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酿酒酵母木糖发酵酒精途径工程的研究进展

沈 煜 王 颖 鲍晓明" 曲音波
（山东大学微生物技术国家重点实验室，济南 $#%!%%）

摘 要 途径工程（D:/EF:G -CH=C--2=CH），被称为第三代基因工程，改变代谢流向，开辟新的代谢途径是途径工程的

主要目的。利用途径工程理念，对酿酒酵母（3+00"+*(420%& 0%*%5#&#+%）代谢途径进行理性设计，以拓展这一传统酒精

生产菌的底物范围，使其充分利用可再生纤维质水解物中的各种糖分，是酿酒酵母酒精途径工程的研究热点之一。

这里介绍了近年来酿酒酵母以木糖为底物的酒精途径工程的研究进展。
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途径工程是利用分子生物学原理，分析细胞代谢网络，

通过合理设计的 K+L 重组，完成细胞特性改造的应用性学

科［!］。途径工程在分析代谢途径的基础上，定性地改变细胞

内代谢流走向，调整原有代谢网络，进而提高特定代谢物的

产量。外源基因的准确导入及其编码蛋白的稳定表达，可以

拓展细胞内现有代谢途径的延伸路线，以获得新的生物活性

物质或者优良的遗传特征［$，&］。

发展可再生清洁能源、保护生态环境已成为人类必须面

对的两大课题，燃料酒精被公认为最有发展前景的可再生清

洁能源之一。汽油中添加 !%M N !#M酒精的复合燃料———

汽油醇（O:?(E()），是良好的无铅汽油，在一些欧美国家已经

开始使用这种燃料。$%%! 年 5 月国家计委决定十五期间将

在大中城市逐步推广使用车用乙醇汽油（汽油醇），这一政策

的出台必将给燃料酒精的发展带来极大的商机。目前，国内

外均以淀粉质和糖蜜为原料生产酒精，底物成本在生产总成

本中占有很大的比例，在欧美发达国家为 5%M左右［5］，而在

中国这一数值高达 4%M N 6%M。因此开发用于燃料酒精生

产的廉价原材料是这一能源领域研究的主要方向之一。地

球上最丰富的可再生资源———木质纤维素，是光合作用产

物，充分将其中可利用成分转化为燃料酒精，不仅可以提供

清洁能源，而且有利于推动太阳光能的转化利用，同时促进

大气中 JP$ 的循环［!］，减少由矿物燃料燃烧造成的 JP$ 净排

放。木糖是半纤维素的主要组成部分，在植物纤维材料水解

液中占 &%M 左右，是继葡萄糖之后自然 界 中 最 丰 富 的 糖

分［5，#］，以木糖为底物转化酒精的研究，是酒精途径工程研究

的热点之一。

酿酒酵母（3+00"+*(420%& 0%*%5#&#+%）是传统的酒精生产菌

株，具备良好的工业生产性状［5，4］，其全序列已测定，遗传操

作技术也已经成熟［6］。但是，酿酒酵母由于缺乏木糖代谢途

径最初将木糖转化为木酮糖的酶而不能利用木糖。酒精代

谢属于初级代谢，大部分反应为多数微生物相同的公共代谢

途径，因此拓展酿酒酵母对木糖的利用只需加入有限的几种

酶，反应即可实现［!］。自然界中由木糖转化为木酮糖的代谢

途径有 两 条，其 一，在 某 些 真 菌 中，在 木 糖 还 原 酶（QG)(?-
2-@AB/:?- ，QR）和木糖醇脱氢酶（QG)=/() @-EG@2(H-C:?-，QKS）的

