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摘　要：将木质纤维素类生物质生物转化生产液体燃料，如纤维素乙醇和大宗化学品，对缓解当前人类社

会面临的能源和资源危机以及保护环境具有重要意义。半纤维素是木质纤维素类生物质的主要组成成分之

一，它的生物降解转化对实现木质纤维素生物炼制意义重大。由于半纤维素糖种类的多样性和半纤维素结

构的复杂性，需要一个复杂的半纤维素酶系才能完成对半纤维素的有效降解。除了木聚糖酶等以外，β- 木
糖苷酶也是半纤维素酶系的主要组分。在半纤维素降解过程中，β- 木糖苷酶将木聚糖酶的水解产物木寡糖

和木二糖水解为木糖，不仅在木聚糖的彻底降解过程中起着重要作用，而且可以缓解木寡糖对木聚糖酶和

纤维素酶的抑制作用。该文综述了目前在 β- 木糖苷酶方面的研究进展，包括 β- 木糖苷酶的分类、酶学性质、

酶结构及其催化机制、基因的克隆与表达等，并对 β- 木糖苷酶在纤维素乙醇生产中的应用情况进行了简述。
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Research progress of β-xylosidase and its application in 
cellulosic ethanol production
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Abstract: Bioconversion of lignocellulose into fuel ethanol and bulk chemicals is of great significance for 
alleviating the shortage of energy and resources, and environmental pollution. Hemicellulose is a main component 
of lignocellulose, and bioconversion of hemicellulose is important for the total utilization of lignocellulose biomass. 
Due to the diversity of hemicellulose sugars and the complexity of hemicellulose structure, a complex hemicellulase 
system is needed to complete the effective degradation of hemicellulose. Besides xylanase, β-xylosidase is one of 
the main components of hemicellulase system. β-xylosidase hydrolyzes xylooligosaccharide and xylobiose derived 
from enzymatic hydrolysis of xylan by xylanase into xylose, which not only plays a key role in the complete 
degradation of xylan, but also relieves the inhibition of xylooligosaccharide on xylanase and cellulase during the 
hydrolysis of lignocellulose. In this paper, the research progress of β-xylosidase is reviewed, including the 
classification, enzymatic properties, enzyme structure and catalytic mechanism, gene cloning and expression, as 
well as the application of β-xylosidase in the production of cellulosic ethanol.
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随着全球经济的飞速发展，能源和资源需求量

