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热纤梭菌高效降解木质纤维素过程的组学研究进展
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摘要:热纤梭菌(Clostridium thermocellum)是高效降解木质纤维素的重要微生物，因其能分泌纤维小体这一
超分子酶系复合物而备受关注。它分泌的酶系组分多样，胞外酶组分的表达、分泌及其在纤维小体支架蛋白
上的组装是一受到胞外碳源等因素显著影响的动态过程。热纤梭菌究竟如何感知纤维素等不溶性底物的存
在并动态调控相应酶组分的分泌，完成具有高效降解能力的超分子酶系复合物的组装成为近几年来相关研
究的热点。本文主要从基因组学、转录组学、蛋白质组学及菌体对胞外碳源的感应机制等方面来综述相关研
究进展，并对热纤梭菌降解天然复杂生物质的动态过程及其相应机制进行了剖析，并展望其应用前景。
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热纤梭菌( Clostridium thermocellum) 是一种厌
氧、嗜热、革兰氏阳性细菌，由于其能够高效降解纤
维素底物，进而形成乙醇与其它有机酸等发酵产物，
引起人们极大的研究兴趣。热纤梭菌降解纤维素的
机制与真菌明显不同，它是通过在细胞膜外形成纤
维小体这一超分子酶系复合物来完成降解任务，该
复合物可以高效快速降解结晶纤维素。由于热纤梭
菌分泌多酶复合物———纤维小体这一特征，已经成
为人们研究纤维素降解的主要模式菌株之一［1 － 2］。
山东大学生物质资源转化研究室在 1989 年就分离
到一株热纤梭菌并对其降解纤维素的活性开展了相
关研究［3］，而国外研究者此时已开始利用分子生物
学手段，研究复合物的蛋白质组成或蛋白质结构域
的功能［4 － 5］。然而，进入新世纪后随着基因组学、转
录组学、蛋白质组学、生物信息学，以及结构生物学
等技术手段的应用，开启了人们对纤维小体这一超

分子复合物胞外装配及其功能的相关研究。研究表
明，纤维小体的分子量在 2x106 Da 到 6x106 Da 之
间。直径大约 18 nm，包含 14 到 50 个分子量在
37 － 210 kDa 的多肽［6］。这些高分子化合物只有在
组合成超分子复合物后才能高效的降解结晶纤维
素，然而，这样一个庞大而又复杂的高分子复合物是
如何在胞外组装，组装结构是否随着底物的不同而
发生变化，多酶复合物的亚基是如何协同完成相应
功能的呢，本文就相关问题的最新研究进展进行了
综述。

1 热纤梭菌的基因组学与酶组分组成
分析

目前，热纤梭菌已有 5 株获得测序，其基因大
小、GC%、基因数目、蛋白质数目基本一致，但仍有
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部 分 差 异 ( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /
genome /)。其中热纤梭菌 ATCC 27405 基因组中含
有 32 个纤维素酶基因，19 个木聚糖酶等半纤维素
酶基因(详见 http: / /www． cazy． org / b510． html)。热
纤梭菌基因组中糖苷水解酶基因的排列与真菌明显
不同除了游离分散分布于基因组中的水解酶基因
外，还存在一类真菌所没有的支架蛋白 ( scaffolding
protein，又称脚手架蛋白、脚架蛋白)形成功能基因
簇［2］。

支架蛋白组成无论是种类还是数量，不同物种
都 不 尽 相 同，其 中 Clostridium thermocellum
ATCC27405 支架蛋白基因簇由 cipA、olpB、orf2、olpA
4 个基因组成。其中 CipA 蛋白又由 11 个结构域组
成，依次为 2 个 I 型粘连模块(Cohesin)、1 个 CBM3
模块、7 个 I 型粘连模块与 1 个 II 型对接模块
(dockerin)相互连接而成;DSM1313 菌株的 CipA 蛋
白组成与 ATCC27405 菌株明显不同，DSM1313 的
CipA 蛋白仅由 7 个结构域组成，依次为 2 个 I 型粘
连模块，1 个 CBM3 模块和 4 个 I 型粘连模块，没有
II 型对接模块。OlpB 蛋白锚定在膜上，含有 7 个 II
型粘连模块，共能结合 7 个支架蛋白 CipA 模块，因
此可结合 63 个酶分子。支架蛋白 Orf2 蛋白也锚定
于细胞膜上，具有 2 个 II 型粘连模块，可结合 2 个
CipA 模块，最多可结合 18 个酶分子。支架蛋白
OlpA 具有一个 I 型粘连模块，只能和 I 型的对接模
块结合一个酶分子。CipA、OlpB、Orf2、OlpA 模块结
构上的差异导致了它们具有不同的功能。溶纤维素
拟杆菌(Bacteroides cellulosolvens)支架蛋白多基因簇
却仅由 scaA 与 scaB 两条基因组成［2］。

