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摘   要：利用可再生生物质高效生产化学品是可持续生物制造的重要途径。木质纤维素来源广

泛且可再生，被认为是极具潜力的第二代生物炼制原料，木质纤维素水解物中混合糖的高效共发

酵被认为是降低产品成本的关键途径之一。然而，大多数微生物由于碳源阻遏效应会优先消耗葡

萄糖而非木糖，严重制约了木质纤维素转化效率。因此，开发能够同时利用葡萄糖和木糖的微生

物平台对工业规模生产至关重要。本文综述了基于代谢工程策略促进微生物高效共利用葡萄糖和

木糖的关键方法和研究实例，包括葡萄糖抑制缓解、木糖跨膜转运途径改造、木糖代谢途径构建

和定向进化等策略。 
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Metabolic engineering for the efficient co-utilization of 
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Abstract: Microbial production of chemicals from renewable biomass has emerged as a crucial 
route for sustainable bio-manufacturing. Lignocellulose with a renewable property and wide sources 
is supposed to be a promising feedstock for the second-generation biorefinery. The efficient 
co-utilization of mixed sugars from lignocellulosic hydrolysates represents one of the key 
challenges in reducing the production cost. However, most microorganisms prefer glucose over 
xylose due to carbon catabolite repression, which constrains the efficiency of lignocellulosic 
conversion. Therefore, developing the microbial platforms capable of simultaneously utilizing 
glucose and xylose is paramount for economically viable industrial-scale production. This article 
reviews the key strategies and studies of metabolic engineering for promoting efficient 
co-utilization of glucose and xylose by microorganisms. The representative strategies include 
relieving glucose repression, enhancing xylose transport, constructing xylose metabolic pathways, 
and directed evolution.  
Keywords: microorganisms; lignocellulose; biorefinery; xylose; metabolic engineering 

 
木质纤维素生物质作为可再生原料，常见于

农作物秸秆、杂草、木材废料及其他固体废弃物

中，通过水解和发酵释放糖，可用于生产醇类、

微生物油脂和有机酸等各类化学品[1-3]。木质纤

维素生物质主要由纤维素、半纤维素和木质素构

成，其水解产物是各种己糖和戊糖的混合物，主

要 包 括 葡 萄 糖 ( 占 比 60%–70%) 和 木 糖 ( 占 比

30%–40%)[4]。与纤维素水解生成的葡萄糖相比，

半纤维素水解产生的木糖很难被微生物有效利

用，这极大地限制了木质纤维素资源的应用潜

力。因此，实现微生物对葡萄糖和木糖的高效共

利用对于木质纤维素生物质有效转化为燃料和

化学品至关重要[5]。但是截至目前，只有少数天

然微生物具有木糖代谢途径[6]，并且这些微生物

对木糖和葡萄糖的共利用普遍存在底物偏好性

强、碳分解代谢物阻遏(carbon catabolite repression, 
CCR)、产量低等问题[7]。此外，微生物对木糖

的转运效率远低于葡萄糖也限制了下游途径的

通量。因此，构建能够高效共利用混合糖特别是

木糖和葡萄糖的工程菌株，对于木质纤维素的规

模化工业利用至关重要[8]。 
本文综述了近年来微生物共利用木质纤维

素中葡萄糖和木糖的研究进展，详细讨论了用于

改善微生物对葡萄糖和木糖共利用的代谢工程

策略，包括：(1) 碳分解代谢阻遏效应缓解；(2)
构建工程化木糖转运体，增加对木糖的亲和力；

(3) 设计内源性代谢途径，包括采用自适应进化

等非理性工程方法，以识别提高木糖代谢的关键
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靶点；(4) 利用人工多菌体系的模块化构建策

略，将功能性代谢途径分配到不同宿主菌中，通

过混菌共发酵技术实现葡萄糖和木糖共利用。最

后，总结了基于以上工程策略生产的具有工业化

前景的主要生物基产品。 

1  微生物天然木糖及葡萄糖代

谢途径 
迄今为止，研究发现自然界中具有木糖代谢

途径的天然微生物有 200 余种，主要包括细菌、

酵母菌和丝状真菌。其中既能利用木糖又能利用

葡萄糖的酵母菌是研究重点，主要包括树干毕赤

酵母(Scheffersomyces stipites)、马克斯克鲁维酵

母 (Kluyveromyces marxianus) 、 产 朊 假 丝 酵 母

(Candida utilis) 和 葡 萄 牙 假 丝 酵 母 (Candida 
lusitaniae)等[9-10]。 

微生物为了在生存环境中充分利用木糖，经

过长时间进化形成了不同的木糖利用途径(图 1)。
木糖最初在不同的微生物体内通过不同的酶转

化为木酮糖。在细菌中，木糖异构化通常由 xylA
基因编码的木糖异构酶(xylose isomerase, XI)直
接催化[11-12]，而大多数真菌和酵母则需要木糖还

原 酶 (xylose reductase, XR) 和 木 糖 醇 脱 氢 酶

(xylitol dehydrogenase, XDH)两步催化 [13]。在

XR-XDH 途径中，前两个反应通常伴随 NADPH
的消耗和 NADH 的产生。在细菌和酵母菌中，

木酮糖分别在 XYLB 和 XKS1 基因编码的木酮糖

激酶(xylulose kinase, XK)催化下形成木酮糖-5-
磷 酸 后 进 入 磷 酸 戊 糖 途 径 (pentose phosphate 
pathway, PPP)[14-16] 。 由 于 XR-XDH 途 径 的

NADPH 和 NADH 的双辅因子偏好，这两种辅因

子的不平衡是该途径的主要瓶颈。相比之下，

XI 途径不涉及辅因子，因此受到了更多的关注，

但异构酶催化效率低，限制了其工业应用[15]。

除了上述提到的 2 条已知的基于磷酸化的木糖

代谢途径之外，天然存在的木糖降解途径还有非

磷 酸 化 途 径 ， 被 称 为 木 糖 氧 化 途 径 (xylose 
oxidation pathways, XOPs)[17]。这些途径中，木

糖首先通过由 XYLB 基因编码的木糖脱氢酶氧

化为 D-木糖内酯，然后 D-木糖内酯在 XYLC 基

因编码的 D-木糖内酯酶(xylonolactonase, XLA)
的催化下或自发水解为 D-木糖酸中间体。接着

D-木糖酸通过 XYLD 基因编码的 D-木糖酸脱水

酶(xylonate dehydratase, XD)催化脱水生成 2-酮- 
3-脱氧-D-木糖酸。之后，XOPs 分支出 2 条途径：

产生丙酮酸和乙醇醛的 Dahms 途径[18]或产生 α-
酮戊二酸的 Weimberg 途径[19]。这些途径的整个

或部分基因在大多数古细菌以及一些细菌和真

菌中都有发现 [17]。在上述途径中，对 XI 和

XR-XDH 途径的研究更加广泛[20]，而 XOPs 是

独立于其他碳水化合物的同化途径，设计同时利

用木糖和葡萄糖或与 XOPs 正交利用的途径同

样具有很大潜力[21]。 
葡萄糖在微生物胞内代谢通过糖酵解 (Emden- 

Meyerhof-Parnas, EMP; Entner-Doudoroff, ED)途
径，代谢产物丙酮酸被氧化脱羧为乙酰辅酶 A
后 进 入 三 羧 酸 循 环 (tricarboxylic acid cycle, 
TCA)。EMP 或 ED 途径常被用于构建基因工程

