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摘要:原始纤维素酶通常存在催化活性低下、末端产物抑制、热稳定性不高、持续催化能力弱等问题，因
此，改善它的酶学性质是很有意义的工作．目前，采用体外进化技术是改进纤维素酶酶学性质的一种有效
途径．从纤维酶的催化域、结合域和连接区等不同区域出发，综述了纤维素酶蛋白质工程的新进展．提出
了系统组装 3 个已改造功能结构域的思想，这有助于提高纤维素酶催化活性、持续催化能力、耐高浓度产
物、热稳定性等特性，将促进纤维素酶在能源、工业、农业、食品等领域的高效应用．
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0 引言

纤维素是植物细胞壁的主要成分，广泛存在于

地球中，每年植物光合作用可产生约 5 × 109 t 纤维
素，另外，人类生产活动产生的废弃物也包含大量纤

维素，例如稻草、膳食纤维、玉米秸秆、小麦麸等［1］，
因此，怎样利用好如此丰富的纤维素是现今研究最

热门的课题之一． 基于绿色环保、反应温和等原因，
纤维素的酶法降解实现了纤维素的有效利用，但通

常存在纤维素酶催化活性低下、持续催化能力较弱、
热稳定性不高、末端产物抑制等问题，导致生产成本
过高以致于影响了其实际应用，而采用蛋白质工程

技术对纤维素酶进行分子改造是避免上述问题的一

种有效方式［2］．本文从纤维素酶的催化域( CD) 、结
合域( CBM) 和连接区等不同区域出发，根据纤维素
存在的上述问题，综述了纤维素蛋白质工程的新进

展，如图 1 所示［4］． 与纤维素酶蛋白质工程所提到
的定点突变和定向进化相关的技术本文不再重复，

可参考张小梅等［3］研究综述．

1 催化域的改造

1． 1 减弱产物抑制

纤维素水解产物对纤维素酶具有反馈抑制作

图 1 纤维素酶蛋白质工程

用，葡萄糖直接抑制 β-葡萄糖苷酶 ( BGL) ，纤维二
糖能直接抑制纤维素外切酶 ( CBH) 和纤维素内切
酶( EG) ，此外，葡萄糖间接抑制 CBH和 EG［5］．为了
减弱末端产物对纤维素酶的抑制，某些位点的改造

是有效的，如将 BGL催化活性位点外部通道处的氨
基酸残基突变为大侧链氨基酸残基，突变酶更易与

活性位点发生作用，提高了突变酶与底物的亲和力，

从而减少葡萄糖竞争性抑制［6］;再如去除 CBHⅡ与
离去基团相互作用的关键区域的疏水残基，可以使

氢键延长，降低了纤维素酶与离去基团之间的结合

自由能，减少了末端产物抑制［7］． 而某些位点的改
造是没有意义的，如将带正电氨基酸突变为芳香基

氨基酸，导致结合位点的特定构象发生改变，降低了

BGL与产物的亲和力，但同时也降低了 BGL与底物
的亲和力，因此，在这里，正电氨基酸突变为芳香基



氨基酸的实验结果，无法解释葡萄糖的竞争性抑制

机制［8］．由于基于现代计算机技术的结构生物学还
在不断完善中，采用定点突变方法来获得耐末端产

物的纤维素酶，有可能会得到不满意的结果．而采用
定向进化方法可以不需要知道纤维素酶的 3 维结
构，获得大量的突变体本身酶的酶库，再结合高通量

筛选技术，就有可能获得耐高浓度末端产物的纤维

素酶．

1． 2 N型糖基化修饰

N型糖基化结构对纤维素酶活性有很大影响．
N型糖化结构与连接区及 CBM 发生相互作用导致
了纤维素酶与纤维素的非生产性结合，降低了纤维

素酶的催化活性，还有可能就是 N 型糖基化结构与
纤维素表面相互作用，这干扰了纤维素酶与纤维素

的结合，影响了纤维素酶的催化功能［9］． 也有研究
认为 N型糖基化结构可以影响纤维素酶的活性，但
不是纤维素酶酶活较低的主要原因［10］．纤维素酶的
活性通道的入口处的 N 型糖基化结构提高了纤维
素酶活性，而处于其它位点的 N 型糖基化位点对纤
维素酶具有不同程度的抑制［11］．有研究表明 N型糖
基化位点对纤维素酶活性没有显著差别，但是，N型
糖基化位点对纤维素酶的热稳定性有很大影响，N
型糖基化可以维持纤维素酶的二级结构和提高酶的

热稳定性［12-13］．总之，不同位点的 N 型糖基化对纤
维素酶的活性有不同的影响，主要表现为 3 种形式:
1) 提高活性; 2 ) 降低活性; 3 ) 不改变活性但改变其
它酶学特性．

