
山东省自然科学基金资助项目。

收稿日期：!""#$%&$%"，修回日期：!""#$%’$%#。

木糖代谢工程菌的研究进展

鲍晓明 高 东 王祖农
（山东大学微生物技术国家重点实验室 济南 ()%!%%）

摘 要 木糖广泛存在于农副产业及林产业的木质废弃物中，利用微生物转化木糖产生乙醇

的研究，对生物质再生资源的全利用有着重要意义。本文介绍了木糖代谢工程菌的研究进展和策

略。
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木质纤维材料是地球上最丰富的可再生资源，广泛存在于农副产业及林产业的木质废弃物，以及以农产

品、林产品为原料的工业（如造纸业）废弃物中，是巨大的再生资源。木质纤维素主要成分为：纤维素、半纤维

素及木质素三部分，由于组成上的多样性，使生物量的全利用成为植物原料再生性能源开发的关键。

半纤维素是多种糖分的非结晶异质多聚体，许多植物材料半纤维素的主要成分是木聚糖，它是由

+$木糖组成骨架，,$阿拉伯糖组成侧链。由于半纤维素结构及组成的混杂性，且聚合度较低，因而降解

比纤维素容易得多，采用热或酸解即可使半纤维素降解为单糖或寡糖，木糖是其中主要成分之一，因而

对木糖生物转化的研究是充分开发利用半纤维素的基础［!］。

! 木糖的代谢途径

虽然半纤维素多聚体的降解比较容易，但其降解产物戊糖（主要是木糖）发酵产生乙醇则要比纤维

素的降解产物葡萄糖的发酵困难得多。自然界存在着某些天然利用木糖的微生物，包括细菌、酵母菌和

丝状真菌，真菌与细菌的木糖代谢途径不尽相同。

利用木糖的酵母及丝状真菌的木糖代谢途径，首先是在依赖-.+/0的木糖还原酶（1234567689:$
;<56，1=）的作用下还原木糖为木糖醇，随后在依赖-.+>的木糖醇脱氢酶（123?;4386@2874A6B<56，1+0）

作用下氧化形成木酮糖，再经木酮糖激酶（123934C?B<56）磷酸化形成)$磷酸木酮糖，由此进入磷酸戊糖途

径（/6B;456D@45D@<;6D<;@E<2，///）。///途径的中间产物F$磷酸葡萄糖及G$磷酸甘油醛通过酵解途

径形成丙酮酸，丙酮酸或是经丙酮酸脱羧酶、乙醇脱氢酶脱羧还原为乙醇；或是在好氧的条件下，通过

HI.循环及呼吸链彻底氧化成IJ(
［(，G］。酿酒酵母（!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")）因缺乏木糖转化为木酮糖

的酶，而不能利用木糖，但可以利用木糖的异构体———木酮糖。在酿酒酵母菌中木酮糖也是先磷酸化形

成)$磷酸木酮糖，进入///途径，经酵解形成乙醇［&］。

与真菌（酵母菌及丝状真菌）的木糖代谢途径不同，细菌的木糖代谢途径是通过木糖异构酶直接转

化木糖形成木酮糖，该酶不需要辅酶的参与，随后同样在木酮糖激酶的作用下磷酸化形成)$磷酸木酮糖

进入///途径，但与///途径偶联的是K+途径，通过K+途径产生乙醇［)］。

" 利用木糖酿酒酵母代谢工程菌的构建

酿酒酵母（!-#)%)+,*,")）是食品及化工工业的最佳生产菌株，广泛应用于酒类生产中。它具有许多
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优良特性：（!）在厌氧条件下可以良好地生长发酵；（!!）发酵葡萄糖有较高的乙醇得率；（!!!）对一些生长抑