菌 株 的 葡 萄 糖 代 谢 模 块 ， 木 糖 XR 、 XI 及

Weimberg 途径常与葡萄糖的 EMP 或 ED 途径组

合，构建具有木糖-葡萄糖共利用能力的工程菌

株(图 1)。 

2  葡萄糖抑制效应及缓解CCR的

策略 
木糖通常与葡萄糖共存于木质纤维素水解

物中，CCR 效应的存在极大制约了微生物利用

木糖的效率。CCR 通过全局或特定调节因子影

响分解代谢酶的合成[22]，在木质纤维素利用过

程中，当葡萄糖存在时，其分解代谢物会抑制其 
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图 1  微生物中葡萄糖和木糖共利用代谢途径  
Figure 1  The metabolic pathway for co-utilizing glucose and xylose in microorganisms. ED pathway: 
Entner-doudoroff pathway; EMP pathway: Emden-meyerhof-parnas pathway; PK pathway: Phosphoketolase 
pathway; XI pathway: Xylose isomerase pathway; XR-XDH pathway: Xylose reductase-xylitol dehydrogenase 
pathway; PPP: Pentose phosphate pathway; TCA: Tricarboxylic acid cycle; DHAP: Dihydroxyacetone 
phosphate; KDPG: 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate; PEP: Phosphoenolpyruvate; ATP: Aadenosine 
triphosphate; ADP: Adenosine diphosphate; NAD+: Nicotinamide adenine dinucleotide, oxidized form; NADH: 
Nicotinamide adenine dinucleotide, reduced form; NADP+: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, 
oxidized form; NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, reduced form; GLK: Glucokinase; 
ZWF: Glucose-6-phosphate dehydrogenase; PGL: 6-phosphogluconolactonase; EDD: Phosphogluconate 
dehydratase; EDA: Bifunctional 4-hydroxy-2-oxoglutarate aldolase; PTS: Phosphotransferase system; PGI: 
Phosphoglucose isomerase; PFK: Phosphofructokinase; FBP: Fructose-1,6-bisphosphatase; TPI1: Triosephosphate 
isomerase 1; GAPA: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; PGK: Phosphoglycerate kinase; PGM: 
Phosphoglycerate mutase; ENO: Enolase; PYKA: Pyruvate kinase II; PYKF: Pyruvate kinase I; PDHA: Pyruvate 
dehydrogenase E1 component subunit alpha; PDHB: Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta; 
XFP: Xylulose-5-phosphate phosphoketolase; XYLA: Xylose isomerase; XKS1: Xylulose kinase; XYL1: Xylose 
reductase, XYL2: Xylitol dehydrogenase; XYLB: Xylose dehydrogenase; XYLC: Xylono-1,5-lactonase; XYLD: 
Xylonate dehydratase; YAGE: 2-keto-3-deoxyxylonate aldolase; XYLX: 2-keto-3-deoxyxylonate dehydratase; 
CIT: Citrate synthase; ACO1: Aconitate hydratase; IDH: Isocitrate dehydrogenase; KGD: α-ketoglutarate 
dehydrogenase; SDH: Succinate dehydrogenase; FUM: Fumarate hydratase; MDH: Fumarate hydratase. 
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他糖代谢基因的转录，微生物只合成用于葡萄糖

代谢的酶，而不合成其他糖代谢酶。细菌中约有

5%−10%的基因受 CCR 调控，环状腺苷酸单磷

酸受体蛋白(cyclic amp receptor protein, CRP)、
信 号 代 谢 产 物 环 磷 酸 腺 苷 (cyclic adenosine 
monophosphate, cAMP)、腺苷酸环化酶(adenylate 
cyclase, AC)以及葡萄糖转运器的葡萄糖特异性

酶(glucose-specific enzyme, EIIAGlc)参与了大肠

杆菌(Escherichia coli)的 CCR 调控过程。酿酒酵

母(Saccharomyces cerevisiae)主要通过 Snf3/Rgt2
介 导 的 传 感 器 /受 体 -抑 制 子 调 控 途 径 (sensor/ 
receptor-repressor, SSR)、Mig1-Hxk2 葡萄糖抑制