迅猛增长，导致石油、煤炭等不可再生化石资源日

益减少并引发气候变暖等一系列问题。为了满足资

源和能源的大量需求以及解决化石燃料对全球气候

变化的影响，寻求可再生、环保的资源和能源，以

替代化石资源和化石燃料是目前全球亟待解决的问

题。木质纤维素类生物质资源具有来源丰富、价格

低廉、可再生等优点。利用丰富的木质纤维素类生

物质资源，如农业、林业或工业废弃物等，通过生

物转化生产出人类社会所需要的能源和大宗化学

品，以部分替代石油等化石资源和能源，对促进人

类社会的可持续发展具有重要意义，并集中体现了

可持续发展的理念，发展潜力巨大。

木质纤维素主要包括纤维素、半纤维素和木质

素三种主要组成成分。在木质纤维素的生物转化过

程中，最重要的一步是将碳水化合物 ( 纤维素和半

纤维素 ) 转化为可发酵糖，进而发酵产生液体燃料，

如纤维素乙醇和大宗化学品。由于木质纤维素原料

的组成及结构的复杂性，纤维素和半纤维素的完全

降解需要一系列的纤维素酶、半纤维素酶系及其他

辅助蛋白共同完成。其中，半纤维素是木质纤维素

中含量仅次于纤维素的杂多聚糖，它的降解转化对

于提高木质纤维素利用效率、增加燃料乙醇等产品

产率具有重要意义。半纤维素主要由木聚糖、甘露

聚糖、半乳聚糖和阿拉伯聚糖等组成，在结构和组

成上都比纤维素复杂。木聚糖是半纤维素的主要组

成部分，是由木糖单元以 β-1,4- 糖苷键组成主链并

带有不同支链残基 ( 如阿拉伯糖基、乙酰基、葡萄

糖醛酸基等 ) 修饰的异质多聚糖，其支链的种类及

其含量根据原料的性质和来源而不同。由于半纤维

素的组成和结构复杂，其被彻底降解也需要一个复

杂的酶系，包括内切 β-1,4- 木聚糖酶、β- 木糖苷酶、

α- 阿拉伯呋喃糖苷酶、乙酰木聚糖酯酶、α- 葡萄糖

醛酸酶及阿魏酸酯酶等。其中，内切木聚糖酶作用

于木聚糖的主链产生木寡糖，而 β- 木糖苷酶则水

解木寡糖释放木糖，在木聚糖的彻底降解过程中起

着关键作用。同时，β- 木糖苷酶的存在还有利于缓

解木寡糖在木质纤维素水解过程中对木聚糖酶和纤

维素酶的抑制作用
[1-2]，是半纤维素酶系的重要组

成之一。

1　β-木糖苷酶的研究进展

1.1　木糖苷酶的分类

根据在细胞中分布位置的差异，木糖苷酶大概

分为三种类型，即胞内木糖苷酶、胞外木糖苷酶和

膜结合型木糖苷酶。依据水解的糖苷键不同，木糖

苷酶可分为 β- 木糖苷酶和 α- 木糖苷酶两种类型。依

据氨基酸序列相似性，在 CAZy 数据库中 α- 木糖苷

酶 (EC 3.2.1.177) 被划分为 GH 31 家族，该类酶相关

的报道极少且目前只报道了两个，分别是来源于大

肠杆菌 (Escherichia coli) 和黑曲霉 (Aspergillus niger)
的 α- 木糖苷酶 [3-4]。而 β- 木糖苷酶 (EC 3.2.1.37) 相对

被报道得较多。β-木糖苷酶主要来源于真菌和细菌，

且被归类于糖苷水解酶 (GH) 3、30、39、43、52、
54 和 120 家族。因此，目前狭义的木糖苷酶一般指

的是 β- 木糖苷酶。细菌，如芽孢杆菌属 (Bacillus 
sp.) 和梭状芽孢杆菌属 (Closyridium sp.) 等来源的 β-
木糖苷酶大部分都属于 GH39 和 GH43 家族，而丝

状真菌来源的 β- 木糖苷酶主要分布于 GH3、GH43
和 GH54 家族 [5]。

1.2　β-木糖苷酶的酶学性质

目前酶学功能研究较多的 β- 木糖苷酶都属于

GH3 和 GH43 家族，其中大部分都属于 GH3 家族，

不仅具有催化活性，还具有转糖苷活性，能够利用

单糖合成低聚糖，在食品、畜牧饲料等行业中具有

重要的应用价值 [6]。

如表 1 所示，已报道的大部分 GH3 和 GH43
家族 β- 木糖苷酶的最适反应温度范围一般在 40℃ ~ 
70℃之间。GH3 家族的 β- 木糖苷酶的最适反应 pH
范围在 3.0~6.0 之间，且对木糖的耐受性较低，其 Ki
值在 2~30 mmol/L 范围内 [7]。与 GH3 家族的 β- 木糖

苷酶相比，大多数 GH43 家族的 β- 木糖苷酶都是由

细菌产生的，而丝状真菌来源的 GH43 β- 木糖苷酶

的报道依然甚少，且主要来源于 H. insolens、T. lanu- 
ginosus、P. thermophile 等 [8]。而这些被报道的 GH43  
β- 木糖苷酶，大部分的最适 pH 范围在 6.0~8.0 之 
间，且具有较高的木糖耐受性，其 Ki 值在 28.9~292 
mmol/L 范围内。最重要的是，GH 43 家族的 β- 木
糖苷酶具有较高的催化活性，但在较高的单糖浓度

条件下不具有转糖苷作用 [6]，可有效协同木聚糖酶

彻底地水解木聚糖为单糖，且不产生逆反应生成寡

聚糖，反馈抑制木聚糖酶活性 [2]。因此，它们被认

为是木聚糖彻底水解的最佳候选者，在生物质能源、

造纸、饲料等行业中的应用潜力较大。

1.3　β-木糖苷酶的结构与催化机制

1.3.1　β-木糖苷酶的结构

许多不同来源的 β- 木糖苷酶晶体结构已相继

被解析，为 β- 木糖苷酶的分子改造及功能研究提供
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了理论基础。目前，关于 GH43 β- 木糖苷酶的晶体

