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细胞工厂的优化                                                               

微生物木糖发酵产乙醇的代谢工程 
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摘  要: 利用木质纤维素发酵生产乙醇具有广泛的应用前景。而自然界中缺少有效转化木糖为乙醇的微生物是充分利

用纤维素水解产物、提高乙醇产率、降低生产成本的关键因素。多年来研究者利用分子生物学技术对微生物菌株进行

了代谢工程改造，使其能更有效地利用木糖生产乙醇。以下主要对运动发酵单胞菌、大肠杆菌和酵母等候选产乙醇微

生物的木糖代谢工程研究进展进行了概述。 
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Abstract:  Discovery of an efficient bioconversion of cellulosic biomass and its hydrolysis to ethanol is the key to unlocking in 
developing of a bioethanol industry. The lack of industrially suitable microorganisms to convert xylose to ethanol fuel has been cited 
as a major technical bottleneck. In the past decades, many improvements have been made in the metabolic engineering of 
microorganisms, including Zymomonas mobilis, Escherichia coli, and yeasts, for the fermentation of xylose to produce ethanol by 
introducing genes for either xylose metabolism or ethanol production. The history and the current progress in constructing these 
strains are presented in this review. 
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地球上的化石能源储量正在以惊人的速度减

少，20 世纪消耗的全部能源几乎等于前 19 个世纪

所消耗的能源的一半，在人类目前的能源消耗结构

中化石类能源占了大约 85％的份额[1]。根据全球最

大的能源公司 (BP) 2009 年的统计，按当前经济发展

速度对能源需求进行估算，目前地球上已探明的可供

开采的石油、煤和天然气将分别在 42 年、122 年和

60.4 年内耗尽。因此开发新的能源就显得刻不容缓。 

传统的乙醇生产以玉米、小麦和木薯等高淀粉

植物为原料，但是随着对乙醇需求量的增大，势必
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造成燃料与人争粮的局面。地球上每年通过光合作

