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纤维二糖可控释放提升纤维素水解效率研究 

李铭心 1，陈  浩 2，马翠华 3，晏嵩华 1，周  丽 4，田康明*1 

（1.天津科技大学化工与材料学院，天津 300457；2.青岛高能合诚生物科技有限公司，青岛 266114； 

3.博兴县综合检验检测中心，博兴 256500；4.江南大学生物工程学院，无锡 214122） 

摘  要：纤维质原料作为一种可持续的资源，其酶解产物作为生物发酵原料的需求增长显著。本研究系统评价了纤

维二糖和葡萄糖对纤维素酶关键酶分子酶活抑制情况，优化纤维素酶解生成纤维二糖的工艺。通过重叠 PCR 将来源

于黑曲霉的内切葡聚糖酶编码基因 eglA 和外切葡聚糖酶编码基因 cbhC 拼接后，克隆入表达载体 pND-113，获得重

组大肠杆菌 B0013-eglA-cbhC。以重组菌 B0013-eglA-cbhC 为基础，将来源于黑曲霉的 β-葡萄糖苷酶编码基因 bgA 与

来源于多糖降解菌的纤维二糖磷酸化酶编码基因 CepA 分别克隆入 cbhC 基因下游，获得重组大肠杆菌

B0013-eglA-cbhC-bgA 和 B0013-eglA-cbhC-cepA。以最优酶解条件下制得的纤维素酶解液为碳源，以 3 种重组菌株进

行发酵实验系统考察其纤维素分解能力和效率。重组大肠杆菌 B0013-eglA-cbhC、B0013-eglA-cbhC-bgA 和

B0013-eglA-cbhC-cepA 分别将纤维素的酶解效率提高了 15.14%、24.90%和 51.66%。重组菌在降低商品酶用量的前提

下完成对纤维素的水解，有效解决了用酶量大和成本高等问题。 

关键词：纤维素；可控释放；纤维二糖；水解效率；重组大肠杆菌 
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Study on Improving the Hydrolysis Efficiency of Cellulose by the 

Controllable Releasing of Cellulose 
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Abstract: As a sustainable resource, the demand for fibrous raw materials’ enzymatic hydrolysis products as raw materials 

for bio-fermentation has grown significantly. The study systematically evaluates the inhibitory effects of cellobiose and 

glucose on the enzymatic activity of key cellulase molecules, and optimized the process of enzymatic hydrolysis of cellulose 

to produce cellobiose. By overlapping PCR, the endoglucanase gene eglA and exoglucanase gene cbhC from Aspergillus 

niger were spliced and cloned into the expression vector pND-113, resulting in the recombinant Escherichia coli strain 

B0013-eglA-cbhC. Based on B0013-eglA-cbhC, the β-glucosidase gene bgA from Aspergillus niger and the cellobiose 

phosphorylase gene CepA from a polysaccharide-degrading bacterium were separately cloned to the downstream of cbhC. 

This yielded the recombinant strains B0013-eglA-cbhC-bgA and B0013-eglA-cbhC-cepA.Using cellulase hydrolysate 

produced under optimal enzymatic hydrolysis conditions as the carbon source, fermentation experiments systematically 

examined the cellulose degradation capability and efficiency of the three recombinant strains. Recombinant E.coli 

B0013-eglA-cbhC, B0013-eglA-cbhC-bgA, and B0013-eglA-cbhC-cepA increase the enzymatic hydrolysis efficiencies of 

cellulose by 15.14%, 24.90%, and 51.66% respectively. These strains hydrolyze the cellulose while reducing the amount of 

DOI：10.13364/j.issn.1672-6510.20250026 

网络首发时间：2025-07-29 08:45:01       网络首发地址：https://link.cnki.net/urlid/12.1355.N.20250728.1719.008



·2·                                                                                  天津科技大学学报  

commercial enzymes, thereby lowering enzyme usage. 