1． 3 持续催化能力

CBH在纤维素的酶降解中扮演着重要角色，
CBH区别于 BGL 和多数 EG 的一个重要特性是具
有持续催化能力，因此，要高效水解底物结晶纤维素

的主要策略是提高 CBH 的持续催化能力［14］． CBH
活性部位独特的凸环结构对持续催化过程具有重要

作用，对凸环结构进行定点突变，突变体对微晶纤维

素和滤纸表现出更低活性，同时减弱了可持续催化

能力［7］． CBH催化域为多个凸环结构形成的一个较
长的活性部位通道，其中包含 4 个色氨酸残基，分
别位于通道入口( Trp40) 、通道中心( Trp38 ) 和催化
位点处( Trp367 和 Trp376) ，它们与纤维素葡萄糖基
单位形成疏水堆积作用力，而这种疏水堆积作用力

与结晶纤维素的持续高效水解相关． 进一步研究表
明，催化通道入口 Trp40 对结晶纤维素的持续催化
能力起到至关重要作用，具体地，Trp40 参与吸附纤
维素链的还原端进入活性位点通道，引发纤维素的

持续水解作用［15］． EG一般不具有持续催化能力，它
随机作用于非结晶区的纤维素产生新的还原端，协

助 CBH 高效水解纤维素，但有些细菌和真菌的 EG
也具有持续催化能力． 具有持续催化能力的大多数
EG属于糖苷水解酶第 9 家族( GH9) ，此外，GH5 家
族的某些 EG也具有持续催化能力［16-18］．
纤维素酶的持续催化能力和协同作用对不溶性

底物水解都有重要影响，但有关持续催化能力与协

同作用之间的关系还不清楚，直到 T． V． Vuong
等［18］研究了 Thermobifide fusca Cel6B持续催化能力
及其与 T． fusca Cel5A( 属于 EG) 协同作用，才发现
持续催化能力与协同作用之间并不具有相关性，对

Cel6B活性部位通道的 2 个氨基酸残基进行了突
变，虽然突变酶有较高的持续催化水解能力，但协同

作用却极低．因此，提高 CBH 的持续催化能力不一
定能改进 CBH与 EG的协同作用，即二者之间不具
有相关性［19］．

1． 4 热稳定性

高热稳定性纤维素酶可以延长生物催化剂反应

时间，减少末端产物对纤维素酶的抑制作用，降低纤

维素酶的使用成本． 热稳定纤维素酶在生物质转化
过程中除了上述优点之外，还可以抑制微生物生长、
增加传质速率和提高柔韧性［20］． 如前所述，通过引
入糖基化位点可以提高纤维素酶热稳定性［13］． 另
外，二硫键与纤维素酶的热稳定性一般呈正相关，主

要原因是二硫键增加了酶的构象刚性［13，21］．对热稳
定性有贡献的二硫键具有累积效应，因此，对热稳性

有积极作用的不同位点二硫键可以在同一个突变体

中体现，这显著提高了纤维素酶热稳定性［13］． 纤维
素酶某些特定氨基酸与热稳定性密切相关，比如，甘

氨酸、脯氨酸等，这些氨基酸使突变体位于一个表面
环上，推测表面环与纤维素酶的热稳定性相关［22］．
多个位点突变的纤维素酶导致多个弱相互作用力增

加，这显著提高了突变体的热稳定性［23］． 脯氨酸增
加了疏水作用和限制了环的构象． 氢键数量的增加
使纤维素酶构象更坚固，提高了纤维素酶的热稳

定性［24-25］．
总之，纤维素酶热稳定性的主要影响因素是糖

基化修饰、二硫键、一些特定氨基酸组成等所造成的
氢键、疏水作用、环和酶的空间构象的进化． 近年来
也出现了针对蛋白质结构优化的理性设计算法，其

中比较常见的是 SCHEMA、ProSAＲ和 Ｒosetta［26］．以
超二级结构为单元进行重组装，采用线性回归模型-
打分系统计算每个超二级结构单元对嵌合体热稳定

性的贡献，发现热稳定性最高的嵌合体比热稳定性
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最高的亲本还要高7 ℃［27-28］．

2 连接肽的改造

纤维素酶连接区的主要作用是柔性连接催化域

和结合域，多数由脯氨酸、甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸
等组成，极易被蛋白水解酶攻击，但经糖基化修饰后

可以很好地防止蛋白水解酶的攻击［29］． 目前，连接
区在氨基酸含量和长度方面形成的多样性导致其功

能不清晰，为了深入研究其功能，尽可能地提高纤维

素酶的活性，对连接区的改造研究主要体现在连接

区长度、氨基酸含量和糖基化修饰方面，因为这些因
素与连接区的柔性、结构和与底物的相互作用有
关［30］．细菌和真核生物纤维素酶连接区序列分析表
明，结构域之间连接区的长度可根据糖苷水解酶催