结构报道相对较多，如 B. pumilus、B. halodurans、
Geobacillus stearothermophilus T-6、Butyrivibrio 
fibrisolvens 和 C. acetobutylicum 等来源的 β- 木糖苷

酶已被解析 [5]。大部分 GH43 家族 β- 木糖苷酶的三

级结构是由 N- 端五片桨叶组成的 β- 螺旋桨结构域

和C-端的α/β三明治结构域的两个结构域组成 [18-19]，

其中五片桨叶组成的 β- 螺旋桨催化结构域是 GH43
家族的糖苷水解酶晶体结构的共同特征 [20]。酶的催

化活性中心主要是由 β- 螺旋桨叶结构域的氨基酸

残基组成口袋拓扑结构，且在一侧被 β- 三明治结

构域的氨基酸残基封闭成环状结构，该环状结构限

制了可以进入活性中心的木糖数量，这与其他糖苷

酶的外切作用方式相一致 [21]。GH39 家族 β- 木糖苷

酶的第一种晶体结构在 2004 年被 Yang 等 [22] 报道

的，它是由催化结构域、β/α- 三明治结构域和一个

小的 α- 螺旋结构域组成的多结构域蛋白，而催化

结构域是具有规则的 (β/α)8 折叠桶结构，其中酶的

催化活性中心位于 (β/α)8 折叠桶结构的顶端，外部

近似一个口袋形状，催化位点位于类似口袋形状的

活性区域内部，能够专一性地识别糖类的非还原性

末端。尽管目前报道的大部分 β- 木糖苷酶都属于

GH3 家族，但是暂时还没有报道来自该家族的 β-
木糖苷酶晶体结构。

1.3.2　催化机制

随着对 β- 木糖苷酶研究的深入，其催化作用

机制已经相对比较清楚。目前，β- 木糖苷酶的催化

机制主要分为保留型和反向型两种类型。反向型是

β- 木糖苷酶的两个羧基分别作为一般的碱和酸进行

一步直接置换的催化反应；而保留型采用的是两步

双重置换机制，主要通过糖基化和去糖基化两个步

骤来完成催化反应。糖基化反应是酶分子的一个羧

基侧链提供质子供体催化糖苷键的断裂，另一个羧

基侧链发起亲核攻击，产生了糖基 - 酶中间复合体。

去糖基化反应是通过酸碱催化作用引起催化活性中

心内部的水分子去质子化，然后攻击糖基 - 酶中间

复合体的异头碳原子，从而使糖基被替代，发生水

解反应，糖基 - 酶复合物被水解。不同家族的 β- 木
糖苷酶催化机制也有所差异，其中 GH3、39、52、
54 家族的 β- 木糖苷酶采用保留型催化机制，而采用

