
摘 要：以预处理后的稻草基质为试验原料，研究了两个平行电极板形成的外加电场的电场强度以及外加电场协同作用下 4种添
加剂 Tween-80、PEG 6000、BSA和[BMIM]Cl对木质纤维素基质酶解糖化性能的影响，以探讨提高木质纤维素基质酶解糖化效率的
新方法。试验结果发现：电场强度为 12 V·m-1时获得最佳的基质糖化效率，比对照组提高了 26.6%；在 12 V·m-1的外加电场协同作
用下，Tween-80、PEG 6000、BSA的添加量分别为 200 滋L·g-1基质和 40、20 mg·g-1基质时获得最高的酶解糖化效率；试验条件下离
子液体[BMIM]Cl对纤维素酶解糖化产生一定的抑制作用，随着添加量增加，糖化效率逐渐降低。分析表明在外加平行电场协同作
用下添加适量的 Tween-80、PEG 6000、BSA有助于提高纤维素酶解糖化效率，其中 BSA对纤维素酶解糖化效率的影响最大。
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Abstract：Conversion efficiency of lignocelluloses to ethanol is influenced by many factors. In this work, enzymatic saccharification of pre原
treated rice straw was explored in four additives（Tween-80, PEG 6000, BSA and [BMIM]Cl）with and without different electric field
strengths from two parallel electrodes. Saccharification efficiency was 26.6% greater at 12 V·m-1 of electric field strength than the control.
At this electric field strength, applying Tween-80 at 200 滋L·g-1, PEG 6000 at 40 mg·g-1 and BSA at 20 mg·g-1 further enhanced saccharifi原
cation efficiency. However, ionic liquid [BMIM]Cl had inhibition to enzymatic saccharification of rice straw. The experimental results indi原
cate that proper additives such as Tween-80, PEG 6000 and BSA could effectively improve efficiency of enzymatic saccharification of lig原
nocellulose with parallel electric field, with BSA showing the greatest efficiency of lignocellulosic saccharification.
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农业和林业生产中产生了大量的可再生资

源——木质纤维素，因此世界各国非常重视以木质纤

维素为原料的燃料如乙醇、氢气等新能源的开发和利

用[1-3]。在木质纤维素转化为燃料乙醇、氢气的过程中，
木质纤维素首先在酶的催化作用下转化为葡萄糖等

单糖，再经微生物的发酵作用被转化成乙醇、氢气等

能源[4]。然而，木质纤维素的复杂结构导致其糖化效率
较低，是整个转化过程的限制性步骤。

为此，人们采用不同的预处理方法如物理法、化

学法、生物法等[5-6]破坏木质纤维素原料结构以提高其
糖化效率。已有研究表明，在酶解糖化的强化过程中
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添加一定量的表面活性剂可以提高纤维素的转化效

率，如吐温（Tween-80、Tween-20）、聚乙二醇（PEG
4000、PEG 6000）等。Yang等[7]研究 Tween-80对酶吸
附的影响，结果表明 Tween-80可以阻碍吸附的纤维
素酶失活，提高纤维素的转化效率；Zeng 等[8]研究了
Tween-80和鼠李糖脂对固态酶解中简青霉胞外酶活
性的影响；席琳乔等[9]研究了不同分子量的 PEG表面
活性剂对棉秆木质纤维素水解复合酶的影响；任天宝