热纤梭菌基因组中共有 73 个与对接模块相连
的纤维小体酶组分，其中 33 个催化结构域与碳水化
合物结合模块(CBM)紧密相连。非纤维小体酶组
分有 35 个，游离糖苷水解酶组分有 20 个，其中 6 个
糖苷水解酶含有碳水化合物结合模块 (CBM)。糖
苷水解酶催化结构域中，纤维素酶组分主要分布于
GH5、GH9、GH48 家族，而 GH6 及 GH7 家族的酶组
分未见报道。降解半纤维素的酶基因分布在 GH10
的木聚糖酶、GH43 的 α-阿拉伯呋喃聚糖酶与阿魏
酸酯酶等。碳水化合物结合模块 (CBM)等广泛分
布于 18 个家族中，其中 CBM3、CBM6、CBM50 家族
的 CBM 数量较多。糖苷水解酶类催化结构域及其
CBM 的家族分布与组分数量在不同的菌株略有差

别，ATCC27405 菌株参见 http: / /www． cazy． org /
b510． html，DSM 1313 菌株参见 http: / /www． cazy．
org / b1486． html。

纤维小体对木质纤维素降解的高效性来自于其
自发组装成的复杂高级结构，其结构的复杂性因不
同的厌氧微生物而有所不同，主要表现在酶组分的
种类、支架蛋白组成与组装方式的不同［6］。随着结
构生物学技术的发展，人们已经利用结晶技术或核
磁技术解析出支架蛋白中碳水化合物结合模块、粘
连模块、粘连 /对接模块复合体、酶组分催化结构域
模块等一系列的结构域模块，纤维小体各模块的 3D
结构模式与部分组装方式如图 1 所示，这使得对纤
维小体超分子结构的认识已经开始进入近原子分辨
率的层次，粘连模块与对接模块等生物大分子的详
细相互作用信息等请参阅译著《纤维素降解的超分
子机器———纤维小体》相关章节［7］。由图 1 可以看
到纤维小体通过 II 型粘连模块锚定到细胞膜上，纤
维小体酶则通过 I 型粘连模组装在纤维小体上，支
架蛋白 CipA 通过 CBM 模块识别并结合纤维素链，
从而对纤维素链进行高效降解。

2 热纤梭菌感应不溶性碳源的分子机制

热纤梭菌胞外纤维小体的组成及结构是如此的
复杂，细胞是如何感应胞外碳源，从而开启多种酶组
分及其支架蛋白的协同表达分泌呢? 结合生物信息
学的分析与分子生物学的实验验证，人们提出了 1
种全新的基于“σ 因子-反 σ 因子”( σ-antiσ)调控
RNA 聚合酶活力的胞外碳水化合物感应机制［14］，
这明显不同于真菌的由激活因子和抑制因子介导的
转录调控机制［15 － 16］。

人们通过分析热纤梭菌基因组，发现至少 9 个
RsgI 蛋白质(结合 σ 因子的蛋白质)，RsgI 蛋白质 N
端为 σ 因子结合区域，N 端区域中存在一跨膜结构
域，N 端与 C 端由功能未知的蛋白质结构域(UNK)
相连，C 端为不同家族的碳水化合物结合模块
(CBM)或其它功能结构域。该蛋白质中 C 端不同
家族结构域可专一识别并结合不同类型的底物分
子，如 CBM3 特异性结合纤维素分子，PA14 特异性
结合果胶分子，CBM42 特异性结合阿拉伯糖基木聚
糖，而 GH6 特异性结合木聚糖与纤维素。基因组存
在 9 个编码反 σ 因子( rsgI)与对应 σ 因子( sigI)的
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图 1． 纤维小体超分子结构模式图及其部分结构域 3D 结构
Figure 1． Schematical presentation of the cellulosome of Clostridium thermocellum and the 3D model of the protein． (A) The 3D model of I style of

