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通过分泌蛋白和商业纤维素酶对木质纤维素水解的协同作用揭示了
Penicillium chrysogenum P33的辅助酶的组成
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Introduction 

里氏木霉真菌在分泌多种碳水化合物降解酶中起主要作用



Introduction 

瓶颈：

低酶水解效率

高酶成本

办法：

研究不同酶之间的协

同作用机制

半纤维素通常存在于纤维素纤维外表面并具有较高的浓度
，也通过纤维孔扩散到纤维间空间

有人提出，木聚糖在每个纤维素微纤维上形成一个鞘

Hu, J., Arantes, V., Saddler, J.N., 2011. The enhancement of enzymatic hydrolysis of 
lignocellulosic substrates by the addition of accessory enzymes such as xylanase: is it an additive 
or synergistic effect? Biotechnol. Biofuels 4, 36. 
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广泛的研究表明辅助酶如半纤维素酶，氧化还原酶和非水
解蛋白可以大大提高纤维素酶的水解性能

半纤维素的复杂结构和组成，其完全降解需要多种半纤维素酶的配合，并且多组
分半纤维素酶混合物比单组分酶更好地提高纤维素酶的水解活性

木聚糖由被L-阿拉伯呋
喃糖，甲基-D-葡萄糖
醛酸和乙酰基侧链取
代的β-1,4-连接的吡喃
木糖组成。
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之前：
里氏木霉和黑曲霉产生的酶混合物中的半纤维素酶含量较
低，水解效率也较低
最近：
来自青霉属物种的细胞外酶比木霉属的纤维素酶表现更好

such as 
P. echinulatum, 
P. purpurogenum, 
P. oxalicum 
P. funiculosum 

它们在不同木质纤维素底
物的诱导下产生木聚糖酶
，木糖苷酶，阿拉伯呋喃
糖苷酶和酯酶
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然而，尚未确定这些酶在分泌蛋白组中的活性，

并且仅在某些青霉菌菌株中发现其他半纤维素降解酶如半乳糖苷酶和甘露糖苷酶，但尚未报道葡聚糖酶
。此外，尚未探索这些酶混合物对商业纤维素酶的协同作用。 

P.chrysogenum产生各种纤维素分解酶，包括半纤维素酶，如乙酰木聚糖酯酶，阿拉伯呋喃糖苷酶，木
聚糖酶和甘露聚糖酶。
其基因组包括编码完整纤维素酶和许多半纤维素酶的基因。然而，目前，在木质纤维素诱导下由
P.chrysogenum分泌的酶仍然未知。

全面了解分泌蛋白组的组成可以帮助在细胞外开发有效的纤维素分解酶的混合物。
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我们以前分离了P.chrysogenum P33菌株，该菌株有效地水解木质纤维素底物，
并分泌许多新的双功能半纤维素降解酶

本研究的目的是在纤维素诱导下鉴定P.chrysogenum P33中潜在的重要酶，并研
究该菌株产生的酶和商业纤维素酶之间对木质纤维素生物质水解的协同作用。

 更深入地了解了P.chrysogenum P33中的辅助酶，以及它们与商业纤维素酶协同
作用的潜力。
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P. chrysogenum P33
保藏号： CGMCC 3.15539
储存： 4°C下储存在马铃薯葡萄糖琼脂（PDA）
斜面上

菌株

该菌株生长在改良的Mandels盐溶液中
菌株的生长

微晶纤维素加麦麸                    麦麸               微晶纤维素和去壳麦麸           
去皮麦麸                               微晶纤维素                       菊芋
玉米秸秆                                 芒草                                甘蔗 
甘蔗渣                                    柳枝稷

碳源（浓度均为1％（w / v）

Mandels盐溶液的组成如下（g L-1）：
3.0           KH2PO 4,
2.6           NaNO3,
0.5           尿素，
0.5            MgSO4·7H2O，
0.5            CaCl2,
0.0075      FeSO4·7H2O，
0.0025      MnSO4·H2O，
0.0036      ZnSO4·7H2O，
0.0037      CoCl2·6H2O
1.0             蛋白胨
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将培养6天后获得的培养物提取物离心并通过12％十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE
）在120V下分离。