等[10]研究了几种化学物质对稻草秸秆酶解糖化的影
响；Liu等[11]研究了离子液体[BMIM]Cl作为溶剂对棉
花纤维溶解及再生性能的影响。

同时，已有研究表明纤维素水解酶结合了一些带

电荷的基团[12]。J覬rgensen等[13]采用电泳的方法成功分
离了纤维素酶与半纤维素酶，并评估了纤维素酶的吸

附情况。因此，可以认为在外加电场作用下纤维素水

解酶能发生定向移动，这种定向移动能提高木质纤维

素水解过程中酶与基质接触的几率，从而提高木质纤

维素的水解效率。

本文创新性地设计了一种基于外加电场作用下

的木质纤维素酶解糖化装置，并以稻草粉末作为原

料，分别比较研究了在有无外加电场作用下不同外源

性添加剂对纤维素酶解糖化性能的影响，以探索提高

纤维素基质酶解糖化效率的新方法，促进纤维素基质

酶解糖化技术的发展及应用。本课题的研究内容还未

见相关文献报道。

1 材料和方法

1.1 基质预处理
稻草秸秆取自重庆郊区，稻草首先剪切成 1~2

cm小段，洗净并于 80 益烘干至恒重；用粉碎机将稻
草秸秆粉碎，并用自动振动筛过 60目，得到 60目稻
草秸秆粉末；再将其用 1%的氢氧化钠溶液按固液比
为 1颐10的比例混合，预处理 24 h，然后用清水清洗稻
草粉末基质直至清洗液 pH为中性，最后烘干至恒重
备用。

1.2 试验装置
外加电场作用下的纤维素基质酶解糖化试验装

置由纤维素基质酶解糖化反应器、外加电源及电极、

恒温培养箱等组成（图 1）。其中反应器主体（直径 30
mm、轴向长度 50 mm）体积为 35 cm3，反应器两端采
用厚度为 0.5 mm的铜片作为电极，并用导线连接外
加电源，以便在反应器中形成平行电场，而没有外加

电场作用的反应器则不需布置电极。在反应器中部设

置一个取样口以检测基质酶解后还原糖的含量。反应

器置于恒温培养箱中以维持反应器内纤维素基质酶

解糖化作用的恒定温度。

1.3 操作步骤
在试验启动前，反应器系统用甲醛溶液消毒 30

min，并用灭菌冷却后的蒸馏水清洗干净。称取 2.0 g
已灭菌并经预处理后的稻草粉末，加入 53.36 mg纤
维素酶（115 U·mg-1 DW，Worthington，美国），用无菌
的移液枪取 100 滋L 茁-葡萄糖苷酶（逸250 U·g -1，
Novozyme 188，Sigma，美国），再加入 10 mL无菌蒸馏
水及相应量的添加剂（Tween-80、PEG 6000、BAS或
[BMIM]Cl），调节 pH为 4.5（Buffer溶液采用 0.1 mol·
L-1 CH3COONa与 0.1 mol·L-1 CH3COOH调配），在 100
mL干净并灭菌的烧杯中混合均匀，然后填装于反应
器中，并密封。将反应器置于 48 益恒温培养箱中酶解
糖化，接通电源，维持 0.6 V的电压，保证反应器内电
场强度为 12 V·m-1，每 12 h切换电极的正负极。对照
组则无外加电压。酶解 96 h后从反应器中取出基质，
加入定量蒸馏水稀释后离心（6000 r·min-1）10 min。取
离心后的上清液，用 3，5-二硝基水杨酸法测还原糖
浓度。残余基质经烘干后称重。每个参数影响均进行

2次重复试验。
1.4 分析方法及仪器设备

水解液中还原糖总糖浓度采用 3，5-二硝基水杨
酸法测量，以蒸馏水为对照，分别在波长 540 nm 下
测量 OD值，水解液还原糖总糖浓度通过 OD540 nm值
标准曲线计算得到[14]。还原糖浓度与 OD540 nm值之间
的关系为：

y=470.61x+34.581 R2=0.990 5
式中：x 为水解液中还原糖在 540 nm下测量吸光度
值；y为还原糖的浓度，mg·L-1。

反应后的基质用烘箱于 105 毅C烘干至恒重，采

电子天平

分光光度计

取样口

电极

反应器导线

电源

恒温培养箱

图 1 试验装置示意图
Figure 1 Schematic diagram of experimental system
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图 2 电场强度对纤维素酶解糖化性能的影响
Figure 2 Effect of electric field strengths on performance of

enzymatic saccharification of rice straw
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糖化效率定义为酶解后还原糖总产量与酶解前