共同作用下完成，QR 和 QKS 分别需要 +LKDS 和 +LKT 作为

辅酶；其二，在某些细菌中，通过木糖异构酶（QG)(?- =?(0-2:?-
，QU）直接转化为木酮糖。酿酒酵母具有木酮糖代谢的完整

酶系［8，"］，木酮糖经过木酮糖激酶（QG)A)(V=C:?-，QW）磷酸化生

成 #3磷酸木酮糖，而进入磷酸戊糖途径（DDD），然后以中间产

物 43磷酸葡萄糖和 &3磷酸甘油醛进入酵解途径（<XD），最终

在厌氧条件下生成酒精。通过途径工程理念，对酿酒酵母代

谢途径进行理性设计，使其具有共发酵葡萄糖和木糖产生酒

精的能力，提高酒精得率，是当前转化木质纤维素类生物质

生产燃料酒精的研究热点之一［$，!%，!!］。

酿酒酵母木糖酒精发酵途径工程的研究主要从三个方

面展开：!引入木糖的代谢途径，包括木糖向木酮糖的转化

以及强化下游代谢流向酒精生成的方向；"木糖的运输系

统；#其他与木质纤维素材料发酵生产酒精相关的代谢途径

改造。

! 木糖代谢途径的引入

酒精发酵涉及的是细胞正常生理生化过程的基础代谢



途径，阻断基础代谢途径势必导致细胞代谢异常甚至死亡。

因此初级代谢的途径工程通常采用代谢流扩增和底物谱拓

展的所谓“加法战略”，而尽量避免实施途径阻断和基因敲除

的“减法战略”操作［!］。基于这一理论基础，在酿酒酵母中重

组表达糖代谢的相关酶基因，引入木糖代谢途径是主要的研

究方向。

!"! 木糖向木酮糖的转化

从木糖向木酮糖的两条转化途径，均在酿酒酵母中进行

过尝试。许多研究表明［!" # !$］，在酿酒酵母中同时表达真菌

的木糖还原酶基因（!"#!）和木糖醇脱氢酶基因（!"#%）可以

使酿酒酵母获得利用木糖的能力。&’(()*［!%］的研究表明，在

厌氧条件下，带有 $%&’%( )*%+%*%) 来源的 !"#!、!"#% 的酿酒酵

母转化子将木糖转化成了大约等摩尔的木糖醇和乙醇，推测

在重组酿酒酵母中表达的 +, 和 +-. 所需辅助因子不平衡

是酒精产生受到限制的原因之一。/01(2)34 等［!5］进一步证

明木糖醇随氧气量的下降而增加。由于缺氧条件下不能使

67-8 再生，加入电子受体则可以阻止木糖醇的产生，同时使

乙醇生成量有所提高［!$］。酶学研究显示，代谢过程中还原

乙偶姻或者糖醛需要 67-.，因此在木质纤维素水解物中含

有糖醛或者加入乙偶姻将有利于木糖的乙醇发酵［!9］。虽然

某些菌中的木糖还原酶可以利用 67-:.、67-. 两种还原型

辅酶，但动力学研究表明，+, 与 67-:. 的亲和力大［!;，!<］，

结果仍然会引起 67-. 的积累。=>?@)AB> 等［!C］发现 ,(-.%(
/0%1%-%% 的 +, 利用 67-. 比利用 67-:. 作辅酶时有更高的