反向型催化机制的只有 GH43 家族 β- 木糖苷酶 [23]。

与通过两种过渡态进行催化水解的保留型 β- 木糖

苷酶相比，反向型 β- 木糖苷酶不需要形成中间体就

可以直接进行催化水解，具有催化效率更高的优势。

1.4　真菌来源β-木糖苷酶基因的克隆表达

利用真菌生产工业化用酶已有近 50 年的历史，

但如果直接利用真菌生产并从分泌的胞外蛋白混合

物中分离所需要的酶，往往需要复杂的步骤，造成

生产成本增加 [24]。因此，目前一般使用重组 DNA
技术，将相关酶大规模地在不同表达宿主中同源或

者异源表达 [25]。β- 木糖苷酶在生物质能源、造纸、

饲料、食品等行业中已经得到了广泛应用，为了满

足商业上对该酶的大量需求，许多 β- 木糖苷酶基

因已经被克隆和表达 [23]。目前，β- 木糖苷酶的表达

表1　不同来源 β-木糖苷酶的酶学性质

 糖苷水解 相对分子 最适pH 最适温 比活力 Ki  参考

菌株	 酶家族 质量(kDa) 	 度(°C)  (IU/mg) (mmol/L) 文献

Humicola insolens Y1	 43	 37.0b/62.0b	 6.5/7.0	 50/50	 20.5/1.7	  79/292	 [7]
Paecilomyces thermophila J18	 43	 39.31a	 7.0	 60	         0.26	 -	 [8]
Thermomyces lanuginosus	 43	 51.6b	 6.5	 55	       45.4	         63	 [8]
Paecilomyces thermophila	 43	 52.3b	 7.0	 55	       45.4	       139	 [8]
Thermogemmatispora sp.	 5	 54b	 5.0	 65	     889.5		  [9]
Bacteroides ovatus	 43	 37.1b	 7.0	 35	         -	 -	 [10]
Thermotoga petrophila	 3	 86.7b	 6.0	 90	         6.81	 -	 [11]
Aspergillus fumigatus	 3	 74.5b	 4.5	 75	     150.25	 -	 [12]
Aspergillus japonicus	 3	 113.2a	 4.0	 70	         1.88	 -	 [13]
Aspergillus nidulans	 3	 78.6a	 5.0	 60	         9.55	 -	 [14]
Neurospora crassa	 3	 81.8a	 5.0	 50	         -	           1.72	 [15]
Humicola insolens Y1	 3	 83.2a	 6.0	 60	       11.6	         29.0	 [16]
Penicillium oxalicum 114-2	 43	 45a/62a	 7.0/6.0	 50/45	 4.96/0.48	 28.9/35.77	 [8, 17]
a毕赤酵母表达；b大肠杆菌表达
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系统主要有大肠杆菌表达系统、酵母表达系统以及

丝状真菌表达系统。

1.4.1　大肠杆菌表达系统

大肠杆菌表达系统是比较成熟的重组蛋白表达

系统。尽管大肠杆菌表达系统具有操作技术简单、

能够在廉价培养基上快速生长、表达的蛋白质容易

分离和纯化等优点，但是其内在的分泌机制限制以

及不能翻译后修饰，如二硫键形成和糖基化修饰等，

造成大部分蛋白质在大肠杆菌中无法功能性表达

或者不能分泌到细胞外 [26]。目前，已有一些 β- 木
糖苷酶在 E. coli DE3 中成功表达 ( 胞内酶 )，例如

H. insolens 来源的 β- 木糖苷酶 Xyl43B[7]、Thermo-
gemmatispora sp. 来源的 β- 木糖苷酶 [9]、Bacteroides 
ovatus 来源的 β- 木糖苷酶 [110]。但也有例外，少数

无信号肽的 β- 木糖苷酶在 E. coli DE3 中表达后，部

分重组蛋白也能够分泌到培养基中，如 H. insolens
来源的 β- 木糖苷酶 Xyl43A[7]、T. petrophila 来源的 β-
木糖苷酶 [11]、A. fumigatus 来源的 β- 木糖苷酶 [12] 等。

1.4.2　酵母表达系统

与大肠杆菌表达系统相比，在酵母表达系统中

表达外源蛋白更具有优势，例如真核生物翻译后修

饰、高细胞密度发酵以及蛋白质可分泌到发酵培养

基中等。此外，酵母菌没有毒素，它们已经在食品

工业应用中得到了 GRAS 认证。通常用于异源蛋白

表达的为酿酒酵母 (S. cerevisiae) 和毕赤酵母 (P. 
pastoris)[27]。

Wakiyama 等 [13] 报道将 A. japonicus 来源的 GH3
家族 β- 木糖苷酶基因 (xylA) 在 P. pastoris 中表达，

5 天后发酵液中 β- 木糖苷酶活性可达到 0.33 IU/
mL。P. thermophila 来源的 GH3 β- 木糖苷酶 [14]，以

及 N. crassa 来源的 GH3 β- 木糖苷酶 [15] 在 P. pastoris
中也被成功表达，其胞外分泌蛋白量分别为 0.22 
mg/L 和 32 mg/L，而 P. pastoris 异源表达 A. oryzae
和 H. insolens Y1 来源的 GH3 β- 木糖苷酶，胞外分