Key words: cellulose; controllable releasing; cellobiose; hydrolysis efficiency; recombinant Escherichia coli 

 

作为地球上最充裕的再生自然聚合体，纤维质

原料拥有巨大的经济价值[1]。木质纤维素生物精炼的

发展旨在将这种丰富而可持续的原料转化为广泛的

高附加值生物燃料和化学品，为可持续和循环的生

物经济做出贡献，生物质经济已逐步成为全球研究

重点[2-3]。纤维素酶介导的酶水解是提高生物精炼效

率的关键过程，但其应用受限于高昂成本(占生物精

炼总成本 30%)、稳定性差及不可回收性[4]。纤维素

酶解产物纤维二糖和葡萄糖通过反馈抑制显著降低

水解速率，迫使酶用量增加并阻碍工艺经济性[5-6]。

因此，解决酶解产物抑制问题是降低酶成本、实现

纤维素高效转化的关键。 

近年来，重组菌株在纤维素酶解领域的应用呈

现多元化发展趋势。研究者通过异源表达枯草芽孢

杆菌纤维素酶基因，探索大肠杆菌体系中重组纤维

素酶的可溶性表达路径[7]。同时，生孢噬纤维细菌来

源的非模块化内切葡聚糖酶 SmCel5A（GH5 家族）

的异源表达研究，为纤维素糖化效率提升提供了新

思路[8]。然而，现有研究更多关注单一酶系的功能强

化或代谢通量优化，对多策略协同机制及产物抑制

动态平衡的系统性研究仍需深入探索。 

纤维二糖与葡萄糖对纤维素水解的抑制效应已

被广泛证实，其不仅显著降低水解速率，还会降低

产物产率[9-10]。因此，消除二者对纤维素酶的抑制作

用成为实现高效水解的关键。目前，主流策略主要

有两种途径：(1)底物浓度调控：通过将纤维二糖和

葡萄糖维持在有效的低浓度或添加 β-葡萄糖苷酶加

速纤维二糖分解[11]；(2)酶工程改造：基于分子对接

分析，对纤维素酶活性位点进行理性设计[12-13]。例

如，针对里氏木霉 Cel7A（TrCel7A）的 R251 和 R394

残基进行定点突变，可降低纤维二糖结合能，降低

抑制率[14]。Becker 等[15]研究了五重 TrCel7A 突变体

（E223S/A224H/L225V/T226A/D262G），用于改变最

佳 pH，结果表明能减轻纤维二糖和葡萄糖的抑制作

用。 

基于上述分析，本研究在系统评价了纤维二糖

和葡萄糖对纤维素酶关键酶分子酶活抑制情况的基

础上，将纤维二糖作为主发酵糖，降低酶解过程中

纤维二糖和葡萄糖含量，减少纤维素酶活抑制作用，

降低用酶成本。选育 3 种差异化重组大肠杆菌：(1)