途径以及环磷酸腺苷/蛋白激酶(protein kinase A, 
PKA)途径对葡萄糖代谢进行调控[23]。研究人员

对涉及葡萄糖信号通路的基因或基因网络进行

修改，从而缓解 CCR 效应，促进木糖利用。 
大肠杆菌中葡萄糖特异性磷酸转移酶系统

(glucose-specific phosphotransferase system, PTSGlc)
是最有效的葡萄糖转运系统，在 CCR 中起关键

作用；由 ptsG 编码的 EIICBGlc 膜蛋白能够介导

糖的跨膜运输，通过该基因的敲除，削弱了大肠

杆菌的 CCR 通路，实现对混合碳源葡萄糖和木糖

的同步利用[24]。已有多篇文献报道了该策略的有

效性，在大肠杆菌中敲除 ptsG 基因后，工程菌

在 10%混合糖(5%葡萄糖和 5%木糖)培养基中发

酵的乳酸产量为 83.0 g/L，相比于对照菌株提高

了 25.9%，在秸秆水解液中发酵的乳酸产量为

25.2 g/L，转化率为 86.4%[25]。在另一项研究中，

在大肠杆菌中通过失活 ptsG 基因并过表达发酵

单胞菌(Zymomonas mobilis)的葡萄糖载体基因

Zmglf，重组大肠杆菌在葡萄糖和木糖混合培养中

产生了 2.6 g/L 的正丁醇，碳得率达到理论得率的

32%；此外，研究人员还构建了一个包含葡萄糖

选择性菌株和木糖选择性菌株的共培养系统，能

够同步利用葡萄糖和木糖。在使用葡萄糖和木糖

混合培养基时，正丁醇滴度达到 5.2 g/L，产量

为理论产量的 63%[26]。然而，磷酸转移酶系统

(phosphotransferase system, PTS)失活也会导致

葡萄糖的摄取速率下降，从而降低细胞生长效

率；由于 cAMP-CRP 会影响非 PTS 糖类的转运

和摄取，因此调控或放大 crp 基因是一种可行方

案。采用 ΔptsG 和 crp*组合策略，构建的 E. coli 
IS5-dI 能够缓解葡萄糖抑制，同步利用葡萄糖和

木糖。该菌株以脱毒玉米芯水解产物为底物发酵

生产木糖醇的产量比出发菌株提高 14.7%[27]。当

S. cerevisiae 在葡萄糖和木糖混合培养基中生长

时，通过调控其 Mig1-Hxk2 葡萄糖抑制途径，

实现了对葡萄糖相关基因转录的去阻遏。敲除

MIG1 基因可使木糖消耗率提高 25%，此外 SNF1
的缺失加速了 S. cerevisiae 对木糖利用，但同时

敲除 MIG1 和 SNF1 会加速葡萄糖利用，减慢木

糖利用[28]。在天然利用木糖的非常规酵母的研

究中，通过对葡萄糖感应信号途径的改造，同样

成功构建了能够同时高效利用葡萄糖和木糖的

工 程 菌 株 ， 敲 除 马 克 斯 克 鲁 维 酵 母 (K. 
marxianus)中的 HXK1 和 SNF1 以及过表达木糖

特异性转运蛋白以缓解葡萄糖阻遏效应，能够使

工程菌 K. marxianus YHY013 同步利用葡萄糖和

木糖，并在木质纤维素生物质水解液中高产木糖

醇[29]。在多形汉逊酵母(Ogataea polymorpha)中过

表达参与碳水化合物感应的转录激活因子 AZF1
基因以及编码己糖转运蛋白的 HXS1 基因，能够

同时提升工程菌株对葡萄糖和木糖的利用，

AZF1 和 HXS1 基因的双重过表达可进一步增强

产乙醇的能力，增幅达 20%−40%[30]。 
然而，由于 CCR 效应的信号通路和快速葡

萄糖发酵表型之间复杂且未知的相互作用机制，

采用单一策略无法解决葡萄糖和木糖高效共利

用的问题。如果以葡萄糖的寡聚体形式作为碳源

(如纤维二糖)，则不会引起 CCR，因此另一种策
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略是将纤维素二糖与木糖共发酵[31]。起初通过

在细胞表面展示 β-葡萄糖苷酶，使其在细胞外

将纤维素二糖水解成葡萄糖，产生的葡萄糖会立

即被 S. cerevisiae 利用，从而避免了 CCR，同时

促进木糖的消耗[32]，然而共发酵过程需要精确控

制纤维二糖水解和葡萄糖消耗速率，以防止葡萄

糖积累[33]。此后，纤维二糖的胞外水解被胞内水

解所取代[34]。通过将纤维二糖转运蛋白、胞内 β-
葡萄糖苷酶和木糖代谢途径整合到 S. cerevisiae
中，使其能够共发酵纤维二糖和木糖，与以纤维

二糖或木糖为唯一碳源的发酵结果相比，乙醇产

量显著提高[35-36]。利用类似原理，研究者还构建

了能够同时利用纤维二糖和木糖的 E. coli[37]和凝

结芽孢杆菌(Bacillus coagulans)等重组菌株[38]。微

生物中纤维二糖和木糖发酵途径的成功整合是实

现经济生物燃料生产的关键步骤。 

3  葡萄糖和木糖共利用的代谢

工程策略 
3.1  木糖转运体工程 

跨膜运输是木糖利用的关键步骤，提高木糖

跨膜转运的效率是增加其利用率并拓展微生物

碳源的有效途径[39]。研究表明，野生型糖转运

蛋白多倾向于首先转运葡萄糖而非木糖[40-41]。例

如，S. cerevisiae 中缺乏木糖特异性转运蛋白，

因此天然己糖转运蛋白，包括 Hxt1、Hxt2、Hxt4、

Hxt5、Hxt7、HxtZ 和 Gal2，负责介导木糖转运[42-43]。

然而，这些己糖转运体对葡萄糖的亲和力是其他

糖的 10−100 倍，葡萄糖的存在会强烈抑制木糖

吸收、限制木糖同化，由此延长了混合糖发酵时

间[44-45]。野生型 Z. mobilis 是通过葡萄糖载体蛋

白 Glf 转运木糖，Glf 对葡萄糖的高亲和力导致

其竞争性抑制木糖摄取[46-47]。因此，挖掘和设计

对葡萄糖不敏感的木糖特异性转运体对生物质

水解物混合糖的经济转化至关重要。 

迄今为止，通过基于功能互补研究或基于与

已知木糖转运蛋白相似序列的生物信息学检索，

已经确认了来自 9 种不同微生物的约 30 个异源

糖转运蛋白具有运输木糖的能力[31,48-52]。为了促

进木糖同化，引入了来自细菌、真菌以及植物的

木糖转运体以提高酵母中木糖的转运[53]。第一

个在 S. cerevisiae 中成功表达的非原生木糖转运

体是来自假丝酵母(Candida intermedia)的 Gxf1
和 Gxs1[50]。这 2 个转运蛋白在己糖转运体缺陷

的 S. cerevisiae 中促进了细胞对木糖的利用。尽

管动力学研究表明，Gxf1 主要是一种己糖转运

体，但它对木糖的亲和力是野生型 S. cerevisiae
己糖转运体的 3 倍。利用该特性，C. intermedia
和 P. stipitis 的木糖共转运体 Gxf1、Sut1 和