基质的质量之比[15]：

糖化效率=酶解后还原糖总产量（g）伊0.9
酶解前基质的质量（g） 伊100%

在试验过程中，基质称量采用精密分析电子天平

（Sartorius BP114，德国）；电源为可编程直流电源（Ar原
ray 3645A，台湾）；反应器温度维持采用恒温培养箱
（SHH-250 L型，重庆）；还原糖浓度测量采用分光光
度法（722N型，上海）；基质烘干采用烘箱（CS101-3E
型，重庆）；以冷冻离心机（GL-21M型，湖南）提取和
分离还原糖水解液。

2 结果与分析

2.1 电场强度对纤维素酶解糖化性能的影响
试验首先研究了电场强度对纤维素酶解性能的

影响。试验过程中，电场强度分别设定为 0、8、12、16、
20 V·m-1。试验结果如图 2所示。

试验结果表明，随着电场强度的增加，还原糖的

产量、基质消减量、糖化效率均呈先增加后减少的趋

势，电场强度为 12 V·m-1时达到最大，分别为 420.95
mg、0.435 g和 18.9%，此时比对照组（电场强度为 0
V·m-1）分别提高了 26.6%、29.8%和 26.6%。因此，一
定强度的外加电场能强化纤维素酶和 茁-葡萄糖苷酶
的催化作用，促使纤维素水解，产生还原糖等[16]小分
子物质。

本组试验数据显著性检验 P<0.01，表明外加电
场强度对木质纤维素基质酶解糖化性能影响具有极

显著性。

2.2 Tween-80对纤维素酶解糖化性能的影响
试验主要研究不同 Tween-80 添加量分别在有

无电场（电场强度为 12 V·m-1）协同作用下对纤维素
酶解糖化性能的影响。Tween-80添加量分别为 50、
100、150、200、250 滋L·g-1基质。

试验结果如图 3所示。在有无外加电场协同作用
条件下，随着 Tween-80添加量的增加，还原糖总产
量、基质消减量以及糖化效率皆呈逐渐上升趋势，在

Tween-80添加量为 200 滋L·g-1基质时，在电场协同
作用下还原糖总产量、基质消减量、糖化效率分别为

587.6 mg、0.580 g和26.4%，而无电场作用时分别为
475.1 mg、0.531 g 和 21.4%。在本试验条件下, 随着
Tween-80添加量继续增加至 250 滋L·g-1（基质）时，还
原糖总产量、基质消减量以及糖化效率则呈下降趋势，

其原因是随着 Tween-80的进一步增加，多余的表面
活性剂易发生自聚而形成微胶束[17]，微胶束可阻止纤
维素酶与纤维素底物的接触，抑制纤维素酶解糖化，从

而表现出糖化效率的下降。由图 3还发现，当 Tween-
80添加量为 200 滋L·g-1基质时，电场协同作用下还原
糖产量、基质消减量以及糖化效率比未施加电场分别

提高了 23.7%、9.2%和 23.4%。试验结果表明，在外加
电场的协同作用下，Tween-80对纤维素酶的酶解糖化
有一定的促进作用。

本组试验数据显著性检验 P<0.05，表明 Tween-80
对木质纤维素基质的酶解糖化性能影响显著。

2.3 PEG 6000对纤维素酶解糖化性能的影响
试验分别研究了在有无电场协同作用条件下，

PEG 6000 不同添加量对纤维素酶解糖化性能的影
响。试验中，PEG 6000添加量分别为 10、20、30、40、
50 mg·g-1基质，电场强度为 12 V·m-1。

试验结果如图 4所示。随着 PEG 6000添加量的
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图 4 PEG 6000对纤维素酶解糖化性能的影响
Figure 4 Effect of PEG 6000 additions on performance of enzymatic

saccharification of rice straw with and without electric field
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图 3 Tween-80对纤维素酶解糖化性能的影响
Figure 3 Effect of Tween-80 additions on performance of enzymatic

saccharification of rice straw with and without electric field
增加，还原糖总产量、基质消减量和糖化效率呈逐渐