Cohesin-Dockerin (4DH2)［8］ ． (B) The 3D model of scaffolding protein-II style of Cohesin-Dockerin (3KCP)［9］ ． (C) The 3D model of endo-β-

1，4-glucanase CelT (2YIK)［10］ ． (D) The 3D model of CbhA in GH9 (1RQ5) ［11］ ． (E) The organization of different cellulase and hemicellulase

in cellulosome ［12］ ． (F) The 3D cryo-EM structure of Cohesin-Dockerin［13］ ． (G) The electron microscopes structure of Clostridium thermocellum．

(H) The electron microscopes structure of cellulosome ［13］ ．
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双顺反操纵子结构［14］。
SigI-RsgI 蛋白结合是强相互作用，并且是特异

性的，如 Yakir Nataf 等通过 ITC 技术(等温滴定热
量仪技术)测定了 SigI1 -RsgI1 的结合常数为 5. 4 ×
107M － 1，结合力较强，并且利用 RT-PCR 技术验证了
sigI 因子的表达会受到胞外多糖的明显影响。以纤
维二糖、纤维素、木聚糖与纤维素的混合物这 3 种不
同碳源培养，sigI 因子的表达都不相同，其中 sigI1 在
木聚糖与纤维素混合物为碳源的情况下表达量最
高，而 sigI2 在纤维素为碳源时表达量最大。RACE
(快速扩增 cDNA 末端)技术扩增得到 sigI-rsgI 基因
座 5'端序列，并且进一步实验验证只有在 RNAP(聚
合酶)和 sigI 同时存在的情况下，才能成功表达相应
的纤维素酶，当 RNAP(聚合酶)，SigI-RsgI3 者同时

存在时，纤维素酶基因不表达［17］。
热纤梭菌感应不溶性碳源的分子机制如图 2 所

示，当胞外无底物存在的情况下，SigI-RsgI 紧密结合
在一起，相关基因未得到有效转录。当细胞接触到
相关不溶性底物，存在于胞外的 RsgI 蛋白 C 端 CBM
模块就会与相应底物结合，诱发 RsgI 蛋白 N 端构象
变化，释放出结合的 SigI 蛋白(即 σ 因子)，使得 σ
因子与 RNA 聚合酶的核心酶结合形成 RNA 聚合酶
全酶，定位识别特定的起始位点，启动相应糖苷水解
酶基因的转录并表达，从而分泌到胞外进一步降解
相应底物。不同的 CBM 模块对应不同的 σ 因子，
纤维素对应 sigI1，果胶对应 sigI3，阿拉伯糖基木聚
糖对应 sigI5，因此不同的 SigI-RsgI 可特异性调控特
定的碳水化合物酶类基因簇的表达。

图 2． 热纤梭菌感应不同底物的感应机制［14］

Figure 2． Proposed mechanism for the activation of alternateσfactors by extracellular polysaccharides［14］ ．

3 转录组学技术研究热纤梭菌降解结
晶纤维素过程功能组分的动态协同表
达

如前文所述，热纤梭菌存在大量的纤维小体和
非纤维小体基因，它们是否协同表达? 人们开始利
用微阵列等转录组技术进行分析，已有报道不同底
物类型与生长阶段，热纤梭菌中支架蛋白、纤维素酶
mRNA 水平［18 － 20］的转录情况会有所不同。最近，
Babu Raman 等从 mRNA 水平上分析了热纤梭菌降

解结晶纤维素的生长过程中纤维小体和非纤维小体
基因随时间的整体变化情况［22］。

纤维小体的结构包括非催化模块和催化模块，

其中非催化模块指支架蛋白 CipA ( Cthe3077)和 7

种膜锚定蛋白，其中 SdbA ( Cthe1307)、OlpB ( Cthe
3078)、Orf2p ( Cthe3079 )、Cthe0735 以及 Cthe0736