At5g59250 被整合到 S. cerevisiae 中，重组菌株

对木糖的转运和亲和力得到了提高[54]。此外，

通过对 S. cerevisiae 中 CiGxs1 转运体定向进化，

发现包括 N326H、C-末端截短、I171F 和 M40V
等多个突变能够减轻葡萄糖抑制。在高浓度葡萄

糖(70 g/L)存在的情况下，突变体 S. cerevisia 
EBY.VW4000 中木糖的转运显著提高[55]。将枯草

芽孢杆菌(Bacillus subtilis)中编码木糖转运蛋白

的 araE 基因整合到 S. cerevisiae D452-2 中后，

木糖的转运和木糖醇的产量都得到了显著提高[56]。

从 黑 曲 霉 (Aspergillus niger)中 引 入 XLTA 和

STR1 基因到 S. cerevisiae 中，其木糖的利用也

得到了提高[57]。近期的研究还聚焦于 S. cerevisiae
己糖转运蛋白家族，包括内源性 Gal2 以及外

源 引 入 的 来 自 里 氏 木 霉 (Trichoderma reesei)   
的 Xltr1p[58-60]。通过对己糖转运蛋白的关键氨基

酸 残 基 定 点 突 变 ， 例 如 ， 在 Gal2 中 引 入

N376Y/M435I 双突变[58,60]，或在 Xltr1p 中进行

N326F 突变[59]，成功解除了葡萄糖对木糖运输

的抑制并提升了木糖的转运速率。尽管采用的是

不同的突变策略，但这些研究均表明通过精准调 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2716 

控糖转运蛋白结构，可实现不受葡萄糖抑制的木

糖特异性转运。除酵母外，研究者对细菌中的木

糖转运机制也进行了广泛研究，并基于此改善木

糖在细菌中的运输。细菌中存在 2 种特异的木糖

转运系统，分别是三磷酸腺苷结合盒转运体

(adenosine triphosphate binding cassette, ABC)转
运系统和质子/阳离子耦联的转运系统。大肠杆

菌是利用 ABC 转运系统对木糖进行跨膜转运，

在该系统中木糖通过特异性的木糖结合蛋白由

三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)水解产

生的能量驱动进行转运。芽孢杆菌、沙门氏菌和

乳酸杆菌对木糖的转运则是通过质子/阳离子耦

联的转运系统中的跨膜转运蛋白完成，并由 Na+

浓度梯度或质子电位推动。采用耦联细胞生长筛

选策略来鉴定大肠杆菌中不受葡萄糖抑制的木

糖转运体，通过基因挖掘，鉴定出了 AraE 和木

糖 ABC 转运蛋白(AraFGH)，在没有阿拉伯糖诱

导的情况下，转录调节因子 araC (L156I)的点突

变导致 araE 和 araFGH 基因的表达上调，而 araE 
(D223Y)的点突变进一步增强了木糖的转运，这

一发现促进了葡萄糖和木糖的同步消耗[61]。结合

代谢工程和生长耦联的自适应进化，对敲除

xylFGH 的 E. coli 工程菌进行进化培养后获得能

够高效发酵木糖产 D-乳酸的菌株；通过基因组

测序和定量蛋白质组学分析，发现新型木糖转运

蛋白 GatC，显著提高了该进化菌株对木糖的生

长和消耗速率[62]。引入了 ABC 型木糖转运系统

的 Z. mobilis 重组菌株在葡萄糖存在的情况下木

糖的利用率和乙醇产率均有所提高[63]。 

3.2  理性路径工程 
3.2.1  基于氧化还原途径的微生物代谢工程 

优化 XR-XDH 途径是强化微生物木糖代谢

的一种有效策略。多项研究聚焦于将来自树干

毕赤酵母的 XYL1 和 XYL2 基因在 S. cerevisiae
中表达[64-65]。通过表达来源于 S. stipites 的 XK、

XR 和 XDH，重组菌株 S. cerevisiae HX57D 的木

糖消耗和乙醇产量显著提高[66]。已有文献报道

K. marxianus IIPE453 可以将葡萄糖和木糖转化

为木糖醇和乙醇[67]，为了进一步提高木糖醇产

量，在出发菌中过表达内源 XR 基因，优化后的

菌株 K. marxianus IIPE453t 的 D-木糖还原酶转

录水平提高了 2.1 倍，木糖醇产量提高了 1.6 倍，

并且不影响其乙醇发酵能力[68]。在出芽短梗霉

(Aureobasidium pullulan)中过表达 XR 和 XDH 基

因，木糖消耗比出发菌株增加了 17.8%，在模拟

生物质水解液中也表现出良好的发酵性能，普鲁

兰多糖的产量比出发菌株提高了 97.7%[69]。在热

带假丝酵母(Candida tropicalis)中，通过异源表

达 来 源 于 粗 糙 脉 孢 菌 (Neurospora crassa) 的

NcXR 基 因 ， 使 重 组 菌 株 克 服 了 葡 萄 糖 对

XR-XDH 途径的抑制作用，并且木糖醇产量从

出发菌株的 0.83 g/(L·h)提升至 1.44 g/(L·h)[70]。 
然而，XR 和 XDH 具有不同的辅因子偏好

性，XR 倾向于使用 NADPH 作为辅因子，而 XDH
只使用 NAD+产生 NADH，因此在木糖利用时导

致了辅因子不平衡和副产物(例如木糖醇和甘

油)的积累。研究者已经通过多种策略，改善了

细胞中 XR-XDH 途径的辅酶平衡，包括改变 XR
和 XDH 辅酶的偏好、调整 XR 和 XDH 的表达

水平、操纵内源氧化还原途径或引入异源 NADH
依赖的反应[71-72]。研究表明，辅因子结合口袋的

定点诱变成功地改变了 S. cerevisiae 工程菌中

XR 和 XDH 的辅因子偏好性。表达 NADH 偏好

的 XR 突变体(K270M, K270R, K270R/N272D, 
N272D/P275Q, R276H)与野生型 NAD+特异性

XDH 相结合提高了乙醇产量，并降低了木糖醇

积累[73]。类似地，表达野生型 XR 和 NADP+特

异性 XDH 突变体(D207A/I208R/F209S/N211R)
将 S. cerevisiae 的乙醇产量增加了 41%[74]。在  
S. cerevisiae D452-2 中过表达 P. stipitis 来源的  
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NADH 偏 好 的 木 糖 还 原 酶 突 变 体 (XRMUT) 和

NAD+依赖的 XDH 以及内源性 XK，使工程菌

SX2MUT 消耗 22.9 g/L 的木糖仅产生了 0.24 g/L 
的木糖醇，经过辅酶改造的工程菌显著减少发酵

副产物的积累[75]。利用蛋白工程技术中的定点

突 变， 在 P. stipitis 中 构建 了一 个严 格依 赖

NADPH 的 XR，NADPH 能够在 XR 和 XDH 之

间有效循环，改造后的木糖还原酶对 NADPH 的

催化活性与野生型 XR 相比增加了 1.3 倍[76]。上

述研究结果表明，蛋白质工程在改造辅酶专一

性、降低副产物积累等方面具有巨大潜力，有助

于提高木糖利用效率。此外，对胞内辅酶浓度的

测定结果表明维持 NADPH/NADP+和 NADH/NAD+

的比例对重组酿酒酵母的木糖高效发酵制造乙

醇至关重要。在 S. cerevisiae 中异源表达 P. tipitis
的 XR、XDH 和 XK，敲除 ZWF1 基因(编码葡萄

糖-6-磷酸脱氢酶)，并过表达来源于乳酸克鲁维

酵母(Kluyveromyces lactis)的 NADP+依赖型 D-甘
油醛 -3-磷酸脱氢酶 (glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, GAPDH)，构建了将木糖转化为

乙醇的 S. cerevisiae 工程菌，与出发菌株相比，

其乙醇产量增加了 50%[77]。该策略通过在具有

D-木糖代谢途径的 S. cerevisiae 工程菌中引入辅

酶相关的代谢途径，减少 NADPH 的旁路消耗，

增加 NADH 利用率，实现了辅酶平衡，提高了

木 糖 代 谢 效 率 。 将 来 源 于 乳 酸 乳 球 菌

(Lactococcus lactis)的 noxE 基因引入到木糖利用

S. cerevisiae KAM-3X 中；在 XDH 利用 NAD+

的 同 时 ， 通 过 水 形 成 的 NADH 氧 化 酶 产 生

NAD+，建立了辅酶微循环，使过表达 noxE 的

工程菌乙醇产量增加 39.33%[78]。 
Weimberg 途径从霉实假单胞菌(Pseudomonas 

fragi)、新月柄杆菌(Caulobacter crescentus)和嗜

盐古菌(Halophilic archaea)等菌株中被鉴定出

来[20]，在 C. crescentus 中的研究最为深入[19]。

Weimberg 途径是指木糖代谢为 α-酮戊二酸的氧

化非磷酸化过程，相比于 XR-XDH 途径，该途

径终产物为 α-酮戊二酸，可绕过磷酸戊糖途径

直接将戊糖同化到三羧酸循环中，并且该途径不

产生二氧化碳，碳得率更高。研究人员在 S. 
cerevisiae 中表达 C. crescentus 的 xylD、xylX、xylA
和 谷 氨 酸 棒 状 杆 菌 (Corynebacterium 
glutamicum)的 ksaD，并敲除 FRA2 基因，构建