用固定到植物的碳达 2×1011 t，相当于全世界每年耗

能量的 10 倍。这些植物纤维原料主要由各种单糖通

过糖苷键以不同的方式构成，其中葡萄糖和木糖是

主要的组成成分。利用酸解或酶解的方法将木质纤

维素转化为还原性糖会产生大量的五碳糖 (D-木糖

和 L-阿拉伯糖) 和六碳糖 (葡萄糖、半乳糖和甘露

糖)，其中六碳糖约占 2/3，五碳糖约占 1/3。而在半

纤维素的水解产物中，D-木糖约占 90％。由于产乙

醇微生物不能有效地利用木糖，因此，乙醇的生产

效率低，生产成本高 [2]。研究表明充分利用纤维素

原料中的木糖发酵生产乙醇，能使乙醇的产量在原

有基础上增加 25％[3-4]。因此，高效利用木糖是利用

植物纤维资源生产乙醇的关键之一。微生物利用木

糖发酵乙醇的研究已开展 30 多年，本文就这方面的

研究进行概述。 

1  利用木糖产乙醇的微生物 

迄今为止已发现 100 多种能代谢木糖的微生

物，包括细菌、真菌和酵母。Kurtzman 等[5]1982 年

首次分离到能发酵木糖产乙醇的酵母嗜鞣管囊酵母

Pachysolen tannophilus，由于酵母菌发酵木糖产乙醇

的能力较其他微生物强，而引起了人们的关注。此后

又分离到多种可发酵木糖产乙醇的酵母菌株，如：树

干毕赤酵母 Pichia stipitis、休哈塔假丝酵母 Candida 

shehatae、酒香酵母 Brettanomyces naardenensis、纤细

假丝酵母 Candida tenuis 和赛沟毕赤酵母 Pichia 

segobiensis[6]。尽管酵母可生产相对较多的酒精，但

是，这些分离到的木糖发酵酵母产乙醇量和乙醇耐

受性都要低于酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae，

且需要限制性供氧，使得生产控制难度更大。同时，

还存在对水解物中低浓度抑制物敏感、副产物较多

等问题。目前所发现的能利用木糖发酵产乙醇的菌

株，除酵母菌外，还包括细菌：多动拟杆菌 Bacteroides 

polypragmatus、菊欧文氏杆菌 Erwinia chrysanthem、

植物克雷伯杆菌 Klebsiella planticola、嗜热厌氧乙醇

菌 Thermoanaerobacter ethanolicus、球状螺旋体

Spirochaeta coccoides sp.、植物发酵梭菌 Clostridium 

phytofermentas sp.；真菌：尖孢镰刀菌 Fusarium 

oxysporum、粗糙脉孢菌 Neurospora crassa 和燕麦镰

刀菌 Fusarium avenaceum 等。但这些菌株利用木糖转

化乙醇的效率比葡萄糖等已糖发酵效率低，发酵速率

慢并产生大量副产物，难以应用于乙醇工业生产。 

木糖发酵产乙醇研究主要集中在大肠杆菌、酵

母菌和运动发酵单胞菌上。大肠杆菌底物广泛，所

需营养简单，生长速度快，但是厌氧条件木糖发酵

乙醇产量低；酿酒酵母乙醇耐受性高，对纤维素水

解液中抑制物的抗性高，但是缺乏将木糖转化为木

酮糖所需的酶；运动发酵单胞菌能够耐受低 pH 环

境，高浓度葡萄糖以及高乙醇浓度，是唯一厌氧条

件下通过 ED 途径发酵葡萄糖的微生物，但它却不

能利用五碳糖。上述 3 类微生物在木糖利用上均存

在缺陷，难以应用于乙醇工业生产，因此，随着生

物技术的发展，多年来人们一直致力于不断地利用

遗传工程改造上述微生物，以期获得适于大规模乙

醇工业化生产的菌株 (表 1)。
 

表 1  木糖代谢遗传工程菌研究 
Table 1  The studies of engineering microorganism for xylose metabolism 

Object Method Result References 
Escherichi coli Construction of pLOI297 containing 

genes encoding pyruvate 
decarboxylase and alcohol 
dehydrogenase II from Z. mobilis 
under the control of the lac promoter 
from E. coli. 

The ethanol yield per gram of xylose was 
higher for recombinant E. coli than commonly 
reported for S. cerevisiae with glucose. 
Glucose (12%), lactose (12%), and xylose 
(8%) were converted to (by volume) 7.2% 
ethanol, 6.5% ethanol, and 5.2% ethanol, 
respectively. 

[7−10] 

 The recombinant plasmid 
pSE-pdc-adhB was transformed into 
E. coli DH5α and induced to express 
ADH II and PDC with IPTG. 

Ethanol which recombinant strains produced 
from 10 % glucose and 10% xylose was 
separately 21 times and 5 times than that of the 
the wild-type E. coli DH5α under the condition 
of 37°C and 72 h. 

[11−12] 
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续表 1     

Object Method Result References 
 Z. mobilis genes for pyruvate 

decarboxylase (pdc) and alcohol 
dehydrogenase II (adhB) were 
integrated into the E. coli chromosome 
within or near the pyruvate 
formate-lyase gene (pif). 

KO11 (frd) progressively lost its 
hyperethanologenicity on xylose, indicating 
genetic instability. 
 

[13−17] 

 E. coli mutant of AH242 
(ΔldhAΔpflB)-SE2378 was obtained 
after mutagenesis with ethyl methane 
sulfonate. this mutant was mapped 
within the pdh operon. 

Approximately 88% of the fermentation 
products was ethanol. The maximum specific 
productivity of ethanol for SE2378 with xylose 
of 2.24 g/(h·g cells) was higher than that with 
glucose. 

[18] 

 E. coli mutant TCS083 was derived 
from MG1655 which has eight 
genes deleted(Δzwf, Δndh, ΔsfcA, 
ΔmaeB, ΔldhA, ΔfrdA, ΔpoxB, 
Δpta::Km). 

TCS083/pLOI297 phenotype for growth on 
80 g/L xylose was similar to that for growth on 
glucose. It achieved an ethanol yield of 
(39.22±0.09) g/L. 

[19] 

Saccharomyces 
cerevisiae 

S. cerevisiae cells transformed with a 
plasmid, pRD1(XYL1-XYL2). 

S. cerevisiae pRD1 transformants were able to 
grow on xylose as a sole carbon source. But it 
utilizes xylose almost entirely oxidatively. 

