理少

等优点[20]。 
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4  AA10 家族 LPMOs 对底物的

选择性 

4.1  AA10 家族 LPMOs的结构与底物选择

性的关系 
蛋白质的结构决定其功能。不同家族

LPMOs 的成员虽然序列一致性较低，但他们的

结构具有很大的相似性。LPMOs 都具有 1 个轻

微扭曲的纤维连接蛋白样/免疫球蛋白样 β-夹

心的核心结构，由 2 个 β 折叠片组成，共有 7 条

或 8 条 β 链[80]。延伸的平坦表面可以通过 α-螺

旋环扩大，平坦的表面使 LPMOs 能够结合到结

晶多糖的表面，通过氧化机制裂解糖苷键；暴

露于溶剂的活性部位由两个完全保守的组氨酸

组成，1 个是 N 端残基，两个组氨酸侧链和 N

端氨基以一种称为组氨酸支架的排列方式协调

铜离子形成 T 形几何构型[26] (图 4)。因为这个

铜位点在所有类型的 LPMOs 中都是保守的，所

以酶的性能、底物特异性和氧化区域选择性的

变化由组成结合表面的氨基酸的变化决定[26]。所

有 LPMOs 都包含多个延伸环，通过它们形成底

物结合表面，参与多糖的识别和结合；由于底物

特异性的不同，这些环包含了与 LPMOs 底物结

合有关的各种亲水性和芳香性氨基酸残基[56]。 

AA10 家族具有几丁质活性的 LPMOs 包含

更多的亲水性氨基酸，如苏氨酸、谷氨酰胺或

丝氨酸，与纤维素底物相比，它可以通过极性

相互作用结合更具亲水性的几丁质表面(乙酰

氨基葡萄糖)[63,81]。来源于 Streptomyces lividans

具有几丁质氧化活性的 SliLPMO10E，其整个

结构由 7 条反平行链组成，排列成两片；一片

包含 3 条反平行链(S1、S3 和 S6)，另一片包含

4 条反平行链(S4、S5、S7 和 S8) (图 4)[45]。这

种扭曲的夹心折叠与其他 AA10 家族 LPMOs
结构[32,49,66]的折叠是一致的。链 S1 和 S3 之间

是环 2 区域，它决定了不同家族 LPMOs 之间在 
 

 
 
图 4  SliLPMO10E 的 X 射线晶体结构示意图[45]   A：图中 β-片状折叠显示为紫色，环 2 区域显示为

青色，二硫键以粉色表示，铜原子以球状表示. B：图中棒状表示活性中心，配位的 His 残基为银色，

深蓝色球状物为铜原子 
Figure 4  X-ray crystal structure diagram of SliLPMO10E[45]. A: The β-sheet fold in the figure is purple, the 
loop 2 region is cyan, the disulfide bond is pink, and copper atom is spherical. B: The rod-like structure 
represents an active center, the coordinated His residue is silver, and the deepblue ball is copper atom.  
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大小上的差异；在 SliLPMO10E 中，该区域由