了酿酒酵母的 Weimberg 通路，用于木质纤维素

水解产物利用[79]。通过在 B. subtilis 中引入异源

Weimberg 途径，在葡萄糖耗尽后诱导 γ-聚谷氨

酸(γ-polyglutamic acid, γ-PGA)合成酶的表达，所

构建的木糖利用工程菌 B. subtilis PX43 与天然

木糖异构酶菌株相比，γ-PGA 滴度提高了 6 倍[80]。

此外，利用木糖诱导启动子将 Weimberg 途径引

入恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida)中，使其具

备了利用木糖的能力，通过定向进化、基因组重

测序和反向代谢工程，构建了能够同步利用葡萄

糖和木糖的菌株 P. putida 8EM42，该菌株生产

3-羟基丙酸的能力得到显著改善[81]。 
Dahms 途径与 Weimberg 途径相似，不同之处

是 2-酮-3-脱氧木糖酸(2-keto-3-deoxyxylonate，

Kdx)在醛缩酶催化下生成丙酮酸酯和乙醇醛。通

过在 S. cerevisiae 中表达 Dahms 途径，包括过表

达 C. crescentus 中的 xylB 和 xylD 以及 E. coli 中

的 yagE 或 yjhH 和 aldA，使 S. cerevisiae 工程菌能

够 利 用 木 糖 生 产 乙 醇 酸 (150 mg/L) 和 乙 二 醇   
(14 mg/L)[82]。将 E. coli 中的 EMP 和 PPP 完全失

活，导致葡萄糖流向芳香族途径，构建黏糠酸的

平行代谢途径的同时引入木糖 Dahms 途径到宿

主菌株，使木糖转化为丙酮酸和乙醛酸，进入

TCA 循环，这一过程不仅实现了高产黏糠酸和

L-酪氨酸，还促进了微生物细胞生长[11]。以不同

的合成启动子调节 E. coli 中 Dahms 途径的代谢

通量，获得了能够利用木糖合成聚乳酸-聚羟基
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乙酸共聚物的工程菌[83]。 
3.2.2  基于非氧化还原途径的微生物代谢工程 

除了上述氧化还原途径，大多数原核生物和

一些真菌通过 XI 途径直接将木糖转化为木酮

糖，不受氧化还原平衡的影响。筛选具有高体内

活性的木糖异构酶一直是通过 XI 途径工程改造

木糖发酵的研究重点[84]。研究者从各种真菌和

细菌中探索新型 XI 酶，并通过外源引入 XI 途

径构建重组菌株，用于代谢木糖和生物合成[85]。

从牛瘤胃宏基因组文库中筛选出的 Ru-xylA 在 
S. cerevisiae 中功能性表达，并通过诱变和生长筛

选，获得了含有 2 个突变的 Ru-xylA (K11T/D220V)
突变体，使酶活性增加 68%[86]。研究人员利用

功能宏基因组学工具鉴定出山羊瘤胃微生物组

中一种新的木糖异构酶，编码该酶的基因 XYSC1
在 S. cerevisiae 中成功表达后，重组菌株能够以

木糖为唯一碳源生长[87]。近年来，随着人工智

能的发展，在系统发育指导下，通过对大数据的

挖掘，结合合理修饰和祖先序列重建策略，探索

出了适用于 S. cerevisiae 的新型木糖异构酶，利

用所挖掘的木糖异构酶 XIs 构建的 S. cerevisiae 
CRD5HS 在无须解毒或洗涤处理的玉米秸秆和

玉米芯中分别实现了 85.95 g/L 和 94.76 g/L 的乙

醇产量 [88] 。本实验室将来源于 Piromyces sp.和
Lachnoclostridium phytofermentans 的 PspXI 和

LpXI 在多形汉逊酵母(Ogataea polymorpha)工程

菌中过表达，并强化了内源 XYL3 的表达，提高了

木糖的分解代谢，通过系统改造 O. polymorpha，

强化了木糖同化与转运效率，实现葡萄糖与木糖

同步利用，并通过增强乙酰辅酶 A 和 NADPH
的供应，建立了高产乙酰辅酶 A 衍生物脂肪酸

和 3-羟基丙酸(3-hydroxypropionic acid, 3-HP)的
木质纤维素生物炼制平台；其中，过表达 XYL3
在提高木糖利用率方面发挥最重要的作用[89]。此

外，在卷枝毛霉(Mucor circinelloides)基因组中也

发现了 XI 途径，通过在 M. circinelloides 中过表达

编码 XI 的 XYLA 和编码 XK 的 XKS1 基因，增

强了木糖利用和脂质积累[90]。 
在以木糖为碳源的生物合成中，通常以乙酰

辅酶 A 为中间体生成产物。丙酮酸脱羧生成乙

酰辅酶 A 的过程中会产生一分子 CO2，丙酮酸

不能完全转化为生物制品。在木糖代谢的磷酸转

酮酶(phosphoketolase, PK)途径中，乙酰辅酶 A
是由 PK 催化产生，避免了经过丙酮酸脱羧反应

生成乙酸辅酶 A 产生的碳损失，因此通过 PK 途

径 从 木 糖 进 行 生 物 合 成 的 碳 得 率 较 高 [91] 。     
S. cerevisiae 将木糖从木质纤维素转化为乙醇的

过程中，NADH 的再氧化限制了木糖的利用，

因此异源表达磷酸转酰基酶和乙醛脱氢酶基因，

结合天然磷酸转酮酶，在 S. cerevisiae TMB3001c
中构建功能性 PK 途径，能够提高 S. cerevisiae
工程菌的乙醇产量和木糖消耗 [92]。通过灭活   
E. coli 中的核糖-3-磷酸差向异构酶，并引入外源

PK 途径，引导碳通量至木糖高效利用方向，阻

断乙酸生成途径，同时加强乙酰辅酶 A 的合成，

促进了下游产物聚 3-羟基丁酸脂积累[93]。 
3.2.3  基于磷酸戊糖途径的微生物代谢工程 

木糖通过 XI 或 XR/XDH 途径转化为木酮糖- 
5-磷酸后，大部分木酮糖-5-磷酸进入磷酸戊糖途

径进行进一步代谢。磷酸戊糖途径是将 D-木酮

糖整合到中心碳代谢的关键切入点，因此该途径

中相关酶的活性对木糖的有效同化至关重要[94]。

研究表明，磷酸戊糖途径中的关键限制节点主要

包 括 核 糖 -5- 磷 酸 异 构 酶 (ribose-5-phosphate 
isomerase, Rki) 、 核 酮 糖 -5- 磷 酸 差 向 异 构 酶

