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摘  要 

在化石资源过度消耗引发石油短缺和气候变暖的形势下，利用木质纤维原料来生产燃

料乙醇是一项迫切的、具有重要战略意义的任务。本论文通过固液分离技术解除了酶水解

反应过程中的产物抑制作用，把纤维素酶一段水解反应转化为三段水解反应，大大提高了

酶水解得率和减少了酶水解时间。以蒸汽爆破玉米秸秆为底物，在底物浓度 30％，第一

段纤维素酶用量为 15 FPU/g 纤维素，第二段和第三段添加新鲜纤维素酶（酶用量为 3 

FPU/g 纤维素和 2 FPU/g 纤维素），于 50℃、pH 4.8 和 150 r/min 的搅拌速度下进行（9＋9

＋12 h）三段水解，30 h 水解得率为 70.41％，比一段水解 72 h 的水解得率 51.64％提高了

36％，且水解时间缩短了 42 h。在 pH 4.0，52℃和 150 r/min 的恒温摇床中，以 1 IU/mL

的 β-葡萄糖苷酶水解三段水解上清液中的纤维二糖糖液 1 h，并用 30 kDa 的超滤膜回收 β-

葡萄糖苷酶，第一轮纤维二糖水解为葡萄糖的得率为 92.71％，酶回收率为 98.87％；回用

至第八轮纤维二糖水解为葡萄糖的得率为 90.87％，β-葡萄糖苷酶回收率为 95.25％。自产

纤维素酶的水解效率优于商品酶，以蒸汽爆破玉米秸秆为碳源制备的自产纤维素酶，（9

＋9＋12 h）三段水解得率为 75.8％，比商品纤维素酶的三段水解得率 70.41％提高了 7％。

主要是由于真菌纤维素酶为诱导酶，由底物自身诱导的纤维素酶在酶系结构上更适合于纤

维素酶组分对底物的协同水解作用；其次自产酶和商品酶来源于不同的碳源，在内切葡聚

糖酶、木聚糖酶、β-葡萄糖苷酶和 β-木糖苷酶的分泌上存在差异。年产乙醇 1 万吨，采用

纤维素酶一段水解和三段水解工艺，每吨糖的生产成本分别为 3355 元和 2755 元。成功开

发分段酶水解技术，可以解决木质纤维原料生物转化为乙醇的瓶颈，为纤维素乙醇的工业

化提供依据。 
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摘    要  

本实验对多孔陶瓷球、介孔 TiO2（ M-TiO2）和巯丙基官能化介孔 TiO2

（SH-M-TiO2）这三种载体固定化β-葡萄糖苷酶的技术进行研究，初步考察了陶

瓷球固定化酶填充床反应器的酶解工艺和模型。得出的主要结论如下： 

1、以多孔陶瓷球为载体，采用吸附交联—包封的方法固定化β-葡萄糖苷

酶，I-a 型陶瓷球固定化表观酶活最大约为 1.75 U/g，从单因素实验还可以看出，

戊二醛交联和胶粘剂包封的步骤在陶瓷球固定化酶的操作过程中起关键作用。固

定化酶在酸碱、热、储存稳定性方面较游离酶有明显改善；且重复测定酶活 30

批后，残余酶活仍在 80%以上。在重复分批酶解实验中，前三批底物的转化率在

90%以上，随后转化率逐渐下降，第九批的转化率降到 50%左右，反应 10 批后固

定化酶的残余酶活下降到 68.5%。 

2、采用连续水解的模式，将陶瓷球固定化酶装填成一单级填充床反应器，

反应器的最佳工作温度和 pH 分别是 60 ℃、pH 4.8。底物进料流速低时，转化

率高，但是体积生产效率低下；如流速为 3.53 ml/min 时，转化率可达 97.5%，

而体积生产效率仅为 6.29 g/(l·h)，当流速增大到 11.2 ml/min 时，转化率仅

为 82.1%，而体积生产效率高达 15.62 g/(l·h)。进料速度 5.47ml/min 时，反

应器连续水解十天，转化率保持在 90%以上，平均转化率为 90.7%。建立了描述

填充床的一维稳态轴向扩散模型，以 STATISTICA 软件对保留时间和转化率关系