泌蛋白量较高，均达到约 100 mg/L[15-16]。与胞内酶

相比，胞外酶在工业生产上具有更多的优势，如容

易大规模生产、不需细胞破碎等。

1.4.3　丝状真菌表达系统

利用真菌表达系统表达和生产糖苷水解酶在工

业上有着悠久的历史。与细菌和酵母表达系统相比，

丝状真菌表达系统在表达重组蛋白方面具有一定优

势，如较强的胞外蛋白分泌能力、具有内在的 β-
木糖苷酶表达机制以及能够对真核生物来源的蛋白

进行翻译后修饰，特别是在糖基化修饰方面更优于

酵母表达系统。丝状真菌中 β- 木糖苷酶诱导表达

往往伴随着纤维素酶和木聚糖酶的表达，很容易受

到碳分解代谢物阻遏 (CCR) 的影响，因此，利用组

成型启动子代替诱导型启动子可以有效避免 CCR，
更利于 β- 木糖苷酶的表达。Amaro-Reyes 等 [28] 已

克隆 A. niger GS1 来源的 β- 木糖苷酶基因 (xlnD)，
并利用 A. nidulans 来源的组成型启动子 gpdA 成功

地实现同源表达，重组蛋白的相对分子质量约为 90 
kDa，比酶活约为 4 280 IU/mg。β- 木糖苷酶 xlnD
也成功地在 A. awamori 菌株中得到异源表达并被

分离纯化 [29]。另外，青霉属 (Penicillium sp.) 已被

认为是 β- 木糖苷酶最适的生产宿主 [30]。本实验室

的郑小菊 [31] 通过利用组成型启动子 gpdA，成功地

将 Penicillium sp. 来源的 β- 木糖苷酶进行了同源重

组表达，与出发菌株相比，转化子中 β- 木糖苷酶

的酶活力提高了 4.5 倍，达到了 67.7 IU/mL，显示

出了较好的工业化应用潜力。表 2 给出了利用丝状

真菌表达系统同源或异源表达 β- 木糖苷酶的部分

研究进展情况。

1.5　β-木糖苷酶的生产现状

通常情况下，大部分细菌及酵母来源的 β- 木
糖苷酶都是胞内酶，而一些真菌可以将 β- 木糖苷

酶分泌到培养基中，但是已经报道的微生物 ( 包括

重组菌株 ) 的 β- 木糖苷酶产量都较低 [10]。目前，

表2　利用丝状真菌表达系统同源或异源表达β-木糖苷酶的效果

母本菌株 工程表达策略 效果 参考文献

Aspergillus niger GS1	 同源表达β-木糖苷酶	 β-木糖苷酶的比活力增加	 [28]
Aspergillus awamori	 异源表达β-木糖苷酶	 异源表达成功	 [29]
Penicillium oxalicum 114-2	 利用组成型启动子gpdA 同源表达β-木糖苷酶	 β-木糖苷酶比活力提高4.5倍	 [31]
Penicillium oxalicum	 毕赤酵母异源表达β-木糖苷酶	 β-木糖苷酶分泌量和酶活力增加	 [17]
Aspergillus cellulolyticus	 利用诱导型启动子cbh1同源表达β-木糖苷酶 	 β-木糖苷酶比活力提高150倍	 [32]
Penicilliu oxalicum M12	 过表达xlnRA871V	 β-木糖苷酶产量增加(大于2.5 IU/mL)	 [33]
Penicillium oxalicum RE-10	 多拷贝表达β-木糖苷酶	 β-木糖苷酶比活力提高29倍	 [17]
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丝状真菌是 β- 木糖苷酶的主要来源，但已报道的