[20−21] 

 S. cerevisiae strain CPB.CR4 was 
constructed by deleted GDH1 gene, 
put GDH2 gene under a PGK 
constitutive promoter and 
transformated with the plasmid 
YipXR/XDH/XK. 

This shift solve the redox imbalance and the 
ethanol yield increase 25%. 

[22−23] 
 

 Reconstructed metabolic network of 
S. cerevisiae by using a genome-scale 
cell models. expressing xylose 
reductase, xylitol dehydrogenase and 
GAPN in S. cerevisiae. 

Ethanol yield increase 25% on xylose/glucose 
mixtures. 
 

[24] 

 The xylA gene from Thermus 
thernwphilus and XKS1 gene from 
S. cerevisiae were integrated into the 
genome rDNA locus of S. cerevisiae 

The recombinant consumed 4.6 g/L xylose and 
produced 6.9 g/L ethanol, which were 43.8% 
and 9.5% higher than the parent strain NAN-27 
respectively. 

[25] 

 S. cerevisiae strain transformed with 
P. stipitis R276H PsXR mutant 
(Y-R276H). 

Compared with WT, a 20% increase in ethanol 
production and a 52% decrease in xylitol 
excretion were observed. 

[26] 

 S. cerevisiae Cen.PK 113-7D 
chromosome was integrated C. tenuis 
XR in wildtype or double mutant 
form, XDH from Galactocandida 
mastotermitis, and the endogenous 
xylulose Kinase (XK). Overexpression 
of each gene was under control of the 
constitutive TDH3 promoter. 

The strain harboring the XR double mutant 
showed 42% enhanced ethanol yield (0.34 g/g) 
compared to the reference strain harboring 
wild-type XR. The yields of xylitol and glycerol 
were decreased 52% and 57% respectively. 

[27] 

Zymomonas mobilis Recombinant strains of Z. mobilis 
were constructed that carried the 
xylAB genes of the xylose catabolic 
pathway from Klebsiella 
pneumoniae. 

Recombinant growth-inhibited in the presence 
of xylose. 
 

[28] 

 The pZB5 plasmid was constructed 
which contain E. coli xylA/xylB and 
tal/tktA genes. And it was transfered 
into Z. mobilis CP4. 

The recombinant was capable of growth on 
xylose as a sole carbon source. Ethanol was 
produced at a yield of 0.44g/g of xylose 
consumed, corresponding to 86% of 
theoretical yield. 

[29] 
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2  木糖代谢途径 

微生物是通过木糖转化为木酮糖的代谢途径

而利用木糖。在一些细菌和低等真菌中木糖通过木

糖异构酶 (Xylose isomerase，XI) (EC 5.3.1.5) 催化

后转化为木酮糖；而在一些酵母和丝状真菌中，木

糖 经 木 糖 还 原 酶  (Xylose reductase ， XR) (EC 

1.1.1.21) 催化生成木糖醇，然后由木糖醇脱氢酶

(Xylitol dehydrogenase，XDH) (EC 1.1.1.9) 作用生成

木酮糖，XR 和 XDH 分别需要 NADPH 和 NAD+作

为辅酶。木酮糖经过木酮糖激酶 (Xylulokinase，XK) 

磷酸化生成 5-磷酸木酮糖，进入磷酸戊糖途径 

(Pentose phosphate pathway，PPP)。磷酸戊糖途径的

中间产物 6-磷酸葡萄糖以及 3-磷酸甘油醛通过酵解

途径形成糖代谢的中心产物丙酮酸，丙酮酸在缺氧

条件下被丙酮酸脱羧酶和乙醇脱氢酶脱羧还原为乙

醇。最近在新月柄杆菌 Caulobacter crescentus 中又

发现了新的木糖代谢途径[30]，即 NAD 依赖的木糖

脱氢酶 (XDH) 途径。该途径从 D-xylose 经木糖脱

氢 酶  (xylB) 脱 氢 生 成 D-xylonolactone ， 再 经

xylonolactonase (xylC) 反应生成 D-xylonate，再经过

脱水酶 (xylD) 脱水后生成 2-酮-3-脱氧戊酸，经过

进一步脱水及脱氢反应，最后生成 α-酮戊二酸，进

入 TCA 循环 (图 1)。 

 

图 1  木糖的主要代谢途径 
Fig. 1  Main metabolic pathway of xylose. 