两个 β-螺旋(H1 和 H2)和 1 个小的 β-链(S2)组
成 ； 还 存 在 两 个 二 硫 键 ， Cys43/Cys51 和

Cys78/Cys196，后者将环 2 连接到 C-末端 β 链

(S8)上；在其他 LPMOs 中也发现了二硫键，二

硫键的形成很可能是 LPMOs 结构稳定性的关

键[45]。在对具有几丁质[82]和纤维素[26,30]氧化裂

解活性的 AA10 家族 LPMOs 的残基突变表明，

对 LPMOs 催化性能有负面影响的突变主要影

响 LPMOs 在反应条件下的稳定性，同时发现酶

活降低是由于对底物结合能力的降低。此外，

Bissaro 等[83]证明，LPMOs 在无底物的情况下，

通过还原的铜与 O2 或 H2O2 反应可以生成活性

氧化物。 
蛋白质是以具有影响其功能和活性的内在

动态存在的，LPMOs 底物结合区域的结构特点

也与其功能相关。Arora 等[84]发现，LPMOs 的

底物结合区具有很高的柔性，具有显著且持续

的微小构象变化；其中组氨酸支架周围的环区

相对更具流动性，环区运动与底物结合侧的结

构动力学相一致，能够产生酶与底物结合所需

的结构变化。 

4.2  AA10 家族 LPMOs的保守残基与底物

选择性的关系 
在 AA10 家族 LPMOs 中，大多数结构变异

发生在核心 β-三明治的 β-链 S1 和 S3 之间的区

域，也被称为环 2 [27,85]。静态的活性位点具有   
一个扭曲的八面体或三角双锥体配位几何

Cu(II)离子，它在催化反应中被还原成 Cu(I)；
在还原状态下，铜中心具有 T 形几何配位，其

余的配位价由水或底物中的氧配体补足；铜离

子面向蛋白质的轴向位置，通常在真菌 AA9 家

族 LPMOs 中有 1 条 Tyr 侧链，而在大多数细菌

AA10 家族 LPMOs 中有一条 Phe 侧链 [56]。

LPMOs 的底物识别在很大程度上取决于平坦

底物结合表面氨基酸残基的微小变化[26]。通过

一系列对底物结合表面保守残基的突变发现，

AA10 家族 LPMOs 上相应保守残基对底物结合

有显著影响。 
LPMOs 底物结合表面的芳香残基常通过

堆积相互作用(如 Phe27 的相互作用)促进与糖

环的相互作用[86]。分子建模也证实，表面暴露

的芳香残基对多糖的识别和结合很重要。

Limsakul 等[20]通过将 PcAA10A 的 AA10 催化结

构域(PcAA10A_CD)上的两个芳香残基 Trp51
和 Phe171 突变为 Ala，证明这两个芳香残基可

通过堆叠相互作用与己糖和戊糖环相互作用，

参与 PcAA10A_CD 对木聚糖、纤维素和甘露聚

糖的底物选择。专门氧化几丁质的 AA10 家族

LPMOs 的底物结合表面都有 1 个 Thr 残基，当

它与 Phe54 结合时会丧失其几丁质活性[26]。去

除来源于 Thermobifias fusca 的 TfAA10A 结合

表面的 Trp82 和 Asn83，酶与底物的结合显著

减少，表明这两种残基在与结晶纤维素的结合

中起关键作用(图 5)[46]。AA10 家族 LPMOs 通

常有 1 个单独暴露于底物结合表面的 Tyr 残基，

突变来源于 S. marcescens 的 SmCBP21 的 Tyr
残基(与 TfAA10A Trp82 处于相同位置)，可显

著降低其与几丁质的结合[81]。 
去除 N-末端组氨酸残基(His37)可消除铜-组

氨酸支架，从而消除铜与 LPMOs 活性位点的结

合。这种变化大大减少了结合，证明了铜-组氨酸

支架在介导 LPMOs-底物结合中的重要作用[46]。 

4.3  多结构域 AA10 家族 LPMOs 与底物

选择性的关系 
在 AA10家族 LPMOs的多结构域中，CBMs

结构域在 LPMOs 催化功能方面具有重要作用。

CBMs 根据其氨基酸序列的相似性被划分为 
13 个家族，CAZy 数据库中收录有 89 个不同的

CBMs 亚家族，这些 CBMs 在底物特异性方面 
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图 5  TfAA10A 的晶体结构及其活性位点[46]   A：红色区域为 α-螺旋、黄色区域为 β-片状折叠和绿

色区域为环的带状结构；表面突变残基的位置显示为绿色 His37、紫色 Tyr213、灰色 Asn83 和蓝色

Trp82；铜原子是一个橙色的球体，His144 为红色. B：棒状表示活性中心，铜原子为一个橙色的球体 
Figure 5  Overall structure and active site of TfAA10A[46]. A: The red region was an α-helix, the yellow 
region was a β-sheet fold, and the green region was a ring-band structure; The positions of the surface 
mutated residues are shown as green (His37), purple (Tyr213), gray (Asn83), and blue Trp82; The copper 
atom is an orange sphere and His144 is red. B: The rod-like structure represents an active center, the copper 
atom is an orange sphere. 
 
表现出显著差异。CBMs 能与一些不溶性多糖

结合，并增加底物附近的酶浓度，从而增加

LPMOs 与底物的结合效率[54]。基于 Pfam 数据

库的蛋白分析，对 AA10 家族的 LPMO 蛋白模

块的功能进行注释发现其含有的 CBMs 模块底

物结合范围十分广泛(表 2)，既有顽固性结晶多

糖，也有结晶度较低且易分解的多糖，LPMOs
的底物选择性与其结构域组成密切相关。

CBM2、CBM3、CBM5/12 都同时具有纤维素和

几丁质两种底物结合能力，而且 CBM2 还具有木

聚糖结合能力。但多结构域 AA10 家族 LPMOs
的底物偏好性并不是和其含有的CBMs底物结合

能力完全对应。来源于 Listeria monocytogenes 的

LmLPMO10 对几丁质、纤维素都有氧化活性，

它含有 1 个 AA10 催化结构域、1 个 FNIII 模块

和两个 CBM5/12 模块，其中 AA10 模块可与几

丁质或纤维素特异性结合，CBM5/12 模块也有几

丁质和纤维素结合能力[50]。因此，LmLPMO10
的广泛结合特异性可能是基于 AA10 模块和

CBM5/12 模块的联合作用 [50]。来源于 Vibrio 

cholera 的 VcGbpA 也包含 1 个 AA10 模块和   
1 个 CBM5/12 模块，但其与几丁质结合作用较

强，而与纤维素的结合较弱[49]。进一步的研究证

实，多个 CBMs 结构域的同时出现常常导致结合

能力的增强，这就可以解释为什么与 VcGbpA 相

比 LmLPMO10 与纤维素的结合能力更强[50]。

CBMs 模块的不同组合类型造成了 LPMOs 对底

物活性的变化。为了评价 PcAA10A 非催化结构

域的作用效果， Limsakul 等 [20] 比较了全长

PcAA10A 和催化结构域多肽(PcAA10A_CD)对
微晶纤维素和木质纤维生物质(玉米壳和稻草)等
不溶性底物的活性，发现 PcAA10A 对这些底物
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的活性显著高于 PcAA10A_CD，猜测可能是因为