不同菌产生的 β- 木糖苷酶的酶活差异较大，大部

分在 0.009~56 IU/mL 范围内，其中曲霉属菌株的酶

活力最高，如 A. terricola 和 A. ochraceus 的 β- 木糖

苷酶酶活力可分别达到 30 IU/mL 和 56 IU/mL [34]。

而大部分青霉属、木霉属的菌株所产的 β- 木糖苷

酶酶活力都比较低，如青霉属菌株 P. janczewskii 和
Penicillium sp. AHT-1 的胞外 β- 木糖苷酶酶活分别

为 0.16 IU/mL 和 0.18 IU/mL[35-36]，而用于商业化生

产纤维素酶的菌株 Trichoderma reesei SG2 分泌到

胞外的 β- 木糖苷酶酶活也较低，仅仅为 7.63 IU/
mL[37]。本实验室的叶延欣 [17] 利用毕赤酵母异源表

达来源于草酸青霉的 β- 木糖苷酶基因 Xyl43B 和

Abf43D，并对得到的阳性转化子进行多次筛选，分

别获得了高产 β- 木糖苷酶 Xyl43B 和 Abf43D 的重

组菌株，在没有优化发酵条件的情况下重组菌株

的胞外分泌液的 β- 木糖苷酶酶活力分别约为 16.42 
IU/mL 和 8.60 IU /mL，远远高于已报道的酵母表达

GH43 β- 木糖苷酶的产量。

由于丝状真菌中 β- 木糖苷酶的诱导表达受到

转录因子 CreA 的负调控 [6]，如黑曲霉 β- 木糖苷酶

的基因 (xlnD) 在葡萄糖存在条件下被抑制表达，且

在其基因的非编码区上游发现 CreA 的结合位点，

表明了上游序列与CreA结合可直接控制 xlnD转录，

从而使 β- 木糖苷酶基因的表达容易受到抑制，影

响 β- 木糖苷酶的产量。为了提高纤维素酶菌株表

达 β- 木糖苷酶的能力，一些经过遗传改造的菌株

已被报道。例如，利用强诱导型启动子 cbh1 同源

表达 β- 木糖苷酶基因，使 A. cellulolyticus 的 β- 木
糖苷酶酶活由0.02 IU/mL提高到3.3 IU/mL[32]。另外，

丝状真菌中纤维素酶和 β- 木糖苷酶的诱导表达都

受到转录因子 XlnR 的正调控，本实验室通过对转

录调控因子 XlnR 定点突变 (XlnRA871V) 并在草酸青

霉中过表达，使 β- 木糖苷酶的酶活提高到了 2.5 
IU/mL[33]。但从纤维素酶系的整体角度而言，目前

所报道的高产纤维素酶菌株分泌的 β- 木糖苷酶在

整个酶系中所占比例仍然相对较低，导致不能有效

地协同木聚糖酶将木聚糖彻底水解为可发酵木糖，

引起木寡糖大量积累，从而抑制了纤维素酶和木聚

糖酶的催化效率。为了解决上述问题，本实验室利

用构巢曲霉 (Aspergillus nidylans) 来源的组成型启

动子 gpdA 和本源的诱导型启动子，在高产纤维素酶

菌株草酸青霉 RE-10 中过表达 β- 木糖苷酶 Xyl3A，

获得的重组菌株 RXyl、RGXyl-1 和 RGXyl-2 显著地

提高了 β- 木糖苷酶的产量；特别是利用组成型启

动子 gpdA 表达 Xyl3A 的菌株 RGXyl-1，其分泌的

纤维素酶系中 β- 木糖苷酶活力可达到 (15.05 ± 1.79) 
IU/mL，约是出发菌株的 29 倍。除了 β- 木糖苷酶

的酶活性得到有效提高以外，重组菌株 RGXyl-1、
RGXyl-2 和 RXyl 胞外分泌酶液的滤纸酶活力 (FPA)
也比出发菌株 RE-10 分别提高了 20.01%、8.43% 和

18.57%，木聚糖酶酶活性也分别提高了 16.12%、

15.54% 和 16.83%，这种现象可能是由于 β- 木糖苷

酶基因 xyl3A 表达盒随机插入到基因组 DNA 的不

同位置，干扰或破坏了其他基因表达造成的 [17]。

2　β-木糖苷酶在纤维素乙醇生产中的应用

当前，纤维素乙醇的大规模工业化生产主要受

限于纤维素酶系成本高和单位原料的乙醇产率较

低 [38-39]。木质纤维素原料经过 NaOH、氨气爆破、

碱性亚硫酸盐等碱性条件预处理后，木质素被部分

脱除，但预处理后固体物料中仍残留较高含量的半

纤维素组分 [40]。这些半纤维素组分的存在会影响纤

维素酶对纤维素的可及度，并且它的水解中间产物

木寡糖会强烈抑制纤维素酶活力，其抑制程度远大

于葡萄糖和纤维二糖对纤维素酶活性的抑制，降低

了纤维素酶的水解效率，因此增加了纤维素酶的用

量和乙醇生产成本 [2,8,35]。此外，木聚糖是木质纤维

素类生物质原料中半纤维素的主要成分，如甘蔗渣、

玉米秸秆和稻草中的半纤维素水解后 80%~92% 的

产物为木糖 [41-43]，含量仅次于葡萄糖。若将半纤维

素降解产生的木糖和纤维素降解生成的葡萄糖共同

发酵利用，则不仅可以提高乙醇的理论产率，还可

以降低纤维素乙醇的生产成本 [44]。例如，Nigam[45]