3  利用木糖产乙醇酵母的代谢工程 

随着利用木糖微生物的分离以及木糖代谢途

径研究的深入和分子生物学的发展。利用代谢工程

研究和开发能高效代谢各种糖源的产乙醇重组菌

成为全球关注的重点。主要包括两个方面：1) 引

入五碳糖代谢途径到高效产乙醇菌中，如酿酒酵母

S. cerevisiae、运动发酵单胞菌 Zymomonas mobilis，

扩大底物利用范围；2) 将高效产乙醇基因导入具有

底物利用范围广的微生物中如大肠杆菌 Escherichia 

coli，提高乙醇转化率。 

3.1  酿酒酵母木糖发酵乙醇途径的改造 
酿酒酵母是工业上生产乙醇的优良菌株，与细菌

相比具有较高的乙醇耐受浓度，对纤维素水解液中的

抑制物有较高的抗性。但是，酵母菌不能利用木糖，

Kotter 等[31]、Amore 等[32]在酿酒酵母中表达树干毕赤

氏酵母的木糖还原酶基因 (XYL1) 与木糖醇脱氢酶

基因 (XYL2)，其酵母转化子在有氧条件下能利用木

糖生成木酮糖。但是，木糖还原酶对 NADPH 的亲

和能力比对 NADH 高，木糖醇脱氢酶仅利用 NAD+，

使得辅酶代谢不平衡，导致重组酿酒酵母发酵木糖

过程中木酮糖累积、细胞生长和木糖发酵速率下降。 

为了提高重组酿酒酵母利用木糖产生乙醇的转

化效率，Watanabe 等[26]将点突变的毕赤氏酵母木糖

还原酶 (K270R替换的 PsXR) 和其野生型木糖醇脱

氢酶  (PsXDH) 基因，转入到 S. cerevisiae，由于

K270R PsXR 降低了 NADPH 亲和能力，使得重组

S. cerevisiae 的乙醇产量增加了 4l％，降低了木糖醇

产量的积累 (下降 86％)。Almeida 等[33]证实，表达

P. stipitis 的 XR 的重组 S. cerevisiae 菌，不但能利用

木糖，还能还原糠醛化合物，减轻其毒害作用，从

而能够利用羟甲基糠醛含量高的木质纤维素水解液

发酵产生乙醇。另外， Petschacher 等[27]构建了利用

S. cerevisiae 强启动子 TDH3 表达 C. tenuis 的木糖还

原 酶  (XR) 或 K274R-N276D 双 突 变 体 酶 和

Galactocandida mastotermitis 的 木 糖 醇 脱 氢 酶 

(XDH) 基因的操纵子，整合到 S. cerevisiae 的基因

组中，重组菌厌氧发酵木糖 (20 g/L) 结果表明，含
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K274R-N276D 双突变体 CtXR 工程菌较含野生型

CtXR 工程菌乙醇产量增加 42％ (0.34 g/g)，木糖醇

和甘油的产量分别降低了 52％和 57％。Karhumaa

等[34]利用 P. stipitis 的 XR、XDH 和 Piromyces sp.