化域和结合域的类型进行优化，因此，连接区的长度

可能对纤维素酶的活性是极其重要的，此外，细菌纤

维素酶连接区脯氨酸含量比真核生物纤维素酶连接

区高出 2 倍［31］．具有甘氨酸丰富的柔性连接区和具
有刚性的螺旋的连接区，通过合理距离连接 2 个不
同功能的催化域，可以更好发挥融合酶的 2 个作用，
促进水解效率的提高［32］．

3 结合域的改造

3． 1 亲和性和热稳定性

基于蛋白质序列和空间结构的相似性，将 CBM
分为 67 个家族，根据 CBM 对底物的结合特异性进
一步细分为 1、2、3 类型，1 类型结合在结晶多糖的
表面，2 类型识别和结合内部多糖链 ( 又称为内切
型) ，3 类型结合在多糖链端( 又称外切型) ［33］． CBM
不具有催化水解功能，对固相纤维素表现出疏水性

和亲水性，主要起到结合结晶纤维素和不定形区纤

维素的作用，提高底物附近纤维素酶浓度，促进催化

域对纤维素的快速分解和破坏结晶纤维素非共价键

作用力氢键，导致结晶纤维素松散并裸露出纤维素

分子，促进催化域水解纤维素［34-35］．
CBM可以影响纤维素酶的热稳定性．通过添加

或去除 CBM可以改变配体结合能力，提高纤维素酶
的水解活性，如一些只有单一模块的纤维素酶附着

异源 CBM 时，具有更高的催化活性和热稳定
性［36-37］．将具有一定个数的二硫键的 CBM 融合到
纤维素酶中，可以提高纤维素酶的热稳定性和活

性［21］．含有 C端截断 CBM的突变体，其最适反应温
度一般不会发生改变，但是去除 CBM的突变体导致

有限变性，造成重新折叠和部分极性表面增大，这提

高了纤维素酶与水形成的氢键密度，导致纤维素酶

热稳定性提高［38］．

3． 2 持续催化能力

前面已提到，持续催化能力主要与纤维素酶 CD
有关，而 CBM在纤维素酶的持续催化机制中的作用
并不是十分清晰，但是，依然有人提出 CBM 在持续
催化能力中扮演重要角色． 研究表明，通过 CD、
CBM-CBM-CD和 CBM-CD-CBM 的构建，发现仅有
CD的纤维素酶持续催化能力显著降低，表明糖苷
水解酶第 5 家族 EG的 CBM具有持续催化的作用，
但是添加 CBM的 2 个突变体的持续催化能力也不
如野生型 EG，这可能因为额外的 CBM 对 EG 产生
位阻效应，导致持续催化能力下降［39］．类似地发现，
第 9 家族纤维素酶 CBM 也具有持续催化作用［40］．
因此，虽然众多研究表明持续催化能力主要受催化

活性中心的结合控制，但是 CBM对某些纤维素酶的
持续催化能力有一定贡献，特别是具有 CBM 的第 5
和第 9 家族纤维素酶，可以通过优化 CBM来提高纤
维素酶的活性．

4 结论和展望

综上所述，蛋白质工程改善纤维素酶酶学性质

是一种非常有效的手段．目前，纤维素酶的分子改造
存在的主要问题仍是理性设计往往不能满足实验要

求，若采用非理性设计分别对纤维素酶的 3 个结构
域进行分子改造，结合高通量筛选方法，再系统组装

3 个已改造的功能结构域，可得到具有累积效应的
高活性、高热稳定性、高持续催化能力、耐高浓度产
物的纤维素酶，将促进纤维素酶在能源、工业、农业、
食品等领域的更高效利用．
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The Ｒecent Advances in Protein Engineering of Cellulases

ZHAO Xihua1，TU Zongcai1* ，WEI Dongzhi2，WANG Wei2，TANG Pingping1

( 1． College of Life Science，Jiangxi Normal University，Nanchang Jiangxi 330022，China;
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Abstract: Parent cellulases exist in some defects of a low catalytic activity，inhibition of end products，weak thermo-
stability，and poor processivity，and therefore improving enzymatic properties of cellulases is a very meaningful job．
To date，on the basis of the technology of evolution in vitro，it is an effective way to develop enzymatic properties of
cellulases． Ｒecent advances in protein engineering about three different regions of cellulases which consist of catalyt-
ic domains，binding domains and linker regions are reviewed in the paper． The idea about systematically assembling
functional structure domains which have been engineered was put forward to in the paper，which will help to improve
the enzymatic properties such as catalytic activity，the ability of processive hydrolysis，resistantance to high concen-
tration of product，and thermalstability，and to promote high-efficent application in energy，industry，agriculture，
food，and so on．
Key words: cellulase; protein engineering; recent advances
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