分泌内切/外切葡聚糖酶释放纤维二糖；(2)表达 β-葡

萄糖苷酶生成葡萄糖；(3)整合纤维二糖转运系统与

代谢通路实现同步糖化同步消耗。通过对比 3 种菌

株在同步糖化发酵中的性能，旨在初步阐明纤维二

糖代谢对酶解抑制的解除效率，为多模块协同的生

物精炼系统构建提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌种与质粒 

大 肠 杆 菌 JM109 感 受 态 、 GS115-bgA 、

GS115-cbhC、GS115-eglA、pND-113、pND-eglA、

pND-cbhC、pND-bgA、pMD-PTldhA 由本实验室保

藏。pUC-cepA 由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成。 

1.2  试剂与仪器 

限制性核酸内切酶，宝生物工程（大连）有限

公司；T4 DNA 连接酶、DNA ladder marker，赛默飞

世尔科技(上海)有限公司；酵母提取物、蛋白胨，

Oxoid 公司；质粒提取试剂盒，广州飞扬生物工程有

限公司；卡那青霉素(Kan)，生工生物工程(上海)股

份有限公司；商品木聚糖酶（290 000 U/g）、商品

纤维素酶（500 000 U/g），江苏锐阳生物科技有限

公司；刚果红、纤维二糖、羧甲基纤维素钠，国药

集团化学试剂有限公司；其他试剂均为分析纯试剂。 

TC-/G/H(b)C 型基因扩增仪，杭州博日科技股份

有限公司；WMC-9005A 型 5 L 磁力搅拌发酵罐，上

海万木春生物工程有限公司；UV-1200 型紫外分光

光度计，上海美谱达仪器有限公司；SBA-40C 型生

物传感分析仪，山东省科学院生物研究所；ECM 399 

型电击转化仪，美国 BTX 公司。 

1.3  培养基 

LB 培养基[16]：0.5% 酵母提取物、1% 蛋白胨、

1% NaCl，固体培养基需另外补加 1.8%的琼脂粉； 

发酵培养基：11.5 g/L 酵母粉、19.5 g/L 蛋白胨、

4.0 g/L (NH4)2SO4、18 g/L K2HPO4·3H2O、3.0 g/L 

KH2PO4、10.0 g/L 葡萄糖、1.2 g/L MgSO4。葡萄糖

和 MgSO4 单独灭菌使用前添加。 

流加培养基：500 g/L 葡萄糖。 

1.4  重组质粒的构建 

1.4.1  引物序列  

引物（表 1）均由生工生物工程（上海）股份有

限公司合成。 



2025 年   李铭心，等：纤维二糖可控释放提升纤维素水解效率研究                                     ·3· 
 

3 

表 1  引物 

Tab. 1  Primers  

引物名称 序列（5’-3’） 酶切位点 

eglA-F CGCggatccCATTACTTCTTCGACACCCTCG BamHI 

eglA-R GGGTTTGCTGGTATAACCTCCTTAAGTCTTCGCACGTATCCG  

cbhC-F CTTAAGGAGGTTATACCAGCAAACCCTTTGGGGAC  

cbhC-R TTCATCGATCTGCCTCCTGAAAGCTGGATTGGCGTTGGTGAG  

bgA-F TTTCAGGAGGCAGATCGATGAATTGGCCTACTCCCC  

bgA-R TTAGTGAACAGTAGGCAGAGACGC  

cepA-F GCCggatccATGAAATTCGGTCACTTCGACG BamHI 

cepA-R CCGgaattcTTAACCCAGGGTAACTTCAACGTTG EcoRI 

PldhA-F GGAagatctTTGTCATCAGCAGCGTCAAC BglII 

TldhA-R AAGCTTGCTGCCGGAAAT  

pND-F TATACCGAACTATGCAGCAAGAGC  

pND-R GGAagatctGACACATTTGCTTTCTTTGCTACA BglII 