上升的趋势，在 PEG 6000添加量为 40 mg·g-1基质
时，还原糖总产量、基质消减量和糖化效率分别达到

最大，无外加电场作用时分别为 489.2 mg、0.525 g和
22.0%，有外加电场协同作用下则分别为 598.8 mg、
0.599 g和 26.9%，分别比前者提高了 22.4%、14.1%和
22.3%。但随着 PEG 6000添加量继续增加，还原糖总
产量、基质消减量以及糖化效率呈下降趋势，本试验

条件下当其添加量为 50 mg·g-1基质时，还原糖总产
量、基质消减量以及糖化效率在电场协同作用下分别

降至 578.1 mg、0.466 g和 26.0%，无电场作用时则分
别降至 445.9 mg、0.439 g 和 20.1%。主要原因是当
PEG 6000的含量达到一定后，使 PEG 6000占据了纤
维素酶与纤维素基质结合的位点，降低纤维素酶的非

生产性吸附，产生排阻效应[18]，从而导致还原糖的产
量、基质消减量、糖化效率下降。

本组试验数据显著性检验 P<0.01，表明 PEG

6000对木质纤维素基质酶解糖化性能的影响具有极
显著性。

2.4 牛血清白蛋白（BSA）对纤维素酶解糖化性能的影响
试验主要研究了在有无电场协同作用条件下

BSA添加量对纤维素酶解糖化性能的影响。BSA添加
量分别为 10、20、30、40、50 mg·g-1基质，外加平行电
场强度为 12 V·m-1。

BSA对纤维素酶解糖化性能的影响如图 5所示。
随着 BSA添加量的增加，还原糖总产量、基质消减量
和糖化效率呈逐渐上升的趋势，在 BSA添加量为 20
mg·g-1基质时，还原糖总产量、基质消减量和糖化效
率均达到最大，无外加电场作用时分别为 493.9 mg、
0.523 g和 22.2%，在外加电场协同作用下则分别为
607.3 mg、0.615 g 和 27.3%，分别比前者提高了
23.0%、17.6%、22.9%。但随着 BSA添加量继续增加，
还原糖总产量、基质消减量以及糖化效率呈下降趋

势，本试验条件下当 BSA添加量为 50 mg·g-1基质
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图 6 [BMIM]Cl对纤维素酶解糖化性能的影响
Figure 6 Effect of [BMIM]Cl additions on performance of enzymatic

saccharification of rice straw with and without electric field
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图 5 BSA对纤维素酶解糖化性能的影响
Figure 5 Effect of BSA additions on performance of enzymatic

saccharification of rice straw with and without electric field
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时，还原糖总产量、基质消减量以及糖化效率在电场

协同作用下分别降至 494.8 mg、0.499 g 和 22.3%，无
电场作用时则分别为 407.8 mg、0.438 g和 18.3%。

以上结果表明，当 BSA加入后，BSA能与纤维素
基质中部分抑制或破坏酶活性的物质相结合，对酶起

到一定保护作用，使酶的活性大幅度提高，这样在外

加电场协同作用下，驱使更多的纤维素水解酶迁移并

吸附至基质表面，促进木质纤维素的酶解糖化[19]。但
随着 BSA添加量的继续增加，导致部分 BSA覆盖在
酶的表面，使酶的活性不能充分体现，从而造成糖化

效率降低。

本组试验数据显著性检验 P<0.05，表明 BSA对
木质纤维素酶解糖化性能的影响显著。

2.5 [BMIM]Cl对纤维素酶解糖化性能的影响
试验中，[BMIM]Cl 的添加量分别为 10、20、30、

40、50、100、150、200、250 mg·g-1基质，外加平行电场

强度为 12 V·m-1。
试验结果如图 6所示。随着离子液体[BMIM]Cl

添加量的增加，还原糖总产量、基质消减量及糖化效

率呈逐渐下降的趋势。在本试验条件下，添加量为

10~40 mg·g-1基质时，下降趋势比较平缓，在外加电
场协同作用下还原糖总产量、基质消减量及糖化效率

分别从 487.8 mg、0.428 g、21.9%下降到 406.8 mg、
0.284 g、18.3%，而无电场作用时则分别从 457.2 mg、
0.369 g、20.6%下降到 392.7 mg、0.262 g、17.7%。当添
加量达到50 mg·g-1基质时，下降趋势更显著，在外加
电场协同作用下还原糖总产量、基质消减量及糖化效