(ribulose-5-phosphate epimerase, Rpe)、转酮醇酶

(transketolase, Tkl)、转醛醇酶(transaldolase, Tal)
和木酮糖激酶[8]。PPP 非氧化部分基因(RKI1、

RPE1、TKL1 和 TAL1)在表达 XR-XDH 或 XI 的

S. cerevisiae 菌株基础上共表达，均可改善重组
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菌株在木糖中的生长情况。具体而言，在木糖利

用工程菌 S. cerevisiae TMB3050 中将 XI 与 PPP
途径结合，过表达编码整个非氧化磷酸戊糖途径

的基因，发现 TAL、TKL、RKI 和 RPE 的表达促

进了木糖的利用，重组菌株的生长速率比出发菌

株高 30 倍[95]。此外，在表达 XI 的 S. cerevisiae
中，异源过表达来源于 K. marxianus 的 RKI1、

TAL1 和 TKL1 基因后，发现木糖利用是对照菌

株的 1.87 倍，并且高温(38 ℃)条件下，工程菌

S. cerevisiae YK246 的 乙 醇 产 量 能 够 达 到   
1.03 g/(L·h)[96]。与葡萄糖代谢相比，PPP 具有更

高的代谢通量，该特性在生产源于 PPP 中间体

的化学品方面是有益的。景天庚酮糖 -7-磷酸

(sedoheptulose-7-phosphate, S7P)的积累是微生

物高效利用木糖发酵的一个显著瓶颈。但最近

的一项研究表明通过强化 S. cerevisiae 的磷酸

戊糖途径，重组菌株利用了 S7P 的积累，从木

糖和葡萄糖混合物中产生了31.0 mg/L的shinorine，

它是一种小分子的类菌胞素氨基酸(mycosporine- 
like amino acid, MAA)，具有防晒功能，需要以

S7P 作为生物合成的前体[97]。除了 S. cerevisiae
以外，调控磷酸戊糖途径的代谢工程策略，也

被成功应用于改善大肠杆菌对木糖的利用中。

在 E. coli 中过表达磷酸戊糖途径基因和敲除糖

酵解途径基因，促进 NADPH 的供应，从而显

著 提 升 了 木 糖 醇 产 量 ； 与 对 照 菌 株 相 比 ，

NADPH 增强菌株从玉米芯水解物中生产的木

糖醇增加了 13.3%[97](表 1)。 
 

表 1  葡萄糖与木糖共利用代谢工程策略总结  
Table 1  Summary of metabolic engineering strategies for co-utilization of glucose and xylose  
Strategy 
  

Modified strains Gene/protein modification Substrates References 

Eliminate CCR 
effects 

 E. coli JH15 ptsG D-glucose and D-xylose [25] 
 E. coli BuT-8-PDH ptsG, glf (Z. mobilis) D-glucose and D-xylose [26] 
 E. coli IS5-dI ptsG, crp Corncob hydrolysates [98] 
 S. cerevisiae CBP.CR2 MIG1 D-glucose and D-xylose [99] 
 K. marxianus YZB194 PGI1, XYL2, KU70, GPD1 D-glucose and D-xylose [100] 
 S. cerevisiae 

DA24-16-BT3 
CDT1, GH1-1 (N. crassa) D-glucose, cellobiose and 

D-xylose 
[35] 

 E. coli CLGA8 cep94A Cellobiose and D-xylose [37] 
 B. coagulans NL01 celA, celB, celC, celR, celX, 

pbgl 
Cellobiose and D-xylose [38] 

Transmembrane 
transport of xylose 

 S. cerevisiae TMB 
3201 

Gxf1 and Gxs1 D-glucose and D-xylose [50] 

 S. cerevisiae TMB3403 Gxf1, Sut1 and At5g59250 D-glucose and D-xylose [54] 
 S. cerevisiae 

EBY.VW4000 
CiGXS1 transporter D-xylose [55] 

 S. cerevisiae D452-2 araE, XYL1 D-xylose [56] 
 S. cerevisiae 

EBY.VW4000 
XlaA D-xylose [57] 

 E. coli HQ304 AraE, GalABC, AraFGH 
(ABC transporter)  

D-glucose and D-xylose [61] 

 E. coli JU15 fgh, gatC D-xylose [62] 
  Z. mobilis XylE (H+ symporter), 

XylFGH (ABC transporter) 
D-glucose and D-xylose [63] 

     (待续) 
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     (续表 1) 
Strategy  Modified strains Gene/protein modification Substrates References 
Xylose metabolism  
pathway 

Redox  
pathways 

S. cerevisiae HX57D XR, XDH and XK  
(S. stipitis) 

D-glucose and D-xylose [66] 

K. marxianus IIPE453t XR (native strain) D-glucose and D-xylose [68] 
A. pullulan CBS  
110374 

XR, XDH (Spathaspora 
passalidarum) 

D-glucose and D-xylose [69] 

C. tropicalis LNG2 XR (N. crassa) D-glucose and D-xylose [70] 
S. cerevisiae SX2MUT XRMUT and XDH (P. stipitis) 

XK (native strain) 
D-glucose and D-xylose [75] 

P. stipitis  XR (NADPH-dependent) D-xylose [76] 
S. cerevisiae H2684 XR, XDH and XK 

(P. tipitis), ZWF1, GAPDH 
(NADP dependent) 

D-glucose and D-xylose [77] 

  S. cerevisiae KAM-3X noxE (L. lactis) D-xylose [78] 
  S. cerevisiae TMB4590 xylD, xylX and xylA 

(C. crescentu), kasD 
(C. glutamicum) 

D-xylose [79] 

  B. subtilis PX43 Pgs D-glucose and D-xylose [80] 
P. putida 8EM42 xylX, xylA, xylB, xylC, xylD D-glucose and D-xylose [81] 
S. cerevisiae H4311 xylB and xylD 

(C. crescentus), agE/yjhH 
and aldA (E. coli) 

D-xylose [82] 

E. coli GX1xMA xdh, xyl, yjhH and yjhG D-glucose and D-xylose [11] 
E. coli X17ld xlyB and xlyC (C. crescentu) D-glucose and D-xylose [83] 

Non-redox 
pathways 

S. cerevisiae CRD5HS Xis corncob hydrolysates [88] 
O. polymorpha PspXI (Piromyces sp.),  

LpXI (L. phytofermentans), 
XYL3 

D-glucose and D-xylose [89] 

M. circinelloides XI and XK D-xylose [90] 
S. cerevisiae 
TMB3001c 

Acdh (E. histolytica),  
xfp (B. lactis) and pta 
(B. subtilis) 