的 XI 编码基因，导入 S. cerevisiae 中，分别构建了

重组菌株 TMB3057 和 TMB3066，木糖发酵试验显

示 TMB3057 在 100 h 内消耗木糖 39.6 g/L，每克木

糖产生 0.33 g 乙醇；TMB3066 菌株 100 h 内消耗木

糖 16.8 g/L，每克木糖产生 0.43 g 乙醇。 

由于细菌木糖异构酶催化 D-木糖转化为 D-木酮

糖过程中不需要辅酶，不会引起细胞内还原力的不平

衡[35]。Lonn 等[36]将嗜热细菌 Thermus thermophilus

的木糖异构酶基因 xylA 导入酿酒酵母 S. cerevisiae

中，并定向进化筛选获得 K274R 和 N276D 替换的

木糖异构酶，能在酵母适宜生长温度条件下稳定表

达，其酶活提高到原来的 9 倍。沈煜等[25]将来自嗜

热细菌 T. thermophilus 的 xylA 基因和酿酒酵母自身

的 xks1 基因插入酿酒酵母工业菌株 NAN-227 的染

色体中，其重组菌的木糖异构酶和木酮糖激酶活性

均高于出发菌株；木糖、葡萄糖共发酵试验结果显

示木糖利用率和乙醇产率比出发菌株分别提高了

43.8％和 9.5％。 

3.2  木糖转运途径的改造 
酿酒酵母的木糖吸收主要是通过高亲和力葡萄

糖运输因子 HXT4、HXT5、HXT7 和 Gal2 介导的，

其 木 糖 的 跨膜 运 输 受 葡萄 糖 的 强 烈抑 制 [37] 。

Leandro[38]将中间假丝酵母 Candida intermedia 编码

葡萄糖/木糖同向转移因子的基因导入到酿酒酵母，

有效提高木糖的跨膜运输 (其表达产物转运木糖的

Km 值是转运葡萄糖 Km 值的 1/10)。Saloheimo 等[39]

采用缺失 7 个己糖转运因子基因的酵母突变株为宿

主菌，从高效代谢戊糖的丝状真菌 Trichoderma 

reesei 的 cDNA 文库中，筛选到 hxt1、hxt2、hxt4、

hxt7 和 trxlt1 的五碳糖转运因子基因，这些基因的表

达促进了重组酵母对木糖的利用。在酵母中过量表

达真菌 Orpinomyces 木糖异构酶基因，毕赤酵母糖

转运蛋白 (SUT1) 基因和自身的木酮糖激酶基因，

促进木糖的转运和乙醇的生成[40]。 

4  利用木糖的产乙醇细菌的代谢工程 

4.1  运动发酵单胞菌利用木糖的乙醇代谢工程 
运动发酵单胞菌 Z. mobilis 是唯一利用 ED 途径

厌氧生产乙醇的微生物，具有高效转化己糖为乙醇

的酶系统。但 Z. mobilis 底物利用范围极窄，不能利

用五碳糖。目前已有两株 Z. mobilis 菌的全基因组序

列公布[41-42]。1995 年，Zhang 等[29]通过代谢工程，

将 E. coli 的 xylA (木糖异构酶基因)、xylB (木酮糖激

酶基因)、talB (转酮醇酶基因)、tktA (转醛醇酶基因) 

导入到 Z. mobilis 中。使 Z. mobilis 获得利用木糖的能

力，其乙醇产率为 0.44 g/(g·h)，达到理论值的 84％。

Zhang 等[43]在 2003 年又将含有上述木糖代谢途径的

基因整合到位于染色体上的乳酸脱氢酶基因  (ldh) 

中，减少了重组菌中乳酸的形成，增加了细胞的生

长，其乙醇产率与质粒转化的重组菌相当。同时，

在无选择压力的情况下保持了外源基因的遗传稳定

性。本研究室将大肠杆菌木糖代谢的关键酶基因，

引入到运动发酵单胞菌中，混合糖发酵过程中，重

组菌利用葡萄糖和木糖生成乙醇的效率分别达到理

论值的 81.2％和 63.1％[44]。 

另外 Thompsan 等将 Z. mobilis 的丙酮酸脱羧酶 

(pdc) 基因转入热葡糖苷酶地芽孢杆菌 Geobacillus 

thermoglucosidasius 中，在 52℃条件下仍然可以表

达出有活性的 PDC，为高温发酵产乙醇探索了新菌

株和新途径[45]。 

4.2  大肠杆菌的发酵乙醇代谢工程 
大肠杆菌 E. coli 是目前基因工程中研究最广泛

和最深入的模式菌株，其底物利用范围广，包括植

物生物量中的几乎所有糖类。Ingram 等[46]首次将含

有 PET 操纵子 (携带运动发酵单胞菌丙酮酸脱氢酶

和乙醇脱氢酶基因) 的质粒转化到 E. coli 菌株，使重

组 E. coli 的已糖和戊糖代谢形成的中心代谢物——

丙酮酸转向乙醇生产；重组大肠杆菌每克木糖发酵

乙醇的产量高于已报道的酿造酵母每克葡萄糖发酵

乙醇的产量。12％葡萄糖、12％乳糖、8％木糖发酵

分别能产生 7.2％、6.5％、5.2％的乙醇 (V/V)[8]。Ohta

等[13]将运动发酵单胞菌产乙醇基因整合到位于染色

体上的丙酮酸甲酸裂解酶基因 (pfl) 中，并敲除丙
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酮酸-甲酸裂解代谢支路。构建的重组菌 KO11 具有