将其分成五个级分，切下凝胶条带，进行胰蛋白酶消化，

使用Mascot Distiller 2.5对原始数据进行预处理以进行峰采摘，并使用Mascot搜索引擎的UniProt数据库
搜索所得峰。

对于每种鉴定的蛋白质使用ExPASy中的Compute pI / Mw工具评估理论等电点（pI）和分子量（Mw）
SignalP工具（http：// www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）用于预测已鉴定蛋白质中的信号肽

对每组进行三次生物学重复

细胞外蛋白质组分析
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通过二硝基水杨酸（DNS）测定
内切葡聚糖酶                        羧甲基纤维素         
木聚糖酶                               山毛榉木聚糖
微晶纤维素酶                        微晶纤维素
甘露聚糖酶                            槐树豆胶
果胶酶                                   半乳糖醛酸
淀粉酶活性                            可溶性淀粉

通过分光光度法测定
对硝基苯基乙酸酯（pNPA）                           酯酶活性
对硝基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷（pNPG）       β-葡萄糖苷酶
对硝基苯基-β-D-吡喃木糖苷（ pNPX）          β-木糖苷酶
对硝基苯基-α-L-阿拉伯呋喃糖苷（pNPAF）  α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶

使用Bradford Protein Assay Kit根据制造商的说明书测定蛋白质浓度
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酶水解
在酶水解之前，所有木质纤维素生物质都用亚氯酸钠脱木质素。

测定去木质素底物的化学组成，如表1所示。
Pennisetum sinese 皇竹草 Triarrhena lutarioripariavar平节荻 

Miscanthus 芒属
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来自T.longibrachiatum的纤维素酶用作商业纤维素酶 
水解反应在50mM柠檬酸钠缓冲液（pH5.0）中含有2％（w / v）底物的2mL总体积
在37℃空气浴中以200rpm振荡进行。

使用不同量的P33酶混合物（1至8mg/g底物）
商业纤维素酶（5mg/g底物）用于水解脱木质素玉米秸秆。

用P33酶混合物替换不同量的商业纤维素酶，同时将总蛋白质剂量固定在10mg/g

仅含有底物或酶的处理用作空白对照。
水解一段确定的时间后，将样品在100℃加热30分钟以终止反应。通过以12,000rpm离
心10分钟收集上清液。

通过DNS方法测定总还原糖的含量。
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麦麸加微晶纤维素是诱导木质纤维素分解酶产生的
最佳碳源（数据未显示） 

培养上清液中
木聚糖酶活性在培养期间迅速增加
第二天达到峰值7.58U / mL
保持高活性至第六天（6.54U / mL）

内切葡聚糖酶活性前五天低
第六天增加并达到峰值162.06 U / L.

孵育第6天后，木聚糖酶和内切葡聚
糖酶的活性均下降，因此选择第6天
的上清液进行分泌蛋白质分析 

纤维素降解（4.2％）
半纤维素酶（10.1％）
蛋白酶和肽酶（8.1％）
脂肪酶（2.2％）
几丁质降解（0.8％）
果胶降解（2.5％）
淀粉降解（2.0％） 
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纤维二糖水解酶

内切葡聚糖酶

β-葡糖苷酶

在P.chrysogenum P33的分泌蛋白组中鉴定了
完整的纤维素分解酶系统，
五种葡聚糖酶（GH1，GH5和GH12类）
三种纤维二糖水解酶（GH6和GH7）
四种β-葡糖苷酶（GH3）  
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在P.chrysogenum P33分泌蛋白组中，半纤
维素酶比纤维素酶更丰富

三种木聚糖酶（两种GH10和一种GH11）
三种木糖苷酶（GH3和GH43）
两种木葡聚糖酶（GH12）
八种阿拉伯呋喃糖苷酶（GH43，GH62和
GH127）
三种半乳糖苷酶（GH27，GH35和GH36）
五种甘露糖苷酶（GH1，GH2和GH76）
占总蛋白质的10.1％ 
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在P.chrysogenum P33分泌蛋白组中鉴定出12个羧酸酯酶，
占总蛋白质的3.4％。

半纤维素降解需要主链和侧链降解酶的组合 
半纤维素通常用乙酸部分酯化
水解酯的羧酸酯酶是重要的辅助酶成分

P.echinulatum，     六种
P.funiculosum，     七种
P.decumbens ，     八种
P. oxalicum114-2 ，四种
有效地降解木质纤维素并分别分泌羧酸酯酶
迄今为止报道，P33在青霉菌属中分泌最多数量的羧酸酯酶。