注：斜体+下划线表示序列中的酶切位点。 

1.4.2  重组质粒构建  

以 pND-eglA 和 pND-cbhC 质粒为模版，分别以

eglA-F 和 eglA-R、cbhC-F 和 cbhC-R 为引物，进行

PCR 扩增。得到的基因片段纯化后，以 eglA-R 和

cbhC-F 为引物，进行重叠 PCR 得到 eglA-cbhC 基因

片段。纯化后与 pND-113 质粒分别用 BamHI 和 SmaI

进行酶切，灭酶后加入 T4 DNA 连接酶，然后热激

转化至感受态 E. coli JM109 中，涂布培养后进行质

粒提取及酶切验证，纯化正确的重组质粒完成

pND-eglA-cbhC 构建。以上述相同方法获得重组质粒

pND-eglA-cbhC-bgA。 

以 pUC-cepA 为模版，以 cepA-F 和 cepA-R 为引

物，进行 PCR 扩增。纯化后片段用 BamHI 和 EcoRI

酶切，质粒 pMD19-PTldhA用 BglII 和 EcoRI 酶切，灭

酶后加入 T4 DNA 连接酶，然后热激转化至感受态

E.coli JM109 中，涂布培养后进行菌落 PCR 鉴定，

纯化正确的重组质粒完成 pMD-cepA 的构建。以

pMD-cepA 为模版，以 PldhA-F 和 TldhA-R 为引物，

扩增出启动子到终止子片段 PldhA-cepA-TldhA。以

pND-eglA-cbhC为模版，以pND-F和pND-R为引物，

反向扩增出片段 pND-eglA-cbhC。纯化后两片段用

BglII 酶切，灭酶后加入 T4 DNA 连接酶，然后热激

转化至感受态 E. coli JM109 中，涂布培养后进行质

粒提取并酶切验证，纯化正确的重组质粒完成

pND-eglA-cbhC-cepA 的构建。 

1.5  发酵实验 

从甘油保藏管划线于 LB 无抗固体平板，37 ℃

培养 12 h；选取单菌落，接种至 LB 无抗液体培养基

中，37 ℃、200 r/min 培养 9~12 h，作为一级种子液；

取 1 mL 一级种子液放入 5 个 50 mL LB 液体培养基

中，37 ℃、200 r/min 培养 10 h，作为二级种子液添

加到发酵罐中。将二级种子液以火焰接种的方式加

入 5 L 发酵罐中，初始体积为 2 L，600 nm 处初始吸

光度（A600）为 0.3，初始糖质量浓度为 10 g/L。 

好氧生长阶段：发酵条件控制在 37 ℃、3 L/min、

200 r/min 下开始好氧发酵，依次调整空气通量和搅

拌转速，最大空气通量为 7 L/min，最大转速为 900 

r/min，溶氧控制在 55%左右；使用 NH3·H2O 维持

pH=7.0；控制罐体内葡萄糖含量 5 g/L；当菌体 A600

＞25 时，停止补糖，升温至 42 ℃，残糖量在 1 g/L

结束好氧发酵。 

厌氧发酵阶段：停止氨水补加，空气通量调为 0 

L/min，发酵温度 42 ℃，补加预处理后的甘蔗渣溶液，

转速控制为 400 r/min，流加 25% Ca(OH)2 维持

pH=7.0，期间检测纤维二糖或葡萄糖含量。 

1.6  生理功能验证 

1.6.1  刚果红平板验证  

利用刚果红染色法[17]确定重组质粒的生理作用。

采用羧甲基纤维素钠作为唯一的碳源，制备 M9 固态

培养基。重组菌和野生菌株发酵液离心后，取上清液

置于点样孔中。50 ℃保持 24 h 后均匀加入 0.2%刚果

红染料。经过 40 min 的染色后，使用 1 mol/L NaCl 溶

液冲洗，观察透明圈形成情况。 

1.6.2  唯一碳源平板验证  

以纤维二糖为唯一碳源加入到 M9 固体培养基中
[18]，将重组菌密集划线到筛选平板上，37 ℃恒温培养

3 d，观察重组菌在筛选平板上的生长情况。 

1.7   酶活力的测定 
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内切葡聚糖酶的酶活力测定按照参考文献方法