率分别降至 282.1 mg、0.224 g、12.7%，无电场作用时
分别为217.6 mg、0.182 g、9.8%。随着 [BMIM]Cl添加
量进一步增加，纤维素基质的酶解糖化效率继续呈下

降趋势，当添加量达到 200 mg·g-1基质时，还原糖总
产量在外加电场协同作用下为 99.5 mg，而无电场作
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用时仅为 50.1 mg。

以上试验结果表明，[BMIM]Cl对纤维素基质酶解
糖化过程起着一定程度的抑制作用，随着 [BMIM]Cl
添加量的增加，这种抑制作用加强。主要原因是随着

[BMIM]Cl添加量的增加，更多的带电基团特异性作用
于酶的某些基团，甚至使酶失活，从而影响了纤维素

的酶解糖化，具体的抑制机制尚需进一步深入研究。

本组试验数据显著性检验 P>0.05，表明在其他
条件相同的情况下，在木质纤维素酶解糖化中添加

[BMIM]Cl对还原糖产量的影响不存在显著性差异。
3 讨论

3.1 外加电场强度对纤维素酶解糖化性能的影响
众所周知，水解纤维素的酶蛋白分子是由氨基酸

分子通过肽键联结构成，氨基酸分子中含有游离带正

电荷的氨基基团或带负电荷的羧基基团，导致酶蛋白

质分子带有一定量的电荷，在一定外加电场强度作用

下纤维素酶蛋白将发生迁移和运动。根据这个原理可

以在纤维素基质酶解糖化过程中施加一定强度的外

加电场，以促使水解纤维素的酶分子迁移和运动，促

进其在纤维素基质表面作用位点的吸附，提高酶解糖

化效率。施加不同外加电压可以获得不同的电场强

度，从而产生不同的电场作用力，获得不同的酶解糖

化效率；但是过高的电场强度也不利于纤维素的酶解

糖化，原因是过高的电场力导致酶的迁移速率过快，

甚至引起酶在基质表面的吸附不稳定，相应地，纤维

素基质的酶解糖化效率下降。因此，适当的外加电场

强度可以促进纤维素基质的酶解糖化。

3.2 外加电场协同作用下外源添加剂对纤维素酶解
糖化效率的影响

Tween-80、PEG 6000和 BSA均属于非离子表面
活性剂，在溶于水时不发生解离，其亲水基团主要是

由具有一定数量的含氧基团（如羟基和聚氧乙烯链）

构成。非离子表面活性剂在溶液中不是以离子状态存

在，所以它的稳定性高，不易受强电解质存在的影响，

也不易受酸、碱的影响，在各种溶剂中均有良好的溶

解性，在固体表面上不发生强烈吸附。

Tween-80的亲水基团对酶蛋白产生一种空间排
斥作用，使酶蛋白难与木质素的疏水基团相互作用，

因此可抑制纤维素酶活性下降、增加酶的活性、促进

木质纤维素基质与纤维素酶的吸附作用[20-21]。但在纤
维素基质的酶解糖化过程中，过多的 Tween-80易发
生自聚而形成微胶束，引起糖化效率的下降。在外加

电场协同作用下，Tween-80对纤维素基质酶解糖化
的强化主要是通过对纤维素酶的保护作用实现的。

PEG 6000作为一种非离子型的水溶性聚合物，
在液相介质中，其分子表面的醚键带有微弱的负电

荷，它能与许多极性较高的物质和蛋白质、硝基纤维

素等物质配伍，因此在外加电场的协同作用下适量的

PEG 6000能与纤维素酶结合，有利于酶的迁移；同
时，PEG 6000能有效阻止纤维素酶与木质素的无效
吸附，促进底物与酶的吸附作用[22-23]。但过多的 PEG
6000使纤维素酶被覆盖而降低酶的水解糖化效率。
本试验得到与 Ouyang等[24]一致的研究结果。