进行拟合，拟合因子 R 为 0.95，模型计算结果与实验结果的平均偏差为 9.15%。 

3、由陶瓷球固定化酶二级串联反应器的实验可知，流速为 7.67 ml/min 时，

反应器转化率达 91.4%，体积生产效率为 12.69 g/(l·h)，对比单级反应器转化

率为 91.7%时的体积生产效率为 8.98 g/(l·h)，二级串联反应器的体积生产效

率比单级反应器提高了 41%。 

4、M-TiO2 吸附法固定β-葡萄糖苷酶（BG-M-TiO2）的最大表观酶活回收率

为 64.14%，对应的表观酶活为 4.68 U/g；当起始给酶量为 0.907 U/ml 时，

BG-M-TiO2 的表观酶活力接近最大值，约为 7.6 U/g。M-TiO2 固载酶后 N2 吸附量

略有下降，比表面积（SBET）从 62.04 m
2
/g 降低到 47.72 m

2
/g，孔容（Vp）从 0.37 cm

3
/g

降低到 0.29 cm
3
/g。BG-M-TiO2 重复测定酶活 6 批后，残余酶活降到 50%以下。 

5、分别以 3-氨丙基三乙氧基硅烷（-NH2改性）和 3-巯丙基三甲氧基硅烷（-SH

改性）两种偶联剂，对 M-TiO2 进行后嫁接法官能化改性，BG-SH-M-TiO2 在酶活、

酶活回收率和重复分批测定酶活稳定性中的结果均优于 BG-NH2-M-TiO2。-SH 改性

后的 M-TiO2 SBET 从 62.04 m
2
/g 降低到 53.50 m

2
/g，孔径（DBJH）从 20.3 nm 下降

到 18.2 nm，Vp 从 0.37 cm
3
/g 降低到 0.31 cm

3
/g；SH-M-TiO2 能谱图新增了 Si 和

S 元素的特征吸收峰，质量分数分别是 1.78%和 1.81%，巯丙基占的总质量分数

约为 3.6%；SH-M-TiO2 的热重曲线在 355 ℃出现了来自巯丙基官能团的失重峰，

质量损失约为 2%。 

6、BG-SH-M-TiO2 固定化酶的表观酶活回收率最高为 92.84%，对应的表观酶



 

 

活为 10.99 U/g，当起始给酶量为 18 U/ml 时，BG-SH-M-TiO2 的表观酶活接近最

大值为 21.3 U/g。BG-SH-M-TiO2 重复测定酶活 30 批后，残余酶活仍在 50%左右。

在重复分批酶解实验中，前八批对纤维二糖的转化率都在 90%以上，反应 10 批

后，BG-SH-M-TiO2 的残余酶活为反应前的 80.5%。 

     

关键词：β-葡萄糖苷酶、固定化、多孔陶瓷、介孔 TiO2、巯丙基、 

        填充床反应器 
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摘要 

本论文通过甲酸预处理，利用次氯酸钠（NaClO）氧化天然蚕丝纤维获得表面带有负

电荷的纳米纤维。当采用 10 mmol/g 蛋白的 NaClO 用量时，此时反应体系蛋白浓度为 5 
g/L，桑蚕丝羧基浓度从 0.293 mmol/g 蛋白增加至 0.720 mmol/g 蛋白，此时水不溶部分（固

形物）回收率为 79.61 %；柞蚕丝羧基羧基浓度从 0.347 mmol/g 蛋白增至 0.833 mmol/g 蛋

白，此时水不溶部分回收率为 73.01 %。将氧化后的桑蚕丝和柞蚕丝固形物在水中进行超

声分散，可以分别获得桑蚕丝纳米纤维（直径为 105±27 nm）以及柞蚕丝纳米纤维（直径

为 112±33 nm），两者长度均在 1μm 以上，具有较高长径比。蚕丝纳米纤维对环境 pH 具

有敏感性，表现出了随 pH 变化的聚集—再分散现象。在 pH 5 和 pH 3 时，分别有 80.1 %
和 90.9 %的桑蚕丝纳米纤维聚集沉淀；柞蚕丝纤维沉淀质量则分别 85.7 %和 93.6 %。沉