报道利用木糖与葡萄糖共发酵生产乙醇，使乙醇产

量在原来基础上增加了约 25%。然而，目前在酶水

解过程使用的纤维素酶系仍然存在着组分及比例不

合理等问题，若要高效彻底地水解木质纤维素中的

纤维素和半纤维素以获得高浓度的可发酵糖类 ( 葡
萄糖和木糖 )，纤维素酶系还需要进行进一步优化

以最大限度地提高酶的水解效率。

越来越多的研究表明，β- 木糖苷酶在木质纤维

素降解过程中起着重要作用。在木质纤维素水解过

程中，β- 木糖苷酶将木聚糖酶的水解产物木寡糖和

木二糖进一步水解为木糖，不仅在木聚糖的彻底降

解过程中起着关键作用，同时还能缓解木寡糖对木

聚糖酶和纤维素酶的抑制作用
[2,8,35,46]。因此，β- 木

糖苷酶已被认为是纤维素酶制剂中的核心酶之一 [45]。
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目前，里氏木霉 (T. reesei) 是商业纤维素酶系

生产最常使用的真菌菌株，已有报道指出，大部分

的商业纤维素酶、木聚糖酶或者 β- 葡萄糖苷酶 ( 如
Novozyme 188) 中，β- 木糖苷酶的活性是不足的 [47]。

为弥补这些商业酶系中 β- 木糖苷酶活力的不足，

最直接有效的方法是在商业酶制剂中额外补加 β-
木糖苷酶，如在商业纤维素酶 Spezyme® CP( 批号 
301-05330-205) 中通过加入 β- 木糖苷酶，可以使氨