在P.chrysogenum P33分泌蛋白组中鉴定出12个羧酸酯酶
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果胶是植物细胞壁的组成部分
具有与纤维素相关的复杂结构
并且需要多种酶来降解果胶。

P33产生四种果胶酶，多聚半乳糖醛酸酶，鼠李半乳糖醛酸
裂解酶，鼠李半乳糖醛酸乙酰酯酶，外切阿拉伯聚糖酶和
内阿拉伯聚糖酶。

先前发现用果胶酶补充T. harzianum P49P11酶提取物可增强预处理甘蔗渣的糖化

P33分泌了许多与淀粉降解相关的酶，
包括三种α-淀粉酶和四种葡糖淀粉酶（GH15和GH31）

淀粉酶在木质纤维素降解中的直接作用尚未得到证实。
淀粉酶被认为在木质纤维素降解中起重要作用，但这一假设需要进
一步研究。
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非溶解性蛋白质如裂解多糖单加氧酶（LPMOs）lytic polysaccharide monooxygenases (LPMOs) 

这些酶可以分解纤维素的结构，从而增强纤维素酶对一系列木质纤维素底物的水解性能
在P.chrysogenum P33分泌蛋白组中检测到三种LPMO，其可能对P33酶混合物的水解潜力具有正面影响。

在P.chrysogenum P33分泌蛋白组中未检测到木质素降解酶

如木质素过氧化物酶，锰过氧化物酶和漆酶。 然而，检测到24种
预测可能参与木质素降解的氧化还原酶，其占总蛋白质的6.7％。

 这些氧化还原酶可以通过Fenton化学产生H2O2以改性木质纤维
素。 此外，P33产生了大量假设的蛋白质（19.1％），可以在木
质纤维素降解中发挥重要作用。
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为了验证分泌蛋白组，测定P33酶混合物的特定活性，并与来自T.longibrachiatum的商业纤维素酶进行比较

在内切葡聚糖酶，纤维二糖水解酶和β-
葡糖苷酶测定中测量的P33酶混合物的纤
维素酶活性低于商业纤维素酶

 然而，P33酶混合物显示出更高的半纤
维素酶活性。高于商业纤维素酶
P33酶混合物的 
木聚糖酶                              5.6倍
β-木糖苷酶                           2.2倍
酯酶                                      6.7倍
α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶         10.3倍
果胶酸裂解酶                        5.6倍
甘露聚糖酶                           1.2倍
淀粉酶                                   51.7倍

进一步验证了分泌蛋白的结果
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5.42mg/mL

2.40mg/mL

当P33酶混合物的加载量

    1mg/g                      5mg/g

6.59mg/mL              11.22mg / mL

    21.4％                    106.8％

在4小时时观察到最高程度的协同作用

推测：在酶水解的初始阶段，协同效应
可能与P33酶混合物的半纤维素降解有
关，这促进了纤维素的后续水解
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C10         C5+P5      78.6%



Results and discussion 通过高效液相色谱（HPLC）测定还原糖中葡萄糖和木糖的
含量，并计算葡聚糖和木聚糖转化率

与这些先前的研究相比，
P33酶混合物增强商业纤
维素酶活性的能力显着优
于这些木聚糖酶，进一步
表明P33酶混合物含有丰
富的半纤维素酶 
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皇竹草 平节荻

芒草 麦秸秆

平节荻      91.83％
芒草         65.82％
麦秸秆      25.02％
皇竹草      23.80％ 
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Conclusions  

该研究报告首次在木质纤维素诱导下对P.chrysogenum P33的分泌蛋白组进行了全面分析。

 结果显示P33分泌完整的纤维素酶和许多半纤维素酶。

 P33酶混合物与商业纤维素酶协同作用，促进脱木质素玉米秸秆的水解，导致纤维素和半纤
维素转化率显着增加，而不增加纤维素酶的总加载量。 

P33酶混合物还增强了纤维素酶对四种不同木质纤维素底物的水解性能。 

这些发现清楚地表明P33酶混合物具有很大的工业应用潜力。



敬请各位老师同学批评指正