进行[19]。酶活力定义：当条件为 50 ℃和 pH 5.0 时反

应 30 min，1 mL 酶液在一定时间内分解 1 mg 羧甲

基纤维素钠，此时定义为 1 个酶活力单位（U）[19]。 

外切葡聚糖酶的酶活力测定按照文献方法进行
[20]。酶活力定义：在 50 ℃和 pH 5.0 条件下，1 min

内水解羧甲基纤维素钠产生 1 μmol 纤维二糖所需的

酶量定义为 1 个酶活力单位（U）[20]。 

β-葡萄糖苷酶的酶活力测定按照参考文献方法

进行[14]。酶活力定义：在 50 ℃、pH 5.0 条件下反应

30 min，1 mL 酶液在单位时间内水解纤维二糖释放 1 

µmol 葡萄糖为 1 个酶活力单位（U）[14]。 

纤维二糖磷酸化酶的酶活力测定：取适当稀释

酶液 100 μL 与 100 μL 15 mmol/L 纤维二糖溶液混合，

50 ℃反应 30 min，然后立即于沸水中反应 2 min 使

酶失活，测定葡萄糖含量。酶活定义：在 50 ℃、pH 

5.0 条件下反应 30 min，1 mL 酶液 1 min 产生 1 μmol

葡萄糖定义为 1 个酶活力单位（U）。 

1.8  同步糖化同步发酵实施策略 

从纤维素预处理、预糖化和同步糖化同步发酵 3

个步骤进行以纤维二糖为主发酵糖的同步糖化同步

发酵。 

1.8.1  纤维素预处理  

将甘蔗渣进行超微粉碎(粒径100 μm，可过 200

目筛)，得到纤维素原料。将超微粉碎后的甘蔗渣，

与 15 g/L NaOH 按照固液比 1﹕10 混合，115 ℃反应

60 min，冷却至室温后用盐酸调节 pH=5.0，定容至

30 mL[18]。 

1.8.2  纤维素预糖化  

预处理后的纤维素原料添加 1000 U/g 的商品酶，

加酶混合后置于 50 ℃水浴锅酶解 8 h，取样分析糖

的含量。 

1.8.3  同步糖化同步发酵  

如图 1 所示为大肠杆菌利用纤维素的 3 条途径，

本研究以 3 种不同组合表达方式，探究其在同步糖

化同步发酵中纤维素水解效率的不同。 

 