制因子如乙酸、糠醛等具有较高的抗性，而这些生长抑制因子往往存在于木质纤维材料的水解物中；

（!"）较高的乙醇耐受性；（"）被公认为#$%&（#’(’)*++,)’-*).’.*//*0’）微生物。但酿酒酵母不能直接利

用木糖。目前通过代谢工程手段构建能利用木糖的酿酒酵母重组菌株，以尽可能对木质纤维材料生物

量全利用的研究十分活跃。

根据酿酒酵母不能利用木糖，但能利用木酮糖的代谢特点，构建利用木糖的酿酒酵母代谢工程菌

株，有两个策略，一是在酿酒酵母菌中克隆并表达天然利用木糖真菌的1个基因，即木糖还原酶基因

2345和木糖醇脱氢酶基因2341；二是在酿酒酵母菌中克隆并表达细菌的木糖异构酶基因6,+%，目的

均是在酿酒酵母菌中引入转化木糖形成木酮糖的代谢途径，然后进一步代谢木酮糖产生乙醇。此外，毛

华等人［7］利用原生质体融合技术进行属间融合，得到能发酵木糖产生乙醇的酵母菌融合子。

!"# 表达$%&#，$%&!基因木糖酿酒酵母工程菌的构建

木糖还原酶基因2345已从8株毕赤酵母菌（!"#$"%&’"("’"&）9:&;<；9:&;<<=和9:&7>;=中克隆得

到并测序［<!?］，该基因的开放阅读框架为?;=@A，编码85B个氨基酸。!)&’"("’"&木糖还原酶的天然状态

为二聚体形式推测分子量为<7CD*（168BCD*）［?，5>］。!)&’"("’"&的木糖还原酶可以分别以E%DF和

E%DGF为辅酶，但对E%DGF的亲和力大，*H（E%DGF）为>I>>81而*H（E%DGF）为>I>=［5>］。木糖醇脱氢酶

基因2341从!)&’"("’"&9:&;<<=克隆得到［55，51］并测序，该基因的开放阅读框架为5>B?@A，编码878个

氨基酸，其天然状态为二聚体形式，分子量为78CD*（1681CD*）［58］。!)&’"("’"&木糖醇脱氢酶依赖E%DJ

为受氢体。

将!)&’"("’"&的基因2345和基因2341克隆于多拷贝载体在酿酒酵母启动子如G#K、%DFL，或在

其自身的启动子下，均可以在酿酒酵母菌中得到较高的酶活表达。但所构建的表达2345和2341的

酿酒酵母重组菌株，尚不能发酵木糖产生乙醇，消耗少量木糖主要被还原为木糖醇以及其他副产

物［1，?，55，51］。这被认为是反应平衡常数的特点所致，2$的酶促反应，木糖JE%DGFJFJ!———"木糖

醇JE%DGJ的平衡常数*’M为;I<;N5>?HO+／4，2DF的酶促反应，木糖醇JE%DJ!———"木酮糖J

E%DFJFJ的*’M为7I?N5>P55HO+／4，表明这两步可逆反应倾向形成木糖醇［5>，58］。此外，两步反应的

辅酶（E%DGF和E%DJ）不能偶联，造成细胞内氧化还原失衡，也是引起木糖醇积累的原因之一。

!"! 酿酒酵母’’’途径酶基因超表达对利用木糖的影响

仅仅表达2345和2341基因尚不能使酿酒酵母重组菌株发酵木糖产生乙醇，推测是木糖到乙醇

整个代谢途径上的其他环节有障碍。转酮酶（Q)*(/C’RO+*/’，QK4）和转醛酶（Q)*(/C’RO+*/’，Q%4）是GGG
途径上的关键酶，酿酒酵母菌含有这两种酶，但酶活较低［5=］。转酮酶是组成酶，已从酿酒酵母中克隆得

到1个转酮酶的基因QK45和QK41［5;!5<］。研究结果表明QK45对木酮糖的代谢影响较大［5B］。酿酒

酵母的转醛酶基因Q%45也已克隆得到［5?］。酿酒酵母菌株在木酮糖上生长时大量积累<S磷酸景天庚

酮糖，这一结果暗示着转醛酶是酿酒酵母通过GGG途径代谢木酮糖的限制因素［5=，5?］。

&TU**00S#’)/R’(/TU+*-’)等人［5B］将酿酒酵母的转酮酶基因QK45和转醛酶基因Q%45克隆于酵母多

拷贝载体#&=1，1个基因均在自身的启动子下表达。在超表达QK45、Q%45基因的酿酒酵母重组菌株

中1种酶活均提高5>!5;倍。V*+0)!.//O(等人［1］在研究转酮酶及转醛酶对含有2345和2341基因

酿酒酵母重组菌株利用木糖发酵的影响时发现，超表达QK45基因对利用木糖影响不大；Q%45基因的

超表达可以增强重组菌株对木糖的利用。这些结果进一步验证转醛酶是酿酒酵母重组菌株代谢木糖以

及野生菌株代谢木酮糖的限制因素。V*+0)!.//O(等人［1］的结果显示虽然高效表达2345、2341和

Q%45等基因的酿酒酵母，可以加强重组酿酒酵母菌株对木糖的利用，但木糖消耗的增加主要表现在木

糖醇得率的提高，依然没有乙醇产生。

为了解决木糖醇积累问题，本课题组［1>］将!"#$"%&’"("’"&的2345和2341基因，分别置于不同的
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启动子控制下，得到不同的!"#$、!"#%重组质粒，所得到酿酒酵母转化子表现出不同的外源基因表达

水平，使木糖还原酶与木糖醇脱氢酶（!&／!’(）的比活力变化范围在)*)+!$,*-之间。为了加强对木

糖的利用，促使木糖代谢流向乙醇形成的方向，在含有!"#$和!"#%基因的酿酒酵母转化子中，又引

入转酮酶./#$基因及转醛酶.0#$基因，使酿酒酵母转化子在原有基础上超表达转酮酶及转醛酶活

性。同时具有!"#$和!"#%以及超表达基因.0#$、./#$的酿酒酵母转化子可以在木糖为唯一碳源

的平板上生长。摇瓶发酵实验结果表明当!&／!’(比值为)*)+时，产物中检测不到木糖醇，其他的副

产物如甘油、乙酸盐等也有所下降，而乙醇得率却有所提高。

木酮糖激酶催化木酮糖磷酸化形成-1磷酸木酮糖也是木糖代谢的限速步骤之一，编码木酮糖激酶

的基因（!"/）已从酿酒酵母［%$］克隆得到，这些研究工作多为美国普度大学的(2研究小组完成，他们直

至$33-年底才在美国专利文献中报道了该基因序列［%%］，该研究小组的工作表明在含有!"#$和!"#%
基因的酿酒酵母中超表达!"/基因可以提高酿酒酵母发酵木糖的乙醇得率。但由于得到了专利保护，