活 性，但 后 继 工 作 尚 未 见 报 道。 D)(E1)* 等［!F］ 将 从

2’3450(-(340/%65 /40&7%% 的乙醇脱氢酶基因中得到的 67-:
识别序列引入 !"#%，试图改变 +-. 对 67- 的特异性需求。

突变的酶可以利用 67- 和 67-:，并且两者的表观 84 相同。

在木糖基本培养基上，带有突变的 !"#% 和 !"#! 共同表达

的酿酒酵母转化子能够生长。7?@)*3G?@ 等［%"］将 +, 和 +-.
两种酶的基因用一小段 -67 连接在一起，在酿酒酵母中成

功得到具有双功能酶活性融合蛋白的活性表达，因为两者之

间的距离很短，可以使木糖还原酶有更高的几率结合利用

67-.作为辅酶。这种重组酵母和分别表达 +, 和 +-. 单

体的菌株相比，木糖醇产生率降低 !!H5I，而乙醇得率升高

了 %"H5I。本课题组［!"］的研究显示，不同的基因表达水平

对木糖发酵产物有重要的影响。在木糖摇瓶发酵实验中，

+,J+-. 酶活比值为 "H"; 的菌株，共消耗木糖 5H%91，与 +,J
+-.比值较高的菌株相比，不产生木糖醇，甘油及乙酸盐等

副产物较少，但乙醇的产量却较高。

引入细菌木糖异构酶基因（ 9:1;）是使酿酒酵母转化木

糖为木酮糖的又一途径。细菌的木糖异构酶因不需要任何

辅助因子，最初被认为是构建利用木糖酿酒酵母代谢工程菌

株的便利途径。早期多个工作组将多种来源的木糖异构酶

克隆表达到酿酒酵母中，,)?) 等甚至从重组酵母中得到外

源 9:17 基因正确大小的蛋白产物［%!］，但均没有得到活性表

达［%%，%5］。可能的原因有：!细菌和酵母最适 K. 不同，"酶

折叠 不 正 确，#后 期 翻 译 模 式 不 合 适［%%］。直 到 !FF; 年，

L>3M*0@AA’? 等［%5 ］选择与真核生物亲缘关系更近的古细菌

———嗜 热 细 菌 2’3456) *’3450+’%16) 的 木 糖 异 构 酶 基 因

（9:17），首次在酿 酒 酵 母 中 得 到 了 活 性 表 达。他 们 将 2 N
*’3450+’%16) 的 9:17 置于酿酒酵母 $<8! 启动子控制下，用附