淀出的聚集体中纳米纤维质量分数约为 20 %，相较于原始的纳米纤维分散液浓度（质量

分数约为 0.2 %）提高了 100 倍左右。此外，将这些聚集体重新置于 pH >7 的水溶液中搅

拌 10 min 以上，它们可重新分散成为均一稳定的纳米纤维分散液。 
NaClO 对蛋白的氧化作用同样适用于溶解再生后蚕丝蛋白溶液。当 NaClO 用量为 2 

mmol/g 蛋白时，此时蛋白浓度为 50 g/L，蚕丝蛋白中羧基浓度从 0.34 mmol/g 蛋白增加

至 1.09 mmol/g 蛋白，对应于蛋白中 47 %的丝氨酸得到氧化；此时通过透析后，85 %以

上的丝蛋白得到保留。氧化后再生蚕丝蛋白（OxSF）溶液具有明显自组装行为，其自组

装过程在较低温度下遵循动力学过程，受到表面电荷分布以及强度影响；更强的表面电负

性以及更密集的电荷分布使得 OxSF 溶液更趋向于自组装成单向纳米纤维结构。而在较高

温下，OxSF 自组装过程则更倾向于热力学驱动；其纳米纤维的组装更趋向于随机分叉生

长。OxSF 溶液自组装获得纳米纤维形貌可受到表面电荷分布以及强度控制，其组装纳米

纤维直径为 17±3 nm，Df值在 1-2 之间。由于界面间的静电吸附作用，表面带有负电荷的

OxSF 纳米纤维与壳聚糖层层旋涂复合材料作用具有较高的力学强度。 
以 OxSF 溶液冷冻干燥制备的支架孔隙大小为 200±40 μm；其干态下压缩模量为

53.6±11.8 MPa，是原始再生蚕丝蛋白（SF）溶液所制备同样孔隙率支架的 100 多倍（压

缩模量 35.5±12.2 kPa）。矿化后支架孔隙结构无明显变化，然而矿化后的氧化再生蚕丝蛋

白（M-OxSF）支架相较于矿化后原始再生蚕丝蛋白（M-SF）支架有更为密集的矿物沉积；

此时，M-OxSF 支架在湿态下压缩模量为 758±189 kPa；而 M-SF 支架压缩模量仅为 21±8 
kPa。OxSF 支架可以为人骨髓间充质干细胞（hMSCs）提供良好的增殖与分化环境；而

M-OxSF 支架进一步扩大了这一优势。活体染色，骨分化前期（ALP, Col1a1）以及骨分化

后期（OPN, OC）基因表达量的测定同时表明，无论预矿化与否，氧化后丝蛋白（OxSF
与 M-OxSF）所制备支架材料在促进 hMSCs 成骨分化程度上显著强于（*p < 0.05）未氧

化丝蛋白所制备支架（SF 与 M-SF）。 
 

关键词：蚕丝蛋白；次氯酸钠氧化；纳米纤维；组装动力学；骨组织工程； 
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摘  要 