BSA是一种常用的载体蛋白，由 581个氨基酸残
基组成，可与多种阳离子、阴离子和其他小分子物质

结合，防止酶的分解和非特异性吸附；同时，BSA还能
减轻酶的变性，特别是减轻一些不利环境因素如加

热、表面张力及化学因素所引起的酶的变性[25]。至于
其具体作用机理目前还不是很清楚，可能是与 BSA
结构中有 17个二硫键和一个巯基有关。因此，BSA可
显著提高纤维素水解酶的活性，促进木质纤维素的水

解糖化效率。Yang等[26]和罗鹏等[27]得出了类似的结
论。外加电场的协同作用则可强化 BSA与纤维素酶
的吸附及其酶的迁移，从而更显著地提高木质纤维素

基质的酶解糖化效率。但 BSA添加量的过量增加，则
导致 BSA覆盖在酶的表面，使酶的活性不能充分体
现，从而造成糖化效率降低。

[BMIM]Cl作为一种离子型表面活性剂，与水互
溶，电导率高，其对纤维素预处理的影响研究较多，但

[BMIM]Cl对纤维素酶解糖化的相关研究报道甚少。
Vancov等[28]研究认为离子液体能显著提高木质纤维
素的水解效率。在[BMIM]Cl对酶活性影响方面，开展
了部分研究工作，一般认为随[BMIM]Cl 添加量的增
加，更多的带电基团特异性作用于酶的某些基团，甚

至使酶失活，从而影响了纤维素的酶解糖化，具体的

抑制机制尚需进一步深入研究。Stock等[29]研究发现
一定量的离子液体对纯净的酶产生一定程度的抑制

作用，得到与本试验一致的结论。

在本试验条件下，Tween-80、PEG 6000 和 BSA
三种非离子型表面活性添加剂在外加电场协同作用

下对稻草酶解糖化性能影响显著，在最佳添加量条件

下，获得酶解糖化效果最好的添加剂是 BSA，而离子
型表面活性剂[BMIM]Cl对稻草的纤维素酶的酶解糖
化产生明显的抑制作用。

总之，外源添加剂对木质纤维素酶解糖化性能的
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影响机制还不很清楚，不同添加剂间及其与外加电场

的协同作用机制还有待开展进一步研究，以获得提高

木质纤维素酶解糖化效率的实用新技术。

4 结论

本试验研究了不同电场强度以及在外加电场协

同作用下 4 种添加剂 Tween-80、PEG 6000、BSA 和
[BMIM]Cl对木质纤维素酶解糖化性能的影响。试验
结果表明：

（1）外加电场能明显提高稻草基质的糖化效率，
最佳的电场强度为 12 V·m-1。同时在 12 V·m-1的外加
电场协同作用下，随着 Tween-80、PEG 6000、BSA的
添加量增加，基质酶解糖化效率逐渐升高，但继续提

高其添加量，基质酶解效率反而下降。

（2）本试验条件下，Tween-80添加量为 200 滋L·
g-1基质时，还原糖总产量、基质消减量和糖化效率达
到最大，分别为 587.6 mg、0.580 g、26.4%；PEG 6000
添加量为 40 mg·g-1基质时，还原糖总产量、基质消减
量和糖化效率最高，分别为 598.8 mg、0.599 g 和
26.9%；BSA添加量为 20 mg·g-1基质时，还原糖总产
量、基质消减量和糖化效率最高，分别为 607.3 mg、
0.615 g 和 27.3%。然而本试验条件下离子液体
[BMIM]Cl对纤维素酶解糖化产生一定的抑制作用，
随着添加量增加，糖化效率逐渐降低。

（3）在本试验的外加电场条件下，BSA对酶解糖
化的效率影响最大，其后依次为 PEG 6000和 Tween-
80，而[BMIM]Cl对酶解糖化表现为负作用。
（4）外加电场及其协同作用下外源添加剂对木质

纤维素基质酶解糖化的作用机理还有待于进一步深

入研究，以获得提高木质纤维素基质酶解糖化效率的

实用新技术。
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