加体质粒作载体，转化酿酒酵母，重组酶的最高酶活温度为

C9O，远高于酿酒酵母的生长发酵温度，但重组菌株不能利

用木糖为唯一碳源生长，但是，限氧条件发酵可以消耗木糖

而得到乙醇、乙酸和木糖醇。随后，同一研究小组的 /’??
等［%$］用易错 :P, 方法对 2 N *’3450+’%16) 的 9:17 进行定向改

造，试图解决 +Q 最适反应温度过高的问题，但效果仍不理

想。突变株 +Q 最适反应温度降至 ;"O，但其热稳定性却大

大降低。本课题组［%9］采用 :P, 技术，克隆得到嗜热细菌

,10)*4%.%65 *’3450’:.40)61=64%&65 木糖异构酶基因 9:17，并在酿

酒酵母 .!9C 中得到活性表达，其最高酶活条件是 C9O、K.
<H"，在接近酵母生长温度的 5"O和 $"O时，其相对酶活分

别下降 5H<I和 !!I，这一工作为进一步在酿酒酵母中建立

新的木糖代谢途径打下了基础。另外，直接向酒精发酵液中

添加细菌木糖异构酶制剂［%;］，是促使木糖向木酮糖的转化

的又一方式，且效果较好，但成本偏高，不具有实际应用意

义。

总之，酿酒酵母所缺乏的木糖到木酮糖转化的两条途

径，均通过代谢途径工程，在酿酒酵母中进行尝试。来自亲

缘关系近的其他酵母菌株的 !"#! 及 !"#% 基因表达没有障

碍，也得到可以发酵木糖产生酒精的工程菌株，其酒精得率

不高是今后需要攻破的难点。解决 +, 和 +-. 辅助因子不

能相偶联而造成的氧化还原不平衡可能是这一难点的突破

口。+Q 不需要任何辅助因子，但其来源于亲缘关系较远的

细菌，目前，只有少数高温细菌来源的 9:1; 能在酿酒酵母中

得到活性表达，但由于 +Q 重组酶的最适温度和最适 K. 偏

高，且在常温下酶活偏低，使所构建的工程菌株均不能很好

地发酵木糖产生酒精。选择在较低 K. 和较低温度下高活

力的木糖异构酶仍然是这一领域今后努力的主要方向之一。

!#$ 下游代谢流向酒精生成方向的强化

在酿酒酵母中引入木糖到木酮糖代谢途径，仍不能很好

地发酵木糖产生酒精，暗示木糖到乙醇整个代谢途径上的其

他环节有障碍。推测可能的限制因素有二：一是 ::: 途径中

的转酮酶（28#）和转醛酶（2;#），二是催化木酮糖代谢第一

步的木酮糖激酶（!8>!）。酿酒酵母本身含有这些酶，但酶

活较低。提高代谢途径中某个关键酶的活力，以得到高产的

末端产物，是途径工程的又一个策略［!］。

L>3M*0@AA’?等［%<］在研究含有转酮酶和转醛酶以及木糖

还原酶、木糖醇脱氢酶基因的酿酒酵母重组菌株利用木糖的

影响时发现，超表达 28#! 基因对木糖的利用影响不大而

2;#! 基因的超表达可以增强重组菌株对木糖的利用，同时

超表达 28#! 和 2;#! 基因的重组酿酒酵母菌株利用木糖的

能力仅略强于仅提高转醛酶活性的菌株。这一结果表明，转

醛酶对木糖代谢的影响较大。本课题组［!"］在表达 !"#! 和

!"#% 的酿酒酵母重组菌株中超表达 28#! 和 2;#!，改造后
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的重组菌株在以木糖为唯一碳源的平板上生长良好，其状况

优于未超表达 !"#! 和 !$#! 的菌株。

近年来，木酮糖激酶（"#）作为另一个木糖代谢途径中

的关键酶成为多个工作小组的研究热点。$%&’(()* 等人［+,］在

酿酒酵母中超表达木酮糖激酶基因（%"&!）后，以木酮糖为

底物进行乙醇发酵，乙醇得率上升了 ,-.，已接近理论得

率，但不同的宿主背景，乙醇得率不同，表明宿主背景对木糖

代谢也有相当大的影响。/&01’23 等［4］研究了酿酒酵母在葡

萄糖和木酮糖上的生长，其速率比是 !-，而一般酵母在葡萄

糖和木酮糖上的生长速率比在 567- 至 8 之间，超表达 %"&!
的酿酒酵母这一比率为 9，已接近其他酵母，乙醇得率亦高

于出发菌株，证实了 %"&! 在代谢途径和乙醇发酵中的重要

地位。:;<<(()* 等［+4］的研究表明，超表达 %"&! 的重组菌株，

"# 活性在仅有葡萄糖时测试不到，但加入木酮糖后，酶活显

著提高，认为木酮糖对 "# 有诱导作用。虽然同时表达来自

’ = ()*+*)*( 的 %,#!，%,#+ 并超表达自身 %"&! 的重组酿酒酵

母，木 糖 利 用 和 乙 醇 得 率 都 有 所 提 高［4，>5］，表 达 ! =
)-./01+-*23( 的 452? 并超表达自身 %"&! 的重组酿酒酵母虽

不能利用木糖生长但可以发酵木糖产生乙醇［>!］，但是重组

菌株对木糖的利用率和乙醇产量都不够理想。:&* 等［>+］克隆

了 ’ = ()*+*)*( 的木酮糖激酶基因（%,#>），在其自身的启动子

控制下表达于酿酒酵母，认为同一来源的外源基因可能对发

酵有利，结果表明，重组菌株木酮糖消耗增长了 > 倍。

提高外源基因在重组酿酒酵母中的稳定性是工程菌工

业应用价值的重要指标之一，$%&’(()* 等［>>］将来自 ’ = ()*+*)*(
的 %,#!、%,#+ 以及内源 %"&!（由 ’6"! 启动子控制）一起整