D-xylose [92] 

E. coli  xfp, pta D-xylose [93] 
Pentose  
phosphate  
pathways 

S. cerevisiae TMB3050 XK, TAL, TKL, RKI, RPE D-xylose [95] 
S. cerevisiae YK246 RKI1, TAL1 and TKL1 

(K. marxianus) 
D-glucose and D-xylose [96] 

S. cerevisiae TAL1, STB5 and TKL1 D-glucose and D-xylose [97] 
E.coli W3110 zwf, gnd, pfkA, pfkB, pgi corncob hydrolysates [98] 

 
3.3  非理性路径工程 
3.3.1  适应性实验室进化及反向代谢工程 

尽管通过代谢工程获得的重组菌株能够利

用木糖，但复杂的多基因特征较难改造，因此高

效共利用葡萄糖和木糖仍然是一个关键挑战。为 

了克服理性代谢工程的局限性，一种自下而上的

替代策略被广泛使用，称为反向代谢工程[101]。

在此背景下，基于随机突变和系统选择的进化工

程 ， 也 被 称 为 适 应 性 实 验 室 进 化 (adaptive 
laboratory evolution, ALE)，是提高木糖利用的一
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种常见而有效的策略。代谢和进化工程策略是相

互交织的，许多葡萄糖与木糖共利用的代谢工程

菌株可以通过 ALE 策略进一步改进[102]。 
研究人员采用多种诱变策略和组学技术相

结合的方法，包括基因组测序、转录组学、蛋白

质组学、代谢组学以及通量组学等，寻找潜在基

因靶标，从而提高微生物在同步利用葡萄糖和木

糖方面的发酵性能，并揭示增强木糖同化的遗传

分子机制。组学辅助的进化工程被证明是了解木

糖代谢生理状态和发现基因扰动靶标以增强木

糖发酵的有效方法。 
研究人员利用基因组尺度模型和适应性实

验室进化，开发了同时利用木质纤维素生物质水

解物中的葡萄糖和木糖的各类工程菌。将 E. coli
中的乳酸脱氢酶基因 ldhA、富马酸还原酶基因

frdA 和丙酮酸甲酸裂解酶基因 pflB 敲除，同  
时将丙酮酸脱氢酶基因 pdh 的启动子替换为甘

油醛-3-磷酸脱氢酶基因 gapA 的启动子，并对

E. coli 工程菌进行适应性实验室进化；在生物反

应器中以 0.01/h 的稀释率进行葡萄糖和木糖的恒

化培养 7 d，然后在含有木糖的琼脂平板上传代

10 d，并在木糖浓度梯度培养基中传代 41 d，进

化后菌株 E. coli SCD78 能够在 36 h 内同时消耗

10 g/L 的葡萄糖和木糖，且实现了高乙醇产量； 
 
表 2  ALE 提高微生物对葡萄糖和木糖共利用的研究进展 
Table 2  Recent studies on engineering co-utilization of glucose and xylose by ALE  
Organism/Strain ALE method Results/Outcome References 
E. coli B with deletion of ldhA, 
frdA and pflB and replacement of 
pdh with gapA, followed by 
deletion of of ptsG 

At a dilution rate of 0.01/h, constant 
cultivation of glucose and xylose was 
conducted for 7 days, followed by 
subculturing on xylose-containing agar 
plates for 10 days, and subsequent 
serial passaging for 41 days in a xylose 
concentration gradient medium 

Adapted strain E. coli SCD78 exhibited 
simultaneous consumption of 10 g/L 
glucose and xylose within 36 h, coupled 
with high ethanol yield 

[103] 

E. coli MG1655 with deletion of 
ptsH and ldhA and replacement of 
pflB with pdc and adhB from Z. 
mobilis 

Culture was serially transferred 5 times 
on 10 g/L glucose, then 5 times on a 
mixture of 6 g/L glucose and 4 g/L 
xylose, before finally being transferred 
to a medium containing 10 g/L glucose 
and 5% ethanol 

Adapted strain E. coli JK32E 
demonstrated enhanced co-utilization of 
glucose and xylose, ultimately yielding 
high concentrations of ethanol 
following the introduction of plasmid 
carrying Z. mobilis pdc and adhB 

[106] 

Z. mobilis with the RsXI from  
R. flaviceps and xylB from E. coli 

Culture was transferred 38 times in a 
medium containing 50 g/L xylose 

Adapted strain Z. mobilis 8b-S38 
exhibited significantly increased rates 
of xylose consumption and ethanol 
production 

[104] 

Z. mobilis ZW658 carries genes 
associated with xylose metabolism 
from E. coli within its genome 

Serial transfers of culture with  
increasing concentrations of xylose 
from 3% to 10% (50 transfers), 
followed by single colony isolations, 
for over 200 d in total 

The evolved strain AD50 demonstrated 
a 1.65-fold increase in xylose uptake 
rate, enabling efficient co-utilization of 
glucose and xylose and leading to high 
ethanol production 

[107] 

S. cerevisiae PWY2353 with 
integrated xylose transport and 
metabolism, with GRE3 
overexpression and PHO13 
deletion 

12 times transfers with 2% D-xylose as 
the sole carbon source 

The evolved strain S. cerevisiae 
PWY2353ev34b exhibits significantly 
enhanced growth in a culture medium 
containing D-xylose, with a 110% 
increase in isobutanol production 

[105] 
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蛋白质组学数据表明，TCA 循环蛋白、呼吸相