图 1  大肠杆菌纤维素利用途径 

Fig. 1  Cellulose utilization pathway in E. coli 

1.9  数据处理 

在酶活力测定及水解率测定实验中，每个样品

分别进行 3 组平行实验，使用 Excel 软件进行变化趋

势分析，实验数据均采用“平均值±标准差”表示。 

2  结果与分析 

2.1  葡萄糖与纤维二糖对商品纤维素酶和商品木聚

糖酶的抑制 

为验证产物的抑制情况，以预处理后的甘蔗渣

为底物分别在酶解体系中添加不同含量葡萄糖/纤维

二糖。葡萄糖和纤维二糖对纤维素酶解关键酶的抑

制结果如图 2 所示。当向酶解体系中额外添加葡萄

糖或纤维二糖时，酶解液的抑制率呈上升趋势，说

明酶解体系中葡萄糖及纤维二糖的质量浓度对酶解

有一定的抑制作用，且浓度越高酶解反应的抑制作

用越明显。 

 
（a）葡萄糖 
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（b）纤维二糖 

图 2  葡萄糖和纤维二糖对纤维素酶解关键酶的抑制 

Fig. 2  Inhibition of key cellulase enzymes by glucose and 

cellobiose 

2.2  葡萄糖与纤维二糖对纤维素酶中各单一酶分子

的抑制 

由于商品纤维素酶及商品木聚糖酶都为复合酶，

为探究纤维二糖和葡萄糖对不同酶解步骤的酶解效果，

研究纤维二糖和葡萄糖浓度对内切葡聚糖酶、外切葡

聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶的酶活抑制情况。利用甲醇毕

赤酵母重组菌 GS115-eglA、GS115-cbhC、GS115-bgA

进行发酵，制得内切葡聚糖、外切葡聚糖及 β-葡萄糖

苷酶酶液，用于酶活抑制研究。 

2.2.1  葡萄糖对纤维素酶中各单一酶分子的抑制  

葡萄糖对纤维素酶单一酶分子的抑制结果如图

3 所示。在葡萄糖浓度为 1.0 g/L 时对 β-葡萄糖苷抑

制率最高，达到 21%，其次是外切葡聚糖酶和内切

葡聚糖酶。葡萄糖浓度对 β-葡萄糖苷酶的抑制作用

最为明显，可以通过降低葡萄糖浓度来减轻产物抑

制。因此，在保证纤维素部分水解为纤维二糖，且

产生的纤维二糖及葡萄糖对后续酶解的抑制作用尽

量较小的前提下，将同步糖化同步发酵体系中的葡

萄糖控制在 1.0 g/L 以下。 

 
图 3  葡萄糖对纤维素酶单一酶分子的抑制 

Fig. 3  Inhibition of glucose on a single enzyme molecule of 

cellulase 

2.2.2  纤维二糖对纤维素酶中各单一酶分子的抑制 

纤维二糖对纤维素酶单一酶分子的抑制结果如

图 4 所示。纤维二糖浓度对 β-葡萄糖苷酶的抑制作

用最为明显，在纤维二糖浓度为 1.5 g/L 时抑制率达

到 24.3%，其次是外切葡聚糖酶和内切葡聚糖酶。因

此，在保证纤维素部分水解为纤维二糖，且产生的

纤维二糖及葡萄糖对后续酶解的抑制作用尽量较小

的前提下，将同步糖化同步发酵体系中的纤维二糖

控制在 1.5 g/L 以下。 

 
图 4  纤维二糖对纤维素酶单一酶分子的抑制 

Fig. 4  Inhibition of cellobiose on a single enzyme molecule 

of cellulase 

通过与 2.1 节结果进行比较可以得出，单一表达

的酶分子对高浓度的葡萄糖和纤维二糖表现出比现

有商品酶更好的耐受效果，所以可将这 3 种酶用于

后续同步糖化同步发酵中。 

2.3  具备纤维素水解能力的重组大肠杆菌构建 

重组质粒酶切验证如图 5 所示。重组质粒

pND-eglA-cbhC 、 pND-eglA-cbhC-bgA 和

pND-eglA-cbhC-cepA 大小分别为 7.3 kbp、9.8 kbp 和

10.2 kbp，将构建成功的重组质粒分别电转化入出发

菌株 B0013，得到重组大肠杆菌 B0013-eglA-cbhC、

B0013-eglA-cbhC-bgA 和 B0013-eglA-cbhC-cepA。 

功能验证平板结果如图 6 所示。重组菌

B0013-eglA-cbhC 和 B0013-eglA-cbhC-bgA 的发酵产

物在样品点附近产生了明显的透明区域，而对照组

的 B0013 却未能产生此类现象。这表明重组质粒已

经成功表达，并具备降解纤维素的能力。重组菌

B0013-eglA-cbhC-cepA 在仅含有纤维二糖作为碳源

的培养基上能够正常生长。因此，重组质粒能游离

表达，具有分解纤维二糖的能力。 
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1. 重组质粒 pND-eglA-cbhC；2.重组质粒 pND-eglA-cbhC-bgA；3.重

组质粒 pND-eglA-cbhC-cepA；M. 1 kb DNA Ladder Marker 

图 5  重组质粒酶切验证 

Fig. 5  Recombinant plasmid enzyme digestion validation  

 