这 5 种膜锚定蛋白中含有 II 型粘连模块，OlpA
(Cthe3080)与 Cthe0452)这 2 种膜锚定蛋白含有 I

型粘连模块。CipA、OlpB、Orf2 和 OlpA 在纤维素发
酵过程中表达量最大，其表达量与生长速率成反比。

在指数生长期，支架蛋白分泌增大，可使纤维小体复
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合物紧紧粘附于细胞表面;生长减缓后，热纤梭菌可
释放纤维小体到培养基。纤维小体可从膜表面释放
后可自由扩散，从而结合环境中营养物质。这与嗜
纤维杆菌(Clostridium cellulovorans)在纤维素上的表
达情况相同，在纤维素为碳源时支架蛋白 CbpA 的
表达量明显高于在其它碳源［21］。

对于催化模块的研究表明，在整个发酵过程中，
多种催化模块组分的表达量增加。随着生长速率的
降低，GH5 与 GH9 家族内切纤维素酶的基因表达量
增加，GH48 家族 CelS 这一内切纤维素酶也随着时
间表达量明显增加［22］。嗜纤维杆菌在不同碳源上
的研究也表明纤维小体催化模块中 GH5，GH9 和
GH48 家族的的内切纤维素酶大量表达［21］。除了纤
维小体的酶组分，热纤梭菌基因组中 35 种非纤维小
体基因在整个纤维素发酵过程中也出现表达差异。
例如，GH94 家族的酶组分，其功能与胞内纤维糊
精、纤维二糖的磷酸解有关，在发酵过程中随着底物
利用率的降低，其表达量下调。然而，邻近基因
Cthe1256-1257 编码的非纤维小体酶类在稳定期表
达量上升［22］。

热纤梭菌在稳定期会释放出纤维小体，同时游
离酶的表达量增加，这将有利于帮助细胞从周围资
源中结合纤维素，从而产生大量的可溶性糖类。在
这个过程中，该菌的 2 种丝氨酸蛋白酶抑制组分
(Cthe0190 和 Cthe0191)表达量增加，这将保护游离
的纤维小体免受蛋白酶的降解。通过转录组学技术
的研究表明在整个发酵过程中基因的表达具有时序
性，指数生长期纤维小体基因表达明显增加;在发酵
中后期，该菌的鞭毛基因、运动与趋化性基因表达明
显上调，这说明到生长后期，热纤梭菌的运动性增
强。通过转录组的分析表明纤维小体和非纤维小体
基因存在 1 种协同表达的现象。

4 热纤梭菌基于不同底物的胞外蛋白
组学分析

尽管转录组学分析能力强大，仅通过 mRNA 水
平分析并不能全面了解胞外复合物的组成，因为在
微生物生长过程中，还会受到胞外分泌、膜表面定位
以及其纤维小体组装动力学过程等一系列因素的影
响。因此，在蛋白质组水平上对不同碳源下对纤维
小体组分与非纤维小体酶类进行分析就显得尤为重

要。
基于不同底物类型与生长状态，该菌在相应蛋

白水平上的变化已经广泛深入研究［23 － 25］。Keqian
Yang 等通过 BN-PAGE 技术对热纤梭菌膜蛋白进行
了分析，揭示了膜表面存在大量的功能蛋白质，包括
与能量代谢和转换相关蛋白质，与新陈代谢有关的
脂类转运蛋白、氨基酸转运蛋白、无机盐离子转运蛋
白、膜转运蛋白复合物等［26］。以纤维素为碳源时，
该菌分泌的纤维小体在指数生长期前期就会结合到
细胞膜上，在指数生长期后期释放，在稳定期时相关
蛋白结合到纤维素上［27］，这与转录组学的分析结果
一致。纤维小体的表达通过碳阻遏效应受到纤维二
糖的负调控［23，28］。在以纤维二糖为碳源的情况下
发现 7 种纤维小体结构蛋白、31 种纤维小体相关的
糖苷酶、19 个非纤维小体糖苷水解酶的表达［29］。