较好的遗传稳定性，Yomano 等[47]通过不断增加乙醇

浓度对 KO11 定向进化，获得耐乙醇突变株 LY01，

突变株发酵木糖  (140 g/L) 产生的乙醇达理论值

的 88.5％，高于亲本菌 KO11 (83.3％)。Gonzalez

等[48]对耐乙醇突变株 LY01和亲本菌 KO11在乙醇胁

迫下的全基因表达图谱分析的结果显示，LY01 增加

渗透保护物的代谢(氨基乙酸的降解和甜菜碱合成

和吸收)，增强了对木质纤维素水解产物中抑制物的

耐受能力。Hespell 等[9]、Dien 等[49]采用缺失乳酸脱

氢酶 (ldh) 和丙酮酸甲酸裂解酶 (pfl) 的大肠杆菌

为出发菌株，构建含 pet 操纵子质粒的重组菌 

(FBR1、FBR2 和 FBR5)，由于缺失 ldh 和 pfl 后，细

胞不能厌氧生长，导入的质粒能恢复细胞厌氧生长，

使得重组菌高表达产乙醇基因，同时在厌氧条件下

质粒不丢失。在发酵过程中，含有 pdc 和 adhB 基因

质粒的重组菌在无添加抗生素时维持遗传稳定和高

乙醇产率。乙醇产量最好的菌株为 FBR5，能利用玉

米芯水解产物，发酵每克糖产生 0.46~0.51 g 乙醇，

达理论产值的 90％以上。利用大肠杆菌 ΔldhA ΔpflB

突变株，Kim 等[18]通过化学诱变方法，使自身的乙

醇代谢途径发生突变，获得一株能在厌氧条件下生

长的产乙醇菌株 SE2378。突变位点在 pdh 操纵子内，

使得通常只在有氧条件下才有活性的丙酮酸脱氢酶

在厌氧条件下参与了乙醇发酵，突变株发酵木糖的

产量达到 2.24 g/(h·g cells)，无论是发酵产量还是发

酵速率都高于葡萄糖发酵。 

近来，Trinh 等[19]提出一种具有最基本细胞功能

生产目标产物的生物转化器的策略，为获得高效产

乙醇重组菌，从大肠杆菌中 15 000 条可能的途径中

挑选出了 6 条代谢途径，进行中心代谢路径的改造。

构建了 Δzwf、Δndh、ΔsfcA、ΔmaeB、ΔldhA、ΔfrdA、

ΔpoxB 、 Δpta::Km 缺 失 突 变 株 TCS083 。 导 入

pLOI297 的 TCS083 重组菌发酵 80 g/L 葡萄糖产生

38.77 g/L 乙醇，与通过模型计算的 39.20 g/L 极其

接近，高于 MG1655/pLOI297 的最终乙醇产量 

(36.53 g/L)。其乙醇转化率比 KO11、FBR5/pLOI297

菌株高出 6％，达到了 96％。 

5  展望 

利用丰富、廉价的木质纤维素生产乙醇是乙醇

工业发展的趋势。工业生产乙醇的优良菌种酿酒酵

母主要以淀粉为原料，不能发酵木糖；而具有将己

糖高效转化成乙醇的运动发酵单胞菌底物利用范围

窄，使其应用受到极大的限制；大肠杆菌能利用木

糖，但是乙醇的发酵效率低，因此，迫切需要开发

出能有效利用各种糖类高效生产乙醇的微生物菌

种。尽管对各种微生物进行乙醇发酵代谢工程改造，

能有效地扩大菌株的底物利用范围、提高乙醇产率

等，但仍存在着不少问题，比如产乙醇菌株的遗传

稳定性、代谢工程优化代谢体系过程中最大限度地减

少副产物的产生，增强乙醇代谢酶的表达及活性，因

改变细胞代谢流而引起的代谢平衡丧失、细胞生长减

缓等。另外，通过基因工程等技术选育耐高温、耐高

乙醇和耐高渗能力的产乙醇微生物和重组菌是缩短

发酵周期和提高乙醇产量、降低成本的一个关键问

题。因此，这方面的研究将成为未来研发的重点。 
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