a. 重组菌 B0013-eglA-cbhC 刚果红验证平板；b. 重组菌

B0013-eglA-cbhC-bgA 刚果红验证平板；c. 重组菌

B0013-eglA-cbhC-cepA 纤维二糖唯一碳源验证平板 

图 6  功能验证平板 

Fig. 6  Functional validation plate 

2.4  不同策略获得的纤维素利用型重组大肠杆菌代

谢纤维二糖能力 

重组菌厌氧发酵时糖含量变化结果如图 7 所示。

好氧阶段重组菌 B0013-eglA-cbhC 不断生长产酶，厌

氧发酵开始时，取样留沉淀测定纤维素水解率为

38.13%。重组菌具有内切葡聚糖酶和外切葡聚糖酶

酶活力，厌氧发酵后纤维二糖由 1.40 g/L 不断积累至

1.96 g/L，纤维素水解率为 53.26%，提高了 15.14%。 

重组菌B0013-eglA-cbhC-bgA在好氧阶段不断生

长产酶，厌氧发酵开始时，取样留沉淀测定纤维素

水解率为 41.30%。重组菌具有内切葡聚糖酶、外切

葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶酶活力，厌氧发酵开始后

酶解液中的纤维二糖不断被分解为葡萄糖。纤维二

糖含量逐渐减少，由 1.56 g/L 降到 0.89 g/L；但葡萄

糖由 0.90 g/L 积累到 2.30 g/L，发酵结束时纤维素水

解率为 66.20%，提升了 24.90%。 

重组菌 B0013-eglA-cbhC-cepA 好氧阶段菌体不

断生长产酶，厌氧发酵开始时，取样留沉淀测定纤

维素水解率为 43.30%。厌氧发酵开始后酶解液中的

纤维二糖不断被分解为 1-磷酸-葡萄糖和葡萄糖。纤

维二糖磷酸化酶(CepA)为胞内酶，产生的 1-磷酸-葡

萄糖在胞内磷酸葡萄糖变位酶的作用下转化为 6-磷

酸-葡萄糖，随着糖酵解途径被细胞代谢利用，葡萄

糖含量由 1.30 g/L 下降到 0.35 g/L，纤维二糖含量由

1.62 g/L 下降到 0.75 g/L。厌氧发酵结束后取样留沉

淀测定纤维素水解率为 94.96%，纤维素水解率提高

了 51.66%。 

相较于重组菌B0013-eglA-cbhC-bgA中β-葡萄糖

苷酶(bgA)的水解途径，将纤维二糖全部分解葡萄糖，

葡萄糖再经过磷酸葡萄糖激酶催化为 6-磷酸-葡萄糖，

进入糖酵解途径被细胞利用，共产生 4 分子 ATP。

重组菌 B0013-eglA-cbhC-cepA 中的纤维二糖磷酸化

酶(CepA)以 1-磷酸-葡萄糖为中间体进入糖酵解途径，

共产生 5 分子 ATP，较 bgA 水解途径少消耗 1 分子

ATP，更利于菌株代谢，因此水解效率更高。 

 
图 7  重组菌厌氧发酵时糖含量变化 

Fig. 7  Changes in sugar content during anaerobic 

fermentation of recombinant bacterium  

3  结  论 

本研究确认了纤维二糖和葡萄糖对纤维素水解

关键酶分子的抑制作用，以调控同步糖化同步发酵

过程中纤维二糖和葡萄糖残余水平为工艺参数，搭

建发酵体系。在同步糖化同步发酵工艺中，纤维二

糖和葡萄糖残余量的调控水平为：控制葡萄糖的残

余量在 1.0 g/L 以下、纤维二糖的残余量在 1.5 g/L 以

下。采用 3 种不同策略，开展纤维素同步糖化同步

发酵型重组大肠杆菌的选育，系统评价了新菌种纤

维素水解效率差异性。实验结果表明，在同步糖化

同步发酵工艺中通过表达纤维素水解关键酶分子，

使纤维二糖和葡萄糖浓度处于较低水平可以有效降

低纤维二糖和葡萄糖的抑制作用，并提高纤维素的

水解效率。其中，表达内切葡聚糖酶、外切葡聚糖

酶 和 纤 维 二 糖 磷 酸 化 酶 的 大 肠 杆 菌

B0013-eglA-cbhC-cepA，在同步糖化同步发酵中对纤

维素水解率的提高作用最佳，提高 51.66%。 

本研究为高效率低成本资源化利用纤维质原料

提供了新思路。然而，重组菌表达能力有限，酶活

性表达没有达到预期水平，进而影响酶解效率。这

可能因为多基因共表达导致宿主 ATP 及前体代谢物

供给失衡或启动子驱动力不足导致关键酶基因

(eglA/cbhC/bgA/CepA)转录翻译受到限制，在未来的

研究中，可以通过删除供能关键抑制基因或添加强
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启动子来提升其表达水平和酶活性。 
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