气爆破和稀酸预处理的玉米秸秆中葡聚糖转化率分

别提高 27% 和 8%[47]。诺维信商业纤维素酶 CTec2
与半纤维素酶系 HTec2 以一定比例混合或者额外添

加 β- 木糖苷酶后，可以促进木聚糖和葡聚糖转化

为木糖和葡萄糖，提高乙醇的产量 [48-49]。本实验室

在纤维素酶生产菌株草酸青霉 RE-10 的粗酶液中添

加毕赤酵母异源表达的 β- 木糖苷酶 Xyl3A，发现可

以促进纤维素酶 RE-10 对碱预处理玉米秸秆中纤维

素和半纤维素的降解 [17,50]。虽然在纤维素酶制剂中

补加 β- 木糖苷酶可使可发酵糖类的总产量最大化，

有效地水解木寡糖以增强纤维素酶水解能力 [2,17,50]，

但对于大规模工业化应用来说，采用额外补加 β-
木糖苷酶的方法导致了酶的成本增加，且没有从根

本上解决问题。

通过在纤维素酶生产菌株中对 β- 木糖苷酶进

行过表达，以提高纤维素酶系中 β- 木糖苷酶的含

量，可以达到弥补纤维素酶系中 β- 木糖苷酶的不

足，避免外源添加，提高纤维素酶的糖化效率的目

的，从而有利于降低生物乙醇生产过程中的酶用量

及成本。本实验室在草酸青霉 (Penicillium oxalicum) 
RE-10 中过表达了 β- 木糖苷酶 Xyl3A，利用获得的

β- 木糖苷酶产量提高的重组菌株 RGXyl-1 生产的粗

酶液酶解 NaOH 预处理的玉米秸秆和碱性亚硫酸盐

预处理的玉米秸秆，结果发现与亲本菌株 RE-10 生

产的纤维素酶粗酶液相比，工程菌株 RGXyl-1 生产

的纤维素酶液在半同步糖化发酵过程中可以显著降

低木二糖的含量，使其浓度一直小于 1 mg/mL，且

纤维二糖的产量及降解速率也得到了提高，促进了

两种不同碱预处理玉米秸秆降解生成葡萄糖和木

糖，在发酵完成时，乙醇产量分别提高了 26.27%
和 31.91%[35,50]。

另外，也有较少的文献报道了通过在木糖和葡

萄糖共发酵酿酒酵母菌株中成功地表达 β- 木糖苷

酶，弥补同步糖化共发酵生产乙醇过程中 β- 木糖

苷酶量的不足，从而促进木寡糖降解为木糖，提高

乙醇的产量。例如，Niu 等 [51] 通过在木糖和葡萄糖

共发酵菌株 S. cerevisiae BSPX042 中表达青霉来源

的 β- 木糖苷酶基因 xyl3A，在糖化共发酵过程中有

效地促进了木寡糖转化为木糖，在 48 h 时乙醇浓度

达到 19.4 g/L，乙醇产率达 0.473 g/g 糖 ( 木糖和葡

萄糖共存 )。Saitoh 等 [52] 通过在共发酵酿酒酵母菌

株中共表达 β- 葡萄糖苷酶和 β- 木糖苷酶，使得乙

醇的产量提高了 2.5 倍。然而，利用这种在酵母中

表达 β- 木糖苷酶的方式，在糖化发酵过程中酿酒

酵母需要消耗单糖生长后才能表达 β- 木糖苷酶，

在酶解过程中不能及时弥补 β- 木糖苷酶的不足，

并且也会减少乙醇产量，目前相关研究仍处于初期

阶段。

3　结论与展望

近年来，随着对半纤维素降解酶系研究的深入，

关于 β- 木糖苷酶资源的挖掘及其在纤维素乙醇生

产中的应用研究已取得较大进展。目前进行的大多

数研究主要集中在 β- 木糖苷酶的克隆与表达、酶

理化性质的表征，以及通过额外添加 β- 木糖苷酶

以弥补纤维素酶系中的不足、在高产纤维素酶菌株

中过表达 β- 木糖苷酶或在酿酒酵母菌株中表达 β-
木糖苷酶等以提高纤维素酶的水解效率和乙醇产

量。由于 β- 木糖苷酶在工业上的广泛应用，使其

必须具有更高的产量和酶活力，以及更优良的理化

性能，如比酶活高、热稳定性好、较好的 pH 稳定

性等。因此，需进一步通过深入研究，利用基因工

程和分子生物学方法改良 β- 木糖苷酶的理化特性，

探究 β- 木糖苷酶生化特性与其结构之间的关系，

提高其热稳定性和 (或 ) pH稳定性及其比酶活力等，

使其更好地应用于工业生产中。

其次，大部分 β- 木糖苷酶还具有转糖苷活性，

能够利用单糖合成低聚糖，从而抑制纤维素酶和半

纤维素酶的酶活性，提高木质纤维素生物转化乙醇

过程中的酶用量。因此，通过筛选新型的不具有转

糖苷活力的 β- 木糖苷酶或通过分子改造消除其转

糖苷活性，也是亟待解决的问题之一。

最后，由于半纤维素的糖组成及结构的非均质

性，其降解需要一个半纤维素水解酶系统，如 β-1,4-
内切木聚糖酶、β- 木糖苷酶、α-L- 阿拉伯呋喃糖苷

酶、α-D- 葡萄糖醛酸酶及阿魏酸酯酶等，通过这一

系列酶的协同作用才能够将其彻底水解。目前大部

分科研者关注较多的是 β-1,4- 内切木聚糖酶和 β- 木
糖苷酶的协同作用，或二者与纤维素酶之间的相互

协同作用。随着对半纤维素降解酶系的深入挖掘和
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研究，许多对两种或者多种底物具有催化活性的酶

被相继报道，即多 ( 双 ) 功能酶，打破了酶具有底

物高度特异性的传统认知。例如，本实验室利用毕

赤酵母异源表达了来源于 P.oxalicum 的 β- 木糖苷酶

基因 Abf43D，该木糖酶同时具有 α-L- 阿拉伯呋喃

糖苷酶活性 [34]。因此，对具有两种或多种酶活性的

β- 木糖苷酶的进一步资源挖掘及其分子催化原理的

深入探究，将为后续利用多功能酶代替多种单功能

酶应用于纤维素乙醇生产中，降低酶的生产成本和

纤维素乙醇生产用酶成本奠定基础。
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