凝结芽孢杆菌通过同型厌氧途径发酵生产高光学纯度的 L-乳酸，是一种近年来受到

广泛关注的潜在木糖高效利用工业乳酸菌。本论文拟针对凝结芽孢杆菌木糖发酵产乳酸代

谢途径中的基础性问题展开研究，考察凝结芽孢杆菌厌氧条件下发酵富含木糖预处理液制

备乳酸性能，分析乳酸发酵的关键抑制因素。并采用最新发展起来的第二代高通量测序技

术 RNA-Seq 对凝结芽孢杆菌转录组进行解析，揭示其在不同碳源条件下的转录水平差异，

挖掘高效木糖代谢途径中的关键基因，引入大肠杆菌体系，借助于合成生物学手段优化大

肠杆菌木糖代谢途径，建立具有高效利用木糖产乳酸的大肠杆菌代谢工程菌。研究结果不

仅有利于深入解析凝结芽孢杆菌木糖代谢高效运转机制，进一步挖掘和开发优秀的木糖代

谢关键基因，也将填补和完善微生物木糖代谢研究领域的空白。对于乳酸生产技术的研发、

木质纤维原料的高效生物转化及经济可行性都具有重要的意义： 

采用常压室温等离子体（ARTP）诱变育种技术和进化工程对 B. coagulans NL01 进行

长期驯化，选育出一株抑制物耐受性优良的菌株 B. coagulans GKN316。B. coagulans 

GKN316 利用酸爆水洗液（总糖 54.55 g/L，木糖 40.19 g/L）96 h 产生 45.39 g/L 的乳酸，

乳酸得率为 83.15%。对 B. coagulans 木糖发酵中抑制物耐受性分析显示糠醛、羟甲基糠

醛、香草醛和 4-羟基苯甲醛的添加不是很影响最终的乳酸得率，紫丁香醛对 GKN316 的

抑制作用最强。首次发现 B. coagulans 能够在厌氧发酵条件下有效的将这五种醛类抑制物

转化为对应的毒性较低的醇类。 

利用 RNA-Seq 技术进行 B. coagulans NL01 在木糖或葡萄糖为碳源培养条件时的转录

组测序。与葡萄糖条件下相比，木糖条件下共有 793 个基因存在差异表达，209 个转录上

调，584 个转录下调。基于基因组和转录组绘制了糖酵解、磷酸戊糖途径、磷酸转酮酶途

径、三羧酸循环和乙醛酸途径五个主要的糖代谢模型，该模型揭示了碳源由葡萄糖转成木

糖后 B. coagulans NL01 的代谢特征，木糖异构酶和木酮糖激酶等木糖代谢相关基因的表

达量显著上升，磷酸转酮酶途径和 TCA 循环中的基因几乎全部上调。转录组分析发现 B. 

coagulans NL01 具有一套完整的木糖代谢操纵子；发现 NL01 基因组上同时存在 L-和 D-

乳酸脱氢酶基因，但只有 L-乳酸脱氢酶基因（ldhL）在乳酸合成中起作用。 

对 B. coagulans NL01 ldhL 基因克隆表达研究其酶学性质显示该酶为 NAD-依赖型 L-

乳酸脱氢酶（L-nLDH），受 FDP 激活。重组 L-nLDH 的比酶活为 2323.29 U/mg，最适激

活剂 FDP 的浓度为 5 mM。反应最适温度为 55℃，当反应条件为 pH 6.5 时催化反应朝丙

酮酸还原方向，反应 pH 为 11.5 时朝乳酸氧化方向；Ca2+对 L-nLDH 有明显的激活作用，

Ni2+, Zn2+, Co2+和 Cu2+对 L-nLDH 有抑制作用。L-nLDH 具有较为宽泛的底物谱，对 α-酮

基羧酸有不同程度的催化活性。 

选择氯霉素作为 B. coagulans 遗传改造的筛选标记，筛选浓度为 7.5 μg/mL。探索以

温敏型 pMH77（lox66-cat-lox71）为基础质粒，将乳酸脱氢酶基因上下同源片段分别连接

在抗性标记的上下游，建立了 B. coagulans 基因表达体系。考察了不同转化方法并优化了

转化条件，发现经 10 g/L 的甘氨酸弱化细胞壁后制备的感受态细胞，进行电转化，可以

获得转化子，但转化效率比较低，实验重复性差，成熟的凝结芽孢杆菌遗传操作体系亟待

建立。 



 

 

以 E. coli KSJ(K12, ΔpflB ΔldhA)为出发菌株，基于 Red 和 Xer 重组系统删除基因

ackA-pta、frdA、adhE，同时整合来自于 B. coagulans NL01 中的 ldhL，选育获得了 L-乳酸

生产菌株 E. coli KSJ316。其该重组菌株木糖乳酸转化率可以达到 90%以上，化学纯度和

光学纯度分别为 95.5%和 99%以上。在 KSJ316 中以质粒的形式过表达来自于 B. coagulans 

NL01 中的 ldhL 或木糖异构酶-木酮糖激酶基因（xylAB），乳酸的产量分别提高了 32.9%

和 20.13%。外源添加甲酸钠有效地提高 KSJ316 菌株生物量、木糖利用和 L-乳酸产量。

以 20 g/L 木糖为底物，100 mM 的甲酸钠被该菌株完全利用，其生物量和 L-乳酸产量分别

提高了 35.40%和 233.88%，L-乳酸的化学纯度达到 98.9%。甲酸钠的添加提高了 KSJ316

菌株细胞内的 NADH、NAD+和 ATP 的水平。 

 

关键词：凝结芽孢杆菌；木糖；抑制物；大肠杆菌；L-乳酸 
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