Rydzak 等运用 2D-HPLC-MS /MS 的方法检测到
以纤维二糖为碳源时，SdbA(Cthe1307)为分泌丰度
最高的锚定蛋白，而支架蛋白 CipA (Cthe3077)表达
量很高，占所有检测蛋白的 50%，同时检测到 CipA
同一基因簇下游 OlpB、Orf2 与 OlpA 蛋白的分
泌［30］。微阵列芯片分析显示在纤维素为碳源的时
候 sdbA 的转录相对于 cipA、olpB、orf2 与 olpA 要低，
而 nano-LC-ESI-MS 分析显示 SbdA 仅在纤维二糖上
表达［24］。在纤维素上，Raman B 等发现在稳定期
cipA 转录无变化，但是 orf2 的转录增加 2 倍［22］。转
录组与蛋白质组研究中都检测到支架蛋白的大量表
达，这表明在生长过程中以支架蛋白为基础结合多
种酶组分组装形成纤维小体奠定了结构基础。

热纤梭菌共编码 73 个纤维小体酶，指数生长期
时，蛋白水平上共检测并确定了其中 65 种，其中 31
种为纤维小体中糖苷水解酶组分，CelS、XynC、CelA、
XynA /U、CelG 以及糖苷水解酶 Cthe0821 组分都得
到高水平表达分泌［23］。XynA /U、CelG 的高水平表
达同 mRNA 水平检测一致。蛋白质组学分析显示
外切葡聚糖酶 CelS 与 CelK，内切葡聚糖酶 CelJ 在
纤维素上的表达要高于在纤维二糖上的表达，然而
木 聚 糖 酶 ( XynZ， XynC， XynA /U， XghA，
Cthe0032)、内 切 纤 维 素 酶 GH5 ( CelB， CelG，
Cthe2193) 以及 GH8 (CelA)则相反，这些酶组分在
纤维二糖上的表达要高于纤维素上的表达［24］。在
指数生长期向稳定期过渡的过程中，胞外酶组分的
表达 发 生 动态 的调 节，纤维小体 糖 苷 水 解 酶
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Cthe0821、Cthe2761 与 Cthe0745 的表达量增加 2 倍，
XynD (Cthe0625)表达量降低 1. 6 倍。整个发酵过
程中支架蛋白分泌增加，胞外酶组分的种类与表达
分泌数量会随着底物种类与发酵过程动态调整，这
可能与其长期进化形成了高效降解机制有关。

5 热纤梭菌降解天然复杂生物质研究
的问题与展望

基因组学、转录组学、蛋白质组学技术为人们在
整体细胞水平上降解过程提供了系统学技术手段，
目前，人们已经试图人工组装纤维小体来研究纤维
小体各模块间的协同作用，结合原子力显微镜及冷
冻电镜实时原位观察纤维小体超分子结构，分析其
结合微纤丝位点及其对微纤丝的降解过程，从而可
以寻求纤维小体酶分泌、组装及其降解结晶纤维素
的共性规律，阐明热纤梭菌及其纤维小体降解结晶
纤维素微纤丝的机制，全面认识纤维小体这种超分
子架构降解优势的结构基础，为今后理性设计高效
的酶类，指导纤维梭菌靶向遗传改造，人工纤维小体
构建，酶工程改造等提供理论基础，为构建新型的统
合生物工艺(CBP)提供合理的设计思路与可行的解
决方案，从而推动新型生物炼制工艺的普及与应用。

致谢:感谢山东大学陈冠军教授在本论文撰写过程
中给予的指导。
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Mics of the Clostridium thermocellum in lignocellulose
degradation—A review
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Abstract: Clostridium thermocellum ( C． thermocellum ) is the dominant microorganism that can efficiently degrade
lignocellulose． Extensive studies were done for secreting the cell surface-bound protein complex known as the cellulosome．
C． thermocellum is regulated by carbon sources，reflected in overall multiple cellulase production and in the cellulosomal
subunit profile． To produce a cellulosomal protein complex is a dynamic assembly process． In recent years，it becomes a
hotspot to study how C． thermocellum senses the insoluble substrate，regulates the secretion of relevant enzymes，and
assembles the supramolecular-degradation enzyme complex． This review summarized the research advance in genomics，
transcriptomics，proteomics and extracellular carbohydrate-sensing mechanism in C． thermocellum，and analyzed the
mechanism and dynamic process of C． thermocellum in lignocellulose degradation．
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