非催化结构域(CBM5、2 个 FNIII 和 CBM3b)
可以促进结晶型和复合型多糖底物解构。

Forsberg 等[32,41]证实 CBMs 可以使 LPMOS 更加

活跃和稳定。带有共价连接 CBM2 (ScLPMO10C、

MaLPMO10B 和 MaLPMO10D)模块的 LPMOs
产生的裂解产物比无 CBMs 的 ScLPMO10B 的

产率要高[26]。 
除 CBMs 模块外，多结构域 AA10 家族

LPMOs 中还常含有 FNIII、GHs 或未知功能模

块(X1)。其中糖苷水解酶模块主要为 GH5 和

GH18，由于这些模块具有催化功能，因此，含

有 GHs 模块的 LPMOs 功能存在两种可能：一种

可能是两种催化活性共存，拓展酶功能；另一种

可能是糖苷水解酶活性与 LPMOs 氧化裂解活性

只存在其一。来源于 J. denitrificans的 JdLPMO10A
属于前者 [35] ，而来源于 C. cellulovorans 的

CcAA10A 属于后者，它只具有糖苷水解酶活性[51]。

在对 FNIII 和 X1 结构域的功能验证时发现，这

些结构域的去除并不影响酶与底物的结合和酶

活性，在 LPMOs 中的功能还需进一步探究。

Limsakul 等[20]推测 FNIII 可通过改变纤维素的

表面从而增强内切酶对不溶性纤维素的催化活

性。在部分多结构域 AA10 家族 LPMOs 中，

X1 结构域位于 AA10 催化结构域和 CBMs 之

间，推测 X1 结构域的作用与介导结合有关，

可取代糖基化连接物或保护长的非结构区域免

受蛋白质降解。Payne 等[87]发现 X1 结构域位于

AA10 催化结构域和 CBM2 结构域之间，可能

发挥类似于 CBMs 的作用，以帮助 AA10 结构

域直接结合纤维素。X1 结构域具有保护催化结

构域和 CBMs 结构域之间的非结构化连接体的

结构特征，因此，Kruer-Zerhusen 等[46]猜测在细

菌中最有可能的作用是抗蛋白水解。 

5  前景与展望 
LPMOs 的发现刷新了人们对酶法降解结

晶多糖的认识，揭示了一种新型多糖降解酶的

催化机制，其直接作用于结晶多糖的特性也赋

予它们在二代生物炼制中广阔的应用前景，为

生物燃料的商业化生产开辟了新的可能性。因

此，AA10 家族 LPMOs 的研究对生物质转化和

生物燃料工业的应用具有重要意义。然而，目

前对 AA10 家族 LPMOs 的探索还十分有限。虽

然对 AA10 家族 LPMOs 底物谱已经有了初步的

了解，并通过结构域切除、定点突变等策略对

其底物结合特性进行了研究，但目前还有许多

难题尚待解析。 
在 LPMOs 今后的研究中，以下几个方面非

常值得关注：(1) 采用分子生物学和生物化学技

术，对 AA10 家族 LPMOs 非催化结构域的功能

进行探究，主要包括其对酶与底物结合能力的

影响，对糖苷水解酶的协同降解作用的影响，

对降解产物的类型及比例的影响，以及其与催

化结构域相互作用的机制。例如，典型的 CBMs
结构域提高 LPMOs 活性的机制，以及 CBMs、
连接区和催化结构域之间的相互作用机制的解

析。(2) 结合定向进化、半理性设计和理性设计

等蛋白质工程手段开展工程化改造和功能验

证，探究催化结构域位点突变对底物结合和定

位的影响，以及对酶-底物复合体中的电子转移

造成的影响。通过更多的关于酶-底物相互作用

的数据，深入解析 AA10 家族 LPMOs 底物选择

性的内在机制。例如，可以探究位于或靠近轴

向铜配位的保守氨基酸突变对铜配位和底物结

合的影响，从而揭示其对 LPMOs 功能的影响。

(3) 目前已完成蛋白纯化、功能验证的 AA10
家族 LPMOs 共 45 个(表 1)，仅占 CAZY 数据

库中收录总量的 0.6%左右，只是冰山一角，因
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此亟须加速对新型 LPMOs 的挖掘和表征。(4) 
针对多结构域组成的分子量比较大的 AA10 家

族 LPMOs，高效的异源表达体系是对其进一步

研究的前提。例如，引入冷休克表达载体和优

化伴侣表达蛋白，从而获得更多的可溶性蛋白。

以上问题的阐明不仅为 LPMOs 催化机理的深

入解析奠定了基础，也从根本上推动了 LPMOs
在生物质转化和生物燃料工业中的应用。 
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