使酿酒酵母的木酮糖激酶基因!"/使用受限。

!"# 表达细菌木糖酶基因!"#$酿酒酵母工程菌的研究

木糖转化为木酮糖的另一途径是通过细菌的木糖异构酶，该酶一步完成木糖向木酮糖的转化，并且

不需要任何辅助因子，因而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。编码该酶的基

因!"#0曾先后从$%&’#(，)&*(+’,#-+./0(//’12(.+/(/，3-&(##1//14*(#(/，5#’/*2(6(10*7.20’/1#812’9.+./和

:-&*’4-&(##1/,.+*’/1/克隆得到，上述不同来源的!"#0基因分别克隆于酿酒酵母菌的40#$、5’6$、

54/$和0’($启动子下，转化于酿酒酵母菌中，但以上各种来源的!"#0基因在酿酒酵母菌中均没得

到活性表达。

由于;7.201/*7.20’,7(#1/的木糖异构酶基因!"#0在茄科植物细胞中得到表达（个人通讯），本课

题组采用56&技术从该菌克隆得到!"#0基因。转化酿酒酵母，首次成功地在酿酒酵母中得到木糖异

构酶的活性表达［%7］。为了使木糖代谢流向乙醇形成的方向，在酵母转化子中又引入磷酸戊糖途径中的

转酮酶基因./#及转醛酶基因.0#$，同时表达!"#0和超表达.0#$基因、./#$基因的酿酒酵母工

程菌株可以在木糖为唯一碳源的平板上生长；摇瓶发酵实验结果表明，该工程菌株可以发酵木糖形成

$*78／#乙醇。这一结果表明在酿酒酵母菌中建立了一条新的木糖代谢途径。

# 利用木糖细菌代谢工程菌株的构建

利用代谢工程手段构建发酵木糖的细菌工程菌株的工作已在多种细菌中展开，如$2<(+(-&72"/-+=
*7.0(、$%&’#(、>#.4/(.##-’!"*’&、>%,#-+"(&’#-和?"0’0’+-/0’4(#(/，根据细菌的代谢特点，其构建策略

有二，一是将产生乙醇的关键酶基因转移到可以利用木糖的菌株中，二是将木糖代谢途径引入良好的乙

醇产生菌中，如$%&’#(含有利用木糖的所有必需酶，但对糖厌氧发酵形成的产物很复杂，有乳酸、乙酸、

琥珀酸和甲酸，而乙醇只是产物中很少的一部分。在乙醇形成的最后阶段是由丙酮酸脱羧酶（59:;<=>?
@?A=:B2C9D=E?，5’6）和乙醇脱氢酶"（0DA2F2D@?F9@:28?G=E?"，0’("）催化完成的，$%&’#(缺乏5’6，

而且0’("的水平较低，不能很好地发酵木糖产生乙醇。相反，?%0’4(#(/具有较强的5’610’("系

统，但没有同化木糖的酶。HF>=等人［%I］将?%0’4(#(/的5’6基因,6&和0’("基因-674引入$%&’#(
中，重组菌株表现出较好的发酵木糖产生乙醇的能力。但产物中仍有不少的副产物，此外，$%&’#(对乙

醇及纤维材料水解物中毒性因子的耐受性较差，这些缺点不适合用于工业生产。

与$%&’#(不同，?%0’4(#(/具有对乙醇及纤维材料水解物中毒性因子较高的耐受性，是较好的乙醇

产生菌。但由于缺乏同化木糖的代谢途径而不能利用木糖。JF=G8［-］在?%0’4(#(/中同时表达$%&’#(
的木糖异构酶基因（!"#0）、木酮糖激酶基因（!"#K）、转醛酶基因（*-#）和转酮酶基因（*@*0）。将这I个

基因分%组（!"#0和!"#K，*-#和*@*0）组成%个操纵子，分别置于?%0’4(#(/自身的71磷酸甘油醛脱氢

酶启动子和烯醇酶启动子下，并将这%个操纵子构建成$个质粒，含有这种质粒的?%0’4(#(/重组菌株

可以发酵木糖产生乙醇，得率为)*II8／8。
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利用微生物发酵转化木糖产生乙醇，是当前的研究热点之一。随着对木糖代谢工程菌研究的深入

进行，必将得到实用的木糖代谢工程菌株，对人类充分利用生物质再生资源具有潜在的价值，完全符合

可持续发展战略的要求。
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