关蛋白和部分转运蛋白显著上调，这可能在增加

糖的总消耗和糖的共利用中发挥作用[103]。利用

Z. mobilis 作为宿主菌，将代谢工程与 ALE 相结

合，成功开发了能够在高浓度下高效利用葡萄糖

和木糖的工程菌 Z. mobilis 8b-S38，该菌株携带

来自黄胸散白蚁(Reticulitermes flaviceps)的木糖

异构酶基因 RsXI 和来自 E. coli 的 xylB，在含有

50 g/L 木糖的培养基中连续进行了 38 次的传代培

养；结果表明 8b-S38 在不同木糖浓度(50–150 g/L)
下的木糖消耗速率均快于出发菌，并且乙醇产量

提高了 60%–140%；对进化菌株进行基于下一代

测序技术(next generation sequencing, NGS)的基

因组重测序和 RNA-Seq 转录组学研究表明，在

木糖培养基中，Z. mobilis 8b-S38 中编码分子伴

侣蛋白、ATP 依赖性蛋白酶、噬菌体冲击蛋白、

核糖体蛋白、鞭毛操纵子和转录调节因子的基因

表达水平显著增加；这些基因的上调表达可能有

助于维持正常的细胞代谢和生长，修复细胞损伤，

并重新平衡细胞能量，帮助细胞抵御压力环境[104]。

ALE 也被用来提高 S. cerevisiae 对木糖的利用能

力，以 2% D-木糖为唯一碳源，经过 12 次传代，

重组菌株在含 D-木糖的培养基中生长显著增强。

对进化菌株进行全基因组重测序，然后进行反向

代谢工程，发现了 2 个单核苷酸突变，分别位于

CCR4 和 TIF1 基因上，使酵母的特定生长速率

提高了 23%和 14%；值得关注的是，这些基因

在之前的文献报道中并未被确认与 D-木糖的利

用相关。随后对异丁醇途径中关键酶的表达水平

进 行 微 调 ， 使 进 化 菌 株 异 丁 醇 产 量 提 高 了

110%[105]。相关进展汇总于表 2。 
3.3.2  混菌发酵工程 

合成生物学和代谢工程等新兴领域的快速

发展拓展了单菌体系的功能，为大宗或高附加值

化学品的高效生物合成提供了广阔前景。然而重

组菌株中异源途径的过表达会增加底盘细胞的

代谢压力，导致胞内能量分配失衡，进而影响细

胞的正常生长和目标产物的合成[108]。混菌发酵

是一种微生物混合共培养的发酵技术，其通过在

同一培养体系中同时培养两种或两种以上微生

物，模拟自然共生环境，实现不同物种之间物质、

能量和信号交流，从而达到代谢分区的目的。混

合发酵通过共培养微生物之间的协同代谢、诱导

效应、基因转移以及种群间的感应等使途径的全

局调控更灵活，代谢途径和功能被合理分割并分

配给不同宿主，使复杂底物和中间产物更高效转

化为终产物，能够维持发酵系统的持续稳定运

行，在减轻宿主代谢负担、提供适宜的酶催化环

境以及底物共同利用等方面具有显著优势[109]。 
混菌共培养具有高效的底物转化能力，通过

结合不同菌株优势，利用种间相互作用，解决部

分微生物不能同步利用葡萄糖和木糖的限制[110]。

在人工多菌体系中，通过在不同菌株中构建葡萄

糖和木糖的平行利用途径，各菌株基于专有的代

谢途径缓解底物共利用中的 CCR，从而实现葡

萄糖和木糖的同时利用。具体而言，合成及分解

代谢正交的 E. coli-E. coli 共培养体系中包含了

只利用葡萄糖的野生型 E. coli 和只利用木糖的

工程菌 E. coli LY180，通过简单调整两种菌之间

的接种比例，有效平衡了净分解代谢活性，在批

式发酵中实现了对葡萄糖-木糖混合物(质量比

2:1)的共同利用(100 g/L 总糖的 98%)，并生产

46 g/L 乙醇，与 LY180 单菌培养获得的乙醇产

量(36 g/L)相比有显著提高[111]。嗜鞣管囊酵母

(Pachysolen tannophilus)是能够利用木糖产乙醇

的天然酵母，将Z. mobilis CCT 4494 和P. tannophilus 
CCT 1891 进行混菌发酵，以香蕉皮的水解产物

为底物，并首先接种 Z. mobilis CCT 4494，加速

了葡萄糖的利用，从而缓解 CCR。与单菌株培

养相比，共培养体系的乙醇产量更高(11.32 g/L)，
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达到最高理论产率的 77.59%[112]。 
经过代谢工程改造的微生物都包含了最适

合承载的代谢途径，将功能性代谢途径分配到不

同宿主菌中，利用混菌发酵同步利用葡萄糖和木

糖可以避开复杂的微生物代谢调控过程[113]。通

过模块化构建策略建立的 E. coli-P. putida 共培

养体系包含了用于合成中长链脂肪酸(medium 
chain length polyhydroxyalkanoates, mcl-PHAs)
的 P. putida KT2440 和敲除了 ptsG、manZ、envR
和 atpFH 基因的 E. coli 重组菌株。P. putida 
KT2440 利用葡萄糖以及 E. coli 工程菌分泌的乙

酸和脂肪酸来合成 mcl-PHAs，而 E. coli 工程菌

更倾向于利用木糖而缓慢利用葡萄糖，因此降低

了两个菌株之间的生长竞争。在葡萄糖-木糖混

合碳源中，共培养体系的 mcl-PHAs 产量显著增加，

从实际木质纤维素水解产物中获得了 0.469 g/L 的

mcl-PHAs[114]。利用类似原理的混菌共培养体系

从葡萄糖和木糖的混合物中已经实现了其他高

价值产品的生物合成，例如乙醇[2]、乳酸[115]、

黏糠酸、4-羟基苯甲酸[116]和正丁醇[26,117]。  
此外，混菌共培养技术还通过降低生物质水

解物的毒性来促进微生物对葡萄糖和木糖的转

化效率[118-120]。在 S. cerevisiae Y5 与 P. stipitis 
CBS6054 共培养体系中，以未经脱毒处理的木

质纤维素水解物为碳源，至木糖全部耗尽共发酵

96 h，最终乙醇浓度为 27.4 g/L，产率达到理论

值的 85.1%；该工艺的实施使高浓度糠醛和羟甲

基糠醛环境下的木质纤维素材料的预处理与利

用成为可能，对于木质纤维素的高效利用而言，

是一项重大进展[118]。 

4  总结与展望 
微生物高效共利用葡萄糖和木糖的代谢工

程研究飞速发展并取得重要成果。利用多种代谢

工程策略，包括基因编辑、代谢通路优化和宿主

工程等手段，已成功提高了微生物对葡萄糖和木

糖的利用效率，从而实现了对这两种碳源的高效

利用和协同代谢。此外，一些新型微生物代谢工

程平台的建立，如非常规酵母、细菌和真菌等，

为深入探究葡萄糖和木糖代谢途径的工程化提

供了新的思路和技术支持。 
然而，当前研究还存在一些挑战和待解决的

问题。首先，目前构建的微生物菌株在代谢途径

稳定性、产物选择性以及耐受性等方面仍然存在

改进的空间。其次，由于生物质的组成复杂性和

多样性，微生物在利用复杂底物时可能面临着代

谢途径工程和调控的困难。此外，微生物在工业

生产过程中可能受到废物积累、抑制物质以及操

作条件等因素的影响，因此需要进一步优化工艺

条件和提高菌株的稳定性和耐受性。 
未来的研究可以更多关注以下几个方面：

(1) 深入解析微生物在复杂碳源混合条件下的

代谢调控机制，通过系统生物学和代谢组学手段

揭示微生物的适应性机制，为菌株改造和优化提

供理论指导。(2) 探索新的基因编辑和代谢工程

技术，例如 CRISPR-Cas9 系统的应用、合成生

物学工具的开发等，以加速菌株构建和优化的速

度和效率。(3) 加强微生物对纤维素水解液的耐

受性，开发新的生物质预处理和转化技术，提高

生物质的利用效率和降低生产成本。综上所述，

对微生物在葡萄糖和木糖的高效同步利用方面

的研究将为可持续能源和生物化工领域的发展

提供新的思路和技术支持。 
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