合到酿酒酵母 @$A= B# !!>C7? 的染色体的 78&> 位置，构建

了酿酒酵母 DEF>55!。此菌株外源基因的稳定性有所提高，

且发酵效果与用附加体质粒表达同样 > 个基因的重组菌株

没有大的区别。

相对于处于更下游的 !"#! 和 !$#!，%"&! 对木糖代谢

途径更加重要，因而，目前大量的工作围绕其展开。在已表

达 %,#! 和 %,#+ 或者 452$ 的酿酒酵母菌株中超表达 %"&!，

对重组菌株进行横向，纵向的比较分析，以期有进一步发现，

是目前本实验室的工作重点之一。

! 木糖的运输系统

木糖的跨膜运输被认为是木糖利用的另一个障碍，而且

可能是较为重要的限制因素。尽管酿酒酵母不代谢木糖，但

FG(HG2&’ 等人［>8］的研究表明，木糖可以通过葡萄糖的非专一

性运输系统进入细胞，但该系统对木糖的亲和力远低于对葡

萄糖的。同时，质膜运输在木质纤维素水解物中其他糖的利

用过程中也起着很重要的作用［>-］。

IJ% 等［>9］在研究木糖转运时指出，葡萄糖对木糖的转运

和利用有阻遏作用，木糖利用率在利用棉籽糖作为共底物

时，比利用葡萄糖作共底物时要高。K’1%L)2* 等［>7］发现，当

木糖在培养基中所占比例增加或者其稀释率增加时木糖的

吸收将有所增加，表明木糖运输仍然是木糖利用的关键问

题。近来 M’N’01;2 等［>,］的研究得出相反的实验结果。去除

所有 !, 种戊糖转运相关基因后，细胞丧失了吸收和利用木

糖生长的能力，但是，超表达木糖转运蛋白基因并没有得到

预计的在厌氧条件下利用木糖生长加快或者厌氧条件下木

糖发酵速率提高等结果，因而认为，木糖的吸收对木糖的代

谢流量的影响是有限的。

这一领域，国内外的研究均相对较少，有望成为新的研

究热点，并取得新的突破。

" 其他与木质纤维素材料发酵生产酒精相

关的代谢途径改造

阻断不重要的途径以减少碳向其他副产物流失，或者改

变辅酶氧化态和还原态的比例，也是提高乙醇得率的措施之

一。超表达 %"&! 的酿酒酵母，缺失 9C磷酸葡萄糖脱氢酶，9C
磷酸海藻糖合成酶以及 9C磷酸海藻糖磷酸化酶基因，可以使

发酵木酮糖的乙醇得率提高 +5.到 >5.［+,］；去除磷酸葡萄

糖异构酶基因的启动子，使其酶活降低，可以使乙醇得率上

升 !-.［+,］。在表达 ! = )-./01+-*23( 的 452? 并超表达自身

%"&! 的重组酿酒酵母中缺失醛糖还原酶基因，可将木糖醇

产生量减少 + 倍［>!］。

提高酿酒酵母对木质纤维素水解物中酚抑制剂的抗性

也是利用途径工程技术改良酿酒酵母的内容之一。将来自

!/90.).( :./(*;121/ 的漆酶基因在 ’6"! 启动子控制下在酿酒

酵母中表达，结果提高了 由 可 再 生 原 材 料 生 产 乙 醇 的 产

量［>4］。

此外，利用细胞融合技术也是赋予酿酒酵母木糖代谢基

因的一种措施。毛华等［85］和 #)23)O(P’ 等［8!］先后用能发酵

木糖的毕赤氏酵母和高耐抑制物能力的酿酒酵母，通过原生

质体融合技术进行属间融合，得到了能发酵木糖的酵母融合

子，耐酒精性能高于亲本毕赤氏酵母，但融合子发酵木糖产

生乙醇的速率小于毕赤氏酵母。

# 展 望

酿酒酵母木糖发酵酒精途径工程研究进行了 +5 多年。

尽管某些方面还需要改进，但是，从生物质原料生产燃料，高

效转化木质纤维素水解物中的糖类，因其良好的应用前景，

从未减慢过它发展的步伐。随着酿酒酵母全序列的得到以

及 QA? 重组技术的飞速发展，途径工程变得更加理性化，通

过选择合适的受体菌株、进一步加强分子水平的代谢工程菌

株改造以及后期同步发酵技术的改进，我们相信，不久的将

来，必将有实用的木糖代谢工程酿酒酵母用于燃料酒精的生

产。
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